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In cellulo antiproliferaéni aktivita lé¢ivych rostlin
Z peruanské Amazonie

Souhrn

Nadorovd onemocnéni  jsou  celosvétové  nejcastéji  diagnostikovanym
onemocnénim. V roce 2012 to bylo 14,1 miliond novych piipadtd a vroce 2015
na né zemielo 8,8 milionu lidi, pricemz se predpokladd, Ze tato cisla budou i nadéle
stoupat. Z tohoto duvodu je cilem veédct a lékait porozuméni veSkerym principam
nadorovych onemocnéni a predevsim vyvoj specifickych protinadorovych léku, jejichz
slibnym zdrojem mohou byt 1é¢ivé rostliny obsahujici bioaktivni latky, pfedevsim potom
ty, které byly a jsou vyuzivadny puavodnimi obyvateli a domorodymi komunitami

v tradi¢nim lidovém légitelstvi.

Cilem této diplomové prace bylo, na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu
(Caco-2 a HT-29), hepatokarcinomu (Hep-G2) a normalnich plicnich fibroblastech (MRC-
5), stanovit in cellulo antiprolifera¢ni aktivitu 1é¢ivych rostlin z peruanské Amazonie. Bylo
testovano 9 rostlin a jejich nadzemni ¢éasti, u jedné rostliny byla testovana i cibule,
ze kterych byly pripraveny metanolové extrakty. K testu byla pouZita metoda MTT
vyuZivajici tetrazol bromid, ktery tvori fialové krystaly v mitochondriich Zivych buné¢k.
Vysledky byly nasledné vyhodnoceny proti neoSetiené kontrole.

Vyrazna cytotoxicita nebyla stanovena u Zadného z testovanych rostlinnych druhd.
U tii vzorktd byla zjistétna mirnd cytotoxicita (ICsp= 2 - 89 pg/ml) a to
u Alternanthera flavescens s ICs= 79,40 £ 6,60 pg/ml (Hep-G2), dale u Dysphania
ambrosioides s 1Csp= 69,90 + 9,00 ug/ml (HT-29) a Petiveria alliacea (Mucura macho)
s ICso= 81,10 £ 2,80 pug/ml (HT-29). Ostatni zkoumané extrakty neprokazaly cytotoxicitu

(ICs0 > 90 pg/ml) na testovanych bunécnych liniich.

Nami testované vzorky nemaji vyrazné cytotoxické G¢inky na nadoroveé buné&cné
linie Caco-2, HT-29 a Hep-G2. Neprokézaly ani vysokou selektivitu mezi normalnimi
a nadorovymi bunéénymi liniemi.

Kli¢ova slova: cytotoxicita; bunéené linie; MTT; léCivé rostliny; peruanska Amazonie



In cellulo antiproliferative activity of medicinal plants
from the Peruvian Amazon

Summary

Cancer is the most commonly diagnosed disease worldwide with 14.1 millions
of new cases in 2012, and 8.8 millions of deaths in 2015. These numbers are expected
to increase even further. For this reason, the goal of scientists and doctors is to understand
all principles of cancer, and especially to develop specific anti-cancer drugs.
The promising source of which may be medicinal plants containing bioactive substances,
mainly those used by indigenous people in traditional folk medicine.

The aim of this work was to determine in cellulo antiproliferative activity
of medicinal plants from the Peruvian Amazon against human colorectal carcinoma (Caco-
2 and HT-29), hepatocarcinoma (Hep-G2) and normal pulmonary fibroblasts (MRC-5) cell
lines. Methanolic extracts from 9 plants and their aerial parts and 1 bulb were tested.
The MTT method, utilizing tetrazole bromide forming violet crystals in live cell
mitochondria, was used for the assay. The results were subsequently evaluated against
untreated control. Significant cytotoxicity was not observed in any of the tested plant
species. Three samples showed moderate cytotoxicity (ICsp= 2 - 89 ug/ml), namely
Alternanthera flavescens with ICsp= 79.40 %= 6.60 pg/ml (Hep-G2), Dysphania
ambrosioides with IC5,= 69.90 £ 9.00 ug/ml (HT-29) and Petiveria alliacea (Mucura
macho) with 1Csp= 81.10 + 2.80 pg/ml (HT-29). The other extracts examined did not show
cytotoxicity (1Cso> 90 ug/ml) against the tested cell lines.

Our samples do not have significant cytotoxic effects on Caco-2, HT-29 and Hep-
G2 cancer cell lines. They have not even shown high selectivity between normal and

cancer cell lines.

Keywords: cytotoxicity, cell lines, MTT, medicinal plants, Peruvian Amazon
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1. Uvod

Néadorova onemocnéni jsou celosvétovym problémem verejného zdravi a patii mezi
nejéastéji diagnostikovana onemocnéni. V roce 2012 to bylo 14,1 milionu novych ptipadu.
Vice nez 40 % ze vSech diagnostikovanych ptipadi po celém svété predstavuji nddorova
onemocnéni plic, prsu, tlustého streva a Zaludku Tato onemocnéni jsou také celosvétove
nejc¢astéjsi pricinou umrti. V roce 2012 na n¢ zemielo 8,2 milionu lidi a v roce 2015
to bylo dokonce 8,8 milionu. Tyto alarmujici statistiky nuti védce k neustalému vyzkumu
puvodu a lécby nadorovych onemocnéni. Cilem je piesné porozuméni veSkerym principum

nadorovych onemocnéni a vyvoj specifickych protinaddorovych 1éka.

Vyznamnym prvkem 1é¢by je chemoterapie, tedy lé¢ba nadoru pomoci
cytotoxickych latek, které ovliviuji bunéeny cyklus nadorovych bunék a puasobi
na né antiproliferacné. Vyvoj lékt z potencionalné Iécivych rostlin hraje v 1écbé dulezitou
roli a predstavuje také podstatnou c¢ast novych lé¢iv. Testovany jsou surové vytazky
z lécivych rostlin za G¢elem objeveni a izolace sloucenin, které vykazuji biologickou

aktivitu.

Mezi takove patti i lécivé rostliny z peruanské Amazonie. Peru je, diky
Amazonskému pralesu, charakterizovano jako zemé s jednou z nejvysSich biodiverzit
na svété. Domorodé kmeny zde maji dlouhou historii vyuZivani rostlin pro lé¢bu nemoci
a tyto praktické znalosti byly piendSeny riznymi zpusoby z generace na generaci. Vyzkum
dalSich rostlinnych druhd, vyuZivanych v tradiénim lidovém Iécitelstvi v oblasti lécby
nadorovych onemocnéni, by mohl poskytnout zajimavé informace a vést k vyvoji novych

[éCiv.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Hypotézou je, Ze nékteré doposud netestované druhy lécivych rostlin z Amazonie

mohou mit vyrazny cytotoxicky efekt vac¢i nadorovym bunécnym liniim.

Cilem prace je otestovani doposud netestovanych lécivych rostlin z peruanské
Amazonie na jejich cytotoxické ucinky vici panelu lidskych bunécnych linii. Nasledné
z nich vybrat potencionalné u¢inné druhy u kterych bude provedena separace na jednotlivé
latky. Ty budou nésledn¢ testovany na svou cytotoxickou aktivitu.



3. Literarni reSerse

3.1. Nadorova onemocnéni

Néadorova onemocnéni jsou skupinou vice nez 100 onemocnéni charakterizovanych
nekontrolovanym rastem bunék v duasledku zmén jejich genetické informace. Vyvoj
nadorového onemocnéni vyZaduje fadu bunécnych zmén. Jedna se o vicestupnovy proces
zpusobeny nahromadénymi chybami v genech, které tidi bunécné procesy (Hanahan
a Weinberg, 2000). Neopravené nebo nespravné opravené useky DNA maji vazne
potencialni nasledky na bunku, coz vede ke genomové nestabilité a deregulaci bunéénych
funkci (Altieri et al., 2008). Za b&Zznych podminek jsou déleni, diferenciace i smrt bungk
peclivé regulovany. VSechny typy nadora zac¢inaji jedinou bunkou, ktera ztratila kontrolu
nad svymi normalnimi rastovymi a replikacnimi procesy (Marmot et al., 2007). Bunka
si vyvinula fadu mechanisma pro opravu DNA a v lidském genomu bylo nalezeno vice nez
130 gent, které se do tohoto procesu zapojuji. Znalosti o zakladnich mechanismech
pro opravu DNA ukézaly nec¢ekané slozitosti s piekryvajici se specifi¢nosti v ramci jedné
cesty, stejn¢ jako rozsadhlé funkeni interakce mezi proteiny zapojenymi do opravnych cest
(Altieri et al., 2008).

Nadorovd onemocnéni lIze také vnimat jako skupinu onemocnéni, ktera postihuji
rizné tkan¢ a tedy i razné typy bunék. Praveé podle pavodni tkdné mohou byt nadorova
onemocnéni klasifikovana na karcinomy (z epitelialnich bunék - kozniho povrchu ¢i sliznic
a Zlaz), sarkomy (z pojivové tkané - vaziva, chrupavek, kosti ¢i svali) a lymfomy (z bilych
krvinek - lymfocyttl). Kazdy typ nddorového onemocnéni méa razné charakteristiky, ale
jejich spoleénym znakem je pravé neregulovany rast i apoptdéza bunék, ktery vede

ke vzniku nadoru (Marmot et al., 2007).

Nadorové bunky také casto napadaji své okoli pomoci metastaz, kdy se
z primérniho mista Sifi do jinych ¢asti téla. Pokud je rast nadoru ohraniceny a nador
se nemuze Sifit do jinych ¢asti téla (metastazovat), jedna se o takzvany nezhoubny
(benigni) nador. Zhoubné (maligni) nadory svym rastem mohou nicit okolni tkané
a krevnimi ¢i miznimi cestami se Sifit (metastazovat) do dalSich, i vzdalenych ¢asti téla.
Tam vytvaieji nové nadory, které poSkozuji dalSi tkané (Fidler, 2003). Postup Siteni

metastazy je zn&zornén na Obr. 1. Vé&tSina nddorovych onemocnéni se vyviji do faze



klinické identifikace roky ¢i dokonce desetileti po pocatecnim poSkozeni DNA (Hanahan
a Weinberg, 2000).

proliferace/angiogeneze odlou¢eni citkulace

lymfaticke cévy,

krevni kapilary Interakee s kreviimi
destickami, lymfocyty
a jinymi slozkami krve

pozastaveni transport

extravazace sténé

Obr. 1: Hlavni kroky formace metastazy. Upraveno dle Fidler (2003).

Existuje fada poruch nebo syndromu, vcetné nékolika predispozic k rakoving
¢i rychlému starnuti, které jsou spojeny se zdédénou vadou v jedné z cest pro opravu DNA.
Toto je vSak pouze menSi ¢ast pripadi vzniku nadorovych onemocnéni (Altieri et al.,
2008). VeétSina zahrnuje zmény nebo poSkozeni genetického materidlu nahromadéné
v prabéhu ¢asu (Anand et al., 2008). PrestoZze je DNA pomérn¢ stabilni, existuji faktory,
které mohou mit vliv na jeji strukturu a integritu a zpusobovat tak jeji poskozeni (Altieri et
al., 2008). Toto poSkozeni muze byt vysledkem endogennich procesi, jako jsou dédi¢né
mutace DNA, vnitini chemicka nestabilita urcitych DNA bazi nebo napadeni volnymi

radikaly. PoSkozeni DNA muZze také vyplynout z interakci s exogennimi cinidly, jako



fyzikalni karcinogeny (napi.: ultrafialové zafeni a ionizujici zétreni), nebo chemické

karcinogeny (napt.: 3,4-benzpyren a N-nitrosamin) (Bertram, 2000).

3.2.  Faktory ovlivaujici vznik nddorovych onemocnéni

Pouze 5-10 % v3ech ptipada nadorovych onemocnéni lze pripsat genetickym
porucham, zatimco zbyvajicich 90-95 % ma své koieny v Zivotnim prostredi a Zivotnim
stylu. Priciny poSkozeni genetického materidlu bunék maji za nasledek jak exogenni

(environmentalni), tak endogenni (vnitini) faktory (Anand et al., 2008).

3.2.1 Endogenni faktory vzniku nadorovych onemocnéni

3.2.1.1 Deédi¢né mutace DNA

Dédiéné geny zpusobuji pouze menSinu nadorovych onemocnéni. Zdédéné zmeény
jsou nazyvany mutacemi zarodec¢né linie a jsou piedavany z mateiské DNA vaji¢ka nebo
spermie. Jedinci s deédiénymi mutacemi zérode¢nych linii nadorovym onemocnénim
onemocnét nemusi, ale ve srovnani s ostatni populaci maji zvysené riziko jeho rozvoje
(Anand et al., 2008). Mutace genu, které potlacuji vznik nadoru, ¢asto zvySuji moZnost
vzniku rakoviny v mladém veéku. Patii meziné naptiklad LiFraumeni ¢i Von Hippel-
Lindau syndrom, coZ jsou geneticky podminéna onemocnéni charakterizovand obecné
zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni. NejcastéjSimi  nadorovymi
onemocnénimi zpuasobenymi vrozenymi mutacemi gent jsou rakovina prsu a tlustého
stieva. DalSi béZné naddorova onemocnéni, véetné onemocnéni vajecéniku, prostaty, slinivky
bridni, ¢i délohy, také mohou souviset se zdédénymi mutacemi, ale pouze v malém podilu
piipadt (Stewart a Kleihues, 2003).

3.2.1.2 Oxida¢ni stres

Ke vzniku nadorovych onemocnéni prispiva i oxidacni stres vyvolany volnymi
radikaly. Jednd se o vysoce reaktivni castice, které maji jeden nebo vice neparovych
elektront. Mezi n¢ patti volné kyslikové radikaly (Reactive Oxygen Species; ROS), jako je
superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku a volné dusikové radikaly
(Reactive Nitrogen Species; RNS) jako je oxid dusnaty ¢i dusicity (Altieri et al., 2008).
Tyto volné radikaly maji schopnost poSkozovat dulezité biomolekuly jako proteiny, lipidy
¢i nukleové kyseliny. Mohou tedy mit za nasledek chemické modifikace nukleotidi DNA,

cozZ je poSkozeni, které muize vést az k mutaci (Halliwell et al., 1992).



Jednim ze zpusobu vzniku ROS/RNS je jejich tvorba na bunééné urovni, jako
prirozeny vedlejsi produkt oxidativniho metabolismu bunék. Mezi hlavni producenty patti
mitochondrie, které produkuji ROS jako vedlejsi produkt respirace (1-5 % spotiebovaného
0O,) (Georgakilas et al., 2010). Volné radikaly jsou produkovéany nejen normalnim
metabolismem, ale také environmentalnim stresem, jako je kouieni, fyzikalni karcinogeny

a chemickeé karcinogeny, které jsou obsaZzené naptiklad v potravinach (Altieri et al., 2008).

" Endogenni zdroje
_ oxidacniho stresu

Exogenni zdroje
oxidacniho stresu

Oxidovana baze I

U

opravenou \.\r—l reparace DNA

buiika s |

DNA

l replikace DNA

bunééna smri _ll pietrvivajici poflkozeni |l-

DNA mutace

Obr. 2: Pasobeni oxida¢niho stresu na DNA. Upraveno dle Kryston et al. (2011)

Télo mé& nekolik mechanismi, které mohou zneSkodnit nebo blokovat Gcinky
ROS/RNS, aby nedoSlo k oxidacnimu poSkozeni DNA. Béhem oprav se poskozeng,
oxidované, baze vylucuji moci (Georgakilas et al., 2010). Latky, které mohou zneSkodnit
ROS/RNS se nazyvaji antioxidanty. Napiiklad vitaminy C a E mohou volnym radikalim
piedat elektrony a blokovat tak jejich Skodlivou aktivitu. Dietarni sloZky, jako jsou
isothiokyanaty ¢i polyfenoly, mohou rovnéz aktivovat signalizacni drahy, které vedou

k aktivaci prvku antioxidac¢ni odpoveédi a ke zvySeni regulace exprese detoxikacnich



enzymi. Aby nedochazelo k negativnim projevim volnych radikélu, je tieba udrzovani

jejich rovnovéhy s antioxidanty (Marmot et al., 2007)

3.2.1.3 Zanéty a infekce

Mezi daldi endogenni faktory vzniku na&dorovych onemocnéni patti zanéty
a infekce. Zanét je fyziologicka reakce na infekci, cizi télo, trauma nebo chemické ¢i jiné
podrazdéni a v akutni fazi mazZe byt uzitecny. Chronicky zanét vSak muze zpusobit az
poSkozeni DNA. Infekéni agens, vcetné vird, bakterii a paraziti tak mohou podporovat
vyvoj nadorovych onemocnéni (Marmot et al., 2007). Chronickd zéanétliva tkan je
infiltrovana raznymi druhy bungk, které produkuji Sirokou Skalu bioaktivnich latek. Mezi
n¢ patii naptiklad cytokiny, ristové faktory, ROS/RNS nebo produkty cyklooxygenaz
a lipoxygendz. Chronické zanétlivé prostredi muaze zvySovat proliferaci a diferenciaci
bun¢k, inhibovat apoptézu (programovana buné¢na smrt) a indukovat angiogenezi (tvorba
novych krevnich kapilar). Lidé trpici chronickym zanétlivym stavem tedy zéroven
predisponuji k rozvoji nadorovych onemocnéni (Coussens a Werb, 2002). Nedostate¢na
vyZiva nebo dietni nerovnovaha muze vest k imunodeficiencim a zvySené nachylnosti
na infekce (Marmot et al., 2007).

Nekterd konkrétni infekéni onemocnéni se povaZzuji za zndmou piicinu vzniku
konkrétnich rakovin. Lidsky papillomavirus mtze byt pticinou rakoviny déloZniho ¢ipku,
vir Epstein-Barrové rakoviny nosohltanu, infekce hepatitidou B a C rakoviny jater
a infekce krevni¢ckou mocovou (Schistosoma haematobium) rakoviny mo¢ového méchyie.
DNA a RNA viry také mohou zpisobit nadorové onemocnéni. DNA viry kéduji virové
proteiny, které blokuji nadorové supresorové geny, zatimco RNA viry nebo retroviry
koduji onkogeny (Stewart a Kleihues, 2003). Ve vétsing piipadu infekce témito infekénimi
agens sama o sob¢ nevede ke vzniku nédoru, ale je prispivajicim nebo nutnym faktorem
v rozvoji rakovinového procesu. Odhaduje se, Ze 1 ze 4 nadorovych onemocnéni
v rozvojovych zemich je zptsobeno infekci. V roce 2002 to predstavovalo piiblizné 1,9
miliond pacientd nebo témer 1 z 5 vSech nadorovych onemocnéni na celém svété (Mackay,
2006).



3.2.2  Exogenni faktory vzniku nddorovych onemocnéni

Jak bylo zminéno, vétSina piipadi nadorovych onemocnéni ma pavod z vliva
Zivotniho prostiedi a Zivotniho stylu. Naptiklad souvislost mezi stravou avznikem
nadorovych onemocnéni byla prokazana na zaklad¢é rozdila v mire specifickych typa
rakoviny v raznych zemich a pozorovanymi zménami vyskytu rakoviny pti migraci. Bylo
zjisténo, Ze Asijci maji 25x nizsi vyskyt rakoviny prostaty a 10x nizsi vyskyt rakoviny
prsu, nez obyvatelé zapadnich zemi. Poté, co Asijci migruji na z&pad, se mira téchto
nadort podstatné zvySuje (Anand et al., 2008; Maskarinec a Noh, 2004; Ziegler et al.,

1993).

Vyraznym faktorem Zivotniho stylu je také koureni tabaku. Cigaretovy kour je
silnym karcinogenem a zdrojem oxidacniho stresu. Ve srovnani s nekuiaky maji aktivni
kuiaci nizSi cirkulacni koncentrace antioxidanta vcetné B-karotenu, kryptoxanthinu
¢i kyseliny askorbové (Alberg, 2002). Tabak zpusobuje odhadem 20 % vSech dmrti
na nadorova onemocnéni. Celosvétoveé je priblizné 80 % pripadt rakoviny plic u muza
a50 % u Zen zpusobeno kouienim tabaku (Stewart a Kleihues, 2003). Cigaretovy kouft
obsahuje alespon 80 znamych mutagennich Kkarcinogend, vcéetné arsenu, kadmia,
amoniaku, formaldehydu ¢i benzopyrenu. KaZzdy z nich m& samostatny mechanismus
zpusobujici nadorové onemocnéni (Nishikawa et al., 2004). Vyznam faktora Zivotniho
stylu vevyvoji rakoviny byl také prokazdn ve studiich monozygotnich dvojcat
(Lichtenstein et al., 2000).

3.3.  Vybrané typy naddorovych onemocnéni

Celosvétove jsou nadorova onemocneéni nejéastéji diagnostikovanym onemocnénim
s 8,2 miliony Umrtimi v roce 2012. Vice neZz polovina vSech Umrti na nadorova
onemocnéni je zptasobena karcinomem plic, Zaludku, jater, tlustého stieva a prsu (Ferlay et
al., 2012).

3.3.1 Karcinom plic

Karcinom plic je jednim z nejcastéjSich typa nddorovych onemocnéni na celém
svéte. Beézne je diagnostikovan v zemich s vysokymi piijmy, presto jeho vyskyt zacina
naristat i v zemich jako napiiklad Cina. V roce 2002 bylo zaznamenano pfiblizng 1,4

milionu pfipadt, coZ predstavuje vice nez 12 % vSech ptipadi nadorovych onemocnéni,



(Mackay, 2006). Za hlavni pticinu rozvoje karcinomu plic je povaZovano koureni
a vystaveni tabakovému kouti. Karcinogeny v tabakovém kouti nebo dalSich inhalovanych
¢asticich, jako je uhelny dehet ¢i azbest, mohou interagovat ptimo s DNA plicnich bungk.
Vzhledem k tomu, Ze inhalacnim karcinogentim je vystavena celd plicni tkan, v riznych
mistech muze dojit k riznym zménam, coz vede ke vzniku odlisnych typa karcinomi
(Kufe et al., 2003). I globalni a regionalni trendy vyskytu tohoto onemocnéni odrazeji
prevalenci koureni, s ¢asovym zpozdénim asi 35 let. Karcinom plic byl az do konce
19. stoleti pomérn¢ vzacny, s pouhymi 140 ptipady nalezenymi ve svétové literature pied
rokem 1898 a pouze 374 ptipady do roku 1912 (Proctor, 2001).

Ve vyvoji karcinomu plic miZe také hrat roli zanét, ptricemZ rakovinné zmeény
se vyskytuji jako odpovéd’ na chronickou expozici drézdivym latkdm a opakovanym
poranénim. Plicni karcinomy mohou mit souvislost s chronickymi onemocnénim plic jako
sklerodermie, revmatoidni onemocnéni, sarkoiddza nebo tuberkul6za (Kufe et al., 2003).
Pocétecni stadia tohoto nddorového onemocnéni obvykle nevyvolavaji Zadné ptiznaky,
proto je b&zné, Ze v dobé diagnozy je karcinom jiz v pokroc¢ilém stadiu. 10% mira pieziti

Vv s

neni pfizniva a je obvykle vyssi u Zen nez muza (Iwase et al., 1999).

3.3.2 Kolorektalni karcinom

Vv s

Kolorektalni karcinom (tlustého streva nebo konecniku) je tieti nejb&zngjsi typ
nadoroveho onemocnéni na svété s vice nez 1 milionem novych piipadu zaznamenanych
v roce 2002. Umrtnost je piiblizné polovina incidence a jedna se o &tvrtou nejéastsjsi
pii¢inu Gmrti na nddorové onemocnéni. Existuji znacné zemépisné rozdily v celosvétovém
rozdéleni vyskytu kolorektalniho karcinomu. Incidence kolorektalnich karcinomu
se zvySuje s industrializaci a urbanizaci. Byva castéjsSi v zemich s vysokymi piijmy
a zastava pomérné neobvykla v Africe a Asii. Castéji se také vyskytuje u muzi nez u Zen.
(Mackay, 2006). Mira pieziti dosahuje v praméru 50 % z toho 55 % v zemich s vysokymi
piijmy a 39 % v zemich stiedni a nizké Grovné (Jemal et al., 2011).

V Evropé je kolorektalni karcinom druhym nejéastéjSim typem rakoviny. Posledni
Udaje ukazuji alarmujici epidemiologické trendy ve stredni a vychodni Evropé (Mad’arsko,
Slovensko a Ceska republika) (Ferlay et al., 2012). V celosvétovém poradi stati ma Ceska

republika Sestou nejvyssi incidenci tohoto onemocnéni (NOR, 2015). Vysoka mira vyskytu

kolorektalniho karcinomu v téchto zemich je zptasobena kombinaci béZznych exogennich



faktort s nezdravym Zivotnim stylem a s blizkou pavodni genetickou vybavou mistnich

obyvatel, ktera vede k podobnosti v dédi¢nych predispozicich (Zastera et al., 2010).

Karcinogeny poZité jako souc¢ést potravin ¢i ndpoja, pokud nejsou metabolizovany
nebo absorbovany v tenkém stievé, mohou pitimo reagovat s bunkami tlustého streva
a kone¢niku. Kolorektalni karcinom se muzZe také vyvinout na pozadi zanétlivého
onemocnéni strev jako naptiklad ulcerdzni kolitida nebo Crohnova choroba (ltzkowitz a
Yio, 2004). Rozvoj kolorektalniho karcinomu je ¢asto doprovazen ptiznaky jiz v pocate¢ni
fazi, coz znamena, Ze k 1écb¢ dochazi véas a mira preziti je pomérné vysoka. Kromé toho
v n&kterych zemich, véetné Ceské republiky, probihaji pravidelna screeningova vysetieni.
Cilem téchto screeningovych programa je praveé vcéasna detekce. Tti randomizované studie
prokézaly sniZeni umrtnosti o 15-33 % u pacientu, ktefi podstupuji rutinni screening
(Hardcastle et al., 1996; Kronborg et al., 1996; Mandel et al., 1993).

Narodni screeningovy program v Ceské republice byl zahajen v &ervnu 2000,
piicemZ pro testovani jsou vyuZivana periodicka vySetreni stolice pro okultni krvaceni.
Jedno testovani béhem dvou let je nabizeno asymptomatickym osobam starSim 50 let
prostiednictvim sit¢ praktickych Iékaia. V ptipadé pozitivniho testu je provedena nasledna
kolonoskopie, aby bylo mozno vznikajici nador lokalizovat. Od roku 2006 se shromazd’uji
a vyhodnocuji individualizované Gdaje o téchto vySettenich, aby byly spinény doporuceni

EU pro kontrolu kvality screeningovych programu (Zavoral et al., 2009).

3.3.1 Karcinom jater

Nadorové onemocnéni jater je Sestym nejéastéjSim typem nadorovych onemocnéni
na svété. V roce 2002 bylo zaznamenano piiblizné 625 000 piipadi, coZz piedstavuje
piiblizné 6 % viech ptipadu rakoviny. Asi polovina téchto piipadt se vyskytuje v Cing.
Je témét vzdy fatalni a je treti nejcastéjSi pricinou umrti na nadoroveé onemocnéni, coz
piedstavuje priblizné 9 % vSech umrti. V jatrech se vyskytuji razné typy nadora. Kazdy méa
potencialné razné priciny a prirozenou historii. Kolem 75-90 % rakovin jater se vyskytuje
jako hepatocelularni karcinom, ktery zacina poSkozenim jaternich bunék (hepatocytt)
(Mackay, 2006).

Hepatocelularni karcinom se vyviji aZz u 80 % pacienta s cirh6zou jater. Tento
preneoplasticky stav je nejsilngSim predispozi¢énim faktorem (Llovet, 2005). Vir

hepatitidy B je hlavnim rizikovym faktorem v Asii a Africe. PienaSeci tohoto viru maji
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100x vysSi relativni riziko pro rozvoj s roéni incidenci 2-6 % u pacienta s cirh6zou jater.
V zépadnich zemich a v Japonsku je hlavnim rizikovym faktorem, spole¢né s dalSimi
piicinami cirhozy, infekce virem hepatitidy C (Bosch et al,. 2004). Priblizn¢ u 20-30 %,
z odhadovanych 170 miliona jedincu, nakaZenych virem hepatitidy C po celém svéte,
se vyvine cirh6za jater. Povzniku cirh6zy je ro¢ni incidence karcinomu jater 3-5 %

(Sangiovanni et al., 2004).

Expozice aflatoxint v potravinach je také vyznamnym rizikovym faktorem
pro vyvoj hepatocelularnho karcinomu. (Wild a Gong, 2009). Aflatoxiny jsou primarné
produkovany plisnémi Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus, které kontaminuji fadu
potravinaiskych komodit véetné kukurice, olejnatych semen, koteni, podzemnice olejné
a orechu, piedevsim v tropickych a subtropickych oblastech svéta. Prijem aflatoxinu B,
zvysuje riziko vzniku hepatocelularniho karcinomu. Aflatoxiny mohou hrat klicovou roli
u4,6-28,2 % vsech globalnich ptipada hepatocelularniho karcinomu (Liu a Wu, 2010).
Aflatoxiny se mohou dostat do potravniho fetézce i skrze Zivocisné produkty. Naptiklad
pokud zvifata uréena k produkci mléka konzumuji krmiva kontaminovana aflatoxiny,

do mléka miZe byt vylu¢ovan metabolit aflatoxin My (Strosnider et al., 2006).
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Obr. 3: Celosvétova umrtnost na jednotlivé typy nadorovych onemocnéni. Upraveno dle
Ferlay et al. (2012).
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3.4. Nadorova onemocnéni v CR a ve svéte

V roce 2015 bylo do Narodniho onkologického registru CR (NOR) nové nahlaeno
celkem 94 462 ptipada zhoubnych novotvara z toho témér 49 tis. pripada u muza a 46 tis.
piipadd u Zen. Incidence nadorovych onemocnéni v Ceské republice v dlouhodobém
pohledu roste. Rostouci pocet hlaSenych piipadi muzeme c¢éastecné davat do souvislosti
se starnutim populace CR. Vék je hlavnim rizikovym faktorem zhoubného bujeni, mimo
jiné diky kumulativnimu vlivu rizikovych faktora. DalSimi mozZnymi vlivy na rostouci
absolutni incidenci jsou vysSi vyskyt fyzikéalnich a chemickych karcinogend, ale také
zlepSend diagnostika a celkova kvalita lékaiské péce. Kolorektélni karcinom je jednou
z necastéjsich onkologickych diagnéz v CR. V celosvétovém poiadi stath méa Ceska

republika Sestou nejvyssi incidenci tohoto onemocnéni (NOR, 2015).
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Obr. 4: Vékove standardizovand mapa vyskytu nddorovych onemocnéni (s vyjimkou

rakoviny kiaZze), pro obé pohlavi; rok 2012 (Ferlay et al., 2012)

Celosvétové  jsou nadorova onemocnéni  nejcastéji  diagnostikovanym
onemocnénim. Odhaduje se, Ze vroce 2012 to bylo 14,1 milioni novych piipad.
Néadorova onemocnéni plic, prsu, tlustého streva a Zaludku predstavovaly vice nez 40 %
ze vSech diagnostikovanych piipadd po celém svéte. U muza byla nejbézngji
diagnostikovéna rakovina plic (16,7 % vSech novych piipada v roce 2005). U Zen to byla

nejcastéji rakovina prsu (25,2 % vSech novych piipadt v roce 2005). Nadorova
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onemocnéni jsou také nejcastéjsi pricinou umrti ve svéte, v roce 2012 na né zemielo 8,2
milionu lidi (Ferlay et al., 2012).

Tyto alarmujici statistiky nuti védce k neustadléemu vyzkumu piavodu a lécby
nadorovych onemocnéni. K rapidnimu vyzkumu dochézelo predevSim v predchozich 25
letech, kdy byly odhaleny principy vzniku a nesmirna komplexita nadorovych onemocnéni.
Lze predpokladat, Ze vyzkum bude nadale pokracovat. Cilem je presné porozuméni
veSkerym principim nadorovych onemocnéni a vyvoj specifickych protinddorovych léku
(Hanahan a Weinberg, 2000).

3.5.  Moderni pristupy v Ié¢bé nadorovych onemocnéni

V soucasné dobé je cilem lécebné terapie nadorovych onemocnéni odstranéni
nadoru (kurativni terapie) nebo alespon prodlouzeni pieziti u pacientd s pokroc¢ilym

stadiem onemocnéni (paliativni terapie), pii zachovani co nejvysSi kvality Zivota

v dlouhodobém i kratkodobém horizontu (Siegel et al., 2012).

Nekurativni léc¢ebny postup prichazi na fadu v ptipadech, kdy neni mozné
dosahnout Uplného vyléceni, a to z davodu stupné pokrocilosti nemoci, jeji pfirozené
rezistence na lécbu ¢i celkovy stav pacienta. MoZnosti paliativni lécby jsou pomérné
pestré, patii sem pievazné symptomatickd terapie. Jedna se zejména o terapii bolesti
a pripadn¢ razné chirurgické a endoskopicke zakroky, které maji obvykle zajistit
prachodnost dutych orgénu, které jsou jinak nddorem utlacené (Adam et al., 2011).
Kurativni 1é¢ba ma za cil Gplné uzdraveni jedince, tedy dokonalé odstranéni nemoci,
bez ohledu na okolni zdravou tkan. Provadi se v piipadech, kdy charakter a rozsah nadoru,
i celkovy stav nemocného, davaji piedpoklad pro Uplné odstranéni nadoru z organismu.
V souc¢asné dobé jsou k dispozici 3 zakladni formy kurativni terapie, a to chirurgicke
odstranéni nadoru, ozarovani (radioterapie) a chemoterapie. U nékterych nadori je také
moZno vyuZit hormonalni terapii ¢i biologickou Iécbu (Klener a Klener jr, 2010).

3.5.1 Chemoterapie

Vyznamnym prvkem kurativni lécby je chemoterapie, tedy Ié¢ba nadoru pomoci
chemickych latek, které ovliviwji bunéény cyklus. Principem jejich G¢inku je inhibice

mnoZeni predevsim nadorovych bunék - v takovém ptipadé hovoiime o antiprolifera¢nim
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ucinku latky, extrémni formou antiprolifera¢niho G¢inku je cytotoxicita, kdy dana latka

pusobi na bunku toxicky a zpasobuje jeji usmrceni (Aguilar, 2001).

Cytotoxicke latky vyuzivané v 1é¢bé nadorovych onemocnéni se nejéastéji rozdéluji
podle svého mechanismu G¢inku na nékolik z&kladnich skupin. Mezi né patii alkylancia
(kovalentné se vazi na DNA a inhibuji tak jeji funkci a déleni bunék), antimetabolity
(inhibuji tvorbu bazi DNA, nebo jsou za tyto baze zaménovany a pisobi tak jako faleSny
substrat s vyslednou nefunkéni DNA), inhibitory mitézy (vazbou na tubulin zpasobuji
rozruSeni bunécnych mikrotubuli, jeZz maji rozhodujici vyznam pro spravny prabéh
mitdzy), inhibitory topoizomerazy (blokuji enzymy ucastnici se rozdéleni DNA pfi
mitdze), interkalacia (vsunuji se mezi béaze a blokuji tak nové syntézy DNA ¢i RNA),
inhibitory tyrosinkinaz (inhibuji nebo modifikuji nitrobunécny pienos signéla, ¢imz

ovliviuji genovou transkripci) (Sliva a Votava, 2010).

Velké ¢éast moderniho farmaceutického pramyslu byla vyvinuta na zakladé Ié¢ivych
rostlin obsahujicich latky s cytotoxickym G¢inkem. VétSina téchto rostlin byla vyuZivana
puvodnimi obyvateli a domorodymi komunitami (Aguilar, 2001). Mezi hlavni rostlinné
protinddorové pripravky, Kkteré jsou v soucasnosti v Klinickém uzivani patii
podofylotoxiny, kamptothecin, Vinca alkaloidy ¢i taxany. Podofylotoxiny jsou lignany
inhibujici polymeraci tubulinu, které jsou ziskavany z pryskyiice Podophyllum peltatum
(Berberidaceae) (Damayanthi a Lown, 1998), casto jsou vyuzivany semisyntetické
derivaty podofylotoxini etoposid a teniposid (silné ireverzibilni inhibitory DNA
topoizomerazy I1) (Gertsch et al. 2007). DalSim protinadorovym piipravkem je chinolinovy
alkaloid kamptothecin, nachézejici se v Camptoteca acuminata (Nyssaceae). Jeho
protinadorova aktivita (inhibice DNA topoizomerazy) byla objevena Wallem et al. (1966).
Kamptothecin byl chemicky modifikovan ke sniZeni svych toxickych u¢inka a dva z jeho
derivatt topotekan a irinorekan byly komercializovany (Garcia-Carbonero a Supko, 2002).
Mezi dalSi vyznamné rostlinné protinadorové ptipravky patii Vinca alkaloidy (vincristin,
vinblastin, vindesin, vinorelbin), které jsou izolovany z Catharantus rosea (Apocynaceae),
¢esky Barvinkovec razovy. Vinca alkaloidy maji podobné struktury, ale vykazuji rozdily
jak ve spektru biologické aktivity, tak ve své toxicité (Leveque a Jehl, 2007). Vinblastin
blokuje tvorbu mikrotubult a zabranuje tak rakovinnym bunk&m podstupovat mitézu (Hait
et al., 2007). Mezi duleZité protinadorové pripravky v neposledni radé patii také taxany.
Jedna se o diterpeny nachdazejici se v ketrich a stromech rodu Taxus. Pfirozeny obsah

taxanu v téchto rostlinch vsak neni prilis vysoky, a proto jsou vyuzivany pievazné jejich
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semisynteticka analoga. Paclitaxel (zndmy pod obchodni znackou Taxol) a docetaxel
(zndmy pod obchodni zna¢kou Taxotere) (Kingston a Newman, 2007). Mechanismus jejich
pusobeni je inhibice mit6zy. Paclitaxel byl v roce 1992 schvélen americkym Ufadem
pro lécivé pripravky k lécbé metastatického karcinomu vaje¢nikta. Ukazaly se také slibné
vysledky v klinickych studiich karcinomu plic, prsu, hlavy a krku (Gordaliza, 2007).
Docetaxel je semisyntetickym analogem paclitaxelu. PouzZiva se v léc¢bé pokrocilého
metastatického karcinomu prsu a nemalobunééného karcinomu plic (Dubois, 2006; Fang
a Liang, 2005).

Polovina v3ech protinadorovych léka schvalenych na mezinarodni drovni od roku
1940 do roku 2006 byla bud piirodnim produktem nebo jeho derivatem. Taxany
a kamptotheciny samy o sob¢& piedstavovaly piiblizn¢ jednu tietinu globalniho trhu
s protinadorovymi lé¢ivy v roce 2002 s trzni hodnotou vyssi nez 2,75 miliardy amerického

dolaru (Newman a Cragg, 2007).

Obr. 5: Vincristin

Kong a Liu (2006) uvadgji, Ze vice nez 50 % vsech lékd, které jsou v soucasné dobé
v klinickém uZivani, pochéazi z ptirozenych ptirodnich produktia a asi polovina z 25
nejprodavanéjsich svétovych leciv je odvozena od piirodnich produkti. Mnoho stata
se zaméiuje na botanicky vyzkum a testovani kvuli vyznamu fytochemikalii pro lidsky
Zivot a jejich obrovskému potencialu na trhu. Podle Effertha et al. (2007) Cina vyviji
pfiblizné 139 inovativnich 1éka, z nichZz 9 vychazi z tradi¢éni ¢inské mediciny. V USA
probéhl v letech 1991-2004 projekt financovany Narodnim institutem pro rakovinu
,»Prirodni inhibitory karcinogeneze®, ktery nashromazdil vice nez 5000 rostlinnych vzorka
a ziskal z nich vice nez 250 Gcinnych latek pro prevenci rakoviny. Podobné vyzkumy
probihaji i v dalSich zemich jako naptiklad Indie, Pakistan ¢i Brazilie (Kinghorn et al.,
2004).
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3.6.  Tradi¢ni medicina

DalSim moznym piistupem k Ié¢bé je tradi¢ni medicina (TM). Jedna se o zpusob
ochrany zdravi, ktery existoval jiZ pted relativné nedavnym piichodem moderni mediciny.
TM c¢asto slouZi jako jedna ze souc¢asti komplexniho systému Iécby, ktery mize zahrnovat
pouziti rostlinnych, ZivociSnych a minerélnich ptipravka, duchovni terapie, regulace
stravovani, cviceni ¢i razné techniky jako akupunktura nebo masaz, k udrZeni zdravi,
ale také k prevenci a lé¢bé onemocnéni. TM je dileZitou soucasti zdravotni pé¢e v mnoha
rozvojovych zemich, ale také v zemich rozvinutych a ma rychle rostouci ekonomicky
vyznam. Presto, Ze pouziti Iécivych rostlin v terapii je zndmo jiZ po cela staleti ve vSech
castech svéta, poptavka po bylinnych lécich roste dramaticky piedevsim v poslednich
letech (Kartal, 2007). Odhaduje se, Ze v tradi¢ni mediciné je vyuZivano pies 25 000
rostlinnych druha (Aguilar, 2001). Napriiklad v texaském Andersonové centru pro lécbu
rakoviny z 453 pacientd 99,3 % slySelo o0 TM. Z nich 83,3 % vyuZilo alespon jeden piistup
TM. Nejveétsi vyuziti mély duchovni praktiky (80,5 %), uzivani vitamint a bylin (62,6 %)
a pohybové a fyzikalni terapie (59,2 %) (Richardson et al., 2000).

V rozvojovych zemich je tradiéni medicina ¢asto jedinou dostupnou lécbou.
V Africe ji vyuZiva jako primarni systém zdravotni péce az 80 % populace. Regionalni
ufad WHO (World Health Organization; Svétova zdravotnicka organizace) pro latinskou
Ameriku uvadi, Ze 71 % obyvatel Chile a 40 % populace Kolumbie pouZziva tradi¢ni
medicinu. V mnoha asijskych zemich je Siroce pouzivana tradi¢ni medicina, presto, Ze je
¢asto bézné dostupny i moderni (zépadni) zpasob lécby (World Health, 2002). Systémy
tradicni mediciny, které jsou Siroce pouzivany v narodni zdravotni péci po celém svéte,
zahrnuji napiiklad tradi¢ni ¢inskou medicinu, tradiéni japonskou medicinu Kampo, tradi¢ni
arabskou medicinu Unani, indickou ayurvédskou medicinu ¢i tradi¢ni zépadni bylinnou
medicinu. Mezi dalSi typy tradi¢ni mediciny patii ethomedicina domorodych kmend,

lécitelstvi nebo Samanismus (Ichikawa et al., 2007).

3.6.1 Etnomedicina v peruanské Amazonii

Peru je, diky Amazonskému pralesu, ktery se rozkladad na 60 % plochy stétu,
charakterizovano jako zemé¢ s jednou z nejvysSich biodiverzit na svété. Domorodé kmeny
zde maji dlouhou historii vyuZzivani rostlin pro 1écbu nemoci a tyto praktické znalosti byly

piendSeny raznymi zptasoby z generace na generaci (Gonzales a Valerio, 2006). Existuje
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zde fada tradi¢nich medicinskych praktik od Samanismu pies kosmologické ritualy
po mnohé bylinné prostiedky (Bussmann a Sharon, 2006). Domorodé kmeny v Peru
se nachazeji na raznych urovnich vyvoje. Nékteré z nich se poprvé setkaly s evropskou
(prevdzné Spanélskou) kulturou na pocatku 16. stoleti. V tomto obdobi zde byla
dominantni inckd a mayska kultura. Tyto pre-hispanské kultury mély vyznamny stupen
Iékaiskych znalosti. Moderni zemé v celé Jizni Americe vliv téchto kultur odrazZeji. Dobyti
kontinentu Evropany a kolonialni obdobi, které nasledovalo, vedlo k piijimani nové
kultury a k vymizeni mnoha domorodych Iékaiskych koncepti. Nicméné nékteré oblasti,
zejména odlehlé ¢asti amazonského deStného pralesa s mensim kontaktem s novou

kulturou, si tyto hluboce zakoienéné formy lécitelstvi zachovaly (Zolla, 1980).
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Obr. 6: Tropicky destny prales na Gzemi jizni Ameriky (Peru)

Zpravy o0 pouZziti rostlin domorodymi kmeny jako specifické protinadorové
piipravky, jsou ziidka kdy dostupné, zejména proto, Ze nddorova onemocnéni zahrnujici

slozity soubor ptiznaki a v podminkach kmenového lécitelstvi je neni vzdy snadné
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diagnostikovat. Na zé&kladé¢ toho lze vzit v uvahu etnofarmakologické zpusoby uZiti
jednotlivych rostlin  pfi 1é¢bé zanétlivych, infekénich, parazitickych a virovych
onemocnéni ¢i koznich probléma (Cordell et al., 1991; Popoca et al., 1998). Shahidi (2012)
uvadi, Ze pravidelnd konzumace potravin rostlinného ptvodu je spojena se snizenym
rizikem vyskytu nddorovych onemocnéni. Predpoklada se, Ze piiznivy Gcinek potravin
rostlinného pavodu muaze byt pripisovan piedevSim mnozstvi fenolickych slougenin
a jejich schopnosti podporovat antioxidacni ucinek (Brewer, 2011). V soucasné dob¢ je
antioxidacni aktivita primarné zkoumana v bézné konzumovanych potravindch jako je
ovoce a zelenina. DalSi studie vSak naznacuji, Ze i ostatni kategorie rostlin, jako jsou lé¢ivé
byliny, maji vyrazné antioxidacni Gcinky a jejich extrakty mohou mit také vyznamny

antiproliferacni a cytotoxicky uc¢inek na nadorové buiky (Jaberian et al., 2013).

K 1é¢bé nadorovych onemocnéni jsou vyuZivany i rostliny z perudnské Amazonie.
Mezi nejznaméjsi patti Vilcacora (Uncaria tomentosa), Maca (Lepidium meyenii) a “Draci
krev“ (Croton lechleri) (Gonzales a Valerio, 2006). Kazda z nich byla védecky zkouméana
pro Sirokou Skalu terapeutickych, véetné specifickych protinddorovych G¢inka (Alonso-
Castro et al., 2012; Bai et al., 2015; Riva et al., 2001). Bussmann a Sharon (2006) uvadgji,
Ze vyzkum dalSich rostlinnych druhi, vyuZivanych v tradi¢nim lidovém légitelstvi v oblasti
Iécby nadorovych onemocnéni, by mohl poskytnout zajimavé informace a vést k vyvoji
novych léciv. Mezi tyto rostlinné druhy by mohly patiit i Mansoa alliacea (Lam.)
A. Gentry, Petiveria alliacea L., Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, Ayapana triplinervis (Vahl) R.M.King &
H.Rob., Alternanthera flavescens Kunth, Phyllanthus niruri L, ¢i Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb.
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3.6.1.1 Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry

Mansoa alliacea, také nazyvana cesnekova réva, je druh tropické dievnaté liany
s fialovymi kvéty z celedi Trubacovité (Bignoniaceae). Témér vSechny ¢asti rostliny jsou
hojn¢ vyuZivany a respektovany fadou puvodnich kment Amazonie (Taylor, 2012).
Indiani povazuji rostlinu za "magickou" nebo "duchovni" se schopnosti odvratit zIé duchy
a privolat Stésti. Listy svazané ve svazcich se pro tyty Gc¢inky ¢asto nachazeji v mistnich
chysich a domcich (Patel et al., 2013). M. alliacea je peruanskymi amazonskymi kmeny
také pouzivan jako Iék. Indiani Shipibo-Conibo pfipravuji obklady na otoky a z&néty
pokoZzky a odvary pii revmatismu, artritidé, nachlazeni, ¢i onemocnéni délohy. Koien
je pripravovan v alkoholové tinkture jako celkové regenera¢ni tonikum. Kmen Ese'eja
pripravuje ¢aj z listt pii nachlazeni, zatimco kmen Amuesha pouziva tento ¢aj k podpotie

plodnosti. Wayapiové pripravuji z listti 1dzen k 1é¢bé hore¢natych stava (Taylor, 2012).

Jako hlavni sloZzky M. alliacea byly identifikovany slouc¢eniny siry dialyldisulfid,
allin ¢i allicin (Zoghbi et al., 2009), dale b-sitosterol, fukosterol, stigmasterol, iridoidy,
isothiokyanaty, naftochinony, alkaloidy, saponin ¢i flavony jako apigenin, luteolin
a methylscutellarein (Rao a Rao, 1980; Saez a Soto, 2010)

Towne et al. (2015) testovali biologickou aktivitu extrakta z listd M. alliacea.
Vodni extrakty maji mirny cytotoxicky ucinek na nadorové bunky T3-HA (terciélni
metastaticky nador jater). Etanolovy extrakt z M.alliacea prokazal cytotoxickou aktivitu
(ICs0= 5,6 mg/ml) proti bunkam V-79 (ltokawa et al., 1992). Dale maji extrakty z této

Obr. 7: Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry

19



3.6.1.2 Petiveria alliacea L.

Petiveria alliacea je wvytrvalda bylina z celedi Licidlovité (Phytolaccaceae),
dosahujici vysky az 1 m. Vytvaii tmaveé zelené kozovité listy a nenapadné bilé kvéty
(Lopes-Martins et al., 2002). Rostlina, a zejména koieny, ma silny ¢esnekovy zapach.
Koreny a listy jsou v lidové mediciné pouzivany pro sedativni, diuretické a antihelmintické
ucinky. Indidni kmene Ese'Eja v peruanské Amazonii ptipravuji nalev z lista
pii nachlazeni. Jiné domorodé skupiny drti zlistt pastu apouZivaji ji externé
pii revmatickych obtizich ¢i bolesti hlavy. Tato pasta z lista se pouziva také jako
insekticid. Mimo to je P.alliacea vyuZivana i pfi magickych obiadnich koupelich
bylinnych Iéc¢itelt zvanych curanderos (Taylor, 2012).

Vyznamnou latkou obsazenou v P. alliacea je lipofilni sloucenina dibenzyltrisulfat
(DTS), ktery je schopen regulovat bunééné procesy jako je genova exprese, transkripce

a u kterého byla zjisténa imunomodulaé¢ni aktivita (Williams et al., 1997).

S
s” g

Obr. 8: Dibenzyltrisulfat

Jednou z jeho nejsilngji prozkoumanych terapeutickych cest je proces regulujici
apoptdzu (Deschesnes et al., 2001). Antiprolifera¢ni/cytotoxicka aktivita DTS byla poprvé
objasnéna za pouziti lidskych bunék neuroblastomu SH-SY5 (Résner et al., 2001).
Hlavnim G¢inkem DTS v protinadorové aktivité se jevi indukce apoptotické bunécné smrti.
Kromé toho se zd4, Ze DTS ma i urcity stupen selektivity k patologickym buiikdm, nebot’
po dobu 7 dni neptsobil toxicky na humanni fibroblasty (HOFA), coZ je nomalni bun&cna
linie (Williams et al., 2004b). Cytotoxicky G¢inek DTS na lidskou neuroblatsomovou
bunéénou linii SH-SY5 byl pii in vitro pokusech zvySen az 70~ vytvorenim komplexu
s bovinnim sérovym albuminem (Williams et al., 2002). Na rozdil od sloZité povahy
neékterych z nejslibnéjSich protinadorovych Iéciv, je DTS jednoduchd molekula. Bylo
vytvoreno nékolik derivata DTS, které mély trisulfidovy mistek (ten byl stanoven jako

kritické misto pro biologickou aktivitu) (Rosner et al., 2001). Nékteré z téchto uméle
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vytvorenych molekul mély dokonce vyssi cytotoxickou aktivitu nez DTS (An et al., 2006;
Xu et al., 2009).

Obr. 9: Petiveria alliacea L.

3.6.1.3 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

Dysphania ambrosioides, c¢esky Merlik vonny, je jednoletd bylina z celedi
Laskavcovité (Amaranthaceae). Dosahuje vysky asi jednoho metru a méa drobné zelené
kvéty. Listy maji na spodni strané vonné Zlazy. Extrakty této rostliny byly tradi¢né
vyuzivany v lidovém lécitelstvi jiz od dob mayské civilizace. D. ambrosioides byla a je
vyuzivana jako koteni, jelikoz podporuje chut’ k jidlu, uklidiuje nervy a uvoliuje kiece
traviciho traktu. Vyznamné vyuZziti ma také jako antihelmintikum proti strevnim parazitim
(Kliks, 1985).

Chemickym sloZzenim D. ambrosioides se zabyval Barros et al. (2013), dle této
studie D. ambrosioides. obsahuje organické kyseliny, fenolické kyseliny, fenoly,
flavonoidy a tokoferoly. Vodni infuze vzorku vykazovala vysSi antioxida¢ni aktivitu,
zatimco metanolicky extrakt vykazoval protinddorové Uc¢inky proti bunéénym liniim
karcinomu tlustého stieva, délozniho ¢ipku a hepatocelularniho karcinomu. Degenhardt et
al. (2016) a Monzote et al. (2011) analyzovali jako hlavni slozky silice D. ambrosioides
ascaridol (30,5 - 49,7 %) a p-cymen (20,2 - 42,3 %), které byly nalezeny v raznych
koncentracich. To naznacuje zavislost oblasti sbéru a podminek extrakce na izolaci téchto

sloudenin.
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Obr. 11: Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

3.6.1.4 Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze

Alternanthera brasiliana je vytrvala bylina z ¢eledi Laskavcovité (Amaranthaceae),
pochdazejici z tropickych a subtropickych oblasti Jizni Ameriky a Australie. Ma fialové
listy a drobné bilé kvéty vyrastajici v klastrech (Kumar et al., 2011). Temét vSechny ¢asti
rostliny jsou pouzivany v tradi¢nim lééebném systému pro rizna onemocnéni, jako jsou
zanéty a drobné infekeni procesy. Rostlina napomaha hojeni ran, dale mé analgeticky
ucinek, pasobi jako imunomodulator a podporuje proliferaci lymfocyta. PouZivaji se také
pii poruchach traveni. Krom¢ odvart a extraktd jsou listy pouZivany i jako zelenina
napiiklad do polévek (Duarte a Debur, 2004).

Fytochemické testy ukazuji pritomnost saponini, flavonoidu, trislovin a fenola
(Samudrala et al., 2015). Hlavnimi slozkami A. brasiliana jsou flavonové glykosidy (3-O-
robinobiosidové derivaty kaempferolu a kvercetinu), betacianin a steroidy, jako je B-
sitosterol (Kumar et al., 2011; Samudrala et al., 2015). Kumar et al. (2011) uvadg¢ji, Ze byly
popsany razne bioaktivni ucinky A. brasiliana. Mezi n¢ patti napiiklad protizanétlivost,
schopnost inhibice proliferace lymfocyta, antioxidanéni, antimikrobialni a antivirovée

G¢inky ¢i hojeni ran a analgetické schopnosti.

Pti vyhodnoceni protinddoroveé aktivity A. brasiliana proti Ehrlichovu karcinomu
(transplantabilni tumor z hrudniho karcinomu mysi) u Svycarskych albino mysi byly
zjistény hodnoty 1Cso= 33,54 mg/ml - 33,69 mg/ml (Samudrala et al., 2015).
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Obr. 10: Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze

3.6.1.5 Alternanthera flavescens Kunth

Alternanthera flavescens je vytrvala bylina z ¢eledi Laskavcovité (Amaranthaceae),
dosahujici vySky az 150 centimetrd. Listy jsou tenké, ostré, Spicaté, s kratkymi fapiky.
Kvéty jsou velmi drobné, bilé barvy, vyristaji na dlouhych stoncich. A. flavescens pochazi
z Kolumbie a Ekvadoru, rozSitena je v3ak v celé stredni a jizni Americe a na Floridé
(McCarty et al., 2008). V tradi¢cni mediciné domorodych kmena jsou listy ptikladany
narany, ¢aj z lista je vyuzivan pii infekcich urinarniho traktu, koten je Zvykan pii léceni
bolesti Zaludku a proti stievnim parazitam, pasta z koiene je také podavana jako poporodni

lék (Quattrocchi, 2012). Fytochemické sloZeni A. flavescens neni velmi dobte otestovano.

Nekolik druha celedi Amaranthaceae se Siroce pouziva v tradi¢ni medicing (napft.:
A. brasiliana, A. sessilis, A. pungens, A. dentate). N¢které druhy jsou konzumovany také
jako divoka zelenina (Ramachandran, 2007). Mroczek (2015) uvadi, Ze chemicky profil
rostlin ¢eledi Amaranthaceae je sloZity s celou fadou fytochemickych sloZek. Rostliny
obsahuji flavonoidy, saponiny, glykosidy a dalSi sekundarni metabolity. Z etnobotanickych
poznatka je ziejmé, Ze zastupci rodu Alternanthera maji vyznamny farmakologicky
potencidl a slibné biologické aktivity, zejména v oblasti antioxida¢nich (Escudero et al.,
2011; Kraujalis et al., 2013), imunomodifika¢nich, protinadorovych ¢i antibakterialnich
acinka (Sun, 2006).

Etanolové extrakty péti rostlin Amaranthaceae shromazdénych na jihu Brazilie
ukazaly vysoké urovné fenolickych sloucenin. Pri jejich testovani byla prokazana vysokéa
antioxidacni aktivita spolu s nadéjnou cytotoxickou aktivitu proti nékterym rakovinnym

bunéénym liniim. Mohou tedy byt povaZovany za slibné zdroje antioxida¢nich
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a antiprolifera¢nich sloucenin, jako jsou fenolove kyseliny a flavonoidy (Correa et al.,
2016). Vyznamny by mohl byt i obsah triterpenovych saponina (oleananovy, ursanovy
a lupanovy typ), které byly vhojném mnozstvi identifikovany u 30 druht patticich
do celedi Amaranthaceae (Mroczek, 2015). Bioaktivita saponinovych smési nebo
jednotlivych saponini in vitro a in vivo zahrnuje cytotoxické, imunomodula¢ni,
hepatoprotektivni, antidiabetické, hypolipidemické, antiosteoporézni, antivirove,
antifungalni i antihelmintické G¢inky. Rostliny ¢eledi Amaranthaceae Ize povazovat za
uzite¢né a vysoce dostupné zdroje biologicky aktivnich triterpenovych saponini (Mroczek,
2015; Podolak et al., 2010; Sparg et al., 2004).

Obr. 12: Alternanthera flavescens Kunth

3.6.1.6 Ayapana triplinervis (Vahl) R.M.King & H.Rob.

Ayapana triplinervis je vzptimena vytrvald bylina s drobnymi naraZovélymi kvéty
a Stihlymi  aromatickymi listy z ¢eledi Hvézdnicovité (Asteraceae) (Gurib-Fakim
a Brendler, 2004). Domorody peruansky kmen Shipibo-Conibo pouZiva jeji listy interné
pii kolikdch a bolestech Zaludku. Z lista je také pripravovana pasta k externimu uZziti
na rany a krvaceni. V peruanské bylinné medicin¢ se piedpoklada, Ze rostlina podporuje
poceni asnizuj horecku, je adstringentni a podporuje hojeni ran, stimuluje Zaludecni
¢innost a ma protinddorové Gcinky (Taylor, 2012). Etanolovy extrakt z nadzemnich casti
rostliny mé antibakterialni a antifungalni vlastnosti (Matos Lopes et al., 2015).

Nejcharakteristi¢téjSimi sekundarnimi metabolity A. triplinervis jsou kumariny.

Mezi nejvice zastoupené patii celkem sedm kumarini - ayapanin (neboli herniarin),
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ayapin, daphnetin, daphnetindimethylether, daphnetin-7-methylether, hydrangetin
a umbelliferon (Chaturvedi a Mulchandani, 1989; Natarajan a Natarajan, 1979). Kumariny
jsou povazovany za soucast celkové obranné odpoveédi rostlin na abiotické a bioticke stresy
abylo prokazéno, Ze razné substituované kumariny vykazuji antimikrobialni nebo
protizanétlivou aktivitu a pasobi jako inhibitory ¢etnych enzymovych systémi (Murray et
al., 1982). A. triplinervis je potencialnim zdrojem cytotoxickych, trombolytickych,

Obr. 13: Ayapana triplinervis (Vahl) R.M.King & H.Rob.

3.6.1.7 Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus  niruri  je mala, vzpiimend, jednoletda rostlina  z ¢eledi
Smutenovité (Phyllanthaceae). Roste v deStnych pralesech Amazonie a dalSich tropickych
oblastech po celém svété, véetng jizni Indie a Ciny. P. niruri je v Amazonii pomérné
rozsitena bylina rostouci a $i¥ici se volng (podobné jako plevel) (Taylor, 2012). Span&lsky
nazev rostliny, ,,chanca piedra“, znamena ,,lamajici kamen“. Byla pojmenovana pro své
efektivni pouZziti p#i odstranovani Zluéovych a ledvinovych kament po generace
amazonskych domorodych néroda. Kromé ledvinovych a Zlu¢ovych kamenu je rostlina
v Amazonii pouzivana pro tfadu dalSich ptiznaka véetné bakterialnich infekci, koliky,
diabetu, hepatitidy, malarie, Uplavice, horecky, chiipky, nadora ¢i dyspepsie (Taylor,
2012). P. niruri ziskala pozornost koncem 80. let diky své aktivité proti hepatitidé B
(Venkateswaran et al., 1987). Antihepatotoxicka aktivita P. niruri je pfisuzovana dvéma

lignantim, phyllanthinu a hypophyllanthinu (Syamasundar et al., 1985). Mezi dalSi slozky,
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kterym je prisuzovana biologicka aktivita patti taniny, kumariny, terpeny, flavonoidy,
alkaloidy, saponiny a fenylpropanoidy, které byly nalezeny v listech a koienech této
rostliny. V rostling se vyskytuji také lipidy, steroly a flavonoly (Dhar et al., 1968). Dalsi
vyzkumy prokazaly, Ze extrakty alkaloida P. niruri vykazuji antivirovou aktivitu proti viru
lidské imunodeficience (HIV) tim, Ze inhibuji reverzni transkriptdzu HIV-1 (Naik a
Juvekar, 2003; Ogata et al., 1992)

Obr. 14: Phyllanthus niruri L.

3.6.1.8 Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

Eleutherine bulbosa je cibulovita rostlina z ¢eledi Kosatcovité (Iridaceae), ktera
produkuje velké mnoZstvi travovitych lista. Kvéty této rostliny jsou bilé a cibule ¢ervené.
Je také znac¢né rozSitena jako okrasnd rostlina, ¢asto se péstuje v zahradach udrzovanych
indidnskymi kmeny, pro léc¢ebné ucely se vSak bézné ziskava i z volné ptirody. E. bulbosa
je dulezitym prvkem amerického indika¢niho lékopisu a je jednim z mala jihoamerickych
Iridaceae se znamymi lécivymi G¢inky (Missouri Botanical, 1991). Bulva je tradi¢né
smichavana se soli ¢i alkoholem a uZivana roztiranim na kaZzi jako 1ék na epileptické
zachvaty. Pasta z rozmélnénych bulev se také pouziva k podpote hojeni ran a pro lé¢bu
ischemické choroby srdec¢ni. Dale je bulva vyuZivdna k lécbé krvavého prajmu ci
hemoragie. Koien se pouziva také pii 1écbé Zenské neplodnosti (DeFilipps et al., 2004;
Vickers a Plowman, 1984). Nejcastéji jsou provadény chemicky analyzy cibulek, kde byla
zjisténa zvySena koncentrace sekundarnich metabolita (Xijing et al., 2009). Nejvice

zastoupenymi latkami v extraktu z cibulek jsou naftochinony jako eleuterin, isoeleuterin
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a elekanacin (Hara et al., 1997; Weniger et al. 1982), dale antrachinony jako eleutrachinon
A a B (Komura et al., 1983) a ostatni latky jako alkaloidy, kumariny ¢i flavonoidy (Couto
et al., 2016; Silva Delgado et al., 1997).

Extrakty eleuterinu a isoeleuterinu z cibulek prokazaly dilata¢ni U¢inek na cévy.
Také zvysuji tok krevniho feciste, veetné koronarni arterie, coz muze mit potencidlné
uziteény vyznam pii lé¢bé srde¢nich onemocnéni (Lorenzi a Matos, 2008; Zhengxiong et
al., 1984). Naftochinony isoeleuterol a isoeleuterin vykazuji inhibi¢ni aktivitu proti
replikaci viru HIV a eleuterin vykazuje inhibi¢ni aktivitu vaci topoizomeraze 11 (Hara et
al., 1997). Surovy vytazek inhibuje protedzové a lipdzové enzymy a muZe byt pouZit v
potravinaiském pramyslu jako aditivum s cilem bojovat proti rastu Staphylococcus aureus
(Ifesan a Voravuthikunchai, 2009).

Obr. 15: Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb
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4, Material a metodika

4.1. Material

Pro testovani extrakta Iécivych rostlin z perunské Amazonie byly pouZzity lidské
buné&cné linie strevniho karcinomu Caco-2 a HT-29, hepatokarcinomu Hep-G2 a k zjisténi
selektivni cytotoxicity byly pouZzity zdravé lidské plicni fibroblasty MRC-5, které byly
zakoupeny z European Collection of Cell Culture (ECACC). Ke kultivaci bun&cnych linii
Caco-2 a HT-29 bylo pouzito Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), pro bunky
hepatokarcinomu Hep-G2 a zdravé lidské plicni fibroblasty MRC-5 se jednalo o Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM). Vy3e zminény material byl zakoupen u spole¢nosti
Sigma-Aldrich (CZ). Déle byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSQO) zakoupeny u spole¢nosti
Lach-Ner (CZ). Kultiva¢ni lahve, serologické pipety a 96jamkové desticky byly potizeny
od spolecnosti Termo Fisher (UK) a spektrofotometr Tecan Infinite M200 od spolec¢nosti
Tecan (CH). Jako standard byl pouzit komeréné dostupny Vinca alkaloid vinorelbin
od spolecnosti Sigma-Aldrich (CZ). Dale byl pouzit analyticky mlynek od spole¢nosti IKA
Werke (DE), metanol (MeOH), laboratorni tiepacka a vakuova rotac¢ni odparka Rotavapor
R-200 od spolec¢nosti Buchi Flawil (CH)

SuSené vzorky rostlin (Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry, Petiveria alliacea L.,
Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &
Clemants, Ayapana triplinervis (Vahl) R.M.King & H.Rob., Alternanthera flavescens
Kunth, Phyllanthus niruri L, a Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb) byly ziskany od Ing. Jan
Tauchena, Ph.D. a Fakulty tropického zemédélstvi Ceské zemédélska univerzity v Praze.

4.2. Metodika

4.2.1 Ptiprava extrakta

Dva gramy suSeného rostlinného materidlu kazdého rostlinného druhu byly jemné
rozemlety na analytickém mlynku a extrahovany v 80% MeOH v laboratorni tiepacce
po dobu 72 hodin pii pokojové teploté. Extrakty byly nasledné zfiltrovany za pouziti
vakuoveé rota¢ni odparky pti 40 °C. VysuSené zbytky byly znovu rozpustény ve 100%
MeOH. Vysledné zasobni roztoky mély koncentraci 51,2 mg/ml a byly skladovany pfi -80
°C.
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4.2.2  Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie kolorektalniho karcinomu v podobé bunéenych linii Caco-2 a HT-29
byly péstovany v DMEM mediu s10 % FBS (fetalni bovinni sérum), 1 % roztoku
penicilinu a streptomycinu, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného a 1 %
neesencialnich aminokyselin. Bunééna linie lidského hepatokarcinomu Hep-G2 a bunécna
linie zdravych plicnich fibroblasti MRC-5 byly kultivovany v EMEM mediu s 10 % FBS,
1 % roztoku penicilinu (10 000 MJ) a streptomycinu (100 mg), 1 % neesencialnich
aminokyselin, glutamin (2 mM (MRC-5) respektive 4 mM (Hep-G2)). Bunky byly
p&stovany v kultivagnich lahvich (75 cm?) s 15 ml piislusného media, které byly vloZeny
v inkubétoru s tizenou atmosférou obsahujici 5 % CO, a s teplotou 37 °C. Medium bylo
meénéno kazdé dva dny. Po 7denni kultivaci byly bunky proplachnuty pomoci PBS
(phosphate buffer saline, fosfatovy pufr), aby bylo odstranéno staré medium. Nasledné
bylo ptfidano 5 ml trypsinu na dobu 3 minut. Po 3 minutach byl trypsin neutralizovan
pomoci 1 ml media. Nasledné byla bunééna monovrstva seSkrdbdna pomoci bunécné
Skrabky a prepipetovana do 15 ml zkumavky typu Falcon. Takto byly vzorky
centrifugovany po dobu 10 minut pti 200x g. Néasledn¢ bylo staré medium odstranéno
a bunky byly naredény v novém mediu. Z takto nachystané suspenze bylo odebrano 0,5 ml
média s bunkami, které bylo nasledné ptidano k 15 ml nového média v kultivacni lahvi
aprob¢hla dalsi kultivace. Zbytek bunék byl spocitan pomoci Blrkerovy komurky

a naredén na koncentraci 2,5 x 10° bungk/ml suspenze.

4.2.3 Test cytotoxicity

Pro stanoveni cytotoxicity byla vyuZita metoda MTT dle Mosmanna (1983)
s modifikacemi. Pripravena bungena suspenze o koncentraci 2,5 x 10° bungk/ml byla
pipetovana do 96jamkové desticky v mnoZstvi 200 pl. Po 24 hodindch bylo odstranéno
staré medium a piidano 100 pl nového media spolu s testovanymi vzorky MeOH extrakta
rostlin v danych koncentracich (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 pg/ml). Takto byly
testované vzorky s bunkami inkubovany po dobu 72 hodin. Po této dobé bylo médium
se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 pl ¢isttho média s1 ug/ml MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Po 2 hodinach v CO, inkubétoru

bylo medium s MTT odstranéno a nahrazeno 100 pul DMSO. Absorbance byla mérena
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pii vinové délce 550 nm. Procento Zivotaschopnych bunék bylo vypoéteno pomoci porovnani

s kontrolou, ktera obsahovala buriky bez ptidani testovanych latek.

4.3.  Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + smérodatna odchylka (SD).
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5. Vysledky

V teto praci byla pomoci metody MTT stanovena in cellulo antiproliferacni aktivita
metanolovych extrakti lé¢ivych rostlin z perunské Amazonie zpasobujici 50% inhibici (I1Csp)
bunéénych liniim karcinomu tlustého stieva Caco-2 a HT-29 a hepatokarcinomu Hep-G2.
Ke zjisténi selektivni cytotoxicity byly pouzity zdravé lidské plicni fibroblasty MRC-5.
Jako pozitivni kontrola byl pouZzit semisynteticky Vinca alkaloid vinorelbin.

Vysledky méieni jsou znazornény v Tab. 2. Z dosazenych vysledka je patrné,
Ze nejvyssi cytotoxicitu vaci nami testovanym nadorovym bunéénym liniim vykazoval
extrakt D. ambrosioides na bunééné linii HT-29 (1Cso= 69,90 £ 9,00 ug/ml), hodnoty ICs
stejnych extrakta vaci zdravym plicnim fibroblastam MRC-5 byly nizsi (1Csp= 63,30 +
1,86 pg/ml), mely tedy vysSi cytotoxicitu. Podobné vysledky byly stanoveny i pro
A. flavescens. U téchto extraktt byla cytotoxicita k bunécné linii Hep-G2 vyssi (1Cso=
79,40 + 6,60 pg/ml), nez ke zdravym plicnim fibroblastam MRC-5 (ICso= 86,53 £+ 5,50
ug/ml). Cytotoxicita extrakta D. ambrosioides a A. flavescens na ostatni bunéené linie Ize
povazovat za nevyznamné s hodnotami 1Cs= az 300,10 = 9,10 pg/ml pro A. flavescens
a bunécnou linii Caco-2.

Extrakty P. alliacea (Mucura macho) patii mezi vzorky s nejvyssi cytotoxicitou
na bunééné linie kolorektalnino karcinomu HT-29 (ICso= 81,10 + 2,80 pg/ml) a zé&roven
s nejlepsi selektivitou vici této linii. Hodnoty ICso pro ostatni bunééné linie karcinomu
se pohybovaly od 1Csp= 251,74 £ 1,99 ug/ml pro linii Caco-2 a 1Cs0=419,06 £ 12,13
ug/ml pro linii Hep-G2. Extrakty P. alliacea (Mucura macho) vaci zdravym plicnim
fibroblastim MRC-5 (1Cso= 226,60 + 14,20ug/ml) nevykazovaly cytotoxicitu. Z tohoto
davodu je mozno predpokladat selektivitu vucéi jedné ze tii testovanych nadorovych
bunéénych linii. Extrakty P. alliacea (Mucura hembra) nevykazovaly vyznamnou
cytotoxicitu vaci Zadné bunécné linii.

U extrakta P. niruri byla prokézana nejvyssi cytotoxicita (ICsp= 96,92 + 6,17ug/ml)
pravé vuci zdravym plicnim fibroblastaim MRC-5. Cytotoxicita vacéi bunéénym liniim
karcinoma se pohybovala od 1Csp= 103,46 + 5,90 ug/ml pro linii Caco-2 do ICsp= 322,00 £
5,10 pg/ml pro linii HT-29. Bylo prokazano, Zze nadzemni ¢asti E. bulbosa maji
v porovnani s cibulemi stejné rostliny zanedbatelné cytotoxické ucinky. ICsy extrakti
nadzemnich ¢asti vaci v8em testovanym bunéénym liniim kromé HT-29 presahly 512
pg/ml. U extraktd ostatnich rostlinnych druha jako M. alliacea, A. brasiliana

a A. triplinervis nebyla shledana vyznamné cytotoxicita vici testovanym bunécnym liniim.
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Tab. 1: Hodnoty ICs, testovanych vzorku pro jednotlivé bunéené linie.

Antiproliferagni aktivita® (ICs° v pug/mL)/bun&ena

Vzorek rosct??r:ya linie

Caco-2° HT-29° Hep-G2' MRC-5°
A. brasiliana A 2529+57 160,3+85 281,1+115 264,4+19
A. flavescens A 300,1+9,1 203473 794+66 86,5+5,5
A. triplinervis A 470,7+1,3 1749+104 251,1%32 259,5+9,3
D. ambrosioides A 1292+6,9 699+90  130,6+82 63,3+1,9
E. bulbosa A >512.0 2894 11,7 >512.0 >512.0
E. bulbosa B 128,7+6,8 200,0+59 140,7+11,2  209,2+10,5
M. alliacea A 456,7+16,4 3215+39 276947 240,9+7,0
P. alliacea (Mucura hembra) A 277,0+90 136074 >512.0 149,7 £8,0
P. alliacea (Mucura macho) A 251,7+20 81,1+28 4191121  2266+142
P. niruri A 1035+59 322,0+51 1324+8.6 96,9 + 6,2
Standard
Vinorelbin 0,05+ 0,0 N 0,12+0,0 0,02 +0,0

%A) nadzemni &ast, (B) cibule; ® Viysledky jsou vyjadieny jako pramér + smérodatna odchylka;
‘polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace; ¢ linie bungk kolorektalniho karcinomu; ' linie bungk

hepatocelularniho karcinomu; ¢ linie normalnich plicnich fibroblasti; N-nezméreno.

Program pro vyzkum a Skoleni v oblasti tropickych nemoci (WHO - Tropical
Diseases) uvadi rozdéleni latek dle miry cytotoxicity. Je-li 1Cso> 90 pg/ml, je sloucenina
Klasifikovana jako necytotoxickd, je-li 1Cso v rozmezi 2 - 89 pg/ml, je sloucenina
Klasifikovana jako mirné cytotoxicka a je-li 1Cs< 2 pg/ml, je sloucenina klasifikovana
jako cytotoxickad. Dle tohoto rozdéleni je mozné fici, Ze Zadna z testovanych rostlin
neprokazal vyraznou cytotoxickou aktivitu vac¢i zkoumanym bunéénym liniim. Vysledné
hodnoty pro extrakty P. alliacea (Mucura macho) s ICso= 81,10 + 2,80 pug/ml vuci bunécné
linii kolorektalniho karcinomu HT-29, A. flavescens s 1Cso= 79,40+ 6,60 pg/ml proti

buné&ené linii hepatocelularniho karcinomu Hep-G2 a D. ambrosioides s 1Cso= 69,90 + 9,00

32



pg/ml na bunéené linii kolorektalniho karcinomu HT-29 lze zafadit pouze do kategorie
mirné cytotoxické.

Dal3im cilem prace bylo vybrat druhy, které maji vyznamnou cytotoxicitu a provést
separaci na jednotlivé latky, které mély byt nasledné testovany na svou cytotoxicitu.
Ze zjisténych vysledka vyplyva, Ze vyraznou cytotoxickou aktivitu na bunéené linie
kolorektalniho karcinomu a hepatokarcinomu Zadny z extraktt nemél.
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6. Diskuze

Nadorovd onemocnéni jsou komplexni onemocnéni, ktera jsou celosvétovym
problémem veiejného zdravi. Mnoho protinadorovych Iéki, které jsou v soucasné dobé
Klinicky pouzivany, bylo izolovano z lécivych rostlinnych druhti nebo bylo na latkach
v nich obsazenych zaloZeno. Proto se v poslednich nékolika desetiletich zkoumaji surové
vytazky z lécivych rostlin za Uc¢elem objeveni a izolace novych sloucenin, které vykazuji

biologickou aktivitu.

Cytotoxicka aktivitu extraktu D. ambrosioides, ktery byl naSim testovanim
vyhodnocen jako neju¢inngjsi na nddorové bunécné linie HT-29 (ICs= 69,90 + 9,00
ug/ml), byla testovana také Degehardtem et al. (2016). V tomto testovani byla mimo jiné
zkoumana cytotoxicka aktivita silice a etanolového extraktu lista D. ambrosioides
na nadorové bunééné linie myeloidni leukémie (K562), akutni B lymfocytarni leukémie
(NALM6 a B15) a Burkittova lymfomu (RAJI) pomoci metody MTT. Zejména silice
ukézaly vyraznou cytotoxicitu na bunky Burkittova lymfomu (RAJI) (ICs= 1.0 = 0,2
pg/ml) ve srovnani s pozitivni kontrolou doxorubicinem (ICsp= 13,2 pg/ml). Také
etanolovy extrakt D. ambrosioides vykazoval vysSi cytotoxicitu na bunkach myeloidni
leukémie (K562) (ICsp= 47 ug/ml) ve srovnani s doxorubicinem (ICsp= 62,5 pg/ml).
Nascimento et al. (2006) zkoumali in vivo U¢inky etanolového extraktu D. ambrosioides
na albino mysich s Ehrlichovym tumorem. Pocet nadorovych bun¢k byl vyznamné nizsi
u mysi oSetienych etanolovym extraktem D. ambrosioides. Lé¢ba D. ambrosioides také
snizila hmotnost mysi nesoucich nador a vyrazné prodlouzila jejich Zivot v porovnani
s mySmi neoSetrenymi. Inhibice Ehrlichova tumoru byla pozorovéna jak pii podavani
extraktu D. ambrosioides pied, tak i po implantaci nadorovych bunék. Nejnov¢jsi vysledky
testovani cytotoxicity prindSeji Knauth et al. (2018), ktefi poprvé otestovali cytotoxicitu
metanolového extraktu z plodd D. ambrosioides. Dle jejich vysledkd je jasné patrny
kontrast mezi jednotlivymi ¢astmi rostliny. Cytotoxicita byla, stejn¢ jako v naSem pokusu,
testovana na lidské bunécné linii kolorektalniho karcinomu Caco-2. A vyhodnocena jako
koncentrace zpasobujici usmrceni 50 % bunék (CCsp). Zatimco metanolovy extrakt lista byl
z testovanych vzorka nejméné cytotoxicky s CCsp= 563 = 66 pg/ml, extrakt z ploda

vykézal nejvyssi toxicitu s CCso= 45 £ 7 pg/ml.

Degenhardt et al. (2016) a Monzote (2011) analyzovali jako hlavni sloZky silice D.
ambrosioides ascaridol a p-cymen. Cytotoxicka aktivita silice D. ambrosioides
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pravdépodobné souvisi s obsahem ascaridolu, jelikoZz p-cymen, je uznavan jako silna
protizanétliva latka (Chen et al., 2014) a ma nizkou cytotoxickou aktivitu (Koba et al.,
2009). Ascaridol (také znamy jako ascarisin, 1,4-epidioxy-p-menth-2-en) je bicyklicky
monoterpen, Kktery obsahuje neobvyklou peroxidovou funkéni skupinu. Ascaridol mé
sedativni a antifungalni G¢inky (Pare et al., 1993). Bylo zjisténo, Ze ascaridol je silnym
inhibitorem in vitro vyvoje Plasmodium falciparum (Pollack et al., 1990), Trypanosoma
cruzi (Kiuchi et al., 2002) a Leishmania amazonensis (Monzote et ,al. 2006). PouZiti D.
ambrosioides je v Latinské Americe pro své lécebné ucinky rozsirené. Nicméné domorodi
lidé tuto rostlinu popisuji také jako toxickou (Pereira et al., 2010). V literatuie Ize nalézt
piipady intoxikace u lidi a potkand v dusledku pouZiti velkého mnozZstvi silic
D. ambrosioides, piicemz toxicke uc¢inky se objevuji zejména na ledvinach, jatrech a stieve
(Chevallier, 1996; De Pascual et al., 1980). Soares et al. (2017) testovali cytotoxické
ucinky ascaridolu na lidské fibroblasty plic (bunky GMO07492-A) a vSak cytotoxicita

nebyla prokazana (1Cso= 207,1 + 4,4 pg/ml).

SloZeni D. ambrosioides bylo piedmétem nékolika studii a vysledky ukazuji
nejednotnost tykajici se jak obsazenych latek, tak jejich procentuédlniho zastoupeni.
Napiiklad faktory, které obecné urcuji sloZeni a vytéZek silic, jsou ¢etné a v nékterych
piipadech je obtizné je od sebe navzajem izolovat (Anwar et al., 2009). V piipadé D.
ambrosioides ma pravdépodobné nejvetsi vliv zemépisny pavod rostliny a jak se ukazalo
ve studii Knautha et al. (2018) také cast rostliny, ktera je pouzita pro ziskani vzorka. Jak
bylo jiz zminéno vy3e, Degenhardt et al. (2016) a Monzote (2011) analyzovali jako hlavni
slozky silice D. ambrosioides ascaridol a p-cymen a Jardim et al. (2008) uvadeji 80%
obsah ascaridolu v silici rostlinnych vzorkia shromézdénych v jihovychodni Brazilii.
Naopak vSak bylo zaznamenano jen malé procento (0,1 %) ascaridolu v rostlinach
z Nigerie, kde byl hlavni sloZzkou a-terpinen (56,0 %) (Onocha et al., 1999). Monzote et al.
(2011) ve sve studii prokazali, Ze oSetteni rostlinného materialu, které piedchazelo
testovani cytotoxicity vyrazné ovlivnilo cytotoxickou aktivitu silice. Naopak nijak
neovlivnilo jeji antiparazitické u¢inky proti prvokam rodu Leischmania (zpasobujici kozni
onemocnéni Leischmaniozu). Vy3e uvedene faktory mohly ovlivnit i naSe méreni.

Druhou nejvyssi cytotoxicitu jsme namétii u metanolového extraktu A. flavescens
na bunééné linii Hep-G2 (ICso= 79,40 £ 6,60 pug/ml). O samotné rostling A. flavescens neni

v literatuie mnoho informaci Lze vSak predpokladat Ze sloZeni A. flavescens je obdobné

ostatnim rostlindm z celedi Amaranthaceae. Mroczek (2015) uvadi, Ze rostliny celedi
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Amaranthaceae obsahuji celou fadou fytochemickych sloZek jako naptiklad flavonoidy,
glykosidy a piedevsim saponiny. Saponiny byly izolovdny z mnoha rostlin celedi
Amaranthaceae a u nékterych druha se ukazaly jako hlavni u¢inné slozky. Mohou byt
zodpoveédné za farmakologickou aktivity rostlin, jejichZz saponinovy profil nebyl dosud
zcela objasnéna. Zastupci rodu Alternanthera maji vyznamny farmakologicky potenciél
aslibné biologické aktivity, zejména v oblasti antioxida¢nich (Escudero et al., 2011;
Kraujalis et al., 2013), imunomodifikacnich, protinddorovych a antibakterialnich ucinka
(Sun, 2006). Ne¢kolik druhtt z rodu Alternanthera napt.: A. brasiliana, A. sessilis,
A. pungens, A. dentate) se Siroce pouziva v tradi¢ni mediciné (Ramachandran, 2007).
V naSem meieni jsme testovali dvé rostliny tohoto rodu. Kromé¢ A. flavescens i
A. brasiliana, u které jsme ovSem nezjistili cytotoxickou aktivitu na Zadné z testovanych

bunéénych linii.

George et al. (2010) ve své studii lécivych rostlin prokazal pomoci metody MTT
mirny cytotoxicky G¢inek extraktu z A. sessilis na bunééné linie pankreatického karcinomu
Panc-1 s ICso= 13,08 — 34,9 ug/ml. Etanolovy extrakt z A. philoxeroides o koncentraci 200
mg/ml ukazal vyznamny cytotoxicky ucinek na nddorové bunécné linie Hela (97,24%
umrtnost bunék) a bunééné linii L929 (84,75% umrtnost bunék) (Fang et al., 2007). Akhtar
et al. (2017) prokazali mutagenni Ucinky metanolovych a n-hexanovych extrakta
z A. bettzickiana na kmeny Salmonella TA-100 a TA-102, naopak tyto extrakty
nevykazovaly v testu MTT Zadné cytotoxické G¢inky na bunécnou linii BHK-21 s 1C50=
456 - 493 pg/ml. Dale v této studii metanolovy extrakt ukéazal pfitomnost saponint, tanini,
terpenoida, flavonoida a glykosida. Nicméné extrakt n-hexanu odhalil pouze ptitomnost
tanint a terpenoidi. Han et al. (2017) hodnotil cytotoxicitu 27 oleanovych saponint
z Albizia julibrissin (Fabaceae) proti ¢tyfem lidskym nadorovym bunéénym liniim BGC-
823, A549, HCT-116 a HepG2. Julibrosid Js4 byl nejaktivnéjsi slouc¢eninou se vsemi
hodnotami ICs, menSimi nez 5 uM. Vztah struktury a cytotoxické aktivity téchto saponini
jasn¢ ukazal, Ze vn¢jSi monoterpenoidni ¢ast a jeji substituenty jsou rozhodujici a existence
16-OH aglykonu na cytotoxicitu nema téméf Zadny vliv. Aktivitu naopak zvySuje N-
acetyl-glukosaminova skupina na C-3. Vztah mezi strukturou saponina a jejich
cytotoxickou aktivitou prokazali i Jabrane et al. (2011), ktefi testovali saponiny z Atriplex
glauca (Amaranthaceae) na bunéenych liniich lidskeho karcinomu tlustého stieva HT-29
aHCT116. Z testovanych sloucenin byl saikogenin F vyhodnocen jako nejaktivnégjsi,
vykazujici 1Cso= 7,08 uM na buinkéch HT-29 a ICsp=9,47 uM na linii HCT 116. Glaucosid
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C vykazoval mirnou cytotoxicitu s hodnotami 1Cso= 24,34 uM a 27,23 uM na burnikach
HT-29 a HCT116. Obé ucinné slouceniny maji spole¢nou aglykonovou strukturu v poloze
C-3, kter& muZe urcovat jejich cytotoxickou aktivitu. Provedeni chemické analyzy
A. flavescens na obsah jednotlivych sekundarnich metabolitt, pouZiti jiné extrakéni metody
¢i otestovani extraktu vaci dalSim bunéenym liniim by mohlo pomoci podrobngji

prozkoumat jeji cytotoxické ucinky.

Extrakty P. alliacea (Mucura macho) patiily, v porovnani s ndmi zkoumanymi
vzorky, mezi ty s nejvyssi cytotoxicitou vuci bunééneé linii kolorektalniho karcinomu HT-
29 (IC5=81,10 £ 2,80 pg/ml) a zaroven s nejlepsi selektivitou vuci této linii. Naopak
extrakt P. alliacea (Mucura hembra) nevykazal cytotoxicitu na Zadné nami testované
bunééne linii. V literature tyto dvé varianty rostliny rozliSovany nejsou. Herndndez et al.
(2017) jako slozky P. alliacea identifikovali benzaldehyd, leridol, petiveral, myricetin,
petiveral-4-ethyl, pinitol, dibenzyldisulfid a dibenzyltrisulfid. V této studii byla dale
testovana cytotoxicita etanolového extraktu P. alliacea na lidské a mysi bunécné linie 4T1,
TS/A, 3T3, MCF12F a HS578T pomoci metody MTT. Hodnoty ICso ¢inily 30 pg/ml
u bunék HS578T a 4T1, 77 pg/ml u bunéene linie TS/A a 88 pg/ml u bunécné linie
HCT116 a znacily tedy mirnou toxicitu tohoto extraktu. Z testovéni také vyplynulo,
Ze extrakt P. alliacea zpusobuje pokles mitochondridlni respirace, expresi ATP-syntazy

a intracelularni koncentrace ATP na buné&énych liniich rakoviny prsu.

Nejvice testovanou sloZzkou extraktu P. alliacea je dibenzyltrisulfid (DTS).
Cytotoxicka aktivita DTS byla poprvé objasnéna za pouZziti lidskych bunék neuroblastomu
SH-SY5 (Roésner et al., 2001). Hlavnim u¢inkem DTS v protinadorové aktivité je
pravépodobné indukce apoptotické bunéeéné smrti (Williams et al., 2004b). Cytotoxicita
DTS byla testovana na nékolika lidskych rakovinnych bunéénych liniich jako naptiklad
malobunéeny karcinom plic H460 (ICs0=5,1 uM), adenokarcinom HelLa (ICsp=2,5 uM) ¢i
ovarialni karcinom A2780 a OVCAR4 (ICsp= 0,40 uM a 1,4 uM) (An et al., 2006).
Cytotoxicky ucinek DTS na lidskou SH-SY5 neuroblatsomovou bunéénou linii byl zvy3en
komplexaci DTS s bovinnim sérovym albuminem 70x in vitro (Williams et al., 2002;
Williams et al., 2004a).

Mezi extrakty, u kterych jsme v naSem testovani nezjistili cytotoxickou aktivitu
na Zadné z testovanych bunéénych linii pattily, kromé vySe zminované A. brasiliana, take

M. alliacea ¢i A. triplinervis.
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Zoghbi et al. (2009) jako hlavni slozky M. alliacea identifikovali slouceniny siry
dialyldisulfid, allin ¢i allicin. V sudin¢ kvéta M. alliacea nasbiranych v Indii bylo
stanoveno mnoZstvi 1,76 % allinu. Pro srovnani obsah této latky v ¢esneku kuchynském
(Allium sativum) je 2,34 % (Rao a Rao, 1982). Davila et al. (1997) uvadgji, ze M.alliacea
obsahuje né&kolik organickych sirnych sloZzek, které se také vyskytuji v cesneku, tyto
slou¢eniny koreluji s niZz8§im vyskytem rakoviny v klinickych studiich (Dorant et al., 1993;
Thomson a Ali, 2003; Wang et al., 2010). Ariga a Seki (2006) uvadg¢ji, Ze dialyldisulfid ma
protinddorové ucinky. Kwon et al. (2002) objevili, Ze dialyldisulfid vyvolava apoptézu
lidské leukemické bunéené linie HL pomoci aktivace kaspazy-3 (enzym Ucastnici se
apoptdzy bunek). Dialyltrisulfid pak indukuje apopt6zu v burikach lidské rakoviny prostaty
PC-3 a DU145 (Xiao a Singh, 2005). Towne et al. (2015) prokéazali selektivni inhibici
rastu mysSich rakovinnych bunék T3-HA pomoci extraktu z listi M. alliacea. Itokawa et al.
(1992) uvadgji, Ze etanolovy extrakt z M.alliacea prokéazal cytotoxickou aktivitu proti
bunkdm V-79 sICs= 5,6 mg/ml, tato biologickd aktivita je vtomto piipadé ovsem
pfipisovana naftochynonam. Dale maji extrakty této rostliny antioxidacni aktivitu
(Tasambay Salazar et al., 2017) a pusobi protizanétlivé (Zoghbi et al. 2009). | pies
pozitivni vysledky jinych studii se nam nepodaiilo prokazat cytotoxicitu metanolového
extraktu M. alliacea vuc¢i nami testovanym bunéénym liniim lidského kolorektalniho

karcinomu a hepatokarcinomu.

Nejcharakteristi¢tejSimi sekundarnimi metabolity A. triplinervis jsou kumariny.
Mezi nejvice zastoupené patii celkem sedm kumarini - herniarin, ayapin, daphnetin,
daphnetindimethylether, daphnetin-7-methylether, hydrangetin a umbelliferon (Chaturvedi
a Mulchandani, 1989; Natarajan a Natarajan, 1979). Ochranné G¢inky kumarint proti
cytotoxicité vyvolané hydroperoxidem kyseliny linolové byly zkouméany v kultivovanych
lidskych endotelidlnich bunkach pupecnikové zily. Kumariny, jako je umbelliferon (7-
hydroxykumarin), obsahujici pouze jednu hydroxylovou skupinu neprokazaly Zadny
ochranny ucinek (Kaneko et al., 2003). Valiahdi et al. (2013) hodnotili cytotoxickou
aktivitu nékolika kumarind pomoci bunéénych linii karcinomu vaje¢nika (CH1),
karcinomu plic (A549) a melanomu (SK-MEL-28) pomoci MTT testu. Herniarin neboli
ayapanin prokézal pouze mirnou cytotoxicitu (ICsp= 62,5 uM) na buné&cné linii CH1, na
ostatni linie cytotoxicita nebyla prok&zana. Yang et al. (1999) studovali vliv kumarinu
a jeho derivata, véetné daphnetinu, na aktivitu proteinkinaz, které hraji kli¢covou roli

v fizeni proliferace, diferenciace a metabolismu bunék. Daphnetin byl, jako jedina

38



z testovanych latek, prokadzén jako inhibitor proteinkinazy. Oviem nebyla prokazéna jeho
ucinnost na lidskou linii hepatokarcinomu Hep-G2. Strukturni srovnéni daphnetinu
s kumarinem a jinymi kumarinovymi derivaty naznacuje, Ze hydroxylace na C-8 muze byt
stéZejni pro jeho G¢innost. Dle vySe uvedenych studii se zda, Ze daphnetin by mohl byt

slibnou slouceninou pro testovani cytotoxicity na dalSich bunéenych liniich.
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7. Zaver

Cilem préace bylo otestovat 9 lé¢ivych rostlin z peruanské Amazonie, které doposud
vaci panelu lidskych bunéenych linii karcinomu tlustého stieva (Caco-2 a HT-
29), hepatokarcinomu (Hep-G2) a zdravym lidskym plicnim fibroblastim (MRC-5) nebyly
testovany, na jejich in cellulo antiprolifera¢ni aktivitu. Byla pouzita metoda MTT, ktera

vyuZiva soli tetrazol bromidu, ktery tvoti fialové krystaly v mitochondriich Zivych bungk.

Zadny ze vzorkia vyraznou cytotoxicitu vaci testovanym bunéénym liniim
neprokézal. U ti vzorka byla zjiSténa pouze mirna cytotoxicita. Presto v nékterych dalSich
studiich, které testovaly extrakty stejnych rostlin na jinych bunéénych liniich, cytotoxicita
prokézana byla. Nejednotnost vysledki mohla byt zpusobena konkrétnimi vlastnostmi
naSich vzorku, které mohly byt ovlivnény napiiklad zemépisnym ptvodem, genetickou
variaci, fazi rastu a zralosti ¢i zpasobem sklizn¢ rostliny, Gpravou vzorka ¢i pouzitymi

bunéeénymi liniemi, na kterych byla cytotoxicita testovana.
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