Souhrn
Stale vyznamnéjsi oblasti soucasného biomedicinského a onkologického vyzkumu je hledani
novych protinddorovych latek pochazejicich z pfirodnich zdroji, naptiklad rostlinnych alkaloidd.
Mezi témito latkami vykazuji B-karbolinové alkaloidy, jako je harmin, vyrazné protinadorové
ucinky, diky ¢emuz predstavuji zajimavé kandidaty pro vyvoj novych protinadorovych 1éciv.

Cilem této disertacni prace bylo in vitro zhodnotit antiproliferacni a cytotoxicky ucinek ptirodniho
alkaloidu harminu a tficeti tfi jeho N9-substituovanych derivatii s vyuzitim panelu nadorovych
bunéénych linii riznych histotypt a nenadorové linie lidskych plicnich fibroblasti.

V prvni fazi byla testovana cytotoxicita harminu a jeho derivatl na panelu nddorovych bunécnych
linii. Nejucinngjsi aktivitu vykazoval derivat 6 nesouci 3,5-dimethylbenzylovou substituci, jenz
dosahl hodnot ICso pod 10 umol u vSech testovanych nadorovych linii, pficemzZ u nenadorovych
bun¢k ICso pfesahovala 100 pmol. Pomoci experimentii zaméfenych na proliferaci a viabilitu
bunék a systému pro monitorovani bunécné proliferace v realném cCase xCELLigence byl
antiproliferacni ucinek slouceniny 6 potvrzen, pticemz byl zaznamenan koncentraci zavisly pokles
rastu nddorovych bunék pti minimalnim dopadu na nenadorové buiiky.

Dalsi podrobné studium molekuldrniho mechanismu ucinku slouceniny 6 bylo provedeno na
leukemické bunécéné linit MOLT-4. Pritokova cytometrie odhalila vyznamnou akumulaci bunék v
Gl fazi bunétného cyklu. Tento efekt byl spojen s poklesem hladiny fosforylovaného
retinoblastomového proteinu (Rb) a zvySenim exprese inhibitoru cyklin-dependentnich kindz p27,
jak bylo prokazano metodou Western blot.

Indukce apoptdzy byla kvantifikovana pomoci znaceni Annexin V/PI a TUNEL testu. Tato zjisténi
byla dale potvrzena stanovenim aktivity kaspaz, kterd prokazala aktivaci jak vnitini apoptotické
drahy prostednictvim kaspazy-9, tak vnéjsi apoptotické drahy prostiednictvim kaspazy-8, spolu s
naslednou aktivaci efektorovych kaspaz-3/7. Western blot analyza dale ukédzala koncentraci zavisly
nartst poméru Bax/Bcl-2. Pomoci imunofluorescencni mikroskopie bylo zjisténo zvyseni hladin
poly(ADP-ribosy) (PAR) a fosforylovaného histonu H2AX (YH2AX), coZ svédc¢i o pfitomnosti
jednofetézcovych a dvouretézcovych zlomti DNA.

Dale bylo zjisténo, Ze sloucenina 6 vykazuje minimalni inhibi¢ni aktivitu vii¢i monoaminoxidaze
A (MAO-A) a nepfispiva k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), ¢imz se snizuje riziko
moznych mimocilovych G¢inki.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze regulace bunécného cyklu, indukce programované bunééné smrti
prostiednictvim vnitini 1 vnéjsi apoptotické drahy a indukce poSkozeni DNA piedstavuji hlavni
mechanismy U¢inku harminu a jeho derivatu 6. Ziskana zjiSténi poukazuji na jejich potencial jako
selektivnich a perspektivnich kandidath pro terapii leukémie.



