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Seznam zkratek

14-3-30 - gen pro protein stratifin

7-KC - 7-ketocholesterol

AA - akrylamid

AC - adenokarcinom

AMK - aminokyselina

Apaf-1 - faktor aktivujici apoptotickou protedzu
APS - peroxodisiran amonny

Bak - Bcl-2 antagonist/killer

Bax - Bcl-2-associated protein X

Bcl-2 - B-cell lymphoma 2

Bcl-XL - B-cell lymphoma 2 extra-large

Bis AA - bisakrylamid

BJ - primarni bunky lidskych fibroblastt
BRCALI - gen citlivosti na rakovinu prsu 1

BSA - hovézi sérovy albumin

CaSki - lidské burtiky spinocelularniho cervikalniho karcinomu
CDK - cyklin-dependentni kindza

CEM - linie akutni lymfoblastické leukémie
CH3COOH - kyselina octova

CIN - cervikdln{ intraepitelidlni neoplazie

COs: - oxid uhlicity

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle s Medium
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

E2F - transkrip¢ni faktor E2F

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
EGTA - ethylenglykoltetraoctova kyselina

ER - estrogenovy receptor



Fas-L - Fas ligand, ligand smrti

GADD45 - gen zastaveni rustu a posSkozeni DNA
HeLa - lidské bunky cervikalni karcinomu
HL-HPV - nizko rizikové lidské papilomaviry
HMG-CoA reduktdza - 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktédza
HPV - lidské papilomaviry

HR-HPV - vysoce rizikové lidské papilomaviry
HSP60 - heat shock protein 60

HSP90 - heat shock protein 90

HT-29 - buné¢na linie karcinomu tlustého stieva
ICso - polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

IF - imunofluorescence

IL-8 - interleukin 8

KCI - chlorid draselny

KO - negativni kontrola

KO - pozitivni kontrola

LAMA-89 - buné¢na linie myeloidni leukémie
LCR - dlouhd kontrolni oblast

LP - lyza¢ni pufr

LXR - jaterni X receptor

MDA-MB-231 - buné¢na linie prsniho adenokarcinomu
Mdm?2 - E3 ubiquitin-protein ligaza

MSH?2 - DNA mismatch repair protein

Na>HPOys . 12 H2O - hydrogenfosfore¢nan sodny
Na,VOs - vanadiCitan sodny

NaCl - chlorid sodny

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

NaF - fluorid sodny

OREF - otevieny Cteci ramec

p107 - retinoblastoma-like protein 1



p130 - retinoblastoma-like protein 2

p21 - inhibitor cyklin-dependentnich kindz 1

p53 - bunécny nadorovy antigen p53

PARP-1 - poly (ADP-rib6za) polymeriza-1

PBS - fosfatovy pufr

PCR - polymerazova fetézova reakce

PI - propidium jodid

PMSF - fenylmetylsulfonylfluorid

pRb - retinoblastomovy protein

RAM - protilatka krali¢i proti mysi

RIPA - radioimunoprecipitacni pufr

RNA - ribonukleové kyselina

ROR - orphan receptor souvisejici s retinoidy

ROS - reaktivni kyslikové radikaly

SCC - spinocelularni karcinom

SDS - dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - polyakrylamidova elektroforéza za pritomnosti dodecylsiranu sodného
SiHa - lidské buriky spinocelularniho cervikdlniho karcinomu
SWAR - protilatka praseci proti krali¢i

TBS - fyziologicky roztok pufrovany Tris-pufrem

TEMED - tetramethyletylendiamin

THP-1 - buné¢na linie monocytarni leukémie

TNFa - tumor nekrotizujici faktor a

TRIS - tris (hydroxymethyl) aminomethan

VEGF-A - vaskularni endotelovy ristovy faktor

VEGF-R - receptor pro vaskularni endotelovy rastovy faktor
WB - western blotting

ZK - zlu¢ové kyseliny
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1. Uvod a cile price

Tato diplomova prace se zabyva problematikou antiproliferacni aktivity vybranych derivatt
oxysteroll in vitro. Oxysteroly predstavuji skupinu latek, které vznikaji enzymatickou nebo
neenzymatickou oxidaci molekuly cholesterolu. Jedna se o bioaktivni latky, jelikoz se
v lidském organismu zapojuji do mnoha fyziologickych procestu. U oxysterolt vznikajicich
predevsim neenzymatickou oxidaci byly prokdzany vyznamné cytotoxické a proapoptotické
vlastnosti, které by mohly nalézt uplatnéni v terapii nadorovych onemocnéni. Pro testovani
téchto vlastnosti byla v experimentalni ¢asti prace vyuzita bunécna linie HeLa odvozena od

cervikalniho karcinomu.

Cervikalni karcinom neboli karcinom délozniho Eipku je jedno z nejCastéjSich
nadorovych onemocnéni u zen. Z 95 % je onemocnéni zpusobeno infekci lidskymi
papilomaviry a to predevsim vysoce rizikovymi typy 16 a 18, které jsou klasifikovany jako
cervikdlni karcinogeny. Infekci a pfipadnému vzniku karcinomu lze G€inné€ predchazet
prostfednictvim 3 dostupnych rekombinantnich vakcin a pravidelného preventivniho
screeningu. Pii odhaleni nemoci v Casném stadiu je Sance na pétileté preziti vice nez 90 %.
Lécba je indikovana individualné podle zavaznosti a preferenci na zachovani plodnosti.

NejcCastéji je kombinovano chirurgické odstranéni, radioterapie a chemoterapie.

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo provést literarni resersi na zadané téma.
V prvni kapitole teoretické Casti jsou uvedeny zakladni informace o karcinomu délozniho
¢ipku, jeho ptivodci, klasifikaci a metodach lécby. Druha kapitola je vénovana bunécnému
cyklu vcetné jeho kontrolniho systému. Treti kapitola obsahuje stru¢né informace o
programované bunécné smrti neboli apoptdze. Posledni kapitola teoretické Casti popisuje
zatazeni oxysteroll v systému steroidnich latek, zptsoby vzniku oxysterold, dale také jejich

biologické funkce a uplatnéni v terapii nadoru.

V experimentalni ¢asti bylo cilem provést testovani antiproliferani aktivity
vybranych derivati oxysteroli metodami western blottingu, pritokové cytometrie a
imunofluorescence a soucasné ziskat teoretické i praktické znalosti v oblasti kultivace

bunécnych kultur.
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2. Teoreticka Cast

2.1 CERVIKALNI KARCINOM

Cervikdlni karcinom neboli karcinom délozniho ¢ipku je oznacCeni pro zhoubny nador
délozniho hrdla. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health
Organization) se jedna o ¢tvrté nejcastejsi nadorové onemocnéni u zen. V roce 2020 bylo na
celém svété odhaleno piiblizné 604 000 novych piipadt. Zhruba 342 000 Zen tentyz rok této
nemoci podlehlo, z ¢ehoz obecné asi 90 % vSech umrti pfipada na zaostalé nebo rozvojové
zem¢ predevS§im sub-Saharské Afriky, Melanésie, Latinské Ameriky, Karibiku a
jihovychodni Asie. V Ceské republice bylo v roce 2018 diagnostikovdno 3565 novych
ptipadi (66,07/100 000 zen) s umrtnosti necelych 11 %. K nejcasté&jSimu zachytu
onemocnéni dochazi mezi 30 - 34 rokem zivota (https://www.who.int/; Dusek et al., 2007;

Cutts et al., 2007).

2.1.1 Obecna charakteristika rakoviny

Rakovina je genetické onemocnéni, které je charakteristické dynamickymi zménami
v genomu. Tyto zmény jsou zpusobeny mutacemi aktivujici onkogeny a inaktivujici tumor
supresorové geny a geny stability. Proces transformace normalni zdravé buiiky na nadorovou
se nazyva karcinogeneze a bunka v jeho pribéhu ziskava nové vlastnosti (Romero-Garcia et

al.,2011).

Pro nadorovou buriku je typicka nezavislost na vnéjsich stimulacnich a inhibujicich
rastovych signalech a schopnost odolavat apoptoze, které dohromady umoziiuji
nekontrolovatelné bunééné d€leni. Nadorova buiika se muze delit prakticky neomezené a
v urcité fazi si dokaze vytvaret vlastni cévni systém pro ptisun kysliku a zivin, tento proces
je oznacovan jako angiogeneze. V urcité fazi vyvoje se mohou nadorové buriky premistit
prostfednictvim cévniho systému na jiné misto, kde vytvari sekundarni nadory neboli
metastdze (Hanahan & Weinberg, 2000). Ziskani téchto vlastnosti je umoznéno nestabilitou
genomu, kterd umoziiuje vznik novych mutaci, a vznikem zanétlivého stavu vyvolaného
bunikami imunitniho systému, které podporuji progresi nadoru. Imunitni systém se zaroven
snazi o eliminaci nadorovych bun€k, ackoliv ty si nachazi stale nové zpusoby, jak se
eliminaci vyhnout. Posledni oficialn€ uznanou obecnou vlastnosti je schopnost modifikace

energetického metabolismu ve prospéch proliferace a rustu (Hanahan & Weinberg, 2011).
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2.1.2 Obecna charakteristika cervikalniho karcinomu

Dé&lozni hrdlo (cervix uteri) je nejnizsi Cast délohy tvaru valce, kterd spojuje délohu
s pochvou. Anatomicky se d€li na horni dsek, tzv. cervikdlni kandl neboli endocervix a dolni
usek. Dolni usek ¢ni do dutiny pochvy a je oznacovan jako Cipek délozni nebo exocervix
(viz. Obr. 1) (Cihak, 2013; https://www.cancer.org/). Sliznice cervikalniho kanalu je tvofena
epitelem jednovrstevnym cylindrickym, jehoz buiky produkuji hlen, a sliznice délozniho
¢ipku epitelem vicevrstevnym dlazdicovym nerohovéjicim. Misto, kde dochdzi k pfechodu

epitelll, se nazyva transformacni zona (Vajner et al., 2017).

Dno délozni

Vaz mezi .
vejcovodem a Vejcovod
délohou
Fimbrie Vajecnik
Cervikalni
Déloha kaexl;i, 11 alni

Délozni ¢ipek

Pochva

Obr. 1: Vnitini Zenské pohlavni organy. (pievzato a upraveno z https://thebiologynotes.com/diseases-and-
disorders-of-the-female-reproductive-system/)

Pravé transformacni zoéna je povazovana za nejrizikovej§i misto pro vznik
prekancer6z, coz mohou byt dysplazie cervixu nebo karcinom in situ (Small et al., 2017;
Vorlicek et al., 2010). Dysplazie zahrnuji zmény morfologie a uspotfadani jednotlivych
bunék v celkové nezménéné tkani. Naopak karcinom in situ pfedstavuje posledni stadium,
kdy jednotlivé bunky jesté nepronikaji pies bazalni membranu tkané a nedochazi tak
k invazivnimu rastu. Souhrnné jsou tyto prekancerdzy oznaCovany jako cervikalni
intraepitelidlni neoplazie (CIN) a jsou rozdéleny do 3 stuprnt podle zavaznosti. Nejlehci
formou je lehkd dysplazie s pozorovatelnymi zménami v dolni tfetiné epitelu (CIN 1).
Rozsiteni zmén do dvou tfetin epitelu je uz povazovano za CIN 2 neboli stfedni dysplazii,
pfi¢emz progrese do tohoto stadia je mnohem rychlejsi. Ve findlnim stadiu (CIN 3) se jiz
jednd o tézkou dysplazii nebo karcinom in situ se ztritou vrstev, aneuploidii jader,
atypickymi mit6zami a nediferencovanym epitelem (Vorlicek et al., 2010; Roztocil et

al.,2011, https://www.cancer.org/).
13
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Karcinom dé€lozniho hrdla se mize rozvinout bud’ na povrchu hrdla (exocervikalni
forma), ¢imz vznikd tzv. spinocelularni karcinom (SCC), nebo v cervikdlnim kandle
(endocervikalni forma), kde poté vznikd adenokarcinom (AC). Spinoceluldrni karcinom je
nejcCastéjsi formou a objevuje se v 90 % pripadd. Zbylych 10 % piipadd predstavuji
adenokarcinomy a dalsi vzacné typy jako tifeba maligni melanom nebo smiSeny
mezenchymalni nador. Adenokarcinomy jsou paradoxné vice nebezpecné, jelikoz mohou
dlouha léta existovat absolutn€ bez ptiznakid a prorastat do okolnich tkani (Vorlicek ef al.,
2010; https://www.cancer.org/). Neékteré zdroje uvadi odliSny pomér mezi formami
karcinomu, a to 70 % SCC a ptiblizn€ 15-20 % AC, coz je pfisuzovano obecné zvysenému
vyskytu AC a pokroku v ramci v€asné diagnostiky SCC (Watson et al., 2008; Roztocil et
al.,2011).

Podle Mezindrodni federace gynekologie a porodnictvi (FIGO) lze cervikdlni
karcinom rozdélit do 4-5 hlavnich klinickych stadii podle velikosti 1éze a miry Sifeni do
okolnich tkani (Tab. 1) (Jauniaux, 2018). Mezi nejcastéjsi priznaky cervikalniho karcinomu
patfi vodnaty az krvavy vytok, nepravidelné krvaceni z délohy mimo menstruacni cyklus a
krvaceni po pohlavnim styku. Bolesti v podbfisku a urologické komplikace jsou jiz znamkou

pokrocilejsi stadia onemocnéni (Vorlicek et al., 2010; Roztocil et al., 2011).

Tab. 1: Hlavni{ klinické stddia cervikdlniho karcinomu podle FIGO (Bhatla et al., 2019)

Stadium Popis stadia
I Léze pouze na d¢loznim hrdle
I Rozsiteni 1éze do dvou tietin pochvy
I Rozsireni 1éze do spodni tfetiny pochvy, do panevni stény, postizeni

panevnich nebo paraaortalnich uzlin, mozn¢ poskozeni ledvin

Postizeni panve, rozsifeni do mocového méchyte a konecniku,

v . , . 1 o
mozn¢ metastazovani do vzdalenych organu

2.1.3 Puvodce cervikalniho karcinomu

Nejrizikovejsim faktorem pro vznik cervikalniho karcinomu je infekce lidskymi
papilomaviry (HPV, Human Papillomavirus), jejichz DNA byla odhalena v 95 % pftipadu
cervikdlniho karcinomu (Mufioz ef al., 2003). Cetnost vyskytu HPV mezi muZi a Zenami je
rovnocenna a jedna se tak o nejbéznéji sexualné prenosnou chorobu. Zajimavosti je, ze se

béhem svého zivota udajné s HPV setka az 80 % vSech sexudlné aktivnich zen (Rozto€il et
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al., 2011). Podle nejnovéjsich zdroju bylo doposud identifikovano pies 150 raznych HPV
infikujici Cloveka, z nichz asi 40 zptsobuje infekci genitalniho traktu. Kromeé cervikalniho
karcinomu mohou zptuisobovat také anogenitalni (v oblasti fitniho otvoru a zevnich genitalii)
a orofaryngedlni nddory (oblast dutiny dstni a hltanu) (IARC, 2007;
https://nyulangone.org/). U muzi mize HPV infekce zplisobovat léze na penisu,

v uretfe, moCovém méchyfi, prostaté a nadvarleti (Roztocil et al., 2011).

Lidské papilomaviry jsou malé neobalené viry s dvouvlaknovou DNA fazené do
eledi Papillomaviridae. Celed’ Papillomaviridae se dale &leni na 16 rodd, z nichz v rodu
Alphapapillomavirus nalezneme typy zpusobujici slizni¢éni nadory a v rodu
Betapapillomavirus typy zpusobujici nadory kozni. Z tohoto rozdé€leni tedy vyplyva, ze do
svého hostitele pronikaji skrz bazdlni epitelialni buriky kize a sliznic v misté
mikroskopického poranéni nebo pravé v transformacni zon€ (Bouvard et al., 2009; IARC,

2007).

Genom HPV se skladd z 8 ¢tecich ramcti (ORF) a je rozdélen na 3 oblasti podle
proteind, které koduji. Oblast ¢asné se replikujicich gent (E — early region) obsahuje geny
El, E2, E4, ES, E6 a E7, jejichz produkty jsou dilezité pro expresi virového genomu,
replikaci a preziti viru. Oblast pozdné se replikujicich gent (L — late region) kdduje hlavni
(L1) avedlejsi (L2) kapsidovy protein. Dlouhd kontrolni oblast (LCR — long control region)
je nekddujici a zajiStuje regulaci exprese a replikace virového genomu. Jelikoz je gen L1
nejvice konzervovany v celém genomu, je pouzivan pro fylogenetické zatfazeni jednotlivych
typt HPV do pfislusnych roda (Bouvard et al., 2009; de Villiers et al., 2004; Fehrmann &
Laimins, 2003; Tommasino, 2014).

Alphapapillomaviry jsou na zakladé onkogenniho potencialu rozdéleny na vysoce
rizikové typy (high-risk, HR - HPV), které jsou spojovany prave s cervikdlnim karcinomem
a dalSimi anogenitalnimi tumory, a nizko rizikové (low-risk, HL - HPV), které zpisobuji
genitdlni bradavice a nezhoubné nddory (Tommasino, 2014; zur Hausen, 2002). Mezi HR-
HPV jsou tazeny typy 16 a 18, které byly jiz v roce 1995 klasifikovany jako cervikaln{
karcinogeny a jejichz pfitomnost je nejCastéji potvrzena v piipadech cervikalniho
karcinomu. Pozdé&ji byly mezi HR - HPV piidany také typy 31, 33, 51, 56, 66, 18, 39, 45,
59, 35, 52 a 58 (Bouvard et al., 2009). Muiioz et al., 2003 testovali 2506 ptipadu cervikalniho
karcinomu, kde u 58,9 % byla potvrzena pritomnost HPV 16 au 15 % HPV 18.
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Mezi dalsi faktory, které zvySuji pravdépodobnost infekce HPV a mozného vzniku
cervikalniho karcinomu, patii ¢asny pocatek sexualniho Zzivota, sexualni promiskuita,
vysoky pocet porodi a potratti, prvni porod ve velmi mladém véku, koufeni cigaret, uzivani
drog a ordlni antikoncepce, dale také soucasna infekce virem herpes simplex typu 2 a virem
lidské imunodeficience (Small ef al., 2017; Waggoner & Chernicky, 2004; Vorlicek et al.,
2010). Nicméné byly také potvrzeny pripady cervikalniho adenokarcinomu, jejichz pfi¢inou
nebyla infekce HR - HPV, ale pfitomnost zarodecnych mutaci BRCA1 a MSH2 (Hereditarni

karcinom prsu a ovaria, Lynchiiv syndrom) (Carnevali et al., 2020).

2.1.4 Prevence vzniku cervikalniho karcinomu

V soucasnosti prevence pred infekci HPV a potencialnim vznikem cervikalniho karcinomu
stoji na dvou zakladnich prvcich. Jako primarni prvek je oznacovana vakcinace proti HPV a
sekundarni prvek pak preventivni pravidelny screening a lécba prekancerdznich stavi
(Bhatla et al., 2018). Nicméné jako zakladni prvek ochrany pied pohlavné prenosnymi
chorobami je Siroce doporu¢ovano pouzivani prezervativy, které v této situaci poskytuji jen
¢astecnou ochranu, jelikoz buiky nakazené virem se mohou vyskytovat také na zevnich

genitdlech (zur Hausen, 2002).

Aktualné jsou v mnoha zemich dostupné 3 rizné rekombinantni vakciny schvalené
agenturou FDA (Food and Drug Administration — Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv, USA)
pro pouziti u muzu i zen, respektive divek a chlapct (Tab. 2). VSechny zminéné vakciny by
mély poskytovat ochranu pred vysoce rizikovymi typy HPV 16 a 18 a obé vakciny Gardasil
chrani také pred typy 6 a 11, které zpusobuji anogenitalni bradavice. Navic nonavalentni
vakcina Gardasil 9 poskytuje ochranu proti péti dalSim onkogennim typum HPV. Je
doporucovano provadét vakcinaci u divek a chlapct v rozmezi od 9 do 14 let, idealné pred
zatatkem sexualniho Zivota. V Ceské republice je podani do 13 let véku alespoii &astednd
hrazeno zdravotnimi poji§tovnami. Ackoliv jsou vyvinuty ucinné vakciny, je tfeba
nezapominat, ze nenahrazuji pravidelny preventivni screening (https://www.who.int/;

https://ockovaniprotihpv.cz/; https://www.cervarix.cz/).

Tab. 2: Schvalené vakciny a ptislusné typy HPV, pfed kterymi poskytuji ochranu (https://www.zpmvcr.cz/)

HPYV vakcina Ochrana pted typy HPV
Cervarix 16, 18
Gardasil 6,11, 16, 18
Gardasil 9 6,11, 16, 18, 31, 33, 45,52, 58
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Strategie preventivniho screeningu karcinomu dé€lozniho hrdla se v riznych zemich
velice ligi. V Ceské republice je provadén v ramci pravidelnych gynekologickych prohlidek
a sklada se z kolposkopie, kdy se pomoci zvétSovacich skel prohlédne délozni hrdlo, a
nasledného stéru bun€k z délozniho hrdla, které jsou vySetieny metodami klasické cytologie
(https://www.zpmvcr.cz/). Kromé téchto metod se obecné pouziva také cytologie na tekuté
bazi, HPV testovani pomoci polymerdzové tetézové reakce (PCR) a vizudlni kontrola
pomoci kyseliny octové a Lugolova roztoku (Sankaranarayanan, 2014). Problémové jsou
zemé s nizkymi a stfedné nizkymi pfijmy, které maji Casto chabé screeningové programy, a

z tohoto diivodu je u nich incidence cervikalniho karcinomu vyssi (zur Hausen, 2002).

2.1.5 Bunééné linie odvozené z cervikalniho karcinomu

Nadorové buné¢né linie jsou vzorky bunék odebrané z riznych typa nadort kultivované in
vitro v komerCnich kultiva¢nich médiich (Masters, 2000). Dnes se nachazi v laboratorich
celého svéta a své uplatnéni nachdzi ve vyzkumech molekuldrni a bunécné biologie,

nddorové biologie, mediciny a farmakologie (Lyapun ef al., 2019).

Prvni Gspésné stabilizovanou imortalizovanou lidskou buné€nou linii byla buné¢na
linie HeLa, ktera vznikla odebranim bunék z karcinomu délozniho hrdla 30-ti leté Henrietty
Lacksové vroce 1951, po niz je tato linie pojmenovdna. Ackoliv pacientka obdrzela
radiologickou lécbu, pfiblizné po 7 mésicich od potvrzeni diagnoézy zemiela. Nador
Henrietty Lacksové byl nejprve diagnostikovan jako spinoceluldrni karcinom, nicméné pii
pozd¢jSim prezkoumani bylo odhaleno, ze se jednalo o vysoce agresivni adenokarcinom
(Lucey et al., 2009). Bylo potvrzeno, ze buné¢nd linie HelL.a obsahuje DNA HPV 18 a
dochdzi u ni k nizké expresi proteinu p53 (Meissner, 1999; https://www.atcc.org/). Bunécna
linie HeLa by méla byt snadno kultivovatelna, jelikoz se déli extrémné rychle, skoro dvakrat
rychleji ve srovndni s buitkami znormalni tkané, dokonce i v porovndni s jinymi
nddorovymi liniemi, coz je zpusobeno vysokou aktivitou enzymu telomerazy. Diky pomérné
univerzalni sad€ receptorti na svém buné¢ném povrchu umoznuji studium ucinkt riznych
cytokini (Lyapun et al., 2019). Bunky HelLa maji ve svém jadfe 70-90 chromozomu
s Cetnymi mutacemi ve srovnani s puvodnim karyotypem Henrietty Lacksové, ktery mél
standartnich 46 chromozomui. Mnozi se proto dotazy, zda se stale jedna o lidsky genom
(Heng, 2013). Frattini et al., 2015 testovali rizné Sarze bunécné linie HeLa a zjistili, ze diky

vzniklym mutacim neexistuje ani jedna Sarze, ktera by méla stejny genomicky profil, coz
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muze zpusobovat rozdilné vysledky experimentti. Nicméné piinos bunécné linie Hela pro

veédu je nedocenitelny.

Kromé bunécné linie HeLa existuji i dal$i méné pouzivané bunécné linie odvozené
z karcinomu délozniho hrdla SiHa a CaSki. Linie SiHa je model spinoceluldrniho karcinomu
druhého klinického stadia ziskany od 55-leté zeny asijského pivodu obsahujici DNA HPV
16 a exprimujici jak protein p53, tak pRb. Linie CaSki je model spinoceluldrniho karcinomu
s metastazovanim do mesenteria tenkého stfeva ziskany od 40-leté zeny z Kavkazu
obsahujici také DNA HPV 16 (Friedl et al., 1970; Meissner, 1999; Pattillo et al., 1977,

https://www.atcc.org/).

2.1.6 Metody lécby cervikalniho karcinomu

Cervikalni karcinom je mozné 1€éCit chirurgickym postupem, radioterapii ¢i chemoterapii,
pfi¢emz jednotlivé metody 1ze kombinovat. LéCebny postup je vzdy volen podle klinického
stadia onemocnéni a preferenci pacientky na zachovani plodnosti. Méné radikalni metody
pro zachovani plodnosti jsou mozné pouze pii zachyceni nemoci v ¢asném stadiu (Bhatla ez
al., 2018; Koh et al., 2015). Sance na pétileté pieziti od odhaleni diagnozy u ¢asného stadia
je témer 92 %, u stadia s roz§ifenim do lymfatickych cév 58 % a u metastazujicich stadit

pouze 17 % (https://seer.cancer.gov/).

Pro casna stadia onemocnéni je doporuCovano chirurgické odstranéni metodou
cervikalni konizace nebo celkové jednoduché hysterektomie pro mladsi pacientky a
radikalni hysterektomie pro pacientky star§i. U pokrocilejSich stadii onemocnéni je nejvice
indikovana radioterapie ¢i chemoradioterapie, kdy se tradicné vyuziva zevniho ozareni a
brachyterapie, coz je metoda zavedeni radioaktivnich zrn do mista nadoru (Bhatla et al.,
2018; Haie-Meder et al., 2010). Jsou také vyvijeny nové metody obrazoveé vedené adaptivni
brachyterapie, které umoziuji zacileni vétsi davky zareni do mista nadoru a lep$i ochranu

okolnich organt pred zarenim (Fokdal et al., 2016).

2.1.7 Nejcastéji pouzivana léciva
Nejcasteji pouzivana léciva pro lécbu cervikalniho karcinomu jsou cisplatina, paclitaxel,
bevacizumab a topotecan (Koh er al., 2015). Cisplatina je jedno z nejvice pouzivanych

chemoterapeutik pro 1é¢bu Siroké skaly nadort. Jeji objev byl velkym milnikem pro moznost

vyuziti latek na bazi kovl v 1écbé rakoviny. Protinadorovy Gcinek cisplatiny je komplexni a
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spociva ve vyvolani bunééné smrti ovlivnénim vice jednotlivych intracelularnich drah
(Florea & Biisselberg, 2011). Cisplatina napfiklad interakci s DNA zpusobuje jeji poskozeni,
brani syntéze DNA, indukuje oxidativni stres v butikach, ovliviiuje drahu proteinu p53 a tak
dale. I pres své pozitivni u€inky je cisplatina zvlasté pti vysokych davkach pomérné toxicka
a ma mnoho vedlejSich G¢inkl. Z tohoto duvodu jsou vyvijeny razné vhodnéjsi platinové

analogy jako naptiklad karboplatina nebo oxaliplatina (Dasari & Tchounwou, 2014).

vvvvvv

ptirodniho pivodu. Je to tricyklicky diterpenoid ziskdvany zkary a jehlic¢i tisu
zépadoamerického (Taxus brevifolia) (Wani et al., 1971; Zhu & Chen, 2019). Protinddorovy
ucinek paclitaxelu je unikatni a spociva v podpofe polymerizace mikrotubuli a zabrané
jejich disociace, ¢imz je znemoznén prechod do dalsi faze bunécného cyklu (Weaver, 2014).
Své vyuziti nachazi i v 1écbé dalsich nadorovych i nenadorovych onemocnéni (Chen & Shi,

2016; D. Zhang et al., 2014).

Bevacizumab, obchodnim ndzvem Avastin, je humanizovand monoklondlni
protilatka, ktera se vaze na vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF-A), ktery podporuje
tvorbu novych krevnich cév (angiogeneze) a endotelovych bunék. Ddle brani apoptdze
endotelidlnich bunék, zvysuje permeabilitu cév a uplatiiuje se i1 pfi zanétech. Neutralizac{
VEGF-A je znemoznéna vazba na receptor VEGF-R, ¢imZz je mimo jiné inhibovana
angiogeneze. Jednotlivé funkce VEGF-A se riiznou mérou uplatiiuji v zavislosti na typu

nadoru a klinickém stadiu (Ferrara et al., 2004).

Topotecan je semi-synteticky derivat camptothecinu, coz je alkaloid, ktery zptisobuje
selektivni inhibici DNA topoisomerdzy I. Inhibici DNA topoisomerdazy I vznikaji
dvouvlaknové zlomy DNA béhem replikace, coz vede k zastaveni bunécného cyklu v S fazi
a v konecném dusledku k bunétné smrti. Bylo prokazano, Ze topotecan v kombinaci
s cisplatinou nebo paclitaxelem u nékterych bunécnych linii zvysuje jejich cytotoxicky efekt

pravdépodobné prostrednictvim inhibice oprav DNA (Boabang et al., 2000).
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2.2 BUNECNY CYKLUS

Bunéény cyklus je velmi slozity komplexni proces skladajici se z n€kolika fazi, jehoz
vysledkem je vznik dvou geneticky identickych dcefinych bunék. Kromé proliferace bunék
se bunécny cyklus uplatiiuje také pfi vyvoji organismu, regulaci oprav poskozeni DNA a
jako reakce na zranéni nebo rizné nemoci. Pro spravny prabéh bunééného cyklu je stézejni
pusobeni regulacnich proteint, a to zejména cyklint, cyklin-dependentnich kinaz (CDK),
produktti onkogent a tumorsupresorovych genii. Mutace v genech regulacnich proteint ¢i
chyby vzniklé pii déleni bunék mohou vést ke vzniku riznych nadorovych i nenadorovych

onemocnéni (Schafer, 1998; Wenzel & Singh, 2018).

Bunécny cyklus lze rozdélit na 4 hlavni faze: Gi, S, G2 (souhrnné oznacovany jako
interfize) a M fdzi neboli mitézu (viz Obr. 2). Mitéza je dale rozdélena na profazi,
prometafazi, metafazi, anafazi a telofazi, po které nasleduje vlastni rozdé€leni buiiky neboli
cytokineze. Faze G a G2 jsou piipravné a dochazi pii nich k ristu buriky a intenzivni syntéze
proteini, RNA a bunécnych organel, pficemz v G fazi jsou také syntetizovany nukleotidy a
enzymy pro néslednou replikaci jaderné DNA, kterd probihd v S fazi (syntetické). Rozdilny
obsah jaderné DNA v jednotlivych fazich je vyuzivan pii analyze bunééného cyklu pomoci

prutokové cytometrie (Necas, 2000; Alberts et al., 2001).

Mitoticka faze
Interfaze Mito Vznik 2
1oze dcefinych
Cytokineze bunék
Interfaze Interfaze

|
| G
/ - §

Syntéza DNA Ruist bunky

Obr. 2: Schéma bunécného cyklu (pievzato a upraveno z:
https://cnx.org/contents/GFy_h8cu@9.87:1tJ550t6 @7/The-Cell-Cycle).
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2.2.1 Kontrolni systém bunécného cyklu

V ramci kontrolniho systému bunécného cyklu hraji pravdépodobné nejvétsi roli cykliny a
cyklin-dependentni kinazy (CDK), které spolu v pribéhu bunécného cyklu wvytvari
specifické komplexy. Cyklin-dependentni kinazy patfi mezi serin-threoninové protein
kinazy, pro jejichz aktivaci je nutné navazani urcitého cyklinu a soucasna fosforylace jinymi
kindzami (J. Pines, 1995; Zetterberg et al., 1995). Pro CDK je charakteristické, ze dana CDK
muze byt aktivni pouze v urcité fazi bunécného cyklu, coz je zajistovano systematickou
syntézou a degradaci jednotlivych cyklina (Darzynkiewicz et al., 1996). Aktivni komplexy
cyklin-CDK fosforyluji specifické substraty, ¢imz umoziuji pfechod buriky do dalsi faze
cyklu (Wenzel & Singh, 2018).

CyclinB
CDKIl CDK4

CDKé

CyclinD

CDK2
Cyclin A L\i’? Cyclin E

Obr. 3: Schéma pusobeni jednotlivych cyklini a CDK v danych fazich buné¢ného cyklu (pievzato a
upraveno z: Malumbres & Barbacid, 2009).

Na rozhranich fazi Gi/S, G2/M a metafiaze/anafize se nachazi dulezité kontrolni
body, které zajistuji pripravenost buinky pro piechod do dalsi faze cyklu. Jsou sice
oznacovany jako body, ale jedna se spiSe o biochemickeé reakce specifickych proteint v dany
cas (viz Obr. 3). Kontrolni bod Gi/S je nékdy oznaovany jako Start, protoze v ném je
rozhodnuto, zda bude probihat dalsi déleni nebo zda butika vstoupi do klidové faze Geo.
V tomto bodé je sledovana pritomnost rastovych faktord, poskozeni DNA, velikost a
dostate¢na vyziva burniky. Na zacatku G faze je aktivni komplex cyklinu D1-CDK 4 nebo
D1-CDK 6, které interaguji s retinoblastomovym proteinem. Piechod do S fize a zahdjeni
replikace DNA je ovlivnén aktivitou komplexu cyklin E-CDK 2. Pozd¢ji v S fazi je aktivni
také komplex cyklin A-CDK 2. V bodé G2/M je rozhodujici spravnost provedené replikace
DNA a jeji mozné poskozeni. Kontrolni bod metafidze/anafize zodpovidd za spravné
pripojeni mitotického vieténka na chromozomy pied jejich segregaci. Tento usek od faze G

az po metafazi je kontrolovdn komplexem cyklin B-CDK 1. Pokud je v kontrolnim bodé
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detekovano poskozeni, dojde k zastaveni bunééného cyklu umoziujici opravu danych chyb
(Morgan, 2007; Murray, 1994; Schafer, 1998; Zetterberg et al., 1995). Jak jiz bylo zminéno
vySe, mezi vyznamné regulatory bunééného cyklu patfi také produkty onkogent a

tumorsupresorovych gent.

2.2.2 Retinoblastomovy protein

Retinoblastomovy protein (pRb) je produkt tumorsupresorového genu patfici spolu
s proteiny p107 a p130 do rodiny , kapsovych“ proteint. Jejich kliCovou funkcf je regulace
prubéhu bunécného cyklu. Nicméné bylo zjisténo, ze se ucastni také dalSich dé€ju jako
napiiklad definitivni ukonfeni bunéfného cyklu, ochrana pied apoptézou, zdbrana
opétovného vstupu do bunééného cyklu a indukce exprese tkafioveé specifickych gent

(Bartek et al., 1996; Lipinski & Jacks, 1999).

Regulace prabéhu bunéného cyklu je zprostfedkovana interakci pRb
s transkripénimi faktory E2F, které ovliviuji transkripci dalezitych gena pro prabéh fazi G
a S (napft. cykliny E, A, CDK 1, proteiny ucastnici se replikace DNA) (Graia et al., 1998).
Tato interakce je uskuteCfiovana bud’ pfimou inhibici pozitivni transkripéni aktivity
vytvorenim komplexu pRb s E2F, nebo zavadénim represivnich faktort do promotort, které
jsou pod kontrolou E2F. V G; fazi pRb neni fosforylovan, tvofi komplex s E2F a je tedy
aktivni. V kontrolnim bodé€ G1/S dochdzi k fosforylaci pRb komplexy cyklin D1/CDK 4 a
cyklin E/CDK 2, ktera zpusobi uvolnéni faktori E2F a represivnich faktorti z promotort,
které umozni transkripci gena pro prechod do S faze (Lipinski & Jacks, 1999; Weinberg,
1995).

Jelikoz se jedna o stézZejni prvek obrany proti nekontrolovanému mnoZzeni buiiky,
stava se gen pro pRb Castym cilem mutaci u ruznych druhti nadort jako retinoblastomy,
sarkomy a malobunécné karcinomy plic (Horowitz et al., 1990). Rovnéz samotny pRb je
cilem nékterych onkogennich DNA virt jako HPV nebo adenovirus (Nevins, 1994). Jednim
z gend, jehoz transkripce je pod kontrolou E2F, je gen pro protein p53, ¢imz zde dochazi

k propojeni drah tohoto proteinu s pRb (Hiebert ez al., 1995).

2.2.3 Protein p53

Protein p53 je stejné jako pRb produkt tumorsupresorového genu, ktery ma kli¢ovou roli v

regulaci bunécného cyklu, apoptdze, senescenci, opravich DNA, bunécné diferenciaci a
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angiogenezi. Je také oznaCovan jako ,,strazce genomu“ diky schopnosti branit akumulaci

genetickych zmén (Vogt Sionov & Haupt, 1999).

K aktivaci p53 mize dojit v Gi nebo G2 fazi vlivem poskozeni DNA, hypoxie, zmény
redoxniho potencialu nebo exprese nékterych onkogent (Giaccia & Kastan, 1998). Za
normdlnich podminek se p53 v butice nachéazi ve vazbé na protein Mdm2, ktery reguluje
jeho aktivitu a stabilitu (Kubbutat et al., 1997). Stresové faktory vyvolaji posttranslacni
upravy p53, presnéji fosforylaci a acetylaci, které zptsobi uvolnéni z vazby na Mdm2 a
zvySeni hladin p53 v burice (Sakaguchi et al., 1998). V G fazi aktivovany p53 indukuje
syntézu proteinu p21, ktery zptusobuje inhibici CDK nutnych pro fosforylaci pRb a také vaze
prolifera¢ni jaderny antigen (PCNA), coz je dulezity prvek aktivace DNA polymerazy pro
naslednou replikaci (Hengstschlidger et al., 1999; Waga et al., 1994). V G2 fazi p53 spousti
transkripci gent 14-3-3c a GADDA45, jejichz produkty inhibuji aktivitu CDK pro piechod
do mit6zy (Peng et al., 1997; X. W. Wang et al., 1999).

Zastaveni bunécného cyklu umoziiuje burice provést nezbytné opravy. Pokud nejsou
vzniklé chyby opraveny, p53 indukuje transkripci rtiznych specifickych gent, které
nastartuji proces buné¢né smrti (Vogt Sionov & Haupt, 1999). Gen pro p53 je ¢astym cilem
mutaci u nadorovych onemocnéni. U vice nez poloviny typl lidskych nadort jsou nalezeny
mutace v tomto genu (Greenblatt ez al., 1994). Stejné€ jako pRb 1 p53 interaguje s né€kterymi
onkogennimi viry jako HPV nebo adenovirus, které indukuji jeho degradaci (Moran, 1993;

Scheffner, 1998).

2.2.4 Zmény v bunééném cyklu u nadorovych bunck

Pro nadorové burky je typickd pfitomnost mutaci v genech, jejichz produkty ovliviiuji
prubéh bunécného cyklu. Mutace tak zptsobi ztraty kontrolnich bodd, ¢imz je umoznén
prechod do dalsi faze cyklu bez fadné kontroly poskozeni a chyb, které mohou byt nasledné
prenaSeny do dalsi generace. Kromé zmén v onkogenech a tumorsupresorovych genech
mtze dochazet ke zménam v aktivité cyklind a CDK. Castym jevem je zvySena exprese
CDK 4 a 6, cyklinu E a D, které ovliviuji dilezity kontrolni bod Gi/S (Malumbres &
Barbacid, 2001; Morgan, 2007; Ortega et al., 2002).
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2.3 APOPTOZA

Apoptdza je nezbytny proces k zaji§téni rovnovahy mezi vznikem a zanikem bunék. Hraje
nesmirné dulezitou roli pfi embryonalnim vyvoji a obnové tkani a naopak poruseni jeji
funkce mize prispivat ke vzniku rdznych nadorovych i nenadorovych onemocnéni. Je
oznacovana také jako programovana bunécna smrt, jelikoz je jeji prabéh ptisné kontrolovan

(Kerr, 2002; Obeng, 2021).

Apoptézu mize vyvolat fada vnéjsich a vnitfnich stimult jako napfiklad poskozeni
DNA, nekontrolovana proliferace nebo bunécny stres (Lopez & Tait, 2015). Tyto faktory
spousti fadu reakci, kterych se ucastni proteiny z rodiny kaspaz a z rodiny Bcl-2. Kaspazy
jsou vysoce specifické cystein-dependentni endoproteazy, které zpusobuji hydrolyzu
peptidové vazby. V burice jsou produkovany jako neaktivni prekurzory (pro-kaspdzy neboli
zymogeny) a pro jejich aktivaci musi dojit k dimerizaci a jejich §té€peni. V lidskych buikéach
bylo identifikovano 14 rlznych kaspaz, které byly rozdéleny do 3 skupin podle funkci.
Iniciani kaspazy (kaspaza 8 a 9) zahajuji proteolytické Stépeni efektorovych kaspdz
(kaspaza 3, 6 a 7), které dale §tépi vétSinu konecnych substratt pii apoptoze. Kaspazy 1, 4,

5 a 12 hraji roli pii zanétu (Eckhart ef al., 2008; Mcllwain et al., 2013; Taylor et al., 2008).

Rodina Bcl-2 (podle B-bunécného lymfomu) zahrnuje proteiny, které svym ucinkem
apoptézu jednak podporuji (Bax a Bak), tak také blokuji (Bcl-2 a Bel-XL). Svého ucinku
dosahuji diky schopnosti regulovat uvoltiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. Oddélena
podrodina je tvorena proteiny, které apoptdézu podporuji pouze, pokud jsou nadmérné
exprimovany. Zde jsou mimo jiné zafazeny proteiny Noxa, Puma a Bid, jejichz transkripce

je fizena proteinem p53 (Taylor et al., 2008).

Podle Grilo & Mantalaris (2019) existuje az 5 ruznych drah aktivace apoptozy,
z nichz 3 jsou méné znamé. Jedna se o drahy zavislé bud’ na pritomnosti granzymu A, nebo
granzymu B, coz jsou serinové proteazy produkované cytotoxickymi T-lymfocyty a NK
bunkami, a p53 fizenou aktivaci kaspazy 2 jako odpovéd na poskozeni DNA (Orrenius et

al., 2003; Taylor et al., 2008; Vakifahmetoglu-Norberg & Zhivotovsky, 2010).

Hlavnimi a nejzndméj§imi drdhami apoptdzy jsou vngjsi receptorova a vnitini
mitochondrialni draha. Vnéjsi receptorova draha je spousténa navazanim ligandt smrti (Fas-
L nebo TNFa) na receptory smrti v cytoplasmatické membran€, coz vyvola uvnitt buriky

aktivaci kaspazy 8 a 10. Ty nasledné aktivuji efektorové kaspazy 3 a 7, které indukuji
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bunécnou smrt (Taylor ef al., 2008; Wajant, 2002). Vnitini mitochondrialni dradha mize byt
aktivovana mnoha podnéty, které by se daly souhrnné oznacit jako bunécny stres. Stres
uvnitt bunky aktivuje proteiny Bax a Bak, které vytvoii pory ve vnéjsi mitochondrialni
membrang, pres které se do cytosolu uvolni cytochrom c. Cytochrom ¢ spolu s Apafl (faktor
aktivujici apoptotickou protedzu) a kaspazou 9 vytvorii komplex zvany apoptozom. Takto
aktivovana kaspaza 9 dale aktivuje efektorové kaspazy 3 a 7, které opét indukuji bunénou

smrt (Brenner & Mak, 2009; Ichim & Tait, 2016; Taylor et al., 2008).

Kromé apoptozy existuji jesté 2 dalsi formy bunécné smrti. Autofagie spociva
v pohlceni a degradaci buné€ného materialu uvnitt lyzozomu a nekréza v prasknuti
plazmatické membrany a vyliti bunécného obsahu do okoli, které zplisobi tvorbu zanétu

(Weinlich et al., 2017; Yang & Klionsky, 2010).

2.3.1 Kaspaza7

Kaspdza 7 patfi spolecné s kaspazou 3 do skupiny efektorovych kaspaz, které se ucastni jak
vnéjsi, tak vnitfni drahy apoptdzy. Neaktivni pro-kaspdza 7 se v cytosolu nachédzi jako
polypeptidovy fetézec o délce 303 aminokyselin (AMK) slozeny z N- a C-koncové
subdomény spojené flexibilnim linkerem. Po aktivaci dochdzi k rozstépeni na delsi fetézec
0 délce 175 AMK a kratsi o délce 105 AMK tvorici aktivni kaspazu (Riedl et al., 2001).
Aktivni kaspaza 7 $tépi soubor substratd, coz se projevi kondenzaci chromatinu, fragmentaci
DNA, prasknutim jadra a uzavienim ¢asti bunék do tzv. apoptotickych télisek, které jsou
nasledné fagocytovany a degradovany (Elmore, 2007). U nékterych piipadi karcinomu
tlustého streva, jicnu a hlavy/krku byly v genu pro kaspazu 7 nalezeny inaktivacni mutace

(Soung et al., 2003).

2.3.2 PARP-1

Poly (ADP-rib6za) polymeraza-1 neboli zkracené¢ PARP-1 je jaderny enzym ucastnici se
oprav. DNA. Jeho dlohou je katalyzovat syntézu poly (ADP-ribézy) zNAD?*
(nikotinamidadenindinukleotid), kterd je nasledné kovalentné pfipojena k cilovym
proteinim interagujicim s DNA jako napftiklad histony nebo samotny PARP-1. Tento proces
je oznaCovan jako parylace a je bezprostiedni reakci na poskozeni DNA zpisobené oxidaci,
alkylaci nebo ionizujicim zéafenim. Pokud PARP-1 zaznamend poSkozeni DNA (napf.
jednofetézcovy ¢i dvouretézcovy zlom), zvysi se az 500x jeho enzymatickd aktivita a

indukuje opravné procesy. Naopak, pokud je detekované poskozeni DNA piili§ velké, mize
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PARP-1 indukovat bunéénou smrt. V prabshu apoptozy je vSak PARP-1 inaktivovan
roz§tépenim kaspazou 3 a 7, aby byla umoznéna fragmentace DNA (D’ Amours et al., 1999;

Kim ef al., 2005; A. Pines et al., 2013; Satoh & Lindahl, 1992; Soldani et al., 2001).
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2.4 OXYSTEROLY

Oxysteroly jsou skupina latek vznikajici oxidaci molekuly cholesterolu. Jedna se o derivaty
obsahujici hydroxy-, keto-, hydroperoxy-, epoxy- nebo karboxylové skupiny, u nichz byly
prokdzany mnohé biologické vlastnosti vcetné cytotoxické a proapoptotické aktivity
(Olkkonen et al., 2012). Prvni zminky o oxidovanych sterolech, které se v bunécnych
kulturach chovaji jako inhibitory biosyntézy sterold, se objevily v 70. letech 20. stoleti
(Kandutsch ef al., 1978). Rané studie popisovaly snizeni syntézy sterol u fibroblastovych
bunék po pridani séra, sérovych lipida nebo ne€kterych vybranych sterolt do kultivacniho
média (Avigan et al., 1970; Rothblat & Buchko, 1971). Predpokladalo se, ze cholesterol
reguluje zpétnovazebné svou vlastni syntézu. Nicméné inhibicni aktivita byla potvrzena u
stopovych mnozstvi oxidovanych sterol odvozenych od cholesterolu, z nichz nékteré bézné
vznikaji v buiice a plni zde svou fyziologickou funkci. Inhibi¢ni aktivita oxidovanych sterola
spociva v ovlivnéni aktivity enzymu 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A (HMG-CoA)
reduktdzy, kterd reguluje syntézu cholesterolu. Cholesterol je zakladni slozkou bunécné
membrany a je tak kliCovy pro proces bunééného déleni. Na zaklade téchto informaci byla
vyslovena pravdépodobné jedna z prvnich hypotéz, ze oxidované steroly by diky svym
specifickym vlastnostem mohly nalézt vyuziti v kontrole bunééného déleni, které probiha

abnormdlni rychlosti (Kandutsch er al., 1978; Kandutsch & Chen, 1978).

2.4.1 Clenéni steroidnich latek

Mezi steroidni latky jsou fazeny jak latky ptirozené se vyskytujici, tak latky syntetické, které
nasly své uplatnéni jako terapeutickd Cinidla. Zdkladni molekulou steroidnich litek je
cyklopentanoperhydrofenanthren neboli steran, jehoz struktura je zndzornéna na Obr. 4. U
ptirodnich steroidu se témér vzdy nachazi jedna nebo dvé methylové skupiny navazané na
uhlikovém skeletu. Podle poc¢tu uhlikovych atoml rozliSujeme tyto prekurzory steroidi:
gonan (Ci7), estran (Cig), androstan (Ci9), pregnan (Cz1), cholan (Cz4) a cholestan (Cz7).
Podle funkce se steroidy dé&li na steroly, zlu¢ové kyseliny (ZK), srdeéni steroidy a steroidn{
hormony, které se dale déli na androgeny, kortikoidy, estrogeny, progesteron a vitamin D a

jeho metabolity (Shimada et al., 2001; Makin & Gower, 2010; Koolman & Rohm, 2012).

Steroidni alkoholy neboli steroly jsou latky, pro které je charakteristicka pritomnost
hydroxylové skupiny v poloze B na tfetim uhlikovém atomu. Steroly rostlinného ptvodu

jsou oznacovany jako fytosteroly a jsou dulezitou slozkou membran rostlinnych bunék a
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uplatfiuji se u rostlin také jako pfirozené insekticidy a ristové hormony. Fytosteroly digoxin
a digitoxin patfi do skupiny tzv. srdeCnich glykosidi a jsou vyuzivany pro 1éCbu srde¢nich
chorob. Cholesterol je nejvyznamnéjsim zastupcem zivocisnych sterold (viz Obr. 4). Tvoii
nepostradatelnou slozku bunéénych membran a je také prekurzorem pro syntézu mnoha

dalsich steroidnich latek (Shimada et al., 2001; Koolman & Rohm, 2012).

CH,

a) b)

Obr. 4: Chemicka struktura a) steranu, b) cholesterolu.

Jednou skupinou latek odvozenych od cholesterolu jsou pravé ZK, coZ jsou nasycené
karboxylové kyseliny o délce nejCastéji 24 uhlikovych atomi, které maji velky podil na
traveni lipidu z potravy. Podle zptisobu vzniku se dé€li na primarni a sekundarni. Primarn{
7K vznikaji enzymatickymi dpravami cholesterolu v jitrech. Ve stfevé jsou pak primarni
7K pfeménovany na sekundarni ¢innosti mikroorganisma (Shimada et al., 2001; Koolman

& Rohm, 2012).

2.4.2 Biosyntéza oxysteroll

V lidském organismu existuji dvé cesty biosyntézy oxysteroli (viz Obr. 5). Prvni cesta
zahrnuje enzymatickou oxidaci cholesterolu, zatimco druhd cesta spociva v oxidaci
cholesterolu bez ucasti enzymt (Jessup & Brown, 2005). Pfi enzymatické oxidaci dochazi
ve vétSiné pripadd k oxidaci postranniho fetézce cholesterolu za katalyzy cholesterol-
hydroxyldzami z mitochondrii nebo endoplazmatického retikula, které patii do rodiny
cytochromu P450 (Luoma, 2007; Schroepfer, 2000). Mnoho oxysteroli vznikajicich
enzymatickou cestou se ucastni biosyntézy ZK a steroidnich hormonti a také funguji jako
signdlni molekuly regulujici biosyntézu samotného cholesterolu, bunétnou cirkulaci a
enzymaticky patfi naptiklad 7a-hydroxycholesterol, 27-hydroxycholesterol, 24S-
hydroxycholesterol a 4B-hydroxycholesterol (Luoma, 2007).

Neenzymaticka oxidace cholesterolu je zptisobena ¢innosti reaktivnich kyslikovych

radikald (ROS) nebo syntazy oxidu dusnatého, které nejCastéji interaguji se sterolovym
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kruhem (Iuliano, 2011; Ryan er al., 2005). Radikdl po napadnuti molekuly cholesterolu
zpusobi preruseni vazby mezi uhlikem a vodikem v poloze 7 a nasledné uvolnéni vodiku.
Po reakci s kyslikem vznika cholesterolovy peroxiradikal, ¢imz je spousténa retézova reakce
koncici vznikem hydroperoxidi cholesterolu. Ty mohou za pfiznivych podminek dale
neenzymaticky reagovat za vzniku stabilnéjSich hydroxyproduktt, tedy oxysterold (Brown
& Jessup, 2009). Oxysteroly vznikajici timto zpisobem vykazuji vyznamné cytotoxické a
proapoptotické vlastnosti (Lordan et al., 2009). Ze skupiny neenzymaticky vznikajicich
oxysteroli se ve tkanich nejvice objevuji 7a/B-hydroxycholesterol a 7-ketocholesterol
(Brown & Jessup, 1999). U nékterych oxysterolti byly zaznamenany dokonce obé mozné
cesty biosyntézy. Jednd se o 25-hydroxycholesterol a 7a-hydroxycholesterol (Brown &
Jessup, 2009).
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Obr. 5: Cesty biosyntézy oxysterolt vCetné struktur nejvyznamnéjSich zastupci pro jednotlivé cesty (Samadi
et al., 2021).
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2.4.3 Biologické funkce oxysteroli

Oxysteroly se v lidském organismu nachdzi v pomérné velmi nizkych koncentracich
v porovnani napfiklad s cholesterolem, i pifesto se ale podili na mnoha dulezitych
fyziologickych procesech. Jsou proto nové oznaCovany také jako bioaktivni lipidy. Jejich
aktivity by se daly rozdélit dle chovani v buiikach na ovlivnéni dynamiky membrén,
interakce s proteiny a vazba na jaderné receptory (De Boussac et al., 2013; Guillemot-Legris
et al., 2016). Témito mechanismy se oxysteroly zapojuji do procesu apoptozy, syntézy ZK
a steroidnich hormoni, regulace homeostdzy cholesterolu, transkripcni kontroly
metabolismu, bunécné signalizace, vyvoje a diferenciace, zanétlivych procest a fungovani

imunity (Olkkonen et al., 2012).

Oxysteroly jako soucasti bunéénych membran mohou provadét modifikace jejich
vlastnosti, coz predstavuje jeden z aspektti cytotoxickych vlastnosti (Olkkonen & Hynynen,
2009). Nicméné nejvétsi roli zde hraje schopnost oxysteroli indukovat apoptozu a to jak
vnitini, tak vnéjsi cestou. Nelze ale stanovit presny mechanismus indukce, jelikoz zvolena
cesta se odviji podle daného derivatu (Lordan et al., 2009). Podle Meynier et al. (2005) a
Ryan et al. (2005) byl nejvétsi cytotoxicky efekt pozorovan u derivat 7-ketocholesterol (7-
KC), 7-hydroxycholesterol a triol. Prunet et al. (2005) ve své praci potvrdili, ze 7-KC a 7-
hydroxycholesterol spoustéji apoptozu aktivaci kaspazy 3, ale zaroveni mohou indukovat
apoptézu také dalsimi mechanismy, které jsou na jeji aktivité nezavislé. Specialné 7-KC je
schopny podle publikaci aktivovat vice riznych apoptotickych drah (Rosa Fernandes et al.,
2017). Triol pravdépodobné rovnéz aktivuje apoptozu prostiednictvim kaspazy 3, coz
popisuji Silva et al. (2017) ve své préaci, kde detekovali metodou imunodetekce jeji

vyznamneé Stépeni.

Regulace homeostazy cholesterolu tzce souvisi s kontrolou exprese gent
v metabolismu lipidd. Oxysteroly mohou metabolismus lipidi ovliviiovat interakcemi
s jadernymi receptory a to konkrétné jaterni X receptor (LXR), orphan receptor souvisejici
s retinoidy (ROR) a estrogenovy receptor (ER), z nichz v§echny se podili na kontrole hladin
cholesterolu a homeostazy glukézy. Oxysteroly jsou tak oznaCovany jako senzory a
reguldtory hladin cholesterolu ve tkanich, zejména v mozku, kde je soustfedéna Ctvrtina
celkového télesného cholesterolu (Samadi ef al., 2021). Jak jiz bylo feceno vyse, hlavnim

enzymem metabolismu cholesterolu je HMG-CoA reduktaza. Nékteré derivaty mohou pii
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vysokych hladindch cholesterolu indukovat zrychlenou degradaci tohoto enzymu, aby bylo

zamezeno dalsi syntéze cholesterolu (Sever et al., 2003).

Role oxysteroli v bunééné signalizaci a diferenciaci spoc¢iva ve schopnosti nékterych
derivatd ovlivnit transkripci genu Hedgehod mechanismem interakce s proteiny. Tento gen
ma velky vyznam pfi vyvoji embrya a pro spravnou funkci a opravu tkani. NaruSeni jeho
drahy bylo zaznamendno u vrozenych vyvojovych vad a nékterych nadora (Dwyer et al.,
2007; Luu et al., 2016; Nachtergaele et al., 2012). Oxysteroly zasahuji také do imunitniho
systému ovlivnénim produkce zanétlivych mediatorti a spravného fungovani cytotoxickych
lymfocytt, NK bunék a makrofagt (Vejux & Lizard, 2009). V souvislosti se zanétlivymi
procesy je studovana mozna negativni role oxysteroli v ateroskleréze, metabolickém

syndromu a dalSich onemocnénich (Samadi et al., 2021).

V experimentalni ¢asti prace jsou soucasné se syntetickymi derivaty testovany také
cytotoxické vlastnosti prirodnich derivati ketodiolu a triolu. Obé zminéné latky vznikaji
v metabolické drdze cholesterolu, pficemz ketodiol vznikd oxidaci molekuly triolu
(Silvente-Poirot & Poirot, 2012; Voisin et al., 2014). U triolu byly zaznamenédny genotoxické
vlastnosti, které mohou byt zpuisobeny zvysSenou tvorbou ROS (Cheng et al., 2005). Naproti
tomu u ketodiolu byly potvrzeny karcinogenni vlastnosti spojené s nddorem prsu a schopnost
ovlivnit fungovani imunitniho systému inhibici T lymfocytd a NK bunek (Kucuk et al.,

1992; Kiiciik et al., 1994; Voisin et al., 2017).

2.4.4 Uplatnéni oxysterolil v terapii nadort

Diky svym specifickym biologickym funkcim nachéazi oxysteroly uplatnéni v medicin€ a to
predevsim v terapii nadorovych onemocnéni. V soucasné dobé je studovano jejich zapojeni
v hormonalni terapii nadord, chemoterapii a zaroven potencialni uplatnéni jako biomarkery
uspesnosti 1écCby. Existuji také malopocetné publikace zminujici nepfimo moznou roli

oxysterolll v imunoterapii a radioterapii (Kloudova-Spalenkova et al., 2021).

Lanterna et al. (2016) popisuji vyrazné zvySeni u€innosti aplikované imunoterapie
pii souc¢asném podavani latky, ktera blokuje syntézu cholesterolu a oxysteroli. Tavazoie et
al. (2018) uvadeji, ze aktivaci LXR byla pozorovana zvysSena odpoveéd CD8* T lymfocytt u
pacientt s riznymi typy nadort. Oxysteroly by tak mohly byt vhodnymi kandidaty pro
aktivaci tohoto receptoru. Gaffney et al. (1991) vyuzili 25-hydroxycholesterol pro inhibici

biosyntézy cholesterolu, ¢imz docilili zvysené citlivosti k radioterapii.
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Oxysteroly mohou pfispivat k uspésnosti hormonalni terapie ovlivnénim aktivity ER,
coz je vyznamné piedevsim v terapii prsnich karcinomu. Testovany derivat cholesterolu 25-
hydroxycholesterol prokdzal na modelech nadort prsu a vajeCniku podobny efekt jako bézné
aplikovany 17p-estradiol (Lappano et al., 2011). Vyznamnou modulaci ER vykazuji i dalsi
latky ze skupiny oxysteroli jako naptiklad 27-hydroxycholesterol a 7-ketocholesterol
(DuSell & McDonnell, 2008; C.-W. Wang et al., 2017)

Krome jiz zminénych cytotoxickych a proapoptotickych vlastnosti oxysteroli bylo
zjisténo, ze pii soucasné aplikaci s jinym chemoterapeutikem mohou oxysteroly ovliviiovat
cytostatické ucinky daného 1éCiva. Pozorovany efekt se ale li§i podle testovaného derivatu a
nadorové bunécné linie. Testovani bylo provadéno s doxorubicinem, vincristinem,
daunorubicinem a dal§imi. Spole¢na inkubace 7-KC bud s daunorubicinem, nebo
vincristinem byla testovana na dvou liniich myeloidni leukémie, pfiCemz nejvétsi
pozorovany rozdil byl u daunorubicinu na linii Lucena (Rosa Fernandes et al., 2017; C.-W.

Wang et al., 2017).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Bunécné linie a testované derivaty

V experimentalni Casti byla pro testovani antiproliferacnich vlastnosti vybranych derivata
oxysterol vybrana adherentni bunécna linie HelLLa odvozena od lidského cervikalniho
karcinomu (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britdnie). Testované
latky byly rozpustény v DMSO. Bunécna linie byla ovlivnéna po dobu 24 hodin testovanymi
latkami v koncentracich 3 uM, 10 uM a 30 uM.

K testovani byly pouzity tyto derivaty oxysterola (Tab. 3):

- MK 238 (RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D., LRR) — pfipravena podle Kohout & Strnad
(1986)

- MK 238-7 (RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D., LRR) — pfipravena podle Kohout (1994)

- Ketodiol (RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D., LRR)

- Triol (RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D., LRR)

Pro porovnani u¢inka testovanych latek byl vyuzit tento standard (Tab. 3):

- MK 349 v koncentraci 10 uM (RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D., LRR)
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Tab. 3: Zakladni informace popisujici testované latky: nazev latky, strukturni vzorec, MW — molekulova
hmotnost, ZK — zasobni koncentrace, ICs0/72 hod — polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace za 72 hod. Hodnoty ICs
byly méteny laboratoii KEB.

Latka Vzorec MW [ nzlﬁ | ICSE’:I ﬁ]h od
MK 238 7.5 <50
MK 238-7 7.5 34,8 +0.9
Ketodiol 418,652 10 -
Triol 420 10 -
MK 349 B ) 521 7.5 3,3+£0.3

3.2 Chemikalie

- Aceton (Lach-Ner, Ceska republika)
- Akrylamid (VWR Chemicals, USA)
- Aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

- Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
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Buthanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH>PO4) (Lachema, Ceska republika)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Pancreac Applichem, USA)

Dithiothreitol (DTT) (Serva, Némecko)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Lach-Ner, Ceska republika)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylenglykoltetraoctové kyselina (EGTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Ethanol 96%, 70% (Lach-Ner, Ceska republika)
Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, USA)

Fetalni teleci sérum 10% (Biowest, Francie)

Fluorid sodny (NaF) (Sigma-Aldrich, USA)

Fluorsave reagent (Millipore, USA)

Glycin (Calbiochem, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Biowest, Francie)

Hydrogenfosforeénan sodny (Na;HPO4 . 12 H>0) (Penta, Ceska republika)
Chemiluminiscen¢ni substrat SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Chlorid draselny (KCl) (Penta, Ceskd republika)

Chlorid sodny (NaCl) (Penta, Ceska republika)

Kyselina fosfore¢na (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina octova (Penta, Ceska republika)

Leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol (Penta, Ceska republika)

Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxodisiran amonny (APS) (BioRad, USA)

Ponceau S (Serva, Némecko)

Propidium jodid (Sigma-Aldrich, USA)

Proteinovy marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

Tetramethyletylendiamin (TEMED) (BioRad, USA)
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Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS) (Serva, Némecko)
Trypsin (Serana, Némecko)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

Tween 20 (MP Biomedicals)

Vanadicitan sodny (NaVO3) (Sigma-Aldrich, USA)

3.2.1 Roztoky

IM TRIS/HCL pH 6,8: 24,23 g TRIS / 200 ml H>O pH 6,8

IM TRIS/HCL pH 8,8: 24,23 g TRIS / 200 ml H>O pH 8,8

1% BSA v PBS + Tween 20: 0,5 g BSA /50 ml PBS + Tween 20

10% APS: 0,1 g/ 1 ml H20

10% DMEM: 10% fetélni sérum, 2mM L-glutamin, 0,1 mg/ml streptomycin, 100 U/ml
penicilin

10% SDS: 5 g SDS /50 ml H>0O

5% BSA v TBS + Tween 20: 2,5 g BSA /50 ml TBS + Tween 20

5% susené mléko: 2,5 g suSené mléko / 50 ml TBS + Tween 20

AA + Bis: 30% Akrylamid (AA), 0,8% Bisakrylamid (Bis AA): 58,4 g AA, 1,6 g N'N
Bis AA /200 ml

Cinidlo Bradford: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% ethanol, 85% kyselina o-
fosforecna

Délici gel 12,5%: 3,9 ml AA + Bis, 1,94 ml destilované vody, 3,5 ml TRIS pH 8,8, 94
ul SDS 10%, 6,25 ul TEMED, 37,5 ul APS

Elektroforeticky pufr: 37,8 g TRIS, 180 g glycin, 12,5 g SDS /2,5 1H>0

Fixacni roztok methanol:aceton (1:1)

Chemiluminiscen¢ni ¢inidlo peroxid:luminol (1:1)

PBS 10x: 80 g NaCl, 2 g KCl, 23,1 g Na,HPO4 . 12 H>O, 2 g KH,PO4 pH 7,4

PBS + 0,1% Tween 20: 500 ml PBS 1x, 500 ul Tween 20

Ponceau S: 0,1 g rozpustit v 0,5 ml 98 % CH3COOH a doplnit do 800 ml H,O

Pufr na western blotting 10x: 30,3 g TRIS, 144 g glycin/ 1 1 H,O

RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCl pH 7.4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA;2 mM EGTA; 0,2%
Nonidet P-40 pH 7,4, pied pouzitim pfidano: 10 mM PMSF, 0,5 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml
aprotinin, 1 mM DTT, 2 mM NaF, 1 mM Na;VOs

TBS 10x pH 7,6: 24,2 g TRIS, 80 g NaCl, HCI podle pH (asi 14 ml)
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- TBS +0,1% Tween 20: 500 ml TBS 1x, 500 ul Tween 20

- Trypsin/EGTA (1:1): 0,1% trypsin, 0,25% EGTA

- Zaostrovaci gel 5%: 0,84 ml AA+Bis, 3,51 ml destilované vody, 0,63 ml TRIS pH 6,8,
50 ul SDS 10%, 5 ul TEMED, 30 ul APS

3.2.2 Protilatky

Tab. 4: Seznam pouzitych primdrnich protilatek popisujici: Cislo protilatky, cilovou strukturu, zdroj

protilatky, klon, fedéni a vyrobce. WB — western blotting, IF — imunofluorescence.

Zdroj Klon Redéni Vyrobce
160 B-aktin mys$ C4 WB: 5000x Santa Cruz Biotechnology (USA)
204 Kaspaza 7 kralik - WB: 250x Cell Signaling Technology (USA)
275 HSP60 kralik D307  WB:500x Cell Signaling Technology (USA)
278 HSP90 krdlik  C45G5 WB: 1000x Cell Signaling Technology (USA)
291 PARP-1 krdlik  46D11  WB:500x Cell Signaling Technology (USA)
WB: 300x .
522 LXR o/B mys$ GI10 IF: 500x Santa Cruz Biotechnology (USA)

Tab. 5: Seznam pouzitych sekundarnich protilatek popisujici: Cislo protilatky, zdroj, fedéni a vyrobce. WB —
western blotting, IF — imunofluorescence, RAM — krali¢i proti mysi znacend kienovou peroxidazou, SWAR

— praseci proti krali¢i znac¢end kienovou peroxiddzou.

Zdroj Redéni Vyrobce
RAM/Px kralik WB: 1000x Sigma-Aldrich (USA)
SWAR/Px prase WB: 1000x  Cell Signaling Technology (USA)
RAM
. : . D A
430 Alexa fluor 488 kralik IF: 1000x Thermo Fisher Scientific (USA)

3.3 Pristrojové vybaveni

- Aparatura pro vertikaln{ elektroforézu (BioRad, USA)

- Aparatura pro western blotting (BioRad, USA)

- Centrifuga CompactStar CS4 (VWR International, USA)

- COz inkubédtor MLO-19AICLE (Panasonic, Japonsko)

- Fluorescen¢ni mikroskop IX51 (Olympus, Japonsko)

- Chlazena centrifuga Heraeus Megafuge 16R (ThermoFisher Scientific, USA)
- Chemiluminiscen¢ni kamera LAS 4000 (Fujifilm, Japonsko)

- Kyvacka Mini Rocker-Shaker MR-1 (Biosan, Litva)

- Laboratorni vahy Kern PCB (Kern, Némecko)
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- Laminarni box (Telstar)

- Magneticka michacka (VELP Scientifica, Italie)

- Minicentrifuga MyFuge (Benchmark Scientific, USA)

- Opticky mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Némecko)

- Prutokovy cytometr BD FACS Verse (Becton Dickinson, USA)

- Termoblok (ThermoFisher Scientific, USA)

- Ultrazvukovy homogenizitor Sonopuls (Bandelin, Némecko)

- UV-VIS spektrofotometer UV-1800 (Schimadzu, Japonsko)

- Vakuova pumpa Vacusafe comfort (Integra Biosciensis, Svycarsko)
- Vodni lazen (GFL, Némecko)

- Vortex Wizard Advancer IR Vortex Mixer (VELP Scientifica, Italie)
- Zdroj napéti PowerPac Basic (BioRad, USA)

3.4 Metody

3.4.1 Kultivace bunécné linie a jeji ovlivnéni testovanou latkou

Bunécné kultury byly péstovany ve sterilnich Petriho miskach o priméru 100 mm (TPP,
Svycarsko) v 10% kultivaénim médiu DMEM. Petriho misky byly umistény v inkubétoru,
kde byla udrzovana stala teplota 37 °C, atmosféra obohacend o 5,5 % CO; a 100% vlhkost.
Kultiva¢ni médium bylo ptipraveno smichanim 440 ml DMEM, 50 ml fetalniho séra, 5 ml
antibiotik penicilin-streptomycin a 5 ml glutaminu. Pfed pouzitim bylo médium vzdy ohiéato

ve vodni lazni na 37 °C.

Podle potteby byly bunééné kultury nékolikrat tydn€ pasdzovany s cilem vymeény
média a nafedéni narostlych bunék. Pred pasazovanim byl stav bunék na misce vzdy
zkontrolovan pod mikroskopem. Nasledné bylo staré médium odséato a miska s butikami byla
oplachnuta 2 ml roztoku EGTA. Po jeho odséti bylo na misku napipetovano 1,5 ml trypsinu
a miska byla vracena na nékolik minut do inkubatoru. Po vytdhnuti z inkubatoru byla miska
oplachnuta 5 ml ohtratého kultivacniho média a obsah misky s buiikami byl pfenesen do
zkumavky, ktera byla vlozena do centrifugy na 5 min pii pokojové teploté a 1000 x rpm. Po
centrifugaci byl supernatant odsin a vznikly pelet byl resuspendovén v definovaném objemu
média, ktery byl nasledné prenesen do nové misky. Na misku bylo poté ptidano kultivacni

médium, aby celkovy objem Cinil 10 ml
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Pti zakladani nového pokusu byl pelet resuspendovan v 5 ml média a 10 ul suspenze
bylo preneseno na Biirkerovu komurku, kde byly ve 4x4 Ctvercich ohranienych trojitou
carou spocitany buriky. Vysledny pocet byl vynasoben faktorem 10 000, ¢imz byl zjistén
pocet bunék v 1 ml. Pro western blotting bylo potfeba alespori 700 000 bunék na misku (10
ml), pro analyzu na pritokovém cytometru 350 000 bunék na misku (5 ml) a pro
imunofluorescencni analyzu 15 000 bunék do jedné jamky (250 pl). Vysdzené misky (8-12
misek) byly ponechdny v inkubdtoru 24 hod. Druhy den byly do 5 ml, 3 ml a 250 pl média
nafedény testované latky a médium bylo vyménéno za staré. V ptipadé kontrolnich vzorka
bylo vyménéno médium obsahujici DMSO (pozitivni kontrola, KO") nebo pouze Cisté
médium (negativni kontrola, KO"). Po 24 hod inkubace byly burtiky sklizeny nebo fixoviny

v pfipad€ imunofluorescen¢ni analyzy.

3.4.2 Sklizeni a lyzace bun¢k pro western blotting

Vzorky pro western blotting byly sklizeny pomoci Skrabek. Po seskrdbdni bylo médium
s butikami preneseno do pripravené zkumavky na ledu a na prazdnou misku byl napipetovan
1 ml studeného PBS. Povrch misky byl opét seskraban a PBS se zbytky bunék byl pfenesen
do zkumavky na ledu. Vzorky byly nasledné 10 min centrifugovany pii 1000 x g a 4 °C.
Vznikly supernatant byl odsan vakuovou pumpou, do zkumavky byl pfidan 1 ml studeného
PBS a obsah zkumavky byl promichan na vortexu. Poté byly vzorky opét 10 min
centrifugovany pti 1000 x g a 4 °C. Supernatant byl znovu odsan a do zkumavky byl pfidan
1 ml PBS. Obsah zkumavky byl promichan pipetou a poté pienesen do mikrozkumavky,
ktera byla nasledné vlozena do ptivodni zkumavky. Takto byly vzorky opét centrifugovany
za stejnych podminek. Supernatant v mikrozkumavce byl odsan a mikrozkumavka s peletem

byla umisténa do -80 °C do dalsiho dne. Po celou dobu byly vzorky umistény na ledu.

Pte kazdou lyzaci byl pfipraven Cerstvy lyzacni pufr (LP) smichdnim 984 ul RIPA
pufru, 10 ul PMSF, 1 pl leupeptinu a 1 pl aprotininu, 1 ul DTT, 2 ul NaF a 1 ul NaxVOs.
Vzorky byly umistény na led. Podle velikosti peletu bylo do kazdé mikrozkumavky pfidano
20-30 ul LP a obsah byl siln€ promichan pipetou. Takto byly vzorky 30 min inkubovany na
ledu, pfiCemz byly vzdy po 10 min promichany. Po skonceni inkubace byly vzorky
ultrazvukovany a 30 min centrifugovany pii 14 000 x g a 4 °C. Vznikly supernatant byl
prenesen do nové nachlazené mikrozkumavky, a soucasné byl pomoci pipety odmérovan

jeho objem.
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Koncentrace proteinii ve vzorcich byla zjistovana Bradfordovou metodou, piicemz
méfeni bylo provadéno vzdy v duplikatech. Do sklenéné zkumavky byl pfidan 1 ml ¢inidla
Bradford a do kazdé zkumavky byl napipetovan 1 pl pfislusného vzorku. Po promichani
byly vzorky 10 min inkubovany pfi pokojové teploté. Na spektrofotometru bylo poté
provedeno méfeni absorbance pfi 595 nm, ¢imz byla zjisténa celkova koncentrace proteinti
ve vzorcich. Aby byly koncentrace proteinu stejné, bylo k jednotlivym vzorkim piidano
dané mnozstvi LP. Na zavér bylo v poméru 1:4 k objemu vzorkl pfidano 5x SDS, které
vyvola denaturaci pii zvysSené teploté a ud€li proteinim uniformni negativni naboj, a
vSechny vzorky byly umistény do termobloku na 5 min a 95-98 °C. Takto pfipravené vzorky

na SDS-PAGE byly uchovany v -20 °C.

3.4.3 SDS-PAGE a western blotting

Pro separaci proteinti byl pfipravovan vhodny polyakrylamidovy gel, a to 12,5% délici a 5%
zaostfovaci. Po slozeni byl mezi skla napipetovan délici gel, ktery byl pfevrstven malym
mnozstvim butanolu, aby doslo k jeho vyrovndni. Jakmile byl délici gel ztuhly, zhruba po
45 min, byl butanol odsan pomoci filtracniho papiru, gel byl oplachnut vodou a mezi skla
byl napipetovan gel zaostfovaci. Témeét ihned po naliti byl do zaostfovaciho gelu vlozen

hiebinek tvofici jamky. Po zatuhnuti byl gel uchovéan ve vlhku v lednici do dalSiho dne.

Gely byly umistény do elektroforetické aparatury a mezi né a do okoli byl nalit
elektroforeticky pufr. Po naliti pufru byly vytazeny hiebinky. Vzorky byly po rozmrznuti
vlozeny do termobloku na 2 min a 96 °C. Do prvni jamky gelu byly naneseny 3 ul proteinové
markeru a do dalSich vzdy 30 nebo 35 ug prislusného vzorku. Elektroforetickd aparatura
byla pfipojena ke zdroji s napétim 90 V. Jakmile doslo k zajeti vzorkd do déliciho gelu a
zacalo déleni markeru, bylo napéti zvySeno na 120 V. Elektroforetické déleni probihalo
ptiblizné 1,5 hod. Pridany SDS béhem lyzace udélil vSem proteinim uniformni zaporny
naboj, ktery byl umérny jejich molekulové hmotnosti. Proteiny po piipojeni zdroje napéti
migrovali ke kladné nabité elektrodé riznou rychlosti v zavislosti na jejich velikosti, ¢imz

dochézelo k separaci.

Béhem elektroforetického déleni byla blotovaci kazeta s poréznimi podlozkami,
filtracnimi papiry a nitrocelulozovou membranou (BioRad, USA) chlazena v
ptipraveném blotovacim pufru v lednici. Po skonceni elektroforézy byl pomoci Spachtle gel
uvolnén ze skel a byl odstranén zaostfovaci gel. Na negativni pol kazety byly pokladany

v tomto poradi porézni podlozka, 2 blotovaci papiry, gel, membrana, 2 filtracni papiry a
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porézni podlozka. Z prostoru mezi gelem a membranou byly postupnym stlacovanim
odstranény vzduchové bubliny smérem od stfedu na kraj. VSechny soucasti byly stlateny a
uzavieny do blotovaci kazety pod hladinou blotovaciho pufru. Kazety byly vlozeny do
blotovaci aparatury a spolu s michitkem byly zality blotovacim pufrem. Pfi spravné
orientaci elektrod byl pfipojen zdroj proudu s nastavenymi 270 mA po dobu 3 hod. Celd
aparatura byla pribézné chlazena chladicimi vlozkami, které byly v poloviné casu
vymeénovany. Po skonceni byla membrana barvena v roztoku Ponceau S po dobu 5 min za
uCelem vizualizace proteind. Na zavér byla membrana promyvana pfiblizn€¢ 5 min

v destilované vodé a poté ususena.

3.4.4 Imunodetekce proteint

V obarvené membrané byly dle detekovanych proteinli vyfezany odpovidajici prouzky.
Podle velikosti prouzki bylo odhadnuto mnozstvi protilatek potfebné na tplné pokryt{
prouzkl. Nafezané prouzky membrany byly 5 minut promyvany v Ix TBS za tcelem
odbarveni. Poté byly prouzky 1 hod blokovany na kyvacce v roztoku 5% suSeného mléka
vix TBS sTweenem nebo 5% BSA vIx TBS sTweenem za ucelem blokace
nespecifickych vazeb v mistech, kam se nenavdzaly proteiny. Béhem blokace byly
odpovidajici primarni protilatky nafedény do 5% mléka nebo 5% BSA a do krabicky
s malym mnozstvim vody byla umisténa podlozka potazena parafilmem. Po skonceni
blokace byly prouzky nasledné promyty 5 min v 1x TBS a postupné byly preneseny na
filtra¢ni papir k osuSeni prebytecné tekutiny. Poté byly opatrné umistény na podlozku
s parafilmem a byly pfevrstveny pfislusnou primarni protilatkou. Do dal§iho dne byly

prouzky takto inkubovany v lednici.

Nasledujici den byly prouzky promyvany 5 min v TBS, 5 min v TBS s Tweenem, 5
min v TBS a 10 min v novém TBS za ucelem odmyti nenavazanych protilatek. Mezitim byly
nafedény sekundarni protilatky 1000x do 5% mléka v 1x TBS s Tweenem nebo 5% BSA
v 1x TBS s Tweenem. Po poslednim promyti byly prouzky umistény opét na podlozku
s parafilmem do krabi¢ky s vodou. Zde byly prevrstveny sekundarnimi protilatkami a
inkubovény 1 hod pfi laboratorni teploté. Poté byly prouzky opét promyvany 10 min v TBS,
5 min v TBS s Tweenem, 5 min v TBS a 10 min v novém TBS. V poméru 1:1 byl nachystan
chemiluminiscencni substrat peroxid:luminol, ktery byl nanesen na sefazené prouzky na
podlozce s parafilmem. Po 5 minutach bylo mozné provést chemiluminiscencni analyzu

proteini. Analyza probihala na principu enzymatické reakce kfenové peroxidazy navazané
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na sekundarni protilatce a peroxidu vodiku, ktera vyvolala oxidaci luminolu, coz zptsobilo

emisi svétla, ktera byla detekovana kamerou.

3.4.5 Analyza bunécného cyklu prutokovym cytometrem

Vzorky na pratokovou cytometrii byly sklizeny za pomoci trypsinu. Po vizualni kontrole
bunék pod mikroskopem bylo médium z misky preneseno do zkumavky umisténé na ledu.
Miska byla oplachnuta 1 ml nahtatého trypsinu a byla vracena na chvili do inkubatoru.
Jakmile se bunky zacaly odlepovat z povrchu misky, byla miska oplachnuta 4 ml ohtatého
kultivaéniho média a poté 1 ml PBS. Vzorky byly centrifugovany 10 min pfi 1000 x g a 4
°C. Vznikly supernatant byl odsdn a k peletu byl pfiddn 1 ml studeného PBS. Obsah
zkumavek byl promichdn na vortexu a vzorky byly znovu centrifugovdny za stejnych
podminek. Po centrifugaci byl supernatant opét odsan, k peletu byl pfidan 1 ml studeného
PBS a obsah zkumavky byl pfenesen do zamrazovaci zkumavky. Takto byly vzorky opét
centrifugovdny za stejnych podminek. Supernatant byl odsén a pelet byl resuspendovéin
ve 100 pl PBS. Za stalého michani na vortexu byl ke vzorku pomalu po kapkach pridavan 1
ml vychlazeného 70% ethanolu z-20 °C. Takto zafixované bunécné suspenze byly

uskladnény v -20 °C.

Pted analyzou byl pfipraven roztok smichanim 10 pl propidium jodidu (PI), 1 ul
Tritonu X-100 a 1000 pul studeného PBS. Toto mnozstvi odpovidalo 1 vzorku. Pfipraveny
roztok byl zabalen do alobalu. Vzorky byly centrifugovany 10 min pii 1000 x g a 4 °C.
Supernatant byl odsan a k peletu byl pfidan 1 ml studeného PBS. Vzorky byly promichany
na vortexu a centrifugovdny za stejnych podminek. Supernatant byl znovu odséan a k peletu
byl ptidan 1 ml pfipraveného roztoku. Po dikladném promichani pipetou a nasledné také na
vortexu byly vzorky inkubovany 30 min ve tmé. Po skonCeni inkubace byly vzorky
preneseny do vialek a byly analyzovany pomoci pratokového cytometru. Analyza
bunécného cyklu probiha na zakladé vazby PI na DNA. Prichodem bunék skrze kapilaru
dochazi k ozafeni navazaného PI paprskem o vinové délce 488 nm, coz vyvola emisi zafeni
o vlnové délce 610 nm, kterd je zaznamenana detektorem. Emitované zafeni odpovida

obsahu DNA v bunkach.
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3.4.6 Imunofluorescencni analyza

Z jamek v 8-jamkovém panelu bylo odstranéno kultiva¢ni médium a jamky byly uplachnuty
nahfatym PBS. Po odstranéni PBS bylo do kazdé jamky naneseno 200 pl fixa¢ni roztoku
methanol:aceton (1:1) a panel se vzorky byl umistén na 10 min do -20 °C. Nasledné byl
fixaCni roztok odsan a panel se vzorky byl ponechan ve flowboxu. Po zaschnuti byl panel se

vzorky uskladnén v -20 °C.

Zafixované vzorky v panelu byly oplachovdny 3 min 300 ul PBS s 0,1% Tweenem.
Nésledovalo blokovéni nespecifickych vazeb pomoci 1% BSA v PBS s 0,1% Tweenem po
dobu 30 min na kyvacce. Poté byly vzorky opét promyvany na kyvacce po dobu 3 min v PBS
s 0,1% Tweenem. Do 1% BSA v PBS s 0,1% Tweenem byla nafedéna primarni protilatka.
Do kazdé jamky bylo pfidano 150 pl primérni protilatky a panel byl ponechan inkubovat pfi
4 °C do druhého dne.

K odmyti nenavdzanych protilatek byly vzorky dal§i den promyvany na kyvacce v
PBS 50,1% Tweenem po dobu 3 min v 35 sériich. Mezitim byla do 1% BSA v PBS
s 0,1% Tweenem natfedéna sekundarni protilatka. Po promyti bylo do kazdé jamky
aplikovdno 150 ul sekundarni protilatky a panel byl po dobu 90 min inkubovan na kyvacce
ve tmé. Nasledné byly vzorky ve tmé na kyvacce promyvany nejprve v PBS s0,1%
Tweenem 3 min v 5 sériich, v PBS 3 min ve 2 sériich a v destilované vodé 3 min ve 2 sériich.
Na zéavér byly aplikovany 2 kapky vodného média Fluorsave, které md za ukol uchovat

fluorescencné obarvené buriky.
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4. Vysledky

Antiproliferacni aktivita vybranych derivati oxysteroli byla testovana na adherentni
nadorové bunécné linii HeLa odvozené od lidského cervikalniho karcinomu pomoci tfi
metod. Prostfednictvim western blottingu a nasledné imunodetekce byly sledovany hladiny
proteini souvisejicich s apoptézou a hladina vybraného jaderného receptoru. Interakce
derivatd sjadernym receptorem byla pozorovdna také metodou imunofluorescence.
Bunécny cyklus po ovlivnéni testovanymi latkami byl analyzovan pomoci prutokové

cytometrie.

4.1 Western blotting

Zmény v expresi proapoptotickych proteini a jaderného receptoru byly analyzovany
metodou western blottingu, kdy byla rozd€lena smes proteina podle velikosti po SDS-PAGE
pfenesena na nitrocelul6zovou membranu a nasledné byly vybrané proteiny detekovany
pomoci specifickych protilatek. Bunécna linie HeLa byla pfi prvnim pokusu (Obr. 6)
ovlivnéna po dobu 24 hod syntetickymi derivaty oxysterolt MK 238 a MK 238-7. Pisobeni
latek bylo testovano ve tfech koncentracich (3 uM, 10 uM a 30 uM), které byly vybrany na
zaklade hodnot ICso, které byly méteny drive laboratofi KEB. Zmény exprese proteina byly
porovndvany s kontrolnimi neovlivnénymi butikami KO-, ke kterym bylo pfidano cisté
kultivacni médium, a KO*, ke kterym bylo pfidano kultivacni médium s pridavkem DMSO.
Sledovany byly zmény hladin proteini PARP-1, kaspazy 7 a jejich stépnych fragmentd. Pro
kontrolu rovnomémého naneseni vzorkd byla stanovena hladina proteinu HSP60, jehoz

exprese by méla byt stabilni a neovlivnéna testovanymi latkami.

Protein PARP-1 je jaderny enzym o velikosti 116 kDa, jehoz ulohou je provadéni
oprav poskozené DNA. Béhem apoptdzy dochazi k jeho Stépeni efektorovymi kaspazami 3
a 7, ¢imz vznika fragment o velikosti 89 kDa. Na Obr. 6 je celkovy protein PARP-1 viditelny
u vSech vzorku a §tépny fragment je patrny u vzorku MK 238-7 pfi nejvyssi koncentraci 30

uM.

Kaspdazy jsou vysoce specifické endoprotedzy, které se v burice nachdzi v neaktivnim
stavu jako pro-kaspdzy neboli zymogeny. Pokud je aktivovdn proces apoptdzy, dochdzi
k jejich rozstépeni na aktivni fragmenty, které dale Stépi dané substraty jako naptiklad
PARP-1. Tyto déje se tak spoleCné stavaji vyznamnym znakem probihajici apoptdzy.

Fragment kaspazy 7 je viditelny rovnéz u vzorku MK 238-7 v koncentraci 30 uM. Aktivni
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kaspaza 7 tedy provedla §té€peni proteinu PARP-1, z ¢ehoz Ize usoudit, ze v tomto vzorku

byla indukovéana apoptéza.

KO*
MK 238-7 10 pM
MK 238-7 30 pM

MK 238 3 pM
MK 238 10 pM
MK 238 30 ptM
MK 238-7 3 ptM

KO-

PARP-1 | [ .
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Obr. 6: Imunodetekce proapoptotickych proteini v nadorové bunécné linii HeLLa po 24-hodinovém ovlivnéni
derivaty oxysterola MK 238 a MK 238-7 v koncentracich 3 uM, 10 uM a 30 uM. Pro porovnan{

pozorovaného efektu slouzi neovlivnéné vzorky KO™ a KO*.

Pti dalsi sérii pokust (Obr. 7) byla bunécna linie HeLa ovlivnéna po dobu 24 hod
dvéma syntetickymi (MK 238, MK 238-7) a dvéma piirodnimi derivaty (ketodiol, triol).
Testovany byly jiz pouze dvé koncentrace 10 uM a 30 uM. Zmeény exprese proteind byly
porovndvany s kontrolnimi neovlivnénymi butikami KO-, ke kterym bylo pfidano cisté
kultivacni médium, a KO*, ke kterym bylo pfidano kultivacni médium s pridavkem DMSO.
Pro ovéfeni spravnosti postupu byla pfidana strukturné odlis§na latka MK 349 v koncentraci
10 uM, u které bylo v diivéjsich studiich potvrzeno, ze zptsobuje apoptozu (Rarova et al.,
2018). Sledovany byly zmény hladin proteini PARP-1, kaspazy 7, jejich §t€pnych fragmentd
a jaderného receptoru LXR a/p. Pro kontrolu rovnomérného naneseni vzorkd byla stanovena
hladina B-aktinu a HSP90 (pro porovnani s LXR o/pB), jejichz exprese by méla byt stabilni a

neovlivnéna testovanymi latkami.

Na obr. 7 se celkovy protein PARP-1 nachazi u viech vzorkd. Stépny fragment
proteinu PARP-1 a kaspazy 7 je viditelny prakticky ve vSech vzorcich, coz znaci, ze u bunek

dochéazelo béhem kultivace nebo nasledného sklizeni ke stresu. U latky MK 349 je exprese
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fragmentt vyraznéjsi, coz spliiuje ocCekavani, ze proces apoptozy by zde mél probihat.
Zaroven je v tomto vzorku mirn€ snizend exprese zymogenu kaspdzy 7, coz by mohlo znacit
jeji zvySené Stépeni na aktivni fragment. Lehce zvySené hladiny fragmentu kaspazy 7 jsou

viditelné také u vzorkh MK 238-7 30 uM a triol 30 uM.
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PARP-1 — 116 kDa
Stépny PARP-1 — 89 kDa
B-aktin — 42kDa
Kaspaza 7 B
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LXR a/p — 50 kDa
— 90 kDa
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Obr. 7: Imunodetekce proapoptotickych proteinii (PARP-1, kaspaza 7) a jaderného receptoru LXR o/
v nadorové bunécné linii HeLa po 24-hodinovém ovlivnéni syntetickymi (MK 238, MK 238-7) a pfirodnimi
(ketodiol, triol) derivaty oxysterolii v koncentracich 10 uM a 30 uM. Pro porovnani slouzi neovlivnéné

vzorky KO, KO™ a pozitivni kontrola zpiisobujici apoptézu latka MK 349 v koncentraci 10 uM.
Jaderny receptor LXR o/B funguje jako transkripni faktor gent, které reguluji
metabolismus lipidi a zanétlivé procesy. Oxysteroly jsou jeho pfirozenymi ligandy a
v soucasné dobé je studovan vliv tohoto receptoru na regulaci rustu riaznych typt nadora (Lo
Sasso et al., 2013; W. Zhang et al., 2014). Na Obr. 7 je mozné pozorovat, ze kromé latky
MK 349, ktera ovSem nepatii mezi oxysteroly, nedoslo v expresi LXR o/p k zadné zméné

v porovndni s kontrolnimi vzorky.
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4.2 Pritokova cytometrie

Analyza priabéhu bunééného cyklu po ovlivnéni testovanymi latkami byla provadéna pomoci

metody pratokové cytometrie. Tato metoda vyuziva vazby fluorescen¢niho barviva PI na

DNA. Detekovany signal je umérny obsahu DNA v buiikach, z ¢ehoz je poté stanoveno

procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunéného cyklu (Go/Gi; S; G2/M) a

zastoupeni bunék v procesu apoptdzy a jejich fragmentt (subGy).

100
90
80
70
60
>0 — G2/M

—asS

= GO/G1

et subG1

40

30

Pocet bunck [%]

20

10

100 M 30 M |10 uM 30 M |10 M 30 uM [ 10 uM 30 uM | 10 pM
Ketodiol

Nazev a koncentrace latky

Obr. 8: Procentudlni zastoupeni bun€k nadorové bunéené linie HeLa ve fazich bunééného cyklu (subGy;
Go/Gi; S; Go/M) po 24-hodinovém ovlivnéni syntetickymi (MK 238, MK 238-7) a ptirodnimi (ketodiol, triol)
derivaty oxysterolu v koncentracich 10 uM a 30 uM. Pro porovnani slouzi neovlivnéné vzorky KO-, KO* a
pozitivni kontrola zpusobujici apoptozu latka MK 349.

Bunécna linie HeLa byla ovlivnéna po dobu 24 hod dvéma syntetickymi (MK 238,
MK 238-7) a dvéma piirodnimi derivaty oxysterol (ketodiol, triol) v koncentracich 10 uM
a 30 uM. Pouzita byla také latka MK 349 v koncentraci 10 uM a kontrolni neovlivnéné
vzorky KO™ a KO*. Na obr. 8 je viditelné, ze u testovanych derivati oxysterold nedoslo
k téméf zadnym vyraznym zménam v bunééném cyklu. Litka MK 349 naproti tomu
zpusobila vyznamny blok bunék ve fazi S, coz znamena, ze burky nasledkem velkého
poskozeni nemohly vstoupit do dalsi faze cyklu. Pro laitky MK238 a MK 238-7 v koncentraci

10 uM doslo k mirnému zvySeni poctu bunek v Go/G: fazi a snizeni v Go/M oproti
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kontrolnim vzorkiim. K mirné zvySenému zastoupeni apoptotickych bunék v subG; fazi

doslo u triolu v koncentraci 30 pM.

4.3 Imunofluorescen¢ni analyza

Imunofluorescencni analyza byla pouzita pro sledovani translokace receptoru LXR o/ do
jadra bun¢k. Bunécna linie HeLa byla po dobu 24 hod ovlivnéna syntetickymi (MK 238,
MK 238-7) a ptirodnimi derivaty oxysteroli (ketodiol, triol). Uginek litek byl testovan
pouze v koncentraci 30 uM, jelikoz u niz§ich koncentraci nebyl v ptedchozich analyzach
pozorovan zadny efekt. Pro porovnani byly pouzity kontrolni vzorky KO-, KO* a latka MK
349 v koncentraci 10 uM. Reprezentativni snimek zobrazujici ¢etné buriky linie HeLa po
obarveni prislusnymi protilatkami se nachazi na Obr. 9. Bohuzel kvili velkému signalu
pozadi nebylo mozné vyhodnotit, zda po ovlivnéni testovanymi latkami k translokaci
receptoru doslo ¢i nikoliv. Zaroven pfi analyze kontrolnich vzorka nebyl detekovan témér

zadny fluorescencni signal, ktery by umozioval provést porovnani.

Obr. 9: Reprezentativni snimek z fluorescencniho mikroskopu zobrazujici buiiky linie HeLa po 24 hodinach
ovlivnéni testovanymi latkami po obarveni primdrni my$i protilatkou pro detekci jaderného receptoru LXR
o/P a sekundarni krali¢i protilaitkou RAM Alexa fluor 488 pii zvétSeni 100x.
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5. Diskuze

Cilem experimentalni ¢asti mé diplomové prace bylo provést testovani antiprolifera¢nich
ucinkt a schopnosti ovlivnit aktivitu jadernych receptort u vybranych unikatnich derivatt
oxysteroll in vitro na nadorové bunécné linii HeLa metodami western blottingu, pratokové
cytometrie a imunofluorescence. Soucasné bylo také cilem ziskat praktické a teoretické

znalosti v ramci vySe zminénych metod a v oblasti kultivace bunécnych kultur.

Bunécna linie HelLa byla vybrana diky vyznamné citlivosti na latky steroidni povahy
a pro své mén¢ naro¢né podminky na kultivaci oproti jinym kulturam. Bunécna linie byla
ovlivnéna po dobu 24 hod celkem Ctyfmi testovanymi derivaty oxysteroll, z nichz dva byly
syntetické a dva pfirodni. Testované koncentrace latek (3 uM, 10 uM a 30 uM) byly zvoleny
na zaklad€ testd cytotoxicity a hodnot ICso, které byly meéfeny diive laboratoii KEB.
Koncentra¢ni fada testovanych latek byla vytvorena tak, aby nasledujici latka méla vzdy
priblizn€ 3x vyssi koncentraci. Pro porovnani byla do testovani zafazena strukturné odli§na
pozitivni kontrola MK 349 v koncentraci 10 uM, u které byla v drivéjsi studii potvrzena
schopnost indukovat apoptézu (Rérova et al., 2018). Pomoci tfi nezavislych metod tak byla
zkoumana schopnost derivati indukovat apoptdzu a schopnost ovlivnit aktivitu jaderného

receptoru.

Metodou western blottingu byly sledovany zmeény exprese proteinu PARP-1,
kaspdzy 7, jejich stépnych fragmentt a jaderného receptoru LXR o/p. V prvnim experimentu
(obr. 6) bylo pozorovano Stépeni kaspazy 7 na jeji aktivni fragment po ovlivnéni latkou MK
238-7 v koncentraci 30 uM. Aktivni fragment kaspdzy 7 také proved] Stépeni dalSich
substrat, coz je podlozeno detekci St€pného fragmentu PARP-1. Oproti tomu u litky MK
238 nebyl v testovanych koncentracich pozorovan zadny efekt, coz bylo mozné ocekavat
vzhledem k vyrazn¢ vys§i hodnoté ICso. Podobny experiment provedli You ef al. (2020) u
derivatu cholesterolu 25-hydroxycholesterolu v modelu spinoceluldrniho karcinomu hlavy a
krku. Derivat aktivoval apoptozu vnéjsi 1 vnitini drahou za soucasné aktivace efektorové
kaspazy 3. Cytotoxicka aktivita latky nartstala se zvySujici se koncentraci, pricemz nejvyssi
koncentrace 20 uM zpusobila pokles Zivotaschopnych buné€k piiblizné o 66 %. Vzhledem
k tomu, ze u znacného mnozstvi derivati oxysteroll je popsana aktivace kaspazy 3, bylo by

zajimavé provést analyzu jeji aktivity po ovlivnéni testovanymi latkami v této praci.
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Pti dalsich testovanich (obr. 7) nebyly u zadného ze vzork pozorovany vyrazné
zmény v expresi v porovndni s kontrolnimi vzorky. Stépné fragmenty a ndznak probihajici
apoptézy byly patrné pouze u latky MK 349. Vysledky téchto pokusii vSak nesouhlasi
s predeSlym, protoze nebylo detekovano Stépeni u latky MK 238-7. Jelikoz se jedna o
pomérné stabilni latky, neni pravdépodobné, ze by doslo k degradaci testované latky a
snizeni jejiho ucinku. Chyba mohla nastat béhem procesu fedéni testovanych derivata do
kultivaéniho média, kterym byla bunééna linie nasledné ovlivnéna. Pfi Gpln€ prvnim
testovani mohlo byt diky prvotnimu neodbornému zachdzeni pfipraveno médium s vyssi
koncentraci daného derivatu, proto zde byl pozorovan efekt, ktery se v dalSich testovanich

nepodatilo replikovat.

Syntetické latky MK 238 a MK 238-7 byly soucasti knithovny 70 syntetickych
cholestani pfibuznych brassinosteroidum, jejichz aktivita byla testovana na panelu
nadorovych bunéénych linii a primarnich bunkach fibroblasti BJ v publikaci Rarova et al.
(2016). Latky MK 238 a MK 238-7 u vétSiny bunéénych linii, s vyjimkou linie akutni
lymfoblastické leukémie CEM, vykazovaly spiSe nizkou aktivitu v porovnini s jinymi
derivéty. Ddle byly testovany také pfirodni derivaty triol a ketodiol a intern{ standard 7-KC.
Zatimco 7-KC patfil k nejvice cytotoxickym latkdm, triol a ketodiol byly toxické pouze
mirn€ nebo vibec. Na biologickou aktivitu latek ma dle autort velky vliv pfitomnost 3-
hydroxy nebo 3-oxo skupiny, 2,3- nebo 3,4-vicindlniho diolu, hydroxylovych skupin na
postrannim fetézci a Sesticlenného kruhu B. VSechny testované latky v této diplomové praci
spliiuji podminku Sesti¢lenného kruhu B, nesou 3-hydroxy skupinu a syntetické latky navic
obsahuji vicindlni 2,3- diolové skupiny, takze maji teoreticky ptfedpoklad pro dobrou
biologickou aktivitu. Latka MK 238-7 stejné jako 7-KC nese v poloze 7 -oxo skupinu, kterd
by mohla byt divodem jeji vyssi aktivity oproti latce MK 238.

Cytotoxické vlastnosti triolu byly studovany v praci Carvalho et al. (2010). Triol pti
zakladnim screeningu cytotoxicity na bunécné linii karcinomu tlustého stieva HT-29 po 48
hod vykazoval jedny z nejlepSich vysledki (ICso 12,9 + 0,3 uM). Oxidaci jeho funk¢ni
skupiny v poloze 6 doslo k poklesu aktivity. Pfi dalSim testovani na rozSifeném panelu
bunécnych linii byl po 48 hod vici triolu nejcitliveéjsi model myeloidni leukémie LAMA-84
(ICs505 £ 0,2 uM). V tomto pripadu mél triol dokonce vyssi aktivitu nez konvencni 1é¢ivo
cisplatina. Nizké davky triolu pfi spolecné aplikaci s doxorubicinem dokonce zvysili
ucinnost 1éCiva vaci linii HT-29. Aktivitu triolu na jiné bunécné linii a jeho potencidlni
vyuziti pfi 1é¢beé karcinomu prostaty popisuje prace Lin et al. (2013), kde triol vyrazné
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inhiboval rust bun¢€k vSech 3 testovanych linii po 48 hod pfi koncentraci 40 uM. Z téchto
studii vyplyva, ze aktivita triolu se vyrazn€ 1isi v zavislosti na bunécné linii, coz mize byt

divodem negativnich vysledkt na linii HeLa, ktera mohla byt vi¢i triolu méné citliva.

Vysledky analyzy na prutokovém cytometru ukazaly, ze zadna z testovanych latek
nezpusobila vyrazné zmény v bunécném cyklu v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi
vzorky, C¢imz se shoduji s vysledky z western blot analyzy. K velmi mirnému
zvySeni mnozstvi apoptotickych bunék v subG; fazi doslo u triolu v koncentraci 30 uM. Lin
et al. (2013) po 48 hod pusobeni triolu na bunécné linie karcinomu prostaty vyrazné
zvy§eni poctu apoptotickych bunék v subGi fazi nepozorovali. V jejich experimentu doslo
po ovlivnéni triolem v koncentraci 10-20 uM podle zvolené linie k akumulaci bun¢k v
G fazi a snizeni poctu bunek v S a Go/M fazi. Podobny vysledek ziskali Levy et al. (2018),
kteti zkoumali proapoptotické vlastnosti a ovlivnéni bunééného cyklu ketodiolem, triolem a
7-KC na modelu lidského karcinomu prsu, normalnich plicnich fibroblastti, endotelové linii
a modelu mysiho melanomu. Indukce apoptozy ve vSech liniich byla po 24 hod pozorovana
u ketodiolu v koncentraci 100 uM a u 7-KC a triolu pfi koncentraci 50 a 100 uM, pfiCemz
triol indukoval apopt6zu u nddorovych linii i v koncentraci 25 pM. U vSech zminénych latek
bylo pozorovano snizeni mnozstvi bunék v S fazi cyklu a zvySeni bud’ v Go/M fazi v pripadé
7-KC a ketodiolu, nebo Go/G; v ptipadé triolu, coz koreluje s vysledky v praci Lin et al.
(2013). Jelikoz nami testovana nejvyssi koncentrace latek byla 30 uM, bylo by vzhledem
k vysledkim uvedenym v této publikaci pravdépodobné nutné aplikovat vyssi koncentrace
latek k dosazeni pozadovaného efektu. Autofi zdaraziuji, Ze cytotoxické vlastnosti a
schopnost ovlivnit bunécny cyklus jsou velmi zavislé na zvolené latce a bunécné linii, coz
souhlasi s predeSlym pozorovanim rozdilné aktivity triolu. Cytometrickd analyza dalSich
derivatd oxysteroli 7B-hydroxycholesterolu a 25-hydroxycholesterolu byla provedena na
panelu bunécnych linii leukémie, kdy se vici testovanym latkam ukazala byt nejcitlivejsi
linie monocytdrni leukémie THP-1. V pfipadé obou latek byla zaznamendna akumulace
bunék ve fazi G»/M zpusobena pravdépodobné snizenim aktivity cyklinu B1 (Lim et al.,

2003).

Soucasti western blot analyzy bylo pozorovani hladin LXR o/f po ovlivnéni
testovanymi derivaty oxysteroll, které jsou jejich pfirozenymi ligandy. Ani jedna
z testovanych latek neméla vyrazny vliv na aktivitu tohoto receptoru. Pouze u litky MK 349
bylo viditelné snizeni exprese. Vyznamnymi agonisty receptoru LXR o/, jejichz pozitivni
vliv na snizeni proliferace nadorovych bunék byl testovan na riznych modelech, jsou
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synteticky agonista TO901317 a pfirodni derivat 22(R)-hydroxycholesterol (Chuu & Lin,
2010; El Roz et al., 2012). Antiproliferacni ucinky syntetického agonisty byly prokazany
napiiklad na modelech karcinomu prsu (El Roz et al., 2012), melanomu (W. Zhang et al.,
2014), blastického plazmacytoidniho novotvaru dendritickych bunek (Ceroi et al., 2016) a
mnoho dalsich. Uginek syntetického agonisty byl testovdn mimo jiné i na linii HeLa, kde
doslo po 96 hod k bloku bunék v Gi fazi a tim padem snizeni poctu bunék v S fazi (Chuu &
Lin, 2010).

Metodou imunofluorescence mél byt pozorovan vliv testovanych latek na translokaci
receptoru LXR o/B do jadra bunek linie HeLa. Bohuzel pfi pofizovani snimkii nebylo mozné
dany efekt vyhodnotit z divodu Spatného obarveni bunék protilatkami. Jelikoz
imunofluorescencni analyza tohoto receptoru nebyla v laboratoti KEB dfive provadéna, neni
optimalizovan jeji postup. Divodem neuspéchu tak muze byt naptiklad zpisob pouzité
fixace vzorku nebo jakykoliv jiny krok. Dikladna optimalizace postupu a vylouceni vsech
moznosti neuspéchu by vyzadovalo provést nekolik dal§ich opakovani pokusu. Na zakladé
vyse popsanych vysledkl z imunodetekce, kdy nebyly detekovany zadné zmény v expresi,

a Casové naroc¢nosti optimalizace nejsou dal§i opakovani zahrnuta do této prace.

Dosud byl pouze v jedné publikace popsan pokus o sledovani receptoru LXR ao/p po
ovlivnéni oxysteroly metodou imunofluorescence. Levy et al. (2019) studovali interakci
cholesterolu, 7-KC, ketodiolu a triolu s jadernymi receptory v bunécné linii prsniho
karcinomu MDA-MB-231, kterd byla ovlivnéna po dobu 24 hod latkami o koncentraci 30
uM. Po ovlivnéni 7-KC a triolem pozorovali vyznamné zvySeni fluorescence LXRa. Na
zaklad€é hypotézy, ze antiproliferaéni ucinky LXR spocivaji v eliminaci cholesterolu
z membran bunék prostfednictvim zvysSené exprese ABC transportért, provedli testovani
zmén exprese transportéra ABCA1 a ABCGI, kde detekovali zvySeni exprese u totoznych
latek (Ceroi et al., 2016; El1 Roz et al., 2012).
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6. Zaver

V této diplomové praci byly studovany antiproliferacni ucinky vybranych syntetickych a
ptirodnich derivatii oxysteroli na nadorové bunécné linii HeLa odvozené od nadoru
délozniho hrdla. V teoretické Casti prace byla vypracovana reSerSe shrnujici informace o
cervikalnim karcinomu vcetné jeho ptivodce, klasifikace a metod 1éCby, o bunééném cyklu
a jeho kontrolnim systému, programované bunécné smrti a oxysterolech, zejména jejich
zatazeni v systému steroidnich latek, zptisobech vzniku, biologickych funkcich a mozném

uplatnéni v terapii nadoru.

Antiproliferacni a proapoptotické vlastnosti vybranych oxysterolt byly sledovany po
24 hod pusobeni metodami western blottingu a prutokové cytometrie. Metodami western
blottingu a imunofluorescence byla navic analyzovana schopnost oxysterold ovlivnit
aktivitu jaderného receptoru LXR o/p. Po ovlivnéni latkou MK 238-7 v koncentraci 30 uM
byl pomoci imunodetekce pfi prvnim pokusu detekovan aktivni fragment efektorové
kaspdzy 7 a Stépny fragment proteinu PARP-1 indikujici spusténi procesu apoptozy. U
ptirodnich derivata ve stejné koncentraci nebyl detekovan zadny vyznamny efekt. Bohuzel
pti neékolika dalSich opakovanich se nepodarilo dosdhnout stejného vysledku. Ptfi analyze
prubéhu bunécného cyklu nebyly u zadné testované latky zaznamenany vyrazné zmény
v porovnani s kontrolnimi vzorky. Soucasné dle vysledkd imunodetekce pravdépodobné
zadna z testovanych latek neovliviiovala aktivitu receptoru LXR o/B. Translokaci receptoru
LXR o/f metodou imunofluorescence nebylo mozné vyhodnotit pravdépodobné kvuli

Spatnému oznaceni protilatkami.

Prestoze syntetické i1 pfirodni latky, analyzované v této praci, neukdzaly vyznamnou
proapoptotickou aktivitu na bunééné linii HeLa v testovanych koncentracich, neni
vyloucCena jejich mozna aktivita pti vyssich koncentracich nebo vici jiné nadorové bunécné
linii, protoze dle literatury jsou u této skupiny latek cytotoxické vlastnosti velmi zdvislé na

konkrétni latce a testované bunécéné linii.
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