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In vitro toxické acinky derivati Amaryllidaceae alkaloidi
na bunky strevniho epithelu

Souhrn

Onkologicka onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfi¢in celosvétové umrtnosti. Za rok
2018 bylo diagnostikovano 18 milioni novych piipadu a evidovano 9,5 miliont umrti. Dle
dostupnych progndéz ma navic kazdorocné stoupat pocet nové diagnostikovanych pacientd.
To muiize souviset nejen se zne€isténym zivotnim prostiedim, ale i s nezdravym zivotnim stylem
a starnutim populace. V ramci statistik patii Ceska republika na prvni pricky ve vyskytu
kolorektalniho karcinomu, ktery patii mezi nejcastéjsSi nddorova onemocnéni s relativné
vysokym procentem umrtnosti. Vysokd mira vyskytu je zpisobena kombinaci nezdravého
zivotniho stylu, genetické predispozice a vngjSich faktort, jako jsou vE&k, pohlavi ¢i rasova
ptislusnost. Rostouci trendy vyskytu jsou spojovany s nadmérnym piijmem zivoc¢iSnych tukd,
nizkou spottebou vldkniny, nedostatkem fyzické aktivity a obezitou. Nejvétsim problémem
tohoto nadorového onemocnéni je pozdni diagnostika nemoci, odolnost pacienta vici 1écbé
a piitomnost metastaz. Z tohoto divodu se hledaji ptirodni nebo syntetické latky, které mohou
mit potencionalné protinadorovy efekt. Z predchoziho zakladniho vyzkumu je patrné, ze
alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae ptisobi toxicky na lidské nadorové bunééné linie véetné
kolorektalniho karcinomu. U téchto sekundarnich metabolitli je vyznamna jejich vysoka
selektivita pro nadorové builky a pomérné nizka toxicita k zdravym ¢i klidovym bunikam. Také
bylo zjisténo, Ze pfiprava jejich polosyntetickych nebo syntetickych derivati muize vést
K objeveni novych analogl se srovnatelnou ¢i jesté vyssi trovni cytotoxické aktivity.

Na zakladé¢ téchto poznatkl se tato prace zabyva novymi derivaty Amaryllidaceae
alkaloidti na bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29. Pro urceni selektivity
byla pouzita buné¢na linie tenkého stieva FHS 74Int. Cytotoxicka aktivita 38 synteticky
ptipravenych derivat byla testovana pomoci MTT testu vyuzivajici tetraziolové soli tetrazol
bromidu k jeho redukci v mitochondriich Zivych bunék na nerozpustny formazan.

Z naSich vysledkll vyplyvd, Ze pouze u Ctyi derivatl lze hovofit o tom, Ze plsobi
cytotoxicky. Konkrétn¢ se jedna o derivat galanthaminu (ICso u bunééné linie Caco-2
6,07 +2,87 uM/ml), pankracinu (ICso na HT29 buiikach 8,20 + 0,91 pM/ml), ambellinu (ICso na
HT29 bunkach 3,23 + 0,17 uM/ml a na Caco-2 bunkach 1,86 + 0,32 uM/ml) a haemanthaminu
(ICs0 na HT29 bunkach 2,43 + 0,13 pM/ml a na Caco-2 buikach 0,78 + 0,18 pM/ml).
U ostatnich testovanych derivatli nebyla cytotoxicita prokazana (ICso>10 uM/ml).

Navzdory tomu, Ze u nékterych derivati byla zjisténa hodnota ICso niz§i nez 10 uM/ml,
nejednd se stale o latky s vyraznym toxickym uc¢inkem na nadorové bunécné linie, a kromé
derivatu haemanthaminu, zde neni vyrazny potencidl pro jejich ptipadné vyuZziti.

Kli¢ova slova: Amaryllidaceae; Caco-2; cytotoxicita; FHS 74Int; nadorova onemocnéni;
sttevni epithel



In vitro toxic effects of Amaryllidaceae alkaloid derivatives
on intestinal epithelial cells

Summary

Cancer is one of the leading causes of mortality worldwide. In 2018 18 million new
cases were diagnosed and 9,5 million deaths were recorded. In addition, according to available
forecasts, the number of newly diagnosed patients should increase every year. This can be
related not only to a polluted environment, but also to an unhealthy lifestyle and an aging
population. In addition, the Czech Republic ranks among the first in the occurance of colorectal
cancer, which is one of the most common cancers with a relatively high mortality rate. The high
occurance is due to a combination of unhealthy lifestyles, genetic predisposition and external
factors such as age, gender or race. Rising incidence trends are associated with  excessive
intake of animal fats, low fiber consumption, lack of physical activity and obesity. The biggest
problems with this cancer are late diagnosis of the disease, the patient's resistance to treatment
and the presence of metastases. For this reason, there is an effort to look for natural or synthetic
substances that can have a potential antitumor effect. From previous basic research, it is clear
that alkaloids of plants of the Amaryllidaceae family are toxic to human tumor cell lines,
including colorectal cancer. These secondary metabolites are characterized by their high
selectivity for tumor cells and relatively low toxicity to healthy or resting cells. Furthermore, it
was found that the preparation of their semi-synthetic or synthetic derivatives may lead to
the discovery of new analogues with comparable or even higher levels of cytotoxic activity.

Based on these findings, this work deals with new derivatives
of Amaryllidaceae alkaloids on Caco-2 and HT29 colorectal cancer cell lines. The
FHS 74Int small intestine cell line was used to determine selectivity. Cytotoxic activity of 38
synthetically prepared derivatives was tested by MTT test using tetraziol salt tetrazole bromide
to a reduction in the mitochondria of living cells into an insoluble form and inflammation.

The results show that only four derivatives can cause cytotoxicity. Specifically it is a
derivative of galanthamine (ICsq in the cell line Caco-2 6,07+ 2,87 uM/ml), pancracine (ICso on
HT29 cells 8,20+ 0,91 puM/ml), ambelline (ICspon HT29 cells 3,23 +0,17 pM/ml and on
Caco-2 cells 1,86 + 0,32 uM /ml) and haemanthamine (ICso on HT29 cells 2,43 + 0,13 uM/ml
and on Caco-2 cells 0,78 = 0,18 uM/ml). On the other tested derivatives weren't demonstrated
any cytotoxicity (ICso> 10 uM/ml). Although the I1Cso value of less than 10 uM was found for
some derivatives, apart from the haemanthamine derivative, there is no significant potential for
their eventual use, because they are still not the substances with a significant toxic effect on
tumor cell lines.

Keywords: Amaryllidaceae; Caco-2; cytotoxicity; FHS 74Int; cancer; intestinal epithelium
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejéastéjSich pticin celosvétové imrtnosti. Dle dat
WHO zroku 2018 bylo evidovano 9,5 milionu umrti. Ttetim nejvice diagnostikovanym
nadorovym onemocnénim je kolorektdlni karcinom (KK). V Evropé se jedna o druhou
nejcastéjsSi malignitu, pricemz nejvyssi mira vyskytu je v zemich stfedni a vychodni Evropy.
Ceska populace patii v mezinarodnim métitku mezi nadpramérné zatizené timto onemocnénim.
Jedna se zde o velmi zavazny problém, pii¢emz vyskyt a imrtnost maji vzestupnou tendenci
(Suchének et al. 2014). I ptesto, ze stale dochdzi k pokrokiim V prevenci i 1é¢bé onemocnént,
umrti pacientti jSou velmi ¢etnd, a to pfedevsim kvuli rezistenci nadorovych bunék vici 1écbé
(Mellor & Callaghan 2008). Dalsim problémem 1écby onkologickych onemocnéni je
nedostateéné cilené ptisobeni na nadorové bunky. Tyto faktory predstavuji velkou hrozbu a je
usilovano o objeveni latky, ktera dokaze bunky selektovat a nenicit i ty zdravé (Zhao et al.
2018)

Ptirodni produkty vzdy hraly velmi vyznamnou roli pfi objevovani a vyvoji novych 1ékt
pro lécbu fady onemocnéni. Zvlasté ziejmé je to pravé u nddorovych onemocnéni, kde vice nez
60 % 1é¢iv je ptirodniho pivodu (Kotecha et al. 2016). Potecialnim zdrojem pro vyvoj
protinadorovych 1é¢iv jsou i sekundarni metabolity rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. VVzhledem
K tomu, ze jsou tyto alkaloidy z ptirodnich zdroji izolovany pouze v malém mnozstvi, je
snahou piiprava jejich polosyntetickych ¢i syntetickych derivati z divodu moznosti
snadngjsiho zisku ve vice znatelnych koncentracich. Zarovei je cilem zvysSena ucinnost takto
ptipravenych latek (Evidente & Kornienko 2009).

Pravé cytotoxicky ucinek derivatt Amaryllidaceae alkaloidi byl testovan in vitro na
bunkach kolorektalniho karcinomu v ramci této diplomové prace. Vyvoj 1€kl z rostlinnych
latek s terapeutickym potencidlem hraje dileZitou roli v 1écbé nadorovych onemocnéni
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi aktivni pole vyzkumu, jsou pravdépodobné dalsi
pokroky.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je testovani derivati alkaloidi Amaryllidaceae na panel bunék
sttevniho epithelu, ktery obsahuje, jak nadorové, tak zdravé bunécné linie. A nésledné stanovit
selektivitu jednotlivych derivata a jejich potencionalni zatazeni do dalSich fazi testovani.

Hypotézou je, ze derivaty alkaloidi Amaryllidaceae maji cytotoxicky ucinek a selektivné
pusobi na bunky kolorektalniho karcinomu.



3 Literarni reSerse
3.1 Nadorova onemocnéni

Pod pojem nadorové onemocnéni spada vice nez 100 riznych druht karcinomt, pfi¢emz
kazdy je zplsoben jinym souborem genetickych zmén (Mendelsohn et al. 2015). Jedna
se 0 vicestupniovy proces, ktery je zpisoben bunéénymi zmeénami v dasledku endogennich ¢i
exogennich podnétl. Pravé k exogennim pti¢inam se fadi ,,nespravny‘ Zivotni styl, jak dokazuji
epidemiologické udaje, kdy spole¢né s nevhodnou stravou jsou zodpovédné za 20-80 % tmrti
souvisejicich s nddorovym onemocnénim (Idehen et al. 2017). Do této skupiny se déle fadi
koufeni, pozivani alkoholu, nadvéha ¢i obezita (Danaei et al. 2005). Za endogenni Cinitele jsou
povazovany veék, pohlavi a rasova ptislusnost. U fady nddorovych onemocnéni se miize jednat
I 0 genetickou vadu, kdy dochazi pti déleni buiiky ke zméné genetické informace v disledku
pusobeni fyzikalnich karcinogenti, jako jsou ionizujici nebo ultrafialové zateni, ¢i chemickych,
kdy se jedna naptiklad o N-nitrosamin ¢i naftylamin (Bertram 2000). Dal$i moznosti vzniku je
pfimé plsobeni volnych radikalli na bunky, ¢imz je vyvolavan oxidac¢ni stres. Tim se rozumi
nerovnovdha mezi tvorbou volnych radikdli a antioxida¢ni ochranou. Pii bunééném
oxidativnim metabolismu dochézi Kk produkci ptirozenych vedlejsich produktd — volnych
radikalti. Mezi nejcastéji produkované patii vVolné radikaly kysliku (reactive oxygen species-
ROS) stejné tak jako volné radikaly dusiku (reactive nitrogen species-RNS). Za hlavni misto
vzniku ROS/RNS se povazuji mitochondrie (Georgakilas et al. 2010).

ROS/RNS maji zejména negativni roli pii vzniku celé fady chorob, ale mohou byt pro
télo dokonce prospésné. V nizkych koncentracich obvykle ROS/RNS ovliviiuji bunéénou
signalizaci. Tim ptispivaji nejen k fizeni toku krve prostfednictvim vazodilatace cév jako je
tomu v piipadé oxidu dusnatého (NO), ale jsou také u¢inné v boji s infekcemi, kdy imunitni
buniky produkuji volné radikaly jako NO a superoxid za ucelem usmrceni virt a bakterii.
Na druhou stranu nadprodukce ROS/RNS vede k poskozeni nukleovych kyselin, lipida
a proteina vedouci ke vzniku celé fady onemocnéni. Jedna se predevsim 0 kardiovaskularni
choroby jako je ischemicka choroba srde¢ni. Déle také schizofrenie, riizna neurodegenerativni
onemocnéni jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba a v neposledni fad¢ rizna nadorova
onemocnéni (Manoharan et al. 2016).

ROS/RNS jsou zapojeny do vSech tii fazi vyvoje nadorovych onemocnéni: zahdjeni,
propagace a progrese. Uéinek oxida¢niho stresu na odpovidajici stupefi karcinogeneze je pfimo
umérny typu a reaktivite radikalu, jejichz vlivem dochazi k modifikaci v DNA a RNA, coz vede
k nasledujicimu poskozeni. ROS jsou zasadni pii transdukci intracelularniho signalu v mnoha
bunéénych odpovédich, jako je zéanét, proliferace, diferenciace, angiogeneze, starnuti
a apoptoza (Andonova et al. 2015). Zejména zvySena proliferace je z globalniho hlediska
spole¢né s neschopnosti bunétné apoptdzy charakteristicka pro nadorové onemocnéni
(Chaveli-Lopez 2014). Bunééna apoptdza je nezbytny mechanismus pro fizeni bunééné smrti
anormalni vyvoj spojeny s potlatenim onkogeneze. Tento mechanismus je Vv nadorovych
buitkdch naruSen nebo pln€ vytazen. Z tohoto divodu se indukce apoptézy v nadorovych
bunkach jevi jako vyznamna pro uc¢innost chemoterapeutik (Jiang & Hu 2009).



3.1.1 Charakteristika

Onkologicka onemocnéni jsou jednou z hlavnich pficin celosvétové imrtnosti, pfi¢emz
v roce 2018 bylo diagnostikovano na 18 milionti novych ptipadl a evidovano 9,5 milionti umrti
(WHO 2018). Pomér uzdravenych pacientl se diky piesnéjsi diagnostice, zlepSeni 1é¢ebnych
strategii a podptrné péci zvysuje (Mendelsohn et al. 2015). Piesto v mnoha rozvojovych
zemich svéta je situace v prezitelnosti pacientli s onkologickym onemocnénim velmi tristni
V porovnani s vyspélou ¢asti svéta. Tento nepiiznivy trend je zptisoben zejména diky pozdni
diagnostice a zejména omezenému pristupu ke v€asné a spravné 1é¢b¢ (Jemal et al. 2011).

I presto, zZe stale dochazi k pokrokiim v prevenci a 1é¢bé nadorovych onemocnéni, tmrti
pacientl je velmi Cetné, a to zejména kvili rezistenci nadorovych bunék vici 1é¢bé. Burnky,
které jsou rezistentni K le¢b¢, se dale $ifi jako maligni bunky do zivotné dilezitych organt, coz
je oznacovano jako metastaze (Mellor & Callaghan 2008). Béhem tohoto slozitého a vysoce
selektivniho procesu opoustéji nadorové builky své primarni misto riznymi cestami, jako jsou
krev a lymfatické cévy. Pfesto ne vSechny naddorové builkky metastazuji. Schopnost metastaze
je zéavisla jak na vlastnostech nddorové buiiky, tak na faktorech odvozenych z mikroprostiedi
nadoru. Vedle metastdz jsou zde dalsi zdkladni znaky nadorového onemocnéni, a to konkrétné
neomezeny replikacni potencidl, sobéstacnost v riistovych signalech, necitlivost na ristové
inhibitory, vyhybani se programované bunécné smrti, schopnost vyvijet krevni cesty, tkanova
invaze a zanét (Mantovani 2009).

Obecné je nador tkan, ktera nadmérné roste nezavisle na regulacnich mechanismech
organismu (Mendelsohn et al. 2015). Nadory se déli na benigni, které rostou pomalu, jsou
neinvazivni, dobfe diferenciované, nemetastazuji a obsahuji malo délicich se bunék. Opakem
jsou nadory maligni, kdy se jednd o rychle rostouci, $patné¢ diferenciované, invazivni,
neopouzdiené, obsahujici mnoho délicich vietének a tvotici metastazy (Huether & McCance
2012). Dale mohou byt nadory rozdéleny dle typu tkang, ze které vznikaji. Existuje nékolik
druhi, a to konkrétné karcinomy (z epitelidlnich buné€k), sarkomy (pojivové tkané), lymfomy
(lymfatické tkan€), myelomy (plazmatické burnky) a leukémie (krvetvorné bunky) (Mitra et al.
2015).

Celosvétove nejcastéjSim naddorem je karcinom plic, ktery byl v minulosti typicky pro
populaci s vyssim vékem. V dnesni dobé je vékova hranice posunuta do niz$ich vékovych
skupin, coz je prikladano zvysujici se spotiebé tabakovych vyrobkl. Mezi dalsi znamé rizikové
faktory karcinomu plic patii expozice karcinogeniim spojené s povolanim jedince ¢i z zivotniho
prostiedi, jako jsou azbest, arsen, radon a polycyklické aromatické uhlovodiky (Torre et al.
2015). V roce 2018 byl karcinom plic zodpovédny za 18,4 % umrti. Dal$im v pofadi, pfi
piihlédnuti k podtu umrti, je kolorektalni karcinom (9,2 %), pii¢emz v Ceské republice se jedna
o druhy nejcastéjSi typ nadorového onemocnéni viibec. Poté nasleduji karcinom Zzaludku
(8,2 %), karcinom jater (8,2 %), karcinom prsu (6,6 %), karcinom jicnu (5,3 %), karcinom
slinivky bfisni (4,5 %) a karcinom prostaty (3,8 %) (graf ¢.1) (WHO 2018).
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Graf 1: Rozdéleni nadorovych onemocnéni dle incidience a umrti (WHO 2018).
3.1.2 Kolorektalni karcinom

Celosvétove je kolorektalni karcinom (KK) tfetim nejvice diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim a druhou nejéastéjsi malignitou v Evropé. Nejvyssi mira vyskytu je v zemich
stiedni a vychodni Evropy, coz je zpiisobeno kombinaci spolecnych vnéjsich rizikovych faktora
spojenych s nezdravym zivotnim stylem a genetickou predispozici. Kolorektalni karcinom
predstavuje v Ceské republice vazny zdravotni problém a vyskyt i umrtnost neustale rostou
i pies pokroky klinické onkologie (Suchanek et al. 2014). Ceska populace patii v mezinarodnim
méfitku mezi nadprimérné zatizené timto onemocnénim, a to zejména muzi. V incidenci
zhoubnych KK stoji ¢eska populace muzii ve svét€¢ na 19. misté¢ a v Evropé na 14. misté
(obrazek ¢.1), zenami je pak obsazeno 28-29. misto ve svété a 18.-19. misto v Evropé (obrazek
¢.2). Ro¢né je zde diagnostikovano zhruba 8000 pacientti S témeéf 50% umrtnosti (graf ¢.2)
(NOR 2015). Ta je zptsobena zejména pozdnim nastupem piiznakl s ¢imz Souvisi i opozdéna
diagnostika. Vétsina onkologickych pacientd je 1éCena Klasickou cestou obsahujici
chirurgickou resekci s néslednou adjuvantni chemoterapii. Bohuzel doba a kvalita Zivota
u téchto pacienti je kratka a obecné Spatna (Weekes et al. 2009).

e |NCidence

e Mortalita

Pocet novych pripadi

NODODOSVNOVOONDDOSNVHIFODOADDIOT VD TOOADDOSNMD VO
AANNSOOBDTDODBDIIOTHSTOOTOOCOO0COOCOOO S~ =~~~
X A e T R A A A A A I S SIS ST IS

Graf 2: Incidence a imrtnost na kolorektalni karcinom v Ceské republice
(Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR: Narodni onkologicky registr (NOR) 2015.

Dostupné z http://uzis.cz/)

Preventivni opatfeni pro KK zahrnuji udrZzovani spravné télesné hmotnosti, fyzickou
aktivitu, minimalizaci spotieby priimyslové zpracované¢ho masa, alkoholu a zamezeni kouteni.
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Dale je u rizikovych skupin doporucovan pravidelny screening detekujici rtizné polypy na
stievni sliznici, které je mozné odstranit dfive nez se z nich stanou nadory v pokro¢ilém stadiu.
Ptipadné 1ze timto preventivnim vysetfenim detekovat KK v rané fazi, kdy je 1écba obvykle
mén¢ rozsahla a uspésnéjsi (Torre et al. 2015). Screening KK se déli do dvou Sirokych kategorii,
a to konkrétné na testy stolice (okultni krev a exfolia¢ni testy DNA) a na strukturalni vysetieni
(flexibilni sigmoidoskopie, kolonoskopie a pocitacova tomograficka kolonografie). Testy
stolice primarn¢ odhaluji pfimo nadorovd onemocnéni. Oproti tomu strukturdlni vysSetieni
detekuji jak nadorova onemocnéni, tak i premaligni 1éze. Za nejptesnéjsi test vcasné detekce
polypu je povazovana kolonoskopie (Quintero et al. 2012). OvSem na druhou stranu tento
vysoce citlivy screeningovy zpuisob vyzaduje zkuSen¢ho examindtora, je financné naroc¢ny a ve
srovnani s jinymi testy piedstavuje pro pacienta vétsi riziko (Torre et al. 2015).
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Obrazek 1: Incidence nadort tlustého stieva a kone¢niku v mezinarodnim srovnani u muzi. ASR(W) - podet
nove diagnostikovanych nadorti na 100 000 osob veékove standardizovany na svétovy vekovy standard (Ferlay
et al. 2018)
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Obriazek 2: Incidence nadori tlustého stfeva a kone¢niku v mezinarodnim srovnani u Zen. ASR(W) - pocet nové
diagnostikovanych nadort na 100 000 osob vékove standardizovany na svétovy vekovy standard (Ferlay et al.
2018)

3.2 Lécba nadorovych onemocnéni

Onkologicka onemocnéni se 1é¢i pfevazné multimodalnim zpisobem, kdy je vyuZito vice
1écebnych postupt soucasné. Druh 1é¢by zavisi na typu a rozsahu nemoci. Dal§im aspektem,
ktery je tieba v 1écebném planu zohlednit, je celkovy zdravotni stav pacienta (Mitra et al. 2015).
V zavislosti na typu nadoru a stupni jeho pokrocilosti existuji tii typy postupu 1é€by, konkrétné
se jedna o kurativni, paliativni ¢i symptomatickou protinddorovou 1écbu.

V ptipad¢ kurativni 1éby je cilem uplné odstranéni naddoru. Oproti tomu u paliativni
IéCby je snaha o potlaceni ¢i odstranéni obtizi, které souvisi s ristem nadoru, pficemz neni
soustiedéna na uplné vyléceni nemoci. Jedna se zejména o prodlouzeni Zivota jedince
S pokro¢ilym onemocnénim pii zachovani nejvyssi mozné kvality Zivota v dlouhodobém
I kratkodobém horizontu. Symptomaticka 1é€ba neovliviiuje pribéh onemocnéni, nybrz jen
zmirnuje doprovazejici obtize pacienta (Siegel et al. 2012).

Pti 1é¢be onkologickych onemocnéni Ize aplikovat 1é¢ebné metody, jako jsou chirurgicky
zakrok, radioterapie, chemoterapie, biologicka terapie, pod kterou Ize fadit hormonalni terapii
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¢i imunoterapii. Dal$i moznosti 1é¢by nadorovych onemocnéni je alternativni medicina (Block
et al. 2015).

Lécba nadorového onemocnéni je pro pacienty velmi naro¢na z nékolika mnoho divodi.
Je dilezité¢ si uvédomit, ze pacienti, ktefi podstoupili 1écbu a zotavili se z nddorového
onemocnéni, se musi vyporadat s dlouhodobymi ucinky 1écby véetné obav z recidivy dané
nemoci. Je uvadéno, Ze nadvaha a obezita souvisi s vétsi pravdépodobnosti navratu daného
onemocnéni. Rovnéz koufeni po 1é¢bé zvysuje riziko recidivy. Oproti tomu snizeni nebezpeci
navratu onemocnéni je spojovano se zvysenou fyzickou aktivitou a stravou bohatou na ovoce,
zeleninu a celozrnné vyrobky, ktera vSak obsahuje omezené mnozstvi tuku, pramyslové
zpracované¢ho masa a jednoduchych cukri (Siegel et al. 2012).

3.2.1 Prevence vyzivou

Vyziva je pro pacienty Snadorovym onemocnénim dualezitd a vyznamnd zejména
z davodu prevence. Jako prevence pied vznikem nadorovych onemocnéni véetné KK je
konzumace ovoce, zeleniny, vlakniny a vyhybani se pifijmu nadmémému tuku (Cassileth
& Deng 2003). Ovoce a zelenina je bohata na biologicky aktivni latky, konkrétné antioxidanty,
které maji schopnost zhaset volné radikaly a tim plsobit preventivné pii vzniku nadorovych
onemocnéni (Griffiths et al. 2016). U fady antioxidantti byl pomoci in vitro metod zjistén
selektivni G¢inek na nadorové bunécné linie se schopnosti indukovat bunécnou proliferaci
(Martin et al. 2016). Obdobné vysledky byly zaznameny i Vv in vivo podminkach. Z vysledkt
epidemiologické studie dle Borek (2004) je patrné, Ze piijem potravin bohatych na antioxidanty
ptimo souvisi se snizenim rizika vzniku nadorovych onemocnéni. Je také dulezité, aby pacienti
pfijmali antioxidanty béhem lécby, kdy se tim muze zvysit jeji Ucinnost. Jejich piisun je
doporucovan i po lecb¢, kdy antioxidanty maji vliv na zlepSeni celkového zdravotniho stavu
(Ladas et al. 2004).

Borek (2004) prokazal, ze antioxidanty, jako jsou vitamin E a C zlepsuji nezadouci
vedlejsi ucinky spojené s poSkozenim normélnich bunék volnymi radikaly pii 1€€bé nadorovych
onemocnéni, jako jsou fibroza a mukozitida. OvSem vSechny antioxidanty nelze povazovat
za rovnocenné pii hodnoceni jejich mozného dopadu na chemoterapii a nelze ocekavat, ze bude
mit stejny dopad na aktivitu v§ech chemoterapeutik (Conklin 2004). Mezi antioxidanty, které
nejsou tvofeny metabolismem a jsou pfijimany potravou, tzv. exogenni antioxidanty, patii
pravé askorbat, tokoferol a karotenoidy, jejichz hlavnim zdrojem jsou zejména ovoce
a zelenina. Vedle téchto exogennich antioxidantll jsou znamy i antioxidanty endogenni, jako
jsou napfiiklad superoxiddismutasa, kalasa ¢i glutathion (Khan et al. 2014; Chahal et al. 2018).

Lécba mnoha onemocnéni je také vysoce zavisla na piirodnich latkach, které mohou byt
pouzity jako Sablony pro budouci protinadorova 1é¢iva (Doskocil et al. 2015). V poslednich
letech bylo mnoho biologicky aktivnich slozek izolovano z fady ¢inskych bylin, pfi¢emz u nich
byla potvrzena protinddorova aktivita. Z toho divodu je hleddni novych cytostatik v rostlinné
fisi stale vyznamnéjsim smérem vyzkumu (Chen et al. 2016).

3.2.2 Alternativni a doplitkovd medicina

Doplnkova 1écba, jak uz ndzev napovida, se bézné pouziva jako doplnck k bézné 1écbe
nadorovych onemocnéni. Jednd se o podplrné opatieni, kterd potlacuji piiznaky a pfispivaji
i k lep$imu psychickému stavu nemocného. Zda se, Ze toto spojeni je pro pacienty stale vice
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atraktivnéjsi. V prib¢hu Casu se nékteré doplikové terapie zaclenily do bézné péce a vytvareji
integrativni onkologii-syntézu tradi¢ni 1é€by s racionalnimi dopliikovymi terapiemi.

Oproti tomu alternativni terapie je vyuzivana piedevSim namisto tradi¢ni 1écby. To je
obzvlast’ problematické, jelikoz opozdéna terapie miize snizit moznost remise. Mohou byt také
potencialné¢ Skodlivé a extrémné nakladné (Cassileth & Deng 2003). Navic velkd cast
Z alternativnich metod 1éCby nemd ovéfenou ucinnost a c¢asto ani neni popsan jejich
mechanismus Géinku (Gale 2014). Spole¢nym rysem napfi¢ alternativnimi terapiemi je diraz
na dosazeni harmonického stavu mysli a téla. OSetfujici onkolog by m¢l byt obeznamen
S konkrétni 1é€bou pacienta a m¢l by ho nasmérovat ke spolehlivym zdrojim informaci
(Cassileth & Deng 2003).

Mezi alternativni 1é¢bu nadorovych onemocnéni se fadi rtizné diety a dopliiky stravy jako
jsou alkalicka dieta, makrobioticka strava, ketogenni zptisob stravovani ¢i metabolické terapie
(Zick et al. 2018). Jejich zastanci tvrdi, Ze dana strava mize onemocnéni 1é¢it, i piestoze Zadna
studie doposud nepotvrdila, Ze dieta sama o sob¢ vyléc¢it nadorové onemocnéni dovede. Nekteti
pacienti a alternativni 1ékafi se domnivaji, ze velké davky ¢i intravenozni infuze vitaminu C
mohou byt proti nddorovym onemocnénim ucinné. Tato teorie plyne z udalosti z roku 1968,
kdy laureat Nobelové ceny Linus Pauling vytvofil termin ,,orthomolekularni®, ktery popisuje
1é¢bu nemoci pravé vysokym piijmem Zivin (Reczek & Chandel 2015). OvSem tvrzeni,
ze vysoké davky vitaminu C mohou nadorové onemocnéni vylécit bylo studiemi (Creagan
et al. 1979; Moertel at al. 1985) kratce nato vyvracené.

Dalsi alternativni terapii onkologickych pacienti je homeopatie neboli homeopaticka
medicina, kterd vznikla v Némecku Vv 18. stoleti. Vychazi z teorie similianského principu -
Jako léky podobné®. Jedna se o sériové fedéni a intenzivni tfepani latky, aby se dosahlo jeji
ucinnosti. Pacienti véfi, Ze vlastni 1écebny proces téla je stimulovan témito vysoce ziedénymi
latkami ziskanymi z rostlin, mineralti nebo zvifat. U&innost je viak nepravdépodobna z divodu
extrémniho zfedéni ucinnych latek. Doposud provedené studie neprokazuji dikaz, ze by
homeopatické 1éky mély pfinos pro zdravotni stav pacienti s nadorovym onemocnénim (Unlu
et al. 2017)

Pro paliativni 1écbu je vyuZzivana hudebni terapie, kterd ma pifinos pro sniZeni uzkosti,
deprese a bolesti pacienta (Krishnaswamy & Nair 2016). Hudebni terapie zajist'uji profesionalni
hudebnici a hudebni terapeuté, kteti jsou vyskoleni k feSeni psychosocialnich i klinickych
problém, kterym Celi pacienti i jejich pfimé okoli (Bradt et al. 2014).

V neposledni tade maji v alternativni 1écbé zastoupeni také duchovni 1éceni
a chiroprakticka terapie (Cassileth & Deng 2003).

3.2.3 Chirurgicky zakrok

Cilem chirurgického zakroku pii 1€¢bé nadorovych onemocnéni je kurativni efekt, tedy
1écebny zdmér. Mén¢ Casto je urcen pro paliativni 1écbu pfiznakd. V roce 2015 vice nez 80 %
ptipadli nadorového onemocnéni vyzadovalo chirurgicky zékrok (Sullivan et al. 2015). Jedna
se 0 primarni zpisob 1é€by malignich onemocnéni dolniho gastrointestindlniho traktu
a standardni resekce je terapii, kterd je nutnad pro v€asnou lécbu nddorového onemocnéni.
S pokracujicim stddiem se Sance na vyléCeni samotnym chirurgickym zakrokem zmensuje
a Vv téchto piipadech je zapotiebi aplikovat multimodalni zptisob (Akgiil et al. 2014). Dalsim
piipadem, kdy je zvolena 1écba chirurgicky je karcinom prsu u Zen v raném stadiu. Zakrokem
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je odstranén pouze nador, ktery byl detekovan v prsu ¢i jeho bezprostiednim okoli, nefesi vSak
nezjisténa loziska v disledku kterych mize dojit k zivotu ohrozujici recidivé (Abe et al. 2005).
Ukazalo se, ze adjuvantni terapie zvySuji pravdépodobnost vyléceni u chirurgicky lécenych
pacientt, u nichz je vysoké riziko recidivy ( Akgiil et al. 2014).

3.2.4 Radioterapie

Radioterapie neboli 1éCba ionizujicim zatfenim je aplikovana pro jeji paliativni a kurativni
efekt. V boji s nadorovym onemocnénim je G¢inna zejména diky schopnosti selektivné zacilit
na nadory a snaze co nejmén¢ zasdhnout okolni tkdné. Poskozuje DNA nadorovych bunék, coz
vede k jejich omezeni ¢i zastaveni proliferace (Formenti & Demaria 2013). OvSem vyvolava
nejen piimé cytotoxické ucinky na nadorové bunky, ale také je touto lécbou ovliviiovano
mikroprostiedi nddoru tak, aby vykazovalo silnou protinddorovou imunitni odpovéd
(Weichselbaum et al. 2017).

Radioterapie je nedilnou soudasti koncepci multimodalni 1é¢by. Casto je zafazena do
1é¢by pted i po chirurgickém zékroku z divodu eliminace rezidui. Velmi €asto je také uzivana
spole¢né s chemoterapii, se kterou ma synergicky t¢inek, jelikoz chemoterapie zvysuje citlivost
nadoru na radia¢ni zafeni (Yao et al. 2019). Je také aplikovana starym a slabym onkologicky
nemocnym pacientim jako alternativa chirurgického zakroku ¢i chemoterapie, které jsou pro
jejich télo vétsi zatézi. Samostatnym léCebnym postupem mulze byt i u pokrocilych
neoperovatelnych nadora (Lancellotta et al. 2018). Nejcéastéjsimi vedlejsimi ucinky 1é¢by jsou
unava, nevolnost, zvraceni, nechutenstvi, prijmy a kozni zmény (Ruhlmann et al. 2017).
Dal8im negativem 1é€by je recidiva nemoci u 15-20 % pacientt do 30 let po pocatecni diagndze,
coZ je spojovano zejména s kumulativnimi ddvkami zafeni (Emadi 2011).

3.2.5 Imunoterapie

Cilena biologicka 1écba je nejmodernéjsi onkologickou terapii s velkym potencidlem do
budoucna. Imunoterapie je zacilena na imunitni systém, nikoli na samotny nador. Znamena to,
ze do ostatnich tkani v lidském téle zasahuje minimalnég, coZ vyrazné eliminuje neZadouci
ucinky této terapie. Je soucasti standardnich 1écebnych postupti u fady pacientti s onkologickym
onemocnénim, jako jsou karcinom tlustého stieva, prsu, plic, ledvin, jater a zhoubné
onemocnéni krve. OvSem l1é€ba neni t€inna proti vS§em typim nadorovych onemocnéni. Védci
se snazi identifikovat biomarkery, které by mohly vést k zpisoblim, jak zvySit Gc¢innost
imunoterapie (Farkona et al. 2016).

Tento zplisob 1éCby je VsouCasné dobé predmétem mnoha studii. Negativem je
skuteCnost, ze mechanismus pisobeni neni zcela znam, ovSem u vétSiny piipadi dochazi
Kk pozitivnim vysledkim. Couzin-Frankel (2013) uvadi, Ze pacienti s pokro¢ilym melanomem,
kterym byla podavana protilatka, zili primé€mé 10 mésici ve srovnani s pacienty, kteti zili
6 mésicu bez ni. Dle Pardoll et al. (2012) je tato 1é¢ba schopna u pacientd S refrakternim
onemocnénim nddor zmensSit a u dalSich pacientii se prodlouzila doba ziti nad ramec toho, co
bylo oc¢ekavané.
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3.2.6 Chemoterapie

Chemoterapie zUstava i pies veskeré pokroky v 1é¢bé nadorovych onemocnéni jednou
Z nejpouzivanéjSich 1éebnych metod, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci s jinymi typy
1é¢by (Chaveli-Lopez 2014). Nejcastéji je zatazena po chirurgickém zakroku ¢i po radioterapii
z dtivodu destrukce zbylych nadorovych bung¢k, coz vede k snizeni rizika vyskytu metastaz, kdy
se jedna o tzv. adjuvantni chemoterapii. V opacném pfipadé¢ se chemoterapie aplikuje
bezprostiedné pred operaci, aby se nador zmensil a byl 1épe operovatelny. U nékterych pacientii
mize byt chemoterapie jedinou lé¢bou, kterou podstoupi (Bosset et al. 2006). Cilem této
lécebné metody je kurativni nebo paliativni uc¢inek na nadorové onemocnéni. Pacientim jsou
podavana protinddorova léCiva, tzv. cytostatika. Cytostatika jsou farmaceutické ptipravky,
které jsou cytotoxické ¢i cytostatické. Cytostatika jsou schopna zastavit bunécné déleni a nicit
bunky poskozenim jejich genetické informace. Plsobi riznymi mechanismy na syntézu
nukleovych kyselin a poskozuji je nebo ni¢i mikrotubuly pifi mitéze a navozuji apopdzu. Dle
mechanismu u¢inku je Ize délit na ty, co inhibuji replikaci DNA, jako jsou antimetabolity,
inhibitory topoizomeraz ¢i latky pisobici alkylacnim nebo interkalaénim mechanismem.
Druhou skupinou jsou latky, které inhibuji mitdzu, konkrétné taxany (paklitaxel, docetaxel)
a vinka-alkaloidy (vinkristin, vinblastin, vinorelbin) (Chaveli-Lopéz 2014).

Zpusob aplikace miize byt nitrozilni, infuzi ¢i peroralné v pravidelnych cyklech. Pii 1écbé
chemoterapii byvaji zasazeny i1 zdravé tkang, jelikoz cytostatika neptsobi dostate¢né selektivng.
Nenarusuji vyhradné jen buiiky nadorové, ale ptisobi i rychle se mnozici zdravé bunky, jako
jsou bunky kostni dfené, bunky vlasovych folikull, Ustni a gastrointestinalni sliznice
(Muhamad et al. 2018). Lécba chemoterapii je doprovazena dal§imi vedlej$imi Gcinky
projevujici se nevolnosti, zvracenim, prijmem, imunosupresi a myelosupresi v disledku které
dochazi k poklesu ¢ervenych i bilych krvinek (Wu et al. 2005). To vSe negativné ovliviiuje
fyzické zdravi, kvalitu Zivota a emoc¢ni stav jedince. Zvladnuti téchto vedlejSich G¢inki mtze
vést k snizeni davky chemoterapie, coz se mize projevit snizenou mirou preziti (Pearce et al.
2017).

Dal$im moznym negativem je rezistence nadorovych bunck k chemoterapeutickym
latkam, ktera snizuje u¢innost protinadorovych 1ékt. Rezistence mize byt vrozena ¢i ziskana
schopnost nadorovych bunék a je jednim z nejnaléhavéjsich hlavnich témat z oblasti 1éCby
nadorovych onemocnéni. Miize vzniknout v disledku nékolika faktorti souvisejicich
S hostitelem ¢i nadorem samotnym. Dusledkem rezistence na chemoterapii je vyssi riziko
umrtnosti 1é¢eného jedince (Sui et al. 2013; Alfarouk et al. 2015).

Velky potencial ke snizeni vySe zminénych negativ ma dodavani protinddorovych latek
prostiednictvim nanocastic. Zaclenénim chemoterapeutickych latek do nanocastic na bazi
lipida, konkrétné liposomt, které jsou povazovany za vSestranny nosi¢ 1ékti, mize pomoci
zlepsit jejich specificitu vaéi nadorovym bunkam. V dusledku toho je redukovan vliv
nezadoucich vedlejsich ucinkd protinadorovych 1é¢iv na normalni buniky a zaroven zvysovana
jejich protinadorova ucinnost. Dale mtze dojit k prodlouzeni doby ob&hu protinadorovych 1é¢iv
a tim k zvySeni jejich dostupnosti (Yingchoncharoen et al. 2016). Zhao et al. (2018) uvadi, Ze
chemoterapie zprostfedkovana nanotechnologiemi je proto v soucasné dob¢ trendem klinického
vyzkumu, ktery miize vést k pozoruhodné zvysené terapeutické ucinnosti s malymi vedlejSimi
ucinky na zdravé tkané¢.
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3.2.7 Fytochemikalie v terapii nadorovych onemocnéni

Ptirodni produkty vzdy hraly velmi vyznamnou roli pfi objevovani a vyvoji novych Iéki
pro 1écbu fady onemocnéni. Zvlasté zfejmé je to u naddorovych onemocnéni, kde vice nez 60 %
1éCiv je ptirodniho pavodu. Chemoprevence zahrnuje pouziti rGznych piirodnich nebo
biologickych ¢inidel k inhibici nebo reverzi rastu nadoru. Fytochemikalie z 1é¢ivych rostlin
jsou slouceniny schopné ovlivnit bunéénou proliferaci a regulaci bunééného cyklu. Obvykle se
také ucastni mnoha signalnich drah, které jsou naruSeny pfi iniciaci, proliferaci a mnozeni
nadori (Kotecha et al. 2016). Rostliny z Geledi Amaryllidaceae jsou jiz od starovékého Recka
znamy svymi léCivymi a toxickymi G¢inky. Praveé z tohoto diivodu je usilovano o izolaci jejich
aktivnich slozek, které jsou odpovédné pravé za protinddorovou aktivitu a naslednou
syntetickou piipravu (Ingrassia et al. 2008).

Mezi slouceniny s protinadorovym ucinkem patii napiiklad evodiamin izolovany
z ampaku routoplodého (Evodia rutaecarpa), vinka-alkaloidy izolované z brcalu (Vinca L.)
a barvinkovce rtuzového (Catharanthus roseus), kamptothecin izolovany z kiry kamptotéky
ostrolist¢ (Camptotheca acuminata), paklitaxel izolovany z tichomotiského tisu (Taxus
brevifolia) a indirubin izolovany z indigovniku (Indigofera) (Cassileth & Deng 2003).

Evodiamin

Evodiamin, pfirozen¢ se vyskytujici chinolinovy alkaloid, je hlavni slozkou ampéaku
routoplodého (Evodia rutaecarpa), pti¢emz je izolovan zjeho plodd. V tradi¢ni Cinské
mediciné se vyuziva jiz fadu let k 1é¢bé gastrointestinalnich poruch, bolesti hlavy, amenorey
a poporodniho hemoragie. Bylo prokdzdno, ze mé antinociceptivni, protizanétlivy,
vazodilatacni, termoregulacni, uterotonicky a antiproliferac¢ni uc¢inek (Jiang & Hu 2009).

Evodiamin ma protinddorovy potencidl inhibici proliferace riiznych nadorovych
bunéénych liniii, vcetné¢ nadorovych bunék delozniho Ccipku, pankreatu, nosohltanu,
kolorektalniho karcinomu, plicniho karcinomu, melanomu, leukemickych T-lymfocytd,
nadorovych bungk prostaty, vajecniki a prsu (Hu et al. 2018). Dalsim zptisobem, jak evodiamin
vykazuje protinadorovou aktivitu, je indukce apoptdzy a snizeni invaze a metastazovani
nadorovych bunék. Evodiamin tedy ptedstavuje velmi nadéjné chemoterapeutické c¢inidlo
(Chen et al. 2010). Jak uvadi Chien et al. (2014), podavani evodiaminu vyznamné inhibuje
proliferaci bun¢k kolorektdlniho karcinomu a indukuje zastaveni bunééného cyklu ve fazi
G2/M v zavislosti na davce. V in vivo studii na mysich bylo zjisténo, Zze podavani evodiaminu
indukuje apoptézu a zaroven zmensuje objem nadoru (Sui et al. 2016). OvSsem pro zvySeni
antiproliferacnich uc¢ink musi byt evodiamin syntetizovan, jelikoz jeho derivaty maji zvySenou
biologickou dostupnost a jejich uziti jako terapeutického 1é¢iva je u¢innéjsi, nez je tomu u Cisté
ptirodni latky (Hu et al. 2018).
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Obr.3: Evodiamin
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Vinka-alkaloidy

Vinka-alkaloidy jsou izolovany z br¢alu (Vinca L.) a katarantu rizového (Catharanthus
roses). V 50.letech 20.stoleti byly poprvé objeveny kanadskymi védci Robertem Noblem
a Charlesem Thomasem Beerem. Puvodné byly povazovany za hypoglykemicka cinidla.
Ovsem tato hypotéza byla zamitnuta, jelikoZ studie in vivo (Johnson et al. 1963) na kralicich
nepozorovala zadné sniZeni hladiny cukru v krvi. O par let pozdé&ji bylo (Johnson 1968)
prokazano, Ze jsou tyto slouceniny schopny vyvolat myelosupresi na xenograftovych mysich
modelech leukémie. To tedy napomohlo k zjisténi, ze vykazuji protinadorovy efekt (Moudi
et al. 2013; Martino et al. 2018). Byly to viibec prvni pifirodni latky, které se v protinadorové
terapii zacaly uzivat. OvSem z rostliny bylo mozné izolovat jen velmi malé¢ mnozstvi, proto
zacCala byt hledana moznost, jak pripravit tyto latky synteticky.

V klinickém pouziti existuji dva hlavni vinka-alkaloidy-vinblastin a vinkristin. Jedna se
o dimerické alkaloidy terpenoidniho charakteru, které se od sebe strukturné 1i$i pouze jednou
funkéni skupinou na indolovém dusiku, pfi¢emZz u vinblastinu se jednd o methylovou
a uvinkristinu o formylovou. Jejich cytostaticka aktivita spo¢iva ve specifické vazb& na
bilkovinu déliciho vieténka, tubulin, ktera je nezbytna pro bunécné déleni. To vede k tomu,
ze se bunéény cyklus zastavi v metafazi a dochazi k apoptoze (Okouneva et al. 2003).

Vinblastin je nedilnou soucasti 1é¢ebnych rezimd pro karcinom varlat, karcinom prsu,
Hodgkinovych i ne-Hodgkinovych lymfomti. Nevyhodou tohoto 1éCiva jsou vedlejsi ucinky,
které maji za nasledek poskozeni kostni diené¢ a v disledku toho hematotoxicitu. Jsou jim
poskozeny bilé krvinky a pacient mize trpet nevolnosti, zvracenim, zacpou, dusnosti, bolesti
na hrudi ¢i hore¢kou (Klener & Klener 2013).

Oproti tomu vinkristin je viici krvi toxicky méné. PouZivd se v kombinované 1écbé
Hodgkinova lymfomu, sarkomd, karcinomt a leukémii. Az u 90 % détskych pacienti trpicich
akutni lymfoidni leukémii nedochazi po 1é¢bé vinkristinem k navratu onemocnéni. Jeho pouziti
je, ale zna¢né¢ omezeno neurotoxicitou. Dale se muize vyskytnout nevolnost, zvraceni ¢i
potlaceni aktivity kostni dfen¢ (Moudi et al. 2013).

Souhrnn€ maji tato chemoterapeutickd cinidla, zamétujici se na mikrotubuly, vysoky
terapeuticky potencial. OvSem vykazuji i fadu vySe zminénych vedlejSich u¢inkl. Zejména
neurotoxicita predstavuje v terapii nddorovych onemocnéni velmi vyznamnou piekazku. Pravé
proto jsou stale vyvijeny a zkoumany nové 1é¢ebné strategie, které by snizily toxicitu a naopak
zvysily terapeuticky ti¢inek. Mimo to jsou hledany i syntetické derivaty, které by vykazovaly
vy$si ucinnost a lepsi farmakokinetické vlastnosti (Martino et al. 2018).

Také z hlediska vysokeé toxicity vySe zminénych vinka-alkaloidii bylo vytvotfeno n€kolik
semisyntetickych derivatl, které vykazuji toxicitu nizsi. Jedna se o vinorelbin, ktery je schvalen
k 1é¢bé nemalobunécného karcinomu plic, a vindesin jako chemoterapeutikum maligniho
melanomu (Moudi et al. 2013).
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Obr.4: Vinkristin a vinblastin

Kamptothecin

Kamptothecin je alkaloidem izolovanym z ktiry ¢inského stromu kamtoteky ostrolisté
(Camptotheca acuminata). Prvni izolace tohoto alkaloidu s vysokym cytotoxickym ucinkem
byla provedena roku 1966 (Hatefi & Amsden 2002). V soucasné dobé je znamym
mechanismem ucinku kamptothecinu schopnost inhibovat aktivitu DNA topoisomerazy 1, ktera
tak zpisobuje poskozeni DNA a smrt nadorovych bunék v disledku neschopnosti bunck
dokoncit replikaci DNA. Béhem poslednich péti desetileti bylo syntetizovano a testovano
nékolik tisic analogli kamptothecinu, vétSina z nich je vSak pro normalni tkané vysoce toxicka
nebo m4 jiné nevyhody, coz je ¢ini nevhodnymi kandidaty na 1é¢bu nddorovych onemocnéni
(Ling et al. 2015).

K dne$nimu dni jsou pro terapii nddorovych onemocnéni schvaleny pouze dva analogy
kamptothecinu-topotekan a irinotekan. Topotekan je vyuzivan v 1é€bé malobunéc¢ného plicniho
karcinomu a karcinomu vajecniki. Irinotekan se pouziva pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu
(Sun et al. 2016).

Obr.5: Kamptothecin

Paklitaxel

Paklitaxel, alkaloid fadici se do taxan, je izolovan z kiiry tisu zdpadoamerického (Taxus
brevifolia) a je vyuzivan v medicin¢ jako cytostatikum. Ptsobi jako vieténkovy jed a tim brani
déleni nadorovych bunék (Lavelle et al. 1995; Giovinazzi et al. 2013). Jsou znamy jeho
nezadouci ucinky jako nevolnost, neutropenie nebo periferni neuropatie (Lyseng-Williamson
& Fenton 2005). Polysyntetickym derivatem je docetaxel, ktery je vyuzivan zejména v 1€¢be
karcinomu prsu a vajecnikt (Singla et al. 2002).
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Obr.6: Paklitaxel

Indirubin

Indirubin, izomer indiga, lze vyuzit k 1é€bé chronickych onemocnéni diky jeho
antileukemicka ucinnost pfi 1é€bé chronické myeloidni leukémie, kdy vice nez 50 % léc¢enych
pacientli vykazovalo ¢aste¢nou nebo uplnou remisi. Toxicita indirubinu byla nizk4 a vedlejsi
ptiznaky, pocitované zhruba polovinou ucastniki, byly mirné bolesti bficha, prijem
a nevolnost. Ve tiech pfipadech byla hlaSena reverzibilni plicni arteridlni hypertenze a srde¢ni
nedostate¢nost (Blazevi¢ et al. 2015). Modifikace indirubinu vedla Kk vytvofeni novych
protinddorovych sloucenin se silnym inhibi¢nim potencidlem. Nékteré derivaty, konkrétné
N-ethyl-indirubin, 5-halogen-indirubins, a N-methylisoindigotin (meisoindigo), vykazuji vyssi
inhibi¢ni aktivitu neZ indirubin sam (Eisenbrand et al. 2004; Blazevi¢ et al. 2015). Ve studii dle
Kim etal. (2007) bylo prokazano, Ze nové derivaty indirubinu, konkrétné 5'-nitroindirubinoxim,
5'-fluorindirubinoxim a 5'-trimethylacetaminoindirubinoxim, uéinné zastavily rust nadoru
inhibici proliferace bun€k a indukci apoptozy. Tato zjisténi poskytuji potencidlni hodnotu
derivati indirubinu jako novych kandidati na protinadorova Cinidla.

Obr.7: Indirubin

3.3  Alkaloidy
3.3.1 Obecné charakteristika

v

Alkaloidy jsou jednou z nejrozmanitéjSich skupin ze sekundarnich metabolitii zivych
organismi. Obvykle jsou syntetizovany ptedevSim rostlinami, méné pak Zivoclichy
amikroorganismy. Vyskytuji se v celé rostliné, avSak nejvice jsou obsazeny V cibuli.
V rostlinach plni zejména ochrannou funkci. Z diivodu jejich charakteristické hoiké chuti jsou
dokonalymi odpuzujicimi prosttedky proti bezobratlym Zivocichiim i obratloveum (Matsuura
& Fett-Neto 2015). Jiz pted vice nez 20 lety Roberts & Wink (1998) zjistili, ze jedinou
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vyjimkou jsou husy, které jsou ktéto chuti tolerantni. Dale jsou alkaloidy rostlinami
vylucovany jako detoxikacni produkty dusikatych latek. OvSem to neni pro rostlinnou fisi
natolik vyznamné.

Termin alkaloid byl poprvé piedstaven v roce 1819 némeckym chemikem Carlem
Friedrichem Wilhelmem Meipnerem k charakterizaci latek, které povazoval za alkalické (like
alkali). Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze se z chemického hlediska jednd o organické latky, které jsou
zasadité z divodu piitomnosti atomti dusiku vznikajich pii pfeméné aminokyselin (Gliven
et al. 2010).

Prvni izolace téchto terapeuticky ucinnych latek byla provedena na zacatku 19. stoleti.
V soucasnosti je znamo vice nez 10 000 pfirodnich sloucenin, které jsou mezi alkaloidy fazeny.
Casto se jedna o latky $patné rozpustné ve vodé, zatimco v organickych rozpoustédlech, jako
jsou ethanol, benzen, ether a chloroform, je rozpustnost vysoka (Aniszewski 2015). Nékteré
rostliny produkujici alkaloidy jsou zndmy pro jejich halucinogenni a euforické vlastnosti.
Ovliviiuji nervovou soustavu a mohou byt aplikovany jako drogy. Konkrétné se jedna napiiklad
o rostlinu rudodtev koka (Erythroxylon Coca), z jejichz list je ziskavan kokain (Akwe 2017).
Dalsi navykovou latkou ze skupiny alkaloidd je morfin ziskavany ze §tavy nezralych makovic
maku setého (Papaver somniferum), pricemz acetylaci obou hydroxylovych skupin morfinu
vznika heroin (Dinis-Oliveira 2019).

Dalsi zastupci alkaloidit mohou byt vysoce toxické. Jejich ptivodni historické vyuziti bylo
jako jedy v pfipad¢ vrazd, eutanazie ¢i poprav. OvSem kratce nato bylo zjisténo, Ze v malych
davkach mohou byt vyuzivany jako léCiva. Tento fakt je zndm jiz stovky let, pficemz jsou
alkaloidy dodnes v medicing vyuzivany a léky obsahujici alkaloidy stale vyvijeny pro klinické
pouziti. Také jsou t¢inné naptiklad v boji proti leukémii, malarii, nddorovym onemocnénim ¢i
Parkinsové chorobé. Z téchto ditvodu je tato skupina sloucenin velmi vyznamna a védecky
zkoumana (Aniszewski 2015).

3.3.2 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy se vyskytuji minimalné u 25 % vysSsich rostlin. Lze tedy fici, Ze kazda ctvrta
rostlina z této podtise obsahuje alkaloid (Aniszewski 2015). Mezi vy$$i rostliny se mimo jiné
fadi i ¢eled’ Amaryllidaceae. Jedna se o cibulovité krytosemenné rostliny. Do této Celedi patii
vice nez 1000 druhd. Vyskytuji se zejména v tropickych a subtropickych oblastech jizni Afriky
a Jizni Ameriky. Na naSem izemi se mizeme setkat s rostlinami z rodt snézenek (Galanthus),
narcist (Narcissus) a bleduli (Leucojum). B&hem poslednich let jsou provadény studie
zkoumajici celed Amaryllidaceae zejména diky obsahu biologicky cennych alkaloidi
rozmanité chemické struktury a biologického uc€inku, které jsou povazované jako potencidlni
1é¢iva nadorovych onemocnéni (Dalecka et al. 2013).

Biologicka aktivita alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy vyskytujici se v rostlinach ¢eledi Amaryllidaceae maji Siroké farmakologické
v¢etn¢ inhibi¢nich na acetylcholinesterazu (AChE) (Ding et al. 2016).

Inhibitory AChE, enzymu podilejiciho se na metabolické hydrolyze acetylcholinu (ACh)
pfi cholinergnich synapsich, zvySuji koncentraci a dobu trvani synaptického uc€inku Ach.
Aplikace inhibitorti je jedna z neuzivanéjSich strategii pii 1écbé Alzheimerovy choroby
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(Hoshino 1998; Ding et al. 2016). Elgorashi et al. (2006) uvadi, ze vysoce u¢innym alkaloidem
z celedi Amaryllidaceae pfi inhibici AChE je galanthamin.

Antivirova aktivita alkaloidd Amaryllidaceae a jejich derivati je dle D'Aiuto et al. (2018)
zpusobena blokovanim virové DNA polymerdzové aktivity (inhibici syntézy virové DNA),
nikoliv pfimou inaktivaci extracelularnich virti. Bylo prokdzano, ze vykazuji inhibi¢ni u¢inky
proti virim, jako jsou viry zpusobujici japonskou encefalitidu, Zlutou zimnici, horecku dengue
¢i Herpes simplex 1. typu (Gabrielsen et al. 1992; Dalecka et al. 2013).

Dale jsou alkaloidy Amaryllidaceae znamy pro svoji protizanétlivou aktivitu (Ding et al.
2016). Ve studii dle Yui et al. (2001) bylo zjisténo, ze u otokll vyvolanych karagenanem,
0 36,5 % ve srovnani s 29,1 % u indometacinové kontroly. Dal$im alkaloidem vykazujicim
tento efekt je lykorin. OvSem je méné Gc¢inny nez vySe zminény haemanthidin. U né&j bylo
evidovano zmenseni otoku pouze 0 20,1 %.

Obecné jsou alkaloidy celedi Amaryllidaceae nejznaméjsi pro cytotoxicky ucinek
K bunikam, které jsou nadorové transformované. Jejich protinadorova aktivita vychazi zejména
z toho, Ze maji schopnost indukovat apoptozu (Nair & Staden 2018). Také je u nich vyznamna
jejich vysoka selektivita pro nadorové bunky a pomérné nizka toxicita k zdravym ¢i klidovym
bunkam. Nejvyssi antiproliferacni aktivitu z alkaloidd z Amaryllidaceae in vitro prokazuji
haemanthamin a lykorin. Po podani jejich jednorazové davky 10 uM byla primérna hodnota
procenta rustu (growth percentil-GP) u lykorinu i u haemanthaminu rovna 21 % oproti
neoSetfenym kontrolnim buitkam (100 %). OvSem V nasledném testovani in vivo haemanthamin
neprokazal statisticky vyznamné snizeni velikosti nadoru u Ehrlichova tumoru u mysi. Efekt
haemanthaminu zacal byt pozorovan aZ pii davce 30 mg/kg, coZ predstavuje nejvyssi
toxikologickou hranici u zdravych mysich jedincti (Havelek et al. 2017). Dosko¢il et al. (2015)
uvadi, ze pravé vySe zminéné alkaloidy, jako jsou haemanthamin a lykorin, 1ze povazovat za
perspektivni protinadorové léky vhodné pro dalsi semisyntetickou modifikaci a studium
zavislosti mezi jejich strukturou a aktivitou.

Biosyntéza alkaloidia Amaryllidaceae

Specifickou biosyntetickou cestou amarylkovitych alkaloidi je tzv. norbelladinova cesta
vychazejici z aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu, kdy je L-fenylalanin pfeménén na
3,4-dihydroxybenzaldehyd a L-tyrosin na tyramin. Po n€kolika reakcnich stupnich z téchto
produktli vznikéd 4'-O-methylnorbelladin, coz je klicovy meziprodukt této biosyntetické drahy.
Dle zplsobu intramolekularniho oxidativniho spojeni vznikd sedm zakladnich skeleti, které
jsou pojmenovany podle svého nejvyznamnéjSiho zastupce. Konkrétné se jednd o typ
lykorinovy (lykorin, galanthin), galantaminovy (galantamin, narwedin), tazettinovy (tazettin,
3-epimakronin), pankratistatinovy (pankratistatin, narciklasin), homolykorinovy (homolykorin,
hippeastrin), haemanthaminovy (haemanthamin, epimaritidin) a krininovy (krinin,
bulbispermin). Biosynteticka cesta k montaninovému (montanin, pankracin) strukturnimu typu
nebyla zatim kompletné objasnéna. Poslednim typem je belladinovy (O-methylbelladin) typ,
ze kterého vychazi vlastni biosyntéza alkaloidt ¢eledi Amaryllidaceae (Dalecka et al. 2013).
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Obr. 8: Biosynteticka cesta hlavnich strukturnich typt alkaloidi Amaryllidaceae
(Dalecka et al. 2013)

3.3.3 Typy alkaloida ¢eledi Amaryllidaceae

Galanthaminovy typ

Alkaloidy galanthaminového typu maji jako strukturni zéklad dibenzofuran.

vvvvvv

z cibule snéZenky (Galanthus woronowii) na pocatku 50.let minulého stoleti bulharskymi
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farmakology (Dalecka et al. 2013). Dale se hojné vyskytuje v bledulich (Leucojum L.)
a narcisech (Narcissus L.). Dnes je jiz mozna jeho chemicka syntéza a je vyuzivan zejména
k 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova choroba. Je prokazano,
7e 1é¢ba této nemoci galanthaminem vede ke zlepSeni kognitivnich, funk&nich i behavioralnich
symptomii. V roce 2005 byl americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug
Administration-FDA) schvalen jako 1¢k (Pellegrino et al. 2018). Radi se mezi klinicky uzivané
1éCivo ve form¢ hydrobromidu a nejcastéji je dostupny pod komercnimi produkty Nivalin,
Razadyne a Reminyl, pficemz snaSenlivost pacient je relativné dobra (Dalecka et al. 2013).
Nezadouci ucinky, jako jsou nevolnost, zvraceni, prijmy, bolesti hlavy, zévraté, poruchy
spanku ¢i kolisani krevniho tlaku, souvisi s perifernimi cholinergnimi projevy galanthaminu
(Krejéova & Sevelova 2003).

Jedna se o reverzibilni, kompetitivni inhibitor acetylcholinesterdz. Pomaha udrzovat vyssi
hladinu acetylcholinu, ktera je nezbytna k ptenosu signali v mozku (Roberts 1998). Je natolik
specificky, Ze méa minimalni schopnost ovlivnit butyrylcholinesterasu. Galanthamin také
allostericky moduluje presynaptické i postsynaptické nikotinové receptory, coz posiluje
a snizenim uvolilovani zanétlivych cytokinia (Jirak 2005).

H

=
=

CH,
Obr.9: Galanthamin

Haemanthaminovy a Krininovy typ

Tyto dvé skupiny jsou k sobé& fazeny z dlivodu, Ze haemanthamin i krinin jsou alkaloidy
¢eledi Amaryllidaceae odvozené od molekuly 5,10-B-ethanofenanthridinu. Tyto dva typy jsou
odli$né pouze v konfiguraci 5,10b-ethanového miistku. Do skupiny haemanthaminového typu
patii vedle haemanthaminu alkaloidy, jako jsou vittatin, krinamin, haemanthidin ¢i
bulbispermin. Ke krininovému typu se kromé krininu fadi bufanisin, bufanidrin a undulatin.
(Bastida et al. 2011).

Kazdy z téchto vySe uvedenych alkaloidi mda odliSnou schopnost inhibovat rist
nadorovych bun€k. Mezi nejucinngjsi z této skupiny se fadi haemanthamin, ktery je jednim
Z nejvice rozsifenych alkaloidi vyskytujici se v ¢eledi Amaryllidaceae vibec (Dalecka et al.
2013). Objevuje se zejména V cibulich rodu bélokvét (Haemanthus) a narcis (Narcissus). Oproti
vySe zminénému galanthaminu neovliviiuje aktivitu cholinesterdz. Je povazovan za
protinddorové ¢inidlo diky jeho schopnosti selektivni iniciace apoptézy nadorovych bunék,
pficemz nepusobi cytotoxicky na zdravé buiiky. Také plisobi na syntézu proteind, biogenezi
ribosomu a stabilizuje p53 v nadorovych bunkach, coz znamena, ze je schopen zabijet nadorové
bunky u¢innéji nez 1é¢iva, ktera inhibuji pouze syntézu proteinu nebo biogenezi ribozomu.
Haemanthamin podporuje napiiklad podstatnou stabilizaci p53 v buiikach karcinomu tlustého
stteva (Pellegrino et al. 2018). OvSem mechanismus cytotoxické a antiproliferacni aktivity neni
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dosud zcela znamy (Havelek et al. 2014). Haemanthamin i jeho hydroxyderivat haemathidin
navic analgetické ucinky s aktivitou vyssi nez acetylsalicylova kyselina. O protinadorové
aktivit¢ haemanthidinu je znamo mén¢ informaci v porovnani s haemanthaminem (Cedron
et al. 2012; Dalecka et al. 2013).

Vedle vySe zminénych alkaloidd se do této skupiny fadi i krinamin. Ten je schopen
inhibovat transkripéni faktor, tzv. HIF-1a, coz vede k zmirnéni ¢i potlaceni rGstu nadord.
HIF-1a totiz aktivuje transkripci gent, které se podileji na klicovych aspektech nadorovych
onemocnéni, jako jsou angiogeneze a prezivani bunék (Kim et al. 2006). Ackoliv mechanismus
toho, jak krinamin ovlivitluje nddorové buiiky, ziistdva do zna¢né miry neznamy, hromadici se
dikazy naznacuji, ze to mize byt slibné protinadorové ¢inidlo (Khumkhrong et al. 2019).

Jak jiz bylo zminéno do krininového typu se tadi i alkaloid bufanisin. Ve studii dle
Vanéckova et al. (2016) byla testovana jeho cytotoxicka aktivita na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu HT29 a Caco-2 a zdravych burikach tenkého stieva FHS 74Int. Bylo
vyhodnoceno, Ze ptsobi cytotoxicky k obéma bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu (I1Cso
na HT29 bunkach 5,3 = 1,7 uM/ml a na Caco-2 buiikach 8,6 + 0,2 uM/ml). U zdravé bunécné
linie cytotoxicky nepiisobil (ICso 22,8 £ 2,6 uM/ml). Ve stejné studii na totoznych bunéénych
liniich byl testovan i alkaloid stejného strukturniho typu krinin. U této latky bylo zjisténo,
ze cytotoxickou aktivitu nevykazuje k zadné uvedené bunécné linii. U vSech linii prokézal
inhibi¢ni koncentraci vyssi nez 50 uM/ml. Pti ptihlidnuti k této studii Ize tedy bufanisin
hodnotit jako potencialné lep$im protinadorovym lé¢ivem v porovnani s Krininem.

Obr.10: Haemanthamin

Lykorinovy tvyp

Alkaloidy fadici se k lykorinovému strukturnimu typu patii z hlediska cytotoxicity
pravdépodobné k nejucinnéj§im. Hlavnim zéastupcem této skupiny je lykorin, ktery byl v roce
1877 vubec prvnim izolovanym alkaloidem c¢eledi Amaryllidaceae. V tadé rostlin celedi
Amaryllidaceae se vyskytuje v majoritnim zastoupeni. Diky tomu je snadno dostupny
v takovém mnozstvi, které je potiebné pro pfipravu polysyntetickych derivati. Jedna
se 0 pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid s ¢etnymi biologickymi vlastnostmi, jako je
naptiklad antiviroticka a antimykoticka (Dalecka et al. 2013).

Velmi vyznamna je zejména jeho protinadorova aktivita, ktera byla prokazana in vitro ve
studii dle Chase et al. (2009) na HeLa bunkach a dal§ich nadorovych bunéénych liniich jako
jsou CEM, K562, MCF-7, G-361 a BJ. Dle Dalecké et al. (2013) byl cytotoxicky
a antiproliferacni ucinek prokazan také na adherentnich bunkach adenokarcinomu prsu
SK-BR-3. Lykorin je schopen vykazovat vysokou cytotoxicitu vic¢i nadorovym bunikam
rezistentnich k apoptdze jiz od mikromolarnich koncentraci (Goietsenoven et al. 2010). Dle
Tram et al. (2002) lze inhibici ristu bun€k promyelotické leukémie in vivo prokazat po
podavani lykorinu (5mg/kg/den) s minimem vedlejSich ucinkii na zdravé buiiky organismu.
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Protinadorovou aktivitu prokazal i proti bunkdm mysiho melanomu BL6 a Lewisova plisniho
karcinomu (Dalecka et al. 2013).

Lykorin cili na nadorové bunky vice mechanismy. Piisobi zejména jako silny induktor
apoptozy, pri¢emz apoptozu spousti pomoci vnitini (mitochondridlni) 1 vnéjsi (receptorové)
kaskady (McNulty et al. 2009). Lykorin také zastavuje bunécny cyklus v GO/G1 ¢i G2/M fazi,
coZ je zavislé na typu nadorovych bunék. Tento fakt vede k zabranéni dalSiho bunééného déleni.
Dal$im mechanismem je programovana nekroza s naslednou smrti nadorovych bunék a inhibice
autofagie, kterd fyziologicky slouzi k odstraniovani poSkozenych organel. Negativem tohoto
mechanismu je ovSem to, Ze u rozvinutych nddord muze chranit nadorové buiky pted
pusobenim cytostatik. Lykorin je také schopen inhibovat metastazovani nadoru (Roy et al.
2018).

Do skupiny lykorinového typu se vedle vySe zminéného lykorinu tfadi i dalsi alkaloidy,
které maji podobnou strukturu. Z biologického hlediska nejzajimavéj$imi z nich jsou karanin,
pseudolykorin, anhydrolykorin,  1,2-epoxylykorin,  1-O-acetyllykorin, lykorin-2-on,
amarbelisin a galanthin. VSechny zminéné latky vykazuji také protinadorovou aktivitu, pfi¢emz

v

za nejucinnéjsi jsou povazovany amarbelisin a pseudolykorin (Goietsenoven et al. 2010).
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Obr.11: Lykorin

Homolykorinovy typ

Alkaloidy této skupiny jsou odvozené od 2-benzopyrano|[3,4-g]Jindolu vznikajiciho ortho-
para cyklizaci norbelladinu (Bastida et al. 2011). Piestoze se jedna o pocetnou skupinu,
biologickou aktivitu vykazujici jen néktefi zastupci. Weniger et al. (1995) uvadéji,
ze homolykorin, 8-O-dimethylhomolykorin, lykorenin a hippeastrin vykazuji cytotoxicky
efekt. OvSem i k primarnim nenddorovym buiikdm mysich fibroblastt LMTK. Dale bylo
zjiSté€no, Ze inhibuji rist naddorovych bunék, konkrétné lidského jaterniho karcinomu Hep-G2
a leukemickych bunék MOLT-4.

H,C—O

Obr.12: Homolykorin
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Tazzetinovy typ

Zastupci této skupiny jsou derivaty odvozené od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu. Tazzetin
vykazuje jen mirnou cytotoxickou aktivitu proti uritym nadorovym bunikdm. Jeho

biosynteticky prekurzor pretazzetin je znacné ucinnéjsi, a to zejména diky protivirové
a protinadorové aktivité. Vykazuje nejvyssi aktivitu proti lymfatickym bunikam MOLT-4,
pricemz se jedna o nejaktivnéjsi alkaloid, ktery je proti nim ucinny. Dale piisobi proti buiikam
Rauscherovy leukémie a Lewisova karcinomu plic a inhibije rist HeLa bunék. Je také ucinny

proti Herpes simplex a flaviviram (Bidlack 2013).
O—CH,

Obr.13: Tazettin

Pankratistatinovy typ

Alkaloidy tadici se do této skupiny jsou derivaty odvozené od fenanthridinu. Zastupci
vykazujici nejvétsi cytotoxickou aktivitu jsou narciklasin a pankratistatin.

Pankratistatin byl poprvé izolovan z cibule havajské lilie (Hymenocallis littoralis). Prvni
zminka o jeho cytotoxicité je datovana na rok 1993, kdy byla provedena zékladni typizace
cytotoxické aktivity (Dalecka et al. 2013). Studie dle Pettit et al. (1993) byla provedeny na
panelu bunéénych linii zahrnujici naddorové transformovana bunky, které byly derivované
z tkani plic, stieva, ledvin, mozku, melanomu a bunc¢k akutni myeloidni leukémie. Bylo
prokézéano, Ze pankratistatin inhibuje rast HeLa bunék, pisobi cytotoxicky vi¢i leukemickym
bunkdm a je Ginny proti fadé nadorovych bunck, pfic¢emz nejvyssi aktivitu vykazoval vici
bunéénému modelu melanomu. Zaroven nebyl prokdzan cytotoxicky u¢inek na mononukleéarni
buniky periferni krve zdravych darct. Tento u¢inek byl znovu potvrzen ve studii dle Griffin et
al. (2011a) in vitro i in vivo na dvou typech nadorovych bunék kolorektalniho karcinomu p53
— mutovanych HT29 a p53 — wild-type HCT116 ve srovnani se zdravymi fibroblasty stifeva
CCD-18Co. Pankrastatin zde puasobil cytotoxicky indukci apoptozy selektivné jen vuci
nadorovym bunkam. Podkozné lokalizované nadory bunék HT29 u mysi reagovaly na podavani
pankratistatinu v davce 3 mg/kg signifikantnim zmenSenim bez sou¢asného zaznamenani
toxického efektu na jatra a ledviny experimentalnich objekti. Paralelné byl také potvrzen
cytotoxicky efekt pankratistatinu na nadorové buiiky karcinomu prostaty (Griffin et al. 2011b).

Druhym zéstupcem, jak jiz bylo vySe zminéno, je narciklasin, ktery byl poprvé izolovan
roku 1967 z cibuli narcisti (Narcissus). Pivodné mu byl pfipisovan antimitoticky tc¢inek
podobné jako je tomu u kolchicinu (Ceriotti 1967). Obdobn¢ jako néktera bézn¢ pouzivana
cytostatika, narciklasin nejspise interaguje nebo tvoii komplexy s molekulou DNA Zzivocisnych
bunék. Dumont et al. (2007) zjistili, Ze je tento alkaloid schopen indukovat apoptdzu u bunék
lidského adenokarcinomu prsu MCF-7 a bun¢k karcinomu prostaty PC-3. Po 18 hodinach po
oSetfeni 1 uM narciklasinem byly pozorované dramatické morfologické zmény nadorovych
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bunék srovnatelné s bunéénou smrti. Ve studii dle Goietsenoven et al. (2010) byl narciklasin
testovan in vivo na tézko 1é¢itelném mozkovém nadoru. Byly implantovany melanomové bunky
VM-48 do mozku imonudeficientnich myS$i. Zvifata lécena narciklasinem (1 mg/ kg)
vykazovala vyznamny terapeuticky piinos, ktery byl dokonce o néco silnéjsi nez u zavedeného
chemoterapeutického ¢inidla temozolomidu. Fuchs et al. (2015) uvadi, ze kromé cytotoxického

Mimo tyto zastupce skupina zahrnuje dalsi latky piibuzné narciklasinu a pankratistatinu,
které jsou v rostlinich minoritné zastoupeny. Jedna se o narciklasin-tetraacetat,
cisdihydronarciklasin, trans-dihydronarciklasin a C10b-Rhydroxypankratistatin. Vzhledem
Kk tomu, Ze uvedené latky jsou ve svych pfirodnich zdrojich zastoupeny jen v malém
procentudlnim podilu, tak jejich izolace a nésledné testovani je komplikované (Dalecka et al.
2013).

s
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Obr.14: Narciklasin a pankratistatin

3.3.4 Syntetické derivaty

Alkaloidy jsou diky svym fyziologickym vlastnostem jiz od pocatku pouzivani bylinnych
1é¢iv velmi oblibenymi (Wink 2015). Na zacatku 19. stoleti bylo zahajeno zkoumani téchto
latek, pficemz se jejich biologicka aktivita zacala postupné objevovat a ziskavat uznani v oblasti
mediciny, ¢imz se stala jednou z hlavnich slozek n¢kolika protinadorovych 1é€iv. Diky jejich
Sirokému spektru struktur jsou alkaloidy zakladem pro extrakci a syntézu stovek léka, které
se pouzivaji k boji proti riznym onemocnénim (Zenk & Juenger 2007).

Alkaloidy jsou schopné modulovat kliové signalni drahy podilejici se na proliferaci,
bunééném cyklu a metastdzovani, coz z nich ¢ini hlavni sloZzky nékolika klinickych
protinadorovych latek (Millimouno et al. 2014). V ptipad¢ alkaloidi ziskanych z rostlin ¢eledi
Amaryllidaceae je jejich ucinnost vyuzivana zejména pti potlacovani onkogeneze. Je zajimavé,
Zze mechanismy, kterymi tyto sekundarni metabolity plsobi, jsou cetné a G¢inné riznymi
zpusoby proti nadorovym burnikam (Habli et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto alkaloidy
izolovany pouze v malém mnozstvi z ptfirodnich zdrojl, je snaha o vyvinuti uplné syntézy
téchto alkaloidli a jejich derivatli, aby byla moznost snadnéjSiho zisku ve vice znatelnych
mnozstvich. Zaroven je cilem zvySena ucinnost takto pfipravenych latek (Evidente
& Kornienko 2009).

Jejich syntézy jsou slozitymi vicestupiovymi procesy (Ingrassia et al. 2008).
U syntetickych derivatl je pro zachovani cytotoxického t¢inku vici nadorovym bunéénym
liniim zasadni neporuseni strukturniho uspofadani alkaloidu. Konkrétné se jedna o konformacni
volnost v kruhu C, stereochemii na spojeni kruhtt C/D a zachovani diolové skupiny na kruhu
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C. Také pii modifikaci kruhu A dochazi ke vzniku sloucenin s niz$i protinadorovou aktivitou,
pti¢emz prave pritomnost methylendioxyskupiny na tomto kruhu je zasadni (Kim et al. 2015).

Niz$i ucinnost latek ziskané modifikaci kruhu A byla zkoumana na struktute lykorinu
a pseudolykorinu, pficemz bylo prokazano, Ze pseudolykorin je mén¢ toxicky viuci nddorovym
bunkam a oproti tomu ptisobil cytotoxicky na buniky zdravé (Lamoral-Theys et al. 2009).
Evdokimov et al. (2011) uvadi, ze z lykorinu oxidaci kruhu B vznika cyklicky amid laktam.
Ovsem tato zména v molekule neni pro protinadorovou aktivitu Zadouci. U slouceniny
6-oxolykorin byla zjiSténa neaktivita proti nddorovym bunéénym liniim (ICsp> 100 uM) ve
srovnani se samotnym lykorinem, ktery na stejné nadorové bunky aktivitu vykazoval pii
mnohem nizsich koncentracich (ICsg 0,9-8,5 uM). Dalsimi derivaty lykorinu, u kterych zlstava
cytotoxicky ucinek na nadorové linie lidského glioblastomu U373 zachovan (ICso 0,6pM; ICso
0,03 uM) jsou 1-O-benzoyllykorin a 1,2-bis-allyllykorin (Evdokimov et al. 2011). Vedle téchto
derivati, u kterych je protinddorova aktivita niz§i nebo stejna nez u samotného lykorinu, jsou
i takové, které jsou naopak G¢innéj$imi. Mezi né patii napiiklad hydrochlorid lykorinu (LH),
ktery je schopen UCinn€ potlacovat metastazujici melanom C8161, pficemz citlivost
nadorovych bunék je 15krat vyssi nez bunék nezhoubnych (Liu et al. 2012). Cao et al. (2013)
provedli studii, v niz byla zkoumana protinadorova aktivita na vysoce invazivni buné¢né linii
karcinomu vaje¢niktt HeylB. V tomto pfipadé¢ LH ucinné inhiboval mitotickou proliferaci
HeylB bun¢k (ICsp 1,2 uM) s velmi nizkou toxicitou, coz mélo za nasledek zastaveni
bunééného cyklu pii pifechodu G2/ M. Dale bylo zjisténo, ze potlacil neovaskularizaci
dominantnich bunék ovarialniho karcinomu in vivo u mysi. Z vysledka tedy vyplyva, ze LH je
potencidlnim kandidatem na 1é¢bu karcinomu vajecniki. Dal$im derivatem, ktery je G€innéjsi
nez samotny lykorin, je ungeremin. Jedna se o slibnou cytotoxickou slou¢eninou, ktera aktivaci
kaspaz zprostiedkovava apoptdzu a zvysuje produkci ROS (Mbaveng et al. 2019) Bylo zjisténo,
7e ma velmi selektivni t¢inek na bunky lidského lymfomu MOLT4 (ICs 0,7 uM) (Barthelmes
et al. 2001).

Dalsimi alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae, které jsou klicové pro tvorbu syntetickych
derivatl k 1é¢bé naddorovych onemocnéni jsou haemanthamin a krinin. I zde je pro zvySeni
cytotoxického G€inku zasadni vztah struktura-ucinek. Bylo prokazéano, Ze cytotoxicka aktivita
je spojena s piitomnosti a-C2 mistkem, pii¢emz alkaloidy s f-C2 mistkem tuto aktivitu
nevykazuji. Také volny hydroxyl v poloze C-11, ptitomnost methylendioxy skupiny na kruhu
A a neporuSeni fenantridinového jadra jsou farmakologickymi pozadavky na tuto aktivitu
(McNulty et al. 2007). Slouceniny se zvySenou cytotoxicitou mohou vznikat oxygenaci. Timto
procesem vznika distichamin, u které 1ze tento potencial sledovat. Nair et al. (2012) provedli
studii, ve které zkoumali jeho cytotoxickou aktivitu proti akutni lymfoblastické leukémii
a dalsim nadorovym bunéénym liniim K562, MCF7, HelLa, G-361 a BJ. U vSech vykazoval
protinadorovou aktivitu v rozmezi od ICso 2,2 uM do ICsp 14,7 uM, pti€emz u HeLa bunék byla
ICs0 hodnota nejnizsi. Dal§im f-krinanovym alkaloidem je haemanthidin, ktery vykazuje slibné
cytotoxické vlastnosti proti bunéénym nadorovym liniim in vitro i in vivo u mysi proti
lymfomovym bunikdm. Proti Jurkat bunkdm vykazuje srovnatelnou aktivitu jako
haemanthamin. V obou pfipadech se jedna o slouceniny, které inhibuji bunécnou proliferaci
ajsou schopny zastavit bunécny cyklus. Zastupcem a-krinanového alkaloidu je naptiklad
bulbispermin. Luchetti et al. (2012) zjistili, Ze koncentrace 10 uM zna¢n¢ inhibuje proliferaci

30



glioblastomovych bunék T98G rezistentnich na apoptdzu. Také dospéli k zavéru, Ze ma silnou
cytotoxickou aktivitu i vii¢i leukemickym HL-60 bunikam.

V poslednich letech jsou ovSem stale vice zkoumdny protinadorové derivaty
pankratistatinu. Bylo zjisténo, ze pfitomnost 7-hydroxyskupiny a velkého hydrofobniho
substituentu na C-1 zvySuje protinadorovou aktivitu. Stejn¢ tak jako zachovani amino
inositolového motivu (Vshyvenko et al. 2011). V ptipadé¢ odstranéni kysliku v kruhu A, ktery
musi byt jiny nez v poloze 7 v -OH skuping, se u¢innost v porovnani s pankratistatinem snizi
100x a se 7-deoxypankratistatinem 10x. Dle Griffin et al. (2007) je také podstatné trans spojeni
kruhu B/C, oproti tomu cis uspotadani kruhu vede ke ztraté cytotoxické aktivity.

Vyse zminéné charakteristické znaky jsou cilem vyzkumu vedouciho k ziskani latek
pouzitelnych v klinické praxi a souhrnné lze fici, Ze synteticka pfiprava alkaloidd je jednou
z moznych cest pii hledani potencialné ucinnych latek (Evidente & Kornienko 2009). Navic
syntéza alkaloidi Amaryllidaceae je velmi aktivnim polem vyzkumu pravé diky jejich
biologické aktivité a potencidlu jako farmaceutickych latek. Veskeré snahy o syntézu téchto
sloucenin vedly K pochopeni vztahu mezi strukturou a aktivitou téchto slouéenin
a objevenim novych analogt jesté s vyssi urovni biologické aktivity. Vzhledem k pokracujici
¢innosti v této oblasti jsou pravdépodobné dalsi pokroky (Ghavre et al. 2016).
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4 Metodika
4.1 Material

Pro testovani extraktti ¢eledi rostlin Amaryllidaceae byly pouzity bunécné linie stievniho
karcinomu HT29, Caco-2 a normalni lidska buné¢na linie FHs 74Int. Tyto buné¢né linie byly
zakoupeny z American Type Culture Collection (ATCC). Kultivaéni media Hybri-Care
Medium ATCC 46-X (ATCC, USA), Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), fetalni
bovinni sérum (FBS), neesencidlni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny,
roztok penicilinu (10 000 MJ) a streptomycinu (100 mg), trypsin, fosfatovy pufr (Phosphate
Buffer Saline - PBS), epidermalni rustovy faktor (EGF), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT), pficemz vSe bylo zakoupeno od Sigma-Aldrich (CZ).
Dymethylsulfoxid (DMSO) (Lachner, Neratovice CZ), mikrotitraéni desti¢ky, serologické
pipetety a kultiva¢ni ldhve Nunc (ThermoFischer, UK).

4.2  Kultivace buné¢nych linii

Bunéené linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29 byly péstovany v DMEM mediu
s ptidavkem 10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatu sodného,
1% hydrogenuhlicitanu sodné¢ho a 1% neesencialnich aminokyselin. Buné¢na linie lidského
tenkého stieva FHs 74Int byla kultivovana v Hybri-Care Mediu (ATCC 46-X) s 30 ng/ml EGF,
10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% hydrogenuhli¢itanu sodného. Bunécéné
linie byly vzdy kultivovany v kultiva¢nich lahvich s 15 ml ptislusného media. Takto byly 1dhve
vlozeny do inkubatoru pii 5 % CO2 a 37 °C, pfi¢emz medium bylo ménéno kazdé dva dny. Cela
kultivace bun€k probihala pfiblizné po dobu 7 dni, konkrétné do 80-90% konfluence. Pti sklizni
byla kultivacni lahev proplachnuta 1x pomoci PBS, aby doslo k odstranéni inhibitort trypsinu.
Poté bylo na dobu 3 minut pfidano 5 ml trypsinu a po uplynuti vySe uvedené doby bylo pfidano
5 ml kompletniho media obsahujici inhibitory trypsinu. V ptipadé¢ nekompletniho uvolnéni
bunék z povrchu lahve byla pouzita bunétna Skrabka. Nasledn¢ byl obsah piepipetovan do
centrifugacni zkumavky, které byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 1063x RCF. Pot¢ bylo
slité staré medium bez poSkozeni bunétné pelety, ke které bylo ptidano 5 ml Cerstvého media
a peleta v ném byla mechanicky rozpusténa. Z této bunétné suspenze bylo preneseno 0,5 ml do
nové kultivacni ldhve s 15 ml kompletniho media.

4.3  MTT cytotoxicky test

Ke stanoveni cytotoxicity bylo vyuzito tetraziolové soli 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazol bromid (MTT) s modifikacemi dle Doskocil et al. (2015). Bunécné suspenze
bun¢k Caco-2, HT29 a FHs-74 byly pipetovany do 96-jamkové desticky v pfipravenych
koncentracich. Po 24 hodinach doslo k odstranéni starého media a nahrazeni Cerstvym, které
obsahovalo testované vzorky v koncentraci 16-512 pg/ml a byly inkubovany po dobu 72 hodin.
Po uplynuti této doby bylo medium odstranéno a nahrazeno DMEM mediem obsahujicim MTT
(1 pg/ml), pficemz byly vzorky inkubovany dalsi 2 hodiny pti 37°C. Nésledné byl supernatant
odsat a formazanovy produkt byl rozpustén ve 100 ml DMSO. Absorbance byla métena pii
555 nm s pouzitim Tecan Infinite M200 spektrometru. Poté byla stanovena inhibic¢ni
koncentrace (I1Cso) jednotlivych vzork.
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Nasledné jsme vypocetli selektivni index. Selektivni index se vypocita jako pomér
inhibi¢ni koncentrace (ICsg) Caco-2 a HT29 ku ICsp normalnich bun¢k linie FHS 74Int.
Selektivni index vyss$i nez 1 znaci negativni selektivitu, vysledek niz§i nez 1 znaci pozitivni
selektivitu.

4.4  Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka. Statistické
vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu.
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5 Vysledky

V této diplomové praci byla testovana in vitro cytotoxicka aktivita celkem
38 syntetickych derivatt alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae na lidskych bunéénych liniich
sttevniho karcinomu HT29 a Caco-2. Konkrétné byla zkouména jejich schopnost inhibovat rast
téchto nadorovych bunék, pii¢emz pro porovnani byla pouzita lidska stfevni bunécna linie FHS
74Int. Ztestovanych latek vykazovaly toxicitu derivaty galanthaminu, ambellinu,
haemanthaminu a izomer pankracinu. Derivat galanthaminu prokazal toxicitu na bunééné linii
kolorektalniho karcinomu Caco-2 s hodnotou 1Cs 6,07 + 2,87 uM/ml, na buné¢nou linii HT29
a FHS 74Int nemél toxicky vliv (ICso>10 uM/ml). Naopak u izomeru pankracinu byl zjistén
toxicky ucinek na HT29 (ICso 8,2 + 0,91 uM/ml). Na zbyvajici bunééné linie tato latka neméla
toxické ucinky (ICsp >10 uM/ml). Na vSechny tfi bunécné linie m¢l toxicky ucinek derivat
ambellinu, ptfi¢emz u bunééné linie Caco-2 (ICso 1,86 + 0,32 uM/ml) byl tento ucinek
nejvyraznéj$i. Vyssich hodnot bylo dosazeno u HT29 (I1Cs0 3,23 + 0,17 uM/ml) a u bunééné
linie FHs 74 Int byla hodnota ICso 5,24 + 0,08 uM/ml. Selektivni index byl pro bunéénou linii
Caco-2 0,35 a HT29 0,62. Dalsim derivatem s toxickymi u¢inky byl derivat haemanthaminu,
Ktery na nadorové bunéc¢né linie mél jesté vyraznéjsi toxické ucinky nez derivat ambelinu,
konkrétn¢ na bunéénou linii Caco-2 (ICs0 0,78 + 0,18 uM/ml), toxicky byl také na HT29
(1Cs502,43 £ 0,13 uM/ml). Na normalni buniky stievniho epithelu FHS 74Int m¢l derivat rovnéz
toxicky ucinek (1Cso 4,33 + 0,45 uM/ml). U tohoto derivatu je selektivni index jesté vyraznéjsi,
pro bunéénou linii Caco-2 byl 0,18 au HT29 0,56. Ostatni zkoumané syntetické derivaty
alkaloidi celedi Amaryllidaceae na testovanych bunéénych liniich cytotoxické nejsou
(ICs0>10 uM/ml) (tab.1).

Tabulka 1: Vysledky stanoveni cytotoxicity

Lath FHs 74Int HT29 Caco-2 Index selektivity
atka 1Cso (uM/ml) (primér + SD) Caco-2 HT29
galzfr?’nrﬁ;ﬁzinu >10 >10 6.07 +2.87 n.s. n.s.
palrflgrn;sirnu >10 8.20+0.91 >10 n.s. n.s.
arfg;ﬁ?;u 524+ 0.08 3234017 1.86 = 0.32 0,35 0.62
derivit 433 %045 243£0.13 0.78 +0.18 0,18 0,56

haemanthaminu

V tabulce jsou uvedeny pouze hodnoty ICso <10 uM/ml; Caco-2, HT29-bunécéné linie kolorektalniho
karcinomu, FHs 74Int-zdrava bunééna linie tenkého stfeva; ICso-koncentrace zptisobujici 50 % inhibici rustu
specifické biologické funkce; SD-smérodatna odchylka

Index selektivity-pomér inhibi¢ni koncentrace nadorovych bunéénych linii ku inhibiéni koncentraci zdravych
vy$si nez 1, je hodnocen jako neselektivni, tzn. plisobi cytotoxicky i na zdravé bunécné linie; n.s. — selektivni
index nelze stanovit
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6 Diskuze

Nédorova onemocnéni jsou v celosvétovém métitku hlavnim zdravotnim problémem.
Vzhledem k nartstu starnouci populace a nevhodnému zivotnimu stylu lidi je tato diagndza
stale Cast¢jsi (Siegel et al. 2019). Mezi nejbézné€jsi nadorova onemocnéni se fadi kolorektalni
karcinom, konkrétné je celosvétove tfetim nejvice diagnostikovanym. Dle WHO bylo v roce
2018 zaznamenano 1 849 518 piipadld, coz ¢ini 10,2 % zcelkového poctu. NejvétSim
problémem tohoto nddorového onemocnéni je pozdni diagnostika nemoci, odolnost pacienta
vuci 1écbe a pfitomnost metastaz (Arvelo et al. 2015). Stale vice je znam vznik naddorovych
bunék rezistentnich vici 1éktim, coz vede stale vice k vyvoji protinadorovych 1€ki s riznymi
mechanismy G¢inku (Zhi-Xing et al. 2018).

Vedle tradicnich zptsobii 1é¢by nédorovych onemocnéni stale dochdzi k vyvoji
vysledkiim 1é€by nedochézi. Jiz fadu let jsou pfedmétem zkoumani pfirodni produkty a jejich
derivaty se slibnym potencidlem pro 1é€bu nadorovych onemocnéni (Habartova et al. 2016).
Dle Chin et al. (2006) je pfiblizn€ 25-28 % vSech modernich 1é¢ivych ptipravki pfimo
¢1 nepiimo odvozeno od vysSich rostlin, coz poukazuje na enormni 1é¢ivy potencial rostlin,
které jsou jiz po tisic let znamy v tradi¢ni mediciné. Omezujicim znakem souvisejicim s mnoha
rostlinnymi sekundarnimi metabolity je jejich Spatnd rozpustnost ¢i biologicka dostupnost.
Hlavnim feSenim pro rostlinné latky je pouziti semisyntetickych nebo syntetickych analogti. To
se uplatiuje i u alkaloid rostlin ¢eledi Amaryllidaceae (Fridlender et al. 2015).

Z nami testovanych 38 vzorkl byl in vitro toxicky ucinek prokazan u 4 derivata alkaloidu,
konkrétné¢ haemanthaminu, ambellinu, pankracinu a galanthaminu. Protinddorova aktivita byla
testovana na lidskych bunéénych liniich stfevniho karcinomu HT29 a Caco-2 a na zdravé
bunécné linii FHS 74Int.

Dle nasich vysledki derivat haemanthaminu vykazoval toxicitu vici bunéénym liniim
kolorektalniho karcinomu Caco-2 1 HT29. Selektivnéji plisobil k bunécné linii kolorektalniho
karcinomu Caco-2 s inhibi¢ni koncentraci 0,78 + 0,18 uM/ml a selektivnim indexem 0,18.
V piipadé bunécné linie HT29 bylo pii hodnoceni cytotoxicity dosazeno vyssich hodnot (1Cso
4,33 + 0,45 a selektivni index 0,56).

Ve studii Doskocil et al. (2015) byl testovan haemanthamin na stejnych buné¢nych liniich
jako v této praci. Bylo prokazano, ze vykazuje 20x vyssi inhibi¢ni koncentraci (ICsg
19,5+ 8.9 uM/ml) u zdravé bunécné linie FHS 74 Int v porovnani s nddorovymi liniemi
kolorektalniho karcinomu, konkrétn¢ Caco-2 (1Cs0 0,99+ 0,14 pM/ml)a HT29 (1Cs0 0,59+ 0,01
uM/ml). V tomto piipadé se jedna o selektivnéjsi latku vici nadorovych bunéénym liniim nez
tomu bylo v nasem piipadé. O dva roky pozdé&ji byla ve studii dle Havelek et al. (2017)
zkoumana inhibi¢ni koncentrace haemanthaminu na sedmnacti bunéénych liniich, konkrétné na
HL-60, Jurkat, Molt-4, A549, H1299, Colo-201, HT29, SW-480, AGS, PANC-1, A2780, HeLa,
BT-549, MCF-7, MDA-MD-231, SAOS-2 a SK-BR-3. Bylo zjisténo, ze ze zkoumanych linii
byl haemanthamin nejselektivnéjsi k bunkam kolorektdlniho karcinomu HT29
(ICs50 0,3+ 0,01 uM/ml).

V ptipadé¢ haemanthaminového a krininového typu alkaloidu je charakteristicka
ptfitomnost 5,10b-ethanového mustku, ktery muze byt orientovan v poloze a ¢i B. a-orientace
tohoto mustku je predpokladem pro jejich vy$si aktivitu. Dle Kim et al. (2006) je pro
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cytotoxickou aktivitu dulezita pfitomnost pravé a-C2 mustku. Tuto skutecnost potvrdil ve své
studii na a-C2 premosténych slouceninach krinaminu a 3-epi-krinaminu (=haemanthamin).
Ovsem ve své studii McNulty et al. (2009) uvadi, ze a-C2 premostény alkaloid hamayne
vykazuje pouze mirnou cytotoxickou aktivitu proti gastrointestinalnim nadorovym bunkam. To
se jedna o C-3 hydroxyl derivat. Oproti tomu C-3 methoxy derivaty, jako jsou haemanthamin
a haemanthidin, cytotoxickou aktivitu vykazovaly. Ztoho plyne, Ze pravé umisténi
hydroxylové skupiny ma za nasledek slabsi cytotoxickou aktivitu.

U derivatu haemanthaminu z této préce je selektivni G€inek vic¢i nadorovym bunécnym liniim
vyrazny, a tudiz se jedna o vhodné potencialni 1é¢ivo k terapii kolorektalniho karcinomu.

Dalsim derivatem alkaloidu celedi Amaryllidaceae, ktery vykazoval cytotoxickou
aktivitu vici nadorovym bunéénym liniim z této této prace je derivat ambellinu, pfi¢emz se
rovnéz jedna o alkaloid vySe zminéného typu. V tomto piipadé nebyla prokazana toxicita jen
k nadorovym bunéénym liniim Caco-2 (ICso 1,86+ 0,32 uM/ml) a HT29 (ICso 3,23+ 0,17
uM/ml), ale i k zdravé bunééné linii FHS 74Int (ICsp 5,24+ 0,08 uM/ml).

Cytotoxicita ambellinu je fadu let testovana napfi¢ rlznymi nadorovymi liniemi,
ale dosud nebyly zjistény zadné prevratné vysledky. Jiz v roce 1976 byl zkouman vliv nékolika
alkaloidt na rast lidskych epitelovych bun¢k HelLa ve studii dle Jimerez et al. Ambellin byl
jednim z nich, pficemz u n¢j nebyl pozorovan zadny inhibi¢ni ¢inek na rast. V tomto ptipadé
byla nejucinngj$i slouceninou a-krinan haemanthamin. O osm let pozdéji byl ambellin
pfedmétem zkoumani v in vivo studii dle Petitt et al. (1984), kdy bylo provedeno testovani na
lymfocytarni leukémii na bunééné linii P-388 u mysi. Ambellin vykazal jako jediny testovany
alkaloid cytotoxickou aktivitu, a to jiz pfi inhibi¢ni koncentraci 1,6 pM/ml. Déle byla také
zkoumana jeho protinddorova aktivita vici bunéénym liniim MOLT-4 a HepG2, pfiCemz
u obou vykazoval nizkou inhibi¢ni interakci (ICso> 10 pM) (Weniger et al. 1995).
K obdobnému vysledku dosel Berkov et al. (2011) pfi zkoumani jeho cytotoxicity v in vivo
studii na bunkach mysiho melanomu BL-6 (ICso> 100 uM). Ve studii dle Vanéckova et al.
(2016) byla studovana protinadorova aktivita ambellinu na shodnych bunéénych liniich jako
Vv této diplomové praci. Konkrétn€ bylo zjist€éno, Ze u vSech bunécénych linii neplsobi
HT29 (ICs0 50,2+ 1,2 uM/ml), nasledné u Caco-2 (ICso 74,1+ 1,1 uM/ml) a nejvyssi 1Cso byla
zjisténa u zdravé bunééné linie FHS 74Int (1Cs0 89,8+ 6,5 uM/ml).

Vzhledem ktomu, Ze rozdil mezi alkaloidy haemanthaminem a ambellinem je
v konformaci ethoxy skupiny, muze se zptisob cytotoxicity odvijet pravé od této skute¢nosti
(Luchetti et al. 2012). Navic v pisobeni na vétS§inu bunéénych linii hraje roli poloha
5,10b-etanového mistku, pfi¢emz pravé v jeho orientaci se tyto alkaloidy také neshoduji, coz
muZe pusobit také na jejich protinadorovou aktivitu (Matikova et al. 2020).

V ptipadé této diplomové prace se jedna o pomérne neocekavatelny vysledek, kdy derivat
ambellinu pusobil cytotoxicky vici nadorovym liniim Caco-2 a HT29. OvSsem vzhledem
k faktu, ze hodnota ICsg tohoto testovaného derivatu u bunécné linie Caco-2 byla vyssi nez 1
uM/ml a u HT29 dokonce vyssi nez 3 uM/ml nelze tuto latku klasikovat jako vhodnou
k zafazeni do dal$ich fazi testovani.

Dalsi latkou, kterd vykazala cytotoxickou aktivitu byl izomer pankracinu. Je selektivni
pouze V piipadé nadorové bunééné linie HT29 (ICsg 8,20 + 0,91 uM/ml), pficemz selektivni
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index tohoto derivatu je 0,82, coz vypovida o tom, Ze se nejednd o piili§ vyznamny vysledek
ve vztahu k nasemu zkoumani. Ve studii dle Breiterova et al. (2020) byla méfena inhibi¢ni
koncentrace pankracinu u bunécné linie HT29 stejné tak jako v této diplomové praci. V tomto
zkoumani byla namétena hodnota ICsg 2,60 = 0,51 uM/ml. Byly zde pouzity i normalni lidské
fetalni plicni fibroblasty (MRC-5) ke studiu u¢inku na nenadorové bunky. Ovsem bylo zjisténo,
7e pusobi cytotoxicky i na tuto zdravou bunéénou linii (IC50 5,15 + 0,34 uM/ml). Ve studii dle
Cedron et al. (2015) byl zkouman vztah mezi strukturou a aktivitou pankracinu z vysledka
antiproliferacni aktivity na kolorektalni naddorové bunécné linii WiDr. Byla métena inhibi¢ni
koncentrace u pankracinu, kdy bylo zjisténo, Ze se nejedna o slouceninu se slibnym
cytotoxickym potencialem vici témto nadorovym bunkam (ICsp 9,1 + 1,0 puM/ml).
Protinadorova aktivita byla zkoumadna i u jeho semisyntetickych derivat. V ptipad¢ nahrazeni
hydroxylovych skupin v kruhu E pankracinu chlorem a methoxyskupinou v daném potadi doslo
K velmi podobnému vysledku (ICsp 7,5 + 2,0 uM/ml). OvSem zavedeni methoxyskupiny na
C-6 antiproliferativni aktivitu vyrazné snizilo (ICso> 100 uM/ml). Z této skuteénosti l1ze tedy
vyvodit, Ze sterickd zabrana na C-6 je dulezitym faktorem pro aktivitu této fady sloucenin.

Souhrnné Ize uvést, Ze pankracin je montaninovym typem alkaloidu, pfi¢emz prave tato
skupina se jevi jako slibnd pii hledani novych protinadorovych IéCiv. Ackoliv studie
(Govindaraju et al. 2018; Masi 2019) prokazuji, ze mohou u¢inné potlacit zivotaschopnost
a proliferaci lidskych nadorovych bunék, ptesny mechanismus této cytotoxické aktivity nebyl
dosud pln¢ objasnén a stale je predmétem zkoumani.

Dle naSich vysledkli posledni slouceninou vykazujici cytotoxickou aktivitu je derivat
galanthaminu. Pisobi selektivné k bunééné linii  kolorektdlniho karcinomu Caco-2
(ICs0 6,07 + 2,87 uM/ml). Ovsem hodnota ICso neznazoriiuje, Ze by se jednalo o slou¢eninu,
ktera je vhodna k zatazeni do terapie nddorovych onemocnéni. Dle Dalecka et al. (2013) je
galanthamin latka absolutné bez znamek cytotoxického piisobeni. Tuto skute¢nost 1ze vyvodit
1 ze studie dle Duy et al. (1997), ktera byla provedena jiz pied vice nez 20 lety. U vSech
testovanych nadorovych bunéénych linii, konkrétné bunék fibroblastomu (BJ), lymfoblastické
leukémie (CEM), melanomu (G-3610), délozniho hrdla, myelogenni leukémie (K562) a prsu
(MCF7) vykazoval galanthamin inhibi¢ni koncentraci vyssi nez 50 pM/ml, coz z néj €ini latku,
ktera neptisobi selektivné k témto bunénym liniim, a tudiZ neni vhodnym potencidlnim
lécivem pii 1écbe téchto nadorovych onemocnéni.

Galanthamin je vyuzivan zejména k 1écbé neurodegenerativnich onemocnéni, jako je
Alzheimerova choroba. Je zndm svym dudlnim mechanismem. Piasobi kompetitivné
a reverzibilné inhibuje enzym acetylcholinesterdzu (AChE), ¢imz zvySuje hladinu
acetylcholinu (ACh). Dale je schopen pisobit jako alostericky moduldtor nikotinovych
receptord, ¢imz dochézi k zesileni vlastniho G€inku ACh. Pouziva se ve formé soli (galanthamin
hydrobromid), ktery je vyznamny dobrym vstfebavanim a vysokou biologickou dostupnosti
(Drtinova & Pohanka 2013). Pro vyvolani jeho biologického ucinku jsou podstatna mista, jako
cyklohexenovy kruh s hydroxylovou skupinou, tercidlni aminoskupina a methoxyskupina.
Modifikace téchto mist vede k ovlivnéni miry pisobeni, pfipadné¢ miize dojit k prechodu na
ucinek jiny. Naptiklad sanguinin (9-O-demethylgalanthamin) vykazuje 10x vétsi potencial
inhibovat AChE neZ samotny galanthamin. Tento fakt je pfisuzovan vyméné methoxyskupiny
za hydroxylovou ve struktufe galanthaminu. Diky hydroxyskupiné je lepSi moznost navazani
molekuly na AChE (Konrath et al. 2013). OvSem vzhledem k tomu, Ze sanguinin témeéft
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nepronikd pfes hematoencefalickou bariérou a jeho vyskyt v pfirodé neni Cetny, jeho vyuziti
Vv praxi je znacné€ omezeno (lannello et al. 2014). Dal§imi latkami vykazujici vyssi inhibi¢ni
ucinek nez galanthamin, konkrétné 5%, jsou jeho N-derivaty. Tato skutecnost je prikladana
pritomnosti allylové ¢asti na atomu dusiku. V tomto pfipad¢€ je nevyhodou Spatna dostupnost
Vv biologickém materialu (Berkov et al. 2008). Jiz vySe zminéna pfitomnost cyklohexanového
kruhu je jednou z nejpodstatnéjSich c¢asti. U alkaloidti lykoramin a epinorlykoramin,
postradajicich dvojnou vazbu cyklohexenového kruhu, byla prokdzana ztrata jejich inhibi¢nich
schopnosti (Bastida et al. 2011). Dalsi diilezitou ¢asti v molekule galanthaminu je tercidrni
aminoskupina. V piipadé jeji absence vznika epinorgalanthamin, ktery pusobi 10x nizsi
inhibi¢ni aktivitou nez samotny galanthamin (Lépez et al. 2002). Vzhledem k tomu, Ze ve
vztahu kbiologické inhibi¢ni aktivit¢ vuc¢i cholinesterazam je galanthamin dukladné
prozkouman, je dnes pfi testovani ostatnich latek na tuto aktivitu pouzivan jako standard
(Martin et al. 2011).

Galanthamin tedy neni pfili§ vhodnym potencidlnim lé¢ivem nadorovych onemocnéni.
OvSem dokud se neobjevi zadné jiné lékové terapie se srovnatelnou nebo lepsi klinickou
Alzheimerovy choroby.

Ostatni testované derivaty Amaryllidaceae alkaloidii nebyly vyhodnoceny jako toxické
(ICs0> 10 uM) na testovanych bunécnych liniich. Pravdépodobné je to zapfi¢inéné hned
z n¢kolika divodi. Prvnim aspektem, ke kterému je tfeba prihlédnout je vztah mezi strukturou
a aktivitou (SAR) daného alkaloidu. V ptfipad€ pozménéni urcité ¢asti ve struktuie slouceniny
dochazi ke zméné jeji aktivity.

Pro zaznamenani cytotoxického plisobeni slouceniny je vedle jeji struktury dillezity i jeji
mechanismus U¢inku. VétSina alkaloidd, které mohou byt pouZity v terapii nadorovych
onemocnéni, funguji jako 1é€iva hlavné tim, Ze vyvoldvaji apoptdzu prostrednictvim indukce
posSkozeni DNA nadorovych bunck (Xia et al. 2014). Ptirodni i syntetické derivaty plisobi
cytotoxicky diky schopnosti inhibovat DNA topoizomerazu, enzym podilejici se na utvareni
dvousroubovice DNA. Je zndma topoizomerdza I a I, pficemZ topoizomerdza I méni stupen
tvorby DNA dvousroubovice tvorbou jednotetézovych zlomi a topoizomeraza II tvoii zlomy
dvoufetézové. V obou piipadech se jednd o proces, ktery je nutné pro transkripci, replikaci
DNA a kondenzaci chromatinu (Cholewinski et al. 2011; Vos et al. 2011). Dale mohou ptsobit
cytotoxicky diky navazani na tubulin. Kvili vazbam na strukturu mikrotubulu podél celé jeho
délky dochazi k interferenci s cytoskeletem bunky. Tubulin je nezbytny pro mnoho procesu,
jako je intracelularni transport a déleni bunék. V piipadé navazani dochdzi k blokovani
bunécného cyklu ve fazi G2/M a nésledné indukci apoptozy. OvSem je nutno poznamenat, ze
latka musi byt schopna selektivné indukovat apoptézu u nadorovych bunék, nikoliv u bunék
zdravych. Vzhledem k tomu, ze dle Courbet et al. (2017) jsou nadorové buiiky nadchylné;si kvili
vy$si mife déleni. Je pravdépodobné, ze se tento selektivni pfistup bude nadale stale vice
vyvijet.

Tyto vyse zminéné poznatky lze aplikovat K vysvétleni toho, Ze ¢ast nami testovanych
sloucenin nepusobila cytotoxicky vii¢i nadorovym bunéénym liniim. Pravdépodobné tyto latky
nebyly schopny interagovat s DNA nadorovych bungk, a tudiz nebylo mozné, aby u nich doslo
k apoptoze. To muize byt dano vlastnostmi dané slouceniny ¢i jeji koncentraci. OvSem je zde
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moznost, ze by dand latka ptisobila cytotoxicky viici jiné nadorové bunééné linii, nez byly zde
pouzity, konkrétn¢ Caco-2 a HT29.
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7 Zavér

V ramci této prace bylo zjisténo, ze ze zkoumanych 38 derivath alkaloidd rostlin celedi
Amaryllidaceae vykazovaly cytotoxickou aktivitu pouze 4 z nich. Navic tato aktivita nebyla
piili§ vyznamna, jelikoz Zzadny testovany derivat se shodnotou 1Cso nepohyboval
V koncentracich méné nez 0,5 uM/ml. Ptesto byl u nékterych derivati selektivni ucinek viici
nadorovym bunécnych liniim vyrazny.

| pres takto negativni vysledky by bylo vhodné v testovani pokracovat a vyuzit metody
vyuzivajici 3D bunééné modely, u kterych jsou vzajemné interakce mézi bunikami podstatné
jiné nez v nami pouzité¢ 2D metod¢, ¢imz mohou byt vysledky negativné ovlivnény.
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