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In vitro anti-proliferaé¢ni aktivita polosyntetickych

analog alkaloidi celedi Amaryllidaceae

Souhrn

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pfi¢in umrti, v rdmci celého svéta
se jednd az o 8,2 milionu pacientll ro¢n¢ (idaj z roku 2012). Piedpoklad do budoucna hovoii
o nartstu piipadi onkologickych onemocnéni az o 75 %. Alkaloidy rostlin Amaryllidaceae
jsou z ptedchozich vyzkumt znamy svou anti-proliferacni aktivitou, kterou Ize vyuzit v 1é¢bé
nadorovych onemocnéni. Synteticky pfipravené alkaloidy mohou taktéZ vykazovat

biologickou aktivitu a jejich Gipravou lze Gc¢inky latek ptivodnich zvysit.

Ztohoto divodu se i tato prace vénuje testovani anti-proliferaéni aktivity
polosyntetickych analog. Vyzkum byl provadén pomoci testu MTT na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 v porovnani se zdravou stfevni bunécnou linii
FHs 74Int. Testovano bylo celkem 24 synteticky pfipravenych alkaloidl, které byly
porovnavany se standardem vinorelbinem, coz je alkaloid v 1é¢bé nadorovych onemocnéni jiz

vyuzivany.

Z 24 vzorkd, které byly testovany, pouze u analog skulerinu jeho tfi rozdilna analoga
dosahla hodnot 1Csg 7,24 + 0,37 uM, 8,62 + 0,86 uM a u tietiho z nich se jednalo o hodnoty
1,98 + 0,55 uM vici bunécné linii Caco-2. U bunééné linie HT-29 byla zaznamenana hodnota
ICso > 10 pM. Zadny efekt nebyl zaznamenan ani na zdravé bunééné linii FHs 74Int.
Z dosazenych hodnot je patrné, Ze analoga skulerinu maji selektivni €¢inek vici nadorovym
bunécnym liniim na rozdil od ostatnich vzorku, které¢ vykazovaly hodnoty ICso pro vSechny

bunééné linie ICs0> 10 pM.

Analoga skulerinu se jevi jako potencionaln¢ ucinné latky, které jsou vhodné pro dalsi

podrobné testovani jejich protinadorového ucinku.

Klic¢ova slova: cytotoxicita, bunééné linie, Caco-2, HT-29, alkaloidy, Amaryllidaceae,

analoga



In vitro antiproliferative activity of semi-synthetic

analogues alkaloid from the plant family Amaryllidaceae

Summary

Oncological diseases are one of the leading causes of death, throughout the whole world
it is up to 8.2 milion patients a year.(as of 2012). There is a hypothesis for the future, that
the incidence of cancer will increase by 75 %. Alkaloids of Amaryllidaceae family are known
from the previous research for its anti-proliferative activity which can be used in treatment
of oncological diseases. Synthetically prepared alkaloids can also exhibit a biological activity

and it is possible to increase the effect by modifying the original substance.

This is the reason why the aim of this thesis focuses on testing the anti-proliferative
activity of semisynthetic analogues. This research was carried out by MTT test against cell
line of colorectal carcinoma Caco-2 and HT-29 in comparison with healthy intestinal cell line
FHs 74Int. Altogether it was tested 24 synthetically prepared alkaloids that were compared
to the standard vinorelbine which is already used in cancer treatment.

Only three different analogues of scoulerine from 24 tested samples reached the values
of IC507.24 + 0.37 uM, 8.62 + 0.86 uM and 1.98 + 0.55 uM against the colorectal carcinoma
cell line Caco-2. Against the colorectal carcinoma cell line HT-29 was measured the value
of 1Cso > 10 uM. Moreover, there was registered no activity against healthy intestinal cell line
FHs 74Int. The obtained results show selective effect of scoulerine analogues against cancer
cell lines unlike the rest of tested samples which exhibit the value of inhibiton concentration
for all the cell lines ICs0 > 10 puM.

The analogues of scoulerine appear to become potentionally active substances which

are suitable for further detailed research of their antitumor effect.

Keywords: cytotoxicity, cell lines, Caco-2, alkaloids, Amaryllidaceae, analogues
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1 Uvod

Onkologickd onemocnéni jsou jedny z nejcastéjSich pfi¢in umrti V rozvinutych zemich
a podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny Se predpokldda v rozvinutych zemich
svéta do roku 2030 zvySeni vyskytu nadorovych onemocnéni o vice nez 75 %. Celosvétove
se pocet umrti dle dat WHO z roku 2012 pohybuje okolo 8,2 miliont pacientti ro¢né, v ramci
Evropy sejedna o zhruba 2 miliony obéti onkologickych onemocnéni za rok. V Ceské
republice doslo ve stejném roce K 290 ptipadim Gmrti vztazenych na 100 000 osob. Ttetim
nejéastdj§im typem nadorového onemocnéni, na n&jz v Ceské republice zemielo v roce 2012
priblizn¢ 40 pacientii na 100 000 obyvatel, je kolorektalni karcinom. Pravé na bunkéch tohoto
karcinomu byly testovany alkaloidy rostlin Amaryllidaceae, kterymi se zabyva tato prace.
Vyvoj 1€kt z potencionalné 1éCivych rostlin hraje dulezitou roli v 1écbé nadorovych
onemocnéni a predstavuje podstatnou ¢ast novych 1é¢iv vyuzitych béhem poslednich 50 let,

kdy jsou k tomuto vyuZzivany predevsim sekundarni metabolity rostlin a jejich derivaty.

Mezi takové patii i ¢eled” amarylkovité (Amaryllidaceae), jedna se o okrasné cibulovité
rostliny, jejichz vyskyt je typicky pro tropické a subtropické oblasti Jizni Afriky a Jizni
Ameriky a zaroveii jsou rovnéz velmi hojné péstovany k okrasnym tucéelim i v Ceské

republice, predev§im narcisy (Narcissus), bledule (Leucojum) a snézenky (Galanthus).

V soucasné dobé je vyzkum zaméfen na izolaci novych alkaloidii ztéto celedi
aptripravu novych polosyntetickych derivati, které by mohly zvySovat jejich ucinnost

pfi 1écb€ naddorovych onemocnéni.



2 Cil prace

Cilem prace je otestovani polosyntetickych analog alkaloidti z ¢eledi Amaryllidaceae
na jejich moznou anti-prolifera¢ni aktivitu in vitro pomoci buné¢nych modeli kolorektalniho
karcinomu bunééné linie Caco-2 a HT-29 a normalnich stfevnich bunék bunécéné linie

FHs 741Int.

Hypotézou je, ze nékteré latky maji silnou anti-proliferacni aktivitu a jsou tedy

vhodnymi kandidaty pro navazny farmaceuticky vyzkum.



3 Literarni reSerse

3.1 Nadorova onemocnéni

Onkologickd onemocnéni jsou jedny z nejcastéjSich pficin smrti v rozvinutych zemich
a bohuzel se jejich narustajici pocet zdd byt nevyhnutelny. Podle Mezinarodni agentury
pro vyzkum rakoviny, ktera spada pod WHO, se predpoklada v rozvinutych zemich svéta
do roku 2030 zvySeni vyskytu rakoviny o vice nez 75 %. Ackoli byly v poslednich letech
ucinény pokroky v chapani i lécbé rakoviny, stile dochazi k umrti pacientli trpicich
rakovinou, a to kvili odporu rakovinnych bunék Kk 1écbé. Tyto rezistentni bunky fidi rast
bungk a Sifeni malignich bun¢k do Zivotné dulezitych organti (Havelek et al., 2014a, Mellor
and Callaghan, 2008).

Ptitomnost nadoru byva posuzovana dle nadorovych markerti, neboli onkomarkert, coz
jsou chemické substance vyskytujici se v nddoru nebo produkované nadorem, poptipadé
hostitelem. U zdravého jedince se tyto substance nevyskytuji viibec, nebo se jednad o mnohem
niz8§i koncentrace v porovnani s jedincem trpicim rakovinou. Obecné byvaji markery
rozdélovany dle jejich biologické funkce na markery bunécnych adhezi, cytokeratinové
markery, enzymové markery, hormondlni markery, markery sdruzené s imunokompetentnimi

a transportnimi procesy (Adam et al., 2011, Kausitz, 2006).

Markery, které 1ze méfit v periferni krvi ¢i jinych télnich tekutindch, jsou nazyvany
cirkulujici nadorové markery. Strukturné se tyto markery fadi mezi proteiny a glykoproteiny
a jejich funkce 1 vyznam pro nadorovou buiiku nejsou ve vétSing pripadii znamy. Koncentrace
nadorovych markeril v plazmé ¢i v télnich tekutinach je zavisla na velikosti nadoru, intenzité
sekrece daného markeru bunkami a metabolické degradaci molekul markeru. V ptipade
vyléCeni jedince, tedy pokud dojde k odstranéni maligni nemoci, koncentrace markerti v Krvi

klesnou k normé zdravého jedince, poptipad¢ vymizi Gpln¢ (Adam et al., 2011).

Celosvétove se v letech 1990 az 2001 sniZila imrtnost na onkologickd onemocnéni

017 % u lidi ve véku od 30 do 69 let, zatimco u lidi starSich 70 let se umrtnost naopak

0 0,4 % zvysila (Lopez and Murray, 1996, World Health, 2002).



3.1.1 Pri¢iny vzniku nadoru

V zemich s nizkymi a stfedn¢ vysokymi finanénimi pfijmy jsou hlavnimi pfi¢inami
umrti na rakovinu koufeni, pozivani alkoholu a nizky pfijem ovoce a zeleniny. Jak je
vyobrazeno V tabulce ¢. 1, v bohatSich zemich svéta se k hlavnim pfi¢inam, koufeni a piti

alkoholu, fadi jesté nadvaha a obezita (Danaei et al., 2005).

Tabulka ¢. 1: Vliv vybranych faktord (v procentech) na Umrtnost u onkologickych

onemocnéni (Danaei et al., 2005).

BOHATE ZEME CPII;%];{EIA‘%ETZ%%ENE CELOSVETOVE
Kouteni 29 18 21
Alkohol 4 5 5
Nizka konzumace ovoce a zeleniny 3 6 5
Nadvaha a obezita 3 2 2
Nedostatek pohybové aktivity 2 2 2

Bunky lidského téla jsou nepfetrzité vystavovany oxidacnimu stresu. Tento oxidacni
stres je zpusoben plisobenim volnych radikali, které jsou exogenniho a endogenniho ptivodu.
Volné radikaly se vyskytuji ve dvou zékladnich formach, volné kyslikové radikaly (Reactive
Oxygen Species; ROS) a volné dusikové radikaly (Reactive Nitrogen Species; RNS).
K volnym radikdlim byva fazen i singletovy kyslik, peroxid vodiku a kyselina chlorna.
Exogenni a environmentéalni zdroje oxidace se vztahuji k expozici organismu ionizujicimu
zateni, mezi n&jZz patii vy-zafeni, rentgenové zafeni nebo kosmické zareni. Dale
se k exogennim vlivim fadi o-Castice radonové premény, oxidujici chemikalie a UVA
slune¢ni zafeni. Mezi endongenni neboli intracelularni faktory jsou fazeny vlivy pfirodniho
puvodu pocinajici u bunécné signalizace a u metabolickych procesti béhem zanétu koncici
(Altieri et al., 2008, Cadet et al., 2010, De Bont and Van Larebeke, 2004, Sedelnikova et al.,
2010).

PoSkozeni DNA zpiisobené endogennimi faktory muze casto dosahovat horSich
nasledkli nez pfi pasobeni vlivli exogennich, jako napiiklad vystaveni organismu piisobeni
nizkych davek ionizujici radiace, ktera vyznamné pfispiva k akumulaci mutaci v bunkach
a tkanich (Epe, 2002, Jackson and Loeb, 2001, Pollycove and Feinendegen, 2003). Castgjsi

byva poskozeni pomoci reaktivnich forem kysliku a reaktivnimi formami dusiku, které mohou



indukovat primarni poskozeni bunék. ROS/RNS vznikaji na intracelularni Grovni jako
ptirozeny vedlejsi produkt oxidativniho metabolismu bunék. Jednim z producentli jsou
i mitochondrie, kdy jsou ROS produkovany jako vedlej$i produkt respirace (I - 5 %
spotiebovaného O2). Mitochondrie jsou brany jako hlavni zdroj kontinualni produkce volnych
radikali, které jsou obvykle podcenovany kvuli chronické expozici podnétovym faktorim
zapri¢inujicim vznik volnych radikalti (Georgakilas et al., 2010). Naptiklad v ptipadé viru
hepatitidy vznikd spojeni mezi chronickou infekci a indukci oxidac¢niho stresu. U rtiznych
skupin je mnozstvi viri spojovano se zvySenym oxida¢nim stresem, poskozenim DNA
a mirou mutagenity. Tento vysoky intraceluldrni stav oxidace virovych infekci je zpisoben
klesajicim poc¢tem antioxida¢nich enzymu, jako jsou katalazy, glutathionperoxidazy, stejné
tak 1 vysokou hladinou hydroxylovych radikdlti. Piestoze existuji cetné rozdily mezi
exogennim a endogennim poSkozenim buiiky, ale tou hlavni odliSnosti je mira a sloZitost
poskozeni DNA (Cadet et al., 2010, Epe, 2002, Georgakilas, 2008, Georgakilas et al., 2010,
Jackson and Loeb, 2001, Lim et al., 2008, Pollycove and Feinendegen, 2003, Sedelnikova et
al., 2010). Negativni pusobeni volnych radikald, oznacované pojmem oxidacni stres, byva
Casto primarni pfi¢inou vzniku celé fady onemocnéni, mezi nimiz hraji podstatnou roli

onemocnéni nadorova (Li et al., 2013, Yan et al., 2013).



3.2 Nadorové bunky

Vétsina klinicky se projevujicich nddort mé& svlij plvod v trasnformovanych
normalnich buiikach ¢lovéka. Mnoho z identifikovanych nadorovych antigeni ma navic MHC
(z anglického. Major Histocompatibility Complex, tedy hlavni histokompatibilni komplex)
asociované peptidové fragmenty shodné s vlastnimi proteiny, coz ptfinasi problémy ohledné
optimalni stimulace T-lymfocytii proti nadorovym bunkidm v prevenci i pii 1é¢bs. Usili
vyvinout u¢innou nadorovou terapii pomoci T-lymfocytl je pak tedy velmi obtizné a pomalé

(de Aquino et al., 2015).

Rakovinné buiiky byvaji charakterizovany piedevS$im nésledujicimi dédiCnymi
vlastnostmi. Prvni znich je moznost rozmnozovani rakovinnych bunék bez ptitomnosti
podnéti k déleni. Buniky vykazujici tuto vlastnost nadmérné proliferuji, avSak zistavaji
hromadné¢ ve shlucich na jednom misté. Je zde moznost vytvoreni nadoru, ktery byva v tomto
piipadé oznacovan jako benigni, tedy jej Ize obvykle chirurgicky kompletné vyjmout. Druhou
vlastnosti je schopnost rakovinnych bunék kolonizovat oblasti, které jsou vyhrazené pro
specifické burky. V piipadé schopnosti bunék pronikat do okolni tkané¢ muze dochazet
K vzniku nadord malignich. Ty se mohou od primarniho nadoru osamostatnit a vstoupit
do krevniho ¢i lymfatického fecisté a poté vytvaret nadory sekundarni (metastazy) na dalSich
mistech téla. Kombinaci téchto dvou vlastnosti typickych pro rakovinné buiiky dochazi

ke vzniku nadorového onemocnéni (Alberts et al., 1998).

To spociva ve dvou typech poruch, kdy je apoptodza, proces vyznacujici se zvlastnimi
morfologickymi charakteristikami a biochemickymi mechanismy, zavisla na podnétech bunék
celého organismu, ¢imZ je zajiSténo prezivani bun€k pouze na potfebnych mistech
a ve spravny cas (Elmore, 2007). Ve tkanich dospélého ¢lovéka tak bunétna smrt vyvazuje
bunécnou proliferaci, je tedy diky zminénym procesiim zabranéno jak nadmérnému ristu
tkang, tak 1 jejimu zmenSovani. Bunky odumirajici v disledku akutniho poranéni vétSinou
zvétSuji sviy objem, praska jejich jadro, organely i plazmaticka membréana a vylévaji bunéény
obsah do svého okoli a zptsobuji tak zanétlivou reakci (Wyllie et al., 1980). Tento proces
byva nazyvan nekrozou bungk, blize specifikovanou v kapitole 3.2.2. Opa¢nym piipadem jsou
bunky, které prochdzeji programovanou bunénou smrti, pfi niz dochazi k vymirdni bun¢k
planovan¢ bez poskozovani svych sousedii. Takto je popsan prubéh apoptozy (podrobnéji

popsané v kapitole 3.2.1), pfi niz se buika zmensuje a kondenzuje (Alberts et al., 1998).
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Obrazek €. 1: Piiklad bunécné smrti u nervovych bunék, kdy je mnozstvi vyvijejicich se nervovych

bunék ptizptsobeno diky bunééné smrti poctu bunék cilovych (Alberts et al., 1998).
3.2.1 Apoptoza

Apoptoza, n¢kdy oznaCovéna jako programovand bunéénd smrt, je povazovéana
za nezbytnou soucast riznych procest, véetné normalni obmény bunék, spravného vyvoje
a funkce imunitniho systému, embryondlniho vyvoje a chemicky vyvolané bunétné smrti
(Elmore, 2007). Je zalozena na Stépeni cytoskeletarnich proteinti proapoptickych specifickych
aspartatovych protedz (kaspdz), zpusobujicich selhani subceluldrnich struktur. Apoptdza je
morfologicky charakterizovana kondenzaci chromatinu, marginalizaci, fragmentaci DNA,
bobtnanim cytoplazmatické membrany, smr§tovanim bunék a nakonec fragmentaci bunék
do membranové vazanych, organely obsahujicich, tél, nazyvanych apopticka téliska (Wyllie
et al., 1980). Apopticka téliska jsou téméf okamzité rozpoznana a odstranéna fagocytézou
zapomoci makrofagh nebo jinych sousednich bunék. Apoptdéza je zodpovédna
za fyziologické odstranéni nezadoucich bunék, coz jsou hlavné bunky poskozené nebo
starnouci, které se nachéazeji ve zralych tkanich. Proces apoptdzy zajistuje i eliminaci bunék
vV ramci prestavby tkani béhem vyvoje (Adams and Cory, 2007, Benedetti et al., 1988a,
Benedetti et al., 1988b, Green and Kroemer, 2005, Marsden and Strasser, 2003, Strasser,
2005).

3.2.2 Nekroza

Termin nekroéza je odvozen od feckého slova ,.Necros“, coz znamenia mrtvola
(Hotchkiss et al., 2009). V procesu nekrozy dochazi k ¢asné ztraté celistvosti plazmatické
membrany, ktera umoziuje pfiliv extracelularnich iontG a tekutin, vysledné bunky

I organelovych otok. Naopak u apoptozy je integrita plazmatické membrany zachovana



az do jeji pozdni faze (Festjens et al., 2006, Golstein and Kroemer, 2007, Malhi et al., 2006,
Zong and Thompson, 2006).

Nekrozu lze nejlépe detekovat na bunécnych a organelovych vy¢nélcich nebo
v praskliné na povrchu membrany pii ndhodném tniku intracelularniho obsahu pomoci
svételného ¢i elektronového mikroskopu (Lemasters, 2005, Majno and Joris, 1995, Robbins et
al., 1979).
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Obrazek ¢&. 2: Apopticka a nekrotickd bunééna smrt (Hotchkiss et al., 2009). A — Porovnani relativné
neporusené¢ho kandlku (T) s ukdzkovymi odumielymi kanalky (N). Za povSimnuti stoji irozhrani mezi
zivotaschopnymi a odumielymi kanalky (oznaceno Sipkami), kde se v hojné mife nachazi apoptické buiky,
pravdépodobné neutrofilniho charakteru a mononuklearni zanétlivé buiiky; B - Pfi vys$§im zvétseni jsou jasnéji
viditelné charakteristické znaky nekrézy. U nekrotickych bunék, znazornénych v horni ¢asti obrazku, dochazi
ke ztraté jaderného detailu nebo k celkové absenci jadra. Zatimco zivotaschopné kardiomyocyty, nachazejici
se v pravé dolni casti pole B, reprezentuji normalni jaderné buiiky; C — V této Casti obrazku se nachdzi
hepatocyty, které v pozici nad a vlevo od prerusované ¢ary vykazuji zmény typické pro rané stadium nekrozy,
véetné vakuolizace hypereozinofilni cytoplazmy a ztraty jaderného detailu. Sipky v druhé &asti obrazku
poukazuji na zanétlivé builky a hepatocyty se zhutnénymi a fragmentovanymi jadry oznacujicimi apoptdzu;
D - Hepatocyty vykazujici jiz pokroc€ilejsi fazi nekrézy, které zieteln¢ postraddaji ohraniceni bunék nebo

rozpaznatelné jadro. Produkty apoptozy jsou buriky a bunééné fragmenty smisené s hepatocyty.
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3.3 Lécba nadorovych onemocnéni

3.3.1 Historie

Pocatky 1écby nadorovych onemocnéni spocivaji v rostlinnych piipravcich a jejich
pocatek neni jednoznacné vymezen, zatimco prvni zminky o novodobém zpiisobu léceni
téchto onemocnéni lze nalézt ve 40. letech 20. stoleti. Tehdy se jednalo o pozorovani
namoiniki béhem 2. svétové valky, ktefi byli zasazeni yperitem. U jednoho z nich doslo
k vyrazné hypoplasii lymfoidnich a myeloidnich bunék, ¢ehoz si v§imli panové Gilman
(1963), Goodman et al.(1984) a nasledné byla vyvinuta rizna analoga tohoto bojového plynu,
resp. dusikaté yperity. Nekteré z nich se pouZzivaji dodnes. Jako pocatek systematického
screeningu novych 1éCiv je povazovan rok 1955, kdy byl spustén tzv. ,,The National
Chemotherapy Program® pod =zastitou amerického National Cancer Institute. DalSim
dalezitym meznikem v historii 1é¢by onkologickych onemocnéni byla v roce 1962 nové
syntetizovana latka ze skupiny derivati nitrosomocoviny — karmustin. U této latky byla
zjiSténa aktivita proti leukémii u mysi. Tento objev byl obzvlast’ pokrokovy ptedevsim proto,
ze vzniklé 1é¢ivo prochézi hematoencefalickou bariérou, ¢imz byla umoznéna i terapie velmi
obtizn¢ 1é¢itelnych nadord centralniho nervového systému, tedy malignich gliomi. Karmustin
taktéZ inhibuje glutathionreduktdzu, enzym jehoz ukolem je udrzovéni vysoké hladiny
redukovaného glutathionu v cytosolu, coz vede k bunécné smrti (Baguley and Kerr, 2001,
Chabner and Roberts, 2005, DeVita and Denham, Gilman, 1963, Goodman et al., 1984,
OktABec and Jampilek, 2013).

3.3.2 Derivaty prirodnich latek

Pro 1é¢bu onkologickych onemocnéni jsou vyuzivany alkaloidy rostliny Catharanthus
roseus (starSim nazvem Vinca rosea, Cesky barvinkovec rizovy) nalezici do celedi
Apocynaceae. Z vice jak 30 alkaloidi poskytnutych touto rostlinou byla ve studii spole¢nosti
Eli Lilly (1963) prokézana protinddorova aktivita u vinblastinu, vinleurosinu, vinkristinu
a vinrosidinu. Timto byly polozeny zdklady nové skupiny protinddorovych 1é¢iv spadajicich
do vinka alkaloidd. Tyto vinka alkaloidy funguji jako cytostatika, jejichz mechanismus
ucinku byl objeven vroce 1968. Princip U¢inku spocivd v moznosti vazby na bilkovinu
délicitho vieténka, nazyvanou tubulin, ¢imz se ruSi schopnost polymerace a inhibuji tak

mitézu béhem metafaze bunécéného cyklu (Hartl et al., 2009, Klener and Klener jr, 2010).

11



V zavislosti na typu alkaloidu je mit6za nejcastéji preruSovana v G2/S fazi bunécného
cyklu (Enoch and Nurse, 1991). Mimoto mohou vinka alkaloidy také ovliviiovat syntézu
RNA a DNA, cyklicky adenosinmonofosfat, lipidovou biosyntézu nebo transportni ATPazu
(Gietzen et al., 1982, Johnson et al., 1963, Klener and Klener jr, 2010, Oktabec and Jampilek,
2013).

Obrazek €. 3: Vinkristin

Druhou velmi vyznamnou skupinou protinddorovych 1é€iv jsou taxany, které taktéz
patii mezi cytostatika. Roku 1964 byla provedena izolace z kury stromu Taxus brevifolia (tis
zédpadoamericky) z Celedi Taxaceae a zarovenn byla zjiSténa cytotoxicka aktivita jedné
z nejznaméjsSich protinadorovych latek, kterou je paklitaxel. Po dlouhém testovani byla
aktivita paklitaxelu v roce 1984 potvrzena a doslo k zafazeni této latky do klinickych studii
aroku 1992 byl registrovan pro 1é¢bu karcinomu ovarii. V dnesni dob¢ je paklitaxel ziskavan
polosyntetickou cestou z prekurzoru 10-deacetylbakatinu, ktery byva izolovan z jehlic tisu
¢erven¢ho (Taxus baccata). Taxany a vinka alkaloidy maji podobné misto ucinku, taxany
vSak inhibuji depolymeraci mikrotubuld déliciho vieténka, ¢imz stabilizuji mikrotubuly jiZ
vytvofené a urychluji tvorbu mikrotubuli novych, k ¢emuz dochazi v profazi mitézy (Farber
et al., 1948, Fu et al., 2009, Goodman and Walsh, 2001, Klener and Klener jr, 2010, Oktabec
and Jampilek, 2013).
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3.3.3 Druhy lécby

Lécba malignich chorob byva pro pacienty mnohem vétsi zatézi v porovnani s 1écbou
jinych onemocnéni, jelikoz onkologicka 1écba je zaméfena proti vlastnim lidskym buiikédm,
které se transformovaly v buniky nadorové, proto dochazi pii 1é¢bé skoro vzdy k niceni
ucinkiim. Tim se doc¢asné, v nékterych ptipadech i trvale, zhorSuje kvalita zivota nemocného
jedince. Z hlediska cile, o ktery je usilovano protinadorovou lécbou, byva léceni déleno

na kurativni a nekurativni (Adam et al., 2011).

Moznosti 1é€by nadorovych onemocnéni je né€kolik, jedna se o chirurgicky zakrok,
1é¢bu pomoci radiace, chemoterapie, hormond nebo imunoterapie. V ramci celosvétového
metitka je kazdé osmé umrti zapti¢inéné nddorovym onemocnénim. Zpusobuje vice
smrtelnych nemoci nez AIDS, tuberkul6za a malarie dohromady. Nej€astéjsi onemocnéni
vedouci kumrti jsou znazornéna v nasledujici tabulce ¢. 2, rozdélena dle zastoupeni
Vv rozvojovych zemich svéta, v rozvinutych zemich a souhrnné v ramci celého svéta (Mathers

et al., 2008).
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Tabulka €. 2: Porovnani poctu umrti (v tisicich), v€etné procentualniho vyjadieni,
na 15 nejcastéjsich pficin smrti v rozvojovych a rozvinutych zemich i v ramci celosvétového

méfitka. Udaje uvedené v tabulce shrnuji rok 2004 (Mathers et al., 2008).

Rozvojové zemé Rozvinuté zemé Celosvétové

Piicina smrti Umrti % Umrti % Umrti %
Kardiovaskulami 7342 145 1563 193 8923 15,1
Zhoubny novotvar 5255 10,4 2154 26,6 7424 12,6
Cerebrovaskuldrni 4949 98 757 9.4 5712 97
g;fcefl‘;;gfmh cest 3910 77 305 38 4177 71
Perinatalni komplikace 3141 6,2 35 0,4 3180 54
gélé](gzické obstrukéni plicni 2737 5.4 285 35 3025 5.1
Prijmova onemocnéni 2148 4,2 14 0,2 2163 3,7
HIV/AIDS 2018 4,0 20 0,2 2040 3,5
Tuberkuloza 1448 2,9 15 0,2 1464 2,5
Dopravni nehoda 1158 2,3 114 1,4 1275 2,2
Diabetes mellitus 914 18 221 2,7 1141 1,9
Malarie 888 1,8 0 0,0 889 15
Sebevrazda 707 1,4 118 15 844 1,4
Cirhéza jater 655 1,3 116 14 772 13
Nefritida a nefroza 611 1,2 126 1,6 739 1,3
Celkem 50582 100,0 8095 100,0 58772 100,0
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3.3.3.1 Kurativni (radikalni) 1écba

Cilem kurativni 1é¢by je uplné uzdraveni jedince, tedy dokonalé odstranéni nemoci, bez
ohledu na okolni zdravou tkan. Provadi se v piipadech, kdy charakter a rozsah nadoru,
i celkovy stav nemocného, davaji predpoklad pro Uplné odstranéni nadoru z organismu.
Kurativni 1écbou se vétsinou rozumi souhrn opatfeni zahrnujicich chirurgicky zakrok

s kombinaci 1é¢iv.

Samotnd chemoterapie mtize mit kurativni cil u omezeného poctu onkologickych
onemocnéni. Jedna se o akutni leukémii, nckteré maligni nehodgkinské lymfomy
a Hodgkindv lymfogranulom, nddory varlat, trofoblasticky karcinom u zeny, nékteré solidni
nadory u déti. Samotna radioterapie muze byt taktéz pouzita s kurativnim cilem predevsim
u epidermalnich karcinomu a karcinomu délozniho ¢ipku ve 2. a 3. stadiu, kdy by operace

mohla prognézu zhorsit (Adam et al., 2011).
3.3.3.2 Nekurativni lécba

Nekurativni 1é¢ebny postup prichdzi na fadu v ptipadech, kdy neni mozné dosédhnout
uplného vyléceni, a to z divodu stupné pokrocilosti nemoci, jeji pfirozené rezistence na lécbu
¢i celkovy stav pacienta. V soucasné dob¢ 1ze dle Adama et al. (2011) u 30 az 40 % pacientd
trpicich nddorovym onemocnénim nabidnout pouze nekurativni 1écbu. Toto ¢islo vzroste,
ptipocteme-li pacienty, u kterych jiz kurativni 1é¢ba probéhla, ovsem doslo k recidivé nemoci.

V téchto situacich dochazi k vylé€eni jen u velmi malého poctu pacientt.
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3.4 Alkaloidy

3.4.1 Charakteristika

Pojmem alkaloidy jsou oznaCovany dusikaté baze rostlinného plvodu, které jsou
zaroven sekundarnimi metabolity rostliny a pravdépodobné zde plni predevSim ochrannou
funkci. VyluCovani alkaloidii jakozto detoxikacnich produktl dusikatych latek nema
pro rostlinu takovy vyznam. Moderni vyzkum alkaloidti byl zahajen Friedrichem Wilhelmem
Sertiirnerem, ktery jako prvni dokézal izolovat alkaloid ze surového ptirodniho produktu.
Po vice nez deseti letech vedl tento objev védce k izolaci fady dalSich zakladnich latek
Z jinych fyziologicky aktivnich pfirodnich produktd. Tim, kdo jako prvni pojmenoval takto
izolované rostlinné latky vyrazem alkaloidy, byl farmaceut Dr. W. Meifner, kterému se tyto
slouceniny jevily jako ,like alkali*, z ¢ehoz vznikl pojem alkaloidy. Az v pozd¢jsich letech
bylo ovSem prokdzano, ze je zasaditost zplsobena piitomnosti atomu dusiku. V dalsich
dekadach bylo oznaceni ,,alkaloid* opakované¢ zménéno a ani dnes neni tento pojem piesné

definovan (Aniszewski, 2015, Mothes et al., 1985, Stanék, 1957).

Velmi obtizné bylo také uréeni chemické struktury izolovanych alkaloidi. Tak tomu
bylo az do poloviny 20. stoleti, kdy se milnikem v historii vyzkumu alkaloidii stala jejich
prvni GspéSnd syntéza. Prvnim uméle syntetizovanym alkaloidem byl v roce 1886 koniin, jez
je obsazeny v rostling bolehlavu (Conium maculatum) a izolovan byl jiz roku 1827. Mezi
dalsi alkaloidy, které jiz byly dfive izolovany, patfi nikotin, objeveny v roce 1828, ovSem
syntetizovan aZ roku 1904, chinin, izolovany vroce 1820 a syntetizovany roku 1944
(Woodward and Doering, 1944), morfin, izolovany roku 1806 (tedy tplné prvni izolovany
alkaloid), ale syntetizovan az roku 1952 a strychnin izolovany v roce 1818, syntetizovany
roku 1954. Od té doby se zvysil zajjem o vyzkum alkaloidii a dnes jich je znamo

a charakterizovano az 7000 (Mothes et al., 1985, Stanék, 1957).
3.4.2 Vyuziti alkaloidi v mediciné

Izolace a charakterizace farmakologicky vyznamnych sloucenin z 1é¢ivych rostlin
pokracuje od jiz zminéné historie do dne$nich dni. Pro vyvoj novych 1é¢iv bylo pouzito
mnozstvi metod syntetické chemie, kombinatorické chemie a molekuldrniho modelovani
izolujicich aktivni slouceniny z rostlin ¢i jinych piirodnich zdroji (Geysen et al., 2003, Ley

and Baxendale, 2002, Lombardino and Lowe, 2004). I pies vzrustajici zajem, ktery v posledni
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dobé pravé molekularni modelovani, kombinatorickd chemie a dalsi techniky syntetické
chemie zaznamenaly, dilezitym zdrojem novych 1€kt jsou stale pfirodni produkty a zejména
1é¢ivé rostliny (Butler, 2004, Newman et al., 2000, Newman et al., 2003). V letech 2001
a 2002 tvorily pfiblizné ¢tvrtinu celosvétoveé nejprodavanégjsich 1éki ptirodni produkty nebo

produkty od nich odvozené (Balunas and Kinghorn, 2005, Butler, 2004, Kinghorn, 2001).

Vyvoj 1éka z léCivych rostlin hraje dilezitou roli v moderni medicingé zabyvajici
se l1écbou nadorovych onemocnéni. VétSina 1éCiv vyuzitych béhem poslednich 50 let byla
zalozena na vyuziti sekundarnich metabolitt rostlin a jejich derivata (Butler, 2004, Newman
et al., 2000, Newman et al., 2003). Z protinadorovych 1é¢iv dostupnych na trhu v letech 1940
a 2002 celych 40 % bylo tvofeno produkty ptirodniho pivodu nebo derivaty ptirodnich
produkti, dalSich 8 % bylo povazovano za napodobeninu takovych vyrobku (Newman et al.,
2003). Latky s protinadorovym uéinkem, které jsou aktualné uzivané v klinické praxi, jsou
rozdélovany do ¢tyt hlavnich skupin, vinka (nebo Caranthus) alkaloidy, epipodofylotoxiny,
taxany a kamptotheciny (Van der Heijden et al., 2004). Vinka alkaloidy a jejich nékolik
polosyntetickych derivati brzdi mitdzu ve f4zi metafaze pomoci specifické vazby na tubulin,

coz vede k vlastni depolymerizaci (Okouneva et al., 2003).

Podofylotoxin byl izolovan z pryskyfice Podophyllum peltatum L. (Berberidaceae),
byla u n& vsak zjisténa vysoka toxicita pii testech na mysich a ztohoto divodu byly
pfipraveny derivaty, které se staly prvnim klinicky schvalenym lékem pod nazvem etoposid.
Epipodofylotoxiny vaZzi tubulin, coz zplsobuje zlomy DNA béhem faze G2 bunécéného cyklu
pomoci ireverzibiln¢ inhibujici DNA topoizomerazy II (Gordaliza et al., 2004). Taxany,
véetn¢ paklitaxelu a jeho derivatt, tvofi vazbu s tubulinem, aniz by pii tom doslo
k depolarizaci nebo jakémukoliv zasahu do sestavy tubulinu (Horwitz, 2004, Schiff et al.,
1979). Kamptothecin byl nejprve izolovan z rostliny jménem Camptotheca acuminata Decne
(Nyssaceae), ale vykazoval neptipustnou myelosupresi (Cragg and Newman, 2004, Wall and
Wani, 1996). Poté, co byla zjisténa schopnost kamptothecinu selektivné inhibovat
topoizomerazu I, coz je enzym aktivné se podilejici na S$té€peni a opétovném spojeni DNA,
zajem o vyuziti kamptothecinu pro moznou 1é¢bu nadorovych onemocnéni stoupl (Cragg and
Newman, 2004).

V roce 2002 kamptotheciny a taxany spolecné tvoftily pfiblizné tfetinu svétového trhu
zabyvajici se 1éky proti nadorovym onemocnénim (Oberlies and Kroll, 2004). Bylo

syntetizovano mnozstvi derivati vSech ¢tyf zminénych tfid sloucenin, n€které¢ z nich jsou
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vyuzivany v klinické praxi, ovsem kazdy z téchto ptirodnich produkti pomohl k vyznamnym

biologickym objevim (Balunas and Kinghorn, 2005).
3.4.3 Anti-prolifera¢ni aktivita alkaloidi

Studie provedené autory Bharat et al. (2013) Rossignol et al. (2008) prokazuji anti-
prolifera¢ni aktivitu nékterych alkaloidii a pfedev§im jejich analog v lidském organismu.
Naptiklad meridianiny, slou¢eniny odvozené od indolu, jsou znamé svou anti-prolifera¢ni
aktivitou a maji nékolik syntetickych analog s biologickou aktivitou. Dal§im alkaloidem
zabranujicim nadorovému bujeni je Kkrebanin izolovany z hliz Stephania venosa rostouci
v Thajsku. Ten vykazuje anti-prolifera¢ni aktivitu vici lidskym leukemickym bunkam (HL-
60, U937 a K562), fibrosarkomovym bunikam HT1080 a karcinomu d¢lozniho hrdla KB-3-1
a KB-VI. Vzhledem k vySe uvedenym efektim je tento alkaloid pfedpokladan pro pouziti
v chemoterapii (Wongsirisin et al., 2012). Anti-prolifera¢ni u¢inky vuéi bunééné linii RM-1
rakoviny prostaty u mysi byly pozorovany po podani berberinu a kofeinu (Wang et al., 2012).

Soucasné podavani téchto alkaloida vedlo k urychlenému usmrceni nadorovych bunék.

U benzofenanthridinového alkaloidu sanguinarinu byla zjisténa aktivita zabranujici
rustu nddorovych bunék u melanomu bunééné linie B16, proto mize byt sanguinarin vyuzit
pro 1écbu rakoviny kize (De Stefano et al., 2009). Co se ty¢e mnohocetného myelomu
bunécné linie RPMI 8226, silnou anti-prolifera¢ni aktivitou jsou vyznacovany extrakty kotene
kul¢iby davivé (Strychnos nux-vomica L.) obsahujici ptedevsim alkaloidy strychnin a brucin
(Rao et al., 2009).

V soucasné dobé jsou vyvijeny nové anti-proliferacni alkaloidy pomoci chemické
syntézy. Chaudhary et al. (2013) uvadi, ze pravé 8 takovych sloucenin bylo syntetizovano
a jejich protinadorova aktivita byla testovana na 60 riznych bunéc¢nych liniich. Nékteré z nich
jsou slibnymi pro budouci vyuziti. Tento smér studii je uptfednostiiovan mnozstvim laboratofi.
Ve studii autord Du et al. (2013) byl testovan analog ptirodniho alkaloidu kurkuminu,
u n€hoz byla v porovnani s aktivitou kurkuminu prokazana mnohem vyssi anti-prolifera¢ni

aktivita. V budoucnu by mohl byt pouzit i pro praktické klinické ucely (Aniszewski, 2015).
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3.4.4 Alkaloidy indukujici apoptozu

V 1écbé nadorovych onemocnéni byva vyuzivano indukce apoptodzy k zastaveni jejich
rozvoje. A jsou to prave alkaloidy, které mohou napomoci vzniku apoptdzy, napiiklad
alkaloid trigonellin, ktery je zodpovédny za zvySeni citlivosti pankreatickych rakovinnych
bun¢k na apoptoézu v disledku snizeni proteazomalni exprese genu a proteazomové aktivity
(Arita et al., 2013). Bis-indolové¢ alkaloidy tabemaelegantin B a tabemaelegantin C, izolované
z africké 1éCivé rostliny Tabermaemontana elegans, jsou téz znamy jako potencialni
induktory apoptézy lidskych bunék karcinomu tlustého stfeva bunécéné linie HCT116
(Mansoor et al., 2013). V poslednich letech je z moiskych organismi izolovano mnozstvi
alkaloidd, které také ukazuji schopnost vyvolat apoptézu. Naptiklad aplidin, star§im ndzvem
plitidepsin, je alkaloid ziskavany z motskych plasténci Aplidium albicans a je vyznamny
pro svou schopnost vyvoldvat oxida¢ni stres v rakovinnych buiikdch prostfednictvim zmény
homeostazy glutathionu. Aplidin také zajistuje mnoho ¢innosti, které hraji roli ve zvySovani

ucinku apoptozy (Aniszewski, 2015, Barboza et al., 2012).
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3.5 Celed’ Amaryllidaceae a jeji alkaloidy

3.5.1 Charakteristika ¢eledi

Celed Amaryllidaceae je jedna z nejvétsich &eledi okrasnych cibulovitych rostlin,
jejichz vyskyt je typicky pro tropické a subtropické oblasti Jizni Afriky a Jizni Ameriky
a zéroveii jsou rovnéz velmi hojné péstovany k okrasnym tudelim i v Ceské republice,
piedevsim narcisy (Narcissus), bledule (Leucojum) a snézenky (Galanthus) (Chase et al.,
2009). Alkaloidy rostlin &eledi amarylkovitych si jiz velmi dlouho drzi piedni pozici
V historii pfirodnich produkti chemie diky své strukturni podobnosti esencialnim
aminokyselinam, fenylalaninu a metabolitim pfibuznym tyrosinu (Fennell and Van Staden,
2001). Nejveétsi mnozstvi alkaloidi se nachazi v cibuli, ale tyto dusikaté latky obsahuje cela
rostlina. Krom¢ c¢eledi Amaryllidaceae velké mnozstvi biologicky vyznamnych alkaloida
obsahuji také rostliny z ¢eledi Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Rutaceae
(Zdarilova et al., 2006).

3.5.2 Biosyntéza alkaloidii

Specificka biosyntetickd cesta amarylkovitych alkaloidi byvd nazyvéna tzv.
norbelladinova cesta, ktera vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu, kde se L-tyrosin méni
natyramin a L-fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z téchto dvou latek postupné
po nékolika reakénich stupnich vznikd 4’-O-methylnorbelladin a z n¢ho v zavislosti
na zpusobu intramolekularniho oxidativniho spojeni vznika sedm zékladnich skeletti (viz
obrazek ¢. 5), které jsou pojmenovany podle svého hlavniho zastupce. Jedna se o lykorinovy
typ (lykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy (tazettin), pankratistatinovy
(pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin), haemanthaminovy (haemanthamin)
a krinanovy typ (krinin). Biosyntetickd cesta vedouci k montaninovému (montanin)
strukturnimu typu doposud nebyla dokonale vysvétlena. Mezi hlavni typy je fazen také
belladinovy typ (O-methylbelladin), z néhoz vychazi biosyntéza amarylkovitych alkaloidd
(Bastida et al., 2011, Cedron et al., 2010, Tahchy et al., 2010).
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Obrazek ¢&. 5: Biosynteticka cesta vzniku hlavnich typt alkaloidd rostlin ¢eledi Amaryllidaceae (Dalecka

et al., 2013).
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3.5.3 Vyuziti v praxi

Jiz ve Ctvrtém stoleti pfed nasim letopoctem byly rostliny celedi Amaryllidaceae
pouzivany V lidovém lécitelstvi. Mezi prvnimi, kdo vyuzil 1é¢ivého potencialu téchto rostlin,
byl Hippokrates z feckého ostrova Kos, ktery pouzil olej z narcisu (Narcissus poeticus L.)
k 1é¢bé nadorového onemocnéni. Pozdé€ji byly ztéto Celedi izolovany stovky strukturné
odlisnych alkaloidi. Tyto alkaloidy se vyznacuji velkou rtiznorodosti biologické aktivity,
naptiklad protinddorové, antivirové, cytotoxické, protizanétlivé a DNA-vazebné aktivity.
Limitujicim faktorem pro rozsahlejsi studium alkaloidii s protinddorovym ucinkem a jejich
pouziti je naro¢na izolace z ptirodnich zdrojii, proto se v soucasné dobé vyzkum zamétuje
na ptipravu syntetickych analog s terapeuticky podobnymi, popft. jesté lepSimi, vlastnostmi

(Dalecka et al., 2013, Hartwell, 1967, Sener et al., 2003).

Prvnim izolovanym alkaloidem této ¢eledi byl v roce 1877 lykorin, jehoZ struktura byla
popsana pozd&ji a to az vroce 1956. Lykorin je nejcastéji se vyskytujici amarylkovity
alkaloid atypicky =zastupce lykorinové skupiny Amaryllidaceae, ktera zahrnuje ptes
70 ptibuznych piirodnich fenanthridind (Cook and Loudon, 1952, Hoshino et al., 1998,
Nakagawa et al., 1956).

Amarylkovité alkaloidy nejsou zdaleka plné prozkoumané, jen od Cervence roku 2012
do ¢ervna 2015 bylo izolovéano a identifikovano celkem 54 novych alkaloidi z riznych druht
rostlin této cCeledi, a to piedev§im rodu Lycoris, Zephyranthes, Narcissus, Galanthus,

Pancratium, Boophane, Crinum a Hippeastrum (Jin, 2016).
3.5.4 Typy alkaloidu
3.5.4.1 Lykorinovy typ

Alkaloidy spadajici do lykorinového strukturniho typu patii k nejznaméjsim a z hlediska
cytotoxicity pravdépodobné i1 k nejicinngjsim. Hlavnim zastupcem této skupiny je jiz vySe
zminény lykorin, coZz je pyrolofenanthiridinovy cyklicky alkaloid, jehoZz strukturu,
znazornénou na obrazku ¢. 6, poprvé popsal v roce 1956 (Nakagawa et al.) Tento alkaloid
disponuje zna¢nou rozmanitosti biologickych vlastnosti. Mezi né patii schopnost inhibovat
syntézu kyseliny askorbové u rostlin potlatenim aktivity terminalniho enzymu
galaktodehydrogenazy, ktery preménuje L-galaktono-y-lakton na kyselinu askorbovou.

Lykorin je u¢inny proti nékterym viriim, jako je poliovirus, vaccinia virus pravych nestovic
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a SARS-asociovany koronavirus. Kromé toho taktéz vykazuje antimykotickou aktivitu proti
Saccharomyces cerevisiae a ma destruktivni vliv na zivotni cyklus parazitického prvoka
Trypanosoma brucei (Arrigoni et al., 1975, Del Giudice et al., 2005, Deng et al., 2007,
Hwang et al., 2008, Li et al., 2007, Mackey et al., 2006).

Obrazek €. 6: Lykorin

Do skupiny alkaloidii lykorinového typu patii dal§i latky obdobné struktury,
z biologického hlediska nejzajimavéjsimi z nich jsou karanin, pseudolykorin, anhydrolykorin,
1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin, lykorin-2-on, amarbelisin a galanthin. Tyto uvedené
alkaloidy vykazuji také protinadorovou aktivitu, znichz je podle dosavadnich studii

nejucinné;jsi amarbelisin a pseudolykorin (Van Goietsenoven et al., 2010).

Lykorin byl aktivné zkouman jak v podminkach in vitro, tak i in vivo u rdznych
preklinickych modeld nadorovych onemocnéni u lidi. Z vysledkd vyplynulo, ze lykorin
obecné je anti-proliferacni Cinitel, ktery je schopen byt i proapoptickym ¢initelem citlivych
rakovinnych bunék. Je také nutno dodat, ze 1€¢ebny potencial lykorinu byl prokazan na fadé
mysi trpicich lidskymi typy nadorovych onemocnéni, jako HL-60 leukémii, LLC plicnim
karcinomem (Lewis Lung Carcinoma) a HeylB karcinomem vajeéniki (Cao et al., 2013,
Dasari and Tchounwou, 2014, Liu et al., 2007, Min et al., 2001). Lykorin byl ov§em prokazan
jako 1é¢ebny i u Alzheimerovy choroby (McNulty et al., 2010) a malarie (Sener et al., 2003).

Ve studii autord Dasari et al. (2014) byl lykorin testovan v mnozstvi terapeutickych
koncentraci, kdy tento alkaloid nevyvolava apoptozu bunécnych linii, ale vykazuje
cytostatické u€inky prostiednictvim naruseni struktury aktinového cytoskeletu. (Lamoral-
Theys et al., 2009). Dale byly zkoumany C1 a C2alkylethery lykorinu syntetizované pomoci
ptimé alkylace lykorinu C1,C2bisalkoxidu S hydridem sodnym v dimethylformamidu

pii pokojové teploté. Bylo zjisténo, ze za téchto podminek nebyla kvarternizace dusiku

23



konkurenceschopna a ve vétsiné piipadt byly produkty reakce snadno oddélitelné smési C1

a C2 dietherti a C2 monoetherti v proménlivych mnozstvich (Dasari et al., 2014).

Nasledujici tabulka ¢. 3 shromazd’uje vybrané struktury derivata alkaloidu lykorinu
syntetizovanych pravé ve studii Dasari et al. (2014). Tyto slou¢eniny byly hodnoceny
na zaklad¢ jejich rostouci inhibice v podminkach in vitro za pouziti kolorimetrické metody
MTT na panelu Sesti rakovinnych bunéénych linii. Tti z té€chto bunéénych linii poukazuji na
rizné urovné rezistence vuci apoptoze, coz je demonstrovano na lidském T98G glioblastomu
(Branle et al., 2002), lidském A549 nemalobunééném karcinomu plic (NSCLC) (Mathieu et
al., 2004) a lidském melanomu SKMEL-28 (Mathieu et al., 2009). Zbyvajici tfi linie jsou
reprezentovany modely nadora citlivych vic¢i apoptoze, jako je lidsky Hs683 anaplasticky
oligodendrogliom (Branle et al., 2002), lidsky prsni adenokarcinom MCF-7 (Frolova et al.,
2013) a mysi melanom B16F10 (Mathieu et al., 2009). Touto analyzou bylo zjisténo,
ze lykorin, stejné jako vétSina jeho aktivnich derivatl, nerozliSuje mezi rakovinnymi
bunéénymi liniemi na zaklad¢ kritéria citlivosti k apoptoze a prokazuje srovnatelny potencial
u obou typl bunck. Navic byl takto potvrzen i samotny zavér této studie, a to ze indukce
apoptdzy neni primarnim mechanismem zodpovédnym za anti-prolifera¢ni aktivitu v této
skupiné testovanych sloucenin, alespon co se tyce solidnich nadord (Lamoral-Theys et al.,
2009).

Tabulka ¢. 3: Struktury vybranych syntetizovanych C1, C2 ethert, jejich koncentrace
a vysledky in vitro testovani na bunéénych liniich (Dasari et al., 2014).

Hodnoty Glsp za podminek in vitro (uM)

Log P Struktura Karcinom Gliom Melanom

A549 MCF7 T98G Hs683 SKMEL  B16F10  Pramer

-0,8 Lykorin 3.0 10,9 52 21 37 26 46

1.2 Cl-silyl 59 31 16 40 32 9 22,3
ether

7 C2-alkyl 42 19 13 23 25 8,7 154
ether

0.4 Cl{;mitrhy' 43 >100 64 >100 >100 39 50

Log P je soucet hodnot fragmenti pfitomnych v molekule; Glso je koncentrace 50 % maximalni inhibice
bunécné proliferace, ktera by méla byt pouzita jako cytostatické ¢inidlo (na rozdil od cytotoxickych). Bunécné
linie: A549 — nemalobunéény karcinom plic (NSCLC); MCF-7 — prsni adenokarcinom; T98G — glioblastom;
Hs683 — anaplasticky oligodendrogliom; SKMEL — melanom; B16F10 — mys$i melanom
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3.5.4.2 Homolykorinovy typ

Alkaloidy zafazené do této skupiny jsou odvozeny od 2-benzopyrano-[3,4-g]indolu
a presto, ze sem nalezi velké mnozstvi alkaloidl, vyraznou biologickou aktivitu vykazuji jen
nékteré z nich. Dle autora Weniger et al. (1995) homolykorin (viz obrazek ¢&. 7),
8-O-dimethylhomolykorin, lykorenin a hippeastrin vykazuji cytotoxicky efekt, avSak
I K primarnim nenddorovym bunkam mysich fibroblasti LMTK. Navic byla zjisténa i inhibice
lidského jaterniho karcinomu HepG2 a leukemickych bunék MOLT-4. Co se tyce dalSich
biologickych u¢inku, autofi Renard-Nozaki et al. (1989) u homolykorinové skupiny alkaloidt
objevili aktivitu proti Herpes simplex, kterou vykazoval hippeastrin, a antimykoticky t¢inek
proti Candida albicans popsany v praci Bastidy et al. Zroku 2011 (Bastida et al., 2011,
Dalecka et al., 2013, Renard-Nozaki et al., 1989, Weniger et al., 1995).

MeO

Mel

Obrazek ¢. 7: Homolykorin

3.5.4.3 Galanthaminovy typ

Dalsim  znejznamgjSich  alkaloidd  celedi ~ Amaryllidaceae je  alkaloid
s dibenzofuranovym zakladem, galanthamin, zobrazeny na obrazku ¢. 8, ktery je mozné
izolovat z mnoha druhi rostlin této celedi. Farmakologicky potencial této latky byl
zaznamenan napiiklad dle Irwina a Smithe (1960), ktefi prokazali anticholinesterazovou
aktivitu galanthaminu. Navic, Dal-Bianco et al. (1991) dokazali pozitivni efekt tohoto
alkaloidu v 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Galanthamin zvysSuje koncentraci acetylcholinu
Vv oblastech mozku, ve kterych chybi cholinergni neurony tak, ze by se v budoucnu mohl
pouzivat v lécbé Alzheimerovy choroby ke zmirnéni bolesti. Ve vychodni Evropé je

galanthamin pouZivdn v anestetické praxi, aby neutralizoval neuromuskularni blokady
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zptisobené tubokurarinem. Kromé toho se galanthamin chova mirné analepticky, ma vSak
I analgetické ucinky, rovnajici se svou silou morfinu, ¢ehoz je vyuzivano v o¢nich kapkach,
které snizuji nitroocni tlak. Také byl soucasti 1écby neurologickych poruch. Pro ucely
mediciny byva galanthamin izolovan z rostlinnych materiald, pfedev§im z Leucojum aestivum
L., protoze celkovd chemickd syntéza galanthaminu v primyslovém méfitku neni
ekonomickd. Biosyntéza galanthaminu neprobiha jen v zajmu védeckém, ale mohla by se stat
zachytnym bodem na cesté k proveditelnosti biotechnologické produkce tohoto alkaloidu.
Znalost biosyntetické drahy galanthaminu by spolu se soufasnymi moznostmi genové
technologie mohla umoznit vyuzivani klont (Dal-Bianco et al., 1991, Eichhorn et al., 1998,
Irwin and Smith, 1960, Zupko et al., 2009).

Obrazek €. 8: Galanthamin

3.5.4.4 Haemanthaminovy a krinanovy typ

Tyto 2 skupiny jsou Casto fazeny k sob&€ vzhledem k tomu, Ze jak haemanthamin, tak
i krinin (struktury obou zobrazeny na obrazku ¢. 9), jsou alkaloidy celedi Amaryllidaceae
odvozené od molekuly 5,10-B-ethanofenanthridinu. Nejucinngjsimi alkaloidy této skupiny
jsou haemanthamin, haemanthidin a krinamin. Prvni dva zminéné alkaloidy tvofi slouc¢eniny
se substituni hydroxy skupinou na pozici C6. Bylo prokazano, Ze rostliny celedi
Amaryllidaceae maji schopnost enzymaticky pfeménit haemanthamin na haemanthidin,

bez moznosti zpétné zmeny (Bastida et al., 2011, Jimenez et al., 1976).

Haemanthamin je alkaloid, u néhoz byla prokdzana cytotoxickd aktivita u nékolika
bunéénych linii, jako MOLT-4, HepG2, HeLa, MCF-7, CEM, K562, G-36, lidskych
fibroblastt BJ, A549, OE21, Hs683, U373, SKMEL a B16F10 (Havelek et al., 2014b).
Pomoci 2,2-difenyl-1-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazinyl radikalového testu byla stanovena
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antioxidacni aktivita haemanthaminu (Oloyede et al., 2010). Dalsim testovanim Hohmanna et
al. (2002), které bylo zalozeno na interakci haemanthaminu s RNA a DNA, byl prokazan

silny inhibi¢ni u¢inek k buiikdm mysiho melanomu L5178.

O haemanthidinu a jeho protinadorové aktivité je zndmo o néco méné v porovnani
s haemanthaminem. Starsi studie zabyvajici se biologickou aktivitou této latky prokazaly,
ze haemanthidin disponuje slibnymi cytotoxickymi vlastnostmi plsobicimi proti bunéénym
liniim A549, OE21, Hs683, U373, SKMEL, B16F10 i proti mysim lymfomovym buiikkam
typu L5178, které jsou rezistentni na celou fadu 1ékt (Hohmann et al., 2002, Van
(Citoglu et al., 1998), analgetické, které maji vyssSi aktivitu nez kyselina acetylsalicylova
(Tanker et al., 1996), a ptisobi proti parazituim (Herrera et al., 2001, Sener et al., 2003).

Krinamin byl testovan v praci Kima et al. (2006), v niz byl prokazan vliv tohoto
alkaloidu na transkripéni faktor, ktery je indukovany hypoxii (nedostatkem kysliku
v metabolismu), tzv. HIF-1a faktorem. Tento faktor aktivuje transkripci genti podilejicich
se na klicovych aspektech biologie nadorovych onemocnéni vcetné angiogeneze (tvorby
krevnich kapilar), ptezivani bunék a metabolismu glukézy. Pro nékteré nadory je
charakteristickd nadprodukce HIF-1a a bylo prokazano, Ze inhibici HIF-1a, kterou podporuje

pravé krinamin, je mozné zmirnit, nebo dokonce potlacit rtst téchto nadora.

Obrazek €. 9: Haemanthamin (vlevo) a krinin (vpravo)

3.5.4.5 Tazettinovy typ

Od haemanthaminového a krinanového typu alkaloidii se tento odliSuje pfitomnosti
N-methylové skupiny. Tazettin je mirn€ aktivni proti urcitym naddorovym bunécnym liniim

amirnou cytotoxicitu prokéazal i pfi testovani proti fibroblastickym bunéénym liniim typu
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LMTK. Tento alkaloid, zobrazeny na obrazku ¢. 10, je vyznamny také pro svou mirné
hypotenzni a antimalarickou aktivitu, navic i1 interakci s DNA. Jeho chemicky labilni
prekurzor nazyvany pretazettin je 0 néco zajimavéjsi nez samotny tazettin, a to predevsim
diky své protivirové a protinadorové aktivité. Pokud dojde k stereochemickému pieskupeni
pretazettinu na tazettin, biologické vlastnosti tohoto prekurzoru jsou do zna¢né miry
inaktivovany. Protinadorové vlastnosti pretazettinu pusobi proti fibroblastickym bunécnym
liniim LMTK, dale pretazettin inhibuje rtist HeLa bun¢k, piisobi proti pokrocilym formam
leukémie Rauscherova typu a Lewisové karcinomu plic. Amarylkovité alkaloidy jsou ucinné
proti lymfatickym bunikdm MOLT-4 a pretazettin patii mezi nejaktivnéjsi z nich. Ve vztahu
k DNA, pretazettin velmi siln¢ inhibuje aktivitu reverzni transkriptazy riznych onkogennich
viri pomoci vazby na enzym (Bastida et al., 2011, Furusawa et al., 1975, Furusawa et al.,
1980, Rigby et al., 1998).

Obrazek €. 10: Struktura alkaloidu nazyvaného tazettin

3.5.4.6 Pankratistatinovy typ

Alkaloidy nalezici mezi pankratistatinovy typ spojuje pfitomnost molekuly
fenanthridinu, od které jsou vSechny odvozeny. Z hlediska cytotoxické aktivity se k slibnym
alkaloidam fadi narciklasin a pankratistatin, oba znazornéné na obrazku ¢. 11 (Dalecka et al.,
2013).

Narciklasin byl poprvé ziskan z cibuli rostlin rodu Narcissus, a to v roce 1967. Pozdgji
byl prokazan jeho protinadorovy a antimitoticky ucinek na bunky eukaryotnich organismd,
ktery je srovnatelny s antimitotickym ucinkem kolchicinu (Ceriotti, 1967). Narciklasin také

ovlivituje bunécné déleni ve stadiu metafaze a inhibuje syntézu bilkovin v eukaryotickych
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ribozomech prostfednictvim piimé interakce velké podjednotky 60S a inhibici peptidové
vazby tim, Ze brani navazani na konci 3" donoru do centra peptidyl-transferazy. Tento
alkaloid také zpomaluje syntézu DNA a inhibuje cytotoxicitu indukovanou kalprotektinem
pii vice nez 10x niz8i koncentraci v porovnani s lykorinem. Mezi dalsi vlastnosti narciklasinu
patii zabranéni ristu HeLa bunék, antileukemické ucinky a také puasobi proti mnoha
nadorovym bunkam, jako jsou lidské a mysi lymfocytarni leukémie, rakoviny hrtanu,
délozniho ¢ipku a Ehrlichovym nadorovym bunkam (Pettit et al., 1993). Ve studiich in vivo
byla prokazana vysSi protinadorova aktivita hemisyntetického derivatu narciklasinu
na lidskych modelech ortotopickych gliomti u mysi nez pti podavani netoxického narciklasinu
jak nitrozilni, tak oralni cestou. U solidnich nadort nebyl zjistén zadny efekt (Ingrassia et al.,
2009).

Zkouman byl taktéz vliv pankratistatinu v0¢i nadorovym i zdravym bufikam
(McLachlan et al., 2005). Vysledky naznaCuji, Ze pankratistatin caste¢né indukuje
v rakovinnych bunkach apoptdzu, pravdépodobné puisobici v mitochondriich. V dalSich
studiich zabyvajicich se vztahy mezi strukturou a aktivitou sloucenin piibuznych
pankratistatinu, byla zjisténa protirakovinna G¢innost a specifita 2 ptibuznych piirodnich
alkaloidl. Ob¢ tyto slouCeniny postradaji polyhydroxylovany prvek pankratistatinu, namisto
toho obsahuji methoxy skupinu substituovanou ve struktufe krininu. Z téchto vysledka
vyplyva, Ze kostra fenanthridinu v pfirodnich alkaloidech ¢eledi Amaryllidaceae, muze byt
vyznamnym spoleénym prvkem selektivity vici rakovinnym burikam (Siedlakowski et al.,
2008).

OH 0

Obrazek €. 11: Struktura narciklasinu (vlevo) a pankratistatinu (vpravo)
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3.5.5 Syntetické derivaty alkaloidii

Vzhledem k naro¢nosti ziskavani alkaloidii rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a jejich
pestovani, se v posledni dob¢ vice testuje moznost syntetické piipravy téchto alkaloidi
a zvyseni ucinnosti latek takto pfipravenych pro 1écbu predevsim nddorovych onemocnéni.
Tak tomu bylo i ve studii autord Evidente a Kornienko (2009), ktefi testovali celkem
29 amarylkovitych alkaloidl a jejich derivatl ptislusicich do 5 nejznaméjSich skupin téchto
latek. Derivaty 1-O-acetyllykorin (2), 1,2-0,0 -diacetyllykorin (3), lykorin-2-on (4), 1,2-
0,0 -diacetyl-a-dihydrolykorin (5), N-methyllykorin jodid (6) a lykoren (7) byly pomoci
chemickych modifikaci pfipraveny z lykorinu, zatimco pseudolykorin (8), galanthin (9),
norpluvin (10), amarbelisin (11) a ungeremin (12) byly izolovany z jinych rostlin celedi
Amaryllidaceae. Derivaty tetraacetylnarciklasin (26), C10b-R-dihydroxypankratistatin (27),
cis-dihydronarciklasin (28), trans-dihydronarciklasin (29) byly pfipraveny chemicky
z alkaloidu narciklasinu. Pravé derivaty lykorinu a narciklasinu byly syntetizovany za uc¢elem
urceni strukturnich charakteristik schopnych vyvolat protinddorovou aktivitu a s cilem nalézt
derivaty se zvySenou aktivitou a specifi¢nosti. Za pouziti HeLa, Vero a Jurkat bunéénych linii
byla hodnocena anti-prolifera¢ni a apoptozu vyvolavajici aktivita. Jako HeLa bunééné linie
byly pouzity derivaty lidského cerviakdlniho adenokarcinomu, Vero ptedstavoval epitel
ledvin odvozeny z jedné africké opice a jako model pro lidské leukemické bunky byla
zkoumana Jurkat bunécnd linie. VySe zminéné alkaloidy, jejich derivaty a analoga byly
pro tuto studii pfipraveny v koncentracich 5, 25 a 1,25 uM. Vysledky jsou vyobrazeny

Vv nasledujicich grafech.
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Obrazek €. 10: Hodnoceni protirakovinné aktivity alkaloidu celedi Amaryllidaceae, jejich analog
a syntetickych derivati pomoci MTT na bunécné linii HeLa (prvni graf), na Vero bunécné linii (prostfedni graf)
a apopticky test alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae, jejich analog a syntetickych derivatl za pomoci Annexinu V,

propidium jodidu, na bunééné linii Jurkat (Evidente and Kornienko, 2009).
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Pro zachovani cytotoxického ucinku syntetickych derivatl, konkrétné lykorinu,
na nadorové bunécné linii, je velmi dulezité ponechadni strukturniho usporadani alkaloidu
(Iykorinu), tedy konformacni volnost v kruhu C, stereochemie na spojeni kruha C/D
a ponechani diolové skupiny na kruhu C (Kim et al., 2015). Jak bylo prokazano v ramci
porovnani struktury lykorinu a pseudolykorinu, pfi modifikaci kruhu A dochézi ke vzniku
sloucenin se snizenou protirakovinnou aktivitou. Ve studii Lamoral-Theys et al. (2009) byl
pseudolykorin shledan mén¢ toxickym vi¢i nadorovym bunéénym liniim. Vyskytly se
i ptipady, kdy pseudolykorin vykazoval aktivitu vaci zdravym buikam. Pokud dojde
k substituci na kruhu A zaroven skruhem C, vysledny produkt opét vykazuje nizsi
cytotoxickou aktivitu nez puvodni latka. Ztoho vyplyva, Zze pro ponechani ucinku
u syntetickych derivati je nezbytna pfitomnost methylendioxyskupinyna kruhu A (Cahlikova
et al., 2013, Lamoral-Theys et al., 2009).

Co se ty¢e kruhu B, jeho oxidaci dochazi ke vzniku cyklického amidu, coz zptisobuje
inaktivitu proti testovanym liniim (Evdokimov et al., 2011). Pfi kvarternizaci atomu dusiku,
coz je jind moznost zmény struktury v ramci kruhu B, taktéZz doSlo ke sniZeni aktivity
v porovnani s lykorinem (Evidente et al., 2009, Evidente and Kornienko, 2009, Lamoral-
Theys et al., 2009). Pokud dojde u lykorinu k derivatizaci na atomu dusiku, vznikly lykorin
hydrochlorid, ktery s hodnotami 1Cso (mnozstvi potiebné K inhibici 50 % bunék) < 5 uM
prokazoval cytotoxickou aktivitu viéi testovanym nadorovym liniim a na bunééné linie
normalnich lidskych fibroblastt s hodnotami ICsgp > 100 uM nepusobil (Cao et al., 2013,
Lamoral-Theys et al., 2009).

Vysledky naznaluji, Ze syntetickd pfiprava alkaloidii je jednou z moZnych cest
pfi hledani potenciondlné ucinnych latek. Zaroveil se zabyva otdzkou, jak zvySit G€innost

plvodnich latek pfi 1écbé nadorovych onemocnéni.
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4 Metodika

4.1 Material

Pro testovani polosyntetickych analog alkaloidti rostlin ¢eledi Amaryllidaceae byly
pouzity bunééné linie stfevniho karcinomu Caco-2, HT-29 a zdrava lidska bunécna linie
FHs 74Int, které byly zakoupeny z European Collection of Cell Culture (ECACC).
Ke kultivaci buné¢nych linii Caco-2 a HT-29 bylo dale pouzito Dulbeco Modified Egles
Medium (DMEM), pro normdlni linii FHs 74Int se jednalo o Hybri-Care Medium
ATCC 46-X, média byla obohacena o 10% fetalni bovinni sérum (FBS), 1% neesencialni
aminokyseliny, 1% hydrogenuhlicitan sodny, pyruvat sodny, roztok penicilinu (10 000 MJ)
a streptomycinu (100 mg), trypsin, fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline - PBS),
epidermalni rustovy faktor (EGF) a pro vyhodnoceni 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT). VySe zminény material byl zakoupen u spole¢nosti
Sigma-Aldrich (CZ). Dimethylsulfoxid (DMSO) byl zakoupeny u spole¢nosti Lach-Ner (CZ).
Kultiva¢ni 1ahve o ploe 75 cm?, sérologické pipety a 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky byly

potizeny od Thermo Fisher (UK).
4.2 Metodika

Vzorky alkaloidll byly pfipraveny na katedie etnofarmakologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové tymem ADINACO, ktery vzorky piipravil dle (Cedron
et al., 2012). Jako standard byl pouzit komeréné dostupny vinorelbin, ktery je bézné pouzivan

Vv 1é¢bé nddorovych onemocnéni.
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Tabulka €. 4: Analyzované slouceniny, jejich oznaceni a molekuldrni hmotnost.

OZNACENI LATKA Mg
LC-15 Acetylambelin 373,406
LC-20 1,2-di-O-acetyllykorin 371,14
LC-26 1,2-di-O-propionyllykorin 399,17
LC-31 Analog skulerinu 411,45
LC-32 Analog skulerinu 439,51
LC-33 Analog skulerinu 523,29
JB-1 Analog haemanthaminu 450,45
JM-1 Analog haemanthaminu 371,43
JM-2B Analog haemanthaminu 474,33
JM-4A Analog haemanthaminu 465,50
JM-5B Analog haemanthaminu 473,45
HN-255 Analog haemanthaminu 405,45
HN-256B Analog haemanthaminu 439,89
HN-257 Analog haemanthaminu 489,89
JM-2A Analog haemanthaminu 371,43
5/126 Vinkaminorin 354,49
51127 Vinkaminorein 354,49
5/154 Hippeastrin 315,33
5/156 Minovincin 352,43
6/001 Homolykorin 315,36
6/002 Masonin 299,32
6/008 Lykorenin 317,38
6/009 Odulin 301,34
6/013 Tetrahydromasonin 303,35
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4.3 Kaultivace bunéénych linii

Bunécné linie kolorektalniho karcinomu v podobé bunécnych linii Caco-2 a HT-29,
byly péstovany v DMEM médiu s10% FBS, 1% roztok penicilinu a streptomycinu,
1% hydrogenuhlicitanu sodného a 1% pyruvatu sodného, 1% neesencidlnich aminokyselin.
Normalni buné¢na linie lidského stfeva FHs 74Int byla kultivovana v Hybri-Care Médium
ATCC 46-X s30 ng/ml epidermalniho rdstového faktoru (EGF), 10% FBS, 1% roztok
penicilinu a streptomycinu. Buiiky byly péstovany v kultiva¢nich lahvich (75 cm?) s 15 ml
ptislusného média, které byly vlozeny do inkubatoru s fizenou atmosférou obsahujici 5% CO-
a teplotou 37 °C, médium bylo ménéno kazdé dva dny. Po 7 denni kultivaci byly bunky
proplachnuty pomoci PBS za ti¢elem odstranéni starého média. Nasledné bylo ptidano 5 ml
trypsinu na dobu 3 minut. Po 3 minutach byl trypsin neutralizovan pomoci 1 ml média.
Nasledné byla bunéna monovrstva seskrabana pomoci bunééné Skrabky a piepipetovana
do 15 ml zkumavky typu Falcon. Dale byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut
pti 200 x g. Nasledné bylo odstranéno staré¢ médium a buiiky byly fedény v novém médiu.
Z takto nachystané suspenze bylo odebrano 0,5 ml média s bufikami, které bylo nasledné
pfidano k 15 ml nového média, Vv kultivacni lahvi, a prob&hla dalsi kultivace. Zbytek bunék
byl spo¢itan pomoci Biirkerovy komiirky a nafedén na koncentraci 2,5 x 10° bun&k/ml

suspenze.

4.4 Cytotoxicita (MTT)

Piipravena bunééna suspenze o koncentraci 2,5 x 10° bun&k/ml byla pipetovina
do 96-jamkové desticky v mnozstvi 200 pl. Po 24 hodinach bylo odstranéno staré médium
apridino 100 ul nového média spolu stestovanymi vzorky v danych koncentracich
(10 — 0,005 uM/ml). Takto byly testované vzorky s bunkami inkubovany po dobu 72 hodin.
Po této dobé bylo médium se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 pl Cistého média s MTT
(1 pg/ml). Po 2 hodinach v CO2 inkubatoru bylo médium s MTT odstranéno a nahrazeno
100 ul DMSO. Absorbance byla méfena pii 555 nm. Procento Zivotaschopnych bunék bylo
vypocteno pomoci porovnani s kontrolou, kterd obsahovala buiiky prosté testovanych latek.
Vysledné hodnoty, shrnuté v tabulce €. 5, jsou zaznamenany pomoci inhibi¢ni koncentrace
(ICs0) odpovidajici mnozstvi testované latky, ktera je potiebna k inhibici 50 % bunék.
Dle Taylor et al. (2014) Ize za cytotoxicky G¢inné latky povazovat ty, u nichz byly zjistény
hodnoty 1Cso < 10 uM.
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4.5 Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadieny jako primér = smeérodatnd odchylka, statistické

vyhodnoceni bylo provedeno v GraphPad Prism.
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5 Vysledky

V ramci této diplomové prace bylo testovano na lidskych bunéénych liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 celkem 24 nové pfipravenych analog alkaloidi
rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae a jejich schopnost inhibovat rtst na buné¢nych liniich.
Pro srovnani byla pouzita lidska stfevni bunécna linie FHS 74Int. Z nami testovanych vzorka
vykazovala toxicitu na bunécéné linii kolorektalniho karcinomu Caco-2 pouze analoga
skulerinu, kdy byly u prvniho z nich zaznamenany hodnoty I1Cso 7,24 + 0,37uM/ml, u druhého
se jednalo o hodnoty 8,62 + 0,86 uM/ml a posledni znich vykazoval hodnoty
1.98 £ 0.55uM/ml. Na nadorové linii HT-29 vsak toxicita nebyla zaznamenana a hodnoty ICso
byly > 10 uM/ml. Z vysledkti zobrazenych na nasledujicich grafech je patrné, Ze je zde
nadéjny selektivni u¢inek vici zdravym stfevnim bunkam, kdy testované latky
S1Cs0 > 10 uM/ml nevykazovaly toxicitu vici bunééné linii FHs 74Int. Ostatni testované
latky byly taktéz analyzovany pro hodnoty ICso > 10 pM/ml. Jako standard pro posouzeni
cytotoxické aktivity byl pouzit vinka alkaloid vinorelbin, ktery je bé&zn€ vyuZzivanym
prostiedkem v 1é€bé nadorovych onemocnéni. U vinorelbinu byla pro bunécnou linii Caco-2
naméfena hodnota 1Csp 0,04 uM. U bunécné linie FHs 74Int hodnota 1Cso dosahovala 0,4 uM

a byl zde shledan nepatrny selektivni u¢inek na naddorovou bunécnou tkan.

37



Tabulka ¢. 5: Hodnoty 1Csg nami testovanych slou¢enin pro jednotlivé bunééné linie.

Caco-2 HT-29 FHs 74Int
Latka ICs0 (uM/ml)
(pramér = SD)
Acetylambelin >10 >10 >10
1,2-di-O-acetyllykorin >10 >10 >10
1,2-di-O-propionyllykorin >10 >10 >10
Analog skulerinu 7.24 +0.37 >10 >10
Analog skulerinu 8.62+0.86 >10 >10
Analog skulerinu 1.98 £0.55 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Analog haemanthaminu >10 >10 >10
Vincaminorin >10 >10 >10
Vincaminorein >10 >10 >10
Hippeastrin >10 >10 >10
Minovincin >10 >10 >10
Homolykorin >10 >10 >10
Masonin >10 >10 >10
Lykorenin >10 >10 >10
Odulin >10 >10 >10
Tetrahydromasonin >10 >10 >10
Vinorelbin 0.04 +£0.01 n.d 0.40 +0.10

Caco-2, HT-29 — bunééné linie kolorektalniho karcinomu; FHs 74Int —zdrava stfevni bunéc¢na linie;
I1Cs0 — maximalni inhibi¢ni koncentrace, ktera zptsobi 50% rust specifické biologické funkce; SD — smérodatna

odchylka; n.d. — nebylo detekovano
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Graf €. 1: Ktivky znazoriuji cytotoxickou aktivitu prvniho z testovanych analog skulerinu (Mg = 411,45)
vyjadifenou hodnotou ICsg V zavislosti na koncentraci pfipravenych polosyntetickych analog, ktera byla
vyhodnocena pomoci testu MTT, a to vii¢i bunéénému kolorektalnimu karcinomu Caco-2 a HT-29 a v porovnani

s u¢inky na zdravou stievni bunécnou linii FHs 74Int. Vysledné hodnoty jsou uvedené jako jejich prameér

+ smérodatna odchylka.
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Graf ¢ 2: Kiivky znazoriiuji cytotoxickou aktivitu druhého ztestovanych analog skulerinu
(Mr =439,51) vyjadtenou hodnotou ICsp V zavislosti na koncentraci ptipravenych polosyntetickych analog,
ktera byla vyhodnocena pomoci testu MTT, a to vici bunéénému kolorektalnimu karcinomu Caco-2 a HT-29
a v porovnani s €inky na zdravou sttevni bunécnou linii FHs 74Int. Vysledné hodnoty jsou uvedené jako jejich

primér + smérodatnd odchylka
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Graf ¢. 3: Kiivky znazornuji cytotoxickou aktivitu posledniho ztestovanych analog skulerinu
(Mg =523,29) vyjadfenou hodnotou ICsp V zavislosti na koncentraci ptipravenych polosyntetickych analog,
kterd byla vyhodnocena pomoci testu MTT, a to vii¢i bunéénému kolorektalnimu karcinomu Caco-2 a HT-29
a v porovnani s G¢inky na zdravou sttevni buné¢nou linii FHs 74Int. Vysledné hodnoty jsou uvedené jako jejich

primér + smérodatné odchylka.
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Graf ¢. 4: Kiivky znazoriuji zivotaschopnost bunék (v %) zavislou na koncentraci komeréné dostupného
vinorelbinu, ktery byl v této praci pouzit jako kontrola a byl taktéz vyhodnocen pomoci testu MTT, a to vici

bunéénému kolorektalnimu karcinomu Caco-2 V porovnani s Gi€inky na zdravé stievni bunééné linii FHs 74Int.
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6 Diskuze

V poslednich letech dochazi klepSimu chépani onkologickych onemocnéni

rrrrrr

vvvvvv

nadorovych onemocnéni tvoii piedev§im rostliny (Hartwell and Bellizzi, 1982). Diky
pokrokim Vv technologii u diagnostickych metod jsou nyni opét testovany nékteré rostlinné
slouCeniny, jejichz zkoumani nebylo dfive uspésné. S tim stoupd vyuziti derivati téchto
prirodnich sloucenin se slibnymi piedpoklady pro pouziti pfi [é¢bé nadorovych onemocnéni

(Cragg and Newman, 2005).

Znami testovanych 24 vzorku byla antiproliferaéni aktivita prokazana pouze
u 3 syntetickych analog alkaloidu skulerinu. Vsechny tyto 3 latky vykazovaly toxicitu vaci
bunééné linii kolorektalniho karcinomu Caco-2 a nepusobily na buiiky zdravé stfevni bunééné

linie FHs 74Int.

Na aktivitu skulerinu, jinak nazyvaného také jako diskretamin, ktery byl nasim
testovanim vyhodnocen jako nejuc¢inngjsi, byla provedena studie Khamis et al. (2004). V této
studii byl skulerin testovan na karcinomu prsu, kde neprokazal vyraznou toxicitu, hodnoty
ICs0 u 4 testovanych typt prsniho karcinomu byly > 3058 uM. Naopak studie Menezes et al.
(2016) zabyvajici se vlivem skulerinu na nadorové buné¢né linie mysiho melanomu B16-F10,
lidského stfevniho karcinomu HepG2, lidské chronické myeloidni leukémie K562, lidské
promyelocytarni leukémie HL-60, ktera vyuzila testu Alamar Blue se 72h inkubaci a dosla
k vysledku, Zze u vSech testovanych bunéénych linii je hodnota 1Cso < 20 puM. Pouze
u jaterniho heptokarcinomu bunécné linie Hep-G2 byla zjisténa hodnota 1Csp < 10 uM. Tento
vysledek mizeme oznadit jako cytotoxicky (ICsp < 10 uM) (Doskocil et al., 2015).Stejnych
vysledkit bylo dosazeno i u retikulinu (ICso > 10 pM), ze kterého vznika pravé skulerin
(Menezes et al., (2016). Aktivité retikulinu se vénoval Suresh et al. (2012), kde ho testovali
pomoci metody MTT na bunétné linii HeLa a normalni buné&tné linii Vero. Hodnota 1Cso
pro bunéénou linie HeLa byla 17,4 pug/ml a u normalni bunétné linie Vero 22,0 pg/ml.
Skulerin patii mezi aporfinové alkaloidy, stejné jako norushinsunin, ktery vykazoval
cytotoxicitu s hodnotou ICso 7,6 pg/ml u HelLa bunék a u bunééné linie Vero hodnotu ICso
20 pg/ml. Tento rozdil v cytotoxické aktivit¢ muze byt zpiisoben vyskytem hydroxylové
skupiny v poloze C7 a mohl by byt tedy pouzit jako prototyp pro vyvoj novych syntetickych

¢1 polosyntetickych analog pro 1é€bu nadorovych onemocnéni.
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Aporfinové slouceniny, at’ uz izolované z rostlin, tak i ziskané kompletni syntézou,
se dostavaji do popredi zajmu mnoha védeckych skupin. Mnozstvi molekul této skupiny
se vyznacuje cytotoxickymi u¢inky proti nadorovym bunikam pii testovani in vitro

a v n€kolika pfipadech byla zaznamenana protinadorova aktivita i in vivo.

Vyzkum zaméfeny na in vitro aktivitu aporfinovych alkaloidi publikoval Stévigny et al.
(2005). Ve své studii se zaméfil na 50 slou¢enin fazenych do skupiny aporfinovych alkaloidi
a ty nasledné testoval viici Ctyfem rakovinnym bunéénym liniim, a to leukemickym buinikam
P388, lidskému epidermoidu bunék tustni dutiny KB16, plicnimu karcinomu A549
a kolorektalnimu karcinomu HT-29. Mezi vSemi analyzovanymi slou¢eninami se nachazely
dvé, S-ovigerin a S-N-methylovigerin, jejichz cytotoxicka aktivita vu¢i vSem Ctyfem
zminénym bunéénym liniim dosahovala hodnot ICsp < 4 puM. Nésledné¢ byl zkoumén
S-magnoflorin a S-hernovin, s hodnotou 1Cso 0,7 uM na buné¢nou linii bunécné linii P388.
Tato hodnota se velmi blizi k cytotoxické aktivité vinorelbinu (ICso = 0,03 uM pro bunécnou
linii Caco-2) (Doskocil et al., 2015), ktery se jiz vyuziva pti 1é¢bé nadorovych onemocnénich.
Zajimavosti, kterd byla vyzkumem Stévigny et al. (2005) zjisténa, je skuteCnost, Ze
S-hernovin vykazoval efektivngjsi cytotoxickou aktivitu s hodnotami 1Cso 0,7 uM proti
bunkam P388, 20 uM vu¢i linii HT-29 a okolo 45 uM proti bunkam KB16 i A549, nez jeho
methylovany analog S-N-methylhernovin, ktery byl neaktivni vic¢i vSem testovanym

bunéénym liniim, a to kvili dosazeni hodnoty ICs0> 153 pM.

Na stejnych liniich byla provedena i dtivéjsi in vitro studie Chen et al.(1997), kdy doslo
K potvrzeni cytotoxickych ucinkii aporfinovych slouc¢enin pomoci kolorimetrického testu
MTT. Mezi zkoumanymi slou¢eninami se nachazel i magnoflorin, hernovin i methylhernovin,
Magnoflorin dosahoval v ramci tohoto vyzkumu hodnot EDsp (efektivni davka, tedy mnozstvi
1é¢iva, které vyvold pozadovany ucinek u 50 % exponované populace) na bunécné linii P388
0,229 pg/ml, u KB16 neprokazal vyznamnou cytotoxickou aktivitu, jelikoz EDso > 50 pg/ml,
ale u linii A549 a HT-29 se jednalo o hodnoty 13,56 pg/ml a 13,50 pug/ml. U hernovinu
odpovidal cytotoxicky efekt vici linii P388 EDsp = 0,21 pg/ml, u bunééné linie KB16
EDso = 12,89 png/ml, ubunék A549 14,31 pg/ml, ale co se tyce kolorektalniho karcinomu,
cytotoxicita odpovidala hodnoté¢ EDso = 5,99 pg/ml. Naproti tomu u N-methylhernovinu

a retikulinu byly vysledné hodnoty EDsg > 50 pg/ml vii¢i vSem testovanym bunéénym liniim.

Schopnost jak ptirodnich, tak syntetickych ptipravenych derivati piasobit toxicky vaci

nadorovym bunikam, je obvykle ddna moZnosti inhibovat DNA topoizomerazu. Jedna
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se 0 enzym, ktery se podili na utvafeni dvousroubovicové DNA. Topoizomeraza je
rozliSovana na topoizomerazu | a Il (Gordaliza et al., 2004), kdy topoizomeraza I je schopna
ménit stupen tvorby DNA dvousSroubovice, prostiednictvim vytvofeni jednofetézcovych
zlomt. Zatimco u topoizomerazy II se jedna o tvorbu dvouretézcovych zlomu. Tyto opacné
role topoizomerazy I a Il poukazuji na protichtidné vlastnosti v procesu regulace DNA. Ob¢
zminéné aktivity jsou nezbytné pro prubéh transkripce, replikace DNA a kondenzace
chromatinu (Cholewinski et al., 2011).

Dalsi moznosti G¢inku je schopnost se vazat na tubulin, kde dochazi k interferaci
s cytoskeletem diky vazbdm na strukturu mikrotubulu podél celé jeho délky. Tubulin
predstavuje dulezitou slozku, ktera plni zakladni funkci v mnoha procesech, ptedevsim
intracelularni transport a déleni bunék. Konkrétné béhem mitotické faze - prometafaze, kdy
dochazi k propojeni sesterskych chromatid a jejich uchyceni na vietena mikrotubult (Shing et
al., 2014).

VSechny vinka alkaloidy, tvofené piirodnimi latkami vinkristinem a vinblastinem,
a jejich polosyntetické derivaty vinflunin, vindesin a vinorelbin, vykazuji protinddorovou
aktivitu pravé diky jejich vysoké afinité¢ k tubulinu, kdy dochazi béhem mitdézy pomoci
interakce s mitotickym vieténkem k vyvolani depolymerace (Meininger et al., 1990, Zhou and
Rahmani, 1992). Je to skupina latek s vyraznou aktivitou pasobici na vice druhti malignit.
Zatimco se polosyntetické slouc¢eniny obvykle vazi na mikrotubuly niZsi afinitou nez ptirodni
latky, maji mnohem vé&tsi aktivitu proti nadorovym bunkam v preklinickych modelech
(Kruczynski and Hill, 2001). To ovSsem neplati pokazdé, proto je studiu syntetickych derivati

V soucasnosti vénovano velké mnozstvi vyzkumd.
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1 Zavér

Alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae jsou znamy svou riznorodou biologickou
aktivitou, mezi niz vynika aktivita anti-proliferacni, ktera byla prokazana jiz u nékolika
alkaloidii této celedi. Nekteré znich se staly nadénymi v moznosti 1éCby nadorovych
onemocnéni, kterd jsou v rozvinutych zemich svéta stale CastéjSimi pri¢inami tmrti. Navic
se pro rok 2030 ptedpovidd nérlst tohoto onemocnéni pravé ve zminénych rozvinutych
zemich svéta az o 75 %. Z tohoto divodu se vyzkumy posledni doby stale vice zabyvaji
otazkou vyuziti alkaloidli v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Vzhledem k naro¢né izolaci
alkaloidii z rostlin byva castéjSim predmétem vyzkumii vyvoj jejich syntetickych analog,
unichz byla taktéz prokazana biologickd aktivita, v nékterych ptipadech i vyS$i nez
u alkaloidli pivodnich. Takovému vyzkumu byla vénovana i tato prace, v niz byla testovana
analoga alkaloidu rostlin ¢eledi Amaryllidaceae v podminkach in vitro pomoci testu MTT

a porovnavana s pouzivanym lé¢ivem, alkaloidem vinorelbinem.

Prestoze samotny skulerin, i jeho analoga, byla doposud pfedmétem jen né€kolika malo
vyzkumt, vzhledem k témto vysledkim a stile stoupajicimu zajmu o derivaty alkaloida

Vv 1é¢bé nejen nddorovych onemocnéni, by mohl byt tento alkaloid v budoucnu vice zkoumén.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ATCC — American Type Culture Collection

ATP - Adenosintrifosfat

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

ECACC — The European Collection of Authenticated Cell Cultures

EDso — Effective Dose; mnozstvi 1éCiva, které vyvola pozadovany ucinek u 50 %
exponované populace

EGF — Epidermal Growth Factor
EMEM - Eagle’s Minimum Essential Medium
FBS - fetdlni bovinni sérum

Glso— Growth Inhibition; koncentrace 50 % maximalni inhibice buné¢né proliferace,
ktera by méla byt pouzita jako cytostatické ¢inidlo (na rozdil od cytotoxickych)

ICs0— Inhibitory Concentration; mnozstvi potfebné k inhibici 50 % bunék
MHC — Major Histocompatibility Complex

MTT — Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid

NSCLC — Non-small-cell Lung Carcinoma

PBS — Phosphate Buffer Saline

RNA — Ribonukleova kyselina

RNS — Reactive Nitrogen Species

ROS — Reactive Oxygen Species

WHO — World Health Organization
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