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Shrnuti

Bunky karcinomu prostaty jsou charakteristické zménou exprese androgenového
receptoru. Markerem karcinomu prostaty je prostaticky specificky antigen — PSA.
V teoretické cCasti prace je zminovana struktura a funkce androgenového receptoru i
prostatického specifického antigenu a jejich vliv na vznik a vyvoj karcinomu prostaty.
Pozornost je také vénovana koaktivatoru NcoA4, ktery ovlivituje zménu nddorovych bunck
prostaty do na androgenech nezavislého stavu. Slibnymi latkami pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni jsou inhibitory histonovych deacetyldz. Tato bakalatskéa prace se soustied’uje na
vliv dvou inhibitori histonovych deacetyldz — SAHA a SBHA, kterymi byly ovlivilovany
buiiky na androgenech nezavislych bunéénych linii, C4-2, PC3 a DU145

V exprerimentalni ¢asti byla sledovana cytotoxicita testovanych inhibitorii o riznych
koncentracich. Cytotoxicita byla stanovovana ovliviiovanim vSech tfi na androgen
nezavislych linii (C4-2, DU145, PC3), ale zvlastni pozornost byla vénovana viabilité¢ bunék
bunééné linie C4-2. Bylo zjisténo, Ze cytotoxicky ucinek testovanych latek roste s jejich

koncentraci.

Déle byla detekovana exprese androgenového receptoru, prostatického specifického
antigenu a koaktivatoru NcoA4 v cytosolické a jaderné proteinové frakci. VIiv na zmény
vSech tii sledovanych proteini méla pouze SAHA. Exprese androgenového receptoru
v cytosolické frakci po 72hodinovém ovlivnéni kolidovala s vyskytem NcoA4. Na expresi
prostatického specifického antigenu v cytosolu méla vliv pouze SAHA. V jaderné frakci byl
detekovan prostaticky specificky antigen i koaktivator NcoA4. Testovana latka SBHA neméla

na expresi sledovanych proteint Zadny vliv.

V diskusi jsou srovnany vysledky obou provadénych testli viability a zhodnocen vliv

testovanych inhibitor histonovych deacetylaz na zmény v expresi sledovanych proteint.



Summary

Prostate cancer cells are characterized altered expression of the androgen receptor. A
marker of prostate cancer is prostate specific antigen — PSA. Structure and function of the
androgen receptor and prostate specific antigen and their influence on the formation and
progression of the prostate cancer, are described in the Introduction. Moreover, the
coactivator NcoA4 supports change of the prostate cancer cells into the androgen independent
state. Promising drugs for treatment of cancer are histone deacetylase inhibitors. This thesis
focuses on the effect of two inhibitors of histone deacetylases — SAHA and SBHA that were

used for a treatment of the androgen independent cell lines, C4-2, PC3 and DU145.

In the experimental part, the effect of different concentrations of two tested HDACS
inhibitors on cell cytotoxicity was performed. The cell cytotoxicity was determined
inandrogen-independent prostate cancer cell lines C4-2, DU145 and PC3, but most
experiments were performed on C4-2 cell lines with only the AR gene expression. It was
found that the cytotoxic effect of the tested inhibitors of HDACs increase with their

concentrations.

Expression of androgen receptor, prostate specific antigen and coactivator NCoA4 in
cytosolic and nuclear protein fraction were detected. The only SAHA has an effect on protein
expressions change of the studded proteins. Expression of the androgen receptor in the
cytosolic fraction after 72hour biasing interferes with the appearance NcoA4. The PSA
expression in a cell cytosol is changed only in cells treated with SAHA. The prostate specific
antigen and the coactivator NcoA4 were detected in the cell nuclear fraction. The SBHA has

not effect on an expression of the studied proteins.

In the discussion, results of the two cell viability tests are compared and an effect of
the two studied histone deacetylase inhibitors on expression of the AR, PSA and NcoA4

protein is described.



Timto dékuji Ing. Katetiné Smésny Trtkové, CsC. za odborné vedeni, pomoc

Vv laboratofi, ochotu a trpélivost pfi zpracovani této bakaldiské prace.
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Uvod

republice se fadi dokonce na tfeti misto. Timto onemocnénim trpi ¢astéji muzi nad padesat let
a s vékem vyskyt karcinomu stoupa. Na vyskyt karcinomu prostaty ma vliv také rasoveé
zafazeni. U Cernochtl je imrtnost spojena s timto onemocnénim dvakrat vétsi nez u bélocht,
ale u asiatl je vyskyt naopak nizsi. V1iv na vyskyt ma také zivotni prostiedi, strava s vysokym

obsahem tukii a dédi¢ny aspekt (Kolaf et al., 2003).

Karcinom prostaty je typicky pomalym rustem a pozdni tvorbou metastaz. Diky tomu
je vétSina karcinomil prostaty diagnostikovana az ve vysSim véku pacienta. Lécba tohoto
onemocnéni je Uspésnd, pokud je karcinom prostaty diagnostikovan v ¢asném stadiu a pokud
je karcinom ohrani¢eny anatomickym pouzdrem tvofenym prostatou. Casnou diagnézu
umoznuje klinicky test, ktery spociva ve stanoveni hladiny PSA (prostate specific antigen)

v krevnim séru.

Jednou z moznosti 1é¢by je terapie androgenovou blokadou. JelikoZz jsou primarni
karcinomy na androgenech zavislé, tato 1é¢ba se zprvu zda uspésna. Nadory se ale po Case

stavaji na androgenech nezavislé a zacinaji znovu progredovat.

Pro buniky karcinomu prostaty je typickd vysoka koncentrace histonovych deacetylaz
(HDACS), které zabranuji expresi nékterych tumor supresorovych gent. Potencidlnimi 1é¢ivy,
ktera potlacuji funkci histonovych deacetylaz jsou inhibitory HDACS, které se v posledni
dobé stavaji nadéjnymi léCivy pro nadory prostaty. Tyto latky zplisobuji hyperacetaci
histonovych proteinti, coz ma vliv na potlaeni bunééného cyklu a iniciaci bunééné smrti
nadorovych bunék. Inhibitory HDACs maji také non-epigenetickou roli, ktera se uplatiiuje
Vv cytoplasmé. Potlacuji funkei ochrannych HSP (heat shock proteins) a tim napomdhaji k

degradaci nadorového proteinu.

Nekteré inhibitory histonovych deacetylaz jsou k dispozici, jiné jsou ve stadiu
klinickych testi. Vysledky pre-klinickych a klinickych testi podporuji pouziti inhibitort

v kombinaci s dalsimi proti-nadorovymi 1é¢ivy (Marchion et Munster, 2007).
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Cile prace

Préace s odbornou literaturou a vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.
Kultivace na androgenech nezavislych prostatickych nadorovych bunéénych linii (DU145,
PC3 a C4-2).

Stanoveni biologického statusu bunék ovlivnénych inhibitory histonovych deacetylaz
(NaB, SAHA a SBHA) zahrnujici zmény v poctu d¢licich se bunc€k a jejich viabilitu
vyuzitim systému xCelligence (Roche).

Detekce androgenového receptoru (AR), PSA a NcoA4 z jaderné a cytoplasmatické frakce

ovlivnénych bunék.



2 Soucasny stav FeSené problematiky
2.1 Androgenovy receptor

AR (androgen receptor) je nuklearni receptor a transkripéni faktor, ktery
zprostiedkovava biologickou aktivitu muzskych pohlavnich hormont, androgenti (Dehm et
Tindall, 2007). Aktivovany AR reguluje vyvoj prostaty, ale ma vliv i na také rist nadoru
prostaty (Culig et al., 1998). AR je ¢lenem steroidni proteinové rodiny, jeho velikost je 110
kDa all2 kDa. Gen pro AR se nachazi na dlouhém raménku chromosomu X. AR je schopen
regulovat expresi cilovych gend (Chahg et al., 1995) a jeho aktivita je dulezita pro spravny
vyvoj a funkci prostaty (Dehm et Tindall, 2007).

2.1.1 Struktura a funkce

Androgenovy receptor obsahuje ve své struktufe tii hlavni domény: NTD (N-terminal
domain), centradlni DBD (DNA-binding domain) a CTD (COOH-terminal domain). Mezi
DBD a CTD se nachazi kratky Usek —, hinge region®. NTD plni funkci aktivaéniho mista
AF-1 CTD se sklada z domény LBD (ligand-binding domain) a z aktivaéniho mista AF-2
(Bain et al., 2007), které vznika vazbou piislusného ligandu na LBD. Tato vazba zpusobi
zménu konformace CTD a zformovani AF-2, které slouzi jako vazebné misto pro

koaktivatory a korepresory (Hur et al., 2004, He et al., 2004).

Doména DBD a tsek ,,hinge region* hraji vyznamnou roli pfi dimerizaci AR a pfi jeho
vazbé na DNA. Vysoce konzervovand doména DBD se sklada ze dvou motivii zinkovych
prsti a z CTE (carboxy-terminal extension). Diky P-boxu, ktery ve své struktufe obsahuje
a-helix a ktery je umisténém na prvnim zinkovém prstu, je DBD schopna rozpoznat a vazat
se na DNA. Druhy zinkovy prst obsahuje D-box, ktery je sty¢nou plochou pii dimerizaci AR
(Dehm et Tindall, 2007).

Doména NTD je naopak flexibilni a dynamicka. Aktivita sekundarni struktury NTD
zavisi na bunéném typu, hladiné¢ androgent, vazebnych partnerech, typu post-transla¢nich
modifikaci nebo chromatinovém prostfedi. Tato doména se podili na transkripéni aktivité AR,
a to nezdvisle na domén¢ CTD. Tato schopnost souvisi S aktivatnim mistem AF-1,
které je hlavni oblasti zprostiedkovavajici transkrip¢ni aktivitu AR (Dehm et Tindall, 2007)
(obr. ).

Primarnimi fyziologickymi ligandy AR jsou testosteron a DHT (dihydrotestosterone).
Androgenovy receptor, na ktery neni navazany zadny ligand, se nachazi v cytoplasmé a tvoii
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komplex s HSPs (heat shock proteins), které maji ochrannou funkci a fadi se mezi chaperony.
Tento komplex vyvolava vysokou afinitu AR k androgentim. Po vazbé androgenu na AR
nastava zména konformace AR, ktera vede k disociaci chaperonového komplexu a fosforylaci
androgenového receptoru (Wang et al., 1999). Tyto zmény konformace AR podporuji jeho
dimerizaci. Nasleduje translokace AR do jadra, kde se vaze na AREs (androgen response
elements) nachazejicimi se na promotoru genu zpusobujiciho rlst a aktivitu prostatickych
bunék, PSA (prostate specific antigen) (Dehm et Tindall, 2007). Po vazbé AR na AREs
se dale na AR vazi koaktivatory, které hraji vyznamnou roli pfi iniciaci transkripce (Shang et
al., 2002).

Obr. I: Struktutura AR (upraveno podle Dehm et Tindall, 2007)

"hinge region"

ARE

2.2 PSA (prostate specific antigen)

PSA je cilovym genem androgenového receptoru. PSA je ¢lenem rodiny KLK (human
kallikrein family), kterd je tvofena serinovymi protézami (Heinlein et Chang., 2004). VSechny
geny kodujici proteiny této rodiny maji pét exonit podobné velikosti a vétSina téchto genil
je regulovéna steroidnimi hormony. Gen pro PSA koduje glykoprotein o velikosti 33 kDa,
ktery je tvofen polypeptidovym fetézcem obsahujicim 240 aminokyselin (Kim et Coetzee,
2004).

Serinové protedzy jsou syntetizovany ve form¢ inaktivnich proenzymi, které nejdiive
vznikaji jako pre-proenzymy. Proenzymy jsou aktivovany odstranénim 4 — 9 aminokyselin
z N-konce (Saxena et al., 2012). Vétsina gent rodiny KLK je obvykle aktivovana ¢leny stejné

rodiny nebo jinymi proteazami. PSA je In vitro aktivovan KLK2 (Kumaret al., 1997,
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Lovgrenet al., 1997). Funkci PSA jako enzymatického proteinu je inhibice srazeni semenné
tekutiny a jeho hlavnimi sloZzkami jsou seminogelin I a II, fibronektin, TGF (transforming
growth factor B), PTH (parathyroid hormone) a plasminogen (Kim et Coetzee, 2004, Yousef
et Diamandies, 2001).

Zvysené mnozstvi PSA v krevnim séru mtize signalizovat vyskyt karcinomu prostaty,

proto je PSA pouzivan jako biomarker pii diagndze tohoto onemocnéni (Nash et Melezinek,
2000).

2.2.1 Regulace exprese PSA

Exprese PSA je primarné¢ aktivovdna androgeny a regulovdana AR na tUrovni
transkripce. Androgenovy receptor reguluje expresi PSA prostfednictvim tii oblasti ARES
umisténymi v promotoru a u genu PSA v misté zesilovace (upstream enhancer). Promotor
PSA obsahuje TATA box, ARE I, ARE Il a SP-1 (Sadar et al., 1999). ARE | obsahuje
sekvenci, ktera se vyznacuje nejvyssi afinitou k vazbé AR (Riegman et al., 1991). ARE II
interaguje s jinymi oblastmi AREs pro zvyseni transkripéniho potencialu promotoru. Usek
genu PSA ,upstream enhancer obsahuje ARE IIl a vyznamné se uplatiiuje pii androgen-
stimulované expresi PSA (Cleutjens et al., 1996). Piidavné ARE (Huang et al., 1999) a CRE
(CAMP response element) souvisi s vysokou aktivitou AR (Sadar et al., 1999) (obr. I1). Neni
ovSem jasné, jestli transkripéni faktory citlivé k cAMP reguluji expresi genu PSA vazbou

na toto misto (Kim et Coetzee, 2004).

Transkripce PSA vyzaduje vazbu riznych proteint, které se vazi na androgenovy
receptor pifimo (primarni koaktivatory) nebo neptimo (sekundarni koaktivatory) (Rosenfeld
et Glass, 2001).

Obr. 1I: Struktury promotoru a ,upstream enhancer genu PSA (upraveno podle

Kim et Coetzee, 2004)

- ARE I CRE % ARE II ARE1 —M— TATA B

SP-1
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2.3 Koregulatory androgenového receptoru

Koreguldtory jsou biologické makromolekuly proteinového plvodu, které meéni

ligandovou specifitu AR a jeho schopnost vazat se na DNA (Richter et al., 2007).

Podstatou zmény transkripcni aktivity zpusobené vazbou koregulatori na AR jsou
zmény ve struktufe chromatinu (Jeronimo et al., 2011). Tyto zmény zahrnuji nejcastéji
acetyalaci, methylaci a forforylaci. Androgenovy receptor je cilem pifimé acetylace
a deacetylace (Wang et al., 2004). Acetylace méni afinitu histoni k DNA, ktera vede
k otevieni chromatinu, ktery je nasledné transkribovan. Deacetylace zpusobuje uzavieni
chromatinu a umlceni transkripce. Za acetylaci chromatinu je zodpovédny enzym histonova
acetyltransferdza (HAT — histone acetyltransferase). Deacetylace je zpusobena enzymem

histonova deacetylaza (HDAC — histone deacetylase) (Jeronimo et al., 2011).

Mezi kregulatory jsou fazeny koaktivatory a korepresory. Obecné plati,
ze koaktivatory zvySuji transkripéni aktivitu a korepresory transkripéni aktivitu naopak
snizuji. Mutace koaktivatorti a korepresortt mohou vést k nespravné funkci AR a zptsobovat

tak rizné nemoci mj. karcinom prostaty (Katzenellenbogen et al., 1996).

2.3.1 Koaktivatory androgenového receptoru

Koaktivatory jsou proteiny, které se vazi na aktivovany AR a zlepSuji jeho schopnost
aktivace cilového genu (Bevan et Parker, 1999). Koaktivatory ovliviiuji jevy vedouci
komplexu na promotoru cilového genu nebo pohyb RNA polymerdzy podél genu (Powell
et al., 2004).

2.3.1.1 Koaktivatory SRCs

Mezi nejlépe prostudované koaktivatory jadernych receptorii patii komplex
koaktovatortt SRCs (steroid receptor coactivators, také p160). Je to komplex tii ptibuznych
proteini o velikosti 160 kDa. Témito tfemi proteiny jsou SRC-1, SRC-2
(také GRIP1 — glucocorticoid receptor-interacting protein 1 nebo TIF2 — transcriptional
intermediary protein 2) a SRC-3 (také ACTR — activator of thyroid and retionic acid receptor
nebo AIB1 — amplified in breast cancer 1 nebo RAC3 — receptor-associated coactivator 3
nebo TRAML1 — thyroid activator molecule 1) (Trtkova et al., 2007).
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Na N-terminalnim konci SRCs proteint se vyskytuje doména bHLH-PAS (basic helix-
loop-helix-Per/ARNT/Sim) (Kim et al., 2003). Tato konzervovana doména slouZzi
pro interakci s transkripénimi faktory (Belandia et Parker, 2000, Chen et al., 2000).
Za interakci koaktivatoru s receptorem zodpovida centralni doména koaktivatoru, s motivem
LXXLL (L — leucin, X — jakakoliv aminokyselina) motivem (Heery et al., 1997).
Na C-terminalnim konci SRC se objevuji domény AD1 a AD2 (activation domain), které vazi
sekundarni koaktivatory. AD1 vaze acetyltransferazy p300 a CBP (CREB-binding protein).
Tato vazba je dulezitda pro aktivaci transkripce prostfednictvim SRCs (Xu et al., 2009).
AD2 interaguje s metyltransferazami  CARM1  (coactivator-associated  arginine
methyltransferase 1) a PRMT1 (protein arginine methyltransferases) (Brown et al., 2003).

Struktura SRC zajistuje vazbu piidavnych koregulatori a transkripénich faktort.
Vysledkem této vazby je zména struktury chromatinu, shromazdéni transkrip¢nich faktort,
produkce RNA polymerazy II a jeji vazba na DNA, ¢imz je aktivovana transkripce (Xu et Li,
2003, Zhang et al., 2004).

Me¢énici se koncentrace a aktivita SRCs je hlavnim faktorem pii regulaci genové
exprese. Mimobunécné podnéty prostfednictvim hormont, rastovych faktorti a cytokinini
maji za nésledek post-translatni modifikace SRCs, které urCuji stabilitu proteint

a transkripéni specifitu a aktivitu SRC (Xu et al., 2009).

Nefizené post-translaéni modifikace SRC hraji vyznamnou roli napiiklad pfi vyskytu

karcinomt (Xu et al., 2009).

2.3.1.2 Koaktivatory CBP a p300

Proteiny CBP (CREB-binding protein) a p300 jsou homolognimi koaktivatory.
Interaguji s transkripénimi faktory a diky své acetyltransferazové aktivité méni strukturu
chromatinu (Trtkova et al., 2007). Ve struktufre CBP a p300 se nachazi bromo-doména,
ktera se vaze na acetylované konce histont. Déle se ve struktute téchto koaktivatorti nachazi
CH1, CH2 a CH3 regiony (cysteine (C)-histidine (H)-rich region) a doména HAT. Nedilnou
soucasti HAT domény je tzv. ziknovy prst (Bordoli et al., 2001), jehoz hlavni funkci
je vazba na nukleozom (Ragvin et al., 2004), pticemzZ pro koaktivator p300 je zinkovy prst
postradatelny (Bordoli et al., 2001).

Koaktivatory CBP a p300 jsou také oznacovany jako sekundarni, protoze se na cilovy
gen vazi prostiednictvim koaktivatori SRC, ¢imz zesiluji jejich transkripéni aktivitu.
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Sekundarni  koaktivatory také podporuji postup celého transkripéniho mechanismu
k jadernému receptoru (Culig et al., 2004).

2.3.1.3 Koaktivatory Tip60

Dalsim typem koaktivatort s acetyltransferazovou aktivitou, ktery putuje mezi
cytoplasmou a jadrem (Culig et al., 2004), je koaktivator Tip60 (Tat-interactive protein)
o velikosti 60 kDa (Gaughan et al., 2002). Tip60 interaguje sandrogenovym receptorem
a to piimo prostiednictvim LBD domény (Brady et al., 1999) nebo navdzanim na doménu
HAT acetyluje histonové proteiny (Yamamoto et Horikoshi, 1997). Vazba Tip60 na AR je

zavisla na motivu LXXLL ptitomném na C-terminalnim konci Tip60 (Gaughan et al., 2001).

Pro vazbu Tip60 na AR je potiebna pfitomnost androgenu. Ov§em v na androgenech-
nezavislych liniich bun¢k byla pozorovana vazba Tip60 na AR i bez pfitomnosti androgent,
coz by mohlo vysvétlovat expresi genu regulovanych androgenovym receptorem pii navratu

(relapsu) onemocnéni karcinomu prostaty (Culig et al., 2004).

2.3.1.4 Koaktivator NcoA4

Studie poukazuji na roli koaktivatordi, které se nevyznacuji acetyltransferazovou
aktivitou (Alen et al., 1999). Mezi tyto koaktivatory patii NcoA4 (nuclear receptor coactivator
4, také ARA70 — androgen receptor-associated protein 70), ktery neni spfiznén s zZadnou
proteinovou rodinou. Gen pro tento protein se nachazi na chromosomu 10 a sklada se z deseti
exont (Kollara et Brown, 2012).

NCoA4 je znamy ve dvou variantach. ,,Full-length® NcoA4a o molekulové hmotnosti
70 kDa je tvoten 614 aminokyselinami (Yeh et Chang, 1996) a krat$i NcoA4p o molekulové
hmotnosti 35 kDa, dlouhy 286 aminokyselin (Alen et al., 1999). Ve struktuie NcoA4
se nachazi peptid ARA70N a peptid ARA70-N2, které interaguji s doménou aktivovaného
androgenoveého receptoru — LBD. Dalsi tii peptidy, ARA70-N1, ARA70-C a peptid obsahujici
motiv  LXXLL, nejsou interakce sdoménou LBD schopny. Interakce NcoA4 a AR
se uskuteénuje pomoci motivu FXXLF (F — fenylalanin, L — leucin, X — jakékoliv
aminokyselina), ktery je pfitomny ve struktufe peptidu ARA70-N2, proto je tento usek
pro NcoA4 nepostradatelny. Klasicky motiv LXXLL se uplatituje pfi reakci NCoA4 s jinymi
receptory (Hu et al., 2004). NcoA4p neobsahuje tsek s motivem FXXLF, piesto ale s AR
reaguje, a to vyhradné v oblasti N-terminalniho konce AR (Peng et al., 2008).
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NcoA4 postradd acetyltransferazovou aktivitu, ale reaguje s p/CAF (p300/cCAMP
response element binding protein (CREB) binding protein (CBP)-associated factor) (Alen
et al., 1999), tudiz je mozné, ze NcoA4 ovlivituje tvorbu komplexu p/CAF — receptor (Kollara
et Brown, 2012). NcoA4 je oproti p 160 lokalizovan pifednostné v cytoplasmé,
kde pravdépodobné zvySuje aktivitu receptoru, ovliviiuje presun receptoru do jadra

a receptorovou stabilitu (Hu et al., 2004).

2.3.2 Korepresory androgenového receptoru

Korepresory AR pisobi na vazbu agonisty na AR, na deasociaci komplexu

AR-chaperon, translokaci do jadra a vazbu AR na cilovy gen a tim ovliviuji transaktivaci AR.

2.3.2.1 Korepresory SMRT a NCoR

Nejlépe prozkoumanou skupinou korepresori které vazi enzymy histonovych
deacetylaz je SMRT (silencing mediator of retionic and thyroid hormone receptors)
a piibuzny NCoR (nuclear receptor corepressor) (Ordentlich et al., 2001, Wagner at al.,
1998).

SMRT se vaze na doménu LBD doménu androgenového receptoru a tato vazba miize
byt posilena pfitomnosti domény DBD a oblasti ,,hinge region®. SMRT muze interagovat

s AR v pfitomnosti i nepfitomnosti agonisty nebo antagonisty (Wang et al., 2004).

NCoR interaguje s AR piimo, a to v pfitomnosti i nepfitomnosti androgenu. Interakci

mezi AR a NcoR zprostifedkovava C-terminélni konec koaktivatoru (Cheng et al., 2002).

Inhibi¢ni aktivita SMRT 1 NCoR spociva ve vazb& histonovych deacetylaz
nebo inhibici vazby C-terminalniho konce AR s jeho N-terminalnim koncem. SMRC je take
schopny kompetice s koaktivatory, kdy NCoR potlacuje transaktivaci zabranénim vazby
koaktivatoru na AR (Wang et al., 2004).

2.4 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty vznikd ze Zldzového epitelu zadniho laloku prostaty. Normalni
prostatu tvofi sekrecni epitelialni bunky, které exprimuji PSA, a bazalni epitelidlni buiiky,
kter¢ PSA neexprimuji. Déle je norméalni prostata tvofena builkami stromatu a bazalni

membranou (obr. III). Na androgenech je zavislé pouze preziti sekrecnich epitelidlnich bunék.
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Rast prostatickych bunék je zavisly na androgenech, ale jsou schopné piezivat i bez

ptitomnosti androgenu (Kolat et al., 2003).

Obr. IlI: Rozdil mezi normalni prostatou a karcinomem prostaty (upraveno podle
Kolaf et al., 2003)

Normalni prostata Karcinom prostaty

androgen-dependentni buiiky

androgen-independentni builky

epitel

sekre¢ni buiiky

bazélni buiiky

bazalni membrana

2.4.1 Vliv androgenového receptoru na vznik karcinomu prostaty

Androgeny, které v téle koluji po obdobi puberty i po vyvoji a rustu prostaty, udrzuji
sekre¢ni funkci prostaty. V piipadé vzniku karcinomu prostaty dochazi k obnoveni ristu
bunék na androgenech zavislych (androgen-dependentni). Cilem &by je odstranéni
androgenti chemickou nebo chirurgickou kastraci. Tato terapie zpocatku vede k zastaveni
rustu nadoru a k jeho regresi, ale po urcité dobé se nddorové onemocnéni, i pies absenci
androgenti a pfitomnost anti-androgenti, vraci. VétSina progredujicich nadorti prostaty
se vyznacuje expresi AR (Powell et al., 2004). Aktivace AR, ktera neni zplisobena vazbou
androgenu, muZe byt zplsobena mutacemi AR, nadmérnym vyskytem koregulacnich
proteinli, post-translacnimi modifikacemi nebo pozménénou aktivitou koregulatort
androgenového receptoru. Pri¢inou abnormalni aktivace AR muze byt také zména signélni
transdukce podporujici vazbu mezi AR a koaktivatorem nebo potlacujici vazbu AR
a kerepresoru (shrnuto v Dehm et Tindall, 2007). Tato aktivace AR pftispiva k na androgenech

nezavislému (androgen-independentnimu) stavu onemocnéni (Powell et al., 2004).

V jadrech nadorovych bunék stimulovanych AR se shromazd’'uje PSA (Saxena et al.,
2012). ZvySena hladina PSA podporuje transaktivaci AR indukovanou NcoA4 (nuclear
receptor coactivator 4). Toto se d€je ovlivnénim signalni drahy p53, coz ma za nasledek

potlac¢eni apoptozy a zvySeni proliferace bunék nadoru prostaty (Niu et al., 2008).
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Na androgenech nezavisly stav nadorovych bunck je podporovan koaktivatorem
NcoA4, ktery interaguje s AR a ovliviluje jeho aktivitu nejen v pfitomnosti agonisty, ale také
V piitomnosti antagonisty. Muze tedy pfispivat k aktivaci AR v pfitomnosti anti-androgenu,
¢imz se bunky stavaji na androgenech nezavislymi (Rahman et al. 2003). Koaktivator NcoA4

mohl byt tak mohl byt potencialnim cilem pti 16¢bé karcinomu prostaty (Hu et al., 2004).

2.4.2 Epigenetické modifikace zptisobené HDAC
Zmény v expresi supresorovych genii byvaji u nadorovych onemocnéni zpusobeny
mutacemi. Pfi¢inou mohou byt také epigenetické modifikace, které mohou ovlivilovat

genovou transkripci, jako jsou metylace a demetylace DNA (a také histoni) nebo acetylace
a deacetylace (Kim et Bae, 2011).

Rovnovéha mezi acetylacemi a deacetylacemi, kterd je obvykle striktné regulovana,
je naruSena v piipadé vyskytu nadorovych nebo i jinych nemoci (Kim et Bae, 2011).
Pro bunky nadorovych linii je typicka vysoka hladina HDACs, které zpusobuji hypo-acetylaci
histonovych proteint (Yoo et Jones, 2006, Nakagawa et al., 2007).

Doposud bylo detekovano osmnact HDACs, které jsou rozdélovany do ctyi skupin.
V aktivnim mist¢ enzymi skupiny I, II a IV se nachazi molekula zinku. Histonové

deacetylazy pattici do skupiny IV misto zinku obsahuji NAD" (tab. I).

Tab. I: Skupiny HDACs (upraveno podle Lane et Chabner, 2009)

Skupina Enzym Lokalizace Pm;?lfo“
HDAC 1,
I HDAC 2, jadro ano
HDAC 8
HDAC 4,
la HDAC 5, jadro, ano
HDAC 7, cytoplasma
HDAC 9
HDACS,
Ib HDAC 10 cytoplasma ano
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Skupina Enzym Lokalizace |P¥tomnost Zn?*

1l "Sirtuins" 1 -7 variabilni ne
jadro,
v HDAC 11 ano
cytoplasma

2.4.3 Inhibitory histonovych deacetylaz

Novou skupinou proti-nadorovych latek jsou inhibitory histonovych deacetylaz,
které ovliviuji aktivitu transkripénich faktort. Tyto latky hraji roli jak v epigeneticke,
tak v non-epigenetické regulaci. Zptisobuji apoptozu a potlacuji bunéény cyklus nadorovych
bun¢k (Blander et Guarente, 2004). Hyper-acetylace zptisobena vlivem inhibitori HDACs
podporuje vazbu transkripéniho faktoru na DNA (Lane et Chabner, 2009).

Inhibitory HDACs podporuji expresi genu p21, ktery reguluje bunéény cyklus. Vlivem
inhibice HDACs také dochazi k blokaci komplexu cyklin/CDK (cyclin-dependent kinase)
(Richon et al., 2000, Sandor at al. 2000), ktery je dulezity pro to, aby se buika dostala
do mitézy (Kolar et al, 2003) a k naslednému potlaceni bunétného cyklu a zastaveni
diferenciace bunék (Richon et al., 2000, Sandor et al. 2000). K hyper-acetylaci vlivem
inhibitorat HDACs dochazi jak v nddorovych, tak v normalnich butikach, ale pro normalni
buriky jsou inhibitory histonovych deacetylaz relativné netoxické (Richon et al., 1998, Butler
et al., 2000).

Inhibitory HDACs se vazi na molekulu zinku v aktivnim misté¢ enzymu a tak jsou
schopny potladeni enzymové aktivity (Kim et Bae, 2011). Kviili pfitomnosti NAD*v aktivnim
misté skupiny IV histonovych deacetyldz, nemaji inhibitory na tuto skupinu vliv (Blander
et Guarente, 2004).

Inhibitory HDACs jsou podle své struktury déleny do c¢tyf tiid — hydroxamové
kyseliny, cyklické peptidy, alifatické kyseliny a benzamidy (tab. II). Funkéni skupinou
hydroxamati, mezi které patii SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) a SBHA
(suberohydroxamic acid), je sulfidrilova skupina, ktera je schopna reagovat se zinkem

v aktivatnim misté histonové deacetylazy (Furumai et al., 2002). Skupina alifatickych

19



kyselin, do které¢ patfi butyrat sodny nebo fenylbutyrat, ma pomérné¢ slabou inhibi¢ni aktivitu

(Xu et al., 2007).

Inhibice HSP90 (heatshock protein 90) zptisobena inhibitry HDACs vede k inaktivaci
ochranné funkce chaperonu a nasledkem je degradace nadorového proteinu (Kim et Bae,
2011).

Tab. Il: Tfidy inhibitord HDACs a jejich ucinné koncentrace in vitro (upraveno podle
Lane et Chabner, 2009)

Trida Inhibitor e it
specifita koncentrace
Vorinostat
(Zolinza),
suberoylanilide N TAY pmol/i
hydroxamic
acid
Trichostatin A
(TSA) 1A pmol/i
, LAQ824 A 1 AV nmol/l
Hydroxamové
kyseliny
Panobinostat
(LBH589) LI,V nmol/I
Belinostat
(PXD101) 1Y pumol/I
ITF2357 I 1,1V pmol/i
Cyklické zﬁﬁ:ggggﬂe I (hlavng ol
peptidy FK228) HDAC 1, 2)
Entinostat I (hlavng
Benzamidy (SNDX- pmol/i
275/MS-275) HDACL,2,3)
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Trida Inhibitor HDAC it
specifita koncentrace
Entinostat
I (hlavné
(SNDX- pmol/i
275/MS-275) HDAC L, 2,3)
Benzamidy
MGCD0103 I nmol/l
Valproic acid I, lla mmol/I
Al\(hfatl_cke Phenylbutyrate I, lla mmol/Il
yseliny
AN-9, pivanex | neni znamo pmol/I
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3 Material a metodika

V experimentalni Casti bakalaiské prace byly pouzity prostatické nadorové bunécné
linie PC3, DU145 (ATCC, Rockville, Maryland, USA) a C4-2 (UroCor Labs, Oklahoma City,
Oklahoma, USA). VSechny tyto tii bunééné linie jsou na androgenech nezavislé (androgen —

nesenzitivni).

3.1 Detekce viability bunék

3.1.1 MTT test

MTT test je zalozeny na schopnosti zivych bunék redukovat MTT
(3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) na modry formazan. Tato
reakce probihd za pomoci mitochondrialni dehydrogendzy a intenzita modrého zbarveni

produktu je méfitelna pomoci spektrofotometru (Carmichael et al., 1987).

Pii tomto experimentu byly na dvé mikrotitracni desticky s 96 jamkami do 100 pl
média DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) nasazeny prostatické bunééné linie PC3
a DU145 (ptiloha T — II). Buné&na linie C4-2 (piiloha III) byla nasazena na mikrotitra¢ni
desticku do 100 pl média RPMI (Roswell Park Memorial Institute). Oba typy medii byly bez
FBS (fetalni bovinni sérum). Ve vsech piipadech bylo pouzito 4,5 x 10° — 5 x 10% bun&k
na jamku. Po 24hodinovém hladovéni bunék inkubovanych pti 37 °C a v 5% atmosféie CO,
bylo k médiu ptidano 50 pl odpovidajiciho média, které obsahovalo FBS a trojnasobnou
koncentraci testovanych latek — NaB (sodium butyrate) (pfiloha IV, VI, VIII), SBHA
(suberoyl bis-hydroxamic acid) a SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid). V ptipadé
testované latky NaB byl jako kontrola pouzit roztok 0,3% DMSO (dimethyl sulfoxide)
a v pripadé¢ SBHA byl pouzit roztok 0,03% DMSO (tab. Il1). Roztoky s témito koncentracemi
byly pouzity pfi pfipraveé roztoki testovanych latek (tab. IV - 1X).

Buiky byly ovliviiovany po dobu 24, 48 a 96 hodin. V piipadé 96hodinového
ovlivnéni bylo médium po 48 hodinach vyménéno. Poté bylo do jamek ptfidano 10 ul MTT.
Po 4hodinové inkubaci byla reakce zastavena ptidanim 100 pl 10% SDS (sodium laureth
sulfate). Buiiky byly po dobu minimalng 20 minut umistény do inkubatoru o teploté 37 °C.

Meéfieni absorbance bylo provadéno pti vinové délce 570 nm.
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Tab. 111: Slozeni roztokd média a DMSO jako negativni kontroly pro MTT (10 ml)

Trojnasobna DMSO DMnEél\c/ili/lTrE xil Koneéna
koncentrace (100%) [pl] ] koncentrace
0,3% DMSO 3 997 0,10%
0,03% DMSO 30 970 0,01%
Tab. IV: Slozeni roztokt testované latky SAHA pro MTT (1 ml)
DMSO (mgﬁm) sy | SAHA Konetn4
(0,03%) ] m (0,03 mmol/l) | koncentrace
SAHA
30 pumol/I* 9997 3 - 10 pmol/l
SAHA
22,5 umol/l 250 - 750 7,5 pmol/l
SAHA
15 pmol/] 500 - 500 5 umol/I
SAHA
7.5 umol/l 750 - 250 2,5 pumol/I

“Objem 10 ml; pouzit jako pracovni roztok pro piipravu niz§ich koncentraci SAHA

Tab. V: Slozeni roztoku testované latky SBHA pro MTT (1ml)

DMSO SBHA Koo
(0,03%) (L mmoll) | onecna
oncentrace
[ul] [ul]

SBHA

61, 26 mmol/l 9387 61,26 20,42 mmol/l
SBHA

6. 12 mmol/l 993,87 6,126 2,042 mmol/l
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DMSO SBHA (1 Kone¢na
(0,03%) [pi] mmol/l) [ul] koncentrace

SBHA

0,3 mmol/l 999,3 0,3 0,03 mmol/l

Tab. VI: Slozeni roztoku testované latky NaB pro MTT (1 ml)

([(; IXI?’SO% NaB NaB Konecna
’[ul] (500 mmol/l) (15 mmol/l) koncentrace
NaB
15 mmol/I* 9700 300 - 5 mmol/I
NaB 800 ; 200 1 mmol/l
5 mmol/I

“Objem 10 ml; pouzit jako pracovni roztok pro ptipravu nizsi koncentrace NaB

3.1.2 Systém xCelligence

Systém xCelligence vyuziva aktualniho stavu impedance — elektrického odporu
Vv prostiedi, kterym prochazi stiidavy elektricky proud — ke kontinualnimu monitorovani

viability, migrace a invaze bunék v realném case (Atienza et al., 2006).

Bunky pfislusné bun&cné linie jsou nasazovany na elektronické desticky, které jsou
spojeny se zlatymi mikroelektrodami. Pisobenim stfidavého proudu (méné nez 20 mV)
vznika mezi mikroelektrodami elektrické pole. Mikroelektrody jsou v kontaktu s médiem
a mohou tak reagovat na pocet bun¢k pokryvajicich elektrody, morfologii bun¢k a jejich
ptilnavost k povrchu. Tyto faktory méni elektrickou impedanci, ktera je analyzovéna pouzitim

RTCA software 1,2. (Ziebolz et al., 2010).

Pro systém xCelligence byly pouzity bunky linie C4-2. Do jamek elektrickych
destidek byly do 150 pl média RPMI (bez FBS) nasazeny buiiky (4 x 10* bungk/jamka)
a po 24 hodinéach bylo do jamek pfiddno 50 pl média obsahujiciho ¢tyfnasobnou koncentraci
testovanych latek (tab. VII). Jako kontrola bylo pouzito 0,04% DMSO (vysledna koncentrace
byla 0,01%), které bylo piipraveno smisenim 0,04 pl 100% DMSO a 999,6 pl média RPML
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Roztok 0,04% DMSO byl déle pouzit jako pracovni roztok pro pfipravu roztokl testovanych
latek. Buiiky byly ovliviilovany a monitorovany po dobu 24, 48 a 96 hodin. Po uplynuti této
doby byly hodnoceny vysledné grafy.

Tab. VII: SloZeni roztoku testovanych latek SAHA a SBHA pro stanoveni xCelligence

(1 ml)
SAHA DMSO -
@oommoln) | vy | O | o
[ul] [ui
0 iﬁ%\m 0.4 - 999,6 0,01 mmol/l
0 gﬁﬁm 02 - 999,8 0,005 mmol/l
0 f Bmmm - 0,4 999,6 0,1 mmol/l
81 gg;lﬁ;mn - 81,68 918,32 20,42 mmol/l

3.2 Kaultivace a ovliviiovani bunécnych linii

Pro ovliviiovani testovanymi latkami SAHA a SBHA byla pouZita bunééna linie C4-2.
Podle wvysledkii systému xCellignece byla zvolena délka ovlivnéni 48 a 72 hodin

pro naslednou izolaci proteinid z ovlivnénych bunék.

Prostatickd bunécnéd linie C4-2 byla nasazena na Petriho misky (primér 10 cm)
V poctu 1 x 10° na misku. Buriky byly kultivovany v médiu RPMI pti teploté 37 °C a v 5%
atmosféfe CO,. Asi po dvou dnech, kdy jejich konfluence dosahla 60 — 80 %, bylo médium
RPMI vyménéno za médium Snize uvedenymi koncentracemi latek SAHA a SBHA
(tab. VI1I).

Pro ovlivnéni testovanou latkou SAHA bylo pouzito osm misek. Dvé misky byly
kontrolni a obsahovaly 0,03% DMSO, které bylo ptipraveno smisenim 3 pl 100% DMSO
a 9997 pl média RPMI. Bunky na tfech miskach byly ovlivnény testovanou latkou SAHA
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o koncentraci 5 pumol/l a dalsi tfi misky byly ovlivnény testovanou latkou SAHA
o koncentraci 10 pmol/l. V piipad€¢ ovlivnéni bunék latkou SBHA byly ovliviiovany buiky
kultivované opét na osmi miskach. Dvé z nich byly ovlivnény latkou SBHA o koncentraci
10 umol/l, dalsi dvé misky byly ovlivnény SBHA o koncentraci 100 pumol/l a na zbyvajicich
ctyfech miskach byly buniky ovliviiovany SBHA o koncentraci 1 mmol/I.

Po 48 a 72hodinové inkubaci bunék v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% atmosfére

CO; byly z bunééného lyzatu izolovany cytosolické a jaderné proteiny.

Tab. VIII: Slozeni roztoki pro jednotliva ovlivnéni (10 ml)

Typ ovlivnéni (103?1%)”0 1S ?nlgﬁl Médium RPMI
[ul] [ul] (1]
o,ogéA rlr_:QoI/I 0,5 - 9999,5
O,OSZLArrll_Irrﬁ)I/I 1 - 9999,9
O,OslBr:rr'?oI/I - 0,1 9999,9
0,1S ?nFrLAmn il 1 9999
1Srr?r:|cﬁ/| - 10 9990

3.3 Analyza proteini

3.3.1 Izolace proteini

Z ovlivnénych bunék linie C4-2 byly pomoci kitu Qproteome Cell Compartment Kit

(Quiagen) izolovany cytosolické a jaderné proteiny. Extrakéni pufry byly pfipraveny

dle navodu dodavaného vyrobcem kitu (tab. 1X).
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Z Petriho misek bylo odsato médium a na kazdou misku byly napipetovany 2 ml
vychlazeného roztoku 1 x PBS. Pomoci plastové stérky byly z povrchu misek umisténych
na ledové tfisti seskrabany bunky. Suspenze bunék byla pienesena do popsanych zkumavek
0 objemu 15 ml. Ze dvou misek se stejnym ovlivnénim byla bunécnd suspenze pienesena
do jedné zkumavky, ze tfi nebo Ctyf misek se stejnym ovlivnénim bunék byla suspenze
ptenesena do dvou zkumavek. Na Petriho misky byly opét napipetovany 2 ml vychlazené¢ho
roztoku 1 x PBS a zbytky bunécné suspenze byly opét preneseny do prislusnych zkumavek.
Nasledné¢ byly pouzity 4 ml vychlazeného roztoku 1 x PBS, kterym byly misky opét dikladné
oplachnuty, a roztok se zbylymi buitkami byl pfenesen do zkumavek. Zkumavky s bunécnou

suspenzi byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 500 x g a 4 °C.

Centrifugaci ziskany supernatant byl opatrné odsat. Bunény pelet byl re-suspendovan
ve 2 ml vychlazeného roztoku 1 x PBS a pfemistén do popsanych 1,5ml mikrozkumavek.
Pocet mikrozkumavek odpovidal poctu pouzitych ovlivnéni. Nésledovala centrifugace
po dobu 10 minut pti 500 x g a 4 °C. Supernatant byl opatrné odstranén a cely tento krok byl

zopakovan.

Bunéény pelet byl re-suspendovan v 1 ml vychlazeného extraéniho pufru CEI
a mikrozkumavky byly umistény po dobu 10 minut na tfepacku (25 ota¢ek/min) v chladové
mistnosti pfi teploté 4 °C. Ziskany lyzat byl centrifugovan 10 minut pfi 1000 x g a 4 °C.
Supernatant z kazdé¢ mikrozkumavky byl ptenesen do nové popsané mikrozkumavky. Takto

ziskané cytosolické proteiny byly uchovany na v ledové tfisti.

Bunéény pelet byl re-suspendovan v 1 ml vychlazeného extraéniho pufru CE2
a mikrozkumavky sroztoky byly umistény po dobu 30 minut na tiepacku ve 4 °C.

Po centrifugaci pti 6000 x g a 4 °C byl supernatant opatrné odstranén.

Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 7 pl nukledzy Bensoase a 13 pl destilované
vody. Bunéény pelet byl re-suspendovan a 15 minut inkubovan pii pokojové teploté.
Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 500 pl vychlazeného extracniho pufru CE3, suspenze
byla promichéna a po dobu 10 minut umisténa na tiepacku ve 4 °C. Naslednou 10minutovou
centrifugaci pii 6800 x g a 4 °C byly ziskany jaderné proteiny, které byly pieneseny
do novych popsanych mikrozkumavek a umistény do ledové triste. Ziskané cytosolické

a jaderné proteiny byly uchovéavany pti -80 °C.
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Tab. IX: Priprava extrakénich pufrii

. Roztok
Pufr Ce'ko["ni’l]objem inhibitoru
proteasy [ul]
CEl 1 10
CE2 1 10
CE3 0,5 5

3.3.2 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinit v cytosolické a jaderné frakci byla zjiSténa pomoci metody

Bradfordové.

Podle poctu vzorkl bylo stanoveno mnozstvi ¢inidla Bradfordové, které bylo ziskano
smisenim ¢inidla Bradfordové (BioRad) se sterilni deionozovanou vodou v poméru 1 : 4.
Do zkumavy byl umistén navlhceny filtracni papir, ptes ktery byl roztok ¢inidla Bradfordové

filtrovan v tmavé mistnosti pii 4 °C.

Jako standard byl pouzit gamaglobulin (1 mg/ml), ktery byl do mikrotitra¢ni desticky
s 96 jamkami napipetovan v sestupné koncentra¢ni fadé. Jako prvni byl do jamek nanesen
gamaglobulin v téchto objemech: 1 ul, 2 pul, 3 pl, 4 ul, 5 pl a 10 pl. Poté bylo do jamek
ve shodném potadi pfidano 9 ul, 8 ul, 7 ul, 6 ul, 5 ul a 0 ul sterilni deionizované vody.

Do tfi jamek (triplet) byl pfenesen vzdy 1 ul daného vzorku, ke kterému byl ptidan
1 pl sterilni deionizované vody. Nésledn€¢ bylo do kazdé jamky ptiddno 200 pl nafedéného
¢inidla Bradfordové. Stejny objem tohoto Cinidla byl pouzit jako slepy vzorek (blank). Slepy

vzorek byl nandSen také ve ttech opakovanich.

U vzorkl byla na spektrofotometru métena absorbance pii 595 nm. Podle ziskanych
hodnot absorbance byla sestavena kalibracni kiivka, na jejimz zékladé¢ byly vypocteny

koncentrace proteint v jednotlivych vzorcich (ptiloha X).
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3.3.3 Western blot analyza (Imunoblot)

Western blot spociva v pfeneseni separovanych proteint z polyakrylamidového gelu

na nitrocelulosovou membranu ptasobenim elektrického proudu a nasledné imunodetekci.

Pro rozdéleni proteinti podle jejich velikosti v polyakrylamidovém gelu byla pouzita

horizontalni elektroforeticka separace (SDS — PAGE).

Pro pieneseni proteinti z gelu na nitrocelulosovou membranu byla zvolena metoda
blotovani (semi-dry) a vizualizace proteind spocivala v nepiimé imunodetekci specifickych

protilatek.

3.3.3.1 Elektroforéza

Na zéklad¢ stanovenych koncentraci bylo vypocteno, kolik pul daného vzorku obsahuje
30 pg proteind a toto mnozstvi bylo doplnéno pufrem 1 x LBS (4 x LBS) do objemu 50 pl.
Standard molekulové hmotnosti byl piipraven smisenim 2 pl hmotnostniho standardu (Full

Range Molecular Weight Marker Rainbow, Sigma-Aldrich) a 38 pl 1 x LSB pufru.

Pro elektroforetickou separaci proteint byl pouzit 10% délici gel a 5% zaostrovaci gel
(tab. X). Po sestaveni aparatury pro elektroforézu byl do aparatury mezi skla o tloustce
1,5 mm nalit délici gel, ktery byl pievrstven N-butanolem. Po 30minutové polymeraci
déliciho gelu byl N-butanol vylit a jeho zbytky byly odstranény pomoci filtraéniho papiru
a promytim 1 mol/l Tris — HCI pufru pH 6,8. Na dé€lici gel byl nalit roztok zaostfovaciho gelu,

do kterého byl umistén hieben. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byl odstranén hieben.

Gel byl vyjmut z aparatury, jamky byly promyty elektroforetickym pufrem a gel byl
umistén do elektroforetické komirky. Do pftislusného oddilu elektroforetické komirky byl
nalit elektroforeticky pufr a jamky byly jesté¢ jednou timto pufrem promyty. Jako prvni byl
napipetovan standard molekulové hmotnosti. Vzorky byly po 1minutové inkubaci
v termobloku pii 100°C (denaturace proteinll) a kratkém centrifugovani na stolni mini
centrifuze napipetovany do dalSich jamek. Po napipetovani vSech vzorkt byla elektroforeticka
komurka doplnéna elektroforetickym pufrem. Na elektroforetickou komurku byl pfipevnén
kryt, ktery byl nasledné pfipojen ke zdroji elektrického napéti. Elektroforetickd separace
probihala po dobu 30 minut pfi 80 V a nésledn¢ 2 — 3 hodiny pti 100 V.
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Tab. X: Slozeni 5% zaosttovaciho a 10% déliciho polyakrylamidového gelu

5% zaostfovaci “1r
Sloka gel bz Frf,lll‘]c‘ gel
[ml]
Akrylamid/N,N-
bisakrylamid 1 6,7
(29:1)
Deionizovana 41 7.9
voda
Tris — HCI
1 mol/l 0,75 -
(pH 6,8)
Tris — HCI
1,5 mol/l - 5
(pH 8,8)
10% SDS 0,06 0,2
10% APS 0,06 0,2
TEMED 0,006 0,008

3.3.3.2 Blotovani (pieneseni proteini na membranu)

Skla s gelem byla vyjmuta z elektroforetické komurky a byla od sebe oddé¢lena.
Byl odstranén zaostifovaci gel a délici gel byl umistén do transferového pufru, ve kterém byl
po dobu 20 minut umistén na tfepacku (55 otdcek/minutu). Membrana a filtra¢ni papiry byly

v transferovém pufru promyvany 5 minut.

Blotovaci zafizeni bylo lehce navlhceno transferovym pufrem. Na navlhéeném misté
byl sestaven blotovaci mdastek (filtracni papir, membrana, gel filtraéni papir).
Pii kazdém kroku byla pouzita sklenénd tyCinka pro stlaceni mustku a transferovy pufr
pro navlh¢eni. Aparatura byla piikryta vikem a ptipojena ke zdroji elektrického napéti. Prenos

proteinti na membranu probihal 40 minut pii 20 V.
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3.3.3.3 Imunodetekce

Membrana byla po dobu 5 minut barvena v Ponceau S a poté bylo pozadi odbarveno
pomoci 10% kyseliny octové. Z membrany byly odiiznuty tseky, které podle standardu
odpovidaly molekulové hmotnosti sledovanych proteini — AR (110 a 112 kDa) a ARA70
(70 kDa). Z membrany byly také ziskany prouzky odpovidajici molekulové hmotnosti
GAPDH (37 kDa) a Lamin A/C (28 a70 kDa). Tyto ¢asti membrany byly pouzity jako
kontroly (GAPDH pro cytosolické proteiny a Lamin A/C pro jaderné proteiny).

Prouzky odpovidajici molekulové hmotnosti AR byly promyvany v pufru 1 x PBS
a prouzky membrany odpovidajici molekulové hmotnosti ARA70, GAPDH a LaminA/C
vpufru 1 x TBS. Promyvédni probihalo 3 minuty na tfepacce pii pokojové teploté.
Néasledovalo 1 — 2hodinové blokovani nespecifickych vazebnych mist na membrané pomoci
blokovaciho pufru. Poté byla membréna odpovidajici molekulové hmotnosti AR promyvana
po dobu 3 — 5 minut v roztoku PBS s Tween 20 (1 x PBS + 0,1% Tween 20). Prouzky
membrany odpovidajici molekulové hmotnosti ARA70, GAPDH a Lamin A/C byly
promyvany po stejnou dobu v roztoku TBS s Tween 20 (1 x TBS + 0,1 % Tween 20).

Prouzek membrany odpovidajici molekulové hmotnosti AR byl ponofen do mysi
monoklonélni protildtky AR441 (Santa Cruz Biotechnology), ktera byla nafedéna
5% roztokem suSené¢ho odtucnéného mléka v pufru 1 x PBS (fedéni 1 : 200, objem 10 ml).
Prouzek membrany odpovidajici molekulové hmotnosti GAPDH byl ponofen do mysi
monoklonélni protilastky GAPDH (Sigma, fedéni 1 : 10000, objem 10 ml). Prouzky
membrany odpovidajici molekulové hmotnosti ARA70 a Lamin A/C byly umistény
do pfislusnych krali¢ich polyklonalnich protilatek, které byly obé€ pouZity se stejnym fedénim
(1 : 1000, objem 10 ml). Membrany byly s protilatkami inkubovany pifes noc na tfepacce

umisténé ve 4 °C.

Po odstranéni primarnich protilatek byly prouzky membran po dobu 45 minut
promyvany. Prouzek membrany odpovidajici molekulové hmotnosti AR byl promyvan
vroztoku 1 x PBS s 0,1 % Tween 20 a prouzky membrany odpovidajici molekulové
hmotnosti ARA70, GAPDH a Lamin A/C byly promyvany v roztoku 1 x TBS s 0,1% Tween
20. Promyvani probihalo na tfepacce (50 otacek/minutu) pii pokojové teploté a roztoky byly

po 15 minutach ménény.
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Prouzky odpovidajici molekulové hmotnosti AR a GAPDH byly inkubovany
s anti-mysi (anti-mouse goat) sekundarni protilatkou (fedéni 1 : 6000) a prouzky odpovidajici
molekulové hmotnosti ARA70 a Lamin A/C s anti-krali¢imi (anti-rabbit mouse) sekundarnimi
protilatkami (fedéni 1 : 5000). Inkubace se sekundarnimi protilatkami probihala pfi pokojové
teploté po dobu 30 nebo 45 minut na tiepacce (50 otacek/minutu). Po odstranéni sekundarnich
protilaitek byly prouzky membran po dobu 45 minut promyvany. Prouzek membrany
odpovidajici molekulové hmotnosti AR byl promyvan v roztoku 1 x PBS s 0,1% Tween 20
a prouzky membrany odpovidajici molekulové hmotnosti ARA70, GAPDH a Lamin A/C byly
promyvany v roztoku 1 x TBS sTween 20. Promyvani probihalo na tfepacce

(50 otacek/minutu) pii pokojové teploté a roztoky byly po 15 minutadch ménény.

Po pfidani substratu (SuperSignal West Dura) a 3 minutové reakci v temné mistnosti

nasledovala vizualizace chemiluminiscen¢niho signalu prostfednictvim piistroje LI-COR.

3.4 Pouzité roztoky

10% DMSO (Dimethylsulfoxid)
— 1ml 100% DMSO
— Doplnit do 10 ml sterilni deionizovanou vodou

— Ptipravovat Cerstvy nebo uchovavat v. mrazéku

10 x PBS pufr
— 160 g NaCl
— 4gKCl
— 64,2 g NapHPO,
— 49 KyHPO,
— Doplnit do 2 | sterilni deionizovanou vodou a autoklavovat

— Uchovavat pti pokojové teploté
10% SDS (sodium laureth sulfate)

— 409 SDS

— Rozpustit ve 400 ml sterilni deionizované vody

— Uchovavat v tmavé¢ sklenéné 1ahvi se sklenénou zatkou pti pokojové teploté
10 x TBS

— 24,2 g Tris-base
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80 g NaCl
Rozpustit v 1 | sterilni deionizované vody

Blokovaci pufr

15 ml 10x TBS

7,5 g suSeného odtu¢néného mléka

150 pl Tween 20

Doplnit do 150 ml sterilni deionizovanou vodou

Elektroforeticky pufr (5 x)

15,1 g Tris

5,09 g SDS

72 g glycinu

Doplnit do 1 | sterilni deionizovanou vodou

Uchovavat ve sklenéné lahvi

Transferovy pufr

2,9 g glycinu

5,8 g Tris

0,37 g SDS

200 ml methanolu

Promyvaci pufr

500 ml 1 x TBS (resp. PBS)
500 pl Tween 20

Primary antibody dilution pufr

2ml 10 x TBS

18 ml sterilni deionozované vody
1gBSA

20 pl Tween 20

3.5 Média pro praci s bunéénymi kulturami

DMEM

100 ml DMEM
1 ml 10% roztoku FBS
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— 1 ml roztoku glutaminu o koncentraci 2 mmol/Il
— 1 ml roztoku antibiotik PenStrep

— Uchovavat v lednici

— 100 ml RPMI — 1640 with L — glutamin and 15 mmol/l Hepes without Sodium
bicarbonate

— 1 ml 10% roztoku FBS

— 1 ml roztoku glutaminu o koncentraci 2 mmol/I

— 1 ml roztoku antibiotik PenStrep

— 1 ml roztoku pyruvatu sodného o koncentraci 100 mmol/I

— Uchovévat v lednici

3.6 Seznam chemikalii

— 3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
— Akrylamid/N,N-bisakrylamid

- BSA

— Butanol (Lach — Ner)

— Butyrat sodny (Sigma — Aldrich)

— Cinidlo Bradfordové — Protein Assay Dye Reagent (Bio — Rad)
— Dimethyl suldoxid 100% (Sigma — Aldrich)

— DMEM (Gibco)

— Dodecylsulfat sodny

— Fetalni bovinni sérum 100% roztok (Gibco)

— Gamaglobulin (Bio — Rad)

— Glycin (Sigma — Aldrich)

— Hydrogenfosfore¢nan draselny

— Hydrogenfosforecnan sodny

— Chlorid draselny

— Chlorid sodny

— Kyselina chlorovodikova 35% roztok

— Kyselina octova 10%

— LSB

— Methanol
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- PBS

— Peroxosiran amonny

— Protilatka ARA70 (Bethyl Laboratories Inc.)

— Ponceau S (Serva)

— Protiléatka anti-krali¢i (Cell Signaling Technology)

— Protilatka anti-mysi (Santa Cruz Biotechnology)

— Protilatka AR (441): sc-7305 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

— Protildtka GAPDH (Sigma)

— Protilatka Lamin A/C (Cell Signaling Technology)

— Protildtka PSA — AMACR P504S (Chemicon International a Serologicals Company)
— RPMI (Sigma — Aldrich)

— Standard molekulové hmotnosti — Full-range Rainbow (Amersham Biosciences USA)
— Suberoylanilide hydroxamova kyselina (Sigma — Aldrich)

— Suberoyl bis-hydroxamova kyselina (Sigma — Aldrich)

— SuperSignal West Dura (Thermo Scientific)

- TBS

— Tetramethylethylendiamin (Promega)

— Tris (Serva)

— Tween 20 (Serva)

3.7 Vybaveni laboratore

— Automaticka pipeta Pipets - akku (Hirschman Laborgerate)
— Blotovaci filtracni papir
— Blotovaci membrany
— Blotovaci zatizeni Trans-blot SD Semi-dry transfer cell (Bio-Rad)
— Centrifuga 3K30 (Sigma)
— Centrifuga MR22i (Jouan)
— Centrifugac¢ni zkumavky, 15 ml
— Digitalni vaha (Kern)
— Elektroforeticka aparatura, skla 1,5mm, hiebeny 10 zubi (Bio-Rad)
— Flow box (MSC — Advantage)
— Chladnicka (Gorenje)
— Inkubétor (Heracel)
— Mikropipety (Eppendorf)
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Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)
Mikrotitracni desticka, 96 jamek
Mikrozkumavky (Eppendorf)

Mrazici box VX490 E (Jouan)

Mraznicka (Siemens)

Nitrocelulosovd membrana (Amersham Biosciences)
Nuzky

Petriho misky, 10 cm

Pipetové nastavce (Mirschmann Laborderate)
Plastove stérky (Biologix Research Company)
Sklenéné kapilary

Sklenéné pipety

Spektrofotometr PowerWawe XS (Bio-Tek)
Sterilni jehly

Sterilni mikrozkumavky (Eppendorf)

Sterilni Spic¢ky (Eppendorf)

Sterilni zkumavky, 15 ml (Gama group)
Stolni centrifuga (Chemikalien laborbedarf)
Talifovy rotéator (Stuart)

Termoblok — AccuBlock (Labnet)

Ttepacka Sky Line (EImi)

Vakuova pumpa (Millipore)

Vodni lazen (Biotech)

Zdroj elektrického napéti (Mayor Science)
Zkumavky Falcon, 50 ml
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4  Vysledky

4.1 Viabilita bunék

Zivotaschopnost (viabilita) bundk prostatické nadorové linie C4-2, které byly
ovliviiovany dvéma inhibitory HDACs — SAHA a SBHA, byla zji§tovana pomoci MTT testu.
Byly pouzity tyto koncentrace SAHA - 0,001 mmol/l, 0,005 mmol/l a 0,01 mmol/l.
Koncentrace 0,1 mmol/l, 2 mmol/l a 20 mmol/l byly zvoleny pro ovlivnéni SBHA (obr. 1V).
Buniky byly ovliviiovany po dobu 24, 48 a 92 hodin. Pro kontrolni ovlivnéni bylo pouzito
0,01% DMSO.

Obr. IV: Viabilita bun¢k po ovlivnéni SAHA a SBHA a néasledném spektrofotometrickém
stanoveni (MTT test)
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Nejvétsi cytotoxicky ucinek byl zjistén u ovlivnéni testovanou latkou SBHA
mmol/l (obr. V, VI). Se zvysujici se koncentraci SAHA a SBHA se zvySoval cytotoxicky
uc¢inek téchto latek u ovlivnénych bunék. Pouzité koncentrace testované latky SAHA byly
o tad nizsi nez koncentrace SBHA, a pfesto po 48 hodinach mé¢la testovana latka SAHA
o koncentracich 0,005 mmol/l na buiikky vyssi toxicky uc¢inek nez SBHA o koncentraci
0,1 mmol/l (obr. VI). Cytotoxicky uc¢inek nejvyssi koncentrace SBHA (20 mmol/l) se
po 48 hodinach nepatrné snizil (obr. V, VI).
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Obr. V: Viabilita bunék po ovlivnéni vybranymi koncentracemi SAHA (0,01 mmol/I,
0,005 mmol/l) a SBHA(20 mmol/l) a néasledném spektofotometrickém stanoveni

(MTT test)
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Obr. VI: Viabilita bun€k po ovlivnéni vybranymi koncentracemi SAHA (0,005 mmol/l)
a SBHA (20 mmol/l, 0,1 mmol/l) a nasledném spektofotometrickém stanoveni

(MTT test)
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Utinek obou latek byl kontinualng sledovan u ovlivnénych bunék linie C4-2 systémem
xCelligene. Sledované buiikky byly ovlivnény vybranymi koncentracemi SAHA a SBHA
(Obr. VII, VIII) tak, aby mohly byt porovnany s vysledky MTT testu (Obr. V, VI). Viabilita



ovlivnénych bun¢k byla monitorovana priabézné po dobu 96 hodin. Pro kontrolni ovlivnéni

bylo pouzito 0,01% DMSO.

Vysledky ziskané pomoci sytému xCelligence odpovidaly vysledkim MTT testu.
Nejmensi cytotoxicitou se vyznacovala testovana latka SAHA o koncentraci 0,005 mmol/l,
ktera téméf odpovidala kontrolnimu ovlivnéni (Obr. VII, VIII). Nejvétsi cytotoxické aéinky
byly zaznamenany u ovlivnéni SBHA o koncentraci 20 mmol/l (obr VII, VIII) a SAHA
0 koncentraci 0,01 mmol/l (obr VII), jejichz toxicita byla zvlast patrna po prvnich
24 hodinach. Viabilita bun€k u kontrolniho ovlivnéni a bunék ovlivnénych SAHA
o koncentraci 0,005 mmol/l a SBHA o koncentraci 0,1 mmol/l nebyla zpocatku nijak
vyznamné ovlivnéna, ale po 65 hodindch se mozny toxicky ucinek latek téchto koncentraci

zacal projevovat (obr. VII). Tento jev byl sledovan i u kontrolnich vzorkd.

Obr. VII: Viabilita bun¢k po ovlivnéni SAHA (0,005 mmol/l) a SBHA (0,1 mmol/l,

20 mmol/l) monitorovana systémem xCelligence
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Obr. VIII: Viabilita bunék po ovlivnéni SAHA (0,005 mmol/l, 0,1 mmol/l) a SBHA

(20 mmol/l) monitorovana systémem xCelligence
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4.2 Western blot analyza

Pro analyzu proteint byla zvolena metoda ,,Western bloting*. Proteiny byly izolovany
Z bun¢k, které¢ byly po dobu 48 a 72 hodin ovliviiovany koncentracemi testovanych latek
SAHA a SBHA. Jako kontrola bylo zvoleno ovlivnéni bunék 0,1% DMSO. Jako kontrola
mnozstvi nanaSenych proteint byla pro cytosolické proteiny pouZita protilatka proti GAPDH
a pro jaderné proteiny byla pouzita protilatka proti Lamin A/C (obr. IX). V nésledujicich
experimentech slouzil jako kontrola pro obé bunééné frakce GAPDH (obr. X, XI).

Pro ziskani proteinového lyzatu byly buiky ovlivnény koncentracemi SAHA
0,005 mmol/l a 0,01 mmol/l, a koncentracemi SBHA 0,01 mmol/I, 0,05 mmol/l, 0,1 mmol/ml

a 1 mmol/I.

Exprese AR byla v cytosolické frakci mirné snizena po 48hodinovém a 72hodinovém
ovlivnéni SAHA o koncentraci 0,01 mmol/l, a to v porovnani sexpresi AR u bunék
ovlivnénych SAHA o koncentraci 0,005 mmol/l (Obr. IX, X). Podobné snizeni bylo
detekovano u NcoA4 v cytosolu zieteln€ji po 72hodinovém ovlivnéni bunék SAHA o
koncentraci 0,01 mmol/l (Obr. IX). Opakovany Western blot nepotvrdil snizenou expresi
Nco4 (Obr. X). Podobné nepatrné snizeni exprese proteinu PSA bylo detekovano u bunék

ovlivnénych SAHA o koncentraci 0,01 mmol/l (obr. X) u 48 i 72hodinového ovlivnéni bunék.
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Androgenovy receptor, na rozdil od Nco4 a PSA, nebyl v jaderné frakci detekovan (obr. IX -
XI). Testovana latka SBHA v pouzitych koncentracich neméla vliv na expresi zadného ze

sledovanych proteini (Nco4, PSA) v cytosolické i jaderné frakci (obr. XI).

Obr. IX: Imunodetekce sledovanych proteinit (AR, NcoA4, PSA) po ovlivnéni SAHA
(0,005 mmol/l, 0,01 mmol/l) a SBHA 0,01 mmol/Il
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Obr. X: Imunodetekce sledovanych proteini (AR, NcoA4, PSA) po ovlivnéni SAHA
(0,005 mmol/l, 0,01 mmol/l) a SBHA 0,01 mmol/l
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Obr. Xl: Imunodetekce sledovanych proteini (AR, NcoA4, PSA) po ovlivnéni SAHA
(0,005 mmol/l, 0,01 mmol/l) a SBHA 0,01 mmol/l
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5 Diskuse

V 1é¢bé karcinomu prostaty jsou v posledni dobé intenzivné studovany inhibitory
histonovych deacetylaz, které by se tak mohly stat zakladem epigeneticky cilené 1é¢by tohoto
onemocnéni (Blander et Guarente, 2004). Tato prace se soustied'uje na dva z inhibitord
HDACs — SAHA a SBHA. Podle exprerimenti provedenych v ramci této bakalarské prace
bylo zjisténo, Ze cytotoxicita obou téchto latek byla zavisla na jejich koncentraci, ale jejich
vliv na expresi sledovanych proteinti se lisil. Snizeni exprese AR (Obr. IX) i PSA (obr. X)
v cytosolické frakci bylo pozorovano v piipadé ovlivnéni testovanou latkou SAHA
0 koncentraci 0,01 mmol/l (obr IX, X). Podobné sniZzeni exprese sledovaného koaktivatoru
NcoA4 bylo v cytosolické frakci detekovano také po ovlivnéni SAHA (obr. IX). V piipadé
testované latky SBHA nebyl zjistén zadny vliv na expresi sledovanych proteinti
(obr. IX — XI). Oba inhibitory HDACs, SAHA a SBHA, sice patii do stejné skupiny
hydroxamovych kyselin, ale jak z nasich vysledkd vyplyva, mechanismus jejich ucinku je

ziejme odlisny.

Testovana latka SAHA ma 1 pfes niZsi testované koncentrace vyssi vliv na Zadouci
snizeni exprese AR, PSA 1 NcoA4. Koaktivator NcoA4 se piednostné nachazi v cytoplasmé,
kde ovliviiuje pfesun AR do jadra (Hu et al., 2004). Jelikoz v této préci bylo detekovano
sniZeni exprese NcoA4 v cytoplasmée po 72 hodinach a pfi stejnych podminkach byla sniZzena
translokace AR do jadra, lze fici, Ze tyto vysledky koresponduji s timto tvrzenim. Snizeni
exprese NcoA4 vlivem inhibitorti histonovych deacetylaz bylo zjisténo i pfesto, ze tento

koaktivator postrada acetyltrasnsferdzovou aktivitu (Alen et al., 1999).

cv v

kdy viabilita bunék neklesla pod 50 % (obr. IV). Pfi testovani pomoci MTT testu byl nejvetsi
cytotoxicky ucinek sledovan u SBHA o koncentraci 20 mmol/l (Obr. V, VI). Nicméné v této
studii nelze porovnavat oba inhibitory HDACs, ponévadZz nebylo pouzito pii ovliviiovani

bunck stejnych koncentraci.

Dulezitym se jevi ovSem porovnani dvou testi bunééné viability — MTT test a systém
xCelligence. Viabilita bunék ovlivnénych SAHA o koncentraci 0,005 mmol/l oproti
kontrolnimu vzorku klesla, ale v porovnani s ostatnimi koncentracemi obou inhibitort neméla
vyrazny ucinek (obr VII, VIII). SBHA o koncentraci 20 mmol/l vykazovala nejvyssi
cytotoxicitu, coz bylo potvrzeno 1 u ostatnich testovanych koncentraci obou latek shodn¢ jak
MTT testem, tak systémem xCelligence (Obr. V — VIII).
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6 Zavér

V této bakalatfské praci byla vapracovana literarni reSerSe vénujici se problematice
karcinomu prostaty. Pozornost byla vénovéana struktufe a funkci AR a PSA a jejich vlivu
vznik a vavoj karcinomu prostaty. VIiv na AR maji také koregulatory a tato prace se
soutied’'uje zejména na koaktivator NcoA4. Experimentalni ¢ast prace se soustfed’uje na vliv

histonovych deacetylaz, jejichz struktura a vliv je taktéz popsan v teoretické Casti.

V experimentalni ¢asti této prace byl sledova vliv dvou inhibitord histonovych
deacetylaz (SAHA a SBHA) na bunéénou viabilitu a molekularni zmény u na androgenech
nezavislé prostatické bunécné linie C4-2. V prvni ¢asti byla pozorovana cytotoxicita téchto
inhibitort a nasledné byl zjistovan vliv téchto latek na expresi AR, PSA a NcoA4

v cytosolické a jaderné proteinové frakci.

Pomoci MTT testu bylo zjisténo, Ze na viabilitu bunék méla nejvétsi vliv SBHA
0 koncentraci 20 mmol/l a SAHA o koncentraci 0,01 mmol/l nasledné se viabilita bun¢k
zvySovala s Klesajicimi koncentracemi. Nejniz$i cytotoxicitu vykazovala SAHA o koncentraci
0,005 mmol/l, ktera byla téméf srovnatelna s kontrolnim vzorkem. Tyto vysledky byly
potvrzeny systémem xCelligencem. Koncentrace, které vykazovaly nejvétsi cytotoxicitu,

mély na builky nejvétsi vliv po prvnich 24 hodinéach ovliviiovani.

Proteinova analyza ukazala, ze na zmény v expresi sledovanych proteini mé vliv
inhibitor SAHA. Pokles exprese AR vV cytoplasmé byl v ptipadé SAHA o koncentraci
0,01 mmol/l pozorovan pii 48 1 72hodinovém ovlivnéni. Po 72hodinovém ovlivnéni byla
sniZzena také exprese koaktivatoru NcoA4, tento vysledek ale nebyl opakovanou analyzou
potvrzen. Pii stejné koncentraci SAHA byla ovlivnéna také exprese PSA pii 48
I 72hodinovém ovlivnéni. V jaderné frakci byl po ovlivnéni SAHA detekovan pouze PSA

a NcoA4.

Snizeni exprese AR by mohlo souviset se snizenou expresi NcoA4, ktery muze
ovlivitovat aktivitu AR také v pfitomnosti antagonisty (Rahman et al. 2003). Inhibitor
histonovych deacetylaz SAHA podle ziskanych vysledku ovlivituje NcoA4 a nasledné expresi

AR. Také snizuje expresi PSA, jehoZ zvySena hladina indukuje transaktivaci AR.
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7 Seznam pouZitych zkratek

AD1
AD2
AF-1
AF-2
AR
ARAT0Q
AREs
bHLH-PAS
CARM1
CBP
CDK
CH1
CH2
CH3
CRE
CTD
CTE
DBD
DHT
DMEM
DMSO
DNA

F

FBS
HAT
HDAC
HSP
kDa
KLK

L

LBD
MTT

activation domain 1

activation domain 2

aktivacni misto 1

aktivacni misto 2

androgenovy receptor, androgen receptor
androgen receptor-associated protein 70
androgen response elements

basic helix-loop-helix-Per/ARNT/Sim
coactivator-associated arginine methyltransferase 1
CREB-binding protein
cyclin-dependent kinase

cysteine (C)-histidine (H)-rich region 1
cysteine (C)-histidine (H)-rich region 2
cysteine (C)-histidine (H)-rich region 3
CAMP response element
COOH-terminal domain
carboxy-terminal extension
DNA-binding domain)
dihydrotestosterone

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dimethyl sulfoxide

deoxyribonukleova kyselina
fenylalanin

fetalni bovinni sérum

histone acetyltransferase

histone deacetylase

heat shock protein

kiloDalton

human kallikrein family

leucin

ligand-binding domain

3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
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NcoA4 nuclear receptor coactivator 4

NCoR nuclear receptor corepressor

NTD N-terminal domain

PSA prostaticky specificky antigen, prostate specific antigen

PSB phosphate buffered saline

p/CAF p300/cAMP response element binding protein (CREB) binding protein
(CBP)-associated factor

PRMT1 protein arginine methyltransferases

PTH parathyroid hormone

SAHA suberoylanilide hydroxamic acid

SBHA suberohydroxamic acid

SDS sodium laureth sulfate

SMRT silencing mediator of retionic and thyroid hormone receptors

SRC steroid receptor coactivator

TGFpB transforminggrowthfactor 3

Tip60 Tat-interactive protein 60

Tris trishydroxymethylaminomethan

TSB tris buffered saline

X jakakoliv aminokyselina
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9 Prilohy

Priloha I: Viabilita bunék bunécné linie PC3 po ovlivnéni testovanou latku SBHA
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Piiloha II: Viabilita bunék bunééné linie DU145 po ovlivnéni testovanou latku SBHA
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Priloha I11

: Viabilita bun¢k bunééné linie C4-2 po ovlivnéni testovanou latku SBHA

Viabilita bunék [%]

105
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95

110
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85

24

48

96

Délka ovlivnéni [h]

OSBHA 0,01 mmol/I
B SBHA 0,05 mmol/Il
B SBHA 0,1 mmol/Il

SBHA po dobu 24 hodin

Piiloha IV: Namétené absorbance a viabilita bunék ovliviiovanych testovanou latkou NaB a

03% | NaB | NaB | DMSO S%'IA SBHA SBZ'SA
DMSO |1 mmol/l {5 mmol/l | 0,03% ' 2 mmol/I
mmol/I mmol/I
048 | 0392 | 0332 | 0487 | 0359 | 039 | 0,25
0467 | 0408 | 0376 | 0518 | 0415 | 0419 | 0,256
Naméfend | 0,559 | 0475 | 0437 | 0585 | 046 | 0393 | 0,331
ABS 0567 | 0371 | 0323 | 0585 | 0,343 | 0411 | 0,343
0,617 | 0405 | 0,371 | 0,638 - - -
0,636 | 0465 | 0432 | 0,65 - - -
Primeérna
ABS 0,554333 0577167| - - ;
86,59055 | 70,71562 | 59,8918 |84,37766 | 64,76252 | 71,43721 | 45,09925
84,24539 | 73,60197 | 67,82927 | 89,74872 | 74,86475 | 75,58634 | 46,18163
Viabilita |100,8419]73,06078 | 66,92728 [101,3572 70,89601 | 59,7114
bunék  [102,2851| - - |101,3572|61,87617 | 74,14316 | 61,87617
111,3049| - - 1105399 - - -
114,7325| - - 1126101 - - -
Primeérna
viabilita |100,0001 | 72,45945 | 64,88278 | 99,99994 | 67,16781 | 72,63985 | 53,21711
bunék
Smérodaind | |4 534959|4,345783| - |6,820183|2,225911 |8,804408
odchylka
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Piiloha V: Namétené absorbance a viabilita bun¢k ovliviiovanych testovanou latkou SAHA

po dobu 24 hodin

0,03% | SAHA S’;"QA SAHA SégA SAHA
DMSO | dpmol/l | =5 | Spmoll | % |10 pmol/
0487 | 0499 | 0468 | 0461 | 0474 | 0473
0518 | 0542 | 0502 | 0481 | 0484 | 0475
o 0585 | 0556 | 0526 | 0519 | 0516 | 0522
Naméfena ABS 3 coc 10,501 ; 0,467 ] 0,478
0,638 | 0,537 ] 0,483 ] 0,476
065 | 0,567 - 0,517 - 0,521
Primema ABS | 0577167 | - - - ] ]
84,37766 | 86,45678 | 86,97656 | 79,8729 | 82,12528 | 81,95202
89,74872 | 93,90696 | 91,1348 | 83,3381 | 83,85788 | 82,29854
Viabilita bungi | 101:3572 | 96,3326 ~ | 80,91246 | 89,4022 | 82,81832
101,3572 | 86,8033 ~ |8368462| - 82,4718
110,5399 | 93,04066 | - - ] ]
112,6191 | 98.23847 | - - - -
Primeéma | o9 99994 | 9246313 | 89,05568 | 81,95202 | 85,12845 | 82,38517
viabilita bunék
SR i 487556 | 2,940321 | 1,855313 | 3.801207 | 0,36067
odchylka

Priloha VI: Naméfené absorbance a viabilita bunék ovliviiovanych testovanou latkou NaB a

SBHA po dobu 48 hodin

0,3% NaB 1 NaB1 | 0,03% S%I—1|A SBHA 2 SEESIA
DMSO | mmol/l | mmol/l | DMSO ’ mmol/I
mmol/I mmol/I
0,551 0,337 0,318 0,678 0,317 0,266 0,168
0,518 0,375 0,303 0,641 0,369 0,297 0,165
Naméiena 0,612 0,442 0,353 0,694 0,41 0,258 0,201
ABS 0,606 0,392 0,294 0,71 0,296 0,28 0,219
0,64 0,384 0,3 0,735
0,725 0,437 0,336 0,774
Primérna
ABS 0,608667 0,705333
90,52569 (61,61004 | 52,24532 | 96,12481 | 44,94331 | 37,71268 | 23,81854
85,10401 | 64,40303 | 49,78092 | 90,87906 | 41,96599 | 42,10777 | 23,39321
Viabilita 100,5476 | 63,08868 | 48,30227 | 98,39324 36,57847 | 28,49718
bunék 99,56183 49,28803 | 100,6617 39,69756
105,1478 104,2061
119,1128 109,7354
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03% | NaB | NaB | 003% S'(B)'IA SBHA SBZ';A
DMSO |1 mmol/l |1 mmol/l| DMSO ' 2 mmol/l
mmol/l mmol/l
Pramema
viabilita  |104,8677|39,73637 | 35,86037 | 31,70047 | 2,105282 | 30,80371 | 2,831993
bunék
SICIOMatma 1,3973 |1,677483 56,09644 | 38,15809 | 25,23631
odchylka

Piiloha VII: Naméiené absorbance a viabilita bunék ovliviiovanych testovanou latkou SAHA
po dobu 48 hodin

DMSO | saHA1 | SAHA T sapas | SAHA Tsapa 10
003% | pmold | 2° | wmold | "2 | umold
pumol/l umol/l
0678 | 0489 | 0439 | 0385 | 0369 | 0362
0641 | 0544 | 046 | 0417 | 0397 | 0383
. 0694 | 0561 | 0498 | 0443 | 0421 | 0397
Naméfena ABS == 0,495 0,386 0,37
0735 | 0,554 0,421 0,364
0,774 | 0,555 0,447 0,408
Priméma ABS | 0,705333
96,12481 | 77,12669 | 65,21742 | 59,12101 | 52,31572 | 51,32328
90,87906 | 79,5369 | 70,60495 | 62,80721 | 56,28547 | 54,30059
Viabilita bunek | 98:39824 | 78,5446 59,68812 | 59,68812 | 56,28547
100,6617 | 78,68624 63,37432 52,45749
104,2061 51,60683
109,7354 57,84502
Viairﬁliltl;eiﬁiék 100 | 78,47357 | 67,91119 | 61,24767 | 56,09644 | 53,96978
SIS 0,099167 | 3,809556 | 2,153269 | 3,689836 | 2,659468
odchylka

a SBHA po dobu 96 hodin

Priloha VIII: Naméfené absorbance a viabilita bun€k ovliviiovanych testovanou latkou NaB

DMSO | NaB1 | NaB5 | 0,03% S%'IA SBHA 2 SBZ'SA
0,3% mmol/l | mmol/l | DMSO ' mmol/l

mmol/I mmol/I

1,079 0,462 0,278 1,021 0,464 0,129 0,105

1,094 0,45 0,295 1,101 0,487 0,148 0,106

Naméiena 1,12 0,53 0,336 1,166 0,519 0,135 0,115

ABS 1,104 0,471 0,273 1,154 0,433 0,153 0,123
1,177 0,461 0,292 1,204
1,335 0,51 0,352 1,412
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DMSO | NaB1 | NaB5 | 0,03% S%HlA SBHA 2 SBZ'SA
0,3% mmol/l | mmol/l | DMSO ’ mmol/I
mmol/I mmol/I
Primérna
v 1,1515 1,176333
93,70387 | 40,12158 | 24,14242 | 86,79515 | 39,44461 | 10,96628 | 8,926044
95,00651 | 39,07946 | 25,61876 | 93,59595 | 41,39984 | 12,58147 | 9,011054
Viabilita [97,26444|46,02692]29,17933(99,12159 | 43,86513 | 11,47634 | 9,776143
bunék 95,87495 | 40,90317 | 23,70821 | 98,10147 | 36,80931 | 13,00652 | 10,45622
102,2145 [ 40,03474 | 25,35823 | 102,352
115,9357 | 44,29006 | 30,56882 | 120,034
Primérna
viabilita 100 |41,74265| 26,4293 | 100 |2,989483|0,947584 | 0,719243
bunék
SRCIG i 2,763562 | 2,797737 40,37972 | 12,00765 | 9,542366
odchylka

po dobu 96 hodin

Piiloha IX: Naméiené absorbance a viabilita bunék ovliviiovanych testovanou latkou SAHA

DMSO | saHAa1 | SAHA T sapas | SAHA Tsapa 10
0,03% pumol/l e pmol/l 73 umol/1
pumol/l umol/1
1021 | 0633 | 0495 | 0411 | 0307 | 0,254
1,101 | 0692 | 0514 | 0454 | 0318 | 0,263
. 1,166 0,72 0578 | 0472 | 0358 | 0,294
Naméfena ABS == 010 622 0,424 0,258
1,204 | 0,667 0,454 0,272
1412 | 0,716 0,471 0,29
Primérna ABS | 1,176333
86,79515 | 53,81129 | 42,07992 | 34,93909 | 26,09805 | 39,23209
93,59595 | 58,82688 | 43,69511 | 38,59451 | 27,03316 | 22,35762
Viabilita bunek | 9912159 | 61,20716 | 49,13575 | 40,12469 | 30,43356 | 24,99292
98,10147 | 52,87618 36,04422 21,93257
102,352 | 56,70162 38,59451 23,1227
120,034 | 60,86712 40,03968 24,65288
Viaiﬁzeﬁiék 100 | 57,38171 | 44,97026 | 38,05612 | 27,85492 | 26,04846
Smérodatnd | h\1c | 3539161 | 3.606711 | 2,124002 | 2,281584 | 6572561
odchylka
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Piiloha X: Koncentrace cytosolickych (CP) a jadernych (JP) proteinti po izolaci

Rozdil mezi
pramérnou ABS | Koncentrace

a slepym proteind

Primérna ABS vzorkem [mg/ml]

g CP DMSO 0,403 0,147666667 0,2945

.E CP 5 umol/l SAHA 0,388 0,132666667 0,2497

é CP 10 pmol/l SAHA 0,336 0,080666667 0,0943

é JP DMSO 0,717333333 0,462 1,2336

§ JP 5 pmol/l SAHA 0,517 0,261666667 0,6351

< JP 10 pumol/l SAHA 0,468 0,212666667 0,4887

-z | CP 10 pmol/l SBHA 0,4515 0,196166667 0,4379
>

E 100 pmf):lljl SBHA 0,386 0,130666667 0,2377

§ CP 1 mmol/l SBHA 0,327 0,071666667 0,0634

._% JP 10 umol/l SBHA 0,4985 0,243166667 0,6092

A::j JP 100 pmol/l SBHA 0,625 0,369666667 0,9767

" JP 1 mmol/l SBHA 0,404 0,148666667 0,3363
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