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In vitro antiproliferacni aktivita isochinolinovych

alkaloidu
Souhrn

Nadorova onemocnéni jsou nejéastéjsi pricinou umrti ve vyspélych zemich a druhou
nejcastéjsi v zemich rozvojovych. V soufasné dobé vyskyt raznych typu nadorovych
onemocnéni stale stoupd a je to dano hlavné starnouci populaci a nevhodnym Zzivotnim
stylem. Toto onemocnéni vznikd samovolnym rtstem nadorovych bunck, u kterych doslo
K poruSeni apoptéozy a rozvinuti nekontrolovatelné proliferace. Takto zménéné bunky
se mohou rozsitovat do celého téla prostiednictvim mizniho a krevniho systému. Je tedy
snaha hledat u¢inné latky, které by mé&ly antiprolifera¢ni efekt, zabranily by ristu nadorovych
bun¢k a byly by tak pouZitelné b&hem 1é€by nadorovych onemocnéni. V soucasné dobé je
vyzkum zaméfen na bézné¢ se vyskytujici latky v pfirod€ s potencidlnim antiproliferanim
ucinkem. Mezi takové latky patéi i isochinolinove alkaloidy. V dnes$ni mediciné se
z isochinolinovych alkaloidii pouziva hlavné morfin a kodein pro jejich analgetické G¢inky
a vinkristin s vinblacinem, které maji protinadorovou aktivitu.

Cilem této prace bylo zjistit antiprolifera¢ni vliv 46 rtiznych druhti isochinolinovych
alkaloidu na lidské nadorové buniky kolorektalniho karcinomu Caco-2 a hepatocelularniho
karcinomu Hep-G2 v porovnani se zdravymi lidskymi plicnimi fibroblasty MRC-5.
Ke stanoveni této aktivity bylo pouzito klasické metody MTT vyuZivajici soli tetrazol
bromidu.

Hledana antiproliferacni aktivita byla zjis§téna pouze u péti alkaloidl a to scoulerinu,
ktery prokadzal 1Cso u Caco-2 bunék 6,44 + 0,87 uM a na bunécnych liniich Hep-G2
4,57 + 0,42 pM, berbaminu (ICso na Hep-G2 bunkach 4,56 = 0,32 uM), parfumidinu (ICso
na Hep-G2 bunkach 8,74 £ 0,29 uM), aromolinu (ICsg ha Caco-2 buiikach 5,85 + 0,14 uM)
a bersavin hydrochloridu (ICso na Caco-2 bunkach 2,84 = 0,72 uM a na Hep-G2 bunkach
3,43+ 0,26 uM). Ostatni zkoumaneé isochinolinové alkaloidy neprokazaly cytotoxicitu
(ICs0> 10 uM) na testovanych bunéc¢nych liniich.

Néami pozitivné identifikované latky je tedy vhodné podrobit dalSimu pfesnéjSimu
studiu. Jedna se piedevSim o posouzeni jejich mechanického ucinku v bunikdch zdravych

i nddorovych a to nejen v podminkach in vitro, ale i in vivo.

Klic¢ova slova: Cytotoxicita, bunécné linie, Caco-2, Hep-G2, alkaloidy



In vitro antiproliferative aktivity of isoquinoline alkaloids

Summary

Cancer is the leading cause of death in developed countries and the second most
common in developing countries. Unfortunately, currently the incidence of various types
of cancer is increasing and it is mainly due to an aging population and unhealthy lifestyle.
This disease is the result of spontaneous growth of tumor cells where apoptosis is not
functional and there by induces uncontrolled proliferation. These transformed cells can spread
throughout the body, through the lymphatic system and blood. An effort is put into finding
effective substances which would have antiproliferative effect and prevent the growth
of tumor cells, thus they would be useful during the cancer treatment. Currently, the research
focuses on substances commonly occurring in the nature with potential antiproliferative
activity. These substances include isoquinoline alkaloids. In contemporary medicine
the mainly used isoquinoline alkaloids are morphine and codeine for their analgetic effect
and vincristine with vinblastine which have antiproliferative effect.

The aim of this work was to determine the antiproliferative effect of the 46 different
kinds of isoquinoline alkaloids on human tumor cells of colorectal carcinoma Caco-2
and hepatocellular carcinoma Hep-G2 compared to the normal human lung fibroblasts
MRC-5. To determine this activity the classical method MTT, using salt of tetrazolbromide,
was used.

Antiproliferative activity was observed only in five alkaloids; scoulerin which showed
ICso values of Caco-2 cells 6.44 + 0.87 uM and Hep-G2 4.57 £ 0.42 uM berbamin (1Cso Hep-
G2 cells 4.56 £ 0.32 pM) parfumidin (ICso Hep-G2 cells 8.74 £ 0.29 uM) aromolin (ICsg
Caco-2 cells 5.85 + 0.14 uM) and bersavin hydrochloride (ICso Caco-2 cells 2.84 + 0.72 uM
and on Hep-G2 cells 3.43 + 0.26 uM). Other analysed isoquinoline alkaloids did not prove
cytotoxicity (ICso> 10 uM) in the tested cell lines.

Our positively identified substances should be subjected to a further precise study

of their mechanical effect on healthy as well as cancercells not only in vitro but also in vivo.

Keywords: cytotoxicity, cell lines, Caco-2, Hep-G2, alkaloids
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1 Uvod

Latky rostlinného plivodu jsou nezastupitelnou soucasti 1écby nejruznéjsich lidskych
chorob uz tisice let a to v¢etné nadorovych onemocnéni. V soucasnosti je vyuzivano 60 %
cytostatik, které pochéazi zrostlin, moiskych organismi nebo jsou z ptirodnich zdroju
odvozené (Cragg and Newman, 2005). V padeséatych letech 20. stoleti byl objeven
protinadorovy potencial Vinca alkaloidi a podofylotoxind, ktery odstartoval zkoumani
rostlinnych extrakta a jejich antiproliferacni aktivity. V dalSich desetiletich se zacaly vyuzivat
jako protinadorova lé¢iva rostlinného ptivodu taxany a derivaty kamptotecinu. Poté vSak zacal
zajem o rostlinné latky s terapeutickym potencidlem v 1é¢bé nadorovych onemocnéni upadat.
Bylo to z diivodu zjisténi Spatné rozpustnosti a vyrazné toxicity vici nadorovym i zdravym
bunkam. Diky rozvoji technologii v devadesatych letech se vyzkum rostlinnych latek
s cytotoxickymi vlastnostmi znovu obnovil a dnes je zaméfen na zvySeni terapeutickych

ucinki a jejich cilené pusobeni pouze v nadorovych bunkach (Turcotte and Giaccia, 2010).

Mezi takové latky patii 1 isochinolinové alkaloidy, které jsou sekunddrnimi metabolity
rostlin napiiklad ¢eledi Papaveraceae (makovite), Fumariaceae (zemédymovité),
Ranunculaceae (pryskyinikovité) a Rutaceae (routovité). Isochinolinové alkaloidy vykazuji
pouzivaji morfin, kodein, vinblastin nebo vinkristin. Posledni jmenované alkaloidy

se vyuzivaji pro jejich silnou protinadorovou aktivitu (Panzer et al., 2001).

Dnes je nadorové onemocnéni nejb&zngj§im onemocnénim ve svété. Jenom v Ceské
republice se od roku 2004 rozsifilo o 22 % a vroce 2014 zde na né&j zemielo 27 000 lidi
(Siegel et al., 2013). Lécba nadorovych bunék je velmi komplikovana a pro pacienta i velmi
naro¢na. VSechny lécebné metody se snaZzi zlikvidovat nadorové buiiky, pfi¢emz ale vétSinou
ni¢i i ty zdravé. Proto je dilezité objevit latku, kterd dokdze selektovat bunky a ucinkovat

pouze na nadorové. Isochinolinové alkaloidy tento potencial maji (Dong et al., 2004).



2 Cil prace a hypotéza

Cilem prace je otestovani doposud netestovanych isochinolinovych alkaloida na jejich
moznou antiproliferani aktivitu in vitro pomoci bunéfnych modeli kolorektalniho

karcinomu buné¢né linie Caco-2 a hepatocelularniho karcinomu Hep-G2.

Hypotézou je, ze nékteré druhy isochinolinovych alkaloidi mohou mit antiprolifera¢ni

aktivitu a jsou vhodné pro dalsi podrobné testovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Nadorova onemocnéni ve svété a v Ceské republice

Nadorova onemocnéni jsou nejcastéjsi pric¢inou umrti ve vyspélych zemi a druhou
v zemich rozvojovych. V soucasné dobé diagnéza nadorového onemocnéni stale stoupa
z divodu nardstu starnouci populace a Zzivotniho stylu lidi (Siegel et al., 2014). Mezi
nejbéznéjsi nadorové onemocnéni ve svété patii gastrointestinalni (Xin et al., 2015)
ato zejména jeho maligni stav, ktery se nazyva kolorektalni karcinom. Incidence pro rok
2012 ve svéte byla odhadnuta na celkem 1 360 602 nové diagnostikovanych nadort kolorekta
a VEvrop¢ na 447 136 nadord (tab. 1) (Ferlay, 2013). NejvétSim rizikem vzniku

kolorektalniho karcinomu jsou genetické faktory, Zivotni styl a prostiedi.

U vétsiny pacientd neni tento karcinom diagnostikovan v jeho raném stadiu, je
pomérné odolny vii€i chemoterapii a i diky pfitomnosti a mnozeni metastaz zde existuje

pouze 12% preziti obdobi péti let (Diaz et al., 2015).

Tab. 1: Epidemiologie kolorektalniho karcinomu ve svété

Parametr Muzi Zeny Cela populace
Incidence 746 298 614 304 1 360 602
Pocet novotvarQ

Mortalita 373639 320 294 693 933
Pocet umrti

Prevalence 1953431 1590 151 3543 582
Pacienti zijici 5 let od diagnozy

Kumulativni riziko vzniku nadoru 2,36 % 1,57% 1,95 %
Od 75 let

Zdroj: Ferlay, 2013

Z nize uvedenych dat (obr. 1) je patrné, Ze kolorektadlnim karcinomem trpi pfedevs§im
Evropané. Ceska populace je ve svétovém méfitku Sestou a v evropském patou nejzatizendjsi
zemi kolorektalnim karcinomem hned za Slovenskem, Mad’arskem, Danskem a Nizozemim.
U muzt je kolorektalni karcinom diagnostikovan jako druhé nej€astéjs$i nddorové onemocnéni
U Zen jako tfeti nejCastéj$i. Z tabulky ¢. 1 rovnéz vyplyva, Ze kumulativni riziko vzniku

nadori po 75. roce Zivota u muzil roste vice nez u Zen. Pravée tento vek je typicky pro ceského



pacienta s kolorektalnim karcinomem, piesto 20 % lidi diagnostikovanych je mladsi Sedesati

let a tedy v produktivnim véku (obr.2) (NOR, 2015).
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3.2 Nadorové onemocnéni

Nédorové onemocnéni vznikéd diky nekontrolovanému rastu naddorovych buné¢k, které

v

se postupné $ifi do okolnich tkani, mizniho a krevniho systému az metastazuji v organech
zménou na bunécéné trovni nejcastéji béhem bunécného deleni. Genetické zmény bunék jsou
pfi¢inou necinnosti signalnich drah, které reguluji bunétné déleni. Mutace téchto bunck
mohou dospét az k samovolné proliferaci a vzniku nadorového onemocnéni (Kufe et al.,
2003). K témto zménam dochazi v disledku exogennich a endogennich faktort (Adam et al.,
2003a).

Nédorova onemocnéni nejvice ovliviluji exogenni faktory. NejvyznamnéjSim z téchto
faktorii je uzivani tabaku, které zvysuje imrtnost az o 30 %. Mezi vyznamné exogenni vlivy
dale patfi vyziva a s ni spojend energeticka bilance, obezita, nedostate¢na fyzicka aktivita
a Vv neposledni fadé¢ vystavovani se nadmérnému UV zafeni a chemickym karcinogeniim
(naftylamin, N-nitrosamin). Mezi silné karcinogeny rovnéz patii i alkoholické
napoje (Irigaray et al., 2007; Sankpal et al., 2012). Veskeré tyto podnéty maji za nasledek
vznik oxidaéniho stresu, ktery mize vyustit v naruseni spravného fungovani apoptoézy. B€hem
oxida¢niho stresu dochazi k pusobeni reaktivnich forem kysliku (ROS - reactive oxygens
species) a dusiku (RNS — reactive nitrogen species), napiiklad ze superoxidu nachazejiciho
se v dychacim fetézci mitochondrii vznikne hydrogen peroxid. Dal§i moznosti je vliv
hydroxylovych radikdli a nepiimy vliv enzyml monoaminooxidazy, které mohou
pozméiovat a naruSovat purinové a pyrimidové baze, coz ma za nasledek poskozeni DNA
deleci, amplifikaci genu nebo transkripci DNA (Matés et al., 2008). Zmény DNA mohou
pusobit také jako signdlni molekuly bunééné proliferace, jelikoz jejich genovou aktivaci

napomahaji metastazim nadora (Ishikawa et al., 2008; Ray et al., 2012).

Mezi endogenni faktory ovliviwyjici nadorové onemocnéni patii predevsim geneticky
vrozené mutace, které se vyskytuji v kazdé bufice organismu a vytvari tak zaklad pro nadory.
Dédi¢ného pivodu byva 5-10 % z diagnostikovanych nadorovych onemocnéni (Adam et al.,
2003a). Mezi dalsi endogenni faktory patfi zmény Vv hormonalnim a imunitnim systému

a poruchy metabolismu (Cohen and Lawson, 1995).



Zde je nutno poznamenat, zZe jedind mutace obycejné buiikky nemulze vytvofit buiiku
maligni. Proces onkogenni transformace je vicestupiiovy a Casto je jen pfi¢inou starnuti bun¢k
nebo nedostate¢nou opravou vzniklych chyb v DNA (Adam et al., 2003a), které se objevuji
v piiblizné frekvenci 10 az 10, z tohoto diivodu miize porucha normalni bunééné apoptodzy
vést ke zvySujici se kumulaci zmutovanych bunék vedoucich az k patogenezi (Cohen

and Lawson, 1995).
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Upraveno dle: Abou-Ghali and Stiban (2015)

Apoptoza je programovand bunécné smrt, ktera nevyvolava zanét. Je zprostfedkovana
cystein dependentnimi aspartaty, coz jsou specifické protedzy (kaspdzy). U zdravého
dospélého ¢loveéka projde apoptézou okolo 10 miliont bunék denné (Curtin and Cotter, 2003).
Apoptoza je duilezitd pro udrZzeni homeostazy organismu, zachovani velikosti a tvaru tkané
(Los et al., 1999), k odstranéni bungk, které byly infikované, nefunkéni nebo mély narusenou
DNA (Kinloch et al., 1999). Béhem apoptoézy dojde k mnohym morfologickym zménam
bunky (obr. 3). Buiika se miize smrstovat, nebo dojde k zahusténi cytoplazmy, rozpadu jadra,
kapalnéni chromatinu, bobtnani membrany nebo déleni DNA. Poté dojde k rozdé€leni celé
buiiky na tzv. apoptotickd téliska, ktera jsou sloZzena mnohdy z funk¢nich organel,

cytoplazmatickych ¢asti a bunééné nebo plazmatické membrany. Membrana zabrafiuje Uiniku
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intracelularnich latek, které by mohly zpusobit zanét. Plazmatickd membrana je z vné&jsi
strany slozena z fosfatidylserinu, ktery pfitahuje makrofagy a dochazi tak k fagocytdze
(Elmore, 2007).

V minulosti se védci domnivali, ze nadorové onemocnéni muze vzniknout jedinym
negativnim zdsahem do buiiky. Dnes se jiz odhaduje, Ze ke vzniku plné¢ maligni bunky je
zapotiebi 4-8 riznych genetickych nebo epigenetickych zmén dané bunky. Proces, ktery
probiha pfi vzniku plné maligni bunky, se nazyva karcinogeneze (Adam et al., 2003a; Irigaray
et al., 2007).



3.3 Karcinogeneze

Karcinogeneze je vicestupnovy proces, ktery zahrnuje iniciaci, propagaci a progresi.
Iniciace se vyznacuje tvorbou preneoplastickych bunck, které vznikaji nevratnou
genotoxickou mutaci, zpusobenou chemickymi, fyzikalnimi nebo biologickymi karcinogeny.
Tyto mutace se vétSinou vyskytuji u gent, které fidi bunécny cyklus, diferenciaci bunék,
apoptézu a opravy DNA, coz vede k dalSimu rozsifeni bunck s touto genetickou zménou
(Vincent and Gatenby, 2008). Promo¢ni faze zahrnuje nartst bun€k a to bud’ selektivnim
mnozenim dcefinych bunék nebo poklesem apoptdzy.V ramci této faze tak postupné dochazi
k nahromadéni mutaci a zvySeni nerovnovahy genetickych a epigenetickych zmén. Ttetim
krokem je progrese, kdy se zacinaji projevovat genetické zmény, jako je napiiklad zména
poctu homolognich sad chromozomi nebo poruSeni jejich integrity. Timto dochazi
k ptechodubunék z preneoplastického stavu do stavu nadorového. Produkujici buiiky ztraci
svoji diferenciaci a navraci se K nezralé formé bunék. Vznika nerovnovaha mezi bunécnou

proliferaci, apoptézou a samoregulaci (obr. 3)(Pitot, 2007; Vincent and Gatenby, 2008).

1. iniciace 2. promoce 3. progrese

bazalni
membrana

neutrofily

epitelové burnky
lymfocyty
prirozeni zabijaci
makrofagy spojené s
nadorem

fibroblasty a myofibroblasty

Obr. 4: Karcinogeneze v travicim ustroji
Upraveno dle: Hofman (2010)
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Nédory se vyvijeji a rostou podle jejich pfistupu ke krevnimu fecisti, kde ziskavaji
zdkladni Ziviny spole¢né s kyslikem, za soucasného vylou€eni odpadnich produktl
metabolismu bunék. Proliferujici (bujici) premaligni léze neprodukuji riistové faktory jako
nador (angiogeneze) a tim se snizuje rychlost jejich mnozeni. Angiogennimi se buiiky stavaji
az béhem stiednich fazi karcinogeneze, kdy dochazi k takzvanému ,,skoku“
(,angiogenic switch®) (Hoff and Machado, 2012). Z primarniho nadoru jsou schopné
se uvolnit bunky pouze invazivni. Tyto bunky pak kolonizuji v jiné casti téla (Geiger and
Peeper, 2009).

Metastaticka kaskada zahrnuje nékolik krokt. Nejprve priméarni, epitelové
a neoplastické léze projdou bariérou bazalni membrany. Poté se nadorové bunky disociuji,
az dochdzi k invazi do sousedni tkané, krve a lymfatickych cév. Tak mohou nadorové buiky
putovat krevnim fecistém nebo lymfatickou cestou do nového mista, kde dojde Kk jejich
uchyceni a nekontrolovatelnému bujeni za vzniku mikrometastazi (sekundarni nadory) viz.
obr. 5 (Chambers et al., 2002; Gatenby and Gillies, 2008).

(=) €&» normalni'maligni buiky
bazélni membrana
extracelularni matrix
pozménéna ECM
T anoikis
% premetastaticka faze

~=22.2:2_ budouci angiogeneze

T cévy obklopené
z <endotc:lia'lnimi bunkami

Obr. 5: Metastaticka kaskada

Upraveno dle Geiger a kolektiv (2009) 0) sekundarni nador, ktery je pfed zahajenim své metastaze, 1) invazivni buiky
primarniho nadoru, 2) roztrzeni bazalni membrany a extracelularni matrix (ECM) usnadfiujici invazi, 3) jednotlivé (3a) nebo
kolektivni (3b) Sifeni nadorovych bungk, 4) vstup nadorovych bunék do cévy, 5) transport bunék do kapilarniho fecisté, kde
se zastavuji (6), 7) vyvazané ne¢inné nadorové bufiky, 8) zahgjeni ristu sekundarniho nédoru, 9) remodelace ECM
a novotvorba krevnich kapilar (angiogeneze); anoikis=bunééna smrt.
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3.4 Obecné postupy 1écby nadorového onemocnéni

Lécba nadorového onemocnéni je zaméfena predevSim na zni¢eni nebo odstranéni
lidskych bunék, u kterych doslo k poruse apoptdzy nebo ke zvysené proliferaci. Pti likvidaci
nadorovych bun¢k vSak dochazi k poskozeni nebo zniceni zdravych bun¢k a tkani. To je
jednim ze zavaznych problému pii 1écbé onkologického onemocnéni, protoze niceni zdravych

bungk a tkani zhorsuje kvalitu zivota 1é¢eného pacienta (Gray-Schopfer et al., 2007).

Existuji dva zplsoby lécby onkologického onemocnéni: protinddorové a podpurné.
V protinadorové 1é¢bé je cilem uplné nebo alespon ¢asteéné odstranéni nadorovych bunck
za pomoci chirurgie, radioterapie nebo medikament6zni 1écby. Pfi 1é€bé pacienta je mozné
vSechny tyto postupy kombinovat. Pro zlepSeni Zivota pacientl s nevylécitelnym naddorem je

pak aplikovana podpurna 1é¢ba (Kim et al., 2013).

Protinadorovou 1é¢bu mizeme dale rozd¢lit na kurativni a nekurativni. Kurativni 1é¢ba
chce dosahnout Uplného odstranéni nadoru, nejéastéji prostiednictvim chirurgického zékroku
a dale pomoci chemoterapie nebo radioterapie. Nekurativni 1é¢ba se snazi ni¢it nadorové
bunky a tim prodlouzit Zivot pacienta nebo zmirnit jeho bolesti. Nejcastéji vyuzivanou 1é¢bou
je chemoterapie, kterd je velmi naro¢na nejen pro pacienta, ale také pro jeho blizké. Védci
stale pracuji na novych a SetrngjSich 1écebnych postupech (Adam et al., 2003b; Klener
and Klener Jr, 2010).

3.4.1 Lécba melanomu

Melanom velmi rychle metastazuje a je velmi odolny vici cytotoxickym latkam.
Jednou z hypotéz vysvétlujicich tyto vlastnosti melanomu je, Ze melanom vznika z vysoce
pohyblivych bunék, které¢ jsou vice odolné a je u nich vyrazné nizs$i pravdépodobnost
spontanni apoptdzy in vivo ve srovnani s jinymi typy nadorovych bunék (Soengas e Lowe,
2003). A jelikoz vétsSina chemoterapeutickych 1€kt funguje na zékladé indukce apoptozy
Vv bunice, je maligni bunka pravé diky mensi pravdépodobnosti apoptdzy rezistentni viici
Iékim a léCebnym terapiim jako je chemoterapie, radioterapie a imunoterapie (Tarhini

and Agarwala, 2006).
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Existuje n€kolik pooperacnich podptirnych terapii, jako je naptiklad imunoterapie
interferonem-a. (IFN-a)) a interleukinem-2 (IL-2). Ucinnost téchto terapii je vsak stale
predmétem diskuzi (Mumberg et al., 1999). Pro 1é¢bu pokrocilého melanomu je mozno pouzit
chemoterapeutické ¢inidlo dakarbazin (DTIC) spole¢né s léky jako je karmustin (BICNU),
paclitaxel (Taxol), temozolomid a cisplatina (Tarhini and Agarwala, 2006). V minulosti bylo
testovano i mnoho jinych imunoterapeutickych latek, ale zadné nevykazovaly dostate¢nou
u¢innost. Az nedavné pokusy s pievodem lymfocyti piinesly slibné vysledky, kdy u dvou
ze sedmnacti pacientd doSlo k UpInému vymizeni pfiznakti a projevii nemoci po dobu
osmnacti mésict. Celkové preziti pacientli s touto terapii vSak neni statisticky vyznamné
(Morgan et al., 2006).

Dalsi vlastnosti rakovinnych bunék je jejich vetsi zavislost na hyperaktivnich cestach,
nez je tomu u bunék zdravych. Rakovinné bunky tedy mohou byt vice citlivé k inhibici téchto
cest nez normalni buriky, coZz vede k novym terapeutickym moznostem (Smalley and Eisen,

2003).
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3.5 Alkaloidy

Alkaloidy jsou rozsdhla skupina sekundarnich metabolitt, které se skladaji
z organickych dusikatych bazi v negativnim oxidovaném stavu. Vyskytuji se zejména
Vv rostlinach. Doposud byly alkaloidy prokazany ve 186 ¢eledich rostlin (Dewick, 2002),
ze kterych bylo izolovano a identifikovano pies 10 000 alkaloidi mnoha rtznych struktur
a tudiz patii mezi nejpocetnéjsi skupinu pfirodnich produktt. VéEtSina znamych alkaloida byla
izolovana z lista, kury, kofenii a semen rostlin. Dalsi velkd skupina alkaloidi byla
identifikovana v mechu, houbach a nékterych bakterii. Nékteré se podatilo izolovat dokonce

I z zivocisnych zdroju (Velisek and Cejpek, 2008).

Vsechny tyto izolované alkaloidy maji tu vlastnost, Ze jsou velmi reaktivné biologicky
aktivni jiz pfi velmi nizkych koncentracich. Toho rostlina vyuzivd pfi své obrané pied
patogeny a bylozravci. Tyto vlastnosti jsou také atraktivni pro farmaceuticky primysl, ktery
vyuziva fadu alkaloidd k 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Chen et al., 2005; Velisek e Cejpek,
2008).

Pro prehlednost byly alkaloidy ptvodné fazeny podle zpisobu jejich izolace.
V soucasnosti je znama jejich biosyntéza a tfidi se podle hlavni kruhové struktury obsahujici
dusik. Existuji tfi hlavni skupiny alkaloidii: pravé alkaloidy, pseudoalkaloidy a protoalkaloidy
(tab. 2). Jejich klasifikaci tedy uréuje aminokyselina, ktera poskytuje dusik a zakladni ¢ast
alkaloidu. Napftiklad ornitin je zakladem pro pyrolidinové a tropanové alkaloidy, lysin je
soucasti piperidinovych a chinolizidinovych alkaloidu, kyselina nikotinova zase pyridinovym
alkaloidim. Z tyrozinu dok4dZeme vyprodukovat fenyletylaminy, tetraisochinolinové alkaloidy
a jiné (Dewick, 2002; Velisek and Cejpek, 2008). Zakladni aminokyseliny nemusi byt nutné
derivatem alkaloidi. Mohou vznikat aminaci jiného typu slouceniny, ktera je derivatem
acetatu, fenylalaninu, terpenu nebo steroidu. Alkaloidy malokdy nalezneme volné. VétSinou
tvoii soli s organickymi kyselinami, napfiklad s jable¢nou kyselinou, citronovou nebo
chelidonovou. Mohou vsak tvorit i estery nebo amidy. Nékteré alkaloidy rostlin se mohou
vazat na cukry a vznikaji tak glykosidy (Hubik et al., 1989; Dewick, 2002; Velisek e Cejpek,
2008).
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Tab. 2: Pichled alkaloidu v potravinach

Struktura Prekurzor Vyznamné skupina Piiklad
(z&kladni skeleton)
Pravé alkaloidy
Pyridin, Piperidin, Arg, Lys, Orn, Tabéakové alkaloidy nikotin, nornikotin,
Pyrrolidin kys. nikotinova anatabin, anabasin,
Lys, Phe Pepiové alkaloidy piperin
Pyrrolizidin Arg, lle, Leu, Orn, Val, Thr Alkaloidy rodu Senecio senecionin
Chinolizidin Lys Lupinové alkaloidy lupanin, lupinin, spartein
Chinolin Trp, kys. mevalonova Alkaloidy rodu Cinchona  chinin, chinidin,
cinchonidin
Protoalkaloidy
Kapsaicinoidy Leu, Phe, Val, Alkaloidy rodu kapsaicin,
(Vanillylamidy) malonyl-CoA Capsicum (paprika) nordihydrokapsaicin,
homodihydrokapsaicin
Pseudoalkaloidy
Purin Puriny Alkaloidy v kavé, ¢aji kofein, theobromin
a kakau
Steroidni kys. mevalonova Glykoalkaloidy solanin, tomatin

(terpenoidni)
glykoalkaloidy

vV bramborach a rajcatech

zdroj: Velisek a kolektiv (2008)

3.5.1 Isochinolinové alkaloidy

Isochinolinové alkaloidy jsou rozsifenou skupinou latek sekundarniho metabolismu.
Prekurzorem téchto alkaloidll je aminokyselina tyrozin a prekurzorem tyrozinu je fenylalanin.
Eliminaci amoniaku z dané struktury ziskame skoficovou kyselinu nebo v redukované formé
hydroskoficovou kyselinu, ktera je soucasti fenylethylisochinolinovych alkaloidi (Bentley,
1998). Bohatym zdrojem isochinolinovych alkaloidi jsou ¢eledi Papaveraceae (makovité),
Ranunculaceae  (pryskyinikovité),  Berberidaceae  (dfistalovité),  Menispermaceae
(lunoplodovité), Fumariaceae (zemédymovité), Rutaceae (routovité) a jiné. Isochinolinove

alkaloidy se dale d¢li podle své struktury (Dewick, 2002).
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3.5.1.1 Jednoduché baze

Jednoduché baze isochinolinovych alkaloidi jsou odvozeny od 1, 2,3, 4-
tetrahydroisochinolinu (obr. 6) a nachazi se v rostlinach z ¢eledi Opunciaceae (opunciovité),
Chenopodiaceae (merlikovité), Viciaceae (vikvovité) a Papaveraceae (méakovité).
Mezi nejznaméjsi slouceninu patii hydrokotarnin, ktery byl izolovan z opia maku setého

z ¢eledi Papaveraceae (Stan¢k, 1957).

Obr. 6: 1, 2, 3, 4-tetraisochinolin

3.5.1.2 Benzylisochinolinové alkaloidy

Vsechny benzylisochinolinové alkaloidy jsou odvozené od 1-benzylisochinolinu.
Vyjimkou jsou papaverin a xanthalin, které jsou odvozené od pln¢ aromatické struktury.
Benzylisochinolinové alkaloidy vykazuji antimikrobialni, antimalarické a cytotoxické ucinky
a lze je izolovat z celedi Papaveraceae (mékovitych), Fumariaceae (zemédymovitych),

Berberidaceae (dtistalovitych), Ranunculaceae (pryskyinikovitych) a dalsich (Stan¢k, 1957).

Mezi tyto alkaloidy patii papaverin (obr. 7), ktery tvofi bezbarvé krystalky a v opiu
maku setého tvoii 1% obsahu. Papaverin vznikd dehydrogenaci meziproduktu
norlaudanosinu. Ostatni latky z této skupiny se daji také izolovat z opia, ale jsou obsazeny
V témét nedatovatelnych koncentracich, Ze o nich neni znamo mnoho informaci a jejich
vyuZiti je minimalni. Zacyklenim papaverinu vznika plné aromaticky protoberberinovy skelet
(Grycova et al., 2007). Papaverin nema u¢inky na centralni nervovou soustavu, ale pusobi
pozitivné na kieCe hladkého svalstva, cévy, bronchy, stieva, mocové cesty a zluCovody.
Dokaze snizit drazdivost a vodivost v myokardu inhibici fosfodiesterdzy a sniZenim
nitrobunécné koncentrace kalcia (Bruneton, 1995; Dewick, 2002). Papaverin se pouziva
Vv 1écbe stievni, zluCové a ledvinové koliky, dale stimuluje erekci u pacientli s poranénou

patefi. Kontraindikaci mohou byt poruchy srde¢niho rytmu, nitrolebecni hypertenze a kojeni
(Schiff Jr, 2002).
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Dalsimi benzylisochinolinovymi alkaloidyjsou laudanosin a laudanidin, Laudanosin je
jed zpusobujici kieCe a pusobici na extrapyramidovy systém a stfedni mozek. Laudanidin je
rovnéz kiecovy jed (Hrdina et al., 2004).

@)
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Obr. 7: Papaverin

3.5.1.3 Aporfinové alkaloidy

Aporfinové baze maji az 500 zastupct piibuznych struktur v ¢eledich Papaveraceae
(makovité), Menispermaceae (lunoplodovité), Ranunculaceae (pryskyinikovité) a dalSich
(Grycova et al., 2007). Aporfinové alkaloidy maji jako zakladni strukturu aporfin (obr. 8),
ktery vznika radikalovym parovanim aromatickych jader benzylisochinolini (Stanék, 1957).
Vykazuji Siroké spektrum biologickych vlastnosti. Nékteré z nich maji vliv na adrenergni
a serotonergni prenosy, jiné maji zase vazodilatacni ucinek. Byla prokazana také antioxidacni,
antimikrobidlni, antiviralni a cytotoxicka aktivita (Host'alkova et al., 2015; Rios et al., 1999).
Dva z aporfinovych alkaloidi jsou na trhu jako farmaceutické vyrobky. Jednim z nich je
boldine, izolovany z listd a kary stromu Peumus boldus (boldovnik vonny), ktery ma
antioxida¢ni G¢inky a napomaha produkei zlu¢i pii zazivacich poruchach (Bruneton, 1995).
Druhym je apomorfin, ktery se pouziva k 1é¢bé Parkinsonovy choroby a k 1é¢bé erektilni
dysfunkce (Picada et al., 2003).

Mezi aporfinové alkaloidy patii magnoflorin, ktery se da izolovat z rostliny Clematis
parviloba z ¢eledi pryskyinikovitych. Magnoflorine je nejbéznéjsi pfirozené se vyskytujici
kvartérni aporfinovy alkaloid (Dwuma-Badu et al., 1980). Magnoflorin byl zgjmem mnoha
studii a vyzkumy potvrdily jeho protizanétlivé ucinky se schopnosti snizovat horecku (Kupeli
et al., 2002; Luebbert et al., 2011) a antioxida¢ni aktivitu (Rackova et al., 2004). Antifungalni

aktivita magnoflorinu byla vyzkoumana u Penicillium avellaneum, Candida albicans,
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C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans Trichosporon beigelii

a Pyricularia oryzae (Espinel-Ingroff et al., 1999).

Piikladem aporfinovych alkaloidi je také glycin, ktery se uzivad proti kasli
a bronchialnimu astmatu (Maridass and De Britto, 2008). Miuzeme se snim setkat
i v pletovych krémech, kde redukuje tuk v obliceji (Gusakova et al., 1998). Ziskavame ho
z Glaucium flavum (rohatce Zlutého) nebo Glaucium corniculatum (rohatce ruzkatého).
Dalsim piikladem je roemerin, ktery se da izolovat z Papaver rhoeas (mak vl¢i), isokorydin

a magnoflorin, ktery se vyskytuje v Chelidonium majus (vlastovi¢nik vétsi) (Stanék, 1957).

Obr. 8: Aporfin

3.5.1.4 Protoberberinové alkaloidy

S protoberberinovymi alkaloidy se v ptirodé setkavame velmi ¢asto. Napiiklad
vrostlinach rodu Corydalis (dymnivka), Berberis (dfistal), Fumacia (zemédym),
Chelidonium (vlastovi¢nik) a jinych (Stan€k, 1957). Protoberberinové alkaloidy se ¢asto
vyskytuji v pfitomnosti benzofenanthridovych alkaloidi, proto se tyto latky a jejich
biologickéd aktivita Casto zkouma spole¢né. Protoberberinové alkaloidy mohou mit mnoho
struktur. Ze 75 % se vyskytuje v kvartérni formé a zbytek protoberberinii se nachazi
Vv tetrahydroformé. Kvartérni forma muze dale reagovat za vzniku dihydroprotoberberinu

(Grycova et al., 2007).

Ukéazkovym piikladem protoberberinovych alkaloidd je berberin (obr. 9), ktery se
nachdzi hlavn€ ve vlastovicniku vét§Sim a maku vl¢im ve formé soli chelidonové kyseliny,
jable¢né kyseliny a citronové kyseliny (Grycova et al., 2007). Berberin se obecné nejvice
nachdzi ve §tavach (4 %), poté v nezralych plodech (1,5 %) a v koteni (1,4 %), nejmén¢ se ho

nachazi v nati (0,5 %). Bylo zjisténo v pokusech na krysach, ze berberin ma toxické Gcinky,
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které se projevuji ztrdtou mobility a zhorSenim dychanim. Byla stanovena letalni davka
(LDso) > 10,4 g/kg (Kheir et al., 2010) . Zaroven existuje podezieni, Ze je mutagenni
a karcinogenni (Moravcovd, 2006). V protikladu Kk témto negativnim ucinkim jsou jeho
na 17 mikroorganismii vcetné dvou gram-negativnich bakterii zjistily, Ze citlivost
mikroorganismu klesala nasledovné: Staphylococcus aureus (ICso 14,6 mg/l) > Pseudomona
saeruginosa > Escherichia coli > Bacillus subtilis (ICso 143 mg/l) > Zoogloeara migera >
Candida albicans > Saccharomyces cerevisce (ICso 574 mg/l) > Aureobasidium pullulans >
Trichoderma viride > Mycrosporum gypseum > Aspergillus niger > Fusarium nivale >
Penicilium chrysogenum > Trichoderma viride (ICso 809 mg/l). Berberin se také dale zkouma
jako 1ék na cukrovku (Zhang, H. et al., 2010). Diky svym schopnostem zastavit rust buiiky uz
v G1 fézi je potencialnim lékem rakoviny, leukemie (Lin et al., 2006) a Alzheimerovy
choroby (Asai et al., 2007). Zatim se u vSech zminénych nemoci projevily pozitivni

vysledky.
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Obr. 9: Berberin

3.5.1.5 Protopinové alkaloidy

Ackoliv maji protopinové alkaloidy pfiblizné jen 16 zastupct, tak se hojné vyskytuji
vrostlinach ve smési s jinymi alkaloidy. Nejcastéji se vyskytuji v Celedich rostlin
Papaveraceae (makovité), Fumariaceae (zemédymovité), Berberidaceae (dfistalovité)
a Ranunculaceae (pryskyinikovité) (Stan€k, 1957).Tyto alkaloidy se v ptirod¢ vyskytuji ve
dvou formach a to ve formé baze nebo soli. Maji pfiznivy vliv na kardiovaskularni systém.

Mezi protopinové alkaloidy patii napiiklad protopin (obr. 10) a stylopin (Tousek et al., 2005).
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Protopin mizeme nalézt v Papaver somniferum (mak sety), Glaucium corniculatum
(rohatec ruzkaty) a v Chelidonium majus (vlastovi¢nik vétsi)(Stanék, 1957). Dalsim
protopinovym alkaloidem je allokryptopin, ktery ve vysokych davkach zpusobuje ochrnuti
nebo lokalni umrtveni (Hrdina et al., 2004). Nalezneme ho v maku setém, rohatci Zlutém nebo

vlastovi¢niku vétsim (Stan€k, 1957)

Protopin a stylopin jsou zakladnimi surovinami pro vyrobu leku Ukrainu, ktery se
pouziva k 1é€b¢ poruchy 714z s vnitini sekreci (Nowicky, 2002). Tento 1€k se rovnéz pouziva
k 1éc¢bé rakoviny ve Velké Britanii a ve vychodnich zemich, hlavné v byvalém Sovétském
svazu, kde je znam jako jediny 1€k proti rakoviné, ktery nezabiji zdravé bunky (Ernst

and Schmidt, 2005).
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Obr. 10: Protopin

3.5.1.6 Alkaloidy ftalidisochinolinové

Mezi ftalidisochinolinové alkaloidy patfi narkotin (obr. 11), kterému se také jinak fika
noskapin. Je jednim z opiovych alkaloidt, ktery se da v Cisté formé izolovat z maku setého.
Jedna se o krystalickou latku, ktera je ve vodé malo rozpustna. V maku setém se nachazi
v mnozstvi 0,008-0,276 %. NejCastéji vyuzivany narkotin se ziskadva z opia, kde je obsazen
v mnozstvi od 0,76-6,4 % (Stan¢k, 1957). Tato koncentrace ale se suSenim opia klesa.
Ve srovnani s morfiem ma mnohem mensi narkotické a analgetické G¢inky. V lékafstvi se

poziva k tlumeni kasle a pfi nervovych onemocnénich nebo pii kiec¢ich (Marhold, 1986).
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Dalsimi ftalidisochinolinovymi alkaloidy jsou narkotolin, narcein a nornarcein.
VSechny se daji izolovat z opia. Narkotolinu je v opiu cca 0,001 % a narceinu 0,1-0,2 %.
Narcein ma hypnotické a sedativni G¢inky. Jsou slabsi nez u morfia, ale kombinaci obou latek

se ucinek zesili (Stanck, 1957).

Obr. 11: Narkotin

3.5.1.7 Fenanthrenisochinolinoveé alkaloidy

Fenanthrenisochinolinové baze se nejcastéji ziskavaji z maku setého, kde jsou nejveétsi
¢asti ucinnych latek v opiu (Stan€k, 1957). Nejznaméjsim zastupcem téchto bazi je morfin,
dal§imi jsou kodein, thebain (obr. 12) a polysynteticky heroin, ktery miiZeme pfipravit

acetylaci morfinu (Tomko et al., 1999).

Dalsim fenanthrenisochinolinovym alkaloidem je oripavin, ktery je obsazeny v maku
2 0,15 % (Stanek, 1957). Je velmi toxicky a proto se v 1ékafstvi nevyuziva, ale jeho metylaci
ziskdvame thebain a z ného miZzeme ziskat kodein (Tomko et al., 1999). Jedna se tedy
0 alkaloid, ktery nam souzi jako surovina pro vyrobu riznych 1éCiv a analgetik
pti chronickych i akutnich bolestech (Lee et al., 1999; Leppert, 2009).
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Obr. 12: Thebain

Samotny thebain neptisobi proti vedeni bolestivych podnétd (Aceto et al., 1999), ale je
souCasti buprenofinu a eucodalu, které se pouzivaji v 1é¢bé zavislosti na alkoholu
a predavkovani opiaty (Berenyi et al., 2009). Thebain je velmi toxicky. Dokaze inhibovat
cholinesaterazu, stimulovat centralni nervovou soustavu a odvadét histamin z tkani (Hrdina et
al., 2004). Thebain dokazeme izolovat jen z mladé rostlinky. Starnutim se z ng&j stava
isothebain (Stan¢k, 1960).

Morfin je nejdalezitéjsi Gcinnou latkou opia. Pokud je poddvany usty, pak se
do krevniho fecisté¢ dostane jen 15-25 % v pivodni podobé. Morfin metabolizuje na dva
druhy glukoronidii: morfin-3-O-glukuronid, ktery nemé analgetické ucinky a morfin-6-O-
glukoronid, ktery ma déletrvajici analgetické G€inky neZ samotny morfin. Glukoronidy se
vylucuji ledvinami a v téle vydrzi nekolik hodin (Dewick; Lullmann and Klaus, 2002).
Morfin dokaze potlacit Gtrpnou bolest, ale vnimani mista bolesti ne (Lullmann and Klaus,
2002). Jelikoz inhibuje tvorbu enkefalinti, po vysazeni morfinu nejsou jejich receptory
obsazeny a dochazi ke vzniku fyzické zavislosti. Morfin ma mnoho dal$ich ¢inkd na lidské
télo napf.: snizuje dechovou frekvenci, snizuje vyplavovani endokrinnich hormont
(testosteronu, kortisolu...), zvySuje koncentraci prolaktinu a antidiuretického hormonu
(Bruneton, 1995; Kalant, 1997; Leppert, 2009). Morfin (obr. 13) se nevyuziva jen jako
analgetikum, ale také v ptipadé akutniho plicniho edému, kdy odstraiiuje hypoventilaci
a zlepSuje krevni obéh (Lullmann and Klaus; Sweetman, 2002). M4 mnoho kontraindikaci
apfi chronickém pouzivani dochazi ke zhorSeni paméti, poklesu tvorby spermii u muzd,

anémii, nechutenstvi, snizené imunité apod. (Kalant, 1997).
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Obr. 13: Morfin

Kodein je nejpouzivanéj$im opiovym alkaloidem a pravdépodobné i nejvice uzivanym
lékem (Leppert, 2009; Tousek et al., 2005).V opiu je kodein v relativné malém mnozstvi,
proto se musi vyrabét semisynteticky z morfinu. Jeho analgetické ucinky jsou oproti morfiu
jen 1:10. Pouziva se tedy na zmirnéni bolesti diky synergickému efektu s kyselinou
acetylsalicylovou, paracetamolem nebo ibuprofenem. Lé¢i dychaci cesty tim, ze zvySuje prah
citlivosti na impulzy vedouci ke kasli. Dale se pouziva pro 1écbu bolesti hlavy nebo trazl
provazenych bolesti. Samotny kodein ma na ¢lovéka lehce euforizujici Gi¢inky a je povazovan
za prekurzor drogy (Dewick, 2002; Lullmann and Klaus). V téle je kodein metabolizovan
Vv jatrech demethylaci na morfin (5-10 %) a kodein-6-glukoronid (70 %) nebo se také muze
preménit na narkodein (10 %) a hydromorfin (1 %) (Yuan et al., 2005).

Existuji ptipady i pfedavkovani kodeinem, kde dostavali pacienti 75 mg/den ustné
po dobu ctyt dnti. Objevily se ptiznaky jako ztrata védomi, respiracni deprese. Jako piicina
byla zjiSténa zvySend aktivita CYP2D6 (enzym odpovédny za metabolismus tramadolu).
Dal$imi faktory bylo selhani ledvin a inhibice CYP3A4 (enzym inhibujici tvorbu narkotinu)
(Gasche et al., 2004). V soucasné dob¢ se pii onkologickych onemocnénich podava Sumiva
tableta 3—4x denné obsahujici 30 mg kodeinu a 500 mg paracetamolu, ktery zvySuje u¢innost

podavanych analgetik. (Jarosz et al., 2007).

-0

H4C

Ho™
Obr. 14: Kodein
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3.5.2 Lécebné ucinky isochinolinovych alkaloidii

Isochinolinové alkaloidy jsou malou, ale rozsifenou skupinou bioaktivnich produkti
v prirod¢. Maji dilezitou roli v sekunddrnim metabolismu rostlin. U nékterych byl prokazan
antimikrobialni, antibakterialni, antimykoticky a protinadorovy t¢inek (Bournine et al., 2013;
Nepali et al., 2014; Vicario et al., 2003). Nékteré ucinky nami zkoumanych alkaloidi jsou
probrané v tabulce 3. Vysoké farmakologické aktivni vlastnosti vykazuji isochinolinové N-
oxidové alkaloidy. Maji ¢asto pozitivni G¢inky na nervovou soustavu a gastrointestinalni trakt
(Bentley, 2005; Sato, 2013).

Dva z aporfinovych alkaloidi mizeme dnes najit na trhu jako farmaceutické vyrobky
1é¢ici nejen stievni potize, ale i hepatobiliarni dysfunkce (Bruneton, 1999; Gerwick et al.,
2001). Jednim znich je boldine (Hostettmann et al., 1998), izolovany z listd a kiry
jihoamerického stromu Peumus boldus (boldovnik vonny) (Gerwick et al., 2001). Apomorfin
je jako synteticky alkaloid pouzivan také k 1é¢bé Parkinsonovy choroby a erektilni dysfunkce

(Picada et al., 2003). M4 i antiplasmodialni G¢inky.

Wright a kolektiv (2000) uvidi, ze maji nékteré z bisbenzylichonilovych alkaloidl
silny uc¢inek proti Plasmodium falciparum a Entamoeba histolica. Nejvétsi antiplasmodialni
aktivitu (ICso 3,08 uM) mél corydine a jeho N-methyl analog, ktery byl 7x mén¢ aktivni.
Vysledky vyzkumu naznacily, Ze sekundarni amino a fenolicky substituent mohou zlepSit
invitro antiplasmodialni aktivitu apomorfind. Z protoberberinové skupiny maji nejvyssi
antiplasmodialni aktivitu dehydrodiscretin (ICso 0,64 uM) a berberin (ICso 0,97 uM). Kaneda
a kolektiv (1991) publikovali, ze berberin je schopny inhibice E. histolica, Giardia lamblia

a Trichosomas vaginalis in vitro v koncentraci 1 mg/ml.

Isochinolinové alkaloidy jsou schopné interagovat s DNA, RNA a jejich enzymy.
Mohou zasahnout do piepisu, opravy, replikace DNA, RNA nebo mohou inhibovat enzymy
jako je DNA polymeraza, RNA polymeraza, reverzni transkriptdza, topoizomeraza

a telomeraza (Gilca et al., 2010).

Synteticky derivat fagaroninu a fagaridinu ma schopnost inhibovat topoizomerazu I,
indukovat zlomy v DNA a apoptozu (Fukuda et al., 1996). Vykazal cytotoxickou aktivitu
in vitro i in vivo u nekterych lidskych nadorovych linii, které jsou rezistentni na doxorubicin,

cisplatin i etoposid (Kanzawa et al., 1997). Aby tento synteticky derivat byl v téle méné
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eliminovan, tak byl methylovan (Nakanishi et al., 2000). Vyzkum prokazal silny
protinadorovy efekt in vivo na modelech lidského karcinomu Zaludku, tlustého stieva, plic
a slinivky (Guo et al., 2007).

V protinadorové terapii se vyuzivaji také Vinca alkaloidy, které jsou izolovany hlavné
z Vinca rosea (barvinkovec rtzovy). V této rostliné bylo objeveno vice nez 40 alkaloidu
a u Ctyi byla zaznamendna vyznamna biologicka aktivita. Jedna se o vinkristin, vinblastin,
vinrosidin a leurosin (Klener; 2010). Ve farmacii se uplatiiuji hlavné vinblastin a vinkristin.
V protinadorové terapii se ovSem také pouzivaji polosyntetické derivaty vinblastin, vindesin
a vinorelbin. V8echny tyto latky ptisobi inhibi¢né in vitro na sestavovani mikrotubulti, ale 1isi
se vtoxicit¢ (Verdier-Pinard et al., 1999). I kdyz maji fyzikalni a chemické vlastnosti
podobné, tak jejich Gc¢inek na lidsky organismus je jiny (Klener, 2010). Uz v roce 1975 védci
Lee a kolektiv uvedli, ze vinblastin indukuje stabilni tubulinové dimery. Ty pak dimerizuji
do tetramerti. Vinca alkaloidy dokazi inhibovat polymerizaci tubulinu, RNA polymerédzu
a zastavit bunéény cyklus v metafazi mitdzy. Vinblastin a vinkristin podobné jako paklitaxel
a kolchicin indukuji aktivaci nékterych mitogenti aktivovanych proteinkinazou (Mcdaid
and Horwitz, 2001). Vinblastin a vinkristin je hojné¢ vyuzivan pii 1é€bé onkologickych
onemocnéni a pfi identifikaci abnormalit béhem mitézy. Vinkristin je soucasti 1écby
lymboblastické leukémie, malignich lymfoml, mnohocetnych myelomi, neuroblastomu
a karcinomu prsu a plic. Bohuzel mezi vedlejsi G¢inky patii neurotoxicita a obrna hladkého
svalstva, kterd se projevuje stfevnimi obtizemi. Vinkristin (obr. 15) svym plsobenim
na bunééné membrany usnadiiuje pristup cytostatik do bunék. Vinblastin (obr. 16) nema tak
rozsahlé pole plsobnosti jako vinkristin, ale je také soucasti 1écby malignich lymfomd,
Hodginovy nemoci, rakoviny varlat, vaje¢nikd, prsu a plic. Byva doporuc¢ovan v kombinaci

s chemoterapii (Klener; 2010).

Obr. 16: Vinblastin Obr. 15: Vinkristin
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Tab. 3: Nami zkoumané isochinolinové alkaloidy a jejich G¢inky

Isochinolinovy Utinek/ inhibice Koncentrace Zdroj
alkaloid
Protopin Plasmodium falciparum 1,50 pg/ml (ICsp) (Wangzcgwluolg etal,
Cytotoxicky efekt 33.81 uM (EDsp) (Chen et al., 1999)
8.850 uM (EDsp)
21.41 pM (EDsg)
Bulbocapnin Trypangiﬁ?e? brucei >25 uM (ICso) (Hoet et al., 2004)
Karcinom délozniho ¢ipku >80 pM (ICso)
. Trypanosoma brucei
Boldin brucei >25 },lM (IC50)
Karcinom déloZniho ¢ipku >80 uM (ICs)
. Trypanosoma brucei
Isocorydin brucei >25 uM (IC50)
Karcinom délozniho ¢ipku >80 uM (IC50)
. . . 1,04+0,08 uM (Wangchuk et al.,
Scoulerin Plasmodium falciparum (ICs0) 2010)

Cytotoxicky efekt

2,25 uM (EDso)
1,920 uM (EDso)
0,860 M (EDso)

(Chen et al., 1999)

Tetrahydropalmatin

Cytotoxicky efekt

10,75 uM (EDso)
24,37 uM (EDsp)
6,200 uM (EDsp)

Berberin hydrochlorid

Streptococcus dysgalactiae
Edwardsiella ictalury
Escherichia coli

100 pg/ml (MIC)
300 pg/ml (MIC)
400 pg/ml (MIC)

(Zhang, D. et al., 2010)

ICso - inhibice bunétné proliferace o 50 %, EDsp — minimalni davka s 50% ucinnosti, MIC — minimalni

inhibiéni koncentrace

3.5.3 Interakce alkaloidii s bunéénymi komponentami

Alkaloidy jsou baze obsahujici dusik, které jsou produkovany béhem metabolismu
u vétSiny vyssich rostlin. Velké mnoZstvi alkaloidii ma potencial tvorit molekularni komplexy
a struktury. Nukleové kyseliny tvoii komplexy se tfemi skupinami alkaloidi, které zahrnuji
skupiny, sanguinarin ze skupiny benzofenanthridinové

berberin  aprotoberberinové

a aristololaktam-b-Dglukosid z ¢eledi Aristolochia (Himes, 1991).

Protinadorova aktivita mnoha malych organickych molekul vznika v dasledku jejich
interakce s DNA. Mezi takové biologicky aktivni molekuly pochazejicich z pfirodnich zdroja

patii pravé alkaloidy. Jsou u nich zjisténé 1éCivé ucinky a to nejenom protinadorove,

wrwe

reakcemi s nukleofilnimi a aniontovymi zbytky aminokyselin peptidt a proteini (Schmeller et
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al., 1997). Dale mohou reagovat a spolecné s DNA vytvaret molekularni komplex, inhibovat
proteinkinazu C, Ca?* dependentni proteinkinazu C, cyklickou AMP dependentni

proteinkinazu a fosfolipid-dependentni proteinkindzu C (Wang et al., 1997).

3.5.3.1 Interakce s DNA

Latky, které interaguji s DNA, musi byt schopné se vmezetit mezi ob¢ vlakna DNA.
Mezi takové latky patii napf.: antracyklinova antibiotika, alkylacni Cinidla, antimetabolity
a inhibitory topoizomeraz a nékteré¢ alkaloidy (Bhadra and Kumar, 2011). Alkaloidy mohou
s DNA interagovat dvojim typem: ireverzibilné kovalentné nebo reverzibilné nekovalentné.
Kovalentni interakce jsou ireverzibilni, jelikoz zplsobuji mutace. Patii mezi né¢ modifikace
bazi, alkylace, kiiZzové vazby nebo zlomy fetézcl. Naopak mezi nekovalentni interakce patii
interkalace, ktera je reverzibilni. Timto zplGsobem napiiklad interaguji s DNA kvartérni
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy. Tim ze se alkaloid dostane mezi baze DNA, tak se vlakna
dvousroubovice lehce rozbali, prodlouzi a ustali. Tato interakce méni vlastnost a funkci DNA,

ktera mize vést k cytotoxickému ucinku (Maiti and Kumar, 2007).

Prikladem silnym DNA interkaldtorem je sanguanarin, ktery se fadi mezi kvartérni
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (Maiti et al., 1982). Bylo zjisténo, ze sanguinarin vykazuje
pozoruhodnou pH dependentni strukturalni rovnovahu mezi iminovou formou (s ndbojem)
a alkanolaminovou formou (bez nédboje). Jak ukazuji spektrofotometrické experimenty s pH
5,2 a pH 10,4, tak fyzikalné-chemicke vlastnosti se v téchto pH DNA neméni (Nandi et al.,
1985; Maiti et al., 2002). Bylo dokazano, Ze jediné iminiova forma v sanguinarinu se vaze
na DNA interkalaci (Maiti et al., 2002) a to mezi vazby guaninu a cytosinu (Nandi et al.,
1985). Samotna alkanolaminova forma se nemuze vazat na DNA, ale ma schopnost se
pfeménit na nabitou iminiovou formu, kterd uz se v DNA mulze vyskytovat ve vysoké
koncentraci. Sanguinarin se od chelerythrinu a nitidinu odlisuje jen zménou substituentti
na aromatickém jadru D (obr. 17). Chelerythrin a nitidin se bézn¢ vyuzivaji v ¢inské mediciné
na lé¢bu leukémie a pisobi také jako inhibitory topoizomerdzy. Léky najdeme pod nazvy
HerbaChelidonii ("BaiQu-Cai"v ¢instiné) a Radix ZanthoxyliNitidi ("Rudi-Jin-Niu"v
¢instiné)(Prado et al., 2004; Wang et al., 1993). Nitidin i chelerythrin vykazuji cytotoxicitu
a protinadorovy téinek (Chang et al., 2003; Cabrespine et al., 2005).
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R = 0 OH
. T\+ —
H;CO "CH; H*
Ry (pK=7.4)
Sanguinarine Chelerythrine R =H, R,=0CH, Iminium form Alkanolamine form

Nitidine R,=0CH;, R,=H

Obr. 17: Chemické struktury tii kvarternich benzofenanthridinovych alkaloidii a dvou forem sanguinarinu.

3.5.3.2 Interakce s mikrotubuly

Cytostatika se vyznacuji svym plisobenim na mikrotubuly, které¢ zplisobuje zéastavu
bunééného cyklu ve fazi G2/M. Mezi nejbeznéjsi cytostatika odvozena od alkaloidi patii
vinblastin a vinkristin. Ty navodi depolymeraci mikrotubuli. Naopak polymeraci zptsobuji
paclitaxel a docetaxel, které jsou také cytostatickymi alkaloidy (Slaninova et al., 2001; Wolff

and Knipling, 1993).

Vinblastin zptisobuje preménu mikrotubulii ve spirale protofilament. Lécivo se navaze
podél stény mikrotubulii, coz vede k oddé€leni protofilament a rozmotani civky (obr. 18).
Existuji ale i jina mozna vysvétleni této pfemény. Vazebna mista mohou byt k dispozici
pouze na konci mikrotubulii, kde se rozeviraji. Coz pak mulze pfi navdzani léciva vést

k zipovému efektu (Erickson, 1975; Warfield and Bouck, 1974).

Obr. 18: Rozpojeni alkaloidy jedno nebo dvou spiralovitych mikrofilament
Zdroj: Donoso (1979)
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Vyzkumy uvadéji, ze 1 kvartérni benzofenanthridinové alkaloidy interaguji
s mikrotubuly (Slaninova et al., 2001; Wolff and Knipling, 1993). U bunétné linie
adenokarcinomu dé¢lozniho krcku, ke kterému byl pfidan sanguinarin, chelerytrin, sanguilutin
a chelilutin v nizsich koncentracich, bylo zji§téno z(zeni sit¢ mikrotubulii. Naopak vyssi
koncentrace a delsi Casy expozice alkaloidii zptsobily uplnou depolarizaci mikrotubuld.
Mikrotubularni sit’ nejvice ovlivnil sanguinarin. Je to zptisobeno pravdépodobné jeho vysokou

planaritoua tedy snadnou prostupnosti pfes membrany (Slaninova et al., 2001).
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4 Material a metodika

4.1 Material

Bunééné kultury Caco-2, Hep-G2 a MRC-5 byly zakoupeny z European Collection
of Cell Culture (ECACC). Dulbeco Modified Egles Medium- high glucose (DMEM; Caco-2
a Hep-G2), Eagle’s minimum essential medium (EMEM; MRC-5) fetalni bovinni sérum
(FBS), neesencialni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, penicilin,
streptomycin,  trypsin,  fosfatovy  pufr  (PBS), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromid (MTT) byly ziskany od Sigma-Aldrich (CZ). Dimethylsulfoxid
(DMSO) zakoupen u Lach-Ner (CZ), kultiva¢ni lahve, serologické pipety a 96-jamkoveé
desticky byly potizeny od ThermoFisher (UK).

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava extrakti

Isochinolinové alkaloidy: (-)-californidineiodid, (-)-eschscholtzin, (-)-caryachin, (-)-O-
methylcaryachin a (+)-N-methyllaurotetanin byly izolovany z nadzemnich ¢asti a kofent
Eschscholtzia californica (sluncovka kalifornska, obr. 19); protopin, allocryptopin a (-)-
stylopin nadzemnich ¢asti a kotentt Chelidonium majus (vlastovi¢nik vétsi, obr. 20); (+)-
bulbocapnin, (+)-canadin, (+)-canadalin, (-)-corycavamin, (x)-corycavidin, (+)-corynolin, (+)-
corydin,  (-)-corypalmin,  (+)-isocorydin,  (-)-isocorypalmin,  (-)-sinoacutin,  (+)-
tetrahydropalmatin, (-)-scoulerin, (+)-thaliktricavin a (+)-corydalin z hlizy Corydaliscava
(dymnivka duta, obr. 21); (-)-platycerin, a (-)-munitagenin z nadzemnich ¢asti Argemone
platyceras (obr. 22); cryptopin, (-)-fumaricin, (+)-dihydrofumarilin, (-)-O-methylfumarofycin,
(+)-fumarilin, (+)-parfumin, (+)-parfumidin, (x)-O-methylfumarofin, (+)-bicuculin a (-)-
sinactin z celé rostliny Fumaria officinalis (zemédym Iékatsky, obr. 23); (+)-
pallidinehydrochrorid, (+)-laurotetaninehydrochlorid, (+)-norisocorydinehydrochlorid a (+)-
boldin z listd Peumus boldus (boldovnik vonny, obr. 24); 8-oxoberberin, (+)-berbamin,
berberin hydrochlorid, (+)-aromolin a (+)-obamegin z ktiry kofentt Berberis vulgaris (dtistal
obecny, obr. 25) a (-)-canadin a hydrastin pochazejici z komerénich extrakta Hydrastis
canadensis (vodilka kanadska, obr. 26). Jako standard byl pouzit komeréné dostupny

vinorelbin. Cistota viech testovanych sloucenin, ovéenaspektroskopii nuklearni magnetické
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resonance (NMR), byla > 95 %. Isochinolinové alkaloidy pouzité v této praci byly pfipraveny
na Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralove skupinou AMAMICO
(Chlebek et al., 2016).

Obr. 19: Obr. 20: Obr. 21:
Eschscholtzia californica Chelidonium majus Corydalis cava

Obr. 22: Obr. 23: Obr. 24:
Argemone platyceras Fumaria officinalis Peumus boldus

FQ

Obr. 25: Obr. 26:
Berberis vulgaris Hydrastis canadensis
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4.2.2 Kultivace bunéénych linii

Bunééné linie kolorektalniho karcinomu v podobé bunéénych linii Caco-2 byly
péstovany v DMEM mediu s 10% FBS, 1% roztokem penicilinu a streptomycinu, 1%
hydrogenuhli¢itanem sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami.
Bunécné linie MRC-5 a Hep-G2 byly kultivovany v EMEM mediu s 10% FBS, 1% roztokem
penicilinu (10000 MJ) a streptomycinu (100 mg), 1% neesencialnimi aminokyselinami,
glutaminem (2 mM (MRC-5) respektive 4 mM (Hep-G2)). Buinky byly péstovany
v kultivaénich lahvich (75 cm?) s 15 ml piislusného media, které byly vlozeny do inkubatoru
s fizenou atmosférou obsahujici 5 % CO: a teplotou 37 °C. Medium bylo ménéno kazdé dva
dny. Bunky byly po sedmidenni kultivaci proplachnuty pomoci PBS, aby bylo odstranéno
star¢ medium. Nasledné bylo pfidano 5 ml tripsinu na dobu 3 minut. Po 3 minutach byl
trypsin neutralizovan pomoci 1 ml media. Nasledn¢ byla bunéénd monovrstva seSkrabana
pomoci bunéc¢né skrabky a piepipetovana do 15 ml zkumavky typu Falcon. Takto byly vzorky
centrifugovany po dobu 10 minut pii 200 x g. Bylo odstranéno staré medium a bufiky byly
nafedény v novém mediu. Ztakto nachystané suspenze bylo odebrdno 0,5 ml media
s buitkami a dany k 15 ml nového media v kultivaéni lahvi pro dalsi kultivaci. Zbytek bun¢k
byl spocitan pomoci Biirkerovy komirky a nafedén na koncentraci 2,5 x 10% bunék/ml

suspenze.

4.2.3 Cytotoxicita (MTT- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yI)-3,5-diphenylformazan)

Piipravena bunééna suspenze o koncentraci 2,5 x 10° bun&k/ml byla pipetovana do 96-
jamkové desticky v mnozstvi 200 pl. Po 24 hodinach bylo odstranéno staré medium a pfidano
100 pl nového media spolu s testovanymi vzorky v danych koncentracich (0,004—10 pM/ml).
Takto byly testované vzorky s bufikami inkubovany po dobu 72 h. Po této dobé bylo medium
se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 pl ¢istého media s MTT (1 pg/ml). Po 2 hodinach
v COz inkubéatoru bylo medium s MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance
byla méfena pifi 555 nm a 720 nm jako referen¢ni hodnoty. Procento Zivotaschopnych bunék
bylo vypocteno v porovnani s kontrolnim vzorkem, kde byly buiky bez pfidani testovanych
latek.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka. Statistické

vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu.
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5 Vysledky

V této praci byla stanovena in vitro koncentrace 46 isochinolinovych alkaloida
zpusobujici 50% inhibici (ICsp) bunck epitelu lidského kolorektalniho karcinomu Caco-2
a hepatocelularniho karcinomu Hep-G2. Koncentrace byla navySovana az do 10 pM po 72
hodin a analyzovana pomoci MTT testu. Ke zjisténi selektivni cytotoxicity byly pouzity
zdravé lidské plicni fibroblasty MRC-5. Jako pozitivni kontrola byl pouzit semisynteticky
Vinca alkaloid vinorelbin (obr. 27). Naméfené hodnoty ICso jsou shrnuty v tabulce 4. Jedinym
alkaloidem, ktery vykazoval silnou cytotoxicitu na ob¢ testované nadorové linie, byl
scoulerin. ICso u Caco-2 bun¢k byla 6,44 + 0,87uM a na buné¢nych liniich Hep-G2 byla ICso
a 4,57 + 0,42 uM (obr. 36). Cytotoxicky potencial na bunééné linii Hep-G2 prokézal alkaloid
berbamin 1Cso 4,56 + 0,32 uM (obr. 34) a parfumidin ICs 8,74 £ 0,29uM (obr. 32). Aromolin
byl mirné cytotoxicky na bunécné linii Caco-2 0 1Cs 5,85 £ 0,14 puM (obr. 29). Scoulerin,
aromolin a berbamin bohuzel prokazaly svou cytotoxicitu i na buné&cné linii MRC-5. Bersavin
hydrochlorid mél cytotoxicky ucinek na vSech bunéénych liniich (obr. 30). Jeho ICsgo na Caco-
2 bunkach byla2,84 + 0,72 uM a na Hep-G2 bunkach 3,43 £ 0,26 M. Bersavin hydrochlorid
prokézal z vybranych alkaloidd nejvétsi selektivitu vici zdravym buitkam MRC-5 piiblizné
v koncentraci 4—7 pM. Ostatni zkoumané isochinolinové alkaloidy nejsou cytotoxické (1Cso >

10 uM) na testovanych bunéénych liniich (tab. 4).

Tab. 4: Cytotoxicita nami zkoumanych alkaloidi

Caco-2 HEP-G2 MRC-5
Isochinolinové alkaloidy puM/ml pM/ml uM/ml
pramér + SD primér + SD pramér + SD
(+)-corypalmin >10 >10 >10
(+)-corydalin >10 >10 >10
(-)-scoulerin 6,44 + 0,87 4,57 £0,42 3,21+£043
(-)-caryachin >10 >10 >10
(+)-corynolin >10 >10 >10
(-)-stylopin >10 >10 >10
(-)-isocoryplamin >10 >10 >10
(+)-canadalin >10 >10 >10
allocryptopin >10 >10 >10
O-methylcaryachin >10 >10 >10
(%)-corycavidin >10 >10 >10
(+)-isocorydin >10 >10 >10
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Caco-2 HEP-G2 MRC-5
Isochinolinové alkaloidy uM/ml pM/ml puM/ml

primér = SD primér + SD priamér + SD
(+)-canadin >10 >10 >10
(+)-corydalin >10 >10 >10
(-)-canadin >10 >10 >10
(+)-dihydrofumarilin >10 >10 >10
(+)-N-methyllaurotetanin >10 >10 >10
(-)-fumaricin >10 >10 >10
(+)-parfumin >10 >10 >10
(-)-sinactin >10 >10 >10
(+)-fumarilin >10 >10 >10
(£)-O-methylfumarofin >10 >10 >10
Cryptopin >10 >10 >10
(+)-bicuculin >10 >10 >10
(-)-O-methylfumarofycin >10 >10 >10
8-oxoberberin >10 >10 >10
(+)-berbamin >10 4,56 + 0,32 491+0,49
(-)-pallidine hydrochlorid >10 >10 >10
(+)-bersavin hydrochlorid 2,84+0,72 3,43+0,26 8,36 +0,14
norisocorydin hydrochlorid >10 >10 >10
(+)-laurotetanin hydrochlorid >10 >10 >10
(-)-muraricin hydrochlorid >10 >10 >10
(+)-thalictricavin >10 >10 >10
(-)-platycerin >10 >10 >10
(-)-munitagenin >10 >10 >10
Protopin >10 >10 >10
(+)-corydin >10 >10 >10
(-)-sinoacutin >10 >10 >10
(-)-corycavamin >10 >10 >10
(+)-bulbocapnin >10 >10 >10
(-)-californidin iodid >10 >10 >10
(+)-boldin >10 >10 >10
berberin hydrochlorid >10 >10 >10
(-)-eschscholzin >10 >10 >10
(+)-parfumidin >10 8,74 +0,29 >10
(+)-aromolin 585+0,14 >10 8,54 +£1,26
(+)-obamegin >10 >10 7,64 £2,23
hydrastin >10 >10 >10
tetrahydropalmatin >10 >10 >10
vinorelbin 0,08 +£ 0,00 0,14 +£0,03 0,01+ 0,00
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Obr. 27: Vinorelbin Obr. 28: Aromolin

ez L E e TP

@®CACO-2
. @ HEP-G2
Aromolin ® MRC-5

1 2 4 8 16
koncentrace (uM)

chyboveé usecky: +/- 1 SD

Obr. 29: Kfivka cytotoxicity zavisla na davce aromolinu za pouziti MTT testu na Caco-2, Hep-G2
a MRC-5 bunkach. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty ze tii nezavislych experimentii + SD.
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Obr. 30: Kiivka cytotoxicity zavisla na davce bersavin hydrochloridu za pouziti MTT testu na Caco-2,
Hep-G2 a MRC-5 bunkach. Vysledky jsou vyjadieny jako prumérné hodnoty ze tfi nezavislych

experimentl £ SD.
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Obr. 31: Parfumidin
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Obr. 32: Kfivka cytotoxicity zavisla na davce parfumidinu za pouziti MTT testu na Caco-2, Hep-G2
a MRC-5 buiikach. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty ze tfi nezavislych experimentd + SD.

Obr. 33: Berbamin

36



1607 @®CACO-2

= . ® HEP-G2
S Berbamin ® MRC-5
3

<1207

3

taschopnost b
Y [~-]
S 8 <

ZIVO

0 T T T
2 4 8 16
koncentrace (uM)

chybové usecky: +/- 15D

(]
-

Obr. 34: Kfivka cytotoxicity zavisla na davce berbaminu za pouziti MTT testu na Caco-2, Hep-G2
a MRC-5 bunkach. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty ze tiéi nezavislych experimentii + SD.

Obr. 35: Scoulerin
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Obr. 36: Kiivka cytotoxicity zavisla na davce scoulerinu za pouziti MTT testu na Caco-2, Hep-G2
a MRC-5 bunkach. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty ze téi nezavislych experimenti + SD.
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6 Diskuze

Nadorovd onemocnéni jsou nejcastéjsi pii¢inou umrti. American Cancer Society
spotitala, e za rok 2013 zemielo na rtizné druhy rakoviny 2,4 milioni ameri¢and. V Ceské
republice o rok pozdé¢ji zemielo na zhoubné novotvary cca 27 000 osob. Za poslednich
n&kolik let se vyskyt nadorovych onemocnéni zvysil v Ceské republice o 22 %. Jednou
Z pticin je to, ze se lidé dozivaji vysSiho véku a s v€kem také nartistd pravdépodobnost
onemocnéni rakovinou. Dal$imi divody jsou genetika a zivotni styl (Siegel et al., 2013;
UZIS, 2015).

Rakovina je onemocnéni, kde se abnormalni buiiky déli a maji schopnost napadat okolni
zdravou tkédn. Dokézou se dostat do dalSich ¢asti téla pies krevni fecisté a lymfatické cesty,
kde se opét déli a napadaji zdravé bunky. Rakovina se muize vyskytovat v nejriiznéjSich
Castech téla. Karcinom se napiiklad objevuje v kuzi nebo tkanich, které lemuji nebo pokryvaji
vnitini organy. Zhoubny nador se rozsifuje od kosti, chrupavek, tuku, svall, cév nebo jiné
pojivové a podpirné tkané. Leukémie je rakovina, ktera zacina v krvetvorné tkani, jako je
kostni dfeni, kde produkuje velky pocet abnormalnich krevnich buné¢k. Lymfom a mnohocetny
myelom jsou rakoviny imunitniho systtmu. V mozku a miSe za¢ina rakovina centralni
nervové soustavy. Adrenokortikalni karcinom se nachazi ve vngj$i vrstvé nadledvin. Myomy
jsou néadory nachéazejici se v déloze zen (Waring, 1981). Kazdy rok je diagnostikovano touto
nemoci kolem 10 000 americ¢anek (Smith et al., 2015). Dalsimi ¢astymi rakovinami jsou

rakovina prsu, mo¢ového méchyte, plic a kolorekta (Siegel et al., 2013).

ZlepSeni lécby a zvySeni pravdépodobnosti preziti rakoviny zavisi na vcasné detekci,
chirurgii, radioterapii a chemoterapii. Chemoterapie se vyuziva spolu s léky, které mohou
zni¢it nadorové buiiky. Jedna se o cytotoxické latky, které ovliviiuji délici se bunky (Crowe,
2002). Nové klinicky t¢inné protinadorové Iéky jsou antibiotika a rostlinné alkaloidy, které
dokazi narus$it strukturu duplexni bDNA, coz ma vliv na interakci s proteiny a tedy
na replikaci DNA, opravy 1 transkripce. Zkouméani mechanismu t¢inku sloucenin rostlinného
ptvodu s nizkou toxicitou zlstava dulezitym aspektem pfi hledani novych a ucinnéjsich

protinadorovych l¢kt (Kuo et al., 2004; Newman e Cragg, 2007).
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Isochinolinové alkaloidy, zejména protoberberinové a benzofenantridinové skupiny, maji
Siroké spektrum biologické ucinnosti a vyuzivaji se uz stovky let v ¢inské a ajurvédskeé

medicin¢ (Bhakuni and Jain, 1986).

Mezi nejzkoumanéjsi protoberberinové alkaloidy patii berberin, ktery se nachazi
v kofenech Hydrastis canadensis (vodilka kanadska), Berberis (dfist'al) nebo Anemopsis
californica. Berberin dokazal o koncentraci 5-75 uM zastavit Go/G;1 fazi bunééného cyklu
snizenim u¢ink® cyklin-dependentnich kindz (Mantena et al., 2006). Berberin je schopny se
vazat na DNA, kde mize inhibovat DNA topoizomerazy Il a opravy DNA, coz pfispiva
Kk cytotoxickému ucinku nadorovych bunék. Tento alkaloid ma také G¢inek na syntézu DNA.
Rovnéz dokaze inhibovat prodlouzeni telomer, coz také vede k poskozeni nddorovych bunék
(Serafim et al., 2008). Creasey a kolektiv prokazali uz v roce 1979 protinadorovou aktivitu
in vitro berberinu proti sarkomu bun¢k S180, kde inhiboval biosyntézu DNA, RNA a proteint
pii 40 pg/ml. Berberin indukoval apoptdzu na leukemickych L1210 a hystiocytarnich U937
nadorovych burikach (Letasiova et al., 2005). Podle Wu a kolektivu (1999) dokaze berberin
vyvolat apoptdézu i lidskych leukemickych bunék HL60 pfi koncentraci 25 pg/ml a regulovat
hladinu nukleofosminu s B23 mRNA o koncentraci berberinu 15 pg/ml. (Mantena et al.,
2006) poprvé prokazal i vliv berberinu na nadorové burnky epidermu A431, kde snizil
zivotaschopnost bun¢k 0 3-77 % a indukoval bunétnou smrt v 3-51 % bunek v davce
5az 75 uM. EI-Wahab a kolektiv (2013) zkoumali G¢inky berberinu na bunétnych liniich
nadorovych bunék prsu MCF7, jater HepG-2 a tlustého stieva Caco-2, kde se inhibice

projevila pti koncentracich od 1-100 pg/ml v tomto poradi.

Diky vSem témto védeckym publikacim a projevy uc€inku byl berberin pouzit jako
podpurné 1é¢ivo k 1é¢bé rakoviny prsu v kombinaci s léky nebo zafenim. Kromé toho byl
berberin arsenity podavan s cisplatiny a evdiaminem, coz zvySilo cytotoxické ucinky
na mnoho typtu bun¢k zhoubného nadoru (Kuo et al., 2011). U pouziti kombinace berberinu
a vinkristinu se prokazal lepsi ucinek 1é¢by hepatomu (Wang et al., 2014). Také kombinace
konvenénich radioterapii a berberinu vykazuje synergicky cytotoxicky uc€inek plicnich

nadorovych bun¢k u mysi (Peng et al., 2008).

Dal§im protoberberinovym alkaloidem je berbamin, ktery byl pouzit i v této praci.
Utinek berbaminu byl zkouman jiz v roce 1987 na lidskych nadorovych buitkach CHR-24,

Které jsou rezistentni vuéi 1éCivim jako je vinkristin, aktinomycin D, daunomycin nebo
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adriamycin (Shiraishi et al., 1987). Po pouziti berberinu zacala dana 1é¢iva na tyto bunky
Castecn¢ ucinkovat. Stejné tak byl berbamin zkoumdan na erytroleukemické bunécné linii
K562, ktera je rezistentni vi¢i adriamycinu. Inhibi¢ni koncentrace berbaminu ICso byla
na tuto bunécnou linii 8,9 pM/ml, coz je cca 2 x vice nez U Hep-G2 jaterni nadorové bunécné
linie, kde byla 1C504,56 £ 0,32 pM/ml. | v pfipadé bunééné linie K562 berbamin dokazal
zvysit chemosenzitivitu adriamycinu a diky jeho ptisobeni na P-glykoprotein a survivin doslo
k apoptoze. Berbamin dokéze zvysit intracelularni koncentraci adriamycinu v buiikach a tim
zvysit jeho ucinnost (Han et al., 2003). Jeho protirakovinné ucinky byly také prokazané
U chronick¢ myeloidni leukémie (CML), kde byl berbamin schopen selektivné indukovat
buné¢nou smrt CML bungk, Filadelfského chromosomu (Ph) i bunék, které jsou rezistentni
vuci 1éku Gleevec. Tento 1ék funguje na principu blokace BCR/ ABL (molekularni marker
pro chronickou myeloidni leukémii) tyrosin kinazou (Dong et al., 2004). Berbamine inhiboval
proliferaci bun€k na bunécné linii KU812, kde se vyskytovaly buiiky chronické myeloidni
leukémie. Inhibice byla zavisla v ¢ase na davce s hodnotami ICso pii 24, 48 a 72 hodinach
5,83; 3,43 a 0,75 pg/ml v daném poiadi. Zde doslo k indukci zastaveni buné¢ného cyklu
ve fazi G1 a bunécnou apoptézu (Liang et al., 2011). Podobny vliv mél i na bunécné linie
leukémie NB4, kdy koncetrace ICso 3,860 pg/ml ve 48 hodinach byla o 0,43 pg/ml vyssi
nez u piedchozi linie KU812 (He et al., 2006).

Podle naSich i nésledujicich vysledkii ma berbamin vliv i na nddorové bunky jater.
Buné¢na linie SMMC7721 byla vystavena 25 pg/mlberbaminu a po 12, 24 a 48 hodinéach byla
zkoumana apoptdéza. Po 12 hodinach proslo bunéénou smrti 13 % bunék, po 24 hod 52 %
a po 48 hod 68 % bunék. Predpoklada se, Ze berbamin zde vyvolal ztratu mitochondridlniho
transmembranového potencialu a aktivoval kaspazu, ktera dokaze spustit proces apoptdzy
a zastavit buné¢ny cyklus ve fazi GO/G1 (Wang et al., 2007). Zajimavé je, Ze nami pouzivana
bunééna linie Hep-G2 s lidskymi buiikami je na berbamin cca 10 X citlivéjsi neZ totozna
bunééna linie s bunikami mysi, kde ICso vyslo 34,5+ 0,5uM/ml, kdezto na lidskych bunkach
ICso vysla 4,56 + 0,32 uM/ml (Wang et al., 2009).

Dalsi dutlezitou skupinou isochinolinovych alkaloidii jsou benzofenanthridinové
alkaloidy, které se vyskytuji pfevazné v rostlinach ¢eledi Papaveraceae (makovité), Rutaceae
(routovité) a Fumariaceae (zemédymovité). V této skupiné alkaloidd je pro svij
protinddorovy ucinek nejznaméjsi sanguinarin (Adhami et al., 2004), ktery dokaze indukovat

apoptozu (Chmura et al., 2000) a ma cytotoxické ucinky (Cabrespine et al., 2005). Rostliny,
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které obsahuji velké mnozstvi sanguinarinu, jsou $iroce pouzivany v ¢inské a lidové mediciné
k 1é¢b¢ rakoviny a dalSich nemoci. Jeho mozné protirakovinné G¢inky lze pficist jeho vazbé
na chromozomalni DNA. Studie ukazaly, Ze jeho iminova a alkanolaminova forma je zavisla
na pH (Maiti et al., 2002). Alkanolamin ma vétsi celularni dostupnost diky jeho vétsi lipofilité
(Dubois et al., 1996). Babich a kolektiv (1996) zkoumali vliv sanguinarinu na proliferaci
bunék po dobu 1-3 dnl. Bylo zjisténo, ze koncentrace sanguinarinu vyznamné ovliviiovala
proliferaci bunék. Po 3 dnech pii 5,1 uM sanguinarinu nebyl pozorovan Zzadny narGst
nadorovych bunék, coz je srovnatelna koncentrace s nami studovanymi alkaloidy aromolinu
sICso 5,85 pM/ml u Caco-2 bunék nebo scoulerinu 4,57 uM/ml u Hep-G2 bunék.
Sanguinarin ma vliv na bunétnou linii délozniho ¢ipku Hela, kdy ICso byla 0,8 pg/ml
(Slaninova et al., 2001), lymfom primarniho vypotku (Hussain et al., 2007), karcinom
pankreatu, karcinom bronchu (Larsson et al., 2006), rakoviny prsu (Kim et al., 2008)
arakoviny tlustého stfeva (Matkar et al., 2008). Je to disledkem snadného proniknuti
sanguinarinu bunéfnou membranou diky tvorbé nepoldrni pseudobaze a vysokému stupni
molekuldrni planarity (Slaninova et al., 2001). Byla prokézana i indukce apoptozy
doprovazejici tvorbou reaktivnich forem kysliku, které k usmrceni bunék napomahaly (Kim
et al., 2008). Sanguinarin je schopen zpusobit jedno a dvouvlaknovy zlom DNA, ktery také
zabrafiuje proliferaci (Matkar et al., 2008).

Zkoumané alkaloidy v této praci patfi mezi ty méné¢ znamé a zatim nedostate¢né
probadané. Nejsiln€j§i cytotoxicitu na bunécnou linii lidského kolorektalniho karcinomu
Caco-2 a hepatocelularniho karcinomu Hep-G2 mél scoulerin. 1Cso u Caco-2 bunék byla 6,44
+ 0,87uM a na bunéénych liniich Hep-G2 byla I1Cs a 4,57 + 0,42 uM. Bohuzel zde nebyla
prokazana vyrazna selektivita ke zdravym bunkam plicnich fibroblastt MRC-5. Cytotoxicky
potencial na bunécné linii Hep-G2 prokéazal alkaloid berbamin 1Cso 4,56 + 0,32 uM
a parfumidin ICs 8,74 = 0,29uM. Parfumidin na rozdil od berbaminu tué¢inkoval selektivné
vici MRC-5 buitkdm, proto by mohl byt predmétem dal$iho zkoumani. Aromolin byl mirné
cytotoxicky na bunéc¢né linii Caco-2 0 1Csp 5,85 + 0,14 uM. Scoulerin, aromolin a berbamin
bohuzel prokéazaly svou cytotoxicitu 1 na bunécné liniit MRC-5. Bersavin hydrochlorid mé¢l

cytotoxicky ucinek na vSech bunéénych liniich.

Ostatni zkoumané isochinolinové alkaloidy nejsou cytotoxické (ICsp > 10 uM)
na testovanych bunéénych liniich. Je to pravdépodobné zapficinéné tim, Ze tyto alkaloidy

nejsou schopné interagovat s DNA buikami (Bai et al., 2006), reagovat s nukleofilnimi
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a aniontovymi zbytky aminokyselin peptidi nebo proteini (Schmeller et al., 1997),
ani nemaji vliv na molekularni komplex s DNA, jelikoz nejsou schopné interkalace (Maiti et
al., 1982). Mezi dalsi mozné mechanismy Gcinku, které u téchto alkaloidi chybi, jsou inhibice
proteinkindzy C, Ca?*-dependentni proteinkinazy C, cyklické AMP-dependentni
proteinkinazy, ptipadné fosfolipid-dependentni proteinkinazy C (Wang et al., 1997). Tyto
vSechny moznosti mohly Vést k cytotoxicité. Mize to byt dano chemickymi a fyzikalnimi

vlastnostmi latek, koncentraci nebo nestastnym vybérem bunécnych linii (Nandi et al., 1985).

Nékteré¢ ze zminénych alkaloiddi jsou potencidlnimi farmaky. Pak je nutné vyloucit
ptipadnou mutagenitu a toxicitu pro cely organismus. Studie in vitro zatim neprokazaly
genotoxicitu alkaloidu (Kevekordes et al., 1999; Kevekordes et al., 2000), zatimco studie
in vivo na zvifecich modelech uz se ve svych vysledcich odlisuji (Ansari et al., 2005; Das
et al., 2005; Kosina et al., 2004; Stiborova et al., 2002;). Rozdilné vysledky studii in vivo
mohou byt dany riznymi zplsoby aplikace, odliSnymi metabolismy zvitat a rozdilem vlivu

Cistych alkaloidl a extraktl, ve kterych se vyskytuje fada dalSich jinych latek.

Vinkristin, vinblastin a ukrain jiz jsou v nékterych zemich pouzivané jako podptrna
1é¢iva nadorovych onemocnéni, kterym trpi velké procento lidi a na které Casto umiraji.
Potencial podplirnych 1é¢iv onkologického onemocnéni maji i dal$i isochinolinové alkaloidy
a je jedin€ dobfte, Ze védci hledaji dalsi jesté neobjevené alkaloidy, zkoumaji jejich vlastnosti
a vyhledavaji jejich vyuziti. V této praci bylo zkouméano 46 riznych isochinolinovych
alkaloidt, z toho pét (scoulerin, aromolin, barbamin, parfumidin a bersavin hydrochlorid)

by mohlo byt pfedmétem dal$iho podrobného zkoumani.
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7 Zavér

Tato prace byla zaméfena na testovani neznamych isochinolinovych alkaloidt, které mayji
potencial mit antiproliferéni aktivitu viéi nadorovym lidskym bunikam. S touto vlastnosti
by se mohly stat soucasti podpirné 1é¢by onkologickych onemocnéni podobné jako vinkristin,

vinblastin nebo ukrain (Boehm et al., 2015; Klener and Klener Jr, 2010).

Byla zkouména 50% inhibi¢ni koncentrace 46 alkaloidii na bunkach epitelu lidského
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a hepatocelularnino karcinomu Hep-G2. Pro porovnani
selektivity vici zdravym buikam byly pouZity plicni fibroblasty MRC-5 a jako pozitivni
kontrola byl pouzit semisynteticky Vinca alkaloid vinorelbin.

Pouze pét z testovanych alkaloidt (scoulerin, berbamin, parfumidin, aromolin a bersavin
hydrochlorid) mélo antiprolifera¢ni vliv na vybrané¢ bunécéné linie. Tyto latky jsou vhodné
k dalsimu podrobnému zkoumani jejich vlastnosti a G¢inkti jak na nadorové bunky, tak
na buriky zdravé. Tento pokus byl zkouman v in vitro podminkéch. Cilem dalsiho zkoumani

by mohlo byt, jaky vliv by mély tyto alkaloidy v podminké&ch in vivo.

Najit 1€k na rakovinu, ktery by zcela vylécil nddorové buiky, je snem kazdého védce.
Co vSak muze ud¢lat kazdy z nas je tomuto onemocnéni piedchazet. Kazdy ¢lovék by mél
dbat na své zdravi, svou Zzivotospravu, aktivni pohyb a klidnou mysl. Tak naslouchejme

svému télu a pecujme o né&j!
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8 Seznam pouzitych zkratek

B23 — nukleofosmin mRNA

BCR/ABL — molekularni marker pro chronickou myeloidni leukémii
BiCNU — karmustin

CML — chronicka myeloidni leukémie

CYP2D6 — enzym odpoveédny za metabolismus tramadolu
CYP3A4 — enzym inhibujici tvorbu narkotinu

CZ — Ceska republika

DMEM - Dulbeco Modified Egles Medium

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DTIC — dakarbazin

ECACC — European Collection of Cell Culture

ECM — extracelularni matrix

EDso — minimalni davka s 50% tG¢innosti

EMEM — Eagle’s minimum essential medium

FBS — fetalni bovinni sérum

ICs0 — inhibice bunécné proliferace o 50 %

IFN-a — interferon-a

IL-2 — interleukin-2

LDso— letalni davka 50 % testovanych organismi

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

MTT — 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
NMR — spektroskopie nukledrni magnetické resonance
PBS — fosfatovy pufr

Ph — Filadelfsky chromosom

RNA — ribonukleova kyselina

RNS - reactive nitrogen species/reaktivni formy dusiku
ROS - reactive oxygens species/reaktivni formy kysliku
UK — United Kingdom/Spojené kralovstvi
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