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Abstrakt

Molekularni mechanismus protinadorového ucinku vybranych prirod-
nich latek

Prirodovédecka fakulta University Karlovy v Praze
Smolova Dagmar

Nadorova onemocnéni v dnesni dobé zasahuji vice nez tietinu svétové populace a jsou pii-
¢inou vice nez 20% vsech umrti. LepSim pochopenim rakoviny na epigenetické, genetické,
molekularni a bunétné Grovni se objevuje ¢im dal tim vice riznych mechanismi, jimiz je
mozno zasahovat do procesu karcinogenese a predchéazet tak kone¢nému stadiu invazivni
nemoci. V posledni dobé je vénovana velka pozornost pfirodnim latkam, které dokazi spe-
cificky zasahovat do tohoto procesu. Tyto latky jsou vyhodné&jsi oproti standardni 1é¢bé
v tom, Ze jsou snadno dostupné a malo nebo viibec toxické. V této praci byl pozorovan vliv
latek 6-shogaolu, 6-gingerolu a galanginu na leukemické bunky Jurkat. Nejvetsi acinnost
vykazoval 6-shogaol. 6-Shogaol zptisoboval apoptosu bun¢k aktivaci anti-proliferac¢ni sig-
naliza¢ni drahy Hippo a snizenim genové exprese C-MYC onkogenu a mnozstvi C-MYC
onkoproteinu, které maji v nadorovych bunkach kli¢ovou roli pfi zajistovani dostatku

energie pro aktivni riist a proliferaci.



Abstract

Molecular mechanism of anti-cancer activity of selected
natural compounds

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovi v Praze
Smolova Dagmar

Nowadays, cancer is affecting more then a third of the world’s population and it’s the cau-
se of more than 20% of all deaths. A better understanding of cancer at the epigenic, gene-
tic, molecular and cellular levels is opening up lots of opportunities to intervene with the
goal of preventing end-stage of the invasive disease. Recently, much attention is paid to the
natural substances because of its ability to interact specifically in the tumorgenesis. This
compounds are preferred before the standard treatment because of its availability and safe-
ty. In this work, there were observed the effects of 6-shogaol, 6-gingerol and galangin in
the leukemic cells Jurkat. The greatest efficiency was showed by 6-shogaol wich caused
apoptosis in cells by activating the antiproliferative signalling of Hippo pathway and it also
decreased the expression of C-MYC oncogene. There was also a decline of C-MYC onco-
protein wich has a key role in the tumor cells metabolism through it’s ability to provide

enought of energy for the growth and active proliferation.

(In Czech)
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1. Teoreticky avod

1.1. Rakovina
Vznik rakoviny v nasem téle je zpusoben abnormalnim rastem bunék, ktery muze vést az
ke smrti. Zasahuje vice nez tfetinu svétové populace a je pti¢inou vice nez 20% vSech amr-
ti. Rozvoj rakoviny je dynamicky a dlouhotrvajici proces, ktery zahrnuje mnoho komplex-
nich faktord, mezi které patii viry, chemické latky, ptisobeni Zivotniho a pracovniho pro-
sttedi, genetické predispozice a v neposledni fad¢ také zpiisob zivotniho stylu. V tomto
procesu jsou tii kritické kroky: (i) iniciace, pfi niz dochazi k poskozeni DNA (z angl. deo-
xyribonucleicacid) a nasledné k pfemén¢ zdravé buiky na nadorovou; (ii) propagace, kdy
se primarni matetskd nadorova buika de¢li, dava vznik dcefinym buinikam, které produkuji
dalsi a dal$i nadorové buriky a dochazi k formaci benigniho nadoru; (iii) progrese, kde do-
chazi k malignim transformacim zahrnujici nekontrolovatelné déleni nddorovych bunek,
roz$ifeni metastazi po celém téle a k tvorbé krevniho fecisté v nové vzniklych nadorech

(angiogenese) [1].

1.1.1. Metabolické zmény v bunce

Energeticka rovnovaha ve zdravych buiikach je zajistovana mnoha metabolickymi draha-
mi, které jsou navzijem propojeny slozitymi mechanismy, které odpovidaji za spravné
fosforylace a syntéza lipidt. Tyto drahy jsou blizce spjaty s metabolismem aminokyselin a
biosyntézou nukleotidt. Jako zdroje energie jsou vyuzivany mnohé latky, zejména gluko-
sa, glykogen, mastné kyseliny a aminokyseliny. Glukosa, ktera je povazovana za klicovy
zdroj energie pro rust bunék, je ptivadéna do bunék systémem glukosovych transportéra a
je glykolytickou drahou konvertovana na pyruvat. Pyruvat je oxidativné dekarboxylovan
na acetyl-CoA (CoA-z angl. coenzyme A), ktery se zapojuje do citratového cyklu
v mitochondriich (obr. 1, str. 9). Propojenim citratového cyklu a oxidativni fosforylace
V mitochondriich je generovana energie ve form& ATP (z angl. adenosine triphosphate) a
vznika intermedidrni metabolit citrat, ktery je exportovan do cytoplasmy, kde je konverto-
van na acetyl-CoA. Zde je acetyl-CoA vyuzivan jako pocate¢ni substrat pro biosyntézu
mastnych kyselin. Mastné kyseliny slouzi jako zasoba energie (pfes [3-oxidaci) a stavebni
hmoty (biosyntéza membran), ale také hraji diileZitou roli v buné¢éné signalizaci modifikaci

riznych signaliza¢nich proteinti. Nadorové bunky, které maji vyssi energetické pozadavky



kvali svému rychlému ristu, aktivni proliferaci, migraci a tvorbé metastdz, vykazuji ab-
normalni chovani pfeprogramovanim téchto metabolickych drah [2].

V onkogenesi dochazi k autonomnim buné¢nym zménam metabolismu, které jsou zpa-
sobeny aktivaci onkogenti a/nebo ztratou funkce tumor supresorovych genti. V porovnani
s vétSinou zdravych tkani, které jsou kyslikem dobte zasobeny, tkdn¢€ zasazené rakovinou
jsou vétsinou hypoxické s obéasnymi okyslicenymi oblastmi kolem vytvotené¢ho krevniho
fe¢isté v nadoru. Jako hlavni zdroj energie a Zivin zde slouzi hlavné glukosa, jejiz pfijem
rakovinnymi buiitkami je oproti zdravym bunkam znatelné zvySen (Warburgiv efekt) a glu-
tamin, ktery je jednou z nejvice zastoupenych aminokyselin v lidské krvi. Glutamin je vy-
uzivan pro produkci intermediatt v citratovém cyklu, které slouzi jako prekurzory pro bio-

syntetické drahy [3].

1.1.2. Warburgtv efekt

V roce 1926 Otto Warburg jako prvni popsal zpisob metabolického pieprogramovani zis-
ku energie v bunikach z oxidativni fosforylace na glykolyzu a laktatovou fermentaci. U
zdravych buné€k je zajistén zdroj energie zejména oxidativni fosforylaci v mitochondriich.
Naproti tomu rakovinné bunky upfednostiiuji produkci energie zvySenym piijmem glukosy
a zesilenim glykolyzy v cytoplazmé s naslednou tvorbou laktatu, bez ohledu na to zda jsou
v hypoxii nebo v prostiedi s dostacujici hladinou kysliku (obr. 1, str. 9). Ptestoze glykolyza
s naslednou tvorbou laktatu je daleko méné ucinna v produkci ATP nez oxidativni fosfory-
lace v mitochondriich (pfiblizné 70% ATP je syntetizovano oxidativni fosforylaci a zbytek
glykolyzou, toto procento je ovSem ovlivnéno v zdvislosti na typu bungk, jejich stadiu
rastu a mikroprostiedi), je mnohem rychlejsi a je nezavisla na mitochondrialni funkci, kte-
ra je Casto v nadorovych buikach poskozena [4]. Bylo dokonce ukéazano, Ze i kdyz tato
funkce mitochondrii byla naprosto blokovéana, tak mnoZstvi produkované ATP nebylo vy-

znamné ovlivnéno [3].
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Obr. 1: Metabolismus glukosy v rakovinnych buiikach: Po pfeneseni glukosy do bunék glukosovymi
transportéry je fosrylovana hexokinasou na glukosu-6-fosfat, ktery je v glykolyze ptfevedena na pyruvat.
Zdravé bunky ho pyruvat dehydrogenasou konvertuji na acetyl-CoA, ktery je vyuzit v mitochondriich, kde se
zapojuje do citratového cyklu (zeleny ramecek). Zisk ATP je zde zajistovan oxidativni fosforylaci. Naproti
tomu rakovinné bunky upfednostiuji syntézu ATP v glykolyze. Z pyruvatu zde vznika laktat pomoci laktat-

dehydrogenasy A (LDHA) (Eerveny ramecek). Upraveno podle [4].



1.2. Prirodni latky

1.2.1. Uginky ptirodnich latek
Jiz po nékolik tisic let jsou rostliny pouzivany jako ptirodni 1€k s terapeutickym ¢i jinym
farmakologickym t¢inkem. Dnes je podle Svétové Zdravotni Organizace (WHO z angl.
World Health Organization) 80% svétové populace zavislych na tradi¢nich zpisobech
1é¢by jako primarni zdravotni pomoci. Ve farmaceutickém primyslu jsou 1é¢ivé rostliny
cenény diky obsahu aktivnich slozek (fytochemikalie), které mohou byt pouzity jako sou-
Cast pii vyrobé 1éku. Nejcastéji jde o slouceniny typu polyfenolt, flavanoidu, glykosidi a
alkaloidt. Kromé lékaiskych uceld jsou rostliny vyznamné pro svtj obsah biologicky ak-
tivnich latek, jako jsou vitaminy nebo slozky esencidlnich oleju. Dalsi vyuziti nachazeji ty-
to latky v potravinafstvi a kosmetice. LéCivé rostliny nebo jejich ¢asti (listy, oddenky, ko-
feny, semena, kvéty) mohou byt pouzity v riznych formach, jako jsou Cerstvé surové for-
my (¢aj, odvary, prasky z rostlinného materialu), nebo extrahované formy (dZzusy, vodné
nebo ethanolové extrakty, tinktury, esencialni oleje, pryskyfice, balzamy) [5].

Fytochemikalie hraji dtlezitou roli v 1é¢bé rakoviny. Ovlivnéni nddorovych procest té-
mito latkami lze nékolika riznymi cestami. Mohou mit vliv na bunéény cyklus a apoptosu,
vinnych bun¢k vic¢i chemoterapii, nebo mohou cilené a specificky ptsobit na molekularni
urovni [6]. Tyto ucinky byly prokdzané na mnoha typech rakovinnych bunék zahrnujici
leukémii, rakovinu prsu, prostaty, stfeva, mozku, klize a pankreatu. Vyhoda téchto latek je,

Ze se nachazeji v mnoha zdrojich a jsou organismem dobie tolerovany [7].

1.2.1.1. Chemopreventivni u¢inky
Chemoprevence je zpisob jak lze predchazet vyskytu nemoci, zpomalovat ji anebo dokon-
ce zvratit. LepSi pochopeni rakoviny na epigenetické, genetické, molekuldrni a bunécné
urovni poskytuje védciim mnoho moznosti k zasazeni fyziologickymi a farmakologickymi
mechanismy, s cilem ptedejit kone¢nému stadiu invazivni nemoci. Koncept chemopreven-

ce ziskava ¢im dal tim vétsi pozornost diky vyhodngjsi alternativé k 16¢b¢ rakoviny [8].
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1.2.1.2. Antioxidacni u¢inky

Mnoho laboratornich a klinickych studii dokazuje, Ze oxidativni stres zpusobeny reaktiv-
nimi formami kysliku (dale ROS, z angl. reactive oxygen species) hraje zasadni roli
Vv patologii spojené s aterosklerdézou, neuro-degenerativnimi onemocnénimi a mnoha for-
mami karcinogenese. ROS zahrnuji volné radikaly hydroxylové, peroxidové, superoxidové
aniontové a dalsi, které jsou bézné generovany béhem procest probihajicich v bufice (mi-
tochondrialni elektronovy pienos), ale také jsou zptasobeny vlivem prostiedi (ionizujici za-
feni slunce), zménou atmosférickych podminek (hypoxie) a stresort Zivotniho stylu (ciga-
retovy kouf, pfilisna konzumace alkoholu). K nebezpeénému oxidativnimu poskozeni bu-
nék prostiednictvim ROS dochazi pfedev§im na trovni makromolekul (proteiny, lipidy,
DNA). Pravé zmény bazi, zlomy fetézci a mutace v DNA jsou vétSinou spojovany
S pusobenim volnych radikalii. Bylo dokazano, ze tyto zmény mohou byt zastaveny, redu-

kovany ¢i dokonce zvraceny dodateénym piisunem antioxidantt [9].

1.2.1.3. Protizanétlivé ucinky
bialni infekci, pusobenim chemickych latek nebo zranénim. Tyto procesy Vvedou
k mobilizaci Siroké Skaly imunitnich bungk, které putuji na misto zanétu, kde uvolnuji riiz-
né protizanétlivé cytokininy a dalsi latky. Chronicky zanét, pretrvavajici poskozeni tkan¢ a
bunééna proliferace, tak i obohacovani o ROS, pfispivaji k vytvafeni mikroprostredi na-
chylnému k malignité, které podléhaji hlavné tkan€ a organy jako je kize, Zaludek, stieva,

prsa, prostata a pankreas [9].
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1.2.2. Zazvorovité (Zingiberaceae)

1.2.2.1. Zazvor (Zingiber officinale)

Zazvor je rostlina pochazejici z jiho-vychodni Asie, ktera se fadi do tropické a subtropické
rodiny Zazvorovitych. Jiz po tisicileti je péstovan jako kofeni a 1é¢iva rostlina. Zazvor je
typicky konzumovan jako Cerstva pasta, suSeny prasek, platky uchovavané v sirupu, bon-
bony (krystalizovana forma) nebo v podob¢ ¢aju [10].

Zazvor ma mnoho rozmanitych biologickych funkci. Mezi ty nejdalezitéjsi patii antimi-
Studie ukazuji, Ze i velmi vysoké davky zazvoru jsou dobfe tolerovany a jsou bez jakych-
koliv toxickych ucinkt [11]. Senzorové vnimani zézvoru v Ustech a nose vznika ze dvou
odlisnych skupin chemickych latek.

Tekave latky
Tyto latky obsazené v zazvoru se skladaji pievazné ze seskviterpend, zejména ze zingebe-
renu (35%), kurkumanu (18%) a farnezenu (10%), s mensim mnozstvim bisabolenu a b -
seskvifellandrenu. Malé procento zastupuji ruzné monoterpenoidy jako geraniol, 1,8 -
cineol, linalol, borneol a neral a dalsi. Prave tyto tékavé latky vytvaii specifické aroma za-
zvoru [10].

Netékaveé drazdivé latky
Pravé tyto latky jsou biologicky aktivnimi slozkami zédzvoru. Patii sem gingeroly, shogao-
ly, paradoly a zingeron, ktery je odpovédny za palivost zazvoru. Gingeroly, skupina che-
mickych homologli odliSujicich se délkou jejich nerozvétveného alkylového fetézce, jsou
hlavni slozkou v ¢erstvém oddenku. Dale shogaoly, dalsi skupina homologti, dehydratova-
nych derivati gingeroll, jsou prevladajicimi drazdivymi slozkami v suseném zézvoru. Pa-
radol je podobny gingerolu a vznikd hydrogenaci shogaolu. Kromé extrahované pryskytice
zazvor obsahuje mnoho tukt, voskil, sacharidl, vitamin a minerdlti. Oddenky také obsa-

huji silny proteolyticky enzym zvany zingibain [10].

1.2.2.2. Galanga (Alpinia galanga)
Galanga je rostlina nalezici do rodiny Zazvorovitych, ktera se pouziva jako kofeni, potra-
vinaiské aroma a také jako 1€k nebo soucast 1éku. V Asijské tradiéni medicing je vyuzivana
k 1é€bé revmatickych a dychacich obtizi a pro své afrodiziakalni uc¢inky. Esencidlni oleje

z listd, stonkt, oddenkt a kofentl obsahuji pfevazné monoterpeny, seskviterpeny a methy-

12



lester kyseliny skoticové. Tyto latky jsou odpovédné za jeji charakteristickou viini a vyuzi-
ti. Esencidlni oleje z listll jsou bohaté konkrétné na eukalyptol, kaftr, a-fenchyl acetat, bor-

neol, bornyl acetat, a-pinen, guaiol a elemol [12].

1.2.3. Vybrané ptirodni latky
1.2.3.1. 6-Shogaol

6-Shogaolu, 1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-4-deken-3-onu, hlavni $tiplavé slozce zazvoru,
je vénovana velka pozornost diky jeho zna¢nému farmakologickému pusobeni, které zahr-
muze indukovat bunécnou smrt/apoptosu v riiznych typech rakoviny jako je rakovina plic,
tlustého stfeva, jater, vajecnikii a prsu. Dale se efektivné uplatiiuje pii apoptose
Vv transformovanych a primarnich lidskych leukemickych bunkach.

Bylo zjisténo, Ze oSetfeni bunék Jurkat 2,5uM a 5uM 6-shogaolem vedlo po 24h
K mirnému narustu apoptosy. Tento efekt byl zjevny pii 10uM a velmi rozsahly pii 15uM.
Pti koncentraci 15uM 6-shogaolu byl mirny ucinek zjevny jiz po 6h. Podobné ucinky byly
prokazané i u leukemickych bunék U937 a HL60, ovSem pouze pii vySSich koncentracich
6-shogaolu a 24 hodinové expozici. V souladu s témito zjisténimi shogaol zptsoboval §té-
peni/aktivaci kaspasy 3 a kaspasy 7, stejn¢ tak jako degradaci PARP (z angl. poly ADP ri-
bose polymerase) v leukemickych bunkach, ovsem nevyvolaval tyto procesy v normalnich

mononuklearnich burnikach kostni difené [13]. Struktura 6-shogaolu je znazornéna na obraz-
ku 2.

HO
OMe

Obr. 2: Struktura 6-shogaolu [14].

1.2.3.2. 6-Gingerol
6-Gingerol, 5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-3-dekanon, farmakologicky vy-

rrrrr

13



[15]. Mechanismus uc¢inku je ale zatim z velké ¢asti neznamy. Bylo zjisténo, ze zvysena
exprese NF-xB (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
AKT a BCL2 (z angl. B-cell lymphoma 2) gent byla v rakovinnych bunkach oSetfenych 6-
gingerolem potlacena, kdeZto exprese TNFo (z angl. tumor necrosis factor o), BAX (Bcl2-
associated X protein) a CYT C (cytochrom c) byly zvyseny. Pfihlédnutim k témto vysled-
kiam se predpoklada, ze 6-gingerol se muze vazat na DNA a indukovat bunéénou smrt au-
tofagii a apoptosou zprostiedkovanou pres kaspasu 3 [16]. Struktura 6-gingerolu je znazor-

néna na obrazku 3.
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Obr. 3: Struktura 6-gingerolu [14].

1.2.3.3. Galangin
Galangin, 3,5,7-trihydroxyflavon, ¢len tfidy flavonold patiicich do flavonoidu, je pFitomny
ve vysokych koncentracich v propolisu, pfirodnim produktu véel, a v kotfeni galangy. Ga-
langin inhibuje rdst nadoru lidské mlécné zlazy potlacenim cyklinu D1 a podporuje
apoptosu Vv lidskych leukemickych bunkach. Mezi jeho dalsi biologicky vyznamné ucinky
patii snizeni genotoxicity chemikalii, potlaeni COX-2 (z angl. cyclooxygenase 2), exprese
a inhibice virové replikace. Dale bylo zjisténo, ze galangin funguje jako antagonista

Whnt/B-katenin signaliza¢ni drahy [17]. Struktura galanginu je znazornéna na obrazku 4.

Obr. 4: Struktura galanginu [14].
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1.3. Molekularni definice bunéc¢né smrti

1.3.1. Apoptosa
Apoptosa je mechanismus vyskytujici se u mnohobunéénych organismd, ktery jim umoz-
nuje eliminovat pocet bun¢k, které jsou jiz nepotfebné nebo poskozené. Apoptosa miize

byt spousténa dvéma hlavnimi drahami, vnéjsi a vnitini.

1.3.1.1. Vn¢js$i draha

Tato draha apoptosy je zpusobovana vazbou ligandii smrti ndlezici do TNF rodiny na pfi-
ligandy této rodiny patii TNF, FAS ligand a TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-
inducing ligand), které jsou produkovany piedev§im bunikami imunitniho systému (T bun-
ky, makrofagy, dendritické bunky, NK buriky; NK z angl. natural Killer). Pfi vazb¢ ligandt
na receptory smrti dochazi k tvorbé velkého komplexu DISC (z angl. death-inducing signa-
ling complex). Dalsim krokem je aktivace kaspasy 8, ktera muize pifimo aktivovat kaspasu
3 a zpusobovat apoptosu, nebo $tépit BID (z angl. BH3 interacting-domain death agonist),

ktery se dale zapojuje na spusténi apoptosy vnitini drahou [18].

1.3.1.2. Vnitini draha na kaspasach zavisla a nezéavisla
Apoptoticky zanik bun¢k mize byt vyvolan nepfebernym mnozstvim intracelularnich stre-
sovych faktor zahrnujicich poskozeni DNA, oxidativni stres, cytosolické pietizeni vape-
natymi kationty, mirnou exitotoxicitou (spojenou se zvysSenou expresi glutamatového re-
ceptoru v nervovém systému), akumulaci nesbalenych proteinit v endoplasmatickém reti-
kulu a dal§imi. Signaliza¢ni drahy, které vyvolavaji spousténi apoptosy timto zpisobem
jeny s centralnim fidicim mechanismem mitochondrii. Casto spolu s §ifenim pro-
apoptotickych signaliza¢nich kaskad jsou zapojeny také anti-apoptické mechanismy, které
poskytuji butice moZnost vyrovnat se se vzniklym stresem. KdyZ ptevladaji pro-apoptické
signaly jako jsou napft. ¢lenové BCL-2 proteinové rodiny BAK (z angl. Bcl-2 homologous
antagonist/killer) a BAX dochazi k permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany (dale
MOMP z angl. mitochondrial outer membrane permeabilization). MOMP muze byt také
zplisobena tvorbou porti na vnitfni mitochondridlni membrané pomoci multiproteinového

komplexu PTPC (z angl. permeability transition pore complex).
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Bez ohledu na ptesné fyzikdlni a biochemické mechanismy, které vedou nezvratné
k MOMP a zasahuji vétSinu mitochondrii v jedné buiice, m& MOMP mnohé letalni nasled-
ky. Dochézi k rozptyleni mitochondridlniho transmembranového potencialu, ktery je ne-
zbytny pro transportni mechanismy a syntézu ATP. Do cytosolového prostoru se
z mezimembranového prostoru mitochondrie uvolnuji toxické proteiny jako je CYT C, AlF
(z angl. apoptosis-inducing factor), endonukleasy G, SMAC (z angl. second mitochondria-
derived aktivator of caspases) a HTRAZ2 (z angl. high temperature requirement protein A2).
V neposledni fad¢ dochdzi k inhibici dychaciho fetézce, zvySeni produkce ROS a zesileni
apoptotického signalu. Tyto vnitini pochody vedou k bioenergetické a metabolické kata-
strofé spojené s mnohanasobnou aktivaci smrticich mechanismi. Cytosolicky CYT C spo-
lupracuje s APAF1 (z angl. apoptocic protease activating factor 1) a dATP ve formovani
apoptosomu, ktery vede k aktivaci kaspasy 9, ktera dale aktivuje kaspasu 3 a ta spousti
apoptosu. Ke kaspasovym kaskadam prtispivaji také SMAC a HTRA2, které inhibuji anti-
apoptické funkce mnohych ¢lend IAP (z angl. inhibitor of apoptosis protein) rodiny. Na
kaspasach nezavislou funkci maji AIF a endonukleasa G, které se piesunuji do jadra, kde
zpusobuji silnou fragmentaci DNA a HTRAZ2, ktery ma pro-apoptoticky tcinek na zakladé
jeho serin-proteasové aktivity [19]. Ob¢ drahy apoptosy jsou zobrazeny na obrazku 5 (str.
17).
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Obr. 5: Vnitini a vnéjsi draha apoptosy: Vnéjsi draha je zprostiedkovana vazbou ligandd smrti, formova-
nim komplexu DISD a naslednou aktivaci kaspasy 8. Vnitini draha apoptosy je zprostifedkovana uvolnénim
CYT C z mitochondrie, formovani apoptosomu a aktivaci kaspasy 9. Aktivované kaspasy 8 a 9 aktivuji
kaspasu 3, coZ vede k bunééné smrti. Ob¢ drahy jsou spojeny pies §tépeni proteinu BID. BAX, BAK, SMAC,
AIF jsou pro-apoptické proteiny. BCL-2 je anti-apopticky protein. Upraveno podle [18].

1.3.2. Regulovana nekrosa
Dlouho byla nekrosa povazovana za nahodny bunéény smrtici mechanismus bez morfolo-
gickych znakli apoptosy ¢i autofagie. Nyni vSak vime, Ze nekrosa ma vyznacnou roli
v mnoha fyziologickych a patologickych udalostech. Spoustéce zahajujici regulovanou ne-
krosu zahrnuji poskozeni DNA alkylaci, excitotoxiny a ligandy receptord smrti. Kdyz jsou
kaspasy inhibovany genetickymi manipulacemi nebo blokovany farmakologickymi latka-
mi, RIP1 (z angl. receptor-interacting protein kinase 1) a RIP3 nejsou degradovany a zapo-
juji se do funk¢nich interakei, které vedou k nekrotické bunécné smrti. Regulovana nekrosa

by méla byt dale charakterizovana dle typu signaliza¢nich moduld, na kterych zavisi.
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1.3.3. Autofagicka buné¢na smrt
Pii autofagické buné¢né smrti dochazi k masivni cytoplasmatické vakuolizaci. Ackoli pi-
vodné tento typ bunééné smrti nebyl spojovan s zddnymi funkénimi pochody, zda se, ze
autofagicka bunécna smrt hraje roli ve fyziologickych i patologickych procesech spojenych
se zanikem bunky. Piikladem muze byt fyziologicka buné¢na smrt béhem vyvoje D. mela-
nogaster. Autofagicka bunécna smrt se také nejspise ucastni likvidace nekterych nadoro-
vych bungk (zvlasté pii nepfitomnosti hlavnich apoptotickych modulatorii jako BAX, BAK
nebo kaspas), které odpovidaji na specificky druh chemoterapeutik in vitro. Nicménég, u
vétSiny znamych ptipadd jde o autofagii, kterd predstavuje ochranou bunécnou odpoveéd.
Dochazi k tvorbé autofagosomii (dvou membranovych cytoplasmatickych vesikul), které
nasledn¢ fazuji s lysozomy. Autofagie na kratkou dobu prodluzuje zivot buiiky a poskytuje

ji ziviny pro udrzeni viability [19; 20].

1.3.4. Mitotické katastrofa
K mitotické katastrofé muze dochazet striktné béhem mitosy, ale Castéji jde o piipad bu-
nééné smrti, kterd je zplsobena aberaci v mitose a uskutecnéna bud’ béhem mitosy nebo
Vv nésledujici interfazi. Po zasazeni bunck v mitose Casto nasleduji velké nuklearni aberace
(mikro- a multinukleace), coz jsou morfologické znaky, diky kterym mizeme mitotickou
katastrofu pozorovat. Zaroven s témito znaky jsou pozorovany také rysy apoptosy i nekro-
sy, bud’to soucasné, nebo po multinukleaci. Mezi nékolik procesi, které se tykaji mitotické
katastrofy, ale nejsou na ni striktné vazany, miizeme zaradit aktivaci kaspasy 2 (na DNA
poskozeni zavisla proteasa), tumor supresoru TP53 (z angl. tumor protein p53) a dalsich
¢lend TP53 rodiny. Mitoticka katastrofa nemusi znamenat vyhradné vykonnou drahu bu-

nécné smrti, ale mize mit také onkosupresivni Gc¢inek [19].
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1.4. Signaliza¢ni drahy

1.4.1. Proliferacni signalizacni drahy

Riistove faktory a jejich receptory
U nadorovych onemocnéni je Casto pozorovana zvySena exprese receptord rustovych fak-
tord a jejich ligandi, fungujici jako autokrinni/parakrinni smycka, konstitutivné stimulujici
nadorovou buné¢nou proliferaci [21]. Mezi dilezité rustové faktory, které se vazi na pii-
slusné receptory a nasledné¢ aktivuji proliferacni signaliza¢ni drahy a vedou k bunéénému
rustu, potlaceni apoptosy a invazi rakovinnych bunék, patii EGF (z angl. epidermal grow-
ing factor), PDGF (z angl. platelet-derived growth factor), FGF (z angl. fibroblast growth
factor), TGF (z angl. tumor growth factor), IGF (z angl. insulin-like growth factor) a CSF

(z angl. colony-stimulating factor ) [22].

1.4.1.1. RAS/RAF/MEKI/ERK signalizace
RAS-ERK signalizace je deregulovana piiblizné v jedné tfetin€ vsech lidskych nadorovych
onemocnénich, obzvlasté v téch, které jsou epitelialniho ptivodu [21]. Tato proliferacni
draha muaze byt aktivovana riznymi signalizaénimi molekulami, mezi které patii ristové
faktory, cytokiny, receptory sptazené s G-proteiny a integriny.

RAS, mala onkogenni GTPasa (GTP z angl. guanosine triphosphate) se vyskytuje ve
tiech isoformach K-RAS, H-RAS a N-RAS. Jeji aktivace a deaktivace je fizena cyklickou
zménou mezi navazanym GTP a GDP (z angl. guanosine diphosphate), resp. [23]. Tento
RAS protein se aktivuje Sirokou $kalou extracelularnich signali prostfednictvim GEFs (z
angl. guanine nukleotide exchange factors) rodiny. Takto aktivovany RAS se muze vazat
na ruzné efektory, modulovat jejich funkci, tim deregulovat mnohé intracelularni signali-
za¢ni drahy a zvySovat nachylnost bun¢k ke karcinogenezi [24].

Nasledné po RAS aktivaci, jsou na membrané shromazdény serin/threoninové kinasy A-
RAF, B-RAF, C-RAF, které aktivuji sérii pochodti zahrnujici fosforylaci/defosforylaci,
dimerizaci a asociaci s proteinovymi komplexi slouzicimi jako leSeni. Fosforylovany RAF
protein pifimo aktivuje MEK1 a MEK2. MEK1 a MEK2 jsou tyrosinové a se-
rin/threoninové kinasy, které jsou substratoveé specifické a fosforyluji serin/threoninové ki-
nasy ERK1 a ERK2, coz vede k jejich aktivaci. Ty nasledn¢ aktivuji ¢etné nuklearni a cy-
toplasmatické cile, zahrnujici transkripéni faktory, kinasy, fosfatasy, a cytoskeletalni pro-

teiny. PfestoZe je konven¢né tato draha linearni, existuje nékolik zpé&tnych smycek a propo-
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jeni RAS-ERK signalizace s mnoha dalSimi signaliza¢nimi kaskadami zahrnujici
PISBK/AKT/mTOR, p38, JNK (z angl. c-Jun N-terminal kinase) MAPK (z angl. mitogen-
activated protein kinase), NF-xB, WNT/B-katenin, HH (z angl. Hedgehog), NOTCH a
TGFB-SMAD drahy. RAF-ERK draha podporuje pfeziti bunék inhibici aktivity pro-
apoptotickych proteintt BCL-2 rodiny BIM a BAD (z angl.Bcl-2associated death promoter)
a indukci exprese anti-apoptotickych ¢leni BCL-2, BCL-XL a MCL-1. Navic ERK aktiva-
ce muze zabranovat apoptose zpisobené receptory smrti FAS, TRAIL nebo TNF. Aktivo-
vana RAS-ERK draha také prispiva k zvySené regulaci telomeras, ¢imZz pomaha rakovin-
nym buiikdm vyhybat se starnuti. Déle tato drdha hraje vyznamnou roli pfi interakci rako-
vinnych bun¢k s buitkami stromalnimi, zahrnujici i ty, které jsou odpovédné za angiogene-
si a imunitni odpovéd’. Tim se RAS-ERK signaliza¢ni drdha podili na ukryti rakovinnych

bunék pfed imunitnim systémem [21].

1.4.1.2. PIBK/AKT/mTOR signalizace

PIBK/AKT/mTOR je dtlezitou onkogenni drahou tcastnici se bunééného rustu, prolifera-
ce, diferenciace, apoptosy a metabolismu [23].

PI3K (z angl. phosphatidyl-inositol- 4,5-bisphosphate 3-kinase) je efektorem EGFR (z
angl. EGF receptor) a mnohych dalSich receptorti. Déli se na téidy I (Ia, Ib), 1T a III, kde
tiida Ia je sloZena z Katalytické podjednotky p110 (p110a, p110p, p110y) a regulaéni pod-
jednotky p85 [25]. Po aktivaci p110a fosforyluje PIP2 (z angl. phosphatidyl-inositol- 4,5-
triphosphate) na PIP3 (z angl. phosphatidyl-inositol-3, 4,5-triphosphate). PIP3 je druhym
poslem, jehoZ hladina v buiice a tim 1 aktivita celé PI3K signaliza¢ni drahy je regulovana
tumor supresorovou fosfatasou PTEN (z angl. phosphatase and tensin homolog). PIP3 ak-
tivuje AKT, serin/threoninovou kinasu, ktera ma tfi isoformy AKT1, AKT2, AKT3 [26].

AKT je hlavnim regulatorem energetického metabolismu Vv bunce. ZvySuje piijem glu-
kosy zesilenim exprese glukosovych transportérii a jejich translokaci v membrang. Pro-
stfednictvim PFK2 (z angl. phosphofructokinase 2) aktivuje PFK1, ktera je enzym limituji-
ci rychlost glykolyzy. Kromé toho, AKT pozitivné reguluje oxidativni fosforylaci
V mitochondriich, ¢imZ je produkovédno dost velké mnoZstvi energie ve formé¢ ATP pro
rychle rostouci a proliferujici nadorové bunky. Pomoci TSC (z angl. tuberous sclerosispro-
tein) a RHEB (z angl. ras homolog enriched in brain), AKT aktivuje mTOR (z angl. mam-

malian target of rapamycin) [25].
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Serin/threoninova kinasa mTOR obsahuje dva multiproteinové komplexy mTORC1 (z
angl. mTOR complex1) a mTORC2. mTORCL1 integruje informace z bunécného metabo-
lismu a okoli bunky (hladina kysliku, ristové faktory, hormony, Ziviny a stresory) a podle
toho reguluje translaci fosforylaci slozek, které se ucastni proteosyntézy jako napt. p70-S6
kinasu a 4E-BP1 (z angl. eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1). Dale mTORC1
negativné reguluje autofagii, katabolicky proces, ktery je dulezity pro degradaci organel a
kolobéh proteinii. Mechanismus mTORC2 zatim neni piili§ zndmy, ale je dokazano, ze
hraje dulezitou roli pii organizaci cytoskeletonu kontrolou polymerizace aktinu a fosfory-
luje proteinkinasu C [27]. Na obrazku 6 je schematicky znazornéno propojeni receptort

rustovych faktort a signaliza¢nich drah.
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Obr. 6: Signaliza¢ni drahy spojené s EGFR: Vazbou ligand dochazi k dimerizaci EGRF. Nasledné se ak-
tivuji drahy MAPK (pomoci RAS), PI3K (pomoci p110) a PIP3. PIP3 aktivuje AKT a ten nasledné mTOR.
PTEN reguluje aktivitu PI3K pfeménou PIP3 zpét na PIP2. V MAPK signaliza¢ni draze jsou pres RAS akti-
vovany RAF, MEK, ERK naslednou kinasovou aktivitou. Ob¢ tyto signalizacni drahy reguluji mnohé bunéc-
né procesy dilezité pro malignitu. Vazba ligandl a nasledna aktivace proliferacnich signalizacnich drah je
zde blokovana prostiednictvim monoklonalni protilatky EGFR MoAb (z angl. monoclonal antibody). Upra-

veno podle [26].
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1.4.2. Anti-proliferacni signaliza¢ni drahy
1.4.2.1. P53 signalizace

TP53 tumor supresorovy gen, kodujici 53 kDa fosfoprotein P53, je jeden z nejvice muto-
vanych genu V lidskych nadorovych bunkach [23]. DNA mutace v P53 jsou piitomny ve
vice nez 50% vsech nadori, odhaduje se vsak, ze P53 signalizace je narusena az u 80% na-
dord. P53 reaguje na siroké spektrum intracelularnich i extracelularnich stresovych signala
zahrnujici poskozeni DNA, hypoxii, vy€erpani zasobnich latek a onkogenni aktivaci. P53
je nejprve aktivovan posttranslaénimi modifikacemi, které vedou ke zvySeni hladiny P53
proteinu se zvySenym polo¢asem zivota a jeho akumulaci v cytoplasmé. Aktivovany P53
se poté vaze na specifickou sekvenci v DNA cilovych gent a reguluje jejich expresi. Zpu-
sobtll jak mtize P53 ovliviiovat bunécny metabolismus je hned nékolik: (i) udrzuje integritu
mitochondrii a tim podporuje oxidativni fosforylaci pomoci jeho cilovych gent, jako jsou
SCO2 (z angl. synthesis of cytochrome ¢ oxidase 2), AlF, GLS2 (z angl. Glutaminase 2) a
proteini PARKIN a P53R2; (ii) potlacuje aerobni glykolyzu nejen snizenim exprese glu-
kosovych transportéri GLUT1 (z angl. glucose transporter 1), GLUT4 a omezenim expre-
se GLUTS3 pres NF-«B, ale také regulaci enzymt Gcastnici se glykolyzy; (iii) inhibuje pen-
tosa-fosfatovy cyklus vazbou na G6PD (z angl. glucose-6-phosphate dehydrogenase), ktera
je limitujicim enzymem v této draze; (iv) mize zvySovat expresi anti-oxidativnich nebo
pro-oxidativnich gend, v zavislosti na tom, zda jde o ochranu ptfed ROS nebo o zneskodné-
ni buiky silnym poskozenim oxidativnim stresem; (v) negativné reguluje PI3K/AKT a
mTOR signalizaci indukci PTEN a IGF-BP3 (z angl. insulin-like growth factor Binding
protein 3). P53 udrzuje homeostazu energetického metabolismu, zajistuje redoxni rovno-

vahu, ale také miize zastavovat bunécny cyklus, zptisobovat starnuti buniky a apoptosu
[28].

1.4.2.2. Hippo signalizace
Hippo draha je silné evolu¢né konservovana, obsahuje velké mnozstvi proteint (pfinej-
mensim 35 jich doted’ bylo u savcl identifikovano), které kontroluji rist riznych tkani bé-
hem vyvoje a regenerace, stejné tak jako se angazuji v patologickych procesech jako je ra-
kovina. Nejdulezit&jsi ¢ast Hippo drahy obsahuje kinasové jadro, které se u savci sklada
z paru spojenych serin/threoninovych kinas, MST1 (z angl. mammalian STE20-like protein

kinase 1), MST2,a z LATS1 (z angl. large tumor suppressor 1), LATS2. Tyto proteiny spo-
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le¢né s adaptorovymi proteiny SAV1 (z angl. salvador homologue 1) nebo také WW45,
MOB1A (z angl. MOB kinase aktivator 1A) a MOB1B omezuji tkanovy rist usnadnénim
LATS1 a LATS2-dependentni fosforylace onkoproteini YAP (z angl. yes-associated pro-
tein), kodovany pomoci YAP1) a TAZ. Fosforylace YAP a TAZ potlacuje jejich aktivaci
vytvofenim vaznych mist pro 14-3-3 protein, ktery zptsobuje jejich akumulaci
V cytoplazmé a stimuluje jejich proteolyzu. YAP a TAZ podporuji tkanovy rist a bunéénou
viabilitu regulaci riznych transkrip¢nich faktort zahrnujicich TEADs (z angl. trascriptio-
nal enhancer factors) a SMADSs. Signaliza¢ni vétve, které reguluji Hippo drahu zahrnuji
rizné slozky jako napt.: KIBRA (z angl. kidney and brain expressed protein)-WILLIN-
NF2 (z angl. neurofibromin 2) komplex, ABCP (z angl. apicobasal cell polarity proteins),
receptory spiazené s G-proteiny, velké atypické kadheriny. Aktivita Hippo drahy mutize byt
naruSena pusobenim jinych s rakovinou spojenych signaliza¢nich drah a to vétSinou na
urovni YAP a TAZ onkoproteinli. Mezi tyto drahy patii mimo jiné signalizace spojena
s WNT, TGFB-BMP (z angl. transforming growth factor-p-bone morphogenetic protein),
HH, NOTCH, insulinem a mTOR [29].

MST1/2 kinasy jsou aktivovany autofosforylaci a §tépenim kaspas coz vede k odstépeni
~ 36kDa N-terminalni kinasové domény. Poté dochazi k translokaci takto aktivované kina-
sové domény do jadra, kde fosforyluje ptislusné substraty jako je histon H2B a zptisobuje
apoptosu. Cleny Hippo drahy WW45, MOB1,MST1/2, LATS1/2 mohou potladovat
tumorgenesi také fosforylaci a aktivaci Siroké skaly substratd s tumor-supresorovou aktivi-
tou, mezi které patii transkripéni faktory FOXO1/3 (z angl. forhead box O1/3) a kinasy
NDR 1/2 (z angl. nuclear Dbf2-related kinase 1/2) [30]. Signalizace Hippo drahou je

schematicky znazornéna na obrazku 7 (str. 24).
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plasmatickd membrana

cytoplasma

Obr. 7: Hippo signalizace: KIBRA-WILLIN-NF2 reguluji aktivitu kinasového jadra slozeného z MST1 a
MST2, LATS1 a LATS2, WW45, MOB1A a MOBI1B, které dale reguluji onkoproteiny YAP a TAZ. YAP a
TAZ mohou byt degradovany ubikvitinaci v cytoplasmé, nebo mohou vstupovat do jadra a regulovat tran-

skripéni faktory jako TEADs (popi. SMADs-neni zakresleno). Upraveno podle [29].
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1.5. Exprese gent
1.5.1. Onkogeny

1.5.1.1. MYC
Exprese rodiny MYC genti (C-MYC, L-MYC, s-MYC a N-MYC) je v lidskych nadorech cas-

to zvySena. Koduje transkripéni faktory, které reguluji rGst a bunécny cyklus.
V normalnich bunkach dochazi pii mitogenni stimulaci k velkému narastu C-MYC exprese
v Gl fazi, coz umoznuje snazsi piechod do S faze aktivaci exprese cyklini a cyklin-
dependentnich kinas (CDK). Dale C-MYC indukuje expresi enzymu ucastnicich
se metabolismu nukleotidii a metabolismu uhliku, bez kterych by buika nemohla zdarné
dokoncit S fazi. To zahrnuje latky jako inosin 5'-monofosfat dehydrogenasu, hydroxyme-
thyltransferasu, serinnydroxymethyltransferasu, adenosin kinasu, adenylat kinasu 2 a fos-
foribosyl pyrofosfatat amidotransferasu [31].

C-MYC onkogen koduje hlavni transkripéni faktor C-MYC, ktery se vyskytuje az v 70%
vSech lidskych nadort. Tento protein propojuje bunéénou proliferaci s metabolismem po-
moci regulace tisice gent véetné miRNA (z angl. micro-ribonucleic acid). Reguluje bu-
nécény cyklus, metabolismus glukosy a stimuluje katabolismus glutaminu represi miR-23a
a miR-23b. Dale je onkoprotein C-MYC velmi dulezity pii regulaci metabolismu
v zavislosti na okoli nddoru. Miize stimulovat mitochondrialni biogenesi, oxidativni fosfo-
rylaci i aerobni glykolyzu podle hladiny kysliku v misté nadoru. Kdyz je pfijem kysliku do
bunék limitovan, deregulovany C-MYC spolupracuje s HIF-1 (z angl. hypoxia inducible-
factor 1), aby utlumil dychaci fetézec, ale ne nezbytné ostatni mitochondrialni biosyntetic-
ké funkce. V tomto ptipadé také dochazi k zesileni glykolyzy pro zajiSténi dostate¢ného
ptisunu energie ve formé ATP. Kdyz je okoli nadoru heterogenni (ast okolo krevniho fe-
Ciste je dobie okyslicena a cast je v hypoxii), C-MYC je schopny stimulovat zaroven oxi-
dativni fosforylaci i aerobni glykolyzu [3]. Pfimymi cili C-MYC jsou geny spojené
s glykolyzou a to GLUT1/SLC2AL1 (z angl. solute carrier family 1), HK2 (hexokinasy 2),
PFK (z angl. phosphofructokinase), ENO1 (enolasa 1), téZ ale geny dulezité pro transport
glutaminu SCL1AS5 a glutamatu SCL1A7.

Tim ze C-MYC reguluje mitochondrialni funkce, ovlivituje i dulezité slozky spojené
s jejich funkci. Mezi tyto slozky patii hlavné: (i) pyrimidiny jejichZ syntéza je pevné spjata

S transportnim fetézcem elektronti prostfednictvim aktivity dihydroorotat dehydrogenasy;
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(ii) uhlikova kostra potiebna pro biosyntézu aminokyselin; (iii) citrat vylu¢ovany do cyto-
plasmy a pfeménovany na acetyl-CoA, ktery slouzi pro biosyntézu lipida [32].
Onkogenicita C-MYC mize byt zesilena spolupraci s onkogeny jako BCL-2 ¢i s RAS.
RAS a C-MYC preferenéné indukuji cycD1 (z angl. cyclin D1) a cycD2 (resp.), pohanéji
bunécny cyklus a bunéénou transformaci. Funkce cycD1 je ptechod z G1 faze do S faze
bunécného cyklu. Kdyz dojde k tomuto piechodu, bunéény cyklus miize byt dokoncen bez
dalSich extracelularnich stimulti, nicméné dalsi stimuly mohou proces urychlovat. Dale C-
MYC zesiluje signalizaci pomoci ristovych faktort, uplatiiuje se v metabolickych aktivi-
tach nezbytnych k duplikaci genomu, ovlivituje redoxni rovnovahu regulaci produkce re-
dukovanych ekvivalentt NADPH (z angl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) a
reguluje puisobeni extracelularnich mitogenni stimuli zahrnujici EGF, TGFa, rizné ligan-
dy pro tyrosin-kinasové receptory a steroidni receptory, které nasledné mohou aktivovat

dalsi onkogenni drahy [33]. Funkce C-MYC je znazornéna na obrazku 8 (str. 27).

GLUT1

Glukosa je polarni molekula, kterd nemtize pronikat endotelidlnimi buiikami ¢i plasmatic-
kou membranou jednoduchou difuzi, jeji transport musi byt zprostiedkovan transportnimi
proteiny. GLUT1, kddovany genem SLC2A1 (GLUT1), je transmembranovy proteiny, kte-
ry ma 12 transmembranovych domén, kde amino i karboxy konce aminokyselin jsou na cy-
toplasmatické strané plasmatické membrany. Hlavnim fyziologickym substratem GLUT1
je glukosa, ale je rovnéZ schopny prenaSet manosu, galaktosu, glukosamin a redukovany
askorbat. Zvysena exprese GLUT1 byla zjisténa u mnohych malignit a je dosti pravdépo-

dobné, ze ma velmi dulezitou roli v progresi nadoru [34].
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Obr. 8: Regulace metabolismu pomoci MYC a HIF-1: C-MYC a HIF-1 zasahuji do metabolismu glukosy
a stimuluji Warburgiv efekt regulaci genti ii¢astnicich se metabolismu glukosy (SLC2A1, HK2,PKM2, LDHA
a PDK1), podporuji pfeménu glukosy na laktdit. MYC dale stimuluje metabolismus glutaminu regulaci
SCL1A5 a GLS. Glutamin je pfeménovan na a-KG v TCA (z angl. tricarboxylic acid) cyklu a dale na malat,
ktery je transportovan do cytoplasmy a pfeménén na pyruvat, a ten dale na laktat. Elektrony z TCA cyklu

jsou transportovany pomoci ETC (z angl. electron transport chain). Upraveno podle [32].

1.5.2. Tumor-supresorové geny

15.2.1. FOXO
FOXO rodina transkrip¢nich faktorii (FOXO1, 3, 4 a 6) reguluje expresi genl spojenych

S inhibici progrese bunétného cyklu a hematopoetické diferenciace, stresovou odolnos-
ti, opravou posSkozené DNA, odstranénim reaktivnich forem kysliku, apoptosou a metabo-
lismem cukrt [35]. U savcu jsou FOXO transkripéni faktory inhibovany jakymkoli extra-
celularnim signalem, ktery aktivuje serin/threoninové kinasy a AKT. FOXO transkrip¢ni
faktory, maji vysoce konservovana fosforyla¢ni mista pro vazbu 14-3-3, ktera jsou fosfory-

lovana pomoci AKT. Vazba 14-3-3 na FOXO zakryva NLS (z angl. nuclear lokalization
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signal) a zabrainuje jaderné translokaci, ¢imz inhibuje aktivitu FOXO. Jind fosforylacni
mista mohou byt fosforylovana kinasami indukovatelnymi stresem, JNK a MST1. Aktiva-
ce FOXO, iniciovana fosforylaci pomoci JNK a MST1, je dominantni pied inhibi¢ni fosfo-
rylaci pomoci AKT. Signaliza¢ni osa FOXO-Sestrin-AMPK-TORCL je v sav¢ich bunkach
konservovana. Sestrin 1 a 2, indukované pomoci P53, snizuji ROS hladinu a inhibuji
MTORCL. Exprese Sestrinu 3 je zvySena piimo pomoci FOXO. Sestrin 3 podobné jako
Sestrin 1 a 2 snizuje ROS, inhibuje bunécéné starnuti a je aktivaitorem AMPK. AMPK
dokaze pusobit zpétnou smyckou a fosforylovat FOXO, usnadnit jeho lokalizaci v jadie a
zesilovat pusobeni celé drahy. FOXO transkripéni faktory jsou povazovany za tumor
supresorové, Vyvolavaji zastaveni bunééného cyklu, zeslabeni bunééné proliferace a pii-

spivaji k buné¢né atrofii a autofagii [36].

28



2. Material a metody

2.1. Material a pristroje

2.1.1. Pristroje a piisluSenstvi

Flowbox: Juan MSC 12 (Francie)
CO2 inkubator: Juan IGO 150 (Francie)
Centrifugy: ALC centrifuge PK 110 (/talie)

Eppendorf AG
centrifuge 5424R (Némecko)
centrifuge 5424 (Nemecko, USA)
Concentrator plus (Némecko)
Spektrofotometry: BioTek Synergy HT (USA)

DeNovix Spectrophotometer DS-11+ (USA)

Pfistroje na polymerasové fetézové reakce
(dale PCR z angl. polymerase chain reaction): BIORAD (USA)
MyCycler™ thermal cycler
C1000 Touch™ Thermal Cycler CFX96™ Real-Time system
Ttepacka: BIOER Mixing Block MB-102 (Cina)
Vortex: Biosan Vortex V-1 plus (USA)
Aparatura na elektroforézu: BIORAD (USA)
Mini PROTEAN® Tetrasystem
Mini PROTEAN® TetraCell
Aparatura na pienos proteini: BIORAD Trans-blot® SD Semi-dry transfer cell
(USA)
Kamera na chemiluminiscenéni detekci: BIORAD ChemiDoc™MP Imaging sys
tem (USA)
Elektricky zdroj: BIORAD PowerPac™ HC
Vahy: KERN® EMB 600-2 (Némecko)
Automatické pipety: RAININ Pipet-LITE XLS (USA, Kanada)
Nastavec na pipety: Pipetus® HIRCHMANN LABORGERATE (Evropa)
Plastové $picky na automatické pipety: RAININ Precision Pipette Tips (USA, Ka

nada)
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Eppendorf Dualfilter, PCR clean (USA)

Plastové lahve, zkumavky typu Falcon, mikrozkumavky typu eppendorf,
mikrotitraéni desticky: TPP® (EU, Svycarsko)
Pfislusenstvi na kvantitativni PCR: BIORAD(USA)

desti¢ky: Hard-Shell® PCR Plates

folie: Microseal®
Filtra¢ni papir: BIORAD Extra Thick Blot Paper
Nitrocelulosova membrana (pory 40um): SANTA Cruz Biotechnology (USA)

2.1.2. Material

6-Shogaol, 6-gingerol, galangin: SIGMA-ALDRICH

Médium: LONZA BioWhittaker® RPMI 1640 with L-Glutamine

Kit na stanoveni efektivni koncentrace: Promega CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay

Kit na izolaci RNA: BIORAD Aurum™ Total RNA Mini Kit

Kit na reversni transkripci: New England BioLabs®inc. Proto Script Tag RT-PCR

Kit

Kit na kvantifikaci proteind: Thermo SCIENTIFIC Pierce® BCA Protein Assay kit

Reakéni smés pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci: BIORAD Sso
Fast™ EvaGreen® Supermix
Primery: SIGMA-ALDRICH, Metabion
- PO, C-MYC, SLC1A5, GLUT1, GLUT4, PKM1, PKM2
Priméarni protilatky:
Cell Signaling (USA)
- c-Myc, Mst1,Glutl,SIc1AS5, p70 S6 kinasea — rabbit polyclonal
IgG
Santa Cruz Biotechnology
-kasp3 — goat polyclonal 1gG
Sekundarni protilatky: Santa Cruz Bioctechnology
- goat anti-rabbit 1I9G-HRP
- rabbit anti-goat 1IgG-HRP
Standard na elektroforézu: BIORAD Precision Plus Protein™ Standards

Vzorkovy pufr: 4x Leammli Sample Buffer
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2.1.3. Chemikalie

PBS pufr 10x: Sigma Phosphate buffered saline

Hovézi sérovy albumin: Serva Bovine serum albumin (BSA)
Fetalni hovézi sérum: Gibco Fetal bovine serum (FBS)
Inhibitory fosfatas 20x: ACTIVE MOTIF Phosphatase inhibitors
Inhibitory proteas 50%: Sigma Protease Inhibitor Coctail
30% Akrylamid: BIORAD 30% Acrylamid/Bis-solution 29:1
TEMED: SIGMA-ALDRICH NNN'N’-Tetramethylenediamine
Tris: BIORAD

Odtu¢néné susené mléko: BIORAD Blotting-Grade Blocker
30% Peroxid vodiku

SDS (dodecylsiran sodny)

DMSO (dimethylsulfoxid)

NP-40 (nonyl phenoxypolyethoxylethanol)

Deoxycholat sodny

Tween20

Peroxodisiran amonny

2-Merkaptoethanol

Streptomycin

Urea

Destilovana voda

Methanol, ethanol

Kyselina kumarova

Luminol

Glycin

Glycerol

Bromfenolova modf

NaHPO; - 2H.0

HCI, NaOH

31



2.2. Metody
2.2.1. Kultivace bun€k

Pti experimentech bylo pracovano s bunécnou linii Jurkat (T-buiiky, akutni lymfoblasticka
leukémie). Buiiky byly kultivovany v RPMI médiu s antibiotiky, fetdlnim hovézim sérem,
L-glutaminem a glukosou, ve tmé, pfi teploté¢ 37°C a v atmosféie 5% CO». Bunky byly pa-
sazovany sterilné v laminarnim boxu, vzdy po takové dobé, aby jejich koncentrace v lahvi
neptekrocila pocet 1 000 000/ml. Pred pasazovanim se vzdy buriky centrifugovaly 2 min
pti 400 x g a peleta byla resuspendovana v Cerstvém mediu.
2.2.2. Stanoveni efektivni koncentrace

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je kolorimetrickd metoda
pro stanoveni viability bunék. Sklada se z tetrazolické slouceniny- inertni soli MST, ktera
je redukovano bunikami na barevny formazan, ktery je rozpustny v tkanové kulture média.
Této pfemény je dosazeno pomoci NADPH nebo NADH produkovanych dehydrogenaso-
vymi enzymy metabolicky aktivnich bun¢k. Reakce je zndzornéna na obrazku 9. Stanoveni
je provadéno ptidavkem 20 pL ¢inidla ke kultufe buné¢k, inkubaci po dobu 1 hodiny a poté
zmétenim absorbance pii 490 nm. MnozZstvi formazanu ktery je méten pii 490 nm je ptimo

viabilité poctu zivotaschopnych bunék v kultuie [37].

5o 20

MIS+NADH+H™ — Formazan + NAD™

Obr. 9: Stanoveni efektivni koncentrace vybranych p¥irodnich latek: Reakce probihajici pfi stanovovani

efektivni koncentrace. Upraveno podle [37].

Pro stanoveni efektivni koncentrace ptirodnich latek byla na 96 jamkovou titra¢ni des-
ticku nanaSena smés bunék, média a této latky tak, aby byl pocet bunék ptiblizné 5000 na
jamku. Vzdy bylo nanaseno 50 pL bunék a objemy piidaného média a pfirodni latky se

ménily podle pozadované kone¢né koncentrace ptirodni latky, jak je uvedeno v tabulce 1.
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Celkovy objem v jamce byl vzdy 100 pL. Pro kontrolu bylo smichano pouze piislusné
mnozstvi ptirodni latky s médiem (negativni kontrola). Inkubace probihala po dobu 24h pfi
stejnych podminkach jako kultivace. K buiikkam a ke kontrole na titra¢ni desti¢ce bylo pfi-
dano 20 pL ¢inidla CellTiter 96® AQueous One Solution. Inkubace s ¢inidlem trvala 1h,
opét za stejnych podminek jako pfi predeslé inkubaci. Poté byla zméfena absorbance pii

490 nm. Kazdé méteni se provadélo v duplikatech.

Tab. 1: Stanoveni efektivni koncentrace prirodnich latek: VV-objem, c-koncentrace.

¢ (M) V (pL) ¢ (M) V(uL) V (pL)
finalni piirodni latka* zésobni roz- médium buiiky
tok piirodni lat-
ky
0 - - 50,0 50,0
0,5 10,0 5,0 40,0 50,0
1,0 20,0 5,0 30,0 50,0
5,0 2,5 200,0 47,5 50,0
20,0 10,0 200,0 40,0 50,0
50,0 25,0 200,0 25,0 50,0

* shogaol; gingerol; galangin

2.2.3. Ptiprava vzorkl
Pro ptipravu vzorkl byly buiiky nasazeny na 500 000/ml. Nasazovani probihalo stejné jako
pasazovani bun€k. Po 24h, kdy byla koncentrace bun€k piiblizn¢ 1 000 000/ml, byla
Kk bunikam ptidana ptirodni latka, ke kontrolnim vzorkim byl pfidavan odpovidajici objem
DMSO. Po riiznych dobach inkubace a pii riznych konecnych koncentracich piirodni lat-
ky, byly bunky sklizeny a byla izolovdna RNA a proteinova frakce. Objem odebirané frak-
ce pro izolaci proteint byl vzdy 13 ml a pro RNA 2ml.

2.2.4. 1zolace a kvantifikace RNA

Na izolaci mRNA byla frakce bun€k centrifugovana (2 min pii 400 x g). Supernatant byl
slit a peleta byla resuspendovana v 5 ml PBS pufru (1xkonc.), poté byl roztok bun¢k opét
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centrifugovan (2 min pti 400 % g) a supernatant slit. Sediment bunék byl lyzovan v 350 puL
lyza¢niho pufru. Dale byla izolace provddéna pomoci Aurum™ Total RNA Mini kit. Byly
pouzivany $picKy s dvojitymi filtry, aby se zamezilo kontaminaci vzorki. RNA byla vymy-
ta z kolonek 70 uL eluéniho pufru. Izolovana RNA byla zamrazena na -70°C.

Pro kvantifikaci RNA bylo odebrano 10 uL izolované RNA a 10 x nafedéno elu¢nim
pufrem. Méfeni bylo provadéno na spektrofotometru pii 260 nm. Dale byly zméteny vino-
vé délky 230 nm a 280 nm pro ovéteni kvality ziskané RNA. Byly spocitdiny poméry na-
méfenych hodnot 260/230 nm, pro zjisténi kontaminace RNA nizkomolekularnimi orga-
nickymi latkami a 260/280 nm, pro zjisténi kontaminace proteiny. Tyto poméry by se mély
pohybovat mezi hodnotami 1,8-2,0, aby mohl byt vzorek povazovan za disty.
Z upravené¢ho Lambertova-Beerova zdkona byly poté vypocteny koncentrace izolované

RNA (obr. 10).

40 X 10 X A260 _ ng
0,26 T

Obr. 10: Rovnice pro vypocet mnoZstvi RNA. Ageo- absorbance namétena pii vinové délce 260 nm, X-

mnozstvi RNA obsazeném v 1 uL vzorku.

2.2.5. Kvantifikace genové exprese

2.2.5.1. Reversni transkripce
Pro reversni transkripci byl pouzit komeréni kit (ProtoScript Tag RT-PCR Kit). Vzorek
RNA byl natfedén pomoci H20 bez nukleas (obsazena v Kitu), aby celkovy objem byl 10
pL a mnozstvi RNA pro reakci odpovidalo 700 ng. PCR reakce byla provadéna na pfistroji
MyCycler™ thermal cycler. Pti praci byly pouzivany $picky s dvojitym filtrem, aby byla

eliminovana moZnost kontaminace vzorku.

2.2.5.2. Kvantitativni polymerasova fetézova reakce
Kvantitativni polymerasova fetézova reakce je principialné shodna s klasickou PCR, ale na
rozdil od klasické PCR lze pozorovat vznikajici produkty v redlném cCase.

Pfi provadéni kvantitativni polymerasové fetézové reakce (dale gPCR z angl. quantitati-
ve real-time PCR) jsou pouzivany dvé metody k analyze dat, absolutni kvantifikace a rela-
tivni kvantifikace. Absolutni kvantifikace urcuje celkovy pocet kopii, vétSinou porovnanim
PCR signalu a standardni kiivky. Relativni kvantifikace porovnava PCR signal cilového

transkriptu v oSetfené skupiné s kontrolnim vzorkem. V tomto experimentu byla pouzita
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metoda relativni kvantifikace. Méfeni bylo provadéno na piistroji C1000 Touch™ Thermal
Cycler CFX96™ Real-Time system a mnozstvi cilové DNA bylo vyhodnoceno pomoci
programu CFX Manager™ Software, ktery pouziva k vyhodnoceni celkové procentualni

zméné metodu 272A¢T x 100% [38].

Priklad vypoctu:
PO : Crk (kontrola) = 17,23 Crs(shogaol) = 17,52
C-MYC : Crk (kontrola) = 26,56 Cr s (shogaol) = 28,49
A Ctk =Crk(C-MYC) —Crk (PO) = 26,56 — 17,23 = 9,33
A Crs =C1s(C-MYC) —Crs(P0) = 28,49 — 17,52 = 10,97
AACT(sky=ACrs- ACrk=10,97-9,33=1,64
278ACTS % 100% = 32,09%

Vzorek DNA ziskany z reversni transkripce byl nafedén H>O (bez DNas, RNas a prote-
as) v poméru 18:182 pL. Do jamek na mikrotitraéni destic¢ku bylo vzdy naneseno 2 pL pii-
slu$ného primeru, 10,5 pL fedéného vzorku DNA a 12,5 uL reakéni smési Sso Fast™
EvaGreen® Supermix. Po naneseni byla desti¢ka pielepena folii a vlozena do pfistroje.

Geny a ptislusné primery (F- z angl. foward; R- z angl. reverse) pouzité pii g°PCR:

« PO:

F: TCGACAATGGCAGCATCTAC
R: ATCCGTCTCCACAGACAAGG
GAPDH:

F: TGCACCACCAACTGCTTAGC
R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG
e C-MYC:

F: TCGGATTCTCTGCTCTCCTC
R: TCGGTTGTTGCTGATCTGTC
e GLUTIL:

F: TCGTCGTCGGCATCCTCATC
R: CGGTTGATGAGCAGGAAGCG
e GLUT4

F: GCTTCCAACAGATAGGCTCC
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R: CAAGCACCGCAGAGAACACA

e SLCIAS

F: CTCGAAGCAGTCAACCTCCC

R: GCTCTGTGCTTCTCGACTCC

e PKM1:

F: GCATGATCAAGAAGCCCCGC

R: GCTTGCGGTGGAACATGGCT
PKM2 :

F: TTCAAGTGCTGCAGTGGGGC

R: TGTCTGGGGATTCCGGGTCA

2.2.6. Izolace a kvantifikace proteint
Frakce na izolaci proteinii byla centrifugovana (2 min pii 400 x g), a peleta resuspendova-
nav 1 ml PBS pufru (1xkonc.) s fosfatizovymi inhibitory (v poméru 19:1, reps.). Smés by-
la centrifugovana (4 min pii 400 x g, pii 4°C) a peleta byla lyzovana v 200 uL (proteiny
z 13 ml frakce) / 50 pL (proteiny z 2 ml frakce) RIPA pufru (50mM Tris HCI pH 8,8;
150mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% Deoxycholat sodny; 0,1% SDS) s inhibitory proteaz (v
pomeéru 49:1, resp.). Smés byla ponechdna 30 min na ledu, pfi¢emz byla promichévana na
vortexu kazdych 10 min. Poté byla smés centrifugovéna (10 min pii 12 000 x g, pii 4°C).
Supernatant byl odebran do ¢isté mikrozkumavky.

Kvantifikace proteinii byla provedena pomoci Pierce®BCA Protein Assay Kit. Jde o ko-
lorimetrickou metodu, kde dochazi k redukci Cu®* na Cu* peptidovymi vazbami piitom-
nych proteini ze vzorku v prostiedi zasaditého média. lonty Cu* tvofi s bicinchoninovou
kyselinou barevné komplexy, které jsou detekovany proméfovanim absorbance pii 562 nm.
Intenzita zbarveni je pfimo umérna mnozstvi proteinti ve vzorku. Standardy pro kalibraci
byly pouzity vzorky BSA (z angl.bovine serum albumin) o koncentraci 2000, 1500, 1000,
750, 500, 250 pg/ml. Do mikrozkumavek bylo k 5 pL. 10 x natedénych vzorkd a k 5 puL
standardil pfidano 200 pL cinidla, promichano na vortexu a ponechano 30 min inkubovat
pii pokojové teploté. Poté byly vzorky a standardy proméfeny pii 562 nm a podle kalibrac-
ni pfimky standardd byla vypoctena koncentrace proteind. Izolované proteiny se skladova-

ly pfi teploté -70°C.
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2.2.7. SDS elektroforéza

SDS elektroforéza je metoda pouzivand na separaci a ptipadnou detekci proteintl.
K separaci dochazi na zaklad¢ elektroforetické pohyblivosti a velikosti proteint.

Na elektroforézu byly pouzity polyakrylamidové gely, délici 10% (Mstl, c-Myc, Glutl,
p70 D-6 kinasa) / 15% (Casp3) a zaostfovaci 5%, Vv uspofadani podle Leammliho [39].
Vzorky byly nafedény vodou tak, aby bylo na elektroforézu nanaseno vzdy 40 pg proteinu.
K nafedénym vzorktim byl ptidan vzorkovy Leammliho pufr* (2,4 ml 1M Tris pH 6,8, 0,8
g SDS, 4 ml 100% glycerolu, 0,02% bromfenolova modf#, 1 ml merkaptoethanolu, 2,8 ml
vody). Tato smés byla zahfata (5 min, 95°C)*. Po vychladnuti byly vzorky kratce centrifu-
govany (cca 10 s) pfi nizkych otackach (cca 400 x g) a spolu s 5 pL standardu (Precision
Plus Protein™ Standarts) byly nanaseny na polyakrylamidovy gel. Elektroforéza probihala
5 min pii stalém napéti 100 V a poté 60 min pfi stalém napéti 140 V.

*Pti detekei proteinu GLUT1 byla do vzorkového pufru piidivana 6M urea a vzorek nebyl

zahfivan.

2.2.8. Ptenos a imunodetekce proteini
Metoda tzv. pienosu (z angl. ,,blotting*‘) se pouziva k ptfenosu DNA (Southern blot), RNA
(Nothern blot) nebo proteint (Western blot) z elektroforetickych geli na nitrocelulosové
membrany. Zde jsme provadeéli prenos proteind.

Do aparatury na pfenos proteint na sebe bylo vlozeno v piislusném potadi: filtra¢ni pa-
pir, nitrocelulosovd membrana, gel z elektroforézy, filtraéni papir, vSe promyto
Vv pienosovém pufru (28,8 g glycin; 6,04 g Tris; 400 ml methanol; 1,6 1 destilované H20).
Pfenos probihal 10 min pii konstantnim napéti 10 V a poté 1 h pti 14 V. Po ukonceni byla
nitrolcelulosova membrana vyjmuta a oplachnuta v TTBS pufru (50mM Tris, 150mM Na-
Cl, 0,05% v/v Tween 20, pH 7,6).

Déle byla membrana blokovdna 45 min v 5% mléce a poté vloZzena do 5% mléka
(kaspasa 3, GLUT1, p70 S6 kinasa) / 5% BSA (C-MYC, MST1) s primarni protilatkou
(nafedéna 1:1000), kde byla ponechana pies noc pii 4 °C. Druhy den byla membrana pro-
myta 3 x 10 min v TTBS pufru a vlozena na 45 min do 1% mléka se sekundarni protilat-
kou (nafedéna 1:2000), na které byla navazana kienova peroxidasa. Poté byla membrana
promyta 3 x 5 min v TTBS pufru. Mléko bylo vzdy rozpousténo v TTBS pufru. Substrat
pro kienovou peroxidasu se skladal z reagentu A (0,1M Tris pufr pH 8,8; 0,018% peroxidu
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vodiku) a reagentu B (0,1M Tris pH 8,8; 0,45 mg/ml luminolu; 0,065 mg/ml kyselina ku-
marova). Reagenty A a B byly smichany, tento substrat pii navazani na kienovou pero-
xidasu sekundarni protilatky poskytovat signal pfi chemiluminiscenénim méteni. Membra-
na byla v tomto roztoku kratce inkubovana (cca 20 s) a nafocena kamerou na detekci che-
miluminiscence.

Proteiny detekované pomoci imunodetekce: MST1, C-MYC, fosfo-p70 S6 kinasa,
Kaspasa 3, GLUT1, SLC1AS5.
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3. Cil prace
Cilem této prace bylo zjistit jaka ze téi vybranych pfirodnich latek (6-shogaol, 6-gingerol,
galangin) ma nejvétsi ucinnost pii spousténi apoptosy v leukemickych bunikach Jurkat. Da-
le bylo cilem objasnit, jaké molekularni mechanismy jsou v tomto procesu zapojeny a ja-

kym zplisobem jsou regulovany.

39



4. Vysledky

4.1. Efektivni koncentrace vybranych prirodnich latek
Stanovenim efektivni koncentrace tii pfirodnich latek galanginu (obr. 10, str. 40), 6-
gingerolu (obr. 11, str. 41) a 6-shogaolu (obr. 12, str. 41) na leukemickych buinkach Jurkat
bylo zjisténo, ze galangin ma ptiblizné€ o f4d mensi u€innost pfi snizovani viability bunék
nez 6-gingerol a 6-shogaol. Pii porovnani efektivnich koncentraci 6-gingerolu a 6-
shogaolu, vykazoval 6-shogaol lepsi ucinnost. Tento vysledek vedl k tomu, Ze byli galan-
gin a 6-gingerol vylouceny z dalSich experimentd a zptsob ovlivnéni bun¢k 6-shogaolem

byl dale hloubéji zkouman. Efektivni koncentrace latek jsou znazornény v tabulce 2 (str.

40)

Tabulka 2: Hodnoty efektivni koncentrace latek 6-shogaolu, 6-gingerolu a galanginu na leukemické

bunky Jurkat.

Ptirodni latka Efektivni koncentrace (uM)
6-Shogaol 2,8
6-Gingerol 3,9
Galangin 447

10
.
o ] 1 )
0 1| B
240
10 ¥
0.00 10.00 0.00 30.00 oo 447 soo0
c (uM)

Obr. 10: Stanoveni efektivni koncentrace galanginu.
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Obr. 11: Stanoveni efektivni koncentrace 6-gingerolu.
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Obr. 12: Stanoveni efektivni koncentrace 6-shogaolu.
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4.2. Ovlivnéni exprese vybranych geni 6-shogaolem
Z exprese vybranych gent buiikami oSetifenymi 1uM, 2uM a 5uM 6-shogaolem po 24 ho-
dinach byl evidentni vliv 6-shogaolu, kdy se exprese C-MYC onkogenu snizila na hodnotu
30%. Dalsim jednoznacnym vysledkem bylo zvySeni exprese genu pro glutaminovy trans-
portér SLC1A5 a to na hodnoty 120/220/300%, v zavislosti na koncentraci 6-shogaolu a
sniZeni exprese genu pro glukosovy transportér GLUT1 na cca 60%.

U gent GLUT4, PKM1 a PKM2 dochazelo k oscilacim exprese v zavislosti na koncen-
traci 6-shogaolu, kterym byly buiiky osetieny. Exprese gent po oSetieni leukemickych bu-
n¢k Jurkat jsou zndzornény na obrazku 13.

Gen PO kodujici neutralni cytoplasmaticky fosfoprotein, ktery je soucasti 60S podjed-

notky ribozomu byl pouzit jako gen referenéni.

Exprese vybranych genti

e

C-MYC SLC1A5 GLUT1 GLUT4 PKM1 PKM2 GAPDH

ke kontrole ~ 1)

Exprese genii (rel. vzhledem

E1luM O2uM BE5uM

Obr. 13: Exprese vybranych genii v leukemickych butikach Jurkat po oSetfeni bunék 1uM, 2uM a 5p shoga-
olem po dobu 24 hodin. Exprese je vztaZena relativné vaci kontrole ~ 1 (100%). C-MYC- gen kodujici onko-
protein C-MYC; SLC1A5- gen kodujici transmembranovy protein pro prenos glutaminu; GLUT1- gen kodu-
jici transmembranovy protein pro prenos glukosy; GLUT4- gen kodujici transmembranovy protein pro pre-
nos glukosy, jehoz aktivita je regulovana hladinou insulinu; PKM1- gen kodujici enzym pyruvat kinasu (iso-
forma M1); PKM2- gen kodujici pyruvat kinasu (isoforma M2). GAPDH- gen kodujici enzym glyceraldehyd
3-fosfat dehydrogenasu.
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4.3. Vliv 6-shogaolu na aktivaci MST1

MST]1 kinasa, ¢len STE20 rodiny, fidi aktivitu MAPK drahy regulujici apoptosu, morfoge-
nesi a prestavby cytoskeletu. Byla detekovéana 36 kDa podjednotka.

Na obrazku 14 a 15 jsou zobrazeny detekované MST1 kinasové domény po 6 hodino-
vém oSetieni 2uM a 5uM 6-shogaolem a po 24 hodinovém oSetieni 2uM 6-shogaolem
z ¢ehoz vypliva, ze jiz pii malych koncentracich a kratkych Casech pusobeni 6-shogaolu
dochazi k aktivaci MST1 odstépenim kinasové domény.

Aktivita MST1 kinasy byla také proméfovana u proteinové frakce z bunék oSetfenych

5uM 6-shogaolem po 2h a 4h. V tomto ptipadé nebyla detekovana zadna aktivita MST1.

50 kDa___ AEEEEE——

37 kDa — s ~ MSTI1 kinasova
domeéna

Obr. 14: MST1: Imunodetekce MST1 kinasy po oSetieni bunék 2uM a SuM shogaolem po dobu 6 hodin. S-
standard, K-kontrola.

24h (uM)
S K 5
A ————————————
50 kDa— s
37 kDa— o « MST1 kinasova
doména

Obr. 15: MST1: Imunodetekce MST1 kinasy po oSetfeni bunék 2uM shogaolem po dobu 24 hodin. S-
standard, K-kontrola.
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4.4. Vliv 6-shogaolu na mnozstvi C-MYC onkoprotein
C-MYC je multifunkéni nuklearni fosfoprotein, ktery ovlivituje bunéény cyklus, apoptosu
a buné&cnou transformaci. Je to transkrip¢ni faktor o velikosti 57-70 kDa.

Obrazek 16 ukazuje snizené mnozstvi C-MYC onkoproteinu v bunikach oSetienych
IuM a 2uM 6-shogaolem po 24 hodinach a 10uM a 15uM 6-shogaolem po 6 hodinach.
K nejvétsimu ubytku tohoto onkoproteinu dochazelo u 2 uM a 15uM koncentrace 6-
shogaolu po 24 a 6 hodinach (resp.), naopak po 6h pii koncentraci 10uM 6-shogaolu neby-

la viditelna zadna odezva.

24h (M) 6h (M)
S K 1 K K 10 15

[ =]

. 2

75 kDa :
P s 0l e . AN .«* 'l Cc-MYC
D a

Obr. 16: C-Myc: Imunodetekce onkoproteinu C-MYC po osetieni bun¢k shogaolem. 1uM a 2uM sho-
gaolem po dobu 24 hodin. 10uM a 15uM shogaolem po dobu 6 hodin. S-standard, K-kontrola.

4.5. Vliv 6-shogaolu na mnozstvi GLUT1
Glutl je membranovy protein o velikost 55 kDa slouzici jako glukosovy transportér.
Glukosovy transportér GLUT1 byl detekovan v proteinovych frakcich z bunck osetie-
nych 2uM a 5uM 6-shogaolem po 24 hodinové expozici. Pii 2uM koncentraci 6-shogaolu
bylo mnozstvi GLUT1 proteinu sniZeno. Pfi koncentraci SuM 6-shogaolu nebyl Zadny

ubytek viditelny (obr. 17 a 18, str. 45).
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«GLUT1

Obr. 17: GLUT1: Imunodetekce glukosového transportéru GLUT1 po oSetfeni bunék 2uM 6-shogaolem
po dobu 24 hodin.

24h (LM)
S K

75 kDa
50 kDa «—GLUT1

Obr. 18: GLUT1: Imunodetekce glukosového transportéru GLUT1 po oSetfeni bunék SuM 6-shogaolem
po dobu 24 hodin.

N

4.6. Vliv 6-shogaolu na aktivaci kaspasy 3
Kaspasa 3 je proteolyticky cytoplasmaticky protein, ktery je syntetizovan jako inaktivni
prekurzor prokaspasa 3, z kterého jsou pii aktivaci odstépeny podjednotky p17 a p11. Ve-
likost prokaspasy 3 je 32 kDa a podjednotek kaspasy 3 11/17/20 kDa.

Ze stejné frakce proteinil jako byl detekovany C-MYC, tedy po stejnych koncentracich
6-shogaolu a stejn¢ dlouhé expozici byl detekovan i ubytek prokaspasy 3 (obr. 19, str. 46).
Zde je ubytek prokaspasy pii 1uM a 2uM koncentraci 6-shogaolu po 24 hodinach stejny.
Nejvétsi tbytek je vidét u 15uM koncentrace po 6 hodinach. Naopak u 10uM koncentrace
nevidime Zadnou zménu oproti kontrole. Odstépeny fragment kaspasy 3 nebyl pozorovany

V zadném ze vzorka.
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24h (uM) 6h (M)

37 kDa |
«prokasp 3

25 kDa—| gy

Obr. 19: Prokaspasa 3: Imunodetekce prokaspasy 3 po oSetfeni bunék shogaolem. 1uM a 2uM shogao-
lem po dobu 24 hodin. 10uM a 15uM shogaolem po dobu 6 hodin. S-standard, K-kontrola.

4.7. Vliv 6-shogaolu na mnozZstvi fosfo-p70 S6 kinasy
Fosfo-p70 S6 kinasa, Ser/Thr kinasa o velikosti 70 kDa, ktera je dilezita pro bunéény rust
a progresi v G1 fazi bunécného cyklu. Jejim aktivatorem je kinasovy komplex mTORCI.
Tato kinasa fosforyluje S6 protein 40S ribosomalni podjednotky.

Obrazek 20 zobrazuje ubytek fosfo-p70 S6 Kkinasy v bunkach osetfenych 2uM 6-

shogaolem po 24 hodinach.

24h (M)
S K 5

75 kDaAP "
-“- .

o | pT70 S6 kinasa

Obr. 20: Fosfo-p70 S6 kinasa: Imunodetekce fosfo-p70 S6 kinasy po oSetieni bunék 5uM shogaolem po
dobu 24 hodin. S-standard, K-kontrola.

4.8. Vliv 6-shogaolu na mnozstvi SLC1A5
SIc1A5 je Na™-dependentni transmembranovy neutralni glutaminovy transportér o velikosti

57 kDa [44].

V proteinové frakci z bunék oSetfenych SuM 6-shogaolem po 24 hodinach nebylo moz-

no tento glutaminovy transportér detekovat. Stejny vysledek byl i u kontrolnich bunék.
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5. Diskuse

Z vysledku je jasné, ze 6-shogaol ma v nadorovych bunkach Jurkat velky vliv na snizeni
hladiny jak C-MYC onkogenu, tak C-MYC onkoproteinu. Jak bylo zminéno diive C-MYC
protein ma v nadorovych buiikach mnoho dulezitych funkci, umoziiujici bunikam rast a ak-
tivné proliferovat [3]. SLC1A5 gen kodujici glutaminovy transportér a gen GLUT1 kodujici
glukosovy transportér jsou piimymi cili C-MYC [32]. Jak je vidét v grafu na obrazku 13 na
str. 42, vzdy pfi snizovani C-MYC dochazelo ke zvyseni SLC1A5 a snizeni GLUTL. Pokles
exprese GLUT1 mtize mit za nasledek snizeny ptijem glukosy. ZvySena exprese genu pro
glutaminovy transportér SLC1A5 by mohla byt spojena se zvySenym piijmem glutaminu,
ktery je u nadorovych buné€k Casto vyuzivan jako jedna ze zakladnich zivin [3], jako alter-
nativnim zdrojem energie.

Dale z imunodetekce proteint bylo zjiSténo, Ze dochazi ke Stépeni kinasové domény
MST]1, ktera je jednou z hlavnich slozek anti-proliferacni signaliza¢ni drahy Hippo. Akti-
vace MST1 mize vést ke snizeni proliferace a k apoptose vice mechanismy [29; 30]. Akti-
vovana kinasa MST1 je schopna translokovat do jadra, kde fosforyluje pfislusné substraty
a muze zpisobovat apoptosu. Dal§im mechanismem, o kterém lze uvazovat je fosforylace
FOXO transkrip¢nich faktord kinasou MST1. FOXO patii stejné jako Hippo signalizace
k draham s tumor supresorovym ucinkem. FOXO transkrip¢ni faktory reguluji genovou
expresi a zpusobuji inhibici bunééného cyklu, snizeni proliferace a apoptosu [36; 40].

Pii detekci kaspasy 3, kterd je vykonnou sloZzkou kaspasovych kaskad a je spojena jak
s vnitini tak vnéjsi apoptotickou drahou, byl ziejmy ubytek neaktivni prokaspasy 3 a to ve
vSech oSetfenych vzorcich kromé bun¢k oSetfenych 10uM 6-shogaolem po 6h. Snizeni
hladiny prokaspasy 3 naznacuje jeji St€peni a s nim spojenou aktivaci [13].

Mezi dal$i drahy, které by mohly byt ovlivnény 6-shogaolem je proliferaéni driha
PI3/AKT/mTOR.. Tato draha reguluje fosforylaci slozky ucastnici se proteosyntézy [27].
Na obrazku 20 (str. 44) Ize vidét pokles mnozstvi fosforylované formy fosfo-p70 S6 kinasy
po oSetfeni bun¢k SuM 6-shogaolem po 24h. Tato kinasa je piimym cilem mTORCI a je
odpovédna za stimulaci proteosyntézy a bunécné proliferace [27]. SniZzeni mnozstvi fosfo-
p70 S6 kinasy v osetfenych bunkach by tedy mohlo znamenat, ze dochazi k zeslabeni sig-
naliza¢ni drahy PI3K/AKT/mTOR. Zde je také mozné propojeni s Hippo signalizaci, nebot’
Hippo signalizace interaguje na urovni onkoproteinit YAP a TAZ s mnoha signaliza¢nimi

drahami mezi které patii i mTOR [29].
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6. Zavér
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Byla zjisténa efektivni koncentrace vybranych ptirodnich latek, tedy koncentrace
kdy se viabilita leukemickych buné€k Jurkat v kultufe snizil pravé na polovinu.

Nejvyssi ucinnost vykazoval 6-shogaol (tabulka 2).

Osetieni bun¢k Jurkat 1uM, 2uM a 5uM koncentraci 6-shogaolu po dobu 24 hodin

vedlo k:
SnizZeni exprese onkogenu C-MYC
ZvySeni exprese genu kodujici transmembranovy glutaminovy transportér SLC1AS5

Snizeni exprese glukosového transportéru GLUT1

Pti detekci proteinti bylo zjisténo, ze oSetfeni bun€k Jurkat 6-shogaolem zptisobuje:

Aktivaci MST1 kinasy odstépenim kinasové domény
Snizeni mnozstvi onkoproteinu C-MYC

Ubytek prokaspasy 3

Snizeni fosforylace p70 S6 kinasy
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Seznam zkratek

14-3-3 proteiny — konservované regulacnich molekuly exprimované ve viech eukaryotickych buiikach
4E-BP1 — transla¢ni represni proteiny

AIF — faktor zahrnuty v drdze zptsobujici apoptosu nezavisle na kaspasach

AIF — protein spoustéjici na kaspasach nezavislou apoptosu

AKT - proteinova kinasa s anti-apoptickymi vlastnostmi

AMPK — AMP aktivovana protein kinasa, reguluje energetickou homeostazu v burice
APAF1 — cytoplasmaticky protein ucastnici se apoptosy

BAD, BAK, BAX — proapoptické proteiny BCL-2 rodiny

BCL2 - anti-apopticky protein

BCL-XL — transmembranova molekula v mitochondrii, podporuje pfeziti buiky
BID, BIM — proapopticky protein

BMP — ristovy faktor

CDK - cyklin dependentni kinasy, hraji dilezitou roli v regulaci bunééného cyklu
C-MYC - onkogen kédujici onkoprotein C-MYC

CoA — koenzym A

COX-2 — enzym zodpovédny za zanét a bolest

CSF — glykoprotein zpisobujici proliferaci a diferenciaci bunék

DISC — multiproteinové komplex patfici k receptorim smrti

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGF, PDGF, IGF, FGF — rustové faktory

EGFR — receptor pro EGF

ENOL1 — glykolyticky enzym

ERK — protein kinasa ktera je soucasti signalizace spojenou s rastovymi faktory

FOXO — transkripéni faktory regulujici expresy gent dalezitych pfi bunééném ristu, proliferaci a dife-
renciaci

HH signalizace — reguluje vyvoj bunék

HIF 1 — protein vyskytujici se v buiikach v hypoxii
IAP — rodina proteint inhibujici apoptosu

IgG — imunoglobulin G

KIBRA — apikalni protein regulujici Hippo signalizaci

LATS1/2 — proteinové kinasy ucastnici se Hippo signalizace
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MAPK -- signaliza¢ni proteinové serin/threonin/tyrosinové kinasy

MEK — protein kinasa, souc¢asti mitogeny aktivované protein kinasové kaskady MAPK/ERK
MiRNA — malé nekddujici RNA, podileji se na regulaci genové exprese

MOMP — perforace vnéjsi mitochondrialni membrany

MST1/2 — kli¢ova soudast anti-prolifera¢ni Hippo drahy

MTOR — atypicka serin/threoninova kinasa

NDR1/2 — proapopticky proteinové kinasy

NF2 — tumor-supresorovy cytoskeletalni protein

NF-xB — proteinovy komplex, ktery hraje klicovou roli pfi imunitni odpovédi na infekci
NLS — aminokyselinova sekvence, kterd sméiuje proteiny do jadra

NOTCH — transmembranovy receptorovy protein

P38 — tfida protein kinas uplatfiujicich se v diferenciaci apoptose a autofagii

P53R2 — podjednotka ribonukleotidové reduktasy

PARKIN — protein, ktery je soucasti komplexu, ktery se podili na degradaci proteint
PARP — rodina proteinti i€astnicich se oprav DNA a programované bunécné smrti
PDGF — rustovy faktor

PFK1/2 — regula¢ni enzymy v glykolyze

PI3K — enzym ucastnici se v regulaci bunééného ristu, proliferace a diferenciace
PTPC — komplex odpovédny za perforaci vnitini mitochondrialni membrany

RAF — rodina proteinovych kinas, které jsou soucasti proliferacni signaliza¢ni drahy
RHEB — protein stimulujici rst a bunéény cyklus

RIP1/3 — klicové kinasy v regulaci nekrosy pies TNF

RIPA -z angl. Radio-Immunoprecipitation Assay

RNA — ribonukleova kyselina

ROS - reaktivni formy kysliku

SAV1/WW45 — protein spojeny MST 1kinasou

SCO2 —gen pro CYT C oxidasu

SMAC - pro-apoptoticky protein

SMAD — intracelularni proteiny co ptivadéji do jadra extracelularni signaly a aktivuji transkripci
TCA — citratovy cyklus

TEADs — transkripcni faktor

TGF — rodina proteinovych rustovych faktorti



TNF — protein patfici do skupiny cytokint
TRAIL — ligand smrti
TSC — tumor supresorovy proteinovy komplex

WHO — Svétova Zdravotni Organizace

Wnt/p katenin — konservovana signaliza¢ni draha, rozhoduje o pluripotenci kmenovych bunék, rozhodu-
je o osudu buiiky béhem vyvoje

YAP, TAZ — onkoproteiny
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