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Souhrn

Néadorovd onemocnéni prostaty tuzce souvisi s aktivitou androgenového
receptoru a jsou spojovdna také se zvysenou expresi koaktivatori AR. Je prokdzano, Ze
inhibitory histonovych deacetyldiz (HDACs) maji protinddorové ucinky, proto je tato
diplomova priace zameétfena na vliv kombinace dvou inhibitori HDACs — tributyrinu
a trichostatinu A - na expresi koaktivatori SRC-1 a p300, androgenového receptoru
a PSA.

Bunky dvou prostatickych linii, nddorové linie nezdvislé na androgenech
a exprimujici AR (C4-2), a nenadorové bunécné linie (RWPE-1), byly ovliviiovany
ttemi rtiznymi kombinacemi tributyrinu (TB) a trichostatinu A (TSA). Z takto
ovlivnénych a kontrolnich neovlivnénych bun¢k byla izolovana RNA a cDNA byla po
reverzni transkripci analyzovdna pomoci real-time PCR. Pro analyzu na proteinové
urovni byl ziskdvan celkovy proteinovy lyzat v€etné chromatinu a proteinovy lyzat
z bunécné cytosolické frakce.

Po ovlivnéni bunék kombinacemi inhibitori HDACs byly u nddorovych bunék
pozorovdny zmeény v expresi AR a PSA. Na urovni RNA byla oproti kontrolnim
neovlivnénym buikdm detekovdna sniZzend exprese AR, kterd se u 96-hodinové
inkubace s rostoucimi koncentracemi TB zvySovala. Byla zjiSténa klesajici exprese
PSA, ale tento pokles nebyl potvrzen na proteinové urovni. U nenddorovych buné¢k
RWPE-1 nebyla po jejich ovlivnéni exprese AR ani PSA detekovana. Kombinace
uvedenych inhibitorit HDACs ma vliv na expresi koaktivitorit AR u nddorovych C4-2
i nenddorovych RWPE-1 prostatickych bunék. U bun¢k linie C4-2 byla zaznamendna
zvySujici se exprese SRC-1 a p300 v zdvislosti na rostouci koncentraci TB.

U ovlivnénych bunék linie RWPE-1 byla exprese téchto koaktivator zvysSena.



Summary

Development of prostate cancer depends on an activation of the androgen
receptor (AR). Increased expression of coregulator proteins of the AR — coactivators
could modulate the AR gene activity. The histone deacetylases (HDACsS) inhibitors:
tributyrin and trichostatin A have an anticancer effect. Therefore, the diploma thesis is
focused on a study of the effect of combinations of these two HDACS inhibitors on gene
expression of the SRC-1 and p300 coactivators as well as on the androgen receptor and
PSA gene expressions.

Two prostate cell lines, androgen-independent prostate cancer cell line with AR
gene expression - C4-2 and non-tumorigenic cell line - RWPE-1 were treated with three
different combinations of tributyrin (TB) and trichostatin A (TSA). RNA was isolated
from treated and un-treated control cells and cDNA obtained after reverse trancription
was analysed by real-time PCR. Total protein lysate including chromatin and cell lysate
from the cytosolic fraction were used for western blot analysis.

Treatment of cancer cells with combinations of the HDACs inhibitors induced
changes in AR and PSA gene expressions. Reduced AR gene expression when
compared with control un-treated cells was detected at RNA level. As was shown after
96-hours incubation, the reduced AR gene expression was increased with increasing
concentration of TB. Simultaneously, a reduced PSA gene expression was observed, but
it was not confirmed at the protein level. AR and PSA gene expressions were not
detected in treated non-tumorigenic RWPE-1 cells. The combination of these two
inhibitors HDACs has an effect on AR gene coactivators expression in both cancer
C4-2 and non-tumorigenic RWPE-1 prostate cells. In C4-2 cells, SRC-1 and p300 gene
expressions were increased with increasing TB concentrations. Similarly, expressions of

these two coactiovators were also increased in treated RWPE-1 cells.
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1 UVOD

Androgenovy receptor (AR) je jaderny steroidni receptor, ktery je cilem
signalizace androgennich hormont. AR je dulezity pro vyvoj a normdlni funkci
prostaty, ale na druhé stran¢ miZe vyznamné ovlivnit vznik a progresi prostatickych
nadorovych onemocnéni. Transkripcni aktivita AR je ovliviiovdna plsobenim
koregulacnich proteini: koaktivatorti a korepresorti. Koreguldtory mohou ovliviiovat
aktivitu samotného AR a také jeho cilovych genli pomoci enzymt histonovych
acetyltransferdz nebo histonovych deacetyldz. Mezi koaktivitory AR patii velkd
skupina proteini pl60 a jejich zvySend exprese byvd spojovdna s nadory prostaty.
VétSina nddorti prostaty je zpocatku zdvisld na androgenech, proto lécba sméiuje ke
sniZeni hladiny androgenii a potlaceni funkce AR. Tento zpusob terapie mé vSak pouze
docCasny ucinek a b&hem nékolika let dochdzi k navratu choroby, kterd se stdva na
androgenech nazdvislou. V souCasné dobé je vénovana stile vEtSi pozornost
epigenetickym modifikacim, které jak se zdd mohou ovliviiovat priabéh nadorové
transformace a jejich studium tak muze pfispét k pochopeni ucinku nékterych
protinddorovych 1é¢iv. Potencidlnimi léky pro 1é€bu nadorovych onemocnéni jsou
inhibitory histonovych deacetyldz, o kterych je zndmo, Ze maji antiproliferativni ucinky,
pusobi toxicky na niddorové bunky a netoxicky na buiiky zdravé tkdné. Vyznacuji se
pleiotropnim ucinkem a nékteré z téchto latek jsou jiz ve stadiu klinického testovani.
Mezi inhibitory HDACs vyznacujici se schopnosti navodit zastavu bunécného cyklu,
diferenciaci a apoptézu prostatickych nddorovych bun€k patii také tributyrin
a trichostatin A. Jak naznacuje tato studie, mohly by byt tyto latky vyuzity i pro terapii
prostatickych nadorovych onemocnéni v pokrocilych na androgenech-nezavislych

stadiich.



2 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerse

2. Kultivace a ovliviiovdni bunc¢k na androgenech-nezdvislé prostatické linie
sexpresi AR (C4-2) a kontrolni prostatické nenddorové linie RWPE-1
kombinacemi dvou inhibitor histonovych deacetyldz: tributyrinu

a trichostatinu

3. Izolace RNA, jeji reverzni transkripce a pouZziti cDNA pro stanoveni real-

time exprese koaktivatoru SRC-1 ve vztahu k expresim AR a PSA genti

4. Dle vysledki real-time PCR pfistoupit k ziskdni proteinovych frakci

(cytoplazmatickd a jadernd frakce) z ovlivnénych a kontrolnich bun¢k

5. Detekce SRC-1, doplnéna o AR a PSA expresi Western blotovou analyzou



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Androgenovy receptor

Androgenovy receptor (AR) patii do rozsdhlé rodiny jadernych steroidnich
receptort, md velikost 110 kDa (112 kDa) a je klicovym medidtorem pusobeni
androgent v cilovych tkanich jako je prostata. (Dehm et Tindall, 2006). Gen pro AR je
lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X (Xql1-12), je velky ptiblizn¢ 90 kb

a obsahuje osm exont (Gelmann, 2002).

3.1.1 Struktura androgenového receptoru

Androgenovy receptor ma Ctyfi funk¢éni domény: DNA-vazebnou doménu, hinge
oblast, ligand-vazebnou doménu a N-termindlni doménu (Richter et al., 2007).

Centrdlni DNA-vazebnd doména (DNA-binding domain, DBD) je tvofena 70
aminokyselinami kédovanymi exony 2 a 3 (Gelmann, 2002) a odpovidéd za rozpoznéni
specifickych sekvenci DNA oznafovanych jako androgen response elements (AREs)
(Lavery et Bevan, 2011). Jednd se o nejvice konzervovanou oblast receptoru. DBD
obsahuje osm cysteinovych zbytki, které formuji dva koordina¢ni komplexy, kazdy
sloZzeny ze Ctyf cysteintl a Zn** iontu. Tyto dva zinkové prsty vytvaii strukturu, kterd se
vaze do vétsiho zlabku DNA. Druhy zinkovy prst stabilizuje vazbu komplexu pomoci
hydrofobnich interakci s prvnim zinkovym prstem a prispivd ke specifité vazby
receptoru a DNA. Druhy zinkovy prst je potiebny pro dimerizaci receptoru, ke které
dochazi béhem vazby DNA (Gelmann, 2002).

Ligand-vazebnd doména (ligand-binding domain, LBD) se nachazi v C-
termindlni oblasti AR. Slouzi k rozpoznani a navazani androgennich hormonta (Lavery
et Bevan, 2011). LBD je tvotfena 12 helixy, které vytvaii kapsu pro navazani ligandu. Je
kédovéana exony 4 az 8 (Gelmann, 2002).

N-termindlni doména (N-terminal domain, NTD) je kédovana prvnim exonem
a predstavuje transkripcné regulacni oblast AR (Gelmann, 2002). Tato doména je
nejvice variabilni a nejméné konzervovand (Richter et al., 2007). NTD je dulezitd také

pro dimerizaci receptoru (Gelmann, 2002).
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Hinge oblast (hinge region) lezi mezi DBD a LBD. Obsahuje jadernou
lokalizac¢ni sekvenci NLS (nuclear localization signal) a je mistem, kde dochazi
k acetylaci AR (Lavery et Bevan, 2011).

AR ma také dv¢ transkripcéni aktivacni funkéni domény, na ligandu nezavislou
doménu AF-1 (activation function-1) situovanou v N-termindlni oblasti a na ligandu
zavislou doménu AF-2 (activation function-2), kterd se nachiazi vLBD na C-

termindlnim konci AR (Heinlein et Chang, 2004).

3.1.2 Aktivace a funkce androgenového receptoru

AR je ligandem aktivovany transkrip&ni faktor, ktery je regulovén testosteronem
a dihydrotestosteronem (DHT), coZz jsou hlavni androgeny podilejici se na vyvoji
prostaty (Powell et al., 2004). V cilové tkéni je testosteron nejprve preveden na DHT
pomoci enzymu Sa-reduktdzy. DHT je Gi¢innéjSim ligandem neZ testosteron, protoZe ve
srovnani s testosteronem disociuje z AR pomaleji a podporuje konformaci receptoru,
ktera je odolnéjsi vaci degradaci (Dehm et Tindall, 2006).

V zékladnim stavu za nepfitomnosti androgenii se AR nachdzi v cytoplazmé,
kde je vdzany v komplexu s proteiny tepelného Soku (heat shock proteins, HSPs), jako
jsou Hsp90, Hsp70 a Hsp56 (Dehm et Tindall, 2006). Tento komplex umoZiuje
vytvofeni takové konformace, pfi které md AR vysokou afinitu k androgentim. Po
rozpoznani a navazani androgenu nasleduje série konformacnich zmén, které vedou
k uvolnéni HSPs a k pfemisténi AR do jadra (Gelmann, 2002). Pro sprdvnou aktivaci
AR s navdzanym ligandem jsou zédsadni interakce mezi NTD a LBD, ¢imz dochdzi ke
stabilizaci receptoru, omezeni disociace ligandu a zvySeni vazebné afinity k DNA
(Bevan et al., 1999). V jadie plisobi AR jako transkripéni faktor a ve formé dimeru se
nasledn¢ vaze na AREs, které se nachazi v oblasti promotoru cilovych genti (Dehm et
Tindall, 2006).

AR miZe byt aktivovdn také za nepfitomnosti androgent. Aktivace AR,
nezdvisle na ligandu, je zprostiedkovdna pomoci rastovych faktori a cytokind.
Rastovymi faktory, které jsou zapojeny v regulaci aktivity AR, jsou insuline-like
ristovy faktor-1 (insuline-like growth factor-1, IGF-1), keratinocytovy rtstovy faktor
(keratinocyte growth factor, KGF) a epidermdlni rastovy faktor (epidermal growth

factor, EGF) (Culig et al., 1994). AR muze byt aktivovdn také prostfednictvim
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interleukinu-6 (IL-6) (Lin et al., 2001). Transkripci AR miiZe zahdjit fosforylace.
Androgenovy receptor je fosforylovidn v N-termindlni oblasti, v mist¢ C-termindlni
domény, na niz se véaze ligand, a DNA-vazebné domény. Proteinkinizy, které
fosforyluji AR jsou aktivovany proteinkindzou A (PAK), proteinkindzou C (PKC)
a mitogeny-aktivovanymi kindzami (MAPKSs) (Richter et al., 2007).

3.2 Koregulatory androgenového receptoru

Koregulacni proteiny jsou makromolekuly, které modifikuji transkripcni aktivitu
AR. Ovliviiuji jeho funk¢ni vlastnosti zahrnujici ligandovou specifitu a také schopnost
vazat DNA. Koregulacnimi proteiny jsou koaktivatory, které pfispivaji ke zvySeni
transkripce cilovych genil, a korepresory, které transkripci potlacuji (Richter et al.,
2007). Veétsina koaktivatori a korepresorti androgenového receptoru ovliviiuje
transkripéni aktivitu bud’ cilovych genli AR nebo samotného AR pomoci enzymi
histonovych acetyltransferdz (HATs) nebo histonovych deacetyldz (HDACsS). Acetylace
oslabuje afinitu histonii k DNA a vytvaii podminky pro otevienou konformaci
chromatinu  umoznujici transkripci gend. Deacetylace histonli je naopak
charakterizovdna uzavienym stavem chromatinu a umlenim transkripce. Zmény
v expresi enzymi modifikujicich histony jsou obecné spojovdny s vyvojem rakoviny

(Jerénimo et al., 2011).

3.2.1 Koaktivatory androgenového receptoru

Koaktivétory jsou regulacni proteiny, které po vazb& na aktivované steroidni
receptory zvySuji jejich schopnost aktivovat cilové geny. Ovliviiuji remodelaci
chromatinu, sestavovani pre-iniciacniho komplexu v oblasti promotoru a pohyb RNA
polymerazy podél genii (Powell et al., 2004). Koaktivatory se vyznacuji HAT aktivitou
(Trtkova et al., 2006) a umoznuji AR stat se transkripné aktivnim 1 pfi sniZenych

koncentracich androgenti (Heinlein ez Chang, 2004).
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3.2.1.1. Koaktivatory p160

Nejlépe charakterizovanou skupinou koaktivatort AR jsou proteiny p160, které
predstavuji vysoce homologni proteiny o velikosti 160 kDa oznacované jako SRC-1
(steroid receptor coactivator-1), SRC-2 (TIF2 (transcriptional intermediary factor-2) /
GRIPI1 (glucocorticoid receptor-interacting protein 1) a SRC-3 (ACTR (activator of
thyroid and retinoic acid) / AIB1 (amplified in breast cancer 1) / RAC3 (receptor-
associated coactivator 3) / TRAMI (thyroid receptor activator molecule 1)) (Trtkova et
al., 2006; Xu et al., 2009).

Proteiny SRC (SRCs) obsahuji tii strukturni domény. N-termindlni doménu
bHLH-PAS (basic helix-loop-helix-Per/ARNT/Sim), kterd je nejvice konzervovanou
oblasti a je dulezitd pro interakce mezi proteiny. Centrdlni oblast téchto proteina
obsahuje tii motivy LXXLL (L je leucin, X je jakdkoliv jind aminokyselina), které jsou
zodpovédné za interakce sjadernymi receptory. C-termindlni konec zahrnuje dvé
transkripéné€ aktivacni domény: AD1 a AD2. ADI1 vaze CBP a p300, coz jsou
koaktivatory HAT. AD2 vytvéaii komplex s CARMI1 (coactivator-associated arginine
methyltransferase 1) a PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1). Na C-
termindlnim konci proteini SRC-1 a SRC-3 se nachdzi doména s aktivitou HAT.
SRC-1 existuje v nékolika sestfihovych isoformach oznacovanych jako SRC-1a, SRC-
1b, SRC-1c, SRC-1d a SRC-1le. Ve srovnani se SRC-1a, chybi proteinu SRC-1b N-
terminalni oblast. SRC-1c, SRC-1d a SRC-1e se od SRC-1a a také mezi sebou lisi
jedinenymi C-termindlnimi sekvencemi (Xu et al., 2009). Tento usek je u SRC-1a ve
srovnani se SRC-1e delsi a obsahuje motiv LXXLL (Powell et al., 2004). Fyziologicy
vyznam téchto isoforem SRC-1 je prozatim nejasny (Xu et al., 2009).

Koaktivatory p160 interaguji s N-termindlni i C-termindlni oblasti AR (Culig et
al., 2004). Prostfednictvim kratkého hydrofobniho motivu LXXLL, ktery je oznacovan
také jako nuclear receptor box, interaguji SRCs s doménou AF-2 nachézejici se
u androgenového receptoru v oblasti LBD. Interakce s receptorovou NTD, respektive
doménou AF-1, probihaji prostiednictvim sekvence bohaté na glutaminy nachazejici se
na C-termindlnim konci koaktivatora. Ligand-vazebnd doména AR vaze motiv LXXLL
koaktivatort slabé a ptfednostné dochdzi k navdzani SRCs prostfednictvim oblasti
bohaté na glutaminy (Estébanez-Perpiiid et al., 2005).

SRCs mohou diky enzymatické aktivit¢ HAT acetylovat lysinové zbytky na

koncich histonovych proteinii. Acetylace histoni oslabuje jejich interakce s DNA.
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Nasledné dochdzi k vymeéné koaktivatori na povrchu AF-2 domény AR, produkci
enzymu RNA polymerdazy II a chromatin-remodelacniho komplexu SWI/SNF za
ucelem navazani transkripcniho aparatu na templdtovou DNA (Dilworth e Chambon,
2001).

Zmény v hladindch SRCs a nebo jejich aktivité jsou efektivnimi prostfedniky
v regulaci genové transkripce. Signalizacni drahy aktivované extracelularnimi podnéty,
jako jsou hormony, rastové faktory a cytokiny, indukuji razné post-translacni
modifikace zahrnujici fosforylace, ubiquitinylace, sumoylace, acetylace a metylace.
Tyto casto reverzibilni post-translaéni modifikace maji kliCovy vliv na stabilitu
proteintl, specifikaci transkripénich faktort a transkripéni aktivitu SRCs (Xu et al.,
2009).

3.2.1.2 Koaktivatory CBP a p300

Mezi koaktivatory AR patii také CBP (cAMP-response element-binding protein
(CREB)-binding protein) a jeho funk¢ni homolog p300, které zesiluji na ligandu
zévislou transkripéni aktivaci AR a podporuji prostup mechanismu transkripce do jadra
(Culig et al., 2004). CBP i p300 maji doménu s aktivitou HAT. Tyto proteiny se vdZou
na koaktivitory p160 a mohou tedy zesilovat transkripci (Lavery et Bevan, 2011). CBP
také produkuje dalsi koaktivator pCAF (p300/CBP associate factor) s enzymatickou
aktivitou HAT (Powell et al., 2004).

3.2.1.3 Koaktivator Tip60

Tip60 (Tat interactive protein, 60 kDa) je Clenem proteinové rodiny MYST,
kterd se vyznaCuje acetyltransferdzovou aktivitou, a kyvadlové se pohybuje mezi
cytoplazmou a bunécnym jaddrem (Culig et al., 2004). Tento protein je schopen
acetylovat bud’ piimo AR nebo histonové oblasti chromatinu, konkrétné histony H2A,
H3 a H4. Tip60 interaguje s ligand-vazebnou doménou (LBD) AR, pficemZ nebyly
pozorovany zadné interakce mezi Tip60 a N-termindlni doménou (NTD) ani DNA-
vazebnou doménou (DBD) androgenového receptoru. Koaktivator Tip60 by tak mohl

byt zapojeny v aktivaci AR zdvisejici na ligandu. Interakce s AR se uskuteciiuje pomoci
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motivu LXXLL pfitomného na C-termindlnim konci proteinu Tip60 (Lavery et Bevan,

2011).

3.2.2 Korepresory androgenového receptoru

Korepresory jsou regulacni proteiny, které se vaZou piimo na AR a potlacuji
jeho aktivitu. Korepresory mohou ovliviiovat AR riznymi mechanismy: modifikaci
chromatinu, regulaci interakci mezi N- a C-termindlmimi konci AR (N/C interakce),
a nebo potlacenim produkce koaktivatort. Na rozdil od koaktivatora, které se vyznacuji
enzymatickou aktivitou HAT, korepresory maji obvykle aktivitu HDAC (Burd et al.,
2006).

3.2.2.1 Korepresory SMRT a N-CoR

SMRT (the silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors)
a N-CoR (nuclear receptor corepressor) jsou dobie charakterizovanymi korepresory
mnoha jadernych receptortt (Wang et al., 2005) a hraji dtlezitou roli ve vyvoji nddorové
progrese (Yoon et Wong, 2006). SMRT se vdZze na AR v oblasti ligand-vazebné
domény (LBD), a prestoze je LBD dostacujici pro navdzini tohoto korepresoru,
dileZitou roli hraje také DBD/hinge oblast, kterd tuto vazbu zesiluje. Za pfitomnosti
ligandu miize SMRT interagovat také s N-termindlni oblasti AR. N-CoR interaguje
piimo s AR a mize se na n¢j vazat jak za pritomnosti DHT, tak za jeho nepfitomnosti.
Interakce s AR probiha pomoci C-termindlni oblasti N-CoR (Wang et al., 2005). SMRT
a N-CoR se vyskytuji a funguji ve form¢ velkych proteinovych komplexi obsahujicich
HDAC3 (histone deacetylase 3) (Yoon et Wong, 2006). SMRT i N-CoR produkuji
enzymy s aktivitou HDAC, aktivaci AR vSak mohou potlacovat také prostiednictvim
naruSeni interakci mezi N- a C-termindlnimi konci AR a znemoZnénim navdzani
koaktivatori (Wang et al., 2005). Snizenim exprese korepresori SMRT a N-CoR
dochdzi ke zvySeni hladiny koaktivatordi SRC-1 a p300, coZz vede k hyperacetylaci
histond H3 a H4. Tato skuteCnost sveéd¢i o tom, Ze SMRT a N-CoR aktivné soutézi

s koaktivatory o vazbu na AR (Yoon et Wong, 2006).
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3.3 Nadory prostaty a androgenovy receptor

Prostata je orgdn zdvisly na androgenech, které jsou nezbytné pro jeji rust
a vyvoj béhem fetdlniho a pubertadlniho obdobi. Poté rlst prostaty ustava i pres vysokou
hladinu cirkulujicich androgentl, které jsou potiebné pro zachovani jeji sekrec¢ni funkce
(Powell et al., 2004).

Nédor prostaty (CaP) je paty nejCastéji diagnostikovany karcinom na svété
a druhy nejbéznéjsi u muzi. Androgenovy receptor je jedinym jadernym receptorem,
jehoz gen se nachdzi na chromozomu X, a proto onemocnéni postihuje pouze muZze
(Lavery et Bevan, 2011).

Toto onemocnéni zavisi na androgenech. Pro progresi CaP je rozhodujici hladina
AR a jeho transkripcni aktivita (Richter et al., 2007). Androgenovy receptor je
exprimovan v primarnich CaP a mtiZze byt detekovdan po celou dobu progrese v na
androgenech-zavislych 1 na androgenech-nezavislych nadorech prostaty. CaP je spojen
také se zvySenou expresi koaktivatori AR (Heinlein et Chang, 2004). V na
androgenech-nezavislych CaP byla zjisténa zvySend exprese koaktivatoru SRC-1,
pficemz u pacientl se zvySenou expresi SRC-1 je vyssi riziko agresivnéj$iho rozvoje
choroby. V nadorovych buikédch jsou nadmérné exprimovény také dalSi koaktivatory
rodiny p160. Exprese SRC-2 se zvySuje s progresi onemocnéni a také nadmérna exprese
SRC-3 souvisi se Spatnou prognézou (Agoulnik et al., 2005). Koaktivatory proto mohou
byt soucasti mechanismu, kterym se nadorové bunky prostaty stdvaji na androgenech
nezavislé (Richter er al., 2007).

Citlivym biochemickym markerem dostupnym pro monitorovani prostatickych
onemocnéni, zejména rakoviny prostaty je prostaticky specificky antigen (prostate
specific antigen, PSA). PSA je glykoprotein a patii do kalikreinové rodiny serinovych
protedz. Hlavnim regulitorem PSA je androgenovy receptor, ktery podmifnuje jeho

expresi (Heinlein et Chang, 2004).

3.3.1 Lécba nadori prostaty

Priblizné¢ 80 — 90 % nadorG prostaty je v pocCateCnim stadiu zdavislych na
androgenech. Endokrinni terapie CaP je tedy namifena ke sniZeni hladiny androgenti
a inhibici AR. Jednd se o odstranéni androgentu chirurgickou nebo chemickou kastraci

(Heinlein et Chang, 2004). Vyuziva se také antiandrogent, které pusobi tak, Ze soutézi
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o vazebné misto v jaddie C-termindlni oblasti LBD androgenového receptoru (Hur et al.,
2004). Lécba aplikaci antiandrogenti se provadi bud’ samostatné¢ nebo v kombinaci
s chemickou ¢i chirurgickou kastraci (Heinlein et Chang, 2004). Nicméné odezva na
terapii pomoci androgenové ablace je pouze docasnd a vétSinou do dvou let dochazi
k ndvratu choroby (Agoulnik et Weigel, 2009). CaP postupuje do stddia nezavislém na
androgenech (Heinlein er Chang, 2004). VétSina nddort vSak dale exprimuje AR
a zistdva zdvisld na signalizacnich drahdch AR (Powell er al., 2004). Po terapii
hormondlni deprivaci dochdzi ke zméndm AR, které vedou ke zvySené citlivosti
androgenového receptoru na nizké hladiny androgenti a také ke schopnosti receptoru
rozpoznavat Sir$i spektrum ligandii (Gelmann, 2002). Opétovny rozvoj nadoru je spojen
se zvysenou expresi AR nebo jeho koaktivatorti. Pfi¢inou mohou byt také genové
mutace androgenového receptoru, které zpiisobuji rezistenci AR k antiandrogeniim (Hur
et al., 2004). Koaktivatory jsou schopny zvySovat transkripci AR pfi sniZenych
koncentracich ligandi. NérGst v hladindch koaktiviatori AR proto muZe pfispivat
k vyssi citlivosti androgenového receptoru k nizkym hladindm androgent jako dasledek
absolvované 1écby (Heinlein et Chang, 2004). Snizeni exprese AR a SRC-1 a jejich
vzajemnych interakci ptredstavuje novy piistup pro 1é€bu na androgenech-z4vislych i na

androgenech-nezavislych nadorti prostaty (Agoulnik et al., 2005).

3.3.1.1 Inhibitory histonovych deacetylaz

Na rozdil od genetickych zmén jsou epigenetické modifikace chemicky
reverzibilni, coz znich déld potencidlni cil v terapii nddor. Obnoveni exprese
epigeneticky uml¢enych gent 1ze dosdahnout pomoci inhibitorit HDACs. Mechanismus
pusobeni téchto latek je zaloZen na zablokovani katalytické domény HDACs a tim je
znemoznéno rozpozndni substratu. Disledkem je obnoveni transkripce piislusnych
gend zapojenych v regulaci bunéného cyklu, diferenciaci bun€k a apoptdze.
Ovlivnénim nadorovych bunék inhibitory HDACs se zvySuje  jejich citlivost
k chemoterapii a inhibice angiogeneze v komplexni 1é¢bé nadort (Jerénimo et al.,
2011).

Inhibitory HDACs se dé€li do Ctyf zdkladnich skupin: hydroxamové kyseliny,
cyklické tetrapeptidy, mastné kyseliny s kratkym fetézcem a benzamidy (Jerénimo et

al., 2011). Inhibitory HDACs jsou potencidlnimi léky, které nabizeji protinddorovy
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ucinek, menSi toxicitu a ovlivnéni signdlnich drah, které jsou rozhodujici pro
diferenciaci, proliferaci a pfezivani nadorovych buné€k. Jejich tucinek je selektivni,
protoZe na rozdil od nddorovych bun¢k neptisobi toxicky na nenddorové buiiky (Kuefer

et al.,2004).

3.3.1.1.1 Tributyrin

Tributyrin (TB) je snadno dostupny trimer butanové kyseliny a svou strukturou
se Z 95 % podoba mastnym kyselindm obsaZzenym v potravé (Clarke et al., 2001). TB
ma vysoce lipofilni charakter a v pfirodé se vyskytuje v nizkych koncentracich
v nékterych rostlindch (Yan er Xu, 2003). TB ptedstavuje jednu z moZnosti, jak by mohl
byt vyfeSen problém klinického vyuziti butyratd, konkrétn¢ butyratu sodného,
o kterych je zndmo, Ze indukuji v buiitkdch nadorovych linii zastaveni bunécného cyklu
(Toscani et al., 1988), tidi diferenciaci mnoha typli bunék (Wichterhduser er Stein,
2001), apoptézu (Chen et al., 2006) a maji antiproliferativni ucinky. Potencidlni
klinické vyuziti butyratu sodného (NaB) je vSak limitovdno omezenou dobou plsobeni
in vivo z divodu jeho rychlé metabolizace. Zptsob jak by se tento problém rychlého
metabolizovani butyrdtovych monomertd dal obejit je aplikace analogli butyratu,
napiiklad tributyrinu (Kuefer et al., 2004). ZvySeny antiproliferativni a proapoptoticky
ucinek TB ve srovndni s butyrdtem sodnym je zaloZzen na skuteCnosti, Ze Uplnou
hydrolyzou kazdé molekuly TB pomoci bunéénych lipdz nebo esterdz vznikaji tfi
molekuly butanové kyseliny (Maier et al., 2000). TB je netoxicka latka, kterd miZe byt
podavéana ordlni formou (Clarke et al., 2001) a je dostupnd pro klinické testovani
u nadoru prostaty. TB muze zplsobit zastaveni bunéného cyklu a naslednou apoptézu
prostatickych nadorovych bunék a mohl by tak byt vhodny pro terapii pacientd
v pokrocilém stadiu nddoru prostaty (Maier et al., 2000). Tento zplsob terapie by také
mohl umoZznit 1écbu rakoviny bez zdvaznych vedlejSich ucinkd, které ¢asto doprovazi

klasickou chemoterapii (Conley et al, 1998).

3.3.1.1.2 Trichostatin A

Trichostatin A (TSA) je jednim z nejvice ucinnych a nejlépe prostudovanych

inhibitord HDACs (Yoshida et al., 1990). TSA je plivodné¢ anti-mykotické antibiotikum,
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které se vyznacuje cytostatickymi UCinky na sav¢i bunécné kultury (Vigushin et al.,
2001). TSA pisobi jako kompetitivni inhibitor se schopnosti reverzibilné se vazat do
aktivntho mista HDACs. TSA nemd vliv na aktivitu jinych enzymt jako jsou
proteinkindzy, proteinfosfatizy nebo DNA topoizomerdzy (Yoshida et al., 1990). Je
prokazano, Zze TSA navozuje diferenciaci bun¢k a zptsobuje zastaveni bunécného cyklu
ve fazich Gl a G2 (Vigushin er al., 2001, Yoshida et al., 1990). TSA zplsobuje
bunénou smrt u prostatickych nadorovych bunécnych linii, pfi¢emZz hlavnim
mechanismem bunécné smrti navozené pomoci TSA je inhibice exprese AR. TSA miiZe
také bud’ sniZovat hladinu koakivitore AR nebo zvySovat hladinu korepresori AR

(Rokhlin et al., 2006).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

V experimentélni ¢asti této prace byly pouzZity dvé prostatické bunécné linie,
nadorova buné¢nd linie C4-2 a nenddorov4 bunécna linie RWPE-1.

Linie C4-2 je odvozena z karcinomu prostaty a jednd se o linii na androgenech
nezavislou, jejiZz buniky exprimuji androgenovy receptor. Tato linie vznikla odvozenim
ze dvou typu bunék, na androgenech zavislé linie LNCaP a fibroblastli osteosarkomu

(Higuchi et al., 2006).

4.2 MTT test

MTT test je jednoduchd metoda, kterd slouzi pro stanoveni citlivosti bun€k na
chemické latky a k posouzeni jejich ptipadné toxicity. Metoda MTT testu je zaloZena na
schopnosti Zivych bunck redukovat tetrazoliové soli na modré krystaly formazanu
pusobenim mitochondridlnich dehydrogendz. Intenzitu modrého zbarveni je mozné
spektrofotometricky zm¢éfit, pfiCemz naméfend absorbance koreluje s poctem
metabolicky aktivnich bunék (Carmichael et al., 1987)

V tomto experimentu byly buiiky prostatické nddorové linie C4-2 nasazeny na
mikrotitraéni 96-jamkovou desticku do 100 pl RPMI média vpoétu 5 x 10°
bunék/jamka. Po 48-hodinové kultivaci pti 37°C v 5% atmosféie CO, bylo vyménéno
za médium s obsahem pfisluSnych koncentraci testovanych latek: trichostatin A,
tributyrin a jejich kombinace (Tab. I). Buniky byly ovliviiovdny po dobu 48 a 96 hodin.
Potom bylo do kazdé jamky ptiddano 10 pl 0,5% MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) a nasledovala inkubace po dobu 4 hodin. Po uplynuti této
doby bylo k buitkkdim do jednotlivych jamek ptfiddno 100 pul 10% SDS (laurylsulfat
sodny) a priblizn¢ na 20 minut byly buiiky umistény do inkubatoru. Nasledovalo méteni

absorbance pii vinové délce 570 nm.
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Tab. I: SloZeni roztokt testovanych latek pro MTT test

SloZeni roztokt (pro celkovy objem 1 ml)

Typ ovlivnéni TSA TB 10% DMSO | Médium RPMI
(49,5 pmol/l) (0,5 mmol/T) (] (]

(p] [pl]

0,1% DMSO

(kontrola) ) - 10,00 990,00

TSA

0,5 umol/l 10,10 - - 989,90

TSA

0.2 unol/ 4,04 - - 995,96

TSA

0.1 pnol/ 2,02 . - 997,98

TSA

0,05 umol/l L.o1 i - 998,99

TB

1 mmol/l - 2,00 8,00 990,00

TB

2 mmol/l - 4,00 6,00 990,00

TB

2.5 mmol/l ) 5,00 5,00 990,00

TSA 0,5 pmol/l
+ 10,10 2,00 8,00 979,90
TB 1 mmol/l

TSA 0,5 umol/l
+ 10,10 4,00 6,00 979,90
TB 2 mmol/l

TSA 0,05 pmol/l
+ 10,10 5,00 5,00 979,90
2,5 mmol/l

TSA 0,2 umol/l
+ 4,04 2,00 8,00 985,96
TB 1 mmol/l

TSA 0,2 pmol/l
+ 4,04 4,00 6,00 985,96
TB 2 mmol/l

TSA 0,2 pmol/l
+ 4,04 5,00 5,00 985,96
TB 2,5 mmol/l

TSA 0,1 umol/l
+ 2,02 2,00 8,00 987,98
TB 1 mmol/l

TSA 0,1 pmol/l
+ 2,02 4,00 6,00 987,98
TB 2 mmol/l

TSA 0,1 umol/l
+ 2,02 5,00 5,00 987,98
TB 2,5 mmol/l
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SloZeni roztokt (pro celkovy objem 1 ml)

Typ ovlivnéni TSA TB 10% DMSO | Médium RPMI
(49,5 pmol/l) (0,5 mmol/l) (] (]

(p] [pl]

TSA 0,05 pmol/l
+ 1,01 2,00 8,00 988,99
TB 1 mmol/l

TSA 0,05 pmol/l
+ 1,01 4,00 6,00 988,99
TB 2 mmol/l

TSA 0,05 pmol/l
+ 1,01 5,00 5,00 988,99
TB 2,5 mmol/l

4.3 Kultivace a ovliviiovani bunéénych linii

Kultivace bunécnych linii probihala pifi 37°C v 5% atmosféie CO, Bunky
prostatické nadorové linie C4-2 byly kultivoviany v médiu RPMI, buniky nenddorové
linie RWPE-1 v médiu SFM. Buiiky byly nasazovany na Petriho misky (10 cm) a po
trech dnech kultivace, kdy konfluence doséhla ptiblizn€ 60 %, bylo pfisluSné médium
vyménéno za médium obsahujici testované latky: trichostatin A, tributyrin a jejich
kombinace (Tab. II).

Pro kultivaci ovlivnéné bunécné linie C4-2 byly buiniky nasazeny na Petriho
misky v po¢tu 9 x 10° bun&k/miska (pro inkubaci na 48 hodin) a 9,5 x 10° bun&k/miska
(pro inkubaci na 96 hodin). Z Sesti Petriho misek byla jedna miska kontrolni obsahujici
0,1% koncentraci DMSO, tedy stejnou koncentraci DMSO, kterd byla potfebnd pro
rozpusténi testovanych latek. Pro ovlivnéni bun€k jsme pouzili kombinace testovanych
latek v téchto koncentracich (Tab. II) a pifi ndsledujicich poctech Petriho misek: jedna
miska byla ovlivnéna kombinaci TSA o koncentraci 0,05 pumol/l a TB o koncentraci
1 mmol/l, dvé misky byly ovlivnény TSA o koncentraci 0,05 umol/l a TB o koncentraci
2 mmol/l, zbyvajici dvé misky kombinaci TSA o koncentraci 0,05 umol/l a TB
o koncentraci 2,5 mmol/l. Buiiky byly s témito ldtkami kultivovdny po dobu 48 a 96
hodin pti 37°C v 5% atmostéte CO,. V ptipad¢ 96-hodinové inkubace bylo médium po
48 hodinach vyménéno. Z takto ovlivnénych buné¢k byla izolovdana RNA.

Buniky nenddorové bunécné linie RWPE-1 byly na Petriho misky nasazovény

v poctu 1,2 x 10° bun&k/miska. Pfed ovlivnénim byly buiiky v kazdé misce promyty
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5 ml 1x D-PBS. Pro 48-hodinovou kultivaci bun€k bylo pouZito celkem dvacet misek.
Do péti kontrolnich misek bylo pfidino 0,1% DMSO a dal§i byly vzdy po péti
ovlivilovany TSA o koncentraci 0,05 pmol/l v kombinaci s TB o koncentracich
1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l. Ovlivnéné buiiky byly kultivovany pti 37°C v 5%
atmosféie CO,. Pro 96-hodinové ovlivnéni bylo pouzito pét misek s kontrolnim 0,1%
DMSO, deset misek pro kombinaci TSA o koncentraci 0,05 pmol/l a TB o koncentraci
1 mmol/l, dvanict misek pro kombinaci TSA o koncentraci 0,05 pmol/l a TB
o koncentraci 2 mmol/l a dvandct také pro kombinaci TSA o koncentraci 0,05 pmol/l
a TB o koncentraci 2,5 mmol/l. Po 48 hodinich bylo médium vyménéno. Takto
ovlivnéné bunky byly pouZity pro izolaci RNA.

Bunécna linie C4-2 byla ovliviiovédna také pro ziskani lyzath z proteint a jejich
naslednou Western blotovou analyzu. V tomto pfipad¢ byly buiikky nasazeny v poctu
9 x 10° bunék/miska. Pro inkubaci bunék s testovanymi latkami po dobu 48 i 96 hodin
bylo pouzito vZdy 8 misek, po dvou se shodnym ovlivnénim: 0,1% DMSO (kontrola),
TSA o koncentraci 0,05 umol/l v kombinaci s TB o koncentracich 1 mmol/l, 2 mmol/l

a 2,5 mmol/l. Inkubace probihala pti 37°C v 5% atmostére CO,.

Tab. II: SloZeni roztokl testovanych latek pro ovliviiovani bunécnych linii C4-2

a RWPE-1

SloZeni roztok pro ovlivnéni jedné Petriho misky (10 ml)
Médium
nEnT TSA TB RPMI (pro C4-
Typoviivaent - /o s amoll) | (0.5 mmol/) 10%[1311]\450 2)/ SFM
[ul] [ul] K (pro RWPE-1)
[ml]
0,1% DMSO
(kontrola) - - 100,00 9,90
TSA 0,05 pmol/l
+ 10,10 20,00 80,00 9,89
TB 1 mmol/l
TSA 0,05 pmol/1
+ 10,10 40,00 6,00 9,89
TB 2 mmol/l
TSA 0,05 pmol/l
+ 10,10 50,00 50,00 9,89
TB 2,5 mmol/l
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4.4 1zolace RNA

Z obou ovliviiovanych bunécnych linii, C4-2 a RWPE-1, byla pomoci High Pure
RNA Isolation Kit (Roche) izolovana RNA.

4.4.1 1zolace RNA z bunék nadorové bunééné linie C4-2

Z kultivacnich Petriho misek bylo odsidto médium. Na kaZzdou misku byly
napipetovany 4 ml 1x PBS, buiiky byly opldchnuty a roztok PBS opét odsét. Poté byly
na kazdou z misek napipetovany 2 ml 1x PBS a pomoci plastové stérky byly bunky
seSkrabany a pfeneseny do piislusné popsané 15ml zkumavky (z jedné nebo dvou
Petriho misek se stejnym ovlivnénim byly buiiky ptenaSeny do jedné zkumavky, z péti
misek se shodnym ovlivnénim pak do tii zkumavek). Na misky byly znovu
napipetovany 2 ml 1x PBS a roztok se zbytky bunécnych kolonii byl pfenesen do
piisluSné zkumavky, tento krok byl jesSt€¢ jednou zopakovdn. Zkumavky byly
centrifugovany po dobu 5 minut pfi 1200 rpm a pokojové teplot¢ (RT, Room
temperature). Po odsati supernatantu byly do vSech zkumavek napipetovany 4 ml 1x
PBS. Pelet na dn¢ zkumavky byl promyvan a pozvolna rozpusStén. Nasledovala
centrifugace 5 minut pii 1200 rpm a RT. Po odsati supernatantu byl pelet rozpustén ve
200 ul 1x PBS a prenesen po 200 pl do 1,5ml mikrozkumavek Eppendorf.

Poté byla provedena izolace RNA pomoci High Pure RNA Isolation Kit
(Roche). Do kazdé mikrozkumavky (Eppendorf) bylo pfidano 400 ul lyzacniho pufru
(Lysis/-binding Buffer) a mikrozkumavky byly vortexovany po dobu 15 s. Vzorky
(max. 700 ul) byly pteneseny do kolonky s filtrem a centrifugovdny po dobu 15 s pfi
10000 rpm. Supernatant ze spodni (sbérné) Casti kolonky byl jako odpadni vylévan. Ke
kazdému vzorku byl pfipipetovan roztok DNase a nésledovala inkubace po dobu 15
minut pfi teploté 15 - 25°C. Potom bylo ke vzorktim ptiddno 500 pl promyvaciho pufru
I (Wash buffer I), byla provedena kratkd 15s centrifugace pfi 10000 rpmi a ze sbérné
zkumavky byl odstranén supernatant. Pokracovalo promyvani s 500 pl promyvaciho
pufru II (Wash buffer II) a znovu centrifugace po dobu 15 s pti 10000 rpm. Po ptidani
200 pl promyvaciho pufru I (Wash buffer II) byly vzorky centrifugovany 2 minuty pii
13400 rpm. Kolonky s filtrem byly pfemistény do 1,5ml mikrozkumavek Eppendorf

a vyluhovéni filtru (eluce) byla provedena pfidanim 50 pl elu¢niho pufru (Ellution
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buffer) a naslednou centrifugaci po dobu 1 minuty pfi 10000 rpm. Koncentrace RNA

byla zmé&fena na spektrofotometru — NanoDrop a vzorky byly uloZeny do -80°C.

4.4.2 1zolace RNA z bunék nenadorové bunééné linie RWPE-1

Z kultivacnich Petriho misek bylo odsito médium. Na kazdou misku byly
napipetovany 4 ml 1x D-PBS, rovhomérné rozprostieny po povrchu a opét odsaty. Poté
byly na kaZzdou z misek napipetovany 2 ml 1x D-PBS a pomoci plastové stérky byly
buniky seskrdbany a preneseny do 15ml zkumavky (z péti Petriho misek byly buiky se
stejnym ovlivnénim pteneseny do tii zkumavek, u deseti misek do péti zkumavek
a z dvandcti misek do Sesti zkumavek). Na misky byly znovu napipetovdany 2 ml 1x
D-PBS a roztok se zbytky bunécnych kolonii byl pienesen do piislusné zkumavky.
Vsechny zkumavky byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 1200 rpm a pokojové
teplot¢ (RT). U ovlivnéni TSA o koncentraci 0,05 pmol/l v kombinaci s TB
o koncentracich 2 mmol/l a 2,5 mmol/l po dobu 96 hodin byla krom¢ standardniho
postupu provedena jesté centrifugace pti 1400 rpm po dobu 5 min pii RT (ziskanych
bun¢k bylo velké mnozstvi a pfi vySSich koncentracich TB s glycerolem se Spatné
usazovaly). Potom byl ze zkumavek odsit supernatant. Do vSech zkumavek byly
napipetovany 4 ml 1x D-PBS, aby se rozpustil a promyl pelet. Néasledovala centrifugace
5 minut pfi 1200 rpm a RT. V piipad¢ ovlivnéni TSA o koncentraci 0,05 pmol/l
v kombinaci s TB o koncentracich 2 mmol/l a 2,5 mmol/l po dobu 96 hodin byla
provedena navic jeSté centrifugace pii 1400 rpm po dobu 5 min pii RT. Po odsati
supernatantu byl pelet rozpustén ve 200 pl 1x D-PBS. U ovlivnéni po dobu 96 hodin byl
pelet rozpustén ve 400 ul 1x D-PBS, protoZze pelety byly velké. Rozpustény pelet byl
prenesen do 1,5ml mikrozkumavek Eppendorf a poté byla provedena izolace RNA
pomoci High Pure RNA Isolation Kit. Po spektrofotometrickém zméifeni koncentrace

RNA na pfistroji NanoDrop byly vzorky uchovény pti -80°C.

4.5 Reverzni transkripce

Izolovand RNA byla reverzni transkripci (reverse transcription PCR) pfepsdna

do cDNA, ktera byla pouZita pro analyzu genové exprese pomoci real-time PCR.
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Reverzni transkripce (RT-PCR) byla provedena pomoci Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche). VSechny komponenty kitu i vzorky byly béhem préce
udrzovany na ledu. Do PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml byla pfipravena sme¢s
obsahujici Random hexamer primery (3 ul), RNA (objem byl zvolen podle koncentraci
RNA u jednotlivych vzorki) a H,O (k doplnéni celkového objemu 19,5 pl). Obsah
mikrozkumavek byl opatrné promichén, kratce centrifugovan a umistén do Thermal
Cycler C1000 (Bio-Rad) na dobu 10 minut, kde byl inkubovén pfi teploté¢ 65°C. Poté
byly do mikrozkumavek ptipipetovany dal$i komponenty kitu dle Tab. III.

Tab. IIT: Rozpis reagencii pro reverzni transkripci

Reagencie Objem pro béZny vzorek Objem pro no-RT

[p] [p]

Pufr RT, 5x konc. 6,00 6,00

Inhibitor RNase 0,75 0,75

dNTPs mix, 10 mmol/l 3,00 3,00
Reverzni transkriptdza 0,75 -

H,O, PCR grade - 0,75

Celkovy objem 30,00 30,00

Smés ve zkumavkiach byla opatrné promichdna a mikrozkumavky byly kratce
centrifugovany. Mikrozkumavky byly opét umistény do Thermal Cycler C1000 (Bio-
Rad), pricemz teplotni pribéh reakce byl nasledujici: 10 minut pii 25°C, 60 minut pii
50°C a 5 minut pii 85°C. Po ukonceni reakce byly vzorky umistény do ledu a uchovény

pfi -20°C.

4.6 Real-time PCR

Ziskand cDNA byla pouzita pro analyzu genové exprese pomoci kvantitativni
real-time PCR s vyuzitim dudlné€ znacenych sond typu TagMan. Exprese genii pro SRC-
I, AR, PSA a p300 byla stanovena ve vztahu ke genu pro glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazu (GAPDH). GAPDH je nejcastéji pouzivany provozni (housekeeping)
gen, ktery slouzi pro porovnavani genové exprese (Barber et al., 2005). SloZeni
reak¢nich roztoku, pritbéh reakcei a sekvence pouzitych primert a sond jsou uvedeny

v Tab. IV, Tab. V a Tab. VL.
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Tab. IV: Rozpis reagencii pro real-time PCR (objem reakce 25 pl)

Detekovany Reagencie | Objem [ul] | Koncentrace MnoistYi Vyslednd
gen v reakci koncentrace
AR Primer AR 2,0 0,005 10 pmol | 400 nmol/l

F mmol/l
P“mg AR 2,0 rg;gglsﬂ 10 pmol | 400 nmol/l
Sonda AR 4,0 1,25 pumol/l 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 10 mmol/1 5 nmol 200 nmol/l
Thermo-
Start DNA 0,2 50/u 1U 0,04 U/l
polymeraza
Mg2+ 3,0 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2.5 10 x 1x 1x
cDNA 1,0 0,1 pg/ul 100 ng 4 ng/ul
HO 9,8 - - -
PSA Primer PSA 2,0 0,005 10 pmol | 400 nmol/l
F mmol/l
P“mfl’{ PSA 2,0 rg;gglsﬂ 10 pmol | 400 nmol/l
Sonda PSA 4,0 1,25 pumol/l 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 10 mmol/l 5 nmol 200 nmol/l
Thermo-
Start DNA 0,2 50/u 1U 0,04 U/l
polymeraza
Mg2+ 3,0 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 10 x 1x 1x
cDNA 1,0 0,1 pg/ul 100 ng 4 ng/ul
H,O 9,8 - - -
SRC- Sl;rgr_lfrl: 2,0 n?;ggfﬂ 10 pmol | 400 nmol/l
Sl():rll{‘fler 2,0 rg;gglsﬂ 10 pmol | 400 nmol/l
Sﬁ‘éd? 4,0 1,25 umol/l | 5pmol | 200 nmol/l
dNTPs 0,5 10 mmol/1 5 nmol 200 nmol/l
Thermo-
Start DNA 0,2 50/u 1U 0,04 U/l
polymeraza
Mg2+ 3,0 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2.5 10 x 1x 1x
cDNA 1,0 0,1 pg/ul 100 ng 4 ng/ul
HO 9,8 - - -
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Detekovany Reagencie | Objem [ul] | Koncentrace MHOZStYl Vysledna
gen v reakci koncentrace
p300 Primer p300 2,0 0,005 10 pmol | 400 nmol/l
F mmol/l
Primer p300 0,005
R 2,0 mmol/l 10 pmol 400 nmol/l
Sonda p300 4,0 1,25 pumol/l 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 10 mmol/1 5 nmol 200 nmol/l
Thermo-
Start DNA 0,2 50/u 1U 0,04 U/ul
polymeraza
Mg2+ 2,0 25 mmol/l 50 nmol 2 mmol/l
Pufr 2,5 10 x 1x 1x
cDNA 1,0 0,1 pg/ul 100 ng 4 ng/ul
H,O 10,8 - - -
GAPDH Primer
GAPDH F 1,0 7,5 pmol/l 7,5 pmol 300 nmol/l
Primer
GAPDH R 1,0 7,5 pmol/l 7,5 pmol 300 nmol/l
Sonda
GAPDH 4,0 1,25 pumol/l 5 pmol 200 nmol/l
dNTPs 0,5 10 mmol/1 5 nmol 200 umol/1
Thermo-
Start DNA 0,2 5U0/u 1U 0,04 U/ul
polymeraza
Mg2+ 3,0 25 mmol/l 75 nmol 3 mmol/l
Pufr 2,5 10 x 1x 1x
cDNA 1,0 0,1 pg/ul 100 ng 4 ng/ul
H,O 11,8 - - -
Tab. V: Teplotni prab¢h real-time PCR
Detegli;vany D¢;j Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
aktivace
polymerdzy, 9 15 min
denaturace
AR cDNA
95 15
amplifikace > 50
62 15s
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Deteéq;lvany Dg¢j Teplota [°C] Cas Pocet cyklii
aktivace
polymerdzy, 96 15 min
denaturace
PSA cDNA
95 15
amplifikace > 50
62 15s
aktivace
polymerdzy, 96 15 min
denaturace
SRC-1 cDNA
95 15
amplifikace > 50
60 15s
aktivace
polymerdzy, 96 15 min
denaturace
p300 cDNA
- 95 15s
amplifikace 50
60 15s
aktivace
polymerdzy, 96 15 min
denaturace
GAPDH cDNA
- 95 15s
amplifikace 50
60 30s
Tab. VI: Sekvence primerti a sond pouzitych v real-time PCR
Detekovany . Vf.:hkOSt
. Primer/ primeru/
gen (velikost Sekvence
produkiu) sonda sondy
[bp]
AR Primer F 5"-ATCCCAGTCCCACTTGTGTC-3" 20
(137 bp) Primer R 5"-GGTCTTCTGGGGTGGAAAGT-3" 20
Sonda AR 5’-AAGCGAAATGGGCCCCTGGA-3” 20
PSA Primer F 5"-CGGAGAGCTGTGTCACCAT-3" 19
(95 bp) Primer R 5- CACAATCCGAGACAGGATGA-3" 20
Sonda PSA 5"-CGTGGATTGGTGCTGCACCC-3” 20
SRC.1 Primer F 5"-CAAACCCACTCCTGAGGAAA-3’ 20
(116 l;p) Primer R 5"-ATAAGCCTGGCAACTGTGCT-3" 20
Sonda SRC-1 | 5-CTGCCCACGCTGGAGAAGGC-3~ 20
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, Velikost
Detekovany . .
. Primer/ primeru/
gen (velikost Sekvence
roduktu) sonda sondy
P [bp]
300 Primer F 5-CAAACGCCGAGTCTTCTTTC-3" 20
(ﬁ 8 bp) Primer R 5-GTTGAGCTGCTGTTGGCATA-3" 20
Sonda p300 5-CCAGTGTGCCCTCCCTGGGT-3 20
Primer F 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3" 20
GAPDH Primer R 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3" 18
(226 bp) Sonda 5.CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3’ 20
GAPDH ) i

4.7 Prace s bunéénymi lyzaty
4.7.1 Promyvani a lyze bunék pro ziskani celkového obsahu proteint

Celkem Sestnict Petriho misek s buikami linie C4-2 (osm s ovlivnénim po dobu
48 hodin a osm po dobu 96 hodin), a to vZdy po dvou se stejnou koncentraci
testovanych latek) bylo pouzito pro ziskani celkovych proteinti. Buniky byly vysévéany
na misku v po&tu 9 x 10° - 1 x 10° bunék/jamka.

Na Petriho misku s bufikami byl rovnomérné napipetovdn 1 ml roztoku 11x
Formaldehyde Stock a misky byly po dobu 30 minut inkubovany v lednici (4°C). Potom
bylo na kazZdou misku napipetoviano 687,8 ul vychlazeného roztoku glycinu
o koncentraci 2 mol/l (konecnd koncentrace glycinu na misce byla 125 mmol/l).
KrouZivym pohybem Petriho misky byl glycin rovnomérné rozprostfen a takto byly
misky ponechdny po dobu 5 minut pii pokojové teploté (RT). Poté bylo odsdto médium
a misky umistény na led. Na kazdou Petriho misku byly napipetovany 4 ml 10x PBS
pufru a roztoky byly pieneseny do pfislusSnych 15ml zkumavek, tento krok byl
opakovan. Nasledn€ byl na kaZzdou misku napipetovan 1 ml ChIP pufru s inhibitory
protedz (cOmplete, Roche) a misky byly umistény na led. VSechny 15ml zkumavky
byly centrifugovany po dobu 5 minut pii 600 g a 4°C v piedem vychlazené centrifuze.
Poté byly odsaty ze zkumavek supernatanty tak, aby nedoslo k poruseni peleti na dné
zkumavek. Do kazdé zkumavky byly napipetovany 4 ml ChIP pufru. Ze dna Petriho
misky (umistény stidle na ledu) byly pomoci plastové stérky seSkrdbdny buiky do
jednoho mista a bunécény lyzat byl prenesen do piislusSné 15ml zkumavky s 5 ml ChIP

lyza¢niho pufru. VSechny zkumavky s bunénymi lyzdty byly umistény na talifovy
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rotdtor (Stuart) a v chladové mistnosti (4°C) byly po dobu 10 minut promichdvany pii
5 otackdch/min. Poté byly zkumavky znovu centrifugovdny po dobu 5 min pii 600 g
a 4°C. Po odsati supernatantu bylo do kazdé zkumavky ptfiddno 8 ml promyvaciho
(Wash) pufru a zkumavky byly umistény na 10 minut na talifovy rotitor (Stuart), kde
byl obsah promyvén pii 8 otdckach/min. Nasledovala centrifugace 5 minut pii 600 g
a 4°C. Po odsati supernatantu byl bunécény pelet rozsuspendovan ve 140 pul RIPA pufru
a rozdélen do dvou 1,5ml pfisluSnych mikrozkumavek (umistény v ledu). Obsah
mikrozkumavek byl dikladné zvortexovan, poté byly mikrozkumavky umistény na
talifovy rotitor a po dobu 30 minut byl jejich obsah promyvén pii 15 otdckach/min.

Vzorky byly uchovavény pii —80°C.

4.7.2 Ziskavani jednotlivych proteinovych frakci

Pro ziskéani cytoplazmatické a jaderné frakce z neovlivnénych a ovlivnénych
bungk linie C4-2 bylo pouZzito 16 Petriho misek (osm s ovlivnénim po dobu 48 hodin
a osm po dobu 96 hodin). Buiiky byly vysévany na misku v po&tu 1 x 10° bungk/jamka.
Pro izolaci téchto dvou proteinovych frakci byl pouzit Kit Qproteome Cell

Compartment (Qiagen).

4.7.3 Sonikace bunéénych lyzati

Sonikace bunécnych lyzath s celkovym obsahem proteini (kapitola 4.7.1)
probihala nésledujicim zplsobem. Na sonikdtoru UP200S (Hielscher Ultrasound
technology) byl nastaven cyklus 1 (nepferuSovany). Nejprve byly vzorky sonikovény
pii ucinnosti 80 % po dobu 20 s, na 1 minutu byly umistény do ledu a poté znovu
sonikovany 20 s pfi stejné tcinnosti. Potom probihala sonikace s t¢innosti 90 %, opét
po dobu 20 s. Po vychlazeni v ledu (1 minuta), byl tento krok opakovan. Tteti sonikace
pfi ucinnosti 100 % byla po dobu 10 s, na 1 minutu byly lyzaty opét umistény do ledu
a poté sonikovany jesté jednou 10 s pfi tcinnosti 100 %.

Po sonikaci bunéénych lyzéti byly vzorky centrifugovany po dobu 15 minut pii
14000 rpm a 4°C. Supernatanty byly pifeneseny do novych piislusSnych mikrozkumavek.
Z kazdého vzorku bylo odebrano 50 pl pro stanoveni koncentrace proteind. Vzorky byly

uloZeny pii —80°C.
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4.7.4 Stanoveni koncentrace proteini metodou Bradfordové

MnozZstvi roztoku ¢inidla Bradfordové bylo stanoveno nasledovné: 1 ml roztoku
na kazdy vzorek + 1 ml roztoku pro slepy vzorek (blank) + 1 ml roztoku na kalibraci / 5
(5x koncentrovany roztok).

Ptiprava roztoku <dinidla Bradfordové byla nésledujici: do kadinky bylo
napipetovano odpovidajici mnoZstvi Cinidla Bradfordové, ke kterému byla piiddna
sterilni deionizovand H,O v poméru 1 : 4. Tento roztok byl pfenesen na filtrani papir
umistény ve zkumavce Falcon (50 ml). Filtrace roztoku probihala v chladové mistnosti
(4°C) bez pritomnosti svétla.

Na 96-jamkovou mikrotitracni desticku byla nejprve napipetovdna koncentracni
fada standardu, pficemz jako standard byl pouzit gamaglobulin (y-globulin)
v koncentraci 1 mg/ml. Standard byl napipetovan do Sesti jamek v mnoZstvi 1 pl, 2 pl,
3ul, 4 pl, 5 plal0 pl a sterilni deionizovand H,O slouzila pro doplnéni k ziskdni
celkového objemu 10 pl. Vzorky byly pipetovany vZzdy v tripletech tak, Ze k 1 pl sterilni
deionizované H,O byl pfidin 1 pl vzorku. Potom bylo do jednotlivych jamek
napipetovano 200 pl roztoku c¢inidla Bradfordové. Do tii prazdnych jamek bylo jako
slepy vzorek (blank) pouzito 200 pl roztoku ¢inidla Bradfordové. Nésledovala inkubace
po dobu 5 minut pfi RT a poté byla spektrofotometricky zméfena absorbance vSech
vzorkl. Z namétenych hodnot byla vytvofena kalibra¢ni kiivka a stanovena koncentrace

proteint.

4.8 Western blot analyza
4.8.1 Elektroforéza

Podle Tab. VII byl ptipraven 5% zaostifovaci a 8% (pro detekci AR a PSA) nebo
10% (pro detekci SRC-1) délici polyakrylamidovy gel. Dé¢lici gel byl napipetovan do
aparatury mezi skla tlouStky 1,5 mm, pfevrstven butanolem a ponechdn polymerovat po
dobu minimalné¢ 20 minut. Poté byl butanol vylit (zbytek odsit pomoci filtraéniho
papiru) a prostor nad gelem byl promyt pfiblizné 500 ul Tris-HCI, pH 6,8. Na dolni gel
byl nanesen zaostfovaci gel a do né& vlozen hiebinek. Po ztuhnuti horniho gelu
(miniméln¢ 1 hodinu nebo bylo moZno oba gely uchovat v chladu do druhého dne) byla

skla s gely umisténa do elektroforetické aparatury a zalita elektroforetickym pufrem.
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Vzorky pro elektroforetické déleni byly v zavislosti na zjiSténych koncentracich
proteini smichany s 1x LSB tak, aby bylo v celkovém objemu 50 pl vzdy 30 pg
proteinti. Nejprve byl na gel nanesen hmotnostni standard — Full Range , ktery byl
pfipraven smichanim 2 pl hmotnostniho standardu — Full range Rainbow Molecular
Weight Marker (Amersham Biosciences USA) s 38 ul 1x LSB. VSechny vzorky byly
pfed nanesenim na gel denaturovany pii 100°C po dobu 1 minuty a poté krétce
centrifugovany.

Elektroforetickd separace probihala 30 minut pii napéti 80 V, poté 3 hodiny (pro
detekci AR a PSA) nebo 4 hodiny a 15 minut (pro detekci SRC-1) pii napéti 100 V.

Tab. VII: SloZeni zaostiovaciho a d¢€licich polyakrylamidovych gelt

Objem pro 5% Objem pro 8% Objem pro 10%
zaostfovaci gel [ml] delici gel [ml] delici gel [ml]
Deionizovana voda 4,100 9,300 7,900
Acrylamide Mix
(30%) 1,000 5,300 6,700
Tris-HCI 1,5 mol/l,
(pH 6.8) 0,750 - -
Tris-HCI 1 mol/l,
(pH 8.8) - 5,000 5,000
SDS (10%) 0,060 0,200 0,200
APS (10%) 0,060 0,200 0,200
TEMED 0,006 0,012 0,008
Celkovy objem 6,000 20,000 20,000

4.8.2 Prenos proteini na membranu

Dolni dé¢lici gel, obsahujici separované proteiny, byl po odfezani horniho
zaostfovactho gelu promyvan 20 minut v transferovém pufru (50 rpm, RT). Membrany
a filtracni papiry byly v transferovém pufru promyvany 5 minut. Na blotovaci zatizeni
navlhéené transferovym pufrem byl polozen filtrani papir, na né¢j pfiloZena membrana,
na membranu byl umistén gel a nahoru opét filtracni papir. VZdy pred ptilozenim dalsi
vrstvy byla dand vrstva stlatena pomoci sklenéné tyCinky a navlhcena transferovym

pufrem. Blotovani probihalo 40 minut pfi napéti 20 V.
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4.8.3 Detekce proteini

Membrany byly 5 minut promyvany v Ponceau S (80 rpm, RT). Nasledovalo
odbarveni 10% kyselinou octovou. Z membrany byly vyfezany useky, které odpovidaly
molekulovym hmotnostem sledovanych proteinti. Pro kontrolu, zda byla v jednotlivych

vzorcich stejnd koncentrace proteinti, byla provedena detekce GAPDH.

4.8.3.1 Detekce SRC-1 a GAPDH

Prouzky membran obsahujici protein SRC-1 (180 kDa) a GAPDH (37 kDa) byly
promyvény v 1x TBS po dobu 5 min. Nédsledovalo blokovéni po dobu 1 hodiny (50 rpm,
RT) v blokovacim pufru. Poté byly useky membrdn 5 minut promyvany v pufru TBS
s Tween (0,1% Tween-20 v 1x TBS). Nasledovala inkubace s primdrnimi protilatkami:
Prouzky membrany obsahujici protein SRC-1 byly inkubovany s krali¢i monoklonalni
protilatkou SRC-1 128E7 (fedéni 1 : 750) (Cell Signaling Technology). Useky
membrany odpovidajici proteinu GAPDH byly inkubovdny s mySi monoklonalni
protilitkou Anti-GAPDH (fedéni 1 : 20000) (Sigma-Aldrich). Inkubace s primarnimi
protilatkami probihala pfes noc pii 50 rpm v chladové mistnosti (4°C). Poté byly useky
membran promyvany po dobu 1 hodiny pfi 80 rpm a RT v promyvacim pufru TBS
s Tween, pfiCemz vZdy po 15 minutich byl roztok vyménén. Inkubace se sekundarnimi
protilatkami trvala 1 hodinu (50 rpm, RT). Pro detekci SRC-1 byla pouzita sekundarni
anti-krali¢i protilatka (fedéni 1 : 5000) (Cell Signaling Technology), pro GAPDH
sekundarni anti-myS$i protilatka (fedéni 1 : 6000) (Santa Cruz Biotechnology). Potom
byly useky membran opét promyvany 1 hodinu (vyména roztoku vZdy po 15 minutich)
v promyvacim pufru TBS s Tween. Vizualizace proteinli byla provedena pomoci
chemiluminiscen¢ni reakce, membrany byly s chemiluminiscen¢nim roztokem
inkubovéany po dobu 5 minut v chladové mistnosti (4°C) a ve tm¢&. Signél byl zachycen

na fotograficky film.

4.8.3.2 Detekce AR a PSA

Prouzky membran obsahujici proteiny AR (110, 112 kDa) a PSA (47 kDa) byly
promyviny 5 minut v Ix PBS a poté byly vysuSeny (uchovany pro pozdéjsi

zpracovani). Membrany byly za tcelem dilkladného zvlhéeni inkubovany pfi pokojové
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teplot¢ po dobu 6 hodin v blokovacim pufru pfi 70 rpm. Nésledovalo promyvani
5 minut v promyvacim pufru PBS s Tween (0,1% Tween-20 v 1x PBS) pfi 70 rpm
a RT. Mysi monoklondlni protilitka AR 441 (fedéni 1 : 200) (Santa Cruz
Biotechnology) byla aplikovdna na useky membriany odpovidajici proteinu AR. Na
prouzky membrany odpovidajici proteinu PSA byla nanesena krali¢i polyklondlni
protilitka PSA-AMACR P504S (fedéni 1 : 500) (Chemicon). Inkubace s primarnimi
protilditkami probihala pfes noc (ON, Over Night) v chladové mistnosti pfi 4°C. Po
odpipetovani primédrnich protilitek byly prouzky membrin promyvany 1 hodinu
v promyvacim pufru PBS s Tween pfi 70 rpm a RT, pficemz vzdy po 15 minutach byl
pufr vyménén. Na prouzky membriny byly aplikovany sekundarni protilatky. Na usek
odpovidajici AR byla aplikovdna anti-mysi protilatka (fedéni 1 : 6000) (Santa Cruz
Biotechnology), na usek odpovidajici PSA anti-krdli¢i sekundéarni protilatka (fedéni
1 : 5000) (Cell Signaling Technology). Inkubace se sekundarnimi protilatkami trvala 45
minut a probihala pti pokojové teploté. Nasledovalo znovu promyvani v promyvacim
pufru PBS s Tween po dobu 1 hodiny s vyménou roztoku vzdy po 15 minutiach (80 rpm,
RT). Proteiny byly vizualizovdny pomoci chemiluminiscencni reakce. Inkubace
s chemiluminiscen¢nim roztokem trvala 5 minut (4°C, ve tm¢). Signdl byl zachycen na

fotograficky film.

4.9 Pouzité roztoky

Promyvaci (Wash) pufr
- 1 ml Tris-HCI1 1 mol/l, pH 8,0
200 ul EDTA 0,5 mol/l
500 pl EGTA 0,1 mol/l
20 pl NaCl 1 mol/l

doplnit do 100 ml sterilni deionizovanou vodou
Glycin 2 mol/l

- 7,507 g glycinu

- rozpustit v 50 ml sterilni deionizované vody
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1x RIPA pufr
- 500 pl Tris-HCI 1mol/l, pH 8,0
- 100 ul EDTA 0,5 mol/l
- 250 Wl EGTA 0,1 mol/l
- 7 ul NaCl 1 mol/l
- 500 pl Triton-X 100
- 5 ml 1% deoxycholéatu sodného
- 500 ul 10% SDS
- Inhibitory protedz (cOmplete, Roche)

- doplnit do 50 ml sterilni deionizovanou vodou

11x formaldehyde stock
- 2 ml Hepes-KOH 0,5 mol/l, pH 8,0
- 40 Wl EDTA 0,5 mol/l
- 100 ul EDTA 0,1 mol/l
- 2ml NaCl 1 mol/l
- 5,5 ml 40% formaldehyde

- doplnit do 20 ml sterilni deionizovanou vodou

Chro-IP lyzac¢ni pufr
- 20 ml Hepes-KOH 0,5 mol/l, pH 8,0
- 400 pl EDTA 0,5 mol/l
- 1 ml EGTA 0,1 mol/l
- 28 ml NaCl 1 mol/l
- 20 ml 100% glycerolu
- 1 ml NP-40
- 500 pl Triton-X 100

- doplnit do 200 ml sterilni deionizovanou vodou

10x TBS
- 24,2 g Tris-base
- 80 g NaCl

- rozpustit v 1 1 sterilni deionizované vody, pH upravit na 7,6 (pomoci HCI)
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Blokovaci pufr pro detekci SRC-1 a GAPDH

15 ml 10x TBS
7,5 g odtu¢néného suseného mléka
150 pl Tween-20

doplnit do 150 ml sterilni deionizovanou vodou

Blokovaci pufr pro detekci AR a PSA

15 ml 10x PBS
7,5 g odtu¢néného suseného mléka
150 pl Tween-20

doplnit do 150 ml sterilni deionizovanou vodou

Primary AG dilution pufr

2 ml 10x TBS
1 g BSA
20 pul Tween-20

doplnit do 20 ml sterilni deionizovanou vodou

Ix TBS

Ix PBS

50 ml 10x TBS

450 ml sterilni deionizované vody

10 ml 10x PBS

90 ml sterilni deionozované vody

Promyvaci pufr pro detekci SRC-1

500 ml 1x TBS
500 ul Tween-20

Promyvaci pufr pro detekci AR a PSA

500 ml 1x PBS
500 ul Tween-20
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4.10 Média pro praci s bunéénymi kulturami:

RPMI

RPMI 1640 obsahujici L — glutamin a 15 mmol/l Hepes bez hydrogenuhli¢itanu
sodného (Gibco)

roztok FBS (fetal bovine serum), vysledna koncentrace 10 %

roztok antibiotik (penicilin a streptomycin), vyslednd koncentrace 0,01 %
L-glutamin, vyslednd koncentrace 2 mmol/I

pyruvét sodny, vyslednd koncentrace 1 mmol/l

Keratinocyte-SFM  Medium (Kit) obsahujici L-glutamin, EGF (human
recombinant epidermal growth factor) a BPE (bovine pituitary extract) (Gibco)
roztok antibiotik (penicilin a streptomycin), vyslednd koncentrace 0,01 %

roztok amfomycinu, vyslednéd koncentrace 0,01 %

roztok gentamycinu, vyslednd koncentrace 0,005 %

4.11 Pouzité chemikalie

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
Acrylamide mix

Butanol

Cinidlo Bradfordové

Deoxynukleotidy, 100 mmol/l (Promega)

Dimetylsulfoxid, 100% roztok

D-PBS

Gamaglobulin (Bio-Rad)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

Hmotnostni standard Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker
(Amersham Biosciences USA)

Inhibitor RNaz RNase Zap (Sigma — Aldrich)

Inhibitory protedz Complete (Roche)

Kyselina octova, 10%

Laurylsulfat sodny
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- LSB

- PBS

- Persulfat amonny

- Ponceau S

- Primery (R a F) pro real-time PCR — AR, PSA, SRC-1, p300, GAPDH (Generi
Biotech)

- Protilatka Anti-GAPDH (Sigma — Aldrich)

- Protilatka anti-krali¢i (Cell Signaling Technology)

- Protildtka anti-mysi (Santa Cruz Biotechnology)

- Protildtka AR 441 (Santa Cruz Biotechnology)

- Protilitka PSA-AMACR P504S (Chemicon International a Serologicals
Company)

- Protildtka SRC-1 128E7 (Cell Signaling Technology)

- Qproteome Cell Compartment Kit (Qiagen)

- Sondy pro real-time PCR — AR, PSA, SRC-1, p300, GAPDH (Generi Biotech)

- Super Signal West Dura (Thermo Scientific)

- Tetrametylendiamin

- Thermo-Start DNA polymeridza (ABgene)

- Trasncription First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)

- Tributyrin (Sigma — Aldrich)

- Trichostatin A (Sigma — Aldrich)

- Tris-HCI 1 mol/l, (pH 8,8)

- Tris-HCI 1,5 mol/l, (pH 6,8)

- Tween-20

4.12 Vybaveni laboratoie

- 96-jamkova mikrotitra¢ni destiCka

- Automaticka pipeta Pipets - akku (Hirschman Laborgerate)

- Blotovaci filtracni papir

- Blotovaci membrany

- Blotovaci zafizeni Trans-blot SD Semi-dry transfer cell (Bio-Rad)

- Centrifuga 3K30 (Sigma)
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Centrifuga Minispin (Eppendorf)

Centrifuga MR22i (Jouan)

Centrifugacni zkumavky, 15 ml

Digitélni vaha 440-33 (Kern)

Elektroforetickd aparatura, skla 1,5mm, hfebeny 10 zubti (Bio-Rad)
Fotograficky film

Inkubator CO2 BB 16 (Heracel)

Laminarni box Aura Vertical SD4 (Biotech)
Mikropipety (Eppendorf)

Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Mikrozkumavky (Eppendort)

Petriho misky, 10 cm

Plastové stérky Cell Scraper (Biologix Research Company)
Rotor gene RG-3000 (Corbett Research)

Sklenéné kapilary

Sonikédtor UP200S (Hielscher Ultrasound technology)
Spektrofotometr ND-1000 (Nanodrop)
Spektrofotometr PowerWawe XS (Bio-Tek)

Sterilni jehly

Sterilni mikrozkumavky (Eppendorf)

Sterilni pipetovaci ndstavce

Sterilni Spi¢ky (Eppendortf)

Sterilni zkumavky, 15 ml (Gama group)

Talitfovy rotétor (Stuart)

Termoblok

Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad)

Vodni lazen Julabo TW8 (Biotech)

Vortex Maxi Mix II (Thermolyne)

Vyvéva

Zkumavky Falcon, 50 ml
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5 VYSLEDKY

5.1 Viabilita bunék linie C4-2 po ovlivnéni TSA a TB

Vliv dvou testovanych inhibitori HDACs, TSA a TB, na viabilitu bunék linie
C4-2 byl sledovan pomoci MTT testu. Byly testovany riizné koncentrace TSA, TB
a jejich kombinace. Bunky byly s uvedenymi inhibitory HDACs inkubovéany po dobu
48 a 96 hodin, poté byl proveden MTT test a spektrofotometricky zmétfena absorbance
pii 570 nm.

U ovlivnéni TSA byl u koncentrace 0,05 pmol/l zjiSt€n nejmensi cytotoxicky
efekt, ktery byl srovnatelny sefektem u kontrolnich neovlivnénych bunék (0,1%
DMSO). Se zvysujici se koncentraci TSA dochdzelo k poklesu bunécné viability,
pricemz nejvyssi cytotoxicky efekt vykazovala 0,5 pumol/l koncentrace TSA (Obr. 1).
Viabilita bun€k po ovlivnéni TB byla naopak pfi pouziti nejnizsi koncentrace 1 mmol/l
oproti kontrole snizena na 66 %, s rostoucimi koncentracemi TB se zvySovala
a v piipadé nejvyssi koncentrace 2,5 mmol/l byla srovnatelna s kontrolou (Obr. 2). Pii
ovlivnéni bun¢k kombinacemi TSA a TB dosSlo po 48 hodindch ke sniZeni viability
bunék v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buikami. Pokud byl TB pouzit
v kombinaci s TSA o koncentracich 0,5 pmol/l a 0,2 pmol/l, byla bun&tna viabilita
velmi nizkd (kolem 20 - 30 %). U nizsich koncentraci TSA (0,1 pmol/l a 0,05 pmol/l)
v kombinacich s TB (1 mmol/l, 2 mmol/l, 2,5 mmol/l) bylo pfezivani bunck vyssi,
viabilita se pohybovala vrozmezi 40 — 60 %. (Obr. 3). Po opakovani MTT testu
s koncentracemi TSA 0,1 pumol/l a 0,05 pmol/l TSA vkombinaci s TB byla
u koncentrace 0,1 umol/l TSA v kombinaci s TB bunécné viabilita sniZzena na hodnoty
pohybujici se kolem 40 %. U koncentrace 0,05 pmol/l TSA v kombinaci s TB doslo
také ke sniZzeni viability bunék vzhledem ke kontrole, ne vSak tak vyraznému jako
v predchozim piipadé (Obr. 4).

U 96-hodinové inkubace bunék s TB se sniZuje pieZivani bunék v koncentracich
1 mmol/l a 2 mmol/l pfiblizné¢ o polovinu pfi porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi
buitkami a u koncentrace 2,5 mmol/l klesd viabilita na 35 % (Obr. 5). Buiky
ovlivitlované 0,1 pumol/l koncentraci TSA v kombinaci se tfemi koncentracemi TB
(1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l) (Obr. 6) po dobu 96 hodin dosahuji bunétné
viability kolem 40 %. V piipad¢ kombinaci TB s 0,05 umol/l TSA je viabilita také

sniZzena v porovnini s kontrolou, ale ne tak vyrazné. Vyraznéjsi cytotoxicky efekt
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porovnanim s kombinacemi dvou koncentraci TB (1 mmol/l a 2 mmol/l) a TSA ma
kombinace 2,5 mmol/l TB a TSA (Obr. 6).

Na zdklad¢ téchto vysledkt byly pro dalsi praci s bunéénymi kulturami zvoleny
nasledujici kombinace: TSA o koncentraci 0,05 pmol/l v kombinaci s TB, ktery byl
aplikovan v koncentracich 1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l. U téchto kombinaci TSA
a TB dochéazelo ke sniZzeni viability C4-2 buné€k v porovnani s kontrolou, ale tento

pokles nebyl tak velky jako u zbyvajicich testovanych koncentraci.
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Obr. 1: Viabilita buné¢k linie C4-2 po 48-hodinovém ovlivnéni riznymi koncentracemi

TSA
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Obr. 2: Viabilita bun¢k linie C4-2 po 48-hodinovém ovlivnéni riznymi koncentracemi

TB
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C4-2,48h, TSA + TB
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Obr. 3: Viabilita bungk linie C4-2 po 48-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA (0,05
pmol/1; 0,1 pmol/1; 0,2 pmol/l a 0,5 umol/l) a TB

C4-2,48h, TSA + TB
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viabilita bunék

Obr. 4: Viabilita bungk linie C4-2 po 48-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA (0,05
pmol/l a 0,1 umol/l) a TB
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Obr. 5: Viabilita buné¢k linie C4-2 po 96-hodinovém ovlivnéni riznymi koncentracemi
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Obr. 6: Viabilita bun¢k linie C4-2 po 96-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA (0,05
umol/l a 0,1 umol/l) a TB
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5.2 Real-time PCR analyza

Nadorové buiky linie C4-2 a buiky nenddorové linie RWPE-1 byly
ovlivilovdny kombinacemi dvou inhibitort HDACs - TSA (0,05 pmol/l) a TB
(1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l). Kombinacemi téchto inhibitort HDACs byly buiiky
inkubovany po dobu 48 a 96 hodin. Z ovlivnénych bunék byla izolovdna RNA, ktera
byla reverzni transkripci prepsdna do cDNA a analyzovana kvantitativni RT-PCR. Byla
sledovana exprese genit AR, PSA, SRC-1 a p300. Exprese téchto genil byla stanovena
vzhledem k provoznimu (housekeeping) genu GAPDH.

5.2.1 Exprese AR a PSA u bunécné linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA
aTB

Vysledky kvantitativni RT-PCR genu AR jsou na Obr. 8 a Obr. 9. U nddorové
bunécné linie C4-2 byla pozorovédna sniZend exprese AR pii porovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buiitkami (0,1% DMSO). U ovlivnéni po dobu 48 hodin kombinaci TSA
(0,05 umol/l) a TB v koncentraci 1 mmol/l byla exprese AR sniZena na méné nez
polovinu oproti kontrolnim bunkdm. V piipadé TSA (0,05 pmol/l) v kombinaci
s 2 mmol/l TB doSlo k mirnému zvySeni exprese AR vzhledem k pfedchozimu
ovlivnéni, dale pak se zvySenou koncentraci TB (2,5 mmol/l) exprese AR vyrazné
klesla (Obr. 8). Pokud byly buiiky s danymi inhibitory HDACs inkubovény po dobu 96
hodin, byl u ovlivnéni TSA v kombinaci s 1 mmol/l TB pozorovan pokles v expresi AR
a se zvySujici se koncentraci TB se exprese AR postupné zvySovala (aZ na 84 % ve
srovnani s kontrolnimi bunkami) (Obr. 9).

Porovnianim s Kkontrolnimi neovlivhénymi bunikami byla u ovlivnénych
nadorovych bunck detekovdna niz$i exprese genu PSA. V piipadé¢ 48-hodinového
ovlivnéni zptisobuje kombinace TSA s 1 mmol/l TB zvySeni exprese PSA vzhledem ke
kontrole, ddle vSak se zvySujici se koncentraci TB exprese PSA postupné klesa (Obr.
10). Prodlouzend 96-hodinovd inkubace bun€k s kombinaci TSA a TB vede

k vyraznému sniZeni exprese PSA (Obr. 11).
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Obr. 8: Exprese AR u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 48
hodin (DMSO.. kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/I
TB).
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Obr. 9: Exprese AR u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 96
hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).
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C4-2, 48 hod, PSA
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Obr. 10: Exprese PSA u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 48
hodin (DMSO.. kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).
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Obr. 11: Exprese PSA u bungk linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 96
hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/I
TB).
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5.2.2 Exprese koaktivatori SRC-1 a p300 u bunééné linie C4-2 po ovlivnéni
kombinacemi TSA a TB

U néadorovych bun¢k C4-2 zptisobilo jejich 48-hodinové ovlivnéni kombinacemi
TSA (0,05 pmol/l) a TB (1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l) kolisdni v expresi genu
SRC-1 (Obr. 12) a genu p300 (Obr. 14). Po 96-hodinové inkubaci vSak buiky
odpovidaji zvySujici se expresi SRC-1 (Obr. 13) a p300 (Obr. 15) v zavislosti na

zvySujici se koncentraci TB.

C4-2, 48 hod, SRC-1
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Obr. 12: Exprese SRC-1 u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na
48 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pmol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).
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C4-2, 96 hod, SRC-1
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Obr. 13: Exprese SRC-1 u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na
96 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/I
TB).

C4-2, 48 hod, p300

350%

300% -

250%

200%

150% T

mira exprese

100% -

50% A

0%

DMSO TSA+1TB TSA+2TB TSA+25TB

typ ovlivnéni

Obr. 14: Exprese p300 u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 48
hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).
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C4-2, 96 hod, p300
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Obr. 15: Exprese p300 u bunék linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na 96
hodin (DMSO.. kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).

5.2.3 Exprese AR a PSA u bunécné linie RWPE-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA
aTB

U nenddorové bunécné linie RWPE-1 nebyla témét viibec pozorovana exprese
AR nebo k amplifikaci dochdzelo az po 30 cyklu reakce. Exprese PSA nebyla u této

bunécné linie viitbec pozorovana.

5.2.4 Exprese koaktivatori SRC-1 a p300 u bunécné linie RWPE-1 po ovlivnéni
kombinacemi TSA a TB

U nenddorovych bunék RWPE-1 maji testované inhibitory HCACs vliv na
expresi koaktivatorit SRC-1 a p300. Po 48-hodinové inkubaci s kombinaci TSA a TB se
exprese SRC-1 ve srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buitkami (0,1% DMSO)
zvySuje v zdvislosti na zvySujici se koncentraci TB (Obr. 16). Stejny trend lze
pozorovat i u bun¢k ovliviiovanych po dobu 96 hodin (Obr. 17). Koaktivator p300 je

po 48-hodinové inkubaci bunék s kombinaci TSA a TB vyraznéji exprimovan
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porovnanim s kontrolou u nejnizsi koncentrace TB (1 mmol/I) (Obr. 18). U bunék
ovlivnénych na dobu 96 hodin je naopak exprese p300 nejvyS$i u kombinace TSA

s nejvyssi koncentraci TB (2,5 mmol/l) (Obr. 19).
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500/0 | -
0%

DMSO TSA+1TB TSA+2TB TSA+25TB

mira exprese

typ ovlivnéni

Obr. 16: Exprese SRC-1 u bunék linie RWPE-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB
na 48 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 pmol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA +
2 TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pmol/l TSA + 2,5
mmol/l TB).
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Obr. 17: Exprese SRC-1 u bunék linie RWPE-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB
na 96 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 pmol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA +
2 TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 umol/l TSA + 2,5
mmol/l TB).

RWPE-1, 48 hod, p300
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Obr. 18: Exprese p300 u bungk linie RWPE-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na
48 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 pumol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pumol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).
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RWPE-1, 96 hod, p300
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Obr. 19: Exprese p300 u buné€k linie RWPE-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB na
96 hodin (DMSO.. .kontrola; TSA + 1 TB...0,05 umol/l TSA + 1 mmol/l TB; TSA + 2
TB...0,05 pmol/l TSA + 2 mmol/l TB; TSA + 2,5 TB...0,05 pmol/l TSA + 2,5 mmol/l
TB).

5.3 Western blot analyza

U neovlivnénych nadorovych bun¢k linie C4-2 a bunék této linie ovlivnénych
kombinaci inhibitort HDAC:sS, tributyrinu a trichostatinu A, byla provedena lyze bunék
pro ziskadni celkového obsahu proteini a ziskdni jednotlivych proteinovych frakci
(kapitola 4.7.2), které byly podrobeny western blot analyze. Exprese genii AR, PSA,
SRC-1 a GAPDH byly detekovany pomoci piislusnych priméarnich a sekundarnich
protilétek.

5.3.1 Exprese AR a PSA po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB

Exprese AR byla detekovdna v cytosolické proteinové frakci. U 48-hodinového
ovlivnéni je patrnd sniZzend exprese AR ve srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi
bunikkami, pfiCemz se zvySujicimi se koncentracemi kombinace TB a TSA dochdzi
k poklesu exprese AR. Vyrazny pokles v expresi AR byl pozorovan také u 96-hodinové
inkubace. V piipad¢ kombinace 0,05 umol/l TSA a nejvyssi 2,5 mmol/l koncentrace TB
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nebyla exprese AR zaznamendna (Obr. 20). Po 48 a 96 hodinich byla exprese PSA
vzhledem ke kontrolnim neovlivnénym buikdm zvySena u bun€k ovlivnénych

kombinacemi 0,05 pmol/l TSA s 2 mmol/l a 2,5 mmol/l koncentracemi TB (Obr. 20).

48h 96h
DMSO  TSA+1TB TSA+2TB TSA+2.5TB DMSO TSA+1TB TSA+2TB TSA+2.5TB
SRC-1 - ‘ -
150 kDa — _— -
AR et - : s
e SR — "

38 kDa —

Obr. 20: Exprese SRC-1, AR, PSA a GAPDH v cytosolické proteinové frakci bunééné
linie C4-2 po ovlivnéni kombinacemi TSA (0,05 umol/l) a TB (1 mmol/l, 2 mmol/l
a 2,5 mmol/l) po dobu 48 a 96 hodin.

5.3.2 Exprese koaktivatoru SRC-1 po ovlivnéni kombinacemi TSA a TB

Exprese koaktivatoru SRC-1 byla detekovédna v cytosolické proteinové frakci.
Buiiky naddorové linie C4-2 vykazovaly po 48-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
a TB pokles v expresi SRC-1 ve srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buiikami (Obr.
20). Mezi bunkami ovlivnénymi po dobu 48 hodin byla exprese SRC-1 nejvyssi
u kombinace TSA (0,05 umol/l) s 2 mmol/l TB. U ovlivnéni na dobu 96 hodin byla také
exprese SRC-1 sniZena vzhledem ke kontrolnim neovlivnénym bunkdm, pfi¢emz

nejveétsi pokles byl zaznamenan u kombinace TSA s 2 mmol/l TB (Obr. 20).
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6 DISKUZE

Inhibitory histonovych deacetyldz piredstavuji potencidlni Iéky pro terapii
nadorovych onemocnéni (Kuefer et al., 2004). V této prici byl sledovéan vliv kombinace
dvou inhibitorit HDACS, tributyrinu a trichostatinu A, na expresi koregula¢niho
proteinu SRC-1 (steroid receptor coactivator-1), ktery je koaktivitorem androgenového
receptoru a pfispivad ke zvySeni transkripce cilovych geni AR (Powell et al., 2004).
Krom¢ SRC-1 byla sledovana také exprese AR, PSA a koaktiviatoru p300. Dvé
prostatické bunécné linie, nddorova linie nezavisla na androgenech, kterd exprimuje AR
(C4-2), a nenddorovd bunécnd linie (RWPE-1), byly ovliviiovdny tfemi rdznymi
kombinacemi TSA a TB.

Pro ovliviiovani bunék byly koncentrace TSA a TB zvoleny na zdkladé MTT
testu. Byla vybrdna koncentrace 0,05 umol/l TSA v kombinaci se tiemi rdznymi
koncentracemi TB (1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l). U téchto koncentraci obou
inhibitort HDACs byla bunécna viabilita nizsi vzhledem ke kontrolnim neovlivnénym
buiikkdm (0,1% DMSO), nedoslo vSak k tak vyraznému sniZeni bunécné viability jako
u jinych testovanych koncentraci. Pokud byl TB pouZzit v kombinaci s vyS$Simi
koncentracemi TSA (0,5 pmol/l a 0,2 umol/l), byla viabilita bun¢k velmi nizka a tyto
koncentrace nebyly nasledné¢ zvoleny s ohledem na moZnou toxicitu pro nenddorové
prostatické bunky linie RWPE-1 (Ptilohy 1, 2 a 3).

Na zdklad¢ vysledkti kvantitativni RT-PCR bylo zjiSténo, Ze po ovlivnéni
kombinacemi TSA a TB dochdzi u niddorové bunécné linie C4-2 ke sniZeni exprese
androgenového receptoru. Tento pokles je ztetelny pii ovlivnénich po dobu 48 i 96
hodin (Obr. 8 a Obr. 9). Pii 96-hodinové inkubaci se exprese genu AR s rostouci
koncentraci TB postupné zvySovala, stdle vSak byla niz§i neZ u kontrolnich
neovlivnénych nadorovych bunék. Tento vysledek je v kontrastu se sniZenim exprese
genu PSA. Pii pouziti kombinace s nejnizs$i koncentraci tributyrinu (0,05 pumol/l TSA
a 1 mmol/l TB) doslo u 48-hodinového ovlivnéni nejprve ke zvySeni exprese PSA, tato
vsak se zvySujici se koncentraci TB (2 mmol/l a 2,5 mmol/l) postupné klesala (Obr.
10). Velmi vyrazny pokles byl pozorovan u 96-hodinové inkubace (Obr. 11). Pokud
dochédzi u 96-hodinového ovlivnéni nddorovych prostatickych bunék kombinaci 0,05
pmol/l TSA a 2,5 mmol/l TB (Obr. 9) ke zvySeni exprese AR na 80 — 90 % porovndnim
s kontrolnimi neovlivnénymi bunikami (100 %), kterému na druhé strané¢ odpovida

velmi vyrazny pokles exprese PSA (do 25 %) (Obr. 11), lze piedpoklddat, Ze tato
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kombinace TSA a TB by mohla u na androgenech-nezdvislych prostatickych
nadorovych bunék podminit jejich regulacni schopnost projevujici se snizenim exprese
PSA jako jednoho z cilovych genti androgenového receptoru. S tim souvisi zjiSténi, Ze
u nenddorové linie RWPE-1 nebyla po ovlivnéni TSA v kombinaci s TB zaznamenana
exprese AR ani PSA (Ptiloha 4).

U ovlivnénych nddorovych bunék C4-2 byla v cytosolické proteinové frakci
zjisténa sniZend aZ takika nedetekovatelnd exprese androgenového receptoru pii 96-
hodinovém ovlivnéni bunék kombinaci 0,05 umol/l TSA a 2,5 mmol/l TB. Snizujici se
uroven hladiny cytoplazmatického AR v zdvislosti na zvySujici se koncentraci TB
v kombinaci s TSA (Obr. 20) neodpovida sniZené expresi AR (porovndvanou s expresi
AR u neovlivnénych bunék) na post-transkripcni drovni detekované RT-PCR. U 96-
hodinového ovlivnéni bun¢k kombinaci TSA a 2,5 mmol/l TB je droven transkripce AR
dokonce vys§i neZ u ovlivnéni kombinacemi s niz§imi koncentracemi TB (1 mmol/l
a 2 mmol/l) (Obr. 9). Tato velmi vysoka 80 — 90% troven exprese AR tak neodpovida
jen obtizn¢ detekovatelnému AR z cytosolické proteinové frakce po 96-hodinovém
ovlivnéni bunék vySe uvedenou kombinaci TSA a TB. Transkrip¢ni trovein PSA po 96-
hodinové inkubaci se u vSech tif ovlivnéni kombinacemi TSA a TB sniZuje v zavislosti
na zvysSujici se koncentraci TB (I mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/l) (Obr. 11).
Protikladem je také zvySend exprese PSA detekovand na proteinové urovni
z cytosolické frakce bunék po jejich 48- 1 96-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
a TB o koncentracich 2 mmol/l a 2,5 mmol/l porovnavana s detekci po ovlivnéni
kombinaci TSA a 1 mmol/l TB (Obr. 20). Lze tedy konstatovat, Ze droven transkripce
AR a PSA se neshoduje s drovni exprese téchto dvou gent v cytosolické proteinové
frakci prostatickych nddorovych bunék ovliviiovanych kombinacemi dvou inhibitora
HDACSs, TSA a TB. Jednim z moZnych vysvétleni by mohlo byt, Ze vliv obou inhibitora
na AR a nédsledné na jeden zjeho cilovych genii — PSA, posuzovany v jednom
okamziku na dvou rtiznych drovnich — post-transkripéni a post-transla¢ni, ndm logicky

Tributyrin v kombinaci s trichostatinem A md vliv na expresi koaktivatort
SRC-1 a p300 jak u nddorovych, tak u nenddorovych bunék. Existuji dva hlavni
mechanismy, kterymi koaktivatory ovliviiuji funk¢ni aktivitu jadernych steroidnich
receptorti (Culig et al., 2004). Koaktivator p300 a jeho funkcni homolog CBP jsou
koaktivatory I. tiidy, které zprostiedkovavaji prenos transkripénich signalll k jadernym

receptoriim. Naproti tomu ¢lenové proteinové rodiny p160, ke které patii koaktivator
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SRC-1, mohou prostiednictvim acetyltransferaz modifikovat chromatinovou strukturu
(Heinlein et Chang, 2002). Koaktivator p300 se vaze k hormony-regulovanym
elementim prostiednictvim jeho vazby s nékterym z proteini p160 a tato aktivace
koaktivatori ma za ndsledek zvySeni urovné histonovych acetylaci v promotorovych
oblastech cilovych gent (Dilworth er Chambon, 2001). V této préci bylo pozorovéno, Ze
po 96-hodinové inkubaci bun€k linie C4-2 se dvéma inhibitory histonovych deacetylaz
(TSA a TB) dochézi se zvySujici se koncentraci TB k postupnému zvySovani exprese
obou koaktivatori (Obr. 13 a Obr. 15). Rovnéz bunky linie RWPE-1 vykazovaly po
ovlivnéni TSA a TB zvySeni exprese genu SRC-1 (Obr. 17) a genu p300 (Obr. 19).
Tyto vysledky by tak mohly navazovat na vySe uvedené literarni udaje s tim, Ze pouzité
inhibitory histonovych deacetyldz — TSA a TB mohou svym re-acetylacnim ucinkem
zvySovat drovenl acetylace histoni. Pokud byla detekovdna zvySend exprese obou
koaktivatori u nddorovych bun€k C4-2 i nenddorovych bunék RWPE-1, je mozZné
predpokladat, Ze také interakce koaktivatorii SRC-1 a p300 muze podminit acetylaci
histoni v regulacni oblasti androgenového receptoru a piispét tak spolecné s re-
acetylacnim ucinkem obou inhibitorit HDACs k modulaci exprese AR (Obr. 8 a Obr.

9), ktera se nasledn¢ projevuje snizenim exprese PSA (Obr. 10 a Obr. 11).
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7 ZAVER

V experimentdlni ¢asti této praci byl sledovan vliv kombinace dvou inhibitorti
HDACs — TSA a TB na expresi koaktivatorti SRC-1 a p300, androgenového receptoru
a PSA. Bunky prostatické nddorové bunécné linie C4-2 a nenddorové bunécné linie
RWPE-1 byly ovliviiovidny kombinacemi trichostatinu A (0,05 umol/l) a tributyrinu
(1 mmol/l, 2 mmol/l a 2,5 mmol/lI). Kombinace s vyse uvedenymi koncentracemi obou
inhibitort HDACs byly zvoleny na zdkladé MTT testti provadénych u obou testovanych
bunécnych linii.

Bylo zjiSténo, Ze na urovni RNA dochdzi po ovlivnéni kombinacemi TSA
a TB u nddorovych bun¢k (C4-2) ke zménam v expresi androgenového receptoru i jeho
cilového genu PSA. U inkubace po dobu 96 hodin byla detekovdna zvySujici se exprese
AR doprovazend klesajici expresi PSA. U nenddorovych bunék (RWPE-1) nebyla
exprese AR ani PSA detekovana. Lze tedy predpokladat, Ze tato koncentrace TB (2,5
mmol/l) pouzitého v kombinaci s TSA (0,05 pumol/ TSA) by mohla mit modulujici
ucinek na expresi androgenového receptoru, ktery je exprimovan u téchto na
androgenech-nezavislych prostatickych nadorovych bunék. Dal$im zdvérem je zjisténi,
Ze tfebaze byla na RNA trovni detekovana u ovlivnénych nddorovych bunék snizujici
se uroven exprese genu PSA, na proteinové urovni nebyl tento vysledek potvrzen
burikami.

Kombinace inhibitorit HDACs, TSA a TB, md vliv na expresi koaktivatori AR
u nddorovych i nenddorovych prostatickych bunék. U bun¢k C4-2 dochédzi po ovlivnéni
uvedenymi inhibitory HDACs ke zvySeni exprese koaktivatori SRC-1 a p300
v z4vislosti na zvySujici se koncentraci TB. Nenddorové buiiky odpovidaji na inkubaci
s kombinacemi TSA a TB rovnéZz zvySenim exprese obou koaktivatori SRC-1 a p300.
Na drovni RNA i proteinu byl rist exprese SRC-1 mezi ovlivnénymi bunikami
nejvyraznéjsi u 48-hodinové inkubace pii pouziti TSA v kombinaci s 2 mmol/l TB,
u 96-hodinového ovlivnéni v piipad€ nejvyssi pouzité koncentrace TB (2,5 mmol/l)
byla exprese SRC-1 podobn¢ jako p300 nejvyssi. ZvySend exprese obou koaktivatorii
by mohla byt v piimé souvislosti s jejich potencidlnim kumulativnim pleiotropnim
ucinkem projevujicim se zménami v expresi androgenového receptoru. Pro terapii
nadoril prostaty je pouZiti kombinace téchto dvou inhibitort HDACs — TSA a TB

nad¢jné zejména disledkem jejich aplikace projevujici se na trovni RNA snizujici se
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urovni exprese PSA v zdvislosti na pouzitych koncentracich obou inhibitort HDACs

a Case inkubace.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AF-1
AF-2
APS
AR
AREs
CaP
CBP
DBD
DHT
DMSO
GAPDH
HAT
HDAC
HDAC3
HSPs
LBD
NaB
N-CoR
NLS
NTD
pCAF
PSA
SDS
SMRT
SRC-1
SRC-2
SRC-3
SRCs
TB
TEMED
Tip60
TSA

transkripéni aktivacni funkéni doména 1 (activation function-1)
transkrip¢ni aktivacni funkéni doména 2 (activation function-2)
persulfat amonny

androgenovy receptor

androgen response elements

nador prostaty (prostate cancer)

cAMP-response element-binding protein (CREB)-binding protein
DNA-vazebnd doména (DNA-binding domain)
dihydrotestosteron

dimetylsulfoxid

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza

histon acetyltransferdza (histone acetyltransferase)

histon deacetyldza (histone deacetylase)

histon deacetyldza 3 (histone deacetylase 3)

proteiny tepelného Soku (heat shock proteins)

ligand-vazebna doména (ligand-binding domain)

butyrat sodny (sodium butyrate)

nuclear receptor corepressor

jadernd lokaliza¢ni sekvence (nuclear localization signal)
N-termindlni doména (N-terminal domain)

p300/CBP associate factor

prostaticky specificky antigen (prostate specific antigen)
laurylsulfat sodny

the silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
steroid receptor coactivator-1

steroid receptor coactivator-2

steroid receptor coactivator-3

proteiny skupiny SRC

tributyrin

tetrametylendiamin

Tat interactive protein, 60 kDa

trichostatin A
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10 PRILOHY

Priloha 1: Fotografie bun¢k prostatickych bunéénych linii C4-2 (nddorovd) a RWPE-1

(nenddorovéd) ovliviitovanych kombinacemi TSA a TB

Buiiky linie C4-2 inkubované s 0,1% DMSO po dobu 48 hodin (vlevo) a 96 hodin

(vpravo) (zvétSeni 196x)

Buniky linie C4-2 ovlivnéné kombinaci 0,05 pmol/l TSA a 1 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)



Buiiky linie C4-2 ovlivnéné kombinaci 0,05 pmol/l TSA a 2 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)

Bunky linie C4-2 ovlivnéné kombinaci 0,05 umol/l TSA a 2,5 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)



Buiiky linie RWPE-1 inkubované s 0,1% DMSO po dobu 48 hodin (vlevo) a 96 hodin

(vpravo) (zvétSeni 196x)

Bunky linie RWPE-1 ovlivnéné kombinaci 0,05 pmol/l TSA a 1 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)



Burky linie RWPE-1 ovlivnéné kombinaci 0,05 pumol/l TSA a 2 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)

Buiiky linie RWPE-1 ovlivnéné kombinaci 0,05 pmol/l TSA a 2,5 mmol/l TB po dobu
48 hodin (vlevo) a 96 hodin (vpravo) (zvétSeni 196x)



Piiloha 2: Fotografie bun¢k prostatickych bunéénych linii C4-2 (nddorovd) a RWPE-1

(nenddorovéd) ovliviitovanych NaB

Bunky linie C4-2 inkubované s 0,1% DMSO po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)

Buiiky linie C4-2 ovlivnéné 1 mmol/l NaB po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)



Buiiky linie C4-2 ovlivnéné 5 mmol/l NaB po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)

Bunky linie RWPE-1 inkubované s 0,1% DMSO po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)



Bunky linie RWPE-1 ovlivnéné 1 mmol/l NaB po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)

Bunky linie RWPE-1 ovlivnéné 5 mmol/l NaB po dobu 24 hodin (vlevo) a 48 hodin

(vpravo) (zvétSeni 490x)



Priloha 3: Viabilita bunék linie RWPE-1 po ovlivnéni TSA a TB
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koncentrace TSA [umol/I] / TB [mmol/l]

viabilita bunék

Graf 1: Viabilita bunék linie RWPE-1 po 48-hodinovém ovlivnéni riznymi

koncentracemi TSA a TB
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Graf 2: Viabilita bunék linie RWPE-1 po 96-hodinovém ovlivnéni riznymi
koncentracemi TSA a TB
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Graf 3: Viabilita bunék linie RWPE-1 po 48-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
(0,5 umol/1 a 0,2 pmol/l) a TB
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Graf 4: Viabilita bunék linie RWPE-1 po 96-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
(0,5 umol/1 a 0,2 pumol/l) a TB
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Graf 5: Viabilita bunék linie RWPE-1 po 48-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
(0,1 pmol/1 a 0,05 pmol/l) a TB
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Graf 6: Viabilita bun€k linie RWPE-1 po 96-hodinovém ovlivnéni kombinacemi TSA
(0,1 umol/1 a 0,05 umol/l) a TB



Piiloha 4: Vysledky a vypocty k real-time PCR

marker vzorek Cty Cty prumér Ct Sr:dézﬁsﬁgé ACt AACt H-AACH
OAPDH Cg_l\%[ggh 17,12 17,05 17,085 0,049497475
Tgiiéllg”FB 14,49 14,53 14,51 0,02828427
TSA+2TB 19,51 1853 19,17 0.480833
TSC:_ESBSI’}B 15,12 15,15 15,135 0,021213
Cg—l\%lggh 15,76 15,96 15,86 0,141421356
Tgi_2+9161}“1B 16,63 16,62 16,625 0,00707107
Tgifl-gqu{lB 17,82 18,15 17,985 0,233345
rsAs2sTE | 184 18,52 18,49 0,042426
ngﬁslgg h 14,89 15,10 14,995 0,148492424
l}\g,lzli 11 ?Bh 16,95 16,99 16,97 0,02828427
lﬁr\g]ililz%ﬁgh 16,18 16,25 16,215 0,049497
}F&szl;%g 17,91 17,48 17,695 0,304056
RWI;]\E/I—Slo% h 16,50 16,47 16,485 0,021213203




smérodatna

marker vzorek Cty Ct, pramér Ct odchylka ACt AACt p-AACt
GAPDH l}\g]}i}i_ 11 ?F6Bh 18,14 18,10 18,12 0,02828427
l?giﬁlz?]ah 19,80 20,18 19,99 0,268701
?&szl 59 "6F§ 20,49 20,36 20,425 0,091924
AR Cg_l\z,[ggh 19,61 19,13 19,37 0,339411 2,285 0 1
Tgifl-étlg”l{lB 18,15 18,01 18,08 0,099 3,57 1,285 0,410371
Tgi—iéle;lB 22,03 22,59 22,31 0,39598 3,14 0,855 0,552865
TSCA4_-E;85 I,}B 19,83 19,70 19,765 0,091924 4,63 2,345 0,196827
Cg-l\zdggh 18,60 17,51 18,055 0,770746 2,195 0 1
Tgi_igfll}B 19,9 19,7 19,8 0,141 3,175 0,98 0,50698
Tgi_igf'l}}B 20,55 20,79 20,67 0,169706 2,685 0,49 0,712025
TSC : f 29 65 I,}B 21,02 20,84 20,93 0,127279 2,44 0,245 0,843816
RW;I\E/I—Sl(;tS h 34,95 35,12 35,035 0,120208 20,04 0 1
l}\g]}i}i_ 11 ?Bh 30,76 30,39 30,575 0,262 13,605 -6,435 86,52229
RWPE-1 48 h 30,35 30,10 30,225 0,176777 14,01 -6,03 65,34478

TSA +2TB




smérodatna

marker vzorek Cty Ct, pramér Ct odchylka ACt AACt p-AACt
AR E&PE;;E}E 30,56 30,60 30,58 0,028284 12,885 -7,155 142,518
ngﬁslg6 h 36,38 35,88 36,13 0,353553 19,645 0 1
l?g[iﬁ 11 ?1“6Bh 34,21 34,38 34,295 0,12 16,175 -3,47 11,08088
l?giﬁlz?]ah 30,56 31,02 30,79 0,325269 10,8 -8,845 459,8438
?&szl 59 ,61,3 30,51 30,43 30,47 0,056569 10,045 -9,6 776,0469
PSA Cgi\%[ggh 18,46 18,29 18,375 0,120208 1,29 0 1
Tgi_iétlgll}B 1491 15,25 15,08 0,24 0,57 -0,72 1,647182
Tgi_iétzgll}B 20,50 20,70 20,6 0,1414214 1,43 0,14 0,907519
TSCA4_-E;85 I,}B 19,03 19,16 19,095 0,09192388 3,96 2,67 0,157127
Cgﬁggh 17,75 18,37 18,06 0,438406 2,42 0 1
Tgi_igfll}B 18,83 18,71 18,77 0,085 3,105 0,685 0,622006
Tgi_igf'l}}B 20,78 20,95 20,865 0,1202082 4,42 2 0,25
TSC : f 29 65 }"}B 22,20 22,21 22,205 0,00707107 5,88 3,46 0,090873
RWPE-1 48 h

DMSO




marker

vzorek

Cty

Ct,

pramér Ct

smérodatna
odchylka

ACt

AACt

-AACt
2

PSA

RWPE-1 48 h
TSA+1TB

RWPE-1 48 h
TSA +2TB

34,82

RWPE-1 48 h
TSA +2,5TB

RWPE-1 96 h
DMSO

RWPE-1 96 h
TSA+1TB

RWPE-1 96 h
TSA +2TB

35,06

RWPE-1 96 h
TSA +2,5TB

SRC-1

C4-248h
DMSO

19,18

19,06

19,12

0,084853

2,035

1

C4-248h
TSA+1TB

18,48

18,79

18,635

0,219

4,125

2,09

0,234881

C4-248h
TSA +2TB

21,06

21,31

21,185

0,176777

2,015

-0,02

1,013959

C4-248h
TSA+2,5TB

18,12

18,50

18,31

0,2687006

3,175

1,14

0,45376

C4-296 h
DMSO

18,40

18,57

18,485

0,120208

2,625

1

C4-296 h
TSA+1TB

20,10

20,03

20,065

0,049

3,44

0,815

0,568408

C4-296 h
TSA +2TB

19,79

19,66

19,725

0,091924

1,74

-0,885

1,846765




smérodatna

marker vzorek Ct Cty pramér Ct odchylka ACt AACt p-AACt
SREL ] S 29 Oha | 1956 19.42 19,49 0,0989949 1 1,625 3,084422
RWDPII\E/I_;(;‘ 8h 20,84 20,85 20,845 0,007071 5,85 0 1
DGR BT RS 21,73 21,775 0,064 4,805 1,045 2,063366
RTVg’iEJ;lz“TSBh 20,62 20,78 20,7 0,113137 4,485 11,365 2,575763
TR:ZPE_;, 54 % 21,86 21,90 21,88 0,0282843 4,185 1,665 3,171137
RWDPII\E/I';: 3 6h 1 9055 22,56 20,555 0,007071 4,07 0 I
Rt 20 2096 22,88 22,92 0,057 48 0,73 0,602904
1%’/51?2%6; 22,97 ; 22,97 ; 2,08 11,09 2,12874
E&Pf_zl, 592 ]1; 22.86 _ 22.86 - 2,435 1,635 3,105876
p300 Cf;fd gg h 18,87 18,78 18,825 0,06364 1,74 0 1
Tg‘:i“lgThB 18,35 18,29 18,32 0,042 3.81 2,07 0,238159
Tg‘:i“nghB 20,71 20,35 20,53 0,254558 1,36 038 1,301342
TSC:_-E ;’ 35 }}B 17,62 17,91 17,765 0,205061 2,63 0,89 0,539614
C4-296h 17,76 17,77 17,765 0,007071 1,905 0 1

DMSO




smérodatna

marker vzorek Cty Ct, pramér Ct odchylka ACt AACt p-AACt

p300 Tgi_igfll}B 19,50 19,54 19,52 0,028 2,895 0,99 0,503478

Tgifl-gqu{lB 19,41 19,52 19,465 0,077782 1,48 -0,425 1,342573

TSC:—3292 }"}B 19,58 19,41 19,495 0,1202082 1,005 -0,9 1,866066
ngﬁslgg h 19,79 20,27 20,03 0,339411 5,035 0 1

l?g[iﬁ 11 ?Bh 20,44 20,39 20,415 0,035 3,445 -1,59 3,010493

l?giﬁlzéfrgBh 20,10 20,18 20,14 0,056569 3,925 -1,11 2,158456

?&szlgig 21,85 21,68 21,765 0,1202082 4,07 -0,965 1,952064
RW§11\34—5136 h 20,31 19,83 20,07 0,339411 3,585 0 1

l}\g]}i}i_ 11 ?F6Bh 21,56 21,37 21,465 0,134 3,345 -0,24 1,180993

l}\g’[l;lilz?l%h 21,86 21,73 21,795 0,091924 1,805 -1,78 3,434262

RWPE-196 h 21,41 22,34 21,875 0,6576093 1,45 -2,135 4,392371

TSA+2,5TB




