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1. UVOD

1.1 Akutni T-lymfoblasticka leukemie

Akutni T-lymfoblasticka leukémie (T-ALL) je agresivni nadorové onemocnéni, které se
vyznacuje patologickou krvetvorbou. T-ALL ma rychly pribéh a vznikad v dasledku
maligni transformace progenitorovych bunék T-lymfocytt (T-LC). Tyto buniky byvaji
oznacovany také jako T-lymfoblasty (T-LB). Za fyziologického stavu vznikaji T-LB
Vv kostni dfeni odkud migruji do brzliku, ve kterém dozravaji v T-LC (Rothenberg a
Taghon 2005). Maligni transformaci ztraceji T-LB schopnost diferenciace, nadmérné se
déli a neodpovidaji na regula¢ni podnéty (Inaba et al. 2013). Vysledkem jejich
nadmérné produkce je Utlak normalni krvetvorby s projevy anemickych syndromii a
zvySenou nachylnosti k infekcim (Pui et al. 2008). Pti T-ALL je kostni dfein infiltrovana
nezralymi transformovanymi bunikami, které se ve velké mite nachazeji také v periferni
krvi a prostupuji i do mezihrudi (Neely 1989). Castym ptiznakem je infiltrace centralni
nervové soustavy spojena s neurologickymi komplikacemi. V piipadé nelécené T-ALL
umiraji pacienti v rozmezi n¢kolika mésicti (Neely 1989).

T-ALL tvofti pfiblizné 10-15 % piipadt akutnich leukémii (ALL) u déti a vice
nez 25 % piipadd u dospélych osob (Ferrando 2002). T-ALL trpi ¢astéji muzi nez Zeny
a vys8i mira vyskytu byla zaznamenéna v hospodaisky vyspélejsich zemich (Siegel et
al. 2012). Prognodza tohoto onemocnéni je izce spojena se staiim jedince a uspé$nost
1é€by vyrazn€ klesd s rostoucim veékem (Pui et al. 2008). Zavedenim intenzivngjsi
chemoterapie a modernich 1é¢ebnych metod doslo v poslednich 25 letech k vyraznému
poklesu umrtnosti a vylé€eno je vice nez 80 % déti (Bhojwani a Pui 2013). V ptipadé
dospélych jedincii je vSak progndza T-ALL stale Spatna a GispéSnou 1écbou konc¢i pouze
30-40 % ptipadt. U lidi starSich 60 let je $ance na uzdraveni pouze 15 % (Pulte et al.
2013). Z tohoto duvodu je vkladano velké usili do vyzkumu molekularni podstaty

vzniku T-ALL pro vyvoj uc¢inngjsich a mén¢ toxickych 1é¢iv (Aifantis et al 2008).



1.1.1 Molekularni podstata

Maligni transformace vedouci k T-ALL je mnohastupniovy proces, ke kterému dochazi
v disledku mutaci v genech regulujicich normélni tvorbu T-LC (Pui a Evans 2013).
Pficina vzniku téchto mutaci neni zcela objasnéna, avsak dilezita uloha je pfisuzovana
vnéjSim faktordm jakymi jsou ionizujici zafeni nebo lidsky lymfotropicky virus 1
(HLTV1) (Preston et al. 1994; Greaves 2006). Klicovou roli pii vzniku mutaci hraje
také oxidacni stres spojeny s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (viz kapitola
1.2). U 50 % pacienti s T-ALL byly zjistény mutace v genech pro receptory signalni
drahy Notchl (Weng et al. 2004). Tato draha reguluje rust, déleni a pteziti T-LB a
mutace jsou spojeny s jeji nadmérnou stimulaci (Demarest et al. 2008; Radtke et al.
2013). Notchl je jednim ze ¢tyf transmembranovych receptorti Notch, které jsou svymi
extracelularnimi a intraceluldrnimi  doménami nekovalentné¢ spojeny pomoci
heterodimerizacni domény (Lobry et al. 2011). Po navazani ptislusnych ligandl jsou
tyto receptory vystaveny proteolytickému Stépeni enzymem y-sekretazou, které ma za
nasledek uvolnéni intracelularni domény Notchl (NICD). Premisténi NICD do jadra
vede k zahdjeni transkripce gend pro faktory zapojené do regulace bunééného cyklu,
diferenciace a inhibice apoptézy (Lin et al. 2002). Patii sem naptiklad transkripcni
faktory Hesl, GATA-3, RUNX3 nebo nuklearni faktor kB (NF-«B; viz kapitola 1.2.1),
jejichz zvysena exprese je jednou z hlavnich pficin transformace T-LB. (Lobry et al.
2011; Koyama et al. 2014).

Bylo zjisténo, ze ke vzniku T-ALL vyznamné piispiva také ztrdta nadorovych
supresorti pl6INK4A a pl4/ARF v dusledku delece na chromozomu 9p21, kterd je
diagnostikovana u vice jak 70 % pacienta (Hebert et al. 1994; Zhang et al. 1998).
Produkt genu pl6INK4A se za normalniho stavu podili na regulaci bunééného cyklu
inhibici komplexu cyklinu D s cyklin dependentni kindzou 4 a 6, zatimco pl4/ARF
blokuje funkci proteinu MDM2 a brani tak degradaci dileZitého supresoru p53 (Zhang
et al. 1998). Vyznamné se na rozvoji T-ALL podili také zvySena exprese proteint
TALI1, TLX1, TLX3 a LMO?2, které jsou zapojeny do diferenciace krevnich bunck
(Larson et al. 1996; Ferrando et al. 2002; van Vlierberghe a Ferrando 2011).
S narusenim diferenciace jsou spojeny i odliSnosti v signalizaci zprostfedkované

receptory T-bunék, které byly pozorovany u 35% pacientti (Cauwelier 2006).



1.1.2 Diagnostické znaky

Vcasna a presna diagnostika je dilezitd pro zahajeni vhodné a ucéinné 1écby. Mezi
zakladni vySetfeni u vSech ALL patii vySetfeni krevniho obrazu. Pro ALL je
charakteristicky vyrazn¢ zvySeny podil nezralych bunék bilé krevni tady, ktery
ptesahuje 25 % (Estey 2012). Provadét lze také cytochemické testy na pfitomnost
enzymu myeloperoxidazy, ktery se nevyskytuje u 97% bunék ALL. Pro pfesnéjsi uréeni
fenotypu nddorovych bunék slouzi pritokova cytometrie s ptesnosti diagndzy 98 %
(Channa et al. 2000). Tato metoda umoziuje rozliseni jednotlivych buné¢nych typid a
jejich stadii vyvoje na zadkladé¢ detekce membranovych nebo cytoplazmatickych
antigenl. Pro vSechny normalni T-LB a T-LC je spolecny vyskyt glykoproteinii CD1a,
CD2, CD3, CD4, CD5,CD7 a CD8 (Chiaretti a Foa 2009). Pti T-ALL jsou detekovany
antigeny CD2, CD5 a CD7, které jsou vSak spole¢né pro vétsinu T-LB a diagndzu
upfesiiuje az piitomnost CD3 (Chiaretti et al. 2014). Castym znakem pro T-ALL je i
povrchovy CD52, ktery je detekovan pftiblizn€ v 60% ptipadt (Chiaretti a Foa 2009).
Zhruba ve 25 % ptipadid byva detekovan i antigen CD10 a pfitomny mohou byt i
antigeny vyskytujici se u myeloidnich leukémii (Coustan-Smith et al. 2009; Pui et al.
1993). Diagnostiku T-ALL upfestiuje i cytogenetické vySetfeni pro sledovani
chromozomalnich aberaci. Pro T-ALL jsou charakteristické delece na chromozomu 9
(Mrdézek et al. 2009).

1.1.3 Lécba

Pti chemoterapii T-ALL je nejcastéji podavanym lékem cytostatikum vinkristin, ktery
se fadi do skupiny tzv. vinka alkaloidi izolovanych z rostliny katarantu rtzového
(Catharanthus roseus) (Davis a Farag 2013). Vinkristin se v prub¢hu mitdzy vaze na
protein tubulin, ¢imz zptsobuje depolymerizaci mikrobull a zastavu déleni v metafazi
s naslednym piechodem bunék do apoptozy (Mohammadgholi et al. 2013). Pro 1é¢bu
T-ALL je také casto aplikovano antibiotikum daunorubicin pochazejici z bakterie
Streptomyces peucetius, které svym zabudovanim do struktury DNA zabranuje pirepisu

genll pro enzym topoizomerazu II (Bachur et al. 1992). Tento enzym je nezbytny pro
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spravné vinuti DNA a tim i pribéh transkripce. Ukéazalo se, ze daunorubicin vykazuje i
cytotoxické ucinky spojené s produkci ROS (Booser a Hortobagyi 1994).

Dulezitym prognostickym faktorem pro 1écbu T-ALL je minimalni rezidudlni
choroba (MRD). Jedna se o zbytkové mnozstvi malignich bungk v podtu az 10, které
se nachazeji v organismu pacienta i po vymizeni pfiznakli nemoci a mohou mit za
nasledek jejich opétovny navrat (van Dongen et al. 2015). Bylo zjisténo, ze k relapsu
T-ALL dochazi nejrychleji u pacientti, u kterych jsou pfi stanoveni MRD detekovany
nadorové bunky v kostni dfeni. U téchto pacientti dochazi k relapsu T-ALL v prab¢hu
18 mésicii od stanoveni pocateni diagnozy. Vysoce rizikovou skupinou jsou také
pacienti, u kterych byly zbytkové nadorové buiiky nalezeny v obdobi mezi 18 mésici od
diagnézy a 6 mésici po dokonceni zahajené 1écby (Eckert et al. 2013). V téchto
pfipadech je feSenim transplantace kmenovych hematopoetickych bun€k (Zachary a
Leffell 2014).

Modernim trendem je individualizovand a cilend lécba, kterd se zaméfuje na
ovlivnéni konkrétnich patologickych procest v nadorovych bunikdch. Vyhodou cilené
1é¢by oproti chemoterapii je zmirnéni cytotoxickych ucinkt, které jsou pro systémovou
chemoterapii typické. Castym molekuldrnim cilem je draha Notchl (viz kapitola 1.1.1).
Pro 1é¢ebné ucely se Casto pouzivaji napiiklad inhibitory enzymu y-sekretazy, které

aktivaci Notchl zamezuji (Olsauskas-Kuprys et al. 2013).

1.2 Oxidac¢ni stres

Oxidacni stres vznika nasledkem nerovnovahy mezi produkci a eliminaci ROS. K jejich
nadbytec¢né produkeci ptispiva nejcastéji plisobeni chemickych kancerogenil, ultrafialové
zateni, vyS$i veék a obezita (Kovacic a Jacintho 2001). Hladiny ROS jsou zvySovany 1
aktivitou enzymit NADPH oxid4z a cyklooxygenaz (Le Lay et al. 2014). Nadmérna
tvorba ROS vede k poskozovani bunécnych struktur a makromolekul, které muze
vyustit az v bunéénou smrt (Barja 1998). ROS je oznaceni pro kyslikové radikaly a
nekteré derivaty kysliku, které jsou schopny tvofit vysoce reaktivni molekuly
vyznacujici se ptitomnosti alespon jednoho neparového elektronu (Halliwell 2011).

Pojem ROS zahrnuje napiiklad superoxidové (O2") hydroxylové (OH") radikaly nebo

11



peroxid vodiku (H20>) a singletovy kyslik (1O2) (Zorov et al. 2014). Za fyziologickych
podminek vznikaji tyto molekuly pii chemickych reakcich bazalniho metabolismu a
uplatfiuji se Vv bunécné signalizaci (Richter et al. 1988). Studie prokazaly, Ze se tyto
molekuly svym plsobenim podileji na stimulaci bunécného déleni a antiapoptotickych
mechanismech (Burdon et al. 1995; Brown et al. 1999). Tyto skute¢nosti jsou v fadé

ptipadi spojeny s aktivitou faktoru NF-kB.

1.2.1 NF-kB a oxidac¢ni stres

NF-kB je transkripcni faktor, ktery se vaze na sekvence DNA oznacované jako kB
elementy nachazejici se v regula¢nich oblastech genti (Ghosh et al. 1998). Cilové geny
pro NF-xB jsou zapojeny zejména do inhibice apoptdzy, stimulace bunééného déleni
nebo adheze bun¢k (Hayden a Ghosh 2004). NF-«B je dulezitym aktivatorem imunitni
odpovédi, ktery stimuluje expresi prozanétlivych cytokini a chemokinli a mé vyznam
také pro zrani T-LC (Kane et al. 2002; Hayden a Ghosh 2004). Z tohoto hlediska je jeho
zvySena aktivita spojena s dlouhodobym zénétem, ktery muize vyrazné piispivat ke
vzniku nadorového onemocnéni (Prasad et al. 2010). K jeho aktivaci dochazi za tcasti
mnoha stimuli jakym je naptiklad tumor nekrotizujici faktor a (TNFa) nebo bakteridlni
lipopolysacharidy (LPS). Predpoklada se, Ze diileZitou tlohu pro aktivaci NF-kB hraji 1
ROS, které zde plni funkci sekundarnich poslu pro stimuly aktivujici tento faktor (Kabe
et al. 2005). Napiiklad po aplikaci LPS byla pozorovana aktivace NADPH oxidaz
s naslednou produkci H20- a aktivaci NF-kB (Andreakos et al. 2004). Predpoklada se,
7ze zvySena exprese NF-kB je hlavnim antiapoptotickym mechanismem v fadé
nadorovych linii, véetné bunek akutni myeloidni leukémie nebo bunék T-ALL, a to
zejména v dusledku zvysené exprese proteini Bcl-xL nebo Mcl-1 (Frelin et al. 2005;
Dos Santos et al. 2010).

1.2.2 Oxidacni stres v nadorovych bunkach

Mnohymi odborniky je oxida¢ni stres povazovan za hlavni pfi¢inu vzniku nadorovych

onemocnéni (Lopez-Lazaro 2007; Halliwell 2011). Vzhledem ke své vysoké reaktivité
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jsou ROS schopny interagovat s DNA a vyvolavat tak jeji poskozeni a mutace vedouci
k maligni transformaci (Le Lay et al. 2014). Rada studii potvrdila nadmérnou tvorbu
ROS v nadorovych bunkach, coz je spojeno s jejich zvySenou metabolickou aktivitou.
Tato skutecnost byla prokdzdna napiiklad u bun¢k chronické lymfocytarni leukémie
nebo u bunc¢k Burkittova lymfomu (Halliwell 2011). Ackoli jsou nadorové bunky
vystaveny nadmérnym koncentracim ROS, jejich cytotoxickému pisobeni zabramuji
aktivnimi detoxifika¢nimi mechanismy jako jsou naptiklad glutathionovd nebo
thioredoxinova antioxidacni dréaha (Harris et al. 2015). PfestoZe je oxidacni stres jednim
ze zéasadnich faktordi pfi vzniku rakoviny, lze jej vyuzit i jako u¢innou a selektivni
1é¢ebnou strategii. Jako vhodna se pro tyto ucely ukazala byt ptirodni 1é¢iva, kterd jsou

schopna ovliviiovat redoxni stav v nadorovych buiikach (Martin-Cordero et al. 2012).

1.2.3 Prooxidacni prirodni léciva

Protinadorové ulinky piirodnich 1éCiv jsou casto spojeny s jejich prooxida¢nimi
vlastnostmi, které Gzce souviseji s jejich koncentraci v bunikach (Lopez-Lazaro 2007).
Stejné slouceniny, které svou antioxidacni aktivitou pusobi preventivné proti vzniku
nadorového onemocnéni, jsou ve vysokych koncentracich schopny selektivniho zabijeni
nadorovych bun¢k (Martin-Cordero et al. 2012). Pfesné mechanismy ucinku fady téchto
latek nejsou zcela objasnény, avSak mnoho studii poukazuje na jejich schopnost
zvySovani hladin ROS, zejména H20; (Alexandre et al. 2006). Jak jiz bylo uvedeno (viz
kapitola 1.2.2), nadorové buiky vykazuji vysoké hladiny ROS, které po aplikaci latek
s prooxida¢ni aktivitou pfesahnou kritickou hranici a vedou k jejich zaniku. K tomuto
efektu piispiva i1 skutecnost, Ze geny podilejici se na opravach DNA, jsou u mnoha typl
nadorovych bunék mutovany, coZz ¢ini bunky zranitelnéjsi vici oxidacnimu stresu
(Vogelstein a Kinzler et al. 2004).

Tyto latky v nizSich koncentracich vykazuji také opacny efekt a jsou schopny
stimulovat proliferaci bunck. Pfestoze prooxidacni pisobeni téchto 1é¢iv nemusi byt
hlavnim zdrojem jejich protinadorové aktivity, jsou jednozna¢né diivodem jejich
selektivniho U¢inku proti nddorovym bunkam. Typickym piikladem je Siroce vyuzivané
cytostatikum paklitaxel nebo jiz zminény daunorubicin (viz kapitola 1.1.3), které

zvySovanim hladin ROS ¢ini néadorové bunky zranitelnéjsi via¢i  svym
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antiproliferativnim vlastnostem, které mohou jinak postihovat i zdravé délici se bunky
(Vogelstein a Kinzler et al. 2004). VySe zminéné divody vedly za posledni roky ke
zvySenému zajmu o studium prooxidacnich ucinki pfirodnich slouc¢enin se znamymi

antioxida¢nimi vlastnostmi a jejich vyuziti pfi [é¢bé rakoviny.

1.3 Zazvornik 1ékarsky

Zazvornik lékarsky (Zingiber officinale) je jednod€lozna vytrvala rostlina s bohatou
historii a tradici. Zazvornik je péstovan predevSim pro své oddenky, které jsou
vyhledavanym kofenim a 1é¢ivem (White 2007). Oddenky se susi a nasledné¢ melou,
pfipadné jsou vyuzivany v Cerstvé podobé (viz Obrazek 1). Lidové je zazvornik
oznacovan jako zdzvor. Prvni zminky o této rostliné pochazeji z jihovychodni Asie, ze
které se vzhledem k postupné se rozvijejicimu obchodu rozsifil do celého svéta
(Khodaie a Sadeghpoor 2015). Jiz pied 5000 lety se &insky cisaf Sen-nung vénoval
popisu zazvorniku ve svém dile, ve kterém tuto rostlinu povazoval za jednu
z nejvyznamnéjsich k 1&¢bé poruch zazivaciho traktu a revmatu (White 2007).
Blahodarné ginky zazvoru znali také ve starém Egypté, Recku a Rimé a od 9. stoleti
byl rozsifen do celé Evropy (Khodaie a Sadeghpoor 2015). Dnes je zdzvor nejb&znéji
pouzivané kofeni na svété s vyznamnym postavenim zejména v indické kuchyni (Park a
Pezzuto 2002). Zazvorové kofeni je typické svym vyraznym aroma a charakteristickou
antimikrobialnich G¢incich zazvoru (Grzanna et al. 2005; Azu a Onyeagba 2007). Zvysil

se tak 1 védecky zdjem o jeho farmakologické vlastnosti.
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Obrézek 1 Ususeny oddenck zazvorniku 1ékatského (pievzato z Rahmani et al. 2014).

1.3.1 Charakteristika zazvorniku

Zazvornik je fazen do celedi zazvornikovitych (Zingiberaceae) a jedna se o vytrvalou
bylinu dosahujici vysky az 1,5 m s duznatym, hlizovitym a rozvétvenym oddenkem.
Z oddenkt vyrastaji $tihlé, vysoké stonky, na které prisedaji listy s tenkou a kopinatou
Cepeli (Evans 2002). Zazvornik kvete obvykle v obdobi od dubna do srpna.
RozmnoZovani probiha u této rostliny vegetativn¢ pomoci oddenkti (Ali 1998).

Pivodnim biotopem zazvorniku jsou tropické destné lesy jihovychodni Asie,
které vytvareji idedlni podminky pro rust. Tato rostlina vyZaduje ke svému ristu pidu
bohatou na Ziviny a dostatek vldhy (Ali 1998). V soucasnosti je zazvornik je pro své
oddenky bé&zné péstovan jako uzitkova rostlina naptiklad v Indii, Cing, ale i v Japonsku,
Austalii nebo Jizni Americe. Plané se tato rostlina jiz nevyskytuje (Evans 2002).

V zazvorniku je obsaZen naptiklad Skrob (az 50%), lipidy, volné mastné kyseliny
(napi. kyselina palmitova, kyselina stearova, kyselina olejova, kyselina linolovd, aj.),
triglyceridy, kyselina fosfatidova a lecitiny (Geiger 2005; Ali et al. 2008). Tato rostlina
je také bohatym zdrojem néckterych minerdlnich latek jakymi jsou hoi¢ik, draslik,
vapnik, fosfor a zelezo (Shirin a Prakash 2010). Vyznamnou skupinu sloucenin

v zazvorniku tvoii fenylpropanoidy.
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1.3.2 Fenylpropanoidy v zazvorniku

Zazvornik obsahuje velké mnozstvi fenylpropanoidi. Jedna se o rozmanitou skupinou
organickych sloucenin rostlinného ptivodu, pro kterou je spolecnym znakem struktura
fenylpropanového skeletu (Carvalho et al. 2015). Tyto slouceniny jsou produkovany
jako sekundarni metabolity a mohou rostlindm slouzit jako ochrana proti UV zafeni,
bylozraveim a riznym patogentim. Jsou syntetizovany nejCastéji z aminokyselin
fenylalaninu a tyrosinu (Stafford 1991). Hojné¢ se vyskytuji v pryskyficich a silicich
oddenku zazvorniku. Jejich obsah je ovlivnén mistem ptivodu, odridou, ale i metodami
zvolenymi pfi jeho zpracovani (Badreldin et al. 2008). Slozeni zavisi také na tom, zdali
jsou oddenky cerstvé nebo usuSené. Fenylpropanoidy se spolecné s dalSimi slozkami
podileji na vysledné vuni a chuti zazvorniku. U fenylpropanoidii byly pozorovany
2011).

Gingeroly jsou hlavni skupinou latek, obsazenych v pryskyfici zazvornik
(33 %), které jsou zodpovédné za palcivou chut’ Cerstvého zdzvoru. Chemicky se jednd
o homology fenolickych ketonl. Z gingeroll je v Cerstvém zdzvoru nejvice zastoupen
6-gingerol (58 %), ktery se vyskytuje jako zluty olej nebo krystalicka latka s nizkou
teplotou tani. Zastupci 8-gingerol a 10-gingerol jsou zde zastoupeny vyrazné méné
(Chen et al. 2012). Obsah gingeroll v Cerstvém oddenku je zfetelné vySsi nez kdyz je
oddenek v suseném stavu. Gingeroly slouZi jako prekurzory pro syntézu shogaold.

Shogaoly vznikaji dehydrataci gingerolii béhem susSeni nebo tepelného
zpracovani zdzvorniku. Tato pfeména je kromé teploty zavisla 1 na hodnoté pH
(Badreldin et al. 2008). Shogaoly zptsobuji Stiplavost suchého zazvoru (Badreldin et al.
nez 6-gingerol. Mezi dal$i derivaty patii 8- a 10- shogaol. Poméry jednotlivych derivatt
v zézvorniku jsou podminény rozsahem dehydratace a podminkami skladovani.
Realdolizaci shogaolti vznikd, mimo pfislusné alkany, také zingeron (Ahmad et al.
2015). Pro své vyrazné aroma je pouzivan napiiklad jako ochucovadlo a je i Castou

sloZkou parfém.
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Obrazek 2 Strukturni vzorce fenylpropanoidii 6-gingerolu (A), 6-shoagolu (B) a zingeronu (C).
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1.3.3 Protinadorové ucinky zazvorniku

Mnoho rlznych in vitro a in vivo studii prokazalo, Ze gingeroly, shogaoly a jejich
derivaty  vykazuji fadu  pfiznivych  antioxidacnich, antiproliferativnich a
protinadorovych uc¢inkti (Rahmani et al. 2014). Silné antioxidacni vlastnosti jsou
spojeny s vychytavanim ROS a také se zvySovanim antioxidacni odezvy v bunkach.
Nejucinnéj$im antioxidantem je 6-shogaol, u ktereho byly pozorovany i vyrazné
protizanétlivé Gcinky. Tato aktivita je pfisuzovana zejména pfitomnosti o, f-nenasycené
ketoskupiny (viz Obrdzek 2; Dugasani et al. 2010). Velky vyznam méa také délka
uhlikové fetézce. Z gingeroli je nejsiln€j$im antioxidantem derivat 10-gingerol
(Dugasani et al. 2010).

Chemopreventivni G¢inky proti oxida¢nimu stresu a vzniku rakoviny byly
pozorovany i u 6-gingerolu, 6-shogaolu a jejich derivatd. Tyto vlastnosti jsou spojeny se
schopnosti aktivovat jaderny faktor Nrf2, ktery je soucasti drahy Nrf2/ARE (Surh et al.
2008). Draha Nrf2/ARE reguluje expresi enzymi zapojenych do antioxidacnich reakci
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v fad€ lidskych bun€k (Surh et al. 2008). Antiproliferativni a proapoptotické vlastnosti
fenylpropanoidt jsou spojeny s inhibici NF-kB (Saha et al. 2014). Potlaceni funkce
NF-kB vede také kinhibici cyklooxygenazy 2 (COX-2), coz je spojeno s jejich

Gingeroly mohou mit také selektivni prooxidacni cytotoxické ti€inky na nékteré
nadorové linie. Jako fada jinych antioxidantl se i gingeroly mohou stit prooxidanty a
ptispivat k tvorbé ROS (Martin-Cordero et al. 2012). Tyto ucinky byly pozorovany u
bunék Burkittova lymfomu, bun¢k T-ALL, bunék promyelocytarni leukémie HL-60 a u
bunék plicniho karcinomu (Halliwell et al. 2007). Martin-Cordero et al. (2012) uvadi, Ze
mezi riznymi rostlinnymi alkaloidy, terpenoidnimi a fenolickymi slou¢eninami jsou
6-gingerol, 6-shogaol a 8-shoagol povazovany za vyznamna prooxidacni c¢inidla
s potencialnim vyuzitim v protinadorové terapii. Vyznamny ucéinek 6-gingerolu a
6-shogaolu byl prokazan také na leukemickych bunkach HL-60. Po aplikaci téchto
derivati byla pozorovana zvySena tvorba ROS, vyrazny pokles potencidlu
mitochondrialni membrany a také udalosti spojené s apopto6zou jakymi jsou uvolnéni
cytochromu ¢ a nasledna aktivace prokaspaz 3 a 9 (Shieh et al. 2010). Bylo také
zjisténo, Ze 6-gingerol a 8-shogaol jsou schopny indukovat apoptdézu a oxidacni stres
Vv bunikdch kolorektalniho karcinomu a bunkach epidermoidniho karcinomu A431 (Pan

et al. 2008; Nigam et al. 2009).
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2. CILE PRACE

Fenylpropanoidy obsazené v zazvorniku mohou vzhledem ke svym prooxida¢nim
ucinkiim vykazovat protinadorovou aktivitu v nékterych nadorovych bunécnych liniich.
Zatim vSak nebylo provedeno mnoho studii, které by tyto ucinky prokdzaly v fad¢ linii
véetné bunck T-ALL. Price je zaméfena na studium selektivnich ucinkl

fenylpropanoidl na tyto bunky. Pfesnéji 1ze cile prace definovat takto:

1. Stanoveni cytoxickych u¢inkt fenylpropanoida v extraktu z oddenku zazvorniku na
bunky T-ALL, buiiky lidského hepatokarcinomu HepG2, imortalizované keratinocyty
HaCaT, buriky lidského maligniho gliomu U87 MG a fibroblasty CRL-2522 odvozené
z lidské predkozky.

2. Urceni spojitosti mezi cytoxickymi a proapoptotickymi ucinky fenylpropanoida

v zazvorniku.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Pro experimenty jsem pouzil zarode¢né buinky ledvin HEK293, fibroblasty CRL-2522
odvozené zlidské piedkozky a imortalizované Kkeratinocyty HaCaT. Z lidskych
nadorovych bunék jsem pouzil bunky akutni T-lymfoblastické leukémie CCRF-CEM,
buiiky lidského hepatokarcinomu HepG2 a butiky lidského maligniho gliomu U87 MG.
Stanoveni exprese NF-kB jsem provedl na nadorovych bufikach C6, odvozenych z
glioblastomu potkana obecného (Rattus norvegicus) a transfektovanych genovym
konstruktem obsahujicim luciferdzovou reportérovou sekvenci pro expresi NF-xB.
Buitky C6 byly poskytnuty Mgr. Ivo Frydrychem, Ph.D. z Ustavu molekularni a
translaéni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Veskeré
manipulace sbunikami jsem provadél ve flowboxu s laminarnim proudénim
MSC-Advantage (ThermoScientific, USA) a dodrzoval jsem podminky prace
Vv aseptickém prostiedi.

Extrakt ze zdzvorniku lékatrského byl pro testovani poskytnut vedoucim prace
Mgr. Erminem Schadichem, Ph.D., kterym byla provedena také hmotnostni analyza

prokazujici ptitomnost 6-gingerolu, 6-shogaolu a jejich derivata.

3.2 Kultivace bunék

Pti kultivaci jsem bunky inkuboval v inkubatoru HERAcell 150i (ThermoScientific,
USA) pii 37 °C v atmosféte s 5 % CO; a pii 100% vzdusné vlhkosti. Pro kultivaci linie
CCRF-CEM jsem pouzil Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI; Sigma
Aldrich, USA) s obsahem 1 mM neesencialnich aminokyselin (NEA; Sigma-Aldrich,
USA), 1 mM pyruvéatu sodného (SP; Sigma-Aldrich, USA), 10 % fetalniho teleciho séra
(FCS; PAN-Biotech GmbH, Némecko), 100 U/ml penicilinu (Biotika, Ceska republika)
a 50 pg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA). Linii C6 jsem kultivoval v
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA) s obsahem
1 mM NEA (Sigma-Aldrich, USA), 1 mM SP (Sigma-Aldrich, USA), 10 % FCS (PAN-
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Biotech GmbH, Némecko), 100 U/ml penicilinu (Biotika, Ceska republika) a 50 pg/ml
streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA). Bunky HEK293, HaCaT, U87 MG, HepG2 a
CRL-2522 jsem kultivoval v Minimum Essential Medium Eagle (MEM, Sigma-Aldrich,
USA) s obsahem 1 mM NEA (Sigma-Aldrich, USA), 1 mM SP (Sigma-Aldrich, USA),
10 % FCS (PAN-Biotech GmbH, Némecko), 100 U/ml penicilinu (Biotika, Ceska
republika) a 50 pg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA). Kvalitu bunék jsem

pravidelné kontroloval inverznim mikroskopem IX51 (Olympus, USA).

3.3 Sklizeni bunék

Prvnim krokem pfi sklizeni adherentnich bun¢k bylo odstranéni média a promyti 1 ml
1x fosfatového pufru (PBS), pfipraveného ze zasobniho roztoku (viz Ptiloha 1) ve dvou
opakovanich. Nasledné jsem prtidal roztok Tryplu (Life Technologies, USA) o objemu
0,5 ml pro oddéleni bunék ptisedlych na dné kultiva¢ni nadoby. Bunky jsem poté
inkuboval pti 37 °C v atmosféte s 5% CO2 a pti 100% vzdusné vlhkosti po dobu
4-5 minut. Pasobeni Tryplu (Life Technologies, USA) jsem zastavil pfidavkem 9 ml
média. Suspenzi jsem centrifugoval 5 minut pti 12 000 otackach/min. Vznikly
supernatant jsem odstranil a pelet resuspendoval v ¢erstvém médiu. Buriky jsem natedil
na pozadovanou koncentraci s vyuzitim analyzatoru ViCell® XR (Beckman Coulter
Inc., USA). Sjeho pomoci jsem zkontroloval také zivotnost bunék. V piipadé
suspenznich CCRF-CEM jsem vynechal promyti 1x PBS a inkubaci v ptitomnosti
Tryplu (Life Technologies, USA).

3.4 MTT test

MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) test je vyuzivan ke
stanoveni proliferace a Zivotaschopnosti bun€k po aplikaci chemické latky (Mosmann
1983). Principem stanoveni je konverze latky MTT na fialovy krystalicky formazan
v disledku pasobeni mitochondridlnich dehydrogenaz v metabolicky aktivnich buiikach

(viz Obrazek 3). Mira redukce MTT na formazan je imérna Zivotaschopnosti bunék po
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aplikaci testované latky. Ugelem testu bylo stanoveni schopnosti extraktu z oddenku
zazvorniku potlacovat rust netransformovanych linii CRL-2522, HaCaT, HEK293 a
bunék nadorovych linii HepG2, U-87 MG a CCRF-CEM.

Do jamek 96 jamkového panelu jsem nanesl 100 ul buné¢né suspenze. Pro linie
CRL-2522, HaCaT, HEK293 a U-87 MG jsem pouzil koncentrace bunék
5000 bunék/ml. V ptipadé linii CCRF-CEM a HepG2 jsem buriky vysel v koncentraci
10 000 bunék/ml. Jako blank jsem pouzil 1 jamku se 100 pl média. Vyseté bunky jsem
ponechal v inkubatoru pies noc. Béhem celého experimentu jsem buiky inkuboval pfi
37 °C v atmosféte s5 % CO2 a pii 100% vzdusné vlhkosti. Nasledujici den jsem
médium odstranil, jamky jsem promyl 100 pl 1x PBS a ptidal 75 ul média s 10% FCS.
Vysoky obsah ristovych faktord v FCS, jakymi jsou napiiklad interleukin-2 (IL-2) nebo
kolonie stimulujici faktor GM-CSF, mutze znehodnocovat vysledky testu (Brunner et al.
2010). Z tohoto divodu jsem test provedl také na bunkach CCRF-CEM, které jsem
v prub&éhu experimentu inkuboval v médiu s0,5% FCS. Extrakt jsem aplikoval
vobjemu 25 pl o koncentracich 40-0,16 pg/ml s faktorem fedéni 2. V piipadé
suspenzich bunék CCRF-CEM jsem extrakt aplikoval do 100 pl suspenze bez vymény
média. Extrakt v jednotlivych koncentracich jsem testoval v péti opakovanich. Jako
kontrolu jsem pouzil bunky v ¢isttm médiu s 10% FCS. Pro kontrolu pusobeni
chemického rozpoustédla jsem buiky inkuboval také v médiu s 0,05% DMSO. Pro
srovnani inhibi¢niho G¢inku jsem u linie CCRF-CEM aplikoval cytostatikum vinkristin
0 koncentraci 100 pg/ml. Bunky jsem inkuboval 72 hodin.

Do vSech jamek jsem nasledné piidal 10 pl MTT ze zasobniho roztoku o
koncentraci 5 pg/ml (viz Ptiloha 1). Po 4-5 hodindch inkubace s MTT jsem bunky
zlyzoval ptidavkem 100 pl detergentu SDS a ponechal v inkubatoru ptes noc. V zavéru
testu jsem zmé&fil absorbanci vzniklého lyzatu na spektrofotometru EnSpire (Perkin
Elmer, USA) pii 560 nm. Naméfena data jsem normalizoval primérem ziskanym
z kontrol v 0,05% DMSO a vyjadfil jako relativni inhibi¢ni G¢inek (%). Test jsem pro
kazdou linii provedl ve tfech nezavislych opakovanich, ze kterych jsem vypocetl
smérodatnou odchylku (SD) a sestavil ristové kiivky. Pro CCRF-CEM jsem vypocetl
polovinu maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICso). S vyuzitim neparového t-testu jsem
stanovil statistickou relevanci pozorovanych dat porovnanim vzorkt vystavenych

pusobeni extraktu o koncentraci 40 pg/ml s kontrolami inkubovanymi v 0,05% DMSO.
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Obréazek 3 Konverze MTT (A) na nerozpustny formazan (B) v diisledku plisobeni mitochondridlnich dehydrogenaz

metabolicky aktivnich bunek.

3.5 FACS analyza linie CCRF-CEM

Ttidéni bunck zalozené na fluorescenci (FACS) je typ prutokové cytometrie, ktery
umoznuje tfidéni jednotlivych bunék do dvou nebo vice oddili na zaklad¢ rozptylu
svétla a fluorescen¢nich vlastnosti kazdé buiiky (Julius et al. 1972). K Géelim stanoveni
podilu apoptotickych bunék ve vzorku je nejcastéji vyuzivano fluorescenéni barvivo
propidium jodid (PI). Jedna se o interkala¢ni barvivo, které je schopno prochézet pouze
poskozenymi membranami mrtvych nebo pozdné apoptotickych bunék, ve kterych se
nespecificky zabudovava do struktury DNA (Vermes et al. 1995). Po excitaci modrym
svétlem v cytometru je detekovana Cervena fluorescence, ktera je umocnéna vazbou Pl
na DNA. Cilem tohoto experimentu bylo méteni schopnosti zdzvornikového extraktu
navozovat apoptozu v buiikach CCRF-CEM.

Do 15 jamek 24 jamkového panelu jsem vysel 2 x 10° bunék CCRF-CEM v
suspenzi 0 objemu 1 ml. Vyseté bunky jsem inkuboval pies noc pii 37 °C v atmosféie
s 5% obsahem CO2 a pii 100% vzdusné vlhkosti. Nasledujici den jsem aplikoval
zazvornikovy extrakt o objemu 250 pl v koncentracich 10 a 40 pg/ml. Testované
koncentrace jsem nanesl v péti opakovanich. Bunky v ¢istém RPMI s 10% FCS ve
zbyvajicich péti jamkach jsem pouzil jako kontrolu. Osetiené bunky jsem inkuboval
10 hodin pii 37 °C v atmosféfe s 5% obsahem CO2 a pii 100% vzdusné vlhkosti. Poté
jsem buiiky posbiral do zkumavek a centrifugoval 7 minut pti 8 000 otac¢kach/min.
Vznikly supernatant jsem odstranil a burnky zafixoval resuspendovanim peletu ve 2 ml
70% etanolu vychlazeného na -20 °C. Bunky jsem uchoval pfes noc v mrazni¢ce pfi
teploté -20 °C.

23



Pred prubéhem FACS analyzy jsem zafixované bunky nejprve centrifugoval
7 minut pii 8 000 otaCkach/min a resuspendoval v 1 ml citratového pufru (viz Ptiloha
1). Nasledné jsem piidal 3 ml 1x citratového pufru a bunky jsem opétovné centrifugoval
7 minut pii 8 000 otackach/min. Po odstranéni supernatantu jsem ke vzorkium piidal
600 pl Cerstvého roztoku PI o koncentraci 50 pg/ml (viz Ptiloha 1). Smés zafixovanych
bunék a PI jsem intenzivné protiepal na laboratorni tfepacce a inkuboval 15 minut ve
tmé pii 37 °C. Poslednim krokem bylo oSetfeni vzorki 500 pl roztoku RNAsy (viz
Ptiloha 1) a opétovna inkubace pii 37 °C po dobu 15 minut ve tm¢. Pfed analyzou jsem
vzorky stabilizoval ponechanim 1 hodinu v lednici pti 4°C. Samotna FACS analyza
byla provedena Mgr. Petrem Kone¢nym z Ustavu molekularni a translaéni mediciny
Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci na bunéném analyzéru BD
FACSCalibur (BD Biosciences, USA) s vyuzitim CellQuest Pro Software (BD
Biosciences, USA).

Naméiené hodnoty jsem vyjadfil jako procentudlni podil apoptotickych bunék ve
vzorku. Ze tii opakovani experimentu jsem vypocetl SD. Statistickou relevanci

pozorovanych dat jsem uréil porovnanim vzorka s kontrolami v neparovém t-testu.

3.6 Stanoveni exprese NF-kB v linii C6

Pro stanoveni exprese NF-kB po ptisobeni zazvorového extraktu jsem vyuzil buitky C6
transfektované genovym konstruktem obsahujicim luciferazovou reportérovou sekvenci
pro NF-kB. Exprese tohoto faktoru je zesilovana pusobenim bakterialniho LPS (viz
kapitola 1.2.1). Po indukci exprese NF-«B je konstruktem produkovana luciferaza,
kterou lze pfidanim substratu detekovat jako luminiscenci. Luminiscence vznika
v disledku monooxigenacni reakce iniciované luciferazou, ktera za ucasti Oz, molekul
adenosin trifosfatu (ATP) a Mg?" pfeméiuje svilj substrat luciferin na oxyluciferin za
vzniku adenosinmonofosfatu (AMP), uvolnéni difosfatu (PP) a CO2 (viz Obrézek 4;
Luciferase Assay System, Promega; handbook). Piebyte¢na energie reakce je vyzarena
V podobé luminiscence s jeji intenzita je Umérnad mife exprese NF-kB.

Po kultivaci jsem bunky sklidil a vysel do jamek 96 jamkového panelu
v koncentraci 10 000 bun¢k na jamku v objemu 100 pl. Buiky jsem ponechal
v inkubatoru ptes noc. Druhy den jsem buniky promyl v 1x PBS a ptidal 75 ul erstvého
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média. Nasledné jsem aplikoval 25 pl extraktu o koncentraci 40 pg/ml a bunky jsem
inkuboval 12 hodin. Béhem celého experimentu jsem bunky inkuboval pii 37 °C
v atmosféie s 5 % CO2 a pii 100% vzdusné vlhkosti. Extrakt jsem testoval v triplikatu.
Expresi NF-xB jsem zesilil pifidavkem LPS (Sigma Aldirch, USA) o koncentraci
20 ng/ml a objemu 100 pl a nasledné jsem bunky inkuboval 6 hodin. Pro kontrolu
exprese jsem pouzil buiky inkubované s LPS (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 6 hodin a
buriky inkubované v 0,05% DMSO, které jsem na panel nanesl ve ttech opakovanich.
Pro méfeni luminiscence jsem obsah jamek odsal a aplikoval jsem 20 pl roztoku
lyza¢niho pufru (viz Ptiloha 1; Promega, USA) ziskaného smichanim se sterilni H20
v poméru 4:1. Bunky jsem ponechal 10 minut na laboratorni tiepac¢ce. Po 10 minutach
jsem do jamek pienesl 100 ul luciferazové smési piipravené ptidanim luciferazového
pufru (Promega, USA) do lahvicky s lyofilizovanym substratem luciferdzy (Promega,
USA). Bezprosttedné poté jsem na spektrofotometru EnSpire (Perkin Elmer, USA)
zmé&fil vzniklou luminiscenci pifi 560 a 450 nm. Luciferdzova aktivita odpovida
naméfenym hodnotdm luminiscence (arbitrary units). Test jsem provedl ve tifech
opakovanich. Data jsem normalizoval hodnotami ziskanymi z MTT testu provedeného
s buitkkami C6 dle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.4. Bunky urcené pro normalizaci
jsem ovlivnil stejnym zpisobem jako buiikky pro méfeni luminiscence. Statistickou
relevanci pozorovanych dat jsem stanovil porovnanim vzorka s kontrolami v

neparovem t-testu.

A) B)
HO o~ g - COOH Luciferaza "B st 2 O
a1 +ATP + 02 [ [ + AMP + PP +CO:

- - .M ~ =
Mg? 2 + Luminiscence

=M

Obrazek 4 Konverze luciferinu (A) na oxyluciferin (B) (pfevzato a upraveno z Luciferase Assay System, Promega;
handbook)

3.7 Neparovy t-test

Neparovy t-test se vyuziva pro stanoveni relevance pozorovanych dat. Pfi neparovém

t-testu jsou porovndvany primeéry dat, tvofené dvéma nezavislymi vybéry (vzorek a
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kontrola). Vyslednd hodnota p<0,05 poukazuje na spolehlivost analyzovanych dat a
vypocetl jsem ji ze tii opakovani experimentu a po provedeni Bonferroniho opravy.
Vypocetl jsem také hodnotu df (Degrees of freedom) vyjadiujici pocet hodnot
v kone¢ném vysledku, které se mohou lisit. Vysledkem neparového t-testu je i hodnota
t, ktera vyjadiuje velikost rozptylu pozorovanych dat. Hodnoty t blizké 0 poukazuji na

maly rozptyl.
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4. VYSLEDKY

4.1 MTT test

MTT test zdzvornikového extraktu jsem provedl s cilem stanovit jeho schopnost
potlacovat rust testovanych linii a zjistit hodnotu ICsp pro buitky CCRF-CEM. Po
72 hodinach pusobeni extraktu jsem pozoroval rozdilné ucinky na netransformované
buiiky CRL-2522, HaCaT a HEK293 a na nadorové linie HepG2, U-87 MG a CCRF-
CEM. Rust bun€k byl zcela potlaten pouze v ptipadé CCRF-CEM (100 %) (viz
Tabulka 1). U této linie jsem pozoroval vyznamnou inhibici také v koncentracich 20 a
10 pg/ml, kterd u obou ptesahovala 90 % (viz Ptiloha 2). Pro srovnani inhibi¢niho
uc¢inku jsem v ptipadé linie CCRF-CEM aplikoval cytostatikum vinkristin o koncentraci
100 pg/ml, u kterého jsem pozoroval maximélni inhibi¢ni Géinek. Hodnotu ICsg
zadzvornikového extraktu u CCRF-CEM jsem stanovil na 9,63 pg/ml (viz. Tabulka 3).
U netransformovanych linii jsem nejvyssi inhibici pozoroval u bun¢k HaCaT (35,7 %).
Hodnoty u zbylych linii byly nevyznamné. Na zakladé hodnoty p neparového t-testu
jsem zjistil, Ze naméfena data u linii CRL-2522 a HEK293 nejsou statisticky relevantni
(viz Tabulka 2). Rustové kiivky netransformovanych linii po inkubaci s extraktem jsou
uvedeny v Obrazku 4. Ktivky pro nadorové linie jsou uvedeny na Obrazku 5. Hodnoty
relativniho inhibi¢niho G¢inku pro nejvyssi testovanou koncentraci extraktu 40 pg/ml
jsou uvedeny v Tabulce 1. Tabulka s hodnotami relativniho inhibi¢niho ucinku pro
vSechny testované koncentrace je obsaZzena v Pfiloze 2. Hodnoty neparového t-testu pro
koncentraci extraktu 40 pg/ml jsou uvedeny v Tabulce 2.

Pro sledovani vztahu cytotoxicity extraktu a koncentraci FCS jsem vyuzil linii
CCRF-CEM. U bun¢k inkubovanych v médiu s 0,05% FCS jsem v piipad¢ koncentraci
extraktu 40 a 20 pg/ml pozoroval 100% potlaceni rastu (viz Tabulka 1; Ptiloha 1).
V koncentraci 10 pg/ml byl u€inek témét polovicni. Ristova kiivka linie CCRF-CEM v
ptitomnosti 0,5% FCS je zobrazena na Obrazku 6. Hodnota ICsg Se vyrazn¢ nelisila od
bunék v 10% FCS (viz Tabulka 3). Hodnoty ICso pro 10% a 0,5% FCS jsem porovnal
v neparovem t-testu, ktery prokazal statistickou vyznamnost pozorovanych dat (t = 2,86;
df = 4; p<0,05).
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Obrazek 4 Ucinek extraktu z oddenku zizvorniku na rist netransformovanych bunéénych linii. Buitky CRL-2522

(A),

pa/ml s faktorem fedéni 2 ve tfech nezavislych opakovanich po dobu 72 hodin. Pro kontrolu piisobeni chemického

rozpoustédla jsem buiky inkuboval v 0,05% DMSO. Uvedeny jsou i hodnoty SD ziskané ze tfech nezavislych

opakovani MTT testu
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koncentrace extraktu (pg/ml)

HaCaT (B) a HEK293 (C) jsem inkuboval v pfitomnosti zazvorového extraktu v rozmezi koncentraci 40-5
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opakovani MTT testu.
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Obrazek 5 Utinek extraktu z oddenku zazvorniku na riist nadorovych bunéénych linii po 72 hodinach. Buiiky
HepG2 (A), U-87 MG (B) a CCRF-CEM (C) jsem inkuboval v pfitomnosti zazvorového extraktu v rozmezi
koncentraci 40-0,16 pg/ml s faktorem fedéni 2 ve tfech nezavislych opakovanich. Pro srovnani inhibiéniho G¢inku
jsem buniky CCRF-CEM inkuboval s vinkristinem o koncentraci 100 pg/ml. Pro kontrolu pusobeni chemického
rozpoustédla jsem buiky inkuboval v 0,05% DMSO. Uvedeny jsou i hodnoty SD ziskané ze tfech nezavislych
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Obrézek 6 Utinek extraktu z oddenku zézvorniku po 72 hodinach na réist nadorové bunééné linie CCRF-CEM.
Extrakt jsem testoval v rozmezi koncentraci 40-0,16 pg/ml s faktorem fedéni 2 ve tfech nezavislych opakovanich a v
pfitomnosti 0,5% FCS. Pro kontrolu pisobeni chemického rozpoustédla jsem buiky inkuboval v 0,05% DMSO.

Uvedeny jsou i hodnoty SD ziskané ze tfech nezavislych opakovani MTT testu.

Linie Relativni inhibi¢ni Gc¢inek (%)+SD
CRL-2522 14,6£8,5

HaCaT 35,711
HEK?293 3,6+12,3

HepG2 0+0

U-87 MG 11,5+13,6
CCRF-CEM 100£0*(100+0%)

Tabulka 1 Hodnoty relativniho inhibiéniho téinku (%) extraktu z oddenku zézvorniku testovaného v koncentraci
40 pg/ml po 72 hodinach. Naméfena data jsem normalizoval primérem z naméfenych hodnot pro 0,05% DMSO.
Hodnoty v zavorce u linie CCRF-CEM vyjadiuji relativni inhibi¢ni G¢inek zazvorového extraktu v ptitomnosti
0,5% FCS. Hodnoty jsou uvedeny véetné SD ziskanych ze tfech nezavislych opakovani MTT testu. Symbolem *

jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty.
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Linie t df p

CRL-2522 1,3 28 0,22

HaCaT 10,8 28 <0,05*
HEK?293 1 28 0,28

HepG2 57 28 <0,05*

U-87 MG 4 28 <0,05*
CCRF-CEM 50,9 (39,9) 28 (28) <0,05* (<0,05%)

Tabulka 2 Hodnoty neparového t-testu pro normalizovand data ziskana z MMT testu extraktu z oddenku
zazvorniku pro koncentraci 40 pg/ml. Naméfend data jsem porovnal skontrolnimi bufikami inkubovanymi s
0,05% DMSO. Hodnoty v z&vorce u linie CCRF-CEM nalezi hodnotam t-testu pro butiky inkubované v p¥itomnosti
0,5% FCS. Symbol * u hodnoty p znaéi statistickou vyznamnost analyzovanych dat.

Koncentrace FCS (%) 1Cso (Mg/MmI)£SD
10 % 9,63+0,5
0,5% 12,94+1,94

Tabulka 3 Hodnoty ICso (ug/ml) pro z&zvornikovy extrakt testovany na buiikich CCRF-CEM inkubovanych
Vv piitomnosti 10 a 0,5% FCS. Uvedeny jsou i hodnoty SD ze tfech nezavislych opakovani MTT testu.
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4.2 FACS analyza linie CCRF-CEM

Za ucelem stanoveni podilu apoptotickych bunék po 10 hodinach ptisobeni extraktu
z oddenku zazvorniku jsem provedl FACS analyzu. U linie CCRF-CEM vystavené
koncentraci extraktu 40 pg/ml dosahoval podil apoptotickych bunék 54,6£2,3 % (viz
Obrazek 7), coz odpovida témet 8 krat vyssimu podilu bun¢k nez u bunék kontrolnich.
V piipadé koncentrace 10 ug/ml byl podil vyssi cca 6 krat, coz odpovida 42,3+0,8 %.
Na Obrazku 8 jsou zobrazeny reprezentativni zaznamy z prubéhu analyzy. Na zakladé
hodnot nepérového t-testu ziskanych porovnanim vzorkt s kontrolami povazuji data za
statisticky relevantni (40 pg/ml: t = 35; df = 4; p<0,05; 10 pg/ml: t = 76; df = 4;
p<0,05).

s

304

20+

Relativni podil apoptotickych bunék (%)

10+

Obrézek 7 Relativni podil apoptotickych bunék (%) linie CCRF-CEM po 10 hodinach plisobeni extraktu z oddenku
zazvorniku. Extrakt jsem testoval v koncentracich 10 a 40 pg/ml ve tiech nezavislych opakovanich. Pro kontrolu
jsem bunky inkuboval v RPMI s10% FCS. Uvedeny jsou i hodnoty SD ze tfech nezavislych opakovani.

Symbol *oznacuje statisticky vyznamnou hodnotu.
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Obrézek 8 Reprezentativni zd&znamy FACS analyzy linie CCRF-CEM pro butiky kontrolni (A) a buiiky testované
Vv koncentracich 10 a 40 pg/ml (B, C). Oblast oznacena M1 koresponduje s velikosti apoptotickych bunék. Oblast

oznacena M2 koresponduje s velikosti vS§ech bunék ve vzorku.
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4.3 Stanoveni exprese NF-kB v linii C6

Miru exprese NF-kB jsem stanovil na zakladé luciferazové aktivity v buiikach C6, které
jsem vystavil ucinkim zazvornikového extraktu. Po 12 hodinach pisobeni extraktu o
koncentraci 40 pg/ml s naslednou 6 hodinovou inkubaci LPS jsem naméfil pfiblizné
11 krat nizsi relativni luciferazovou aktivitu nez v pripadé bunék stimulovanych pomoci
LPS bez aplikace extraktu. Aktivita luciferazy u kontrolnich bunék inkubovanych v
0,05% DMSO byla nulova. Na Obréazku 9 je zobrazeno srovnani luciferazovych aktivit.
Hodnoty nepéaroveého t-testu pro vzorky s extraktem a LPS prokézaly statistickou

relevanci pozorovanych dat (t = 8,53; df = 28; p<0,05).

32500000+ *
30000000+
27500000+

25000000+

22500000+

20000000+
175000004
15000000+
125000004
10000000+

7500000+

Luciferazova aktivita (arbitrary units)

5000000+
25000004

0 [ I

%0

QQ X
0\0 \$° K $
o & &

Obrazek 9 Luciferazova aktivita bunék C6 transfektovanych genovym konstruktem nesouciho faktor NF-xB a
reportérovou sekvenci pro produkci luciferdzy. Luciferazova aktivita odpovida hodnotdm luminiscence (arbitrary
units) namétenych na spektrofotometru EnSpire. Buiiky jsem vystavil piisobeni extraktu o koncentraci 40 pg/ml po
dobu 12 hodin. LPS jsem aplikoval v koncentraci 20 ng/ml na dobu 6 hodin. Pro kontrolu jsem buiky inkuboval také
v pfitomnosti 0,05% DMSO. Uvedeny jsou i hodnoty smérodatnych odchylek ze tfech nezavislych opakovani.

Symbol *oznacuje statisticky vyznamnou hodnotu.
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5. DISKUZE

Cilem prace bylo stanoveni cytotoxicity fenylpropanoidd v extraktu z oddenku
zazvorniku 1ékaiského proti buinkam T-ALL CCRF-CEM, bunkam lidského
hepatokarcinomu HepG2, buiikam lidského maligniho gliomu U87 MG, embryonalnim
buinkdm ledvin HEK293, fibroblastim CRL-2522 odvozenych z lidské ptfedkozky a
imortalizovanym keratinocytuim HaCaT. Vysledky ukazaly, Ze ptisobeni tohoto extraktu
je selektivni proti linii CCRF-CEM s 1C50=9,63 pg/ml, zatimco vS8echny ostatni buné¢né
linie byly rezistentni (viz Tabulka 1; Obrazky 4 a 5). Tento vyznamny inhibi¢ni u¢inek
mize byt do jisté miry zpasoben vysokou citlivosti linie CCRF-CEM K riznym
cytostatikim (Jensen a Sehested 1995). Na pisobeni extraktu ma vliv také fada faktort
jakymi jsou naptiklad pouzit¢ médium, inkuba¢ni podminky, stav oddenkd, metoda
pouzita pro extrakci nebo obsah fenylpropanoidii v extraktu (Jiang et al. 2007; Classen
et al. 2003). S vyuzitim n¢kolika typa analyz jsem urcil faktory, které by mohly mit vliv
na cytotoxicitu fenylpropanoidii v zazvorniku, vcetné jejich koncentrace, typu bunécné
smrti a ovlivnéni exprese faktoru NF-«xB.

V sérii provedenych MMT testii jsem demonstroval vyrazny inhibi¢ni G¢inek
fenylpropanoidt z vytazku zazvornikovych oddenku proti linii CCRF-CEM, u které po
72 hodinach pusobeni, doslo k Uplnému zastaveni bunééného rastu. Dle ATCC
(American Type Culture Collection), je 1Cs50=30ug/ml u rostlinnych vytazku,
testovanych na nadorovych liniich, hrani¢ni hodnota pro jejich purifikaci. V piipadé
linie CCRF-CEM odpovidala hodnota ICso testovaného extraktu 9,63 ug/ml. Z tohoto
divodu povazuji testovany extrakt za vhodny pro purifikaci a chemickou analyzu.
Ziskané hodnoty ICso u linie CCRF-CEM jsou srovnatelné s hodnotami ze studie z roku
2011 (1Cs50=8,82 pg/ml; Kuete et al. 2011). Obdobny cytotoxicky ucinek byl na téchto
bunikdach zaznamenan také u extraktd z tropickych rostlin Gladiolus quartinianus
(ICs0=10,57 pg/ml), Olax subscorpioidea (ICs0=10,65 pg/ml; Kuete et al. 2013).
Naproti tomu byla ve stejné studii stanovena vyssi cytotoxicita proti CCRF-CEM u
vytazku z rostliny Xylopia aethiopica (I1Cs0=3,96 pg/ml; Kuete et al. 2013), oznacované
jako etiopsky pepf. V ptipadé bunck lidského hepatokarcinomu HepG2 a bunék
lidskeho maligniho gliomu U87 MG, se mi nepodafilo prokazat protinddorove vlastnosti
fenylpropanoidti v extraktu. U vytazku ze zazvorniku nebyla doposud zaznamenana

vyrazna cytotoxicita proti témto nadorovym liniim, pfestoze u linie HepG2 byl po
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aplikaci purifikovaného 6-gingerolu pozorovan piechod do apoptézy (Impheng et al.
2015). Cytotoxicitu zazvornikového extraktu v rozmezi testovanych koncentraci jsem
nezaznamenal ani viaci netransformovanym liniim CRL-2522, HEK293, coz souvisi
s jejich ptirozené nizsi produkci ROS. U imortalizovanych keratinocyti HaCaT byl rist
po pusobeni extraktu potlacen pouze na 35 %, a to V nejvyssi testované koncentraci
40 pg/ml. Na zakladé vysledki provedenych MMT testi lze uc¢inek testovaného
zazvornikového extraktu povazovat za selektivni proti bunkam T-ALL bez vyrazné
cytotoxicity proti buitkam netransformovanym.

Po stanoveni selektivniho pusobeni extraktu proti buitkim CCRF-CEM, jsem
tuto linii podrobil FACS analyze za Gcelem stanoveni podilu apoptotickych bun¢k po
10 hodinach pusobeni extraktu v koncentracich 10 a 40 pg/ml. V piipadech obou
testovanych koncentraci, jsem zaznamenal vyrazny podil apoptotickych bunék ve
vzorku, ktery ptesahoval 30 %. Analyza cytotoxického pusobeni zazvornikového
extraktu proti bunkdm CCRF-CEM v ptitomnosti 0,5% FCS, prokézala, ze rdstové
faktory, véetné GM-CSF a IL-2, neovlivnily podil apoptotickych bunék ve vzorku (viz
Tabulka 3). Ve studii zroku 1987 bylo zjisténo, ze citlivost bunék CCRF-CEM
K proapoptotickym ¢inkim bioaktivnich slou¢enin muze byt zvySena snizenim
koncentrace FCS v kultivaénim médiu (Lange et al. 1987). Z tohoto davodu je
ROS, oxidaénimu poskozeni mitochondridlni membrany a aktivaci apoptotickych
signalnich drah, jak jiz bylo pozorovano v minulosti u fady latek s prooxida¢nimi
ucinky (Halliwell et al. 2007; Shieh et al. 2010; Martin-Cordero et al. 2012).

Zazvornikovy extrakt vykazoval vyraznou schopnost modulovat signalni drahu
NF-kB v bunikach potkaniho gliomu C6. Po stimulaci exprese NF-kB pomoci LPS,
doslo po aplikaci extraktu Kk jejimu vyraznému poklesu (viz Obrazek 9). Tento fakt
poukazuje na antiproliferativni, proapoptotické a protizanétlivé uinky fenylpropanoida
v extraktu na nékteré nadorové linie, jak jiz bylo prokazano (Prasad et al. 2010).
Ke snizZeni exprese mohla vést zejména piitomnost 6-gingerolu a 6-shogaolu, u kterych
byly tyto G¢inky v minulosti prokdzany naptiklad v buiikdch rakoviny zaludku, slinivky
bfisni nebo rakoviny prostaty. Napiiklad u 6-shogaolu byla prokazana schopnost
potlacovat konstitutivni a expresi NF-kB vyvolanou TNFa v buiikach rakoviny prostaty
(Saha 2014). Vzhledem k tomu, ze jsem tyto u¢inky pozoroval na nadorovych buikach

se snizenym obsahem FCS, jehoz koncentrace neovliviiovala aktivitu extraktu, neni
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pravdépodobné, Ze by proapoptotické pisobeni zazvornikového extraktu bylo
zprostifedkovano ovlivnénim funkce faktoru NF-kB.

Ackoli jsem vyrazne protinadorové vlastnosti zazvornikového extraktu pozoroval
pouze Vv piipad¢ linie CCRF-CEM, domnivam se, ze vzhledem k jeho prooxida¢nimu
pusobeni, by tyto latky mohly zvySovat selektivitu ucinku jinych 1éCiv u fady
nadorovych linii a snizovat tak jejich cytotoxicitu proti zdravym buiikdm. Za vhodné
povazuji také purifikaci a detailn€jsi chemickou analyzu téchto latek, ptipadné ptipravu
chemické knihovny a testovani derivati uéinnych latek ze zazvornikovych oddenk.
Vzhledem ke schopnosti fenylpropanoidi v zdzvorniku shizovat expresi NF-kB,
povazuji za vhodné testovani téchto latek v souvislosti S onemocnénimi vyznacujicimi
se pretrvavajicim zanétem jakym je napiiklad diabetes mellitus 2. typu. V souvislosti s
nadorovymi onemocnénimi, je inhibice NF-xB spjata i s potlaéenim angiogeneze
(Prasad et al. 2010). Pfedpokladam, Ze z tohoto divodu by mohly tyto slou¢eniny nalézt

uplatnéni také pfi potlaceni ristu solidnich nadort a tvorby metastaz.
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ZAVER

V této préci jsem se zabyval Gc¢inky fenylpropanoidi obsaZzenych v extraktu z oddenku
zazvorniku 1ékaiského (Zingiber officinale). Po provedeni série MTT test, jsem
prokazal jejich selektivni protinadorovou aktivitu proti bunkam CCRF-CEM, ktera by
mohla souviset s prooxida¢nimi 0c¢inky fenylpropanoidi. Naproti tomu extrakt
nevykazoval cytotoxicitu proti buiikam lidského hepatokarcinomu HepG2 a buikam
lidského maligniho gliomu U87 MG. Cytotoxické ptlisobeni extraktu jsem
nezaznamenal ani u embryonalnich bun¢k ledvin HEK293, u fibroblastt CRL-2522 a
ani u imortalizovanych keratinocytd HaCaT. Jak prokazala FACS analyza, cytotoxické
u¢inky extraktu proti linii CCRF-CEM byly spojeny se schopnosti fenylpropanoidi
indukovat apoptozu. Aktivita extraktu nebyla zavisla na koncentraci rastovych faktort,
coz poukazuje na prooxidacni pusobeni fenylpropanoidii. Vzhledem k dosazenym
vysledkim povazuji fenylpropanoidy v extraktu ze zazvornikovych oddenkt za vhodné

kandidaty pro potencidlni vyuziti v prevenci a klinické praxi pii 1écbé T-ALL.
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SEZNAM ZKRATEK

ALL
AMP
ARE
ATCC
ATP
Bcl-xL
CD
COX-2
Df
DMEM
DMSO
DNA
FACS
FCS
GATA-3
GM-CSF
Hesl
HLTV1
1Cs0
IL-2
LMO2
LPS
Mcl-1
MDM2
MEM
MRD
MTT
NADPH
NEA
NF-xB
NICD

Acute lymphoblastic leukemia

Adenosine monophosphate

Antioxidant response element

American Type Culture Collection
Adenosine triphosphate

B-cell lymphoma-extra large

Cluster of differentiation

Cyclooxygenase-2

Degrees of freedom

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxide

Deoxyribonucleic acid
Fluorescence-activated cell sorting

Fetal Calf Serum

GATA binding protein 3
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Hairy and enhancer of split-1

Human T-lymphotropic virus 1

Half maximal inhibitory concentration
Interleukin-2

LIM domain only 2 (rhombotin-like 1)
Lipopolysaccharides

Myeloid cell leukemia 1

Murine double minute 2

Minimum Essential Medium Eagle

Minimal residual disease
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
Non-Essential Amino Acids

Nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B
Intracellular domain of Notch
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Nrf2
OPTI-MEM
PBS

PI

PP
ROS
RPMI
RUNX3
SD

SP
T-ALL
T-LB
T-LC
TLX1
TLX3
TNFa

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
Reduced-Serum Medium
Phosphate-buffered saline

Propidium iodide

Diphosphate

Reactive oxygen species

Roswell Park Memorial Institute medium
Runt-related transcription factor 3
Standard deviation

Sodium pyruvate

T-cell acute lymphoblastic leukemia
T-lymphoblasts

T-lymphocytes

T-cell leukemia homeobox 1

T-cell leukemia homeobox 3

Tumor necrosis factor o
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PRILOHA 1

SEZNAM CHEMIKALII

dihydrat citratu sodného - Sigma-Aldrich, USA
DMEM - Sigma-Aldrich, USA

DMSO - Sigma-Aldrich, USA

FCS - PAN-Biotech GmbH, Némecko

LPS - Sigma-Aldrich, USA

luciferazovy pufr - Promega, USA

lyofilizovany substrét luciferazy - Promega, USA
lyzaéni pufr - Promega, USA

MEM - Sigma-Aldrich, USA

MTT - Sigma-Aldrich, USA

NEA - Sigma-Aldrich, USA

penicilin - Biotika, Ceska republika

Pl - Sigma- Aldrich, USA

SP - Sigma-Aldrich, USA

RNAasa - Sigma-Aldrich, USA

RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) - Sigma Aldrich, USA
SDS - Sigma-Aldrich, USA

Streptomycin - Sigma-Aldrich, USA

Triton X-100 - Sigma-Aldrich, USA

Trypl - Life Technologies, USA
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SEZNAM ROZTOKU

PBS: 137 mM NaCl, 1,6 mM KCI, 10 mM NaxHPO4.12H,0, 1,8 mM KH2PO4
(pH=7,4)

MTT: 5 mg MTT (Sigma-Aldrich, USA) v 1 ml sterilniho 1x PBS. Uchovano pii -20°C.
Citratovy pufr: 5,68 g dihydratu citratu sodného (Sigma-Aldrich, USA) v 500 ml
deionizované H20

Propidium jodid: 2 mg propidium jodidu (Sigma-Aldrich, USA), 4 ml 2% Triton X-100
(Sigma-Aldrich, USA), 36 ml deionizované H20

2% Triton X-100: 2 ml Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich, USA) ve 100 ml citratoveho
pufru. Uchovano pti 4°C.

Lyza¢ni pufr: 200 ul lyzaéniho pufru (Promega, USA) v 800 pl sterilni H20 v poméru
RNASa: 10 mg RNAasy (Sigma- Aldrich, USA) v 5 ml 1x citratového pufru

SEZNAM VYBAVENI

flowbox s laminarnim proudénim MSC Advantage - ThermoScientific, USA

inkubator HERAcell 150i - ThermoScientific, USA

automaticky ¢ita¢ bunék Vi-CELLXR Cell Viability Analyzer - Beckman Coulter, USA
spektrofotometr EnSpire - Perkin Elmer, USA

centrifuga Rotina 420 R - Hettich, Némecko

inverzni mikroskop 1X51 - Olympus, USA

buné¢ny analyzér BD FACSCalibur - BD Biosciences, USA

laboratorni tfepacka

software CellQuest Pro Software - BD Biosciences, USA
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PRILOHA 2

Koncentrace

extraktu 40 20 10 5 2,5 1,25 0,6 0,3 0,16

(ng/mI)£SD

CRL-2522 14,6£8,5 13,1+89 8,9+10,9 6,998 - - - - -

HaCaT 35,7¢1,1 20,1+7,6 8,1+4,7 9,9+6,1 - - - - -

HEK?293 3,6£12,3 0x0 00 00 - - - - -

HepG2 0+0 0+0 00 00 0+0 9,648,7 8,1+13,8 51+79 2,8+10,7

U-87 MG 11,5+13,6 7,9+23,4 7,5%28,2 6+30,1 7,6£32,1 5+27,2 5,6£27,8 244296  0+32,3

CCRF-CEM 100+0 98+1,5 91,4125 70,1+2,8 44,7+25 24,257 17,2+5,2 11,745,7 3,514
(100+0) (100+0) (5846,6) (36,1+5) (25,8+6,7) (17,6+6,1) (12,1£10,7) (8,8+16,8) (9,5+9,9)

Tabulka relativnich inhibi¢nich uéinkl (%) extraktu z oddenku zazvorniku na rtist vybranych bunéénych linii po

72 hodinéch ptisobeni. Naméfena data jsem normalizoval primérem z naméfenych hodnot pro 0,05% DMSO. Extrakt

jsem testoval v koncentracich 40-0,16 pg/ml s faktorem fedéni 2. Hodnoty v z&vorce u linie CCRF-CEM vyjadiuji

relativni inhibi¢ni G¢inek zazvorového extraktu v pfitomnosti 0,5% FCS.

smérodatnych odchylek ziskanych ze tfech nezavislych opakovani MTT testu.
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