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Tato bakalaiska prace se vlivem indolovych derivatina
vybrané markery senescence vV CRPC. V literarnim piehledu
je popsana senescence a jeji nejbéznéjsi markery, jako je
p16'NK4 a SA-B-galaktosiddza. Dalsi kapitoly se zabyvaji
tématem karcinomu prostaty a vzniku jeho rezistence na anti-
androgenni 1écbu (CRPC). Experimentalni ¢ast byla
rozdélena na dvé. V prvni ¢asti byla méfena hladina proteint
p16'™NK42 g p21WAFL homoci analytické metody western blot.
Ve druhé casti byla stanovena aktivita SA-B-galaktosidazy
pomoci komeréni soupravy. Vysledky ukazaly, ze hladina
proteinu p16'NK4 byla zvysena pomoci viemi testovanymi
derivaty indolu, nejvyssi navyseni bylo detekovano u 4MI,
2,3-DMI a 7MeO-4MI. Hladina proteinu p21WAF nebyla
pomoci indolovych derivati navysSena. Aktivita SA-B-
galaktosidazy nebyla indukovand ptitomnosti pozitivnich
kontrol ani po upravé metodologickych parametrl, proto

nebyl sledovan vliv indolt na jeji aktivitu.
senescence, CRPC, AR, derivaty indolu
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1 UvVoD

Nadorova onemocnéni patii mezi zavazné nemoci, které nejcastéji postihuji tkané jako jsou
prsa, stfeva, konecnik, plice ¢i prostata. S karcinomem prostaty se v obvyklych ptipadech
setkdvaji muzi ve stfednim a vys$$im v€ku. V raném stadiu je karcinom prostaty bezptiznakovy,
V jeho pozd¢&jsich fazich pak popisuji pacienti erektilni dysfunkci a potiZze s moc¢enim. LéCba
rakoviny prostaty je obtizna, obvykle zahrnuje chirurgické odstranéni nadoru isamotné
prostaty, chemoterapeutickou 1é¢bu, a také podavani anti-androgennich 1€kia. Anti-androgenni
1é¢ba slouzi pro inhibici proliferace prostatickych bun¢k zprostfedkovanou androgeny, které
jsou ligandem androgenniho receptoru. Prestoze je 1écba po urcitou dobu uspésna, velky
problém nastava v situaci, kdy si prostatické nadorové bunky vytvoti rezistenci vuci anti-
androgenni 1é¢bé a stava se neucinnou. Indukce senescence v karcinogennich burnikach by
mohla mit vyznamnou roli v pozastaveni proliferace nadorovych bunék a zabranéni dalsimu
roz8ifovani nadoru v organismu. Pokud by bylo mozné indukovat senescenci v nadorovych
bunkach, mohl by tento zpisob 1é¢by umoznit zpomaleni rozsifovani onemocnéni a jeho 1é¢ba
by mohla byt dale zprostfedkovana pomoci chemoterapeutické 1é¢by, chirurgického zakroku

nebo dalsich 1éku.

Indolové derivaty predstavuji skupinu potenciondlnich 1€k, které by mohly mit vyznamny
podil v indukci senescence v nadorovych liniich. Nékteti zastupci indolovych derivatd jako je
3MI, 4MI, 1,3-DMI, 2,3-DMI, 4,6-DMI, 5,6-DMI, 7MeO-4MI, 2,3,7-TMI vykazuji
antagonistickou aktivitu vi¢i androgennimu receptoru a mohly by byt slibnymi adepty pro dalsi
vyzkum v oblasti senescence v prostatickych nadorovych liniich rezistentnich na anti-

androgenni 1écbu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Bunécny cyklus a jeho regula¢ni body

Bunéény cyklus je sled udalosti, pfi kterych dochéazi ke zmnozeni genetického materialu
v bunce a jeho naslednému rovnomérnému rozdéleni do dcefinych bunék. V eukaryotické
bunce se cyklus bunééného déleni sklada z n€kolika fazi predchazejicich jejimu samotnému
rozdéleni. Faze cyklu jsou Gi, S, G2 a M. Go faze mlze nastat po Gi fazi a je dulezitym
regulacnim bodem bunécéného cyklu. Béhem této faze dochazi ke kontrole ¢i opravé DNA.
Jedna se o dulezity bod, kdy se burika rozhodne, zda bude pokrac¢ovat v déleni. Kontrola kvality
stavu buiiky a DNA je klicovym faktorem pted samotnym rozdélenim. Eukaryotické bunky
prochazi béhem déleni kontrolnimi body zajistujici bezchybny proces rovnomérného déleni
DNA do dcetfinych bun¢k. Pokud se v téchto kontrolnich bodech odhali chyba (napt. poskozeni
DNA), zah4ji bunka proces opravy DNA, apoptdézy nebo senescence (Barnum et O’Connell,
2014).

Bunéény cyklus je jeden z nejkontrolovangjSich déji v buiice. Tento d¢j je kontrolovan pii
kazdém vstupu z jedné faze do dalsi. Aby buitkka mohla vstoupit do procesu déleni, musi na ni
pusobit rustové faktory, mezi které patii napt. proteiny z rodiny Ras. Ristové faktory zajist'uji
vstup buiky do G1 faze. G1 faze je tak jedind dependentni fidze na ristovych faktorech.
Nepostradatelnou klicovou roli v regulaci bunééného cyklu hraji cyklin — dependentni kinazy
(CDK), coz jsou enzymy, jejichz aktivitu ovliviiuji slouc¢eniny nazyvané cykliny. V bunééném
cyklu eukaryotickych bun¢k cykliny A, B, D a E slouzi jako aktivatory pro CDK. Zablokovani
komplexu CDK s cyklinem je zprostiedkovana inhibitory cyklin — dependentnich kinaz (CDKI)
(Blagosklonny, 2001).

Béhem G1 faze musi buika projit tzv. restrikénim bodem, ktery je zodpovédny za piechod z G1
faze do S faze bunécného cyklu. V tomto bodé€ se na CDK 4 a 6 vazou cykliny z tfidy D a diky
tomuto spojeni dochézi k fosforylaci retinoblastomového proteinu (Rb). Transkripéni faktory
E2F uvolnéné po fosforylaci Rb jsou zodpovédné za transkripci genti zajist'ujici prechod G1/S
faze. CDKI jsou za béznych podminek v bunice ve velmi nizkych koncentracich, protoze
dochazi k jejich degradaci v proteazomu. CDKI jsou aktivovany, pokud dojde k poSkozeni
DNA. Aktivované CDKI inhibuji CDK, zabranuji fosforylaci Rb a nasledné transkripci E2F.
Mezi nejzndméjsi CDKI patii protein p53, ktery je aktivovan pii poskozeni DNA zptsobujici
zastaveni bunééného cyklu nebo apoptodzu, a zaroven indukuje transkripci proteinu p21WAFL
zodpovédného za inhibici CDK. Dalsim dtilezity CDKI je protein p16'™K% ktery pti své aktivni

form¢& muze zpusobovat senescenci (Qin et al., 2018).
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3.2 Senescence

Senescence nebo také bunééné starnuti, je fyziologicky proces probihajici v eukaryotickych
bunkach, pfi kterém dochazi k zastaveni bunécné¢ho cyklu. Bunétné starnuti muze byt
zpusobeno jak poskozenim DNA, tak napf. mutaci v Ras proteinu. Pokud jedna z téchto
udalosti nastane, miize bunka vstoupit do reversibilni senescence, opravit chyby a nazpét
vstoupit do bunécného cyklu. Pokud buitka neni schopna chyby opravit, mize dochéazet
k ireversibilni senescenci, béhem které jsou zachovany fyziologické funkce buiky, ale
schopnost d¢lit se je omezena. Buné¢né starnuti patii k pfirozenym dé&jam v bunce, mohlo by
vSak hrat vyznamnou roli V potlateni nadorovych onemocnéni. Mezi hlavni znaky
senescentnich bun¢k se fadi zplostéla a zvétSena morfologie bunék, zvyseny vyskyt granul,
fluorescence zplisobena zvySenym mnozstvim fuchsinu, vyssi obsah reaktivnich forem kysliku
a zvySena exprese genu pro SA — B-galaktosidazu. Pravé SA — B-galaktosidaza je v diagnostice
vyuzivana jako jeden z markeri senescence. Jako dal$i markery senescence jsou vyuzivany
proteiny p21WAFL a p16'NK4e pricemz hladina t&chto proteini se béhem samotného procesu
senescence postupné zvysuje (Lee et al., 2006). Oba tyto proteiny nejsou pritomny
v nadorovych bunkach, které ztratily schopnost regulovat svou proliferaci (Collado et al.,
2005).

Senescentni buiky rovnéz produkuji rizné proteiny, které mohou byt vyuzivany jako markery
bunééného starnuti. Mezi tyto sekretované proteiny patii cytokiny (IL-6), chemokiny (IL-8),
metaloproteiny (MMP) a ristové faktory produkovany prostiednictvim SASP (senescence-
associated secretory phenotype). Ptestoze jsou tyto proteiny produkovany senescentnimi
buitkami, maji velky potencial negativné ovlivitiovat okolni buniky a po jejich delsi expozici
vyvolat nadorové onemocnéni. Pfi zvysené expresi proteinu p16™<*? je zaznamenano snizeni
hladiny SASP. V takovém ptipadé nedochazi k vysoké tvorbé cytokini a chemokind, které by

mohly v pribéhu zivota nebo nadorové terapie ohrozit okolni bunky (Coppé et al., 2010).

Béhem senescence dochazi také k potlaceni bunécné proliferace pomoci inhibice exprese gent
podporujicich bunéény cyklus. Nejcastéji byva potlacena exprese genu pro transkripéni faktor
E2F. Pii potlaceni bunéné proliferace pomaha SAHF (senescence-associated heterochromatin
foci), coz je soucast fakultativniho heterochromatinu. V tomto piipadé lze pouzit jako marker
senescence histonovy protein H2AX, ktery je soucasti SAHF. V ptipadé poskozeni DNA je
H2AX fosforylovan na Serl139 a zménén na y-H2AX, ktery mize byt nasledné¢ pomoci
specifickych protilatek detekovan (Rodier et al., 2011).



Ve fibroblastickych bufikach bylo popsano, ze pokud dojde k expresi onkogenu, je spusténa
tzv. onkogenem indukovana senescence zahrnujici kaskadu téchto proteinti (p16'N<42, p21 WAFL
a p53), které jsou zodpovédné za nadmérnou expresi genu pro SA-B-galaktosidazu. Velkym
problémem vétSiny nadorovych onemocnéni je =zisk rezistence vaci dostupnym
chemoterapeutikiim. V poslednich letech je velmi slibnym cilem indukce senescence
U nadorovych onemocnéni, a tak zabranéni dalSimu rozSifovani nadoru. Nadorové bunky,
U kterych je indukovanéd senescence, jsou nasledné usmrcovany napi. senolytickymi léky
pusobi vyhradné proti senescentnim bunikam. Tento moderni piistup v 1é¢bé nadorovych

onemocnéni je oznacovan jako terapii indukovana senescence (TIS) (Valieva et al., 2022).
3.2.1 Protein p16'NK4a

Geny pro protein p16'™K4 Jezi na chromozomu 9p21 v oblasti lokusu Ink4b/ARF/Ink4a. Tento
lokus nese geny pro CDK, jako je napf. protein p16™¥42, p15/NK4b neho p14ARF kdy &teci ramce
t&chto proteintl se vzajemné piekryvaji. Protein p16'NK* je transkribovan z exonu 2, 3 a la,
lokalizovaného 20 kb downstream od 16 exonu. Mechanismus inaktivace exprese genu pro
protein p16'NK42 p15NK4 nepo p14ARF je zalozena na metylaci histonu H3K27, za kterou je
zodpovédny proteinovy komplex PcG (Polycomb group). Souéasti PcG jsou komplexy PRC1
a PRC2, kdy PRC2 se sklada ze tfi komponent — Ezh2, Eed a Suz12. Ezh?2 je katalyticka slozka
PRC2, ktera je schopna metylovat histon H3K27. Diky této epigenetické modifikaci se mtze
PRC1 navazat spolu s dalSimi komponentami, jako je napt. BMI1 a zpUsobit inhibici exprese
genu pro protein p16'NK42 p15/NK4b neho p14ARF, Aby se mohly komplexy navazat, musi byt na
lokusu pfitomna IncRNA (ANRIL). Tato nekodujici antisense RNA je zodpovédna za nasednuti
proteinovych komplexi PcG. Tato skutecnost vede ke zvyseni bunécné proliferace, ktera mize
byt zaznamenana u nadorovych bunécnych liniich. Demetylace histonu H3K27 pomoci
demetylazy JMJD3 puisobici soucasné se snizujici se hladinou proteini BMI1, Ezh2, Eed
a Suz12, aktivuje expresi genu pro protein p16'NK4 a zpiisobuje indukci senescence (Kotake,
2015).

Transkripce genu pro protein p16'™NK4 mize byt také aktivovana transkripénimi faktory AP-1,
které jsou heterodimerni, reaguji prostfednictvim leucinového zipu a obsahuji proteiny patiici
do rodiny c-Jun, Jun B nebo JDP. Proteiny z rodiny JDP inhibuji nasednuti komplexid PRC1
a PRC2 zabranujici metylaci histonu H3K27. Zaroven transkripéni faktor Jun B brani expresi
cyklinu D1, a tim podporuje proteosyntézu proteinu p16'N<4 Ne&ktera nadorova onemocnéni
muzou byt zpusobena onkogeny vyvolavajici onkogenem zprostfedkovanou senescenci.

6INK4a

V takovém piipadé je exprese genu pl vranych fazich sniZena pomoci aktivace
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transkrip¢nich faktordt DMNT1 zpisobujici metylaci histonu. Po delsi signalizaci onkogenem
jsou inhibovany transkripéni faktory E2F, pfi€emz tato inhibice zajiStuje opétovnou expresi
genu p16'™NK4 Takto aktivovana draha exprese genu p16NK4 je zaloZena na skute¢nosti, ze
Vv nadorovych liniich je potlacena exprese genu p53. Z tohoto diivodu byva gen pro protein

p16'NK4 oznagovan jako zalozni supresorovy gen (Rayess et al.,2012).
3.2.2 Protein p21WAF!

Protein p21WA™! je jednim z daldich marker senescence a jeho exprese je nezavisla na
mechanismu exprese genu pro protein p16™K4 Geny pro tento protein lezi na chromozomu
6p21.2 v oblasti WAF1 (Salari Fanoodi, 2015). | vtomto pfipadé mulze byt senescence
indukovana poskozenim DNA, UV zafenim ¢i onkogeny. Transkripce genu pro protein p21WAF
je aktivovana prostfednictvim proteinu p53. V regulaci proteinu p53 hraje dulezitou roli protein
p142RF zachycujici ubiquitin ligdzu Mdm2 a narusuje vazbu ubiquitin ligdzy na N-terminalni
konec proteinu p53, ktera zprostfedkovava jeho degradaci. Protein pS3 miize zptisobit apoptozu
poskozené buitky nebo aktivaci transkripce proteinu p21"WAF! potladujici aktivitu cyklinu
E a CDKA4, coz vede k zastaveni buné¢ného cyklu v G1/S fazi (Rayesss et al., 2012).

3.2.3 SA-p-galaktosidaza

B-galaktosidaza je lysozomalni enzym $tépici B-galaktosidy, jako je napt. laktoza. Neaktivni
forma tohoto enzymu (86 kDa) je aktivovana pomoci lysozomalnich proteaz na jeho aktivni
formu (64 kDa). Tato -galaktosidaza se vyskytuje ve zdravych star$ich buiikach jako ptiznak
fyziologického starnuti a je aktivni, tudiZ i detekovatelna pti pH 4. Timto zptisobem mohou byt

rozliSované bunky ,,mladé“ nebo ,,staré” (Valieva et al., 2022).

V nadorovych bunkach, které jsou senescentni, je ptitomna SA-f-galaktosidaza aktivni pti pH
6. V nekterych studiich je pH upravovano pomoci lysozomalnich inhibitort udrzujici

v

zasaditéjsi pH lysozomil, které zaroven brani jejich dalsimu okyseleni. Bafilomyci Al (BA1)

S 24

v lysozomech (Fuhmann-Stroissinigg et al., 2019).

Normalni p-galaktosidaza je kodovana genem GLB1 lezicim na chromozomu 3p21.33.
V nadorovych buikach je exprese tohoto genu vyrazné¢ zvysena. SA-B-galaktosidaza se fadi
k vyznamnym biomarkerim bunécného starnuti, ktery byva vyuzivan pro svou jednoduchou
detekci a specifi¢nost pro senescenci. Detekce je nejéastéji provadéna pridanim X-gal substratu,
do média k bunééné linii. SA-B-galaktosidaza jej rozklada na bezbarvy produkt galaktozu

amodry produkt 4-chlor-3-bromindigo. Uvedeny modry produkt je nejcastéji pozorovan
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V bunéénych liniich pod mikroskopem. Podle modrého zbarveni v lysozomech je urceno, zda

se jedna o senescentni buné¢nou linii ¢i nikoliv (Lee et al., 2006).

Jsou znamé dalsi zobrazovaci metody, ke kterym patii napt. fluorescencni sondy schopné své
aktivace, az po setkani se s cilovou tkani obsahujici SA-B-galaktosidazu. Tento mechanismus
mize byt pozorovan u kolorektalniho karcinomu in vivo béhem fluorescenéni endoskopie.
Lécivo SSK1 je fazeno K senolytikiim, pouziva se k 1é€bé nadorovych onemocnéni pii TIS
a obsahuje latku gemcitabin. V pfitomnosti SA-B-galaktosidazy je tento 1ék aktivovan

a eliminuje pouze senescentni buriky (Valieva, 2022).

3.3 Prostata a muzské pohlavni ustroji

Prostata, nebo také ptedstojna zlaza je ptidatny organ muzské pohlavni soustavy. Nachazi se
v malé panvi. Jeho velikost a tvar je pfirovnavan vlasskému otfechu. Jednd se o neparovy,
svalnato-zlaznaty organ skladajici se ze dvou laloki. Baze prostaty (basis prostatae) je piilehla
na mo¢ovy méchyft, pticemz hrot (apex prostatae) miii dopiedu. Stredem samotné prostaty
prochazi mocova trubice (urethea). Prostaticka tkan je tvofena péti riznymi typy bunék:
kmenové bunky, prekurzorové bunky, neuroendokrinni buiiky, bazalni epitelidlni bunky
a sekre¢ni luminalni buiiky (Obrazek 1). Luminalni bunky produkuji prostaticky specificky
antigen (PSA), obsahuji androgenni receptor a jsou zavislé na androgenech. Bazalni epitelialni

bunky vykazuji nizsi expresi androgenniho receptoru (Messner et al.).

Hlavni fyziologicka funkce piedstojné zlazy je produkce sekretu o mirné kyselém pH, ktery je
soucasti ejakulatu. Tento sekret obsahuje PSA, ktery je dulezity pro spravnou aktivitu spermii
(Holibkova, 2002).

Muzi ve star§im véku mohou mit zmnoZenou hladkou svalovinu a vazivo prostaty S naslednym
utlacovanim mocové trubice. Toto onemocnéni je oznacovano jako benigni hyperplazie

prostaty (BHP) (Descotes, 2019).

V disledku hormonalniho fizeni prostaty, je jeji funkce siln¢ zavisla na dostatecném mnozstvi
androgennich hormoni a jejich spravné vazbé na androgenni receptor. B¢hem Zivota muze je

hladina pohlavnich hormont kolisavé a cca po Ctyficatém roku zivota klesa (Burianova, 2012).

Varlata (testis) jsou muzsky parovy organ ulozeny v Sourku (scrotum). Jejich velikost je
pfiblizn€ 4 cm. Vnitini prostor varlat je rozdélen na jednotlivé lallicky vazivovym septem
(septula testis). V téchto lalticcich jsou stoCeny semenotvorné kanalky (tubuli seminiferi

contorti). Tyto kanalky jsou dulezité pro muzskou pohlavni soustavu, protoze v nich probiha



spermatogeneze (Holibkova, 2002). Mezi semennymi kanalky jsou ptitomny Leydigovy buiky,
které tvoti muzské pohlavni hormony (Heinlein et Chang, 2004).

Normalni funkce prostaty je zajistovana pomoci steroidnich hormonti, tzv. androgenti. Mezi
tyto hormony patii testosteron a So-dihydrotestosteron (DHT). Testosteron je aktivovan
enzymem nazyvanym So-reduktaza (5AR), pomoci které dochazi ke vzniku jeho aktivnéjsi
formy DHT s az 5x vétsi afinitou k androgennimu receptoru. Volny testosteron se vaze v Krvi

bud’ na globulin (SHBG) nebo na albumin (Heinlein et Chang, 2004).

Vazba testosteronu k 5a-reduktaze je rozdilna u jejich dvou izoforem. 5a-reduktaza 1 (SAR1)
je exprimovana v jatrech, kuzi ¢i vlasovych folikulech, a jeji afinita k testosteronu je nizsi.
Izoforma 5o-reduktazy 2 (5AR2) exprimovana pievazné v prostatické tkani ma afinitu

k testosteronu podstatné vyssi (Messner et al., 2020).

Testosteron je produkovan v Leydigovych bunkéach varlat, které jsou ovlivilovany
luteinizaénim hormonem (LH). Luteinizacni hormon je tvofen v pfednim laloku hypofyzy,
odkud je transportovan do pohlavnich organti. Podavani 1€ka blokujici tvorbu luteinizacniho

hormonu je jednou z metod vyuzivanou v 1é¢b¢ rakoviny prostaty (Rao, 2001).
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Obrazek 1: Popis a porovnani zdravych prostatickych bunék (vlevo) a bunék rakoviny

prostaty (vpravo), upraveno (Messner et al., 2020).

Nalevo jsou znazornény luminalni a bazalni buniky epitelu prostatické tkané. Bazalni membrana je vystylana
bazalnimi bunikami. Jak lze pozorovat, mensi cast tvoii neuroendokrinni bunky, které mohou také slouzit jako
kmenové buiiky pro opravu poskozené tkané. Napravo je znazornén epitel rakoviny prostaty. Ztrata bazalnich
bunék ma za nasledek rozpad bazalni membrany. Dochazi k hyperproliferaci luminalnich bunék, u kterych se

zvétsSuje jadro (modré) s jadérkem (zelené).



3.4 Androgenni receptor

Androgenni receptor (AR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor. Gen pro androgenni
receptor se nachazi na chromozomu Xql1-12. Kédovany AR ma velikost 110 kDa a sestava
z 920 aminokyselin. Samotny receptor se sklada z nékolika Casti: N — terminalni domény
(NTD), DNA —vazebné domény (DBD), pantové oblasti (HR) a C — terminalni domény, ktera
nese ligand — vazebnou doménu (LBD). Na useku DNA, ktera nese gen pro AR se nachazi
8 exonu, ze kterych jsou nasledné kodovany vsechny jeho domény. Exon 1 kdduje NTD, exony
2 a 3 koduji DBD, exon 4 koduje HR a exony 5-8 kdduji LBD. NTD obsahuje aktiva¢ni oblast
AF-1, zodpovédnou za jeho maximalni aktivitu. LBD nese aktiva¢ni oblast AF-2 dulezitou pro
dimerizaci receptoru po translokaci AR do jadra buiiky (Obrazek 2). V cytoplazmé bunky je
AR chranény chaperony (HSP 27, 40, 70 a 90), aby nedochazelo k jeho degradaci. Pti navazani
androgenu na AR dojde ke konformaéni zméné receptoru, fosforylaci HSP27, a nasledné pak
k odstépeni ostatnich chaperond. Fosforylovany komplex AR sandrogenem tak muize byt
translokovan do jadra bunky, kde dochazi k jeho dimerizaci a nasledné vazbé do tzv. androgen
response element (ARE). Pro piesnou translokaci do jadra slouzi pantova oblast receptoru.
Vazba do ARE je zprostfedkovana pomoci motivu zinkovych prsti, které jsou soucéasti DBD,
nachazejici se v oblasti P a D-boxu (Obrazek 2). Vazba aktivovaného AR do ARE byva
ovlivitovana dal$imi proteiny oznaCovany jako koregulatory a jsou zodpovédné za finalni
aktivaci ¢i inhibici transkripce cilovych gend. Mezi koaktivatory pafi napt. SRC1 nebo TIF2,
které interaguji s AF-2 za uc¢elem podpoteni aktivity AR. Naopak, mezi korepresory se fadi
napf. kalretikulin branici vazb¢ translokovaného AR do DNA v jadie. Mezi dalsi transkrip¢ni
faktory pomahajici regulovat transkripci cilovych genti patii Tau-1 a Tau-5. Tyto transkripéni
faktory se vazi spole¢né s koregulatory na aktivovany AR (Messner et al., 2020).

Na genu pro androgenni receptor se nachazeji dvé tripletové repetice CAG a GGN variabilni
ve své délce. Oblast (CAG)n koduje polyglutamin a (GGN)n koduje polyglycin (Heinlein,
2004). Nadmérny pocet repetic GGN muze byt zodpovédny za snizenou funkci tvorby spermii

(Grigorova et al., 2017).

Pro zkoumani rakoviny prostaty je zajimavéjsi oblast CAG repetic, ktera se nachdzi na NTD.
Tato oblast AR je dulezita pro spravnou ligandem aktivovanou transkripci cilovych gent. Cim
nizsi je pocet repetic CAG, tim je 1épe zprosttedkovana signalizace pomoci vazby testosteronu
na AR. Vseobecné je nadmérna délka CAG oblasti na genech v poslednich letech spojovana
s nékterymi vaznymi nemocemi, jako je napf. Huntingtonova nebo Kennedyho choroba
(Chamberlain et al., 1994).



Bézny pocet CAG repetic byva mezi 8-30, pficemz vEétsi mnozstvi repetic je zodpovédné za
snizenou transkripéni aktivitu AR. V nékterych studiich byl zkouman vztah poétu CAG
s karcinomem prostaty. Mechanismus principu ucinku repetic CAG neni zcela objasnén,
protoze u nekterych karcinomt prostaty nehrala délka repetic CAG vyznamnéjsi roli. Je ovSem
mozné, ze repetice CAG pottebuji pro své pisobeni dalsi genetické nebo enviromentalni
faktory. Jednim z takovych faktort by mohly byt napt. koregulatory AR, pficemz ¢im vétsi je
pocet repetic CAG, tim slabsi je vazba mezi koregulatorem a AR, v takovém ptipadé¢ se tedy
snizuje transkripni aktivita AR. Neékteré karcinomy prostaty maji zvysSené hladiny
koaktivatoru SCR1 a TIF2, z ¢ehoz vyplyva, ze pokud maji zdravi jedinci zvySené hladiny
koaktivatoru a krat$i repetice CAG na AR, maji vétsi riziko karcinomu prostaty. Je velmi
zajimavé, ze pocet téchto repetic se liSi mezi riznymi etnickymi skupinami v souvislosti
s incidenci karcinomu prostaty. V asijské populaci je nejnizsi incidence karcinomu prostaty,
a zaroven je jejich délka repetic CAG nejdelsi (21-22 repetic). Naopak ¢ernosska populace ma
nejvyssi incidenci karcinomu prostaty a délku repetic CAG nejkratsi (18 repetic) (Heinlein et
Chang, 2004).
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Obrazek 2: Schéma androgenniho receptoru.

V horni ¢asti obrazku je znazornény gen pro AR s exony. Na spodni ¢asti obrazku je kédovany AR, ktery je
prepisovan z téchto exonid. Na schématu jsou zobrazeny i n¢které aminokyselinové sekvence urcitych casti AR,
transkripcni faktory ovlivitujici expresi cilovych genl a vazba receptoru do ARE mista na DNA v jadie buiky

(Messner et al., 2020).
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4 Rakovina prostaty
Rakovina prostaty je jednou z nejbéznéjsich onemocnéni diagnostikovanych v Evropé a druhou
nejéastéjs$i pricinou umrti v Zapadni Evropé. V roce 2018 bylo 3,8 % z celkovych amrti

65 let, pticemz pravidelné vySetieni prostaty je doporuc¢ovano muzim s rodinnou anamnézou

nemoci od 45 let (Rawla, 2019).

Rust rakoviny prostaty je zajistovan pomoci aktivni drahy androgenniho receptoru, a proto je
inhibice signalni drahy androgenniho receptoru vyuzivana v mediciné¢ jako hlavni cil

protinadorové terapie (Gupta et al., 2020).

Vysetieni prostaty a spravna diagndza je dulezitym krokem v odhaleni rakoviny prostaty, ktera
nemusi byt vzdy ptriznakova. NejbéZznéjsi vySetiovaci technikou je stanoveni hladiny PSA
Vv krvi. Tento biomarker neni jednozna¢ny, protoze zvySend hladina PSA je pfitomna jak
u karcinomu prostaty, tak i u benigni hyperplazie prostaty. Pokud je tedy hladina PSA zvySena
(>2,5 ng-ml?), je nutné provést dalsi diagnostickd méfeni, aby mohlo byt onemocnéni spravné
diagnostikovano. Mezi takové vySetieni patii biopsie prostatické tkan€ a urceni tzv. Gleasonova
skore. Nekolik odebranych vzorki prostatické tkdné je mikroskopicky hodnoceno na zakladé
pfifazeno, tim jsou bunky prostaty vice postihnuty karcinogenezi. Pro ziskani finalni hodnoty
Gleasonova skore jsou seCtena pouze dvé nejvice zastoupena cCisla v hodnoceni vzorkl
prostatické tkan¢. Gleasonova skore tak mize nabyvat hodnot od 2 do 10. Podle hladiny PSA
a hodnoty Gleasonova skore je karcinom prostaty zafazen do péti skupin podle nebezpecnosti
a rizika pro pacienta. V dnesni dobé je vSak od biopsie prostatické tkané ustupovano a vySetieni
karcinomu prostaty se provadi pomoci magnetické rezonance S vyrazné niz$i invazivitou. Po
dikladném vySetfeni je zahdjena 1écba, kterd je vzdy rozhodnuta nejen na zéklad€ ziskanych
vysledkd, ale 1 na stavu pacienta, rodinné anamnézy nebo predchozi 1é¢bé. U méné rizikovych
karcinoml prostaty je lécba Casto zalozena na pozorovani a kontrolovani hladiny PSA.

wevr

nebo chemoterapeutiky (Litwin et Tan, 2017).

Velmi vyznamna je také hormonalni 1écba zahrnujici 1éky ze skupiny anti-androgent blokujici
aktivitu androgenniho receptoru. Tato u¢inna 1écba se potyka s velkym problémem, kterym je
vznik rezistence na inhibici androgenniho receptoru (Gupta et al., 2020). Problémy spojeny se

vznikem této rezistence budou popséany v nésledujicich kapitolach.
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4.1 Kastra¢né rezistentni rakovina prostaty

Princip, funkce androgenti a androgenniho receptoru byl v souvislosti s rakovinou prostaty
popsan jiz v roce 1941 urology Ch. Hugginsem a C. Hodgesem. Jejich studie popisujici vyznam
androgent a hormonalni 1é¢by rakoviny prostaty ziskala v roce 1966 Nobelovu cenu za
fyziologii a 1ékaistvi (Messner et al., 2020). Tato prace byla velkym milnikem v 1é¢bé rakoviny
prostaty, protoZze byla poc¢atkem v pochopeni funkce androgent a jejich a¢inku na proliferaci

prostatickych bun¢k (Huggins, 1941).

Je znamo, ze anti-androgenni 1é¢ba byva uspésna, avsak po n¢kolika letech 1é¢by se rakovinné
bunky stavaji vuci této 1é¢bé rezistentni. Piestoze se snizi hladina androgenu Vv Krvi, nékteré
rakovinné bunky jsou schopny i stimto deficitem proliferovat, protoze maji vyvinuty jiny
mechanismus ristu. Tento typ rakoviny prostaty je oznaCovan jako kastraéné rezistentni

(CRPC) (Heinlein et al., 2004).

Jednou z moznosti vzniku CRPC je exprese genu blokujici apoptdzu, mezi které fadime geny
z rodiny bcl. Proteiny, které jsou kodovany témito geny a maji anti-apoptoticky potencial jsou

napt. bcl-2 nebo bcl-x (Blagosklonny, 2001).

Dalsi moznosti vzniku kastraéné rezistentniho nadoru je mutace androgenniho receptoru.
Obecné je dokdzano, Ze mutace androgenniho receptoru nejsou ovliviiovany protinadorovou
terapii, protoze 21-44 % rakovinnych tkani odebranych pted zahajenim 1écby jiz mutaci
androgenniho receptoru obsahovalo. Vétsina téchto mutaci se nachazi v oblasti LBD, jsou ¢asto
bodové a dochazi k substituci aminokyseliny na kodovaném vlakné proteinu. V in vivo
podminkach bylo dokazano, Ze bodové mutace zplsobuji zvySeny pocet ligandli schopnych
aktivovat AR a spoustét expresi cilovych genti. Jsou uvadény dva dusledky vzniku bodovych
mutaci androgenniho receptoru. Z divodu bodové mutace dochazi ke snizeni specificity vazby
na AR. Anti-androgeny jsou tak schopné fungovat jako androgeny stimulujici karcinom
prostaty. Druhy disledek bodové mutace miize byt umoznéni transkripce cilovych gent pomoci

androstendiolu a dehydroepiandrosteronu (DHEA) (Heinlein et al., 2004).

Obé tyto latky jsou soucasti biosyntézy testosteronu. DHEA je samotnym prekurzorem
a androstendiol je meziproduktem v kaskadé procestt vedoucich k vytvofeni testosteronu.
Z divodu mutace AR mize byt jeho transkripcni funkce aktivovana jak anti-androgeny, tak
prekurzory androgenti, resp. testosteronu. V takovém piipad¢ dochazi k problému s béznymi
1¢ky, jako jsou napft. bicalutamid nebo flutamid, které blokuji pouze vazbu androgenti na AR,

nikoliv jeho prekurzori (Miyamoto et al., 1998).
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Ve studii z roku 2019 byly uvedeny nové tiidy antagonistt androgenniho receptoru, které byly
aktivni i v pfitomnosti mutace AR-T877A, AR-F876L a AR-W741C u linie LNCaP. Autofi
studie vyuzivali halogenem substituované estery kyseliny athranilové jejimz zakladem byl
extrakt z rostliny saw palmetto (Serenoa repens). Zajimavym poznatkem je, ze halogenem
substituované slouceniny byly jak antagonisty mutantniho i nemutantniho AR, tak indukovaly
senescenci, kterd byla stanovena pomoci markeru SA-B-galaktosidazy. Bylo také zjisténo, ze
u rakovinné linie LNCaP s mutaci AR-F876L nebyla zprostfedkovana inhibice proliferace
bunék enzalutamidem, coz znamena, Ze halogenem substituovana sloucenina v této studii
pusobi jinym mechanismem. Tento zpiisob 1éCby, pii kterém jsou bunky rakoviny prostaty
uvedeny do stavu senescence, je jednim ze studovanych mechanismu, jak bojovat proti

rezistenci na anti-androgenni 1é¢bu (Roell et al., 2019).

Jednim z objevenych piirozenych androgennich antagonistd je methyl-2,4-dihydroxy-3,6-
dimethylbenzoat (kyselina atrarova, AA). Tato slouenina je ziskana izolaci z kiry slivoné
africké (Pygeum africanum) a je jedna z prvnich popsanych latek indukujicich v rakovinnych
bunkach prostaty senescenci ex Vivo. PO vystaveni prostatickych rakovinnych bunék AA
dochazi ke snizeni jaderné translokace a vazby androgenniho receptoru do DNA, a to jak
V nemutovanych, tak v mutovanych AR. V této studii bylo pracovdno se dvéma rakovinnymi
bunécnymi liniemi S mutaci AR T877A — LNCaP a C4-2. Nadorova bunécna linie LNCaP je
zavisla na androgenech, ale nadorova bunééna line C4-2 nikoliv, patii tedy do skupiny CRPC.
Pomoci AA byla zastavena proliferace obou téchto nadorovych linii (Papaioaunnou et al.,
2009).

Zpomaleni bunééného cyklu a indukce senescence je vyvolano hypofosforylaci Rb proteinu
a zvysenou expresi p16'N<4 a p21WAF Moznost indukce senescence v CRPC, ale i nadorovych
liniich prostaty zavislé na androgenech by bylo velkym ptinosem pro celkovou terapii rakoviny

prostaty (Hessenkemper et al., 2014).
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4.2 Indolové derivaty a nadorové onemocnéni

Indol je heterocyklicka sloucenina skladajici se z pyrrolového a aromatického kruhu
(Obrazek 3). Je soucasti prirozené¢ se vyskytujicich sloucenin v pfirodé. Rostlinné derivaty
indolu patii skatol (3-methylindol), ktery je typicky pro svij zapach ve vykalech. Derivaty
indolu jsou zajimavé pro své 1é¢ivé vlastnosti, proto se hojné vyuzivaji ve farmaceutickém

pramyslu (Van Order et Lindwall, 1942).

Indol
Obrazek 3: Chemicka struktura indolu.

Heterocyklické slou¢eniny jsou vyuzivany pro svou podobnost s riiznymi latkami v organismu.
Jedna se o podobnost s hormony vézajici se na receptor, aktivatory enzymi nebo slouceniny
podobajici se neurotransmiterim. Diky této podobnosti mohou byt tyto slouceniny pouzity pro
1écbu riznych nadorovych, autoimunitnich a jinych onemocnéni, protoze mohou simulovat
pfitomnost ruznych latek, agonistd ¢i antagonistd rtuznych enzymu nebo receptort. Jak
V zivo€iSné, tak v rostlinné {181 jsou indolové derivaty hojné zastoupeny a jsou nedilnou soucasti
riznych biochemickych procesti odehravajicich se v télech Zivocichii i1 rostlin. Ziejmé
nejcastéji zastoupenou latkou indolového charakteru je aminokyselina tryptofan, rostlinami
rozkladany na heteroauxin. Zivo&ichové piijimaji tryptofan v potravé a pomoci symbiotickych
bakterii ve stfevnim mikrobiomu je rozkladan na tryptamin, ktery je soucasti dulezitych
neurotransmitert, jako je napf. serotonin (5-hydroxytryptamin). Mezi hormony indolové
struktury patii napf. melatonin regulujici biorytmus zivocichu (Kaushik, 2013). Pomoci
symbiotickych bakterii je tvofen také indol, ktery je soucasti stfevniho biofilmu a tvofi spolu

S imunitnim systémem imunitni ochranu zivocichu (Lee et Lee, 2010).

Jako ptiklady 1éciv s indolovou strukturou lze uvést napt. sumatriptan vyuzivany na lécbu
migrény a svou strukturou je schopen vazat se na receptor pro serotonin. Dalsi 1éky fungujici
podobnym principem jsou napf. ondansetron pouzivany na lécbu nevolnosti a zvraceni pii

chemoterapii i radioterapii. Léky, které obsahuji indolovou strukturu maji Siroké spektrum
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vyuziti. Jedna se o protirakovinné 1éky (vincristin, vinblastin, cediranib atd.), antidepresiva
(amedalin, binedalin), 1¢ky na 1é¢bu schizofrenie (roxindol), 1ék na poruchu sexualni dysfunkce
(yohimbine), 1éky na 1é¢bu hypertenze (reserpin, pindolol atd.), a Iéky na 1éceni dalSich
onemocnéni €1 jejich ptiznakl, jako je horecka ¢i zanéty. Indolové derivaty jsou velmi
zajimavou skupinou hlavné v protinadorové terapii. Do této skupiny 1éCiv patii nékteré
rostlinné alkaloidy, jako je napt. mitraphyllin. Tato latka je pfitomna v listech rostliny
Mitragyna speciosa prezdivana kratom a je zkoumana pro sviyj anti-proliferacni Géinek na

buniky karcinomu prsu ¢i leukemické bunééné linie (Kaushik et al., 2013).

Jak bylo zminéno dfive, jednim z cili protinadorové terapie je objevit latku schopnou pozastavit
bunécnou proliferaci konkrétni rakoviny. Jednou velmi potencionalni slouc¢eninou je 13C
(indol-3-karbinol; 3-hydroxymethylindol), obsazeny V zelening¢ z c¢eledi brukvovitych
(brassicaceae), jako je brokolice, kvétak, kapusta nebo zeli. I13C je latka vyznamna pro svij
vliv na prevenci proti nékterym typiim nadorového onemocnénti, jako je rakovina prsu, prostaty
nebo lymfatickych uzlin. Nicméng, co se ty¢e samotné 1é¢by nadorovych onemocnéni, byla
prokazana zvysena exprese proteinu p16™Ka a p21WAF v prostatické rakovinné bunééné linii
LNCaP in vitro vystavené po dobu 48 hodin pisobeni 13C v 100uM koncentraci. Jedna se tedy
0 velmi slibnou slouc¢eninu, kterd by mohla slouzit pro pozastaveni bunécéné proliferace

nadorovych bun¢k (Zhang et al., 2003).

Podobné i u rakovinné line PC-3 po vystaveni 13C doslo k indukci exprese genu pro protein
p16'NKat g p21WAFL o7 zpiisobilo zastaveni bunééného cyklu s naslednym vstupem buné&k do

apoptozy (Chinni et al., 2001).

Pisobeni latek indolového charakteru je tak slibnym piistupem k indukci senescence
u rakovinnych bun¢k prostaty. Naplni této bakalatskeé prace bylo sledovat, zda vybrané derivaty
indolu vyvolavaji indukci senescence v rakovinné linii 22Rv1. Latky byly vybrany na zékladé

schopnosti antagonistického chovani vi¢i androgennimu receptoru (Zgarbova et Vrzal, 2023).
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5 MATERIAL A METODY
5.1 Biologicky material
= Bunécna linie 22Rv1 (ECACC 05092802) karcinom prostaty

5.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie a roztoky

e fosfatovy pufr PBS (Serana, kat. ¢. BDL-001)
e 0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)
e 2x Loading Buffer (treatment sample buffer)
= 2,5 ml 4x Stacking Buffer
= 4 ml10% SDS
= 2 ml glycerol
= 2 mg Bromphenol Blue
= 0,31gDTT
= do 10 ml doplnit ddH>0O
e bafilomycin (Sigma Aldrich, kat. ¢. 19-148)
e Dbovinni sérovy albumin (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
e bradfordovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, kat. ¢. B6916)
e deionizovana voda (dH20)
e dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D8418)
e dodecylsiran sodny, 10% (BioRad, kat. ¢. 1610302)
e enzalutamid 10 uM (MDV3100; sc-364354, Santa Cruz Biotechnology)
e ethanol (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A99)
e fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)
e HCI (8%) (Lach-ner, kat. ¢.10033)
e chemiluminiscenéni substrat WesternSure®PREMIUM (Li-Cor, kat. ¢. 926-95000)
e inhibitory fosfatdz PhosSTOP™ (Roche, kat. ¢. 04906837001)
¢ inhibitory proteaz cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini (Roche, kat. ¢. 04693159001)
e isopropanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 19516)
e | -glutamin (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)
e lyzacni pufr (Promega, E3971)
e medium 1640 — RPMI s 25mM HEPES (Sigma Aldrich, kat. ¢. R5886)
e methanol (Penta, kat. ¢. 67-56-1)
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migracni pufr, Tris/Glycin/SDS, 10x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. A0031)

neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich, kat. ¢. M7145)

penicilin/streptomycin (Biosera, kat. ¢. XC-A4122)

persiran amonny (Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)

PMSF (Sigma Aldrich, kat. ¢. 329-98-6)

Ponceau S. Rouge (Sigma Aldrich, kat. ¢. P7170)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, kat. ¢. 1610374)

protilatky
= Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology®, kat. &. 7076S)
= Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology®, kat. & 7074S)
= B-Actin (8H10D10) Mouse mAb (Cell Signaling Technology®, kat. &. 3700S)
= a-tubulin Mouse mAb (A-6) (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-398103)
= p16'NK4 (D3WB8G) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology®, kat. ¢. 92803)
= p21WAFL (12D1) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology®, kat. &. 2947)

pufr do déliciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 161-0798)

pufr do zaostfovaciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 161-0799)

Re-Blot Plus Strong Solution, 10x koncentrovany (Merck Millipore, kat. €. 2504)

roztok akrylamid/bis-akrylamid, pomé&r 29:1 (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2792)

suSené mléko (Laktino)

TBS puft, 20 x koncentrovany (Thermo Scientific, kat. ¢. 28358)

TEMED (Merck Millipore, 110-18-9)

testované indolové derivaty

3-methylindol (Sigma Aldrich, kat. ¢. M51458)

4-methylindol (Energy Chemical, kat. ¢. E020483)

1,3-dimethylindol (Shsnghai SINKH Pharmaceuticals Tech. Co., Ltd.

kat. ¢. 875-30-9)

2,3-dimethylindol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 120812)

4,6-dimethoxyindol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 75066-1G-F)

5,6-dimethoxyindol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 246255)

2,3, 7-trimethylindol (Sigma Aldrich, kat. ¢. CDS014194)

7-methoxy-4-methylindol (Click Chemistry Inc, kat. ¢. 1C72757)

transferovy pufr, Tris/Glycin, 10x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 161-0771)

trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS)

17



e Tween® 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)

e WesternSure®Pen (Li-Core, kat. ¢. 926-91000)
e [ — merkaptoethanol (Serva, kat. ¢. 28625)
Pouzité soupravy

e Senescence B-galaktosidase Activity Assay kit (Cell Signaling Technology®, kat. ¢. 23833)
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5.3 Seznam pouzitych laboratornich pristroji a zarizeni

analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

aparatura pro western blotting Trans-Blot SD Cell (BioRad)

Biirkerova komurka (Brand GmbH + CO, kat. ¢. 1822-0021)

Bunicina (Tork)

centrifuga 5418 R (Eppendorf)

digitalni mikroskop (Novel Optics)

elektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
inkubator NB-203XL (N-Biotek)

kyvacka MR-12 (Biosan)

hiebinek pro elektroforézu (Biorad)

kryci sklicka 22x22 (Menzel Gléser)

laminéarni box Labculture® (ESCO)

Li-COR C-DiGitTM blot scanner (Li-Cor Biosciences)

mikrocentrifuga 5414 R (Eppendorf)

minikyvacka MR-1 (Biosan)

pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

plastové mikrozkumavky 0,5; 1,5; 2; 5 ml (BIOplast)

plastové zkumavky 15 a 50 ml (TPP)

plastové $picky 0,1 — 10ul, 10 —200ul, 100 — 100ul (Eppendorf)

PVDF membrana Immobilon-P (Millipores, kat. ¢. 617203)

sérologické pipety 2, 5, 10, 25 ml (SPL, kat. €. 91002, 91005, 91010, 91025)
sonikac¢ni lazent Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic)
spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)

stolni centrifuga Z 100M (Hermle)

termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)

vodni lazent LCB11D (Daihan LabTech)

vortex Combi-Spin, FVL-2400N (Biosan)

zdroj napéti Enduro™ 300V (Labnet)
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5.4 Metodika prace

5.4.1 Priprava kultiva¢niho média

Obecné jsou kultivaéni média diilezita pro proliferaci bun€k rostoucich v kultivac¢nich lahvich.
Zajistuji fyziologické podminky a dostateCny piisun vSech potiebnych zivin. Kultivacni
médium se musi pfipravovat ve sterilnim prostfedi. Do 500 ml komer¢niho kultiva¢niho média
s ptesné definovanym slozenim se pfida 50 ml roztoku FBS, 5 ml neesencialnich aminokyselin
a 5 ml L-glutaminu. Béhem této prace se pouzivalo kultivaéni médium jiZ obsahujici HEPES,

do kterého bylo navic pfidano 5 ml smési antibiotik (penicilin/streptomycin).
5.4.2 Pasazovani bunék a vysivani

Pasazovani se provadi z diivodu redukce nadorovych bun¢k rostoucich v kultiva¢nich lahvich,
a z divodu vycerpani zivin v kultivaénim médiu. Adherentni nadorovou linii 22Rv1 je nutné
pasdzovat kazdé 3-4 dny, kdy dojde k nartistu bunék po celé ploSe dna lahve. V laminarnim
boxu bylo sterilné odsato staré médium a celd plocha ldhve (75 cm?) byla promyta 5 ml PBS
pufru. Po odsati PBS pufru byl na dno lahve pfiddn 1 ml trypsinu, ktery bunky uvolnil
z povrchu. Trypsin pisobi 3-5 min v 37 °C, v prostiedi 5% CO». Reakce s trypsinem byla
zastavena piidanim zahtéatého kultivaéniho média (37 °C), ve kterém byly uvolnéné bunky
resuspendovany pomoci pipetoru a serologické pipety. Suspenze s bunikami byla pienesena do
sterilni falkony, ze které byl nasledn¢ odebran 1 ml suspenze zpét do kultivaéni lahve. K takto
pfipravenym bunikam bylo pfidano 20 ml kultivacniho média. Lahev byla uzaviena a vloZena

do inkubatoru (37 °C, v prostiedi 5% CO>).

Pro vyseti bunék na mikrotitraéni desticky je tfeba spocitat koncentraci bun¢k v suspenzi.
Bunécna suspenze byla 5x nafedéna trypanovou modii a na Biirkerovu komtrku, pod kryci
sklicko, bylo naneseno 10 pul této smési. V 10 zornych polich bylo spocitano mnoZzstvi bunék.
Ze sumy bungk byl spoc€itan aritmeticky prameér bunék na 10 pl 5x nafedéné bunécné suspenze.

V tuto chvili bylo moZzné spocitat celkovou koncentraci bunék na 1 ml bunécné suspenze.

Pro stanoveni SA-B-galaktosidazy bylo na 96 jamkovou desticku vyseto 10 000 bunék na jamku

Vv celkovém objemu 100 pl. Pro tento experiment bylo vyseto 6 jamek.

Pro ptipravu vzorkd na western blotting byly pouzity dvé 6 jamkové desticky vysety po 2 mil.
bun¢k na jamku v celkovém objemu 2 ml. Takto vyseté¢ buiky byly inkubovany 24 h
Vv inkubatoru pii 37 °C, v prostiedi 5% COa.
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5.4.3 Vystaveni bunék derivatim indolu

Zasobni roztoky indolt (4MI; 1,3-DMI; 2,3-DMI; 4,6-DMI; 5,6-DMI; 7MeO-4Ml; 2,3,7-TMI)
byly v koncentraci 100 mmol-1 a 3MI byl v koncentraci 1 mmol-1. P¥ipravované roztoky byly
nafedény 1000x, aby vysledna koncentrace 3MI byla 1 pmol-1* a koncentrace ostatnich indoli
byla 100 pmol-1". Jako negativni kontrola byl pouzit DMSO, ktery byl nafedén 1000x. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit enzalutamid ve finalni koncentraci 10 pmol-1* a doxorubicin ve

finalnich koncentracich 50 nmol-1 a 100 nmol-1.

Vsechny mikrotitratni desky byly pifeneseny z inkubatoru do laminarniho boxu, kde bylo
postupné, pomoci odsavacky a plastové Spicky odsato médium z jednotlivych jamek.
K buinkam, které¢ zastaly ptisedlé na dné jamek, bylo pfidano potiebné mnozstvi média
s derivaty indold a kontrolami. Takto pfipravené desticky byly inkubovany 24 h pti 37 °C
Vv prostiedi 5% COs..

Po 24 h byly desticky pfeneseny do lamindrniho boxu, kde bylo opét odsato médium pomoci
odsavacky a plastové Spicky. Do jednotlivych jamek byl pfidan potiebny objem cEerstvého
kultiva¢niho média. Takto byly desti¢ky inkubovany v inkubatoru 72 h pti 37 °C v prostiedi
5% CO:..

5.4.4 1lzolace proteint a stanoveni jejich koncentrace

Po 72 h inkubaci byly 6 jamkové desticky vyjmuty z inkubatoru a promyty PBS pufrem, ktery
byl nasledné opatrné vyklepnut do vylevky a do kazdé jamky byl pfidan 1 ml chladného PBS
pufru. Skrabkou byly buiiky ze dna jamek seskrdbnuty a pfeneseny do plastovych zkumavek.
Od tohoto okamziku bylo tfeba bunky udrZovat na ledu. VSechny zkumavky byly
zcentrifugovany (4600 rpm, 5 min, 4 °C). Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant
akpeletu bylo pfidano cca 150 pl lyzaéniho pufru s inhibitory fosfatdz a proteaz.
Zhomogenizovana smés byla vlozena na 10 s do ultrazvukové vany a nasledné nechana 10 min
na ledu. Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky opét centrifugovany (13200 rpm, 15 min,
4 °C). Supernatant, ktery obsahoval izolované proteiny, byl pfenesen do Cistych plastovych
mikrozkumavek. Takto pfipravené izolaty proteind byly do novych mikrozkumavek nafedény
5x s dH20. Na 96 jamkovou desticku bylo napipetovano 10 pl nafedénych izolatd v triplikatu.
Pro ptipravu kalibra¢ni fady byly pouzity roztoky BSA v koncentracich 0,2; 0,4; 0,6 pg-pl™.
Do kazdé, takto ptipravené, jamky bylo pfiddno 100 pl Bradfordova c¢inidla. Pomoci
spektrofotometru bylo mozné zméfit absorbanci jednotlivych jamek, spocitat kalibracni fadu

a nasledné i koncentraci proteind v kazdém izolatu.
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545 Elektroforéza v akrylamidovém gelu

Podle piedchoziho vypoctu byly ptipraveny do jednotlivych mikrozkumavek izolaty tak, aby
obsahovaly 40 ug proteinti ve 35 ul Pro vizualizaci v gelu a lep$i nanaseni tvoii vzdy % objemu
smesi 2X LB pufr, ktery obsahuje glycerol a bromfenolovou modf. Pro dosazeni pozadovaného
objemu se ke smési izolati a 2x LB pufru piidava dH»O. Takto piipravené smési izolatu byly

zvortexovany, poté 5 min denaturovany pii 95 °C v termobloku a nasledné vlozeny opét na led.

Akrylamidovy gel se pfipravuje mezi dvé sklazajistujici pozadovany tvar a velikost. Podle
uvedené tabulky byly pfipraveny gely pro elektroforézu (Tabulka 1). Nejprve byl piipraven
15% délici gel, ktery se pfed zpolymerizovanim pievrstvil vrstvou isopropanolu zajiStujici
rovinu gelu a odstranéni ptipadnych bublin. Po ztuhnuti déliciho gelu byl isopropanol odstranén
a ptipraveny 4% zaostfovaci gel byl nanesen na dé¢lici gel. Do, takto pfipraveného,
zaostfovacitho gelu byl vlozen hiebinek. Zpolymerizované gely byly pfeneseny do
elektroforetické vany, ktera byla doplnéna migra¢nim pufrem. Hiebinky byly z gelti opatrné
vyjmuty a do prvni jamky byly nanesly 2 pl markeru molekulové hmotnosti. Do ostatnich jamek
byly napipetovany piipravené smési izolovanych proteinti. Elektroforetickd vana byla uzaviena
a po dobu 15 min gely prochazel proud o sile 15 mA (pro jeden gel). Po 15 min byl proud
zvySen na 30 mA (pro jeden gel) na tak dlouhou dobu, dokud jednotlivé separované proteiny

nebyly 2 cm pted koncem gelu.

Tabulka 1: Objemy chemikalii a roztoki pro pripravu akrylamidového gelu.

15% délici gel

Akryl/bis-akrylamid 3,75 ml
dH:20 3,65 ml
Pufr do déliciho gelu 2,5ml
10% SDS 100 pl
APS 100 pl
TEMED 10 pl
4% zaostirovaci gel
Akryl/bis-akrylamid 400 pl
dH20 1ml
Pufr do zaostiovaciho gelu 2,56 ml
10% SDS 40 ul
APS 30 pl
TEMED 4 ul
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5.4.6 Semi— dry a vyhodnoceni western blottingu

PVDF membrany byly nejprve namoceny na 2 min v methanolu a nasledn¢é hydratovany
2x 10 min v dH20. Gely byly pieneseny z elektroforetické vany do transferového pufru. Do
transferového pufru byly namoceny také hrubé filtracni papiry, které byly skladané spolu
S gelem a membranou na semi — dry aparaturu Vv nasledujicim potadi: 2x filtra¢ni papir,
membrana, gel a 2x filtracni papir. Kazda vrstva byla uhlazena valeckem, aby nedochazelo ke
vzniku bublinek. Semi-dry bylo zapojeno do elektrického zdroje nastaveného na 2 h, 350 mA
a23V.

Po uplynuti 2 h byla semi — dry aparatura vypojena z elektrického zdroje a membrany
oplachnuty v dH»O a nésledn¢ obarveny Ponceau S. Rouge barvici pouze proteiny. Diky tomuto
kroku bylo mozné zkontrolovat, zda se proteiny z gelu ptenesly na PVDF membranu. Po
obarveni proteinii byly membrany oplachnuty v dH20 od piebyte¢ného barviva. Kazda
membrana byla vysuSena a podle velikosti detekovanych proteint byla nafezdna na mensi ¢asti.
Pro orientaci v membrané slouzi marker molekulové hmotnosti, podle kterého je uréovano,
Vv jakych mistech bude membrana nafezana. V této bakalaiské praci byly detekovany proteiny
o velikosti 16 kDa (p16'™NK4?), 21 kDa (p21"AF1). V radmci jedné membrany musi byt proteiny
kvantifikovany vzhledem k housekeping proteinu, jako je B-actin (43 kDa) nebo a-tubulin
(55 kDa), ktery je vyhodnocovan spolu s detekovanym proteinem.

Poté, co byly membrany nafezdny a opé&t hydratovany, byly vloZeny na 1 h do 5% BSA
v TBS/Tween pufru. Do ¢istého 5% BSA v TBS/Tween pufru byly pfidany primarni protilatky
(1:1000). V takto pfipravené smési byly membrany inkubovany ptes noc na kyvacce ve 4 °C.
Membrany, na kterych se detekoval B-actin nebo a-tubulin, byly inkubovany s primarnimi
protilatkami pouze 1 h. Po inkubaci byly membrany 3x po 10 min promyty TBS/Tween pufrem
anasledné vloZeny do 5% mléka v TBS/Tween pufru se sekundarnimi protilatkami (1:2000) na
1 h (v ptipadé B-actin a a-tubulin na 35-45 min.). Po uplynuti 1 h (35-45 min), byly membrany
promyty 3xpo 5 min TBS/Tween pufrem. Do plastové zkumavky byl pfipraven
chemiluminiscencni substrat v poméru 1:1. Na kazdé membran€ byl marker molekulové
hmotnosti oznacen WesternSure perem a celd plocha membrany byla na 5 min pfevrstvena
chemiluminiscenénim substratem. Nasledn€é byly membrany vloZeny do skeneru, ktery tvori
snimek, vyhodnoceny programem Image Studio™ Software. Zde byly u jednotlivych signali
odecteny jejich Ciselné hodnoty intenzit pixelll. VSechny signaly jednotlivych proteinii byly
normalizovany k pfislusnému B-actinu nebo a-tubulinu a ztéchto hodnot byly nasledné

sestrojeny patticné grafy.
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5.4.7 SA-p-galaktosidazova esej

Pro stanoveni aktivity B-galaktosidazy byla pouzita komeréni souprava od firmy Cell Signaling
Technology®, obsahujici nefluorescenéni substrat 4-methylumbelliferyl B-D-galaktopyranosid
(4-MUG). Tato nefluorescenéni slou¢enina je pomoci B-galaktosidazy St€pena na fluorescencni
produkt 4-methylumbelliferyl (4-MU), jehoz intenzita fluorescence je méfena pomoci

spektrofotometru.

Nejprve bylo ptipraveno 10 ml lyza¢niho pufru s 1 tabletou inhibitoru fosfataz a 1 tabletou
inhibitoru proteaz. Tablety byly fadné rozpustény a nasledné bylo do lyza¢niho pufru ptidano
10 pl roztoku PMSF. Substrat byl smichan s 348 pl DMSO. Pfed kazdym experimentem bylo
odebrano potfebné mnozstvim reakéniho pufru, do kterého byl ptidan B-merkaptoethanol tak,

aby jeho vysledna koncentrace byla 10 mmol-17.

Po 72 h inkubaci bun¢k v ¢erstvém médiu v 96 jamkové desticce, bylo médium ze vSech jamek
vylito do vylevky a nasledné byla kazda jamka promyta chladnym PBS pufrem. Do kazdé
jamky bylo ptidano 100 pl lyzac¢niho pufru a celd desticka byla 5 min inkubovana na ledu.
Pomoci $picky pipety byly buniky uvolnény ze dna jamek a cely objem s uvolnénymi buitkami
byl pfenesen do plastovych zkumavek a ty vlozeny do centrifugy (14000 rpm, 5 min, 4 °C).
Supernatant byl ptepipetovan do plastovych mikrozkumavek a udrzovan na ledu. Pfipraveny
supernatant v mikrozkumavkach mohl byt uschovan v —80 °C pro piipadné dalsi méfeni.
Z ptipravenych mikrozkumavek byl odebiran supernatant pro stanoveni obsahu proteint, které

je uvedeno v kapitole ¢. 5.4.8.

Potfebné mnozstvi substratu bylo 20x nafedéno pfipravenym reakénim pufrem. Do neprihledné
96 jamkové desticky bylo napipetovano 50 pl supernatantu a 50 pl reakéniho pufru se
substratem. Desticka byla ptikryta, aby se zamezilo pfistupu svétla a inkubovana 1 h pii 37 °C,

Vv prostiedi bez COa.

Po inkubaci bylo do ¢isté neprtihledné 96 jamkové destiCky pieneseno v duplikatech 50 ul

inkubovanych bunék a k nim ptidano 50 ul stop solution.

Hodnoty fluorescence byly odecitany pomoci spektrofotometru pii excitaci 360 nm a emisi
465 nm.

Experiment ¢. 1 byl proveden podle protokolu bez jakychkoli tprav. Protoze nebyla
zaznamenana indukovana aktivita SA-B-galaktosidazy (Graf 3), musely byt v dalSich

experimentech upraveny nékteré parametry v protokolu.
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Pii experimentu ¢. 2 bylo pH reakéniho pufru upraveno pomoci 8% HCI na hodnotu pH 6
a nasledn¢ byl experiment ¢. 2 dokoncen podle protokolu, kde inkubace se substratem byla
provedena pii 37 °C, v prostiedi bez CO2 ve tfech ¢asovych blocich. Hodnota fluorescence tak

byla odecitana po 0,5; 2 a 3 hodinach inkubace.

Z divodi nezaznamenani aktivity SA-B-galaktosidazy v experimentu ¢. 2 (Graf 4), byl
v experimentu ¢. 3 (Graf 5) v ur€itych krocich postupu piidan BA1 a samotny experiment ¢. 3

rozdé¢len na tfi dil¢i experimenty obnasejici mensi zmény v provedeni.

V prvni ¢asti byly bunky pred SA-B-galaktosidazovou eseji pfeneseny do laminarniho boxu,
kde bylo médium odsato pomoci odsavacky. Do mikrozkumavky bylo pfipraveno cerstvé
médium, do kterého byl ptidan BA1 tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 100 nmol-1*. Do
kazdé jamky bylo pfidano 100 pl média s BAl a nésledné byly takto pfipravené bunky
inkubovany 1 h pii 37 °C, bez CO». Po inkubaci byl experiment dokon¢en podle protokolu. Ve
druhé &asti byly buiiky také 1 h inkubovany s BA1 (100 nmol-1?%), ale navic byl BA1 piidan do
lyza¢niho a reakéniho pufru, aby jeho vysledna koncentrace byla 100 nmol-17. Treti ¢ast byla

provedena stejné jako prvni, pouze BA1 s médiem byl pfipraven v poméru 3:1000.
5.4.8 Stanoveni proteint pro SA-p-galaktosidazovou esej

Stanoveni proteind v bunéénych lyzatech pro SA-B-galaktosiddzovou esej bylo provedeno
pomoci Bradfordova ¢inidla. Do ptipravenych mikrozkumavek byly napipetovany supernatanty
pfipravené V kapitole ¢. 5.4.7. s H20 v poméru 1:4. Pro ptipravu kalibra¢ni fady byly pouzity
roztoky BSA v koncentracich 0,2; 0,4; 0,6 pg-ul?. Nafedéné supernatanty a vSechny
koncentrace BSA byly napipetovany na 96 jamkovou desti¢ku po 10 pl. Nasledné bylo do kazdé
jamky piidano 100 ul Bradfordova ¢inidla tak, aby se na hlading roztoku netvofily vzduchové
bubliny. Hodnoty absorbance byly ode¢itany pomoci spektrofotometru pii 595 nm. Diky témto

hodnotam bylo mozné spocitat koncentrace proteinti v jednotlivych buné¢nych lyzatech.
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6 VYSLEDKY

6.1 Detekce proteinu p16'Nk4a g p21WAFL pomoci western blot analyzy

Pomoci metody western blot byla zjistovana exprese proteinu p16'™K4 a p21WAF! v nadorové
linii 22Rv1, na kterou bylo plsobeno osmi riznymi derivaty indolu. Ve tfech nezavislych
experimentech byl pozorovan narist hladiny proteinu p16™K4? ve srovnani s negativni
kontrolou (Graf 1, Obrazek 4). Zvysena hladina proteinti p16'NK4 pyla detekovana u vsech
vzorkll vystavenych jednotlivym derivatim indolu, véetné doxorubicinu a antagonisty AR,
enzalutamidu. Opakované nejvyssi zvySeni bylo zaznamenano pro 4Ml, 2,3-DMI a 7TMeO-4MI
(Graf 1). Protein p21WAFL byl detekovan u v§ech vzorki, jeho indukce byla pozorovana pouze
pro pozitivni kontrolu, doxorubicin (Graf 2, Obrazek 4). Zadny z testovanych indoltl vyznamné

nezvysoval hladinu p21WA™ (Graf 2, Obrazek 4).

Exprese proteinu p16'NK4a
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Graf 1: Detekce proteinu p16'NK42 pomoci metody western blot v nadorové linii 22Rv1.

Intenzita exprese proteinu p16'NK4 byla stanovena v ramci tfech experimentti. Pomoci ziskanych hodnot p-actinu
byly v§echny experimenty znormalizovany a vyjadreny jako nasobek negativni kontroly (UT), ktery ptedstavoval

hodnotu 1.
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Graf 2: Detekce proteinu p21WA*! pomoci metody western blot v nadorové linii 22Rv1.

Béhem tfech nezavislych experimentt byla stanovena exprese proteinu p21WAF v nadorové linii 22Rv1 po jejim

vystaveni derivatim indolu. Pomoci ziskanych hodnot B-actinu byly vSechny experimenty znormalizovany

a vztazeny k hodnoté odpovidajici 1 (UT).
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Obrazek 4: Vysledek western blot analyzy pro protein p16'NK4@ g p21WAFL

Detekce proteintt p16'™NK# a p21WAF byla provedena po vystaveni nddorové linie 22Rv1 derivatim indolu
v koncentraci 100 pumol-11(3MI byl v koncentraci 1 pmol-1?t). Jako pozitivni kontrola byl pouzit ENZ
(10 pmol-I't) a DOX (50 a 100 nmol-1?). Jako negativni kontrola bylo pouzito médium RPMI-1640 s HEPES

a antibiotiky (P/S) s DMSO (1:1000). Zobrazeny jsou reprezentativni bloty ze 3 nezavislych experimentu.
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6.2 Detekce SA-B-galaktosidazy

Pro predkladanou bakaldfskou praci byla pouzita komeréni souprava Senescence [-
galaktosidase Activity Assay kit slouzici pro detekci SA-B-galaktosidazy jako markeru
senescence. V ramci optimalizace metody byla pouzita pouze negativni kontrola (UT),
obsahujici ¢ist¢é médium RPMI-1640 (s HEPES a antibiotiky) s DMSO (1:1000) a pozitivni
kontroly v riznych koncentracich (ENZ 10 a 50 umol-1-1a DOX 50, 100 a 200 nmol-1-1).

V prvni fazi optimalizace, v experimentu ¢. 1, nebylo zaznamenano zadné navySeni SA-B-
galaktosidazy, resp. byl zaznamenan vyrazny pokles fluorescence u jednotlivych pozitivnich
kontrol (Graf 3). Z téchto divodu byla provedena uprava parametrd pro nasledujici opakovani
experimentt. U vSech méfeni byla také stanovena fluorescence samotného substratu. Jeho
hodnota byla vzdy vyrazné nizsi, nez hodnota fluorescence nadorové linie 22Rv1 vystavené
negativni i pozitivni kontrole. Z vyhodnocenych vysledkli usuzuji, Zze galaktosidazova

enzymaticka aktivita byla pfitomna.

Experiment €. 1
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Graf 3: Hladina fluorescence indukovana p¥itomnosti SA-p-galaktosidazy.

Nadorovd linie 22Rv1 byla vystavena pozitivnim kontroldm ENZ 10 a 50 pmol-1ta DOX 200 nmol-1?. Vysledky

jsou vyjadreny jako relativni hodnota fluorescence (RFU). Hodnoty jsou primérem ze 3 technickych opakovani.
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Vzhledem ke skute¢nosti, ze piitomnost antagonisty AR a nanomolarnich koncentraci
doxorubicinu mélo dle dostupné literatury indukovat aktivitu SA-B-galakatosidazy (Fuhrmann-
Stroissnigg, 2019), rozhodla jsem se upravit podminky experimentu pro dosazeni konzistence
s uvadénymi védeckymi pracemi. V ramci experimentu ¢. 2 bylo upraveno pH reak¢éniho pufru
pomoci 8% HCI na pH 6, a zaroven inkubace se substratem bez CO; probihala ve tiech riznych
¢asovych blocich (Graf 4). Z diivodu opétovného nezaznamenani nartst SA-B-galaktosidazy,
byl v experimentu ¢. 3 v riiznych krocich postupu pfidan bafilomycin (BA1). Bunky, které byly
1 h pied zahajenim detekce SA-B-galaktosidazy inkubovany s BA1 (100 nmol-17%), vykazovaly
mirny, pouze nevyznamny nartist fluorescence u pozitivnich kontrol ve srovnani s negativni

kontrolou (Graf 5).

Experiment €. 2
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Graf 4: Aktivita SA-B-galaktosidazy — vliv inkubace.

Reak¢ni pufr byl upraven pomoci 8% HCI tak, aby jeho vysledné pH bylo rovno 6. Inkubace se substratem
probéhla ve tfech ¢asovych blocich (0,5; 1; 2 h), po kterych byla odeéitana hodnota fluorescence. Hodnoty jsou
primérem ze 3 technickych opakovani. V tomto experimentu byly pouZity pozitivni kontroly ENZ (10 umol-1?)
a DOX (200 nmol-1%).
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Experiment ¢. 3
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Graf 5: Vliv bafilomycinu Al (BAl) na SA-B-galaktosidazu v nadorové linii 22Rv1.
Nadorova linie 22Rv1 byla vystavena ve tfech dil¢ich experimentech BAl. Hodnoty jsou pramérem ze 3
technickych opakovani. Jako pozitivni kontroly byl pouzit ENZ (10 umol-1t) a DOX (50 nmol-17).

Indukce senescence by méla zastavit bunéény cyklus, a tim zplisobit zvySeni hodnoty negativni
kontroly vzhledem k vyssimu poctu bunék. Z tohoto diivodu bylo tfeba provést normalizaci

pomoci stanoveni koncentrace proteini (Graf 6).

Pfestoze u prvniho experimentu byl pozorovan pokles v koncentraci proteini po vystaveni
nadorové linie 22Rvl ENZ 50 pmol-I"t a DOX 50 nmol-I", normalizaéni krok nevedl
k pfesvéd¢ivému navysSeni SA-B-galaktosidazové aktivity (pro data z Grafu 3) a aktivita byla
spiSe konstantni. U dalSich experimentii byly hodnoty koncentraci proteinii u pozitivnich
kontrol srovnatelné s kontrolou negativni. Na zakladé téchto vysledkli jsem ucinila zavér, ze
V tomto systému a za téchto podminek nelze danou komer¢ni soupravu vyuZit k potvrzeni vlivu
indolovych latek s antagonistickou aktivitou vi¢i AR k prikazu indukce SA-B-galaktosidazy

jako markeru senescence.
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Koncentrace proteinti pro SA-B-galaktosidazou esej
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Graf 6: Koncentrace proteini pro SA-p-galaktosidazou esej v nadorové linii 22Rvl1.

Na tomto grafu jsou vyneseny koncentrace jednotlivych bunéénych lyzati nadorové linie 22Rv1, ktera byla
vytavena negativni kontrole (UT) a pozitivnim kontroldm ENZ (10 a 50 umol-1") a DOX (50 nmol-1). Stanoveni

koncentraci proteint bylo provedeno pro experimenty ¢. 1 a 3.

31



7 DISKUZE

Tato bakalaiskd prace se zabyva tématem Senescence V prostatické nadorové linii 22Rv1.
Rakovina prostaty je jednim z nejbéznéjSich nadorovych onemocnéni u muza. Operativni, anti-
androgenni ani chemoterapeuticka 1é¢ba neni u vétsiny piipada dostacujici. Velkym problémem
nadorovych prostatickych buné¢k je jejich nachylnost k rezistenci vici anti-androgenni 16¢bé.
Indukce senescence v CRPC by mohla hrat vyznamnou roli v dal§i 1é¢bé popisovaného
onemocnéni. V ramci prace bylo cilem otestovat osm indolovych derivata a jejich vliv na
indukci senescence v nadorovych buiikach prostaty. Zgarbova et Vrzal (2023) popsali osm latek
indolového charakteru vykazujicich antagonistickou aktivitu vi¢i AR, mezi které paii 3MI,
4MI, 1,3-DMI, 2,3-DMI, 4,6-DMI, 5,6-DMI, 7MeO-4MI a 2,3,7-DMI. Na zaklad¢ uvedené
publikace bylo téchto osm indolovych derivati zvoleno pro mou bakalafskou praci. Potlaceni
proliferace nadorovych bunék prostaty 22Rv1 bylo testovano analytickou metodou western
blot, pomoci které byla stanovena hladina proteina p16'N<#* a p21WAFL Hladina proteinu
p16™NK4 hyla v ramci jednotlivych opakovani kolisava, coz by mohlo naznacovat, Zze buiiky
byly v riiznych fazich senescence, jak zminil Lee et al. (2006). Hladina proteinu p21"VA™ nebyla
navysena po vystaveni nadorové linie 22Rv1 derivatim indolu, podobné jako popsal ve své
praci Hessenkemper et al. (2014), kdy byla prostaticka nadorova linie LNCaP vystavovana
kyselin¢ atrarové (AA). V ramci této prace doslo diky AA k indukci senescence, pii které byla
zaznamenana exprese proteinu p16'™<# nikoliv viak exprese proteinu p21WAFL, Jak ve své
praci pise Gupta et al. (2020), ENZ je jednim z antagonistil AR a indukuje zvySenou hladinu
proteinu p16'™%4 v nadorové linii 22Rv1 a C4-2. V rdmci této bakalatské prace byl ENZ pouzit
jako pozitivni kontrola pro indukci senescence, kdy zvySoval hladinu proteinu pl6'NK4

V porovnani s negativni kontrolou.

Pro stanoveni dal$iho markeru senescence byla pouzita komeréni souprava od firmy Cell
Signaling Technology® slouzici pro detekci SA-B-galaktosidazy nachazejici se v lysozomech
senescentnich bun¢k. Vysledky ukazaly, ze uprava pH na hodnotu 6 pomoci HCI a pouziti BA1
pro udrzeni této hodnoty pH v experimentech €. 2 a 3 nezpisobilo dostate¢né ovlivnéni
prostfedi a podminek pro detekci SA-B-galaktosidazy, prestoze Fuhmann-Stroissinigg et al.
(2019) zaznamenala ve své praci zvySeni SA-B-galaktosidazy po vystaveni mySich
embryonalnich buné¢k BAL. Komer¢ni souprava pouzita pro detekci SA-B-galaktosidazy byla
firmou Cell Signaling Technology® testovana na nadorové linii d&lozniho ¢ipku Hela. Lze
proto usoudit, ze souprava by nemusela byt vhodna pro detekci SA-B-galaktosidazy v nadorové

prostatické linii 22Rv1.
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Gupta et al. (2020) ve své publikaci uvedl, ze enzalutamid jako antagonista AR indukuje
zvysenou hladinu SA-B-galaktosidazy. Béhem experimentu ¢. 3 bylo zaznamenano mirné
zvyseni fluorescence SA-B-galaktosidazy indukované ENZ o koncentraci 10 pmol-I%, navyseni
této hodnoty v porovnani s UT bylo nizké, az zanedbatelné. Vzhledem k faktu, Ze v pfedchozich
studiich enzalutamid i doxorubicin indukoval v nadorovych liniich zvySeni hladiny SA-B-
galaktosidazy, predpokladam za vhodné pro jeji stanoveni v nadorové linii 22Rv1 vystavené

derivatim indolu, pouziti jiné analytické metody.

Ptestoze jsou jednotlivé proteiny diilezité pro stanoveni senescencniho stavu bunky, Carpenter
et al. (2021) zminuje nékteré markery senescence, které mohou u senescentnich bunéénych linii
vykazovat riznou hladinu exprese podle toho, jakym zptisobem u nich byla senescence
indukovana. Jednim takovym piikladem je Lamin B1, ktery je soucasti jaderné laminy. Ve
fibroblastickych bunéénych liniich byl vubytku, pokud byla senescence indukovana
onkogenem nebo ioniza¢nim zafenim. Naopak pokud byla ve stejné bunééné linii indukovana
senescence pomoci H202 (50 uM) zptasobujici oxidativni stres, doslo k akumulaci Laminu B1

V bunkach.

V experimentalni ¢asti byl podle protokolu pouZzivan pro pozitivni kontrolu DOX v koncentraci
200 nmol-1"t. Vzhledem k nepiiznivym vysledkiim byla koncentrace pouzivaného DOX sniZena
na 50 nmol-1?, ktera byla pouzita v praci Yang et al. (2012) pro indukci senescence v buiikach
myeloidni leukémie K562. V téchto bunkéch zplsoboval DOX zvySenou hladinu SA-B-
galaktosidazy, nezpiisoboval ovSem zvyseni hladiny proteinu p53 a p16'NK%, Z uvedenych
diivodli by mohlo stat za zminku, ze kazd4 bunécéna linie mliZze mit jinou reakci na latky, kterymi

je na né pusobeno a ty nemohou byt vyuzivany jako univerzalni.

Zgarbova et VVrzal (2023) se také ve své publikaci zminuji 0 3MI, ktery by mohl mit vyznamnou
roli v. mechanismu omezeni rstu karcinomu prostaty. Tato endogenni latka zptisobovala ve
vyssich koncentracich (100 umol-17) expresi enzymu CYP1AL1 s kladnym pozorovanim jeho
apoptotickych ucinkd na rizné nadorové linie (Rasmussen et al., 2016). Vzhledem k tomu, ze
vy$si koncentrace 3MI piusobily na nadorové burniky apoptoticky, byla pro mou bakalatskou
praci zvolena niz$i koncentrace 3MI, rovna 1 pmol-1?. Pfesto i uvedena nizka koncentrace
indukovala protein p16™K4 a dava smysl se vice vénovat zminénému indolovému derivétu,

jakozto jedinému, fyziologicky pfitomnému u ¢loveka.
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Jak bylo zminéno v literarnim piehledu této bakalaiské prace, senescence je velmi komplexni
udalost odehravajici se v bunice. Rozhodnuti, Ze se bunka nachazi v procesu senescence, neni
mozné urcit na zékladé jednoho markeru. Pro ptfesnéjsi informaci, zda pisobeni indolovych
derivatii na nadorovou linii 22Rv1 indukuje senescenci, by bylo adekvatni detekovat jeji dalsi

markery, jako jsou proteiny H2AX, I1L-6, MMP-3 atd.
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8 ZAVER

Tato bakalarskd prace se zabyvala indukci senescence v nadorové linii 22Rv1 pomoci
indolovych derivata (3MI, 4Ml, 1,3-DMI, 2,3-DMI, 4,6-DMI, 5,6-DMI, 7MeO-4Ml, 2,3,7-
TMI) v koncentraci 100 umol-I"* (3MI v koncentraci 1 pmol-I"). Vsechny tyto indolové

derivaty jsou potencionalnimi antagonisty androgenniho receptoru.

V ramci experimentalni ¢asti bylo testovano, zda v prostatické nadorové linii 22Rv1 byla
indukovana senescence po jejim vystaveni indolovym derivati po dobu 24 h. Zda byla
v nadorové linie 22Rv1 indukovana senescence bylo uréeno na zakladé stanoveni jejich
markerd. Hladina proteina p16'NK4 a p21WAF! pyla stanovena analytickou metodou western
blot slouzici k detekci proteinti. Pomoci této metody bylo zjisténo, ze po vystaveni nadorové
line 22Rv1 osmi indolovymi derivaty doslo ke zvyseni hladiny proteinu p16'™%4, Opakované
bylo zaznamenano vyznamné navyseni hladiny tohoto proteinu pro 4Ml, 2,3-DMI a 7MeO-
AMI. Zadny z testovanych indolti neindukoval zvy$enou hladinu proteinu p21WAF! pouze
pozitivni kontrola, doxorubicin, zpisobovala navySeni hladiny tohoto proteinu. Dalsi
z testovanych latek byla SA-B-galaktosiddza patiici mezi nejbéznéjsi markery senescence. Jeji
hladina byla testovana pomoci komeréni soupravy od firmy Cell Signaling Technology®.
Z diivodu netspésnosti prvniho experimentu provedené¢ho podle protokolu, byly provedeny
dal$i experimenty s upravenymi podminkami, jako je pH, pomoci 8% HCl a BA1. Vhledem ke
skute¢nosti, ze zadna z provedenych zmén nevedla k indukciSA-B-galaktosidazy v prostatické
nadorové linii 22Rv1 po jejim vystaveni pozitivnim kontrolam (ENZ a DOX) zminovanych

v literatufe, nebyla tato aktivita dale sledovana vii¢i vybranym indolovym slou¢eninam.

Pro ptesnéjsi vysledky o ucinku indolovych derivati na prostatickou nadorovou linii 22Rv1 by
bylo vhodné vyuzit jinych analytickych metod pro stanoveni indukce aktivity SA-B-

galaktosidazy, a navic stanovit hladinu dalsich proteinti jako markert senescence.

Cile této bakalaiské prace byly splnény, jen castecné.
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