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Abstrakt 

Molekulární mechanismus protinádorového účinku vybraných přírod-

ních látek  

Přírodovědecká fakulta University Karlovy v Praze  

Smolová Dagmar 

Nádorová onemocnění v dnešní době zasahují více než třetinu světové populace a jsou pří-

činou více než 20% všech úmrtí. Lepším pochopením rakoviny na epigenetické, genetické, 

molekulární a buněčné úrovni se objevuje čím dál tím více různých mechanismů, jimiž je 

možno zasahovat do procesu karcinogenese a předcházet tak konečnému stádiu invazivní 

nemoci. V poslední době je věnována velká pozornost přírodním látkám, které dokáží spe-

cificky zasahovat do tohoto procesu. Tyto látky jsou výhodnější oproti standardní léčbě 

v tom, že jsou snadno dostupné a málo nebo vůbec toxické. V této práci byl pozorován vliv 

látek 6-shogaolu, 6-gingerolu a galanginu na leukemické buňky Jurkat. Největší účinnost 

vykazoval 6-shogaol. 6-Shogaol způsoboval apoptosu buněk aktivací anti-proliferační sig-

nalizační dráhy Hippo a snížením genové exprese C-MYC onkogenu a množství C-MYC 

onkoproteinu, které mají v nádorových buňkách klíčovou roli při zajišťování dostatku 

energie pro aktivní růst a proliferaci. 
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Abstract 

Molecular mechanism of anti-cancer activity of selected 

natural compounds 

 
Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovi v Praze 

Smolová 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. Teoretický úvod 

1.1. Rakovina 

Vznik rakoviny v našem těle je způsoben abnormálním růstem buněk, který může vést až 

ke smrti. Zasahuje více než třetinu světové populace a je příčinou více než 20% všech úmr-

tí. Rozvoj rakoviny je dynamický a dlouhotrvající proces, který zahrnuje mnoho komplex-

ních faktorů, mezi které patří viry, chemické látky, působení životního a pracovního pro-

středí, genetické predispozice a v neposlední řadě také způsob životního stylu. V tomto 

procesu jsou tři kritické kroky: (i) iniciace, při níž dochází k poškození DNA (z angl. deo-

xyribonucleicacid) a následně k přeměně zdravé buňky na nádorovou; (ii) propagace, kdy 

se primární mateřská nádorová buňka dělí, dává vznik dceřiným buňkám, které produkují 

další a další nádorové buňky a dochází k formaci benigního nádoru; (iii) progrese, kde do-

chází k maligním transformacím zahrnující nekontrolovatelné dělení nádorových buněk, 

rozšíření metastází po celém těle a k tvorbě krevního řečiště v nově vzniklých nádorech 

(angiogenese) [1]. 

 

1.1.1.  Metabolické změny v buňce 

Energetická rovnováha ve zdravých buňkách je zajišťována mnoha metabolickými draha-

mi, které jsou navzájem propojeny složitými mechanismy, které odpovídají za správné 

fungování buňky. Mezi nejdůležitější z nich patří glykolýza, citrátový cyklus, oxidativní 

fosforylace a syntéza lipidů. Tyto dráhy jsou blízce spjaty s metabolismem aminokyselin a 

biosyntézou nukleotidů. Jako zdroje energie jsou využívány mnohé látky, zejména gluko-

sa, glykogen, mastné kyseliny a aminokyseliny. Glukosa, která je považována za klíčový 

zdroj energie pro růst buněk, je přiváděna do buněk systémem glukosových transportérů a 

je glykolytickou drahou konvertována na pyruvát. Pyruvát je oxidativně dekarboxylován 

na acetyl-CoA (CoA-z angl. coenzyme A), který se zapojuje do citrátového cyklu 

v mitochondriích (obr. 1, str. 9). Propojením citrátového cyklu a oxidativní fosforylace 

v mitochondriích je generována energie ve formě ATP (z angl. adenosine triphosphate) a 

vzniká intermediární metabolit citrát, který je exportován do cytoplasmy, kde je konverto-

ván na acetyl-CoA. Zde je acetyl-CoA využíván jako počáteční substrát pro biosyntézu 

mastných kyselin. Mastné kyseliny slouží jako zásoba energie (přes β-oxidaci) a stavební 

hmoty (biosyntéza membrán), ale také hrají důležitou roli v buněčné signalizaci modifikací 

různých signalizačních proteinů. Nádorové buňky, které mají vyšší energetické požadavky 
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kvůli svému rychlému růstu, aktivní proliferaci, migraci a tvorbě metastáz, vykazují ab-

normální chování přeprogramováním těchto metabolických drah [2]. 

V onkogenesi dochází k autonomním buněčným změnám metabolismu, které jsou způ-

sobeny aktivací onkogenů a/nebo ztrátou funkce tumor supresorových genů. V porovnání 

s většinou zdravých tkání, které jsou kyslíkem dobře zásobeny, tkáně zasažené rakovinou 

jsou většinou hypoxické s občasnými okysličenými oblastmi kolem vytvořeného krevního 

řečiště v nádoru. Jako hlavní zdroj energie a živin zde slouží hlavně glukosa, jejíž příjem 

rakovinnými buňkami je oproti zdravým buňkám znatelně zvýšen (Warburgův efekt) a glu-

tamin, který je jednou z nejvíce zastoupených aminokyselin v lidské krvi. Glutamin je vy-

užíván pro produkci intermediátů v citrátovém cyklu, které slouží jako prekurzory pro bio-

syntetické dráhy [3]. 

 

1.1.2. Warburgův efekt 

V roce 1926 Otto Warburg jako první popsal způsob metabolického přeprogramování zis-

ku energie v buňkách z oxidativní fosforylace na glykolýzu a laktátovou fermentaci. U 

zdravých buněk je zajištěn zdroj energie zejména oxidativní fosforylací v mitochondriích. 

Naproti tomu rakovinné buňky upřednostňují produkci energie zvýšeným příjmem glukosy 

a zesílením glykolýzy v cytoplazmě s následnou tvorbou laktátu, bez ohledu na to zda jsou 

v hypoxii nebo v prostředí s dostačující hladinou kyslíku (obr. 1, str. 9). Přestože glykolýza 

s následnou tvorbou laktátu je daleko méně účinná v produkci ATP než oxidativní fosfory-

lace v mitochondriích (přibližně 70% ATP je syntetizováno oxidativní fosforylací a zbytek 

glykolýzou, toto procento je ovšem ovlivněno v závislosti na typu buněk, jejich stádiu 

růstu a mikroprostředí), je mnohem rychlejší a je nezávislá na mitochondriální funkci, kte-

rá je často v nádorových buňkách poškozena [4]. Bylo dokonce ukázáno, že i když tato 

funkce mitochondrií byla naprosto blokována, tak množství produkované ATP nebylo vý-

znamně ovlivněno [3]. 
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Obr. 1: Metabolismus glukosy v rakovinných buňkách: Po přenesení glukosy do buněk glukosovými 

transportéry je fosrylována hexokinasou na glukosu-6-fosfát, který je v glykolýze převedena na pyruvát. 

Zdravé buňky ho pyruvát dehydrogenasou konvertují na acetyl-CoA, který je využit v mitochondriích, kde se 

zapojuje do citrátového cyklu (zelený rámeček). Zisk ATP je zde zajišťován oxidativní fosforylací. Naproti 

tomu rakovinné buňky upřednostňují syntézu ATP v glykolýze. Z pyruvátu zde vzniká laktát pomocí laktát-

dehydrogenasy A (LDHA) (červený rámeček). Upraveno podle [4]. 
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1.2. Přírodní látky 

1.2.1. Účinky přírodních látek 

Již po několik tisíc let jsou rostliny používány jako přírodní lék s terapeutickým či jiným 

farmakologickým účinkem. Dnes je podle Světové Zdravotní Organizace (WHO z angl. 

World Health Organization) 80% světové populace závislých na tradičních způsobech 

léčby jako primární zdravotní pomoci. Ve farmaceutickém průmyslu jsou léčivé rostliny 

ceněny díky obsahu aktivních složek (fytochemikálie), které mohou být použity jako sou-

část při výrobě léků. Nejčastěji jde o sloučeniny typu polyfenolů, flavanoidů, glykosidů a 

alkaloidů. Kromě lékařských účelů jsou rostliny významné pro svůj obsah biologicky ak-

tivních látek, jako jsou vitaminy nebo složky esenciálních olejů. Další využití nacházejí ty-

to látky v potravinářství a kosmetice. Léčivé rostliny nebo jejich části (listy, oddenky, ko-

řeny, semena, květy) mohou být použity v různých formách, jako jsou čerstvé surové for-

my (čaj, odvary, prášky z rostlinného materiálu), nebo extrahované formy (džusy, vodné 

nebo ethanolové extrakty, tinktury, esenciální oleje, pryskyřice, balzámy) [5]. 

Fytochemikálie hrají důležitou roli v léčbě rakoviny. Ovlivnění nádorových procesů tě-

mito látkami lze několika různými cestami. Mohou mít vliv na buněčný cyklus a apoptosu, 

působit jako antioxidanty a protizánětlivé látky, snižovat nebo modulovat odolnost rako-

vinných buněk vůči chemoterapii, nebo mohou cíleně a specificky působit na molekulární 

úrovni [6]. Tyto účinky byly prokázané na mnoha typech rakovinných buněk zahrnující 

leukémii, rakovinu prsu, prostaty, střeva, mozku, kůže a pankreatu. Výhoda těchto látek je, 

že se nacházejí v mnoha zdrojích a jsou organismem dobře tolerovány [7]. 

 

1.2.1.1. Chemopreventivní účinky 

Chemoprevence je způsob jak lze předcházet výskytu nemoci, zpomalovat ji anebo dokon-

ce zvrátit. Lepší pochopení rakoviny na epigenetické, genetické, molekulární a buněčné 

úrovni poskytuje vědcům mnoho možností k zasažení fyziologickými a farmakologickými 

mechanismy, s cílem předejít konečnému stádiu invazivní nemoci. Koncept chemopreven-

ce získává čím dál tím větší pozornost díky výhodnější alternativě k léčbě rakoviny [8]. 
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1.2.1.2. Antioxidační účinky 

Mnoho laboratorních a klinických studií dokazuje, že oxidativní stres způsobený reaktiv-

ními formami kyslíku (dále ROS, z angl. reactive oxygen species) hraje zásadní roli 

v patologii spojené s aterosklerózou, neuro-degenerativními onemocněními a mnoha for-

mami karcinogenese. ROS zahrnují volné radikály hydroxylové, peroxidové, superoxidové 

aniontové a další, které jsou běžně generovány během procesů probíhajících v buňce (mi-

tochondriální elektronový přenos), ale také jsou způsobeny vlivem prostředí (ionizující zá-

ření slunce), změnou atmosférických podmínek (hypoxie) a stresorů životního stylu (ciga-

retový kouř, přílišná konzumace alkoholu). K nebezpečnému oxidativnímu poškození bu-

něk prostřednictvím ROS dochází především na úrovní makromolekul (proteiny, lipidy, 

DNA). Právě změny bází, zlomy řetězců a mutace v DNA jsou většinou spojovány 

s působením volných radikálů. Bylo dokázáno, že tyto změny mohou být zastaveny, redu-

kovány či dokonce zvráceny dodatečným přísunem antioxidantů [9]. 

 

1.2.1.3. Protizánětlivé účinky 

Zánět je fyziologický děj odpovídající na poškození tkání zapříčiněného patogenní mikro-

biální infekcí, působením chemických látek nebo zraněním. Tyto procesy vedou 

k mobilizaci široké škály imunitních buněk, které putují na místo zánětu, kde uvolňují růz-

né protizánětlivé cytokininy a další látky. Chronický zánět, přetrvávající poškození tkáně a 

buněčná proliferace, tak i obohacování o ROS, přispívají k vytváření mikroprostředí ná-

chylnému k malignitě, které podléhají hlavně tkáně a orgány jako je kůže, žaludek, střeva, 

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

1.2.2.1. Zázvor (Zingiber officinale) 

Zázvor je rostlina pocházející z jiho-východní Asie, která se řadí do tropické a subtropické 

rodiny Zázvorovitých. Již po tisíciletí je pěstován jako koření a léčivá rostlina. Zázvor je 

typicky konzumován jako čerstvá pasta, sušený prášek, plátky uchovávané v sirupu, bon-

bony (krystalizovaná forma) nebo v podobě čajů [10]. 

Zázvor má mnoho rozmanitých biologických funkcí. Mezi ty nejdůležitější patří antimi-

krobiální, protizánětlivé, antioxidační, imuno-modulační a anti-karcinogenní působení. 

Studie ukazují, že i velmi vysoké dávky zázvoru jsou dobře tolerovány a jsou bez jakých-

koliv toxických účinků [11]. Senzorové vnímání zázvoru v ústech a nose vzniká ze dvou 

odlišných skupin chemických látek. 

Těkavé látky 

Tyto látky obsažené v zázvoru se skládají převážně ze seskviterpenů, zejména ze zingebe-

renu (35%), kurkumanu (18%) a farnezenu (10%), s menším množstvím bisabolenu a b - 

seskvifellandrenu. Malé procento zastupují různé monoterpenoidy jako geraniol, 1,8 - 

cineol, linalol, borneol a neral a další. Právě tyto těkavé látky vytváří specifické aroma zá-

zvoru [10]. 

Netěkavé dráždivé látky 

Právě tyto látky jsou biologicky aktivními složkami zázvoru. Patří sem gingeroly, shogao-

ly, paradoly a zingeron, který je odpovědný za pálivost zázvoru. Gingeroly, skupina che-

mických homologů odlišujících se délkou jejich nerozvětveného alkylového řetězce, jsou 

hlavní složkou v čerstvém oddenku. Dále shogaoly, další skupina homologů, dehydratova-

ných derivátů gingerolů, jsou převládajícími dráždivými složkami v sušeném zázvoru. Pa-

radol je podobný gingerolu a vzniká hydrogenací shogaolu. Kromě extrahované pryskyřice 

zázvor obsahuje mnoho tuků, vosků, sacharidů, vitamínů a minerálů. Oddenky také obsa-

hují silný proteolytický enzym zvaný zingibain [10]. 

 

1.2.2.2. Galanga (Alpinia galanga) 

Galanga je rostlina náležící do rodiny Zázvorovitých, která se používá jako koření, potra-

vinářské aroma a také jako lék nebo součást léku. V Asijské tradiční medicíně je využívána 

k léčbě revmatických a dýchacích obtíží a pro své afrodiziakální účinky. Esenciální oleje 

z listů, stonků, oddenků a kořenů obsahují převážně monoterpeny, seskviterpeny a methy-
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lester kyseliny skořicové. Tyto látky jsou odpovědné za její charakteristickou vůni a využi-

tí. Esenciální oleje z listů jsou bohaté konkrétně na eukalyptol, kafr, α-fenchyl acetát, bor-

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

 

1.2.3. Vybrané přírodní látky 

1.2.3.1. 6-Shogaol 

6-Shogaolu, 1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-4-deken-3-onu, hlavní štiplavé složce zázvoru, 

je věnována velká pozornost díky jeho značnému farmakologickému působení, které zahr-

nuje protirakovinné, protizánětlivé a antioxidační účinky. Výzkumy ukázaly, že 6-shogaol 

může indukovat buněčnou smrt/apoptosu v různých typech rakoviny jako je rakovina plic, 

tlustého střeva, jater, vaječníků a prsu. Dále se efektivně uplatňuje při apoptose 

v transformovaných a primárních lidských leukemických buňkách.  

Bylo zjištěno, že ošetření buněk Jurkat 2,5μM a 5μM 6-shogaolem vedlo po 24h 

k mírnému nárůstu apoptosy. Tento efekt byl zjevný při 10μM a velmi rozsáhlý při 15μM. 

Při koncentraci 15μM 6-shogaolu byl mírný účinek zjevný již po 6h. Podobné účinky byly 

prokázané i u leukemických buněk U937 a HL60, ovšem pouze při vyšších koncentracích 

6-shogaolu a 24 hodinové expozici. V souladu s těmito zjištěními shogaol způsoboval ště-

pení/aktivaci kaspasy 3 a kaspasy 7, stejně tak jako degradaci PARP (z angl. poly ADP ri-

bose polymerase) v leukemických buňkách, ovšem nevyvolával tyto procesy v normálních 

mononukleárních buňkách kostní dřeně [13]. Struktura 6-shogaolu je znázorněna na obráz-

ku 2. 

 

 

 

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

 

1.2.3.2. 6-Gingerol 

6-Gingerol, 5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-3-dekanon, farmakologicky vý-

znamná aktivní složka zázvoru má antioxidační, protizánětlivé a protirakovinné účinky 
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[15]. Mechanismus účinku je ale zatím z velké části neznámý.  Bylo zjištěno, že zvýšená 

exprese NF-κB (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), 

AKT a BCL2 (z angl. B-cell lymphoma 2) genů byla v rakovinných buňkách ošetřených 6-

gingerolem potlačena, kdežto exprese TNFα (z angl. tumor necrosis factor α), BAX (Bcl2-

associated X protein) a CYT C (cytochrom c) byly zvýšeny. Přihlédnutím k těmto výsled-

kům se předpokládá, že 6-gingerol se může vázat na DNA a indukovat buněčnou smrt au-

tofágií a apoptosou zprostředkovanou přes kaspasu 3 [16]. Struktura 6-gingerolu je znázor-

něna na obrázku 3. 

 

 

 

Obr. 3: Struktura 6-gingerolu [14]. 

 

1.2.3.3. Galangin 

Galangin, 3,5,7-trihydroxyflavon, člen třídy flavonolů patřících do flavonoidů, je přítomný 

ve vysokých koncentracích v propolisu, přírodním produktu včel, a v kořeni galangy. Ga-

langin inhibuje růst nádoru lidské mléčné žlázy potlačením cyklinu D1 a podporuje 

apoptosu v lidských leukemických buňkách. Mezi jeho další biologicky významné účinky 

patří snížení genotoxicity chemikálií, potlačení COX-2 (z angl. cyclooxygenase 2), exprese 

a inhibice virové replikace. Dále bylo zjištěno, že galangin funguje jako antagonista 

Wnt/β-katenin signalizační dráhy [17]. Struktura galanginu je znázorněna na obrázku 4. 

 

 

 

 

Obr. 4: Struktura galanginu [14]. 

 



15 

 

1.3. Molekulární definice buněčné smrti 

1.3.1. Apoptosa 

Apoptosa je mechanismus vyskytující se u mnohobuněčných organismů, který jim umož-

ňuje eliminovat počet buněk, které jsou již nepotřebné nebo poškozené. Apoptosa může 

být spouštěna dvěma hlavními drahami, vnější a vnitřní. 

 

1.3.1.1. Vnější dráha 

Tato dráha apoptosy je způsobována vazbou ligandů smrti náležící do TNF rodiny na pří-

slušné pro-apoptické receptory na buněčné membráně. Mezi nejdůležitější pro-apoptické 

ligandy této rodiny patří TNF, FAS ligand a TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-

inducing ligand), které jsou produkovány především buňkami imunitního systému (T buň-

ky, makrofágy, dendritické buňky, NK buňky; NK z angl. natural killer). Při vazbě ligandů 

na receptory smrti dochází k tvorbě velkého komplexu DISC (z angl. death-inducing signa-

ling complex). Dalším krokem je aktivace kaspasy 8, která může přímo aktivovat kaspasu 

3 a způsobovat apoptosu, nebo štěpit BID (z angl. BH3 interacting-domain death agonist), 

který se dále zapojuje na spuštění apoptosy vnitřní dráhou [18]. 

 

1.3.1.2. Vnitřní dráha na kaspasách závislá a nezávislá 

Apoptotický zánik buněk může být vyvolán nepřeberným množstvím intracelulárních stre-

sových faktorů zahrnujících poškození DNA, oxidativní stres, cytosolické přetížení vápe-

natými kationty, mírnou exitotoxicitou (spojenou se zvýšenou expresí glutamátového re-

ceptoru v nervovém systému), akumulací nesbalených proteinů v endoplasmatickém reti-

kulu a dalšími. Signalizační dráhy, které vyvolávají spouštění apoptosy tímto způsobem 

jsou velmi heterogenní, ale vždy vedou ke společným iniciačním signálům, které jsou spo-

jeny s centrálním řídícím mechanismem mitochondrií. Často spolu s šířením pro-

apoptotických signalizačních kaskád jsou zapojeny také anti-apoptické mechanismy, které 

poskytují buňce možnost vyrovnat se se vzniklým stresem. Když převládají pro-apoptické 

signály jako jsou např. členové BCL-2 proteinové rodiny BAK (z angl. Bcl-2 homologous 

antagonist/killer) a BAX dochází k permeabilizaci vnější mitochondriální membrány (dále 

MOMP z angl. mitochondrial outer membrane permeabilization). MOMP může být také 

způsobena tvorbou pórů na vnitřní mitochondriální membráně pomocí multiproteinového 

komplexu PTPC (z angl. permeability transition pore complex). 
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Bez ohledu na přesné fyzikální a biochemické mechanismy, které vedou nezvratně 

k MOMP a zasahují většinu mitochondrií v jedné buňce, má MOMP mnohé letální násled-

ky. Dochází k rozptýlení mitochondriálního transmembránového potenciálu, který je ne-

zbytný pro transportní mechanismy a syntézu ATP. Do cytosolového prostoru se 

z mezimembránového prostoru mitochondrie uvolňují toxické proteiny jako je CYT C, AIF 

(z angl. apoptosis-inducing factor), endonukleasy G, SMAC (z angl. second mitochondria-

derived aktivator of caspases) a HTRA2 (z angl. high temperature requirement protein A2). 

V neposlední řadě dochází k inhibici dýchacího řetězce, zvýšení produkce ROS a zesílení 

apoptotického signálu. Tyto vnitřní pochody vedou k bioenergetické a metabolické kata-

strofě spojené s mnohanásobnou aktivací smrtících mechanismů. Cytosolický CYT C spo-

lupracuje s APAF1 (z angl. apoptocic protease activating factor 1) a dATP ve formování 

apoptosomu, který vede k aktivaci kaspasy 9, která dále aktivuje kaspasu 3 a ta spouští 

apoptosu. Ke kaspasovým kaskádám přispívají také SMAC a HTRA2, které inhibují anti-

apoptické funkce mnohých členů IAP (z angl. inhibitor of apoptosis protein) rodiny. Na 

kaspasách nezávislou funkci mají AIF a endonukleasa G, které se přesunují do jádra, kde 

způsobují silnou fragmentaci DNA a HTRA2, který má pro-apoptotický účinek na základě 

jeho serin-proteasové aktivity [19]. Obě dráhy apoptosy jsou zobrazeny na obrázku 5 (str. 

17). 
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Obr. 5: Vnitřní a vnější dráha apoptosy: Vnější dráha je zprostředkována vazbou ligandů smrti, formová-

ním komplexu DISD a následnou aktivací kaspasy 8. Vnitřní dráha apoptosy je zprostředkována uvolněním 

CYT C z mitochondrie, formování apoptosomu a aktivaci kaspasy 9. Aktivované kaspasy 8 a 9 aktivují 

kaspasu 3, což vede k buněčné smrti. Obě dráhy jsou spojeny přes štěpení proteinu BID. BAX, BAK, SMAC, 

AIF jsou pro-apoptické proteiny. BCL-2 je anti-apoptický protein. Upraveno podle [18]. 

 

1.3.2. Regulovaná nekrosa 

Dlouho byla nekrosa považována za náhodný buněčný smrtící mechanismus bez morfolo-

gických znaků apoptosy či autofágie. Nyní však víme, že nekrosa má význačnou roli 

v mnoha fyziologických a patologických událostech. Spouštěče zahajující regulovanou ne-

krosu zahrnují poškození DNA alkylací, excitotoxiny a ligandy receptorů smrti. Když jsou 

kaspasy inhibovány genetickými manipulacemi nebo blokovány farmakologickými látka-

mi, RIP1 (z angl. receptor-interacting protein kinase 1) a RIP3 nejsou degradovány a zapo-

jují se do funkčních interakcí, které vedou k nekrotické buněčné smrti. Regulovaná nekrosa 

by měla být dále charakterizována dle typu signalizačních modulů, na kterých závisí. 
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1.3.3. Autofágická buněčná smrt 

Při autofágické buněčné smrti dochází k masivní cytoplasmatické vakuolizací. Ačkoli pů-

vodně tento typ buněčné smrti nebyl spojován s žádnými funkčními pochody, zdá se, že 

autofágická buněčná smrt hraje roli ve fyziologických i patologických procesech spojených 

se zánikem buňky. Příkladem může být fyziologická buněčná smrt během vývoje D. mela-

nogaster. Autofágická buněčná smrt se také nejspíše účastní likvidace některých nádoro-

vých buněk (zvláště při nepřítomnosti hlavních apoptotických modulátorů jako BAX, BAK 

nebo kaspas), které odpovídají na specifický druh chemoterapeutik in vitro. Nicméně, u 

většiny známých případů jde o autofágii, která představuje ochranou buněčnou odpověď. 

Dochází k tvorbě autofagosomů (dvou membránových cytoplasmatických vesikul), které 

následně fúzují s lysozomy. Autofágie na krátkou dobu prodlužuje život buňky a poskytuje 

jí živiny pro udržení viability [19; 20]. 

 

1.3.4. Mitotická katastrofa 

K mitotické katastrofě může docházet striktně během mitosy, ale častěji jde o případ bu-

něčné smrti, která je způsobena aberací v mitose a uskutečněna buď během mitosy nebo 

v následující interfázi. Po zasažení buněk v mitose často následují velké nukleární aberace 

(mikro- a multinukleace), což jsou morfologické znaky, díky kterým můžeme mitotickou 

katastrofu pozorovat. Zároveň s těmito znaky jsou pozorovány také rysy apoptosy i nekro-

sy, buďto současně, nebo po multinukleaci. Mezi několik procesů, které se týkají mitotické 

katastrofy, ale nejsou na ni striktně vázány, můžeme zařadit aktivaci kaspasy 2 (na DNA 

poškození závislá proteasa), tumor supresoru TP53 (z angl. tumor protein p53) a dalších 

členů TP53 rodiny. Mitotická katastrofa nemusí znamenat výhradně výkonnou dráhu bu-

něčné smrti, ale může mít také onkosupresivní účinek [19]. 
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1.4. Signalizační dráhy 

1.4.1. Proliferační signalizační dráhy 

Růstové faktory a jejich receptory 

U nádorových onemocnění je často pozorována zvýšená exprese receptorů růstových fak-

torů a jejich ligandů, fungující jako autokrinní/parakrinní smyčka, konstitutivně stimulující 

nádorovou buněčnou proliferaci [21]. Mezi důležité růstové faktory, které se váží na pří-

slušné receptory a následně aktivují proliferační signalizační dráhy a vedou k buněčnému 

růstu, potlačení apoptosy a invazi rakovinných buněk, patří 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/MEK/ERK signalizace 

RAS-ERK signalizace je deregulována přibližně v jedné třetině všech lidských nádorových 

onemocněních, obzvláště v těch, které jsou epiteliálního původu [21]. Tato proliferační 

dráha může být aktivována různými signalizačními molekulami, mezi které patří růstové 

faktory, cytokiny, receptory spřažené s G-proteiny a integriny. 

RAS, malá onkogenní GTPasa (GTP z angl. guanosine triphosphate) se vyskytuje ve 

třech isoformách K-RAS, H-RAS a N-RAS. Její aktivace a deaktivace je řízena cyklickou 

změnou mezi navázaným GTP a GDP (z angl. guanosine diphosphate), resp. [23]. Tento 

RAS protein se aktivuje širokou škálou extracelulárních signálů prostřednictvím GEFs (z 

angl. guanine nukleotide exchange factors) rodiny. Takto aktivovaný RAS se může vázat 

na různé efektory, modulovat jejich funkci, tím deregulovat mnohé intracelulární signali-

zační dráhy a zvyšovat náchylnost buněk ke karcinogenezi [24]. 

Následně po RAS aktivaci, jsou na membráně shromážděny serin/threoninové kinasy A-

RAF, B-RAF, C-RAF, které aktivují sérií pochodů zahrnující fosforylaci/defosforylaci, 

dimerizaci a asociaci s proteinovými komplexi sloužícími jako lešení. Fosforylovaný RAF 

protein přímo aktivuje MEK1 a MEK2. MEK1 a MEK2 jsou tyrosinové a se-

rin/threoninové kinasy, které jsou substrátově specifické a fosforylují serin/threoninové ki-

nasy ERK1 a ERK2, což vede k jejich aktivaci. Ty následně aktivují četné nukleární a cy-

toplasmatické cíle, zahrnující transkripční faktory, kinasy, fosfatasy, a cytoskeletální pro-

teiny. Přestože je konvenčně tato dráha lineární, existuje několik zpětných smyček a propo-
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jení RAS-ERK signalizace s mnoha dalšími signalizačními kaskádami zahrnující 

PI3K/AKT/mTOR, p38, JNK (z angl. c-Jun N-terminal kinase) MAPK (z angl. mitogen-

activated protein kinase), NF-κB, WNT/β-katenin, HH (z angl. Hedgehog), NOTCH a 

TGFβ-SMAD dráhy. RAF-ERK dráha podporuje přežití buněk inhibicí aktivity pro-

apoptotických proteinů BCL-2 rodiny BIM a BAD (z angl.Bcl-2associated death promoter) 

a indukcí exprese anti-apoptotických členů BCL-2, BCL-XL a MCL-1. Navíc ERK aktiva-

ce může zabraňovat apoptose způsobené receptory smrti FAS, TRAIL nebo TNF. Aktivo-

vaná RAS-ERK dráha také přispívá k zvýšené regulaci telomeras, čímž pomáhá rakovin-

ným buňkám vyhýbat se stárnutí. Dále tato dráha hraje významnou roli při interakci rako-

vinných buněk s buňkami stromálními, zahrnující i ty, které jsou odpovědné za angiogene-

si a imunitní odpověď. Tím se RAS-ERK signalizační dráha podílí na ukrytí rakovinných 

buněk před imunitním systémem [21].  

 

1.4.1.2. PI3K/AKT/mTOR signalizace 

PI3K/AKT/mTOR je důležitou onkogenní dráhou účastnící se buněčného růstu, 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 mnohých dalších receptorů. Dělí se na třídy I (Ia, Ib), II a III, kde 

třída Ia je složena z katalytické podjednotky p110 (p110α, p110β, p110γ) a regulační pod-

jednotky p85 [25]. Po aktivaci p110α fosforyluje PIP2 (z angl. phosphatidyl-inositol- 4,5-

triphosphate) na PIP3 (z angl. phosphatidyl-inositol-3, 4,5-triphosphate). PIP3 je druhým 

poslem, jehož hladina v buňce a tím i aktivita celé PI3K signalizační dráhy je regulována 

tumor supresorovou fosfatasou PTEN (z angl. phosphatase and tensin homolog). PIP3 ak-

tivuje AKT, serin/threoninovou kinasu, která má tři isoformy AKT1, AKT2, AKT3 [26]. 

AKT je hlavním regulátorem energetického metabolismu v buňce. Zvyšuje příjem glu-

kosy zesílením exprese glukosových transportérů a jejich translokací v membráně. Pro-

střednictvím PFK2 (z angl. phosphofructokinase 2) aktivuje PFK1, která je enzym limitují-

cí rychlost glykolýzy. Kromě toho, AKT pozitivně reguluje oxidativní fosforylaci 

v mitochondriích, čímž je produkováno dost velké množství energie ve formě ATP pro 

rychle rostoucí a proliferující nádorové buňky. Pomocí 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/threoninová kinasa mTOR obsahuje dva multiproteinové komplexy mTORC1 (z 

angl. mTOR complex1) a mTORC2. mTORC1 integruje informace z buněčného metabo-

lismu a okolí buňky (hladina kyslíku, růstové faktory, hormony, živiny a stresory) a podle 

toho reguluje translaci fosforylací složek, které se účastní proteosyntézy jako např. p70-S6 

kinasu a 4E-BP1 (z angl. eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1). Dále mTORC1 

negativně reguluje autofágii, katabolický proces, který je důležitý pro degradaci organel a 

koloběh proteinů. Mechanismus mTORC2 zatím není příliš známý, ale je dokázáno, že 

hraje důležitou roli při organizaci cytoskeletonu kontrolou polymerizace aktinu a fosfory-

luje proteinkinasu C [27]. Na obrázku 6 je schematicky znázorněno propojení receptorů 

růstových faktorů a signalizačních drah. 

 

 

 

Obr. 6: Signalizační dráhy spojené s EGFR: Vazbou ligandů dochází k dimerizaci EGRF. Následně se ak-

tivují dráhy MAPK (pomocí RAS), PI3K (pomocí p110) a PIP3. PIP3 aktivuje AKT a ten následně mTOR. 

PTEN reguluje aktivitu PI3K přeměnou PIP3 zpět na PIP2. V MAPK signalizační dráze jsou přes RAS akti-

vovány RAF, MEK, ERK následnou kinasovou aktivitou. Obě tyto signalizační dráhy regulují mnohé buněč-

né procesy důležité pro malignitu. Vazba ligandů a následná aktivace proliferačních signalizačních drah je 

zde blokována prostřednictvím monoklonální protilátky EGFR MoAb (z angl. monoclonal antibody). Upra-

veno podle [26]. 
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1.4.2. Anti-proliferační signalizační dráhy 

1.4.2.1. P53 signalizace 

TP53 tumor supresorový gen, kódující 53 kDa fosfoprotein P53, je jeden z nejvíce muto-

vaných genů v lidských nádorových buňkách [23]. DNA mutace v P53 jsou přítomny ve 

více než 50% všech nádorů, odhaduje se však, že P53 signalizace je narušena až u 80% ná-

dorů. P53 reaguje na široké spektrum intracelulárních i extracelulárních stresových signálů 

zahrnující poškození DNA, hypoxii, vyčerpání zásobních látek a onkogenní aktivaci. P53 

je nejprve aktivován posttranslačními modifikacemi, které vedou ke zvýšení hladiny P53 

proteinu se zvýšeným poločasem života a jeho akumulací v cytoplasmě. Aktivovaný P53 

se poté váže na specifickou sekvenci v DNA cílových genů a reguluje jejich expresi. Způ-

sobů jak může P53 ovlivňovat buněčný metabolismus je hned několik: (i) udržuje integritu 

mitochondrií a tím podporuje oxidativní fosforylaci pomocí jeho cílových genů, jako jsou 

SCO2 (z angl. synthesis of cytochrome c oxidase 2), AIF, GLS2 (z angl. Glutaminase 2) a 

proteinů PARKIN a P53R2; (ii) potlačuje aerobní glykolýzu nejen snížením exprese glu-

kosových transportérů GLUT1 (z angl. glucose transporter 1), GLUT4 a omezením expre-

se GLUT3 přes NF-κB, ale také regulací enzymů účastnící se glykolýzy; (iii) inhibuje pen-

tosa-fosfátový cyklus vazbou na G6PD (z angl. glucose-6-phosphate dehydrogenase), která 

je limitujícím enzymem v této dráze; (iv) může zvyšovat expresi anti-oxidativních nebo 

pro-oxidativních genů, v závislosti na tom, zda jde o ochranu před ROS nebo o zneškodně-

ní buňky silným poškozením oxidativním stresem; (v) negativně reguluje PI3K/AKT a 

mTOR signalizaci indukcí PTEN a IGF-BP3 (z angl. insulin-like growth factor Binding 

protein 3). P53 udržuje homeostázu energetického metabolismu, zajišťuje redoxní rovno-

váhu, ale také může zastavovat buněčný cyklus, způsobovat stárnutí buňky a apoptosu 

[28]. 

 

1.4.2.2. Hippo signalizace 

Hippo dráha je silně evolučně konservovaná, obsahuje velké množství proteinů (přinej-

menším 35 jich doteď bylo u savců identifikováno), které kontrolují růst různých tkání bě-

hem vývoje a regenerace, stejně tak jako se angažují v patologických procesech jako je ra-

kovina. Nejdůležitější část Hippo dráhy obsahuje kinasové jádro, které se u savců skládá 

z páru spojených serin/threoninových 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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lečně s adaptorovými proteiny SAV1 (z angl. salvador homologue 1) nebo také WW45, 

MOB1A (z angl. MOB kinase aktivator 1A) a MOB1B omezují tkáňový růst usnadněním 

LATS1 a LATS2-dependentní fosforylace onkoproteinů YAP (z angl. yes-associated pro-

tein), kódovaný pomocí YAP1) a TAZ. Fosforylace YAP a TAZ potlačuje jejich aktivaci 

vytvořením vazných míst pro 14-3-3 protein, který způsobuje jejich akumulaci 

v cytoplazmě a stimuluje jejich proteolýzu. YAP a TAZ podporují tkáňový růst a buněčnou 

viabilitu regulací různých transkripčních faktorů zahrnujících TEADs (z angl. trascriptio-

nal enhancer factors) a SMADs. Signalizační větve, které regulují Hippo dráhu zahrnují 

různé složky jako např.: KIBRA (z angl. kidney and brain expressed protein)-WILLIN-

NF2 (z angl. neurofibromin 2) komplex, ABCP (z angl. apicobasal cell polarity proteins), 

receptory spřažené s G-proteiny, velké atypické kadheriny. Aktivita Hippo dráhy může být 

narušena působením jiných s rakovinou spojených signalizačních drah a to většinou na 

úrovni YAP a TAZ onkoproteinů. Mezi tyto dráhy patří mimo jiné signalizace spojená 

s WNT, TGFβ-BMP (z angl. transforming growth factor-β-bone morphogenetic protein), 

HH, NOTCH, insulinem a mTOR [29]. 

MST1/2 kinasy jsou aktivovány autofosforylací a štěpením kaspas což vede k odštěpení 

~ 36kDa N-terminální kinasové domény. Poté dochází k translokaci takto aktivované kina-

sové domény do jádra, kde fosforyluje příslušné substráty jako je histon H2B a způsobuje 

apoptosu. Členy Hippo dráhy WW45, MOB1,MST1/2, LATS1/2 mohou potlačovat 

tumorgenesi také fosforylací a aktivací široké škály substrátů s tumor-supresorovou aktivi-

tou, mezi které patří transkripční 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 dráhou je 

schematicky znázorněna na obrázku 7 (str. 24). 
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Obr. 7: Hippo signalizace: KIBRA-WILLIN-NF2 regulují aktivitu kinasového jádra složeného z MST1 a 

MST2, LATS1 a LATS2, WW45, MOB1A a MOB1B, které dále regulují onkoproteiny YAP a TAZ. YAP a 

TAZ mohou být degradovány ubikvitinací v cytoplasmě, nebo mohou vstupovat do jádra a regulovat tran-

skripční faktory jako TEADs (popř. SMADs-není zakresleno). Upraveno podle [29]. 
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1.5. Exprese genů 

1.5.1. Onkogeny 

1.5.1.1. MYC 

Exprese rodiny MYC genů (C-MYC, L-MYC, s-MYC a N-MYC) je v lidských nádorech čas-

to zvýšena. Kóduje transkripční faktory, které regulují růst a buněčný cyklus. 

V normálních buňkách dochází při mitogenní stimulaci k velkému nárůstu C-MYC exprese 

v G1 fázi, což umožňuje snazší přechod do S fáze aktivací exprese cyklinů a cyklin-

dependentních kinas (CDK). Dále C-MYC indukuje expresi enzymů účastnících 

se metabolismu nukleotidů a metabolismu uhlíku, bez kterých by buňka nemohla zdárně 

dokončit S fázi. To zahrnuje látky jako inosin 5´-monofosfát dehydrogenasu, hydroxyme-

thyltransferasu, serinhydroxymethyltransferasu, adenosin kinasu, adenylát kinasu 2 a fos-

foribosyl pyrofosfatát amidotransferasu [31]. 

C-MYC onkogen kóduje hlavní transkripční faktor C-MYC, který se vyskytuje až v 70% 

všech lidských nádorů. Tento protein propojuje buněčnou proliferaci s metabolismem po-

mocí regulace tisíce genů včetně miRNA (z angl. micro-ribonucleic acid). Reguluje bu-

něčný cyklus, metabolismus glukosy a stimuluje katabolismus glutaminu represí miR-23a 

a miR-23b. Dále je onkoprotein C-MYC velmi důležitý při regulaci metabolismu 

v závislosti na okolí nádoru. Může stimulovat mitochondriální biogenesi, oxidativní fosfo-

rylaci i aerobní glykolýzu podle hladiny kyslíku v místě nádoru. Když je příjem kyslíku do 

buněk limitován, deregulovaný C-MYC spolupracuje s HIF-1 (z angl. hypoxia inducible-

factor 1), aby utlumil dýchací řetězec, ale ne nezbytně ostatní mitochondriální biosyntetic-

ké funkce. V tomto případě také dochází k zesílení glykolýzy pro zajištění dostatečného 

přísunu energie ve formě ATP. Když je okolí nádoru heterogenní (část okolo krevního ře-

čiště je dobře okysličena a část je v hypoxii), C-MYC je schopný stimulovat zároveň oxi-

dativní fosforylaci i aerobní glykolýzu [3]. Přímými cíli C-MYC jsou geny spojené 

s glykolýzou a to GLUT1/SLC2A1 (z angl. solute carrier family 1), HK2 (hexokinasy 2), 

PFK (z angl. phosphofructokinase), ENO1 (enolasa 1), též ale geny důležité pro transport 

glutaminu SCL1A5 a glutamátu SCL1A7. 

Tím že C-MYC reguluje mitochondriální funkce, ovlivňuje i důležité složky spojené 

s jejich funkcí. Mezi tyto složky patří hlavně: (i) pyrimidiny jejichž syntéza je pevně spjata 

s transportním řetězcem elektronů prostřednictvím aktivity dihydroorotát dehydrogenasy; 
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(ii) uhlíková kostra potřebná pro biosyntézu aminokyselin; (iii) citrát vylučovaný do cyto-

plasmy a přeměňovaný na acetyl-CoA, který slouží pro biosyntézu lipidů [32]. 

Onkogenicita C-MYC může být zesílena spoluprací s onkogeny jako BCL-2 či s RAS. 

RAS a C-MYC preferenčně indukují cycD1 (z angl. cyclin D1) a cycD2 (resp.), pohánějí 

buněčný cyklus a buněčnou transformaci. Funkce  cycD1 je přechod z G1 fáze do S fáze 

buněčného cyklu. Když dojde k tomuto přechodu, buněčný cyklus může být dokončen bez 

dalších extracelulárních stimulů, nicméně další stimuly mohou proces urychlovat. Dále C-

MYC zesiluje signalizaci pomocí růstových faktorů, uplatňuje se v metabolických aktivi-

tách nezbytných k duplikaci genomu, ovlivňuje redoxní rovnováhu regulací produkce re-

dukovaných ekvivalentů NADPH (z angl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) a 

reguluje působení extracelulárních mitogenní stimulů zahrnující EGF, TGFα, různé ligan-

dy pro tyrosin-kinasové receptory a steroidní receptory, které následně mohou aktivovat 

další onkogenní dráhy [33]. Funkce C-MYC je znázorněna na obrázku 8 (str. 27). 

 

GLUT1 

Glukosa je polární molekula, která nemůže pronikat endoteliálními buňkami či plasmatic-

kou membránou jednoduchou difuzí, její transport musí být zprostředkován transportními 

proteiny. GLUT1, kódovaný genem SLC2A1 (GLUT1), je transmembránový proteiny, kte-

rý má 12 transmembránových domén, kde amino i karboxy konce aminokyselin jsou na cy-

toplasmatické straně plasmatické membrány. Hlavním fyziologickým substrátem GLUT1 

je glukosa, ale je rovněž schopný přenášet manosu, galaktosu, glukosamin a redukovaný 

askorbát. Zvýšená exprese GLUT1 byla zjištěna u mnohých malignit a je dosti pravděpo-

dobné, že má velmi důležitou roli v progresi nádoru [34].  
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Obr. 8: Regulace metabolismu pomocí MYC a HIF-1: C-MYC a HIF-1 zasahují do metabolismu glukosy 

a stimulují Warburgův efekt regulací genů účastnících se metabolismu glukosy (SLC2A1, HK2,PKM2, LDHA 

a PDK1), podporují přeměnu glukosy na laktát. MYC dále stimuluje metabolismus glutaminu regulací 

SCL1A5 a GLS. Glutamin je přeměňován na α-KG v TCA (z angl. tricarboxylic acid) cyklu a dále na malát, 

který je transportován do cytoplasmy a přeměněn na pyruvát, a ten dále na laktát. Elektrony z TCA cyklu 

jsou transportovány pomocí ETC (z angl. electron transport chain). Upraveno podle [32]. 

 

 

1.5.2. Tumor-supresorové geny 

1.5.2.1. FOXO 

FOXO rodina transkripčních faktorů (FOXO1, 3, 4 a 6) reguluje expresi genů spojených 

s inhibicí progrese buněčného cyklu a hematopoetické diferenciace, stresovou odolnos-

tí, opravou poškozené DNA, odstraněním reaktivních forem kyslíku, apoptosou a metabo-

lismem cukrů [35]. U savců jsou FOXO transkripční faktory inhibovány jakýmkoli extra-

celulárním signálem, který aktivuje serin/threoninové kinasy a AKT. FOXO transkripční 

faktory, mají vysoce konservovaná fosforylační místa pro vazbu 14-3-3, která jsou fosfory-

lována pomocí AKT. Vazba 14-3-3 na FOXO zakrývá NLS (z angl. nuclear lokalization 
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signal) a zabraňuje jaderné translokaci, čímž inhibuje aktivitu FOXO. Jiná fosforylační 

místa mohou být fosforylována  kinasami indukovatelnými stresem, JNK a MST1. Aktiva-

ce FOXO, iniciována fosforylací pomocí JNK a MST1, je dominantní před inhibiční fosfo-

rylací pomocí AKT. Signalizační osa FOXO-Sestrin-AMPK-TORC1 je v savčích buňkách 

konservována. Sestrin 1 a 2, indukované pomocí P53, snižují ROS hladinu a inhibují 

mTORC1. Exprese Sestrinu 3 je zvýšena přímo pomocí FOXO. Sestrin 3 podobně jako 

Sestrin 1 a 2 snižuje ROS, inhibuje buněčné stárnutí a je aktivátorem AMPK. AMPK 

dokáže působit zpětnou smyčkou a fosforylovat FOXO, usnadnit jeho lokalizaci v jádře a 

zesilovat působení celé dráhy. FOXO transkripční faktory jsou považovány za tumor 

supresorové, vyvolávají zastavení buněčného cyklu, zeslabení buněčné proliferace a při-

spívají k buněčné atrofii a autofágii [36]. 
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2. Materiál a metody 

2.1. Materiál a přístroje 

2.1.1. Přístroje a příslušenství 

 Flowbox: Juan MSC 12 (Francie)  

 CO2 inkubátor: Juan IGO 150 (Francie) 

 Centrifugy: ALC centrifuge PK 110 (Itálie) 

          Eppendorf AG  

- centrifuge  5424R (Německo) 

- centrifuge  5424 (Německo, USA) 

- Concentrator plus (Německo) 

 Spektrofotometry: BioTek Synergy HT (USA) 

                                    DeNovix Spectrophotometer DS-11+ (USA) 

 Přístroje na polymerasové řetězové reakce  

       (dále PCR z angl. polymerase chain reaction): BIORAD (USA) 

- MyCyclerTM thermal cycler  

- C1000 TouchTM Thermal Cycler CFX96TM   Real–Time system  

 Třepačka: BIOER Mixing Block MB-102 (Čína) 

 Vortex: Biosan Vortex V-1 plus (USA) 

 Aparatura na elektroforézu: BIORAD (USA) 

- Mini PROTEAN® Tetrasystem  

-  Mini PROTEAN® TetraCell  

 Aparatura na přenos proteinů: BIORAD Trans-blot® SD Semi-dry transfer cell    

       (USA) 

 Kamera na chemiluminiscenční detekci:  BIORAD ChemiDocTMMP Imaging sys  

        tem (USA) 

 Elektrický zdroj: BIORAD PowerPacTM HC  

 Váhy: KERN® EMB 600-2 (Německo) 

 Automatické pipety: RAININ Pipet-LITE XLS (USA, Kanada) 

 Nástavec na pipety: Pipetus® HIRCHMANN LABORGERATE (Evropa) 

 Plastové špičky 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,                      

        mikrotitrační destičky: TPP® (EU, Švýcarsko) 

 Příslušenství na kvantitativní PCR: BIORAD(USA) 

-  destičky: Hard-Shell® PCR Plates  

-   fólie: Microseal®  

 Filtrační papír: BIORAD Extra Thick Blot Paper 

 Nitrocelulosová membrána (póry 40µm): SANTA Cruz Biotechnology (USA) 

 

2.1.2. Materiál 

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

 Médium: LONZA BioWhittaker® RPMI 1640 with L-Glutamine 

 Kit na stanovení efektivní koncentrace: Promega CellTiter 96® AQueous One  

       Solution Cell Proliferation Assay 

 Kit na izolaci RNA: BIORAD AurumTM Total RNA Mini Kit 

 Kit na reversní transkripci: New England BioLabs®
Inc. Proto Script Taq RT-PCR   

       Kit 

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

 Reakční směs pro kvantitativní polymerázovou řetězovou reakci: BIORAD Sso  

       FastTM EvaGreen® Supermix 

 Primery: SIGMA-ALDRICH, Metabion                                                                                             

                                -  P0, C-MYC, SLC1A5, GLUT1, GLUT4, PKM1, PKM2 

 Primární protilátky: 

       Cell Signaling (USA) 

                              - c-Myc, Mst1,Glut1,Slc1A5, p70 S6 kinaseα – rabbit polyclonal   

                                IgG  

       Santa Cruz Biotechnology 

                               -kasp3 – goat polyclonal IgG 

 Sekundární protilátky: Santa Cruz Bioctechnology  

                                - goat anti-rabbit IgG-HRP 

                                - rabbit anti-goat IgG-HRP 

 Standard na elektroforézu: BIORAD Precision Plus ProteinTM Standards 

 Vzorkový pufr: 4× Leammli Sample Buffer 
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2.1.3. Chemikálie 

 PBS pufr 10×: Sigma Phosphate buffered saline 

 Hovězí sérový albumin: Serva Bovine serum albumin (BSA) 

 Fetální hovězí sérum: Gibco Fetal bovine serum (FBS) 

 Inhibitory fosfatas 20×: 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 

 Odtučněné sušené mléko: BIORAD Blotting-Grade Blocker 

 30% Peroxid vodíku 

  SDS (dodecylsíran sodný) 

 DMSO (dimethylsulfoxid) 

 NP-40 (nonyl phenoxypolyethoxylethanol) 

 Deoxycholát sodný 

 Tween20 

 Peroxodisíran amonný 

 2-Merkaptoethanol 

 Streptomycin 

 Urea  

 Destilovaná voda 

 Methanol, ethanol 

 Kyselina kumarová 

 Luminol 

 Glycin 

 Glycerol 

 Bromfenolová modř 

 NaHPO4  2H2O 

 HCl, NaOH 
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2.2. Metody 

2.2.1. Kultivace buněk 

Při experimentech bylo pracováno s buněčnou linií Jurkat (T-buňky, akutní lymfoblastická 

leukémie). Buňky byly kultivovány v RPMI médiu s antibiotiky, fetálním hovězím sérem, 

L-glutaminem a glukosou, ve tmě, při teplotě 37°C a v atmosféře 5% CO2. Buňky byly pa-

sážovány sterilně v laminárním boxu, vždy po takové době, aby jejich koncentrace v lahvi 

nepřekročila počet 1 000 000/ml. Před pasážováním se vždy buňky centrifugovaly 2 min 

při 400 × g a peleta byla resuspendována v čerstvém mediu. 

2.2.2. Stanovení efektivní koncentrace 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je kolorimetrická metoda 

pro stanovení viability buněk. Skládá se z tetrazolické sloučeniny- inertní soli MST, která 

je redukováno buňkami na barevný formazan, který je rozpustný v tkáňové kultuře média. 

Této přeměny je dosaženo pomocí NADPH nebo NADH produkovaných dehydrogenaso-

vými enzymy metabolicky aktivních buněk. Reakce je znázorněna na obrázku 9. Stanovení 

je prováděno přídavkem 20 µL činidla ke kultuře buněk, inkubací po dobu 1 hodiny a poté 

změřením absorbance při 490 nm. Množství formazanu který je měřen při 490 nm je přímo 

viabilitě počtu životaschopných buněk v kultuře [37]. 

  

 

 

Obr. 9: Stanovení efektivní koncentrace vybraných přírodních látek: Reakce probíhající při stanovování 

efektivní koncentrace. Upraveno podle [37]. 

 

Pro stanovení efektivní koncentrace přírodních látek byla na 96 jamkovou titrační des-

tičku nanášena směs buněk, média a této látky tak, aby byl počet buněk přibližně 5000 na 

jamku. Vždy bylo nanášeno 50 μL buněk a objemy přidaného média a přírodní látky se 

měnily podle požadované konečné koncentrace přírodní látky, jak je uvedeno v tabulce 1. 
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Celkový objem v jamce byl vždy 100 μL. Pro kontrolu bylo smícháno pouze příslušné 

množství přírodní látky s médiem (negativní kontrola). Inkubace probíhala po dobu 24h při 

stejných podmínkách jako kultivace. K buňkám a ke kontrole na titrační destičce bylo při-

dáno 20 μL činidla CellTiter 96® AQueous One Solution. Inkubace s činidlem trvala 1h, 

opět za stejných podmínek jako při předešlé inkubaci. Poté byla změřena absorbance při 

490 nm. Každé měření se provádělo v duplikátech. 

 

 

 

c (μM) 

finální 

V (μL) 

přírodní látka* 

 

c (μM) 

zásobní roz-

tok přírodní lát-

ky 

V(μL) 

médium 

 

V (μL) 

buňky 

 

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. Příprava vzorků 

Pro přípravu vzorků byly buňky nasazeny na 500 000/ml. Nasazování probíhalo stejně jako 

pasážování buněk. Po 24h, kdy byla koncentrace buněk přibližně 1 000 000/ml, byla 

k buňkám přidána přírodní látka, ke kontrolním vzorkům byl přidáván odpovídající objem 

DMSO. Po různých dobách inkubace a při různých konečných koncentracích přírodní lát-

ky, byly buňky sklízeny a byla izolována RNA a proteinová frakce. Objem odebírané frak-

ce pro izolaci proteinů byl vždy 13 ml a pro RNA 2ml. 

 

2.2.4. Izolace a kvantifikace RNA 

Na izolaci mRNA byla frakce buněk centrifugována (2 min při 400 × g). Supernatant byl 

slit a peleta byla resuspendována v 5 ml PBS pufru (1×konc.), poté byl roztok buněk opět 

Tab. 1: Stanovení efektivní koncentrace přírodních látek: V-objem, c-koncentrace. 



34 

 

centrifugován (2 min při 400 × g) a supernatant slit. Sediment buněk byl lyzován v 350 μL 

lyzačního pufru. Dále byla izolace prováděna pomocí AurumTM Total RNA Mini kit. Byly 

používány špičky s dvojitými filtry, aby se zamezilo kontaminaci vzorků. RNA byla vymy-

ta z kolonek 70 μL elučního pufru. Izolovaná RNA byla zamražena na -70ºC. 

Pro kvantifikaci RNA bylo odebráno 10 μL izolované RNA a 10 × naředěno elučním 

pufrem. Měření bylo prováděno na spektrofotometru při 260 nm. Dále byly změřeny vlno-

vé délky 230 nm a 280 nm pro ověření kvality získané RNA. Byly spočítány poměry na-

měřených hodnot 260/230 nm, pro zjištění kontaminace RNA nízkomolekulárními orga-

nickými látkami a 260/280 nm, pro zjištění kontaminace proteiny. Tyto poměry by se měly 

pohybovat mezi hodnotami 1,8-2,0, aby mohl být vzorek považován za čistý. 

Z upraveného Lambertova-Beerova zákona byly poté vypočteny koncentrace izolované 

RNA (obr. 10). 

𝟒𝟎 × 𝟏𝟎 × 𝐀𝟐𝟔𝟎

𝟎, 𝟐𝟔
= 𝐗 (

𝐧𝐠

𝛍𝐋
) 

Obr. 10: Rovnice pro výpočet množství RNA. A260- absorbance naměřená při vlnové délce 260 nm, X- 

množství RNA obsaženém v 1 µL vzorku. 

 

2.2.5. Kvantifikace genové exprese 

2.2.5.1. Reversní transkripce 

Pro reversní transkripci byl použit komerční kit (ProtoScript Taq RT-PCR Kit). Vzorek 

RNA byl naředěn pomocí H2O bez nukleas (obsažena v kitu), aby celkový objem byl 10 

μL a množství RNA pro reakci odpovídalo 700 ng. PCR reakce byla prováděna na přístroji 

MyCyclerTM thermal cycler. Při práci byly používány špičky s dvojitým filtrem, aby byla 

eliminována možnost kontaminace vzorků. 

 

2.2.5.2. Kvantitativní polymerasová řetězová reakce 

Kvantitativní polymerasová řetězová reakce je principiálně shodná s klasickou PCR, ale na 

rozdíl od klasické PCR lze pozorovat vznikající produkty v reálném čase. 

Při provádění kvantitativní polymerasové řetězové reakce (dále qPCR z angl. quantitati-

ve real-time PCR) jsou používány dvě metody k analýze dat, absolutní kvantifikace a rela-

tivní kvantifikace. Absolutní kvantifikace určuje celkový počet kopií, většinou porovnáním 

PCR signálu a standardní křivky. Relativní kvantifikace porovnává PCR signál cílového 

transkriptu v ošetřené skupině s kontrolním vzorkem. V tomto experimentu byla použita 
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metoda relativní kvantifikace. Měření bylo prováděno na přístroji C1000 TouchTM Thermal 

Cycler CFX96TM   Real-Time system a množství cílové DNA bylo vyhodnoceno pomocí 

programu CFX ManagerTM Software, který používá k vyhodnocení celkové procentuální 

změně metodu 2−∆∆CT × 100% [38]. 

 

Příklad výpočtu:  

P0 : CT,K (kontrola) =  17,23                 CT,S (shogaol) = 17,52 

C-MYC : CT,K (kontrola) = 26,56          CT,S (shogaol) = 28,49 

∆ CT,K  = CT,K (C-MYC) – CT,K (P0) = 26,56 – 17,23 = 9,33 

∆ CT,S  = CT,S (C-MYC) – CT,S (P0) = 28,49 – 17,52 = 10,97 

∆∆CT (S-K) = ∆ CT,S  -  ∆ CT,K = 10,97 – 9,33 = 1,64 

2−∆∆CT,S × 100% = 32,09% 

 

Vzorek DNA získaný z reversní transkripce byl naředěn H2O (bez DNas, RNas a prote-

as) v poměru 18:182 µL. Do jamek na mikrotitrační destičku bylo vždy naneseno 2 µL pří-

slušného primeru, 10,5 µL ředěného vzorku DNA a 12,5 µL reakční směsi Sso FastTM 

EvaGreen® Supermix. Po nanesení byla destička přelepena folií a vložena do přístroje. 

Geny a příslušné primery (F- z angl. foward; R- z angl. reverse) použité pří qPCR: 

 

 P0:  

F: TCGACAATGGCAGCATCTAC 

R: ATCCGTCTCCACAGACAAGG 

 GAPDH:  

F: TGCACCACCAACTGCTTAGC 

R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

 C-MYC:  

F: TCGGATTCTCTGCTCTCCTC 

R: TCGGTTGTTGCTGATCTGTC 

 GLUT1: 

F: TCGTCGTCGGCATCCTCATC 

R: CGGTTGATGAGCAGGAAGCG 

 GLUT4 

F: GCTTCCAACAGATAGGCTCC 
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R: CAAGCACCGCAGAGAACACA 

 SLC1A5 

F: CTCGAAGCAGTCAACCTCCC 

R: GCTCTGTGCTTCTCGACTCC 

 PKM1: 

F: GCATGATCAAGAAGCCCCGC 

R: GCTTGCGGTGGAACATGGCT 

 PKM2 : 

F: TTCAAGTGCTGCAGTGGGGC 

R: TGTCTGGGGATTCCGGGTCA                                                                                                                   

 

 

2.2.6. Izolace a kvantifikace proteinů 

Frakce na izolaci proteinů byla centrifugována (2 min při 400 × g), a peleta resuspendová-

na v 1 ml PBS pufru (1×konc.) s fosfatázovými inhibitory (v poměru 19:1, reps.). Směs by-

la centrifugována (4 min při 400 × g, při 4ºC) a peleta byla lyzována v 200 μL (proteiny 

z 13 ml frakce) / 50 μL (proteiny z 2 ml frakce) RIPA pufru (50mM Tris HCl pH 8,8; 

150mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% Deoxycholát sodný; 0,1% SDS) s inhibitory proteáz (v 

poměru 49:1, resp.). Směs byla ponechána 30 min na ledu, přičemž byla promíchávána na 

vortexu každých 10 min. Poté byla směs centrifugována (10 min při 12 000 × g, při 4°C). 

Supernatant byl odebrán do čisté mikrozkumavky. 

Kvantifikace proteinů byla provedena pomocí Pierce®BCA Protein Assay Kit. Jde o ko-

lorimetrickou metodu, kde dochází k redukci Cu2+ na Cu+ peptidovými vazbami přítom-

ných proteinů ze vzorku v prostředí zásaditého média. Ionty Cu+ tvoří s bicinchoninovou 

kyselinou barevné komplexy, které jsou detekovány proměřováním absorbance při 562 nm. 

Intenzita zbarvení je přímo úměrná množství proteinů ve vzorku. Standardy pro kalibraci 

byly použity vzorky BSA (z angl.bovine serum albumin) o koncentraci 2000, 1500, 1000, 

750, 500, 250 μg/ml. Do mikrozkumavek bylo k 5 μL 10 × naředěných vzorků a k 5 μL 

standardů přidáno 200 μL činidla, promícháno na vortexu a ponecháno 30 min inkubovat 

při pokojové teplotě. Poté byly vzorky a standardy proměřeny při 562 nm a podle kalibrač-

ní přímky standardů byla vypočtena koncentrace proteinů. Izolované proteiny se skladova-

ly při teplotě -70ºC. 
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2.2.7. SDS elektroforéza 

SDS elektroforéza je metoda používaná na separaci a případnou detekci proteinů. 

K separaci dochází na základě elektroforetické pohyblivosti a velikosti proteinů. 

Na elektroforézu byly použity polyakrylamidové gely, dělící 10% (Mst1, c-Myc, Glut1, 

p70 D-6 kinasa) / 15% (Casp3) a zaostřovací 5%, v uspořádání podle Leammliho [39]. 

Vzorky byly naředěny vodou tak, aby bylo na elektroforézu nanášeno vždy 40 μg proteinu. 

K naředěným vzorkům byl přidán vzorkový Leammliho pufr* (2,4 ml 1M Tris pH 6,8, 0,8 

g SDS, 4 ml 100% glycerolu, 0,02% bromfenolová modř, 1 ml merkaptoethanolu, 2,8 ml 

vody). Tato směs byla zahřáta (5 min, 95°C)*. Po vychladnutí byly vzorky krátce centrifu-

govány (cca 10 s) při nízkých otáčkách (cca 400 × g) a spolu s 5 μL standardu (Precision 

Plus ProteinTM Standarts) byly nanášeny na polyakrylamidový gel. Elektroforéza probíhala 

5 min při stálém napětí 100 V a poté 60 min při stálém napětí 140 V. 

*Při detekci proteinu GLUT1 byla do vzorkového pufru přidávána 6M urea a vzorek nebyl 

zahříván. 

 

2.2.8. Přenos a imunodetekce proteinů 

Metoda tzv. přenosu (z angl. ,,blotting‘‘) se používá k přenosu DNA (Southern blot), RNA 

(Nothern blot) nebo proteinů (Western blot) z elektroforetických gelů na nitrocelulosové 

membrány. Zde jsme prováděli přenos proteinů. 

Do aparatury na přenos proteinů na sebe bylo vloženo v příslušném pořadí: filtrační pa-

pír, nitrocelulosová membrána, gel z elektroforézy, filtrační papír, vše promyto 

v přenosovém pufru (28,8 g glycin; 6,04 g Tris; 400 ml methanol; 1,6 l destilované H2O). 

Přenos probíhal 10 min při konstantním napětí 10 V a poté 1 h při 14 V. Po ukončení byla 

nitrolcelulosová membrána vyjmuta a opláchnuta v TTBS pufru (50mM Tris, 150mM Na-

Cl, 0,05% v/v Tween 20, pH 7,6). 

Dále byla membrána blokována 45 min v 5% mléce a poté vložena do 5% mléka 

(kaspasa 3, GLUT1, p70 S6 kinasa) / 5% BSA (C-MYC, MST1) s primární protilátkou 

(naředěna 1:1000), kde byla ponechána přes noc při 4 °C. Druhý den byla membrána pro-

myta 3 × 10 min v TTBS pufru a vložena na 45 min do 1% mléka se sekundární protilát-

kou (naředěna 1:2000), na které byla navázána křenová peroxidasa. Poté byla membrána 

promyta 3 × 5 min v TTBS pufru. Mléko bylo vždy rozpouštěno v TTBS pufru. Substrát 

pro křenovou peroxidasu se skládal z reagentu A (0,1M Tris pufr pH 8,8; 0,018% peroxidu 
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vodíku) a reagentu B (0,1M Tris pH 8,8; 0,45 mg/ml luminolu; 0,065 mg/ml kyselina ku-

marová). Reagenty A a B byly smíchány, tento substrát při navázání na křenovou pero-

xidasu sekundární protilátky poskytovat signál při chemiluminiscenčním měření. Membrá-

na byla v tomto roztoku krátce inkubována (cca 20 s) a nafocena kamerou na detekci che-

miluminiscence. 

Proteiny detekované pomocí imunodetekce: MST1, C-MYC, fosfo-p70 S6 kinasa, 

Kaspasa 3, GLUT1, SLC1A5. 
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3. Cíl práce 

Cílem této práce bylo zjistit jaká ze tří vybraných přírodních látek (6-shogaol, 6-gingerol, 

galangin) má největší účinnost při spouštění apoptosy v leukemických buňkách Jurkat. Dá-

le bylo cílem objasnit, jaké molekulární mechanismy jsou v tomto procesu zapojeny a ja-

kým způsobem jsou regulovány.  
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4. Výsledky 

4.1. Efektivní koncentrace vybraných přírodních látek 

Stanovením efektivní koncentrace tří přírodních látek galanginu (obr. 10, str. 40), 6-

gingerolu (obr. 11, str. 41) a 6-shogaolu (obr. 12, str. 41) na leukemických buňkách Jurkat 

bylo zjištěno, že galangin má přibližně o řád menší účinnost při snižování viability buněk 

než 6-gingerol a 6-shogaol. Při porovnání efektivních koncentrací 6-gingerolu a 6-

shogaolu, vykazoval 6-shogaol lepší účinnost. Tento výsledek vedl k tomu, že byli galan-

gin a 6-gingerol vyloučeny z dalších experimentů a způsob ovlivnění buněk 6-shogaolem 

byl dále hlouběji zkoumán. Efektivní koncentrace látek jsou znázorněny v tabulce 2 (str. 

40)  

 

Tabulka 2: Hodnoty efektivní koncentrace látek 6-shogaolu, 6-gingerolu a galanginu na leukemické    

 buňky Jurkat. 

Přírodní látka Efektivní koncentrace (µM) 

6-Shogaol 2,8 

6-Gingerol 3,9 

Galangin 44,7 

 

 

 

 

Obr. 10: Stanovení efektivní koncentrace galanginu. 
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Obr. 11: Stanovení efektivní koncentrace 6-gingerolu. 

 

 

 

 

Obr. 12: Stanovení efektivní koncentrace 6-shogaolu. 
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4.2. Ovlivnění exprese vybraných genů 6-shogaolem 

Z exprese vybraných genů buňkami ošetřenými 1µM, 2µM a 5µM 6-shogaolem po 24 ho-

dinách byl evidentní vliv 6-shogaolu, kdy se exprese C-MYC onkogenu snížila na hodnotu 

30%. Dalším jednoznačným výsledkem bylo zvýšení exprese genu pro glutaminový trans-

portér SLC1A5 a to na hodnoty 120/220/300%, v závislosti na koncentraci 6-shogaolu a 

snížení exprese genu pro glukosový transportér GLUT1 na cca 60%.  

 U genů GLUT4, PKM1 a PKM2 docházelo k oscilacím exprese v závislosti na koncen-

traci 6-shogaolu, kterým byly buňky ošetřeny. Exprese genů po ošetření leukemických bu-

něk Jurkat jsou znázorněny na obrázku 13. 

Gen P0 kódující neutrální cytoplasmatický fosfoprotein, který je součástí 60S podjed-

notky ribozomu byl použit jako gen referenční. 

 

 

 

Obr. 13: Exprese vybraných genů v leukemických buňkách Jurkat po ošetření buněk 1µM, 2µM a 5µ shoga-

olem po dobu 24 hodin. Exprese je vztažena relativně vůči kontrole ~ 1 (100%). C-MYC- gen kódující onko-

protein C-MYC; SLC1A5- gen kódující transmembránový protein pro přenos glutaminu; GLUT1- gen kódu-

jící transmembránový protein pro přenos glukosy; GLUT4- gen kódující transmembránový protein pro pře-

nos glukosy, jehož aktivita je regulována hladinou insulinu; PKM1- gen kódující enzym pyruvát kinasu (iso-

forma M1); PKM2- gen kódující pyruvát kinasu (isoforma M2). GAPDH- gen kódující enzym glyceraldehyd 

3-fosfát dehydrogenasu. 

 

0

1

2

3

4

C-MYC SLC1A5 GLUT1 GLUT4 PKM1 PKM2 GAPDH

E
x

p
re

se
 g

en
ů
 (

re
l.

 v
zh

le
d
em

 

k
e 

k
o
n

tr
o
le

 ~
 1

)

Exprese vybraných genů

1uM 2uM 5uM



43 

 

4.3. Vliv 6-shogaolu na aktivaci MST1 

MST1 kinasa, člen STE20 rodiny, řídí aktivitu MAPK dráhy regulující apoptosu, morfoge-

nesi a přestavby cytoskeletu. Byla detekována 36 kDa podjednotka. 

Na obrázku 14 a 15 jsou zobrazeny detekované MST1 kinasové domény po 6 hodino-

vém ošetření 2µM a 5µM 6-shogaolem a po 24 hodinovém ošetření 2µM 6-shogaolem 

z čehož vyplívá, že již při malých koncentracích a krátkých časech působení 6-shogaolu 

dochází k aktivaci MST1 odštěpením kinasové domény. 

Aktivita MST1 kinasy byla také proměřována u proteinové frakce z buněk ošetřených 

5µM 6-shogaolem po 2h a 4h. V tomto případě nebyla detekována žádná aktivita MST1. 

 

 

 

 

Obr. 14: MST1: Imunodetekce MST1 kinasy po ošetření buněk 2µM a 5µM shogaolem po dobu 6 hodin. S-

standard, K-kontrola. 

 

 

 

 

 

Obr. 15: MST1: Imunodetekce MST1 kinasy po ošetření buněk 2µM shogaolem po dobu 24 hodin. S-

standard, K-kontrola. 
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4.4. Vliv 6-shogaolu na množství C-MYC onkoprotein 

C-MYC je multifunkční nukleární fosfoprotein, který ovlivňuje buněčný cyklus, apoptosu 

a buněčnou transformaci. Je to transkripční faktor o velikosti 57-70 kDa. 

Obrázek 16 ukazuje snížené množství C-MYC onkoproteinu v buňkách ošetřených 

1µM a 2µM 6-shogaolem po 24 hodinách a 10µM a 15µM 6-shogaolem po 6 hodinách. 

K největšímu úbytku tohoto onkoproteinu docházelo u 2 µM a 15µM koncentrace 6-

shogaolu po 24 a 6 hodinách (resp.), naopak po 6h při koncentraci 10µM 6-shogaolu neby-

la viditelná žádná odezva. 

 

 

 

 

Obr. 16: C-Myc: Imunodetekce onkoproteinu C-MYC po ošetření buněk shogaolem. 1µM a 2µM sho-

gaolem po dobu 24 hodin. 10µM a 15µM shogaolem po dobu 6 hodin. S-standard, K-kontrola. 

 

 

 

4.5. Vliv 6-shogaolu na množství GLUT1 

Glut1 je membránový protein o velikost 55 kDa sloužící jako glukosový transportér. 

Glukosový transportér GLUT1 byl detekován v proteinových frakcích z buněk ošetře-

ných 2µM a 5µM 6-shogaolem po 24 hodinové expozici. Při 2µM koncentraci 6-shogaolu 

bylo množství GLUT1 proteinu sníženo. Při koncentraci 5µM 6-shogaolu nebyl žádný 

úbytek viditelný (obr. 17 a 18, str. 45). 
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Obr. 17: GLUT1: Imunodetekce glukosového transportéru GLUT1 po ošetření buněk 2µM 6-shogaolem 

po dobu 24 hodin. 

 

 

 

 

Obr. 18: GLUT1: Imunodetekce glukosového transportéru GLUT1 po ošetření buněk 5µM 6-shogaolem 

po dobu 24 hodin. 

 

 

4.6. Vliv 6-shogaolu na aktivaci kaspasy 3 

Kaspasa 3 je proteolytický cytoplasmatický protein, který je syntetizován jako inaktivní 

prekurzor prokaspasa 3, z kterého jsou při aktivaci odštěpeny podjednotky p17 a p11. Ve-

likost prokaspasy 3 je 32 kDa a podjednotek kaspasy 3 11/17/20 kDa.  

Ze stejné frakce proteinů jako byl detekovaný C-MYC, tedy po stejných koncentracích 

6-shogaolu a stejně dlouhé expozici byl detekován i úbytek prokaspasy 3 (obr. 19, str. 46). 

Zde je úbytek prokaspasy při 1µM a 2µM koncentraci 6-shogaolu po 24 hodinách stejný. 

Největší úbytek je vidět u 15µM koncentrace po 6 hodinách. Naopak u 10µM koncentrace 

nevidíme žádnou změnu oproti kontrole. Odštěpený fragment kaspasy 3 nebyl pozorovaný 

v žádném ze vzorků. 
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Obr. 19: Prokaspasa 3: Imunodetekce prokaspasy 3 po ošetření buněk shogaolem. 1µM a 2µM shogao-

lem po dobu 24 hodin. 10µM a 15µM shogaolem po dobu 6 hodin. S-standard, K-kontrola. 

 

 4.7. Vliv 6-shogaolu na množství fosfo-p70 S6 kinasy 

Fosfo-p70 S6 kinasa, Ser/Thr kinasa o velikosti 70 kDa, která je důležitá pro buněčný růst 

a progresi v G1 fázi buněčného cyklu. Jejím aktivátorem je kinasový komplex mTORC1. 

Tato kinasa fosforyluje S6 protein 40S ribosomální podjednotky. 

Obrázek 20 zobrazuje úbytek fosfo-p70 S6 kinasy v buňkách ošetřených 2µM 6-

shogaolem po 24 hodinách. 

 

 

 

Obr. 20: Fosfo-p70 S6 kinasa: Imunodetekce fosfo-p70 S6 kinasy po ošetření buněk 5µM shogaolem po 

dobu 24 hodin. S-standard, K-kontrola. 

 

 

4.8. Vliv 6-shogaolu na množství SLC1A5 

Slc1A5 je Na+-dependentní transmembránový neutrální glutaminový transportér o velikosti 

57 kDa [44].  

V proteinové frakci z buněk ošetřených 5µM 6-shogaolem po 24 hodinách nebylo mož-

no tento glutaminový transportér detekovat. Stejný výsledek byl i u kontrolních buněk. 



47 

 

5. Diskuse 

Z výsledků je jasné, že 6-shogaol má v nádorových buňkách Jurkat velký vliv na snížení 

hladiny jak C-MYC onkogenu, tak C-MYC onkoproteinu. Jak bylo zmíněno dříve C-MYC 

protein má v nádorových buňkách mnoho důležitých funkcí, umožňující buňkám růst a ak-

tivně proliferovat [3]. SLC1A5 gen kódující glutaminový transportér a gen GLUT1 kódující 

glukosový transportér jsou přímými cíli C-MYC [32]. Jak je vidět v grafu na obrázku 13 na 

str. 42, vždy při snižování C-MYC docházelo ke zvýšení SLC1A5 a snížení GLUT1. Pokles 

exprese GLUT1 může mít za následek snížený příjem glukosy. Zvýšená exprese genu pro 

glutaminový transportér SLC1A5 by mohla být spojena se zvýšeným příjmem glutaminu, 

který je u nádorových buněk často využíván jako jedna ze základních živin [3], jako alter-

nativním zdrojem energie. 

Dále z imunodetekce proteinů bylo zjištěno, že dochází ke štěpení kinasové domény 

MST1, která je jednou z hlavních složek anti-proliferační signalizační dráhy Hippo. Akti-

vace MST1 může vést ke snížení proliferace a k apoptose více mechanismy [29; 30]. Akti-

vovaná kinasa MST1 je schopna translokovat do jádra, kde fosforyluje příslušné substráty 

a může způsobovat apoptosu. Dalším mechanismem, o kterém lze uvažovat je fosforylace 

FOXO transkripčních faktorů kinasou MST1. FOXO patří stejně jako Hippo signalizace 

k drahám s tumor supresorovým účinkem. FOXO transkripční faktory regulují genovou 

expresi a způsobují inhibici buněčného cyklu, snížení proliferace a apoptosu [36; 40]. 

Při detekci kaspasy 3, která je výkonnou složkou kaspasových kaskád a je spojena jak 

s vnitřní tak vnější apoptotickou drahou, byl zřejmý úbytek neaktivní prokaspasy 3 a to ve 

všech ošetřených vzorcích kromě buněk ošetřených 10µM 6-shogaolem po 6h. Snížení 

hladiny prokaspasy 3 naznačuje její štěpení a s ním spojenou aktivací [13]. 

Mezi další dráhy, které by mohly být ovlivněny 6-shogaolem je proliferační dráha 

PI3/AKT/mTOR.. Tato dráha reguluje fosforylací složky účastnící se proteosyntézy [27]. 

Na obrázku 20 (str. 44) lze vidět pokles množství fosforylované formy fosfo-p70 S6 kinasy 

po ošetření buněk 5µM 6-shogaolem po 24h. Tato kinasa je přímým cílem mTORC1 a je 

odpovědná za stimulaci proteosyntézy a buněčné proliferace [27]. Snížení množství fosfo-

p70 S6 kinasy v ošetřených buňkách by tedy mohlo znamenat, že dochází k zeslabení sig-

nalizační dráhy PI3K/AKT/mTOR. Zde je také možné propojení s Hippo signalizací, neboť 

Hippo signalizace interaguje na úrovni onkoproteinů YAP a TAZ s mnoha signalizačními 

drahami mezi které patří i mTOR [29]. 
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6. Závěr 

 

 Byla zjištěna efektivní koncentrace vybraných přírodních látek, tedy koncentrace   

       kdy se viabilita leukemických buněk Jurkat v kultuře snížil právě na polovinu.  

       Nejvyšší účinnost vykazoval 6-shogaol (tabulka 2). 

  

 Ošetření buněk Jurkat 1µM, 2µM a 5µM koncentrací 6-shogaolu po dobu 24 hodin   

       vedlo k: 

 Snížení exprese onkogenu C-MYC  

 Zvýšení exprese genu kódující transmembránový glutaminový transportér SLC1A5 

 Snížení exprese glukosového transportéru GLUT1 

 

 Při detekci proteinů bylo zjištěno, že ošetření buněk Jurkat 6-shogaolem způsobuje:   

 

 Aktivaci MST1 kinasy odštěpením kinasové domény 

 Snížení množství onkoproteinu C-MYC 

 Úbytek prokaspasy 3 

 Snížení fosforylace p70 S6 kinasy 
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      Seznam zkratek 

14-3-3 proteiny – konservované regulačních molekuly exprimované ve všech eukaryotických buňkách                                                         

4E-BP1 – translační represní proteiny 

AIF – faktor zahrnutý v dráze způsobující apoptosu nezávisle na kaspasách 

AIF – protein spouštějící na kaspasách nezávislou apoptosu 

AKT – proteinová kinasa s anti-apoptickými vlastnostmi 

AMPK – AMP aktivovaná protein kinasa, reguluje energetickou homeostázu v buňce 

APAF1 – cytoplasmatický protein účastnící se apoptosy 

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

BCL2 – anti-apoptický protein 

BCL-XL – transmembránová molekula v mitochondrii, podporuje přežití buňky 

BID, BIM – proapoptický protein 

BMP – růstový faktor 

CDK – cyklin dependentní kinasy, hrají důležitou roli v regulaci buněčného cyklu 

C-MYC – onkogen kódující onkoprotein C-MYC 

CoA – koenzym A 

COX-2 – enzym zodpovědný za zánět a bolest 

CSF – glykoprotein způsobující proliferaci a diferenciaci buněk 

DISC – multiproteinové komplex patřící k receptorům smrti 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

EGF, PDGF, IGF, FGF – růstové faktory 

EGFR – receptor pro EGF 

ENO1 – glykolytický enzym 

ERK – protein kinasa která je součástí signalizace spojenou s růstovými faktory 

FOXO – transkripční faktory regulující expresy genů důležitých při buněčném růstu, proliferaci a dife-

renciaci 

HH signalizace – reguluje vývoj buněk 

HIF 1 – protein vyskytující se v buňkách v hypoxii 

IAP – rodina proteinů inhibující apoptosu 

IgG – imunoglobulin G 

KIBRA – apikální protein regulující Hippo signalizaci 

LATS1/2 – proteinové kinasy účastnící se Hippo signalizace 
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MAPK -- signalizační proteinové serin/threonin/tyrosinové kinasy  

MEK – protein kinasa, součástí mitogeny aktivované protein kinasové kaskády MAPK/ERK 

miRNA – malé nekódující RNA, podílejí se na regulaci genové exprese 

MOMP – perforace vnější mitochondriální membrány 

MST1/2 – klíčová součást anti-proliferační Hippo dráhy 

mTOR – atypická serin/threoninová kinasa 

NDR1/2 – proapoptický proteinové kinasy 

NF2 – tumor-supresorový cytoskeletální protein 

NF-κB – proteinový komplex, který hraje klíčovou roli při imunitní odpovědi na infekci 

NLS – aminokyselinová sekvence, která směřuje proteiny do jádra 

NOTCH – transmembránový receptorový protein 

P38 – třída protein kinas uplatňujících se v diferenciaci apoptose a autofágii 

P53R2 – podjednotka ribonukleotidové reduktasy  

PARKIN – protein, který je součástí komplexu, který se podílí na degradaci proteinů 

PARP – rodina proteinů účastnících se oprav DNA a programované buněčné smrti 

PDGF – růstový faktor 

PFK1/2 – regulační enzymy v glykolýze 

PI3K – enzym účastnící se v regulaci buněčného růstu, proliferace a diferenciace 

PTPC – komplex odpovědný za perforaci vnitřní mitochondriální membrány 

RAF – rodina proteinových kinas, které jsou součástí proliferační signalizační dráhy 

RHEB – protein stimulující růst a buněčný cyklus 

RIP1/3 – klíčové kinasy v regulaci nekrosy přes TNF 

RIPA – z angl. Radio-Immunoprecipitation Assay 

RNA – ribonukleová kyselina 

ROS – reaktivní formy kyslíku 

SAV1/WW45 – protein spojený MST1kinasou 

SCO2 – gen pro CYT C oxidasu 

SMAC – pro-apoptotický protein 

SMAD – intracelulární proteiny co přivádějí do jádra extracelulární signály a aktivují transkripci 

TCA – citrátový cyklus 

TEADs – transkripční faktor 

TGF – rodina proteinových růstových faktorů 
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TNF – protein patřící do skupiny cytokinů 

TRAIL – ligand smrti 

TSC – tumor supresorový proteinový komplex 

WHO – Světová Zdravotní Organizace 

Wnt/β katenin – konservovaná signalizační dráha, rozhoduje o pluripotenci kmenových buněk, rozhodu-

je o osudu buňky během vývoje 

YAP, TAZ – onkoproteiny 
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