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Clanek prehlednym zpiisobem uvadi triterpenoidy s popsanym cytotoxickym Géinkem, véetné vyétu toho, co bylo zjis-
téno o mechanizmu jejich pisobeni. Jednim z prvnich triterpenoidi s popsanymi protinadorovymi Géinky byla kyselina
betulinova. Nejprve byla zkoumana ve smésnych extraktech z rostlin, pozdéji jako purifikovana sloucenina. Od zakladniho
konstatovani cytotoxického Uéinku se v soucasnosti fesi jeji mechanizmus plsobeni na molekularni Grovni. Také Fada
dalSich slouéenin je extrémné cytotoxicka IC50 <0,03 pM. Nachazime zde latky ménici expresi proteinii bunééného cyklu
(p21, p53), inhibitory topoizomerazy | a Il a induktory apoptdzy s pfimym plsobenim na mitochondrie a s naslednou aktivaci
kaspaz. Nékteré slouceniny ovliviiuji i aktivitu transkripénich faktor(i NF-xB a PPARYy. Kromé téchto toxickych Géinkd mlu-

Popisujeme pokrok v analyze téchto latek, jdouci ruku v ruce s vyvojem novych sloucenin.
Klicova slova: triterpenoidy, betulinova kyselina (BetA), cytotoxicita, protinadorova aktivita, mitochondrie, bunécny cyklus.

BIOLOGICAL ACTIVITY OF TRITERPENOIDS: ANTICANCER ACTIVITY

This review article deals with triterpenoids with a recognised cytotoxic activity, and summarizes the knowledge of their
mechanisms of action. One of the first such studied triterpenoid is betulinic acid, which was discovered as the active compound
in the herb extracts and later as a purified compound. In comparison to the initial property of cytotoxicity, we are now solving
the mechanism of action of this compound at a molecular level. Many of the derived triterpenoids are extremly cytotoxic at
IC50 < 0,03 pM. Several described triterpenoids change expression of cell cycle proteins (p21, p53), others are changing
activity of topoisomerases | and I, and are inducers of apoptosis with a direct effect on the mitochondria with activation of the
caspase cascade and there are the compounds modulating the activity of transcription factors NF-xB, PPARY. Instead of the
toxic effects we can now, consequently, speak about the chemoprotective, antioxidative, radioprotective and antiinflammatory

effects. We describe the development of the analysis of these compounds plus the development of new drugs.
Key words: triterpenoids, betulinic acid (BetA), cytotoxicity, anti-cancer activity, mitochondria, cell cycle.

Uvod

Terpeny se vyskytuji jako bézné latky ob-
sazené v rostlinach, houbéch, vzécné jsou aku-
mulovany a metabolizovany bakteriemi a také
syntetizovany nékterymi zvifaty. V souCasnosti
je tato skupina zastoupena pfiblizné 25 000
identifikovanymi  slou¢eninami. Terpeny lze
rozdélit dle poctu stavebnich molekul izoprenu
na monoterpeny, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra-
, polyterpeny a spolu se steroly tvofi rozsahlou
skupinu isoprenoidd. V poslednim desetileti se
dostala pro své rliznorodé biologické dcinky
do popfedi z&jmu pocetnd skupina cyklickych
triterpenoidnich sloucenin. V sou¢asnosti se do
ni fadi vice nez 4 000 riznych latek, volnych
triterpenoidd, triterpenickych glykosidi (sapo-
nind), fytosterolll, ¢i jejich prekurzord. Kromé
jiz zminénych je zde jesté skupina rostlinnych
steroidnich saponind strukturné blizka chole-
sterolu a steroidnim hormondm, ackoliv jejich
ucinek (per 0s) neni hormonalni. Triterpenoidy
maji fadu jedinenych a potenciainé vyuZitel-
nych biologickych Uéinkd. Zminky o pouzivani
rostlin s vysokym obsahem saponin(, i triter-
penoidd mizeme najit jiz v prvnich psanych
herbafich. Zde zmifované rostliny (vSehoj lé-

kafsky — Panax ginseng, ling-zhi — Ganoderma
lucidum, jiegeng — Platycodon grandiflorum, in-
dické kadidlo — pryskyfice ze stromu Boswellia
serrata), byly vysoce cenény a fazeny pro své
Siroké spektrum Ucinkl jako panacea na jejich
pfedni mista. Triterpenoidy nachazime i v fadé
bézné se vyskytujicich rostlin nebo v ovoci. Ja-
ko pfiklad miZze slouzit smetanka lékafska (1),
jablko, hruska nebo brusinka (2, 3, 4). Rada bi-
ologickych G¢inkd triterpenoidil byla odvozena
z lidové fytoterapeutické praxe a ze zkuSenosti
ziskanych pouzivanim léCivych rostlin.

Z biologického pohledu jsou nejvyznam-
vé (oleanolova kyselina, boswellova kyselina),
ursanové (ursolovd kyselina, o-, [B-amyrin),
lupanové (lupeol, betulin, betulinova kyselina)
a dammaran-eufanové triterpenoidy. Za zminku
stoji i dal3i skeletalni typy: skvalenovy, fusidan—
lanostanovy, tetranortriterpenoidy, quassinoidy,
hopanovy a daléi. Dokladem intenzivniho za-
jmu o tyto slouceniny je pocet citaci v databazi
Pubmed, ktery pfesahuje 6 000. Triterpenoidy
jsou studovany v souvislosti s Ucinky protiza-
nétlivymi, hepatoprotektivnimi, analgetickymi,
hypoglykemickymi, hypolipidemickymi, anti-

mikrobidlnimi, antimykotickymi, virostatickymi,
imunomodulaénimi a tonizujicimi. PouZivaji
se k 1é¢bé a prevenci hepatitidy, parazitarnich
a protozodlnich infekci a v centru zajmu jsou
i jejich cytostatické u¢inky. Nevyhodou pouZi-
vani triterpenoidd je jejich toxicita vyplyvajici
z hemolytického, pfipadné cytostatického efek-
tu. Ruku v ruce s pokracujici extrakei a izolaci
pfirodniho materidlu probihd vyvoj synteticky
modifikovanych derivatl, a to s cilem snizit
toxické a zvysit terapeutické moznosti téchto
slouéenin. Prvni ¢ast ¢lanku o triterpenoidech
je zaméfena na protinadorové ucinky. Druhd
¢ast bude pojednévat o dalSich farmakologic-
kych aktivitach.

Protinddorové ucinky
triterpenoidt

Betulinovad kyselina

Jiz v roce 1976 byla publikovana prace
Trumbull a spol. (5), ktera popisovala cytotoxic-
kou aktivitu extraktu z Vauquelinia corymbosa
v0¢i lymfocytarni leukemickeé linii P-388. Pfitom
jako ucinné latky byly uvedeny uvaol, ursolova
kyselina a derivat lupanu — betulinova kyselina
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(3B-hydroxylup-20(29)-en-28-ovd  kyselina;
dale jen BetA) (obrazek 1). Nasledovala fada
dalSich praci popisujici U¢inky podobnych
extrahovanych smési, které zahrnovaly betulin
a BetA (6, 7). OvSem teprve na pielomu 90. let
se objevuje prace, popisujici cytostaticky ucinek
BetA jako takové (8). V roce 1995 byla publiko-
vand stézejni prace Pisha a spol. (9), kde byl
popsan cytotoxicky uCinek BetA na bunééné
linie lidského melanomu. Tato préace vzbudila vi-
nu z&jmu o BetA a jeji derivaty. Dle této prace se
IC50 pro BetA verzus linie lidského melanomu
MEL-1, 2 a 4 pohybuije v rozmezi 0,5-1,6 pg/ml.
Zéroven byla pozorovand davkoveé zévisla frag-
mentace DNA s indukci apoptézy do 24 hodin
po podani. Posléze byl prokdzan efekt i na
linie neuroblastomu s IC50 = 14-17 pg/ml (10)
a dle nejnovéjsi prace (11) se spektrum citlivych
linif rozSifuje i mimo linie neuroektodermalniho
puvodu na linie ovarialniho karcinomu A2780,
OVCAR-5, GROV-1, nemalobunécného plicni-
ho karcinomu H460, karcinomu délozniho kréku
A431, melanomu Me665/2/21, Me665/2/60, li-
nie malobunééného plicniho karcinomu POGB,
POGB/DX (doxorubicin rezistentni), pficemz
IC50 se pohybuje v rozmezi 1,5-4,5 pg/ml, a to
jak u linii s mutovanym genem p53, tak i s ne-
mutovanou formou. Ve stejné studii provadéna
kontrola na nenddorovych lidskych bunéénych
liniich prokazovala vyrazné nizsi toxicitu BetA
viéi HDFC (normalni kozni fibroblasty) IC50 =
10,2+1,5 pg/ml a PBL (lymfocyty periferni krve)
IC50 > 50 ug/ml, ve srovnani s doxorubicinem
(HDFC 1C50 = 0,38 pg/ml; PBL IC50 = 0,02
pg/ml). Na naem pracovisti jsou testovany de-
rivaty BetA, které jsou syntetizovany na Katedfe
organické a jaderné chemie, Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Nejuéinnéjsi
z téchto slou€enin maji hodnoty 1C50 = 0,2uM.
Zajimavé je, Ze tyto slouCeniny jsou uéinné pro
vétsinu testovanych nadorovych linii, a to i na
burik&ch p53 negativnich, pRb negativnich, bez
ohledu na jejich histogeneticky plvod, pficemz
vykazuji vyrazné nizsi toxicitu vici nenadoro-
vym burkdm (12).

Derivaty pro dal$i screening mohou byt pfi-
pravovany nejen chemickou syntézou, ale také
biotransformaci za pomoci bakterii (B. mega-
terium, ATCC13368) (13). Nékteré z takto zis-
kanych derivatl (3-oxolup-20(29)-en-28-ova
kyselina,  11a-hydroxy-3-oxolup-20(29)-en-
28-ova  kyselina,  1B-hydroxy-3-oxolup-
20(29)-en-28-ova kyselina) vykazovaly ED50
viéi linii MEL-2 v niz8ich koncentracich nez
je ED50 pro BetA a to az 0,1 ug/ml. Kromé
toho, bakterialni model transformace BetA,
zaloZeny na transformaci pomoci cytochromu
P450, pomaha porozumét metabolizaci téchto
latek i v savéim organizmu. Dle souCasnych
poznatkd je mechanizmus aktivace apoptdzy
BetA a jejich derivétl zprostfedkovan uvolné-
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Obrézek 1. Strukturalni vzorce biologicky aktivnich triterpenoidu
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nim permeability mitochondrialni membrany,
naruSenim transmembranového potencidlu,
uvolnénim cytochromu ¢ a AlF (apoptdzu in-
dukuijici faktor), s naslednou aktivaci kaspaz
3 a 8, Stépenim substratd a nuklearni frag-
mentaci. Inhibice propustnosti mitochondridini
membrany zvySenou expresi proteini Bcl-2
nebo Bcl-Xl, inhibuje aktivaci kaspaz a dalSi
projevy apoptézy po plsobeni BetA na bunéé-
né linie neuroektodermalnich tumord (14).

Po plsobeni BetA (24 hodin) viéi liniim lid-
ského gliomu byly stanoveny hodnoty IC50 = 20
pM pro LN-229, 25 uM pro U87, MG a T98G, 70
UM pro LN-18, a 100 pM pro LN-308. Zaroven
byla pozorovana zvysuijici se hladina proapop-
totického proteinu Bax u gliomovych linii LN-18
a LN-229, véetné indukce tvorby kyslikovych
radikald, ktera je v tomto pfipadé nezbytna pro
aktivaci kaspazy 3 (17). Na druhou stranu, klony
téchto buné&nych linii exprimujici vysoké hladi-
ny Bcl-2, vykazovaly inhibici tvorby kyslikovych
radikald po pfidani BetA, a to bez aktivace apop-

o

a-boswellovi kyselina, B = CHy, Ry = H

TOBOM g el kysciza R HL Ry~ CH,

- (+]

Fomdelovi kyselina A, R = OH
fomdtzlovi kyselina B, R =H

tézy. Tento nalez je v souladu se skute¢nosti,
7e nékteré antiapoptotické schopnosti Bcl-2
souvisi s jeho antioxidativnim mechanizmem,
coz podtrhuje duleZitost tvorby kyslikovych
radikald v indukci apoptézy pomoci BetA.
V téchto souvislostech nebyla pozorovana zvy-
Send produkce proteinu p53, ktery je pfimym
transaktivatorem genu bax (15), ackoliv hladina
proteinu p21 (inhibitoru cyklin dependentnich
kinaz) byla zvySena. Nicméné Rieber 1998 (16)
popisuje zvySeni poméru p53/p21 po plsobeni
BetA u bunécné linie metastazujiciho (C8161)
i nemetastazujiciho (C8161/neo 6,3) lidského
melanomu. Jejich pozorovani naznacuje, Ze na
cytotoxicité BetA se musi podilet mechanizmy
ovliviljici expresi genu bax. Analyza bunéc¢-
ného cyklu u linii T98G a LN-229 neodhalila
Zadnou zménu, pfes zvySenou hladinu p21, coz
autofi pfipisuji na vrub poskozeni kontrolniho
bodu Rb v disledku homozygotni delece p16
v obou liniich (17). Dal$i pozorovani odhalila
trojndsobné zvySenou expresi antiapoptotic-
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kého proteinu Mcl-1 u linii (MES20, MES21,
518A2, A375, Neo-ll-tr) po podani BetA (5
pg/ml). Zarover byl pozorovan aditivni efekt
zéfeni (2Gy) a BetA (2,5 pg/ml), véetné efektu
na tvorbu kolonii, a to i ve vztahu k nadasovani
aplikace BetA a zéfeni (18).

BetA je zaroven inhibitor enzymu amino-
peptiddzy N, ktery se podili na angioproliferaci
a metastatické aktivité nadoru IC50=7,3 + 1,4
pM/ml (19). OvSem nejnovéjsi prace studuijici
antiangioproliferaéni aktivitu BetA a jeji vztah
k inhibici aminopeptidazy N neprokazuji (BetA
in vivo neinhibuje aminopeptidazu N v endote-
lidlnich ani nadorovych burikdch) a antiangio-
genni vliv BetA v koncentracich niz$ich nez
cytotoxickych, davaji do souvislosti se zména-
mi mitochondridlniho potenciélu a ovlivnénim
mitochondridini funkce (20).

Zajimavou a pro klinické pouziti perspek-
tivni vlastnosti BetA je jeji vy$Si Ucinnost
v prostfedi s niz8im pH < 6,8, které je vlastni
vétsiné nadorll (21, 22). Zde BetA navozuje
citlivost nadorovych bunék vaci hypertermii,
pficemz citlivost nenadorovych bunék zlstava
nezménéna (23).

Déle m& BetA schopnost ménit koncentra-
ci iontu Ca?, ktery je také dulezitym signalnim
faktorem a induktorem apoptézy po uvolnéni
z endoplazmatického retikula. Pfiblizné za
350 sekund se v burkach ledvinnych tubuld
inkubovanych s BetA (250 nM) zvysi bazélni
koncentrace iontu Ca2* trojnasobné (24).

Zajimavou vlastnosti betulinu je i jeho pa-
radoxné stimulaéni estrogenni efekt v nizkych
koncentracich — hodnoceny schopnosti zvysit
proliferaci estrogen dependentni nadorové li-
nie MCF-7, a to jiz od koncentrace 23 nM (25).

O protinadorovych UGcincich betulinové
kyseliny byla publikovéna fada pfehledovych
praci (26).

Boswellova kyselina

Derivaty boswellové kyseliny (obrazek 1) -
jsou triterpenoidy obsaZené ve vysoké koncen-
traci v pryskyfici indického stromu Boswellia
serrata, béznéji zndmé jako indické kadidlo.
Tato pryskyfice byla jiz od dob Hippokrata a Dio-
skurida ucinnou sloZkou ve smésich s protiza-
tiartritické Ucinky je hojné pouzivang v indické
mediciné jako komer¢né pfipravovany extrakt —
Salai Guggal, ktery v tomto pfipadé navazuje
na tradicni ajurvedickou medicinu. Derivaty

boswellové kyseliny 3a-acetoxy-o-boswellova
kyselina (AoBA), 3a-acetoxy-B-boswellova
kyselina  (APBA),  3a-acetoxy-11-oxo-B-
-boswellova kyselina (AKBBA), byly cytotoxické
vi¢i gliomovym liniim U87 MG, U373MG (27)
a leukemickym liniim HL-60, CCRF-CEM (28).
V experimentu na zvifatech se prokézal zvy-
8eny pfechod bunék do apoptdzy v zavislosti
na ddvce, inhibice ristu nadoru a prodlouzeni
prezivani po implantaci bunééné linie maligniho
gliomu C6 (29). Také byla popsana indukce dife-
renciace leukemickych linii HL-60, U937 a ML-1
nez 24,2 uM. Cytotoxické hodnoty se piitom po-
hybovaly kolem koncentrace 38,8 uM. Je zaji-
mavé, Ze derivaty boswellové kyseliny podobné
jako etoposid indukuiji v nizkych koncentracich
diferenciaci leukemickych linii a ve vysSich
vedou k apoptéze (30). Jejich protinddorové
Ucinky se davaji do souvislosti se schopnosti
inhibovat topoizomerazu | a lla, jejichz aktivita
je kli¢ova pro proliferaci nddorové bunky. Dudlni
plisobeni je stavi na roven klinicky pouzivanym
inhibitor(im topoizomeraz (tabulka 1). Boswello-
va kyselina podobné jako BetA indukuje expresi
p21, a to zplisobem nezavislym na p53. Indukce
p21 se ovSem pro jeji cytotoxicky ucinek nezda
rozhodujici. Hladiny proteind Bcl-2 a Bax pfi in-
dukci apoptdzy zlistéavaji nezménény (31).
Nemalou vyhodou derivatl boswellové
kyseliny je i jejich lipofilita umozuijici pfeko-
nani hematoencefalické bariéry a moznost
jejich vyuziti pro 1éébu malignit CNS. Udaje
z in vitro testli naznaduji, e inhibicni Ucinek
v(i¢i gliomovym bunéénym liniim je vy$Si nez
ucinek klinicky pouzivaného camptotecinu, Ci
etoposidu (32, 28). Zjisténé informace vedly
k zahajeni prvnich klinickych zkou$ek. Proti-
zénétlivy Ucinek derivatd boswellové kyseliny
z nich tvofi vhodnd terapeutika pro paliativni
terapii u progresivnich nebo relabujicich
mozkovych tumord, mimo jiné také pro jejich
popsany antiedematézni efekt (33). Neza-
nedbatelné bylo zlepSeni subjektivniho stavu
a minimum neZéadoucich u¢inkd u détskych
pacientl s inkurabilnim tumorem mozku (34).

Lupeol

Lupeol (lup-20(29)-en-3p-ol) (obrazek 1),
je slou¢enina vyskytujici se v fadé ovocnych
plodi (napf. mango) (35) a lécivych rostlin (7).
Lupeol vykazuje uéinky chemopreventivni, po-
tlatuje kozni toxicitu benzoylperoxidu (BPO)

pfes aktivaci fady antioxidantnich enzymu
inhibovanych BPO, jako je kataldza, glutation-
peroxiddza, glukéza-6-fosfatdehydrogenaza,
glutationreduktédza a glutation-S-transferaza.
Zéroven vykazuje pfimé antioxidantni pdso-
beni. Na zakladé téchto zavér( autofi navrhuji
budouci vyuziti lupeolu u onemocnéni vyvola-
nych volnymi radikaly (36).

Dalsi protinadorovou aktivitou lupeolu je an-
tiangiogenni ucinek, a to jiz od 30 pg/ml (37).

Ursolova kyselina

Ursolova kyselina (3f-hydroxyurs-12-en-
28-ova kyselina; déle jen UA) (obrdzek 1) je
Siroce rozSifend zejména ve vyssich rostlinach,
vykazuje inhibini aktivitu v0Ci savéi DNA
polymerdze o a f, lidské DNA topoizomera-
ze | a |l (tabulka 1). UA také inhibuje bovinni
DNA polymerdzu a, krysi polymerdzu B,
slabé i rostlinnou DNA polymerazu Il (B-like)
a HIV reverzni transkriptazu. Zéroven snizuje
transkripci COX-2, a to inhibici signalni drahy
PKC a AP-1. U fady nadorl je exprese PKC
a AP-1 zvySena a uvazuje se o ni jako o jednom
z cili protinadorové terapie (38). UA je in vitro
cytototoxickd vici nadorové linii NUGC-3 LD50
=30 yM (39), HCT-15 ED50 = 3,4 ug/ml, UISO
ED50 = 3,2 ug/ml a OVCAR-5 ED50 = 3,2
pg/ml (40), A549 ED50 = 4,2 ug/ml, SK-OV-3
ED50 = 3,6 pg/ml, SK-MEL-3 ED50 = 4,6 pg/ml,
XF498 ED50 = 4,5 pg/ml, HCT15 ED50 = 4,4
pg/ml (41). Podobné jako oleanolova kyselina
indukuje diferenciaci teratokarcinomové linie
F9 a expresi pro diferenciaci specifickych genl
lamininu B1 a kolagenu IV (42). Dal$im z po-
psanych U¢inkd je jeji antiangiogenni aktivita
(43). Stejné jako oleanolova kyselina inhibuje
nadorovy rlst v mySim modelu, pfitom vykazuje
podobné radioprotektivni G¢inky vi¢i hemato-
na o preiradiaéni aplikaci a pravdépodobné se
od oleanolové kyseliny odliSuje i mechanizmem
Ucinku (44). Také méa inhibiéni efekt na aktivaci
EBV zprostfedkovanou pomoci 12-O-tetradeka-
noylforbol-13-acetatu (TPA) (45, 46).

Oleanolova kyselina

Oleanolova  kyselina  (3B-hydroxyole-
an-12-en-28-ova kyselina) (obrazek 1) — se
vyskytuje ve vysoké koncentraci v kofenech
Zendenu (47), spolecné s ursolovou kyselinou
v Sambucus chinesis (48) a déle ve vice nez
120 rostlinnych druzich (49). Podobné jako

Tabulka 1. Pfehled inhibiéni aktivity vybranych triterpenoid(i na DNA topoizomerazy a polymerazy

1C50 [pM] BetA
topoizomeraza | 5
topoizomeraza Il NT
DNA o polymeraza NT
DNA B polymeraza NT

NT - netestovano

UA FA-A FA-B
250 60 NT
200 25 NT
38 58 27
42 79 53

AcBA ABBA AKBBA
10 10 30
3 10 30
NT NT NT
NT NT NT
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kyselina ursolovd i kyselina oleanolové vyka-
zuje fadu protinddorovych G¢inkd, indukuje
diferenciaci teratokarcinomové linie F9 (42)
a stejné tak i u ni jsou popsany antimutagenni
vlastnosti (50) i antiangiogenni aktivita (43).
Cytotoxicka aktivita byla prokdzana u linii
A549, SK-OV-3, SK-MEL-3 a HCT15 pro ED50
v rozmezi 12,1 — 18,5 pg/ml (41). Kromé téchto
ucinku oleanolova kyselina stimuluje uvolnéni
NO a TNF-o, véetné indukce aktivity iNOS
a exprese TNF-a. u makrofagl. Tento efekt je
zprostfedkovan schopnosti aktivovat protein/
DNA vazbu v0éi transkripénimu komplexu NF-
-kB a tim i jeho transaktivaci (51). Na druhou
stranu, semi-syntetické derivéaty kyseliny ole-
anolové maji na transkripéni komplex NF-xB
a indukci iINOS opaény ucinek (52, 53).
Derivaty kyseliny oleanolové, které jsou
formalné odvozeny od 2-kyano-3,12-dioxoo-
leana-1,9(11)-dien-28-ové  kyseliny (CDDO)
(obrazek 1), vykazuji fadu zajimavych Ggéinkd.
Tato multifunkéni molekula vede k monocytarni
diferenciaci lidskych myeloidnich bunék (54),
CLL B bunék (55), adipogenni diferenciaci my-
Sich fibroblastd 3T3-L1, neuronalni diferenciaci
krysich bunék PC12 a k inhibici proliferace fady
lidskych nadorovych linii. Koncentrace IC50 se
pfitom pohybuji v rozmezi 1 - 0,03 yM. CDDO
blokuje de novo syntézu INOS a COX-2, a to
v koncentracich nizSich nez 1 uM. Soucasné
inhibuje tvorbu produkt(i jmenovanych enzymd,
NO a PGEZ2, jiz v koncentracich tak nizkych jako
je 1pM (57, 53). Indukce apoptézy u linii Saos-2,
U208, U-937 a HL-60 probiha pes kaspaza-8
dependentni $tépeni proteinu Bid, s nasled-
nym uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii
a aktivaci kompletni kaskady kaspaz (58, 56).
Zatim se diskutuje Uloha intracelulariho Ca2*
ve vztahu k indukci apoptézy (59). Zajimavym
vysvétlenim adipogenni diferenciace 3T3-L1
fibroblastl je pfima transaktivace PPAR 7 (re-
ceptor 7y aktivovany proliferatory peroxizoma)
s CDDO. Ten nasledné vytvafi heterodimery
s retinoidnim receptorem X (RXR) a vede
k aktivaci genové transkripce. Vazebné a trans-
aktivaéni studie ukazuji, Ze CDDO je parcidlnim
agonistou pro PPAR . PPAR 1 je transkripné
aktivni v fadé humannich nadorovych linii. Jeho
transaktivaci pomoci CDDO dochazi k inhibici
proliferace a nasledné k indukci apoptézy. Poté,
co byl cytotoxicky ucinek ovéfen i v modelech
mamarni karcinogeneze in vivo se CDDO za-
fadil mezi kandidaty na 1éCbu karcinomu prsu
(60). Metyl-ester CDDO (Met-CDDO) (obra-
zek 1) je naopak antagonistou PPAR v, &imZ se
vysvétluje jejich odlisny efekt (61). Met-CDDO
vykazuje navic silny synergizmus s ATRA
a RXR specifickym ligandem LG100268 v cy-
totoxicité a indukci diferenciace myeloidni leu-
kemické linie (62). Met-CDDO je d¢inny i vici
liniim lidského karcinomu plic v koncentracich
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nizsich nez 0,5 pM. Met-CDDO podobné jako
CDDO vede k uvolnéni cytochromu c, aktivaci
kaspaz 3, 6, 7 a nasledné k apoptéze nezavislé
na expresi Bcl-2 (63). Dal$i derivat CDDO, CD-
DO-imidazolid (obrazek 1), indukuje apoptézu
u linie CLL B v koncentraci 0,5 uM (64). Také
byla popsana syntéza A-sekoderivatli oleano-
lové a ursolové kyseliny. Nékteré z téchto deri-
vatl inhibovaly rdst nemalignich prostatickych

bunék NRP.152 IC50 = 0,3 — 3,8 uM, ¢imzZ se
zafadily do skupiny potencidlné chemopreven-
tivnich latek (65).

Aviciny

Aviciny D,G (obrazek 2) - triterpenoidni
saponiny ziskané z Acacia victorie maji
preventivni ucinek, chrani pfed mutaci genu
H-ras a zméné karyotypu v aneuploidni na

Obrazek 2. Strukturni vzorce biologicky aktivnich triterpenoidi - pokracovani
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modelu chemicky indukované karcinogeneze
u mysi (66). Kromé protektivnich ucinkd avici-
ny inhibuiji aktivaci NF-xB v linii Jurcat. Tento
transkripni faktor reguluje transkripci fady
gen( zahrnutych v imunitnich a zanétlivych
drahéch, mezi jejichz produkty patfi cytokiny,
adhezivni molekuly a proteiny podilejici se na
apoptéze. K dysregulaci téchto drah dochazi
pfi rdznych patologickych stavech, jako je
septicky 8ok, akutni zanét, virova replikace
a nékteré malignity. Aviciny neovliviuji de-
gradaci |xB, kterd je nezbytna pro uvolnéni
NF-xB z cytoplazmy, ale sniZuji jadernou
lokalizaci jeho podjednotky 65p a inhibuiji
vazbu NF-xB na DNA responzivni elementy
v jaderném extraktu. Aviciny dependentni
inhibici je mozné zvrétit pomoci DTT, coz
naznacuje, Ze je zprostfedkovand modifikaci
sulfhydrylové skupiny, kritické pro aktivaci
NF-xB. Pravdépodobné také v dlsledku
regulace NF-xB aviciny snizuji hladiny iNOS
a COX-2, véetné jejich reaktivnich produktl
(67). Smés avicind D a G pfipadné meta-
nolického extraktu Acacia victoriae — F094
inhibovala rist linie Jurcat s IC50 = 0,16 - 0,47
pg/ml. Dochazelo k ¢asnému zvySeni kon-
centrace cytochromu ¢ v cytosolu i v systému
s izolovanymi mitochondriemi mechanizmem
nezavislym na kaspéze 3. Uvolnéni cytochro-
mu ¢ vedlo ndsledné k jeji aktivaci a Stépeni
substratu PARP. Zajimavé je, ze ke zméné
mitochondriéiniho  potencidlu nedochézelo
ihned po uvolnéni cytochromu c, ale az po
16 hodinach. Aviciny také piekvapivé vedly
ke snizeni produkti ROS (68). Podobnych
vysledkl dosahli Mujoo a spol. 2001 (69),
pfiemz IC50 extraktu FO35 pro nadorové linie
se pohybuje v rozsahu 0,72-6,5 pg/ml. Na
druhou stranu byly popsany i linie rezistentni
vuci jeho plsobeni (69).

Fomitelova kyselina

Fomitelové kyseliny A a B (FA-A a -B)
(obrazek 1), produkty basidomycet Fomitella
fraxinea jsou inhibitory savéi DNA polymerazy
o a P, lidské DNA topoizomerazy | a Il (tabul-
ka 1). Zérover FA-A a -B vykazuji inhibi¢ni
efekt vici hovézi DNA polymeréze o, krysi po-
lymeréaze B, mirmou inhibici rostlinné DNA po-
lymerazy Il (B-like), HIV reverzni transkriptazy
a také cytotoxicky ucinek na nddorovou linii
NUGC-3, FA-A LD50 = 38 pM (39, 70, 71).

Dammarany

Mezi nejzndméjsi glykosidy se zékladni
strukturou tetracyklického triterpenoidu dam-
maranového typu patfi slouceniny vyskytujici
se ve viehoji |ékafském (Panax ginseng),
oznacované jako ginsenosidy R(x). Pouze
u ginsenosidu Ro (obrézek 1) je strukturni
zaklad oleanového typu. Panax ginseng byl

Uspésné testovan pro své chemopreventivni
uginky, a to v modelu karcinogeneze prsu,
traéniku, jater, délozniho kréku a nervového
systému, a to na zvifatech, ale také u pacientu
s prekancerézami jicnu a endometria (72, 73,
74, 75). Do roku 2003 probihala studie, ktera
méla za ukol posoudit preventivni aktivitu
ginsengu na progresi do hepatocelularniho
karcinomu u pacientli s chronickou hepatiti-
dou C (76). Také probéhly tfi epidemiologické
studie, které prokdzaly, ze Panax ginseng
snizuje v davkové zavislosti riziko vyskytu vét-
Siny nador0 (77). Kromé toho byla provedena
fada studii hodnoticich Gcinky extraktd nebo
ucinnych latek na bunéénych liniich. Ukazalo
se, Ze extrakty z ginsengu inhibuji syntézu
DNA, snizuji mutaéni frekvenci vyvolanou
methyl-mesylatem a zvySuji reparaéni aktivitu
po mutagennim plsobeni, véetné snizené
transformace normalnich bunék v neoplastic-
ké (78). Byl popsan Uc¢inek metanolického ex-
traktu Cerveného ginsengu na akumulaci a tim
i zvySenou cytotoxicitu mitomycinu C u bunék
Ehrlichova karcinomu (79). Doposud bylo
identifikovano pfes 25 ginsenosidu tvoficich
charakteristicky obsahovy zaklad ¢erveného
a bilého ginsengu. Bylo zjisténo, Ze americky
ginseng indukuje expresi p21. Pravdépo-
dobné timto mechanizmem, nezavislym na
p53, inhibuje proliferaéni aktivitu linii MCF-7
a MDA-MB-231 (80). Je popsana inhibi¢ni ak-
tivita ginsenosidu Rh-2 na proliferaci lidskych
i mySich nadorovych linii. Také byla publikova-
na aktivace adenylat cyklazy po podani Rh-1
a obnova tvorby melaninu v melanomovych
bunkach, coz mdze byt ve vztahu k jejich di-
ferenciaci. Ginsenosidy byly také testovany ve
vztahu ke specifické inhibici nadorové invaze,
pfi¢emz nejucinnéjsi byl ginsenosid Rg-3 (je-
den z hlavnich ginsenosidl obsazeny v tepel-
né zpracovaném ginsengu). Rg-3 inhibuje
také TPA indukovanou expresi prozanétlivého
enzymu COX-2 a ornitindekarboxyldzy v mysi
k0Zi a v lidské prsni epitelialni linii (MCF-10A).
Tyto enzymy hraji vyznamnou Ulohu pfi vzniku
nadorl. Rg-3 déle inhibuje TPA indukovanou
aktivaci NF-xB a kindzy ERK, ktera reguluje
aktivaci NF-xB. Tato pozorovani ukazuji, ze
protinadorové Ucinky tepelné zpracovaného
ginsengu a Rg-3 jsou pravdépodobné zpro-
stfedkovany supresi intracelularni signaini
kaskady zodpovédné za aktivaci NF-xB
a naslednou indukci COX-2. Exprese COX-2
ve vztahu ke kancerogenezi je dobfe popsana
u nadord tragniku a chemopreventivni efekt
ginsengu je pravdépodobnym disledkem této
aktivity (81, 82). Rovnéz byla popsana inhibice
nadorové angiogeneze pomoci Rb-2 a po
podani Rh-2 inhibice nadorového rustu a lepsi
pfezivani nahé mysi s implantovanou ovaridini
nadorovou linii HRA. V roce 2000 byly na Etvr-

tém vyroénim zasedani Cinské spolegnosti kli-
nické onkologie prezentovany vysledky II. faze
klinického testovani, které hodnotily ucinky
nového protinddorového Iéku Rg-3 Shenyi
Jiaonang, jehoZz hlavni obsahovou slozkou
je Rg-3 ginsenosid (95%), s velice slibnymi
zaveéry (83). V soucasnosti na fadé pracovist
probihd intenzivni vyzkum cytotoxickych u¢in-
ki semisyntetickych derivatd odvozenych od
této zajimavé skupiny triterpenoidd (84).

Jenisseensosidy
Jenisseensosidy A, B, C, D (obrazek 2)
jsou triterpenoidni  saponiny  (glykosidy

quillaové kyseliny) izolované z rostliny Silene
jenisseensis (A,B) nebo fortunei (C,D), které
v nizkych koncentracich stimuluji proliferaci
bunék Jurcat. Ve vy$Sich davkéch navozuji
jejich apoptézu (85). Kromé toho potencuiji
toxicitu cisplatiny o 60-65% jeji zvySenou
akumulaci v bunécné linii HT-29 (86).

Iridaly

Iridaly (obrazek 1), triterpenoidy izolo-
vané z lris germanica, vykazuji cytotoxicitu
v(i¢i lidskym nadorovym liniim A2780 a K562.
V&echny izolované iridaly maji vyrazny cytoto-
xicky efekt na obé linie, i kdyz K562 se jevi v{ci
témto slou¢eninam mnohem citlivéjsi. IC50 pro
A2780 se pohybuje v rozsahu 3,59-0,17 pg/ml
a pro K562 0,4-0,09 pg/ml. Tyto slouceniny
byly méné G¢inné vaci liniim multidrug rezis-
tentnim (MDR). Presto se IC50 pohybovaly
u K562 MDR+ pod 0,95 pg/ml a u A2780
MDR+ pod 5,17 ug/ml (87).

Glycyrrhizin a glycyrrhetova
kyselina

Glycyrrhizin (GL), 3B-O-glykosid glycyr-
rhetové kyseliny (GA) (obrazek 1), tvofi jednu
z hlavnich obsahovych latek Iékofice, obecné
rodu Glycyrrhiza. GL mize byt hydrolyzovan
bakterialni glukuronidazou v gastrointestinal-
nim traktu na svij aglykon (GA), ktery existuje
jako 18a- a 18- isomer, pficemzZ 183- epimer
je vice bioaktivni. GA je specifickym inhibito-
rem 11B3-hydroxysteroid dehydrogendzy, ktera
je za normalnich podminek hlavnim faktorem
zahrnutym do regulace hladiny cirkulujiciho
kortizolu. GA ma také antimutagenni efekt
v modelech indukovanych benzo[a]pyrenem,
2-aminofluorenem, aflatoxinem B1, Trp-P-2,
Trp-P-1, 2-acetylaminofluorenem a 2-(2-furyl)-
3-(5-nitro-2-furyl)akrylamidem (88, 89, 90).
Tento UCinek je pravdépodobné zpilsoben
inhibici monooxygenazového systému cy-
tochromu P450. Dlouhodobé podavani GL
Uc¢inné chranilo pfed rozvojem hepatocelu-
larniho karcinomu u pacientl s chronickou
hepatitidou C. K podobnym zavérim dospéla
i studie hodnotici vliv GL na inhibici hepatélni
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Obrézek 3. Strukturni vzorce biologicky aktivnich triterpenoidi - pokracovani

faradicl, R=0H, R'=Ms, R*=H
heliantriol B,, R=0H, R'=CH,0H, R*=H
heliantriol C, R=0H, R'=Me, R*=0OH

armidiol

22a-methoxylaradiol, R=0H, R'=Me, R*=0Me

karcinogeneze po provokaci dietylnitrosami-
nem v mySim modelu (91). Dale bylo zjisténo,
Ze GL inhibuje u mysi plicni a jaterni tumori-
genezi. Studie sponzorovand National Cancer
Institute (NCI) prokdzala chemopreventivni
efekt B-GA a carbenoxolonu (disodnd stl 3f-
-hemisukcinatu GA). B-GA byla ¢innd i v mo-
delu karcinogeneze krysi prsni zlazy, krysiho
traCniku a mysich jater in vivo a u mysich
organovych kultur prsu in vitro. GA vykazo-
vala in vitro synergicky antiproliferativni efekt
v kombinaci s glukokortikoidy na liniich MCF-7
a ZR-75-1, pfi¢emz U¢inek individualnich latek
byl slaby. Nevyhodou pouzivani GL a GA je
inhibice 11-B-hydroxysteroid dehydrogendzy
(11B-HSD), ktera vede k nadbytku endogen-
niho kortizolu s naslednou hypertenzi, hy-
perkalémii a supresi renin-aldosteronové osy
(hyperaldosteronizmus). Podrobnéji viz review
Wang and Nixon 2001 (92).

Nejnovéj§im mechanizmem objasiujicim
antikarcinogenni plisobeni je skute¢nost, ze
GA indukuje mitochodridlni bobtnani (swel-
ling), coz spoleéné se zménou potenciélu
a uvolnénim proapoptogennich proteind vede
ke smrti transformovanych bunék (93).

Taraxastany

V' nehydrolyzovatelné lipidické frakci
extraktu chryzantémy (Crysanthemum morifo-
lium) byli identifikovani z&stupci skupiny tara-
xastanu: faradiol, heliantriol BO, heliantriol C,
220-metoxyfaradiol, arnidiol a faradiol o-epo-
xid (obrazek 3). Tyto latky inhibovaly aktivaci
EBV-EA, ktera byla srovnatelnd s G¢inkem GA,
znamého protinadorového promotoru. Ovéfeni
cytotoxické aktivity faradiolu, heliantriolu BO,
heliantriolu C, arnidiolu a faradiol o-epoxidu
na panelu 60 lidskych nadorovych linii ukéza-
lo, Ze arnidiol vykazuije Sirokou toxicitu. GI50 je
s vyjimkou dvou linii (RPMI-8226 a SR) pod 10
pM. NejnizSich hodnot dosahoval viéi leuke-
mickeé linii HL-60 s G150 = 0,47 uM. Faradiol byl
toxicky vici leukemickym liniim CCRF-CEM,
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K-582, SR a také vici linii nemalobunééného
karcinomu plic EKVX. Heliantriol BO byl U¢inny
na renalni nadorovou linii RXF 393 a linii karci-
nomu prsu MCF-7 (94).

Zaveér

Z literarniho pohledu i nasich vlastnich
zkuenosti je zfejmé, Ze pfibyva usili zamé-
feného na pochopeni mechanizmu Ucinku
triterpenoidl. Efektorova €ést cytotoxického
ucinku je u fady slouéenin dobfe zmapovana.
AZ na nékolik vyjimek se jednd o aktivaci
kaskady kaspdz po uvolnéni cytochromu c,
pfipadné AIF. Méné je zatim zndmo o tom,
co k uvolnéni cytochromu ¢ a AlF vede. Dis-
kutuje se role intracelularniho Ca?, otevieni
mitochondriélnich pdr(, produkce kyslikovych
radikal(i, pfipadné zasah do mitochondridlniho
respiraéniho Fetézce. Zda se totiz, Zze primamni
cil téchto slou¢enin bude lokalizovan v mito-
chondriich. Napovidaji tomu i naSe pozoro-
véni (12). Triterpenoidni slouéeniny jsou pfes
dfivéjsi udaje, které hovofily o U¢innosti pouze
v neuroektodermdlnich liniich, 0éinné na
nadory rizného histogenetického plvodu. Cy-
totoxicita neni zavisla na statutu p53, pRB, ani
androgen hormonélini dependenci. Publikova-
né experimentalni udaje nas vedou k zavéru,
Ze klasické mechanizmy mnohocetné Iékové
rezistence se u triterpenoidli neuplatfiuji a pro-
to tyto slouceniny mohou byt pfinosem pro
pacienty s chemorezistentnim onemocnénim.
Kromé pfimého plsobeni téchto sloucenin
na mitochondrie dochézi i k aktivaci alterna-
tivnich apoptotickych drah. Indukce bunécné
smrti se odehrava disledkem inhibiéni aktivity
téchto sloucenin vici celé fadé esencidlnich
enzyml (topoizomerdzy, DNA polymerazy,
COX-2, iINOS), pfipadné ovlivnénim aktivity
transkripCnich faktord (PPARs). Souhrnem
Ize Fici, Ze triterpenoidy patfi mezi perspektivni
molekuly pfirodniho pdvodu, a to jak Sitkou
svého plsobeni a vysokou cytotoxicitou viéi
nadorovym burikdm, tak i chemoprotektivnim

larmdio] m-epoxid

ucinkem spojenym s antioxidacnim efektem
a nizkou systémovou toxicitou.
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Seznam zkratek

AaBA - 3a-acetoxy-o-boswellova
kyselina, ABBA - 3a-acetoxy-B-boswellova
kyselina, AIF — apoptdzu indukujici faktor,
AKBBA - 3o-acetoxy-11-oxo-B-boswellova
kyselina, AP-1 — AP-1 transkripéni faktor,
BetA - betulinova kyselina, BPO - benzoyl-
peroxid, CDDO - 2-kyano-3,12-dioxooleana-
1,9(11)-dien-28-ové kyselina, COX-2 - cyklo-
oxygendaza-2, DTT - dithiotreitol, EBV — virus
Ebsteina a Barrové, ED50 - koncentrace latky,
kterd zpUsobi 50% inhibici bunééné proliferace
in vitro, ERK — extracelularmimi signaly regu-
lované kindzy (synonymum - MAP-kindzy),
FA-A a FA-B - fomitelové kyseliny A a B,
GA - 3B-O-glykosid glycyrrhetové kyseliny,
GI50 - koncentrace, ktera je ve srovnani
s kontrolou potfebnd k redukci rdstu oSetfe-
nych bunék na polovinu, GL - glycyrrhizin,
HDFC — normalni kozni fibroblasty, IC50 - kon-
centrace, kterd dosahne 50% ucinku (inhibice,
smrti) ve srovnani s kontrolou, iNOS — induko-
vatelna syntdza oxidu dusnatého, LD50 — kon-
centrace, kterd usmrti 50% oSetfenych bunék,
NF-kB - jaderny transkripéni faktor -xB,
PBL - lymfocyty periferni krve, PGE2 - prosta-
glandin E2, PKC - protein kiniaza C, PPARy —
receptor y aktivovany proliferatory peroxizomd,
ROS - kyslikové radikaly, RXR - retinoidni
receptor X, TNFou — tumor nekrotizuijici faktor
o, TPA - 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat,
UA — ursolova kyselina.
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