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1 UVOD A CIL PRACE

Alkaloidy jsou nizkomolekularni dusikat¢ a cCasto heterocyklické latky, které jsou
produkovany rostlinami jako sekundarni metabolity chranici rostlinu pied patogennimi
mikroorganismy. Vyznamnou skupinou alkaloidd jsou kvarterni benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy, jez se wvyskytuji vtad¢ rostlinnych celedi, jako jsou pryskyinikovité
(Ranunculaceae), zemédymovité (Fumariaceae), routovité (Rutaceae) a makovité
(Papaveraceae). Nejznaméjsimi benzo[c]fenanthridinovymi alkaloidy jsou sanguinarin
a chelerythrin, jejichz spektrum biologickych aktivit je Siroké. Asi nejstarSi zjiSténou
schopnosti je ucinné potlacovani tvorby zubniho plaku a snizovani zénétu dasni
pouzivaji v pfipravcich ustni hygieny. AvSak neddvné zjiSténi jejich antiproliferacni aktivity
vzbudilo velky zajem védcu, jakozto potencialniho cytostatika k 1é¢bé rakoviny. Pfedmétem
zkoumani jsou nejen sanguinarin a chelerythrin, ale i dalsi ptirodni benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy (sanguirubin, chelirubin, sanguiluthin, cheliluthin a makarpin) a jejich syntetické
derivaty.

Cilem teoretické c¢asti diplomové prace bylo zpracovat reSerSi tykajici se
antiproliferacni aktivity alkaloidi sanguinarinu a chelerythrinu a jejich derivata.

Cilem experimentalni casti bylo objasnéni biologickych ucinkti nékolika nové
syntetizovanych ~ fenanthridinovych  derivati  pfipravenych  jako analoga
benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi sanguinarinu a chelerythrinu na inhibici rtstu
v buné¢nych liniich MCF-7, K562 a ARNS.



2  BENZO[C]JFENANTHRIDINOVE ALKALOIDY

2.1  Historie, struktura a zakladni vlastnosti

Ptirodni latky, zejména latky rostlinného plGvodu, maji nezastupitelné misto v 1écbé
nadorovych onemocnéni, ale i nejriznéjsich lidskych chorob jiz né€kolik let. V soucasné
dobé¢ tvofi latky piirodniho charakteru, ¢i latky z ptirodnich zdrojt odvozené vice nez 60 %
bézn¢ uzivanych cytostatik (Cragg et Newman, 2005). Uziti alkaloidi v 1é¢bé rakoviny saha
jiz do 50. let minulého stoleti, kdy byl objeven a izolovan alkaloid vinblastin z barvinku
mensiho (Vinca minor), ktery mél najit uplatnéni jako antihypertenzivum a antidiabetikum
(Scheindlin et Rubin, 1954). Ukazalo se, Ze tato sloucenina méla velmi nepatrny vliv
na hladinu cukru v krvi, proto nebylo praktické jeji uziti k 16¢bé. Avsak pozdé&ji byl uéinén
pokus o podani extraktu barvinku nékolika mys$im slymfomem, u kterych byl
po intraperitonedlni aplikaci pozorovan neocekavany piiznivy Ucinek na rychle rostouci
lymfom. Proto byla tato sloucenina ptfiddna do seznamu latek urcenych pro skrinink
moznych chemoterapeutickych latek (Noble, 1990).

Mezi ptirodni latky diskutované v souvislosti s terapii rakoviny, a to diky jejich
antiproliferatnimu G¢inku, patii i benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (BA), znichz
nejznaméjsi jsou sanguinarin (SA) a chelerythrin (CHE) (Zdaftilova et al., 2006). Tyto
alkaloidy byly objeveny jiz v 19. stoleti a jsou pomérné malou skupinou pfirodnich latek
1sochinolinového typu, které jsou na prvni pohled népadné svym vyraznym zbarvenim.
Vyskytuji se vfadé rostlinnych celedi: makovité (Papaveraceae), pryskyinikovité
(Ranunculaceae), zemédymovité (Fumariaceae) a routovité (Rutaceae) a jejich hlavnimi
zdroji jsou vlastoviénik vétsi (Chelidonium majus), makleja srd¢ita (Macleaya cordata)
a krevnice kanadska (Sanguinaria canadensis) (Simanek, 1985; Dana, 1828). Tyto alkaloidy
jsou povazovany za sekunddrni metabolity chranici rostlinu pfed patogennimi
mikroorganismy.

Vychozimi aminokyselinami v biosyntéze kvarternich benzo[c]fenanthridinovych
alkaloidt (QBA) jsou tyrosin a fenylalanin (Cline, McHale et Coscia, 1993). BA se vyskytuji
ve dvou forméch, mezi nimiz funguje reversibilni rovnovaha v zavislosti na pH prostredi.
Jedna z forem se oznacuje jako kvarterni, ktera prevlada v kyselém prostiedi. Tato forma je
polarni, dobfe rozpustnd ve vod¢ a vzdy vyrazné zbarvena. Pii vySSich hodnotich pH
dochazi k pfechodu na druhou formu, ktera se oznacuje jako pseudobaze (Obr. 1). Tato
forma je také né€kdy oznaCovana jako hydroxyadukt a je nepolarni, ve vodé nerozpustna

a bezbarva (Dostal et Slavik, 2002; Zdatilova et al., 2006).
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Obr. 1: Strukturni formy kvarternich benzo[c]fenanthridinovych alkaloidii

Zéakladem jejich struktury je N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kationt. Struktura
nese Ctyii aromatické kruhy, které jsou oznaceny jako A, B, C, D a dusikovy atom, ktery se
nachazi v pozici 5. Tento dusik nese methylovou skupinu (Obr. 2), ma pozitivni naboj
a vazba mezi nim a atomem uhliku v pozici 6 se nazyva iminova a je nejvice reaktivni,

protoze snadno podléha nukleofilnimu ataku.

Obr. 2: N-metylbenzo[c]fenanthridinovy kationt

Na zakladni tetracyklické struktufe se mohou nachazet rtizné kombinace substituci —
methoxylové, methylendioxydové ¢i hydroxylové. Podle typu substituce rozdélujeme QBA

do ¢ty podskupin:

a) 2,3, 7, 8-tetrasubstituované alkaloidy (sanguinarin, chelerythrin, isofagaridin),
b) 2,3, 8, 9-tetrasubstituované derivaty (nitidin, avicin a fagaronin),
C) pentasubstituované (sanguilutin, sanguirubin, chelirubin, chelilutin,
10-hydroxysanguinarin a 10-hydroxychelerythrin),
d) hexasubstituované (makarpin a 12-hydroxychelirubin)
(Dostal et Slavik, 2000; Suchomelova et al., 2007).
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Pravé chemicka struktura je zodpovédna za rozdilnou biologickou aktivitu, kterou
jednotlivé alkaloidy vykazuji. Ta je dana planaritou molekuly, pfitomnosti iminové vazby,
pozici, po¢tem a druhem jednotlivych substituentti (Tousek et al., 2005).

Kvarterni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy reaguji s DNA prostiednictvim
interkalace, kdy dochazi k vmezefeni alkaloidu mezi dvé baze ve dvouSroubovici.
Tato schopnost byla potvrzena pouze pro kvarterni formu, zatimco forma pseudobaze tuto
vlastnost nevykazuje (Sen et Maiti, 1994). Interakce SA a CHE s DNA je srovnatelna
S typickym interkaldtorem ethidiumbromidem. Jelikoz vykazuji také fluorescencni
vlastnosti, mohou byt vyuzity ve vyzkumu a diagnostice jako fluorescencni sondy DNA
(Colombo et Bosisio, 1996; Slaninova, Slanina et Taborska, 2008).

SA a CHE jsou jiz léta pouzivany v dentalnich vyrobcich k 1é¢€bé zanétu dasni, nebot’
je u nich prokazan antibakterialni a protizanétlivy ucinek (Eley, 1999; Godowski et al.,
1995). Originalni ¢esky vyrobek zubni pasta Santoin pravé obsahuje smés sanguinarinu
a chelerythrinu z makleje srd¢ité a je patentové chranén (Dostal et Slavik, 2000). Zajimavym
zjisténim byla inhibi¢ni aktivita CHE a SA vaéi Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecalis a Candida albicans srovnatelna s gentamycinem (Navarro et Delgado, 1999).
Také byl u obou alkaloidii demonstrovan antiprotozoarni u¢inek, jejichz 10 uM koncentrace
zpusobovala 50% umrtnost krevnich forem Trypanosoma brucei a T. congolense
(Rosenkranz et Wink, 2008). Dale pak vykazuji antifungalni a antiviroticky ucinek
a pfi mikromoléarnich koncentracich cytotoxické ucinky proti riznym nadorovym bunéénym
liniim (Malikova et al., 2006). V poslednich letech je témto latkam véetné jejich riznych
derivatl vénovana stale vétsi pozornost jako potencialni latky pti 1é¢bé rakoviny. SA a CHE
vykazuji inhibi¢ni G¢inek na rist buné€k a indukuji apoptdzu v riznych nadorovych buiikach
(Ahmad et al., 2000; Chmura et al., 2000).

Apoptoza neboli programovand bunécna smrt, je zcela nezbytny a evolu¢né velmi
stary mechanismus, ktery vede k fizené eliminaci piestarlych, nefunkénich, mutovanych
a infikovanych ¢i transformovanych bunék. Defekty v apoptotickych cestach pfispivaji
k fadé lidskych onemocnéni a jsou pridvodnim znakem vétSiny nadorovych onemocnéni
(Klener et Klener, 2010). Pravé schopnost nadorovych bunék uniknout apoptdze hraje

vyznamnou roli v jejich odolnosti vii¢i konvencni terapii (Kasibhatla et Tseng, 2003).
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2.2  Sanguinarin

Sanguinarin je benzo[c]fenanthridinovy alkaloid, ktery je povazovan za sekundarni
metabolit nékterych rostlin. Je pfevazné izolovan z krevnice kanadské (Sanguinaria
canadensis), od niz je také odvozen nazev alkaloidu. Dale se nachazi ve vlaStovi¢niku vEétsim
(Chelidonium majus), makleji srd¢ité (Macleaya cordata) a pleskance mexické (Agremone
mexicana) (Mackraj, Govender et Gathiram, 2008). Sanguinarin obsahuje ve své struktuie
dusik v poloze 5 a dvé methylendioxydové skupiny (-OCH20-) v poloze 2, 3a 7, 8 (Obr. 3)
(Malikova et al., 2006).

Obr. 3: Chemicka struktura sanguinarinu.

Jeho soucasné farmakologické pouziti je v dentalnich produktech, u kterych bylo
prokdzano, Ze snizuji zanét dasni a tvorbu supragingivalnich plakl diky represivni povaze
sanguinarinu vuéi bakteriim, houbam a zanétu (Laster et Lobene, 1990). V roce 2003 byla
provedena studie, ktera prokazala antibakterialni efekt methanolového extraktu z rostliny
Sanguinaria canadensis vuci bakterii Helicobacter pyroli (Mahady et al., 2003).
Tato bakterie je oznaovana jako jeden z hlavnich rizikovych faktor pro vznik rakoviny
zaludku (Stoicov et al., 2004). Sanguinarin ma také protinadorovy potencial, jak uvadéji
predbézné preklinické studie na zvifecich modelech. Vyvolava apoptéozu a vykazuje
antiproliferativni, antiangiogenni a antiinvazivni vlastnosti. Tyto vlastnosti byly prokazany
na fad¢ typu rakovinnych bun¢k — prostaty (Adhami et al., 2004; Huh et al., 2006), d€lozniho
hrdla (Ding et al., 2002), prsu (Dong et al., 2013), leukémie (Weerasinghe et al., 2001),
lymfomu (Hussain et al., 2007), kolonu (Matkar, Wrischnik et Hellmann-Blumberg, 2008),
kolorektu (Han et al., 2013), zaludku (Choi et al., 2009), slinivky bti$ni (Ahsan et al., 2007),
ust (Tsukamoto et al., 2011), a plic (Jang et al., 2009). Také u osteosarkomu (Park et al.,
2010), neuroendokrinniho karcinomu (Larsson et al., 2010) a bun¢k lidského neurolastomu

(Cecen et al., 2014) byly pozorovany antiproliferativni ucinky.
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Studie ukazaly, Ze sanguinarin postihuje n¢kolik bunécnych cill, véetné nékterych
proteinkinaz a transkripcniho faktoru NF-kB, ktery se podili na drahach signalni transdukce
spojenych s buné¢nou proliferaci a mechanismy bunécné smrti. Déle ovlivituje Sirokou skalu
enzymt, jako je sodno-draselna ATPaza (Ding et al., 2002), cyklooxygenaza-1 (Jeng et al.,
2007), CAMP-dependentni proteinkindza a Ca®*-dependentni proteinkindza C (Wang et al.,
1997). Sanguinarin byl také vyhodnocen jako selektivni inhibitor mitogenem aktivované
proteinkindzy fosfatazy-1 (MKP-1), jejiz zvySena exprese souvisi s celou fadou nadorovych
onemocnéni (Vogt et al., 2005). Sanguinarin nepfedstavuje slibnou budoucnost jen v 1é¢bé
rakoviny, ale i u jinych chronickych onemocnénich, jako je napfiklad hypertenze ¢i astma
(Mackraj, Govender et Gathiram, 2008; Basu et Kumar, 2016).

2.2.1 Vliv na bunéény cyklus a apoptozu
Sanguinarin indukuje apoptézu tiemi hlavnimi cestami: potla¢enim aktivace NF-«xB,
deregulaci bunééného cyklu a mitochondridlnim poskozenim (Obr. 4).

Progrese bunééného cyklu zavisi na aktivaci cyklinii a cyklin-dependentnich kinaz
(CDK), jejichz normalni postupné ptisobeni je dilezité pro spravny prubéh bunééného cyklu.
Vzhledem k tomu, Zze nekontrolovana aktivita CDK je Casto pfi¢inou rakoviny ¢lovéka,
jejich funkce je pfisné regulovana inhibitory bun&éného cyklu, jako jsou proteiny p21'Vaft
a p27KP, Po antimitogennich signalech nebo poskozeni DNA se p21Wefl a p27XiPL vazi
na komplexy cyklin-CDK, ¢imz inhibuji jejich katalytickou aktivitu a tim aktivuji zastavu
bunééného cyklu (Coqueret, 2003). Blokdda bunécného cyklu nakonec mulze vést
Kk programované bunécné smrti neboli apoptoze (Pucci, Kasten et Giordano, 2000). Zvysena
hladina inhibitortt CDK p21Wé a p27XiP1 byla zjisténa u lidskych nadorovych bunék prostaty
po ovlivnéni sanguinarinem (0,2-2 pM, 24 hodin). Pfic¢inou jejich zvySené aktivity je
pravdépodobné vazba sanguinarinu na mikrotubuly (Wolff et Khnipling, 1993)
a interkalovani do oblasti DNA bohatych na GC, coz méa za nasledek poSkozeni DNA, které
mize vkonecném dusledku indukovat apoptozu (Nandi et Maiti, 1985). V témze
experimentu bylo také zjisténo, ze submikromolarni koncentrace sanguinarinu vlivem
zvySené hladiny inhibitortt CDK zptisobuji zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1/S a G2/M,
coz bylo potvrzeno snizenou hladinou cyklinti D1, D2, E a CDK2, 4 a 6 (Adhami et al.,
2004). Dalsi studie byla zaméfena na pribeh bunééného cyklu v bunééné linii rakoviny prsu
MCF-7 ovlivnéné sanguinarinem (5-10 uM). Pomoci imunocytochemickych metod bylo
vizualizovano chovani cyklinu D1 a topoizomerazy II. Vysledkem bylo prodlouzeni

bunéén¢ho cyklu v GO/G1 fazi a inhibice bunécéné proliferace. Inhibice ristu byla
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doprovazena vyraznou translokaci cyklinu D1 a topoizomerazy Il z jadra do cytoplazmy
(Holy, Lamont et Perkins, 2006).

Sanguinarin pasobi inhibi¢né na transkrip¢ni faktor, ktery je oznacovan jako NF-xB
(Chaturvedi et al., 1997). Jedna se o jaderny transkripéni faktor, ktery reguluje expresi
velkého poctu genti podilejicich se na regulaci apoptézy, tumorogenezi, zanctu,
ateroskler6zy, virové replikace a mnoha autoimunitnich onemocnéni (Ahmad et al., 2000).
Je aktivovan celou fadou podnétl, jako jsou cytokiny (TNF-o, IL-1) a jejich receptory,
rustové faktory, proteiny bunécné adheze, lymfokiny, zafeni a stres. Ve své neaktivni forme
se NF-«kB nachazi v cytoplazmé vazany na inhibi¢nich proteinech z rodiny 1-xB. Jiz zminéné
rizné aktivaéni podnéty zpisobuji fosforylaci I-xB, po niz nasleduje ubiquitinace
a degradace 1-kB. Vysledkem je vystaveni nuklearnich lokaliza¢nich signali na NF-xB
podjednotkdch a néslednd translokace molekuly do jadra. V jadfe se faktor vaze
na promotorové oblasti nékterych geni a tim aktivuje jejich transkripci (Baldwin, 1996).
Sanguinarin neinhibuje vazbu proteinu NF-xB na DNA, ale inhibuje drahu vedouci
k aktivaci NF-xB (Chaturvedi et al., 1997).

Clenové rodiny proteind Bcl-2 reguluji propustnost vné&j§i mitochondridlni
membréany, ¢imZ jsou schopné regulovat priibéh apoptozy. Clenové této rodiny se déli do ti
podskupin klasifikovanych podle jejich homolognich domén. Prvni skupinou jsou
antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-1-w, Ced-9), které obsahuji vSechny
¢tyfi domény BH (BH1, BH2, BH3 a BH4). Druhou skupinou jsou proapoptotické proteiny
(Bax, Bak, Bok, Bcl-XS), které obsahuji tfi domény BH (BH1, BH2 a BH3). Posledni
skupina zahrnuje riiznorodé¢ proteiny piibuzné proapoptotickym proteintim, které obsahuji
pouze doménu BH3 (Bid, Bik, Bad, Bim, PUMA, NOXA) (Siddiqui, Ahad et Ahsan, 2015).
U leukemickych bunécnych linii JM1 a K562 byla pozorovana apoptéza indukovana
sanguinarinem v koncentraci 1,5 uM a bunécna smrt srovnatelna s onkozou byla zjisténa pfi
koncentraci 12,5 uM. Sanguinarinem oSetfena bunécna linie K562 vykazovala vyrazné
zvyseni exprese proapoptotického proteinu Bax (Weerasinghe et al., 2001). Uginek
sanguinarinu (0,1 — 2 uM) byl také hodnocen v imortalizovanych lidskych keranocytech
(HaCaT). Vysledkem tohoto experimentu bylo vyznamné snizeni hladiny antiapoptotického
proteinu Bcl-2 a zvyseni hladiny proapoptotického proteinu Bax. Sanguinarin tak zpusobil
apoptotickou smrt uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii do cytosolu, kde se vaze
na protein Apaf-1 a za pomoci ATP také na pro-kaspazu 9. Tim vznika komplex apoptozom,
ktery méni pro-kaspazu 9 na aktivni kaspazu 9. Ta je kliCova ve vnitini draze indukce
apoptozy. Nasledné se kaskadovité aktivuji kaspazy 3, 7 a 8. Tento mechanismus G¢inku

sanguinarinu byl potvrzen na experimentu s buné¢nou linii HaCaT, kde byla detekovana
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zvySena hladina cytochromu c a proteinu Apaf-1 a dale pak vyznamné zvySeni aktivni formy
kaspazy 3, 7, 8 a 9. Tento proces byl doprovazen Stépenim substratu kaspazy 3 — PARP
a naslednou degradaci DNA a apoptotickou smrti (Adhami et al., 2003). Tato schopnost SA
byla potvrzena i na dalSich nadorovych liniich, avSak pii rozdilnych koncentraci. Plisobeni
sanguinarinu (2,1 a 4,2 uM) na imortilizované endocervikalni bunky infikované lidskym
papilomavirem vyvolalo apoptézu, kdy byla pozorovana zvySend hladina kaspazy 3
a indukce proteolytického $tépeni PARP. Vyssi koncentrace SA (8,5 a 16,9 uM) zpusobily
u bun¢k onkdzu charakterizovanou zvétsenim bun€k, vakuolizaci, zvySenou permeabilizaci
cytoplazmatické membrany a inaktivaci kaspazy 3 (Ding et al., 2002). Podobny G¢inek byl
zjistén na bunééné linit OCM-1 lidského uvealniho melanomu, u niz pti koncentraci 2,7 uM
a 10 uM nastala apoptoza, zatimco u vysSich davek (20 uM) byla dominantni formou

buné¢éné smrti nekroza (Kemény-Beke et al., 2006).
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Obr. 4: Predpokladany model proapoptotického piisobeni sanguinarinu prostiednictvim tri
riuznych cest: potlaceni aktivace NF-xB, deregulace bunécného cyklu a depolarizace

mitochondrii (upraveno podle Malikova et al., 2006).
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Apoptodza je regulovana mimo jiné také proteinem pS3. Tento transkripcni faktor je
klicovy a nezastupitelny medidtor a castecn¢ i1 efektor indukce apoptézy v odpovédi
na signaly genotoxického stresu a onkogenni signalizace. Az u poloviny solidnich nadort
byla detekovana ztrata nebo mutace tohoto proteinu, proto je dulezita identifikace latek,
které jsou schopny nadorovou buiiku zabit bez ohledu na funk¢nost p53 (Klener et Klener,
2010). Matkar et al. (2008) studovali uc¢inek SA na bunécné linii karcinomu tlustého stfeva.
Porovnavali buné¢nou linii S mutantnim genem pro protein p53 a linii s normalnim genem
pro tento protein. Zjistili, Ze obé¢ linie byly stejné citlivé na ptisobeni sanguinarinu. Vysledek
tedy naznacuje, ze tato sloucenina vyvolava bunécnou smrt, kterd neni zprostfedkovana
proteinem p53. Dalsi experiment probéhl na bunétné linii DU145 s mutantnim genem
pro 53, kdy byla detekovéana hladina p21. Bylo zjisténo, ze p21 byla aktivovana i pies
nefunkéni p53. Tento fakt taktéz potvrzuje, Ze sanguinarin vykazuje apoptotické ucinky
bez ohledu na stav p53 (Adhami et al., 2004).

Sanguinarin vyvolava apoptdzu také produkci reaktivnich kyslikovych radikalt
(ROS). Tyto latky jsou vysoce reaktivni molekuly, které v nizkych koncentracich reguluji
normalni bunéénou proliferaci a diferenciaci (Circu et Aw, 2010). Nicméné ve vysokych
koncentracich zprostfedkovavaji poskozeni bunéné DNA, redukuji normalni potenciél
mitochondrialni membrany a podporuji tak buné¢nou smrt (Hawk, McCallister et Schafer,
2016). U bunék lidského lymfomu a karcinomu prsu, které byly inkubovany v pfitomnosti
antioxidantli N-acetylcysteinu nebo glutathionu, byla pozorovana sniZzena schopnost SA
indukovat apoptdzu, coz naznauje zapojeni ROS v bunééné smrti zprosttedkované SA
(Kim et al., 2008; Hussain et al., 2007). AvSak nékterymi autory je tato schopnost
sanguinarinu zpochybnovana, a dokonce nékteré studie dokazuji spiSe antioxidacni efekt
sanguinarinu a oxidacni stres, ktery vznikd pfi jeho ucinku pfipisuji pravé probihajici
apoptdze. To také potvrzuje experiment Slunské et al. (2010), kdy byla testovana schopnost
SA vyvolat oxidaéni stres a antioxidaéni ucinek na bunkach endocervikalniho karcinomu
(HeLa). Vysledky ukazaly, Ze v bunikdch ovlivnénych SA nebyla produkce ROS zvysend, a
navic byl potvrzen i antioxida¢ni U€inek, protoZe plsobenim SA doSlo k vyznamnému
sniZeni oxidacniho stresu zplisobeného H20-.

Sanguinarin zvySuje senzibilizaci rakovinnych buné€k k chemoterapeutickym
¢inidlim prostfednictvim tvorby ceramidu. Tato latka je centralni molekula v biosyntéze
sfingolipidu, ktera je zodpovédna za zlepSeni signdlnich udalosti, které vedou k apoptoze,
autofagii a zastavé bunécného cyklu. Je ziejmé, ze defekty v metabolismu ceramidu
prispivaji k pieziti nadorovych bun¢k a k rezistenci na chemoterapii (Morad et Cabot, 2013).

Byla provedena studie, ve které byly leukemické buiiky ovlivnény sanguarinem a bylo
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prokdzano, ze tato reakce byla zprostfedkovana nadmérnou produkci ROS, konkrétné
peroxidem vodiku, coz vedlo k akumulaci ceramidu, ktery podporuje defosforylaci AKT.
Inhibice AKT signalni drahy vedla k aktivaci kaspazové kaskady a vysledkem byla apoptdza
leukemickych bunék. Dnes je jiz dobie znamo, Ze ceramid moduluje intracelularni signalni
drahy, které zvysuji citlivost lidskych nadorovych bun¢k na riizné protinddorové latky

(Rahman et al., 2016; Galadari et al., 2015).

2.2.2 Vliv na signalni drahy

Sanguinarin potlacuje PI3K signalni drdhu. Tato signalni drdha ma zasadni roli
pro proliferaci a regulaci pfeziti bunck. Jeji deregulace je spojena S tadou lidskych
nadorovych onemocnéni. Ukézalo se, Ze sanguinarin potlacuje fosforylaci PI3K, coz vede
k defosforylaci nasledujicich Casti signalni kaskady, kinazy GSK-3 a mTOR (Rahman et
al., 2016). Velmi u¢inna se ukazala soucasna lé¢ba sanguinarinem a inhibitory signalni drahy
PI3K, zpilisobujici synergické apoptotické ucinky prostfednictvim mitochondridlni
a kaspazové aktivace (Lee et al., 2016).

MAP kindzy jsou serin/threoninové kinazy, které hraji zasadni roli v riznych
bunécénych funkcich, jako je proliferace, diferenciace, motilita, apoptdza a preziti bunék.
Bylo zjisténo, Ze deregulace a nadmérna exprese signalni drahy MAPK jsou nejcastéjSimi
zménami nalezenymi u nadoru (Burotto et al., 2014). V mnoha studiich bylo prokazano, Ze
sanguinarin reguluje aktivitu MAPK, plsobi jako inhibitor MKP-1 zvySenim fosforylace
ERK a JNK (Vogt et al., 2005). U nadorového modelu melanomu 1é¢eného peroralnim
podanim sanguinarinu (5 mg/kg denn¢) bylo pozorovano 50% snizeni rastu nadoru, coz

korelovalo se snizenim aktivace MAPK a AKT (De Stefano et al., 2009).

2.2.3 VIiv na angiogenezi

Sanguinarin projevuje protinddorovou aktivitu prostfednictvim represe a inhibice
angiogeneze, novotvorby krevnich cév, kterymi rakovinné bunky dostdvaji dostatecné
mnozstvi kysliku a Zivin podporujici proliferaci bun€k a metastatické Sifeni.
Nejvyznamnéj$im angiogennim ristovym faktorem je vaskularni endotelialni ristovy faktor
(VEGF). Inhibi¢ni u¢inek sanguinarinu na tento faktor byl dokazan nékolika experimenty.
Bylo prokazéano, ze sanguinarin vyrazné potlacil tvorbu tubularniho uspotadani lidskych
endotelidlnich bunék, které byly kultivovany v médiu obsahujici sanguinarin. To naznacuje,
ze SA je inhibitorem angiogeneze zprostiedkované VEGF. V dal§im experimentu byl

zkouman vliv SA na sekreci a transktipci VEGF. Na bunécné linii endotelialnich bunék SA
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zpusobil vyznamnou inhibici sekrece VEGF zavislou na davce a Case ve vSech zkoumanych
koncentracich (0,25; 0,5 a 1 uM). Tvorba VEGF zde byla indukovana kultiva¢nim sérem
bez zivin. Kromé toho, Ze sanguinarin snizil sekreci VEGF, tak také byla zjiSténa inhibice
na urovni transkripce VEGF v bunkach karcinomu plic A549. Zatimco u bunék, které byly
vystaveny hypoxii a hladovéni byla stanovena zvysSena hladina VEGF mRNA, tak u bun¢k
kultivovanych spolu se sanguinarinem (1 uM) byla mMRNA VEGF vyznamné potlacena.
V experimentech byla také zjisténa schopnost sanguinarinu inhibovat aktivitu VEGF, ktera
je spojena s fosforylaci a aktivaci dobie znamych modulatord signalni transduk¢ni drahy
VEGF, véetné AKT, p38 a vaskularniho endotelového cadherinu (Basini et al., 2007; Xu
etal., 2013).

2.2.4 Vliv na metastazovani

Metastdzy jsou hlavni pfi¢inou Umrtnosti pacientl s rakovinou. Progrese nadorovych
metastdz zahrnuje fadu staddii umoznujicich tvorbu a migraci sekundarnich nadorii
ve vzdalenych organech od ptivodniho nadoru. Jakmile jsou nddorové buiky schopny
proniknout do bazalni membrany a extracelularni matrix, proces metastazovani je zahajen
(Martin etal., 2013). Kli¢ovym faktorem pii zahajeni invaze nadorovych bunék je degradace
extracelularni matrix zplsobena proteazami, jako napiiklad matrixové metaloproteazy
(MMP). V metastatickych nadorech byla zjisténa nadmérna produkce téchto proteaz
a existuje nekolik studii, které identifikovaly zvySeni exprese MMP-2 a MMP-9 v buiikéch
prsniho karcinomu a Ze tyto nadmérné hladiny vedly k migraci nadorovych bunck. Prave
sanguinarin inhibuje tuto migraci bunék a invazi prostfednictvim inhibice MMP-9, NF-xB
a AP-1 (Park et al., 2014; Pica et al., 2012). Také bylo zjisténo, ze sanguinarin snizuje
proliferaci nadorovych bunék prostfednictvim inhibice aktivace transkripéniho faktoru
STATS3, ktery byl rovnéz identifikovan jako vyznamny faktor v migraci nadorovych bunék,

jejich invazi a celkové progresi (Sun et al., 2012).
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2.3 Chelerythrin

Chelerythrin je sloucenina, ktera se fadi mezi kvarterni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy,
jehoz hlavni vyskyt je ve vlaStovicniku vétsim (Chelidoninum majus), od néjz je také
odvozen nazev alkaloidu. V poloze 7 a 8 obsahuje methoxylové skupiny (Obr. 5), coz ma
pravdépodobné vliv na jeho niz$i cytotoxicitu a snizenou schopnost interkalovat do DNA na
rozdil od sanguinarinu (Colombo et Bosisio, 1996; Malikova et al., 2006). Je to ucinny,
selektivni a bunkou propustny inhibitor proteinkinazy C. Chelerythrin také reguluje expresi
vaskularniho endotelialniho rustového faktoru A (VEGFA), proteinu Bcl-2 a protoonkogenu

KRAS prostiednictvim blokady G-quadruplexu (Jana et al., 2017).

Obr. 5: Chemicka struktura chelerythrinu.

2.3.1 Inhibice proteinkinazy C

Proteinkinazy C (PKC) se podileji na regulaci bunécéné proliferace, diferenciace a preZiti.
Jedna se o serin/threoninové kindzy zahrnujici alespon 11 izoenzymt. Pro studium role
inhibice PKC pfti indukci apoptézy byl pouzit houbovy alkaloid staurosporin, coz prvné
popsal Bertrand et al. (1994). Aktivita PKC je dulezitd pro potlaceni hydrolyzy
sfingomyelinu a pro nasledné potlac¢eni apoptozy indukované ceramidem. Inhibice aktivity
PKC vyvolava apoptdzu u vétSiny savéich bunek v riiznych fazich bunééného cyklu, a proto
maji inhibitory PKC velky potencial jako protinadorova ¢inidla. Chelerythrin ptisobi jako
kompetitivni inhibitor PKC a vykazuje selektivitu vici izoformam A a B. Experimentalné
bylo zjisténo, Ze chelerythrin je az 100krat selektivnéj$i pro PKC nez pro jiné kinazy,
na rozdil od jiz zmifiovaného staurosporinu. U¢inek CHE byl testovan na nadorové bunééné
linii laryngealniho karcinomu SQ-20B s deficienci p53, pficemz vysledky ukazuji, Ze
chelerythrin je cytotoxicky bez ohledu na stav p53 (Chmura et al., 2000; Herbert et al.,
1990).
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2.3.2 Interakce s G-kvadruplexni DNA

G-kvadruplexy jsou typem sekundarni struktury nukleovych kyselin a vyskytuji se hlavné
Vv oblastech bohatych na purinovou bazi guanin, jako jsou promotorové oblasti onkogenii
nebo koncové ¢asti chromozomii. Obé tyto oblasti maji podstatny podil na vznik a vyvoj
nadorovych onemocnéni. Spojenim ¢ty guaninovych bazi Hoogstenovym parovanim
vznikne struktura G-kvartetu. Uspotfadanim nékolika G-kvarteti nad sebou vznikne G-
kvadruplex. Cela struktura G-kvadruplexu je stabilizovana pomoci jednomocnych kationtd,

nejcast&ji K a Na* (Obr. 6) (Bryan et Baumann, 2011; Huppert, 2008).
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Obr. 6: Struktura G-kvartetu a G-kvadruplexu (prevzato z Hubdlkova, 2015).

V oblasti telomer je hlavni funkci vzniku G-kvadruplexni DNA ochrana genomu
pred ztratou dédi¢né informace. Lidské telomery jsou pfi narozeni dlouhé piiblizné 15-20
kbp s jednofetézcovym piesahem a Skazdym bunéénym délenim dochazi k jejich
zkracovani. Za fyziologickych podminek je délka telomer udrZovana pouze u embryonalnich
a kmenovych bunék enzymem telomerazou. Déle je pak tento enzym funkcni, ale se slabsi
aktivitou u bun€k s vysokou schopnosti riistu a regenerace — bazalni buiiky epidermis,
hematopoetické a endotelidlni buiiky, epitelidlni buniky stfevni sliznice a bunky vlasovych
folikulti (Gomez et al., 2012). Naopak je tomu u vétsSiny nadorovych bunék, kdy je aktivita
telomerazy patologicky zvysena, coZ umoznuje jejich neomezené déleni. Z tohoto diivodu
maji nadorové bunky obvykle velmi kratké telomery (2-5 kbp) (Hiyama et Hiyama, 2003).
G-kvadruplexové ligandy by tak meély selektivné plisobit pouze na nadorové bungky, a to
prostiednictvim zablokovani interakce enzymu telomerazy s koncovou ¢asti telomer (Bryan
et Baumann, 2011; Huppert, 2008). Pokud je telomericky jednofetézcovy piesah sto¢en do
G-kvadruplexu, hTR podjednotka enzymu se nemlze navazat, ¢imz je zablokovan prvni

krok prodluzovani telomer a s kazdym bunénym délenim dochazi k jejich zkracovani.
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Protoze délka telomer je u nadorovych bunék ve srovnani S normdalnimi nenadorovymi
buitkami vyrazné krat$i, dochazelo by tak u nich k rychlejSimu zaniku bez negativniho

ovlivnéni normalnich nenadorovych bunék (Gomez et al., 2012; Shay et Wright, 2001).
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Obr. 7: Sled predpokladanych udalosti po stabilizaci G-kvadruplexu ligandem (prrevzato
Z Hubdlkova, 2015).

Prestoze uvedeny predpokladany mechanismus pisobeni vyZaduje dlouhodobou
terapii, bylo zjisténo, ze efekt nékterych ligandl je pozorovatelny v mnohem kratsi dobe¢,
coZ je zterapeutického hlediska mnohem zajimavéjsi. Principem tohoto efektu je, Ze
stabilizaci telomerického G-kvadruplexu vazbou ligandu dojde k naruseni obvyklé struktury
telomer a shelterinového komplexu, ¢imz dojde ke spusténi odpovedi na poSkozeni DNA
a tvorbé dvoutetézcovych zlomu, chybnému probéhnuti anafaze, k senescenci a k indukci
apoptozy. Pfi tomto kratkodobém efektu nedochdzi k vyraznému zkraceni telomer
a projevuje se v pruméru za 5-10 dni (Gunaratnam et al., 2007; Neidle, 2016). Pravé u
chelerythrinu byl zjistén inhibi¢ni ucinek pro telomerazu, vlivem jeho vazby na telomerni
DNA sekvenci, kde dochazi ke stabilizaci G-kvadruplexu (Ghosh el al., 2015). Ligandem

kaskadu odpovédi se zménénou regulaci p21, p53 a PARP. Odpovéd na poSkozeni DNA je

21



také charakterizovana starnutim bunék a vyskytem fosforylovaného histonu H2AX, coz je
Casto patrné jiz po 24 hodinach po ovlivnéni daného ligandu (Rodriguez et al., 2008).

Velmi vyhodné se jevi i1 jejich pouziti v kombinaci sbézné pouzivanymi
chemoterapeutiky (paclitaxel, imatinib), kdy dochazi k synergickému pisobeni a touto
kombinaci bylo dosazeno lepSich vysledkt pti [é¢bé nddorovych onemocnéni nez pii pouziti
samotného chemoterapeutika (Gowan et al., 2002; Phatak et Burger, 2007).

Jak jiz bylo zminéno, G-kvadruplexni DNA se nachazi i v promotorovych oblastech
nékterych protoonkogend, jako jsou c-MYC, c-KIT, KRAS, Bcl-2, VEGFA, kde reguluji
genovou expresi. Tato G-kvadruplexni struktura v promotorovych oblastech blokuje vazbu
represorového proteinu a funguje tak jako aktivator transkripce, coz je €ini atraktivnim cilem
protirakovinného 1é¢iva. Jiz diive bylo uvedeno, ze chelerythrin je rozpoznavan lidskou
telomerni DNA a promotorovou oblasti genu c-KIT (Cui, Lin et Yuan, 2012; Bai et al.,
2014). Avsak pomérné nedavno bylo zjisténo, ze chelerythrin reguluje expresi také dalSich
gentl — Bcl-2, VEGFA a KRAS a dokonce, Ze jeho vazebna afinita ke G-kvadruplexovym
promotorovym sekvencim je vyss§i nez v ptipadé jeho vazby s kvadruplexni telomerickou
DNA. Studie byla provedena na buné¢né liniit MCF-7 odvozené od prsniho adenokarcinomu,
pticemz vysledky dokazuji, Ze chelerythrin v nanomolarni koncentraci vyznamné snizuje

uroven transkriptu uvedenych tii genti po 24 hodinovém ptisobeni (Jana et al., 2017).

2.4 Dalsi benzo[c]fenanthridinové alkaloidy
Dalsimi vzacngj§imi benzo[c]fenanthridinovymi alkaloidy vyskytujicimi se v rostlinach
spolu s chelerythrinem a sanguinarinem jsou chelirubin, cheliluthin, sanguirubin,
sanguiluthin, makarpin, nitidin a fagaronin. Vsechny tyto alkaloidy jsou vyrazné zbarvené,
od Zluté barva az po tmavé Cervenou (Dostal et Slavik, 2000; Slaninova et al., 2014).

Prvni dvojici pfirodnich latek, které se fadi mezi pentasubstituované alkaloidy jsou

cheliluthin a sanguiluthin.

Obr. 8: Struktura cheliluthinu Obr. 9: Struktura sanguiluthinu

22



Ve struktuie se od sebe lisi v poloze 2 a 3. Cheliluthin obsahuje v této poloze
methylendioxydovou skupinu, kdezto u sanguiluthinu jsou v obou polohach ptitomné dvé
methoxylové skupiny. Udava se, ze pravé ty jsou odpovédné za cytoxicitu alkaloidt. To
dokladaji 1 vysledky testovani cytoxicity u téchto dvou alkaloidii, kde bylo zjisténo, ze
sanguiluthin vykazoval vyssi cytoxicitu u v§ech typti bunék uzitych béhem testovani (Dostal
et Slavik., 2000; Slunska et al., 2010).

Do skupiny pentasubstituovanych alkaloid se fadi také dalsi dvojice, jimiz jsou
chelirubin a sanguirubin. Strukturni rozdil mezi nimi je opét v poloze 2 a 3, kde sanguirubin
obsahuje methoxylové skupiny, a proto je oznaCovan za vice toxicky nez chelirubin. Ten ma
ve své struktufe v poloze 2 a 3 methylendioxydovou skupinu (Dostal et Slavik, 2000;
Slaninova et al., 2014).

Obr. 10: Struktura chelirubinu Obr. 11: Struktura sanguirubinu

Makarpin patfi do skupiny hexasubstituovanych benzo[c]fenanthridinovych
alkaloidi, ktery ma jako jedniny z téchto uvedenych alkaloidti v poloze 12 substituovanou

methoxylovou skupinu (Dostal et Slavik, 2000).

Obr. 12: Struktura makarpinu

Nitidin a fagaronin jsou tetrasubstituované derivaty, které maji stejné jako
chelerythrin a sanguinarin substituenty v poloze 2 a 3, ale dalsi substituenty se nenachazi
v poloze 7 a 8, ale v poloze 8 a 9. Oba byly charakterizovany jako inhibitory topoizomerazy
I, ptiemz tato aktivita byla zaznamenana jiz pii koncentraci 0,15-0,3 uM (Wang, Hecht et
Johnson, 1993).

23



Prvni zminka o fagaroninu je z roku 1972, kdy byl tento alkaloid izolovan z rostliny
Fagara zanthoxyloides, od niz také pochazi nazev alkaloidu (Messmer et al., 1972). Byla
U ngj zjisténa antiplasmodialni aktivita vic¢i kmeni Plasmodium falciparum, proto probiha
in vivo testovani na vyhodnoceni jeho potencialu jako antimalarika (Kassim et al., 2005;
Rivaud et al., 2012). Nékolik studii sice potvrzuje jeho protinadorovou a antileukemickou
vlastnost, ale jeho pouziti v praxi je omezeno vzhledem k uzkému terapeutickému oknu
pro toto pouziti. Pomérné nedavno byl syntetizovan ethoxyfagaronin, synteticky derivat
fagaroninu, ktery vykazuje vyssi vazebnou afinitu Kk DNA a je mén¢ toxicky. Na zaklad¢
preklinickych zkouSek byla u néj potvrzena antiangiogenni aktivita. Jeho cilem je vaskularni
endotelialni ristovy faktor (VEGF), coz je nejucinngjsi induktor angiogeneze. Zabranuje tak

tvorbé cév zavislé na VEGF a také potlacuje fosforylaci vaskuldrniho endotelidlniho

rastového receptoru (VEGFR) (Lynch et al., 2001; Ouchani et al., 2015).
o
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Obr. 13: Struktura fagaroninu Obr. 14: Struktura 12-ethoxyfagaroninu

Nitidin je ptirodni latka izolovana z rostliny Zanthoxylum nitidum, u niz jsou
prokazané antifungélni, antioxidacni a protizanétlivé ucinky, a dokonce vykazuje 1 G€inek
proti viru HIV, jelikoZ je schopen inhibovat HIV reverzni transkriptazu (Del Poeta et al.,
1999; Matthee, Wright et Konig, 1999). V posledni dob¢ nitidin ptilakal zna¢nou pozornost
diky jeho chemoterapeutickému potencidlu, prokazanému na n¢kolika typech rakovinnych
bunék (Chen et al., 2012; Ou et al., 2015; Fang et al., 2014). Jeho cilem je proteinkinaza
ERK (extracellular signal-regulated kinase), ktera spolu s proteiny Raf a MEK tvofi signalni
dréhu regulujici Siroké spektrum biologickych dé&t jako je proliferace, diferenciace,

bunéény pohyb, adheze a apoptoza (Balmanno et Cook, 2009).
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Obr. 15: Chemicka struktura nitidinu
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2.5 Syntetické derivaty

Vzhledem k zajimavym u¢inkiim pfirodnich benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi jsou tyto
slouceniny také predmétem chemickych modifikaci. Jejich smyslem je jednak pochopeni
mechanismu Uc¢inku, jednak snaha o vyvinuti derivati s vysSi Uc¢innosti, selektivitou

a s vyhodnéj$imi farmakologickymi vlastnostmi.

2.5.1 NK109

Jedna se synteticky benzo[c]fenanthridinovych derivat, ktery byl poprvé piipraven
a testovan v roce 1993 (Kabasawa et al., 1993). Bylo zjisténo, Ze inhibuje aktivitu DNA
topoizomerazy II. To je enzym, ktery umoziuje ménit tzv. terciarni strukturu DNA pomoci
navozeni pfechodnych zlomi na obou vldknech. DNA topoizomerazy jsou v buiikach
nezbytné k zajisténi replikace, transkripce, ale i1 segregace ¢i kondenzace chromozomd,
prave proto predstavuji cilovou molekulu pro fadu cytostatik, tzv. topoll inhibitort. Jejich
pusobenim dochdzi k zablokovani vazby rozstépenych konci DNA a tyto zmény vedou
k zavaznému poskozeni DNA, coz ma obvykle pro burku letalni u¢inek (Hurley, 2002;
Hande, 2008). NK109 inhibici DNA topoizomerazy Il zastavuje rist humannich
rakovinnych bunéénych linii s 1C500,2 pM (Kabasawa et al., 1993). Na zaklad¢ téchto velmi
slibnych vysledkd byla v Japonsku provedena klinicka studie, jejimz vysledkem bylo
zjisténi, ze tato latka je snadno metabolizovana in vivo a hlavni metabolit je neaktivni (Guo

et al., 2007).

Obr. 16: Chemicka struktura NK109

Za ucelem zlepSeni metabolické stability byly syntetizovany derivaty NK109,
u kterych byla snaha najit vhodnou substituci S vlastnostmi rezistentnimi vici redukeci.
Protoze pritomnost hydroxy skupiny v poloze 7 je u benzo[c]fenanthridinovych alkaloidt
nezbytna pro protinddorovou aktivitu, tak byly pfipraveny derivaty s modifikaci 5-CHs, 6-H
a 8-OCHs. Bylo zjisténo, ze mira redukce je u S-substituovanych derivati vysSs$i nez
v ptipadé¢ NK109 a u derivati se substituci v poloze 6 nebyly pozorovany velké zmény.
Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u 8-O-substituentll, jez Castecné prispivaji k rezistenci

na biologickou redukci (Nakanishi et al., 2000).
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Dale byly pfipraveny derivaty se substituenty na 8, 9-dimethoxy a 2-methoxy,
uUnichz se ukazalo, Ze tato substituce je nezbytnd pro zvySeni inhibi¢ni aktivity
na topoizomerazu Il, a tim jejich silnéj$im protinadorovym ucinkiim (Thai et al., 2012).

V dal$i studii byly porovnavany ucinky tii typa derivatia: 7, 8-, 8, 9- a 9, 10-
kyslikatych benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi na buné¢né linii HCT-116 a HL-60.

7.8-Kyslikaty typ 8,9-kyslikaty typ 9,10-kyslikaty typ
12 1

1a:R'=R%=Me 1c:R'=R%=Me 1f:R' =R%=Me
(chelerythrine) (nitidine) (broussonpapyrine)

1b:R' = H, R = Me 1d:R'=H, R?= Me 1g:R' = H, R = Me
(NK109) (terihanine) (N-methylzanthoxyline)

1e:R'=Me, R°=H
(isoterihanine)
Obr. 17: Mozné strukturni obmeny Os-benzo[c]fenanthridinovych alkaloidii (upraveno
podle Hatae et al., 2015).

Nejsiln€j8i antiproliferacni aktivita byla zjistétna u 7, 8- kyslikatych
benzo[c]fenanthridinovych derivata. Vysledky také dale naznacuji, Ze konverze dimethoxy
skupinyna hydroxylovou skupinu by mohla ovlivnit antiprolifera¢ni aktivitu téchto latek.
Stejné tak pozice substituované hydroxylové skupiny ma vyznamny vliv na aktivitu. Jako

nejucinngjsi se jevily latky NK109 a isoterihanine (Hatae et al., 2015).

2.5.2 NK314

Jelikoz se u syntetického derivatu NK109 ukazalo, ze in vivo dochazi k jeho redukci
na inaktivni metabolit, byla syntetizovana dal$i latka s oznacenim NK314. Zavedenim
trimethylenové skupiny na Ns-Cg (0br. 17) se pfedpokladalo piekonani této metabolické
eliminace. Latka NK314 prokézala silnou protinadorovou aktivitu u rakoviny Zaludku,
tlustého stfeva, plic a pankreatu (Okamoto et al., 2005). Jedna se také o inhibitor
topoizomerazy I1. Vzhledem k vyvoji rezistence vuci inhibitorim topoizomerazy, ktera je
casto v klinickém pouziti pozorovana, byl pozadovan novy typ G¢inného inhibitoru. Latka
NK314 ma velmi slibnou budoucnost, protoze nejen ze byla potvrzena silna protinddorova
aktivita, ale navic byl i popsan ucinek na tumory rezistentni vic¢i jinym inhibitoram

topoizomerazy Il. V Japonsku nyni probihaji dalsi klinicka studie (Onda et al., 2008).
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Velmi pozitivniho vysledku bylo také dosazeno pii testovani NK314 na rust riznych
bunéénych liniich odvozenych od T-bunééné leukémie dospélych (ALT)
(Hisatomi et al., 2011). Jedna se o agresivni nevylécitelné onemocnéni, které je zptisobeno
lidskym T-lymfotropickym virem typu 1 (HTLV-1). Je to endemicky retrovirus vyskytujici
se pfevazné v jiznim Japonsku a n¢kolika dalSich zemi (Hinuma et al., 1981; Matsuoka et
Jeang, 2007). V soucasné dob¢ na toto onemocnéni neexistuje 1é¢ba a sttedni doba preziti je
pouze 13 mésicl, avSak vysledky raznych klinickych studii pouzivajici kombinovanou
chemoterapii vedou ke zlepSeni doby pieziti u pacientt s agresivnim ATL (Tsukasaki et al.,
2007). Piitestovani NK314 na buné&nych liniich ALT bylo zjisténo, Zze vedle indukce
dvouretézcovych zlomti DNA inhibici topoizomerazy II, zptisobuje NK314 indukovanou
degradaci katalytické podjednotky protein kinazy zavislé na DNA (DNA-PK) (Hisatomi et
al., 2011). Protein kinaza zavisla na DNA (DNA-PK) hraje dilezitou tlohu pfi opravé
poskozené DNA a krom¢ katalytické podjednotky ma také regulacni podjednotku dimer
proteind Ku70 a Ku80 (Muller, Calsou et Salles, 2000).

Obr. 18: Chemicka struktura NK314.

2.5.3 Preparat Ukrain™

Ukrain™ (celandin) je preparat obsahujici polosyntetickou slouceninu odvozenou
od benzo[c]fenanthridinového alkaloidu chelidoninu, ktery je obsazen v rostliné
Chelidonium majus. V roce 1983 byl na mezinarodnim kongresu chemoterapie ve Vidni
pfedstaven jako nadéjny kandidat pro 1é¢bu rakoviny. Udajné se jedna o konjugét kyseliny
thiofosforecné se tremi molekulami chelidoninu (Obr. 19). V nékolika statech byvalého
Sovétského svazu ma povoleni ke klinickému pouzivani (Nowicky, 1983; Ernst et Schmidt,
2005). Pod kodovym oznaenim NSC-631570 prosel nezavislym testovanim na 60
nadorovych bunéénych liniich v National Cancer Institute. Jeho mechanismus G¢inku neni
objasnén, nekteré studie mu ptisuzuji selektivni plisobeni na inhibici riistu pouze vici

bunkam nadoru, bez ovlivnéni normalnich zdravych bunék (Ernst et Schmidt, 2005).
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Obr. 19: Chemicka struktura slouceniny udajné obsazend Vv pripravku Ukrain™

Selektivni ptsobeni vysvétluji na zaklad¢ odlisného naboje na povrchu nadorovych
bunck. Za klidovych podminek je uvniti bunck zaporny néboj a vné bunky kladny naboj,
coz je dano odlisnou koncentraci iontli v intracelularnim a extracelularnim prostredi burky.
Avsak téméf u vSech metabolicky aktivnich rakovinnych bunék je znamo, ze vylucuji velké
mnozstvi laktatu. Tento jev je diisledkem zvySené glykolyzy, a tim nadorova buiika ziskava
na povrchu negativni naboj (Chen et al., 2016). Béhem vyroby preparatu Ukrain™ se jeho
ucdinna struktura stava pozitivné nabita, ¢imz vysvétluji jeho vysokou afinitu k rakovinnym
bunkam (Hohenwarter et al., 1992). Mechanismus jeho u¢inku je popisovan inhibici
polymerace mikrotubuli a naslednou zménou jejich dynamiky v procesu déleni buiiky ¢i
indukci apoptozy skrz ovlivnéni mitochondridlniho membranového potencidlu, coZ je
doprovazeno aktivaci kaspaz (Habermehl et al., 2006).

Dal$im navrhovanym mechanismem ptisobeni této latky je inhibice tvorby novych cév
zasobujicich nador. Inhibice angiogeneze také brani tvorbé metastaz (Uglanica et al., 1996).
Dle autorti ma tento ptipravek také schopnost povzbudit imunitni systém, kdy v nékterych
imunitnich cilovych efektorovych systémech vyznamné zesilil maligni toxicitu makrofagi,
lymfocyti a NK bun¢k a stimuloval zrani dendritickych bunék in vitro (Nowicky et al.,
1992; Mozhenok et al., 2005; Yu et al., 2008). To, ze by se m¢lo jednat o velmi nadéjnou
latku je dle autorti také dano tim, Ze jeji terapeuticky index byl vypocéten na 1250, coz je
neobvykle vysoké pro protirakovinovy ptipravek. Terapeuticky index konvencnich
cytostatickych piipravkl je v rozmezi 1,4-1,8. Autofi studie uvadéji, Ze neexistuje riziko

predavkovani diky jeho velmi vysokému terapeutickému indexu (Sotomayor et al., 1992).
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Neékterymi autory jsou vySe uvedené ucinky této latky zpochybniovany, jako
Vv piipadé studie Panzer et al. (2000a). Cilem této studie bylo zjistit mechanismus pisobeni
ptipravku Ukrain a potvrdit jeho selektivni toxicitu vii¢i malignim buiikdm zkoumanim jeho
ucinklt na rast, pribéh bunééného cyklu a morfologii na dvou malignich, dvou
transformovanych a dvou normélnich bunécnych linii. Také byly porovnavany jeho Gc¢inky
s benzo[c]fenanthridinovym alkaloidem chelidoninem, od néhoz je obsahova latka
Ukrainu™ odvozena. V experimentu, kdy byl kterykoliv ze Sesti bunéénych typi ovlivnén
50 mg/ml preparatu Ukrain™ po dobu 48 nebo 120 hodin, doslo k signifikantni inhibici
rustu. Ve vSech bunéénych liniich Ukrain™ zpusobil akumulaci bunék ve fazi G2/M,
a v bunikach pusobil neselektivné na inhibici polymerizace tubulinu. Dale bylo zjisténo, Ze
ucinky tohoto pfipravku jsou velmi podobné ucinkiim chelidoninu, ktery vykazuje
neselektivni cytotoxické ptisobeni (Panzer et al., 2000a). Z téchto dtvodi byl preparat
podroben metoddm HPLC a LC-MS, vnichz bylo potvrzeno, Ze prepardt Ukrain™
neobsahuje nic jiného, nez smés alkaloidu z rostliny Chelidonium majus a zadna trimerni
struktura chelidoninu zde prokazana nebyla a dfive popisované ucinky jsou zptisobeny smési
alkaloidi obsazenych ve vlastovi¢niku (Panzer et al., 2000Db).

Dnes uz je zcela ziejmé, Ze se jednalo o podvod, nebot’ pan Nowicky byl v kvétnu
2016 Nejvyssim videniskym soudem odsouzen K tiiletému vézeni za Sifeni zakazanych 1éka
a podvodnictvi s vyrobnimi znaCkami. Je zaznamendno mnoho piipadl, kdy Nowicky
prodaval nacerno tento neschvaleny ptipravek po celé Evropé€, ¢imz si pfiSel zhruba na 1,1
milionu eur (https://ac24.cz/-/zpravy-ze-sveta/10266-lek-rakovina-vezeni). Paradoxem je,
ze vroce 2004 byl za tento ,,objev nominovan na Nobelovu cenu za chemii

(http://www.ukrin.com/docs/lettertonobel.pdf).

2.6 Fenanthridinova analoga benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi

Sanguinarin a chelerythrin jsou pomérn¢ dobie prostudované slouceniny, které¢ vykazuji
Sirokou $kélu biologickych ucinkt. V pfedchozich kapitolach byly popsany vysledky
modifikaci jejich struktury, které se vSak obvykle tykaly substituci. Pokusi modifikovat
heterocyklickou kostru benzo[c]fenanthridinii je vyrazn€¢ méné, vétSina z téchto studii
popisuje syntézu riznych izomernich a aza analogickych struktur (Yu et al., 2003; Yapi et
al., 2010; Steinhauer et al., 2016), s vyjimkou benzo[h]chinolond, které jsou strukturné
ptibuzné benzo[c]fenanthridinim, ale postradaji D kruh (Janin et Bisagni, 1993). Proto byly
nedavno pfipraveny fenanthridiny ptibuzné benzo[c]fenanthridinim, které nemaji

benzenovy kruh A. Zplsoby jejich ptfipravy zaloZené na analogickych zpiisobech piipravy
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fenanthridinovych alkaloidii jsou pfipravovany k publikaci (Lasak et al., v recenznim
fizeni). Testovana série obsahuje derivaty, které se 1isi v pfitomnosti hydroxy, methoxy
a benzyloxy skupiny v poloze 7, methylendioxy mustky v poloze 2,3- nebo 3,4-, ale vSechny
slouceniny obsahuji 8-methoxy skupinu. Derivaty byly pfipraveny bud’ jako volné baze,
nebo ve forme protonovanych soli, tudiz v nékterych slouceninach je heterocyklicky dusik
dostupny v kvarterni form¢ s methylovou substituci. Takovéa variabilita umoznila vytvofit
pfedbézné vztahy struktury a aktivity pro antiproliferacni aktivitu a porovnat noveé

syntetizované fenanthridiny se znaimymi benzo[c]fenanthridiny.

Tab. 1: Testované latky a jejich cytotoxicita na bunécné linii MCF-7

TESTOVANE LATKY ICs0 [uM]
5667 51
5669 11,4
5672 1,7
5673 10,7
5678 2,5
5681 12,9
5685 16,4
5686 20,1
5690 17,3
5691 23,7
5692 11,9
5693 9,2
5695 23
5696 4,5
5701 17,1
5703 27,3
5705 15,9
5706 10,3
5707 45,9
5814 1,37
5898 7,7
5899 4,3
6385 8,7
6386 5,2
6389 21,3

NK109 4,6
SA 2
CHE 5,9
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2.6.1 Struktury studovanych litek
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Obr. 20: Struktury studovanych fenanthridinovych latek
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pristroje a vybaveni

Béhem zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity néasledujici pfistroje:
flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO2 inkubator (Sanyo),
mikroskop Nikon TMS (Nikon), centrifuga BR4i (Jouan), vodni lazen, ultrazvukovy
homogenizator Sonoplus HD2200 (Bandelin), UV-VIS spektrofotometr UV-1800
(Schimadzu), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad),
blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), chemiluminiscen¢ni kamera LAS4000
(FujiFilm), pratokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC — MPL (Beckman Coulter),

fluorescencni reader pro mikrotitra¢ni desti¢cky Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystem).

3.2  Pouzité chemikalie

V experimentalni casti byly pouzity ndasledujici chemikalie: ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), trypsin, kultivaéni médium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), dimethylsulfoxid (DMSO), penicilin,
streptomycin, glutamin, aprotinin, leupeptin, dithiothreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fluorid sodny, Nonidet P-40, akrylamid,
tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100, 5-bromo-2°‘-deoxyuridin (BrdU),
propidium jodid, 4-methyl-umbelliferyl B-p-galaktosid (MUG), acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-
7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC) od firmy Sigma Aldrich; hovézi sérovy
albumin (BSA) od firmy Invitrogen; Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
od firmy MP Biomedicals; chemiluminiscen¢ni substraty luminol a peroxid od firmy
Thermo Scientific; 2- merkaptoethanol a Ponceau S od firmy Serva; chlorid sodny,
dodecylsiran  sodny (SDS) aglycerol od firmy Lach-Ner; dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu disodného, ethanol, chlorid draselny a chlorid sodny od firmy Penta;
dihydrogenfosfore¢nan draselny od firmy Chemapol; formaldehyd od firmy MP

Biomedicals.

3.3 Pouzité roztoky

Pti experimentech bylo pracovéno s nésledujicimi roztoky:
PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOa, 2 mM KH2PO4 (pH = 7,4 - 7,5);
TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);
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RIPA pufr: 20 mM TRIS (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2 mM
NaF, 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4), pied pouzitim pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
10 pg/ml leupeptin, 10 pug/ml aprotinin;

Cinidlo Bradforda; 0,01% Coomassie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina fosforecna;
5x SDS vzorkovy pufr: 03 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol,
0,05% bromfenolova modf, 5% 2-merkaptoethanol,;

Elektoforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;

Blokovaci roztok: 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20;

Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin¢ octové,

Reakéni pufr pro fluorimetrické stanoveni aktivity kaspazy 3/7: 25 mM PIPES/KOH (pH =
7,3), 2 mM EGTA, 2 mM MgCly, pted pouzitim pfidan: 5 mM DTT, 100 mM PMSF;
Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS s 0,1%
Tween 20, 0,5% BSA v PBS a 2 M HCl s 0,5% Triton X-100.

3.4  Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity specifické monoklonalni protilatky od
firmy Cell Signalling (PCNA, p53, p21, yH2Ax) a protilatka od firmy Santa Cruz
Biotechnology (PARP). Pii western blottingu byly primarni protilatky vizualizovany pomoci
sekundarnich protilatek znacenych kotfenovou peroxidazou RAM/Px (rabbit anti-mouse)
a SWAR/Px (swine anti-rabbit) od firmy Sigma Aldrich. Pfi cytometrickych analyzach byla
pouzita protilatka anti-BrdU znacena fluorescenc¢ni latkou FITC (fluorescein izothiokyanat)

od firmy Roche.

3.5 Pouzité bunécné linie
Pro experimenty byly pouzity adherentni nadorova bunécnad linie MCF-7 odvozena
od lidského prsniho adenokarcinomu a suspenzni bunécna linie K562 odvozena od lidské
myeloidni leukémie. Pro stanoveni aktivace transkripce p53 byla pouzita melanomova linie
ARNS8 se stabiln¢ transfekovanym reporterovym konstruktem s p53-responzivnim
elementem.

Bunécéné linie byly kultivovany na Petriho miskdch v zivném médiu DMEM
s obsahem fetalniho teleciho séra (10 %), penicilinu (0,1 mg/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml)
a L-glutaminu (0,3 mg/ml) v inkubatoru pii teploté 37 °C v atmosféie s obsahem 5 % oxidu

uhlic¢itého.
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3.6  Studované slouc¢eniny

V experimentalni C¢asti diplomové prace byly studovany biologické ucinky nékolika
vybranych substituovanych derivati kvarternich benzo[c]phenanthridinovych alkaloidt
chelerythrinu a sanguinarinu. Slouc¢eniny byly pfipraveny docentem Jakubem Styskalou
z Katedry organické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
Struktury byly potvrzeny analyzami hmotovou spektrometrii, nuklearni magnetickou
rezonanci a elementarni analyzou. Cistota studovanych sloudenin byla min. 99 %.
Slouc¢eniny byly rozpustény v DMSO a piipraveny zasobni roztoky o koncentraci 100 mM.
Tyto zasobni roztoky byly uchovavany pfi teplot¢ 4 °C a fedény tésné pied pouzitim

do kultivacniho média tak, aby koncentrace DMSO v kultivaénim médiu nepiesahla 0,1 %.

3.7 SDS-PAGE, western blotting a imunodetekce

Bunééna linie MCF-7 byla kultivovana na Petriho miskach pfi teploté 37 °C v atmosféfe
obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého. Buiiky byly vysazeny v poc¢tu 1,5 milionu na 1 Petriho
misku, poté nasledovala 24 hodinova inkubace, aby doslo k adhezi bunék ke dnu kultiva¢ni
nadoby. Po inkubaci bylo v Petrtho miskdch vyménéno médium za médium, které
obsahovalo nafedéné testované latky v poZzadované koncentraci (2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20
uM). Toto médium bylo ponechano na miskach 24 hodin. Poté byly burniky pfipraveny
na sklizeni. Jako kontrola byly pouzity bunky, ke kterym bylo pfiddno médium
s odpovidajicim mnozstvim DMSO.

Bunky byly sklizeny pomoci Skrabky, kterou byly uvolnény ode dna kultivaéni
nadoby a preneseny do zkumavky. Zkumavky obsahujici buiiky byly centrifugovany po
dobu 8 minut pii 1000 g a teploté 4°C a 2x promyty roztokem PBS. Po druhém promyti byly
buniky pfeneseny do 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugovany a po odstranéni supernatantu
byly bunécné pelety uskladnény pii -80 °C.

Poté¢ byly pelety resuspendovany v daném mnozstvi lyzaéniho pufru RIPA dle
velikosti peletu. Buiikky byly lyzovany 15 minut na ledu a poté sonifikovany pomoci
ultrazvukového homogenizatoru (3 cykly, 10 sekund, 40 % max.). Vzorky byly
centrifugovany po dobu 25 minut pii 14000 g a teploté 4 °C. Supernatanty byly pfeneseny
do mikrozkumavek a metodou podle Bradfordové byla stanovena koncentrace proteinti
pomoci RIPA pufru a byl pfidan vzorkovaci pufr pro elektroforézu. Nakonec byly lyzaty

denaturovany 5 minut pfi teploté 95 °C a uskladnény v mrazaku pfi teploté -20 °C.
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Proteiny byly separovany diskontinudlni elektroforézou v 10% a 15%
polyakrylamidovém gelu v kombinaci se zaostfovacim 5% gelem. Separace proteinl
probihala pii napéti 80 V po dobu asi 30 minut a jakmile proteiny dosahly déliciho gelu bylo
napéti zvySeno na 120 V. Po elektroforetické separaci byly proteiny pteneseny z gelu
na nitrocelul6zovou membranu metodou western blottingu. Membrana s pfenesenymi
proteiny byla nafezana podle zndmé hmotnosti analyzovanych proteinti. Poté byly nafezané
membrany blokovany po dobu 1 hodiny v 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20, ¢imz bylo
zabranéno vzniku nespecifickych vazeb. Pro imunodetekci proteinii byly na membrany
naneseny specifické primarni protilatky, inkubace probihala pfes noc pii teploté 4 °C. Pred
nanesenim sekundarnich protilatek byly membrany promyty roztokem TBS a roztokem TBS
s 0,1% Tween 20. Inkubace sekundarni protilatkou probihala 1 hodinu pfi pokojové teploté.
Poté nasledovalo druhé promyti vroztoku TBS a vroztoku TBS s0,1% Tween 20.
Pro vizualizaci proteind bylo nutné naneseni roztoku luminolu a peroxidu v poméru 1:1.

Signal byl detekovan pomoci CCD kamery LAS4000.

3.8  Pritokova cytometrie
Pro studium bunécného cyklu metodou pratokového cytometru byla bunééna linie MCF-7
kultivovdna na Petriho miskach pfi teploté¢ 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % oxidu
uhli¢itého. Buiiky byly vysazeny v poctu 500 tisic na jednu Petriho misku a nasledovala
24 hodinova inkubace. Poté bylo builkdm vymeénéno médium za médium obsahujici
testované latky v pozadovanych koncentracich (1x ICsp, 3X 1Cs0). Po 24 hodinach byly
buniky sklizeny trypsinizaci. Kultivaéni médium bylo ptfeneseno do zkumavek, buiiky byly
oplachnuty roztokem EGTA, ktery byl poté také ptenesen do zkumavek. Do Petriho misek
byl napipetovan trypsin, ktery byl ponechan 5 minut pfi 37 ° C. Jeho plisobenim doslo
k odlepeni bunék ode dna misky. Proteolyticky ucinek trypsinu byl zastaven ptidanim
kultivacniho média DMEM a cely obsah byl opét ptidan do zkumavek. Zkumavky obsahujici
buiiky byly centrifugovany 8 minut pii 1000 g a 4 °C. Kultiva¢ni médium bylo odsato
a bunécny pelet byl proplachnut 1 ml PBS. Nasledovala dalsi centrifugace za stejnych
podminek a odsati PBS. Poté bylo k bunéénému peletu ptidano 100 pul PBS a 1 ml 70%
ethanolu, ktery byl ptidavan po kapkach za mirného vortexovani, ¢imz doslo k zafixovani
bunék. Minimalni doba fixace byla 30 minut na ledu.

Po fixaci byly buniky centrifugovany 8 minut pti 1000 g a 4 °C, supernatant byl odsat
a bunky byly promyty 0,5% BSA vPBS s0,1% Tween 20. Nasledn¢ byly bunky
resuspendovany v PBS obsahujici propidium jodid (10 pg/ml) a po ptlhodinové inkubaci
ve tmé pii1 pokojové teploté byly analyzovany pritokovym cytometrem.
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Pro méfeni bunééné syntézy DNA, byl k buiikam hodinu pfed ukoncenim inkubace
S testovanou latkou pfidan 10 uM 5-bromo-2’-deoxyuridin, ktery je do DNA inkorporovan
misto thymidinu. Buniky byly poté sklizeny a zafixovany 70% ethanolem. Po fixaci byly
buiiky centrifugovany 8 minut pii 1000 g a 4 °C a poté promyty 1% BSA v PBS s 0,1 %
Tween 20. Nasledovala 30 minutova inkubace za pokojové teploty 2 M HCl s 0,5% tritonem
X-100, po které byly buiiky promyty 0,1 M Na2B407.10H20 (pH = 8,5) a 1% BSA v PBS
$0,5% Tween 20. Inkubace bunék s protilatkou anti-BrdU-FITC trvala 1 hodinu
pii pokojové teploté ve tm¢, po niz byly bunky promyty 1% BSA v PBS s 0,5% Tween 20.
Nasledovala centrifugace, bunéény pelet byl resuspendovan v PBS obsahujici propidium
jodid (10 pg/ml) a po pulhodinové inkubaci pfi pokojové teploté¢ ve tmé byly bunky

analyzovany prutokovym cytometrem.

3.9 Aktivace p53

Transkripéni aktivita proteinu p53 u latek 5898 a NK109 byla testovana v bunééné linii
ARNS, ktera nese stabiln¢ integrovany reporterovy gen pro -galaktosidazu kontrolovany
promotorem p53. Transkripcni aktivita p53 odpovidala indukci exprese B-galaktosidaze.
Buniky byly vysazeny do mikrotitracni desticky v po¢tu 13 tisic na jednu jamku.
Po 24 hodinové inkubaci nasledovalo pfidani testovanych latek v pfislusné koncentraci
(20 ul). Nasledujici den byl kbunkam pfidan substrat B-galaktosidazy MUG (4-
methylumbelliferyl-p-p-galaktosid) a pomoci fluorescenéniho readeru byla zméfena mira

fluorescence fluorescen¢ni znacky MUG pi1 360/460 (ex/em).

3.10 Fluorimetrické stanoveni kaspazy 3 a 7

Pro stanoveni kaspazové aktivity byla pouzita suspenzni bunééna linie K562, ktera byla
kultivovana na Petriho miskach pfi teplot¢ 37 °C v atmosféte obsahujici 5 % oxidu
uhlic¢itého. Bunky byly vysazeny do mikrotitra¢ni desticky v poctu 25 tisic na jednu jamku,
poté nasledovala 24 hodinova inkubace. Nasledujici den bylo k buikdm pfidano médium
(20 pul) obsahujici testované latky o pozadované koncentraci (10 uM a 50 uM). Ovlivnéni
bunék latkami probihalo 24 hodin a 48 hodin. Po uplynuti této doby byl do jamek k buitkdm
pfidan reak¢ni pufr (3x koncentrovany, 50 pl/jamka, sloZeni viz. kap. 5.3), ke kterému bylo
tésné pred pouzitim ptidano DDT, PMSF a substrat pro kaspazu 3 a 7 (Acetyl-Asp-Glu-Val-
Asp-7-amido-4-methylkumarin). Vzorky byly inkubovany 3 hodiny a poté byla zmétena
mira fluorescence pii 346/442 nm (ex/em) pomoci fluorescenc¢niho readeru pro mikrotitracni

desticky Fluoroskan Ascent od firmy Labsystems.

37



4 VYSLEDKY

4.1  Analyza bunééného cyklu metodou priitokové cytometrie

Pro sérii dvaceti nové syntetizovanych fenanthridinovych derivati byla provedena studie
jejich vlivu na bunéény cyklus nadorové bunécné linie MCF-7. Derivaty byly aplikovany
ve dvou koncentracich (1x a 3x ICsg) a ovlivnéni latkami trvalo 24 hodin. Po této dob¢ byly
bunky sklizeny pro analyzu DNA pomoci pritokové cytometrie po barveni propidium
jodidem, coz je barvivo, které se interkaluje do struktury DNA a po ozafeni svétlem o vinové
délce 488 nm dochazi k emisi fluorescence. Ta je zachycovana detektorem pritokového
cytometru. Pro lepsi posouzeni vlivu na bunéény cyklus byla pouzita také referencni
sloucenina se znamymi biologickymi ucinky — benzo[c]fenanthridinovy derivat NK1009.
NK109 vykazuje svou cytotoxickou aktivitu inhibici topoizomerazy Il vyvolavajici zlomy
DNA, pii¢emz poskozeni DNA ma za nasledek zastaveni buné¢ného cyklu ve fazich G2/M
(Fukuda et al., 1996).

Vliv studovanych sloucenin na bunéény cyklus se lisil (Obr. 21). U nejvice
cytotoxické latky 5672 doslo ke snizeni Sa G2/M bunééné populace, zatimco slabé
cytotoxicka sloucenina 5686 zpusobila vyrazny G2/M blok jiz pti koncentraci 1x ICsp.
TaktéZ u latky 5667 byl detekovan pomérné silny G2/M blok a nartist bunééné populace
v subGl1 fazi. Kontrolni latka NK109 zpisobila ptredpokladané zablokovani bunééného
cyklu v G2/M fazi, které ale nebylo tak vyrazné jako u vySe zminénych latek 5667 a 5686.
U vétSiny ostatnich latek bylo pozorovano snizeni S a G2/M faze. Tyto rozdily naznacuji, ze
studované slou¢eniny mohou mit riizné molekularni cile.

U latek, u kterych byl zjistén urcity zadsah do bunééného cyklu, byla provedena dalsi
analyza pro potvrzeni jejich t€¢inku (Obr. 22 a 23). Jelikoz u n€kterych latek nebyl vysledek
pfedchoziho méfeni zcela jednoznacny, byly tyto latky rovnéZ podrobeny analyze.
Navic byly testovany znamé benzo[c]fenanthridinové alkaloidy sanguinarin a chelerythrin.
Bunécna linie MCF-7 byla ovlivnéna latkami ve tfech koncentracich na zdklad¢ jejich
hodnoty I1Cso po dobu 24 hodin. U obou latek 5667 a 5686 byl v koncentraci 20 uM potvrzen
silny G2/M blok a narist subG1 populace, kterd odpovida apoptotickym buiikdm. U vétSiny
latek bylo potvrzeno snizeni faze S a faze G/M (Obr. 22). U sanguinarinu byla v koncetraci
10 uM detekovéna sniZena hladina bunék v G1 fazi a mirny narist S fazové bunécné
populace. Koncentrace sanguinarinu 20 uM byla pro bunky pravdépodobné jiz piilis
cytotoxicka, proto v této koncentraci nebylo mozné detailnéji bunécny cyklus analyzovat.
Chelerythrin ovlivnil bunéény cyklus podobné jako sanguinarin a tento ti¢inek se projevil

pti koncentraci 20 uM (Obr. 23).
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Obr. 22: Ucinek studovanych ldtek na bunécny cyklus ve tiech koncentracich v linii MCF-7
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Obr. 23: Ucinek kontrolnich latek na bunécény cyklus v linii MCF-7.

Pro detailnéjsi analyzu bunééného cyklu byla vyuzita metoda pritokové cytometrie
s detekci inkorporace 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU). BrdU je analog thymidinu
inkorporovany do DNA délicich se bun€k béhem S faze. Tato metoda tak umoziuje detekci
aktivné proliferujicich bunék. Vizualizace BrdU byla provedena pomoci anti-BrdU-FITC
znacené protilatky, jejiz signal byl méten pritokovym cytometrem. Latky pro analyzu byly
vybrany na zédkladé prechozich experimenti a jejich vysledkii. VSechny testované
slouceniny byly pouzity v koncentraci 10 uM, jimiz byla ovlivnéna bunééné linie MCF-7
po dobu 24 hodin. Z nové syntetizovanych sloucenin, které zpusobily pokles aktivné se
replikujicich buné€k, byl nejvyraznéjsi ucinek pozorovan u latek 5672, 5678, 5695, 5898
a 5899 (Obr. 24). Narust apoptotickych bunék byl pozorovatelny na histogramech u latek
5667 a 5678. Ackoliv byla pozorovana Vv predchozim experimentu zvysena faze S, tak zde

se ukazalo, ze replikace DNA v téchto buiikach neprobiha.
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Obr. 24: Ucinek studovanych latek na bunécny cyklus v koncentraci 10 uM v linii MCF-7.
Burniky byly dvojité znaceny pomoci BrdU a propidium jodidu (P1).
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4.2 Imunodetekce vybranych proteini

Ptedchozi cytometrické analyzy odhalily vyrazné subG1 populace u ovlivnénych bunéénych
kultur, které indikuji probihajici bunénou smrt. Pro lepsi pochopeni antiapoptotického
uc¢inku studovanych sloucenin byl proveden dalsi experiment, ve kterém byly v ovlivnénych
bunkach linie MCF-7 detekovany proteiny, které souvisi s posSkozenim DNA a apoptdzou.
Studované latky byly pouzity v koncentraci 10 uM a doba jejich ptisobeni byla 24 hodin.
Jednim z detekovanych proteinti byl fosforylovany histon H2AX (Ser139), ktery slouzi jako
ukazatel poskozeni DNA, konkrétné piitomnosti zlomii v obou fetézcich DNA. Jelikoz UV
zafeni zpisobuje dvoufetézcové zlomy DNA, predpokladal se intenzivni signdl prave
u bunék, které byly sklizeny 2 hodiny po ozaieni UV (20 pJ/m?). Signal zde ale detekovan
nebyl (Obr. 26), a proto byl proveden pokus, jehoz cilem bylo zjistit, zda je protilatka
funkéni. Bylo zjisténo, Ze pro pozitivni detekei fosforylovaného histonu H2AX je nutné
sklizeni bun¢k po delsi dobé nez 2 hodiny po ozatfeni (Obr. 25). Nejvyrazngjsi signal fosfo-
histonu H2AX byl detekovan u kontrolni latky NK109 (Obr. 26).
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Obr. 25: Oveéreni ucinnosti protilatky fosfo-histonu H2AX na bunécné linii MCF-7, ktera

byla vystavena UV zareni a sklizena po 2 a 5 hodindch po ozadreni.

U novych fenanthridinovych derivati se hladina tohoto proteinu pfili§ nelisila, ale
u latek 5667 a 5669 byl pozorovan signal silngjsi (Obr. 26). Dal§im z detekovanych proteinti
byl protein p53, ktery také hraje kli¢ovou roli v reakci na poskozeni DNA a protein p21,
jehoz aktivita je stimulovana proteinem p53. Signély obou proteinti u testovanych latek spolu
korelovaly, zvySena hladina byla detekovana u latek 5667, 5673, 5686 a NKI109.

Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkl byla provedena detekce PCNA.
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Obr. 26: Viiv novych fenanthridinovych derivatii na aktivitu proteinii souvisejicich
s poskozenim DNA v linit MCF-7. Latky byly pouzity v koncentraci 10 uM a doba jejich
pusobeni byla 24 hodin. Jako kontrola rovnomérného naneseni vzorkii byla provedena

detekce PCNA.

Pro pfesnéjsi stanoveni u¢inné koncentrace byly vybrané latky (5672, 5673, 5898,
6385, 6386 a NK109) testovany v koncentra¢ni fadé (Obr. 27). V tomto experimentu byla
navic byla zjiStovana i hladina proteinu PARP (Poly(ADP-ribose)polymerasa) a jeho
Stépeni. Tento protein je znamym substratem kaspazy 3, jejiz aktivita je jednim
z charakteristickych znakl apoptdzy. Kaspaza 3 se Gcastni vnitini apoptotické kaskady
av ptipadé jeji aktivace dochazi ke §tépeni proteinu PARP na dva fragmenty. Stépny
fragment (89 kDa) byl vizualizovan v lyzatu bunék vystavenych ptsobeni latky 5672
v koncentraci 20 uM. Detekce proteinti p53 a p21 koreluje s piedchozimi vysledky, kdy
u latky 5672 v 10 pM koncentraci nebyla hladina téchto proteint vyrazné zvySena. Naopak
u latky 5673 byly p53 a p21 aktivovany u bunék ovlivnénych 10 uM koncentraci dané latky.
Fosforylovany histon H2AX se ani u jedné latky detekovat nepodafilo.
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Obr. 27: Vliv novych fenanthridinovych derivati 5672 a 5673 na aktivitu proteinii
souvisejicich s poskozenim DNA a apoptozou v linii MCF-7. Latky byly pouzity
v koncentraci 2,5-5-10-20 uM a doba jejich piisobeni byla 24 hodin. Jako kontrola

rovnomeérného naneseni vzorkii byla provedena detekce PCNA.
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Dals§imi bliZe charakterizovanymi latkami byly 5898 a NK109. Hladina proteinu p53
u latky 5898 byla zvySena v koncentraci 20 uM, v této koncentraci také doslo ke Sté€peni
proteinu PARP. ZvySena hladina proteinu p21 nebyla detekovana. Latka NK109 se
vzrustajici koncentraci zvySovala hladinu proteinu p21 a p53 a v koncentraci 20 uM

zpusobovala $tépeni proteinu PARP (Obr. 28).
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Obr. 28: Viiv novych fenanthridinovych derivatii 5898 a standardu NK109 na aktivitu
proteinii souvisejicich s poskozenim DNA a apoptozou v linit MCF-7. Latky byly pouzity
v koncentraci 2,5-5-10-20 uM a doba jejich piisobeni byla 24 hodin. Jako kontrola

rovnomeérného naneseni vzorkii byla provedena detekce PCNA.

U latek 6385 a 6386 byla pomoci imunodetekce zjiSténa zcela odlisnéd aktivita
stanovovanych proteint. Zatimco u latky 6385 nebyla v zadné z koncentraci detekovana
zvysena hladina ani jednoho proteinu souvisejiciho s poSkozenim DNA, u latky 6386 byla
vyrazna aktivita proteinu p53 jiz v koncentraci 5 uM. U této latky byl v nejvyssi koncentraci
pozorovan signal fosfo-histonu H2AX a v koncentraci 2,5 a 5 pM signal proteinu p21.
Stépeni proteinu PARP vyvolala 20 uM koncentrace latky 6386 (Obr. 29).
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Obr. 29: Viiv novych fenanthridinovych derivati 6385 a 6386 na aktivitu proteinii
souvisejicich s poskozenim DNA a apoptozou v linii MCF-7. Latky byly pouZity
v koncentraci 2,5-5-10-20 uM a doba jejich piisobeni byla 24 hodin. Jako kontrola

rovnomerného naneseni vzorkit byla provedena detekce PCNA.
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4.3  Transkripéni aktivita proteinu p53

Predchozi experimenty prokazaly vliv nékterych fenanthridinovych derivati na bunécnou
koncentraci nadorového supresoru p53. Jeho hladina je pfi plisobeni podnétli zpiisobujicich
poskozeni DNA zvySovana a zaroven dochazi k jeho aktivaci. Pro ovéfeni aktivity proteinu
p53 Vv buiikach vystavenym vlivu fenanthridinovym derivatim byla pouZzita bunééna linie
ARNS. Tato linie nese stabiln¢ integrovany reporterovy gen pro P-galaktosidazu, ktery je
kontrolovany promotorem obsahujicim p53 vazebnou sekvenci rozliSovanou pouze
funk¢énim proteinem 53. Buné¢na linie byla inkubovana s latkami 5898 a NK 109, které byly
pouzity v 10 koncentracich (0-40 uM) po dobu 24 hodin. Pomoci fluorescen¢niho readeru
byla zméfena mira fluorescence rozkladného produktu MUG (4-methylumbelliferyl-f-p-
galaktosid) pii 360/460 (ex/em). U obou latek byla pozorovana aktivace proteinu p53
(Obr. 30). Latka NK109 je ucinngjsi — K aktivaci transkripce p53 dochazi pti nizsi
koncentraci a hladina MUG je i vyssi. U latky 5898 byla maximalni hladina transkripéni
aktivity pozorovana v koncentraci 20 uM. Vysledky koreluji s vysledky imunodetekce
proteinu p53.
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3000
2500
2000
1500
1000

500

fluorescence MUG

0 10 20 30 5898
koncentrace latky [pM] —m— NK109

Obr. 30: Sledovani transkripcni aktivity proteinu p53 v bunécné linii ARNS stanovené
pomoci aktivace reporteroveho genu kodujiciho f-galaktosidazu. Aktivita p53 byla vztazena
ke katalyticke aktivite p-galaktosidazy, jejiz exprese je kontrolovana p53-responzivnim

promotorem.
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4.4  Stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7

Jelikoz je jednim z charakteristickych znakti apoptozy aktivace kaspaz st€penim neaktivni
prokaspazy na aktivni kaspazu, byl u série vybranych latek sledovan vliv na bunécnou
aktivitu kaspaz 3 a 7. Experiment probihal na suspenzni buné¢né linii K562, ktera byla 24
a 48 hodin ovlivnéna latkami v koncentraci 10 a 50 uM. Pomoci fluorimetrického méteni
byly ziskény absolutni hodnoty fluorescence substratu kaspaz 3 a 7. Tyto hodnoty byly
normalizovany podle signalu kontrolniho vzorku a pfevedeny na hodnoty relativni (Obr. 31
a 32). K vyznamné&j$imu zvySeni kaspazové aktivity doslo u buné¢k, které byly ovlivnény
testovanymi latkami po dobu 48 hodin (Obr. 31). Nejuc¢inngjsi latka vyvolavajici aktivaci
kaspaz byla NK109. Téméf u vsSech latek byla vySsi aktivita kaspaz pozorovana
v koncentraci 10 uM. Vyjimkou byla latka 5667, ktera byla G¢inngjsi v koncentraci 50 uM,
avsak rozdil oproti niz8i koncentraci byl minimalni. Zaroven byla u této latky pozorovéna
nejvyssi relativni kaspazova aktivita ze vSech nové syntetizovanych latek. Sanguinarin
a chelerythrin byly pouzity jako srovnavaci slouceniny a jejich vliv byl srovnatelny

s vétSinou latek.

Kaspazova aktivita - K562, 48 hod.
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Obr. 31: Relativni aktivita kaspaz 3 a 7 V bunécné linii K562 po 48 hodinové kultivaci se
studovanymi latkami v koncentracich 10 a 50 uM. Fluorescence byla mérena po 3 hodindch

inkubace.
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Kaspazova aktivita - K562, 24 hod.
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Obr 32: Relativni aktivita kaspaz 3 a 7 V bunécné linii K562 po 24 hodinové kultivaci se
studovanymi ldatkami v koncentracich 10 a 50 uM. Fluorescence byla mérena po 3 hodindch

inkubace.
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3) DISKUZE

Benzo[c]fenanthridinové alkaloidy byly na zakladé mnoha experimentii vyhodnoceny jako
latky s Sirokym spektrem biologickych U¢inkli. Vyznamny je piedev§im prokazany
antiproliferacni a proapoptoticky t¢inek vii¢i mnoha typim nadorovych bunécénych linii
(Hatae et al., 2015; Chen et al., 2016; Weerasinghe et al., 2001). Biologicka aktivita
benzo[c]fenanthridinovych alkaloidii je vysledkem jejich molekularnich interakei s nékolika
riznymi cili uvnitt bunky (Maiti et Kumar, 2010). Mezi hlavni cile patii pravé nukleové
kyseliny a snimi spojené fyziologické procesy. Cilem této diplomové prace bylo
prostudovat antiproliferacni aktivitu nekolika noveé syntetizovanych fenanthridinovych
derivatli odvozenych od sanguinarinu a chelerythrinu, které pfipravil doc. Jakub Styskala
z Katedry organické chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
(Lasék et al., v recenznim fizeni), a pokusit se nalézt zavislost mezi strukturou a u¢inkem.

Pro analyzu bunécného cyklu byly vybrany slouceniny, jejichz hodnota ICsg
neptesahovala koncentraci 30 uM v linii MCF-7. Pro porovnani byla spolu s novymi
fenanthridinovy derivaty béhem experimentd pouzita i latka NK109. Jedna se o synteticky
benzo[c]fenanthridinovy derivat, ktery je charakterizovan jako inhibitor topoizomerazy II
vyvolavajici zlomy DNA, pficemZ poskozeni DNA ma za nasledek zastaveni bunécného
cyklu ve fazi G2/M (Fukuda et al., 1996). Latky zptsobujici jesté silngjsi G2/M blok, nez
kontrolni latka NK 109 byly 5667 v koncentraci 10 uM a 5686 v koncentraci 20 p. Strukturné
se jedna o velmi podobné latky liSici se substituentem v poloze 7, pfi¢emz u latky 5667 se
zde nachazi methoxy skupina a u latky 5686 hydroxy skupiny. Na struktufe 5686 se navic
na dusiku nachazi methylova skupina. U obou latek byla také detekovana zvySena populace
v subG1l fazi, kterd odpovidd apoptotickym bunikdm. Naopak u nékterych latek doSlo
k poklesu S a G2/M faze a ke zvyseni G1 faze, tento efekt byl velmi vyrazny u nejvice
cytotoxické latky 5672 v koncentraci 5 uM. Zastava bunécného cykluve fazi GO/G1 byla
pozorovana i v n€kolika studiich benzo[c]fenanthridinovych latek (Adhami et al., 2004;
Slunska et al., 2010). Tyto rozdily naznacuji, ze studované slouceniny mohou mit rizné
molekularni cile.

Imunodetekci byly u studovanych latek sledovany hladiny proteini souvisejicich
s poskozenim DNA (YH2AX, p53, p21, PARP). V experimentu, v némz byly v§echny latky
pouzity ve stejné koncentraci 10 pM v linit MCF-7 byly signaly proteinti nejvyrazngjsi
ulatek 5667, 5673, 5686 a NK109. Vramci tohoto experimentu byl testovan také
chelerythrin, u kterého byla jiz diive zjistén vliv na fosforylaci histonu H2AX.
V melanomovych bunkach A-375 zpusobil fosforylaci fosfo-histonu H2AX, avsak

v melanomové linii SK-MEL-2 k vyrazné fosforylaci nedoslo (Hammerova et al., 2011),
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stejné jako v tomto experimentu, kde sou¢asné nebyla pozorovana zvySena hladina proteinu
p53 a p 21. Slabé nebo zadna aktivita téchto proteint po plisobeni chelerythrinu byla také
pozorovana v melanomovych buiikach (Hammerova et al., 2011). U Sesti latek byla
pro detailnéjsi studium a stanoveni presnéjsi koncentrace nutné pro aktivaci detekovanych
proteinti pouzita koncentracni fada (2,5-5-10-20 uM). Krom¢ latky 6385, dochéazelo u vSech
ostatnich (5672, 5673, 5898, 6386 a NK109) se vzrlstajici koncentraci latky k aktivaci
sledovanych proteinti. Nejucinngjsi latka byla 6386, jejiz struktura je totozna s latkou 5686,
lisi se pouze aniontovou skupinou. Tato latka vyvolala zvySenou aktivaci p53 a p21 v 5 uM
koncentraci. Signal fosfo-histonu H2AX a §tépného fragmentu PARP byl pozorovan u bunék
ovlivnénych 20 uM koncentraci. U latky 6385 nebyla detekovana zadna odezva na hladinu
proteint.

U dvou latek (5898 a NK109) byl zjistovan jejich vliv na transkripéni aktivitu p53
ve stabiln¢ transfekovanych buiikdch ARNS, které obsahuji reporterovy gen kodujici -
galaktosidazu. Aktivita p53 byla vztazena ke katalytické aktivité P-galaktosidazy, jejiz
exprese je kontrolovana p53-responzivnim promotorem. Cilem bylo provést srovnéavaci
analyzu s vysledky ziskanymi pomoci imunodetekce proteinu p53. U obou latek byla
pozorovéan pozitivni vliv na transkripéni aktivitu p53. Uéinnost latky 5898 byla nizsi,
k maximalni aktivaci doslo v koncentraci 20 puM, zatimco u latky NK109 bylo toto
maximum pozorovano v koncentraci 6,7 uM. VIiv benzo[c]fenanthridinovych alkaloidt
na hladinu p53 je v literatufe zdokumentovan. Sanguinarin a chelerythrin jsou schopny
zvySovat hladinu p53 v nadorovych bunikach (Malikova et al., 2006), i kdyZz neni zcela
ziejmé, jestli je tato akumulace spojena s mechanismem pulsobeni, nebo je pouze jejim
dusledkem (Hammerova et al., 2011).

Poslednim experimentem, ktery byl u studovanych sloucenin proveden, bylo
stanoveni aktivity kaspaz 3 a 7, jelikoz aktivace kaspdz je jednim z charakteristickych znaka
apoptozy (Klener et Klener, 2010). Suspenzni bunééna linie K562 odvozena od myeloidni
leukémie byla ovlivnéna latkami ve dvou koncentracich (10 uM a 50 uM) po dobu 24 a 48
hodin. Efekt testovanych latek na kaspazovou aktivitu byl vyrazngjsi pfi ovlivnéni bunék
po dobu 48 hodin, coz muze souviset s rychlosti pribéhu apoptozy. Pozdni apoptoza je
u benzo[c]fenanthridinovych alkaloidii sanguinarinu a chelerythrinu prokazana studiemi
(Vrba et al., 2008; Vrba et al., 2008). Témét u vSech latek byla hladina kaspaz vyssi pii
pouziti 10 uM koncentrace; niz§i odezva na vyssi koncentraci (50 pM) pravdépodobné
souvisi opét s rychlosti probihajici apoptozy. Nejucinnéjsi latka vyvolavajici aktivaci kaspaz
byla NK109. VSechny testované nové syntetizované benzo[c]fenanthridinovych derivaty

vykazovaly nizsi ucinnost nez latka NK109. Nejvyssi aktivita kaspaz 3 a 7 byla pozorovana
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u latky 5667. Zajimavy vysledek byl zjistén u latky 6386, u niz bylo imunodetekci
pozorovano Stépeni proteinu PARP v koncentraci 20 puM. Tento protein je pti indukci
apoptdzy Stépen kaspazou 3, a tudiz se predpokladala jeji vyssi hladina, coz ale vysledky
kaspazové aktivity nepotvrzuji. Moznym vysvétlenim by mohlo byt pouziti odlisnych
bunécnych linii u obou testl, kdy stejnd latka nemusi byt v riiznych liniich stejné aktivni.
Vliv benzo[c]fenanthridinovych alkaloidd na apoptézu v leukemickych bunkach byl jiz
diive studovan; sanguinarin zvySoval aktivitu kaspaz v leukemické linii U937 (Han, Yoo et
Choi, 2008).

I kdyZ z provedenych experimentl vyplyva, Ze nejvétsi antiproliferativni aktivitu
vykazuje latka jiz znama pod oznaCenim NKI109, tak je jeji limitaci metabolizace
na inaktivni produkt (Guo et al., 2007). Z nové¢ syntetizovanych fenanthridinovych derivata
byly na zaklad¢é nckolika experimentti vyhodnoceny jako nejucinnéjsi latky 5667, 5672
a 5686/6386. Z hlediska struktury jsou v§echny tti latky benzo[c]fenanthridinovymi derivaty
postradajici kruh A se substituenty v polohach 2 a 3, vniz se u vSech nachazi
methylendioxydova skupina a se substituenty v polohach 7 a 8. Poloha 8 nese methoxy
skupinu a v poloze 7 se vyskytuje bud’ methoxy skupina, nebo hydroxy skupina. Divodem
nejvetsi antiproliferacni aktivity latky 5667 je pravdépodobné i to, Ze se jedna o latku
nenabitou, tudiz 1épe prochazi skrze bunéénou membranu. U derivati obsahujici
substituenty v polohach 3 a 4 se vyznamna antiproliferacni aktivita neprojevila, Stejné tak
u derivati nesouci v poloze 7 benzyloxy skupinu.

Pro dalsi studium téchto latek by bylo vhodné provéfit jejich schopnost indukovat
bunénou smrt bunky Vbunécnych liniich s nefunkénim genem pro protein p53.
Bylo zjisténo, ze mutace tohoto genu se vyskytuji u vice nez 50 % lidskych nadort
a inaktivace p53 maji obecné velky vyznam v diagnostice zhoubnych nadorii a jsou
povazovany za vyznamné prognostické faktory. Ztohoto divodu je pfinosnéjsi, aby
potencialni latky indukovaly apoptdzu nezavislou na funkci p53 (Lane, 2005). Ani v piipadé
jiz znamych benzo[c]fenanthridinovych neni zcela jednoznacné, zda jejich proapoptické
ucinky jsou zavislé na aktivité p53, avSak vétSina autort uvadi, Ze tyto latky jsou schopny
indukovat bunéénou smrt nezavisle na funkci p53 (Matkar, Wrischnik et Hellmann-
Blumberg, 2008; Hammerova et al., 2011).

o1



6  ZAVER
Pomoci nékolika metod byly charakterizovany nékteré biologické vlastnosti novych
fenanthridinovych derivata pfipravenych jako analoga benzo[c]fenanthridinovych derivata
V bunéénych liniich MCF-7, K562 a ARNS. Testovana série obsahovala fenanthridinové
derivaty postradajici benzenovy kruh A a derivaty se liSily V pfitomnosti substituenti
v polohach 2, 3, 4, 7 a 8, kterymi byly hydroxy, methoxy, methylendioxy a benzyloxy
skupiny.

Zvysledkti vyplyvd, Zze studované slouceniny vykazovaly antiproliferani
a proapoptotickou aktivitu, ale nemaji vyssi potencial nez latka NK 109, ktera byla pouzita
pro srovnani. AvSak velkym omezenim této latky pro klinickém vyuZiti je jeji metabolizace
na neaktivni produkt. Z nové¢ syntetizovanych derivatl byla vyhodnocena jako nejucinné;jsi
latka s oznacenim 5667, kterd nese na fenanthridinovém skeletu v poloze 7 methoxy
skupinu, v poloze 2,3 methyldioxy mistek a 8-methoxy skupinu. Tato latka zptsobila v 10
uM koncentraci vyrazny G2/M blok, pfi imunodetekci byla v téze koncentraci detekovana
fosforylace histonu H2AX a zvySena hladina proteinti p53 a p21 a byl u ni pozorovan
vyrazny vliv na aktivitu kaspaz 3 a 7. Proto by bylo vhodné u tohoto derivatu blize

charakterizovat jeho biologické ucinky.
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8  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
Ac-DEVD-AMC Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin

AKT Protein kinase B

AP-1 Activator protein 1

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1
ATP Adenosine triphosphate

ATP Adenosine triphosphate

BA Benzophenanthridine alkaloids
Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2

BrdU 5-bromo-2’-deoxyuridine

BSA Bovine serum albumin

CAMP Cyclic adenosine monophosphate
CDK Cyclin-dependent kinase

DDT Dithiothreitol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle
DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

DNA-PK DNA-dependent protein kinase
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EGTA Ethylenglycoltetraacetic acid
ERK Extracellular-signal-regulated protein kinase
FITC Fluorescein isothiocyanate
GSK3-p Glycogen synthase kinase 33
HIV Human immunodeficiency virus
HPLC High-performance liquid chromatography
HTLV-1 Human T-lymphotropic virus 1
hTR Human telomerase RNA

CHE Chelerythrine

ICso 50% inhibitory concentration
IL-1 Interleukin-1

IxB Inhibitor of nuclear faktor kB
JNK c-Jun N-terminal kinase

MAPK Mitogen-activated protein Kinase
MEK Mitogen-activated protein kinase
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MKP-1
MMP
mTOR
MUG
NF-xB
PARP
PARP
PBS
PCNA
PI3K
PKC
PMSF
QBA
Raf
RIPA
ROS
SA
SDS
SDS-PAGE
STAT3
TBS
TEMED
TNF-a
TRIS
uv
VEGF

Mitogen-activated protein kinase-1

Matrix metalloproteinase

Mammalian target of rapamycin
4-methylumbelliferyl-p-p-galaktosid

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Poly(ADP-ribose) polymerase

Poly (ADP-ribose) polymerase

Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
Phosphatidylinositide 3-kinase

Protein kinase C

Phenylmethylsulfonyl fluoride

Quaternary benzophenanthridine alkaloids
Rapidly accelerated fibrosarcoma
Radioimmunoprecipitation buffer

Reactive oxygen species

Sanguinarine

Sodium dodecyl sulphate

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Signal transducer and aktivator of transcription 3
Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiammin

Tumor necrosis factor-o
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Ultraviolet

Vascular endothelial growth factor
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