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Abstrakt

Rostlinné produkty jsou jiz odpradavna vyuzivany k 1é¢eni riznych chorob diky mnohym aktivnim
latkam, které obsahuji. Jednou takovou skupinou latek jsou alkaloidy. Alkaloidy jsou latky biologicky aktivni,
které kromé antimikrobidlnich, anti-inflamatornich, antioxida¢nich a mnohych dalsich vlastnosti vykazuji také
vlastnosti antivirotické. Diky tomu mohou pomoci léCit virové infekce, které jsou i v dne$ni dobé velkym
medicinalnim problémem. Alkaloidy piisobi na vSechny kroky replikace viru, a to jak na komponenty virové,
tak predevSim procesy bunécné, bez kterych neni mozny uspéSny prubéh virového cyklu. V souvislosti
s lécbou virovych infekci byly nejlépe prozkoumdany alkaloidy tropanové, troponolové, purinové a
isochinolinové, kterymi se také zabyva tato prace. Tropanovy alkaloid atropin plsobi piedevSim na obalené
viry diky schopnosti ménit vlastnosti biologickych membran. Purinovy alkaloid kofein diky schopnosti
inhibovat bunécny enzym fosfodiestrasu, zpisobuje narlst intraceluldrni hladiny cAMP a to ma dopad na
ucinky tropanového alkaloidu kolchicinu prameni ze schopnosti inhibovat dynamiku bunéénych mikrotubulti.
Diky tomu nejen ze brani sekreci prozanétlivych cytokinli prostfednictvim inhibice skladani a aktivaci
inflamasomu a intracelularniho transportu vacku, ale také ovlivituje motilitu a chemotaxi leukocytd. Diky
témto protizanétlivym vlastnostem by se mohl uplatnit v 1é€bé nového onemocnéni COVID-19.
Isochonolinovy alkaloid papaverin ma stejné jako kofein schopnost inhibovat bunéénou fosfodiesterasu.
Krom¢ toho inhibuje transkripci a fosforylaci virovych proteind. Navic snizuje fosforylaci komponent buné¢né
signalisa¢ni MAPK/ERK drahy, ¢imz narusuje jaderny export virového ribonukleoproteinu a tim i mnozeni
viru chiipky. Dalsi isochonolinovy alkaloid berberin téZ neinteraguje ptimo s komponentami viru, ale redukuje
virem indukovanou signalisaci. Jeho puisobenim dochazi ke snizeni fosforylace MAP kinasovych drah.
Vsechny tyto mechanismy mohou nalézt uplatnéni v 1é€bé€ virovych nemoci, a to predevsim téch, proti jejichz
puvodctim dosud neexistuji ucinné 1éky nebo ockovani, ¢i kde hrozi rozvoj rezistence. Proto ma vyzkum

rostlinnych alkaloidti velky potencial ve zlepSeni 1éCby virovych onemocnéni.

Kli¢ova slova: berberin, papaverin, kolchicin, kofein, atropin, rostlinné produkty, alkaloidy, viry, antivirotika



Abstract

Plant products have been used to treat various diseases since ancient times thanks to the many active
substances they contain. One such group of substances are alkaloids. Alkaloids are biologically active
substances which, in addition to antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant and many other properties, also
possess antiviral properties. As a result, they can help treat viral infections, which are still a major medical
problem today. Alkaloids affect all steps of virus replication, both viral components but especially cellular
processes, without which a successful progress of viral cycle is not possible. In connection with the treatment
of viral infections, the tropane, troponol, purine and isoquinoline alkaloids have been best investigated, which
are also the subject of this work. The tropane alkaloid atropine acts mainly on enveloped viruses due to its
ability to change the properties of biological membranes. Purine alkaloid caffeine, thanks to its ability to inhibit
the cellular enzyme phosphodiestrase, causes an increase in intracellular cAMP levels and it has an impact on
viral replication. Its antioxidant and immunomodulatory properties are also beneficial for the treatment. The
anti-inflammatory effects of the tropane alkaloid colchicine stem from its ability to inhibit the dynamics of
cellular microtubules. As a result, it not only prevents the secretion of proinflammatory cytokines by inhibiting
the folding and activation of the inflamasome and the intracellular transport of vesicles, but also affects the
motility and chemotaxis of leukocytes. Because of these anti-inflammatory properties, it could be used for the
treatment of the new COVID-19 disease. Like caffeine, the isochonoline alkaloid papaverine has the ability to
inhibit cellular phosphodiesterase. In addition, it inhibits the transcription and phosphorylation of viral
proteins. It also reduces the phosphorylation of components of the cellular signaling MAPK/ERK pathway,
thereby disrupting the nuclear export of viral ribonucleoprotein and thus the replication of the influenza virus.
Another isochonoline alkaloid, berberine, also does not interact directly with virus components, but supresses
virus-induced signaling. It reduces the phosphorylation of MAP kinase pathways. All of these mechanisms
may find application in the treatment of viral diseases, especially those for which we do not yet have effective
drugs or vaccinations, or where there is a risk of developing resistance. Therefore, research on plant alkaloids

has great potential in improving the treatment of viral diseases.

Wey words: berberine, papaverine, colchicine, caffeine, atropine, plant products, alkaloids, viruses, antivirals
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1 Uvod

Rostliny jsou pro lidstvo jiz od praddvna nejen zdrojem potravy, ale i prostfedkem k IéCeni
chorob a zdrojem rznych aktivnich latek. Rostlinné 1é¢ba provazi lidskou rasu od pocatku civilizace.
Ackoli lidé v davnych dobéch netusili, jaké konkrétni ucinné latky se v danych rostlindch nachazi, jejich
pouziti bylo vyzkousSeno a ovéfeno generacemi. Dodnes jsou na vyuziti 1éCivych latek pochazejicich
z rostlin postaveny ¢inska, ayurvédska a dalsi tradiéni mediciny. I kdyz by se mohlo zdat, ze zdpadni
medicina od vyuziti léCivych latek pochéazejicich z rostlin zdanliveé ustoupila, neni tomu tak. VétSina
1€kt vychazi z pivodné pfirodnich latek, ackoli dnes ¢asto uméle vyrdbénych. Naptiklad 60 % latek
uzivanych k 1é¢bé nadorovych onemocnéni jsou pfirodniho piivodu. Zaroveit 34 % léka schvalenych
FDA (US Food and Drug Administration) mezi roky 1981 a 2014 bylo zalozeno na malych molekulach
pfirodniho ptivodu (shrnuto v Harvey et al., 2015). Tradi¢né pouzivané rostlinné extrakty byly ve
20. stoleti analyzovany a podrobeny bliz§imu védeckému zkoumani. Byly z nich ziskany G¢inné latky a
ty nasledné identifikovany a podrobeny dal$imu vyzkumu. Pokud se latka ukazala byt u¢innou, stala se
predmétem masové produkce farmaceutického primyslu. Tim vsak jeji draha nekonéi. Ze znamych latek
lze za pomoci chemickych Uprav vyvinout latky jest¢ mnohokrate G¢inngjsi, s mensimi vedlejSimi
ucinky, nebo 1épe pouzitelné (napt. rozpustné). V neposledni fadé Ize poté u znamych latek, jejichz
pouzivani proti jisté chorob¢ je dobfe zavedeno, hledat pouziti proti chorobam jinym nebo novym.

Nemoci, jejichz puvodci jsou viry, piedstavovaly a stale piedstavuji i v dnesni dob¢ velky
postrach lidstva, a to i pies velké uspéchy, které za poslednich 100 let medicina zaznamenala. Piestoze
existuji 1éky proti mnohym nemocem, u virovych infekci je lécba ¢asto zamétena pouze proti priznakiim
virového onemocnéni a nikoli pfimo proti jejimu ptvodci. Také Casto vznikaji nové virové mutace a
rezistence proti pouzivanym Iéktim nebo se dokonce objevuji nové nebezpecné viry. Naptiklad aktualne
probihajici pandemie nového koronaviru SARS-CoV2, ktera zacala v prosinci roku 2019 v Cinském
Wu-chanu a do kvétna roku 2021 se rozsitila do 219 zemi svéta. Onemocnénim Covid-19 se k 1.5.2021
nakazilo 150 miliond lidi a vice nez 3 miliony nakaze podlehly®. Proto je zcela nezbytné pokradovat
v identifikaci latek s antivirotickymi ucinky.

Viry jsou vnitrobunécni parazité, ktefi ke své replikaci bezpodminecné potiebuji synteticky
aparat hostitelské buiiky, bez kterého se rozmnozovat nemohou. Proto mohou antivirové latky cilit nejen
na virové struktury, jako virové proteiny (strukturni i enzymy) a nukleové kyseliny, ale téz mohou
interagovat s bunéénym syntetickym (translacnim a transkripénim) aparatem, s bunéénou signalisaci, a
navic modulovat imunitni odpovéd’ hostitele. Nemély by vSak zptisobovat vétsi ijmu vlastni bufice nebo
bunkam okolnim. A pravé ptirodni latky maji velky potencial v oblasti vyzkumu novych antivirotik.

Cilem této prace je predstavit nejvyznamnéjsi rostlinné alkaloidy, u nichz byly prokazany
antivirové vlastnosti. Konkrétné se tato prace zabyva antivirovym pusobenim vybranych

isochinolinovych, purinovych, tropanovych a troponolovych alkaloidi na vyznamné lidské a zviteci

patogeny. x : i
https://news.google.com/covid19/map?hl=cs&gl=CZ&ceid=CZ%3 Acs



2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou jednou ze 4 hlavnich skupin rostlinnych sekunddrnich metabolitl, kam mimo né
patii jeste terpeny, fenylpropanoidy a polyketidy.

Pivodné byly alkaloidy definovany jako ,.fyziologicky aktivni alkalické heterocyklické
slouceniny z rostlin obsahujici dusik®. Pozdé&ji vSak vyvstala potfeba definici upravit, jelikoz ji n¢které
stavajici i nové objevené latky nesplnovaly. Plati, Ze alkaloidy jsou dusikaté latky, skladajici se
predevsim z prvku C, H, N, ale nékteré obsahuji ve své struktuie dalsi prvky jako O, S, Cl, Br nebo P.
Vétsina z nich jsou slabé baze, ale n¢které jsou i amfoterni (theobromin, theofilin), neutralni (kolchicin,
piperin) nebo i slab¢ kyselé. V rostlinach se zpravidla vyskytuji ve formé soli karboxylovych kyselin.
Kromé rostlin se vSak vyskytuji i v zivocisné tkani a tkani hub. VétSinou se jedna o latky
tuhé, krystalické a opticky aktivni. Jsou obvykle Spatné rozpustné ve vodé a dobie v nepolarnich
rozpoustédlech. Ne vSechny z nich vSak jsou heterocykly, tfebaze obsahuji dusik (meskalin, efedrin), a
nékteré nejsou farmakologicky aktivni. Lépe je tedy vystihuje definice, kterd zni: ,,Alkaloidy jsou
cyklické organické slouceniny obsahujici dusik v redukované formé a produkované omezenou
skupinou organismu.“

Alkaloidy jsou sice produkovany nejen rostlinami, ale i houbami a zivocichy, tato prace se vSak
zaméfi na ty rostlinné. Alkaloidy obsahuje asi 10-25 % zastupcti vysSich rostlin (Nawrot et al., 2021),
pficemz jeden alkaloid se pfitom muize nachidzet ve vice rostlinnych druzich (Casto ptibuznych) a
zaroven jedna rostlina ¢asto obsahuje vice alkaloidt (Casto z jedné skupiny). Alkaloidy se nachazi
v riiznych koncentracich v jednotlivych ¢astech rostliny. Jejich koncentrace se také méni v zavislosti na
riznych podminkach jako je napt. faze dne, obdobi roku, misto a podnebi rtistu rostliny nebo dostupnost
zivin (Nawrot et al., 2021).

Rostlinné alkaloidy vykazuji celou fadu biologickych aktivit, mezi nejzajimavéjsi z hlediska
mediciny patii aktivity antivirotické, antimikrobialni, anti-inflamatorni, antioxidacni, protinadorové
nebo imunostimula¢ni (Nawrot et al., 2021). Také maji rozli¢né chemické struktury, rizné mechanismy
ucinku a interferuji s rtiznymi molekularnimi drahami.

Alkaloidy jako skupina latek nejsou jasné vymezené, maji neostré hranice. V porovnani
s ostatnimi sekundarnimi metabolity rostlin jsou charakterizovany velkou strukturni diverzitou. Z toho
divodu také neni zavedena jejich jednotna klasifikace. Lze je dé€lit hned podle né€kolika kritérii,
napiiklad podle biochemického prekurzoru (ornitin, lysin, tyrosin, tryptofan, histidin) nebo téz podle
uhlikatého skeletu (pyrolidinové, piperidinové, tropanové, chinolinové, isochinolinové, aporphinové,
indolové, piperidinové, purinové, diazocinové, steroidni, diterpenové, amino alkaloidy) (Nawrot et al.,
2021). Nejvetsi skupinou jsou alkaloidy isochinolinové s vice jak 2500 doposud izolovanych raznych
latek, z nichZ mnoho ma vyznam ve formé extraktd tradi¢né pouzivanych v (nejen lidové) medicing
(Ruff, 2012).

Nasledujici kapitoly budou vénovany blizsi charakterizaci a popisu antivirovych ucinkt

vybranych zéstupct ze skupiny isochinolinovych, purinovych, tropanovych a troponolovych alkaloidi.
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3 Tropanové alkaloidy
Tropanové alkaloidy jsou skupinou dusikatych bicyklickych organickych latek odvozenych od

tropanu, N-methyl-8-azabicyklo[3.2.1]oktanu. Tyto alkaloidy se nachézeji pfedevSim v rostlinach
z Celedi lilkovité (Solanaceae), jako rulik zlomocny (Atropa belladonna), blin erny (Hyoscyamus
niger), durman obecny (Datura stramonium), a mandragora 1ékatska (Mandragora officinarum).

Patii mezi né napiiklad anticholinergika atropin, hyoscyamin a skopolamin. Ta maji
schopnost blokovat muskarinové acetylcholinové receptory a tim branit pfenosu parasympatickych
nervovych vzrucht, které jsou viili neovladané. Dusledkem je mimo jiné rozsifeni zorni¢ek — pro tento
efekt se v minulosti pouzivaly ke kosmetickym uceltim, dnes v o¢nim 1ékatstvi. Dale utlum sekrece zlaz
vcetné slinnych a potnich — toho se vyuziva béhem nékterych operaci, a také zrychleni srde¢niho tepu a
snizeni krevniho tlaku. Atropin se také pouziva jako 1ék pii otravé organofosfaty.

Atropin (Obr.1a) je racemickou smési dvou enantiomerti. Samotny levoto¢ivy izomer se pak
nazyva hyoescyamin (Obr.1b). Tretim alkaloidem, ktery se nachazi v jejich spolecnosti je skopolamin
(Obr.1¢). Vsechny tfi latky jsou registrovanymi léCivymi preparaty. Témto alkaloidiim je strukturné
pfibuzny dalsi derivat tropanu — kokain (Obr.1d). Ten se nachdzi v rostliné jménem rudodiev koka
(Erythroxylum coca) z Celedi rudodievovité (Erythroxylaceae) a je zneuzivan jako rekreacni droga.

Antivirové vlastnosti byly prozkoumany hlavné u atropinu a okrajove téz u skopolaminu.
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Obr.1 atropin (a), hyoscyamin (b), skopolamin (c), kokain (d)

3.1 Atropin
Atropin je antagonistou acetylcholinovych muskarinovych receptort, které blokuje a plisobi

mimo jiné jako mydriatikum. Jeho cely chemicky nazev zni (1R,3r,5S)-8-methyl-8-
azabicyklo[3.2.1]oktan-3-yl-(2RS)-2-fenyl-3-hydroxypropanoat. Jedna se o racemickou smeés
enantiomerd (d-hyoscyaminu a I-hyoscyaminu).

Pilotni prace, jiz vedli Yamazaki & Tagaya (1980), zabyvajici se antivirovym t¢inkem atropinu
ukazala, ze atropin selektivné potlacuje mnozeni obalenych virli, a to bez ohledu na typ nukleové
kyseliny tvofici genom viru nebo typ hostitelské buiiky. Toto antivirové piisobeni bylo reversibilni, po
odstranéni latky doslo k op€tovnému nartistu mnozstvi viru. Studie zkoumala antivirové u¢inky na celé
spektrum virt z riznych celedi. Konkrétné se jednalo o obalené viry s RNA genomy — virus chiipky A
(Orthomyxoviridae), virus Japonské encefalitidy (Flaviviridae), virus Newecastleské nemoci
(Paramyxoviridae) a Sindbis virus (Togaviridae). Antivirové G¢inky byly také prokazany u obalenych
virtk s DNA genomy, konkrétné u viru vakcinie (Poxviridae), a herpes simplex viru 1 (HSV-1,
Herpesviridae). Autofi této studie se domnivali, Ze atropin stejné jako chemicky piibuzny kokain plisobi

na bunééné membrany, a proto ma efekt jen na obalené viry. Dal§i mozny mechanismus u¢inku atropinu



byl pozdéji navrzen pfi studiu antivirovych vlastnosti této latky na replikaci herpesvirt. Bylo potvrzeno,
ze atropin pusobi na HSV-1 a jeho mnozeni tim, Zze naruSuje proces glykosylace proteint. Po oSetfeni
buné¢k atropinem nebyla ovlivnéna virova replikace, transkripce ani translace bunéénych nebo virovych
proteind. Navic nebylo zabranéno ani formovani novych viriont HSV-1, ale tyto viriony byly neinfekcni
pravé v disledku nedostate¢né glykosylace proteinti (Alarcon et al., 1984). Atropin byl dale efektivni
v potlaceni rustu viru afrického moru prasat z ¢eledi DNA obalenych virt Iridoviridae (Sola et al.,
1986).

Kromé obalenych virt, bylo pozorovano i antivirové plsobeni na neobaleny virus, a to virus
zloutenky typu A (HAV, Picornaviridae). Zde bylo piisobeni atropinu ireversibilni a efekt se dostavil
jak pfi oSetfeni bun€k pred infekci, tak 2 hodiny po infekci virem (Biziagos et al., 1990). Navic bylo
v této studii zjiSténo synergistické pisobeni s protaminem, coz je kladn¢ nabity peptid bohaty na arginin
a potvrzeny potentni inhibitor virové RNA polymerasy neptibuzného viru vesikularni stomatitidy
(Rhabdoviridae) (Talib & Banerjee, 1981). Na zaklad¢ toho, ze bylo pozorované plisobeni synergické a
nikoli aditivni, 1ze soudit, ze kazda latka pasobi na jinou ¢ast virového Zivotniho cyklu. Moznym
mechanismem pulsobeni atropinu by v tomto ptipadé mohla byt zména vlastnosti buné¢né membrany
bréanici pfichyceni a vstupu viru, nebo také kompetice o bunécné receptory potiebné pro prichyceni
HAYV. Tuto moznost podporuje i skute¢nost, Ze plisobeni atropinu bylo ireversibilni, coz by odpovidalo
obsazeni receptort nasledované zménou vlastnosti membrany znemoziujici vstup viru (Biziagos et al.,
1990).

Pisobenim atropinu na membrany dochézi ke zvyseni fluidity kyselych fosfolipidl, inhibice
efluxu K* iontll a permeability pro Na* ionty, zmé&na rozmisténi Ca?* ionti a depolarizace membrany
(Chakraborty et al., 2020; Yamazaki & Tagaya, 1980). Tento efekt by mohl byt zodpovédny za
antivirové pusobeni atropinu, at’ uz na virové membrany, v pfipad€ obalenych virti, nebo na membrany
hostitelské bunky v piipad¢€ vira neobalenych.

Detailni mechanismus ucinku atropinu byl demonstrovan v recentnich studiich zkoumajicich
antivirové plisobeni atropinu na RNA obaleny virus Japonské encefalitidy (JEV) z Celedi Flaviviridae.
V infikovanych kufecich embryich oSetfenych atropinem byl na rozdil od neoSetfenych pozorovan
nariist hladin mRNA pro interferon alfa (IFN-a) a Toll-like receptor-3 (TLR-3). Tyto proteiny jsou
dilezitymi negativnimi regulatory replikace JEV (Ye et al., 2017). Tento narist koreloval s poklesem
mnozstvi viru v mozku, chorioalantoidni membrané¢ a amniotické tekutiné kufeciho embrya a také
s niz§im vyskytem nekros a zanétt. Toto plsobeni lze opét piisuzovat vySe zminénému vlivu atropinu
na buné¢né membrany (Chakraborty et al., 2020). Kumar et al. (2020) efekt atropinu na JEV potvrdili a
navrhli mechanismus jeho ptisobeni. Pro experimenty pouzili extrakt z ruliku zlomocného obsahujici
smes atropinu a skopolaminu. Pomoci metody ,,molecular docking* zjistili, Ze atropin a skopolamin
interaguji s His288 zbytkem NS3 proteinu (virova proteasa, helikasa a nukleosid
5’-trifosfatasa), ktery je nezbytny pro rozvolnéni virové RNA a ATPasovou aktivitu NS3 proteinu. Pravé

helikasova a proteasovd doména NS3 jsou esencialni pro navozeni apoptosy prostfednictvim indukce
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exprese kaspas. Tento fakt potvrzuje sniZzend exprese NS3 provazend nizSim vyskytem virem
indukované apoptosy pozorovand v oSetienych infikovanych bunikdch. Testované latky chrani neurony
pfed bunécénou smrti nejen snizenim exprese proapoptotickych kaspas, ale také supresi prozanétlivych
drah, a navic v bunikdch inhibuji replikaci viru. Dale bylo zjisténo, ze obé latky mohou piekonévat
hematoencefalickou barieru, coz je podstatné pro 1écbu japonské encefalitidy, napadajici pravé mozek.
Lécba uspésne snizovala intracelularni mnozstvi viru jak v neuronech, tak v mikrogliich (Kumar et al.,

2020)

6 7

4 Purinové alkaloidy 1N¢IN\>8

Jak jejich nazev napovida, odvozuji se purinové alkaloidy od 2I%N ~NY
heterocyklické slouceniny purinu (Obr.2a), ktery se sklada ze 2 kruht, jednoho @ 3 H
Sesti¢lenného a jednoho péti¢lenného. Devét atomt (5 atomt uhliku a 4 atomy o
dusiku v polohach 1,3,7 a 9) molekuly leZicich v roviné propojuje konjugovany q N/
systém dvojnych vazeb, tudiz 1ze purin oznacit za molekulu aromatickou. Lze ho j\ | />
vyjadfit sumarnim vzorcem CsHsNa. Jeho derivaty jsou nejcastéji se v pfirodé N N

nachazejicimi heterocykly obsahujicimi dusik. Samotny se vSak purin v ptirodé  (b) |
nevyskytuje (Rosemeyer, 2004).

Nejznaméj$imi derivaty purinu jsou dusikaté baze, tvorici soucast
ribonukleotidd a deoxy-ribonukleotidll, stavebnich kamenit RNA a DNA. Mezi
purinové base patii adenin a guanin. Kromé toho je od purinu odvozeno mnoho
dalsich dilezitych molekul: univerzalni energetické platidlo adenosintrifosfat
(ATP), sekundarni posel cyklicky adenosinmonofosfait (cAMP), pienasec
acetylu v metabolickych drahach acetyl-koenzym A (acety-CoA) a pfenasece
redukénich ekvivalentli v elektrontransportnich fetézcich nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NAD) a flavin-adenin-dinukleotid (FAD) (Rosemeyer, 2004).

Do skupiny purinovych alkaloidi nalezi kofein (Obr.2b), theofilin
(Obr.2c), theobromin (Obr.2d) a saxitoxin (Obr.2e). Tyto latky jsou derivaty
xanthinu (Obr.2f), neboli 3,7-dihydropurin-2,6-dionu, ktery je produktem
degradace purinu. Kofein, theofilin a theobromin se nachdzi v riznych
zastoupenich v kavé, ¢aji, yerba mate, kakau, kolovych ofesich nebo semenech
guarana. V ¢aji je kofein doprovazen predevs§im theofilinem, v kakau naopak
theobrominem (Rosemeyer, 2004). Theofilin a theobromin jsou téz

metabolickymi produkty rozkladu kofeinu v jatrech, pfi némz vznikd 12 %

theobrominu, 4 % theofilinu, 84 % paraxanthinu (Safranow & Machoy, 2005).

(f)

Saxitoxin produkuji motské sinice a obrnénky, s nimiz se pfi filtraci dostava do )
Obr.2 purin (a),

musli nasledné¢ konzumovanych lidmi. Tento neurotoxin reversibilné blokuje kofein(b), theofilin(c),
theobromin (d),

G . . YN , _ .
nap¢tove fizené sodné kanaly a tim pisobi paralyzu a smrt udusenim. Jedna se .. . n(e),xanthin(f)
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antivirové vlastnosti prokazany predevsim u kofeinu a v mensi mife téz u theofilinu, ktery predchazel
vzniku imunosuprese zptisobené virem mysi leukemie LP-BMS5 tim, Ze poméhal navracet rovnovahu
cytokinli rozvracenou mysim retrovirem, ktery je vzdalené ptibuzny viru lidské imunitni nedostatecnosti

(HIV, Retroviridae). Tento objev otevira tézZ moznost 1€cby pacientti s HIV (Liang et al., 2001).

4.1 Kofein
Kofein je purinovy methylxantinovy alkaloid a nejcastéji konzumovany stimulant centralniho

nervového systému (CNS) (Rosemeyer, 2004). Lze se setkat i s alternativnim nazvem thein, chemicky
se ale jedna o tu samou latku - 1,3,7-trimethylxanthin. Nachazi se v napojich jako kava, ¢aj, yerba mate,
nealkoholickych a energetickych napojich, dale také v semenech guarana a ¢okolade.

Kofein je pfedev§im kompetitivnim inhibitorem cAMP-specifické fosfodiesterasy stépici cAMP
na AMP. Touto inhibici kofein pfispiva ke zvysSeni hladiny cAMP v buiice. Nejlépe bylo jeho piisobeni
popséano na neuronech. U¢inky kofeinu na CNS jsou trojiho mechanismu (Nehlig et al., 1992). Diky
zminéné schopnosti inhibovat cAMP-specifickou fosfodiesterasu a zpomalovat pfeménu cAMP na
AMP prodluzuje tento alkaloid ptisobeni cAMP zprosttedkovaného adrenalinem (Rosemeyer, 2004). To
vSak, stejn€ jako nejstar$i uvazovany mechanismus, mobilizace intracelularniho vapniku, nastava jen
pii vysokych nefyziologickych koncentracich kofeinu, a tudiz se na hlavnim efektu zfejmé nepodili
(Nehlig et al., 1992). Kofein je vSak také antagonistou adenosinovych receptoril, ¢imz predchéazi nastupu
ospalosti vyvolané adenosinem (Rosemeyer, 2004). Dale se vdZe na benzodiazepinové receptory,
aktivuje noradrenalinové neurony a stimuluje lokalni vylucovani dopaminu. Z toho plynou zndmé a
vyhleddvané uc¢inky kofeinu: sniZzeni unavy, zvySeni bd€losti a koncentrace, zlepSeni uceni, paméti,
koordinace, vykonu a fyzické vytrvalosti. Stimuluje srde¢ni ¢innost, dychani a metabolismus, zvySuje
krevni tlak a télesnou teplotu. Ve stievech podporuje zaZeni krevnich cév, v mozku naopak vazodilataci,
coz zlepSuje jeho prokrveni a funguje proti ospalosti (Rosemeyer, 2004).

Nejznamgjsi rostlinou, z niz je ziskavan a podle niz dostal i jméno je kavovnik arabsky (Coffea
arabica) z Celedi motenovité (Rubiaceae). Nachazi se vSak i v listech, bobulich a semenech jinych
rostlin, jimiz jsou: cajovnik Cinsky (Camellia sinensis) z Celedi Cajovnikovité (Theaceae syn.
Camelliaceae), cesmina paraguayska (llex paraguariensis) z ¢eledi cesminovité (Aquifoliaceae),
z jejichz listd se pripravuje napoj maté, kolovnik zaspicatély (Cola acuminata) z Celedi slézovité
(Malvaceae), jehoz kolové ofechy jsou soucasti energetickych napojl, paulinie napojna (Paullinia
cupana) z Celedi mydelnikovité (Sapindaceae), z niz se ziskavaji semena guarana nebo kakaovnik pravy
(Theobroma cacao) z Celedi slézovité (Malvaceae).

V pilotni studii se Yamazaki & Tagaya (1980) zabyvali otdzkou, zda kofein ptisobi na rtst virt.
Ukéazali, ze kofein selektivné inhibuje rist nékterych virt, a to konkrétné: polioviru (Picornaviridae),
viru chiipky A (Orthomyxoviridae), herpes simplex viru 1 (HSV-1, Herpesviridae) a viru vakcinie
(Poxviridae). Naopak u viru Japonské encefalitidy (Flaviviridae), viru Newecastleské nemoci

(Paramyxoviridae) a adenoviru typu 2 (Adenoviridae) pusobeni kofeinu na rist nebylo prokazano.
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Inhibi¢ni efekt kofeinu byl reversibilni, po odebrani latky doslo k opétovnému narGstu mnozstvi viru.
Autoti studie vSak nevédéli, kterému z efektd methylxanthinii antivirovy ucinek ptisoudit. Zda je to, co
inhibuje rist viru, nartst intracelularni hladiny cAMP, zpisobeny inhibici fosfodiesterasové aktivity, ¢i
inhibice postreplika¢nich tprav, nebo zabranéni transportu nukleosidl do burniky (Yamazaki & Tagaya,
1980)

Uvedena pozorovani nejsou v souladu s vysledky veterindrniho vyzkumu, ve kterém Olson &
Consigli (1979) pozorovali antivirotickou aktivitu kofeinu u viru Newecastleské nemoci, ziejmeé
zpusobenou inhibici syntesy virové RNA v infikovanych buitkdch. Na zaklad¢ téchto vysledkd se
obecné uznava, ze kofein na rist viru Newcastleské nemoci inhibi¢né pisobi (Koyama et al., 2008).

Koyama et al. (2008) pozorovali vliv kofeinu na virus chiipky, poliovirus, a HSV-1. Diky
vybéru téchto vir posuzovali vliv latky na mnozeni virt s DNA i RNA genomy, obalenych i
neobalenych a virti jejichz genom se replikuje a transkribuje jak v jadie (chtipka, HSV) tak v cytoplasmé
(poilovirus). Nejcitlivejsi k piisobeni kofeinu byl HSV-1, pfi vy$sich koncentracich byl ovlivnén i
poliovirus. Mnozstvi virového potomstva obou téchto virt klesalo imérné s rostouci koncentraci
kofeinu. (Koyama et al., 2008).

Jelikoz ptidani kofeinu 10 hodin po infekci HSV-1 vyrazné ovlivnilo mnozstvi vznikajiciho
viru, usoudili Koyama et al. (2008), ze jsou ovlivnény kroky nasledujici po replikaci DNA a formovani
kapsidy, tedy pravdépodobné krok formovani nového infekéniho virového potomstva. Také si vSimli
vyrazné prevahy cytopatického efektu (zakulacovani buné€k a jejich odlu¢ovan od povrchu) a bunécné
smrti v infikovanych buiikach oproti neinfikovanym, coz napovida, Ze antivirové ptisobeni kofeinu na
HSV-1 je mimo jiné zptsobeno zvySenym umrtim nakazenych buné€k. V jadrech infikovanych bunck
v pritomnosti kofeinu byla jasné pozorovatelna kondenzace a fragmentace chromatinu, coz je klasickym
znakem apoptosy. To ovSem platilo jen u HSV-1, u polioviru a viru chfipky tento fenomén pozorovan
nebyl. Tyto viry zplsobuji cytopaticky efekt a bunécnou smrt jiz brzy po infekci, na rozdil od HSV-1,
u kterého cytopaticky efekt mizeme pozorovat az v pozdnich fazich infekce. To by mohlo vést
k zamaskovani akcelerace selektivni apoptosy vyvolané kofeinem u buné¢k infikovanych poliovirem
nebo virem chiipky i kdyby k ni dochédzelo (Koyama et al., 2008).

Stejné pisobeni kofeinu na virus HSV-1 bylo popséno i ve starsi studii, kde bylo zjisténo, zZe
v pritomnosti kofeinu dochazi k inhibici tvorby plakt. I tato studie potvrzuje, ze kofein inhibuje
mnozeni viru. Vzhledem k tomu, Ze se virus lokalizovany uvnitf bun¢k, jevil nedotéeny, za inhibici
tvorby plaki muze ziejmé i potlaceni Sifeni viru mezi buitkami. OSetieni bunék kofeinem 18 hodin pred
infekci nemélo zadny vliv na adsorpci viru, ani jeho replikaci, a zaroven se nejevilo toxické pro bunky.
Pokud vsak byl kofein ptidan ptimo béhem adsorpce, snizila se jeji efektivita. Autofi této studie se tedy
domnivaji, ze kofein snizuje také Sifeni HSV-1 mezi bunikami (Shiraki & Rapp, 1988).

V inhibici replikace HSV-1 mize také hrat roli také efekt kofeinu na bunéény metabolismus.
Pozorované zvyseni intracelularni koncentrace cCAMP je jednim z moznych mechanismu, ktery by se

mohl podilet na inhibi¢nim G¢inku kofeinu (Yamazaki & Tagaya, 1980). Dal$im moznym cilem kofeinu
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je specificky reparacni enzym uracil-DNA glykosylasa. Inhibice tohoto enzymu kofeinem by mohla mit
za nasledek snizZeni replikace virové DNA a tim padem také niz§i mnozstvi nové formovanych viriond.
Rozdil v obsahu guanin-cytosinovych parit mezi DNA viru HSV-1 a sav¢i buiiky je v souladu s timto
pozorovanim (Shiraki & Rapp, 1988).

Dalsim studovanym virem byl virus chfipky, avSak ndzory na plsobeni kofeinu na tento virus
jsou sporné. Ve studii, kterou vedli Koyama et al. (2008), nebyl pfi pouzitych koncentracich zadny efekt
kofeinu prokézan. To je v rozporu stim, co dfive pozorovali Yamazaki & Tagaya (1980) Avsak
vysledky dalsi studie, kterd zkoumala G¢inky kofeinu na virus chiipky potvrdila zjisténi, ze kofein na
replikaci viru chiipky ptsobi (Liu et al., 2009). Moznou pfticinou rozdilnych vysledka téchto studii by
mohlo byt pouziti jiného kmenu viru (HIN1 vs. H3N2) nebo jiného bunééného typu (kufeci embryonalni
bunky vs. psi levinné buiiky) (Koyama et al., 2008).

Liu et al. (2009) hodnotili uc¢innost a bezpecnost plisobeni kombinace kofeinu a statinu proti
chiipkovym kmenim HS5N1, H3N2 a HIN1 na BALB/c mysich. Statiny jsou jednémi ze svétove
nejrozsifengjSich a nejcastéji predepisovanych 1€kl na snizeni cholesterolu. Inhibuji enzym 3-hydroxy-
3-methylglutarylcoenzym-A (HMG-CoA) reduktasu, ktera katalyzuje rychlost omezujici krok
biosyntesy cholesterolu. Nicmén¢ tato studie méla za cil potvrdit jejich idajnou schopnost usnadnit
1é¢bu chiipky, omezit zanét, zlepsit funkci plicniho epitelu.

Vysledky byly porovnany s plisobenim lé¢ebnych mozZnosti pouzivanych k léCeni chiipky
v souCasnosti: oseltamivir, ribavirin a pasivni imunoterapie pomoci konského anti-H5N1
immunoglobulinu G (IgG). Konkrétné byly srovnavany symptomy u mysi, pocet piipadnych umrti,
patologické zmény na plicich a srdci a mnozstvi viru v plicich. Vysledky studie ukazaly, ze kombinace
50 pg statin/200 pg kofein pti preventivnim podani efektivné ptedchazela poskozeni plic a zaroven
branila replikaci viru HSN1, H3N2 i HINT1 v plicich, pfi¢emz byla pfinejmensim stejn¢ efektivni jako
oseltamivir, ribavirin a kofisky anti-H5N1 IgG (Liu et al., 2009). Antivirovy vliv kofeinu proti viru
chiipky lze dle ndzoru autord pricitat jeho schopnosti zvySovat intracelularni hladinu cAMP, které je
zalozené na kombinaci statin/kofein nabizi do budoucna efektivni alternativu ke stdvajicim [éktim pro
prevenci a 1é¢bu chiipkovych virt HSN1, H3N2 a HIN1. V mysim modelu doslo ke zmirnéni symptomu
infekce, inhibici poskozeni plic a snizeni mnozstvi viru. Lepsi vysledky se dostavily, pokud byl pomér
statin/kofein vétsi ve prospéch statinu a pokud byla latka podana preventivng, spiSe nez postinfekéné
(Liu et al., 2009).

Puisobeni kofeinu na respiracni synytialni virus (RSV, Paramyxiviridae) zkoumali Kunzmann
et al. (2018). Ve svém vyzkumu vychazeli z poznatku, ze H441 bunky (lidské plicni epitelialni bunky)
infikované RSV exprimuji vice mRNA pro ristovy faktor pojivové tkané (CTGF), ktery je kliCovym
faktorem remodelace dychacich cest a je aktivovan transformujicim ristovym faktorem [ (TGF-).
Kofein dle vysledki studie omezuje zvyseni exprese CTGF mRNA v disledku infekce RSV, brani tak

remodelaci a fibrotisaci plic a tim pomaha udrzet jejich homeostasu (Kunzmann et al., 2018).
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V neposledni fad€¢ byl pozorovan vliv kofeinu na mnozeni viru Zloutenky typu C (HCV,
Flaviviridae) a rozvoj hepatocelularniho karcinomu (HCC). Dopad zvySeného piijmu kofeinu na
snizené riziko rozvoje HCC u pacientti infikovanych HCV se stal predmétem zajmu hned nékolika meta-
analyz. Jejich cilem bylo analyzovat data z co nejvice studii, zabyvajicich se pravé vyskytem HCC
u pacientd s HCV a dat je do souvislosti s konzumaci kofeinu. Vysledky piekvapivé potvrzuji, ze
zvyseni konzumace kavy o 2 Salky denné snizuje riziko rozvoje HCC (Kennedy et al., 2017;
Wijarnpreecha et al., 2017). Uvazovanym mechanismem je hepatoprotektivni antifibroticky efekt
kofeinu. Mozny podil by mohl mit i antioxida¢ni tc¢inek kofeinu, ktery by mohl poméhat redukovat
oxidativni stres a zanét v jatrech (Wijarnpreecha et al., 2017).

I kdyz bylo publikovano mnoho studii zabyvajicich se vlivem kofeinu na HCC, piimou
souvislosti mezi pfijmem kofeinu a replikaci viru HCV se zabyvala pouze jedna (Batista et al., 2015).
Ta potvrdila, Ze kofein efektivné inhibuje replikaci HCV in vitro v zavislosti na Case, velikosti davky a
v koncentracich, které nejsou pro samotné bunky toxické. Nejvyssi netoxicka koncentrace snizila
replikaci viru HCV o 80 % oproti kontrole po 48 hodinach inkubace (Batista et al., 2015).

Avsak mechanismus inhibice virové replikace ziistava stale nejasny. Kofein velmi
pravdépodobn¢ interferuje s drahami, které jsou dilezité pro replikaci viru HCV. Kofein snizuje expresi
celé fady bunécnych proteinti, mezi nimi i cyklooxygenasy-2 (COX-2) (Kang et al., 2012), u niz bylo
prokazano, ze podporuje replikaci viru HCV (Lin et al., 2013). Pravé zména exprese COX-2 v kofeinem
osetfenych bunkach je povazovana za nejpravdépodobné;jsi pri¢inu inhibice replikace HCV (Batista et
al., 2015). Na inhibici virové replikace by se také mohla podilet snizend exprese dalSich bunécnych
proteint, napt bunéného chaperonu HSP90, ktery interaguje pfimo s virovym proteinem NS5A, nebo
Ras-ERK, interagujici s virovym proteinem NS5B a 5 koncem -ssRNA HCV (Nakagawa et al., 2007;
Yi et al., 2011).Vedle pisobeni kofeinu na bunécné proteiny vSak nelze vyloucit ani interakci kofeinu
pfimo s nékterym z virovych proteint (Batista et al., 2015) Navic bylo ukazano, Ze kofeinem oSetiené
buiiky se délily se stejnou frekvenci jako bunky neoSetfené, a také procento apoptotickych bunek se
mezi témito dvéma populacemi neliSilo. To dokazuje, Ze G¢inek kofeinu pravdépodobné piimo souvisi
se schopnosti této latky inhibovat replikaci viru. (Batista et al., 2015).

I kdyZ nazory na pisobeni kofeinu nejsou jednotné, Ize s jistotou fici, ze tento alkaloid inhibuje
rust Sirokého spektra virti — viru herpes simplex 1 a také zfejmé polioviru, viru vakcinie, respiracniho
syncytialniho viru a viru zloutenky typu C. Vliv na viry chiipky a Newcastleské nemoci je vSak sporny.
Dalo by se fici, Ze za uréitych podminek na tyto viry néjaké plisobeni ma, ale zaleZi na typu viru a
pouzité koncentraci latky. Dal§i moznosti vysvétleni riznych vysledkl je, Ze antivirové piasobeni
kofeinu mohou ovliviiovat i dalsi slozky kavového extraktu pouzitého v nékterych studiich, ¢i jina latka

(napft. statin), proto by ptisobeni kofeinu na tyto viry zaslouZilo dal$i zkoumani.



5 Troponolové alkaloidy o)
Tropony (Obr.3a) a troponoly jsou slouceniny se sedmiclennym kruhem a

karbonylovou skupinou, nazyvaji se téz troponoidy nebo troponoloidy. Od téchto / \
sloucenin se odvozuji troponolové alkaloidy. Mezi né patfi mimo jiné
grandirubrin, imerubrin, isoimerubrin, pareirubrin A, pareirubrin B a
pareitropon (Liu et al., 2014). V mediciné pouzivanymi zastupci jsou
kolchicin (Obr.3b), ktery je pouzivan jako 1ék na dnu, a jeho derivat

demekolcin (Obr.3c, neboli kelcemid) pouzivany pii chemoterapii nadort.

5.1 Kolchicin

Kolchicin pochdzi z rostliny ocun jesenni (Colchicum autumnale) HN//
z Celedi ocunovité (Colchicaceae) a jedna se o tricyklicky troponolovy 4 ¥
derivat s chemickym nazvem (5,6,7,9,tetrahydro-1,2,3,10, tetramethoxy-9 O.
oxobenzo[a] heptain-7-yl) acetamid. Kolchicin je jednim z nejucinnéjsich /O o O o
bunéénych jedd. Radi se mezi mitotické jedy — ve vysoké koncentraci  (c) I o

destabilizuje mikrotubuly, v nizSich koncentracich ptredevS§im ovliviiuje  Obr.3 tropon (a),
kolchicin (b),
demekolcin (c)

specifické misto tubulinovych af-heterodimerti a tvofi s nimi komplexy, které po zabudovani do koncti

jejich dynamiku, aniz by snizoval mnoZstvi jejich hmoty. Vaze se na

mikrotubull sice pfimo nezastavi jejich rist, ale vyrazné potlaci jejich dynamiku. Stabilizace dynamiky
déliciho vieténka narusuje spravny rozchod chromosomu pii mitose. To vede k zastaveni bunééného
cyklu v metafazi mitosy (Jordan & Wilson, 2004). Jelikoz brani rozchodu chromosomi, muze jeho
pusobenim dojit ke zvySovani ploidie. Diky tomu nalezl kolchicin vyznamné vyuziti v rostlinné genetice
pro navozeni genomovych mutaci. (Touchell et al., 2020). U citlivych bungk, kterymi jsou bunky
nadorové, potom vede zastaveni bunéného cyklu v metafazi mitosy k indukci apoptosy. Z toho plynou
jeho cytostatické ucinky branici nekontrolovatelnému déleni bunék, které maji potencial v 1é¢bé
rakovinného bujeni, av§ak v medicinalni praxi se nevyuziva kvili jeho vysoké toxicité¢ a nizkému
terapeutickému indexu (rozdil mezi 1écebnou a toxickou davkou) (Jordan & Wilson, 2004). Misto ngj
vSak v medicin€ nalezl uplatnéni jeho derivat, demekolcin. Strukturni rozdil mezi kolchicinem a
demekolcinem je v pfitomnosti methylové skupiny misto acetylové (Obr.3). Mechanismus piisobeni
demekolcinu je stejny jako u kolchicinu, ale je méné toxicky a tim padem se pouzivd jako
chemoterapeutikum pfi lécbé nadort. U demekolcinu byly pozorovany i t€inky na virovou infekci, a to
u vird vakcinie, hepatitidy, spalni¢ek a polioviru (Katsilabros, 1964), av§ak antivirové ucinky byly vice
prozkoumany u kolchicinu.

I pres vysokou toxicitu se kolchicin jiz dlouhou dobu vyuzivéa i v medicin€. Je od pradavna znam
jako 1€k na dnu. Pravdépodobné jiz od 6.stoleti naseho letopoctu byl podavéan ordlné a od 50. let
20. stoleti se rozsifilo intravenosni podani, které nema tak Casté vedlejsi, gastrointestinalni efekty.
Kolchicin pro intravenosni podani ale v soucasné dob¢é neni schvalen k pouziti kvili vysokému riziku

nahodného (i imysIného) predavkovani (Roberts et al., 1987). Kolchicin se pouziva i v 1é€bé dalsich
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revmatickych i nerevmatickych onemocnéni: familiarni sttedomoiské horecky, Behgetovy nemoci a
cirhosy (Ben-Chetrit & Levy, 1998).

Schopnost kolchicinu 1é€it dnu a dalsi zanétlivd onemocnéni postihujici klouby spociva v jeho
protizénétlivych vlastnostech, které pfimo souvisi s jeho efektem na mikrotubuly. Kolchicin ma vliv
nejenom na pohyblivost leukocytl, kterd je na cytoskeletu zavisla, ale i na intracelularni transport
granuli a jejich nasledné uvolnéni z bunky (Ben-Chetrit & Levy, 1998). Dale ovliviluje tvorbu
leukotrient a cytokini, skladani inflamasomu a fagocytosu, coz jsou procesy, které se ucastni rozvoje
chronického zanétu a jsou také zavislé na funkénich mikrotubulech (Dalbeth et al., 2014). Pfi dné se
v kloubech ukladaji krystaly soli kyseliny mocové, které indukuji tvorbu inflamasomu. Inflamasom je
multiproteinovy oligomer, skladajici se z molekul NLRP3, ASC a kaspasy-1 (Obr.4). Po slozeni
inflamasomu dojde k aktivaci kaspasy-1, ktera konvertuje pro-IL-1P na aktivni IL-1B a pro-IL-18 na
aktivni IL-18. Pokud kolchicin zabrani vzniku inflamasomu, potlaci se i vylev prozanétlivych cytokinti
IL-1pB a IL-18 a tim padem dojde k celkové supresi zanétlivé reakce (Deftereos, Siasos, et al., 2020).
Kromé potla¢ovani prozanétlivych drah kolchicin také zvySuje produkci protizanétlivych mediatort
(Dalbeth et al., 2014).

Lécebné ucinky kolchicinu plisobici na otoky kloubli mohou nalézt uplatnéni i pii zmiriovani
nasledkl virovych infekci, napt. infekci vyvolanych virem chikungunya (CHIKV). CHIKV, zastupce

celedi Togaviridae, je obaleny virus s genomem ASC NLRP3 kaspasa-1
o esce O °o@Em

tvofenym +ssRNA molekulou, ktery je pienasen N/—
hmyzem. V nasledku infekce timto virem pacienti trpi

komplex NLRP3
otoky a bolestmi kloubd, jejich ranni ztuhlosti a dalSimi inflamgsomu

revmatologickymi problémy. Bez vhodné 1écby mohou

tyto potiZe pretrvavat i mnoho let (Javelle et al., 2015)

Prestoze souvislost mezi 1écbou dny a nésledkti  pro-kaspasa-1

infekce CHIKV byly zaznamenany uz diive (Javelle et w

pro-kaspasa-1

s

al., 2015), zatim byl popsan pouze jeden piipad cilené kaspasa-1 kaspasa-1
oam L
lecby nasledkt infekce CHIKV kolchicinem. Uzivani 0~ Ao o* e
.. .. ro-IL-1B H—'IBIL-IS pro-IL-18
kolchicinu vedlo jiz po 2 dnech k vyraznému zmenseni P ;Y_)
otoku a snizeni bolestivosti kloubu zplisobené infekci

CHIKV. Nasledujici uzivani po dobu 6 mesici bylo bez . 4 Skl4déni NLRP3 inflamasomu.

nezadoucich G¢inki a trvale odstranilo piiznaky nemoci. ~Pfi aktivaci NLRP3 inflammasomu dochazi
k seskupeni molekul NLRP3, ASC a kaspasy-1

Na zéklad€ této zkuSenosti I1ze tedy uvazovat o pouZiti  za vzniku aplného multiproteinového komplexu

kolchicinu k 16cb& bolesti kloubii zpisobené CHIKY Rl inflammasomu Tento komplex
umoziuje Stépeni pro-kaspasy-1 na jeji aktivni

v ptipadech, kde se nesteroidni antirevmatické léky —izomer, kaspasu-1, ktery nasledné stépi
pro-1L-1B a pro-IL-18 na jejich aktivni izomery

ukazaly jako neu¢inné (Redel, 2016). IL-1B a IL-18. Zvy3eni hladiny téchto

prozanétlivych cytokinti nakonec vede

k bunééné smrti, pyroptose.

schopnosti kolchicinu, které souviseji s potlatenim Pfevzato a upraveno z O’Brien et al. (2020).

Vyuziti protizanétlivych a antifibrotickych
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syntesy a akumulace kolagenu (Rodriguez et al., 1998), bylo zkouméno-v souvislosti s ovlivnénim
vyvoje hepatocelularniho karcinomu (HCC) zpisobeného virem hepatitidy C (HCV, Flaviviridae).

Vysledky studie ukazaly, ze 1éba kolchicinem piedchazi a zpomaluje vyvoj HCC u pacientt
s cirthosou indukovanou virem hepatitidy C (Arrieta et al., 2006). Piestoze mechanismus vzniku HCC
u pacientd s HCV neni dosud pIné€ objasnén, predpoklada se, Ze se nejedné o piimy nasledek infekce
virem. Poskozeni hepatocytil a fibrosa jsou indukovany dlouhotrvajici zanétlivou odpovédi vlastniho
organismu, ktery tak reaguje na virovou infekci (Kershenobich et al., 1990). A zde se pravé muze
uplatnit pisobeni kolchicinu potlacujici chronicky zanét a tim padem i zpomalujici fibrotisaci jater.

Klinickd studie, sledujici pacienty po dobu 3 let, zjistila pouze zanedbatelny rozdil mezi
pacienty lécenymi kolchicinem a kontrolni skupinou, v podilu téch, u nichz doslo ke zlepSeni stavu,
nebo alespon nedoslo k jeho zhorseni. I kdyz dopad podavani kolchicinu na zlepSeni stavu pacientii
s HCC nebyl vysoky, jeho hlavnim pfinosem v 1écbé HCC by mohlo byt oddaleni vzniku a rozvoje
HCC. Kolchicin vyrazné zvysil dobu doziti pacientil, coz podporuje jeho vyuzitelnost v prevenci rozvoje
a v 1écbé HCC zpasobeného HCV (Arrieta et al., 20006).

Dale byl také zkouman potencial této latky pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni zpisobenych viry.
Jednou takovou virovou skupinou byly lidské papilomaviry (HPV, Papillomaviridae). Tyto malé
neobalené viry s dsDNA genomem jsou pfitomny téméi ve 100 % piipadi nadort délozniho ¢ipku, a to
predevsim vysoce rizikové typy HPV16 a HPV18. Krom¢ anogenitalnich malignanci jsou spojeny i
s nadory hlavy a krku (Yan et al., 2020). Nadorové buinky vykazuji vysokou citlivost ke kolchicinu,
ktery u nich zplsobuje inhibici rlstu, zatimco pro nenadorové lidské epidermdlni keratinocyty je
kolchicin jen malo toxicky. U lidskych bun¢k, odvozenych z naddorti délozniho ¢ipku, CaSki (HPV16-
positivni) a HeLa (HPV18-positivni) indukoval kolchicin apoptosu (Yan et al., 2020).

Detailni analyza odhalila, Ze u kolchicinem oSetfenych nadorovych bunék dochazelo
v porovnani s neoSetfenymi k redukci mnozstvi jak mRNA pro virové proteiny E6 a E7, tak i samotnych
virovych proteintl. To bylo vyhodnoceno jako pfi¢ina protinadorového ptsobeni kolchicinu na CaSki a
HeLa bunky. Dalsimi proteiny, jejichZ exprese byla v nddorovych bunikach kolchicinem ovlivnéna, byly
tumorsupresor p53 a retinoblastomovy protein (pRb) (Yan et al., 2020). V nadorovych bunkéach je
hladina téchto proteinti pfirozen¢ sniZzena v porovnani s buikami kontrolnimi (nenddorovymi). Avsak v
nadorovych bunkach oSetienych kolchicinem dochazelo ke zvySovani mnozstvi proteinti pS3 a pRb
pfimo timéme s davkou kolchicinu, v porovnani s neosetfenymi nadorovymi bunikami. U kontrolnich
(nenadorovych) bunék k zadné zméné v hladiné proteinti p53 a pRb po oSetfeni kolchicinem nedoslo.
Toto pozorovani lze zfejmé vysvétlit prave snizenim mnozstvi virovych proteini E6 a E7 v nadorovych
bunkach. Hlavni roli téchto proteind v zivotnim cyklu viru je deregulace a interference s funkcemi
bunéénych proteintt pRb and p53 (Obr.4) Tyto bunééné proteiny reguluji bunéény cyklus a chrani
integritu genomu (Yan et al., 2020). Protein pRb tvofi komplexy s transkripénim faktorem E2F, ktery

aktivuje transkripci gent regulujicich bunécné déleni a tim padem reguluje bunécnou proliferaci. Virovy
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protein E7 naruSuje komplex pRb/E2F tim, ze z tohoto komplexu
vyvazuje pRb. To m4 za nasledek uvolnéni transkripéniho faktoru
E2F, ktery se stava aktivnim a miize aktivovat transkripci a
v diisledku toho také bunécnou proliferaci (Nevins, 2001). Virovy
protein E6 védze bunéény protein p53 a stimuluje jeho
ubiquitinylaci a néaslednou degradaci proteolytickym systémem.
Bunécny protein p53 se vdze na specifické DNA sekvence a
funguje jako transkripéni aktivator. V ptfipadé¢ poskozeni DNA
zastavi bunécny cyklus v G1 fazi a tento blok bunééného cyklu
muze vést az k apoptose. Pokud je vSak p53 vyvazany proteinem
E6, k zastaveni buné¢ného cyklu pii poskozeni DNA nedojde, a
to muze vést ke genomové nestabilité (Li et al., 2019)

U bunék oSetfenych kolchicinem byla navic odhalena
snizena hladina antiapoptotického proteinu Bcl-2. Naopak,

mnozstvi cytosolickych pro-apoptotickych proteinii Bax, §tépené

Apoptosa\
E2F

+
p53-E6 Rb-E7

ps3 / Rb-E2F /
E6 E7
! }

[t Lt .

E6 E7

Obr.5 Protein E7 vyvazuje bunéény
protein pRb z komplexu pRb/E2F a
tim dochazi k uvolnéni transkripéniho
faktoru E2F, ktery mtize aktivovat
transkripci a bunéénou proliferaci.
Protein E6 vaze bunécny protein p53
a stimuluje jeho ubiquitinylaci a
degradaci v protesomu. Tim padem
nedojde k indukcei apoptosy pfi
poskozeni DNA a to miize vést

ke genomové nestabilité a vzniku
nadoru. Pfevzato a upraveno

z Webster et al. (2000).
molekuly jsou soucasti signalisa¢ni kaskady, ktera je regulovana

kaspasy 3 a cytochromu bylo v oSetfenych buiikach zvyseno. Tyto

pravé proteinem p53 a vede k zastaveé bunééného cyklu a k apoptose (Yan et al., 2020). Prave proto je
pusobeni kolchicinu, vedouci ke snizovani mnozstvi virovych proteinti E6 a E7 v butice a nasledném
omezeni nekontrolované proliferace ve spojeni s nartistem apoptosy, slibnym kandidatem pro lécbu
nadorovych onemocnéni vyvolanych infekci HPV.

Avsak kolchicin se jevi i jako nadé&jné antivirotikum. Pozitivni pisobeni kolchicinu bylo
potvrzeno pii 1é€beé infekce respiraénim syncytidlnim virem (RSV). Tento virus je fazen do Celedi
Paramyxoviridae a zpisobuje zavazné respiracni nemoci u déti (Lu et al., 2019). Infekce virem RSV
ma za nasledek poskozeni epitelidlnich bunék, zvysenou produkci cytokini, zvySenou produkci hlenu
vedouci k dychacim problémiim jako bronchitida, pneumonie, astma nebo chronicka obstrukcni plicni
nemoc (Rudd et al., 2005).

Antivirotické ucinky kolchicinu byly pozorovany jak in vitro, tak in vivo. Kolchicin vyrazné
inhiboval mnoZeni viru v BEAS-2B buikach (lidské plicni epitelialni buiky), stejné jako v plicich
novorozenych krys, ziejmé prostfednictvim regulace produkce antioxida¢nich faktort, aktivace exprese
interferonu B1 (IFN-B1), a potla¢eni produkce prozanétlivych cytokint (Lu et al., 2019).

V infikovanych buikach oSetfenych kolchicinem byla detekovana zvySena exprese genii pro
IFN-B1 a protein RIG-I v porovnani s infikovanymi neosetfenymi bufikami (Lu et al., 2019). Produkce
IFN-B1 je odpovédi vrozené imunity na virovou infekeci. Virem koédované proteiny vSak prispivaji ke

snizeni produkce interferonu a k potla¢eni buné¢né antivirové odpovédi (Zhang et al., 2009).
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K indukci produkce IFN-B1 miize dojit prostfednictvim aktivace dvou signalisacnich kaskad.
Jedna z nich zahrnuje protein RIG-I, ktery patfi do skupiny proteinli oznacovanych jako ,patern
recognition receptors. Virovy NSI1 protein RSV se vaze na mitochondridlni protein MAVS
(Mitochondrial Antiviral Signaling Protein) a tim brani jeho interakci s RIG-I (Obr.5), nasledované
aktivaci signalisa¢ni kaskady vedouci k produkci interferonu a navozeni antivirového stavu (Zhang et
al., 2009). Zvysend produkce IFN-B1 a RIG-I vinfikovanych buitkdch oSetfenych kolchicinem
naznacuje, ze v téchto buitkdch dochdzi k aktivaci zminénych signdlnich kaskad a spusténi bunécéné
antivirové odpovédi, ktera je zdsadni v boji s infekci RSV.
M Obr.6 Inhibice signalni drahy

©- q /m A erteronn PN pvirovimi

proteiny RSV NS1 a NS2.
o

. Virové proteiny NS1 a NS2
|

potlacuji signalisaci vedouci
@ — k produkci antivirového interferonu
IFN-B. Pasobi na klicové
@ = m komponenty signalnich drah RIG-I
l (retinoic acid-inducible gene 1) a

TLR (toll-like receptor) jako MAVS
(mitochondrial antiviral signaling

ﬂ protein), TRAF3, IRF3 (interferon
regulatory factor) a STAT?2 (signal
transducer and activator of

transcription 2). Prevzato a
upraveno ze Shin et al. (2014).

Dalsi analyza ukézala sniZzeni hladiny prozanétlivych interleukind IL-6 a IL-8 a molekul
oxida¢niho stresu. Tim potvrdila efekt kolchicinu na zanét dychacich cest (Lu et al., 2019). Poskozeni
zpiisobené RSV je predevsim nésledkem oxidacniho stresu v diisledku virové infekce (Hosakote et al.,
2012).

Vliv kolchicinu na infekci RSV byl potvrzen i vin vivo podminkach. Efekty kolchicinu
pozorované v infikovanych novorozenych krysach byly podobné, co se tyce exprese zminénych gend,
jako u infikovanych BEAS-2B bunék. Navic krysy lécené kolchicinem mély mnohem nizsi
pravdépodobnost rozvoje zanétu plicnich dychacich cest a plicniho parenchymu, oproti nelécenym.
Poskozeni plicni tkané byva zptisobeno molekulami oxidac¢niho stresu, produkovanymi alveolarnimi
epitelidlnimi a endotelovymi butikami, které nici membranové lipidy, proteiny a chromatin, pficemz
sekrece téchto molekul, ktera nartista pfi infekci RSV, byla u krys 1é€enych kolchicinem vyrazné nizsi,
coz vysvétluje 1 mensi poSkozeni plic (Lu et al., 2019).

Diky inhibici replikace viru, aktivaci exprese IFN-f1 a potlaceni produkce prozanétlivych
cytokinti a molekul oxida¢niho stresu u bunék infikovanych RSV se kolchicin jevi jako nadéjny kandidat

pro 1é¢bu infekce RSV u détskych pacientd (Lu et al., 2019).
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Nejveétsi pozornost se vSak ke kolchicinu v posledni dob€ obraci v souvislosti s onemocnénim
COVID-19. V 1écbé tohoto onemocnéni zplisobeného novym koronavirem SARS-CoV2 se mohou

Pacienty s COVID-19 ohrozuje piedevsim tzv. cytokinova boufe, coz je Zivot ohrozujici stav,
pii kterém dochazi k nardstu sekrece prozanétlivych cytokint IL-1, IL-6, IL-18, TNF-a a chemokint
IL-8 (Lopes et al., 2021; Qin et al., 2020). Diky efektu na mikrotubuly kolchicin inhibuje intracelularni
transport vackl a sekreci cytokinil (Dalbeth et al., 2014) a tim sniZuje nebezpeci rozvoje cytokinoveé
boufe.

Jednim zuvaZovanych mechanismii U¢inkd kolchicinu je také inhibice skladani NLRP3
inflamasomu, ktery ma hlavni podil na rozvoji syndromu akutni dechové tisné, ktery je typickym
klinickym projevem u pacientli s COVID-19 (Deftereos, Siasos, et al., 2020). Podil na indukci skladani
inflamasomu NLRP3 ma zfejm¢ koronavirovy protein viroporin E. Ten vytvaii transmembranové pory
propoustéjici Ca*" kationty z vnitrobun&nych zisobaren do cytoplasmy a nartst cytoplasmatické
hladiny Ca?" aktivuje skladani inflamasomu (Castafio-Rodriguez et al., 2018; Ito et al., 2012). Diky
schopnosti stabilizace dynamiky mikrotubuli kolchicin brani skladani inflamasomu a tim i aktivaci
kaspasy-1 a vylevu prozanétlivych cytokinu IL-1p, IL-18 a IL-6 (Deftereos, Siasos, et al., 2020), které
se ucastni imunitni reakce. Bylo dokazano, ze kolchicin rychle snizuje hladiny IL-1p, IL-18 a IL-6
v organismu (Nasiripour et al., 2020).

Vyznamné je pusobeni kolchicinu na adhezivitu, chemotaxi a obranné funkce bun¢k imunitniho
systému. Kolchicin ovliviiuje expresi E-selektinu na povrchu bunék endotelu a L-selektinu na povrchu
neutrofilti, coz ma vliv na adhezi leukocyti potfebnou pro pfilnuti k endotelu a extravazaci do mista
zanétu. Na tomto jevu ma zasluhu opé€t schopnost kolchicinu ovliviiovat mikrotubuly, které reguluji
mnozstvi a rozmisténi povrchovych glykoproteinii (Cronstein et al., 1995). Stabilizace dynamiky
mikrotubult ma dopad i na motilitu a chemotaxi prozanétlivych bun€k jako neutrofily a monocyty
(Parra-Medina et al., 2020). Vyznamny je i jeho tc¢inek na dalsi prozanétlivé procesy — fagocytosu a
degranulaci (Cronstein et al., 1995). Ovlivnéni adhezivity a chemotaxe neutrofilli je uZite¢né pro
zabranéni jejich infiltrace do plic pacientt s COVID-19. V plicich téchto pacientli byly totiz nalezeny
vys$si pocty neutrofill, které zfejme& maji sviij podil na patogenezi nemoci (Xu et al., 2020). Mimo to
kolchicin navic redukuje produkei superoxidu neutrofily, a to opét diky jeho efektu na mikrotubuly,
potazmo na intracelularni transport a skladani komplexu NADPH oxidasy (Chia et al., 2008).
Potlacenim téchto procest by kolchicin mohl zabranit poSkozeni plic u pacientd s COVID-19.

Jednim z dalsich uvazovanych efektl kolchicinu je inhibice drahy endocytosy zprosttedkované
klatrinem, ktera je nezbytna pro vstup viru do bunky (Deftereos, Siasos, et al., 2020). Jelikoz je tento

proces zavisly na remodelaci mikrotubuldl, kolchicin by ho mohl inhibovat.
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Utinnost kolchicinu v 1é¢b&é COVID-19 byla potvrzena nékolika klinickymi studiemi.

Italsk4 studie, kterd se konala v bfeznu a dubnu 2020, prokézala u pacientd, 1é¢enych kromé
standartni 1écby navic kolchicinem, vys$§i miru pteziti, néz u pacienti jen se standartni lé¢bou (Scarsi et
al., 2020).

Brazilska studie probihajici od dubna do ¢ervna 2020 u pacientd, kteti dostavali ke standartni
1é¢bé navic 0,5 mg kolchicinu 2-3x denné po dobu 10 dni, zaznamenala kratsi dobu, po kterou pacienti
potfebovali kyslikovou terapii a krat$i dobu hospitalizace, oproti pacientim z kontrolni skupiny, ktefti
dostéavali pouze standartni 1écbu. Kolchicin byl tedy oznacen za bezpe¢nou a dobfte tolerovanou [é¢ivou

Klinickd studie GRECCO-19 v dubnu 2020 zkoumala mozny pfinos kardioprotektivnich G¢inkt
kolchicinu u pacientii s COVID-19, u nichz ¢asto dochazi k poskozeni srdce. Tato studie se zaméfila na
srovnani srdeénich a zanétlivych biomarkert u 105 pacienttl v 16 nemocnicich v Recku. Cast pacientt
dostavala oproti standartni 1é¢b¢ navic 0.5 mg kolchicinu 2x denn¢ po dobu 3 tydnid. Stav sledovanych
biomarkeri u pacient lécenych kolchicinem potvrdilo protizanétlivy a antitrombogenni Uc¢inek
kolchicinu. Naopak hladiny ukazateli poskozeni myokardu se mezi obéma skupinami vyrazné nelisily,
coz vsak stale zcela nevyluCuje kardioprotektivni u¢inky kolchicinu (Deftereos, Giannopoulos, et al.,
2020).

Dalsi studie probihajici v USA se 66 pacienty se uskute¢nila od dubna do kvétna 2020. Poloving
pacientli byl krom¢ standartni 1é¢by navic podavan kolchicin. Pacienti z kolchicinové skupiny méli do
28. dne sledovani mensi umrtnost a 5x vetsi Sanci zkraceni doby hospitalisace (Brunetti et al., 2020).

Avsak oproti potvrzenému lé¢ebnému potencidlu nema kolchicin protektivni G€inky, coz
ukézala studie srovnévajici uc¢inek hydroxychlorochinu a kolchicinu na prevenci infekce SARS-CoV-2.
Tato studie neprokazala mezi skupinami, kterym byly tyto dvé latky podavany, zadny vyznamny rozdil
v tom, kolik pacientli bylo poté zjisténo jako pozitivni a kolik negativni, ¢imz tato studie popira
protektivni ucinky kolchicinu proti ndkaze SARS-CoV-2 (Gendelman et al., 2020).

I pres velmi nadéjné vysledky klinickych studii zabyvajicich se 1écbou kolchicinem, je tézké
hodnotit vysledky komplexné, protoze ,standartni 1écba* a ostatni podminky byly v kazdé studii
nastaveny jinak. Kolchicin byl podavan v riznych koncentracich, v kombinaci s riznymi Iéky,
v ruznych fazich postupu nemoci a byly sledovany odli§né parametry. Proto by bylo vhodné provést
standartizovanou a koordinovanou mezinarodni studii, ktera by dosazené vysledky ptesveédéive
potvrdila. Dulezité vsak je, ze vétSina studii potvrdila pozitivni pfinos kolchicinu v 1é¢bé COVID-19.

Pozitivni U¢inky kolchicinu pii 1é¢bé virovych onemocnéni byly prokazany u Sirokého spektra
virt.. Pfi¢inou Sirokého antivirotického ti¢inku mize byt, ze efekty kolchicinu vétSinou necili ptimo na
samotné virové cCastice, ale spiSe na bunétné procesy, které se Ucastni jejich replika¢niho cyklu, a
predevs§im na procesy imunitni reakce organismu. Kromé toho, diky schopnosti ovliviiovat dynamiku
mikrotubult, interferuje kolchicin hned s nékolika procesy, které hraji nepostradatelnou roli ve virovém

replikacnim cyklu (jako klatrinem zprostfedkovand endocytosa a vnitrobunéény transport). Tyto

16



vlastnosti v8ak lze v praxi jen tézko vyuzit, protoze koncentrace potfebna pro kompletni rozruseni
mikrotubulll je pro organismus toxick4 (Jordan & Wilson, 2004). Misto toho mtize tedy spiSe nalézt
uplatnéni jako nadéjny imunomodulator diky schopnosti ovlivnit mnoho procest t¢astnicich se imunitni
odpovédi (a to pii niz§ich koncentracich). ZvySuje expresi mediatort ucastnicich se antivirové odpovédi.
Inhibuje sekreci prozanétlivych cytokinii a sekreci molekul oxidacniho stresu, inhibuje skladéani
inflamasomu a tim snizuje nebezpeci cytokinové boute. Také ma vliv na expresi selektini, motilitu a
chemotaxi prozdnétlivych bunék, fagocytosu a degranulaci, coz jsou vSechno procesy dulezité v boji
proti patogentim, ale také mohou pfispét k posSkozeni vlastniho organismu. Kolchicin tedy vykazuje

rrrrr

chronickych zanétlivych onemocnéni i onemocnéni virového ptivodu.

6 Isochinolinové alkaloidy
Isochinolinové alakaloidy jsou nejvétsi skupinou alkaloidti (Kukula-Koch & Widelski, 2017)

Citajici vice nez 2500 dosud znamych latek (Ruff, 2012). Zakladni strukturou, od niZ se vSechny

odvozuji, je isochinolin (Obr.7a), neboli benzo[c]pyridin, 5 4 : 4
heterocyklicka aromaticka organicka slouc¢enina odvozena © X 26 X
fuzi benzenového jadra s pyridinovym kruhem, s atomem . N, P
dusiku v poloze 2 (strukturni isomer chinolinu (Obr.7b), (a)s 1 | (b):;; N ‘7
ktery mé dusik v poloze 1). Obr.7 isochinolin (a), chinolin (b)

Déle se tato skupina d€li na 8 podskupin: benzylisochinolinové, aporphinové, protoberberinove,
benzo[c]phenanthridinové, protopinové, ftalidisochinolinové, morphinanové a emetinové alkaloidy
(Kukula-Koch & Widelski, 2017). Nejvetsi je podskupina protoberberinova, kterd tvoii az 25 %
isochinolinovych alkaloidd, coz ji d€la nejrozsahlejsi skupinou metabolitt obsahujicich dusik v ramci
prirodnich produkti (Grycova et al., 2007). Nejroz§ifengj$§im zastupcem protoberberinovych i
isochinolinovych alkaloidii viibec je berberin (Obr.8a), jehoz antivirové, ale i antimikrobialni,
zkoumany. Dal§imi isochinolinovymi alkaloidy, u nichZ byl G¢inek na virovou infekci zaznamenan, jsou
napiiklad papaverin (Obr.8b), emetin (Obr.8c) lycorin (Obr.8d), chelidonin (Obr.8¢) a palmatin
(Obr.8f). Kromée nich ma isochinolinova skupina i dal$i vyznacné zastupce, jako agonisty opioidnich
receptorti morfin (Obr.8g) a jeho methylderivat kodein (Obr.8h), uzivané jako analgetika, sedativa a
antitusika. Nebo znamy Sipovy jed tubokurarin (Obr.8i), ktery je antagonistou nikotinového
acetylcholinového receptoru, pusobi relaxaci svall, coZ se pozivalo v chirurgii, ale bez mechanické
ventilace i rychlou smrt uduSenim. Isochinolinové alkaloidy jsou produkovény rostlinami z n€kolika
celedi. Vyskytuji se témét ve vSech zastupcich celedi Papaveraceae. Dale isochinolinové alkaloidy
produkuji zastupci z ¢eledi Berberidaceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae, Rutaceae,

Annonaceae, a n€kolik druhti z ¢eledi Magnoliaceae a Convolvulaceae.
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Antivirové ucinky byly zkoumédny u mnoha zastupct této skupiny alkaloidi. Naptiklad
chelidonin je alkaloid, nalézajici se pfedev§im v mléce vlastovi¢niku vétSiho (Chelidonium majus)
z Celedi Papaveraceae, které je odpradavna zndmo a vyuzivano pro svou schopnost hojeni bradavic,
pusobenych zejména viry z Celedi Papillomaviridae (Nawrot et al., 2020). Moznym vysvétlenim
1é¢ivého ucinku chelidoninu na bradavice je vedle pfimého antivirového pisobeni i jeho schopnost
indukovat apoptosu poskozenych, patologicky pozménénych, transformovanych nebo malignich bunék
(Kulp & Bragina, 2013). U dalsiho alkaloidu z této skupiny, palmatinu, byly objeveny anti-virotické
ucinky proti viru zapadonilské horecky, viru horecky dengue a viru zluté zimnice z celedi Flaviviridae.
K potlaceni replikace téchto virt zfejmé vede schopnost palmatinu specificky blokovat aktivitu jejich
virové proteasy (Jia et al., 2010). Lycorin a emetin zase vykazuji inhibi¢ni efekt, kromé mnohych jinych
vird, 1 proti virim z ¢eledi Coronaviridae, a proto by mohly prinaset nadéji v 16¢b¢ infekei zptisobenych
novym koronavirem SARS-CoV-2. Emetin ma schopnost inhibovat vstup blizce ptibuzného viru
MERS-CoV do buiky (Shen et al., 2019). Nejlépe vsak byly antivirové ucinky prozkoumany

u isochinolinovych alkaloidii papaverinu a berberinu.

Obr.8 berberin (a), papaverin (b), emetin (c),
lycorin (d), chelidonin (e), palmatin (f),
morfin (g), kodein (h), tubocurarin (i)

6.1 Papaverin
Benzoisochinolinovy opiovy alkaloid papaverin (Obr.8b) s chemickym nédzvem 6,7-dimethoxy-

1-veratryl-isochinolin se nachézi vedle morfinu a kodeinu v opiu ziskdvaném z maku setého (Papaver
somniferum) z ¢eledi makovitych (Papaveraceae). Diky schopnosti pasobit relaxaci hladkych svalt se
pouziva jako spasmolytikum k 1écbé spasml cév a vnitfnich orgénil (travici soustavy, zluCovodu,
mocovodu), k uvolnéni svali béhem operaci, ale také k 1écb¢ poruch erekce a jako profylaxe migrény
(Aggarwal et al., 2020).

Papaverin inhibuje enzym fosfodiesterasu, ktera $t€pi cAMP (Triner et al., 1970). Inhibice
tohoto enzymu vede k nartstu intracelularni hladiny cAMP a ztoho plynou disledky pisobeni
papaverinu nejen na relaxaci svald, ale i na virovou replikaci. Dal§i moznosti, jak miiZze papaverin

indukovat relaxaci hladkého svalstva, je inhibice mitochondrialni respirace anebo zvySeni intracelularni
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hladiny Ca?* vapenatych kationtii. To, jaky mechanismus se uplatiiuje, zaleZi na typu hladkého svalstva
(Kaneda et al., 1998).

Efekt papaverinu na virovou infekci byl zkoumén pfedevs§im u vird s RNA genomy, obzvlaste
pak u vird z Celedi Paramyxoviridae. Bylo publikovano né€kolik studii, které se zabyvaly vlivem
papaverinu na replikaci viru spalnicek z této Celedi. Virus spalni¢ek napada nervové buiiky a mtze byt
pfic¢inou rozvoje subakutni sklerézujici panencefalitidy (SSPE). Jedna se o fatalni, pomalu postupujici
nemoc CNS, objevujici se vétSinou v détském veéku po prodélani akutni infekce virem spalnicek,
ustanoveni persistence a nasledném relapsu (Miller & Carrigan, 1982). Bylo ukazano, ze pii SSPE
dochézi v mozkovych bunikach k poruse syntesy virového matrixového (M) proteinu. I kdyz je mRNA
pro M protein pfitomna, nedochédzi k syntese funkéniho M proteinu v buiice (Carter et al., 1983).
M protein je nezbytny pro vznik infekéniho virového potomstva. Vaze nove vznikajici nukleokapsidy
k virovym glykoproteinim vnofenym v membrané a tim se ucastni puceni viru z infikované bunky.
Absence tohoto mechanismu (a tim znemoznéna maturace virionu) plné¢ vysvétluje hromadéni velkého
mnozstvi virovych nukleokapsid uvnitf nervovych bunék, coz je charakteristicky fenotyp pozorovany
pti SSPE (Carter et al., 1983).

Persistence viru spalni¢ek muze byt spojena se stavem diferenciace nervovych bun¢k. Bylo
zjiSténo, Ze se zvysujici se mirou diferenciace bun€k koreluje mnozstvi cAMP v nich (Prasad & Kumar,
1975). V terminaln¢ diferencovanych bunkach je hladina intracelularniho cAMP vysoka, a naopak se
snizuje, pokud bunka opét vstoupi do bunééného cyklu (Miller & Carrigan, 1982).

Neurony jsou buiiky vysoce diferencované a specialisované, tudiz by v nich méla byt hladina
cAMP pfirozené vysokd, coz bylo také experimentalné potvrzeno (Prasad & Kumar, 1975). Papaverin,
jako inhibitor fosfodiesterasy, ma navic schopnost intracelularni hladinu cAMP zvySovat, a tudiz mize
u viru spalnicek podporovat ptechod z akutni do persistentni infekce, ve které nedochazi k replikaci
viru. Predev§im vSak miiZze nasledné tento stav persistentni infekce pomoci udrzet a zabranit tak
reaktivaci viru. (Miller & Carrigan, 1982).

Po osetfeni bun¢k infikovanych virem spalni¢ek papaverinem byla pozorovana predev§im
inhibice virové replikace a snizeni produkce infekéniho viru, provazené soucasné potlacenim
cytopatického efektu (Miller & Carrigan, 1982). AvSak konkrétni mechanismus inhibice replikace viru
zustava stale predmétem diskuse.

V bunkach oSetfenych papaverinem bylo pozorovano selektivni vymizeni matrixového (M)
proteinu. Mnozstvi a rozmisténi polymerasy (P), hemagglutininu a fuzniho proteinu zlstaly nedotéeny.
Na rozdil od nukleokapsidového proteinu, jehoz zvyseny vyskyt byl zaznamenan v inkluznich téliscich
v cytoplasmé, oproti bunkam infikovanym a neoSetfenym, v jejichz cytoplasmé byl rozmistén
rovnomeérné (Miller & Carrigan, 1982).

Studie zkoumajici ptimy vliv hladiny cAMP na replikaci viru spalnic¢ek v lidskych amniovych
bunach AV3 zase pozorovala po pridani exogenniho cAMP sniZeni exprese u proteind M a P. Také bylo

zjisténo, Ze nedochazi k asociaci virovych nukleokapsid s membranou a k puceni kompletnich virt.
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Z toho lIze usuzovat, ze exogenni cAMP inhibuje skladani viriond spalni¢ek tim, Ze blokuje syntesu
konkrétnich virovych proteinii (Robbins & Rapp, 1980).

Blizs8i zkoumani v lidskych nervovych buiikdch potvrdilo, ze latka inhibuje syntesu virovych
RNA, vcetné genomové RNA a mRNA, avSak na samotnou translaci virovych proteini z mRNA
inhibi¢ni vliv nema. Dale také blokuje fosforylaci virovych proteint. Vedle translace virovych proteinti
z mRNA nema inhibi¢ni vliv ani na jejich glykosylaci a transport glykoproteini k bunééné membrané.
Také brzké kroky virové replikace (adsorpce, penetrace, a uncoating) jsou papaverinem nedotceny
(Yoshikawa & Yamanouchi, 1984). Z téchto pozorovani vyplyva, Ze papaverin inhibuje pouze virovou
transkripci, a nikoli translaci.

Vsechny studie potvrzuji, Ze efekt papaverinu byl zcela reversibilni. Po odebrani latky se brzy
obnovila virova syntesa, véetné exprese M proteinu (Miller & Carrigan, 1982). Ke stejnému efektu,
obnoveni virové syntesy, vedlo i ptidani cyklického GMP (cGMP), které plisobi recipro¢né oproti
cAMP (Miller & Carrigan, 1982). Podobny tcinek na virovou replikaci jako cAMP (Obr.9a), avsak
slabsi, vykazovaly i jiné derivaty nukleosidi dibutyryl cAMP (Obr.9b), 8-bromo-cAMP (Obr.9¢c) a
isobutylmethylxanthin (Obr.9d) (Miller & Carrigan, 1982).
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Obr.9 cAMP (a), dibutyryl cAMP (b), 8-bromo-cAMP (¢), isobutylmethylxanthin (d)

Déle z vysledkii vSech studii vyplyva, Ze papaverin selektivné inhibuje expresi nékterych
virovych proteind, a to pravdépodobné na tirovni transkripce virovych mRNA a nikoli jejich translace.
Ptedevsim brani vzniku M proteinu a tim padem i na puceni virionil a vznik infekéniho potomstva. Prave
prevence puceni a tim i Sifeni viru z mista primarni infekce by mohla byt klicova pro ochranu pied
infekci CNS a ustanovenim persistence. Pokud by k ustaveni perzistence jiz doSlo, mlze lécba
papaverinem pomoci udrzet v buitkkach vysokou hladinu cAMP a tim zabranit reaktivaci viru.

Dal$im studovanym paramyxovirem byl respira¢ni syncytialni virus (RSV). I u ngj oSetieni
papaverinem in vitro vedlo k inhibici replikace. Jako mechanismus byla podobné jako u viru spalnicek
uvazovana inhibice fosfodiesterasy papaverinem a blokace fosforilace virovych proteinti (Wyde et al.,
1989). Avsak in vivo pii intraperitonealnim podani infikovanym ki'e¢ktim se zadny efekt nedostavil. Po
provedeni vyplachti plic a nosni dutiny u nich nebylo pozorovano zadné snizeni mnozstvi viru
v porovnanim s infikovanymi kiecky, jimz bylo podano placebo. Vyssi davky vsak jiz byly pro kiecky
toxické (Wyde et al., 1989). Prestoze toto pozorovani nevedlo k positivnimu zaveéru, mohla by mit

schopnost papaverinu inhibovat replikaci RSV v 1é¢b¢ infekci timto virem jisty potencidl.
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Tretim Paramyxovirem, u kterého byl prokazan inhibi¢ni t€¢inek papaverinu byl virus Sendai.
Ten podléhal stejnym ucinkGim papaverinu, jako dva predchozi viry a tyto u€inky byly téz reversibilni
po odebrani latky. Stejné jako u viru spalni¢ek doslo k supresi replikace i transkripce virového genomu.
Syntesa virovych proteinti a jejich fosforylace se vSak (pii pouzité koncentraci) jevily normalni,
proteosyntsa byla pouze pomalejsi z divodu mensi dostupnosti RNA. Pii pouziti 5x vétsi koncentrace
papaverinu vSak doslo i k selektivni inhibici fosforylace virového nukleoproteinu a fizniho proteinu
(Ogura et al., 1987).

Virové strukturni proteiny asociované s membranou byly detekovany vSechny v nezménéném
mnozstvi a glykoproteiny HN a FO byly exponovany na bunééném povrchu. Tato data naznacuji, ze
papaverin ptimo nepostihuje syntesu virovych proteind, ani jejich transport na membranu. Podobné jako
u viru spalnicek postihuje puceni viru z plasmatické membrany, ale pisobi v jiném kroku puceni nez
u viru spalni¢ek (Yoshikawa & Yamanouchi, 1984). Také na rozdil od viru spalnic¢ek u viru Sendai
pridani exogenniho cAMP nebo dibutyryl cAMP nemélo na replikaci viru zadny efekt a piidani cGMP
nezvratilo inhibici virové replikace zptisobenou papaverinem. U¢inek papaverinu na replikaci viru
Sendai tedy mutize byt jiny, nez u viru spalni¢ek a ziejmé nezahrnuje intracelularni zménu hladiny cAMP
a inhibi¢ni efekt papaverinu na aktivitu fosfodiesterasy (Ogura et al., 1987).

I kdyz pochazi zjiné celedi, podléhal virus vesikularni stomatitidy z celedi Rhabdoviridae
stejnému uc¢inku papaverinu jako virus spalni¢ek. Osetfeni bunék papaverinem pied i po infekci virem
vedlo az ke stonasobnému snizeni jeho vytézki (Mukherjee & Simpson, 1985). Efekt byl opét
reversibilni, po odebrani latky se virova syntesa rychle obnovila. Také piidani cGMP zvratilo G¢inek
papaverinu a doslo k obnoveni replikace viru. Podobné jako u viru spalnicek papaverin téz silné
inhiboval produkci virové RNA a bunééné RNA i DNA. Takeé ovlivnil syntesu vSech virovych proteini,
ovSem bez vlivu na expresi bunéénych proteind. Zjevné nebyla blokovéna translace existujicich
bunéénych mRNA. Papaverin ma tedy silny inhibi¢ni efekt na virovou biosyntesu vcetné Casné
transkripce (Mukherjee & Simpson, 1985).

Nejnovejsi poznatky tykajici se mechanismu antivirotickych ucinkli papaverinu byly ziskany
pfi zkoumani jeho ucinkt u viru chiipky (Orthomyxoviridae), konkrétn€ u kmentt A/WSN/33 (HIN1),
A/Udorn/72 (H3N2), a B/Lee/40. Papaverin nem¢l zadny vliv na aktivitu virovych proteind
hemaglutininu (HA) a neuraminidasy (NA) mimo buriky, ale v bunikach oSetfenych papaverinem doslo
k vyraznému poklesu aktivity NA. V infikovanych buiikach nemélo osetfeni papaverinem zadny vliv na
prichyceni a vstup viru, ani syntesu virové RNA. K inhibici virové replikace tak ziejmé dochazi az
v jeji v pozdni fazi. Byly pozorovany zmény morfologie viriond. V pritomnosti papaverinu vznikaly
prevazné sferické viriony, zatimco v mediu bez papaverinu vznikaly viriony sférické a filamentarni
v téméf vyrovnaném poméru. Papaverin také ménil lokalizaci virového ribonukleoproteinu (RNP).
Zatimco v infikovanych neoSetfenych bunikach se RNP nachazel prevazné v cytoplasmé, v buikach
oSetfenych papaverinem se nachazel v jadfe. To naznacuje, Ze jeho transport do cytoplasmy byl

blokovan a tim padem je pravdépodobné ovlivnéna i morfogeneze virionu (Aggarwal et al., 2020).
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Mechanismus ucinku papaverinu na virus chfipky stejn¢ jako u pfedchozich virti souvisi s jeho
schopnosti inhibice fosfodiesterasy a interference se signalisaci prostfednictvim cAMP. Dochdzi ke
zvyseni intraceluldrniho cAMP umérné s koncentraci papaverinu. Dale modifikuje mitogen-activated
protein kinase (MAPK) drdhu. Snizuje fosforylaci, nikoli v§ak mnozstvi, MAPK/ERK kinase (MEK) a
extracellular signal-regulated kinase (ERK). Pravé MAPK/ERK signalisa¢ni draha hraje vyznamnou
roli v exportu RNP z jadra (Pleschka et al., 2001). V nedavné studii byla navic odhalena souvislost mezi
cAMP a regulaci aktivace MAPK/ERK drahy (Zhou & Zhu, 2019).

Obousmérny transport RNP mezi jadrem a cytoplasmou je klicovy pro pribéh replikacniho
cyklu viru chiipky (Obr.10). Nejprve se RNP uvolnéné z viru, ktery do bunky vstoupil, musi
transportovat do jadra. V jadfe probiha replikace a transkripce virového segmentovaného genomu, po
své translaci je sem dopraven nukleoprotein (NP), ktery s virovym genomem vytvoii RNP a ty jsou
transportovany do cytoplasmy. Zde se stavaji soucasti noveé vznikajicich viriont, které vypuéi ven
z bunky. Pokud ktomuto dualezitému kroku, transportu RNP do cytoplasmy, v disledku blokace
MAPK/ERK drahy zplsobené papaverinem nedojde, nemize byt virovy replika¢ni cyklus zdarné

dokoncen (Aggarwal et al., 2020).
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Obr.10 Pi‘esun komponent viru chiipky mezi jadrem a cytoplasmou. Po infekci virem chiipky je -ssRNA
geneticky material viru ve formé virovych ribonukleoproteini (VRNP) importovan do jadra. Zde dochazi
k jeho transkripci do mRNA a k replikaci genomu prostiednictvim +ssRNA komplementarniho
ribonukleoproteinu (cRNP). Virovda mRNA je zjadra exportovana do cytoplasmy, kde je translatovana do
virovych proteinil, z nichz poté nékteré opét vstupuji do jadra, kde se stavaji soucasti vVRNP a cRNP. Nové
vznikajici VRNP jsou exportovany z jadra a skladaji se spolu s virovymi proteiny do novych viriont, které vypuci
zbuky. HA-hemaglutinin, MIl-matrixovy protein; M2-membranovy protein; NA-neuraminidasa;
NEP-jaderny exportni protein; NP-nukleoprotein; NS1-nestrukturdlni protein; PB1, PB2 a PA — komponenty
virové RNA polymerasy. Pfevzato a upraveno z Krammer et al. (2018).
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V neposledni tfad¢ byl efekt papaverinu sledovan i u viru lidské imunitni nedostate¢nosi (HIV,
Retroviridae) Po ptfidadni papaverinu nebyla detekovana aktivita virové reversni transkriptasy, ani
pfitomnost kapsidového proteinu p24. Po kratkém case (60h) byla ovlivnéna syntesa prekurzoru env —
gp160, respektive gp160 nebyl detekovan viibec, pouze mald mnozstvi env proteint gpl20 a gp41, které
asi vznikly naStépenim veskerych de novo syntetisovanych gpl160. Z core proteind byl redukovan jen
precursor p53. Divod selektivity papaverinu v inhibici env vs. core proteini vSak nebyl objasnén.
Pokles proteosyntesy se tykal pouze exprese virovych, ale ne bunéénych proteint. Z vysledkd vyplyva,
Ze papaverin pusobi na pozdni faze replikace viru HIV, pravdépodobné na kroky nésledujici po reversni
transkripci (Turano et al., 1989).

Efekt papaverinu byl déle zkoumén také u virdi s DNA genomy, konkrétné u lidského
cytomegaloviru (HCMV) z ¢eledi Herpesviridae. Papaverin inhiboval replikaci viru nezavisle na
pouzitych bunkach, zatimco bunécna zivotaschopnost nebyla ovlivnéna. Stejné jako u ostatnich vird,
byl inhibi¢ni efekt reversibilni a oSetfeni bun¢k pred infekci nemélo zadny profylakticky ucinek.
Nejvétsiho efektu bylo dosazeno, byl-li papaverin pfidan 6 h po infekci (p.i.). béhem bunécné
kontraktilni faze, pfed zahajenim relaxace a zvétSovani — pozdni faze bunécné odpovédi na infekci
HCMV. Pokud byla latka pridana pozdéji, nedosahla inhibice plného rozsahu. Mechanismem, ktery je
uvazovan v souvislosti se schopnosti papaverinu ovliviiovat infekci HCMV, je opét zvySeni hladiny
cytosolického cAMP v dusledku inhibice fosfodiesterasy papaverinem (Albrecht et al., 1987).

Ucinek papaverinu nebyl zkouman u zadného neobaleného viru, ani u virll s +ssRNA genomy.
Neni vSak sebemensich pochyb, ze papaverin piisobi na -ssRNA obalené viry jako paramyxoviry,
orthomixoviry a rhabdoviry, dokonce zfejmé téz na obalené viry s dsDNA genomy. U nich je zfejmé ve
vétSiné pripadii mechanismem uc¢inku schopnost papaverinu inhibovat fosfodiesterasu, S$tépici
intracelularni cAMP a tim zvySovat jeho hladinu v burice.

Spole¢nym vysledkem vSech studii je pozorovani, Ze efekt papaverinu je reversibilni a po
odebrani latky dochazi k rychlému obnoveni virové replikace. Tento fakt je pln€ v souladu s tvrzenim,
ze ucinek papaverinu se vztahuje na virovou replikaci zavislou na hostitelskych faktorech jako
intracelularni hladina cAMP (Miller & Carrigan, 1982). Samotny virus neni latkou postizen, ale
hostitelské faktory a jejich funkce potiebné pro jeho produktivni infekci jsou po odebrani latky
obnoveny a virus mize pokracovat ve své replikaci (Mukherjee & Simpson, 1985). Dal§im dikazem
podporujicim tuto domnénku je fakt, ze pfidani cGMP, které ma recipro¢ni ucinek oproti cAMP vedlo

téz k obnoveni virové replikace (Miller & Carrigan, 1982).
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6.2 Berberin
Berberin (Obr.8a), celym chemickym ndzvem 5,6-dihydro-9,10-dimethoxybenzo[g]-1,3-

benzodioxolo [5,6-a]quinolizinium, je kvarterni amoniova stl nalezici do protoberberinové podskupiny
benzylisochinolinovych alkaloidd.

Berberin je nejrozsitenéjsim zéstupcem protoberberinovych alkaloidd, které tvofi az ¢tvrtinu
nejvetsi — isochinolinové podskupiny alkaloidt. To z né€j déla pravdépodobné nejzastoupenéjsi alkaloid
viubec. Je obsazen v mnoha rostlindich nalezicich do riznych celedi z tadu pryskytnikotvaré
(Ranunculales) a mydelnikotvaré (Sapindales), jako: diistal obecny (Berberis vulgaris), dfist’al osinaty
(Berberis aristata) a mahonie cesminolistd (Mahonia aquifolium) z eledi dtistdlovité (Berberidaceae),
vodilka kanadska (Hydrastis canadensis), zlutokoten jednoduchy (Xanthorhiza simplicissima) a koptis
¢insky (Coptis chinensis) z Celedi pryskytnikovité (Ranunculaceae), vlastovicnik vétsi (Chelidonium
majus), pleskanka mexicka (Argemone mexicana) a sluncovka kalifornska (Eschscholzia californica)
z Celedi makovité (Papaveraceae), korkovnik amursky (Phellodendron amurense) z Celedi routovité
(Rutaceae), nebo chebule srdcita (Tinospora cordifolia) z ¢eledi lunoplodovité (Menispermaceae).
Nachazi se ptedevsim v jejich kofenech, stoncich a poptipadé kife.

a antimikrobidlni u¢inky (Wu et al., 2011). V posledni dob¢ se vSak portfolio jeho zndmych ucink
znacn¢ rozSifuje. Byly u n¢j prokazany mimo jiné protirakovinné, imunomodula¢ni, antioxidaéni,
kardioprotektivni, hepatoprotektivni a protidiabetické u¢inky (shrnuto v Neag et al., 2018).

Antivirotické ucinky berberinu byly pozorovany u celé skaly vird, ato s RNA i DNA genomem,
obalenych i neobalenych.

U obalenych virii s +ssRNA genomem z Celedi Togaviridae byl dolozen jasny inhibi¢ni uc¢inek
berberinu u viru chikungunya (CHIKV), Semliky forest viru a Sindbis viru. U CHIKV bylo zjisténo, Ze
berberin inhibuje syntesu virové RNA, a to jak genomové, tak i antigenomové. Déle byla redukovana
také exprese virovych proteinti. NejlepSich vysledkt v potlaceni virového titru bylo dosazeno, pokud
byl berberin pridan pozdéji ve virovém cyklu, proto ziejme (kromeé RNA syntesy) ovliviluje té€z nékterou
z pozdnich fazi virového replikac¢niho cyklu (Varghese et al., 2016a).

Dalsi studie, se zabyvaly vlastnim mechanismem pusobeni berberinu na CHIKV. Vysledky
studie ukazaly, Ze berberin cili na MAP kinasovou signalisaci, dokonce na vSechny jeji 3 vétve
(p38MAPK, ERK a JNK, Obr.11), kterou CHIKV béhem své replikace dereguluje. Po infekci CHIKV
dochazi ke dvojnasobnému naristu fosforylace MAP kinas ERK, p38 mitogen-activated protein kinasy
(p38MAPK) a c-Jun N-terminalni kinasy (JNK). Dale k trojndsobnému narGstu fosforylace
transkripéniho faktoru c-Jun, ktery je substratem kinas ERK 1 JNK. V butikach infikovanych CHIKV je
také zvysSena fosforylace tumor supresoru p35 (substrat p38 MAPK) a Akt kinasy, ktera je soucasti
PI3K-Akt drahy. Fosforylace vSech téchto signalisatnich komponent byla berberinem snizena zpét na
puvodni hladinu, v ¢emz spociva pravé jeho inhibi¢ni U¢inek na infekci virem CHIKYV, majici za

nasledek vyrazné snizeni virové exprese a virovych titri. Hlavnim molekularnim cilem berberinu je
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ziejmé ERK vétev MAP kinasové signalisace, protoze berberin siln¢ redukoval aktivaci ERK. Dle
hypotézy autort studie berberin ovliviiuje proces ,,upstream‘ od findlniho efektoru MAP kinasové drédhy
a ma pleiotropni molekularni cile, spiSe nez jeden cilovy faktor, ¢emuz napovida i jeho nizka toxicita
(Varghese et al., 2016b). Kromé toho také tato studie dokéazala, Ze berberin nema vliv na vstup viru do
buiiky, a také ze mechanismem jeho uc¢inku neni inhibice replikasové aktivity virového replika¢niho
komplexu. To také podporuje tvrzeni, ze berberin piimo neinteraguje s komponentami viru, ale jeho
infekci ovlivituje nepiimo pres hostitelské bunééné faktory. Redukce virové exprese proteint a virovych
titri je pak nésledek redukce virem indukované signalisace (Varghese et al., 2016b).

& rustove faktory prozané&tlivé cytokiny & stres

il eeeﬂ[}me AR ‘acm@ér@mﬂ E&G&c‘@&&

Obr.11 Zjednodusené schema 3 vétvi MAPK signalisa¢nich drah. (A) ERK1/2 drdha. (B) p38 a,,0ay
drahy. (C) JNK 1, 2 a 3 drahy. Pfevzato a upraveno ze Soares-Silva et al. (2016).

Efekt berberinu na infekci CHIKV byl navic potvrzen in vivo experimenty na C57BL/6 mysich,
kterym byl pocinaje 1.dnem po infekci (p.i.) denné intraperitonealné podavan berberin. Jiz 2.den p.i.
byla pozorovana redukce otoku kloubti snizeni virové naloze a mnozstvi virové RNA v krvi v porovnani
s kontrolnimi jedinci. Dale bylo pozorovano vyrazné snizeni zanétu kloubd, pficemz doslo ke zlepSeni
stavu srovnatelné se stavem kloubti pied infekci, k cemuz u nelééenych mysi nedoslo. Pozitivni Gi¢inek
berberinu se vSak projevil jen pokud byla latka podana do 6.dne p.i.. Z toho Ize téz soudit, Ze berberin
funguje jako ¢asné antivirotikum, kontroluje virovou naloz v ¢asné fazi infekce, a tudiz podani po 6.dni
p-i. jiz nema na pribéh infekce efekt (Varghese et al., 2016b).

Dalsi virovou celedi, u které byl zkouméan vliv berberinu na replikaci viru byla celed
Flaviviridae. 1 kdyz Varghese et al. (2016a) nepozorovali zadny efekt berberinu na replikaci viru zluté
zimnice, u jinych flaviviri, jako virus Zika (ZIKV) nebo virus hepatitidy C (HCV) efekt potvrzen byl.

Berberin ma na ZIKV virucidni efekt. V buiikach Vero oSetfenych berberinem byla pozorovana
redukce infektivity ZIKV o 77.6 %. Osetteni bun¢k berberinem pted infekci nemélo zadny vliv na vstup

viru. Bylo ale zjisténo, Ze berberin interaguje s virovymi ¢asticemi v roztoku a virové ¢astice naruSuje.
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Z toho vyplyva, Ze berberin piimo inaktivuje virus jesté pred prichycenim na bunku, a proto by mohl
byt pouzit profylakticky (Batista et al., 2019).

Dal§im zkoumanym flavivirem byl HCV. V infikovanych Huh-7.5 buiikach oSetfenych
berberinem byla pozorovana inhibice replikace HCV. Berberin vykazoval vliv na casné faze
replikacniho cyklu viru. Virus sice nebyl latkou inaktivovan, ale latka blokovala pfichyceni viru a
vykazovala téZ schopnost inhibovat fuzi viru s membranou endosomu. Kroky nasledujici po vstupu viru,
jako replikace, vSak uz byly z repertoaru ucinka berberinu vylouceny, stejn€ jako indukce antivirové
odpovédi. Absence rozdilu v expresi receptort a koreceptorit HCV v oSetfenych 1 neoSetienych buitkach
napovédéla, Ze berberin neovlivituje hostitelské bunécné faktory. Analyza metodou ,,molecular
docking® vSak potvrdila, ze misto toho jsou cilem berberinu E1 a E2 obalové glykoproteiny viru. Prave
vazba na tyto glykoproteiny vede k diive pozorované inhibici pfichyceni a vstupu viru do bun¢k (Hung
et al., 2019).

Uginek berberinu byl popséan i u coxsackie viru B typu 3 (CVB3) z &eledi Picornaviridae. Tento
virus je hlavni etiologickou pti¢inou myokarditidy, coz je zanétlivé srde¢ni onemocnéni, které vznika
v dusledku kombinace virovych procest a imunitni odpovédi hostitele (Esfandiarei & McManus, 2008).

I replikace tohoto viru byla berberinem inhibovéana, za soucasného snizeni cytotoxickych
projeva infekce virem na buiikach. V infikovanych oSetfenych buinkach byla pozorovana inhibice
exprese virového proteinu VP1 a také jeho mRNA. Dale bylo redukovano i mnozstvi virovych dsRNA,
coz napovida, ze berberin ma vliv na syntesu virovych RNA. Mechanismus inhibice replikace viru je
v tomto ptipadé podobny jako u viru CHIKV. Berberin inhibuje fosforylaci (aktivaci) MAP kinas JNK
a p38, které jsou indukované virovou replikaci nésledujici po vstupu viru do bunky (Dai et al., 2017).

Pisobeni berberinu na infekci CVB3 bylo v nésledujicim experimentu ovéfeno i in vivo.
Podavani latky vyrazn€ zvysilo pfeziti mysSi oproti mySim neléCenym. Berberin chranil mysi pred
rozvojem srdecnich 1ézi, redukoval otok srdce a snizoval vyskyt nekros myokardu. Berberin tedy mysi
chrénil ptfed poskozenim srdce a jeho dysfunkci. Tato ochranna funkce zfejmé vychazi ze samotné
schopnosti berberinu inhibovat replikaci CVB3, ktera pfimo vede k poSkozeni myokardu (Dai et al.,
2020). U mysi, kterym byl podavan berberin, doslo tézZ ke sniZzeni mnozstvi prozanétlivych cytokint a
chemokind TNF-a, IL-6, IL-1B, CCL2, CCL5 a CXCL10. Déle byl v myokardu téchto mysi pozorovan
niz§i vyskyt infiltrujicich CD68+ makrofagl, jejichz nadmémé aktivace vede pravé k produkci
prozanétlivych mediatord a rozvoji zanétem zpasobenych srdecnich 1ézi. OvSem dalsi zkoumany faktor
— poméry CD4+/CD3+ T lymfocytd a CD8+/CD3+ T lymfocytl ve slezinach 1é¢enych i nelécenych
myS$i byly srovnatelné. Berberin tedy vyrazné neméni antivirovou aktivitu zprostfedkovanou
T lymfocyty, jejiz navyseni by mohlo pfispét k redukci posSkozeni tkani v dtisledku replikace CVB3 (Dai
et al., 2020). I piesto je ptinos berberinu pti 1é¢be infekce CVB3 v podobé snizeni tmrtnosti a poskozeni

srdce nepopiratelny.
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Dalsi studie se zabyvaly vlivem berberinu na replikace virGi s -ssRNA genomy. Uginky
berberinu na replikaci viru byly testovany u viru chiipky z ¢eledi Orthomyxoviridae a u respiracniho
syncytialni viru (RSV) z ¢eledi Paramyxoviridae.

Poprvé byla antivirova aktivita berberinu proti viru chfipky potvrzena na kufecich vejcich,
v nichz soli berberinu inhibovaly rtst viru chfipky na alantoidnich membranach (Lesnau et al., 1990).
Nésledovalo nékolik pokust provedenych in vitro na riznych bunécnych liniich. Zatimco v nékterych
bunécnych liniich byly pozorovany silné inhibi¢ni u€inky berberinu na replikaci viru chiipky (Botwina
etal., 2020; Cecil et al., 2011), v jinych, napt. MDCK burikéch (psi ledvinné buniky), byl efekt berberinu
na replikaci viru chfipky sporny (Botwina et al., 2020; Cecil et al., 2011; Wu et al., 2011). Odli$né
vysledky pozorovani byly zfejmeé zptisobeny rozdily v pouzitych koncentracich latky. Ve studiich, které
efekt na replikaci viru pozorovaly, byly totiz pouzity vyssi koncentrace berberinu oproti tém, které efekt
nepozorovaly (Botwina et al., 2020).

Jiz pozorovani, ze efekt berberinu je vriznych buikach odlisSny naznacuje, Ze latka
neinterferuje se samotnym virem, ale s bunécnymi faktory, které jsou pro replikaci viru dulezité. Dalsi
analyzy ukazaly, Ze latka neinteraguje pfimo s virem, jeho vstupem, rozbalenim virionu nebo replikaci
genomu, avSak mohla by mit vliv na skladani viriond, maturaci virionti nebo opusténi buiky (Botwina
et al., 2020). Berberin také neovliviiuje transkripci a translaci virovych mRNA. Neinterferuje ani
s produkeci virovych genomovych RNA. (Cecil et al., 2011).

Dale bylo pozorovano, ze pfidani berberinu k bunkam infikovanymi s nizkou multiplicitou
infekce (MOI) vedlo k silné inhibici exprese 4 virovych proteinti — hemaglutininu (HA), neuraminidazy
(NA), nukleoproteinu (NP) a matrixového proteinu (M), avSak pfi vysokych MOI neméla latka efekt na
expresi zadného z virovych proteinil. Z toho lze usuzovat, ze pozorovany ucinek na syntesu proteintl
neprameni z jeji vlastni blokace v jednotlivych butikach, ale spiSe z inhibice §ifeni viru v bunécné
kultufe a Ze berberin zfejmé interferuje s fazemi virového replika¢niho cyklu nasledujicimi az po
translaci virovych proteinti (Cecil et al., 2011).

Moznymi kandidaty na procesy, se kterymi by berberin mohl interferovat, jsou tedy
vnitrobunécny pohyb nové syntetisovanych virovych proteini a jejich maturace. Studie zamé&fujici se
na intraceluldrni transport virového HA odhalila zménu bunééné lokalizace HA po oSetfeni bererinem.
Misto na bunééném povrchu, kde by se HA nachazel v neosetfenych infikovanych buiikach, se HA
v infikovanych bunkach oSetfenych berberinem vyskytoval spiSe intracelularné. To naznacuje, Ze
berberin miize zpisobovat blokaci instracelularni translokace HA a jeho pfesunu k povrchu, nebo také
muze ovliviiovat zaujmuti spravné sekundarni a tercialni struktury HA a jeho nésledné hromadéni uvnitt
bunky (Cecil et al., 2011). Kromé efektu berberinu na HA bylo také pozorovano dramatické sniZeni
aktivity virové NA (Wu et al., 2011).

Dal$im mechanismem, kterym berberin mtize replikaci viru chfipky inhibovat, je sniZeni
aktivace MAPK/ERK signalisa¢ni drahy. V buiikkach oSetfenych berberinem byla 12 h p.i. pozorovana

vyrazna akumulace virovych RNP komplext uvnitt jadra, pfi¢emz stejny fenomén byl pozorovan i

27



v bunkach, k nimz byl pfidan inhibitor MAPK/ERK drahy U0126 (Botwina et al., 2020). Shodny
vysledek plisobeni naznacuje, ze ob¢ latky piisobi na replikaci viru stejnym mechanismem. Nasledna
analyza ukazala na inhibici aktivace kinasy ERK jak v buiikach osetfenych berberinem, tak v buiikach
osetfenych inhibitorem U0126. Z téchto pozorovani vyplyva, zZe berberin nema vliv pfimo na skladani
virovych ¢astic nebo uvolnéni virioni, ale na bunééné faktory, a to konkrétné MAPK/ERK signalisa¢ni
dréhu (Botwina et al., 2020). Tato draha je potfebna pro export virovych RNP komplexi z jadra do
cytoplasmy, kde se stavaji soucasti nové vznikajicich virionti (Botwina et al., 2020; Pleschka et al.,
2001). Jedna se pravdépodobné o stejny mechanismus, jakym na replikaci viru chiipky ptlsobi
papaverin.

Na inhibici replikace viru chfipky se podili také schopnost berberinu ovliviiovat dalsi vétev
MAP kinasovych drah — p38 MAPK. Infekce virem chiipky stimuluje Toll-like receptor 4 (TLR-4),
ktery indukuje aktivaci p38 MAPK nezbytné pro Uspé$nost casnych krokt virové infekce. Interakce
virovych glykoproteini s TLR-4 je vedle vazby na receptor soucasti prvni interakce viru s hostitelskou
bunkou, a i kdyZ vede k aktivaci drah pfirozené imunity, je nutna pro uspésnou internalizaci a vstup viru
do bunky (Marchant et al., 2010). A pravé fosforylaci a aktivaci této kinasy berberin snizuje a tim
znemoziuje uspesny pribeh replikacniho cyklu viru chiipky (Shin et al., 2015).

Nasledné bylo antivirotické plsobeni berberinu testovano také v in vivo modelu. U mysi
infikovanych virem chfipky pfispél berberin ke snizeni mortality z 90 % na 55 %. Kromé navyseni
primérné délky doziti méla 1écba berberinem za nasledek snizeni virového titru a patologickych zmén
v mys$ich plicich. Mysi 1écené berberinem mély vyrazné lepsi plicni histologické skore (Wu etal., 2011).
Navic berberin branil vahovému tbytku mysi indukovanému virovou infekci (Yan et al., 2018).

Berberin vyrazné snizoval hladiny mRNA i proteinit Toll-like receptoru 7 (TLR-7),
adaptorového proteinu MyD88 a NF-kB(p65) ucastnicich se signalisace ptes TLR-7, jehoz aktivace
behem infekce vede k produkci prozanétlivych cytokinti. V plicich virem infikovanych mysi byla
detekovana berberinem sniZzend exprese prozanétlivych cytokini IFN-y, IL-1B, and TNF-o a naopak
hladinu NF-«B, ktery indukuje produkci prozanétlivych cytokini IFN-y, TNF-a. Tento efekt mtze tedy
branit vzniku cytokinové boute. (Yan et al., 2018).

Dal$im studovanym faktorem byla produkce molekul pusobicich oxidacni stres — oxidu
dusnatého a inducibilni syntethasy oxidu dusnatého. Produkce téchto molekul byla berberinem
potlacena 2.,4., 1 6. den p.i. a 2. a 4. den p.i. byla dokonce niZsi nez v kontrolni, virem neinfikované
skupiné. Také byla inhibovana transkripce a exprese TNF-o a MCP-1 (specificky chemoatraktant pro
monocyty). Inhibi¢ni vliv berberinu na prozanétlivé substance byl vSak inkonzistentni se zménami
virovych titri. Z téchto vysledkl Ize usuzovat, Ze berberin nezlepSuje patogenni zmény jen inhibici
virové infekce (pfimy antiviroticky efekt), ale také vlastni protizanétlivou aktivitou (Wu et al., 2011).

V neposledni fadé byl prozkouman vliv 1é¢by berberinem na uroven bunééné imunitni odpovédi

v infikovaném jedinci. Bylo zjisténo, Ze berberin brani iniciaci T bunééné odpovédi. Dosahuje toho tim,

28



ze suprimuje expresi TLR-7/NF-kB signalisacnich molekul a také inhibuje virovou replikaci, ktera
T bunéénou odpovéd’ indukuje. Po infekei virem doslo k vyraznému nartistu Th1 a Th17 lymfocytt, ale
berberin mnozstvi té€chto lymfocytd snizoval zpét na piivodni mnozstvi. U mysi 1é€enych berberinem se
tedy nerozvinula T bunécnd odpovéd, ktera by mohla pfispet ke zhorSeni imunopatologického
poskozeni infikovanych mysich plic. Berberin tudiz chrani plice nejen pied poSkozenim vlastni virovou
replikaci, ale pfedevSim pred neptiznivymi ucinky vlastni imunitni reakce, a to jak T-bunécné, tak

Stejny mechanismus inhibice replikace jako u viru chiipky, zahrnujici p38 MAPK, se uplatiiuje
i u respiratniho syncytidlniho viru (RSV) z Celedi Paramyxoviridae. V infikovanych builkdch byl
nejprve prokazan vyznamny antiviroticky ucinek berberinu na RSV bez vyrazné cytotoxicity. (Shin et
al.,2015). Pfedevsim vsak byla pozorovana schopnost berberinu snizovat fosforylaci p38 MAPK, kterou
RSV, stejné jako virus chiipky, indukuje stimulaci TLR-4. Diky inhibici aktivace p38 MAPK, ktera je
pottebna v Casnych fazich virového cyklu pro rozbaleni virionu, byly tyto ranné kroky infekce
berberinem potlaceny. V cytoplasmé bun¢k nebyl pozorovatelny virovy nukleoprotein, coz ukazuje, Ze
nedoslo k Gspésnému rozvolnéni virionu a uvolnéni obsahu virionu do cytoplazmy (Marchant et al.,
2010). Suprese virem zprostfedkované aktivace p38 MAPK pomoci berberinu tedy blokuje ranné kroky
virového cyklu a tim i prabéh celé virové infekce. Navic jeSté potlacuje virem indukovanou
prozanétlivou odpovéd’, coz potvrzuje pozorované snizeni exprese IL-6 (Shin et al., 2015).

Kromé¢ pocetného zastupu RNA virti ma berberin vliv i na replikaci DNA virt.. VIiv berberinu
na jejich replikaci byl zkouman zejména u zastupct z Celedi Herpesviridae. Jako prvni byl potvrzen
ucinek chloridu berberinu na B-Herpesvirus, lidsky cytomegalovirus (HCMV). Bylo zjisténo, Ze
inhibitor DNA polymerasy ganciclovir. Z téchto pozorovani byl vyvozen zavér, zZe berberin interferuje
s intracelularnimi udalostmi nasledujicimi po virové penetraci, ale piedchazejicimi replikaci DNA
(Hayashi et al., 2007).

Dalsi studie rozsifila poznatky o inhibi¢nich ucincich berberinu na replikaci HCMV. A to
v prvni fad€ o zji§téni, Ze berberin inhibuje replikaci riznych kmentt HCMV, a to i kment rezistentnich
na bézné uzivana léciva (Luganini et al., 2019).

Bylo potvrzeno, ze berberin inhibuje replikaci virového genomu, a proto ziejmé ovliviiuje fazi
virového replikacniho cyklu, ktera predchazi vlastni replikaci virové DNA. Toto tvrzeni bylo dale
roz§iteno o domnénku, ze latka ovlivituje fazi cyklu nasledujici po expresi bezprostiedné ¢asnych gend.
Tato hypotéza vyplynula z pozorovani, Ze berberin neovlivnil syntesu bezprostfedné-Casnych proteini
IE1 a IE2, ale redukoval hladinu ¢asného proteinu UL44 a pozdniho proteinu UL99. Navic také
interferoval s IE2-dependentni transaktivaci promorotu esencialniho virového ¢asného genu UL54 a
efektivné inhiboval IE2-dependentni transaktivaci promotoru buné¢ného cyklinu E. Z toho vyplyva, Ze
tento alkaloid inhibuje IE2-dependentni transaktivaci virovych i bunéénych genti. Nasledné bylo jeste

potvrzeno, Ze berberin neni obecnym inhibitorem virové a bunécné transkripce, ale specificky
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zprostfedkuje inhibici IE2-dependetni transaktivacni aktivity. Toto zjisténi je tedy v souladu s prvotni
domnénkou, Ze berberin ovliviluje fazi virového replika¢niho cyklu nésledujici po expresi bezprostiedné
casnych genil (Luganini et al., 2019). Berberin narusuje replikaci HCMYV in vitro tim, Ze brani syntese
DNA a expresi Casnych a pozdnich gent prostfednictvim interference s transaktivacni aktivitou
virového IE1 proteinu.

Inhibi¢ni efekt berberinu se vztahuje i na mysi cytomegalovirus (MCMV) a ptisobi na néj
stejnym mechanismem jako na HCMV. Exprese IE3 (IE3 protein MCMYV je strukturni a funkéni
homolog [E2 proteinu HCMV) navysila aktivitu E1 promotoru — berberin tuto IE3-dependentni
transaktivaci promotoru genu E1 redukoval (Luganini et al., 2019).

Dalsimi zkoumanymi Herpesviry byly herpes simplex virus 1 a 2 (HSV-1 a HSV-2), které se
fadi do podceledi a-Herpesvirinae.

Stejné jako u HCMYV, berberin u HSV neinhiboval adsorpci viru ani penetraci. Dale také
inhiboval syntesu pozdnich proteint (glykoproteinti gB a gE) u HSV-1 i HSV-2. Tato pozorovani jsou
v souladu s vysledky ziskanymi studiem HCMV (Hyashi et al 2007) a to, Ze berberin ziejmé interferuje
s virovym replikacnim cyklem né€kde mezi penetraci viru a syntesou DNA (Chin et al., 2010).

Dalsi studie se zabyvala mechanismem inhibice. Berberin inhiboval virovou replikaci a virem
zpusobeny cytopaticky efekt v HEC-1-A bunkach (bunky odvozené od lidského adenokarcinomu
délozni vystelky), a to jak v pfipadé HSV-1, tak HSV-2. Stejny efekt byl pozorovan i v ledvinnych
HEK293T buikach, coz vedlo autory studie k zavéru, Ze inhibi¢ni efekt berberinu neni zavisly na
zvolené bunécné linii. Navic berberin projevoval synergisticky efekt s acyklovirem v potlaceni virové
replikace (Song et al., 2014).

Obdobné jako u HCMYV, byla berberinem inhibovéana exprese pozdnich gentt HSV gD a VPS5
(hlavni kapsidovy protein), a to jak na trovni mRNA, tak proteinu. AvSak, na rozdil od HCMV, berberin
inhiboval u HSV 1 expresi bezprostiedné ¢asného genu ICP4. Nasledné bylo potvrzeno, Ze berberin,
specificky inhibuje expresi z promotoru ICP4. Z pozorovani vyplyva, Ze berberin inhibuje replikaci
HSV interferenci s expresi bezprostiedné casnych gent (Song et al., 2014).

Berberin ovliviioval expresi i dalSich geni — inhiboval expresi bezprostfedné ¢asného genu
ICP27 a kompletné blokoval expresi ¢asného genu ICP8. Protein ICP8 vaze ssDNA a je potfebny pro
replikaci virové DNA. Produkty bezprostfedné ¢asnych genti ICP4 a ICP27 jsou dva hlavni transkrip¢ni
aktivatory HSV, které moduluji expresi ¢asnych a pozdnich gend. Jestlize tedy berberin zastavi expresi
IE genti ICP4 a ICP27, dojde také k inhibici exprese ¢asnych (ICP8) a pozdnich (ICP5 a gD) gend a tim
i k redukei infektivity HSV a inhibici jeho replikace. (Song et al., 2014).
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Patrani po molekularnim mechanismu,

kterym berberin inhibuje replikaci HSV, ’ prozanétlivé

proteiny

ukazalo, Ze berberin inhiboval aktivaci drahy  bun&énd
membrana

NF-xB (Obr.12), kterd je indukovana HSV
infekci. Dale blokoval degradaci IxB a branil
jaderné translokaci p65. Blokaci HSV-
indukované aktivace NF-kB berberin inhibuje 1
replikaci HSV. NF-«kB je transkripéni faktor
zprostiedkujici imunitni, zanétlivé a
antiapoptotické odpovédi, virem-indukovana
aktivace NF-xB vede k produkci cytokint.
Avsak jeho aktivace mimo jiné slouzi k udrzeni
hostitelské buiky pfi zivoté béhem lytické faze
virového cyklu (Patel et al.,, 1998). Béhem

infekce HSV dochazi k perzistentni jaderné

translokaci a aktivaci NF-kB, ktera je nezbytna

pro replikaci viru, pravdépodobné hraje roli ve gen pro prozanétlivy |
skladani kapsid a maturaci viriondl. Berberin paGtaip

) ) vyzaduje soucasnou fosforylaci a proteolytickou
snizovat expresi IL-8 a TNF-a v HSV degradaci proteinu IxB, ktery je inhibitorem NF-kB,
. , w1 pomoci specifickych IkB kinas. Volny NF-«B (t;.
infikovanych bunikach. (Song et al., 2014). heterodimer p50 a p65) poté miize vstoupit do jadra a
Kromé signalisaéni drahy NF-xB Vvazatse zde na specifickd kB mista v promotorovych

oblastech gentl pro prozanétlivé proteiny jako cytokiny,
inhiboval berberin v infikovanych bufikach i enzymy a adhezivni molekuly. Pievzato a upraveno z
aktivaci JNK drdhy. JNK a p38 MAPK jsou Bamnes & Karin (1997).
dalsi signalisacni drahy dilezit¢é pro replikaci HSV. Podobné jako u nckterych RNA virt doslo
v infikovanych bunikach oSetfenych berberinem k inhibici aktivace JNK indukované infekci HSV.
Berberin zabranil fosforylaci aktivatoru JNK a zaroven také fosforylaci c-Jun, coz je substrat JNK.
Naopak a na rozdil od RNA virt, ke snizeni fosforylace p38 MAPK vlivem berberinu nedoslo. I pies to
ma v8ak berberin dostate¢ny anti-herpesvirovy potencial diky modulaci signalisa¢nich drah NF-xB a
INK, coz dokazuje i redukovana exprese prozanétlivych cytokinii v berberinem oSetfenych
infikovanych bunkach (Song et al., 2014).

Tietim Herpesvirem, u kterého byl zkouman vliv berberinu na pribéh replika¢niho cyklu byl
virus Epstein-Barrové (EBV), ktery je fazen mezi y-herpesviry. EBV je plivodcem nadorovych
onemocnéni ¢loveéka, kromé jinych zpisobuje rakovinu nosohltanu (nasopharyngeal carcinoma, NCP).
Bunky NCP jsou odvozeny od bun¢k nosniho a kréniho epitelu, v nichz virus EBV po infekci ustanovil

latentni fazi typu II. Ve stavu latence typu Il dochazi k expresi virovych proteini EBNA 1 (Epstein-Barr
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nuclear antigen 1), latentnich membranovych proteintt (LMP1, LMP2A a LMP2B) a nékolika malych
nekodujicich RNA, které zptsobi nadorovou transformaci infikovanych bun¢k (Wang et al., 2017).

Berberin snizoval viabilitu EBV-pozitivnich bunécnych liniit HONE1 a HK1-EBV (odvozené
od NCP) tak, Ze v téchto bunéénych liniich indukoval zastavu bunééného cyklu a apoptosu. Naopak
u EBV-negativnich HK2 buné¢k berberin pouze slabé inhiboval proliferaci. Berberin v HONE1 i HK1-
EBYV buiikach snizoval expresi EBNAI a také bylo pozorovano, Ze snizuje polocas zivota EBNA1
proteinu. Exprese dalSiho proteinu udrzujiciho latenci, LMP1, vSak nebyla snizena ani v jednom
bunécném typu, stejné jako jeho mRNA a mnozstvi Stépené kaspasy 3 bylo také beze zmény (Wang et
al., 2017).

Déle bylo pozorovano, ze berberin snizil aktivitu virového Q promotoru, z néjZ je iniciovana
transkripce proteinu EBNA1. Tento promotor je regulovan JAK-STAT signalisacni drahou. Protein
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) je esencidlni pro aktivaci Q promotoru a
zaroven aberantni aktivace STAT3 je pfi¢inou tumorogeneze EBV (Chen et al., 2001). Berberin vsak
suprimoval expresi STAT3 v HONE1 i HK1-EBYV bunkach a tim i aktivaci Q promotoru a transkripéni
aktivitu EBNA1. Schopnost berberinu snizovat expresi EBNA1 tedy prameni z inhibice STAT3 drahy
(Wang et al., 2017).

Berberin dale snizil latentni i lytickou replikaci EBV. Expresni hladiny EBV transkripcniho
aktivatoru BZLF 1, ktery je kodovan bezprostiedné-Casnym genem, byly snizeny v HONEI i HK1-EBV
bunkach, a to jak v buikach, ve kterych byla indukovana lyticka replikace, tak v bunkach
neindukovanych. Ve vSech ptipadech doslo ke sniZzeni poctu genomovych kopii a mnozstvi virioni.
(Wang et al., 2017).

Vyzkum in vitro byl nasledovan pozorovanim in vivo v tézce imunodeficientnich NOD/SCID
mySich (non-obese diabetic/severe-combined immunodeficient mice). V téchto mysich, jimz byly
subkutanné injikovany EBV-pozitivni HONEI buiiky, pfispéla 1é€ba berberinem k vyrazné inhibici
rustu nadoru a jeho mensi hmotnosti. Berberin také v mysich snizoval produkci proteinu i mRNA
EBNAI, snizil expresi BZLFI a indukoval apoptosu nadorovych bunék Sté€penou kaspasou-3.
V berberinem 1é¢enych mysich byl tedy detekovan nizs$i pocet EBNA1-pozitivnich bunék. Z téchto
vysledki vyplyva, ze berberin potlacil riist EBV-pozitivnich buné€k in vivo i in vitro (Wang et al., 2017).

Utinek berberinu na virovou infekci byl potvrzen u §irokého spektra vird, a to u virti obalenych
i neobalenych s genomy tvofenymi molekulou RNA i DNA. Stejné Siroky je i rozsah mechanismd,
kterymi replikaci téchto virti inhibuje. U néekterych, jako ZIKV a HCV, interaguje pfimo s virovymi
¢asticemi, ¢imz blokuje vstup viru. U mnohych virG vSak nedochazi k pfimému ovlivnéni virovych
komponent a procesi, ale k inhibici virového replika¢niho cyklu, kterd je zaptiinéna interferenci
berberinu s bunéénymi procesy. Piedevsim se 3 vétvemi MAP kinasovych drah ERK, p38MAPK a JNK,
coz Casto vede k redukci virem indukované signalisace. U viru chfipky ma snizeni aktivace MAPK/ERK
drahy za nasledek zablokovani jaderného exportu virovych RNP, coz se promita dokonce do zmény

morfologie viriond. Aktivace drahy JNK je snizena u HSV spolu s drahou NF-«xB. A inhibice dalsi drahy
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— JAK-STAT zase u EBV potlacuje expresi virového proteinu EBNA1 (berberin suprimuje expresi
STAT3).

-----

-----

antioxidacni vlastnosti pfispivaji ke snizeni hladiny molekul oxidac¢niho stresu. Berberin vykazuje

vSestranné antivirové vlastnosti, diky nimz by se mohl uplatnit v 1é¢b€ mnoha virovych onemocnéni.
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7 Zavér

Mnohé rostliny jsou cennym zdrojem alkaloidi, které jsou velmi nad€jnymi antivirotiky. Diky
pleiotropnim u¢inkiim mohou byt alkaloidy efektivnim néstrojem v boji proti Sirokému spektru virg.
Vétsina z nich je pfitom pfinejmensim stejné€ uc¢inna a nékteré dokonce ucinngjsi nez doposud standartné
pouzivana léCba.

Antivirotické UCinky rostlinnych alkaloidii jsou zkoumany zejména u virt, proti kterym
neexistuje ucinna vakcina a neni dostupna ani cilena antivirova 1é¢ba (napt. Zika virus, virus
Chikungunya, RSV). Déle maji velky potencial jako 1é¢iva u nove se objevujicich vird (SARS-Cov-2),
virl vykazujicich rezistenci k v soucasnosti pouzivané 1écbé (napt. HCMYV) nebo u virl podléhajicich
rychlym evolu¢nim zménam a majicich pandemicky potencial (napft. virus chiipky).

Ve vsech téchto piipadech mohou pomoci rostlinné alkaloidy, uz jen proto, Ze ¢asto plisobi
jinymi mechanismy néz stavajici 1éCiva a mohou tak byt ucinné na viry, které jsou vuci plsobeni
stavajicich antivirotik resistentni. Rostlinné alkaloidy ovliviiuji spiSe bunécné komponenty a drahy, na
kterych je zavisla replikace viru, nez Ze by pfimo interferovaly s virovymi enzymy, jak je tomu ve
vetsing piipadii uzivanych antivirotik. Atropin méni vlastnosti biologickych membran a tim muze branit
prichyceni a vstupu viru do bunék. Kolchicin inhibuje dynamiku bunéénych mikrotubull a ovliviiuje
imunitni reakce organismu na virovou infekci. Utlumuje zanétlivou odpovéd — inhibuje tvorbu a
aktivaci inflamasomu, intracelularni transport vacki a sekreci prozanétlivych cytokinti. Také naruSuje
motilitu, chemotaxi a schopnost extravazace bun¢k imunitniho systému. Kofein a papaverin jsou
inhibitory fosfodiesterasy, zvySuji hladinu cAMP v buiice a tim negativne ovlivilji virovou replikaci.
Papaverin a berberin reguluji signalisaci pfes MAP kinasovou drahu a ovliviuji mimo jiné virem
indukovanou signalisaci, fosforylaci proteinti nebo virovou transkripci. Berberin také snizuje signalisaci
pres TLR-4 a TLR-7, ¢imz snizuje produkci prozanétlivych cytokini.

U vétsiny téchto latek byl sice antiviroticky efekt potvrzen zatim pouze na Grovni in vitro nebo ve
zvitecim modelu. Klinické studie efektu kolchicinu pfi 1écbé COVID-19, které probihaji v soucasnosti,
vSak potvrzuji jeho pozitivni efekt a tim jasné poukazuji na pouzitelnost alkaloidd v 1é¢bé virovych
onemocnéni. Diky jejich u€inku spiSe na bunééné cile a tim padem i mensi pravdépodobnosti selekce
rezistentnich forem viru maji tyto latky potencial stat se univerzaln¢€ pouzivanymi antivirotiky.

Kromé nékolika zde zminénych alkaloidl bylo pro antivirovy efekt zkoumano mnoho dalsich. I
z té€ch, u kterych uz byl antivirovy efekt potvrzen, nékteré stale ¢ekaji na objeveni pfesného mechanismu
pusobeni, jehoZ pochopeni nam umozni potencial dané latky vyuzit naplno. A mimo to existuje jesté
mnoho latek, které jest¢ popsany (a otestovany) nebyly. Stale se pfed nami tedy otevird velice Siroké

pole plsobnosti pro hledani a snad i nalezeni novych U¢innych antivirotik.
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