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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studiem cytotoxicity Sesti nové syntetizovanych
terpenoidu, které by mohly do budoucna byt pouzity jako potencidlné terapeutické latky. Pro
testovani cytotoxicity terpenoidit byly pouzity dvé nezavislé metody, test redukce
tetrazoliové soli XTT a analyza bunék v realném cCase pomoci systému xCELLigence.
K testovani cytotoxicity byly pouzity bunky lidského adenokarcinomu prsu MCF7 a buiiky
lidského adenokarcinomu plic A549.

Vsechny testované terpenoidy vykazovaly pouze mirny cytotoxicky ucinek.
Nejveétsi cytotoxicky efekt vici buitkkdm MCF7 vykazoval terpenoid s oznacenim 4-OBn.
Terpenoid s oznacenim 3-Me byl nejvice cytotoxicky vuc¢i buiikdm A549. Terpenoid
oznaceny 4-Me nemél na ob¢€ pouzité bunécné linie prakticky zadny vliv. Vzhledem k nizké

cytotoxické aktivité se tyto terpenoidy jevi jako perspektivni slouc¢eniny pro dalsi studium.
ytotoxické aktivité se tyto terpenoidy jevi jako perspekt 1 y pro dalsi stud

KLICOVA SLOVA

terpenoidy, cytotoxicita, viabilita, MCF7, A549

TITLE

Determination Of Cytotoxicity Of New Synthesized Terpenoids

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the study of cytotoxicyty of six new synthesized
terpenoids, which could be used in the future as potential therapeutic agent. To test the
cytotoxic effect of terpenoids were used two different methods: tetrazolium salt (XTT)
reduction assay and analysis of cell proliferation in real-time using the xCELLigence system.
The cytotoxicity tests were performed using human breast adenocarcinoma (MCF7) and
human lung adenocarcinoma (A549) cells.

All tested terpenoids showed only mild cytotoxic effect. The most cytotoxic
terpenoid against MCF7 cells was 4-OBn. The terpenoid labeled 3-Me was the most
cytotoxic against A549 cells. The terpenoid labeled 4-Me was the least cytotoxic against
both cell lines. These terpenoids appear to be promising compounds for further study due

their low cytotoxic activity.

KEYWORDS
terpenoids, cytotoxicity, viability, MCF7, A549
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UvVoD

Terpeny a terpenoidy se fadi mezi chemické slouceniny, které jsou v naprosté
veétsing rostlinného ptivodii (de Matos, 2019). Celkem bylo popséano vice nez 76 000 terpenti
a terpenoidl. Spolecné tak tvoii nejvetsi a strukturné nejrozmanitéj$i skupinu piirodnich
produktii. V soucasné dobé se ziskavaji bud’ ptirodni extrakci, nebo chemickou syntézou (L1,
2016, Rudolf, 2020). Tyto chemické slouceniny jsou charakterizovany riznou kombinaci
izoprenovych jednotek CsHg. Terpeny, které ve své molekule obsahuji do tfech jednotek
izoprenu, jsou vysoce t¢kavé a tékavost se snizuje se zvySujicim se poctem jednotek
izoprenu (de Matos, 2019).

Jelikoz terpeny a terpenoidy patii mezi sekundarni metabolity 1é¢ivych rostlin, jsou
velmi vyznamnym pfirodnim zdrojem potencidlnich terapeutickych latek pro Sirokou skalu
farmaceutickych ucelt (de Matos, 2019). Terpeny jsou zejména velmi vyznamné diky své
antimikrobidlni aktivité, jelikoz jsou aktivni vii¢i Siroké Skale mikroorganismi, vcetné
gramnegativnich i grampozitivnich bakterii a hub (Solérzano-Santos, 2012). Mnoho terpenti
ma také inhibi¢ni U¢inky na rtizné lidské nadorové bunky, a tak se pouzivaji jako
protinadorova lé¢iva (naptiklad Taxol). Kromé antimikrobidlni a protinddorové aktivity
napomahaji pii hojeni riznych koznich ran (de Matos, 2019, Muhseen, 2019). Mimo
farmaceuticky priimysl se terpeny vyuzivaji jesté naptiklad v kosmetickém a potravinarském

primyslu a také jako biopaliva (Li, 2016).
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1 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit mozny cytotoxicky ucinek Sesti novée
syntetizovanych terpenoidi. Cilem teoretické ¢asti bylo seznamit se s literarnimi udaji, které
se tykaji biologickych ucinki terpenti a jejich derivati. Cilem experimentalni ¢asti pak bylo
stanovit pomoci testu kvantifikace aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz (XTT test)
a pomoci monitorovani cytotoxicity v redlném case systémem xCELLigence cytotoxicitu

nove syntetizovanych terpenoidti vici bunéénym liniim MCF7 a A549.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika terpeniti a jejich derivata

Terpeny se fadi mezi vyznamné organické slouceniny, které jsou v naprosté vétsiné
rostlinného ptivodu (Thurman, 2020). Z chemického hlediska jsou klasifikovany jako
jednoduché uhlovodiky, které jsou odvozené od izoprenu. Terpeny jsou dost casto
zaménovany s terpenoidy, které jsou také zndmé pod nédzvem izoprenoidy, protoze jsou
vSechny syntetizovany kondenzaci izoprenovych jednotek. Terpenoidy jsou derivaty
terpentl, protoze kromé samotnych izoprenovych jednotek obsahuji navic funkéni skupinu
zahrnujici kyslik. Takova funkéni skupina miize byt aldehydicka, ketonickd, alkoholova
nebo karboxylova (Boncan, 2020, Aharoni, 2003). Terpeny a terpenoidy jsou t€kavé, silné
aromatické slouceniny a tvofi rozsitenou skupinou sekundarnich metaboliti. Vyskytuji se
zejména v jehli¢natych nebo stalezelenych rostlinach (v kvétech, listech, kofenech i plodech)
a tvoti hlavni slozku pryskyfice téchto rostlin, kterd se nazyva terpentyn (Thurman, 2020).
Jsou také hlavni slozkou éterickych olejt, které se vyskytuji naptiklad v jehli¢nanech nebo
konopi, a tudiz jsou Casto zodpovédné za charakteristickou vini téchto rostlin (Sommano,
2020). Tyto slouceniny jsou zndmé pro svoje vlastnosti, jako je té€kavost, chut’, aroma nebo
toxicita, a proto hraji diilezitou roli v obran¢ rostlin, komunikaci mezi nimi (Aharoni, 2003).
Molekuly jednotlivych terpenit nebo terpenoidi se skladaji ze dvou ¢i vice
pétiuhlikatych izoprenovych jednotek. Izoprenové jednotky jsou bud cyklické nebo
acyklické (linearni) (Thurman, 2020).

[zopren (2-methylbuta-1,3-dien) je nenasyceny uhlovodik, ktery je odvozeny od
1,3-butadienu a je jednou z nejhojnéji produkovanych biogennich tékavych organickych
slouCenin na Zemi a zaroven je vysoce reaktivni. VétSina izoprenu je obsazena praveé
v suchozemskych rostlinach. Také je zakladni stavebni jednotkou pfirodniho kaucuku

(McGenity, 2018).

sCH,4

Wt i

Obrazek 1 - Struktura jedné izoprenové jednotky (Hillier, 2019)
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potravinaisky a farmaceuticky primysl, ale také pro vyrobu kosmetickych produkti. Izolace
jednotlivych terpenti a terpenoidu z jejich piirodnich zdroji je dosud hlavni vyrobni cestou,
a to 1 pfesto, Ze tento proces muze byt casove narocny, zdlouhavy a drahy. Chemicka syntéza
téchto ptirodnich sloucenin je vzhledem k jejich strukturni sloZzitosti dosti obtizna a v mnoha
ptipadech i neti¢inna (Alemdar, 2017).
2.2 Klasifikace terpenii a terpenoidii

Molekulovy vzorec terpenti je (CsHg)n; kde n urcuje pocet zacastnénych

izoprenovych jednotek. Terpeny jsou klasifikovany do nékolika skupin, a to pravé podle

poctu téchto izoprenovych jednotek a poctu obsazenych uhliki:

Monoterpeny — 2 izoprenové jednotky, 10 atomti uhliku

e Seskviterpeny — 3 izoprenové jednotky, 15 atomu uhliku

e Diterpeny — 4 izoprenové jednotky, 20 atomi uhliku

e Triterpeny — 6 izoprenovych jednotek, 30 atomil uhliku

e Tetraterpeny — 8 izoprenovych jednotek, 40 atomt uhliku

e Polyterpeny — velky pocet izoprenovych jednotek (Elaine, 2009).

Terpenoidy jsou také klasifikovany na zaklad¢ poctu jejich izoprenovych jednotek

a poctu uhlikli na monoterpenoidy (C10), seskviterpenoidy (C15), diterpenoidy (C20),
triterpenoidy (C30), tetraterpenoidy (C40) a polyterpenoidy, které obsahuji vice nez
40 uhlikti (Boncan, 2020).

2.2.1 Monoterpeny

Monoterpeny se skladaji ze dvou izoprenovych jednotek, tzn. ze se v jejich
molekule nachazi 10 atomt uhliku (Elaine, 2009). Monoterpeny mohou byt jak acyklicke,
monocyklické, tak bicyklické. Jsou to pfirodni latky, které maji charakteristickou vini
a uplatiuji se v dalezitych procesech, jako je regulace ristu, reprodukéni cyklus, nebo
obranné mechanismy. Monoterpeny se fadi do sekundarnich metabolitl rostlin. Sekundéarni
metabolity jsou v tomto piipad€ latky, které postradaji veskerou roli v uplné zakladnich
rostlinnych procesech. To znamena, Ze dana rostlina je produkuje, ale nevyuziva je jako
zdroj energie nebo zéasobni latku. Tyto metabolity slouzi rostliné¢ jako obranna latka,
atraktant, nebo detoxikacni faktor. Monoterpeny jsou tedy vyznamné tim, Ze
zprostiedkovavaji interakce mezi rostlinou a prostiedim, chrani rostlinu pted sktidci nebo
vysychanim. Vyznamné jsou vSak nejen pro rostliny, ale i vyS$si organismy. Monoterpeny

jsou také soucasti silic. (Dvotakova, 2011). Silice neboli éterické oleje jsou smési, které jsou
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tvofené nizkomolekuldrnimi t€kavymi latkami, a to zejména monoterpeny, ¢i seskviterpeny,
nebo benzoidy, derivaty mastnych kyselin a fenylpropanoidy (Adorjan, 2010). Silice se
ziskéavaji parni nebo suchou destilaci, hydrolyzaci, nebo n¢jakou jinou metodou z urcité
rostliny, ¢i jeji ¢asti (Rubiolo, 2010). Monoterpeny jsou hojné vyuzivany v kosmetice nebo
farmacii pro své charakteristické aroma, v potravinafstvi anebo jako insekticidy a herbicidy
z diivodu své toxicity. Také se fadi se mezi takzvané ,,bioaktivni slouceniny®, a to zejména

diky svym antimikrobidlnim a protinadorovym uc¢inkiim (Dvotakova, 2011).

2.2.1.1 Mentol

Mentol je zchemického hlediska monocyklicky terpenovy alkohol, ktery je
soucasti silice maty peprné. Pfirodni mentol je mozné izolovat naptiklad z Mentha
canadensis, coz je druh maty pochéazejici ze Severni Ameriky, ale mize byt syntetizovan
1 prumyslové riiznymi procesy. Diky mentolu ma mata peprna charakteristickou vtni a chut’
a pro tyto vlastnosti je to jedna z nejpouzivanéjSich aromatickych piisad vedle vanilky
a citrusii. Mentol je taktéz zndmy pro jeho chladivé Uc€inky. Z tohoto divodu se hojné
vyuzivéa pro vyrobu riznych spotiebnich produktii, jako jsou ¢okoldda nebo zvykacky, ale
také ve vyrobcich, které se pouzivaji pro péci o zubni dutinu, jako jsou zubni pasty, a také
ve volné prodejnych 1é€ivech (Kamatou, 2013). Mentol piisobi také lokalné antisepticky,
tlumi bolest a ma znecitlivujici G¢inky, chladi a pfindsi tlevu zejména u zanétlivych

onemocnéni kloubl a mékkych tkani (Pergolizzi, 2018).

CH,

HO

HaC CH,

Obrazek 2 - Chemicka struktura mentolu (Pergolizzi, 2018)
2.2.1.2 Limonen
Limonen je jeden znejhojnéji rozsifenych monocyklickych monoterpenovych
uhlovodikt v rostlinné #isi. Vyskytuje se ve dvou optickych izomerech, které jsou nazyvany
D- a L-limonen. Nejbézné&jsi, D-limonen je bezbarva kapalina s charakteristickou citronovou
vuni, kterd se béZzné ziskava lisovanim za studena z citrusovych slupek a duzniny. Zatimco
L-limonen je vice pfitomen u jinych rostlinnych druhi, jako jsou Mentha spp., anebo se

nachazi u ruznych éterickych olejii. Oba optické izomery jsou béznymi piisadami
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v kosmetice, potravinach nebo lé¢ivech. Limonen vykazuje taktéZ antimikrobialni aktivitu
proti béznym alimentarnim bakteriim, jako jsou Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis a Micrococcus luteus (Ibafez, 2020).

Obrazek 3 - Chemicka struktura D-limonenu (Hyatt, 2007)
2.2.1.3 Geraniol
Geraniol je zchemického hlediska acyklicky monoterpen, ktery se ziskava
z éterickych oleji aromatickych rostlin, naptiklad z Cinnamomum tenuipilum, coz je rostlina
z rodu skoficovnik (Lei, 2019). Geraniol se jako primarni slozka nachazi v éterickych olejich
pelargonii, citronové travy nebo ruzi a ma typickou Zlutou barvu. Diky svému vyraznému
kvétinovému aroma je jednou z nejoblibenéjSich slozek vonnych produkti, jako jsou rizné
deodoranty, parfémy a kosmetické krémy. Geraniol se vSak nepouziva jen u kosmetickych
produktt, ale ma také Siroké uplatnéni ve farmaceutickém primyslu z diivodu jeho

-----

a neuroprotektivnich ¢inkt (Chacédn, 2019, Lei, 2019).

AN AN OH
Obrazek 4 - Chemicka struktura geraniolu (Liiddeke, 2012)
2.2.1.4 Pinen
Pinen je bicyklicky terpen ze skupiny monoterpent, ktery se nachazi ve form¢ dvou
optickych izomert a- a B-pinenu nebo racematu (Salehi, 2019). Tyto optické izomery se
vzajemn¢ zrcadloveé nepiekryvaji a 1isi se svou interakci s polarizovanym svétlem, a tim
padem mohou vykazovat rozdily v toxicité a biologické aktivité¢ (Rivas da Silva, 2012).
a-pinen je bezbarva kapalina, kterd je nerozpustnd ve vodé, ale rozpustna v ethanolu.
B-pinen je taktéz bezbarva kapalina, kterd je v§ak ve vod¢ a ethanolu nerozpustna. V piirodé

se naléza jako soucast pryskyfice jehli¢natych stromi, zejména borovic (Salehi, 2019). Lze
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je najit i v éterickych olejich rozmarynu, levanduli a terpetynu. U rostlin vykazuji pineny
antifungélni aktivitu. Pineny se vyznacuji Sirokou Skalou farmakologickych aktivit, véetné
modulace antibiotické rezistence, antimikrobidlnich, antikoagulac¢nich, protinadorovych,

antioxida¢nich ucinka a u€inktl proti oxidativnimu stresu (Rivas da Silva, 2012).

Obrazek 5 - Chemicka struktura o-pinenu (Rivas da Silva, 2012)

2.2.1.5 Myrcen

Myrcen se tadi mezi acyklické monoterpenové uhlovodiky, ktery se nachézi
u rostlin nebo potravin (Uyeda, 2016). V ptirodé se vyskytuje vyhradné jako B-myrcen a lze
ho extrahovat z velkého mnozstvi rostlin. B-myrcen se piirozené¢ vyskytuje zejména
v esencialnich olejich rostlin, jako je chmel, konopi, citronova trava, bobkovy list a sporys
klasnaty. Nachazi se 1 v citrusovych plodech, citrusovych §tavach a mangu. Myrcen je také
hlavni slozkou chmelové silice a miize tvotit az 70 % objemu této silice. Diky tomu je
v pivovarnictvi povazovan za jednu z nejsilngjSich aromatickych chutovych slozek. Kromé
vyrazné chuti chmele se B-myrcen vyznamné podili na charakteristické viini a nasladlé chuti
konopi. Myrcen ma kofenité, zemité a pizmové aroma (Surendran, 2021).

Kmeny konopi, které obsahuji vysoké koncentrace myrcenu (> 0,5 %),
pravdépodobné vyvoldvaji sedativni ucinky. Vysoké koncentrace myrcenu se naptiklad
vyskytuji u Cannabis indica (konopi indické). Na druhou stranu kmeny konopi s nizkym
obsahem B-myrcenu (< 0,5 %) vyvolavaji stimula¢ni G€inky. Myrcen mize také hrat roli pfi
napomahdni vstfebavani kanabinoidi pies hematoencefalickou bariéru. Primyslové se v§ak
B-myrcen ziskava hlavné pyrolyzou B-pinenu. Obvykle se vyuziva jako vychozi material pii
vyrobé parfémul, vini, ale také farmaceutickych ptipravkia (Yang, 2020). Myrcen je
vyznamny pro své analgetické, sedativni, antioxidacni, protizdnétlivé, antimikrobialni

a protinadorové ucinky (Surendran, 2021).
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Obrizek 6 - Chemicka struktura B-myrcenu (Pellati, 2018).
2.2.2  Seskviterpeny

Seskviterpeny se fadi mezi terpeny, jejichz molekuly obsahuji 15 uhliki
a skladaji se ze tii izoprenovych jednotek (Chen, 2011). Jsou to bezbarvé slouceniny
lipofilniho charakteru. Jejich biosyntéza probihd v rostlinach prostiednictvim FPP
(farnesylpyrofosfatu) v endoplazmatickém retikulu (Chadwik, 2013). Seskviterpeny se fadi,
stejné jako monoterpeny, mezi sekundarni metabolity pfedevsim vyssich rostlin, ale i hub
nebo bezobratlych. Mohou byt cyklické nebo alifatické, z nichz nejfunkénéjsi jsou prave
cyklické formy (Chadwik, 2013, Bartikova, 2014). Nejvyssi zastoupeni seskviterpenli se
nachdzi u rostlin z ¢eledi Cactaceae (kaktusovité), Euphorbiaceae (praskytovité), Araceae
(aronovité), Solanaceae (lilkovité). V naprosté vetsing vSak prevladaji u rostlin z Celedi
Asteraceae, coz jsou hvézdnicovité rostliny a piedstavuji vyznamnou ¢ast suché hmotnosti
u téchto zminénych rostlin. Seskviterpeny se typicky nachazeji ve specializovanych
sekre¢nich bunikach produkujicich latex, a to zejména u vétSiny hvézdnicovitych rostlin, ale
1ze je nalézt také napiiklad ve vakuolach jinych bun€k rostliny, a to konkrétné v ptipade,
kdyz jsou produkovany v reakci na bioticky stres (Chadwik, 2013).

Seskviterpeny jsou vyznamné nejen jako atraktraty, ¢i odpuzovace hmyzu, nebo
pro dileZitost preziti rostliny, ale vyznacuji se ¢etnymi biologickymi U¢inky. Mezi takové
ucinky patii naptiklad protinddorova, protizanétlivd, antimikrobidlni, analgeticka,
antifugélni, antimigren6zni nebo protiviedova aktivita (Ren, 2016, Chadwick, 2013). Také
bylo zjisténo, Ze by sekviterpeny mohly byt ndpomocné pii 1écbé kardiovaskularnich chorob,
nadorovych onemocnéni nebo pro prevenci neurodegenerace. Kardiovaskularni ti¢inky jsou
vysledkem schopnosti seskviterpenti relaxovat tkan hladkého svalstva inhibici iINOS
(indukovatelné NO-syntazy) a naslednym zvySenim hladin NO (oxidu dusnatého). Obecné
se predpoklada, Ze pti¢inou tohoto Gc¢inku je inhibice NF-kB (nukledrniho faktoru kappa B).
Neékteré seskviterpeny navic chrani zalude¢ni vystelku pied nepfijemnym vznikem vieda

(Chadwick, 2013).
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V soucasné dobé si rostouci pozornost ziskévaji predevsim seskviterpenové laktony
(SL). SL tvofi rozmanitou skupinu chemickych latek co se tyce struktury. Lisi se zejména
poctem a velikosti uhlovodikovych kruht. Jeden kruh je obvykle laktonovy. Jsou to
sekundarni metabolity odvozené od seskviterpenti a nachazeji se predevSim u plané
rostoucich rostlin z ¢eledi Apiaceae (mitikovité), Astreraceae (hvézdnicovité), ale byly také
izolovany i u rostlin z celedi Magnoliaceae (Sacholanovité), Lauraceae (vaviinovité),
a Rutaceae (routovité). SL mohou byt piitomny ve vSech castech rostliny, a to v riznych
koncentracich. Pro rostlinu plni obrannou funkci tim, ze odpuzuji hmyz diky jejich hotké
chuti. SL se také vyznacuji velkym mnozstvim biologickych uc¢inkti. Mezi tyto Gc€inky patii
antimikrobidlni, cytotoxickd, antifugélni, antiprotozoalni nebo imunomodula¢ni aktivita.
Mezi biologicky nejvyznamnéjsi seskviterpenové laktony patii naptiklad thapsigargin,

cynaropikrin, parthenolid a artemisinin (Peterkova, 2019).

2.2.2.1 Azuleny

Azuleny jsou bicyklické aromatické uhlovodiky, izomerni s naftalenem, a fadi se
mezi seskviterpeny. n-elektrony azulenti jsou polarizovany smérem k péti¢clennému prstenci,
coz ma za nasledek relativné velky vlastni dipdlovy moment, a proto maji azuleny typicky
tmavé modrou barvu (Dunés, 2020). Azuleny se vyskytuji zejména u éterickych oleji
hetfmanku pravého nebo ¢ekanky obecné. Azulensulfonat sodny je ve vode¢ rozpustny derivat
azulenu, ktery se nachazi u hefmanku pravého z Celedi Asteraceae (hvézdnicovité).
Azulensulfonat sodny se klinicky vyuZziva jako terapeutické Cinidlo pfi 1€¢bé faryngitidy, ale
také u jinych zanétlivych onemocnéni, jako je naptiklad tonzilitida, Zalude¢ni viedy,
stomatitida nebo konjunktivitida. Guaiazulen je lipofilni derivat azulenu a ten vykazuje
nejenom protizanétlivy ucinek, ale také antioxidacni ti€inek (Sakai, 2005). Derivaty azulenil
naSly vyuziti v Iékaistvi, a to zejména ve formé protiviedovych, antidiabetickych

a protinadorovych 1écivych latek (Dunas, 2020).

Obrazek 7 - Chemicka struktura azulenu (Wang, 2003)
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2.2.2.2 Humulen

Humulen (o-humulen) je cyklicky seskviterpen, ktery se vyskytuje u Siroké Skaly
rostlin (Sales, 2020). Nachézi se v konopi, chmelu, ZenSenu nebo Salvéji (Heblinski, 2020,
Pote¢, 2021). Humulen a jiné piirodni produkty odvozené od humulemu se vyznacuji
biologickou aktivitou. Mezi takové aktivity patii, protizanétlivé, antimikrobidlni,
cytotoxické, antioxidacni a protinddorové ucinky. Nejlepsi protinddorovy ucinek vykazuji
proti buiikam lidského adenokarcinomu plic (A549) a buitkkdm lidského adenokarcinomu
traniku (Trost, 2012, Coté, 2017).

Ve studii Yeo a kol. (2021) bylo zjisténo, ze a-humulen, hlavni slozka mnoha
rostlin pouzivana pro pfipravu parfémii, ma ochrannou roli proti poskozeni zaludku in vivo
a in vitro. K testovani ochranného ucinku a-humulenu byl pouZit potkani model gastritidy
vyvolané HCl a ethanolem a lidské Zirné bunky HMC-1. Bylo zjiSténo, Ze o-humulen
vyrazné inhiboval zalude¢ni 1éze u gastritidy vyvolané HCI a ethanolem a také sniZoval
sekreci zalude¢ni §t'avy u zalude¢nich viedi vyvolanych ligaci pyloru in vivo. Kromé tohoto
o-humulen snizil mnozstvi reaktivnich forem kysliku. o-humulen v buiikaich HMC-1 snizil
mnozstvi intracelularniho vapniku a zvysil hladiny cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat),

coZ mélo za nasledek sniZeni hladiny histaminu (Yeo a kol., 2021).

Obrazek 8 - Chemicka struktura o.-humulenu (Trost, 2012)

2.2.2.3 Bisabolem
Bisabolem je jednoduchy monocyklicky seskviterpen, ktery se bézné vyskytuje
v pfirodnich rostlinnych éterickych olejich, naptiklad v zdzvoru lékaiském (Jou, 2016).
Zéazvor je schopen vykazovat antioxida¢ni vlastnosti, ma kardioprotektivni,
hypolipidemické,  protinadorové,  protizanétlivé  U¢inky, posiluje  pfirozenou
obranyschopnost organismu, nebo je také schopen tisit bolest kloubl (Ibafiez, 2019).
Ma tii strukturni izomery, a to konkrétné a-bisabolen, -bisabolen a y-bisabolen, ale kazdy

izomer ma vyrazné odliSné vlastnosti a vyuziti. Bisaboleny se z rostlin izoluji predevs§im

pifimou extrakci. Tato metoda mad vSak mnoho nevyhod, jako je tieba omezeny zdroj
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suroviny, nizky vytézek nebo komplikované kroky separace. Rostlinné bisaboleny jsou
hojné vyuzivany v kosmetickém, farmaceutickém, chemickém a nutraceutickém primyslu.
Tradi¢né se vyuziva jako vysoce hodnotna viin€ v kosmetickém prumyslu, protoze méa velice
piijemné ovocné a balzamikové aroma. Naptiklad B-bisabolen voni podobné jako sezamovy
olej, a tak je pouzivan k dochucovani potravin. Kromé toho je bisabolen velkym pfinosem
pro lékafskou komunitu, protoze vykazuje protizanétlivé a protinddorové ucinky (Zhao,

2021).

Obrazek 9 - Chemicka struktura bisabolenu (Phulara, 2016)
2.2.2.4 Farnesol
Farnesol je acyklicky seskviterpenovy alkohol, ktery se pifevazné vyskytuje
v éterickych olejich riznych ptirodnich rostlin. Pfirozené se farnesol vyskytuje napiiklad
v éterickych olejich citronové travy, jasminu, rize, brambotiku, pomerancovych kvéti nebo
lipy. Bylo prokazano, Ze vykazuje ¢etné biologické ucinky. Mezi tyto U€inky patii zeyména
a preziti bun¢€k. Pouziva se naptiklad k 1é¢bé€ alergického astmatu, cukrovky, aterosklerdzy

nebo hyperlipidémie a ptiznive pisobi pii otocich, glidze a tumorigenezi kiize (Jung, 2018).

Obrazek 10 - Chemicka struktura farnesolu (Jin, 2010)

2.2.3 Diterpeny
Diterpeny jsou terpeny, které jsou odvozené od Ctyt izoprenovych jednotek, jejich
molekula je slozend z 20 uhlikl a jsou rozsitené po celé prirod¢ (Lozama, 2009). Lze je
nalézt jak vrostlinach, tak 1 v houbach, u bakterii a zvifat ze suchozemského
1 motiského prostfedi. Stejn¢ jako monoterpeny a seskviterpeny, i diterpeny vykazuji

-----

antioxidacni, kardioprotektivni a analgetické aktivity. U diterpend byla také prokézana
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cytotoxicita proti riznym nadorovym bunéénym liniim, dale inhibi¢ni aktivita oxidu
dusného a fytotoxicka aktivita. Nékteré izolované diterpeny jsou v komerénim méfitku
vyrabény napiiklad pro pouziti pfi syntéze vonnych latek, nebo pro pouziti jako 1é€iva
a potravinarskad aditiva nebo v zemé&d¢lstvi (de Sousa, 2018).

2.2.3.1 Retinol (Vitamin A)

Retinol se diky své struktute fadi mezi diterpeny. Patii do skupiny retinoidi a je
jednou z ptirozenych forem vitaminu A, ktera je fyziologicky u¢inna (Khalil, 2017). Vitamin
A (retinol) je vitamin, ktery je rozpustny v tucich a ziskava se jak z rostlinnych, tak
i zivociSnych zdroji. (Olsen, 2020). Produkty Zivocisného ptivodu jsou bohatym zdrojem
vitaminu ve formé retinylesteru, zatimco zelenina a ovoce obsahuji karotenoidy, z nichz
vétSinu tvoii provitamin A. JelikoZ je esencidlni, lidské télo neni schopno si vitamin A
vytvofit, a proto je nutné jej ziskdvat ze stravy bud’ jako vitamin A, nebo ve formé
provitaminu A (karotenoidit). Vitamin A hraje klicovou roli ve spravném fungovani mnoha
fyziologickych funkci. Lidsky organismus dokéze metabolizovat ptirozené formy vitaminu
A a provitaminu A na biologicky aktivni formy (retinol, retinal, kyselina retinova), které
interaguji s jadernymi receptory, nebo opsinem v sitnici (Carazo, 2021). Po absorpci je
vitamin A transportovan z bunék sttevni sliznice spolecné s chylomikrony jako retinylester,
bud’ do cilovych tkéni, nebo jater, kde mize byt uloZen v jaternich hvézdicovych bunkéch.
Mobilizace jaternich zasob vitaminu A nastava pouze v dob¢ nedostate¢ného piijmu potravy
a retinylesterazy jsou hydrolyzovéany za uvolnéni retinolu, ktery je nasledn¢ vazan na RBP4
a nasledné secernovan do ob¢hu hepatocytl, kde se vaze na dalsi transportni protein,
transthyretin. Jakmile je retinol absorbovan cilovymi buikami, miiZze byt pfeménén bud’ na
retinaldehyd, ktery je zasadni pro normalni zrakovou funkci, nebo je dale oxidovéan na
kyselinu retinovou. Ligandy pro jaderné receptory kyseliny retinové jsou diilezité v procesu
vyvoje, rastu a samotného metabolismu (Olsen, 2020). Vitamin A ma v téle pleiotropni
funkce diky nékolika biologicky aktivnim formam. Mezi tyto funkce je zahrnuto vidéni ve
tmé, vyvoj rohovky a spojivky, bunécny rist a diferenciace, fungovani imunitniho systému,
vyvoj kosti, plodu a centrdlniho nervového systému. Karotenoidy plsobi také jako
antioxidanty (Carazo, 2021).

\\\\OH

Obrazek 11 - Chemicka struktura retinolu (O'Byrne, 2013)
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2.2.3.2 Fytol

Fytol je acyklicky diterpenovy alkohol, ktery se nachédzi v éterickych olejich
nekterych aromatickych rostlin (Silva, 2014). Fytol je také dilezitou slozkou chlorofylu.
Bylo prokazano, ze vykazuje né¢kolik farmakologickych vlastnosti, véetné protinadorovych,
antimikrobidlnich, protikfeCovych, nebo protizanétlivych ucinkt (Carvalho, 2020, Silva,
2014). Ve studii Carvalho a kol. (2020) bylo zjisténo, ze fytol je prospé$ny zejména ve
vztahu k 1€¢b¢ bolestivych zanétlivych onemocnéni. Mezi jedno z nejCastéjSich zanétlivych
onemocnéni se fadi artritida, ktera postihuje pfedevSim synovialni membréanu, chrupavku
a IL-6. Pii této studii bylo zjisténo, Ze fytol byl schopen snizovat aktivitu MPO, uvoliiovat
prozanétlivé cytokiny v synovialni tekutin€ a zaroven snizoval produkci IL-6. Tudiz doslo

ke zmirnovani otoki kloubti po celou dobu 1é¢by (Carvalho a kol., 2020).

CH; CHy CHs  CHa

Obrazek 12 - Chemicka struktura fytolu (Silva, 2014)

2.2.4 Triterpeny

Triterpeny se fadi mezi terpeny, které obsahuji celkem 6 izoprenovych jednotek
a 30 atomu uhliku. Mohou byt tricyklické, tetracyklické, pentacyklické nebo alifatickeé.
VétSina triterpent se vyskytuje jako sekundarni metabolity u vyssich rostlin. Triterpeny jsou
taktéZ znamy pro mnoho vynikajicich fyiologickych a farmakologickych aktivit, v€etné
protinddorovych ucinki jsou triterpeny schopny aktivovat apoptozu, inhibovat bunéénou
proliferaci, invazi tumoru a sekreci matrixovych metaloproteinaz. Také hraji dileZitou roli
v procesu zmirfovani a uklidilovani nervového napéti, pfi regulaci krevniho cukru

a snizovani krevniho tlaku (Zhang, 2014).

2.2.4.1 Skvalen
Skvalen je z chemického hlediska nenasyceny uhlovodik patiici mezi triterpeny
a je tvoren Sesti izoprenovymi jednotkami. Lze ho ve vysokém mnozstvi nalézt v rybich
olejich, zejména v oleji ze zraloCich jater, a v relativné mensich mnozstvich v nékterych
rostlinnych olejich, naptiklad v olivovém oleji. Skvalen se taktéz nachdzi v lidském sekretu
mazovych zlaz, kde tvofi jednu z hlavnich slozek. Nasyceny derivat skvalenu se nazyva

skvalan a nachézi se také v téchto zdrojich. Skvalen i skvalan jsou povazovany za dilezité
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latky ve farmaceutickém, kosmetickém a nutraceutickém primyslu a zaroven vykazuji
dilezité biologické aktivity. Mezi tyto aktivity patii napiiklad protinddorové, antioxidacni
a detoxikacni ucinky. Skvalen je taktéz upiednostiiovan pii péci o plet, diky jeho
hydrata¢nim ucinktim, protoze se snadno vstfebava, aniz by vytvaiel mastné zbytky (Kim,
2012). Ve studii Kim a kol. (2012) se predpoklada, ze za ptirozenou ochranou kiize stoji
pravé skvalen, ktery je jednou z hlavnich slozek lidské kize. Lidskd kize je neustale
vystavovdna vliviim prostfedi, vCetné ultrafialového zatreni prostfednictvim slunecniho
zafeni. V ptipad¢ vystaveni lidské kiize sluneCnimu zafeni dochdzi k vyvolani procesu
peroxidace lipidu ve vrstveé kiize, coz vede k jejimu poskozeni. V této zalezitosti se uvadi,
ze skvalen chrani lidskou pokozku pied peroxidaci lipidl zptisobenou bud’ vystavenim UV

zafeni, nebo jinym oxidacnim stresem (Kim a kol., 2012).

Obrazek 13 - Chemicka struktura skvalenu (Borella, 2019)
2.2.4.2 Ambrein

Ambrein se fadi mezi triterpenové alkoholy a je hlavni slozkou ambry, coZ je
konkrement vytvareny ve stfevnim traktu vorvant (Taha, 1998). Tento triterpenovy alkohol
je ptirodnim prekurzorem pro ambox, coz je syntetickd nahrazka pfirodni ambry. Ambra
jako takova je znama jiz z dob antiky, kde byla pouzivana jako parfém, nebo k 1€cbé
migrénovych bolesti hlavy, nachlazeni a zacpy. Smési nebo gely obsahujici ambru jsou
povazovany za vynikajici 1€k na nervové problémy a také jsou u¢inné pti 1écbé revmatismu,
bolesti zad, vyronii a namozeni svalii. Protizdnétliva aktivita ambreinu je pravdépodobné
zpusobena inhibici systémove uvoliiovaného serotoninu. Ambrein ma taktéz antikoagulacni

a antifibrinogenni potencial (Taha, 1998).
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Obrazek 14 - Chemicka struktura ambreinu (Ncube, 2020)
2.2.4.3 Lanosterol

Lanosterol je zchemického hlediska organickd sloucenina, ktera patii mezi
tetracyklické triterpeny. Lanosterol je prekurzorem pro syntézu steroll, a tudiz se fadi mezi
klicové meziprodukty v biosyntéze cholesterolu. (Chen, 2015, Lee, 2016). Lanosterol je
prvnim sterolem v lipidové biosyntetické draze, ktery je zpocatku preménén na acetyl-CoA.
Komplexni proces syntézy lanosterolu zahrnuje nékolik enzymt, vcetné 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy, skvalenepoxidazy a lanosterolsyntazy
(Shen, 2018).

Bylo prokazano, Zze inhibice lanosterolsyntazy pfispiva k zdkalu cocky
u potkanii, mys$i, psit a rozvoji vrozené katarakty (Sedého zakalu) u lidi, a pravé proto by
lanosterol mohl byt potencidlnim lékem pro 1écbu Sedého zakalu (katarakty), protoZe by
mohl zvratit agregaci intrakrystalickych proteint (Pei, 2019, Shen, 2018). Za hlavni pticinu
katarakty je povazovana prave agregace bilkovin mezi pravidelné uspotddanymi krystaliny
vlaken ¢ocky (Shanmugam, 2015). Ve studii Zhao a kol. (2015) bylo prokazano zvraceni
pfirozené se vyskytujici nepriihlednosti Co€ky po ponofeni a Sestidenni inkubaci krali¢ich
cocek v roztoku lanosterolun (Zhao a kol., 2015). Naopak ve studii Shen a kol. (2018), kde
byla pouzita lidska kontraktni jadra, nebylo po Sestidenni inkubaci prokazano zadné zvraceni
neprithlednosti (Shen a kol., 2018).

CH

CH X

CH
CHa

CH
HO
H,C CH,

Obrazek 15 - Chemicka struktura lanosterolu (Huster, 2005)
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2.2.5 Tetraterpeny
Tetraterpeny se fadi mezi terpeny, které obsahuji osm izoprenovych jednotek
a 40 atomu uhliku. Tetraterpeny jsou taktéz znamy pod nadzvem karotenoidy. Nachazeji se
v riznych typech rostlin, hub, v bakteriich. Jsou zodpovédné piedevsim za Cervené, zluté,
nebo oranzové zbarveni (Cox-Georgian, 2019). Mezi jejich biologické ucinky patii
antioxida¢ni ucinky a ochrana pfed reaktivnimi formami kysliku, protinddorové,

kardioprotektivni G¢inky a chrani oci pted poskozenim (Ninkuu, 2021).

2.2.5.1 Karotenoidy a karoteny

Karoteny a karotenoidy jsou cyklické tetraterpenové pigmenty. VéEtSina z nich se
skladé z osmi izoprenovych jednotek a 40 atomt uhliku a vykazuji zluté, oranzové, cervené,
nebo fialové zbarveni. Karotenoidy jsou v pfirodé nejrozsifenéjsi pigmenty a jsou piitomny
u fotosyntetickych bakterii, hub, rostlin, ale i zvitat. Karotenoidy se d¢li do dvou skupin, na
karoteny a xantofyly. Mezi karoteny patii a-karoten, f-karoten, y-karoten a lykopen. Mezi
xantofyly patii B-kryptoxantin, lutein, zeaxanthin a astaxanthin (Maoka, 2014).
Nejznaméjsim karotenem je P-karoten, ktery je prekurzoram vitaminu A (Tang, 2012).
Karotenoidy maji antioxida¢ni vlastnosti, dokéazi predchdzet kardiovaskuldrnim
onemocnénim a onemocnénim oc¢i, indukovat apoptoézu a inhibuji rist malignich nadort,

zaroven mohou modulovat genovou expresi a imunitni reakce (Milani, 2017).

\\\\\\\\\

Obrazek 16 - Chemicka struktura f-karotenu (Fleshman, 2012)
2.2.5.2 Lutein

Mezi tetraterpeny se fadi i lutein, ktery ma charakteristicky Zlutou barvu. Lutein,
ale také jeho metabolit (opticky izomer) zeaxanthin, jsou syntetizovany pouze ve
fotosynteticky aktivnich rostlinach. Jelikoz lidé nejsou schopni syntetizovat lutein, tak
jedinym zplsobem, jak zvysit koncentrace luteinu v téle, je jeho pfijem v potravé. Denni
potieba luteinu u lidi je zajiSté€na prostiednictvim karotenoidli. Dobrymi zdroji luteinu jsou
zejména zelena listova zelenina (kapusta, petrzel, salat, brokolice a §pénat), ZIuté ovoce nebo
zelenina (mango, dyné, broskve, kukufice — témét 70 % celkového obsahu karotenoidi
v kukufici pfipadad na lutein a zeaxantin), dalSi zelenina a ofechy (hrach, pistacie, chiest).
Dale se lutein nachézi také ve vejcich, u ryb a korys$i. Lutein obvykle pochazi z rostlinnych

zdrojii, a proto jsou tyto zivocisné potraviny klasifikovany jako neptimé zdroje (Bhat, 2020).
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Strava bohatd na lutein miZze snizit rizikové faktory pro vékem podminénou
makularni degradaci (macula lutea — 7luta skvrna na sitnici), za kterou jsou zodpovédné
reaktivni formy kysliku (Bhat, 2020). Degradace makuly je hlavni pfiinou slepoty
a poskozeni zraku (Buscemi, 2018). Lutein hraje primarni roli v ochran¢ sitnice oka pied
oxidativnim poSkozenim zplUsobenym modrym svétlem. Zarovenl zlepSuje kognitivni
funkce, snizuje riziko rakoviny a zlepsuje fungovani kardiovaskularniho systému (Buscemi,
2018). Lutein také hraje roli 1 v prenatalnim vyvoji ¢loveéka a je zodpovédny za neuralni
vyvoj (Bhat, 2020). Nolan a kol. (2014) uvad¢ji, ze u pacientii s Alzheimerovou chorobou
byl zaznamenan vyssi vyskyt vékem podminéné makularni degenerace, jelikoz méli snizené
hladiny makularnich pigmentti, coz tedy poukazuje na pozitivni vliv luteinu na kognitivni

funkce (Nolan a kol., 2014).

Obrazek 17 - Chemicka struktura luteinu (Buscemi, 2018)

2.2.5.3 Lykopen

Lykopen je symetricky tetraterpen, ktery obsahuje osm izoprenovych jednotek
a jedenact konjugovanych dvojnych vazeb, je fazen mezi karotenoidy. Lykopen je rostlinny
pigment rozpustny v tucich, ktery dodava ovoci nebo zelening jejich cervenou barvu,
zejména je zodpovédny za Cervenou zralych rajcat a vyrobkl z rajcat (rajcatovy protlak,
kecup). Zaroven je rajcatova St'ava nejveétSim zdrojem lykopenu (Shimizu, 2018, Marzocco,
2021). Lykopen je termostabilni karotenoid a vafenim nedochazi k jeho poSkozeni. Tepelné
zpracovani naopak zvySuje jeho biologickou aktivitu, jelikoZ dochézi k naruSeni bunééné
membrany, coz vede k tiniku lykopenu z tkanové matrice (Marzocco, 2021). Mnoho studii
a neuroprotektivni Uc¢inky. Je to silny antioxidant a dokdze ochranit organismus pied
reaktivnimi formami kysliku. Jeho antioxida¢ni aktivita je nejucinnéjsi ze vSech doposud
identifikovanych ptirozené se vyskytujicich karotenoidil. Protizanétlivé vlastnosti lykopenu
mohou zabranit vzniku akutniho zadnétu plic a emfyzému. V disledku toho je lykopen velmi
zadany jako potravinaiska ptisada. (Shimizu, 2018). Podle Cheng a kol. (2020) by podavani
niz8i davky lykopenu mohlo inhibovat oxidacni stres zptisobeny koufenim, a tak podporovat

stabilitu genomu (Cheng a kol., 2020).
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Obrazek 18 - Chemicka struktura lykopenu (Zuorro, 2020)

2.2.6 Polyterpeny
Polyterpeny jsou polymerni slouCeniny, které jsou tvofeny vice nez osmi
izoprenovymi jednotkami a mohou mit dvé formy geometrického usporadani. Prvni
skupinou jsou ptirodni kaucuky, které obsahuji izoprenové jednotky v cis-konfiguraci. Do
druhé  skupiny  patii  gutapera, kterd  obsahuje  izoprenové  jednotky
v trans-konfiguraci (Mosquera, 2021).
2.2.6.1 Kaucuk

prirozen¢ produkovan rostlinami. Je velmi dilezitou surovinou pouzivanou ve vice nez
40 000 vyrobcich. Pouziva se také pii vyrobé zdravotnickych prostfedkll. Jedinym zdrojem
je v soucasnosti ptirodni surovy kaucuk sklizeny (latex) z brazilského kau¢ukovniku (Hevea
brasiliensis). Predev§im diky své molekularni struktuie a vysoké molekulové hmotnosti ma
tento kaucuk vysoce vykonné vlastnosti, které nelze snadno napodobit uméle vyrobenymi
polymery, jako jsou ty odvozené napt. od bakteridlnich polyhydroxyalkanoati (PHA). Mezi
tyto vysoce vykonné vlastnosti patii odolnost, elasticita, odolnost proti odéru, efektivni
rozptyl tepla (minimalizace hromadéni tepla pfi tfeni a odolnost proti ndrazu). Jednim
z latexovych vyrobkll pouzivanych ve zdravotnickych zafizenich jsou l€kaiské gumové
rukavice. Takto vyrobené rukavice musi dobfe padnout, jsou odolné vici poskozeni,
umoziuji zachovat jemny hmatovy vjem a poskytuji u€¢innou bariéru vic¢i nezddoucim

patogentim (Mooibroek, 2000).

S —n

Obrazek 19 - Chemicka struktura ptirodniho kauc¢uku (Fazli, 2020)
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2.2.6.2 Gutaperca

Gutaperca (trans-1,4-polyisopren) je trans-izomer polyizoprenu a jeji struktura se
podoba struktuie ptirodniho kaucuku. Gutaperca (GP) je prithlednd koagulovita miza, ktera
se nachazi u stromt rodu Palaquium, zejména u druhtt Palaquium gutta (perCovnik pravy),
Palaquium obovatum a Palaquium polyanthum. Tyto stromy se vyskytuji hlavné
v jihovychodni Asii na Malajském souostrovi, Singapuru, Indonésii, Sumatie, Filipinach,
ale také v Jizni Americe. Dorustaji do vysky pfiblizné 30 metri a kmeny maji v priméru
I metr. V minulosti se GP pouzivala naptiklad v primyslu jako vynikajici izolant
elektrickych kabeli. Do dnesni doby je vSak gutaperca stale vyuzivana v zubnim lékatstvi.
Pouziva se totiz jako zlaty standard pro vyplné€ kofenovych zubnich kanalkd. Dulezitym
aspektem materidlu pro vypli kofenového kanélku je jeho nepropustnost pro tekutinu. Toto
kritérium z dlouhodobého hlediska spliiuje pravé GP. JelikoZ neustdle probihd vyzkum
nov¢jSich endodontickych materialii, aby byly ziskany lepsi materialy nez ty stavajici, které
spliuji biologické pozadavky spolu s predvidatelnym dlouhodobym vysledkem. Pro
vyplnéni kofenového kandlku bylo vyzkouseno a otestovano mnoho materidli, ale ze vSech
testovanych materiald obstala nejlépe GP. V soucasné dobé nelze uvazovat o Zadném jiném
materidlu jako o mozné nahradé¢ GP. Proto l1ze GP povazovat za zlaty standardni materiél

pro obturaci (Vishwanath, 2019).

Obrazek 20 - Chemicka struktura gutaperci (Qingtao, 2014)
2.3 Biologicka aktivita terpeni

Terpeny vynikaji Sirokou skalou biologickych aktivit a maji také mnoho lé¢ebnych
ucinkii. Mezi tyto aktivity se fadi naptiklad antimikrobialni, protinadorové, antifungalni,
lé¢ivych terpent se fadi napiiklad konopi nebo tea tree olej, ktery se pouziva zejména pii
1écbé koznich infekci. Terpeny pochézejici z konopi maji psychoaktivni vlastnosti, tisi
bolest, uzkosti, deprese a vedlejsi ucinky chemoterapie, jako je naptiklad nevolnost. Zaroven
jsou znamé také jako 1éky proti demenci, protoZze zvySuji cholinergni aktivitu

prostfednictvim inhibice cholinesterazy (Cox-Georgian, 2019).
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2.3.1 Antimikrobialni acinky

Eterické oleje rostlin jsou jiZ po staleti pouZivany k nejriiznéjsim uéelim, od 16¢by
infek¢nich onemocnéni, pies konzervaci potravin az po vyrobu parfémt. Jelikoz v souc¢asné
dob¢ vzrlsta rezistence mikroorganismil na aktualn¢€ pouzivana 1éciva, je vyzadovan vyvoj
novych, u¢innéjsich 1ékd, tak prave rostliny piedstavuji unikatni obnovitelny zdroj pro objev
novych antimikrobidlnich sloucenin (Sakkas, 2017). Je znamo, Ze éterické oleje maji
vynikajici antimikrobialni vlastnosti. Jelikoz jsou terpeny slozky odvozené od éterickych
oleji, tak existuje mnoho terpent, které jsou aktivni proti Siroké Skale mikroorganismi,
véetné grampoztivnich i gramnegativnich bakterii a hub (Solérzano-Santos, 2012). Eterické
oleje inhibuji rist mikrobidlnich kment, které jsou odolné vici antibiotiklim (Tariq, 2019).

Antimikrobidlni aktivitu lze pricist zejména monoterpentim
a seskviterpentim. Principem jejich antimikrobialni aktivity je fakt, Ze se tyto terpeny budou
v disledku jejich lipofilniho charakteru prednostné rozdélovat zvodné faze do
membranovych struktur mikroorganismi. To ma za nasledek celkové zvétSeni membrany,
zvySenou fluiditu a permeabilitu. Tim padem dochdzi k naruSeni membranové uloZenych
proteind, inhibici dychdni a zméné procesu transportu iontd. Monoterpeny vykazujici
antimikrobialni aktivitu proti gramnegativni bakterii Escherichia coli nebo grampozitivni
bakterii Staphylococcus aureus jsou napiiklad mentol, thymol a linalylacetat. U téchto
zminénych monoterpent byla schopnost poskozovat biomembrany hodnocena pomoci
sledovani uvolilovani rozpustného fluorescen¢niho markeru CF z unilamelérnich vezikul.
Bylo prokazéano, ze kazdy z t€chto monoterpenti inhibuje rist obou mikrobidlnich kment.
Mentol byl nejtoxictejsi vici E. coli (Trombetta, 2005).

Sakkas a kol. (2017) zkoumali antimikrobialni u¢inek éterickych olejli z bazalky,
oregana a tymidnu. Nejvyraznéjsi antimikrobidlni UCinky éterickych olejii z oregana
a bazalky byly namitfeny proti bakterii Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7
a Bacillus cereus. Etericky olej z tymianu vykazoval antimikrobilni aktivitu vii¢i bakteriim
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Escherichia coli
a Staphylococcus aureus (Sakkas a kol., 2017). Rivas da Silva a kol. (2012) zjistili, ze
a- a B-pineny také vykazuji antimikrobialni aktivitu. Oba optické izomery byly vysoce
toxické pro Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus oryzae a MRSA
(methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) Tyto izomery byly vysoce toxické zejména
pro Candida albicans, protoze béhem 60 minut usmrtily 100 % inokula. Naopak u MRSA

se antimikrobialni u¢inek objevil az po 60 hodinach (Rivas da Silva a kol., 2012).
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Karvakrol mé specifické U¢inky na inhibici rastu Staphylococcus aureus
a Staphylococcus epidermidis. Perilovy olej potlacuje expresi a-toxinu, stafylokokového
enterotoxinu A a B a toxinu syndromu toxického Soku. Geraniol vykazuje dobrou aktivitu
pii modulaci 1ékové rezistence u nékolika gramnegativnich druhi. Eterické oleje by mohly
také puasobit jako biokonzervaéni latky, snizovat nebo eliminovat patogenni bakterie
a zvySovat tak celkovou kvalitu Zivoc¢iSnych a rostlinnych potravinovych produktt
(Solérzano-Santos, 2012).

2.3.2 Protizanétlivé ucinky

Zanét je komplexni biologicka reakce organismu na Skodlivé podnéty, jako jsou
rany, infekce, patogeny a dal$i cizi latky. Zanét se vyznacuje nadprodukci zanétlivych
cytokind, které¢ zahrnuji interleukin-1p (IL-1fB) a tumor nekrotizujici faktor-alfa (TNF-a)
(Del Prado-Audelo, 2021). Ustfedni roli v mnoha réiznych imunopatologickych reakcich
hraji makrofagy. Dilezitou roli hraje také nékolik bunécnych procesi vcetné oxida¢niho
a autofagie (Kim, 2020). Reaktivni formy kysliku reguluji uvoliiovani IL-1p (Warnatsch,
s jejich aplikaci vSak bézn¢ souvisi vedlejsi ucinky. Z tohoto diivodu byly testovany ptirodni
latky jako bezpecna alternativa. Obecny ucinek terpent v 1écbé zanétlivych onemocnéni
spociva ve snizeni exprese cytokind. Naptiklad nékteré terpeny (D-limonen, terpinolen,
borneol a linalool) mohou sniZit expresi TNF-a, IL-1 a [L-6 (Del Prado-Audelo, 2021).

Vyborné protizanétlivé ucinky ma také napiiklad mentol, ktery chladi, tisi bolest
a pomaha pii hojeni ran. Mentol vyvolava vlivem lokalniho drazdéni receptort pocit chladu,
diky ¢emuz je mozné piekryt pfiznaky zanétu, jako je naptiklad svédéni nebo zarudnuti
(Pierer, 2002). Rozza a kol. (2021) zkoumali potencial mentolu pii hojeni koznich ran na
modelech krys a také mechanismy podilejici se na jeho u€inku po 3, 7 a 14 dnech 1écby.
Mentolovy krém urychlil ulevu od zéanétlivé reakce jiz po 3 dnech snizenim exprese
zanétlivych cytokinit TNF-a, IL-6. Po 7 dnech se kromé sniZeni hladin zanétlivych cytokinii
zvysila aktivita antioxidacnich enzyma (SOD, GSH). Po 14 dnech byla zvySena hladina
IL-10, ktery inhibuje tvorbu cytokini a reguluje zanétlivou odpovéd’ (Rozza a kol., 2021).
Rogerio a kol. (2009) uvadi, ze o-humulen vykazuje terapeutické ucinky u modelu
alergického zanétu dychacich cest. Bylo zjiSténo, Ze a-humulen podavany peroralné nebo
spoc¢ival v tom, ze dosSlo k vyraznému sniZzeni zanétlivych mediatora, expresi adheznich

molekul a aktivaci transkripénich faktor (Rogerio a kol., 2009).
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2.3.3 Protinadorové acinky

Terpeny jsou také Siroce uznavany pro svou protinddorovou aktivitu (Cox-
Georgian, 2019). Nadorova onemocnéni jsou celosvétové jednim z hlavnich problému
vetejného zdravi. Mnoho protinddorovych 1ék, které se klinicky pouzivaji, bylo izolovano
z rostlinnych druhii. Protinddorova aktivita byla odhalena napiiklad u monoterpenii
rostlinného plivodu (Sobral, 2014). Protinddorova aktivita byla prokazana také
u seskviterpent a diterpent. Mezi terpeny, které vykazuji cytotoxické ucinky na rakovinné
buiky, pafi zejména limonen, thymochinon, skvalen, farnaesol, bisabolen, kafr, f-myrcen,
pinen, geranidol, thymol nebo perilovy olej (Sobral, 2014, Cox-Georgian, 2019).

Terpeny mohou ovliviiovat vznik nebo priitbéh naddorového onemocnéni pomoci
riznych mechanismil. Mezi tyto mechanismy patii napiiklad inhibice syntézy ubichinonu
a konverze lathosterolu na cholesterol, jelikoz jak ubichinon, tak i cholesterol jsou latky
nezbytné pii procesu déleni bunek. Proto jejich snizené koncentrace mohou vést k inhibici
nadorového bujeni. Mezi terpeny inhibujici syntézu ubichinonu patfi limonen nebo perilovy
olej. Urychleni degradace ¢i zpomaleni biosyntézy enzymu mevalonatového metabolismu
HMGR mbuiZe taktéZ inhibovat nadorové bujeni. Mezi tepreny ovlivilujici dany enzym patii
geraniol, limonen. DalSimi mechanismy, které ovliviiuji vznik nebo pribéh nadoroveho
onemocnéni, jsou stimulace apoptdzy, ktera se spousti, pokud je poSkozena bunééna DNA,
zvySeni aktivity jaternich enzymd, které slouZzi k detoxikaci organismu (za zvyseni aktivity
jaternich enzymu je zodpovédnd napiiklad glutathion-S-transferdza) a ovlivnéni exprese
genu pfimo v tumoru. Limonen a perilovy olej mohou zvySovat hladinu ristového faktoru

TGF-B1, ktery inhibuje riist bunék rakoviny prsu a receptor M6P/IGF 11 (Dvotakova, 2011).

2.3.3.1 Protinadorové u¢inky monoterpeni

Monoterpenové éterické oleje obsahuji velké mnozstvi bioaktivnich sloucenin,
které jsou cytotoxické vici specifickym nadorovym bunéénym liniim, a tim padem maji
velky potencial piisobit jako hlavni latka pro vyvoj novych protinadorovych 1é¢iv. Etericky
olej izolovany z listl Tabernaemontana corymbosa je cytotoxicky viici bunécné linii HepG2
(Prakash, 2018). Etericky olej ziskany z list rostliny Xvlopia langsdorffiana, jejiz hlavni
slozkou je a-pinen a limonen, vykazuje cytotoxické ucinky vii¢i nadorové linii K562
(Moura, 2016). Cytotoxicky ulinek vykazoval taktéz étericky olej zplodi a kiry
Rothmannia wittii, ktery obsahuje 10-O-acetylmakrofylid, vii¢i nddorové linii NCI-H187.

Etericky olej extrahovany z Plectranthus hadiensis (Rymovnik), jehoz hlavni slozky jsou
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geraniol, geranylacetdt a nerol, vykazuje cytotoxicky ucinek proti bunécné linii HCT-5
(Prakash, 2018).
2.3.3.2 Protinadorové ucinky seskviterpeni

Seskviterpeny se hojné vyskytuji u vyssich rostlin a jejich prekurzorova molekula
je farnesylpyrofosfat (Prakash, 2018). Joo a kol. (2010) wuvadéji, Zze jednim
z nejvyznamnéjSich seskviterpent vykazujicich protinadorovy tcinek je farnesol. Zjistili, ze
farnesol je u¢innym aktivatorem zastavy bunécného cyklu a apoptdézy u rtznych typa
rakovinnych buné¢k. Na téchto procesech se podili fada riznych biochemickych a bunéénych
procesti. Mezi tyto procesy patii naptiklad regulace HMG-CoA (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reduktiza) a CCTa (fosfocholin cytidylyltransferaza o). U jinych typh
bunck je Gc€inek farnaesolu zprostiedkovan prostiednictvim nukledrnich receptorii — aktivace
FXR (farnesoidniho X receptoru) a PPAR (receptory aktivované peroxisomovym
proliferatorem). Farnesol navic indukuje aktivaci signalni drahy NF-kB a fady cilovych gent
NF-xB. U vétSiny typit bun€k, v€etné plicniho adenokarcinomu, hepatomu, melanomu,
lymfoblastické leukémie, kolorektdlniho karcinomu a adenokarcinomu slinivky bfisni,
farnesol vyvolaval zastavu buné¢ného cyklu na irovni GO/G1 (Joo a kol., 2010). Podle Jou
a kol. bylo zjiSténo, ze vyznamnym seskviterpenem s protinadorovymi ucinky je takeé
y-bisabolen y-bisabolen vykazuje protinadorové ucinky proti buikdm lidského
neuroblastomu (TE671). Neuroblastom je nador nervovych progenitorovych bunék, ktery
Siroce metastazuje do kiize, kostni dfené, jater nebo nesousedicich lymfatickych uzlin. Bylo
prokazano, ze vy-bisabolen indukoval aktivaci kapsaz 3, 8 a 9, snizil potencidl
mitochondridlni membrany pii apoptoze lidskych neuroblastovych bun€k a zvysil
fosforylaci proteinu p53 (Jou a kol., 2016). Seskviterpen a-santalol, ktery je pfitomny
v éterickém oleji ze santalového dieva, vykazuje cytotoxicky ucinek vic¢i bun&tné linii
MCF7 indukci apoptdzy. Seskviterpen hoaensieremon, ktery je extrahovan z kotfenl
Drypetes Congestiflora, je cytotoxicky aktivni vici bunéénym liniim A549 a B16F10.
a-cadinol, ktery je izolovan z Abies nefrolepis, vykazuje cytotoxicky ucinek na bunky A549
a Colo-205. Caesalpinon A, ktery je izolovany z luskti Caesalpinia spinosa, vykazuje
inhibi¢ni ucinek proti bunkdm HL-60, SW-480, SMMC-7721, A549 a MCF7 (Prakash,
2018).

2.3.3.3 Protinadorové ucinky diterpeni
Diterpeny se vyskytuji u mnoha rostlinnych, ale i Zivo¢isnych druhii. Asperolid A,

ktery se vyskytuje u motskych zivocichd, inhibuje bunécny cyklus na trovni G2/M faze
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u bun¢k NCI-H460. Diterpen s ndzvem clerodane, ktery byl izolovan ze semen Polyalthia
cerasoides, vykazuje antiproliferacni Gc¢inek vici bunééné linii CACO-2. Salyunnanin,
diterpen extrahovany z kofent Salvéje, vykazuje cytotoxicky uc¢inek viic¢i bunécnym liniim
HeLa, MCF7, NCI-H460 a K562. Perovskiaol vykazje cytotoxicky tc¢inek vici bunéénym
liniim NB4, hepG2 a A549 (Prakash, 2018).

2.3.3.4 Protinadorové ucinky triterpeni

Protinadorové ucinky leze nalézt 1 u triterpenii. Kim a kol. (2012) uvadéji, ze jednim
z nejvyznamngéjsich triterpenoidi vykazujicich protinadorovy ucinek je skvalen. Zde byl
studovan potencialni vliv skvalenu proti vzniku nadorového onemocnéni. Jelikoz olej ze
zralocich jater obsahuje vice nez 40 % skvalenu, zatimco Zralo¢i jatra tvoii 20-25 % jeho
celkové télesné hmotnosti, jsou Zraloci povazovani za nejbohatsi zdroj skvalenu. Konkrétné
byla studovana mozna spojitost mezi vysokym mnozstvim skvalenu a nepfitomnosti
nadorovych onemocnéni u zralokli. A zarovenl byl naznacen mozny vztah mezi nizkym
vyskytem rakoviny a konzumaci produktu s vysokym obsahem olivového oleje, ktery také
obsahuje vysoké mnozstvi skvalenu. Bylo zjiSténo, ze pfi 1é€bé protinddorovymi léky ve
spojeni se skvalenem na riznych experimentalnich modelech bylo pozorovano zastaveni
ristu nadoru (Kim a kol, 2012). Protinadorové ucinky maji 1 dalsi triterpeny, napiiklad
lupeol, ktery byl izolovan z listli a stonkQ Dillenia indica. Lupeol je cytotoxicky vuci
bunéénym liniim HCT-116 a HepG2. Triterpeny alisol-B a alisol-B-23-acetdt maji
cytotoxickou aktivitu proti bunkdm HepG2 a MCF7 (Prakash, 2018).

2.3.4 Antifungalni ucinky

Eterické oleje a jejich slozky se pouzivaji proti §iroké $kale patogentl. Extrakty
esenciadlnich olejli z rostlin, jako jsou napftiklad citrusy, bazalka, fenykl, citronova trava,
oregano, rozmaryn nebo tymian, prokazaly vyznamnou antifungélni aktivitu proti Siroké
Skale patogenl. Antifungalni aktivita éterickych olejli extrahovanych z kofeni spociva
v inhibici expanze Candida acutus, Candida albicans, Candida apicola, Candida
catenulata, Candida inconspicua, Candida tropicalis, Rhodotorula rubra, Saccharomyces
cerevisiae a Trigonopsis variabilis (Tariq, 2019). Antifungalni aktivita éterickych oleju
muze byt zpisobena vlastnostmi samotnych terpent / terpenoidi, které jsou schopné diky
své lipofilni povaze a nizké molekulové schopnosti narusit bunétnou sténu, zplsobit
bun&énou smrt nebo inhiovat sporulaci a kli¢eni (Nazzaro, 2017). Eterické oleje z oregana

a tymianu jsou jedny z nejlepSich inhibitord houbovych patogent, a to kvili fenolickym
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slou¢enindm (karvakrolandthymol), coz jsou hlavni slozky, které naruSuji bunécné
membrany hub (Tariqg, 2019).

Mechanismem poskozeni bunécné stény vlivem éterickych olejii je inhibice
chitinsyntazy v permeabilnich hyfach. Bunécna sténa hub, ktera hraje dtlezitou roli v rastu
a zivotaschopnosti buiiky, ma ve své struktuie chitin, glukan a manan. Chitin je
nepostradatelny pro pieziti buiiky, a pravé chitin je syntetizovan pomoci reakce, ktera je
katalyzovana enzymem chitinsyntazou. Inhibice syntézy chitinu mize negativné ovlivnit
bunécnou sténu, bunécné déleni i bunécny rast. Trans-anethol, coz je hlavni slozka
anyzového oleje, prokdzal antifungalni aktivitu. Trans-anethol v zévislosti na déavce
inhiboval aktivitu chitinsyntdzy v hyfach (Nazzaro, 2017). Nékteré éterické oleje mohou
ovlivnit i mitochondridlni ¢innost, a to inhibici aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz
(laktatdehydrogenaza, sukcinatdehydrogenaza), které se ucastni biosyntézy ATP. Naptiklad
étericky olej kopru vonného je schopen narusit v buiice cyklus kyseliny citronové a inhibovat
syntézu ATP (Chen, 2013).

Bona a kol. (2016) posuzovali citlivost 30-ti riznych izolovanych kment Candida
albicans na 12 vybranych éterickych olejl, a to ve srovnani se ttemi hlavnimi pouzivanymi
léky proti kandidézam (klotrimazol, flukonazol a itrakonazol). Candida albicans je
oportunni patogen, ktery je zodpovédny za vétSinu kvasinkovych infekci u lidi.
30 izolovanych kmentli bylo kultivovano na specidlnich agarech pro kandidy. Pouzité
éterické oleje pro tuto studii byly extrahovany napftiklad z ¢ajovniku (tea tree olej), vaviinu,
anyzu, bazalky, levandule, maty, oregana, grepfruitu, citroniku bergamotového, rozmarynu,
saturejky zimni a zadzvoru. Ke stanoveni citlivosti Candida albicans na éterické oleje byla
pouzita diskova difizni metoda. Suspenze jednotlivych kment byly nasledné naneseny na
misky s bramborovym dextrézovym agarem. Disk s pfisluSnym éterickym olejem (10 pl)
byl umistén na povrch agaru. Jako pozitivni kontrola byly pouzity disky s klotrimazolem,
flukonazolem a itrakonazolem. Jako negativni kontrola byly pouzity disky
s dimethylsulfoxidem. Misky byly poté inkubovany pii 37°C po dobu 48 hodin. Test
citlivosti na konkrétni étericky olej byl povazovan za pozitivni, pokud mél za nasledek vyssi
inhibi¢ni hodnotu, nez jakou vyvolava klotrimazol. Poté byly provedeny analyzy pomoci
elektronové mikroskopie, aby bylo vidét poSkozeni bun€k. V této studii bylo zjiSténo, ze
éterické oleje maty, bazalky, levandule, Cajovniku, saturejky a oregana inhibovaly riist
1 aktivitu Candida albicans 0¢innéji nez klotrimazol. Poskozeni vyvolana esencialnimi oleji
na bunééné urovni byla dokonce siln€jsi nez poskozeni zptisobend klotrimazolem (Bona

a kol., 2016).
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Dichtl a kol. (2010) zkoumali potencidlni roli seskviterpenu farnesolu jako
antimykotika. Byl studovan dopad Aspergillus fumigatus (kropidlak zakouieny) a bylo
zjisténo, ze rust Aspergillus fumigatus byl po ovlivnéni farnesolem inhibovan (Dichtl a kol.,
2010). Aspergillus fumigatus je plisenn produkujici spory, kterd dokaze zpusobit Siroké
spektrum lidskych onemocnéni, od alergické precitlivélosti az po tézké infekce u lidi

s oslabenym imunitnim systémem (Bacher, 2014).

2.3.5 Antivirové ucinky

Eterické oleje vykazuji vedle antibakterialni aktivity také antivirovou aktivitu.
Oleje, u kterych bylo prokdzano, Ze jsou virucidni, se skladaly hlavné z monoterpent,
jmenovité karvonu, karveollimonenu, a- a B-pinenu, karyofylenu, o-terpineolu, kafru,
B-ocimenu a seskviterpenu — germacrenu. Monoterpeny s nejvyssi virucidni aktivitou byly
identifikovany jako o.-pinen, B-pinen a a-terpineol (Solérzano-Santos, 2012). Eterické oleje
s obsahem monoterpentt maji Siroké uplatnéni pti 1é€beé riznych infekcnich i neinfekénich
onemocnéni (Astani a kol. 2014). Eterické oleje maji antivirovou aktivitu proti mnoha RNA
a DNA virim, jako je napfiklad virus herpes simplex typu 1 a typu 2 (HSV-I1
a HSV-2), virus dengue typu 2, chiipkovy virus typu 3, poliovirus a coxsackie virus Bl
(Tariq, 2019).

Astani a kol. (2014) zkoumali antivirovou aktivitu monoterpent B-pinenu
a limonenu proti viru herpes simplex typu 1 (HSV-1) in vitro. Virus HSV-1 se replikuje
v buitkdch v misté vstupu. Latentni virus se spontanné reaktivuje a u nékterych pacientt
zpusobuje Casté, opakujici se infekce a dochazi k recidivam. Infekce virem HSV-1 jsou
velmi Casté a vétSinou postihuji dospé€lé lidi. Ke zkraceni pribéhu a snizeni zavaznosti
klinickych pfiznakil infekce 1ze pouzivat antivirotika — acyklovir nebo famciklovir, které
mohou samotny virus potlacit. Problémem je, Ze tato antivirotika mohou mit toxické vedle;jsi
ucinky, proto jsou hledany pfirodni varianty antivirotik. MoZnym mechanismem
protiherpetické aktivity monoterpent B-pinenu a limonenu je naruSeni virového obalu, nebo
snizena schopnost viru vstoupit do hostitelské bunky. Vysledkem této studie bylo, ze B-pinen
a limonen snizily virovou infekénost skoro o 100 % (Astani a kol., 2014).

2.3.6 Antioxidac¢ni aktivita

Nepftiznivé podminky pro rostliny, jako jsou napfiklad extrémni teploty, sucho,
nedostatek zivin a vysoka salinita, generuji vysoké koncentrace reaktivnich forem kysliku
(ROS), které mohou zplsobit oxidacni stres. Aby se tomu zabréanilo, maji bunky rostlin

komplexni antioxida¢ni systém (Chaves, 2020). Vlivem vzniku volnych radikali a ROS
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muze dochazet k poskozeni bunéénych makromolekul. Toto oxidativni poskozeni je spjato
s n€kolika zdravotnimi problémy, jako je napiiklad starnuti, nddorova onemocnéni, diabetes
mellitus, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba nebo aterosklerdza (Kaatoor, 2017,
Chen, 2014, Poprac, 2017). Antioxidacni aktivita terpent je u lidi spojovana s prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny (Chaves, 2020). Jednim z nejsilngjsich
antioxidantl viibec je lykopen, fadici se mezi tetraterpeny, ktery dokaze ochranit organismus
pied reaktivnimi formami kysliku (Shimizu, 2018).

Oxidacni stres je zptisoben zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku nebo
dusiku, které nejsou dostate¢né korigovany antioxida¢nimi bunéénymi systémy. Mezi tyto
reaktivni formy patii naptiklad hydroxylovy radikal, superoxid, peroxynitrid, peroxyl,
peroxid vodiku, singletovy kyslik a ozon. Tyto chemické slouceniny vytvaii nescetné
mnozstvi bunéénych procest, jako je zanét nebo ischemie. Nekontrolovatelnd produkce
téchto chemickych latek miize zplisobit vyznamné poskozeni bunék diky oxidaci bunéénych
biomolekul, jako je DNA, proteiny nebo lipidy a v diisledku tohoto by mohlo dojit k posileni
procestt spojenych s karcinogenezi, bunéfnou transformaci, rezistenci vici apoptdze,
metastdzemi a poSkozenim DNA (mutace, geneticka nestabilita). Lykopen, ale i dalsi
karotenoidy pusobi jako antioxidanty prostfednictvim rtiznych mechanismi. Reaktivni
formy kysliku (naptiklad singletovy kyslik ('0,), ktery je vysoce reaktivni a ktery miize
oxidovat nukleové kyseliny, nenasycené mastné kyseliny nebo aminokyseliny) lze
neutralizovat pravé pomoci lykopenu podle nasledujici reakce:

0, + lykopen — 30> + 3 lykopen
3 lykopen — lykopen + teplo
VEtsi mnozstvi energie, které lykopen pii této reakcei ziskal po dosaZeni tripletového stavu,
je dodano prostfednictvim vibracnich a rotacnich interakci. Nésledné dochazi
k uvolnénim tepla. Jakmile molekula lykopenu dosdhne svého zékladniho stavu, miize byt
neutralizovan dal§i !0, &imz je zajisténa schopnost kazdé molekuly karotenoidd uhasit
priblizné tisic molekul 'O, (Marzocco, 2021).

Shimizu a kol. (2018) uvad¢ji, Ze lykopen je az 100krat i¢innéj$i antioxidant nez
vitamin E a 125krat u¢innéjsi nez glutathion (GSH). V této studii je také uvedeno, ze lykopen
muze byt také uziteCny pro zvySovani Zivotaschopnosti bun¢k a bunécny rist a jako
hepatoprotektivni €inidlo pro sniZeni zvySenych hladin prozanétlivych cytokinli. Kromé
toho lykopen také vykazuje silné neuroprotektivni, protizdnétlivé a antiproliferativni ¢inky,

pomaha udrzovat normalni bunéény metabolismus a snizuje riziko chronickych onemocnéni,
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jako jsou naptiklad kardiovaskularni onemocnéni a nddorova onemocnéni (Shimizu a kol.,
2018).

Beynon a kol. (2019) uvadéji, Zze lykopen také pomahé zlepSovat funkci prostaty
a zaroven snizuje riziko vzniku rakoviny prostaty. Studie byla provedena u 128 muzii se
zvySenymi hladinami PSA, u kterych ale jest¢ rakovina prostaty nebyla prokazana.
U téchto muzii byl testovan ucinek spojeny se Sestimésicnim uzivanim lykopenu spole¢né
se zelenym cajem. Konzumace lykopenu spolecné se zelenym Cajem byla pozorovanim
spojena se snizenym rizikem rakoviny prostaty, ale zdkladni mechanismy nebyly jesté plné

objasnény (Beynon a kol., 2019).

2.3.7 Terpeny jako antidepresivum

Deprese jsou vaznym globalnim zdravotnim problémem, ktery ptispiva k dusevnim
a emocnim porucham lidi po celém svété. S rozvojem spolecnosti, nartstu tlaku a dalSich
faktorii se v poslednich letech neustale zvySuje procento lidi trpicich depresi (Ramsey, 2019,
Zhang, 2021). Jelikoz syntetické 1éky proti depresim mivaji zavazné vedlejsi ucinky, které
mohou ovliviiovat vysledek 1écby, jsou terpeny, jakozto piirodni latky, jedny
hlavni ¢ast extraktl 1é¢ivych rostlin, které vykazuji antidepresivni, ale i1 antistresové u¢inky.
Mezi tyto terpeny patii zejména B-pinen a linalool nachazejici se naptiklad u kvéti levandule
(Guzman-Gutiérrez, 2012). K ulevé od depresi a ke zklidnéni emoci celkové se mize
vyuzivat praveé levandulovy étericky olej nebo étericky olej puSkvorce travolistého (Zhang,
2021).

Zhang a kol. (2021) udavaji, ze levandulové éterické oleje snadno pronikaji do
mozku ptfes hematoencefalickou bariéru a maji dobré antidepresivni Uc¢inky, jsou malo
toxické a nemaji tolik vedlejSich ucinkl jako synteticky pfipravené léky (Zhang a kol.,
2021). Guzman-Gutiérrez a kol. (2012) zjistili, Ze terpeny (zejména B-pinen a linalool)
v éterickych olejich plisobi na SHT1A receptory serotonergni drahy. Serotoniny jsou
dilezité v tom, Ze hladiny jejich uvoliiovani a zpétného vychytavani mohou byt zménény za
ucelem piekonani stresu, B-pinen zaroven interaguje s dopaminergnimi receptory, coz je
mechanismus, kterym se fidi vétSina syntetickych antidepresiv dostupnych na trhu

(Guzman-Gutiérrez a kol., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a pomiicky

Laminarni biohazard box tfidy I ESCO BSC — ESCO, Singapur
Svételny mikroskop Primo Vert — Carl Zeiss, Némecko

CO; inkubator Memmert INC 108 — Memmert, Némecko
Ptistroj Beckman Coulter Counter — Beckman Coulter, USA
Vodni lazen Precision GP 05 — Thermo Scientific, USA
Centrifuga Universal 320 R— Hettich, Némecko

Piistroj xCELLigence RTCA SP — Roche, Svycarsko
Spektrofotomer Tecan Infine 200 — Tecan, Svycarsko
Software GraphPad QuickCalcs — GraphPad Software, USA
Software Microsoft Excel 2016 — Microsoft, USA

Software Tecan i-control, 1.12.4.0

RTCA software 1.2.1.1002

Dalsi pomitcky: Pasteurovy pipety, automaticky pipetor, centrifugacni zkumavky,

sérologické pipety o objemech 10 a 25 ml, 96-jamkové desticky, kultiva¢ni misky, sterilni

Spicky na pipety, multikanalové pipety, mikrozkumavky Eppendorf, zkumavky pro pocitani

buné€k na pfistroji Beckman Coulter.

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Fetalni bovinni sérum (FBS) — Thermo Fisher Scientific, USA

Trypsin — Thermo Fisher Scientific, USA

L-glutamin — Thermo Fisher Scientific, USA

Pyruvéat sodny — Thermo Fisher Scientific, USA

HEPES — Thermo Fisher Scientific, USA

Insulin — Thermo Fisher Scientific, USA

Antibiotika = penicilin/streptomycin — Thermo Fisher Scientific, USA
Minimum essential medium Alpha (MEM Alpha) — Life Technologies, USA
Minimum essential medium Eagle (MEM Eagle) — Sigma Aldrich, USA
EMEM - Lonza, USA

Ultracista destilovana voda — Lonza, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) — Carl Roth GmbH, Némecko
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e Fosfatovy pufr (DPBS) — Life Technologies, USA

e (Cisplatina — Thermo Fisher Scientific, USA

e XTT labeling reagent — Roche Diagnostic GmbH, Némecko

e Electron-coupling reagent (ECR) — Roche Diagnostic GmbH, Némecko

e 70% ethanol

e [zoton II

e Testované terpenoidy (viz Tabulka 1) — Ustav organické chemie a technologie,

Univerzita Pardubice

Tabulka 1 - Pfehled testovanych terpenoidi

Oznaceni terpenoidu Vzorec

3-Me

Ci3Hi160 M.H. = 188,27

Q

4-COOHCP

COOH
Ci13H1403 M.H. =218,25

0

4-OBn
OBn
C20H220, M.H. = 294,39
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O
4-Cl
Cl
Ci3H15CIO M.H.=222,71
(@]
4-Me
Ci4H130 M.H. =202,29
= O
N WS
PyOx N
C12H16N20 M.H. = 204,27

3.2.1 Priprava médii

Kultivaéni médium pro buné¢nou linit MCF7 bylo pfipraveno z MEM Alpha
média. Do tohoto média bylo postupné ptidano 10% FBS a 500 pl penicilinu/streptomycinu
na 100 ml roztoku.

Kultiva¢ni médium pro bunécénou linii A549 bylo ptipraveno z MEM Eagle média.
Do tohoto média bylo postupné ptidano 10% FBS, L-glutamin, pyruvat sodny a HEPES
v mnozstvi 1 ml na 100 ml roztoku a dale penicilin/streptomycin v mnozstvi 500 pl na
100 ml roztoku.

Roztok PBS byl pfipraven pomoci ziedéni koncentrovaného DPBS ultracistou
destilovanou vodou, a to v poméru 1:10.

Pro pfipravu inaktiva¢niho média bylo pouzito EMEM médium v kombinaci s FBS.

Na piipravu 100 ml inaktivacniho média bylo pouzito 80 ml EMEM média a 20 ml FBS.
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3.2.2 Priprava koncentracni rady terpenoidu
Pozadované koncentrace terpenoidu pro stanoveni jejich cytotoxicity pomoci XTT
testu byly pfipraveny ze zasobnich roztokl testovanych terpenoid o koncentraci 50 mM.
Zasobni roztoky, které byly pouzity pro XTT test, byly fedény ultracistou destilovanou
vodou podle této tabulky 2.

Tabulka 2 - Redéni zasobnich roztoki terpenoidii pro XTT test

Vysledna Objem Celkovy
koncentrace Objem terpenoidu vody objem
(nM) (ub) (ub)
50 8 ul (¢ =50 mM) 392 400
20 80 pl (z roztoku o ¢ =50 uM) 120 200
10 100 pl (z roztoku o ¢ =20 uM) 100 200
5 100 pl (z roztoku o ¢ = 10 uM) 100 200
1 20 pl (z roztoku o ¢ = 5 uM) 80 100

3.3 Pouzité bunécné linie
Pro zhodnoceni cytotoxicity nové syntetizovanych terpenoidd byly pouzity dva
druhy bunécnych linii. Prvnim pouzZitym typem byla bunécnd linie MCF7. Konkrétné se
jedna o adherentni linii bun€k lidského adenokarcinomu prsu. Bunécéna linie MCF7 byla
pouzita do 10. pasdze. Druhym pouzitym typem byla bunécna linie A549. V tomto piipadé
se jednd o adherentni linii bun€k lidského adenokarcinomu plic. Tato bunécéné linie byla
pouzita do 13. pasaze. Tyto bun&tné linie pochdzeji z Evropské sbirky bunéénych kultur
(ECACC).
3.3.1 Rozmrazeni bunék
Nejprve byly do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky napipetovany 3 ml inaktivacniho
média, které bylo ve vodni 14zni vyhiaté na 37°C. Kryovialka se zamrazenymi buitkami byla
rozmrazena jemnym tfepanim ve vodni 1azni vyhtaté na 37°C. Obsah kryovialky, ktery Cinil
1 ml, byl ptepipetovan do predem piipravené centrifugacni zkumavky se 3 ml inaktiva¢niho
média. Kryovialka byla poté jesté¢ vyplachnuta 1 ml iaktivaéniho média. Tento 1 ml byl
nasledné prenesen k buiikdm v inaktivaénim médiu. Takto pfipravend bunécna suspenze
byla zcentrifugovana pii 1500 otackach po dobu 5 minut. Po dokonceni centrifugace byl
odsat supernatant pomoci Pasteurovy pipety. Peletka bunék byla nasledné resuspendovana

v 1 ml kultivaéniho média. Poté bylo napipetovano odpovidajici mnozstvi (9 ml) nového
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kultiva¢niho média do kultiva¢ni misky. Nakonec byly buiiky ptepipetovany do kultivacni
misky, vy¢tvercovany a vlozeny do inkubatoru vyhtatého na 37°C. V ptipad¢ rozmrazovani
bunék MCF7 byl do kultivaéni misky ke kultivacnimu médiu pfidan jesté insulin, a to
v objemu 25 pl insulinu na 10 ml média.
3.3.2 Pasazovani a pocitani bunék

Samotné pasdzovani bylo provedeno pii konfluenci bunék v rozmezi
70 — 90 %. Dané konfluence bun¢k byla vzdy zkontrolovana ve svételném mikroskopu. Jeste
pied zacatkem samotné prace byly vSechny roztoky potfebné pro pasazovani (trypsin, PBS,
inaktiva¢ni médium, kultivaéni médium) vytemperovany ve vodni lazni vyhiaté na 37°C.

Nejprve bylo pomoci automatického pipetoru odsato ptiivodni (staré) kultivacni
médium, které bylo nasledné vyhozeno do odpadu. Poté byla pivodni kultivaéni miska
omyta 3 ml PBS, aby doslo k oplachu mrtvych bunék. Po nasledném odpipetovani PBS do
odpadu, byly do kultivaéni misky napipetovany 3 ml trypsinu. Nésledné byla kultivaéni
miska umisténa do inkubatoru na 9 minut. Béhem této inkubace byla pfipravena zkumavka
urcend k centrifugaci, do niz byly napipetovany 3 ml inaktivacniho média. Po uplynuti doby
inkubace byl trypsin s buitkami dikladné resuspendovéan a cely objem byl pfenesen do
pfedem pfipraveného inaktivaéniho média. Kultivacni miska byla poté jeSt€ oplachnuta
3 ml PBS, které byly nasledné také pfidany do centrifugacni zkumavky k inaktivacnimu
médiu se ztrypsinizovanymi bunikami. Takto pfipravend zkumavka byla zcentrifugovana pti
1500 ot./min. po dobu 5 minut. Po stoceni byl odsat supernatant pomoci Pasteurovy pipety
a zbylé peletka bun¢k byla resuspendovana ve 3 ml nového kultivaéniho média. MnoZstvi
a viabilita buné€k byla stanovena pomoci pfistroje Beckman Coulter Counter. Do zkumavky,
ktera obsahovala 10 ml Izotonu II, bylo napipetévano 100 ul dikladné resuspendované
bunécné suspenze a proméfeno. Nasledné byly builkky nasazeny do novych kultiva¢nich
misek, vy¢tvercovany a ponechany v CO; inkubatoru, ktery byl vyhtaty na 37°C. V ptipade
bunck MCF7 byl do kultivaéni misky k novému kultivaénimu médiu pfidan jesté€ insulin (25
pl insulinu na 10 ml média). Poté byla nadobka vyctvercovéana a vlozena do inkubétoru
vyhtatého na 37°C.

3.4 Stanoveni cytotoxicity pomoci XTT testu

Stanoveni viability bun€k hraje zasadni roli pfi urcitych experimentech, napiiklad
pfi testech cytotoxicity. Existuje Sirokd Skala metod pro stanoveni bun&tné viability od
nejrutinnéjsiho testu vyluCovani trypanové modie, pies pouziti tetrazoliovych soli az po

vysoce komplexni analyzy jednotlivych bunék (Stoddart, 2011).
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Tetrazoliové soli, zejména MTT, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazol)-2,5-difenyl-2H-
tetrazoliumbromid a XTT, 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro- 5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid, jsou Siroce pouzivané testovaci metody pro meéteni viability a proliferace
bunék. Méfeni viability bun€k je zalozeno na schopnosti mitochondridlnich dehydrogenaz
ptitomnych u zivych bun¢k redukovat XTT na oranzovy formazan, ktery je rozpustny ve
vode (viz obrazek 21). Meziproduktem reakce je piechodny radikal (Wang, 2011). Do reakce
je nutné pridavat ECR (Electron Coupling Reagen), protoze vétSina bunék neni schopna

ucinné metabolizovat XTT (Roehm, 1991). Mnozstvi formazanového produktu se méfi

- " pos
ig P ,..h@f'om’ VN

XTT Intermediate radical XTT formazan

pomoci spektrofotometru (Wang, 2011).

Obrazek 21 - Schéma redukce XTT tetrazoliové soli na oranzovy formazan (Wang,2011)

3.4.1 Postup

Nejprve bylo provedeno pasaZzovani bun¢k A549 i MCF7 a poté byly bunky
spoc¢itany pomoci pfistroje Beckman Coulter Counter. XTT test byl provadén v
96-jamkovych destickdch. Testované koncentrace terpenoidd byly v rozmezi
1 — 50 uM a kazda koncentrace byla zhotovena v triplikatu. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit roztok 100 uM CisPt a jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% roztok DMSO.

Do jamek v desti¢ce bylo pipetovano 190 pl bunééné suspenze. Buiky MCF7 byly
nasazeny v poctu 30 000 a buniky A549 v poctu 5000 na jednu jamku. Desti¢ka s takto
nasazenymi buiitkami byla nésledné vloZena do inkubétoru. Druhy den byly pfisedlé buiiky
ovlivnény ptfidanim jednotlivych koncentraci terpenoidii podle tabulky 2. Terpenoidy byly
pipetovany v objemu 10 pl na jednu jamku. Takto ovlivnéné buniky byly opét inkubovany
24 hodin. Po 24 hodinach od ovlivnéni byl proveden samotny XTT test. Nejdiive bylo vSak
pfipraveno odpovidajici mnozstvi smesi XTT. Tato smés byla ptipravena smichanim XTT
labeling reagent a ECR. Z takto ptipravené smési bylo do kazdé jamky pipetovano 100 pl
barviva pomoci multikanalové pipety. Poté byla desti¢ka ponechana v inkubatoru, kde byly
buniky spolecné s ¢inidlem inkubovany ve tmé. Nasledné byl samotny test vyhodnocen.
U bunék MCF7 byla hodnocena absorbance namétena v ¢ase 2 hodiny a u bunék A549 byla

hodnocena absorbance nameéfena v ¢ase 1 hodina.
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Pocty nasazenych bun€k a ¢as méfeni absorbance byly vybrany na zikladé
titraéniho experimentu. Méfeni bylo provadéno na spektrofotometru Tecan Infine 200 pfi
480 nm. Hodnoty pro stanoveni viability byly ziskany po odectu absorbance blanku (médium
bez bunék). Hodnoty jednotlivych absorbanci namétenych v triplikatech byly zprimérovany
a tyto prameéry byly vztazeny k negativni kontrole (0,1% roztok DMSO), ktera predstavuje

100% viabilitu. Vypocet vyjadiuje tato rovnice:
A,, X 100

0,1% DMSO

viabilita [%] =

3.4.1.1 Titra¢ni experiment

Titra¢ni experiment byl proveden pro buitky MCF7 1 A549. Oba typy bunék byly
nasazeny do 96-jamkové kultivacni desticky. Nejprve bylo provedeno pasdzovani a poté
byla stanovena jejich viabilita. Buniky byly do desticky nasazeny po 5 000, 10 000, 20 000,
30 000 bunikach na jednu jamku dle tabulky 3. Kazd4 varianta byla zhotovena v triplikatu
ana kazdou jamku pfipadalo celkem 200 pl (bunécné suspenze + médium). Po 24 h inkubaci
bylo do kazdé jamky k prisednutym bunkach ptfidano 100 pul XTT smési. Smés XTT byla
pfipravena smichdnim XTT labeling reagent a ECR v poméru 5 ml XTT /100 pl ECR. Takto
pfipravena desticka byla prométena ihned v case 0 a poté po 30 minutach, dale po 1,2 a 3
hodinach. Méfeni bylo provadéno na na spektrofotometru Tecan Infine 200 pii 480 nm. Na
zaklad¢ vysledk titraéniho experimentu byly nasledné vybrany pocty nasazovanych bunék

do desticky a ¢as méfeni po pfidani XTT.

Tabulka 3 - Pipetovaci schéma desticky pro titraéni experiment. V jamkach jsou vyznaceny jednotlivé pocty
bunék ptipadajici na konkrétni jamku. V zelenych a modrych jamkach oznacenych jako ,médium* jsou

pipetovana pouze média pro dané buiiky, buiiky se v nich ale nenachézeji.

1

= QA = = 9 A = »
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3.5 Analyza proliferace bunék v reilném case pomoci systému

xCELLigence RTCA SP

Systém xCELLigence je specifickd technologie, kterd umoziiuje nepietrzité
monitorovani adherentnich bunéénych linii v redlném case neinvazivnim zpisobem. Toto
zafizeni je navrzeno pro nepretrzité monitorovani bunéné adheze, zivotaschopnosti bun¢k,
proliferace, diferenciace, anebo zmén zahrnujicich bunéény cytoskelet. V podstaté se jedna
o reakce, které vyvolavaji zmény v samotné burice, jako je napiiklad morfologie (velikost,
objem, tvar buniky) nebo pocet bun¢k (proliferace nebo smrt). Timto je umoznéno sledovat
komplexni bunétné chovani, jako je naptiklad reakce na léky, chemické slouceniny c¢i

nanocastice (Kho, 2015).

Systém xCELLigence se sklada celkem ze ¢tyt hlavnich komponet, a to konkrétné
z RTCA analyzatoru, RTCA SP stanice, kontrolni jednotky RTCA (pfenosny pocitac)
s integrovanym softwaren potfebnym pro vyhodnocovani vysledki a jednorazové
96-jamkové E-desticky, jejiz viko je navrzeno tak, aby dochdzelo k co nejmensimu
odpafovani. Pfi analyzdch musi byt RTCA stanice uloZena ve standardnich CO:
inkubétorech pro bunécné kultury. Zaroven byly desticky navrzeny pro pouziti v prostiedi
od +15 do +40 °C srelativni vlhkosti maximalné 98 %, a to z duvodu minimalizace
kondenzace (Urcan, 2010). Komponenty systému xCELLigence RTCA SP jsou zobrazeny

na obrazku 22.

(A) RTCA konfrolni jednotka
(BY RTCA analyzator

= (C) 96-jamkova
E-destitka

(D) RTCA stanice

Obrazek 22 - Komponenty systému xCELLigence RTCA SP: (A) RTCA kontrolni jednotka, (B) RTCA
analyzator, (C) 96-jamkova E-desticka, (D) RTCA stanice (upraveno podle Teng, 2013)
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Pti analyzéach proliferace bunék v redlném Case za pomoci systému xCELLigence
se k neinvazivnimu monitorovani zivotaschopnosti kultivovanych bunék vyuzivaji specialné
navrzené mikrotitratni destiCky (E-desticky), které obsahuji vzajemné propojené zlaté
mikroelektrody (Ke, 2011). Zlaté mikroelektrody pokryvaji dno E-desticky piiblizné z 80 %
(Urcan, 2010). Po pfilnuti bun¢k na dno jamek je pomoci téchto zlatych mikroelektrod
generovana elektrickd impedance, ktera je méfena a zaznamendvana pomoci softwaru
xCELLigence. Hodnoty elektrické impedance jsou poté pomoci tohoto softwaru pievedeny
na bezjednotkovou veli¢inu zvanou cell index (CI). Cim vys§i jsou hodnoty CI, tim vyssi je
uroven adheze bunék a naopak. Pokud je CI rovno nule, poukazuje to na nepfitomnost bun¢k
(= smrt bunék) (Kho, 2015). Pribéh analyzy pomoci systému xCELLigence RTCA je

zobrazen na obrazku 23.
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Obrazek 23 - Prubé¢h analyzy pomoci systému xCELLigence RTCA: Pred nasazenim bunék je nulovy CI (A)
a po nasazeni bunék (1) za¢ina vlivem pfilnuti bunék CI rist (B). Po ovlivnéni bun€k toxinem (2) mohou nastat
dveé moznosti, a to bud’ bunéény rist, kdy CI roste (C), nebo odumirani bunék, kdy CI klesa (D) (upraveno dle
Xing, 2015)

3.5.1 Postup
Ze vseho nejdiive byly buitky MCF7 1 A549 zpasaZzovany a poté spocitany pomoci
ptistroje Beckman Coulter Counter. Nasledné€ bylo do vSech jamek E-desticky pipetovano
100 pl kultiva¢niho média, které bylo vyhtaté na 37°C. Tato desticka byla vloZzena do RTCA
stanice, kterd byla ulozena v inkubatoru. V tomto kroku bylo v jednotlivych jamkach této
desticky proméieno pozadi a zkontrolovdna funkcénost vSech elektrod. Poté byla tato
E-desticka vyjmuta z inkubatoru a do jednotlivych jamek bylo pipetovano 90 pl bunécné

suspenze tak, aby mnozstvi nasazenych bunék MCF7 bylo na jednu jamku 11 000. Bunky
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A549 byly nasazovany v poctu 4 500 bun¢k na jednu jamku. Takto pfipravena desticka byla
op¢t umisténa do RTCA stanice v inkubatoru. Den poté byly buiiky ovlivnény piidavkem
testovanych terpenoidli o objemu 10 pl s prislusnymi koncentracemi 1 — 50 uM. Jednotlivé
koncentrace byly zhotovované v tetraplikatech. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit
5% DMSO, ktery byl pipetovan do zvolenych jamek. Pipetovany objem ¢inil 10 pl. Jako
negativni kontrola byl vyuzit 0,1% DMSO, ktery byl také pipetovan do zvolenych jamek
a také o objemu 10 pl. Vliv testovanych terpenoidt na buitky MCF7 a A549 byl monitorovan
72 hodin a poté byl experiment ukoncen. Vyhodnoceni tohoto experimentu bylo provedeno

s pomoci RTCA softwaru 1.2.1.1002.

3.6 Statisticka analyza
Vyhodnocovani vysledki bylo provadéno pomoci programu Microsoft Office
Excel 2016 (Microsoft, USA) a také s pomoci softwaru GraphPad QuickCalcs (GraphPad
Software, USA). VSechny experimenty, které byly hodnocené statisticky, byly provedeny
v n = 3. Vysledky jsou vyjadiovany jako primér + smérodatnd odchylka. Pro porovnavani

jednotlivych vysledkl byl vyuzit neparovy t-test na hladin€ vyznamnosti 5 %.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni cytotoxicity pomoci XTT testu

Pro stanoveni cytotoxicity pomoci XTT testu byly pouzity adherentni bunécné linie
MCF7 a A549. XTT test byl na téchto liniich proveden pfesné po 24 hodinach od ovlivnéni
bunék testovanymi terpenoidy s ptislusnymi koncentracemi 1 — 50 uM. Kazda koncentrace
byla zhotovena v triplikdtu. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO, ktery
predstavuje 100% viabilitu. K této kontrole jsou vysledky vztazeny. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita 100 uM CisPt, kterd ma cytotoxické uCinky. Méfeni bylo provadéno na
spektrofotometru Tecan Infine 200 pii 480 nm. Vysledky pro bunécnou linii MCF7 byly
odecitany v Case 2 hodiny. Vysledky pro bunéfnou linii A549 byly odelitany v Case
1 hodina. Tyto casy byly vybrany na zaklad¢ vysledkt titraéniho experimentu. Do
jednotlivych grafii jsou zaneseny zprumérované hodnoty s chybovymi tuseckami
znazoriujicimi smérodatnou odchylku. Pro kazdou koncentraci terpenoidd byl proveden
neparovy t-test na hladin€ vyznamnosti 5 %, a to za pomoci softwaru GraphPad QuickCals.
Statisticky vyznamné hodnoty jsou v jednotlivych grafech oznaceny symbolem hvézdicky.

4.1.1 Bunécna linie MCF7

Vliv terpenoidu 3-Me na viabilitu bunééné linie MCF7 je zndzornén v grafu 1.
U koncentraci 1, 5 a 10 uM je viabilita bunék téméf srovnatelna s negativni kontrolou
(0,1% DMSO). Statisticky vyznamny pokles viability bunck je pozorovatelny az
u koncentraci 20 a 50 uM.
Graf 1 - Viabilita bun&ené linie MCF7 po piisobeni terpenoidu 3-Me. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni

kontrole (0,1% DMSO). Chybova tuseCka znazornuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupct znaci, ze tato data jsou na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.

3-Me
120,0
*
100,0 *
< 800
2 60,0
3 ' *
©
S 40,0
20,0
0,0
0,1% DMSO CisPt 100 1 5 10 20 50
uM
Koncentrace [uM]

51



Vliv terpenoidu 4-COOHCP na viabilitu bunééné linie MCF7 je znazornén
v grafu 2. U koncentrace 1 uM je patrny statisticky vyznamny narGst viability. Viabilita
bunck pii koncentracich 5 a 10 uM je téméf totozna s negativni kontrolou. Naopak
u koncentraci 20 a 50 uM mlZeme pozorovat statisticky vyznamny pokles viability bunék.
Graf 2 - Viabilita bunééné linie MCF7 po puasobeni terpenoidu 4-COOHCP. Tyto vysledky byly vztazeny

k negativni  kontrole (0,1% DMSO). Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku
a symbol * u sloupcti znaéi, Ze tato data jsou na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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100,0 * *
g 80,0
£ 600
'_ra“ ]
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Vliv terpenoidu 4-OBn na viabilitu bunécné linie MCF7 je znézornén v grafu 3.
Viabilita téchto buné€k je po ovlivnéni koncentracemi 1 a 5 pM téméf totoznd jako negativni

kontrola. Naopak statisticky vyznamny pokles viability miizeme pozorovat po ovlivnéni

koncentracemi 10, 20 a 50 uM.
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Graf 3 - Viabilita bunééné linie MCF7 po plsobeni terpenoidu 4-OBn. Tyto vysledky byly vztazeny
k negativni kontrole (0,1% DMSO). Chybova tusecka zndzoriiuje smérodatnou odchylku a symbol *

u sloupcti znaéi, ze data tato jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-Cl na viabilitu bunééné linie MCF7 je znazornén v grafu 4.
Viabilita bunék po ovlivnéni koncentracemi 1, 5, 10 a 20 uM je skoro totozna jako negativni
kontrola. Statisticky pokles viability bunék je patrny pouze po ovlivnéni koncentraci 50 uM.
Graf 4 - Viabilita bun&cné linie MCF7 po piisobeni terpenoidu 4-Cl. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni

kontrole (0,1% DMSO). Chybova tuseCka znazornuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupct znaéi, Ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-Me na viabilitu bunééné linie MCF7 je zndzornéna v grafu 5.
U vSech pouzitych koncentraci (1, 5, 10, 20 a 50 puM) je viabilita bun¢k téméf shodna
s negativni kontrolou. Ke statisticky vyznamnému poklesu viability nedoSlo ani

u jedné koncentrace, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze dand latka nema na bunky zadny vliv.

Graf 5 - Viabilita bunécné linie MCF7 po plisobeni terpenoidu 4-Me. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole (0,1% DMSO). Chybova tuset¢ka znazoriuje smérodatnou odchylku a

symbol *
u sloupcti znaéi, ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu PyOx na viabilitu bunécné linie MCF7 je znazornén v grafu 6.
U koncentraci 1, 5 a 10 uM je viabilita bunék téméf totozna s negativni kontrolou. Ke

statisticky vyznamnému poklesu viability doslo u koncentraci 20 a 50 uM.

Graf 6 - Viabilita bunécné linie MCF7 po piisobeni terpenoidu PyOx. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole (0,1% DMSO). Chybova tusecka znazoriuje smeérodatnou odchylku a

symbol *
u sloupct znaéi, Ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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4.1.2 Bunécna linie A549
Vliv terpenoidu 3-Me na viabilitu bunééné linie A549 je znazornén v grafu 7.
U koncentraci 1 a 5 uM je viabilita bun¢k téméf totozna s negativni kontrolou. Statisticky
vyznamny pokles viability je pozorovatelny po ovlivnéni koncentracemi 10, 20 a 50 uM.
Graf 7 - Viabilita bunécné linie A549 po pisobeni terpenoidu 3-Me. Tyto vysledky byly vztaZzeny k negativni

kontrole (0,1% DMSO). Chybova tusecka znazorfiuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupct znaci, ze tato data jsou na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odlisné od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-COOHCP na viabilitu bunécné linie A549 je znazornén
v grafu 8. Téméf shodnd viabilita s negativni kontrolou je pozorovatelnd po ovlivnéni

koncentracemi 1, 5, 10 1 20 uM. Statisticky vyznamné sniZeni viability bunék miZeme vidét

pouze po ovlivnéni koncentaci 50 pM.
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Graf 8 - Viabilita buné&cné linie A549 po pisobeni terpenoidu 4-COOHCP. Tyto vysledky byly vztazeny
k negativni kontrole (0,1% DMSO). Chybova usefka znazorfiuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupcti znaéi, ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-OBn na viabilitu bunééné linie A549 je znazornén v grafu 9.
Viabilita buné¢k je po ovlivnéni koncentracemi 1, 5 a 10 pM daného terpenoidu téméf totoZzna

s negativni kontrolou. Naopak u koncentraci 20 a 50 uM je jiz viditelny statisticky vyznamny

pokles viability bunek.

Graf 9 - Viabilita bunééné linie A549 po piisobeni terpenoidu 4-OBn. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole (0,1% DMSO). Chybova tusecka znazoriuje smeérodatnou odchylku a symbol *
u sloupcti znaci, ze tato data jsou na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-Cl na viabilitu bunééné linie A549 je zndzornén v grafu 10. Vliv
koncentraci 1, 5 a 10 uM na buiiky je zanedbatelny a téméf totozny s negativni konrolou.

Statisticky vyznamné snizeni viability bungk je patrné po ovlivnéni koncentracemi 20 a 50
uM.

Graf 10 - Viabilita bunécné linie A549 po piisobeni terpenoidu 4-Cl. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole (0,1% DMSO). Chybova tusecka znazorfiuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupct znaci, ze tato data jsou na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odlisné od kontroly.
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Vliv terpenoidu 4-Me na viabilitu bunécné linie A549 je zndzornéna v grafu 11.
U koncentrace 1 pM doslo ke statisticky vyznamnému nariistu viability. Po ovlivnéni bunék
koncentracemi 5, 10 a 20 pM je viabilita srovnatelnd s negativni kontrolou. Naopak

u koncentrace 50 uM je pozorovatelny statisticky vyznamny pokles viability bunék.
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Graf 11 - Viabilita buné¢né linie A549 po ptsobeni terpenoidu 4-Me. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole (0,1% DMSO). Chybova usecka znazoriuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupcti znaéi, ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Vliv terpenoidu PyOx na viabilitu bunééné linie A549 je zndzornén v grafu 12.
Viabilita bun¢k po ovlivnéni koncentracemi 1, 5 a 10 pM je téméf srovnatelna s negativni

kontrolou. Statisticky vyznamné snizeni viability bunék je patrné u bunék, které byly
ovlivnény koncentracemi 20 a 50 pM.
Graf 12 - Viabilita bunééné linie A549 po plisobeni terpenoidu PyOx. Tyto vysledky byly vztazeny k negativni

kontrole (0,1% DMSO). Chybova tuseCka znazornuje smérodatnou odchylku a symbol *
u sloupct znaéi, Ze tato data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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4.2 Stanoveni cytotoxicity terpenoidii pomoci systému xCELLigence

RTCA SP

Pro stanoveni cytotoxicity nové syntetizovanych terpenoidi byly pouzity
adherentni bunécné linie MCF7 a A549. Roztoky testovanych terpenoidi byly pfipraveny
v koncentraénim rozmezi 1 — 50 uM. V téchto testech bylo vyuzito 0,1% DMSO jako
negativni kontrola, které pfi této koncentraci neovliviiuje rist bunck. Tato negativni kontrola
je u vSech grafii zndzornéna tmavé zelenou barvou. Jako pozitivni kontrola bylo vyuzito 5%
DMSO. Pti 5% koncentraci DMSO dochazi ihned po jeho ptidani (v grafech oznaceno
Sipkou) k zastavé bunécné proliferace a buiiky odumiraji. Toto se projevuje poklesem hodnot

CI na nulu. Pozitivni kontrola je u vSech grafi znazornéna cernou barvou.

4.2.1 Bunécna linie MCF7

Vliv terpenoidu 3-Me na proliferaci bunécné linie MCF7 je zndzornén v grafu 13.
Pti ovlivnéni bunék koncentracemi 1, 5 a 10 uM nedoslo k poklesu CI a tyto kiivky prakticky
kopiruji tmavé zelenou kiivku negativni kontroly. Zhruba kolem 70. hodiny doslo
u koncentraci 20 a 50 uM pouze k lehkému snizeni CI. I v tomto pfipadé lze ale fict, ze
kiivky koncentraci 20 a 50 uM také téméi kopiruji kiivku negativni kontroly. Z tohoto
vysledku lze tedy usuzovat, Ze terpenoid 3-Me ma na proliferaci bunééné linie MCF7 pouze
minimalni vliv.

Graf 13 - Vliv terpenoidu 3-Me na proliferaci bunééné linie MCF7. Sipka oznacuje ¢as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-COOHCP na proliferaci bunééné linie MCF7 je zndzornén
v grafu 14. Koncentrace 1 uM téméf kopiruje tmavé zelenou kiivku negativni kontroly po
celou dobu analyzy. Naopak sniZenou proliferaci bun¢k Ize pozorovat u koncentraci 5, 10,
20 a 50 uM. Pokles proliferace bunék je v tomto piipadé patrny zhruba od 60. hodiny. CI se
od této doby az do ukonceni analyzy nepfiblizil ke kiivce negativni kontroly. Dle tohoto
vysledku je patrné, ze terpenoid 4-COOHCP ve vyssich koncentracich mé vyrazngjsi vliv na

proliferaci bunék.

Graf 14 - Vliv terpenoidu 4-COOHCP na proliferaci bunééné linie MCF7. Sipka oznaduje ¢as, kdy byly buiiky
danym terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-OBn na proliferaci bunééné linie MCF7 je zndzornén v grafu 15.
Koncentrace 1 pM témét zcela kopiruje tmaveé zelenou kiivku negativni kontroly. Po
ovlivnéni bun€k koncentracemi 5, 10 a 20 uM Ize pozorovat lehce sniZzenou proliferaci, coz
je také charakterizovano snizenym CI. K poklesu proliferace v tomto ptipad€ doslo zhruba
kolem 56. hodiny. Snizen¢ hodnoty CI ziistaly od této doby az do ukonceni experimentu.
Naopak u nejvyssi koncentrace terpenoidu - 50 uM Ize jiz pozorovat vyraznéji snizeny CI,
a to také zhruba od 56. hodiny od pocatku experimentu. Dle tohoto vysledku zplsobuje

terpenoid 4-OBn pfi nejvyssi testované koncentraci vyznamny pokles bunééné proliferace.
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Graf 15 - Vliv terpenoidu 4-OBn na proliferaci bunééné linie MCF7. Sipka oznaduje ¢as, kdy byly buiiky
danym terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-Cl na proliferaci bunééné linie MCF7 je znazornén v grafu 16.
U koncentrace 1 uM lze pozorovat lehce zvyseny CI oproti negativni kontrole. Koncentrace
5 a 10 uM témet zcela kopiruji tmave zelenou kiivku negativni kontroly. Lehce snizeny CI
lze pozorovat u koncentraci 20 a 50 uM. Nicméné€ 1 v tomto piipadé lze fict, Ze kiivky stale
kopiruji kiivku negativni kontroly. Z tohoto vysledku 1ze konstatovat, Ze terpenoid 4-Cl ma
pouze minimalni vliv na proliferaci bunééné linie MCF7.

Graf 16 - Vliv terpenoidu 4-Cl na proliferaci bun&éné linie MCF7. Sipka oznacuje ¢as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-Me na proliferaci bunécné linie MCF7 je zndzornén v grafu 17.
Z tohoto grafu je patrné, ze kiivky vSech testovanych koncentraci (1, 5, 10, 20
150 uM) kopiruji tmave zelenou kiivku negativni kontroly po celou dobu analyzy. Terpenoid

s oznacenim 4-Me nema na proliferaci bunécné linie MCF7 prakticky zadny vliv.

Graf 17 - Vliv terpenoidu 4-Me na proliferaci bunééné linie MCF7. Sipka oznacuje &as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu PyOx na proliferaci bunééné linie MCF7 je zndzornén v grafu 18.
Vsechny kiivky testovanych koncentraci (1, 5, 10, 20 1 50 uM) téméft zcela kopiruji tmave
zelenou kiivku negativni kontroly po celou dobu analyzy. Z tohoto Ize také usuzovat, Ze

terpenoid PyOx nema zcela zadny vliv na proliferaci bunééné linie MCF7.

Graf 18 - Vliv terpenoidu PyOx na proliferaci bunééné linie MCF7. Sipka oznaduje ¢as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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4.2.2 Bunécna linie A549

Vliv terpenoidu 3-Me na proliferaci bunécné linie A549 je znadzornén v grafu 19.
U koncentrace 1 uM doslo zhruba od 70. hodiny k nepatrnému zvySeni CI oproti tmave
zelené kiivce znacici negativni kontrolu. V ptipadé koncentrace 5 uM doslo k nepatrnému
poklesu CI oproti negativni kontrole. V tomto piipad¢ Ize i pfesto fict, Ze tato kiivka témef
kopiruje kiivku negativni kontroly. Dle grafu doslo poklesu proliferace bun¢k u koncentraci
10,20 a 50 uM, a to zhruba od 48. hodiny, coz je charakterizované snizenym CI. Na zaklad¢
tohoto vysledku lze fict, Ze vysSi koncentrace tohoto terpenoidu maji zfetelny vliv na
proliferaci bunck.

Graf 19 - Vliv terpenoidu 3-Me na proliferaci bunéené linie A549. Sipka oznacuje ¢as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-COOHCP na proliferaci bunécné linie A549 je znazornén
v grafu 20. U koncentrace 1 pM doslo zpocatku analyzy k lehkému poklesu CI, ale zhruba
od 80. hodiny méfeni tato kiivka zaCala témeéf zcela kopirovat tmavé zelenou kiivku
negativni kontroly. Lehce sniZzeny CI je patrny také u koncentraci 5, 10 a 20 uM. Tyto kiivky
ale na rozdil od koncentrace 1 pM nezacaly ke konci analyzy zcela kopirovat kiivku
negativni kontroly. Nejvice znatelny pokles CI je mozné pozorovat u koncentrace 50 uM.
I ptes lehce sniZzeny CI u vyssich koncentraci l1ze konstatovat, ze terpenoid 4-COOHCP nema

vyrazny vliv na proliferaci bunééné linie A549.
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Graf 20 - Vliv terpenoidu 4-COOHCP na proliferaci bunééné linie A549. Sipka oznaduje &as, kdy byly buiiky
danym terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-OBn na proliferaci bunééné linie A549 je znazornén v grafu 21.
Zpocatku meéfeni az zhruba do 80. hodiny mlUZeme u koncentraci 1, 5
a 10 uM pozorovat lehce zvySenou proliferaci, kterd je charakterizovana zvySenym CI. Po
80. hodiné jiz kiivky téchto koncentraci témét kopiruji kiivku negativni kontroly. Naopak
koncentrace 20 uM zpocatku zcela kopiruje kiivku negativni kontroly, ale zhruba od 60.
hodiny mizeme pozorovat lehce snizeny CI oproti negativni kontrole. Nejvyraznéji sniZzeny
Cl Ize vidét u koncentrace 50 pM. Z tohoto vysledku je patrné, ze terpenoid 4-OBn mé pouze

minimalni vliv na proliferaci bunécéné linie A549.

Graf 21 - Vliv terpenoidu 4-OBn na proliferaci bun&éné linie A549. Sipka oznaduje &as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-Cl na proliferaci buné¢né linie A549 je znazornén v grafu 22.
Drobné snizeni proliferace bunék lze vidét u koncentraci 1, 5 a 10 uM.
U koncentrace 5 uM se hodnoty CI ke konci méteni vratily k hodnoté negativni kontroly.
Zieteln€jsi pokles CI lze pozorovat u koncentraci 20 a 50 uM. Z tohoto grafu je patrné, ze

terpenoid 4-Cl ma se zvySujici se koncentaci vyraznéjsi vliv na proliferaci bunék.

Graf 22 - Vliv terpenoidu 4-Cl na proliferaci bunééné linie A549. Sipka oznaéuje &as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu 4-Me na proliferaci bunécné linie A549 je znazornén v grafu 23.
U vSech testovanych koncentraci (1, 5, 10, 20 a 50 uM) doslo k ur¢itému poklesu CI. Cim
vys$i koncentrace testovaného terpenoidu je, tim se CI a proliferace bun€k sniZuje.
U koncentrace 1 uM doslo na konci méteni ke zvySeni CI, ktery se blizi ke kiivce negativni
kontroly. U ostatnich testovanych koncentraci se CI ke konci méfeni neblizil ke kiivce
negativni kontroly, tak jako tomu je v pfipad€ koncentrace 1 uM. Z tohoto grafu vyplyva, ze
testovany terpenoid 4-Me ma vyraznéjsi vliv na proliferaci bunééné linie A549. Jak je

z grafu patrné, nejvyssi vliv na proliferaci ma terpenoid 4-Me pti koncentraci 50 pM.
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Graf 23 - Vliv terpenoidu 4-Me na proliferaci bun&éné linie A549. Sipka oznaduje &as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.
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Vliv terpenoidu PyOx na proliferaci bunécné linie A549 je znazornén v grafu 24.
Koncentrace 1, 5 a 10 uM ke konci méteni témét kopiruji tmaveé zelenou kiivku negativni
kontroly. Lehce snizeny CI je pozorovately u koncentraci 20 a 50 uM zhruba od 64. hodiny.
Nejvyssi pokles bunééné proliferace je u tohoto grafu patrny ke konci méteni u koncentrace
50 uM. Z tohoto vysledku lze vSak usuzovat, Ze terpenoid PyOx nemé zdsadni vliv na

proliferaci u bunécéné linie A549.

Graf 24 - Vliv terpenoidu PyOx na proliferaci bunééné linie A549. Sipka oznaduje &as, kdy byly buiiky danym
terpenoidem ovlivnény.

PyOx

Normalizovany Cell index

Cas [hod]

——0,1% DMSO === 5% DMSO 1 uM —5uM = 10uM 20 uM

— 50 uM

66



5 DISKUZE

Terpeny a jejich derivaty (terpenoidy) patii mezi dulezité organické slouceniny,
které jsou zejména rostlinného piivodu. Terpeny a terpenoidy tvofi nejvétsi a strukturné
nejrozmanitéjsi skupinu pfirodnich produktti. Nejhojnéji jsou zastoupeny v éterickych
olejich, které se ziskavaji ze stalezelenych rostlin a jehlicnant a jsou casto zodpoveédné za
charakteristickou vlni téchto rostlin. V poslednich letech tvoii velmi vyznamny zdroj pro
kosmeticky, potravinaisky, ale zejména zdravotnicky priamysl (Thurman, 2020, Sommano,
2020, Alemdar, 2017, de Matos, 2019). Obrovsky potencial maji zejména ve zdravotnictvi,
jelikoz se vyznacuji velkym mnozstvim biologickych aktivit (antimikrobialni,
protinadorova, antivirova, antifungélni atd.) a vykazuji tak velké mnozstvi 1é¢ebnych
pfipravu a testovdni novych 1€k, protoZze jsou jednak ptirodniho ptvodu
a soucasné nevykazuji zavazné vedlejsi u€inky. V soucasné dobé dochazi k velkému riistu
rezistence mikroorganismi (napt. MRSA) na aktudlné podavané syntetické 1éky, coz mize
v nedaleké budoucnosti predstavovat zavazny problém. Synteticky pfipravené léky Casto
vykazuji zavazné vedlejsi G€inky a tim mohou negativné ovliviiovat celkovy vysledek 1écby.
Z tohoto diivodu jsou terpeny a terpenoidy, jakoZto pifirodni produkty, pfedmétem mnoha
vyzkuml zaméfenych na vyvoj novych 1é¢iv (Cox-Georgian, 2019, Sakkas, 2017, Jawaid,
2017).

Vyzkum a vyvoj novych léki je Casove a finanéné velmi naro¢ny proces. Vyvoj
jednoho lé¢iva trva od zahajeni po uvedeni na trh v priméru 12 — 15 let. Stale se zvySujici
Vyvoj nového Iéku probiha obvykle ve Ctyfech na sebe navazujicich stadiich - in silico, in
vitro, in vivo, in homo. Na in vitro modelech (bunécéné kultury, tkan¢€) se 1éCivo testuje
z hlediska toxicity a farmakologickych vlastnosti. Na in vivo modelech (napf. hlodavci,
kralik domaci) se pak studuji a ovétuji farmakologické vlastnosti, chronickéa a subchronicka
toxicita. Zaroven se vyviji analytické metody na stanoveni dané latky v plazmé a moci. Po
téchto preklinickych testech nasleduje klinicka faze testovani. Vlastni klinicky vyvoj nového
1é¢iva (in homo) probiha zpravidla ve ctyfech fazich a vzhledem k tomu, ze tato Cast
vyzkumu zahrnuje zapojeni lidskych subjektt, je velmi pfisn€ regulovana (Souckové, 2015).

V této diplomové préci byl testovan cytotoxicky ucinek Sesti nove syntetizovanych
terpenoidt (3-Me, 4-COOHCP, 4-OBn. 4-Cl, 4-Me a PyOx) s potencialné terapeutickymi

ucinky. Testovani téchto terpenoidi bylo provedeno v koncentracnim rozmezi 1 — 50 uM.
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Pro stanoveni cytotoxicity terpenoidd byly pouzity dveé rtizné bunééné linie. Prvni linii byla
MCF7. Konkrétné se jedné o adherentni linii bunék lidského adenokarcinomu prsu. Druhou
linii pak byla A549, coz je adherentni linie bun¢k lidského adenokarcinomu plic. Pro
studium cytotoxicity terpenoidii byly pouzity dvé nezavislé metody, XTT test a metoda
xCELLigence RTCA SP. Vysledky u obou téchto nezédvislych metod vykazuji velmi
podobny trend.

Prvni pouzitou metodou pro testovani cytotoxicity noveé syntetizovanych
terpenoidt byl XTT test. Principem XTT testu je redukce tetrazoliové soli XTT na oranzovy
formazan pomoci mitochondrialnich dehydrogendz, které jsou pfitomny u zivych bunék
(Wang, 2011). Jako negativni kontrola, pfi tomto testu, byl vyuzit 0,1% DMSO, a jako
pozitivni kontrola pak 100 uM CisPt. XTT test byl vyhodnocovan 24 hodin po ovlivnéni
ptislusnym terpenoidem. Po ovlivnéni bun€k koncentracemi 1, 5 a 10 uM nelze v naprosté
vétsSing pripadii pozorovat zadny, nebo pouze velmi mirny pokles viability. K citelngjsimu
poklesu viability dochéazi az u koncentraci 20 a 50 uM. U nejvyssi pouZzité koncentrace (50
uM) se pak viabilita bun¢k pohybovala okolo 80 %. Na zaklad¢ téchto vysledki lze
usuzovat, ze nove syntetizované terpenoidy nemaji na viabilitu bunék zésadni vliv. Nejvice
cytotoxickym terpenoidem je tak na zdkladé¢ XTT testu terpenoid oznaceny jako 4-OBn, a
to vuci buné&né linii MCF7. V piipadé linie A549 pak nejvyssi cytotoxicitu vykazoval
terpenoid s oznacenim 3-Me. V obou ptipadech byly statisticky vyznamné koncentrace 10,
20 a 50 uM a viabilita buné€k se po ovlivnéni nejvyssi koncentraci pohybovala okolo 80 %.

Druhou pouzitou metodou pro testovani cytotoxicity noveé syntetizovanych
terpenoidll byla metoda xCELLigence, kterd umoZnuje monitorovat cely pribch analyzy
v realném case. Principem této metody je méfeni impedance po piisednuti bun¢k na dno
jamky specialni E-desticky, které je pokryté zlatymi elektrodami. Hodnoty impedance jsou
nasledné pomoci softwaru pifevedeny na bezrozmérny cell index (CI) (Ke, 2011, Kho, 2015).
Také zde bylo jako negativni kontrola pouzito 0,1% DMSO. Jako pozitivni kontrola pak
bylo pouzito 5% DMSO. Pii této metodé byla bunécna proliferace monitorovana po dobu
72 hodin od ovlivnéni. I ptesto, Ze princip metody xCELLigence je zcela odlisny od principu
XTT testu, mizeme ve vysledcich metody xCELLigence vidét velmi podobny trend jako
u XTT testt. I pii pouziti metody xCELLigence byl nejvice cytotoxickym terpenoidem viici
bunécné liniit MCF7 terpenoid s ozna¢enim 4-OBn. Zde doslo k nejvice znatelnému poklesu
CI v porovnani s ostatnimi terpenoidy. Nejmén¢ cytotoxicky terpenoid viici bunééné linii

MCF7 je stejné jako u XTT testu terpenoid s oznacenim 4-Me, protoze nedoslo k poklesu
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CI a prolifera¢ni kiivky vSech pouzitych koncentraci témét zcela kopiruji kiivku negativni
kontroly. Terpenoid s oznacenim 3-Me vykazuje u bunécné linie A549 znatelné snizeni CI
u koncentraci 10, 20 a 50 uM, coz taktéz koresponduje s vysledky XTT testu. Z vysledkl
obou nezavislych metod (XTT test, syst¢ém xCELLigence) pouzitych v této praci vyplyva,
Ze cytotoxicita vétSiny testovanych terpenoidil je davkovée zavisla.

Tento fakt se uvadi naptiklad u studie Pakdemirli a kol. (2020), ve které byl pomoci
metody xCELLigence testovan cytotoxicky uc¢inek monoterpenového fenolu karvakrolu
vuci bunénym liniim kolorektalniho adenokarcinomu HTC-116 a HT-29. Cytotoxicita byla
testovana v koncentratnim rozmezi 25 - 200 puM. Vysledky studie potvrdily, Ze se
proliferace obou bunécnych linii snizovala, zatimco se koncentrace pouzitého karvakrolu
zvySovala. Také bylo zjiSténo, Ze koncentrace 25 uM nevykazovala znatelny cytotoxicky
ucinek vi¢i témto bunéénym liniim. Naopak nevyraznéjsi cytotoxicky tcinek byl pozorovan
u koncentrace karvakrolu 100 uM. Viabilita bun¢k po ovlivnéni koncentraci karvakrolu
200 uM byla sice niz$i nez u koncentrace 100 uM, ale tyto hodnoty se vyrazné nelisily. Po
48 hodinach od ovlivnéni klesla viabilita u bunééné linie HCT-116 o 50 % pfi koncentraci
92 uM, zatimco u bunééné linie HT-29 to byla hodnota koncentrace 42 uM. Dalsi studii
potvrzujici davkove zavisly cytotoxicky ucinek terpenoidi je studie Mektrirat a kol. (2020).
Zde byl studovan cytotoxicky ucinek terpenoidd extrahovanych ze zazvoru vici
mononukledrnim bunkam periferni krve.  Tyto bunky byly ovlivnény koncentracemi
terpenoidil v rozmezi 5 — 500 uM. Po ovlivnéni koncentracemi 5 a 10 uM se viabilita bun€k
pohybovala okolo 90 %. V ptipadé€ ovlivnéni koncentraci 50 uM byla zaznamenéna viabilita
bunék zhruba 80 %. Znatelngjsi pokles viability byl pozorovan az u koncentraci 100
a 500 uM. Zde se viabilita bun€k pohybovala zhruba na 60 %. Stejné tak se s narlstajici
koncentraci terpenoidu postupné snizovala viabilita bunék ve studii Niksic a kol. (2021).
Zde byla testovana cytotoxickd aktivita terpenoidli extrahovanych z tymidnu obecného,
ktery obsahuje p-cymen, y-terpinen a karvakrol. Testovanymi bunéénym liniemi byly
MCF7, H460 a MOLT-4. Pouzité koncentrace pak byly v rozmezi 3,9 — 1000 uM.

I ptes pomérné velky pocet studii zabyvajicich se testovanim cytotoxicity terpent
a terpenoidll je velmi obtizné porovnavat vysledky s touto praci. A to ptedevSim z toho
davodu, ze v ostatnich studiich jsou pouzity strukturné odlisné terpenoidy, odlisné metody
detekce cytotoxicity, rozdilné bun&tné linie a vyhodnoceni vysledkd bylo provadéno
v odlisnych Casovych intervalech. Z téchto divodu se vysledky jednotlivych testi mohou

diametralné¢ lisit. Ve studii Ren a kol. (2021) byla testovana protinadorova aktivita celkem
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péti novych terpenoidi andrastinového typu viici bunéénym liniim SW-480, HCT116 a
A549. Cytotoxickou aktivitou vici témto liniim vykazoval pouze jeden z péti pouzitych
terpenoidll. Pokles viability o 50 % u bunééné linie A549 byl zaznamendm po ovlivnéni
koncentraci latky 82,61 uM. Zbylé Ctyii terpenoidy nevykazovaly vyznamné cytotoxické
ucinky vici buinkam A549 ani po ovlivnéni koncentraci 100 uM. Ackoliv bylo v této
diplomové¢ praci pouzito jiné rozmezi testovanych koncentraci, mizeme zde najit urcitou
podobnost. Nami pouzité terpenoidy vykazovaly pouze mirnou cytotoxicitu vici bunécné
linii A549, kdy se viabilita pohybovala kolem 80 % i u nejvyssi pouzité koncentrace.

Ve studii Zhao a kol. (2021) byla testovana protinadorova aktivita péti noveé
objevenych terpenil, nazvanych Pestalotis A — E, proti buné¢nym liniim SW-480, LoVo,
HuH-7 a MCF7. Vysledky ukazaly, Ze tyto slouceniny vykazuji vcelku silnou
protinddorovou aktivitu vici bunéénym liniim SW-480, LoVo a HuH-7, pficemz
u slouceniny Pestalosis D doslo k poklesu viability az o 50 % u koncentrace 9,35 uM vuci
bunécné linii HuH-7. Naopak u bunééné linie MCF7 doslo k vyznamnému poklesu viability
az u koncentraci, které¢ presahovaly 100 uM, coz koresponduje i s naSimi vysledky, kdy
k vyznamnégj$imu poklesu viability doslo u vétSiny studovanych terpenoidi az u nevyssich
koncentraci. Tento fakt koresponduje s také vysledky studie Zhao a kol. (2021), kde byla
pouzita bunétnd linie MCF7. Ortega a kol. (1993) extrahovali pét novych terpenoidi
z mekkého koral FEunicella verrucosa. Tyto terpenoidy byly nésledné pojmenovany
Palmonin A-E. V nasledujici studii se Matulja a kol. (2019) zabyvali, zda jsou tyto nove
objevené terpenoidy cytotoxicky aktivni vi¢i nadorovym liniim. Byl pozorovan silny
cytotoxicky ucinek terpenoidu s ozna¢enim Palmonin F vii¢i bunééné linii MCF7. Bylo
zjisténo, Ze se viabilita bunék linie MCF7 snizila 0 92 % po ovlivnéni koncentraci 200 uM.
Z tohoto vysledku vyplyva, Ze pro snizeni viability bunék MCF7 téméf k nule, byla potiebna
velmi vysokd koncentrace studovaného terpenoidu, nékolikanidsobné vyssi nez v této praci.
Nelze vsak s jistotou fict, zda by se viabilita bun€k takto sniZila i po ovlivnéni vySSimi
koncentracemi studovanych terpenoidil v této praci, protoze se jedna o strukturné zcela zcela
odli$né terpenoidy.

Naopak prakticky zadny vliv na viabilitu bunék linie MCF7, ale 1 A549, byl v této
diplomové préci zjiStén u terpenoidu s oznaenim 4-Me. Prakticky zanedbatelny vliv nové
objevenych terpenoidd, a to zejména viici bunééné linii MCF7, byl pozorovan také ve studii
Pech-Puch a kol (2019). V této studii byl studovan cytotoxicky ucinek sedmi terpenoidii

extrahovanych z motskych hub. Tyto terpenoidy byly testovany vic¢i bunécnym liniim
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MCEF7, A549, A2058, HepG2 a MIA PaCa-2. Bylo zjisténo, ze testované terpenoidy
vykazuji velmi slabou cytotoxickou aktivitu vi¢i vSem témto nadorovym liniim, a to
1 v pfipad¢ pouziti vysSich koncentraci. U dvou sloucenin ze sedmi pouzitych nebyl
zaznamenam prakticky zadny detekovatelny vliv na bunécnou liniit MCF7. Vysledek této
studie tak koresponduje i snaSimi vysledky, kdy nékteré z testovanych terpenoida
nevykazovaly zadny, nebo jen minimalni cytotoxicky vliv vii¢i pouzitym bunéénym liniim.
Je vSak nutno zaroven dodat, Ze v obou pracich byly pouzity jiné terpenoidy.

Testované nové syntetizované terpenoidy maji na pouzité bunécné linie pouze
minimalni cytotoxicky vliv. I pfi pouziti nejvyssi testované koncentrace se viabilita bunék
pohybovala okolo 80 %. Z vyse uvedenych vysledkii vyplyva, ze vSechny testované
terpenoidy se jevi jako perspektivni slouceniny pro dalsi studium potenciondlnich

terapeutickych ucink.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byla testovana cytotoxicita Sesti noveé syntetizovanych
terpenoidil (3-Me, 4-COOHCP, 4-OBn, 4-Cl, 4-Me a PyOx) pomoci dvou nezavislych
metod. Konkrétn€ se jednalo XTT test a analyzu proliferace bunék v redlném case pomoci
syst¢tmu xCELLigence. Cytotoxicky uc¢inek téchto nové syntetizovanych terpenoidii byl
testovan na adherentnich bunécnych liniich lidského adenokarcinomu prsu MCF7 a lidského
adenokarcinomu plic A549.

Vsechny testované terpenoidy maji pouze minimalni vliv na proliferaci a viabilitu
pouzitych bunécénych linii. Nejvice cytotoxickym terpenoidem vic¢i bunééné linit MCF7 byl
terpenoid 4-OBn a vic¢i bunééné linii A549 pak terpenoid s oznacenim 3-Me. Viabilita
bun¢k po ovlivnéni témito terpenoidy se pohybovala okolo 80 %. Naopak nejméné
cytotoxickym terpenoidem vici obéma liniim byl terpenoid 4-Me. Tento terpenoid nemél na
pouzité linie prakticky zadny cytotoxicky vliv. VSechny terpenoidy vykazujici pouze mirny

cytotoxicky ucinek se jevi jako perspektivni slou€eniny pro dalsi studium.
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