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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

14-3-3   regulační protein 

Akt   též proteinkináza B, thymomas of AKR mice kinase 

Apaf-1   apoptotic protease activating factor 1 

ARTS   protein patřící do rodiny septinů 

ATM   Ataxia telangiectasia mutated 

ATR   Ataxia telangiectasia a rad-3-related 

Bak   Bcl-2 antagonist/killer 1 

Bax   Bcl-2 associated X protein 

Bcl   protein regulující apoptózu, B-cell lymphoma 2 

BH   Bcl-2 homologní doména 

Bid   BH3 interacting domain death agonist 

Bim   Bcl-2 interacting mediator of cell death 

Cdc25A  cdc25A proteinfosfatáza 

Cdk   cyklin dependentní kináza 

CKI   inhibitor cyklin dependentních kináz 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DP1   E2F dimerizační partner 1 

DR4, 5   death receptor 4,5 

E2F   transkripční faktor E2F 

ERK   extracelulárními signály regulovaná kináza 

Fas   apoptosis stimulating fragment 

FasL   apoptosis stimulating fragment ligand 

FoxO1/3  forkhead box O1/3 transkripční faktor 

GADD45  growth arrest and DNA-damage-inducible protein 

GP   růstové procento 

HDAC   histondeacetyláza 

Chk 1, 2  checkpoint kináza 1, 2 

IC   inhibiční koncentrace 

MAPK   mitogenem aktivovaná proteinkináza 

Mcl   myeloid cell leukemia protein 

MDM2, 4  mouse double minute homolog 2, 4 
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mTOR   mammalian target of rapamycin, Ser/Thr kináza 

NF-κB   nuclear factor kappa-B, jaderný faktor 

NMR   nukleární magnetická rezonance 

Noxa   phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 

p21   cyklin dependentní kinázy inhibující protein 21 

p27   cyklin dependentní kinázy inhibující protein 27 

p53   tumor supresorový protein 53 

PI   propidium jodid 

PI3K   fosfatidylinositol-3-kináza 

pRb   fosforylovaný retinoblastomový protein 

Puma   p53 upregulated modulator of apoptosis 

Rb   retinoblastomový protein 

SCF   ubikvitin ligáza SCF 

Ser   serin 

Smac/DIABLO second mitochondria-derived aktivátor/ direct IAP-binding protein with 

low pI 

TGFβ   transformující růstový faktor β 

Thr   threonin 

TLC   metoda chromatografie na tenké vrstvě, thin layer chromatography 

TNF/TNFR  tumour necrosis factor/TNF receptor 

TRAIL   TNF-related apoptosis inducing ligand 

Tyr   tyrosin 
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SOUHRN 

Možnosti současné terapie nádorových onemocnění jsou široké, přesto však tato 

onemocnění stále patří mezi nejčastější příčiny úmrtí. Dosavadní poznatky biomedicínského 

výzkumu se čím dál tím více uplatňují v léčebné strategii tohoto typu onemocnění. Pochopení 

molekulárních drah spojených se vznikem nádorových buněk, jejich progresí a metastází vedl 

k objevu nových protinádorových léčiv a rozvoji cílené léčby. Současně také poznání 

molekulárního mechanismu účinku protinádorových léčiv získaných z rostlin či jejich 

semisyntetických derivátů umožnuje rozšířit portfolio dosud používaných cytostatik. 

Cílem disertační práce bylo studium cytotoxického a cytostatického účinku dosud 

neprozkoumaných isochinolinových alkaloidů montaninového typu in vitro s použitím panelu 

nádorových buněčných linií a nenádorové buněčné linie lidských plicních fibroblastů. 

V počáteční fázi studie byly základní typy montaninových alkaloidů - montanin a pankracin - 

izolovány, dále podrobeny screeningu cytotoxicity s použitím panelu devíti nádorových 

buněčných linií odlišného histotypu a jedné nenádorové buněčné linie plicních fibroblastů. Byly 

stanoveny hodnoty 50 % inhibiční koncentrace IC50. Pankracin, parentní alkaloid čeledi 

Amaryllidaceae, byl komplexně prostudován s cílem pochopit molekulární mechanismus jeho 

účinku, především tedy vliv na viabilitu a proliferaci rezistentní buněčné linie adenokarcinomu 

plic A549 a leukemické linie MOLT-4.  Jako součást detailnějšího studia molekulárních 

mechanismů účinku byly rovněž použity metody, které pomohly odkrýt vliv pankracinu na 

buněčný cyklus, vliv na indukci apoptózy a dále metody použité k detekci proteinů 

molekulárních drah vedoucí k antiproliferačnímu a cytotoxickému účinku. Nejprve byla 

zkoumána buněčná proliferace a viabilita nádorových buněk metodou barvení Trypanovou 

modří a detekcí proliferace v reálném čase systémem xCELLigence. Vliv na buněčný cyklus 

byl stanoven průtokovou cytometrií. Apoptóza byla stanovena pomocí značení Annexinem 

V/PI a také kvantifikací aktivity kaspáz (-3/7, -8 a -9). Proteiny účastnící se dějů spojených se 

zastavením růstu či iniciací apoptózy byly detekovány elektroforeticky a pomocí metody 

Western blot. Pankracin statisticky významně snížil viabilitu a proliferaci leukemické buněčné 

linie MOLT-4. Indukce apoptózy v buňkách MOLT-4 po ovlivnění pankracinem byla 

prokázána statisticky významně vyšší aktivitou kaspáz a rovněž detekcí fosfatidylserinu na 

mimobuněčné straně cytoplazmatické membrány leukemických buněk. Dalším důkazem 

indukce programované buněčné smrti vyvolané pankracinem je detekce tumor supresorového 

proteinu p53 fosforylovaného na serinu 392, proapoptotické MAP kinázy p38 fosforylované na 
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threoninu 180 a tyrosinu 182 a upregulace inhibitoru cyklin dependentních kináz, proteinu p27. 

Pankracin statisticky významně inhiboval proliferaci buněčné linie adenokarcinomu plic A549 

a tento efekt přetrvával po dobu 96 h. Inhibice růstu rezistentního adenokarcinomu plic se 

projevila v důsledku zvýšení akumulace buněk v G1 fázi, tato zástava byla způsobena 

downregulací tumor supresorového proteinu Rb fosforylovaného na serinu 807 a 811, 

upregulací p27 a downregulací Akt kinázy fosforylované na threoninu 308. Závěrem lze tedy 

uvést, že redistribuce buněk v buněčném cyklu a indukce programované buněčné smrti jsou 

klíčové mechanismy působení pankracinu. 
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SUMMARY 

The possibilities of current therapy of cancer diseases are wide, yet these diseases are 

still among the most common causes of death. The current findings of biomedical research are 

increasingly being applied in the treatment strategy of cancer. Understanding the molecular 

pathways associated with cancer cell formation, progression, and metastasis has led to the 

discovery of new anticancer drugs and the development of targeted therapies. Simultaneously, 

knowledge of the molecular mechanism of action of anticancer drugs derived from plants or 

their semisynthetic derivatives makes it possible to expand the portfolio of cytostatics used so 

far. 

The aim of the dissertation was to study the cytotoxic effect of hitherto unexplored 

montanine-type isoquinoline alkaloids in vitro using a panel of cancer cell lines and a non-

cancer cell line of human lung fibroblasts. 

In the initial phase of the study, the basic types of montanine alkaloids, montanine and 

pancracine, were isolated, further subjected to cytotoxicity screening using a panel of 9 cancer 

cell lines of different histotype and one non-cancerous cell line formed by lung fibroblasts. 

Mean inhibitory concentrations IC50 values were determined. Pancracine, the parent alkaloid of 

the Amaryllidaceae family, has been comprehensively studied in order to understand the 

molecular mechanism of its action, especially the effect on viability and proliferation of the 

resistant lung adenocarcinoma cell line A549 and the leukemic cell line MOLT-4. As part of a 

more detailed study of the molecular mechanisms of action, methods have also been used that 

have shown its effect on cell cycle, replication, induction of apoptosis, and detection of 

molecular pathway proteins leading to antiproliferative and cytotoxic effects. First, cell 

proliferation and cancer cell viability were measured by Trypan blue staining assay and 

xCELLigence real-time proliferation system. The effect on the cell cycle was determined by 

flow cytometry. Apoptosis was determined by Annexin V / PI labelling and quantification of 

caspase activity (-3/7, -8 and -9). Proteins involved in growth arrest or apoptosis activation were 

detected by electrophoresis and western blotting. Pancracine significantly reduced the viability 

and proliferation of the leukemic cell line MOLT-4. The apoptosis-inducing effect of 

pancracine in MOLT-4 cells was demonstrated by a significantly higher caspase activity as well 

as by the detection of phosphatidylserine on the outer leaflet of the plasma membrane of 

leukemia cells. Further evidence of apoptosis is the detection of the p53 tumor suppressor 

protein phosphorylated at serine 392, the proapoptotic MAP kinase p38 phosphorylated at 
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threonine 180, and tyrosine 182, and the upregulation of the inhibitor of cyclin-dependent 

kinases p27. Pancracine significantly inhibited the proliferation of the A549 lung 

adenocarcinoma cell line and this effect persisted for 96 h. Growth inhibition of resistant lung 

adenocarcinoma was due to increased cell accumulation in the G1 phase, this G1 block was 

caused by downregulation of the tumor suppressor protein Rb phosphorylated at serine 807 and 

811, upregulation of p27, and downregulation of Akt kinase phosphorylated at threonine 308. 

In conclusion, cell cycle perturbation and induction of apoptotic cell death were 

considered to be the key mechanisms of pancracine action. 
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1 CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem disertační práce bylo komplexně prostudovat cytostatickou a cytotoxickou 

aktivitu skupiny vybraných montaninových alkaloidů s použitím panelu nádorových buněčných 

linií odlišného histotypu a nenádorové lidské buněčné linie plicních fibroblastů. Zároveň si tato 

práce klade za cíl poodhalit molekulární mechanismus účinku vybraného montaninového 

alkaloidu. Konkrétně se věnuje těmto dílčím úkolům: 

• Stanovení růstového procenta (GP) dosud netestovaných alkaloidů izolovaných 

z rostlin Hippeastrum cultivars v panelu 9 buněčných linií odvozených z histotypově odlišných 

nádorů a u jedné nenádorové linie lidských plicních fibroblastů. 

• Stanovení hodnoty inhibiční koncentrace IC50 u těch izolovaných alkaloidů, 

jejichž jednodávková koncentrace 10 µmol.l-1 snížila GP pod 50 %. 

• Stanovení růstového procenta (GP) dosud netestovaných alkaloidů izolovaných 

z rostliny Narcissus L. cv. Professor Einstein v panelu 9 buněčných linií odvozených z 

histotypově odlišných nádorů a u jedné nenádorové linie lidských plicních fibroblastů. 

• Stanovení hodnoty inhibiční koncentrace IC50 u těch izolovaných alkaloidů, 

jejichž jednodávková koncentrace 10 µmol.l-1 snížila GP pod 50 %. 

• Pomocí vhodné metody určit, zda je cytostatický účinek vybraného 

montaninového alkaloidu dlouhodobý a dávkově závislý. 

• Posoudit, zda je cytostatický a cytotoxický účinek alkaloidu spojen s redistribucí 

buněčné populace v jednotlivých fázích buněčného cyklu. 

• Zhodnotit, zda je cytotoxický účinek montaninového alkaloidu spojen s aktivací 

programované buněčné smrti a pomocí vybrané metody kvantifikovat počet apoptotických 

buněk v časné a pozdní fázi apoptózy. 

• Detekovat a kvantifikovat klíčové proteiny účastnící se molekulárních dějů v 

pozadí cytostatického a cytotoxického účinku montaninového alkaloidu spojených se zástavou 

buněčného cyklu či indukcí apoptózy. 
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2 SEZNAM PUBLIKACÍ A PŘÍSPĚVEK AUTORA 

V JEDNOTLIVÝCH PUBLIKACÍCH 

Autorka publikovala celkem sedm původních prací v časopisech s impakt faktorem, z 

nichž 2 publikace jsou prvoautorské a pět publikací spoluautorských. Dále autorka publikovala 

1 přehledový prvoautorský článek v časopise s impakt faktorem. Tato disertace je 

komentovaným souborem čtyř z těchto publikací věnujících se problematice montaninových 

alkaloidů. Seznam dalších publikací nezahrnutých do disertace je uveden v kapitole 7. Autorčin 

přínos v jednotlivých publikacích je následující: 

2.1 Chemical and Biological Aspects of Montanine-Type Alkaloids Isolated from 

Plants of the Amaryllidaceae Family 

Koutová, D.; Maafi, N.; Havelek, R.; Opletal, L.; Blunden, G.; Řezáčová, M.; Cahlíková, L. 

Molecules 2020, 25(10):2337. 

IF2020 4,412, Q2 (Chemistry, Multidisciplinary: Molecules) dle AIS 

Publikační příspěvek autorky disertační práce: 

část biomedicínská 

• rešerše týkající se především protinádorového účinku montaninových alkaloidů 

část fytochemická 

• rešerše věnující se přípravě nových syntetických derivátů s ohledem na jejich 

protinádorový účinek 

Odborný dohled k fytochemické části a strukturně aktivitním studiím zajišťovala 

prof. Ing. Lucie Cahlíková, Ph.D. z Katedry farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty 

Univerzity Karlovy v Hradci Králové. 

2.2 Alkaloid profiling of Hippeastrum cultivars by GC-MS, isolation of Amaryllidaceae 

alkaloids and evaluation of their cytotoxicity 

Al Shammari, L.; Al Mamun, A.; Koutová, D.; Majorošová, M.; Hulcová, D.; Šafratová, M.; 

Breiterová, K.; Maříková, J.; Havelek, R.; Cahlíková, L. 

Rec. Nat. Prod. 2020, 14, 154–159. 

IF2020 1,735, Q3 (Plant Sciences) dle AIS 
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Publikační příspěvek autorky disertační práce: 

Experimentální 

• Kultivace buněčných linií 

• Screening cytotoxicity izolovaných látek z alkaloidního extraktu Hippeastrum cultivars 

metodou WST-1 

• Stanovení hodnoty 50 % inhibiční koncentrace IC50 montaninu u devíti nádorových a 

jedné nenádorové buněčné linie 

• Statistické vyhodnocení výsledků cytotoxicity a hodnot IC50 

Publikační 

• Část týkající se cytotoxicity alkaloidů nebo jejich derivátů 

2.3 Amaryllidaceae alkaloids of different structural types from Narcissus L. cv. 

Professor Einstein and their cytotoxic activity 

Breiterová, K.; Koutová, D.; Maříková, J.; Havelek, R.; Kuneš, J.; Majorošová, M.; Opletal, L.; 

Hošťálková, A.; Jenčo, J.; Řezáčová, M. 

Plants 2020, 9, 137. 

IF2020 3,935, Q1 (Plant Sciences) dle IF 

Publikační příspěvek autorky disertační práce: 

Experimentální 

• Kultivace buněčných linií 

• Stanovení cytotoxicity izolovaných alkaloidů čeledi Amaryllidaceae metodou WST-1 

• Stanovení hodnoty 50 % inhibiční koncentrace IC50 pankracinu u devíti nádorových a 

jedné nenádorové buněčné linie 

• Statistické vyhodnocení výsledků cytotoxicity a hodnot IC50 

Publikační 

• Část týkající se cytotoxicity alkaloidů nebo jejich derivátů 
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2.4 Pancracine, a Montanine-Type Amaryllidaceae Alkaloid, Inhibits Proliferation of 

A549 Lung Adenocarcinoma Cells and Induces Apoptotic Cell Death in MOLT-4 

Leukemic Cells 

Koutová, D.; Havelek, R.; Peterová, E.; Muthná, D.; Královec, K.; Breiterová, K.; Cahlíková, 

L.; Řezáčová M. 

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22(13):7014. 

IF2020 5,923, Q2 (Biochemistry and Molecular Biology) dle AIS 

Příspěvek autorky disertační práce: 

Experimentální 

• Kultivace buněčných linií 
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3 ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

Přes značné vědecké a lékařské úsilí patří nádorová onemocnění mezi nejčastější příčiny 

úmrtí. Léčba v současné době zahrnuje chirurgické odstranění, radioterapii, chemoterapii, 

včetně hormonální terapie, neustále se rozvíjející imunoterapii a biologickou léčbu a 

samozřejmě kombinaci zmíněných. Hledání nových protinádorových léčiv v rovině základního 

výzkumu je možné chemickou de novo syntézou, kombinatorní chemií, purifikací nových 

protinádorových antibiotik, izolací a identifikací nových sloučenin rostlinného původu, 

případně přípravou semisyntetických derivátů vycházejících z látek přírodního původu (Klener 

a Klener 2010). Pochopení mechanismu účinku těchto látek v rovině základního výzkumu 

včetně jejich vlivu na buněčný cyklus a apoptózu je předpokladem úspěšného terapeutického 

zásahu. 

3.1 Buněčný cyklus 

Buněčný cyklus představuje sled vzájemně navazujících a souvisejících dějů, které 

vedou od jednoho buněčného dělení k následujícímu (Kovář 2000). Původně bylo buněčné 

dělení rozděleno do dvou fází: mitóza (M), tj. proces jaderného dělení; a interfázi, tedy přechod 

mezi dvěma M fázemi. Fáze mitózy zahrnují profázi, metafázi, anafázi a telofázi.  Později se 

ukázalo, že i relativně klidná interfáze zahrnuje specifické děje, které se vymezily do fází G1, 

S a G2 (Vermeulen et al. 2003). Fáze G1 představuje časový úsek mezi ukončením předchozí 

mitózy a začátkem replikace DNA, součástí S fáze je tedy syntéza DNA. Ukončením S fáze 

začíná G2 fáze, což je časový úsek, ve kterém probíhá hlavní příprava na mitózu, tedy M fázi 

(Kovář 2000). Buňky v G1 mohou před zahájením replikace DNA vstoupit do klidového stavu 

zvaného G0. Buňky v G0 představují hlavní populaci nerostoucích, neproliferujících buněk v 

lidském těle (Vermeulen et al. 2003). Vzhledem k důležitosti procesů, které jsou součástí 

buněčného cyklu, je v rámci buněčného cyklu nastaven důmyslný systém kontroly. Kontrolní 

body buněčného cyklu jsou takové body progrese, kde se na základě endogenních i exogenních 

signálů rozhoduje o dalším postupu buňky buněčným cyklem (Kovář 2000). Hlavní rodiny 

regulačních proteinů, které hrají klíčovou roli v řízení progrese buněčného cyklu, jsou cykliny, 

cyklin dependentní kinázy (Cdk), jejich substrátové proteiny, inhibitory Cdk (CKI) a tumor 

supresorový genový produkt p53 a tumor supresorový fosforylovaný retinoblastomový protein 

pRb (Golias et al. 2004). Tyto rodiny tvoří základní regulační mechanismus zodpovědný za 

katalýzu přechodu buněčného cyklu a prostup kontrolními body (Golias et al. 2004). 
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3.2 Zástava v kontrolním bodě G1/S 

U buněk nacházejících se v G1/S kontrolním bodě probíhá kontrola iniciace replikace 

DNA a tato kontrola se provádí v závěrečné části G1 fáze (Kovář 2000). Cyklin dependentní 

kinázy (Cdk) a cykliny buněčného cyklu tvoří aktivní komplexy. V této fázi buněčného cyklu 

jsou důležité 2 typy těchto komplexů, konkrétně Cdk4/6 ve vazbě s cyklinem D a Cdk2 ve 

vazbě s cyklinem E, jež vzájemně spolupracují na uvolnění transkripčního komplexu, který 

obsahuje Rb protein a transkripční faktor E2F (Bartek a Lukas 2001). Součástí tohoto 

inhibičního komplexu je hypofosforylovaný Rb protein ve vazbě na E2F-DP1 a 

histondeacetyláza HDAC. Fosforylací Rb proteinu komplexem Cdk4/6-cyklin D a Cdk2-cyklin 

E dojde k disociaci HDAC, čímž je umožněna transkripce genů potřebných pro replikaci DNA. 

Růstové faktory tuto kaskádu spustí aktivací Akt kinázy, která fosforyluje transkripční faktor 

FoxO1/3, tím jej inhibuje a zajišťuje tak přežití a proliferaci buněk. Faktorů a podnětů, které 

naopak zastaví celý tento proces, je celá řada, například poškození DNA, replikační stárnutí 

nebo snížená koncentrace růstových faktorů. Zvláštní úlohu v tomto procesu zajišťují inhibitory 

Cdk (CKI), rodina specifických členů INK4 nebo Kip/Cip, mezi které řadíme například protein 

p21 nebo p27 (Bartek a Lukas 2001). Zablokování replikace DNA na základě indukce 

inhibitoru p21 realizuje protein p53 v reakci na poškození DNA (Kovář 2000). K aktivaci 

inhibitoru p27 dochází prostřednictvím inhibičního růstového faktoru transforming growth 

factor β (TGFβ) a také v důsledku kontaktu buněk. Substrátem p27 je Cdk2-cyklin E, ale také 

Cdk4/6-cyklin D. Zvýšená exprese p27 vede ke G1 bloku. TGFβ kromě regulace CKI také 

inhibuje transkripci cdc25A, což je fosfatáza přímo vyžadována pro aktivaci Cdk. K inhibici 

cdc25A dochází také ubikvitinylací pomocí ubikvitin ligázy SCF v reakci na poškození DNA 

cestou přes Ataxia telangiectasia-mutated (ATM) kinázu, ATM and Rad3-related (ATR) kinázu 

a checkpoint kinázy Chk1/2. Aktivace signální dráhy Akt/p27/pRb iniciující zástavu v G1/S 

kontrolním bodě ilustruje obr. 1. 
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Obr. 1. Aktivace signální dráhy Akt/p27/pRb vedoucí k zástavě v kontrolním bodě G1/S, 

upraveno podle Bartek a Lukas 2001. 

3.3 Zástava v kontrolním bodě G2/M 

G2 kontrolní bod se nachází na přechodu G2 fáze do mitózy. Je spojen s aktivací Cdk2-

cyklin B. Zablokování vstupu do mitózy způsobuje detekované poškození DNA, nedokončená 

replikace DNA a detekované poruchy duplikace centrozómu. Cdk2 je udržována v neaktivním 

stavu pomocí tyrosinkináz Wee1 a Myt1. Stopy poškození DNA vyvolané například ionizačním 

zářením vedou k aktivaci ATM/ATR kinázy, které spustí dvě paralelní kaskády, jež ve výsledku 

vedou k inaktivaci komplexu Cdk2-cyklin B. První kaskáda rychle inhibuje progresi do mitózy 

aktivací Chk1, která fosforylací inaktivuje cdc25, čímž se zabrání aktivaci Cdk2 (Řezáčová a 

Vávrová 2000). Druhá cesta vede přes tumor supresorový protein p53, jehož fosforylace 

umožní disociaci z MDM2 a MDM4 komplexu a to následně umožní aktivovat DNA vazebnou 

a transkripční regulační aktivitu p53. Transkripční aktivita p53 má dopad na gen 14-3-3, který 

se váže na fosforylovaný komplex Cdk2-cyklin B a exportuje ho z jádra, dále na gen GADD45, 

který váže a disociuje komplex Cdk2-cyklin B a p53 rovněž zvyšuje transkripční aktivitu pro 

protein p21, který je inhibitorem cyklin dependentních kináz včetně Cdk2 (Al-Ejeh et al. 2010). 

Až polovina solidních nádorů vykazuje strukturální defekty p53. Nejčastější funkční blokádu 
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p53 představuje zvýšení exprese MDM2 (Klener a Klener 2013). Schéma vybraných signálních 

drah vedoucí k zástavě v G2/M fázi ilustruje obr. 2. 

  

Obr. 2. Schéma vybraných signálních cest vedoucí k zástavě v přechodu z G2 fáze do M fáze, 

upraveno podle Al-Ejeh et al. 2010. 

3.4 Typy buněčné smrti 

3.4.1 Apoptóza 

Apoptóza neboli programovaná buněčná smrt je proces, který vede k řízené eliminaci 

přestárlých, nefunkčních, nepotřebných, mutovaných, infikovaných či transformovaných 

buněk (Klener a Klener 2013). Jedná se o evolučně velmi starý mechanismus a obvykle nevede 

k rozvoji zánětlivé reakce. Je jisté, že jakékoliv omezení regulačních zásahů v procesu apoptózy 

vede k rozvoji různých patologických stavů, včetně nádorových onemocnění. Buňka umírající 

apoptózou vykazuje charakteristické morfologické změny, které ji odlišují od jiných typů 

buněčné smrti. Patří mezi ně kondenzace a fragmentace chromatinu v jádře, tvorba výběžků 

cytoplazmatické membrány, celkové zmenšení a zakulacení buňky a v pozdních fázích rozpad 

celé buňky do tzv. apoptotických tělísek (Ondroušková a Vojtěšek 2014). Rozlišujeme dvě 
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hlavní apoptotické dráhy, receptorovou (vnější, extrinsická) a mitochondriální (vnitřní, 

intrinsická). 

Součástí obou těchto drah je aktivace cysteinových proteáz tzv. kaspáz a to štěpením 

neaktivních zymogenů, prokaspáz. Proces v obou případech vede ke spuštění efektorových 

kaspáz, které mají za úkol ireverzibilní strukturní změnu buněčných komponent a řízenou 

přeměnu buňky v apoptotická tělíska (Klener a Klener 2013). Apoptotická tělíska obsahují stále 

funkční organely, fragmenty kondenzovaného jádra a udržují si intaktní cytoplazmatickou 

membránu, která se od membrány zdravých buněk liší přítomností fosfatidylserinu na její vnější 

straně (Ondroušková a Vojtěšek 2014) a tím jsou rozpoznána a fagocytována makrofágy bez 

rozvoje zánětlivé reakce (Klener a Klener 2013). 

K aktivaci vnější dráhy dochází vazbou ligandů smrti (TRAIL, FasL, TNF) na receptory 

smrti (DR4/DR5, Fas, TNFR atd.) vytvářející trimery. Následně spustí apoptotickou kaskádu 

dějů přes adaptorové proteiny, a to aktivací prokaspázy-8 nebo prokaspázy-10 (Ondroušková a 

Vojtěšek 2014). 

K iniciaci apoptózy vnitřní mitochondriální cestou dochází zejména v případě 

neopravitelného poškození DNA. Pokud poškození DNA buňka neopraví, je odsouzena k 

záhubě. Hlavní roli v tomto procesu pak má tumor supresorový transkripční faktor p53. Mutace 

p53 či jiný defekt v rámci kontroly buněčné integrity, či defekt v apoptotické dráze může vést 

k přežívání buněčných klonů s mutovanou DNA. Selže-li apoptotická kontrola a překonají-li 

tyto buňky navíc ještě imunologický dohled, dochází k šíření nádorového onemocnění (Klener 

a Klener 2013). Regulaci apoptózy zajišťuje rodina Bcl-2 proteinů, které jsou přítomné v 

membráně mitochondrií nebo v cytoplazmě. Společným znakem těchto proteinů je přítomnost 

BH-domén v jejich struktuře (Řezáčová a Vávrová 2000). Rozlišujeme proapoptotické (Bax, 

Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa) a antiapoptotické (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, A1) Bcl-2 

proteiny. Vzájemný poměr a interakce proapoptotických a antiapoptotických členů rodiny Bcl-

2 rozhoduje o tom, zda bude apoptotická dráha inhibována nebo aktivována (Ondroušková a 

Vojtěšek 2014). K vzájemné interakci dochází právě pomocí BH-3 domén, dojde k vytvoření 

dimérů a tím se mohou navzájem inaktivovat (Ondroušková a Vojtěšek 2014). V procesu 

mitochondriální apoptotické cesty dochází k uvolnění cytochromu c z mezimembránového 

prostoru mitochondrií, ten se v cytoplazmě spojuje s proteinem Apaf-1 a prokaspázou-9, 

vytvoří se apoptozom a dochází ke štěpení prokaspázy-9 na aktivní kaspázu-9. Současně 

dochází k uvolnění dalších proteinů z mitochondrií (např. second mitochondria-derived 

aktivátor/ direct IAP-binding protein with low pI SMAC/DIABLO či protein patřící do rodiny 
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septinů ARTS apod.), které vážou a inaktivují antiapoptotické proteiny. Kaspáza-9 aktivuje 

efektorové kaspázy (kaspázy -3/-7), které v dalším procesu štěpí proteiny související s 

buněčnou adhezí, regulací apoptózy, strukturou jádra, buněčným cyklem a ve výsledku dojde 

k buněčné smrti (Ondroušková a Vojtěšek 2014). Schéma naznačující signální kaskádu vedoucí 

k programované buněčné smrti je znázorněno na obr. 3.  

  

Obr. 3. Aktivace vnitřní a vnější apoptotické dráhy, upraveno podle Hengartner 2000. 

3.4.2 Autofagie 

Autofagie je proces, při kterém jsou buněčné komponenty (proteiny nebo dokonce celé 

organely) směřovány do lysozomů za účelem degradace (D´Arcy 2019). Lysozomy jsou pak 

schopny tyto substráty štěpit, degradované složky mohou být buď recyklovány za vzniku 

nových buněčných struktur a/nebo organel, nebo alternativně mohou být dále zpracovány a 

použity jako zdroj energie. Autofagii může iniciovat řada stresorů, zejména nedostatek živin 

(kalorická restrikce) nebo může být výsledkem signálů přítomných během buněčné 

diferenciace a embryogeneze či na povrchu poškozených organel (D´Arcy 2019). Jedná se tedy 

o katabolický proces a je zachován u všech eukaryotických organismů (Saha et al. 2018). Pro 
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autofagii je charakteristický vysoký nárůst počtu autofagických vakuol v buňce, bez 

kondenzace jaderného chromatinu. Její role v nádorových buňkách je nejasná, v počátečních 

fázích autofagie spíše inhibuje rozvoj nádoru tím, že odstraňuje poškozené proteiny a organely, 

v pozdější fázi nejspíš pomáhá nádorovým buňkám vyrovnat se např. s nedostatkem živin nebo 

oxidativním stresem (Ondroušková a Vojtěšek 2014). Nejlépe prozkoumanou signální 

kaskádou regulující autofagii je dráha PI3K-Akt-mTOR-mTORC1/2 (Klener a Klener 2013). 

3.4.3 Nekróza 

Na rozdíl od apoptózy je nekróza alternativní nekontrolovanou formou buněčné smrti, 

která je vyvolána vnějším poškozením, jako je hypoxie nebo zánět (D´Arcy 2019). Tento proces 

často zahrnuje zvýšení hladiny různých prozánětlivých proteinů a sloučenin, jako je jaderný 

faktor NFκB. Dochází k ruptuře buněčné membrány způsobující rozlití buněčného obsahu do 

okolních oblastí, což má za následek rozvoj zánětu a poškození tkáně (D´Arcy 2019). Na rozdíl 

od apoptózy je nekróza energeticky nezávislou formou buněčné smrti, kde je buňka tak silně 

poškozena náhlým šokem (záření, teplo, chemikálie, hypoxie atd.), že není schopna fungovat. 

Buňka obvykle reaguje otokem, protože nedokáže udržet homeostázu s okolním prostředím 

(D´Arcy 2019). 

3.5 Molekulární mechanismy vedoucí k aktivaci mitogeny aktivovaných proteinkináz 

V důsledku poškození DNA jsou v buňce aktivovány mechanismy vedoucí k odstranění 

tohoto poškození nebo mechanismy vedoucí k přežití a proliferaci buňky, hlavní roli v tomto 

procesu hrají mitogenem aktivované proteinkinázy MAPK (Řezáčová a Vávrová 2000). Dosud 

bylo popsáno pět základních MAPK, z nichž extracelulárními signály regulované kinázy ERK1 

a ERK2 mají význam spíše v signalizaci vedoucí k přežití buňky. Druhým typem jsou Jun N-

terminální kinázy, JNK1, JNK2 a JNK3, dále mezi MAP kinázy řadíme p38 kinázy a 

ERK3/ERK4 a ERK5. Z těchto kináz jsou vzhledem k indukci signálů vedoucí ke smrti buňky 

nejdůležitější kinázy typu JNK a kináza p38, v literatuře je popisována spíše jejich 

proapoptotická úloha (Řezáčová a Vávrová 2000). Kináza p38 se rovněž podílí na zástavě 

buněčného cyklu (Muthná et al. 2010). 

3.6 Signální dráha fosfatidylinositol-3-kinázy PI3K a kinázy Akt 

Signální dráha zahrnující fosfatidylinositol-3-kinázu PI3K a kinázu Akt řídí buněčnou 

odpověď jako reakci na poškození buňky či v reakci na dostatek růstových faktorů a zajišťuje 

tak růst a přežití buněk a dále také metabolickou kontrolu a migraci (Faes a Dormond 2015). 
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Tato dráha se například aktivuje během G1/S přechodu buněčného cyklu a reguluje několik 

klíčových regulátorů buněčného cyklu, včetně stability proteinů p21, cyklinu D a p27 (Fresno-

Vara et al. 2004). Klíčový mechanismus pro Akt modulaci specifické substrátové aktivity, jako 

jsou transkripční faktory β-catenin, p21, p27, MDM2 nebo Forkhead, zahrnuje regulaci jejich 

cytoplazmatické nebo jaderné lokalizace fosforylací. Dochází k indukci exprese několika genů, 

jako je např. gen cyklinu D1, který indukuje progresi buněčného cyklu prostřednictvím regulace 

hyperfosforylace a inaktivace proteinu Rb. Akt fosforyluje p27 a inhibuje jeho antiproliferační 

účinky tím, že jej zadržuje v cytoplazmě, podobný mechanismus byl popsán i pro protein p21 

(Fresno-Vara et al. 2004).  

 

 

Další část současného stavu poznání týkající se alkaloidů montaninového typu čeledi 

Amaryllidaceae a jejich potenciálního protinádorového účinku je shrnuta v přehledové 

publikaci, která je součástí spisu a je uvedena v kapitole 4.1. 
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Cílem této rešerše bylo shrnout dosavadní poznatky o montaninových alkaloidech z 

pohledu biomedicínského a rovněž přinést recentní informace o výsledcích experimentální 

práce zaměřené na zefektivnění bioaktivity těchto isochinolinových alkaloidů přípravou nových 

semisyntetických derivátů, jelikož publikace takového rozsahu dosud zveřejněna nebyla. 

Výzkum léků na bázi rostlin se týká především vývoje protinádorových léčiv z alkaloidů 

(Mondal et al. 2019), ačkoliv jejich biologické účinky jsou mnohem širší a rozmanitější. 

Intenzivní výzkum přírodních látek obohatil léčebnou strategii protinádorové terapie. Alkaloidy 

vinblastin, vinkristin a semisyntetické deriváty vinorelbin, vindesin a vinflunin získané studiem 

obsahových látek barvínku (Catharanthus roseus, Vinca rosea L.) představují významnou 

součást dnešní palety cytostatik (Klener a Klener 2010). Dále lze uvést například inhibitory 

topoizomerázy I inspirované alkaloidem kamptotecinem stromu Campotheca acuminata 

(Gordaliza 2007). Rovněž je nutné zmínit taxany, látky izolované z kůry tisu, jež daly vzniknout 

inhibitorům depolymerace mikrotubulů a paletu cytostatik tak doplňuje paklitaxel a docetaxel 

(Klener a Klener 2013). 

Do dnešního dne bylo izolováno přes 500 isochinolinových alkaloidů Amaryllidaceae s 

rozdílnou strukturou a biologickou aktivitou (Van Goietsenoven 2010). Ačkoliv některé látky 

jako Amaryllidaceae alkaloid pankratistatin (pankratistatinový strukturní typ) dosáhly po sérii 

podrobných studií procesu klinického hodnocení, většina isochinolinových alkaloidů je, co se 

týče úrovně inhibiční aktivity vůči růstu a viabilitě nádorových buněk, poznáním pouze na 

počátku preklinického vývoje (Qing et al. 2017). Negativum pro širší studium tak představuje 

absence detailnějších znalostí o mechanismu působení isochinolinových alkaloidů, cílové 

molekule nebo vlivu struktury na aktivitu, což potlačuje proces vedoucí k efektivnímu výběru 

kandidátního léčiva. Isochinolinové alkaloidy montaninového strukturního typu patřící do 

čeledi Amaryllidaceae nejsou zdaleka tak prozkoumány, ačkoliv již dříve byla publikována 
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první data naznačující cytotoxicitu montaninu, který je hlavním představitelem této skupiny 

látek (Silva et al. 2008). 

Manthidin, koccinin, manthin a montanin byly první alkaloidy montaninového typu 

izolované Wildmanem a kol. v roce 1955 z rostliny rodu Haemanthus (Wildman a Kaufman 

1955). 

Doposud bylo identifikováno čtrnáct alkaloidů izolovaných z různých rostlin čeledi 

Amaryllidaceae, základní skelet tohoto strukturního typu tvoří pentacyklický 5,11-

methanomorfanthridinový kruhový systém (Koutová et al. 2020). Byly započaty studie věnující 

se biologické aktivitě alkaloidů typu montaninu. Vzhledem k jejich významným inhibičním 

účinkům na růst nádorových buněčných linií patří dnes tyto struktury k nejintenzivněji 

zkoumaným (Masi et al. 2019, Al Shammari et al. 2020, Breiterová et al. 2020, Govindaraju et 

al. 2018). Bylo také prokázáno, že některé alkaloidy typu montaninu vykazují anxiolytické, 

antidepresivní a antikonvulzivní účinky včetně účinků imunomodulačních (da Silva et al. 

2006). Samotný montanin byl studován také z hlediska inhibice acetylcholinesterázy jako 

potenciální zdroj léčiva Alzheimerovy choroby, potlačení revmatických onemocnění a 

terapeutického využití jeho antibakteriálních a antimykotických účinků (Farinon et al. 2017, 

Pagliosa et al. 2010, Evidente et al. 2004). 

Prvním důkazem, že alkaloidy montaninového strukturního typu vykazují slibné in vitro 

cytotoxické účinky vůči nádorovým liniím, byla studie z roku 2008 popisující inhibiční efekt 

na růst nádorových buněk po aplikaci montaninu izolovaného z cibulí rostliny Hippeastrum 

vittatum (Silva et al. 2008). Od té doby se výzkum alkaloidů montaninového typu včetně 

izolace, přípravy semisyntetických derivátů a vlivu těchto látek na proliferaci a životaschopnost 

nádorových buněk rozšířil, stále však chybí data naznačující mechanismus tohoto působení. 

Slibné antiproliferativní, cytotoxické a další významné biologické účinky některých 

zástupců Amaryllidaceae alkaloidů typu montaninu, zejména montaninu a pankracinu, vedly k 

přípravě a syntéze analogů těchto alkaloidů s cílem potencovat jejich účinek a zlepšit jejich 

vlastnosti. Alkaloidy typu montaninu zaujímají relativně malý kvantitativní podíl z celkového 

množství alkaloidů v rostlinném materiálu, dalo by se říct, že jsou spíše svým obsahovým 

zastoupením v extraktech v minoritním množství. Charakter jejich unikátních strukturálních 

vlastností a slibné biologické aktivity předurčují tyto molekuly k syntetickému úsilí (Guan et 

al. 2012, Maatwenko et al. 2008, Ishizaki et al. 1992, Bao et al. 2013, Hong et al. 2008, Jin et 
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al. 1997, Pearson et al. 1998, Banwell et al. 2001, Sha et al. 2001, Pandey et al. 2005, Yang et 

al. 2017). 

 



27 
 

 



28 
 

 



29 
 

 



30 
 

 



31 
 

 



32 
 

 



33 
 

 



34 
 

 



35 
 

 



36 
 

 



37 
 

 



38 
 

 



39 
 

 



40 
 

 



41 
 

 



42 
 

 



43 
 

 



44 
 

 



45 
 

 



46 
 

 

4.2 Alkaloid profiling of Hippeastrum cultivars by GC-MS, isolation of Amaryllidaceae 

alkaloids and evaluation of their cytotoxicity 

Al Shammari, L.; Al Mamun, A.; Koutová, D.; Majorošová, M.; Hulcová, D.; Šafratová, M.; 

Breiterová, K.; Maříková, J.; Havelek, R.; Cahlíková, L. 

Rec. Nat. Prod. 2020, 14, 154–159. 

IF2020 1,735, Q3 (Plant Sciences) 

Důkladná fytochemická analýza rostlinných extraktů je předpokladem pro nalezení 

nových kandidátních léčiv. Tato studie měla za cíl experimentálně prozkoumat výskyt a 

stanovit kvantitativní profil jednotlivých typů alkaloidů izolovaných z šesti kultivarů rodu 

Hippeastrum (česky hvězdník). V cibulových extraktech šesti okrasných hybridních odrůd byly 

nalezeny molekuly, z nichž 18 z nich bylo identifikováno dle hmotnostních spekter, retenčních 

časů a retenčních indexů jako alkaloidy čeledi Amaryllidaceae, patřící do jednotlivých 

strukturních typů této čeledi (krininový, haemanthaminový, galanthaminový, homolykorinový, 

lykorinový, montaninový a tazettinový). První výsledky poukázaly na fakt, že tyto kultivary 

jsou bohatým zdrojem neuniformní skupiny alkaloidů několika strukturních typů sloučenin, 

které se v základních aspektech liší intramolekulárním oxidativním spojením, úrovní cyklizace, 

kondenzace a vazbou postranních molekul. Lykorin byl identifikován ve všech studovaných 

kultivarech. Galanthamin, velmi známý a klinicky používaný alkaloid v terapii Alzheimerovy 

choroby, byl identifikován pouze u některých kultivarů a ve stopovém množství. Rovněž bylo 

pomocí preparativní TLC izolováno pět alkaloidů čeledi Amaryllidaceae v čisté formě, které 

byly analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie, 1D a 2D NMR spektroskopie.  Výsledky 

těchto analýz byly komparovány s literárními udají, díky čemu se finálně povedlo identifikovat 

molekuly jako montanin, vittatin, 11-hydroxyvittatin, lykorin a hippeastrin. 

Dalším krokem této studie bylo tedy posouzení cytotoxického účinku u těch sloučenin, 

které dosud nebyly systematicky popsány s využitím screeningu na minipanelu in vitro. 

Zhodnotili jsme tedy cytotoxický účinek montaninu, vittatinu a hippeastrinu. Cytotoxická 

aktivita těchto alkaloidů byla hodnocena pomocí testu WST-1 v panelu 9 buněčných linií, které 

představovaly modely různých typů nádorové patologie (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, 

PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, SAOS-2). Současně byl použit také model nenádorových 

lidských plicních fibroblastů MRC-5. Koncentrační limit k porovnání účinku mezi jednotlivými 

alkaloidy byl stanoven na 10 µmol.l-1 a bylo hodnoceno průměrné růstové procento GP. Z 
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naměřených dat byl jednoznačně nejúčinnější montanin, který inhiboval růst buněk pod 50 % 

při použité koncentraci 10 µmol.l-1 v celém panelu buněčných linií. Přirozeným dalším krokem 

bylo tedy stanovit hodnotu 50 % inhibiční koncentrace IC50 montaninu, hodnoty se pohybovaly 

v rozmezí od 1,04 ± 0,14 µmol.l-1 do 2,30 ± 0,45 µmol.l-1. Srovnáme-li tyto hodnoty s dosud 

publikovanými daty (Masi a kol. 2019, Silva a kol., 2008), ve kterých se hodnoty IC50 

montaninu rovněž pohybovaly v nízkém mikromolárním koncentračním rozmezí, můžeme 

zhodnotit, že montanin je opravdu velmi účinným alkaloidem z hlediska inhibice růstu 

nádorových buněk. Publikace otevírá cestu pro bližší studium účinku montaninu na proliferační 

aktivitu, na viabilitu, na distribuci buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu, na indukci 

programované buněční smrti, nebo na spřažené buněčné mechanismy a molekulární signalizaci. 
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4.3 Amaryllidaceae alkaloids of different structural types from Narcissus L. cv. 

Professor Einstein and their cytotoxic activity 

Breiterová, K.; Koutová, D.; Maříková, J.; Havelek, R.; Kuneš, J.; Majorošová, M.; Opletal, L.; 

Hošťálková, A.; Jenčo, J.; Řezáčová, M. 

Plants 2020, 9, 137. 

IF2020 3,935, Q1 (Plant Sciences) 

Tato publikace byla zaměřena na izolaci a identifikaci alkaloidů čeledi Amaryllidaceae 

z rostliny Narcissus L. cv. Professor Einstein a stanovení jejich cytotoxického účinku. 

K objasnění chemických struktur byla použita celá řada spektroskopických metod a získaná 

data byla porovnána s dosud publikovanými v odborné literatuře. Přínosem této podrobné 

fytochemické analýzy byla izolace a identifikace 23 alkaloidů 6 strukturních typů patřící do 

čeledi Amaryllidaceae a jednoho dosud nepopsaného alkaloidu. Tato bílá amorfní pevná látka, 

strukturně odpovídající lykorinovému typu čeledi Amaryllidaceae, byla označena jako 7-

oxonorpluviin. Ostatní alkaloidy bychom zařadili do skupin, jejichž reprezentativní molekulou 

je homolykorin, galantamin, haemanthamin, lykorin, montanin a tazettin. I v této studii jsme 

zvolili jednotnou strategii výběru panelu buněčných linií představující odlišný nádorový 

histotyp a rovněž nenádorovou buněčnou linii lidských plicních fibroblastů. V experimentech, 

ve kterých byl detekován cytotoxický účinek jednotlivých dosud netestovaných izolovaných 

alkaloidů pomocí metabolického testu buněčné proliferace WST-1 s použitím jednotné 

racionální koncentrace 10 µmol.l-1 v časovém intervalu 48 h, byl efekt pozorován u buněk 

Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, HeLa, MCF-7, A2780, SAOS-2 a MRC-5. Výsledné 

hodnoty byly uvedeny jako růstové procento GP a hodnota IC50 byla následně měřena u těch 

alkaloidů, u kterých hodnota GP klesla pod 50 %. Ze získaných výsledků bylo patrné, že pouze 

pankracin, alkaloid montaninového typu, inhiboval ve výše zmíněné koncentraci růst všech 

buněčných linií pod 50 %, vyjma buněčné linie PANC-1, u které byla hodnota GP lehce nad 50 

%. Test buněčné proliferace WST-1 byl použit rovněž ke stanovení hodnot IC50, opět 

v intervalu 48 h v koncentračním rozmezí od 0,1 µmol.l-1 do 100 µmol.l-1. Nejnižší hodnota 

IC50 pankracinu byla 2,20 ± 0,25 µmol.l-1 (SAOS-2) a nejvyšší 5,15 ± 0,34 µmol.l-1 (MRC-5). 

Srovnáme-li tyto hodnoty s výsledky jediné studie hodnotící cytotoxický účinek pankracinu, 

popisující hodnoty IC50 u čtyř buněčných linií v rozmezí od 4,3 ± 0,7 µmol.l-1 do 9,1 ± 1,0 

µmol.l-1 v intervalu 48 h, a dále s naměřenými hodnotami IC50 pro strukturně velmi podobný 

montanin (viz výše), lze odvodit, že pankracin je velmi účinný a slibný alkaloid s významným 

inhibičním dopadem na růst nádorových buněk. 
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Jelikož byl pankracin izolován v dostatečném množství pro získání dalších cenných dat 

v oblasti biologicky účinných látek, v následující studii byl prozkoumán jeho efekt na viabilitu 

a proliferaci buněčné linie adenokarcinomu plic A549 a leukemické linie MOLT-4 s cílem 

poodhalit molekulární mechanismy vedoucí k tomuto účinku, viz kapitola 4.4. 
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4.4 Pancracine, a Montanine-Type Amaryllidaceae Alkaloid, Inhibits Proliferation of 

A549 Lung Adenocarcinoma Cells and Induces Apoptotic Cell Death in MOLT-4 

Leukemic Cells 

Koutová, D.; Havelek, R.; Peterová, E.; Muthná, D.; Královec, K.; Breiterová, K.; Cahlíková, 

L.; Řezáčová M. 

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22(13):7014. 

IF2020 5,923, Q1 (Biochemistry and Molecular Biology) 

Snahou kolektivu autorů bylo navázat na předchozí publikovanou studii, ve které byl 

izolován pankracin, montaninový typ alkaloidu patřící do čeledi Amaryllidaceae, a jehož 

cytotoxicita byla charakterizována nízkými hodnotami IC50 pro různé typy nádorových 

buněčných linií. 

Dle hodnot IC50 byly vybrány dvě buněčné linie představující odlišný nádorový 

histotyp, suspenzní leukemická linie hematopoetického původu MOLT-4 a adherentní buněčná 

linie adenokarcinomu plic A549. 

Leukemická linie MOLT-4 se vyznačuje zvýšenou citlivostí vůči cytotoxickým agens a 

reaguje v mnohem větší míře apoptotickou odpovědí buněk. Zajímalo nás, zda a jak bude tato 

buněčná linie reagovat vzhledem k buněčnému přežívání či buněčné smrti na různé dávky 

pankracinu v různých časových intervalech. Co se týče vlivu na proliferaci a viabilitu buněk, 

z výsledků je patrné, že hodnota IC50 2,71 ± 0,25 µmol.l-1 stanovena pro buněčnou linii MOLT-

4 koresponduje se zjištěním, že účinek na tyto buňky je jednak cytostatistický, ale rovněž 

cytotoxický. Životaschopnost buněk MOLT-4 se významně snížila při hodnotě koncentrace 

pankracinu 5 µmol.l-1 a růst buněk byl inhibován již při použití nejmenší koncentrace 2,5 

µmol.l-1 v kratším časovém intervalu 24 h. Vyvstala tedy otázka, jak účinek pankracinu 

ovlivňuje distribuci buněčné populace v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Správné měření 

vyžadovalo užití pouze nejnižších koncentrací, ve vyšších koncentracích a v pozdějším 

intervalu už nebylo možné detekovat procento buněk v jednotlivých fázích vzhledem ke 

zvýšené míře buněčné smrti. Data poukázala na redistribuci buněk v buněčném cyklu, kdy bylo 

pozorováno zvýšené procento buněk v sub-G1 fázi oproti negativní kontrole. To, zda byla 

buněčná smrt navozená pankracinem apoptotická, dokázal experiment, při kterém byla 

sledována aktivita kaspáz spojených s indukcí apoptózy. Pankracin v koncentraci 10 µmol.l-1 a 

vyšší způsobil zvýšenou aktivitu efektorové kaspázy -3,-7, kaspázy -9 odpovědnou za aktivaci 

vnitřní apoptotické dráhy a kaspázy -8, odpovědnou za aktivaci vnější apoptotické dráhy. 

Následující experiment metody značení Annexinem V a propidiumjodidem (PI) potvrdil, že 
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pankracin statisticky významně zvýšil procento apoptotických buněk v časné i pozdní fázi 

apoptózy. S tím rovněž souvisí i detekce proteinů účastnících se molekulárních dějů v pozadí 

účinku pankracinu. Účinek pankracinu v koncentraci 5 µmol.l-1 indukující apoptózu byl 

doprovázen statisticky významně vyšší hladinou tumor supresorového proteinu p53 

fosforylovaného na serinu 392. Jelikož je známo, že p53 fosforylovaný na serinu 392 se účastní 

přenosu signálů vedoucí k buněčné smrti, pozorované zvýšení množství proteinu Bax s tím 

velice dobře koreluje. K zastavení buněčného cyklu při přechodu G1/S-fáze dochází aktivací 

inhibitorů Cdk p21 a p27, jejichž hladiny byly rovněž za stejných podmínek zvýšeny. 

Proapoptotický efekt p38 MAPK fosforylované na Thr 180 a Tyr 182 byl pozorován v souladu 

s detekovanou indukcí apoptózy. 

Buněčná odpověď adenokarcinomu plic A549 po ovlivnění rostoucí koncentrací 

pankracinu je statisticky významně cytostatická. Je obecně známo, že buněčná linie A549 je 

velmi rezistentní vůči standardní chemoterapeutické léčbě (Ashinuma et al. 2012), tato 

rezistence je patrná i z našich výsledků, neboť doxorubicin v koncentraci 0,25 µmol.l-1 

významně snížil viabilitu těchto buněk až po 72 h. U těchto a dalších adherentních linií (HepG2, 

MCF-7, A2780) byla pozorována dávkově závislá dlouhodobá inhibice růstu měřením buněčné 

proliferace systémem xCELLigence. Statisticky významně byl tento efekt patrný i metodou 

počítání buněk barvením Trypanovou modří, kdy byl signifikantní pokles proliferace 

pozorovatelný s použitím koncentrace 2,5 µmol.l-1 za 48 h a s rostoucí koncentrací pankracinu 

efekt významně rostl. Efekt na viabilitu pozorován nebyl. Naše pozornost se opět zaměřila na 

procentuální změny distribuce buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Z našich dat 

vyplývá, že inhibice růstu buněk A549 způsobená pankracinem je spojená s akumulací buněk 

v G1/S fázi buněčného cyklu a detekcí proteinů účastnících se této zástavy bylo potvrzeno, že 

antiproliferativní účinek byl spojen s významně změněnými hladinami různých regulačních 

proteinů buněčného cyklu a jejich aktivovaných forem. Pankracin v dávce 20 µmol.l-1 a za 24 

h způsobil signifikantní (p ≤ 0,05) aktivaci p38 MAPK prostřednictvím fosforylace na Thr180 

a Tyr182 a hypofosforylaci ERK na Thr202 a Tyr204. Další změny v hladinách proteinů byly 

patrné po 72 h, kdy pankracin v dávce 10 µmol.l-1 a vyšší snížil hladinu kinázy Akt 

prostřednictvím fosforylace na Thr308, zároveň statisticky významně (p ≤ 0,05) zvýšil hladinu 

proteinu p27 a aktivoval protein Rb prostřednictvím hypofosforylace na Ser807 a Ser811. 

V delším časovém intervalu (72h) byla MAP kinásová aktivita ERK fosforylovaného na 

Thr202 a Tyr204 významně snížena (p ≤ 0,05) pankracinem v koncentraci 10 µmol.l-1 a 20 

µmol.l-1. Zatímco hyperfosforylace p38 MAPK na Thr180 a Tyr182 nastala při použití nižší 
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koncentrace 10 µmol.l-1. Pankracin neměl žádný vliv na změnu hladiny proteinů p53 a p21, což 

odpovídá předchozím výsledkům, kdy nebyl pozorován efekt na viabilitu buněk A549 a rovněž 

nebyla detekována zvýšená aktivita kaspáz u těchto buněk. 

Tato publikace je první studií přispívající k pochopení cytostatického, cytotoxického, 

proapoptotického a molekulárního mechanismu v pozadí účinku pankracinu, montaninového 

typu alkaloidu. 
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5 DISKUZE 

Zhoubná nádorová onemocnění provází lidskou společnost od nepaměti. I přes enormní 

úsilí špičkových vědeckých skupin se stále nepodařilo najít konečné řešení tohoto onemocnění, 

jež má také výrazné socioekonomické důsledky. Široká odborná veřejnost nahlíží na nádorová 

onemocnění komplexněji. Dávno se opustila představa nádoru jako izolované hmoty, ale je 

potřeba ho vnímat v kontextu jeho mikroprostředí, včetně toho nenádorového. Současně také 

terapie nádorových onemocnění vyžaduje komplexní přístup a multimodální léčba, zahrnující 

nejen klasické léčebné metody jako je radioterapie, chemoterapie a chirurgická léčba, ale také 

cílenou terapii a imunoterapii, včetně podpůrné a doplňkové léčby, je mnohem efektivnější. 

Stále je však potřeba přistupovat inovativně i k samotným dílčím léčebným postupům, kam 

řadíme i možnost rozšířit dostupnou chemoterapeutickou léčbu o nová cytostatika a 

zdokonalovat tak možnosti konvenční protinádorové léčby (Klener a Klener 2013). S ohledem 

na zaměření této práce a v rovině základního výzkumu se může jednat o izolaci a identifikaci 

nových sloučenin rostlinného původu či přípravu polosyntetických derivátů vycházejících 

z látek přírodního původu. V oblasti fytochemie se jedná o detailní screening biologicky 

aktivních molekul, především alkaloidů, jež jsou co do struktury, tak počtu významnou a 

rozmanitou skupinou a všechny tyto molekuly nebyly dosud zcela plně prozkoumány, ačkoliv 

jejich účinky byly využívány již po staletí i v lidovém léčitelství. Čeleď Amaryllidaceae 

obsahující řadu významných alkaloidů právem patří k těm, které jsou tomuto screeningu 

podrobeny. Do této čeledi lze zařadit i isochinolinové alkaloidy montaninového typu. Jejich 

unikátní chemická struktura, významná biologická aktivita, ale také jejich poměrně vzácný 

výskyt v přírodě vedly ke zvýšenému úsilí o syntézu těchto organických molekul v dostatečném 

množství pro potřeby biologických studií a následné použití v klinické terapii (Guan et al. 2012, 

Matweenko et al. 2008, Ishizaki et al. 2002, Bao et al. 2013). Dokládá to také příprava alkaloidů 

montaninového typu přeskupením chemické struktury typu haemanthaminového (Inubushi et 

al. 1960, Cedrón et al. 2009). Bohužel bez pochopení molekulárních mechanismů jejich 

působení není možné využít výhody jejich slibné biologické aktivity oproti jiným alkaloidům 

čeledi Amaryllidaceae. 

Z hlediska protinádorové léčby dokládají potenciál montaninových alkaloidů hodnoty 

50 % inhibiční koncentrace IC50 jednoho z hlavních představitelů této skupiny látek, to je 

pankracinu. Hodnoty IC50 byly stanoveny pro nádorové buněčné linie rozmanitého histotypu, 

A549 (adenokarcinom plic), HT-29 (adenokarcinom tlustého střeva), A2780 (karcinom ovarií), 
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HeLa (karcinom děložního hrdla), MCF-7 (karcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom), Jurkat 

(akutní leukémie T-lymfocytů) a MOLT-4 (akutní lymfoblastická leukémie) a pohybovaly se 

v nízkém mikromolárním koncentračním rozmezí od 2,29 ± 0,43 µmol.l-1 

do 5,15 ± 0,34  µmol.l-1. Tyto hodnoty IC50 naměřené naší laboratoří odpovídaly hodnotám 

nalezeným v dřívější studii publikované Cedronem a kol., který popsal cytotoxický účinek 

pankracinu na nádorové buňky s hodnotami IC50 v rozmezí od 4,3 ± 0,7 µmol.l-1 

do 9,1 ± 1,0 µmol.l-1 (Cedrón et al. 2015). Cytotoxický účinek montaninu se ukázal být ještě 

výraznější, neboť jeho hodnoty pro stejnou paletu použitých nádorových buněčných linií, na 

kterých byl námi testován i účinek pankracinu, byly naměřeny v rozmezí 

od  1,04 ± 0,14 µmol.l-1 do 2,30 ± 0,45 µmol.l-1. Jelikož se pankracin liší od montaninu pouze 

jedním substituentem na E kruhu 5,11-methanomorfantridinové struktury (na C2 má hydroxyl 

místo skupiny methoxy) (Koutová et al. 2020), lze předpokládat, že molekulární mechanismus 

účinku těchto látek bude podobný. 

Strategie in vitro studia molekulárního mechanismu účinku byla zahájena výběrem 

nádorové buněčné linie rezistentní k apoptóze a nádorové buněčné linie k apoptóze sensitivní a 

pomocí těchto experimentálních modelů se pokusit přiblížit účinek pankracinu včetně popisu 

dějů, které vedou buď k zástavě buněčného cyklu nebo k indukci apoptózy. 

Nádorová buněčná linie A549 představuje nemalobuněčný karcinom plic (NSCLC) s 

velmi špatnou prognózou vyznačující se vůči konvenční léčbě cytostatiky vysokou 

chemorezistencí (Ashinuma et al. 2012, Zhang et al. 2015). Silný antiproliferační účinek 

pankracinu stanovený metodou měření proliferace v reálném čase je plně v souladu s dříve 

stanovenou hodnotou IC50 pro buňky A549 (2,29 ± 0,43 µmol.l-1). Inhibice růstu krom jiných 

testovaných buněčných linií i této rezistentní nádorové linie přetrvávala po dobu 96 h. Detekce 

inhibice růstu byla taktéž rozšířena o test barvení pomocí Trypanové modři, která patří mezi 

standardní end-point metody zjištění efektu cytostatika na viabilitu a proliferaci buněk. 

Statisticky významný antiproliferační účinek na buňky A549 byl prokázán již s použitím 

koncentrace 2,5 µmol/l a to ve všech měřených časových intervalech (24, 48 a 72 h). Dopad na 

viabilitu buněk A549 buněk byl zanedbatelný, jelikož ani nejvyšší měřená koncentrace 20 

µmol.l-1 nesnížila životaschopnost buněk A549 pod 80 %. Metoda monitorování buněk v 

reálném čase ukázala, že koncentrace pankracinu 50 µmol.l-1 je pro nádorovou buněčnou linii 

A549 ve vztahu k proliferaci a viabilitě buněk fatální. K zastavení buněčného cyklu při 

přechodu G1/S fáze dochází aktivací několika signálních drah. Jeden z těchto mechanismů je 

řízen prostřednictvím aktivace MAP kináz konkrétně fosforylací p38 MAPK, která následně 
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fosforyluje řadu dalších jaderných faktorů, jako je například tumor supresorový protein p53, 

aktivační transkripční faktor ATF-2 (activating transcription factor-2), transkripční faktor 

MEF-2 (members of myocyte enhance factor-2) a transkripční faktor Myc (gen izolovaný z viru 

ptačí myelocytomatózy) (Ambrosino a Nebreda 2001). Další možností, jak může dojít 

k zastavení buněčného cyklu při přechodu z G1 do S fáze je signalizace prostřednictvím kinázy 

Akt. Fosforylovaná Akt kináza inhibuje protein p27 (Abbastabar et al. 2018). Tento inhibitor 

komplexu cyklin cyklin dependentní kinázy (Cdk) brání fosforylaci tumor supresorového 

proteinu Rb a v důsledku toho brání oddělení transkripčního faktoru E2F od Rb, což celkově 

brání transkripci požadovaných genů pro přechod G1/S (Abbastabar et al. 2018). Z našich 

naměřených dat vyplývá, že inhibice proliferace buněk A549 je způsobena zastavením 

buněčného cyklu ve fázi G1 prostřednictvím upregulace fosforylované MAPK p38 po 24 h od 

ovlivnění pankracinem v koncentraci 10 nebo 20 µmol.l-1. Zastavení buněčného cyklu 

způsobené výše zmíněnými mechanismy, tedy downregulací fosforylovaného proteinu pRb, 

upregulací p27 souběžně s hypofosforylací Akt kinázy fosforylované na Thr308 a rovněž také 

downregulace MAP kinázy ERK, bylo pozorováno v delším časovém intervalu (72 h) za použití 

stejných experimentálních podmínek. Tyto děje nevedly k iniciaci apoptózy, jak je zřejmé 

z kvantifikace aktivity kaspáz -3/7, -8 a -9 v buňkách A549 po aplikaci pankracinu. 

MOLT-4 je T-lymfoblastická buněčná linie původně odvozená z periferní krve 

devatenáctiletého pacienta s akutní lymfoblastickou leukémií v relapsu. Leukemické buňky 

reagovaly na ovlivnění pankracinem s inhibiční koncentrací IC50 2,71 ± 0,25 µmol.l-1, ne příliš 

odlišné od hodnoty IC50 stanovené pro buňky A549. Statisticky významný antiproliferační 

účinek pankracinu, jaký byl pozorován u adenokarcinomu plic A549, byl pozorován také u 

leukemické linie MOLT-4. Na rozdíl od buněčné linie A549 však byl rovněž pozorován 

statisticky významný efekt na pokles viability leukemických buněk. Životaschopnost buněk 

MOLT-4 byla snížena po ovlivnění nejmenší měřené koncentrace 2,5 µmol.l-1, vyšší dávka 20 

µmol.l-1 pak vedla ke snížení životaschopných buněk MOLT-4 až na 20 %. Vzhledem k 

významné účinnosti pankracinu na viabilitu leukemických buněk při vyšších koncentracích 

bylo možné použít pro detekci procent buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu pouze 

nižší koncentrace 2,5; 5 a 10 µmol.l-1 po 24 h od ovlivnění a 2,5 a 5 µmol.l-1 po 48 h od ovlivnění 

pankracinem. Z literatury je známo, že leukemické buňky podléhají apoptotické buněčné smrti 

(Šalovská et al. 2018, Tichý et al. 2008, Muthná et al. 2012). Buňky MOLT-4 odumírají 

apoptotickým procesem v důsledku ionizujícího záření a dalších činidel vyvolávajících 

poškození DNA aktivací kaspázy-8 a -9 a uvolněním cytochromu c (Tichý et al. 2008). Naše 
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výsledky nejsou v rozporu s tímto pozorováním. Leukemické buňky MOLT-4 umíraly v 

důsledku aktivace apoptózy při aplikaci pankracinu 5 µmol.l-1 a to zvýšením aktivity efektorové 

kaspázy-3/7 a kaspázy -9 odpovědné za vnitřní apoptotickou mitochondriální dráhu a kaspázy-

8 odpovědnou za vnější apoptotickou dráhu iniciovanou prostřednictvím receptorů smrti. Nejen 

tento experiment, ale současně také detekce apoptotických buněk značených Annexinem V a 

propidium jodidem (PI) ukázala na statisticky významný nárůst apoptotických buněk MOLT-4 

po expozici pankracinem v koncentraci 10 µmol.l-1 v intervalu 24 h. Při aplikaci koncentrace 

20 µmol.l-1 bylo již 50 % buněk buď v časné nebo pozdní fázi apoptózy. Aktivace signální 

dráhy ATM/Chk2/p53 byla popsána v buňkách MOLT-4 po expozici ionizujícím zářením 

(Řezáčová et al. 2008). Dále můžeme zmínit například cytotoxický účinek kyseliny valproové, 

který je navíc doprovázen aktivací p21 a zvýšenou produkcí fosforylovaného p53 na Ser392 

(Muthná et al. 2012). V naší práci jsme se pokusili rozkrýt pozadí dějů vedoucí k apoptóze 

detekcí klíčových faktorů a proteinů a pozorovali jsme zvýšení hladiny proteinu p27, 

proapoptotického proteinu Bax a aktivaci MAP kinázy p38 prostřednictvím fosforylace na Thr 

180 a Tyr 182. Tento proces se zdá být také provázen zvýšenou hladinou tumor supresorového 

proteinu p53 fosforylovaného na Ser 392. 

Dosud nebyla publikována jiná studie naznačující molekulární mechanismus účinku 

alkaloidů montaninového typu čeledi Amaryllidaceae, ale vezmeme-li v potaz biosyntézu této 

skupiny alkaloidů, může být užitečné nahlédnout do již experimentálně ověřených studií 

alkaloidů podobných chemických struktur patřící do čeledi Amaryllidaceae. Haemanthamin 

jakožto α-krinan také patří do skupiny isochinolinových alkaloidů čeledi Amaryllidaceae a jeho 

biologická aktivita byla v nedávné době intenzivně zkoumána stejně jako děje k ní vedoucí 

(Cahlíková et al. 2021). Haemanthamin indukoval apoptózu v koncentraci 5 µmol.l-1 v buněčné 

linii Jurkat představující akutní leukémii T-lymfocytů s deficientním proteinem p53 (Havelek 

et al. 2014). Alkaloidy na bázi montaninové kostry lze navíc připravit přesmykem kruhového 

systému struktury haemanthaminu (Inubushi et al. 1960, Cedrón et al. 2009). Podrobnější data 

popisující detailněji mechanismus účinku haemanthaminu byly zveřejněny v roce 2018, autoři 

v této studii naznačují vazbu haemanthaminu k A místu velké ribozomální podjednotky a 

přeskupení rRNA, což následně vede k inhibici translace a v důsledku toho k potlačení růstu 

nádorových buněk (Pellegrino et al. 2018). Obecně lze zhodnotit, že jsou isochinolinové 

alkaloidy stále v centru vědecké pozornosti, avšak pro významnější využití těchto biologicky 

velmi účinných molekul v klinické praxi je potřeba ještě hlubší studium. 
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6 ZÁVĚR 

Po úspěšné izolaci dostatečného množství vybraných montaninových alkaloidů, 

pankracinu a montaninu, je jedním z přínosů této práce stanovení jejich 50 % inhibiční 

koncentrace IC50 v devíti nádorových buněčných liniích a v nenádorové buněčné linii lidských 

plicních fibroblastů. Zjištění jejich nízké mikromolární účinnosti potvrdily i následující 

experimenty s vybraným zástupcem montaninových alkaloidů, pankracinem. Antiproliferační 

aktivita pankracinu byla pozorována u adherentních linií až po dobu 96 h. Cytostatický efekt 

byl potvrzen i v dalších experimentech s dvěma vybranými histotypově odlišnými buněčnými 

kulturami, konkrétně byl potvrzen u rezistentního adenokarcinomu plic A549 a u akutní 

lymfoblastické leukémie MOLT-4. Na leukemickou linii pankracin rovněž působil statisticky 

významně cytotoxicky.  Dalším benefitem a odpovědí na jeden z cílů disertační práce je 

popsaný vliv pankracinu na distribuci buněčné populace v jednotlivých fázích cyklu u výše 

zmíněných vybraných buněčných linií. Po aplikaci pankracinu, který v měřených nízkých 

mikromolárních koncentracích vyvolával zástavu buněčného cyklu v G1/S fázi v buňkách 

adenokarcinomu plic A549, docházelo k aktivaci signální dráhy Akt/p27/pRb. Statisticky 

významný negativní dopad na viabilitu leukemických buněk byl způsobený apoptotickou 

odpovědí tohoto typu buněk, dokázaný jednak zvýšenou aktivitou kaspáz, ale také stanovením 

fosfatidylserinu na vnější cytoplazmatické membráně buněk. Klíčový mechanismus 

kontrolující programovanou buněčnou smrt leukemických buněk zahrnoval zvýšení hladiny 

tumor supresorového proteinu p53 fosforylovaného na serinu 392 a dalších proteinů, například 

p27 a Bax. Všechny cíle disertační práce, jež si tato práce stanovila, a které jsou uvedené 

v kapitole 1, se podařilo splnit. 

Závěrem lze dodat, že klíčové fázi preklinického testování nových chemoterapeutik 

vždy předcházelo hlubší studium molekulárních mechanismů jejich cytostatické a cytotoxické 

aktivity. Pankracin, se svým silným inhibičním účinkem na proliferaci a životaschopnost 

nádorových buněk, může být jedním z potenciálních kandidátních léčiv používaných v terapii 

nádorových onemocnění. 
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