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SOUHRN

Fenomén ultra slabé fotonové emise (UPE) pozorujeme u vSech biologickych
systémt, jako jsou mikroorganismy, rostliny a zivo¢ichové. V soucasnosti jsme schopni
detekovat UPE na riznych strukturalnich stupnich biologickych systému jakou jsou celé
organismy, organy, bunééné kultury a organely. Je v§eobecné ptijimano, ze UPE souvisi
s oxidativnimi metabolickymi procesy biologickych systému. V této bakalaiské praci
jsme pouzili UPE ke studiu vlivu pfirodniho glykosidu amygdalinu na buné¢nou kulturu
lidského mnohocetného myelomu (U266) a fibroblasty (3T3). Amygdalin je latka, ktera
s sebou nese jak klady, tak i zapory. Amygdalin je zndm z ¢inské mediciny diky svym
ucinkiim pfi prevenci a 1é€b¢é migrény, vysokého krevniho tlaku a chronickych zanéti.
Jednou z nejpodstatnéjSich vlastnosti amygdalinu je schopnost nicit nadorové bunky. Na
druhou stranu je s pojmem amygdalin spojeno riziko otravy, protoze pii rozkladu
amygdalinu vznika kyanid. Nami zjisténé vysledky potvrzuji, ze amygdalin je schopny
nicit bunky bunécné kultury U266. Dlouhodoby vliv amygdalinu na buné¢nou kulturu

je mozné sledovat 1 prostiednictvim UPE.



SUMMARY

The phenomenon of ultra-weak photon emission (UPE) is observed in all
biological systems such as microorganisms, plants and animals. We are currently able to
detect UPE at different structural levels of biological systems such as whole organisms,
organs, cell culture and organelles. It is widely accepted that the UPE is connected with
oxidative metabolic processes in biological systems. In this study, ultra-weak photon
emission was used to determine the effect of the natural glycoside amygdalin on human
multiple myeloma (U266) and fibroblasts (3T3). Amygdalin is a substance that carries
both positive and negative effect on living organism. Amygdalin is known in Chinese
medicine for its effects in the prevention and treatment of migraine headaches, high
blood pressure and chronic inflammation. One of the most important properties of
amygdalin is its ability to destroy tumor cells. On the other hand, amygdalin is
frequently associated with the risk of poisoning because of its decomposition to toxic
cyanide. Our results confirm the findings that amygdalin is capable of destroying U266

cells. Long-term effect of amygdalin on cell culture can be monitored by UPE.
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1. UVOD

Ultra slabou fotonovou emisi (UPE), c¢asto oznaCovanou také jako
biofotonovou emisi, je mozné pozorovat u biologickych systémd, jako jsou
mikroorganismy, rostliny a Zzivocichové. I presto, Ze zakladni mechanismus UPE
biologickych systémt nebyl jesté jednoznacné objasnén, je vSeobecné pfijimano, Ze
UPE souvisi s oxidativnimi metabolickymi procesy v biologickych systémech.

Ultra slaba fotonovd emise muizZe slouzit jako neinvazivni diagnosticka
metoda pii vySetfovani fyziologickych a patologickych charakteristik biologického
systému. Zjisténi, ze méfenim UPE mizeme rozliSit zdravé a rakovinné burky otevira
moznosti pouziti této techniky k diagnostice nadorovych buné¢k a to diky vyvoji nizko-
Sumovych fotonasobi¢u (PMT) a velmi citlivych charge coupled device (CCD) kamer.

Bakalaiska prace vyuziva detekce UPE lidskych mnohocetnych myelomi,
bunécné linie U266 k urceni ucinnosti amygdalinu ni¢it nadorové buiniky. Amygdalin je
pfirodni glykosid, obsazeny ve vice jak 1200 druzich rostlin, z nichZ velkd ¢ast je
jedlych. Amygdalin je také zndm pod nazvem vitamin B17, laetril ¢i nitrilosid. Nejvyssi
koncentrace amygdalinu je obsazena v jadrech pecek béznych druhti ovoce, jako jsou
merunky, broskve, Svestky, tfesné, visné, ryngle, “Spendliky*, mandle a ofechy. Na
severni polokouli existuje pouze jediny druh ovoce - citrusy, které neobsahuji zadny
amygdalin.

Nejvétsiho ohlasu se amygdalin doc¢kal predev§im kolem 50. let 20. stoleti,
kdy bylo zjisténo, ze je uspésny v boji s rakovinou. Avsak od té doby je ucinnost
amygdalinu povaZovana spiSe za myt. K tomuto faktu pfispély i vysledky vyzkumi,
provadénych v 70. a 80. letech.

Vysledkem riznych testovani je, ze prodej hotkych jader, které obsahuji
vysoké mnozstvi amygdalinu je ve vEétSing stath svéta zakdzan. Dlivodem zékazu je fakt,
Ze po poziti se amygdalin zacne rozkladat na glukézu, kyanid a benzaldehyd. Vznikly
kyanid se sluCuje s benzaldehydem a vytvafi extrémné toxickou latku mandelonitril.

Po celém svéte jsou zndmy pripady predavkovani a dokonce 1 otrav touto latkou.



V Mexiku a nékterych statech USA, je mozny nejen prodej, ale je zde
umoznéna také 1écba, jejiz soucasti je pouziti amygdalinu. V soucasné¢ dobé probihaji
vyzkumy nejen s jadry merunék, ale také tieSni, Svestek. Nové vysledky ukazuji, ze
amygdalin ziskany z tohoto ovoce ni¢i rakovinné buiky, ale zaroven je zcela neSkodny
pro zdravé buinky. Ziejmée i tyto vysledky jsou divodem, pro¢ nékteré staty Evropské

unie chtéji amygdalin legalizovat.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ultra slaba fotonova emise

2.1.1. Charakterizace ultra slabé fotonové emise

Ultra slabou fotonovou emisi (UPE) objevil a poprvé popsal v roce 1922 rusky
biolog Alexander Gurwitsch jako mitotické zafeni. Mitotické zateni bylo popsano jako
velmi slabé fotonové zareni v ultrafialové oblasti spektra. Absence citlivych detektort
v t¢ dobé bohuzel neumoziiovala pifimé méfeni tak slabych signali a proto musel
Gurwitsch pouzivat nepiimé metody. Po velké popularité¢ ve 20. a 30. letech minulého
stoleti, pfiSel utlum, ktery trval az do poloviny 70. let. V 70. letech byla diky
némeckému profesorovi F. A. Poppovi znovu objevena. Ten zménil nazev
Z mitotického zafeni na biofotonovou emisi, kterd je synonymem pro dnes hojné
pouzivanou UPE (Bischof 2008). V dobé objevu byla UPE spojovana s ultrafialovou
oblasti spektra (200-400nm), zatimco dnes je UPE definovana v celém rozsahu
ultrafialového a viditelného zateni (200 - 800 nm). V duisledku toho, Ze intenzita UPE je
1 - 1000 fotont s cm, neni mozné sledovat UPE pouhym okem. V disledku rozvoje
PMT a CCD kamer je dnes mozné detekovat UPE z rostlin (Mathew a Roy 1992; Bajpai
2004), bunéénych kultur (Kim a kol. 2007), zivo¢isnych organt (Kim a kol. 2005) nebo
také z lidské kuze (Cohen a Popp 1997; van Wijk a van Wijk 2005; Cifra a kol. 2007;
Rastogi a Pospisil 2010; Rastogi a Pospisil 2011; Prasad a Pospisil 2011; Prasad a
Pospisil 2012).

Vseobecné je znamo, ze UPE souvisi s oxidativnimi metabolickymi procesy,
zpusobenymi reaktivnimi formami kysliku (ROS). Reaktivni formy Kkysliku jsou
molekuly kysliku obsahujici jeden nebo vice neparovych elektron. Délime je na
1) radikalové, obsahujici aspon jeden neparovy elektron, 2) neradikalové, neobsahujici
zadny neparovy elektron. Mezi radikdlové ROS patii superoxidovy aniontovy radikal
(0,7 a hydroxylovy radikal (HO®), zatimco singletni kyslik (*O.) a peroxid vodiku
(H20,) patii mezi neradikalové ROS. Reaktivni formy kysliku, které jsou pfirozenym
vedlejsim produktem normalniho metabolismu molekularniho kysliku, hraji vyznamnou
roli v bunétné signalizaci a V obrannych mechanismech pfi napadeni organismu

patogenem. Za normalnich podminek jsou ROS tvotfeny ptedev§im v mitochondriich



jako meziprodukt bunééného dychani. Pokud jsou bunky vystaveny stresovym
podminkam jako UV zafeni, ionizujici zafeni nebo vyssi teploty, dochézi take ke

zvysené tvorbé ROS, znamé jako oxidativni stres (Ozawa 1999).

2.1.2. Lidské télo

Ultra slaba fotonovd emise je spontanné vyzafovana z biologickych systémi,
véetné Cloveéka. Metabolickeé procesy jsou zé&kladni chemické reakce vyskytujici se
uvnité vSech zivych bunék. Pfi metabolickych procesech jako je bunécné dychani
(zivoCichové), nebo oxidativni vzplanuti (rostliny) vznikaji ROS, které hraji duleZitou
roli v obrané proti infekci, bunétné signalizaci a apoptoze. Avsak, diky svému
vysokému pozitivnimu redoxnimu potenciadlu, ROS maji schopnost oxidovat rizné
bunééné slozky, jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny. Proti oxida¢nimu
poSkozeni Si tyto bunéné slozky vytvaieji vlastni obranny systém. Za urcitych
podminek, kdy mnozstvi vzniklych ROS ptesahuje schopnosti antioxida¢niho systému
aktivné se branit, nejsou nebezpecné ROS dostatecné odstranény. Toto nedostatecné
odstranéni zplisobuje nerovnovahu systému, coz vede k poSkozeni bunééné membrany a
bunécéné smrti. Reaktivni formy kysliku mohou poskodit lidskou pokoZku a tim zahdjit
pred¢asné starnuti pleti nebo vznik rakoviny kuze. U c¢lovéka UPE pochazi
Z epidermdlni a dermadlni Casti klize, to znamen4, ze UPE je mozné detekovat pouze z 3
mm vrstvy (Prasad a Pospisil 2011; Rastogi a Pospisil 2011).

Ultra slaba fotonova emise milze byt vyuzita pro zkoumdni klZe Zivych
organismdu, avSak dilezitym faktem je aby kiize byla nepoSkozena. Velmi podstatna je
znalost Casové a prostorové zmény UPE u normaélnich a zdravych organismu. Na
zéklad¢ téchto znalosti pak miize byt vyvijena nova diagnostickd metoda v medicing
(Cifra a kol. 2007). Intenzita UPE se pti normalnich fyziologickych podminkach mutize
lisit az o 70% od denniho priméru (Cifra a kol. 2008). I pres tyto rozdily neexistuje
zadna vyrazna zavislost na pohlavi a véku (Choi a kol. 2002). Dalsi experimenty
ukazuji, Ze také svalova aktivita muze zvysit UPE (Laager a kol. 2008), stejné jako
rizné stresory jako jsou UV zafeni, 0zOn a cigaretovy kouf. Faktory ovlivijici
intenzitni a spektralni parametry UPE jsou teplota a vlhkost ktze, spektrélni slozeni
budiciho UV zafeni a koncentrace O, v okolni atmosféte. VIiv pH na UPE nebyl
prokazan (Hagens a kol. 2008)



Prace (Rastogi a Pospisil 2011) zkoumala vliv antioxidanti na UPE z lidské
ktize. Tento vliv byl studovan poté, co pokozka ruky byla vystavena riznym stresovym
faktorim, at’ uz fyzikalnim (ultrafialové zateni), nebo chemickym (peroxid vodiku,
cigaretovy kour). Bylo zjisténo, ze aplikaci antioxidantt (kyselina askorbova, koenzym
Q10) dochazi ke snizeni UPE. Zatimco pfi lokalni aplikaci ROS (peroxid vodiku,
superoxidovy aniontovy radikal, hydroxylovy radikal) dochéazi ke zvySeni UPE. Ultra

slaba fotonova emise dosahovala nejvyssich hodnot po aplikaci hydroxylového radikalu

Pospisil 2012) se zabyvala vlivem viditelného svétla a UV zateni na UPE. Pokozka
ruky byla vystavena témto zafenim po dobu 5 min. Zjisténé vysledky ukazuji, ze doslo
ke zvySeni UPE. Indukovana ultra slaba fotonova emise byla nejvyssi u UV zafeni

(Obr. 2.1.2.1.).

Obr. 2.1.2.1.: 2D obraz indukované ultra slabé fotonové emise z hrbetni strany ruky. Fotografie
ruky (a), 2D obraz spontanni (b), indukované viditelnym svétlem (C) a indukované UVA zdrenim
(d) ultra slabé fotonové emise ruky. V pripadé (b) byla ruka 30 min pied mérenim v uplné tmé.
V' pripadé (c,d) byla ruka vystavena viditelnému svétlu (400 - 700 nm) a UVA zareni
(320 — 400 nm), po dobu 5 min. Fotografie ruky byla porizeny pomoci CCD kamery pri slabém
svétle. (Prasad a Pospisil 2012).



Nejvice zkoumanou ¢asti lidského téla jsou ruce a to proto, ze jsou nejlépe
dosazitelné misto lidského téla. Experimenty UPE, které probihaly po dobu 24 hod,
ukazaly, ze dochazi k vykyvim, které jsou vétsi na hibetni strané ruky, nez na dlanich.
Ke zméndm pravo-levé symetrie dochazi pouze na hibetni stran¢ ruky. Ultra slaba
fotonova emise hibetni Casti levé ruky je vysokd v noci, zatimco UPE hibetni Casti
pravé ruky je vyrazné€jsi vétSinou béhem dne. Béhem 24 hod méfeni se hibetni strana
ruky projevila jako mnohem stabilng&jsi (van Wijk a van Wijk 2007; Cifra a kol. 2007).

Meéteni UPE a teploty kiize na 12 mistech téla ukazuji, ze vzajemny vztah
teploty a intenzity emise je velky na rukou, av$ak na jinych Castech téla je obvykle
mnohem niZsi a nestabilni (Cifra a kol. 2008). Pti prostorovém mapovani intenzity UPE
bylo zjisténo, ze existuje typicky anatomicky model UPE (van Wijk a van Wijk 2005;
Van Wijk a kol. 2006)

2.1.3. Bunky

Je zndmou skuteCnosti, Ze existuje vzajemné ovliviiovani mezi mechanicky
oddélenymi biologickymi systémy. Gurwitsch jiz od roku 1920 ve svych pracich
poukazoval na nechemickou a neelektrickou komunikaci mezi biologickymi systémy.
Svymi experimenty dokézal, Ze u chemicky izolovanych bun¢k kotenové cibule dochazi
k nartstu poctu mitoéz, pokud jsou v blizkosti jinych aktivné délicich se bunék. Pti
pouziti UV filtru bylo toto ovlivnéni zruseno. Vzhledem Kk tomu, Ze tato prace a mnohé
dal§i studie bohuzel nebyly zvetfejnény v anglictiné, nemohlo si toto téma ziskat
dostatek pozornosti i v zapadnim svété. Od té doby nékolik dalSich praci poskytlo
dikazy o nechemické a neelektrické mezibunééné komunikaci. Bylo provedeno vétsi
mnozstvi experimentil, kde pomoci barveni bunc¢k byla pozorovana morfologie. Bylo
zjiSténo, Ze cytopatické ucinky vyvolané zafenim, chemickymi latkami nebo viry
mohou byt vyvolany také v jinych chemicky izolovanych bunkach (Trushin 2004).
Stejnou nechemickou a neelektrickou mezibunéénou komunikaci sledoval takeé Farhadi
a kol. (2007). Po 10, 30 a 60 min piidani H,O, byly naméfeny stejné zmény celkového
obsahu bilkovin a poskozeni struktury jak u vzorku, ke kterému byl pfidan H,O,, tak i
druhého vzorku, kam ptidan nebyl (Farhadi a kol. 2007).

V mnoha experimentech pouzivaji UPE K rozliSeni zdravych a rakovinny bunék.

Jedna se o neinvazivni metodu, kterd nam poskytuje nové moznosti pro zjiSténi
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rakoviny a to diky vyvoji nizko-sumovych PMT a velmi citlivych CCD kamer. Tyto
detektory mohou piedstavovat novou techniku pro zobrazovani rakoviny. AvSak
podstatnou otazkou je, zda je mozné nadorové tkané charakterizovat urcitou intenzitou
UPE a tak ji odlisit od okolni zdravé tkan€. Vysledky nékterych méfeni ukazuji, ze by to
mohlo byt mozné, ale zcela jasné rozdily mezi intenzitou fotonové emise nadorovych
tkani a ptilehlé zdravé tkané nebyly zjistény. Vi se, ze rakovinné tkan€ emituji vice
fotonti neZ ty zdravé, ale mezi jednotlivymi typy tkani je rozdil fotonovych emisi velmi
maly (Kim a kol. 2005).

Experimenty na bunééné kultufe HeLa ukazuji, Ze existuje blizky vztah mezi
intenzitou UPE, rychlosti ristu a zivotaschopnosti bunék HelLa. Téchto znalosti mtize
byt pak vyuzito pro analyzu ristové aktivity, naptiklad Zivotaschopnost bunck a

nadorové bujeni (Kim a kol. 2007).

2.2. Amygdalin

2.2.1. Charakterizace

Robiquet a Boutron, jako prvni vroce 1830 izolovali amygdalin z hoikych
mandli. O sedm let pozdé&ji byl amygdalin vibec poprvé blize chemicky popsan a to
némeckymi chemiky Liebigem a Wohlerem. Téméi po sto letech, v roce 1924 byla
piedstavena synteticka forma amygdalinu. V poloviné 30. let Marc a Vierhover
podrobngji shrnuli dal§i biochemické vlastnosti této latky. Zjistili, ze pti in vitro
hydrolyze emulsinu a zfedéné kyseliny se uvolni 1 molekula kyanovodiku,
benzaldehydu a 2 molekuly glukézy. Také zjistili, ze rychlost uvoliiovani kyanovodiku
je zavisld na koncentraci enzymu emulsinu. Toxikologické testy provadéné na
mekkysich, kralicich a psech ukazaly, ze s postupné zvysujicimi davkami se objevily
symptomy otravy kyanidem az do chvile, kdy nastala smrt (Dorr a Paxinos 1978).

U mnoha zdroja, které¢ poskytuji informace o této latce dochdzi k nespravné
zaméné termint amygdalin a laetril. Amygdalin je pouze piirodné se vyskytujici latka,
zatimco laetril je synteticka forma amygdalinu. Pfesnéji termin laetril oznacuje tiidu
kyanogennich glykosidii, tedy nepopisuje pouze jediny chemicky subjekt. Termin

laetril byl ptivodné vytvoten E. T. Krebsem ml., ten tento termin pouzival jako oznaceni



pro Cistény derivat amygdalinu. Tento termin je zkratka vznikléa ze slov “laevo rotator”,
coZ znamena, ze v polarizovaném svétle je tato latka levotociva. Amygdalin Ize ziskat z
riznych rostlinnych zdroji jako naptiklad z vikve, jetele, z nejriznéjsich druhd travin, z
obilovin, nékterych druht fazoli, ale pifedevS§im z jader tfeSni, $vestek, jablek, hruSek,
merunék, broskvi a v neposledni fad¢ z mandli (Dorr a Paxinos 1978; Berenguer-
Navarro 2002; Wagner a Galey 2003; Zhou a kol. 2012).

Jiz od pocatku 19. stoleti je znamo, ze divoké mandle obsahuji kyanogenni
glykosid amygdalin. V ovoci tuto latku najdeme v jadrech i vovocné duzning.
Kyanogenni glykosidy jsou typické druhotné rostlinné piipravky s ochrannou funkci
proti herbivorti. Z toho vyplyva, ze tyto latky jsou nebezpecné také pro vcely, které
opylovavaji tyto rostliny a stromy. Studie ukazala, ze mandloné vyuzivaji svého
brzkého rozkvétu k opylovani. VEely na zacatku jara nemaji piileZitost si vybirat mezi
velkym mnozstvim kvetoucich rostlin, a proto opylovavaji i mandloné, jejichz nektar
obsahuje zna¢né mnozstvi amygdalinu. V obdobi, kdy zacnou kvést i ostatni rostliny
S men$im nebo témét Zadnym obsahem této latky, dojde k tomu, Ze vcely zacnou
vyhledavat nektar kdekoliv jinde, nez na mandlonich. Amygdalin je ve vétSim mnoZzstvi
pro v¢elu smrtelné nebezpecny (London-Shafir a kol. 2003).

Amygdalin je velmi dobfe zndmy v ¢inské mediciné. Je hlavni biologicky
aktivni slozkou u meruniky obecné a hotkych mandli. Amygdalin mtze byt pouZit pro
prevenci a lécbu migrény, vysokého krevniho tlaku, chronickych zanéth jako je
napiiklad chronickd gastritida. Pomlize zmirnit kasel, mize zlepsit imunitu, snizit
hladinu cukru v krvi, av8ak jednou z nejpodstatnéjSich vlastnosti amygdalinu je
schopnost nicit rakovinné buriky (Yan a kol. 2006; Wei a kol. 2009).

Jeden z experimentl prokézal Ucinnost amygdalinu pfi 1é¢bé zanétu. Test byl
proveden na potkanech, u nichz byl zanét tlapek zpisoben podanim histaminu. Ukéazalo
se, ze vyznamné zpomaluje akutni faze zanétu a to diky tomu, ze dokaze zablokovat
dalsi produkci histaminu. Byly potvrzeny také analgetické a protikfecové vlastnosti
nejen u zakoupeného amygdalinu, ale taktéZ u extraktu ziskaného z jader merunky

obecné (Badr a Tawfik 2010).



2.2.2. Chemicka struktura

Amygdalin (D-mandelonitrile- -D-gentiobioside), CooH27NO1; (Obr. 2.2.2.1.) je
kyanogenni glukosid ptvodné izolovany z jader hotkych mandli (Prunus dulcis).
Amygdalin je nékdy zaménovan s laevomandelonitrile (Cyanophenylmethyl- -D-
glucopyranosiduronikova kyselina), C14H1sNO; (Obr. 2.2.2.2.), ktery je piedevsim
zndmy jako laetril. Nicméné, amygdalin a laetril jsou rtzné chemické slouceniny.
Slouc¢enina amygdalin je znama tim, ze se ve vodé zméni na neoamygdalin

(L-mandelonitrile- -D-gentiobioside) (Obr. 2.2.2.1.).
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Obr. 2.2.2.1.: Chemicka struktura amygdalinu (R;= H, R,= CN) a neoamygdalinu
(Ri= CN, R,=H) (Zhou a kol. 2012).
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Obr. 2.2.2.2.: Chemicka struktura laetrilu (Zhou a kol. 2012).



Piedpoklada se, Ze amygdalin je postupné hydrolyzovan na prunasin a poté na
mandelonitril (Obr. 2.2.2.3.).

Amygdalin Amygdalin + 3-D-glucosidase

N H,0 N H,0 ?N
glu—0— £1U—O—C—H HO—C—H

@ glucose @ glucose @

Obr. 2.2.2.3.: Dvoukrokova hydrolyza amygdalinu (Zhou a kol. 2012).

Také muze dojit k tomu, Ze je amygdalin ptimo hydrolyzovan na mandelonitril
(Obr. 2.2.2.4.).

N H,0 N

glu—(O— glucose

Obr. 2.2.2.4.: Piima hydrolyza amygdalinu na mandelonitril (Zhou a kol.2012).

Mandelonitril pak muize byt spontanni hydrolyzou rozloZzen na kyselinu

kyanovodikovou (HCN) a benzaldehyd (C¢HsCHO). Také mize dojit k enzymatickému

rozkladu a to pomoci benzokynazy, ktera je obsaZena v emulsinovém komplexu.

Tento komplex obsahuje enzymy, jako jsou -d-glukosidaza, benzokyanaza a jiné. Pti

pokusech s buné¢nou kulturou HepG2 se ukazalo, ze pokud chceme zvysit G¢innost

amygdalinu, je mozné jej aktivovat -d-glukosidazou (Zhou a kol. 2012).
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2.2.3. Mechanismus piusobeni

Od chvile, kdy byl zjistén protinadorovy vliv amygdalinu, védci chtéli zjistit, jak
konkrétn¢ dochézi ke zni¢eni nadorovych bunék. Bylo navrzenou mnoho mechanismd,
které se v prubéhu let nékolikrat zménily. | pfes velkou kritiku je dodnes uznavan
nejstarSi a nejznaméj$i mechanismus pusobeni amygdalinu. Piedpoklada se, ze
amygdalin je aktivovan -d-glukosidazou, ktera je ve vysokych koncentracich v
nadorovych bunkach. Dochazi k hydrolyze, jejiz produktem je gluk6za a mandelonitril.
K dalsimu $tépeni mize dochazet spontann€, nebo pomoci sekundarnich enzymu, kdy
se mandelonitril roz§tépi na benzaldehyd a kyselinu kyanovodikovou. Ze schématu
(Obr. 2.2.3.1) vyplyva, Ze ve zdravych a rakovinnych bufikach bude odlisna
koncentrace . Tento enzym chrani zdravé buniky pted kyanovodikem, ktery
pfeméni na netoxicky thiokyanat. U rakovinny bunék je koncentrace enzymu rhodanaza
mnohem niz§i a proto bufiku neochrani pfed HCN (Dorr a Paxinos 1978). Stejny
mechanismus plati take pro laetril.

11



H,O mandelonitril

amygdalin nebo — . — +
laetril -d-glukosidaza glukéza
glukoza
+
benzaldehyd
+
rakovinna burnka - kysellr,Ia ,
niz&i koncentrace rhodanazy kyanovodikova

/

bunéena smrt rhodanaza

+ zdrava bunka

thiosiran sodny

thiokyanatan sodny
netoxicky

|

vyloucen moci

Obr. 2.2.3.1.: Mechanismus aktivace amygdalinu nebo laetrilu.

12



2.2.4. Rizika

Nejvétsim rizikem, které s sebou pfinasi amygdalin je ptitomnost kyanidu, ktery
je zndm jako prudky jed. I malé mnozstvi kyanidu mize zastavit bunééné oxidativni
procesy (Bromley a kol. 2005). Piijem potravin, které obsahovaly velké mnozstvi
kyanogennich glykosidi vedlo v nékterych piipadech ke smrti nebo bylo spojovano s
chronickymi neurologickymi uc¢inky (Silva a kol. 2006, Cho a kol. 2008). Dlouhodoby
pfijem kyanidu prostiednictvim nékterych potravin byl spojen s pankreatickym
diabetem, hypotyre6zou (Soto-Blanco a kol. 2002, Soto-Blanco a Gérniak 2003). Casté
peroralni pozivani kyanovodiku nejen, Ze muze zpusobit pokles télesné hmotnosti, ale
mize také prerusit funkci $titné zlazy (Silva a kol. 2006).

Po objevu amygdalinu a jeho schopnosti ni¢it rakovinné bunky, zacaly ptibyvat
ptipady otrav a jinych potizi po poziti velkého mnozZstvi této latky. Otravy amygdalinem
byly zaznamenany z rtiznych ¢asti svéta. Nejednalo se pouze o dospélé lidi, ale také o
déti. Proto byly zavedeny velmi piisné kontroly, které sleduji koncentraci amygdalinu.
Piipadné doslo k Uplnému zakazu prodeje naptiklad hotkym mandli, hotkych jader
merunc¢k, aby se zabranilo dal§im pfipadiim umrti z predavkovani. Neékteré staty v USA
posléze konzumaci potravin, obsahujicich vétsi koncentraci amygdalinu povolily i pfes

nedostatek studii, které by potvrdily bezpe¢nost této latky (Dorr a Paxinos 1978).

13



3. CIL PRACE

Cilem bakalafské prace bylo bliz§i sezndmeni s problematikou ultra slabé
fotonové emise, funkcemi a ovladanim nizko-sumového fotonasobi¢e (PMT). Pomoci

meéteni ultra slabé fotonové emise zjistit vliv amygdalinu na nddorové bunky (U266).

14



4. MATERIAL A METODY

4.1. Buiiky

4.1.1. Fibroblasty 3T3

Fibroblasty tvoii jednu z hlavnich slozek bunécného tkanového mikroprostiedi.
Tyto buiiky byly poprvé popsany na konci 19. stoleti. Typicky je jejich hvézdicovity
vzhled. Jejich zakladni funkeci je udrzeni tkanové homeostazy a celistvosti. Do okoli
produkuje extracelularni matrix, tedy mezibunéénou hmotu a rizna vlakna jako
napiiklad kolagen. Vyznamné se podileji na procesech hojeni. V poslednich letech se
stdle vice pozornosti soustieduje na vliv fibroblasti u nédorovych onemocnéni.
Vzhledem Kk vyznamu téchto bunék se fibroblasty stavaji novym terapeutickym cilem
pro 1é¢bu rakoviny. Bunééné kultury byly kultivovany v DMEM médiu v inkubétoru pii
teploté 37 °C v 5% atmosféie CO..

Obr. 4.1.1.1.: Fibroblast (www.micro.magnet.fsu.edu).
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4.1.2. Bunééna kultura U266

Bunééna kultura U266 predstavuje lidsky mnohocetny myelom. Kultura U266
byla poprvé izolovéana v roce 1968 z periferni krve od 53 — letého muze. Mnohocetny
myelom je znamy také pod ndzvem Kahlerova nemoc. Jedna se o zhoubné nadorové
onemocnéni plazmatickych bunék, coz je typ bilych krvinek, které jsou zodpovédné za
tvorbu protilatek. Tyto buiky se shlukuji pfedev§im v kostech a v kostni dfeni, kde
narusuji produkci normalnich krevnich bun€k. VétSina ptipadi myelomu zahrnuje
tvorbu protilatky, ktera pusobi poskozeni ledvin. Buné&éné kultury byly kultivovany v
RPMI-1640 médiu v inkubatoru pti teploté 37 °C v 5% atmosféie CO».

Obr. 4.1.2.1.: Bunécna kultura U266 (www.wikipedia.cz).
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4.2. Médium

Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito médium RPMI — 1640 se stabilnim glutaminem,
zakoupené od firmy Sigma — Aldrich (R7755).

Komponenty g/L
Dusi¢nan véapenaty-4H,0 0,1
Siran hotfe¢naty (bezvody) 0,04884
Chlorid draselny 0,4
Chlorid sodny 6,0
Hydrogenfosfore¢nan sodny (bezvody) 0,8
Kyselina jantarova-6H,0-2Na 0,1
Kyselina jantarova (volna kyselina) 0,075
L-Arginin 0,2
L-Asparagin (bezvody ) 0,05
L-Asparagova kyselina 0,02
L-Cystin-2HCI 0,0652
L-Glutamové kyselina 0,02
Glycine 0,01
L-Histidin 0,015
Trans-4-hydroxy-L-prolin 0,02
L-Isoleucin 0,05
L-Leucin 0,05
L-Lysin-HCI 0,04
L-Methionin 0,015
L-Fenylalanin 0,015
L-Prolin 0,02
L-Serin 0,03
L-Threonin 0,02
L-Tryptofan 0,005
L-Tyrosin 0,02
L-Valin 0,02
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D-Biotin

Cholin bitartrat

Kyselina listova
myo-Inositol

Niacinamid
p-Aminobenzoova kyselina
D-Pantothenova kyselina (hemicalcium)
Pyridoxin-HCI

Riboflavin

Thiamin-HCI

Vitamin B-12

D-Glukdza

Glutathion (redukovany)

Fenolova Gerven-Na
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0,00544
0,001
0,035
0,001
0,001
0,00025
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0,0002
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2,0
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4.3. Urceni hustoty a Zivotaschopnosti bunék.

4.3.1. Hustota bunék

Hustotu bunék jsme urCovali pomoci Birkerovy komirky a svételného

mikroskop (Mikroskop Carl Zeiss, Jena, Némecko) se zvétSenim 187,5x.

4.3.2. Zivotaschopnost

Pro urceni zivotaschopnosti (pocet zivych bunék) a umrtnosti (pocet mrtvych
bunék) jsme buriky barvili 4% trypanovou modfi. Poté jsme ke zjiSténi zivotaschopnosti
pouzili Blrkerovy komurku a svételny mikroskop (Mikroskop Carl Zeiss, Jena,

Némecko) se zvétSenim 187,5x.

4.4. PMT méreni

Kméfeni UPE byl pouzit fotondsobi¢ Hamamatsu R7518P (Hamamatsu
Photonics KK, Iwata City, Japonsko) se spektralni citlivosti v rozsahu od 185 nm do
730 nm. Pocitani fotonl bylo zajisténo pomoci pocitaci jednotky C9744 (Hamamatsu
Photonics KK, Iwata City, Japonsko). Pro snizeni Sumu bylo PMT chlazeno na -30 °C,
za pouziti termoelektrického chladice C9143. Zatizeni pro zpracovani dat bylo umisténo
v tmaveé mistnosti, vymalované ¢ernou barvou, aby zde byly vyhovujici podminky pro
PMT a vzorky. Ovladaci pocitac byl ve vedlejsi mistnosti. VSechna méfeni byla
provedena pii pokojové teploté. Vzorky byly pfed kazdym méfenim umistény do tmy na
dobu 10 min. Pak byl vzorek v uzaviené plastové Petriho misce o praméru 5,5 cm
umistén tésné pod PMT okno. VSechna dalSi pfidavani latek béhem meéfeni byla
provedena v Gplné tme. Objem vzorku byl 5 ml a vSechny koncentrace byly uzpisobeny
pro toto mnozstvi. Integralni intenzita fotonové emise byla vyhodnocena jako soucet

hodnot jednotlivych pulzd.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vliv mandlového extraktu na hustotu bunék

Vzhledem ke skuteCnosti, ze amygdalin se bézné vyskytuje ve sladkych
mandlich, rozhodli jsme se ovéfit schopnost mandlového extraktu nicit rakovinné
buniky. K tomuto ovéfeni jsme pouzili metodu pocitani bun¢k bunééné kultury U266

(rakovinné bunky) a fibroblasti 3T3 (zdravé buiiky).
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¢as po pridani amygdalinu [den]

Obr. 5.1.1.: Casova zavislost vlivu mandlového extraktu na pocet bunék bunécné kultury U266
a fibroblasti 3T3.

Metodou pocitani bunék jsme zjistili, Ze i mandlovy extrakt snizil hustotu bunék
bunééné kultury U266. Hustota bunék po prvnim dnu od ptidani extraktu se snizila vice
nez o polovinu pivodniho poétu, tento pokles pokracoval i v nasledujicich dnech.
Vzriastajici hustota fibroblasti ukazuje, ze mandlovy extrakt nezptsobuje Ubytek
zdravych bunék. Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze mandlovy extrakt byl schopen nicit

rakovinné buiiky, zatimco na zdravé buniky mandlovy extrakt nemél vliv.
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5.2. Vliv amygdalinu na zivotaschopnost bunék

Vliv amygdalinu na zivotaschopnost buné¢né kultury U266 byl sledovan pomoci
metody pocitani bunék. Pro zjisténi poctu Zzivych (Zivotaschopnost) a mrtvych
(Umrtnost) bunék jsme buiiky barvili trypanovou modii. K bunééné kulture U266 jsme
ptidavali amygdalin o koncentracich 10; 7,5; 5; 2,5 mM a do posledni kultivaéni nadoby
jsme pridali destilovanou vodu jako kontrolu. Pfidani amygdalinu k bunééné kultuie
U266 mélo za néasledek ubytek zivych bun¢k a zvySeni poctu mrtvych bunék

(Obr.5.2.1.a5.2.2.).

1) Prvni den po pfidani 10 mM amygdalinu se Zivotaschopnost bunék snizila na
ttetinu pivodniho poc¢tu. Druhy den doslo také ke snizeni Zivotaschopnosti bunck, avSak
tento pokles nebyl nijak vyrazny. Umrtnost bunék se po dobu méfeni zvysovala jen

nepatrné.

2) Po piidani 7,5 mM amygdalinu doSlu béhem prvniho dne k poklesu
zivotaschopnosti bunék téméf na polovinu pivodniho poctu a jiz po prvnim dnu byl
zaznamenan narust Umrtnosti bunék, ktery se i dal$i den zvysil. Druhy den se

zivotaschopnost bunék zacala znovu zvySovat.

3) Po ptidani 5 mM amygdalinu se zivotaschopnost bun€k po prvnim dnu snizila
asi 0 jednu Cctvrtinu puvodniho poctu a dale uz se neménila. Prvni den doslo
K vyznamnému zvySeni Umrtnosti bunék, a tento trend pokracoval i druhy den, kdy se

umrtnost bunék téméf zdvojnasobil.

4) Pridani 2,5 mM amygdalinu mélo za nasledek pokles zivotaschopnosti bunék
o vice neZ tfetinu piivodniho poétu, druhy den byl pokles mirngjsi. Umrtnost bunék se

zacala zvySovat jiz prvni den, avSak druhy den poklesla.

5) U bunétné kultury U266 bez amygdalinu doSlo béhem prvniho dne
k mirnému poklesu Zivotaschopnosti bun¢k, ale druhy den se zivotaschopnost bunék

vyrazné zvysila. Umrtnost bunék se mirné zvys$ovala v priibéhu obou dni.

Pfidani amygdalinu ve vSech koncentracich vedlo k zivotaschopnosti bunék ve
vSech vzorcich. Nebyla nalezena pfima korelace mezi koncentraci amygdalinu a

umrtnosti bunék.
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Obr. 5.2.1.: Casova zavislost vlivu amygdalinu na Zivotaschopnost bunécné kultury U266.
Amygdalin byl pridan v koncentracich 2,5; 5; 7,5 a 10 mM.
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Obr. 5.2.2.: Casova zavislost vlivu amygdalinu na umrtnost bunécné kultury U266. Amygdalin
byl pridan v koncentracich 2,5; 5; 7,5 a 10 mM.



5.3. Vliv amygdalinu na ultra slabou fotonovou emisi

5.3.1. Kratkodoby vliv amygdalinu

Kratkodoby vliv piedstavuje hodinové pusobeni 10 mM amygdalinu na
bunécnou kulturu U266. Ovlivnéni kratkodobym pisobenim amygdalinu jsme sledovali
pomoci spontanni a indukované UPE. V neposledni fad¢ jsme sledovali vliv
antioxidanti a chelatori na indukovanou UPE ziskanou zbunétné kultury bez

amygdalinu a buné¢né kultury U266 ovlivnéné amygdalinem.

5.3.1.1. Méreni spontanni ultra slabé fotonové emise

Nejprve jsme pozorovali projev kratkodobého pusobeni amygdalinu na
spontanni UPE. Ultra slaba fotonova emise z bunécné kultury U266 byla méfena po
dobu 400 s. Primérna hodnota pozadi byla 0,96 pulza zatimco, primérna hodnota
UPE kontrolniho vzorku dosahovala 1,57 pulzt . Po odecteni pozadi vychazi
primé&rna hodnota UPE z buné¢né kultury 0,61 pulzt . V pribéhu méfeni spontanni
UPE nedoslo k zd&dnym vyraznym zménam. Srovnani spontanni UPE bunééné kultury

U266 s amygdalinem a bez né&j ukazuje, Ze rozdily emisi jsou minimalni.

[EEN
o
)

(o]
1

fotonova emise [pulzy s 1]

0 100 200 300 400
Cas [9]

Obr. 5.3.1.1.: Spontanni ultra slabd fotonova emise bunécné kultury U266.
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5.3.1.2. Méreni ultra slabé fotonové emise indukované peroxidem vodiku

Krom¢ spontanni UPE jsme u kratkodobého vlivu amygdalinu zjistovali také
prubéh indukované UPE. Ultra slabd fotonovd emise bunééné kultury U266 byla
indukovana H,O, (5 mM). Peroxid vodiku jsme Kkbunééné kultufe U266
bez amygdalinu a s amygdalinem piidali ve 300 s. Koncentrace amygdalinu dosahovala

stejné hodnoty jako v piedchozich méfenich, tedy 10 mM.
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Obr. 5.3.1.2.: Ultra slaba fotonova emise indukovana H,0, (5 mM). Bunécna kultura U266 bez
amygdalinu (a) a s 10 mM amygdalinem (b). Peroxid vodiku byl pridan ve 300 s.
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5.3.1.3. Vliv antioxidanti na ultra slabou fotonovou emisi indukovanou peroxidem

o 4

vodiku z buné¢né kultury U266 ovlivnéné amygdalinem

Vliv antioxidantt na UPE indukovanou peroxidem vodiku byl studovan
na bunécné kultuie U266 ovlivnéné amygdalinem. K bunécné kultufe U266 byl nejprve
pfidan amygdalin (10 mM) hodinu pfed meéfenim a nasledné kyselina askorbova
(1 mM) tésn¢ pfed méfenim. Kyselina askorbova potlacila indukovanou UPE jak
U bunééné kultury U266 bez amygdalinu, tak i S amygdalinem az na uroven spontanni
emise (Obr. 5.3.1.3.).

5 20
wn
>
N
>
2 15 -
[¢D)
K]
e
(B}
\c>5 10 4
o
[
(@]
+—
L
5 .
0 N T T " T 1
0 200 400 600 800

Cas [s]

Obr. 5.3.1.3.: Ultra slaba fotonova emise bunek bunécné kultury U266 samygdalinem po
pridani kyseliny askorbove. Kyselina askorbova (1 mM) byla pridana pred zacdatkem méreni,
peroxid vodiku (5 mM) po 300 s méreni.
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5.3.1.4. Vliv chelatorua na ultra slabou fotonovou emisi indukovanou peroxidem

o 4

vodiku z buné¢né kultury U266 ovlivnéné amygdalinem

Sledovali jsme vliv chelatori na UPE indukovanou H;0, z buné&né kultury U266
ovlivnéné amygdalinem. K bunééné kulture U266 byl pfidan amygdalin (10 mM)
hodinu pfed méfenim a nasledné EDTA (1 mM) nebo desferal (I mM) tésné pred
méfenim (Obr. 5.3.1.4.a,b). Vysledky ziskané pro bunéfnou kulturu U266
s amygdalinem a bez n¢j dosahovaly srovnatelnych hodnot.
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Obr. 5.3.1.4.a: Vliv chelatoru EDTA na UPE indukovanou H,O, (5 mM). Obrdzek predstavuje
namérenou UPE z bunécné kultury U266 ovlivnéné amygdalinem. EDTA (1 mM) byla pridana
do vzorkii tésné pred mérenim a v pritbéhu méreni byl pridan H,O, (5 mM).
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Obr. 5.3.1.4.b: Ovlivnéni indukované UPE chelatorem desferalem. Desferal (1 mM) byl
pridan do vzorku tésné pred merenim, amygdalin hodinu pred mérenim. Ve 300 s
méreni byl ke vzorku pridan H,O, (5 mM). Obrazek zndzoriuje indukovanou UPE
bunécné kultury U266 s amygdalinem.
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5.3.2. Dlouhodoby vliv amygdalinu

Za dlouhodoby vliv amygdalinu jsme pii méfeni pokladali ldenni plisobeni
10 mM amygdalinu na buné¢nou kulturu U266. Pomoci spontanni a indukované UPE

jsme sledovali dlouhodobé ptisobeni amygdalinu.

5.3.2.1. Méfeni spontanni ultra slabé fotonové emise

Amygdalin v koncentracich 0, 2,5; 5; 7,5 a 10 mM byl ptidan k bunééné kultuie
U266 den pted méfenim. Po dobu 300 s byla méfena spontanni UPE (Obr. 5.3.2.1).
Nebyly zjistény Zzadné signifikantni rozdily mezi bunéénou kulturou U266 s

amygdalinem a bez n¢;.
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Obr. 5.3.2.1.: Spontinni ultra slaba fotonovd emise bunécné kultury U266 s amygdalinem o
koncentraci 2,5; 5; 7,5 a 10 mM. Zobrazena je integralni intenzita fotonové emise za c¢as 300 s.
Stredni hodnota a smérodatna odchylka byla vypocitana ze 3 méreni.
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5.3.2.2. Méreni ultra slabé fotonové emise indukované peroxidem vodiku

Bunééna kultura U266 byla vystavena amygdalinu po dobu jednoho dne a
nasledné¢ byla méfena UPE indukovana peroxidem vodiku (5 mM) (Obr. 5.3.2.2.a.).
Ve 300-sté s byl k bunééné kultufe U266 s amygdalinem a bez néj ptidan H,O,, coz
vyvolalo prudky narist UPE na 12 resp. 50 pulzt stV piipadé bunécné kultury U266
bez amygdalinu byl narGst nasledovan steady-state stavem, zatimco u vzorku

ovlivnéného amygdalinem byl prudky néartst nasledovan pomalym poklesem.
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Obr. 5.3.2.2.a: Ultra slaba fotonova emise indukovana H,0, (5 mM). Bunécnd kultura U266
bez amygdalinu (a) a s 10 mM amygdalinem (b). Peroxid vodiku byl pridan v case 300 s.
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Peroxidem vodiku indukovand UPE byla métena pro vzorky ovlivnéné 2.5; 5;
7,5 a 10 mM amygdalinem. Byla vyhodnocena integralni intenzita za dobu 300 s,
pocinaje ¢asem pridani H,O, (Obr. 5.3.2.2.b). Ultra slabd fotonova emise z bunééné

kultury U266 vzrista spolu se vzristajici koncentraci amygdalinu.
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Obr.5.3.2.2.b.: Zavislost ultra slabé fotonové emise bunécné kultury U266 indukované H,0,
(5mM) na koncentraci pridaného amygdalinu (2,5, 5, 7,5, 10 mM). Ultra slaba fotonova emise
byla mérena po dobu 300 s a jeji integrélni intenzita je zobrazena. Toto méreni bylo opakovano
3x, zjistili jsme stiedni hodnotu a smérodatnou odchylku.
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6. DISKUZE

Skute¢nost, Ze u biologickych systémt dochazi k ultra slabé fotonové emisi
mizZeme objasnit nasledovné. Hydroxylovy radikal oxiduje biomolekuly (lipid, protein)
za vzniku lipidového nebo proteinového alkylového radikalu a vody.

HO® +RH — R* + H,0

Lipidovy nebo proteinovy alkylovy radikal reaguje s molekularnim kyslikem za

vzniku peroxylového radikalu.

R*+ 0, — ROO*

Poté spolu zreaguji dva peroxylové radikaly, ¢imz vznika nestabilni meziprodukt

tetroxid.

ROO*+RO0O* — ROOOOR

Tento tetroxid se okamzité preméni na:

1) tripletni excitovany karbonyl, molekularni kyslik a organicky hydroxid

ROOOOR + H" — ®R=0 + 0, + ROH

2) karbonyl, singletni kyslik a organicky hydroxid

ROOOOR + H* — R=0 + 'O, + ROH

Vznikly tripletni excitovany karbonyl a singletni kyslik zptisobuji UPE.
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Jednim z naSich zaméri bylo prokazat, ze existuje rozdil mezi kratkodobym a
dlouhodobym vlivem amygdalinu na rakovinné buiiky a Ze tento fakt se projevi i na
vysledcich ziskanych méfenim UPE. Experimenty, které byly provedeny pomoci HPLC
analyzy (Chang a Zhang 2012) ukézaly, ze k uplné degradaci amygdalinu na kone¢né 3
segmenty dochazi 4 hodiny od zacatku méfeni. Na zaklad¢ tohoto zjiSténi je mozné
vysvétlit rozdilnost ziskanych vysledka pro kratkodoby a dlouhodoby vliv amygdalinu.
Po hodiné, kdy byl amygdalin pfidan k bunécéné kultuie U266 nemohlo podle téchto
ziskanych dat dojit k upInému rozlozeni amygdalinu na glukézu, kyanid a benzaldehyd.
Na rozdil od 1 denniho ptsobeni amygdalinu, kde byl dostate¢ny ¢as na degradaci a
vznikly mandelonitril mohl v prib&hu tohoto ¢asu za¢it u¢inné nicit rakovinné buiky.

Vysvétleni, pro¢ rakovinné bunky v pfitomnosti amygdalinu umiraji a
fibroblasty, tedy zdravé buniky nejsou touto latkou negativné ovlivnény mizeme najit
v jednom z nejstarSich a nejznaméjSich mechanismi pusobeni amygdalinu. Aktivace
amygdalinu vyuziva podstatného rozdilu koncentraci enzymt  -d-glukosidazy a
rhodanazy. Predpoklada se, ze dulezitou roli v aktivaci amygdalinu hraje koncentrace

-d-glukosiddzy. Tento enzym najdeme u zdravych i rakovinnych bunék avSak
v odlisnych koncentracich. Ve zdravych bunkach je koncentrace -d-glukosidazy velmi
nizkd na rozdil od rakovinnych bunck, které obsahuji tento enzym ve vysokych
koncentracich. Dal$§im rozdilem mezi zdravou a rakovinnou buikou je odlisna
koncentrace rhodanazy. U zdravych bunék je koncentrace tohoto enzymu velmi vysoka,
oproti rakovinnym bunkam, kde je mizivé mnozstvi rhodanazy. -d-glukosidaza
v rakovinnych buikach aktivuje amygdalin a poté dochazi k hydrolyze. Produktem
hydrolyzy je gluk6za a mandelonitril. K dal§imu $t€peni mize dochazet spontanné nebo
pomoci sekundarnich enzymt, kdy se mandelonitril rozstépi na benzaldehyd a kyselinu
kyanovodikovou. Rhodanéza je u rakovinnych bungk jen v nepatrném mnozstvi, buniky
tedy nejsou chranény pred extrémné toxickym mandelonitrilem a dochazi ke zniCeni
rakovinné buiiky. Rhodanaza ve zdravych bunkéch chyt4 volné molekuly kyanidu, které
spojuje s thiosiranem sodnym za vzniku thiokyanatanu sodného, ktery je neutralni. Poté
je thiokyanatan sodny vyloucen z téla moci (Dorr a Paxinos 1978).

Srovnani ucinnosti koupeného amygdalinu a extraktu ze sladkych mandli je
Vv nasem piipadé nemozné. Zakoupeny amygdalin jsme ziskali jiz v ¢isté formé&, na
rozdil od extraktu, ve kterém se vyskytuji nejriznéj$i ptimési a amygdalin je zde

obsazen v nejasné koncentraci.
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Ptedpokladame, zZe rozdil, ktery sledujeme ve vysledcich indukované UPE, mezi
bunéénou kulturou U266 s amygdalinem a bez néj je zpsoben rozdilnou koncentraci
mrtvych bunék. Po indukci UPE H,0, u bunécné kultury U266 bez amygdalinu nastane
narust UPE, ktery je nasledovan steady-state stavem. U bunétné kultury U266 bez
amygdalinu mizeme ptedpokladat, ze vétSina bunék je ziva a tedy je schopna se
dodanemu H,0; aktivné branit, tento obranny mechanismus zpusobi steady-state stav.
Na rozdil od bunécné kultury U266, ktera byla vystavena plusobeni amygdalinu. Na
zakladé vysledki méfeni (Chang a Zhang 2012) vime, Ze zde jiz doslo k rozkladu
amygdalinu a vznikly mandelonitril zacal ni¢it rakovinné bunky. V tomto vzorku bude
mnohem vétsi koncentrace mrtvych bunék. U téchto bun¢k nefunguje spravné ochranny
systém, ktery by je chranil pfed peroxidem vodiku. Proto dochazi k prudkému nartstu
emise, ktery je nésledovan pozvolnym poklesem. Pro potvrzeni nasi hypotézy, ze
vysledny tvar kiivky indukované UPE je zptisoben vétsi koncentraci mrtvych bunék by
bylo mozné provést nasledujici. Pro meéfeni bychom pouzili pfisedlou kulturu
rakovinnych bunék. Vyuzili bychom skute¢nosti, ze bufika je ptisedla, pouze pokud je
ziva, zatimco odumfenim buika tuto schopnost ztraci a volné plave v okolnim médiu.
Jeden vzorek s touto bunécnou kulturou bychom pted méfenim promyli, ¢imz bychom
odstranili mrtvé bunky. Druhy vzorek bychom neproplachovali, vzorek by tedy
obsahoval mrtvé i Zivé bunky. Pro oba vzorky bychom naméfili UPE, odlisna UPE by
potvrdila nas pfedpoklad, ze rozdilnost emise byla zplisobena vyssi koncentraci mrtvych
bunék.

Divodem, pro¢ byla indukovana UPE vys§i u bunécné kultury U266
s amygdalinem by mohl byt fakt, Ze dochazi k reakci mezi H,O, a amygdalinem a proto
jsme ovétovali i tuto moznost. Ziskané vysledky ukazaly, ze amygdalin s H,O,
nereaguje.

V neposledni fadé jsme sledovali vliv kyseliny askorbové na indukovanou UPE.
Vysledek naSeho méfeni potvrzuje skutecnost, Ze tento antioxidant omezuje aktivitu
volnych kyslikovych radikalti. Také snizuje pravdépodobnost jejich vzniku nebo je
prevadi do méné reaktivnich nebo nereaktivnich forem. Coz vysvétluje, proc
indukovana UPE dosahovala hodnot spontanni UPE.

Pti méteni indukované UPE jsme zaznamenali podobny priibéh kiivky, ktery se
vyskytl takeé v préaci (Rac 2010). Z tohoto divodu se nabizela otazka, jestli je amygdalin
schopny ovliviiovat koncentraci volnych kovii v bufice. K ovéfeni jsme pouzili

chelatory, které zamezuji vzniku Fentonové reakce s volnymi kovy. Na zakladé jiz
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zminéné prace (Rac 2010), ktera predpoklada, ze ptidany H,O, reaguje skovem
navazanym na protein. Dochazi k Fentonové reakci, kterd probihd v tésné blizkosti
proteinu, okamzité¢ dochazi k reakci hydroxylového radikalu a proteinu. Z naméfenych
vysledkii tedy mizeme vyvodit zavér, ze amygdalin nijak neovlivnil koncentraci

volnych kovt v buiice.
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7. ZAVER

V bakalarské praci jsme se snazili zcela nestranné posoudit ucinnost velmi

kontroverzniho protinadorového piirodniho produktu amygdalinu, ktery byl po mnoho

let pouzivan jako alternativni 1ék na rakovinu. Od pocatku svého objeveni az do

soucasnosti, amygdalin neustale vzbuzuje u mnoha védci nejrizné;jsi reakce. Tato prace

byla zaméfena na urceni vlivu amygdalinu na bunéénou kulturu U266 pomoci ultra

slabé fotonové emise. Cilem byla snaha ur¢it moznou souvislost mezi amygdalinem a

UPE. Z;jistili jsme, Ze:

1)

2)

3)

4)

Mandlovy extrakt G¢inn¢ nicil rakovinné bunky, zatimco na zdravé buiiky nemél
vliv.

Amygdalin ve vSech koncentracich (2,5; 5; 7,5; 10 mM) zpusobil pokles
zivotaschopnosti, avSak nebyla nalezena pfima korelace mezi koncentraci
amygdalinu a snizenim Zivotaschopnosti bunék.

Dlouhodobé ptsobeni amygdalinu na bunéénou kulturu U266 se vyraznéji
projevilo i pii zobrazeni UPE, na rozdil od kratkodobého vlivu amygdalinu, kde
jsme neziskali zadné signifikantni vysledky.

Puisobeni antioxidanti a chelatorti na bunéénou kulturu U266 s amygdalinem a
bez amygdalinu nezptsobilo zadné vyrazné rozdily mezi UPE vzorku

ovlivnéného a neovlivnéného amygdalinem.

Bakalaiska prace je prvnim krokem k pochopeni vztahu mezi UPE a

amygdalinem ovlivnénou bunéénou kulturou U266. Vzhledem ke skutecnosti, zZe

s amygdalinem je spojeno mnoho nevyjasnénych fakt, pfina§i nam tento ptirodni

produkt nepfeberné moznosti dalsiho badani.
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