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1 UVOD

Karcinom slinivky bfisni pfedstavuje nadorové onemocnéni snejhorsi prognozou, casto
fatalnimi nasledky. V poslednich letech se pocet pacientd s diagnostikovanym karcinomem
slinivky bfisni zvySuje, a kvili pokrocilym stadiim v dobé diagnozy zlistava mira preziti stale
nizka (Klein, 2021). Vzhledem k zavaznosti tohoto onemocnéni jsou stale hledany nové
moznosti potencialnich 1éka, které by snizily progresi tohoto nadorového onemocnéni a zvysily
Sanci na uplné vyléceni. V predkladané bakalarské praci jsme se zaméfili na pusobeni
steroidnich latek odvozenych od cholesterolu na modelu nadorovych bunéénych linii pankreatu
a pokusili se objasnit n¢které mechanismy ucinki, zejména tlohu jadernych receptori pro

steroidni hormony.

Steroidni latky jsou komplexni organické molekuly, jejichz zakladni molekulou je
cyklopentanoperhydrofenanthren neboli steran viz Obr. 1. Jedna se o latky vyskytujici se jak
v piirodé, tak o latky pripravené synteticky. Podle poctu uhlikovych atomi rozliSujeme tyto
prekurzory steroida: gonan (C17), estran (C18), androstan (C19), pregnan (C21), cholan (C24)
a cholestan (C27) (Shimada a kol., 2001). Nejzastoupen¢jSim steroidem je vysoce lipofilni
cholesterol (Obr. 1), ktery je metabolizovan na zlucové kyseliny v jatrech, a slouzi také jako
vychozi latka pro syntézu steroidnich hormont, které plni v eukaryotnich organismech spoustu
dulezitych funkci, a to predevsim téch regulac¢nich (Wallimann a kol., 1997; Cole a kol., 2019).
Mezi steroidni hormony fadime androgeny, kortikoidy, estrogeny, progesteron a vitamin D
a jeho metabolity (Shimada a kol., 2001). Hydrofilni nebo ve vodé rozpustné hormony pusobi
primarné na povrchu bunéfné membrany vazbou na receptory ulozené v plazmatické
membrané. Naproti tomu hydrofobni hormony cirkuluji vazané na nosné plazmatické proteiny
a jsou schopny volné difundovat pres bunééné membrany, ¢imz spusti aktivitu specifického
intracelularniho hormonalniho receptoru (Cole a kol., 2019). Steroidni hormony jsou také
znamy pro svou dulezitou funkci v proliferaci bun€k a vzniku mnoha typt nadord. Svou
schopnosti modulace receptord, a tim také genové exprese, jsou velice slibnym predmétem

vyzkumu ve vyvoji novych chemoterapeutik (Ahmad a Kumar, 2011).



Obr. 1: Struktura steranu (vievo) struktura cholesterolu (vpravo). Prevzato z Stanczyk, 2009; AbuMweis
a kol., 2008.



2 CILE PRACE

1. Vypracovat literarni reSersi na zadané téma.

2. Stanovit viabilitu nadorovych a nenadorovych bunék po ovlivnéni testovanymi
cholestanovymi derivaty a jejich analogy.

3. Charakterizovat vliv testovanych cholestanovych derivati na bunécny cyklus a expresi

receptoru pro steroidni hormony.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Jaderné receptory

Jaderné receptory, nebo taktéz ligandem aktivované transkripéni faktory, jsou ve
své chemické podstate proteiny, které jsou schopny vazby na urcité sekvence DNA
(Frigo a kol., 2021). Touto vazbou poté reguluji naslednou transkripci, a to bud’ pozitivné ¢i
negativné. Funkce receptort jsou velice rozmanité, od regulace déleni buneék a udrzeni
homeostazy, pres ontogeneticky vyvoj, az po regulaci metabolismu. Pro plnéni téchto funkci je
vSak v mnoha ptipadech potfeba navazani pro né specifickych nizkomolekularnich latek neboli
ligandu, které se snadno dostavaji pies cytoplazmatickou membranu az k samotnému receptoru,
ktery se nachazi bud v cytosolu nebo vjadie. Nachazi-li se receptor v cytosolu, musi po
navazani ligandu dojit k odstépeni cytoplazmatickych proteint a nasledné k jeho translokaci do
jéadra. Po navéazani ligandu dochazi taktéz k dimerizaci receptoru, ktery se nasledné vaze k DNA

responzivnimu elementu (Yilma 2019).

Jaderné receptory muzeme rozdélit na tii zakladni skupiny. Prvni skupinou jadernych
receptorl jsou receptory steroidni, kam fadime androgenni (AR), estrogenovy (ER),
progesteronovy (PR), glukokortikoidni (GR) a mineralokortikoidni (MR) receptor. Pro tyto
receptory je charakteristické, ze se nachazi v cytosolu a jsou na nich navazany proteiny
tepelného Soku (HSP proteiny). Druhou skupinou jsou receptory vitaminu D (VDR),
thyroidniho hormonu (TR), retinoidni (RAR) a rexinoidni (RXR). Ty se nachézeji vyhradné

vrec

v jadre. Jako samostatnou skupinu lze také oznacit tzv. “orphan”, neboli ,,sirotéi“ receptory,
kam patfi napt. receptory PXR nebo CAR. Tyto receptory se nazyvaji ,,sirot¢i“, jelikoz pro né

nebyl doposud nalezen zddny endogenni ligand (Heinlein a Chang, 2002).
3.1.1 Struktura jadernych receptoru

Jaderné receptory se skladaji z ne€kolika zakladnich funkénich domén, které jsou
znazornény na Obr. 2. N-terminalni doména, nékdy téz nazyvana hypervariabilni ¢i doména
A/B ma funkci aktivacni. Tato oblast Casto podléha alternativnimu splicingu, diky cemuz se
N-terminalni doméné pfisluhuji receptorové, druhové a bunécné specifické ucinky. Jaderné
receptory se vazi k responzivnim elementiim ve svych cilovych promotorech prostrednictvim
DNA-vazebné domény, nebo-li C-domény. Ta se sklada ze dvou zinkovych prsti a je
zodpovédna zarozpoznani a afinitu k cilové oblasti DNA. Dale také zprostfedkovava
dimerizaci receptoru. Za C-doménou se nachazi D-doména, kterd umoziuje zmeénu konformace

receptoru po navazani ligandu. Dalsi neméné dulezitou Casti receptoru je E-doména vazici
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ligand. Tato doména se napfic jadernymi receptory lisi, sdileji vSak spolecnou strukturu 11-13
a-helix, ktera se podili na aktivaci receptoru, a zda-li se dany ligand navaze ¢i nikoli. Posledni

komponentou jadernych receptori je C-terminalni doména, ktera rovnéz zastava aktivacni

funkeci (Leopold a kol., 2002).

N-termindlni doména Spojovaci oblast

it AB C D = |

| DNA vazebna Ligand vazebna
\ doména (DBD) doména (LBD)
\ -
" » \{\ -
3D
=K,
DNA DBD

Obr. 2: Struktura jaderného receptoru zndzornéna v 1D aminokyselinové sekvenci (horni cast) a 3D
organizaci (dolni cdast) DBD (DNA vazajici doména) a LBD (ligand vazebnda doména). Prevzato z
Jahangir a kol., 2016.

3.1.2 Androgenni receptor

Androgeny jako napt. testosteron nebo dihydrotestosteron (viz Obr. 3) a jejich receptory
(AR) hraji dilezitou roli ve vyvoji reprodukéniho, kardiovaskularniho, imunitniho a nervového
systému. AR se nachazeji predevsim v bunkach muzskych pohlavnich organt, a v nékterych
dalsich typech tkani. Mimo jiné se mohou také podilet na vzniku nadort slinivky, prostaty, jater,

ledvin aj. (Davey a Grossmann, 2016).
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Obr. 3: Chemicka struktura hormonu testosteronu (vievo) a dihydrotestosteronu (vpravo). Prevzato
a upraveno z: Russel a Wilson, 1994.

Jak jiz bylo zminéno vySe, struktura jaderného receptoru se sklada z nékolika domén,
které maji za ukol rozpoznat cilovou nukleotidovou sekvenci, navazat se za ptitomnosti ligandu
(agonisty Ci antagonisty) a tim spustit i zastavit transkripci. Androgenni receptor, jakozto
1 ostatni steroidni receptory, je aktivovan navazanim vhodného agonisty, po némz prochazi
fadou konformacnich zmén. Nejprve se oddisocijuji proteiny tepelného Soku, jako naptiklad
HSP90, HSP70 nebo p23, poté se AR dimerizuje, podléha fosforylaci a nasledné translokaci do
jadra (Tan a kol., 2014). Tento receptor se nasledné¢ vaze na responzivni element, ktery je dan
sekvenci Sesti nukleotidi s tii nukleotidovym spacerem  5'-TGTnnnTCT-3'v promotoru genu
AR. Transkripcni aktivita AR muze byt dale ovlivnéna koregulatory — specifickymi proteiny,
vazajicimi se na jiz aktivovany receptor, jehoz aktivitu mohou pomoci modifikace chromatinu
a histonti bud’ zvysit (koaktivatory) ¢i snizit (korepresory) (Verrijdt, 2003; Gao a kol. 2005).
Mezi koaktivatory tadime proteiny, které se podili na tvorbé konecného transkripéniho
komplexu. Tyto proteiny, nazyvajici se SRC (steroid receptor coactivator), pak diky
epigenetickym zménam, jako je napf. acetylace histont, ovliviiuji transkripci. Mezi
acetyltransferazy, které vazi kovalentni vazbou acetylové skupiny na histony, patfi
CBP (CREB-binding protein) a jeho homolog p300. Za dalsi epigenetické zmeény jsou
odpovédné bromodoménové a extraterminalni proteiny vazici se na acetylované histony

a histon deacylazy, které zase acetylové skupiny odstépuji (Dawson a kol., 2012).

Naopak mezi korepresory patti proteiny NCoR 1 (nuclear receptor corepresor 1) a SMRT
(silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor). Po jejich navazani dochézi
ke zméné konformace receptoru ¢imz dojde k deacetylaci histonii a inhibici transkripce

(Ritter a kol., 2021).



3.1.3 Estrogenovy receptor

Estrogenové receptory ER-o a ER-B hraji stejné jako androgenni receptory vyznamnou
roli v normalnim ontogenetickém vyvoji kazdého jedince. Tyto receptory a jejich podtypy
se nachazeji v riznych castech lidského tela. Jsou lokalizovany naptiklad v prsu, vajecnicich,

mozku, kardiovaskularnim systému, urogenitalnim traktu, ale také v kostech (Levin, 2001).

Navzdory své strukturni podobnosti vSak neplni ER-a a ER-B stejné funkce. Ve studiich
provadénych na mysich byla u samic knockoutem ER-o, pficemz ER-B zustal plné funkéni,
pozorovana neplodnost spojend s hypoplazii délohy. Samci disponovali nizkym poctem
a Spatnou pohyblivosti spermii. Naopak pii knockoutu ER-B byl nejzadsadné&§im projevem
tvorba ¢asnych atretickych folikulti a mensi pocet zlutych télisek. Plodnost byla v tomto pfipadé
pouze snizena. Z této studie vyplyva, ze spravna funkce ER je zasadni pro ob& pohlavi. Pro
muze z hlediska zivotaschopnosti a kvality spermii, a pro zeny z hlediska spravné funkce

vajecniku a fyziologie délohy (Pearce a Jordan, 2004).

K aktivaci ER dochazi analogicky jako u AR po navazani prislu§ného agonisty. Mezi
ligandy ER fadime estrogen a mnoho dalSich od ného odvozenych sloucenin jako napf.
synteticky estrogen diethylstilbestrol (DES) nebo nékteré fytoestrogeny, slouceniny
produkované rostlinami, mezi které mizeme zaradit genistein, pfitomny v sdjovych bobech
(Pearce a Jordan, 2004). Za nejvice produkovany estrogen v téle a pfirozeny ligand ER je vSak
oznaCovan 17B-estradiol (viz Obr. 4), ktery hraje zasadni roli v mnoha fyziologickych
a patofyziologickych procesech. Jeho dva metabolity, estron a estriol, jsou i pies svou vysokou
afinitu k ER oznacovany za velmi slabé agonisty. Nékteré studie vSak dokazuji, ze by mohly
vykazovat tkafiové specificky efekt. V promotorech nékterych gent, zejména téch, které
se podileji na proliferaci, mohou mit ER-a a ER-B opacné ucinky, coz naznacuje, ze celkova
proliferativni odpovéd’ na 17B-estradiol je vysledkem rovnovahy mezi signalizaci ER-a a ER-3

(Heldring a kol., 2007).
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Obr. 4: Chemicka struktura hormonu 17f-estradiolu. Prevzato z: Gruber a kol., 2022.

3.1.4Progesteronovy receptor

Progesteronovy receptor (PR) je jednim z hlavnich regulatora v Zenskych reproduk¢nich
organech, kde napftiklad fidi vyvojové procesy a diferenciaci béhem menstrua¢niho cyklu
a téhotenstvi. Mimo jiné se s nim muzeme setkat také v centralnim nervovém systému

(Grimm, 2016).

Jeho pfirozenym ligandem je steroidni hormon progesteron (viz Obr. 5), ktery je tvofen
zejména zlutym téliskem a placentou. K jeho metabolické preméné dochazi v jatrech, kde se
meéni na Sa-dihydro-progesteron a allopregnanolon. Allopregnanolon se povazuje za
neurosteroid kvili svym neuroprotektivnim a regeneracnim a¢inkim na traumaticka poranéni
mozku. Déle podporuje produkci myelinu, a dokonce zpomaluje progresi Alzheimerovy
choroby (Tuckey, 2005; Taraborreli, 2015). Progesteron se ovSem svymi ucinky podili také
na metabolismu sacharidi, lipidd a bilkovin. Tento steroidni hormon zpusobuje piimym
pusobenim na pankreatické ostrivky hyperinzulinémii, pficemz také podporuje ukladani
glykogenu v jatrech. Paradoxné vSak antagonizuje ucinky inzulinu na metabolismus glukozy

v tukové tkani a kosternim svalstvu (Kalkhoff, 1982).



Obr. 5: Chemicka struktura hormonu progesteronu. Prevzato z: Mulac-Jericevic a kol., 2000.

PR mizeme rozlisit na dva zakladni typy — PR-B a PR-A. Oba receptory sdileji centralni
cast domény vazajici DNA a karboxy-terminalni konec domény vazajici ligand. Rozdilné jsou
aminokyselinovou sekvenci, kde mad PR-A o 164 aminokyselin méné nez PR-B. Jejich

zastoupeni je ale v lidskych burikach rovnomérné (Taraborreli, 2015).
3.2 Steroidni hormony

Jak jiz bylo vySe zminéno, steroidni hormony jsou dulezitymi regulatory riznych
fyziologickych procest. Z chemického hlediska hovorime o slouceninach jejichz spolecnym
prekurzorem je cholesterol. Jeho syntéza probiha zejména v jatrech, ale také v kure nadledvin
¢i enterocytech, a to vzajemnou konverzi dvou vychozich molekul acetyl-CoA, ktera dale
pokracuje tvorbou meziproduktd skvalenu a lanesterolu. Pro steroidni hormony
je charakteristicka spolecna zékladni struktura — cyklopentanoperhydrofenantren. Jedna
se o polycyklicky komplex obsahujici 17 atomt uhliku tvorici ctytkruhovy systém. Podle poctu
atoml uhliku pohlavni steroidy délime do tfi skupin: progestiny s 21 atomy uhliku; dale
androgeny s 19 atomy uhliku a nakonec estrogeny, které se vyznacujici 18 atomy uhliku
(Taraborreli, 2015). Steroidni hormony jsou znamy svou dilezitou roli v bunééné proliferaci
a vyvoji mnoha typt nadoru. Jejich schopnost modulace receptort, a tim také genové exprese

je predmétem vyzkumu a vyvoje novych chemoterapeutik (Ahmad a Kumar, 2011).
3.3 Slinivka brisni

Slinivka bfi$ni neboli pankreas (z lat. pancreas) se fadi mezi organy travici soustavy. Jedna
se o podlouhlou, plochou, lalo¢natou zlazu, ktera je umisténa u zadni stény bfiSni dutiny

bezprostiedné za zaludkem. Ackoli je slinivka v zasad€ zlazou s vnéjsi sekreci, plni také velmi
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dulezité endokrinni funkce. Anatomicky se pankreas déli na tfi hlavni Casti, a to hlavu, télo
a ocas, coz je patrné z Obr. 6 (Mahadevan, 2019). Dal§imi ¢astmi jsou dale kréek pankreatu
a Processus uncinatus. Strukturou tento organ obsahuje také dva stavebné i funkéné odlisné
oddily. Prvni je cast exokrinni, kterou pfedstavuje jemnym vazivem krytd slozena
tubuloalveolarni zlaza svyvody organu. Druhd, cast endokrinni, je tvofena buikami
soustiedénymi do tzv. Langerhansovych ostravkd. Tyto buiky délime na Ctyfi typy,
a to konkrétné typ a, produkujici glukagon, typ B, produkujici inzulin, amylin a C-peptid, typ
d, secernujici somatostatin, typ F tvofici pankreaticky peptid, a nakonec typ &, produkujici
ghrelin (Cade a Hanison, 2017). Funkce pankreatu spocivd v produkci travicich Stav
a hormont, které reguluji hladinu glukézy v krvi. Vyprodukované s§tavy jsou

dadle odvadény vyvodem do usti dvanactniku  (Karpinska, a Czauderna, 2017).

Zluénik

/ B\ Zlucovod
- Ocas

Télo pankreatu
pankratu

Kréek = ,
pankreatu pa— d < -

Hlava
pankreatu

Processus

uncinatus
r9
Bsed

Cleveland
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©2024

Tenké strevo

Obr. 6: Anatomicky popis pankreatu v travici soustavé. Prevzato a upraveno z: Cleveland Clinic, 2024.
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3.3.1 Karcinom slinivky brisni

Nadorova onemocnéni jsou onemocnéni, zpusobené zménou genotypu bunek
somatickymi mutacemi v onkogenech a tumor supresorovych genech, ktera patii v dnesni dobé
mezi jednu z nejCastéjSich pfi¢in tmrti na celém svété. Spole€nym znakem nadorovych bunek
jsou defekty regulacnich procest, které fidi normalni proliferaci a homeostazu bunék

(Kamisawa a kol., 2016; WHO, 2020).

Karcinom slinivky bfisni je onemocnéni zpusobeno variabilni skupinou nadoru, které se
fadi k nejzavaznéjsim typum nadorti s nejhorsim prezitim. Lze je rozdélit na adenokarcinomy
duktalni ¢asti, které tvoti pres 90 % ptipadu pankreatickych nadort, a ostatni — nadory cystické,

neuroendokrinni, lymfomy a metastazy nadort jinych lokalizaci (Hlavsa a kol, 2008).

Vétsina nador pankreatu vznika z mikroskopickych neinvazivnich epitelialnich
proliferaci v pankreatickych kanalcich, které jsou také oznaCované jako pankreatické
intraepitelialni neoplazie. Na tumorigenezi pankreatu maji vliv Ctyfi hlavni fidici geny: KRAS,
CDKN2A4, TP53 a SMAD4. Mezi prvotni spoustéCe patii mutace geni KRAS a CDKN2A4. Gen
KRAS koduje malou GTPazu, ktera funguje v downstream signalizaci z receptord rustovych
faktort, a je také nejCastéji mutovanym onkogenem vyskytujicim se u vice nez 90 % nadort.
Funkce tumor supresorového genu CDKN2A4 na druhou stranu spociva v kddovani regulatoru
bunééného cyklu. Taktéz se vyskytuje v 90 % vSech piipada duktalnich adenokarcinoma. 7P53,
také tumor supresorovy gen, kdduje stejnojmenny protein, ktery hraje kliCovou roli v bunécné
stresové reakci. SMAD4  zprostiedkovava signalizaci downstream od receptoru
transformujiciho ristového faktoru p (TGFp), a rovnéz se jedna o tumor supresorovy gen

(Kamisawa a kol., 2016).

Riziko vzniku karcinomu slinivky se muze kromé obvyklych zdravotnich faktord, jako
je obezita, diabetes 2. typu a uzivani tabaku, také zvySovat pii mutacich v BRCA2, ¢i u pacientu
s Lynchovym nebo Peutz-Jeghersovym syndromem. Déle mohou byt vyraznéji ohrozeni lidé
s hereditarni pankreatitidou atd. (Kamisawa a kol., 2016; Mizrahi a kol., 2020). Jak jiz bylo
vySe zminéno, prognodza u tohoto onemocnéni je Spatna a ve vétsSin€ piipadd konci fatalné.
To je zpuisobeno zejména asymptomatickym prabéhem, kdy pfiznaky nastavaji az pfi
pokro¢ilych stadiich onemocnéni (Safanda a kol., 2010). Mezi tyto piiznaky patii napiiklad
ikterus, postprandialni zvraceni nebo pfiznaky nespecifické jako je tnava, anorexie, hubnuti

a bolesti bficha (Hlavsa a kol., 2008).
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3.3.2 Screening nadoru slinivky brisni

Dle statistik na izemi Evropy onemocni karcinomem pankreatu primérné 2,31 obcant
na 100 000 obyvatel. V ramci Ceské republiky to viak &ni 9,5 piipadt na 100 000 obyvatel,
¢imz se fadime mezi prvni tfi staty s nejvyssi incidenci, a zaroven 1 mortalitou v celé Evropé
viz Obr. 7. To je pravdépodobné zpisobeno nezdravym zivotnim stylem (koufeni, konzumace
alkoholu atd.), ale také nedostateGnym screeningovym programem. Cetnost onemocnéni
plynule stoupa od 45 let véku, nejcastéjsi vyskyt je ve vékovém rozmezi 65-75 let, primérné

deset procent pacientil ma rodinnou dispozici.

Jelikoz jsou nadorova onemocnéni slinivky bfisni charakteristicka pro svij
asymptomaticky prubéh, je diagnoza v rannych stadiich velice obtizna. Navic je vétSina metod
odhalyjicich toto onemocnéni velice nakladnd a Casto invazivni, a proto ji nelze vyuzit
v ploSnych preventivnich programech. Tyto metody se tedy vyuzivaji pouze u rizikovych

skupin (vyskyt této nemoci v rodin€, mutace v genu BRCA1, BRCA?2 aj.).

Pro screening téchto skupin se pouzivaji vysoce specializované metody zajistujici Casnou
detekci. Nejprve se zkrevnich testl detekuje biomarker — sacharidovy antigen 19-9, ktery
poukazuje na mozny karcinom voblasti traviciho traktu. Jedna se také o zaroven
nejvyuzivanéjsi biomarker karcinomu pankreatu. U pacientd, s jiz diagnostikovanym tumorem
pankreatu, abnormalni koncentrace tohoto markeru koreluje se stadiem onemocnéni nebo
velikosti tumoru. Lze jej tedy pouzit k posouzeni prognézy a volbé dalSich postupt pii 1€Cbé.
Dal§im krokem, pifi zvySené koncentraci tohoto sacharidového antigenu, je vyuziti
pokrocilejSich metod jako je napiiklad magnetickd rezonance, pocitacova tomografie nebo
endoskopicka ultrasonografie. Endoskopicka ultrasonografie je pro detekci karcinomu
pankreatu ze vSech metod povazovana za nejcitlivéjsi a umoziuje presné urCeni velikosti

1 malych 1ézi (<30 mm) a rozsahu nadorové infiltrace do cév (Partyka a kol., 2023).
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Obr. 7: Vekové standardizovana pétileta incidence (modré pole) a mortalita (Sedé pole) ve vybranych
zemich Evropy v roce 2020. Prevzato a upraveno z: Partyka a kol., 2023.

3.3.3 Lécba nadoriu slinivky brisni

Navzdory vyznamnému pokroku v diagnostice a terapii zistava karcinom pankreatu
jednim z typa nadorovych onemocnéni s velice §patnou progndzou. Lécba nadort slinivky
bfisni je zna¢né komplikovana, a to zejména kvuli pozdnimu stanoveni diagnézy v dasledku
dlouhého bezpiiznakového prubéhu. Dal§im diavodem je také vyrazna heterogenita téchto
nadort, ktera zasadné ztézuje testovani novych léCiv (Remedia, 2022). Hlavni nad¢ji na
vyléceni je radikalni chirurgicky vykon, ktery je ale ovSem vhodny pouze u 10-20 % pfipadd,
jelikoz vice nez 85 % nadoru slinivky bfisni je diagnostikovano jiz v pokroCilém stadiu.
Samotna radioterapie neni v 1écbé karcinomu pankreatu pfili§ ¢asto uzivana, a to zejména
z divodu radiorezistence nadoru. Chemoterapie ma lepsi 1éCebnou odpoveéd’. Z podavanych
cytostatik se dlouhou dobu pouzivaly rezimy zalozené na aplikaci 5 fluorouracilu (5-FU) nebo
gemcitabinu v monoterapii. Trojkombinace (5-FU - irinotekan - oxaliplatina) je v soucasné

dobé povazovana za zlaty standard adjuvantni 1éCby pacienti v dobrém celkovém stavu
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(Conory a kol., 2018). Na vzestupu je biologicka 1écba, jejiz podstatou je zabranéni rastu
nadorovych bun¢k a metastatického Sifeni nadoru. V 1écbe pokrocilého karcinomu pankreatu
byla testovana fada cilenych 1éCiv (vCetné cetuximabu, bevacizumabu, a dalSich), a prestoze
vysledky studii faze I a II byly casto velmi nadé&né, zadny z uvedenych pfipravka

v randomizované studii faze III Gi¢innost prozatim nepotvrdil (Neoptolemos a kol., 2017).
3.3.4Nadorové linie slinivky briSni

Neuspésné vyléCeni karcinomu pankreatu je kromé pozdnich ptiznakt této nemoci také
zpusobeno nedostatkem informaci o molekularnim vyvoji onemocnéni. Pro studium téchto
procesu jsou vyuzivany jiz zavedené standardizované bunécné linie, u kterych jsou hodnoceny
razné parametry jako naptiklad in vivo a in vitro rustova povaha, fenotypové projevy jako je
schopnost adheze, invaze, migrace a tumorigeneze, a také piedevSim genotypové zmeény
nejcastéji mutovanych genti (KRAS, TP53, CDKN2A4 a SMAD4). Vsechny pouzivané bunécné
linie byly ziskany z pacientii ve vé€ku 2665 let europoidni rasy, a kazda je specificka svou
proliferaci, diferenciaci, schopnosti tvofit metastazy atd. Mezi tyto bunécné linie patfi

napiiklad: As PC-1, Bx PC-3, MIA PaCa-2 aj. (Deer a kol., 2010).
3.3.4.1 BX PC-3

Bunécna nadorova linie BX PC-3 byla ziskana z adenokarcinomu téla pankreatu 61leté
zeny. Pro tuto linii je charakteristicka mutace pro 7P53, homozygotni delece SMAD4 a wildtype
genu KRAS. CDKN2A se vyskytuje také bud’ jako wildtype, nebo je homozygotné deletovan
(Deer a kol., 2010).

3.3.4.2 MIA PaCa-2

MIA PaCa-2 je bunécna linie pochazejici z nadorové tkané 65letého muze s duktalnim
adenokarcinomem pankreatu. Tato linie je specificka mutacemi v genech KRAS a 7P353,

obsahuje homozygotni deleci CDKN2A a je wildtypem pro gen SMAD+4 (Sasaki a kol., 2020).
3.4 Role steroidnich receptori u karcinomu slinivky brisni

Tkan slinivky bfisni pfirozené¢ exprimuje jak androgenni, tak 1 estrogenovy
a progesteronovy receptor. Tyto receptory hraji, mimo jiné, také roli v rozvoji nadorovych
onemocnéni (Kanda a kol., 2014).

Nadorové buriky pankreatu vykazuji zjevnou hormonalni nerovnovahu, pficemz exokrinni
karcinom pankreatu vykazuje vyS$$i vyskyt u muzi nez u Zen cca v poméru 1,25-1,75:1
(Andrén-Sandberg a kol., 1999). Tyto buiky totiz exprimuji detekovatelné hladiny AR,
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a in vitro reaguji na lécbu testosteronem, kde vykazuji mirné zvysSeni bunécné proliferace.
Naopak pii uzivani 1éku flutamidu, blokatoru AR, pouzivanému k 1é¢bé tumort prostaty, byla
zaznamenana bunécna proliferace nizsi. Aktivita AR je taktéZ modulovana interleukinem-6
(IL6), zanétlivym cytokinem, ktery je u karcinomu pankreatu nadmémeé exprimovan. IL-6
zvySuje STAT3 a MAPK drahy, které zase zvySuji transkripcni aktivitu AR. Dale IL-6 také
podporuje migraci bunék nadort pankreatu. Prestoze vSak nadorové buriky exprimuji AR, jsou
obvykle jiz v hormonalné refrakternim proliferativnim stavu a odpovédi léciv na AR jsou

nedostateCné (Polvani a kol., 2014).

Exprese receptorti ER-a i -f3 byla v burikach karcinomu pankreatu taktéz popsana. /n vitro
nadorové bunky reaguji na 1écbu latkami modulujicimi estrogeny. Pri nizSich koncentracich
obvykle indukuji bunécnou proliferaci, zatimco vyssi koncentrace zastavuji bunécné déleni. Jak
jsem jiz zminovala v kapitole o estrogenovém receptoru, mezi ER-a a ER-f existuje jakasi
rovnovaha, pro jejich spravné fungovani v burice. Proto jejich bunécnd odpoveéd zavisi
na poméru jejich exprese. Pii analyze ER v karcinomu pankreatu byla detekovana vyrazné nizsi
hladina ER-oo mRNA, zatimco hladiny ER-B mRNA byly zasadné vyssi. Z tohoto lze tedy
usoudit, ze ER-B muze hrat pfi nadorovych onemocnénich slinivky bfisni dualezit€jsi roli
(Damaskos a kol., 2014; Polvani a kol., 2014).

Progesteronové receptory a jejich analogy ovliviiyji proliferaci bunék a jejich apoptozu.
PR jsou exprimovany v ostruvkovych bunkach slinivky bfisni, kde hraji vyznamnou roli
vnormalni funkci téchto bunek (Goncharov a kol., 2021). Ztrata exprese PR je obvykle
spojovana s nadory v pokrocCilejSich stadiich s hor§imi prognézami. V kapitole
0 progesteronovém receptoru jsem zminila, ze existuji dvé izoformy PR, a to PR-A a PR-B.
Bylo zjisténo, ze aktivaci PR-B prostfednictvim ligandu progesteronu doslo k aktivaci
transkripcnich faktort a nasledné overexpresi genu CCND 1, kodujiciho cyklin D, protein, coz
zapricinilo vznik pankreatickych neuroendokrinnich tumort. Dale bylo prokazano, ze PR-A
v progesteronové signalni draze inhiboval tumorigenezi potlatenim promotoru PR-B

(Kim akol., 2017).
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4 MATERIALY A METODY
4.1 Biologicky material

Experimenty byly provedeny na adherentnich bunénych Bx PC-3 a MIA PaCa-2
odvozenych od adenokarcinomu pankreatu a na adherentni nenddorové bunécné linii BJ (lidské
kozni fibroblasty). VeSkera manipulace s buiikami byla provedena ve sterilnich podminkéach

ve flowboxu s vertikalnim proudénim vzduchu.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

o 4'6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) - Abcam (kat. ¢. ab228549)

o Aceton - Lachema

o Akrylamid/bis-akrylamid 30% (AA+BIS) - Sigma-Aldrich (kat. ¢. E344)
o Bradfordovo ¢inidlo - Bio-Rad (kat. ¢. 5000006)

o Dimethylsulfoxid (DMSO) - Sigma-Aldrich (kat. ¢. D2650)

o Dodecylsulfat sodny (SDS) - Serva (kat. ¢. 20767.02)

o Deoxycholat sodny - Sigma-Aldrich (kat. ¢. D2510)

o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - Invitrogen (kat. ¢. 392-0413)
o Ethanol 70% - Lachema

o Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Sigma-Aldrich

o Fetalni bovinni sérum (FBS) - Invitrogen (kat. ¢. S1810-500)

o Glutamin - Sigma-Aldrich (kat. €. 055-100)

o Hovézi sérovy albumin (BSA) - Sigma-Aldrich (kat. €. P6154-10GR)
o Inhibitor fosfataz - Roche (kat. ¢. 4906837001)

o Inhibitor protedz - Roche (kat. €. 4693124001)

o Methanol - Lachema

o Mowiol - Calbiochem (kat. ¢. 475904)

o MTT ¢inidlo - Serva (kat. €. 20395.04)

o N-Butanol - Lachema

o Nonidet P-40 - Sigma-Aldrich (kat. ¢. 74385)

o Penicilin - Sigma-Aldrich (kat. ¢. LO018-100)

o Peroxodisiran amonny (APS) - Sigma-Aldrich (kat. ¢. A3678)

o Ponceau S - Sigma-Aldrich (kat. ¢. K793-500mL)

o Propidium jodid - Sigma-Aldrich (kat. ¢. P4170)
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Proteinovy marker (Full-Range rainbow) - Amersham (kat. ¢. GERPN8OOE)
Pyruvat sodny - Sigma-Aldrich (kat. ¢. S8636)

RNasa A - Qiagen (kat. ¢. 19101)

RPMI 1640 - Sigma-Aldrich (kat. ¢. 3920425)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) - Serva (kat. ¢. 35930)
Tris(hydroxymethyl)aminometan (TRIS) - Sigma-Aldrich (kat. ¢. 3719002)
Triton X-100 - Sigma-Aldrich (kat. ¢. T8787)

Trypsin-EDTA - Sigma-Aldrich (kat. ¢. T4049)

Tween 20 - Serva (kat. ¢. MILF655204-100ml)

4.2.2 Pouzité roztoky

@)

@)

@)

1,SM TRIS/HCI pH 8,8: 18,17 g TRIS/100 ml H20, upravit pH pomoci HCl na pH 8,8
10% APS: 0,1 g (NH4)2 S208/1 ml H20

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

20% DMEM: 20% FBS (v/v), 2,5% koriské sérum, 2 mM L-glutamin, penicilin
(1 U/ml), streptomycin (1 U/ml)

10% RPMI: 10% 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 H20

1M TRIS/HCI pH 6,8: 12,11 g TRIS/100 ml H20, 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
1 H20

5x elektroforeticky pufr: 15,1 g TRIS; 5,09 g SDS; 72 g glycin/ 11 H20

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; 04 ml 0,5% bromfenolovd modf, 0,4 ml
-merkaptoethanol

Mowiol: 2,4 g mowiol; 6 g glycerol; 6 ml H2O; 12 ml 0,2 TRIS pH 8,5

PBS 10x: 160 g NaCl; 4 g KCl; 64,2 g Na2HPO4 . 12 H20; 4g K2HPO4/2 1 H20, upravit
na pH 7,4

Permeabiliza¢ni roztok: 0,1% Triton X-100 a 0,1% citrat sodny v PBS

RIPA pufr: 833 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 H20, pred

pouzitim piidat inhibitory proteaz a fosfataz
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o TBS 1x: 8,72 g NaCl; 1,22 g TRIS base/ 1 1 H20; upravit na pH 6,8

4.2.3 Pouzité protilatky

Primarni protilatky

Tab. 1: Prehled pouzitych primarnich protilctek.

Protilatka (klon) Zdroj Redéni WB/IF vyrobce
AR (N-20) Kralik 1:200/1:50 Santa Cruz
cas-3 (-) Kralik 1:1000 Cell Signaling
ER-a (D-12) Mys 1:200/1:50 Santa Cruz
ER-B (H-150) Mys 1:100/1:50 Cell Signaling
mcm-7 (141.2) Mys 1:500 Santa Cruz
p21(12D1) Kralik 1:1000 Cell Signaling
p53 (-) Kralik 1:800 Cell Signaling
PARP (46D11) Kralik 1:800 Cell Signaling
PR (C-19) Kralik 1:100/1:50 Cell Signaling

Sekundarni protilatky

Tab. 2: Prehled pouZitych sekundarnich protilctek.
Protilatka (klon) Zdroj Redéni WB/IFvyrobce

HRP mouse anti-rabbit Ig

(monoklonalni)

Krali¢i proti my§im Ig | 1:6000

Cell Signaling

HRP rabbit anti-goat Ig

Kozi proti krali¢im Ig 1:6000

Cell Signaling

(polyklonélni)

(polyklonélni)

Alexa Fluor 594 | Kozi proti mysim Ig 1:1000 Life Technologies
(monoklonalni)

Alexa Fluor 488 | Kozi proti krali¢im Ig 1:1000 Life Technologies
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4.2.4 Testované cholestanové derivaty

Testované cholestanové derivaty jsou soucasti knihovny syntetickych cholestand
piibuznych brassinosteroidim, které nam byly dodany Laboratofi rustovych regulatort PiF UP
v Olomouci. Velké podékovani patii dr. Miroslavu Kvasnicovi, ktery se syntézou derivatu
zabyva. Strukturalni vzorce testovanych cholestand a jejich analogii znazomuje Obr. 8. Latky
byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) na 10 mM zasobni koncentraci. Pozadované
koncentrace testovanych latek byly nasledné piipraveny pfidanim zasobnich roztokd do

pfislusného média.
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Obr. 8: Strukturni vzorce testovanych derivatu cholestanu a jejich analogii.
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4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

4.3.1 Pristrojové vybaveni

@)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu - Bio-Rad

Autoklav - Microjet

Blotovaci systém Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell - Bio-Rad
Centrifuga 3K30 - Sigma

Centrifuga MR22i - Jouan

CO: inkubator Heracell - Thermo Scientific

Elektroforeticky zdroj MP-300V - Major Science

Flow-box s vertikalnim proudénim vzduchu - Thermo Scientific
Fluorescenéni mikroskop BX50F - Olympus

Odyssey Fc detekcni systém - Li-Cor Biotechnology

Odsévaci systém - Millipore

Prutokovy cytometr BD FACSVerseTM - Becton Dickinson
Spektrofotometr PowerWave XS - BIOTEK®Instruments
Stolni minicentrifuga MiniSpin - Eppendorf

Svételny mikroskop Eclipse TS100 - Nikon

Termoblok AccuBlockTM Digital Dry Bath - Labnet

Ttepacka SHAKER S-3.16 L - SKYLine

Vakuova pumpa - Millipore

Vodni lazeit TW8 - Julabo

Vortex MaXiMixTM II - Thermolyne
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Pro vypracovani praktické ¢asti bakalarské prace byly pouzity nize popsané experimentalni

a vyhodnocovaci metody.
4.4.1 Kultivace a pasazovani bunék

Kazda z vyse uvedenych bunécnych linii (Bx PC-3, MIA PaCa-2 a BJ) nese pro svou
kultivaci urcita specifika a pozadavky. Buiiky Bx PC-3 byly kultivovany v RPMI médiu,
obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum (FBS), 2 M L-glutamin, 1 mM pyruvat sodny
a antibiotika penicilin (1 U/ml) a streptomycin (1 U/ml). Buné€na linie MIA PaCa-2 byla
kultivovana v médiu DMEM s obsahem 20% FBS, 20,5% koniského séra, 2 mM L-glutaminu
a antibiotik penicilinu (1 U/ml) a streptomycinu (1 U/ml). Nenadorova bunécné linii BJ byla
kultivovana v DMEM s obsahem 10% FBS, 2 mM L-glutaminu a antibiotik penicilinu (1 U/ml)
a streptomycinu (1 U/ml). VSechny tfi bunécné linie jsou adherentni, rostou v monovrstve
v kultivacnich lahvich v inkubatoru pti 37°C, za pfitomnosti 5% oxidu uhli¢itého a 100 %
vlhkosti. Buiiky se v kultute d€li, tzv. proliferuji a je nutné je pasazovat. Pasazovani predstavuje
periodické “fedéni bunék* obecné spojené s vyménou starého média za Cerstvé. Frekvence
pasazovani se odvijela dle konkrétnich potfeb dané linie na prostor a pfisun zivin. K provedeni
pasaze byly buriky 3% promyty roztokem PBS a nasledné byl pouzit 0,25% trypsin-EDTA, ktery
enzymaticky uvolni buriky od podkladu. Po 5-10 min v inkubatoru bylo k uvolnénym burikam
piidano pfrislusné médium sobsahem FBS a tim je pisobeni enzymu zastaveno. Bunécna
suspenze byla centrifugovana pfi otackach 1500 rpm po dobu 5 min pii 25 °C. Po stoCeni bylo

médium odstranéno a k peletu pridano nové médium a buriky byly resuspendovany.
4.4.2 Ovlivnéni bunék testovanymi derivaty

Nami kultivované bunécné linie byly po pasazi spocitany prostrednictvim Biirkerovy
komurky a z matematického vztahu byl urCen pocet bunék nachazejici se v 1 ml. Poté byla
kazda linie podle poctu nasazena do piislusnych kultiva¢nich nadob podle experimentu. Po 24 h
bylo médium vymeénéno za médium obsahujici testované latky, jejichz inkubace probihala
24 a ptip. 48 h. V piipadé kontrolnich bunék bylo do kultivaéniho média piidano DMSO, jehoz

koncentrace neptesahla 0,3 %.
4.4.3 Test viability bunék
Test bunécné viability byl proveden pomoci MTT testu. Jedna se o kolorimetricky test pro

hodnoceni bunétné metabolické aktivity, diky kterému lze stanovit zavislost ucinku

21



koncentrace nami testované latky na zivotaschopnost bun¢k. K MTT testu byly pouzity
kultivované bunécné linie (Bx PC-3, MIA PaCa-2, BJ), které byly nasazeny podle typu bunécéné
linie ve 100 pl kultivaéniho média v poctu 5 000 bunék (Bx PC-3), 4 000 bun¢k (MIA PaCa-2),
a 7000 bunék (BJ) nakazdou jamku 96-jamkovych mikrotitracnich desticek. Staré médium
bylo nasledujici den buikdm z jamek odsato, naCez bylo pfidano 100 pl nového média
obsahujici testovanou latku v sestupné koncentra¢ni fadé po dobu 24 nebo 48 h. Jako kontrola
slouzily bunky kultivované v médiu bez testovanych latek, resp. s pfidavkem roztoku DMSO,
pficemz jeho koncentrace nepiesahla 0,3 % v médiu. Po uplynuti inkubace testovanych latek
bylo do jamek pfidino 10 ul  0,5%  ¢inidla  MTT, jednd  se
0 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid. Po pfidani MTT ¢inidla doslo
u bunék s metabolickou aktivitou ke vzniku fialovych krystali formazanu. Ty poté byly
rozpustény ve 100 ul 10% dodecylsulfatu sodného (SDS). Po uplynuti inkuba¢ni doby byla
spektrofotometricky zméfena absorbance roztoku jednotlivych jamek pii 570 nm. Absorbance
pfimo umérné odpovidala mnozstvi zivych bunék. Na tomto podkladu byla uréena hodnota ICs,

coz je koncentrace testované latky, ktera z 50 % inhibuje viabilitu bunék.

4.4.4 Analyza bunéc¢ného cyklu pratokovou cytometrii

Pred analyzou bunécného cyklu na priatokovém cytometru byla provedena kultivace
bunécnych linii Bx PC-3 a MIA PaCa-2 ve sterilnich Petriho miskach s primérem 60 mm.
Bunééna linie Bx PC-3 v po&tu 5 x 10° bungk a linie MIA PaCa-2 byla nasazena v poctu
4 x 10° bun&k. Druhy den byly buiiky ovlivnény testovanym derivatem v koncentracich 2, 4
a 6 uM. Ovlivnéni bylo provedeno po dobu 24 a 48 h. Ke kontrolnim buiikdm bylo misto
testované latky ptfidano DMSO.

Po kultivaci bylo kultivaéni médium odsato a buiiky v misce 2x promyty 3 ml PBS.
Nasledné byly bunky sklizeny trypsinizaci, kdy byl na 5 min ptidan 0,25% trypsin-EDTA, ¢imz
doslo k jejich uvolnéni ze dna misek. Za pomoci prislusného média byly burky z Petriho misek
oplachnuty a stoceny pii ota€kach 1500 rpm po dobu 10 min pii 4 °C ve zkumavkach
s konickym dnem. Médium bylo poté opatrn€ odsato a pelet resuspendovan ve 3 ml PBS.
Nasledné byla zopakovana centrifugace za shodnych podminek. Supernatant byl opét
odpipetovan a pelet resuspendovan v 50 pl PBS. Za nepfetrzitého jemného michani byl ke
vzorkiim po kapkach pridavan 1 ml vychlazeného 70% ethanolu. Timto byly membrany bunek
permeabilizovany pro snadny prunik DNA sondy membranou do buiiky. Pro dalsi postup byly

zafixované bunky ulozeny do -20 °C.
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Pred samotnou prutokovou cytometrii byly vzorky centrifugovany pii otackach 1200 rpm
po dobu 10 min pii 4 °C. Supernatant byl odsat a pelet resuspendovan v 3 ml PBS s obsahem
2 % FBS. Poté byly vzorky ponechany 10 min na ledu. Centrifugace byla zopakovana pii
1200 rpm, po dobu 5 min pii 4 °C. Supernatant byl opet odstranén a pelet resuspendovan v 50 pl
PBS s 0,2 mg/ml RNasy A. Vznikla suspenze byla pfenesena do mikrozkumavky, ve které byla
15 min inkubovana ve vodni lazni pii 37 °C. Po ptidani propidium jodidu (100 pg/ml) o objemu
200 ul, nasledovalo 15 min inkubace na ledu ve tmé. Poté pfisla na fadu analyza vzorka
za pomoci prutokového cytometru BD FACSVerseTM. Analyza spociva v excitaci DNA sondy
a nasledné emisi zafeni, ktera koreluje s mnozstvim DNA v burtice. Z tohoto 1ze urcit v jaké fazi
bunééného cyklu se buiky nachazeji. Ovlivnéné builky byly porovnany s buikami
kontrolnimi.

4.4.5 Western blot analyza

Pro tuto analyzu byly buné&né linie Bx PC-3 (v poétu 9 x 10°) a MIA PaCa-2
(v poétu 7,5 x 10°) nasazeny do kultivaénich misek s priimérem 100 mm. Po adheraci bung&k
nasledovala inkubace, po které byly bunky ovlivnény testovanou latkou v koncentraci 2, 4
a6 ul po dobu 24 a 48 h. Experiment zahrnovaly také kontrolni vzorky kultivované jen
smédiem a s DMSO. Po inkubaci byl proveden 3x oplach pomoci PBS roztoku. Dukladné

odsaté misky byly zamrazeny pii teploté 80 °C pro dalsi zpracovani.

Dal§im krokem bylo sklizeni bunék. VeSkera manipulace s butikami byla provadéna na
ledu, ato proto, aby nedochazelo k pfipadné denaturaci proteint. Centrifuga a pouzivané
roztoky byly taktéz chlazeny, konkrétné¢ na 4 °C. Z misek byly pomoci sterilni Skrabky
seskrabany buriky do sterilnich mikrozkumavek. K tomuto byl pouzit protein extrakéni pufr
PEX (0,3 M TRIS/HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 1%; 10% SDS; 10% deoxycholat sodny
v deionizované vod¢) s pfidanymi inhibitory fosfataz (10x koncentrovany roztok) a protedz
(7* koncentrovany roztok). Objem lyzacniho pufru byl zvolen na zdkladé mnozstvi bunék, aby
nedoslo k pfipadnému natfedéni proteinti. Vzorky byly poté inkubovany po dobu 60 min na ledu
a kazdych 10 min intenzivné vortexovany, ¢imz doSlo k lyzaci membran bunek a uvolnéni
proteinu do pufru. Nasledovala centrifugace pii otackach 20 000 rpm po dobu 30 min pii 4 °C.

Supernatant byl poté prenesen do Cistych mikrozkumavek.

Pro uréeni koncentrace proteinu v ziskanych vzorcich bylo vyuzito Bradfordovy metody.
Bradfordovo cinidlo bylo nafedéno deionizovanou vodou v poméru 1:4. Do C(Cistych

mikrozkumavek bylo napipetovano po 1 ml roztoku Bradfordova ¢inidla a 1 pl vzorku.
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Byly pfipraveny také standardy, na které byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA, 1 mg/ml)
v koncentra¢ni fadé€ 0,5 ul; 1,0 ul; 2,0 ul a 5,0 pl na 1 ml Bradfordova Cinidla. Blank byl tvoten
pouze Cinidlem. Vzorky, standardy a blank byly napipetovany v tripletech do 96-jamkové
mikrotitraéni  destiCky. Jejich absorbance byla méfena pomoci spektrofotometru
PowerWave XS pii vlnové délce 595 nm. Pomoci nejnizsi hodnoty absorbance a absorbanci
standarda byla vypocitana koncentrace proteinti ve vzorcich. Nasledné byl ke vzorktim lyzata
pfidan 4x koncentrovany Laemmliho LSB pufr (1M TRIS pH 6,8; glycerol, 10% SDS;
B-merkaptoethanol, 0,5% bromfenolova modr). Poté byl pfidan 1x koncentrovany LSB pufr,
ktery slouzil k dorovnani objemu vsech vzorkl. Vysledna koncentrace proteini ve vzorcich
byla 18 pg/10 ul. Nakonec byly vzorky na 2 min zahtaty na 96 °C v termobloku AccuBlockTM
Digital Dry Bath a takto pfipravené vzorky byly poté ulozeny do -20 °C k dalSimu pouziti.

Dalsim krokem byla elektroforeticka separace proteint v polyakrylamidovém gelu. Pro
tuto separaci bylo nutné nejprve pripravit elektroforetickou aparaturu, elektroforeticky pufr
a polyakrylamidovy gel, ktery byl tvofen dvéma vrstvami — 12% délicim gelem a 10%
zaostfovacim gelem. Gely byly pfipraveny za pouziti deionizované vody, smési
akrylamidu-bisakrylamidu (29:1), 1,5 M TRIS pufru (pH 8,8), 10% SDS, 10% persulfatu
amonného a N, N, N’, N’-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Nejprve byl nanesen délici
gel, na ktery byl navrstven N-butanol, diky kterému byla vrstva gelu vyrovnana a bez
vzduchovych bublin. Po zhruba 40 minutach byl gel ztuhly a N-butanol byl pomoci filtra¢niho
papiru odsat do sucha. Nasledovalo naneseni zaostfovaciho gelu (za pouziti deionizované vody,
smési akrylamidu-bisakrylamidu (29:1), 1 M TRIS pufru (pH 6,8), 10% SDS, 10% persulfatu
amonného a TEMED), do kterého byl okamzité vlozen 15-jamkovy hfebinek. Po 20 minutach
byl zaostfovaci gel ztuhly a hiebinek odstranén. Jiz pfipravena elektroforeticka aparatura byla
naplnéna elektroforetickym pufrem (25 mM TRIS; 250 mM glycin; 0,1% SDS, pH 8.3).
Nasledovalo naneseni LSB pufru do krajnich jamek a markeru molekulové hmotnosti
Full-Range Rainbow do jamky v poradi druhé. Déle byly naneseny vzorky, cemuz piedchazelo
zahtati na 96°C. Separace proteint probihala zhruba 120 min pfi napéti 120 V. Separace byla

nalezité hlidana, aby nedoslo ke ztraté protein.

Po separaci byl gel opatrné premistén do transferového pufru (39 mM glycin;
48 mM TRIS-baze; 0,037% SDS a 20% methanol) a 40 min za mirnych otacek tfepan
na tfepacce. Poté byl pfipraven tzv. blotovaci sendvi¢, ktery se skladal z vlhkého filtracniho
papiru, nitrocelulosové membrany, gelu a opét vlhkého filtratniho papiru. Pomoci blotovaciho

systému Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell byl proveden pfenos proteint

24



na nitrocelul6zovou membranu, a to po dobu 30 min pfi napéti 10 V. Nasledné byla membrana
vyjmuta a 5 min barvena roztokem Ponceau S, ¢imz doslo k vizualizaci pfenesenych proteint.
Déle byla membrana oplachnuta destilovanou vodou a odbarvena roztokem kyseliny octové

fedéné destilovanou vodou v poméru 1:10. Pro dalsi praci byla membrana vysusena.

Nitrocelul6zova membrana byla nafezana na prouzky, a to dle molekulovych hmotnosti
proteinti na§eho zajmu. Pro zabranéni nespecifickych vazeb byly nafezané prouzky blokovany
po dobu 2 hod v 5% roztoku BSA natedéném v TBS-T (0,01 mM TRIS; 0,0137 mM NaCl,
0,1% Tween 20; pH 7,6) nebo v 5% blokovacim mléku (susené odtucnéné mléko, 1,3 % tuku,
PML; PBS; 0,1% Tween 20) podle typu protilatky. Na prouzky byly poté naneseny primarni
protilatky viz Tab. 1 fedéné opét bud’ v 5% roztoku BSA v TBS, anebo v 5% mléku. Inkubace
primarnich protilatek probihala pfes noc ve vlhké komurce pii 4 °C. Druhy den byly prouzky
hodinu promyvany na tfepacce, ¢imz se odmyly nenavazané primarni protilatky. Kazdych
10 min po dobu 1 hod byl promyvaci roztok (PBS s Tweenem, nebo ptfipadné¢ TBS-T)
pravidelné vyméfovan za Cisty. Prouzky byly nésledné vyjmuty a byly na né aplikovany
sekundarni protilatky viz Tab. 2. Inkubace trvala 45 min pfi laboratorni teploté ve vlhké
komtrce. Po inkubaci byly nenavazané protilatky odmyvany 1 h v promyvacim roztoku (PBS
s Tweenem ¢i TBS-T) a kazdych 10 min byl roztok meénén za Cisty. Poté byly jiz prouzky
nachystany na detekci. Byl vyuzit chemiluminiscencni systém DURO (1:1), popt. FEMTO
(1:1). Diky kienové peroxidaze, navazané na sekundarni protilatce, kterd reaguje
s chemiluminiscenénim substratem a enzymaticky jej Stépi, vznika nestabilni produkt.
Pfi stabilizaci tohoto produktu dochazi k vyzafeni svétla, coz detekujeme jako
chemiluminiscencni signal, pfi¢emz intenzita signalu koreluje s mnozstvim detekovaného

proteinu. Tento signal byl detekovan pomoci systému Odyssey Fc.
4.4.6 Imunofluorescenc¢ni barveni bunék

Sterilni kulata kryci skli¢ka byla vlozena do Petriho misek s primérem 60 mm. Na tato
sklicka byly nasazeny buriky Bx PC-3 a MIA PaCa-2 ve stejném poctu jako v kapitole 4.4.4.
Nasledovala inkubace, poté odsati starého média a oplachnuti bunék PBS pufrem. Butiky jsme
dale ovlivnili testovanou latkou o koncentracich 2, 4 a 6 uM po dobu 24 a 48 h. Po inkubaci
bylo médium s testovanou latkou odsato. Buriky byly promyty 3x pufrem PBS a nasledné
fixovany po dobu 10 min vychlazenym roztokem aceton/methanol (1:1). Po dukladném odsati

a vypareni fixa¢niho roztoku byly misky ulozeny na -20 °C pro dalsi zpracovani.
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Pti detekci byly buiiky fixované na sklicku zavodnény PBS pufrem a za pouziti 1% BSA
pfi laboratorni teploté byly 30 min blokovéany. Na sklicko bylo naneseno 80 pl primarni
protilatky (Tab. 1), ktera byla inkubovana pfes noc ve tmé ve vlhké komirce pii 4 °C.
Nasledovalo dalsi promyti vPBS pufru. Poté byla aplikovana fluorescenéné znacena
sekundarni protilatka o objemu 80 pl na sklicko (Alexa Fluor 594 kozi anti-my$i IgG nebo
Alexa Fluor 488 kozi anti-krali¢i IgG). Sekundarni protilatka byla inkubovana 90 min ve tmé
pfi laboratorni teploté. Po této dobé byla protilatka promyta PBS pufrem, po kterém nasledovalo
barveni bunéénych jader pomoci 50 pg/ml barvicky DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol)
o objemu 100 ul na skli¢ko pii laboratorni teploté ve tmé po dobu 10 min. Po promyti PBS
pufrem a finalné destilovanou vodou byla sklicka ptichycena pomoci vodného média mowiolu
na podlozni skla. Pomoci fluorescencniho mikroskopu byla provedena detekce. Byla porovnana
exprese a umisténi jadernych receptorti v burikach ovlivnénych testovanym cholestanovym

derivatem a bunkach neovlivnénych kontrolnich.
4.4.7 Statistické zpracovani dat

Experimenty byly nezéavisle zopakovany alespon tfikrat. Z kazdé série dat byl vypocitan
prumér a smérodatna odchylka. Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno Studentovym

t-testem a v programu GraphPad Prism 8.
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5 VYSLEDKY

Pro naSe experimenty jsme pouzili bunéfné linie karcinomu pankreatu Bx PC-3
a MIA PaCa-2. K porovnani ucinku testovanych latek slouzila nenaddorova linie BJ. Tyto
bunécné linie byly ovliviiovany cholestanovymi derivaty, které jsou vyobrazeny vyse na Obr. 8.
Pozorovali jsme ucinek testovanych latek na viabilitu bunék, kterou jsme analyzovali pomoci
MTT testu. Sledovali jsme ucinek vybrané testované latky na bunécny cyklus pomoci
prutokové cytometrie a Western blot analyzy. Dale jsme detekovali expresi a lokalizaci

nékterych steroidnich receptortt pomoci imunofluorescen¢niho barveni a Western blot analyzy.
5.1 Vliv cholestanovych derivatu na viabilitu bunék

Po ovlivnéni bunéénych linii testovanymi cholestanovymi derivaty (1-6) byla pomoci
MTT testu stanovena koncentrace ICso, ktera inhibovala bun&nou viabilitu z 50 %. Uginek
latek byl porovnan s nenadorovou bunécnou linii BJ. Vysledky MTT testu jsou uvedeny

v Tab. 3.

Tab. 3: Vysledna cytotoxicita cholestanovych derivatit a jejich analogii po 48 h inkubaci.

Cytotoxicita; ICso (uUM); 48 h

Testované latky BxPC-3 MIA PaCa-2 BJ
(1) MK-238 >50 >50 >50
(2) MK-265 45,1 £0,6 485+1,9 496 +2.9
(3) MK-349 >50 >50 >50

(4) MK-464 452 +08 354+22  322+06
(5) MK-465 484 + 1,1 471+15  428+26
(6) MK-677 42+16 51+06 >30

Testované latky 1-5 mély na nadorové i nenadorové buriky podobné cytotoxicky ucinek.
Ze vSech testovanych latek vysla nejlépe latka 6 (MK-677), ktera méla silny cytotoxicky ucinek
na nadorové buiky, a zaroveii neovlivnila viabilitu bunék nenddorovych. Hodnota ICso latky 6
byla stanovena na 4,2 pM u linie Bx PC-3 a 5,1 uM u linie MIA PaCa-2 (Obr. 9A).
U nenadorové linie BJ viabilita buné€k neklesla pod 50 %, proto koncentrace ICso vysla vyssi
nez 50 uM (Obr. 9B). Rozhodli jsme se, ze u€inek vybrané latky 6 budeme sledovat v ¢asovych
intervalech 24 a 48 h u obou nadorovych bunéénych linii ve tfech stejnych koncentracich, které
zahrnuji stanovené koncentrace ICso. Zmény v morfologii nadorovych bunék po ovlivnéni

latkou 6 o koncentracich 2, 4 a 6 uM, jsou znazornény na Obr. 10.
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Obr. 9: Vliv testovaného derivitu 6 (A) v koncentracich 1-12 uM na bunécnou viabilitu ndadorovych
bunek Bx PC-3 a MIA PaCa-2 a (B) v koncentracich 5-50 uM na viabilitu BJ bunék nenddorovych po
dobu 48 h.
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Obr. 10: Zmeny morfologie bunék po ovlivnéni testovanou ldtkou 6 v koncentracich 2, 4 a 6 uM (48 h)
vzhledem ke kontrolnim (Ctrl) bunkam (zvétSeni 20x).
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5.2 Vliv testovaného derivatu na bunéény cyklus pomoci prutokové cytometrie a Western

blot analyzy

Nasledujicim experimentem, ktery byl proveden, byla analyza bunécného cyklu pomoci
prutokové cytometrie. Bunécné linie Bx PC-3 a MIA PaCa-2 byly ovlivnény testovanou latkou
6 ve tiech koncentracich (2, 4 a 6 uM) po dobu 24 a 48 h. Na zaklad¢ pratokové cytometrie byl
v jednotlivych vzorcich obarvenych propidiem jodidem zméfen obsah bunééné DNA, ktery byl
nasledné pfeveden na procentudlni vyjadfeni mnozstvi bunek v jednotlivych fazich bunééného
cyklu. Buiiky Bx PC-3 ovlivnéné testovanym derivatem v koncentraci 6 uM v obou asech

nebyly do analyzy zahrnuty z divodu malého poc¢tu bunék.

U obou bunécnych linii byla pozorovana akumulace bun¢k v Gi fazi bunééného cyklu
po obou cCasovych intervalech, vyraznéji po 24h pusobeni testované latky v4 a 6uM
koncentraci (Obr. 11). U bunék MIA PaCa-2 jsme zaznamenali po 48h pusobeni latky pokles
zastoupeni bunék v Gifazi bunétného cyklu doprovazeny akumulaci bunék v S-fazi
(Obr. 11B).

A) B)
Bx PC-3 MIA PaCa-2
100 100
£ 90 £ 90
-
S 8 3 80
2 70 3 70
5 60 £ 60
3 50 S 50
@ 40 TE 40
N
£ X 2 30
T 20 T 20
g 10 g 1
3 0 S o
S S S S S S B S I R T LI AT - B S
d&\% 0@ a I 0\‘\ 0§§ a B 0\‘\% 0\5@ AN Y oY Q&u 059 " B
G2M OS mGOG1 BGO/G1 OS ~G2M

Obr. 11: Procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu u bunécné linie (4)
Bx PC-3 a (B) MIA PaCa-2.

Pomoci Western blot analyzy byly vysledky z pratokové cytometrie doplnény
o sledovani exprese proteintt pro p21 (21 kDa) a p53 (53 kDa). Bunécné linie Bx PC-3
a MIA PaCa-2 byly ovlivnény testovanou latkou 6 o koncentraci 2,4 a 6 uM po dobu 24 a 48 h
(Obr. 12). U bunééné linie Bx PC-3 ovlivnénych latkou v 6uM koncentraci v obou Casech bylo
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bohuzel ziskano malo proteintl, a proto tato koncentrace nebyla do WB detekce zafazena.

Protein mcm-7 slouzil ke kontrole, zda doslo k naneseni rovnomérného mnozstvi proteind.

A) B)
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= — . MIA PaCa-2
— 24n 48h T R
(@) o] o o
r 2 =2 =2 £ 2 s = = @5 SIE o 25 =B
5§ 33 38383 3 83333533 3¢z
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. B - 53 kD
p53 — " — o — — D - 53 kDa p53 .. ‘." °
mcm-7 D D G G- . G — - 80 kDa MCM-7 Ao s b s s G Sl Sk sy s - 80 kD2

Obr. 12: Imunodetekce proteinii podilejicich se na kontrole bunécného cyklu u bunécné linie (A) Bx PC-3
v koncentracich 2 a 4 uM po dobu 24 a 48 h a (B) MIA PaCa-2 ovlivnénych testovanou ldatkou
v koncentracich 2, 4 a 6 uM po dobu 24 a 48 h. Exprese byla hodnocena v porovndni s kontrolnimi
bunkami (Ctrl, DMSO).

Vysledky detekce proteinu p21 (21 kDa), ktery v bunééném cyklu inhibuje
¢innost komplexu tvoreného z cyklin-dependentni kindzy a pfislusného cyklinu
(CDK/cyklin), vysly zajimavé. U obou linii aplikace latky vedla ke zvySeni exprese
tohoto proteinu v porovnani s expresi u kontrolnich bun¢k v obou ¢asovych intervalech.
U bunék MIA PaCa-2 po 48 h pusobeni testované latky zvysena exprese p21 pii 2uM
koncentraci postupné u dalSich koncentraci klesala. Nadorovy supresorovy protein p53
(53 kDa) byl detekovan ve zvySené expresi ve vzorcich ovlivnénych 4uM koncentraci
latky 48 h u bun¢k Bx PC-3 a ve vzorcich ovlivnénych 6uM koncentraci 24 a 48 h
u bun¢k MIA PaCa-2.
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5.3 Vliv testovaného derivatu na expresi receptoru pro steroidni hormony metodou

imunofluorescen¢niho barveni a Western blot analyzou

Pro studium exprese a lokalizace receptorti pro steroidni hormony byla pouZzita metoda
imunofluorescencniho barveni. U bunécné linie Bx PC-3 byla u kontrolniho vzorku detekovana
exprese androgenového receptoru (AR) zejména v cytoplazmé Po ovlivnéni latkou 6
o koncentraci 2 a4 uM byl AR pozorovan v cytoplazmé i v jadfe viz Obr. 13. Butiky ovlivnéné

testovanou latkou o koncentraci 6 uM nebyly detekovany z divodu Spatné fixace bunék.

Bx PC-3
DAPI

Obr. 13: Imunofluorescencni detekce AR bunék Bx PC-3 kontrolnich (Ctrl) a ovilivnénych ldtkou 6
o0 koncentraci 2 a 4 uM sviti zelené, jadra bunék obarvend pomoci DAPI sviti modre. Zvétseni 40x.

32



Kontrolni vzorek bunécné linie MIA PaCa-2 vykazuje slabou expresi AR. Po ovlivnéni
latkou 6 o koncentraci 2 uM byla exprese tohoto receptoru vyraznéjsi, byla pozorovana zejména
v cytoplazmé. Ovlivnéni buneék koncentraci 4 uM vyrazné€ snizilo expresi AR v burikach,
lokalizace receptoru je lehce patrnd po okrajich cytoplazmy (Obr. 14). Buiiky ovlivnéné

testovanou latkou o koncentraci 6 uM nebyly detekovany z divodu Spatné fixace bunék.

MIA PaCa-2

DAPI

Obr. 14: Imunofluorescencni detekce AR bunék MIA PaCa-2 kontrolnich (Ctrl) a oviivnénych latkou 6
o0 koncentraci 2 a 4 uM sviti zelené, jadra bunék obarvena pomoci DAPI sviti modre. Zvétseni 40x.
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Pii detekci estrogenového receptoru o (ER-a) bunécné linie Bx PC-3 nebyla
po ovlivnéni latkou 6 o 2uM koncentraci pozorovana vyraznéj§i zmeéna exprese tohoto
receptoru ve srovnani s kontrolnim vzorkem, viz Obr. 15. Detekce ER-a u bunék ovlivnénych

koncentraci 4 a 6 pM nebyla uspésna.

Bx PC-3
ER-a DAPI

Ctrl

Obr. 15: Imunofluorescencni detekce ER-o. bunék Bx PC-3 kontrolnich (Ctrl) a ovlivnénych Idatkou 6
o0 koncentraci 2 uM sviti zelené, jadra bunék obarvend pomoci DAPI sviti modre. Zvétseni 40x.
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ER-o byl taktéz ptitomen u bunééné linie MIA PaCa-2. Kontrolni vzorek vykazoval
expresi v jadie a lehce v cytoplazmé. Po ovlivnéni 2 a 4uM latkou byla exprese receptoru
podobna jako u kontrolnich bunék (Obr. 16). Buiky ovlivnéné testovanou latkou o koncentraci

6 uM nebyly detekovany z divodu Spatné fixace bunek.

MIA PaCa-2

DAPI

Obr. 16: Imunofluorescencni detekce ER-o. bunék MIA PaCa-2 kontrolnich (Ctrl) a ovlivnénych latkou
6 o koncentraci 2 a 4 uM sviti zelené, jadra bunék obarvenda pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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Estrogenovy receptor  (ER-B) byl u kontrolnich bunék Bx PC-3 vyrazné lokalizovan
v jadre i cytoplazmé. Ovlivnéni bunék latkou o koncentracich 2, 4 a 6 uM zpusobilo navyseni

exprese a lokalizaci tohoto receptoru perinuklearné, v okoli jaderné membrany (Obr. 17).

Bx PC-3
ER-B DAPI

Obr. 17: Imunofluorescencni detekce ER-f§ bunék Bx PC-3 kontrolnich (Ctrl) a ovlivnénych latkou 6
o0 koncentraci 2, 4 a 6 uM sviti zelené, jadra bunék obarvena pomoci DAPI sviti modre. Zvétseni 40x.
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Exprese ER-B bunécné linie MIA PaCa-2 byla detekovana v jadre i cytoplazmé bunek
kontrolnich. U ovlivnénych bunék latkou 6 o koncentraci 2 uM byla exprese tohoto receptoru
zaznamenana zejména v jadre. U bunék ovlivnénych 4uM testovanou latkou byla exprese ER-3
patrna v jadre ale i perinuklearné. U bunék ovlivnénych 6uM testovanou latkou byla exprese

receptoru prevazné pouze perinuklearni. (Obr. 18).

MIA PaCa-2

Obr. 18: Imunofluorescencni detekce ER-f§ bunék MIA PaCa-2 kontrolnich (Ctrl) a ovlivnénych Ildtkou
6 o koncentraci 2, 4 a 6 uM sviti zelené, jadra bunék obarvend pomoci DAPI sviti modre. Zvétseni 40x.
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Pomoci Western blot analyzy byly vysledky z imunofluorescence doplnény o sledovani
exprese proteind pro androgenovy receptor (AR, 110 kDa), estrogenovy receptor o (ER-a,
66 kDa), estrogenovy receptor B (ER-B, 56 kDa) a progesteronovy receptor (PR, 118-90 kDa).
Bunécné linie Bx PC-3 a MIA PaCa-2 byly ovlivnény testovanou latkou 6 o koncentraci
2,4 a6 uM po dobu 24 a 48 h. U bunécné linie Bx PC-3 ovlivnénych latkou v 6 pM koncentraci
v obou Casech bylo bohuzel ziskano malo proteind, a proto tato koncentrace nebyla do WB
detekce zafazena. Protein mcm-7 predstavuje rovnomérné naneseni proteini ve vzorcich

(Obr. 19).

U bunécné linie Bx PC-3 nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény exprese sledovanych
proteinu steroidnich receptort po ovlivnéni testovanou latkou vzhledem ke kontrolnim bunkam.
Pouze exprese ER-B byla u bunék ovlivnénych testovanou latkou po 48 h v obou koncentracich
zvySena v porovnani s kontrolnimi buiikami (Obr. 19A). U bunék MIA PaCa-2 byl detekovan
AR, u kterého jsme pozorovali snizeni exprese s rostouci koncentraci testované latky po 24 h
148 h. Oba receptory ER-a a ER-B byly pouze slabé exprimovany v obou Casech inkubace
s testovanou latkou, a to ve stejné mirfe. Exprese PR po 24 h byla jiz o néco vyssi, s rostouci
koncentraci latky se ale 1 tato exprese snizovala. Pozoruhodné vsSak bylo navySeni

exprimovaného PR po 48 h s rostouci koncentraci testované latky (Obr. 19B).
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Obr. 19: Imunodetekce proteinii steroidnich receptorit u bunécné linie A) Bx PC-3 ovlivnénych
testovanou ldatkou v 2 a 4 uM koncentracich po dobu 24 a 48 h a B) MIA PaCa-2 ovilivnénych testovanou
latkou v 2, 4 a 6 uM koncentracich po dobu 24 a 48 h. Exprese byla vyhodnocena v porovndni
s kontrolnimi bunikami (Ctrl, DMSO).
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6 DISKUSE

V predkladané bakalaiské praci jsme se zaméfili na pusobeni latek odvozenych od
cholesterolu na modelu nadorovych bunécnych linii pankreatu a pokusili se objasnit nékteré
mechanismy G¢inkud, zejména ulohu jadernych receptoru pro steroidni hormony. Tyto receptory
jsou Cleny velké skupiny evolucné konzervovanych ligandem aktivovanych transkripcnich
faktort. Zastavaji v bunce dualezité funkce od regulace metabolismu, udrzeni bunécné
rovnovahy, rust a vyvoj az po bunécnou smrt. Vzhledem k t€mto schopnostem se staly jaderné
receptory velmi slibnym cilem pro vyvoj 1éciv Sirokého spektra onemocnéni, a to vCetné téch
nadorovych (Polvani a kol. 2014). Steroidni hormony jsou jiz znamy svou daleZitou roli
v bunécné proliferaci a vyvoji mnoha typua nadord. V ramci hormonalni terapie vyznamné
prispély k 1écbé nékolika druhli tumoru a mély vliv na delsi preziti a snizeni miry recidivy.
Jejich schopnost modulace receptort a tim také genové exprese je nadale predmétem vyzkumu
a vyvoje novych chemoterapeutik (Ahmad a Kumar, 2011). V nasi praci jsme uvazovali nad
tim, ze molekularni mechanismus testovanych latek by mohl vychazet z interakci s receptory

pro steroidni hormony.

Receptory steroidnich hormont hraji klicovou roli v patogenezi riznych adenokarcinomd,
jako jsou adenokarcinomy prostaty, prsu ¢i tlustého stieva. Existuje i domnéla tloha téchto
receptori v patogenezi adenokarcinomu pankreatu. Dosud vSak existuji velmi omezené
informace o antiproliferativnich a protinadorovych ucincich steroidnich derivatd u nadort
pankreatu, zejména o jejich mechanismu ucinku na jaderné receptory. Z tohoto divodu by bylo
zajimavé studovat mechanismus selektivnich steroidnich derivati na proliferaci bunék
a bunécny cyklus na modelech odvozenych od adenokarcinomu pankreatu. Je mozné, ze by tyto
steroidni derivaty mohly ovliviiovat steroidni receptory, pfiCemz vybrané steroidni latky by
mohly byt pouzity pro pilotni studie s pfipadnymi syntetickymi modifikacemi uc¢innych latek,

které by vedly ke zvySeni terapeutického indexu.

Experimentalni Cast této prace se zaméfila na sledovani ucinku vybranych cholestanovych
derivatd a jejich analogt, které byly dodany Laboratofi rustovych regulatora PiF UP
v Olomouci (Obr. 8), na bunécné linie Bx PC-3 a MIA PaCa-2 odvozené od adenokarcinomu
pankreatu. Uginek latek byl porovnan s u¢inkem na nenadorovou bun&nou linii BJ. Vliv
vybranych latek byl testovan na bunéCnou viabilitu, bunécny cyklus a expresi jadernych
receptort. V praci bylo testovano 6 cholestanovych derivati a jejich analogti (Obr. 8). Pomoci

MTT testu bunécné viability byla stanovena hodnota ICso testovanych latek u nadorovych
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a nenadorovych bunék. Podle ziskanych vysledki byla z testovanych latek vybrana
latka 6 — MK-677, ktera vyrazn€ inhibovala viabilitu nadorovych bun€k, a zaroven nepusobila
cytotoxicky na buiiky nenadorové. Hodnota ICso u této latky byla 4,2 uM u linie Bx PC-3
a 5,1 uM u linie MIA PaCa-2. Tento rozdil byl pravdépodobné zptisoben odlisnou genetickou
podstatou obou linii. Pro dalsi experimenty jsme se rozhodli pouzit koncentrace vybraného
derivatu v intervalu 2, 4 a 6 pM. Také by bylo vhodné zaradit testovani latek na nenadorové
pankreatické bunécné linie, Laboratot molekularni patologie ma do budoucna v planu zakoupit
alespon jednu nenadorovou linii H6¢7, coz je imortalizovana epitelialni bunécna linie odvozena
z normalnich lidskych epitelialnich bunék vyvodu slinivky bfisni. V porovnani s praci
od Boliika a kol. (2023), ve které se zabyvali moznym protinddorovym ucinkem andarinu,
jakozto modulatoru androgenového receptoru, vu¢i nadorovym buiikam pankreatu, byly
na bunécnou linii MIA PaCa-2 pouzity razné koncentrace této latky, a to od 0,0001 mM
az do 0,4 mM, které pusobily 24 a 48 h. Hodnota ICso se po inkubaci 24 h pohybovala mezi
0,05 a 0,4 mM. Pii pasobeni 48 h se hodnota ICso pohybovala mezi 0,01 a 0.4 mM. Studie
prokazala vliv andarinu na snizeni zivotaschopnosti bunék s tumorigennim potencialem
aindukci zastavy bunééného cyklu v Go/G1 fazi (Bolik a kol., 2023). Studie provedena
Juraskem a kol. (2017) se zaobirala ucinky seskviterpenu laktonu — trilobolidu (Tb),
izolovaného z timoje trojlalocného (Laser trilobum (L.) Borkh.), a jeho steroidnich konjugatu.
Tato studie prokazala cytotoxicky ucinek a preferencni selektivitu na nddorové buriky derivatu
Tb-pregnanu. Derivaty testosteronu a estradiolu vykazovaly antimykobakterialni aktivitu pfi
ICs0 10,6 uM. Pfi pusobeni piirodniho trilobolidu byla hodnota ICso po inkubaci 72 h u linie
MIA PaCa-2 1,5 uM (Jurasek a kol., 2017).

V dalsi casti prace byl sledovan pribéh bunécného cyklu po ovlivnéni nadorovych bunék
cholestanovym derivatem pomoci pritokové cytometrie. Bunécny cyklus predstavuje slozity
a presn¢ regulovany proces, ktery je u nadorovych bunék pozménén, dochazi ke zménam tempa
cyklu a naruSeni ¢i ztrat€é kontrolnich bodi. Po ovlivnéni testovanou latkou 6 ve tfech
koncentracich (2, 4 a 6 uM) po dobu 24 a 48 h, byla sledovana distribuce bunék Bx PC-3
a MIA PaCa-2 v ramci bunécného cyklu. Vysledky analyzy bunééného cyklu byly pomoci
Western blot analyzy doplnény o detekci exprese dvou dualezitych proteint p21 a p53, které
se uplatriuji pti kontrole bunécného cyklu. Buriky obou linii byly v obou ¢asech akumulovany
v G1 fazi, testovana latka branila vstupu bunék do S-faze bunécéného cyklu, ¢emuz také
nasvédCovala zvySena exprese proteinu p21 a pS3. V pripadé bunék MIA PaCa-2 doslo po 48 h

pusobeni latky k akumulaci bunék v S-fazi.
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Kontrolni body bunécného cyklu mezi fazemi Gi1 a G2 jsou fizeny proteinem p2l
(Gomez-Manzano a kol., 1997). ZvySena hladina proteinu p21 byla detekovana u obou
bunécnych linii v obou Casovych intervalech. Exprese byla vyrazné siln€jsi u linie MIA PaCa-2.
WB analyzou byla u obou typt bun€k, zejména po 48 h pisobeni latky, také zjisténa zvySena
exprese nadorového supresoru p53, ktery je oznaCovan za strazce genomu odpovidajici

na poskozeni buriky.

Prace Jang a kol., 2021 se zabyvala sledovanim ucinku isochinolinového alkaloidu,

chelidoninu, izolovaného z vlastovi¢niku vétsiho (Chelidonium majus L.), ktery se pouziva

-----

je znamy pro své Siroké farmakologické aktivity s protizdnétlivymi, antivirovymi
a protindadorovymi ucinky. V této studii sledovali uc¢inky chelidoninu (v koncentracich
0,5a 1uM po dobu 24 h) na buiky Bx PC-3 a MIA PaCa-2, a hodnotili zmény v expresi
proteinti p21, p53 pomoci WB analyzy. Proteiny p21 a p53 byly zvySeny po ovlivnéni
chelidoninem v obou bunéfnych liniich. Konkrétné 0,5 uM chelidonin vyvolal vice nez
2-nasobné zvySeni exprese p21 a p53 v burikdich MIA PaCa-2 nez v burikach Bx PC-3
(Jang a kol., 2021).

V praci Husseina a Mo (2009) byla studovana suprese proliferace bunécnych linii
odvozenych od nadoru pankreatu PANC-1, MIA PaCa-2 a BxPC-3 prostfednictvim
d-8-Tocotrienolu, ktery se fadi do rodiny vitaminu E, a lovastatinu, ktery se vyuziva jako lék
pii kornaténi tepen a zvySené hladiné cholesterolu. Je znamo, Ze tyto latky potlacuji aktivitu
HMG CoA reduktazy, ktera je esencialni pii mevalonatové draze, diky niz je burika schopna
syntetizovat latky jako napf. cholesterol, lipoproteiny nebo steroidni hormony
(Buhaescu a Hassane, 2007). d-6-Tocotrienol indukoval zastaveni bunécného cyklu v Gi fazi
vSech pouzitych nadorovych bunéénych linii pankreatu. V koncentracich, které potlacovaly rast

navic d-8-Tocotrienol indukoval apoptdézu (Hussein a Mo, 2009).

Proces bunécného cyklu je dan spravnym nacasovanim aktivace cyklin-dependentnich
kinaz (CDK), které tvofi komplexy s pfislusnymi cykliny. Vytvoreni komplexu CDK-cyklin
umozni pruchod kontrolnimi body bunécného cyklu (Matthews a kol., 2020). V Go/G1 fazi
bunééného cyklu pisobi zejména cykliny D, které tvoii funkéni komplexy s kinazami CDK4
a CDKG6. Na stimulaci pfechodu G1/S bunécného cyklu se podili cyklin E ve spojeni s kinazou
CDK2. Do budoucna by bylo vhodné zaméfit se i na analyzu exprese téchto cyklind a jejich

CDK kinaz pomoci Western blot detekce. Je znamo, Ze inhibice buné¢ného ristu miize souviset
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se zvySenou apoptotickou programovanou smrti bun¢k. Pravé detekce indukce apoptodzy je
rovnéz v planu k doplnéni charakterizace ucinku testované latky. V souvislosti se strukturou
testovanych latek, ktera je podobna Zivocisnym hormonim odvozenych od cholesterolu, byl
v této praci sledovan vliv testovaného cholestanového derivatu na expresi a lokalizaci jadernych
receptor pro steroidni hormony AR, ER-o, ER-p a PR u pankreatickych nadorovych
bunécnych linii Bx PC-3 a MIA PaCa-2 na zaklad¢ imunofluorescenc¢ni detekce a WB analyzy.
U bunééné linie Bx PC-3 byla zaznamenana zména lokalizace pouze u ER-B, kdy u ovlivnénych
buneék ve vSech koncentracich zpusobilo navyseni exprese a lokalizace tohoto receptoru
perinuklearné, do blizkosti jaderné membrany U ostatnich receptord nebyly po ovlivnéni
testovanym derivatem zji§tény zadné vyrazné zmeény jak v jejich lokalizaci, tak v expresi.
Vysledky doplnéné Western blot analyzou u této linie také neukazaly zadné zmény v porovnani
s kontrolnimi bunikami. U bunécné linie MIA PaCa-2 byly vyraznéjsi zmény zaznamenany
rovnéz u detekce ER-B, kdy u bunck ovlivnénych 4 uM testovanou latkou byla exprese
receptoru patrnd v jadre ale 1 perinuklearné. U bunék ovlivnénych 6 pM testovanou latkou byla
exprese receptoru jiz prevazné jen perinuklearni. Detekce AR u kontrolnich bunék MIA PaCa-2
byla pfevazné difuzni. Po ovlivnéni testovanou latkou o koncentraci 4 uM byla zaznamenana
lokalizace AR predevs§im po okrajich cytoplazmy. Vysledky doplnéné Western blot analyzou
u MIA PaCa-2 bunék ukézaly snizenou expresi AR v obou ¢asovych intervalech, exprese ER-a
a ER-B nebyla vzhledem ke kontrole zménéna. Zajimavé vysla detekce exprese PR, ktera
se s rostouci koncentraci latky po 24 h ptusobeni snizovala. Pozoruhodna vsak byla exprese PR
po 48 h puasobeni latky, ktera méla opaCny trend, s rostouci koncentraci testované latky

se naopak exprese zvySovala.

Karcinom pankreatu zistava vyznamnou globalni vyzvou, predevs§im kvili pozdni detekcei,
omezenym terapeutickym moznostem a odolnosti vici 1éCbé, coz vede k vysoké umrtnosti.
Bylo zjisténo, ze blokovani signalizace AR pomoci flutamidu mize vést k prodlouzeni preziti
pacientt s karcinomem pankreatu (Konduri a kol., 2007). Pfesna molekularni souvislost mezi
progresi AR a karcinomem pankreatu vSak zlistava neznama (Negi a kol., 2006). Aktivace AR
reguluje prechod Gi-S a deprivace androgenu kulminuje zastavenim bunécéného cyklu ve fazi
Gi1 v buikach karcinomu prostaty (Balk, 2008). Podobné aktivace AR pomoci
dihydrotestosteronu v burikach karcinomu vajecniki vede ke zvySenému podilu bunék v S-fazi
a lécba antiandrogeny vraci proliferacni dopad (Sheach a kol., 2009). Agonismus AR, nikoli
antagonismus, u bunek karcinomu prsu s pozitivnimi estrogenovymi receptory vede k niz§imu

proliferacnimu indexu a ptuisobi jako tumor supresor (Hickey a kol., 2021). Literatura naznacuje,
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ze ruzné malignity reaguji na androgeny ruzn¢ a vysledek se mezi riznymi typy nadorovych

bunék po stimulaci androgeny lisi.

Exprese ER byla detekovana témér pred 50 lety v benignich 1 malignich burikach slinivky
biisni (Sandberg a kol., 1973; Pettersen a kol., 1986). Ve studii Liu a kol. (2020) popisyji, ze
ER-a je vyznamné exprimovan ve tkanich nadoru slinivky bfisni a souvisi s velikosti nadoru,
vzdalenymi metastazami a Spatnou prognozou nadoru. ER-a podporuje bunécnou proliferaci,
rast nadoru, migraci a invazi aktivaci epitelialné-mezenchymalni transformace. Knockdown
ER-a indukoval apoptdzu a zastaveni bunééného cyklu Go/G: v nadorovych burikach pankreatu.
Tato studie dale prokazala, ze ER-a zvySuje transkripci PAIl (inhibitor aktivatoru
plazminogenu 1) a aktivuje drahu MEK/ERK, ¢imz podporuje progresi nadoru. Tato zjisténi
naznacuji, ze ER-a muze byt novym diagnostickym a terapeutickym cilem u nadorovych
onemocnéni pankreatu (Liu a kol., 2020). Nedavné studie ukazaly, ze ER-B je exprimovan
hlavné v malignich buikéach a je povazovan za negativni prognosticky faktor a mozny
terapeuticky cil pro adeonokarcinom pankreatu (Seeliger a kol, 2018; Lykoudis a Contis, 2021).
Hladina exprese ER-B byla u nékterych bunécnych linii zjisténa vyssi, pficemz byly zjistény
pfiznivé prognostické faktory souvisejici s vyS§imi hladinami exprese ER-B
(Estrella a kol., 2014). Bylo zjisténo, ze raloxifen, ktery se fadi mezi selektivni modulatory
estrogenovych receptort, redukuje buiiky adenokarcinomu pankreatu narusenim exprese ER-f3
a inhibici signalni drahy IL-6/gp130/STAT3, coz naznacuje, ze ER-B mize mit u nadort
pankreatu vyznam (Pozios a kol., 2021).

Je zfeymé, ze souhra mezi hormonalnimi faktory a nadory slinivky je slozita a zdaleka neni
plné pochopena. Pouze ne€kolik predchozich studii zkoumalo expresi ER a PR u pankreatickych

nebo jinych periampularnich adenokarcinomt (Georgiadou a kol., 2016).

Prakticka ¢ast bakalarské prace pfinesla zajimavé vysledky v oblasti studia protinadorovych
ucinkt cholestanovych derivati na nadorové bunky slinivky bfisni. Proto by mohlo byt
pfinosné na tuto praci navazat a pokraCovat i v budoucnu, napf. provést experimenty
na trojrozmérnych bunécnych modelech, jako jsou sféroidy ¢i organoidy, a porovnat je s nasimi

vysledky na bunécnych liniich kultivovanych v monovrstve.
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7 ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo studovat a charakterizovat G¢inek cholestanovych derivata
a jejich analogli na buriky karcinomu pankreatu (Bx PC-3 a MIA PaCa-2), zejména na jejich

viabilitu, bunécny cyklus, expresi proteind ucastnicich se kontroly bunécného cyklu a expresi

a lokalizaci jadernych receptort pro steroidni hormony.

Na zakladé vyslednych hodnot MTT testi byla vybrana latka s oznaCenim MK-677, jejiz
hodnota ICso po 48 h ¢inila 4,2 uM u linie Bx PC-3, a 5,1 uM u linie MIA PaCa-2, pfi¢emz
viabilita nenadorové bunécné linie BJ nebyla touto latkou ovlivnéna. Latka MK-677 zptsobila
u obou bunéénych linii zastaveni bunéného cyklu v Go/G1 fazi. Bunééna linie MIA PaCa-2
se po 48 h pusobeni dostala i do S-faze. Po aplikovani testované latky byla u obou linii
zaznamenana vyS$si exprese proteint p21 a p53. Pii zvySenych koncentracich se exprese p21
postupné snizovala. Vliv derivatu na jaderné receptory pro steroidni hormony se u nékterych
projevil zménou jejich exprese a lokalizace, jejich uloha u karcinomu pankreatu bude

pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Vysledky této prace mohou v budoucnu poslouzit jako odrazovy mustek pro dalsi studium
protinadorovych, antiproliferativnich a proapoptickych ucinka cholestanovych derivati, a také

k lepsimu pochopeni genetickych a proteomickych zmén v nadorovych buiikéch pankreatu.
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