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Stanovení toxicity pomocí 3D sféroidů 

Souhrn 

Celosvětově se nádorová onemocnění řadí na druhé místo v příčině úmrtí hned 
po kardiovaskulárních onemocnění. Každoročně, jen v České republice, každé páté úmrtí je 
na nádorové onemocnění, což je za rok 2020 přes 28 000 lidí. Jelikož je vznik nádorových 
onemocnění z 80 % ovlivněn exogenními faktory jako je kouření, požívání alkoholu, špatná 
strava, stres, expozice chemickým látkám či ionizujícímu záření a pouze z 20 % genetickými 
a mutačními procesy, z tohoto důvodu je snaha hledat účinné látky, které budou vykazovat 
potenciál v účinnosti na nádorové buněčné linie. Většina testů je uskutečněna pomocí 
klasických 2D in vitro testů využívající reakci živých buněčných mitochondriích 
s tetrazilovými solemi a vytvoření formazánu. Nicméně takové výsledky nemusejí být zcela 
přesné, jelikož v 2D modelech nedochází k interakci mezi buňkami jako je tomu u živé tkáně. 
Z tohoto důvodu jsou využívány 3D metody, mezi které patří i sféroidy - kulovité buněčné 
útvary, které se podobají více živé tkání. 

Cílem naší práce bylo otestovat šest alkalooidů: 9-O-demetylgalantin, haemantamin, 
hippeastrin, masonin, norpluvin a odulin získaných z čeledi Amaryllidaceae na buňky 
kolorektálního karcinomu buněčné linie HT29. Z této buněčné linie byly vytvořeny sféroidy 
a třetí den od založení byly pořízeny snímky a následně každý druhý den po dobu 10 dní 
se focení opakovalo. Současně s focením docházelo k výměně média s testovaným vzorkem 
o koncentracích 5; 2,5; 1,25; 0,625 u M . Následně byly pořízené snímky vyhodnoceny pomocí 
programu ImigiJ a data vyhodnocena v programu Grahpad Prism 9. 

Z dosažených výsledků je patrné, že u námi testovaných alkaloidů nevykazovaly 
významnou schopost inhibovat růst sféroidů v nižších koncentracích. Pro vyýznmanou 
schopnost by muselo dojít k zastavení nebo zpomalení růstu j iž při koncnetraci 0,625 u M . Růst 
sféroidů ošetřených alkaloidy byl obdobný jako u kontroly, která nebyla ničím ošetřena. 

Klíčová slova: Amaryllidaceae, buněčné linie; toxicita; HT29; alkaloidy 



Determination of toxixity using 3D spheroids 

Summary 

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

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

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

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

Nádorová onemocnění jsou celosvětově drouhou nej častější příčinou úmrtí hned 
po kardiovaskulárních onemocněné (Siegel et al. 2020). V České republice v roce 2020 zemřelo 
na nádorová onemocnění 28 000 lidí, z toho přes 3 400 lidí představuje úmrtí na kolorektální 
karcinom (ÚZIS ČR 2020). Příčina vzniku nádorového onemocnění je až z 80 % ovlivněna 
exogenními faktory jako jsou expozice chemických látek, virů, prostředí, ve kterém 
se pohybujeme, špatným stravováním, požíváním alkoholu, kouřením a dalších (Lewandowska 
et al. 2019; Thanikachalam & Khan 2019). 

Při léčbě nádorového onemocnění se většinou využívá kombinace chemoterapie, 
rádioterapie, biologické léčby a chirurgické léčby (Biller & Schrag 2021). Avšak z důvodu 
nežádoucích vedlej ších účinků těchto terapií je stále úsilí vyhledávat nové účinné protinádorové 
látky, které by mohly dosáhnout stejného protinádorového účinku. Zdrojem těchto 
potencionálních aktivních látek je čeleď Amaryllidaceae, která řadou farmakologicky aktivních 
látek vykazuje protinádorovou, protizánětlivou, antibakteriální, antifungální, antimalarickou, 
antivirovou, antidepresivní, antinociceptivní a cholinesterázově inhibiční aktivitu (Kukula-
Koch & Widelski 2017; Berkov et al. 2020). 

K testování se dříve používali k pozorování růstu a diferenciace buněk mimo tělo 
dvojrozměrné (2D) modely buněčných linií, tvořící adherentní monovrstvu. S postupem času 
po odhalení nedostatků se díky svému uspořádání začali využívat trojrozměrné (3D) modely -
organoidy či sféroidy, které umějí dobře imitovat 3D strukturu zhoubné tkáně a též 
mikroprostředí nádoru. Tímto způsobem je možno zvýšit míru úspěšnosti nových léčiv proti 
N O (Sant & Johnston 2017). 
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2 Vědecká hypotéza a cíl práce 

Hypotéza: V současné době slouží 3D buněčné modely k přesnějšímu stanovení účinků 
látek podobných in vivo podmínkám. S úpravou kultivačních podmínek pro založení 3D 
sféroidů je možné využívat rozdílné buněčné linie pro studium aktivity přírodních látek. 
Cílem práce je využít nádorové a zdravé buňky střevního epitelu pro vytvoření 3D sféroidů. 
A to i u buněčných linií, u kterých publikace doposud uvádějí, že netvoří 3D sféroidy. 

Pomocí nádorových a zdravých buněčných linií střevního epitelu budou vytvořeny 3D 
sféroidy za standardních podmínek. Takto získané sféroidy budou následně analyzovány 10 dní 
s focením každý druhý den. V závěru budou snímky vyhodnoceny a bude zjištěna schopnost 
látek prostupovat přes vícero buněčných vrstev. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Nádorová onemocnění 

První zmínky o nádorových onemocněních (NO) se datují j iž v období 1500 let př. n. 1. 
z doby Starověkého Egypta, kde jako první zaznamenali N O prsu bez možnosti jeho léčby 
(di Lonardo et al. 2015). Nádor prsu patří v současnosti mezi nejčastěji diagnostikované N O 
především u žen ve Spojených státech amerických (Ward et al. 2015; Azamjah et al. 2019) 
a celosvětově se N O řadí mezi druhou nej častější příčinu úmrtí hned po kardiovaskulárních 
onemocnění (Siegel et al. 2020). 

V roce 2020 byla diagnóza a léčba N O ztížena pandemií koronavirového onemocnění 
2019 (SARS-CoV-2) . Z celkového počtu 1,8 milionů jedinců bylo identifikováno 23 tisíc 
pacientů s N O , kteří měli až o 60 % vyšší pravděpodobnost pozitivního testu na S A R S - C o V - 2 . 
Tato pravděpodobnost zvýšeného rizika hrozí také u starších pacientů, pacienů s nadváhou 
či obezitou a mužského pohlaví (Lee et al. 2021). Například studie od Mehta et al. (2020) 
probíhající od března do dubna roku 2020 zaznamenala až 28% úmrtnost pacientů s N O , kteří 
podlehli onemocnění S A R S - C o V - 2 a bez N O to bylo o polovinu méně. Velice obdobný 
výsledek se objevil v čínském Wu-chanu od Meng et al. (2020), kde téměř 30 % pacientů 
z 2665 zemřelo v důsledku S A R S - C o V - 2 a 10 % pacientů bez S A R S - C o V - 2 s N O . V České 
republice dle dat Českého statistického úřadu za rok 2020 zemřelo 129 289 lidí, přičemž 8 % 
z nich zemřelo na onemocnění S A R S - C o V - 2 . To dělá z S A R S - C o V - 2 drohou nejčastější 
příčinu úmrtí v ČR (ČSÚ 2021). 

V České republice postihuje N O každého třetího člověka a každý pátý na N O umírá 
(Krejčí et al. 2018). Z a rok 2020 na N O zemřelo celkem 28 000 lidí, z toho 12,1 % představuje 
úmrtí na kolorektální karcinom (KK;Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR 2020). 
Významnou roli ve výskytu N O a úmrtnosti hraje pohlaví, kde u mužů je výskyt o 20 % vyšší 
než u žen a úmrtnost dokonce až o 40 % (Bray et al. 2018). Příčina vzniku N O , je ovlivněna 
endogenními faktory, kam se řadí například genetické predispozice a také exogenními faktory, 
jako je v l iv životního prostředí, ionizující záření, strava (Thanikachalam & Khan 2019), 
přítomnost odpadních látek, expozice chemických látek, viry, požívání alkoholu a kouření 
(Lewandowska et al. 2019). Až z 80 % mohou za vznik nádoru exogénni faktory. Zbývajících 
20 % je přičítáno genetickým a mutačním predispozicím (Hofmanová 2013). Tyto faktory 
přispívají k tranformaci normálních buněk, které se vyvíjí a stanou se z nich buňky nádorové, 
celý tento proces změn se označuje jako karcinogeneze (Moindjie et al. 2021). 

3.2 Karcinogeneze 

Jak bylo zmíněno v předchozí kapitole, karcinogeneze (též ontogeneze, tumorigeneze, 
kancerogeneze) je vícestupňový proces, který zahrnuje buněčnou transformaci normálních 
buněk a buněčnou proliferaci (Klaunig & Wang, 2018; Moindjie et al. 2021). Během 
karcinogeneze se postupně hromadí poruchy základních regulačních mechanismů somatických 
buněk (proliferace, diferenciace a apoptóza) (Hofmanová 2013), které způsobují genetickou 
modifikaci genomové D N A (vznik mutované buňky) s následným selektivním růstem. 
Celý tento proces (Obrázek 1) se obecně dělí na tři stádia, a to iniciace, promoce a progese 
(DiGiovanni 1992; Klaunig & Wang 2018). 
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Iniciační fáze může začínat mutací v jediné buňce pohou změnou jednoho nukleotidu, 
delece či duplikace sekvence D N A . Změna v genetické sekvenci pak může vést k produkci 
mutantního proteinu, kde ve vzácných případech stačí pouze jedna mutace, aby vznikla 
nádorová buňka. Ovšem čím je člověk starší, dochází ke kumulaci těchto mutací více a více, 
což vysvětluje, proč případy N O stoupají se zvyšujícím věkem (Deman & van Larebeke 2001). 

Vývoj karcinogeneze podporují rovněž volné radikály, kterými jsou atomy, molekuly 
nebo ionty, které mají ve svém elektronovém obalu alespoň jeden nepárový elektron. M e z i 
nejznámnější volné radikály patří reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species ROS) 
a dusíku (reactive nitrogen species R N S ) (Mandal 2017). R O S a R N S vznikají jako vedlejší 
produkty aerobního metabolismu. Jedná se o skupinu vysoce reaktivních chemických iontů 
a molekul (Schieber & Chandel 2014), jako jesuperoxid, hydroxyl, peroxyl a neradikálové 
reaktivní formy v podobě - kyselina chlorné, singletového kyslíku či peroxidu vodíku (Lin et 
al. 2018). V důsledku nadprodukce R O S a R N S dochází v buňkách k oxidačnímu stresu, který 
je zodpovědný za celou řadu zánětlivých a degenerativních onemocnění, čímž může postupem 
času dojít až ke vzniku N O . Oxidační stres je definován jako nerovnováha mezi volnými 
radikály a antioxidační kapacitou buňky, jež j i chrání před zmíněnými R O S a R N S . Při zahájení 
karcinogeneze mitochondriální R O S napomáhají transformaci normálním buňkám 
na preneoplastické především prostřednictvím onkogenních mutací mitochondriální a jaderné 
D N A , která pak mění dýchání buněk, podporuje akumulaci onkometabolitů a aktivuje signální 
dráhy (Moindjie et al. 2021). Během mutace mitochodriální či jaderné D N A dochází k celé řadě 
mitochodriálních dysfunkcí, které většinou probíhají ve fázi progrese. Nicméně pozdější 
stádium progrese je spojeno s mitochodriálním metabolickým přeprogramováním 
stimulovanými několika faktory (Nadege 2009). Zaprvé se jedná o mitochodriální dynamiku 
ve spojitosti korelace věku a zrychlenou produkcí volných radikálů (Leufkens et al. 2012). 
Dále se předpokládá, že vlivem akumulace oxidačního poškození makromolekul hraje klíčovou 
roli v procesu stárnutí. Proto je významná oxidační rovnováha, která j e udržována endogenními 
enzymatickými mechanismy, ale i endogenímmi faktory. V neposlední řadě mitochodriální 
metabolické přeprogramování je stimulováno onkogeny. Ty společně s protoonkogeny tvoří 
významnou úlohu při tvorbě nádoru. Představují sice drobnou, ale přesto velmi podstatnou část 
celé genetické výbavy (Stewart & W i l d 2014; Mandal 2017). 

V normální buňce existují protoonkogeny, které mohou fungovat jako růstové faktory, 
přenašeči buněčných signálů a jaderné transkripční faktory. Protoonkogeny řídí normální 
buněčnou diferenciaci a proliferaci. Změnou těchto genů se mohou projevit v nádorových 
buňkách jako onkogeny. Doposud bylo rozpoznáno 50 - 60 onkogenů. Vzniklé onkogeny pak 
řídí množení buněk a přebírají klíčovou roli v patogenezi nádorů (Kontomanolis et al. 2020). 
M e z i zástupce onkogenů patří například M Y C a R A S (Bashyam et al. 2019). 

Mutace ovlivňující strukturu, zahrnují bodové mutace protoonkogenů R A S 
a chromozomální translokace, které produkují hybridní geny. K e zvýšené expresi dochází 
v lidských nádorech prostřednictvím amplifikace genů nebo translokace chromozomů. Jestliže 
protoonkogeny začnou mutovat, stávají se karcinogenními onkogeny, které povedou 
k nadměrné proliferaci (Brown 2021). Změněné formy j iných tříd genů se pak mohou také 
účastnit na vzniku malignity tím, že umožní proliferující buňce být invazivní a dostat 
se do j iných částí těla (Hofmanová 2013). 
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Velkou pomoc při detekování N O jsou tzv. nádorové markety, díky kterým může být 
zachycen relaps onemocnění, stanovena diagnóza a v neposeldní řadě souží při monitorování 
v průběhu terapie (Nagpal et al. 2016). 

Onkogenní signalizace 

Mutace 
mihtchondriábií 

DNA 

Oxidační stres Onkometahoiily 

Onkogcnní signalizace 

Mitochondriální dynamika 

Oxidační stres 

Metabolické přeprogramování 

Normální buňky 

Iniciace 

ľrciuuplastické bunky Neoplaslické buňky 

Obrázek 1: Mutace mitochondriálních genů (Moindjie et al. 2021). 

3.3 Nádorové markery 

Nádorové markery se definují jako substance stanovitelné přímo v nádorové tkáni nebo 
v tělních tekutinách (moč, krev, sliny), od kterých se odvíjí nebo projevuje nádorové bujení. 
Dále markery mohou být produkovány přímo buňkami nádoru nebo j inými tkáněmi v reakci 
na přítomnost nádorových buněk (Nagpal et al. 2016). 

Nádorové markery se dělí podle místa produkce, specifičnosti, chemické struktury 
a biologického charakteru. Téměř jakýkoli typ molekuly může fungovat jako nádorový marker, 
kde většinou se jedná o proteiny nebo glykoproteiny (Tie et al. 2015). Například látky s nízkou 
molekulovú hmotností, jako je vanilmandlová kyselina, enzymy (laktátdehydrogenáza, neuron 
specifická enoláza, prostatický specifický antigén), imunoglobuliny, hormony (hCG, gastrin, 
prolaktin, kalcitonin) a nukleové kyseliny ( R N A a D N A ) jsou v současné době brány jako 
možné markery (Lau & L a i 2008). 

A i přes široké spektrum N O dosud neexistuje univerzální nádorový marker, který 
je dostatečně specifikovaný a zajistí 100% identifikaci N O . M i m o j iné i nízká koncentrace 
nádorového markeru neznamená nepřítomnost maligního nádoru a naopak z pozitivních 
výsledků nemusí nutně vyplývat zhoubný nádor (Lech et al. 2016). Proto je snahou nalézt 
specifické a detekovatelné markery v co nej časnějším stádiu maligní transformace, které by 
korelovaly s růstem nádoru, stádiem, prognózou a účinností terapie (Klener & Klener 2013). 

Detekovatelné prahy nádorový markerů umožňují v příznivých případech odhalit nádor 
už o velikosti 10 6 maligních buněk, zatímco klinická diagnóza bývá určena u nádoru, který 
obsahuje 10 9 maligních buněk (Valík et al. 2014). 
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Například u K K se karcinoembryonální antigény C E A a Ca 19-9 používají jako markety 
indikující úspěšnost léčby a optimálně je doporučena jejich kombinace (Zavoral 2019). 
Karcinoembryonální antigén C E A je glykoprotein a jeho normální hodnoty by se měly 
pohybovat v rozmezí 0 - 3 ug/1, hraniční hodnoty jsou stanoveny v rozmezí 3 - 5 ug/1 
a patologická hodnota je definována nad 5 ug/1 u maligního onemocnění tlustého střeva 
a konečníku. Falešné pozitivní výsledky se mohou vyskytnout u kuřáků, Crohnovy choroby 
čijaterní cirhózy (Karlíkova et al. 2020). Jejich pokles ukazuje na úspěšnost protinádorové 
léčby, a naopak jejich vzestup může být prvním znamením relapsu (návratu nemoci). Ovšem 
zvýšené hodnoty nádorových markerů mohou doprovázet i řada j iných onemocnění, například 
zánět slinivky břišní (Holubec 2004). N a druhou stranu ani normální hodnota nevylučuje N O , 
v některých případech totiž nádor nemusí tyto markety produkovat. Je důležité si uvědomit, že 
jejich přínos nespočívá ani tak v diagnostice onemocnění, ale spíše ve sledování účinků terapie 
a prognózy (Valík et al. 2014). 

Nicméně v posledních letech se poměrně využívají také screeningové metody s použitím 
střevního mikrobiomu podle studie Wirbel et al. (2019). Některé střevní bakterie totiž 
přeměňují žlučové kyseliny, které jsou součástí našich trávicích šťáv, na metabolity, které 
mohou být karcinogenní. To dělá z výzkumu pro diagnostiku založenou na mikrobiomu 
prozatím nejslibnější způsob, jak provádět neinvazivní screening pro odhalení K K (Saus et al. 
2019; Thomas et al. 2019). 

3.3.1 Kolorektální karcinom 
Kolorektální karcinom je maligní N O (Fleming et al. 2012; Saus et al. 2019; Zavoral et 

al. 2013), které neustále roste. Každý rok se diagnostikuje kolem 1,4 milionů nových případů 
a pravděpodobně bude toto číslo stoupat dál. Každý rok také umírá přes více jak 500 tisíc lidí 
(Alsheridah & Akhtar 2018; Arnold et al. 2017; Siegel et al. 2020). S takto velkým výskytem 
a úmrtností j e v současné době snahao včasné zachycení, zejména u obyvatel v e v ě k u n a d 50 let 
pomocí screeningu, jak bylo zmíněno v předchozí kapitole. Existují dva systémy klasifikace 
K K . První byl vyvinut v 50. letech 20. století Pierrem Denoixem (Goiffon et al. 2021), který 
K K kategorizuje podle anglické zkratky T N M neboli T jako „tumor", N jako „lymph node" 
a M představuje „metastasis". Toto označení pomáhá lékařům rozhodnout v jakém stádiu 
se pacient nachází, jak daleko se nádor rozšířil a případně jakou léčbu daný pacient potřebuje. 
Písmeno T popisuje velikost nádoru (TO - T4). TO, někdy také Tis, značí karcinom in situ -
nádor v nejranějším stádiu a pouze ve sliznici. TI představuje, že nádor je pouze ve vnitřní 
vrstvě střeva (Li 2014). T2 znamená, že nádor prorostl do svalové vrstvy střevní stěny. T3 
popisuje, že nádor prorostl do vnější výstelky střevní stěny, ale neprorostl skrz ni (Goiffon et 
al. 2021). T4 se rozděluje do dvou stupňů: T4a, kdy nádor prorostl vnější stélkou střevní stěny 
a rozšířil se do vrstev tkání (pobřišnice) pokrývající orgány v břiše. Při T4b nádor prorostl 
stěnou střeva do blízkých orgánů (Lea et al. 2014). Písmeno N popisuje postižení regionálních 
lymfatických uzlin a značí se od NO až N 2 . NO popisuje, že lymfatické uzliny neobsahují žádné 
nádorové buňky. N I má tři stupně (N la , N l b a N i c ) , přičemž ve všech stupních se nacházejí 
nádorové buňky. N 2 se dělí na dva stupně (N2a a N2b), kde jsou specifikovány počty 
lymfatických uzlin a nádorových buněk (Jin & Frankel 2018). 
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Písmeno M označuje metastáze (MO - M l ) rozšiřující se do dalších částí těla. MO značí, 
že se nádor nerozšiřuje do částí těla jako jsou plíce nebo játra. Naopak M l , které se rozděluje 
na tři stupně ( M l a , M l b a M l c ) představuje, že nádor metastázuje do dalších částí těla (Lea et 
al. 2014). 

Druhý systém klasifikace se hodnotí dle Dukesovy stupnice písmeny A - D . Pokud 
se nádor nachází na vnitřní výstelce střeva nebo mírně roste do svalové vrstvy vyznačuje 
se písmenem A . Písmeno B znamená, že nádor j iž prorostl svalovou vrstvou střeva. Rozšíření 
nádoru alespoň do jedné lymfatické uzliny představuje písmeno C a D , že se nádor rozšířil 
do dalších částí těla a jedná se o pokročilé stádium (Akkoca et al. 2014). 

Zvýšená rizika rozvoje K K hrozí u pacientů s dědičnými poruchami (Plawski et al. 2013; 
Stojcev et al. 2013; Brenner et al. 2014), jak již bylo zmíněno v kapitole nádorová onemocnění, 
z 80 % má na N O vl iv faktory životního prostředí, strava, požívání alkoholu či kouření (Arnold 
etal. 2017). 

3.3.2 Faktory ovlivňující nádorová onemocnění 
V následujících kapitolách budou popsány různé faktory, které pozitivně či negativně 

ovlivňují N O , přičemž bude kladen důraz na v l iv u K K . 
Ze studie (Gram et al. 2020) vyplývá, že kouření cigaret je spojeno se zvýšeným rizikem 

nádorů. Tato souvislost byla pozorována jak u mužů, tak u žen. Zvyšující se riziko souvisí 
především s délkou kouření, věkem a množstvím vykouřených cigaret (Gram et al. 2020; Tsoi 
et al. 2009). Obrázek 2 detailně popisuje příčinu vzniku N O v důsledku kouření. 

Proteinkináza A a B 
aktivace a další změny Vazba na receptor 
Proteinkináza A a B 
aktivace a další změny Vazba na receptor 
Proteinkináza A a B 
aktivace a další změny 

Zahájení 
kouření, 
Závislost na 
nikotinu 

Pravidelne 
kouřeni 

Příjem 
karcinogény 

Metabolická 
aktivace 

Přetrvávání 
chybného 

Metabolická 
detoxikace 

Mutace onkogenů 
a tumor 
supresorových 
genů 

Ztráta 
mechanismů 
kontroly růstu 

Rakovina 

Vylučování 

Příjem ko-karcinogenů a 
nádorových promotorů 
hypermethylace genového 
promotoru  

Normální 
DNA 

Apoptóza 

Potlačovačení nádoru, 
inaktivace genu a další 
změny  

Obrázek 2: Schéma příčin vzniku NO v důsledku tabákového kouře. Upraveno podle (Stewart & W i l d 2014). 

B y l a zaznamenána silnější asociace s relativním rizikem přibližně 2 % u jedinců, kteří 
uvedli délku kouření 45 a více let (Gram et al. 2020). Studie (Lakkis et al. 2021), která 
pozorovala statisticky významnou souvislost mezi kouřením cigaret a výskytem nádoru 
tlustého střeva, potvrdila, že dávka či množství obvykle vykouřených cigaret za den je jeden 
z nejdůležitějších ukazatelů rizika (Botteri et al. 2020). Riz iko nádoru klesá po úspěšném 
ukončení kouření, ale u dlouhodobějších kuřáků tato rizika zcela neklesnou na stejnou úroveň 
jako u těch, kteří nikdy nekouřili (Slattery et al. 2000; Carter et al. 2015; Siegel et al. 2020). 

Dalším rizikovým faktorem pro vznik nebo rozvoj N O je konzumace alkoholu. Toto 
riziko bylo známo již na počátku 20. století, kdy bylo zjištěno, že přibližně 8 z 10 pacientů 
s nádorem j ícnu nebo oblasti žaludku byl i konzumenti alkoholu. Toto pozorování bylo 
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předlohou ve studii McNabb et al. (2020) u níž bylo zjištěno, že je větší pravděpodobnost 
konzumace alkoholu u osob zapojené do výroby a distribuce alkoholických nápojů a měli vyšší 
riziko nádoru hlavy a krku ve srovnání s l idmi, kteří se z náboženských důvodů zdrželi pití, a že 
tito abstinenti měli výrazně nižší riziko těchto forem N O ve srovnání s celkovou populací. 
Alkoholické nápoje byly prohlášeny za „karcinogenní pro člověka" s označení 64-17-5 
(skupina 1) programem Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (International Agency for 
Research on Cancer I A R C ) , nejprve v roce 1988, poté znovu v roce 2007 a v roce 2010 ( IARC 
2015). 

Požitý alkohol se nejvíce vstřebává v trávicí soustavě, konkrétně v játrech. Etanol je 
nej podstatnější složkou v alkoholických nápojích a je metabolizován mikrobiální 
alkoholdehydrogenázou na acetaldehyd, který způsobuje poškození sliznice a regenerační 
buněčnou proliferaci (Seesaha et al. 2020). Acetaldehyd, jakožto první meziprodukt 
v metabolismu etanolu přispívá k rozvoji karcinogeneze a je označen jako rizikový faktor 
pro vznik K K (Winkels et al. 2013). Jeho přímá vazba na molekulu D N A působí negativně 
a může nastat vznik genových či chromozómových mutací (Brooks & Zakhari 2014). V meta-
analýze od Keum & Giovannucci (2019) shrnujících 14 kohortových studií ze Severní 
Ameriky, Evropy a Asie, bylo dokázáno, že dokonce i lehké pití (< 1 alkoholický nápoj denně) 
významně zvyšuje riziko K K ve srovnání s žádným nebo příležitostným pití alkoholu. 

Konzumací alkoholu nehrozí pouze možnost výskytu K K , ale i dalších N O , a to dutiny 
ústní, hltanu, jícnu, jater a prsu. Dle studie Rumgay et al. (2021) bylo v roce 2020 celosvětově 
zaznamenáno 741 300 nových případů N O , které lze přičíst nadměrné konzumaci alkoholu 
a také celosvětově vyplývá, že 4 % úmrtí na N O lze připsat alkoholu (Stewart & W i l d 2014). 

Naopak při konzumaci jednoho až dvou šálků kávy denně dochází ke snížení rozvoje 
N O . V e velké populační studii od Poole et al. (2017) se uvádí, že i kategorie nejvyšší spotřeby 
kávy (více jak 2,5 šálků kávy denně) představuje 54% snížení pravděpodobnosti vzniku N O . 
Konzumaci kávy tedy lze označit jako ochranný faktor nejen pro vznik K K a jako prediktor 
snížené recidívy a úmrtí na N O (Arab 2010; Schmit et al. 2016). 

Složky kávy mají pozitivní účinek na zdraví a oxidační prostředí tlustého střeva, dobré 
složení mikrobiomu, sekreci žlučových kyselin a citlivosti na inzulín. N a základě experimentu 
od Farah & dePaulaLima (2019) in vitro buněčných liniích jaterního karcinomu (HepG2), které 
byly inkubovány s různými koncentracemi extraktu ze zelených kávových zrn (1, 10 a 50 
ug/ml) a standardy chlorogenová kyselina a metylxanthin kofein (1, 10, 20 a 40 ug/ml) pro 
testování přímého antioxidačního účinku se z výsledků zjistilo, že polyfenoly, které 
se nacházejí jako specifické složky v kávě mají antioxidační a antiproliferační účinky 
a vyvolávají zástavu buněčného cyklu. Dle dalšího výzkumu od Sadeghi Ekbatan et al. (2018) 
zaměřeného na nádorovou buněčnou l ini i Caco-2 bylo potvrzeno, že silný antioxidant 
vyskytující se v kávě, chlorgenovoá kyselina a její metabolity, mají inhibují buněčnou 
proliferaciprotinádorový účinek při koncentraci 50 - 1000 u M . 

Další pozitivní vlastnosti má pražená káva na základě melanoidů, které se v ní vyskytují. 
Působí jako dietní vláknina a zvyšují tak peristaltiku trávicího traktu. Diterpeny cafestol 
akahweol jsou hojně zastoupené ve vařených a nefiltrovaných kávách a vykazují 
antikarcinogenní aktivitu, a tím posilují obranný systém proti oxidačnímu poškození (Bradbury 
et al. 2020). 
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Nicméně nej základnej ší složkou kávy je kofein, který má díky anti oxidační aktivitě 
schopnost omezit růstový potenciál nádorových buněk tlustého střeva. Složení kávy a poměr 
daných sloučenin v ní pozitivně ovlivňuje organismus, ale liší se v závislosti na typu kávových 
zrn, stupni pražení, technice přípravy a velikosti porce. Například cafestol a kahweol jsou 
odstraněny filtrací, a proto filtrovaná a instantní káva je téměř neobsahuje (Schmit et al. 2016). 

Dalším významným činitelem ovlivňující N O je z hlediska stravy tuk, kterému 
je věnována poměrně velká pozornost díky silné mezinárodní korelaci s výskytem běžných N O 
ve vyspělých zemí (Lee et al. 2015). Modelová studie Seesaha et al. (2020) na zvířatech 
jednoznačně prokázala, že n-3 polynenasycené mastné kyseliny ( P U F A ) mohou uplatnit své 
příznivé účinky díky antioxidačním, protizánětlivým, antiproliferativním, antiangionogenním 
a proapoptickým vlastnostem. A také u nich bylo prokázáno pozitivní ovlivnění ve složení 
a aktivitě střevního mikrobiomu (Fu et al. 2021). 

Strava bohatá na n-3 P U F A inhibuje karcinogenezi tlustého střeva (Volpato & Hul l 
2018). Z výsledků od (Bojková et al. 2020) vyplývá, že zvýšením příjmu n-3 P U F A , zejména 
eikosapentaenové a dokosahexaenové kyseliny a zároveň snížením příjmu n-6 P U F A , 
nasycených tuků, má potenciál být hlavním směrem prevence K K . N-3 P U F A jako alfa-
linolenová kyselina ( A L A ) , eikosapentaenová kyselina (EPA) a dokosahexaenová kyselina 
( D H A ) jsou označeny jako možní zachránci z hlediska prevence K K (Arshad et al. 2015). 
Jejich zdrojem jsou především chia semínka, lněná semínka, ryby jako sardinky a tresčí játra 
a jejich konzumace by měla být velmi častá. 

Dále bylo zjištěno, že hlavní zástupce n-6 P U F A (linolová kyselina) nacházející 
se v rostlinných olejích, jako je sójový nebo kukuřičný olej, způsobuje negativní navýšení 
C O X - 2 (Prostaglandin-endoperoxid syntáza 2), což zvyšuje zánětlivou reakci ve střevech. 
Ideální poměr n-3 a n-6 P U F A by se měl pohybovat v rozmezí 1:2 až 1:4 který je z hlediska 
stravy v západních vyspělých zemích často nevyvážený a dosahuje až poměru 1:20 (Seesaha et 
al. 2020). Nejenom P U F A , ale i mononasycené mastné kyseliny ( M U F A ) mají preventivní 
funkce před vznikem K K . Konkrétně konzumace olivového oleje má pozitivní v l iv na růst 
nádoru a mnohodalších, včetně nádoru prostaty a prsu. Především díky olejové kyselině, která 
se zde nachází. Nicméně olivový olej se označuje jako funkční a komplexní potravina, která 
obsahuje několik i řadu bioaktivních sloučenin, jako jsou tokoferoly, skvaleny, alkoholy 
apolyfenoly, které se nacházejí v čaji, kakau, j iž zmiňované kávě, ořeších, ovoci a zelenině 
(Reddy 2002). 

M e z i j iž zmíněné polyfenoly patří například oleuropein, hydroxytyrosol a tyrosol, který 
představují přibližně 80 % obsahu fenolů v olivovém oleji (Farinetti et al. 2017). Potvrzuje to 
i metaanalýza od Sofi et al. (2010), která zjistila, že vysoký příjem olivového oleje by mohl 
vést ke snížení rozvoje N O trávicího traktu až o 30 %. Další výsledek této studie přináší, že 
úmrtnost na N O jsou nižší ve stredomorských zemích, protože konzumace olivové oleje je zde 
součástí každodenního stravování. 

Ovšem v rámci každodenního stravování bývá i konzumace živočišného tuku, který se 
poměrně hojně nachází v červeném a zpracovaném mase spojován spíše se stinnou stranou 
stravování. Konzumací červeného masa nebyla jednoznačně prokázána spojitost mezi rizikem 
vzniku K K a zvýšeným příjmem, jako je tomu například u mléčného ruku. Přesto by se 
konzumace červeného masa měla omezit či přejít alespoň na konzumaci drůbežího masa či 
králičího (Islam et al. 2019; Saliba et al. 2019). Existuje několik možných mechanismů 
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a některých mutagenních nebo karcinogenních sloučenin u zvířat k vysvětlení vztahu 
mezi konzumací červeného masa a vznikem K K . 

Mez i možné mechanické faktory patří N-nitrososloučeniny (NOC) , heterocyklické 
aminy ( H C A ) , polycyklické aromatické uhlovodíky (PAH) , hemové železo v červeném mase, 
žlučové kyseliny a nehumánni sialová kyselina (Aykan 2015). 

Další problém mohou být potravinářská aditiva, jako je dusitan draselný (E249), dusitan 
sodný (E250), dusičnan sodný (E251) a dusičnan draselný (E252), jež jsou všechny schválené 
v mnoha zemích, ale jejich použití je obecně omezeno na maximální povolené množství 
200 ppm nebo méně. Častější konzumace masných výrobků s přídavkem dusitanů může vést 
k poškozování D N A , zvyšování oxidačního stresu a díky interakci s aminy a amidy v žaludku 
ave střevech produkovaných bakteriální dekarboxylací aminokyselin, mohou být N -
nitrosovány v přítomnosti nitrosačního činidla, a tak tvořit N O C (Zhu et al. 2014; Zheng et al. 
2019). Existují dvě hlavní podskupiny N O C ; N-nitrosaminy a N-nitrosamidy. Ty se prokázali 
jako karcinogenní u laboratorních zvířat a pravděpodobně budou karcinogenní pro člověka 
podle I A R C (2015). V e studii od McCul lough et al. (2013) se účastnilo 2315 dobrovolníků, 
kteří přežili léčbu K K . Uvádí se, že účastníci studie, kteří před diagnostikou K K konzumovali 
větší množství červeného a zpracovaného masa, měli o 29 % vyšší riziko úmrtnosti ve srovnání 
s těmi, kteří konzumovali nejmenší množství červeného a zpracovaného masa. Naopak je tomu 
u tuku v mléce nebo mléčných výrobcích. Zde je tuk obecně považován za pozitivně ovlivňující 
makronutrient, jelikož jeho vyšší příjem je spojen se sníženým výskytem K K . Jako faktor 
s ochranným účinkem v mléce je označován vápník (Ca; Winkels et al. 2013), jelikož Ca 
v mléku, ale i v mléčných výrobcích může neutralizovat škodlivé žlučové kyseliny a ionizovat 
mastné kyseliny ve střevech. Vzhledem k tomu, že Č a j e důležitou složkou v buněčných drach 
zapojených do buněčné proliferace a diferenciace buněk, může modifikace příjmu Ca ovlivnit 
tyto dráhy a v konečném důsledku přispívá ke snížení rizika K K (Barrubés et al. 2019). 

Jednou z možností, jak tedy snížit riziko vzniku nádoru je omezit konzumaci červeného 
masa a zvýšit příjem mléčných výrobků. Současně by měl být kladen důraz navyváženou stravu 
s předností konzumací zeleniny a ovoce. Preferovat celozrnné výrobky, omezit příjem 
jednoduchých cukrů jako jsou mono a disacharidy. Důležitou roli hraje i tepelná úprava, kdy je 
doporučováno dušení, vaření (Song et al. 2015) a vyhýbat se smažení a roštování. Dále by se 
člověk měl zaměřit více na pohybovou aktivitu, protože přiměřená hmotnost také přispívá 
ke snížení rizika vzniku K K společně s preventivními vyšetřeními (Holubec 2004). Výše 
uvedené pozitivní faktory (Tabulka 1) nemohou léčit K K , ale jejich omezení či zařazení 
představuje prevemci proti vzniku N O (Song et al. 2015; Seesaha et al. 2020). I A R C (2014) 
zrevidovala Evropský kodex proti rakovině a uvedla 12 doporučení pro zdravější životní styl, 
která by měla podpořit prevenci N O . Těmito zásadami, kterými by se relativně snadno mohla 
řídit celá populace, aby se tím snížilo riziko vzniku zhoubného nádoru, přičemž dle odborníků 
by bylo možné takto zabránit až polovině ze všech úmrtí na N O v Evropě. Některé z těchto 12 
zásad zní: nekouřit, udržet si zdravou telenou hmotnost, jíst zdravě, pít méně nebo žádný 
alkohol, nevystavovat se příliš slunečnímu záření, zajistit dětem očkování proti hepatitíde B 
a proti lidským pailomavirům, účastnit se screeningových programů. 
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Tabulka 1: Přehled rizikových a preventivních faktorů K K (Brenner et al. 2014). 

Sociodemografikcé faktory Riziko 

Vyšší věk t t t 
Mužské pohlaví t t 

Lékařské faktory 

Zánětlivá onemocnění střev t t 
Cukrovka t 
Infekce Helicobacter pylori (t) 
Endoskopie tlustého střeva I I 
Aspirin 1 
Faktory životního stylu 

Kouření t 
Nadměrná konzumace alkoholu t 
Obezita t 
Fyzická aktivita 1 

Stravovací návyky 

Vysoká spotřeva červeného a zpracovaného masa t 
Ovoce a zelenina (1) 
Vláknina a celozrnné výrobky (1) 
Ryby (1) 
Mléčné výrobky (1) 
t t t = velmi zvýšené riziko, t í = středně zvýšené riziko, | = mírně zvýšené riziko, 
| | = velmi snížené riziko, |= mírně snížené riziko. V závorkách jsou uvedeny 
pravděpodobné, ale ne plně stanovené vztahy. 

3.3.3 Léčba nádorových onemocnění 

Při léčbě N O záleží na lokalizaci nádoru a rozsahu postižení, proto se léčba provádí 
pomocí chemoterapie, rádioterapie, biologickou léčbou, chirurgickou léčbou či jejich 
kombinací (Biller & Schrag 2021). V současnosti jsou pro časné stádium preferované 
miniinvazivní metody, laparoskopické a roboticky asistované operace, které jsou bezpečné 
a onkologicky dostatečně radikální (Tsimberidou et al. 2020). 

U rádioterapie se využívá ionizující záření, při kterém je snaha zasáhnout nádor v co 
největší míře a okolní zdravou tkáň, co nejméně. Léčba probíhá jednorázově nebo v cyklech. 
Podle soudobých poznatků má být rádioterapie prvým léčebným krokem při karcinomu rekta. 
Rádioterapie j e indikována u karcinomů, jejichž proximální hranice je podle kolonoskopického 
vyšetření maximálně ve vzdálenosti 25 cm od anu (Jech & Hoch 2004). Samotný chirurgický 
výkon by měl být proveden v odstupu 4-6 týdnů po ukončení rádioterapie, kdy je efekt 
rádioterapie na nádorovou tkáň maximální. Cílem dlouhodobého předoperačního ozáření 
je dosažení regrese nádoru „down-staging", od kterého je očekáváno zvýšení operability, 
snížení počtu lokálních recidív a dokonce prodloužení přežití. Provádí se zpravidla 
současně s chemoterapií, která zlepšuje účinek neoadjuvantní rádioterapie resp. 
radiochemoterapie (Zavoral et al. 2016). 

Při léčbě chemoterapií se podávají cytostatika, což jsou látky toxické pro nádorové 
buňky, ale i zdravé, patří mezi ně např. paclitaxel nebo u K K 5-fluorouracil a raltitrexed (K im 
2015). Převážná většina cytostatik se podává nitrožilně prostřednictvím infúzí, možné 
je podávat také formou tablet např. cytostatikum kapecitabin (Lu et al. 2012). Jako další 
cytostatikum mají velký potenciál rostlinné alkaloidy z čeledi Amaryllidaceae, které 
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poškozující cytoskelet (konkrétně mikrotubuly) a tím inhibují mitózu a metafázi (Doskočil et 
al. 2015), přičemž pro buňky zdravé vykazují alkaloidy relativně nízkou toxicitu. 

3.4 Alkaloidy 

Alkaloidy jsou sekundárními metabolity, jež na rozdíl od primárních metabolitů 
vykazují farmakologické účinky, konkrétně antivirové, antimykotické, antibakteriální 
a analgetické, antiproliferační, antiparzitické protizánětlivé (Cahlíková et al. 2021). V současné 
době je j ich známo přes 6000 (Kukula-Koch & Widelski 2017). Rostliny produkují sekundární 
metabolity jako obranné sloučeniny, které je chrání před abiotickými vl ivy (např. U V zářením 
a vysycháním) a před nepříznivými vl ivy biotických faktorů (herbivorii a fytopatogenním 
mikrobiálním infekcím) (Berkov et al. 2020). 

„Převážná většina alkaloidů náleží k rostlinným alkaloidům, vzácně se však vyskytují 
i alkaloidy živočichů (hlavně obojživelníků) a hub. Není přesně známo, jaký mají význam 
v tělech organismů, ovšem je zřejmé, že mají obrannou funkci a dále např. různé rostliny 
se v podobě alkaloidů zbavují dusíkatých zplodin" (Dalecká et al. 2013). 

Do dnešní doby bylo izolováno a popsáno na 600 strukturně odlišných alkaloidů 
vyskytujících se jednotlivě, nebo ve skupinách napříč celou čeledí Amaryllidaceae (Berkov 
et al. 2020). Alkaloidy se vyskytují v celé rostlině, v závislosti na druhu rostliny se avšak 
ve zvýšeném množství se nachází v listech (Hyoscyamus niger), plodech nebo semenech 
(Strychnos nux-vomica), kořenech (Rauvolfia serpentina) či kůře (Cinchona) (Oksman-
Caldentey et al. 1987; Jaremicz et al. 2014; Murauer & Ganzera 2018;) . 

3.4.1 Biologická aktivita alkaloidů Amaryllidaceae 
Alkaloidy z čeledi Amaryllidaceae se typicky tvoří (Obrázek 3) biogeneticky 

intramolekulárním oxidativním spojením norbelladinů odvozených od aminokyselin L -
fenylalaninu (L-phe) a L-tyrosinu (L-tyr). Klíčový metabolit, 4-O-methylnorbelladin vzniká po 
kondenzaci 3,4-dihydroxybenzaldehydu (3 ,4 -DHBA) a tyraminu, redukcí výsledných 
Schiffových bází či Mannichovych reakcí dle dané třídy alkalodiů (Berkov et al. 2020). 
Podle způsobu intramolekulárního oxidativního spojení vzniká sedm základních skeletů, které 
jsou pojmenovány dle svého hlavního reprezentanta. Jmenovitě se jedná o lykorinový, 
galantaminový, tazettinový, pankratistatinový, homolykorinový, haemantaminový a krinanový 
typ (Havelek etal. 2014). 

Dosud bylo zjištěno, že alkaloidy izolované z různých rostlin čeledi Amaryllidaceae 
vykazují rozsáhlou biologickou aktivitu, jež závisí na struktuře daného alkaloidu. Je dobře 
známo, že mnoho alkaloidů z čeledi Amaryllidaceae vykazují selektivní inhibiční aktivitu 
na acetylcholinesterázu (AChE) a jako reprezentativní vzorek byl použit alkaloid galantamin 
uveden na evropské a americké trhy ve formě hydrobromidové soli pro léčbu Alzheimerovy 
choroby. Kromě toho alkaloidy lykorinového typu byly nedávno objeveny jako nové inhibitory 
A C h E , v některých případech s vyšší úrovní aktivity ve srovnání s komerčním galantaminem 
(Lue t a l . 2012). 
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L-phenylalanine L-tyrosine 

Obrázek 3: Biosyntetická dráha hlavních strukturních typů alkaloidů z čeledi Amaryllidaceae (Cahlíková et al. 
2021) 

V práci bude analyzován účinek konkrétně těchto šesti vybraných alkaloidů (Obrázek 4): 
9-O-demetylgalantin (lykorinový typ), haemantamin (haemantaminový typ), hippeastrin 
(homolykorinový typ), masonin (homolykorinový typ), norpluvin (lykorinový typ) a odulin 
(homolykorinový typ). 
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Obrázek 4: Struktura šesti zkoumaných alkaloidů. 

3.4.2 Využití alkaloidů 

Nej známější, prvně izolovaný alkaloid byl v roce 1877 lykorin, spadající do lykorinového 
strukturního typu, který z pohledu toxicity patří k těm nejúčinnějším. Dokáže inhibovat syntézu 
L-askorbové kyseliny tím, že potlačí enzym galaktodehyrogenázu. Lykor in vykazuje 
antivirotický proti viru planných neštovic, ale současně i proti S A R S - C o V - 1 9 . Především je ale 
lykorin známý svou protinádorovou aktivitou (Gao et al. 2021). Homolykorinový typ alkaloidů 
(konkrétně hippeastrin, masonin a odulin) má antimykotický účinek, inhibuje růst některých 
nádorových buněk lidského jaterního karcinomu HepG2 a leukemických buněk M O L T - 4 . 
Přesto vykazuje taktéž cytotoxický efekt i k nenádorovým buňkám. Haemantaminový typ 
alkaloidů (konkrétně haemanthamin) dokáže selektivně iniciovat apoptózu u nádorových buněk 
(potkaního hepatocelulárního karcoinomu 5123tc) a zároveň nebýt toxický vůči zdravým 
buňkám. Nicméně kompletní mechanismus byl prozkoumán zatím minimálně. 
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U haemanthaminu byla prokázána silná inhibiční růstová a cytotoxická aktivita proti 
široké škále nádorových buněčných linií různých histotypů, včetně cervikálního karcinomu 
(HeLa), nemalobuněčného karcinomu plic (A549), K K (Caco2 aHT29) aj. (Cahlíková et al. 
2021). Dle pokusu od Havelek et al. (2017), z 22 testovaných alklaoidů vykázal nejvyšší 
aktivitu haemantamin, přičemž dávka 20 mg/kg haemantaminu u myší vedla k poklesu 
proliferace pod 25 % u 12 ze 17 testovaných buněčných linií a pod 50 % u 17 linií (např. H T -
29, kolorektální adenokarcinom SW-480 a COLO-201) . U druhého nejúčinnějšího alkaloidu 
lykorinu byla zaznamenána snížená proliferace pod 25 % u 10 ze 17 linií. N a základě výsledků 
byly dále provedeny studie s cílem stanovit koncentraci alkaloidů, která vyvolala 50% inhibici 
buněčné proliferace (hodnota ICso). V tomto ohledu vykazoval vůči všem buňkám nej silnější 
cytotoxicitu lykorin, jehož rozmezí IC50 činilo 0,7 - 1,4 /JM . Haemantamin vykazoval hodnoty 
IC50 v rozmezí 0,3 - 9,8 JUM . 

3.4.3 Izolace alkaloidů 
Před analyzováním účinnosti alkaloidů je zapotřebí je extrahovat neboli izolovat 

z biomasy. Extrakce a izolace alkaloidů může být provedena různými způsoby v závislosti 
na povaze příslušných alkaloidů a materiálu, ve kterém se nacházejí. Jelikož se alkaloidy 
obvykle vyskytují v rostlinách jako soli organických a anorganických kyselin spolu s často 
složitými směsmi ve vodě rozpustných sloučenin, jako jsou proteiny, minerální soli, taniny, 
lipidy a pryskyřice, je často velkým problémem odstranit všechny tyto nealkaloidní sloučeniny 
během izolace a čištění alkaloidů (Baerheim Svendsen & Verpoorte 1983; Vaněčková et al. 
2016). U rostlinného materiálu se primární extrakce obvykle provádí organickými rozpouštědly 
nemísitelnými s vodou po uvolnění alkaloidových bází z jejich solí zpracováním s minerální 
bází, protože delší kontakt se silnými bázemi může vést ke změnám mnoha alkaloidů, jako je 
například hydrolýza (Dýmek & Mroczek 2021). Extrakce a čištění alkaloidních bází pomocí 
silikagelu nebo oxidu hlinitého může být v mnoha případech výhodná, protože se odstranění 
tuk a pryskyřice. Alkaloidy budou vázány jako soli, zatímco neutrální lipidy mohou být 
vymyly, následně mohou být alkaloidní báze eluovány organickým rozpouštědlem. A b y se 
dosáhlo co nejlepšího čištění alkaloidů od nealkaloidních sloučenin nacházejících se v extraktu 
získaném s polárními rozpouštědly. Postup čištění se často provádí vysrážením alkaloidů 
pomocí pikrové kyseliny, Reineckeho soli nebo Mayerova činidla (Sibanyoni et al. 2020). 

3.5 Sféroidy jako in vitro modely 

Kultivace buněk slouží jako nástroj v buněčné biologii j iž několik desetiletí. Monovrstvy 
adherentních buněk pěstovaných na plochých, dvourozměrných (2D) substrátech jako je plast 
nebo sklo hrály klíčovou roli při prohlubování našeho chápání vývojové biologie, morfogeneze 
tkání, mechanismů onemocnění a objevování léků ve velkém měřítku. V roce 1907 Ross 
Granville Harrison úspěšně kultivovali jako první žabí neuroblasty v lymfatickém médiu, což 
dokazuje, že nervová vlákna se vyvíjejí bez řetězce a že tkáně mohou růst mimo tělo. Od té 
doby byla metoda zdokonalována a používána k pozorování růstu a diferenciace buněk mimo 
tělo (Kapalczyňska et al. 2016). S postupem času se objevilo množství neodstatků spojených 
s 2D buněčnou kulturou, zejména s jejich neschopností napodobit podmínky in vivo (Sanyal 
2014). V současné době lze experimenty provádět s primárními buňkami izolovanými přímo 
z materiálu dárců nebo s použitím zavedených kultur uložených v buněčných bankách. 
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Charakteristické znaky primárních buněčných linií jsou: potíže s izolací a krátká životnost 
(Yamada & Cukierman 2007). 

V průběhu let se začal používat model tvořící třítorozměrnou (3D) strukturu, ve kterém 
mají buněčné linie přirozený tvar, uspořádání cytoskeletu, vlastnosti inerakcí s extracelulárním 
matrixem jsou lepší a intenzivnější. Tyto modely jsou nazývány sféroidy či organoidy. Díky 
svému uspořádání umějí dobře imitovat 3D strukturu zhoubné tkáně a též mikroprostředí 
nádoru. Jedním způsobem jak zvýšit míru úspěšnosti nových léčiv proti N O je implementace 
3D modelů nádorů in vitro, které přesněji kopírují lidský nádor (Sant & Johnston 2017). 
Sféroidy jsou definovány jako jednoduché shluky buněk rozsáhlé škály typů, například 
z nádorové tkáně, embryoidních těl, hepatocytů, nervové tkáně nebo mléčných žláz (Costa et 
al. 2016). Sféroidy se utvářejí spontánním přichycením buněk k sobě navzájem a nepotřebují, 
na rozdíl od organoidů, žádné lešení (Bialkowska et al. 2020; Rozich et al. 2020). 

V případě 2D kultur dochází k uchycení buněk na jedné straně buňky (ta, která 
je v kontaktu s 2D povrch), zatímco u 3D kultur dochází k uchycení buněk kolem celého 
povrchu buňky. Obecně k přichycení a šíření buněk na 2D substrátech bez omezení dochází 
během několika minut (Kapalczyňska et al. 2016). V porovnání, uchycení a šíření buněk 
ve 3D kulturách předchází proteolytická degradace jejich fyzického prostředí, ke které může 
dojít během hodin a v některých případech i v průběhu několika dnů. Buněné 3D modely, lze 
vzhledem ke způsobu přípravy rozdělit na (Obrázek 5): suspenzní kultury na nepřilnavých 
plotnách; kultivace v koncentrovaném médiu či v gelovitých látkách a kultury založené 
na lešení (Edmondson et al. 2014). 

B 

Kultivační im ili'.mi 

Kultivační 
médium 

& & & 
Matrix pro 31) kulturu 

! Kultivační 
médium 

Matrix pro 3D kulturu 
Médium 

21) monovrstva 3D sféroid rostoucí 
na matrixu 

3D sféroid rostoucí 
v matrixu 

3D sféroid rostoucí 
v suspenzi 

O b r á z e k 5: Schéma tradiční 2D jednovrstvé buněčné kultury (A) a 3D systémů buněčné kultury (B-D) 
(Edmondson et al. 2014). 

U techniky založené na lešení se buňky pěstují v přítomnosti podpory a lze použít dva 
typy podpory. Nosič na bázi hydrogelu, kde je polymerní síť značně nabobtnala vodou a buňky 
mohou být zapuštěny v těchto hydrogelech nebo potaženy na povrchu (Rodrigues et al. 2018). 
Druhou možností j e podpora na bázi polymerního tvrdého materiálu (většinou polystyren), kde 
jsou buňky kultivovány v přítomnosti vláken či houbovitých struktur (Edmondson et al. 2014; 
Kapalczyňska et al. 2016). Technika bez lešení umožňuje buňkám, aby se samy shromáždily 
a vytvořily tak neadherentní buněčné agregáty - sféroidy. 
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Tabulka 2: Srovnání metod 2D a 3D kultivace buněk (Kapalczyňska et al. 2016). 

Typ buněčných 
kultur 

2D 3D 

Tvar 

Citlivost na léky 

Doba formování 
kultury 

Kvalita kultury 

Imitace in vivo 

Interakce buněk 

Cena 

Molekulární 
mechanismy 

Přístup 
k esenciálním 
sloučeninám 

• Plochý a roztažený 

• Buňky j sou citlivé a léky 
vykazují vysokou účinnost 

• Během několika minut až hodin 

• Vysoká reprodukovatelnost, 
dlouhodobá kultura, snadná 
interpretace, jednoduchost 
kultury 

• Nenapodobujte přirozenou 
strukturu tkáně nebo nádoru 

• Bez interakcí 

Levné, komerčně dostupné 

Změny v genové expresi, sestřihu 
mRNA, topologii a biochemii 
buněk, špatná diferenciace 

Neomezený přístup ke kyslíku, 
živinám, metabolitům a 
signálním molekulám (na rozdíl 
od in vivo) 

Přirozený tvar (elipsoidní) 
Buňky často vykazují 
rezistenci a léky vykazují 
nízkou účinnost 
V řádu několika hodin až 
dnů 

Horší reprodukovatelnost, 
obtížná interpretace, kultury 
obtížněji realizovatelné 

In vivo tkáně a orgány jsou 
ve 3D formě přirozené 
Interakce prostředí buňka-
buňka a buňka-extracelulární 
prostředí 
Dražší, komerčně méně 
dostupné 
Exprese genů, spojování, 
topologie a biochemie buněk 
jako in vivo, dobrá 
diferenciace 
Variabilní přístup ke 
kyslíku, živinám, 
metabolitům a signálním 
molekulám (stejně jako in 
vivo)  

Tyto jedinečné vlastnosti zdůrazňují potenciál 3D buněčných agregátů pro použití jako 

in vitro modely pro screening nových protirakovinných léčiv, a to jak v malém, tak ve velkém 

měřítku (Chatzinikolaidou 2016). Díky využívání 2D a 3D buněčným modelům se snížil počet 

testování na pokusných zvířatech a je možné určit směr dalšího testování či pozastavení dalšího 

testování léčiva (Rodrigues et al. 2018). 

Multicelulární 3D sféroidy odvozené z nádorů, které budou využity v práci, se připravují 

fragmentací a jemnou mechanickou disociací nádorové tkáně. 
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4 Metodika 

Alkaloidy použité k testování, byly dodány farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy 
v Hradci Králové a jejich příprava byla j iž popsána dříve (Doskočil et al. 2015). 

4.1 Materiál 

Pro testování extraktů čeledi rostlin Amaryllidaceae byly použity buněčné linie střevního 
karcinomu HT29. Tyto buněčné linie byly zakoupeny z American Type Culture Collection 
( A T C C ) . Kultivační média a Dulbeco Modified Egles Medium ( D M E M ) , fetální bovinní sérum 
(FBS), neesenciální aminokyseliny, hydrogenuhličitan sodný, pyruvát sodný, roztok penicilinu 
(10 000 M J ) a streptomycínu (100 mg), zakoupeno od Biowest (Biowest, U S A ) , 
3- (Dimethylthizalo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) , trypsin, fosfátový pufir 
(Phosphate Buffer Salině -PBS), zakoupeno od Sigam - Aldrich (Sigma - Aldrich, CZ) . 
Dimethylsulfoxid ( D M S O ) (Lachner, Neratovice CZ) , Nunclon Sphera 96 jamková destička, 
96 jamková mikrotitrační destička, serologické pipetety a kultivační láhve Nunc 
(ThermoFischer, U K ) . 

4.2 Kultivace buněčných linií 

Modely buněčných linií K K HT29 byly kultivovány v D M E M médiu s přídavkem 10% 
F B S , 1% roztoku penicilinu a streptomycínu, 1% pyruvátu sodného, 1% hy drog enuhli či tanu 
sodného a 1% neesenciálních aminokyselin. Buněčné linie byly kultivovány v kultivačních 
lahvích s 15 ml čerstvého média v CO2 inkubátoru při 5 % CO2 a 37 °C, přičemž médium bylo 
měněno každé dva dny. Celá kultivace buněk probíhala přibližně po dobu 7 dní do 80-90% 
konfluence. Při sklizni byly kultivační láhve propláchnuty 1 x pomocí P B S , aby došlo 
k odstranění inhibitorů trypsinu z média. Poté bylo na dobu 3 minut přidáno 5 ml trypsinu 
a po uplynutí výše uvedené doby bylo přidáno ještě 5 ml kompletního média obsahující 
inhibitory trypsinu. A b y došlo ke kompletnímu uvolnění buněk z povrchu láhve byla vrstva 
buněk seškrábnuta buněčnou škrabkou. Následně byl obsah přepipetován do centrifugačních 
zkumavek, které byly centrifugovány po dobu 10 minut při 1063 x R C F . Po centrifugaci byl ze 
zkumavek slit supernatant (staré médium) bez poškození buněčné pelety, ke které bylo přidáno 
5 ml čerstvého média a peleta v něm byla mechanicky rozpuštěna do rozvolnění jednotlivých 
buněk. Následně ze zkumavek bylo do ependrofek odebráno 100 ul buněčné suspenze a k tomu 
přidáno 100 ul tripanové modře. Poté byla koncentrace buněk analyzována na E V E ™ 
automatické čtečce buněk (NanoEntek). Z původní buněčné suspenze byl odebrán 1 ml buněčné 
suspenze o koncentraci l x l O 5 a přidán do nové kultivační láhve s 15 ml čerstvého média. Takto 
připravené kultivační láhve se opět nechaly kultivovat. Zbylá suspenze se využila pro přípravu 
sféroidů a stanovení cytotoxicty. 

4.3 Příprava sféroidů 

Sféroidy byly založeny dle postupu od Gupta (2020) s j istými modifikacemi. Zbylá 
suspenze z kultivace buněčných liní byla naředěna na koncentraci l x l O 4 buněk/ml média, 
následně byla suspneze pipetována do destiček Nunclon Sphera 96-well se speciální úpravou 
pro sféroidy o objemu 100 u l s výslednou koncentrací 1000 buněk na jamku. Takto připravená 
destička byla centrifugována při 400 x g po dobu 5 minut s pomalým gradientem spomalování 
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rotoru. Po ukončení centrifugace byla destička opatrně přemístěna do CO2 inkubátoru 
a inkubována po dobu 72 hodin. Po 72 hodin inkubace byla pořízena první série snímků 
sféroidů pomocí mikroskopu ZEISS Primovert (Carl Zeiss, objective, 10 x /0.3, kamera Color 
Axion) Získané snímky byly zpracované v programu Z E N Blue software (Carl Zeiss) 
a označeny jako čas 0. Po nafocení bylo k vzorku přidáno 100 u l média s testovaným vzorkem, 
aby finální koncentrace byla 5, 2,5, 1,25 a 0,625 u M následně byla destička inkubována 
48 hodin. Po uplynutí 48 hodin byla pořízena další série fotek. Z destičky bylo odebráno 100 u l 
starého média a přidáno opět 100 ul nového média se vzorkem. Stejný postup byl opakován 
dalších 10 dní. Jako kontrola byl vybrán vinorelbin v koncetraci 0,07, 0,039, 0,019 a 0,009 u M . 
Získané fotografie byly poté analyzované pomocí programu Fi j i ImagenJ a vypočtení velikosti 
sféroidu bylo určeno na základě výpočtu dle Puhr et al. (2018): 

V = nr3 

Vzorek pro poloměr geometrického průměru. 

= (axb)m 

a,b j sou ortogonální průměry sféroidů 

4.4 Statistické vyhodnocení 

Statistická analýza byla provedena pomocí programu Graphpad Prism 9. Pro vyhodnocení 
byl použit dvoufaktorový test významnosti - A N O V A (p < 0,05). Získaná data byla vyjádřena 
jako průměr směrodatnou odchylkou a následné post-hoc porovnání analyzováno pomocí 
Tukeyho testu. 
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5 Výsledky 

V této bakalářské práci byla testována cytotoxická aktivita in vitro 6 připravených 
alkaloidů z čeledi Amaryllidaceae, konkrétně: 9-O-demethylgalanthin, haemanthamin, 
haemanthamin, hippeastrin, odulin, norpluvin a masonin v koncentracích 5; 2,5; 1,25 
a 0,625 u M na buněčných linií lidského K K HT29. 

5.1 Účinek alkaloidů z čeledi Amaryllidaceae na sféroidy 

Buněčná linie HT29 byla schopna udržet kompaktní tvar sféroidu po celou dobu testování 
alkaloidy při všech koncentracích (Obrázek 7a, 7b). Jediný alkaloid, který vykazoval mírnou 
inhibici na růst sféroidů byl hippeastrin u kterého bylo od 6. dne pozorován pomalejší růst 
při koncentraci 5 JUM, než u kontroly (Obrázek 6a), avšak tyto hodnoty nebyly vyhodnoceny 
jako statisticky významné. 10. den byla zaznamenána velikost sféroidů při použití tohoto 
alkaloidu v průměru na hodnotě 0,022931 mm 3 , což je o 4 % menší oproti kontrole se statisticky 
významným rozdílem p=0,0001. Naproti nižší koncentrace 1,25 a 0,625 /uM, kde 
u hippeastrinu nebyla rychlost sféroidu zpomalena, naopak při koncentraci 0,625 JUM je 
z obrázku 6a patrné, že růst byl pozitivně podpořen oproti kontrole a velikost byla o 2 % vyšší 
než kontrola. Norpluvin při koncentraci 1,25 JUM 10. den dokonce zvětšil velikost sféroidu na 
0,0248495 m m 3 oproti kontrole, což odpovídá 12% zvětšení. 10. den bylo zvětšení velikosti 
sféroidu díky norpluvinu 13 % v porovnání s kontrolou u koncetnrace 1,25 /uM a o 12 % oproti 
kontrole při koncentraci 0,625 /uM. Taktéž odulin vykázal při koncentracích 0,625 a 1,25 /JM 
podporu růstu sféroidu nad hodnoty kontroly. U odulinu bylo toto zvětšení oproti kontrole 
o 3 % při koncentraci 1,25 /JM. 

Ostatní testované alkaloidy nevykázaly téměř žádnou aktivitu vůči růstu sféroidů nebo 
velikost lehce zvětšovaly oproti kontrole. Bylo prokázáno, že je nepatrný statisticky významný 
rozdíl mezi koncentracemi u všech testovaných alkalodiů do 6. dne, kdy se hodnoty 
jednotlivých koncentrací jen lehce vzdalovaly od kontroly (Obrázek 6a, 6b, 6c, 6d, 6e, 6f). 
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Hippeastrin 

4 % 

Den 

Obrázek 6a: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou l ini i HT29 v zásivlosti 
na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Testovaný 
alkaloid hippeastrin byl sledován postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před opětovným přidáním 
testované látky. 

Odulin 

4 % 

Den 

Obrázek 6b: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou linii HT29 
v zásivlosti na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. 
Testovaný alkaloid odulinu byl sledovány postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před opětovným 
přidáním testované látky. 
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Obrázek 6c: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou linii HT29 v zásivlosti 
na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Testovaný 
alkaloid norpluvin by sledován postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před opětovným přidáním 
testované látky. 

9-O-demethylgalanthin 

4 % 

Den 

Obrázek 6d: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou l ini i HT29 v 
zásivlosti na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. 
Testovaný alkaloid 9-O-demetylgalantin by sledován postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před 
opětovným přidáním testované látky. 
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Masonin 

4 % 

Den 

Obrázek 6e: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou l ini i HT29 v zásivlosti 
na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Testovaný 
alkaloid masonin by sledován postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před opětovným přidáním 
testované látky. 

Haemanthamin 

4 % 

0 2 4 6 8 10 
Den 

Obrázek 6f: Grafické znázornění růstu 3D sféroidů tvořených buněčnou l ini i HT29 v zásivlosti 
na dávce a času. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Testovaný 
alkaloid haemantamin by sledován postupně 0, 2, 4, 6, 8 a 10 den před opětovným přidáním 
testované látky. 
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Obrázek 7a: Znázornění růstu sféroidů v čase a v závislosti na koncentraci testované látky. 
Sféroidy tvořené buněčnou linií HT29 při použití 10x /0.3 objektivu. 
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Obrázek 7b: Znázornění růstu sféroidů v čase a v závislosti na koncentraci testované látky. 
Sféroidy tvořené buněčnou linií HT29 při použití 10x /0.3 objektivu. 
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6 Diskuze 

Celosvětově se nádorová onemocnění řadí na druhé místo v příčině úmrtí hned 
po kardiovaskulárních onemocnění (Siegel et al. 2020). Například v České republice zemřelo 
v roce 2020 na nádorová onemocnění 28 000 lidí z toho přes 3 000 lidí zemřelo na kolorektální 
karcinom (ÚZIS 2020). Nádorová onemocnění vznikají takzvanou karcinogenezí, což je sled 
změn normálních buněk, které se vyvíjí a vznikají z nich buňky nádorové. Tyto pochody v těle 
ovlivňují z 80 % exogénni faktory - v l i v životního prostředí, strava jedince, expozice virům 
a chemickým látkám, požívání alkholu a kouření; zbývajících 20 % je přičítáno genetickým 
a mutačním predispozicím (Hofmanová 2013; Lewandowska et al. 2019; Thanikachalam 
& Khan 2019). Problémem u nádorových onemocnění je pozdní diagnostika, proto mezinárodní 
agentura pro výzkum rakoviny (International agency for research on cancer 2014) vydala 
12 doporučení pro zdravěší životní styl (viz kapitola 3.3.2 Faktory ovlivňující nádorová 
onemocnění). 

U nádorových onemocnění se k léčbě nejčastěji využívá cíleného radiačního záření, 
chemoterapie nebo chirurgických zákroků či kombinací výše uvedených metod (Biller & 
Schrag 2021). Nejčastěji používanou léčbu je chemoterapie při níž jsou užívána léčiva zvaná 
cytostatika, nicméně různá omezení často snižují jejich účinnost, a proto výzkumníci zkoumají 
bezpečnější a účinnější formy chemoterapeutických léčiv jako jsou například rostlinné 
alkaloidy z čeledi Amaryllidaceae. U alkaloidů bylo prokázána inhibice mitózy a metafáze, 
cytostatické, cytotoxické a selektivní účinky na nádorové buňky a naopak na zdravé buňky mají 
jen minimální vedlejší účinky (Khan et al. 2022). Dále mají alkaloidy z pozitivních účinků 
prokázaný antioxidační, antinociceptivní, antiproliferační, antipyretické, antiastmatické, 
protizánětlivé a antibakteriální účinky. Mez i alkaloidy, u kterých byly tyto účinky prokázány 
patří běžně používaný vinblastin, vinkristin či vinorelbin, který byl v naší práci použit jako 
standart. 

V rámci našeho pokusu nevykazovali testované alkaloidy významnou schopnost inhibovat 
růst sféroidů v nižších koncentracíh. Obdobných výsledků dosahal i Doskočil et al. (2015), 
který testoval schodné látky pomocí klasické 2D metody využívají tetrazilové soli. A nebyla 
u nich zaznamenána výrazná toxicita pod 1 JUM. Nebylo tomu tak ale u haemantaminu, který 
ve studii Doskočil et al. (2015), měl hodnotu IC50 (0,59 ± 0,01 JUM), neproti tomu Luo et al. 
(2012), uvádí hodnotu IC50 u haemantaminu v průměru 2,66 JUM. Z tohoto důvodu jsme 
předpokládali, že haemantamin bude mít schopnost inhibovat růst sféroidů na stejné buněčné 
linie. V rámci testu však došlo naopak k buněčné proliferaci a zvětšení objemu sféroidů 
při koncentracích 1,25 a 0,625 juM. Při koncentraci 5 juM byl růst obdobný jako u kontroly, 
která nebyla ničím ošetřena. 

Obdobně tomu bylo i u dalších látek, které taktéž nevykazovaly schopnost inhibovat růst 
sféroidů. A není u nich zazanemaná aktivita ani pomocí klasických metod (Luo et al. 2012; 
Doskočil etal. 2015). 
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7 Závěr 

Tato bakalářská práce byla zaměřena na testování schopnosti inhibovat růst 3D buněčných 
sféroidů pomocí alkaloidů z čeledi Amaryllidaceae na buněčných liniích kolorektálního 
karcinomu. Ze získaných výsledků je patrné, že testované látky nevykazují výraznou schopnost 
inhibovat buněčný růst. Dle dostupných snímků je otázka, zda tyto látky mohou podporovat 
nebo naopak inhibovat buněčnou nekrózu ve středu sféroidů. K získaní takových poznatků 
bohužel laboratoř na C Z U nedisponuje nutnými prostředky, jako je moderní inverzní 
fluorescenční mikroskop, který by mohl poskytovat údaje na světové úrovni. 
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