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Stanoveni toxicity pomoci 3D sféroidu

Souhrn

Celosvétoveé se nadorova onemocnéni fadi na druhé misto v pfi¢in€ umrti hned
po kardiovaskularnich onemocnéni. Kazdorotng, jen v Ceské republice, kazdé paté umrti je
na nadorové onemocnéni, coz je za rok 2020 pres 28 000 lidi. Jelikoz je vznik nadorovych
onemocnéni z 80 % ovlivnén exogennimi faktory jako je koufeni, pozivani alkoholu, Spatna
strava, stres, expozice chemickym latkam ¢i ionizujicimu zafeni a pouze z 20 % genetickymi
a mutaCnimi procesy, z tohoto divodu je snaha hledat u¢inné latky, které budou vykazovat
potencial v ucinnosti na nadorové bunécné linie. VétSina testi je uskuteCnéna pomoci
klasickych 2D in vitro testi vyuzivajici reakci zivych bunécnych mitochondriich
s tetrazilovymi solemi a vytvofeni formazanu. Nicméné takové vysledky nemuseji byt zcela
presné, jelikoz v 2D modelech nedochazi k interakci mezi buiikami jako je tomu u zivé tkané.
Z tohoto divodu jsou vyuzivany 3D metody, mezi které patfi i sféroidy — kulovité bunécné
utvary, které se podobaji vice zivé tkani.

Cilem nasi prace bylo otestovat Sest alkalooidi: 9-O-demetylgalantin, haemantamin,
hippeastrin, masonin, norpluvin a odulin ziskanych z celedi Amaryllidaceae na buiiky
kolorektalniho karcinomu bunééné linie HT29. Z této bunécné linie byly vytvoreny sféroidy
atfeti den od zalozeni byly pofizeny snimky a néasledné kazdy druhy den po dobu 10 dni
se foceni opakovalo. Soucasné s focenim dochazelo k vyméné média s testovanym vzorkem
o koncentracich 5; 2,5; 1,25; 0,625 uM. Nasledné byly potizené snimky vyhodnoceny pomoci
programu ImigiJ a data vyhodnocena v programu Grahpad Prism 9.

Z dosazenych vysledka je patrné, ze u nami testovanych alkaloidi nevykazovaly
vyznamnou schopost inhibovat rast sféroidi v nizSich koncentracich. Pro vyyznmanou
schopnost by muselo dojit k zastaveni nebo zpomaleni rustu jiz pfi koncnetraci 0,625 pM. Rast
sféroidu osetfenych alkaloidy byl obdobny jako u kontroly, ktera nebyla ni¢im oSetiena.

Klicova slova: Amaryllidaceae, bunécné linie; toxicita; HT29; alkaloidy



Determination of toxixity using 3D spheroids

Summary

Worldwide, cancer ranks second only behind to cardiovascular disease as the leading
cause of death. Every year, in the Czech Republic alone, one in five deaths is due to cancer,
which is over 28,000 people in 2020. Since the development of cancer is 80% influenced
by exogenous factors such as smoking, alcohol consumption, poor diet, stress, exposure
to chemicals or ionizing radiation and only 20% by genetic and mutational processes, for this
reason, there is a search for effective agents that will show potential in acting on cancer cell
lines. Most of the tests are performed using classical 2D in vitro assays utilizing the reaction
of live cell mitochondria with tetrazil salts to form formazan. However, such results may not
be completely accurate as there is no interaction between cells in 2D models as there is in living
tissue. For this reason, 3D methods are used, which include spheroids - spherical cell formations
that more closely resemble living tissue.

The aim of our work was to test six alkaloids: 9-O-demethylgalanthine, haemanthamine,
hippeastrine, masonine, norpluvine, and oduline derived from the Amaryllidaceae family
on colorectal cancer cells of the HT29 cell line. Spheroids were formed from this cell line and
images were taken on the third day after establishment, followed by repeat imaging every other
day for 10 days. Simultaneously with the photography, the medium was exchanged with the
test sample at concentrations of 5; 2.5; 1.25; 0.625 pM. Subsequently, the acquired images were
evaluated using the ImigiJ program and the data were analyzed using the Grahpad Prism 9
program.

From the results obtained, it is evident that the alkaloids we tested did not show
significant ability to inhibit spheroid growth at lower concentrations. For a significant ability
to be detected, growth would have to be stopped or retarded already at a concentration of 0.625
uM. Growth of spheroids treated with alkaloids was similar to the control, which was not treated
with anything.

Keywords: Amaryllidaceae; cell lines; toxicity; HT29; alkaloids
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou celosvétové drouhou nejcastéjsi pficinou umrti hned
po kardiovaskularnich onemocnéné (Siegel et al. 2020). V Ceské republice v roce 2020 zemielo
na nadorova onemocnéni 28 000 lidi, z toho pres 3 400 lidi pfedstavuje umrti na kolorektalni
karcinom (UZIS CR 2020). Pfi¢ina vzniku nadorového onemocnéni je az z 80 % ovlivnéna
exogennimi faktory jako jsou expozice chemickych latek, virQ, prostredi, ve kterém
se pohybujeme, §patnym stravovanim, pozivanim alkoholu, koufenim a dalSich (Lewandowska
et al. 2019; Thanikachalam & Khan 2019).

Pii 1écbé nadorového onemocnéni se vétSinou vyuziva kombinace chemoterapie,
radioterapie, biologické 1écby a chirurgické 1écby (Biller & Schrag 2021). Avsak z divodu
nezadoucich vedlej$ich acinku téchto terapif je stale dsili vyhleddvat nové a¢inné protinadorové
latky, které by mohly dosdhnout stejného protinadorového ucinku. Zdrojem téchto
potenciondlnich aktivnich latek je Celed” Amaryllidaceae, ktera fadou farmakologicky aktivnich
latek vykazuje protinddorovou, protizanétlivou, antibakteridlni, antifungdlni, antimalarickou,
antivirovou, antidepresivni, antinociceptivni a cholinesterazové inhibi¢ni aktivitu (Kukula-
Koch & Widelski 2017; Berkov et al. 2020).

K testovani se diive pouzivali k pozorovani rustu a diferenciace bunék mimo télo
dvojrozmérné (2D) modely bunécnych linii, tvofici adherentni monovrstvu. S postupem casu
po odhaleni nedostatkd se diky svému uspofadani zacali vyuzivat trojrozmérmé (3D) modely —
organoidy ¢i sféroidy, které uméji dobfe imitovat 3D strukturu zhoubné tkané a téz
mikroprostiedi nadoru. Timto zptisobem je mozno zvyS§it miru aspésnosti novych 1é¢iv proti
NO (Sant & Johnston 2017).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Hypotéza: V soucasné dobé slouzi 3D bunécné modely k presnéjsimu stanoveni G¢inku
latek podobnych in vivo podminkam. S upravou kultiva¢nich podminek pro zalozeni 3D
sféroidi je mozné vyuzivat rozdilné bunécné linie pro studium aktivity pfirodnich latek.
Cilem prace je vyuzit nadorové a zdravé buriky stfevniho epitelu pro vytvoreni 3D sféroidi.
A to 1 u bunécnych linii, u kterych publikace doposud uvadéji, ze netvori 3D sféroidy.

Pomoci nadorovych a zdravych bunénych linii stfevniho epitelu budou vytvoreny 3D
sféroidy za standardnich podminek. Takto ziskané sféroidy budou nésledné analyzovany 10 dni
s focenim kazdy druhy den. V zavéru budou snimky vyhodnoceny a bude zjiSténa schopnost
latek prostupovat pies vicero bunécnych vrstev.



3 Literarni reSerse

3.1 Nadorova onemocnéni

Prvni zminky o nadorovych onemocnénich (NO) se datuji jiz v obdobi 1500 let pt. n. 1.
z doby Starovékého Egypta, kde jako prvni zaznamenali NO prsu bez moznosti jeho 1éCby
(di Lonardo et al. 2015). Nador prsu patfi v souc¢asnosti mezi nejcastéji diagnostikované NO
predevsim u zen ve Spojenych statech americkych (Ward et al. 2015; Azamjah et al. 2019)
a celosveétove se NO tadi mezi druhou nejcasté)si pfi¢inu umrti hned po kardiovaskularnich
onemocnéni (Siegel et al. 2020).

V roce 2020 byla diagnéza a 1écba NO ztizena pandemii koronavirového onemocnéni
2019 (SARS-CoV-2). Z celkového poctu 1,8 miliontl jedincd bylo identifikovano 23 tisic
pacienti s NO, kteti méli az o 60 % vyssi pravdépodobnost pozitivniho testu na SARS-CoV-2.
Tato pravdépodobnost zvysSeného rizika hrozi také u starSich pacientll, pacienti s nadvahou
¢1 obezitou a muzského pohlavi (Lee et al. 2021). Napfiklad studie od Mehta et al. (2020)
probihajici od biezna do dubna roku 2020 zaznamenala az 28% umrtnost pacientd s NO, ktefi
podlehli onemocnéni SARS-CoV-2 a bez NO to bylo o polovinu méné. Velice obdobny
vysledek se objevil v ¢inském Wu-chanu od Meng et al. (2020), kde téméf 30 % pacientu
22665 zemielo v disledku SARS-CoV-2 a 10 % pacient bez SARS-CoV-2 s NO. V Ceské
republice dle dat Ceského statistického ufadu za rok 2020 zemftelo 129 289 lidi, pticemz 8 %
znich zemfelo na onemocnéni SARS-CoV-2. To déla z SARS-CoV-2 drohou nejcastéjsi
piicinu umrti v CR (CSU 2021).

V Ceské republice postihuje NO kazdého tietiho Elovéka a kazdy paty na NO umira
(Krejci et al. 2018). Za rok 2020 na NO zemfelo celkem 28 000 lidi, z toho 12,1 % piedstavuje
Gmrti na kolorektalni karcinom (KK;Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR 2020).
Vyznamnou roli ve vyskytu NO a umrtnosti hraje pohlavi, kde u muzi je vyskyt o 20 % vyssi
nez u zen a umrtnost dokonce az o 40 % (Bray et al. 2018). Pfi¢ina vzniku NO, je ovlivnéna
endogennimi faktory, kam se fadi napfiklad genetické predispozice a také exogennimi faktory,
jako je vliv zivotniho prostfedi, ionizujici zafeni, strava (Thanikachalam & Khan 2019),
ptitomnost odpadnich latek, expozice chemickych latek, viry, pozivani alkoholu a koufeni
(Lewandowska et al. 2019). Az z 80 % mohou za vznik nadoru exogenni faktory. Zbyvajicich
20 % je pficitano genetickym a mutacnim predispozicim (Hofmanova 2013). Tyto faktory
prispivaji k tranformaci normalnich bunék, které se vyviji a stanou se z nich buriky nadorové,
cely tento proces zmén se oznacuje jako karcinogeneze (Moindjie et al. 2021).

3.2 Karcinogeneze

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole, karcinogeneze (téz ontogeneze, tumorigeneze,
kancerogeneze) je vicestupniovy proces, ktery zahrnuje bunéCnou transformaci normalnich
bunék a bunéfnou proliferaci (Klaunig & Wang, 2018; Moindjie et al. 2021). Béhem
karcinogeneze se postupné hromadi poruchy zakladnich regulacnich mechanismt somatickych
bunék (proliferace, diferenciace a apoptoza) (Hofmanova 2013), které zptsobuji genetickou
modifikaci genomové DNA (vznik mutované bunky) s naslednym selektivnim rastem.
Cely tento proces (Obrazek 1) se obecné déli na tii stadia, a to iniciace, promoce a progese
(DiGiovanni 1992; Klaunig & Wang 2018).



Iniciacni faze muze zacCinat mutaci v jediné bunice pohou zménou jednoho nukleotidu,
delece ¢i duplikace sekvence DNA. Zména v genetické sekvenci pak maze vést k produkci
mutantniho proteinu, kde ve vzacnych pfipadech staCi pouze jedna mutace, aby vznikla
nadorova burika. OvSem ¢im je ¢lovek starsi, dochazi ke kumulaci téchto mutaci vice a vice,
coz vysvétluje, pro¢ ptipady NO stoupaji se zvySujicim vékem (Deman & van Larebeke 2001).

Vyvoj karcinogeneze podporuji rovnéz volné radikaly, kterymi jsou atomy, molekuly
nebo ionty, které maji ve svém elektronovém obalu alespon jeden neparovy elektron. Mezi
nejznamnéjsi volné radikaly patfi reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species ROS)
a dusiku (reactive nitrogen species RNS) (Mandal 2017). ROS a RNS vznikaji jako vedlejsi
produkty aerobniho metabolismu. Jedna se o skupinu vysoce reaktivnich chemickych ionta
amolekul (Schieber & Chandel 2014), jako jesuperoxid, hydroxyl, peroxyl a neradikéalové
reaktivni formy v podobé¢ - kyselina chlorné, singletového kysliku ¢i peroxidu vodiku (Lin et
al. 2018). V dusledku nadprodukce ROS a RNS dochazi v burikach k oxida¢nimu stresu, ktery
je zodpoveédny za celou fadu zanétlivych a degenerativnich onemocnéni, ¢imz mize postupem
Casu dojit az ke vzniku NO. Oxidacni stres je definovan jako nerovnovaha mezi volnymi
radikaly a antioxidacni kapacitou buiiky, jez ji chrani pred zminénymi ROS a RNS. Pfi zahajeni
karcinogeneze mitochondrialni ROS napomahaji transformaci normalnim burikam
na preneoplastické predevsim prostfednictvim onkogennich mutaci mitochondridlni a jaderné
DNA, ktera pak méni dychani bunék, podporuje akumulaci onkometabolita a aktivuje signalni
drahy (Moindjie et al. 2021). Béhem mutace mitochodrialni ¢i jaderné DNA dochazi k celé radé
mitochodridlnich dysfunkci, které vétSinou probihaji ve fazi progrese. Nicméné€ pozdéjsi
stadium progrese je spojeno s mitochodridlnim metabolickym pfeprogramovanim
stimulovanymi nekolika faktory (Nadege 2009). Zaprvé se jednd o mitochodridlni dynamiku
ve spojitosti korelace véku a zrychlenou produkci volnych radikald (Leufkens et al. 2012).
Dale se ptedpoklada, ze vlivem akumulace oxidac¢niho poskozeni makromolekul hraje kli¢ovou
roli v procesu starnuti. Proto je vyznamna oxida¢ni rovnovaha, ktera je udrzovana endogennimi
enzymatickymi mechanismy, ale 1 endogenimmi faktory. V neposledni fadé mitochodridlni
metabolické preprogramovani je stimulovano onkogeny. Ty spolecné s protoonkogeny tvori
vyznamnou ulohu pii tvorbé nadoru. Predstavuji sice drobnou, ale pfesto velmi podstatnou cast
celé genetické vybavy (Stewart & Wild 2014; Mandal 2017).

V normalni buiice existuji protoonkogeny, které mohou fungovat jako rastové faktory,
prenaseCi bunécnych signalti a jaderné transkripéni faktory. Protoonkogeny fidi normalni
bunécnou diferenciaci a proliferaci. Zménou téchto genti se mohou projevit v nadorovych
bunkach jako onkogeny. Doposud bylo rozpoznano 50 — 60 onkogent. Vzniklé onkogeny pak
fidi mnoZeni bunék a pfebiraji klicovou roli v patogenezi nadort (Kontomanolis et al. 2020).
Mezi zastupce onkogent patii napiiklad MYC a RAS (Bashyam et al. 2019).

Mutace ovliviiujici  strukturu, zahrnuji bodové mutace protoonkogeni RAS
a chromozomalni translokace, které produkuji hybridni geny. Ke zvySené expresi dochazi
v lidskych nadorech prostrednictvim amplifikace gent nebo translokace chromozomu. Jestlize
protoonkogeny za¢nou mutovat, stavaji se karcinogennimi onkogeny, které povedou
k nadmérmé proliferaci (Brown 2021). Zménéné formy jinych tfid gent se pak mohou také
ucCastnit na vzniku malignity tim, ze umozni proliferujici bufice byt invazivni a dostat
se do jinych casti téla (Hofmanova 2013).
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Velkou pomoc pii detekovani NO jsou tzv. nadorové markery, diky kterym muze byt
zachycen relaps onemocnéni, stanovena diagnoza a v neposeldni fadé souzi pfi monitorovani
v prabéhu terapie (Nagpal et al. 2016).
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Obrazek 1: Mutace mitochondridlnich genti (Moindjie et al. 2021).

3.3 Nadorové markery

Nadorové markery se definuji jako substance stanovitelné pifimo v nadorové tkani nebo
v télnich tekutinadch (mo¢, krev, sliny), od kterych se odviji nebo projevuje nadorové bujeni.
Déle markery mohou byt produkovany ptfimo buitkami naddoru nebo jinymi tkanémi v reakci
na pritomnost nadorovych bunek (Nagpal et al. 2016).

Nadorové markery se déli podle mista produkce, specifi¢nosti, chemické struktury
a biologického charakteru. Témér jakykoli typ molekuly maze fungovat jako nadorovy marker,
kde vétsinou se jedna o proteiny nebo glykoproteiny (Tie et al. 2015). Napiiklad latky s nizkou
molekulovu hmotnosti, jako je vanilmandlova kyselina, enzymy (laktatdehydrogenaza, neuron
specificka enolaza, prostaticky specificky antigen), imunoglobuliny, hormony (hCG, gastrin,
prolaktin, kalcitonin) a nukleové kyseliny (RNA a DNA) jsou v soucasné dob¢ brany jako
mozné markery (Lau & Lai 2008).

A 1 pres Siroké spektrum NO dosud neexistuje univerzalni nadorovy marker, ktery
je dostatecCné specifikovany a zajisti 100% identifikaci NO. Mimo jiné 1 nizka koncentrace
nadorového markeru neznamena nepiitomnost maligniho nadoru a naopak z pozitivnich
vysledkti nemusi nutné vyplyvat zhoubny nador (Lech et al. 2016). Proto je snahou nalézt
specifické a detekovatelné markery v co nej¢asnéjsSim stadiu maligni transformace, které by
korelovaly s ristem nadoru, stadiem, prognozou a ucinnosti terapie (Klener & Klener 2013).

Detekovatelné prahy nadorovy markerti umoziuji v pfiznivych piipadech odhalit nador
uz o velikosti 10° malignich bunék, zatimco klinicka diagnoza byva urena u nadoru, ktery
obsahuje 10° malignich bunék (Valik et al. 2014).

11



Napriklad u KK se karcinoembryonalni antigeny CEA a Ca 19-9 pouzivaji jako markery
indikujici UspéSnost 1écby a optimalné je doporucena jejich kombinace (Zavoral 2019).
Karcinoembryonalni antigen CEA je glykoprotein a jeho normalni hodnoty by se mély
pohybovat v rozmezi 0 — 3 pg/l, hrani¢ni hodnoty jsou stanoveny v rozmezi 3 —5 pg/l
a patologickd hodnota je definovana nad 5 pg/l u maligniho onemocnéni tlustého stfeva
a kone¢niku. Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytnout u kufakt, Crohnovy choroby
¢i jaterni cirhozy (Karlikova et al. 2020). Jejich pokles ukazuje na uspésnost protinadoroveé
1écby, a naopak jejich vzestup miize byt prvnim znamenim relapsu (navratu nemoci). OvSem
zvySené hodnoty nadorovych markerd mohou doprovazet i fada jinych onemocnéni, napiiklad
zanét slinivky bfisni (Holubec 2004). Na druhou stranu ani normalni hodnota nevylucuje NO,
v nekterych piipadech totiz nador nemusi tyto markery produkovat. Je dulezité si uvédomit, ze
jejich piinos nespociva ani tak v diagnostice onemocnéni, ale spise ve sledovani ucinka terapie
a prognozy (Valik et al. 2014).

Nicméné v poslednich letech se pomérné vyuzivaji také screeningové metody s pouzitim
sttevniho mikrobiomu podle studie Wirbel et al. (2019). Neékteré stfevni bakterie totiz
preménuji zluCové kyseliny, které jsou soucasti nasich travicich §téav, na metabolity, které
mohou byt karcinogenni. To déla zvyzkumu pro diagnostiku zalozenou na mikrobiomu
prozatim nejslibngjsi zpusob, jak provadét neinvazivni screening pro odhaleni KK (Saus et al.
2019; Thomas et al. 2019).

3.3.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom je maligni NO (Fleming et al. 2012; Saus et al. 2019; Zavoral et
al. 2013), které neustale roste. Kazdy rok se diagnostikuje kolem 1,4 milioni novych pfipada
a pravdépodobné bude toto Cislo stoupat dal. Kazdy rok také umiré pres vice jak 500 tisic lidi
(Alsheridah & Akhtar 2018; Arnold et al. 2017; Siegel et al. 2020). S takto velkym vyskytem
a umrtnosti je v souc¢asné dob¢ snaha o v€asné zachyceni, zejména u obyvatel ve véku nad 50 let
pomoci screeningu, jak bylo zminéno v predchozi kapitole. Existuji dva systémy klasifikace
KK. Prvni byl vyvinut v 50. letech 20. stoleti Pierrem Denoixem (Goiffon et al. 2021), ktery
KK kategorizuje podle anglické zkratky TNM neboli T jako ,,tumor“, N jako ,,lymph node*
aM predstavuje , metastasis“. Toto oznaCeni pomaha lékafim rozhodnout v jakém stadiu
se pacient nachazi, jak daleko se nador rozsifil a piipadné jakou 1écbu dany pacient potiebuje.
Pismeno T popisuje velikost nadoru (TO — T4). TO, n€kdy také Tis, znaci karcinom in situ —
nador v nejranéj$im stadiu a pouze ve sliznici. T1 predstavuje, ze nador je pouze ve vnitini
vrstvé stteva (Li 2014). T2 znamena, ze nador prorostl do svalové vrstvy stievni stény. T3
popisyje, ze nador prorostl do vnéjsi vystelky stievni stény, ale neprorostl skrz ni (Goiffon et
al. 2021). T4 se rozdéluje do dvou stupna: T4a, kdy nador prorostl vnéjsi stélkou stievni stény
a rozsifil se do vrstev tkani (pobfiSnice) pokryvajici organy v bfiSe. Pfi T4b néador prorostl
sténou stfeva do blizkych organt (Lea et al. 2014). Pismeno N popisuje postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin a znac¢i se od NO az N2. NO popisuje, ze lymfatické uzliny neobsahuji zadné
nadorové buriky. N1 ma tfi stupné (N1a, N1b a Nlc), pficemz ve vSech stupnich se nachazeji
nadorové buriky. N2 se déli na dva stupné (N2a a N2b), kde jsou specifikovany pocty
lymfatickych uzlin a nadorovych bunek (Jin & Frankel 2018).
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Pismeno M oznacuje metastaze (MO — M1) rozSitujici se do dalSich casti téla. MO znaci,
ze se nador nerozsifuje do Casti téla jako jsou plice nebo jatra. Naopak M1, které se rozdéluje
na ti1 stupné (M1a, M1b a M1c) predstavuje, ze nador metastazuje do dalSich ¢asti téla (Lea et
al. 2014).

Druhy systém klasifikace se hodnoti dle Dukesovy stupnice pismeny A-D. Pokud
se nador nachazi na vnitini vystelce stfeva nebo mirné roste do svalové vrstvy vyznacuje
se pismenem A. Pismeno B znamena, ze nador jiz prorostl svalovou vrstvou stfeva. Rozsifeni
nadoru alesponl do jedné lymfatické uzliny predstavuje pismeno C a D, ze se nador rozsifil
do dalSich casti téla a jedna se o pokrocilé stadium (Akkoca et al. 2014).

Zvysena rizika rozvoje KK hrozi u pacientl s dédicnymi poruchami (Plawski et al. 2013,
Stojcev et al. 2013; Brenner et al. 2014), jak jiz bylo zminéno v kapitole nadorova onemocnéni,
z 80 % ma na NO vliv faktory zivotniho prostredi, strava, pozivani alkoholu ¢i kouteni (Arnold
etal. 2017).

3.3.2 Faktory ovliviiujici nadorova onemocnéni

V nasledujicich kapitolach budou popsany ruzné faktory, které pozitivné€ ¢i negativné
ovliviiuji NO, pficemz bude kladen daraz na vliv u KK.

Ze studie (Gram et al. 2020) vyplyvé, ze kouFeni cigaret je spojeno se zvySenym rizikem
nadord. Tato souvislost byla pozorovana jak u muzu, tak u zen. Zvysujici se riziko souvisi
predevsim s délkou koufeni, vékem a mnozstvim vykourenych cigaret (Gram et al. 2020; Tsoi
et al. 2009). Obrazek 2 detailn€ popisuje pfic¢inu vzniku NO v dasledku koufeni.

Proteinkindza Aa B
Vazba na receptor aktivace a dalsi zmény\
RN e N s oy oo TG
Zévislos’t na ourent | karcinogeny DNA  rkadovani atumor | |mechanismd | | Rakovina
- supresorovych kontroly riistu
nikotinu o, gent
Metabolicka Oprava
detoxikace
Vylucovani Normalni Apoptdza
DNA L
Prijem ko-karcinogend a Potla¢ovaceni nadoru,
nadorovych promotort inaktivace genu a dalsi
hypermethylace genového| zmény
promotoru

Obrizek 2: Schéma piic¢in vzniku NO v diisledku tabakového koute. Upraveno podle (Stewart & Wild 2014).

Byla zaznamenana silngjsi asociace s relativnim rizikem pfiblizné 2 % u jedincu, ktefi
uvedli délku koufeni 45 a vice let (Gram et al. 2020). Studie (Lakkis et al. 2021), ktera
pozorovala statisticky vyznamnou souvislost mezi koufenim cigaret a vyskytem nadoru
tlustého stfeva, potvrdila, ze davka ¢i mnozstvi obvykle vykoutenych cigaret za den je jeden
z nejdilezitéjSich ukazateld rizika (Botteri et al. 2020). Riziko nadoru klesa po uspéSném
ukonceni koufeni, ale u dlouhodobé¢jsich kuraka tato rizika zcela neklesnou na stejnou troven
jako u té€ch, kteti nikdy nekouftili (Slattery et al. 2000; Carter et al. 2015, Siegel et al. 2020).

Dalsim rizikovym faktorem pro vznik nebo rozvoj NO je konzumace alkoholu. Toto
riziko bylo znamo jiz na pocatku 20. stoleti, kdy bylo zjisténo, ze pfiblizn€ 8 z 10 pacientt
s nadorem jicnu nebo oblasti zaludku byli konzumenti alkoholu. Toto pozorovani bylo
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predlohou ve studii McNabb et al. (2020) u niz bylo zjisténo, ze je vétsi pravdépodobnost
konzumace alkoholu u osob zapojené do vyroby a distribuce alkoholickych napojii a méli vyssi
riziko nadoru hlavy a krku ve srovnani s lidmi, ktefi se z nabozenskych divodu zdrzeli piti, a ze
tito abstinenti méli vyrazné nizsi riziko téchto forem NO ve srovnani s celkovou populaci.
Alkoholické néapoje byly prohlaSeny za ,karcinogenni pro Cloveka™ s oznaceni 64-17-5
(skupina 1) programem Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for
Research on Cancer IARC), nejprve v roce 1988, poté znovu v roce 2007 a v roce 2010 (IARC
2015).

Pozity alkohol se nejvice vstiebava v travici soustaveé, konkrétné v jatrech. Etanol je
nejpodstatnéjsi  slozkou v alkoholickych napojich a je metabolizovan mikrobialni
alkoholdehydrogenazou na acetaldehyd, ktery zpusobuje poskozeni sliznice a regeneracni
bunécnou proliferaci (Seesaha et al. 2020). Acetaldehyd, jakozto prvni meziprodukt
v metabolismu etanolu pfispiva k rozvoji karcinogeneze a je oznaCen jako rizikovy faktor
pro vznik KK (Winkels et al. 2013). Jeho pfima vazba na molekulu DNA pisobi negativné
a muze nastat vznik genovych ¢i chromozomovych mutaci (Brooks & Zakhari 2014). V meta-
analyze od Keum & Giovannucci (2019) shrnujicich 14 kohortovych studii ze Severni
Ameriky, Evropy a Asie, bylo dokazano, ze dokonce i lehké piti (< 1 alkoholicky napoj denn¢)
vyznamné zvySuje riziko KK ve srovnani s zadnym nebo pfilezitostnym piti alkoholu.

Konzumaci alkoholu nehrozi pouze moznost vyskytu KK, ale i dalSich NO, a to dutiny
ustni, hltanu, jicnu, jater a prsu. Dle studie Rumgay et al. (2021) bylo v roce 2020 celosvétove
zaznamenano 741 300 novych pfipadi NO, které lze pfiCist nadmémé konzumaci alkoholu
a také celosvétove vyplyva, ze 4 % umrti na NO lze pfiipsat alkoholu (Stewart & Wild 2014).

Naopak pii konzumaci jednoho az dvou Salkti kavy denné dochazi ke sniZeni rozvoje
NO. Ve velké populacni studii od Poole et al. (2017) se uvadi, ze i kategorie nejvyssi spotieby
kavy (vice jak 2,5 salka kavy denn€) predstavuje 54% snizeni pravdépodobnosti vzniku NO.
Konzumaci kavy tedy lze oznacit jako ochranny faktor nejen pro vznik KK a jako prediktor
snizené recidivy a imrti na NO (Arab 2010; Schmit et al. 2016).

Slozky kavy maji pozitivni u€inek na zdravi a oxidacni prostiedi tlustého stfeva, dobré
slozeni mikrobiomu, sekreci zlu€ovych kyselin a citlivosti na inzulin. Na zakladé experimentu
od Farah & dePaula Lima (2019) in vitro bunéénych liniich jaterniho karcinomu (HepG2), které
byly inkubovany s riznymi koncentracemi extraktu ze zelenych kavovych zrn (1, 10 a 50
pug/ml) a standardy chlorogenova kyselina a metylxanthin kofein (1, 10, 20 a 40 ug/ml) pro
testovani pifimého antioxidacniho ucinku se z vysledkd zjistilo, ze polyfenoly, které
se nachazeji jako specifické slozky v kavé maji antioxidacni a antiprolifera¢ni ucCinky
a vyvolavaji zastavu bunécného cyklu. Dle dal§iho vyzkumu od Sadeghi Ekbatan et al. (2018)
zaméfeného na nadorovou bunéfnou linii Caco-2 bylo potvrzeno, ze silny antioxidant
vyskytujici se vkave, chlorgenovoa kyselina a jeji metabolity, maji inhibuji bunécnou
proliferaciprotinadorovy ucinek pti koncentraci 50 - 1000 uM.

Dalsi pozitivni vlastnosti ma prazena kava na zakladé melanoida, které se v ni vyskytuji.
Plsobi jako dietni vlaknina a zvySuji tak peristaltiku traviciho traktu. Diterpeny cafestol
a kahweol jsou hojné zastoupené ve varenych a nefiltrovanych kavach a vykazuji
antikarcinogenni aktivitu, a tim posiluji obranny systém proti oxidacnimu poskozeni (Bradbury
et al. 2020).
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Nicméné nejzakladnéjsi slozkou kéavy je kofein, ktery ma diky antioxidacni aktivité
schopnost omezit ristovy potencial nadorovych bunék tlustého stieva. Slozeni kavy a pomér
danych slouCenin v ni pozitivné ovliviiuje organismus, ale lisi se v zavislosti na typu kavovych
zrn, stupni prazeni, technice piipravy a velikosti porce. Napfiiklad cafestol a kahweol jsou
odstranény filtraci, a proto filtrovana a instantni kéva je témé&f neobsahuje (Schmit et al. 2016).

Dal§im vyznamnym Ccinitelem ovliviiujici NO je z hlediska stravy tuk, kterému
je vénovana pomérné velka pozornost diky silné mezinarodni korelaci s vyskytem béznych NO
ve vyspelych zemi (Lee et al. 2015). Modelova studie Seesaha et al. (2020) na zvifatech
jednoznacné prokazala, ze n-3 polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) mohou uplatnit své
pfiznivé ucinky diky antioxidacnim, protizanétlivym, antiproliferativnim, antiangionogennim
a proapoptickym vlastnostem. A také u nich bylo prokazano pozitivni ovlivnéni ve slozeni
a aktivité stfevniho mikrobiomu (Fu et al. 2021).

Strava bohata na n-3 PUFA inhibuje karcinogenezi tlustého stfeva (Volpato & Hull
2018). Z vysledka od (Bojkova et al. 2020) vyplyva, ze zvySenim piijmu n-3 PUFA, zejména
eikosapentaenové a dokosahexaenové kyseliny a zarovel snizenim pfijmu n-6 PUFA,
nasycenych tukd, ma potencial byt hlavnim smérem prevence KK. N-3 PUFA jako alfa-
linolenova kyselina (ALA), eikosapentaenova kyselina (EPA) a dokosahexaenova kyselina
(DHA) jsou oznaceny jako mozni zachranci z hlediska prevence KK (Arshad et al. 2015).
Jejich zdrojem jsou predevsim chia seminka, Inénd seminka, ryby jako sardinky a tres¢i jatra
a jejich konzumace by méla byt velmi Casta.

Déle bylo zjisténo, ze hlavni zastupce n-6 PUFA (linolova kyselina) nachazejici
se v rostlinnych olejich, jako je sojovy nebo kukufi¢ny olej, zpiisobuje negativni navyseni
COX-2 (Prostaglandin-endoperoxid syntaza 2), coz zvySuje zanétlivou reakci ve stievech.
Idealni pomér n-3 a n-6 PUFA by se mél pohybovat v rozmezi 1:2 az 1:4 ktery je z hlediska
stravy v zapadnich vyspélych zemich €asto nevyvazeny a dosahuje az poméru 1:20 (Seesaha et
al. 2020). Nejenom PUFA, ale i mononasycené mastné kyseliny (MUFA) maji preventivni
funkce pred vznikem KK. Konkrétné konzumace olivového oleje ma pozitivni vliv na rast
nadoru a mnohodalSich, v€etné nadoru prostaty a prsu. Pfedev§im diky olejové kyseling, ktera
se zde nachazi. Nicméné olivovy olej se oznacuje jako funk¢ni a komplexni potravina, ktera
obsahuje nékolik 1 fadu bioaktivnich slou€enin, jako jsou tokoferoly, skvaleny, alkoholy
a polyfenoly, které se nachézeji v ¢aji, kakau, jiz zmiriované kave, ofesich, ovoci a zeleniné
(Reddy 2002).

Mezi jiz zminéné polyfenoly patii napiiklad oleuropein, hydroxytyrosol a tyrosol, ktery
predstavuji pfiblizné 80 % obsahu fenolt v olivovém oleji (Farinetti et al. 2017). Potvrzuje to
i metaanalyza od Sofi et al. (2010), ktera zjistila, ze vysoky pfiijem olivového oleje by mohl
vést ke snizeni rozvoje NO traviciho traktu az o 30 %. Dalsi vysledek této studie pfinasi, ze
umrtnost na NO jsou niz$i ve sttedomotskych zemich, protoze konzumace olivové oleje je zde
soucasti kazdodenniho stravovani.

Ovsem v ramci kazdodenniho stravovani byva i1 konzumace zivoci§ného tuku, ktery se
pomeérne hojné nachazi v ¢erveném a zpracovaném mase spojovan spise se stinnou stranou
stravovani. Konzumaci cerveného masa nebyla jednoznaéné€ prokéazana spojitost mezi rizikem
vzniku KK a zvySenym pifijmem, jako je tomu napiiklad u mlééného tuku. Pfesto by se
konzumace Cerveného masa méla omezit ¢i prejit alespont na konzumaci dribeziho masa ¢i
kraliciho (Islam et al. 2019; Saliba et al. 2019). Existuje nekolik moznych mechanismu
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a nékterych mutagennich nebo karcinogennich sloucenin u zvifat k vysvétleni vztahu
mezi konzumaci ¢erveného masa a vznikem KK.

Mezi mozné mechanické faktory patii N-nitrososlouc¢eniny (NOC), heterocyklické
aminy (HCA), polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), hemové Zelezo v cerveném mase,
zlu¢ové kyseliny a nehumanni sialova kyselina (Aykan 2015).

Dalsi problém mohou byt potravinarska aditiva, jako je dusitan draselny (E249), dusitan
sodny (E250), dusi¢nan sodny (E251) a dusi¢nan draselny (E252), jez jsou vSechny schvalené
v mnoha zemich, ale jejich pouziti je obecné omezeno na maximalni povolené mnozstvi
200 ppm nebo méng. Cast&jsi konzumace masnych vyrobkd s pridavkem dusitand maze vést
k poskozovani DNA, zvySovani oxida¢niho stresu a diky interakci s aminy a amidy v zaludku
ave stievech produkovanych bakteridlni dekarboxylaci aminokyselin, mohou byt N-
nitrosovany v piitomnosti nitrosacniho €inidla, a tak tvofit NOC (Zhu et al. 2014; Zheng et al.
2019). Existuji dvé hlavni podskupiny NOC; N-nitrosaminy a N-nitrosamidy. Ty se prokazali
jako karcinogenni u laboratornich zvifat a pravdépodobné budou karcinogenni pro ¢lovéka
podle TARC (2015). Ve studii od McCullough et al. (2013) se ucastnilo 2315 dobrovolnika,
kteti prezili 1écbu KK. Uvadi se, ze ucastnici studie, ktefi pred diagnostikou KK konzumovali
vetsi mnozstvi Cerveného a zpracovaného masa, méli o 29 % vy$si riziko timrtnosti ve srovnani
s témi, ktefi konzumovali nejmensi mnozstvi Cerveného a zpracovaného masa. Naopak je tomu
u tuku v mléce nebo mlécnych vyrobcich. Zde je tuk obecné povazovan za pozitivné ovlivilujici
makronutrient, jelikoz jeho vySsi pfijem je spojen se snizenym vyskytem KK. Jako faktor
s ochrannym ucinkem v mléce je oznaCovan vapnik (Ca; Winkels et al. 2013), jelikoz Ca
v mléku, ale i v mléénych vyrobcich mize neutralizovat skodlivé zlu¢ové kyseliny a ionizovat
mastné kyseliny ve stfevech. Vzhledem k tomu, ze Ca je dilezitou slozkou v bunécnych drach
zapojenych do bunécné proliferace a diferenciace bunék, mize modifikace piijmu Ca ovlivnit
tyto drahy a v kone¢ném dusledku pfispiva ke snizeni rizika KK (Barrubés et al. 2019).

Jednou z moznosti, jak tedy snizit riziko vzniku nadoru je omezit konzumaci ¢erveného
masa a zvysit piijem mlécnych vyrobkl. Soucasné by mél byt kladen diiraz navyvazenou stravu
s pfednosti konzumaci zeleniny a ovoce. Preferovat celozrnné vyrobky, omezit pfijem
jednoduchych cukrt jako jsou mono a disacharidy. Dulezitou roli hraje i tepelna Gprava, kdy je
doporucovano duseni, vafeni (Song et al. 2015) a vyhybat se smazeni a roStovani. Dale by se
clovek mél zamérit vice na pohybovou aktivitu, protoze pfiméfena hmotnost také pfispiva
ke snizeni rizika vzniku KK spolecné s preventivnimi vySetfenimi (Holubec 2004). Vyse
uvedené pozitivni faktory (Tabulka 1) nemohou Iécit KK, ale jejich omezeni ¢i zafazeni
predstavuje prevemci proti vzniku NO (Song et al. 2015; Seesaha et al. 2020). IARC (2014)
zrevidovala Evropsky kodex proti rakoviné a uvedla 12 doporuceni pro zdravejsi zivotni styl,
ktera by méla podporit prevenci NO. Témito zasadami, kterymi by se relativné snadno mohla
ridit cela populace, aby se tim snizilo riziko vzniku zhoubného nadoru, pfi¢emz dle odbornikti
by bylo mozné takto zabranit az poloviné ze vSech umrti na NO v Evropé. Nékteré z téchto 12
zasad zni: nekoufit, udrzet si zdravou t€lenou hmotnost, jist zdravé, pit méneé nebo zadny
alkohol, nevystavovat se pfili§ sluneCnimu zareni, zajistit détem ockovani proti hepatitidé B
a proti lidskym pailomaviram, G¢astnit se screeningovych programd.
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Tabulka 1: Piehled rizikovych a preventivnich faktorit KK (Brenner et al. 2014).

Sociodemografikcé faktory Riziko
Vyssi vek T
Muzské pohlavi [N
Lékarské faktory

Zanétliva onemocnéni strev "
Cukrovka )
Infekce Helicobacter pylori m
Endoskopie tlustého stieva 1
Aspirin !
Faktory zivotniho stylu

Koufeni 1
Nadmeérna konzumace alkoholu i
Obezita T
Fyzicka aktivita !
Stravovaci navyky

Vysoka spotfeva ¢erveného a zpracovaného masa 1
Ovoce a zelenina )
Vlaknina a celozrnné vyrobky ()
Ryby ()
Mlécné vyrobky @)

11 = velmi zvySené riziko, 11= stfedn¢ zvySené riziko, 7= mimn¢ zvysené riziko,
1= velmi snizené riziko, |= mirn¢ snizen¢ riziko. V zavorkach jsou uvedeny
pravdépodobné, ale ne pln¢ stanovené vztahy.

3.3.3 Lécba nadorovych onemocnéni

Pii 1écbeé NO zélezi na lokalizaci nadoru a rozsahu postizeni, proto se 1écba provadi
pomoci chemoterapie, radioterapie, biologickou Ié¢bou, chirurgickou 1écbou ¢i jejich
kombinaci (Biller & Schrag 2021). V soucasnosti jsou pro Casné stadium preferované
miniinvazivni metody, laparoskopické a roboticky asistované operace, které jsou bezpecné
a onkologicky dostate¢né radikalni (Tsimberidou et al. 2020).

U radioterapie se vyuziva ionizujici zafeni, pfi kterém je snaha zasdhnout nador v co
nejvetsi mife a okolni zdravou tkan, co nejméné. Lécba probiha jednorazove nebo v cyklech.
Podle soudobych poznatkid ma byt radioterapie prvym lécebnym krokem pii karcinomu rekta.
Radioterapie je indikovana u karcinomu, jejichz proximalni hranice je podle kolonoskopického
vySetfeni maximalné ve vzdalenosti 25 cm od anu (Jech & Hoch 2004). Samotny chirurgicky
vykon by mél byt proveden v odstupu 4-6 tydnd po ukonceni radioterapie, kdy je efekt
radioterapie na nadorovou tkan maximalni. Cilem dlouhodobého piedoperaéniho ozafeni
je dosazeni regrese nadoru ,,down-staging™, od kterého je ocekavano zvySeni operability,
snizeni poctu lokalnich recidiv a dokonce prodlouzeni preziti. Provadi se zpravidla
soucCasné s chemoterapii, ktera zlepSuje ucinek neoadjuvantni radioterapie resp.
radiochemoterapie (Zavoral et al. 2016).

Pii 1écbé chemoterapii se podavaji cytostatika, coz jsou latky toxické pro nadorové
bunky, ale 1 zdravé, patii mezi né napt. paclitaxel nebo u KK S-fluorouracil a raltitrexed (Kim
2015). Prevazna vétSina cytostatik se podava nitroziln€ prostfednictvim infuzi, mozné
je podavat také formou tablet napf. cytostatikum kapecitabin (Lu et al. 2012). Jako dalsi
cytostatikum maji velky potencial rostlinné alkaloidy z celedi Amaryllidaceae, které
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poskozujici cytoskelet (konkrétné mikrotubuly) a tim inhibuji mitézu a metafazi (Doskocil et
al. 2015), pficemz pro buriky zdravé vykazuji alkaloidy relativné nizkou toxicitu.

3.4  Alkaloidy

Alkaloidy jsou sekundarnimi metabolity, jez na rozdil od primarnich metaboliti
vykazuji farmakologické ucinky, konkrétné¢ antivirové, antimykotické, antibakteridlni
a analgetické, antiproliferacni, antiparzitické protizanétlivé (Cahlikova et al. 2021). V soucasné
dobé je jich znamo pres 6000 (Kukula-Koch & Widelski 2017). Rostliny produkuji sekundarni
metabolity jako obranné slouCeniny, které je chrani pfed abiotickymi vlivy (napf. UV zafenim
a vysychdnim) a pfed nepfiznivymi vlivy biotickych faktora (herbivorii a fytopatogennim
mikrobidlnim infekcim) (Berkov et al. 2020).

Prevaznad veétsina alkaloidii ndlezi k rostlinnym alkaloidiim, vzdcné se vSak vyskytuji
i alkaloidy Zivocichu (hlavné obojzivelnikit) a hub. Neni presné zndmo, jaky maji vyznam
v télech organismii, ovSem je ziejmé, Ze maji obrannou funkci a ddle napr. rizné rostliny
se v podobé alkaloidu zbavuji dusikatych zplodin® (Dalecka et al. 2013).

Do dnesni doby bylo izolovano a popsano na 600 strukturné odliSnych alkaloida
vyskytujicich se jednotlivé, nebo ve skupinach napfi¢ celou Celedi Amaryllidaceae (Berkov
etal. 2020). Alkaloidy se vyskytuji v celé rostling, v zdvislosti na druhu rostliny se avSak
ve zvySeném mnozstvi se nachdzi v listech (Hyoscyamus niger), plodech nebo semenech
(Strychnos nux-vomica), kotenech (Rauvolfia serpentina) ¢i kuafe (Cinchona) (Oksman-
Caldentey et al. 1987; Jaremicz et al. 2014; Murauer & Ganzera 2018; ).

3.4.1 Biologicka aktivita alkaloidu Amaryllidaceae

Alkaloidy z celedi Amaryllidaceae se typicky tvoii (Obrazek 3) biogeneticky
intramolekularnim oxidativnim spojenim norbelladini odvozenych od aminokyselin L-
fenylalaninu (L-phe) a L-tyrosinu (L-tyr). Klicovy metabolit, 4-O-methylnorbelladin vznika po
kondenzaci 3,4-dihydroxybenzaldehydu (3,4-DHBA) a tyraminu, redukci vyslednych
Schiffovych bazi ¢i Mannichovych reakci dle dané tfidy alkalodii (Berkov et al. 2020).
Podle zptisobu intramolekularniho oxidativniho spojeni vznika sedm zakladnich skelett, které
jsou pojmenovany dle svého hlavniho reprezentanta. Jmenovité se jedna o lykorinovy,
galantaminovy, tazettinovy, pankratistatinovy, homolykorinovy, haemantaminovy a krinanovy
typ (Havelek et al. 2014).

Dosud bylo zjisténo, ze alkaloidy izolované z raznych rostlin Celedi Amaryllidaceae
vykazuji rozséhlou biologickou aktivitu, jez zavisi na strukture daného alkaloidu. Je dobfie
znamo, ze mnoho alkaloidu z Celedi Amaryllidaceae vykazuji selektivni inhibi¢ni aktivitu
na acetylcholinesterazu (AChE) a jako reprezentativni vzorek byl pouzit alkaloid galantamin
uveden na evropské a americké trhy ve formé hydrobromidové soli pro lé¢bu Alzheimerovy
choroby. Kromé toho alkaloidy lykorinového typu byly nedavno objeveny jako nové inhibitory
AChE, v nékterych ptipadech s vyssi urovni aktivity ve srovnani s komercnim galantaminem
(Lu et al. 2012).
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Obrazek 3: Biosynteticka draha hlavnich strukturnich typt alkaloidu z Celedi Amaryllidaceae (Cahlikova et al.
2021)

V praci bude analyzovan ucinek konkrétné téchto Sesti vybranych alkaloida (Obrazek 4):
9-O—demetylgalantin (lykorinovy typ), haemantamin (haemantaminovy typ), hippeastrin
(homolykorinovy typ), masonin (homolykorinovy typ), norpluvin (lykorinovy typ) a odulin
(homolykorinovy typ).
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Obrazek 4: Struktura Sesti zkoumanych alkaloidu.
3.4.2 Vyuziti alkaloida

Nejznaméjsi, prvné izolovany alkaloid byl v roce 1877 lykorin, spadajici do lykorinového
strukturniho typu, ktery z pohledu toxicity patfi k t€m nejucinnéjsim. Dokéze inhibovat syntézu
L-askorbové kyseliny tim, ze potla¢i enzym galaktodehyrogenazu. Lykorin vykazuje
antiviroticky proti viru plannych nestovic, ale souc¢asné i proti SARS-CoV-19. Piedevsim je ale
lykorin znamy svou protinadorovou aktivitou (Gao et al. 2021). Homolykorinovy typ alkaloida
(konkrétné hippeastrin, masonin a odulin) ma antimykoticky tcinek, inhibuje rist nékterych
nadorovych bunek lidského jaterniho karcinomu HepG2 a leukemickych bunék MOLT-4.
Presto vykazuje taktéz cytotoxicky efekt i1 k nenadorovym burikam. Haemantaminovy typ
alkaloida (konkrétn€ haemanthamin) dokaze selektivn€ iniciovat apoptozu u nadorovych bunek
(potkaniho hepatocelularniho karcoinomu 5123tc) a zarovén nebyt toxicky vaci zdravym
burikdm. Nicméné kompletni mechanismus byl prozkouman zatim minimalné.
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U haemanthaminu byla prokazana silna inhibic¢ni riistova a cytotoxicka aktivita proti
Siroké sSkale nadorovych bunéénych linii riznych histotypu, vCetné€ cervikalniho karcinomu
(HeLa), nemalobunécného karcinomu plic (A549), KK (Caco2 a HT29) aj. (Cahlikova et al.
2021). Dle pokusu od Havelek et al. (2017), z22 testovanych alklaoidd vykazal nejvyssi
aktivitu haemantamin, pficemz davka 20 mg/kg haemantaminu u mysi vedla k poklesu
proliferace pod 25 % u 12 ze 17 testovanych buné¢nych linii a pod 50 % u 17 linii (napt. HT-
29, kolorektalni adenokarcinom SW-480 a COLO-201). U druhého nejucinnégjsiho alkaloidu
lykorinu byla zaznamenana snizena proliferace pod 25 % u 10 ze 17 linii. Na zakladé vysledka
byly dale provedeny studie s cilem stanovit koncentraci alkaloidd, ktera vyvolala 50% inhibici
bunécné proliferace (hodnota ICs0). V tomto ohledu vykazoval vici vSéem buiikam nejsilnéjsi
cytotoxicitu lykorin, jehoz rozmezi ICso €inilo 0,7 — 1,4 uM . Haemantamin vykazoval hodnoty
ICs0 v rozmezi 0,3 — 9,8 uM .

3.4.3 Izolace alkaloidu

Pred analyzovanim ucinnosti alkaloidi je zapotiebi je extrahovat neboli izolovat
z biomasy. Extrakce a izolace alkaloidi muze byt provedena riznymi zpusoby v zavislosti
na povaze prfislusnych alkaloidli a materialu, ve kterém se nachazeji. Jelikoz se alkaloidy
obvykle vyskytuji v rostlinach jako soli organickych a anorganickych kyselin spolu s ¢asto
slozitymi smésmi ve vodé rozpustnych slou€enin, jako jsou proteiny, mineralni soli, taniny,
lipidy a pryskyfice, je Casto velkym problémem odstranit v§echny tyto nealkaloidni slouc¢eniny
béhem izolace a Cisténi alkaloidii (Baerheim Svendsen & Verpoorte 1983; Vanéckova et al.
2016). U rostlinného materidlu se primarni extrakce obvykle provadi organickymi rozpoustédly
nemisitelnymi s vodou po uvolnéni alkaloidovych bazi z jejich soli zpracovanim s mineralni
bazi, protoze delsi kontakt se silnymi bazemi muize vést ke zménam mnoha alkaloidd, jako je
naptiklad hydrolyza (Dymek & Mroczek 2021). Extrakce a Cisténi alkaloidnich bazi pomoci
silikagelu nebo oxidu hlinitého mize byt v mnoha pfipadech vyhodna, protoze se odstranéni
tuk a pryskyftice. Alkaloidy budou védzany jako soli, zatimco neutrdlni lipidy mohou byt
vymyty, nasledné mohou byt alkaloidni baze eluovany organickym rozpoustédlem. Aby se
dosahlo co nejlepsiho Cisténi alkaloidli od nealkaloidnich sloucenin nachazejicich se v extraktu
ziskaném s polarnimi rozpoustédly. Postup Cisténi se Casto provadi vysrazenim alkaloidt
pomoci pikrové kyseliny, Reineckeho soli nebo Mayerova €inidla (Sibanyoni et al. 2020) .

3.5 Sféroidy jako in vitro modely

adherentnich bun¢k péstovanych na plochych, dvourozmérnych (2D) substratech jako je plast
nebo sklo hraly klicovou roli pii prohlubovani naseho chapani vyvojové biologie, morfogeneze
tkani, mechanismii onemocnéni a objevovani 1€kt ve velkém méfitku. V roce 1907 Ross
Granville Harrison uspé$né kultivovali jako prvni zabi neuroblasty v lymfatickém médiu, coz
dokazuje, ze nervova vlakna se vyvijeji bez fetézce a ze tkan€ mohou rdst mimo t€lo. Od té
doby byla metoda zdokonalovana a pouzivana k pozorovani rustu a diferenciace bunék mimo
télo (Kapalczynska et al. 2016). S postupem Casu se objevilo mnozstvi neodstatkt spojenych
s 2D bunécnou kulturou, zejména s jejich neschopnosti napodobit podminky in vivo (Sanyal
2014). V soucasné dob¢ lze experimenty provadet s primarnimi butikami izolovanymi pfimo
z materialu darci nebo s pouzitim zavedenych kultur ulozenych v bunéénych bankach.
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Charakteristické znaky primarnich bunécnych linii jsou: potize s izolaci a kratka zivotnost
(Yamada & Cukierman 2007).

V prabéhu let se zacal pouzivat model tvofici tfitorozmérnou (3D) strukturu, ve kterém
maji bunécné linie prirozeny tvar, usporadani cytoskeletu, vlastnosti inerakci s extracelularnim
matrixem jsou lepsi a intenzivnéj$i. Tyto modely jsou nazyvany sféroidy ¢i organoidy. Diky
svému usporadani uméji dobfe imitovat 3D strukturu zhoubné tkané a téz mikroprostiedi
nadoru. Jednim zptisobem jak zvysit miru GspéSnosti novych 1éCiv proti NO je implementace
3D modelt nadort in vitro, které presnéji kopiruji lidsky nador (Sant & Johnston 2017).
Sféroidy jsou definovany jako jednoduché shluky bunék rozsahlé skaly typua, naptiklad
z nadorové tkané, embryoidnich tél, hepatocyti, nervové tkané nebo mlécnych zlaz (Costa et
al. 2016). Sféroidy se utvareji spontannim prichycenim bunék k sobé& navzajem a nepotiebuyji,
na rozdil od organoidd, zadné leseni (Biatkowska et al. 2020; Rozich et al. 2020).

V ptipadé 2D kultur dochazi k uchyceni bun¢k na jedné strané bunky (ta, ktera
je v kontaktu s 2D povrch), zatimco u 3D kultur dochazi k uchyceni bunék kolem celého
povrchu buniky. Obecné k prichyceni a Sifeni bunék na 2D substratech bez omezeni dochazi
béhem nékolika minut (Kapatczynska et al. 2016). V porovnani, uchyceni a Sifeni bunék
ve 3D kulturach predchazi proteolyticka degradace jejich fyzického prostiedi, ke které maze
dojit béhem hodin a v nékterych pfipadech i v priabéhu nékolika dnti. Bunéné 3D modely, Ize
vzhledem ke zpusobu pfipravy rozdélit na (Obrazek 5): suspenzni kultury na nepftilnavych
plotnach; kultivace v koncentrovaném médiu ¢i v gelovitych latkach a kultury zalozené
na leseni (Edmondson et al. 2014).

A B C D
Kultivaéni Kultiva¢ni

médium médium

Médium

Matrix pro 3D kulturu
Kultivaéni médium @ & @ @
Se®eS®p | ki & & @

2D monovrstva 3D sféroid rostouci 3D sféroid rostouci 3D sféroid rostouci
na matrixu v matrixu v suspenzi
Obrazek S: Schéma tradicni 2D jednovrstvé bunééné kultury (A) a 3D systému bunééné kultury (B-D)
(Edmondson et al. 2014).

U techniky zalozené na leseni se buiky péstuji v pfitomnosti podpory a lze pouzit dva
typy podpory. Nosi¢ na bazi hydrogelu, kde je polymerni sit’ zna¢né nabobtnala vodou a buiiky
mohou byt zapustény v téchto hydrogelech nebo potazeny na povrchu (Rodrigues et al. 2018).
Druhou moznosti je podpora na bazi polymerniho tvrdého materialu (vétSinou polystyren), kde
jsou buriky kultivovany v pritomnosti vldken ¢i houbovitych struktur (Edmondson et al. 2014;
Kapatczynska et al. 2016). Technika bez leSeni umoziluje buiikam, aby se samy shromazdily
a vytvorily tak neadherentni bunécné agregaty — sféroidy.
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Tabulka 2: Srovnani metod 2D a 3D kultivace bun¢k (Kapalczynska et al. 2016).

Typ bunéénych 2D 3D
kultur
Tvar Plochy a roztazeny Pfirozeny tvar (elipsoidni)

Citlivost na 1éky

Doba formovani
kultury

Kvalita kultury

Imitace in vivo

Interakce bunék

Cena

Molekulirni
mechanismy

Pristup
k esencialnim
slouc¢eninim

Buiiky jsou citlivé a 1éky
vykazuji vysokou i¢innost

Béhem nékolika minut az hodin

Vysoka reprodukovatelnost,
dlouhodoba kultura, snadna
interpretace, jednoduchost
kultury

Nenapodobujte pfirozenou
strukturu tkdn¢ nebo nadoru

Bez interakci

Levné, komeréné dostupné

Zmény v genové expresi, sestfihu
mRNA, topologii a biochemii
bunck, $patnd diferenciace

Neomezeny piistup ke kysliku,
Zivinam, metabolitiim a
signdlnim molekuldm (na rozdil
od in vivo)

Buiiky Casto vykazuji
rezistenci a Iéky vykazuji
nizkou ucinnost

V fadu n¢kolika hodin az
dnt

Horsi reprodukovatelnost,
obtizn4 interpretace, kultury

vvvvv

In vivo tkan¢ a organy jsou
ve 3D formé¢ piirozené
Interakce prostiedi burika-
burika a burka-extracelularni
prostiedi

Drazsi, komerc¢né méné
dostupné

Exprese gen, spojovani,
topologie a biochemie bun¢k
jako in vivo, dobra
diferenciace

Variabilni pfistup ke
kysliku, Zivinam,
metabolitiim a signalnim
molekuldm (stejn€ jako in
VIVo)

Tyto jedineCné vlastnosti zdiraziiuji potencial 3D bunécnych agregat pro pouziti jako
in vitro modely pro screening novych protirakovinnych 1€é€iv, a to jak v malém, tak ve velkém
méfitku (Chatzinikolaidou 2016). Diky vyuzivani 2D a 3D bunécnym modelim se snizil pocet
testovani na pokusnych zviratech a je mozné urcit smeér dalsiho testovani ¢i pozastaveni dal§iho
testovani l1éciva (Rodrigues et al. 2018).

Multicelularni 3D sféroidy odvozené z nadort, které budou vyuzity v praci, se pripravuji
fragmentaci a jemnou mechanickou disociaci nadorové tkan¢.
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4 Metodika

Alkaloidy pouzité k testovani, byly dodany farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a jejich pfiprava byla jiz popsana dfive (Doskocil et al. 2015).

4.1 Material

Pro testovani extraktt Celedi rostlin Amaryllidaceae byly pouzity bunécné linie stfevniho
karcinomu HT29. Tyto bunécné linie byly zakoupeny z American Type Culture Collection
(ATCC). Kultivacni média a Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), fetalni bovinni sérum
(FBS), neesencialni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, roztok penicilinu
(10 000 MIJ) 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).
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lachner, Neratovice CZ), Nunclon Sphera 96 jamkova desticka,
96 jamkova mikrotitracni desticka, serologické pipetety a kultivaéni lahve Nunc
(ThermoFischer, UK).

4.2 Kultivace bunéénych linii

Modely bunécnych linii KK HT29 byly kultivoviany v DMEM médiu s ptidavkem 10%
FBS, 1% roztoku penicilinu a streptomycinu, 1% pyruvatu sodného, 1% hydrogenuhlicitanu
sodného a 1% neesencialnich aminokyselin. Buné¢né linie byly kultivovany v kultivacnich
lahvich s 15 ml Cerstvého média v CO2 inkubatoru pti 5 % CO2 a 37 °C, pti¢emz médium bylo
meénéno kazdé dva dny. Celd kultivace bunék probihala pfiblizn€ po dobu 7 dni do 80-90%
konfluence. Pii sklizni byly kultivacni lahve proplachnuty 1 x pomoci PBS, aby doslo
k odstranéni inhibitort trypsinu z média. Poté bylo na dobu 3 minut pfidano 5 ml trypsinu
a po uplynuti vySe uvedené doby bylo pfidano jest¢ 5 ml kompletniho média obsahujici
inhibitory trypsinu. Aby doSlo ke kompletnimu uvolnéni bunék z povrchu lahve byla vrstva
bunék seSkrabnuta bunécnou Skrabkou. Nasledné byl obsah prepipetovan do centrifugacnich
zkumavek, které byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi 1063 x RCF. Po centrifugaci byl ze
zkumavek slit supernatant (staré médium) bez poskozeni bunécné pelety, ke které bylo pridano
5 ml Cerstvého média a peleta v ném byla mechanicky rozpusténa do rozvolnéni jednotlivych
bunék. Nasledné ze zkumavek bylo do ependrofek odebrano 100 pl bunécéné suspenze a k tomu
pfidano 100 ul tripanové modie. Poté byla koncentrace bunc¢k analyzovana na EVE™
automatické cteCce bunek (NanoEntek). Z pavodni bunécné suspenze byl odebran 1 ml bunécné
suspenze o koncentraci 1x10° a ptidan do nové kultivaéni lahve s 15 ml Gerstvého média. Takto
ptipravené kultivacni 1dhve se opét nechaly kultivovat. Zbyla suspenze se vyuzila pro piipravu
sféroidu a stanoveni cytotoxicty.

4.3 Priprava sféroidu

Sféroidy byly zalozeny dle postupu od Gupta (2020) s jistymi modifikacemi. Zbyla
suspenze z kultivace bun&énych lini byla nafedéna na koncentraci 1x10* bunék/ml média,
nasledné byla suspneze pipetovana do desti¢ek Nunclon Sphera 96-well se specidlni dpravou
pro sféroidy o objemu 100 ul s vyslednou koncentraci 1000 buné¢k na jamku. Takto pfipravena
desticka byla centrifugovana pii 400 x g po dobu 5 minut s pomalym gradientem spomalovani
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rotoru. Po ukonceni centrifugace byla desticka opatrmé premisténa do CO: inkubdtoru
a inkubovana po dobu 72 hodin. Po 72 hodin inkubace byla pofizena prvni série snimku
sféroidi pomoci mikroskopu ZEISS Primovert (Carl Zeiss, objective, 10 x /0.3, kamera Color
Axion) Ziskané snimky byly zpracované v programu ZEN Blue software (Carl Zeiss)
a oznaceny jako ¢as 0. Po nafoceni bylo k vzorku ptidano 100 ul média s testovanym vzorkem,
aby finalni koncentrace byla 5, 2,5, 1,25 a 0,625 uM nasledné byla desticka inkubovana
48 hodin. Po uplynuti 48 hodin byla potizena dalsi série fotek. Z desticky bylo odebrano 100 ul
starého média a pfidano opét 100 pl nového média se vzorkem. Stejny postup byl opakovin
dalsich 10 dni. Jako kontrola byl vybran vinorelbin v koncetraci 0,07, 0,039, 0,019 a 0,009 uM.
Ziskané fotografie byly poté analyzované pomoci programu Fiji ImagenJ a vypocteni velikosti
sféroidu bylo ur¢eno na zakladé vypoctu dle Puhr et al. (2018):

V=mnr

Vzorek pro polomér geometrického priméru.

= (ax b)"?
a,b jsou ortogonalni praméry sféroidu

4.4 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 primér smérodatnou odchylkou a nasledné post-hoc porovnani analyzovano pomoci
Tukeyho testu.
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S  Vysledky

V této bakalarské praci byla testovdna cytotoxickd aktivita in vitro 6 pripravenych
alkaloid z celedi Amaryllidaceae, konkrétné: 9-O-demethylgalanthin, haemanthamin,
haemanthamin, hippeastrin, odulin, norpluvin a masonin v koncentracich 5; 2,5; 1,25
a 0,625 uM na bunécnych linii lidského KK HT29.

5.1 Utinek alkaloidi z Celedi Amaryllidaceae na sféroidy

Bunécna linie HT29 byla schopna udrzet kompaktni tvar sféroidu po celou dobu testovani
alkaloidy pfi vSech koncentracich (Obrazek 7a, 7b). Jediny alkaloid, ktery vykazoval mirnou
inhibici na rust sféroidd byl hippeastrin u kterého bylo od 6. dne pozorovan pomalejsi rust
pti koncentraci 5 uM, nez u kontroly (Obrazek 6a), avsak tyto hodnoty nebyly vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné. 10. den byla zaznamendana velikost sféroidd pii pouziti tohoto
alkaloidu v priméru na hodnoté 0,022931 mm?, coZje 0 4 % mensi oproti kontrole se statisticky
vyznamnym rozdilem p=0,0001. Naproti nizs§i koncentrace 1,25 a 0,625 uM, kde
u hippeastrinu nebyla rychlost sféroidu zpomalena, naopak pifi koncentraci 0,625 uM je
z obrdzku 6a patrné, ze rust byl pozitivné podpofen oproti kontrole a velikost byla o 2 % vys§si
nez kontrola. Norpluvin pfi koncentraci 1,25 uM 10. den dokonce zvétsil velikost sféroidu na
0,0248495 mm? oproti kontrole, coz odpovida 12% zvétSeni. 10. den bylo zvétseni velikosti
sféroidu diky norpluvinu 13 % v porovnani s kontrolou u koncetnrace 1,25 uM a o 12 % oproti
kontrole pfi koncentraci 0,625 uM. Taktéz odulin vykazal ptfi koncentracich 0,625 a 1,25 uM
podporu ristu sféroidu nad hodnoty kontroly. U odulinu bylo toto zvétSeni oproti kontrole
0 3 % pfi koncentraci 1,25 uM.

Ostatni testované alkaloidy nevykazaly téméf zadnou aktivitu vici rustu sféroidd nebo
velikost lehce zvétSovaly oproti kontrole. Bylo prokdzano, zZe je nepatrny statisticky vyznamny
rozdil mezi koncentracemi u vSech testovanych alkalodiG do 6. dne, kdy se hodnoty
jednotlivych koncentraci jen lehce vzdalovaly od kontroly (Obrazek 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e, 6f).
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Hippeastrin
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(o)

000 1 | 1 1 | ]
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Obrazek 6a: Grafické znazornéni ristu 3D sféroidi tvorenych bunécnou linii HT29 v zasivlosti
na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + smérodatna odchylka. Testovany
alkaloid hippeastrin byl sledovan postupné 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den pied opétovnym piidanim
testované latky.

Odulin
0.03-

a -& Kontrola
= o DMSO 0,4 %
S 0.02-

._E - 5uM
2 2,5 uM
Y
E 0.01- —~— 1,25 uM
o —— 0,625 uM
Ke]

o)
0.00 T T | T T T

Den

Obrazek 6b: Grafické znazornéni rustu 3D sféroidii tvofenych bunécnou linii HT29
v zasivlosti na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka.
Testovany alkaloid odulinu byl sledovany postupné 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den pred opétovnym
pfidanim testované latky.

27



Norpluvin

0.04-
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“g — 1,25 M
8, 0.017 0,625 uM
Q2
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Obrazek 6¢: Grafické znazornéni ristu 3D sféroidt tvorenych bunécnou linii HT29 v zasivlosti
na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. Testovany
alkaloid norpluvin by sledovan postupné O, 2, 4, 6, 8 a 10 den pied opétovnym piidanim
testované latky.

9-0O-demethylgalanthin

0.03-

— -& Kontrola
= o DMSO 0,4 %
S 0.02-

'_E -+ 5uM
o ¥ 25uM
N
‘é’ 0.01- —~ 1,25 M
o —— 0,625 uM
D
)

0.00-— T T I I I

0 2 4 6 8 10

Obrazek 6d: Grafické znazornéni ristu 3D sféroidi tvorenych bunécnou linii HT29 v
zasivlosti na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadieny jako priumér £ smeérodatna odchylka.
Testovany alkaloid 9-O-demetylgalantin by sledovan postupné 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den pied
opétovnym pridanim testované latky.
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Masonin

0.03
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Obrazek 6e: Grafické znazornéni ristu 3D sféroidti tvorenych bunécnou linii HT29 v zasivlosti
na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + smérodatna odchylka. Testovany
alkaloid masonin by sledovan postupné 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den pfed opétovnym piidanim
testované latky.

Haemanthamin

0.03-
— I -& Kontrola
E / e DMSO 0,4 %
IE 0.02- T -+ 5uM
o 2,5 UM
o
“E’ 0.01- —~ 1,25 M
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o)
(@]

0.00 T T T T T T

Den

Obrazek 6f: Grafické znazorneéni riistu 3D sféroida tvofenych bunécnou linii HT29 v zasivlosti
na davce a Casu. Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + smérodatna odchylka. Testovany
alkaloid haemantamin by sledovéan postupné O, 2, 4, 6, 8 a 10 den pfed opétovnym piidanim
testované latky.
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Obrazek 7a: Znazornéni rastu sféroida v Case a v zavislosti na koncentraci testované latky.
Sféroidy tvorené bunécnou linit HT29 pii pouziti 10x /0.3 objektivu.
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Obrazek 7b: Znazoréni rustu sféroidi v Case a v zavislosti na koncentraci testované latky.
Sféroidy tvorené bunécnou linit HT29 pfi pouziti 10x /0.3 objektivu.
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6 Diskuze

Celosvétove se nadorova onemocnéni fadi na druhé misto v pfi€iné umrti hned
po kardiovaskularnich onemocnéni (Siegel et al. 2020). Napiiklad v Ceské republice zemielo
v roce 2020 na nadorova onemocnéni 28 000 lidi z toho pres 3 000 lidi zemfelo na kolorektalni
karcinom (UZIS 2020). Nadorova onemocnéni vznikaji takzvanou karcinogenezi, co je sled
zmén normalnich bunék, které se vyviji a vznikaji z nich buriky nadorové. Tyto pochody v tele
ovliviiuji z 80 % exogenni faktory — vliv zivotniho prostiedi, strava jedince, expozice virim
a chemickym latkam, pozivani alkholu a koufeni; zbyvajicich 20 % je pficitano genetickym
a mutacnim predispozicim (Hofmanova 2013; Lewandowska et al. 2019; Thanikachalam
& Khan 2019). Problémem u nadorovych onemocnéni je pozdni diagnostika, proto mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny (International agency for research on cancer 2014) vydala
onemocneéni).

U nadorovych onemocnéni se k 1écbé nejcastéji vyuziva cileného radiacniho zafeni,
chemoterapie nebo chirurgickych zakrokt ¢i kombinaci vySe uvedenych metod (Biller &
Schrag 2021). Nejcastéji pouzivanou 1écbu je chemoterapie pii niz jsou uzivana léciva zvana
cytostatika, nicméné rizna omezeni ¢asto snizuji jejich ucinnost, a proto vyzkumnici zkoumaji
bezpetnéj§i a ucinngjsi formy chemoterapeutickych 1éCiv jako jsou naptriklad rostlinné
alkaloidy z Celedi Amaryllidaceae. U alkaloidi bylo prokazana inhibice mitézy a metaféze,
cytostatické, cytotoxické a selektivni u€inky na nadorové buiiky a naopak na zdravé buriky maji
jen minimalni vedlejsi uCinky (Khan et al. 2022). Déle maji alkaloidy z pozitivnich ucinku
prokdzany antioxidacni, antinociceptivni, antiproliferacni, antipyretické, antiastmatické,
protizanétlivé a antibakterialni u€inky. Mezi alkaloidy, u kterych byly tyto uc¢inky prokdzany
patfi bézné pouzivany vinblastin, vinkristin ¢i vinorelbin, ktery byl v nasi praci pouzit jako
standart.

V ramci naseho pokusu nevykazovali testované alkaloidy vyznamnou schopnost inhibovat
rast sféroida v nizsich koncentracih. Obdobnych vysledk(i dosahal i Doskocil et al. (2015),
ktery testoval schodné latky pomoci klasické 2D metody vyuzivaji tetrazilové soli. A nebyla
u nich zaznamendna vyraznd toxicita pod 1 uM. Nebylo tomu tak ale u haemantaminu, ktery
ve studii Doskocil et al. (2015), mél hodnotu ICso (0,59 £+ 0,01 xM), neproti tomu Luo et al.
(2012), uvadi hodnotu ICso u haemantaminu v pruméru 2,66 uM. Z tohoto divodu jsme
predpokladali, Ze haemantamin bude mit schopnost inhibovat riist sféroidd na stejné bunécné
linie. V ramci testu vSak doSlo naopak k bunécné proliferaci a zvétSeni objemu sféroida
pti koncentracich 1,25 a 0,625 uM. Pii koncentraci 5 uM byl rist obdobny jako u kontroly,
kterd nebyla ni¢im oSetiena.

Obdobné tomu bylo i u dalsich latek, které taktéz nevykazovaly schopnost inhibovat rist
sféroidi. A neni u nich zazanemana aktivita ani pomoci klasickych metod (Luo et al. 2012;
Doskocil et al. 2015).
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7 Zavér

Tato bakalafska prace byla zamétena na testovani schopnosti inhibovat rist 3D bunéénych
sféroidi pomoci alkaloidi z celedi Amaryllidaceae na bunécnych liniich kolorektalniho
karcinomu. Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze testované latky nevykazuji vyraznou schopnost
inhibovat bunécny rast. Dle dostupnych snimka je otazka, zda tyto latky mohou podporovat
nebo naopak inhibovat bunécnou nekrozu ve stiedu sféroidi. K ziskani takovych poznatka
bohuzel laboratof na CZU nedisponuje nutnymi prostiedky, jako je moderni inverzni
fluorescen¢ni mikroskop, ktery by mohl poskytovat udaje na svétové trovni.
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