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1.

1)

2)

3)

CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na téma Molekularni mechanismy rostlinnych steroidi

a studium jejich interakce s jadernymi receptory u nadorovych bunék.

Stanoveni cytotoxického uc€inku (ICsg) pfirodnich brassinosteroidli u nadorovych

1 nenadorovych prostatickych bunéénych linii.

Charakterizace uinku latek na bunécny cyklus a genovou expresi bunck nadora

prostaty.



TEORETICKA CAST



2.  UVOD

Jednim z nejCastéji se vyskytujicich nadorovych onemocnéni a také jednou
z nejCastéjSich pricin smrti muza na rakovinu je karcinom prostaty. Toto onemocnéni
je Casto bezptiznakové a pfiina jeho vzniku také neni presné¢ znama, predpoklada
se vliv Zivotniho prostiedi, vyzivy nebo zanétu. Mezi nejcastejsi prognostické nadorové
markery patii PSA, ktery je klinicky nejvyznamnéj$i a pouzivd se ke screeningu
a v€asné diagnodze, dale potom napi. PSMA, p27kip], EGFR, Bcl-2 adalsi. Klasicka
1é¢ba zahrnuje chirurgicky zakrok, radioterapii nebo hormonalni terapii. Lé¢ba hormony
blokuje tcinek ¢i tvorbu androgenti, coz vede k navozeni programované bunécné smrti
u androgen dependentnich bun¢k. Receptory hormonti jsou ¢astym terapeutickym cilem
1€¢by a jejich zablokovani mize zpomalit progresi karcinomu.

Brassinosteroidy jsou netoxické, negenotoxické a ekologicky Setrné rostlinné
produkty, a proto maji Siroké vyuziti v chemii, zemédé€lstvi, rostlinné fyziologii
a farmakologii. Jednd se také o jednou ze skupin vsouCasné dobé intenzivné
studovanych latek s protinddorovym ucinkem. Tyto fytohormony zastivaji mnoho
dalezitych funkci vrostlinach jako napt. rast, bunéénou diferenciaci, prodluzovani
kofene a stonku atd. Bylo také zjisténo, Ze maji vliv na inhibici buné¢ného ristu,
zastavu bunécného cyklu nebo zahdjeni apoptdézy u mnoha lidskych nadorovych
bunéénych linii bez efektu na normalni rist nenaddorovych bunék a také vykazuji
antiproliferativni aktivitu a antiangiogenni vlastnosti. Jednd se tedy o slibny cil
vyzkumu pro lécbu karcinomu prostaty a tyto latky ptedstavuji urCity potencidl

do budoucna.
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2.1 Karcinom prostaty

Toto onemocnéni je jednou z nejCastéji se vyskytujicich malignit a také tfeti
nejcaste)si pricinou umrti muzhi na rakovinu po celém svété (Ferlay ef al., 2012). Pfesna
pficina onemocnéni neni jednoznaéné¢ znama. Vedle genetickych predispozic
se vyznamné uplatiuji environmentalni podminky, vyziva a dietetické navyky, jejichz
vlivu na rozvoj karcinomu je ptipisovdno 30 — 40 %. Ackoli tato nemoc prevlada
u muzti nad 65 let (Obr. 1), stale Castéji je diagnostikovana u mnohem mladsSich jedinct
jiz okolo 40 let zivota. Pfispiva k tomu hlavné vCasnd diagndza a lepSi screening
prostatického specifického antigenu (PSA; Culig et Bartsch, 2006). Zatimco incidence
onemocnéni béhem let stale nariista, mortalita zlistava na podobné urovni jiz mnoho let
s obasnym mirnym poklesem (Obr. 2). Potadi Ceské republiky ve srovnani incidence

karcinomu prostaty s ostatnimi zem&mi je 27. misto na svété (UZIS CR, www.svod.cz).
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Obr. 1: Procentudlni zastoupeni vékovych kategorii u muzi s karcinomem prostaty

v Ceské republice (prevzato z UZIS CR, www.svod.cz).
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Obr. 2: Vyvoj incidence a mortality karcinomu prostaty v ¢ase od roku 1977 v Ceské

republice (pievzato z UZIS CR, www.svod.cz).

Z fyziologického hlediska je testosteron produkovan Leydigovymi buiikami
ve varlatech a pozitivné plisobi na replikaci prostatickych bunék. Produkci tohoto
hormonu fidi osa hypotalamus-hypofyza-varlata pomoci hormont Ilutropinu
a folitropinu. Androgen v bunkach prostaty vznikd pisobenim enzymu Sa-reduktazy
na testosteron.

Epitel prostaty je tvofen dvéma zdkladnimi typy bunck a to bazdlnimi
a lumindlnimi. Bunky bazalni maji vlastnosti kmenovych bunék a nepodléhaji
stimulaénimu  vlivu androgenli, zatimco bunky lumindlni maji velky pocet
androgenovych receptoril a jejich ¢innost a pfeziti zavisi na androgenech (Matouskova,
20006).

Prostata je histologicky rozdé€lena do tii hlavnich oblasti — periferni, centralni
a pfrechodna. NejcastéjSim vyskytem karcinomu je oblast periferni (68 %), méné potom
piechodné (24 %) a centralni (8 %) oblast (McNeal et al., 1988). Karcinom prostaty
roste pomalu a potiebuje hodné¢ cCasu k zdvojnasobeni své velikosti a z pocatku

je vnimavy vi¢i androgenni supresi.

12



2.1.1 Vznik a molekularni podstata nemoci

Molekularni patologie nadoru prostaty je komplexni, nejedna se pouze o geny
zapojené do patogeneze, ale na rozvoji nemoci se ucastni i jiné faktory, jako naptiklad
vliv Zivotniho prostfedi, vyziva, zanét atd. Epidemiologicky lze karcinom prostaty
rozdélit na dédi¢nou a sporadickou formu, znichZ druhd se vyskytuje Ccastéji,
ale na molekularni irovni nelze tyto dvé skupiny rozlisit (Hughes et al., 2005). Nador
prostaty je geneticky a fenotypové heterogenni a tato vlastnost mize nastat v disledku
mutaci v riznych typech bun€k (naptf. u bazalnich kmenovych bun€k, luminélnich
bunék, apod.; Uzgare et al., 2005).

Pocatek rozvoje nadoru prostaty lze rozdé€lit na tfi obecné mechanismy zalozené
na organizaci raznych typt bunék a jejich schopnosti reagovat na androgen. Prvnim
mechanismem (Obr. 3a) vznikaji nadorové bunky z androgen negativnich, bazalnich
kmenovych bunék nezavislych na androgenu, tyto buiiky ziskdvaji somatické genetické
mutace jako nasledek jejich kontinualniho klondlniho riistu.

Dals$i moZnou alternativou (Obr. 3b) nevznikaji nadorové bunky z kmenovych,
ale androgen nezavislych tranzitné¢ rozsitenych (TA) bunék. Bez ohledu na to, zda jsou
nadorové builkky odvozeny od kmenovych nebo TA bunék, je klondlni expanze
a vyzravani ve vétSiné maligniho potomstva nakonec vyjadiena androgeny a poté
se vyviji pies stadium androgen citlivé a nakonec androgen dependentni. Z toho diivodu
ma odstranéni androgenli za nasledek ztratu téchto androgen pozitivnich podskupin
androgen dependentnich bunck, aniz by to vedlo k odumieni buné¢k androgen
negativnich. Nizké cirkulujici hladiny androgenu tak umoZni nepfetrZitou proliferaci
téchto malignich bun€k, coz mize vést k rezistenci na odstranéni androgenu a rozvoji
tzv. hormonalné rezistentniho stavu.

Tteti mechanismus (Obr. 3c) se také miize uplatnit pfi rozvoji mnoha stavl
hormonalni rezistence, kdy karcinom prostaty ptivodné vznikd z androgen pozitivnich,
androgen dependentnich lumindlnich bunék. Takovy typ nadoru by se nejdiive skladal
zhomogenni populace androgen dependentnich nddorovych bunék, ktera
by se teoreticky mohla 1&Cit odstranénim androgenu. Nicméné v dasledku genetické
nestability téchto bun¢k muze jejich potomstvo ztratit svou zavislost na androgenech
a stat se bud’ citlivymi, ale nezavislymi nebo zcela nezdvislymi na androgenech. Diky
tomu se tvoifi heterogenni skupina sloZena z androgen dependentnich, citlivych

a nezavislych nadorovych buncék uvnitf jednoho pacienta. Odstranéni androgenii
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vzhledem k této rtiznorodosti indukuje prvni pozitivni klinickou odpovéd’ zpiisobenou
smrti androgen dependentnich bungk, ale nebude mit 1é¢ebny t¢inek na androgen citlivé
a nezavislé nadorové bunky v disledku pokracujiciho ristu (jednad se o tzv. klonalni
selekci). Existuje mnoho popsanych mechanismli pro rozvoj hormonalni rezistence

karcinomu prostaty na zdklad¢ bunééného piivodu (Uzgare ef al., 2005).

@)

+@ Mutovans kmenovi buiika
(=3 (o[sIo) [o\ololololol J

(ARY) TA buiiky (AR Buiiky luminilni (ARY)

androgen independentni | androqen necitlivé androgen dependentni

(b) @ Mutovand bazéilni TA buiika

Slelals)— [ 5888888

TA buiiky (AR Buiiky luminalni (AR*)
[ androgen citlivé androgen dependentni
Mutovana buiika luminalni
genellcl\a nestabilita
—_—
D D

(ARY) (AR*)
androgen dependentni androgen  citlivé nebo independentni

Obr. 3: Schéma tii moZznych mechanismi vzniku rakoviny prostaty. Somatické mutace
vyvolavajici nadory mohou nastat v (a) kmenové buiice, (b) TA buiice nebo (c¢) buiice

luminalni (ptevzato z Uzgare et al., 2005).

Vzhledem k tomu, Ze 1é€ba hormonalni terapii vede v mnoha piipadech k ziskani
nezavislosti na androgenech a rlstu nadorovych bunck 1 v nepfitomnosti androgend,
existuji hypotézy, ze nddorové buiiky prostaty mohou byt odvozeny také z kmenovych
bunék nebo TA bunck, které nejsou na ptitomnosti androgenti zavislé a hormondlni
terapie je tedy neovliviiuje (Taylor et al., 2010; Zenzmaier et al., 2008). Kmenové
buiikky se vyznacuji tfemi jedineCnymi vlastnostmi — sebeobnovou, dormanci
a pluripotenci. Zakladnim znakem kmenovych bungk je jejich schopnost dat vzniknout
viem bunénym typim vradmci prostaty, buikkdm bazadlnim, lumindlnim
1 neuroendokrinnim. Prostfedi (niche) kmenové buiiky hraje béhem karcinogeneze

dalezitou roli. Béhem tohoto procesu ovliviiuje, zda se z aberantni kmenové bunky
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stane bunika nadorova (Tu ef Lin., 2012). Pivod nadorovych kmenovych bunék neni
zcela jasny. Tyto bunky mohou vznikat béhem procesu starnuti, kdy u kmenovych
buné€k dochdzi k riznym epigenetickym modifikacim a genetickym mutacim. Tyto
zmény mohou vést k deregulaci normalnich bunénych procesti, zatimco fenotyp
zajistujici sebeobnovu je udrzovan (Feinberg ef al., 2006). Jina hypotéza popisuje vznik
nadorovych kmenovych buncék z bunék nadorovych v disledku reaktivace urcitych
programil spojenych se schopnosti jejich sebeobnovy (Kasper, 2008). Zda se, ze udrzeni
nebo reaktivace schopnosti sebeobnovy bun¢k miize byt pro vznik a rozvoj nadorového
onemocnéni zasadni. Existence nadorovych kmenovych bunék prostaty byla prokazana
v nékolika studiich. Epitelialni kmenové bunky prostaty jsou charakteristické vysokou
expresi integrinu a2f31 a expresi povrchové molekuly CD133 (Richardson ef al., 2004).
Collins et al. (2005) vyizoloval ze vzorki nador prostaty malo pocetnou populaci
bunék s timto fenotypem. Tato subpopulace vykazovala vétsi schopnost tvorby kolonii
in vitro a byla vice invazivni. Dal$i prace popisuji populace nadorovych bunék
pozitivnich na CD44 obohacené o buiky s vySSim proliferaCnim a metastatickym
potencidlem a také vyS$i klonogenicitou (Patrawala et al., 2006). Exprese CD44
korelovala s vysokou expresi integrinu o231 a populace bunck s timto fenotypem byla
obohacena o buiikky zapojené do iniciace tumoru, tedy o nadorové kmenové bunky
(Patrawala et al., 2007). Existence nadorovych kmenovych bunék je velmi zajimavou
problematikou z hlediska studia vzniku, progrese a lé€by nadorového onemocnéni
prostaty. Ulohu t&chto bundk v souvislosti se vznikem arozvojem nadorového
onemocnéni ukaze v budoucnu az dalsi vyzkum.

Vyvoj nadoru prostaty je mnohastupiiovy proces vyzadujici nékolik mutaci pro
zahajeni, postup a rozvoj nadoru pifes nckolik morfologicky definovanych stadii
(Obr. 4). Prostaticka zanétliva atrofie (PIA) je prekurzorem prostatické intraepitelialni
neoplazie (PIN) tvofici vysoce proliferacni 1€ze, které jsou viditelné v periferni oblasti,
kde karcinom prostaty bézn¢ vznika. Vzhledem ktomu, Ze loZiska jsou spojena
s chronickym zanétem, ptedpokladd se, ze zanét spolu se stravovacimi navyky
a dédi¢nymi faktory poSkozuji a ni¢i epitelidlni buiiky. PIA ¢asto sousedi s PIN lézemi
nebo adenokarcinomy, které obsahuji chromozomdlni abnormality podobné jako PIN
a nadorové bunky prostaty (Nelson ef al., 2003). PIN je prekancerdza ptedchéazejici
vznik karcinomu pravdépodobné o 15 - 20 let. Maligni buiiky mohou migrovat z PIN

lézi nebo adenokarcinomil a kolonizovat vzdalena mista, jako jsou kosti, lymfatické
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uzliny, plice nebo jatra. Androgenova nezavislost nastane poté, kdyz bunky z primarni

nebo metastatické tkané jiz nepottebuji androgeny ke svému rtstu (Uzgare ef al., 2005).

Normalni epitel prostaty

l
Prostatické zanétliva atrofie (P1A)
(Ip27kipl)
l

Prostatickéd intraepitelidlni neoplazie (PIN)
(|GSTP1; |[NKX3.1)

l

Prostaticky adenokarcinom — lokalizovany

— invazivni
(|PTEN)
l
Hormonalné rezistentni nador prostaty

(1Bcl-2; |ps3)

Obr. 4: Schéma vyvoje nadoru prostaty se zménami v zavislosti na hladiné exprese
genu/proteinu. Normalni epitel prostaty se vyviji pies nékolik typt morfologickych
zmén, kdy se vytvoii prostatickd zanétliva atrofie (PIA) a prostatickd intraepitelidlni
neoplazie (PIN) tvoftici léze a poté se vyviji adenokarcinom (ptevzato z Uzgare et al.,

2005).

2.1.2 Diagnostika a 1écba

Vcasné odhaleni a diagndza jsou velmi dilezité, protoze v fad¢ pripadl je toto
onemocnéni asymptomatické, 1 kdyZ se u nékterych pacientli mohou vyskytovat mocové
problémy. Diagnoéza vyuziva stanoveni hladiny prostatického specifického antigenu
(PSA), ktery je produkovan zdravymi i1 nddorovymi buiikami prostaty a jako citlivy
marker miZe jeho vysoka hladina poukazovat na vyskyt karcinomu. Dale se potom
provadi vySetfeni per rectum a transrektdlni ultrasonografie s odbérem tkdné pro
histologické vySetfeni. Diagndza se zejména opira o karcinom prokazany histologicky

ve vzorcich ziskanych pti operaci, ve vzorcich biopsie prostaty nebo vzorcich aspiracni
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cytologie provadéné jehlou. Histopatologické vySetieni také umoznuje urceni grade
tumoru. Mnohocetné systematické biopsie pod ultrazvukovou kontrolou umoziuji
detekci vétSiho poctu karcinomi, nez digitdlné nebo ultrazvukem ftizené biopsie
podezielych oblasti (Ellis et al., 1994). DalSi moznosti diagnostiky jsou histoscanning,
elastografie, nuklearni magneticka rezonance a molekularni metody.

Klinicky lokalizované onemocnéni muze byt 1é¢eno pomoci chirurgického
zakroku prostatektomii, radioterapii nebo hormondlni terapii. Béhem lécby hormony
je principem blokovani u¢inku nebo tvorby androgenli, coz mad za nasledek navozeni
programované¢ bunééné smrti (apoptézy) u androgen dependentnich bunck

(Matouskova, 2006).

2.1.3 Prognostické nadorové markery u karcinomu prostaty

PSA (prostaticky specificky antigen) je serinovd proteaza, kterd je vysoce
zvySena u karcinomu prostaty a je secernovana epitelidlnimi buiikami prostaty, neni
tedy specifickd jen pro karcinom. V séru se PSA vyskytuje ve dvou formach, volné
a vazané na alfa-1-antichymotrypsin nebo alfa-2-makroglobulin. Hrani¢ni hodnota PSA
byla stanovena 4 ng/ml. Laboratorné stanovitelny je PSA vazany na alfa-1-
antichymotrypsin a volny PSA. Jednd se v soucasnosti o klinicky nejvyznamnéjsi
nadorovy marker karcinomu prostaty (Lukes ez al., 2001).

PSMA (prostaticky specificky membréanovy antigen) je glykoprotein
o molekulové hmotnosti 100 kDa vazany na membranu. V nadmérné mife se vyskytuje
pfedevSim v pokrocilém stddiu karcinomu prostaty. PSMA byl identifikovan jako
transportér kyseliny listové a vyznamné zlepSuje vstup této kyseliny do bunck
exprimujicich PSMA, které maji jeji nedostatek (Yao et al., 2010).

Gen p27"?! je dilezity tumor supresorovy gen u karcinomu prostaty. SniZené
koncentrace p27, inhibitoru cyklin dependentni kindzy kodované genem CDKNIB,
se bézn¢ vyskytuji u rakoviny prostaty se Spatnou prognézou. Somaticka ztrata sekvenci
DNA na 12p12-3, zahrnujici CDKN1B, byla popsana ve 23 % lokalizovanych nadora
prostaty, 30 % metastdz v blizkych lymfatickych uzlinach a 47 % vzdalenych metastaz
karcinomu prostaty (Kibel et al., 2000). Redukovana exprese p27 “P' se nalezla u
20- 84% nemocnych s karcinomem prostaty (Cordon-Cardo et al., 1995).

EGFR (receptor pro epidermdlni riistovy faktor) je exprimovan v normalnim

epitelu prostatickych zlaz 1 v hyperplastickych zlazkach. Prokazana byla jeho nadmérna

17



exprimace 1 v souvislosti s benigni hyperplazii prostaty a u nddori prostaty (Kumar
et al., 1998).

Geny rodiny Bcl-2 se bézn¢ vyskytuji v primdrnim a metastatickém karcinomu
prostaty. Proteiny této rodiny hraji zdsadni roli v regulaci apoptdzy a Bcl-2 inhibuje
programovanou bunécnou smrt. Bcl-2 je rovnéZz zapojen do vyvoje androgen
nezavislého karcinomu prostaty diky své zvySené expresi v pokrocilém stddiu nemoci.
Identifikace proteinu Bcl-2 byla u karcinomu prostaty procentudlné potvrzena skoro
az v 70 % (Catz et al., 2003).

Mutace genu p53 jsou bézné u lidskych nadori, ale existuje pouze nizka
frekvence mutace tohoto genu u karcinomu prostaty. Hraje vSak dalezitou roli pti vyvoji
nadoru, protoze abnormalni exprese p53 je spojena s metastazami kosti a vyvojem
androgen nezavislych chorob. Abnormélni exprese p53 koreluje s vysokym
histologickym stupném a progresi klinického onemocnéni. Produkt nadorového
supresoroveho genu p53 omezuje vstup buiiky do S fize bunécného cyklu a podporuje
apoptozu v bunkach, které jsou naruseny nebo maji poskozenou DNA. Ztrata normalni
funkce p53 vede k nekontrolovatelnému ristu bunky (Gao et al., 1997).

Existuji 1 dal$i markery napt. EZH2 (enhancer zeste homolog 2), RAS onkogen,
MYC onkogen, CD44, metylace genu GSTP1, p21, E-Cadherin, o/f catenin, které jsou
stale predmétem a zdrojem zkoumani pro predikci a progndézu karcinomu prostaty.
Ackoli v soucasné dobé pokracuje extenzivni vyzkum dalSich sérovych marker pro
karcinom prostaty, doposud nebyl nalezen onkomarker s lepsi specificitou a senzitivitou
nez PSA. Jinou oblasti vyzkumu jsou markery detekovatelné v moci. Vyhodou
je snadny odbér vzorkl, vnichZ lze stanovit ptitomnost bunék karcinomu ¢&ijimi
secernovanych produktii. Mezi nejslibnéjsi patii GSTP1, hTERT, TMPRSS2-ERG
a dalsi.

Ukazalo se, ze gen GSTP1 (glutathione-S transferaza 1) je jeden
detoxikovat pfirodni elektrofilni karcinogeny a oxidanty a také hrat roli hlida¢e genomu
tim, Ze brani poskozeni oxida¢ni a elektrofilni DNA. Bylo prokéazano, ze GSTP1
je inaktivovan hypermetylaci promotorové oblasti u karcinomu prostaty. Jedna
se o nejCastéj$i epigenetickou zménu u tohoto onemocnéni, kterd se vyskytuje jiz
na pocatku vyvoje nemoci. Kvantifikace hypermetylace GSTP1 muze pfesné¢ detekovat

pfitomnost karcinomu i1 v malém, omezeném vzorku tkané. Jedna se o slibny
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diagnosticky marker, ktery by se mohl pouzit pfipadné jako doplnéni k biopsii tkané
jako soucast screeningu (Harden et al., 2003).

hTERT (lidskd telomerazovd reverzni transkriptdza) je katalyticka
podjednotka telomerazy, ktera spolecné s RNA podjednotkou tvoii RNA-dependentni
DNA polymerazu, ktera je zodpovédna za stabilni telomery. Mezi vice nez stovkou
znamych markert uzivanych pro diagnostiku nadori je telomeraza unikatni, protoze jeji
zvySena aktivita byla prokdzdna u vEtSiny typu nddori véetné karcinomu prostaty
(Jamaspishvili et al., 2009).

TMPRSS2-ERG je nejCastéjsi fuzni gen u karcinomu prostaty. Gen pro
TMPRSS2 je lokalizovan na chromozomu 21g22.3 a jde o transmembranovou
serinovou protedzu. Nalezeni této fize u bungk je spojeno s horsi prognézou. Tento gen
je mozno detekovat nejen v tkanich, ale také v builkach uvolnénych do moci

po prostatické masazi (Tomlins et al., 2008).

2.2 Jaderné receptory

Jaderné receptory tvoifi rozsdhlou skupinu transkripcnich faktort, které
se podileji na fizeni mnoha vyznamnych bunéénych dé€ji a pochodd, napt. bunééného
ristu, diferenciace, homeostazy bunky ¢i bunééné smrti. Podle typu jejich ligandi jsou
rozliSovany (a) jaderné receptory pro klasické endokrinni hormony (napf. androgeny,
estrogeny, gestageny, glukokortikoidy, tyreoidalni hormony, vitamin D, apod.),
(b) jaderné receptory uplatitujici se vramci lipidového metabolismu (receptory
aktivované proliferatory peroxizomd, jaterni X receptory, apod.) a (c) jaderné ,,orphan‘
tzv. sirot¢i receptory, u kterych ligand neni doposud zndm (Privalsky, 2004).

Jaderné receptory jsou typické svou konzervativni strukturou. V N-terminalni
oblasti se nachdzi A/B doména, ktera obsahuje AF-1 oblast zodpovédnou za aktivaci,
kterd je nezavislad na vazbé ligandu. Za touto doménou nasleduje C doména obsahujici
2 zinkové prsty umoznujici vazbu receptoru na DNA. Nasleduje D doména a na C-
konci se nachazi E/F doména obsahujici AF-2 oblast, ke které se vaze ligand (Simons
et al., 2014).

Transkrip¢ni aktivita jadernych receptort je regulovana pomoci kofaktorua, které
mohou bud’ snizit (korepresory) nebo zvysit (koaktivatory) aktivitu transkripcnich
faktorti (Gelman ef al., 2006). Korepresory ve spolupraci s enzymy, které posttranslaéné

upravuji  histonové konce, zprostfedkovavaji aktivni potlaeni transkripce.
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Napt. korepresor jaderného receptoru (N-CoR) potlacuje aktivitu jadernych receptori
do doby navéazéani ligandu, vazba ligandu na receptor zplusobi vyménu korepresoru
za koaktivator, coz vede k transaktivaci receptoru (Jenuwein et Allis, 2001).
Koaktivatory mohou fungovat riznymi zplsoby, Casto jsou schopny enzymatické
aktivity nezbytné pro zménu ve struktufe chromatinu, kterd vede k aktivni genové

transkripci (Spiegelman et Heinrich, 2004).

2.2.1 Androgenovy receptor

Androgeny hraji rozhodujici roli ve vyvoji muzského fenotypu béhem pohlavni
diferenciace, ale 1 ve vyvoji karcinomu prostaty. Riist prostaty je zavisly
na androgenech, které plisobi ptes intracelularni receptor nazvany androgenovy receptor
(AR). Jednéd se o ligand dependentni transkripéni faktor, ktery vyvolava specifické
ucinky v prostaté a je nezbytny pro jeji spravnou funkci a zachovani.

Pfed vazbou ligandu je AR difuzné pfitomen v celé cytoplazmé a je drzen
v neaktivni formé diky spolupraci proteint teplotniho Soku (Balk et al., 2008). Vazba
ligandu vyvold rychlou jadernou translokaci a akumulaci receptoru. Chromatin
se sdruzuje na vice mistech, které fidi genovou expresi, nasledné ptibyvaji kofaktory,
které¢ ovliviiuji genovou expresi a dochazi k zahajeni genové exprese, kterd miZe
podpofit nadorovy fenotyp (Heinlein er al., 2004). AR obsahuje polymorfni
polyglutaminové (CAG)n trinukleotidové repetice. Bylo zjisténo, Ze zkraceni téchto
repetic je spojeno se zvySenym vyskytem rakoviny prostaty. Kratka délka CAG repetic
koreluje s vysokym stupném onemocnéni, metastazemi a smrtelnymi nasledky
(Giovannucci et al., 1997).

AR v karcinomu prostaty ziskdva autonomni funkci v aktivni podpofe ristu
a prezivani nadorovych bungk, z¢asti zprostfedkovanou zavislosti tumoru na schopnosti
AR vyvolat progresi bunécného cyklu. AR se také uplatituje pti regulaci kontroly
bunééného cyklu (Obr. 5). Vazba ligandu na AR vyvoldvd akumulaci D cyklint
zapojenim mTOR (mammalian Target of Rapamycin) komplexu, ktery zprosttedkovava
aktivaci CDK4/6 a naslednou fosforylaci a inaktivaci retinoblastomového nddorového
supresoru (Rb). AR déle zasahuje do GI1/S piechodu zahdjenim exprese pZICipl

Kipt podporuje zvySeni inaktivace Rb zavislé na CDK4/6 a CDK2

a degradace p27
a postup do G1 faze. Drahy potiebné pro vstup do S faze jsou zahajeny inaktivaci Rb,

ktera indukuje aktivitu E2F rodiny transkripénich faktori zodpovédnych za produkci
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cyklinu A, aktivaci CDK2 avstup do S fidze. E2F1 pfimo vyvolava expresi AR,
piipadné zrychleni prichodu buiiky bunéénym cyklem (Schiewer et al., 2012).

Bunky karcinomu prostaty jsou zavislé na aktivit¢ AR z hlediska proliferace
a preziti. AR hraje klicovou roli u nadorti prostaty a v soucasné dob¢ je terapeutickym
cilem lé¢by. Blokdda AR miize zpomalit progresi karcinomu a slouzi k 1€cbé pacienta
s metastazemi nebo téch, ktefi nemohou podstoupit radikalni operaci. Z pocatku
je vétSina karcinomil prostaty citlivdA na odstranéni androgenii, ale u pacienta
s pokroCilym stadiem onemocnéni jiz buiiky karcinomu androgen ke svému ristu

nepotiebuji a nemohou byt léceni endokrinni terapii (Hughes et al., 2005).

-inactive-
“ @
degrared p27
@ ,,
-active- P
@ RB p

-active- ( )
%H S-Phase commitment

Obr. 5: Regulace bunécéného cyklu prostiednictvim androgenového receptoru (prevzato

z Schiewer et al., 2012).

2.2.2 Estrogenovy receptor

Rast a vyvoj prostaty je zprosttedkovavan predev§im androgeny, ale také
estrogeny mohou hrat urcitou roli ve stejnych procesech stejné jako v karcinogenezi
prostaty. Existuji dva zakladni estrogenové receptory ER-a a ER-B. Tyto receptory
funguji jako transkripéni faktory v jadie, kde jsou vazany na jejich specifické ligandy
(Osborne et al., 2001). ER-a a ER- maji podobnou, ale ne identickou strukturu. Oba
receptory se skladaji ze Sesti spolecnych domén (A-F), ale jsou kodovany odliSnymi
geny (ESR1 a ESR2; Yeh et al., 2014). Receptory mohou byt lokalizovany v riznych
bunéénych subtypech v rdmci dané tkang€. Napi. u bunék prostaty je ER-B lokalizovan

zejména v epitelu bun€k, zatimco ER-a pfevazuje v bunééném stromatu (Weihua ef al,,
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2002). Bylo také zjisténo, ze latky, které jsou antagonisty ER-a, mohou byt zaroven
agonisty ER-B. OvSem funkce a prognosticky vyznam ER-f jsou stale nejasné (Palmieri
et al., 2004; Nakamura et al., 2010).

Vazbou hormonu na ER-a dochazi prostfednictvim fosforylace k aktivaci
proteinii, oddéleni chaperonovych proteinti napt. proteinu teplotniho Soku 90 a zméné
jeho konformace. Receptor poté dimerizuje s dalSim receptorem a dimer se vaze
na specifické DNA sekvence piitomné v promotoru genli pro estrogen. Promotor
s navazanymi receptorovymi dimery vytvoii komplex s koregulaénimi proteiny, které
koordinované ovlivituji transkripci genil pro estrogen.

Transkripce mnoha genli je zvySovdna estrogenem, zatimco u jinych genl
je inhibovana. Koregula¢ni proteiny navdzané na promotor cilovych genii ER mohou
byt stejné dulezité jako sam receptor ve zprostiedkovani transkripcni aktivity. Nékteré
z téchto proteinlt jsou koaktivatory, které zvySuji transkripéni cinnost, zatimco
korepresory ji inhibuji. Mnoho geni regulovanych estrogeny je dualezitych pro
bunéCnou proliferaci, inhibici apoptdzy, stimulaci invaze a metastaz a podporu
angiogeneze (Osborne et al., 2005).

Karcinom prostaty je androgen senzitivni onemocnéni, ale objevuje se stale vice
dukazl, ze estrogeny a ER mohou regulovat nejen vyvoj prostaty, ale také zahajeni
a vyvoj rakoviny. Karcinom prostaty se bézné¢ vyskytuje ve véku, kdy je hladina
sérového testosteronu v poklesu. Zatimco hladina estradiolu se s v€kem nesniZuje
a zustava beze zmény nebo se zvySuje (Yeh et al., 2014). Podstatny pokles poméru
testosteronu a estradiolu souvisi s vyvojem karcinomu prostaty. Byla prokazana
spojitost mezi zvySenou hladinou plazmatickych estrogenll a zvySenym rizikem vzniku

karcinomu prostaty (Barrett-Connor et al., 1990).

2.2.3 Progesteronovy receptor

Progesteronovy receptor (PR) je zejména dobie prostudovan v souvislosti
s nadory prsu, kde je stanoveni PR spole¢né¢ s ER béznou soucasti péCe o pacientky
snové identifikovanym primarnim nadorem. V posledni dobé bylo ovSem zjisténo,
ze PR hraje také diileZitou roli v rozvoji nddoru prostaty (Yu ef al., 2013, 2015). Bézné
se vyskytuje ve form¢é¢ dvou zikladnich izoforem PR-A a PR-B, které¢ reguluji
transkripci rozdilnych genli, 1 kdyZ je izoforma PR-B aktivnéjSim transkripénim

faktorem, existuji geny, které jsou regulovany vyhradné PR-A izoformou. Pomér PR-A
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a PR-B md vyznamny vliv na celkovou biologickou aktivitu progesteronu. Bylo
zjisténo, ze u nadort prsu dochazi ke zvyseni koncentrace izoformy PR-B a pftiblizné
60 % ER pozitivnich nadori je zaroven PR pozitivnich a pfiznivé odpovida
na endokrinni 1écbu (Branchini et al., 2009).

Klasicky mechanismus plusobeni PR je obdobny jako u vySe popsanych
jadernych receptorti. Sklada se predevSim z dimerizace cytoplazmatického PR
po navazani ligandu a ndsledném ptesunu do jadra. V jadie se dimer vdze na DNA
na tzv. progesteron-responzivni elementy v promotorovych oblastech gent. Transkripce
progesteron-responzivnich geni je =zahdjena po navazani regulanich proteina
a vytvofeni transkripéniho komplexu s RNA-polymerazou II. Regulace pomoci PR
muze probihat také skrze negenomickou signalizaci bez vazby na DNA a to aktivaci PR
v cytoplazmé ¢i ukotvenych v membrané (Jacobsen ef Horwitz, 2012).

Bylo zjisténo, Ze PR je u bunék prostaty exprimovan zejména v bunéném
stromatu, kde ovlivituje sekreci cytokinti (Yu et al., 2013). Interakce mezi stromatem
a epitelem hraje klicovou roli ve vyvoji prostaty, karcinogenezi, tvorb&é metastaz
a odpovédi nddoru na lécbu. Bunky karcinomu prostaty méni fenotyp okolnich
stromalnich bunék zhladkych svali na myofibroblasty. Reaktivni stroma vytvari
piiznivé mikroprostiedi nadoru prostiednictvim sekrece cytokinli a ristovych faktort
a extraceluldrni matrix usnadiluje migraci, invazi, angiogenezi a metastdzovani
nadorovych bunék. V praci Yu et al (2015) popisuji, ze zvySena exprese PR
ve stromalnich buiikdch prostaty in vitro inhibovala bunéénou proliferaci a zptisobovala
opozdéni bunééného cyklu. PR je potiebny pro stromalni buiiky prostaty k zachovani
jejich ristu a homeostazy v prostatické tkani. Bylo prokazano, ze PR potlacil aktivitu
dvou cytokini SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1) a IL-6 (Interleukin 6)
ve fibroblastech asociovanych skarcinomem a tim inhiboval migraci a invazi
nadorovych bunék prostaty. Snizena exprese PR v nddorovém stromatu mtize ptispivat
do mikroprostiedi karcinomu, které je ptiznivé pro invazi nadorovych bunék a tvorbu
metastaz. Spolecny vyvoj stromdlnich bunék karcinomu a nddorovych bunc¢k mize
usnadnit progresi karcinomu prostaty (Yu ef al., 2015). Zda se, Ze PR miize hrat aktivni
ulohu vregulaci fenotypu stromalnich bunék béhem progrese nddoru prostaty

a je zfejmé, ze bude v budoucnu ptedmétem dalsiho vyzkumu.
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2.3 Bunécné déje u karcinomu prostaty

Béhem nddorové transformace bunék dochéazi k akumulaci mutaci a k porucham
regulace bunécné signalizace. Takto transformované buiiky jsou charakterizovany
nekontrolovanym riistem nezavislym na vnéjSich podminkach prostiedi. Velmi ¢astymi
zménami bunécné signalizace jsou poruchy regulace bunétného cyklu, deregulace

apoptozy a zmény v epitelidlné-mezenchymalnim ptechodu (Hanahan et al., 2000).

2.3.1 Buné¢ny cyklus

Bunécny cyklus (BC) je fizen mnoha mechanismy, které zajiStuji spravné déleni
buiiky. Tento proces se skldda ze dvou po sob€ nasledujicich dé&ji, které se vyznacuji
zejména replikaci DNA a rozdéleni zreplikovanych chromozémi do dvou samostatnych
bunék. Cyklus je rozdélen do dvou fazi, a to mitdzy a interfaze (Obr. 6). Pii prvni z nich
dochazi k rozd€leni jadra a jako interfaze se oznacuje kratké obdobi mezi dvéma
mitdzami. Interfaze se déli na 3 faze; G1 faze (ptiprava buiiky na syntézu DNA), S faze
(syntéza DNA) a G2 faze (ptiprava buiiky na mitézu). Bunky v G1 fazi jesté pied
replikaci DNA mohou vstoupit do klidové faze GO, kdy bunky nerostou, nedé€li se ani
neproliferuji a po néjakém Case se opét mohou vratit do G1 faze a vstoupit do mitozy.

Mezi etapy mitdzy patii profaze, metafdze, anafaze a telofdze (Vermuelen et al., 2003).

Obr. 6: Faze bunééného cyklu a mista aktivity regulaénich komplextit CDK/cyklin.
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Ptechod zjedné faze cyklu do druhé je stfezen a piisné¢ regulovan riznymi
bunéénymi proteiny. Hlavni skupinou téchto proteini jsou cyklin dependentni kinazy
(CDK), coz jsou serin/threoninové proteinkinazy, které jsou aktivovany v urcitych
bodech BC. V G1 fazi se uplatiiuji CDK2, CDK4 a CDK 6, v S fazi je aktivni CDK2,
faze G2 a mitozy se ucastni CDK 1 (Obr. 6). B€hem bunécného déleni jsou CDK
ptitomny po celou dobu cyklu, ale stdvaji se aktivnimi az po navazani své specifické
podjednotky cyklinu (Obr. 6). Hladina cyklini kolisa béhem cyklu, a kdyz prekroci
urcitou hranici, dojde k nasmérovani buiikky do konkrétni faze cyklu. Timto zplisobem
jsou CDK periodicky aktivovany a fosforylaci cilovych proteinii nasledné iniciuji
jednotlivé kroky BC (Morgan, 1995). Poté hladina cyklini opét klesa a dochdzi k jejich
ubyquitinylaci a degradaci v proteasomu. Cykliny typu D (D1, D2, D3) se vazi
na CDK4 a CDKG6 a tyto komplexy jsou nezbytné pro vstup do G1 faze (Sherr, 1994).
Dalsim G1 cyklinem je cyklin E, ktery se spojuje s CDK2 a reguluje prechod z G1
do S faze (Ohtsubo ef al., 1995). Cyklin A se vaze na CDK2 a tento komplex je dilezity
v pribéhu S faze (Walker et al., 1991). Vpozdni G2 a cCasné M fazi komplex
CDKl/cyklin A podpoti vstup buiiky do mitdzy, ktera je dale regulovana komplexem
CDKl1/cyklin B (Tab. 1; Arrelano ef al., 1997).

Tab. 1: Seznam cyklin dependentnich kindz a jejich cyklind v urcitych fazich

bunééného cyklu.

CDK Cyklin Faze BC
CDK4 Cyklin D1, D2, D3 Gl

CDK6 Cyklin D1, D2, D3 Gl

CDK2 Cyklin E G1/S prechod
CDK2 Cyklin A S

CDK1 Cyklin A G2/M ptechod
CDK1 Cyklin B Mit6za

Kontrolni body bunécného cyklu jsou mechanismy, které reguluji postup bunky
cyklem a maji za ukol zabezpecit, aby kazdy krok prob&hl pouze jednou a ve spravném
pofadi. Jednd se o tfi hlavni oblasti bunééného cyklu, kde je kontrolovan ptechod
do dalsi faze. Tyto oblasti zahrnuji G1/S pifechod, kde vznikd vétSina poSkozeni

spojenych se vznikem rakoviny, dale pak G2/M kontrolni bod a jeho aktivace jako
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odpovéd’ na poskozeni DNA a kontrolni bod pfipojeni mitotického vieténka (Molinary,
2000).

G1/S ptechod je regulovan fosforylaci nddorového supresoru Rb (Weinberg,
1995). Zastaveni bunécného cyklu zpusobené poSkozenim DNA v oblasti kontrolniho
bodu G1/S a piechod do S faze jsou zavislé na p53, jehoz hladina je obvykle v bunice
nizka, ale pravé poskozeni DNA muze vést k rychlé¢ indukci aktivity p53 (Levine,
1997). V ptipadé tézkého poskozeni buiiky indukuje p53 bunénou smrt aktivaci gend,
které se podili na apoptotické signalizaci (napt. Bax, Fas; Gottlieb et al., 1998). Tento
protein stimuluje také transkripci dalSich genti, véetné p21 nebo Mdm2 (Agarwal et al.,
1998). Indukce p21, inhibitoru cyklin dependentnich kinaz, vede k inhibici CDK
a zastavé BC a zabranuje také replikaci poSkozené DNA (Ko et al., 1996). Mdm2 hraje
dalezitou roli v regulaci p53, vaze se na n¢j a inhibuje jeho transkripcni aktivitu
a prispiva k proteolytické degradaci p53 usnadnénim ubiquitinylace (Oren, 1999).

Mutace v téchto kontrolnich bodech se ¢asto vyskytuji u raznych typt nadort
jako chyby v fizeni bunécného cyklu, coz mlze vést ke genetické nestabilité (Molinary,

KiplCip 5 vlivem

2000). Ve vétSiné nadort prostaty je snizena exprese proteinu p27
androgent dochazi k jeho degradaci (Schiewer ef al., 2012).
Retinoblastom je dalezity tumor supresorovy gen v mnoha lidskych nadorech
véetn€ karcinomu prostaty a naruseni normalni regulace Rb je spojeno s patogenezi
mnoha nador. Gen Rb hraje dileZitou roli v Gl fazi bunééného cyklu. Protein Rb
je pevné vazan na transkripéni faktory rodiny E2F, a kdyz je fosforylovan, uvoliuje
se z této vazby a tim je zahéjena transkripce mnoha genti zapojenych do ristu buiiky.
Inaktivace Rb hraje roli v neoplastické tansformaci, protoze exprese wild-type Rb v Rb
negativni linii karcinomu prostaty vede ke =ztrat¢ tumorogenicity. Prevladajici

mechanismus inaktivace Rb zahrnuje alelickou ztratu nebo mutaci, ale také snizeni

transkripce Rb (Hughes et al., 2005).
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2.3.2 Apoptoza

Apoptdza neboli programovand bunécna smrt je velmi dilezity fyziologicky
proces v bunikach, ktery se €astni mnoha dulezitych déju. Naptiklad odstrafiuje staré,
poskozené a télu cizi buiiky, udrzuje velikost bunécné populace a castni se ochrany
organismu pii imunitni reakci, kdy jsou buniky poskozeny viry, bakteriemi, Skodlivymi
latkami nebo onemocnénim. Vyskytuje se bézné¢ béhem vyvoje a starnuti jako
homeostaticky mechanismus. Homeostaza tkani je vysledek rovnovahy mezi buné¢nou
proliferaci, diferenciaci a apoptdzou (Elmore et al., 2007).

Predpoklada se, Ze tento proces hraje klicovou roli ve vyvoji, vcetné
embryonalniho, a regulaci riistu normalni a nadorové tkané. Proto porucha v regulaci
apoptozy miize vést az ke karcinogenezi (Kerr et al. 1972; Wyllie et al., 1992)
a nadmérna nebo utlumend apoptdza je faktorem u mnoha lidskych onemocnéni vcetné
neurodegenerativnich a autoimunitnich chorob nebo ischemie.

Apoptoticky proces se vyznacuje zietelnymi morfologickymi vlastnostmi
a energeticky  zavislymi  biochemickymi mechanismy. Na pocatku dochazi
ke smr§tovani bun¢k a pykndze, kdy bunécné jadro ztraci tekuty obsah, vnitini struktura
mizi a jadro se smrs$tuje. Buiiky jsou mensi, cytoplazma je husta a organely jsou tésnéji
seskupeny. Pyknoza je vysledkem kondenzace chromatinu, coz je charakteristicky znak
apoptozy. Plazmatickd membrana puchyikovati a nasleduje karyorhexe, kdy se jadro
rozpada na malé fragmenty a dochazi k separaci bunéénych fragmentii do apoptotickych
télisek. Ta se skladaji z cytoplazmy a nahusto natésnanymi organelami, které obsahuji
nebo neobsahuji jaderné fragmenty. Integrita organel je stdle udrzovana a vse
je uzavieno v neporuSené¢ plazmatické membrané. Tato apoptotickd téliska jsou
nasledné¢ fagocytovana makrofdgy nebo parenchymatickymi buiikami a nakonec
degradovana ve fagolysozomech (Elmore et al., 2007).

Existuji dvé hlavni apoptotické drahy; wvnéjsi drdha uskutefiovand pies
receptory smrti a vnitini mitochondridlni drdha. Je ale zieyjmé, ze ob& cesty jsou
propojeny a molekuly jedné drahy mohou mit vliv na druhou (Igney ef al., 2002).

Vnéjsi draha (Obr. 7a) zahrnuje interakce zprosttedkované transmembranovymi
receptory. Jedna se o receptory smrti, které jsou Cleny rodiny TNF (tumor necrosis
factor) receptoru (Locksley et al., 2001) a sdili podobné extracelularni domény bohaté
na cystein a dale obsahuji cytoplazmatickou doménu nazvanou ,doména smrti®.

Ligandy, které se vazi na receptory smrti, jsou napiiklad FasL/FasR (Fatty acid
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synthetase ligand/Fatty acid synthetase receptor), TNF-o/TNFR1 (tumor necrosis factor
o/tumor necrosis factor receptor 1) a jiné (Ashkenazi et al., 1998). Vazba TNF ligandu
na TNF receptor vede k navdzani adaptorové molekuly TRADD (TNFR associated
death domain) a vazba Fas ligandu na Fas receptor (Obr. 7a) vede k navazani
adaptorového proteinu FADD (Fas associated death domain), ktery se dale spojuje
s prokaspdzou 8. Nasledn¢ je vytvofen komplex DISC (death-inducing signaling
complex), ktery spousti autokalalyticky proces aktivace prokaspazy 8 na kaspazu 8
(Cysteinyl aspartic acid-protease 8, Kischkel er al., 1995). Ta aktivuje dalsi kaspazy
(napft. efektorovou kaspazu 3), které proteolyticky Stépi substraty smrti (napf. proteiny
fidici reparaci DNA, antiapoptotické proteiny a dalsi) a tim spousti proces apoptdzy

(Taylor et al., 2008).

Fas ligand
Fas receptor

mitochondrie @

l l Apaf-1
kaspaza 3 . aspiza 9 &
i kaspaza 3 @p
l
i’ oy
Qe .. <
substraty smrti

(a) substraty smrti (b)

Obr. 7: Schéma (a) vnéjsi a (b) vnitini drahy apoptdzy.

Vnitini draha apoptozy (Obr. 7b) je aktivovana raznymi stimuly, které nejsou
zprosttedkovany receptory a vyvolavaji intracelularni signdly ptisobici pfimo na cile
v bufice a maji bud’ pozitivni, nebo negativni i€inek. Negativni signaly zahrnuji absenci
nékterych ristovych faktord, hormonli a cytokinid, které potlacuji apoptozu. Mezi
pozitivni podnéty patifi zafeni, toxiny, hypoxie, hypertermie, virové infekce a volné
radikaly. VSechny tyto podnéty zplisobi zmény ve vnitini mitochondridlni membrané,
coz ma za nasledek otevieni périd, ztratu mitochondridlniho transmembranového
potencialu a uvolnéni proapoptotickych proteini z mezimembranového prostoru
do cytoplazmy (Saelens et al., 2004). Jedna se o cytochrom ¢, Smac/DIABLO (second

mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP binding protein with low PI)
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a serin proteazu HtrA2/Omi (High-temperature requirement; Garrido et al., 2006).
Cytochrom c se vaze na Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) a aktivuje tento
faktor 1 prokaspazu 9, které spole¢né tvoii komplex zvany apoptozém (Chinnaiyan,
1999). Ten zajistuje autokatalytickou aktivaci prokaspazy 9 za vzniku kaspazy 9
a aktivace dalSich exekutorovych kaspaz vede ke wvzniku apoptotickych télisek
a bunécné smrti.

Mezi tzv. proapoptotické proteiny patii Bax, Bid, Bik, Puma. Tyto proteiny
podporuji prabéh apoptoézy. Naopak proteiny Bcl-2 a Bel-xL priibéh apoptdzy potlacuji.
Vzéajemné propojeni vnéjsi a vnitini drahy apoptézy miize byt zprostfedkovano pomoci
proteinu Bid, kdy kaspdza 8 je schopna Stépit Bid na tBid, ktery mize aktivovat vnitini
apoptotickou drahu a tim zesilit apoptoticky signél (De Bruin ef al., 2008).

Selhani normalnich mechanismli apoptdzy muze ptispivat k vytvoteni vhodného
prosttedi pro vznik genetické nestability, akumulaci genetickych mutaci, rezistenci
k terapii a k celé¢ fad¢ d&ji souvisejicich se ztratou kontroly regulace bunécného cyklu
(Hanahan et al., 2000). Mezi nadory, u nichz byla prokézéna inhibice apoptdzy, se fadi
napiiklad folikuldrni lymfomy, hormonaln¢ dependentni nadory prostaty, prsu,
vajecnikil a také nadory s prokdzanou mutaci genu p53 jako je napt. karcinom tlustého
stfeva.

U vétSiny nadoril prostaty dochazi ke zméné exprese antiapoptotickych proteinil
(Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1), jejichz mnoZstvi se mize béhem vyvoje nadoru zvySovat, ale
uroven exprese proapoptotickych proteinti, jako je Bax, zlstdva stejna nebo se muze
dokonce sniZzovat. NaruSenim rovnovahy mezi anti- a proapoptotickymi proteiny muiZe
nador ziskat rezistenci k apoptotickym signalim a to 1 k tém signdlim vyvolanym
pomoci protinadorovych lé¢iv (Heinlein et al., 2004). Antiapoptotické proteiny Bcl-2
rodiny hraji zasadni roli v regulaci apoptdzy a inhibuji programovanou buné¢nou smrt.
Bcl-2 rodina reprezentuje tfidu protoonkogeni (Vaux ef al. 1988). Poruchy regulace
exprese a funkce proteinii Bcl-2 rodiny jsou zapojeny v tumorogenezi a fad¢ dalSich

onemocnéni a mohou se vyskytovat v primarnim a metastatickém karcinomu prostaty.

2.3.3 Zmény v epitelialné-mezenchymalnim prechodu

Epitelidlné-mezenchymalni ptechod (EMT) je biologicky proces, béhem které¢ho
ziskaji epitelidlni buniky fenotyp bunék mezenchymalnich. V takovém stavu maji buiiky

zvySenou schopnost migrace, invazivity a také jsou vice rezistentni k apoptodze.
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Dokonceni EMT je signalizovano degradaci zakladni bazalni membrany a tvorbou
mezenchymalnich bunék, které migruji pry¢ z epitelialni vrstvy, ze které vznikly.
Béhem EMT dochazi k aktivaci transkripcnich faktord, expresi specifickych
povrchovych molekul, reorganizaci a expresi proteint cytoskeletu bunky. Po dokonceni
vyvoje epitelialnich tkani, epitelidlni bunky maji tkanoveé specifickou funkei, zatimco
mezenchymalni buniky maji funkci podpiirnou. Buiky v termindlnim stadiu diferenciace
mohou ménit svij fenotyp diky aktivaci EMT, ktery umoziuje transdiferenciaci.
Ditkazem fenotypové piizpisobivosti EMT je pfitomnost opacného procesu
tzv. mezenchymalné-epitelidlniho pfechodu (MET), ktery zahrnuje pfeménu
mezenchymalnich bunék na epitelové derivaty.

Rozlisuji se tfi rozdilné subtypy EMT, které maji odliSnou funkci a nasledky.
Prvni typ mize tvofit mezenchymalni buiiky (primarni mezenchym), které nasledné
mohou projit MET ptfechodem a vytvofit sekundarni epitel. EMT prvniho typu také
souvisi s implantaci a formaci embrya a vyvojem organi. Béhem téchto d&ji dochazi
k tvorbé rozdilnych bunéénych typl, které sdili béZny mezenchymalni fenotyp. EMT
druhého typu se ucastni 1€Cby ran, regenerace tkané a fibrézy organti a je spojovan
se zanétem az s destrukci tkang. Tteti typ EMT je vyznamnym a dobie prostudovanym
déjem v nadorové biologii, vyskytuje se v neoplastickych buiikach, u kterych doSlo
ke genetickym a epigenetickym zméndm. K tomuto typu dochazi u nadorovych bungk,
které diky této zméné zvySuji své invazivni a metastatické schopnosti. Nadorové buiky
mohou prochazet EMT v rGizném rozsahu. Nékteré buiiky si ponechaji mnoho znakt
epitelidlnich a také ziskaji néjaké mezenchymalni, jiné buniky ztraci sviij epitelidlni

puvod a stavaji se plné¢ mezenchymalnimi (Kalluri et al., 2009).

2.4 Brassinosteroidy (BRs)

Jednad se o steroidni rostlinné hormony neboli fytohormony, zchemického
hlediska jde o skupinu polyhydroxylovanych derivati steroli. Tyto hormony jsou
nizkomolekularni slouceniny vyskytujici se vSudypfitomné v celé rostlinné ¥i8i u nizSich
1 vySSich rostlin, zejména v kvétech, listech, stoncich, kotenech, plodech, zrnech,
semenech a pylu (Khripach et al., 1999). Prvni brassinosteroid s ndzvem brassinolid
(Obr. 8; (22R, 23R, 24S) - 20,30,22,23 — tetrahydroxy — 24 — methyl — Bhomo — 7 — oxa
- 5a — cholestan — 6 - one) byl izolovan v roce 1979 z pylu olejnaté plodiny Brassica

napus L. neboli brukev fepka, péstované¢ zejména pro olejnata semena vyuZzivana
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k vyrobé oleje (Grove et al., 1979). Od této doby bylo objeveno vice nez 70 téchto

rostlinnych reguldtort ristu (Sakurai ef al., 1997).

Obr. 8: Strukturalni vzorec brassinolidu.

BRs hraji velmi vyznamnou regulac¢ni roli v mnoha riznych fyziologickych
procesech u rostlin. Jedna se naptfiklad o hormondlni signalizaci a fyziologickou
odpovéd’ u rostlin, v€etné rastu, bunécné diferenciace, prodluzovani kofene a stonku,
odolnosti k nemocem, toleranci vici stresu a starnuti, kli¢eni semen, ohybani,
reprodukéniho a cévniho vyvoje, polarizaci membran (Clouse ef al., 1998; Nemhauser
et al., 2004). Stimuluji déleni a prodluzovani bunék a UcCastni se také regulacnich
procestt specifickych pro rostliny vcetné fotomorfogeneze abunétné expanze.
Zpisobuji zvySeni rezistence na biotické a abiotické stresy u rostlin (Miissig et al.,
2001) a maji schopnost chranit rostliny pted stresovymi faktory ze zivotniho prostiedi,
vcetné sucha, extrémnich teplot, slanosti a poSkozeni zplisobend herbicidy (Sasse et al.,
1999).

Mechanismus U¢inku BRs je u rostlinnych bunék dobie popsan, u zivoc¢iSnych
bunék zlstava zatim predmétem vyzkumu. BRs jsou v rostlinnych bunikdch, na rozdil
od zivociSnych, vazadny na plazmatickou membranu k extracelularni doméné BRII
receptoru serin/threoninové kindzy. Navdzadni BRs iniciuje signalizacni kaskadu
zahrnujici GSK3 kindzu, BIN2 a BSU1 fosfatazu, kterd upravuje hladinu fosforylace
a stabilitu jadernych transkripénich faktort BES1 a BZR1. Tyto genové produkty
poskytuji ramec pro regulaci rostlinného ristu (Vert ef al., 2005). V klasickém zvifecim
modelu se lipofilni steroidy vazi na steroidni receptory, které se nachazeji bud’
v cytosolu nebo v jadie a difunduji pies plazmatickou membranu. Vazba ligandu
indukuje konforma¢ni zménu a dimerizaci s jinym receptorem, ktery umoziuje
komplexu ligand/receptor navdzani na DNA a tim ménit genovou expresi po dobu

nekolika hodin nebo dokonce dnti (Losel et al., 2003).
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Bylo zjisténo, ze dva piirodni BRs 28-homocastasteron (28-homoCS) a 28-
homobrassinolid a jejich syntetické derivaty maji antivirovou aktivitu proti riznym
patogennim viram, vcéetné herpes simplex viru typu 1 (HSV-1), viru spalnicek
a arenaviraim (Wachsman et al., 2002). 24-epibrassinolid (24-epiBL) je snadno
dostupny analog BRs, ktery ma protinadorové UucCinky, ale mize také zvysSit
mitochondridlni membranovy potencial, snizit hladinu intracelularnich protilatek, zvysit
pomér bunck v GO/G1 fazi, snizit podil bun¢k v S fazi (Franek et al., 2003).

Ptirodni BRs a jejich syntetické derivaty zptisobuji inhibici bunécného ristu,
zastavu bunécného cyklu a zahajeni apoptézy u mnoha lidskych nddorovych bunéénych
linii bez efektu na normalni rtist nenadorovych bunék a také vykazuji antiproliferativni
aktivitu a antiangiogenni vlastnosti. V posledni dob¢ jsou testovany syntetické analogy
BRs, u kterych bylo in vitro zjisténo, Ze jsou ucinnéjsi nez piirodni typy BRs
(Hoffmannova et al., 2012).

Bylo prokazano, Ze estrogen a androgen citlivé a necitlivé bunééné linie
karcinomu prsu a prostaty reaguji odliSné na 1écbu pfirodnimi BRs. Karcinom prsu
se vétSinou sklada ze smési estrogen citlivych a necitlivych bun€k a uspéch v kontrole
rakoviny prsu nejspi§ spocivad v eliminaci obou typl bunék. Bunécné linie citlivé
k hormontim jsou vice vnimavé k 1€¢bé BRs. Toto zjisténi mize poukazovat na moznou
zménu steroidnich receptorii vlivem ptirodnich BRs. Cytotoxicky ucinek piirodnich
BRs byl pozorovan pouze u naddorovych bungk, ale ne u netransformovanych lidskych
fibroblastii, coz naznacuje, ze BRs vyvolavaji rizné reakce u nadorovych a normalnich
bunék a jsou schopné blokovat bunéény cyklus u nddorovych bunécnych linii prsu
a prostaty. Proto jsou tyto rostlinné hormony slibnymi kandidaty pro vyvoj
potencialnich protinadorovych Ié€iv. Bylo prokazano, Ze ovlivnéni bunécnych linii
karcinomu prsu a prostaty dvéma piirodnimi BRs 28-homoCS a 24-epiBL zablokovalo
bunéény cyklus v G1 fazi se snizenim poctu bun¢k v S fazi (Malikova et al., 2008).

Vaskularizace nadort hraje dalezitou roli v bunécné vyziveé a distribuci kysliku.
Pouziti novych 1é€iv proti novotvorbé cév (angiogenezi) u nadortt mtize docilit inhibice
proteolytickych enzymi, které rozkladaji extracelularni matrix okolni kapilary a dale
inhibice endotelidlni bunécné proliferace, migrace a posileni apoptézy u nddorovych
endotelidlnich bunék. Silné angiogenni inhibitory blokujici rist nddort maji potencial
pro vyvoj nové generace protinadorovych IéCiv. Bylo zjisténo, ze BRs vykazuji
antiangiogenni ucinky a spolu s jejich antiproliferativni aktivitou, by se mohly stat

dalezitym zdrojem pro vyvoj novych protinadorovych 1é¢iv (Hoffmannova et al., 2012).
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EXPERIMENTALNI CAST
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3.1

MATERIAL A METODY

Pristrojové vybaveni

blotovaci systém Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad
centrifuga MR221, Jouan

centrifuga 3K30, Sigma

cykler T-personal Combi, Biometra

elektroforetickd vana + aparatura pro elektroforézu, Bio-Rad
elektroforeticky zdroj MP-300V, Major Science

flow-box s vertikalnim proudénim vzduchu MSC-Advantage, Thermo Scientific
fluorescencni mikroskop BX50F, Olympus

GBox HR-Imaging System, Syngene

Inkubator Class 100 HEPA, Thermo Scientific

inkubator CO, Heracell, Thermo Scientific

odsavaci systém, Millipore

pritokovy cytometr BD FACSVerse ™, Becton Dickinson Bioscience
spektrofotometr PowerWave XS, BIOTEK®Instruments

stolni centrifuga MiniSpin, Eppendorf

svételny mikroskop Eclipse TS100, Nikon

termoblok AccuBlock™ Digital Dry Bath, Labnet

trepacka SHAKER S-3.16 L, SKYLine

vakuova pumpa, Millipore

vodni lazen TWS, Julabo

vortex MaxiMix" ™ II, Thermolyne
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3.2 Testované latky

K testovani byly pouzity pfirozené typy brassinosteroidii:

e  (Campestanol [(24R)-3-B-hydroxy-24-methyl-5a-cholestane]; C,sHs0O; Mr 402,71;
Cistota > 90 % (HPLC)

e 6-oxocampestanol [(24R)-3-B-hydroxy-24-methyl-5a-cholestane-6-one]; C2sHa30:.
Mr 416,69; Cistota > 90 % (HPLC)

e  (athasteron [(22S,24R)-3-B,22-dihydroxy-24-methyl-5a-cholestane-6-one];
CasHys03; Mr 432,609; cistota > 95 % (HPLC)

e 6-deoxocathasteron [(22S,24R)-3-3,22-dihydroxy-24-methyl-5a-cholestane];
Co3Hs002; Mr 418,71; Cistota > 90 % (HPLC)

Latky byly ziskany od firmy Olchemim Ltd. (CR). Strukturalni vzorce
testovanych brassinosteroidii znazoriiuje Obr. 9. Latky byly rozpustény v rozpoustédle
v dimetylsulfoxidu (DMSO) na 10 mM zasobni koncentraci. Pozadované koncentrace

latek byly pfipraveny piidanim zésobnich roztoki do ptrisluSného média.

(@) (b)

(d)

Obr. 9: Strukturdlni vzorec (a) Campestanolu, (b) 6-oxocampestanolu, (¢) Cathasteronu

a (d) 6-deoxocathasteronu.
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3.3 Pouzité protilatky

3.3.1 Primarni protilatky

Tab. 2: Seznam pouzitych primarnich protilatek.

protilatka klon fedéni pluvod velikost firma
WB/IF (kDa)
AR N-20 1:200/1:50 kralik 110 Santa Cruz
Bcl-2 N-19 1:200 kralik 29 Santa Cruz
Bcel-xL H-62 1:100 kralik 29 Novocastra
Bid - 1:1000 kralik 22-15 Cell Signaling
cas-3 - 1:1000 kralik 35-19-17  Cell Signaling
cas-7 C-7 1:1000 mys 35-30-20  Cell Signaling
cyklin A H432 1:200 kralik 54 Santa Cruz
cyklin By - 1:1000 kralik 55 Cell Signaling
cyklin D, 72-13G 1:100 mys$ 36 Santa Cruz
cyklin E HEI12 1:200 mys$ 45 Santa Cruz
ER-a D-12 1:200/1:50 mys 66 Santa Cruz
ER-B H-150 1:100/1:50 kralik 56 Santa Cruz
MCM-7 141.2 1:500 mys 80 Santa Cruz
p21 12D1 1:1000 kralik 21 Cell Signaling
pS3 D01 1:400 mys$ 53 Invitrogen
PARP 46D11 1:1000 kralik 116-89  Cell Signaling
PR 6Al 1:1000/1:50 mys 90-118  Cell Signaling
pRb S807/811 1:1000 kralik 110 Cell Signaling
Rb 4H1 1:2000 mys 110 Cell Signaling

3.3.2 Sekundarni protilatky

Alexa Fluor 594 kozi anti-mys$i IgG, Molecular Probes, fedéni 1:1000, Life
Technologies;

Alexa Fluor 488 kozi anti-krali¢i IgG, Molecular Probes, tfedéni 1:1000, Life
Technologies;

sekundarni krali¢i protilatka proti mySim imunoglobulinim (mouse anti-rabbit 1G-
HRP), fedéni 1:5000-1:6000, Cell Signaling;

sekundarni kozi protilatka proti krali¢im imunoglobulinim (rabbit anti-goat 1G-
HRP), fedéni 1:6 000, Cell Signaling.

36



3.4 Kultivace bunék

Experimenty byly provedeny na bunéénych liniich LNCaP a DU-145
odvozenych od karcinomu prostaty a nenadorovych prostatickych buiikich RWPE-1
(Obr. 9). Bunécné linie byly ziskdny od firmy American Type Culture Collection
(ATCC). Buiiky LNCaP byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma), ke kterému
bylo pfidano fetalni bovinni sérum (FBS, Invitrogen) ve vysledné 10% koncentraci
(v/v), 2M L-glutamin (Sigma), 1 mM pyruvat sodny (Sigma), antibiotika penicilin
(1 U/ml, Invitrogen) a streptomycin (1 U/ml, Invitrogen). Builkky DU-145 byly
kultivovany v médiu DMEM (Eaglovo médium modifikované dle Dulbecco,
Invitrogen) s ptidavkem 10% FBS, 2 mM L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu. Ob¢
linie byly pasdzovany pomoci 0,1% trypsin-EDTA (Sigma). Nenddorové bunky
RWEP-1 byly kultivovany v médiu SFM (Serum-free medium; Life Technologies)
s pfidavkem extraktu hovézi hypofyzy (BPE, 0,05 mg/ml, Life Technologies),
epidermalniho ristového faktoru (EGF, 5ng/ml, Life Technologies), antibiotik
penicilinu, streptomycinu, amphotericinu B (1 U/ml, Sigma) a gentamycinu (0,5 U/ml,
Sigma). Bunky RWPE-1 byly pasaZzovany pomoci 0,05% trypsin-EDTA. VSechny linie
byly péstovany v kultivacnich lahvich v CO; inkubatoru pii 37°C. Veskera prace

s buiitkami byla sterilni a probihala ve flow-boxu.

P 2 ) e

Obr. 10: Morfologie bun¢k u lidské prostatické nadorové bunécné linie (a) LNCaP
a (b) DU-145 a (¢) lidska prostaticka nenddorova bunécnd linie RWPE-1. ZvétSeni 20x.

37



3.5 Stanoveni Cistoty bunécnych linii

(detekce mykoplazmy pomoci PCR metody)

Buiiky byly pasaZovany a z resuspendované pelety bylo odebrano cca 0,5%10°
bunék, které byly dale centrifugovany pii 1200 rpm po dobu 5 minut. Supernatant byl
odpipetovan, resuspendovan v 1 ml sterilniho fosfdtového pufru (PBS) anésledné
centrifugovan (1200 rpm, 5 minut). Supernatant byl odpipetovan a zamrazen na -80°C
az do nasledného zpracovani. K zamrazené peleté bylo ptidano 100 pl K-pufru
(30 mM TRIS*HCI pH 8,3, P-Lab; 50 mM KCI; Triton X-100, Sigma; 0,2%
proteinaza K, Gentra Systems; deionizovand voda). Inkubace probihala 1 hodinu pfi
56°C nebo pies noc pii 37°C. Inaktivace byla provedena pfi 95°C 10 minut. Nasledné
byl pfipraven mastermix (10x PCR pufr s MgCl,; 10 mM dNTPs; 10 uM primery,
Thermo Scientific — Tab. 3; Tag polymeraza, Thermo Scientific; deionizovand voda)
a napipetovan do PCR-zkumavky, do které byl poté piidan 1 pl vzorku lyzatu.
Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla provedena v cykleru T-personal Combi pii
programu 94°C 15 minut, 94°C 40 sekund, 55°C 30 sekund, 72°C 1 minuty 30 sekund,
72°C 5 minut, celkové 35 cykli po dobu 2 hodin 18 minut. PCR produkty byly
analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Pro detekci PCR produktu byl ptipraven
1% agardzovy gel (Sigma) rozpustény v 0,5x TBE pufru (5x zasobni roztok 1,1 M
TRIS-baze, Sigma; 900 mM kyselina borita, Serva; 25 mM EDTA, Sigma; pH 8,3), do
kterého bylo ptidano 5 ul fluorescencniho barviciho roztoku GelRed® (1 M NaCl,,
Lachema; GelRed® 10 000x zasobni roztok, Bioline; deionizovana voda). Poté bylo
10 pl vzorku smichano s 1 ul 5x koncentrovaného nanaSeciho pufru (10x zasobni
roztok — 40% sachardza, Sigma; 0,25% bromfenolova modf, Sigma; v 50 mM EDTA,
pH 8,0, Sigma) a napipetovano do gelu. Pro urceni velikosti PCR produkta byly
naneseny 3 pul DNA markeru (Top Bio). Byla provedena separace po dobu 1 hodiny pfi
konstantnim proudu 100V v 0,5%x TBE pufru. Po ukonceni separace byl gel barven
promyvanim ve fluorescenénim barvicim roztoku GelRed® po dobu 30 min. Poté byl
gel pfenesen do misky s deionizovanou vodou a piipraven k foceni. Produkty PCR byly
v gelu vizualizovany pod UV svétlem (GBox HR-Imaging System, Syngene).
Po optimdlnim nastaveni zoomu, ¢asovae a zaosteni byly gely snimdny pomoci CCD
kamery. Snimky byly zpracovany na PC v programu Microsoft Photo Editor
(Microsoft).
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Tab. 3: Sekvence primeri a velikosti PCR produkti.

Primery pro Mykoplazmu Primery pro B-Aktin

Myl 5-GCTGTGTGCCTAATACATGCAT 229beta | 5'-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC

My2 5'-CACCATCTGTCATTCTGTTAACCT |230beta |5-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC

produkt 996 pb produkt 632 bp

3.6 Test bunééné viability

Buiiky LNCaP, DU-145 a RWEP-1 byly sklizeny pomoci 0,1%, popt. 0,05%
trypsinu a jejich pocet byl stanoven pomoci Biirkerovy komirky. Buniky byly nasazeny
podle typu bunécéné linie ve 100 pl kultivacniho média v poctu 4000 buné¢k (LNCaP,
DU-145) a 4500 bunck (RWPE-1) na kazdou jamku 96-jamkovych mikrotitra¢nich
desti¢ek. Po 24 h (ptfip. po 48 h u bunck LNCaP a RWPE-1) bylo pfidano cerstvé
médium obsahujici ptisluSnou koncentraci testovanych latek, buiiky byly inkubovany
po dobu 24 a 48h. Po inkubaci bunék s latkou bylo do kazdé jamky ptidano 10 pul 0,5%
¢inidla. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Serva).
Zluta tetrazoliova sil byla v metabolicky aktivnich buiikich redukovana na modré
krystaly formazanu, které byly po 3 h rozpustény ve 100 ul 10% dodecylsulfatu
sodného (SDS, Serva). Po 24 h byla na spektrofotometru (Power Wave XS) provedena
kvantifikace zmétfenim absorbance roztoku pifi vlnové délce 570 nm, kterd pifimo
korelovala s poc¢tem vitalnich bun€k. MTT test bunécné viability je urcen ke stanoveni
zavislosti ucinku davky testovanych latek na bunécné viabilit¢ v rlznych casovych
intervalech. Na zaklad¢ testu lze urcit koncentraci ICsy, ktera inhibuje bunécnou

viabilitu z 50 % po inkubaci bunék s testovanymi latkami.

3.7 Kultivace bunéénych sfér z pritomnosti testovanych latek

Kultivaci bunéénych sfér predchazela Uprava kultivaénich mikrotitra¢nich
desti¢ek. Agardza byla rozpuSténa v DMEM médiu na vyslednou koncentraci 1,5%,
nasledné byla provedena sterilizace roztoku pii 121°C. Za sterilnich podminek byla
agar6za o objemu 50 ul/jamku rychle piepipetovana do 96-jamkovych paneli.
Po vychladnuti bylo do kazdé jamky ptidano 3000 bunc¢k v 50 ul média pro sféry
(DMEM/F-12, 3:1, Invitrogen; 0,2% supplement B27 bez vitaminu A, Invitrogen;
10 ng/ml EGF, Sigma; 0,4% BSA — hovézi sérovy albumin, Sigma). Po naneseni bunék
byly panely centrifugovany pfi 1000 rpm po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté
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a bunkky poté zakapany 50 ul Cistétho média. Nésledujici den byly buiiky ovlivnény
testovanymi latkami v danych koncentracich. Po urcité dobé (3-12 dni) byly sféry
vyfoceny a ucinek testovanych latek byl porovndn vzhledem ke kontrolnim

neovlivnénym sférdm.

3.8 Pritokova cytometrie

Bunky byly kultivovany v kultiva¢nich miskach (o priméru 60 mm) s pfisluSnou
koncentraci latek. Po uplynuti inkuba¢ni doby (24 a 48 h) bylo médium s latkou odsato
a bunky promyty PBS a dale sklizeny pomoci 0,1% trypsinu a centrifugovany
pi1 1500 rpm a teploté 4°C po dobu 5 minut. K pelet¢ bunék byl ptidan 1x citratovy
pufr (citrat trisodny dihydrat, Sigma; deionizovand voda), bunky byly opatrné
resuspendovany a nasledné¢ centrifugovany (1500 rpm, 4°C, 5 minut) a supernatant
odpipetovan. Peleta byla po kapkach opatrné pfepipetovana za neustalého vortexovani
do vychlazeného 70% etanolu (Lachema). Zafixované buiky byly uchovavany pfti
-20°C pro dalsi pouziti. Pfed samotnym méfenim byly vzorky nejdiive centrifugovany
pi1 1300 rpm a 4°C po dobu 7 minut. Poté byl supernatant odpipetovan a bunky byly
promyty ve 2 ml citrdtového pufru. Po centrifugaci bylo k bunkkam piidano 600 pl
roztoku propidium iodidu (100 pg/ml; propidium iodid, Sigma; citratovy pufr; Triton
X-100; deionizovana voda). VSe bylo inkubovano 15 minut ve vodni lazni pti 37°C.
Po inkubaci bylo k buiikkdm ptidano 400 pl riobonucleasy A (60 Ul, Sigma) a opét
inkubovano 15 minut ve vodni l4zni pti 37°C. Vzorky byly ponechany 30 minut na ledu
(4°C) a nasledné analyzovany na pritokovém cytometru FACSVerse. V kazdém vzorku
bylo analyzovano 15*10°-20*10° bungk spliujicich dané parametry. Tato analyza byla
pouzita pro stanoveni U¢inku testovanych latek na zastoupeni bunék v jednotlivych

fazich bunécného cyklu.

3.9 Western blot analyza

3.9.1 Piiprava vzorki a stanoveni koncentrace proteint

Bunky byly nasazeny do kultivaénich misek (o priméru 100 mm) a ovlivnény
testovanymi latkami v koncentraci (ICsg) po dobu 24 a 48 h. Po uplynuti inkubace bylo
médium odsato, buiikky promyty vychlazenym PBS a uchovany pti -80°C pro dalsi
pouziti. Buiiky byly z povrchu misek uvolnény seSkrabanim za pomoci vychlazeného

lyza¢niho pufru (0,3 M TRIS-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% NONIDET P-40, Sigma;
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10% SDS; 10% deoxycholat sodny, Sigma; deionizovana voda), ke kterému byly
pfidany tablety protedazovych (7x konc. Roztok, Roche) a fosfatdzovych inhibitort (10x
konc. roztok, Roche). Buiikky byly v lyza¢nim pufru inkubovany 60 minut pii 4°C
a kazdych 15 min vortexovany. Poté byly centrifugovany pti 20 000 rpm a 4°C po dobu
30 minut. Supernatant byl piepipetovan do Cistych eppendorfek.

Koncentrace proteinii z lyzovanych bunék byla stanovena pomoci Bradfordovy
metody (Bradford, 1976). Byl pfipraven roztok Bradfordova ¢&inidla (Bio-Rad)
s deionizovanou vodou (1:4). Do kazdé eppendorfky byl pfidan 1 ml nafedéného
Bradfordova ¢inidla a 1 pl vzorku. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin
(1 pg/ul BSA) v koncentracich 0,5; 1; 2; 5; 7 a10 pul na 1 ml Bradfordova ¢inidla.
Standardy a vzorky byly pfeneseny v tripletech do 96-jamkového panelu a byla zmétena
absorbance proteinli pfi 595 nm na spektrofotometru PowerWave XS. Na zakladé
kalibra¢ni kiivky standardniho roztoku BSA byl nasledné proveden vypocet obsahu
proteinit ve vzorcich. Proteinové lyzaty byly smichany s4x koncentrovanym LSB
pufrem (1 M TRIS pH 6,7, P-Lab; 40% glycerol;10% SDS; 0,05% bromfenolova modf;
1% pB-merkaptoetanol, Sigma) a doplnény do pozadované¢ho objemu 1x koncentro-
vanym LSB pufrem. Vzorky byly pfipraveny pro gelovou elektroforézu a uchovavany

na -20°C.

3.9.2 Elektroforeticka separace proteini

Dvacet az tficet mikrogrami proteini bylo separovano na 10%, pfip.
na 12% polyakrylamidovém gelu dle rozpisu Sambrooka a Russela (2001). Gely byly
piipraveny za pouziti deionizované vody, smeési akrylamidu-bisakrylamidu (29:1;
Serva), 1,5M TRIS pufru (pH 8,8), 10% SDS, 10% persulfatu amonného (Sigma)
aN,N, N’, N’-tetramethylethylendiaminu (TEMED, Promega). Separace byla
provedena pii konstantnim proudu 125V v pufru obsahujicim 25 mM TRIS, 250 mM
glycin (Sigma) a 0,1% SDS (pH 8,3). Pro urceni molekulové hmotnosti byl pouzit

hmotnostni marker Full-Range Rainbow (Amersham).
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3.9.3 Blotovani proteinii na membranu

Ptenos proteini na nitrocelulosovou membranu Hybon-ECL (Amersham) byl
proveden pomoci blotovaciho systému Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell pfti
konstantnim proudu 10 V po dobu 30-45 minut v transferovém pufru (39 mM glycin;
48 mM TRIS-baze; 0,037% SDS a 20% metanol). Membrana byla poté obarvena
pomoci Ponceau S (Sigma) po dobu 5 minut na tfepacce a promyta v deionizované vodé

pro kontrolu kvality a mnoZstvi proteinti pienesenych na membranu.

3.9.4 Imunodetekce

Membréana byla nafezdna na ¢asti podle molekulovych hmotnosti sledovanych
proteind, ty byly oplachnuty v PBS a blokovany v 5% blokovacim mléku (susené
odtu¢néné mléko Laktino, 1,3 % tuku, PML; PBS; 0,1% Tween 20, Sigma), ptip. 5%
BSA natedéném v TBS-T (0,01 mM TRIS; 0,0137 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,6).
Poté byly na membrany naneseny primdrni protilatky (Tab. 2) nafedéné¢ do 5% mléka
(suSené¢ odtu¢néné mléko 1,3 % tuku; PBS), popt. v5% BSA, jejichz inkubace
probihala ptes noc pii 4°C ve vlhké komirce. Po inkubaci byly membrany promyvany
po dobu 60 minut v PBS-T (PBS; 0,1% Tween 20), ptip. v TBS-T a kazdych 15 minut
byl roztok vymeénovan za Cisty. Poté byly membrany inkubovany se sekundarni
protilatkou pfi laboratorni teploté 45 minut ve vlhké komtrce. Nasledné byly membrany
promyvany v PBS-T (popt. TBS-T) 60 minut za 15-ti minutové vymény promyvaciho
pufru. Proteiny byly detekovany chemiluminiscenénim systémem DURO (1:1;
Amersham), popf. FEMTO (1:1; Amersham), pfi¢emZz signdl byl zachycen na
fotograficky film a vyvolan ve fotokomote pomoci fotochemickych roztokli — vyvojka
(Kodak), pterusovac (1% roztok kyseliny octové) a ustalova¢ (Kodak). Stejné mnozstvi

proteind ve vzorcich bylo ovéfeno detekci mem-7, ptip. a-tubulinu.

3.10 Fluorescen¢ni imunocytochemicka detekce

Buiikky LNCaP a DU-145 byly nasazeny na kulata kryci sklicka a péstovany
v ptislusném médiu v kultiva¢nich miskach (o priméru 60 mm). Po 24 h/48 h inkubaci
bylo médium odsato, buiiky proplachnuty PBS a ptfiddno médium obsahujici urcitou
koncentraci (ICsp) testovanych latek, po dobu 24 h a 48h. Po ovlivnéni bylo médium
s latkou odsato a buiky byly promyty PBS a fixovany vychlazenym roztokem
aceton/metanol (1:1) po dobu 10 minut. Po fixaci byly buniky zavodnény pomoci PBS
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a blokovany pomoci 1% BSA pfi pokojové teplot¢ 30 minut. Na sklicko byla nasledné
nanesena primarni protilatka (Tab. 2) a inkubace probéhla ve tmé ve vlhké komirce
pies noc pii 4°C. Po promyti pomoci PBS byla nanesena sekundarni protilatka
na 90 minut pii laboratorni teploté¢ ve tm¢. Po promyti pomoci PBS byla vSechna
bunéénd jadra dobarvena 50 pg/ml DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindol; Sigma)
10 minut pfi laboratorni teploté ve tmé. Po promyti v PBS a nasledné v deionizované
vod¢ byla sklicka namontovana na podlozni skla pomoci vodného média mowiolu
(Calbiochem). Detekce byla provedena na fluorescenénim mikroskopu, kde byla
porovnana exprese a lokalizace jadernych receptori v buiikdch kontrolnich

a ovlivnénych testovanymi latkami.

3.11 TUNEL assay

Tato metoda byla pouzita pro detekci apoptotickych bun€k u prostatickych
nadorovych linii LNCaP a DU-145 po ovlivnéni testovanymi latkami. Bunky pro tuto
metodu byly pfipraveny a nasazeny na kulatd kryci sklicka stejnym zpisobem jako pro
fluorescencni barveni (viz kapitola 3.10) a fixovany vychlazenym roztokem
aceton/metanol (1:1) po dobu 10 minut. Takto pfipravena skla byla zavodnéna pomoci
PBS a inkubovdna ve vychlazeném permeabilizatnim roztoku (0,1% Triton X-100
a 0,1% citrat sodny v PBS) po dobu 2 minut pii 4°C. Déle byla skla oplachnuta v PBS
a byla na né aplikovana reakéni smés (In Situ Cell Death Detection KIT, Roche) sloZzena
zenzymu termindlni deoxynukleotidyl transferazy (TdT) a tunel znacici smési
fluorescencné znacenych nukleotidii v poméru 1:9. Inkubace probihala pii 37°C
po dobu 60 minut ve tmé. Poté byla skla opét oplachnuta pomoci PBS a jadra bunck
dobarvena 50 pg/ml DAPI po dobu 10 minut ve tmé pii laboratorni teploté.
Po nasledném oplachu deionizovanou vodou byla skla zamontovana do vodného média
mowiol a byla provedena analyza na fluorescencnim mikroskopu. Metoda TUNEL
je zaloZzena na vazbé enzymu TdT na volné 3-OH konce DNA, kde tento enzym

syntetizuje polymer obsahujici fluorescenéné znaceny deoxynukleotid.

3.12 Statisticka analyza dat

Vsechny experimenty byly minimalné tiikrat nezavisle zopakovany. Z kazdé
série dat byl vypocitan primér a smérodatna odchylka. Statistické vyhodnoceni dat bylo

provedeno Studentovym t-testem a v programu MS Excel 2000 (Microsoft, USA).

43



4. VYSLEDKY

4.1 Stanoveni Cistoty bunécnych linii

Pfed samotnym testovanim latek byla provedena u vSech bunécnych linii
detekce mykoplazmy pomoci PCR metody. VSechny tfi bunééné linie byly mykoplazma
negativni (Obr. 11a), pficemz jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek plicni nddorové
linie CALU-1 mykoplazma pozitivni a do negativni kontroly byla misto vzorku

aplikovana voda. Exprese -actinu byla pouZita jako vnitini kontrola (Obr. 11b).

(a) (b)

LNCaP
DU-145
RWPE-1
NK

PK
LNCaP
DU-145
RWPE-1
NK

PK

-
=1

M

Obr. 11: Detekce (a) mykoplazmy a (b) B-actinu u bun¢k LNCaP, DU-145 a RWPE-1.
M — DNA marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola.

4.2 Uclinek brassinosteroidi na prostatické bunécné linie

4.2.1 Vliv brassinosteroidi na bunéénou viabilitu

Byl proveden MTT test bunécné viability se Ctyfmi piirodnimi brassinosteroidy -
Cathasteronem, 6-deoxocathasteronem, Campestanolem a 6-oxocampestanolem
na bunéénych liniich odvozenych od karcinomu prostaty LNCaP a DU-145. Jejich
uc¢inek byl porovnavan s uCinkem latek na nenddorovou prostatickou bunécnou linii
RWPE-1. Vysledky testu jsou uvedeny v grafech na Obr. 12. VSechny testované
brassinosteroidy v urcité mife inhibovaly viabilitu nadorovych bunck. U nenadoroveé
linie RWPE-1 byl pozorovan jen minimalni pokles bunécné viability. Nejvétsi inhibicni
ucinek na nadorové bunécné linie LNCaP a DU-145 mély latky Cathasteron a 6-oxo-

campestanol, které byly pouzity v dalSich experimentech.
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Obr. 12: Vliv testovanych brassinosteroidi v koncentracich 5 — 60 uM po dobu 48 h na
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buné€nou viabilitu bun¢k (a) LNCaP, (b) DU-145 a (¢c) RWPE-1.

Na zékladé MTT testu byla uréena koncentrace ICsy vybranych latek u bunék
LNCaP a DU-145 (Obr. 13). Ta byla stanovena pro Cathasteron 20 uM a 6-oxo-
campestanol 25 uM u bunck LNCaP a pro Cathasteron 40 uM a 6-oxocampestanol
30 uM u bun¢k DU-145. Tyto koncentrace ICsy byly pouzity pro dalsi experimenty

v ¢asovém intervalu 24 a 48 h.
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Z uvedenych vysledkli vyplyva, ze nejcitlivéjsi na ucinek testovanych
brassinosteroidi byly buniky LNCaP a latka Cathasteron méla u obou nadorovych linii
véts$i inhibiéni G¢inek nez ostatni. Morfologické zmény bunék (LNCaP, DU-145)
po 24 h ovlivnéni Cathasteronem a 6-oxocampestanolem (ICsp) jsou zndzornény

na Obr. 14 a 15 vzhledem k neovlivnéné kontrole.
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Obr. 13: Vliv vybranych brassinosteroidi Cathasteronu a 6-xocampestanolu

v koncentra¢nim rozmezi 15 — 60 uM po dobu 48 h na bunécnou viabilitu bunck (a)

LNCaP a (b) DU-145.
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Cathasteron

G-oxocampestanol ;

Obr. 14: Morfologické zmény bunék po ovlivnéni Cathasteronem a 6-oxocampe-

stanolem (ICsp; 24 h) u bunééné linie LNCaP vzhledem k neovlivnénym kontrolnim

bunkam. ZvétSeni 10x, 20x a 40x.

Kontrola

Cathasteron

6-oxocampestanol

Obr. 15: Morfologické zmény bunék po ovlivnéni Cathasteronem a 6-oxocampe-
stanolem (ICsp; 24 h) u bunécné linie DU-145 vzhledem k neovlivhénym kontrolnim

bunkam. ZvétSeni 10x, 20x a 40x.
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4.2.2 Vliv brassinosteroidii na bunééné sféry

Byl pozorovan vliv nejucinnéjsiho brassinosteroidu Cathasteronu na bunéénou
integritu sfér nadorovych prostatickych linii LNCaP a DU-145 po dobu 3, 6 a 12 dni
v rozmezi koncentraci 2 — 35 uM vzhledem k neovlivnénym kontrolam (Obr. 16).
U linie LNCaP byl pozorovatelny rozpad bunéénych sfér v zavislosti na koncentraci
v porovnani s kontrolnimi. Bunééné sféry linie DU-145 byly viéi latkdm odolnéjsi
a svij tvar ivelikost ani po ovlivnéni nejvyssi koncentraci Cathasteronu po celou dobu
experimentu témet nezménily.

Obr. 17 wvystihuje porovnani uc¢inku Cathasteronu jako neji¢innéjsi latky
z testovanych brassinosteroidii a Campestanolu, jehoz ucinek byl na bunéénou viabilitu
nejmens$i na zakladé MTT testu u obou linii. Sféry linie LNCaP byly k testovanym
latkhm po 3 dnech pulsobeni citlivéjsi nez DU-145 a pii zvySujici se koncentraci
pouzitych brassinosteroidi se zacaly postupné zmensSovat arozpadat a pii nejvyssi
koncentraci 35 uM mély jiz malou velikost oproti kontrolnim sféram. Bunééné sféry
linie DU-145 byly vii¢i latkdm odolnéjsi a sviij tvar a velikost ani po ovlivnéni nejvyssi

koncentraci latek témét nezménily.

Kontrola 2 pM S M 10 M 15 M 20 uM 30 M 35 1M

LNCaP

h --------
DU-145

3d

. --------

Obr. 16: Vliv Cathasteronu na integritu bunéénych sfér linii LNCaP a DU-145 po dobu

3 — 12 dni v riznych koncentracich (2 — 35 uM) vzhledem k neovlivnénym kontrolnim

bunkam. ZvétSeni 10x.
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Obr. 17: Vliv Cathasteronu a Campestanolu na integritu bunéénych sfér linii LNCaP

Cathasteron

a DU-145 v koncentracich (2 — 35 uM) po dobu 3 dni vzhledem k neovlivhénym

kontrolnim bunikkam. ZvétSeni 10x.

4.2.3 Vliv brassinosteroidii na bunéény cyklus

4.2.3.1 Analyza bunééného cyklu pomoci priutokové cytometrie

Vzhledem ktomu, ze testované brassinosteroidy mohou u prostatickych
bunéénych linii modulovat bunéény cyklus, analyzovali jsme =zastoupeni bun¢k

O 4

v jednotlivych fazich bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie. U bun¢k LNCaP
testované latky nemély vyraznéj$i G€inky na zménu bunééného cyklu, pouze mirné
zvySovaly zastoupeni bun¢k v G1 fazi po 24 a 48 h ptisobeni (Obr. 18a). U bunék DU-
145 byly detekovany zmény v procentudlnim zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu, oba typy brassionosteroidii zpiisobily vyraznou akumulaci bun¢k

v G1 fazi bunécného cyklu v obou ¢asovych intervalech (Obr. 18b).
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Obr. 18: Analyza bunécného cyklu u bun¢k (a) LNCaP a (b) DU-145 po ovlivnéni
testovanymi latkami Cathasteronem (CATH) a 6-oxocampestanolem (6-OCN) v ICsg
koncentraci po dobu 24 h a 48 h vzhledem k neovlivhénym kontrolnim buiikdm (K). (¢)
reprezentativni histogram bunééného cyklu u bunék DU-145 po 48 h aplikaci

testovanych latek.

4.2.3.2 Exprese proteini podilejicich se na regulaci bunééného cyklu

Exprese proteini regulujicich bunéény cyklus byla vyjadiena pomoci Western
blot analyzy. Testované latky Cathasteron a 6-oxocampestanol byly v koncentraci ICs
inkubovany po dobu 24 h a 48 h s builkami LNCaP a DU-145. Jako kontrola pro
porovnani exprese byly pouzity neovlivnéné bunky. Exprese proteind p53 (53 kDa), p21
(21 kDa), Rb (110 kDa), pRb (110 kDa), cyklin D1 (36 kDa), cyklin E (45 kDa), cyklin
A (54 kDa), cyklin B1 (55 kDa) a mem-7 (80 kDa) je zndzornéna na Obr. 19.

Linie LNCaP nemé& mutovany tumor supresorovy gen p53, ma pouze

nemutovany typ p53 (wild type), zatimco bunécna linie DU-145 exprimuje mutovany
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p53. Exprese proteinu p53 se zvysila u obou linii po ovlivnéni Cathasteronem i 6-0xo-
campestanolem, kdy vétsi nartst v expresi byl pozorovan po 48 h ovlivnéni. U hladiny
exprese proteinu p21 doslo k nariistu po ovlivnéni latek u bunék LNCaP po 24 h
a u bun¢k DU-145, kdy je nartst 1épe viditelny po 48 h. U bunécné linie LNCaP doslo
ke zvysSeni exprese nadorového supresoru Rb pod vlivem obou brassinosteroidi,
vyraznéj§i zvysSeni bylo pozorovano u 6-oxocampestanolu. Ke zvySeni exprese
fosforylované formy proteinu pRb doslo u linie LNCaP po ovlivnéni zejména latkou 6-
oxocampestanol, zatimco u linie DU-145 byl pozorovan pokles hladiny proteinu oproti
kontrole po ovlivnéni Cathasteronem. Proteiny cyklin A a cyklin B1 vykazovaly snizeni
své exprese u bunck LNCaP po aplikaci latky Cathasteron v obou ¢asovych intervalech
a u bun¢k DU-145 byl sledovan pokles cyklinu A vlivem Cathasteronu a ke snizeni
hladiny cyklinu B1 vlivem obou latek. Vyrazné zmény hladin proteinii cyklin DI
acyklin E u linie LNCaP nebyly pozorovany, ale u bunék DU-145 byl zaznamenan
slaby pokles obou cyklinti. Protein mcm-7 byl pouzit jako interni kontrola mnozstvi

proteind.
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Obr. 19: Vliv Cathasteronu (CATH) a 6-oxocampestanolu (6-OCN) na expresi proteind
regulujicich bunéény cyklus u linii LNCaP a DU-145. Ovlivnéni bun¢€k probihalo
po dobu 24 h a 48 h pii ICso koncentraci obou latek. Exprese proteinti byla porovnavana

s kontrolnimi neovlivnénymi bunkami (K).
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4.2.4 Vliv brassinosteroidi na expresi receptori pro steroidni hormony

4.2.4.1 Exprese receptoru pro steroidni hormony

Pro sledovani lokalizace a exprese proteinli receptori pro steroidni hormony
bylo vyuzito imunofluorescencni barveni a nasledna detekce fluorescencni mikroskopii.
Exprese androgenového receptoru (AR) byla prokazana v jadrech kontrolnich bunék
linie LNCaP. Ovlivnéni latkou Cathasteron vyvolalo nahromadéni receptoru
v cytoplazmé okolo jader bunék a 6-oxocampestanol vyvolal translokaci AR

do cytoplazmy bunék (Obr. 20).

DAPI

Kontrola

Cathasteron

6-oxocampestanol

Obr. 20: Imunofluorescenéni barveni AR vbuiikich LNCaP ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (20 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (35 uM, 24 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modfe. ZvétSeni 40x.
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Exprese estrogenového receptoru a (ER-a) byla prokdzana v jadie 1 cytoplazmé
kontrolnich bunék LNCaP. Po ovlivnéni bun¢k latkou Cathasteron doslo ke zvySené
expresi ER-a v jadfe, zatimco v cytoplazmé exprimovan nebyl. Vlivem 6-oxocampe-

stanolu nebyla pozorovana Zadna zména exprese oproti kontrole (Obr. 21).

ER-o. DAPI
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6-oxocampestanol

Obr. 21: Imunofluorescencni barveni ER-a vbunkich LNCaP ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (20 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (25 uM, 48 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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Vysledky imunofluorescencni metody prokazaly expresi estrogenového
receptoru B (ER-B) v jadie a cytoplazmé prevazné u pola kontrolnich bunék LNCaP.
Cathasteron vyvolal nahromadéni receptoru na povrch jaderné membrany. Vlivem 6-

oxocampestanolu se ER- exprimoval podobné jako u kontrolnich bun¢k (Obr. 22).

ER-B DAPI
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Obr. 22: Imunofluorescenéni barveni ER-f v buiikdch linie LNCaP ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (20 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (25 uM, 48 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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Exprese progesteronového receptoru (PR) byla prokazana v cytoplazmé
a castecné v jadfe u bun¢k kontroly LNCaP. Na Obr. 23 je znazornéna lokalizace PR
pouze v cytoplazmé po ovlivnéni latkou Cathasteron a exprese receptoru rovnomérné

rozptylena v cytoplazmé 1 jadfe vlivem 6-oxocampestanolu.

DAPI
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Obr. 23: Imunofluorescencni barveni PR vbunkidch LNCaP ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (20 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (25 uM, 24 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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U bun¢€k DU-145 nebyla imunofluorescen¢ni metodou detekovana exprese AR
u kontrolnich ani ovlivnénych bunék. Velmi slabéd jaderna exprese ER-a byla zjiSténa
u kontrolnich 1ovlivnénych bunék Cathasteronem. U bun€k ovlivnénych 6-oxo-
campestanolem byla jadernd exprese ER-o zvySena vzhledem ke kontrolnim

neovlivnénym buitkam (Obr. 24).

ER- 0. DAPI
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Obr. 24: Imunofluorescencni barveni ER-a ubuné¢k DU-145 ovlivnénych brassino-

steroidy Cathasteron (40 uM, 24 h) a 6-oxocampestanol (30 uM, 24 h). Bunéc¢na jadra

obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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Exprese ER-B byla u bun¢k DU-145 prokazana v cytoplazmé prevazné u jaderné
membrany a v jadfe kontrolnich buné€k. Obr. 25 znazorfiuje zvySenou expresi ER-f
u jaderné membrany po ovlivnéni latkou Cathasteron a 6-oxocampestanol vyvolal

translokaci a nahromadéni receptoru do jader bunék.

ER- DAPI
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Obr. 25: Imunofluorescencni barveni ER-B v bunkach DU-145 ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (40 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (30 uM, 24 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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Exprese PR byla u kontrolnich buné¢k DU-145 prokazana v cytoplazmé.
Po ovlivnéni latkou Cathasteron doSlo ke zvySeni exprese receptoru v jadrech. Bunky
po aplikaci 6-oxocampestanolu vykazovaly vyraznou difizni jadernou lokalizaci PR

(Obr. 26).
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Obr. 26: Imunofluorescenéni barveni PR vbuikich DU-145 ovlivnénych
brassinosteroidy Cathasteron (40 pM, 24 h) a 6-oxocampestanol (30 uM, 24 h).

Bunéc¢na jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre. ZvétSeni 40x.
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4.2.4.2 Exprese proteint podilejicich se na expresi receptora pro steroidni

hormony

Exprese receptort pro steroidni hormony byla také u bunék LNCaP a DU-145
sledovana pomoci Western blot analyzy (Obr. 27). Jednalo se o proteiny pro
androgenovy receptor (AR, 110 kDa), estrogenovy receptor o (ER-0, 66 kDa),
estrogenovy receptor B (ER-B, 56 kDa) a progesteronovy receptor (PR, 118 kDa).
Protein mem-7 byl pouzit jako interni kontrola mnozstvi proteini vzorku. Buiiky byly
ovliviiovany latkami Cathasteronem a 6-oxocampestanolem v koncentraci ICso po dobu
24 h a 48 h. U bun¢k LNCaP byla zaznamenana slabé zvysena exprese AR po ovlivnéni
obéma typy brassinosteroidd, buiiky linie DU-145 tento receptor neexprimuji. Vliv
testovanych latek na expresi ER-a byl prokazan u bunck LNCaP i DU-145. Aplikace
Cathasteronu vedla po 48 h ke zvySeni hladiny ER-a oproti kontrole u buné¢k LNCaP
au DU-145 naopak doslo ke snizeni exprese receptoru. Na zékladé Western blot

analyzy nebyl zjistén vliv brassinosteroidl na expresi ER-f ani PR u obou linii.
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Obr. 27: Vliv brassinosteroidii Cathasteronu (CATH) a 6-oxocampestanolu (6-OCN)
na expresi AR, ER-0a, ER-B a PR u bunéénych linii LNCaP a DU-145. Bunky byly
ovliviiovany latkami v ICsy koncentraci po dobu 24 h a 48 h. Exprese proteinti byla

porovnavana s kontrolnimi neovlivnénymi buiikami (K).
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4.2.5 Vliv brassinosteroidii na indukci apoptézy

4.2.5.1 TUNEL

Oba testované brassinosteroidy Cathasteron a 6-oxocampestanol zvySovaly
pocet apoptotickych buné¢k u linii LNCaP a DU-145 po ovlivnéni koncentraci 1Csg
po dobu 24 h a 48 h (Obr. 28). Na zaklad¢ stanoveni apoptotickych bun¢k metodou
TUNEL vykazovaly obé linie po ovlivnéni Cathasteronem vétsi procento bunék
v apoptoze nez pod vlivem 6-oxocampestanolu a to vyraznéji po 48 h. Na obrazcich
29; 30 jsou znazornény ucinky obou testovanych brassinosteroiddi na buiiky LNCaP

a DU-145 vzhledem ke kontrolnim neovlivnénym buiikdm.
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Obr. 28: Detekce apoptotickych bunék stanovena na zadkladé¢ metody TUNEL u bunck
LNCaP a DU-145 ovlivnénych Cathasteronem a 6-oxocampestanolem v ICsg

koncentraci po dobu 24 h a 48 h ve srovnani s neovlivnénymi bunikami kontroly.
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Obr. 29: Detekce apoptotickych bun¢k metodou TUNEL u bunék LNCaP ovlivnénych

Cathasteronem (20 uM) a 6-oxocampestanolem (25 uM) po dobu 48 h. Bunky
v apoptoze jsou zbarveny zelené. Bunécnd jadra obarvena pomoci DAPI sviti modre.

ZvétSeni 20x.

61
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Obr. 30: Detekce apoptotickych bunék metodou TUNEL u bun¢k DU-145 ovlivnénych

Cathasteronem (40 pM) a 6-oxocampestanolem (30 p) po dobu 48 h. Buiiky v apoptoze

jsou zbarveny zelené. Bunécna jadra obarvena pomoci DAPI sviti modie. ZvétSeni 20x.

4.2.5.2 Exprese proteinii regulujicich apoptézu

Exprese proteini regulujicich apoptézu byla sledovana pomoci Western blot
analyzy. Testované latky Cathasteron a 6-oxocampestanol byly v koncentraci ICsg
inkubovany s buitkami LNCaP a DU-145 po dobu 24 h a 48 h. Jako kontrola pro
porovnani exprese byly pouzity neovlivnéné buiiky nadorovych prostatickych linii.
Exprese proteinti Bcl-2 (29 kDa), Bcel-xL (29 kDa), Bid (22 kDa), PARP (116, 89 kDa),
cas-3 (35, 19, 17 kDa), cas-7 (35, 30, 20 kDa) a mecm-7 (80 kDa) je znazorné€na
na Obr. 31. Protein mecm-7 byl pouzit jako interni kontrola mnozstvi proteinti. U Bcl-2

proteinu doSlo po pouziti 6-oxocampestanolu k poklesu exprese po 48 h u bunck
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LNCaP, zatimco u DU-145 se snizila exprese proteinu po vlivu obou testovanych latek.
U buné&né linie LNCaP byl pozorovan pokles exprese Bcl-xL po 1é¢beé obéma
studovanymi latkami po 24 h, zatimco po 48 h jsme detekovali nartst hladiny Bel-xL
pusobenim obou latek a u bun¢k DU-145 byl sledovan pokles hladiny proteinu Bcl-xL
vlivem Cathasteronu po 48 h. U bun¢k LNCaP byla hladina proapoptotického proteinu
Bid mirn¢€ zvySena u¢inkem obou latek po 48 h, u bunék DU-145 se snizila pti ptisobeni
6-oxocampestanolu po dobu 24 h a Cathasteronu po dobu 48 h. Detekce odhalila
Stépené fragmenty cas-7 (20 kDa) u bunék LNCaP ovlivnénych obéma typy latek po
48 h pusobeni a u bun¢k DU-145 po 24 h ptisobeni. Pti sledovani exprese proteinti
PARP a cas-3 nebyla zjisténa zadnd zména po ovlivnéni studovanymi brassinosteroidy

ani u jedné z testovanych bunéénym linii.
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Obr. 31: Vliv brassinosteroidii Cathasteronu (CATH) a 6-oxocampestanolu (6-OCN)
na expresi proteinti regulujicich apoptézu u bunéénych linii LNCaP a DU-145. Bunky
byly ovliviiovany latkami v ICsy koncentraci po dobu 24 h a 48 h. Exprese proteini byla

porovnavana s kontrolnimi neovlivnénymi bunikami (K).
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5. DISKUZE

Brassinosteroidy (BRs) jsou rostlinné hormony, polyhydroxylované derivaty
sterolii, které maji mnoho dileZitych funkci v rostlindch. Byla také objevena jejich
antivirova, protinadorovd, antiangiogenni a antiproliferativni aktivita u Zivoc¢iSnych
organismu (Hoffmannova et al., 2012). Existuje celd fada latek derivovanych z rostlin
s prokdzanymi protinadorovymi vlastnostmi (Newman et al., 2004). Piiblizné¢ 25 %
1éciv objevenych za poslednich 20 let jsou rostlinného piavodu, napt. vincristin,
irinotecan, taxany ¢i camptothecin jsou rostlinné latky s protinddorovou aktivitou. BRs
by se v budoucnu mohly stat dilezitym zdrojem pro vyvoj novych protinadorovych
1€¢iv, a proto byla skupina ptirodnich BRs vybrdna pro studium jejich t€¢inku na bunky
karcinomu prostaty.

Nadory prostaty se fadi mezi hormonaln¢ zavislé epitelidlni nadory, které
vznikaji nekontrolovanym rstem a mnozenim geneticky transformovanych buné¢k
prostaty (Sampson et al, 2013). Lécba téchto nadori v prvnich fazich vyvoje
je u vétSiny pacientil relativné uspeéSna. Je zalozena na androgenni deprivaci, ktera vede
ke stabilizaci onemocnéni a zastavé ristu nadoru. Problém ovSem nastavd vznikem
na androgenech nezavislych klonti nddorovych bun¢k (Cannata et al., 2012).

V predkladané diplomové praci jsme se zamétili na pasobeni BRs, jako latek
se zékladni strukturou podobnou Zivoc¢iSnym hormontim odvozenych od cholesterolu,
na model nadorovych bunéCnych linii prostaty a pokusili se objasnit nckteré
mechanismy 0¢inkl, zejména ulohu jadernych receptori pro steroidni hormony.
Vychazeli jsme z predpokladu, Ze jaderné receptory se podileji na regulaci celé fady
déja probihajicich v bunce, od ristu, diferenciace, udrzeni homeostazy az po bunécnou
smrt. Na zaklad€ strukturdlnich motivii BRs je moZné pfedpokladat, Ze molekularni
mechanismus téchto latek by mohl byt zaloZen na interakci s receptory pro steroidni
hormony.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na sledovani U¢inku BRs
na bunécné linie LNCaP a DU-145 odvozené od karcinomu prostaty. Efekt latek byl
porovnan s u¢inkem na nenadorovou prostatickou bunéfnou linii RWPE-1. Linie
LNCaP je odvozena od metastatické 1éze lidského adenokarcinomu prostaty
a je hormonalné€ citlivd na androgen, nemd mutovany tumor supresorovy gen p53,
ale pouze nemutovanou formu p53 (wild type) a exprimuje androgenové, estrogenove

1 progesteronové receptory. Androgen necitlivd linie DU-145 ma mutovany p53
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na kodonu 274 a 223 a exprimuje jaderné receptory ER-B, PR a velmi slabé ER-a.
V této praci byl testovan vliv BRs na bunécnou viabilitu, velikost a integritu bunécnych
sfér, bunécny cyklus, expresi jadernych receptorii a apoptozu.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly testovany Ctyfi typy piirodnich
BRs — Cathasteron, 6-deoxocathasteron, Campestanol a 6-oxocampestanol a na zakladé
testu bunécné viability a proliferace jsme zjistili, Ze Cathasteron a 6-oxocampestanol
maji nejveétsi inhibicni ucinek ze vSech testovanych latek na obé nddorové linie, pti¢emz
buiiky LNCaP byly na ucinky BRs citlivéjsi nez buiiky DU-145. Ani jeden z pouzitych
BRs vyrazné nesnizoval buné¢nou viabilitu u nenadorové linie RWPE-1. Dale byla
stanovena koncentrace 1Csy u nadorovych bunék pro Cathasteron (20 uM u LNCaP,
40 uM u DU-145) a 6-oxocampestanol (25 pM u LNCaP, 30 uM u DU-145)
po inkubaci latek s buitkami po dobu 48 h. Dvé prace Obakan et al. (2014) popisuji vliv
piirozeného brassinosteroidu — epibrassinolidu (EBR) na nadorové prostatické bunky
LNCaP, DU-145 a PC-3. EBR inhiboval u vSech linii bunéCnou viabilitu v zavislosti
na koncentraci a Case. Zjistili také, Ze bunky LNCaP byly k EBR aplikaci citlivéjsi nez
ostatni bunky. Ke sledovani G¢inku EBR na indukci apoptézy vybrali koncentraci
25 uM u vSech bunéénych linii. V praci Rarova et al. (2012) testovali skupinu
21 ptirozenych BRs na lidské endotelidlni bunky HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells) a HMEC-1 (human microvascular endothelial cells). Z této skupiny
13 latek, vcetné ¢ty nami testovanych BRs, inhibovalo rist endotelidlnich bunck. Latka
6-deoxocathasteron byla velmi u¢inna, vykazovala 1Csg (24 h) 4,3 uM u bunék HUVEC
29,2 uM u bunék HMEC. Latky Cathasteron a 6-oxocampestanol také inhibovaly
viabilitu bunék, jejich ICsy se pohybovala v rozmezi 21,5-45,5 uM. Latka Campestanol
vliv na viabilitu a proliferaci endotelidlnich bunék neméla. Tyto rozdily v citlivosti
bunck na plsobeni BRs mohou souviset s rozdilnym genetickym zakladem pouzitych
bunéénych linii. Napiiklad buiiky DU-145 ptedstavuji, na rozdil od bunék LNCaP,
rychleji proliferujici linii s krat§im ,,doubling time*, proto se u bunck DU-145 mize
uplatnit zasah do bunécného cyklu za dany ¢asovy usek Castéji.

Na zaklad¢ hypotézy, ze nadorové bunky prostaty mohou byt odvozeny také
z kmenovych bun¢k, které nejsou na pfitomnosti androgenii zéavislé, a hormondlni
terapie je tedy neovliviiuje (Taylor et al., 2010), jsme kromé u¢inku BRs na viabilitu
a proliferaci bun¢k sledovali také vliv vybranych latek na integritu a rist bunécnych
sfér, které jsou obohaceny o tzv. nadorové kmenové bunky (cancer stem-like cells).

Pritkaz schopnosti bun¢k tvofit bunééné stéry ovéiuje intenzitu sebeobnovy nadorovych
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kmenovych bunék, kdy v podminkéach zabranujici adherenci vznikaji kulovité ,.kolonie*
plovouci v médiu s obsahem definovanych rastovych faktord. Vzniklé sféry Ize
izolovat, enzymaticky rozvolnit na jednotlivé bunky, znovu prevést do podminek
umoziujicich tvorbu sfér a cely proces opakovat, ¢imz se prokazuje také schopnost
klonogenity testovanych bun€k. NaSe vysledky ukazuji, ze vliv Cathasteronu
na integritu bunéénych sfér byl viditelny pouze u linie LNCaP, kdy pii zvySujici
se koncentraci latky a ¢ase pusobeni doSlo k postupnému zmenSovani a rozpadu sfér
oproti kontrolnim neovlivnénym bunkdm. Sféry linie DU-145 byly vic¢i latkam
odolnéjsi a svlij tvar a velikost ani po ovlivnéni nejvyssi koncentraci latky po celou
dobu experimentu (12 dnlt) téméf nezménily. Vysledky naznacuji, Ze tzv. nddorové
kmenové bunky obsaZené v bunécnych sférach mohou byt pficinou rozdilné citlivosti
bunék na aplikaci latek. Podobny experiment popisuje prace Pollock et al. (2012)
zabyvajici se studiem ucinku fytohormonti strigolaktont na bunécné stéry linie MCF-7
odvozené od karcinomu prsu. Testovali u€inky péti strigolaktont (EGS, EG 9c, ST357,
ST362, MEBS55) na sféry MCF-7, které zcela blokovaly tvorbu sfér v koncentraci 5 ppm
a vySe. Tyto vysledky naznacuji, ze tyto strigolaktony jsou slibnymi inhibitory ristu
bunék vtzv. mammosférach v porovnani s jejich u¢inkem na bunky rostouci
v monovrstvé (Pollock et al., 2012). Tuto problematiku nadorovych kmenovych bunék
z hlediska studia vzniku, progrese a 1é¢by nddorového onemocnéni prostaty by bylo
zajimavé v budoucnu rozsifit vice.

Utinky BRs byly také studovany na modulaci bunééného cyklu. Bunény cyklus
predstavuje slozity a dikladné regulovany bunéény déj, ale v nadorovych buiikach
dochazi k jeho naruSeni at’ uz s ohledem na jeho rychlost ¢i poruchy kontrolnich bodu.
Pomoci pratokové cytometrie bylo zjisténo, ze BRs nemély u bunék LNCaP vyrazny
vliv na bunéény cyklus, zatimco u bunék DU-145 jsme detekovali i¢inkem obou typl
latek vyrazny blok v GO/G1 fazi. Zmény distribuce bunék v rdmci bunécného cyklu
byly popsany v literatutfe. Zablokovani cyklu v GO/G1 fazi bylo zji§téno u bunck mysi
hybridomové¢ linie ME-750 ovlivnénych 24-epiBL (Fran¢k et al., 2003). Blokada bun¢k
v G1 fazi bunééného cyklu byla popséna u bun¢k odvozenych od karcinomu prsu
MCF-7 a MDA-MB-468, také ubunék LNCaP po ovlivnéni pfirodnimi BRs —
28-homoCS a 24-epiBL (Steigerova et al., 2010, 2012). V praci Obakan et al. (2014a)
vyrazné zmény zastoupeni bunék v ramci bunééného cyklu po ovlivnéni bunck LNCaP
a DU-145 epibrassinolidem nezaznamenali, pouze slaby pokles zastoupeni bunék v G1
fazi. Podobné& 1 v praci Réarova et al. (2012) nebyly zjistény zmény profilu bunécného
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cyklu u bunék HMEC-1 ovlivnénych BRs — 28-homoCS a 24-epiBL. OvSem uc¢inkem
syntetického derivatu BRs — cholestanonu se pocet bun¢k v S-fazi zvysil za soucasné¢ho
poklesu bunék ve zbyvajicich fazich bunécného cyklu.

Zmény pribéhu bunééného cyklu byly provazeny také zménami exprese
klicovych proteinli regulujicich bunéény cyklus. Western blot analyza odhalila, Ze obé
testované latky Cathasteron a 6-oxocampestanol zvySily u bunék LNCaP expresi
nadorového supresoru p53, expresi inhibitoru cyklin-dependentnich kinaz p21 a expresi
nadorového supresoru Rb a jeho fosforylované formy pRb. Soucasné byl detekovan
mirny pokles hladin cyklinii A a B1, které souvisi se vstupem buiiky do S fize a mitozy,
zatimco hladiny cyklini D1 a E, podporujici pfechod z G1 do S faze, nebyly u¢inkem
latek ovlivnény.

U bun¢k DU-145 byla po ovlivnéni testovanymi BRs zjiSt€na zvySena exprese
p53 1 p21 v obou ¢asovych intervalech. Hladina fosforylované i1 nefosforylované formy
Rb byla snizena ufinkem Cathasteronu po 24 i 48 h. Soucasné¢ byl detekovan slaby
pokles exprese cyklini D1 a E, ktery koreloval se zastavou bunééného cyklu v G1 fazi
u této bunécné linie. Mirné sniZeni exprese bylo zjiSténo 1 u cyklinu A a BI.

Podobn¢ ucinky piirodnich BRs (28-homoCS; 24-epiBL) na modulaci
bunééného cyklu u bun¢k LNCaP a DU-145 byly testovany ve studii Steigerova et al.
(2012). Existuje také celd tada praci zabyvajicich se studiem ucinku ptirodnich
isoflavonoidii na nadory prostaty — jako genisteinu ¢i daidzeinu, které se fadi mezi
fytoestrogeny (Agarwal, 2000; Hedlund et al, 2003; Wang et al., 2009; Seo et al,
2011). U bunék LNCaP a PC-3 byla zjiSténa genisteinem zprostfedkovana blokace
bunééného cyklu doprovazena zvySenou expresi p53 a p21, poklesem hladiny cyklinu
B1, zatimco u bun¢k DU-145 byla popséna indukce p21 a p27, sniZzeni hladiny cyklint
D1 a E (Zhao et al., 2009; Seo et al., 2011). Na zakladé genové expresni analyzy bylo
zjisténo, Ze genistein a daidzein u bunéénych linii karcinomu prostaty ovlivituji celou
fadu klicovych gentl regulujicich bunéény cyklus (Rabiau ef al., 2010).

V souvislosti se strukturou testovanych latek BRs podobnou Zzivoc¢iSnym
hormontim odvozenych od cholesterolu byl v této praci sledovan vliv BRs na expresi
a lokalizaci jadernych receptorit pro steroidni hormony AR, ER-o0, ER-B a PR
u prostatickych nadorovych bunéénych linii. U androgen citlivé linie LNCaP jsme
pomoci imunofluorescencniho barveni zjistili, Ze ucinkem Cathasteronu doSlo
k nahromadéni receptori AR a ER-B do cytoplazmy na povrch jaderné membrany

a k presunu PR do cytoplazmy buiiky. Cytoplazmaticka lokalizace receptort miize byt
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pravdépodobné zplsobena jejich transportem z jadra do cytoplazmy buiiky. Tento
transport receptoru do cytoplazmy je vyuzivan pfi inhibici transkripéni aktivity. Je tedy
mozné, ze Cathasteron ovlivnil aktivaci receptorli, nasledné¢ doSlo k inhibici jejich
aktivace a presunu receptori z jaddra do cytoplazmy. Po pfesunu proteinu
pravdépodobné jesté neprobéhla degradace proteinu, proto je patrna po aplikaci latky
cytoplazmaticka lokalizace receptoru. Soucasné Western blot analyza odhalila zvySenou
expresi AR po ovlivnéni bunck. Vlivem Cathasteronu doSlo k vyrazné zvySené expresi
ER-a v jadie bungk, ktera byla detekovana i pomoci Western blot analyzy. Latka 6-oxo-
campestanol vedla u bunék LNCaP ke zvySen¢ expresi a translokaci AR do cytoplazmy
za soucasné detekce 1 pomoci Western blot analyzy. U ostatnich receptorti nebyly
imunofluorescencni detekci ani Western blot analyzou zjiStény vyraznéjs$i zmény
v jejich expresi €i lokalizaci vzhledem ke kontrolnim buiikdm. U androgen necitlivych
bunék DU-145 imunofluorescencni barveni ukazalo po ovlivnéni Cathasteronem
zvySenou expresi ER-f u jaderné membrany a jadernou expresi PR. Tyto zmény
se nepromitly na expresi receptorit u Western blot analyzy. Bunky DU-145 exprimuji
ER-a jen velmi slabé na hranici detekovatelnosti, po ovlivnéni Cathasteronem nebyla
zjiSténa zadna zména. Western blot analyza odhalila mirné zvySeni exprese ER-a
po 24 h plisobeni, zatimco po 48 h plsobeni vedla k poklesu jeho exprese. 6-oxo-
campestanol vyvolal zvySenou jadernou expresi ER-a, translokaci a nahromadéni ER-f3
do jader bunck a difuzni jadernou lokalizaci PR. Vysledky doplnéné Western blot
analyzou neukazaly zddné zmény v porovnani s neovlivnénymi bunikami. Detekce PR
pomoci Western blot analyzy bohuzel nebyla ptili§ GspéSna ani po provedeni n€kolika
opakovani.

O mechanismu uc¢inku BRs na molekularni Grovni je zatim v soucasné dob¢
znamo jen velmi mélo. Také by bylo praci vhodné doplnit o zjiSténi, zda jsou testované
BRs schopné antagonistického ¢i agonistického plsobeni na jaderné receptory
s vyuzitim napf. reporterovych bunéénych linii. V praci Rarova et al. (2012) zjistili, ze
BRs — 28homoCS a 24-epiBL a synteticky derivat BRs — cholestanon maji schopnost
modulovat hladiny ER-a a PR ubunék HUVEC. Na rozdil od pfirodnich BRs
se cholestanon na zdklad¢ reporterové assay choval jako silny agonista ER-a
se schopnosti vdzat se na steroidni receptory ER-a a ER-f.

Uvadi se, Ze inhibice bunéfné¢ho rlistu miZe mit souvislost se zvySenou
apoptozou bun€k. Proto byl v této praci také studovan vliv BRs na indukci apoptdzy

u nadorovych bunék prostaty. Pomoci metody TUNEL bylo zjisténo, ze obé latky
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zvySovaly pocet apoptotickych bunék u nadorovych linii oproti kontrolnim bunkam.
VéEtsi vliv na indukci apoptozy u obou linii vykazoval Cathasteron. Na zakladé Western
blot analyzy byl pozorovan vliv testovanych latek na expresi proteinii ucastnicich
se procesu apoptozy. U bunék LNCaP byl zjistén pokles antiapoptotickych proteini
Bcl-2 vlivem 6-oxocampestanolu po 48 h a Bel-xL po 24 h aplikaci Cathasteronu 1
6-oxocampestanolu. Zatimco po 48 h jsme detekovali nartist hladiny Bel-xL pisobenim
obou latek. Hladina proapoptotického proteinu Bid byla mirné zvySena uc¢inkem obou.
Detekce odhalila Stépené fragmenty cas-7 u bunék LNCaP ovlivnénych obéma typy
BRs. Zadné zmény nebyly nalezeny pii sledovéani §tépeni cas-3 a PARP. U bunék DU-
145 doslo k poklesu exprese Bcl-2 vlivem obou latek, sniZzeni exprese Bcl-xL
po ovlivnéni Cathasteronem a poklesu hladiny Bid pfi plisobeni 6-oxocampestanolu
(24 h) a Cathasteronu (48 h). Detekce také odhalila Sté€peni cas-7 po ovlivnéni bunck
obéma typy BRs. Vysledky by bylo vhodné jesté doplnit o dalSi detekce apoptdzy
bunék, aby bylo ziejmé, jakou signalni drdhou je bunécna smrt po ovlivnéni BRs
indukovana a zda je zapojena mitochondridlni cesta aktivace kaspaz. Ve studii
Steigerova et al. (2012) zjistili vysoky nartst podilu apoptotickych TUNEL-pozitivnich
bunék ovlivnénych 28-homoCS a 24-epiBL u bunc¢k LNCaP, zatimco u bunék DU-145
ob¢ latky zvySily pocet apoptotickych bunc€k jen mirné. Western blot analyza odhalila
zmény exprese proteinil Bcl-2 rodiny u obou bunéénych linii. Ve studii Obakan et al.
(2014a) sledovali u bunék LNCaP a DU-145 ucinek EBR (25 uM, 24 h) na indukci
apoptozy ve spojitosti s katabolismem polyamint, které hraji dalezitou ulohu béhem
diferenciace bun&k prostaty. Také zjistili pokles exprese antiapoptotickych proteint
Mcl-1 a Bcel-xL a proapoptotickych proteintt Bax, Bid a Puma, detekovali §tépeni cas-3
a PARP ubunék LNCaP ovlivnénych EBR, zatimco u bunék DU-145 po ovlivnéni
vyrazné zmény exprese apoptotickych proteini Bcl-2 rodiny nenasli, detekovali pouze
Stépeni cas-7. Rozdilnou modulaci anti- a proapoptotickych proteini si vysvétluji
riznou citlivosti a apoptotickou odpovédi bunék na G€¢inek EBR, ktery pravdépodobné
indukuje apoptozu aktivaci riznych kaspdz v zdvislosti na bunécné linii. Podobné
ucinky ptirodniho isoflavonoidu — genisteinu, ktery se fadi mezi antagonisty jadernych
receptor, byly prokdzany u nadorovych buné¢k prostaty LNCaP, DU-145 a PC-3
(Kumi-Diaka et al., 2000; Kumar ef al., 2011). Zda se, ze efekt genisteinu na indukci
apoptozy je zavisly na jeho koncentraci a mize rozdiln€¢ ovlivnit bunééné linie nadoru

prostaty v zavislosti na jejich AR statutu (Mahmoud et al., 2014).
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6. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo studovat a charakterizovat ucinek ptirodnich
brassinosteroidii na buiiky karcinomu prostaty, zejména na jejich viabilitu, integritu
sfér, bunécny cyklus, expresi jadernych receptori a apoptéozu. Bunécénou viabilitu
nadorovych bun€k nejucinnéji inhibovaly dva BRs Cathasteron a 6-oxocampestanol.
Testovana latka Cathasteron se jevila jako nejucinnéjsi ze vSech a jeji inhibi¢ni vliv byl
pozorovan také na integritu bunéénych sfér, u kterych doslo k postupnému rozpadu.
Bylo zjisténo, ze oba BRs po stanoveni ICsyp nemély u bunék LNCaP vyrazny vliv
na bunécny cyklus, zatimco u buné¢k DU-145 byl pozorovan vyrazny blok v GO/G1 fazi
vlivem latek, které také ucinn€ zvySovaly procento apoptotickych bunck u obou linii.
Vliv BRs na jaderné receptory pro steroidni hormony AR, ER-a, ER- a PR se projevil
zménou jejich exprese a lokalizace, jejichz uloha bude predmétem dalSiho vyzkumu.
Studium brassinosteroidii prokazalo jejich jednozna¢ny vliv na nadorové buiky
karcinomu prostaty a bylo by tedy mozné jejich potencialni vyuziti ve vyzkumu
protinadorovych 1é¢iv a 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Lécba pokrocilych nddori prostaty je obtizna a malo G¢inna a z tohoto divodu
jsou studovany nové mechanismy bunécné signalizace v nddorovych bunikédch prostaty
a hledany nové 1éCebné postupy a latky, které by mohly vést ke zvySeni G¢innosti této
1écby. Zda se, ze BRs, popf. jejich analoga, ptfedstavuji vhodny néstroj ke studiu
vzajemnych vztahi mezi faktory zapojenymi v signdlnich drahach proliferace, pteziti
a smrti bunék. Dalsi studie zaméfené na mechanismus u¢inku téchto latek u nadorovych
bunék prostaty ve spojitosti s modulaci jadernymi receptory by mohly piispét
k objasnéni genetickych a proteomickych zmén ak upfesnéni regula¢nich drah
zahrnutych do procesu bunééného déleni a programované bunééné smrti u téchto

nadorq.
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7.  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor-1

AR androgen receptor

Bax Bcl-2 associated protein X

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BESI BRI1 (Brassinosteroid-insensitive 1) — EMS (Ethylmethane Sulphonate)
— supressor 1

Bid BH3 interacting-domain death agonist

Bik Bcl-2-interacting killer

BIN2 Brassinosteroid-insensitive 2

BPE bovine pituitary extract

BRs brassinosteroids

BSA bovine serum albumine

BSU1 BRI (Brassinosteroid-insensitive 1) suppressor 1

BZR1 Brassinazole-resistant 1

CDK cyclin-dependent kinase

CDKNIB cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DIABLO Direct IAP (inhibitor of apoptosis protein) binding protein with low pl

DISC Death-inducing signalling complex

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO dimethylsulfoxide

dNTPs deoxyribonucleotide triphosphates

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ER estrogen receptor

EZH2 Enhancer zeste homolog 2

FADD Fas-associated protein with death domain

FasL Fatty acid synthetase ligand

FasR Fatty acid synthetase receptor

FBS fetal bovine serum

GSK3 Glycogen synthase kinase 3

71



GSTP1
hTERT
IL-6
LSB
Mcl-1
Mdm?2
mTOR
MTT
N-CoR
PARP
PBS
PCR
PIA
PIN

PR

PSA
PSMA
RAS

Rb
SDF-1
SDS
SFM
Smac
TBE
tBid
TBS
TEMED
TMPRSS2
TNF
TNFR
TRADD
TRIS
TUNEL

Glutathione S-transferase 1

human telomerase reverse transcriptase
Interleukin 6

Laemmli sample buffer

Myeloid cell leukemia 1

Mouse double minute 2 homolog
mammalian Target of Rapamycin
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
nuclear receptor co-repressor 1

poly ADP ribose polymerase
phosphate buffered saline

polymerase chain reaction
Proliferative inflammatory atrophy
Prostatic intraepithelial neoplasia
progesterone receptor

Prostate specific antigen
Prostate-specific membrane antigen
Rat sarcoma

Retinoblastoma

Stromal cell-derived factor 1
sodiumdodecylsulphate

serum-free medium

second mitochondria-derived activator of caspase
tris/borate/EDTA

truncated Bid

tris-bufferedsaline

N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamine
Transmembrane protease, serine 2
Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor

TNFR associated death domain

tris(hydroxymethyl)aminomethane

Terminal deoxy - nucleotide transferase (TdT) - mediated deoxyuridine

triphosphate (dUTP) nick end labeling
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