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SUHRN

Metylacia DNA katalyzovand DNA metyltransferazami je epigenetickou
modifikdciou DNA, ktora obvykle suvisi s potlacenim transkripcie, pokial' je pritomna
Vv promotorovej oblasti prislusného génu. Naproti tomu acetylacia histonov je spojovana
s aktivaciou transkripcie, pricom hypoacetyldcia histobnovymi deacetylazami s metylaciou
promotorovych CpG ostrovéekov alebo metylaciou histonovych lyzinov méze mat’ vplyv
na expresiu tumor supresorovych génov alebo inhibitorov cyklin-dependentnych kinaz.

U prostatickych nadorovych buniek liSiacich sa citlivostou na androgény bol
sledovany mechanizmus pdsobenia inhibitorov metylacie DNA (5-aza-2’-deoxycytidine;
5-Aza-CdR) a inhibitorov histonovych deacetylaz (butyrat sodny; NaB) na expresiu
vybranych histonovych deacetylaz a DNA metyltransferaz. Boli pouzité nadorové linie
odvodené z nadorov prostaty liSiace sa citlivostou k androgénom. Linia LNCaP je na
androgénoch-zavisla a exprimuje funkény androgénovy receptor a linia DU145
reprezentuje bunky necitlivé k androgénom, ktoré su bez expresie androgénového
receptoru. Bunky oboch linii boli ovplyviiované po dobu 24, 48 a 96 hodin r6znymi
koncentrdciami ~ butyratu ~ sodného  a kombiniciami  butyrdtu = sodného s
5-aza-2’-deoxycytidinom. Z ovplyvnenych a neovplyvnenych buniek bol pre
imunoprecipitaéni analyzu pouzity proteinovy lyzat obsahujici formaldehydom fixovany
chromatin. Izolovana DNA bola precipitovana protilatkami proti Acetyl-histone H3 a
Acetyl-histone H4. Zmeny v expresii DNA metyltransferaz DNMT1 a DNMT3b na
histbnoch H3 a H4 boli detekované amplifikaciou imunoprecipitovanej DNA. Expresia
HDAC2 a HDACS3 bola stanovena na proteinovej irovni Western blotovou analyzou. Bola
zistena znizena expresia HDAC2 a HDACS3 u linie DU145 po ovplyvneni Smmol/l NaB
a kombinaciou 5Smmol/l NaB s 5umol/l Aza-CdR. Zmeny v expresii DNMT1 a DNMT3b
su zrejmé po 48 hodinach ovplyvnenia a po 96 hodinach nie st rozdiely tak patrné Znizena
expresia DNMT3b bola detekovana po ovplyvneni 5mmol/l NaB akombinaciou
Smmol/l NaB s 5pumol/l Aza-CdR a korelovala so zniZzenou expresiou HDAC2 a HDAC3
U buniek linie DU145.

Ovplyviiovanie prostatickych nadorovych buniek demetylacnim cCinidlom
(5-Aza-CdR) a inhibitorom histonovych deacetylaz (NaB) moéze vyvolat vzajomne sa
ovplyviiujice  epigenetické modifikacie, naznacujuce komplexnost v pdsobeni

epigenetickych mechanizmov a potrebu d’al§ich podrobnejsich analyz.



SUMMARY

DNA methylation catalyzed by DNA methyltransferases is an epigenetic
modification of DNA associated with trancriptional repression when is present in the gene
promoter region. Histone acetylation is correlated with transcriptional activation.
Hypoacetylation of histones deacetylases with methylation of promoter CpG islands or
methylation of histones lysines can influence an expression of the tumour suppressor genes
or the inhibitors cyclin-dependent kinases. At prostate cancer cell lines with different
sensitivity to androgens were observed effect of the DNA methylation inhibitor (5-aza-2’-
deoxycytidine; 5-Aza-CdR) and the inhibitor of histone deacetylases (sodium butyrate-
NaB) to histone deacetylases and DNA methyltransferases expressions. We used two
prostate cancer cell lines with different sensitivity to androgens. The LNCaP is an
androgen-dependent cell line with functional androgen receptor. The DU145 cell line is an
androgen-independent cell line without AR gene expression. The both cell lines were
treated with various concentrations of sodium butyrate and combinations of sodium
butyrate with 5-aza-2’-deoxycytidine for 48 and 96 hours. We prepared protein lysates
involving formaldehyde fixed chromatin in the control and the treated cells. Isolated DNA
was precipitated with antibodies Anti-acetyl-histone H3 and Anti-acetyl-histone H4.
Changes of DNA methyltransferases DNMT1 and DNMT3b at histones H3 and H4
expressions were detected by amplification of immunoprecipitated DNA. The HDAC2 and
HDACS3 protein expressions were detected by Western blot analysis. In DU145 cells, we
found decrease of the HDAC2 and HDACS3 expressions after cell treatments with 5mmol/I
NaB and combination of Smmol/l NaB with Sumol/l Aza-CdR. We detected changes in
DNMT1 and DNMT3b expressions after 48 hour treatment, no changes are visible after 96
hours. The decreased DNMT3b expressions were detected after cell treatment with
5mmol/l NaB and combination of 5mmol/l NaB with 5umol/l Aza-CdR. This finding
correlates with decreased the HDAC2 and HDAC3 expressions in DU145 cells.

Although our findings require further precise analysis, we suppose that the treatment of
prostate cancer cells with demethylated agent and histone deacetylases inhibitor could
induce the epigenetic modifications which may interact and as follows to affect expression

of some important genes.
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1 UVOD

Rakovina prostaty je najcastejSim zhubnym nddorom u muzov vo veku nad 50
rokov. Na vznik ochorenia mé vplyv genetickd predispozicia a ziskané genetické alebo tiez
epigenetické zmeny. Primarne je lieCend chirurgickou alebo radia¢nou terapiou.
Androgénovy receptor, ktory zohrava doéleziti ulohu ako v normélnom raste a vyvoji
prostatickej zl'azy, tak v karcinogenézii prostaty, patri do rodiny jadrovych hormonélnych
receptorov a je lokalizovany na X chromozome (ql1-12). Epigeneticky aparat je tvoreny
suborom Specifickych kovalentnych modifikécii na histonovych koncoch a metylacii DNA.
Medzi epigenetické posttranslacné modifikacie histobnov patri tiez acetylacia
a deacetylacia. Expresia génu moze byt ovplyviiovana aj na transkripénej Grovni a to
metylaciou DNA umoZznenou DNA metyltransferazami, ktoré katalyzuji prenos metylovej
skupiny na CpG dinukleotidy a prispievaju tak k vytvoreniu hemimetylovanej alebo plne
metylovanej DNA. DNA metyltransferazy sa viazu k niekolkym histonovym
modifikatorom ako st napriklad histonové deacetylazy. Histonové deacetylazy patria do
skupiny korepresorov transkripénych faktorov vratane androgénového receptoru.
Katalyzuju deacetylaciu aminoskupiny lyzinu v N-termindlnej Casti jadrovych histénov.
Tato skupina proteinov reguluje expresiu génov zmenou konformacie nukleozému na
urovni chromatinu a zmenami stability niekol’kych komplexov transkripénych faktorov.
Inhibitory histonovych deacetyldz maju Siroky rozsah proti-nddorovych aktivit vratane
zastavenia bunkového cyklu, diferencidcie buniek a apoptézy. Vplyv butyritu sodného,
ako jedného z inhibitorov histonovych deacetylaz, spociva v zmene génovej expresie
a zastaveni bunkovej proliferacie inhibiciou prestavby chromatinovej aktivity histonovych
deacetyldz. Reverzibilita epigenetickych modifikacii poskytuje ldkavé ciele pre
terapeuticky zasah. V porovnani s genetickymi mutaciami, ktoré su dedené pasivne
procesom replikacie DNA, epigenetické mutdcie musia byt aktivne udrZiavané.
Nasledkom toho farmakologicka inhibicia istych epigenetickych modifikacii moéze opravit’
chybné modifikacie, atym priamo zmenit génovu expresiu a odpovedajucu bunkovu

charakteristiku.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je najcastejSim zhubnym nddorom u muzov vo veku nad 50
rokov. Na vznik ochorenia ma vplyv geneticka predispozicia a ziskané genetické alebo tiez
epigenetické zmeny. V¢asnd diagnostika ochorenia je dolezita pre uspesnu lieCbu. Detekcia
prostatického Specifického antigénu (PSA) v sére pacientov umoziuje vcasné zachytenie
ochorenia (Tilandyova et al., 2010). Klinicky lokalizovana rakovina prostaty je primarne
lieCena chirurgickou alebo radiacnou terapiou. U pacientov so systematicky sa vracajicim
ochorenim alebo s rozvinutym $tadiom ochorenia je zékladom lie¢by androgén — abla¢na
terapia. Tato lieCba je docasna a po 18 — 24 mesiacoch dochadza k progresii ochorenia
ohlaseného zvySenim PSA, zvacSenim nddoru a metastatickym Sirenim. To predstavuje
letalny fenotyp ochorenia aje oznaCovany ako kastracne rezistentna rakovina prostaty
(Lonergan et al., 2011). Sucasna hormonalna liecba rakoviny prostaty pozostava z dvoch
tried lieCiv, ato tie, ktoré zniZuji mnozstvo testosterébnu a antagonistov androgénového
receptoru, ktorych cielom je ligand-viazajuca doména receptoru. Hoci je spociatku uc¢inna
blok4cia rastu nadoru, tieto terapie nakoniec zlyhaji a vedu k smrtelnému Stadiu
rezistentnému na lieky, nazyvaného kastratne rezistentna rakovina prostaty (CRPC).
Doékazy naznacuju, Ze CRPC pokracuje v zavislosti na funkcii androgénového receptoru
pre rast avyvoj zkastratne senzitivneho do kastracne rezistentného S$tadia zahriiuje
reaktivaciu androgénového receptoru v prostredi s malym mnoZstvom androgénov

(Welsbie et al.,2009).

2.2 Androgénovy receptor

Androgénovy receptor (AR) zohrdva doéleziti tulohu ako v normélnom raste
a vyvoji prostatickej zl'azy, tak v karcinogenézii prostaty, zmene z androgén-zavislého do
androgén-nezavislého $tadia a progresii androgén-nezavislého ochorenia (Lonergan et al.,

2011). AR patri do rodiny jadrovych hormonalnych receptorov. Vézba androgénov na AR
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premeni receptor do aktivnej konformacie a zah4ji translokéciu do jadra, ¢o je nasledované
viazbou Specifickych elementov do oblasti promotoru cielovych génov, kde je upravena

génova expresia bud’ pozitivne alebo negativne (Alimirah et al., 2006).

2.2.1 Struktara a funkcie AR

AR je lokalizovany na X chromozéme (qll1-12) apozostava z 8 exoénov.
Molekulova hmotnost’ je 110 kDa a pozostava z 919 aminokyselin (Claessens et al., 2008).
Sklad4d sa zo 4 Struktirne a funkéne odliSnych domén: N-termindlna doména (NTD),
DNA-viazajica doména (DBD), ligand-viazajuica doména (LDB) a ,hinge region*
oddel'ujici LBD od DBD, okrem toho obsahuje €ast’ ligand-dependentného jadrového
lokaliza¢ného signalu (NLS) pre transport AR do jadra (Lonergan et al., 2011). Viz.obr.1

q11-12
X chromosome ( °CH )
5 SR SSssic 3
AR gene =( Exon 1 —_— = 4 — 6 —n—n—
BFxxLF? AWxxLF437

[\ ( hTd
AR protein \ NTD m_ao.__-‘

1 537 625 669 919

Tau 1

AF-1 AF-2

Obr. 1 : Schématické znazornenie génu AR a proteinu s udajmi o doménach a motivoch

(prevzaté Lonergan et al., 2011).
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2.2.2 Aktivacia androgénového receptoru

AR je transkripény faktor aktivovany vézbou ligandu - androgénu. Testosteron,
sekretovany semennikmi a adrenalnou zl'azou, je najhojnej$i androgén a ligand pre AR
umuzov. V cielovych tkanivach je testosteron premeneny na dihydrotestosteron (DHT)
aktivovanim Sa-reduktazy. DHT ako ligand ma vysoku afinitu k AR aj napriek niz§iemu
mnozstvu ako testosteron - DHT je silnejsi agonista AR. Pred aktivovanim ligandu (DHT)
je AR pritomny rozptyleny v cytoplazme ajadre prostatickych epitelidlnych buniek
a bunkach adenokarcindmu. Inaktivovanie receptoru je spojené s heat-shock proteinmi
Vv cytoplazme, ktoré tak brania jeho moZnej transkripcnej aktivite v jadre. OvSem po vézbe
ligandu disociuje receptor od heat-shock proteinov a prestiva sa do jadra. Aktivaciou
homodimérov, AR rozpoznava a viaze Specifické DNA sekvencie nazyvané ,,androgen
responsive elements“ (AREs) lokalizované v oblasti promotoru alebo enhanceru

androgenového receptoru. (Burd et al.,2006).

2.3 Epigeneticky aparat bunky

Epigeneticky aparat je tvoreny stiborom $pecifickych kovalentnych modifikacii na
histonovych koncoch a metylacii DNA. Podiela sa na Strukture chromatinu bez zmeny
sekvencie DNA atym ovplyviuje expresiu génov (Muthna et al., 2009). Transkripcia
u eukaryotickych buniek je ovplyvnend spdsobom akym je DNA zabalend. V kl'udovych
bunkach je DNA pevne utuZend, aby zabranila pristupu transkripénych faktorov
(Annemieke et al., 2003). DNA je kondenzovana do chromatinu, ktorého zakladnou
jednotkou je nukleozoém pozostavajici z oktameru Styroch jadrovych histonov (H3, H4,
H2A, H2B) obklopenych 146bp DNA. Jadro histonov je prevazne globularne okrem
N—koncovej casti, ktora je nestrukturovana (Kouzaridel et al., 2007). Miestne zloZenie
chromatinu je rozoznavané ako dolezity faktor v regulécii génovej expresie.

Histon H1 je v chromatine pritomny v polovicnom mnoZzstve ako ostatné typy
histébnov a nachadza sa na vonkajSej Casti nukleozoému. Viaze sa na chromatin slabSie

a preto ho mdZeme extrahovat’ a tym sa chromatin stava rozpustny. Nukleozomy sa d’alej
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skladaju do vyssich $truktir, prechaddzaju zmenami, ktoré veda k aktivacii alebo represii
transkripcie (Muthna et al., 2009).

Histony H3 a H4 su jednymi z piatich proteinov chromatinu u eukaryotickych
buniek. Globularna oblast’ s dlhym N-terminalnym koncom histonov H3 a H4 st zahrnuté
do Sstruktury nukleozoOmu. Histonové proteiny si vo vysokej miere posttranslacne
modifikované, vratane acetylacie a metylacie. Histon H3 je modifikovany v miere

najvysse;j.

2.4 Metylacia DNA

Metylacia DNA je dolezity regulator transkripcie génov. DNA metylacia je
kovalentnd modifikécia, pri ktorej sa pridava metylova skupina na piaty uhlik cytozinu.
Tato reakcia je katalyzovand DNA metyltransferazami (DNMT). Hypermetylacia
potlacuje transkripciu promotorovych oblasti génov bohatych na vyskyt CpG ostrovcekov
veducich k umlCovaniu ich transkripcie (Das et al., 2004). Tato modifikacia umlcuje
mnoho klasickych funkcii tumor supresorovych génov vratane hormondlnej signalizécie,
oprav DNA, bunkovej adhézie, kontroly bunkového cyklu a apoptdzy. CpG ostrovceky st
nenahodne distribuované a asi 1% l'udskej DNA pozostava z kratkych CpG ostrovéekov.
V nemetylovanom stave moéze byt chromatin v tychto CpG oblastiach formovany do
aktivnej Struktary, ktora ul'ahcuje naviazanie RNA polymeraz do oblasti promotoru génu.
V rozmedzi 60 - 90% CpG dinukleotidov je metylovanych v l'udskom génome.
Metylované CpG dinukleotidy spdsobujii  spontdnnu deamindciu S5-metylcytozinu na
thymin atato reakcia zmeni Struktiru chromatinu aznamend vyznamni bariéru
transkripcie. CpG ostrovceky st v promotorovych oblastiach normélnych tkaniv vé¢sinou
nemetylované¢ bez ohladu na transkripni aktivitu génu. Vynimky zahriuju
netranskribované gény na inaktivnom chromozome X a imprintované autozomadlne gény,
kde jedna z rodicovskych alel méze byt’ metylovana. Hypometylacia je druhou metylacnou
chybou, ktord je pozorovana v réznych zhubnych nadoroch vratane rakoviny prostaty. Zda
sa, ze hypermetyla¢né zmeny predchadzaju zmenam hypometylaénym, ktoré su vSeobecne
detekované v rakovinach vysSieho Stadia a vyskytuju sa rézne pocas priebehu rakoviny

prostaty a metastatického Sirenia. Hypometylacia je pozorovana v dosledku znizenej
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metylacie hojnych repetitivnych sekvencii, ktoré si husto metylované v normalnych
bunkach, ako st LINE-1 retrotranspozony. Predpoklada sa, Ze prispieva k onkogenézii skrz
rozmanit¢ mechanizmy vratane aktivacie onkogénov ako je c-MYC a H-RAS, aktivacie
latentnych retrotranspozonov a prispieva k nestabilite chromozémov. Hypometylacia DNA

je spojena so zvySenou genomickou nestabilitou. (Albany et al., 2011).

2.4.1 DNA metyltransferazy

DNA metyltransferazy katalyzuju prenos metylovej skupiny na CpG dinukleotidy
a prispievaju tak k vytvoreniu hemimetylovanej alebo plne metylovanej DNA (Patra et al.,
2002). Boli identifikované tri aktivne DNA metyltransferazy (DNMTI1, DNMT3A,
DNMT3B). DNA smetylovanym cytozinom v 5. pozicii (cytozin-5) je koncovym
produktom reakcie medzi DNA bohatou na CpG ostrovéeky a S-adenosylmethioninom,
ktord je katalyzovand DNA metyltransferazovymi enzymami. DNMT1 je vécSinou
zodpovedna za udrziavanie metyla¢ného profilu a v mensej miere je zodpovedna za de
novo metylacie tumor supresorovych génov. Enzymy DNMT3A a DNMT3B udrziavaju de
novo metylaéna aktivitu a predpoklada sa, ze su zodpovedné za metylaciu, ktora sa
vyskytuje pocCas embryogenézie. Bolo zistené, Ze DNA metyltransferazy sa viazu
k niekol’kym histonovym modifikatorom ako st napriklad histonové deacetylazy

(Albany et al., 2011).

2.5 Acetylacia histénov

Acetylacia je pravdepodobne najlepSie pochopenou modifikéciou v porovnani
s metylaciou ¢i fosforylaciou. Acetylacia histonov sa vyskytuje na amino skupindch
evolu¢ne konzervovanych lyzinovych reziduach umiestnenych na N-konci histonov, ¢im
dochadza k zniZeniu ich celkového pozitivneho naboja. Na tychto koncoch je zniZena
afinita k negativne nabitej DNA, ktora ulahcuje vdzbu proteinov, ktoré maji regulacny
vplyv na transkripciu chromatinovych tsekov (Rice et al.,2001). Acetylacia jadrovych
histonov je katalyzovand histonovymi acetyltransferazami (HATs) a zniZovana

histébnovymi deacetylazami (HDACs). Ustéleny stav trovne acetylacie jadrovych histonov
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vyplyva zrovnovdhy medzi aktivitou histobnovych acetyltransferaz a histonovych
deacetylaz. Hyperacetylacia je spojena so zvySenou transkripnou aktivitou, zatial o

hypoacetylacia je spojena s potlacenim génovej expresie.

2.6 Histonové modifikacie

Tri klI'aiCové regulatory modifikacie histonov su histonové deacetylazy (HDACsS),
histébnové acetyltransferdzy (HATs) a histonové metyltransferazy. HDACs a HATS
rozhoduju o stave acetylacii histonov. Histony uz nie st povazované viac len za ,,DNA
baliace* proteiny, st uzndvané ako dynamické regulatory génovej aktivity, ktoré
podstupuji mnoho posttranslacnych chemickych modifikécii, vratane acetylacie, metylacie
a fosforylacie.

N-koncova Cast’ histonovych proteinov, ktora vycnieva von z nukleozému je bohata
v kladne nabitych aminokyselinach, ktoré su predmetom rdznych posttranslaénych
modifikacii. Stav acetylacie ametylacie Specifickych lyzinovych rezidui zahrnuty
v koncoch nukleozomalneho jadra histonov je znamy pre svoju zasadnt Glohu v regulacii
Struktary chromatinu a génovej expresie (Albany et al., 2011). Modifikacie histonov spolu
s DNA metylaciou maju tiez zasadnu ulohu Vv rozpoznani zloZenia jadra, ktory je zahrnuty
Vv regulacii transkripcie ainych jadrovych procesoch. Zmeny histonovych modifikacii
modzu potenciondlne ovplyvnit’ Struktiuru a integritu génomu a naruSit normalny priebeh
génove] expresie, ¢o mdze byt pri¢innym faktorom v rakovine. Acetylacia histonov
sprostredkovanda HAT koreluje s transkripnou aktivaciou a deacetylacia histonov

sprostredkovand HDAC:s je spojena s uml¢anim génov.
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Chromozém DNA methylacia

B

Gény "zapnuté"

l Mozna transkripcia i

- Nemethylovany cytozin (biele kruhy)
- Acetylované histony
- Aktivny (otvoreny) chromatin

Gény "vypnuté"

- Methylovany cytozin (Cervené kruhy)

- Deacetylované histony

- Kondenzovany chromatin

T Zadrzana transkripcia T

Obr. 2: Schématické znazornenie epigenetickych modifikacii(prevzaté od www.cnx.org)
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2.6.1 Histon deacetylazy

Histonové deacetylazy (HDAC) je skupina korepresorov transkripénych faktorov
vratane androgénového receptoru. Katalyzuji deacetylaciu aminoskupiny lyzinu
V N-termindlnej Casti jadrovych histonov. Tato skupina proteinov reguluje expresiu génov
zmenou konformacie nukleozOmu na Grovni chromatinu a zmenami stability niekol’kych
komplexov transkripcnych faktorov. Trieda I HDACs zahriiuje HDAC1 a HDAC2, ktoré
st spojené so SIin3A a Sin3B a niekol’kymi d’al§imi proteinmi k vytvoreniu Sin3 komplexu.
Uvazuje sa, ze deacetylacia histonov v blizkosti regulujacich oblasti promotoru Sin3 vedie
k potlaceniu $truktiry chromatinu. Podobne trieda Il HDACs, HDAC 4 a 5, tvori komplex
s korepresormi N-CoR (Nuclear receptor co-repressor) a SMRT (Silencing Mediator for
Retinoid and Thyroid hormone receptors). HDAC3 je v spojeni s dal§im velkym
komplexom koregulaénych proteinov vytvarajucich HDAC3/GPS/TBL/N-CoR/SMRT
komplex. Tieto komplexy su spojené s ligandom, ktory sa viaze na diméry AR a podielaju

sa na regulacii AR ovplyviiovanych génov (Wang et al., 2008).

2.7 DalSie typy posttranslaénych modifikacii histonov

2.7.1 Fosforylacia

K dal§im posttranslacnym modifikdcidm histonov patri fosforylacia. Hlavnym
substratom je histon H3. Fosforylacia serinu S10 je nutnd k zahijeniu kondenzicie
chromozému v pericentrickom heterochromatine a méa dolezita ulohu v transkripéne;j
aktivacie eukaryotickych génov podporujuc acetylaciu K14 (Lys 14) na rovnakom

histonovom konci (Santos—Rosa et Caldas, 2005).

2.7.2 SUMOylacia

Androgeny receptor moze byt modifikovany SUMOyléciou, ktord sa vztahuje ku
kovalentnému pripojeniu  malych aminokyselinovych (AMK) (asi 100 AMK)
modifikatorov podobnych ubiquitinu (SUMO) K lyzinovym postranym ret'azcom.
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U cicavcov st exprimované Styri SUMO izoformy, piicom AR je modifikovany
prednostne SUMOI1. SUMOyla¢né miesta v AR su Lys 386 (K386) a Lys 520 (K320).
SUMOylécia je reverzibilnd v bunke, pretoze isopeptidovd védzba vytvorena medzi
C-koncovym lyzinom v SUMO ae-amino skupinou v akceptorovom lyzine moéze byt
Stiepena SUMO protedazami. Fakta dokazuji, ze SUMOyléacia AR primarne na reziduach
K386 znizuje transkripénu aktivitu AR (Gioeli et. Paschal, 2012).

2.8 Inhibitory histénovych deacetylaz

HDAC inhibitory (HDACi) maji Siroky rozsah proti-nadorovych aktivit vratane
zastavenia bunkového cyklu, diferenciacie buniek a apoptézy. Struktirna diverzita medzi
HDACi poukazuje, ze mechanizmus postupu tychto zloziek moze zapriCinit' interakciu
HDAC s proteinmi nezavislymi na deacetylazovej aktivite. Boli identifikované prirodzene
sa vyskytujici butyrat sodny a trichostatin A a syntetické inhibitory hydroxamova
kyselina, cyklické tetrapeptidy ¢i benzamidy. Butyraty a fenylbutyraty su latky

demonstrujice inhibi¢ny G¢inok histonovych deacetylaz (Trtkova et al., 2010).

2.8.1 Butyrat sodny

Butyrat sodny (NaB) je kratky ret'azec mastnej kyseliny produkovany anaerébnou
bakteridlnou fermentaciou vlakniny v ¢reve. Butyrat sodny moZe inhibovat’ vyvoj rakoviny
¢reva (Velazquez et.al.,1996). Vplyv butyratu spociva v zmene génovej expresie
a zastavuje bunkovu proliferaciu inhibiciou prestavby chromatinovej aktivity histonovych
deacetylaz (Davie et al., 2004). Pozoruhodne proapopticky u¢inok NaB nie je obmedzeny
na gastrointestinalny trakt, ale bol tiez vykazovany v myeloidnej leukémii, rakovine prsu,
prostaty a mnohych d’alSich typov rakoviny. Butyrat sodny patri do skupiny inhibitorov
histonovych deacetylaz (HDACi). Hlavnou biochemickou zmenou, ktora sa vyskytuje
vV bunkdch ovplyviiovanych HDACi je hyperacetylacia histonov. Histonové proteiny
zabalia DNA do nukleozémov a jadro histonov moéZe byt acetylované na lysinovych
reziduach NHy—konca. Butyrat sodny spoOsobuje acetylaciu histobnov reverzibilnou

inhibiciou histénovych deacetylaz. Hyperacetylacia histobnov neutralizuje naboj medzi
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histénovym koncom a DNA, spristupniujuc tato oblast DNA pre transkripcné faktory, ¢im

sprostredkovava spojenie s aktivaciou Specifickych génov (Pajak et al., 2007).

O
HSC ONa

Obr. 3 Struktirny vzorec butyratu sodného ( prevzaté z www.sigmaaldrich.com)

2.9 Demetyla¢né ¢inidla

Reverzibilita epigenetickych modifikacii poskytuje ldkavé ciele pre terapeuticky
zasah. V porovnani s genetickymi mutéciami, ktoré si dedené pasivne procesom replikacie
DNA, epigenetické muticie musia byt aktivne udrziavané. Nasledkom toho
farmakologickd inhibicia istych epigenetickych modifikacii moéZe opravit chybné
modifikacie, atym priamo zmenit génova expresiu a odpovedajicu bunkovu
charakteristiku. Pokrok vo vyvoji farmakologickych inhibitorov sa 1i§i medzi jednotlivymi
enzymovymi rodinami. Vyvoj histonovych metyltransferazovych inhibitorov je stéle
v preklinickej faze. Niekol'ko HDACi je testovanych vo faze Tall klinickej skusky.
Inhibitory DNMTs st vo vy$Som klinickom §tadiu vyvoja (faze I-1II klinickej skuSky) ako
HDACi alebo histonové metyltransferazy. Inhibitormi DNA metyltransferaz st

5-Azacytidin a 5-aza-2"-deoxycytidin.

2.9.1 5-Azacytidin
5-Azacytidin bol povodne vyvinuty a testovany ako nukleosidovy anti-metabolit

s klinickou Specifitou k aklitnej myeloidnej leukémii. Ranné spravy ukazali, zZe

5-Azacytidin navodil zlom chromozému a bol mutagénom. Kvoli moZnosti aktivacie
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nukleosid trifosfatu a inkorporacii do DNA i RNA, lie¢ba bunick 5-Azacytidinom vedie
k inhibicii DNA, RNA a syntéze proteinov. Zaclenenie 5-Azacytidinu do tRNA inhibuje
tRNA metyltransferazy a zasahuje do metylacie tRNA. Metyldcie hraji délezita tlohu
urRNA. Vplyv zac¢lenenia 5-Azacytidinu na funkciu RNA a stabilitu su pravdepodobne
odpoved’ou jeho G¢inku na syntézu proteinov. Enzymaticka deaminacia 5-Azacytidinu a

5-Aza-CdR vedie k 5-azauridinu a 5-aza-2"-deoxyuridinu (Christman et al., 2002).

2.9.2 5-Aza-2’-deoxycytidin

5-Aza-2’-deoxycytidin  (5-Aza-CdR) je inkorporovany len do DNA aje
cytotoxickejsi nez 5-Azacytidin. Vc¢lenenim do DNA kultivovanych buniek dochddza
k rapidnemu poklesu aktivity DNA metyltransferaz, pretoze sa enzym ireverzibilne viaze
k 5-Azacytidin reziduam v DNA. 5-Aza-2’-deoxycytidin je Siroko pouzivany ako DNA
metylacny inhibitor vyvoldvajici génovu expresiu a bunkova diferenciaciu. K
biologickému ucinku musi byt liek inkorporovany do DNA. DNA nahradena 5-Aza-CdR
alebo DNA nahradend ribéozovym analogom 5-Aza-CdR tvori kovalentné adukty
s bunkovymi DNA metyltransferazami, atym vycCerpaji enzymovu aktivitu buniek
a zapric¢inia demetylaciu genomickej DNA ako sekundarny dosledok. Liecba 5-Aza-CdR
tieZ spoOsobuje rdzne iné zmeny v bunkach, vratane aktivacie umlcania génov,
dekondenzacie chromatinu a zmeny ¢asu DNA replikacie. Tieto zmeny byvaji nasledkom
liekom indukovanej demetylacie. 5-Aza-CdR je vysoko toxicky v kultivovanych bunkach
a u zvierat. Z tohto dovodu je vyuzity ako potencialny liek na rakovinu na lie¢bu urcitych
typov leukémii, ako je akttna myeloidna leukémia a myelodysplasticky syndrom. Toxicita
lieku v bunkach cicavcov je pripoc¢itana jeho inhibiénému ucinku na DNA metylaciu.
Predpokladd sa, Ze protinddorovy uc¢inok lieku moéze byt vysledkom transkripcnej
aktivacie diferenciacnych génov veducich k terminalnej diferenciacii nediferencovanych
rakovinovych buniek.

Ak demetylacia genomickej DNA je prvotnou pri¢inou toxicity lieku, ako sa
predpokladd, bunky exprimuju zniZzent Urovenn DNA metyltransferdz, moézu byt viac
citlivé k 5-Aza-CdR ako u normalnych buniek. Naopak, ak kovalentnou vézbou enzymu

k DNA nahradenou 5-Aza-CdR je primarnym mechanizmom liekom indukovanej toxicity,
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mutantné bunky exprimuji nizSiu uroven DNA metyltransferaz, mézu byt’ viac rezistentné

k 5-Aza-CdR (Jittermann et al., 1994).

OH

Obr. 4: Struktarny vzorec 5-aza-2 "-deoxycytidin (prevzaté od www.sigmaaldrich.com)
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3 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe

2. Kultivacia bunkovych linii (prostatické nadorové linie LNCaP na androgénoch
zavislé a prostatické nadorové linie DU145 na androgénoch nezavislé) a ich
ovplyvilovanie inhibitorom histonovych deacetylaz (butyrat sodny, NaB) alebo
kombinaciou histonovych deacetylaz (NaB) ainhibitoru DNA metylacii
(5-aza — 2’- deoxycytidine, 5 — Aza — CdR)

3. Western blotovou analyzou detekovat’ expresiu histonovych deacetyldz (HDAC2,
HDAC3)

4. Chromatin  imunoprecipitacnd  analyza  (ChIP) s pouzitim  protilatok
anti-acetyl-histone H3 a anti-acetyl-histone H4

5. PCR analyza DNA izolovanej =z imunoprecipitatov s vyuzitim primerov

Specifickych pre DNA metyltransferazy (DNMT1, DNMT3)
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4 MATERIAL A METODY

V experimentalnej Casti tejto prace boli pouzité dve prostatické bunkové linie, ato
prostatické nadorové linie LNCaP na androgénoch-zavislé a prostatické nadorové linie

DU145 na androgénoch-nezavislé.

4.1 Kultivacia bunkovych linii a ich ovplyviiovanie

Bunkové linie boli kultivované v inkubatore pri 37°C v 5% atmosfére CO, .
Pracovali sme v sterilnych podmienkach v laboratériu tkanivovych kultar v boxe
S laminarnym pradenim vzduchu.

Bunky linie LNCaP boli kultivované v RPMI médiu a nasadené na 10cm Petriho
misky v poéte 8,5x10°buniek/miska. Kontrolné misky obsahovali 0,1% DMSO. Na
ovplyviiovanie buniek sme pouZzili koncentricie testovanych latok, ktorych zlozenie je
uvedené v tab. I. Bunky boli ovplyvnené butyratom sodnym (NaB) o koncentracii Immol/I
a o koncentracii Smmol/l, kombinaciou Immol/l NaB a Sumol/l 5-Aza-CdR a
kombindciou 5mmol/l NaB a Sumol/l 5-Aza—CdR. Bunky ovplyvnené testovanymi
latkami boli kultivované po dobu 48 hodin a 96 hodin. Pri 96 hodinovej kultivacii sme po
48 hodinach vymenili médium za Cerstvé. U 24 hodinového ovplyvnenia sme pouzili
Immol/l a Smmol/l koncentraciu NaB.

Bunkové linie DUI45 boli  kultivované v DMEM  médiu v pocte

6x10° buniek/miska. Misky boli ovplyviiované rovnakym spdsobom ako u linie LNCaP.
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Tab. I: Zlozenie testovanych latok pouzitych na ovplyvnenie 1 misky bunkovych linii
DU145 a LNCaP po dobu 48 a 96 hodin

Pouzité latky— 500pmol Aza- Médium
10% DMSO | 0,5 mol NaB
Ovplyvnenie| Cdr DMEM/RPMI
DMSO 100 - - 9900
1 mmol/l NaB 80 20 - 9900
5 mmol/l NaB - 100 - 9900
1 mmol/l NaB +
80 20 100 9800
Sumol/ Aza-CdR
5 mmol/l NaB +
- 100 100 9800

5umol/ Aza-CdR

Pracovny postup:

1. RPMIalebo DMEM médium vytemperovat na teplotu 37°C vo vodnej lazni;

2. Pripravit 10% DMSO —do skimavky Falcon s modrym uzaverom napipetovat
300ul 100% DMSO a 2700ul deionizovanej vody;

3. Pripravit’ jednotlivé latky v danej koncentracii a kombinacii podl'a tabul’ky;

4. Z Petriho misky odsat’ sterilnou ihlou médium a pomocou sklenenej pipety pridat
10ml pripravenych latok na ovplyvnenie;

5. Inkubovat’ 24, 48hodin alebo 96 hodin v inkubatore.

4.2 Praca s bunkovymi lyzatmi

4.2.1 Ziskanie celkového obsahu proteinov

Pre ziskanie celkového obsahu proteinov boli pouzité jednotlivé Petriho misky
S bunkovymi liniami LNCaP a DU145 ovplyvnené butyritom sodnym (NaB) (Immol/l
a 5mmol/l) a kombinaciami NaB (Immol/l a 5mmol/l) s 5-Aza—CdR (5umol/l) po dobu
24, 48 a 96 hodin.
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Pracovny postup:

10.
11.
12.

13.
14.

15.

16.

Na Petriho misku napipetovat’ Iml 11x Formaldehyde Stock a inkubovat’ 30 mintit
pri 4°C;

Napipetovat’ 687,8ul glycinu o koncentracii 2mmol/l temperovaného na izbova
teplotu, krizivym pohybom premiesat’ a nechat’ 5 mintt pri izbovej teplote.
Médium odsat’ a Petriho misku umiestnit’ na lad;

Na kazdd misku napipetovat 4ml 10xPBS pufru a prepipetovat do 15ml
skumaviek;

Na misky napipetovat’ Iml ChIP pufru s inhibitormi proteaz a ulozit’ misky na l'ad;
Vsetky 15ml skumavky scentrifugovat’ 15 minat pri 600g vo vychladenej
centrifiige na 4°C;

Z kazdej skimavky odpipetovat’ supernatant bez poSkodenia peletu a do skimavky
napipetovat’ 4ml ChIP pufru;

Z Petriho misiek zoskrabat' pomocou sterilnej plastovej stierky bunky na jedno
miesto a preniest’ do skimavky s ChIP pufrom;

Skuimavky umiestnit’ na tanierovy rotator v chladovej miestnosti a pri 4°C nechat’
otacat’ po dobu 10 minut pri 5 otacok/min;

Skimavky opét’ scentrifugovat’: 600g/15min./4°C;

Odsat’ supernatant a nasledne pridat’ 8ml premyvacieho pufru;

Skuimavky umiestnit’ na tanierovy rotator v chladovej miestnosti a pri 4°C nechat’
otacat’ po dobu 10 minut pri 8 otacok/min;

Skumavky opét’ scentrifugovat’: 600g/15min./4°C;

Odsat’ supernatant, pelet resuspendovat’ v 140ul pufru RIPA a napipetovat do
mikroskiimavky;

Vzorky zvortexovat, umiestnit’ na tanierovy rotator na dobu 30 minut a nechat’
otacat’ pri 15 otaCok/min;

Vzorky uchovat pri -80°C.
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4.2.2 Sonikacia bunkovych lyzatov

Sonikacia bunkovych lyzatov bola vykonand na sonikatore UP200S (Hielscher
Ultrasound technology) pri neprerusovanom cykle 1. Najprv boli vzorky sonikované
s uc¢innost'ou 80% po dobu 20 sekind, nasledne boli vzorky ulozené na 1 minatu do l'adu.
Druhy cyklus pokracoval s t€innostou 90% po dobu 20 sekiind. Vzorky boli ponechané na
I minatu v lade. Treti cyklus sucinnostou 100% prebehol v prvom kole po dobu
20 sekund, v druhom kole po dobu 10 sektind.

Po sonikacii boli vzorky centrifugované pri 14 000rpm po dobu 15 minat vo
vychladenej centrifuge na 4°C. Supernatanty boli prenesené¢ do novych mikroskiimaviek
a Z nich bolo 50ul odobranych k stanoveniu koncentracie proteinov. Vzorky boli uchované

pri -80°C.

4.2.3 Stanovenie koncentracie proteinov metédou Bradfordove;j

Bola pouzitd 96 jamkova mikrotitraéna doska, na ktoru bola najprv napipetovana
kalibra¢na rada $tandardu y — globulinu v koncentracii 1mg/ml. Standard bol pipetovany
do 6 jamiek 0 objeme 1pul, 2ul, 3ul, 4ul, 5ul a 10ul a doplneny deionizovanou vodou do
objemu 10ul. Vzorky boli nandsané v tripletoch. K 1ul deionizovanej vody bol pridany 1ul
vzorky anasledne ku kazdej jamke bolo pridané 200ul ¢inidla Bradfordovej. Do 3
prazdnych jamiek bolo pridané 200ul ¢inidla Bradfordovej ako blank. Cinidlo
Bradfordove; bolo pripravené nasledujucim postupom: do odmerného valca bolo
napipetované dané mnozstvo ¢inidla Bradfordovej a deionizovanej vody v pomere 1:4.
Niésledne bola zmes prefiltrovana cez filtraény papier do skiimavky Falcon so Zitym
uzaverom (pre objem 50 ml) v chladovej miestnosti bez pristupu svetla. Mnozstvo ¢inidla
Bradfordovej bolo ur¢ené postupom: 1ml ¢inidla na vzorku + 1ml na ,,blank* + 1,5ml na
Standardy / 5 (5x koncentrovanej$i roztok). Po napipetovani nasledovala inkubécia 5 minut
pri izbovej teplote a nasledne spektrofotometricky pomocou ELISA reader bola zmerana
absorbancia vzoriek. Z nameranych hodnoét bola vytvorena kalibraéna krivka a vypocitané

koncentracie proteinov.
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4.2.4 Chromatin imunoprecipitana analyza (ChIP) s pouZitim protilatok
Anti-acetyl-histone H3 a Anti-acetyl-histone H4

Do mikroskimavky bolo napipetované vypocitané mnozstvo vzorky obsahujucej 450ug
proteinov a doplnené do 500ul ChIP pufrom s inhibitormi proteaz. Do mikroskiimaviek
s jednotlivymi ovplyvneniami bolo pridané bud’ 2ul Anti-acetyl-histone H3 protilatky
(2ug) nebo Anti-acetyl-histone H4 protilatky (2ug), 2 ul IgG (2pg) bolo pouzivané ako
negativna kontrola. Do novych skumaviek bolo napipetované 100ul vzorky proteinového
lyzatu - Input, ktoré sluzili ako pozitivna kontrola. Precipitacia proteinovych vzoriek
s danou protiladtkou prebiehala cez noc na tanierovom rotatore pri 4°C a 5 otackach za

minutu.

Pracovny postup:

1. Do kazdej mikroskimavky napipetovat 40ul ssDNA (salmon sperm DNA)
anechat’ otacat’ 1 hodinu na tanierovom rotatore pri 7 ota¢ok/min. v chladovej
miestnosti pri 4°C;

2. Pripravit’ pufr RIPA s Carrier salmon sperm DNA (na 1 vzorku: 10ul ssDNA
salmon sperm + 990ul RIPA pufru);

3. Vzorky scentrifugovat’ po dobu 3 minut pri 3300g vo vychladenej centrifige na
4°C;

4. Vzorky po celu dobu uchovavat v lade. Odpipetovat supernatant a do kazdej
mikroskimavky napipetovat 1ml pufru RIPA s ssDNA, scentrifugovat’ pri
3300g/3min./4°C atento postup opakovat’ s Low salt immune complex wash
pufrom, High salt immune complex was pufrom ana zaver opat’ pufrom RIPA
obsahujuci ssDNA. Po odpipetovani supernatantu vzorky inkubovat’ pri izbovej
teplote;

5. Do kazdej mikroskiimavky napipetovat’ 100ul cCerstvo pripraveného elu¢ného
pufru;

6. Vzorky zvortexovat' a po dobu 20 minut inkubovat’ v termobloku nastaveného na

65°C. Vzorky priebezne vortexovat’;
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7. Mikroskimavky umiestnit’ na 10 minut na rotator a nechat’ otacat’ pri 15 otackach
za minutu pri izbovej teplote;

8. Nasledne vzorky scentrifugovat’ po dobu 2 mintt pri 12 100g a pri izbovej teplote;

9. Supernatant prepipetovat do novych mikroskiimaviek a umiestnit’ na 6 hodin do
termobloku nastaveného na 65°C;

10. Po 6 hodinach inkubacie pridat’ 1ul proteindzy K (200mg/ml) a inkubovat’ pri
teplote 55°C na trepacke pri 50 otackach za mintutu cez noc;

11.Izolovat DNA pouzitim kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) podla

doporuc¢eného postupu.

4.3 Analyza DNA z chromatinovych imunoprecipitatov

4.3.1 Amplifikacia DNA pomocou PCR

Imunoprecipitovand DNA bola amplifikovand pomocou primerov $pecifickych pre DNA

metyltransferazy DNMT1 a DNMT3a.

Pracovny postup:

1. Pred pracou vydenzifikovat' pracovnl plochu a pipety. Pripravit’ sterilné Spicky,
sterilné 0,2ml mikroskiimavky, stojan na mikroskiimavky, I'ad. Z mrazaku (-20°C)
vytiahnut’ potrebné chemikalie, nechat’ rozmrazit’ a uchovavat’ v l'ade;

2. Do popisanych 0,2ml mikroskimaviek napipetovat’ sterilnii deionizovanii vodu,
pufr $pecificky pre dant PCR reakciu, roztok MgCly, roztok nukleotidov a primery.
Mnozstva jednotlivych komponent podla pouzitych primerov st uvedené v tabul’ke
¢.IIL

3. Pridat DyNAzyme Taq Polymerazu (pre DNMT1) alebo Phusion DNA polymeréaza
(pre DNMT3b). Vzorky aj chemikalie po celt dobu udrziavat’ v I'ade.

4. Do jednotlivych mikroskumaviek, s vynimkou negativnej kontroly, pripipetovat’
dany objem DNA, ktorej mnozstvo v zmesi pre PCR zmesi by mala byt 50ng.

5. Nasledne mikroskimavky ulozit' do termocycleru s vyhriatym vekom a spustit’

prislusny PCR program podl'a pouzitého paru primerov (viz. Tabulka ¢. IV a V).
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Tab. Il: Zlozenie PCR zmesi u primerov DNMT1 a DNMT3b

Zlozenie PCR zmesi s DNMT1

Zlozenie PCR zmesi

primeru (pl) S DNMT3b primeru (ul)
Forward primer o koncentracii
0,5 0,5
25umol/l
Reverse primer o koncentracii
0,5 0,5
25umol/1
Roztok dNTPs 0 koncentracii
0,5 0,8
X
10x PCR pufr s 15mmol/I ”e
MgCl, ’
5x Phusion GC pufr - 5,0
MgCl, o koncentracii
0,5 1,5
50mmol/Il
DyNAzyme Tagpolymeraza 1 -
Phusion DNA polymeraza - 0,5
Sterilna deionizovana H,O * *
DNA ** **
*mnozstvo sterilnej deionizovanej vody do objemu 25 pl
** mnozZstvo DNA odpovedajlicej koncentracii 50ng/pl
Tab. I11: Specifikacia pouzitych parov primerov
) o Velkost’
Primery Sekvencia primerov _
amplikonu
F: AGGGAAAAGGGAAGGGAAG
DNMT1 R: AGAAAACACATCCAGGGTCCG 101bp
F: CCTGCTGAATTACTCACGCCCC
DNMT3B R: TTTTCCTGTGCACTACACAGAC 416bp
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Tab. I1V: Priebeh PCR reakcie pre primery DNMT1

Predenaturation 94°C 4min. 1x
Denaturation 94°C 45 sek.

Annealing 61°C 45 sek. 35x
Elongation 72°C 1 min.

Final extension 72°C 10 min. 1x

Tab. V: Priebeh PCR reakcie pre primery DNMT3b

Predenaturation 98°C 1min. 1x
Denaturation 98°C 10 sek.

Annealing 64°C 30 sek. 35x
Elongation 72°C 40 sek.

Final extension 72°C 10 min. 1x

4.3.2 Vizualizacia amplifikovanych tusekov DNA

Na analyzu amplifikovanych tsekov DNA po PCR reakcii sa vykonava elektroforeticka
separdcia v agarozovom géle. Produkty st vizualizované pomocou GelRed (Biotinum)
farbiva aich velkost' je zrovnavana pomocou markeru molekulovych hmotnosti. Gél sa
vyhodnocuje pomocou UV transilumindtoru a programu GeneSnap od spolo¢nosti

SynGene.

Pracovny postup:

1. Do pripravenej vanic¢ky vloZit’ hrebienok a umiestnit’ do nalievacej nadoby;

2. Odmerny valec naplnit’ do 40ml deionizovanou vodou a preliat’ do odmernej banky;

3. Na digitalnych vahach odvazit’ 0,4g agardzy pre 1% agardzovy gél (0,89 pre 2%
gél, 1,2g pre 3% gél) a obsah vsypat do odmernej banky a krizivym pohybom
obsah v banke premiesat’;

4. Agardzovy roztok priviest kvaru v mikrovinnej tribe, premiesat’ krizivym

pohybom a opat’ priviest k varu;
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5. Do roztoku agardzy pripipetovat’ 800ul 50x TAE pufru a 4ul GelRed (Biotinum)
farbiva, premiesat’ krizivym pohybom a naliat’ do pripravenej elektroforetickej
komorky;

6. Gél nechat stuhnut pri pokojovej teplote asi 20 minut;

7. Pripravit’ 250ml elektroforetického pufru (5ml 50x TAE pufru, doplnit’ do 250ml
deionizovanou vodou) a pridat’ 10ul GelRed (Biotinum) farbiva. Po stuhnuti gélu
naliat’ pufr do komorky, vytiahnut' opatrne hrebienok;

8. Najprv napipetovat marker molekulovej hmotnosti. Na parafilme pripravit
adekvatne mnozstvo PCR produktu a Kk nemu pripipetovat 1ul 6x LoadingDye
a vzorku naniest’ do jamky;

9. Po napipetovani vSetkych vzoriek komodrku prikryt vekom, pripojit k zdroju
napdtia, nastavit’ napitie 60V a nechat’ vzorky separovat’ 60minnt;

10. G¢él odfotit’ pomocou UV transilumindtoru a programu GeneSnap.

4.4 Western blot analyza

4.4.1 Elektroforéza SDS-PAGE

Na elektroforetickli separaciu vzoriek proteinov bola vyuZitd vertikdlna elektroforéza.

Podl’a tabul’ky €.V bol pripraveny 10% deliaci a 8% zaostrovaci gél.

Pracovny postup:

1. Pripravit’ 10% deliaci a 8% zaostrovaci gél podl'a tabul’ky ¢. VI,

2. Najprv naliat’ 10% deliaci gél medzi 1,5mm skla, prevrstvit butanolom a nechat’
30 minuat stuhnat’;

3. Po stuhnuti gél oplachnut’ Imol/l Tris-HCI (pH 6,8) a vysusit’ filtracnym papierom;

4. Naliat’ 8% zaostrovaci gél a vlozit” hrebienok;

5. Po stuhnuti gélu opatrne vytiahnut' hrebienky, preplachnut’ deionizovanou vodou
a elektroforetickym pufrom;

6. Vlozit' gél do elektroforetickej aparatury a doplnit” elektroforetickym pufrom,;
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7. Na zaklade zistenych koncentracii proteinov zistit’ kol’ko pl vzorky je obsiahnutych
v 30ug proteinu. K tomuto objemu vzorky pripipetovat’ dané mnozstvo 1xLSB do
objemu 50ul. Pri nizkej koncentracii proteinov pouzit’ 4xLL.SB;

8. Pripravit’ marker (Full range rainbow molecular weight marker): 2ul markeru +
38ul 1xLSB a napipetovat’ do 1.jamky gélu;

9. Pripravené vzorky zahriat’ na 100°C/1min. v DryBlock, kratko scentrifugovat’ na
stolnej centrifuge a napipetovat’ do danej jamky v géle;

10. ELFO separacia 30min./80V a potom 60min./100V.

Tab. VI: Zlozenie 10% deliaceho a 8% zaostrovacieho polyakrylamidového gélu

Chemikalie 8% Zaostrovaci gél [ml] 10% Deliaci gél [ml]
Deionizovana voda 4,100 7,900
Akrylamid mix
(20:1:30%) 1,000 6,700
1,5 mol/l Tris-HCI; pH 8,8 - 5,000
1 mol/l Tris-HCI; pH 6,8 0,750 -
10% SDS 0,060 0,200
10% APS 0,060 0,200
TEMED 0,006 0,008
Celkovy objem 6,000 20,00

4.4.2 Prenos proteinov na membranu

Po elektroforetickej separacii boli proteiny prenesené na membranu pomocou blotovacieho

zariadenia.

Pracovny postup:
1. Z gélu po separacii oddelit’ zaostrovaci gél, oddelit’ od skla, preniest’ v transfer
pufru na 15 minat na trepacku;
2. Nastrihat membrany, filtracné papiere a vlozit' do transfer pufru na 5 minut na

trepacku;
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Blotovacie zariadenie: navlh¢it' transfer pufrom, polozit’ filtraény papier, zarovnat
sklenenou ty€inkou, nasledne pokracovat’ s membranou, gélom a filtranym
papierom na zaver. Privriet vekom;

Pripojit’ k zdroju napitia 20V po dobu 40 minut.

Detekcia proteinov

Pracovny postup:

9.

Membrany premyt’ 5 mintt vo farbiacom roztoku Ponceau S pri 80rpm;

Nasledne 3x premyt’ odfarbovacim roztokom (10% kyselina octova);

Na cistom skle vyrezat’ pomocou skalpelu usek membrany, ktory odpoveda podl'a
hmotnostného markeru molekulovej hmostnosti sledovaného proteinu;

Membrany na minimélne 1 hodinu premyt’ v blokujicom pufre (Blocking Buffer)
a nasledne premyt’ v premyvacom pufre (Wash Buffer) 5 minut;

Primarnu protilatku aplikovat’ na usek membrany o odpovedajucej molekulovej
hmostnosti proteinu: u HDAC3 krali¢ia polyklonalna protilatka (riedenie 1:500),
48kDa; uHDAC2 krali¢ia polyklonalna protilatka (1:2000), 55kDa; u AR
monoklondlna mysia protilatka (1:200), 110kDa; GAPDH mySia monoklonalna
protilatka (1:20 000), 37kDa; a-tubulin mySia monoklonalna protilatka (1:2000),
55 kDa;

Membrany s aplikovanymi primérnymi protilatkami inkubovat’ cez noc pri 4°C
v chladovej miestnosti;

Po odpipetovani primarnych protilatok premyt membrany v 1XTBS: 4x po dobu 10
minut;

Na membrany aplikovat’ sekundarne protilatky: u HDAC3 a HDAC2 anti-kralicia
protilatka (riedenie 1:5000), u AR, a-tubulinu a GAPDH anti-mysia protilatka
(riedenie 1:6000);

Premyt membrany v 1XTBS 4x po dobu 10 mindt;

10. Vizualizovat’ znacené proteiny aplikaciou substratu Super signal west dura;

11. Zachytit’ chemiluminiscen¢ny signal pomocou pristroja Li-Cor.
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45 Zoznam chemikalii

o 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
o 5-aza-2’-deoxycytidin (Sigma-Aldrich, Cat. No. A3656-10MG)

. Anti-Histon deacetylaza 2 krali¢ia polyklonalna protilatka (Calbiochem)
. Anti-histon deacetylaza 3 krali¢ia polyklonalna protilatka (Calbiochem)
o Acrylamide mix

o Agarose for electrophoresis (Serva, Cat. No. 1140405)

o Butanol

o Butyrat sodny (NaB) (Sigma-Aldrich, Cat. No. B5887-1G)
. Cinidlo Bradfordovej (BioRad)

. Deionizovana voda

o Deoxynukleotidy, 10 mmol/l (Sigma)

o Dimetylsulfoxid (DMSO), 100% roztok (Sigma-Aldrich)

o DMEM medium (Gibco)

. DyNAzyme™ EXT DNA polymerase (Thermo Scientific)
o Gamaglobulin (Bio-Rad)

o GelRed (Biotium)

o Hmotnostni standard Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker

(Amersham Biosciences USA)

o Inhibitory proteaz Complete (Roche)
o Kyselina octova, 10%

. Laurylsulfat sodny

o LSB

o PBS

o Persulfat amonny

o Phusion High-Fidelity DNA polymerase (BioLabs)

o Ponceau S

o Primery (R a F) pre PCR — DNMT1, DNMT3b (Sigma)
. Protilatka AR(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

o Protilatka Anti-GAPDH (Sigma — Aldrich)
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Protilatka anti-krali¢ia (CalBioChem)

Protilatka anti-mysia (Santa Cruz Biotechnology)
Roztok MgCl2 50 mmol/l (Finnzymes F-505S/L)
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN)
Salmon Sperm DNA/Protein A agarose (Upstate Biotechnology, Temecula, USA)
Super Signal West Dura (Thermo Scientific)
Tetrametylendiamin

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

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

Tween-20

50 bp DNA Ladder (BioLabs)

4.6 Pouzité roztoky

10x PBS pufr

160 g NaCl

49 KCI

64,2 g Na;HPO,

49 K;HPO,

Rozpustit’ v 2 1 sterilnej deionizovanej vody a roztok ve sklenenej fl'asi autoklavovat'.

Uchovéavat pri izbovej teplote (25°C).

11x Formaldehyde Stock

2 ml roztoku Hepes—KOH 0,5 mol/l, pH 8,0

40 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

100 pl roztoku EGTA 0,1 mol/l

2 ml roztoku NaCl 1 mol/l

6286 pl 35% roztoku formaldehydu

Do 20 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

Pripravovat’ vzdy Cerstvy tesne pred pouzitim, udrZzovat’ na l'ade.
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50x TAE pufr

e 121 g Tris—base

e 28,6 ml l'adovej kyseliny octové

e 50 ml roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e Do 500 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Uchovavat pri izbovej teplote (25°C) v sklenenej fTasi.

Butyrat sodny (NaB) — 10% roztok

e 0,05505 g NaB
e rozpustit' v 1 ml 10% roztoku DMSO.

e Uchovavat' v 1,5ml mikroskimavke v mrazaku (—20°C).

Dezinfekéni roztok
e 3,5196% ethanol (alkohol B)

e Doplnit’ do 5 1 deionizovanou vodou.

Dimethylsulfoxid (DMSO) — 10% roztok
e 1ml100% DMSO
e Doplnit’ do 10 ml sterilnou deionizovanou vodou.

e Pripravovat’ Cerstvy alebo je mozné uchovavat v plastovej skimavke v mrazaku (—

20°C).

Dithiothreitol (DTT) 1 mol/l — roztok
e 00,7715 g DTT doplnit’ do 5 ml sterilnou deionizovanou vodou a behom rozpustania
drzat’ roztok na l'ade.

e Do sterilnych 1,5 ml mikroskiimaviek rozpipetovat’ alikvoty po 0,5 ml a zamrazit

(-20°C).

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) 0,5 mol/l, pH 8,0 — roztok
e 19413gEDTA
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e Rozpustit’ v 800 ml sterilnej deionizovanej vody a postupnym priddvanim pevného
NaOH upravit’ pH na hodnotu 8,0. Hodnotu pH stanovovat’ pomocou laboratorneho pH
metru.

e Po rozpusteni EDTA doplnit’ roztok do 1 1 sterilnou deionizovanou vodou a pH upravit
na hodnotu 8,0 pevnym NaOH alebo 35% HCIL.

e Roztok rozdelit’ po 100 ml do sklenenych flias, autoklavovat’ a uchovavat’ v 'adnicke

(4°C) maximalne po dobu 1 roku.

Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) 0,5 ml/l — roztok
e 1902gEGTA

e Rozpustitt v50 ml sterilnej deionizovanej vody a uchovavat v sklenenej fl'asi

Vv l'adnicke (4°C).

Elektroforeticky pufr
e 5ml50x TAE pufru

e Do 250 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

Elu¢ny pufr

e 50 pl roztoku Tris—HCI1 mol/l, pH 8,0

e 2 ulroztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e 100 ul 10% roztoku SDS

e 100 pl roztoku NaCl 1 mol/l

e Do 1 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Pripravovat’ vzdy Cerstvy tesne pred pouZzitim.

Ethidium bromid — 1% roztok

e 100 mg ethidium bromidu

e 10 ml sterilni deionizované vody

e Uchovavat v lednici (4°C) ve sklenéné lahvi obalené alobalem. Alikvoty v 1,5 ml

mikrozkumavkach uchovavat také v lednici (4°C) a chranit pted svétlem.
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Glycin 2 mol/l — roztok
e 7,507 g glycinu
e Rozpustit’ v 50 ml sterilnej deionizovanej vody a sterilizovat’ filtraciou.

e Uchovavat v l'adnicke (4°C) v sklenenej fT'asi po dobu maximalne 3 mesiacov.

Hepes—KOH 0,5 mol/l, pH 8,0 — roztok

e 29,7875 g Hepes

e Rozpustit’ v 200 ml sterilnej deionizovanej vody, postupnym pridavanim KOH upravit’
pH na hodnotu 8,0. Hodnotu pH stanovovat’ pomoci laboratorneho pH metru.

e Doplnit’ do 250 ml sterilnou deionizovanou vodou.

e Uchovavat v sklenenej fl'asi pri izbovej teplote (25°C).

High salt immune wash complex (promyvaci) pufr
e 1 mlroztok 10% SDS

1 ml Triton X-100

e 400 pul roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e 2 mlroztoku Tris—=HCI 1 mol/l, pH 8,1

e 50 ml roztoku NaCl 1 mol/l

e Do 100 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Uchovavat’ v 'adnicke (4°C) v sklenenej fTasi.

Low salt immune wash complex (promyvaci) pufr
e 1 ml 10% roztoku SDS

e 1 ml Triton X-100

e 400 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e 2 mlroztoku Tris—=HCI1 mol/l, pH 8,1

e 15 ml roztoku NaCl 1 mol/l

e Do 100 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Uchovavat v l'adnicke (4°C) v sklenenej fl'asi
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ChlIP dilution pufr

100 pl 10% roztoku SDS

1,1 ml Triton X-100

240 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

1670 pl roztoku Tris—HCI1 mol/l, pH 8,0

16,7 ml roztoku NaCl 1 mol/I

Do 100 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

Uchovéavat v 'adnicke (4°C) v sklenenej fl'asi

ChIP lyzaény pufr

20 ml roztoku Hepes—KOH 0,5 mol/l, pH 8,0
400 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

1 ml roztoku EGTA 0,1 mol/Il

28 ml roztoku NaCl 1 mol/I

20 ml 100% glycerolu

1 ml Nonidet® P40

500 pl Triton X-100

Do 20 ml doplnit sterilni deionizovanou vodou.

Uchovévat v l'adnicke (4°C) v sklenenej fl'asi

Chlorid sodny (NaCl) 1 mol/l — roztok

14,61 g NaCl
Doplnit’ do 250 ml sterilnou deionizovanou vodou.

Uchovéavat v sklenenej fl'asi pri izbovej teplote (25°C).

Chlorid sodny (NaCl) 5 mol/l — roztok

73,05 g NaCl
Doplnit’ do 250 ml sterilnou deionizovanou vodou.

Uchovavat v sklenenej fl'asi pri izbovej teplote (25°C).
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Premyvaci pufr

e 1 mlroztoku Tris—HCI1 mol/l, pH 8,0

e 200 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e 500 pl roztoku EGTA 0,1 mol/l

e 20 pl roztoku NaCl 1 mol/l

e Do 100 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Uchovavat’ v 'adnicke (4°C) v sklenenej fTasi.

Pufr RIPA

e 500 pl 10% roztoku SDS

e 5 ml 1% roztoku deoxycholatu sodného

e 500 pl Triton X-100

e 7 ml roztoku NaCl 1 mol/l

e 250 ul roztoku EGTA 0,1 mol/l

e 100 pl roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

e 500 pl roztoku Tris—HCI1 mol/l, pH 8,0

e Do 50 ml doplnit’ sterilnou deionizovanou vodou.

e Do skleneného odmerného valca napipetovat’ vSetky komponenty v poradi ako su
uvedené, odmerny valec prelepit’ parafilmom, niekolkokrat prevratit, aby sa vSetko
premiesalo a roztok naliat’ do sklenenej fT'aSe.

e Nakoniec do fl'ase vhodit’ 1 tabletu koktejlu inhibitorov proteaz a nechat rozpustit’.

e Pufr uchovévat’ v mrazaku (-20°C).

Pufr RIPA s Carrier salmon sperm DNA
e 990 ul RIPA pufru
e 10 pl Carrier salmon sperm DNA

e Pripravovat’ na lade.

Laurylsiran sodny (SDS) — 10% roztok
e 40 g SDS

e Rozpustit’ v 400 ml sterilnej deionizovanej vody.
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e Uchovavat' v tmavej sklenenej fl'asi so sklenenou zatkou pri izbovej teplote (25°C).

Tris—=HCI 1 mol/l, pH 8,0 resp. 8,1 — roztok

e 30,275 g Tris—base

e Rozpustit’ v 200 ml sterilnej deionizovanej vody, postupnym prikvapkavanim 35% HCI
upravit’ pH na hodnotu 8,0 resp. 8,1 (podl'a potreby).

e Doplnit’ do 250 ml sterilniou deionizovanou vodou.

e Uchovavat v sklenenej fl'asi pri izbovej teplote (25°C).

Xylenova modr
¢ 1 mg xylenové modii
e Rozpustit v 1 ml sterilni deionizované vody.

e Uchovavat v 1,5ml mikrozkumavce lednici (4°C).

4.7 Média pre pracu s bunkovymi kultirami

DMEM

e 100 ml DMEM

e 1 ml 10% roztoku FBS

¢ 1 ml roztoku glutaminu o koncentracii 2 mmol/l
e 1 mlroztoku antibiotik PenStrep

e Uchovavat' v l'adnicke (4°C).

RPMI

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

e 1 ml 10% roztoku FBS

e 1 mlroztoku glutaminu o koncentracii 2 mmol/l

e 1 ml roztoku antibiotik PenStrep

e | ml roztoku pyruvatu sodného o koncentraci 100 mmol/l
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Uchovavat’ v l'adnicke (4°C).

4.8 Vybaveni laboratore

0,2ml a 1,5ml mikroskiimavky (Eppendorf)

96—jamkova mikrotitracna dosticka (TPP)

Autoklav (Systec)

Automaticka pipeta Pipets® — akku (Hirschmann Laborgerite)
Blotovacie filtracné papiere

Blotovacie membrany

Blotovacie zariadenie Trans-blot SD Semi-dry transfer cell (Bio-Rad)
Centrifuga 3K30 (Sigma)

Centrifuga BR4i (Jouan)

Centrifuga Minispin (Eppendorf)

Centrifuga MR22i (Jouan)

Centrifuga¢né skimavky o objemu 15 ml a 50 ml (TPP)

Digitalna laboratorna vaha 440-33 (Kern)

Elektroforeticka komorka MINI-SUB® Cell GT (Bio—Rad), skla 1,5mm, hrebene 10

zubov (Bio-Rad)

Inkubator CO, BB 16 (Heracel)

Inverzny mikroskop Eclipse TS 1000 (Nikon)

Kadinka o objemu 100 ml (Fischerbrand)

Konicka odmerné banka o objemu 100 ml (Simax)

Laminarny box AURA Vertical SD4 (Bioair instruments)

Li-Cor Oddyssey scanner (Biosciences)

Mastercycler gradient (Eppendorf)

Mikropipety 0,1ul —5 ml (Eppendorf, Gilson, Finnpipette)
Nalievacie zariadenie pre pripravu elektroforetického gélu (Bio—Rad)
Odmerné valce (Simax)

Ochranné latexové rukavice (Sempermed)
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Parafilm (Pechinery Plastic Packagink)

Petriho misky o priemere 100 mm (TPP)

Plastové stierky — Cell Scrapers Cat. No. 70-1180 (Biologix Research Company)
Rotator RS — Multi (Boeco)

Sklenena kapilara (TPP)

Sonikator UP200S (Hielscher Ultrasound technology)
Spektrofotometer ND—1000 (Nanodrop)
Spektrofotometer Power Wave XS (Bio—Tech)

Sterilné 15ml skumavky (Gama group)

Sterilné jednorazové ihly 18G x 1 % " Luer—Lock (Chirana T. Injecta)
Sterilny plastovy pipetovaci nastavec (TPP)

Sterilné Spicky (Eppendorf)

Sterilné Spicky s filtrem (Eppendorf, Gilson)

Tanierovy rotator SB3 (Stuart)

Termoblok (Grant instruments)

Termocycler T personal (Biometra)

Trepacka Miniature Shaker KM—2 (Edmund Biihler)

UV transiluminator G-Box (Syngene)

Vortex Genie—2 (Scientific Industries)

Vortex PV-1 (Grant—bio)

Vyrobnik deionizovananej vody GenePure system (TKA)
Vyrobnik l'adu F1000C (Icematic)

Vyveva membranova (Laboport™)

Zdroj elektrického pradu MP-2AP (Bio—consult)
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5 VYSLEDKY

Experimentalna cast’ diplomovej prace v sebe zahrnovala kultivaciu prostatickych
nadorovych bunkovych linii LNCaP a DU145, ich ovplyvnenie butyratom sodnym
(koncentracia 1mmol/l a 5mmol/l) akombinaciou butyratu sodného (NaB, 1mmol/l
a 5mmol/l) a5-Aza-2’-deoxycyidinu (5-Aza-CdR, Sumol/l) po dobu 24, 48 a 96 hodin.
Ziskanie celkového proteinového lyzatu, naslednd chromatin imunoprecipitatna analyza
s pouzitim protilatok Anti-acetyl-histone H3 a Anti-acetyl-histone H4, PCR analyza DNA
izolovanej Z imunoprecipitatov s pouzitim primerov specifickych pre
DNA metyltransferazy (DNMT1 a DNMT3b). Taktiez bola detekovana expresia
histonovych deacetylaz HDAC2 a HDAC3 u ovplyvnenych bunkovych linii.

5.1  Proteinova analyza histonovych deacetylaz

Pre ziskanie celkového obsahu proteinov bola vykonana lyze buniek u bunkovych
linii LNCaP a DU145 neovplyvnenych au buniek tychto linii ovplyvnenych NaB
(Immol/l a5mmol/l koncentraciou) alebo kombinaciou NaB (Immol/l a 5mmol/l
koncentraciou) a 5-Aza-CdR (5umol/l). Ziskané proteiny boli podrobené nasledujucej
western blotovej analyze. Expresia proteinov  HDAC2, HDAC3, AR a kontrolnych

a-tubulinu a GAPDH bola detekovana pomocou primarnych a sekundarnych protilatok.

5.1.1 Expresia HDAC2 a HDAC3 u prostatickej nadorovej linie LNCaP po
ovplyvneni butyratom sodnym a jeho kombinaciou s 5-aza-2’-deoxycytidinom

K zisteniu vplyvu inhibitorov histonovych deacetyldz (NaB) a DNA metylacii
(5-Aza-CdR) na expresiu histonovych deacetylaz HDAC2 a HDAC3 u androgen-
senzitivnej bunkovej linie LNCaP boli bunky ovplyvnené NaB (1 mmol/l a 5mmol/l) po
dobu 24 ,48 a96 hodin ajeho kombinaciou s 5-Aza-CdR (Spmol/l) po dobu 48 a 96

hodin. Ako negativna kontrola boli pouzit¢ bunky kultivované v médiu s DMSO
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V koncentraciach,

rovnaké koncentracie proteinu vo vzorke boli pouzité ,housekeeping® gény a-tubulin
a GAPDH. U prostatickej nadorovej bunkovej linie LNCaP bola detekovana expresia
HDAC2 aHDAC3 ako ukontrolnych buniek, tak ubuniek ovplyvnenych NaB
a kombinaciou NaB + 5-Aza-CdR (Obr.5,6,7,8). Porovnanim dvoch HDAC?2 protilatok od

roznych firiem sa protilaitka od firmy Calbiochem ukazala ako citlivejSia a s touto

protilatkou sa v praci pokracovalo.

LNCaP

24 hod. 48 hod.

HDAC2

60 kDa
5 — (Cell Signaling)

HDAC2
(Calbiochem)

55kDa ——

55kDa —— a-Tubulin

Obr. 5: Expresia HDAC2 s pouzitim protilatok od dvoch réznych firiem (Cell Signaling
a Calbiochem) u buniek prostatickej nadorovej linie LNCaP po ovplyvneni 1mmol/l NaB
a 5mmol/l NaB po dobu 24 a 48 hodin (vzorky ¢&.1-3 typ ovplyvnenia: €.1 —- DMSO;

¢.2 — 1Immol/l NaB; ¢.3 — 5mmol/l NaB).
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LNCaP

24 hod. 48 hod.

. HDAC3

48 kDa — >

37kDa | M S i\PDI

Obr. 6: Expresia HDAC3 u buniek prostatickej nadorovej linie LNCaP po ovplyvneni

Immol/l NaB a 5mmol/l NaB po dobu 24 a 48 hodin ( vzorky ¢.1-3 typ ovplyvnenia:

¢.1 - DMSO; ¢.2 — Immol/l NaB; €.3 — 5mmol/l NaB)

LNCaP
! . 3 * > HDAC2
55kDa —— o -b - - ;04
37KDa s ————— CAPDH

Obr. 7 : Expresia HDAC?2 u buniek prostatickej nadorovej linie LNCaP po ovplyvneni
1mmol/l NaB a 5mmol/l NaB a kombinaciou Immol/l NaB + 5umol/l 5-Aza-CdR a

5mmol/NaB + Spumol/l 5-Aza-CdR po 96 hodinach ( vzorky ¢.1-5 typ ovplyvnenia:
¢.1 - DMSO; €.2 — Immol/l NaB; €.3 — 5mmol/l NaB; ¢.4 — lmmol/INaB + 5umol/I

5-Aza-CdR; €.5 - Smmol/INaB + Spmol/l 5-Aza-CdR).
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LNCaP

1 2 3 4 5
- HDAC3
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Obr. 8: Expresia HDAC3 u buniek prostatickej nadorovej linie LNCaP po ovplyvneni
1mmol/l NaB a 5mmol/l NaB a kombinaciou Immol/l NaB + 5umol/l 5-Aza-CdR a
5mmol/NaB + 5umol/l Aza-CdR po 96 hodinach (vzorky ¢€.1-5 typ ovplyvnenia:

¢.1 - DMSO; ¢€.2 — Immol/l NaB; €.3 — 5mmol/l NaB; ¢.4 — Immol/INaB + Sumol/I
5-Aza-CdR; ¢.5 5mmol/l NaB + 5umol/l 5-Aza-CdR).

5.1.2 Expresia HDAC2 a HDAC3 u prostatickej nadorovej linie DU145 po
ovplyvneni butyratom sodnym a jeho kombinaciou s 5-aza-2"-deoxycytidinom

K zisteniu vplyvu inhibitorov histonovych deacetylaz (NaB) a DNA metylacii (5-
Aza-CdR) na expresiu histonovych deacetylaz HDAC2 a HDAC3 uandrogen-
nesenzitivnej bunkovej linie DU145 boli bunky ovplyvnené NaB (1 mmol/l a 5Smmol/l) po
dobu 24 ,48 a96 hodin ajeho kombinaciou s 5-Aza-CdR (5umol/l) po dobu 48 a 96
hodin. Ako negativna kontrola boli pouzit¢ bunky kultivované v médiu s DMSO
v koncentracii odpovedajicej koncentracii u pouzitych inhibitorov. Pre kontrolu, ¢i boli
nanesené¢ rovnaké koncentracie proteinu vo vzorke bol pouzity ,housekeeping™ gén
GAPDH. U prostatickej nadorovej linie DU145 bola detekovana znizené expresia HDAC3
u Smmol/l koncentracie NaB po 48 hodinovom ovplyvneni (Obr.9). Expresia HDAC2
a HDACS3 bola znizena po 48 hodinovom ovplyvneni 5Smmol/l NaB a kombinacii Smmol/l
NaB + Sumol/l AzA-CdR (Obr.10 a Obr.11). U 96 hodinového ovplyvnenia Smmol/l
NaB akombinacii Smmol/l NaB + Sumol/l AzA-CdR sme detekovali pretrvavajucu
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znizen® expresiu HDAC2 (Obr.10), ale nie HDAC3 (Obr.11)v porovnani s 48 hodinovym

ovplyvnenim.
DU145
24 hod. 48 hod.
I8KD3 - DA
37kDa — s eue GED- G R @ CAPDH

Obr. 9: Expresia HDAC3 u buniek prostatickej nadorovej linie DU145 po ovplyvneni
1mmol/l NaB a 5mmol/l NaB po dobu 24 a 48 hodin. (vzorky ¢.1-3 typ ovplyvnenia:
¢.1 - DMSO; ¢€.2 — Immol/l NaB; €.3 — 5mmol/l NaB).

Du14s5
1 2 3 4 5

HDAC?2
55 kD=
S55kDa ——  oumms = 48 hod.
B . HDAC?2
S5kDa ——= === -— 96 hod.

GAPDH
B37kDa —— - a— - w— - o od
37kDa —— e -am» TS oas eSS gai?dH

Obr. 10: Expresia HDAC?2 u buniek prostatickej nadorovej linie DU145 po ovplyvneni
Immol/l NaB a 5mmol/l NaB a kombinaciou 1mmol/l NaB + 5umol/l 5-Aza-CdR a
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5mmol/NaB + 5umol/l 5-Aza-CdR po 48 a 96 hodinach (vzorky ¢.1-5 typ ovplyvnenia:
¢.1 - DMSO; €.2 — Immol/l NaB; ¢.3 — 5mmol/l NaB; ¢.4 — Immol/INaB + 5umol/l
5-Aza-CdR; ¢€.5 - Smmol/INaB + 5umol/l 5-Aza-CdR).

DU145

1 2 3 4

48kDa ——> G- - HDACS
48 hod.

A

) » HDAC3
48kDa ——> — D D SN e ;)

GAPDH
37kDa —> "... 48 hod.
96 hod.

Obr. 11: Expresia HDACS3 u buniek prostatickej nadorovej linie DU145 po ovplyvneni
Immol/l NaB a 5mmol/l NaB a kombinaciou Immol/l NaB + Spmol/l 5-Aza-CdR a
S5mmol/NaB + Spumol/l 5-Aza-CdR po 48 a 96 hodinach (vzorky ¢.1-5 typ ovplyvnenia: €.1
— DMSO; ¢€.2 — Immol/l NaB; €.3 — 5mmol/l NaB; ¢.4 — Immol/INaB + Sumol/l Aza-CdR;
¢.5 - Smmol/INaB + 5umol/l 5-Aza-CdR)

5.1.3 Expresia androgénového receptoru (AR) u prostatickej nadorovej linie DU145

Androgénovy receptor je exprimovany u prostatickej bunkovej linie LNCaP, ktoré
je citliva k androgénom. U prostatickej bunkovej linie DUI145, ktord nie je citliva
k androgénom a neexprimuje androgénovy receptor bola sledovana expresia AR
U kontrolnych buniek a buniek ovplyvnenych inhibitorom HDAC NaB a demethyla¢nym
¢inidlom 5-AzA-CdR. U kombinacie Smmol/l NaB+ Sumol/l Aza-CdR bola detekovana
expresia AR.
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Obr. 12: Exprese AR u prostatickej nadorovej linie DU145 po ovplyvneni NaB (Immol/I
a 5Smmol/l) alebo kombinaciou NaB (1mmol/l a 5Smmol/l) + 5-Aza-CdR (5umol/l)

5.2 Konvenéna PCR amplifikiacia produktov po chromatinovej imunoprecipitacii
s protilatkami proti Acetyl-histone H3 a Acetyl-histone H4 s pouZitim primerov
pre DNMT1

Chromatinové imunoprecipitaty boli pripravené z bunkovej linie DU145 a LNCaP
za pouzitia protilatky Acetyl-histone H3 a Acetyl-histone H4. U proteinovych lyzatov bola
stanovena koncentracia proteinov, ktord bola nasledne vyuZitd pri priprave
imunoprecipititov. DNA bola vyizolovana pomocou QIAquick® PCR purification kit od
firmy Qiagen. Pre PCR reakciu bola pouzitd koncentracia DNA 50ng/ul. Je patrné, ze
u vSetkych vzoriek po PCR amplifikacii doSlo k vzniku pozadovaného PCR produktu
sroznou intenzitou bandov u jednotlivych ovplyvneni. Ako pozitivna kontrola sluzil
Input, tj. 100 pl proteinového lyzatu bez pouzitej protilatky. Ako negativna kontrola bol
pouzity imunoglobulin G (IgG), ktory bol pridavany do vzorky miesto prislusnej
protilatky. Drahy ¢.1-5 predstavuju jednotlivé typy ovplyvnenia (Obr. 13,14,15). U
chromatinovej imunoprecipitacie s H3 protilatkou u bunkovej linie DU145 je patrna
znizena expresia ulmmol/l NaB auoboch kombinacii 1mmol/l NaB + Spmol/l

5-Aza-CdR a Smmol/l NaB + Sumol/l 5-Aza-CdR po 48 hodinovom ovplyvneni, zatial’ ¢o

50



96 hodinové ovplyvnenie nejavi ziadne zmeny. Linia LNCaP nevykazuje ziadne zmeny po
48 a 96 hodinovém ovplyvneni (Obr.14). U ChIP s H4 protilatkou u bunkovej linic DU145
nie st ziadne zmeny v expresii, ubunkovej linie LNCaP je zjavne zvySena expresia
u5mmol/l NaB aukombinacie Smmol/l NaB a Sumol/l Aza-CdR u 96 hodinového
ovplyvnenia.

DU145

M . 2 3 & 5 ‘NK

o~ HNEEE
5 - . . - 48 hod.

100 bp _>= - — - H3

e - - - 96 hod.
100Dp — 5w SR— IoG

K

= T — T
100bp — — - — Input

-

Obr. 13: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej

z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie DU145 s pouzitim
DNMTL1 primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: ¢.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, €¢.3 5mmol/l NaB, €.4 1mmol/l NaB + S5umol/l Aza — CdR,

¢.5 5mmol/l NaB + S5pumol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).
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Obr. 14: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej
z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie LNCaP s pouZitim
DNMT3b primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: €.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + Sumol/l Aza — CdR,

¢.5 5mmol/l NaB + 5pumol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).

DU145
M 1 2 3 4 5 NK
jo— ] - H4
100bp — - .z-.- 48 hod
- '
 —
100bp — NS -—- 2 . — —— H4
- - .. 96 hod.
o
-
- .
= EEEEI
100bp ——> e — — Input
-

Obr. 15: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej
Z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie DU145 s pouzitim

DNMTL1 primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: ¢.1 0,1% DMSO,
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¢.2 Immol/l 1 NaB, €.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + Sumol/l Aza — CdR, ¢&.5
5mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).

LNCaP
M L 2 3 4 5 NK
100bp — > - - . ?84}1 .
.- — 08
100bp — ~‘ T e T - H4
— 96 hod.
100bp —>» Input
-

Obr. 16: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej

Z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie LNCaP s pouzitim
DNMT3b primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: €.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR,

¢.5 5mmol/l NaB + S5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).

5.3 PCR amplifikacia produktov po chromatinovej imunoprecipitacii
s protilatkami proti acetyl-histone H3 a acetyl-histone H4 s pouzZitim primerov
pre DNMT3b

Chromatinové imunoprecipitaty boli pripravené z bunkovej linie DU145 a LNCaP za
pouzitia protilatky acetyl-histone H3 a acetyl-histone H4. Z pripravenych bunkovych
lyzatov bola stanovend koncentracia proteinov, ktord bola nasledne vyuzitd pri priprave

imunoprecipitaitov. DNA bola vyizolovana pomocou QIAquick® PCR purification kit od
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firmy Qiagen. Pre pracu bola pouzita koncentracia DNA 50ng/ul. Je patrné, ze u vsetkych
vzorieck po PCR amplifikdcii dosSlo k vzniku pozadovaného PCR produktu s réznou
intenzitou bandov u jednotlivych ovplyvneni. Ako pozitivna kontrola sluzil input bez
pouzitej protilatky. Ako negativna kontrola bol pouzity imunoglobulin G (IgG). Drahy
¢.1-5 predstavuju jednotlivé typy ovplyvnenia. U chromatinovej imunoprecipitacie s H3
protilatkou u bunkovej linie DU145 je patrnd znizena expresia u 1mmol/l NaB a u oboch
kombinacii 1mmol/l NaB + 5umol/l Aza-CdR a Smmol/l NaB + Sumol/l Aza-CdR po 48
I 96 hodinovom ovplyvneni. Tiez bunkova linia LNCaP nevykazuje ziadne zmeny. U ChIP
imunoprecipitacii s H4 protilatkou u bunkovej linie DU145 nie st Ziadne zmeny v expresii,
u bunkovej linie LNCaP je zjavne znizend expresia u5mmol/l NaB a ukombinacie

5mmol/l NaB a 5umol/l AzA-CdR u 48 hodinového ovplyvnenia.

DU145
M i 2 3 4 B3 MK
400bp —> i = - W H3
= = 48 hOd
400b "y —

P— = 96 hod.
400bp — = IeG
400bp — i ' —| . — Input

- -—
- e

Obr.17: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej

z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie DU145 s pouzitim
DNMT3b primerov ( M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: ¢.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR,

¢.5 5 mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).
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Obr. 18: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej

z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie LNCaP s pouzitim
DNMT3b primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: €.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + S5umol/l Aza — CdR,

¢.5 5 mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).
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Obr. 19: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovanej

z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie DU145 s pouzitim
DNMT3b primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢&.1 —5: ¢.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, ¢.4 1mmol/l NaB + Sumol/l Aza — CdR,

¢.5 5 mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).
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Obr. 20: Elektroforeticka separacia po PCR amplifikacii DNA izolovane;j

z chromatinovych imunoprecipitatov prostatickej bunkovej linie LNCaP s pouZitim
DNMT3b primerov (M marker Step Ladder 50bp, vzorky ¢.1 —5: €.1 0,1% DMSO,
¢.2 Immol/l 1 NaB, ¢.3 5mmol/l NaB, €.4 1mmol/l NaB + S5umol/l Aza — CdR,

¢.5 5mmol/l NaB + 5umol/l Aza — CdR, NK negativna kontrola).
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6 DISKUSIA

Histonové deacetylazy hraji doéleziti tulohu v génovej regulacii. Inhibitory
histénovych deacetylaz su nové proti-rakovinové lieciva, ktoré navodia acetylaciu histonov
a posobia proti odchylnej génovej represii. (Buchwald et al.,2009). Taktiez methylacia
DNA ma dolezita ulohu v regulacii génovej expresie. Cicavcie bunkové linie umlcuju gény
pri vyskyte metylacie promotorovych sekvencii. Tieto umlc¢ané gény moézu byt opit
aktivované vo vysokom vyskyte pouzitim demetylaéného ¢inidla 5-aza-2’-deoxycytidinu
(Holliday et Ho, 2002). V tejto praci bol na ovplyvnenie prostatickych bunkovych linii
LNCaP a DU145 pouzity inhibitor histonovych deacetylaz butyrat sodny a demetylacné
¢inidlo 5-aza-2’-deoxycytidin. Pri sledovani vplyvu tychto latok na expresiu HDAC2
a HDAC3 u prostatickej bunkovej linie LNCaP, ktora je na androgénoch-zavisla
aexprimuje androgénovy receptor, nebola detekovana ziadna zmena v expresii
Vv porovnani s kontrolnymi  neovplyvnenymi bunkami. Naproti tomu u prostatickej
bunkovej linie DUI145, ktora je na androgénoch-nezavisla a Vv jej promotorovom useku
boli evidované abnormalne metylaéné zmeny u hojne sa vyskytujucich CpG ostrovéekoch
(Jarrard et al., 1998), sme zistili zmeny v expresii u oboch sledovanych histonovych
deacetylaz. Toto zistenie je v sulade s uz predtym popisanym ucinkom dvoch inhibitorov
HDACs — NaB a Trichostatinu A (TSA) na expresiu HDAC2 a HDAC3 u styroch
prostatickych nadorovych linii (Trtkova et al., 2010). Butyrat sodny a TSA nemali vplyv
na zmenu expresie tychto dvoch histonovych deacetyldz u inej na androgénoch-nezévislej
prostatickej bunkovej linie C4-2. Autori vysvetlovali vymizenie expresie HDAC2
a HDAC3 u na androgenoch-nezavislej bunkovej linie DU145, ktora nema exprimovany
androgénovy receptor, nemoznost'ou vytvorit' komplex medzi AR/HDAC3 a korepresormi
SMRT/N-CoR, ktory tak chrani histonové deacetylazy pred uc¢inkom pouzitych inhibitorov
HDACSs (Trtkova et al., 2010). Tomuto vyslovenému predpokladu ale neodpoveda nasa
detekcia obnovenej expresie génu AR na proteinovej urovni ubuniek DU145
ovplyvnenych kombindciou inhibitorov HDACs a DNA methyladcie (Smmol/l NaB a
S5umol/l 5-Aza-CdR) (Obr. 12). Je zname, a ako je uvedené i v tvodnych kapitolach tejto
diplomovej prace, modifikdcia chromatinu a DNA (metylaicia DNA), maja vplyv na

expresiu génov a moézu spdsobit’ umlcanie (gene silencing) prislusSnych génov. Asocidcia
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medzi metylaciami DNA a hypoacetylaciami ako komplexne posobiacich epigenetickych
udalosti bola popisana (Dobosy and Selker, 2001; Patra et al., 2001) a ako komplexny
epigeneticky mechanizmus podmieneny spolocnym alebo vzajomne sa ovplyviiujicim
ucinkom inhibitorov histonovych deacetylaz a metylacii DNA by sme mohli vysvetlit
i obnovenu expresiu androgénového receptoru u buniek linie DU145, ktord tak modze
suvisiet' alebo zavisiet' na inhibicii deacetyldcie, prejavujlicej sa znizenou expresiou
niektorych histonovych deacetylaz (Obr. 9, 10 a 11).

Je znamych 18 izoforiem histonovych deacetyldz, ktoré moZeme rozdelit' do
Styroch tried (Weichert, 2009). Prva trieda HDACs (class 1.) zahriiuje izoformy 1, 2, 3 a 8,
ktoré su tiez najlepSie charakterizovanymi proteinmi. Izoformy 4, 5, 6, 7, 9 a 10 patria do
IL.triedy HDACSs; nie priliS dobre je prestudovana Ill.trieda HDACs a HDAC11. Pre
histonové deacetylazy je charakteristicky tzv. pleiotropny efekt. Teda tieto jednotlivé
izoformy mozu mat’ rozne prejavy svojho U€inku. Zatial' co expresia HDAC2 bola u linie
DU145 zniZzena u NaB a kombinacii NaB s 5-Aza-CdR ako u 48 hodin, tak aj po 96
hodinovom ovplyvneni (0br.10), expresia HDAC3 bola znizena u tychto dvoch ovplyvneni
len po 48 hodinach (Obr. 11).

DNA methyltransferaza 1 (DNMT1) zohrava dolezita tlohu vo vyvoji a je
povazovana za enzym zodpovedny za udrZiavanie jednotného metylaéného stavu
v genomickej DNA (Baylin and Jones, 2011). Naproti tomu DNA metyltransferaza 3b
(DNMT3Db) je zodpovedna za de novo metylaciu DNA a Casto byva aktivovana v l'udskych
nadoroch. Aj napriek tomu, Ze sme vplyv pouzitych inhibitorov HDACs a DNMTs na
expresiu DNMT1 a DNMT3b u acetylovanych H3 a H4 detekovali len konvenénou PCR,
zistili sme rozdiely v urovniach expresie tychto dvoch DNA metyltransferaz medzi
bunkami oboch pouzitych linii a tiez medzi oboma sledovanymi DNA metyltransferazami.
Zmeny v expresii DNMT1 a DNMT3b st zrejmé po 48 hodinach ovplyvnenia a po
96 hodinach nie st rozdiely tak patrné. Podobne ako u proteinovej expresie HDAC2 a
HDAC3 sme zistili zmeny u na androgénoch-nezavislej linie DU145. Tiez zmeny
vV génovej expresii DNMT1 a DNMT3b boli vyraznejSie u imunoprecipitovanej DNA
izolovanej z buniek tejto linie. Rovnako ako u expresie histonovych deacetylaz aj u DNA
metyltransferazy 3b bola znizena expresia pri ovplyvneni S5mmol/l NaB a kombinacii
Smmol/l NaB s Sumol/l Aza-CdR u linie DU145. DNMT]1 nevykazovala ziadne vyrazné

zmeny V expresi, ¢o mdze byt podmienené jej konzervativnou funkciou pri kopirovani
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metylacie po replikdcii DNA. DNMT3b, ktora sa podiel’a na tvorbe novych metyla¢nych
vzorov (Baylin and Jones, 2011), ktoré mézu byt désledkom epigenetickych modifikacii,
tak zcela prirodzene citlivejSie reaguje na ucinok pouzitych deacetylaénych alebo
metylacnich inhibitorov. Pre potvrdenie zistenych zmien v expresiach tychto dvoch DNA
metyltransferaz je samozrejme nutné naviazat na konvenénu PCR a podporit’ ju

kvantitativnymi Real-Time PCR analyzami.
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7 ZAVER

V ramci tejto diplomovej prace bola sledovand expresia vybranych histonovych
deacetylaz a DNA metyltransferdz u buniek dvoch prostatickych nadorovych linii,
lisiacich sa citlivostou k androgénom a expresiou génu androgénového receptoru, po ich
ovplyvneni inhibitormi histonovych deacetylaz a DNA metyléacii. U linie LNCaP, ktora
exprimuje funkény androgénovy receptor neboli detekované zmeny v proteinovej expresii
sledovanych histonovych deacetylaz HDAC2 a HDAC3. U linie DUI145, necitlivej
k androgénom, bola detekovana znizena expresia HDAC2 pri ovplyvneni Smmol/l NaB
a kombinacii Smmol/l NaB s Sumol/l Aza-CdR po 48 i 96 hodinovom ovplyvneni, zatial
¢o znizend expresia HDAC3 bola detekovand len u48 hodinového ovplyvnenia.
Zaujimavym zistenim bola obnovend expresia génu AR na proteinovej urovni u linie
DU145 pri jej ovplyvneni kombinaciou Smmol/l NaB a Spmol/l 5-Aza-CdR. Obnovena
expresia AR u buniek tejto linie by mohla byt podmienend spoloénym ¢i vzajomne sa
ovplyviiujiicim t¢inkom inhibitorov histonovych deacetyldz a metylacii DNA.

Konven¢nou PCR analyzou bol detekovany vplyv inhibitorov HDACs a DNMTSs na
expresiu DNMT1 a DNMT3b u acetylovanych histonov H3 a H4. Zmeny v expresii
DNMT1 a DNMT3b st zrejmé po 48 hodinach, avSak po 96 hodinach zmeny nie si tak
vyrazné. Zmeny v expresii DNMT1 a DNMT3b boli vyraznejsie u linie DU145, podobne
ako u HDAC2 a HDACS3. Expresia DNMT3b bola podobne ako u zmien v proteinovej
expresii sledovanych histonovych deacetylaz vyrazna u ovplyvnenia kombinaciou 5mmol/I
NaB s 5umol/l 5-Aza-CdR. Expresia DNMT1 nevykazovala tak vyrazné zmeny v expresii
porovnanim s DNMT3b, ktora ako de novo DNA metyltransferaza podielajuca sa na
tvorbe novych metylacnych vzorov a moze citlivejSie reagovat’ na epigenetické zmeny
vyvolané pouzitim deacetylacnych a metyla¢nych inhibitorov.

Nase vysledky naznacujii komplexnost’ v posobeni epigenetickych mechanizmov.
Pre potvrdenie vysledkov roznej irovne génovej expresie DNA metyltransferaz ziskanych

konvenénou PCR je nutné ich potvrdenie kvantitativnymi Real-Time PCR analyzami.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

5-Aza-CdR
APS
AR
AREs
bp
CRPC
DNA
DBD
DHT
DMSO
DNMT
dNTPs
EDTA
HATS
HDACI
HDACs

ChipP

kDA

5-Aza-2’-deoxycytidin
peroxodisiran amonny
androgénovy receptor

androgen responsive elements

par bazi

kastracne rezistentna rakovina prostaty
deoxyribonukleova kyselina

DNA viazajuca doména
dihydrotestosteron
dimethylsulfoxid

DNA methyltransferaza
deoxynukleosid trifosfaty
ethylendiaminotetraoctova kyselina
histon acetyltrasnferazy

HDAC inhibitory

histon deacetylazy

chromatinova imunoprecipitacia
lyzin

kiloDalton
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LBD
NaB
N-CoR
NTD
PCR
PSA

S

SDS
SDS - PAGE
SMRT
TEMED
Tris
TSA

Xq

ligand viazajica doména

butyrat sodny

Nuclear receptor corepressor

N — terminalna doména

polymerazova retazova reakcia

prostaticky Specificky antigén

serin

laurylsiran sodny

SDS -polyakrylamidova gélova elektroforéza
Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormone receptors
tetramethylethylendiamin
trishydroxymethylaminomethan

trichostatin A

dlhé rameno chromozému X
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10 PRILOHY

Chromatinové imunoprecipitace (ChlIP) s protildtkami:
Acetyl-Histone H3
Acetyl-Histone H4

I Hs/48hod Linie DU145
W
& BESEE DNMTI (101 bp)
=M= 1 2 3 4 5
g - T * ; DNMT3b (416 bp)
]
. . H4/48hod
: : DNMT1 (101 bp)
, - DNMT3b (416 bp)

Priloha ¢. 1: Chromatinova imunoprecipitacia po 48 hodinovom ovplyvneni buniek
linie DU145 s protilatkami proti Acetyl-Histone H3 a Acetyl-Histone H4

s naslednou konven¢nouPCR s primery $pecifickymi pro DNMT1 (produkt PCR o
velkosti 101 bp) a DNMT3b (produkt PCR o velkosti 416 bp). (Konference
XXVII. Brnénské onkologické dny, 18.-19.4.2013)
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Chromatinové imunoprecipitace (ChIP) s protildtkami:

Acetyl-Histone H3 T T
Acetyl-Histone H4 ( P)
DU145 INCaP
. T . M1 23 45 X
i AR=F e L UL LR
’ . 0d.
§ -G —
- e . = = 96 hod.
» 16G = g6
DU145 INCaP
12 3l 4 sl NK M 12 3l 4 Sl NK
- = e T = -
' o g 48 hod.
- . H.
“EEDE — . s TEER
K 96 hod.
— — IeG . - 16G

Priloha ¢. 2: Porovnanie vysledkov konvenénej PCR s primery $pecifickymi pre
DNMT3b a templatu DNA po chromatinovej imunoprecipitacii buniek linii DU145
a LNCaP ovplyvinovanymi po dobu 48 a 96 hodin. (Konference XXVII. Brnénské
onkologické dny, 18.-19.4.2013)
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