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Clanek je piehledem vysledki studii o Gi¢incich sangui-
narinu a chelerythrinu na metabolismus bunky a zivy orga-
nismus, které byly publikovany v poslednich 10 letech. Je
diskutovan molekularni mechanismus biologické aktivity
obou alkaloidli a jsou uvedeny ndzory na mozné smeéry
jejich budouciho vyzkumu.

1. Uvod

Kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA),
sanguinarin (SA) a chelerythrin (CHE), se vyskytuji v fadé
druhti Celedi Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae
a Rutaceae. Hlavnim zdrojem SA (13-methyl[1,3]
benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-i]fenanthridinium
chloridu) a CHE (1,2-dimethoxy-12-methyl[1,3]benzo-
dioxolo[5,6-c]fenanthridinium chloridu) jsou Sanguinaria
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canadensis L. (krevnice kanadska), Chelidonium majus L.
(vlastovicnik veétsi) a Macleaya cordata (Willd.) R. Br.,
z nichz byly izolovany ve form& kvartérnich soli'. SA
a CHE jsou povazovany za fytoalexiny, sekundarni meta-
bolity chréanici rostlinu pfed patogennimi mikroorganismy.
Vychozimi aminokyselinami v biosyntéze KBA jsou tyro-
sin a fenylalanin, dilezitymi meziprodukty jsou protopiny,
poslednim mezistupném dihydroderivaty, které¢ jsou oxido-
vany benzo|c]fenanthridinoxidasou na kvartérni soliZ.

Sanguinarin a chelerythrin vykazuji Siroké spektrum
biologické aktivity, ktera zavisi na zvoleném biologickém
modelu, pH, iontové sile a oxidoredukénim statutu prostie-
di’. Maji protizanétlivy uginek srovnatelny s indometha-
cinem® a vyraznou antibakterialni aktivitu®’. Smé&si sangui-
narinu a chelerythrinu, na trhu nabizené jako sanguiritrin
(alkaloidovy extrakt M. cordata) a sanguinaria (alkaloi-
dovy extrakt z rhizoml S. canadensis), jsou aktivnimi
slozkami pFipravki Gstni hygieny s prokazanym antiplako-
vym uc¢inkem, resp. aditiva do krmiva hospodatskych zvi-
fat prodiavaného v EU pod nizvem SANGROVIT®
(PHYTOBIOTICS Futterzusatzstoffe GmbH, Némecko).
Nicméné SA, CHE a jejich dihydroderivaty jsou povazo-
vany za toxické slozky oleje semen rostlin rodu Argemone.
Po jeho poziti dochazi u savet k akutnimu oxidacnimu
stresu a jsou postizeny vSechny zivotn¢ dalezité organy.
U lidi je tato otrava zndma jako ,.epidemic dropsy syn-
drom* (cit.>”). S benzo[c]akridinem, jedinym v literatuie
uvadénym metabolitem KBA u Zivo€ichil, je spojovana
genotoxicita SA a CHE. Oba alkaloidy jsou pro své poten-
cialni terapeutické, ale také jim pfisuzované toxické ucin-
ky, stale atraktivnimi pro zékladni a aplikovany vyzkum
v experimentalni toxikologii a farmakologii. Tento ¢lanek
shrnuje dosavadni poznatky o molekularnim mechanismu
plsobeni SA a CHE na bunétné modely a n&které druhy
savci.

2. Chemické vlastnosti

Ve vodném prostiedi jsou SA a CHE v rovnovaze
mezi formou kvartérniho kationu a formou 6-hydroxy-5,6-
-dihydroderivatu (tzv. pseudobaze ¢i alkanolaminu), dale
jen 6-hydroxydihydroderivatu®’. V aprotickém prostiedi se
tvofi bimolekuldrni aminoacetaly, jejichz struktura byla
uréena z 'H, °C NMR spekter'® a rentgenovou strukturni
analyzou''. Za fyziologického pH (7,2-7,4) prochazeji
alkaloidy bunéfnou membranou ve formé¢ 6-hydroxy-
dihydroderivatu, ktery je v cytoplasmé v rovnovaze s kvar-
térnim kationem®. Rychlost priniku obou alkaloidd do
bunky se lisi v zavislosti na velikosti rovnovazné konstan-
ty tvorby 6-hydroxydihydroderivatu'?. 6-Hydroxydihydro-
derivaty reaguji se slouceninami substituovanymi thiolo-
vou skupinou, napf. L-cysteinem, vratnou nevazebnou
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interakei (obr. 1) (cit."*'*). Ve fosfatovych pufrech jsou

oba alkaloidy omezené rozpustné a dochazi k jejich agre-

gaci'>'®. Pro stanoveni sanguinarinu a chelerythrinu

HS
6-hydroxydihydrosanguinarin R'+R*= OCH,0,
R*+R* = OCH,0
6-hydroxydihydrochelerythrin ~ R'+R*= OCH,0,
R?=R*=OCH;

Obr. 1. Nevazebna interakce 6-hydroxydihydrosanguinarinu
a 6-hydroxydihydrochelerythrinu s cysteinem13
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v biologickém materialu byla v nedavné dobé vypracovana
validovana HPLC/ESI-MS metoda s detek¢nim limitem
fmol (cit.'™'®).

3. Biologicka aktivita

3.1. Cytotoxicita a apoptdza

V tabulce I jsou uvedeny druhy bunék, na kterych byl
testovan toxicky uéinek SA a CHE (cit.””™"). SA a CHE
vykazovaly na vSech bunéénych modelech toxicitu zavis-
lou na ¢ase a koncentraci. U fady bunék byla pii toxickych
koncentracich alkaloid@i pozorovana vakuolizace. Cytoto-
xicita muize byt snizena fadou faktort jako napf. fetalnim
bovinnim sérem v médiu, vzristajicim pH ¢i pfitomnosti
exogenni potkani S9 jaterni mikrosomalni frakce'®. Porov-
nani uvadénych hodnot ICsy v tab. I nema velkou vypovi-
dajici hodnotu zejména z diivodii nejednotné provadénych
experimentll (rizna doba inkubace bunék s testovanymi
latkami, pouziti rozdilnych metod hodnoceni Zivotnosti).
Z kvalitativniho srovnani je vsak ziejmé, ze CHE vykazuje
niZ§i toxicitu nez SA a neni vyrazny rozdil v i€inku obou
alkaloidti na normalni a nddorovou bunku.

Tabulka I
Cytotoxicita sanguinarinu a chelerythrinu
Typ bunék ICso [uM] Alkaloid Lit.
Normalni bunky
S-G gingivalni epitelialni bunky 7,6 SA 19
Gingivalni bunky (PGC) 9 SA 19
HGF-1 gingivalni fibroblasty 10,9 SA 19
Normalni lidské fibroblasty 1,6 SA 20
HaCaT lidské keratinocyty 0,3/2,2 SA /CHE 21,22
Lidské epidermalni keratinocyty (NHEKSs) >10 SA 23
Lidské hepatocyty 71/>100 SA /CHE 24
Prasec¢i hepatocyty 47/ 83 SA /CHE 24
Potkani hepatocyty 25750 SA /CHE 25
Nadorové buriky
Lidska promyelocyticka leukemie HL-60 28 /58 SA /CHE 26
Lidska nadorova bunééna linie HeLa 2,2/16,2 SA /CHE 12
Nadorové KB buiiky 6,4 SA 19
Nadorové prsni adenokarcinomy (MCF7) 3,3 SA 20
Prostatické adenokarcinomy (PC3) 1,1 SA 20
Bunécna linie karcinomu tracniku (DLD-1) 1,4 SA 20
Lidska plicni nadorova bunécéna linie (A 549) 1,9 SA 20
Lidské melanomy (M4Beu) 1,8 SA 20
Lidské bunky karcinomu ktze (A431) 2 SA 23
Burnky délozniho ¢ipku (HPV) 1,7 SA 27
HeLa S3 0,16/1,24 (ug ml™") SA /CHE 28
Lidska prostaticka linie LNCaP 1 SA 29
Lidska prostatickd linie DU145 1 SA 29
Primarni lidska uvedlni nddorova bunééna linie (OCM-1) 2,7/6,7 (ng ml™") SA /CHE 30
Leukemicka bunééna linie (K562) 5,5 SA 31
Leukemicka bunécna linie (U937) 5 SA 31

31



Chem. Listy 100, 30—41 (2006)

Rada praci se zabyvala studiem uginku SA a CHE na
indukci apoptdézy u normdlnich a nddorovych bunécnych
1inii®****°. Apoptoza je nejstudovangjsi typ programované
bunééné smrti (PCD). Jako PCD je oznaCovana bunécna
smrt zavisla na signalech nebo fizenych aktivitach uvnitf
umirajici buriky. Pfi apoptoze ztraci butika nejprve asyme-
trii fosfolipidd v membran¢, dochazi ke kondenzaci chro-
matinu, redukci velikosti jadra, §tépeni internukleosomové
DNA, svrasténi bunky, vydouvani membrany a rozpadu
bunky na apoptoticka téliska obklopena zbytky membrany.
Ty jsou v koneéné fazi fagocytovany bez vzniku zanétlivé
reakce. Naproti tomu pfi nekroze dochazi k irever-
zibilnimu poskozeni buriky a nitrobunécny obsah se vypla-
vuje do okoli bun€k, kde navodi zanétlivou reakei a uplny
rozpad bunky. Tyto uvedené dva zakladni typy bunécné
smrti nejsou jediné, nicméné sled morfologickych a bio-
chemickych zmén v procesu apoptdzy a nekrozy je pro né
charakteristicky a v podstaté u vSech typt buné¢k podobny.
Signalni drahy vedouci k apoptdze je mozné rozdé€lit na
dvé skupiny: (7) vnitini drahu, ktera zprostfedkovava vetsi-
nu proapoptickych signal, vychazejicich predev§im
z mitochondrii a je fizena vzdjemnym piisobenim molekul
rodiny Bcl-2 a (ii) vné&jsi drahu, jejiz spoustéci mechanis-
mus se déje aktivaci receptori na plasmatické membrané
bungk. Vysledkem induktivniho pusobeni obou drah je
aktivace specifickych proteolytickych enzymu kaspas.

Indukce apoptdzy vyvolana SA byla pozorovana
u bunécéné linie A431 odvozené od lidského karcinomu
kiize™, lidskych prsnich (MCF-7) (cit.*’) a prostatickych
(PC-3, DU145, LNCaP) (cit.***’) nadorovych bun&énych
linii, bundk melanomu (M4Beu) (cit.>), d&lozniho &ipku?’,
leukemické bunécné linie (U937) a myeloidnich (ML-1a)
bundk™, lidské leukemické bundené linie (K562, IM1)
(it ),  lidskych  imortalizovanych  keratinocyti
(HaCaT) (cit.*) a fibroblastd®. Apoptoticka aktivita CHE
byla pozorovana v primarnich kulturach potkanich neona-
talnich ventrikularnich myocytii*®, u lidskych neuroblasto-
mia (SH-SYSY), prsni nadorové bunééné linie (MCF7) a
bun&éné linie karcinomu traéniku (HCT116) (cit.”).

Mechanismy bunééné smrti vyvolané SA studoval na
buitkéch d&lozniho &ipku Ding a spol.”’”. Uginek alkaloidu
byl koncentracné zavisly a indukoval bunéénou smrt. SA
aplikovany v koncentracich 2-4 uM vyvolal apoptozu
doprovazenou aktivaci kaspasy-3, koncentrace 8—17 uM
zpusobily onkézu, bunéénou smrt vyznacujici se otokem,
vakuolizaci, zpuchyfovaténim a zvySenou permeabilitou
cytoplasmatické membrany, pfi které nedochazi k aktivaci
kaspasy-3 (cit.”). Stejné G&inky mély SA a CHE na pri-
marni lidskou uvealni nadorovou bunécnou linii (OCM-1)
(cit.*). Zatimco apoptdza byla pozorovana pii koncentraci
SA a CHE 1,0 a 1,4 ugml™', bunéénad smrt zpiisobend
nekrozou byla patrna u obou alkaloidd pfi koncentraci
8 ug ml™" (cit.*). Studie inhibi¢niho u¢inku SA na prolife-
raci linii melanomovych (M4Beu), prsnich (MCF-7)
a prostatickych (PC3) bun¢k a normalnich lidskych fibro-
blastl ukdzala, ze neni vyrazny rozdil mezi toxicitou alka-
loidu na nadorovou a zdravou bunku (ICso = 0,9-3,3 uM)

32

Referaty

(cit.®®). Rychla apoptoticka reakce po aplikaci SA byla
pravdépodobné vyvolana predCasnym a kritickym vycer-
panim redukovaného glutathionu (GSH) reakci alkaloidu
s GSH a naslednou aktivaci kaspasy-3/7. Na zakladé¢ téch-
to vysledki se autofi domnivaji, ze signalni draha zahrnu-
jici vyCerpani GSH s naslednou indukei apopt6zy, by moh-
la byt novym cilem v protinddorové terapii*’. Inkubace
lidskych imortalizovanych keratinocyti HaCaT se SA
vedla k vyznamnému poklesu antiapoptotického proteinu
Bcl-2 a nartistu proapoptotického Bax proteinu™. Bcl-2
tvofi s Bax proteinem heterodimer a tim muize své proapo-
ptotické u¢inky neutralizovat®®*°. Proteiny rodiny Bcl-2
(napf. Bax, Bad, Bid) maji schopnost regulovat uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii do cytosolu™. Chan a spol.”’
oznacili CHE za inhibitor skupiny proteint rodiny Bcl-2.
Chelerythrin inhiboval BH3 doménu peptidové vazby Bcl-
X -Bak (ICso= 1,5 uM) a tim zptisobil uvolnéni cytochro-
mu ¢ nejen z intaktnich, ale i z izolovanych mitochondrii®’.
U kultivovanych neonatalnich krysich srde¢nich myocytd
indukoval CHE bunécnou smrt doprovazenou vznikem
reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) s charakteris-
tickymi znaky apoptdzy, véetné bunéného svrasténi, ex-
ternalizace fosfatidylserinu &i aktivace kaspas®®. Typicka
apoptoticka smrt myocyti byla indukovana v koncentrac-
nim rozmezi 6-30 pM, jeZ se uziva k zablokovani aktivity
proteinkinasy C (PKC) u srde¢nich myocyti. CHE vyvolal
uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii, které bylo inhibo-
vano antioxidantem N-acetyl-L-cysteinem. To potvrdilo,
ze ROS mohou zprosttedkovéavat uvolnéni cytochromu ¢
vyvolané CHE. Chelerythrin mtze slouzit jako modelova
lét%((sa k objasnéni mechanismi signalizace v¢etné apopto-
zy .
Mezi faktory ovliviiujici apoptdzu patii také protein
NF-kB (cit.*). Jedna se o jaderny transkrip&ni faktor, ktery
reguluje expresi cytokind, proteinii bunééné adheze a dal-
Sich produktii gend, které se podili na septickém Soku,
aterosklerdze, zanétu, bunécné proliferaci a virové replika-
ci. V souvislosti s témito poznatky byly zkoumany vztahy
proteini Bax, Bcl-2 a NF-«kB uplatiiujici se béhem apopto-
zy indukované SA u lidskych leukemickych bunéénych
linii (K562) a (JM1) (cit. *°). Buiiky K562 po aplikaci
1,52 12,5 ug ml™' SA zménily svou morfologii na morfologii
dvou riiznych forem bunééné smrti. U 1,5 ugml™ SA se
projevila klasicka morfologie apoptézy, 12,5 pg ml™" zpiiso-
bilo bunécnou smrt podobnou onkéze s typickym zpuchy-
fovaténim cytoplasmatické membrany (BCD). Nizsi kon-
centrace SA indukovala apoptézu u bunek K562 zvyse-
nim exprese Bax, aktivaci kaspasy-3 a sniZenim protei-
nu NF-xB, zatimco vy$§i koncentrace alkaloidu zptisobila
BCD snizenim exprese Bax a zvySeni exprese proteinu
NF-«xB. Pouziti stejnych koncentraci SA u bunék JM1
vyvolalo expresi Bcl-2 (cit.**). Vysledky ziskané
s bunkami K562 prokazaly, Ze protein Bax a aktivace
kaspasy-3 pusobi proapoptoticky, zatimco aktivace NF-xB
ma opacény ucinek. Nicméné mechanismus, kterym NF-xB
inhiboval apoptozu, nebyl zcela vysvétlen®’. Chaturvedi
a spol.*? studovali u¢inek SA a CHE na regulaci aktivace
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Tabulka II

Interakce sanguinarinu a chelerythrinu se signalnimi molekulami zapojenymi v apoptdze

Signalni molekula Uginek Alkaloid Lit.
Apaf-1 0 SA 22
*Bak 0 SA 22
*Bax 0 SA 22,33
*Bax/Bcl-2 (pomér) 0 SA 22
*Bcl-2 N SA 22
*Bid T SA 22
BH; peptidova vazba (Bcl-X; -Bak) N CHE 37
Kaspasa-3 0 SA /CHE 20,22, 27, 36
Kaspasa-7 0 SA 20, 22
Kaspasa-8 0 SA 22
Kaspasa-9 1T SA / CHE 22,36
NF-«xB N SA 31,32
TNF (IxBa., p65) J SA 32

* Proteiny rodiny Bcl-2 patfi mezi regulatory apoptdzy. Tato rodina proteint se sklada jak z inhibitord, tak z promotorQ
programované bunécné smrti. U savcil bylo identifikovano nejméné 15 ¢lend rodiny, dalsi byly identifikovany u virtl. Mezi
antiapoptotické proteiny patii Bcl-2, Bel-X;, Mcl-1, A1, Bcel-w, proapoptotické proteiny jsou Bax, Bak, Bcl-Xg, Bad, Bik
a Bid. Bcl-2 reguluje také aktivaci kaspasovych proteas, které jsou zodpovédné za konecnou efektorovou fazi apoptdzy.
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Obr. 2. Pusobeni sanguinarinu a chelerythrinu na bunééné
organely a indukci apoptozy
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NF-kB u lidské myeloidni (ML-1a) a leukemické (U937)
bunécéné linie a u normalnich lidskych fibroblastt. Bui-
ky byly vystaveny ptisobeni tumorového nekrotizujiciho
faktoru a (TNF-a), ktery aktivoval NF-xB. U&inkem
SA (5 uM) byla aktivace NF-xkB zcela inhibovana. SA
blokoval aktivaci NF-kB indukovanou nejen TNF-a, ale
také interleukinem-1, forbolmyristylacetatem a kyselinou
okadaovou. Aktivaci vyvolanou peroxidem vodiku a/nebo
ceramidem SA neinhiboval. Jednou z mozZnosti, jak SA
brani aktivaci NF-kB, by mohla byt inhibice fosforylace
a degradace IxBo inhibi¢ni podjednotky NF-kB. CHE
nemél na buiiky ovlivnéné TNF-o. srovnatelny G&inek™.
SA blokoval vazbu aktivovaného NF-kB do promotorové
oblasti DNA (cit.*'*?). SA a CHE piekvapivé vyvolavaly
v HeLa buiikach rychlou a intenzivni jadernou translokaci
heterodimeru p50/p65 (aktivni forma NF-kB) (cit. *).
Nicméné NF-«xB nebyl i pfes svou piitomnost v jadfe tran-
skripéné aktivni. Tato pozorovani jsou z hlediska mecha-
nismu u¢inku podobna vysledkim Duvoix a spol.’', ale
pouze &asteéné shodné s vysledky Chaturvediho a spol.*.
V praci*' byl pozorovany jev vysvétlen soucasnou indukeci
jaderné translokace glukokortikoidniho receptoru piso-
benim SA a CHE. Homodimer GR/GR interaguje s p5S0/
p65 a vyslednym stavem jsou transkripéné neaktivni GR
i NF-xB. V souvislosti s ovlivnénim aktivace NF-kB byla
zjiténa schopnost SA inhibovat Na'/K'-ATPasu™**. Bylo
prokazano, Ze ouabain, inhibitor Na'/K'-ATPasy, nema
zadny ucinek na aktivaci faktoru NF-kB vyvolanou TNF-a.
Tedy SA neinhibuje aktivaci NF-xB cestou blokace ATP-
asy (cit.*?).

Vysledky téchto studii dostatecné prokazaly, Ze oba
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alkaloidy indukuji apoptotické faktory (tab. II). Uplné
objasnéni mechanismu jejich vlivu na apoptézu by mohlo
prispét k potencialnimu terapeutickému pouziti téchto
latek. Uginky SA a CHE na buiiku jsou schématicky zna-
zornény na obr. 2.

3.2. Interakce s DNA a genotoxicita

Mezi mozné cile SA a CHE v bufice patii jaderna
a mitochondridlni DNA. In vitro oba alkaloidy interkaluji
do DNA (souborné& v cit.*). SA a CHE patii do skupiny
hydrofobnich kationt, které se v pribéhu aktivace mem-
brany hromadi na vné&jSi strané vnitini mitochondrialni
membrany, kde neutralizuji negativni néboj a dochazi
k odpojeni oxidativni fosforylace. Analyza 'H-NMR po-
tvrdila, ze SA se interkaluje do DNA izolované z teleciho
brzliku®. Termodynamicka charakterizace interakce SA
s DNA vyhodnocena kombinaci dat z absorpcnich a fluo-
rescencnich spekter ukazala, ze vazba SA s DNA je zavis-
la na iontové sile, zdkladnim sloZeni roztoku a sekvenci
part nukleotida. Interakce SA s DNA, homo- a hetero-
polymery AT byla charakterizovdna negativni zménou
entalpie a pozitivni zménou entropie, zatimco vazba s ho-
mo- a heteropolymery GC byla vyjadfena negativni zmé-
nou entropie a entalpie. Das a spol.47 studovali interakci
SA s B-, Z-, a H"-formami DNA pomoci cirkularniho di-
ze SA ve formé kvartérniho kationtu se vaze na B-formu
DNA interkalaci, pfednostné na sekvence bohaté na GC
(cit.*®), zatimco 6-hydroxydihydroderivat se na DNA neva-
7¢"%. SA neinteraguje s formami Z- a H*- DNA, ale
méni je na B-formu. Studie*’*’ potvrdily, ze v molekule
DNA pii interakci SA s GC sekvencemi dochazi ke kon-
formacnim zménam. Metodou kapilarni zénové elektrofo-
rézy bylo prokdzano, ze za fyziologického pH nedochazi
ke kovalentni vazbé SA a CHE na DNA a individualni
nukleotidy. Jejich vzéjemna interakce je zalozena na vzni-
ku nevazebnych komplexi pomoci slabé intermolekularni
sily’'. Kombinaci spektrofluorometrické, spektrofotomet-
rické a viskozimetrické metody byla studovana interakce
SA s RNA (cit.*?). Alkaloid se vazal na A- a protonizova-
nou formu RNA a jejich vzajemna interakce byla exoter-
mickym procesem; vazba SA na protonizovanou formu
byla pevné;jsi.

Genotoxicita latky vylucuje jeji pouziti jako aktivni
slozky v humannich, resp. veterinarnich ptipravcich. U SA
a CHE nebyl dosud mozny genotoxicky ucinek vérohodné
vyhodnocen. Studie in vitro neprokazaly genotoxicitu
KBA (cit.? ™), zatimco vysledky ze studiiin vivo jsou
rozporuplné®®®. Genotoxicita KBA byla testovana na
lidskych lymfocytech a lidské hepatomové linii HepG2
pomoci mikrojaderného testu v cytokinetickém bloku, a to
v pfitomnosti a/nebo nepfitomnosti exogenni S9 frakce
z potkanich jater. SA nezpuisoboval indukci aktivity jadé-
rek ani v lidskych lymfocytech, ani v buiikach HepG2 (cit.
**). SA nevykazoval genotoxicitu pii pouziti SOS chromo-
testu (zkouska genotoxicity upravenym laboratornim pro-
tokolem Escherichiae coli PQ37) v pfitomnosti a/nebo
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nepiitomnosti exogenni S9 frakce z potkanich jater’. Vy-
sledky byly porovnavany s Amesovym testem, ktery rov-
n&Z byl negativni. Metodou ,,**P-postlabeling® byly nale-
zeny modifikované nukleotidy po inkubaci DNA se SA
a CHE v pfitomnosti mikrosomalni frakce z potkanich
jater indukované B-naftoflavonem®. Tento vysledek nevy-
loucil, ale ani nepotvrdil genotoxicitu obou alkaloidu.
U mysi, kterym byl intraperitonedln¢ podan SA v davce
10 mg kg™', bylo zjisténo poskozeni chromosomi u bungk
kostni den&*®. Intraperitonealni podani alkaloidu mysim
v davkach 54 a 10,8 mgkg™' vedlo k poskozeni DNA
v buiikéch kostni diené a v leukocytech®. Topicka aplikace
6 mgml™" SA na kiizi u mysi zptsobila poskozeni DNA bu-
nek epidermu prokazané metodou ,,Comet assay“ (cit‘ss).
V pokusech provadénych na prasatech® a potkanech®,
kdy v krmivu byla podavéana denni davka smési SA a CHE
(6:2) 10 mg kg™' po dobu 90, resp. 109 dnil, nebylo meto-
dou ,,32P-postlabeling“ nalezeno zadné poskozeni jaterni
DNA. Stejné vysledky byly ziskany u potkant, kde byl
ucinek na DNA hepatocyti navic hodnocen metodou
,Comet assay“ a stanovenim 8-hydroxy-2’-deoxy-
guanosinu jako parametru oxida¢niho poskozeni DNA.
Rozdilné vysledky v experimentech in vivo je mozné vy-
svétlit pouze zpisobem aplikace KBA. Poskozeni DNA
nalezené po intraperitonealnim podani KBA nelze vztah-
nout na ucinek alkaloidt aplikovanych externé. Pii podani
stejné davky KBA per os jsou realné hladiny alkaloidl ve
vnitfnim prostfedi nesrovnatelné nizsi a rozdilna je také
jejich metabolisace.
3.3. Interakce s bilkovinami

Biologicka aktivita KBA byla vzdy spojovéana s jejich
inhibicnim u¢inkem na fyziologicky dulezité enzymy.
Mechanismem vysvétluyjicim inhibici enzymil je adice
nukleofilnich skupin bilkoviny na iminiovou vazbu kvar-
térni formy SA, resp. CHE. Inhibici lze potlacit pfiddnim
GSH, dithiothreitolu (DTT) ¢i jiné protektivni SH-latky.
V tabulce III jsou uvedeny pouze ty enzymy, pro které
byla zmétena bud’ ICsy nebo hodnota K; se SA/CHE.
V dal8im textu jsou zminény studie, u kterych byl inhibi¢-
ni ucinek alkaloidu prokdzan pouze kvalitativné. SA
a CHE inhibovaly prase¢i pankreatickou a lidskou slinnou
alfa-amylasu®. SA inhiboval enzymovou aktivitu kinasy,
ktera fosforyluje specificky protein —44 kDa ptitomny
v mitochondrialni frakei potkaniho srdce®. Inhibi¢ni uéin-
ky SA a CHE byly testovany také na membranovych pro-
teasach, které neobsahuji skupinu SH, aminopeptidase N
a dipeptidylpeptidase IV. Tyto enzymy se ucastni procesu
bun&éné aktivace a diferenciace®*'. Modelem byly C6
potkani nadorové bun&fné linie. Za zvolenych experi-
mentalnich podminek byly alkaloidy pfitomny ve formé
6-hydroxydihydroderivatti, které jsou formou tvofici neva-
zebné komplexy s bilkovinami'’. SA a CHE inhibovaly
aktivitu obou enzymil. Hovézi albumin pii pH 7,4 snizoval
jejich inhibiéni u¢inek.

Vliv SA na svalové bilkoviny byl rovnéz studovan na
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Tabulka III
Inhibice enzymu sanguinarinem a chelerythrinem
Enzymy ICsy (K) [uM] Alkaloid Lit.
Acetylcholinesterasa 10,9% 35,0°% 81°; 10%; SA / CHE 65—69
>160°/9,4° (1,5%); >160°
Acetylcholintransferasa 0,28° SA 65
Alaninaminotransferasa 3,4f/ 4,0f SA /CHE 70
Aminooxidasa I, IT (600) / (900)® SA / CHE 71
Na'/K"-ATPasa 6,0-6,5" SA 72
Butyrylcholinesterasa 17,4; 24,0°/ 14° SA /CH 65,73
Cytochrom P450 1A2 () SA 74
Dekarboxylasa L-aromatickych aminokyselin (120)'/ 580" SA /CHE 75
Diaminooxidasa 5,0° SA 76
Elastasa 16™; 6,2" SA 77
Glutamatdekarboxylasa (70)° SA 78
5-Lipoxygenasa 0,4°/ 0,8° SA / CHE 79
12-Lipoxygenasa 137/ 33" SA /CHE 79
MKP-1 10 SA 80
Monoaminooxidasa 24,5° SA 81
Myosin , light chain® kinasa 158 SA 82
NADPH-oxidasa 8,3" SA 83
NADPH:cytochrom P450-reduktasa 21,8 SA 83
Proteinkinasa C 217° 16"/ 25" SA /CHE 82,84
Ca’"-dependentni proteinkinasa 41Y SA 82
Cyklickd AMP-dependentni proteinkinasa 6,0" SA 82

2 Electrophorus electricus, potkani mozek, © lidsky erytrocyt, 4 &isty enzym, ©lidska plasma, "potkani jatra, & Aspergillus
niger, " srde¢ni sval moréete, ' konské sérum,’ lidsky rekombinantni, * lidské jaterni mikrosomy, ' mysi fibroblasty, ™ sliniv-
ka btisni, " lidsky hlen, ° teleci mozek, ? teleci neutrofil, " my$i keratinocyt, > my$i mozek, ' ptaéi predzaludek, " postgranular-

ni frakce diferencovanych HL-60, " pSeni¢ny kli¢ek

tiech izolovanych tkanich hlodavet — aorté, branici a myo-
kardu. SA wuvolnoval hladké svalstvo izolované aorty
potkana po kontrakci iniciované fenylefrinem (PE) (cit.*).
Utinek SA lze vysvétlit inhibici tvorby inositol-1,4,5-
-trifosfatu a influxu iontd Ca*". SA inhiboval kontrakci
v rozmezi 0,3—10 pM. Kontrakce aorty indukovana ionty
K" byla pozorovana az pfi koncentracich SA 10-100 pM.
Inhibi¢ni G¢inek SA byl potlac¢en DTT, pravdépodobné
ochranou skupin SH na klicovych molekulach regulujicich
svalovou kontrakci. Na rozdil od hladkého svalu, SA pozi-
tivn¢ ovliviioval kontraktilitu pfi¢né pruhovaného svalstva
branice izolované z mysi, pravdépodobné v dusledku pfi-
mého plisobeni na Ca>" kanal sarkoplasmatického retikula
(SR). SA indukované uvoln&ni Ca®* ze SR bylo blokovéano
piisobenim rutheniové ervend a DTT (cit.*). Pozitivng
inotropni G¢inek SA byl zaznamenan na srdecnim svalu
izolovaném z potkana®’. SA indukovana kontrakce byla
potlatena preinkubaci myokardu s La*" nebo Ca®" ionty.
V kultufe kardiomyocytii SA zvysoval influx Ca®*, ktery
byl inhibovan preinkubaci s La’* ionty. SA indukovany
influx Ca®” iontd nebyl inhibovan preinkubaci s blokatory
Ca®" kanalu amiloridem, diltiazemem, nifedipinem, vera-
pamilem, manganem a niklem. Kontraktilni G¢inek SA je
pravd&podobné spojen s influxem Ca®' iontdi pies La*"
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senzitivni iontové kanaly. Intoxikace organismu SA by
mohla vyvolat infarkt myokardu®’.

SA, resp. CHE byly testovany jako ligandy na nékoli-
ka membranovych receptorech. Hodnoty jejich ICsy jsou
uvedeny v tabulce IV. Vazba SA na angiotensinovy AT,
receptor (K; = 1,29 uM) (cit.?®) je moznym vysvétlenim,
pro¢ je v lidovém 1éCitelstvi pouzivan k 1é€bé vysokého
krevniho tlaku extrakt z kofent Bocconia frutescens L.
(cit.**). Interakce SA s timto receptorem je viak ireverzi-
bilni a nekompetitivni’'.

Biologicka aktivita SA by mohla mit spojitost se sig-
nalnimi drahami aryluhlovodikového receptoru (AhR)
a s podrodinou CYP1A cytochromu P450. Prvni Gvaha, ze
ucinek SA in vivo by mohl byt ovlivnén AhR nebo
CYPI1A enzymy, vychazela z pozorovani, Ze toxicita SA
u mysi byla vyrazné€ snizena po premedikaci experimental-
nich zvifat induktorem CYPIA enzymu 3-methyl-
cholanthrenem’. Podobny u¢inek byl popsan in vitro
(cit.”). Cytotoxicita SA v primarnich kulturich potkanich
hepatocytil a v lidské hepatomové linii HepG2 byla snize-
na preinkubaci s induktory CYP1A, TCDD, 3-methyl-
cholanthrenem a B-naftoflavonem’™. Po inkubaci SA
s potkanimi jaternimi mikrosomy, které byly izolovany ze
zvitat vystavenych ucinku CYP1A induktord, byla zazna-
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Tabulka IV

In vitro interakce sanguinarinu a chelerythrinu s receptory

Receptor ICso (K5) Alkaloid Lit.
(uM]

Angiotensin II-AT, 1,90 (1,29) /9,93 (6,76) SA /CHE 88

Angiotensin II-AT),; 4,37 (0,14) SA 91

Vasopresin V; 7 SA 98

o-Adrenoreceptor 33,6 SA 65

o~ Adrenoreceptor 6,4 SA 65

Nikotinovy Ach 11,8 SA 65

Muskarinovy 2,4 SA 65

Serotoninovy 5-HT, 91,7 SA 65

mendna produkce reaktivnich species, tvoficich DNA
adukty™. Toxicita SA in vivo/in vitro miize byt modulova-
na AhR-zévislou CYPIA inducibilni expresi. Bylo popsa-
no, ze SA aktivuje signalni a metabolické drahy zavislé na
receptoru AhR v lidskych keratinocytech®. Autofi popisuji
indukci AhR-zavislé exprese CYP1A a dalsich gent Gcin-
kem SA. Vérohodnost vysledkl publikovanych v této pra-
ci byla vsak zpochybnéna®. Jini autofi naopak pozorovali,
ze SA a CHE neovliviuji aktivitu AhR a expresi CYP1ALl
genu’>?®. Nicméné oba alkaloidy inhibovaly katalytickou
aktivitu CYPIAI (cit.”**%). V obou studiich byly pouzity
subtoxické koncentrace alkaloidi 0,25 a 0,5 uM, resp.
0,01; 0,1; a 1uM. Pro koncentrace nad 4 uM se jiz zacinal
projevovat inhibi¢ni ucinek SA a CHE na proteinkinasu C
(PKC). Jelikoz funkéni PKC je nezbytna pro aktivaci AhR,
byl G¢inek SA a CHE ve vyssich koncentracich na bunéc-
né kultury logicky pfi¢inou inhibice dioxin-zavislé aktiva-
ce AhR (cit.””). Uginna inhibi¢ni koncentrace vs. vlastni
cytotoxicita SA a CHE je ¢astym piredmétem spora.

3.4. Antimikrobialni aktivita

V rostlinach maji SA a CHE funkci fytoalexint.
Spektrum jejich antimikrobialni aktivity je ¢ini vyjimecny-
mi mezi sekundarnimi metabolity. Rostliny celedi Rutace-
ae byly vyuzivany v rovnikové Africe v ustni hygiené
(Gistici diivka) (cit.">"). Jiz diive byla popsana jejich bak-
teriostatickd a baktericidni aktivita vii¢i gram-pozitivnim
a gram-negativnim bakteriim'**"'*% plisnim'® a kvasin-
kam'*. Z nedavné doby jsou studie o jejich inhibi¢nich
G&incich na nékolik druhtt Mycobacterium'®, Helicobac-
ter pylori'® a Trypanosoma brucei'”’.

Zajimavym zjisténim byla inhibicni aktivita dihydro-
SA/dihydroCHE vi¢i Staphylococcus aureus, Strepto-
coccus  faecalis a Candida albicans, srovnatelna
s gentamicinem'”. Moznym vysvétlenim je vy3si lipofilita
redukované formy kvartérniho kationu, coZ umoziuje
jeho penetraci pres mikrobidlni sténu a nasledné mize
dochézet ke zpétné konverzi dihydroderivatu na kvartérni
formu. Podobné je vysvétlovana véEtSi antimikrobidlni
ucinnost SA vs CHE ve vztahu k hodnot¢ rovnovazné kon-
stanty tvorby 6-hydroxydihydroderivata.
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3.5. Vliv na zdkladni fyziologické
funkce

Siroké spektrum uginki SA a CHE popisované
v experimentech na bunéénych modelech nemiize dat od-
poveéd’ na plsobeni téchto latek na cely organismus. Je
zajimavé, ze pfes mnohaleté pouzivani extrakti obsahuji-
cich KBA v alternativni medicing a ptipravcich ustni hygi-
eny bylo publikovano pouze nékolik studii na zvifatech,
které hodnoti vliv SA a CHE na zékladni fyziologické
funkce. Jednotlivé studie™***'% se lisi zptisobem podani
zkougenych latek . Williams a spol.” testovali u mysi vliv
3-methylcholanthrenu (3-MC) na poskozeni jater vyvolané
intraperitonealné aplikovanym SA v jednorazové davce
10 mg kg™'. Po podani SA doilo u zvifat k vyraznému
snizeni hladiny GSH v krvi, aktivity cytochromu P450,
aminopyrin-N-demethylasy a alaninhydroxylasy, zatimco
aktivity sorbitoldehydrogenasy (SDH) a alaninamino-
transferasy (ALT) se zvysily. Intraperitonealné¢ podana
davka SA (20 mg kg™') mysim, premedikovanym 3-MC,
nevyvolala pokles hladiny GSH a nevedla ke snizeni akti-
vit cytochromu P450 a aminopyrin-N-demethylasy. 3-MC
nemél ochranny ucinek na alaninhydroxylasy, ale doslo ke
snizeni sérové SDH a ALT. Velmi problematické vysledky
publikoval v roce 1992 Tandon a spol.'”. Po jednorazo-
vém podani SA Zaludetni sondou v davce 10 mg kg™
potkanim a morcatim bylo sledovano jeho vyluovani
moci a vykaly po dobu 96 h a stanoven v travicim traktu
a ruznych orgéanech zvifat. V moci a vykalech nebyla pfi-
tomnost alkaloidu prokdzéna po 72 h a jako jediny meta-
bolit byl identifikovan benzo[c]akridin. SA byl nalezen ve
vSech organech potkanti a morcat s vyjimkou sleziny
a varlat. V praci Kosiny a spol.” byla prasatim podavana
v krmivu smés SA a CHE (6:2) v denni dévce 5 mg kg ™.
Po 90 dnech nebyly nalezeny zadné zmény u zakladnich
parametrll klinické biochemie a prokdzano genotoxické
poskozeni jaterni DNA. Celkovy zdravotni stav experi-
mentalni skupiny byl shodny s kontrolni skupinou, morfo-
logické vySetieni tkani byla negativni, z celkového mnoz-
stvi stanovenych alkaloidd se 98 % vylucovalo vykaly. Ve
stejné vedeném experimentu na potkanech (smés SA
a CHE v denni ddvce 10 mg kg™ po dobu 109 dni) byly
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Obr. 3. Metabolismus sanguinarinu v plasmé a jatrech
potkana po jednorazové aplikaci per os 10 mg kg™ (cit.""");
A SA, B DHSA

ziskany obdobné vysledky®. V hepatocytech nebyly nale-
zeny zadné adukty nukleotidi ani poskozeni jaderné
a mitochondridlni DNA. Vysledky obou experimentli na-
svédcuji tomu, Ze dlouhodobé podavani KBA nema toxic-
ky ucinek na organismus savc.

3.6. Metabolické transformace

Benzo[c]akridin se od roku 1961 v literatuie uvadi
jako jediny metabolit SA u savc''’. Tato potencialng kar-
cinogenni latka je povazovana za pfic¢inu oxidacniho stresu
vyvolaného po poZiti oleje ze semen 4. mexicana u lidi
a hospodatskych zvitat®. Ze se mize jednat o artefakt,
bylo jiz poukazano®. V nedavné dobé byla studovana me-
tabolicka pfem&na SA u potkant'”''!. Zvitatim byl podan
jednorazové SA sondou v divce 10 mg kg™ a stanovena
v 30 min intervalech jeho hladina v plasmé a jatrech.
Vedle SA byl vzdy pfitomen DHSA, a to ve vétS§im mnoz-
stvi nez vychozi latka (obr. 3), v moci nebyly obé¢ latky
nalezeny. V Zadném vzorku nebyla prokdzéna pifitomnost
benzo[c]akridinu. Psotova a spol.” predpokladaji, Ze tvor-
ba DHSA je prvnim krokem detoxikace SA v organismu
a jeho pozdgjsi eliminace ve form¢ polarnich konjugatt. K
redukci SA na DHSA dochazi jiz v travicim traktu prede-
v§im mikrobialnimi reduktasami. Po absorpci obou alka-
loidi je SA déle redukovan nespecifickymi cytosolickymi
a mikrosomalnimi reduktasami'’. Experiment s [*H]-SA
potvrdil distribuci alkaloidu do vSech organti potkana
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arovnéz, ze cca 98 % oraln¢ podavaného SA je vylucova-

4. Nezadouci ucinky

Antimikrobialnich a protizanétlivych G¢inkdi SA
a CHE je vyuzivano v pfipravcich ustni hygieny.
V poslednich 5 letech je diskutovana bezpecnost pii dlou-
hodobém pouzivéni téchto ptipravklii. KBA byly oznaceny
jako pfic¢ina vzniku prekanceroznich 1ézi na sliznici dutiny
astni''*™'"5. Vzhledem k uréité podobnosti téchto alkaloidi
se znamymi karcinogeny — polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky by se na moznych nezéddoucich uéincich mohla
podilet bud’ metabolicka aktivace, pfiméd interakce nebo
indukovatelnost nékteré z izoforem cytochromu P450,
nejpravdépodobnéji s CYP1A1 a 1B1 (cit.”). Naproti to-
mu existuji in vivo studie mutagenicity, genotoxicity
a onkogenetické studie, které tyto nezadouci G¢inky nepo-
tvrdily. Rovnéz v dlouhodobém experimentu Munro
a spol."'® nebyl potvrzen toxicky vliv SA na sliznici poze-
raku prasete. Vysledky z in vitro studii a in vivo experi-
mentl neprokazuji ani jednoznaéné nevyvraci vztah mezi
SA a vznikem leukoplakie. SA v koncentraci 100
a 300 nM inhiboval syntézu vaskuldrniho endotelidlniho
rustového faktoru a zvySoval aktivitu peroxidasy, katalasy
a superoxiddismutasy u granuloznich bun¢k prasete, coz
miiZe negativné ovliviiovat jeho reprodukéni schopnosti''’.

5. Zavér

Existuje ne¢kolik diivodd, pro¢ sanguinarin a chelery-
thrin zdstanou i v blizké budoucnosti predmétem zajmu
farmaceutickych chemikl a farmakologt. Jejich farmako-
dynamické ucinky jsou pravdépodobné komplexnim tGcin-
kem vSech tfi forem, které jsou ve vnitinim prostiedi
v dynamické rovnovaze (schéma 1). Prvnim problémem,
ktery musi byt objasnén, je tvorba a struktura metabolitl
usavcl a ovefeni jejich biologické aktivity. Jiz nyni je
prokézano, ze metabolicka transformace SA a CHE zacina
v travicim traktu. Metabolitem SA, ktery se vylucuje moci,
neni benzo[clakridin, jak je dosud v literatuie citovano.
Znalost metabolickych pfemén SA a CHE také pfispéje
k vysvétleni, co je toxickou latkou/latkami v oleji semen
rostlin rodu Argemone. Zustava nezodpovézeno, jakym
zpusobem KBA reaguji s jadernou a/nebo mitochondrialni
DNA, a které struktury v bunce jsou pro tyto alkaloidy
cilové. Odpoved na tuto otazku objasni, zda i velmi nizké
koncentrace SA a CHE v organismu mohou mit toxické
uc¢inky. Kumulace alkaloidli v tkdnich by byla moZnym
vysvétlenim pro experimentalné neprokazanou transforma-
ci gingivalnich fibroblast, vedouci k dysplasii epitelu
sliznice dutiny Ustni. Pro vyrazné zmény fluorescence
KBA v zavislosti na koncentraci vodikovych ionti a jejich
rozdilné afinity k bun&nym strukturdm mohou byt SA
a CHE pouzity jako sondy v nékterych metodach moleku-
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reduktasy:

benzo[clakridin

« stfevni
» cytosolické
» mikrosomalni

dihydrosanguinarin

O-demethylenace
N-demethylace

glukuronidace
sulfatace

\ 4

konjugaty N-demethyl-7,8-dihydroxy-
dihydrosanguinarinu

Schéma 1. Transformace sanguinarinu u Zivoc¢ichii; Rovnovaha mezi sanguinarinem a jeho 6-hydroxydihydroderivatem zavisi na pH
a prostiedi buriky. Stfevni, cytosolické a mikrosomalni reduktasy preménuji sanguinarin na dihydrosanguinarin, ktery je transformovan na

polarni konjugaty a vyludovan moéi (cit.*)

larni biologie. Oba alkaloidy jsou také, vedle jejich sou-
Casného vyuziti v kosmetickych a veterindrnich fytopii-
pravcich, stale zajimavé pro farmaceuticky pramysl pro
svou potencialni cytostatickou ti¢innost.

Tato price vznikla za podpory MSMT CR
(6198959216) a je venovdana Jaroslavu Vicarovi kjeho

Zivotnimu jubileu.

Seznam symboll a zkratek

AhR aryluhlovodikovy receptor

ALT alaninaminotransferasa

Apaf-1 faktor aktivujici apoptotické proteasy 1

AST aspartdtaminotransferasa

BCD bunééna smrt podobna onkoze s typickym
zpuchyfovaténim cytoplasmatické mem-
brany (blister cell death)

CYP cytochrom P450

GSH redukovany glutathion

DTT dithiothreitol

GR/GR glukokortikoidni receptor — homodimer

CHE chelerythrin

1Cs koncentrace zptsobujici 50%-ni inhibici
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IxkBa
Kaspasa-3,7,9
KBA

LDH
MKP-1

3-MC
NF-xB
PCD

PE
PKC
p50/p65

ROS

SA
SDH
TCDD
TNF-a

enzymu
inhibi¢ni podjednotka jaderné¢ho faktoru
kappa B (NF-kB)

specifické proteasy (cystein-dependent
aspartate-specific proteases)

kvartérni benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy

laktatdehydrogenasa

mitogeny aktivovana proteinkinasa-
fosfatasa

3-methylcholanthren

jaderny faktor kappa B

programovana bunécna smrt (programme
cell death)

fenylefrin

proteinkinasa C

podjednotky jaderného faktoru kappa B
(NF-xB)

reaktivni kyslikové radikaly (reactive
oxygen species)

sanguinarin

sorbitoldehydrogenasa
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
tumorovy nekrotizujici faktor
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Chemistry and Biochemistry, *Institute of Pathology, Fac-
ulty of Medicine, Palacky University, Olomouc): Quater-
nary Isoquinoline Alkaloids Sanguinarine and Chel-
erythrine. In vitro and in vivo Effects

Quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids (QBA)
sanguinarine (SA) and chelerythrine (CHE) are found
within the families Fumariaceae, Papaveraceae, Ranuncu-
laceae and Rutaceae. These alkaloids originate from aro-
matic amino acids tyrosine and phenylalanine. Important
intermediates in their biosynthesis are protopines; its last
step is the oxidation of dihydro-QBA to QBA with benzo
[c]phenanthridine oxidase. The strong antimicrobial activ-
ity of QBA suggests their function as plant defense secon-
dary metabolites or phytoalexins. If these alkaloids are
administered to living organisms such as insects, fish, and
mammalian species, they can be absorbed, distributed,
retained and/or metabolized as quaternary ammonium
compounds, 6-hydroxy dihydro derivatives (pseudobases)
and/or dihydro derivatives. In blood and organs, the equi-
librium between these forms depends mainly on pH, ionic
strength and oxidative capacity of the medium. Their re-
sulting mode of action reflects the sum of reactions of all
three chemical structures with cellular components. The
formation of dihydro-QBA might be the first step of their
detoxication in organism and their subsequent elimination.
Benzo[c]acridine is not a metabolite of QBA in mammals.
This review presents the resulting biological effects of
QBA on cells and animals.



