Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2023 Michaela Soldanova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Indukce apoptozy a genotoxického poskozeni
indolovymi derivaty v bunikkach rakoviny prostaty

Bakalarska prace

Michaela Soldanova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a buné¢na biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2023 Vedouci prace: doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoa piijmeni:  Michaela SOLDANOVA

Osobni ¢islo: R20724

Studijni program: ~ B1501 Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Téma prace: Indukce apoptozy a genotoxického poskozeni indolovymi derivaty v buiikach rakoviny prostaty

Zadavajici katedra:  Katedra bunécné biologie a genetiky

Zéasady pro vypracovani

1) Vypracovani reserSe na téma bakalarské prace

2) Stanoveni aktivity kaspaz v burikdch rakoviny prostaty

3) Stanoveni hladiny proteinti p53, PARP metodu western blotting

4) Viypracovani bakalarské préce a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarské prace

Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

1) Nichols WK et al: 3-Methylindole-Induced Toxicity to Human Bronchial Epithelial Cell Lines. Toxicological Sciences, 2003

2) Weems JM et al: Potent Mutagenicity of 3-Methylindole Requires Pulmonary Cytochrome P450-Mediated Bioactivation: A Comparison to the Prototype
Cigarette Smoke Mutagens B(a)P and NNK, Chemical Research in Toxicology, 2010

3) Weems JM et al: 3-Methylindole is Mutagenic and a Possible Pulmonary Carcinogen, Toxicological Science, 2009

4) Weems JM and Yost GS: 3-Methylindole Metabolites Induce Lung CYP1A1 and CYP2F1 Enzymes by AhR and Non-AhR Mechanisms, Respectively,
Chemical Research in Toxicology, 2010

5) Regal et al: Detection and Characterization of DNA Adducts of 3-Methylindole, Chemical Research in Toxicology, 2010

Vedouci bakalarské prace: doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.
Katedra bunécné biologie a genetiky



Datum zadani bakalarské prace: ~ 30. zai 2021
Termin odevzdani bakalarské prace: 31. ¢ervence 2023

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvorak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V Olomouci dne 6. fijna 2021



Bibliografické udaje:

Jméno a prijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:
Pracovisté:

Vedouci prace:

Rok obhajoby prace:

Abstrakt:

Klicova slova:
Pocet stran:
Pocet priloh:

Jazyk:

Michaela Soldanova

Indukce apoptozy a genotoxického poskozeni indolovymi

derivaty v buiikach rakoviny prostaty

Bakalarska

Katedra bunécné biologie a genetiky, PfF UP v Olomouci
doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.

2023

Tato bakalarska prace se zabyva vlivem indolovych derivatu
na burnky rakoviny prostaty a jejich schopnosti vyvolat
genotoxické poskozeni vedouci ke spuSténi apoptotickych
drah. V teoretické cCasti je popsand apoptodza, jeji drahy
aregulace. Dale je popisovana rakovina prostaty od
diagnostiky a 1écby k molekularnim mechanismim. Nakonec
jsou popsané indoly a jeho derivaty z pohledu vyskytu,
syntézy a pusobeni v burice. Experimentalni Cast se zabyva
vlivem pouzitych indolovych derivati na indukci apoptdzy
prostfednictvim fluorimetricky stanovené aktivity kaspazy 3
a detekci urCitych s apoptozou spojenych proteini pomoci

metody Western blot.
apoptoza, methylindoly, rakovina prostaty, AhR, AR
36

0

Cesky



Bibliographical identification:

Author’s name and surname:

Title:

Type of thesis:

Department:

Supervisor:
The year of presentation:

Abstract:

Keywords:
Number of pages:
Number of appendices:

Language:

Michaela Soldanova

Indole derivatives as apoptosis inducers and genotoxic agents

in prostatic cancer cells
Bachelor

Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of Science

Palacky University Olomouc
doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.
2023

This bachelor thesis deals with the effect of indole derivatives
on prostate cancer cells and their ability to induce genotoxic
damage leading to the activation of apoptotic pathways.
Apoptosis, its pathways and regulation are described in the
theoretical part. Next, prostate cancer is described from
diagnosis and treatment to molecular mechanisms. Finally,
indole and its derivatives are described from the point of view
of occurrence, synthesis and action in the cell. The
experimental part deals with the effect of the used indole
derivatives on the induction of apoptosis through
fluorimetrically determined caspase 3 activity and the
detection of certain proteins related with apoptosis using the

Western blot method.

apoptosis, methylindols, prostate cancer, AhR, AR
36

0

Czech

ii



Prohlaguji, ze jsem bakalaikou praci vypracovala samostatné v pribéhu bakalarského studia

pod vedenim doc. Ing. Radima Vrzala, Ph.D. s vyzna¢enymi pouZitymi prameny.

VOlomoucidne...........

il



Podékovani

Dé&kuji svému vedoucimu prace doc. Ing. Radimu Vrzalovi, Ph.D. za odborné vedeni, trpélivost
a vstficny pristup pii psani bakalaiské prace a vedeni v laboratofi pfi zpracovani experimentd.
Dale bych chtéla podékovat pani Mgr. Elisce Zgarbové za dohled a cenné rady pfi praci. Dékuji

také v§em zaméstnancim katedry bunécné biologie a genetiky za pomoc.

Y



3.

UIVOU ct ettt s e sttt 1
CHLE PIACE. .euveveete ettt ettt st e a bbb sb e e st 2
APOPLOZA ..ttt e 3
3.1. Vnitini a vnéjSi draha iniciace aPOPLOZY ........ccceevuiiuiriiiiiiiiiiiiiiieeie ettt 3
3.2.  Spoustéfe (ZENOtOXICKY SLIES) ...c.eevuiuiiiiiiiiiiiiiiiitiie ettt e 5
3.3, EXEKULOTY .ottt e st 5
34, REGUIACE ..eoueiiieieciiecitcte ettt s st 6
RAKOVING PrOSTALY ....cvvetieitiiieie ettt ettt 8
4.1, DIa@NOSHKA ..ecutieeiiiieiiiiei et 8
B2, LETDA oottt ettt e a et eaeas 10
4.3.  Vyznamné molekularni mechanismy ...........ccccocovininiiiiiiiiiniiiie e 12
INAOLY ettt 13
5.1, VIiv N2 DUNECNE UTOVNL.....eiiuiiiiiiiiiiiiiiiie ittt ettt st snae e 13
5.2. Testované indolove TAtKY .......cooeverviiriiiiniiiiiii s 14
Material @ MELOAY ... veeueeueeeeierie ettt sttt e bbb s e enees 16
6.1.  Biologicky Material .........ccccoieviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
6.2. Pouzité chemikalie, SOUPTaVy a TOZLOKY ..ccevvevueriiiiiiiiiiiiiiiiic i 16
6.3.  Seznam PouZityCh PHSIIOJU ....euveuiueuiiiiriiiiiiiiiiee ettt 18
6.4, POUZILY SOTEWATE ..ottt 18
6.5. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci poStUPY .......c.ccceeviviiiiinininiieienieieniciens 19
6.5.1. Priprava kultiva€niho meédia...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiee 19
6.5.2. Pasazovani, pocitani a vyseti bunek ...........ccccocvviviiiiiiiiinni 19
6.5.3. Inkubace s testovanymi [atkami ..........cccoeviiiiiiiiiiiiinii s 20
0.5.4.  CaSPASE 3 ASSAY ..eevreiieiiiiiiiiiiiie et 21
6.5.5. Izolace proteint a stanoveni KOncentrace...........coooeevueeiiniiiniiniiiicieciesieicns 22
6.5.6.  SDS-PAGE.......coiotieietie ettt 22



6.5.7.  WeStern DIOHING ...cccuveruieiieiiieeie ettt

T VY SLEAKY ettt e s s s
7.1 AKEVITA KASPAZY wvevvenieeiienieeiie ettt sttt ettt e st st st saaesa e en
7.2, WeStern BlOt....coouuiiiiiiiiiiiciic e

B DHSKUSE ..ttt ettt s s et sa e s s a e eaaeen
0 ZAVRT e et ea e s st a e sa e s e sa e saae e
TO.  LIEETALUTA ..ottt ettt ettt et st et e a e saaesaaeesas e a e e sn s saaeenneas

vi



Seznam symbolu a zkratek

3MI
AhR
APAF1
AR
BH3
CAD
CRPC
DED
DRE
FADD (MORT1)
FLIP
I3C
IAA
IAP
ICAD
IMRT
IPA
LH
LHRH
PARP
PSA

TNFR

3-methylindol, skatol

aryl uhlovodikovy receptor

apoptotic protease activating factor- 1
androgenni receptor

Bcl-2 homologni doména 3

kaspazou aktivovana DNaza
kastracné rezistentni karcinom prostaty
efektorova doména receptoru smrti
digitalni rektalni vySetfeni
adaptorovy protein domény smrti
FLICE- inhibitorovy protein
indol-3-karbinol

kyselina indol-3-ctova

proteiny inhibujici apoptozu
inhibitor kaspazy aktivované DNazy
ozafovani modulovanym svazkem
kyselina indol-3-propionova
luteiniza¢ni hormon

hormon uvolnyjici luteinizaéni hormon
poly(ADP-riboza)polymeraza
prostaticky specificky antigen

receptor pro tumor necrosis factor

vii



Seznam obrazku

Obrazek ¢. 1: Proteiny ucastnici se vnitini, mitochondrialni, apoptotické drahy..................... 4
Obriazek ¢. 2: Regulace vnéjsi drahy prostiednictvim FLIP proteinu.........cccccoeevvviiiniiiiienns 7
Obriazek ¢. 3: Gleasonuv histologicky vzor bunék rakoviny prostaty. .........ccceeeeveiieiiennnnne. 10
Obrazek ¢. 4: Chemicka struktura indolu a testovanych derivatl..........ccecevvevevenvicieeniinnennne 15
Obrazek ¢. 5: Vliv skatolu na vybrané apoptotické markery..........cccceceeeeeviiiiiiniiniinicinen, 28

viii



Seznam grafi

Graf ¢. 1: Kinetické méfeni intenzity fluorescence v bunécné linii 22Rv1. ......ccceviiinnnnn 25
Graf &. 2: Aktivita kaspazy 3 po pusobeni indolovych derivati. ........cccccecevivviniiciicininnenne 26
Graf ¢. 3: Aktivita kaspazy 3 pii 4, 8, 16 a 24h inkubaci s 3-methylindolem......................... 27

ix



Seznam tabulek

Tabulka ¢&. 1: Piiprava 1,0 mm tlustého 12,5% déliciho gelu pro SDS-PAGE ...

Tabulka ¢&. 2: Piiprava 1,0 mm tlustého 4% zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE



1. UvVOD

Rakovina prostaty je druhou nejc¢astéjsi rakovinou u muza a zarovern rakovinou s nejvyssi
umrtnosti. Lécba je provadéna radioterapii, chemoterapii, hormonalni 1é¢bou nebo
chirurgickym odstranénim karcinomu. Rakovinové bunky prostaty, jejich rust a déleni, jsou
ovlivilovany fadou hormond, a to predev§im testosteronem, ktery se vaze do androgenniho
receptoru (AR), ¢imz ovliviiuje buitku. Chemoterapie rakoviny prostaty je asto zalozena na
aplikaci latek s anti-androgenni aktivitou, kterymi jsou i antagonisté AR. V nedavné studii byl
popsan anti-androgenni Ucinek vybrané skupiny indolovych derivati, kdy jednim z nich byl
i fyziologicky pfitomny 3-methylindol (skatol). Protoze autofi této studie zminili silny toxicky
ucinek této latky, bylo ucelem této prace ovéfit, zda tato latka, véetné ostatnich anti-androgenné

pusobicich indolli, mize indukovat apoptozu v rakovinnych prostatickych buikach.



2. CILE PRACE

Cilem prace bylo vypracovani reSersni prace na téma bakalafské prace spolu
s vypracovanim bakalafské prace a multimedialni prezentace. Experimentalni Cast byla
provadéna za ucelem sledovani indukce apoptozy v prostatické bunécné linii 22Rv1 po

vystaveni indolovym derivatim.



3. APOPTOZA

Buriky disponuji mechanismy pro kontrolu svého bunééného cyklu, jejich rustu, déleni,
regulace, oprav a programované bunééné smrti neboli apoptdzy. Apoptoza je konzervovany
pfirozeny mechanismus sebedestrukce bunky, ktery slouzi k udrzeni homeostazy
mnohobunécného organismu. Buné¢na smrt mize byt vyvolana spoustou spoustécu (poskozeni

jaderné DNA, vystavenim chemickym latkam, ...) a probiha bud’ vnitini, nebo vné;$i drahou.
3.1.  Vnitini a vnéjsi draha iniciace apoptozy

Apoptoza muze byt spusténa dvéma zplsoby, a to pies receptory smrti, vnéjsi drahou,
nebo pres mitochondrie, wvnitini drahou. Obé drahy zahrnuji aktivaci cystein
aspartyl-specifickych proteaz (kaspaz), které §t€pi bunécné substraty a vedou k biochemickym
a morfologickym zménam v burice. Aktivace vné&jsi drahy je vyvolana skrz receptory smrti,
které patfi mezi membranové receptory a spadaji do rodiny TNF (tumor necrosis factor)
receptori (TNFR). Receptory smrti jsou charakteristické svou vnitrobunécnou doménou —
doménou smrti. Po navéazani ligandu na receptor smrti (napt. TRAIL-R1 nebo TRAIL-R2) k
sobé vnitrobunéna doména receptoru pfitahuje adaptorovy protein FADD také znamy jako
MORT1, ktery aktivuje neaktivni prokaspazu 8 a 10 (Sprick et al., 2000, Kischkel ez al., 2001).
pro zvySeni apoptotického signalu aktivovat mitochondridlni dradhu prostfednictvim Bid

proteinu, ktery je St€pen kaspazou 8 a pfemistén do mitochondrii (Schug et al., 2011).

Vnitini draha, mitochondrialni, je zahgjena stimulaci permeabilizace mitochondridlni
membrany pomoci Bcl-2 rodiny, jez je rozClenéna do tfid podle homolognich
aminokyselinovych sekvencich, Bcl-2 homolognich (BH) domén, a jejich specifickych funkei.
Dulezitou roli pfi stimulaci permeabilizace membrany hraje skupina Bcl-2 proteind, které maji
pouze BH3 doménu. Proteiny s pouze BH3 doménou se vazou na Bak a Bax proteiny, ¢imz
vyvolaji konformacni zmény vedouci k aktivaci Bak a Bax proteinti. Aktivované molekuly Bak
a Bax proteind se svou odhalenou BH3 doménou hydrofobicky vazou do vnéjsi mitochondrialni
membrany, ¢imz vyvolaji tvorbu port (Dewson er Kluck, 2009). Jak mizeme vidét na obrazku
¢. 1, tak jsou z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu buiiky uvolnény:
cytochrom ¢, AIF (apoptozu indukujici faktor), endonukleazu G, Smac/DIABLO, HtrA2/OMI
a jiné apoptotické faktory. Proteiny AIF a endonukle4dza G jsou premistény do jadra, kde Stépi
jadernou DNA. Smac/DIABLO a HtrA2/OMI uvolnéné z mitochondrii jsou antagonisté
inhibitora apoptotickych proteint (IAP), které se vazou do BIR2 a BIR3 domén proteina IAP.
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Mezi proteiny IAP se tfadi XIAP, c-IAP-1 a c-IAP-2, které inhibuji apoptotické proteiny.
V cytosolu buiiky tvoii cytochrom ¢ komplex s Apaf-1 (apoptotic protease activating factor- 1),
ATP a inaktivni prokaspazou 9, ¢imz se vytvorii apoptozém (Obr. 1). Ve vzniklém apoptozomu
dochazi ke Stépeni prokaspazy 9 a vznika tak aktivni kaspaza 9, ktera nasledné §t€pi exekucni
kaspazy, na obrazku ¢. 1 zastoupeny kaspazami 3 a 7. Aktivované exekucni kaspazy Stépi
bunécné substraty, jako napiiklad komplex CAD (caspase-activated DNase) se svym
inhibitorem, coz vyusti v uvolnéni aktivni CAD, ktera §tépi jadernou DNA (Saelens et al.,

2004).
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Obrazek €. 1: Proteiny ucastnici se vnitini, mitochondridlni, apoptotické drahy. Rodina Bcl-2 proteini (Bid, Bim,
Bax, Bak, ...) reguluje spusténi mitochondrialni drahy apoptozy. Anti-apoptoticka skupina Bcl-2 proteint je zde
reprezentovana oznacenim Bcl-2. Pro-apoptotické proteiny Bcl-2 rodiny jsou reprezentovany Bid proteinem, ktery
je kaspazou 8 §t€pen na tBid. Ten aktivuje Bax protein a stejn¢ jako Bim protein a proteiny s pouze BH3 doménou

pusobi proti anti-apoptotickym Bcl-2 proteintim. Cytochrom c (cyt ¢) uvolnény z mitochondrii tvofi spolu s ATP,



apoptotickym aktivatnim faktorem 1 (Apaf-1) a kaspdzou 9 v cytosolu apoptozom, ktery $tépi kaspazy 3 a 7.
Aktivované kaspazy 3 a 7 $tépi bunécné substraty. Komplex kaspazou aktivované DNazy s inhibitorem (ICAD)
je stépen kaspazou 3 za uvolnéni CAD. Z mitochondrii uvolnéna endonukledza G (endo G) a apoptoézu indukujici
faktor (AIF) jsou stejn¢ jako CAD translokované do jadra, kde $tépi jadernou DNA. Smac/DIABLO (Smac)
a HtrA2/OMI (Omi) se vazi do domén BIR2 a BIR3 inhibitorti apoptotickych proteinti (IAP), a tim neutralizuji
inhibice kaspazy 9, 7 a 3 zpusobené IAP. HitA2/Omi svou serin proteazovou aktivitou $t€pi IAP. Obrazek prevzaty
z Clanku (Saelens et al., 2004).

3.2.  Spoustéce (genotoxicky stres)

Mezi hlavni spoustéce apoptozy se fadi genotoxicky stres, ktery je pti¢inou poskozeni
jaderné DNA a nasledného zastaveni bunécného cyklu v kontrolnich bodech. Na zakladé
rozsahu poskozeni jaderné DNA dochazi bud’ k reparaci poskozeni, nebo indukci apoptozy.
Nejcastejsi pricinou poskozeni DNA jsou exogenni zdroje, predev§im environmentalni
genotoxiny napf. heterocyklické aminy, polycyklické aromatické uhlovodiky, alkylacni
slouCeniny, ionizujici zafeni nebo UV svétlo. DNA je také terem cytotoxickych
protirakovinovych 1éCiv. Tato lé¢iva reaguji bud pfimo s DNA nebo prostiednictvim
reaktivnich metabolitl, které chemicky modifikuji nukleotidy, anebo nepfimo prostiednictvim
zaClenéni nukleotidovych analogh do DNA, pfipadné blokuji DNA polymerazy
a topoizomerazy (Roos et Kaina, 2006).

Mezi vyznamna poskozeni DNA vedouci k apoptdze se fadi predev§im O°-methylace
guaninu, N-alkylace bazi, O°-chlorethylace bazi, DNA adukty, DNA pii¢né vazby
a dvousroubovicové zlomy (DSB). Pokud dojde k O°-methylaci guaninu, kterd se nestihne
opravit, tak to vyusti v zafazeni chybné baze, thyminu. Takto vznikla sekundarni 1éze na DNA
vede k blokaci replikace a naslednému zlomu dvousroubovice. Pfi N-methylaci dochézi
k N3-methylaci adeninu a N7-methylaci guaninu. Vysoka koncentrace N-methylovanych bazi
v butice spousti apoptézu. O°-chlorethylace zpiisobuji predevsim piicné vazby v DNA
(cross-links), coz blokuje replikaci, a tim dochazi k DSB. Zlomy dvousSroubovice jsou
detekovany pomoci proteini ATM a ATR, které dale predavaji signal CHK1, CHK2 a p53.
ATM fosforyluje protein p53, ktery aktivuje transkripci pro-apoptotickych faktorti (FAS,
PUMA a Bax) a blokuje proliferaci buiiky pomoci upregulace proteinu p21, ktery zastavuje
cyklus v Gi fazi pted prechodem do S faze (Roos et Kaina, 2006).

3.3. Exekutory

Vnitini 1 vnéjsi apoptotické drahy se schazi v misté¢ aktivace exekutorl, coz je
povazovano za konecnou drahu apoptozy, kdy dochazi ke §té€peni strukturnich a opravnych

5



proteinti (PARP, cytokeratiny, ICAD, histon H1, lamin B, jaderny protein NuMA, ...). Mezi
efektorové neboli exekucni kaspazy se fadi kaspazy 3, 6 a 7, které jsou v burikach pfitomny

.....

(8,9 a 10) (Slee et al., 2001).

Kaspaza 3 je povazovana za klicovou, v priabéhu apoptézy sté€pi komplex kaspazou
aktivované DNazy (CAD) se svym inhibitorem ICAD. Po rozstépeni komplexu se uvolni
aktivni CAD, ktery se nasledné premisti do jadra, kde $tépi jadernou DNA (Enari et al., 1998).
Mezi dal3i substraty kaspazy 3 patii protein gelsolin, ktery po §t€peni depolymeruje F-aktin,
a tim indukuje reorganizaci cytoskeletu bunky (Kothakota ef al., 1997). Kaspazy stépi i kinazy
ROCK-1, které nasledné fosforyluji lehké fetézce myosinu, coz vede k tvorbé membranovych
bublin (Coleman et al., 2001). Vysledkem §té€peni cytoskeletalnich struktur, jako jsou napft.
intermediarni filamenta cytokeratin-18 a vimentin nebo Gas2 a pektin, je zména tvaru bunék

a jejich rozpad na apoptoticka téliska (Byun et al., 2001).

Posledni fazi apoptézy je fagocytodza apoptotickych télisek. SpoustéCem pro stimulaci
fagocytozy apoptotickych télisek makrofagy je expozice fosfatidylserinu na vné&jsi stranu
cytoplazmatické membrany buriky. Fosfatidylserin se za normalnich podminek nachazi na
vnitni strané cytoplazmatické membrany, kde jej udrzuje aminofosfolipidova translokaza.
V prabéhu apoptdzy dochazi k inhibici tohoto enzymu, coz vede k naruSeni asymetrie

fosfolipidové membrany a expozici fosfatidylserinu (Vanags et al., 1996).
3.4. Regulace

Regulace apoptozy je zajistovana na nékolika urovnich od samotnych oprav poskozeni
DNA k inhibicim aktivace jednotlivych proteint vnitini i vnéjsi drahy a exekutord. Rodina
inhibitort apoptotickych proteind (IAP) ma fadu ¢lent, ktefi se od sebe navzajem lisi poCtem
tandemové usporadanych BIR domén a pfitomnosti RING a CARD domény. Regulace
apoptozy se nejvice ucastni proteiny XIAP, c-IAP1 a c-IAP2. Jeden z nejvice prostudovanych
proteint je XIAP, ktery ma jednu RING doménu a 3 BIR domény, kdy druha doména (BIR2)
se ucastni inhibice kaspazy 3 a 7 a tfeti doména (BIR3) inhibuje kaspazu 9 (Deveraux et al.,
1999). c-IAP1 a c- IAP2 jsou také slozeny ze 3 domén BIR a jedné RING domény, ktera ma
schopnost ubikvitin ligazové (E3) aktivity (Gyrd-Hansen et al., 2008).

Mezi vyznamné regulatory vnitini drahy apoptozy patii rodina Bel-2 proteint. Cleny

Bcl- 2 rodiny mtzeme rozdélit do dvou skupin na anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-xi, Bel-w, Mcl-1

a Bfl-1) a pro-apoptotické (Bax, Bak, Bcl-xs, Bid, PUMA, Noxa, Bik). Pro Bcl-2 proteiny jsou
6



charakteristické BH domény, tvofené homolognimi aminokyselinovymi sekvencemi, jejichz
prostfednictvim dochazi k tvorbé homodimert a heterodimert. Proteiny anti-apoptotické
skupin dokazou tvofit kanaly v lipidovych membranach. Regulace apoptozy spociva v pomeéru
¢lent obou skupin Bcl-2 rodiny. Pokud pfevazuje pro-apoptoticka skupina proteint, tak dojde
ke spusténi apoptozy mitochondrialni drahou. Regulace aktivity proteini Bcl-2 rodiny je
zprostiedkovana piedevsim jejich post-translaénimi modifikacemi a konformaénimi zménami

(Schendel et al., 1997).

Regulace vnéjsi drahy indukce apoptdzy je zprostiedkovana predevsim proteiny FLIP
(FLICE- inhibitorovy protein), které se skladaji ze dvou DED domén a jedné domény obsahujici
podobnou sekvenci aminokyselin jako prokaspazy 8 a 10. Doména podobna jednotlivym
kaspazam postrada jejich enzymatickou aktivitu. FLIP protein se pomoci DED vaze na FADD,

coz vyusti v nastipani FLIP misto aktivace kaspaz (Roth et Reed, 2004).

FLIP absent FLIP present
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Obrazek ¢. 2: Regulace vn¢jsi drahy prostrednictvim FLIP proteinu. Membranovy TNFR s vnitrobuné¢nymi
doménami smrti. Po navazani ligandu k receptoru dojde k asociaci domén smrti s adaptorovymi proteiny FADD
a prokaspazou 8. Proteiny FADD katalyzuji Sté€peni prokaspdzy 8 na aktivni kaspazu 8, ktera dale bud’ stépi Bid
protein, ktery pokraCuje vnitini drahou, nebo aktivuje exekutory. V piipad¢, ze misto prokaspazy 8 je pfipojen
FLIP protein, ktery je strukturné velmi podobny prokaspaze 8, ale bez jeji enzymatické aktivity, tak je nastipan
FLIP protein, ¢imz inhibuje vn¢j$i a ¢asteCn¢ i vnitini apoptotickou drahu. Obrazek pievzaty z Clanku (Roth

et Reed, 2004).



4. RAKOVINA PROSTATY

Prostata neboli pfedstojna zlaza je muzska ptfidatna pohlavni zlaza, ktera je ulozena pod
mocovym meéchyfem, kde obklopuje moCovou trubici. Funkei prostaty je produkce sekretu,
ktery pomaha formovat ejakulat a udrzovat zivotaschopnost spermii. Plné diferenciovana
prostata je rozdélena na centralni, tranzitni, periferni, uretralni zonu a ptredni fibromuskularni
stroma. U dospélych muzi tvori periferni zona az 70 % zlazové tkané€ prostaty, obklopuje
ejakulacni vyvody, vycniva pod mocovym méchyiem (McNeal, 1981) a zarovei ma nejvetsi
podil na normalni funkci prostaty. Hlavni funkci stromatu je zajisténi vhodného mikroprostiedi
pro epitelialni kompartmenty. Pfedstojna zlaza je tvotena siti rozvétvenych tubuloalveolarnich
zlazek, které jsou vystlany jednou vrstvou zldznatych cylindrickych bunék s fasinkami na
bazalni vrstvé slozené z jedné vrstvy kubickych bunék a neuroendokrinnich bunék (Ittmann,

2018).

Rakovina, nekontrolovatelné¢ déleni bunck, obecné vznika pfi nahromadéni mutaci
v proto-onkogenech a tumor-supresorovych genech, coz ma za nésledek naruSeni funkce
proteint, které za normalnich podminek reguluji bunéCny cyklus. Rakovina prostaty je
nejcastéji diagnostikovanou rakovinou u muzi (1,4 milion novych piipadd za rok) a druhou
nejcCastéj$i piicinou umrti na rakovinu (375 000 umrti za rok) (Sung et al., 2021). Nejvyssi
vyskyt rakoviny prostaty je v zemich s vyS§i zivotni Urovni napi. zdpadni Evropa, naopak
nejnizsi vyskyt je v jizni Asii. Riziko tvorby nadorti s vékem roste, nejcastéji zasazena vékova
skupina je od 50 let. Mezi rizikové faktory spada vyssi vék, rodinna historie, genetické mutace
a zdravotni kondice jedince. Vn¢jsimi faktory zvySujici pravdépodobnost propuknuti rakoviny

prostaty jsou koufeni, nadvaha a rizné vyzivové faktory (Sung et al., 2021).
4.1. Diagnostika

Vcasna diagnostika a lokalizace rakoviny prostaty je klicova pro naslednou 1écbu
pacienta a co nejlepsi prognédzy. V rannych stadiich je rakovina nejlépe 1éCitelna a pacient ma
nejvyssi Sanci na uzdraveni, ale je zaroveni asymptomaticka. Mezi zakladni diagnostické
metody rakoviny prostaty spada digitalni rektalni vySetfeni (DRE), krevni testy na stanoveni
hladiny prostatického specifického antigenu (PSA) a multiparametricka magneticka rezonance
(mpMRI). Déle se provadi transrektalni ultrazvukoveé vysetfeni prostaty (TRUS) doprovazené
biopsii (Schatten, 2018). Digitalni rektalni vySetieni se provadi pro posouzeni zvétseni zlazy,
tuhosti a textury, jedna se o preventivni vySetieni, které je vétSinou doprovazeno krevnimi testy

na urceni hladiny PSA (Loeb er Catalona, 2009). Krevni testy na méfeni hladiny PSA jsou
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spolehlivéj§i metodou diagnostiky nez DRE a zaroven jsou nezavislé na vysledcich DRE.
Hladina PSA muze byt zvySena i z jinych pficin, nez je rakovina prostaty, napf. duasledkem
benigni hyperplazie prostaty (BPH). Pro zamezeni provadéni zbyte¢nych biopsii na zakladé
hladiny PSA musi byt pacient opakované testovan po dobu nékolika tydna za
standardizovanych podminek. Méfeni hladiny PSA zahrnuje stanoveni vazaného a volného
PSA, jeho hustoty a rychlosti (doby zdvojnasobeni) (Pezaro et al., 2014). Multiparametricka
magneticka rezonance je jednou ze zakladnich diagnostickych metod, kterd je ve vétSiné
ptipadti provadéna na zakladé vysledk krevnich testi pred schvalenim provedeni biopsie.
V piipad€, ze mpMRI nepotvrdi pfitomnost malignich 1ézi, tak neni pfistoupeno k biopsii

prostaty (Kasivisvanathan et al., 2018).

Biopsie se Castéji provadi transrektalné nebo nové transperinedlné. Pii transrektalni
(TRUS) biopsii se vyuziva ultrazvukova sonda pro vizualni kontrolu odbéru, jehla pro odbér
tkané vstupuje do téla pres sténu rekta. TRUS biopsie probiha pti lokéalni anestezii a odebira se
piiblizné 10-12 vzorka tkané prostaty, které jsou nasledné podrobeny histologickému
vySetieni. Transperinealni biopsie probihd pod celkovou anestezii, kdy jehla pro odbér tkané
vstupuje do téla pres hraz a cely proces se vizualné kontroluje s pomoci magnetické rezonance.
Magneticka rezonance 1épe vizualizuje prostatu a jeji struktury (prokrveni, mista s vy$si a nizsi
hustotou bunék) oproti ultrazvuku, ktery jednotlivé struktury nerozeznava a vyuziva se pro

vizualizaci celé zlazy (Eisenstein, 2022).

Vzorky poslané k histologickému vySetfeni jsou podrobeny testim pro zjiSténi
pfitomnosti rakovinnych bunék. V pfipad€ pozitivniho nalezu se urcuje tzv. Gleasonovo skore
(2-10), soucet prvnich a druhych nejvyraznéjSich bun€k odpovidajicich skupin Gleasonova
vzoru (Obr. ¢. 3). Gleasonovo skore udava agresivitu nadoru na zékladé diferenciace bunék.
Dnes se nejcastéji pouziva ISUP (International Society of Urological Pathology) modifikace
Gleasonovi stupnice, kde je Gleasonovo skore usporadané do 5 skupin podle miry rizika Sifeni

nadoru (od 1 — nizké riziko do 5 — nejvyssi riziko) (Egevad et al., 2016).
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Obrazek €. 3: Gleasoniv histologicky vzor bun¢k rakoviny prostaty. Jednotlivé vzory maji charakteristické rysy:
malé uniformni buiiky (vzor 1), velké mezibunécné prostory (vzor 2), zietelna infiltrace bunck ze 714z na okraji
(vzor 3), nepravidelnd hmota neoplastickych bunck (vzor 4) a mala piitomnost 714z mezi vrstvami bunék (vzor 5).

Obrazek prevzaty z ¢lanku (Rebello ef al., 2021).

4.2. Lécba

Lécba rakoviny prostaty je lékafem navrzena na zakladé histologickych nalezl, stadia
karcinomu a krevnich testt, jejimz cilem je pfedevsim zastaveni rastu rakovinového bujeni,
odstranéni loziska karcinomu a prodlouzeni zivota pacienta. Nej¢asteji se vyuziva kombinace
1éCebnych postupti pro zajisténi nejefektivnéjsi 1écby. Mezi nejCastéji pouzivané lécebné
metody patii radioterapie, chemoterapie, hormonalni terapie a ¢astecné nebo uplné odstranéni

prostaty.

Radikalni prostatektomie (RAPE) je chirurgicky zakrok za G¢elem odstranéni predstojné
Zlazy a tkané nejbliz§iho okoli. Chirurgicky zakrok muze probihat riznymi metodami lisicimi
se predevs§im mistem vstupu do téla pacienta a zptisobem provedeni: retropubicky, perinealné,
“konvencné” laparoskopicky a laparoskopicky asistovanym robotem. Jednd se o jednu
z nejhojnéji pouzivanych metod 1écby rakoviny prostaty u lokalizovanych a ohranic¢enych
karcinomu. V pfipadé rozsifeni rakoviny do lymfatickych uzlin se spolu s RAPE provadi
panevni lymfadenektomie, chirurgické odstranéni panevnich lymfatickych uzlin (Wang et al.,
2017).
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Radioterapie vyuziva ionizujici zafeni (y-zafeni, proud protonli) pro poskozeni
a usmrceni rakovinovych bun€k s co nejmensim poskozenim okolni zdravé tkan€. Radioterapie
l1ze rozdélit podle zpisobu ozafovani na vnitini (brachyterapie) a vné€jSi. V ramci zevni
radioterapie se provadi napfiklad radioterapie modulovanym svazkem (IMRT), kdy se vice
paprsku zafeni protina v cilovém misté. Energie jednotlivych paprska je nastavena tak, aby
nejvysst mnozstvi energie bylo vyzafeno v cileném organu, a tim se co nejvice eliminoval vliv
energie paprsku na okolni tkafi. Jednou z dalSich metod vné;jsi radioterapie je protonova terapie,
ktera vyuziva vlastnosti vysokoenergetickych protont generovanych z cyklotronu. Paprsek
protonu putuje pres tkané€ do stanovené hloubky, kde preda vétsinu své energie. Brachyterapie
vyuziva moznost zavedeni zdroje zafeni do cilového mista, kde ozafuje okolni buiky (Gay

et Michalski, 2018).

Hormonalni terapie je zalozena na utlumu ristu a mnozeni rakovinnych bunék ptisobenim
hormont. Rust bunék prostaty je fizen hladinou testosteronu v krvi, ktery je produkovan ve
varlatech a kafe nadledvin na zakladé hladiny luteinizacniho hormonu (LH) z ptedni hypofyzy.
Stimulace predni hypofyzy je zajisténa hormonem uvoliujicim luteinizaéni hormon (LHRH)
z hypotalamu, jehoz produkce je ovliviiovana hladinou estrogenu v krvi. Karcinom prostaty je
léCen na zakladé snizeni hladiny testosteronu na tzv. kastracni hladinu, ¢ehoz muze byt
dosazeno chirurgicky (odstranéni varlat, orchiektomie) nebo farmakologicky. Pro dosazeni
farmakologické kastrace jsou vyuzivany LHRH agonisté a antagonisté. Pii podavani LHRH
agonisti dochazi ke konstantni stimulaci pfedni hypofyzy, coz vede k omezeni produkce
luteiniza¢niho hormonu. Antagonist¢é LHRH blokuji receptory v pfedni hypofyze, a tim
zabranuji produkci LH. Do hormonalni terapie patii také blokace androgennich receptort
pomoci anti-androgenti, které zabrani navazani dihydrotestosteronu a testosteronu na

androgenni receptor bez ovlivnéni jeho hladiny v krvi (Hellerstedt et Pienta, 2002).

Chemoterapie spoc¢iva v poSkozeni buné€k, zastaveni jejich ristu a déleni nasledkem
vystaveni cytotoxickym a cytostatickym chemickym latkdm. Chemoterapie je nejcastéji
aplikovana v pfipadé nalezu karcinomu v pokrocilém stadiu a pii 1écbé kastracné rezistentniho
karcinomu prostaty (CRPC). NejCastéji pouzivand chemoterapeutika jsou docetaxel
a enzalutamid (Boulos er Mazhar, 2017). Docetaxel pusobi cytotoxicky, vaze se na B-tubulin,
¢imz zabranuje depolymerizaci mikrotubuld, ktera vede k zastaveni bunécného cyklu
a nasledné k apoptéze (Zhu et al., 2013). Enzalutamid funguje jako inhibitor androgenniho
receptoru (AR), inhibuje translokaci AR do jadra a jeho navazani na DNA (Millan er Castafieda,
2014).
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4.3. Vyznamné molekulirni mechanismy

Mezi hlavni molekularni mechanismy rakoviny prostaty patfi predevS§im regulace
bunééného cyklu prostiednictvim aktivace androgenniho receptoru (AR). AR ma v rakovinové
bunce funkeci transkripcniho faktoru. Dokaze také regulovat prechod Gi faze bunécného cyklu
na S fazi prostfednictvim indukce signal aktivujici cyklin dependentni kinazy (CDK), které ve
zdravé bunce fidi prub€h bunécného cyklu. Nasledkem AR zprostfedkované indukce signald,
které podporuji aktivitu CDK, dochazi k fosforylaci (inaktivaci) retinoblastomového proteinu
(RB), omezeni exprese proteinu p27 a indukci aktivity rodiny transkripcnich proteint regulujici
bunéény cyklus (E2F). Retinoblastomovy protein ve zdravé buice chrani pred rozvojem nadoru
pomoci regulace E2F rodiny proteint, ¢imz kontroluje produkci proteind potfebnych pro
bunécnou replikaci. Do regulace proliferace bunék karcinomu prostaty je zapojena i cela fada
gentl, jako jsou napiiklad geny TP53, PTEN a MYC. TP53 se fadi mezi tumor-supresoroveé
geny a ma funkci regulace a strazce genomické integrity v prubéhu bunécné proliferace.
V ptipadé poskozeni DNA nasledkem genotoxického stresu, zastavuje bunécny cyklus v G
fazi, dokud neni DNA opravena nebo jsou spustény apoptotické drahy. Mutace v genu
zapri¢inuji ztratu funkce proteinu p53. PTEN je tumor-supresorovy gen, ktery reguluje
piechody mezi fazemi G1/S a G2/M. K inaktivaci PTEN genu dochazi prostfednictvim deleci
nebo mutaci. MYC je proto-onkogen, jehoz amplifikace a nadmérna exprese doprovazi prostup

rakoviny prostaty (Ben-Salem et al., 2021).
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5. INDOLY

Indol je aromaticka heterocyklickd organicka sloucCenina slozena z SestiClenného
benzenového jadra a péticlenného pyrolového kruhu (Bandini, 2013). Jedna se o nejhojnéji
zastoupeny heterocyklus v pfirodnich produktech. Indol je biologicky aktivni molekula, jejiz
derivaty jsou vyuzivany ve vice odvétvich primyslu (parfémy), ale nejvice jsou vyuzivany ve
farmakologii (Barluenga et Valdés, 2011). Indolové alkaloidy byly nalezeny a identifikovany
v n¢kolika rostlinnych celedich vcetné tojeStovitych (Apocynaceae), motrenovitych
(Rubiaceae), tupelovitych (Nyssaceae) a loganiovitych (Loganiaceae). Tisice chemickych
slou€enin izolovanych z rostlin obsahovaly indolové jadro. U latek obsahujici indolova jadra
byla prokédzana jejich biologicka aktivita a farmakologické ucinky. V mediciné maji indolové
alkaloidy Siroké vyuziti pro jejich protirakovinové, antivirové, antibakterialni, analgetické,

antidepresivni, protizanétlivé u€inky a mnoho dalsich (Kaushik ez al., 2013).

Schopnost syntetizovat indol a jeho derivaty ma velka fada rostlin a mikroorganismui. Lidska
stfevni mikroflora zajistuje rozklad pfijaté nestravitelné potravy (napf. vlakniny), jejiz slozky
rozkladd na jednodussi vstfebatelné slouCeniny. Ve stievni mikrofléfe se nachazi
mikroorganismy, které syntetizuji indolové derivaty z tryptofanu. Tryptofan je esencialni
aminokyselina, kterou si télo nedokdze samo syntetizovat, proto jej musi pfijimat v potrave.
Tryptofan muze byt v tlustém stievé metabolizovan tfemi riznymi drahami: kynureninovou,
serotoninovou a mikrobialni drahou. Pfiblizn€ 90-95 % tryptofanu je metabolizovano
kynureninovou drahou, 1-2 % serotoninovou drahou a zbytek mikrobialni drahou. Mikrobialni
drahou je tryptofan rovnou pifeménén na indol a jeho derivaty napf. kyselinu
indol-3-propionovou (IPA), kyselinu indol-3-octovou (IAA), 3-methylindol (3MI, skatol) a jiné
(Liu et al., 2023).

5.1. Vliv na bunécné urovni

Indol a vétSina indolovych derivati jsou endogennimi ligandy aryl uhlovodikového
receptoru (AhR). AhR je jaderny receptor, ktery se fadi mezi ligandem aktivované transkrip¢ni
faktory, kdy po navazani ligandu na AhR je receptor translokovan do jadra, kde se navaze na
tzv. responzivni elementy na DNA. Vliv indola a jejich derivati na AhR je rizny, nékteré
slouCeniny pusobi jako agonisté a nékteré jako antagonisté AhR. Napiiklad bylo prokazano, ze
indol-3-karbinol (I3C), ktery je agonista AhR, inhibuje karcinogenezi v bunécnych liniich
rakoviny tlustého stfeva (HCT-116, HT-29 a DLDI1). I3C zptsobuje zvySeni exprese

tumor-supresorového proteinu p53, ktery aktivuje apoptotické regulacni faktory Bcl-2 rodiny
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a kaspazy, coz vede k poskozeni DNA a nésledné apoptoze buiky (Liu et al., 2023). V nedavné
studii bylo potvrzeno, ze v bunécné linii HepaRG plisobi nékteré monomethylindoly jako
agonisté AhR a indukuyji transkripci genu pro CYP1A (Vyhlidalova er al., 2019). V ramci
nedavného vyzkumu byl zjistén vliv methylindold a methoxyindold na aktivaci AhR
s naslednym potla¢enim genové exprese a aktivity AR. Bylo prokazano, ze vSechny testované
indolové derivaty do jist¢é miry aktivovali AhR, ale u latek 3-methylindol (3MI), 4MI,
1,3-dimethylindol (1,3-DMI), 2,5-DMI, 2,3,7-trimethylindol (2,3,7-TMI), 4,6-dimethoxyindol
(4,6-DMI), 5,6-dimethoxyindol (5,6-DMI) a 7-methoxy-4-methylindol (7-MeO4MI) byla
prokazana schopnost potlacit dihydrotestosteronovou (DHT) aktivaci AR. Tyto latky tak
vykazovaly anti-androgenni ucinek. Navic 3MI a 4MI vyvolaly pokles proliferace mefeny

pomoci metody krystalové violeti (Zgarbova et Vrzal, 2023).
5.2. Testované indolové latky

Mezi  testované  latky  (Obr. 3) byly zafazeny = monomethylindoly,
7-methoxy-4-methylindol, 1,3-dimethylindol (1,3-DMI), 2,3-dimethylindol (2,3-DMI),
4,6-dimethoxyindol (4,6-DMI), 5,6-dimethoxyindol (5,6-DMI) a 2,3,7-trimethylindol
(2,3,7-TMI). VSechny testované latky jsou AhR agonisté a potlacuji DHT indukovanou a AR

zprosttedkovanou genovou expresi (Zgarbova et Vrzal, 2023).

Z testovanych monomethylindoli je asi nevyznamnéjsi skatol (3-methylindol, 3MI) (Obr.
¢. 4). 3MI je vysledkem degradace tryptofanu bakteriemi stfevni mikroflory. Skatol se nachazi
také v koufi z cigaret, kde vzniké spalovanim tabaku. 3MI je znamy pro své pneumotoxické
ucinky zprostfedkované katalytickou aktivitou ur¢itych enzymu cytochromu P450, kterymi je
metabolizovan. Vzniklé meziprodukty degradace jsou vysoce reaktivni a maji za nasledek
alkylaci jaderné DNA a nasledné jeji zlomeni, coz vede ke spusténi apoptotickych drah (Nichols
et al., 2002). Skatol ma Siroké vyuziti zejména v medicing pro syntézu celé rady 1éCiv jako jsou
napiiklad: antibiotika, analgetika, antidiuretika, protirakovinné 1éky, léky na vysoky tlak
a spousty dalSich. Dale se vyuziva také v zemédélstvi pro syntézu rostlinnych rastovych
regulatord, insekticida a herbicida. Presto, ze 3MI ma velmi vyrazné aroma po fekaliich, tak se

ve velmi nafedéné formé vyuziva pii vyrobé esencialnich oleju (Fu et al., 2022).
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Obrazek €. 4: Chemicka struktura indolu a testovanych derivatia. Obrazek prevzaty ze stranky sigmaaldrich.com.
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6. MATERIAL A METODY
6.1. Biologicky material

Pro experimentalni ucely byla pouzita adherentni bunécné linie 22Rv1 (ECACC 05092802)
odvozena z buné¢k lidského karcinomu prostaty.
6.2. Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o 0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, T4049)
o 10x koncentrovany roztok Tris/Glycin Buffer (Bio-rad, 1610771)
o 10x koncentrovany roztok Tris/Glycin/SDS Buffer (Bio-rad, 1610732)
o 20x koncentrovany roztok TBS (Thermo scientific, 28358)
o 40% roztok akrylamid/Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, A2792)
o Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, A2153)
o Bradfordovo cinidlo (Serva, 39222.03)
o Deionizovana voda (ddH»O)
o Dimethylsulfoxid (Lach-Ner, 67-68-5)
o Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, L3771)
o Doxorubicin (Abcam, ab234039)
o Dulbecco’s PBS (Serana, BDL-001)
o Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, F7524)
o Indolové derivaty:
e 1-methylindol (Sigma-Aldrich, 193984)
e 2-methylindol (Sigma-Aldrich, M51407)
e 3-methylindol (Sigma-Aldrich, M51458)
e 4-methylindol (Energy Chemical, E020483)
e 5-methylindol (Sigma-Aldrich, 222410)
e O-methylindol (Sigma-Aldrich, 246328)
e 7-methylindol (Sigma-Aldrich, M51490)
e 7-methoxy-4-methylindol (1ClickChemistry Inc, 1C72757)
e 5,6-dimethoxyindol (Sigma-Aldrich, 246255)
e 4.6-dimethoxyindol (Sigma-Aldrich, 75066-1G-F)
e 1,3-dimethylindol (Shenghai SINKH Pharmaceuticals Tech. Co., 875-30-9)
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o

e 2 3-dimethylindol (Sigma-Aldrich, 120812)
e 2.3 7-trimethylindol (Sigma-Aldrich, CDS014194)
Isopropylalkohol (Lach-Ner, 67-63-0)
L-glutamin (Sigma-Aldrich, F6178))
Lyzaéni pufr (pH 7.5; 50 mM HEPES, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100
with anti-protease and anti-phosphatase cocktail)
Methanol (Penta, 67-56-1)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich, M7145)
N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin (TEMED) (MilliporeSigma, 1.10732.0100)
Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, A3678)
Ponceau S. Rouge (Biotium, 22001)
Primarni protilatky:
e Primarni protilatka [B-aktin, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology,
sc- 47778)
e Primarni protilatka capase-3, rabbit polyclonal (Cell Signaling Technology,
96625)
e Primarni protilatka p53, mouse monoclonal (Cell Signaling Technology, 48818S)
e Primarni protilatka PARP, rabbit polyclonal (Cell Signaling Technology, 9542S)
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, 1610374)
Re-Blot Plus Strong Solution (MilliporeSigma, 2504)
RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich, RO883)
Runing gel Buffer pH 8,8 (Bio-rad, 161-0798)
Sekundarni protilatky:
e Sekundarni protilatka anti-mouse IgG (Cell Singaling Technology, 7076S)
e Sekundarni protilatka anti-rabbit IgG (Cell Singaling Technology, 7074P2)
Stacking gel Buffer pH 6,8 (Bio-rad, 161-0799)
Susené mléko 1,3% tuku (Laktino)
Trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)
WesternSure Pen (LI-COR, 926-91000)
WesternSure PREMIUM Chemiluminescent Substrate (LI-COR, 926-95000)

Pouzité soupravy

o

Caspase 3 Assay Kit, Fluorimetric (Sigma-Aldrich, kat. ¢. CASP3F-1KT)
17



Pouzité roztoky

6.3.

6.4.

Migracni pufr (100 ml 10x Tris/Glycin/SDS Buffer + 900 ml dd H20)
TBS/Tween (50 ml 20x TBS + 950 ml ddH>O + 500 pl Tween)
Transferovy pufr (100 ml 10x Tris/Glycin Buffer + 200 ml metanol + 700 ml ddH20)

Seznam pouzitych piistroju

Analytické vahy ABS-80-4N (Kern)

Blotovaci aparatura Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)
C-DiGit Blot Scanner (LI-COR)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Elektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
Hlubokomrazici box MDF U53V (Sanyo)

Chladnicka (Geronje)

Inkubator NB-203XL (N-BIOTEK)

Kyvacka MR-12 (Biosan)

Laminarni box Labculture ® (ESCO)

Mikroskop (Novel Optics)

Minikyvacka MR-1 (Biosan)

Sonikaéni lazen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin)
Spektrofotometr infinite 200Pro (Tecan i-control)

Stroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

Termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02-n (Major Science)
Vodni lazeft LCB22D (LabTech)

Vortex Reax Top (Heidolph)

Zdroj napéti Enduro 300V (Labnet)

Pouzity software

i-control 1.11.1.0 (Tecan)
Image Studio Digits Version 3.1.4 (Li-COR)
Microsoft Excel (Microsoft)
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6.5. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

V ramci praktické casti bakalaiské prace byl sledovan vliv vybranych indolovych
derivati na buriky rakoviny prostaty 22Rv1. Vyvolané genotoxické poskozeni a indukce
apoptdzy bylo vyhodnocovano pomoci metody western blot a fluorimetricky zjisténé aktivity

kaspazy 3 (Caspase 3 Assay Kit, Fluorimetric).
6.5.1. Priprava kultivacniho média

Studovana bunécna linie byla uchovavana v kultivacni lahvi v zivném médiu
v inkubatoru, ktery zajistoval stalé podminky 5% CO», 37 °C a 95% vlhkost. Pro zajisténi
optimalniho ristu a déleni buné€k byl do komerc¢né dostupného média RPMI-1640 piidan roztok
fetalniho bovinniho séra, L-glutamin a neesencidlni aminokyseliny. Ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu bylo otevieno RPMI-1640 médium, do kterého bylo ptidano 50 ml fetalniho
bovinniho séra, 5 ml L-glutaminu a 5 ml neesencialnich aminokyselin. Takto pfipravené

médium bylo promichéno a uchovavané v chladnicce pii 4 °C.
6.5.2. Pasazovani, pocitani a vyseti bunék

Aby nedoslo k pfemnozeni bun¢k v kultivacni lahvi, bylo pasazovani bunék provadéno
pravidelné kazdy 3—4 den ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Nejdiive bylo RPMI-1640
médium a PBS vlozeno do vodni 14zné, kde se nechalo ohtat na 37°C, zatimco trypsin se nechal
samovolné rozmrazit na pracovnim stole. Kultivacni lahev byla vytazena z inkubatoru
a prenesena pod mikroskop, kde byly buiiky vizualné zkontrolovany a nasledné vlozeny do
laminarniho boxu. Ohtaté médium, PBS a trypsin byly o€is§tény a vlozeny do laminarniho boxu.
Z kultivacni lahve bylo pomoci odsavacky odsato staré kultivatni médium. Buiky byly
oplachnuty 5 ml PBS, které bylo nasledné odsato. Do kultivacni lahve byl pfidan 1 ml 0,25%
trypsinu. Lahev byla uzaviena a pfenesena do inkubatoru, kde se nechal trypsin pusobit na
bunky po dobu 5 minut. Pasobenim trypsinu byly rozruseny kontakty ptisedlych bunék se dnem
kultivacni lahve. Po uplynuti 5 minut byla kultivaéni lahev vytazena z inkubéatoru, vizualné
bylo ovéfeno uvolnéni bunek ze dna lahve a lahev byla vlozena do laminarniho boxu, kde do
ni bylo pfidano 9 ml nového kultivacniho média. Pomoci opakovaného nasavani a vypousténi
suspenze pipetou proti sténé kultivacni lahve byly rozsuspendovany vzniklé shluky bunék.
Suspenze bunék byla pfenesena do 15ml zkumavky. 2 ml suspenze byly vraceny zpét do
kultivacni lahve, kde bylo pfidano 18 ml nového kultivaéniho média a lahev byla nasledné

prenesena zpét do inkubatoru (5% CO», 37 °C, 95% vlhkost), kde byla ponechana do dalsiho
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pasazovani. Do 0,5ml plastové mikrozkumavky bylo pfeneseno 10 pl suspenze bun¢k z 15ml
zkumavky pro pocitani bunék. K suspenzi v 0,5ml mikrozkumavce bylo pfidano 90 pl roztoku
trypanové modfi, propipetovéno a 10 ul smesi bylo preneseno na Biirkerovu komurku, prekryto
krycim sklem a pozorovano pod svételnym mikroskopem. Biirkerova komiirka je tvofena 9
pocitacimi ¢tverci ohrani€enymi tfemi liniemi. Pod mikroskopem byl spocitan pocet zivych
bunék v deviti ¢tvercich. Pro vypocet koncentrace bun€k v suspenzi pienesené do 15ml
zkumavky byl pouzit vzorec X = (a - 10000 - y) / n, kde ,,a“ predstavuje pocet zivych bunék
v 9 Ctvercich, ,,y*“ odpovida faktoru fedéni suspenze bunék trypanovou modii a ,n*“ je pocet
pocitanych Ctvercd. Pro meéfeni aktivity kaspazy pomoci Caspase 3 Assay Kit je potieba
30000 bunek v 200 ul na jednu jamku 96jamkové desticky a pro metodu Western blot je potieba
1,5-2 miliony bunék ve 2 ml na jednu jamku 6jamkové desticky. Byl spocitan pocet vysévanych
jamek pro nasledny experiment, a z toho byl vypocitan pocet bunék potfebnych na vyseti
a celkovy objem vysledné suspenze. Vychozi suspenze bunék nachéazejici se v 15ml zkumavce
byla v nové 50ml zkumavce nafedéna novym kultivaénim médiem na potfebnou koncentraci
bunék o pozadovaném objemu. Do jednotlivych jamek 96jamkové desticky bylo preneseno
200 wl namichané suspenze z 50ml zkumavky. Vyseta desticka byla popsana a vlozena do
inkubatoru (5% CO», 37 °C, 95% vlhkost) na 24 hodin. Lahve s PBS a RPMI-1640 médiem

byly sterilné uzavteny a vraceny do chladnicky.
6.5.3. Inkubace s testovanymi latkami

Po ubéhnutych 24 h od vyseti bunék na desticky byly k buikdm pfidany jednotlivé
chemikalie. Inkubace byla provadéna sterilné v laminarnim boxu. Nejprve bylo RPMI-1640
médium vlozeno do vodni 14zn€, aby se ohfalo na teplotu 37 °C a zaroveni byly vytazeny zasobni
roztoky testovanych chemikalii z mraznicky, které se nechaly na pracovnim stole rozmrazit.
Byly pouzity zasobni roztoky latek (1-methylindol, 2-methylindol, 3-methylindol,
4-methylindol,  5-methylindol, = 6-methylindol, = 7-methylindol,  5,6-dimethoxyindol,
4,6-dimethoxyindol, 1,3-dimethylindol, 2,3-dimethylindol, 2,3, 7-trimethylindol
a 7-methoxy-4-methylindol) o koncentracich 100 mmol-dm™, 3-methylindol o koncentracich
1 mmol-dm™, 10 mmol-dm™ a 50 mmol-dm™, doxorubicin o koncentraci 10 mmol-dm~. Po
rozmrazeni zasobnich roztokt byly chemikalie promichany pomoci vortexu a spolu s ohfatym
médiem byly o€istény a vloZzeny do laminarniho boxu. Ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu
byly do novych mikrozkumavek piipraveny pracovni roztoky testovanych latek naredénim
zasobniho roztoku 1000x pomoci RPMI-1640 média do potiebného objemu. Jednotlivé

kultivacni desticky s bunkami byly vytazeny zinkubatoru, vizualné zkontrolovany pod
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mikroskopem a nasledné pieneseny do laminarniho boxu, kde bylo pomoci odsavacky z bunék
odsato staré¢ médium. Do kazdé jamky 96jamkové desticky s butikami bylo pfidano 200 pl
nového média s rozpusténou testovanou latkou o pfislusné koncentraci, kazda latka o dané
koncentraci byla nanesena v kvadruplikatu. Pfi pouziti 6jamkové destiCky byly naneseny 2 ml
nového média s latkou na jamku a kazda latka o prislu§né koncentraci byla nanesena v jednom
opakovani. Jako negativni kontrolu (UT) bylo pouzito DMSO 1000x zfedéno RPMI-1640
médiem a jako pozitivni kontrolu byl pouzit doxorubicin. Kultiva¢ni desky byly fadné popsany
a vlozeny do inkubatoru (5% CO», 37 °C, 95% vlhkost), kde byly inkubovany po dobu 4, 8, 16
a24h.

6.5.4. Caspase 3 Assay

Po ubéhnuti doby inkubace byly desticky vytazeny z inkubatoru a médium s latkami bylo
z jamek vyklepnuto do vylevky. Do kazdé jamky s buiikami bylo pfidano 25 pl 1x lyzaéniho
pufru pfipraveného nafedénim zasobniho roztoku 5x lyza¢niho pufru vodou v poméru 1:4.
Kultivaéni desticky s lyzacnim pufrem byly vlozeny do mrazéku na -80 °C na dobu 30 minut.
Po uplynuti této doby byly desticky z mrazaku vytazeny a ponechany na kyvacce pfi pokojové
teploté, aby doslo k rozmrazeni lyzatu. Béhem rozmrazovani byla pfipravena reakéni smés 10x
Assay pufr, ktery byl natfedén vodou v poméru 1:10. Do 3 ml pfipraveného 1x Assay pufru bylo
pfidano 5 pl substratu Ac-DEVD-AMC, ktery byl pfipraven rozpusténim lyofilizovaného
prasku v 370 ul DMSO. Do kazdé jamky s buitkami a lyzaénim pufrem bylo pfidano 200 pl
reak¢ni smési. Cela smés v jamce byla propipetovana a 200 pl smési bylo pfeneseno do Cerné
desticky. Do cerné desticky bylo do 4 jamek pfidano po 200 ul reakéni smési, do 2 jamek bylo
napipetovano po 200 pl pozitivni kontroly a do 2 jamek bylo pfidano po 200 pl negativni
kontroly. Pozitivni kontrola byla pfipravena rozpusténim lyofilizovaného prasku ,,Caspase 3
v 50 ul vody, z takto pfipraveného zasobniho roztoku byl pfipraven roztok pozitivni kontroly
nafedénim 200x zasobniho roztoku pfipravenou reakéni smési. Negativni kontrola byla
pfipravena rozpusténim lyofilizovaného prasku v 500 ul DMSO, takto vznikly zasobni roztok
inhibitoru Ac-DEVD-CHO byl nafedén reakéni smési v poméru 1:9. Po pfepipetovani vSech
roztoki na Cernou desticku byla desticka prikryta, aby nedoslo k vysvécovani fluoroforu
a ponechana v klidu na stole 1 hodinu pfi pokojové teploté. Po ubéhnuté dobé& byla pomoci
spektrofotometru zmétena fluorescence jednotlivych jamek pii nastaveni excitace na 360 nm

a emisi na 460 nm.
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6.5.5. Izolace proteinu a stanoveni koncentrace

Po ubéhnuté dobé expozice byly 6jamkové desticky vytazeny z inkubatoru a médium
s latkami bylo vyklepnuto do vylevky. Kazda jamka byla oplachnuta 1 ml vychlazeného PBS.
Po oplachnuti jamek byly butiky pomoci stérky uvolnény ze dna jamky do 1 ml vychlazeného
PBS. Smés bun¢k v PBS byla prenesena do novych 1,5ml plastovych mikrozkumavek a dana
na led. Jednotlivé vzorky v mikrozkumavkach byly zcentrifugovany (4000 rpm, 4 °C, 5 min).
Po odsttedéni byl z mikrozkumavky odsan supernatant a k peletu bylo pfidano 100 pl lyza¢niho
pufru, kdy jednotlivé shluky byly rozpustény propipetovanim. VSechny mikrozkumavky byly
promichany na votrexu, nasledné byly 5-10 sekund sonifikovany a poté opét vortexovany.
Mikrozkumavky byly opét vlozeny do centrifugy a odstfedény (13000 rpm, 4 °C, 15 min). Po
centrifugaci byl vznikly supernatant pfenesen do nové 1,5ml mikrozkumavky. Takto vzniklé

zasobni roztoky jednotlivych vzorkt byly uchovavany pti -80 °C.

Stanoveni koncentrace proteina bylo provedeno Bradfordovou metodou. Ze zasobnich
roztokt vzorkt bylo odebrano po 5 pl roztoku a preneseno do novych 0,5ml mikrozkumavek,
kde byly vzorky 5x nafedény vodou a nasledné promichany na vortexu. Do 96jamkové desticky
bylo napipetovano po 10 ul natfedénych vzorka a kalibracni fady v duplikatu. Na desticku byla
pfidana kalibra¢ni fada o znamé koncentraci proteina pro nasledné sestaveni kalibra¢ni kiivky.
Deionizovana voda byla pouzita jako roztok s koncentraci proteinti rovnou nule, dale byly
pouZity roztoky BSA o koncentracich 0,25 mg-ml™' a 0,5 mg-ml™'. Do kazdé jamky bylo piidano

100 wl Bradfordova ¢inidla. Pomoci spektrofotometru byla zméfena absorbance pii 586 nm.
6.5.6. SDS-PAGE

Ze zasobnich roztokd jednotlivych vzorkd byly do novych 0,5ml mikrozkumavek
pfipraveny roztoky jednotlivych vzorkd s vodou a s LB pufrem tak, aby vysledny obsah
proteinu v kazdé zkumavce byl 30 ug a vysledny objem byl 20 ul. Namichané roztoky vzorku
byly promichany na vortexu a nasledné vlozeny do termobloku s nastavenou teplotou na 95 °C,
kde byly denaturovany po dobu 5 minut. Po probéhnuté denaturaci byly mikrozkumavky se
vzorky vlozeny na led, nasledné lehce stoeny a vraceny na led, kde zGstaly, nez byla pfipravena

aparatura na elektroforézu.

Podlozni (1,0mm) a kryci skla pro pfipravu gelt byla ocisténa ethanolem a upevnéna do
stojanu. Podle tabulky €. 1 byl pfipraven 12,5% délici gel do 50ml zkumavky. Chemikalie APS

a TEMED byly pfidany té€sné pred nalitim smési mezi skla. Po naliti déliciho gelu mezi skla
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byl gel ptfevrstven isopropanolem a nechal se polymerovat po dobu 20 minut. Po ztuhnuti
déliciho gelu byl isopropanol vylit do vylevky a skla byla promyta deionizovanou vodou. Podle
tabulky €. 2 byl do 15ml zkumavky pfipraven roztok na 4% zaostiovaci gel. APS a TEMED
byly pfidany jako posledni pfed nalitim mezi skla. Po naliti smési mezi skla byl do gelu vlozen

10jamkovy 1,0 mm tlusty hiebinek a gel se ponechal ptiblizné 30 minut polymerovat.

Tabulka €. 1: Pfiprava 1,0 mm tlustého 12,5% déliciho gelu pro SDS-PAGE

Reagencie Objem
40% AA 2,5 ml
ddH>O 3,4 ml
4x Running gel buffer, pH 8,8 2ml
10% SDS 80 wul
APS 80
TEMED 8 ul

Tabulka €. 2: Priprava 1,0 mm tlustého 4% zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE

Reagencie Objem
40% AA 0,3 ml
ddH>0 1,92 ml
4x Stacking gel buffer, pH 6,8 0,75 ml
10% SDS 30 ul
APS 22,5l
TEMED 3u

Skla se ztuhlymi gely byla vytazena ze stojanu a umisténa do elektroforetické komurky.
Do prostoru mezi skly s gely a do elektroforetické komirky byl nalit migra¢ni pufr. Z gelt byly
vyjmuty hiebinky a do jednotlivych jamek byly napipetovany pfipravené vzorky
denaturovanych proteinti a 2 ul standardu molekulovych hmotnosti. Elektroforeticka komurka
byla zaviena a zapojena ke zdroji napéti, kde byl nastaven konstantni elektricky proud na

20 mA na jeden gel. Elektroforéza probihala zhruba 1 hodinu.
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6.5.7. Western blotting

Pted ukoncenim elektroforézy byla PVDF membrana hydratovana 1 minutu v methanolu,
nasledné promyta deionizovanou vodou 2x po dobu 10 minut a vlozena do transferového pufru.
Po dokonceni elektroforézy byla vytazena skla s gely a vlozena do transferového gelu, kde byla
skla od sebe oddélena, zaostfovaci gel byl vyhozen a délici gel byl vlozen do transferového
pufru. Na anodu semi-dry blotovaci aparatury byly umistény na sebe: 2x filtraCni papir
namoceny v transferovém pufru, membrana, gel, 2x filtrani papir namoceny v transferovém
pufru. Jednotlivé vrstvy byly uhlazeny valeckem. V3e bylo priklopeno vikem a zapojeno do
zdroje napéti, kde byl nastaven konstantni proud 350 mA a maximalni dovolené napéti 23V.
Po ubé&hnuti 1 hodiny byl zdroj vypnut a kazeta byla rozebrana. Gel byl vyhozen a membrana
byla hydratovana v methanolu a nasledné promyta 2x 5 minut deionizovanou vodou. Membrana
byla obarvena pomoci Ponceau S, promyta deionizovanou vodou a vysuSena. Podle potieby
byla membrana popsana, ofezana a opét hydratovana methanolem a deionizovanou vodou.
Membrana byla vlozena na 1 hodinu do roztoku 5% BSA v TBS/Tween pro vyblokovani
nespecifické vazby protilatek. Po blokaci byla membrana inkubovana pfes noc v lednici na
kyvacce v roztoku 5% BSA s primarnimi protilatkami nafedénymi v poméru 1:750 u kaspazy 3,
1:1000 u PARP a p53 a 1:2000 u B-aktinu (-aktin se inkubuje 1 hodinu). Po ubéhnuti inkubace
byly membrany promyty 3x 5 minut TBS/Tweenem ana 1 hodinu byly inkubovany v 5% mléku
v TBS/Tween se sekundarnimi protilatkami nafedénymi v poméru 1:2000 u mysi (p53, B-aktin)
a 1:5000 u kralici protilatky (kaspaza 3, PARP). Po inkubaci se sekundarnimi protilatkami byly
membrany opét promyty 3x 5 minut v TBS/Tweenu. Nasledné byly vytazeny na podlozni sklo,
kde byl na n¢€ nakapany chemiluminiscencni substrat. Po 5 minutach pusobeni substratu byla
membrana pfenesena na ethanolem umyty skener, kde byla zatizena podloznim sklem a byla
provedena detekce. Po dokonceni detekce byl skener umyt ethanolem a membrana byla bud’
vyhozena, nebo stripovana v piipadé opétovné detekce proteinti na dané membrané. Béhem
stripovani byla membrana 15 minut inkubovana v ,re-blot* roztoku, ktery byl pfipraven 10x
ziedénim zasobniho roztoku deionizovanou vodou. Po inkubaci byla membrana promyta
2x 5 minut v roztoku 5% BSA v TBS/Tween. Nasledovala inkubace membrany s dalsi primarni

protilatkou dle potteby podle stejného postupu popsaného vyse.
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7. VYSLEDKY
7.1.  Aktivita kaspazy

Pomoci Caspase 3 Assay soupravy byla métfena aktivita kaspazy 3 v butikach bunécné
linie 22Rv1 po pusobeni testovanych latek. Jako prvni byl pomoci kinetického méfeni sledovan
narast aktivity kaspazy 3 v zavislosti na Case, abych nasla vhodnou dobu inkubace se
substratem. Buinky byly vystaveny DMSO, jako negativni kontrole, doxorubicinu
10 pmol-dm™3, jako pozitivni kontrole a 3-methylindolu v koncentracich 1 pmol-dm?,

3

10 umol-dm™, 50 pmol-dm™® a 100 pmol-dm™ po dobu 24 hodin. Kinetické méteni bylo

provedeno po dobu 1 hodiny v Sminutovych rozestupech.
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Graf ¢. 1: Kinetické méfeni intenzity fluorescence v bunééné linii 22Rv1. Buiiky byly inkubovany po dobu 24 h
s 3-methylindolem (3MI) o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pmol-dm-3. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO
a pozitivni kontrola byla doxorubicin (DOX, 10 pmol-dm?). Reprezentativni vysledek kinetického méfeni ze 3

provedenych experimenti.

Z vysledka byl vypozorovano, ze po 1 hodin€¢ dosahla aktivita kaspazy 3 nejvyssi
hodnoty, a proto byla pro nasledujici pokusy desticka inkubovana 1 h pfi pokojové teploté pied

samotnym meéfenim.
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Nasledné byl testovan vliv jednak pozice methylové skupiny v molekule indolu a zaroveni
bylo ovéfovano, zda indolové derivaty vykazujici antagonistické chovani vi¢i AR, mohou
indukovat aktivitu kaspazy 3. Bunécna linie 22Rv1 byla po dobu 24 h vystavena latkam
I-methylindol, 2-methylindol, 3-methylindol, 4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol,
7-methylindol, 5,6-dimethoxyindol, 4,6-dimethoxyindol, 1,3-dimethylindol,
2,3-dimethylindol,  2,3,7-trimethylindol a 7-methoxy-4-methylindol o koncentracich
100 umol-dm.
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Graf . 2: Aktivita kaspazy 3 po pusobeni indolovych derivatii. Bunécna linie 22Rv1 byla vystavena plsobenim
indolovym derivatiim o koncentracich 100 pmol-dm 3 po dobu 24 h. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO
a pozitivni kontrolou byl doxorubicin 10 pmol-dm™ 3. Vysledky jsou nasobky negativni kontroly (DMSO) a jsou
prumérem z péti na sobé nezavislych experimentii s vyzna¢enou smerodatnou odchylkou. Hodnoty oznacené *
jsou signifikantni vici UT (p<0,05).

Aktivita kaspazy byla zvySena pouze v burikach, které byly vystaveny doxorubicinu, jako
pozitivni kontrole a 3-methylindolu (graf ¢. 2). Vzhledem k pozorovanym vysledkim byl

v nasledujicich experimentech pouzit pouze 3-methylindol a ostatni methylové derivaty indolu

jiz pouzity nebyly.

Po zjisténi optimalni koncentrace 3-methylindolu a idealni doby plsobeni latky na bunky

pro vyvolani maximalni indukce aktivity kaspazy 3 byla bunécna linie 22Rv1 vystavena
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testované latce o koncentraci 100 pmol-dm 3 po dobu 4, 8, 16 a 24 hodin. Pi 24h piisobenim

latek byly butiky vystaveny koncentracni fade€ 3-methylindolu.
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Graf ¢. 3: Aktivita kaspazy 3 pfi 4, 8, 16 a 24h inkubaci s 3-methylindolem. Bun¢¢na linie 22Rv1 byla vystaveny
plisobeni 3-methylindolu o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pmol-dm3po dobu 24 hodin akoncentraci
100 pmol-dm 3 po dobu 4, 8 a 16 hodin. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO a pozitivni kontrolou byl
doxorubicin 10 pmol-dm 3. Vysledky jsou nasobky negativni kontroly (DMSO) a jsou primérem ze tfi na sob&
nezavislych experimentii a vyznacenou smérodatnou odchylkou hodnot. Hodnoty oznacené * jsou signifikantni
vuci UT (p<0,05).

Nejvyssi aktivita kaspazy 3 byla naméfena v buinkach, které byly vystaveny
3-methylindolu o koncentraci 100 pmol-dm™ po dobu 8 h, nasledné pak v 16 h a nejnizsi byla
za 24h. Pozitivni kontrola doxorubicin dosahl nejvyssi indukce aktivity kaspazy 3 za 16 h.

7.2. Western Blot

Pro stanoveni exprese vybranych gent byly detekovany hladiny pfislu§nych proteint
pomoci metody Western blot. Bunécna linie 22Rv1 byla vystavena 3-methylindolu
v koncentracich 1 pmol-dm™, 10 pmol-dm™, 50 pmol-dm™* a 100 pmol-dm™ po dobu 24 hodin
a koncentraci 100 umol-dm™ po doby 4, 8 a 16 hodin. Byly detekovany proteiny PARP, p53,

kaspaza 3 a 3-aktin.
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Obrazek €. 5: Vliv skatolu na vybrané apoptotické markery. Buné¢¢na linie 22Rv1 byla oSetfena 3-methylindolem
(3MI) o koncentracich 1 pmol-dm?, 10 pmol-dm, 50 pmol-dm 3 a 100 pmol-dm™ po dobu 24 hodin a koncentraci
100 pmol-dm™ po doby 4, 8 a 16 hodin. Jako negativni kontrola (UT) slouzilo DMSO a jako pozitivni kontrola
doxorubicin (DOX, 10 pmol-dm™). Reprezentativni Western blot detekce jednotlivych proteinfi v bunééné linii

22Rv1 ze tfech provedenych experimenti.

3-methylindol o koncentraci 100 pmol-dm™® indukoval p53 ve srovnani s negativni
kontrolou ve vsSech testovanych casech. V delsim Case, 24 h, byla pozorovana indukce
i u nejnizsi koncentrace. Kaspaza 3 a protein PARP, které jsou pfitomny v neaktivni formée ve
vSech burikach bunécné linie 22Rv1, byly v nastipané (aktivni) formé detekovany predevsim
v butikach osetfenych 100pmol-dm™ 3-methylindolem po dobu 8, 16 a 24 h a také v buiikach
oSetfenych 50umol-dm™ 3-methylindolem po dobu 24 h. Mnozstvi §tépené kaspazy 3 tak

koreluje s aktivitou naméfenou diive (graf ¢. 3).
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8. DISKUSE

Cilem této bakalarské prace bylo prokazat, ze vybrané testované indolové derivaty
vyvolavaji v bunikach rakoviny prostaty genotoxické poskozeni a naslednou indukci
apoptotickych drah. Na zaklad¢ vysledkt vyzkumu (Zgarbova et Vrzal, 2023) bylo vybrano 13

indolovych derivatt, které vykazaly agonistické chovani vii¢i AhR a antagonistické vici AR.

Na zacatku experimentd bylo nutné provést optimalizaci pracovniho postupu ,,Caspase 3
assay“ z pohledu doby inkubace desticky pfed méfenim fluorescence. Pomoci kinetického
meéteni byla méfena intenzita fluorescence odpovidajici aktivité kaspazy 3. Jak je vidét z grafu
¢. 1, tak po jedné hoding kinetického méfeni byla intenzita fluorescence pfiblizné 9krat vyssi
nez na zacatku mefeni, proto byla pii nasledujicich experimentech desticka hodinu inkubovana

ve tme za pokojové teploty.

Dalsim krokem bylo sledovani vlivu pozice methylové skupiny v molekule indolu na
indukci apoptotickych drah v bunécné linii 22Rv1. Vysledky experimentu ukazaly, ze
apoptotické drahy byly indukovany pouze v buiikdch oSetfenych 3MI, proto byl pro dalsi
experimenty pouzit pouze 3MI. Vysledky naslednych experimentt ukazuji, Ze nejvyssi aktivita
kaspazy 3 byla naméfena u bun&k vystavenych 3MI (100 pmol-dm™) po dobu 8 a 16 hodin. Ve
srovnani se studii (Nachshon-Kedmi et al., 2004), kde sledovali aktivitu kaspazy 3 u bunécné
linie PC-3 po vystaveni 3,3 -diindolylmethanu (DIM) o koncentraci 75 umol-dm= po dobu 0,
8, 16, 24,48 a 72 hodin, byla nejvyssi aktivita namétena pii 72 hodinach. Rozdily ve vysledcich
mohou byt zapfiCinény pouzitim raznych indolovych derivati, kdy DIM je v podstaté
strukturné zdvojeny 3MI, a rtznych bunécnych linii, kdy minimalné zéasadni rozdily lezi

v absenci AR a p53 v PC-3.

Aktivita kaspazy 3 je spojena s proteiny p5S3 a PARP. Protein p53 hraje dilezitou roli ve
spusténi apoptotickych drah nasledkem genotoxického poskozeni, proto byla sledovéana jeho
indukce v bunkach vystavenych 3MI. Z vysledki z Western blot detekce bylo zjisténo, ze
protein p53 byl indukovan ve vSech burikach osetfenych 3MI, coz odpovida vysledkim
publikovanych ve studii (Weems et al., 2009), kde sledovali vliv 3MI na bunécnou linii
lidskych bronchiélnich epitelovych bunék NHBE. Ve studii zjistili, ze 3MI ma genotoxicky
vliv na bunku a zptsobuje jednovlaknové zlomy v DNA, které vedou k fosforylaci (stabilizaci)
pS3. Ze studie vyplyva, ze k indukci p53 dochazi zhruba jiz do 1 hodiny od vystaveni bunek
3MI, coz se shoduje s mymi vysledky.
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PARP protein v burice opravuje poSkozenou DNA a je pfitomen ve vSech burnkach, ale
zaroven je exekuCnimi kaspazami §tépen na neaktivni formy. Z vysledki mnou provedenych
experimentll je pozorovana nastipana neaktivni forma pfedevSim v burikach oSetfené 3MI
o koncentraci 100 umol-dm™ 3 po dobu 8, 16 a 24 hodin a v koncentraci 50 pmol-dm 3 po dobu
24 hodin. Ve srovnani se studii (Nachshon-Kedmi et al., 2003), kde sledovali Stépeni PARP
u buné&éné linie DU145 po plisobeni 75 umol-dm 2 DIM, zjistili Ze DIM vede ke $tépeni PARP
po 8, 16 a 24 hodinach, coz potvrzuje mnou ziskané vysledky. Ve studii (Weems et al., 2009)
pozorovali §tépeni PARP po vystaveni bunécné linie NHBE 3-methylindolu o koncentracich

100 a 200 umol-dm™ 3, coZz potvrzuje vyvolani genotoxického poskozeni vlivem 3ML

Z toho vyplyva, ze 3MI vyvolava genotoxické poskozeni, které vede k indukci p53
a naslednému spusténi apoptotickych drah, coz je dokazané aktivni exekucni kaspazou 3, ktera
Stépi PARP. Jelikoz kaspaza 3 muze byt aktivovana iniciaénimi kaspazami z vnitini nebo vnéjsi
apoptotické drahy, tak by se nasledny vyzkum mohl zabyvat zkoumanim, jakou drahou probiha
apoptdza vyvolana 3MI.

Krom vySe uvedeného, porovnani vlivu 3MI na rizné nadorové prostatické linie
z hlediska indukce apoptdzy, mize naznacit, co je klicovou komponentou, ktera rozhoduje
o toxicite skatolu. K zamysleni jisté stoji i to, zda vyssi hladina skatolu je pozitivné korelovana
s nizsi incidenci rakoviny prostaty a zda ¢i jak Ize modulaci stfevni mikrobioty tohoto stavu

dosahnout. Toto ovSem jiz vyzaduje rozsahlou epidemiologickou studii.
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9, ZAVER

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala vlivem methylovych derivati indolu na buriky
rakoviny prostaty (22Rv1), u kterych jsem sledovala indukci apoptdzy prostrednictvim hladiny
s apoptozou spojenych proteint (p53, PARP, kaspaza 3). Z vybranych 13 testovanych latek
byla zjisténa indukce apoptozy pouze u jedné znich, a to u 3-methylindolu. Nasledné
experimenty odhalily vztah mezi dobou inkubace, koncentraci latky a aktivitou kaspazy 3.
Nejvyssi hladiny kaspazy 3 byly pozorovany u bunék vystavenych 3MI (100 pmol-dm™) po
dobu 8 a 16 hodin.

Pii Western blot detekci proteini bylo potvrzeno, Ze nejvyssi nartst hladiny aktivni
kaspazy 3 byl v burikach osetfenych 100pumol-dm™ 3MI po dobu 8, 16 a 24 h, a také v busikach
osetfenych 50pmol-dm™ 3MI po dobu 24 h. Detekce protein{i p53 a nastipané neaktivni formy
PARP potvrdili, ze v butikich doslo vlivem 3MI, o koncentraci 100 umol-dm pii plisobeni po

dobu 8, 16 a 24 hodin, ke genotoxickému poskozeni vedoucimu k indukci apoptotickych drah.
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