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Souhrn

Moznosti soucasné terapie nadorovych onemocnéni jsou Siroké, pfesto vSak tato
onemocnéni stale patii mezi nejcastéjsi priciny umrti. Dosavadni poznatky biomedicinského
vyzkumu se ¢im dal tim vice uplatiiuji v 1éCebné strategii tohoto typu onemocnéni. Pochopeni
molekularnich drah spojenych se vznikem nadorovych bunék, jejich progresi a metastazi vedl
k objevu novych protinadorovych 1é¢iv a rozvoji cilené¢ 1éCby. Soucasné¢ také poznani
molekularniho mechanismu u¢inku protinddorovych 1é¢iv ziskanych z rostlin ¢i jejich
semisyntetickych derivatii umoznuje rozsitit portfolio dosud pouzivanych cytostatik.

Cilem disertacni prace bylo studium cytotoxického a cytostatického ucinku dosud
neprozkoumanych isochinolinovych alkaloidi montaninového typu in vitro s pouzitim panelu
nadorovych bunéénych linii a nenddorové bunécné linie lidskych plicnich fibroblasta.
V pocatecni fazi studie byly zékladni typy montaninovych alkaloidii - montanin a pankracin -
izolovany, dale podrobeny screeningu cytotoxicity s pouzitim panelu deviti naddorovych
bunécnych linii odli$ného histotypu a jedné nenadorové bunééné linie plicnich fibroblastii. Byly
stanoveny hodnoty 50 % inhibi¢ni koncentrace ICso. Pankracin, parentni alkaloid celedi
Amaryllidaceae, byl komplexn¢ prostudovén s cilem pochopit molekuldrni mechanismus jeho
ucinku, pfedevsim tedy vliv na viabilitu a proliferaci rezistentni bunécné linie adenokarcinomu
plic A549 a leukemické linie MOLT-4. Jako soucast detailngj$iho studia molekularnich
mechanismua ucinku byly rovnéz pouzity metody, které pomohly odkryt vliv pankracinu na
bunéény cyklus, vliv na indukci apoptézy a dale metody pouzité k detekci proteind
molekularnich drah vedouci k antiproliferanimu a cytotoxickému uc¢inku. Nejprve byla
zkouména bunécénd proliferace a viabilita nddorovych buné€k metodou barveni Trypanovou
modii a detekcei proliferace v redlném case systémem xCELLigence. V1iv na bunéény cyklus
byl stanoven priitokovou cytometrii. Apoptoza byla stanovena pomoci znaceni Annexinem
V/PI a také kvantifikaci aktivity kaspaz (-3/7, -8 a -9). Proteiny Ucastnici se d&ji spojenych se
zastavenim rUstu €i iniciaci apoptozy byly detekovany elektroforeticky a pomoci metody
Western blott. Pankracin statisticky vyznamné sniZil viabilitu a proliferaci leukemické bunééné
linie MOLT-4. Indukce apoptézy v buikich MOLT-4 po ovlivnéni pankracinem byla
prokézana statisticky vyznamné vyssi aktivitou kaspaz a rovnéz detekci fosfatidylserinu na
mimobunécéné strané cytoplazmatické membrany leukemickych bunék. DalSim dikazem
indukce programované bunécné smrti vyvolané pankracinem je detekce tumor supresorového
proteinu p53 fosforylovaného na serinu 392, proapoptotické MAP kinazy p38 fosforylované na
threoninu 180 a tyrosinu 182 a upregulace inhibitoru cyklin dependentnich kinaz, proteinu p27.
Pankracin statisticky vyznamnég inhiboval proliferaci bunééné linie adenokarcinomu plic A549
a tento efekt pretrvaval po dobu 96 h. Inhibice riistu rezistentniho adenokarcinomu plic se
projevila v dusledku zvyseni akumulace bunék v Gl fazi, tato zastava byla zplsobena
downregulaci tumor supresorového proteinu Rb fosforylovaného na serinu 807 a 811,
upregulaci p27 a downregulaci Akt kinazy fosforylované na threoninu 308. Zavérem lze tedy
uvést, ze redistribuce bun¢k v bunécném cyklu a indukce programované bunééné smrti jsou
klicové mechanismy plisobeni pankracinu.



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 ICso 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
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.



Uvod do problematiky

Nadorova onemocnéni

vvvvvvv

umrti. Lécba v soucasné dobé zahrnuje chirurgické odstranéni, radioterapii, chemoterapii,
véetné hormondlni terapie, neustdle se rozvijejici imunoterapii a biologickou 1écbu a
samoziejmeé kombinaci zminénych. Hledani novych protinadorovych 1é€iv v roviné zakladniho
vyzkumu je mozné chemickou de novo syntézou, kombinatorni chemii, purifikaci novych
protinadorovych antibiotik, izolaci a identifikaci novych sloucenin rostlinného pivodu,
piipadné piipravou semisyntetickych derivati vychazejicich z latek ptirodniho ptivodu (Klener
a Klener 2010). Pochopeni mechanismu uc¢inku téchto latek v roviné zékladniho vyzkumu
vcetné jejich vlivu na bunécny cyklus a apoptozu je predpokladem tuspésného terapeutického
zasahu.

Bunéény cyklus

Bunéény cyklus predstavuje sled vzajemné navazujicich a souvisejicich déja, které
vedou od jednoho bunééného dé€leni k nasledujicimu (Kovar 2000). Pivodné bylo bunécné
déleni rozdéleno do dvou fazi: mitéza (M), tj. proces jadern¢ho dé€leni; a interfézi, tedy pfechod
mezi dvéma M fazemi. Faze mitdzy zahrnuji profazi, metafazi, anafazi a telofazi. Pozdé&ji se
ukdézalo, Ze i relativné klidnd interfaze zahrnuje specifické déje, které se vymezily do fazi G1,
S a G2 (Vermeulen et al. 2003). Faze G1 ptedstavuje Casovy usek mezi ukoncenim ptfedchozi
mitdzy a zacatkem replikace DNA, soucasti S faze je tedy syntéza DNA. Ukoncenim S faze
zacind G2 faze, coZ je Casovy usek, ve kterém probihd hlavni pfiprava na mitdzu, tedy M fazi
(Kovart 2000). Buiiky v G1 mohou pfed zahajenim replikace DNA vstoupit do klidového stavu
zvan¢ho GO. Buniky v GO pfedstavuji hlavni populaci nerostoucich, neproliferujicich bunék v
lidském téle (Vermeulen et al. 2003). Vzhledem k dulezitosti procest, které jsou soucasti
bunééného cyklu, je v rdmci bunééného cyklu nastaven diimyslny systém kontroly. Kontrolni
body bunécného cyklu jsou takové body progrese, kde se na zaklad¢ endogennich i exogennich
signalt rozhoduje o dal$im postupu buniky bunéénym cyklem (Kovat 2000). Hlavni rodiny
regulacnich proteini, které hraji klicovou roli v fizeni progrese bunécného cyklu, jsou cykliny,
cyklin dependentni kindzy (Cdk), jejich substratové proteiny, inhibitory Cdk (CKI) a tumor
supresorovy genovy produkt p53 a tumor supresorovy fosforylovany retinoblastomovy protein
pRb (Golias et al. 2004). Tyto rodiny tvoii zékladni regula¢ni mechanismus zodpovédny za
katalyzu pfechodu bunééného cyklu a prostup kontrolnimi body (Golias et al. 2004).

U bunék nachazejicich se v G1/S kontrolnim bodé¢ probiha kontrola iniciace replikace
DNA a tato kontrola se provadi v zavérecné casti G1 faze (Kovar 2000). Cyklin dependentni
kindzy (Cdk) a cykliny buné¢ného cyklu tvofi aktivni komplexy. V této fazi bunécného cyklu
jsou dilezité 2 typy téchto komplexti, konkrétné¢ Cdk4/6 ve vazbé s cyklinem D a Cdk2 ve
vazbé s cyklinem E, jeZ vzajemné spolupracuji na uvolnéni transkripéniho komplexu, ktery
obsahuje Rb protein a transkripéni faktor E2F (Bartek a Lukas 2001). Soucasti tohoto
inhibicniho komplexu je hypofosforylovany Rb protein ve vazbé na E2F-DP1 a
histondeacetylaza HDAC. Fosforylaci Rb proteinu komplexem Cdk4/6-cyklin D a Cdk2-cyklin
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E dojde k disociaci HDAC, ¢imz je umoznéna transkripce genti potiebnych pro replikaci DNA.
Rustové faktory tuto kaskadu spusti aktivaci Akt kinazy, ktera fosforyluje transkripcni faktor
FoxO1/3, tim jej inhibuje a zajiStuje tak pieziti a proliferaci bunék. Faktort a podnéth, které
naopak zastavi cely tento proces, je cela fada, naptiklad poskozeni DNA, replikacni starnuti
nebo snizena koncentrace riistovych faktorii. Zvlastni ilohu v tomto procesu zajist'uji inhibitory
Cdk (CKI), rodina specifickych ¢lent INK4 nebo Kip/Cip, mezi které fadime napiiklad protein
p21 nebo p27 (Bartek a Lukas 2001). Zablokovani replikace DNA na zaklad¢ indukce
inhibitoru p21 realizuje protein p53 v reakci na poSkozeni DNA (Kovai 2000). K aktivaci
inhibitoru p27 dochazi prostfednictvim inhibi¢niho rastového faktoru transforming growth
factor B (TGFp) a také v disledku kontaktu bunék. Substratem p27 je Cdk2-cyklin E, ale také
Cdk4/6-cyklin D. ZvySena exprese p27 vede ke G1 bloku. TGFp kromé¢ regulace CKI také
inhibuje transkripci cdc25A, coz je fosfatdza piimo vyzadovana pro aktivaci Cdk. K inhibici
cdc25A dochéazi také ubikvitinylaci pomoci ubikvitin ligdzy SCF v reakci na poskozeni DNA
cestou pies Ataxia telangiectasia-mutated (ATM) kindzu, ATM and Rad3-related (ATR) kindzu
a checkpoint kinazy Chk1/2.

G2 kontrolni bod se nachézi na pfechodu G2 faze do mit6zy. Je spojen s aktivaci Cdk2-
cyklin B. Zablokovani vstupu do mitdzy zptusobuje detekované poSkozeni DNA, nedokoncena
replikace DNA a detekované poruchy duplikace centrozomu. Cdk2 je udrzovana v neaktivnim
stavu pomoci tyrosinkinaz Weel a Myt1. Stopy poskozeni DNA vyvolané napiiklad ionizaénim
zatfenim vedou k aktivaci ATM/ATR kindazy, které spusti dvé paralelni kaskady, jez ve vysledku
vedou k inaktivaci komplexu Cdk2-cyklin B. Prvni kaskada rychle inhibuje progresi do mitdzy
aktivaci Chk1, ktera fosforylaci inaktivuje cdc25, ¢imz se zabrani aktivaci Cdk2 (Rezadova a
Vavrova 2000). Druhéd cesta vede ptfes tumor supresorovy protein p53, jehoz fosforylace
umozni disociaci z MDM2 a MDM4 komplexu a to nasledné umozni aktivovat DNA vazebnou
a transkrip€ni regulacni aktivitu p53. Transkripéni aktivita p53 ma dopad na gen 14-3-3, ktery
se vaze na fosforylovany komplex Cdk2-cyklin B a exportuje ho z jadra, dale na gen GADDA4S5,
ktery vaze a disociuje komplex Cdk2-cyklin B a p53 rovnéZ zvySuje transkripcni aktivitu pro
protein p21, ktery je inhibitorem cyklin dependentnich kinaz véetné Cdk2 (Al-Ejeh et al. 2010).
AZ polovina solidnich nadort vykazuje strukturalni defekty p53. Nejcastéjsi funkéni blokadu
p53 piedstavuje zvySeni exprese MDM2 (Klener a Klener 2013).

Apoptoza

Apoptdza neboli programovana bunécné smrt je proces, ktery vede k fizené eliminaci
ptestarlych, nefunkc¢nich, nepotiebnych, mutovanych, infikovanych ¢i transformovanych
bun¢k (Klener a Klener 2013). Jedna se o evolu¢né velmi stary mechanismus a obvykle nevede
k rozvoji zanétlivé reakce. Je jisté, Ze jakékoliv omezeni regulacnich zdsahi v procesu apoptdzy
vede k rozvoji riznych patologickych stavii, véetné nddorovych onemocnéni. Bunika umirajici
apoptozou vykazuje charakteristické morfologické zmény, které ji odliSuji od jinych typt
bunécné smrti. Patfi mezi né kondenzace a fragmentace chromatinu v jadie, tvorba vybézka
cytoplazmatické membrany, celkové zmensSeni a zakulaceni buriky a v pozdnich fazich rozpad
celé buiiky do tzv. apoptotickych télisek (OndrouSkovéa a Vojtések 2014). RozliSujeme dvé



hlavni apoptotické drahy, receptorovou (vné&jsi, extrinsickd) a mitochondridlni (vnitini,
intrinsicka).

Soucasti obou téchto drah je aktivace cysteinovych protedz tzv. kaspaz a to Stépenim
neaktivnich zymogent, prokaspaz. Proces v obou pfipadech vede ke spusténi efektorovych
kaspaz, které maji za ukol ireverzibilni strukturni zménu bunéénych komponent a fizenou
pireménu buiiky v apoptoticka téliska (Klener a Klener 2013). Apoptoticka téliska obsahuji stale
funk¢ni organely, fragmenty kondenzovaného jadra a udrzuji si intaktni cytoplazmatickou
membranu, kterd se od membrany zdravych bungk 1isi pfitomnosti fosfatidylserinu na jeji vnéjsi
stran¢ (Ondrouskova a Vojtések 2014) a tim jsou rozpoznana a fagocytovana makrofagy bez
rozvoje zanétlivé reakce (Klener a Klener 2013).

K aktivaci vné¢j$i drahy dochézi vazbou ligandti smrti (TRAIL, FasL, TNF) na receptory
smrti (DR4/DRS5, Fas, TNFR atd.) vytvarejici trimery. Nasledné spusti apoptotickou kaskadu
dé&ji pres adaptorové proteiny, a to aktivaci prokaspdzy-8 nebo prokaspazy-10 (Ondrouskova a
Vojtések 2014).

K iniciaci apoptézy vnitini mitochondridlni cestou dochédzi zejména v ptipadé
neopravitelného poSkozeni DNA. Pokud poskozeni DNA buiika neopravi, je odsouzena k
zahubé. Hlavni roli v tomto procesu pak mé tumor supresorovy transkripcni faktor p53. Mutace
p53 ¢i jiny defekt v ramci kontroly bunééné integrity, ¢i defekt v apoptotické draze muze vést
k ptezivani bunéénych kloni s mutovanou DNA. SelZe-li apoptoticka kontrola a ptekonaji-li
tyto buiiky navic jesté¢ imunologicky dohled, dochézi k §ifeni nddorového onemocnéni (Klener
a Klener 2013). Regulaci apoptozy zajiStuje rodina Bcl-2 proteind, které jsou pfitomné v
membrané mitochondrii nebo v cytoplazmé. Spoleénym znakem téchto proteinil je pfitomnost
BH-domén v jejich struktufe (Rezatova a Vavrova 2000). Rozlisujeme proapoptotické (Bax,
Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa) a antiapoptotické (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, Al) Bcl-2
proteiny. Vzajemny pomér a interakce proapoptotickych a antiapoptotickych ¢lent rodiny Bcl-
2 rozhoduje o tom, zda bude apoptotickd draha inhibovana nebo aktivovana (Ondrouskovéa a
Vojtések 2014). K vzajemné interakci dochazi pravé pomoci BH-3 domén, dojde k vytvoteni
dimért a tim se mohou navzijem inaktivovat (Ondrouskova a Vojtések 2014). V procesu
mitochondrialni apoptotické cesty dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového
prostoru mitochondrii, ten se v cytoplazmé spojuje s proteinem Apaf-1 a prokaspazou-9, vytvoii
se apoptozom a dochdzi ke $tépeni prokaspazy-9 na aktivni kaspazu-9. Soucasné dochazi k
uvolnéni dalSich proteint z mitochondrii (napt. second mitochondria-derived aktivator/ direct
IAP-binding protein with low pI SMAC/DIABLO ¢i protein patfici do rodiny septini ARTS
apod.), které vdzou a inaktivuji antiapoptotické proteiny. Kaspaza-9 aktivuje efektoroveé
kaspazy (kaspazy -3/-7), které v dal§im procesu §té€pi proteiny souvisejici s bunéénou adhezi,
regulaci apoptozy, strukturou jadra, bunéénym cyklem a ve vysledku dojde k bunécné smrti
(Ondrouskova a Vojtések 2014).

Molekularni mechanismy vedouci k aktivaci mitogeny aktivovanych proteinkinaz

V duisledku poskozeni DNA jsou v buiice aktivovany mechanismy vedouci k odstranéni
tohoto poskozeni nebo mechanismy vedouci k ptfeziti a proliferaci buiiky, hlavni roli v tomto



procesu hraji mitogenem aktivované proteinkinazy MAPK (Rezagové a Vavrova 2000). Dosud
bylo popséano pét zékladnich MAPK, z nichz extracelularnimi signély regulované kinazy ERK 1
a ERK2 maji vyznam spise v signalizaci vedouci k pfeziti buiikky. Druhym typem jsou Jun N-
terminalni kindzy, JNK1, JNK2 a JNK3, dale mezi MAP kinazy tadime p38 kinazy a
ERK3/ERK4 a ERKS. Z téchto kindz jsou vzhledem k indukci signalti vedouci ke smrti bunky
proapoptoticka tloha (Rezadova a Vavrova 2000). Kinaza p38 se rovnéZ podili na zastavé
bunécného cyklu (Muthna et al. 2010).

Signalni draha fosfatidylinositol-3-kinazy PI3K a kinazy Akt

Signalni draha zahrnujici fosfatidylinositol-3-kinazu PI3K a kinazu Akt fidi bunécnou
odpovéd’ jako reakci na poskozeni bunky ¢i v reakci na dostatek ristovych faktorii a zajistuje
tak rist a preziti bun¢k a dale také metabolickou kontrolu a migraci (Faes a Dormond 2015).
Tato draha se naptiklad aktivuje béhem G1/S pfechodu bunééného cyklu a reguluje nékolik
klicovych regulatort bunééného cyklu, véetné stability proteinti p21, cyklinu D a p27 (Fresno-
Vara et al. 2004). Kli¢ovy mechanismus pro Akt modulaci specifické substratové aktivity, jako
jsou transkripéni faktory B-catenin, p21, p27, MDM2 nebo Forkhead, zahrnuje regulaci jejich
cytoplazmatické nebo jaderné lokalizace fosforylaci. Dochdzi k indukci exprese nékolika geni,
jako je napt. gen cyklinu D1, ktery indukuje progresi bunééného cyklu prostrednictvim regulace
hyperfosforylace a inaktivace proteinu Rb. Akt fosforyluje p27 a inhibuje jeho antiproliferacni
ucinky tim, Ze jej zadrzuje v cytoplazmé, podobny mechanismus byl popséan i pro protein p21
(Fresno-Vara et al. 2004).

Alkaloidy v terapii nadorovych onemocnéni

Vyzkum 1€kl na bazi rostlin se tyka ptedevsim vyvoje protinddorovych 1é€iv z alkaloidl
(Mondal et al. 2019), ackoliv jejich biologické ucinky jsou mnohem S§ir§i a rozmanitéjsi.
Intenzivni vyzkum pfirodnich latek obohatil IéCebnou strategii protinddorové terapie. Alkaloidy
vinblastin, vinkristin a semisyntetické derivaty vinorelbin, vindesin a vinflunin ziskané studiem
obsahovych latek barvinku (Catharanthus roseus, Vinca rosea L.) ptfedstavuji vyznamnou
soucast dnesni palety cytostatik (Klener a Klener 2010). Dale 1ze uvést naptiklad inhibitory
topoizomerazy I inspirované alkaloidem kamptotecinem stromu Campotheca acuminata
(Gordaliza 2007). RovnéZ je nutné zminit taxany, latky izolované z kiiry tisu, jeZ daly vzniknout
inhibitorim depolymerace mikrotubulll a paletu cytostatik tak doplituje paklitaxel a docetaxel

(Klener a Klener 2013).
Isochinolinové alkaloidy montaninového typu celedi Amaryllidaceae

Do dnes$niho dne bylo izolovano ptes 500 isochinolinovych alkaloidiit Amaryllidaceae s
rozdilnou strukturou a biologickou aktivitou (Van Goietsenoven 2010). Ackoliv nékteré latky
jako Amaryllidaceae alkaloid pankratistatin (pankratistatinovy strukturni typ) dosahly po sérii
podrobnych studii procesu klinického hodnoceni, vétsina isochinolinovych alkaloidt je, co se
tyCe Grovné inhibicni aktivity vaci ristu a viabilit¢ nddorovych bunék, pozndnim pouze na
pocatku preklinického vyvoje (Qing et al. 2017). Negativum pro $irsi studium tak pfedstavuje
absence detailnéjSich znalosti o mechanismu pulsobeni isochinolinovych alkaloidd, cilové
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molekule nebo vlivu struktury na aktivitu, coz potlacuje proces vedouci k efektivnimu vybéru
kandidatniho 1éCiva. Isochinolinové alkaloidy montaninového strukturniho typu patiici do
celedi Amaryllidaceae nejsou zdaleka tak prozkoumany, ackoliv jiz diive byla publikovana
prvni data naznacujici cytotoxicitu montaninu, ktery je hlavnim predstavitelem této skupiny
latek (Silva et al. 2008).

Manthidin, koccinin, manthin a montanin byly prvni alkaloidy montaninového typu
izolované¢ Wildmanem a kol. v roce 1955 z rostliny rodu Haemanthus (Wildman a Kaufman
1955).

Doposud bylo identifikovdno ¢trnact alkaloidl izolovanych z rtznych rostlin celedi
Amaryllidaceae, zdkladni skelet tohoto strukturniho typu tvoii pentacyklicky 5,11-
methanomorfanthridinovy kruhovy systém (Koutova et al. 2020). Byly zapocaty studie vénujici
se biologické aktivité alkaloidd typu montaninu. Vzhledem k jejich vyznamnym inhibi¢nim
ucinklim na rist naddorovych bunéénych linii patii dnes tyto struktury k nejintenzivnéji
zkoumanym (Masi et al. 2019, Al Shammari et al. 2020, Breiterova et al. 2020, Govindaraju et
al. 2018). Bylo také prokazano, Ze nékteré alkaloidy typu montaninu vykazuji anxiolytické,
antidepresivni a antikonvulzivni G¢inky vcetné ucinkli imunomodulacnich (da Silva et al.
2006). Samotny montanin byl studovan také z hlediska inhibice acetylcholinesterdzy jako
potencidlni zdroj 1é¢iva Alzheimerovy choroby, potlateni revmatickych onemocnéni a
terapeutického vyuziti jeho antibakteridlnich a antimykotickych ucinkl (Farinon et al. 2017,
Pagliosa et al. 2010, Evidente et al. 2004).

Potencial montaninovych alkaloidi v terapii nadorovych onemocnéni

Prvnim dikazem, ze alkaloidy montaninového strukturniho typu vykazuji slibné in vitro
cytotoxické Uc€inky vici nadorovym liniim, byla studie z roku 2008 popisujici inhibi¢ni efekt
na rist nadorovych bunek po aplikaci montaninu izolovaného z cibuli rostliny Hippeastrum
vittatum (Silva et al. 2008). Od té doby se vyzkum alkaloidii montaninového typu vcetné
izolace, piipravy semisyntetickych derivatl a vlivu téchto latek na proliferaci a Zivotaschopnost
nadorovych bunék rozsifil, stale v§ak chybi data naznacujici mechanismus tohoto plisobeni.
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Cile disertacni prace

Cilem komentovaného souboru publikaci bylo komplexné¢ prostudovat cytostatickou a
cytotoxickou aktivitu skupiny vybranych montaninovych alkaloidii s pouzitim panelu
nadorovych bunéénych linii odlisSného histotypu a nenddorové lidské bunééné linie plicnich
fibroblastl. Zarovei si tato prace klade za cil poodhalit molekularni mechanismus ucinku
vybraného montaninového alkaloidu. Konkrétné se vénuje témto dil¢im tkoltim:

« Stanoveni ristového procenta (GP) dosud netestovanych alkaloidii izolovanych z rostlin
Hippeastrum cultivars v panelu 9 bunéénych linii odvozenych z histotypové odlisSnych
nadort a u jedné nenadorové linie lidskych plicnich fibroblasti.

o Stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso u téch izolovanych alkaloidii, jejichz
jednodavkova koncentrace 10 pmol.I"! snizila GP pod 50 %.

o Stanoveni rustového procenta (GP) dosud netestovanych alkaloidi izolovanych
z rostliny Narcissus L. cv. Professor Einstein v panelu 9 bunéénych linii odvozenych
z histotypové odlisnych nadorid a u jedné nenddorové linie lidskych plicnich fibroblast.

« Stanoveni hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso u té€ch izolovanych alkaloidd, jejichZz
jednodavkova koncentrace 10 pmol.l"! snizila GP pod 50 %.

o Pomoci vhodné metody urcit, zda je cytostaticky ucinek vybraného montaninového
alkaloidu dlouhodoby a davkové zavisly.

o Posoudit, zda je cytostaticky a cytotoxicky uc¢inek alkaloidu spojen s redistribuci
bunécné populace v jednotlivych fazich bunécného cyklu.

o Zhodnotit, zda je cytotoxicky ucinek montaninového alkaloidu spojen s aktivaci
programované bun&fné smrti a pomoci vybrané metody kvantifikovat pocet
apoptotickych bun¢k v casné a pozdni fazi apoptozy.

o Detekovat a kvantifikovat klicové proteiny ucastnici se molekularnich dé&jii v pozadi
cytostatického a cytotoxického ti¢inku montaninového alkaloidu spojenych se zastavou
bunééného cyklu ¢i indukei apoptozy.
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Material a metodiky

Bunééné kultury a kultivaéni podminky

Experimenty byly provedeny s vybranymi lidskymi nddorovymi bunéénymi liniemi
A549 (nemalobunécény adenokarcinom plic), HT-29 (adenokarcinom tlustého stfeva), A2780
(adenokarcinom ovarii), HeLa (karcinom dé€lozniho hrdla), MCF-7 (karcinom prsu), SAOS-2
(osteosarkom), Jurkat (akutni leukémie T-bun¢k) a MOLT-4 (akutni lymfoblastickd leukémie),
HepG2 (hepatocelularni karcinom), HT-29 (adenokarcinom tlustého stfeva), PANC-1
(karcinom slinivky bfisni) a vybranou nenddorovou bunécnou linii MRC-5 (lidské plicni
fibroblasty), které byly zakoupeny od firmy ECACC (Salisbury, Velka Britanie) a kultivovany
v souladu s pokyny dodavatele. VSechny bunécné linie byly kultivovany v kontrolované
atmosféfe 5 % CO; pii 37 ° C v kultivatnim médiu. Buiiky byly pasaZzovany kazdé 2 az 3 dny
v maximalnim rozsahu 20 pasazi v piipad¢ adherentnich linii, 10 pasazi u linii suspenznich.

Cytostatika a vybrané alkaloidy montaninového typu

Isochinolinové alkaloidy montaninového typu poskytla vyzkumna skupina ADINACO,
Katedry farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kréalové, Univerzity Karlovy.
Cerstvé zasobni roztoky alkaloidi montaninového typu v koncentracich 50 pmol.lI"! byly
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a dale fedény
podle potteby piislusného experimentu. Jako negativni kontrola slouzily buiiky ovlivnéné 0,1
% DMSO. Pozitivni kontrolou v experimentech byly buiiky ovlivnéné 5 % DMSO, cisplatinou
v koncentraci 5 umol.I" (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) nebo doxorubicinem v
koncentraci 1 pmol.I"" a 0,25 pmol.1"! (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Cytotoxicky screening izolovanych montaninovych alkaloidii

Byla zhodnocena antiproliferacni a cytotoxicka aktivita alkaloidii montaninového typu
plsobenim jednodavkové expozice 10 pmol.I"! s pouZitim cytotoxického testu WST-1 (Sigma-
Aldrich) v panelu 9 naddorovych a 1 nenddorové bunééné linie. U latek s nejvyssi aktivitou
snizujicich proliferaci bun¢k alesponi na 50 % oproti negativni kontrole (0,1 % DMSO) po
aplikaci davky 10 pumol.I"! byla stanovena hodnota inhibi¢ni koncentrace ICso s vyuZitim
biostatistického programu GrahpPad Prism 7 biostatistics (GraphPad).

Stanoveni viability a proliferace

Bunécnad proliferace a viabilita bunék byla stanovena u vybrané suspenzni nadorové
bunécné linie MOLT-4 a adherentni buné¢né linie A549 v intervalu 24 a 48 h (MOLT-4) a 24,
48 a 72 h (A549) po aplikaci pankracinu (2,5; 5; 10 a 20 pmol.I""). Integrita bun&¢né membrany
byla stanovena pouZzitim barviva Trypanové modie (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Pocty bunek byly stanoveny pomoci Biirkerovy komurky a svételného mikroskopu Nikon
Eclipse E200 (Nikon, Tokio, Japonsko). Kontinualni méfeni proliferace a viability v redlném
case bylo méteno ptistrojem xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences, CA, USA) po ptisobeni
vybranych koncentraci pankracinu (1; 5; 10; 20 a 50 pmol.I""). Kinetika ristu byla detekovana
u lidského adenokarcinomu plic A549, adenokarcinomu prsu MCF-7, hepatocelularniho
karcinomu HepG2 a karcinomu ovarii A2780. Bunky oSetiené 0,1 % DMSO byly pouzity jako
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negativni kontrola a buniky oSetfené 5 % DMSO jako pozitivni kontrola. Normalizovany
bunéény index CI byl méfen po dobu 72 h.

Analyza bunééného cyklu

Bunky byly promyty ledové vychlazenym PBS a fixovany 70 % ethanolem. Pro detekci
fragment DNA s nizkou molekulovou hmotnosti byly builky oznaceny propidium jodidem
(PI) ve Vindelové roztoku po dobu 1 h ptfi 37 © C. Obsah DNA byl stanoven pomoci
prutokového cytometru CyAn (Beckman Coulter, Miami, FL, USA) pfi excita¢ni vinové délce
488 nm. Data byla analyzovana pomoci softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, San
Diego, CA, USA).

Méreni aktivity kaspaz

Indukce programované bunécné smrti byla stanovena monitorovanim aktivit kaspaz-
3/7, kaspazy-8 a kaspazy-9 pomoci komercniho kitu Caspase-Glo Assays (Promega, Madison,
WI, USA) a s pouzitim 96 jamkového destickového formatu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Po pfidani 50 pl Caspase-Glo Assays reagentu a po 30 min inkubace byla méfena
luminiscence na spektrofotometru Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Miannedorf, Svycarsko).

Stanoveni indukce apoptozy metodou znaceni Annexinem V/PI

Apoptoza byla stanovena pomoci kitu Alexa Fluor®488 Annexin V/Dead Cell
Apoptosis kit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) dle manudlu vyrobce. Méteni byla
provedena pomoci pratokového cytometru CytoFLEX LX (Beckman Coulter, Miami, FL,
USA). Data byla analyzovéana softwarem Kaluza Analysis 2.1 (Beckman Coulter, Miami, FL,
USA).

Elektroforéza a western blotting

Pro ptipravu vzorkil byly pouZity celobunééné lyzaty a obsah proteint byl kvantifikovan
metodou s kyselinou bicinchoninovou BCA pomoci kitu BCA Protein Assay (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Proteiny byly separovany elektroforeticky a pfeneseny metodou Western
blot na polyvinylidenfluoridové PVDF membrany (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Inkubace s
primarni protilatkou proti specifickym antigeniim a ve vhodnych fedénich byly provedeny pfi
4 °C ptes noc. Nasledujici den byly membrany promyty a poté inkubovany s vhodnou
sekundarni protilatkou (DakoCytomation, Glostrup, Dansko nebo Cell Signaling, Danvers,
MA, USA) po dobu 1 h pfi pokojové teploté. Detekce specifickych proteind byla stanovena
chemiluminiscenénim detekénim kitem (Roche, Basel, Svycarsko). Kvantifikace byla
provedena denzitometricky systémem pro analyzu obrazu GeneTools (Syngene, Cambridge,
UK).

Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Microsoft Office 365 Excel
(Microsoft, Redmond, WA, USA), nebo biostatisticky software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Vysledky jsou vyjadifeny jako aritmeticky primeér se
smérodatnou odchylkou z méfeni v triplikatu, pokud neni uvedeno jinak. U kvantitativnich dat
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bylo provedeno testovani normality za ucelem posouzeni, zda by mély byt pouzity parametrické
nebo neparametrické testy. Pro experimenty s parametrickymi proménnymi byla k porovnani
prumérnych hodnot mezi riznymi skupinami pouzita jednosmérna analyza rozptylu (ANOVA)
nasledovana post-hoc Dunnettovym testem, pii¢emz hodnota p nizsi nez 0,05 byla povazovana
za statisticky vyznamnou.
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Vysledky

Cytotoxicky screening izolovanych alkaloida

Protinadorovy ucinek tfi izolovanych molekul z rostlin Hippeastrum cv. (montanin,
vittatin a hippeastrin) byl testovan v panelu lidskych nadorovych bunéénych linii odlisného
histotypu (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7 a SAOS-2).
Paraleln¢ s témito nadorovymi liniemi byl testovan také vliv na normadlni lidské plicni
fibroblasty MRC-5 (obr. 1). Cytotoxicka aktivita téchto alkaloidl byla hodnocena pomoci testu
WST-1 po 48 h. Nejti¢inn&jsi alkaloid, montanin, snizoval v ddvce 10 pmol.I'! ristové procento
(GP) u vSech testovanych linii pod 50 %.
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Obr. 1 Vliv montaninu, hippeastrinu a vittatinu v jednodavkové koncentraci 10 pmol.I'! na rtist
9 nadorovych bunécnych linii (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-
7, SAOS-2) a nenadorové bunééné linie (MRC-5) s vyuzitim kolorimetrického cytotoxického
testu WST-1. Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky prumér ze tii nezavislych méfeni +
smérodatnd odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05). Pfevzato z Al
Shammari et al. 2020.
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Na zaklad¢ téchto vysledka tedy byly stanoveny hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso
montaninu. Jak je patrné z tab.1, montanin vykazoval nejvyssi aktivitu vici buiikam Jurkat,
MOLT-4 a A549.

Cell type Montanine
Jurkat 1.04+0.14
MOLT-4 1.26 £0.11
A549 1.09 £0.31
HT-29 1.35+0.47
PANC-1 2.30+0.45
A2780 1.67 £0.29
HeLa 1.99 £0.22
MCF-7 1.39+£0.21
SAOS-2 1.36 £0.49
MRC-5 1.79 £ 0.50

Tab. 1 Hodnoty 50 % inhibi¢ni koncentrace ICso montaninu pro lidské nadorové bunécné linie
a nenddorovou linii MRC-5. Ptevzato z Al Shammari et al. 2020.

Screening cytotoxické aktivity vSech izolovanych sloucenin, které nebyly diive v daném
experimentalnim uspofadani studovany a byly ziskany v dostatecném mnozstvi izolaci
z rostliny Narcissus L. cv. Professor Einstein, byl proveden v panelu nddorovych bunéénych
linii a jedné nenadorové s pouzitim testu WST-1 a v divce 10 umol.I"! (tab. 2). Prahova hodnota
GP pro tento screening byla < 50 % (50 % inhibice ristu nadoru), z ¢ehoz vyplyva, Ze
nejucinngj§im alkaloidem byl isochinolinovy alkaloid montaninového typu, pankracin (v
tabulce oznacen ¢. 22). DalSimi testovanymi le¢ cytotoxicky neucinnymi alkaloidy byly
masonin (1), homolykorin (2), lykoraminon (7), norlykoramin (13), epimaritidin (16),
norpluviin (20), 9-O-demethylmaritidin (21), 9-O-demethylhomolykorin (23).

Cell type extract 1 2 7 13 16 20 21 22 23 Dox.
Jurkat 3+1 76+5 78+7 102+9 102+2 102+4 96 + 12 97+6 17+5 100 = 10 2+0
MOLT-4 3+2 105+ 8 110+5 99+2 106 £ 1 106 =4 107 +8 95+9 1+0 100+ 3 0+0
A549 25+2 109 22 114+21 107+38 93+7 110+ 10 111+2 104 +7 29+3 109+9 11+5
HT-29 41+6 110+ 17 199+ 11 98 +7 94+ 1 103+5 92+5 89+ 10 39+£3 106+ 8 47+4
PANC-1 34+3 94+7 100+ 5 97+5 100+ 3 91+2 84+ 1 80+2 52+13 92+1 78+3
A2780 30+3 102+ 12 96 + 14 100 +3 106 + 1 98 +2 101 +4 98 +0 40+2 94+5 5+1
HeLa 35+£3 117+ 14 108 £ 10 98+9 93+5 97+38 91 +12 93+9 28+6 96 + 10 11+6
MCF-7 11+1 98+9 102+6 95+7 9+5 96+ 7 100+ 3 91+3 18+2 102+8 37+3
SAOS-2 30+8 98 +4 97+7 102+4 102+5 103 +4 96 +7 95+4 26+3 103 +4 17+5
MRC-5 29+6 99+ 12 97+4 96+9 108 + 4 98 +4 92+4 92+6 39+3 93+4 29+3

Tab. 2 Cytotoxicka aktivita extraktu alkaloidl rostliny Narcissus L. cv. Professor Einstein (o
koncentraci 50 pg/ml) a izolovanych alkaloidi celedi Amaryllidaceae (o koncentraci
10 pmol.I") s vyuzitim kolorimetrického cytotoxického testu WST-1. Alkaloid &. 22
pfedstavuje pankracin, isochinolin montaninového typu. Vysledky jsou zndzornény jako
aritmeticky primér ze tfi nezavislych méfeni + smérodatné odchylka.

Hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso pro pankracin.jsou uvedeny v tab. 3.
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Cell type Pancracine Doxorubicin
Jurkat 5.07+0.31 0.05+0.02
MOLT-4 2.71 +£0.25 <0.01
A549 2.29+0.43 0.43 +0.06
HT-29 2.60 +0.51 0.77 £0.24
A2780 5.08+0.43 <0.01
HeLa 5.03+0.36 0.55+0.05
MCEF-7 2.68 +0.37 0.44+0.10
SAOS-2 2.20+£0.25 0.1+0.17
MRC-5 5.15+0.34 0.72+0.23

Tab. 3 Hodnoty inhibi¢ni koncentrace ICso pankracinu pro lidské nddorové bunééné linie a
nenddorovou linii. Pfevzato z Breiterova et al. 2020.

Pankracin patii do stejné skupiny isochinolinovych alkaloidii montaninového typu jako
napf. montanin, koccinin a manthin, struktury téchto alkaloidil jsou uvedeny v obr. 2.

‘\\OH OMe
SN ey
! -5 ¢ O " 5

Pancracine Montanine

\\OMe

: O
SO ¢
o) “N H 0
Manthine Coccinine

Obr. 2 Struktury isochinolinovych alkaloidi montaninového typu celedi Amaryllidaceae.
Ptevzato z Koutova et al. 2020.

Vliv pankracinu na viabilitu a proliferaci bunécné linie A549 a MOLT-4

Pro sledovani vlivu pankracinu na viabilitu a proliferaci vybranych adherentnich
nadorovych bunécnych linii byla vyuZita metoda analyzy bunécné proliferace v redlném case
xCELLigence RTCA. Systém xCELLigence méfi adhezi buné€k, Zivotaschopnost, morfologii a
pocet bun¢k na zaklad€ impedance, a jsou zobrazeny jako hodnoty normalizované¢ho bunééného
indexu (CI). Efekt na rist byl pozorovan u lidského adenokarcinomu plic A549,
adenokarcinomu prsu MCF-7, hepatoceluldrniho karcinomu HepG2 a karcinomu ovarii A2780
ovlivnénych v rozmezi koncentraci od 1 do 50 pmol.lI"! pankracinu po dobu 96 h. Buiky
ovlivnéné 0,1 % DMSO byly pouzity jako negativni kontrola, buniky ovlivnéné 5 % DMSO
jako pozitivni kontrola. Z obr. 3 je zfejmé, ze se zvySovanim koncentrace pankracinu doslo ke
snizeni proliferace ve vSech testovanych bunécnych liniich. V pfipadé bunécné linie A549
koncentrace 20 umol.I"! inhibovala proliferaci nadorovych bunék v celém testovacim rozmezi
96 h. Proliferacni schopnost bunék A549 byla také vyznamné sniZena po ovlivnéni
koncentracemi 5 umol.I"' a 10 umol.1'%.
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Obr. 3 Kontinualni méfeni proliferace a viability v redlném case pfistrojem xCELLigence
RTCA (ACEA Biosciences, CA, USA) po pisobeni vybranych koncentraci pankracinu.
Kinetika rlstu je ukazana u lidského adenokarcinomu plic A549, adenokarcinomu prsu MCF-
7, hepatocelularniho karcinomu HepG2 a karcinomu ovarii A2780 ovlivnénych pankracinem.
Bunky oSetiené¢ 0,1 % DMSO byly pouZity jako negativni kontrola a bunky oSetiené 5 %
DMSO jako pozitivni kontrola. Normalizovany bunéény index byl méfen aZ po dobu 96 h.
Uvedené grafy jsou reprezentativni pro nejméné tii nezavisle méfené experimenty. Prevzato
z Koutova et al. 2021.

Pocty proliferujicich bun¢k byly spocitany v Biirkerové komirce metodou barveni
Trypanovou modii 24, 48 a 72 h po ovlivnéni bun€k pankracinem v koncentracich 2,5; 5; 10 a
20 pmol.l!. Vyznamny (p < 0,05) antiprolifera¢ni U¢inek nastal i pfi nejnizsi testované
koncentraci pankracinu (2,5 pmol.I'") po 48 h a 72 h pro bun&¢nou linii A549 a 24 h a 48 h pro
bunécnou linii MOLT-4 (obr. 4A). Pokud jde o uUc¢inek pankracinu na viabilitu bunék, byl
pozorovan znacny rozdil mezi celkové rezistentni adherentni buné¢énou linii A549 a suspenzni
leukemickou bunécnou linii hematopoetického piivodu MOLT-4 (obr. 4B). U bunécné linie
A549 doslo k mirnému poklesu viabilnich buné€k pouze pii nejvySSich testovanych
koncentracich (10 a 20 umol.I'"). Viabilita bun&ené linie MOLT-4 vyznamné (p < 0,05) klesla
po ovlivnéni pankracinem v koncentraci 2,5 pmol.1"! po 48 h, po krat§im ¢asovém intervalu 24
h s pouzitim koncentrace 10 umol.1"!.
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Obr. 4 Uginek pankracinu na proliferaci (A) a viabilitu (B) bunék MOLT-4 a A549. Integrita
bunécné membréany byla stanovena pouZitim barviva Trypanové modii po 24 a 48 h u bunék
MOLT-4 a po 24, 48 a 72 hodinach v bunkach A549. Bunky ovlivnéné doxorubicinem v
koncentraci 0,25 pmol.lI"! slouzily jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou znazornény jako
aritmeticky primér ze tfi nezavislych méteni + smérodatnd odchylka. * - statisticky vyznamny
rozdil oproti kontrole (p < 0,05). Pfevzato z Koutova et al. 2021.

SniZena proliferace bunék A549 a MOLT-4 je spojena s redistribuci bunék v bunééném
cyklu

U bunék A549 ovlivnénych pankracinem po 24 h (obr. 5A) doslo k vyznamnému (p <
0,05) nartstu bunécné populace ve fazi G1. Pii pouziti nejvyssi koncentrace soucasné doslo
k narustu bunécné populace ve fazi G2 (obr. 5A). Po 48 h piisobeni pankracinu o koncentraci
20 pmol.I"! (obr. 5B) byl pozorovan vyznamny (p <0,05) nariist bungk A549 ve fazi G2 se
soubéZznou redukci bunék ve fazich G1 a S.

Analyza buné¢ného cyklu bunék MOLT-4 je zndzornéna na obr. 6. Jak je patrné z obr.
6A, doslo ke statisticky vyznamnému (p < 0,05) nartstu bunééné populace v G1 a poklesu
populace ve fazi S pii pouiti koncentrace 2,5 pmol.l"! jiZ za 24 h. Pfi pouZiti koncentrace 5
pumol.I'" doslo ke statisticky vyznamnému (p < 0,05) zvySeni bun&éné populace v G1 a
statisticky vyznamnému (p < 0,05) snizeni populace v S-fazi za 48 h (obr.6B).
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Obr. 5 Analyza bunécného cyklu bunék A549 ovlivnénych pankracinem. Obrazek ukazuje
reprezentativni histogramy primérného procenta bunék prochazejicich fazemi G1, S a G2,
analyzovanych pratokovou cytometrii ze tii jednotlivych méteni 24 h (A) a 48 h (B) hodin po
aplikaci pankracinu v davce 2,5 pmol.I!, 5 umol.I"!, 10 pmol.I"" a 20 umol.I". Sloupcovy graf
shrnuje kumulativni data o procentu bunék v kazdé fazi bunécného cyklu. Vysledky jsou
znazornény jako aritmeticky prameér ze tii nezavislych méfeni + smérodatna odchylka. * -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05). Pfevzato z Koutova et al. 2021.
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Obr. 6 Analyza bunécného cyklu bunék MOLT-4 ovlivnénych pankracinem. Obrazek ukazuje
reprezentativni histogramy primérného procenta bun¢k prochazejicich fazemi G1, S a G2,
analyzovanych pritokovou cytometrii ze tfi nezavislych méteni 24 h (A) a 48 h (B) hodin po
aplikaci pankracinu v davce 2,5 pmol.I"!, 5 umol.I"!, 10 umol.I"" a 20 pmol.I". Sloupcovy graf
shrnuje kumulativni data ilustrujici procento bunék v kazdé fazi bunééného cyklu. Vysledky
jsou znazornény jako aritmeticky pramér ze tii nezavislych méfeni = smérodatné odchylka. * -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05). Pevzato z Koutova et al. 2021.

Pankracin indukuje apoptézu u bunék leukemické linie MOLT-4

Abychom zjistili, zda je smrt nddorovych bun€k vyvolana pankracinem spojena s
apoptozou, pouzili jsme detekci aktivity kaspaz -3, -7, -8 a -9 po 24 h v buitkach A549 a MOLT
-4. Kazdy typ kaspazy je zodpovédny za specifickou bunécnou odpovéd’; efektorové kaspazy-
3 a -7 reaguji na aktivaci kaspazy-8 pro vnéjsi cestu apoptdzy a na aktivaci kaspazy-9 pro
aktivaci vnitfni mitochondridlni drahy apoptozy. V ptipad€é ucinku pankracinu na indukci
apoptozy nebylo u bunék A549 pozorovéano zvySeni aktivity kaspaz. Zjevné odlisna situace
byla zji§téna po aplikaci koncentraci pankracinu 10 a 20 pmol.I"! na bun&nou linii MOLT-4,
kdy doslo k vyznamnému (p < 0,05) zvySeni aktivity vSech typt testovanych kaspaz ve srovnani

s negativni kontrolou (obr. 7).
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Obr. 7 Vliv pankracinu na aktivitu kaspéazy-3, -7, kaspazy-8 a kaspazy-9 v buitkaich MOLT-4.
Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky primér ze tii nezavislych méfeni + smérodatna
odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (p < 0,05). Pfevzato z Koutova et al.
2021.

Abychom potvrdili indukci apoptdzy vyvolanou pankracinem v buitkdch MOLT-4, byla
povrchové expozice fosfatidylserinu a ztrata integrity membrany stanovena pomoci barveni
Annexinem V a propidium jodidem (PI). Kombinace téchto fluorescencnich sond nam
umoznila oddé¢lit zivé bunkky (Annexin Vi PI negativni), apoptotické¢ buiiky (Annexin V
pozitivni a PI negativni) a bunécnou populaci v pozdni fazi apoptotické bunécné smrti (Annexin
V a PI pozitivni). Jak je zndzornéno na obr. 8, 24 h po ovlivnéni pankracinem v koncentraci
2,5;5; 10 a 20 pmol.I"! bylo procento bungk v ¢asné fazi apoptozy u 3 %, 4 %, 10 % a 14 % a
procento bunék v pozdni fazi apoptozy 2 %, 3 %, 14 %, respektive 34 %.
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Obr. 8 Indukce apoptdzy u leukemické bunécné linie MOLT-4 po ovlivnéni pankracinem.
Apoptoza byla stanovena barvenim Annexinem V a PI za 24 h od ovlivnéni. Jsou ukdzany
reprezentativni  histogramy jednoho ze tffi nezdvislych méfeni. Doxorubicin
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vdavce 0,1 umol.l"! slouzil jako pozitivni kontrola. Sloupcovy graf piedstavuje procento
casnych a pozdnich apoptotickych bun¢k detekovanych pratokovou cytometrii (pramér = SD,
n = 3). * - statisticky vyznamny rozdil od kontroly ranych a pozdnich apoptotickych bunék (p
<0,05). Pfevzato z Koutova et al. 2021.

ZvySeni procenta bunék v G1 a S fazi u bunék A549 je spojeno s aktivaci signalni drahy
Akt/p27/pRb a proapoptoticka aktivita pankracinu v butikich MOLT-4 je spojena s
upregulaci proteinu p53 fosforylovaného na serinu 392

Na zéaklad¢ ptedchozich vysledkli nds zajimala detekce proteinti, které se podili na
redistribuci bunék v bunééném cyklu a indukci apoptézy. K detekci proteinit hlavnich
signalnich drah, konkrétné tedy checkpoint kinaza 1 (Chk1), extracelularné regulovana kinaza
1/2 (ERK1/2), mitogenem aktivovana proteinkindza p38 (MAPK), proteinkinaza Akt,
retinoblastomovy tumor supresorovy protein (pRb), protein p53, inhibitor cyklin dependentnich
kindz p21 a p27 a proapoptoticky protein Bax, spojenych s vySe jmenovanymi dé&ji, byla
provedena elektroforéza a Western blot.

Pokud jde o molekularni zmény v buitkach A549 po aplikaci pankracinu (obr. 9A), byla
antiproliferacni aktivita v expozic¢nim Case 24 h spojena s aktivaci p38 MAPK prostifednictvim
fosforylace na threoninu 180 a tyrosinu 182 a hypofosforylaci ERK na threoninu 202 a tyrosinu
204. K vétsim zménam v hladinach ostatnich detekovanych proteinti doslo po 72 h od ovlivnéni.
Pankracin v ddvce 10 pumol.lI"! a vy$3i indukoval hypofosforylaci Akt kinazy na threoninu 308,
zvys$il hladinu proteinu p27 a zaroveil doslo k hypofosforylaci proteinu Rb na serinu 807/811,
rovnéz také doSlo k vyrazné hypofosforylaci ERK na threoninu 202 a tyrosinu 204 a
hyperfosforylaci p38 MAPK na threoninu 180 a tyrosinu 182.

K objasnéni mechanismu apoptdzy indukované pankracinem, byla detekce proteinii
souvisejicich s apoptdzou v buitkkdch MOLT-4 stanovena 4 hodiny po ovlivnéni koncentracemi
5 umol.I'" a 10 pmol.I"!. Jak je ukdzano na obr. 9B, t¢inek pankracinu indukujiciho apoptozu
pfi 5 umol.I" byl doprovézen aktivaci tumor supresorového proteinu p53 prostiednictvim
fosforylace na serinu 392. Je zndmo, Ze fosforylovany p53 na serinu 392 se podili na transdukci
signall programované bunéné smrti (Rezadova a Vavrova 2000), zvyseni hladiny proteinu
Bax s upregulaci p53 dobte koreluje. Zastaveni bunécného cyklu pfi pfechodu z G1 do S faze
je zplsobeno aktivaci inhibitori cyklin dependentnich kinaz p21 a p27. K upregulaci téchto
proteinti dochazi po ovlivnéni pankracinem v koncentraci 5 pmol.I"". V souladu s timto dale
dochazi k hyperfosforylaci p38 MAPK na threoninu 180 a tyrosinu 182, aktivita této kinazy je
povazZovana spiSe za proapoptotickou. SniZzené hladiny proteint p21, p27 a p53 fosforylovaného
na serinu 392 po davce 10 pmol.I! jsou pravdépodobné diisledkem zvy$ené bunééné smrti
leukemickych bunék.
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Obr. 9 Western blot analyza proteinti, které reguluji postup bunécného cyklu, bunécnou smrt
nebo pfeziti bunck u bunécéné linie A549 (A) a MOLT-4 (B) po ovlivnéni pankracinem v
koncentracil0 pmol.I"" a 20 pmol.lI"! po dobu 24 a 72 h v piipadé bunééné linie A549 a po
ovlivnéni pankracinem v koncentraci 5 umol.I'! a 10 pmol.I"! po dobu 4 h v piipadé bun&éné
linie MOLT-4. Buiiky ovlivnéné 0,1 % DMSO slouzily jako negativni kontrola (oznacené jako
C) a buiiky ovlivnéné doxorubicinem v koncentraci 0,25 pmol.l! u bung&k A549 (A) a
cisplatinou v koncentraci 5 umol.I'" u bunék MOLT-4 (B) jako pozitivni kontroly (oznadené
jako PC). Sipky oznaluji molekulové hmotnosti proteinii. Jednotlivé bloty reprezentuji
vysledky ze tfi nezavislych méfeni. Pievzato a upraveno z Koutova et al. 2021.
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Diskuse

Zhoubnd nadorova onemocnéni provazi lidskou spolecnost od nepaméti. I ptes enormni
usili Spickovych védeckych skupin se stale nepodarilo najit kone¢né feSeni tohoto onemocnéni,
jez ma také vyrazné socioekonomické dasledky. Siroka odborna vefejnost nahlizi na nadorova
onemocnéni komplexnéji. Davno se opustila pfedstava nadoru jako izolované hmoty, ale je
potieba ho vnimat v kontextu jeho mikroprostiedi, véetn¢ toho nenadorového. Soucasné také
terapie nadorovych onemocnéni vyzaduje komplexni pfistup a multimodalni 1éc¢ba, zahrnujici
nejen klasické 1é¢ebné metody jako je radioterapie, chemoterapie a chirurgicka 1écba, ale také
cilenou terapii a imunoterapii, v¢éetné¢ podpurné a doplitkové 1é¢by, je mnohem efektivnéjsi.
Stale je vsak potifeba pristupovat inovativné 1 k samotnym dil¢im 1éebnym postupiim, kam
fadime 1 moZnost rozsifit dostupnou chemoterapeutickou 1é¢bu o nova cytostatika a
zdokonalovat tak moznosti konvenc¢ni protinddoroveé 1écby (Klener a Klener 2013). S ohledem
na zaméfeni této prace a v roving€ zdkladniho vyzkumu se mize jednat o izolaci a identifikaci
novych sloucenin rostlinného ptivodu ¢i piipravu polosyntetickych derivati vychazejicich
z latek pfirodniho plvodu. V oblasti fytochemie se jednd o detailni screening biologicky
aktivnich molekul, pfedev§im alkaloidl, jez jsou co do struktury, tak poctu vyznamnou a
rozmanitou skupinou a vSechny tyto molekuly nebyly dosud zcela plné¢ prozkoumany, ackoliv
jejich Gginky byly vyuzivany jiz po staleti i v lidovém léGitelstvi. Celed” Amaryllidaceae
obsahujici fadu vyznamnych alkaloidli pravem patii k tém, které jsou tomuto screeningu
podrobeny. Do této Celedi 1ze zaradit i isochinolinové alkaloidy montaninového typu. Jejich
unikatni chemicka struktura, vyznamna biologicka aktivita, ale také jejich pomérné vzacny
vyskyt v ptirodé€ vedly ke zvySenému usili o syntézu téchto organickych molekul v dostate¢ném
mnozstvi pro potieby biologickych studii a ndsledné pouziti v klinické terapii (Guan et al. 2012,
Matweenko et al. 2008, Ishizaki et al. 2002, Bao et al. 2013). Doklada to také ptiprava alkaloida
montaninového typu preskupenim chemické struktury typu haemanthaminového (Inubushi et
al. 1960, Cedron et al. 2009). BohuZel bez pochopeni molekuldrnich mechanismi jejich
plsobeni neni mozné vyuzit vyhody jejich slibné biologické aktivity oproti jinym alkaloidim
celedi Amaryllidaceae.

Z hlediska protinadorové 1écby dokladaji potencial montaninovych alkaloidi hodnoty
50 % inhibi¢ni koncentrace ICso jednoho z hlavnich ptedstavitelt této skupiny latek, to je
pankracinu. Hodnoty ICso byly stanoveny pro nadorové bunééné linie rozmanitého histotypu,
A549 (adenokarcinom plic), HT-29 (adenokarcinom tlustého stieva), A2780 (karcinom ovarii),
HeLa (karcinom délozniho hrdla), MCF-7 (karcinom prsu), SAOS-2 (osteosarkom), Jurkat
(akutni leukémie T-lymfocytil) a MOLT-4 (akutni lymfoblastickd leukémie) a pohybovaly se
v nizkém mikromolarnim koncentraénim rozmezi od 2,29 + 0,43 umol.I"! do 5,15+ 0,34 pmol.I’
publikované Cedronem a kol., ktery popsal cytotoxicky G¢inek pankracinu na naddorové buiky
s hodnotami ICsy v rozmezi od 4,3 £ 0,7 umol.I' do 9,1 + 1,0 umol.I"' (Cedrén et al. 2015).
Cytotoxicky t¢inek montaninu se ukazal byt jesté vyraznéjsi, nebot’ jeho hodnoty pro stejnou
paletu pouzitych nddorovych bunéénych linii, na kterych byl ndmi testovan i u¢inek pankracinu,
byly naméfeny v rozmezi od 1,04 + 0,14 umol.1"" do 2,30 + 0,45 umol.I"". JelikoZ se pankracin
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li§i od montaninu pouze jednim substituentem na E kruhu 5,11-methanomorfantridinové
struktury (na C2 ma hydroxyl misto skupiny methoxy) (Koutova et al. 2020), 1ze predpokladat,
ze molekularni mechanismus ucinku téchto latek bude podobny.

Strategie in vitro studia molekularniho mechanismu uc¢inku byla zahajena vybérem
nadorové bunécné linie rezistentni k apoptoze a nadorové bunécné linie k apoptoze sensitivni a
pomoci téchto experimentalnich modeli se pokusit piiblizit i¢inek pankracinu vcetné popisu
déja, které vedou bud’ k zastavé bunécného cyklu nebo k indukci apoptozy.

Nadorova bunécna linie A549 piedstavuje nemalobunécny karcinom plic (NSCLC) s
velmi Spatnou prognoézou vyznacujici se vici konvencni 1€Cbé cytostatiky vysokou
chemorezistenci (Ashinuma et al. 2012, Zhang et al. 2015). Silny antiproliferacni uc¢inek
pankracinu stanoveny metodou meéteni proliferace v realném case je pIné€ v souladu s diive
stanovenou hodnotou ICso pro buiiky A549 (2,29 + 0,43 pmol.I""). Inhibice riistu krom jinych
testovanych bunéénych linii i této rezistentni nadorové linie pietrvavala po dobu 96 h. Detekce
inhibice rustu byla taktéz rozsitena o test barveni pomoci Trypanové modii, ktera patii mezi
standardni end-point metody zjiSténi efektu cytostatika na viabilitu a proliferaci bungk.
Statisticky vyznamny antiproliferacni ucinek na bunky A549 byl prokdzan jiz s pouZitim
koncentrace 2,5 pmol/l a to ve v§ech méfenych ¢asovych intervalech (24, 48 a 72 h). Dopad na
viabilitu bunék A549 bunék byl zanedbatelny, jelikoz ani nejvy$si méfend koncentrace 20
umol.I"! nesniZila Zivotaschopnost bun&k A549 pod 80 %. Metoda monitorovani bun&k v
realném &ase ukézala, Ze koncentrace pankracinu 50 umol.I! je pro naddorovou bun&énou linii
A549 ve vztahu k proliferaci a viabilit¢ bunck fatidlni. K zastaveni bunééného cyklu pii
pfechodu G1/S faze dochazi aktivaci nékolika signalnich drah. Jeden z té€chto mechanismt je
fizen prostiednictvim aktivace MAP kinaz konkrétné fosforylaci p38 MAPK, kterd nasledné
fosforyluje fadu dalSich jadernych faktorti, jako je naptiklad tumor supresorovy protein p53,
aktivacni transkripéni faktor ATF-2 (activating transcription factor-2), transkripéni faktor
MEF-2 (members of myocyte enhance factor-2) a transkrip¢ni faktor Myc (gen izolovany z viru
ptaci myelocytomatézy) (Ambrosino a Nebreda 2001). Dal$i moZnosti, jak miize dojit
k zastaveni bunéného cyklu pfi prechodu z G1 do S faze je signalizace prostfednictvim kindzy
Akt. Fosforylovana Akt kindza inhibuje protein p27 (Abbastabar et al. 2018). Tento inhibitor
komplexu cyklin cyklin dependentni kindzy (Cdk) brani fosforylaci tumor supresorového
proteinu Rb a v disledku toho brani oddé€leni transkripéniho faktoru E2F od Rb, coz celkové
brani transkripci pozadovanych gent pro piechod G1/S (Abbastabar et al. 2018). Z naSich
namétfenych dat vyplyva, ze inhibice proliferace bunék A549 je zplisobena zastavenim
bunééného cyklu ve fazi G1 prostfednictvim upregulace fosforylované MAPK p38 po 24 h od
ovlivnéni pankracinem v koncentraci 10 nebo 20 umol.I'!. Zastaveni bun&tného cyklu
zpiisobené vySe zminénymi mechanismy, tedy downregulaci fosforylovaného proteinu pRb,
upregulaci p27 soubézné¢ s hypofosforylaci Akt kindzy fosforylované na Thr308 a rovnéz také
downregulace MAP kinazy ERK, bylo pozorovano v del§im casovém intervalu (72 h) za pouziti
stejnych experimentalnich podminek. Tyto déje nevedly k iniciaci apoptdzy, jak je ziejmé
z kvantifikace aktivity kaspaz -3/7, -8 a -9 v bunkach A549 po aplikaci pankracinu.
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MOLT-4 je T-lymfoblasticka bunécénéd linie plvodné odvozena z periferni krve
devatenactilet¢ho pacienta s akutni lymfoblastickou leukémii v relapsu. Leukemické bunky
reagovaly na ovlivnéni pankracinem s inhibi¢ni koncentraci ICso 2,71 + 0,25 pmol.I"!, ne piilis
odlisné od hodnoty ICso stanovené pro builky A549. Statisticky vyznamny antiproliferacni
ucinek pankracinu, jaky byl pozorovan u adenokarcinomu plic A549, byl pozorovan také u
leukemické linie MOLT-4. Na rozdil od bunécné linie A549 vSak byl rovnéz pozorovan
statisticky vyznamny efekt na pokles viability leukemickych bunék. Zivotaschopnost bunék
MOLT-4 byla sniZena po ovlivnéni nejmensi méfené koncentrace 2,5 pmol.l"!, vyssi davka 20
umol.I'! pak vedla ke sniZeni Zivotaschopnych bunék MOLT-4 aZ na 20 %. Vzhledem k
vyznamné Ucinnosti pankracinu na viabilitu leukemickych bunck pti vysSich koncentracich
bylo mozné pouzit pro detekci procent bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu pouze
niz$i koncentrace 2,5; 5 a 10 pmol.I"! po 24 h od ovlivnénia 2,5 a 5 pmol.I"! po 48 h od ovlivnéni
pankracinem. Z literatury je znamo, ze leukemické buiiky podléhaji apoptotické bunécné smrti
(Salovska et al. 2018, Tichy et al. 2008, Muthna et al. 2012). Buitky MOLT-4 odumiraji
apoptotickym procesem v disledku ionizujiciho zafeni a dalSich ¢inidel vyvolavajicich
poskozeni DNA aktivaci kaspazy-8 a -9 a uvolnénim cytochromu ¢ (Tichy et al. 2008). NaSe
vysledky nejsou v rozporu s timto pozorovanim. Leukemické buitkky MOLT-4 umiraly v
disledku aktivace apoptdzy pfi aplikaci pankracinu 5 pmol.1"! a to zvySenim aktivity efektorové
kaspazy-3/7 a kaspazy -9 odpovédné za vnitini apoptotickou mitochondrialni dréhu a kaspazy-
8 odpovédnou za vnéjsi apoptotickou drahu iniciovanou prostfednictvim receptorti smrti. Nejen
tento experiment, ale soucasné také detekce apoptotickych bunék znacenych Annexinem V a
propidium jodidem (PI) ukézala na statisticky vyznamny ndrust apoptotickych bunck MOLT-4
po expozici pankracinem v koncentraci 10 pmol.lI"! v intervalu 24 h. Pii aplikaci koncentrace
20 umol.I"! bylo jiz 50 % bunék bud v &asné nebo pozdni fazi apoptdzy. Aktivace signdlni
drahy ATM/Chk2/p53 byla popsana v buitkich MOLT-4 po expozici ionizujicim zafenim
(Rezagova et al. 2008). Dale miizeme zminit napiiklad cytotoxicky uéinek kyseliny valproové,
ktery je navic doprovéazen aktivaci p21 a zvySenou produkci fosforylovaného p53 na Ser392
(Muthnd et al. 2012). V nasi praci jsme se pokusili rozkryt pozadi déji vedouci k apoptdze
detekci kliCovych faktorii a proteini a pozorovali jsme zvySeni hladiny proteinu p27,
proapoptotického proteinu Bax a aktivaci MAP kinazy p38 prostiednictvim fosforylace na Thr
180 a Tyr 182. Tento proces se zda byt také provazen zvySenou hladinou tumor supresorového
proteinu p53 fosforylovaného na Ser 392.

Dosud nebyla publikovana jind studie naznacujici molekularni mechanismus u¢inku
alkaloidi montaninového typu ¢eledi Amaryllidaceae, ale vezmeme-li v potaz biosyntézu této
skupiny alkaloidl, mize byt uZitecné nahlédnout do jiz experimentalné ovétenych studii
alkaloidli podobnych chemickych struktur patfici do ¢eledi Amaryllidaceae. Haemanthamin
jakoZzto a-krinan také patii do skupiny isochinolinovych alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae a jeho
biologické aktivita byla v nedavné dobé¢ intenzivné zkouména stejn¢ jako déje k ni vedouci
(Cahlikov4 et al. 2021). Haemanthamin indukoval apoptozu v koncentraci 5 pmol.1"! v bun&né
linii Jurkat pfedstavujici akutni leukémii T-lymfocyti s deficientnim proteinem p53 (Havelek
et al. 2014). Alkaloidy na bazi montaninové kostry lze navic pfipravit pfesmykem kruhového
systému struktury haemanthaminu (Inubushi et al. 1960, Cedron et al. 2009). Podrobnéjsi data
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popisujici detailn€ji mechanismus u¢inku haemanthaminu byly zvetejnény v roce 2018, autofi
v této studii naznacuji vazbu haemanthaminu k A mistu velké ribozomalni podjednotky a
pieskupeni rRNA, coz nasledné vede k inhibici translace a v diisledku toho k potlaceni ristu
nadorovych bunck (Pellegrino et al. 2018). Obecn¢ lze zhodnotit, Ze jsou isochinolinové
alkaloidy stale v centru védecké pozornosti, avSak pro vyznamnéjsi vyuziti téchto biologicky
velmi uc¢innych molekul v klinické praxi je potieba jesté hlubsi studium.
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Zaveér

Po uspésné izolaci dostateného mnozstvi vybranych montaninovych alkaloidd,
pankracinu a montaninu, je jednim z pfinost této prace stanoveni jejich 50 % inhibicni
koncentrace ICso v deviti nddorovych bunécnych liniich a v nenadorové bunécné linii lidskych
plicnich fibroblasti. Zjisténi jejich nizké mikromolarni G€innosti potvrdily i nasledujici
experimenty s vybranym zéastupcem montaninovych alkaloidl, pankracinem. Antiproliferacni
aktivita pankracinu byla pozorovana u adherentnich linii az po dobu 96 h. Cytostaticky efekt
byl potvrzen i v dalSich experimentech s dvéma vybranymi histotypové odlisSnymi bunéénymi
kulturami, konkrétné¢ byl potvrzen u rezistentniho adenokarcinomu plic A549 a u akutni
lymfoblastické leukémie MOLT-4. Na leukemickou linii pankracin rovnéz pusobil statisticky
vyznamné cytotoxicky. DalsSim benefitem a odpovédi na jeden z cili disertani prace je
popsany vliv pankracinu na distribuci bunééné populace v jednotlivych fazich cyklu u vyse
zminénych vybranych bunéénych linii. Po aplikaci pankracinu, ktery v méfenych nizkych
mikromoldrnich koncentracich vyvolaval zastavu bunééného cyklu v G1/S fazi v bunkach
adenokarcinomu plic A549, dochazelo k aktivaci signalni drahy Akt/p27/pRb. Statisticky
vyznamny negativni dopad na viabilitu leukemickych bunék byl zpisobeny apoptotickou
odpovédi tohoto typu bun€k, dokézany jednak zvySenou aktivitou kaspaz, ale také stanovenim
fosfatidylserinu na vnéjsi cytoplazmatické membrané¢ bunék. KliCovy mechanismus
kontrolujici programovanou bunécnou smrt leukemickych bun¢k zahrnoval zvySeni hladiny
tumor supresorového proteinu p53 fosforylovaného na serinu 392 a dalSich proteintl, napiiklad
p27 a Bax. VSechny cile disertacni prace, jeZ si tato prace stanovila, a které jsou uvedené
v kapitole 1, se podafilo splnit.

Zavérem lze dodat, Ze klicové fazi preklinického testovani novych chemoterapeutik
vzdy ptedchazelo hlubsi studium molekularnich mechanism jejich cytostatické a cytotoxické
aktivity. Pankracin, se svym silnym inhibi¢nim U¢inkem na proliferaci a Zivotaschopnost
nadorovych bun¢k, miiZze byt jednim z potencialnich kandidatnich 1é¢iv pouzZivanych v terapii
nadorovych onemocnéni.
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