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In vitro anti-proliferacni aktivita alkaloidi celedi

Amaryllidaceae

Souhrn

Ptirodni fytochemikalie jsou v soucasné dob¢ vyuzivany pii 1é¢bé mnoha onemocnéni.
Nadorova onemocnéni jsou pravé jednim z nich a jsou fazena mezi ta nejcastéj$i a zaroven
1é¢bé nadorovych onemocnéni. Mezi cytostatika by do budoucna mohly byt fazeny také
nékteré¢ alkaloidy celedi Amaryllidaceae (Amarylkovité), jejichz testovani na selektivni
cytostaticky ucinek na nadorové bunécné linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 a na

normalni bunééné linie lidského sttevniho epitelu FHs 74 Int je pfedmétem této prace.

Celkem bylo testovano 17 alkaloidi izolovanych z rostlin Chlidanthus fragrans,
Zephyranthes robusta a Nerine bowdenii. Vyznamnou anti-prolifera¢ni aktivitu prokazaly
zejména alkaloidy zrostliny Zephyranthes robusta a to konkrétné haemanthamin
s hodnotami 1Csg = 0,99 + 0,14 uM pro nadorové burniky Caco-2, 0,59 + 0,01 uM pro nadorové
bunky HT-29 a 19,47 + 8,86 uM pro normalni buniky FHs 74 Int, lykorin s hodnotami
I1Cs0 = 0,99 £ 0,08 uM pro nadorové bunky Caco-2, 1,2 £ 0,01 uM pro naddorové bunky HT-29
a 22,68 £ 0,09 uM pro normalni bunky FHs 74 Int a haemanthidin s hodnotami
ICs0 = 3,29 + 0,91 uM pro nadorové buiky Caco-2, 1,72 + 0,11 uM pro nadorové buiky
HT-29 a 11,63 + 0,86 uM pro normalni buitkky FHs 74 Int.

Ztéchto vysledki je patrnd selektivita viaci bunéénym liniim kolorektalniho

karcinomu. Z tohoto dtivodu jsou tyto testované alkaloidy vhodné k dal§imu testovani a studiu

jejich biologické aktivity vici nadorovym buiikdm v podminkach in vitro i in vivo.

Kli¢ova slova: alkaloidy, Amaryllidaceae, cytotoxicita, bun&né linie, Caco-2, HT-29,
FHs 74 Int



In vitro anti-proliferation activity alkaloids

the Amaryllidaceae

Summary

Natural phytochemicals are currently used in the treatment of many diseases. Cancers
are just ones of them and they are ranked among the most common and the most serious.
Phytochemicals in the form of cytostatics are used in chemotherapeutic treatment of cancer.
In future there could be included among cytostatics also some alkaloids from the family
of Amaryllidaceae, whose testing for a selective cytostatic effect on tumor cell lines
of colorectal carcinoma Caco-2 and HT-29 and on normal cell lines of human intestinal

epithelial FHs 74 Int is a subject of this thesis.

There were tested 17 alkaloids isolated from plants of Chlidanthusfragrans,
Zephyranthes robusta and Nerine bowdenii. Particularly alkaloids from plant Zephyranthes
robusta namely haemanthamine with this values: IC50 = 0.99 + 0.14 uM for tumor cells,
Caco-2, 0.59 + 0.01 uM for tumor cells HT-29 and 19.47 + 8.86 uM for normal cells
FHs 74 Int, Lycorine with values ICsp = 0.99 &+ 0.08 uM for tumor cells Caco-2, 1.2 = 0.01
uM for tumor cells HT-29 and 22.68 + 0.09 puM for normal cells FHs 74 Int and
Haemanthidin with values ICsp = 3.29 + 0.91 uM to tumor cells Caco-2, 1.72 £ 0.11 uM to
tumor cells HT-29, and 11.63 + 0.86 uM for normal cells FHs 74 Int proved a significant
anti-proliferative activity.

From these results there is evident the selectivity against colorectal cancer cell lines.
For this reason, those tested alkaloids are suitable for further testing and for study of their

biological activity against tumor cells in the terms of in vitro and in vivo.

Keywords: Alkaloids, Amaryllidaceae, cytotoxicity, cell line, Caco-2, HT-29, FHs 74Int
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2 Uvod

| pfes znatné pokroky v medicin€ patfi nddorovd onemocnéni mezi jednu z hlavnich
pti¢in imrti v lidské populaci 21. stoleti. Ro¢né je diagnostikovano pies 14 miliont ptipadi
riznych druht nadorovych onemocnéni. Do roku 2025 toto cislo podle WHO vzroste
az na 19 miliond diagnostikovanych roéné. V Ceské republice onemocni nékterym typem

nadorového onemocnéni kazdy treti obyvatel a kazdy ¢tvrty na toto onemocnéni | umira.

Konven¢ni 1é¢ba nadorového onemocnéni spo¢iva v operativnim odstranéni nadorové
tkdn€. Tato metoda vSak nemusi vést k odstranéni veskeré poskozené tkané. V takovém
pfipadé je vyuZivana radioterapie nebo chemoterapie, u kterych je nejcastéji vyuzito
fytochemikalii s 1é¢ebnymi biologickymi Gc€inky. Ty inhibuji bunécné déleni tim, ze zabranuji
vzniku déliciho vieténka. Mezi nejznaméj$i a nejcastéji vyuzivané fytochemikalie patii
bezesporu vinca-alkaloidy obsazené v rostlinach rodu Vinca Rosea (Barvinek I1ékaisky) nebo
v rostliné Catharanthus roseus (Katarantus rizovy), obsahujici vice nez 70 riznych alkaloidu,

a mnoha dalS$ich rostlinach.

Skupinou latek, kterym je posledni dobou vénovana védecka pozornost, jsou alkaloidy
obsazené v rostlinach ¢eledi Amaryllidaceae. Ty jsou znamé diky svému obsahu jedine¢nych
alkaloidl s velkou strukturdlni rozmanitosti. Do soucasné doby bylo izolovano okolo 500
rozdilnych alkaloidli, patticich do této celedi. Z doposud testovanych a vyzkousenych
alkaloidli je nejznaméj$im galanthamin. Ten je schvéaleny k 1é€bé Alzheimerovy choroby,
u které blokuje receptory nikotin acetylcholinu a pankratistatin s protinadorovou aktivitou.
Testovani alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae na anti-proliferacni aktivitu je pfedmétem této

prace.



3 Cil prace

Cilem prace je testovani alkaloidd =z c¢eledi Amaryllidaceae na jejich moznou
anti-prolifera¢ni aktivitu in vitro pomoci bunéfnych modelti kolorektalniho karcinomu
bunécéné linie Caco-2 a HT-29. A dale testovani normadlnich stfevnich buné¢k bunééné linie

FHs 74 Int.

3.1 Hypotéza

Hypotézou je, ze mezi doposud netestovanymi alkaloidy z celedi Amaryllidaceae
by mohl figurovat jeden, piipadné vice alkaloidii, majici anti-prolifera¢ni G€inek na rakovinné

buriky in vitro a byly by tak vhodné pro dalsi testovani.
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4 Literarni reSerse

4.1 Volné radikaly a antioxidanty

Z chemického pohledu se za volné radikaly povazuje jakakoliv vysoce reaktivni
molekula, atom ¢i iont s jednim nebo vice neparovymi elektrony ve valen¢nim obalu,
ktery je schopen samostatné existence a dovede vytvaret fetézové reakce (Heunks
and Dekhuijzen, 2000, Kasper and Burghardt, 2015). Zakladni formy volnych radikala jsou
volné kyslikové radikaly (Reactive oxygen species; ROS) a volné dusikové radikaly (Reactive
nitrigen species; RNS). Mezi volné radikaly patii taktéz hydroxylovy radikal, oxid dusnaty
(NO) (Halliwell and Gutteridge, 2015, Fang et al., 2002). Jako volné radikaly putisobi
i singletovy kyslik, peroxid vodiku a kyselina chlorna (Pietta, 2000).

Bylo zjisténo, ze oxidace je duleZitou soucasti biologickych procest, véetné oxidacni
fosforylace v mitochondriich, buné¢né signalizace, fagocytdzy a dalsich. Na téchto ¢innostech
se podileji enzymy (patii sem napt. hydrogen nikotinamid adenin nukleotid fosfat (NADPH)
oxidaza, xantin oxiddza, cyklooxygendza, nebo endotelidlni syntéza NO, které katalyzuji
vznik volnych radikald (Li et al., 2014). Volné radikdly mohou snadno zahajit peroxidaci
membranovych lipidi, nebo se na ni podileji, coz vede k akumulaci peroxidi lipidu (Elmastas
et al., 2006, Giil¢in, 2010). Jsou také schopny poskozovat dilezité¢ biomolekuly, jako jsou
proteiny, lipidy nebo nukleové kyseliny. Poskozeni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) muze
vést az k mutaci (Halliwell and Gutteridge, 1990). I piesto, ze volné radikaly zpUsobuji
bunééné poskozeni, jsou Vv mnoha biologickych reakcich, jak uz bylo uvedeno,

......

rovnovaze prostiednictvim tzv. antioxidantd (Halliwell and Gutteridge, 2015).

4.1.1 Oxidaéni stres a lidské zdravi

Negativni pusobeni volnych radikald je oznacovano jako oxidaéni stres (Valko et al.,
2007). Uginky oxidaéniho stresu jsou nahodné povahy. Do dne$ni doby bylo zaznamenéno

okolo 150 riiznych poruch lidského zdravi a specifickych onemocnéni, které byly castecné

wrwe

vzniku (MacLean et al., 1992; Halliwell, 1994; (Yan et al., 2013, Li et al., 2013). Oxidaéni
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stres je faktorem pro vznik aterosklerézy, kdy dochdzi k produkci ROS,

v endotelialni hladké svaloviné a v bunkach adventicie (Cai and Harrison, 2000).

Vzhledem k vyznamu, majicim ROS u cévnich onemocnéni, vznikl zna¢ny zajem
o jejich enzymatické zdroje, které zprostiedkovavaji produkci volnych radikalti v cévnich
tkanich. Zda se, ze vyznamnou ulohu zde hraje xantin oxiddza, NADPH, mitochondridlni
zdroje a syntaza NO (Ohara et al., 1993; White et al., 1996; Griendling et al., 2000; Ballinger
et al.,2002; Laursen et al. 2001).

Oxidacni stres ale také casto vznikd jako disledek onemocnéni, kdy dochazi
ke zvySené produkci ROS a RNS (Rahal et al., 2014). Podle soucasnych nazori hraje
oxidac¢ni stres vyznamnou roli v etiopatogenezi onemocnéni, jako jsou ateroskleroza, diabetes
mellitus 1. 1 2. typu, zanétliva onemocnéni stfev jako je Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida,

nebo rakovina (Kasper and Burghardt, 2015; Zak et al., 2011; Spitz et al., 2004).

4.1.2 Ateroskleroza

Pojmem ateroskler6za rozumime cévni onemocnéni, pro néjz je charakteristické
zesileni cévni stény v dusledku ukladani nizkodenzitniho lipoproteinu (Low-density
lipoprotein; LDL), nésledkem ¢ehoz dochazi k postupnému zamezeni pratoku krve. Omezeny
ptistup krve postihu zejména mozek a srdce a muze tak dojit k infarktu myokardu
nebo mrtvici. Za nasledek ale mize mit i gangrény koncetin (R0ss, 1993). Moznosti prevence
a lécby spocivaji ve snizeni LDL, kdy sniZeni hladiny LDL uZ o 1 mmol/l sniZuje riziko
kardiovaskularnich onemocnéni a dochazi také ke snizeni oxidace fosfolipidi (Cholesterol

Treatment Trialists; Navab et al., 2004).

4.1.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je heterogenni skupinou chronickych onemocnéni, jejichz
spolecnym zdkladnim rysem je hyperglykemie. Podkladem je absolutni nebo relativni
nedostatek inzulinu, ktery ma za nésledek komplexni poruchu metabolismu sacharidd, lipidi
a bilkovin (Soucek et al., 2005). Diabetes mellitus je rozdélovan na diabetes mellitus

1. a 2. typu. Pro DM 1. typu je charakteristicky rychle probihajici zanik B-bunék, ktery vede
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k absolutnimu nedostatku inzulinu, coz podmifuje nutnost jeho substituce. DM 2. typu je zase
charakterizovan kombinaci tkanové inzulinové rezistence a poruSené sekrece inzulinu,

pricemz kvalitativni podil obou poruch miize byt rozdilny (Rybka, 2007).

Diabetes mellitus (DM) je onemocnéni, které je charakterizovano zvySenym
oxida¢nim stresem. Ten hraje vyznamnou roli v jeho etiopatogenezi a ma kli¢ovy vyznam
pro vznik a rozvoj diabetickych komplikaci. U DM je zndmo né¢kolik pramenti zvySeného
oxidacniho stresu: 1. neenzymové zdroje, tj. zejména hyperglykémie, 2. zdroje enzymové,
kde wvznikaji RONS v disledku enzymii, hlavné NAD(P)H oxidazy, xantinoxidazy
acyklooxygendzy a 3. mitochondridlni elektronovy fetézec v pritbéhu oxidativni fosforylace

(Zék et al., 2011).

4.1.4 Zanétliva onemocnéni stirev

Mezi zéanétliva onemocnéni stfev fadime ulcerézni kolitida a Crohnovu nemoc.
Ob¢ tyto nemoci se vyznacuji chronickou a recidivujici imunitni aktivaci a zanéty
V gastrointestinalnim traktu. Obecn& je zanétlivé onemocnéni stfev zpiisobeno dysfunkci
imunitniho systému v gastrointestindlnim traktu a je doprovazeno pronikanim zanétu
do stfevni sliznice (Brandtzaeg et al.). Avsak konkrétni cesty, jak toto bunééné poskozeni
vznika, doposud nejsou znamy. Bylo potvrzeno, Ze urCitou roli ve vzniku zéanétlivych
onemocnéni stfev maji ROS. Pravé oxidacni stres, je proto povazovan za spousté¢ téchto
zanétlivych onemocnéni (Spitz et al., 2004). To potvrdily i studie, které prokazaly zvySenou
tvorbu ROS a RNS, vcetné superoxidi, peroxid vodiku a dalsich, ve sliznici tlustého stieva

u zvifecich modela (Pavlick et al., 2002, Tanida et al., 2011).

41,5 Nadorova onemocnéni

Onkologickd onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfic¢in tmrti ve vyspélych zemich
a zvySeni jejich prevalence je pravdépodobné nevyhnutelné. Mezindrodni agentura
pro vyzkum rakoviny (IARC), kterd je soucasti Svétové zdravotnické organizace (WHO),
ocekava zvyseni vyskytu rakoviny ve vyspélych zemich do roku 2030 o vice nez 75 %
(Dosko¢il et al., 2015). V Ceské Republice v roce 2010 zemielo na zhoubné novotvary
15667 muzti a 12 167 zen. Novych pfipadd bylo nahlaseno celkem 82 606. Z tohoto
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celkového poctu novych piipadi prevazuje vznik novotvari u muzi, u kterych bylo
zaznamenano 42 933 piipadi. U zZen bylo zaznamenano 39 673 piipadd (Dienstbier
and Skala, 2014).

Rakovina je genetickd porucha, pro niz je charakteristickd nadmérna bunécna
proliferace. K této genetické poruse zpravidla dochazi v jediné bunce, jez prosla nékolika
bunéénymi délenimi s mutacemi (Nowell, 1976). Béhem d¢leni je geneticka informace
obsaZena v bunice zménéna. K témto zménadm dochazi nahodné, jednorazove plisobenim jedné
¢i vice Skodlivin, nebo na zakladé zdédéné zmény genetické informace (Bertram, 2000;
Dienstbier and Skala, 2014). Ke spontannimu poskozeni genu dochéazi vzacng, vétSinou totiz
vznikd pisobenim cCetnych zevnich faktord — tzv. mutagent, resp. kancerogenll. Mezi
kancerogenni faktory tadime fyzikalni (ionizujici a ultrafialové zafeni), chemické
(azobarviva, arzen, cigaretovy kouf, alkohol) a biologické (viry, bakterie) faktory (Dienstbier
and Stahalova, 2012). Zptsobené genetické modifikace zptusobuji neCinnost signalnich drah,
které reguluji bunééné déleni. Tato mutace mize vést az k samovolné proliferaci a rakoviné
(Kufe et al., 2003). Odhaduje se, Zze je tfeba 6 bunéénych déleni ke vzniku nadort
(Cho and Vogelstein, 1992).

Vznik a rist nadoru ma nékolik stadii. Pocatecni zmeéna, v ramci které probiha prvotni
nadorova transformace buiiky, je oznaCovédna jako stadium iniciace. Zahajeni déleni této
buiikky je oznacovano jako stadium promoce a tfetim stadiem - stadiem rdstu nddoru,
je progrese (Vokurka et al., 2014). Nadory rostou zpocCitku v mist¢ svého vzniku
(Abrahamova et al., 2000). Jakmile se jedna nadorové transformovand buiika zacne
opakovang délit, vznika klon nadorovych bunék. Pocet nadorovych bunék by byl, v idealnim
ptipadé, navySovan geometrickou fadou (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, atd.). Pti generacni dob¢ 12
hodin by tak nador, vazici jeden kilogram, vznikl asi za dvacet dni. Rist nadoru je ale
obvykle vyrazné pomalejsi. Je zpomalovan pfedevS§im potiebou vyzivy a dodavky kysliku
(Vokurka et al., 2014). Rdast nadorovych bunék ale neni ovlivnén pouze autonomni
a neregulovatelnou proliferaci, ale velmi vyznamnym faktorem je téZ inhibice programované
smrti — apoptozy, ktera u nékterych typ nadorovych onemocnéni hraje dokonce vyznamnéjsi
ulohu nez vystupniovana proliferace (Klener and Klener, 2013). Stimulace ristu mize byt také
nasledkem puasobeni specifickych riastovych faktori nebo hormonid. Velky vyznam
ma ve stadiu progrese také vytvofeni cévniho zdsobeni v procesu zvaném nadorova

angiogeneze (Vokurka et al., 2014). Nadory se ve finalni fazi mohou prorustat do okolnich
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organd, Sifit se lymfatickymi cestami do uzlin nebo proniknout do krve a krevnim ob&hem
se §ifit do vzdalenych organti, kde mohou zakladat dcetind loziska — metastazy (Abrahamova

et al., 2000).
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4.2 Nadorova onemocnéni tlustého streva

Pfiblizné¢ pétina ze vSech zhoubnych nadorti (druht rakoviny) u clovéka vznika
V travicim ustroji. Rakovina tlustého stieva, spolu s rakovinou esovité klicky — sigmoidea,
rekta a fitniho kandlu je tfetim nejcastéjSim nddorem u muzil, po rakoving plic a prostaty
a ¢tvrtym u zen. V naprosté vétSiné se jedna o kolorektalni karcinom, tedy karcinom v piimé

oblasti mezi esovitou klickou a fitnim kanalem (Skala, 2015).

Vznik kolorektalniho karcinomu je ve vétSiné piipada disledkem komplexniho
pusobeni faktorti nespravného zivotniho stylu. K nim je fazen nadbytek tukl v potravé,
nevhodna forma pfipravy masa (uzeni, grilovani, smazeni), koufeni, konzumace alkoholu,
nebo nedostatek zeleniny a ovoce Vv jidelni¢ku. Geneticky podminény vznik rakoviny tohoto
typu Cini pouze asi 5 % nadorti (Dienstbier and Stahalova, 2012). ZvysSené riziko vznika
u jedinct, u jejichz pokrevnich piibuznych se vyskytlo onemocnéni zhoubnym nadorem
tlustého stieva nebo konecniku, piipadné¢ i jiné dals$i nddory. Nadory tlustého stfeva
a kone¢niku mohou mit také piivod v jinych nezhoubnych onemocnénich, lokalizovanych

do této oblasti (Abrahamova et al., 2000).

Z benignich nadora se v tlustém stfeveé vyskytuji polypdzni adenomy (adenomatdzni
polypy), které se zde vyskytuji v mnohem vétsi mife nez v tenkém stfevé nebo zaludku. Jejich
velikost mize byt rGzna. V soucasné dobé endoskopické vysetieni odhali i velmi malé,
tzv. pfisedlé (sesilni) polypy (Macak and Macakova, 2004). Polyp6zni adenomy obvykle
nejsou vEétsi nez neékolik milimetrl, jsou rozesety po vystelce tlustého stieva bud’ jednotlive,
nebo v celych polich, kde jich mlze byt znatné mnozstvi. Jejich mnozstvi stoupa
S pfibyvajicim vékem. U osob béZzné populace (tj. bez zvySeného rizika vzniku tohoto nadoru)
se vyskytuji v 33 % u 50letych a v 50 % u 70letych osob. Tyto polyp6zni adenomy se, pokud
nejsou odstranény, mohou pozd¢€ji premeénit ve zhoubny nador. Vyssi vyskyt kolorektalniho
karcinomu je také u osob trpicich Crohnovou chorobou nebo ulcerdzni kolitidou

(Abrahédmova et al., 2000).

Mezi projevy karcinomu tlustého stfeva jsou fazeny krevni ztraty (enteroragie, anémie,
okultni krvaceni), zména rytmu vyprazdinovani, dyskomfort, nadymani, subileus, ileus,

nechutenstvi, slabost, hmotnostni ibytek a hmatna rezistence v biise (Lukas, 2005).
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4.3 Bunécéna smrt

Smrt je na Grovni bunééné i v pribéhu plnohodnotného Zivota celého organismu naprosto
béznym jevem (Kuchynka et al., 2007). Bunécnd smrt je nedilnou soucasti rtznych
biologickych procesti, u mnohobunéénych organismii se vyskytuje jako bézny proces v celé
fad¢ vyvojovych a homeostatickych kontextl. Pfedstavuje v€asny a vhodny osud pro mnoho,
nebo dokonce vétsinu bunck vzniklych v nékterych organovych systémech. Timto procesem

je urcena velikost, vzorovani a funkce mnoha tkani (Stanger, 1996; Zakeri and Ahuja, 1997).

Bunéénd smrt se vyskytuje spontann€, nebo vreakci na vnéjSi podnéty,
a lze ji do zna¢né miry délit podle jejich morfologickych a biochemickych funkci na apoptozu

a nekrozu (Cho et al., 2010).

4.3.1 Nekroza

Nekréza byla, na rozdil od apoptdzy, definovana jako pasivni a nechtény zanik bun¢k,
k némuz dosSlo neuspotadané a neregulované. Na rozdil od apoptézy ma nekroza odlisné
morfologické znaky a je doprovazena rychlou permeabilitou plasmatické membrany
(Cho et al., 2010). Nejcasnéjsi znamky nekrdzy bunky se projevuji na bunéénych organelach
(Macak and Macdakova, 2004). Je vyvolavana vétSinou toxickym, tepelnym ¢i mechanickym
zevnim vlivem, ktery vyvolava rozvrat iontové intracelularni homeostazy, coz vede k dilataci
endoplazmatického retikula, poskozeni mitochondrii, zdufeni bunky a posléze k ruptuie
plazmatické membrany a definitivnimu zaniku bunky (Otomar et al., 2011). Smrt bunky
se ale projevuje také zménami jadra. ZmenSeni jadra a zhusSténi chromatinu je oznacovano
jako pyknoza, jeho rozpad na drobné fragmenty se nazyva karyorexe €i karyorrhexis

a rozpusténi jadra je ozna¢ovano jako karyolyza (Macak and Macakova, 2004).

Néktera data ukazuji, Ze na rozdil od nekrézy zpisobené velmi extrémnimi
podminkami, existuje mnoho piipadd, kdy tato forma bunééné smrti mize byt normalni
fyziologicka a regulovand, eventudlné mohou riizné podnéty (ischemie, teplo, ozafeni aj.)
vyvolat u stejné bunécné populace soucasné apoptoézu i nekrézu, pripadné mize za urcitych
podminek predstavovat dobfe zorganizovany zalozni mechanismus apoptozy (Proskuryakov

et al., 2003; Cho et al., 2010).
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4.3.2 Apoptéza

Bunky mnohobunééného organismu jsou soucasti vysoce organizované¢ho systému.
Pocet bunék v tomto systému je piisné€ regulovéan, nejen pouze fizenim rychlosti buné¢ného
déleni, ale také fizenim rychlosti buné¢né smrti. Pokud jiz buiiky nejsou potiebné, samy sebe
usmrti aktivaci intracelularniho programu smrti. Tento proces se proto nazyva programovana
bunécnd smrt, ackoli je vice znama jako apoptoza (Alberts et al., 2002). Apoptdza hraje
dualezitou roli pfi fyziologické kontrole riistu i pfi homeostaze. Muze byt spusténa takzvanymi
receptory smrti (DRS) bez jakychkoliv nezadoucich G¢inkt. DRs jsou ¢leny faktoru nadorové
nekrozy (TNF), superrodiny receptorti, znamé svym zapojenim v signalizaci apoptozy,

nezavislé na pS3 tumor supresorovém genu (Mahmood and Shukla, 2010).

Tumor supresorovy gen p53/TP53, respektive jeho produkt — p53 transkripéni faktor,
je klicovy a nezastupitelni mediator a ¢astecné i efektor indukce apoptoézy v odpovédi
na signaly genotoxického stresu (poSkozeni DNA) a onkogenni signalizace (aberantni
itogenni stimuly) (Klener and Klener, 2010). Jeho inaktivace je nezbytna pro tvorbu vétSiny
lidskych nadori. Tato skutenost ucinila p53 cennym cilem pro zdkladni i aplikovany vyzkum

(Vogelstein et al., 2010).

Pokusy ovlivnit pfirozeny jev programované bunééné smrti prameni ze skuteCnosti,
ze je redukovana (u rakoviny), nebo zvysena (u neurodegenerativnich chorob) pifi mnohych
klinickych stavech. Proto by chemikélie, kterymi by mohla byt modifikovana programovana

bunécnd smrt, mohly byt potencidlné vhodnymi 1é€ivy (Thatte et al., 2000).
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4.4 Historie 1é¢by nadorovych onemocnéni

Z biologického hlediska ptedstavuje rakovina abnormadlni rast bunék, které diky
postupné akumulaci defekti v jejich DNA piekondvaji inhibi¢ni kontrolni body naSeho téla.
Na zakladé tohoto neodd¢litelného spojeni s nas$im genomem je rakovina jako nemoc patrné
stejné stara jako existence naseho druhu (Tiwari and Roy, 2011). Nejstarsi pisemné zminky
o rakoviné byly ale nalezeny v egyptském papyru Edwina Smithe, datovaného do cca 3000
pt. n. 1., a papyru George Eberse, napsanym cca 1500 let pf. n. 1., objevenymi v 19. stoleti
(Tiwari and Roy, 2011; Faguet 2014). Eberstiv papyrus obsahuje prvni zminky o nadorech
meékkych tkani a lipomech, a zahrnuje také odkazy na mozné rakoviny ktze, délohy, zaludku
a rekta. Lécbu provadeli Egyptané za pomoci kauterizace, nozi, soli a také arzenové pasty,
tzv. egyptské masti. Sumerové, Citiané, Indové, PerSané a Hebrejci byli v té dob& naklonéni
spiSe 1écbé bylinnymi pripravky, jako jsou caje, ovocné S§tavy, fiky a vafené zeli.
V pokrocilém stadiu nemoci byla ale vyuzivana pasta obsahujici zelezo, méd’, siru a rtut
(Hajdu, 2011).

V Recko - Rimské popsal Hippokrates z Késu ve svém dile Corpus Hippocraticum
nemoci produkujici hmotu, tzv. onkos a slovo karkinos, popisujici viedovité a nehojici
se hrudky. Lécba byla délena podle zavaznosti onemocnéni na dietu a odpocinek pro mirna
onemocnéni a projimadla, t€Zké kovy a operace pro onemocnéni zavazna (Faguet 2014).
Aulus Celsus zase ve své De Medicina popsal n¢kolik druht povrchové rakoviny, ale také
rakoviny visceralnich a parenchymalnich organt, jako je Zaludek, tlusté stfevo, jatra nebo
slezina. U rakoviny doporucoval rychlou a agresivni chirurgickou 1é¢bu (Hajdu, 2011). Galén,
Hippokrativ nejvyznamnéjsi nastupce, jako prvni rozeznal arterialni a zilni krev, klasifikoval
hrudky a vyrustky do kategorii od nejvice benigni az po ty maligni, popsal 4 pievazujici télni
tekutiny (Zluc, krev, hlen a ¢erna zluc) a vznik rakoviny popsal jako dasledek nadbytku ¢erné
zlu¢i v riznych castech téla. Galénovy a Hyppokratovy zasady se staly zakladem vsech

1¢katskych znalosti pro dalSich 1500 let (Faguet 2014).

V 16. stoleti Andreas Vesalius, posedly Galenovymi spisy a myslenkami, zacal jako
prvni vytvaret presné anatomické mapy lidského téla a pfi pitvach narazil také na vSechny
Galénovy typy télnich tekutin, kromé Cerné zZluci, jejiz existenci vyvratil. Vyvratil tak i teorii
o vzniku nadort v disledku jejiho hromadéni (Gutkind and Kennedy, 2013). Ne vsak uplné¢.
Jako lokalizovany projev nadmérné ¢erné zluci, zpisobenou melancholii, vnimali n¢kteti lidé

rakovinu jesté¢ dokonce 1 v tak nedavné dobé, jakou je 19. stoleti (Tiwari and Roy, 2011).
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V Evropé béhem 18. stoleti pfispéla k védeckému poznani rakoviny fada jednotlivct.
Claude Gedron, l¢kat kralovské rodiny ve Francii, pohlizel na rakovinu jako na lokalni, nikoli
systétmové onemocnéni, k jehoz 1écbé prosazoval chirurgické odstranéni. Rozsdhlejsi
chirurgicky zékrok, jako je odstranéni regiondlnich lymfatickych wuzlin, prosazovali
Francouzsti chirurgové Henry Le Dran a Jean Louis Petit. Ti také odsoudili dosud pouzivané

kaustické masti jako neucinné (Olson, 1989).

Rakovina byla ale povazovana za nevylééitelnou az do konce 19. Stoleti (Tiwari
and Roy, 2011). V prub¢hu 20. stoleti zacala byt rakovina davana do spojitosti s populacni
expozici tabaku, se stravou, s chemikaliemi v prostiedi a dal§imi exogennimi faktory.
Po opakovaném potvrzeni téchto spojeni byla poprvé zvazena moznost, ze rakoving, tak jako
mnohym infekénim onemocnénim té doby, mize byt zabrdnéno. Prvni zdsadni prilom
v identifikaci ovlivnitelnych rizikovych faktorti rakoviny byla dokumentace spojeni rakoviny
plic s koufenim tabaku (Greenwald and Dunn, 2009). Porovnani vyznamnych milnik

V poznani rakoviny a svétové historickych milnikl je zaznamenano v Tabulce 1.

Vyskyt rakoviny se vyrazné zvysil v poslednich desetiletich a to v souvislosti s rychle
starnouci populaci a, zejména v uplynulém piilstoleti, se zdravi ohrozujicimu chovani bézné
populace a zvySenému vyskytu karcinogenii ve spotiebitelskych vyrobcich a v Zivotnim

prostiedi (Faguet 2014).
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Tabulka 1: Casové porovnani poznatkii o rakoviné s historickymi milniky

Rok Historie v medicing Rok Svétova historie
3000 pt. n. 1. Popsana rakovina prsu 3000 pt. n. 1.  Stavba Stonehenge
1500 pt. n. 1. Rostlinnd a mineralni terapie a arzenoterapie; popsan tumor 1500 pf. n. 1.  Zajeti Zida v
mékkych tkani Egypté
375 pt.n. 1. Zavedeni pojmi rakovina, karcinom, scirrhus a condyloma; 377 pf.n.1.  Stavba hradeb
povédomi o rakoviné kiize, ust, zaludku a prsu; 1é¢ba okolo Rima
kauterizaci
50 n. 1. Chirurgicka 1é¢ba rakoviny; rakovina prsu v podpazi, 43n. 1. Rimska invaze do
lymfedém ramene, rakovina jater, tlustého stfeva a sleziny; Britanie
rozdéleni rakoviny na povrchovou a hlubokou; neoperabilni
rakovina lécena smési medu, vajecnych bilkt a zeli
79n. 1. Bylinné ¢i jiné prostiedky k vnitinimu uZiti pied a po 68 n. I. Sebevrazda cisaie
operaci; vydana kniha o 1é¢ivech Nera
138 n. 1. Ulcer6zni a neulcerdzni rakovina délohy 132 n. 1. Vynalez
seismografu v Cing.
200 n. I. Zavedeni pojmu sarkom, zluta a ¢erna zlu¢ a humoralni 200 n. 1. Afghanistan
teorie; prvni 1ékarna v Rimé napaden kmenem
Hunt
403 n. I. Identifikovana nekrdza u rakoviny 403 n. I. Italie napadena
Vizigoty
562 n. I. Popsana rakovina délozniho ¢ipku, vulvy a konec¢niku; 571n. 1 Narozeni proroka
masektomie Mohammeda
690 n. I. Popsana rakovina stieva; bezbolestnost rakoviny 691 n. I. Dokonéena stavba
Skalniho domu
932n. 1. Obstrukce zlucovych cest a stieva 933 n. 1. Araby zalozen
Alzir
1037 n. 1. Polypektomie draténou smyckou 1023 n. I. V Cing vytistény
prvni papirové
bankovky
1080 n. I. Lékatska skola ve méstech Salerno a Montpellier 1066 n. I. Ovladnuti Anglie
Normany
1106 n. I. Pousténi zilou pfed chirurgickym zakrokem; neprovadény 1110 n. I Zalozena univerzita
extenzivni zakroky v Patizi
1163 n. I. Rakovina jicnu; ezofagealni kanyla v pfipadé striktury jicnu 1149 n. I. Zalozena univerzita
pro podavani vyzivy; rektalni obstrukce; hysterektomie v Oxfordu
1163 n. 1. Holistick4 lécba 1163 n. 1. Postaven Notre
Dame v Patizi
1215n. 1. Papez zakazuje operace 1215n. L. Magna charta
1296 n. I. Rakovina lokalné invazivni, Siroka excize, rakovina 1295n. 1. Navrat Marca Pola
nosohltanu; lividni nddory jsou neoperabilni, anestezie do Italie
opiem
1315n. 1. Klinické oddéleni benignich a malignich nadort prsu; 1314 n. 1. Dante Alighieri -
chirurgové se u¢i regionalni anatomii Bozska Komedie
1320 n. I. Zjednoduseni terminologie — scirrhus a karcinom jsou 1319 n. I. Trestni stihani za
totozné pojmy oznacujici rakovinu; rozdéleni rakoviny vykradani hroba
podle velikosti, mista a hloubky; teorie externich
karcinogent v Anglii
1368 n. I. Léze rozdélovany na teplé a studené, nadory fazeny mezi 1369 n. I. V Pafizi postavena
studené; dieta a oCistna 1éCba Bastilla
1390 n. I. Anorektalni nadory jsou pevné a nevylécitelné 1388 n. I. Skoti porazeni

Angli¢any na
Chevy Chase

(Hajdu, 2011)
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4.5 Lécba nadorovych onemocnéni v soucasnosti
45.1 Chirurgické odstranéni nadoru

Zakladnim lé¢ebnym procesem kolorektalniho karcinomu je chirurgicky vykon (Skala,
2015). Terapie je rozd€lena do dvou typu — radikalni a paliativni operace. Radikalni operace
znamend odstranéni nadoru i s ¢asti okolni zdravé tkané, odstranéni regionalnich miznich
uzlin a poptipad¢ i vzdalenych lozisek metastaz. Paliativni chirurgicky vykon je operace,
pii které je resekovan prvotni nddor, bez moznosti odstranéni mnohocetnych druhotnych
lozisek (Slezédkova et al., 2010). Operac¢ni feSeni je indikovano vzdy, kdyz se zdd mozné
kompletni odstranéni naddoru, to dava Sanci na vyléceni a prognoza téchto pacientl je vyrazné

priznivéjsi nez pacientd osetfenych primarné paliativnimi metodami (Krska et al., 2014).

Chirurgicky vykon se riizni v souvislosti s umisténim a rozsahem konkrétniho nadoru.
V piipadé rakoviny tlustého stfeva zalezi na tom, zda se nador nachazi v oblasti traéniku, tedy
v hornim oddilu tlustého stfeva. V tomto misté ho Ize ¢asto chirurgicky odstranit bez nutnosti
stomie. Radikalni chirurgické odstranéni nadoru lokalizovaného do dolni ¢asti tlustého streva
se ale bez stomie obvykle neobejde. Chirurgické vykony se uplatiiuji také pii odstranéni
jaternich ¢i plicnich metastaz kolorektalniho karcinomu, v pfipad€ Ze jsou operabilni.

Je tak mozné prodlouzit délku a zlepsit kvalitu zivota pacienta (Skala, 2015).

4.5.2 Radioterapie

Radioterapie spole¢né s chirurgickou lé€bou maji zasadni vyznam pro vyléceni
malignity, protoze zajiStuji lokalni kontrolu nadoru. V pribéhu nemoci je radioterapie
indikovana minimaln€ u poloviny vSech onkologickych pacienti (Krska et al, 2014).
U karcinoma vysSich oddilii tlustého stfeva se ale radioterapie, kvili vysoké senzitivité,
a tedy moZnosti poSkozeni tenkého stieva zafenim, téméf nevyuziva. Velmi prospéSna
je naopak pii postizeni nizSich oddilt tlustého stfeva, a to zejména v kombinaci
S chirurgickym vykonem. Stejné jako metody intervencni radiologie (radiofrekvencni
ablace — RFA, chemoembolizace, embolizace portalni Zily pied operaci jaternich metastaz,

aj.) se uplatiiuje i pii metastatickém postizeni jater (Skala, 2015).

V kurativni 1écbé se radioterapie uplatiiuje jak samostatné, tak v kombinaci s chirurgii

a se systémovou lécbou. Samostatnd, ale i v kombinaci se systémovou lé€bou ma kurativni
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efekt u celé¢ fady nadorti, a to ztoho diivodu, Ze je schopna navodit lokéalni / regionalni
eradikaci malignity. Obecné vzato se samostatnd radioterapie vyuziva v kurativni 1écbé
vybranych nadorti v ¢asném stadiu, zatimco v kombinaci s chemoterapii ¢i hormonalni terapii

u lokélné pokrocilych nadorii (Krska et al, 2014).

4.5.3 Chemoterapie

Pojem chemoterapie znamend podavani 1€ki, jez jsou produkty chemické syntézy.
Chemoterapeutika jsou tedy pouzivéna jak k1écbé onkologickych, tak k Ié¢bé jinych
onemocnéni, jako jsou onemocnéni virova, plisiova nebo parazitarni. V onkologii
se pod pojmem chemoterapie rozumi podavani 1ékd (cytostatik) s potencialem zabijet

buiky — cytotoxickym u¢inkem (Vorlicek et al., 2012).

Chemoterapie je dnes standardni soucasti 1é€by u pokrocilejSich stadii choroby (Skala,
2015). Podle mechanismu ovlivnéni déleni rozezndvame nékolik skupin 1€kt s rozdilnym
zpusobem zéasahu do mnoZzeni bun€k. VEtsi intenzity 1écebného efektu je Casto dosazeno
souCasnym ¢i naslednym pouzitim vice cytostatickych 1€ki, tzv. kombinovanou chemoterapii.
Kombinaci vice druhti 1ékti se také snizuje nésledna rezistence abnormalnich bunék vici
lécbe. Obdobny efekt mé nejen zména G€innych preparatl, ale 1 zména davkovani (Svoboda
and Filip, 2004). Pouziti chemoterapie jako hlavni lé€ebné metody je omezeno fadou faktord.
Zasadni roli hraje citlivost nddoru k chemoterapii, kterd zavisi na podilu proliferujicich bunék
Vv nadoru. Mezi nejcitlivéj§i nadory patii ty, jejichz vychozi zdrava tkan méa vysokou
proliferacni aktivitu. V onkologii je mezi n¢ fazen naptiklad choriokarcinom, ktery dosahuje

az 90% chemokurability (Cibula and Petruzelka, 2009).

Pestra Skala zkouSenych lécebnych rezimti nicméné svéd¢i o tom, ze samostatna 1écba

chemoterapii ma omezené moznosti (Skala, 2015).

Cytostatika

Cytostatickd 1éCiva jsou pouzivdna pii terapii nadorovych onemocnéni. Jedna
se 0 znacné nehomogenni skupinu, a to jak z hlediska chemické struktury, tak reakéniho

mechanismu. Piehled hlavnich skupin cytostatik zobrazuje Tabulka 2. Mechanismus uc¢inku

23



téchto 1é¢iv spociva v inhibici proliferace rychle se dé€licich bun¢k nadoru, ¢ehoz dosahuji
pfimou reakci s DNA, zménou molekuly nukleotidi, inhibici topoizomerdz nebo narusenim
spravné funkce mikrotubuli (Sidlova et al., 2011). Pfehled mechanismt G¢inku a cytostatik,

které jimi pasobi, miZzeme vidét v Tabulce 2.

Liillmann et al. (2007) popisuje cytostatika jako cytotoxické latky, které zvlaste ucinné
postihuji buiiky pfipravujici se na bunécné déleni. Cytostatika tedy ptednostné poskodi rychle
se délici maligni buniky. Takto vyvolana porucha buné¢ného déleni nezbrzdi jen proliferaci,
ale mize vyvolat i apoptézu. Z velké Casti neovlivnény zlistavaji pomalu se dé€lici tkang,
tedy vétSina zdravych tkani. Totéz ale plati i na pomalu se délici maligni tkan. Podle studie
Sidlova et al. (2011) ale ptisobeni cytostatik neni selektivni, a proto jsou tyto latky

potencialné karcinogenni, mutagenni a teratogenni pro vSechny eukaryotické organismy.

Cytostatika mohou byt syntetického piivodu, nebo se jedna o derivaty latek ziskanych
zrostlin ¢i plisni (Vorlicek et al., 2012). Asi nejvyznamnégj$i skupinou rostlinnych
protinddorovych 1éCiv je skupina vinca alkaloidd a jejich analogl, s oznacenim LO1CA.
Ty jsou ptivodné izolované z rostlin Vinca rosea (Barvinek rtizovy) a Catharanthus roseus

(Barvinkovec rizovy) z ¢eledi tojestovité (Oktabec and Jampilek, 2013).
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Tabulka 2: P¥ehled hlavnich skupin cytostatik

Hlavni skupina cytostatik Podskupina
Alkylacni latky analoga dusikatych yperitd
alkylsulfonaty

ethylenaminy

derivaty nitrosomocoviny

epoxidy

jiné alkyla¢ni latky
Derivaty kyseliny listové
Ruizné alkaloidy a rostlinna 1é¢iva Vinca alkaloidy a analoga

derivaty podofylotoxinu

derivaty kolchicinu

taxany

jiné rostlinné alkaloidy a pfirodni 1é¢iva
Cytotoxicka antibiotika aktinomyciny

antracykliny a pfibuzné latky

jina cytotoxicka antibiotika
Komplexotvorné latky ze skupiny platinovych cytostatik
Methylhydraziny

(Oktabec and Jampilek, 2013)

Tabulka 3: Rozdéleni cytostatik podle mechanismu t¢inku

Léciva poskozujici DNA Latky pusobici interakci s mikrotubuly
- Kovalentni vazbou na DNA (alkylujici latky, (s mitotickym vieténkem)
napt. cyklofosfamid), - Inhibice polymerizace tubulinu
- Uvolnénim reaktivni platiny (napf. cisplatina), (napt. vinblastin),
- Interkalaci (napf. antibiotikum doxorubicin), - Tvorba nenormalnich mikrotubuld a inhibice
- Inhibici topoizomerazy (inhibici topoizomerazy depolymerizace (taxoidy: napt. paklitaxel).
I1: epipodofylotoxiny, napt. etoposid; inhibitory
topoizomerazy I, napt. topotekan). Latky pusobici dal§imi mechanismy

(napf. asparagiaza)
Latky ovliviiujici syntézu DNA
» Inhibice syntézy stavebnich jednotek DNA Latky ovliviiujici regula¢ni mechanismy
- Inhibice reduktazy kyseliny dihydrolistové organismu
(metotrexat), - Hormony, interferony, interleukiny,
- Inhibice ribonukleotidové reduktazy monoklonalni protilatky.
(napt. hydroxykarbamid),

» Zabudovani faleSnych stavebnich jednotek
DNA
- Antimetabolity purinu (napf. azathioprin),
- Antimetabolity pyrimidinu
(napt. 5-fluoruracil).

(Lillmann et al., 2004)
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454 Fytochemikalie jako soucast 1écby

Ptirodni latky jsou nejvyznamnéjSim zdrojem 1é¢iv po celou dobu nasi historie. Jejich
dominantni role ve slozeni chemoterapeutik potvrzuje fakt, Ze ptiblizné 74 % protinadorovych

latek jsou bud’ pfirodni produkty, nebo produkty z nich odvozené (Tan et al., 2006).

V soucasné dobé¢ je diiraz kladen nejen na samotnou 1é€bu nadorovych onemocnéni,
ale také na jejich prevenci. Mezi fytochemikalie pfijimané ve strav€ nepatii totiz jen mineralni
latky, vitaminy a stopové prvky, ale také bioaktivni slozky, jako jsou fenolové slouceniny
a alkaloidy, které¢ vykazuji velky potencidl pii 1é¢bé mnoha onemocnéni, véetné rakoviny,
a to pomoci genetickych a epigenetickych modifikaci (Shukla et al., 2014). Podle Scarpa
and Ninfali (2015) pafi mezi fytochemikalie, slouzici jako chemopreventivni cinidla
s nejvyznamngj§im efektem na snizovéani proliferacni aktivity nadorovych bunéénych linii
epigalokatechin-3-galat (EGCG), kurkumin, resveratrol, lykopen, extrakty granatového
jablka, luteolin, genistein, piperin, [-karoten a sulforafan. Kromé téchto c¢inidel maji
chemopreventivni potencial 1 jiné pfirodni latky, a to naptiklad kyselina gallova, lupeol,
betulinovéd kyselina, ginsenosidy, oleanolovad kyselina, ginkgolid B a slozky granatového

jablka kyanidin, delfinidin a petunidin.

Soucasna lécba pokrocilého lidského karcinomu je zalozena na kombinaci 1éku
s odliSnym mechanismem ucinku, jejichz kombinac¢ni strategie mize proti-rakovinné ucinky
a cytotoxicitu zesilovat (Ho and Cheung, 2014). V roce 1965 byla Frei et al. publikovana
prace, ve které ukazuji prospéSnost kombinaéni terapie u déti s akutni lymfoblastickou
leukémii. Pacientim byl poddvan merkaptopurin, methotrexat, prednison a vinkristin
v tzv. POMP rezimu (Purinethol® (merkaptopurin), Oncovin® (vinkristin), methotrexat,
prednison) a zavéry byly jasné: kombinaci 1é¢iv je mozno dosdhnout kompletni remise 1épe
neZ monoterapii. Studie naznauji, Ze rakovinny rist muize byt ucinné inhibovan také
kombinaci fytochemikalii, pisobicich odlisnymi cestami (Ho and Cheung, 2014).

Protinadorové latky odvozené =zrostlin mohou na nadorové buiky putsobit
prostiednictvim piimého cytotoxického ucinku, nebo prostfednictvim jinych mechanismt,
jako je inhibice protedz Ui€astnicich se rustu a Sifeni nadoru (Taylor et al., 2006)., viz kapitola

Cytostatika.
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4.6 Alkaloidy a jejich vyznam v anti-prolifera¢ni aktivité

Mezi biologicky aktivnimi molekulami, pochazejicimi z pfirodnich zdroj, zaujimaji
alkaloidy vyznamné postaveni, a to zejména diky jejich rozsahlému lé¢ivému ucinku, jakym
je ucinek protinddorovy, antimikrobidlni a tada dalSich. Izolace a stanoveni alkaloidl

Vv rostlinném materialu se proto stala velmi aktuélnim tématem (Kulp and Bragina, 2013).

Chemicka diverzita alkaloidi pfedstavuje velkou skupinu slouc¢enin zodpovédnych
za ochranu rostlin, vyznacujicich se atomem dusiku v heterocyklickém kruhu (Takos
and Rook, 2013). Predpoklada se, ze alkaloidy vznikly v dasledku obrannych mechanismi
rostlin proti bylozravcim ¢i parazitim, nebo mohou byt také odpadnimi latkami (LarySova
et al., 2015). V rostlinach bylo identifikovano ptiblizné¢ 12 000 alkaloidi, distribuovanych
celou fadou tfid. Nékteré z nich vykazuji pozoruhodné ucinky pii 1€cbé lidskych onemocnéni
(Takos and Rook, 2013). Jejich biosyntéza je ale pro rostlinu energeticky naro¢na a vyzaduje
ucast specifickych enzymi (LarySova et al., 2015). Biosyntetické¢ drahy riznych kategorii
alkaloidii Casto zacinaji od prekurzori odvozenych z aminokyselin, ale maji nezavisly

evoluéni pavod (Takos and Rook, 2013).

Alkaloidy se nachazeji vruznych ¢astech 15-20 %  cévnatych rostlin
(v semenech, listech, kotfenech, klife aj.), u uréitych druhti mechi, hub a bakterii, ale také
u  nékterych  bezobratlych  Zivo€ichi  (stonozek,  brouki, motylli, korysa)
a obratlovcl (Zab, mlokl aj.). Alkaloidy nékterych druhli hmyzu a jinych zivo€ichli byvaji
Casto rostlinného plvodu, ale mohou byt rovnéz syntetizovany de novo (VeliSek
and Hajslova, 2009). Bylo nalezeno mnoho biologicky vyznamnych alkaloidl u tady celedi
Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rutaceae a také u rostlin celedi
Amaryllidaceae. Mezi celkové nevyznamngjsi alkaloidy patii benzofenanthridinové alkaloidy
sanguinarin a chelerythrin, které vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit, véetné

vyznamnych pro-apoptotickych a protinddorovych tc¢inka (Dalecka et al., 2013).

Rostlinné alkaloidy pfedstavuji nevelkou skupinu protinddorovych 1é€iv izolovanych
z rostlin (Vorlicek et al., 2012). K prototypickym alkaloidim s proti-rakovinnym u¢inkem
patii zejména alkaloidy izolované z rostliny Vinca rosea (Barvinek lékatsky), tzv. vinca
alkaloidy (Klener and Klener, 2013).
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4.6.1 Vinca alkaloidy

Vinca alkaloidy byly poprvé izolovany z Vinca rosea L. (Barvinek lékafsky). Jedna
se o bézné pouzivana chemoterapeutika pii 1é¢bé rakoviny (Tsuruo et al., 1981).
Ze stalezelené rostliny Vinca rosea se ziskavaji dva pribuzné alkaloidy — vinblastin
(vincaleukoblastin) a vinkristin.  Vinorelbin a dal$i jsou semisynteticky ziskané vinca
alkaloidy (Liillmann et al., 2004). Cytostatického ucinku dosahuji vinca alkaloidy

poskozenim bunécnych mikrotubulti (Cibula and Petruzelka, 2009).

Jako chemoterapeutikum je vyuzivan zejména nov¢jsi preparat vinorelbin. Vinblastin
a vinkristin jsou vyuzivany zejména k 1é¢bé krevnich chorob (Vorlicek et al., 2012). Nicméné
jejich vedlejsi ucinky predstavuji podle nekterych 1€kaii zédvazny problém a proto bylo
vyvinuto mnoho strategii pro sniZzeni toxicity téchto latek a zvySeni jejich terapeutické
ucinnosti, jako napfiklad 1éfiva ulozend v liposomech, 1é¢iva s navazanym
polyethylenglykolem na povrchu liposomu, chemicky nebo peptidicky modifikovana 1éCiva,
nebo kombinace chemoterapeutik (Lee et al., 2015). Nezadouci Gc¢inky jsou obdobné u vsech
preparati této skupiny. Patii mezi né neurotoxicita ve formé& polyneuropatii, poskozeni tkani

pii paravazaci, nebo alergické reakce (Vorlicek et al., 2012).

Vinca alkaloidy jsou latky Siroce vyuzivané u nékolika riznych typli malignit. AvSak
rakovinné buiiky si proti t€émto latkam postupem casu vytvofi rezistenci a proto je nezbytny

vyvoj a vyzkum novych latek s lepsi ucinnosti (Schutz et al., 2011).
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Vinblastin

Vinblastin je vinca alkaloid, ktery je se vaZe na tubulin a inhibuje tvorbu mikrotubuld
v bunikach. Lécba za pomoci vinblastinu vede k tvorbé agregath parakrystalti v bunikach, které
jsou tvofeny neprodySn¢ uzavienymi tubulinovymi molekulami. Soustavy mitotickych
vietének v oSetfovanych buiikach jsou naruseny a progrese bunééného cyklu je zastavena
ve fazi mitézy (Nakamura and Ishigaki, 2014). Diky tomu mé toto DNA - neinterkalacni
¢inidlo Siroké uplatnéni pii 1é¢bé rakoviny ¢loveéka. Bylo ale také zjiSténo, ze vinblastin muze
byt pticinou cytogenotoxicity (Geriyol et al., 2015). Vinblastin je doporucen zejména k 1écbé
malignich lymfom, testikularniho karcinomu a Hodgkinovy choroby (Martinkova, 2007,
Klener and Klener, 2013).

Molekula vinblastinu je také jednou z dilezitych molekul, pouzivanych pro piipravu
1é¢iv na bazi nanocastic, které jsou cilené selektivni pro rakovinné buriky, a jak se zda, jsou
také u¢inné jen s mirnymi vedlej§imi u¢inky (Ale et al., 2011). Uginek vinblastinu
byl testovan ve studii Klockner et al., (1991) kde byla pfedmétem zkoumani 1éCba patnacti
pacientli s pokrocilym stddiem rakoviny urotelu. Lécba probihala za pomoci nékolika
chemoterapeutik, véetné vinblastinu. Vysledné udaje ukazaly, Ze vinblastin je uCinny

a subjektivné dobfe tolerovany u pokrocilého urotelidlniho karcinomu.

Vinkristin

Za nejvice neurotoxicky vinca alkaloid je povazovan vinkristin, ktery zpusobuje
axondlni neuropatii pferuSenim mikrotubulli a tim 1 poSkozeni axonalniho transportu.
Klinicky se stav projevuje piedev§im poskozenim senzitivnich nervi, i kdyz vinca alkaloidy
ni¢i 1 nervy motorické. Mezi prvni piiznaky patii brméni a svalové kiece (Cibula
and Petruzelka, 2009). Pfesto se stal nepostradatelnou soucasti mnoha chemoterapeutickych
kombinaci u hematologickych malignit i1 solidnich nadori,, jako jsou karcinomy prsu
nebo varlat (Klener and Klener, 2013).Vinkristin je toxicky i va¢i trdvicimu traktu
a pfi extravazalni aplikaci vyvolava podkozni nekrozy. Je indikovan k 1é€bé karcinomu prsu,

lymfomi a v kombinaci i k indukéni 16¢bé akutni lymfatické leukemie (Martinkova, 2007).
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Vinorelbin

Vinorelbin je semisynteticky vinca alkaloid zastavujici progresi bunééného cyklu,
coz vede kakumulaci bun¢k VvV mitéze. Vykazuje mensi aktivitu va¢i axonalnim
mikrotubulim nez ostatni vinca alkaloidy, coz miize byt divod niz$i neurotoxicity spojené
S terapii vinorelbinem (Curran and Plosker, 2002). Vinorelbin, neboli Navelbin, doznal
uplatnéni v kombinované terapii karcinomu prsu, plic a ovaria. Ve srovnani s vinkristinem
ma niz8i neurotoxicitu a jeho dal$i vyhodou je i moznost peroralni aplikace (Klener
and Klener, 2013). U pokrocilého karcinomu prsu prokazal vinorelbin dobrou odpovéd’
u 40-50 % nemocnych (Martinkova, 2007).

Ve studii Curran and Plosker (2002) vykazoval vinorelbin In vitro vyssi Géinek proti
bunéénym liniim nemalobunééného plicniho karcinomu (NSCLC) neZ vinblastin, vindesin
nebo vinkristin. In vivo u modelového nemalobuné¢ného plicniho karcinomu vykazoval

vinorelbin vyssi G¢inek nez vinkristin a vinblastin a byl minimalné tak G€inny jako vindesin.

4.6.2 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Protinadorové vlastnosti rostlin, patficich do celedi Amaryllidaceae byla znama
jiz ve ¢tvrtém stoleti pfed nasim letopoctem, kdy Hippokrates z Kosu pouzil olej z rostliny
Narcissus poeticus L. (Narcis bily) k 1é€bé déloznich nadort. Tyto rostliny produkuji velké
mnozstvi rozmanitych alkaloidii a pfibuznych metaboliti s proti-rakovinnym potencialem,
ktery je pfedmétem zkoumani pro mnohé vyzkumné skupiny po celém svété (Luchetti

etal., 2012).

Druhy rostlin této celedi maji dlouhou historii v péstovani a Slechténi jakoZto okrasné
cibuloviny, ale také ve vyzkumu zamé&feném na jejich rozmanitost v obsahu alkaloidu a jejich
slozeni (Takos and Rook, 2013). Je znamo, Ze produkuji strukturalné jedine¢né alkaloidy
se Sirokou Skalou zajimavych fyziologickych U€inki, jako je inhibice acetylcholinesterazy,
imunostimula¢ni aktivita, nebo protinddorové a antivirové ucinky. Tyto alkaloidy

jsou omezeny pouze na tuto ¢eled’ (Cahlikova et al., 2013).

Mezi jeden z nejvyznamnéjSich G€inkil téchto alkaloidl patii jejich protinddorova

aktivita indukci apoptozy. Vyraznou vyhodou je navic jejich vysoka selektivita pro nadorové
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bunky a relativné nizka toxicita k zastupclim bunék zdravych nebo bunck klidovych (Dalecka

etal., 2013).

Nejvice znamé jsou alkaloidy Amaryllidaceae diky galanthaminu, selektivnimu
a reverzibilnimu inhibitoru acetylcholinesterazy, ktera zvySuje hladinu acetylcholinu
Vv mozku, a je tak vyuzivan pii 1écbé Alzheimerovy choroby (Cahlikova et al., 2013). DalSimi
alkaloidy, jez jsou nad&nymi kandidaty na léky proti rakoving, jsou pankratistatin
a narciklasin. Ty ptsobi inhibi¢né na rist lidskych nadorovych bunék (Forgo a Hohman,
2005). Nicmén¢ i dalsi alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae vykazuji velmi slibné
vysledky pfi jejich testovani, jakozto potencidlnich 1€kd. Jejich dalsi klinicky vyvoj
je ale omezen jejich omezenou klinickou dostupnosti (Takos and Rook, 2013).

Na rozdil od farmakologickych a fytochemickych dat, které jsou dostupné,
jsou ekologické, fyziologické a molekularni aspekty Amaryllidaceae a jejich alkaloidii malo
prozkoumanou oblasti. Totoznost genid odpovédnych za biosyntézu jejich alkaloida
je Vv soucasnosti zcela neznama. Porozuméni biosyntéze alkaloidi celedi Amaryllidaceae
by znaéné prospélo vylepSit design Slechtitelskych programi k produkci kultivard,
optimalizovanych pro vyrobu farmaceuticky cennych latek, a pomohlo by také ve vyuzivani

biotechnologickych postupt (Takos and Rook, 2013).

Specifickou biosyntetickou cestou amarylkovitych alkaloidi je tzv. norbelladinova
cesta, ktera vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu. L-Tyrosin se méni na tyramin
a L-fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z tyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu
po nékolika reakénich stupnich vznikd 4'-O-methylnorbelladin (Dalecka et al., 2013).
Vzhledem k tomu, ze alkaloidy Amaryllidaceae zahrnuji mnozstvi strukturalné odlisnych
skupin, byly tyto alkaloidy rozfazeny do nékolika typi podle jejich chemického skeletu.
Jednd se o typ lykorinovy, krinanovy, homolykorinovy, galanthaminovy, motaninovy,
pankratistatinovy, buflavinovy a cheryllinovy (Havelek et al., 2014). K hlavnim typim je také
fazen belladinovy typ (O-methylbelladin), ze kterého vychazi vlastni biosyntéza
amarylkovitych alkaloidi (Dalecka et al., 2013). Zpohledu této studie vykazuji

nejvyznamnéjsi biologickou aktivitu nasledujici typy.
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Lykorinovy typ

Alkaloid lykorin byl prvnim izolovanym alkaloidem celedi Amaryllidaceae,
a to v roce 1877 z rostliny Narcissus pseudonarcissus. Alkaloidy spadajici do lykorinového
strukturniho typu patii mezi nejznaméjsi a z pohledu cytotoxicity pravdépodobné
k nejucinngj§im. Hlavnim zastupcem této skupiny je lykorin (Daleckd et al., 2013).
Nahromadéné diikazy ukazuji, Ze lykorin nejen Ze vykazuje silné farmakologické ucinky
u mnoha chorob, v¢etné protileukemickych, protinadorovych, anti-angiogennich,
dal§imi biologickymi funkcemi, jako je inhibice acetylcholinesterazy a topoizomerazy,
potlaceni biosyntézy kyseliny askorbové, a fizeni cirkadidnniho rytmu. Pozoruhodné
je, ze lykorin vykazuje ¢etné farmakologické G€inky u riznych chorob a to s velmi nizkou

toxicitou a mirnymi vedlej$imi G¢inky (Cao et al., 2013).

Na zaklad¢ studii se uvadi, ze lykorin pisobi selektivné smrticim ucinkem
na nadorové buiiky, zavislym ale na typu nadorovych bun¢k. Inhibuje rist leukemickych Molt
ma ucinek pouze slaby (Liu et al., 2009). Zaroven vykazuje dobrou ucinnost proti hepatitidé
typu C, kde ovSem jeho cytotoxicita predstavuje zdvazny bezpecnostni problém. Proto
je v soucasné dob¢ zkouman vztah mezi strukturou a aktivitou lykorinovych analogi s cilem
identifikovat ptibuznou slou¢eninu se srovnatelnym uc¢inkem inhibice hepatitidy C, avSak

s mensi cytotoxicitou (Chen et al., 2015).

Galanthaminovy typ

Alkaloidy spadajici do této skupiny maji jako strukturni zaklad dibenzofuran.
Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny je z medicinského hlediska galanthamin (Dalecka
et al., 2013). Jedna se o alkaloid celedi Amaryllidaceae, objeveny vroce 1953.
Tato sloucenina je primarné izolovana z narcisu (Narcissus spp.), snézenky (Galanthus spp.)
a bledule letni (Leucojum aestivum) (Kilgore et al., 2014). V soucasné dob¢ je galanthamin

jako jediny komeréné produkovany 1€k z péstovanych rostlin (Takos and Rook, 2013).

Galanthamin je vyuzZivan k 1écb€ piiznakii Alzheimerovy choroby prostfednictvim

inhibice acetylcholinesterazy a vazbé na nikotinovy receptor. (Kilgore et al., 2014).
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Bylo prokazano, ze terapie této neurodegenerativni choroby galanthaminem vede k zlepSeni
kognitivnich, funkénich 1 behaviordlnich symptomid. Alkaloid galanthamin je latka

bez jakychkoliv znamek cytotoxického plisobeni (Dalecka et al., 2013).

Krinanovy typ

Nékdy je tato skupina rozdélena na haemanthaminovy a krinanovy typ. Tyto dva typy
maji ale spole¢ny ptvod, jsou odvozeny od 5,10b-ethanophenanthridinu (Rahman, 1998).
Krinanova skupina Amaryllidaceae byla mezi prvnimi ztéchto sloucenin, vykazujici
zajimavy cytotoxicky potencial proti nadorovym bunécnym liniim. Nicméné¢ mechanismus
cytotoxického ucinku a anti-proliferacni aktivity jesté neni zcela jasna (Havelek et al., 2014).
Do této skupiny jen fazen haemanthamin, haemathidin, krinamin, maritidin a papyramin
(Rahman, 1998). VSechny zminéné alkaloidy maji rozdilnou schopnost inhibovat rist riiznych
typt nadorovych bun¢k. Mezi viibec nejucinnéjsi alkaloidy této skupiny patii haemanthamin,
haemathidin a krinamin, které ptisobi cytotoxicky na naddorové buiky (Dalecka et al., 2013).
Bylo prokédzano, ze haemanthamin vykazuje vyraznou cytotoxickou aktivitu proti celé fadé
riznych typt nadorovych bunéck, jako jsou lidské leukemické bunky MOLT-4, jaterni
nadorové bunky HepG2, ,nesmrtelné* bunééné linie HeLa, bunécné linie prsniho karcinomu
MCF7, lymfoblastoidni bunécné linie CEM, lidské erytroleukemické bunky K562, lidské
fibroblasty BJ, bunééné linie lidského adenokarcinomu plic A549, bunééné linie karcinomu
jicnu OE21, Hs683 a U373 buné&ené linie lidského gliomu, buné¢né linie melanomu SK MEL
a B16F10. Haemanthidin ma slibné cytotoxické vlastnosti vici A549, OE21, Hs683, U373,
SK MEL, B16F10 a multirezistentnim L5178 bunkam mySiho lymfomu (Havelek
etal., 2014).
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4.7 Amaryllidaceae

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae jsou cibulovité krytosemenné rostliny, jejichz vyskyt
je typicky pro tropické a subtropické oblasti Jizni Afriky a Jizni Ameriky, ale zastupce
vV podob¢ narcist (Narcissus), bleduli (Leucojum) a snézenek (Galanthus) je mozné nalézt
i vCeské republice. Tato &eled” zahrnuje vice nez 1000 druh@ rostlin, klasifikovanych

do 65 rodii (Dalecka et al., 2013).

Jsou zndmé nejen pro své okrasné vlastnosti, ale také diky alkaloidiim, které produkuyji.
Tyto alkaloidy pfedstavuji velkou a stale se rozsifujici skupinu isochinolinovych alkaloidu.
fiSe. Isochinolinové alkaloidy jsou biosynteticky odvozeny z aromatickych aminokyselin,
konkrétné z molekul fenylalaninu nebo tyrosinu. Pfes vice nez 2500 znamych struktur, déla
z isochinolinovych alkaloidti velkou skupinu bioaktivnich latek, jejichz vlastnosti jsou zna¢né
variabilni. V souCasné dob¢ je zndmo vice nez 500 alkaloidu této Celedi, s definovanymi
chemickymi strukturami. Alkaloidy této celedi jsou predmétem mnoha studii, zahrnuji
Sirokou Skalu chemickych struktur a maji vyznamné biologické Uc¢inky jako naptiklad
antimalarické, cytotoxické, anti-HIV—1 ucinky, maji schopnost inhibovat ¢innost enzymu
acetylcholinesterazy, butytylcholinesterazy a antivirové, antimykotické, antibakterialni nebo
analgetické ucinky (Havelek et al., 2014; Dalecka et al., 2013; Kulhankova et al., 2013).

4.7.1 Chlidanthus Fragrans

Rod Chlidanthus zahrnuje deset druht cibulovin. VétSina z nich ma svij puvod
a domovinu v Peruanskych Andach, ale vyskytuji se i v tropické Jizni Africe. Botanicky
nazev Chlidanthus Fragrans pochazi z fectiny a lze ho ptelozit jako ,,jemny kvét* (Cahlikova,
2013, Boit, 1956).  Rostlinu Chlidanthus fragrans je mozné nalézt v Jizni Americe,
zejména v Peru. Roste ve vlhkych 1 suchych oblastech na mirné piscité¢ pude. V 1ét€¢ nese
vyrazné zluté kvéty, Siroké ptiblizné 7,5 cm a dlouhé 10 -12 cm, s citronovou vini (Ellis,
2001).
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4.7.2 Zephyranthes robusta

Rod Zephyranthes pochazi z oblasti Americkych Antil a zahrnuje zhruba 60 druht
rostlin. Nékteré ztéchto druhlt jsou pro své cetné zdravotni ulinky hojné vyuzivany
Vv lidovém 1é¢itelstvi v mnoha zemich. Jako piiklad mizeme uvést odvar z listi Z. candida,
ten byl pouzivan v Jizni Americe jako 1ék na diabetes mellitus, druh Z. parulla byl zase
v historii Peru vyuZivan pii 1é¢b& nadort, a v Cing bylo k 16¢bé rakoviny prsu vyuzivano

druhu Z. rosea (Kulhankova et al., 2013).

4.7.3 Nerine bowdenii

Rod Nerine se do Evropy dostal pocatkem 20. stoleti a pochazi z riznych
stanovistnich a klimatickych podminek jizni Afriky. V Kapsku zacind vegetovat koncem
chladné a destivé subtropické zimy a kvete az na podzim. Vytrvalé cibule ptekonavaji chladné
a suché obdobi klidu. Cibule schopna kvétu maji obvod alespoit 12 cm a jsou sloZeny
nejmén¢ z 10 az 20 duZnatych suknic. Tvorba kvétd pocind uz 18 mésici pred jejich
rozkvétem a nakvétat zacne Nerine na konci vegetace. Po odkvétu zasychaji rostlinam listy,

zatimco koteny ziistavaji zivé (Kobza, 2009).
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5 Material a metodika

5.1 Material

K testovani byly vyuzity bunééné tkani adenokarcinomu tlustého stieva Caco-2, HT-29,
a lidskych primarnich bun¢k FHs 74 Int. Buné¢né tkané byly pofizeny z American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Ke kultivaci bylo dale vyuzito Dulbecco's
Modified Eagle's medium (DMEM), které¢ bylo obohaceno o penicilin a Streptomycin
(10.000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu), 1% hydrogenuhli¢itan sodny,
1% pyruvat sodny, 1% neesencidlni aminokyseliny, 10% fetalni bovinni sérum (FBS).
Dale byl vyuzit fosfatovy pufr (Phosphate buffer saline — PBS) a trypsin. VSe od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ke kultivaci byly vyuzity kultiva¢ni lahve s plochou
75 cm? a 96jamkové mikrotitradni desticky od firmy Nunc (UK).

5.1.1 Caco-2

Caco-2 je nejlépe popsana a nejcastéji pouzivand bunééné linie z modeld bunéénych
kultur (Hilgendorf et al., 1999). Byla izolovana z kolorektalniho karcinomu 72letého muze
kavkazského puvodu. Tato bunééna linie je schopna rist adherentné na pevnych povrsich
a mikroporéznich membranach (Grajek a Olejnik, 2004). Bunétné linie Caco-2 jsou
vyuzivany in vitro jako model lidskych stfevnich epitelialnich bungk, a to diky jejich funkéni
i fyzické podobnosti (Wong and Ustunol, 2006). Péstované in vitro, za standardnich
kultiva¢nich podminek, a v nepfitomnosti induktorti diferenciace, spontdnné vykazuji znaky
strukturalni a funkéni diferenciace a polarizace (Pinto et al., 1983), a mezi sebou tvoii tésné
spoje, ¢imZ se podobaji normalnim stfevnim epitelidlnim bunikdm. Na hranici mikroklkl také

vykazuji struktury pfipominajici kartacovy lem (Wong and Ustunol, 2006).

Od ostatnich bunéénych linii stejného plivodu se 1i8i tim, Ze se za obvyklych podminek
bunécné kultivace po 2-3 tydnech spontanné diferencuje do monovrstev polarizovanych
bunék, jejichz struktura je typicka pro enterocyty, s jadrem nachazejicim se v bazalni cCasti,
S hustym zastoupenim mitochondrii a s kartd¢ovym lemem v apikalni ¢asti. Diky tomuto typu
konstrukce jsou Caco-2 bunécné linie vyuzivané jako model linie enterocytt v in cellulo
kulturach (Artursson and Karlsson, 1991; Grajek and Olejnik, 2004).

36



512 HT-29

HT-29, kontinualni bunécnd linie, je odvozena od primarniho lidského
adenokarcinomu tra¢niku 44let¢ zeny bil¢é pleti kavkazského plvodu (Grajek
and Olejnik, 2004; Lipska, 2009) Vin cellulo kulturach je jeho morfologic typicka
pro epitelové buiky, avSak netvoii kartdiCovy lem. Velka ¢ast bunétné populace HT-29
je tvotfena poharkovymi bunikami, takze produkuje velké mnozstvi mucinu. Jejich struktura
zahrnuje mikroklky, fylamenta, silné vakuolizované mitochondrie, endoplazmatické
retikulum s volnymi ribozomy, kapénky lipida a velké mnozZstvi lysozomi (Grajek
and Olejnik, 2004).

Bunky HT-29 si v této dlouhodobé kultute podrzely schopnost syntetizovat hlavni
antigeny nddorl tracniku — karcinoembryondlni antigen a nespecifické zktizen¢ reagujici
antigeny 1 membranovy tkdnovy autoantigen, a dosud vykazuji ptislusnost k ptivodni krevni

skupiné ,,darkyné* nadoru (Lipska, 2009).

5.1.3 Normalni stfevni buiiky FHs 74 Int
FHs 74 Int jsou bunky epitelidlni bunécné linie lidského tenkého stfeva a jsou

vyuzivany jako model enterocytl pro tetovani in vitro (Jesh et al., 2009).

Medium pro kultivaci bunéénych tkani Caco-2 a HT-29:

450 ml DMEM,

50 ml FBS,

5 ml hydrogenuhli¢itan sodny,

5 ml pyruvéat sodny,

5 ml neesencialni aminokyseliny,

5 ml penicilin a streptomycin.

Medium pro kultivaci bunéénych tkani FHs 74 Int:

450 ml DMEM,
50 ml FBS,
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5 ml neesencialni aminokyseliny,
30 ng/ml epidermalniho rustového faktoru,

5 ml penicilin a streptomycin.

5.1.4 Extrahované alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

Izolace testovanych alkaloidd z rostlin Chlidanthus fragrans, Zephyranthes robusta
a Nerine bowdenii, pouzitych v této praci, provedla vyzkumna skupina ADINACO
na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Tyto vzorky byly poskytnuty

V ramci spoluprace s pracovistém KMVD.

Z rostlin druhu Zephyranthes robusta byly izolovany alkaloidy haemanthamin
(Obr. 1), haemanthidin (Obr. 1), hamayn (Obr. 1), galanthamin HBr (Obr. 2),
9-O-demethylgalanthin (Obr. 3), galanthin (Obr. 3), lykorin (Obr. 4) a tazettin (Obr. 5).

Obrazek 1: R= OMe, R'= H, R?>= H Haemanthamin Obrazek 2: Galanthamin
R= OMe, R'= H, R*=0H Haemanthdin
R=H, R'= OH, R?>= H Hamayn

Obrazek 3: R= OMe Galanthin Obrazek 4: Lycorin
R= OH 9-O-demethylgalanthin
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Obrazek 5: Tazettin

Z rostlin druhu Chlidanthus fragrans byly izolovany alkaloidy ambellin (Obr. 6),
chlidanthin (Obr. 7) a undulatin (Obr. 8).

+OMe
HO /j
O

OMe

Obrazek 6: Ambellin Obrazek 7: Chlidanthin

Obrazek 8: Undulatin

Z rostlin druhu Nerine bowdenii byly izolovany alkaloidy krinin (Obr. 9), bufanamin
(Obr. 10), acetylkaranin (Obr. 11), karanin (Obr. 12) a bufanisin (Obr. 13).
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Obrazek 9: Krinin
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Obrazek 13: Bufanisin

Jako pozitivni kontrola byl pouzit semisynteticky vinca alkaloid Vinorelbin (Obr. 14)
od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Obrazek 10: Bufanamin

Obrazek 12: Karanin



Obriazek 14: Vinorelbine ditartrate salt hydrate
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6 Metodika

Veskeré prace probihaly ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu typu ,,biohazard I1*

a zaroven byl veSkery spotfebni materidl sterilni a vyuZzity jednorazove.

6.1 Kultivace bunéénych tkani Caco-2, HT-29, FHs 74 Int.

Jako modely nadorovych bunék stievniho epitelu byly pouzity bunécné linie
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 pochazejicich z American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Tyto bunééné linie byly kultivovany v kultivaénich 1ahvich
o velikosti plochy 75 cm? a to za pfitomnosti 1 ml DMEM media (Dulbecco’s modified
Eagle's medium), doplnéného o 10% roztok FBS (fetalni bovinni sérum), 1% roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného, 1% roztoku pyruvatu sodného, 1% roztok penicilinu
a streptomycinu a 1% roztoku neesencialnich aminokyselin. VeSkera ¢inidla pochazi

od spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Lidské primarni bunky FHs 74 Int, stejné jako Caco-2 a HT-29, pochazi z American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Kultivovany byly v kultiva¢nich
lahvich o velikosti plochy 75 cm? a to za pfitomnosti DMEM media, doplnéného
o 10% fetalni bovinni sérum, 1% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného, 1% roztok pyruvatu
sodného, 1% neesencialnich aminokyselin, 30 ng/ml epidermalniho ristového faktoru,
1% roztok penicilinu a streptomycinu (10.000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml

streptomycinu). VSechna ¢inidla pochazi od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Kultivac¢ni lahve s bunécnymi liniemi Caco-2, HT-29 a FHs 74 Int byly ulozeny
v inkubatoru s fizenou atmosférou, obsahujici 95 % vzduchu a 5 % CO,, a teplotou 37 °C.
Medium bylo ménéno kazdé dva dny. Buiiky byly 7. den sklizeny pomoci trypsinu a néasledné
byly po dobu 10 minut centrifugovany pii 200 x g. Bylo odstranéno staré medium a bunky
byly natedény novym mediem. Z takto nachystané suspenze bylo odebrano 0,5 ml media
s buitkkami a dany k 15 ml nového DMEM, media, v kultivac¢ni lahvi, pro dalsi kultivaci.
Bunééné linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 byly déleny kazdych
7 dni, lidské primarni buiiky FHs 74 Int kazdé 4 tydny. Pro tuto studii byly pouzity buiky

Caco-2, HT-29 a FHs 74 Int v maximalnim rozsahu 20 pasazi a v exponencialni fazi rustu.
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6.2 Izolace testovanych alkaloida

Izolace testovanych alkaloidt z rostlin Chlidanthus fragrans, Zephyranthes robusta
a Nerine bowdenii, pouzitych v této praci, provedla vyzkumna skupina ADINACO
na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Tyto vzorky byly poskytnuty

V ramci spoluprace s pracovistém KMVD.

Z rostlin druhu Chlidanthus fragrans byly izolovany alkaloidy ambellin, chlidanthin,
undulatin. Z rostlin druhu Zephyranthes robusta byly izolovany alkaloidy haemanthamin,
haemanthidin, hamayn, galanthamin HBr, 9-O-demethylgalanthin, galanthin, lycorin, tazettin.
Zrostlin - druhu  Nerine bowdenii  byly izolovany alkaloidy bufanisin, karanin,
1-O-acetylbulbisin, acetylcaranin, bufanamin a krinin. Cistota extrahovanych latek byla podle
NMR > 95 %.

6.3 Test cytotoxicity (MTT)

Buiiky Caco-2, HT-29 a FHs 74 Int byly nafedény na koncentraci 2,5 x 10° a nasledng
pipetovany do 96jamkovych desticek v mnozstvi 200 ul. Po 24 hodinach bylo odstranéno
star¢ medium a pfidano 100 pl nového media spolu s testovanymi vzorky alkaloidl
v koncentracich 0.01-100 pl/ml u nddorovych bunéénych liniich Caco-2 a HT-29
a 3.12-100 pl/ml u normalnich bunék lidského stievniho epitelu FHs 74 Int. Takto oSetiené
bunky s testovanymi vzorky alkaloidli byly inkubovany po dobu 72 hodin. Po této dobé bylo
medium se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 ul ¢istym mediem s MTT v koncentraci
1 pg/ml. Po 2 hodinach v inkubdétoru s fizenou atmosférou, teplotou 37 °C a za pfitomnosti
5 % CO,, bylo medium s MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO (Dimethylsulfoxid).
Nasledné byla u vzorkli méfena absorbance pii 555 nm a 720 nm jako referen¢ni hodnoty.
Procento Zivotaschopnych bun¢k bylo vypocteno v porovnédni s kontrolou, ve které byly

bunky bez oSetfeni testovanymi latkami.

Zivotaschopnost testovanych bunék byla testovana pomoci testu cytotoxicity MTT
podle Mosmann (1983). Jedna se o kolorimetrickou metodu, kde je vyuzito barvivo
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT). Tato metoda

umoziuje kvantifikaci zivotaschopnosti buné¢k podle jejich schopnosti mitochondridlni
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dehydrogenézy kyseliny jantarové u zivych bunék redukovat zluté barvivo MTT na modry

nerozpustny formazan.

Vysledky jsou porovnany oproti kontrole a zaznamendny pomoci ICsp, tedy mnozstvi
testované latky, potfebné k inhibici 50 % bunék. Za ucinnou je povazovéna latka, jejiz

hodnota 1Csp < 10 uM (Taylor et al., 2014)
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7 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + SD. Grafy byly zpracovany pomoci programu
GraphPad Prism.

45



8 Vysledky

Bylo testovano 17 alkaloida z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae na jejich schopnost inhibovat
bunécnou proliferaci. Cytotoxicka aktivita byla soucasné testovana na modelu epitelidlnich
bunék kolorektalniho karcinomu Caco-2 a na bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu
HT-29. Pro posouzeni selektivniho u¢inku na nddorové bunécné linie byly pouzity normalni
bunky stfevniho epitelu FHs 74 Int. Jako pozitivni kontrola byl déle pouzit semisynteticky
vinca alkaloid Vinorelbine ditartrate salt hydrate.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3 a zaznamenany v hodnotach pM/ml uvedené
pro ICsg, coz je hodnota znaici mnozstvi testované latky, potiebné k inhibici proliferace
u 50 % bunék Caco-2, HT-29 a FHs 74 Int.

Tabulka 4: Vysledky cytotoxicity

Cytotoxicita

Caco-2 HT-29 FHs 74 Int

uM/ml uM/ml uM/ml

(ICsp) (1Cs0) (1Cs0)

primér® + SD° primér® + SD° primér® + SD°

Ambelin 74,09 + 1,10 50,18 + 1,17 89,82 + 6,46
Galanthamin HBr 61,43 + 1,56 49,27 + 2,38 67,63 £ 7,7
Haemanthamin 0,99 + 0,14 0,59 + 0,01 19,47 + 8,86
Tazettin 22,83 + 3,29 23,37 + 1,97 71,11 + 5,19
Galanthin 58,86 + 1,00 50,48 + 1,1 >100
Haemanthidin 3,29 £ 0,91 1,72 £ 0,11 11,63 + 0,86
Hamayn 17,23 + 0,93 12,36 + 0,30 53,31 + 7,25
Lykorin 0,99 = 0,08 1,2 + 0,01 22,68 + 0,09
Chlidanthin 72,93 + 2,35 52,66 + 1,19 78,11 + 0,00
Undulatin 51,71 + 1,08 53,39 + 221 70,43 + 6,82
Krinin 64,54 + 17,78 50,84 + 1,42 >100
Bufanamin 53,52 + 0,68 4759 + 2,18 >100
Acetykaranin 29,45 + 0,59 19,23 + 1,16 66,07 + 6,78
9-O-demethylgalanthin 38,84 £ 2,25 25,64 + 0,28 76,58 + 12,66
1-O-acetylbulbisin 33,39 + 2,85 4794 + 1,57 61,32 + 8,8
Karanin 64,43 + 4,48 46,56 + 1,81 >100
Bufanisin 8,59 = 0,15 532 £ 1,7 22,78 = 261
Vinorelbine ditartrate salt 0,03 = 0,00 n.tb 3,98 £ 0,26
hydrate

- Vysledky jsou zaznamenany jako stfedova hodnota + smérodatna odchylka ze tii nezavislych opakovani.
i Nepodatilo se otestovat
¢ Smérodatna odchylka
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Vinorelbine ditartrate salt hydrate pouzity jako pozitivni kontrola stanovil 1Csg
pro Caco-2 bunéénou linii hodnotu 0,03 + 0,00 uM, hodnota 1Csy pro HT-29 nebylo mozné
naméfit a ICsp pro FHs 74 Int byla 3,98 + 0,26 uM, coz je piiblizné 100x vice,

nez u nadorovych bunék. Je vidét pozitivni trend v selektivnim tc¢inku pozitivniho standardu.

Z vysledkli je patrné, Ze nckteré z testovanych alkaloidd vykazuji vyrazné nizsi
cytotoxickou aktivitu ke zdravym buinikam, a zaroveil ne o0 mnoho nizsi cytotoxickou aktivitu
K bunikam rakovinnym, nez je tomu u pouzitého pozitivniho standardu. Pro vysledky této
studie jsou vyznamné alkaloidy, jejichz vysledné hodnoty ICsy se, pro bunécné linie
kolorektalniho karcinomu, pohybuji do 10 pM. Pro normalni butiky stievniho epitelu jsou

zadouci co mozna nejvétsi hodnoty 1Cs.

Vyznamnych vysledkil bylo dosazeno zejména u alkaloidl izolovanych z rostliny
Zephyranthes robusta. Zni izolovany alkaloid Haemanthamin vykazuje vyznamny
cytotoxicky ucinek, jak je patrné z Tabulky 3, a to u obou nadorovych bunéénych linii,
Caco-2 — 0,99 + 0,14 uM, HT-29 — 0,59 + 0,01 uM. Naopak na normalni bunééné linie
FHs 74 Int plsobi velmi mirné cytotoxicky, IC50 = 19,47 + 8,86 uM (ICsp > 10 puM),
jak mizeme vidét v Grafu 1.
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Graf 1: Cytotoxicky u¢inek haemanthaminu na buiiky Caco-2, HT-29 a FHs
74 Int. Graf ukazuje zavislost Zivotaschopnosti bunék na koncentraci
haemanthaminu. Hodnoty zobrazuji pramér hodnot a smérodatnou
odchylku ze t¥i nezavislych testovani pro kazdy typ bunék.
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Lycorin, alkaloid izolovany z rostliny Zephyranthes robusta, ma na bunééné linie
kolorektalniho karcinomu Caco-2 stejny Uucinek, jako piedchozi Haemanthamin
ICs0 = 0,99 + 0,08 uM (Tab. 3). Jeho t¢inek na druhy typ nadorovych bunéénych linii HT-29
je ICso = 1,2 + 0,01 uM, jak vidime v Grafu 2, ¢imz lze zatfadit mezi alkaloidy s vysokou
selektivitou k nadorovym bunikam. Cytotoxicky u¢inek na normalni bunky FHs 74 Int
je velmi nizky, ICs je pro tyto buiky 22,68 uM £ 0,09 uM. Tyto hodnoty fadi Lycorin mezi
alkaloidy s nejlepsimi vysledky.
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Graf 2: Cytotoxicky u¢inek lycorinu na buiiky Caco-2, HT-29 a FHs 74 Int.
Graf ukazuje zavislost Zivotaschopnosti bunék na koncentraci lykorinu.
Hodnoty zobrazuji primér hodnot a smérodatnou odchylku ze tif
nezavislych testovani pro kazdy typ bunék.

Alkaloid Haemanthidin, izolovany z rostliny Zephyranthes robusta, vykazuje také
velmi nizké hodnoty ICsp na buiikky kolorektalniho karcinomu (Tab. 3), pro Caco-2
je 1IC50=3,29 £ 0,91 uM a pro HT-29 je ICsp = 1,72 £ 0,11 uM. Tento alkaloid ptsobi pouze
mirné cytotoxicky na normalni bunky FHs 74 Int, jeho hodnota 1Csp = 11,63 + 0,86 uM,
jak je patrné z Grafu 3.
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Graf 3: Cytotoxicky u¢inek haemanthidinu na buiiky Caco-2, HT-29 a FHs
74 Int. Graf ukazuje zavislost Zivotaschopnosti bunék na koncentraci
haemanthidinu. Hodnoty zobrazuji primér hodnot a smérodatnou
odchylku ze tFi nezavislych testovani pro kazdy typ bunék.

Jak je patrné z hodnot zaznamenanych v Tabulce 3, mensi vyznamnosti, z pohledu
vysledkt, bylo dosazeno u alkaloidu Bufanisinu, izolovaného z rostliny Nerine bowdenii,
jehoz hodnoty pro Caco-2 jsou ICsp = 8,59 uM + 0,15, pro HT-29 jsou 5,32 £ 1,7 uM
a pro FHs 74 Int jsou 22,78 + 2,61 uM. Tyto hodnoty ov§em nedosahuji takové vyznamnosti,
jako jiz zminovany Haemanthamin, Lycorin a Haemanthidin. Zbylé testované alkaloidy
dosahuji u nadorovych bunéénych linii velmi vysokych hodnot, takZe je Ize pro cil této studie
povazovat za nevyznamné. Hodnoty popisnd statistiky téchto alkaloidl jsou zaznamenany

v Tabulce 3.
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9 Diskuze

Ptes zna¢né pokroky v mediciné patii nadorovd onemocnéni mezi jednu z hlavnich pficin
umrti v lidské populaci 21. stoleti. Jejich zhoubny efekt se opira o jejich schopnost rlstu
a tvorby metastaz, a to bez jakékoliv kontroly (Hu et al., 2015). VétSina ze syntetickych
inhibitorti bunécné proliferace ale vykazuje nepiiznivé vedlejsi ucinky a navic je jejich vyroba
velmi ndkladnd. Z téchto divodi je v soucasné dobé trendem pfiklanét se k fytochemikaliim
s vyznamnou biologickou aktivitou, které jsou Siroce dostupné a maji mensi vedlejsi ucinky.
Tyto fytochemikalie bud’ samostatné, nebo v kombinaci s jinymi fytochemikaliemi vykazuji

slibné vysledky u riznych typt nadora (Shukla et al, 2014).

V této studii byly testovany alkaloidy izolované ze tifi druhi rostlin celedi
Amaryllidaceae na antiproliferacni aktivitu a selektivitu vi¢i bunéénym liniim kolerektalniho
karcinomu. Vysledky ukazaly zejména tfi vyznamné alkaloidy, které maji znacny potencial.
Ukézalo se, Ze vSechny testované alkaloidy, u nichZ byla naméfena vyznamna hodnota,
pochazely z jednoho druhu rostliny této Celedi, a to konkrétné ze Zephyranthes robusta.
V porovnani s kontrolou, jiz byl jiz vyuzivany vinca alkaloidy vinorelbin, dosahovaly
alkaloidy haemanthamin, haemanthidin a lykorin podobnych hodnot ICso u nadorovych bun¢k
a vyrazné¢ vysSSich hodnot u bunék normélniho zdravého epitelu. To znamena,
ze by pii jejich pfipadném vyuzité pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni kolorektalniho
karcinomu, mohly mit tyto alkaloidy srovnatelné ucinky na nadorové bunky.
Zaroven by ale mohly zplUsobovat mensi poskozeni bun€k zdravych, v porovnani
zjiz vyuzivanym Vinorelbinem. Alkaloidy haemanthamin, haemanthidin a lykorin byly
jiz diive testovany pro své cytostatické a cytotoxické u¢inky u riiznych typi nadorovych

bunécnych linii.

Lykorin, pfirodni alkaloid extrahovany zrostlin celedi Amaryllidaceae, ukazal
rozmanité farmakologické Uc¢inky (Li et al., 2012). Ve studii Hu et al. (2015) byl testovan
jako pfipadny inhibitor rGstu a metastazovani hormonalné refrakterniho karcinomu
prostaty (PCa). Testovani probihalo na c¢tyfech typickych nddorovych bunéénych liniich
karcinomu prostaty PC-3M, LNCaP, 22RV1 a DUI145. Zaroven byl lykorin testovan také
na normalnich lidskych imortalizovanych epitelidlnich bunkach prostaty PNTIA.
Vsechny tyto buiiky byly podrobeny testu MTS, coz je test Zivotaschopnosti bunék
pomoci 3-(4,5- dimethylthiazol- 2- yl)-5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-
2H- tetrazolium). Test je zaloZen na principu redukce tetrazoliové smési zivotaschopnymi
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butkami do intenzivné zbarveného produktu. Mnozstvi vzniklého barevného formazanu
je pak pfimo umérny poctu zivotaschopnych bunék. Vysledky pro nadorové bunky
ICs50 = 5 — 10 uM, coz znaci vysokou toxicitu. Na normalni lidské epitelialni buniky prostaty
PNT1A m¢lo ptisobeni Lykorinu pouze maly vliv. Kromé MTS proliferéniho testu, byl také
proveden migrani a invazni test s pouzitim bunéfné linie karcinomu prostaty PC-3M,
znamym pro svou vysokou maligni mobilitu. Bylo zjisténo, Ze lykorin inhibuje nejen
proliferaci, ale 1 migraci, invazi a pieziti riznych bunécnych linii PCa, indukuje apoptézu
a bunénou smrt a dokdze zvratit proces epitelialné-mezenchymalni tranzice (EMT)

nadorovych bunéénych linii prostaty.

Akutni myeloidni leukémie (AML) piedstavuje skupinu agresivnich hematologickych
malignit, jejichZ 1écba zaujima prioritni postaveni, vzhledem k vysoké imrtnosti, ve vyzkumu
leukémie. Lécba za pomoci 1éku s obsahem lykorinu vedla ve studii Liu et al. (2009)
K inhibici pfezivani a indukci apoptdzy u lidskych leukemickych bunéénych linii. Klicovym
mechanismem usmrceni leukemickych bunék je aktivace apoptézy pomoci tzv. receptorti
smrti (DRs) nebo prostfednictvim mitochondridlnich drah. Oba zpisoby jsou zajistény
rodinou proteind Bcl-2.  Clenem této rodiny je i Mcl-1, protein odvozeny
od leukemie myeloidnich bun¢k 1 (Myeloid-cell leukemia 1). Mcl-1 je ptisn¢ regulovany
protein, ktery ochranuje bunku pied apoptézou (Menoret et al., 2010) a mize hrat dulezitou
roli pro pfeziti riznych nadorovych bunék. Cilenym sniZovanim regulace Mcl-1
prostfednictvim siRNA spousti apoptézu u leukemickych bunék, zatimco jeho zvySena
exprese u nékterych bunék prispiva k malignimu fenotypu. Liu et al. (2009) testovali lidské
leukemické bunécné linie K562, U937, HL-60, 6 T-CEM a K562/G01 s ptidanim zvysujici
se koncentrace lykorinu. Po 72 hodinach od oSetfeni snizil lykorin pieziti vSech péti typu
bun&énych linii, ICsp = 1,5 - 5,5 uM. Zivotaschopnost normalnich lidskych bunéénych linii
PBMNCs nebyla vyznamné ovlivnéna, 1Csp > 50 pM. Vliv lykorinu byl zavisly nejen

na davce, ale 1 na dobé jeho plisobeni.

Hypotézou studie Lamoral-Theys et al. (2009) ale je, Ze indukce apoptozy
prostfednictvim lykorinu a jeho analogl neni hlavnim mechanismem, kterym tyto slouceniny
vykazuji protinadorové ucinky. Testovano bylo 22 sloucenin lykorinu pro in vitro
protinadorovou aktivitu a to na ¢tyfech typech rakovinnych bunéénych linii, které reprezentuji
rizné urovné odolnosti proti pro-apoptotickym stimulim a dvou typech rakovinnych

bunéénych liniich citlivych na tyto apoptézu indukujici podnéty. Jako zastupce odolnych
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bun¢k byly zvoleny modely bunééné linie glioblastomu astroglidlniho piivodu U373, bunééné
linie A549 nemalobunécného plicniho karcinomu (NSCLC), bunécné linie karcinomu jicnu
OE21 a bunééné linie lidského melanomu SKMEL-28. Jako bunécné linie citlivé
na pro-apoptotické podnéty byly zvoleny bunécné linie anaplastického oligodendrogliomu
Hs683 a bunécné linie mysiho melanomu B16F10. Data ukazuji, ze lykorin vykazuje
vyraznou ristovou inhibi¢ni aktivitu vici vSem testovanym rakovinnym bunécnym liniim
bez ohledu na to, zda jsou rakovinné burniky odolné nebo citlivé na pro-apoptotické stimuly.
Nicméné, aktivita byla vyznamné ovlivnéna strukturalni modifikaci v rédmci

fenanthridinového skeletu, jak bylo zjisténo pomoci hodnot I1Csy lykorinovych analogt.

Alkaloidy celedi Amarllidaceae kromé cytotoxické aktivity vykazuji také vyznamné
antivirové U¢inky. Bylo zji$téno, ze narciklasin, pankratisatin a lykorin vyviji zna¢né inhibi¢ni
ucinky na Flaviviry a Bunyaviry a lykorin mé silné antivirové ucinky i na poliovirus,
Coxsackie viry, Semliki forest virus, spalni¢ky a virus Herpes simplex typu 1. Antivirovy
ucinek lykorinu byl testovan také na inhibici replikace HIV-1 na lidskych T-buné¢nych liniich
MT4, a to ve studii Szlavik et al. (2004). Kromé lykorinu byly otestovany také alkaloidy
homolykorin a 2-O-acetylcholin izolované z Bledule jarni (Leucojum vernum) a dalsi
alkaloidy Amaryllidaceae haemanthamin a trisphaeridin.  Cytotoxicita sloucenin
v neinfikovanych bunkach byla hodnocena pomoci MTT testu a thymidinového
inkorpora¢niho testu. Antivirova aktivita byla stanovena pomoci testu antigenu
p24 a testovani reverzni transkriptazy na pevné fazi. Vysledky ukazaly, Ze alkaloidy lykorin,

homolykorin, haemanthamin a trisphaeridin G¢inn¢ inhibuji HIV-| replikaci in vitro.

Krinanova skupina, véetné alkaloidd haemnathaminu a haemanthidinu byla mezi
prvnimi ze sloucenin Amaryllidaceae, vykazujici zajimavy cytotoxicky potencial proti
nadorovym bunéénym liniim. Zkoumani u¢inkd haemanthaminu a haemantidinu na indukci
apoptézy a regulaci bunécného cyklu u lidskych leukemickych p-53 negativnich Jurkat
bunéénych linii bylo primarnim cilem studie Havelek et al. (2014). Testovani ucinki
haemanthaminu a haemanthidinu probihalo paralelné¢ s dobfe zavedenou protinddorovou
lécebnou pomoci metody vyuZivajici gama zafeni, jako pozitivni kontrolou. Vysledky
ukazuji, Ze oSetfeni haemanthaminem a haemanthidinem sniZuje Zivotaschopnost bunék
a mitochondridlni membranovy potencial, a vede k poklesu procenta zivych bun¢k v S fazi
bunééného cyklu. Oba Amaryllidaceae alkaloidy hromadi bunky pfednostné v G1 a G2 fazi

bunééného cyklu. OSetfeni haemanthaminem a haemanthidinem také indukuje apoptdzu
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bunck. Apoptoticky u¢inek haemanthaminu a haemanthidinu na Jurkat leukemické bunky
je vyraznéjsi nez u gama zafeni a haemanthidin vykazoval vyssi aktivitu nez haemanthamin.
Na rozdil od gama zafeni, expozice haemanthaminu a haemanthidinu zcela nezastavila

bunécny cyklus 24 hodin Jurkat leukemickych bun¢k.

Haemanthamin a haemanthidin, spolu s dalsim Amaryllidaceae alkaloidem
krinanového typu bulbisperminem a jeho kongenery, byly testovany ve studii Luchetti
et al. (2012) na cytotoxickou aktivitu u apoptoze-rezistentnich gliovych bunc€k. Autofi
jiz diive zjistili, ze nékteré alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae, jako je narciklasin nebo lykorin,
neindukuji apoptoézu v rakovinnych buiikach, ale vykazuji spiSe cytostatické ucinky cilenim
na aktinovy cytoskelet. Cilem studie bylo prokazat obdobné ucinky i u alkaloida
jiz zminénych. Inhibice ristu bunéénych linii byla métena kolorimetricky pomoci testu MTT
a to u péti bunécnych linii. Ty zahrnovaly dva modely odolné vic¢i pro-apoptotickym
stimulm: lidské U373 a T98G bunécné linie glioblastomu (GBM, astroglidlniho ptivodu),
dva modely k apoptoze citlivych bunéénych linii: lidské bunécné linie Hs683 anaplastického
oligodendrogliomu a bunééné linie HeLa lidského cervikalniho adenokarcinomu a jeden
model bunéénych linii U87 lidského gliobastomu, u kterych nebyla rezistence k apoptoze
doposud testovana. Vysledky ukazaly, ze vybrané latky bulbispermin, haemanthamin,
haemanthidin, a syntetické derivaty bulbisinu nerozliSuji mezi rakovinnymi bunécnymi
liniemi na zéklad¢ jejich citlivost k apoptdze, a Ze alkaloid bulbispermin vyrazné zvysuje
hladinu polymerovaného aktinu v buiikach gliomu Hs683, coZ naznacuje zadouci cytostatické

ucinky bulbisinu cilenim na aktinovy cytoskelet nadorovych bunék.

Citoglu et al. (1998) testovali ve své studii protizanétlivé Uc¢inky haemanthidinu
a lykorinu, izolovanych z rostliny Sternbergia clusiana celedi Amaryllidaceae. Testovani
probihalo metodou karagenanem indukovaného otoku zadnich tlapek u Sesti mysi v kazdé
procento inhibice otoku. Pfi davce 25 mg/kg inhiboval lykorin otok z 5,7 % a haemanthidin
z223,8 %, pii davce 50 mg/kg inhiboval lykorin otok z 11,4 % a haemanthidin z 30,1 %
a pti davce 100 mg/kg inhiboval lykorin otok z 20,1 % a haemanthidin z 36,5 %. Vysledky
ukazuji vysoky protizanétlivy ucinek haenmanthidinu a v koncentraci 100 mg/kg byl jeho

-----

pti 25 mg/kg, 27,4 % pii 50 mg/kg a 29,1 % pii 100 mg/kg.
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10 Zavér

Cilem prace bylo otestovat vybrané alkaloidy z ¢eledi Amarillidaceae na jejich moznou
anti-proliferacni aktivitu in vitro na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2,
H-29 a na normalnich stfevnich buiitkach FHs 74 Int. Ze 17 testovanych alkaloidii vykazovaly
dobrou anti-prolifera¢ni aktivitu a zaroven selektivitu k nadorovym bunéénym liniim zejména
tii alkaloidy. Konkrétné haemanthamin, haemanthidin a lykorin, vSechny =z rostliny
Zephyranthes robusta. Dobrych, avSak o néco horSich vysledkti, nez u jiz zminénych
alkaloidt, bylo dosazeno u alkaloidu bufanisinu z rostliny Nerine bowdenii. Tyto alkaloidy
dosahovaly podobnych hodnot jako k 1é¢bé nadorovych onemocnéni jiz vyuzivany vinorelbin,
ktery byl pouzit jako kontrola. Zaroven ale byly vyrazné Setrnéj$i ke zdravym bunkdm
sttevniho epitelu, coz by mohlo zptisobovat mensi poskozeni okolni tkdné pfi 1écbé nadoru.
Nez ale bude mozné jejich vyuziti jako 1écebného preparatu, je tfeba dalSiho rozsahlého

testovani.
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