
Souhrn 
Stále významnější oblastí současného biomedicínského a onkologického výzkumu je hledání 

nových protinádorových látek pocházejících z přírodních zdrojů, například rostlinných alkaloidů. 

Mezi těmito látkami vykazují β-karbolinové alkaloidy, jako je harmin, výrazné protinádorové 

účinky, díky čemuž představují zajímavé kandidáty pro vývoj nových protinádorových léčiv. 

Cílem této disertační práce bylo in vitro zhodnotit antiproliferační a cytotoxický účinek přírodního 

alkaloidu harminu a třiceti tří jeho N9-substituovaných derivátů s využitím panelu nádorových 

buněčných linií různých histotypů a nenádorové linie lidských plicních fibroblastů. 

V první fázi byla testována cytotoxicita harminu a jeho derivátů na panelu nádorových buněčných 

linií. Nejúčinnější aktivitu vykazoval derivát 6 nesoucí 3,5-dimethylbenzylovou substituci, jenž 

dosáhl hodnot IC50 pod 10 µmol u všech testovaných nádorových linií, přičemž u nenádorových 

buněk IC50 přesahovala 100 µmol. Pomocí experimentů zaměřených na proliferaci a viabilitu 

buněk a systému pro monitorování buněčné proliferace v reálném čase xCELLigence byl 

antiproliferační účinek sloučeniny 6 potvrzen, přičemž byl zaznamenán koncentrací závislý pokles 

růstu nádorových buněk při minimálním dopadu na nenádorové buňky. 

Další podrobné studium molekulárního mechanismu účinku sloučeniny 6 bylo provedeno na 

leukemické buněčné linii MOLT-4. Průtoková cytometrie odhalila významnou akumulaci buněk v 

G1 fázi buněčného cyklu. Tento efekt byl spojen s poklesem hladiny fosforylovaného 

retinoblastomového proteinu (Rb) a zvýšením exprese inhibitoru cyklin-dependentních kináz p27, 

jak bylo prokázáno metodou Western blot. 

Indukce apoptózy byla kvantifikována pomocí značení Annexin V/PI a TUNEL testu. Tato zjištění 

byla dále potvrzena stanovením aktivity kaspáz, která prokázala aktivaci jak vnitřní apoptotické 

dráhy prostřednictvím kaspázy-9, tak vnější apoptotické dráhy prostřednictvím kaspázy-8, spolu s 

následnou aktivací efektorových kaspáz-3/7. Western blot analýza dále ukázala koncentrací závislý 

nárůst poměru Bax/Bcl-2. Pomocí imunofluorescenční mikroskopie bylo zjištěno zvýšení hladin 

poly(ADP-ribosy) (PAR) a fosforylovaného histonu H2AX (γH2AX), což svědčí o přítomnosti 

jednořetězcových a dvouřetězcových zlomů DNA. 

Dále bylo zjištěno, že sloučenina 6 vykazuje minimální inhibiční aktivitu vůči monoaminoxidáze 

A (MAO-A) a nepřispívá k tvorbě reaktivních forem kyslíku (ROS), čímž se snižuje riziko 

možných mimocílových účinků. 

Závěrem lze tedy konstatovat, že regulace buněčného cyklu, indukce programované buněčné smrti 

prostřednictvím vnitřní i vnější apoptotické dráhy a indukce poškození DNA představují hlavní 

mechanismy účinku harminu a jeho derivátu 6. Získaná zjištění poukazují na jejich potenciál jako 

selektivních a perspektivních kandidátů pro terapii leukémie. 

 


