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In vitro antiproliferac¢ni aktivita Ranunculaceae

Souhrn

Nadorova onemocnéni patii mezi nejcastéji diagnostikovand onemocnéni a zarovein se
fadi mezi nejcastéjsi priciny umrti. V roce 2018 bylo diagnostikovdno 18,1 milionu novych
piipadii nddorovych onemocnéni a 9,6 milionu pacienti jejich nasledkem zemielo. Nové
predikce navic ukazuji, ze toto Cislo bude nadale stoupat. Pozornost se proto zameéiuje
na ziskédvani novych protinddorovych 1é¢iv vyuzitelnych pii 1é¢be. V soucasné dobé jsou
vyuzivana zejména rostlinna cytostatika. Je zde vSak neustala snaha hledat nové rostliny a latky
s protinadorovou aktivitou. Mezi takové rostliny by mohly patfit i rostliny z celedi
Ranunculaceae, které jsou hojné vyuzivany v tradi¢ni ¢inské medicing. Rostliny této celedi
obsahujici celou tadu biologicky aktivnich latek a mohou mit potencidlni vyuziti
v protinadorové 16¢be.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat in vitro antiproliferatni aktivitu
19 metanolovych extrakt zrGznych casti rostlin Ranunculaceae na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a HT-29), pro srovnéni byla vyuZzita zdrava stievni bunéna
linie (FHs 74Int). Ke stanoveni cytotoxicity byla pouzita metoda vyuzivajici tetrazoliové soli
MTT. MTT je v mitochondriich Zivych buné€k metabolizovana na nerozpustné krystaly
formazanu, ty jsou ndsledné rozpuStény pomoci dimetylsulfoxidu. Ziskané vysledky byly
vyjadieny jako hodnota ICso v pg/ml. Dale byl stanoven selektivni index, ktery znaci, zda
testovana latka plisobi selektivné pouze na nddorové buiky nebo bylo pozorovano rovnéz
negativni ptisobeni na zdravé bunky.
transilvanica 1Cso = 46,88 + 5,94 pg/ml (Caco-2) akotene Hepatica nobilis 1Cso =
46,9 + 4,43 pg/ml (Caco-2). U téchto vzorkil bylo rovnéz pozorovano selektivni ptsobeni (listy
H. transilvanica SI = 0,303; koten H. nobilis S1 = 0,140). Z téchto vysledkl vyplyva, ze dané
extrakty ptisobi cytotoxicky viici nadorovym buitkam, ne vSak proti normalnim bunkam, kde
cytotoxicka aktivita pozorovana nebyla.

Extrakty listd H. transilvanica a kotene H. nobilis vykazovaly mezi testovanymi vzorky
nejvyssi cytotoxickou aktivitu, bylo by proto vhodné je déale podrobnéji testovat a presné
identifikovat jednotlivé biologicky aktivni latky.

Kli¢ova slova: Ranunculaceae; nadorova onemocnéni; cytotoxicita; proliferace; in vitro



In vitro antiproliferative activity of Ranunculaceae

Summary

Cancer is one of the most often diagnosed illnesses and at the same time one the most
common cause of death. In 2018, 18.1 million of new cases of cancer were diagnosed and 9.6
million of patients died of it. Moreover, new predictions show that the number will keep
increasing. Attention is therefore focused on obtaining new anticancer medicines that can be
used in treatment. Treatment potential could be found in plant-derived cytostatics from which
some are already commonly used. Plants of the Ranunculacea family that are extensively used
in traditional Chinese medicine contain a number of biologically active substances and therefore
may have potential in anticancer treatment.

The aim of the diploma thesis is to test in vitro antiproliferative activity of extracts from
different parts of Ranunculaceae plants on cell lines of colorectal cancer (Caco-2 and HT-29).
A healthy intestinal cell line (FHs 74Int) was used for comparison. 19 methanol extracts from
individual parts of the plants were tested. For determination of cytotoxicity, the most common
method — MTT was used to determine toxicity in 2D cell models. This method uses tetrazolium
salts that are metabolized in mitochondria of living cells into insoluble crystals of formazan and
subsequently dissolved using DMSO. The results obtained were expressed as ICso value in
ug/ml. Furthermore, the selectivity index was determined that indicates whether the tested drug
is selective and acts only against cancer cells or it has negative effects on healthy cells.

19 samples were tested and with some of them, rather significant cytotoxic effects
occurred. The best results were achieved with leaves of Hepatica transilvanica 1Cso =
46,88 + 5,94 ng/ml (Caco-2) and root of Hepatica nobilis 1Csp = 46,9 + 4,43 ng/ml (Caco-2).
In these samples, selective activity was observed (leaves of H. transilvanica SI = 0,303; root
of H. nobilis SI = 0,140). These results show that the extracts are cytotoxic against cancer cells
but not against normal cells where no cytotoxic activity was observed.

Extracts from leaves of H. transilvanica and root of H. nobilis showed the highest
cytotoxic activity from the tested samples and these are suitable for further testing in in vivo
conditions to identify their biologically active components.

Keywords: Ranunculaceae; neoplastic disease; cytotoxicity; proliferation; in vitro.
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1 Uvod

Nédorova onemocnéni zaujimaji celosvétove piedni pficky mezi pfi¢inami imrti a jejich
pocet se neustale zvysSuje. Tento druh onemocnéni je zapfi¢inén mnoha faktory, které mohou
byt vnitini (genetické mutace, nedostatecna funkce imunitniho systému, hormonalni vlivy),
ale 1 vnéjsi (ozafeni, koufeni, znecisténi ovzdusi, zivotni styl). Prestoze nckteré faktory jsou
vrozené a neovlivnitelné, mnoho faktor souvisejicich s zivotnim stylem lze pomérné snadno
ovlivnit a tim padem snizit riziko rozvoje tohoto druhu onemocnéni.

Velmi ¢astou pii¢inou vzniku naddorového onemocnéni mohou byt stravovaci navyky,
které izce souvisi s celkovym zdravim jedince. Zejména nadmérny kaloricky piijem, spolu
s nedostatecnou pohybovou aktivitou, vede ke vzniku obezity, ktera negativné ovliviiuje celou
fadu biologickych pochodt, vedoucich k rozvoji fady onemocnéni. Mezi takova onemocnéni
patfi 1 nadorova onemocnéni traviciho traktu, a to zejména kolorektalni karcinom. Tento typ
nadorového onemocnéni celosvétoveé zaujima predni pricky mezi pricinami umrti v disledku
nadorového onemocnéni. Z této nelichotivé statistiky nevyboduje ani Ceska republika, ktera je
dlouhodob¢ na ptednich mistech vyskytu kolorektalniho karcinomu v populaci.

Lécba kolorektalniho karcinomu je obtizna, jelikoz ¢asto dochazi k pozdnimu stanoveni
diagnozy daného typu onemocnéni. Nejcastéjsi typ 1écby byva chirurgickd operace nadoru,
radioterapie a chemoterapie. Pii chemoterapii jsou vyuZzivany chemické latky cilené schopné
zabranit mnozeni nadorovych bunék. V soucasné dob¢ je snaha nalézt nové druhy rostlin, které
by obsahovaly ucinné latky a jejich smési, jez by umoziiovaly 1écbu presnéjsi a cilenéjsi
na nadorové buiiky a jejich loziska, zaroven by vSak neposkozovaly okolni zdravé tkan€ a jejich
bunky. Mezi takové rostliny mohou patfit zkoumané rostliny ¢eledi Ranunculaceae, které jsou
vyuzivany v tradi¢ni ¢inské medicin€ a jiz v nich byla nalezena cela fada bioaktivnich latek,
které mohou mit protinadorovy ucinek.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Nékteré druhy rostlin ¢eledi pryskytnikovitych mohou vykazovat vyraznou
antiproliferacni aktivitu na bunééné linie kolorektalniho karcinomu.

Cilem prace v teoretické Casti je vytvofit literarni piehled o nadorovych onemocnénich
a moznostech 1éCby a prevence. Déle souCasnym poznanim Ranunculaceae, kdy se prace
zam¢ti na botanické vlastnosti dané Celedi, obsah biologicky aktivnich latek a jejich mozného
ucinku na prevenci nadorovych onemocnéni. V praktické ¢asti budou testovany metanolové
extrakty pryskyinikovitych rostlin na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu a normélnich
stievnich bunikach, se stanovenim hodnoty ICso. V zavéru by mély byt vybrany vzorky, které by
bylo vhodné dale testovat na podrobné&;jsi aktivitu.



3 Literarni resSerse
3.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni zahrnuji vice nez 100 onemocnéni, kterd se vyviji v ¢ase a je pro
n¢ typické nekontrolované bunécné déleni. Ackoliv se nddorové onemocnéni miize vyskytovat
prakticky v jakékoliv tkani v téle a kazdy typ nddoru ma své specifické rysy, zakladni procesy
jsou obdobné (NIH 2007). V normalnim ptipad€ jsou déleni, diferenciace a bunécnd smrt
kontrolovany. Pokud dojde ke ztraté této kontroly, dochdzi k rozvoji nadorovych onemocnéni
(Marmot et al. 2007). Tumor vytvofeny z téchto abnormalnich bunék dale miZze setrvat
v pivodni tkani (in situ karcinom) nebo miize zacit napadat okolni tkan¢ (invazivni néador).
Invazivni nédor (obr. 1) je povaZzovan za maligni, jeho buiikky mohou pronikat do krve nebo
lymfy a vytvaiet nové nadory v celém téle. Pokud riist nddoru narusi zivotné dtlezité tkdné
a organy, ohrozuje pak zivot jedince (NIH 2007).

Invazivni
nador

Bunka’ Hyperplazie Dysplazie In?“”
s mutaci karcinom

Obriazek 1: Faze rozvoje nadoru. Maligni nador se vyviji v ¢ase: A. Nador se zacne vyvijet po tom, co bunka
projde mutaci, ktera pozméni jeji déleni. B. Zménéna buiika a jeji potomci rostou a déli se pfilis Casto, coz je jev
nazyvajici se hyperplazie. V ur¢ittm momentu dojde u jedné z bunék k dalsi mutaci, coz dale zvysuje jeji tendenci
se delit. C. Potomci této buiiky se nadmérné déli a také abnormalné vypadaji, coz se nazyva dysplazie. Postupem
¢asu dochazi k dalsi mutaci. D. Potomci této buitkky maji opét pozménény vzhled a rtst. Pokud nador, ktery se
z téchto bunék vytvofil, zlistdva v piivodni tkani, nazyva se karcinom in situ. E. Pokud dochazi k dal§im mutacim,
které umoziuji, aby nador napadal sousedni tkdn¢ a pronikal do krve a lymfy, jedna se o nador maligni. Tento typ
nadoru miize tvofit nové nadory (metastazy) v jinych mistech v téle. Pievzato a upraveno dle (NIH 2007), zdroj
obrazku: https://strandls.com/what-is-cancer/stages-of-cancer-image/.

3.1.1 Charakteristické rysy nadorovych onemocnéni

Vsechny nddorové buiikky maji ptivod v normalnich buiikach hostitele. Buiika musi projit
fadou zmén, aby se stala tumorigenni a nasledné maligni. U nadorovych bun¢k je popsana rada
typickych znakt, které umoziuji proces tumorigeneze a riist bunék (Chmielowski & Territo
2017).

Prvnim znakem je proliferativni signalizace. U normalnich bunék je bunéény cyklus
pifisné regulovan, aby bylo mozné kontrolovat proliferaci a udrzovani homeostazy tkan¢.
Maligni bunky maji schopnost nekontrolované proliferovat (Witsch et al. 2010). K udrzeni
vlastni proliferace uZzivaji tumory fadu mechanismii, mezi které patii vlastni produkce



rastovych faktorti nebo mohou stimulovat okolni normalni tkané k produkci ristovych faktort
(Cheng et al. 2008). Také se mohou stat nezavislymi na ristovych faktorech tim, ze obsahuji
somatické mutace, ¢cimz dochazi k aktivaci n€kterych vyznamnych signalnich drah (Hanahan
& Weinberg 2011). Ptikladem je mutace BRAF, kterd aktivuje signalni drahu MAPK, jejiz
zvysSena aktivita je spojena s bunécnou proliferaci a redukci apoptozy (Davies & Samuels
2010).

Nadorové bunky maji mimo jiné také schopnost vyhybat se riistovym supresortim.
Normalni buiiky pouZzivaji fadu mechanismi, aby mohly regulovat proliferaci. VétSinou jsou
tyto mechanismy zprosttedkované produkty tumor supresorovych genti (Hanahan & Weinberg
2011). Do tohoto procesu je zapojeno vice gend, jejichz produkty spoluptisobi v fadé€ proces,
proto ztrata jednoho tumor supresoru jeSté nestaci k vyvolani onkogeneze. Piikladem je
retinoblastomovy protein (RB protein), ktery je zodpovédny za kontrolu bunééného cyklu
a prechod z klidového stavu do stavu bunécného d€leni. Buitkam postradajicim RB protein
chybi tento kontrolni mechanismus (Dick & Rubin 2013). Abnormality tohoto supresorového
genu vedou k rozvoji pomérné neobvyklych a vzacnych dédi¢nych chorob, mezi které patii
Wilmsiiv tumor, familidrni polypdza, familiarni melanom a familiarni nadorovd onemocnéni
prsu a vajecnikii (Brose et al. 2003).

Dalsim proteinem, kontrolujicim bunécny cyklus, je protein p53 se schopnosti potlacovat
tvorbu tumorti. Bézné se v bunikdch nachazi ve velmi malych mnozstvich, ovS§em jeho obsah
narusta jako odpoved na stres, napiiklad poSkozeni DNA, onkogenni aktivitu a dalsi typy stresu
(Green & Kroemer 2009). V bézné situaci je p53 neaktivni a je navazan na prenase¢ MDM2.
Reakeci na stres dochazi k fosforylaci pienaSece a k uvolnéni a aktivaci p53 (Shieh et al. 1997).
Podle typu buiiky a tkané¢, ale 1 typu a mite stresovych signali, p53 selektivné reguluje zastaveni
bunécného cyklu prostiednictvim pasobeni na gen p21, ktery ptisobi jako inhibitor cyklin-
dependentnich kinaz, ¢imz dojde k zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi (Abbas & Dutta 2009),
dale také dokaze zprostiedkovat opravu DNA, apoptdzu nebo senescenci pro udrzeni genomoveé
integrity a zabranéni vzniku nddoru (Liu et al. 2015a).

Protein p53 vSak patii mezi geny, u kterych dochazi pomérné Casto k mutacim, ¢imz
dochazi k naruseni jeho funkce. Tato mutace ¢asto vede k rozvoji tumorti, coZz dokazuje fakt,
Ze je ptitomna asiu 50 % lidskych tumort. Ztrata funkce se mize také vyskytnout jako nasledek
poruch signalnich drah nebo muze dojit k potlaceni funkce jinymi mechanismy, napiiklad
inaktivaci a degradaci lidskym papilomavirovym E6 proteinem (HPV-E6) v ptipadé
nadorovych onemocnéni délozniho Cipku (Liu et al. 2015a). V piipadé posSkozeni pak dochazi
ke ztrat¢ standardnich funkci a mutantni p53 ziskdva onkogenni funkce (Muller & Vousden
2013). U tohoto mutovaného proteinu pak dochézi k vyskytu novych funkei, jako je podpora
bunécné proliferace, angiogeneze, migrace, invaze, tvorby metastaz a chemorezistence (Liu et
al. 2015a). Zarode¢né mutace p53 zptsobuji u lidi syndrom Li-Fraumeni, coz je dédi¢ny
syndrom zvySujici predispozice k nddorovym onemocnénim. U lidi se pak vyskytne nadorové
onemocnéni u 50 % jedincii do v€ku 30 let a u 90 % jedinct do véku 60 let (Strong 2003).

Transformujici rastovy faktor (TGF) ma také funkci supresoru nadorového riistu, ovsem
u pokrocilych malignich bun¢k miize dojit ke zmén¢ funkce, které vedou k vyssi agresivité
nadort prostiednictvim epitelidlné mesenchymalniho ptfechodu (EMT) (Hanahan & Weinberg
2011). EMT je biologicky proces, kdy polarizovana epitelidlni buiika dostdva mezenchymalni
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fenotyp spolu se zvySenou schopnosti invazivity, pohybu a resistenci k apoptoze (Kalluri &
Weinberg 2009).

Pro nédorové bunky je dale typicka schopnost vyhybat se bunécné smrti. Za normalnich
podminek jsou poskozené buiiky odstraiiovany za pomoci apoptozy, autofagie nebo nekrozy.
Nadorové buiiky vSak maji schopnost se témto procesim vyhnout nebo je vyuzivat ve sviij
prospéch (Chmielowski & Territo 2017).

Apoptdza je vyvazovana pusobenim antiapoptickych molekul skupiny Bcel-2 (Bcl-2, Bel-
xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) a proapoptickych molekul Bax a Bak. Nadorové buiiky mohou snizovat
hladinu proapoptickych a zvySovat hladiny antiapoptickych molekul (Adams & Cory 2007).
Apoptdza eliminuje buiiky s abnormalni DNA, zplisobenou nenapravitelnym poskozenim nebo
nepiesnou nebo neuplnou transkripci. Apoptoza je hlavni proces udrzujici poc¢et chromozomi
v bunikdch urcitych druht a zajist'uje vstup do mitdzy pouze buiikam, které se plné€ a spravné
replikovaly (Fouad & Aanei 2017). V procesu apoptdzy maji zasadni vyznam kaspazy. Jedna
se o skupinu proteaz, které¢ musi byt nejprve aktivovany. Expozice cytotoxickym latkdm ma
zanasledek  naruseni  mitochondrialni ~ membrany, ¢imz  dojde  kuvolnéni
cytochromu c. Cytochrom ¢ putuje do cytosolu, kde dochézi aktivaci adaptorniho proteinu
Apaf-1, ktery nasledné¢ zpisobi pfeménu prokaspazy-9 na kaspazu-9. Kaspdza-9 je tak
aktivovéna a spousti proces vedouci buiiku k procesu apoptozy (Koff et al. 2015).

Autofagie je pfirozeny proces, ktery umoziuje rozpad bun€k po expozici stresorim, mezi
které patii napiiklad deficit nutrientd (Mizushima 2007). Tento zplsob degradace
intracelularnich konstituenti také funguje jako alternativni zdroj energie v obdobi stresu
a udrzuje homeostazu bunky (Mathew et al. 2007). V ptipadé nddorovych onemocnéni ma vSak
autofagie dvoji roli a v mnoha piipadech podporuje tumorigenezi. Vzhledem k tomu,
ze autofagie je mechanismus umoziujici pteziti v obdobi nedostatku zivin a hypoxie, vyuzivaji
jej tumory v téchto ptipadech, které jsou pro nddorové prostredi typické (White 2015).

Dal$im procesem bunééné smrti je nekréza. Pii tomto procesu jsou uvoliiovany
prozanétlivé cytokiny. Imunitni buniky se pfesunuji do mista nekrézy, aby eliminovaly zbytky
bunc¢k. Nadorové buniky mohou tento proces vyuzivat pro vlastni stimulaci angiogeneze
a cytokiny vyuzivat pro sviyj vlastni rast (Grivennikov et al. 2010).

Normalni buiitky mohou podstoupit pouze omezeny pocet déleni, po nichz nastupuje
senescence (buiiky se dale ned¢li, ale neodumiraji). Jedna se o dal$i obranny mechanismus proti
bunéénému stresu (Campisi 2013). Senescence je fizena ptfitomnosti telomer na koncich
chromozomt. Za fyziologickych podminek se telomery s kazdym délenim zkracuji,
po vycerpani replika¢niho potencialu nastupuje senescence. Pokud by doslo k dalSimu déleni,
vedlo by to k chromozomdalnim zlomim a nésledné genomové nestabilit¢ (Martinez & Blasco
2011). Enzym telomeraza, jejiz regulace je zvySena u 85-90 % lidskych nadorti, je schopna
obnovovat telomerické konce, ¢imz udrzuje dostate¢nou délku pro dalsi replikaci (Shay 2016).

K ristu bun¢k mize dochazet pouze tehdy, jsou-li zasobeny potfebnymi zivinami
a jsou-li odvadény odpadni metabolity. Tento proces vyzaduje pritomnost krevnich cév. Proces
novotvorby krevni kapilar se nazyva angiogeneze. Jedna se o proces rustu, déleni, migrace
a shromazd’ovani endotelialnich buné¢k z jiz existujicich cév (Carmeliet 2000). Angiogeneze se
vyuziva béhem embryogeneze k expanzi a remodelaci primitivnich vaskularnich siti a i pozdéji
béhem postnatalniho Zivota je soucasti hojeni ran, reprodukéniho cyklu zen a chronického
zanétu (Ribatti et al. 2015). V téchto procesech je vSak angiogeneze omezena, na rozdil
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od nadori, kde je proces nepfetrzit¢ aktivovan. Regulace je zajiStovana proangiogennimi
a antiangiogennimi faktory. Pokud dojde k vyznamné ptevaze proangiogennich faktord, coz se
stava v ptipadech malignich stavil, tkdné zainaji vykazovat znamky angiogeneze (Carmeliet
vykazuji fadu mechanismt zavislych na kysliku, mezi které patii procesy propojené se
skupinou hypoxii indukovaného transkripéniho faktoru (HIF). HIF reguluji expresi velkého
mnozstvi genll zapojenych nejen do angiogeneze, ale do procest preziti bun¢k, metabolismu
1 zanétu. Reakci na hypoxii, HIF iniciuji adaptivni transkripéni odpovéd’, mnoho produktt
tohoto procesu jsou faktory zapojené do spusténi angiogeneze (Yang et al. 2013). Vyskyt
hypoxie je typicky v ptipadé naddord, neni proto piekvapivé, Ze vyssi hladiny HIF jsou pifitomny
v mnoha typech nddorovych onemocnéni (Hashimoto & Shibasaki 2015). Hlavnim proteinem
zodpovédnym za neoangiogenezi je vaskuldrni endotelovy rtstovy faktor (VEGFA). Jeho
¢innost je vyvazovana aktivitou trombospondinu-1 (Hanahan & Weinberg 2011). Zajimavé je,
ze cévy tumort jsou Casto deformované, rozvétvené, netésni a objevuje se krvaceni (Baluk et
al. 2005). Rtzné druhy nadorovych onemocnéni maji rozdilny stupen vaskularizace, naptiklad
renalni karcinom je vysoce angiogenni a vaskularizovany (Zee et al. 2010), oproti tomu vysoce
agresivni karcinom pankreatu je hypovaskularizovany a mohou byt dokonce aktivné
antiangiogenni (Olive et al. 2009).

Maligni buniky jsou dale charakterizovany schopnosti invaze okolni tkan€ a nasledné
vytvafenim vzdalenych metastaz. Metastatické onemocnéni je zodpoveédné za 90 % tmrti
spojenych s nddorovym onemocnénim (Steeg 2006). Proces vzniku vzdalenych metastaz je
vicestupnovy proces, ktery se nazyva metastaticka kaskada (obr. 2). Nejdiive dochazi k mistni
invazi, nasledné k migraci do lymfatickych a krevnich cév, ¢imz dochézi k Siteni bunék cévami.
Nadorové buniky pak pronikaji do parenchymu vzdalenych bunck (extravazace), kde vytvari
mikrometastazy, z nichz vznikéd makroskopicky nador (kolonizace) (Fidler 2003).

V nadorovych bunkach také dochédzi ke zméndm metabolismu. Chronickd a casto
nekontrolovand bunécné proliferace, kterd predstavuje podstatu neoplastického onemocnéni,
zahrnuje nejen deregulovanou kontrolu bunééné proliferace, ale také odpovidajici upravy
energetického metabolismu, aby se podpofil rist a déleni bunék. Za aerobnich podminek
normdlni bunky zpracovavaji glukézu, nejdiive glykolyzou v cytosolu na pyruvat a poté
v mitochondriich na oxid uhli¢ity. Za anaerobnich podminek pfevazuje glykolyza a relativné
malé mnoZzstvi pyruvatu prechazi do mitochondrii (Hanahan & Weinberg 2011). U nadorovych
bunék dochazi ke zméné energetického metabolismu. Jako prvni tento proces pozoroval Otto
Warburg. Dochazi k ptfechodu z aerobni na anaerobni glykolyzu a to i1 v pfitomnosti kysliku,
tento proces se nazyva Warburglv efekt (Warburg 1930). Anaerobni glykolyza je méné€ u¢inny
zpusob produkce ATP, pii némz dochazi az k 18% niz§i produkci ATP v porovnani aerobni
glykolyzou. Nadorové buiiky tento fakt kompenzuji zvySenym vyuzitim glukozy k dosazeni
stejného mnozstvi ATP, ¢ehoz je Casto dosazeno zvySenim glukozovych transportéri, jako je
GLUTI1 (DeBerardinis et al. 2008; Hsu & Sabatini 2008; Jones & Thompson 2009). Vyhodou
tohoto typu metabolismu pro nadorové buiiky je tvorba meziprodukti, které jsou nddorovymi
bunikami vyuzivany pro vyrobu nukleosidii a aminokyselin, které jsou nutné pro nasledny rust
nadoru (Vander Heiden et al. 2009).
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A Primarni tumor B Proliferace/ C oOddéleni/ D Cirkulace
angiogeneze invaze

Lymfatické cévy,

zily, kapilary Interakce s desti¢kami,
lymfocyty a dalSimi
slozkami krve

E Extravazace Adheze ke Zachyceni v organech Transport

sténé cévy
-— -
Plice

F Proliferace a tvorba metastaz

Rozvoj nadorového Proliferace/
mikropostiedi angiogeneze

Obrazek 2: Hlavni kroky pfi vzniku metastaz. A. Bunééna transformace a rist tumoru. Rust neoplastickych bun¢k
musi byt progresivni, Ziviny pro rist nadoru jsou dodavany prostou difuzi. B. Pokud pfesahne primér tumoru 1-
2 mm, musi dojit k vaskularizaci. C. Lokalni invaze hostitelské tkané probiha n€kolika mechanismy. Tenké stény
lymfatickych kapilar jsou velmi mélo odolné vici vstupu nadorovych buné€k a jsou nejcastéjsi cestou pro vniknuti
nadorovych bunék do krevniho ob¢hu. D. Cirkulace. VétSina nadorovych bunék je rychle zni¢ena. Nadorové
buiiky, které prezily cestu, se usazuji na kapilarnim endotelu. E. Extravazace probiha pravdépodobné pomoci
podobnych mechanismu jako invaze. F. Proliferace v parenchymu organu je poslednim krokem metastatického
procesu. Mikrometastazy musi k dalSimu ristu vytvofit cévni sit’ a vyhnout se zniCeni hostitelskymi buitkami.
Bunky pak mohou opét napadat krevni cévy, vstoupit do ob¢hu a produkovat dalsi metastazy. Prevzato a upraveno
dle Fidler (2003).

3.1.2 Pri¢iny vzniku nadorovych onemocnéni

Pro nddorova onemocnéni je typické poskozeni genti vedouci k mutacim DNA. VétSina
piipadii nadorovych onemocnéni je vSak nasledkem poSkozeni vznikajicich béhem Zivota,
hromadéni mutaci vede k rozvoji naddoru. K mutacim dochazi u¢inkem mnoha faktorti, mezi
které patii fyzikalni, chemické i biologické kancerogeny, ale i hormondlni faktory. Za malou
¢ast nadort jsou zodpovédné genetické predispozice, ovsem pouze v 5-10 % ptipadd. Zbylych
zdravotnické organizace (WHO) jsou nadorova onemocnéni druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti,
v roce 2018 zemielo 9,6 milionu lidi nasledkem vyskytu nadorového onemocnéni. Ptiblizné
za jednu tietinu umrti je zodpoveédny néktery z 5 hlavnich faktora zivotniho stylu, tedy vysoky
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body mass index (BMI), nizky piijem ovoce a zeleniny, nedostatek fyzické aktivity, uzivani
tabaku a uzivani alkoholu (WHO 2018).

3.1.3 Koureni

S koufenim lidé zacinaji Casto v relativné mladém véku a obvykle maji problém
s koufenim piestat, mohou tak koufit celd desetileti, coz je vystavuje dlouhodobému piisobeni
tabakového koute (Lushniak et al. 2014). Kouf z tabakovych vyrobki obsahuje Sirokou skalu
chemickych latek, vcetné 60 znamych karcinogeni. Mezi silné karcinogeny, nalezené
v cigaretovém koufi, patfi polycyklické aromatické uhlovodiky, nitrosaminy, aromatické
aminy, ty se v jedné cigareté vyskytuji v menSim mnozstvi (1-200 ng). Slabé karcinogeny,
napiiklad acetaldehyd, katechol a isopren, se oproti tomu vyskytuji ve vysSich koncentracich
(az 1 mg v jedné cigaretg). Celkové je v jedné cigareté obsazeno asi 1-3 mg karcinogentd (Hecht
2003).

Koufeni muze ovliviiovat celou fadu bunécnych signalnich drah. Mize dochazet
k aktivaci NF-kB zanétlivého faktoru, ktery mize regulovat geny zodpovédné za karcinogenezi
(Anto et al. 2002). Karcinogeny obsazené v cigaretovém kouii dale zptisobuji poskozeni DNA,
které¢ vedou ke genetickym mutacim. Dikazem téchto poskozeni je vznik DNA adukta,
které vznikaji kovalentni vazbou aktivnich reaktivnich karcinogend na baze DNA. ZvySené
hladiny DNA adukt vykazuji tkané pfimo vystavené karcinogennim slozkam cigaretového
koute (plice), ale i tkan¢, které nejsou piimo vystavené plisobeni (mocovy méchyr)
(Phillips & Venitt 2012).

Souvislost mezi koufenim a vyskytem nadorovych onemocnéni je zkoumana po desetileti
a byla prokazana v ptipadé nadorovych onemocnéni plic (Stanhope et al. 1964), hrtanu (Falk et
al. 1989), ustni dutiny (Morse et al. 2007), nosni dutiny (Zheng et al. 1993), hitanu (Blot et al.
1988), jicnu (Cayuela et al. 1991), zaludku (Trédaniel et al. 1997), jater (Hsing et al. 1990),
slinivky bfi$ni (Mack et al. 1986), mocového méchyie (Brennan et al. 2000), ledvin (Yuan et
al. 1998), délozniho hrdla (IARC et al. 2004) a kostni dfen¢ (Morris Brown et al. 1992).

3.1.4 Alkohol

Alkohol je podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) povazovan
za karcinogen skupiny 1, coZ je skupina s dostate¢né prokdzanym ucinkem (IARC 2020).
Prestoze nejvyssi riziko hrozi lidem konzumujicim vysoké davky alkoholu, riziko naddorovych
onemocnéni zvysuje i lehkd konzumace alkoholu, tedy do 1 alkoholického népoje za den.
Konkrétné se jedna o nadory ustni dutiny a hltanu, jicnu a prsu (Bagnardi et al. 2013).

IARC klasifikuje konzumaci alkoholickych napojt jako pficinu nadorového onemocnéni
prsu (Merch et al. 2007), tlustého stfeva (Ferrari et al. 2007), hrtanu (Allen et al. 2009), jater
(Ohishi et al. 2008), jicnu (Ozasa 2007), ustni dutiny a hltanu (Freedman et al. 2007) a jako
pravdépodobna pticina rakoviny slinivky bfisni (Tramacere et al. 2010).

Ukazuje se, ze etanol sdm o sobé pravdépodobné neni karcinogen, ale kokarcinogen.
Kokarcinogen je latka, kterd sama o sob¢ neni karcinogenni, ale vyznamn¢ zesiluje ucinek
urcitého karcinogenu. Kdyz je etanol metabolizovan, vznika acetaldehyd a volné radikaly.
Acetaldehyd je karcinogenni a mutagenni, vaze se na DNA a proteiny, coz vede k sekundarni
hyperproliferaci (Poschl & Seitz 2004; Testino 2011).
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Néktera nadorova onemocnéni jsou spojena jak s koufenim, tak s konzumaci alkoholu
a pii jejich spoleéném uzivani se ukazuje synergické ptisobeni, které jejich Skodlivé piisobeni
jesté zvysuje. Piestoze mechanismus plisobeni tohoto jevu neni vysvétlen, zvysené riziko se
ukazuje v ptipad¢ Ustni dutiny, jicnu, hrtanu a hltanu (Taylor & Rehm 2006; Hashibe et al.
2009).

3.1.5 Vyziva a pohybova aktivita

V prevenci nadorovych onemocnéni ma zasadni vyznam ,,zdravy* zivotni styl. Kromé
vyzivovych zvyklosti je diilezita také pravidelna pohybové aktivita, kterd miize snizovat riziko
nadorovych onemocnéni prsu, prostaty a délohy (Vainio & Bianchini 2002; Patel et al. 2003,
2005). Pohybova aktivita piisobi protinadorové tim, ze dochazi ke zvySovani energetického
vydeje a tim ke snizovani rizika obezity, ktera pusobi jako rizikovy faktor, ale také miize
regulovat hladiny pohlavnich hormont, inzulinu, prostaglandini a ma pfiznivé ucinky
na imunitni systém (Vainio & Bianchini 2002; McTiernan et al. 2004).

Vyznamné je také plisobeni zeleniny, ovoce a lusténin, které obsahuji fadu prospésnych
slozek, jako jsou vitaminy, mineraly, vlaknina, karotenoidy a dal$i bioaktivni slouceniny, jako
jsou flavonoidy, terpeny, fenoly a dalsi (Alissa & Ferns 2017). Vys$si konzumace ovoce
a zeleniny je spojena se snizenym rizikem nekterych naddorovych onemocnéni, hlavné téch
souvisejicich s travicim traktem (Turati et al. 2015). Konzumace ovoce a zeleniny také vede
k niz8imu pfibyvani na vaze a menSimu riziku obezity (He et al. 2004). Konzumace celozrnnych
potravin je piinosna pro lidské zdravi, a to kvili obsahu vlakniny, vitamini a minerald.
Konzumace celozrnnych produktti se ukazuje jako pozitivni faktor pii snizovani rizika obezity
a udrzovani energetické rovnovahy (Liu et al. 2003; Lutsey et al. 2007). Také se ukazuje,
ze konzumace celozrnnych produktii vede k niz§imu riziku imrti na naddorova onemocnéni
(Chen et al. 2016).

Za rizikovy faktor pfi rozvoji nddorovych onemocnéni je povazovana konzumace
cerveného masa a zpracovanych masnych vyrobkl. ZvySené riziko se ukazuje v ptipadé
kolorektalniho karcinomu (Cross et al. 2010; Johnson et al. 2013) a prostaty (Rodriguez et al.
2006). Pti tepelném zpracovani masa vznikaji heterocyklické aminy a polycyklické aromatické
uhlovodiky, které mohou putsobit jako mutageny a karcinogeny (Cross & Sinha 2004).
Dusi¢nany, pouzivané piti zpracovani masa pro jeho konzervaci a ochranu proti patogennim
bakteriim vcetné Clostridium botulinum, se mohou pfeménovat na nitrosaminy, které jsou
karcinogenni (Chiang & Quek 2017). Dalsimi rizikovymi vyzivovymi faktory je napiiklad
vysoky piijem soli, ktery je spojen se zvySenym rizikem nadort Zaludku, coz bylo prokazano
v Japonsku, kde je tradi¢ni konzumace vysoce solenych potravin (Tsugane et al. 2004).

3.1.6 Obezita

Jednim z faktorti, ktery vyrazné ovlivituje vyvoj nddorovych onemocnéni, je obezita.
Vysoky prisun energie z potravy spolu s nizkym vydejem, ke kterému pfispivaji i sedava
zamestnani, vedou k hypertrofii a hyperplazii tukovych bun€k a nasledné k obezité. Lidé jsou
definovani jako obézni, pokud jejich BMI piekro¢i 30 kg/m?, za nadvahu se povazuje BMI 25
az 30 kg/m?. Obezita je v soucasné dob& problémem jak v rozvinutych, tak i v rozvojovych
zemich. Nejen, ze vede ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni a diabetu II. typu, ale také
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pfispiva krozvoji nadorovych onemocnéni. Obezita spousti nékolik systémovych
a metabolickych zmén, které mohou ovlivnit rozvoj nadorti (Font-Burgada et al. 2016).
Je ovSem slozité jednoznaéné urcit, jakym mechanismem obezita ptispiva k rozvoji nddorovych
onemocnéni. Se zvySujici se obezitou dochazi ke zvySovani sérové koncentrace glukozy,
inzulinu, inzulinu podobného rtistového faktoru 1 (IGF-1), ale také lipida, leptinu, estrogenu,
rezistinu, zanétlivych cytokinli, které samostatné nebo spoluptisobenim mohou pfispivat
k rozvoji nadorovych onemocnéni (Perry & Shulman 2020).

Tukova tkan u obéznich lidi vykazuje zmény v produkci hormonti, adipokintl, cytokint
a také ovliviluje imunitni reakce. V tukové tkani se nachdzi mnoho typl imunitnich bunék,
prevazuji zde makrofagy (Weisberg et al. 2003). Bézné v tukové tkani prevazuji makrofagy
M2, které maji protizanétlivou funkci. U obéznich jedincti vSak pievladaji M1 prozanétlivé
makrofagy (McNelis & Olefsky 2014). U téchto prozanétlivych tukovych makrofagli nasledné
dochazi k produkci cytokini podporujicich rozvoj fady tumort (TNF, IL-6, IL-1b). ZvySené
hodnoty IL-6 a TNF jsou bézn¢ nalézany u obéznich pacientti (Weisberg et al. 2003). TNF
nasledné¢ miize zvySovat poSkozeni DNA prostiednictvim vyS$$iho mutaéniho zatiZeni, také
indukuje epitelidlné mesenchymalni ptfechod, coz vede k malignité¢ a metastatickému chovani
bunék (Yan et al. 2006; Kim et al. 2009). IL-6 je schopny aktivovat signalni drahy STAT3,
které tidi expresi genil podporujicich buné¢énou proliferaci, angiogenezi, invazivitu a schopnost
tvofit metastaze (Taniguchi & Karin 2014). VSechny tyto cytokiny, jejichZ exprese je zvySena
béhem obezity, maji dobfe prokazané ucinky podporujici rozvoj tumorit (Grivennikov et al.
obezit¢ se vSak tyto lymfocyty ztraci, coz jesté¢ prohlubuje prozanétlivy stav organismu pfi
obezit¢ (Feuerer et al. 2009).

Tukova tkan také piisobi jako endokrinni organ, jez produkuje polypeptidové hormony
adipokiny, v souvislosti s rozvojem nadorovych onemocnéni jsou nejvice diskutované leptin
a adiponektin (Kershaw & Flier 2004). Leptin pozitivné koreluje se stavem tukovych zasob
a nutri¢nim stavem jedince a také je dilezity v regulaci energetického piijmu a chuti k jidlu.
Leptin je intenzivné zkouméan jako mozny medidtor v pfipadé obezitou indukovanych
nadorovych onemocnéni. Moznym mechanismem ucinku je aktivace nékterych signélnich drah
spojenych s rozvojem nadori, napiiklad STAT3 a PI3K (Jaffe & Schwartz 2008; Gao et al.
2009; Chen 2011). Oproti tomu adiponektin mtize vykazovat protinadorové ucinky snizovanim
hladiny inzulinu, IGF-1 a ovlivnénim signalni drdhy mTOR a také muze vykazovat
protizanétlivé ucinky inhibici NF-kB (Dalamaga et al. 2012).

Pro obézni pacienty je také typicky metabolicky syndrom, ktery zahrnuje inzulinovou
rezistenci a diabetes II. typu, ateroskler6zu a vysoky krevni tlak. Inzulinova rezistence je stav,
kdy pfi normélni hladin¢ inzulinu dochédzi k niz§i biologické odpovédi organismu. Télo
ve snaze kompenzovat tento stav nasledné vytvafi dalsi inzulin, coz vede k hyperinzulinémii
(Font-Burgada et al. 2016). Inzulin a IGF jsou zkoumany v souvislosti s rozvojem nadorovych
onemocnéni. Ukazuje se vyssi umrtnost na nddorova onemocnéni u osob s obezitou a diabetem
II. typu, coz by mohlo byt nasledkem hyperinzulinémie, zvySenych hladin IGF-1 ptipadné
kombinace téchto faktort (Gallagher & LeRoith 2011). U diabetikt II. typu, ktefi uzivali 1€ky
ke stimulaci sekrece inzulinu, se ukazal vyssi vyskyt nadorovych onemocnéni, v porovnani
s pacienty uzivajicimi metformin, coz je 1ék uzivany ke snizovani hladiny inzulinu (Dowling et
al. 2012). Kaloricka restrikce, kterd vede ke snizovani hladin cirkulujiciho inzulinu a IGF-1,
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ma potencial v protinadorovém ptsobeni (Hursting et al. 2009). Role inzulinu a IGF-1 by mohla
byt vysvétlena jejich plisobenim na kaskadu Akt/PI3K/mTOR. Tato draha patii mezi nejcasteji
mutované signalni drédhy v pfipad¢ lidskych nadorovych onemocnéni (Kalaany & Sabatini
2009; Liu et al. 2009; Chen 2011). Tato draha je aktivovana jak inzulinem, tak IGF-1, které
jsou v séru obéznich jedincii ve vysokych hladindch (Woods et al. 1998; Moore et al. 2008a).
I vtomto pfipad¢ kalorickd restrikce snizuje aktivaci této drahy aktivaci AMPK (AMP
aktivovana protein kinaza), kterd ptsobi jako antagonista Akt/PI3k drahy (Jiang et al. 2008;
Moore et al. 2008a). Naruseni kaskddy Akt/PI3K/mTOR se opravdu ukazuje jako U¢inny
prostiedek k naruSeni karcinogeneze a incidence nadorti na zvifecich i lidskych modelech
(Moore et al. 2008b; Olivo-Marston et al. 2009; Fierz et al. 2010). V neposledni tad¢ se
pii obezitou indukované inzulinové rezistenci objevuje hyperinzulinémie a hyperglykémie,
které také mohou pfispivat k rozvoji tumort. Vysoké koncentrace glukézy, inzulinu a volnych
mastnych kyselin vyznamné ptispivaji k riistu a bunécné proliferaci (Font-Burgada et al. 2016).
Hyperglykémie soucasn¢ muze vést k aktivaci genu HIF-1a (hypoxii-indukovany faktor 1),
ktery zvySuje moznosti preziti nadorovych bunék za hypoxickych podminek (Catrina et al.
2004). Hyperinzulinémie také muze podporovat rast tumorti, protoze inzulin muaze ptispivat
k bunéénému ristu a mit antiapoptotické ucinky (Font-Burgada et al. 2016).

S vyss$im vyskytem nadorovych onemocnéni u obéznich pacientli by také mohly souviset
zmény ve stievni mikrobioté. Lidské t€lo obsahuje vice nez 100 bilionli mikrobt, z nichz
vétsina obyva stieva (Ursell et al. 2012). Tato populace se nazyva mikrobiom a zahrnuje Sirokou
Skalu mikroorganismii, vCetné vird, hub a bakterii, kdy nejhojnéji zastoupenou skupinou jsou
anaerobni bakterie (Stearns et al. 2011; Scarpellini et al. 2015). Tyto mikrobialni kolonie jsou
ziskavany jiz pii narozeni a jsou nutné k udrzeni homeostazy v téle (Matamoros et al. 2013).
Interakce mezi hostitelem a mikrobiomem ovliviiuje velky poctem genetickych
a environmentalnich faktori, jako je vk, zemépisnd poloha, piijem alkoholu a drog, strava
(Yatsunenko et al. 2012; Engen et al. 2015). Nejvice zastoupenymi kmeny jsou Firmicutes
a Bacteroidetes, tvotici ptes 90 % endogennich bakterii vyskytujicich se u zdravych dospélych
lidi. Dalsi bézné¢ se vyskytujici bakterie lidského mikrobiomu jsou FEubacterium,
Bifidobacterium,  Fusobacterium,  Lactobacilli, Enterococci,  Streptococci  nebo
Enterobacteriaceae (Davenport et al. 2014; Sankar et al. 2015).

Stav, kdy dojde k naruseni vztahu mezi hostitelem a mikrobiotou, se nazyva dysbioza
(Zhang et al. 2015). Tento stav je povazovan za jednu z nejpravdépodobnéjSich pficin
zanétlivych onemocnéni stfev (Schippa & Conte 2014; Nagao-Kitamoto et al. 2016) a také
ptispiva k rozvoji nadort tlustého stteva (Wang et al. 2012; Sheflin et al. 2014). SloZeni stfevni
mikrobioty je silné ovlivnéno stravovacimi nadvyky. Strava s vysokym obsahem tuku a cukru,
coz jsou faktory typické pro zapadni stravu, jsou spojeny u zvifecich modeld se zvySenym
zastoupenim Firmicutes, zatimco u Bacteroidetes dochéazi ke snizovani (Turnbaugh et al. 2008).
V dutsledku obezity také miize dochazet k zvySenému vyskytu nekterych bakterialnich druhda,
jejichz metabolity mohou mit karcinogenni u¢inky (Louis et al. 2014). Typickym piikladem je
protein CagA, produkovany Helicobacter pylori (Hatakeyama 2017). Ten je prokazany
karcinogen a fadi se mezi karcinogeny tfidy 1 (IARC 2020). Také patogenni Escherichia coli
produkuje toxiny, které maji schopnost generovat dvoutetézcové zlomy v epitelidlnich bunikach
hostitele, podporuji vznik genomovych mutaci a nakonec pfispivaji k tvorbé nadoru (Lara-
Tejero & Galan 2000). Navic nckteré stievni bakterie mohou modulovat urcité bunécné
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proliferacni dréhy, naptiklad jiz zminény protein CagA z Helicobacter pylori, ale dale také
toxiny Fusobacterium nucleatum nebo Bacteroides fragilis. Tyto toxiny jsou schopné
interagovat s epitelovym E-kadherinem, ¢imZz dochazi k naruseni mezibunéénych spoju
a aktivaci nékterych signalnich molekul, coz piispiva k bunécné proliferaci a potencialni
nadorové transformaci hostitelskych bunék (Murata-Kamiya et al. 2007; Wu et al. 2007;
Rubinstein et al. 2013).

3.2 Nadorova onemocnéni ve svété a v Ceské republice

Vyskyt nadorovych onemocnéni a souvisejici umrtnost celosvétové rapidné roste. Mezi
hlavni divody patii starnuti a rast populace. Piedpoklddd se, Zze vroce 2018 bylo
diagnostikovano 18,1 milionu novych ptipadi nadorovych onemocnéni a 9,6 milionu pacientii
zemielo. Nej€astéji diagnostikovanym typem jsou nddorova onemocnéni plic (11,6 %), dale
rakovina prsu u Zen (11,6 %), rakovina prostaty u muzi (7,1 %) a kolorektalni karcinom
(6,1 %). Nadorovym onemocnéni, které nejcastcji zpisobuje umrti, je rakovina plic (18,4 %),
nasleduje kolorektalni karcinom (9,2 %) a nddorova onemocnéni zaludku (8,2 %) a jater (8,2 %)
(obr. 3) (Bray et al. 2018).

V Ceské republice bylo v roce 2016 nové nahldieno 96 500 piipadii zhoubnych
novotvarl,, zemfelo 27 261 pacientl. Incidence zhoubnych nadorovych onemocnéni
dlouhodob¢ roste. U nékterych typii nadorovych onemocnéni dochazi ke stagnaci nebo
mirnému poklesu (nadorovd onemocnéni plic u muzl, kolorektalni karcinom), ovSem tento
pokles je vyvazen nariistem vyskytu zhoubnych novotvarii prsu u zen a kiize u obou pohlavi.
Umrtnost na zhoubné nadory piesto stagnuje, i tak je stale druhou nejéast&jsi pii¢inou amrti
v Ceské republice po kardiovaskularnich onemocnénich. Zvysujici se podet hlagenych
zhoubnych nédorh souvisi zejména se starnutim populace, kdy vyssi vek predstavuje hlavni
rizikovy faktor pro rozvoj nadorovych onemocnéni. Projevuje se zde také zlepSena diagnostika
zhoubnych nadorti a celkova kvalita 1¢kafské péce, kterd vede ke zvySovani veku doziti.
Zvyseny pocet hlaSenych novotvaria miize byt také nasledkem celoplosnych onkologickych
screeningll. Nejcastéji diagnostikovanym onemocnénim jsou novotvary kuze (kromé
melanomu, tedy bazaliomy a spinocelularni karcinomy), ovsem diky relativné piiznivé povaze
onemocnéni je imrtnost na tento typ nadoru nizkéd. Na druhém misté€ se nachazi zhoubné nadory
kolorekta, u muzii zhoubné nadory prostaty, u zen zhoubné nadory prsu, dale zhoubné nadory
plic, priidusek a pridusnice (UZIS 2016).

18



Incidence Umrtnost

Ostatni
29,3%

Ostatni
36,6%

Ku‘lidréki;‘um

Leukémie
! 3,2%
Mocovy Délozni ¢ipek
meéchyr 3,3%
3,0% Prostata
Stitna #laza_ 3,8%
—_ Slinivka bfisni
Déloini éipek | Jatra % e Prs
32% | 47% ’ 6,6%
Jicen Jicen
3,2% 5,3%
18,1 milionu 9,6 milionu
novych pfipadd umrti
B Mui
5 uzi -
Incidence Umrtnost

Ostatni e
30,6%

23,0%

Non-Hodgkinlv
lymfom
2,7%
Mocovy méchyf
2,8%
Kolorektum Leukémie
10,9% 3,3%
Slinivka brigni
4,2%

Leukémie

Non-Hodgkindv

lymfom .
3,0% Jicen
3, H 9
iICZE"? Motovy 6,6% Prostata  Kolorektum
120 méchyf 6,7% 9,0%
4,5%
9,5 milionu 5,4 milionu
novych pripadd umrti
c Zeny .
Incidence Umrtnost
Ostatni
0,
28,9% Ostatni
23,1%
Non- ~
HodgkinGv p Kolorektum
lymfom 9,5% Leukémie
2.6% ‘ 3,1%
Jatra § Jicen
0
28% 3,6% 9,5%
Vajeéniky g
3.4% Va]ecnlkny
Zaludek 44%
4.1%

DBIoNaTtng z147a DS Eipek S o Déloini ¢ipek
’ i R éaéa/a Zaludek 7,5%
N o

6,5%

8,6 milionu

4,2 milionu
novych pfipadl umrti

Obrazek 3: Kolacové grafy zobrazujici vyskyt a imrti na 10 nejcastéjsich nadorovych nemocnéni ve svéte
v roce 2018 pro ob€ pohlavi (A), muze (B) a zeny (C). Pfevzato a upraveno dle Bray et al. (2018).s
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3.3 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (KK) patii mezi celosvétove nejvice rozsitené druhy nadorovych
onemocnéni. V roce 2018 se predpoklada vyskyt 1,8 milionu novych piipadi a 881 000 piipadi
umrti, coz znamend, ze se z hlediska incidence fadi na druhé misto a z hlediska mortality
na tieti misto (Bray et al. 2018).

3.3.1 P¥iciny vzniku

Jako u jinych typi nddorovych onemocnéni i zde dochazi k mutacim specifickych gent,
které mohou vést krozvoji KK. Tyto mutace se mohou objevit u onkogenli, tumor
supresorovych genil a u genti souvisejicich s opravami poskozené DNA (Fearon & Vogelstein
1990). Podle pltivodu mutace pak rozliSujeme néadory sporadické, hereditarni a familidrni
(Marmol et al. 2017).

Bodové mutace, vznikajici béhem Zivota, nejsou ovlivnéné dédicnymi faktory a postihuji
pouze jednotlivé buniky. Tento typ nddoru se nazyva sporadicky a predstavuje kolem 70 %
vSech KK. Nasledné¢ dochazi ke specifické sérii mutaci, ktera je pielozena do specifické
morfologické sekvence, zacinajici formaci adenomu a piechazejici v nadorovy stav. Prvni
mutace se vyskytuje na tumor supresorovém genu APC, coz vede k tvorbé nezhoubnych
adenomtl (polypt). Asi 15 % téchto polypt se béhem nasledujicich 10 let vyvine do stadia
nadoru. Nasleduji pak mutace genit KRAS, TP53 a DCC (Fearon & Vogelstein 1990).

Hereditarni formy karcinomu tvoii asi 5 % ptipadd, jedinci s touto formou maji vétsi
predispozice pro rozvoj nadorovych onemocnéni. Hereditarni formy KK mtzeme dale rozd¢lit
na polypdzni a nepolyp6zni formy. Polyp6zni forma zahrnuje familiarni adenomatozu tlustého
stteva (FAP), pro kterou je typickd formace mnohocetnych potencidlni malignich polypt
v tlustém stfevé (Lynch & De la Chapelle 2003). Oproti tomu hereditarni nepolypdzni
kolorektalni karcinom (HNPKK) je spojen mutacemi gend zodpovédnych za opravy mutaci
DNA. HNPKK vede ke vzniku Lynchova syndromu, ktery je zpisoben mutacemi jedné z alel
kodujici proteiny slouzici pro opravy DNA, jako je MSH2, MLH1, MLH6, PMS1 a PMS2.
Lynchilv syndrom se vyskytuje asi u 2-3 % vSech piipadii KK (Lynch & De la Chapelle 2003;
Umar et al. 2004).

Familiarni typ tohoto karcinomu piedstavuje asi 25 % piipadl tohoto typu nadorového
onemocnéni a je také zplisobem dédicnymi mutacemi, ovSem nefadi se mezi zadnou
ze znamych variant hereditarniho karcinomu (Stoffel & Kastrinos 2014).

3.3.2 Rizikové faktory pro rozvoj KK

Jako hlavni rizikovy faktor pro vznik tohoto typu karcinomu se uvadi vék. Tento typ
nadoru se nejcastéji vyskytuje po 50. roku zivota, do tohoto v€ku je jeho vyskyt pomérné
vzacny (kromé dédicnych typt této nemoci) (Levin et al. 2008). Mezi neovlivnitelné faktory
dale patii zanétliva stievni onemocnéni, konkrétné ulcerozni kolitida (Eaden et al. 2001)
a Crohnova choroba (Canavan et al. 2006). Chronicky zanét, vyskytujici se pti zanétlivych
onemocnéni stiev, zptisobuje rist abnormalnich bunék, tedy dysplasii. Ackoliv tyto buiky
nejsou maligni, je zde vysSi Sance, Ze se zméni v anaplastické buniky a nasledné v nador
(Mérmol et al. 2017). Mezi ovlivnitelné faktory ovliviiujici vyskyt KK patii jiz vySe zminéné
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faktory zivotniho stylu, je v§ak nutno zdlraznit, ze nezdravé stravovaci navyky mohou zvySovat
riziko této nemoci az o 70 % (Willett 2005).

3.3.3 Kolorektalni karcinom v Ceské republice

Stredoevropské zemé (Mad’arsko, Slovensko, Ceska republika) tradiéné patii mezi oblasti
s nejvy§§im V}'/skytem a l'lmrtnosti souvisejici kolorektélnim karcinomem. V téchto zemich je
a Hercegovina). V Ceské republice dochazi k mirnému snizovani vyskytu a umrtnosti
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem (obr. 4). V roce 2012 se Ceska republice dostala
z 3. mista v obou ukazatelich na 9. misto v mortalité€ a 5. misto v incidenci rakoviny tlustého
stieva (Ferlay et al. 2015).
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Obrazek 4: VyVO_] 1nc1dence a mortality zhoubnych novotvari (ZN) tlustého stfeva a konecmku v Case.
V poslednich letech se incidence v Ceské republice snizila, klesa také mortalita. Zdroj: svod.cz.

V Ceské republice se toto onemocnéni nejéastéji vyskytne u pacientii mezi 63 a 77 lety,
ovSem témet Ctvrtina jedinct v dobé diagnodzy jesté nedosahla 60 let. Riziko vyskytu stoupa
s dovrenim 50 let Zivota, proto se screening tohoto onemocnéni v Ceské republice zamétuje
na bezptiznakové jedince od tohoto véku (Zavoral et al. 2009). Screeningové metody mohou
mit zdsadni vliv na mortalitu zptisobenou kolorektalnim karcinomem. Zmény normalni sliznice
pies adenomy az v karcinom trvaji v priméru 8-10 let, coz umoziiuje bé¢hem této doby
screeningem odhalit premaligni 1éze, odstranit je a tim zabranit vzniku nadoru, piipadné nemoc
zachytit v raném stadiu (Conteduca et al. 2013). K dosazeni uspe€snosti screeningovych metod
je nutné co nejvyssi pokryti populace, proto je organizovan celoploSny program slouzici
k vEasné identifikaci a nasledné pozvani jedince k vySetieni. Screening KK byl v Ceské
republice zaveden jiz v roce 2000, kdy byl nabizen bezpiiznakovym jedinciim guajakovy test
na okultni krvaceni, v ptipadé pozitivniho nalezu néasledovany kolonoskopii. Od roku 2009 se
zavedlo pouzivani imunochemickych testli a kolonoskopického screeningu. Lidem od 50 do 54
let Zivota je jednoro¢né nabizen test na okultni krvaceni, v ptipad¢€ pozitivniho nalezu nasleduje
kolonoskopie. Od 55 let Zivota je mozna volba testu na okultni krvaceni ve dvouletych
intervalech nebo kolonoskopie. Screeningu se od roku 2009 tc¢astni kromé praktickych 1ékait
a gastroenterologli také gynekologové. Od roku 2014 bylo zavedeno adresné zvani obc¢anti
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k ucasti na screeningu kolorektalniho karcinomu, tedy populacni screening. Zdravotni
pojistovny korespondencné vyzyvaji své pojisténce k ucasti na screeningu kolorektalniho
karcinomu, v pfipadé Zen také k i€asti na screeningu nadorti délozniho hrdla a nadoru prsu.
Pokud se zvany ¢lovék nedostavi k vySetfeni, je zvan opakované. Zavedeni tohoto opatieni
vedlo ke zvysSeni pokryti cilové populace a ptineslo vysledky, v roce 2014 bylo zjisténo o0 42 %
vice adenomtl a 0 20 % vice karcinomi v porovnanim s pfechozim rokem (Zavoral et al. 2009).

3.4 Lécba nadorovych onemocnéni

Metody 1écby nadorovych onemocnéni zavisi na typu, stadiu a lokaci daného tumoru.
Patii sem chirurgicka operace tumoru, radioterapie a chemoterapie. Chemoterapie zahrnuje
cytotoxické a cytostatické Iéky, které ovliviiuji bunécny cyklus. Cytostaticka 1éCiva délime
podle mechanismu jejich uc¢inku na nékolik zakladnich skupin: alkylaéni latky (poSkozuji
strukturu a funkci nukleovych kyselin, tim inhibuji replikaci, transkripci a translaci), inhibitory
topoizomerazy (brani replikaci DNA), latky ovliviujici dynamiku rastu mikrotubuli (vazi se
na tubulin, narusuji bunééné mikrotubuly, ¢imZ pferusi mitdzu) a antimetabolity (zastavuji
syntézu nukleovych kyselin) (Greenwell & Rahman 2015; Singh et al. 2016). Tyto latky ptsobi
narychle se délici buiiky, coz mize byt problémem u bungk, které se rychle déli i za normalnich
podminek, naptiklad bunky kostni dfené, buiiky v trdvicim traktu nebo buiky vlasovych
folikulti. Tyto buriky jsou nésledné pti chemoterapeutické 1écbé zasazeny a dochazi k vyskytu
nezadoucich ucinki. Mezi nezddouci G¢inky patii snizena produkce krvinek, zanéty zazivaciho
traktu, ztratu vlasl, kardiotoxicita, neurotoxicita a potlaceni imunity. Navic rychld eliminace
a distribuce 1éciva do necilovych organt vyzaduje velkou davku 1é¢iva, coz vede k zesileni
vedlejSich Uc¢inkt. Dal$im omezenim je rezistence nadorovych bunck k dostupnym Iéktm,
protoze nadorové buiiky podléhaji mutacim, které vedou k rezistenci. Tyto faktory pfispivaji
ke snaham hledat latky, které nebudou mit tolik vedlejSich ucinki a budou vykazovat
cytotoxicitu pouze proti cilovym buiikdm. Fytochemikélie a jejich derivaty maji potencial
k tomu byt méné¢ toxickou alternativu k chemoterapeutické 1€bé (Singh et al. 2016).

3.4.1 Fytochemikalie vyuZivané pro své cytotoxické ucinky

Fytochemikalie a jejich metabolity jsou pfitomné v kotfenech, listech, kvétech, kmenech
1 v klife rostlin a vykazuji mnoho funkci v lidském téle. Za ty jsou zodpovédné alkaloidy,
flavonoidy, fenolické latky, taniny, glykosidy, gumy, pryskyfice a oleje (Singh, Jarial
& Kanwar, 2013). Uginky fady rostlin a jejich extraktii jsou vyuzivany od nepaméti a maji své
hojné zastoupeni i v tradicni mediciné (Hosseinzadeh et al. 2015). AvSak i v moderni mediciné
maji rostlinné produkty velky vyznam, vice nez 4 1é¢iv pouzivanych béhem poslednich 20 let
jsou ziskavané piimo z rostlin, dalSich 25 % jsou chemicky upravené ptirodni latky. Odhaduje
se, ze rostlinna fiSe zahrnuje okolo 250 000 druhd, ale pouze u 10 % bylo zkouméano jejich
potencionalni vyuziti ve farmacii (Amin et al. 2009).
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Vinka alkaloidy

Vinka alkaloidy jsou skupinou fytochemikalii izolovanych z listi rostliny Catharanthus
roseus (barvinkovec riizovy) v 50. letech 20. stoleti (Noble et al. 1958). Extrakty této rostliny
byly zkoumany pro své ucinky pii 1écbe diabetu, které se vsak nepotvrdily, ovSem byl objeven
jejich ucinek proti lymfatické leukémii u krys (Noble 1990). V 1écebné terapii se vyuzivaji
hlavn¢ vinorelbin, vindesin, vincristin a vinblastin. Vyuzivany jsou pro lécbu celé fady
nadorovych onemocnéni, naptiklad prsu, jater, varlat, plic nebo leukémie (Moudi et al. 2013).
Mechanismem jejich plsobeni je jejich interakce s tubulinem, ¢imz dochézi k naruseni funkce
mikrotubulu a tim pozastaveni metafaze (Himes 1991).

Taxany

Prvni objevenou latkou z této skupiny byl paklitaxel. [zolovan byl z kiiry Taxus brevifolia
Nutt (tis zadpadoamericky). Mechanismem G¢inku je vazba na mikrotubuly, coZ vede k zastaveni
ve fazi mitozy. Tyto GCinky byly objeveny uz v 70. letech 20. stoleti, v roce 1992 byl paklitaxel
schvalen Utadem pro potraviny a 1é&iva k 1é¢bé karcinomu vajeénikii. V sou¢asné dobé patii
samostatné nebo v kombinaci k nejpouzivanéjSim chemoterapeutickym prostredkiim k 1€cbé
Sirokého spektra nadorovych onemocnéni (Xie & Zhou 2017). Produkce paklitaxelu byla
zjisténa také u Corylus avellana (liska obecnd) (Ottaggio et al. 2008). Zajimavé je, ze paklitaxel
mohou také produkovat endofytické bakterie nalezené u rodu Taxus, ¢ehoz by mohlo byt
vyuzivano jako alternativni cesty pro ziskavani této latky (Mirjalili et al. 2012).
Semisyntetickym analogem paklitaxelu je docataxel, ktery je také schvalen pro vyuziti
pii fad¢ nadorovych onemocnéni, konkrétné rakoviny prsu, plic a prostaty (Xie & Zhou 2017).
Docetaxel byl syntetizovan z pfirodniho prekurzoru (10-deacetylbaccatin III), ktery se
prirozené vyskytuje v jehlicich Taxus baccata (tis Cerveny) (Ojima et al. 1994) .

Derivaty kamptothecinu

Tato skupina latek také patfi mezi chemoterapeutické latky v klinické praxi, ktera
vykazuje silné protinddorové ucinky. Mechanismem tucinku je inhibice topoizomerazy I.
Nalezeny byly v rostliné Camptotheca acuminata (kamptoteka ostrolistd). Mezi derivaty pattici
do této skupiny fadime také opotecan, vyuzivany pii 1écbé karcinomu vajecniku a plic,
irinotecan se vyuziva pii 1écbé kolorektalniho karcinomu (Rahier et al. 2005).

Kolchicin

Kolchicin byl poprvé izolovan z cibuli a semen Colchicum autumnale (ocun jesenni).
Tato latka se trvale vaze na tubulin, stabilizuje tvorbu mikrotubulii, zastavuje bunéény cyklus
v ruznych fazich a vyvolava apoptozu (Negi et al. 2015). Bohuzel u¢inek kolchicinu neni pfilis
specificky a plisobi 1 na rychle se délici normélni buiiky. Z toho divodu byly vyvinuty
semisyntetické derivaty, které jsou méné toxické a vyuzivaji se k 1¢cb¢ naptiklad kolorektalniho
karcinomu, melanomu, chronické granulocytarni leukémie, nadorti prsu (Igbal et al. 2017).
Samotny kolchicin neni schvaleny pro 1€€bu nadorovych onemocnéni kvli své toxicité (Stack
et al. 2015).
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3.5 Celed Ranunculaceae

Celed pryskyinikovité (Ranunculaceae) zahrnuje asi 60 rodd a 2200 druhii. Jedna se
prevazné o byliny, ale méné Casto také polokete nebo dievité lidny, které jsou rozsifeny po
celém svété, hlavneé v mirnych pasmech severni polokoule. Velka ¢ast, konkrétné 42 rodii a 720
druh, je rozsiteno v Cing, pievazné v jihozapadnich horskych oblastech (Wu 2003). Rostliny
této Celedi obsahuji Siroké spektrum chemickych slozek. Nejméné¢ 30 rodi a asi 220 druhti mé
dlouhou tradici pouziti v tradi¢ni ¢inské mediciné. Vzhledem k velkému mnozstvi zastupcti této
celedi je zde 1 velmi slozité a rozmanité chemické slozeni. Typické pro tuto celed’ je obsah
benzylchinolinovych a protoberberinovych alkaloidi. Dale jsou zde bézné nalézany
triterpenoidni saponiny, laktony (typickym ptikladem je ranunculin), dale kyogenni glykosidy.
Ve vétsiné rodh byly nalezeny také flavonoidy. Dalsi chemické slouceniny se vyskytuji
v jednotlivych rostlinach, nékteré jsou vSak distribuovany mezi vice druhy v ramci této celedi
(Hao et al. 2015). Distribuce fytometabolitii v rdmci této celedi neni ndhodna, ale souvisi
s fylogenezi (Hao et al. 2014). Rody Ranunculus, Clematis, Pulsatilla, Anemone a Nigella jsou
typické vysokym obsahem pentacyklickych triterpenoidnich saponinl, Actaea a Cimicifuga
jsou bohatym zdrojem tetracyklickych triterpenoidnich saponinti, diterpenoidd, triterpenoida
a monoterpend, ty lze také nalézt v Thalictrum a Anemone. Isochinolinové alkaloidy jsou hojné
zastoupeny v Caltha, Nigella, Delphinieae, Adonideae, Thalictroideae a Coptidoideae,
diterpenoidni alkaloidy jsou hojné¢ v Delphinium, Consolida a Aconitum, nalezeny jsou také
v Nigella a Thalictrum (Rana et al. 2015; Hao et al. 2017; Karimi et al. 2018).

Hao et al. (2015) se zabyvali vyuzitim rostliny ¢eledi Ranunculaceae v tradi¢ni ¢inské
mediciné. Nejc€astéji byly tyto rostliny vyuzivany pro své ,,ochlazujici G€inky*, které jsou
v tradi¢ni ¢inské mediciné jednim ze zakladnich pilifii (rozd€leni energii na teplé/studené)
coz muze byt nasledkem pfitomnosti ur€itych komponentd, jako jsou laktony anemonin
a protoanemonin, dale triterpenoidnich saponini.  nebo  benzylchinolinovych
a protoberberinovych alkaloidi. Rostliny obsahujici saponiny (Ranunculeae, Anemoneae,
Cimicifugeae, Nigelleae, Thalictroideae) jsou Casto vyuzivané pro snizovani otokd, k tlevé
od bolesti a 1écbé viedu. Rostliny rodu Delphinieae, které jsou bohaté na diterpenoidni
alkaloidy, jsou vyuzivané jako analgetika a také pro své u€inky proti artritidé (Reina et al. 2007;
Nesterova et al. 2009). Mala mnozstvi diterpenoidnich alkaloidii obsahuji i Thalictrum, Nigella
a Clematis (Hao et al. 2013a; Chen et al. 2014), jez jsou vyuzivany pro své antimikrobialni
na benzochinolinové alkloidy, coz jim zapUjCuje antibakteridlni, antivirové a protinddorové
ucinky. V tradi¢ni medicin€ se vyuzivaji pro ,,chlazeni krve®, v zdpadni medicin¢ by mohly mit
ucinek pfi lé¢be hypertenze a dalSich kardiovaskularnich onemocnéni (Peng et al. 2006; Hao et
al. 2013b, 2015).

Mezi nami zkoumané rody patii Ranunculeae, tyto rostliny se tradicné vyuzivaji proti
parazitiim, otoklim a pro detoxikaci, proti maldrii, artritid¢, astmatu a Zloutence. Rod Aconitum
se vyuziva klécbé artritidy, neuropatické bolesti, mrtvice, ochrnuti, bolesti Zzaludku,
gastroenteritidé¢, menstruacnich poruch a viedl. Caltha se vyuziva proti artritidé. Koten
a stonek Hepatica se vyuziva pro 1é¢bu traumatickych zranéni, 1ézi, bolesti kloubt a svalstva.
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Trollius ma antibakteridlni ucinky a pouziva se v 1é€bé anginy, zénétech stiedniho ucha,
cervenych oci spolu s jejich otoky a bolesti (Hao et al. 2015).

3.5.1 Saponiny

Saponiny jsou rozmanitou skupinou pfirodnich latek, které jsou tvotfeny hydrofilni
sacharidovou slozkou a lipofilnim aglykonem. Saponiny se déale déli na steroidni nebo
triterpenové saponiny, podle typu aglykonu (Lacaille-Dubois 2005).

Saponiny jsou hojn¢ zastoupené v rodech Clematis, Pulsatilla, Anemone a Cimicifugeae
(Hao et al. 2013a, 2015). Nékteré tyto saponiny vykazuji schopnost zastavovat bunécny cyklus
v S fazi a vyvolavat apoptdzu (Liu et al. 2015b). Saponiny nalezené v rodu Clematis vykazuji
cytotoxickou aktivitu proti lidskému glioblastomu, ICso se pohybuje v rozmezi 6,95
az 38,51 uM (Zhao et al. 2014b), nadorovym onemocnénim jater (ICso = 2,26 az 19,16 uM)
(Zhao et al. 2014a), cervikalnimu karcinomu jater (ICso = 1,88 az 7,26 uM) (Zhao et al. 2016),
zaludku (ICso = 1,40 az 19,50 uM) (Tian et al. 2013), tlustého stieva (ICso = 2,10 az 3,30 uM)
(He et al. 2011) a prostaty (ICso = 0,71 az 1,5 uM) (Gong et al. 2013) a to v inhibi¢nich
koncentracich pohybujicich se ptfiblizné€ od 0,71 do 26 uM.

Saponin D (obr. 5), nalezeny v Pulsatilla koreana, siln¢ potlacuje rist bunck
hepatocelularniho karcinomu v zavislosti na podané davce a indukuje apoptozu tim, Ze zvysuje
podil bunék v G1 fazi, k cemuz dochéazi prostiednictvim zvySené exprese genu Bax (gen
odpovédny za fizeni apoptdzy) a zvySenému Stépeni kaspazy 3, coz vede k jeji aktivaci (také se
ucastni procesu apoptozy) (Hong et al. 2012). Saponin D také potlacuje proliferaci bunck
nadoru tlustého stfeva a pankreatickych bunck a indukuje apoptézu modulaci zodpovédnych
signalnich drah (Son et al. 2013a, 2013b). Ethanolovy extrakt Pulsatilla koreana vykazoval
inhibici ristu a vyvolani apoptéozy nadorovych bunék Stitné zlazy in vivo 1 in vitro, spolu
s potlacenim angiogeneze. Také v tomto piipadé byl potvrzen vyznam kaspdz, tedy enzymi,
které vyvolavaji apoptdzu. Kaspazy jsou zodpoveédné za proteolytické Stépeni fady klicovych
proteinti, mezi které patii poly (ADP-rib6za) polymerazy (PARP), tedy proteiny, které opravuji
DNA a udrzuji integritu genomové DNA. Uéinkem extraktu Pulsatilla koreana do3lo
ke zvySeni exprese kaspazy-3 a PARP, ¢imz doslo k zvySeni apoptozy. Také doslo ke zvySeni
proapoptickych regulatori Bax a ke snizeni antiapoptickych regulatorti Bcl-2. V neposledni
fad¢ také doslo ke snizeni exprese hypoxii indukovaného faktoru 1 (HIF-1a) a vaskularniho
endotelového ristového faktoru (VEGF), coz jsou dulezité angiogenetické faktory pii progresi
nadort. V piipadé in vivo pokusu se prokdzala v pokusech na mysich inhibice rastu tumoru,
snizeni jeho vahy, zatimco nedoslo ke snizeni t€lesné vahy mysi, coz naznacuje nizkou toxicitu
extraktu (Park et al. 2013).
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Obrazek 5.: Struktura Saponinu D.

Raddeanin A (obr. 6), pentacyklicky triterpenovy saponin z Anemone raddeana, také
inhibuje proliferaci a indukuje apoptozu v ptipadé nadorovych onemocnéni jako je karcinom
zaludku a kolorektalni karcinom (Xue et al. 2013; Guan et al. 2015). Raddeanin A zvySuje
expresi genu Bax a snizuje Bcl-2 a Bel-xL (antiapoptické proteiny), zaroven aktivuje kapsazy-
3, 8,9 a inhibitory PARP. Navic mlize také pfispivat ke snizovani invazivity a tvorby metastaz.
Degradace extracelularniho matrixu hraje zasadni roli v procesu tvorby metastdz nadort.
Matrixové metaloproteindzy (MMPs) jsou endopeptidazy, které mohou degradovat
extracelularni matrix, ¢imz napomahaji invazi a tvorbé metastaz nadorovych bunék (Xue et al.
2013). Dulezitymi Cleny této skupiny jsou MMP-2, MMP-9 a MMP-14, u kterych ¢asto dochazi
k nadmérné expresi v piipad¢ nadori prsu a kolorektalniho karcinomu (Zucker & Vacirca 2004;
Quaranta et al. 2007). Po podani raddeaninu A se ukazalo snizeni invazivity a migrace
nadorovych bunék, v zavislosti na davce. Také doslo ke zvysené expresi RECK, coz je diilezity
nadorovy supresor, ktery mlze potlacovat angiogenezi a tvorbu metastdz. RECK snizujici
expresi MMP skupiny muze byt kliCovym faktorem, kterym raddeanin A snizuje invazivitu
a tvorbu metastaz nadort (Xue et al. 2013).

Ha™ "o
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Obrazek 6.: Struktura Raddeaninu A.

a-Hederin, pentacyklicky triterpenovy saponin, nachazejici se v Nigella sativa
a Clematis, také silné inhibuje rlst a zptsobuje apoptdzu bunck nadorit prsu. Mechanismem
pusobeni je depolarizace mitochondridlniho membranového potencidlu, ¢imz dojde k uvolnéni
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Apaf-1 a cytochromu z intermembranového prostoru do cytosolu a tim k aktivaci kaspazy-3
a kaspazy-9, coz vede k vyvolani apoptdzy (Cheng et al. 2014).

3.5.2 Isoprenoidy

Betulinova kyselina, izolovand z Pulsatilla nigricans, podporuje zastavu bunécného
cyklu v S-fazi a indukuje apoptézu bunck chronické myeloidni leukémie. Také narusSuje
mitochondrialni membranovy potencial, snizuje hladiny Bcl-2, survivinu a zvySuje hladinu
Bax, cytochromu C a podporuje Stépeni kaspazy-3 a 9 (Liu et al. 2015b).

Monoterpen thymochinon (obr. 7) je hojné zastoupeny v Nigella sativa a vykazuje své
1é¢ivé potazmo protinddorové uc¢inky mnoha mechanismy (Mahmoudvand et al. 2015).
Thymochinon miZze vychytavat volné radikaly a superoxidové radikaly (Mansour et al. 2002).
Déle také muze zvySovat aktivitu nékterych antioxidacnich enzymi, jako je superoxid
dismutaza a glutathion peroxiddza, ¢imz zvySuje ochranu bun¢k proti poskozeni (Ismail et al.
2010). Thymochinon také piisobi proti prozanétlivému faktoru NF-kB, ktery ma zasadni roli
pii rozvoji nadorovych onemocnéni a to tim, Ze zabrafuje bunééné smrti s malignim
potencialem, a také stimuluje produkci prozanétlivych cytokint (Greten et al. 2004).
Thymochinon dokaze inhibovat aktivaci NF-kB a také potlacit translokaci tohoto
transkripéniho faktoru do jadra, ¢imz dojde k zabranéni regulace ptepisu urcitych gent (Chehl
et al. 2009). U thymochinonu také byla prokazana antiprolifera¢ni aktivita u mnoha druht
nadorovych onemocnéni, napiiklad v netoxickych koncentracich snizuje proliferaci
u neoplastickych keratinocytti mysi o 50 % (Gali-Mubhtasib et al. 2004b). Inhibuje rlist mnoha
jinych nadorovych onemocnéni, véetné gliomu (Gurung et al. 2010), nadora prsu (Woo et al.
2011), leukémie (El-Mahdy et al. 2005), kolorektalniho karcinomu, pankreatu (Rooney & Ryan
2005), prostaty (Kaseb et al. 2007). Mechanismus antiprolifera¢niho ptisobeni thymochinonu
je podobny jako v ptipadé saponinti, tedy dochazi k aktivaci kaspaz, dochazi k uvoliiovani
cytochormu ¢ do cytoplazmy a také k regulaci poméru Bax a Bcl-2 (El-Mahdy et al. 2005).
Thymochinon také zastavuje bunéény cyklus nddorovych bunék. Piikladem je zastaveni
bunécéného cyklu nadorovych bunék délozniho hrdla u mysi ve fazi GO/G1, pravdépodobné
zvySenim exprese proteinu pl6, ktery ma funkci nadorového supresoru a snizenim exprese
cyklinu D1, jehoz nadprodukce je spojena s rozvojem nadort (Gali-Muhtasib et al. 2004b).
V piipadé bun¢k nadort prsu, které byly rezistentni k 1é¢ivu doxorubicin, doslo k zastaveni
bunécného cyklu ve fazi G2/M, spolu se zvySenim proteini p21 a p53, které plisobi jako
tumorové supresory (Arafa et al. 2011). Thymochinon také dokaze indukovat apoptozu,
v ptipadé¢ bunck lidského kolorektalniho karcinomu byla prokazana jeho aktivita
prostiednictvim zvySovani proteinu p53 a p21, spolecné se snizovanim Bcl-2 (Gali-Muhtasib
et al. 2004a). V piipadé¢ bunck myeloblastick¢ leukémie také doSlo k apoptoéze, ovSem
mechanismem Uc¢inku byla aktivace kaspaz-3, 8 a 9 a Giprava poméru Bax a Bcl-2. Vyznam
kaspaz vtomto procesu potvrzuje fakt, Ze podani inhibitorii kaspdzy dokdze zvratit
thymochinonem indukovanou apoptozu (EI-Mahdy et al. 2005). Dal$im mechanismem indukce
apoptozy v nadorovych buiikach tlustého stieva je inaktivaci STAT3 signélni drahy, ktera je
aktivovana u mnoha typt nadorovych onemocnéni (Kundu et al. 2014). Buné¢na smrt mtize byt
také indukovana procesem zvanym autofagie. Autofagie je katabolicky proces, ktery udrzuje
bunécnou homeostdzu jako odpoveéd na rtizné stresové faktory. Nadorové bunky, které byly
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oSetfené pomoci thymochinonu, vykazovaly vys§§i mnozstvi autofagnich vakuol a specifickych
autofagnich markerit (LC3-II proteiny) (Chu et al. 2014). V neposledni tadé¢ dokaze
thymochinon zabrafovat tvorbé metastdz a angiogenezi. Kromé toho, Ze doSlo v ptipadé
mysSiho modelu k potlaceni riistu bunék tumoru prostaty, pravdépodobné pomoci inhibice
angiogeneze, coz se projevilo snizenim poctu krevnich cév v nadoru, doslo také ke snizeni
migrace a invazivity (Yi et al. 2008). To potvrzuje také studie nadorovych bunék pankreatu,
kde doslo ptisobenim thymochinonu ke snizeni exprese MUC4. MUC4 coz je glykoprotein,
unc¢hoz dochézi v ptipadé¢ nddord pankreatu ke zvySené expresi a ptispiva k diferenciaci,
proliferaci, metastdzi a chemorezistenci nadorovych bunck pankreatu. Nasledkem podavani
thymochinonu bylo zvySeni apoptdzy a snizeni migrace téchto nddorovych bunék (Torres et al.
2010). Snizeni invazivity a tvorby metastaz bylo pozorovano také v ptipadé nddorovych bunék
prsu (Woo et al. 2011) a plic (Jafti et al. 2010).

O CH,
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Obrazek 7.: Struktura thymochinonu.

3.5.3 Alkaloidy

Thalictrum, Coptis a Hydrastis jsou zdrojem isochinolovych alkaloid (Hao et al. 2015).
Typickym zastupcem je berberin (obr. 8), jeho antiproliferacni aktivita byla zdokumentovéana
u mnoha typii nddorovych onemocnéni, véetné neuroblastomu (Choi et al. 2008), karcinomu
jazyka (Ho et al. 2009), kolorektalniho karcinomu (Hsu et al. 2007), nadorti plic (James et al.
2011), prsu (Patil et al. 2010), leukémie (Yu et al. 2007).

Berberinem vyvolané zmény mitochondridlni membrany stimuluji  uvolnéni
cytochromu c, kaspaz a PARP proteinti, podporuji formaci reaktivnich druhi kysliku (ROS),
které jsou cytotoxické pro nadorové bunky, ¢imz dochazi k vyvolani apoptézy (Meeran et al.
2008). Berberin také miize snizovat mitochondridlni membranovy potencial, snizovat hladiny
Bcl-2 aBcl-xL, spolu se zvySenim Bax a kaspazy-3 (Katiyar et al. 2009). Berberinem
indukovana regulace bunécného cyklu v nizkych davkach zpisobuje zastaveni bunécného
cyklu v G1 fazi, pti vyssich davkach v G2 fazi u melanomu mysich i lidskych bun¢k (Serafim
et al. 2008). Berberin se také mize hromadit na mitochondrialni membrané, kde méni vazbu
mezi adenin nukleotidovym translokatorem a bongkrekovou kyselinou, ¢imz vyvolava
depolarizaci a fragmentaci, coz pfispiva k inhibici respirace a dysfunkci mitochondrii, coz
muze prispivat k jeho protinddorovému pusobeni (Pereira et al. 2008). Kromé toho mtize také
berberin podporovat autofagii (Peng et al. 2008; Wang et al. 2010) a inhibovat tvorbu metastaz
(Tang et al. 2009).
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Obrazek 8: Struktura berberinu.

3.5.4 Kardioaktivni steroidy

Hellebrigenin, izolovany z Helleborus, vyznamné snizuje zivotaschopnost lidského
hepatocelularniho karcinomu. Hellebrigenin vyvolal poskozeni DNA tim, ze doslo
k dvoufetézcovému zlomu a nasledné k zastaveni cyklu v G2/M féazi. Hellebrigenin také
indukuje mitochondridlni apoptoézu, charakterizovanou translokaci Bax do mitochondrii,
naruSenim mitochondridlniho membranového potencidlu, uvoliiovanim cytochromu ¢
do cytosolu a néslednou aktivaci kaspaz (Deng et al. 2014).

3.5.5 Polysacharidy

Imunitni funkce jsou zasadni pro boj s nddorovymi buitkami. Polysacharidy z Ranunculus
ternatus mohou zvysSovat aktivitu NK bun¢k a indukovat apoptozu v buiikach rakoviny prsu
(Sun et al. 2013). Polysacharidova frakce ptipravend z Amnemone raddeana podporuje
proliferaci splenocytii, NK bun¢k a zvySuje aktivitu cytotoxickych T-lymfocytt, interleukind-
2 (IL-2) a faktord naddorové nekrozy (TNF-a) u mysi trpicich hepatocelularnim karcinomem.
Tato frakce nevykazovala zddné negativni G€inky na véhu, jatra a ledviny mysi (Liu et al. 2012).
Polysacharid ACP-al, extrahovany z Aconitum coreanum, vyznamn¢ inhiboval riist nadoru
jater transplantované¢ho do mysi a vyznamné prodluzoval dobu jejich doziti (Li et al. 2013).
Polysacharidy z Pulsatilla chinensis u mysi s gliomem mohou zvySovat aktivitu superoxid
dismutazy a katalazy (Zhou et al. 2012). Vodorozpustné polysacharidy z Aconitum kusnezoffii
vykazuji antioxidacni a imunologické uc¢inky (Gao et al. 2010, 2011). Neskrobové
polysacharidové frakce, hlavné pektiny a a-D-glukany, extrahované z kotenu A. lateralis
a A. kusnezoffii v testech u mysi vykazovaly az 70% sniZeni ristu tumord, ale také pozoruhodné
imunostimula¢ni u€inky, v¢etn¢ ovlivnéni nespecifické imunity, bunééné imunity a humoralni
imunity, ale také obnovu imunitnich funkci potlacenych protinddorovymi léky (Gao et al.
2010).

3.5.6 Mastné kyseliny

Rostliny rodu Ranunculaceae také obsahuji Sirokou ftadu fytochemikalii

s protizanétlivymi ulinky. Ranunculus pedatus a R. constantinapolitanus vykazuji

protizanétlivé ucinky a podporuji hojeni ran (Akkol et al. 2012). Frakce mastnych kyselin

R. constantinapolitanus také ukéazaly protizanétlivé UCinky tim, Ze snizuji hladiny
interleukinu-6 (IL-6) a cyklooxygenazy (COX-2) (Fostok et al. 2009).

Extrakt z Helleborus purpurascens vykazuje aktivitu proti enzymim COX-1, COX-2

a 5-LOX. Je vSeobecné uznavano, ze cyklooxygenazové a lipoxygenazové drahy patii mezi

hlavni enzymatické drahy spojené se zanétlivymi procesy v sav¢ich buiikach. Za tuto funkci je
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zodpoveédny pravdépodobné komplex mastnych kyselin, hlavné kyselina a-linolenova (Malik
et al. 2017).

Vzhledem k pozitivnim vlastnostem, obsahu latek s protinadorovym ptsobenim a velkému
mnozstvi zastupci této Celedi, u kterych by mohlo potencidlné dojit k objevu vhodnych
1éCivych slozek, jsme se rozhodli k otestovani nékterych zastupcti. Nasim cilem je zjistit
pomoci in vitro testu na bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu potencialni ucinky
a moznosti vyuziti extraktl z jednotlivych ¢asti rostlin. Je-li ndm dobie zndmo, neexistuji (nebo
jen velmi malé mnozstvi) studii, které by se této problematice pln€ vénovaly.
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4 Metodika
4.1 Material

Pro testovani extraktii celedi rostlin Ranunculaceae byly pouzity bunécné linie sttevniho
karcinomu HT-29, Caco-2 a normalni lidsk4 bunécna linie FHS 74Int. Tyto bunécné linie byly
zakoupeny z European Collection of Cell Culture (ECACC), respektive z American Type
Culture Collection (ATCC). Vyuzito bylo kultivacni medium Hybri-Care Medium ATCC 46,
zakoupené od ATCC (USA), dile Modified Egles Medium (DMEM), fetalni bovinni sérum
(FBS), neesencialni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, roztok penicilinu
(10 000) a streptomycinu (100 mg), trypsin, fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline - PBS),
epidermalni rastovy faktor (EGF), 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
(MTT), vSe potizeno od Sigma-Aldrich (CZ). Dimetylsulfoxid byl zakoupen u spolec¢nosti
Lach-Ner (CZ), mikrotitracni desticky, serologické pipety a kultivacni lahve byly pofizeny
od ThermoFisher (UK). Spektrofotometr Tecan Infinite M200 pochazi od spolecnosti Tecan
(CH).

4.2 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 byly péstovany v DMEM médiu
s pfidavkem 10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatem sodnym,
1% hydrogenuhli¢itanem sodnym, 1% neesencidlnimi aminokyselinami. Bunéfna linie
lidského tenkého stfeva FHS 74Int byla kultivovana v Hybri-Care Mediu (ATCC 46-Y)
s 30 ng/ml EGF, 10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% hydrogenuhli¢itanem
sodnym. Bunééné linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich s 15 ml pfislusného média,
ty byly vloZeny do inkubatoru pii 5 % CO2 a 37 °C. Vyména média probihala kazdé¢ dva dny.
Bunky byly kultivovany piiblizné po dobu 7 dni do 80-90 % konfluence. Pfi sklizni byla
kultivacni ldhev proplachnuta 1x pomoci PBS, aby doSlo k odstranéni inhibitoru trypsinu.
Nasledné bylo pfidano 5 ml trypsinu na dobu 3 minut, poté bylo piidano 5 ml kompletniho
média obsahujici inhibitory trypsinu. Obsah lahve byl v pfipad¢ nekompletniho uvolnéni bun¢k
od povrchu ldhve uvolnén pomoci bunécné Skrabky a nasledné byl obsah piepipetovan
do centrifuga¢ni zkumavky. Zkumavky byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi 1063 x RCF.
Poté bylo staré médium slito tak, aby nedoslo k poskozeni bunééné pelety, k ni bylo nasledné
pfidano 5 ml Cerstvého média a peleta v ném byla mechanicky rozpusténa. Z této bunécné
suspenze bylo pteneseno 0,5 ml do nové kultivaéni lahve s 15 ml kompletniho média.

Ve zbylé suspenzi byl zjistén piesny obsah bunck a nafedén na pozadovanou koncentraci
pro Caco-2 a HT-29 2,5 x 10° bun&k/ml a pro FHS 74Int na 2 x 10* bun&k/ml.

4.3 MTT cytotoxicky test

Ke stanoveni cytotoxicity bylo vyuzito tetrazoliové soli 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazol bromid (MTT) s modifikacemi dle Doskocil et al. (2015). Bunééné suspenze
bunc¢k Caco-2, HT-29 a FHs-74 byly pipetovany do 96-jamkové desticky v pfipravenych
koncentracich. Po 24 hodinach doslo k odstranéni starého média a nahrazeni Cerstvym, které
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obsahovalo testované vzorky v koncentraci 16-512 pg/ml, nasledné byly vzorky inkubovany
po dobu 72 hodin. Po uplynuti této doby bylo medium odstranéno a nahrazeno DMEM mediem
obsahujicim MTT (1 pg/ml) a vzorky byly inkubovany dalsi 2 hodiny pti 37 °C. Nasledn¢ byl
supernatant odsat a formazanovy produkt byl rozpustén ve 100 ml DMSO. Absorbance byla
méiena pi1 555 nm s pouzitim Tecan Infinite M200 spektrometru. Nasledné byla stanovena
inhibi¢ni koncentrace (ICso) jednotlivych vzorkt.

4.4 Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (SD). Selektivni index se
vypocita jako pomér inhibi¢ni koncentrace (ICso) Caco-2 a HT-29 ku ICso normélnich bunék
linie FHS 74Int. Selektivni index nizsi nez 1 znaci pozitivni selektivitu, vysledek vyssi nez 1
znaci negativni selektivitu.
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5 Vysledky

Tato prace byla zaméfena na testovani cytotoxicity metanolovych extrakti
z jednotlivych ¢asti rostlin ¢eledi Ranunculaceae a jejich vlivu na inhibici rastu lidskych
bunéénych linii kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29. Pro srovnéni byla pouzita zdrava
sttevni bunécna linie FHs 74Int.

Z nami dosazenych vysledki (tab. 1) je patrné, Ze nejvyssi cytotoxicitu proti nami
testovanym nadorovym bunénym liniim vykazuji extrakt z listi Hepatica transilvanica (1Cso
=46,88 + 5,94 ng/ml) a extrakt z kotentt Hepatica nobilis (1Cso= 46,9 + 5,94 ng/ml) na bunécné
linii Caco-2. Extrakt z listi Hepatica transilvanica zaroven vykazoval 1 mirnou cytotoxicitu
vici bunééné linii HT-29 (ICso = 86,47 + 4,46 ng/ml). Pomérné vyznamnou cytotoxicitu vici
Caco-2 1 HT-29 vykazuje rovnéz i extrakt z kofene Hepatica transilvanica (ICso = 65,77 +
2,63 ng/ml; ICso = 70,24 £ 9,37 pg/ml). Ani jeden z téchto extraktli nevykazuje cytotoxicitu
na zdravou stfevni bunécnou linii FHs 74Int, z ¢ehoz vyplyva pomérné vysoka selektivita
téchto extraktd. Nejvyssi selektivitu vykazuje extrakt kotfene Hepatica nobilis (SI = 0,140)
v ptipad¢ hodnoceni cytotoxicity vici Caco-2. Vyznamnou selektivitu vici Caco-2 a zaroven
HT-29 vykazuje extrakt kotene Hepatica transilvanica (S1 = 0,253; SI=0,271).

Cytotoxicitu vici obéma bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu vykazuje také
Ranunculus nemorosus (1Cso= 83,34 = 4,62 pg/ml; ICso = 67,39 + 1,81 pug/ml). Rovnéz je zde
jen zanedbatelné cytotoxické plisobeni proti zdravé stfevni bunééné linii. Cytotoxicitu pouze
vici bunééné linii kolorektalniho karcinomu HT-29 vykazuje extrakt z listl rostliny Aconitum
moldavicum (1Cso= 77,54 + 10,54 pg/ml). Vici Caco-2 nevykazuje cytotoxicitu. Také je zde
pomérné vysoké selektivni piisobeni tohoto extraktu (SI = 0,266).

Velmi mirna cytotoxicita pouze vii¢i Caco-2 byla pozorovana u extraktii nadzemnich
casti a kvétu této rostlin Caltcha palustris (ICso= 85,84 + 7,35 ug/ml) a Ranunculus sardous
(ICs0= 94,15 £ 4,41 pg/ml), v piipadé této bunécné linie také vykazuji oba extrakty pomérné
vysokou selektivitu (SI = 0,309; SI = 0,266). Proti linii kolorektalniho karcinomu HT-29 ani
zdravé bunécné linii tyto extrakty nevykazuji cytotoxicitu.

Ostatni metanolové extrakty nevykazuji cytotoxicitu vii¢i nami vybranym bunéénym
liniim.
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Tab. 1: Hodnoty ICso testovanych vzork pro jednotlivé bunécéné linie.

Cast Caco-2 HT-29 FHs 74Int Selektivni index (SI)
Vzorek rostliny 1Cso (ng/ml)* Caco-2/FHs HT-29/FHs

74Int 74Int

A. moldavicum 1 160,66 + 7,50 77,54 +£10,45 291,25+7,21 0,552 0,266
A. vulparia 1,2 249,87 + 0,80 184,54+ 2,05 >512 0,488 0,556
R. platanifolius 1,4 242,45+ 6,81  253,15+0,42 >512 0,474 0,494
H. transilvanica 1 46,88 + 5,94 86,47 £4,46 154,84+17.16 0,303 0,558
H. transilvanica 3 65,77 £2,63 70,24 £9,37 259,64 + 19,10 0,253 0,271
A. variegatum 1,4 144,29 £ 7,54 330,66 + 17,89 >512 0,282 0,646
R. acer 5 >512 205,25+ 15,44 450,29 £12,08 1,137 0,456
R. polyanthemos 5 318,23 +5,81 230,66 +9,27 >512 0,622 0,451
R. carpaticus 5 277,60 £9,58  387,68+0,51 318,93 +19,86 0,870 1,216
R. nemorosus 5 83,34 £ 4,62 67,39 +£1.81 152,97 £ 4,63 0,545 0,441
R. repens 5 227,61 +598 295,19+ 18,04 >512 0,445 0,577
R. bulbosus 5 152,27+ 6,29 221,92+5,60 285,14 £6,36 0,534 0,778
A. napellus 2,5 292,94 £16,61 228,22+ 15,71 274,89 + 26,20 1,066 0,830
A. napellus 3 245,22 £ 10,35 >512 >512 0,479 1,000
C. palustris 2,5 85,84 + 7,35 148,84 £ 0,51 277,36 + 16,95 0,309 0,537
H. nobilis 1 124,10+ 1,13 335,85+ 19,35 463,61 £12,00 0,268 0,724
H. nobilis 3 46,90 = 4,43 133,02+ 11,14 335,30+ 10,65 0,140 0,397
R. sardous 2,5 94,15 + 4,41 34794+ 734 353,45+21091 0,266 0,984
T. europeus 2,5 213,92 +32,67 >512 >512 0,418 1,000

1 - listy, 2 - kvéty, 3 - kofeny, 4 stonek, 5 - nadzemni ¢ast; *vyjadreno jako primér ICso + smérodatna odchylka.
Za cytotoxické jsou povazovany hodnoty ICso (inhibi¢ni koncentrace, ktera zptisobi 50% inhibici ristu) nizs§i nez
100 pg/ml. Selektivni index se vypoc€itd jako pomér ICso Caco-2 a HT-29 ku ICsp normalnich bunék linie FHS
74Int. Selektivita je povaZovana za pozitivni pfi vysledku <I.
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6 Diskuze

Nédorova onemocnéni patii mezi nej¢astéj$i onemocnéni a také se fadi na prvni pficky
na chirurgickém odstranéni a radia¢ni 1é€bé nadoru, obvykle nasledovanou systémovou
chemoterapii. Mezi hlavni nevyhody chemoterapie vSak patii rezistence nékterych nddorovych
bunék na Iéky spojend s moznosti navratu nadoru a také vazné vedlejsi ucinky, které limituji
pouziti protinddorovych 1€kt a zhorsuji kvalitu pacientova zivota. Pochopeni molekularnich
mechanismu, které jsou zékladem progrese néadoru, vedlo kvyvoji velkého mnozstvi
protinddorovych 1é¢iv, ovSem mnoho téchto chemicky syntetizovanych 1éCiv muize vést
ke vzniku nezadoucich u¢inkt, naptiklad k poskozeni imunitniho systému (Rayan et al. 2017).

Ptes slibny vyvoj cilenych terapii je tedy objevovani novych cytotoxickych latek stale
dalezit¢ pro lécbu lidskych nadorovych onemocnéni. Nektera maligni onemocnéni stale
nereaguji na 1écbu, hlavné pokud jsou v metastatické fazi. Zde by mohl mit vyznam vyzkum
rostlin vyuzivanych v tradicni medicin€é. Né&které protinadorové 1éky, jako je vinblastin,
paklitaxel nebo kamptothecin, byly také objeveny v rostlinach, proto se zde piedpoklada
potencial pro objeveni novych ucinnych cytotoxickych latek (Chodoeva et al. 2014). Lécivé
rostliny obsahuji celou fadu sekundarnich metabolitii, které jsou soucésti jejich chemické
obrany a preziti v jejich pfirozeném prostiedi (Koleva et al. 2018). Rozmanitost rostlinnych
druhti nabizi Sirokou Skéalu potencialné protinadorovych latek a pouze malé mnoZzstvi rostlin
bylo v tomto ohledu detailné zkoumano. Mnoho extraktll zrostlin je vyuzivano v tradi¢ni
medicin€ a jejich aktivni latky jest€ nebyly izolovany a identifikovany (Chodoeva et al. 2005).
V soucasné dob¢ vice nez 60 % lé€iv vyuzivanych pii 1écbé pochazi z ptirodnich produkti
ziskanych z rostlin, moiskych zivoc¢ichii nebo mikroorganismi (Seelinger et al. 2012).

Vysledky mnoha studii (Burits & Bucar 2000; Rooney & Ryan 2005; El-Najjar et al.
2010; Norsharina et al. 2011; Son et al. 2013a; Xu et al. 2017) ukazuji pomérné vysoky
potencial protinadorového plisobeni Celedi Ranunculaceae. Tato diplomova prace se ovSem
zabyvala rody, u kterych, je-li ndm dobfe zndmo, doposud neexistuje mnoho praci.
Pravdépodobné nejlépe prozkoumanym rodem z nami testovanych rostlin je rod Aconitum.
Z bioaktivnich komponentti, které dominuji u tohoto rodu a maji potencial v 1éCbe, jsou
diterpenoidni alkaloidy (Hao et al. 2013b). Nami testovany druh 4. moldavicum vykazoval
cytotoxickou aktivitu proti bunécné linii HT-29 (ICso= 77,54 + 10,45 pg/ml). Qu et al. (2019)
se také zabyvali cytotoxickym plisobenim rodu Aconitum, ovsem konkrétniho diterpenoidniho
alkaloidu lappaconitin sulfat, extrahovaného z kotene 4. sinomontanum, a zkoumali jeho roli
v indukci apoptdzy na bunécné linii HT-29. Dosli k zavéru, ze lappaconitin sulfat vykazoval
antiproliferacni aktivitu a indukoval apoptézu v zavislosti na davce tim, Ze dochdzelo
ke zvySeni exprese proteinu p53, Bax, dale ke Stépeni PARP a kaspéazy-3, 7 a 9 a k inhibici
exprese Bcl-2. Také doslo k ovlivnéni exprese cyklinu D1 a p21 a doslo k zastaveni bunécného
Liang et al. (2016), ktefi se zabyvali chemickymi konstituenty Aconitum carmichaelii,
konkrétné diterpenoidnimi alkaloidy. Nové objeveny alkaloid vykazoval silnou inhibi¢ni
aktivitu nejen k buné¢né linii HT-29 (ICso = 0,948 uM), ale i v piipadné€ bunécné linie nddoru
zaludku SGC-7901 a jater HepG2. Tento alkaloid vykazoval schopnost inhibice aktivity COX-

-----

2, tedy protizanétlivé UcCinky. Gao et al. (2012) pozorovali cytotoxickou aktivitu
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diterpenoidnich alkaloidt z Aconitum carmichaeli také vici bunéénym liniim nadoru tlustého
stteva HCT8, nadoru prsu MCF7 a nddoru jater Hep-G2. Nejvyssi cytotoxickou aktivitu
vykazovaly konkrétn¢ deoxyaconitin, oxonitin a aconitin. Ukazalo se, ze piitomnost dvou
esterovych skupin u diterpenoidnich alkaloidii vede k vysSimu cytotoxickému potencidlu
v porovnani s alkaloidy bez esterovych skupin. Zhang et al. (2014) se zabyvali konkrétnim
diterpenoidnim alkaloidem taipenin A, ktery byl ziskan z kotene rostliny 4. taipeicum, a jeho
vlivem na bunécné linie hepatoceluldrniho karcinomu (HepG2). Taipenin A vykazoval
schopnost inhibice ristu nadorovych bunék, hlavné pii vysSich davkach zastavoval bunécny
cyklus v GO/G1 fazi, pfispival k indukei apoptdzy a také dochézelo k omezeni invazivnosti
nadorovych bunék. Autofi studie povazuji za mechanismus G¢inku zvySovani koncentrace Bax
a kaspazy-3, soucasné se snizovanim Bcl-2 a cyklinu D1. K odliSnym vysledktim dosp¢li Jiang
et al. (2019), ktefi se =zabyvali diterpenoidnimi alkaloidy izolovanymi z rostliny
A. brevicalcaratum. Ackoliv zadny ze zkoumanych alkaloidi nevykazoval vyznamné
antiproliferacni ucinky, ukazalo se, ze sloucenina scaconitin vykazovala schopnost indukovat
protektivni autofagii bunééné linie nadoru tlustého stieva. Tato latka indukovala autofagii
za pomoci aktivace p53 a dalSich pfislusnych signalizacnich drah. Diterpenoidni alkaloidy
izolované z A. handelianum také vykazuji antioxidacni aktivitu, pravdépodobné diky jejich
silnym vazebnym G¢inklim ke kovovym iontim (Yin et al. 2016).

Mirna antioxidacni aktivita byla nalezena také u rostlin Hepatica nobilis a Caltha
palustris (Nikolova et al. 2011). Urcitou antioxidacni a cytotoxickou aktivitu rostliny Caltha
palustris pozorovali také Mubashir et al. (2014). Cytotoxické pusobeni C. palustris bylo
pozorovano 1 v nasi praci (ICso = 85,84 + 7,35 ng/ml). Bohuzel rod Hepatica zatim neni ptilis
probadany, tim padem neni prozkouména cytotoxicita toho druhu, ovSem v této praci vykazuji
zastupci nadéjné plsobeni v pfipadé bunéénych linii Caco-2 1 HT-29 (ICso =
46,88 = 5,94 ng/ml; 86,47 £ 4,46 pg/ml) v ptipadé listt a (ICso = 65,77 £ 2,63 pg/ml;
70,24 + 9,37 ng/ml) v ptipadé kotene H. transilvanica. U H. nobilis se ukazalo cytotoxické
pusobeni pouze u bunééné linie Caco-2, ovSem patii k nejsiln€jsim mezi ndmi zkoumanymi
druhy (ICso= 46,9 = 4,43 pg/ml).

Pro rod Ranunculus je typickd ptitomnost toxickych laktonl, mezi kterymi pievlada
protoanemonin, anemonin a ranunculin (Hao et al. 2015). Protoanemonin je povazovan
za antimutagen, tedy za faktor zabranujici vzniku mutaci (Minakata et al. 1983). Anemonin
vykazuje mozné protizanétlivé ucinky (Lee et al. 2008). V této diplomové praci vykazovaly
urcitou cytotoxicitu druhy R. nemorosus (ICso = 83,34 + 4,62 ug/ml; 67,39 + 1,81 pg/ml)
aR. sardous (ICso = 94,15 £ 4,41 pg/ml). V literatuie lépe popsanym zastupcem rodu
Ranunculus je R. ternatus. Flavonoidy této rostliny vykazovaly mirné cytotoxické ucinky vici
bunéénym liniim karcinomu délozniho ¢ipku (HeLa), karcinomu prsu (MCF-7), pankreatu
(PANC-1) a hepatocelularniho karcinomu (HepG-2). Konkrétné kayaflavon vykazoval silnou
cytotoxickou aktivitu va¢i HelLa a HepG-2 bunéénym liniim, s hodnotou
ICs0 3,26 a 8,67 pg/ml (Shen et al. 2014). Polysacharidy nalezené v této rostliné vykazuji
protinadorovou aktivitu v pfipadé bunécnych linii nadoru prsu MCF-7. Mechanismem tohoto
ucinku je pravdépodobné schopnost indukovat apoptdzu a zvysit aktivitu NK bunék (Sun et al.
2013). Uginkem saponintl a polysacharidii z kofene R. ternatus na bun&énou linii nadoru
zaludku (BGC823) se zabyvali Niu et al. (2013). Ukazalo se, Ze jak saponiny, tak
polysacharidy, vykazuji inhibi¢ni efekt na rhst téchto nadorovych bunék, vyssi ucinek
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vykazovaly saponiny nez polysacharidy. Pozitivnich vysledkti bylo dosazeno také v ptipadé
potlaceni formovani kolonii nddorovych bunék, kde v piipad€ polysacharid doslo v zavislosti
na koncentraci k inhibici tvorby kolonii o 32,62 %, 55,62 % a 100 %, u saponind
v koncentra¢nim rozmezi nedoslo viibec k tvorbé kolonii, tedy byl opét prokazan vyssi tcinek.
U mySich modelt bylo také prokazano zlepSeni imunity a zvyseni poctu NK bun¢k.

Celed Ranunculaceae ma dlouhou historii vyuZiti v tradiéni ¢inské medicing, rostliny
této Celedi jsou vyuzivany pro celou fadu onemocnéni a rozmanité chemické slozeni nabizi
mnoho nadé&jnych latek pro 1é€bu nadorovych onemocnéni (Hao et al. 2015). V ramci této celedi
je hojné vyuzivanou a také pomérné dobfe prozkoumanou rostlinou Nigella Sativa, mezi jejiz
biologicky aktivni konstituenty patii thymochinon a a-hederin. Rooney & Ryan (2005) se
zabyvali vlivem téchto sloucenin na lidské nadorové bunééné linie. S vyuzitim metody MTT
dosli k zaveru, ze obé tyto latky vykazuji antiproliferacni ucinky na testované bunécné linie,
vcetné bunécné linie HT-29, ktera sice nebyla nejvnimavejsi z testovanych bunécénych linii,
ale doslo k vyznamné inhibici: a-Hederin (ICso= 21,6 = 1,4 uM po 24 h, 16,7 £ 2,2 uM po 48
ha 12,9 + 3,5 uM po 72 h), thymochinon (ICso= 51,6 + 3,0 uM; 53,3 + 1,7 uM; 51 + 0,7 uM),
v tomto piipadé€ ICso znaci mnozstvi latky nutné k inhibici bunééného ristu o 50 % v porovnani
s kontrolnimi bunkami v rdmci metody MTT. Obé tyto latky také vyvolavaji apoptdzu
a nekrozu. To je v souladu s vysledky studie od El-Najjar et al. (2010), ktefi také pozorovali
antiproliferacni aktivitu v pfipadé¢ nékolika lidskych nadorovych bunécnych linii, vetné
HT-29 a Caco-2. I v této studii doslo k inhibici rtstu téchto linii v zavislosti na ddvce a ¢asu
(Caco-2: ICso=15 uM po 24 h, ICs0= 12,5 uM po 48 h; HT-29: ICso= 110 uM po 48 h). Také
se zde ukézalo, ze bunéc¢na linie Caco-2 byla nejvice citliva k ptisobeni thymochinonu, zatimco
HT-29 byla nejméné citliva. U zdravych bunécnych linii FHs74Int nebyl pozorovan ani rast,
ani toxicita, coz je pozitivni ukazatel selektivity pasobeni. Indukce apoptozy byla v této studii
prokazana u bunééné linie DLD-1 v pfipad¢ uzivani 40 uM thymochinonu, ov§em ne v ptipadé
relativné rezistentnich bunéénych linii HT-29, kde u 40 uM thymochinonu nedoslo ke zméndm
v z4dném z ukazatelll o vyvolani apoptdzy. Autofi studie si vysvétluji rezistenci bunééné linie
HT-29 tim, Ze tyto bunky jsou znamé vysokou expresi DT-diafordz, coz jsou enzymy, které
katalyzuji redukci dvouelektronovych chinonti (oxidovana forma) na hydrochinony
(redukovand forma). Po oSetfeni inhibitory DT-diafordz doSlo k redukci ICso z96 uM
na 63 uM, coz ukazuje, Ze vysoké hladiny téchto enzymii jsou opravdu ¢astecné odpoveédné
za tuto rezistenci. Navic bylo zjisténo, ze thymochinon ma vliv na indukci bunécné smrti jeho
prooxidacni aktivitou. Pokud byly bunécné linie DLD-1 a Caco-2 pfed pokusem oSetieny
silnym antioxidantem, doslo k pferuSeni inhibi¢niho pisobeni thymochinonu a Zivotaschopnost
bunc¢k se vratila na 100 %. K podobnym vysledktim dosli i Norsharina et al. (2011), ktefi se
zabyvali plisobenim thymochinonu na bunécéné linie HT-29 a také bunécné linie leukémie
CEMSS a HL-60. Thymochinon ukéazal cytotoxicitu vuci HT-29 (ICso = 8 pg/ml)
1 leukemickym bunécnym liniim. I v této studii se ukéazalo, ze HT-29 vykazoval niZsi citlivost
vuci pusobeni thymochinonu nez ostatni bunécné linie. V piipadé ovlivnéni bunécného cyklu
doslo u leukemickych linii k 98% sniZeni, v porovnani s HT-29, kde doSlo pouze k mirnému
zvySeni apoptickych bunék na 12 %. Podle autort pottebuji buitky HT-29 delsi dobu pisobeni
thymochinonu a zarovei je mozné, Ze se zde uplatiiuje pouze cytostaticky, ne cytotoxicky efekt.
Burits & Bucar (2000) také u esencialniho oleje z Nigella sativa, respektive jeho hlavnich
komponentt, popsali schopnost vychytavat volné radikaly, a tudiz antioxida¢ni schopnost.
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Xu et al. (2017) testovali na bunécné linii HT-29 vliv Pulsatilla chinensis, konkrétné
Pulsatilla saponin A (PsA) a jeho spolupiisobeni s bézn¢ pouzivanym lé¢ivem fluorouracil (5-
FU). 5-FU ma bohuzel pomérné vysokou toxicitu, vyrazné vedlejsi uclinky a dokonce
se objevuji rezistence na toto lécCivo. Ukézalo se, ze PsA dokazal inhibovat proliferaci
nadorovych bunék, v ptipad¢ podani PsA spolu s 5-FU se projevilo synergické pusobeni téchto
dvou latek. Ziskané vysledky néasledné byly pfeneseny do in vivo podminek, kde bylo mySim
modelim s aplikovanymi HT-29 buiikami podavéno samostatné PsA, 5-FU a spole¢na sm¢s.
PsA i 5-FU tspésné inhibovaly riist nadoru, coz ukazoval jeho mensi objem. Opét se zde
ukazalo, Ze nejlepSich vysledki bylo dosazeno pfi spolecném podavani PsA a 5-FU.
V nadorovych bunkéch doslo ke zvySeni apoptozy o 9,5 % u PsA, o 17 % u 5-FU a v jejich
smési dokonce o 49 %, v porovnani s kontrolni skupinou, kde doslo pouze k 2% zméné.
U bun¢k osetienych PsA navic doslo ke zvySeni exprese proteinu p53 a Stépeni kaspazy-9,
zatimco exprese proteinu Bcl-2 byla sniZzena. Rostlinami Pulsatilla se zabyvali také Son et al.
(2013a), konkrétn¢ Pulsatilla koreana a plisobenim pulsatilla saponinu D (PsD) na buiky
lidského karcinomu stieva (HT-29 a LoVo). Ty byly oSetiené riznymi koncentracemi PsD
po dobu 48 h, pticemz z vysledkl vyplyva, ze PsD inhiboval buné¢ny riist v zavislosti na davce.
Ziskané vysledky ukazuji, ze PsD bylo v ramci této studie ucinnéjsi nez 5-FU. Hodnoty 1Cso
uPsD byly 1,9 a 1,8 uM u HT-29 a Lovo, zatimco u 5-FU byly hodnoty >20 uM u obou
bunécnych linii. Testovana byla také schopnost indukce apoptdzy, pficemz se ukézalo, ze u HT-
29 oSetfené za pomoci 1 uM PsD jiz doslo ke §tépeni kaspaz a PARP, a také doslo k rapidni
zméné poméru Bel/Bax, coz je dikazem apoptdzy v nadorovych bunikach. Navic se u PsD
ukazal antiangiogenni efekt snizovanim exprese HIF-1a a VEGF. V in vivo testech na mysSich
s implantovanymi lidskymi nadorovymi buiikkami doslo k vyznamnému potlaceni objemu
a hmotnosti nadoru pti davkach 10 mg/kg PsD nebo stejné davky 5-FU, ovSem inhibice ristu
byla vyznamnéjs$i opét v ptipad¢ saponinu. V téchto koncentracich vSak doslo také k malé
zméné hmotnosti mysi, coZ by mohlo naznacovat toxicitu latky v testovanych koncentracich.

38



7 Zavér

Celed’ Ranunculaceae je znama pro své rozmanité slozeni, z kterého vyplyvaji také iroké
biologické ucinky. Mezi ty patii i aktivita antiproliferacni, kterd byla prokdzana u nékterych
rostlin této celedi. V této diplomové praci byl pozorovan vliv extraktdl vybranych
pryskyinikovitych rostlin na bunétné linie kolorektalniho karcinomu (Caco-2 a HT-29)
ananormalni stfevni bunky (FHS 74Int). U téchto extrakti byla sledovana in vitro
antiproliferacni aktivita. Bylo vyuzito metody MTT, u niZ se uziva tetrazoliové soli, jez vytvaii
fialové krystaly v mitochondriich Zivych bunék.

Podle naSich vysledkli byl u nékterych vzorkdi pozorovan selektivni ucinek vuci
nadorovym bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu. Z testovanych druhd byla nejvyssi
cytotoxicita pozorovana u Hepatica transilvanica a Hepatica nobilis, u kterych bylo dosazeno
nejlepSich vysledki spolu s pozitivnim selektivnim G¢inkem. Tyto extrakty by bylo vhodné
podstoupit dalsim testim, napiiklad v podminkéch in vivo. Déle by také mohla byt piinosna
identifikace jejich u¢innych biologicky aktivnich slozek.

Ptestoze se vyzkum protinddorovych 1é¢iv neustale vyviji a nabizi nové moznosti 1éCby,
nadorové onemocnéni ziistava Castym a velmi obavanym onemocnénim. Ackoliv je pfiCina
Casto geneticky podminénd nebo neovlivnitelnd, az tfetin¢ piipadid by bylo mozné
pti dodrzovani zasad ,,zdravého* Zivotniho stylu zabranit. Proto by kazdy ¢lovek mél prevzit
zodpovednost nad svym jednanim a snazit se vzniku (nejen) nadorovych onemocnéni predejit.
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