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Vliv suplementace vitaminu D na zvySeni ucinnosti
rostlinnych alkaloidi ve 3D modelu

Souhrn

Alkaloidy zrostlin zceledi Amaryllidaceae maji velkou rozmanitost z hlediska
biologické aktivity pocinaje antivirovou, protinadorovou, cytotoxickou, antibakterialni,
antifungalni a analgetickou aktivitou. A praveé diky jejich protinadorovym a cytotoxickym
vlastnostem se zkouma4 jejich cytotoxicky vliv a potencionalné synergicky ucinek s jinymi
prospeésnymi latkami pro ¢lovéka. Takovouto slouceninou by mohl byt napfiklad vitamin D,
ktery ma schopnost ovliviiovat signalni drahy bunééného metabolismu, a mize tim ovliviiovat
i nadorové buriky.

Cilem prace bylo otestovat synergicky ucinek vitaminu D s alkaloidy z rostlin z Celedi
Amaryllidaceae a zjistit, jestli tento spolecny ucinek zvysi jejich vliv na rast nadorovych bunék.

Testovany byly extrakty lykorinu a haemanthidinu pii koncentracich od 5 uM po
0,625 uM na bunécné linii kolorektalniho karcinomu HT29 ve 3D modelu. Zaroven byl
testovan rozdil mezi alkaloidy bez pfidaného vitaminu D a s pfidanym vitaminem D.
Experiment byl provadén po dobu 18 dnt kde prvnich 12 dna byla pofizena fotografie 3D
modelu jednou za 2 dny a poté uz jenom jednou za 3 dny. Z naslednych fotografii byl vypocitan
objem 3D bunék v mm?® a porovnana jejich zména s kontrolnim vzorkem a také se vzorkem,
kde byl pouze vitamin D.

Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze vliv alkaloidu z rostlin z celedi Amaryllidaceae mél
vy$si ucinnost na rist nadorovych bunek nez samotny vitamin D. Statisticky vyznamny rozdil
mezi alkaloidy a vitaminem D nastal u lykorinu ve 12. dni a u haemanthidinu v 10. dni méfeni.
Mezi kontrolnim vzorkem a vitaminem D doslo k rozdilu od 10. dne méfeni. Nebyl pozorovan
zadny statisticky vyznamny rozdil mezi vzorkem s extraktem s vitaminem D a vzorkem
s extraktem bez vitaminu D.

Prace pfinasi originalni vysledky o vlivu vitaminu D na rast bunééné linie HT29 ve 3D
modelu a o jeho spolupiisobeni s extrakty z rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae. Do budoucna by

bylo dobré se této problematice podrobnéji vénovat.

Klicova slova: Amaryllidaceae; bunécné linie; toxicita, HT29; lykorin; haemanthidin



The effect of vitamin D supplementation on enhanced
efficiency of plant alkaloids in a 3D model

Summary

Alkaloids from plants of the Amaryllidaceae family have a great diversity in terms of
biological activity ranging from antiviral, antitumor, cytotoxic, antibacterial, antifungal, and
analgesic activity. And precisely because of their antitumor and cytotoxic properties, their
cytotoxic effect and potentially synergistic effect with other beneficial substances for humans
is being investigated. Such a compound could for example be vitamin D, which can influence
the signalling pathways of cellular metabolism and can thereby also influence tumor cells.

The aim of this work was to test the synergistic effect of vitamin D with alkaloids from
plants from the Amaryllidaceae family and to find out if their joint effect increases their effect
on the growth of tumor cells.

Lycorine and haemanthidine extracts were tested at concentrations from 5 pM to
0.625 uM on the HT29 colorectal cancer cell line in a 3D model. At the same time, the
difference between alkaloids without added vitamin D and with added vitamin D was tested.
The experiment was carried out for 18 days, where for the first 12 days a photo of the 3D model
was taken once every 2 days and then only once every 3 days. From the subsequent

photographs, the volume of 3D cells in mm?

was calculated and their change was compared
with the control sample as well as with vitamin D alone.

The obtained results show that the effect of alkaloids from plants from the
Amaryllidaceae family was more effective on the growth of tumor cells than vitamin D alone.
A statistically significant difference between alkaloids and vitamin D occurred for lycorine on
the 12th day and for haemanthidine on the 10th measurement day. There was a difference
between the control sample and vitamin D from the 10th day of measurement. No statistically
significant difference was observed between the sample with vitamin D extract and the sample
without vitamin D extract.

The work brings original results about the effect of vitamin D on the growth of the HT29

cell line in a 3D model and about its interaction with extracts from plants from the

Amaryllidaceae family. In the future, it would be good to focus on this issue in more detail.

Keywords: Amaryllidaceae; cell lines; toxicity; HT29; lycorine; haemanthidine
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom patfi k Castym pfi¢indm Omrti, proto je moznostem 1écby
a prodlouzeni zivota onkologickych pacienti vénovana zvySena védecka pozornost. Jednou
z moznosti je hledani novych ucinnych latek pfirodniho pivodu ¢i charakteru, které by se
mohly v 1é¢bé jevit jako perspektivni.

Testovani cytotoxicity na 2D modelech nejriznéjSich bunécnych linii patii k bézné
pouzivanym in vitro metodam. V posledni dobé se na testovani toxicity stale vice pouzivaji
i 3D modely bunéénych linii, které 1épe simuluji realné podminky v téle nez 2D modely.

Vitaminy se obecné uplatiuji jako podpurna 1écba u nejriznéjSich onemocnéni.
Napriklad i vitamin D ma schopnost podporovat boj organismu s infekcemi a ovliviiovat
bunéény metabolismus.
testech na bunéénych liniich se schopnosti zpomalit rist nadorovych bunék. Avsak jedna se
pouze o 2D bunécéné modely, které plné neodpovidaji realité v lidském organismu. Ve 3D
modelu jsou vSak tyto ucinky Casto vyvraceny. Soucasné se vSak vi, ze fada pacientd
s nadorovym onemocnénim trpi nedostateCnou suplementaci vitaminu D, ktera hraje svou roli
v nadorovych onemocnénich. Pfidavek vitaminu D do 3D bunécného modelu se sou¢asnym
piidanim alkaloida z Celedi Amaryllidaceae by mohl tedy vést ke zvySeni ucinnosti téchto
alkaloidu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo vytvortit 3D sféroidy z nadorovych a zdravych bunék, ke kterym byla
pfidana pfedem stanovena koncentrace testovanych alkaloidii z rostlin z Celedi Amaryllidaceae
a vitaminu D po dobu minimalné 10 dni, a porovnat tuto a¢innost s 2D modelem.

Hypotézou prace bylo, ze piidavek vitaminu D do 3D bunééného modelu kolorektalniho
karcinomu se soucasnym piidanim alkaloidu z rostlin z Celedi Amaryllidaceae zvysi G€innost
téchto alkaloida.



3 Literarni reSerse

3.1 Nadorova onemocnéni

Nador predstavuje rozsahly shluk buné€k tvoricich souvislou tkan, vznikajici v dusledku
nesoumémeé a autonomni proliferace bunék. Tento stav nastava povétSinou pit selhani
autoimunitnich mechanisma zajistujicich bunéénou apoptozu. Ta predstavuje programovanou
bunécnou smrt bez vyvolani zpétné reakce v podobé zanétu. Takto vzniklé nadory se dale
klasifikuji podle biologického chovani do dvou kategorii, a to na benigni, coz jsou nezhoubné
nadory s pomalym ristem, vysokym stupném diferenciace a absenci metastaz. A na druhy typ
v podobé malignich nadort, coz jsou zhoubné nadory s rychlym rastem, nizkou diferenciaci
a ¢astym metastazovanim nejen do sousednich tkani ale napftiklad i jinych ¢asti t€la (Zamecnik,
2019). Toto Sifeni nadort je zapfiCinéno metastazami, které maji schopnost se takto Sifit
a predstavuji vyznamny aspekt malignich nadort (Geiger et Peeper, 2009).

Nejcastéji nadory zpusobuji komplikace v misté své lokace, kdy se manifestuji bolesti,
tlakem, krvacenim nebo omezenim funkce postizeného organu, respektive organt. Jejich
vyskyt je mozny ve vSech tkanich organismu od nervového systému po reprodukéni, travici
soustavy, pokozku a dalsi. Nejcastéji se vyskytujici maligni nadory jsou vSak ty lokalizované
v gastrointestinalnim  traktu v podobé kolorektalnich karcinoml.. Predstavuji jedno
z nejcastéjSich umrti souvisejici s nadorovym onemocnénim ve svété (Zamecnik, 2019). Faze
rastu nadorového onemocnéni jsou iniciace, podnécovani, progrese a tvoreni metastazi. Béhem
iniciace dochazi k prvotnim zménam DNA. Ve fazi podnécovani neboli promoce dochazi ke
klonalni proliferaci abnormalnich bun€k pomoci promotora. Progrese je dalsi fazi, kde doslo
k nahromadéni dalSich mutaci a proliferace se stala autonomni a nepotfebuje uz pomoc od
promotord. Béhem finalni faze rastu dochazi k invazi nadorovych bunék a tvoreni metastazi po
téle (McMahon et al., 2017; Ren et al., 2021; Zamecnik, 2019).

Nadorova onemocnéni se déli na 4 rizna stadia znacena bud Ciselné nebo fimskymi
Cislicemi. Prvni stadium je, kdyz je nador maly a je pouze v organu, ve kterém se prvotné
objevil. Druhé stadium znaci vétsi nador nez v prvnim stadiu, ktery se ale nezacal Sifit do
okolnich tkanich. Kdyz se za¢ne nador $ifit do okolnich tkani a v blizkosti lymfatickych uzlin
se usazujici nadorové buriky, tak se jedna o treti stadium. Nadorové onemocnéni Ctvrtého stadia
zahrnuje nadory, které se rozsifily z prvotniho mista ristu do jiného organu (Freeman, 2013;
Zamecnik, 2019).

Podminky vzniku nadorového onemocnéni a nadoru vlastniho jsou rozli¢né, nejcastéji
predstavuji kombinaci nékolika faktord, a to jak exogennich, tak endogennich vcetné genetické
predispozice jedince. Klicovym faktorem exogenniho puvodu v pfipadé kolorektalniho
karcinomu je strava, zejména konzumace rafinovanych potravin. Déle jsou vsSak rizikovymi
faktory 1 koufeni a konzumace alkoholu, jakozto 1 znecisténé zivotni prostiedi napiiklad
tézkymi kovy, radioaktivitou, ale také toxické plyny v atmosfére. V neposledni rad¢ je pak
rizikové 1 nadmérné vystaveni se pfimym slune¢nim paprskim, a zejména UV a ionizujicimu
zateni, které méa vyznamny negativni dopad na zdravi ¢loveka (Irigaray et al., 2007). Podle
Sankpal et al. (2012) tvoti zivotni prostiedi témef 80 % pficin vzniku naddorovych onemocnéni.



Nicméné rizikovym faktorem je i zivotni styl ¢lovéka a zejména nedostatecnd pohybova
aktivita, stres nebo rizna zanétliva onemocnéni (Irigaray et al., 2007).

Tyto zejména exogenni a endogenni Cinitelé maji vliv na produkci volnych radikala, které
v nadprodukci mohou vyvolavat oxidacni stres (Phaniendra et al., 2015). Oxidacni stres je stav,
kdy v diasledku kaskadového efektu dochazi ke zvysené produkci vysoce reaktivnich sloucenin,
které maji schopnost poSkozovat zivocCisné tkané. Mezi tyto slouCeniny patii dvé hlavni
skupiny, a to reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species ROS) a dusiku (RNS), které
mohou tvorit volné radikaly (Sies et al., 2017). Vyziva patii mezi jeden z zivotné dulezitych
regulatort oxidacniho stresu a jiz zmifiovana dieta ma za pfiCinu vyssi oxidacni stres (Saha et
al., 2017). Zvysené mnozstvi ROS/RNS muze podporovat negativné bunécnou proliferaci,
zvysit genetickou nestabilitu a ménit somatické mutace DNA. Také nadprodukce reaktivnich
latek jako jsou hydroxylové radikaly, peroxid vodiku, superoxidové anionty, hydroperoxidy
a oxid dusnaty muze zapficinit oxidaci nukleotidi, proteint nebo lipidd, a tim zptasobit mutaci
DNA (Tan et Norhaizan, 2021). V pfipadé, ze je mnozstvi vzniklych ROS/RNS, respektive
celkového oxidacniho stresu, dostateCné vysoké na prekonani endogenni antioxidacni
odpovédi, vzniklé poSkozeni nukleovych kyselin, lipidi a proteini mize zvysit genetickou
nestabilitu a ménit DNA pomoci mutaci. Tyto mutace Casto vedou ke spusténi samovolného
bunécného déleni atim k iniciaci karcinogeneze. Coz v pripadé, kdy nastane dysregulace
onkogenti a genu supresujicich nador vede k rozvoji nadorového onemocnéni (Jelic et al.,
2021).

Béhem evoluce vznikly dva mechanismy s cilem redukovat koncentraci volnych radikalt
v organismu a minimalizovat oxida¢ni poskozeni. Prvnim mechanismem je vyuziti
endogennich antioxidacnich enzymua jako jsou superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza
a katalaza (Khan et al., 2010), které maji schopnost zhaset reaktivni formy kysliku (ROS)
a reaktivni formy dusiku (RNS) (Kim, 2020). Druhym mechanismem je vyuziti exogennich
antioxidantt, které maji schopnost predavat elektron volnému radikalu, a pfitom se sami
nestanou volnym radikalem, ¢imz pferusuji fetézovou radikalovou reakci. Jedna se zejména
o sekundarni metabolity rostlin, které predstavuji celou fadu biologicky aktivnich latek, jejichz
zdroje je rostlinna strava (Kapoor et al., 2019).

V soucasnosti hlavni pouzivanou metodou lé€by nadorového onemocnéni je pouziti
cytostatik pti chemoterapii. Principem fungovani cytostatik je jejich schopnost zabranit vzniku
déliciho vieténka v G2/S fazi bunécného cyklu a tim zabranit déleni bunky, respektive jeji
DNA, nebo udrzovanim nepoSkozené DNA. Timto mechanismem jsou cytostatika schopna
zabijet konstantni pocty nadorovych bunék, které se nachazi v délici fazi bunécného cyklu
(Blakeley et Grossman, 2012). Presnéji jde o schopnosti ovlivnit inhibici nebo zménu
transkripce jedné nebo vice nukleofilnich skupin, ovlivnit replikaci DNA tim, ze se na ni
cytostatikum navaze, rozbit jedno vlakno u DNA, narusit syntézu DNA nebo funkci nukleovych
kyselin, inhibovat mitotické délici vieténko a tim zastavit oddéleni chromozomu, interagovat
s proteokinazami podilejicimi se na regulaci biologickych procestu v buiice a také napftiklad
blokovat extracelularni receptory nadorové buriky (Besse et al., 2012). Jedna se o navozeni
naprogramované smrti nadorovych bunek, tim ze budou regulovat apoptoézu, protoze prave
poruseni funkce apoptézy je jednim z indikatori nadorového onemocnéni (Z. B. Liu et al.,
2022). Toto je vylucna funkce cytostatik. Pfirozené latky, o kterych bude dale pojednano,
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mohou mit pfipadné 1 protektivni funkci, ale nemohou byt soucasti feSeni jiz vzniklého
problému.

3.1.1 Kolorektalni karcinom

V soucasné dobé zaujima kolorektalni karcinom treti misto z hlediska nejCastéji se
vyskytujicich zhoubnych nadorti a zaroveri je celosvétove ¢tvrtou nejcastejsi pii¢inou aumrtnosti
spojenou s nadorovym onemocnénim (Hnatyszyn et al., 2019), ktera postihuje vSechna pohlavi
bez rozdilu. Problematické jsou jeho maligni rysy s vyznamnou recidivitou, kvali kterym se
pacienti jen vyjimecné zcela zotavi (Giordano et Tommonaro, 2019). Diky Iékarské péci ve
vyspélych zemich dochazi také k nejvySsimu procentu zaznamenani tohoto typu nadorového
onemocnéni, a to az k 55 % z celkového poc¢tu zaznamenanych pfipada vyskytu (Hnatyszyn et
al., 2019; Marmol et al., 2017).

Rizikovym faktorem pro rozvoj a vyvoj kolorektalniho karcinomu jakoz i1 dalSich
nadorovych onemocnéni je zejména zivotni styl. Obzvlasté ve spojitosti s dietou bohatou na
zpracované potraviny, které predstavuji zejména mastné vyrobky, pfipadné vyrobky s vysokym
obsahem cukru (Klement et Pazienza, 2019). Naopak strava bohata na ovoce, zeleninu
a vlakninu mé ochranny ucinek. Vlaknina urychlyuje stfevni motilitu a tim omezuje kontakt
sliznice s traveninou. Fyzicka aktivita také prispiva k urychleni stfevni motility, a tim snizuje
riziko vzniku kolorektalniho karcinomu (Zamecénik, 2019). Soucasné stim je spojena také
problematika minimalni pohybové aktivity a sedavého zaméstnani v ramci, kterych dochazi
k rozvoji obezity v populaci. Soucasné s tim je spojovana i nadmérné konzumace alkoholu
vcetné uzivani tabakovych vyrobkti. Mimo to hraji vyznamnou roli také vék jedince, rodinna
anamnéza a predispozice pro dany typ onemocnéni véetné mista pobytu (znecisténi zivotniho
prostfedi), jakozto 1 dalSi chronicka, neurogenerativni onemocnéni a celd fada dalSich
(Hnatyszyn et al., 2019; Marmol et al., 2017).

Pravdépodobnost, ze se u ¢loveéka rozvine kolorektalni karcinom se pohybuje pfiblizné
od 4 do 5 %. Tuto pravdépodobnost ovliviiuji jiz zmifiované faktory. Vznik kolorektalniho
karcinomu je zapfi¢inén mutacemi a podle pivodu je mtizeme rozliSit na mutace zdédeéné (5 %),
rodinné (25 %) a sporadické (70 %) neboli ndhodné (Marmol et al., 2017). Vyskyt sporadicky
se vyskytujicich mutaci pfi vzniku kolorektalniho karcinomu se v poslednich letech zvys$il na
75 % (Hnatyszyn et al., 2019).

V piipadé, Ze se u Cloveéka objevi kolorektalni karcinom, existuji riizné zpusoby, jak toto
onemocnéni 1éCit. Jednim z prvnich zpisobu je chirurgicky zakrok s naslednou chemoterapii,
ale bohuzel pacienti s metastdzemi maji historicky Spatnou prognozu (Hossain et al., 2022).
Obecné jsou zpusoby 1éCby nadorového onemocnéni jiz zminovana chirurgie a chemoterapie,
radiacni terapie a systémova lécba, cilené terapie, hormonalni terapie a imunoterapie. 84 %
pfipadi kolorektalniho karcinomu prvniho nebo druhého stadia se 1é¢i pouze operaci bez
chemoterapie, zato dvé tfetiny pacientd tretiho stadia kolorektalniho karcinomu podstupuji
adjuvantni chemoterapii. Pacienti s kolorektalnim karcinomem maji pravdépodobnost pieziti
do 5 let ze 65 %. Z toho u pacientd prvniho stadia je pravdépodobnost 91 % a u druhého stadia
82 %. U pacientu se Ctvrtym stadiem kolorektalniho karcinomu je to ale pouze 12 % (Miller et
al., 2019). Vyznamnou roli v prevenci hraje screening tzv. okultniho krvéceni, ktery vyznamné
prispiva k v€asné diagnostice a tim zlepsSuje progndézu onemocnéni (Murphy et al., 2020).
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3.1.2 Testovani cytostatik

K testovani vlivu cytostatik se mohou pouzit rizné in vitro metody. Zakladni metodou
pro posouzeni zivotaschopnosti po podani je vyuziti tetraziolovich soli, a nejvice vyuzivanou
je MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetraazolium bromid) (Tolosa et al., 2015).
Ptipadné se mohou pouzivat i dal§i metody jako je naptiklad WST-1 ve kterém je pouzita sodna
sul 4-[3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonatu. U této metody
zjistime aktivitu superoxiddismutazy (SOD), ktera katalyzuje rozklad ROS a tim chrani buiku.
Jedna se o ve vode rozpustnou sil, takze je nasledné mozné jesté s bunkami pracovat (Peskin
et Winterbourn, 2000). Tyto metody vyuzivaji stanoveni toxicity na bunécnych mitochondriich
a zkoumayji jejich metabolickou aktivitu (Guertler et al., 2011). Nicméné€ nam nefeknou o ucinku
testované latky na zbytek organel v buice. Je tedy vhodné vyuzit i nékteré z dalSich metod jako
je naptiklad LDH, kdy se méfi cytoplazmaticka laktatdehydrogenaza (Marzeda et al., 2022).
Jsou i dal8i metody testovani zalozené na ruznych bunécnych funkcich (Adan et al., 2016).
Napriklad ty, které se zaméfuji na integritu membran a testuji jeji propustnost bud” do buriky
nebo z buriky ven. Pouzivaji se k tomu radioaktivni nebo fluorescencni markery anebo se jedna
o vitalni barviva, ktera obarvi pouze mrtvé buniky. Zastupci téchto barviv jsou napiiklad
trypanova modf anebo fluorogenni barviva, ktera se vazou na DNA (Cho et al., 2008; Riss et
al., 2019). Dalsi moznosti testovani jsou napiiklad test ATP, test sulhorhodaminu B,
klonogenniho pfeziti bunék a Ramanova mikrospektoskopie (Adan et al., 2016).

Vsechny tyto testy se provadéji na tkariovych kulturach v monovrstvé a na tkanich, které
chceme otestovat. Napfiklad bunécné linie s oznacenim HT29 jsou burky kolorektalniho
karcinomu. Vyhody pouziti tkafiovych kultur u testovani cytotoxickych latek jsou jejich
extrémni citlivost na dané toxické latky, jednoduchost oproti jinym metodam, moznost
zkoumani interakce na bunééné nebo dokonce na molekularni urovni a provadeéni velkého
mnozstvi testd zaroven. Hlavni vyhodou je ale to, Ze to je jedina moznost, jak testovat tyto latky
na lidskych burikach (Pizzoferrato et al., 1994; Shahi Thakuri et Tavana, 2017). Navzdory vSem
vyhodam tkanovych kultur péstovanych na monovrstve, nelze tyto vysledky plné prevést do
klinickych studiich (Habanjar et al., 2021), a ne vzdy predpovidaji pfesné vysledky v nasledném
pokusu na zvifatech (Shahi Thakuri et Tavana, 2017). Jedna se hlavné o jejich limitaci
z hlediska jejich okolniho prostiedi, kde na jedné strané je médium a na druhé je plastové dno
a tim padem zadny vzajemny kontakt bunék, jako je v in vivo podminkach (Rychecky et al.,
2017).

Nastésti doslo jednomu z nejvétsich pokroki v testovani na tkanovych kulturach, a to
k zavedeni trojrozmérnych kultivacnich systému (Ravi et al., 2015). Prvni model trojrozmeérné
kultury byl popsan uz v roce 1992 pany Petersenem a Bissellem (Petersen et al., 1992). Jedna
se o jeden z nejvétsich pokrokll z toho divodu, Ze takto vypéstované buiiky jsou jesté blize
k realnym in vivo podminkam (Ravi et al., 2015), nebot jsou schopné 1épe napodobit prostiedi
nadort diky bunécné interakci a komunikaci (Habanjar et al., 2021), nez jiz zmifiované tkafiové
kultury péstované v monovrstvé. Vyrobu trojrozmérné bunécné kultury lze rozdélit na dva
hlavni zpasoby. Bud’ s pouzitim n¢jakého pomocného materialu jako ,leSeni” anebo bez ného,
kde diky schopnosti bunék se spojovat, vznika shluk bun€k kulovitého tvaru oznacovaného za
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sféroid (Rychecky et al., 2017). Sféroidy se daji vytvofit riznymi zptsoby napiiklad metodou
visuté kapky, pomoci hydrogelti nebo tekutych kulicek (Biatkowska et al., 2020; Rychecky et
al., 2017). Metoda visuté kapky nepotrebuje zadné specifické vybaveni, ale ma urcitd omezeni
a negativa. Jedna se o nizkou propustnost, takze pfidavani sloucenin a vyména média mohou
byt dosti naro¢né, jak na provedenti, tak na ¢as. Nejjednodussi provedeni této metody je umistit
kapku na viko kultivacni misky, kde po obraceni budou buriky shluknuty a zkoncentrovany na
dné kapky diky mikrogravitaci. Pti pouziti hydrogelt se buriky naockuji do hydrogelu, ktery
neni adhezivni a ma prohlubné. Diky tomu je upfednostnéno samovolné shlukovani a vznika;ji
tim sféroidy (Biatkowska et al., 2020). Vytvoreni tekutych kulicek pro vytvoreni sféroidi je
velice prosté. Jedna se o naneseni kapky vody na hydrofobicky prasek skladajici se z malych
casticek, které se valenim kapky v tomto prasku rovhomérné€ rozmisti po celém povrchu kapky.
Takto vznikla tekuta kulicka ma vlastnosti jak tekuté kapky, tak mékkého ale pevného objektu.
Vytvoreny obal z prachovych cCastic pfinasi vyhodu ve vyuziti sféroida jako mikroreaktora
nebo biorekaktorti, protoze vytvaii bariéru od vn¢jSiho prostiedi, a tim redukuje riziko
biohazardu napftiklad pfi testovani krve. Zaroven ovliviiovani a pfidavani ¢inidel je také velmi
jednoduché, jelikoz lze provést bud’ spojenim dvou kuli¢ek dohromady anebo vpichnutim
injek¢ni stiikackou (Rychecky et al., 2017).

Pfi pouziti pomocnych materiall typu ,leSeni”, jako jsou pfirodni nebo syntetické
biomaterialy skladajici se zpeptidi, polysacharidd, nukleovych kyselin nebo
polyhydroxyalkanoat, mohou vznikat dva typy struktur. Jednim je kulovity sféroid a druhym
je struktura podobna netkané textilii nebo houbovitému tvaru. U sféroidu pii pouziti pomocného
materialu néjakého hydrogelu je nevyhoda horsi separace bunék od hydrogelu, a tim padem
malé opakovatelnost. U trojrozmérnych kultur tvaru vlakna nebo houby je naopak vyhoda jejich
ucinna proliferace a migrace bunék na skeletu, coz je dobfe uplatnitelné pro
imunohistochemickou analyzu (Nii et al., 2020).

Sféroidy se nejcCastéji pouzivaji na studovani chovani pevnych nadort. Divodem je to, ze
u nich vznik4 nekrotické jadro, stejné jako u nadorovych buneék (Rychecky et al., 2017).
V piipadé sféroidi nadorovych bunék je jejich hlavni vyhoda podobnost v tésném kontaktu
bunky na buiiku, interakci matrice s buikou, omezeni diftize zivin a kysliku do buiiky. Toto vSe
vede k vytvoreni proliferativnich az nekrotickych bunék, hypoxii a omezeni difuze 1é¢iva do
nadorovych bunék (Shahi Thakuri et Tavana, 2017). Dale také sféroidy lépe charakterizuji
bunécnou heterogenitu, stuperi pH, obecné jejich soudrznost a interakci mezi jednotlivymi
bunkami, chemické a fyzikalni vlivy a profil exprese gend. Timto mohou sféroidy fungovat
jako presny a davéryhodny model pii vyzkumu nadorovych onemocnénich, nadorového
mikroprostiedi, migrace a invaze nadort, pro screening a objevovani 1€kl imunitnich reakci
atd. (Gheytanchi et al., 2021). Prave tyto problémy jsou feseny v ramci diplomové prace.

3.1.3 Prirodni latky zpomalujici rast nadorovych bunék

V boji proti nadorovému onemocnéni lze vyuzit i pfirodni latky, ne jenom konvencni
léciva. Mnoho pfirodnich latek je schopno slouzit jako chemoprotektivni ¢inidla proti
nadorovym onemocnénim vyskytujicim se po celém svét¢ (Reddy et al.,, 2003).
Chemoprotektivni ¢inidla maji funkci bud’ blokujici nebo potlacujici. Blokujici funkce omezuje
mutagenni iniciaci a odvraci karcinogen od dosazeni cilového mista k potfebné metabolické

13



aktivaci. Zato potlacujici funkce brani nadorové preméné iniciované buriky (Gairola et al.,
2021). Chemoprotektivni Cinidla jsou nejcastéji silné antioxidanty, jako jsou flavonoidy,
terpenoidy, fenolové slouCeniny anebo reaktivni skupiny s ochranou vlastnosti, polysacharidy
a v neposledni fadé i alkaloidy. VétSinu zminiovanych latek mizeme zafadit do sekundarnich
metabolitt rostlin (Liu et al., 2022; Reddy et al., 2003). Najdeme je pfevazné v ovoci, zeleniné
a samoziejme i v rostlinnych vytazcich a bylinach (Reddy et al., 2003; Sobolewska et al., 2021).
Zaroven jsou schopné narusit né€kolik procesti nebo narusit signalni drahy a tim pfispét
k likvidaci nadorovych bunék (Sobolewska et al., 2021). S témito jejich vlastnostmi se
v klinickych studiich ukazaly jako potencialni adjuventy k chemoterapeutickym 1éCivim
(Gairola et al., 2021; Sobolewska et al., 2021).

Mezi nejznaméjsi zastupce piirodnich latek s protinadorovym ucinkem patii naptiklad
resveratrol. Resveratrol je polyfenolova sloucenina existujici v izomerech cis a trans. Na
resveratrol mizeme narazit ve slupce a v semenech hroznového vina, také v Cerveném viné
(Gairola et al., 2021), brusinkach, bortivkach, jahodach a v nékterych bylinach (Sobolewska et
al., 2021). Uvadi se, ze resveratrol ma dlouhy seznam zdravotnich benefitti, pocinaje od posileni
imunity, zpomaleni ristu starnuti, predchazeni nebo zmirnéni cukrovky a kardiovaskularnich
onemocnénich az po nadorova onemocnéni (Gairola et al., 2021; Ren et al., 2021). Svoji
ucinnost prokazal hlavné u nadorovych onemocnéni spojenych se Spatnou dietou a naslednou
obezitou, od nadorového onemocnéni jater az po kolorektalni karcinom (Carter et al., 2014).
V in vitro pokusu na bunécné linii HT29, coz je linie kolorektalniho karcinomu, prokazal
antiproliferacni schopnosti (Gairola et al., 2021).

Dalsi velmi znamy zastupce sekundarnich metaboliti s protinadorovymi vlastnosti je
kurkumin. Jedna se o polyfenolovou slouceninu, ktera se extrahuje z oddenkd rostliny
Curcuma longa. Uz v roce 1815 bylo zjisténo, ze kurkumin mé velmi dobrou biologickou
aktivitu, jako jsou antioxidacni, antivirovy, protizanétlivy a antimikrobialni efekt (Giordano et
Tommonaro, 2019). Jelikoz je chronicky zanét spojen se vznikem nadorového onemocnéni,
jsou jeho protizanétlivé vlastnosti velice prosp€sné v pusobeni proti témto onemocnénim. Dale
pomaha v pusobeni tak, ze reguluje cytokiny a ROS, ¢imz jsou vysvétleny jeho protizanétlivé
vlastnosti (Zoi et al., 2021). V 1é¢bé kolorektalniho karcinomu mél kurkumin svij terapeuticky
vliv na signalni drahy bunék (Giordano et Tommonaro, 2019). V experimentu na tkanové
kultufe HT29 mél kurkumin inhibicni efekt na rast tkané, diky jeho schopnosti potlacit signalni
drahy bunék (Liu et al., 2015).

Inhibici rastu nadorovych bunék muzou zpusobit také rostlinné alkaloidy. Rostlinné
alkaloidy jsou jednim z nejhojnéjSich metabolita, které jsou bézné produkovany rostlinami jako
toxiny. Z 27 000 rGznych alkaloidii jich ma pres 17 000 rizné 1éCivé vlastnosti, vCetné
protinadorovych vlastnosti (Habli et al., 2017). Mezi tyto vlastnosti patii indukce zastaveni
bunééného cyklu ve fazi GO/G1, jiz zminovana inhibice rastu, indukce vnitini a vnéjsi
apoptdzy, protizanétlivé reakce, inhibice metastaz a dalsi (Efferth et Oesch, 2021). Tyto jejich
ucinky byly prokazané jak in vitro, tak také in vivo (Mondal et al., 2019). VSechny procesy,
kterymi jsou rostlinné alkaloidy ucinné v boji proti nddorovému onemocnéni jsou diky jejich
vlivu na signalni drahy bunék, které umi regulovat. Nejenze umi regulovat prenosy signalu, ale
umi také potlacit karcinogenezi, ¢imz je mozné jejich vyuziti jako chemoprotektivnich 1éku
(Efferth et Oesch, 2021).
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3.1.3.1 Amaryllidaceae

Jednémi z takovychto rostlinnych alkaloidi mohou byt napiiklad rostlinné alkaloidy
z Celedi Amaryllidaceae, které vykazuji velkou rozmanitost z hlediska biologické aktivity
(Ding et al., 2017; M. He et al., 2015). Jedna se o viceleté byliny s cibuli. Tato Celed’ je znama
velkym zdrojem farmakologicky aktivnich alkaloidi (Roy et al., 2018). Celed Amaryllidaceae
Cita piiblizné 75 raznych roda a z toho 1 100 druhd miZeme piirozené nalézt v subtropickych
a tropickych oblastech nebo ve velmi teplych oblastech mirného pasma. Prvnim a nejznaméjsim
alkaloidem izolovanym z rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae je lykorin (Ding et al., 2017; He et
al., 2015). Alkaloidy Celedi Amaryllidaceae jsou klasifikovany do 14 raznych skupin podle
strukturnich stavby, a to na lykorin, norbelladin, homolykorin, krinin, haemanthamin,
galanthamin, tazettin, montanin, fenantridon, fenantridin, plikamin, gracilin, galanthindol,
a posledni skupinou jsou smiSené alkaloidy (Ding et al., 2017). Jejich biologicka aktivita je
velice rozmanita vetné antivirové, protinadorové, cytotoxické, antibakterialni, antifungalni
a analgetické (He et al., 2015; Saltan Citoglu et al., 2012).

Lykorin je pyrrolofenantridinovy alkaloid (Obrazek 1), ktery mizeme nalézt v riznych
rostlinach Celedi Amaryllidaceae (Roy et al., 2018). NejCastéji ho mizeme nalézt v Lycoris
radiata, (L'Her.) Herb. 1819, Leucojum aestivum L. 1759 (Cesky bledule letni) a tfeba
1 v Ammocharis coranica Ker Gawl 1816 (Lin et al., 1995).
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Obrazek 1: Strukturni vzorec lykorinu

Vrijsen et al., (1986) prvné prokazali antivirovou aktivitu lykorinu na bunécné linii
epitelialnich bunék Hel a. Jeho antivirova aktivita byla pozorovana na mySsich a zptsobena diky
schopnosti inhibice replikace viru, a také tim, ze je lykorin schopen ovlivnit translaci, a to
presnéji zablokovanim elongace polyproteinu (Jiangning Liu et al., 2011). Dale prokazal
antivirovou aktivitu s hodnotou 50% maximalni efektivni koncentrace 15,7 = 1,2 nM proti viru
SARS-CoV (S. Y. Li et al., 2005).

Bendaif et al. (2018) testovali antibakterialni aktivitu na 8 =zastupcich jak
gramnegativnich, tak i1 na grampozitivnich bakterii. VySlo jim, ze lykorin prokazal u¢innost
proti vétsiné testovanych bakterii, obzvlast proti Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa a Enterobactercloacae, ale zadnou aktivitu v ptipadé Escherichia
coli a Listeria monocytogenes. Zadnou aktivitu lykorinu u t&chto kmend Ize nejspis vysvétlit
jeho degradaci zptuisobenou prave témito kmeny.

Lykorin prokéazal ale i antifungalni vlastnosti. Zhao et al. (2021) pozorovali jeho
antifungalni aktivitu na Botrytis cinerea, ktera napada ovoce a zeleninu po sklizni a tim snizuje
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jejich vynos. Jeho ucinek byl pozorovan jak in vitro, tak in vivo a v obou ptipadech byl zavisly
na davce a byl schopen inhibovat rust a kliceni plisné. Ke zpomaleni ristu doslo pfi koncentraci
1 mmol/l a k uplné inhibici rustu pfi koncentraci 5 mmol/l. Pfi koncentraci 400 mg/l inhiboval
lykorin rust a také tvoreni spor u Magnaporthe oryzae (Qiao et al., 2023). Nejen proti Botrytis
cinerea a Magnaporthe oryzae prokazal antifungalni aktivitu, ale také proti Candida sp., kdy
jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace byla nizsi nez u jinych testovanych extraktt (Silva et al.,
2022). Jelikoz je lykorin vyuzivan v lidské mediciné a prokazal inhibi¢ni vlastnosti na rist
urCitych plisni, 1ze ho vyuzit i jako ekologickou alternativu misto syntetickych fungicidii (Zhao
et al., 2021).

Protinadorové aktivita lykorinu byla poprvé objevena uz v roce 1976 a to Jimenez et al.
(1976). K dnesnimu dni byla jiz udélana spousta studii zaméfena na zplsoby, jakymi
protinadorova aktivita lykorinu funguje. Hlavné se jedna o schopnost ovlivnit urcité geny nebo

signalni drahy v bunce, indukovat apoptozu, inhibovat proliferaci a také inhibovat riist nadoru
(Cao et al., 2013; Xiao et al., 2022).

K inhibici proliferace doslo po 24 hodinach po osetfeni lykorinem na buné€nych liniich
MDA-MB-231 a MCF-7 (jedna se o bunécné linie karcinomu prsu). Byly namétfeny hodnoty
inhibi¢ni koncentrace, pfi které prezije 50% bun€k (IC50) u linie MDA-MB-231 rovny
1,87+ 0,49 uM a u linie MCF-7 7,76 = 1,16 uM. Pro objasnéni tohoto mechanismu bylo
zkoumano zastoupeni bun€ék v daném bunécném cyklu. Bylo zjisténo, ze lykorin inhiboval
proliferaci diky zastaveni bunécného cyklu ve fazi G2/M (Sun et al., 2023). Inhibice proliferace
byla pozorovana po osSetfeni 10 uM a po 24 hodinach také na bunécnych liniich nadoru plic
(A549 a H1299).

Déle byla vypozorovana vyraznd podpora apoptézy v porovnani s kontrolni skupinou
u stejnych bunéénych linii. Tyto vysledky poukazuji na vliv lykorinu na bunécny rast (Li et al.,
2019). Indukce apoptozy nastala také na jiz zminovanych bunécnych liniich karcinomu prsu,
ato diky lykorinem zmeénénému potencionalu na membrané bunék (Sun et al., 2023).
K podobnym vysledkiim doslo také u bunécné linie DU145 a PC3M coz jsou bunécné linie
karcinomu prostaty. Doslo také k zastaveni bunéného cyklu mezi fazemi G2 a M po oSetfeni
lykorinem a k indukci apoptozy. Dale bylo prokazano snizeni migrace nadorovych bunék na
téchto bunénych liniich, a dokonce v in vivo experimentu na mySim modelu doslo u jiné
bunécné linie, ale stejného typu nadoru, RM-1 k vyznamnému potlaceni ristu nadoru (Jie Liu
et al., 2022).

Na bunéc¢né linii, zminované uz u kurkuminu a resveratrolu, HT29, a také na dalSich
liniich kolorektalniho karcinomu (HCTS8, CT-26 a HCT116) doslo po aplikaci 20 uM lykorinu
po 48 hodinach k velké inhibici rastu. Inhibice rustu byla u HT29 78,01 %, u HCT8 77,97 %,
u CT-26 70,50 % au HCT116 72,97 %. Pti aplikaci stejného mnozstvi lykorinu na tfi z té€chto
ctyt linii (HT29, CT-26 a HCT116) byla pozorovana také apoptoza. U linie HT29 bylo 44,97 %
bunék které prosly apoptdzou, u CT-26 to bylo 32,86 % a u linie HCT116 41,73 %.

Schopnost vytvaret metastaze, a tedy migrovat po lidském organismu je velkym
problémem u Ié¢eni nadorovych onemocnénich. Proto byla testovana schopnost lykorinu tomu
predejit a na predchozich tfech liniich kolorektadlniho karcinomu bylo prokézano ovlivnéni
migrace lykorinem (Gao et al., 2021). Na stejné bunécné linii HT29 a zarovei 1 na bunééné linii
kolorektalniho karcinomu Caco-2 také testovali lykorin Doskocil et al. (2015), ktefi zkoumali
jeho cytotoxicitu v porovnani s cytotoxicitou na zdravé bunécné linit FHs 74 Int. U HT29,
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naméfili ICs0=1,2 = 0,0 uM a na Caco-2 IC50=0,99 + 0,08 uM, coz jsou mnohem nizsi hodnoty
v porovnani s nameétrenymi hodnotami na FHs 74 Int kde bylo IC50=22,7 £ 0,1 uM.

Dalsi alkaloid, ktery muzeme nalézt v rostlinach =z c¢eledi Amaryllidaceae je
haemanthamin. Haemanthamin, jakoz i pozd€ji zminovany heamanthidin, maji
charakteristickou strukturu viz Obrazek 2 (Ding et al., 2017). Nasledné ma a-orientovany
5,10b-ethanovy mustek, ¢imz se rozliSuje od krininovych alkaloidd. Rozdil mezi
haemanthaminem a haemanthidinem, je v 6-hydroxy derivatu u haemantihidinu (Cahlikova et
al., 2021). Haemanthamin muzeme izolovat naptiklad ze Zephyranthes ajax Spreng, 1899,
Pancratium maritimum L. 1753 (Masi et al., 2022; Nguyen et al., 2019). Stejné jako lykorin
prokazuje haemanthamin antivirovou, protinadorovou, a také protizanétlivou aktivitu, a maze
fungovat jako antimalarikum nebo jako 1€k na Alzheimerovu nemoc (Nguyen et al., 2019; Uher
et al., 2022).

Obrazek 2: Strukturni vzorec haemanthaminu

Antivirovou aktivitu prokazal haemanthamin napfiklad inhibici replikace patogenniho
viru ptaci chfipky HSN1 (He et al., 2013) a také efektivn€ inhiboval replikaci viru HIV-1
v in vitro podminkach na buné¢né linii MT4 (T-lymfocyty) (Szlavik et al., 2004).

Vyuziti haemanthaminu jako antimalarika testovali Cedron et al. (2012) v in vitro
podminkach na kmeni Plosmodium falciparum, kde naméfili hodnotu ICsp u heamanthaminu
1,340,2 uM.

Schopnosti haemanthaminu ovlivnit nadorova onemocnéni jsou rizna. Nejveétsi potencial
prokazal jako inhibitor ristu a také jako induktor apoptozy a cytotoxicity (Habartova et al.,
2016; Uher et al., 2022).

Inhibici ristu bunék prokazal na bunécné linii A2780, coz je bunécna linie rakoviny
vajecniku, pii koncentraci 10 uM po 24 hodinach mél inhibici na 53 % rastu v porovnani
s kontrolou. Velmi podobny vysledek, a to 54 %, prokazal také na zdravé bunécné linii plic
MRC-5 (Seifrtova et al., 2017). Na stejnych bunécnych liniich pfi stejné koncentraci ale po 48
hodinach namérili Uher et al. (2022) nizsi hodnoty, tim padem vétsi vliv na rst. Na linii A2780
naméfili procentualni rist v porovnani s kontrolou (100 %) 30 + 5 % a na linii MRC-5 32 + 2 %.
Inhibici ristu méfili také na dalSich liniich. Nejmensi hodnotu procentualniho ristu
zaznamenali na linii MOLT-4 (linie T lymfoblastl) s vysledkem 1 + 1 % rlstu a nejvyssi
nameéfili na liniit PANC-1 (linie nadoru slinivky bfi$ni) s hodnotou 42 + 3 %. Na linii HT29
namefili druhou nejvyssi hodnotu a to 37 £ 6 %.

Haemanthamin indukoval apoptozu v zavislosti na davce, a to na bunécné linii Jurkat
(bunécna linie leukémie). Po aplikaci 20 uM haemanthaminu doslo po 24 hodinach k 9% brzké
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apoptdze a k 28% pozdni apoptoze. Tyto vysledky ukazuji na moznosti pouziti haemanthaminu
jako cytotoxického cinidla (Havelek et al., 2014).

K indukci apoptozy pfispiva zastaveni bunécného cyklu. Pfi koncentraci 5 pM
haemanthaminu doslo k nartstu bunék ve fazi G1 na 55 % v porovnani s kontrolou kde bylo
44 % a ve fazi G2/M na 21 % oproti kontrole 14 %. S tim souvisel pokles ve fazi S oproti
kontrole, a to na 24 % v porovnani ku 42 % u kontrolnich bun¢k (Havelek et al., 2014).
K ovlivnéni bunécného cyklu doslo také na bunécné linii A549 (bunécna linie nadoru plic) po
oSetfeni 10 uM. Po 24 hodinach doslo k velkému vzristu bunek ve fazi G1 na 70 %, ptiCemz
kontrola méla 64 % a ve fazi S doslo k poklesu na 13 % v porovnani s kontrolou kde bylo
19 %(Uher et al., 2022).

Ovlivnénim syntézy proteinti, jako je inhibice translacnich ribozomu, zpusobuje
haemanthamin cytotoxicitu bunék. Ale to nemusi byt jediny zpisob. Haemanthamin také
stabilizuje protein p53, coz je transkripcni faktor regulujici geny podstatné pro ukonceni
bunécného cyklu, bunécné smrti a opravé DNA (Doskocil et al., 2015; Pellegrino et al., 2018).
Timto je schopen u nekontrolovatelné mnozici se buriky ovlivnit jeji smrt.

Své cytotoxické ucinky prokazal haemanthamin na fadé bunécnych linii. Uher et al.
(2022) testovali jeho cytotoxicitu za pouziti LDH testu na 10 riznych liniich od bunécné linie
kolorektalniho karcinomu (HT29), po linii nadoru plic (A549) az po linii leukémie (Jurkat).
Hodnoty ICso naméfili nejnizsi u linie MOLT-4 (linie T lymfoblastti) s hodnotou 1,2 + 0,2 uM
a nejvyssich hodnotu 2,5 + 0,6 pM u linie PANC-1 (linie nadoru slinivky bfi$ni). Hodnoty ICso
na zmifiovanych liniich byly u HT29 24 + 0,5 uM, u A549 1,4 £ 0,5 pM a u linie Jurkat
2,4+ 0,3 uM. Pii pouziti MTT testu naméfili Doskocil et al. (2015) na stejné bunécné linii
HT?29 hodnotu cytotoxicity IC50=0,59 + 0,01 uM a na jiné linii kolorektalniho karcinomu Caco-
2 hodnotu IC50=0,99 + 0,14 uM. Zarover byl testovan i cytotoxicky efekt na zdravé bunécéné
linii FHs 74 Int, kde byla cytotoxicita naméfena mnohonasobné vyssi nez na nadorovych
bunkach. Hodnota ICsp byla 19,5 = 8,9 uM.

Haemanthidin (Obrazek 3) je alkaloid strukturou velice podobny haemanthaminu
s rozdilem toho, Zze jde o 6-hydroxyderivat. Ma téz prakticky stejné ucinky v inhibici rastu
bunék a jejich zivotaschopnosti, antivirové vlastnosti, ovlivnéni apoptézy a ovlivnéni
bunécného cyklu (Doskocil et al., 2015; Havelek et al., 2014; Masi et al., 2022; Pellegrino et
al., 2018; Van Goietsenoven et al., 2010).

OMe

OH

Obrazek 3: Strukturni vzorec haemanthidinu

Inhibice ristu byla pozorovana na riznych bunéénych liniich reprezentujicich rizné tkané
a byla stanovena jejich hodnota Glso, ktera reprezentuje koncentraci dané latky, ktera snizi
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celkovy rist o 50 %. Jednalo se o bunécné linie A2780 (karcinom vajecniku), SW1573
(karcinom plic), T-47D (karcinom prsu) a WiDr (karcinom stfev). Pro bunéénou linii A2780
bylo Glso=1,5 £ 0,1 uM, pro linii SW1573 bylo Gls0=2,0 + 1,0 uM, pro linit T-47D bylo
Glso=1,8 + 1,0 uM a pro linii WiDr bylo Gls0=2,7 + 2,0 uM (Cedron et al., 2015).

Schopnost haemanthidinu inhibovat zivotaschopnost bun¢k byla testovana na velkém
poctu a typt bunécnych linii. Na bunécné linii A549 (linie nadoru plic) dosahoval haemanthidin
hodnot inhibi¢ni koncentrace (ICso) 4,0 £ 0,4 uM. Na linii OE21 (karcinom jicnu) s hodnotou
IC50=3,7 = 0,2 uM, na dvou riiznych bunécnych liniich tkané mozku Hs683 (fibroblasty) dosahl
hodnot ICs0=4,3 + 0,2 uM a na U373 (pleomorfni astrocytomy) ICs50=3,8 + 0,2 uM. U dvou
bunécnych linii melanomu kize, jedné lidské (SKMEL) druhé mysi (B16F10), mél
haemanthidin hodnoty ICso pro SKMEL 4,2 £ 0,2 uM a pro B16F10 3,1 £0,2 uM (Van
Goietsenoven et al., 2010). Velmi podobnych vysledkt dosahoval takeé na liniich kolorektalniho
karcinomu HT?29 a Caco-2 kde na linii HT29 byla namétena hodnota ICso= 1,7+ 0,1 uM a na
linii Caco-2 hodnota IC50=3,3 + 0,9 uM. Tyto hodnoty byly v porovnani se zdravou linii stfev
FHs 74 Int 3-6krat mensi. U linie FHs 74 Int byla hodnota ICso=11,6 + 0,9 uM (Doskocil et al.,
2015). T'kdyz jsou si haemanthamine a haemanthidine velmi podobné a rozdil ve strukture je
minimalni, tak vysledky cytoxicity a inhibice ristu jsou odlisné v nekterych ptipadech az
dvojnasobné. Van Goietsenoven et al., (2010) méfili hodnoty ICso na jiz zmifiovanych 6
raznych liniich (A549. OE21, Hs683, U373, SKMEL a B16F10) jak pro haemanthamin, tak
pro haemanthidin a primémé hodnoty z téchto bunécnych linii jsou pro haemanthamin
6,9+ 0,5 uM a pro haemanthidin 3,9 = 0,2 uM. Také u linie AGS (adenokarcinom zaludku)
byly nameéteny hodnoty ICsp haemanthaminu o polovinu vy$si nez u haemanthidinu a to 7,5 uM
pro haemanthamin a 5,0 uM pro haemanthidin po 24 hodinach (Masi et al., 2022). Za to
Doskocil et al. (2015) zjistili, Ze vétsi a€innost ma naopak haemanthamin na bunéénych liniich
karcinomu stfev (HT29 a Caco-2). I ve vztahu k zdravé lidské tkani stfev (FHs 74 Int) byl
haemanthamin (ICso=19,5 + 8,9 uM) méné toxicky nez haemanthidin (ICs0=11,6 £ 0,9 uM).

Antivirova aktivita byla jiz prokazana jak u lykorinu, tak u haemanthaminu
a haemanthidinu. Masi et al. (2022) méfili kompletni virovou inhibici haemanthidinu a naméfili
hodnotu efektivni koncentrace ECso=12,7 uM. Haemanthidin mél vliv na apoptdzu v zavislosti
na koncentraci. Bunécna linie leukémie (Jurkat) méla bez oSetfeni haemanthidinem 2 % diivé)si
apoptdzy a po oSetfeni heamanthadinem pii koncentraci 5 uM méla diivéjsi apoptdézu 7 %
a u koncentrace 10 uM 18 %, u 15 pM 21 % a u koncentrace 20 uM 25 %. Mira pozdni
apoptdézy byla po oSetfeni stejnymi koncentracemi ve stejném pofadi 5 % (bez
haemanthaminu), 11 % (5 uM), 18 % (10 uM), 18 % (15 uM) a 18 % (20 uM). V porovnani
s haemanthaminem me¢l haemanthidin vétsi procento indukované apoptdzy, coz zaroven
koreluje s jeho vyssi cytotoxicitou (Havelek et al., 2014).

K ovlivnéni bunééného cyklu doslo pti koncentraci 15 pM haemanthidinu, pfi¢emz doslo
k narGstu ve fazi G2/M v porovnani s kontrolou. Osetfené bunky byly z22 % v této fazi,
kontrola ze 14 %. Zaroven pfii stejné koncentraci doslo ke snizeni poctu bunek v S fazi na 33 %
a u koncentrace 5 uM na 23 % oproti kontrole kde bylo 42 % bun¢k v této fazi (Havelek et al.,
2014).

Lykorin a haemanthidin byly vybrany na nasledné testovani ve 3D modelu na nadorovych
bunkach kolorektalniho karcinomu, kvili jejich protinadorovym a cytotoxickym vlastnostem.
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3.2 Vitamin D

Vitamin D je oznaCeni pro skupinu pfibuznych lipofilnich 9,10-sekosteroidu
anejznaméj$i z nich jsou vitamin D3 (cholekalciferol) (Obrazek 4) a vitamin D2
(ergokalciferol). Lidské télo je schopné syntetizovat vitamin D3 pomoci UV zatfeni o vinové
délce 280-320 nm v bunkach pokozky z provitaminu D3 (7-dehydrocholesterol). Tento zptisob
ziskavani vitaminu D3 pokryva jenom ¢ast doporucené denni davky (Velisek et Hajslova,
2009).

CH3

CH;,

HO"
Obrazek 4: Strukturni vzorec vitaminu D3

Vitamin D3 sam o sob¢ neni biologicky aktivni. Po jeho navazani na transportni protein
DBP (protein vazajici vitamin D) je transportovan do jater kde dochazi k jeho enzymatické
hydroxylaci na 25-hydroxyvitamin D3 neboli kalcidiol anebo zkracené 25(OH)Ds. Néasledné je
transportovan znovu pomoci DBP do ledvin. V ledvinach v proximalnim tubulu dochézi k jeho
finalni hydroxylaci na 1,25(OH)2D3. Timto vznikd4 hormonalné aktivni forma vitaminu D3
(Christakos et al., 2015; Lehmann et Meurer, 2010). Tato hydroxylace je moderovana hlavné
enzymy cytochromu P450 (CYP) CYPRI v jatrech a enzymy CYP27B1 a CYP24Al
v ledvinach (Christakos et al., 2015; Trump et Aragon-Ching, 2018).

Vitamin D> si lidské télo neumi syntetizovat samo, naproti tomu rostliny a houby ho
syntetizovat umi, a to prostfednictvim UVB zafeni, takze pfijem vitaminu D> musi byt bud’ skrz
potravu anebo suplementaci (Bikle, 2014; Lehmann et Meurer, 2010). Vitamin D>, stejné jako
D3, neni biologicky aktivni. Ale diky jejich velké podobnosti, dochéazi ke stejné hydroxylaci
pomoci enzymu cytochromu P450, za vzniku hormonalné aktivni formy vitaminu Do,
1,25(0OH)2D2 (Jones, 2012).

Doporucena denni davka je Casto udavana v mezinarodnich jednotkach (IU), kde v tomto
ptipadé se 1 IU rovna 0,025 pg vitaminu D3 nebo D>, protoze oba typy maji stejnou biologickou
aktivitu. Lidsky organismus potiebuje denné 2,5-10 pg vitaminu D (100-400 IU/den), ktery je
z Casti kryty syntézou v builkdch pokozky anebo piijmem z potravin napiiklad z masa,
mlécnych vyrobkd, ryb, ale také zmrkve, Spenatu, zeli, hub a kvasinek. Obsah
vitaminu D v susiné€ je v mase 3 pg/kg, vjatrech 2-11 pg/kg, v mléce 1 pg/kg ve smetané
4 ng/kg, v masle 10-20 pg/kg, v syru 8 pg/kg, v motskych rybach 50-450 pg/kg a ve vejcich
30-50 pg/kg. Déle v mrkvi je obsah vitaminu D 0,7 pg/kg, v zeli a Spenatu je 0,1 pg/kg,
v houbach mize byt od 2 pg/kg u péstovanych zampiona az po 130 pg/kg u divoce rostoucich
hub a u kvasinek 600-1500 pg/kg. Hlavni uplatnéni vitaminu D je v metabolismu vapniku
a fosforu, ale zaroverni ma také tilohu v imunitnim systému (VeliSek et Haj$lova, 2009).
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3.2.1 Vitamin D a nadorova onemocnéni

Stimulaci imunitniho systému je vitamin D schopny reagovat proti infekcim bakterialniho
pavodu, jako je tfeba tuberkuloza, dale byla pozorovana funkce reagovat obecné na infekci, na
akutni infekci a také mit efekt na autoimunitu. Vitamin D ma pfirozené podporujici vliv na
vrozenou imunitu (Carlberg et Muiloz, 2022).

Mezi dalsi u€inky vitaminu D v ramci imunitniho systému patii modulace signalnich drah
bunééného metabolismu. To muze vést k ovlivnéni rustu, diferenciace, aktivace, deaktivace
anebo dokonce apoptdzy nékterych typt imunitnich bunék (Hart et al., 2011). A to v dusledku
shody signalnich drah pro indukci rastu u imunitnich, tak nadorovych bunék (Sever et Brugge,
2015). Dusledkem toho muze byt vyznamna role vitaminu D a jeho vyznam v apoptoze
a protizanétlivé aktivit€ nadorovych bunék (Carlberg et Muifioz, 2022). Efekt vitaminu D
v ramci téchto procest byl prokazan v fadé studii (Dou et al., 2016; Giammanco et al., 2015;
Trump et Aragon-Ching, 2018) spole¢né s inhibici rustu, zastavenim bunécného cyklu ve fazi
GO0/G1, podporou diferenciace, a to jak v in vitro a také i vin vivo podminkach. Vliv na
apoptozu byl pozorovan u nadorového onemocnéni prostaty, prsu, vaje¢nikl a kolorektalniho
karcinomu (Giammanco et al., 2015).

Jiz vroce 1980 vznikla prvotni hypotéza, ze vitamin D hraje vyznamnou ulohu
v nadorovych onemocnénich a mlze predstavovat faktor, ktery snizuje riziko vzniku
nadorového onemocnéni, a 1 pfipadné umrti souvisejici s timto onemocnénim (Keum et al.,
2019). Epidemiologické studie Feldman et al. (2014) a Holick (2006) prokézaly, ze nizky
pfijem vitaminu D nebo nizky pfijem sluneCniho zafeni, obecné nizké hladiny vitaminu D
v téle, jsou hlavnim divodem ke zvySenému mnozstvi béznych nadorovych onemocnénich.
Pres 3000 studii, v¢etné skoro 300 epidemiologickych studii toto tvrzeni podporuji. Udavaji ze
vys8i hladiny 25(OH)D jsou spojeny s nizsi incidenci riznych nadorovych onemocnéni a vyssi
hladiny 1,25(OH)2D s niz§im vyskytem karcinomu prostaty, s obasnymi vyjimkami (Garland
et al., 2009). Nekonzistentnich vysledka bylo téz zjisténo u karcinomu mocového méchyfte, kde
vitamin D je schopny inhibovat proliferaci a indukovat apoptozu nadorovych bunék (Zhang et
al., 2015). Ale velmi podobné prospésné vysledky jsou téz u vitaminu D pfijimaného v potraveé
a také syntetizovanému pomoci slune¢niho zafeni. Zaroven vSechny in vitro studie, které
provadély testy na tkanovych liniich pfipadné€ kulturach, pozorovaly vliv metabolit
vitaminu D, 1,25(OH);D a do urcité miry také 25(OH)D, na inhibici rastu malignich bunék
(Garland et al., 2009). Nejen u karcinomu prostaty prokazaly epidemiologické studie prospésny
efekt vitaminu D, ale také u prevence karcinomu prsu a kolorektalniho karcinomu. Jeho
prospésny efekt je zpusoben hlavné schopnosti zprostiedkovat diferenciaci bunék, jejich
apoptozu a inhibici angiogeneze metastaz (Zhang et al., 2015). Tento prospé$ny vliv potvrzuje
metaanalyza Ma et al. (2011) kde hladina 25(OH)D v krvi a pfijem vitaminu D byly nepfimo
spojeny s relativnim rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu. Relativni riziko je pomér mezi
skupinou exponovanou danému riziku ku skupiné bez expozice danému riziku. Mira relativniho
rizika pro piijem vitamin D byla 0,88 (0,80-0,96) a pro hladinu 25(OH)D v krvi byla 0,67 (0,54-
0,80).

V jedné indické studii, kde pozorovali deficienci vitaminu D u pacientl s nadorovym
onemocnénim, zjistili spojitost mezi nimi. U dvou tfetin pozorovanych lidi, ktera Citala 252
pacientti, z toho bylo 56 % Zeny, byla zjis§téna deficience vitaminu D. Zaroven zjistili, ze
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nejvice nachylni byli pacienti s nadorovym onemocnénim horni €asti traviciho traktu, prsu,
kolorektalniho karcinomu a vajec¢nikt a vétsi deficience byla sledovana u Zen, nez u muza
(Pandey et al., 2020).

Obecné jsou dikazy o prospéSnosti a ucinnosti vitaminu D nekonzistentni nebo
nedostacujici, abychom mohli posoudit pomér mezi pfinosy a Skodami. Bylo prokazano, ze
vitamin D nema velky protektivni vliv na riziko vSech malignit, ale projevuje se jako ochranny
prostiedek pro nékteré druhy nadorovych onemocnénich jako jsou karcinom mocového
meéchyte a kolorektalni karcinom (Mondul et al., 2017).

3.3 Synergické ucinky rostlinnych alkaloidi s 1é¢ivy (a mikronutrienty)

Alkaloidy z rostlin z celedé Amaryllidaceae prokazaly synergické ucinky s konvencnimi
chemoterapeutiky. Po podani alkaloidi doslo k zesileni cytostatickych ucinkti konvencnich
1é¢iv jako jsou cisplatin, doxorubicin a paklitaxel na nadorové buriky (Jhuly Martins de Paiva
et al., 2024). Tyto autofi dale uvadi, ze jejich synergicky ucinek je schopnost snizit
chemorezistenci nadorovych buné¢k, a tim zvysit u¢innost 1éCiv, na které maji nadorové buriky
rezistenci. Sancha et al. (2022) se zabyvali synergickymi ucinky specifickych alkaloida
zrostlin z Celedi Amaryllidaceae. U homolykorinu bylo zji§téno, ze ma podpurny efekt
u konvencniho 1éCiva etoposidu. Zjistili to oSetfenim bunécné linie MDA-MB-231 (nadorové
onemocnéni prsu) 1,5 uM homolykorinem spolu s etopsoidem v koncentracich 0,8, 1,5 a3 uM
po dobu 48 hodin. Zaroveni nepozorovali zadné synergické ucinky po oSetfeni stejného
mnozstvi homolykorinu ietoposidu na bunééné linii HFF-1 (netumorogenni fibroblast
predkozky). Sancha et al. (2024) testovali derivaty lykorinu a homolykorinu na nadorovych
bunkach vajeéniku (HOC/ADR). Po kombinaci s protinadorovym 1écivem doxorubicinem
doslo az k 35% zvySeni citlivosti na Iéciva. Toto zjisténi potrhuje jejich potencial jako obracece
vicelékové rezistence. Navic derivaty lykorinu a homolykorinu vykazovaly bud’ zaddnou nebo
velmi malou az stfedni cytotoxicitu na buiky, kromé lykorinu, ktery dosahl hodnot ICso pfi
koncentraci 1,2-2,)5 uM. Dalsi specificky alkaloid z Amaryllidaceae, jonquailine, prokazal
synergické ucinky s jiz zmiflovanym paklitaxelem. Po jejich spolecném pouziti mél jonquailin
antiproliferacni u¢inky na nadorové bunky plic, které mély resistenci na 1é¢iva (Karakoyun et
al., 2019).

Synergické ¢i jiné ucinky biologicky aktivnich latek obsazenych v rostlinach celedi
Amaryllidaceae se slozkami stravy, zejména s mikronutrienty, nejsou doposud v literatufe
popsany. Protoze jsou ale informace, ze zvySeny piijem vitaminu D pasobi pozitivné pii 1é¢be
nadorovych onemocnéni a latky z rostlin Amaryllidaceae vykazuji cytotoxické ucinky, je tato
prace zaméfena na zkoumani spoluptsobeni biologicky aktivnich latek obsazenych v rostlinach
celedi Amaryllidaceae a vitaminu D na nadorové bunky.
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4 Metodika

4.1 Pouzité materialy

Testované extrakty alkaloidu z Celedi Amaryllidaceae (A = extrakt lykorinu, B = extrakt
haemanthidinu), byly poskytnuty farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové. Jejich pfiprava byla dle (Doskocil et al., 2015). Vitamin Ds; (la,25-
dihydroxycholekalciferol, kalcitriol, 99%) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (CZ).

Pro testovani extrakti byla pouzita bunécna linie kolorektalniho karcinomu HT29. Tato
linie byla zakoupena z European Collection of Cell Culture (ECACC). Eagle’s minimum
essential medium (EMEM) bylo koupeno od American Type Culture Collection (ATCC) (US),
kultiva¢ni médium Dulbeco Modified Eagles Medium (DMEM), neesencialni aminokyseliny,
pyruvat sodny, hydrogenuhlicitan sodny, roztok penicilin-streptomycinu, trypsinu a fosfatovy
pufr (PBS) byly zakoupeny od Biowest (Biowest, USA), fetalni bovinni sérum (FBS) od Sigma-
Aldrich (CZ), 3 (4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetraazolium bromid (MTT), ktery byl
ziskan od Thermo fisher scientific (US). Dimethylsulfoxid (DMSO) a etanol (EtOH) byly
zakoupeny od Lach-Ner (CZ). Nucleon Sphera 96-jamkové desticky, 96-jamkova mikrotitracni
desti¢ka, kultivaéni lahve a serologické pipety byly potizeny od ThermoFisher (UK). Ctegka
mikrotitra¢nich destiek Tecan SPARK byla od firmy Tecan (Svycarsko).

4.2 Metodika experimentiu

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

Bunécna linie HT29 byla kultivovana v kompletnim riistovém mediu slozeném z DMEM
s ptidavkem 10 % FBS, 1 % roztokem penicilinu a streptomycinu, 1 % hydrogenuhli¢itanem
sodnym, 1 % pyruvatem sodnym, 1 % neesencialnimi aminokyselinami. Buné¢na linie byla
kultivovéana az do 90% konfluence v |[CO> inkubatoru s 5 % CO> a vlh¢enou atmosférou. Po
dosazené pozadované konfluence v kultivacni 1ahvi byla bunécnd monovrstva proplachnuta
pomoci PBS a nasledné bylo pfidano 5 ml 1% trypsinu na dobu pfiblizné€ 3 minut, nez doslo
k uvolnéni bun€k. Nasledné bylo pfidano 5 ml kompletniho rdstového media na zastaveni
procesu trypsinizace. Nasledné byla suspenze pievedena do 15ml zkumavky typu Falcon
a centrifugovana po dobu 10 minut a 200 x g. Nasledné byl odstranén supernatant a bunécna
peleta byla rozpusténa v 5 ml kompletniho ristového media.

Poté bylo odebrano 50 ul suspenze a smichana se stejnym objemem tropanové modre.
Nasledné ze suspenze bylo odebrano 10 pl a pfeneseno na chip, kde doslo ke spocitani
Zivotaschopnosti pomoci EVE™ automatické &tecky bun&k (NanoEntek) (Koufimsky, 2022;
Rubesova, 2022). Na zavér bylo vypoctené potiebné fedéni na ziskani bunécné suspenze
o koncentraci 1000 bunék 100 pl.

4.2.2 Priprava sféroidu

Ptiprava sféroidi byla provedena dle Rubesova (2022), kde bylo zalozeni sféroidi podle
postupu dle (Gupta, 2020) s jistymi upravami. Ziskana bunécné suspenze o koncentraci 1000
bunék na 100 pl byla pipetovana do specialni desticky s kulatym dnem urcené na praci se
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sféroidy. Desticka byla nasledné centrifugovana po dobu 5 minut a 250 xg a poté velmi opatrné
prenesena do CO2 inkubatoru s 5% CO: a vlhcenou atmosférou, kde byla takto kultivovana po
dobu 72 hodin. Nasledn¢ byla desticka vyfocena pomoci inverzniho mikroskopu ZEEIS
s kamerou Axio 305color. Po pofizeni fotografii z jednotlivych jamek bylo z jamek odebrano
100 pl starého média a ptidano 100 pl nového media obsahujiciho 2% koncentrace testovanych
slozek. Kalcitriol byl pfidan v mnozstvi 140 nM a finalni koncentraci 70 nM. Koncentrace
pfidaného vitaminu D byla stanovena dle Ahn et al. (2008) a Pludowski et al. (2018). Testované
latky byly ve finalni koncentraci 5; 2,5; 1,25 a 0,625 uM. Tento proces se opakoval kazdy druhy
den, kdy byly pofizené fotografie a odebrano 100 pl starého media a nahrazeno stejny objemem
s testovanymi latkami. Takto byly pofizovany fotografie celkem 12 dni a poté dvakrat jednou
za 3 dny, dohromady tedy 18 dni. Nasledné byly fotografie analyzovany pomoci programu Fiji
Imagen]. Velikost sféroidi byla vypocitana dle Puhr et al. (2018).

4.2.3 Stanoveni cytotoxicity

Soucasné se sféroidy byla stanovena cytotoxicita dle Doskocil et al. (2016), kdy byly
otestovany totozné alkaloidy. Byl k tomu pouzit test dle Mosmannem (1983) vyuzivajici
tetraziolovou stil MTT. Bunécna linie HT29 byla vysazena na 96-jamkové desticky v hustoté
2,5x103/ml. Po 24 hodinové inkubaci bylo odstranéno ptivodni médium a nahrazeno 100 pl
nového EMEM obsahujici vzorek rozpustény sériovym fedénim v koncentraci 10-0,625 pg/ml.
Desticka byla nasledné inkubovana dalSich 72 hodin.

Po uplynuti 72 hodin bylo pavodni médium se vzorky odstranéno a nahrazeno 100 pl
nového EMEM obsahujici MTT v koncentraci 1 mg/ml po dobu 2 hodin. Poté bylo médium
s MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla nasledné zmétena pii 555 nm
pomoci spektrofotometru Tecan SPARK (Tecan Group, Minnedorf, Svycarsko) a byl spoéitan
procentualni podil zivota schopnosti (hodnota IC50) ve srovnani s neoSetfenou kontrolou.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data jsou prezentovana jako prumeér + smérodatna odchylka (SD). Statistické
vypocty byly provedeny pomoci programt Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmont,
WA, USA) a Statistica v.12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). K vyhodnoceni rozdili mezi
vzorky byla pouzita dvoufaktorova analyza rozptyli (ANOVA) s naslednym post-hoc
Scheffeho testem a hladinou pravdépodobnosti a = 0,05.
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S Vysledky

V praci byl pozorovan vliv suplementace vitaminu D na zvySeni G¢innosti alkaloidu
z Celedi Amaryllidaceae na bunécné linii kolorektalniho karcinomu HT29 ve 3D modelu
a soucasné i porovnani s klasickou 2D metodou testovani vyuzivajici MTT.

Pro porovnani cytotoxického ucinku alkaloidi na 3D modelu byla sledovana cytotoxicita
stejnych extrakti na modelu 2D za stejnych podminek. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1,
ktera uvadi hodnoty inhibi¢ni koncentrace (ICso) kdy dochézi k 50% inhibici jednotlivych
alkaloidi s pfidanim anebo bez pfidani vitaminu D. Alkaloidy s vitaminem D dosahovaly
vyS$Sich hodnot inhibi¢ni koncentrace nez extrakty bez pfidaného vitaminu D.

Tabulka 1: Inhibi¢ni koncentrace lykorinu a haemanthidinu na bunécné liniit HT29

Létka IC50 (},lM/ ml)

Pramér + SD
Latka A s kalcitriolem 2,29+0,13
Latka A bez kalcitriolu 2,02+0.19
Latka B s kalcitriolem 4,92 +£0.64
Latka B bez kalcitriolu 4,73 £ 0,55

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primer ICso + smérodatna odchylka. A = extrakt lykorinu, B = extrakt
haemanthidinu.

Podrobné vysledky naméfenych hodnot ze vSech jednotlivych méfeni na 3D modelu jsou
uvedeny v Piiloze 1. V Tabulce 2 jsou pak uvedeny prumérné hodnoty a smérodatné odchylky
z téchto vysledkli ve vSech méfenych dnech dohromady. Na zakladé analyzy rozptyli bylo
zjisténo, ze kontrolni vzorek se liSil od vSech ostatnich. Vzorky s pfidavkem vitaminu D ve
formé kalcitriolu se téz odliSovaly od vSech ostatnich vzorkt, kromé vzorku BD s koncentraci
0,625 uM. Je vidét, ze samotny piidavek vitaminu D ma vliv na schopnost rastu bunécné linie
HT29 ve 3D modelu. Déle je z Tabulky 2 vidét, ze oba testované extrakty z rostliny z Celedi
Amaryllidaceae mély statisticky vyznamné odliSnou schopnost zpomalit rist nadorovych
bunék, ktera se zvySovala s rostouci koncentraci ptidaného extraktu. V nékterych ptipadech se
vzorky o stejné koncentraci extraktu neliSily od vzork, kde byl pfidan vitamin D, v nékterych
ptipadech byly ale zjistény statisticky vyznamné rozdily.

Pti podrobné dvoufaktorové analyze rozptylu s interakcemi vSech vzorkt v zavislosti na
dni méfeni byly zjistény, jak statisticky vyznamny vliv dne, vzorku, tak i spoluptisobeni obou
faktort. Jelikoz se vliv dne ukazal jako nejsilnégjsi faktor (F=537) oproti vzorku (F=397) byly
propocteny rozdily mezi jednotlivymi vzorky v kazdém daném dni, které jsou pro lykorin
uvedeny v Tabulce 3 a pro haemanthidine v Tabulce 4.
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Tabulka 2: Vysledky stanoveni objemu v§ech mérenych vzorki

Vzorek Hodnota (mm?) Vzorek Hodnota (mm?)
Prumér + SD Prumér + SD

Kontrola 0,01778 £ 0,01400? Kalcitriol 0,01321 + 0,00836°
A5 uM 0,00316 £ 0,00043/ B5uM 0,00374 £ 0,00049'
A25uM 0,00506 £ 0,00138" B 2,5 uM 0,00568 + 0,00167"
A1.25uM 0,00650 + 0,00202&" B 1,25 uM 0,00910 + 0,00436%f
A 0,625 uM 0,00820 + 0,00326%¢ B 0,625 uM 0,01122 + 0,00619%4
AD 5 uM 0,00357 £ 0,00069' BD 5 uM 0,00352 £ 0,00066'
AD 2,5 uM 0,00562 £ 0,00193" BD 2,5 uM 0,00644 + 0,002372h
AD 1,25 uM 0,00819 + 0,00349%¢ BD 1,25 uM 0,01069 + 0,006284<
AD 0,625 uM 0,00974 + 0,00458¢f | BD 0,625 uM 0,01306 + 0,00859"¢

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamn¢ 1i$i na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. A = extrakt lykorinu, B = extrakt

haemanthidinu, D = vzorky s pfidavkem vitaminu D.

Tabulka 3: Vysledky stanoveni objemu vzorku s pfidavkem lykorinu a vitaminu D
v jednotlivych dnech

Den méfeni Den 0 Den 2 Den 4
Vzorek Hodnota (mm?) prumér + SD

Kontrola 0,00224 + 0,000252 0,00392 £ 0,00046? 0,00661 + 0,00078?
Kalcitriol 0,00263 + 0,00023? 0,00400 £+ 0,00026" 0,00636 + 0,00045*
A5uM 0,00274 £ 0,000172 0,00274 £ 0,00017°¢ 0,00321 £ 0,00019¢
A25uM 0,00266 + 0,00016* 0,00317 + 0,00025%b-cd 0,00422 + 0,000454
A125uM 0,00272 £ 0,00012? 0,00368 + 0,00011%b¢ 0,00543 £ 0,00015%b¢
A 0,625 uM 0,00277 £ 0,000172 0,00382 + 0,00026*° 0,00563 + 0,000442b<
AD 5 uM 0,00257 £ 0,00015* 0,00256 + 0,00017¢ 0,00315 + 0,00021¢
AD 25 uM 0,00243 £ 0,000192 0,00295 £ 0,00023P<4d 0,00433 £ 0,00043b<d
AD 1,25 uM 0,00251 £ 0,000192 0,00342 + 0,000312b-c4d 0,00561 + 0,00042b<
AD 0,625 uM 0,00256 + 0,000362 0,00369 + 0,00038>b< 0,00599 + 0,00059P

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i8i na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. A = extrakt lykorinu, D = vzorky

s pfidavkem vitaminu D.
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Tabulka 3 - pokra¢ovani

Den méfeni Den 6 Den 8 Den 10
Vzorek Hodnota (mm?) prumér + SD

Kontrola 0,00999 + 0,00108* 0,01452 + 0,00163® 0,01986 + 0,00192*
Kalcitriol 0,00937 £ 0,000712° 0,01220 + 0,00074° 0,01541 + 0,00082°
A5uM 0,00327 £ 0,00029f 0,00347 £ 0,000408 0,00354 + 0,000278
A25uM 0,00522 + 0,00045%¢f 0,00559 + 0,00049%f2 0,00597 £ 0,00055%"¢
A125uM 0,00700 + 0,00032¢4 0,00797 + 0,00030%4¢ 0,00842 £ 0,00044%¢
A 0,625 uM 0,00796 £ 0,00047°¢ 0,00933 + 0,00065%4 0,01063 £ 0,000804
AD 5 uM 0,00360 = 0,00023%f 0,00392 + 0,00033"¢ 0,00407 £+ 0,00017%
AD 25 uM 0,00569 + 0,000459< 0,00660 £ 0,00065% 0,00712 £ 0,00033%f
AD 1,25 uM 0,00788 + 0,00036¢ 0,00996 + 0,00047°¢ 0,01111 £ 0,00048%4
AD 0,625 uM 0,00883 + 0,00063%b< 0,01086 + 0,00057°¢ 0,0134 + 0,00064°¢

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i8i na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. A = extrakt lykorinu, D = vzorky
s pfidavkem vitaminu D.

Tabulka 3 - pokra¢ovani

Den méfeni Den 12 Den 15 Den 18
Vzorek Hodnota (mm?®) pramér + SD

Kontrola 0,02544 + 0,00313? 0,03759 + 0,00644* 0,04297 £ 0,006722
Kalcitriol 0,01842 £ 0,00084° 0,02398 + 0,00216° 0,02846 + 0,00130°
A5uM 0,00352 £ 0,00022°¢ 0,00324 + 0,000384 0,00269 + 0,000354
A25uM 0,00620 £ 0,00050¢ 0,00648 + 0,000474 0,00601 £ 0,00061°4
A125uM 0,00810 + 0,000374< 0,00807 + 0,000794 0,00712 £ 0,000664
A 0,625 uM 0,01115 + 0,00085¢%4 0,01171 + 0,00083¢4 0,01080 £ 0,00153¢%4
AD 5 uM 0,00431 £ 0,00020°¢ 0,00434 + 0,00031¢ 0,00365 £ 0,000384
AD 2.5 uM 0,00737 + 0,00036%¢ 0,00790 + 0,000634 0,00642 + 0,00062¢4
AD 1,25 uM 0,01147 £ 0,00044<4 0,01132 + 0,00154<4 0,01119 £ 0,00177¢4
AD 0,625 uM 0,01406 £+ 0,00042¢ 0,01513 £ 0,00081¢ 0,01427 £ 0,00049¢

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i8i na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. A = extrakt lykorinu, D = vzorky
s pfidavkem vitaminu D.

Z Tabulky 3 muzeme vidét, Ze ve dni O neni statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.
V 8. dnu dochézi ke vzniku statisticky vyznamného rozdilu mezi kontrolnim vzorkem
a vitaminem D a také mezi ostatnimi vzorky a kontrolnim vzorkem. Tyto rozdily ptetrvavaji po
zbytek méfeni. Ke statistickému rozdilu mezi vitaminem D a ostatnimi vzorky, dochazi ve 12.
dni. Od 15. dne doslo k vytvoteni Ctyf statisticky odliSnych skupin z toho jedna kontrolni
vzorek, druha vitamin D a zbylé dvé€ skupiny obsahovaly pouze vzorky s extrakty z rostlin
z Celedi Amaryllidaceae. Tyto dvé skupiny se li§ily v tom, ze jedna neobsahuje vzorek A
s koncentraci 5 uM a druhé vzorek AD s koncentraci 0,625 uM. Statisticky vyznamny rozdil
mezi vzorkem pouze s rostlinnym extraktem a vzorkem s extraktem a pfidanym vitaminem D
se neprokazal u zadné dvojice vzorku o stejné koncentraci extraktu po celou dobu méfeni.
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Tabulka 4: Vysledky stanoveni objemu vzorka s pfidavkem haemanthidinu a vitaminu D

v jednotlivych dnech
Den méteni Den 0 Den 2 Den 4
Vzorek Hodnota (mm?) prumér + SD
Kontrola 0,00224 + 0,00025° 0,00392 + 0,00046* 0,00661 + 0,000782
Kalcitriol 0,00263 £ 0,00023%> 0,00400 + 0,00026* 0,00636 + 0,000452
B5uM 0,00281 £ 0,000172° 0,00326 £ 0,00008*° 0,00394 £ 0,00023¢4
B2.5uM 0,00248 £ 0,00018%> 0,00351 £ 0,00017%° 0,00477 £ 0,00025>¢4
B 1,25 uM 0,00282 £ 0,00009%° 0,00367 £ 0,00015*° 0,00541 £ 0,00018><¢
B 0,625 uM 0,00288 £ 0,00005%> 0,00383 + 0,00019* 0,00607 £ 0,00030%°
BD 5 uM 0,0024 + 0,00035%° 0,00277 + 0,00023° 0,00367 £ 0,00033¢
BD 2.5 uM 0,00261 £ 0,00015° 0,00331 £ 0,000242° 0,00468 £ 0,00048"<4
BD 1,25 uM 0,00258 £ 0,00008*> 0,00346 £ 0,00017%° 0,00565 £ 0,00054b<
BD 0,625 uM 0,00259 + 0,000232 0,00379 + 0,000402 0,00617 £ 0,00066*°

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i$i na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05, B = extrakt haemanthidinu,
D = vzorky s piidavkem vitaminu D.

Tabulka 4 - pokra¢ovani

Den méreni Den 6 Den 8 Den 10
Vzorek Hodnota (mm?) primér + SD

Kontrola 0,00999 + 0,00108* 0,01452 + 0,00163® 0,01986 + 0,00192°
Kalcitriol 0,00937 £ 0,00071%" 0,01220 £ 0,00074< 0,01541 £ 0,00082°
B5uM 0,00428 + 0,00022°¢ 0,00428 + 0,00019"¢ 0,00395 £ 0,00005¢
B 2,5 uM 0,00599 + 0,00038%¢ 0,00660 £ 0,0004 72 0,00711 £+ 0,00051%¢
B 1,25 uM 0,00716 £ 0,00025%4 0,00915 £ 0,00031>d< 0,01093 + 0,00055¢%4
B 0,625 uM 0,00824 + 0,000423>-cd 0,01050 £ 0,00056"<4 0,01311 + 0,00026°€
BD 5 uM 0,00439 + 0,00044¢ 0,00402 £+ 0,00030¢ 0,00388 + 0,00011¢
BD 2,5 uM 0,00628 £ 0,00081%¢ 0,00745 £ 0,00075%f 0,00826 + 0,00062¢
BD 1,25 uM 0,0078 + 0,00070°<4 0,01048 + 0,00097%<4 0,01309 + 0,00096°<
BD 0,625 uM 0,00903 + 0,000943b< 0,01222 + 0,00159° 0,01518 £ 0,00195°

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamné 1i$i na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. B = extrakt haemanthidinu,
D = vzorky s piidavkem vitaminu D.
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Tabulka 4 - pokra¢ovani

Den méfeni Den 12 Den 15 Den 18
Vzorek Hodnota (mm?) prumér + SD

Kontrola 0,02544 + 0,00313® 0,03759 + 0,00644* 0,04297 £ 0,00672*
Kalcitriol 0,01842 £ 0,00084° 0,02398 + 0,00216¢ 0,02846 + 0,00130°
B5uM 0,00375 £ 0,00013¢ 0,00373 £ 0,00042°¢ 0,00367 £ 0,00021°¢
B 2,5 uM 0,00714 £ 0,000374¢ 0,00714 £ 0,00042¢ 0,00640 £ 0,00039%¢
B 1,25 uM 0,01215 + 0,000284 0,01397 £ 0,00099>4¢ 0,01667 £ 0,00043¢4
B 0,625 uM 0,01527 £ 0,00098< 0,01860 + 0,001235c4d 0,02252 £ 0,00117%
BD 5 uM 0,00371 £ 0,00025¢ 0,00345 £ 0,00023¢ 0,00337 £ 0,00036°
BD 2,5 uM 0,00839 + 0,00060%¢ 0,00913 + 0,00096%¢ 0,00832 + 0,00069%¢
BD 1,25 uM 0,01535 £ 0,00117°¢ 0,01903 + 0,00206"¢4 0,02149 £ 0,00109>
BD 0,625 uM 0,01866 + 0,00242° 0,02466 + 0,00361° 0,02841 + 0,00328°

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér objemu + smérodatna odchylka. Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi
hornimi indexy se statisticky vyznamn¢ 1i$i na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. B = extrakt haemanthidinu,
D = vzorky s pfidavkem vitaminu D.

Z Tabulky 4 mazeme vidét, ze ve dni 0 doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu hodnot
u kontrolniho vzorku a vzorku BD 0,625 pM. Ke statisticky vyznamnému rozdilu mezi
kontrolnim vzorkem a vitaminem D dochéazi v 8. dni. V tom samém dni dochazi také ke
statisticky vyznamném rozdilu mezi kontrolnim vzorkem a ostatnimi vzorky. Statisticky
vyznamny rozdil mezi vitaminem D a vSemi vzorky se neobjevuje po dobu méfeni. V 6. dni se
ale objevuje statisticky vyznamny rozdil mezi vzorkem pouze s vitaminem D a vzorky
s koncentraci u€inné latky vyssi nez 2,5 uM. Statisticky vyznamny rozdil mezi vzorkem
s pridanym vitaminem D a bez pfidavku se neobjevuje po celou dobu méteni.

Grafické znazornéni zmén objemu sféroidi oSetfenych lykorinem a haemanthidinem je
na Obrazcich 5 az 8. Pro lepsi nazornost jsou na Obrazcich 5 a 7 uvedeny hodnoty pro nejvyssi
koncentraci 5 uM a pro druhou nejnizsi koncentraci 1,25 uM. Na Obrazcich 6 a 8 jsou hodnoty
pro nejnizsi koncentraci 0,625 uM a pro druhou nejvyssi koncentraci 2,5 pM.
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Obrazek 5: Graf zmén objemu sféroidi v zavislosti na dnech
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Obrazek 6: Graf zmén objemu sféroidi v zavislosti na dnech
0.06 Haemanthidin
' -e- Kontrola
Calcitriol
«E - 5 uM s kalcitriolem
£ 0.04+ -2 5 uM bez kalcitriolu
3 - 1,25 uM s kalcitriolem
2 e~ 1,25 uM bez kalcitriolu
k7]
CIE) 0.02=
S
o
-—-——— 1§
o'oo 1 1 1 1 | | 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12 15 18
Den
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Obrazek 8: Graf zmén objemu sféroidi v zavislosti na dnech

30



6 Diskuze

V praci byl pozorovan vliv suplementace vitaminu D na zvySeni G¢innosti alkaloidu
z Celedi Amaryllidaceae na bunécné linii kolorektalniho karcinomu HT29 ve 3D modelu
a soucasné¢ porovnani s klasickou 2D metodou testovani vyuzivajici MTT. Vliv vitaminu D na
redukovani riistu nadorovych bunék se ukazal jako pozitivni a dosahoval statisticky vyraznych
rozdila oproti kontrolnimu vzorku. Toto zjiSténi je v souladu s vysledky Zhang et al. (2015),
ktefi prokazali vliv vitaminu D na rtst bunék kolorektalniho karcinomu na 2D modelu. Také
Hasan et al. (2019) prokazali ucinek vitaminu D na 2D modelu, a dokonce i na 3D modelu, ale
na buikach nadorového onemocnéni prsu linie T47D. Efektu vitaminu D dosahli pii
koncentraci 50 a 100 uM na 2D modelu, za to u 3D modelu pozorovali efekt jen u koncentrace
100 uM. V nasem ptipadé jsme pozorovali vliv vitaminu D na inhibici ristu pfi koncentraci
70 uM ve 3D modelu na nami testované bunécné linii kolorektalniho karcinomu.

Alkaloidy zrostlin z celedi Amaryllidaceae mély vy§si U¢innost proti nadorovym
burikdim nez samotny vitamin D a dosahovaly statisticky vyznamnych rozdili oproti
kontrolnimu vzorku. Antiproliferani u€inek pozorovali 1 Doskocil et al. (2015), ale ve 2D
modelu na stejné bunécné linii HT29, kde dosahli hodnot ICso u lykorinu 1,2 £+ 0 uM
a u haemanthidinu 1,7 £ 0,1 uM. D. D. Liu et al. (2017) téz pozorovali inhibi¢ni koncentraci
lykorinu a naméfili jeji hodnotu na 3,35 pM. Havelek et al. (2017) pozorovali hodnotu ICso
u haemanthidinu na stejné bunécné liniit HT29 a naméfili inhibic¢ni koncentraci 1,3 = 0,1 uM.

Po piidani vitaminu D k alkaloidim z rostlin z Celedi Amaryllidaceae byla pozorovana
synergicka tendence ucinku na bunécnou linii kolorektalniho karcinomu HT29, ale nebyla
statisticky prokéazana v zadné ze sledovanych koncentracich. V literarnich zdrojich nebylo ale
doposud zjis§téno, ze by se nékdo obdobné problematice vénoval. Zjisténé vysledky neni mozné
tedy porovnat s jinymi autory. Synergické ucinky vitaminu D byly ale pozorovany s jinymi
latkami nez alkaloidy z rostlin z Celedi Amaryllidaceae. Yang et al. (2023) zkoumali synergicky
ucinek vitaminu D s alkaloidem neferinem pochazejicim z rostliny z ¢eledi Nelumbonaceae na
jiné bunécné linii kolorektalniho karcinomu HCT-116. Zjistili, Zze po pfidani 0,1 pM vitaminu D
a 5 uM neferinu doslo k indukci bunécné smrti 0 50 % nez pii stejnych koncentracich, ale
pouziti zkoumanych latek oddélené. Déle Sha et al. (2013) a Wicks et al. (2019) sledovali
synergicky ucinek vitaminu D svitaminem A. Sha et al. (2013) pozorovali statisticky
vyznamny rozdil v inhibici rastu na bunécné linii karcinomu prostaty PC-3 po pfidani 10 pumol/I
vitaminu A a 10 nmol/l vitaminu D oproti bunécné linii oSetfené vitaminem A a vitaminem D
nezavisle na sob€. Zato Wicks et al. (2019) testovali jejich synergicky vliv na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu HCT-116 a SW480 a také na bunécnych liniich karcinomu zaludku
AGS a NCI-N87. Testovali, jak synergicky vliv vitaminu D, a D3 a poté i obou vitaminu
s vitaminem A. Jejich naméfené hodnoty ICso na vSech testovanych bunécnych liniich se
pohybovaly od 5-6 uM u synergického ucinku obou vitamini D a po kombinaci s vitaminem
A dosahly ICsp od 2,6 po 5,6 uM také na vSech testovanych liniich.

Prace piinasi originalni vysledky o vlivu vitaminu D na rast bunécné linie HT29 ve 3D
modelu a o jeho spoluptsobeni s extrakty z rostlin z eledi Amaryllidaceae. Vliv vitaminu D
na rust bunék byl prikazny oproti kontrole, a bylo by dobré do budoucna se této problematice
vénovat. Onkologicti pacienti byvaji ¢asto vitamin D deficitni, takze by suplementace timto
vitaminem mohla podpofit Gi¢innost jejich 1écby.
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Také by bylo zajimavé se vénovat vlivu alkaloidi na nadorové buriky a jejich interakcim
s jinymi piipadnymi 1éCivy, ktera jsou podavana onkologickym pacientim. U biologicky
aktivnich latek z ¢eledi Amaryllidaceae bude také do budoucna dtlezité testovat jejich piipadné
vyuziti jako 1é¢ivo a provéfit jejich tcinek v klinickych studiich.
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7 Zavér

e Vopraci bylo zjisténo, ze piidavek vitaminu D k alkaloidim zrostlin z Celedi
Amaryllidaceae vede ke zvySeni jejich ucCinnosti, ale ne na statisticky vyznamné
urovni.

e Bylo téz zisténo, ze pridavek samotného vitaminu D ma vliv na zpomaleni rastu
bunék kolorektalniho karcinomu.

e Cytotoxicky vliv alkaloidi z rostlin z Celedi Amaryllidaceae byl silngjsi, nez vliv
samotného vitaminu D.

e Alkaloidy rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae, u kterych bylo prokazano zpomaleni ristu
nadorovych bunék ve 2D modelu, zpomalily téz rast nadorovych bunék ve 3D modelu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

1,25(0OH)2Ds3 1,25-hydroxyvitamin D3

25(0OH)Ds3 25-hydroxyvitamin D3

ANOVA Analyza rozptylu

ATCC American Type Culture Collection

CYP Cytochrom P450

DMSO Dimethylsufoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ECso Uginna koncentrace, polovina maximalni u¢inné koncentrace
ECACC European Collection of Cell Culture

EMEM Eagle's Minimum Essential Medium

EtOH Etanol

FBS Fetalni bovinni sérum

GlIso Inhibice rustu, mnozstvi k inhibici rustu 50 % bunék

ICs0 Inhibi¢ni koncentrace, mnozstvi potiebné k inhibici 50 % bunék
IU mezinarodni jednotka

MTT 3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
PBS Fosfatovy pufr

ROS Reaktivni formy kysliku

RNS Reaktivni formy dusiku

SARS-CoV Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
SD Smeérodatné odchylka

SOD superoxiddismutaza
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1: Objemy sféroidii nameéfené za celou dobu experimentu
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Priloha 1: Pokracovani
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0,008391
0,007501

0,006674

0,00751
0,007497
0,006865
0,009063
0,008904
0,007927
0,007679

0,007262
0,006742
0,007768
0,006771
0,010334
0,009692
0,008639
0,007846

0,006329
0,005826
0,006903
0,006524
0,009101

0,00743
0,008442

Latka Ba

Latka Bb

1,25

1,25

eI B e Y R SRl o RN B W, B - VS I S e o BN B e UV, B R VS I (S R °~ RN B SRV, B SOV I S e BN B o) R, B SR OS I \O)

0,002827
0,002872
0,002677
0,002916

0,00262
0,002679
0,002469
0,002558

0,003818
0,003669
0,003435
0,003776
0,003655
0,003601

0,00335
0,003253

0,005129
0,005605
0,005364
0,005529
0,006281
0,006072
0,005234

0,005

0,006949
0,007455
0,006871
0,007362
0,008412
0,008439
0,007628
0,006724

0,009154

0,00944
0,008641
0,009371
0,011295
0,011352
0,010307
0,008954

0,01001
0,011333
0,011338
0,011058
0,013662

0,01405
0,013113
0,011524

0,011906
0,012261
0,011866

0,01255
0,015829
0,016714
0,015335
0,013521

0,012496
0,014747
0,013644
0,014988
0,019661
0,021776
0,018663
0,016036

0,016555
0,017288
0,016083
0,016773
0,021974
0,022514
0,019982

IT



Priloha 1: Pokracovani

Latka Ba

Latka Bb

0,625

0,625

1

00 N N AW

0,002838
0,002942
0,002826
0,0029
0,002951
0,002611
0,00235
0,002437

0,003805
0,004122
0,003605
0,003796
0,004442
0,003697
0,003686

0,00335

0,005674
0,006508
0,006062

0,00604
0,007181
0,005907
0,006231
0,005375

0,00782
0,008899
0,008278
0,007947
0,010483
0,008608
0,009118
0,007914

0,00981
0,011226
0,01083
0,010135
0,014297
0,01062
0,013224
0,010741

0,012757
0,013405
0,013317
0,012964
0,018189
0,014661
0,017149
0,013259

0,013871
0,015592
0,016595
0,015022
0,022132
0,016768
0,019696
0,016052

0,017409
0,019404
0,020203
0,017401
0,030207
0,023416
0,024835
0,020198

0,020997
0,022447
0,024289
0,022349
0,032921
0,025215
0,027083

III



