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Stanoveni toxicity pomoci 3D sféroidu

Souhrn

Pres veskera varovani je v soucCasné dobé velmi rozSifen ,Spatny“ Zzivotni styl.
Hlavni rysy jsou zejména Spatné stravovaci navyky, koufeni, pozivani alkolholu, zbytky
chemickych latek. Dale lidé Casto trpi stresem, tomuto a dal$im agens, kterym je populace
vystavovana. Dochdzi kvyssi pravdépodobnosti vzniku nadorového onemocnéni,
spoCiva prevazné v chirurgickych zakrocich v kombinaci s radioterapii ¢i chemoterapii,
které se stale zdokonaluji. Pfesto neni pokrok ve vyvoji I€ki a v 1écebnych ptistupech umérny
k 1é¢bé nadorového onemocnéni. Z tohoto divodu Se zacaly pouzivat tzv. 3D modely v podobé
organoidl nebo sféroidu, které oproti nejrozsitengj$im 2D modelim dokazou 1épe napodobit
podminky v lidském téle.

Cilem této diplomové prace bylo sestavit kompaktni sféroidy z bunécnych linii
kolorektalnich adenokarcinomid HT29 a Caco-2. A otestovat je také pomoci klasické
2D metody vyuzivajici tetrabromid. Na vytvoreni sféroidl bylo izolovano pro kazdou jamku
1000 bunék na 100 pl dané bunécné linie. Takto byla desti¢ka centrifugovana po dobu 5 minut
a 400 otacek. Nasledné byla desticka inkubovana 72h v COz inkubatoru s 5 % COz. Poté byla
pofizena série fotek a byly pridany testované alkaloidy lykorin, heamanthamin, heamanthidin,
montanin v koncentraci 5 — 0,625 uM a vinorelbin (0,07 — 0,009 uM) jako standard.
Desticka byla nechana v inkubaci 48h a opét zméfena, nasledné bylo odebrano staré medium
anahrazeno novym, které opét obsahovalo testované latky v danych koncentracich.
Toto se opakovalo po dobu 10 dni. Ziskané fotografie byly analyzovany pomoci programu
ImigiJ a ziskana data byla vyhodnocena v programu GrahpadPrism.

Ziskané vysledky ukazaly, ze lykorin (ICso 2,34 + 0,41) piesto, ze vykazoval jednu
koncentraci 0,625 pM. Naproti tomu u heamanthaminu, u kterého hodnota ICsp byla pomérné
vysokd (ICso 4,84 +0,29), byla schopnost prostupovat a zpomalovat rist sféroidu
I pfi koncentraci 0,625 pM o 40 %. Dale montanin byl pfi dané koncentraci schopny vyrazné
zpomalit rust sféroidt, a to 0 20 %. U vinorelbinu byl zaznamenan u koncentraci 0,07; 0,039;
0,019 uM rozpad sféroidu ve druhém potazmo ctvrtém dnu piisobeni danych koncentraci.
U koncentrace 0,009 uM byl zaznamendm v osmém aZ desatém dnu trend zacinajiciho rozpadu
sféroidu a uvolilovani jednotlivych bunék.

Pti porovnani ziskanych vysledkti 2D a 3D modelt je patrny vyrazny rozdil mezi tim,
které latky jsou skutecné funk¢ni a maji schopnost ovliviiovat buné¢ny rist ve vicero vrstvach.
Je zde ptedpoklad, Ze pii dlouhodobé&jSim vystaveni testovanych latek by mohl byt rlst
vyrazngj$i, ptipadné€ tiprava chemické struktury testovanych alkaloidii by mohla vést ke zvySeni
jejich tcinnosti v zastaveni bunééného ristu.

Klic¢ova slova: 3D sféroid, bunééné linie, toxicita, Caco-2, HT29, alkaloidy Amaryllidaceae.



Determination of toxicity using 3D spheroids

Summary

Despite all the obvious warnings, "bad" lifestyle is widely spread nowadays. The main features
being poor eating habits, smoking, alcohol consumption or chemical residues. Furthermore,
people often suffer from stress. These agents among many others to which the population
is exposed, are more likely to contribute to the developpement of cancer, the second most
common causes of death in the world. The treatment of cancer consists mainly of surgical
procedures in combination with radiotherapy or chemotherapy, these are constantly being
improved. Nevertheless, progress in medicine development and treatment approaches
is disproportionate to the treatment of cancer. For this reason, the so-called 3D models in the
form of organoids or spheroids have begun to be used. These 3D models which can, in contrast
to the most spread 2D models, imitate the conditions in human body better.

The aim of this thesis is to assemble compact spheroids to form HT29 and Caco-2,
and test them by implementing the basic 2D method using tetrabromide. For creating spheroids,
1000 cells per 100 pl of a given cell line were isolated each dimple. Therefore, the plate
is centrifuged 300 times, each time for 5 minutes. After that, the plate is incubated for 72 h
in a CO 2 incubator with 5 % CO2. Subsequently, a series of photos were taken and the tested
alkaloids lycorin, heamathine, heamathadine, montanine at a concentration of 5 - 0.625 uM
and vinorelbine (0.07-0.009 uM) were added as a standard. The plate is then incubated
for 48 hours and measured again, followed by removal of the old medium and its replacement
by a new one, which again contained the test substances of defined concentrations. This is being
repeated for 10 days. Obtained photographs are analyzed by using the ImigiJ program and data
is evaluated in the GrahpadPrism program.

Retrieved results showed that lycorin (ICsp 2,34 +0,41), although showing one
of the lowest 1C50 values, does not have a significant ability to inhibit spheroid growth
at the lowest concentration 0,625 uM. On the contrary, for heamathine, which had a relatively
high ICso value (ICso 4,84 + 0,29), the ability to permeate and retard spheroids growth was even
at the concentration of 0.625 uM by 40 %. Montanin with defined concentration was able
to significantly slow down the growth of spheroids by 20 %. Vinorelbine was observed with
concentrations of 0.07; 0.039; 0.019 uM breakup of spheroid in the second and fourth day with
defined concentrations. At concentration of 0.009 uM, trend of early spheroid breakup
and release and release of individual cells was recorded on days 8 to 10.

When comparing the obtained results of 2D and 3D models is evident, a significant
difference is evident in actual function and ability to influence cell growth in several layers
for various substances. It is presumed, that prolongation of the exposure of tested substances
could lead to more pronounced growth. Prospectively, a modification of the chemical structure
of tested alkaloids could result in increase of their effectiveness in cell growth inhibition.

Keywords: 3D spheroids, cell lines, toxicity, Caco-2, HT29, alkaloids Amaryllidaceae.
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1 Uvod

Celosvétové mezi druhou nejcastéjsi pficinu umrti patii naddorovd onemocnéni
(Campbell et al. 2020). Velmi casto je jejich vznik davan do souvoslosti se Spatnym zivotnim
stylem zahrnujici nevhodnou skladbu stravy, koufeni, stres ale také zbytky pesticidl a dalSich
(Ksouri 2019).

Lécba nadorového onemocnéni velmi ¢asto spociva v kombinci chirurgického zakroku
a chemoterapie. Na chemoterapii se pouzivaji farmaka na piirodnim zakladu a je neustala snaha
hledat nové a ucingjsi 1éky na jednotlivé typy nadorového onemocnéni (Arends et al. 2017).
liniich. Ve vétsin€ se jedna o 2D metody vyuZzivajici bunééné monovrstvy stanoveni hodnoty
ICs0 a nejcastéji se vyuzivaji metody, které sleduji vliv testované latky nabunééné
mitochondrie. Tyto vysledky jsou vSak velmi Casto nepiesné a neodpovidaji podminkam
Vv lidském téle. Z tohoto divodu se zacaly pouzivat 3D modely v podobé organoida
nebo sféroida (Duval et al. 2017; Kapatczynska et al. 2018).

Pomoci bunéénych sféroidi jsme schopni sledovat schopnost testovanych latek
prostupovat vicero vrstvami a zpomalit nebo piipadné zastavit rast vlastniho sféroidu

(Chatzinikolaidou 2016).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: V soucasné dobé slouzi 3D bunécné modely k ptesnéjsimu stanoveni a¢inkil
latek podobnych in vivo podminkam. S upravou kultiva¢nich podminek pro zalozeni
3D sféroidl je mozné vyuzivat rozdilné bunécné linie pro studium aktivity ptirodnich latek.

Cilem prace je vyuzit nadorové azdravé bunky stievniho epitelu pro vytvoteni
3D sféroidu. A to itéch buné&nych linii, u kterych publikace doposud uvadéji, Ze netvori
3D sféroidy.



3 Literarni reSerse

3.1 Nadorové onemocnéni

Celosvétove patii naddorova onemocnéni mezi druhou nejcastéjsSi pfi¢inu Gmrti.
Rocné zabiji vice nez 8 miliont lidi a pfedpoklada se, ze v nésledujicich desetiletich
se umrtnost zvysi o vice jak 50 % (Campbell et al. 2020). A to i piesto, Ze soucasné zpusoby
1é¢by nadorovych onemocnéni spocivaji v chirurgickych zakrocich, radio terapii
¢i chemoterapii, které se stale zdokonaluji a sofistikuji. V' soucasnosti je presnéjsi diagnostika
ptesngji specifikovat potfebu 1écby dle specifickych vlastnosti jednotlivych druhi nadorovych
onemocnéni. Castou soucasti 1é¢by byva sledovani piisobeni vnitinich a vnéjsich faktord,
aby 1é¢ba byla uc¢ingjsi (Arends et al. 2017).

Na zaklad¢ wvnitinich a vnéjSich podnéti si télo jako obranu vytvaii zanéty,
které se priblizné 25 % podili na rozvoji nadorového onemocnéni (Murata 2018). Jako prvni
vroce 1863 zaznamenal piitomnost leukocyti v neoplastickych tkénich a vytvofil
tak souvislost mezi zanétem a nadorovym onemocnénim Rudolf Virchow. Souvislost mezi
chronickym zanétem anadorovym onemocnénim je znama jiz relativné dlouho
(Balkwill & Mantovani 2001). Hlavnim cilem zanétu je eliminovat podnéty, opravit
poskozenou tkan a obnovit homeostazu. V tomto piipadé se jedna o kratkodobé ptisobeni
zanétu, ktery ma léCebné nasledky. Pokud je vSak dlouhodobé udrzovan, hovoii se zde
0 chronickém zanétu, ktery ma potencial zvysit a podpofit vznik zhoubného nadoru.
Chronicky zanét v prubéhu iniciace a progrese nadoru vytvaii piiznivé podminky
pro mikroprostredi, které pfispiva k proliferaci naddorovych buné€k, pfeziti, invazi, migraci,
remodelaci tkani a angiogenezi (Aponte-Lopez et al. 2018).

3.1.1 Nadorové buiiky

Neustala bunééna proliferace, ktera neni regulovana vnitinimi mechanismy, jako je tomu
u nadorovych bunék, vede Kk zasadnim abnormalitam rozvoje nadorového onemocnéni
(Cooper 2000; Suresh 2007). Je tak dulezité pochopeni biologie, ktera je jeho zakladnim
vyvojem. Bylo prokazano, ze jeden z vyznamnych znakl, ktery charakterizuje nadorové
onemocnéni, je metabolické pfeprogramovani s podilem na vyvoj a progresi riiznych typi
nadorového onemocnéni (Min & Lee 2018). Toto pfeprogramovani bunécného metabolismu
ovliviiuje tumorigenezi v diisledku pfimého ¢i nepfimého ovlivnéni onkogenimi mutacemi
(Pavlova & Thompson 2016). Tyto onkogenni mutace zpusobuji tzv. onkogeny, které jsou
klicovym faktorem pro riist nddoru. Ac¢koli bylo identifikovano n¢kolik mechanismil pro tizeni
nadoroveého onemocnéni, role onkogenli pfi formovani metabolickych vzorcii v nddorovych
bunkach se teprve za¢ina ocenovat (Nagarajan et al. 2016).

Mezi jedny z vyznamnych onkogeni patii MYC, BRAF a RAS. Stru¢né feceno
MY C proteiny jsou transkrip¢ni faktory, které se vazou na sekvenci zesilovaciho boxu (E - box)
VvV genovych promotorech a mohou aktivovat nebo potlacovat transkripci, ¢imz mohou fidit
rizné aspekty bunééné transformace a rust nadoru (Min & Lee 2018).



Konkrétné se jednad o transkripéni regulaci metabolickych enzymt, dale se podili
na metabolickém pieprogramovani mastnych kyselin, glutaminu, prolinu nebo nukleovych
kyselin pfimou transkripni regulaci ¢i nepfimou regulaci s vyuzitim mikroRNA
(Liu et al. 2012; Edmunds et al. 2014). Dalsi skupinou onkogeni  je RAS.
Program Atlas rakoviny genomu (The Cancer Genom Atlas Program, TGCA), ktery pochazi
od Narodniho institutu pro nadorové onemocnéni (National Cancer institute, NIH) odhalil,
7e pii sekvenovani v méfitku genomu onkogenni mutace v genech RAS (KRAS, NRAS
a HRAS) jsou pfitomny ve vétsiné nadorech. Konkrétné geny KRAS se nachazi
u nadorového onemocnéni pankreatu, tlustého stieva a plic. NRAS jsou pfitomny zejména
20 % u melanomd, akutnich lymfoblastickych leukémii a 10 % u akutnich myeloidnich
leukémii. Poslednim vyznamnym zastupcem geni RAS je HRAS a ten se vyskytuje pfavazné
ukarcinomu  mocového  méchyfe, krku a  hlavy  (Nagarajan et al. 2016).
Témet z 60 % U melanomli a karcinomu S§titné zlazy, 15 % kolorektalnich karcinomi
a 5 - 8 % nemalobunéénych karcinomi plic se vyskytuje onkogen BRAF. V sav¢ich buiikach
existuji tfi proteiny RAF, jmenovit¢ ARAF, BRAF a CRAF. Pravé BRAF je prevladajici
kinazou RAF (Zaman et al. 2019). Mutace BRAF a RAS se vzajemné vylucuji, coz zdiraziuje
skuteCnost, ze tyto geny reguluji piekryvajici se cesty zahajeni a podpory nadorového
onemocnéni. Mimo jiné také mohou regulovat piimo metabolické drahy v nadorovych
bunkach, a na to se zaméii budouci studie, aby dosSlo k lep§imu pochopeni jejich roli
v metabolismu (Nagarajan et al. 2016).

Cilem metabolismu tak je, aby udrzel homeostazu a optimalni bunétné zdravi.
Podstatou tohoto idealniho stavu je chovani normalnich bunék pfi fizeni reakce a bunécéné
odpovédi  napfichozi signaly zvn&jsiho prostiedi (Kitamura & Motohashi 2018).
Proto je zakladni ochranou organismu proti oxidaénimu a elektrofilnimu stresu nuklearni
transkripéni faktor NRF2, ktery je hlavnim regulatorem bunééné antioxida¢ni odpovédi a vice
nez 20 let po jeho objeveni se stal hlavnim cilem vyzkumii zamétenych na prevenci a lécbu
nadorového onemocnéni (Rojo de la Vega et al. 2018). Piechodna aktivaci NRF2 je zdravi
prospésna, naopak trvala aktivace NRF2 vede ke zvySujici antioxida¢ni a detoxikacni
schopnosti  nadorovych bunék a tim zvySuje jejich terapeutickou odolnost
(Kitamura & Motohashi 2018). V mnoha nadorovych bunkach je tato aktivita NRF2
regulovana proteinem KEAP1 neboli represorem a dohromady vytvati ochranny mechanismus
bunky proti oxida¢nimu stresu (Ogura et al. 2010).

Oxidacni stres je definovan jako relativni prebytek reaktivni formy kysliku (ROS) nebo
dusiku (RNS), ktery pievySuje nad antioxida¢ni aktivitou v bunice (Hayes et al. 2020).
Koncentrace ROS/RNS tak hraje zasadni roli ve vyvoji nddorového onemocnéni, zejména
v proliferaci nadorovych bun¢k (Chengetal 2016; Hayes et al. 2020). Pfi proliferaci
nadorovych bunék dochazi k odchyleni od normalu. Coz znamena, Ze postupem ¢asu se bunky
stavaji odoInéjsi vici kontrolam a jiz nereaguji na mnoho signald, které fidi naptiklad bunécny
rast, a dokonce se vyhybaji programované bunécné smrti. Bunécna smrt, piesnéji feceno
bunécna sebevrazda, ma velky vyznam pro lidské zdravi. Pfi zastaveni riistu organismu
je dilezité, aby se vyvazilo bunécné déleni. Tedy pocet bunék bude v rovnovazném stavu
pomoci aktivniho molekuldrniho mechanismu. Pokud vSak je déleni nadorovych bunék
rychlejsi nez jejich odumirani, nastava tak Sifeni nadrového onemocnéni neboli metastazovani
(Strasser & Vaux 2020).
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Metastaze jsou hlavni pfi¢inou mrtnosti na nadorové onemocnéni. Narusuje funkce
organti a dochazi tak k neomezenému rustu nadorovych bun¢k v normalni tkani. K tomu,
aby prezili na novém misté v téle, ziskaji adaptacni schopnosti, které se nazyvaji fenotypova
plasticita nadorovych bung¢k. Tato plasticita je ovlivnéna extracelularni matrici (ECM) a naopak
nadorové buiky piimo ¢i nepfimo ovliviluji zmény ve struktuie a slozeni ECM,
ktera je zakladni  soucasti  mikroprostiedi nadoru (TME)  (Poltavets et al. 2018).
ECM je strukturou fibrilarnich proteini (zejména kolagenu), pomocnych proteini a molekul,
ktera poskytuje strukturalni a biochemickou podporu bunky (Romero- Lopez et al. 2017).
Dale ji 1ze rozdélit do dvou skupin, a to na bazalni membrany, které vytvaii tenké vrstvy ECM
a intersticialni matrici, kterd vypliiuje intersticialni prostor bunky (Xiong & Xu 2016).
Normalni ECM versus nadorova ECM se 1iSi v mnozstvi, slozeni a struktufe. Pravé nadorova
ECM pftispiva svymi biochemickymi a biomechanickymi vlastnostmi K vyvoji a progresi
nadoru (Brauchle et al. 2018).

Ve vyvoji a invazivité nadoru existuji vyznamné interakce. Napiiklad mezi nadorovou
bunikou a stromatem, ktery se sklada ze specializovanych bunék pojivové tkané,
véetné fibroblastli, mezenchymalni stromalni bunky, osteoblasty, chondrocyty a extracelularni
matrice. Nadorové bunky jsou schopny ovlivnit topografie a molekularni sloZeni stromatu
béhem raného vyvoje nadoru, coz mize na druhou stranu ovlivnit vlastnosti nadorovych bunék.
Kli¢ovou roli v progresi, metastazovani a vytvareni mikroprostiedi nadoru hraje obousmérna
komunikace mezi nadorovymi bunikami a buiikami stromatu, v¢éetné endotelialnich, imunitnich
a stromalnich bunék podobné fibroblastum (Papaccio et al. 2017).

Fibroblasty vylucuji ECM, ktera funguje jako pfirozena bariéra proti progresi nadoru,
a naopak podpora progrese nadoru mize modifikovat ECM. V této souvislosti fibroblasty
a myofibroblasty, dohromady se oznacuji jako fibroblasty, spojené s nadorovym onemocnénim
(CAF), které produkuji proteiny, jako je kolagen, fibronektin, a-aktin a dalsi, ty nasledné,
za poskozeni ECM (Kashima et al. 2019). Ptvod a funkce CAF jsou pravdépodobné rozmanité
vyuzivany jako markery K jejich identifikaci. Poskytuji uceleny obraz o jejich slozeni, vyvojové
lini a funkéni roli vriznych fazich progrese nadorového  onemocnéni
(LeBleu & Kalluri 2018).

3.1.2 Nadorové markery

Objev nadorovych markerd se Vvonokologii datuje piiblizné od poloviny
60. - 70. let 20. stoleti. Tento objev vzbudil nadSeni, ze takové molekuly mohou byt pouzity
Vboji proti nadorovému onemocnéni. Naptiklad jako vcéasna diagnostika, vyuziti
screeningovych metod, sledovani terapie ¢i prognoézy a predikce terapeutické odpovéedi
(Kulasingam et al. 2017).

Jedna se 0 biochemické Ilatky, které jsou spojené s malignitou. Tyto markery
jsou produkovany nadorovymi butikami nebo télem v reakci na pritomnost nadorovych bunék
(Nagpal et al. 2016). Obvykle se jedna o bilkoviny, které se vyskytuji u pacientti s nadorovym
onemocnénim prostiednictvim, které 1ze onemocnéni identifikovat predevsim z moci a krve,
ale také ve stolici, nadorech ¢i jinych tkanich nebo télnich tekutinach (Pirsaheb et al. 2019).
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K takovému odhaleni slouzi screeningové metody, které stanovuji tyto nddorové markery
a diky nim dochazi ke vcasnému odhaleni nadorového onemocnéni u lidi, kteti nemaji zadné
ptiznaky nemoci. V¢asné odhaleni se vétSinou nachazi uz v raném stadiu. Piesto bylo zjisténo,
ze pouze nekteré druhy nadorovych markert dokdzou detekovat nadorové onemocnéni, a proto
je lze s jistotou identifikovat pouze pomoci biopsie. Nov¢&jsi markery jsou dokonce schopny
posoudit, jak agresivni nadorové onemocnéni bude ¢i jak dobie bude reagovat na nékteré druhy
onemocnénim. Pti 16¢bé se sleduje hladina nddorovych markert, pokud hladina klesa znamena
to, ze 1éCba funguje a ma piiznivé ucinky. Naopak kdyz hladina stoupa, tak 1é¢ba nefunguje
améla by byt zvazena jina forma (Nagpal et al. 2016). V dne$ni dob¢ je dulezité hledat
jednoduché, cenové dostupné, vysoce citlivé a prenosné technologie pro kvantitativni detekci
cilovych proteint v klinickych analyzach a 1ékatskych diagnostikach. Dlouhou dobu si zlaty
standart udrzuje konvenéni test ELISA, neboli enzymové vazany imunosorbentni test, ktery
detekuje proteiny, patogeny, protilatky a dal$i biomolekuly ve slozitych matricich
(Zhang et al. 2019).

Presto, ze biomarkery se mohou zdat jako vhodné indikatory, existuji dva vyznamné
problémy. Prvni je jejich identifikace, kde je velmi castd nedostate¢na spolehlivost.
Normalni i nadorové bunky mohou produkovat vétSinu nadorovych markert, ale ne vsechny
dokazou detekovat nadorové onemocnéni. Dalsi problém je pfi identifikaci. Lidé S nadorovym
onemocnénim nemusi mit pokazdé zvySenou hladinu biomarkerd a to samé plati pii raném
stadiu, kdy nemusi byt vzdy pifitomny. Nékdy jsou hladiny nadorovych markerti vysoké,
ale nejsou dostateéné specifické, a proto mohou byt piitomny kvili jinym zanétlivym
onemocnénim (Nagpal et al. 2016).

Biomarkery se nevyuzivaji pouze pro detekci nadorového onemocnéni, ale predstavuji
potencial ve vyvoji 1ékt pro farmaceutické spolecnosti, které se snazi zvysit svou produktivitu
ve vyvoji ve vSech terapeutickych oblastech, véetné onkologie z hlediska obchodu, a zaroven
se snazi snizit c¢as anaklady spojené svyvojem novych onkologickych 1ékt
(Floyd & McShane 2004).  Skute¢nost je takova, ze od t& doby, co vznikl
v 50 letech 20. st. prvni  protinadorovy 1€k, se  produktivita neustile  zvySuje
(Magalhaes et al. 2018).

Vroce 2019 tak bylo schvaleno Uiadem pro kontrolu potravin alégiv
(Food and Drug Administration, FDA) pfiblizné¢ 48 novych 1ékl a tento trend se stale drzi
od roku 2017 (De la Torre & Albericio 2020). Tento nariust vysvétluje, ze farmaceutické
spolecnosti maji nebyvalé investice do vyzkmu nadorového onemocnéni, V disledku
neustalého rastu celosvétové poptavky po antineoplastickcyh latkach. Tento relevatni rist,
ktery je spojovan s prudce vysokymi naklady, je zaroven doprovazen velmi slozitymi procesy
ve vyzkumu a vyvoji zaznamenanymi V poslednich dvou desetiletich. Dalo by se povazovat,
ze tyto vysoké naklady na vyzkum a vyvoj jsou nevyhodou sméfovanou na farmaceuticky
primysl, protoze se zamétuji na slozité nemoci a jedna se tak o odvétvi zalozené na Spickovych
znalostech, inovativnich a nesmirn¢ nakladnych technologiich (Magalhaes et al. 2018).
Pfesto Narodni institut zdravi (NIH), ktery je soucésti amerického ministerstva zdravotnictvi
a socialnich sluzeb ziidil pracovni skupiny, které kladou diiraz na vyznam biomarkeru v oblasti
1ékaiské diagnostiky, aby tak urychlili ajesté vice zlep$ili produktivitu vyvoje 1éku
(Floyd & McShane 2004).
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Biomarker se zhodnoti na zaklad¢ laboratorni alnalyzy, kde se stanovi jeho pfesnost
pouziti, piijatelnost podminek a reprodukovatelnost. Vyvoj onkologickych 1€kt je tedy zalozen
na odstupiiované sad¢é klinickych biomarkert, které jsou optimalizovany progresivnim
postupem na tfi urovné (Viz Obrazek 1). Ptesto je hodnoceni biomarkert v klinickych studiich
velmi naro¢né, protoze pozaduji rozsahlé systematické testovani, ale také proto, ze uréeni miize
byt adekvatni nebo relevantni, komplikované ¢i svévolné (Chen et al. 2015).

Level 3 Biomarker:
Pfedpovéd klinickych
vysledkd

Level 2 Biomarker:
Prabér demonstrace biologického
mechanismu

resnéjsi overeni

Fesnéjsi ovéfeni

Rostouci p

Level 3 Biomarker:

Rostouci p

Platnost innosti farmakologického mechanismu

Obrazek 1: Vyvoj onkologickych 1éki je optimalizovan progresivnim postupem hierarchicky kategorizovanych biomarkerd,
které podporuji stale kritiétéjsi o duveéte u€innosti sloucenin s kazdym zvySenim trovné (Floyd & McShane 2004).

V soucasné dobé existuji potize shledanim novych Ginnych biomarkerd.
Existuji stovky, ne-li tisice popsanych biomarkert s vysokou specifitou (>90 %), ale relativné
s nizkou citlivosti (<30 %). Tyto biomarkery se nazyvaji ,,vzacné nddorové markery*. Je
pomérné nepravdépodobné, Ze by existovaly neobjevené vysoce citlivé biomarkery. Proto The
Early Detection Research Network (EDRN) byl povéien Narodnim onkologickym institutem
(National Cancer Institute, NCI) v USA, aby objevil, ovéfil a propagoval biomarkery pro
véasnou diagnostiku (Kulasingam et al.2017).

Napftiklad kolorektalni karcinom, pro vétSinu znam jako rakovina tlustého stieva,
je celosvétove  treti nejcastéji  diagnostikovana forma nadorového  onemocnéni.
Prognostickym faktorem, u pacientii s kolorektalnim karcinomem, je pfitomnost nebo
nepfitomnost metastaz nadorovych bunék v regionalnich lymfatickych uzlinach. Z tohoto
ditvodu se jevi uzitecnost kombinace vybranych mRNA biomarkerti pro analyzu lymfatickych
uzlin. Konkrétné€ se jednd o kvantitativni reverzni analyzu transkriptazy-polymerazové fetézové
reakce (QRT-PCR), kde u podilu pacienti s kolorektalnim karcinomem ve stadiu 1 az IV
exprimuji hladiny mRNA biomarkerd nad hladiny kontrol uvedené v Tabulce 1 (Olsson et
al. 2020). Nejenom, Ze kolorektalni karcinom (KK) patii mezi nej¢astéjsi formy nadorového
onemocnéni, ale je také jednou z hlavnich pfi¢in amrti (Mitrovic et al. 2012).Jeho vyskyt
je ptevazné v zapadnich zemich, ale v poslednich letech se zvySuje i v daleké vychodni Asii.
Rostouci vyskyt je problém a s nim spojovana mortalita i morbidita. Proto se KK stal hlavnim
predmétem ve vyzkumech tykajicich se jeho etiologie, diagnostiky a lécby
(Gandomani et al. 2017).
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Tabulka 1: Frakce 166 pacientti s KK s hladinami exprese mRNA biomarkert v jejich nejvyssi
lymfatické uzliné nad hladinou stejného mRNA biomarkerd v lymfatickych uzlindch
u kontrolnich pacientt (Olsson et al. 2020).

Biomarkery Stupeii
[ Il 1" v
CEACAMS5 57 59 41 100
KLK®6 22 11 54 75
SLC35D3 18 9 25 79
MUC2 13 9 30 4
POSTN 25 13 32 69

CEACAMS - Karcinoembryonalni antigen 5; KLK6 — Kallikrein 6; SLLC53D3 — Rodina nosici solute — Solute carrierfamily
(SLC) gen 53D3; MUC2 — Mucin 2; POSTN — Periostin.

3.1.3 Karcinogeneze

Karcinogeneze je vicestupiiovy proces, pii kterém normalni bunky ziskavaji genetické
a epigenetické zmény, které vedou k rozvoji nadorového onemocnéni. Tento proces se déli
celkem na tfi faze, a to iniciaci neboli zahajovaci fazi, podporovani a progresi (Obrazek 2)
(Basu 2018).

Mnohostupriovy proces karcinogeneze

Iniciace Promoce [

Progrese ]

Mutageny Megenotoxicks Genotoxicke
Radiace karcinoosny + negenotoxicke
Virusy... ==

Genotoxicita

faktory

()
QISD)
KSTS
=X
Normalni 5 Iniciovana o, R Maligni > Invaze
burika burka nador Metastazy

1 T

Aktivace proto-onkogend
?] Inaktivace nadorové supresor. gend
Inaktivace antimetastat. gend

)

Obrazek 2: Vicestupiiovy proces karcinogeneze, ktery zahrnuje zah4jeni, podporovani a progresi nador (Hofmanova 2013).

Prvni faze karcinogeneze je iniciace, kterd je definovédna jako stabilni dédi¢nd zména.
Tato faze je rychld a nevratna. Jedna se o pusobeni iniciac¢nich latek, diky kterym dochazi
ke genetickym zménam nebo mutacim. Vysledkem je vytvofeni iniciované bunky
(Gupta 2020). Nasledujicim krokem je Sifeni neboli promocni faze nadorovych bunék,
jeji podstatou je intravazace (Borriello et al. 2020). Cast nadorovych bundk vstupuje
do krevniho fecisté, kdese snazi prezit
(Strilic & Offermanns 2017; Wei et al. 2020).

a extravazuji se za vzniku metastaz
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Metastaze tak predstavuje nejsmrtelnéjsi aspekt nadorového onemocnéni
(Wei et al. 2020). Podle studie (Butler & Gullino 1975; Chang et al. 2000) nanadorech
u hlodavcia a lidi, kterym byl kazdy den odebran vzorek tisice bun¢k z primarniho nadoru
vstupujicich do primarniho krevniho feéisté, doslo pouze u nékolika z nich K vytvofeni
metastaz. Za omezeny vznik metastaz z primarniho nadoru je pravdépodobné zodpovédna
vysoka rychlost apoptozy nadorovych bunék v ramci obéhového systému a ¢innosti imunitniho
systému, ktery se snazi uc¢inn¢ napadat a nicit nadorové bunky (Chen & Mellman 2017).
Konecna faze vzniku metastaz nastava, kdyz se nadorové buiiky vyhnou ¢innosti imunitniho
systému a dostanou se ob¢hovym systém na metastatické misto, jehoz poloha je definovana
podle typu nadoru a okolni tkan¢ (Kitamura et al. 2015).

Podle okolni tkan¢ 1ze klasifikovat nadorové onemocnéni do nékolika hlavnich kategorii.
Prvni kategorii jsou lymfomy. To je druh nadoru lymfocyti (Rashid 2017). Pusobenim
nezralych lymfocytl v kostni dfeni vznika neoplastické onemocnéni krve tzv. leukémie (Abbas
& Mohamad 2014). Akutni lymfoblasticka leukémie, nékdy prezdivana akutni détska leukémie,
pomérné vzacné. Leukémické bunky tak predev§im ovliviiuji krev a kostni dfen, ale napadaji 1
dalsi okolni ¢asti téla, jelikoz se §ifi prostiednictvim ob&hového systému (Rehman et al. 2018).
Dalsi kategorii tvoti sarkomy. Jednotlivé typy se klasifikuji dle Svétové zdravotnické organice
(WHO — World Health Organization), a to na sarkomy mékkych tkani, které tvoii vzacnou
skupinu a kostni nadory (Casali et al. 2020). Jedna se 0 malignitu zpisobenou zménou bun¢k
mezenchymalniho ptavodu v kostech, svalech nebo v pojivové tkani (Rashid 2017).
Predposledni kategorii tvoti karcinomy. Karcinom je jakykoli maligni nador vznikly
z epitelialni tkané lemujici vnitini a vnéjsi povrch téla. Vétsinou se jedna o malignity jako
rakovina prsu, tlustého stfeva a plic (Wright et al. 2011). Zavéreénou kategorii piedstavuji
blastomy, které vznikaji v embryonalni tkani organt z nediferenciovanych bunék. Rizikovou
skupinou jsou déti, ale se mohou ziidka objevit v rané dospélosti, obdobné jako leukémie
(Harada et al. 2006). Mezi opravdu vzacné malignni nadory patii détské nadory plic. Tyto
nadory se dé€li na tfi podskupiny: plicni blastom, fetalni adenokarcinom a pleuropulmonalni
blastom (PPB) (Brodowska-Kania et al. 2016).

Ovsem Uplné nejzékladnéjsi klasifikace nadorti je na dvé tfidy, benigni a maligni. Benigni
nador zustava omezen na svém misté, nenapada okolni tkané a neSifi se (nemestastazuje)
do ostatnich ¢asti téla. Maligni nador neboli zhoubny je opakem benigniho nadoru, tudiz roste
amaé tendenci napadat okolni tkdn€. Pouze zhoubné nadory lze oznacit jako nédorové
onemocnéni nebo karcinogeneze (Samah et al. 2017).

Karcinogeny

Iniciatorem karcinogeneze je tzv. ,,uplny karcinogen®. Tyto karcinogeny poskozuji
bunééné makromolekuly, jako je DNA a zptlisobuji jeji poSkozeni prostiednictvim endogennich
nebo exogennich procestt (Barnes et al. 2018). Mezi endogenni latky patii intracelularni
organely nebo zdroje zanétu. Exogenni zdroje zahrnuji xenobiotika, léCiva nebo zafeni
(Klaunig & Wang 2018). Vystaveni témto uc¢inkiim je spojeno s riznymi formami poskozeni
DNA, jako je spojeni karcinogenu a DNA pies kovalentni vazbu nebo jednofetézové
a dvoufetézové zlomy DNA apod (Barnes et al. 2018).
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V rémci karcinogeneze zavisi na mnozstvi a délce expozice karcinogent. Bud’ dochdzi
K opakované expozici malych davek nebo jednorazové vétsi davce, ktera vede
ke karcinogenezi. V dnesni dobé existuje nékolik karcinogennich latek, kterym je ¢lovek
vystavovan. Jsou to napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), aromatické aminy,
které jsou pfitomny v barvivech, nitroslouc¢eniny, slouceniny chléru, niklu a arsenu, aflatoxiny,
vinylchlorid, vyfukové plyny z dieselovych motort, tabakovy kout, UV svétla, gama zateni
a dalsi (Basu 2018).

Stejn¢ jako klasifikace u nddorového onemocnéni podle typu okolni tkané,
které jsou zminény v kapitole karcinogeze, se i karcinogeny rozdéluji na dvé zakladni skupiny,
a to chemické a fyzikalni karcinogeny (Barnes et al. 2018). S cilem vyhodnotit karcinogenni
rizika spojena schemickymi latkami zahajila uz na pocatku 70. let 20. stoleti
Mezinarodni agentura pro vyzkum nadorového onemocnéni (IARC, International Agency for
Research on Cancer) tzv. program monografii, ktery pravideln¢ identifikuje, hodnoti a provadi
komplexni kontrolu dikazii o jejich karcinogennim potencidlu pro lidi a zvifata
(Birkett et al. 2019). Ovsem tato identifikace nebezpe¢i je zastarala, protoze takto rozdélené
kategorie zatazuji do stejné kategorie chemikalie a 1atky s velmi rozdilnou u¢innnosti a zptisoby
pusobeni (Boobis et al. 2016). V zavéru tak ucastnici programu monografii dospéli,
ze karcinogeny obvykle vykazuji jednu nebo vice z 10 klicovych charakteristik (Tabulka 2).
Do budoucna by tyto klicové charakteristiky mely pomoc pracovnikiim téchto monografii
pii hodnoceni dalSich potencialnich lidskych karcinogend (Smith 2019).

Tabulka 2: Kli¢ové vlastnosti karcinogenti (Smith 2019).

Je elektrofilni nebo miiZe byt metabolicky aktivovan na elektrofily
Je genotoxicky

Méni opravu DNA nebo zptisobuje genomickou nestabilitu
Indukuje epigenetické zmény

Indukuje oxida¢ni stres

Indukuje chronicky zanét

Je imunosupresivni

Moduluje ucinky zprostifedkované receptorem

© © N o o A~ w NP

Zptsobuje nesmrtelnost

=
o

Méni bunéénou proliferaci, bunéénou smrt nebo p¥isun Zivin

Napfiklad riziko z hlediska chemickych latek hrozi pfedevs§im zaméstnanctim, ktefi tyto
latky  vyrdbi, zpracovavaji, manipuluji, skladuji, pfepravuji nebo eliminuji.
Povinnosti zaméstnavatele tak je provést posouzeni rizika za Gcelem ochrany lidského zdravi.
V dnes$ni dobé je ovSem toto posouzeni velmi naro¢né. Mize se stat, Ze v zaméstnani dojde
k chronické expozici karcinogenti a mutagenti, které by mohly byt nedostatecné stimulovany
(Cesare et al. 2017). Aby se tak zabranilo nepfiznivym ucinktim chronické expozice, plytvani
penézi, ¢asem i zviraty béhem dvouletych biologickych testi. Vyuzivaji se tzv. testy akéniho
rezimu, kterymi je mozné zajistit pfimy a racionalnéjsi zaklad pro posouzeni rizika
(Cohen et al. 2019).
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3.1.4 Faktory ovliviiujici naidorové onemocnéni

Pro zajisténi a posouzeni racionalniho rizika je nutno stanovit plisobeni endogennich
a exogennich faktorti. Naptiklad pfi poSkozeni makromolekul, jako je DNA dochazi praveé
prostiednictvim endogennich a exogennich procesti (viz piedchozi kapitola karcinogeny)
(Barnes et al. 2018). Stanoveni tak typickych endogennich faktorti predstavuje pohlavi, vk,
genetika nebo doprovodna onemocnéni. Naopak mezi exogenni faktory patii naptiklad faktory
okolniho prostiedi, mezi néz se fadi a ma hlavni kli¢ovou roli vyziva (Mogos et al. 2018).

Vyziva ptredstavuje udrzeni homeostazi a odpovédnost za piijem zdravotné nezdvadnych
potravin nese Svétovy potravinovy program a Organizace pro vyzivu a zem&délstvi v ramci
OSN. Potraviny, at’ uz rostlinného ¢i zivocisného pivodu, vykazuji vyznamné nutri¢ni hodnoty
pro spravné fungovani a vyvoj téla. OvSem na druhou stranu bylo u nékterych potravin
prokazano, ze latky které obsahuji, mohou hrat vyznamnou roli v patologickych procesech,
adokonce i v karcinogenezi (Pordevi¢ et al. 2020). Tyto latky jsou zastoupeny tieba
Vv potravinatrskych ptidatnych latkach, kontaminujicich latkach jako pesticidy, insekticidy
a polyvinylchlorid (PVC), latky znec€istujici prostiedi, tj. Polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAU) a pfirozené vyskytujici se karcinogenni latky. Porovnani karcinogennich latek
ptijmutych z potravy oproti mnozstvi latek dostavajicich se do plic nebo do kize je znac¢né
nebezpednéjsi. Skutecnost je takova, ze ¢lovek potravinaiské vyrobky konzumuje po cely zivot,
tudiz organismus je vystaven po dlouhodobé casové obodobi karcinogennim latkam.
Nebezpecné je i pozivani malych davek, jelikoz karcinogenni latky jsou kumulativni, tudiz
po letech miize nastat maligni odpovéd” (Mogos et al. 2018). Piikladem mohou byt potraviny,
které obsahuji chemickeé slou€eniny, a tim se oznacuji jako pravdépodobné lidské karcinogeny.
V poslednich letech tak ptilakaly pozornost vefejnosti a zahajila se debata 0 vhodném zptisobu
jejich tepelné upravy (Rasinger et al. 2018). Typickym ptikladem je Cervené maso, které se
vyznacuje vysokym obsahem Zeleza. Tim Ze Se pti jeho vatfeni pouziji vysoké teploty, chova se
jako mutagenni ¢inidlo, které bude vytvaret prokarcinogenni slouceniny (Ksouri 2019).

V potravinach se také vyskytuje i nespoCet pfirozenych kontaminantd.
Mezi nejzloveéstnéj§i patii rust plisni, které produkuji mykotoxiny, zejména karcinogenni
aflatoxiny. V opa¢ném ptipadé se mohou do potravin piidavat chemické latky, vétSinou
ve formé piidatnych latek za vylepSeni jejich senzorické stranky nebo obohaceni nutricnich
hodnot ¢i snizeni naklada (Pressman et al. 2017).

Dalsi skupinou kontaminantti jsou endokrinni disruptory. Jedna se o skupinu exogennich
latek, které inhibuji zakladni funkce hormont a také se snazi napodobit jejich piisobeni.
Tyto disruptory se u nas V zivotnim prostifedi nachazi v pomérné velkém mnozstvi a jsou
povaZzovany za velmi Skodlivé latky jak u lidi, tak u divoké zvéfe. Mezi zajimavy, vyznamny
a nejbéznéjsi edokrinni disruptor patii bisfenol A (BPA) (ljaz et al. 2020). BPA je Siroce
uplatiovan jako zmékéovadlo v mnoha prumyslovych vyrobcich. Snadno se uvoliiuje
do zivotniho prostfedi a do potravin z obalovych materialti. Jeho expozice pro cloveka
je tedy znacna a bylo prokazano, ze zplsobuje mnoho chronickych stavi lidského zdravi,
véetné nadorového onemocnéni, kardiovaskuldrnich poruch, hepatotoxického ucinku,
polycystického onemocnéni vajeénikti nebo cukrovky (Nomiri et al. 2019).
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Vzhledem k jeho rozsahlé toxicité se v Kanad¢, Evropské unii, USA a nékterych dalsich
zemich zakazal pouZzivat v produktech a obalech kazdodenniho pouziti (Liao et al. 2012).
Proto se zacal pouzivat bisfenol S (BPS) jako alternativni a tepelné stabilngjsi analog BPA.
Tato struktura sesklada ze dvou fenolovych kruhd spojenych sirou. Pouzivaji se jiz
V konzervovanych nealkoholickych napojich nebo v konzervovanych potravinach jako
stabilizator (Zenata et al. 2017). BPS tak diky své vysoké stabilité a odolnosti viéi slune¢nimu
protoze byl prokazan jeho vyskyt v lidské mo¢i (Liao et al. 2012).

Z toho vyplyva, ze u 70 % nadort je nespravna vyziva zodpovédna za 40 % vSech umrti
na dané typy nadorti. Zmény provadéné v souvislosti s nadorovym onemocnéni mohou vést
ke ztraté chuti v disledku poskozeni chut'ovych receptorit vyvolavajici pocit sytosti, anorexie,
nevolnosti, zvraceni a prijmu. DileZitou roli také hraje zivotni styl. Ze strany vyzivy to jsou
stravovaci navyky, konzumace konzervovanych potravin, geneticky modifikovanych potravin
jako ovoce a zelenina, potraviny se zbytky pesticidu a nezdravi zivotni styl, jako je koufeni,
alkohol, obezita, stres a konzumace rychlého obcerstveni (Ksouri 2019).

Dal$i, jiz zminény, rizikovy faktor pro vznik nadorového onemocnéni je obezita,
ktera se v soucasné dob¢ definuje jako zvySeny index télesné hmotnosti, coz je obvykle
dasledek prebytku tukové tkané. Tukova tkan je nedilnou soucasti signalizacni sité,
ktera udrzuje energetickou homeostazu (lyengar et al. 2016). Naptiklad homeostaza glukdzy
je metabolicka souhra mezi organy pankreatu, jatry, ledvinami, tukovou tkani a kKosternim
svalstvem, které reguluji ukladani, uvoliovani a vyuzivani glukozy pro vSechny butiky v téle
(Hopkins et al. 2016). Proto pti hyper adipozité¢ dochazi k metabolickym porucham, zméné
produkci steroidnich hormonti a chronickych subklinickych zanétd. Obezita je rizikovym
faktorem pro nckolik typl nadorli, v€éetné nadorového onemocnéni prsu, délohy, prostaty,
pankreatu a tlustého stieva (lyengar et al. 2016). Mimo jiné také pfispiva i k dal$im zavaznym
onemocnénim, vcetné¢ kardiovaskularnich chorob a cukrovky (Ligibel et al. 2014).
Mira obezity stoupa a Americkou lékafskou asociaci byla klasifikovana jako chorobny stav.
Tento chorobny stav by svoji vyznamnosti mohlo ptekonat koufeni jako preventivni pficina
nadorového onemocnéni. V3e je shrnuto v Tabulce 3, kde Mezinarodni agentura pro vyzkum
nadorového onemocnéni (International Agency for Research on Cancer, zkracené IARC)
stanovila existujici diikazy o tom, Ze nadmé&rna télesna hmostnost souvisi se zvySenym rizikem
nadorového onemocnéni nejméné na 13 mistech v téle (Lauby - Secretan et al. 2016).

vvvvvv

vvvvvv

zabranit lidem koufit (Hecht 2002). Cigaretovy kouf je obecné oznacovan za karcinogen a je
jednoznaéné hlavni pii¢inou rakoviny plic (Hecht et al. 2017). Koufenim tabaku tak ro¢né
zemfie vice nez 7 miliont lidi a z toho necely piil milion tvofi rocni umrti pouze ve Spojenych
statech americkych (Hussain etal. 2019). V tabakovém koufi je vice nez 7000 chemikalii
avicenez 70 identifikovanych chemickych karcinogenti. Mezi Karcinogeny patii PAU
jako je benzo(a)pyren, nitrosaminy, kadmium a beryllium, kyanovodik, oxid uhelnaty
a amoniak. Dulezitou slozkou v cigaretovém koufi je také nikotin. Samotny nikotin neni
oznacovan piimo za karcinogen, ale jednd se o navykovou slozku, diky niz si ¢loveék vytvaii
zavislost. OvSem muze byt metabolizovan za vzniku karcinogennich N-nitrosoaminii,
véetné N - nitrosonornikotinu a nitrosaminketonu ( Hecht et al. 2017; Harris 2018).
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Tabulka 3: Epidemiologické dikazy spojujici riziko nadvahy/obezity a nadorového
onemocnéni podle urovné dikazi a sily relativniho zvySeni rizika nadvahy/obezity ve srovnani
s normalnim indexem t&lesné hmotnosti (18,5 — 24,9 kg/m 2) (Avgerinos et al. 2019).

Urovei ditkazii Sila zvyseni relativniho rizika pro riziko obezity a rakoviny
Vysoky Sti‘edni Maly
(zvy$eni RR > 3) (narist RR: 1,50-2,99) (nartst RR: 1,00 - 1,49)

Adenokarcinom ledvin

., . Kolorektalni karcinom
Hepatoceluldrni rakovina

Endometrialni Postmenopauzalni rakovina prsu

Presvédcivé / . Adenokarcinom pankreatu s
L adenokarcinom L Rakovina Zlu¢niku
dostatecné . ., Rakovina zaludku . o
Adenokarcinom jicnu L, Rakovina vaje¢nikt
Mnohocetny myelom o,
L Rakovina §titné zlazy
Meningiom

o , Pokro¢ilé stadium rakoviny prostaty
mezen . o
Y Rakovina prsu u muzi

Difazni velky B-bunéény lymfom

RP — relativni riziko.

Snad je$té zajimavéjsi je radioaktivita tabaku. Jako prvni pied 50 lety Radford a Hunt
zveiejnili ¢lanek, ve kterém identifikovali radioaktivni polonium-210 (210P0) v tabaku.
Jeho biologicky vyznam nabyva z hlediska farmakokinetiky téZkych kovi a pfenosu energie
alfa castic. 210Po nepiedstavuje nebezpeci z divodu vnéjsi expozice tabakovych listl
nebo rostliny, ale inhalaci cigaretového koufe, jehoz slouzkou jsou pravé alfa zafice,
které predstavuji potencialni riziko vzniku rakoviny plic (Karagueuzian et al. 2012;
Laking 2019). Na zakladé dikladnych studii se pozdé€ji zjistilo, Ze tabakovy pramysl
0 radioaktivité tabaku, a tudiZ o pfitomnosti radioaktivniho 210Po, ktery tak ptredstavuje vyssi
potencialni riziko pro rozvoj rakoviny plic, védél a témét skoro pil stoleti byly tyto informace
nepfistupné. Pramysl tak selhal, nejenom diky dezinformaci svych spotiebiteltl, ale také
netstupné vzodoroval ve snaze odstranit radionuklid z tabakovych listli a zakazal veskeré
publikace, které by souvisely s radioaktivitou v cigaretovém koufi. AZ soudem natizenou
hlavni dohodou zroku 1998 doSlo k vyrovnani velké c¢asti vysledki vyzkumi interniho
tabakového primyslu (Karagueuzian et al. 2012).

Stejné tak nemusi jit vzdy pouze o rakovinu plic, ale nedavné studie ukazali, Ze cigaretovy
kout mize také vést k nddorovému onemocnéni dutiny ustni, jicnu, Zaludku, pankreatu, ledvin
a mocového méchyte. Karcinogeny pfitomny v cigaretovém kouii vedou k poSkozeni DNA,
naruseni mechanismu opravy DNA ¢i oslabeni imunitniho systému, coz déle vede k infekcim
a zanétim (Hussain et al. 2019). Proto by lidé mé&li snizovat davky tabaku, azjeho tplné
odvyknuti a spolecné se snizovanim nadvahy ¢i obezity by predstavovaly tak nejdulezitéjsi
zmény zivotniho stylu ovliviiujici zejména lidské zdravi anadorové onemocnéni
(Avgerinos et al. 2019).
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Koufeni tabaku vSak neni jediny zplsob vzniku rakoviny plic. VétSinou se jedna
o nekuraky, ktefi jsou  vystaveni pasivnim  expozicim  koufe  na pracovisti
(El Zoghbi et al. 2017). Ta je zodpovédna za vice jak 50 000 imrti roén¢ mezi nekufaky USA.
Zakon 0 nekufackém ovzdu$si v USA i Vv zahrani¢i se tykd zejména zadkazu Kkoufeni
Vv restauracich, barech ¢i na pracovistich. Tento zédkon byl spojovan se snizenim negativnich
srde¢nich a respira¢nich uc¢inki. Z toho vyplyva, Ze tento zakon je mocny nastroj K ochrané
nejenom pracovnikit pohostinstvi, ale 1 hosti. Dalsi idaje ziskané za posledni dvé desetileti
naznacuji, ze zakony o nekufackém ovzdusi v USA nemaji neptiznivy ale ani pozitivni vliv
na zaméstnanost V restauracich a barech. Tato zjisténi spiSe poskytuji diikazy na podporu
zakonu pro politiky, ktefi usiluji o vyvazeni ochrany vice volebnich obvodu, zdravi jejich
mistniho pohostinstvi a vefejnosti (Shafer 2019).

Pfesto snizovani davek tabaku, ne-li jeho uplné odvyknuti, je pro vefejnost
neptedstavitelna a stejné tak konzumace alkoholickych napojt (Connor 2017). Lidé konzumuji
alkoholické napoje po celém svété vice nez tisice let z kulturnich, socialnich a ndbozenskych
duvodu. Jeho konzumace ovSem piispiva k fadé nepiiznivych G¢ink na zdravi. Napiiklad
umyslné ¢i neimyslné poranéni, nasili, akutni otrava alkoholem, cirhéza, fetalni alkoholicky
syndrom a nadorové onemocnéni (Gapstur et al. 2018).Alkohol je spojovan s nadorovym
onemocnénim horni ¢asti traviciho traktu (dutina Gstni, hltan, hrtan a jicen), jater, prsu
a tlustého stfeva (LoConte et al. 2018). Jaky typ alkoholického napoje se konzumuje, neni
podstatné. Vsechny alkoholické napoje obsahuji ethanol, ktery zvySuje hladinu primarniho
metabolitu acetaldehydu po poziti ethanolu a ten podporuje poskozeni DNA (Klein et al. 2020).

Povédomi vefejnosti o plsobeni ethanolu a acetaldehydu karcinogenné je nizka.
Spojenym statim americkym, a proto se snazi WHO snizit spotfebu Skodlivych alkoholickych
napoji, atim snizit riziko vzniku neptfenosnych nemoci. Proto nejlepS§im preventivnim
opatienim je alkohol viibec nepit. Nicméné existuji lidé, ktefi si na alkohol vytvari zavislost
(Gapstur et al. 2018). V tomto piipadé Americky narodni institut pro zneuzivani alkoholu
a alkoholismu (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism — NIAAA) uvadi fadu
vzdélavacich programt pro zdravotni pracovniky, které se pouzivaji v diagnostice a 1écbé
nadmérné konzumace alkoholu, jako jsou skupiny pro vzajemnou podporu, 1éky, behavioralni
terapie nebo kombinace téchto strategii (Baum et al. 2018).
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3.1.5 Lé¢ba nadorového onemocnéni

Diagnostika, preventivni a 1é¢ebné opatfeni pomahaji snizit vyskyt nékterych druht
nadorového onemocnéni, jako je nadorové onemocnéni prsu, délozniho téliska, prostaty,
tlustého stieva, jater, slinivky bfi$ni apod. Proto je nutné, aby se pokrok v 1é¢ebnych metodach
stale zvySoval. Zdokonaluji se tedy technologie a provadi se vyzkumy pro zlepSeni u¢innéjsich
zpusobll 1éCby. Mezi primarni a nejucingj$i formu 1écby nddorového onemocnéni patii
chirurgicka resekce nadora (Kydd et al. 2017). Prave chirurgicky zakrok je nejcastéjsi 1é¢ba
u karcinomu tlustého stieva. Podle NCI, ktery stanovil v letech 2010 az 2012 informac¢ni
ptehled, ze 4,5 % americké populace bude diagnostikovano s karcinomem tlustého stieva.
Proto v poslednich desetiletich doslo ke =zlepSeni ptedoperacnich hodnoceni, zlepSeni
chirurgickych nastroji 1 technoligii, intraoperacnich monitori a pooperaéni péce.
Misto tradi¢niho odstranéni karcinomu prostfednictvim velkych fezi do dutiny bfis$ni
se V poslednich letech aplikuje posun smérem k miniméln€ invazivni chirurgii, ktera pfinasi
velké vyhody. Naptiklad mens$i komplikace s ranou, rychlejsi ndvrat sttev do normalni funkce,
a tim rychlejsi pfijem normalni stravy. Stejné tak je krat§i pooperacni hojeni a zotaveni
(Lee etal. 2017). Po chirurgické resekci vétSinou nasleduje chemoterapie pro zlepSeni
terapeutické ¢innosti a vysledki preziti pacientli. Aby chemoterapie a ozarovani mohly byt
ucinnéjsi, je potfeba lokalizace naddoru a metastazi v téle. Lokalizace se provadi nékolika
zpusoby zobrazeni, jako je ultrazvuk, pocitaova tomografie, magneticka rezonance
nebo pozitronova emisni tomografie. V posledni dobé byla také schvalena nova 1écba,
ato v podobé imunoterapie (Kydd et al. 2017), jejim cilem je vyuzit imunitni systém téla
K vyvolani protinadorové odpovédi. Rozdé€luje se na pasivni a aktivni formu. Principem pasivni
imunoterapie je podani latek, jako jsou monoklonélni protilatky, lymfocyty nebo cytokiny,
které zvySuji stavajici protinddorovou odpoveéd’. Aktivni imunoterapie spociva ve stimulovani
imunitniho systému k napadeni nddorovych bunék o¢kovanim, nespecifickou imunomodulaci
nebo zaméfenim na specifické receptory antigenu (Zhang & Chen 2018). Ve vétsing piipadu
setyto typy lé¢by ukazuji jako G&inné pii 16¢bé nadorového onemocnéni. Casto s nimi
ale byvaji spojovany i nepiiznivé vedlejsi u¢inky. Proto je nutné stanovit co nejvice cilenou
1é¢bu, kterd ma schopnost poskytnout lokalizované uzitnecné mnozstvi 1ékti proti nadorovym
bunikam a neposkozovat tak normalni bunky (Kydd et al. 2017).

Skute¢nost je takova, ze vyvoj protinadorovych léceb prochazi obrovskymi zménami
ataké ma k dispozici mnoho novych piistupi. Bohuzel velkou nevyhodou této biologické
revoluce v 1écbé nadorového onemocnéni jsou vysoké naklady a celkové naklady spojené
s pé¢i. Proto Narodni institut pro nadorova onemocnéni (National Cancer Institute, NCI)
ptipousti, ze existuje potieba stimulovat ovéfené vyvoje a piijatelné diagnostiky, aby bylo
mozné udrzet krok s explozi novych a cilenych 1ékt (Serkova & Eckhardt 2016).
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Pro potfeby ucinné 1€cby se vétsinou spoléha na dostateéné velkou davku cytotoxického
¢inidla, ktera zabiji rychle délici se bunky, a tudiz vede k jasnému upadku nadoru. Na druhou
stranu ¢inidla nejsou specificka pro nadorové buniky, a proto se projevuji negativnim vedlejSim
ucinkem, ktery poskozuje i zdravé okolni tkan¢. V poslednich letech se tak v klinickych praxich
vyuzivaji tzv. cytostatika, ktera vétSinou primarné¢ funguji jako cilové 1€ky se specifi¢nosti proti
nadorovym bunkam, narusuji bunéénou signalizaci a replikaci, ale nevedou ke snizeni okamzité
nadorové zatéze (Anttila et al. 2019).

Mezi potencidlni cytostatika pouzivand Vv 1écbé proti naddorovému onemocnéni
jsou alkaloidy z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae (Nair & van Staden 2018). Tato skupina rostlin
se vyskytuje pfevazné v tropickych a subtropickcych oblastech. Jedna se o celed’ rostlin,
Ktera je charakterizovana a identifikovana fadou farmakologicky aktivnich latek, které vykazuji
svou rozmanitost biologickych aktivit (Desgagné-Penix 2020), véetné protinadorovych,
protizdnétlivych,  antibakteridlnich, antifungélnich, antimalarickych, antivirovych,
antidepresivnich, antinociceptivnich a cholinesterazov¢ inhibi¢nich (Ding et al. 2017).

Biologicka a protinadorova aktivita alkaloidi Amaryllidaceae

Amaryllidaceae je velka skupina jednodéloznych rostlin piiblizn¢ 1000 druhd
v 60 rodech. Bylo prokazano, ze jsou bohatym zdrojem alkaloidt, které se podle biologické
aktivity déli na 9 zékladnich typt v Tabulce4, to jsou lykorin, homolykorin, Kkrinin,
haemanthamin, tazettin, montanin, narciclasin, galanthamin a norbelladin
(Habartova et al. 2016). Objevovani 1é¢iv nabazi fytochemikalii zacalo jiz v roce
1877 sizolaci alkaloidu lykorinu z Narcissus pseudonarcissus (Cimmino et al. 2017).
Ovsem jeste¢ diive byl izolovan v 50. letech 20. stoleti galanthamin z cibule snézenky
Galathus woronowii. Tato droga ma dlouhodobou historii a nyni je stale dilezitym 1é¢ebnym
prostiedkem u mnoha onemocnéni, naptiklad pti bolesti nervi a détské obrné. Az pozdégji
se zacal zkoumat terapeuticky ucinek galanthaminu pro 1é¢bu Alzheimerovi choroby (AD)
(Upadhyay et al. 2020). Obvykle AD ptedstavuje 60 az 70 % piipadti demence s pocate¢nimi
vypadky paméti, které jsou doprovazeny dalSimi kognitivni dysfunkcemi. Z patologického
hlediska se jedna o degenaraci v oblasti bohaté na cholinergni neurony, frontalni kdru, pedni
a zadni cingularni kdru. Tyto oblasti jsou spojovany s agitaci, apatii a ztratou paméti. Ukazalo
se, ze pravé acetylcholin (ACh) vysoce koreluje s funkci paméti, a tak se k 16¢bé AD vyuzivaji
nejméné ti inhibitory cholinesterazy (AChEI) schvalené americkym Ufadem pro kontrolu
potravin a léciv (FDA) (Huang et al. 2020). Dnes je to tedy klinicky schvaleny 1€k pro AD
ve form& hydrobromidu, ale vétSinou je zndm pod komerénim nazvem nivalin. Jednd se
0 alkaloid, ktery je dlouhodobé pusobici, selektivni, reverzibilni a kompetitivni inhibitor
acetylcholinesterazy (AChE) se silnym 50 % inhibi¢nim u¢inkem na AChE v mikromolarnich
koncentracich a také alostericky moduluje nikotinové receptory (Habartova et al. 2016).

Inhibitory AChE zpasobuji, ze acetylcholin je udrZzovan v synaptické S$térbiné
pro neurotransmici a je odpoveédny za ukonceni dodavky impulzii rychlou hydrolyzou
acetylcholinového neurotransmiteru v cholinergnich stadiich, ¢imz snizuje a predchazi
symptomy AD. Dal§im inhibitorem ve vyvoji 1€kt proti AD je butyrylcholinesteraza (BChE),
ktera se syntetizuje v jatrech a uziva se pti symptomatickém neurodegenerativnim onemocnéni.
Proto se stale hledaji nov¢jsi a ucinnéjsi inhibitory, které jsou v centru pozornosti mnoha
vyzkumnych skupin (Tiirkan et al. 2020).
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V soucasné dobé jsou dobie prozkoumany farmakologické a fytochemické aspekty
alkaloidd, nicméné jejich molekularni a fyziologické vlastnosti uz mén¢. Proto je pomérné lepsi
snazit se porozumét také jejich biosyntéze (Obrazek 3) a metabolické regulaci,
protoze to jsou vyhody, které se vyuzivaji v novych technologiich metabolického inZenyrstvi
pro zlepSeni uc¢innosti a udrzitelnosti produkce alkaloidd rostlin Amaryllidaceae
(Desgagné - Penix 2020, Cimmino et al. 2017).

Obecné plati, ze biosyntéza alkaloidli je na principu kondenzace dvou aromatickych
aminokyselin. Jak je vidét na Obrazku 3, jedna se o L-fenylalanin a L-tyrosin ze kterych vznika
O-methylnorbelladin jako zakladni vstupni bod pro komplexni biosyntetickou drahu. Nasleduje
fada reakci, jako jsou formace vazeb, rozbiti, pfedani, preskupeni, ptidani funkéni skupiny nebo
modifikace, a tim se dosdhne velké rozmanitosti alkaloidi. Celkové je lze rozdélit
biosyntetickou drahu do 5 etap. Prvni etapa je nazyvana jako primarni metabolismus, nasleduje
fenylpropanoidni cesta, vznik norbelladinu zékladni cestou, pfedposlednim krokem
je pfechodna faze a zavrSuje to tzv. pozdni etapa (Desgagné-Penix 2020).

Prostiednictvim  biosyntetického pivodu se Amaryllidaceae déli do 9 kruhd
(viz zacatek kapitoly) a ztoho jejich  reprezentativni  struktura  je znazornéna
na Obrazku 4 (Habartova et al. 2016).

Tabulka 4: Typy prstencovych a reprezentativnich alkaloidi rodu Amaryllidaceae
(Desgagné-Penix 2020).

Typ alkaloidi Prstencova struktura Fenolové Reprezentativni alkaloidy
Amaryllidaceae spojeni Amaryllidaceae
Norbelladin N-(3,4 — dioxybenzyl)-4- Norbelladin, Rystillin
oxyfenetylamin
Cheryllin tetrahydroisochinolin Cheryllin, Gigantellin
Galatamin 6H-benzofuro[3a,3,2-¢,f]-2- para-ortho* Narwedin, Galatamin
benzazepin
Lykorin Pyrrolo[d,e]fenanthridin ortho-para‘ Lykorin, Galantin
Lykorenin 2-benzopyrano-[3,4-g]indol ortho-para‘ Homolykorin, Hippeastrin
Krinin 5,10b-etanofenanthridin para-para‘ Krinin, Haemanthamin
Narciclasin Lykoricidin para-para‘ Narciclasin, Pankratistatin
Tazettin 2-benzopyrano|[3,4-c]indol para-para‘ 6a-deoxytazettin,
Pretazettin
Montanin 5,11-methanomorfanthridin para-para‘ Pancracine, Montanin

Jedny znejznamé&jsich a zpohledu cytotoxicity nejucinnéjsich jsou alkaloidy
lykorinového typu (Daleckd et al. 2013). Podle prstencové struktury se skladaji
z pyrrolo [de] fenanthridinu a vykazuji rizné biologické ucinky, které zahrnuji antivirovou,
antimalarickou, protizanétlivou a protinddorovou aktivitu. Nejvyznamnéj$Sim zastupcem
je lykorin, ktery svou antivirovou aktivitou pusobi proti celé tfadé virt, jako jsou retroviry,
polioviry, enteroviry, koronoviry a dal$i. Princip antivirového ucinku je v tom, ze lykorin
funguje jako inhibitor pfi syntéze proteini a tim blokuje aktivitu virové polymerazy,
nebo prodlouzuje virovy polyprotein béhem syntézy (Roy et al. 2018).
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Dalsim ucéinkem je vyznamna inhibice DNA topoizomerazy I, ktera je vyzadovana
pro rast bun€k u parazitd, a tim lykorin a dal§i alkaloidy lykorinového typu vystupuji
proti parazitim malarie, jako je pravé tieba u Plasmodium falciparum, a tim naptiklad dochazi
Kk pozastaveni jejich Zivotniho cyklu. OvSem tGé¢inek neni pouze Cisté€ proti parazitum, ale mize
mit také antikvasinkové neboli antimykotické aktivity proti kvasinkam kmenu
Saccharomyces cerevisiae (Roy et al. 2018).

L-phenylalanine L-tyrosine
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Obrazek 3: Biosynteticka cesta hlavnich strukturnich typ amarylkovitych alkaloidd (Dalecka et al. 2013).
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Poslednim vyznamnym uc¢inkem alkaloidti lykorinového typu je protinadorova aktivita,
kde pravé lykorin, jako jeden z prvnich, prokazal cytotoxicky tc¢inek, a proto byl intenzivné
zkouman v preklinickych modelech nadorového onemocnéni u lidi vinvivo ainvitro
podminkach. Ukazalo se, Ze lykorin je oznaCovan jako nizkomikromolarni antiprolifera¢ni
¢inidlo, které vykazuje cytotoxicitu mitochondridlnimi cestami a indukci apoptdzy
(Khalifa et al. 2018).
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Obrazek 4: Struktura alkaloida rostlin ¢eledi Amaryllidaceae (Habartova et al. 2016).

Obdobné vlastnosti jako lykorin ma heamanthamin (HAE), ktery vykazuje silnou
inhibi¢ni a cytotoxickou aktivitu proti Sirokému spektru nadorovych bunéénych linii.
Prestoze molekularni mechanismus HAE jesté neni zcela pochopen, miize inhibovat syntézu
proteinti pomoci vazby na centrum peptidyltransferazy (PTC) a ta se vaze 60S podjednotku
ribozomu, a tim zabranuje tvorbé peptidovych vazeb (Cahlikova et al. 2020).

Inhibice syntézy eukaryotickych proteini tak c¢ini velmi atraktivni cil pro vyvoj
protinadorovych latek (Pellegrino et al. 2018), jelikoz samotna syntéza proteint hraje dilezitou
roli ptfi vzniku a progresi nadoru (Truitt & Ruggero 2016). Hlavni zdroj syntézy proteint
jsou ribozomy, které se vyskytuji v kazdé zivé bunce. Pravé HAE je odpovédny za vyvolani
nukleolarniho stresu, a tim inhibuje biogenezi ribozomi a aktivuje protinadorovou reakci
zavislou na proteinu p53 (Pellegrino et al. 2018), coz je kratkodoby transkripéni faktor
a nadorovy supresor se stabilizuje a aktivuje v reakci na bunééné stresy (Goodman 2021).

Dale bylo prokazano, ze je schopen vytvofit komplexy s ribonukleovou kyselinou
(RNA), kde bunky mysiho lymfomu L5178 jsou multirezistentni, coz vede k jejich vyrazné
inhibici rastu (Cahlikova et al. 2020).
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Pfi hledani novych 1é¢iv odvozenych od alkaloidi Amaryllidaceae neni biosynteticka
cesta zcela plné pochopena. Ne&které enzymatické kroky zejména u montaninu oproti
galanthaminu zistavaji ¢asteéné nepochopeny (Reis et al. 2019). Proto k dalS$im intenzivné
zkoumanym strukturam patéi montaninovy typ. Obdobné¢ jako heamanthamin a lykorin
vykazuji inhibici rustu a cytotoxitu proti nadorovym bufikam Vv in vitro podminkach. Plsobi
tak proti péti lidskym bunéénym liniim, jako je adenokarcinom tlustého stieva HT29, karcinom
renalnich bunék RXF393, karcinom prsu MCF7, nemalobuné¢ny karcinom plic H460
a epitelialni ovaridlni karcinom OVCARR3 snizkymi mikromolarnimi koncentracemi
(Koutova et al. 2020).

Jiz na zacatku této kapitoly byla zminéna funkce galanthaminu, jakoZzto alkaloidu
S terapeutickym ucinkem wuzivany pii AD. Jedna se o neurodegenerativni poruchu,
ktera ovliviiuje zejména starou generaci. V souCasné dobé mimo galanthaminu se také
Vv klinickych praxich uzivaji dal$i alkaloidy, jako jsou mematin, rivastigmin a donepezil.
Piesto dnes neexistuji zadné 1éky, které by této nemoci zabranili. Nedavny vyzkum zminoval,
7e naptiklad berberin ma pomérné pfiznivé Géinky na nervovy systém a také byl identifikovan
jako pozitivni terapeuticka strategie proti AD druhé generace, kde plisobi jako inhibitor lidské
AChE (Cai et al. 2016). Berberin je kvartérni amonna sul z protoberberinové skupiny
isochinolinovych alkaloidt (Cicero & Baggioni 2016, Feng et al. 2019). Ma vysoké uplatnéni
jako bioaktivni slozka k 1é¢b¢ zanétlivych poruch a diabetu ziskany z rostlin Rhizoma coptidis,
kterd je bézn€ uzivana v tradicni Cinské mediciné (Feng et al. 2019). Berberin, tedy
jako bioaktivni alkaloid, ma mnoho farmakologickych ucinki, vcetné antimalarickych,
antidiabetickych a protirakovinnych u¢inkd. Pfedpoklada se, ze i metabolity (Obrazek 5)
berberinu maji farmakologické ucinky (Cicero & Baggioni 2016).
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Obrazek 5: Transformace berberinu faze 1 pomoci cytochromu P450 (CYP450) vV jaternich buikach
(Cicero & Baggioni 2016).
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Ovsem nejvice klinické studie zkoumaly t¢inky berberinu pro snizovani hladiny lipid
ainzulinové rezistence (Imenshahidi & Hosseinzadeh 2019). Proto je berberin izolovan
z rostlin, které se dodnes pouzivaji jako 1é¢ivo nebo bylinné doplnky (Habtemariam 2020).

Izolace alkaloidi rodu Amaryllidaceae

Mimo lykorinu, ktery vykazuje cytotoxickou aktivitu, bylo dale zjisténo, Ze napiiklad
latky anhydrolykorin, krinin, galanthamin, demethylmartidin a narwedin jsou pfitomny
v invitro kulturach Narcissus pseudonarcisuss a dalsich druhtit Amaryllidaceae, které jsou
zejména stanoveny prostiednictvim screeningu plynné chromatografie s hmotnostni
spektrometrii (El Tahchy et al. 2011). Alkaloidy zrostlinnych materiald lze rozdélit
prostiednictvym chromatografickych metod (plynné, kapalné nebo tenkovrstvé), hmotnostni
spektrometrie a spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR) (Ferdausi et al. 2020).
Jiz v ptedchozi kapitole se vyzdvihla nejvyznamnéjsi biologickd a farmakologicka aktivita
alkaloidu, Kterou je pravé ihibi¢ni aktivita AChE. Diky screeningu se tak zjistilo, Ze alkaloidy
Amaryllidaceae (AA) obsahuji rizné strukturni typy a vysledky tak poukazuji na to, ze typy
galanthaminu a lykorinu maji lepsi vysledky AChE inhibice nez ostatni alkaloidy
(McNulty et al. 2010; Ortiz et al. 2012; Cortes et al. 2015).

Nez se provede ngjaka analyza ¢i identifikace sloucenin alkaloidd pomoci jejich
hmotnostnich spektralnich vzorct a retenc¢nich indexd a porovna se to s idaji zaznamenanymi
v literatute, je nutné, nejdiive alkaloidy izolovat neboli extrahovat z mleté nebo susené
biomasy. U Amaryllidaceae se ve vétsiné piipadech jedna o vysuSené cibule v mnozstvi
100 az 300 g. Tieba u divokych argentinskych druhtt Amaryllidaceae vyextrahovali alkaloidy
pomoci methanolu (MeOh). To znamena, ze dochazi k odpafeni organického rozpoustédla
za snizeného tlaku, a tim se ziskaji suché alkaloidové frakce, 1épe feceno suchy extrakt,
ktery byl rozpustén v methanolu pro GS — MS analyzu (Ortiz et al. 2012). Ta se provadi
Vv piistroji, ktery pracuje v rezimu EI 105 pi1 70 eV. VSe poté probihd v kapilarni koloné
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) s teplotou od 120 do 300 °C v riznych ¢asovych intervalech.
Nasledn¢ tam protéka nosny plyn (Helium, ml/min.) s injekovanym vzorkem. Zavérem je pak
identifikace alkaloidt, porovnanim jejich 108 vzorct spektralni fragmentace se strandratnimi
referen¢nimi spektry v databazi Narodniho institutu standartd a technologie (NIST) v USA
(Cortes et al. 2015).

Izolace a identifikace AA a nejenom jich, piispiva K tvorbé novych ucinnéjsich latek
se snizenymi vedlejSimi U€inky, protoze prave rostliny jsou pfimym ¢i nepfimym zdrojem vice
nez 60 % protinadorovych latek (Khumkhrong et al. 2019). Ptesto pokrok ve vyvoji 1€kt
a v lé¢ebnych ptistupech neni tamérny v 1é¢bé nadorového onemocnéni (Rodrigues et al. 2018).
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3.1.6 Sféroidy

Nejmodernéjs$i vyzkumy nadorového onemocnéni v soucasné dob¢ zahrnuji zkoumani
podpisu nadorovych bun€k v mikroprostiedi, nebo naopak vyuzivaji koncept tkanového
inzenyrstvi, Které se snazi 1épe porozumét a podnitit terapeutické podani pii vyvoji novych 1éka
(Eglen & Klein 2017). Piesto pokrok ve vyvoji 1éku a v 1é¢ebnych pristupech neni tmérny
V 1é¢b¢ nddorového onemocnéni, protoze celkovy rozsah vyvoje €i terapii je mensi nez 5 %.
Navzdory vyznamnym investicim a ndkladim do vyzkumu pro nadorové onémocnéni, objevu
a vyvoje 1éku. Stale tak ty nejpokrocilejsi stadia metastazi nadori zistavaji nevylécitelna (Hait
2010; Hutchinson & Kirk 2011; Ocana et al. 2011.

Jednim 7z faktorti, které piispély ke Spatnému vyvoji protinadorovych 1éCiv,
jsou preklinické modely, které nedokazou adekvatné rekapitulovat slozitost a heterogenitu
lidského nadorového onemocnéni. Proto se diskutuje, zdali dojde k omezeni preklinickych
modell k hodnoceni 1é€iv. Ackoli preklinické studie jsou zalozeny na zvifatech, do znacné miry
to zavisi zejmnéna na in vivo modelech mys$ich nadort, které se nechovaji jako lidské.
Stejné tak stromalni slozky nejsou lidského pivodu. Mira implementace neni pfirozenym
umisténim nadoru, imunitni systém je narusen modely xenograftu a rychlost ristu nadoru
xenograftu jsou obvykle rychlejsi nez primarni lidské nadory. Z toho vyplyva, Ze klicovou
nevyhodou preklinickych studii jsou in vivo zviteci modely. Testovani tak antiproliferativnich
1ékd na zvifatech by mohlo poskytovat nepravdivé udaje o jejich potencidlnim ucinku
(Hutchinson & Kirk 2011, Sant & Johnston 2017).

OvSem bcéhem poslednich desetileti doslo v preklinickém testovani novych terapeutik
K novému vyvoji v podobé sféroidi. Vyznamnou a farmakologicky uZzitetnou analyzu
buné&énych odpovédi piinesla tradiéné uzivana 2D bunééna kultura v invitro podminkach
(Chatzinikolaidou 2016). Burnky zde rostou v monovrstvé a hodnoti biologickou vykonnost
bioaktivnich molekul. Pouzivaji se tedy jako terapeutika pro nemoci, jako je Parkinsonova
choroba, HIV, cukrovka nebo nadorova onemocnéni. Staly se tak nejpouzivangjsimi modely
v preklinickych  testech, hlavné¢ diky své snadné manipulaci, hospodarnosti,
reprodukovatelnosti a schopnosti nescetného ristu. Vyuzivanim téchto modeld doSlo také
K snizeni poctu laboratornich zvitecich modeld, a zaroven uréuji pocatecni, ale ptesto zasadni
rozhodnuti typu, jestli zastavit nebo pokracovat ve vyvoji 1kt dal (Breslin & O’Driscoll 2013).
Pro jesté lepsi vyvoj existuje trojrozmérny model neboli 3D, ktery ve srovnani s 2D modelem
dokaze 1épe napodobit ne¢které rysy solidnich nadort. Védci se tak snazi vyvijet nové systémy
bunécnych kultur in vitro, které 1épe reprodukuji vlastnosti nadort in vivo a soucasné zvysi
novy vyvoj zpusobu 1é¢by Vv preklinickych studii (Breslin & O’Driscoll 2013, Costa et al.
2016).

2D versus 3D bunééné kultury

Bunécéné kultury, at’ uz se jedna o 2D nebo 3D modely (Tabulka 5a, 5b), jsou
nepostradatelné pii zakladnim testovani biofyzikalnich a biomolekularnich mechanismi,
které pomahaji bunkam se shromazd’ovat ve tkanich a organech. Dale fikaji, jak tkan¢ funguji
a jak je tkan pfi nemoci narusena. Bunécna kultura je pouzivana v biomedicinském vyzkumu,
jiz n€kolikrat zminéném tkaiovém inzenyrstvi, regenerativnhi medicin€ a prumyslovych
postupech (Duval et al. 2017).
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Tabulka 5a: Porovnani 2D a 3D bunééné kultury (Jensen & Teng 2020).

Vlastnosti 2D bunééna Kultura 3D bunééna Kultura
Tvar bunék e  Plochy a protahly tvar, protoze bunky e  Pfirozny tvar i rist bunék je zachovan.
mohou rist pouze dvourozmérné. e Buiky rostou do 3D agregart/sféroidu.
e  Rostou do monovrstvy na desce. e  Sféroidy obsahuji vice vrstev.
Expozice bunék v e  Vsechny buriky na desce dostavaji e Ziviny nemusi byt rozd&leny
médiu stejné mnozstvi Zivin a rustového rovnomérné mezi buriky, ale v pfipadé
faktoru z média. potieba ano.
e  Vice bunék je ve stejném zivotnim e  Zakladni bunky byvaji ¢asto neaktivni,
cyklu. protoze piijimaji méné zivin a ristového

faktoru z média.

e  Lepsi napodobeni chovani a struktury
nadorové butiky in vivo.

Spojeni bunék e Méné Casta a predstavuji méné e Bé&zngjsi a piedstavuji komunikaci mezi
skute¢na spojeni. bunkami.

e  Komunikuji prostiednictvim vyménnych
iontll, malych molekul a elektrickym
proudem.

Diferenciace bunék e Spatng diferenciace. e  Dobra diferenciace.

Tabulka 5b: Porovnani 2D a 3D bunééné kultury (Jensen & Teng 2020).

Vlastnosti 2D bunééna kultura 3D bunééna kultura
Citlivost na Iéky e  Mala rezistence — vypada to jako e Buiiky jsou odoIn&jsi vici 1é¢be.
uspésna lécba. e  Poskytuji pfesnéjsi Gcinky 1éka.

e  Léky nejsou dobfe metabolizovany.
Proliferace bunék e  Buiky se nepfirozené rychle déli. e Mira §ifeni je realistickd —vysoka nebo
nizka v zavisloti na technice typech
studovanych bunék.

Uroveii exprese o Uroveii exprese gentl a proteind je e Uroveii exprese genil a proteinti se &asto
¢asto vyrazné odlisny od in vivo podobaji hladinam zjisténych z bunék in
modelu. vivo.

Cena e Levngjsi. e  Drazsi.

e Casové naroéngjsi.
e | pocet zvitat pii testech.

Apoptéza e  Léky snadno vyvolaji apoptozu. e  Vyssi mira rezistence na apoptézu
vyvolanou léky.
Odpovéd’ na e Nepfesné znazornéni reakei. e  Pfesné znazornéni odpovédi.
podnéty e  Buiiky nemohou zazit gravitaci, e  Buriky mohou zazit gravitaci, coz
protoze jsou neshopné expandovat do dodava lepsi reprezentaci buiky
téeti dimenze. Vv in vivo podminkach.
VyufZiti a analyza e  Vysoce reprikovatelné e  MiZe byt obtizné replikovat
e  Snadno interpretovatelné experimenty.
e  Lepsi pro dlouhodobé kultury e  Obtizngjsi interpretace dat.

VétSina  vyzkuma tykajicich se biologie nadorového onemocnéni je zaloZena
na experimentech, které vyuzivaji dvourozmémé (2D) bunétné kultury invitro.
Avsak Vv posledni dob¢ jejich vyuzivani klesa a to proto, Ze tyto kultury maji pomérné velké
omezeni. (Kapatczynska et al. 2018).
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U téchto dvourozmérnych (2D) modelG jejich omezeni vznikd z jiného pramene
ato v podobg, ve které nedokazou idedln¢ napodobit prirozenou strukturu tkané nebo nadoru.
Nejsou zde ani zastoupeny interakce mezi bunkami ¢i bunikami a extracelularnim prostiedim
tak, jak by bylo v nadorové hmoté (Baker & Chen 2012).

Stejn¢ je tomu, kdyz dojde kizolaci bun¢k ztkané aptfenosu do 2D podminek.
Nastane zména morfologie bunky, kterd ovlivni jeji funkci, organizaci uvniti buniky, sekreci
a bunécnou signalizaci. Dalsi nevyhodou 2D bunécné kultury je, ze buiky jsou usporadany
V tzv. monovrstvé, kterd ma neomezeny piistup k slozkdm média, jako je kyslik, ziviny,
metabolity a signalni molekuly. To by v pfipadé¢ in vivo podminek u nadorovych bunék bylo
variabilngjsi. Dlvodem je pravé piirozena nadorova hmota (Kapalczynska et al. 2018).
Vzhledem k témto nevyhoddm, bylo potfeba najit alternativni modely, se schpnosti 1épe
napodobit podminky piirozené nadorové hmoty, jako jsou kultivované trojrozmérnné
(3D) buné&éné kultury (Ferreira et al. 2018), n€kdy jsou piezdivany jako sféroidy organoidni
kultury (Duval et al. 2017).

Tyto bunééné modely maji schopnost simulovat chovani buné€k v in vivo podminkach
za vyuziti in vitro metod (Ravi et al. 2015). Oproti 2D modelim vyuzivaji 3D modely interakci
bunék, jako je tomu u bézné tkan¢ se stejnymi, ¢i obdobnymi signalnimi sitémi. 3D metody
jsou tak vyvinuty za ucelem zleps$eni bunécné struktury a fyziologické ekvivalci provedenych
v invitro podminkach (Ou & Hosseinkhani 2014). V téchto podminkach jsou sestavovany
jako modely mikroskopickych bunéénych agregati pro nadorova onemocnéni a po svém
vzniku tedy dok4zou napodobit rizné rysy solidnich nddort. Pak se tedy oznacuji jako nddorové
sféroidy, které se rozd€luji na homotypické a heterotypické sféroidy, kde homotypické
se skladaji vyhradné znadorovych bunck a heterotypické obsahuji mimo kultivovanych
nadorovych buné¢k jesté dalsi, jako jsou fibroblasty, endotelové buniky nebo imunitni bunky
(Costa et al. 2016). Dalsim charakteristickym rysem sféroidi je technika, kterou se klasifikuji
z doslovného piekladu anglictiny na tzv. typ techniky zaloZeny na scaffoldu neboli leSeni
nebo bez scaffoldu (Joseph et al. 2018).

Bunécné ,,leSeni*

Strategie zaloZend na leSeni hodné spoléhé na biomateridly, protoze vytvaii dostatecnou
strukturu podporujici buriky béhem tvorby tkané€. LeSenim tak mlZe byt 3D konstrukce spojena
péry, hydrogelem s vlozenymi bunikami nebo jejich kombinaci. Ale nejvice slibnym trendem
je pouziti extracelularni matrice (ECM) (Ovsianikov et al. 2018).

Material pouzity k vyrob¢ leseni je pfirodniho nebo syntetického ptivodu. Mezi ptirodni
materialy pouzivané k syntéze leSeni patii pravé ECM, v€etné kolagenu, fibrin a hyaluronové
kyseliny. V pfipadé syntetickych materiald se sem fadi polymery, titan, bioaktivni skla
a peptidy. Casto jsou nejvice vyuzivany polymery, a to diky své vysoké porovitosti, velkému
poméru  povrchu ku objemu, biodegradaci a  mechanickym  vlastnostem.
Leseni jsou tak navrhovana, aby podporovala adhezi bungk, interakci bunék a biomaterialt,
pfiméfeny transport plynid a zZivin pro rist, pieziti bunék a zabranéni toxicity. To vse je velmi
dalezité, aby pak probihala spravnd distribuce bunék a jejich rast do 3D prostoru
(Joseph et al. 2018). Sféroidy jsou tak tvoieny agregaci bunék do tésnych dobte definovanych
zaoblenych objekta (Mittler et al. 2017). Byly proto vyvinuty techniky, které slouzi
ke generovani sféroida (AU - Foty 2011).
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Zejména agardzovy povlak standardnich mikrotitraénich desti¢ek, ktery vytvafi jamky
s konkavnim dnem pouZzivany k vyrob¢ fady sféroidl a nasledného velkoplosného screeningu
1éki ve 3D formatu. Laboratorni potahovani vSak neni vzdy vhodné pro automatické
zobrazovani. Kvuli popotavce po vysoce standardizovanych multiplexnich sféroidnich testech
spolecnost vyvinula doplilky specifické pro sféroidy. Jednd se zejména o desticky,
které jsou optimalni pro monitorovani zmén sféroidnich fenotypt vyvolanych 1éky v realném
Case a zaroven usnadnuji generovani vysoce rovnomérnych sféroidi. Jde o0 nejpopularnéjsi
desky Corning-spheroid a InSphero GravityTRAP ™ ULA (Mittler et al. 2017). Proto se musi
identifikovat pfislusné vyrobni techniky pro konkrétni cilovou tkan. Ovsem pokud se nebude
brat ohled na typ tkang, je dalezité sledovat a brat v ivahu dalsi faktory, které jsou popsany
v Tabulce 6 (Joseph et al. 2018).

Napftiklad jedna z vyznamnych technik zalozena na leSeni je podpora na bazi hydrogelu,
ktery se v tkanovém inzenyrstvi ukazal jako jeden z nejvice prominentnich a univerzalnich
materialt, které mohou byt jak pfiirodniho, tak syntetického ptvodu (Hunt et al. 2014).
Tyto materidly maji schopnost podporovat bunéénou proliferaci, migraci a diferenciaci,
transport kysliku a Zivin a napodobovat nativni mékkou tkan (Spicer 2020). V poslednich letech
také u nich doslo k velkému pokroku v designu, vyrobé¢ a aplikaci. Hydrogely se tak ve vétsing
ptipadech oznacuji jako hydratované polymerni sit€ s riznymi vlastnostmi, které lze
syntetizovat s pozadovanymi fyziologickymi vlastnostmi, tim Ze upravime chemickou
strukturu nebo slozeni vychozich materialti, hustoty propojeni polymernich fetézcti, pruznosti
nebo porovitosti podle biomedicinské aplikace. Diky témto zakladnim vlastnostem bunééného
leseni jsou schopny udrzet 3D model (Che et al. 2019). Hydrogelové leseni tak pomaha opravit
nebo znovu vypéstovat poskozenou tkan, a proto je oznaCovano jako velky potencial
pro onemocnéni nebo poranéni (Spicer 2020).

Tabulka 6: Pozadavky na leseni (Joseph et al. 2018).

Vlastnosti Ukel
Biokompatibilita Schopnost poskytovat normalni bunéénou funkci.
Bioaktivita Schopnost rychle aktivovat rychlé ptipojeni tkané k povrchu implantatu.
Biologicka rozloZitelnost Moznost, aby butiky mohly produkovat vlastni ECM.
Mechanicka odezva Leseni by mélo byt dostatecné silné, aby umozinovalo chirurgickou

manipulaci béhem implantace a musi mit odstate¢nou mechanickou
integritu pro dokonceni porcesu remodelace.

Architektura leSeni Porézni propojena struktura poskytuje bunéénou penetraci a adekvatni
diftizi zivin do bunék a stiedni velikost port by méla byt odstate¢né
velkd, aby umoznila buitkdm migrovat do struktury.

Trojrozmérna (3D) bunécna kultury pri objevovani a vyvoji 1ékua

V kapitole 3.1.6 — Sféroidy je zminéno, ze zvifeci modely nejsou zcela vyhodné,
protoze testovani tak antiproliferativnich 1€kl na zvifatech by mohlo poskytovat nepravdivé
udaje o jejich potencialnim ucinku (Hutchinson & Kirk 2011, Sant & Johnston 2017).
Ovsem V soucasné dobé& jsou zvifeci modely stile povazovany za jedinou akceptovatelnou
preklinickou platformou agentur pro charakterizaci plného G¢inku dané protinadorové terapie
(Costa et al. 2016).

31



Aplikace invitro modeld (2D a 3D) pro hodnoceni terapeutik vsak v poslednich
desetiletich roste. Fyziologicky vyznam a vyhody 3D bunécnych modeli v porovnani
s konvenc¢nimi 2D modely v biologii nddorového onemocnéni a screeningu 1ékti zacinaji byt
Siroce uznavany (Sant & Johnston, 2017). Ze ziskanych udaju z 3D nadorovych sféroidi
azudaju ziskanych od pacienti snadorovym onemocnénim se ukazalo, ze sféroidy
jsou nejvhodnéj$§im modelem in vitro K vyjadieni vlastnosti solidnich nadord a k tomu jesté
pfedstavuji prostfedi odolné¢ vac¢i I€kim ve srovnani s2D bunéénou kulturou.
Prozatimni nevyhodou piijeti sféroidnich modelt pii hledani novych protinadorovych latek
béhem preklinickych studii je nedostatek technik pii jejich generovani (Costa et al. 2016).

Existuji rizné metody generovani tkanového sféroidu, ale prozatim neexistuje dohoda
0 pouzivani standardni techniky pro jejich vyrobu. Zejména tvorba viceclankovych 3D sféroida
je naro¢na. Stejné tak existuje mnoho modelt pro rist bun¢k ve 3D. Kazdy model ma ale své
vyhody a omezeni vzhledem k podobnosti sriznymi aspekty rustu nadoru. Je tedy
bezpodmineéné nutné vybrat vhodny model tak, aby se podobal specifickym vlastnostem
nadorového onemocnéni. Dohromady by pak 3D sféroidy piispély spolehlivymi informacemi
k identifkaci a validaci cili molekularnich 1€kt coZ by usnadnilo vyvoj protinadorovych 1ékt
(Chatzinikolaidou 2016).
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4 Metodika
4.1 Material

Pro testovani extraktii ¢eledi rostlin Amaryllidaceae byly pouzity bunééné linie stievniho
karcinomu Caco-2 a HT29. Tato buné¢na linie byla zakoupena z American Type Culture
Collection (ATCC). Kultivaéni media a Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM),
fetalni bovinni sérum (FBS), neesencialni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat
sodny, roztok penicilinu (10 000 MJ) a streptomycinu (100 mg), zakoupeno od Biowest
(Biowest, USA), 3-(Dimethylthizalo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), trypsin,
fosfatovy  pufr (Phosphate Buffer Saline -PBS), zakoupeno od Sigam - Aldrich
(Sigma - Aldrich, CZ). Dymethylsulfoxid (DMSO) (Lachner, Neratovice CZ), Nunclon Sphera
96 jamkova desticka, 96 jamkova mikrotitracni desticka, serologické pipetety a kultivacni 1ahve
Nunc (ThermoFischer, UK).

4.2 Metodika

Alkaloidy pouzité v této praci, byly dodany farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a jejich piiprava byla jiz popsana diive (Doskocil et al. 2015). Jako standart
byl pouzit komer¢éné dostupny vinorelbin.

Tabulka 7: Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae pouzité k testovani.

Latka Mr Latka Mr
Lykorin 287,315  Galanthamin 287,15
Haemanthidin 317,34 Tazettin 331,36
Haemanthamin 301,34 Montanin 301,34

Mr-relativni molekulova hmotnost.

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29 byly péstovany v DMEM mediu
s pfidavkem 10% FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatu sodného,
1% hydrogenuhli¢itanu sodného a 1% neesencialnich aminokyselin. Bunécna linie byla
kultivovana v kultivaénich lahvich s 15 ml cerstvého media v CO; inkubatoru
pfi 5 % COz a 37 °C, pficemz medium bylo ménéno kazdé dva dny. Celd kultivace bun€k
probihala piiblizné po dobu 7 dni do 80-90% konfluence. Pfi sklizni byla kultiva¢ni lahev
proplachnuta 1 x pomoci PBS, aby doslo k odstranéni inhibitort trypsinu z media. Poté bylo
na dobu 3 minut pfidano 5 ml trypsinu a po uplynuti vySe uvedené doby bylo piidano
5 ml kompletniho media obsahujici inhibitory trypsinu. V ptipadé nekompletniho uvolnéni
bun¢k z povrchu ldhve byla pouzita bunéfna Skrabka. Nasledn€¢ byl obsah piepipetovan
do centrifugac¢nich zkumavek, které byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi 1063x RCF.
Poté¢ bylo slito staré medium bez poSkozeni bunécéné pelety, ke které bylo ptfidano
5 ml Cerstvého media a peleta v ném byla mechanicky rozpusténa do rozvolnéni jednotlivych
bunck.
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Nasledné bylo odebrano 100 ul bunécné suspenze a nasledné¢ ktomu piidano
100 pl tripanové modre. Nasledné byla koncentrace bunék analyzovana na EVE™ automatické
¢tecece bunék (NanoEntek) Z ptivodni bunééné suspenze byl odebran 1 ml bunééné suspenze
o0 koncentraci 1x10° a piidan do nové kultivaéni lahve s 15 ml derstvého media a kultiva¢ni
lahev nasledné opét kultivovana. Zbyla suspenze se vyuzivala pro piipravu sféroidu.

4.2.2 Cytotoxicita (MTT)

Cytotoxicita alkaloidi byla stanovena, jak jiz diive popsal Doskocil et al. (2015).
Piipravena bun&end suspenze z bungk Caco-2 a HT29 o koncentraci 2,5 x 10° na ml média byla
nasledné napipetovano do 96jamkové desticky objemu 200 pl a inkubovéno
24h v COy inkubatoru. Nasledn¢ bylo piidano 100 pl testovanych vzork v koncentraci
(10 — 0,312 uM). Vinorelbin byl testovan v koncentracich (10 — 0,004 uM). Po 72h inkubace
byly vzorky a médium odstranény a nahrazeny za 100p MTT v koncentraci v 1 mg/ml
v DMEM a nechdny dvé hodiny inkubovany pii teploté 37°C. Nasledné bylo MTT odstranéno
a do desticky ptiddano 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena ptfi 555 nm s pouzitim
Tecan Infinite  M200 spektrometru. Poté byla stanovena inhibi¢ni koncentrace (ICso)
jednotlivych vzorkd.

4.2.3 Priprava sféroidi

Zalozeni sféroidt bylo provedeno podle Gupta et al. (2020) s modifikacemi. Zbyvajici
suspenze byla nafedéna na koncentraci 1x10% bun&k na ml media, nasledn& byla suspneze
pipetovana desti¢ek Nunclon Sphera 96-well se specidlni Upravou pro sféroidy o objemu
100 pl s vyslednou koncentraci 1000 bun€k na jamku. Nasledné byla takto pfipravena desticka
centrifugovdna na 400 x g po dobu 5 minut s pomalym gradientem spomalovani rotoru.
Po ukonceni centrifugace byla desti¢ka opatrné premisténa do COz inkubatoru a inkubovana
po dobu 72h.

Po 72h inkubace byla potfizena prvni série snimki sféroidii pomoci mikroskopu ZEISS
Primovert (Carl Zeiss, objective, 10 x /0.3, kamera Color Axion), ziskané obrazy byly
zpracované v programu ZEN Blue software (Carl Zeiss) a oznacena jako ¢as 0. Nasledné
kvzorku bylo 100 ul média stestovanym vzorkem, aby findlni koncentrace byla
5,2,5,1,252a0,625 uM nasledné byla desticka inkubovéana 48h. po této dobé byla pofizena
dalsi série fotek. Z desticky bylo odebrano 100 pl starého média a pfidano opét 100 pl nového
média se vzorkem. Tento postup se opakoval nasledujicich 10 dni. Jako kontrola byl vybran
vinorelbin v koncetraci 0,07, 0,039, 0,019 a 0,009 uM.

Ziskané fotografie byly analyzované pomoci programu Fiji Imagen]J a vypocet velikosti
sféroidu byl zaloZen na vypoctu dle Puhr et al. (2018):

3

V==
37'[7"

Vzorek pro polomér geometrického priméru.

1
= E(axb)l/2

a,b jsou ortogonalni praiméry sféroida.
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4.3 Statistické vyhodnoceni

Statistickd analyza byla provedena pomoci programu Graphpad Prism 9.
Pro vyhodnoceni byl pouzit dvoufaktorovy test vyznamnosti — ANOVA (p < 0,05).

Ziskana data byla vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka a nasledné post-hoc porovnani
analyzovano pomoci Tukeyho testu.

35



5 Vysledky
5.1 Cytotoxicita (MTT)

V této diplomové praci byla testovana na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu
HT29 invitro cytotoxickd aktivita s celkem 5 piipravenymi analogy alkaloidu z Celedi
Amaryllidaceae. Mezi testované alkaloidy patiil lykorin, heamanthidin, haemanthamin,
montanin a vinorelbin. VSechny testované latky vykazovaly pomérné vysokou cytotoxickou
aktivitu (Tabulka 8), ovSem mezi nejvyraznéjsi patiil pravé vinorelbin, ktery projevil
cytotoxickou aktivitu pti ICsp 0,019 + 0,002 uM. Vinorelbin se pouzil jako standart a je bézné
vyuzivan v 1é€bé nadorového onemocnéni. Hned za nim s hodnotou I1Cs 1,80 +£0,43 uM
byl montanin. Dal§im derivatem s toxickym u¢inkem byl lyKorin, pfi¢emz u HT29
(ICs0 2,34 + 0,41 uM) vykazoval primérnou hodnotu toxicity v porovnani s ostatnimi derivaty.
Mezi testovanymi derivaty s nejmen$im projevem toxického Uéinku pattil haemanthidin
(ICs0 4,49 + 0,70 uM) a haemanthamin (ICso 4,89 + 0,29 uM).

Tabulka 8: Vysledky stanoveni toxicity.

HT29
Latka

1Cs0 (LM)

Lykorin 2,34+0,41

Haemanthidin 4,49+ 0,70

Haemanthamin 4,84+ 0,29

Montanin 1,80 +£ 0,43
Vinorelbin 0,019 + 0,002

Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + SD tii na sobé nezavislych opakovani.
5.2 UCcinek alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae na sféroidy

V ramci této prace jsme zjistili, ze 3D model sféroidu vytvotreny z bunécné linie Caco- 2
nelze vytvotit. Po 3denni kultivaci nedoslo k vytvofeni kompaktniho sféroidu a pii nasledné
praci dochazelo v 99 % K jejich samovolnému rozpadu nebo rozpadu béhem manipulace
(Obrazek 6).

Obrazek 6: 3D sféroidy z bunéénych linii kolorektalniho karcinomu Caco-2, kde se po 3denni kultivaci nevytvofil kompaktni
sféroid a pii nasledné praci s nimi v 99 % doslo k jejich rozpadu.
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U bunééné linie HT29 se naopak formovaly kompaktni sféroidy po celou dobu testu
(Obrazek 7a, 7b). V ramci naSeho testovani jsme testovali 3 alkaloidy v koncentracich
5;2,5; 1,25 a 0,625 uM. U vsech nami testovanych latek v koncentraci 5 a 2,5 uM k prostupu
testovaného alkaloidu do sféroidu doslo k zastaveni nebo minimalné vyraznému zpomaleni
rustu sféroidi. Naproti tomu pii koncentraci 1,25 uM byl u lykorinu a heamanthidinu sledovan
jen nepatrny vliv na rist sféroidd, pfesto uz se jednalo o statisticky vyznamny rozdil
p=0,001, kde se v 10.dnu snizila velikost sféroidu v priméru o vice jak 20 % a u koncentrace
0,625 uM rist nebyl takika viilbec zpomalen.

Na rozdil od téchto dvou bylo u heamantaminu a montaninu pii koncentraci 1,25 uM
sledovano vyraznéj$i zpomaleni rastu sféroidu v 10.dnu, a to az o 50 %, tudiz stejné
jako u lykorinu a haemanthidinu doslo k statisticky vyznamnému rozdilu p=0,0001.

Dokonce pii koncentraci 0,625 uM v 10.dnu u montaninu a heamanthaminu byla
rychlost ristu sféroidu siln€ omezena a testovany alkaloid prostupoval a zpomaloval bunééné
déleni i pti takto nizké koncentraci. Montanin se zmensil az o 20 % a haemanthamin dokonce
0 40 %, proto i zde doslo k statisticky vyznamnému rozdilu p=0,0001.

Jako standart jsme pouzili vinorelbin, alkaloid, ktery se bézné vyuziva pii 1écbé
nadorovych onemocnéni plic, nikoliv vsak kolorektalniho karcinomu, zde byl vyuzit
pro blizkou podobu testovanym latkam. Z ptedeslého testovani toxicity jsme zjistili, Ze hodnota
ICs0 byla 0,019 +0,002 uM. Ztohoto divodu byla pouzitd koncentrace vyrazné odliSna
od zbytku testovanych latek. | pfi takto nizkych koncentracich vykazoval silnou aktivitu
na sféroidy. Pii koncentraci 0,078 pM doslo u sféroidt 2.den po piidani testované latky k jejich
rozpadnuti (Obrazek 7b). U koncentraci 0,039 a 0,019 uM tento rozpad nastal do 4.dne
po piidani testovnané koncentrace. U koncentrace 0,009 uM byl po prvni ¢asti sledovani
zastaven rust, obdobné jako u montaninu mezi 8. a 10.dnem, po pfidani byl v§ak zaznamenam
statisticky vyznamny nartst objemu sféroidi. A vSak oproti velikosti sféroidu v kontrole
byla velikost pii dané koncentraci polovi¢ni.
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Obrazek 7a: Znazornéni ristu sféroidi v ase a v zavislosti na koncentraci testované latky. Sféroidy tvofené buné¢nou linii

HT29 pti pouziti 10x /0.3 objektivu.
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Den0 Den2 Den4 Den6 Den8 Den 10

Vinorelbin

Obrazek 7b: Znazornéni ristu sféroidi v ¢ase a v zavislosti na koncentraci testované latky. Sféroidy tvofené bun&nou linii
HT29 pti pouziti 10x /0.3 objektivu.
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Obrazek 8: Grafické znazornéni ristu 3D sféroidi tvotenych bunénou linii HT29 v zasivlosti na davce a ¢asu. Hodnoty jsou
vyjadfeny jako prumér + smérodatna odchylka. Testované alkaloidy lykorinu, heamanthidinu, heamanthiminu, montaninu
a vinorelbinu byly sledovany postupné 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den pied opétovnym ptidanim testovanych latek.
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6 Diskuze

Nadorové onemocnéni je celosvétové jednim z nejvyznamnéjsich problémi vefejného
zdravotniho systému a druhou hlavni pti¢inou imrti ve Spojenych statech americkych (USA).
Mira imrti na nadorové onemocnéni rostla az do roku 1991. Naopak od 90.let 20.st. az do roku
2017 neprietrzité klesala. Piesto jsou kazdoro¢né odhalovany velké pocéty imrti na nadorové
onemocnéni, zejména v USA (Siegel et al. 2020a), potazmo i zbytku svéta Evropy nevyjimaje
(Hofmarcher et al. 2020). Mezi jednu z nejcastéjSich pfic¢in amrti na nadorové onemocnéni
je kolorektalni karcinom (Siegel et al. 2020b), u néhoz jsou nejaktualnéjsi zptsoby 1éCby
chirurgické zakroky, ozafovani nebo chemoterapie. Casto ale byva preferovana méng
invaznivni léc¢ba, protoze uzivanim napfiklad chemoterapeutickych c¢inidel, které se sice
zamétuji primarné na DNA nadorovych bungk, ale projevuji se mnoha vedlejsimi ucinky.
Existuje tedy potieba dalsich terapeutickych moznosti, které potlaéi rist nadorovych bunék
S minimalnim u¢inkem na zdravé bunky. Vyzkumy poukézaly, Ze naptiklad ptirodni produkty
ptispivaji k vyvoji novych 1éki pro 1é¢bu a zvladani chorob (Omoruyi et al. 2021).

Dlouhodobou a bohatou historii maji alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae, které piedstavuji
pro védce velmi cenny zdroj protinddorovych Gc¢inki. Tento zajem o né€ pretrvava hlavné diky
silné cytotoxické aktivité, kterou vykazuji proti panelu nadorovych bunék a naopak relativné
nizkou cytotoxicitou K zdravym bunikam (Nair & Van Staden 2021). Jeden z prvnich dikaz,
které vykazuji inhibici ristu a cytotoxicitu pro nadorové bunky invitro, bylo hlaseni
0 montaninu. Tento alkaloid pochazi z montaninového typu alkaloidi Amaryllidaceae (AA)
izolovanych z cibuli Hippeastrum vittatum v roce 2008. Od té doby se zamétuje na jeho
prolifera¢ni G¢inky a Zivotaschopnosti na nadorovych buiikach (Koutova et al. 2020).

Z nami testovanych vzorkli na bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu HT29
vykazoval toxicitu s hodnotou 1Csp1,80+0,43 puM pravé montanin, jehoz cytotoxicita
je srovnatelna podle studie Al Shammari et al. (2020), kde toxicita montaninu odpovida
ICs01,35+£0,47 uM na bunéénych liniich HT29. V porovnani se starSi studii
na bunécnych liniich HT29 s hodnotou ICsp 0,71 + 0,10 pg/ml, coz odpovida necelym 5 uM.
Tyto vysledky vykazuji vyrazné vyssi koncentraci, nezjsou nase a studie
Al Shammari et al. (2020).

Jednou z produkci AA montaninového typu je praveé popis polosyntetické transformace
kostry haemanthaminového typu na leSeni montaninového typu (Koutova etal.2020).
Dal$i nami testovany vzorek na bunécnych liniich HT29 byl haemanthamin (HAE)
(IC504,89+0,29 uM) a haemanthidin (HAD) (ICs04,49+0,70 uM) V ramci naSich
testovanych alkaloidd se ukazuji jako hodnoty snejniz§im projevem toxicity
Dle Cahlikova et al. (2021) jsou HAE a HAD haemanthaminového typu strukturné velmi
podobné. HAD se izoluje z rostlin spise jako izomer v porovnani s HAE, ktery se izoluje
jako alkaloid a vyznacuje se silnou inhibi¢ni a cytotoxickou aktivitou proti Sirokému spektru
nadorovych bunécnych linii, véetné HT29. Jiz ve studii Havelek et al. (2017) pfi in vitro
testovani bunééné linie HT29 vykazoval HAE silnou toxicitu (ICso 0.3 + 0.1 uM).

41



Podobnou toxicitu HAE testovaného také na buniikach HT29 predstavuje
studie Doskocil et al. (2015), zde jsou hodnoty ICso 0,59 + 0,01 pM. Dale byla také toxicita
stanovena u dalSich alkaloidi, stejné jako v nasi studii. Jednalo se hlavné¢ 0 HAD, lykorin
a vinorelbin. Naproti tomu ve studii dle Luo et al. (2012) m¢l HAE hodnotu 1Cso 2.1 uM.
Tato hodnota toxicity HAE byla o 0,3 uM mensi neZ U nami testovaného lykorinu.

Dalsim testovanym vzorkem byl lykorin. Jedna se o pyrrolo [de] fenanthridinovy alkaloid
extrahovany z ¢eledi Amaryllidaceae vykazujici Sirokou S$kalu fyziologickych tucinku,
véetné potencialniho protinadorového ucinku (Habartova et al. 2016). Byla také sledovana
inhibi¢ni aktivita invitro na HT29, jejiz hodnota ICso se pohybovala kolem 3,2 + 0.0 uM
(Khalifa et al. 2018). Nami testovany lykorin vykazoval inhibi¢ni aktivitu i proti buné¢né linii
HT29 (ICs0 2,34 £ 0,41 uM). V jiz zminéné studii Doskocil et al. (2015) byl také testovan
alkaloid lykorin s hodnotou ICsp 1,2 = 0,00 uM. Mimo jiné Dosko¢il et al. (2015) také testoval
toxicitu na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2 salkaloidy HAE
(1C500.99 + 0.14 uM), HAD (ICs03.3 £ 0.9 uM), lykorinu (ICs00.99 + 0.08 uM) a vinorelbinu
(ICs50 0.03 = 0.00 uM). Z této studie vyplyva, ze testované alkaloidy vykazuji velmi uéinny
cytotoxicky potencial proti obéma testovanym bunéénym liniim.

V téchto piipadech se jedna vétsSinou o vysledky ziskané pomoci klasickych 2D metod,
které vSak nepodavaji ptesné informace o ucinnosti danné latky. K takto podrobné&jsimu
testovani jsou vhodnéjsi 3D modely vyuzivajici organoidy nebo sféroidy, které byly a jsou
siln€ prosazovany jako kultivacni technika namisto tradicni 2D bunécné kultury,
ktera zajist'uje, ze jsou vSechny buriky kultivovany za stejnych podminek. AvSak ristovy rezim
2D kultury selisi od stereoskopického prostiedi téla a to vede ke zjevnym rozdilim
v morfologii bungk, diferenciaci, jejich vzijemnym interakcim a chovani ve srovnani
s fyziologickymi podminkami invivo. Diky jejich jednoduchosti, reprodukovatelnosti
a podobnosti s fyziologickymi tkanémi, maji sféroidy Siroké uplatnéni v oblastech vyvoje 1éka
a screeningu. Nicméné vzhledem k vlivu kultiva¢nich metod a jejich vlastnostem maji tradi¢ni
kultivaéni metody bunécnych sféroidi cetné vady, véetné poskozeni bunck zpisobeného
tlakem kapaliny, nizkym vytézkem a nekontrolovatelnou velikosti bunék (Shao et al. 2020).

Nami tvotené sféroidy jsme vytvofili kultivaci bunéénych linii kolorektalniho karcinomu
Caco- 2 a HT29 a kultivovali se v DMEM. Nejprve jsme zkusili, zda tyto bunééné linie viibec
dokazou sféroid vytvofit. Po 72 hodinach inkubace jsme nafotili prvni sérii snimki 0znacenych
jako Den 0. V ptipadé Caco-2 se nevytvorily dostate¢né pevné vazby, a proto se sféroid pii
jakékoli nasledujici praci rozpadal. Divod, pro¢ bunééné linie Caco- 2 nedokazali vytvofit
kompaktni sféroid, bude nejspis ve zpisobu metody kultivace, protoze studie od Samy et al.
(2019), Eilenberger et al. (2021) a Gheytanchi et al. (2021) vykazuji, ze kompaktni sféroid 1ze
vytvorit. Kompaktni sféroid také vytvorily bunec¢né linie HT29, které se nasledujicim
testovanim po dobu 10 dnti nerozpadly. Vyjimku tvofil pouze nami testovany vinorelbin, ktery
dokézal sféroid HT29 v disledku jeho expozice uplné rozpustit. Pravé stanoveni koncentrace
je jeden z vyznamnych faktort, které ovliviiuji rust sféroidi a stejné tak je uvedeno ve studii
Thakuri et al. (2019a). U vinorelbinu se pouzivaly odlisné koncentrace v porovnani s ostatnimi
testovanymi latkami. Az pfi koncentraci <0,009 pM zplisoboval omezeni riistu HT29 sféroidu.
Piesto jsme i zde pozorovali od 8. do 10.dne trend, kdy se ze sféroidu zacaly uvoliiovat
jednotlivé bunky a je tedy pravdépodobné, ze by pii dlouhodobéjsi expozici i zde doslo
k pozvolnému rozpadu.
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Ve studii tedy podle Thakuri et al. (2019a), ktera také vyuzila konvenéni techniku,
jako je tekuté piekryti a mikrotitraéni desticky, nevykazovala vzdy konzistentni sféroidy.
Tento nekonzistentni tvar potom mize ovlivilovat reprodukovatelnost testovanych latek.
Po urcité ¢asové obdobi by sféroidy mély vykazovat rust, ktery je zapii¢enény bunéc¢nou
proliferaci, a zaroven je to jeden z kvantitativnich ukazatel velikosti sféroidd. Nasledné byla
provadéna analyza s pfidanim biochemickych cinidel ¢i jakékoliv jiné testované latky,
kde lze v pribéhu ¢asu a na zaklad¢ zvolené metody analyzy pozorovat velikost sféroidti oproti
biochemickym testim, které by vyzadovaly novou sadu sféroidii v kazdém casovém bode¢.
Zajiimavé je, Ze hypoxické nebo nekrotické jadro mize ovliviiovat rust sféroidu, ale velikost
sféroidu je zavisla na velikosti tohoto u¢inku. U relativné malého objemu sféroidt bude tento
ucinek minimalni. Jeden ze zminénych vyznamnéjsich divodu, ktery by mohl ovliviiovat rist
sféroidi je koncentrace testovanych latek. V této studii se jednalo o testovani specialnich
kiandzovych molekularnich inhibitori, kde praveé trametinib byl nejicingjsi proti sféroidim
zZbuné&tné linie HT29 az pii nizkych nanomolarnich koncentracich <10 nM. Nad touto
koncentraci byly pak sféroidy ,,nacechranéj$i nebo se rozpadly. Stejné jako v nasem ptipadé
Caco-2. Jedna se o to, Ze buriky se za¢nou uvoliovat a vytvoii sféroid s nekruhovymi hranami,
coz ukazuje rozpad bun¢k v dusledku expozice 1éku. Od stejného autora vznikly ten samy rok
dalsi studie se stejnym principem. Ovsem testuji se zde jiné latky a sféroidy se tvofi z jinych
kultur kolorektalniho karcinomu. Jednd se napiiklad o studie Thakurietal. (2019b)
a Thakuri et al. (2019c), které poukazuji na to, ze velikost sféroidii v pribéhu cCasu silné
koreluje s metabolickou aktivitou bunék.

Kvuli podobnému epiteloidnimu fenotypu mohou bunécné linie
HT29 a Caco- 2 vykazovat odlisné fenotypové a molekulové vlastnosti v podminkach in vivo
ainvitro. HT29 jsou bunky invazivni a metastatické in vivo, ale ne in vitro, zatimco bunky
Caco-2 jsou neinvazivni. Na zakladé téchto bodl bylo cilem stanovit odlisné biologické rysy
dvou raznych typad kolosfér odovozenych zbunéénych linii kolorektalniho karcinomu
(Gheytanchi et al. 2021). V této studii se sféroidy snazily vytvofit V nepfilnavém stavu
na misky potazené poly-HEMA pii ruznych hustotich bunék. Ob¢é bunécné linie sféroid
nevytvoftily, proto se pouzila metoda zavéSené kapky pro HT29 a volné plovouci kultura
v neadherentnim stavu pro Caco-2, kde po 4 dnech kultivace vykazovaly HT29 vétsi objem
V praméru 82,52 + 22,56 um nez Caco-2 (66,9 + 14,88 um). Kompaktni sféroidy piedstavuji
pro védce vyzvu v zobrazovani a distribuci 1ékli. Na druhou stranu sféroidy vzniklé z volné
usporadanych bunék, jako to bylo v nasi studii, vyzaduji zvlastni péci pii manipulaci, protoze
maji tendenci se rozpadnout. Ackoli sféroidy predstavuji lepsi znazornéni fyziochemickych
prechodu a buné¢nou heterogenitu nadoru in vivo, na zaklad¢ jejich nedostateéné vaskularity
mohou sféroidy piedstavovat pii testovani penetrace 1é¢iv nedostateéné napodobeni podminek
nadoru in vivo.

U kompaktniho sféroidu z bun¢k Caco-2 je dulezité zohlednit zplsob jejich kultivace.
Mohl by to byt jeden z moznych faktord, ktery ovliviwyje jejich tvorbu. Pro kultivaci sféroida
je pouzito mnoho riznych metod, véetné desticek s nizkou adhezi, zavéSovaci kapka i strategie
zalozené na tzv. scaffoldu neboli leSeni. OvSem nakonec se wukazalo, ze studie
Samy et al. (2019) vyvinula novou techniku zvanou Sacrifcial Micromolding pro geometrickou
kultivaci sféroidti Caco-2, které jsou schopny lumenizovat a polarizovat se po pouhych 6 dnech
kultivace.
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Nicméné tyto vytvorené sféroidy nebyly charakterizovany, vcetné jejich bariérové
funkce, potencidlnich zmén bunécného fenotypu a transportni funkce v 3D mikroprostredi.
Charakterizace je velmi dulezita predevsim z pohledu screeningu 1€kt ¢i studie biologie epitelu.
Presto sféroidy kultivované pomoci metody Sacrifcial Micromolding vykazuji
reprodukovatelné rysy a funkce, které jsou vice reprezentativni pro tenké stfevo V in vivo
podminkach. Dale bylo dokazano, Ze polarizace a zrani bunc€k jsou rychlejsi a jejich
zivotaschopnost je delsi ve sféroidech nez na monovrstvé 2D bunéénych modeli.

Dalsi moznosti tvorby sféroida je podle studie Li et al. (2018), Vadivelu et al. (2017),
Rychecky et al. (2017) metoda pomoci takzvanych tekutych kuli¢ek. Jedna se o tekutou kapku
zapouzdienou hydrofobnim praskem, ktera ma diky svym vlastnostem uplatnéni v mnoha
oblastech, naptiklad jako senzory plynu, mikroreaktory nebo bioreaktory pro kultivaci bunék.
Béhem kultivace v médiu uvniti kapalnych kulicek vytvarely bunky sféroidy bez nutnosti
podpturného leseni. Tento typ 3D sféroidli se pouziva pro testovani chovani solidnich nadord.
A to je divodem, pro¢ se u solidnich nadort uvnit sféroidi s jejich rostouci velikosti vyviji
nekrotické jadro, které omezuje diftzi Zivin a kysliku do jadra a bunky zacinaji odumirat.
Némi testované¢ 3D sféroidy byly také vytvofeny bez potieby leSeni, a proto naptiklad
nekrotické jadro vykazoval testovany montanin, lykorin a haemanthidin pfi koncentraci
0,625 uM v 10. dnu (Obrazek 7a, 7b). VySe zminéna metoda tekutych kuli¢ek byla jedna
Z prvnich, ktera ptedstavila tekuté kulicky pro stanoveni optimalnich podminek tvorby sféroidii
kultivaci kolorektalniho karcinomu HT29. Kvuli snadnéjsi manipulaci a sklizni sféroidi
se pouzily kulicky oobjemu 100 pl s 10000 nao¢kovanych bunék. Jejich rist
byl pak zaznamenam v rtiznych ¢asech. V nasem piipadé jsme zaznamenavali rust sféroida
v ¢ase 0., 2., 4., 6., 8. a 10. den, kdy se objem sféroidt v prubéhu ¢asu zmensoval, az zastavil.
Dalsi vyzva této studie bude testovani dalSich sféroidt v jejich ptipravé uniformni velikosti,
a proto se 1 zde pokusime o kokultivaci dvou buné¢nych linii ve formé sféroidt uvnitt tekutych
kulicek, jako tomu je u studie Eilenberger et al. (2021).

Nasledujici studie Raileanu et al. (2020) se také snazila stanovit optimalni podminky
pro tvorbu sféroid HT29 a zhodnotit hustotu bun¢k. My jsme vytvorili sféroidy pii hustoté
1000 bungk na jamku a nechali jsme to inkubovat 72 hodin. Po 72 hodinach jsme potidili prvni
snimek sféroidl a oznadili je jako Den 0. Pti hustoté 1000 a 2500 buné€k na jamku lze velikost
sféroidli pozorovat od 4.dne. OvSem nejlepSi rist sféroidy vykazovaly az piihustoté
5000 bunék na jamku, kde po 48 hodinach byla velikost sféroidii vytvofena a neustale
se zvétSovala. Nasledné se testoval cytotoxicky ucinek pomoci testu MTT u doxorubicinu
(Doxo) a gramicidinu (GA) na sféroidech HT29 a stejné jako v nasi studii se na zakladé¢
aplikovanych koncentraci sledoval rist jejich objemu. Vysledkem studie bylo, ze Doxo a GA
1ze pii samostatném pouzivani oznacit, jako chemoterapeuticka cinidla proti HT29 sféroidim,
protoze uspesné snizuji zivotaschopnost bun€k a také vy€erpavaji bunéénou energii.

Ackoli je zapotiebi vice studii, abychom lépe porozuméli tvorbé, charakteristice a
vlastnostem sféroidii, nase data vykazuji, ze pfi testovani AA se mohou stat platnou strategii
Vv 1é¢be nadorového onemocnéni piinejmensim u bunék HT29.
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[ Zavér

V ramci této prace byla testovana na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu HT29
in vitro cytotoxicka aktivita alkaloidt z ¢eledi Amaryllidaceae a vinorelbinem jako standartem.
Vzorky byly nejdiive testovany pomoci klasické 2D metody vyuzivajici tetrazol bromid.
Nasledn¢ byly vytvofeny 3D sféroidy a na nich byly testované latky v pfislusSnych
koncentracich po dobu 10 dni.

Vysledky 2D a 3D toxicity jsou od sebe rozdilné. Prestoze mél lycorin relativni
cytotoxicitu a hlasi ji i dalsi studie, nebyl schopny vyrazné inhibovat rist sféroidt pfi nizsich
koncentracich. Na rozdil od toho montanin S hemanthaminem vykazovaly zpomaleni ristu
I pfi nizkych koncentracich.

Nejzajimavéjsi vysledek byl vSak dosazen u standartu. Ten rozpoustél koncentrace zcela
a pii koncentraci 9 nM byl zaznamenan trend, pti kterém se z n¢ho od 8.dne zacaly uvolnovat
jednotlivé buiiky. Predpokladame, Ze pii dlouhodobé&jSim sledovani, které by trvalo déle
nez pouhych 10 dnil, by doslo k postupnému rozpadu sféroidfi v dané koncentraci.

Na tuto variantu by bylo vhodné se zaméfit i do budoucna a sledovat tak, co udélaji
testované latky v dlouhodobém ¢asovém horizontu se stabilitou zminénych sféroida.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATCC — American Type Culture Collection

BChE — Butyrylcholinesteraza

BPA — Bisfenol A

CAF — Fibroblasty spojené s nadorovym onemocnénim
CO; — oxid uhlicity

DMEM — Dulbeco Modified Egles Medium

DMSO —Dymethylsulfoxid

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

Doxo — Doxorubicin

ECM — Extracelularni matrice

FBS — fetalni bovinni sérum

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

GA — Gramicidin

HAD — Heamanthidin

HAE — Heamanthimin

HIV — RNA virus

IARC — Narodni agentura pro vyzkum a onemocnéni

KK — kolorektalni karcinom

KLKG6 — Kallikrein 6

MetOH — Methanol

Mr — Relativni molekulovd hmotnost

MTT — (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
MUC2 — Mucin 2

MY C — regula¢nich genti a protoonkogenti, které koduji transkripcni faktory
NCI — Narodni institut pro nddorové onemocnéni

NIAA — Americky narodni institut pro zneuzivani alkoholu a alkoholismu
NIH — Néarodni institut zdravi

NIST — Nérodni institut standartu a technologie

NMR — Spektroskopicka nukledrni magneticka rezonance
NRF2 — Nuklearni transkrip¢ni faktor

OVCARRS3 — Ovarialni karcinom

PAU — Polycyklické aromatické uhlovodiky

PBS - Phosphate Buffer Saline, fosfatovy pufr

POSTN — Periostin.

PTC — Peptidyltransferaza

PVC — Polyvinylchlorid

gRT-PCR — Kvantitativni reverzni analyza transkriptdzy-polymerazové fetézové reakce
RNA — Ribonukleovéa kyselina

RNS — Reaktivni forma dusiku

ROS — Reaktivni forma kysliku

RP — Relativni riziko

SD — Smérodatna odchylka
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SLLC53D3 — Rodina nosict solute — Solute carrierfamily (SLC) gen 53D3
TGCA — Program Atlas rakoviny genomu

TME — Mikroprostfedi nadoru

USA — Spojené staty americké
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