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Cytotoxické ucinky derivati Amaryllidaceae alkaloidi
na lidské bunécné linie
Souhrn

vvvvvvvv

tomuto druhu onemocnéni podlehlo téméf 10 milionii pacientl S predpokladem kazdoro¢niho
navySovani poc¢tu jak nové diagnostikovanych, tak zemftelych. Z tohoto diivodu je snaha hledat
nova alternativni farmaka K jiz pouzivanym. Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou producenty
fady alkaloidu, u kterych byla zjisténa antirpoliferacni aktivita i U nadorovych bunéénych linii,
proto mohou byt v budoucnu jednim z druhti 1é¢by téchto onemocnéni. Pro zvySeni jejich
ucinnosti se ptipravuji jejich derivaty, u kterych se predpokldda mozna zvysSena biologicka
aktivita.

Na zaklad¢ téchto tvrzeni bylo testovano 30 derivatu galanthaminu na jejich cytotoxickou
aktivitu na bunééné linie kolorektalniho karcinomu Caco-2, HT-29 a normalni bunky tenkého
stteva linie FHs 74Int. Pomoci tetrazol bromidu byla stanovena hodnota ICso.

Jak ukazuji vysledky, tak 13 z 27 derivatd galanthaminu mutze ptsobit cytotoxicky na linie
kolorektalniho karcinomu. Nejvyssi cytotoxickou aktivitu prokazal derivat AM-29 (I1Cso
bunééné linie HT-29 1,36 + 0,11 uM alinie Caco-2 1,90 + 0,76 uM) a derivat
AM-21 (ICsq pro linie HT-29 2,76 + 0,01 uM).

Vysledky ukazuji, Ze n¢které derivaty mohou mit v budoucnu jisty potencial pro tvorbu
novych chemoterapeutickych farmak. A je vhodné se jim vénovat déle jak po strance biologické
aktivity, tak po strukturni, kdy znamenaji solidni zéklad pro dal$i Gpravy v jejich struktufe.

Klic¢ova slova: Amaryllidaceae; Caco-2; cytotoxicita; FHs 74Int; nddorova onemocnéni;
stfevni epithel



Cytotoxic effects of Amaryllidaceae alkaloid derivatives
on human cells line

Summary

Cancer is the third leading cause of death worldwide. In 2020, almost 10 million patients
succumbed to this type of disease, with the assumption of an annual increase in the number of
both newly diagnosed and deceased. For this reason, there is an effort to find new alternative
drugs to those already used. Plants of the Amaryllidaceae family are producers of a number of
alkaloids in which antirpoliferative activity has also been found in tumor cell lines, so they may
be one of the treatments for these diseases in the future. To increase their effectiveness, their
derivatives are prepared, which are expected to have possible increased biological activity.

Based on these claims, 30 galanthamine derivatives were tested for their cytotoxic activity
on Caco-2, HT29 colorectal cancer cell lines and normal FHs 74Int intestinal cell lines. The
ICs0 value was determined using tetrazole bromide.

As the results show, 13 of the 27 galanthamine derivatives may be cytotoxic to

colorectal cancer lines. The highest cytotoxic activity was demonstrated by the AM-29
derivative (ICso of the HT-29 cell line 1.36 = b0.11 uM and the Caco-2 line 1.90 £ b0.76 uM)
and the derivative AM-21 (ICso for HT-29 lines 2.76 + 0.01 pM).
The results show that some derivatives may have some potential for the development of new
chemotherapeutic drugs in the future. And it is appropriate to pay attention to them both in
terms of biological activity and structural, when they provide asolid basis for further
adjustments in their structure.

Keywords: Amaryllidaceae; Caco-2; cytotoxicity; FHs 74Int; cancer, intestinal epithelium
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou znejcastéjSich pfi¢in umrti po celém svéte.
Z celkového poctu vice nez 19 milionu novych ptipada piedstavuje kolorektalni karcinom treti
nejcastéji se vyskytujici druh nadorového onemocnéni s 2 miliony pacienty a tmrtnosti 33 %,
hepatokarcinom je pak 4. nejCastéji se vyskytujici s 1 milionem pacientii a imrtnosti az 90 %.
V pristich letech se ocekava znacny nartst piipadt nadorovych onemocnéni, do roku 2035 by
mohlo jit az 050% rast. Diky stidle se zdokonalujicim metoddm lécby by pocty obéti
onemocnéni mély klesat.

Z tohoto divodu je snahou hledat potenciondlni protinadorové ucinné latky. Tyto
potencionalni latky se hledaji nejcastéji Vv rostlinach a derivatech odvozenych od piirodnich
latek. Mezi zdroje takto aktivnich latek patii i ¢eled” Amaryllidaceae, ktera je vyznamnym
zdrojem rostlin bohatych na rostlinné alkaloidy, u kterych jiz byla prokézana protinddorova
aktivita a které maji v praxi zna¢né vyuziti. Tyto rostliny ale také obsahuji fadu latek, u kterych
neni terapeuticky efekt vyznamny. Z tohoto divodu je snaha latky synteticky pfipravovat
a upravovat tak jejich chemickou strukturu pro ziskani u¢innych latek s vyuZzitim nejen pii lécbe
nadorovych onemocnéni.

Prace byla zaméfena na antiproliferacni aktivitu proti buitkkdm kolorektalniho karcinomu
linii HT-29 a Caco-2, kvili pandemické situaci zptisobené Covid-19 neprobéhl vyzkum na
bunécnych liniich hepatocelularniho karcinomu.



2. Cil prace

Hypotéza: Derivaty alkaloidi Amaryllidaceae maji cytotoxicky ucinek a maji selektivni
ucinek.

Cilem diplomové prace je testovani derivata alkaloida Amaryllidaceae na panel bunék
stievniho epithelu, ktery obsahuje jak nadorové, tak zdravé bunééné linie. A nasledné stanovit
selektivitu jednotlivych derivata a jejich potencionalni zatazeni do dalSich fazi testovani.



3. Literarni reSerse

3.1. Vyskyt nadorovych onemocnéni

Nédorova onemocnéni pfedstavujici jednu z nejcastéjSich pticin umrti v rozvinutych
(26 %) a druhou nejcastéjsi pricinu (45 %) umrti vV zemich tetiho svéta, celosvétove se pocty
pacientli, zasazenych timto druhem onemocnénim stile zvySuji (@CFR_org 2020).
Mezinarodni agentura pro vyzkum nadorovych onemocnéni (International Agency for Research
on Cancer, IARC) ptedpoklada v pftistich 10 letech az 70% zvySeni vyskytu onkologickych
onemocnéni. Nejcasteji diagnostikovanym nadorovym onemocnénim je rakovina plic, ktera je
nasledovéana rakovinou prsu arakovinou gastrointestinalnim traktu, kde se jedna nejcastéji
0 kolorektalni karcinom (KK) (obr. 1). Pfestoze byl v poslednich letech zaznamenéan velky
pokrok v oblastech prevence, chapani i 1é¢by nadorovych onemocnéni, stale je velké mnozstvi
pacientd, ktefi tomuto typu onemocnéni podlehnou zejména z toho diivodu, ze jsou nadorové
bunky rezistentni k pouzitému druhu 1éCby, spocivajici zejména v pouziti cytostatik (obr.2)
(Mellor & Callaghan 2008). Tyto rezistentni buiiky mohou ¢asto piedstavovat problém, jelikoz
se mohou volng¢ $ifit do dalSich organt (Mellor & Callaghan 2008; Havelek et al. 2014).
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Obrazek & 1: Cetnost piipadii na jednotliva onkologicka onemocnéné (Sung et al. 2021)
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Obrizek &. 2: Umrtnost na jednotliva onkologicka onemocnéné (Sung et al. 2021)
3.1.1 Pri¢iny vzniku nadorového onemocnéni

Celosvétove jsou hlavnimi pti¢inami (z 90 %) vzniku onkologickych onemocnéni zejména
koufeni, konzumace alkoholu, nizky piijem vlakniny, ovoce a zeleniny (obr. 3) a vyssi vék (obr.
4). V bohatsich zemich jsou pak dal§imi pfi¢inami obezita s nizkou mirou pohybové aktivity.
Zbylych 10 % predstavuji genetické pti¢iny (Anand et al. 2008).
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Obrazek ¢ 3: Graf A predstavuje procentudlni porovnani mezi vn&j§imi a genetickymi faktory vzniku
onkologickych onemocnéni. Graf B zobrazuje, které organy jsou nejcastéji postizeny onkologickymi
onemocnénimi diky genetickym pfedpokladim. Graf C ptedstavuje porovnani vnéjsich ¢initeld na vznik
onkologickych onemocnéni (Anand et al. 2008).
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Obrazek ¢. 4: Graf predstavuje zvySovani rizika onkologickych onemocnéni pfi zvySovani véku
(cancer.gov 2015)

Zejména koufeni a piti alkoholu, ale i dalsi faktory maji za nasledek vznik oxida¢niho
stresu, ktery neustdle pusobi na télni buiiky prostiednictvim exogennich volnych radikali.
Nejvyznamnéj§imi z nich jsou reaktivni formy kysliku (ROS — reactive oxygen species)
a reaktivni formy dusiku (RNS — reactive nitrogen species) (Hole¢ek 2010). Nicméné kromé
exogennich volnych radikalt ptisobi i endogenni volné radikaly, jejichz zdrojem jsou procesy
uvnitf organismu, napi. reakce zanétlivych procest (Storz 2005; Holecek 2010; Cadet &
Wagner 2014).

ROS/RNS podporuji bunéénou proliferaci, prezivani, bunéénou migraci a poskozeni DNA
vedouci ke vzniku nadoru (Storz 2005). Poskozeni DNA za¢ina zménami v chromozomech,
které vedou k hromadéni mutaci (alteraci) gend pro fizeni proliferace, diferenciace a apoptozy
bunck (Holecek 2010). Diky tomu jsou nddorové bunky ristové sobéstacné a mohou se Sifit
dale po organismu bez toho, aby byly zastaveny signdly pro zastaveni rlistu, mohou se
neomezené déElit a vyhybat se apoptdze. V ptipadé, ze se bunky budou délit a shlukovat
pohromadé na jednom misté, hovofime 0 nezhoubném / benignim nadoru, ktery je ostie
ohraniCen, netvoii metastazy aje mozné jej chirurgicky odstranit. Pokud ale dochazi
k uvoliiovani bunék do okolnich tkani, pak hovofime 0 zhoubném / malignim nadoru. Sifenim
nadorovych bun¢k do dalsich tkani mohou vznikat sekundarni nadory, tzv. metastaze (Douglas
Hanahan 2019).

3.1.2 Kancerogeneze

Nadorova onemocnéni vznikaji slozitym procesem — kancerogenezi. Je to komplexni
vicestupniovy proces, ktery je také Casto popisovan jako somaticky vyvoj, ktery se sklada
z iniciace, propagace a progrese. Pfi iniciaci dochazi k vytvafeni preneoplastickych bunék,
které¢ vznikaji nevratnou mutaci, nejcastéji zplisobenou biologickymi, chemickymi nebo
fyzikélnimi karcinogeny. Tyto mutace se nejCastéji vyskytuji U genil, které¢ piimo ovliviiuji
cytogenezi, apoptozu a opravy DNA, diky ¢emuz dochazi k Sifeni bunék s touto genetickou
zménou. V promoc¢ni fazi dochazi k nartistu poctu bun€k a to bud’ poklesem apoptézy nebo
selektivnim mnozenim dcefinych bun¢k (Lynne Eldridge 2020). V této fazi tedy dochazi
k nahromadéni mutaci a zvySeni nerovnovahy genetickych a epigenetickych zmeén. Progrese je

tretim krokem kancerogeneze, kde se postupné projevuji genetické zmény. Timto dochéazi
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k pfemén¢ zdravé bunky na buniku nadorovou. Produkované buiky jiz nejsou diferenciovany
a dochazi k abnormalnimu bunécnému déleni (Gatenby & Gillies 2008).

3.1.3 Apoptéza

Apoptéza (obr. 5) je naprogramovana bunécna smrt, kdy staré anepotiebné bunky
odumiraji ajsou nahrazovany builkami novymi. Ve zdravém organismu je apoptodza
Vv rovnovaze Sbunéfnou proliferaci, pii onkologickych onemocnénich tomu tak ale
neni, pfevlada zde bunééna proliferace (Adams & Cory 2007; Wang et al. 2019). Apoptdza
probiha diky specifickym protedzam — kaspazam. Pfi bunééné apoptdze dojde v buiice k mnoha
zménam, dochdzi ke smrs$tovani buiiky, rozpadu jejiho jadra, zahusténi cytoplazmy, zkapalnéni
chromatinu nebo bobtnani membran. Poté dochézi k rozdéleni celé buiiky za ucasti apoptického
téliska, které je slozeno z Casto jest¢ funkcnich organel, cytoplazmy, plazmatické a bunécné
membrany, které pak brani tniku intracelularnich latek a zptisobeni zanétu. Membrana mé na
své vnéjsi strané fosfatidylseriny, coz jsou latky, které ptitahuji makrofagy. Poté dochézi
k fagocytoze (EImore 2007).

Bobtnani membrany
Rozpad organel S

Smrstovani buiiky N
Kondenzace chromatinu

Apoptdéza '

Fragmentace jadra a organel
Smrstovani bufiky

Vznik apoplastickey télisek

ych télisek

Obrazek €. 5: Schéma apoptozy (Abou-Ghali & Stiban 2015).

3.2 Rizikové faktory vzniku kolorektilniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (KK) je heterogenni onemocnéni, které se vyskytuje v tlustém
stievé a kone¢niku a je charakterizovano fadou genomovych a epigenomovych zmén (Zhang et
al. 2014; Sinicrope et al. 2015; Lee et al. 2017). Je to celosvétove teti nejcastejsi typ
onkologického onemocnéni a ¢tvrta nejcastejsi pri¢ina umrti (obr. 6). Je tietim nejcastéjSim
onkologickym onemocnénim pro muze a druhym nejéastéj$im onemocnénim pro zeny (Siegel
et al. 2015). V roce 2020 pribylo 1 900 000 novych piipadi KK, z toho se ptedpokladalo, ze
nemoc nepiezije zhruba 935 000 pacientt (Sung et al. 2021). Do roku 2035 se piedpoklada rist
onemocnéni asi 0 dalSich 50 %, imrtnost by ale méla v rozvinutych statech klesat ptiblizné na
27 % (Araghi et al. 2018). Toto je velky posun, protoze na zacatku 20. stoleti byla Sance na
preziti u 1é¢enych onkologickych pacientu byla zhruba 50% a neléCeni pacienti méli Sanci na
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preziti pouze 34 % (Wyard 1925). Mezi nejpostizenéjsi zemé patii zemé evropské, mezi
hlavnimi jsou to pak Slovinsko, Kypr, Slovensko a Spanélsko.
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Obrazek €. 6: Incidence nadoru tlustého stieva a kone¢niku v mezinarodnim srovnani (Freddie Bray BSc 2019)

Vznik KK je pomérné dlouhy proces. Prekursorem onemocnéni je vznik displastického
kolorektalniho adenomu a nasledné benigniho polypu ze zlaznatého epitelu tlustého stieva, kde
dochazi ke zméné bunck, které vyustuji ve vyvoj karcinomu. Pfesny diivod, pro¢ kolorektalni
karcinom vznika, zatim neni zcela znam. Pfedpoklada se, Ze se vyviji prostfednictvim
adenomo-karcinomové sekvence, coz je termin k popisu postupné progrese z adenomatdzniho
polypu na nadorové onemocnéni (Shivaram K.Bhat 2015). Existuji rizikové faktory, které
mohou vznik ovlivnit. Vngjsi faktory ovliviiuji az 90 %, zbylych 10 % je ovlivnéno geneticky
(Kolligs 2016).

Analyzou bylo zjisténo, Zze prumérmna doba od prvnich piiznakt a diagnostiky KK je asi
2 tydny. Podle statistik mivaji pacienti 3 az 4 symptomy. Mezi nejCastéjsi patii krvaceni
z konecniku (58 %), bolesti biicha (52 %) a zména stfevniho vstfebavani — priijem nebo zacpa
a hubnuti. Vé&tSina pacientll ma pozitivni okultni testy stolice (Majumdar et al. 1999; Hamilton
et al. 2005; Jellema et al. 2010)

Rizikovymi faktory pro vznik KK je pfedevs§im obezita, kdy jedinci s vysokym BMI (body
mass index, index télesné hmotnosti) mohou mit zvysené riziko nemoci 0 50-70 %, zavislost
mezi BMI a KK byla prokazana jako linearni zavislost (Gerhardsson de Verdier et al. 1990;
Johnson et al. 2013; Golshiri et al. 2016). Dalsimi rizikovymi faktory je piijem potravin
s vysokym obsahem tuku, vysoky pifijem masa, nizky ptijem vlakniny, vitaminu C, vapniku
a selenu, vysoky piijem alkoholu a koufeni, které mize zvysit prevalenci KK az 020 %
(Poynter et al. 2009; Tarraga Lopez et al. 2014). Dédicné faktory zaujimaji asi 10% riziko
vzniku KK, pfedevsim se jednd 0 familiarni adenomat6zni polypdzu, Lynchiiv syndrom a Peutz
— Jeghersuv syndrom (Half et al. 2009; Chae & Jeon 2014; Sehgal et al. 2014; Kolligs 2016).
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Jelikoz rozvoj kolorektalniho karcinomu trva fadu let, Ize rozmachu zabranit predevsim
v€asnou detekci a odstranéni jiz pfitomnych adenomti. K detekci se vyuzivaji screeningové
metody, piedevsim test okultniho krvaceni ve stolici (Kolligs 2016). K témto testim fadime
testy FOBT (fecal occult blood test, fekalni okultni krevni testy) a FIT (fecal immunochemical
test, fekalni imunochemické testy hemoglobinu). VSechny testy funguji na principu detekce
I mikroskopického mnozstvi krve (Kolligs 2016). Dals§imi metodami jsou sigmoidoskopie,
kolonoskopie a jeji modifikace, kdy je stfevo vySetieno endoskopem (Cunningham et al. 2010).

3.3 Rizikové faktory vzniku hepatokarcinomu

Nadorovéa onemocnéni jater zahrnujici hepatocelularni karcinom (HCK) (vyskytuje se u 75
— 85 % ptipadl) a intrahepatélni cholangiokarcinom (zahrnujici 10 — 15 % ptipadl) je ctvrtym
nejcastéj$im divodem Umrti na nadorovd onemocnéni adokonce druhym nejcastéjSim
divodem umrti U muzi. Podle Sung et al. (2021) bylo v roce 2020 diagnostikovano 906 000
nemocnych, z nichz 830 000 pacientli zemielo. Pocet pacientli se kazdym rokem zvySuje.
V oblastech s nizkym vyskytem onemocnéni je nadorové onemocnéni jater diagnostikovano 4x
Castéji U muzl, zatimco v oblastech s vysokou prevalenci je diagnostikovano muzim az 8x
Castéji. Mezi staty s vysokou prevalenci fadime ptfedev$im malo rozvinuté staty vychodni

a jihovychodni Asie (obr. 7), kde je tamni populace vystavena zvysené mife rizikovych faktord,
jako je chronicka infekce virem hepatitidy B (HBV) nebo virem hepatitidy C (HCV),
potravinam kontaminovanych aflatoxiny, zvySenému pfijmu alkoholu, obezité, koufeni
a diabetu 2. typu (McGlynn et al. 2015; Wong et al. 2017; Singh et al. 2018).

Jatra

Vychodni Asie HEE ST R 26.8
Jihovychodni Asie
Severni Afrika

- Mikronésie/Polynésie

| Mongolia

Melanésie
Zapadni Afrika
Jizni Evropa
Severni Amerika
Stiedni Afrika
. Australie/Novy Zéland
Zapadni Evropa
Jizni Afrika
Stiedni Amerika
Severni Evropa
Karibik
Vychodni Afrika
Vvychodni Evropa
Jizni Amerika
Zapadni Asie
Jizni Asie

120 80 40 0 40 80 120
Veékoveé standardizovana incidence na 100 000 obyvatel
Mwi I Zeny
Obrazek €. 7: Incidence hepatokarcinomu mezinarodni porovnani mezi muzi a Zenami (Freddie Bray BSc 2019)
HCK je vysledkem mnoha rtiznych etiologickych faktora, jako jsou HBV, HCV, alkohol,
aflatoxiny, vrozené a ziskané metabolické nemoci. Karcinom muize pochéazet ze zralych
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jaternich bunék nebo progenitorovych bun¢k. Molekularni zaklad progresi HCK se proto miize
lisit v zavislosti na rtiznych faktorech (Hani Alotaibi 2016).

Hlavnim mechanismem vzniku nddoru je ztrata kontroly nad bunéénym cyklem, coz je
obecny rys pozorovany U vSech nadorovych bun¢k. Tato ztrata kontroly vede ke zvySené
multiplika¢ni tendenci, hyperplazii a nasledné tvorbé nadoru (Michalopoulos 2010). DalSimi
mechanismy je ztrata kontroly nad starnutim buriky (Paradis et al. 2001), dysregulace apoptdzy
(Eguchi et al. 2014), zanét jater zpisobeny cytokiny a hepatokarcinogenese (Singh et al. 2018).

K detekci pritomnosti nadorového onemocnéni véetné HCK 1 KK jsou vyuzivany
nadorové markery (onkomarkery), coz jsou chemické latky produkované nddorem Cci
hostitelskym organismem nebo latky obsazené v nadoru (Urban et al. 2011). U zdravych
jedincti nejsou tyto latky obsazeny, piipadné jsou obsazeny v daleko mensich koncentracich
nez U onkologicky nemocnych lidi. Tyto markery jsou nejcastéji glykoproteiny nachéazejici se
v t€lnich tekutinach, jako je periferni krev a plasma, jedna se tedy o cirkulujici nadorové
markery (Cingelova et al. 2014). Jejich koncentrace zavisi na velikosti nadoru, metabolické
degradaci molekul markeru a intenzité sekrece daného markeru bunkami. Piesny vyznam
onkomarkerd zatim neni znam, pokud ale dojde k vyléceni jedince, jejich koncentrace
v organismu klesne zpét na normalni hodnotu nebo zmizi apln¢ (Urban et al. 2011; Cingelova
(Tatarinov 1988). Je to glykoprotein zodpovédny za pienos steroidd, bilirubinu, mastnych
kyselin, flavanoidu, tézkych kovi aj. (Mizejewski 2001). Jeho hladina je vysoka ve 12-16 tydnu
stati plodu (3 g/1), nasledné dochazi k rychlému poklesu jeho hladiny a v séru jsou detekovany
pouze stopové koncentrace (Debruyne & Delanghe 2008). ZvySenou hladinou tohoto
biomarkeru ale také mizeme piisoudit cirhoze jater nebo chronické hepatitidé (Yoo et al. 2020).
Stejné dulezitym biomarkerem je Des-y-karboxyprothrombin (DKP), coZ je abnormalni forma
protrombinu indukovéna vitaminem K. Tento biomarker indukuje maligni transformaci bun¢k
HCK (Naraki et al. 2002). Dalsimi dulezitymi biomarkery jsou Antigen spinocelularniho
karcinomu (Pozzan et al. 2014), Golgiho protein 73, coz je specificky membranovy protein,
ktery je exprimovan i ve zdravych jatrech biliarnimi epitelialnimi bunikami, pfi chronickych
onemocnénich jater ale jeho exprese prudce stoupa (Block et al. 2005; Yang et al. 2015)
a Glypican-3, coz je glykoprotein na povrchu bunék, ve kterych jsou ulozeny heparansulfatové
glykosaminoglykanové fetézce kovalentné spojeny S proteinovym jadrem, ktery je nadmeérné
exprimovan ve tkanich HCK (Guo et al. 2020).

3.4 Lécba nadorovych onemocnéni
3.4.1 Historie 1é¢by

Pocatky 1€cby nadorovych onemocnéni se datuji do 30. let 20. stoleti, kdy bylo pozorovano,

MV

leukocytt v krvi. Navrhnout G¢innou 1é¢bu se snazil jiz v roce 1943 Gilman, kdy vyuzil prvni
chemoterapeutickou latku pro 1écbu lymfoma - dusikaty yperit. Nasledn€ byly syntetizovany
dalsi protinadorové latky — cyklofosfamid a chlorambucil (Goodman et al. 1946). Poté byl
vyvinut zna¢ny pocet 1€ku, které ale nefungovaly dlouhodobé (Pearson & Eliel 1949). Proto
bylo roku 1955 zaloZeno Nérodni servisni centrum pro chemoterapii nddorovych oenmocnéni
(USA), jehoz ucelem bylo testovat latky proti nddorovym onemocnénim. DalS§im dulezitym
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objevem byla latka karmustin, latka uGcinkujici proti leukemii mysi. Objev byl pievratny
pfedev§im proto, ze latka byla schopna projit hematoencefalickou barierou, coz vedlo
k moznosti 1écby 1 $patné dostupnych nadort napiiklad v centralni nervové soustave (Devita et
al. 1970; DeVita et al. 1975; Arruebo et al. 2011).

3.4.2 Soucasna lééba

Lécba onkologickych onemocnéni je pro pacienty Casto daleko vétsi zatézi, nez je 1écba
jinych chorob, ato predev§im proto, ze 1éCba je zaméfena proti vlastnim lidskym bunkdm
transformovanym v buiiky nadorové. Pii 1é€bé velmi Casto dochazi i k poskozeni okolnich
zdravych tkdni abunék, fada chemoterapeutik ptsobi nefrotoxicky, neurotoxicky,
hepatotoxicky i jinak, coz mohou byt zavazné vedlejsi G¢inky, které mohou vést ke zhorSeni
kvality zivota pacienta po 1é¢bé (Ramirez et al. 2009; Liu et al. 2021). Diky modernim
technologiim se dafi vymyslet nové zptisoby, jak 1éCbu zefektivnit pfi minimu vedlejSich
ucink.

Mezi hlavni 1é¢ebné procesy zahrnujeme chirurgicka feSeni, chemoterapii, radioterapii,
imunoterapii, hormondlni 1é€bu, nové pak muizeme 1é¢it pomoci biologické terapie, laserové
terapie, hypertermie ¢i fotodynamické terapie (Arruebo et al. 2011), dalsi moznosti pak miuze
byt naptiklad alternativni medicina. Podle zdméru mizeme 1é¢bu rozdélit na 1écbu kurativni,
paliativni a symptomatickou. Pfi kurativni 1é¢b¢€ je snaha pacienta vylécit, predpoklada se, ze
se nador do 5 let nevrati. Tato moznost 1é¢by je mozna pouze u nékterych druhti onkologickych
onemocnéni, jako je leukemie, rakovina varlat ¢i trofoblastické karcinomy (van den Bergh et
al. 2013; Le Bian et al. 2020). Druhou moznosti je 1é¢ba paliativni, pti které je snaha zbavit
pacienta projevii onemocnéni a zpomalit ¢i zastavit rGst nddoru. Lécba je ptfedepisovana
U pacientd, ktefi jsou ve $patném nutriénim stavu nebo maji $patnou funkci ledvin, jater ¢i srdce
(Dabetic & Zivkovic 2010; Palma et al. 2019). Poslednim zamérem je 1é¢ba symptomaticka,
pti které jiz neni nadé€je na Giplné vyléceni ¢i zmirnéni ristu nadoru. Tato 1écba se soustiedi
piedevsim na potlacovani bolesti a jinych komplikaci zpisobenych ristem nadoru (Molassiotis
et al. 2017; Pignataro et al. 2017). | pfes mnohé moznosti 1é€by, nadorova onemocnéni patii
hned po kardiovaskularnich onemocnénich k nejsmrtelnéjsSim onemocnénim v rozvojovych
i rozvinutych zemich (obr. 8).
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Obrazek ¢. 8: Pric¢iny tmrti v EU (Eurostat 2021)
3.4.3 Chirurgicky zakrok

Chirurgicky zakrok je jednim z hlavnich prvkl kurativni 1é¢by nddorovych onemocnéni,
v nékterych piipadech je ale zakrok vyuZzivan ijako lécba paliativni. Odhaduje se, ze
chirurgicky zakrok je vyzadovan u 62-80 % pacienti, ale méné neZ Ctvrtina pacienti je
operovana vcas. VCasny chirurgicky zakrok je pfitom hlavnim piedpokladem pro uspésné
vyléceni pacienta. Cilem chirurgickych zakroki je snaha 0 odstranéni nadoru, blizké zdravé
tkang, pripadné i blizkych lymfatickych uzlin. Nejvyssi uspéchy pii 1é€bé touto metodou jsou
docileny u nezhoubnych a pevnych nadort. V dnesni dob¢ uz maji chirurgové fadu moznosti,
jak operace provadét (Zafar et al. 2019). Kromé vyfezavani zasazenych tkani je mozné vyuzit
fady jinych technik. Prvni z nich je kryochirurgie, pii které je nador zni¢en extrémnim chladem
zptisobenym kapalnym dusikem nebo argonovym plynem, tato technika se vyuZziva pii 1écbé
ranné¢ho stadia rakoviny kize nebo pii rakoviné délozniho ¢Cipku (He et al. 2019). Druhou
technikou je vyuziti laseru, kdy dochazi protiznuti tkané silnym proudem svétla. Lasery jsou
vhodné na velmi pfesné operace, coz je vyuzivano pii 1é€be nddorii na povrchu téla nebo na
vnitini vystelce organti jako jsou bazocelularni, cervikalni, jicnovy, malobunéény plicni nebo
vaginalni karcinom (Guimaraes et al. 2018). Hypertermie je tieti technikou, pfi které jsou malé
oblasti t€lesné tkané vystavovany vysokym teplotam, které mohou poskodit ¢i zabit nadorové
bunky, nebo zvysit jejich citlivost na zafeni a jiné chemoterapeutické latky. Hypertermie zatim
neni Siroce dostupna, zatim je pouze studovana v klinickych studiich (Zhao et al. 2021).
BohuZel se pfi chirurgickych zakrocich nejde zcela vyhnout poopera¢nim bolestem zavisejicich
nejcastéji na rozsdhlosti operace ainfekci, kterd mulze byt zapfiinéna Spatnou péci
0 operovanou ranu, nebo pii Spatné hygiené na operacnim sale.
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3.4.4 Radioterapie

Radiacni terapie je lécba ionizujicim zéafenim aje vyuzivana jak pro kurativni, tak
I paliativni zpuisob 1é¢by. Pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni je ucinna piedevsim diky jeji
schopnosti ptsobit piesné na naddory, okolni zdravé tkané jsou zasahovany jen velmi malo. Pti
vysokych davkéch radia¢niho zafeni dochazi k zabiti nadorovych bunék, nebo poskozeni jejich
DNA coz zpomaluje jejich rist. Pokud je DNA poskozena neopravitelné, u nadorové bunky
dochazi k zastaveni bunééného déleni a nasledné smrti. Je dulezité si uvédomit, ze radia¢ni
terapie nefunguje hned, ale je potfeba nékolikadenni az nckolika tydenni 1écby, nez dojde
k dostate¢nému poskozeni DNA bunék, takto poSkozené bunky mohou dale umirat i nékolik
meésict po ukonceni terapie (Chen & Kuo 2017). Radia¢ni terapie se déli na dva druhy — terapii
vnéjsi a interni. Pti vngj$i terapii pacient dochéazi na oSetfeni k pfistroji, ktery lokalné ozatuje
misto nadoru, a je vyuzivana pii 1é¢bé fady nadortt (Dobberfuhl 2019). Pii interni terapii je
pacientovi vlozen do dé€la zdroj zafeni blizko 1é¢ené¢ho nadoru. Tato terapie je pak vhodna
ptedevsim pro 1écbu nadord hlavy, krku, prsu, prostaty, o¢i (Wasan et al. 2017). VedlejSimi
u¢inky mohou byt unava, zvraceni ¢i nevolnosti. Negativem tohoto zpisobu 1écby je
15 — 20 % recidiva u pacientti do 30 let od poc¢ate¢ni diagnozy (Berk & Alfonso 2020).

3.4.5 Imunoterapie

Imunoterapie je cileny druh 1écby, pii kterém je pomahéno imunitnimu systému bojovat
s nadorovymi onemocnénimi. Tento druh 1é¢by tedy nebojuje s nadorem piimo. Diky tomu
dochdzi jen k minimalnimu posSkozeni zdravych tkéni, diky ¢emuz je eliminovéana vétSina
nezadoucich U¢inkd. Imunitnimu systému mizeme dodavat inhibitory imunitnich kontrolnich
bodu, coz vede K blokaci imunitnich kontrolnich bodu, ¢imz je imunitnim buitkdm umoznéno
siln€ji reagovat na bunky nadorové. Dal§i moZnosti je pifenos T-bunék, davkovani
monoklonélnich protilatek nebo vyuziti vakciny ockovanim. Tyto typy 1éEby jsou vyuZivany
pii 1écbé karcinom tlustého steva, plic, prsu nebo jater. Bohuzel zatim nebyl mechanismus
zpisobu boje s nddorovymi bunkami piesné prozkouman a proto je imunoterapie spise
minoritni zpiisob 1€¢by vV porovnani s chirurgickymi fesenimi nebo radioterapii (Hegde & Chen
2020).

3.4.6 Chemoterapie

| pfes veskeré pokroky a vyuzivani novych technologii zistava chemoterapie jako jedna
z nejvyuzivanéjSich l1éebnych metod pro 1écbu nadorovych onemocnéni. Byva vyuZivana
samostatné, nebo v kombinaci sjinymi druhy 1é¢by, nejéastéji je ale vyuZzivana spolu
s chirurgickym zakrokem nebo radioterapii (Lopez-Galindo et al. 2006). Nejcastéji byva
zafazena az po téchto druzich 1éCby, je totiz schopna destruovat zbylé nadorové bunky, coz
vede ke sniZzeni rizika vyskytu metastdz. V tomto pfipadé hovofime 0 adjuvantivni
chemoterapii (Sparano et al. 2018). V n¢kterych piipadech ale byva chemoterapie zatazena
I pfed operaci, ato pfedevsim kvuli zmenseni nadoru a lepsi operovatelnosti. U nékterych
pacientl ale zistava chemoterapie jedinou moznosti 1é€by. Pti téchto ptipadech byva 1écba jak
kurativni, tak i paliativni. Pacientim jsou pfedepisovana cytostatika, tedy farmaka, ktera maji
cytostaticky, nebo cytotoxicky t¢inek (Schirrmacher 2019). Chemoterapeutika jsou pacientim
vétSinou podavéana v nitrozilni formé, infuzn€ nebo peroralné. BohuZel chemoterapeutika
nejsou schopna byt zcela selektivni a zasahuji i rychle rostouci zdravé tkan¢, jako jsou vlasové
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folikuly, bunky kostni dfené nebo gastrointestinalni sliznice (Muhamad et al. 2018). Dalsimi
nezadoucimi vedlejsimi G¢inky pak jsou nevolnosti, prijmy a zvraceni (Ma et al. 2020). Dalsim
negativem je i rezistence nadorovych bunék na chemoterapeutické latky, coz snizuje jejich
ucinnost. Tato rezistence mutiZze byt vrozena nebo ziskanad a je pfedmétem zkouméani mnoha
studii (Wang et al. 2018; Bahar et al. 2019; Cui et al. 2020). Dusledkem rezistence je sniZeni
1é¢itelnosti nadoru a vyssi riziko umrti.

V posledni dobé je pozornost zaméfovana na dodavani chemoterapeutickych latek pomoci
nanocastic. Zaclenénim do nanocastic na bazi lipidi se muze zlepsit specificky ucinek na
nadorové builky. Diky tomu miize byt redukovan vliv nezddoucich u¢inkl na zdravé bunky
a zvysen terapeuticky efekt na buniky nadorové (Li et al. 2019; Dong et al. 2020).

3.4.7 Derivaty prirodnich latek pri 1é€bé onkologickych onemocnéni

wewv

60% podil vSech protinadorovych latek jsou latky pifimo pfirodni, nebo latky od nich
derivované. Téchto latek bylo od roku 1940 schvaleno vice nez 140 (Demain & Vaishnav 2011)
a Vv dnesni dobé jich je pravdépodobné vice. Zdrojem téchto piirodnich latek jsou piredevsim
mikrobi, houby a rostliny tvofici antracykliny, enediyny, indolokarbazoly, izoprenoidy a jiné,
které maji fadu mechanismui podporujici 1é¢bu nadorovych onemocnéni (Neumann et al. 2008).
Mezi hlavni funkéni mechanismy mizeme uvést indukci apoptozy St€penim DNA
zprostfedkovanim inhibice topoizomerazy | nebo II, mitochondridlni permeabilizaci, inhibici
klicovych enzymut tcastnicich se signalni transdukce a inhibici nadorem indukované
angiogeneze (Demain & Vaishnav 2011).

3.4.8 Chemoterapeutické latky rostlinného pivodu

Jak jiz bylo vySe napsano, rostliny jsou jednim z vyznamnych zdroji protinadorovych
latek. Od roku 1961 bylo jako protinadorové 1é¢ivo schvaleno 9 latek — vinblastin, vinkristin,
etoposid, teniposid, taxol, navelbin, docetaxel, kampotecin, topotekan a irinotekan (Dholwani
et al. 2008; Carqueijeiro et al. 2020), dale bylo popsano mnoho latek s chemoprotektivni funkci
jako je kurkumin, fytokanabinoidy, strigolaktony a jiné (Fridlender et al. 2015).

Nejcastéji pouzivané protinadorové alkaloidy ziskavame z rostliny Caranthus roseus
(dtive Vinca rosea, barvinkovec rizovy), rostliny, ktera produkuje az 30 riznych metabolicky
aktivnich alkaloidi, znichz pii 1écbé nejdilezitéjsi jsou alkaloidy znamé jako vinka
alkaloidy - vinblastin a vincristin (obr. 9). S témito alkaloidy se pfi chemoterapii miiZzeme setkat
jiz od 60. let. Protinddorové ucinky jsou vyvolany interferencemi s funkcemi mikrotubult
a inhibici angiogeneze. Dochazi k depolymerizaci mikrotubuli a destabilizaci mitotickych
vieten, coz nakonec vede k cytostatickému u¢inku a pozdé&ji k bunécné smrti (Zhang et al.
2017). Vinka alkaloidy maji také schopnost ovliviiovat syntézu DNA i RNA, transportni
ATPazu nebo lipidovou biosyntézu (Mistry et al. 2019; Rajdova et al. 2020). Klinicka G¢innost
vinka alkaloidii byla prokézéna u Sirokého spektra nadorovych onemocnéni jako jsou
hematologické malignity, solidni nadory, nadorovd onemocnéni zarodecnych bunék C¢i
neuroblastomu (Manohar et al. 2016). Ackoliv ale maji tyto alkaloidy vyznamnou klinickou
aktivitu, u mnoha typt nadort je jejich i€innost omezena diky rezistenci na 1éky (Zhang et al.
2017).
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Obriazek ¢. 9: Molekula vinblastinu vlevo a vinkristinu vpravo
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Druhou latkou, povazovanou za jednu z nejucinnéjSich a nejpouzivangjSich piirodnich
latek, je taxol (obr. 10), znamy téz jako paklitaxel. Tento alkaloid byl objeven v kife Taxus
brevifolia (tis tichomotsky) (Demain & Vaishnav 2011). Pro 1é¢bu jednoho pacienta bylo
potieba vyuzit i¢innou latku z jehlic Sesti vice nez 100 let starych stromt (Horwitz 1994),
proto se dnes vyrabi polysyntézou taxoidt riznych druht tisu, pfedev§im ale Taxus chinensis
(tis ¢insky). Téchto toxoidnich sloucenin je zfejmé vice nez 350. Kviili velkému zajmu o toto
1é¢ivo je snaha syntetizovat taxoly i z jinych rostlin, nez pouze z tist. Jako mozna nahrada se
jevi syntéza z hub, napiiklad Taxomyces adreanae, Pestalotiopsis
microspora, Tubercularia sp. a Phyllosticta citricarpa (Demain & Vaishnav 2011).

Mechanismus, kterym taxol ptisobi na nadorové buriky, byl poznan v roce 1979 a dodnes
je povazovan za jedine¢ny. Na rozdil od jinych protinddorovych 1é¢iv, ktera funguji na principu
zamezeni hromadéni tubulinti do mikrotubuli a tim zabranéni bunéénému de€leni, taxol funguje
opacné. Podporuje shromazd’ovani tubulini do mikrotubull, néasledné zabratiuje jejich
disociaci, ¢imz je blokovana progrese buné¢ného cyklu, coz piedchazi mitdze a inhibuje
bunéény rust (Weaver 2014; Sabzehzari et al. 2020). V roce 1992 byl paklitaxel schvalen pro
1é¢bu pokrocilého karcinomu vaje¢nik (Swain et al. 1995) a od té doby je také vyuzivan pii
1é€be rakoviny prsu, kolorektdlnim karcinomu, rakoviné konecniku, spinocelularnimu
karcinomu mocového méchyte, rakoving plic nebo AIDS (Chen & Shi 2016).

Obrazek ¢. 10: Molekula taxolu

Dalsimi protinddorovymi slouceninami jsou etoposid a teniposid (obr. 11), latky izolované
z rostliny Podophyllum peltatum (naholist stitnaty). Ob¢ latky jsou inhibitory topoizomerazy
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I, enzymu, ktery se podili na ristu eukaryotickych bun¢k (Bender et al. 2008). Etoposid je
schvalen pro 1é¢bu rakoviny plic, choriokarcinomu, rakoviné vajecnika a varlat, teniposid je
pouzivan k 1é¢bé malignich lymfomd, rakoviné moc¢ového méchyte nebo nadorti centralniho
nervového systému (Demain & Vaishnav 2011).

Obrazek ¢. 11: Molekula etoposidu (vlevo) a tenoposidu (vpravo)

3.5 Alkaloidy

Alkaloidy ptedstavuji riznorodou skupinu latek, biomolekul odvozenych od aminokyselin
nebo od transaminace, které se nachazeji po celém svété. Jedna se 0 sekundarni produkty
metabolismu nejcastéji vysSich rostlin, jsou ale znamy i alkaloidy tvofeny endogennim ¢i
exogennim metabolismem zivoc¢icht, hub ¢i bakterii. Sekundarnimi metabolity oznacujeme
latky, které nemaji vliv na rdst, vyvoj ¢i rozmnozovani organismu, maji ale vliv na obranu
organismu proti predatorim, nemocem, parazitim, jiné naopak pomahaji ke zvySeni Sanci
uspésného rozmnozeni (Jing et al. 2014). Protoze je funkce alkaloidii riiznoroda, v nékterych
ptipadech mohou na ¢lovéka pusobit 1é¢ive ¢i jinak blahodarné, jiné mohou i pti velmi malych
davkach pusobit jako smrtelny jed (Prasanta Dey a 2020). Chemicky jsou alkaloidy skupina
sloucenin skladajicich se z atomil uhliku, dusiku a vodiku, dale mohou obsahovat atomy siry,
vyjimecné pak atomy bromu, chloru ¢i fosforu. Jsou to krystalické nepolarni alkalické latky,
Spatné rozpustné ve vod¢, zahrnujici vice nez 3000 rtuznych slouc¢enin (Mondal et al. 2019).
Jsou dé€leny na 2 zakladni skupiny — heterocyklické a exocyklické, z nichz vyznamnégjsi jsou
alkaloidy heterocyklické. Ty muzeme dale délit podle jejich skeletu, biosyntetickych
prekurozort a vlastnosti na alkaloidy:

a) odvozené od ornitinu — pyrolidinové, tropanové a pyrolizidinové alkaloidy

b) odvozené od lysinu — piperidinové a chinolizidinové alkaloidy

€) odvozené od nikotinové kyseliny — pyridinové alkaloidy

d) odvozené od fenylalaninu — tetrahydroisochinolinové a benzyltetrahydroisochinolino-

v¢é alkaloidy

e) odvozené od tryptofanu — indolové alkaloidy.

f) odvozené od anthranilové kyseliny — chinolinové a akridinové alkaloidy.

g) odvozené od histidinu — imidazolové alkaloidy.

h) odvozené od mevalonové kyseliny — terpenové a steroidni alkaloidy
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1) derivaty xantinu — purinové alkaloidy (Debnath et al. 2018)

Diky vysoké variabilité¢ vlastnosti miizeme alkaloidy pouzivat v medicin€ k 1écbé tady
onemocnéni (obr. 11). Mezi nejpouzivanéjsi mizeme zatadit napt. efedrin, chinin, cholin,
kodein, kofein a mnoho dalSich. Ne¢které alkaloidy maji také antiprolifera¢ni aktivitu, nebo
jsou schopny indukovat apoptdzu, coz je vyuzivano pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Mondal
et al. 2019).

Antipsychotika Anticholinergika Opiity Antimalarika

Antinociceptivni aktivita Hz N s s eniic
Antimikrobialni
m. H3C Protipriajmové
HO HiC CH,

Antioxida¢ni aktivita o] CH3

NH
(H chﬁ . H3c§4 Yol OH Analgetika
Stimulanty CNS . O o~
B o}
. 7 Rostlmne ) o>
Anrivirotika o
/ﬁ)J\o

alkaloidy 4

¢ s _N CHzCH
SRR IR C{% Hepatoprotektivni
N
Antidiuretika \—t/(” Antiplasmotické
‘%/\CHZOH
HN RGO co%%:ﬁ?”3 .....

Mozkové stimulitory Chy OH

Antihypersensitiva  Sympatomimetika Antineoplastické
Obrazek &. 11: Uginky alkaloidti (Mondal et al. 2019)

3.5.1 Alkaloidy indukujici apoptézu

Apoptéza ma dualezitou roli pii preziti mnohobunéénych organismi — proces pfirozené
obnovy organismu. Jakdkoliv nevratnd porucha v reguldtorech apoptického aparatu vede
K tumorigenezi. Vyhybani se apoptéze je povazovano za jeden z deseti charakteristickych
znaki onkologickych onemocnéni, proto miizeme kazdou latku indukujici apoptotické signalni
proteiny povazovat za slibny 1ék pii 1é¢bé€ nadorovych onemocnéni (Hanahan & Weinberg
2011).

Alkaloidy poskozujici DNA

Bunky jsou schopny chranit svou DNA dvéma zpisoby. Prvni moZnosti je okamzZita
oprava DNA, v ptipad¢, Ze se tak nestane, dochazi k inaktivaci bunék ukryvajicich poskozené
genomy. Oba mechanismy jsou nezbytné pro udrzeni bunécné stability, protoze poskozeni
DNA je velmi Casto spojeno s mutacemi, coz mize vést k maligni transformaci (Jackson &
Bartek 2009). Dozorovaci aparat, znamy jako kontrolni body, je schopen zastavit postup
bunééného cyklu, dokud nedojde k opravé. Pokud je DNA poskozena nevratné€, dochézi
k apoptoze (Greenbaum 2004). Nadorové buiky si postupem ¢asu vyvinuly schopnost
ptrekonavat kontrolni body a pokracovat ve svém déleni i s poskozenou DNA (Mills et al.
2018). Draha PI3k / Akt je jednou z n€kolika prolifera¢nich drah, ktera podporuje normalni
progresi bunécného cyklu modulaci cyklini a pro-apoptickych proteini. Nadmérné
exprimovany Akt tedy vede k abnormalnim proliferativnim a antiapoptotickym signalim, které
iniciuji transformaci malignich nadord. Mnoho cytotoxickych latek tedy cili na DNA a Akt
drahu bud’ pifimo, nebo neptimo, aby blokovalo buné¢nou proliferaci a indukovalo apoptézu
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(Fruman & Rommel 2014). Jako takové se alkaloidy, které podporuji apoptézu indukovanim
poskozeni DNA, jevi jako skvéla volba pro 1é¢bu rakoviny (Habli et al. 2017). Alkaloidy
S témito schopnostmi jsou predevs$im S timto mechanismem jsou zahrnuty v tabulce ¢.1.

Tabulka €. 1: Vliv vybranych alkaloidii na nadorova onemocnéni (Habli et al. 2017)

Alkaloid Typ nadorového onemocnéni
Katachunin Leukémie

Subditin Nadory prostaty
Rohitukin Néadory prsou, vajeénik, plic

Hirsutin Néadory prsou

Apoptické alkaloidy — aktivatory kaspaz

Cysteinové asparatické proteazy, znamé jako ,.kaspazy*, specificky $tépi své substratové
proteiny na aspartatové zbytky béhem apoptdzy v samo-amplifikacni kaskadé. Kaspazy jsou
dulezitymi ¢initeli v naprogramovanych drahach bunééné smrti. Pfi zjisténi poSkozeni DNA,
cytotoxickymi latkami, produkci ROS, aberantni expresi onkogent nebo aktivaci p53 kaspazy
aktivuji apopticky aparat (Prokhorova et al. 2015).

Tabulka ¢. 2: Mechanismus ptuisobeni vybranych alkaloidi na nddorova onemocnéni (Habli

et al. 2017)
Alkaloid Mechanismus u¢inku Onemocnéni
Stépeni kaspaz -3 a -9 , Dy e
Liriodenin Odtok cytochromu C II_\; Tijr?rglfejlfgirycl){rlrl\
Zvysena exprese p53 a BAX g
Osteokarcinom
: e Renalni adenokarcinom
Kryptolepin Zvyseni exprese p53 a p21 Leukémie
Histiocitic lymfom
Stépeni kaspaz -3 a -9
Clausenidin Odtok cytochromu C Kolorektalni karcinom
Zvysena exprese BAX
Stépeni kaspaz -3 a -9
. Aktivace kaspaz -3 a -9 .
Catachunin Oditok cytochromu C Leukémie
Zvysena exprese BAX
_ Zvysens exprese BAX Hepatocelularni _karcmom
Brucin Snizend exprese Bel-2 Hepatokarcinom
P Kolorektalni karcinom
Stépeni kaspaz -3 a -9
. Odtok cytochromu C .
Subditin Zv§iend exprese p53 a BAX Nadory prostaty
Sax o1 , Nadroy hrudniku? Breast
Rohitukin Stépeni kaspéz -3 a -9 Nadory vajecnikii

Tabernaelegantinin B

aC

Odtok cytochromu C

Stépeni kaspaz -3 a -8

Hepatokarcinom

Kolorektalni karcinom

3.5.2 Antiproliferac¢ni alkaloidy

Antirpolifera¢ni aktivitou rozumime aktivitu latek, které brani v déleni bun&k. Nékteré

alkaloidy maji schopnost piisobit na kontrolni body a tim zplisobovat zastaveni bunécného
cyklu, pficemz mize dojit k opravé poSkozené genetické informace buiiky, nebo mize dojit
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k urychleni pfechodu bunky k apoptdze (Visconti et al. 2016). Priklady latek fungujicich na
tomto principu jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka €. 3: Mechanismus piisobenivybranych antirpoliferaénich alkaloidt (Habli et al. 2017)

Druh nadorového

Nazev Faze ptsobeni . Zdroje
onemocneni
Noskapin G2/M Rakovina prsu, plic, KK (Sajadian et al. 2015)
Liriodenin S Rakovina vaje¢nikd, prsu (Schelz et al. 2016)
Clausenidin G0/G1 KK (Waziri et al. 2016)
Cryptolepin G1/SIG2 Adenokarcinom plic, (Zhu & Gooderham 2006)
osteokarcinom, leukémie
Brucin G0/G1 KK, rakovina plic (Zheng et al. 2013)

Druhym mechanismem zptsobujicim snizovani proliferace bun¢k je snizovani hodnoty
nuklearniho faktoru — Kappa B (NF-xB), faktoru, ktery se jinak podili na aktivaci gent
vedoucich k preziti a proliferaci bun¢k (Neidle 2016). Potlaceni této drahy pomoci hirsutinu ¢i
tomatinu muze vést cytostatickym ucinkiim pti nadorech prsu, prostaty nebo plic (Lee et al.
2011; Lou et al. 2015)

3.5.3 Jiné protinadorové mechanismy

Kromé vyse popsanych mechanismil véda zkouma stalé nové interakce, kterymi by mohly
alkaloidy bojovat s nadorovymi onemocnénimi. Muze to byt napiiklad tvorba G-kvadruplexa
B-karbolinovymi alkaloidy, latek, které maji regulacni funkce na dulezitych onkogenech,
mohou tak pasobit protinadorové naptiklad proti leukémii, rakoving prostaty ¢i zaludku (Neidle
2016; Wang et al. 2016). Dalsim mechanismem je inhibice proteinti, naptiklad proteinu HER2,
pti jehoz zvySené expresi byl pozorovan rychlejsi rist bunék rakoviny prsu. Jako t€¢inné ¢inidlo
snizujici expresi tohoto proteinu se ukazuje alkaloid hirsutin (Lou et al. 2015).

Rezistence na 1éciva je pfi 1é€bé nadorovych onemocnéni vazny problém, dochazi k ni
prostfednictvim regulace nebo aktivace urcitych proteini kazety ATP (ABC), které
desenzitivuji rakovinné bufiky viiéi terapeutikiim. U¢inky inhibujici ABC proteiny, konkrétng
coz mize byt dobry podpurny prostiedek pro jiné 1éky pii 1éEbé nadorovych onemocnéni (Wink
et al. 2012)

4. Amaryllidaceae

4.1 Charakteristika ¢eledi Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae (amarylkovité) je taxonomicky fazena jako chiestotvarné,
jednodélozné, krytosemenné cévnaté rostliny. Jsou to zpravidla vytrvalé pozemni byliny
vyuzivané k dekorativnim ucelim. Stavbou mizeme celed’ charakterizovat tvorbou cibuli,
zfidka oddenkdl, pozorujeme listy ¢arkovité, n€kdy paskovité, nej¢astéji vSak v ptizemni rizici
(stvol), kvéty jsou oboupohlavné ve vzorci P 3+3 A 3+3 G (3), n¢kdy je pfitomnd pakorunka,
kvétenstvi pak nejcastéji tvoti okolik, hlavku ¢&i vrcholik, plody jsou bobule nebo tobolky.
Celed zahrnuje zhruba 75 rodt a 1100 druht rozsitenych prevazné v tropické a subtropickém
podnebném pasmu, kde jsou rostliny péstovany predevsim jako okrasné rostliny (Zhong Jin
2020). Hlavnimi zastupci v nasem (mirném) podnebném pasmu jsou snézenka podsnéznik
(Galanthus nivalis), bledule jarni (Leucojum vernum), narcis bily (Narcissus poeticus), ¢esnek
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(Allium) (Chase et al. 2009). Tradi¢ni pouziti rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae v lidové mediciné
saha uz do ¢tvrtého stoleti pred nasim letopoétem, kdy byl vyuzivan olej z narcisu Narcissus
poeticus Kk 1é¢bé nadort délohy (Kohelova et al. 2019). Hlavnimi sekundarnimi metabolity
Amaryllidaceae jsou alkaloidy, kterych bylo rozpoznano uz 600 (Desgagne-Penix 2020).
Vyznacuji se jedineCnym uspoifadanim skeletu a Sirokym spektrem biologickych aktivit, jako
jsou aktivity protinadorové (JJ & J 2014; Nair & Staden 2014; Havelek et al. 2017),
antimalarické (Cho et al. 2018), protizanétlivé (Zhan et al. 2016) ¢i antimikrobialni (Locarek et
al. 2015). Nejveétsi mnozstvi G¢innych latek se nachazi v cibuli rostlin, pfesto v mensi mife jsou
ale latky obsaZeny i ve zbytku rostliny.

4.2 Alkaloidy Amaryllidaceae

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou mimo jiné zdrojem biologicky velmi aktivnich
alkaloidd, kterych je vice nez 150 druht patficich do 36 rodin, které mizeme seskupit do 12
riznych typu podle stavby heterocyklického kruhu (Kornienko & Evidente 2008; Cimmino et
al. 2017). Jedineéné Gcinky téchto alkaloidl poskytly prvni stavebni kameny pro vyzkum 1é¢iv
na bazi fotochemikalii. Vyzkum u¢innosti alkaloidii zacal roku 1877 kdy byl poprvé izolovan
alkaloid lykorin zrostliny Narcissus pseudonarcissus. Bylo prokazano, ze alkaloidy
amarylkovitych rostlin mohou pisobit protinadorové (Nair & Staden 2014; Havelek et al.
2017), antimalaricky (Cho et al. 2018), protizanétlivé (Zhan et al. 2016), antiviroticky
(Kornienko & Evidente 2008), antimikrobialné (Locarek et al. 2015), protiplisniove, analgeticky
¢i cytotoxicky (He et al. 2015). Na druhou stranu nékolik ¢lend ¢eledi Amaryllidaceae mutize
pusobit pusobit toxicky — zptsobuji bolesti hlavy, nevolnosti, zavraté, nepravidelnosti
srde¢niho rytmu, poruchy zraku a dermatitidu (Louw et al. 2002). U¢inné latky jsou p¥itomny
Vv celé rostling€, nejveétsi mnoZstvi je ale koncentrovano v podzemnich orgénech (cibuli) rostlin.

4.2.1 Biosyntéza alkaloidi

Biosyntéza alkaloidu v rostlinach vétSinou za¢ind kondenzaci dvou derivatii aminokyselin
za vzniku prekurzoru jako vstupniho bodu do komplexni biosyntetické drahy. Nasleduje fada
reakci, jako jsou formace vazeb, preskupovani, zanik €1 pfidani funkénich skupin. VSechny
alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae jsou vzdy slozeny z aminokyselin L-fenylalanin a L-tyrosin,
Které se méni na 3,4-dihydroxybenzaldehyd a L-tyramin. Ty tvofi norbelladin, zakladni
strukturu pro tvorbu jinych alkaloida (Singh et al. 2019).

Hlavni biosyntetické drahy jsou zobrazeny na obrazku c¢islo 12. Fialovd drdha vede
K produkci norbelladinu, zelena k cherylinu, ¢ervena ke galantinu, zluta k lykoretinu, hnéda
K lykorinu, rdzova ke krininu nebo haemanthinu, tmavé Seda k pankrastinu, modra
k montatninu a svétle Seda k tazettinu (Desgagne-Penix 2020)
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Obrazek ¢&. 12: Biosyntéza alkaloidii rostlinami Amarylldaceae (Desgagne-Penix 2020)
4.2.2 Rozdéleni alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae
Lykorinové alkaloidy

Lykorinové alkaloidy, patfici do podskupiny pyrollofenanthridinovych alkalodii, jsou
jedny z nejznaméjsich a nejvyuzivangjsich alkaloidd, zda se totiz, Ze jsou i nejucinngjsi.
Hlavnim zastupcem je lykorin (obr. 13), polarni krystalicka latka (Elgorashi et al. 2006), ktera
se vyskytuje v mnoha druzich amarylkovitych rostlin, nejhojnéji je ale obsazena V rostlinach
Lycoris radiata, Leucojum aestivum, Hymenocallis littoralis, Hippeastrum littoralis
a Hippeastrum equestre (Lin et al. 1995). Lycorin lze také ziskat chemickou syntézou. Lykorin
ma svou jedineCnou stavbou antivirotické, antibakteridlni, antiparazitické, protizadnétlivé
a predevsim protinadorové ucinky pisobici na celou fadu nadorovych onemocnéni, jako je
leukémie, nadorové onemocnéni prostaty, nadorové onemocnéni prsu, nddorové onemocnéni
mocového méchyie, kolorektalni karcinom a hepatokarcinom (Roy et al. 2018). Jeho uspésnost
tkvi ve schopnostech riiznymi mechanismy indukovat apoptozu (Czabotar et al. 2014; Zeng et
al. 2017), indukovat zastavu bunécného cyklu ve fazi GO/G1 nebo G2/M (Bertoli et al. 2013),
zpusobuje smrt nekrotickych bunék (Luo et al. 2015), inhibuje autofagii (Mishima et al. 2015)
a invazi metastaz (Yuan et al. 2015).
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Obrazek €. 13: Lykorin

Dalsimi dulezitymi alkaloidy lykorinového typu jsou narciclastin izolovany z cibuli
narcisti s vyznamnou cytotoxickou aktivitou (Van Goietsenoven et al. 2013), ungeremin,
zefbetain a amabelisin s vyznamnou antibakterialni aktivitou (Evidente et al. 2004; Schrader et
al. 2013).

Haemanthaminovy a krininovy typ

Krininové alkaloidy, patfici do podskupiny ethanofenanthridinovych alkaloidu, byly
objeveny a zkoumany v roce 1985. Skupina je zastoupena velkym poctem ruznych alkaloidu,
Z nichz nejhojnéji zastoupeny jsou alkaloidy haemanthaminin, haemanthidin (obr. 14)
a krinamin. VSechny tyto latky maji schopnost ptsobit cytotoxicky na nadorové bunky,
a pritom neohrozovat zdravé buiky lidského téla. Pfesny mechanismus, jakym krininové
alkaloidy pisobi na naddorové buiiky zatim neni zndm, zda se ale, Ze jsou schopny inhibovat
proteosyntézu blokaci peptidové vazby (Van Goietsenoven et al. 2010; Cimmino et al. 2017;
Dalecka et al. 2019). Dalsimi zastupci této skupiny jsou vittatin a hydroxyvittatin
s antimikrobialni aktivitou (Evidente et al. 2004), delagoensin slouzici pii zanétech mocovych
cest (Cimmino et al. 2017),

OH
Obrazek ¢. 14: Molekula haemanthidinu

Homolykorinovy typ

Homolykorinové alkaloidy, odvozeniny 2-benzopyrano-[3,4-g]lindolu, jsou pomérné
pocetné zastoupend skupina. BohuZel nebyla pozorovdna vyznamna biologicka aktivita,
homolykorin (obr. 15), 8-O-dimethylhomolykorin a lykorenin dokonce vykazuji cytotoxickou
aktivitu ik nenddorovym buinkam. Tyto latky jsou ale schopny inhibovat rast
hepatokarcinomalnich bun¢k a leukemickych bunék (Cimmino et al. 2017; Dalecké et al. 2019).
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Obrazek ¢&. 15: Molekula homolycorin
Tazzetinovy typ

Tazzetinové alkaloidy, patfici do podskupiny 2-benzopyrano-[3,4-c] indolu, jsou latky
tvofené rostlinami rodt Galanthus, Crinum, Euharis a Hippeastrum. Vyznamnymi zastupci
jsou tazzetin (obr. 16) s jeho prekurzorem pretazzetinem. Latky jsou si velmi podobné, rozdilné
jsou pouze Vv jedné poloze hydroxylové skupiny na C-6 a C-8 (Ding et al. 2017). Tato mala
zména ve struktufe ma za nasledek rozdilné bioaktivni vlastnosti. Zatimco tanzzetin je latka
s antimalarickymi vlastnostmi a slabou cytotoxickou aktivitou, pretazzetin ma vlastnosti
protivirové i protinadorové (Cimmino et al. 2017). Nadorovou aktivitu latka vykazuje
ptedevsim proti T-lymfoidnim buitkam MOLT-4, in vitro vykazuje vysokou aktivitu na bunky
Rauscherovy leukémie, Lewisovu karcinomu a spontanni lymfocytarni leukémie (Dalecka et
al. 2019). Pretazzetin je schopen inhibovat vazbou enzymu RNA-dependentni DNA
polymerasy u rozdilnych typ onkogennich virt, dale je G¢inny proti Herpes virim a flavivirim
(Dalecka et al. 2019).

Obrazek ¢. 16: Molekula tazzetinu
Pankrastinovy typ

Pankrastinové alkaloidy jsou odvozené od molekuly fenanthridinu (Ding et al. 2017).
Cytotoxicky nejaktivnéjsi zastupci skupiny jsou narciklastin a pankratistatin (obr. 17).
Narciklastin se ziskava z cibuli rostlin rodu Narcissus. Tento alkaloid ma antimitotické u¢inky
diky inhibici peptidyltransferasy. Studie Dumont et al. (2007) prokézala indukci apoptdzy
u adenokarcinomu prsu a karcinomu prostaty zprostfedkovanou receptory DR4 (death receptor
4) doprovazenou aktivaci kaspaz -8 a -9. Narciklastin vykazuje vysokou selektivitu — je az 250x
ucinnéj$i na nadorové bunky, nez k buiikdm lidskym. Narciklastin je také bakteriocidni,
antifungalni a antiviroticky (Kornienko & Evidente 2008; Dalecka et al. 2019).

Druhym zajimavym zastupcem skupiny je pankratistatin izolovany z rostliny Hymenocallis
littoralis. Jeho cytotoxicka aktivita byla odhalena jiz roku 1993 Pettitem a spol. na bunky
leukémie a jiné nadorové onemocnéni (Dalecka et al. 2019).
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Obrazek ¢&. 17: Molekula pankratistatinu

Galanthaminovy typ

vvvvvv

zastupcem této skupiny je galanthamin (obr. 18), alkaloid, ktery byl poprvé izolovan z rostliny
snézenka podsnéznik (Galanthus elwesii). Tato latka je vyuzivana pii 1é€bé Alzheimerovy
choroby, neurogenerativniho onemocnéni zptsobujiciho progresivni kognitivni pokles (Saito
et al. 2019). Tato nemoc byva zptuisobena nerovnovahou mezi produkci reaktivnich forem
kysliku a antioxida¢nimi obrannymi mechanismy, coz zptisobuje vznik oxida¢niho stresu, ktery
vede k poSkozeni bun¢k a tkani a vzniku zanétu (Kvietys & Granger 2012; Cheignon et al.
2018). Galanthamin je zde vyuZzivan jako inhibitor acetylcholinesterazy, coz napomaha pii
zachovani kognitivnich a globalnich funkci (Corey-Bloom 2003). Vznik chronickych zanétu je
jednim z hlavnich predpokladi vznikli nadorovych onemocnéni. Studie Reijmen et al. (2018)
spojeny s pusobenim acetylcholinu (ACh), ptevladajiciho neurotransmiteru parasympatického
systému. Riizné druhy imunitnich bunék, jako jsou lymfocyty, makrofadgy, Zirné bunky,
dendrické bunky abuiiky odvozené kostni diené jako jsou buiky lymfoidni a myeloidni
exprimuji cholinacetyltransferazy (ChAT), transportéry cholinu, acetylcholinesterazy (AChE),
nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR) a produkuji acetylcholin, coZ vede ke spravné
funkci cholinergniho systému. Proto je pravdépodobné, Ze cholinergni systém na imunitnich
bunkach hraje vyznamnou roli v regulaci imunitni odpovédi. Exprese nAChR byla pozorovana
v nadorovych buiikach, coZ naznacuje ptimou potencialni roli bloudivého nervu pii progresi
nadorovych onemocnéni. Tato studie tedy predpoklada, ze nervus vagus mize mit schopnost
ACh areceptoru a7nACh, ménit tak mikroprostiedi nadoru a ménit protinadorovou imunitu.
Receptor a7nAch je ligandovy iontovy kanal, jehoz aktivace vede ke snizeni produkce
prozanétlivych cytokinti faktoru nadorové nekrosy (FNN-a) a interleukinu IL-1B a IL-6.
Kromé toho se aktivace a7nAch receptoru podili na antinociceptivnich ucincich, dale se pak
podili na zanétech tlustého stieva a piecitlivélosti spojené s ucerdzni kolitidou. Jelikoz je
galanthamin zndm jako inhibitor aceltycholinesterazy, pozitivni alostericky modulator
receptoru a7nAch aslaby kompetitivni a reverzibilni inhibitor chloinesterazy ve vSech
oblastech téla, zacala studie Sammi et al. (2018) zkoumat jeho schopnost na modulaci
neoplastického poSkozeni tlustého stfeva hlodavci vyvolaného podavanim davky
dimethylhydrazinu. Tato studie prokazala, Ze krysam, kterym byl podavan pouze
dimethylhydrazin (20mg/kg) znacné se znacné zvysila tepové frekvence, avSak byla snizena
variabilita tepové frekvence, pokud byl ale krysdm podévan dimethylhydrazin (20mg/kg) spolu
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s galanthaminem (4mg/kg), pak zlstala tepova frekvence i variabilita tepové frekvence stejna,
jako u zdravych krys. Dale bylo prokazano, ze krysam, kterym byl podavan pouze
dimethylhydrazin, kleslo pH ve stievech a zna¢né¢ se zvysil pocet aberantnich kryptovych
lozisek, oproti tomu krysam, kterym byl podavan dymethylhydrazin spolu s galanthaminem
zustalo pH i pocet aberantnich kryptovych lozisek podobny, jako u zdravych krys. Podavani
dymethylhydrazinu také zvedlo hladinu malondialdehydu, ktery je bran jako jeden z ukazatelt
miry oxidaéniho stresu, oproti zdravym krysam. U krys, kterym byl podavan galanthamin, byla
hladina malondialdehydu blizka hlading zdravych krys. Zavérem tato studie piepdoklada, ze
vySe zminéné ucinky jsou disledkem inhibice AChE, zlepSeni regulace receptoru a7nAch
a zlepSeni cholinrgni neurotransmise, coz jsou ucinky stimulace bloudivého nervu.

Dale byl galanthamin schopen snizovat pfirustek hmotnosti a pfijem potravy u ztu¢nélych
mysi (Pavlov et al. 2009) a ma schopnosti poméahat pii 1é¢bé diabetes mellitus 1. typu (Hanes
et al. 2015).

Obrazek ¢. 18: Molekula galanthaminu
4.2.3. Derivaty alkaloidi Amaryllidaceae

Pojmem derivat oznaCujeme slouceniny, které vychazi ze stejné slouceniny nahradou
jednoho nebo vice atomu. Tyto slouceniny i pies svou podobnost mohou mit podobné, ale i jiné
vlastnosti. Modelovym ptikladem mohou byt derivaty haemanthidin (HAD) a haemanthamin
(HAE). Oba alkaloidy fadime mezi alkaloidy haemanthaminového typu, HAE se od HAD lisi
pouze V absenci jedné hydroxylové skupiny (Obr ¢. 19). HAE je jedna z nejhojn&ji
zastoupenych latek v rostlinach Amaryllidaceae a lze jej izolovat az v gramovych mnozstvich
(Hulcova et al. 2019), zatimco HAD je v rostlinach izolovan v podstatné mensich mnozstvich
ato predevsim ve form¢ izomerl (Kulhankova et al. 2013). Obé latky vykazuji silnou
cytostatickou a cytotoxickou aktivitu u fady nadorovych bunék, jako jsou bunky cervikalniho
karcinomu, karcinomu prsu, hepatocelularnimu karcinomu, kolorektalnimu karcinomu a jinych

(Cahlikova et al. 2020).

Obrazek €. 19: vzorec haemanthaminu vlevo, vzorec haemanthidinu vpravo
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4.2.4 Syntetické derivaty alkoloidi Amaryllidaceae

Protoze péstovani rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a nasledna izolace a ziskavani funkénich
alkaloidl je pomérné slozity a zdlouhavy proces, véda se zacina zajimat 0 moznosti vyroby
téchto alkaloidii synteticky. Kromé samotné vyroby jsou snahy zvysit ucinnost téchto derivati
predevsim pro l1écbu nadorovych onemocnéni, ale také napiiklad Alzheimerovy choroby.
Studie Cahlikova et al. (2020) se zabyvala uCinnosti nékolika syntetickych derivati
haemanthaminu (Obr ¢. 20). U derivati byla testovana jejich antimalaricka a antiprolifera¢ni
schopnost, dale byl studovan potencidl pii 1écbé Alzheimerovy choroby. Pfi testech
antimalarickych vlastnosti byl pozorovan prudky pokles aktivity syntetickych derivati oproti
puvodnimu haemanthaminu ¢i haemanthidinu. Déle syntetické derivaty nemély zadny zasadni
vyznam ani na naddorové buiiky. Pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby ale derivaty zaznamenaly
slibné vysledky, a to predevsim diky inhibi¢ni aktivité cholinesterazam, ktera je jednou z pticin
této choroby.

Obrazek ¢&. 20: Polosynteticky vyrobené derivaty haemanthaminu vyuzité ve studii (Cahlikova et al.)

Studie Evidente a Kornienko (2009) testovala 29 alkaloidi Amaryllidaceae a jejich
derivati. Chemickymi modifikacemi lykorinu byly pfipraveny derivaty 1-O-acetyllykorin (2),
1,2-0,0 -diacetyllykorin (3), lykorin-2-on (4), 1,2-O,0-diacetyl-a-dihydrolykorin (5), N-
methyllykorin jodid (6) a lykoren (7), z roslin Amaryllidaceae pak byly izolovany alkaloidy
pseudolykorin (8), galanthin (9), norpluvin (10), amarbelisin (11) a ungeremin (12). Z alkaloidu
narciklastin ~ byly  vytvofeny  derivaty  tetraacetylnarciklasin ~ (26), C10b-R-
dihydroxypankratistatin (27), cis-dihydronarciklasin (28), trans-dihydronarciklasin (29).
Antiproliferacni aktivita latek byla hodnocena za pouziti bunéénych linii Jurkat (pfedstavitel
leukemickych buné€k), HeLa (pfedstavitel cerviakdlniho denokarcinomu) a Vero (pfedstavitel
epitelu ledvin). Alkaloidy a jejich derivaty byly pfipraveny v koncentracich 5,25 a 1,25 pM.
Vysledky jsou znazornény na obrazcich €. 21.
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Obrazek €. 21: hodnoceni protinadorové aktivity alkaloidd Amaryllidaceae a jejich syntetickych derivati na
buriky Hela a Vero pomoci MTT testu a apopticky test alkolaloda Amaryllidaceae a jejich syntetickych derivatd
na linii Jurkat (Evidente & Kornienko 2009)

Z vysledkl je patrné, ze nckteré syntetické derivaty mohou mit potencidl pro vyrobu
protinadorové aktivnich latek (Evidente & Kornienko 2009).
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5. Material a metodika

5.1. Material

Pro testovani antiproliferacni aktivity alkaloidi celedi Amaryllidaceae byly vybrany
a pouzity buiiky kolorektalniho karcinomu linii Caco-2 a HT-29. Pro porovnani byly zvoleny
zdravé bunécné linie FHs 74Int. VSechny bunécné linie pro tuto diplomovou praci byly
zakoupeny u firmy European Collection of Cell Culture (ECACC). Pro kultivaci linii bunék
kolorektalniho karcinomu bylo pouzito médium Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM),
pro kultivaci linii zdravych bunék bylo pouzito médium Hybri-care Medium ATCC 46-X. Do
vSech médii bylo také pfidano 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 % neesencidlnich
aminokyselin, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, roztok penicilinu a streptomycinu, pyruvat
sodny, fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline PBS), trypsin, epidermalni rustovy faktor
(EGF). 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) byl vyuzit pro
vyhodnoceni pokusu. Tato média a dalsi pridatné latky byly koupeny u firmy Sigma-Aldrich
(CZ). Dimethylsulfoxid (DMSQO) byl koupen u firmy Lach-Ner (CZ). Serologické pipety,
kultiva¢ni lahve a 96-jamkové desticky byly dodany firmou ThermoFisher (UK). Vzorky
pouzitych alkaloidl, byly pfipraveny katedrou etnofarmakologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Vzorky byly ptipraveny dle Cedron et al., 2012. Jako
standard byla vyuzita dostupna latka vinorelbin, ktera se pouziva pii 1é¢bé nadorovych
onemocnéni.

5.2 Kultivace bunéénych linii

Nédorové buiiky kolorektalniho karcinomu linii Caco-2 a HT-29 byly kultivovany
v DMEM médiu 10% FBS, 1% roztokt penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatu sodného, 1%
hydrogenuhli¢itanu sodného a 1% neesencialnich aminokyselin. Linie FHs 74Int, tedy
normalni bun&tnd linie lidského stfeva, byla kultivovd v médiu Hybri-Care ATCC 46-X
s piidavkem 30 ng/ml epidermalniho rtstového faktoru (EGF), 10% FBS a 1% roztoku
penicilinu a streptomycinu. Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich s pfidavkem 15 ml
vySe zminéného média. Lahve byly uloZeny v inkubatoru s fizenou atmosférou pii teploté
37 °C a 5 % COz. Médium bylo ménéno vzdy po dvou dnech. Po 7 dnech kultivace byly buiiky
proplachnuty roztokem PBS, diky ¢emuz doslo k odstranéni starého média. Poté bylo na dobu
3 minut pfidano 5ml trypsinu. Po této dob& byl trypsin neutralizovan 1 ml média. Vznikla
bunééna monovrstva byla seskrabnuta bunéénou skrabkou a prepipetovana do 15ml zkumavky
Falcon. Vzorky byly dale 10 minut centrifugovany pii 200 x g. Staré médium bylo nasledné
odstranéno abuiky byly fedény v médiu novém. Ztéto suspenze bylo odebrano
0,5 ml média s bunkami, které se piidaly k 15 ml nového média v kultivacni lahvi a nasledovala
dalsi kultivace. Ze zbyvajici bunécné suspenze bylo odebrano 100 pl bunéka piidano 100 pl
tropanové modie. Nasledné byl vzorek pipetovan na sklicko a obsah zivych bun€k v 1 ml média
byl automaticky spoéitan pomoci pfistroje Automated cell counter EVE™ od vyrobce
NanoEntek. Nasledné byly buiiky nafedény na koncentraci 2,5 x 10° bunék/ml suspenze.
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5.3 Cytotoxicita

200 pl piipravené bun&éné suspenze s koncentraci 2,5 x 10° bunék/ml bylo pipetovano do
96-jamkové desticky. Po jednom dni bylo staré¢ médium odstranéno a ptidano 100 pl média
nového spolu s testovanymi vzorky danych koncentraci (10 — 0,31 uM/ml). Vzorky s bunkami
byly inkubovany 72 hodin. Nasledné bylo staré médium i se vzorky odstranéno a nahrazeno
100 pl ¢istého média s MTT (1 pl/ml). Po 2 hodinach v COz inkubatoru bylo médium MTT
odstranéno a nahrazeno 100 pul DMSO. Nasledné byla méfena absorbance pii vinové délce
555 nm. Procentudlni zastoupeni zivotaschopnych bunck bylo vypocteno pomoci porovnani
s kontrolou, ktera obsahovala bunky bez testovanych latek.

abs vzorku

% Zivotaschopnych bunék = %X 100

abs kontrolniho vzorku

Vysledky v tabulce €. 5, které jsou zaznamenany pomoci ICso (inhibi¢ni koncentrace). Tato
hodnota urcuje mnozstvi testované latky potiebné k inhibici 50 % bun¢k.

5.4 Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou zpracovany jako prumér se smerodatnou odchylkou. Vyhodnoceni bylo
provedeno ve statistickém program Microsoft Excel.
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6. Vysledky

Celkem byla testovana inhibi¢ni aktivita 27 nové pfipravenych derivati galanthamin
hydrochloridu a 3 derivati galanthaminu, alkaloidt rostlin ¢eledi Amaryllidaceae, na bunky
lidského kolorektalniho karcinomu linii Caco-2 a HT-29. Jako srovnévaci skupina byly pouZzity
zdravé lidské stfevni bunky linie FHs 74Int. Z testovanych vzorka pfipravenych alkaloidii
vykazovalo cytotoxickou aktivitu na nddorové bunky obou linii celkem 13 derivati
galanthaminu ze 30 vzorkl. Nejvyssi cytotoxicitu prokéazaly vzorky s oznacenim AM-29,
AM-21 a AM-34. Vzorek AM-29 vykazoval pro linii HT-29 hodnoty ICso 1,36 + 0,11 uM, pro
linii Caco-2 vykazoval hodnoty ICso 1,90 + 0,76 uM. Derivat AM-21 vykazoval pro linii
HT-29 hodnoty 1Cs0 2,76 £ 0,01 puM, pro linii Caco-2 vykazoval hodnoty 1Csg 5,26 + 0,15 uM.
Derivat AM-34 vykazoval pro linii HT-29 hodnoty 1Cso 2,79 + 0,05 uM, pro linii Caco-2
vykazoval hodnoty ICs 5,87 + 0,64 uM. Derivaty AM-29 a AM-21 ale bohuzel vykazovaly
cytotoxickou aktivitu i na zdravé bunécné linie FHs 74Int. Cytotoxickou aktivitu pouze proti
linii HT-29 vykazalo 25 ze 30 vzorka derivati galanthaminu, z nichz nejvyssi cytotoxicky
ucinek prokazaly vzorky AM-29, AM-21 aAM-34. AM-29 vykazoval hodnoty
I1Cs0 1,36 £ 0,11 pM/ml, AM-5 vykazal hodnoty ICsp 2,76 + 0,01 uM a AM-2 vykézal hodnoty
ICs0 2,79 + 0,005 uM. Derivaty AM-29 a AM-21 ale bohuzel vykazovaly cytotoxickou aktivitu
I na zdravé bunécné linie FHs 74Int. Cytotoxickou aktivitu proti nadorovym buiikam linii Caco-
2 prokazalo celkem 13 vzorkli ze 30 derivati galanthaminu. NejlepsSich vysledkli dosahly
derivaty AM-29, AM-4 a AM-20. Vzorek AM-29 vykazal hodnoty
ICs0 1,90 = 0,76 uM, AM-4 vykézal hodnoty ICsp 3,00 £ 0,00 uM, vzorek AM-20 vykézal
hodnoty ICsp 5,17 + 1,37 uM. Derivat AM-29 ale bohuzel vykazoval cytotoxickou aktivitu i na
zdravé bunééné linie FHs 74Int. Standardem, pro posouzeni cytotoxické aktivy byl pouzit
alkaloid vinorelbin, ktery je béZné¢ vyuzivanym farmakem pfi 1é¢b€ nadorovych onemocnéni.
Hodnoty icso vinorelbinu pro linii HT-29 ¢&inily 0,02 + 0,00 uM, pro linii Caco-2
0,03 £ 0,00 uM a pro linii FHs 74Int 3,9 + 0,02 uM.

Tabulka €. 5: Vysledky cytotoxicity zkoumanych alkaloidt

Oznaceni HT-29 Caco-2 FHs 74Int
Latka ICsp (primér + SD puM)
LC-156  Derivat galanthaminu HCI 7,85+ 1,58 >10 >10
LC-157  Derivat galanthaminu HCI 5,94 + 0,00 >10 >10
AM-1 Derivat galanthaminu HCI 6,50+0,02 7,47=+1,82 >10
AM-2 Derivat galanthaminu HCI 8,061 +0,73 >10 >10
AM-3 Derivat galanthaminu HCI 6,40 + 0,02 >10 >10
AM-4 Derivat galanthaminu HCI 5,09 + 0,36 3+0,00 >10
AM-5 Derivat galanthaminu HCI 8,69+ 0,97 >10 >10
AM-6 Derivat galanthaminu HCI 8,82+1,18 >10 >10
AM-7 Derivat galanthaminu HCI 7,24 +£1,76 >10 >10
AM-9 Derivat galanthaminu HCI >10 >10 >10
AM-10  Derivat galanthaminu HCI 6,90+154 8,99+0,00 >10
AM-11  Derivat galanthaminu HCI 7,43 £0,32 >10 >10
AM-12  Derivat galanthaminu HCI >10 >10 >10
AM-13  Derivat galanthaminu HCI 4,04+0,30 7,61+0,48 >10
AM-14  Derivat galanthaminu HCI >10 >10 >10

AM-16  Derivat galanthaminu HCI 3,30+£0,28 7,98+0,91 >10
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Oznaceni

Latka

HT-29

AM-19
AM-20
AM-21
AM-22
AM-23
AM-24
AM-26
AM-27
AM-29
AM-30
AM-31
AM-32
AM-33
AM-34

Derivat galanthaminu HCI
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu HCI
Derivat galanthaminu HCI
Derivat galanthaminu

Derivat galanthaminu HCI
Derivat galanthaminu HCI
Derivat galanthaminu HC1
Derivat galanthaminu

Derivat galanthaminu

>10
3,15+0,22
2,76 £0,01
6,31+ 0,99
5,12+ 0,00
6,14 + 0,40
7,91+ 0,48
521+0,18
1,36+ 0,11
6,38 +0,05
4,50+ 0,36
5,12+ 0,62

>10

Caco-2 FHs 74Int
I1Cs0 (pramér + SD puM)

>10 >10
5,17+1,37 >10

5,26+0,15 9,89+0,16
>10 >10
>10 >10
>10 >10
>10 >10
5,67+1,14 >10

1,90+ 0,76 5,05+2,85
7,46 £1,32 >10
6,94 £ 0,79 >10
7,15+0,12 >10
>10
5,87 £ 0,64 >10

2,79+ 0,05

HT-29, Caco-2 — buné¢né linie kolorektalniho karcinomu, FHs 74Int — zdravé bunéné linie stieva,
1Cs0 — maximalni inhibi¢ni koncentrace, zptisobujici umrti 50 % bunék, SD — smérodatna odchylka

taschopnost bunék (%)

ZIVo

¥

Derivat AM-21

—&— FHs-74Int

—8—(Caco-2

HT-29

i | I |

-t

i
T T T T T

0,3125 0,625 1,25

koncentrace (uM)

chybové usecky = 5D

Obrazek ¢&. 22: Graf vyjadiuje vyvoj toxicity pfipraveného derivatu AM-21 na bunééné linie HT-29, Caco-
2 a FHs 74Int Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako jejich primér a smérodatna odchylka = SD
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Obrazek ¢&. 23: Graf vyjadiuje vyvoj toxicity pfipraveného derivatu AM-29 na bunééné linie HT-29, Caco-
2 a FHs 74Int Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako jejich primér a smérodatna odchylka = SD
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7. Diskuze

Nadorova onemocnéni jsou jednou znejcastéjSich globalnich pfi¢in tmrti. Podle
mezinarodni agentury pro vyzkum nadorovych onemocnéni GLOBOCAN 2020 v minulém
roce onemocnélo t€émito onemocnénimi az 19,3 milionu pacientdi, z nichz témét 10 miliont
pacienti nadorovym onemocnénim podlehlo. Kolorektalni karcinom je tfetim nejcastéji
diagnostikovanym naddorovym onemocnénim, byva diagnostikovan az u 10 % ptipadi. Tomuto
onemocnéni pak podlehne az 10 % pacientl. Hepatokarcinom je Sesty nejcastéjSi druh
nadorového onemocnéni, je to vSak ¢tvrty nejcastéjsi divod umrti. V roce 2020 bylo potvrzeno
906 000 pfipadi hepatokarcinomu a této nemoci podlehlo 830 000 pacientl, coz je umrtnost
vice nez 90 % (Sung et al. 2021).

Alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae jsou diky svym cytotoxicky, cytostatickym
a selektivnim ucinklim vyuzivany v 1é€bé naddorovych onemocnéni fadu let. Mezi alkaloidy,
u kterych byla tato aktivita prokédzéana a jsou pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni bézné pouzivané
patii vinkristin, vinblastin nebo vinorelbin (Martino et al. 2018). Rostliny Amaryllidaceae
obsahuji vice nez 150 druht alkaloid, mnohé z nich maji také vyse zminéné ucinky, proto jsou
podrobeny ¢astému zkoumani a predpoklada se, Ze mohou mit v budoucnu znaény terapeuticky
potencial.

V nasem vyzkumu byla pozornost vénovana 27 vzorkiim novych derivati galanthamin
hydrochloridu a 3 derivatim galanthaminu. Antiprolifera¢ni Gi¢inek na linie Caco-2 a HT-29
byl prokazan u 13 vzorkd. Bohuzel u dvou vzorkid byla prokazana i cytotoxicita na zdravé
bunécné linie FHs 74Int. Podle naSich vysledkl nékteré derivaty galathamin hydrochloridu
vykazovaly cytotoxicky ucinek vici liniim HT-29 a Caco-2. VétSina derivati vykazovala
cytotoxi¢téjsi ucinek na linii HT-29 neZ na linii Caco-2

Studie provedena Doskocil et al. (2015) se zaobirala stanovenim antiproliferani aktivity
13 riznych alkaloida ¢eledi Amaryllidaceae na nadorové buiiky linii HT-29 a Caco-2. Témito
alkaloidy byly a-krinan, B-krinan, galanthamin, lykorin atazzetin. Pozitivni kontrola byla
provedena pomoci vinorelbinu. Autofi dosli k zavéru, Ze nejsilnéji pisobicimi alkaloidy byly
haemanthamin, haemathidin alykorin. Nejsilnéjsi cytotoxickou aktivitu vykazoval
haemanthamin s hodnotou ICsp 0,99 + 0,14 uM proti buitkkim Caco-2; 0,59 + 0,01 uM proti
bunkam HT-29, zaroven s hodnotami 19,5 + 8,9 uM vykazoval zanedbatelnou toxicitu na
zdravé bunky FHs 74Int. Lykorin mél také velmi slibné hodnoty ICso, konkrétné
0,99 + 0,08 uM proti buitkkdm Caco-2, 1,2 + 0,0 uM proti bunkam HT-29, také byla pozorovana
mirnd toxicita ICsp S hodnotami 19,5 £ 8,9 uM na zdravé buniky FHs 74Int. Jako tfeti
nejucinngjsi alkaloid byl haemathidin s hodnotami ICsp 3,3 = 0,9 uM proti buitkam Caco-2
a 0,59 + 0,01 uM proti bunkdm HT-29. Bohuzel vykazoval s hodnotami ICso 11,6 + 0,9 uM
velmi mirnou toxicitu na zdravé bunky FHs 74Int. Touto studii byla mimo jiné zkoumana
antiproliferacni aktivita galanthaminu, bohuzel se vysledky nejevily jako cytotoxickeé.

Dalsi studie provedena tymem Havelek et al. (2017) se zabyvala antiproliferacni aktivitou
22 riiznych alkaloidl (ambellin, galanthamin hydrogenbromid, tazettin, galantin, haemathidin,
hamain, lykorin, chlidantin, undulatin, krinin, narwedin, buphamanin, lykoramin,
9-O-demethylgalantin, 1-O-acetylbulbisin, karanin, haemanthamin, homolykorin, krinamidin,
masonin, acetylkaranin, 11-O-acetylambelline) na 17 riznych bunéénych linii (HL-60, Jurkat,
MOLT-4, A549, H1299, COLO-201, HT-29, SW-480, AGS, PANC-1, A2780, HeLa, BT-549,
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MCF-7, MDA-MB-231, SAOS-2, NHDF) pomoci WST-1 testu. Touto studii bylo také
potvrzeno, ze Haemanthamin, lykorin a haemathidin jsou nejicinnéjsi alkaloidy v boji proti
bunikdm néadort. Po oSetfeni nddorovych bunék haemanthaminem 0 konentraci 10 uM klesla
proliferace pod 25 % u 12 ze 17 linii nadorovych bunék. Primérné u vSech linii oSetfenych
heamanthaminem klesla proliferace na 21 %. Nadorovym buinkam oSetfenym roztokem
lykorinu o koncentraci 10 uM klesla proliferace pod 25 % u 10 ze 17 bunéénych linii, primérna
proliferace u vSech linii klesla na 21 %. Tfetim nejucinnéjsim alkaloidem zpusobujici pokles
proliferace byl haemathidin, ktery zptisobil pokles pod 25 % u 8 ze 17 testovanych bunéénych
linii. Pramérny pokles U vSech buné&tnych linii byl 27 %. Tato studie se také zabyvala
antiproliferacni aktivitou galanthamin hydrobromidu a galantinu. Galanthamin hydrobromid
neprokazal piili§ velké snizeni proliferacni aktivity nadorovych bunék, proliferace u bunék
osetfenych timto alkaloidem klesla na 91 %. U bunék HT-29 byl pozorovan nejvétsi pokles
proliferace na 74 %. U bungk oSetfenych galantinem nebyl pozorovan Zadny primérny pokles
proliferace, pouze ubun€k linie HT-29 byl pozorovan pokles proliferace
na 64 %.

V porovnéani s touto diplomovou praci tedy muzeme konstatovat, ze polosyntetické
derivaty galanthaminu ataké polosyntetické derivaty galanthamin hydrochloridu jsou
ucinnéjsi, nez pavodni sloucenina galanthamin. Dale také muZzeme konstatovat, Ze galanthamin
hydrochlorid mé vyssi antiprolifera¢ni aktivitu nez galanthamin hydrobromid, ktery je evidovan
jako ucinné 1écivo proti Alzheimerové chorobé. Vyssi Ucinnost derivat galanthaminu si
mizeme vysvétlit zménou struktury latek, piedevsim pak ptidanim hydrochloridu do struktury
molekuly.

Tato teorie muze byt podpofena derivatem obsahujicim hydrochlorid - latkou mefuparib
hydrochlorid. Zatimco mefuparib ziejmé nema terapeutické vyuZiti, jeho derivat mefuparib
hydrochlorid, velmi dobfe rozpustny ve vodé, je posuzovan jako inhibitor enzym PARP (poly
(ADP-rib6za) polymeraza), coz jsou enzymy, které jsou zodpovédné za prozanétlivou aktivitu
makrofagii ataké za abnormalitu chromozomi zplsobenych delecemi, translokacemi
a inverzemi, coz vede k destabilizaci genomu a tvorbé nadorovych bung¢k. Tato latka je schopna
diky své stavbé snizovat aktivitu PARP a tim indukovat akumulaci dvoufetézovych zlomu
DNA a nasledné zastavovat bunéény cyklus. Studie této latky byla provedena tymem He et al.
2017, ktery zkoumal antiprolifera¢ni aktivitu na nadorovych buikach plic, prsu, vajecnikd,
slinivky, déloZniho hrdla a tlustého stfeva. Nejvyssi antiproliferacni aktivitu latka prokazala na
nadorové bunky prsu linie MDA-MB-436 s hodnotami ICsp 0,12 £ 0,01 pM a plicniho
karcinomu linie V-C8 s hodnotami 1Cso 0,54 + 0,18 uM. Velmi slibna aktivita byla také
prokazdna nadorové bunky kolorektdlniho karcinomu linie HCT-15 s vysledky
ICs0 2,64 + 0,59 uM.
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8. Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na testovani antiproliferacni, cytotoxické a selektivni
aktivity novych derivatt galanthaminu a galanthamin hydrochloridu. Tyto vlastnosti jsou
zékladnim ptedpokladem pro vyvoj novych podptrnych 1é¢iv pro nddorova onemocnéni.

V naSem pokusu byla zkoumana hodnota ICso u 30 alkaloidd buné¢nych liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29, selektivni u¢inek byl zkouman na bunééné linii FHs
74Int. Celkem 25 nami vybranych derivatii galanthaminu prokazalo svou antiproliferacni
aktivitu na bunky linie HT-29, na bunéénou linii Caco-2 prokazalo antiprolifera¢ni aktivitu 13
derivati. Antiprolifera¢ni aktivita na ob& bunééné linie, tedy HT-29 i Caco-2 byla prokazana
u 13 vzorkd. Bohuzel u dvou zkoumanych vzorka byla zjisténa i antiproliferacni aktivita na
bunky zdravého lidského stfeva linie FHs 74Int. | pfesto, Ze antiproliferacni aktivita derivatl
galanthaminu byla zna¢n€ niz$i, nez U jinych alkaloidt celedi Amaryllidaceae, bylo by vhodné
nejucinngjsi derivaty podrobit dal§imu testovani jak na nadorové, tak i na zdravé bunééné linie.
Nas pokus byl proveden pouze v in vitro podminkach, dalsi testovani by bylo vhodné zaméfit
na buiiky zivych organismii, tedy testovani in vivo.
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Zkratky

a7nACh — nikotinovy acetylcholinovy receptor a7

A —andreceum, ty¢inky

Ach - acetylcholinu

AChE - acetylcholinesterazy

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného imunodeficitu
ATP - adenosin trifosfat

BMI — body mass index, index té€lesné hmotnosti

DKP - Des-y-karboxyprothrombin

DMEM - Dulbeco Modified Egles Medium

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleotid acid, Deoxyribonukleova kyselina
DR4- death receptor 4, receptor smrti 4

ECACC - European Collection of Cell Culture

EGF - epidermalniho riistového faktoru

FBS - fetdlniho bovinniho séra

FIT - fekalni imunochemické testy hemoglobinu, fecal immunochemical test
FNN-a - faktoru nadorové nekrosy

FOBT - fekalni okultni krevni testy, fecal occult blood test

G — gyneceum, pestiky

HAD — haemanthidin

HAE — haemanthamin

HBC — vir hepatitidy C

HBYV — vir hepatitidy B

HCK — hepatocelularni karcinom

ChAT - cholinacetyltransferazy

IARC - International Agency for Research on Cancer, Mezinarodni agentura pro vyzkum
nadorovych onemocnéni

IC50 — inhibi¢ni koncectrace, ktera zptisobi umrti 50 % bunék
IL-1B - interleukinu typu 1B

IL-6 — interleukin typu 6

KK — kolorektalni karcinom

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NAChR - nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR)
NF-xB — nukléarni faktor kappa B

P — perigon,okvéti

PARP - (poly (ADP-rib6za) polymeraza)

PBS - Phosphate Buffer Saline, fosfatovy pufr

RNA - ribonukleova kyselina

RNS - reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SD — smérodatna odchylka

a7nACh — nikotinovy acetylcholinovy receptor a7
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