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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A549
AA+BIS
AMACR
AMXA3
APS
AR
ATCC
ATP
Bax

BC
Bcl-2
Bcl-X.
Bid

Bik

Bim
Bmf
BPE
BSA
CDK

Cki

DAPI
DHT
DISC

DMEM

DMSO
DNA
DU-145
E2F

bunécna linie odvozena od karcinomu plic
akrylamid/bis-akrylamid 30%

a-methylacetyl koenzym A racemaza

annexin A3

peroxodisiran amonny

androgenovy receptor

z angl. American Type Culture Collection
adenosintrifosfat

z angl. Bcl-2 associated protein X

bunécny cyklus

B-buriky CLL/lymfom 2, z angl. B-cell lymphoma 2

z angl. B-cell lymphoma-extra large

z angl. BH3 interacting-domain death agonist

z angl. Bcl-2 interacting killer

z angl. Bcl-2 interacting mediator of cell death

z angl. Bcl-2 modifying factor;

extrakt hovézi hypofyzy, z angl. bovine pituitary extract
hovézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumine
cyklin-dependentni kindza, z angl. cyclin-dependent
kinase

inhibitor cyklin-dependentni kinazy, z angl. cyclin kinase
inhibitor

4',6-diamidino-2-fenylindol

dihydrotestosteron

signalni komplex indukujici bunéénou smrt, z angl. signal
complex indicating cell death

kultivaéni médium z angl. Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

bunécna linie odvozena od karcinomu prostaty

transkrip&ni faktor



ECM
EDTA
EGF
EGFR
ER (a/B)
EZH2

Fas

FbGF
FBS
HDAC
HelLa
Hep3B

HepG2.2.15

HRP
Hsp
ICs0
ICE
IGF-I, 1l
LNCaP
LS 180
LSB
MCF-7
Mcl-1

Mcm-7

MTT

MYC
NCI-H460
NF-kB
PARP
PBS

PC-3

extracelularni matrix

ethylendiamintetraoctova kyselina

z angl. epidermal growth factor

z angl. epidermal growth factor receptor

estrogenovy receptor (a/p)

z angl. enhancer zeste homolog 2

transmembranovy receptor zapojeny do apoptdzy, tzv.
receptor smrti

z angl. fibroblast growth factor

fetalni bovinni sérum

histonové deacetylazy

bunécna linie odvozena od karcinomu délozniho hrdla
bunécéna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
bunécéna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
kfenova peroxidaza, z angl. horseradish peroxidase
.heat shock® proteiny

50% inhibiéni koncentrace

z angl. In Cell ELISA

z angl. insulin-like growth factor

bunécna linie odvozena od karcinomu prostaty

bunééna linie odvozena od kolorektalniho karcinomu
Laemmliho pufr, z angl. Laemmli Sample Buffer
bunécna linie odvozena od karcinomu prsu

myeloidni bunécna leukémie 1, zangl. myeloid-cell
leukemia 1

z angl. minichromosome maintance complex
component 7
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
regulacni onkogen

bunécna linie odvozena od karcinomu plic

nuklearni faktor kappa B

poly(ADP-ribdza)polymeraza

fosfatovy pufr, z angl. phosphate buffer saline

bunécna linie odvozena od karcinomu prostaty
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PCA3

PFA
PIA

PIN

PR
PSA
PSMA
RAS
Rb
RIPA

RNase A
ROS
RPMI 1640

RWPE-1
SDS
SDS-PAGE

SFM
SKOV-3
Src
TBS
TdT

TEMED
TGF-B
TNF ()
TPP
TRIS

prostaticky nadorovy antigen 3, z angl. prostate cancer
antigen 3

paraformaldehyd

proliferativni  zanétliva atrofie, z angl. proliferative
inflammatory atrophy

prostaticka intraepitelialni neoplazie, z angl. prostatic
intraepithelial neoplasia

progesteronovy receptor

prostaticky specificky antigen

prostaticky specificky membranovy antigen

z angl. rat sarcoma

retinoblastomovy protein, z angl. retinoblastoma protein
lyzaCni pufr, zangl. radioimmunoprecipitation assay
buffer

z angl. ribonuclease A

reaktivni formy kysliky, z angl. reactive oxygen species
kultivacni médium, zangl. Roswell Park Memorial
Institute

bunécna linie odvozena od nenadorovych bunék prostaty
dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza za pouziti
dodecylsiranu sodného, z angl. Sodium-dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis

z angl. serum free medium

nadorova ovarialni bunécna linie

nereceptorova proteinova tyrozinkinaza

z angl. tris-buffer saline

terminalni deoxynukleotidyltransferaza, z angl. terminal
deoxynucleotidyl transferase

tetramethyllethylendiamin

z angl. transforming growth factor-beta

tumor nekrotizujici faktor (a)

z angl. Techno plastic products

tris(hydroxymethyl)aminometan
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TUNEL z angl. Terminal deoxy - nucleotide transferase (TdT) -
mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end
labeling
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1 UvoD
Rakovina prostaty je vyznamnou zatézi pro vefejné zdravi a nejCastéjsi
pri€inou nemocnosti a umrtnosti muzd na celém svété. Karcinom prostaty je
po karcinomu plic a tlustého stfeva treti nejcastéjSi nador muzil, ktery vede
ke smrti (MaCak et al. 2012). Vzhledem k rostoucimu poctu pacientd
s diagnostikovanym karcinomem prostaty jsou hledany nové latky, které by
mély pfiznivé vysledky pfi IéEbé zminéného nadorového onemocnéni.
Srdecni glykosidy jsou sekundarni metabolity rostlin, jeZz se vyuzivaly
uz v lidové mediciné. Nachazi se skoro v celé rostling, ale liSi se
napf. mnozstvim v rGznych &astech rostliny a jejich hlavnim udkolem je
ochrana proti Skidcim (Zalucki et al., 2001). Nejznaméjsi latkou je digoxin,
jehoz extrakt se ziskava z naprstniku Cerveného (Digitalis purpurea L.).
V soudasné dobé& jsou srdeéni glykosidy diky svym inotropnim® G&inkam
pouzivany jako kardiotonika, ale existuje fada studii zabyvajicich se
mechanismy protinadorové aktivity srdecnich glykosidd u nadorovych
bunécénych linii (Elbaz et al., 2012; Varbanov et al., 2017; Winnicka et al.,
2006; Yeh et al., 2003; Yin et al., 2014; Zhang et al., 2018).

! ovlivAujici svalovy stah
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2 CILE PRACE

1. Vypracovat literarni reSersSi na zadané téma.

2. Stanovit viabilitu nadorovych a nenadorovych bunék po ovlivnéni

testovanymi derivaty srdecnich glykosidu.

3. Charakterizovat vliv testovanych derivatl srde¢nich glykosid na integritu
buné&nych sféroidl, bunécny cyklus, apoptotickou bunéénou smrt a expresi

receptorl pro steroidni hormony.
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3 TEORETICKA CAST

V teoretické Casti jsou shrnuty poznatky charakterizujici karcinom prostaty,
prognostické markery, diagnostiku onemocnéni a jeho soucCasnou lécbu.
V dalSi Casti jsou popisovany molekularni mechanismy uplatiujici se pfi
regulaci bunécného cyklu a apoptdézy u nadorovych bunék prostaty, taktéz
jaderné receptory zapojené do bunélnych déju karcinomu prostaty.
V posledni Casti teorie jsou charakterizovany testované srde¢ni glykosidy,
zejména jejich mechanismus ucinku a biologické pusobeni na nadorové

bunky.

3.1 Karcinom prostaty

Prostata je svalové Zlaznaty muzsky organ o velikosti vlaSského ofechu. Je
oznaCovana jako predstojna Zlaza, Zlaza s vnitfni sekreci umisténa pod
mocovym meéchyfem, kterou prochazi mocCova trubice (obr. 1). Vazi okolo
20 g. Hlavni funkci prostaty je produkce sekretu, jenz se pfi ejakulaci misi se
spermatem a tvofi 15-30 % ejakulatu. Sekret je bezbarvy, ma pH 6,4
a obsahuje prostaticky specificky antigen, ktery zkapalfiuje ejakulat. Dale
obsahuje polyaminy, Kkyselinu citronovou, kyselou fosfatazu, zinek,
prostaglandiny, proteazy a dalSi. Za zasadni ulohu sekretu povaZujeme
vyZzivu spermii, jejich ochranu v kyselém prostfedi pochvy a zvySeni jejich

pohyblivosti pfi oplodnéni vajiCka.

MéchyF

Stydka kost — Semenné vacky

— Prostata

Konecnik
Mocova
trubice

Sourek /r

Obr. 1: Ulozeni prostaty na sagitalnim fezu muzskou panvi. Pfevzato z: European Association
of Urology, 2017.
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Prostata je hormonalné fizena prostfednictvim androgenli, muzskych
pohlavnich hormont, zodpovédnych za vyvoj a rust muzskych pohlavnich
organl a sekundarnich pohlavnich znakd. Mezi nejvyznamnéj$i androgeny
patfi testosteron. Testosteron je produkovan ve varlatech, konkrétné
v Leydigovych burikach, a pusobi na replikaci prostatické bunky. V cilovych
organech pomoci enzymu 5a-reduktazy dochazi k redukci testosteronu na
biologicky aktivnéjSi dihydrotestosteron (DHT), ktery se podili na spravné
funkci prostaty, zvySené syntéze proteinl a bunécné proliferaci. Epitel
prostaty se sklada zbazalnich a Iluminalnich bunék. Bazalni bunky
nepodléhaji stimulaci androgenu. Buriky luminalni maji exokrinni schopnosti
a androgeny jsou zde naopak stimulovany. Do lumina zlaz produkuji
prostaticky specificky antigen, o némz bude vice zminéno nize (Dolezel,
2011; Matouskova, 2006).

Karcinom prostaty je nadorové onemocnéni, jehoZ incidence stoupa
s vékem. Jedna se o jedno z nej¢astéjSich nadorovych onemocnéni u muzu
ajednu z nejCastéjSich pfi€in umrti na onkologické onemocnéni u nas
i ve svété. Ceska republika je na 27. misté¢ v rdstu incidence tohoto
onemocnéni v porovnani s ostatnimi zemémi svéta. Nemocnych je 113 osob
v pfepoctu na 100 000 obyvatel. Prvenstvi v po¢tu novych pfipadl karcinomu
predstojné Zlazy na svété patfi Francii. Incidence ve Francii €ini 218 osob na
100 000 obyvatel. Po&et novych piipad(i karcinomu prostaty v CR stéle roste,
coz se neda fict o mortalité, ktera je navzdory pfibyvajicim pfipadim stale na

stejné hodnoté jiz fadu let (obr. 2)

C61 = ZH prredstojné Zla=y - prostaty, nuii -4 Incidence
Wivoj v Gaze - Mortalita
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Obr. 2: Incidence a mortalita karcinomu predstojné zlazy v CR v letech 1977-2018. Pievzato z:

Dusek et al., 2018. Dostupny z: www.svod.cz.
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Pacienti s diagnostikovanym karcinomem prostaty jsou ve véku
45-85 a vic let, coz znamena, Ze vékova struktura pacientl se zhoubnym
nadorem prostaty je Sirokd a ma rozmezi 40 let. NejvétSi procentualni
zastoupeni nemocnych je ve véku 70-74 let a Cini 22 %. S vékovou kategorii
65-69 let se ovSem liSi pouze 0 1 %. Tyto dvé vékové kategorie previadaji
nad ostatnimi a tvofi nejrizikovéjSi vékovou skupinu pro rozvoj karcinomu.
Srozvojem diagnostickych metod je karcinom pFedstojné Zlazy
diagnostikovan u stale mladSich pacientl, nez bylo mozné dfive (obr. 3).
Zavedeni detekce prostatického specifického antigenu zpUsobilo velky zlom
v odhaleni vétsiho poctu tumorl, které nebyly zjistitelné vySetfenim per
rectum, ale také tumort v €asnych stadiich (Pe$l et al., 2005).

C61 - ZN piedstojné #lazy - prostaty - Incidence, nuZi

wvEkowd struktura populace pacientd
25%

20%
15%
10%

5%

% pfipadd dle vékovich kategorii

0%

I
T T T T T T T T T

= R Y ) =) =) L L
oF P ® oih B P P R B P P B B N P
Analyzovana data: N=151111 http /A . svod .oz Zdraj dat: 0ZIS ER
Obr. 3: Procentualni zastoupeni pfipadi karcinomu prostaty v CR dle vékovych kategorii.
Prevzato z: Dusek et al., 2018. Dostupny z: www.svod.cz.

Frekvence vyskytu karcinomu prostaty vzrostla v poslednich dvou
desetiletich. Pficin vzniku karcinomu predstojné Zlazy je pravdépodobné
vice. NejpravdépodobnéjSi jsou hormonalni zmény, ale vliv ma i genetika
a prostiedi (Kral et al., 2010; Macak et al. 2012). Dale sem patfi epigenetické
zmény a vlivy vnéjSiho prostfedi, Spatny Zzivotni styl, nevhodna strava,
koureni, alkohol.

Karcinom prostaty nejCastéji metastazuje do kosti, zejména do
bederni patefe, panve Ci kosti stehenni. Metastaze tak mohou zpUsobovat
patologické zlomeniny, poskozeni michy nebo poruchu krvetvorby. Dale se
mohou metastazy vyskytovat v plicich, jatrech, ledvinach, mo€ovém meéchyii,

semennych vaccich a lymfatickych uzlinach panve.
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Vznik karcinomu prostaty ma dlouhodoby vyvoj, mlGze trvat fadu let
a mohou mu pfedchazet bunécné zmény, proliferativni zanétliva atrofie (PIA)
a prostaticka intraepitelialni neoplazie (PIN), ktera se jako prekancerdza

muZze objevit az 20 let pfed vyvojem nadoru (Dvoracek, 2005).

3.1.1 Prostaticky specificky antigen a dalSi diagnostické markery
Prvni poznatky o prostatickém specifickém antigenu (PSA) pochazi ze 70. let
20. stoleti. Ablin a kolektiv v roce 1970 studovali PSA v normalni lidské
prostatické tkani a prokazali pfitomnost tfi druhd PSA. V roce 1971 Hara
a kolektiv popsali gama seminoprotein, ktery je identicky s PSA.
Vroce 1979 se podafilo Wangovi a kolektivu pomoci imunoprecipitaéni
techniky a pouziti protilatky proti prostatickému tkanové specifickému
antigenu detekovat PSA ve zdravych prostatickych tkanich, v benignich
hypertrofickych a malignich prostatickych tkanich. V jinych lidskych tkanich
antigen prokazan nebyl.

Prostaticky  specificky  antigen je glykoprotein tvofeny
237 aminokyselinami a jednim uhlovodikovym fetézcem, ktery se vaze
na aminoskupinu kyseliny asparagové. Je produkovan zdravou i nadorovou
tkani tvorfenou epitelovymi burikami. Jeho molekulova hmotnost je 33 kDa.
Prostaticky specificky antigen je nadorovy marker karcinomu prostaty.
Vyskytuje se v télesnych tekutinach a muze byt kvalitativné i kvantitativné
hodnocen laboratornimi metodami (Luke$ et al., 2001). Gen, ktery PSA
kdéduje, je ulozen na 19. chromozomu, konkrétné na jeho dlouhém raménku.
Prostaticky specificky antigen se vytvafi v epitelidlnich burnikach prostaty
a vyskytuje se predevsim ve spermatu. Hladina PSA nemusi byt zvySena jen
v pfipadé zhoubného nadoru, ale i u jinych onemocnéni napf. pfi zanétu
prostaty, benigni hyperplazii prostaty, akutni retenci moci, ale i po katetrizaci,
endoskopii moCového méchyfe mocCovou trubici pomoci cystoskopu Ci
pohlavnim styku. Do krevniho obéhu se dostava po pfekonani bunéénych
struktur (Luke$ et al., 2001; Stern et al., 2008).

Prostaticky specificky antigen nalezneme ve formé volné i vazané.
Vytvafi se komplexy vazbou na dva dalsi sérové proteiny

a-1l-antichymotrypsin a a-2-makroglobulin. Laboratorné stanovitelny je PSA
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vazany na alfa-1l-antichymotrypsin a volny PSA (Lukes et al., 2001).
Udavana referencni hodnota PSA je 0 - 4 ng/ml.

K dalSim diagnostickym markerdm patfi prostaticky specificky
membranovy antigen (PSMA), gen p27XP, Bcl-2, EGFR, p53 (Kle¢ka et al.,
2008). Predmétem dalSiho zkoumani je napf. MYC onkogen, p21,
E-cadherin, RAS onkogen a EZH2 onkogen a markery detekovatelné v moci,
napf. prostaticky nadorovy antigen 3 (PCA3), a-methylacyl koenzym
A racemaza (AMACR), annexin A3 (AMXA3) a dalsi.

V roce 1987 byl Horoszewiczem a jeho kolektivem popsan PSMA.
Zjistili, Zze tento membranovy glykoprotein o velikosti 100 kDA byl nadmérné
exprimovan v burikach a séru pacient s karcinomem prostaty. Od této doby
je PSMA bran jako potencionalni diagnosticky a prognosticky marker
rakoviny prostaty, ktery ¢asto koreluje s Gleasonovym skore, tzn., Zze ¢im je
vy$Si stadium rakoviny, tim vice PSMA muzeme detekovat (Bradford et al.,
2006). Enzymaticka aktivita prostatického specifického membranového
antigenu hraje dulezitou roli v karcinogenezi a progresi prostaty (Yao et al.,
2010).

Jako inhibitor cyklin dependentni kinazy (CKI) a negativni regulator
bunééné proliferace se uplatiiuje gen p27¢PY(Kle¢ka et al., 2008). Uplna
nebo &asteéna mutace genu p27°P* nezastavi bunéény cyklus a dochazi ke
zvyseni bunécné proliferace a k rozvoji karcinogeneze (Trojanowsky et al.,
2015).

Pfitomnost Bcl-2 proteinu inhibujiciho apoptézu byla procentualné
zjisténa u karcinomu prostaty témér v 70 % (Zellweger et al., 2005). Rovnéz
byla prokazana vyssi hladina Bcl-2 u karcinoml hormonalné rezistentnich
a karcinomt s vysokym Gleasonovym skére (Quinn et al., 2005).

Receptor pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) je jednim z clend
rodiny HER2 genld. Receptor je exprimovan s vyraznou variabilitou
v normalnim epitelu prostatickych Zlaz i v hyperplastickych Zlazkach. Vyznam
exprese u nadoru prostaty zatim neni zcela objasnén. ZvySena exprese
EGFR je spojena s horSi prognézou onemocnéni a pouziti specifické
protinadorové terapie proti EGFR je bez Ié€ebného efektu (Wilding et al.,
2006).
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Gen p53 je tumor supresorovy gen, ktery se uc€astni procesu udrzeni
genomové integrity a kontroly apoptézy. K inaktivaci genu p53 dochazi
nejCastéji mutacemi v obou alelach genu. Nasledkem mutace p53 je
akumulace p53 proteinu v jadfe burky se zvySenym polo¢asem degradace.
Procento pacientl s karcinomem prostaty s inaktivovanym p53 genem se
pohybuje od 4 do 61 % (Quinn et al., 2005). Toto Siroké rozmezi vystihuje
nesourodost imunohistochemickych metodik méficich koncentraci p53
proteinu.

Vyznamnou oblasti vyzkumu jsou markery detekovatelné v moci.
Jejich vyhodou je snadny odbér vzorku, u nichz se stanovuje pfitomnost
bunék karcinomu nebo produktd, které nadorové burky sekretuji. Mezi
nejslibnéjsi patfi PCA3, dale AMACR, ANXA3 a dalsi.

Prostaticky nadorovy antigen 3 (PCA3) byl identifikovan jiz v roce
1999 (Bussemakers et al., 1999). Je lokalizovan na chromozomu 9g21.1,
jeho produktem neni protein, ale nekédujici RNA s nejasnou funkci. V riizné
mife je exprimovan v bunkach normalni prostaty, ovSem bylo zjiSténo, Ze je
vysoce exprimovan v nadorové prostatické tkani (10-100x vice nez
u normalni tkané), pficemz jeho pfitomnost je omezena pouze na
prostatickou tkan. Stanoveni PCA3 ma pomoci pfi spravném vybéru pacientu
pro biopsii prostaty zejména v pfipadé hodnot PSA v tzv. Sedé zdéné
(2,5-10 ng/ml) a v pfipadé podezieni na karcinom prostaty navzdory
negativnimu vysledku prvni biopsie (Day et al., 2011).

a-methylacyl koenzym A racemaza (AMACR) je koenzym, jehoz
stanoveni v moci po rektalnim vySetfeni Ci biopsii prostaty zvySuje senzitivitu
a specificitu vysledku histologie (Makarov et al., 2009).

Annexin A3 (ANXA3) je protein vazajici kalcium a fosfolipidy, ktery se
uplatiiuje béhem bunécné diferenciace. Jeho stanoveni v moci podporuje
pfipadnou indikaci biopsie u pacientd s negativnim rektalnim vySetfenim
a hrani¢nim PSA. Byla popsana korelace ANXA3 s Gleasonovym skoére

(Jamaspishvili et al., 2010).

3.1.2 Diagnostika a lé€ba
V¢asné odhaleni zhoubného nadoru a jeho diagnostika jsou pro dalSi vyvoj

nemoci velice dllezité. Ke stanoveni se vysetifuje hladina PSA a v pfipadé
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vySSi hodnoty nez je hodnota referencni, je provadéna punkEni biopsie
pfedstojné zZlazy a odebrany material je zaslan k histologickému vySetfeni
(Pesl et al., 2005). Tkan prostaty miaze byt odebrana i transrektalné pod
ultrasonografickou kontrolou. Progn6za je odvozena od poctu pozitivnich
vzorkl, stanoveni Gleasonova skoére a hladiny PSA. Kur€eni rozsahu
onemocnéni se dale dopliiuje vySetfeni per rectum (obr. 4) a scintigrafie?
skeletu, ktera vyuziva radioaktivni latku k zobrazeni vySetfovaného organu
(Hradil et al., 2014).

2Zvétsena prostata

Konecnik

Obr. 4: Vysetieni prostaty per rectum. Prevzato z: European Association of Urology, 2017.

Terapie karcinomu prostaty se stanovuje na zakladé progrese
onemocnéni, histopatologické klasifikace a klinického stadia onemocnéni.
Lécba je taktéz volena dle véku pacienta a stupné bunécné diferenciace.
Mezi nejvice pouzivanou léCbu patfi hormonalni terapie, ktera je zalozena na
blokovani ucinku androgent, nékdy dokonce az k potlaceni jejich tvorby, coz
ma za dusledek apoptdézu bunék zavislych na androgenech. Snizeni hladin
testosteronu lze docilit i chirurgickou cestou, tzv. orchiektomii®  &i
farmakologickou cestou (Vitek et al., 2012). Biologicka lécba stimuluje
imunitni systém, jehoz aktivita je bud zamérné zesilena, nebo oslabena.
Pouzivaji se vakciny, toxiny nebo imunomodulatory, které plsobi pouze na
postizené bunky a zdravé buriky nijak neovliviuji. V pfipadé vyskytu
vzdalenych metastaz je dle standardlu urologické spole€nosti nabidnuta

chemoterapie, jez spociva v podavani docetaxelu v tfitydennich intervalech.

% radionuklidové vyseteni
3 odstranéni varlat
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DalSi moznosti IéCby je imunoterapie, ktera je v dneSni dobé& uznavanou
metodou, ale stale ma spoustu nezodpovézenych otazek (Bartunkova et al.,
2014; Podrazil et al., 2016).

3.1.3 Molekularni mechanismy u karcinomu prostaty

Kancerogeneze je proces, béhem kterého dochazi k maligni transformaci
bunék a nasledné vzniku nadoru. Mezi typické molekularni mechanismy
transformované bunky patfi posSkozena regulace bunééného cyklu,
nezavislost na rastovych faktorech, neomezeny replikacni potencial,
poskozené mechanismy a deregulovana apoptoticka programovana bunécna
smrt. Mezi znaky maligniho nadoru patfi indukce angiogeneze, invazivita

a tvorba metastaz (Hanahan a Weinberg, 2000).

3.1.3.1 Bunécény cyklus

Bunécny cyklus (BC) je d&j dllezity pro rlst a vyvoj vSech organismu. Délime
ho do péti zakladnich fazi koncici rozdélenim burfky za vzniku dvou bunék
dcefinych. Mezi zakladni faze patfi Go, G1, S, G, a M faze (obr. 5). Jeden
bunécny cyklus trva pfiblizné 16 hodin, ale jeho délka je ovlivnéna pfedevsim
délkou faze G; (restrikCni bod), ze které se jesté bunky mohou vratit do
klidové faze Gy, kde setrvavaji v klidu az do dal8i mitézy. V S fazi dochazi
k syntéze DNA a ve fazi G, se bunky pfipravuji na mitézu. M faze neboli
mitoticka faze se dale déli na profazi, metafazi, anafazi a telofazi. V téchto
fazich dochazi k déleni jadra, po kterém nasleduje rozdéleni celé bunky, tzv.

cytokineze. Interfaze je obdobi mezi dvéma mitézami buriky.
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Obr. 5: Faze bunééného cyklu a mista zapojeni proteinti p15, p16, p21, p27, Rb a transkripéniho
faktoru E2F, cyklin-dependentnich kinaz a cyklinu do regulace bunééného cyklu. Pievzato z:
Funk, 2005.

Regulaci pfechodu mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu zajistuji
cyklin-dependentni  kinazy (CDK). Cyklin-dependentni kindzy jsou
serin/threonin proteinkinazy, jejichz regulace zavisi na vazbé s cykliny, na
vazbé s inhibitory CDK a na inhibi¢ni a regulacni fosforylaci. Nejdfive je
nutné CDK aktivovat &i inaktivovat v konkrétnich ¢asovych bodech béhem
BC. S pfechodem bunky z G; faze do S faze je nejvice spojovana aktivita
komplexu D/CDK4,6 (Hirama et al., 1995). Za kliCovy substrat pro tento
komplex povaZujeme retinoblastomovy protein (Rb), jehoz funkce spociva
v regulaci prechodu mezi G; a S fazi. Komplexem D/CDK4,6 je Rb protein
fosforylovan a tim se uvolni histonové deacetylazy (HDAC). Uvolnéni HDAC
umozni expresi cyklinu E. Cyklin E vytvofi komplex s CDK2 a spusti druhou
vinu fosforylace Rb. Nasledkem fosforylace se uvolni transkripéni faktory
E2F a umozni tak transkripci genu napf. cyklinu A, DNA polymerazy, které
jsou dulezité pro S fazi. V pfipadé, Zze nedojde k fosforylaci Rb proteinu v G;
fazi, nedojde k prichodu buriky bunénym cyklem (Slaby et al., 2015).
Cyklin A se vaze na CDK2 a umozni vstup bunky do S faze (Hirama et al.,
1995). Nastup mitotické faze je podpofen komplexem cyklin A/CDK1 a jeji
dalSi regulaci zajistuje komplex cyklin B/CDK1 (Arellano et al., 1997).

Dale nutno zminit strazce genomu, protein p53, ktery sjednocuje
bunécné odpovédi na poskozeni DNA, oxidacni stres, hypoxii, aktivaci
onkogenu a také reguluje aktivaci kontrolnich bodd BC (Slaby et al., 2015).
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Aktivita proteinu p53 je naruSena u vétSiny lidskych nadort a z toho divodu
nedojde k potlaceni rlstu nadoru, neni spusténa apoptéza a nador

nekontrolovatelné roste (Gottlieb et al., 1998).

3.1.3.2 Apoptoticka programovana smrt bunék

Apoptoticka programovana smrt bunék neboli apoptdéza je bunélny déj
potfebny k udrzeni vnitiniho prostfedi organismu. Maligni transformace
prostatickych bunék je zplsobena spiSe neschopnosti bunék spustit
apoptdézu nez zvySenou bunécnou proliferaci (Gurumurthy et al., 2001).
Slovo apoptéza pochazi ze starofeCtiny a pouzivd se pro ,podzimni
opadavani listl“ (Kerr et al., 1972). Apoptdéza se uplatiuje jiz béhem vyvoje
samotného jedince. Diky ni dochazi napf. k odstranéni tkdné mezi prsty.
Aktivace apoptozy je pfi boji s nadorovymi burikami zasadnim krokem.

Hlavni roli v regulaci apoptézy hraji kaspazy, které patfi do skupiny
cysteinovych proteaz. Kaspazy se v burice nachazeji v neaktivni formé a déli
se na kaspazy efektorové a iniciani. Na zakladé aktivace kaspaz
rozliSujeme apoptotickou drahu vnéjSi a vnitini (Sankari et al., 2012). Obé
tyto drahy jsou v8ak propojeny, a proto se navzajem ovliviuji (Slaby et al.,
2015). Aktivované kaspazy maji schopnost stépit bunécéné substraty vcetné
poly(ADP-rib6za)polymerazy (PARP) a také kaskadovité aktivovat dalSi
kaspazy (Cohen, 1997). Vnéjsi apoptoticka draha je spousténa faktory smrti,
jako je tumor nekrotizujici faktor (TNF) a Fas (CD95) transmembranovy
receptor. Seskupenim faktord smrti dojde ke vzniku smrt indukujicimu
signalizacnimu komplexu (DISC) a dojde ke Stépeni efektorovych kaspaz.

Vnitfni apoptoticka draha je spousténa vnitfnimi signaly burky
a reaguje napf. na poSkozeni DNA ¢i oxidacni stres (Jacobson, 1997).
S vnitfni apoptotickou drahou jsou spojovany hlavné proteiny rodiny Bcl-2,
které udrzuji mitochondrialni integritu. Bcl-2 je anti-apoptoticky mediator
zapojeny Vv Siroké Skale lidskych nadort, ovliviuje proliferaci bunék a souvisi
s rezistenci na protinadorovou terapii. Bcl-2 je zkouman v souvislosti se
vznikem karcinomu prostaty v zavislosti na pfitomnosti androgenu (Catz et
al.,, 2003). Proteiny rodiny Bcl-2 mizou puUsobit anti-apoptoticky (Bcl-2,
Bcl-X., Mcl-1), pro-apoptoticky (Bax) nebo mohou obsahovat pouze BH3
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doménu a pusobit pro-apoptoticky (Bim, Bik, Bmf; Danial, 2007; Slaby et al.,
2015).

3.1.3.3 Jaderné receptory zapojené do regulace bunéénych déju
karcinomu prostaty
Jaderné receptory jsou hormonalné regulované transkripcni faktory, které Fidi
mnoho dulezitych fyziologickych a vyvojovych procesu. Jakmile nastane
porucha funkce receptoru, muze dojit k rozvoji onemocnéni. Diky aktivité
zavislé na ligandu jsou jaderné receptory cile pro navrh Iékd v mnoha
terapeutickych oblastech (Renaud et al., 2000). Jaderné receptory
rozliSujeme podle typu ligandu, ktery vazou. Prvnimi jsou jaderné receptory
pro endokrinni hormony, jako jsou estrogeny a androgeny, glukokortikoidy,
hormony §titné Zlazy, retinoidy a vitamin D3. Druhymi jsou jaderné receptory,
které se podili na metabolismu lipidd (jaterni X receptory, receptory
aktivované proliferatory peroxizoma, farnesoidni* X receptory). Existuji jesté
tzv. ,orphan® receptory (osifelé receptory), u kterych je ligand neznamy
(Privalsky, 2004). Jaderné receptory jsou slozeny z péti az Sesti domén
(A-F). Nejstabiln&jSimi z nich jsou domény vazajici DNA (C) a vazajici ligand
(E). N-koncové oblasti A/B jsou rGzné dlouhé a podili se na regulaci.
Doména F neni vzdy pfitomna a jeji funkce neni zcela objasnéna (Renaud et
al., 2000). Jaderné receptory inhibuji nebo zesiluji transkripci pomoci
kofaktor. Kofaktory, které aktivitu snizuji, se nazyvaji korepresory a ty co
zvysuiji, koaktivatory (Gelman et al., 2006; Horwitz et al., 1999).
Rozhodujicim faktorem pro pusobeni androgent (dihydrotestosteronu
Ci testosteronu) na tkan prostaty je androgenovy receptor (AR). Tento
receptor se fadi do skupiny steroidnich receptor, ma 919 aminokyselin. Gen
pro AR se nachazi na dlouhém raménku chromozomu X v poloze Xqll-12
a ma priblizné 90 kb. Nachazi se nejCastéji v epitelialnich bunkach prostaty.
Bez navazaného ligandu se receptor nachazi v neaktivni formé v cytoplazmé
a jadfe bunék v komplexu s proteiny teplotniho Soku (hsp, ,heat shock®
proteiny), které zabranuji zménam tvaru receptoru (Balk et al., 2008).
Navazani androgenu na receptor vede k odlouceni hsp a zpusobuje typickou

zménu konformace v oblasti domény vazajici ligand. Vytvofenim komplexu

* receptor aktivovany farnesolem
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se receptor dostava do aktivni formy. Vazba ligandu s receptorem vyvola
jadernou translokaci a akumulaci receptoru. Chromatin se sdruzuje na vice
mistech, které Fidi genovou expresi. Nasledné pfibyvaji kofaktory, jez
ovliviuji a zahajuji genovou expresi, ktera mize podpofit nadorovy fenotyp
(Heinlein a Chang, 2004). Pusobeni androgenu v burikach s AR spociva ve
zvySeni aktivity cyklin-dependentnich kinaz (CDK) a stimulaci vstupu bunék
z G; faze do S faze bunécného cyklu, indukci signalll podporujicich aktivitu
G1/CDK a fosforylaci Rb (Balk et al., 2008). Androgeny tak nepfimo ovlivhuji
metabolismus, proliferaci a diferenciaci tkané prostaty a vétSinou pusobi
stimulacné na sekreci rustovych faktord. V epitelialnich burnkach
prostatickych Zlazek se pod vlivem androgent tvofi mnozstvi rustovych
faktor(l jako napf. EGF (epithelial growth factor), TGF- (transforming growth
factor-beta), FbGF (fibroblast growth factor) nebo IGF-I, 1l (insulin-like growth
factor; Culig et al., 2000).

Bunky karcinomu prostaty jsou zavislé na aktivitt AR z hlediska
proliferace a preziti. AR hraje kli¢ovou roli u nador( prostaty a v soucasné
dobé je terapeutickym cilem |é€by. Zablokovani AR muize zpomalit progresi
karcinomu a slouzit k terapii pacientl s metastazemi nebo téch pacientd,
ktefi nemohou podstoupit radikalni operaci. Z po¢atku je vétSina karcinomu
prostaty na odstranéni androgenu citliva, ovSem u pacientd s pokrocilym
stadiem onemocnéni jiz bunky androgen k proliferaci nepotfebuji a pacienti
tak nemohou byt IéCeni endokrinni terapii (Culig a Santer, 2014). A pravé tyto
zmény AR v nadorovych bunkach prostaty jsou spojovany se vznikem
hormonalni rezistence karcinomu prostaty (Schiewer et al., 2012). Existuje
cela fada experimentalnich modelt bunécnych linii, u kterych bylo in vitro
provadéno studium signalizace AR ve vyvoji a progresi karcinomu prostaty.
Experimentalni modely napodobuji rizna stadia karcinomu prostaty a tim
vykazuiji rozdily v expresi AR a schopnosti reagovat na androgeny (Sampson
et al., 2013).

Kromé& androgenu se na rlstu a vyvoji pfedstojné zlazy podili v malé
mife i estrogeny (Bonkhoff et al., 1999). Vazou se na estrogenové receptory
(ER), které se rozliSuji na dva zakladni typy - estrogenovy receptor a (ER-a)
a B (ER-B). Gen ER-a je umistén na chromozomu 6g25.1 a kdéduje protein
tvofeny 595 aminokyselinami. Gen ER-B je lokalizovan na chromozomu
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14922-25 a koduje protein z 530 aminokyselin. ER pfedstavuje dimericky
protein umistény zejména na membrané bunécnych jader. Vazbou hormonu
na receptor dochazi prostfednictvim fosforylace k oddéleni protein(
teplotnihno Soku, nasledné se zméni jeho konformace a receptor se
dimerizuje s dalSim receptorem. Tento dimer se poté navaze na specifické
DNA sekvence pfitomné v promotoru genu pro estrogen. Promotor
S navazanymi dimery vytvofi komplex s koregulacnimi proteiny, které mohou
ovlivnit transkripci gend pro estrogeny. Tyto geny hraji vyznamnou ulohu
béhem bunécné proliferace, apoptdzy i angiogeneze. ER jsou exprimovany
v rlznych tkanich. ER-a je exprimovan zejména v déloze, ovariu, mlé¢né
Zlaze, kardiovaskularnim systému, zatimco forma ER-[3 je pfitomna v mozku,
mocovém mechyfi, varlatech, prostaté, plicich i kostech (lkeda et al., 2019).
Oba receptory mohou byt vramci dané tkané lokalizovany v rlznych
bunécnych subtypech. U bunék prostaty se ER- nachazi zejména v epitelu
bunék, zatimco ER-a pfevazuje v bunétném stromatu (Harkonen et al.,
2004; Weihua et al., 2002). | kdyz rust bunék karcinomu prostaty je zavisly
na plUsobeni androgenu, objevuje se stale vice dikazu, Zze estrogeny a ER

mohou ovliviiovat vyvoj prostaty i rozvoj karcinomu (Bonkhoff, 2018).

3.2 Srdeéni glykosidy

Kardioaktivni ¢i kardiotoxické glykosidy pfedstavuji jednolitou skupinu latek
rostlinného i Zivo€iSného puvodu. Jsou vyznamnymi zastupci lidového
|&Citelstvi a v dnesni moderni mediciné jsou vyuzivany taktéz (PatocCka,
2008). Uginky srdeénich glykosidi byly struén& popsany uZ v roce
1500 pf. n. |. Egyptany a dalSi zminky pochazi z konce 18. stoleti od
anglického botanika, chemika a |ékafe Wiliama Witheringa (1785), ktery se
zabyval IéCivym ucinkem listu naprstniku Cerveného (Digitalis purpurea) na
srdce (Ziskind a Halioua, 2004). Extrakty srde¢nich glykosidd byly tradi¢né
pouzivany jako Sipove jedy, v pfipadé podvrtnuti ¢i pohmozdéni a odvodnéni
organismu (Mijatovic et al., 2007; Steyn et al., 1998). Rod Digitalis je
pojmenovan podle tvaru kvétl, jez pfipominaji naprstek. Zahrnuje dvouleté
i vytrvalé byliny, ale také malé kefe. Rostliny jsou rozsifeny v Evropé, severni
Africe azapadni Asii (Hollman, 1985). Srdecni glykosidy nalezneme
I v béznych pokojovych a dekorativnich rostlinach jako vanocCni hvézda
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(prySec nadherny), konvalinka, leknin a oleandr. Hlavni ulohou
kardioglykosidu v rostlinach je ochrana proti Skidctim (Zalucki et al., 2001).
U ZivociSnych druht nalezneme srde¢ni glykosidy (bufogenin ¢&i bufotoxin)
pfevazné uropuch. Bylo také zjisténo, Ze slou€eniny podobné latkam
odvozenych od Digitalisu jsou obsaZeny v sav€ich tkanich a télesnych
tekutinach (Mijatovic et al., 2007).

3.2.1 Chemicka struktura

Z chemického hlediska se kardioglykosidy rfadi mezi steroidni latky. Hlavnim
nositelem uUcinku glykosidu, tzv. aglykon, je steroid v kombinaci s cukernou
sloZkou. Samostatné tyto slozky kardiotoxické ucinky nemaiji, ucinné jsou
pouze spolu. Cukernou slozkou mohou byt bézné cukry (D-glukoza), ale i jiné
(6-deoxycukry, methylpentdzy, 2,6-deoxycukry) a ke steranu jsou pfipojeny
glykosidickou vazbou. Steroidni kardioaktivni glykosidy maji velké rozSifeni
a specificky plsobi na srde¢ni sval. Srde¢ni glykosidy rozdélujeme podle
poctu, druhu a polohy substituentli, cukrl a dvojnych vazeb. Chemicky je
rozdélujeme na kardenolidy a bufadienolidy (obr. 6). Bufadienolidy jsou
pojmenovany podle latinského nazvu ropuchy obecné - Bufo bufo (Hollman,
1985). Aglykonem kardenolidl je derivat steranu, ktery v pozici 17 obsahuje
pétiClenny vy-laktonovy nenasyceny kruh. Bufadienolid je taktéz derivat
steranu, jenz se liSi pfitomnosti SestiClenného &-laktonového kruhu.
Dulezitou roli ma stereochemie, jejiz mald odména muize zpUsobit zménu

biologické aktivity glykosidu (Hrdina et al., 2004).

0 o
A CH» @:O B CH;L/
S

CHj/H
ﬂ :
HO T

Obr. 6: Chemicka struktura zakladnich aglykont srde¢nich glykosidl. Steroidni slouceniny

kardenolid (A) a bufadienolid (B). Pfevzato a upraveno z: Patocka, 2008.

3.2.2 Mechanismus uéinku
Srdecni glykosidy maji schopnost vazat se na extracelularni povrch sodno-

draselné pumpy a princip jejich plsobeni je zalozen na jeji inhibici. Kontrakce
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srde¢ni buriky je ovlivnéna tfemi sloZzkami. Prvni sloZkou je akéni potencial,
ktery uvolfiuje Ca*" do cytoplazmy. Akéni potencial je vyvolan pohybem Na*
do buriky. Pfi nasledné depolarizaci dochazi k otevieni kanali Ca*, dale
kanal(l K*, které jsou zodpovédné za navrat ke klidovému membranovému
potencidlu. Druhou sloZkou je sarkoplazmatické retikulum, které Ca®*
uchovava v bunce a tfeti slozkou jsou kontraktilni proteiny. Ty generuji
kontrakci srdeéni bufiky za pomoci Ca? a adenosintrifosfatu (ATP).
K posileni srdeCni kontrakce je zapotfebi ovlivnit srdeénim glykosidem
alespon jednu slozku (Fozzard a Sheets, 1985). V roce 1957 Skou zjistil, Zze
kardioglykosidy jsou schopné inhibovat sodno-draselnou pumpu. V krabim
nervu prokazal pfitomnost Na/K+-ATPazy, ktera je receptorem pro glykosidy.
Pri |éCbé pacientd se srde¢nim selhanim pfispiva k ucinnosti glykosidl

snizena aktivace sympatického nervového systému (Hauptman et al., 1999).

3.2.3 Protinadorova aktivita

Slougeniny kardioglykosidi se pouzivaji prevazné pfi |éEbé srdecniho
meéstnavého selhani. Stenkvist v roce 1999 ve své studii popisuje ucinnost
uzivani srde¢nich glykosidli u pacientek s karcinomem prsu. U Zen
poznatku vzrostl zajem vyzkumu o objasnéni protinadorové aktivity srdecnich
glykosidu. Bylo prokazano, Ze kardioglykosidy indukuji apoptézu v riznych
nadorovych liniich. Je mozné, Ze srdecni glykosidy neméni frekvenci
rakoviny, ale méni se dogma Zivota tim, Ze modifikuje invazivitu a schopnost
metastazovat (Haux, 1999; Winnicka et al., 2006). Po ovlivnéni bunék
rakoviny tlustého stfeva bufalinem doSlo k aktivaci autofagie a také k tvorbé
reaktivnich forem kysliku (ROS). Studie, kterou proved! Xie a kolektiv v roce
2011, otevira moznost IéCby kolorektalniho karcinomu pomoci autofagie
zavislou na ROS. Bylo popsano, Ze vazba srdecnich glykosidi na
Na'/K*-ATPazu mlze aktivovat signalné transdukéni cesty podilejici se na
regulaci rastu nadorovych bunék (Dimas et al.,, 2014). Cytotoxické
mechanismy ucCinku téchto latek mohou zahrnovat inhibici drahy
TNF-a/NF-kB ¢i inhibici DNA topoizomerazy Il (Dimas et al., 2014; Newman
et al., 2008). U nékterych kardioglykosidl byla prokazana aktivace signalni

drahy prostfednictvim proteinkinazy Src, ktera by mohla negativni regulaci
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anti-apoptotickych proteind vést kindukci apoptdézy (Diederich et al.,
2017;Shen et al., 2020). Src je nereceptorova proteinova tyrozinkinaza, jez je
soucasti mnoha signalizacnich drah a bunétnych procesu, a naruseni jeji
regulace mlze zpUsobit Fadu patologickych zmén v burice. Je znamo, Ze Src
podporuje proliferaci prekanceréznich bunék, reguluje bunétné adheze
a invazi bunék v pokrocilejSich stadiich nadorové progrese. Mezi substraty
Src patfi proteiny fokalni adheze, adaptorové proteiny i transkripéni faktory.
Pravé tyto molekuly jsou pfedmétem zajmu mnoha studii, které se snazi
odhalit rozdilné role Src vnormalnich a nadorovych bunkach
(Vlaeminck-Guillem et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze nékteré formy srdecnich glykosidu inhibuji proliferaci
a indukuji apoptézu u nadorovych bunék prostaty jiz v koncentracich
pouzitelnych v klinické praxi (Winnicka et al., 2006). U pravidelnych uzivatell
digoxinu, ktefi brali Iék pfes 10 let, bylo zjiSténo niZ8i riziko vyskytu
karcinomu (Varbanov et al., 2017). Protinadorové ucinky srdecnich glykosidu
byly odhaleny u ouabainu u mamarnich nadorovych bunék (Kometiani et al.,
2004), u oleandrinu u maligniho melanomu (Bao et al., 2016), u bufalinu
u solidnich nadort, v€etné nadorl prsu (Dong et al., 2011; Song et al., 2015)
a prostaty (Yu et al., 2008; Zhai et al., 2013; Zhang et al., 2018), u digitoxinu
u nadorovych bunék prostaty (Dimas et al., 2014; Haux et al., 1999;
Pollard et al., 2019; Wimmicka et al., 2006).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje a materialy

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla provedena pomoci uvedenych

pristroju a materialu.

4.1.1 Pristrojové vybaveni

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouZzity nasledujici pfistroje.

Aparatura pro vertikalni elektroforézu
Autoklav

Blotovaci systém Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Centrifuga 3K30

Centrifuga MR22i

CO; inkubator Heracell
Elektroforeticky zdroj MP-300V

Flow-box s vertikalnim proudénim vzduchu

Fluorescencni mikroskop BX50F
Odyssey Fc detekéni systém
Odsavaci systém

Prutokovy cytometr BD FACSVerseTM
Spektrofotometr PowerWave XS
Stolni minicentrifuga MiniSpin
Svételny mikroskop Eclipse TS100
Termoblok AccuBlockTM Digital Dry Bath
Trepacka SHAKER S-3.16 L

Vakuova pumpa

Vodni lazeft TW8

Vortex MaXiMixTM Il

Vyrobce/stat

Bio-Rad

Microjet

Bio-Rad

Sigma

Jouan

Thermo Scientific
Major Science
Thermo Scientific
Olympus

Li-Cor Biotechnology
Millipore

Becton Dickinson
BIOTEK®Instruments
Eppendorf

Nikon

Labnet

SKYLine

Millipore

Julabo

Thermolyne

Becton Dickinson Bioscience (USA), Bio-Rad (USA), BIOTEK®Instruments
(USA), Li-Cor Biotechnology (USA), Eppendorf (Némecko), Julabo (USA),
Jouan (USA), Labnet (USA), Major Science (USA), Microjet (Taiwan),
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Milipore (USA), Nikon (Japonsko), Sigma (USA), Olympus (Japonsko),
SKYLine (Némecko), Thermo Fisher Scientific (USA), ThermoLyne (USA)

4.1.2 Pouzité chemikalie

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasledujici chemikalie.

4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI)
Aceton
Akrylamid/bis-akrylamid 30% (AA+BIS)
Amfotericin
Bradfordovo cCinidlo
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dodecylsulfat sodny (SDS)
Deoxycholat sodny
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Ethanol 70%
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Extrakt hovézi hypofyzy (BPE)
Fetalni bovinni sérum (FBS)
Gentamycin
Glutamin
Hovézi sérovy albumin (BSA)
In-Cell ELISA Colorimetric Detection Kit
In Situ Cell Death Detection Kit
Inhibitor fosfataz
Inhibitor proteaz
Methanol
Mowiol
MTT cinidlo
N-Butanol
Nonidet P-40
Penicilin
Peroxodisiran amonny (APS)
Ponceau S
Propidium jodid
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Sigma-Aldrich
Lachema
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Lachema
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Roche

Roche

Roche
Lachema
Calbiochem
Serva
Lachema
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Proteinovy marker (Full-Range rainbow) Amersham

Pyruvat sodny Sigma-Aldrich
RNasa A Qiagen

RPMI 1640 Sigma-Aldrich
SFM médium Life Technologies
Streptomycin Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva
Tris(hydroxymethyl)aminometan (TRIS) Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich
Tween 20 Serva
Vyrobce/stat

Amersham (Velka Britanie), Bio-Rad (USA), Calbiochem (USA), Invitrogen
(USA), Lachema (CR), Life Technologies (USA), Qiagen (N&mecko), Roche
(Némecko), Serva (Némecko), Sigma-Aldrich (USA), Thermo Scientific
(USA)

4.1.3 Pouzité roztoky

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasledujici roztoky.

1,5% agaréza: 1,5 g agar6zy/100 ml DMEM

1,5 M TRIS/HCI pH 8,8: 18,17 g TRIS/100 ml H,0, upravit pH pomoci HCI na
pH 8,8

10% APS: 0,1 g (NH4)2 S20g/1 ml H,O

10% DMEM: 10% fetalni bovinni sérum FBS (v/v), 2 mM L-glutamin, penicilin
(1 U/ml), streptomycin (1 U/ml)

10% RPMI: 10% fetalni bovinni sérum FBS (v/v), 2 M L-glutamin, 1 mM
pyruvat sodny, penicilin (1 U/ml), streptomycin (1 U/ml)

10% SDS: 5g SDS/ 50 ml H,O

1M TRIS/HCI pH 6,8: 12,11 g TRIS/100 ml H,O, upravit pH pomoci HCI na
pH 8,8

20% transferovy pufr: 5,8 g glycin; 11,6 g TRIS; 0,74 g TRIS; 400 ml
methanol/2 | H,O
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4% paraformaldehyd: 20 g PFA do 450 ml ddH20 + 50 ml filtrovaného
10x TBS

5x elektroforeticky pufr: 15,1 g TRIS; 5,09 g SDS; 72 g glycin/ 11 H,O

4x Laemliho pufr s B-merkaptoethanolem: 3,5 ml H,O; 0,5 ml 1M TRIS pH
6,8; 1,6 ml glycerolu; 1,6 ml 10% SDS; 0,4 ml 0,5% bromfenolova modf,
0,4 ml B-merkaptoethanol

Médium pro sféroidy (DMEM/F-12, 3:1; 0,2x supplement B27 bez
vitaminu A; 10 ng/ml EGF; 0,4% BSA — hovézi sérovy albumin)

Mowiol: 2,4 g mowiol; 6 g glycerol; 6 ml H,O; 12 ml 0,2 TRIS pH 8,5

PBS 10x: 160 g NaCl; 4 g KCI; 64,2 g Na;HPO, . 12 H,0; 4g K:HPO4/2 |
H,O, upravitna pH 7,4

Permeabilizaéni roztok: 0,1% Triton X-100 a 0,1% citrat sodny v PBS

RIPA pufr: 8,33 ml 0,3 M TRIS-HCI pH 8,0; 0,44 g NaCl; 0,5 ml Nonidet
P-40; 0,5 ml 10% SDS; 2,5 ml 10°% deoxycholat sodny doplnit do 50 ml
H,0, pfed pouZitim pfidat inhibitory proteaz a fosfataz

SFM médium: BPE (0,05 mg/ml), EGF (5 ng/ml), penicilin (1 U/ml),
streptomycin (1 U/ml), amfotericin B (1 U/ml), gentamycin (0,5 U/ml)

TBS 1x: 8,72 g NaCl; 1,22 g TRIS base/ 1 | H,O; upravit na pH 6,8

4.1.4 Pouzité protilatky
V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity nasleduijici protilatky.

Primarni protilatky
Tab. 1: Prehled primarnich protilatek.

protilatka klon zdroj Reden vyrobce
WB, ICE/IF

AR N-20 kralik 1:200/1:50  Santa Cruz
Bcl-2 N-19 kralik 1:200 Santa Cruz
Bcl-X. H-62 kralik 1:100 Santa Cruz
Bid - kralik 1:1000 Cell Signaling
cas-3 - kralik 1:1000 Cell Signaling
CDK4 DCS-31 mys 1:200 Santa Cruz
cyklin A H432 kralik 1:200 Santa Cruz
cyklin B GNS1 mys 1:1000 Cell Signaling
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cyklin Dy 72-13G mys 1:100 Santa Cruz

cyklin E Hel2 mys 1:200 Santa Cruz
ER-a D-12 mys 1:200/1:50  Santa Cruz
ER-B F-10 mys 1:100/1:50  Cell Signaling
mcm-7 141.2 mys 1:500 Santa Cruz
pl6 JC8 mys 1:100 Santa Cruz
p21 12D1 kralik 1:1000 Cell Signaling
p53 - kralik 1:800 Cell Signaling
PARP 46D11 kralik 1:800 Cell Signaling
pRb S807/811 kralik 1:1000 Cell Signaling
Rb 4H1 1:1000 Cell Signaling
Src - kralik 1:1000 Cell Signaling

Sekundarni protilatky
Tab. 2: Prehled sekundarnich protilatek.

protilatka zdroj fedéni vyrobce

HRP mouse anti-rabbit Ig krali¢i proti mySimIlg  1:6000 Cell Signaling
HRP rabbit anti-goat Ig kozi proti krali¢im Ig 1:6000 Cell Signaling

Alexa Fluor 594 kozi proti mySim Ig 1:1000 Life Technologies
Alexa Fluor 488 kozi proti krali€¢imlg  1:1000 Life Technologies
Vyrobce/stat

Cell Signaling (USA), Life Technologies (USA), Santa Cruz (USA)
4.1.5 Pouzité bunééné linie
Experimenty byly provedeny na adherentnich bunécnych liniich DU-145
a LNCaP odvozenych od karcinomu prostaty a na RWPE-1 nenadorovych
prostatickych burikach (obr. 7). VSechny tfi bunécné linie byly ziskany od
American Type Culture Collection (ATCC, USA). Kazda z pouzitych
adherentnich bunécnych linii ma specifické pozadavky pro svou kultivaci.
Veskeré ukony byly provedeny ve sterilnich podminkach ve flow-boxu
s vertikalnim proudénim vzduchu (Thermo Scientific, USA).

Buriky DU-145 byly kultivovany v médiu DMEM (Eaglovo médium
modifikované dle Dulbecco, Invitrogen) obsahujicim 10% fetalni bovinni
sérum (FBS, Invitrogen), 2 mM L-glutamin (Sigma), antibiotika penicilin

34



(2 U/ml, Invitrogen) a streptomycin (1 U/ml, Invitrogen). Bunky LNCaP byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma), které obsahovalo 10% FBS,
2 M L-glutamin, 1 mM pyruvat sodny (Sigma) a pfislusna antibiotika penicilin
(2 U/ml) a streptomycin (1 U/ml). K pasazovani obou nadorovych linii byl
pouzit 0,25% trypsin-EDTA (Sigma). Nenadorové bunky RWPE-1 byly
kultivovany v médiu SFM (serum-free medium, Life Technologies)
s pfidavkem extraktu hovézi hypofyzy (BPE, 0,05 mg/ml, Life Technologies),
epidermalniho rustového faktoru (EGF, 5 ng/ml, Life Technologies), antibiotik
penicilinu, streptomycinu, amfotericinu B (1 U/ml, Sigma) a gentamycinu
(0,5 U/ml, Sigma). Pfi pasazi byl pouzit 0,05% trypsin-EDTA (Sigma) a pro
zastaveni jeho puUsobeni byl pouzit blokovaci roztok 2% FBS ve fosfatovém
pufru (PBS).

Kultivace probihala v kultivaénich lahvich (Techno Plastic Products,
TPP, Svycarsko) v inkubatoru (Thermo Scientific, USA) pfi 37 °C v atmosféfe
obsahujici 5% oxidu uhli¢ittho a 100 % vlhkosti. Pasaz bunék byla
provedena dle potfeby bunék tak, aby nebyly stresovany nedostatkem mista
v kultivaéni lahvi a vyménou Cerstvého média jim bylo dodano dostatecné

mnozstvi zivin pro jejich rust.

DU-145 LNCaP RWPE-1
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Obr. 7: Morfologie bunék lidskych nadorovych prostatickych bunécnych linii DU-145 a LNCaP a

lidské nenadorové prostatické bunééné linie RWPE-1. ZvétSeni 20x.

4.1.6 Testované derivaty srdec¢nich glykosidu

Derivaty srdecnich glykosidi byly dodany Laboratofi rastovych regulatort
PFfF UP v Olomouci. Strukturalni vzorce testovanych glykosidd znazorfiuje
obrazek 8. Latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO, Sigma) na
10 mM zasobni koncentraci. Pozadované koncentrace testovanych latek byly

pfipraveny pfidanim zasobnich roztokd do pfislusného média.
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Obr. 8: Strukturni vzorce testovanych derivati srdecnich glykosidi. (A) KM-10-61,
(B) KM-10-77B, (C) KM-10-84, (D) KM-10-173, (E) KM-11-28.

4.2 Metody
K vypracovani experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouZity nize

popsané metody.

4.2.1 Test bunééné viability (MTT test)

MTT test se pouziva ke stanoveni zavislosti u€inku koncentrace testovanych
latek na bunécénou viabilitu. K testu Zivotaschopnosti bunék byly pouzity
bunécné linie DU-145, LNCaP a RWPE-1. Kazda bunécna linie byla po
inkubaci sklizena pfislusnym trypsinem (0,25% nebo 0,05%), bunky byly
spocitany pomoci Birkerovy komarky a dle vypocetniho vztahu bylo uréeno
mnozstvi bunék v 1 ml. Jednotlivé bunécné linie byly poté nasazeny do
96-jamkovych  mikrotitraénich  desti¢ek (TPP, Svycarsko). MnoZstvi
jednotlivych druht bunék bylo stanoveno riizné, v zavislosti na jejich rychlosti
rustu a adherence. Bunék DU-145 bylo vysazeno 4 500 na jamku ve 100 pl
kultivaCniho média, bunék LNCaP bylo vysazeno 5 000 na jamku v 80 pl
kultivaCniho média a bunék RWPE-1 bylo vysazeno 10 000 na jamku
ve 100 yl kultivacniho média. Buriky byly inkubovany dle standartnich
podminek dle potfeb bunék (24 nebo 48 hodin).

Po uplynuti pfislusného Casu inkubace bylo pfipraveno nové meédium
obsahujici testovanou latku. Byla pfipravena sestupna testovaci koncentracni
fada. Staré médium bylo odsato a aplikovano bylo médium Ccerstvé
obsahujici testovanou latku, které puasobilo na buriky 48 h. V pfipadé
bunécéné linie LNCaP se médium neodsavalo, pouze se pfidalo médium
Cerstvé obsahujici testovanou latku. V pfipadé kontrolnich bunék bylo do
kultivacniho média pfidano DMSO, jehoz koncentrace v médiu nepresahla
0,3 %. Po inkubaci bunék s testovanou latkou bylo do kazdé jamky pfidano
10 ul 0,5% Ccinidla MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid, Serva). Pfidanim zlutého MTT ¢inidla doslo u metabolicky aktivnich
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bunék ke vzniku fialovych krystald formazanu, které byly rozpustény ve
100 pl 10% SDS (dodecylsulfat sodny, Serva).

Za 24 hodin byla pomoci spektrofotometru PowerWave XS
(BIOTEK®Instruments, USA) zméfena absorbance roztoku pfi vinové délce
570 nm, jez pfimo umérné korelovala s po¢tem vitalnich bunék. Na zakladé
testu byla ur€ena koncentrace ICsp, ktera inhibuje bunécnou viabilitu z 50 %

po inkubaci bunék s testovanymi latkami.

4.2.2 Kultivace 3D bunéénych sféroidl v pritomnosti testovanych latek
Vhodny experimentalni model je zakladem pro spravné pochopeni biologie
nadorovych onemocnéni a pro identifikaci u€innych protinadorovych IéCiv.
Bézné pouzivané monovrstvy nadorovych bunék jsou sice dobfe zavedenym
a finanéné dostupnym experimentalnim modelem, ale postradaji dulezité
biologické vlastnosti, které ovliviiuji odpovéd bunék na Ié¢bu. Pouzitim 3D
buné&nych modelt ve vyzkumu a vyvoiji protinadorovych IéCiv Ize ziskat in
vitro experimentalni model, jenz vérnéji napodobuje situaci in vivo. Studium
biologickych vlastnosti bunék 3D sféroidl a jejich odpovédi na ucinky IéCiv
odhaluje rozdily ve srovnani s 2D kulturami, proto by se hodnoceni uc€inku
potencialnich protinadorovych |é€iv na 3D bunéénych modelech mohlo stat
standardni soucasti preklinického testovani (Barchankova et al., 2019). Pro
kultivaci 3D bunécnych sféroidi musely byt nejdfive upraveny 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ky. Ve sterilni lahviéce obsahujici médium DMEM, byla
rozpusténa agaréza o vysledné koncentraci 1,5%. Pfipraveny roztok byl
nasledné sterilizovan v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Roztok
1,5% agardézy byl jesté horky za sterilnich podminek pipetovan do
mikrotitracnich jamek. Objem roztoku byl 50 ul na jamku.

Do pfipraveného panelu s 1,5% agar6zou bylo po vychladnuti
aplikovano do kazdé jamky 3000 bunék v pfipadé vSech ftfi linii, které byly
inkubovany v tzv. médiu pro sféroidy (DMEM/F-12, 3:1, Invitrogen;
0,2x supplement B27 bez vitaminu A, Invitrogen; 10 ng/ml EGF, Sigma;
0,4% BSA - hovézi sérovy albumin, Sigma). Kultivacni panely byly po
naneseni bunék centrifugovany pfi laboratorni teploté a 1000 x RPM po dobu
10 minut. Nasledné bylo k bunkam pfidano 50 pl Cisttho média. Po

jednodenni inkubaci byly buriky ovlivhény testovanou latkou o koncentracich
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25 uM, 20 pM, 15 uM, 10 uM, 5 uM a 2 uM. V pfipadé kontrolnich bunék bylo
do kultivatniho média pfidano DMSO, jehoz koncentrace v médiu
nepresahla 0,3 %. Vzniklé bunécné sféroidy byly kontrolovany a foceny 1., 7.
a 14. den po ovlivnéni a ucinek testované latky byl porovnan s kontrolnimi

sféroidy.

4.2.3 Pratokova cytometrie

Pro analyzu bunéfného cyklu byly adherentni bunécné linie DU-145
a LNCaP kultivovany ve sterilnich Petriho miskach o praméru 60 mm (TPP,
Svycarsko). Bunééna linie DU-145 byla vysazena v poétu 3 x 10° bunék
a bun&éna linie LNCaP v poétu 3,5 x 10° buné&k. Buriky byly nasledujici den
ovlivnény testovanou latkou v koncentraci ICsop na 24 h a 48 h. V pfipadé
kontrolnich buné&k bylo do kultivatniho média pfidano DMSO, jehoz
koncentrace v médiu nepresahla 0,3 %.

Sklizeni bunék bylo nasledné provedeno pomoci trypsinizace.
Veskeré kultivacni médium bylo odsano, miska byla 2x promyta 3 ml PBS
a pro uvolnéni adherentnich bunék ze dna misky byl na 5 minut aplikovan
0,25% trypsin-EDTA. Dno misky s bunkami bylo oplachnuto pfislusSnym
médiem a vznikla suspenze byla pfenesena do zkumavky s kénickym dnem.
Bunécna suspenze byla centrifugovana 10 min pfi 4 °C a 1500 x RPM.
Vznikly supernatant byl odsan a pelet opatrné resupendovan ve 3 ml PBS.
Bunécna suspenze byla opét centrifugovana za stejnych podminek. Vznikly
supernatant byl opét odsan a pelet rozpustén v 50 yl PBS a nasledné jemné
promichan, aby byly ziskany samostatné bunky. Ke vzorkim byl za
neustalého jemného michani pfikapavan vychlazeny 70% ethanol (Lachema)
o celkovém objemu 1 ml. Ethanol zplUsobi permeabilizaci membrany, coz
poté umozni DNA sondé proniknout do buriky. Zafixované bunky byly
ulozeny do dalSiho zpracovani na -20 °C.

Pro finalni analyzu bunéCného cyklu byly vzorky nejdfive
centrifugovany pfi 4 °C, 1000 x G, po dobu 10 minut. Supernatant byl
odpipetovan, burnky byly promichany v3 ml PBS obsahujici2% FBS
a ponechany 10 minut na ledu. Poté byly buriky centrifugovany pfi 4 °C, 5
minut pfi 1200 x RPM a byl odstranén supernatant. Vznikly pelet byl
resuspendovan v 50 yl PBS s 0,2 mg/ml RNasy A (Qiagen) a pfenesen do
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mikrozkumavky. Pfipraveny vzorek byl inkubovan ve vodni lazni 15 minut
pfi 37 °C. Dale bylo pfidano 200 pul propidium jodidu (100 pg/ml, Sigma)
a probéhla inkubace po dobu 15 minut na ledu a ve tmé. Vzorky byly
nasledné analyzovany pratokovym cytometrem BD FACSVerseTM (Becton
Dickinson Bioscience, USA) na zakladé excitace DNA sondy a emise zareni
odpovidajici mnozstvi DNA v bunce. Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
bunécného cyklu po ovlivnéni testovanou latkou bylo porovnavano s burikami
kontrolnimi.

4.2.4 Western blot analyza

Bunécné linie byly nasazeny do kultivacnich Petriho misek o priaméru
100 mm (TPP, Svycarsko). Buriky DU-145 byly nasazeny v celkovém
mnozstvi 7x 10° bunék do média DMEM a bun&k LNCaP bylo nasazeno
vice, konkrétné 9 x 10° bunék do kultivaéniho média RPMI 1640. Po inkubaci
byly buriky ovlivnény testovanou latkou v koncentraci 1ICso po dobu 24 a 48
hodin. V pfipadé kontrolnich bunék bylo do kultivaéniho média pfidano
DMSO, jehoz koncentrace nepfesahla 0,3 %. Po uplynuti inkubace bunék
s testovanou latkou bylo médium odsato, byl proveden oplach bunék
roztokem PBS. Pfipravené misky byly uchovany pfi teploté -80 °C do dalSiho
Zzpracovani.

Aby nedoslo ke zbytecné denaturaci proteina, byly vSechny kroky pfi
sklizeni bunék provadény na ledé. Vychlazena na 4 °C musela byt
i centrifuga a pouzité roztoky. Pomoci sterilni Skrabky byly z celé plochy
misek sesSkrabany bunky do sterilnich mikrozkumavek. Pfi Skrabani byl pouzit
lyzacni pufr (0,3 M TRIS/HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% NONIDET P-40
(Sigma); 10% SDS; 10% deoxycholat sodny (Sigma) v deionizované vodé),
ke kteréemu byly tésné pfed aplikaci pfidany inhibitory proteaz
(7x koncentrovany roztok, Roche) a fosfataz (10x koncentrovany roztok,
Roche) ve formé tablet. Mnozstvi lyzacniho roztoku bylo zvoleno na zakladé
mnozstvi bunék na misce. Ziskané vzorky byly za ucelem lyzace jejich
membrany a uvolnéni proteind do pufru inkubovany po dobu 60 minut na
ledu a kazdych 10 minut byly vortexovany. Vzorky byly poté centrifugovany
pfi 20 000 x RPM, 4 °C; 30 minut. Vznikly supernatant byl pipetou odsan

a pfenesen do Cistych mikrozkumavek.
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Ke zjisténi koncentrace proteinl byla pouzita Bradfordova metoda. Byl
pfipraven roztok Bradfordova cCinidla (Sigma) s deionizovanou vodou (1:4).
Do kazdé mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml pfipraveného Ccinidla
a 1l ul vzorku. Nasledné byly pfichystany standardy, u kterych byl pouZit
hovézi sérovy albumin (BSA, 1 mg/ml; Sigma) v koncentraéni fadé 0,5 l;
1,0 yl; 2,0 yl a 5,0 yl na 1 ml Bradfordova cinidla. Jako blank bylo pouZito
Cinidlo. Blank, hotové vzorky a standardy byly v tripletech napipetovany do
96-jamkového mikrotitracniho panelu. Na spektrofotometru PowerWave XS
pfi vinové délce 595 nm byla zméfena absorbance proteind. Podle nejmensi
hodnoty absorbance a na zakladé kalibracni kfivky standardd byla
vypocitana koncentrace proteinl ve vzorcich. Klyzatim byl pfidan
4x koncentrovany Laemmliho LSB pufr (1M TRIS pH 6,8; glycerol; 10% SDS;
B-merkaptoethanol, Sigma; 0,5% bromfenolova modf). Na zavér byl
k ziskani stejného objemu vSech vzorkd pfidan 1x koncentrovany LSB pufr.
LSB pufr obsahuje SDS, ktery plUsobi jako detergent a dava vSem proteinim
stejny zaporny naboj. Pfi elektroforéze poté dochazi k migraci proteinii na
zakladé jejich molekulové hmotnosti. Pfipravena koncentrace proteini ve
vzorcich byla 15,5 pg/10 pl. Vzorky byly 2 minuty zahfaty na 96 °C na
termobloku AccuBlockTM Digital Dry Bath (Labnet) a uloZzeny do -20 °C.

Samotné polyakrylamidové gelové elektroforéze pfedchazela pfiprava
elektroforetické  aparatury, elektroforetického  pufru a  pfiprava
polyakrylamidového gelu. PFi praci bylo dulezité nespéchat, spravné sestavit
elektroforetickou komuarku a nechat dostateCné ztuhnout gel. K separaci
proteint byl pouZit 12% délici gel a 10% zaostfovaci gel (tab. 3). Jako prvni
byl nanesen délici gel, ktery tuhnul pfiblizné 45 minut. Aby byl pfechod
déliciho a zaostfovaciho gelu rovny a bez vzduchovych bublin, byl pfikapnut
N-butanol (Lachema). Po ztuhnuti gelu a odstranéni butanolu byl pfipraven
zaostfovaci gel, do kterého byl ihned po napipetovani viozen 15-jamkovy
hfebinek. Zaostfovaci gel se pouziva ke sjednoceni pohybu vzorku.
Po 20 minutach byl zaostfovaci gel ztuhly, hfebinek vytazen a gel byl
pfipraven Kk pouziti. Byla sestavena elektroforeticka aparatura naplnéna
elektroforetickym pufrem. Do krajnich jamek byl nanasen pouze LSB pufr.
Pro ureni molekulové hmotnosti byl pouzit molekulovy marker Full-Range

Rainbow (Amersham). VSechny vzorky byly pfed nanesenim postupné
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zahfaty na 96 °C a nanaSeny smérem zleva doprava. Pro separaci proteinu
bylo nastaveno napéti 120 V na pfiblizné 100 minut. Separaci proteint bylo
dilezité sledovat, aby byla elektroforéza v€as zastavena a nedoSlo ke ztraté

potfebnych proteinl. Po ukonceni elektroforézy byl odstranén zaostfovaci

gel.
Tab. 3: Mnozstvi chemikalii potfebnych pro pripravu 2 polyakrylamidovych geld (12% déliciho
a 10% zaostrovaciho)

Chemikalie 12% délici gel Chemikalie 10% zaostrovaci gel
H,O 3,3ml H.O 3,4 ml
AA+Bis 4,0ml AA+Bis 830 ul

1,5 M TRIS pH 8,8 2,5ml 1M TRIS pH 6,8 630 ul

10% SDS 100 pl 10% SDS 50 pl

10% APS 100 pl 10% APS 50 pl
TEMED 4 ul TEMED 5ul

Gel byl na 40 minut pfenesen do transferového pufru (39 mM glycin;
48 mM TRIS-baze; 0,037% SDS a 20% methanol) a za mirnych otacek
tfepan na tfepacce. Nasledné byl seskladan tzv. blotovaci sendvi€ sloZeny
z vihkého filtraéniho papiru, nitrocelulosové membrany, gelu a uzavien
vihkym filtraénim papirem. Byl proveden pfenos proteinl na nitrocelul6zovou
membranu pomoci blotovaciho systému Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad) pfi napéti 10 V po dobu 45 minut. Po pfenosu byla membrana
obarvena roztokem Ponceau S (Sigma) po dobu 5 minut, ktery vizualizoval
pfenesené proteiny, oplachnuta v destilované vodé a vysuSena pro dalSi
praci.

Nitrucelul6zova membrana byla na zakladé molekulovych hmotnosti
proteinl nafezana na prouzky. Aby byla odbourana mista, kde nebyly
navazany proteiny a nedos$lo tak k nespecifickym vazbam, byly prouzky
oplachnuty v PBS a blokovany v 5% blokovacim mléku (suSené odtu¢néné
mléko Laktino, 1,3 % tuku, PML; PBS; 0,1% Tween 20, Sigma), pfip. 5%
BSA nafedéném v TBS-T (0,01 mM TRIS; 0,0137 mM NacCl; 0,1% Tween 20;
pH 7,6) nejméné 2 hodiny. Na pfipravené prouzky byly naneseny pfislusné
primarni protilatky (tab. 1) nafedéné v 5% mléku (suSené odtu¢néné mléko
1,3 % tuku; PBS), pfip. v5% BSA nafedéném v TBS (0,01 mM TRIS;
0,0137 mM NaCl; 0,1%; pH 7,6). Inkubace protilatek probéhla pfes noc ve
vlhké komurce pfi 4 °C. Druhy den byly prouzky hodinu promyvany na
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kyvacce za uCelem odmyti nenavazané primarni protilatky. Promyvaci roztok
PBS s Tweenem (pfip. v TBS-T) byl kazdych 15 minut vyménén za Cisty.
Probéhla 45 minutova inkubace se sekundarni protilatkou (tab. 2) pfi
laboratorni teploté ve vihké komurce. Nasledné opét probéhlo odmyti
sekundarni protilatky po dobu 60 minut v promyvacimroztoku PBS
s Tweenem (pfip. v TBS-T). Roztok byl kazdych 15 minut vyménén za Cisty.
Nyni byly prouzky pfipraveny k detekci za pomoci chemiluminiscenéniho
systému DURO (1:1; Amersham), popf. FEMTO (1:1; Amersham). Kfenova
peroxidaza navazana na sekundarni protilatku reaguje
s chemiluminiscenénim substratem a enzymaticky jej Stépi na nestabilni
produkt. Stabilizaci tohoto produktu provazi vyzareni svétla, ¢imz vznika
chemiluminiscenéni signal. Tento signal pfedstavuje Umérné mnozstvi
navazaného enzymu, které je pfimo uUmérné mnozZstvi detekovaného
proteinu. DetekCni signél byl zaznamenan pomoci systému Odyssey Fc

(Li-Cor Biotechnology).

4.2.5 In Cell ELISA (ICE)

Metoda ICE se pouziva pro detekci a kvantifikaci intracelularnich proteint
pfimo v bunkach. K testovani byl pouzit detekéni kit (Pierce Colorimetric
In-Cell ELISA kit, Thermo Scientific).

Pro detekci bylo na 96-jamkovou mikrotitraéni destiCku nasazeno
v pfipadé bunécéné linie DU-145 8 000 bunék/jamka/100 pl DMEM média,
v pfipadé bunécné linie LNCaP 10 000 bunék/jamka/100 pyl RPMI média.
Nasledné byly buriky ovlivnény testovanou latkou v koncentraci ICso po dobu
24 a 48 hodin.

U bunék DU-145 bylo médium po inkubaci odsano, bunky byly
promyty PBS. Bunky LNCaP promyvany pomoci PBS nebyly, jelikoz
dochazelo kijejich nadmémé ztraté. Buriky byly nasledné fixovany
4% paraformaldehydem po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl
PFA odsan a fadné vysu$ené panely byly umistény do -20 °C pro dalSi
pouziti.

Detekce probihala podle protokolu vyrobce. Nejdfive byla destiCka
2x promyta pomoci roztoku TBS (100 pl/jamka). Po promyti nasledovala

aplikace 100 pl permeabilizaéniho pufru (TBS, Thermo Scientific™ Surfact-

42



Amps™ X-100 Detergent) na jamku na 15 minut pfi laboratorni teploté.
DestiCka byla opét promyta TBS (100 pl/jamka), roztok byl odsan a na
20 minut bylo pfidano 100 pl na jamku 1% H,O-, ktery plsobil pfi laboratorni
teploté. Po odsati nasledovalo promyti pomoci TBS (100 pl/jamka) a na
30 minut bylo pipetovano 100 ul na jamku blokovaciho pufru. Po uplynuté
dobé byl blokovaci pufr odsan a bylo aplikovano 50 pl primarni protilatky
(tab. 1) nafedéné v promyvacim (TBS, Surfact-Amps 20 Detergent)
a blokovacim pufru (1:1). Inkubace primarni protilatky probihala pfes noc
v lednici pfi 4 °C ve tmé. Jako negativni kontrola slouzila aplikace roztoku
sloZzeného z promyvaciho a blokovaciho pufru (1:1) bez pfidané protilatky.
Detekce pokraCovala dalSi den a byla zahajena odsatim primarni
protilatky z jamek a ddkladnym omytim promyvacim pufrem celkem 3x.
Po osuseni desti¢ky bylo do jamek na 30 minut napipetovano 50 ul na jamku
HRP znafeného konjugatu. Po inkubaci se destiCka celkem 5x promyla
pomoci promyvaciho roztoku (200 pl/jamka) a vysuSila. Do jamek bylo
aplikovano 50 pyl TMB substratu, ktery na bunky plsobil 15 minut ve tmé.
Nyni bylo dllezité roztok neodsat a pfidat k nému 50 yl TMB roztoku, jenz
zpUsobil zastaveni reakce a zménu zbarveni roztoku z modré na Zlutou.
Takto pfipravena destiCka se vzorky byla nachystana na méfeni absorbance
pfi  vinové délce 450nm na spektrofotometru PowerWave XS
(BIOTEK®Instruments). Po detekci pokraCovala prace s destiCkou promytim
jamek destilovanou vodou a nasledné bylo aplikovano 50 pl Janus Green na
5 minut. Tato barvicka umozni obarveni vSech bunék v jamce a slouzi tak pro
kontrolu mnozstvi bunék po ovlivnéni testovanou latkou vzhledem ke
kontrolnim burikam. Panel byl opét promyt destilovanou vodou az do vymyti
zelené barvicky. Do Cistého a suchého panelu bylo pfidano 50 pl eluéniho
pufru na jamku na 10 minut. Po uplynuté dobé byla zméfena absorbance
roztoku na spektrofotometru PowerWave XS pfi vinové délce 615 nm.
Vysledkem je porovnani relativni exprese sledovaného proteinu
u ovlivnénych bunék testovanou latkou s bunkami kontrolnimi vzhledem

k celkovému poctu bunék.
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4.2.6 Fluorescenéni imunocytochemicka detekce
Do kultivaénich Petriho misek o priméru 60 mm (TPP, Svycarsko) byla
vloZena sterilni kulata kryci sklicka, na ktera byly nasazeny buriky DU-145
(v poétu 3,5 x 10° bun&k) a LNCaP (v poétu 3,4 x 10° buné&k). Po inkubaci
doSlo k odsati starého média, oplachnuti bunék pomoci PBS a ovlivnéni
bunék testovanou latkou, jenZ byla nafedéna do nového média na
stanovenou koncentraci dle 1Cso. Ovlivnéni bunék probihalo po dobu
24 a 48 hodin.

Po ovlivnéni bylo médium s latkou odsato a buriky byly promyty PBS
a fixovany vychlazenym roztokem aceton/methanol (1:1) po dobu 10 minut.
Po fixaci byly bufky zavodnény pomoci PBS a blokovany pomoci 1% BSA
pfi pokojové teploté 30 minut. Na sklicko bylo nasledné naneseno 80 pl
primarni protilatky (tab. 1). Jeji inkubace probéhla ve tmé ve vihké komarce
pfes noc pfi 4°C. Po promyti pomoci PBS byla nanesena fluorescenéné
znacena sekundarni protilatka (Alexa Fluor 594 nebo Alexa Fluor 488, Life
Technologies, USA) v mnozstvi 90 pl na sklicko po dobu 90 minut pfi
laboratorni teploté ve tmé. Po promyti pomoci PBS byla vSdechna bunécna
jadra dobarvena 100 pl 50 ug/ml DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol; Sigma)
10 minut pfi laboratorni teploté ve tmé. Po promyti v PBS a nasledné
v deionizované vodé byla sklicka namontovana na podlozni skla pomoci
vodného média mowiolu (Calbiochem). Detekce byla provedena na
fluorescenénim mikroskopu BX50F (Olympus, Japonsko), kde byla
porovnana exprese a lokalizace jadernych receptort v burikach kontrolnich

a ovlivnénych testovanymi latkami.

4.2.7 TUNEL assay

Metoda TUNEL byla pouZzita pro detekci apoptotickych bunék u prostatickych
nadorovych bunék DU-145 a LNCaP po ovlivnéni testovanym derivatem
KM-10-77B. Principem metody je vazba enzymu TdT na volné 3"-OH konce
DNA, kde tento enzym syntetizuje polymer obsahuijici fluorescenéné znaceny
deoxynukleotid. Buniky byly pro tuto detekci pfipraveny na kulata kryci sklicka
stejnym zpusobem jako pro fluorescenéni barveni (viz 4.2.6) a fixovany
vychlazenym roztokem aceton/methanol (1:1) po dobu 10 minut. Pfed
samotnou detekci byla pfipravena skla s bunikami zavodnéna pomoci PBS
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a inkubovana ve vychlazeném permeabilizacnim roztoku (0,1% Triton X-100
a 0,1% citrat sodny v PBS) po dobu 2 minut pfi 4°C. Poté byla skla
oplachnuta v PBS a byla na né aplikovana reak¢ni smés (In Situ Cell Death
Detection KIT, Roche) slozena z enzymu terminalni deoxynukleotidyl
transferazy (TdT) a tunel znacici smési fluorescenéné oznacenych nukleotidu
v poméru 1:9. Inkubace probihala pfi 37°C po dobu 60 minut ve tmé. Poté
byla skla opét oplachnuta pomoci PBS a jadra bunék dobarvena 50 ug/mi
DAPI po dobu 10 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Po oplachu
deionizovanou vodou byla skla zamontovana do vodného média mowiol
a byla provedena analyza na fluorescenénim mikroskopu BX50F, kdy byl
pocitan pomér zelenych TUNEL pozitivnich jader k vSem modrym bunéénym
jadram obarvenych pomoci DAPI. Na kazdém sklicku bylo hodnoceno

minimalné 150 az 200 bunék.

4.2.8 Statistické zpracovani dat

VSechny experimenty byly minimalné tfikrat nezavisle zopakovany.
Z kazdé série dat byl vypocitan primér a smérodatna odchylka. Statistické
vyhodnoceni dat bylo provedeno Studentovym t-testem a v programu MS
Excel 2019 (Microsoft, USA).
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5 VYSLEDKY

Ke studiu derivatd srdecnich glykosidl byly pouZity dvé lidské adherentni
bunécné linie odvozené od karcinomu prostaty DU-145 a LNCaP. Jejich
ucinek byl porovnavan s ucCinkem latek na nenadorovou prostatickou
bun&&nou linii RWPE-1. Uginky byly sledovany za pomoci sedmi
laboratornich metod. MTT test byl pouzit za u€elem stanoveni koncentrace
ICs0, ktera inhibuje bunécnou viabilitu z 50 % po inkubaci bunék s testovanou
latkou. Byl pozorovan vliv testované latky na integritu sféroidd, byl sledovan
buné&ny cyklus za pomoci pritokové cytometrie, Western blot analyzy a ICE.
Byla detekovana exprese anti- a pro- apoptotickych proteinl prezentujici
apoptdézu na zakladé Western blot analyzy a ICE a metodou TUNEL. Dale
byla sledovana lokalizace a exprese proteind receptorl pro steroidni
hormony pomoci fluorescencni imunocytochemické detekce, Western blot

analyzy a metodou ICE.

5.1 Vliv derivatl srdeénich glykosida na viabilitu bunék

Na zakladé MTT testu bunécné viability byla stanovena koncentrace ICsg
testovanych derivatll glykosidl u bunécnych linii odvozenych od karcinomu
prostaty DU-145 a LNCaP. Jejich ucinek byl porovnavan s uc€inkem latek na
nenadorovou prostatickou bunécnou linii RWPE-1. Vysledky MTT testu jsou

uvedeny v tabulce 4.
Tab. 4: Cytotoxicita skupiny derivatt srde¢nich glykosidu.

Cytotoxicita; ICsp (UM); 48 h

Testované latky LNCaP DU-145 RWPE-1
KM-10-61 23,1+04 10,1+ 1,3 26+1,9
KM-10-77B 18,0+ 1,6 16,8 £ 0,3 >50
KM-10-84 52+0,8 24422 <0,5
KM-10-173 44 +11 21+15 <0,5
KM-11-28 14,2 + 2,1 6,2+ 0,6 <0,5

Nékteré testované latky mély na nadorové buriky zajimavy ucinek,
inhibovaly viabilitu nadorovych bunék jiz pfi velmi nizkych koncentracich,
ovSem mely i silny cytotoxicky uc€inek na nenadorové bunky RWPE-1. Ze
skupiny péti testovanych glykosidovych derivatu byla na zakladé MTT testu
vybrana latka KM-10-77B (CysH3606, Mr = 444, 57; obr. 9A), ktera inhibovala
viabilitu nadorovych bunék DU-145 a LNCaP a zaroveri neméla efekt na
viabilitu nenadorovych bunék RWPE-1 (obr. 9B).
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Na zakladé MTT testu byla stanovena koncentrace ICsy, pro latku
KM-10-77B 16,8 yM u bunék DU-145 a 18 uM u bunék LNCaP. Tyto
koncentrace 1Cso byly pouZzity pro dalSi experimenty v Casovém intervalu
24 a 48 hodin. Na nenadorovou bunécénou linii RWPE-1 neméla latka vyrazny
cytotoxicky vliv, koncentrace ICsy byla vétsi nez 50 uM. Morfologické zmény
nadorovych bunék po ovlivnéni latkou KM-10-77B v koncentracich ICsp jsou
zobrazeny na obrazku 10.

KM-10-77B, 48 h
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Obr. 9: (A) Strukturni vzorec testovaného derivatu srde¢niho glykosidu KM-10-77B.; (B) Vliv
latky KM-10-77B v koncentracich 5 - 50 yM na bunécénou viabilitu bunék DU-145, LNCaP
a RWPE-1 po dobu 48 h.

K24h KM-10-778, 24h K48h KM-10-778, 48h

DU-145

24 a 48 hodin) vzhledem ke kontrolnim buiikam. Zvétseni 20x.

5.2 Vliv derivata srde¢nich glykosida na integritu 3D bunéénych
sféroidu

Bunécéna integrita sféroidd nadorovych bunécénych linii DU-145 a LNCaP

a nenadorové bunécné linie RWPE-1 byla sledovana po ovlivnéni testovanou

latkou v koncentracich 2 - 25 yM po dobu 1, 7 a 14 dni.
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U linie DU-145 byl pozorovan rozpad celistvosti a zmenSovani sféroidu
v zavislosti na koncentraci i doby pusobeni testované latky v porovnani
s kontrolnimi bufikami, ale svuj tvar a velikost po dobu experimentu vyrazné

nezménily (obr. 11).

DU-145

Kontrola

den

1

7.den

- s &

Obr. 11: Vliv testované latky KM-10-77B na integritu bunéénych sféroida linie DU-145 po dobu
1, 7 a14 dni v koncentracich od 2 pyM do 25 pyM v porovnani s kontrolnimi bunkami.

- &

14.den

Zvétseni 20x.
Po dobu 1, 7 a 14 dni byl taktéZ sledovan vliv testované latky na

sféroidy bunécné linie LNCaP. Bunééné sféroidy se zmenSovaly a rozpadaly
v zavislosti na Case a pouzité koncentraci. Zména byla v porovnani
s kontrolou pozorovana jiz 1. den po ovlivnéni. Sedmy den po ovlivhéni bylo
pozorovano zmenseni a postupny rozpad bunéénych sféroidl u koncentraci
10-25 yM a ¢&trnacty den po ovlivnéni byl zaznamenan rozpad bunéénych
sféroidu u vSech testovanych koncentraci i kontrol (obr. 12).

LNCaP

Kontrola

1.den

7.den

14.den

Obr. 12: Vliv testované latky KM-10-77B na integritu bunéénych sféroida linie LNCaP po dobu
1, 7 a14 dni v koncentracich od 2 pyM do 25 pM v porovnani s kontrolnimi bunkami.

Zvétseni 20x.
Z obrazku 13 je patrné, Ze testovana latka neméla v zadném Casovém

useku ani koncentraci vliv na nenadorovou bunécénou linii RWPE-1. Tento

vysledek koreluje s vysledky ziskanymi MTT testem bunécné viability.
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Obr. 13: Vliv testované latky KM-10-77B na integritu bunéénych sféroida linie RWPE-1 po dobu
1, 7 a14 dni v koncentracich od 2 pyM do 25 pM v porovnani s kontrolnimi burikami.
Zvétseni 20x.

5.3 Vliv derivatl srdeénich glykosidli na bunéény cyklus

5.3.1 Analyza bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie

K ovéfeni, zda testovana latka ovliviuje bunécny cyklus nadorovych
prostatickych bunék, byla vyuzita analyza bunéfného cyklu pomoci
prutokové cytometrie. Na jejim zakladé byl zméfen obsah bunécéné DNA,
ktery byl nasledné prepocitan na procenta vyjadfujici mnozZstvi bunék
v jednotlivych fazich bunéfného cyklu. U bunécné linie DU-145 byla
pozorovana akumulace bunék v S fazi bunéného cyklu po obou €asovych

intervalech, vyraznéji po 24 hodinovém pulsobeni testované latky (obr. 14A).
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Obr. 14: Analyza bunééného cyklu: (A) Procentualni zastoupeni bunék DU-145 v jednotlivych
fazich bunééného cyklu. (B) Histogramy z pritokové cytometrie zobrazujici ucinek testované
latky na bunéény cyklus. Bunécna linie byla ovlivnéna testovanou latkou po dobu 24 a 48 hodin
o koncentraci 16,8 pM.

Testovany derivat srdecnich glykosidli KM-10-77B u bunécéné linie
LNCaP vedl k mirnému zvySeni zastoupeni bunék v Sfazi cyklu po
24 hodinovém pusobeni. Po 48 hodinovém plsobeni latky bylo
zaznamenano zvy$ené mnozstvi poltu bunék v Go/G; fazi vzhledem ke
kontrolnim burikam (obr. 15A).
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Obr. 15: Analyza bunééného cyklu: (A) Procentualni zastoupeni bunék LNCaP v jednotlivych
fazich bunééného cyklu. (B) Histogramy z pritokové cytometrie zobrazujici ucinek testované
latky na bunéény cyklus. Bunécna linie byla ovlivnéna testovanou latkou po dobu 24 a 48 hodin
o koncentraci 18 uM.

5.3.2 Exprese proteinu podilejicich se na regulaci bunééného cyklu
metodou WB analyzy a ICE

PFi regulaci bunééného cyklu dochazi k expresi urcitych proteint. Exprese
proteinu podilejicich se na regulaci buné¢ného cyklu byla studovana pomoci
Western blot analyzy a metodou ICE. Bunééné linie DU-145 a LNCaP byly
24 a 48 hodin inkubovany s testovanou latkou o koncentraci ICso. Vysledky
exprese byly porovnany s kontrolnimi burikami. Exprese proteind p16
(16 kDa), p21 (21 kDa), p53 (53 kDa), Rb (110 kDa), Src (60 kDa), cyklin A
(54 kDa), cyklin B; (55 kDa), cyklin D; (36 kDa), cyklin E (45 kDa),
cyklin-dependentni kinaza 4 (CDK4; 35 kDa) a mcm-7 (80 kDa) je

znazornéna na obrazku 16.
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Obr. 16: Imunodetekce proteint regulujicich bunéény cyklus u bunéénych linii DU-145 a LNCaP
ovlivnénych testovanou latkou v koncentraci ICso po dobu 24 a 48 hodin. Exprese byla
vyhodnocena v porovnani s kontrolnimi burikami.

SniZzena hladina exprese proteinu p16 byla pozorovana u obou
bunéénych linii po 24 i 48 hodinovém ovlivnéni testovanou latkou
KM-10-77B.

Hladina exprese proteinu p21 byla zvySena u obou bunécnych linii po
ovlivnéni testovanou latkou. U bunécéné linie LNCaP byla exprese vyrazné
silngjSi nez u bunécné linie DU-145. Exprese proteinu p53 se po ovlivnéni
testovanou latkou KM-10-77B snizila v pfipadé bunécné linie DU-145 jiz po
24 hodinovém pusobeni. Tato bunécna linie exprimuje mutovany typ p53.
Zatimco u bunécné linie LNCaP, ktera obsahuje wild-type p53, byla
pozorovana zvySena exprese tohoto proteinu po 48 hodinach pusobeni
testované latky. K vyraznému zvySeni hladiny exprese retinoblastomoveho
proteinu doslo u bunék DU-145 po 48 hodinach plsobeni latky. V pfipadé
bunék LNCaP, byla hladina exprese Rb zvySena po ovlivnéni testovanou
latkou u obou €asovych intervall. Exprese Src kinazy byla nepatrné snizena
po 24 hodinovém pUsobeni testované latky u bunék DU-145 a po

48 hodinovém pusobeni u bunék LNCaP.
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Proteiny cyklin A a cyklin B1 vykazovaly snizeni své exprese u bunék
LNCaP po aplikaci testované latky v obou C€asech, u bunék DU-145 byl
sledovan pokles téchto cyklind ucinkem latky po 48 h ovlivnéni. Vyrazné
zmény hladin proteind cyklinu D; a cyklinu E u bunék DU-145 nebyly
pozorovany, u bunék LNCaP byl po ovlivnéni testovanou latkou zjistén slaby
pokles obou cyklinG. Hladina CDK4 byla u ovlivnénych bunék DU-145
(24 hodin) snizena, u bunék LNCaP byla hladina tohoto proteinu zvySena po
48 hodinach pusobeni testované latky. Protein mcm-7 byl vyuzit jako kontrola
mnozstvi nanesenych proteinl ve vzorku.

Stejné proteiny byly detekovany také pomoci metody ICE. Bunééné
linie DU-145 a LNCaP byly ovlivnény 24 a 48 hodin derivatem srdecniho
glykosidu KM-10-77B o koncentraci ICso. Pomoci nasledujicich grafu
(obr. 17) miazeme porovnat expresi jednotlivych proteint na zakladé vyuziti

dvou detekénich metod.
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Obr. 17: Relativni exprese proteinti podilejicich se na regulaci bunééného cyklu stanovena

pomoci metody ICE. Nadorové linie DU-145 a LNCaP byly ovlivnény po dobu 24 a 48 hodin
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koncentraci ICs; studované latky. Exprese byla vyhodnocena v porovnani s kontrolnimi

bunkami

Relativni exprese proteinu p16 byla na zakladé ICE metody sniZena
u obou bunécnych linii v obou c¢asovych intervalech. Relativni exprese
proteinu p21 byla po ovlivnéni testovanou latkou zvySena u obou bunécnych
linii, u bunék LNCaP v obou €asech byla vyrazné vysSi. Relativni exprese
proteinu p53 byla nepatrné zvySena ve vSech ovlivnénych pfFipadech.
Exprese proteinu Rb byla mirné zvySena u bunék DU-145 po 48 h pusobeni
latky, u bunék LNCaP byla exprese Rb nepatrné zvySena v obou Casech.
V pfipadé fosforylované formy pRb se jedna o nepatrné navyseni relativni
exprese u bunék DU-145, zatimco u bunék LNCaP nebyla zjiSténa zadna
zména oproti kontrolnim bunkam. Hladiny proteinu Src u obou bunécnych
linii variovaly, po 24 h plsobeni byla zjiSténa snizena exprese tohoto
proteinu, naopak po 48 h pusobeni byla zaznamenana mirné zvySena
hladina Src proteinu. U obou linii bylo detekovano mirné zvySeni exprese
cyklinu A. Exprese cyklinu B; a cyklinu D; byla u obou linii mirné snizena,
zatimco exprese cyklinu E byla zvySena, zejména u bunék DU-145 po 24 h
ovlivnéni testovanou latkou. Exprese CDK4 byla u bunék DU-145 sniZena
v obou Casech, zatimco u bunék LNCaP byla zvy$ena, zejména po 48 h

pUsobeni.

5.4 Vliv derivata srdec¢nich glykosidl na apoptotickou bunéénou
smrt

5.4.1 Exprese proteint regulujicich apoptézu metodou WB analyzy
alCE
Na obrazku 18 je k vidéni vysledek z Western blot analyzy exprese protein(
uplatiujicich se pfi regulaci apoptézy. Testovana latka KM-10-77B byla
s bunikami inkubovana 24 a 48 hodin o pfislusné koncentraci ICsy. Byly
sledovany exprese proteini Bcl-2 (29 kDa), Bcl-X. (29 kDa), Bid (22,
15 kDa), kaspaza 3 (cas-3; 35, 19, 17 kDa), poly(ADP-rib6za)polymeraza
(PARP; 116, 89 kDa) a mcm-7 (80 kDa) u bunék DU-145 a LNCaP. Mcm-7

byl detekovan jako kontrola mnozstvi nanesenych proteinl ve vzorku.
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Obr. 18: Imunodetekce proteinti regulujicich apoptézu u bunéénych linii DU-145 a LNCaP
ovlivnénych testovanou latkou po dobu 24 a 48 hodin. Exprese byla vyhodnocena v porovnani

s kontrolnimi bunkami.

Z obrazku 18 je patrné, Ze testovana latka KM-10-77B na proteiny
regulujici apoptézu pusobila u kazdé bunécné linie jinak. Hladina exprese
anti-apoptotického proteinu Bcl-2 byla u bunécéné linie DU-145 lehce zvySena
po 48 hodinach. U bunék LNCaP se hladina exprese proteinu Bcl-2 po
24 hodinach snizila, ale naopak po 48 hodinach je vyrazné zvySena.

Hladina exprese proteinu Bcl-X, se lehce snizovala u bunék DU-145
v obou Casech, ale naopak u bunék LNCaP byla zvySena po 48 hodinovém
ovlivnéni testovanym derivatem.

Stépné fragmenty (o velikosti 15 kDa) pro-apoptotického proteinu Bid
se nepodafilo detekovat, ale byl zaznamenan pokles exprese nestépeného
proteinu Bid (o velikosti 22 kDa) u bunék LNCaP po 24 i 48 hodinach
pusobeni testované latky. U bunék DU-145 nebyla detekovana zadna zména
hladiny exprese tohoto proteinu.

Po ovlivnéni obou typd bunék testovanou latkou jsme detekovali
Stépné aktivni fragmenty kaspazy 3 po 48 h aplikaci. Dale bylo u bunék
LNCaP pozorovano snizeni hladiny exprese proteinu PARP (116 kDa) po 24
i 48 h pusobeni, ale nebyl pozorovan zadny Stépny fragment (89 kDa).
U bunék DU-145 nebyly zaznamenany vyraznéjSi zmény v expresi tohoto

proteinu v porovnani s kontrolnimi bufikami.
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Exprese proteinu regulujicich apoptézu byla detekovana i metodou

ICE. K porovnani s metodou Western blot slouzi grafy na obrazku 19.
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Obr. 19: Relativni exprese anti-apoptotickych a pro-apoptotickych proteini stanovena pomoci
metody ICE. Nadorové linie DU-145 a LNCaP byly ovlivnény po dobu 24 a 48 hodin koncentraci
ICso studované latky. Exprese byla vyhodnocena v porovnani s kontrolnimi bunkami.

Relativni exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2 je v pfipadé bunék
DU-145, oproti burikam kontrolnim, lehce snizena. V pfipadé bunék LNCaP
se exprese po 48 hodinach zvysila.

U bunék DU-145 byla exprese Bcl-X. po ovlivnéni derivatem (48 h)
snizena, u ovlivnénych bunék LNCaP byla naopak po 48 hodinach lehce
zvySena v porovnani s kontrolnimi burikami.

Relativni exprese pro-apoptotického proteinu Bid byla u obou linii po
ovlivnéni testovanou latkou mirné zvySena, jen u bunék LNCaP po
24 hodinovém pusobeni derivatu byla zaznamenana sniZzena relativni
exprese tohoto proteinu.

Snizena hladina relativni exprese kaspazy 3 byla pozorovana
u ovlivnénych bunék DU-145 a LNCaP v obou €asovych intervalech.

PARP méla po ovlivnéni bunék DU-145 (48 h) a LNCaP (24
a 48 hodin) snizenou hladinu relativni exprese. V pfipadé bunék DU-145 po
24 hodinach pasobeni testované latky byla zjisténa zvySena hladina relativni
exprese PARP.

5.4.2 TUNEL assay
Pomoci detekce apoptotickych bunék metodou TUNEL bylo zjiSténo, ze

testovany derivat srdeCnich glykosidu v koncentraci ICso vedl v obou
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Casovych intervalech ke zvySenému poctu apoptotickych bunék u obou linii
DU-145 a LNCaP (obr. 20). ZvySené procentualni zastoupeni apoptotickych
bunék bylo zaznamenano zejména u bunék LNCaP po 48 hodinovém
pusobeni testované latky vzhledem ke kontrolnim burikam. Obrazek 21
znazornuje ucinky testovaného derivatu na bunky DU-145 aLNCaP

vzhledem ke kontrolnim burikam.
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Obr. 20: Detekce apoptotickych bunék stanovena metodou TUNEL u bunék DU-145 a LNCaP
ovlivnénych KM-10-77B v koncentraci ICso po dobu 24 a 48 hodin ve srovnani s kontrolnimi
bunkami.
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Obr. 21: Detekce DNA zlomu v jadrech apoptotickych bunék metodou TUNEL u bunék DU-145
aLNCaP ovlivnénych testovanou latkou KM-10-77B v koncentraci IC50 po dobu 48 h.

Apoptotické bunky, jejichz DNA je fragmentovana, jsou zbarveny zelené. Bunécna jadra
obarvena pomoci DAPI sviti modre. Jednotlivé obrazky v ramci jednoho vzorku znazornuji

stejna zorna pole fluorescenéniho mikroskopu pfi zvétSeni 40x.
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5.5 Vliv derivata srdeénich glykosidi na expresi receptori pro
steroidni hormony

5.5.1Exprese receptoru pro steroidni hormony na zakladé
imunofluorescenéniho barveni

K porovnani lokalizace a exprese proteinu receptort pro steroidni hormony

u ovlivnénych a kontrolnich bunék byla pouZita detekce na zakladé

imunofluorescencniho barveni.

U bunék DU-145 nebyla imunofluorescencnim barvenim zjiSténa
exprese androgenového receptoru (AR) u kontrolnich ani ovlivnénych bunék.
Velmi slaba jaderna exprese estrogenového receptoru a (ER-a) byla
detekovana u kontrolnich i ovlivnénych bunék testovanou latkou KM-10-77B.
Exprese estrogenového receptoru  (ER-B) byla u kontrolnich bunék DU-145
zjisténa v cytoplazmé i v jadfe, po ovlivnéni testovanou latkou exprese

I lokalizace ER-B zustala stejna (obr. 22).
DAPI DAPI

br. 22: Imunofluorescenc¢ni barveni ER-a a ER-B u kontrolnich bunék DU-145 a bunék

Kontrola

KM-10-778B

ovlivnénych KM-10-77B (ICso uM, 48 h). Bunécna jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre.
Jednotlivé obrazky v ramci jednoho vzorku znazornuji stejna zorna pole fluorescenéniho
mikroskopu pri zvétSeni 40x.

V cytoplazmé i jadrech kontrolnich bunék linie LNCaP byla prokazana
vyrazna exprese AR. Ovlivnéni latkou KM-10-77B vedlo ke snizeni exprese
tohoto receptoru v bunkach. V cytoplazmé i jadfe kontrolnich bunék LNCaP
byla zjisténa i exprese ER-a. Po ovlivnéni bunék testovanou latkou nebyla
pozorovana zadna zména exprese oproti kontrolnim burikam. Exprese ER-[3
u kontrolnich bunék byla zaznamenana v cytoplazmé zejména u vnéjSich
jadernych pdlu. Po ovlivnéni testovanou latkou doSlo k vyraznéjSi expresi

a lokalizaci receptoru v cytoplazmé buriky (obr. 230br. 23).
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Obr. 23: Imunofluorescenéni barveni AR, ER-a a ER- u kontrolnich bunék LNCaP a bunék
ovlivnénych KM-10-77B (ICso pM, 48 h). Bunécna jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre.
Jednotlivé obrazky v ramci jednoho vzorku znazoriuji stejnd zorna pole fluorescenéniho
mikroskopu pfi zvétSeni 40x.
5.5.2 Exprese proteini podilejicich se na expresi receptort pro
steroidni hormony metodou WB analyzy a ICE
Pomoci Western blot analyzy byly studovany proteiny pro androgenovy
receptor (AR, 110 kDa), estrogenovy receptor a (ER-a, 66 kDa)
a estrogenovy receptor $ (ER-B, 56 kDa). Bunécné linie DU-145 a LNCaP
byly po dobu 24 a 48 hodin ovlivnény testovanym derivatem srdecniho
glykosidu o koncentraci ICsq (obr. 24).
Na zakladé detekce nebyla u bunék linie DU-145 detekovana exprese
AR. U bunék linie LNCaP byla imunodetekci pozorovana snizena hladina
exprese Vv obou cCasovych intervalech. Vliv testované latky na expresi
estrogenového receptoru a a B nebyl prokazan ani u jedné bunécéné linie.

Protein mcm-7 prezentuje rovhomérné naneseni proteinl ve vzorku.
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Obr. 24: Imunodetekce proteini podilejicich se na expresi receptorii pro steroidni hormony
u bunéénych linii DU-145 a LNCaP ovlivnénych testovanou latkou po dobu 24 a 48 hodin.

Exprese byla vyhodnocena v porovnani s kontrolnimi burikami.

Metodou ICE byla provedena imunodetekce a jeji vysledky byly

porovnany s vysledky Western blot analyzy. Dle grafu na obrazku 25 |ze fici,
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Ze vysledky pouZzitych metod koreluji a vySly podobné. Hladina exprese AR
byla u ovlivnénych bunék LNCaP snizena stejné jako u Western blot analyzy
v obou Casech. Hladiny exprese obou estrogenovych receptorli zustaly

v porovnani s kontrolnimi burikami stejné u obou buné&c&nych linii.
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Obr. 25: Relativni exprese AR, ER-a a ER-B stanovena pomoci metody ICE. Nadorové linie
DU-145 a LNCaP byly ovlivnény po dobu 24 a 48 hodin koncentraci ICs, studované latky.

Exprese byla vyhodnocena v porovnani s kontrolnimi burikami.

60



6 DISKUZE

Srdec¢ni glykosidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které plsobi zejména
proti Skidcim, ale nalezneme je i u ZivoCichd. Jejich hlavni vyuZiti je pfi
[éEbé srdecniho méstnavého selhani. Jsou to latky schopné inhibice
sodno-draselné pumpy. Soufasné studie predstavuji pro védecky vyzkum
slibnou perspektivu v protinadorové |écbé, proto byly derivaty srde€nich
glykosidl vybrany pro studium protinadorové aktivity na buriky karcinomu
prostaty.

Obecné je vétsina onkologickych onemocnéni zplsobena viceCetnymi
mutacemi gen(, ke kterym dochazi v prabéhu starnuti bunék (pUsobenim
fyzikalnich, chemickych &i biologickych mutagend) a zpravidla sou¢asné na
nékolika stupnich. K témto zménam bézné dochazi v kazdé bunce, avsak
nemusi vzdy vést k maligni transformaci. V pfipadé, Zze opravné procesy
(bunéné ¢&i na urovni organismu) nejsou schopny eliminovat vzniklé
nadorové bunky, rozjizdi se kaskada neregulovatelného rlstu a déleni
nadorovych bunék, u kterych byva potlaen proces apoptdzy.

Karcinom prostaty predstavuje hormonalné zavisly typ nadoru. Jedna
se o multifaktoridini onemocnéni, u néhoz nebyla dosud zjisténa
jednoznacna a presveédciva pfiina tohoto onemocnéni. Na vzniku karcinomu
prostaty se podileji environmentalni a epigenetické faktory, vyznamnou roli
hraji vd8ak onemocnéni zejména faktory genetické (Sampson et al., 2013;
Stern et al., 2008). Nasvéddéuje tomu i rozdil v 8etnosti incidence a mortality
u bélosské populace (107/18) vzhledem k afroamerické populaci muzi
(187/41) v USA (Siegel et al., 2018). Primarni Ié€bou je hormonalni terapie,
ktera je zalozena na blokovani u€inku androgent a potlaceni jejich tvorby,
coz ma za dusledek apoptézu bunék zavislych na androgenech (Vitek et
al., 2012). Neni to ovSem spolehliva |éCba, nebot muze dojit ke vzniku
androgen nezavislych klond nadorovych bunék (Cannata et al., 2012).

Pfedkladana diplomova prace je zaméfena na pUsobeni derivatu
srde¢nich glykosidi na modelu nadorovych bunéénych linii odvozenych od
karcinomu prostaty. Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo urcit
protinadorovou aktivitu derivatd srdecnich glykosidi. Experimenty byly

provadény na nadorovych prostatickych bunéénych liniich DU-145 a LNCaP.
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Aktivita latek byla porovnana sucinky na nenadorovou prostatickou
bunécnou linii RWPE-1. Bunécna linie DU-145 predstavuje androgen
necitlivou linii, ktera je odvozena od metastazy v mozku. Tato linie ma
mutovany tumor supresorovy gen p53, exprimuje ER-B, progesteronové
receptory (PR) a slabé ER-a. Androgenové receptory neexprimuje. Tato
bunécna linie reprezentuje model pro malo diferencovany, agresivni
a metastazuijici typ karcinomu prostaty. Bunécna linie LNCaP je odvozena od
metastazy lymfatickych uzlin, na rozdil od bunécné linie DU-145 nema
mutovany p53, ale disponuje nemutovanou formou p53 (wild type), reaguje
na androgeny a exprimuje androgenovy receptor, estrogenové receptory a, 3
a PR (Sampson et al., 2013) Tato linie slouzi jako bunéény model pro dobfe
diferencované karcinomy prostaty s nizkym metastatickym potencialem.
Bunécna linie RWPE-1 pfedstavuje epitelialni buriky pochazejici z periferni
zony histologicky normalni dospélé lidské prostaty imortalizované lidskym
papilomavirem 18.

V predlozené praci byl sledovan vliv derivatl srdeénich glykosidu na
zivotaschopnost bunék, integritu 3D bunécnych sféroidd, bunéény cyklus,
apoptotickou programovanou bunéfnou smrt a vliv na expresi jadernych
receptord.

V praktické cCasti této diplomové prace byla testovana cytotoxicita
5 derivatl srdeCnich glykosidu, které byly dodany Laboratofi rdstovych
regulatort PfF UP v Olomouci (Obr. 8). Test viability bunék byl proveden na
nadorovych liniich DU-145, LNCaP a porovnavan s ucinkem na nenadorovou
lini RWPE-1 po dobu 48 hodin. Na zakladé vyslednych hodnot testu
buné&né viability byla stanovena hodnota 50% inhibiéni koncentrace (tab. 4).
Ze vSech testovanych derivatd byl vybran derivat KM-10-77B odvozeny od
kardenolidu, jehoz hodnota ICsy byla 16,8 uM u bunék DU-145 a 18 uM
u bunék LNCaP, pfi€emz viabilita nenadorovych bunék RWPE-1 nebyla timto
derivatem ovlivnéna (Obr. 9B). | kdyz nékteré testované derivaty (napf.
KM-11-84, KM-10-173) inhibovaly bunécnou viabilitu nadorovych bunék ve
velmi nizkych koncentracich, pusobily cytotoxicky i na nenadorové burky
a do dalSiho testovani nebyly zafazeny. Nenadorové buriky RWPE-1 byly na
ucinky vétsiny testovanych derivatd kardioglykosidi mnohem citlivéjSi nez
nadorové burky. Buriky DU-145 byly na ucinky glykosidu citlivéjSi nez buriky
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LNCaP. Tyto rozdily v citlivosti bunék na pusobeni testovanych latek mohou
souviset s rozdilnym genetickym zakladem pouzitych bunécnych linii. Bunky
DU-145 predstavuji rychleji proliferujici linii s kratSim ,doubling time*
v porovnani s bunkami LNCaP, které potfebuji po pasazi dva dny, aby fadné
adherovaly a zacaly proliferovat. U bunék DU-145 se mulze uplatnit zdsah do
buné&ného cyklu za danou dobu castéji, z ¢ehoz muze vyplyvat i nizsi
zjisténa koncentrace testovanych latek. V praci Rascén-Valenzuelové
a kolektivu (2015) jsou popisovany antiproliferativni uc€inky nového
kardenolidového glykosidu 12,16-dihydroxykalotropinu izolovaného z kefe
Asclepias subulata asrovnavany s ucinky tfi jiz znamych glykosidu
(kalotropinu, korotoxigenin  3-O-glukopyranosidu a desglucouzarinu).
Izolované kardioglykosidy studovali na tfech nadorovych bunécnych liniich
rizného puvodu: plicni bunécéné linii A549, bunécéné linii LS 180 odvozené od
karcinomu tlustého stfeva, a PC-3 bunécné linii, ktera je odvozena od
karcinomu prostaty. Uginky latek na nadorové buriky porovnavali s Uéinky na
normalni nenadorové buriky ARPE-19. V této praci zjistili, Ze buriky PC-3
byly oproti ostatnim buné&nym liniim nejméné citlivé k u¢inkim testovanych
glykosidd. Hodnoty cytotoxicity po 48 hodinovém ovlivnéni PC-3 bunék byly
pro 12,16-dihydroxykalotropin 11,7 + 2,48 uM, kalotropin 0,41 + 0,11 uM,
korotoxigenin 3-O-glukopyranosid 6,62 uM = 0,42 uM a desglucouzarin
9,68 + 0,58 uM. Zatimco na normalni nenadrové bunky testované
kardioglykosidy efekt nemély (Rascén-Valenzuela et al., 2015). V praci Yeh
et al. (2003) testovali efekt srdeCnich glykosidl (bufalinu a cinobufaginu) na
bunécné linie karcinomu prostaty a zjistili, Ze obé latky vyvolaly u bunék
LNCaP, DU-145 a PC-3 inhibici buné&ného rustu v zavislosti na aplikované
koncentraci a Case. Bunky LNCaP byly na aplikaci latek citlivéjSi nez buriky
DU-145 a PC-3.

DalSim experimentem byl studovan vliv vybraného derivatu srdecniho
glykosidu KM-10-77B na integritu 3D buné&nych sféroidld bunécénych linii
DU-145, LNCaP a RWPE-1 po dobu 1, 7 a 14 dni v koncentracni Skale
2-25 uM. 3D bunécné sféroidy predstavuji modelovy systém, ktery vykazuje
vlastnosti blizSi realné situaci in vivo (Thoma et al.,, 2014). V takovém
uspofadani se v ramci sféroidu tvofi gradienty Zivin, kysliku ¢i odpadnich

metabolitl a zaroven je mozné popfipadé uskutecnit kokultivaci rdznych
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bunénych typld nebo zahrnout interakce bunék s extracelularni matrix
(ECM). Pfirozenymi interakcemi pak bunky ziskavaji morfologické a jiné
bunécné charakteristiky podobné tém v solidnich nadorech in vivo (Nath
a Devi, 2016). V souCasné dobé je pro studium nadord in vitro vyuzivano
nékolik typld 3D modelovych systéma, které se od sebe liSi zdrojem bunék,
kultivaCnimi postupy a aplikacemi. Pro vSechny plati, Ze se kultivuji za
podminek, které neumozniuji adhezi ke kultivacnimu plastiku. Kultivuji se
v médiu bez séra obohaceném o specifické rlstové faktory. NejbéznéjSim
typem 3D modeltd jsou multicelularni nadorové sféroidy, které jsou
pfipravovany z bunéénych linii bézné se vyskytujicich ve vyzkumnych
laboratofich (Weiswald et al., 2015). Buriky jsou kultivovany v prostfedi
s omezenou moznosti adherovat k povrchu, tim jsou upfednostnény
mezibunééné interakce a dochazi k pfirozené tvorbé agregatli. Toho Ize
docilit kultivaci sféroidd v povrchové upravenych kultivacnich nadobach.
V nasem pfipadé jsme vyuzili 1,5% agarézu k potazeni dna 96-jamkovych
panell. Touto metodou Ize jednoduchym zplsobem docilit sféroidl o stejné
velikosti, pficemz v kazdé jamce je pfitomen jeden sféroid (Langhans, 2018).

U bunéénych sféroidi linie DU-145 jsme zaznamenali rozpad
celistvosti a zmenSovani sféroidu v zavislosti na koncentraci i doby plUsobeni
testované latky v porovnani s kontrolnimi bunkami. Svdj tvar a velikost
ovsem po dobu experimentu (14 dni) vyrazné nezménily. Byly vici testované
latce odolnéjSi i po ovlivnéni nejvysSi koncentraci. Naopak ucinek derivatu
kardenolidu KM-10-77B byl patrny u bunéfnch sféroidd linie LNCaP,
u kterych doSlo ke zmenSeni a rozpadu sféroidu v zavislosti na Case
a pouzité koncentraci. Vliv testovaného derivatu byl pozorovan jiz prvni den
po ovlivnéni. Sféroidy nenadorové bunééné linie RWPE-1 nebyly ovlivnény
testovanou latkou v danych koncentracich ani ¢asech. CitlivéjSi na aplikaci
testované latky byly sferoidy bunék LNCaP, zatimco na zakladé MTT testu
byly na aplikaci latky citlivéjSi bunky DU-145. Z uspofadani a charakteristik
sféroidd muze vyplyvat, Ze odpovéd tohoto bunécného modelu na ucinky
potencialnich 1éCiv nemusi byt totozna s odpoveédi bunék kultivovanych
v monovrstvé, ackoliv jsou oba systémy tvoreny stejnymi burikami. U sféroidu
je obecné pozorovana nizSi citlivost vicéi IéCivu (Barchankova et al., 2019).

Rezistence sféroidu vuci nékterym latkdm muaze byt zplsobena pfedevsim
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nedostateCnym prinikem a distribuci latky v ramci sféroidu, pfitomnosti
neproliferujici populace bunék uvnitf sféroidu, silnéjSimi mezibunéénymi
kontakty, produkci slozek ECM, zvySenou expresi proteini zodpovédnych za
vylouCeni |éCiva a dalSimi faktory (Gong et al., 2015; Smalley et al., 2006).
V praci Chao et al. (2017) porovnavali vliv doxycyklinu na buriky PC-3
odvozené od karcinomu prostaty v monovrstvé a v 3D buné&cnych sféroidech
vytvofenych z PC-3 bunék. Sféroidy bunék PC-3 byly viéi doxycyklinu
rezistentni, zatimco u bunék PC-3 ve 2D uspofadani byla stanovena nizka
hodnota ICso 160 nM. V praci Dos Santos et al. (2018) se zabyvali studiem
protinadorovych ucinkda derivatu thiofend na burfiky MCF-7 odvozené od
karcinomu prsu. V porovnani s 2D kulturami byly 3D sféroidy bunék MCF-7
vice rezistentni vuci testovanym derivatim. Do budoucna by bylo zajimavé
provést dal8i experimenty na 3D bunéénych modelech a porovnat je
s vysledky na monovrstvach bunéénych linii.

Na zakladé zjisténi inhibi¢nich G&inkd srde¢nich glykosidl na viabilitu
nadorovych bunék prostaty byl pomoci pratokové cytometrie studovan vliv
derivatu KM-10-77B na distribuci bunék v ramci buné&ného cyklu. Je znamo,
Ze Casné genetické zmény spojené s tumorigenezi zahrnuji geny, které se
podileji na regulaci bunécného cyklu. Tyto zmény vedou u nadorovych bunék
Casto ke ztraté G; kontrolniho bodu a naruseni pribéhu bunééného cyklu.
Rozdilné drahy normalnich a nadorovych bunék jsou vyuzivany ke studiu
novych chemopreventivnich & chemoterapeutickych pfistupd (Lomazzi et al.,
2002). Na zakladé pratokové cytometrie bylo u bunék DU-145 zjisténo
vyrazné zvySeni procentualniho zastoupeni bunék ve fazi S zejména po
24 hodinach pusobeni testované latky. Po 48 hodinovém ovlivnéni nebyla
zména tak markantni. U bunék LNCaP testovany derivat KM-10-77B ved|
K mirnému zvyseni poctu bunék v S fazi po 24 hodinach pusobeni. Naopak
po 48 hodinach testovana latka brani vstupu do faze S, byla zjisténa blokada
bunék v Go/G; fazi bunéfného cyklu. Reevesiozid A patfi do skupiny
kardenolidovych glykosidu, ktery byl izolovany z kofene Reevesia formosana,
byl studovan na bunécnych liniich PC-3 a DU-145. U bunék PC-3 doslo po
48 hodinové inkubaci k akumulaci bunék v S fazi buné&ného cyklu. (Leu
et al., 2014). V praci Chou a kolektivu (2021) byl studovan vliv digoxinu

a digitoxinu na nadovou ovarialni bunéénou linii SKOV-3. Po ovlivnéni bunék
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digoxinem bylo pozorovano shlukovani bunék ve fazi Go/G; po Casovém
intervalu 48 hodin. Akumulace bunék v Go/G; po ovlivnéni digitoxinem byla
pozorovana jiz po 24 hodinach.

Na regulaci bunééného cyklu se podili Fada proteinl. Exprese protein(
regulujici bunécny cyklus byla detekovana pomoci Western blot analyzy
a ICE. Zajimalo nas porovnani obou téchto metod, zda by do budoucna bylo
mozné WB analyzu nahradit rychlejSi a efektivnéj§i metodou ICE. WB
Naopak ICE metoda, ktera slouzi pro kvantifikaci intracelularnich proteind
pfimo v burikach, je rychlejSi, levnéjSi a umozfiuje kombinovat vyhody
jednoduché techniky s kvantitativnim vystupem.

Protein p16 je tumor supresor, jenz je inhibovan cyklin-dependentnimi
kinazami CDK4 a CDK6 a je vyznamny pfi regulaci progrese bunécného
cyklu zejména v G; fazi (Boice et al.,, 1996). Western blot analyzou i ICE
metodou byla zjiSténa sniZzena hladina exprese proteinu pl6 u obou
bunénych linii vobou ¢asovych intervalech. Tento pokles muze
pfedstavovat snizenou schopnost p16 zabranit vazbé cyklinu D; na
pfislusnou cyklin dependentni kinazu. Kontrolni body bunécného cyklu G;
a G, jsou fizeny proteinem p21 (Gomez-Manzano et al., 1997). ZvySena
hladina proteinu p21 byla detekovana uobou bunécnych linii po 24
i 48 hodinach. Exprese byla vyrazné silngjSi u linie LNCaP jak na zakladé
WB analyza tak ICE. DalSim detekovanym proteinem je nadorovy supresor
p53, ktery je nazyvan jako strazce genomu reagujici na bunécné poskozeni.
WB analyzou byla zjisténa zvySena exprese p53 u bunék LNCaP po
48 hodinovém pusobeni latky. Burfiky LNCaP exprimuji nemutovany typ
nadoroveho supresoru p53. U bunék DU-145 s mutovanym typem p53 byla
WB analyzou detekovana snizena exprese v obou ¢asech. Metodou ICE byla
relativni exprese proteinu p53 nepatrné zvySena ve vSech ovlivhénych
pfipadech. Retinoblastomovovy protein Rb je regulator bunétného cyklu
zodpovédny za zahajeni replikace a déleni bunky. Jeho funkce je naruSena
u malignit, a dochazi tak k neregulovanému buné&nému rastu a podpofe
rastu nadoru (Dick et al., 2013). U bunék DU-145 byla pozorovana zvys$ena
exprese Rb proteinu po 48 hodinach na zakladé obou metod. U bunék

LNCaP byla zvySena u obou ¢asu na zakladé WB analyzy. Detekce pomoci
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ICE neodhalila vyrazné zmény, zvySena exprese byla velmi nepatrna u obou
Casovych intervall. DalSim detekovanym proteinem je Src nereceptorova
proteinova tyrozinkinaza, ktera byla objevena jako onkogenni protein
retrovirového Rousova sarkomu. U&astni se prenosu informaci, které fidi
bunécny rlist, migraci i smrt bunék (Vlaeminck-Guillem et al., 2014).
Stimulace EGFR, jez vede k bunécné proliferaci a k aktivaci Src kinazy
béhem pfechodu G,/M (Roskoski, 2004). Vysledky exprese Src kinazy WB
analyzou a ICE spolu korelovaly v pfipadé 24 hodinového ovlivnéni
derivatem KM-10-77B, kdy byla zjiSténa snizena exprese tohoto proteinu.
Usp&sny prachod bun&énym cyklem je podminény spravnym
nacasovanim aktivace cyklin-dependentnich kinaz (CDK), které tvofi
komplexy s pFislusnymi cykliny. Vytvofeni vazby umozni prichod kontrolnimi
uzly bunécného cyklu (Slaby et al., 2015). V Go/G; fazi bunééného cyklu
pusobi pfedevsim cykliny D (D1, D, a Ds) tvofici funkéni komplexy s CDK4
a CDK®6. Na stimulaci pfechodu G1/S bunééného cyklu se také podili cyklin E
ve spojeni s CDK2. ZvySena exprese téchto cyklinll ma za nasledek zkraceni
G, faze bunécného cyklu a rychlejSi pfechod do S faze. U bunék LNCaP,
u kterych byla na zakladé pritokové cytometrie zjiSténa blokada bunééného
cyklu v Go/G; fazi, byla pozorovana slabé snizena hladina cyklinu D;, E
a zvysSena hladina CDK4. U bunék DU-145 nebyly pozorovany zmény hladin
proteinu cyklinu Dy ani cyklinu E. Pribéh S faze je kontrolovan cyklinem A
v asociaci s CDK2. Tato kinaza je po G4/S pfechodu uvolnéna ze vzajemné
interakce s cyklinem E. U obou linii bylo pozorovano snizeni hladiny cyklinu
A, zejména u delSiho €asu plUsobeni testované latky. Mezi mitotické cykliny
patfi prfedevSim cykliny A a B pusobici v komplexu s CDK1. Vytvofené
komplexy se podileji na fosforylaci fady proteinl, které jsou nezbytné pro
G./M pfechod. Snizena exprese hladiny cyklinu B; byla pozorovana u obou
bunécnych linii po ovlivnéni testovanou latkou. Vysledky WB analyzy se
v nékterych pfipadech rozchazeji s vysledky ICE. Metodou ICE byla zjisténa
zvySena hladina cyklinu A u obou linii a zvySena hladina exprese cyklinu E
u bunék DU-145 po 24 hodinové pusobeni latky. Ostatni vysledky se shoduiji.
Podobné ucinky na expresi proteini podilejicich se na regulaci
bunécného cyklu byly testovany na lidské bunécné linii Ishikawa, odvozené
od endometrialniho karcinomu. Buriky byly ovlivnény bufalinem po dobu 24
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a 48 hodin v koncentraci 1 ng/ml. Zmény v expresi byly pozorovany zejména
po 48 hodinach ovlivnéni. Protein p21 mél zvySenou hladinu exprese.
Hladina exprese cyklinu A se sniZila (Takai et al., 2008). Podobné jako
v naSem pripadé byla pozorovana zvySena exprese proteinu p53 a p21
u bunécéné linie LNCaP v koncentraci bufalinu 5-100 nmol/l po 48 hodinach
Zhangem a kolektivem (2018). Po ovlivnéni buné&cné linie A549 digoxinem
0 koncentraci 250 nM doslo ke snizeni exprese Src kinazy jiz po 2 hodinach
od ovlivnéni (Lin et al., 2015). Michalak se svym kolektivem (2020) popisuji
ve své praci ucinky derivatl oleandrigeninu, oznacenych ¢isly 21 a 25, na
bunécné linii HeLa odvozené od cervikalniho karcinomu. Po aplikaci téchto
latek na buriky HelLa doslo ke sniZeni exprese fosforylovaného i celkového
Rb proteinu po 24 hodiném ovlivnéni v koncentraci 1 i 10 uM. Efekt
kardenolidu konvalatoxinu na cyklin B; byl pozorovan u plicni nadorové linie
A549. Po 24 hodinovém ovlivnéni byl pozorovan pokles hladin cyklinu B jiz
pfi 10 nM koncentraci (Schneider et al.,, 2016, 2017). Kardenolidem
askleposidem o koncentraci 100 nM bylo u bunék PC-3 pozorovano snizeni
hladiny cyklinu D, jiZ po 3 hodinach ovlivnéni. V této studii byly detekovany
i dal8i cykliny (A, B, E), u kterych ale nedoSlo k zadné zméné v hladiné
exprese (Leu et al., 2020). Chang a kolektiv (2018) detekovali ve své studii
snizenou hladinu cyklinu D; po 2 hodinovém ovlivhéni bunék DU-145
bufandienolidem o koncentraci 1, 5 a 10 yg/ml. Kaushik s kolektivem v roce
2017 studovali efekt kardioglykosidu konvalatoxinu a peruvodisu na plicni
bunécéné linii NCI-H460 po 12 a 24 hodinové inkubaci. Jiz po 12 hodinach
ovlivnéni konvalatoxinem dosSlo ke snizeni exprese hladiny CDK4. Po
ovlivnéni peruvodisem se hladina exprese CDK4 snizila po 24 hodinach.
Uvadi se, ze inhibice bunééného rlstu mlize mit souvislost se
zvySenou apoptézou bunék. Proto byl v této praci také studovan vliv
glykosidu na indukci apoptdzy u nadorovych bunék prostaty pomoci metody
TUNEL, Western blot analyzou a metodou ICE. Pomoci metody TUNEL byl
zjiStén zvySeny pocet apoptotickych bunék u obou bunécnych linii po
48 hodinach ovlivnéni testovanym derivatem KM-10-77B. NejvysSi vliv na
indukci apoptdézy mél kardenolidovy derivat na bufky LNCaP po 48 hodinach
ovlivnéni. ZvySeny pocet apoptotickych bunék byl na zakladé metody TUNEL
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pozorovan i po ovlivnéni bufalinem (1, 10 uM) a cinobufaginem (1, 10 yM)
u bunécnych linii DU-145 a LNCaP po 24 hodinach (Yeh et al., 2003).
Apoptoticka programovana smrt bunék je regulovana pro-
apoptotickymi a anti-apoptotickymi proteiny. Vnitfni mitochondrialni draha
apoptézy je regulovana anti-apoptotickymi proteiny genové rodiny Bcl-2.
Dysregulace ¢lent genové rodiny Bcl-2 je hlavnim cilem pro zlepSeni
vysledkl pacientd s nadory, a proto mnoho nové vyvinutych léku inhibuje
Bcl-2 i ostatni pfibuzné proteiny (Weyhenmeyer et al., 2012). Testovany
derivat KM-10-77B pusobil na expresi proteind genové rodiny Bcl-2
u studovanych bunécnych linii rozdilné. U bunék DU-145 byla hladina anti-
apoptotického proteinu Bcl-2 po 48 hodinovém ovlivnéni zvySena, ale hladina
proteinu Bcl-X, se snizila po 24 i 48 hodinach. Na zakladé In cell ELISA
metody se hladiny Bcl-2 snizily v obou casech, hladina Bcl-X. se po
24 hodinach mirné zvysila a po 48 hodinach snizila. U bunék LNCaP byl WB
analyzou po 24 hodinach pozorovan pokles exprese proteinu Bcl-2, ale
naopak zvySena hladina po 48 hodinach. Vysledky WB analyzy se shoduiji
s ICE. Protein Bcl-X. mél v porovnani s kontrolnimi bunikami zvy$enou
expresi po 48 hodinach. Snizeni hladiny exprese proteinu Bcl-2 pozorovali
v praci Wu a kolektivu (2016) po ovlivnéni 2 uM bufalinem v burikach
NCI-H460, které jsou odvozeny od karcinomu plic. SniZzena exprese byla
pozorovana jiz po 24 hodinach ovlivnéni. Snizena hladina proteinu Bcl-2
a Mcl-1, patfici taktéz do genové rodiny Bcl-2, byla pozorovana i v pfipadé
ovlivnéni bunék PC-3 pfirodnim kardenolidem askleposidem po 48 hodinach
jiz pfi 30 nM koncentraci (Leu et al., 2020). Pro-apoptoticky protein Bid
nevykazoval ubunék DU-145 Zadnou zménu hladiny exprese ani nebyl
pozorovan zadny Stépny fragment. Lehky pokles celkové hladiny
nestépeného proteinu Bid byl pozorovan u LNCaP (24 i 48 h). Vysledky WB
analyzy a ICE se shoduji jen u bunék LNCaP ovlivnénych testovanou latkou
po 24 hodinach. Snizena exprese proteinu Bid byla takiéz detekovana
ubunék Hep3B odvozenych od hepatocelularniho karcinomu po
18 hodinovém ovlivnéni 0,6 uM srde¢nim glykosidem Lanatosidem C (Chao
et al., 2017).
Cysteinové proteazy, neboli kaspazy, se v bunice nachazeji v neaktivni
formé, ktera je v pfipadé zahdjeni apoptézy Stépena na formu aktivni
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(Sankari et al., 2012). Snizeni hladiny exprese kaspazy 3 bylo WB analyzou
pozorovano u obou bunéénych linii v obou Casech a Stépeni kaspazy 3
(35 kDa) na aktivni fragment (19 kDa) bylo slabé pozorovano v pfipadé
ovlivnénych bunék obou linii po 48 hodinach. Metodou ICE se hladina
kaspazy 3 snizovala u obou bunécnych linii i obou Casovych intervalu.
V pfipadé, Ze je aktivovana kaspaza, dochazi ke Stépéni jejiho substratu
(napf. PARP). WB analyzou ovSem u ovlivnénych bunék zadny Stépny
fragment proteinu PARP nebyl detekovan. U bunék DU-145 nebyla
pozorovana zadna vyrazna zména hladiny PARP. U bunék LNCaP byl
v obou casovych intervalech pozorovan pokles hladiny exprese PARP.
Metodou ICE byla zjisténa sniZzena hladina PARP po ovlivnéni bunék DU-145
(48 h) a LNCaP (24 a 48 h). Imunodetekce Western blot analyzou ve studii
Leu a kolektivu (2020) ukazala, Ze v bunikach PC-3 po 48 hodiném ovlivnéni
100 nM pfirodnim kardenolidem askleposidem doSlo k aktivaci kaspazy 3
a byl pozorovan jeji stépny fragment. Taktéz byla pozorovana lehce snizena
hladina exprese $tépného fragmentu PARP.

Vysledky detekce apoptdzy bunék by bylo vhodné jesté doplnit o dalsi
detekce, aby bylo zfejmé, jakou signalni drahou je bunétna smrt po ovlivnéni
srdecnich glykosidl indukovana a zda je zapojena mitochondrialni cesta
aktivace dalSich kaspaz.

Z chemického hlediska se kardioglykosidy rfadi mezi steroidni latky,
jejichz molekula se sklada ze steroidniho skeletu, ktery je substituovan
methylovymi skupinami v polohach C-10B, C-13B, hydroxylovou skupinou
v poloze C-14p a nenasycenym laktonem v poloze C-17p3 (Bejcek et al.,
2021). V souvislosti se strukturou testovanych kardenolidd podobnou
zivocisSnym hormonim odvozenych od cholesterolu byl v této praci sledovan
vliv testovaného derivatu srdec¢niho glykosidu KM-10-77B na expresi
a lokalizaci jadernych receptord pro steroidni hormony AR, ER-a, ER-B
u prostatickych nadorovych bunécnych linii DU-145 a LNCaP na zakladé
imunofluorescence, WB analyzy a metody ICE. U androgen necitlivé
bunécéné linie DU-145 byla imunofluorescenénim barvenim pozorovana slaba
jaderna exprese ER-a a vyraznéjSi exprese ER-B jak vjadfe tak

I v cytoplazmé kontrolnich bunék. Po ovlivnéni testovanym derivatem nebyly
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zjistény zadné zmeény. Vysledky doplnéné Western blot analyzou a ICE
rovnéz neukazaly zadné zmény v porovnani s neovlivnénymi bunkami.

U androgen citlivé bunécné linie LNCaP imunofluorescenéni detekce
prokazala snizenou expresi AR v jadife bunék ovlivnénych testovanym
derivatem a zarovén byl Western blot analyzou i metodou ICE zaznamenan
pokles hladiny AR v obou €asech pUsobeni latky. PFi sledovani exprese ER-a
a ER-B u bunék LNCaP imunofluorescence prokazala cytoplazmatickou
expresi u kontrolnich bunék, v pfipadé ER-B bylo zjiSténo zakoncentrovani
proteinu u vnéjSich jadernych polu. Po ovlivnéni bunék testovanym derivatem
nebyla zjisténa vyrazna zména exprese estrogenovych receptorll vzhledem
ke kontrolnim burikdam. Podobné i Western blot analyza i ICE nezjistily zadné
vyrazné zmény v expresi téchto proteini po ovlivnéni bunék testovanym
glykosidem.

Western blot analyzou byla v burikach hepatocelularniho karcinomu
HepG2.2.15 zjisténa sniZzena exprese AR po ovlivnéni bufalinem (10 nM;
12 h; Yu et al., 2020). Po 48 hodinovém ovlivnéni bunék LNCaP bufalinem
doSlo k poklesu exprese androgenového receptoru pfi 20 nM koncentraci
(Zhang et al., 2018).

Prakticka ¢ast diplomové prace pfinesla zajimavé vysledky v oblasti
studia protinadorovych ucinkd srdeénich glykosidii na nadorové burky
prostaty. Bylo by zajimavé v dalSich experimentech pokraCovat i v budoucnu.

Co se tyka porovnani Western blot analyzy a ICE metody, mizeme
fici, Ze obé metody maji své vyhody. WB analyza predstavuje financné
pomérné drahou a zdlouhavou metodu, ktera ovSem vynika svoji specifitou.
In-Cell ELISA je podstatné levnéjsi a rychlejSi metoda, ktera kombinuje
vyhody jednoduché techniky s kvantitativnim vystupem, velkym dynamickym
rozsahem s pouzitim dobfe charakterizovanych protilatek. ICE metoda je
vhodna pro detekci sledovanych cili v mnoha buné&nych podminkach

a mohla by byt vice zapojena mezi vyzkumné techniky.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byla studovana a charakterizovana protinadorova
aktivita derivatd srdecnich glykosidi na nadorovych prostatickych bunéénych
liniich DU-145 a LNCaP. Testovana latka s oznaCenim KM-10-77B byla
odvozena od struktury kardenolidu. Na zakladé vysledné hodnoty cytotoxicity
byla na buiiky DU-145 aplikovana koncentrace 16,8 yM a na bunky LNCaP
18 uM koncentrace. Burnky byly stestovanou latkou inkubovany 24
a 48 hodin.

V experimentalni ¢asti jsme studovali integritu 3D bunécnych sféroidl
po ovlivnéni testovanym derivatem, vliv testované latky na bunécny cyklus,
apoptézu a expresi proteini jadernych receptord u nadorovych bunék
prostaty. Z metod provedenych béhem experimentalni ¢asti diplomové prace
byly stanoveny nasledujici zavéry. Celistvost 3D bunéénych sféroidl byla
vice narusSena po ovlivnéni bunécénych sféroid LNCaP, které byly na aplikaci
testované latky citlivéjSi. Byly zjistény zmény v distribuci fazi bunééného
cyklu s rozdilnymi vysledky u kazdé linie. U bunécné linie DU-145 byla
pozorovana akumulace bunék v S fazi, kdezto u bunécéné linie LNCaP doslo
ke zvySeni mnozZstvi bunék v Go/G; fazi a ke zvySeni procentualniho
zastoupeni apoptotickych bunék. Detekce proteini regulujicich bunécény
cyklus a apoptézu byla provedena pomoci dvou metod, jejiz vysledky byly
porovnavany. VIiv derivatl srdeCnich glykosidi na jaderné recetory
bunék DU-145 nebyl prokazan. U bunék LNCaP méla testovana latka vliv na
zmény v lokalizaci a expresi jadernych receptoru pro steroidni hormony,
zejména na AR.

Ziskané vysledky oteviraji moznost dalSich studii hodnoticich
antiproliferaCni a protinadorové uc€inky srde¢nich kardenolidd. Vysledky
mohou byt v budoucnu vyuzity ve studiich pro pfipravu novych derivatu
srde€nich glykosidu ¢i v pfipadé vyvoje novych |é€ebnych postupl a latek,

které by mohly pfispét k IéCbé karcinomu prostaty.
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