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Predkladana disertani prace se zabyva riznymi moznostmi ovlivnéni cytotoxicity
xenobiotik, mezi které patii i protinadorova léCiva. Jejich aplikace v 1écebné terapii
vyvolava selekéni tlak na nadorové buiky, ktery mize koncit vznikem rezistence. Proto
je dulezité zkoumat moznosti, které¢ dovoli tuto rezistenci prekonat. Mechanizmii vzniku
rezistence existuje mnoho, jednim z nich je aberantni exprese proteint rodiny Bcl-2, které
maji ustfedni roli v udrzovani homeostdzy mezi apoptéozou a piezivanim. Jiny

mechanizmus souvisi s funkci ABC transportéra.

Prvni studovanou moznosti byla transfekce bun¢k Hela prekurzory rodiny miR-29,
kdy nase studie odhalila vyznamné navySeni cytotoxicity etoposidu v dusledku transfekce
mMiR-29b. Nasledné jsme se zamé&fili na mechanizmus, pro ktery je miR-29b v nasi studii
unikatni. Vysledky experimentii ukazaly dilezitost regulace proteinu Mcl-1, ktery je
validovanym cilem rodiny miR-29. miR-29b, na rozdil od ostatnich ¢lent, vyvolala nejen
pokles tzv. dlouhé formy Mcl-1L, ale i zménu poméru dlouhé a kratké formy, coz ukazuje
na zesileni proapoptotické signalizace. Nakonec jsme prokazali spojitost jaderné

lokalizace miR-29b s navySenim cytotoxicity etoposidu.

Druhym zkoumanym pfistupem bylo farmakologické navySeni Uc¢inku etoposidu
Vv bunécné linii Hep G2. V ramci tohoto projektu jsme prokazali synergicky ucinek
koinkubace mifepristonu a etoposidu zavisly na davce. Dalsim cilem bylo nalezeni
mechanizmu U¢inku mifepristonu. Hlavnim dGvodem synergie je mifepristonem
zpusobené navyseni intracelularni koncentrace etoposidu diky nespecifické inhibici ABC
transportérti. Pozorovany trend v navySeni exprese proteinu Bax pravdépodobné

napomaha vstupu bun¢k Hep G2 do apoptdzy.

Soucasny vyzkum odhaluje schopnost ptirodnich latek hojné zastoupenych v potravé
regulovat expresi vyznamnych miRNA spojovanych s onkogenezi. V nasem ptipadé jsme
se zaméfili na ovlivnéni expresnich profili bunécné linie Hep G2 a primarnich kultur
lidskych hepatocytti jako modeld jaterni tkané pomoci kvercetinu a taxifolinu. Zjistili
jsme, ze fyziologicky dosazitelna koncentrace vybranych polyfenoli moduluje expresni
profil miRNA u obou pouzitych modelt. Jednim z vyslednych ucinka taxifolinu je
navyseni exprese proteinu ZEB2, ktery je zapojen v epitelidlné-mezenchymalni tranzici.
Nicméné exprese vimentinu byla oproti ocekdvani snizena, coz naznacuje existenci

dalsiho vlivu taxifolinu. Pfedbézné vysledky naznacuji mozné zapojeni taxifolinu do
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regulace B-cateninu, které by vysvétlovalo na prvni pohled nesouroda data mezi expresi

proteinu ZEB2 a vimentinu.

Vysledky disertaéni prace ukazuji potencialni sméry v modulaci cytotoxicity
xenobiotik s cilem zlepseni odezvy modelovych nadorovych bunécnych linii na terapii.

Klic¢ové slova: mikroRNA, miR-29, etoposid, mifepriston, polyfenoly, Mcl-1, Bax, ZEB2
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The dissertation thesis is focused on possibilities of enhancing cytotoxicity of
xenobiotics, including anticancer drugs. Their application during therapies applies
selection pressure on tumor cells, which may result in development of resistance.
Therefore, it is important to explore the possibilities that will allow the resistance to be
overcomed. There are many mechanisms of resistance, one of which is the aberrant
expression of Bcl-2 family proteins that play a central role in maintaining homeostasis
between cell apoptosis and survival. Another mechanism is related to the function of

ABC transporters.

The first study focused on transfection of HelLa cells with the miR-29 family
precursors. The study revealed an increase in etoposide cytotoxicity only during miR-29b
transfection. Subsequently, we focused on the mechanism for which miR-29b is unique in
our study. Our results demonstrate the importance of regulation of the Mcl-1 protein,
which is recognized as a validated target for miR-29 family. miR-29b, in contrast to other
members, induced a decrease of Mcl-1L expression as well as a change in Mcl-1L/Mcl-
1S ratio, which means an increase in proapoptotic signalling. Finally, we have shown the
association of nuclear localisation of miR-29b with the increased cytotoxicity of

etoposide.

The second investigated approach was a pharmacological enhancement of the effect of
etoposide in Hep G2 cells. In this project, we have demonstrated a synergistic and dose
dependent effect of co-incubation of mifepristone and etoposide. Another aim was to find
the mechanism of action of mifepristone. The synergy is caused by increase in the
intracellular concentration of etoposide due to non-specific inhibition of ABC transporters
by mifepristone. The observed trend in Bax protein expression is likely to facilitate entry

of Hep G2 cells into apoptosis.

Recent research reveals the ability of natural compounds abundant in the diet to
regulate expression of significant tumor-related miRNAs. We focused on modulation of
expression profiles induced by quercetin and taxifolin in Hep G2 cell line and primary
cultures of human hepatocytes as models of liver tissue. We have found that the
physiological concentration of both selected polyphenols modulates miRNA expression
profiles in both models. We discovered that in Hep G2 cell line taxifolin increased ZEB2

protein, which is involved in epithelial-mesenchymal transition. Surprisingly, vimentin
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expression was reduced, indicating existence of further regulation by taxifolin.
Preliminary results suggest possible involvement of taxifolin in -catenin regulation, that

can explain disparate results of ZEB2 and vimentin expression.

The results of the dissertation thesis show potential directions in the modulation of
xenobiotics cytotoxicity with the aim of improving the response of model tumor cell lines

to therapy.

Key words: microRNA, miR-29, etoposide, mifepristone, polyphenols, Mcl-1, Bax, ZEB2
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ABC
AGO2
Al
AMK
AML
AR
ARE

ATP
ATRA
Bad
BAG
Bak

Bax
Bcl-2
Bcl-xL
Bel-w
BH
Bid

Bim

Bik
Bok
BRCA1l
BRCAZ2
BSA

ATP binding cassette
argonaut 2
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akutni myeloidni leukémie
androgenni receptor
adenylate-uridylate -rich
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adenosintrifosfat

kyselina all-trans-retinova
Bcl-2 antagonist of cell death
Bcl-2 associated athanogene
Bcl-2 homologous antagonist
killer

Bcl-2 associated X protein
B-cell lymphoma 2

B-cell lymphoma-extra large
Bcl-2 like protein 2

Bcl-2 homology

BH3 interacting domain
death agonist

Bcl-2 interacting mediator of
cell death

Bcl-2 interacting Killer

Bcl-2 related ovarian killer
Breast cancer 1

Breast cancer 2

hovézi sérovy albumin

(bovine serum albumin)

Calcein AM calcein acetoxymethyl ester
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protein a

CKIl kaseinkinaza 1
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ethylendiamintetraoctova
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EGFR receptor epidermalniho
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EGTA kyselina ethylenglykol-di-(2-
aminoethylether)-tetraoctova

EMT epitelidlné-mezenchymalni
tranzice

ERa estrogenovy receptor o

EZH2 Enhancer of zeste homolog 2

FBS fetalni bovinni sérum

FDA Utad pro kontrolu potravin
a léciv

FXR1 Fragile X mental retardation
syndrome-related protein 1

GABARAPL1 Gamma-aminobutyric
acid receptor-associated
protein like 1

GAE-1!  ekvivalenty kyseliny gallové
na litr

GATA3 GATA Binding Protein 3

GR glukokortikoidni receptor
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shock protein 70)
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Interleukin-1 receptor-
associated kinase 1
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(long non-coding RNA)
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1 UVOD

V pribéhu zivota jsou bunky v nasich télech ovliviiovany nejen endogennimi stimuly,
ale i1 nejriznéjsimi xenobiotiky z potravy, zivotniho prostfedi nebo ve formé 1éCiv. Za
xenobiotika jsou obecné povazovany latky, které si télo nedokaze vyrobit a nemaji v ném
zadnou fyziologickou funkci. Z pohledu plivodu se tyto latky dé€li na ptirodni nebo
syntetické. Pokud se xenobiotika dostanou do lidského organizmu, mohou vyvolat
spoustu pozitivnich, ale i negativnich G¢inkti. Do skupiny latek s pozitivnim G¢inkem
patii hlavné 1éCiva, ale i pfirodni latky, které bud’to pomahaji fesit jiz nastalé problémy
nebo dokazou ve formé profylaxe problémim pifedchazet. Mezi latky s negativnim
ucinkem, které nemaji zadné pozitivni vyuziti, patii naptiklad polychlorované bifenyly,

dioxiny nebo jiné organické derivaty.

Zajimavym piikladem xenobiotika ze skupiny 1é¢iv je etoposid. Jedna se o relativné
staré 1éGivo, Gasto vyuzivané pro 1é¢bu raznych nadorovych onemocnéni. Uéinky
etoposidu je mozné ovlivitovat dal§imi xenobiotiky, coz je diivod, pro¢ se ¢asto pouziva
v kombinaci s dals§imi protinadorovymi 1é¢ivy. Neméné zajimavou moznost tvoii
kombinace etoposidu se zdsahem na Grovni regulace exprese. Zde muzeme zkoumat
dopad riznych ptistupt, od posttranskripéni modulace pomoci miRNA pocinaje, po
bunéénou signalizaci konce. V neposledni fadé se nesmi zapominat na vliv piirodnich

latek, obzvlasté hojné zastoupenych v dieté ¢loveka.

MikroRNA (miRNA) hraji v lidském organizmu dulezitou ulohu, protoze zcela
zasadné ovliviiyji klicove bunééné déje a také reakce bunky na rtizné stimuly pochézejici
z vn¢jsiho 1 vnitiniho prostfedi. miRNA se podili vyznamnym zplsobem na regulaci
vyvoje jednotlivych organizmi. Piikladem mutze byt prvni objevena miRNA lin-4, ktera
fidi pruchod mezi jednotlivymi stadii larvalniho vyvoje hlista Caenorhabditis elegans [1].
Pokud dojde k deregulaci této miRNA, dochazi k naruseni larvalniho vyvoje. miRNA
jsou velmi precizni nastroj pro regulaci expresniho profilu bunék za pomoci cilené¢ho
vypinani a zapinani genli. Vysledkem je spravny vyvoj a diferenciace buné€k jednotlivych
tkani. Kromé& fyziologickych procesii je miRNA zapojena i do vyvolani raznych
patologickych stavu jako jsou kardiovaskularni choroby nebo nadorova onemocnéni [2,3].
Tyto poznatky vedly k novému vyuziti jednotlivych molekul miRNA jako prognostickych
a prediktivnich markerd. Dalsi moznou roli miRNA je jeji vyuziti jako terapeutického cile

pravé v nadorovych onemocnénich. Vybrané molekuly miRNA nesou pftislib mozného
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obchazeni rezistence nadort [4,5], ktera vznika béhem lécby diky selekénimu tlaku
protinadorové terapie. Soucasny vyzkum v oblasti miRNA se vénuje mnoha latkam hojné
zastoupenym V diet¢ a poukazuje na jejich schopnost upravovat expresi miRNA.

Publikovana data naznac¢uji potencialni dopad na terapii onkologickych pacientt [6].

Nedilnou soucasti potravy jsou polyfenoly, které piedstavuji velkou skupinu
pfirodnich latek tvofenych rostlinami a oznacovanych jako jejich sekundarni metabolity.
Clovek je schopen zkonzumovat i vice neZ jeden gram smési latek fadicich se do této
skupiny [7,8]. Jednou z dilezitych komponent je i kvercetin, ktery je obsazen v mnoha
druzich ovoce a zeleniny, ale i v ¢aji nebo viné. V literatufe je diky této skute¢nosti
oznacovan jako vSudyptitomny. Pii tak vyznamném piijmu v potravé je dilezité zkoumat
pozitivni i negativni vliv téchto latek na organizmus. miRNA jsou jednim z kandidatt
cilového pisobeni v bunice, kde polyfenoly, a obzvlasté kvercetin, mtizou zasahovat.
Proto mohou ovliviiovat celou fadu proteini véetné souvisejicich signalnich drah.

Vysledkem je potencial pro modulaci cytotoxicity xenobiotik.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Etoposid

Etoposid, znamy pod generickym nazvem VP-16-213, je polosynteticky derivat
podofylotoxinu, ktery je obsazen napiiklad v noholistu $titnatém (Podophyllum peltatum
L.), ale i v dalSich rostlinach [9]. V soucasnosti je etoposid vyrabén plné synteticky, jeho
chemickéd struktura je uvedena na obrazku 1. Prvni pisemné zaznamenané pouziti
podofylotoxinti v 1ékatstvi se datuje do obdobi stiedovéku kolem roku 900 az 950. Ve
zminéné dobé se k 1é¢bé nadorG vyuzivaly kotfeny kerbliku lesniho (Anthriscus
sylvestris) [10]. Z pohledu soucasné mediciny ziskava etoposid na vyznamu kolem roku
1973, kdy vstoupil do klinickych zkouSek spolu se svym derivatem tenoposidem [11].
Dalsim dilezitym milnikem v jeho historii je rok 1983, kdy byl schvalen americkou
agenturou FDA (Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv) [12] a uvolnén na trh s 16¢ivy v USA.
Etoposid je vyuZzivan v 1é€bé Hodgkinova lymfomu, Non-Hodgkinova lymfomu, krevnich
malignit jako je akutni nebo chronickd myeloidni leukemie, ale i malobunééného
a nemalobunécného karcinomu plic [12-14]. Etoposid se pouziva jako monoterapie, Casto

vsak v kombinaci s jinymi lé¢ivy pro vytvoreni synergického efektu [15].

OH

Obrazek 1: Chemicka struktura etoposidu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.

Hlavnim mechanizmem tuc¢inku etoposidu je inhibice topoizomerazy II, coz je efekt
pozorovatelny na urovni jednotlivych bun€k. Topoizomerdzy jsou rodina enzymda, ktera

kompenzuje topologické zmény v DNA. Tyto zmény jsou do DNA vnéSeny rGznymi
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helikazami obzvlasté béhem replikace, ale do jisté miry dochazi k topologickym zménam
I napt. pfi transkripci, kdy je nutné rozplést DNA. Pro tento ucel se vyuziva obecny
transkripéni faktor TFIIH, ktery ma helikdzovou aktivitu [16]. Rozvolnéni DNA
helikazami probiha za hydrolyzy ATP, kdy helikazy aplikuji mechanickou praci pouze na
jedno vldkno. Vysledkem je utahujici se struktura DNA Sroubovice pted helikdzou.
Ptilisné utazeni ma za nasledek kompletni zablokovani jakychkoliv procesti vyzadujicich
rozplétani DNA, napt. replikace nebo transkripce. Topoizomerazy, které¢ kompenzuji
zmény vyvolané helikdzami, se rozdéluji na dvé skupiny. Topoizomerazy I, které vytvaii
pouze jednovldknové zlomy a nadSroubovicové vinuti se kompenzuje protocenim
nestépeného vldkna kolem vldkna intaktniho. Topoizomerdzy II naopak vytvareji
dvouvldknové zlomy na DNA, pies které se provléka intaktni dvousroubovice DNA.
Etoposid naseda na topoizomerazu ve chvili, kdy dojde ke vzniku komplexu enzymu
SDNA a jejimu rozstépeni, tim zablokuje opétovné spojeni vlaken ,,opravované*
molekuly DNA. Po uvolnéni zablokovaného enzymu dojde v zéavislosti na davce
k vytvofeni mnozstvi jednovlaknovych a dvouvldknovych zlomi v DNA [12,17] (viz.
obrazek 2), coz vyvold velky chaos v jadie a obvykle kon¢i ptrechodem builky do

apoptozy.

Jednim z vedlejSich u¢inkl, ktery mlZe b&hem lécby etoposidem nastat, je vznik
mutaci ve zdravych bunkdch a =zvySend pravdépodobnost vytvofeni novych
transformovanych bungk, které jsou zékladem pro nové nadory [18]. Ptikladem muze byt
vznik sekundarni akutni myeloidni leukemie (AML), velmi Casto diky zménam v oblasti
kolem genu MLL (11923, histon methyltransferaza) [19,20]. Vyss§i riziko vzniku
sekundarni AML je spojovano i s nevhodnym terapeutickym rezimem [21]. DalSim
efektem souvisejicim s inhibici topoizomerdzy II je zablokovani replikace DNA.
Vysledek pusobeni etoposidu se projevi na bunétném cyklu tak, ze dochazi k jeho
zastaveni v S fazi [22]. Vysledky ruznych studii naznacuji, Ze etoposid preferuje

izoformu o topoizomerazy II [23].
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Obrazek 2: Vliv etoposidu na poSkozeni DNA. Poskozeni DNA vyvolané etoposidem
V pouzitém experimentalnim modelu (HeLa buiiky) ve srovnani s neosetfenou kontrolou (aplikovano pouze
DMSO). Vyhodnoceni bylo provedeno metodou kometové analyzy po 24 hodinové inkubaci s testovanym
lé¢ivem. Modul A reprezentuje neoSetfenou kontrolu. Modul B reprezentuje vzorek oSetieny etoposidem
v koncentraci 60 umol-IX. DNA byla oznadena sondou Sybr Green nafedénou v poméru 1:10 000 TE
pufrem. Fotky byly potizeny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Zeiss AxiovertC a ovladaciho software
AxioVision Rel. 4.8. Pouzita kamera AxioCam ICml je Cernobila, proto byly fotky dobarveny pomoci
programu ImageJ.

2.1.1 Zakladni metabolizmus etoposidu

Etoposid se velmi ochotné vaze na plazmatické bilkoviny, proto se v Krvi nachazi
pouze 6-8 % volné formy [24]. Metabolizmus etoposidu probiha v jatrech, kde se
zapojuji izoformy cytochromi P450 (CYP) 3A4 a 3A5. Ty se podili na vytvofeni
katecholu ve struktufe etoposidu, ktery je dale pfeménén na chinon diky aktivité
myeloperoxidazy. Vznikly metabolit je nasledné konjugovan s glutathionem za katalyzy
glutathion-S-transferazy pi a theta [20,25]. Metabolity etoposidu dale podléhaji
glukuronidaci pomoci UDP-glukuronyltransferazy 1A1. Na eliminaci etoposidu se
podileji 1 ABC transportéry, které brani intracelularni akumulaci 1é¢iva a patii sem
predev$im pienaSe¢e ABCB1, ABCC1 nebo ABCC3 [25]. Metabolizmus etoposidu
shrnuje obrazek 3. Etoposid a jeho metabolity jsou vylu¢ovany moci a zluci. Z celkové

vyloucené davky je tfetina az polovina tvofena nezménénou formou [10].
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Dexametazon

\ S z

Konjug
s glutathion:

Etoposid
glukuroni

ToP28
oxidativni poskozeni

] Dvouvliknové zlomy
apoptéza v DNA (nap¥. MLL)

—

Obrazek 3: Zakladni metabolizmus etoposidu. Obrizek popisuje zakladni moznosti
metabolizace etoposidu. Obrazek pfevzat z Yang a kol. [25]. Zkratky: VDR — Vitamin D Receptor, NR1I2
— pregnane X receptor, GSTP — glutathion-S-transferaza pi, GSTT — glutathion-S-transferaza theta, MPO —
myeloperoxidaza, PTGS - prostaglandinsyntetdza, UGT1Al1 — UDP-glukuronyltransferaza, TOP -
topoizomeraza a CYP — cytochrom P450.

2.1.2 Formy etoposidu pouzivané béhem terapie

V roce 1996 byl na trh uveden etoposid ve formé proléciva etoposid-4’-fosfat [12].
Jeho vyhodou je lepsi rozpustnost ve vodé, proto nemusi byt podavan spolu s ethanolem,
Tweenem 80 nebo polyethylenglykolem [26,27]. Vysoké davky proléCiva nezptisobuji
acidozu a hypotenzi. Pfi intraven6znim podani je etoposid-fosfat velmi rychle
konvertovan na etoposid. Konverzi proléciva katalyzuji endogenni fosfatazy [12,27,28].

Protinadorova aktivita je obdobna jako u ptivodni molekuly [12].
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2.2 Mifepriston

Mifepriston je staré, synteticky vyrabéné lé¢ivo. Molekula byla objevena pocatkem
osmdesatych let ve Francii, kde doslo k jejimu schvéleni v roce 1988. Na pielomu
tisicileti bylo 1é¢ivo schvaleno i agenturou FDA [29]. V literatufe se ¢asto vyskytuje pod
svym generickym ndzvem RU-486. Za prvni a V lékaistvi nejrozsahlejsi vyuziti je
povazovano antagonistické ptisobeni na progesteronovy receptor. Vysledkem je abortivni
efekt, proto je dodnes mifepriston podavan pro farmakologické vyvolani potratu do
49. dne od poceti. Standardni postup spociva v podani 600 mg mifepristonu s naslednou
aplikaci 400 pg prostaglandinu E2 po 48 hodinach od podani prvniho 1é¢iva. Cely tkon je
zakonGen kontrolou po 12 dnech od zahijeni terapie. V Ceské republice je dnes
farmakologické ukonceni téhotenstvi moznosti prvni volby. Pacientka se vyhne celkové
anestezii a operativnimu zasahu. K revizi délohy lékaii pfistupuji az pii selhani
farmakoterapie. Terapie vyuziva nutnost aktivace progesteronového receptoru Vv ¢asnych

fazich téhotenstvi [30].

Funkéné je mifepriston antagonistou progesteronového (ICso = 0,2 nmol-I"t [31],
transkripéni aktivita, PR), glukokortikoidniho (ICso = 2,6 nmol-I"* [31], transkrip&ni
aktivita, GR) a androgenniho receptoru (Ki = 5,95 nmol-I"? [32], vazebna inhibice, AR).
Chemicky se fadi mezi steroidy [33] (obrazek 4). Molekula mifepristonu je silné
hydrofobni, coz ulehCuje prichod membranou do buiky, kde interaguje s jadernymi
receptory. V nékterych typech bunék se mifepriston chova jako caste¢ny agonista
glukokortikoidniho receptoru. Podminkou je nepfitomnost jinych silnych agonisti.
V bunikach WCL-2 vyvolava az 13,8% aktivaci ve srovnani s odezvou dosazenou pomoci
plné saturace dexametazonem. Schopnost aktivovat receptor je zavisla na mife exprese

GR. Detailni popis Ize nalézt v publikaci Zhang a kol. [34].

H,C

HaC™ 'L \\\

HC =

=
o~

Obriazek 4: Chemicka struktura mifepristonu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.
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Béhem poslednich dvaceti let byla publikovana fada ¢lank zhodnocujicich pisobeni
mifepristonu na rtiznd mista v buiice, ¢imz mize negativné ovlivnit rist a agresivitu
nadort [35]. Piikladem mohou byt inhibi¢ni G¢inky na transportni membranové pumpy,
které¢ jsou za spotieby ATP schopné transportovat xenobiotika pfes cytoplazmatickou
membranu. Velky vyznam maji u transportu toxickych latek ven z buiiky, ¢imz omezuji
jejich negativni pusobeni. Nadorové bunky zneuzivaji schopnost ABC transportért
Kk odstranéni chemoterapeutik, coz ma za nasledek zvySeni rezistence vuéi terapii.
Mifepriston zpusobuje relativné nespecifickou inhibici ABC transportért, coz dokazuji
I vysledky naSich akumulacnich a cytometrickych experimenti [36]. Velmi zajimavou
informaci byla schopnost mifepristonu upravovat expresi proteinti zapojenych do regulace
apoptozy, hlavné¢ Bax, Bcl-2 [35] a Mcl-1 [37]. Inkubace mifepristonu s bazalnimi
kmenovymi nadorovymi buiikami triple-negativniho karcinomu prsu zplsobila zvySeni
exprese miR-153. Vysledkem bylo snizeni exprese proteinu KLF5, ktery zastava roli
transkripéniho faktoru podporujiciho proliferaci, prezivani a rist nddoru. Experimenty
provedené s inhibitorem miR-153 a plazmidem pro navySeni exprese KLF5 ukazali
CasteCny zvrat efektu mifepristonu. Z vySe uvedenych dat lze usuzovat na existenci
mechanizmu nezavislého na miR-153 [38]. Mcl-1 je navic jednim z validovanych cilt
miR-153 [39], coz bylo potvrzeno také v predchozim zminovaném ¢lanku [38]. Testy
s bunikami lymfomu U937 ukazaly schopnost mifepristonu navodit apoptdzu pies aktivaci
proteinu p38 spolu s Upravou membranového potencidlu mitochondrii a snizenim hladiny
Mcl-1 [37]. Velmi zajimavy objev ukazaly experimenty na bunééné linit HCC1937, ktera
reagovala na kultivaci s mifepristonem, piestoze méla diky RNAi utlumenou expresi GR
a AR a prakticky nulovou expresi PR [38]. Ziskana data naznacuji, ze efekty mifepristonu
mohou byt zprosttedkovany jak plisobenim pies steroidni receptory, tak i bez jejich

zapojeni.

Mifepriston se v organizmu metabolizuje dvéma cytochromy P450 (CYP), z nichz
hlavni slovo ma CYP3A4 [40]. V prabéhu téchto reakci vznikaji tfi metabolity: na vzniku
mono- a didemethylovanych metabolitd se podili izoformy CYP3A4/3AS5, tvorbu
hydroxylového metabolitu katalyzuje izoforma CYP3A4 (obrazek 5) [35]. V literatuie
byla popsana silna a ¢inna inhibice CYP3A4 a CYP2B6 in vitro, podminéna ptitomnosti
NADPH [41,42]. Inhibice je ireverzibilni, zavisla na ¢ase a koncentraci mifepristonu.
Zminéna schopnost souvisi s metabolickou aktivaci mifepristonu pomoci CYP schopnych

hydroxylace na trojné vazbg. Aktivace pravdépodobné probiha pies reaktivni oxirenovy
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derivat a keten, které mohou tvotit kovalentni vazbu s apoproteinem CYP nebo se vazat
na hem [42]. Naopak CYP3A5 mifepristonem inhibovan neni [43], protoZze katalyzuje

pouze demethylaci. V dusledku toho se pii pouzivani mifepristonu nesmi zapominat na

mezilékové interakce.

CYP3A4/

CYP3AS
—

CYP3A4/
CYP3A5

Obrazek 5: Zakladni metabolizmus mifepristonu. Obrazek pievzat z Chen a kol. [35].

2.3 Polyfenoly

Jednd se o rozsahlou skupinu pfirodnich latek oznaCovanych jako sekundarni
metabolity rostlin. Zakladnim tc¢elem jejich existence je ochrana rostlin pfed bakteriemi,
poziraci nebo UV zafenim, ale slouzi také jako atraktanty pro opylovace [44,45]. Skupina
je tvofena vice nez 6 000 slouceninami [46]. Rozd¢€luji se na velké mnozstvi podskupin,
jako jsou anthokyany, flavonoidy, fenolové kyseliny, lignany, kumariny,
hydroxyskoticové kyseliny, stilbeny a dalsi [44]. Denni piijem polyfenolti miize u mnoha
jedinct presahnout i 1 g [7,8]. Cela tada téchto latek vykazuje biologickou aktivitu, at’ uz

pii pokusech invitro, invivo nebo piimo v lidském organizmu [47]. Mezi vyznamné
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signalni drahy [48,49].

2.3.1 Kvercetin

Kvercetin patii mezi flavonoidy, do podskupiny flavonolu [50]. Vyskytuje se hojné
Vv potravé od ovoce (jablka) a zeleniny (cibule) pocinaje, po napoje (¢aj) a kofeni
konée [51,52]. Jedn4 se o zlutou krystalickou latku, dobie rozpustnou v DMSO (150 g-17%,
pokojova teplota) [53], hiife v 50% ethanolu (4,02 g-17%, 37 °C) [54] a téméf nerozpustnou
ve vodé (4,7/10,28 mg-11, 37 °C, hodnota zavisi na vlastnostech pouzitého roztoku

PBS) [54,55].

OH
OH

HO 0

OH
OH O

Obrazek 6: Chemicka struktura kvercetinu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.

V ptirodé a lidské dieté se kvercetin nachdzi ve formé& aglykonu a riiznych glykosidu.
Ty maji na zakladni molekule (obrazek 6) navazanou cukernou jednotku. Pfikladem muize
byt glukoza, ¢i dal§i mono nebo disacharidy (rhamnoéza, rutindza) ptipojené
O-glykosidovou vazbou na rtizné uhliky v molekule kvercetinu. Nejéastéji modifikované
misto je uhlik v poloze C-3, ale byly nalezeny i glykosidy modifikované v poloze C-4’
a C-7 [56]. Nekteti autofi naopak povazuji za nejcastéjsi 4'-O-glukosidy [57]. Mimo to
byly v literatufe popsany i C-glykosidy [58]. Glykosidy kvercetinu maji lepsi rozpustnost
ve vodgé, ale jejich biologicka aktivita je znacné omezena. Podle starSich ¢lankti nedochazi
ve stieveé ke vstiebavani glykosidi a je nutné tyto latky hydrolyticky $tépit [59]. Jina
publikovana data ale naznacuji, ze by K transportu glykosidi mohlo dochéazet. Aziz

a kol. [60] detekovali stopy glykosidu kvercetinu v krvi pokusnych zvifat.

Prvni misto, kde maze dojit k hydrolyze glykosidii, je dutina stni. Zde jsou molekuly

Stépeny jak pfitomnymi bakteriemi, tak bunikami sliznice. Walle a kol. dokonce
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pozorovali, ze ¢ast kvercetinu byla epitelidlnimi bunikami sliznice vstiebana [61].
Vyznamnymi deglykosilacnimi misty vV organizmu jsou tenké a tlusté stfevo, kde se na
hydrolytickych reakcich podili rizné enzymy, hlavné laktaza-floridzin hydrolaza (LPH)
nebo cytosolicka B-glukosidaza s Sirokou specifitou [62,63]. Dulezitosti LPH nahrava
I fakt, ze se nachazi na luminalni strané kartaCového lemu stfeva [62]. Druhy zminény
enzym je lokalizovan v cytosolu enterocytli a hepatocyti a jeho zapojeni vyzaduje
transport intaktniho glukosidu do buiiky. V neposledni fad¢ se na deglykosilaci podili
sttevni mikrofléra [61,64], ktera zpusobuje i rychlou degradaci kvercetinu. Tato
skutecnost byla pozorovana jak v in vitro, tak in vivo modelech a je doprovazena tvorbou
produktii vzniklych rozstépenim aromatickych kruhd kvercetinu [64,65]. Rozpad
kvercetinu v lidském organizmu, ale i u potkanti, mize pokraovat az na CO2, ktery byl

pozorovany béhem experimentl s radioaktivné znacenym kvercetinem [66,67].

Kvercetin je po absorpci metabolizovan riznymi enzymy druhé faze biotransformace.
Produkty téchto reakci jsou prevazné glukuronidy a sulfaty, které vznikaji v hepatocytech
a enterocytech [44,68,69]. Mezi dalsi produkty metabolizmu je Ffazen methylovany
kvercetin [44,69]. Metabolity jsou vyluCovany v moci, stolici anachazi se ve
vydechovaném vzduchu. Pokud jsou konjugaty kvercetinu transportované do stolice,
muze dochézet ufinkem bakteridlnich enzymil k hydrolytickému S§tépeni hydrofilni

skupiny a aglykon mize byt opétovné vstieban [44,70].

Kvercetin je schopen inhibovat aktivitu nékterych CYP invitro [71], coz muze
ovliviiovat metabolismus rtiznych 1é¢iv. Pokles exprese mRNA pro CYP1A1l a CYP1BI1
byl popsan u bunétné linie CCD-18Co po inkubaci s frakci bohatou na flavonoly
ziskanou z extraktu list rostliny llex vomitoria [72]. Nicméné, v literatuie 1ze narazit na
protichtidné informace. Napiiklad pro isokvercitrin (kvercetin-3-O-glukosid), ktery byl
podavan potkanim pomoci zalude¢ni sondy a vyvolal navyseni aktivity t¥i vybranych
CYP [73].

Jednim z cild souCasného vyzkumu je zvySovani biodostupnosti kvercetinu.
Z vysledku publikovanych ve ¢lanku Gugler a kol. [74] 1ze vyvodit zavér, ze jednorazové
vysoké davky nevedou ke zvySené absorpci. Nejvyznamnéjs$i prekdzkou je Spatnd
rozpustnost kvercetinu ve vod¢, kterou je mozné vylepsit pouzitim jeho nanocastic [75].
Dale je mozné usnadnit prostup pfes membrany. Zajimavé fesSeni je uzavirani kvercetinu

do specialnich micel [76] nebo tvorba smési s riznymi lipidy [54]. Jinym piistupem pro
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pfekonani nizké biodostupnosti je opakované podavani mensich dadvek. Hypotéza byla
ovéfena na lidském modelu pfi aplikaci 1 g kvercetinu denné¢ po dobu 28 dni.
Koncentrace dosazena v plazmé dobrovolnikii se blizila hodnoté 1,5 pmol-I™. Studie ma
bohuzel velké omezeni. Béhem preanalytické ptipravy byly vzorky podrobeny hydrolyze,
¢imz doslo ke ztraté¢ veskeré informace o ptitomnosti glukuronidl, sulfati a dalSich
konjugata [77]. Ze studie je patrné, ze dlouhy eliminaéni polocas je spojen

s bioakumulaci kvercetinu.

2.3.2 Taxifolin

Jedna se o redukovanou formu kvercetinu, proto se nékdy v literatuie oznacuje jako
dihydrokvercetin [78]. Redukce je spojena se zanikem dvojné vazby mezi uhliky ¢islo 2
a 3 (obrazek 7). Fyzikaln¢ se jedna o bilou krystalickou latku, nékdy s nadechem do
hnéda. Taxifolin je dobie rozpustny v DMSO (60 mg-ml™) a v ethanolu (60 mg-ml™?), ale

jeho rozpustnost ve vodé a vodnych roztocich je relativné nizka, méné nez 1 mg-mlL,

OH
OH

HO o>

Obrazek 7: Chemicka struktura taxifolinu. Nakresleno ve freeware ACD/ChemSketch.

Taxifolin se nachazi v modiinu sibitském (Larix sibirica) [79] nebo semenech
ostropestice marianského (Silybum marianum) [78]. Stejn¢ jako oxidovany protéjSek
kvercetin, se taxifolin velmi Casto vyskytuje ve formé riznych glykosidi. Sacharidy jako
glukoza, arabindza nebo rhamnoéza se obvykle vazou pomoci O-glykosidovych vazeb.

Obvykla modifikovana mista jsou pozice C-3, C-3" nebo C-4" [80-85].

Pii prichodu stfevem dochazi k absorpci i degradaci taxifolinu diky pfitomné stfevni
mikroflofe. Degradacni produkty budou obdobné jako u kvercetinu, nebot prvnim

krokem bakterialni degradace kvercetinu je redukce na taxifolin. Postupnou degradaci se
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budou opét tvofit produkty vzniklé St€penim aromatickych kruht sledované latky jako je
kyselina 2-(3,4-dihydroxyfenyl)octovd, malé molekuly naptiklad butyrat a acetat.
V neposledni fad¢ se tvoii i plyny jako CO2 [86,87].

Podobné jako jiné flavonoidy je taxifolin po absorpci metabolizovdn za pomoci
enzymu prvni a druhé faze biotransformace [88]. Experimenty na suspenzich lidskych
hepatocyti ukazaly tvorbu velkého mnozstvi sulfatovaného taxifolinu. Dalsi pozorovanou
modifikaci byla methylace. Méné¢ vyznamnd byla redukce a kombinace methylace
a konjugace s kyselinou glukuronovou [89]. Taxifolin a jeho metabolity se z organizmu
vyluéuji v moc¢i nebo pies zlu¢ do stolice [88]. Elimina¢ni polocas stanoveny po

intravenézni aplikaci 8 mg taxifolinu-kg ™ je u kraliki 0,56 hodiny [90].

Hledani moznosti navySeni biodostupnosti je 1 u taxifolinu jednim ze smérit vyzkumu.
Zajimavym piistupem je tvorba nanocastic. Biodostupnost takto upraveného taxifolinu se

pii testech na potkanech navysila pfiblizné 7krat [91].

2.4 mikroRNA

MIRNA jsou kratké nekodujici sekvence RNA o délce piiblizné 18-25 nukleotida.
Prvni zaznam o jejich existenci se datuje do roku 1993, kdy Lee a kol. [1] publikovali
¢lanek pojednavajici o kratké sekvenci RNA piepisované z genu lin-4, ktera je schopna
regulovat expresi genu lin-14. Popisovana regulace souvisi s fizenim prub&hu
jednotlivych stadii larvalniho vyvoje had’atka Caenorhabditis elegans. Deregulace genu
lin-4 vede k riznym odchylkam [1]. V nasledujicich letech doslo k rozsdhlému studiu
téchto malych molekul, coz vedlo k objevu dalsich stovek miRNA. Pocet miRNA se
neustdle méni. Roste v zavislosti na noveé objevenych miRNA, ale mize také klesat diky
zjisténi, ze nékteré miRNA jsou dnes povazovany za fragmenty vétSich molekul.
Naptiklad miR-923 je oznaCovana za fragment 28S rRNA [92]. miRNA jsou zajimavé
obzvlasté¢ svou schopnosti ovliviiovat expresi riznych gentd, a to ne jednoho, nybrz
desitek az stovek v zavislosti na tkani a stimulaci. Celou situaci stézuje schopnost
riznych miRNA regulovat stejné cilové mRNA, viz. miRTarBase [93]. V soucasnosti se

pocet prekurzorl ustalil na ¢isle 1917 (miRBase 22, http://www.mirbase.org/).

Studium exprese a expresnich profili miRNA mezi nadorovou a nenadorovou tkani

ukdzalo, Ze mnoho miRNA vykazuje rtiznou uroven deregulace, ktera Casto souvisi
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s agresivnéjSim charakterem nadorového onemocnéni [94] nebo vySSim rizikem
metastazovani [95]. miRNA byly detekovany v riznych télnich tekutinach jako je plazma,
sérum a v mnoha dalSich, kam se dostdvaji za pomoci aktivniho transportu, tvorby
mikrovezikul nebo uvolnénim béhem apoptozy [96,97]. Existence miRNA v téchto
agresivnich prostiedich ukazuje na jeji relativné velkou stabilitu, ¢emuz dopomahaji jeji
transportni formy tvofené extracelularnimi vezikuly nebo putuje navazana na specialnich
lipidech. Uvazuje se o existenci mezibunééné komunikace zprosttedkované cirkulujicimi
mMIiRNA [97,98]. SloZeni cirkulujici miIRNA se v krvi li§i mezi vzorky ziskanymi od
zdravych darcti a onkogennich pacientd, proto maji tyto molekuly velky potencial jako
prognostické a predikéni markery. Zmeéna mnozstvi takovych miRNA poskytuje
informaci o pfitomnosti nékterych typti onkologickych onemocnéni [96,99]. Vyhodou
takovych stanoveni je nizka invazivita vySetfeni. Jako kazdd metoda ma i1 sledovani
cirkulujici miRNA své stinné stranky. Problém mtize nastat pii hemolyze krve, kdy se
celkova mIRNA obohacuje o oligonukleotidy z rozpadlych cervenych krvinek [100].
Mnoho miRNA je soucasnou literaturou oznacovano za nadorové supresorové nebo
onkogenni, na zakladé kombinace jejich deregulace a cilovych proteini. Bohuzel toto
oznaceni neni absolutni, protoze miRNA mize vykazovat konfliktni chovani v zavislosti
na typu nadoru. Krasnym piikladem je rodina miR-29 [101] nebo miR-944 [102,103].
Jako prognosticky faktor nemusi slouzit jenom mira exprese jednotlivych miRNA.
Ukazuje se, Ze jednobodové mutace hraji dileZitou roli v ¢asném vyskytu nékterych
nadorovych onemocnéni. Studie z roku 2008 publikovana Shenem a kolektivem [104]
jasné prokazuje vyznam jednobodového polymorfismu v prekurzoru pro miR-146a a jeho

souvislost s niz§im vékem diagnostikovani familiarniho karcinomu prsu nebo vaje¢nik?.

2.5 Biogeneze miRNA

Biogeneze miRNA zacina piepisem prislusného genu z DNA do formy primarniho
transkriptu (pri-miRNA), nejcastéji za katalyzy RNA polymerazy Il [105]. V roce 2006
byla vydana publikace, kde Borchert a kol. prokazali podil RNA polymerazy III na
prepisu ¢asti gent MIRNA [106]. Primarni transkript je molekula dlouha i vice nez jednu
tisicovku bazi, ktera je postupné zkracovana az na finalni délku 18-25 nukleotidii procesy
souhrnné oznaCovanymi jako zrani. Jesté v jadie je primarni transkript upraven dalsimi

enzymy, které se podileji na vzniku kratsi, ptiblizné 70 nukleotidi dlouhé molekuly,
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nazyvané prekurzorova miRNA (pre-miRNA). Obzvlast¢ dulezité soucasti
mikroprocesorového komplexu jsou proteiny Drosha, ¢len rodiny RNaz Ill a DGCRS8
(DiGeorge syndrom critical region 8) [107,108]. Pre-miRNA je zjadra pienasena
jadernym exportnim systémem za vyuziti RanGTP a proteinu Exportin 5 [109,110]. Po
uvolnéni do cytosolu k molekule okamzité pfistupuje RNéaza Il Dicer a dochazi
k vytvofeni duplexu RNA 0 konecné délce priblizné 22 nukleotid [111,112]. Poslednim
krokem je rozvinuti duplexu miRNA a zabudovani jednoho z vlaken do komplexu RIS
(RNA-induced silencing complex). Rozplétani zahajuje N-doména proteinu
Argonaut 2 [113], ktera je soucasti komplexu RIS spolu s proteiny jako jsou Dicer
a TRBP [114]. O zabudovani vlakna do komplexu rozhoduje termodynamicka stabilita
jednotlivych vlaken. V1dkno s méné stabilnim parovanim na 5° konci je zabudovano do
komplexu RIS a nese oznaceni vedouci vlakno. Vlakno urené k degradaci je
charakterizovano stabilnéj§im parovanim [115]. V tuto chvili vznika aktivni komplex
schopny §tépit cilové mRNA. Kurcovani cilovych mRNA dochazi na zéakladé ,,seed
sekvence®, ktera lezi na 5" konci oligonukleotidu mezi nukleotidy 2-7. Pfesnost
komplementarity proti 3'UTR oblasti cilové molekuly mRNA rozhodne o jejim dal§im
osudu. Pfi plné komplementarité dojde ke snizeni stability mMRNA, vysledkem je jeji
degradace mRNA a ztrata signalu pro translaci. Pokud dojde k neupIné komplementaritg,
blokuje komplex RIS ribozomalni translaci, ale nedochazi k okamzitému S§tépeni
molekuly [116]. Komplexy miRNA/RISC jsou s nejvétsi pravdépodobnosti skladovany
a degradovany v p-téliskach. Bliz§i informace o p-téliskach lze najit v ptehledovém

¢lanku publikovaném Parkrem a kolegy [117].

Vyse popsana cesta je oznaCovana jako kanonicka a reprezentuje majoritni zptsob
syntézy MiRNA. Prubéh kanonické drahy demonstruje obrazek 8. Kromé vyse zminéné
cesty bylo objeveno nékolik minoritnich, které se oznacuji jako nekanonické, vyznacujici
se vynechanim nékterého ze zékladnich krokl biogeneze. Tyto cesty byly objeveny pfi
sledovani klicovych proteinii pro biogenezi miRNA. Jedna se o Drosha a DGCR8
nezavislou drahu [118], popisovanou u zvlastni skupiny miRNA, kterd je zpracovana
pomoci spliceozomu misto mikroprocesorového komplexu. Termindlni uridyl transferdzy
jsou soucasti nekanonické tvorby nékterych c¢lenli rodiny let-7 oznacovanych jako
skupina 1l [119] nebo na diceru nezavisla draha objevena u miR-451 [120]. Vice
informaci o téchto drahach lze dohledat v piehledovém ¢lanku Ha a kol. [121].
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Exprese miRNA mtze byt regulovand napiiklad dlouhymi nekodujicimi RNA
(Inc-RNA). Tyto molekuly RNA jsou schopné vychytavat specifické miRNA na principu
napodobovani 3"UTR konce jejich cilovych mRNA [122].

Aby vse nebylo tak jednoduché, v roce 2007 publikovali v ¢asopise Science ¢lanek,
ktery standardni dogma efektu miRNA narusil [123]. Publikace popisuje molekuly
miRNA, které po zastaveni buné¢ného cyklu vystupuji jako aktivatory exprese. Studie
byla provedena s miR-369-3 a na AU bohatym eclementem (ARE) lokalizovanym
v 3'UTR oblasti mRNA tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-o). Expresni plazmid
SARE v 3'UTR oblasti vykazoval navySeni exprese v pfitomnosti miR-369-3 za bez
sérovych podminek. Podobny efekt sledovali autofi i se synteticky pripravenou miRNA
v kombinaci s komplementarnim plazmidem nebo let-7 a plazmidem obsahujicim 3"UTR
oblast HMGAZ2. Pro navySeni exprese jsou potiebné proteiny FXR1 a AGO2 [123].

2.6 Rodina miR-29

Rodina miR-29 se sklada ze tii ¢lent, jmenovit¢ miR-29a, miR-29b a miR-29c,
oznacovanych jako izoformy. Sekvence jednotlivych izoforem se lisi pouze minimalné,
coz zpusobuje piekryv jejich  validovanych cila (viz. MirTarBase [93],
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/). Piesné rozdily mezi izoformami jsou popsany na
obrazku 9, modul A. Geny pro jednotlivé izoformy miR-29 lezi ve dvou Klastrech
oznacovanych jako miR-29a/b-1 a miR-29b-2/c [124]. Klastr miR-29a/b-1 se nachazi na
chromozomu 7 v oblasti q32.3, kdezto klastr miR-29b-2/c je umistén v oblasti 32.2 na
chromozomu 1 [125]. VySe uvedeny text obsahuje jednu velice zajimavou informaci, a to
existenci dvou gent pro izoformu miR-29b, coz se odrazi ve vzniku dvou riznych
prekurzorovych molekul pre-miR-29b-1 a pre-miR-29b-2. Produkty téchto dvou gent
maji sekvenci totoznou. Oproti nenadorové tkdni je Vv nadorech exprese Clent rodiny
miR-29 casto deregulovana [126] a jeji snizeni je spojovano S horS$i progndzou

pacientd [127]. miR-29b je povazovana za regulator EMT [128].
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Sekvence zralych izoforem miR-29

miR-29a
5" UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA3Z’

miR-29b
5" UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU 3”

miR-29c
5" UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA3"
Genové klastry pro rodinu miR-29 a jejich regulace

Klastr miR-29a/b-1

@ miR-29a miR-29b-1 7932.3

CEBPA DNMT3A/3B Hedgehog

Klastr miR-29b-2/c

@ miR-29b-2 miR-29¢ 1932.2

Obrazek 9: Zakladni charakteristika rodiny miR-29. Modul A reprezentuje zralé sekvence
jednotlivych izoforem rodiny miR-29. Odli$nosti sekvenci jednotlivych izoforem Vv porovnani s miR-29a
jsou oznaceny cerven¢. Modry ramecek charakterizuje ,,seed sekvenci®, ktera se nachazi mezi nukleotidy 2—
7. Sekvence jsou zapsany ve sméru od 5" konce k 3" konci. Modul B reprezentuje jednotlivé Klastry rodiny
miR-29 a moznosti regulace jejich exprese. Modul B pievzat z Jiang a kol. [126], nasledné upraven
a doplnén.

2.6.1 Zakladni regulace exprese rodiny miR-29

Regulace exprese miR-29 muze byt zprostiedkovana ptes signalni molekuly, které se
podileji na iniciaci transkripce jednotlivych genovych klastri. Druhou, neméné
vyznamnou moznosti je epigeneticka regulace pomoci deacetylace a methylace

promotorovych oblasti. Pokud se zamétfime blize na regulacni proteiny, mizeme si
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povsimnout rizné selektivity proti jednotlivym klastrim. Proteiny c-myc nebo GATA3
jsou schopné regulace obou klastrd, ale DNMT3A, DNMT3B nebo Yin Yang 1 (YY1) se

podili pouze na regulaci jednoho z klastra.

Onkogenni transkripni faktor c-myc je diky signalizaci/amplifikaci casto
nadexprimovan v Sirokém spektru nadort [124,129-131], kde se podili na epigenetickém
snizeni exprese miR-29. Prib¢h této regulace byl postupné objasnén ve tiech ¢lancich.
V tnoru roku 2012 byl publikovan ¢lanek popisujici epigenetickou regulaci miR-29 za
pomoci zvySené exprese histondeacetylaz (HDAC) [132]. V publikaci se autofi zaméfili
na chronickou lymfocytarni leukemii, kde bylo popsdano negativni ovlivnéni exprese
miR-29b pfiblizné u 37 % piipadd. Krom¢ miR-29b se autofi zaméfili na dalsi dva
nadorové supresory miR-15a a miR-16 [132]. V ¢ervnu a v fijnu téhoz roku vysly dvé
publikace, jejichz autory jsou Zhang a kol. [133,134]. Clanky naznacuji podil c-myc na
zapojeni HDAC, ktera ma dopad jak na miR-29b, tak na miR-15a a miR-16 [133,134].
C-myc tvoii spolu s HDAC3, enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) a suppressor of
zeste 12 protein homolog (SUZ12) transkripéni ko-represorovy komplex, kde HDAC3
zprostiedkovava spojeni mezi c-myc a proteiny SUZ12 a EZH2. HDAC3 katalyzuje
deacetylaci na histonu H3 a EZH2 se podili na trimethylaci jeho lyzinu 27, coz ma za
nasledek potlaceni transkripce miR-29. Regulace c-myc probiha na vice Grovnich. Zhang
a kolektiv popisuji zapojeni c-myc v regulaci EZH2 za vzniku pozitivni zpétnovazebna
smycka. C-myc je schopny regulovat expresi miR-26a, ktera negativné ovliviiuje tvorbu

EZH2. EZH2 naopak inhibuje miR-494, jejimz validovanym cilem je pravé c-myc [134].

Transkripéni faktor GATA3 je dulezity pro spravnou diferenciaci lumindlnich
epitelidlnich bun¢k mlécné Zlazy. NaruSeni jeho exprese nebo funkce se Casto objevuje
u karcinomu prsu, coz ma za nasledek modulaci mikroprostfedi uvnitt nadoru spojené
se snazsim metastazovanim. Zvysena invazivita je spojovana se zménou exprese miR-29,
kterou GATA3 indukuje pfimo pfes vazebna mista na promotorech obou klastrl, ale
I nepfimo pfes regulaci exprese transformujiciho riistového faktoru f (TGF-f) a jaderného

faktoru kappa B (NF-xB) [95].

Jiné signalni molekuly vykazuji specifickou regula¢ni funkci pouze proti jednomu
z klastrt. Piikladem mize byt protein CCAAT/enhancer-binding protein-alpha (CEBPA),

ktery Vv myeloidnich leukemickych bunikach ovliviiuje pouze transkripci Klastru
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miR-29a/b-1. Na Kklastr miR-29b-2/c nema zadny vliv [135]. Dalsi drahou regulujici klastr
miR-29a/b-1 je hedgehog draha, ktera expresi miR-29b potlacuje [131].

U nemalobunééného karcinomu plic byla prokazana hypermethylace klastru
miR-29a/b-1 zpusobena enzymy DNMT3A a DNMT3B. Epigeneticka regulace klastru
miR-29b-2/c pomoci DNMT nebyla pozorovana [136].

Publikace Wang a kol. [137] popisuje vliv drahy NF-kB na potlaceni exprese klastru
miR-29b-2/c. Aktivace NF-kB vede k navySeni exprese transkripéniho cile YY1, ktery
tvori s proteiny HDAC1 a EZH2 regulac¢ni komplex. Vazba komplexu na klastr probiha
pres regulacni oblast v blizkosti pocatku transkripce a vyvolava epigenetické utlumeni
miR-29b-2/c. YY1 je validovanym cilem rodiny miR-29, coz vede ke vzniku
zpétnovazebné smycky, ktera se vyuziva pii diferenciaci myoblastti na myotubuly [137].

Snizeni exprese miR-29 ptes drahu NF-kB popisuje i ¢lanek Mott a kol. [131]

Publikace Sugio a kol. [138] obsahuje informaci o negativni regulaci miR-29b za
pomoci navySeni exprese Bcl-2 associated athanogene 3 (BAG3), ktery timto zptisobem
ovliviiuje mnozstvi proteinu Mcl-1 v buitkach karcinomu vaje¢niku, coz vede ke zvySeni
chemorezistence [138]. Podobny efekt popsali i Habata a kol. [139] u bunék
adenokarcinomu endometria. Snizeni exprese miR-29b zptisobené proteinem BAG3 mélo
za nasledek vyznamné navySeni mnozstvi matrixové metaloproteinazy 2 (MMP2).
Vysledkem byla vyssi invazivita a metastaticky potencial testovanych bunék [139].
Metaloproteinazy jsou obecné spojené S modulacemi extracelularni matrix a ulehcuji
migraci nadorovych bunék. Clanky vsak nepopisuji mechanizmus, kterym BAG3 sniZuje

expresi miR-29b.

2.6.2 Specificka odliSnost miR-29b od ostatnich ¢lenu rodiny

Jednotlivé izoformy rodiny miR-29 se 1i§i rliznou mirou zastoupeni mezi jadrem
a cytosolem. miR-29b vykazuje na rozdil od ostatnich izoforem majoritné jadernou
lokalizaci, kterou urcuje specifickd Sesti-nukleotidova sekvence na 3° konci

molekuly [140].
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2.6.3 Vliv rodiny miR-29 na regulaci bunéénych déjua

Vyznamnym validovanym cilem rodiny miR-29 jsou proteiny DNMT3A
a DNMT3B [141], které hraji dalezitou roli v methylaci DNA. Pokud je exprese DNMT
snizena, muze dochazet k nedostatecné methylaci souvisejici s aktivaci onkogeni.
Naopak ptfi nadbytku lze ocekdvat zvySenou aktivitu a moznost epigenetického
zablokovani dtlezitych tumor supresorovych genti. Pfikladem miize byt Wnt signalizace,
ktera u nemalobunécného karcinomu plic podléha aberantni aktivaci diky hypermethylaci
promotoru Wnt inhibi¢niho faktoru 1 (WIF-1) [142]. NavySeni exprese rodiny miR-29 je
schopné diky negativni regulaci DNMT3A/3B zvratit methylaci promotoru proteinu
WIF-1. Bunky osetfené prekurzory miR-29 vykazuji pokles viability a vyznamnou
aktivaci apoptozy. Autoii Tan a kol. [136] v ¢lanku z roku 2013 popisuji zpétnovazebnou
smy¢ku mezi DNMT3A/3B a klastrem miR-29a/b-1.

miR-29 ovliviluje vyznamné regulatory apoptotické signalizace Mcl-1 [4] nebo
Bcl-2 [127]. Draha p53, ktera podobné jako rodina Bcl-2 reaguje na buné¢ny stres, je také
regulovana rodinou miR-29. NavySeni mnozstvi miR-29 negativné reguluje expresi
proteint p85a a CDC42, které se fadi mezi inhibitory exprese proteinu p53. Vysledkem je
navySeni exprese proteinu p53, coz se projevi na mnozstvi bunék vstupujicich do

apoptozy [143].

miR-29 ma antifibroticky efekt zprostfedkovany modulaci proteind pusobicich
Vv extracelularni matrix. Pfikladem mohou byt elastin [144], fibrilin 1 [145], MMP-2 nebo
rizné kolageny [146]. Pusobeni bylo pozorovano na riznych organech véetné plic, srdce,

ledvin a jater [125].

Rodina miR-29 je obecné oznaCovana jako tumor supresorovd, nicméné byla
pozorovana situace, kdy pusobi onkogenné [126,128,147]. Napiiklad navySeni exprese
miR-29a, které se vyznamné podili na vzniku indolentni formy chronické lymfocytarni
leukemie [101].
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2.7 Pusobeni kvercetinu na expresi miRNA

Kvercetin je znam svymi rozsahlymi biologickymi ucinky od anti-radikalového
pusobeni, pfes ovlivilovani riznych signalnich drah, az po vliv na expresi miRNA.
Nasledujici text je zaméfeny na posledni zmifiovany efekt a je rozdélen na odstavce podle
jednotlivych miRNA. Charakterizace experimentti, souhrn ovlivnénych miRNA a jejich

validované ¢i predpokladané dopady na bunku shrnuji tabulka 1, tabulka 2 a tabulka 3.

2.7.1 Studie zaméFené na in vitro experimenty
miR-16

Skupina japonskych védct zkoumala vliv kvercetinu na bunééné linii adenokarcinomu
plic A549. Inkubace s kvercetinem v koncentraci 50 pmol-1" navysovala expresi miR-16
ptiblizn¢ na 1,4nasobek negativni kontroly po 24 hodinové expozici. Inkubace v délce 6
a 24 hodin mély za nasledek snizeni mnozstvi Claudinu-2 na arovni mMRNA a proteinu.
Pro potvrzeni vlivu kvercetinu na miR-16 byl vyuzit miR-16 inhibitor, ktery uéinky

kvercetinu ¢aste¢né zvratil [148].

miR-17-3p

Profilovani exprese miRNA provedené na bunééném modelu kolorektalniho
adenokarcinomu Caco-2 TC7 odhalilo zvySenou expresi 33 miRNA v reakci na kvercetin
v koncentraci 10 pmol-I"%. Doplitkova tabulka ve &lanku Lesjak a kol. [149] uvadi
35 miRNA. Mezi navySenymi miRNA byla miR-17-3p, jejiz vazebné misto je obsazeno
v 3'UTR oblasti mRNA pro ferroportin. Ovéteni analyzou RT-PCR potvrdilo narlst
exprese miR-17-3p 0 90 arbitrarnich jednotek (AJ) ve srovnani s neoSetfenou kontrolou.
Autofi dale uvadi, ze kvercetin a jeho 4’-O-methylovany derivat zvySuji absorpci
a zaroven snizuji export Zzeleza v duodenu potkana. Ferroportin je membranovy
transportér zeleza (Fe'') ve stfevé, umistény v bazolateralni membrané enterocytu [149],
kde se podili na transportu Zeleza z intracelularniho do extracelularniho prostoru.
Regulace tohoto proteinu pfedstavuje mozny benefit pro pacienty trpici

hemochromatozou IV. typu [150].
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miR-21

miR-21 je obecné povazovana za onkogenni miRNA, ktera hraje dulezitou roli
v regulaci proliferace, apoptézy nebo metastazovani [151,152]. V ramci literarni reserse
jsme narazili celkem na pét ¢lanki popisujicich vliv kvercetinu na tuto miRNA v riznych

modelech.

Clanek autort Yang a kol. [153] popisuje snizeni exprese miR-21 v bunééné linii
karcinomu prostaty PC-3 po inkubaci s kombinaci kvercetin:hyperosid (kvercetin-3-
galaktosid) v poméru 1:1. Kombinace vyvolala 4,3nasobné snizeni exprese miR-21.
Pozorovana redukce byla doprovazena navysenim exprese nadorového supresoru PDCD4
na trovni MRNA a proteinu [153]. Stejnou kombinaci latek skupina testovala v roce 2014
na bunikach renalniho adenokarcinomu 786-0, kde pozorovali modulaci miR-27a. Jelikoz
je hyperosid glykosid kvercetinu, synergicky efekt mtze byt zplsoben navySenim
koncentrace volného kvercetinu za pomoci deglykosylace. Tuto tivahu Ize aplikovat na

oba ¢lanky [153,154].

Arctigenin (1 umol-1) a kvercetin (10 umol-1?) je dalsi kombinaci latek se
schopnosti snizovat expresi miR-21. Autofi provedli experiment na modelech karcinomu
prostaty reprezentovanych bunéénymi liniemi LAPC-4 a LNCaP. Kombinace testovanych
latek vyvolala pfiblizné 1,7/1,25nasobné snizeni exprese po 48 hodinach inkubace.
Naopak samotny kvercetin expresi piekvapivé navySoval 1,4/1,7ndsobek kontroly.
V ramci studie byl popsan ivliv testovanych latek na miR-19b a miR-148a (viz.
tabulka 1). Ve studii bohuzel nebyl ovéfen dopad zadné z modulovanych miRNA na
jejich validované cile. Z vysledki je ziejmé, ze bunééna linie LAPC-4 je vici kombinaci

testovanych latek citlivéjsi [155].

Bunééna linie MCF-7 odvozena od karcinomu prsu reagovala na 24 hodinovou
inkubaci s kvercetinem v koncentraci 10 pmol 1! 2ndsobnym sniZenim exprese miR-21.
Objevena deregulace vede k navySeni mnozstvi mRNA kodujicich proteiny PTEN a
Maspin, validovanych cili miR-21. Proliferace MCF-7 byla vyznamné sniZzena pouze pfi
koncentraci kvercetinu 50 a 100 pmol-1t. Publikace obsahuje nesrovnalost mezi

informacemi prezentovanymi v textu (ICso = 7,06 umol-1"t) a obrazku pro ICso [156].

Lidské télo je trvale vystaveno riznym Skodlivinam ze zivotniho prostfedi. Velkou

vstupni cestou, ale i postizenym mistem jsou plice. Jakozto vyznamnd soucast dychacich
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cest jsou zasazeny mnozstvim polutantti obsazenych ve vdechovaném vzduchu. Jednou
z téchto Skodlivin je karcinogenni Sestimocny chrom, ktery je znam svou schopnosti
iniciovat tvorbu ROS. Pratheeshkumar a kol. [157] zvolili dichroman draselny jako zdroj
chromovych ionti pro akutni i chronické experimenty, kde navysSoval expresi miR-21
korespondujici s mirou oxidac¢niho stresu. Kvercetin ve zvolenych koncentracich snizoval
expresi miR-21 v testované bunécné linii BEAS-B2, coz mélo za nasledek nartist exprese
proteinu PDCD4. Akutni pfistup byl charakterizovan 24 hodinovou inkubaci, béhem které
kvercetin vyvolal 3nasobné snizeni exprese miR-21 ve srovnani s pozitivni kontrolou. Pfi
chronickém pfistupu byla délka kultivace s testovanymi latkami 2/4/6 mésicu.
Dlouhodobé inkubace S chromem méla vyvolat maligni transformaci. Buiiky oSetfené
kvercetinem vykazovali jeji zmirnéni diky sniZeni exprese miR-21 2,1/2,5/5,0x. Posledni
dva provedené experimenty vyuzily mysi xenograftovy model. Prvni experiment vyuzival
chromem transformované buiky (CrT) aplikované subkutanné do slabin. Po dosazeni
zvolené velikosti nidoru byla zah4jena 30 denni terapie s kvercetinem (10 mg-kg 1), ktera
vyvolala pokles exprese miR-21 (1,5x) spojeny s mensi velikosti nadoru. Ve druhém
experimentu byly aplikovany buitky BEAS-B2 kultivované 6 mésict s 0,5 pmol-1"t CrV™*
nebo jeho kombinaci s kvercetinem v koncentraci 2 umol-1. Autofi opét pozorovali
pokles exprese miR-21 (1,7x) a mensi velikost nadortu ve skupiné oSetfené kvercetinem.
Velmi slibny se jevi protektivni ucinek relativné nizkych davek kvercetinu béhem

chronickych experimentt [157].

V roce 2018 byl popsan antifibroticky efekt kvercetinu na modelu epitelidlnich bunék
ledvinového tubulu HK-2. Preinkubace bunééné linie s TGF-B zpusobila navyseni
mnozstvi miR-21-5p. Béhem experimentu dochéazelo k 1,4ndsobnému snizeni mnozstvi
miR-21 po ofetfeni kvercetinem v koncentraci 15 mg-ml™* ve srovnani s TGF-B pozitivni
kontrolou. Snizeni miR-21 bylo doprovazeno navySenim mnozstvi PTEN a TIMP3 na
arovni mRNA i proteinu. Clanek bohuzel nezmifiuje délku inkubace. Pouziti syntetickych
oligonukleotidii imitujicich miR-21 efekt kvercetinu castecné zvratilo. Koncentrace
uvedena ve Clanku vyvolava otdzku, zda se jednad o finalni koncentraci aplikovanou na
bunky. Tak vysoké koncentrace totiz budou ve vodnych roztocich velmi obtizné
dosazitelné [158].
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miR-27a

Del Follo Martinez s kolegy [159] publikoval vroce 2013 studii zkoumajici vliv
kombinace resveratrolu a kvercetinu v poméru 1:1 na bunééném modelu karcinomu
tlustého stieva. Kombinace testovanych latek v koncentraci 20 pg-ml ™! byla inkubovéana
s buné&¢nou linii HT-29 po dobu 24 hodin. Vysledkem byl dvojnasobny pokles exprese
miR-27a spojeny s navySenim hladiny proteinu ZBTB10 (zinc finger and BTB domain
containing protein 10), ktery muze zpusobovat inhibici Sp transkripcnich faktort
(Specificity Protein). Efekt kvercetinu byl potvrzen pomoci molekul napodobujicich

miR-27a. Tato MiRNA je oznaCovana za onkogenni [159].

Velmi podobny ¢lanek publikovala skupina Li a kol. [154], kde vyuZili totozny navrh
experimentt jako Del Follo Martinez a kol. [159], rozdil byl pouze v pouzité kombinaci
ptirodnich latek a bunéc¢né linii. Li a kol. [154] se zaméfili na kombinaci kvercetinu
a hyperosidu v poméru 1:1 testovanou na bunééné linii 786-O piedstavujici model
renalniho adenokarcinomu. Vysledky RT-PCR ukazaly 2nasobny pokles exprese miR-27a
vreakci na pouzitou smés polyfenold. Dalsi dopad na buiky je obdobny jako
u predchoziho ¢lanku. Navyseni exprese ZBTB10 spojené s inhibici Spl [154]. Velmi
piekvapivé bylo zjisténi, ze publikované vysledky se velmi podobaji vySe zminénému
¢lanku od autorti Del Follo Martinez a kol. [159]. Podobnost Ize pozorovat i v riiznych
Castech textu [154].

miR-142-3p

Bunééné linie duktalniho adenokarcinomu pankreatu MIA-PaCa-2 a Capan-1, stejné
jako bunécna linie S2-013 odvozena od jaterni metastazy karcinomu pankreatu byly
vystaveny kvercetinu v koncentraci 100 pmol-1"1. Inkubace vyvolala vice nez 3ndsobné
navySeni exprese miR-142-3p u MIA-PaCa-2 a S2-013 a 9 nasobné u Capan-1. Publikace

je ale prevazné zamétena na dalsi testovanou latku — triptolid [160].
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miR-145

Vliv kvercetinu na expresi miR-145 byl popsan v modelu karcinomu vajecnikii.
Bunééné linie SOKOV-3 a A2780 byly vystaveny kvercetinu v koncentraci 100 um-mil?
po dobu 24 hodin. Clanek charakterizuje mnoZstvi testované latky jednotkou pm-ml?,
nicméné neni jasné, co tato nestandardni jednotka ptredstavuje, protoze pfi ivaze 1 pm =
1 pmol vychazi 100 um-ml? jako 0,1 mol-I"l. Publikace uvadi, ze vysledkem bylo
navyseni exprese miR-145 na 3/3,5nasobek kontroly. Clanek jiz bohuZel nefesi jaky
protein/jaké proteiny jsou miR-145 ovlivnény a vénuje se pouze efektu pozorovanému na
celé bunce, kde kvercetin inhiboval rast a zesilil aktivaci kaspazy-3. Autofi vyuzili pro
tyto experimenty koncentraci 50 um-ml !, ktera odpovida piiblizné hodnoté LDsy po
48 hodinové inkubaci [161].

miR-146a

miR-146a je znama svym zapojenim v jemné regulaci vrozené zanétlivé odpovédi,
piedevsim diky negativnimu vlivu na expresi proteini IRAK1 a TRAF6 [162]. Prikladem
dalezitych validovanych cilti z pohledu nadort jsou BRCAL a BRCA2 [104] podilejici se
na opravé dvouvlaknovych zlomid DNA. Dal§im velmi znamym cilem je receptor
epidermalniho rustového faktoru (EGFR) pfedstavujici transmembranovou tyrozin kinazu

spojenou se signalizaci pteziti a agresivnim chovanim nadorovych bun¢k [163].

V roce 2011 byl publikovan ¢lanek, ktery popisuje efekt na flavonoidy bohaté frakce
extraktu listd rostliny Ilex vomitoria na miR-146a [72]. Analyza pomoci
HPLC/MS/MS?/MS® oznagila za hlavni komponenty frakce kvercetin-3-rutinosid
a kaempferol-3-rutinosid. Mnozstvi polyfenoli v testované frakci bylo vyjadieno
v ekvivalentech kyseliny gallové-1"! (GAE-11). Bun&n4 linie CCD-18Co, reprezentujici
normalni fibroblasty tlustého stieva, vykazovala po stimulaci LPS snizeni exprese
miR-146a oproti neosetiené kontrole. Koncentrace 40 mg GAE-1! navraci expresi
mMiR-146a snizenou pomoci LPS na uroven neosSetiené kontroly. Zajimavé vysledky se
objevuji ve fazi overeni sledovaného efektu pies anti-miR, kdy buiiky soucasné oSetiené
polyfenolovou frakci (20 mg GAE-1%), LPS a anti-miR-146a dosahuji vy$si exprese nez

ey w1t

vlastnostem testované frakce diky regulaci validovanych cild IRAK-1 a TRAF-6 [72].
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Dalsi c¢lanek, ktery se zabyval vlivem kvercetinu na totoznou miRNA, publikovali
Taoa kol. vroce 2015 [164]. Experimenty byly provedeny na lidskych buikach
karcinomu prsu. Pi nejvyssi koncentraci kvercetinu (100 pm-ml™?) doslo u bunéénych
linii MCF-7/MDA-MB-231 k 4,0/4,5nasobnému nartstu exprese miR-146a ve srovnani
s kontrolou. Doba kultivace s kvercetinem ¢inila 48 hodin. Mezi proteiny reagujicimi na
zménu exprese sledované miRNA byly EGFR (snizend exprese), Kaspaza-3 a Bax
(navySena exprese). Délka experimentu pro proteinovou analyzu metodou western blot
Cinila pouze 24 hodin. Autofi pokracovali ve studii experimentem inVvivo na potkanim
xenograft modelu. Kvercetin v davce 10 mg-kg* po dobu 8 tydni snizoval rist naddoru
a dvojnasobné navysSoval expresi miR-146a unadorovych bunék. Na druhou stranu
¢lanek obsahuje nesrovnalosti mezi textem a obrazky [164]. Role miR-146a je v bunééné
linii MCF-7 nejednoznaéna. Tvrzeni podporuje publikace Gao a kol. [165], kde navyseni
proliferace kopiruje miru exprese miR-146a-5p. Data naznacuji ptitomnost dal§iho vlivu

kvercetinu, ktery je v souc¢innosti s navysenim exprese miR-146a.

miR-155

LPS stimulace bunééné linie mySich makrofagh RAW?264.7 méla za nasledek
dvanactinasobné navysSeni exprese miR-155 proti negativni kontrole. Boesch-
Saadatmandi a kol. [166] provedli experimenty, které ukazaly schopnost
kvercetinu/isorhamnetinu snizovat efekt LPS o pfiblizné 1,8/1,5%. Autory navrhovany
mechanizmus regulace miR-155 vyuziva piimou modulaci miRNA a nepfimou modulaci
pifes NF-kB. Kvercetin-3-glukuronid, ktery se povazuje za velmi casty metabolit,

nevykazoval zadny efekt [166].

Rodina let-7

Dalsi dva ¢lanky prokazaly vliv kvercetinu na tumor supresorovou rodinu let-7. V roce
2014 publikovali Appari a kol. [167] praci popisujici navySeni exprese let-7a po
72 hodinové inkubaci kvercetinu nebo jeho kombinaci S bunécnymi liniemi duktalniho
adenokarcinumu slinivky MIA-PaCa2, BXxPC-3 a PacaDD-183. Ve srovnani s negativni
kontrolou dochéazelo knavySeni piiblizné 2,45/1,6/1,45nasobku u bunék osetfenych

kvercetinem a v ramci kombinace sulforafan/kvercetin byl pozorovan synergni u¢inek
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S navysenim na 3,0/2,3/2,45%. Pfi kombinaci kvercetinu a katechinii ze zeleného caje
dosdhlo navySeni hodnot 3,2/3,1/3,1x. Popisované¢ navySeni miRNA se projevilo na
regulaci proteinu K-Ras [167]. Regulace Ras pomoci let-7a je v souladu s dal$imi
studiemi napf. Johnson a kol. [168]. Normalni buiky pankreatu vykazovali pouze

minimalni zmény v reakci na kvercetin [167].

Experimenty na stejném typu nadorovych bunék provedla i skupina z Némecka.
Vysledky jsou zvetejnény v publikaci Nwaeburu a kol. [169]. Pro experimenty byly
zvoleny bunééné linie AsPC-1/AsanPACA/PANC-1. Nejvyssi pouzita koncentrace
kvercetinu (50 pmol-17%) spoleéné s 12 hodinovou inkubaci méla za nasledek pfiblizné
1,8/1,3/1,9nasobné navySeni exprese let-7C. Autofi popsali deregulaci dal§ich péti
mMIRNA, jmenovité¢ miR-200a/200b/103/125b/1202, stanovenou pomoci metody RT-PCR.
Dalsi provedené experimenty naznacuji, ze deregulovana let-7c zasahuje do signalizace
buiiky upravou hladin proteind Notch a Numb. V neposledni fadé publikace zmifuje
dalsich 24 miRNA podIéhajicich vlivu Kkvercetinu stanovenych pomoci mikroarray
¢ipu [169].

miR-200b

Studie Nwaeburu a kol. z roku 2017 [170] navazuje na studii Nwaeburu a kol.
z ptechoziho roku [169]. Navyseni miR-200b bylo pozorovano u bunééné linie duktalniho
adenokarcinomu pankreatu AsPC-1 po 12 hodinové inkubaci s kvercetinem v koncentraci
50 umol-1%. Jednalo se ptiblizné o 2,6ndsobek exprese kontroly. Dale experimenty
prokazaly aktivitu miR-200b proti 3'UTR oblasti mRNA kédujici Notch pomoci
experimentti S reportérovym plazmidem. Navyseni exprese miR-200b a souvisejici
inhibice proteinu Notch vyvolané kvercetinem maji dopad na typ bunééného déleni.
Dochézi k potlaceni symetrického déleni bunck s charakterem nadorovych kmenovych
bun¢k a podpofe asymetrického déleni [170]. Podobn¢ jako let-7c [169] i transfekce
miR-200b navyS$uje mnozstvi proteinu Numb [170]. Pfi zhodnoceni ¢lanktit Nwaeburu
akol. [169,170] si mizeme vSimnout synergického efektu mezi miR-200b a let-7c
u bun€k duktalniho adenokarcinomu pankreatu oSetfenych kvercetinem. Obé miRNA

zpusobuji navyseni exprese proteinu Numb, znamého inhibitoru Notch [169,170].
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miR-217

Béhem experimentii s bunéénou linii 143B predstavujici model osteosarkomu,
pozorovali Zhang a kol. [6] 1,45/1,8nasobny nardst exprese miR-217 jako vysledek
24/48 hodinové inkubace s kvercetinem v koncentraci 5 pmol-1"t. Dusledek navyseni
miR-217 se projevil ve zvySeni citlivosti bunék proti cisplatiné. Expresi miR-217
navySuje i cisplatina, proto kombinace obou latek ptsobi synergicky. Navrhovany
mechanizmus uc¢inku miR-217 je regulace exprese K-Ras na urovni mRNA a proteinu
snaslednou regulaci drahy PI3K/AKT. Vyznam miR-217 v senzitizaci bunék byl
prokdzan experimenty se syntetickou miR-217 a anti-miR-217, které zesiluji/redukuji
efekt kombinace kvercetinu a cisplatiny. V neposledni fadé je schopen regulovat
PI3K/AKT drahu i kvercetin [6].

Informace z celé podkapitoly ,,Studie zaméfené na in vitro experimenty* jsou shrnuty
v tabulce 1, ktera popisuje charakteristiky citovanych studii véetné prokazanych nebo

navrhovanych dusledkd zkoumanych terapii s kvercetinem.
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Tabulka 1: Souhrn miRNA ovlivhénych kvercetinem, jejich ovlivnéné cile
a charakteristika experimentu — in vitro.

In vitro
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let-7a 72 . | Appari a kol. [167
1245 PacaDD-183 200 pmol-1™" - kvercetin inkubaci se sulforafanem nebo PP (67
1158 CRL1097 k"em}‘i“”em)
(bez piimého potvrzeni)
132 MIA-PaCa2
13,1 BXPC-3 40 pmol 1" - extrakt zeleného aje
13,1 PacaDD-183 200 pmol-1™" - kvercetin
T 1,6# CRL1097
118 AsPC-1 Numb 1
let-7c T 1,3 ASANPaCa Y ,
119 PANG-L bez piimého potvrzeni
miR-200b 12,6 - 12 Notch | Nwaeburu a kol. [169]
miR-200a t 2.1 50 pmol- Nwaeburu a kol. [170]
miR-103 113 AsPC-1 o ’
TiR-1250 14 bez piimého potvrzeni
miR-1202 133
11,45 . ] 24
T8 5 umol 1" - kvercetin 8
miR-217 . 143B K-Ras | Zhang a kol. [6]
129 5 pmol-1™" - kvercetin 24
135 5 umol "' - cisplatina 48

Hodnoty pro expresi miRNA byly stanoveny/odhadnuty z grafii ¢lanki. Zkratky a znaky: * vztazeno proti
pozitivni LPS stimulaci, { autofi urcili mnozstvi polyfenolovych latek v testované frakci pies celkovou
redukéni kapacitu a kyselinu gallovou jako standard, hodnoty jsou vyjadieny jako ekvivalenty kyseliny
gallové (20 mg GAE-1! = mg gallové kyseliny:1™), piimé potvrzeni = naptiklad pfes pokus s transfekci
anti-miR, # = statisticky nevyznamné, x = vztaZeno k Cr¥" stimulovanym butikim, y = vztaZeno k TGF-f
stimulovanym buikdm.
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2.7.2 Studie zaméFené pouze na in vivo experimenty

Vroce 2015 prezentovali Wein a kol. [171] zajimavou studii s kvercetinem
provedenou na samcich potkana wistar. Potkani byli krmeni dietou obsahujici kvercetin
pfi ddvce priblizné 10 mg kvercetinu-kg™ za den. Z 352 testovanych miRNA pomoci
PCR miRNA array bylo 23 deregulovanych proti negativni kontrole. Podle textu mélo
devatenact z nich expresi vice nez 3% niz$i, ale publikovana tabulka uvadi jen tfinact.
Zbylé ¢tyti naopak mély expresi vice nez 3x vys$i. rno-miR-125b-3p, nejvyznamnéji
deregulovanda miRNA, pravdépodobné¢ indukuje y-glutamylhydroldzu na trovni
MRNA [171]. y-glutamylhydrolaza je enzym zpisobujici hydrolyzu anti-folylpolygamma-
glutamati. Nadmérna exprese popisovaného enzymu vede ke vzniku rezistence
nadorovych bunék, proti terapii zamétené na inhibici enzymu vyuzivajicich folat jako
substrat. Tento enzym se také povazuje za negativni prognosticky marker invazivniho

karcinomu prsu [172].

Kvercetin a dalSich osm polyfenoli bylo podavano apoE deficientnim samciim mysi
kmene C57BL/6, jako kontrola byly v experimentu pouzity standardni mys$i bez vnesené
modifikace. Model simuloval deregulovany metabolismus lipidu. Pro analyzu expresnich
profilt byly zvoleny miRNA a mRNA ¢ipy obsahujici 567 a 35 852 sond. Kvercetin byl
zvifatim podavan po dobu dvou tydnti vV mnozstvi, které odpovida lidské denni davce
30 mg. Analyza odhalila 47 odli$n€ exprimovanych miRNA ve srovnani s ApoE
deficientni kontrolou. 25 mIRNA vykazovalo navySeni exprese, kdezto zbylych
22 miRNA snizeni. Velmi zajimava je informace, Zze pét miRNA podl¢halo velmi
podobné modulaci vramci vSech testovanych polyfenold. mmu-miR-30c-1%*,
mmu-miR-374* a mmu-miR-467* byly potlaceny a mmu-miR-291b-5p a mmu-miR-296-
S5p byly navySeny oproti deficientni kontrole. Déle analyza dat objevila pozoruhodny
fenomén. miRNA expresni profil ApoE deficientnich mySi byl polyfenoly castecné

navracen smérem k expresnimu profilu kontroly s ptivodnim genem [173].

Garelnabi a kol. [174] publikovali zajimavé u¢inky kvercetinu, cviceni a jejich
kombinace na expresi miRNA a jejich interakci s aterogenni dietou. Jako model byl
zvolen mysi klon C57BL/6J LDL™”". Exprese byla stanovovana v aorté a jatrech. Vysledky
naznacuji navySeni exprese miR-21 v aorté u skupiny, ktera cvicila a skupiny s kombinaci
kvercetinu a cviceni. Ve stejné tkani byla u kombinace kvercetin/cviceni navysena

I exprese miR-125b. Na druhou stranu miR-451 vykazovala pouze nevyznamné zmény.
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U jater byl trend exprese miR-21 velmi podobny jako u aorty. Navic kvercetin mirné
posiloval efekt cviceni, avSak pfi monoterapii nem¢l zadny vliv. Cviceni mélo také za
nasledek sniZeni exprese jaterni miR-451, ale v kombinaci s kvercetinem dochazi
k omezeni efektu cviceni. Samotny kvercetin vykazoval jen zanedbatelné G¢inky. Jako
posledni byla zhodnocena exprese miR-125b ve vzorcich jater. Kvercetin i zde vykazoval
pouze zanedbatelné rozdily. Naopak jeho kombinace se cvi¢enim vedla k redukci
cvi¢enim navysené exprese. Nékteré z vysledki v publikaci popisuji pouze trend exprese
mIiRNA [174].

Dalsi miRNA, které podléhaji navySeni exprese v reakci na kvercetin v ramci in vivo
experimentu, jsou miR-122 a miR-125b. Jako zviteci model byly zvoleny mysi C57BL/6J
a podanim diety s vysokym obsahem tuku byl vyvolan chronicky subakutni zanét. Pro
pokus byla zvifata rozdélena do t¥i skupin. Kontrolni a dvou skupin s krmivem
obohacenym o kvercetin v mnozstvi 0,2 nebo 2 mg kvercetinu-g! diety. Délka
experimentu byla Sest tydnti. Exprese testovanych miRNA byla navySena 1,6/1,5%
(miR-122/miR125b) proti neoSettené kontrole u skupiny, které bylo podano krmivo
svyssi davkou kvercetinu. MySi krmené dietou s nizkym piidavkem kvercetinu

vykazovaly pouze nesignifikantni zvySeni [175].

Informace z celé podkapitoly ,,Studie zaméfené pouze na in vivo experimenty* jsou
shrnuty v tabulce 2, ktera popisuje charakteristiky citovanych studii véetné prokazanych

nebo navrhovanych dusledkti zkoumanych terapii s kvercetinem.
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Tabulka 2: Souhrn miRNA ovlivnénych kvercetinem, jejich ovlivnéné cile
a charakteristika experimentu — in vivo.

In vivo
)
g % = 2 g g
- = 58 g 2 i
g EEY 53 s 2 5 g 3
x R E8 g S S 0 |5
= = c £ 2 = 5] 5 2
E g E3 2 232 s > 3
s 2 ] 22 S £
g <z =) N
miR-146a vice nez 1,75 | Samice mysi kmene ! denné 8 tydni ’ l?ll(mrtlmmrvnaja']rl pD:Zf Tao a kol. [164]
1 vice nez 1, BALB/c athymic nude 10 mg-kg ' denne tydni velikost nadoru a miru exprese .
miR-146a
CrT buiiky aplikovany do slabin mysi,
L1 ks apliloviny do stabin my 30 dri
10 mg-kg * denng, ip administrace
.y samice mysi kmene B o preinkubace bunck
miR-21 NU/NU Athymic nude preden? osetené buiky BEAS-2B BBAS.2B. 6 sl PDCD4 1 Pratheeshkumar a kol. [157]
1 L7 aplikovany do slabin mysi, , ’
> 2 (505 et vyhodnoceni po
Hmo (+0,5 pmo ) 30 dnech od aplikace
ey ~ y-glutamylhydrolaza
miR-125b-3p Lo (bez piimého potvrzeni)
miR-133b 17
miR-505 17
miR-1 16
miR-342-3p 15
miR-298 15
miR-503 L4
miR-206 14 : 1 .
samci potkana g el oo :
miR-33 L4 kmenepwistar (1(58-1%"11( ﬁve(:zggiu) 7 tydn Weina kol. [171]
miR-216a 14 PP nezmifiovany
miR-301a 13
miR-21 13
miR-205 13
miR-125a-3p 15
miR-132 15
miR-411 14
miR-484 13
" . . samci mysi kmene o
25miRNA | 1 vice nez 1,5 C57BLI6, bud 0006 % (wiw) . diskutovéno nékolik drah o
standardni nebo apoE (ekvivalent 2 tydny (bez piimého potvrzeni) Milenkovic a kol. [173]
22 miRNA | | vice nez 1,5 deficientni P piijmu 30 mg denné u ¢lovéka)
miR-21 112 100 pg denné
aorta 1 1,85 100 pg denné + cviceni
miR-21 | 112 100 pg dennd
jatra 12,0 100 pg denné + cviceni bez piimého potvrzeni
miR-125b 11,1 100 pg denné
aorta 1 1,79 100 pg denné + cviceni
1 1,26 samci mysi kmene 100 pg denné , .
miR-125b C57BL6) LD~ 30 dni STAT3 | a NFB 1 Garelnabi a kol. [174]
jatra 12,77 100 pg denné + cviceni (diskutovano v textu,
vlastni data chybi)
miR-451 12,0 100 pg denn¢
aorta 111 100 pg denné + cviceni [ .
- b ho potv
MiR-451 | 14 100 pg denng % primeho potvrzent
jétra 12,03 100 pg denné + cvideni
. N , acyloxyacyl hydrolaza |
miR-122 116 %g;;:g:loﬁ?:;e 02a2mgg’ diety 6 tydni (bez piimého potvrzeni) Boesch-Saadatmandi a kol. [175]
miR-125b 11,5 ) TNF-a | (spekulace)

Hodnoty pro expresi miRNA byly stanoveny/odhadnuty z grafa ¢lanka. Zkratky a znaky: ptimé potvrzeni =
napiiklad ptes pokus s transfekci anti-miR, x = vztazeno k CrV" stimulovanym butikim, CrT = chromem
transformované buriky a ip = intraperitonealni aplikace.

2.7.3 Studie zaméFena na pacientské vzorky

Krom¢ invitro a invivo experimenti byl proveden i experiment s pacientskymi
vzorky. Studie byla zaméfena na tkanové vzorky od pacientd s karcinomem plic
(adenokarcinom/spinocelularni karcinom). Otazkou bylo, jak mnozstvi kvercetinu v dieté
ovlivni expresi miRNA ve vzorcich. Vysledky ukazaly 2/4 miRNA se zvySenou

a 2/8 miRNA se sniZenou expresi mezi pacienty konzumujici nejvyssi a nejniZ§i mnoZstvi

potravin bohatych na kvercetin. Vyzkumnici pfidali do analyzy i1 dalsi faktory jako je
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histologie nadorti a nekurdk/kutak/byvaly kutdk, jejich kombinace a tfidéni podle rodin

miRNA v kombinaci s ostatnimi faktory [176]. Vysleky studie jsou shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3: Souhrn miRNA ovlivnénych kvercetinem, jejich ovlivnéné cile
a charakteristika experimentu — pacientské vzorky.

Pacientské vzorky
brey =1
8 3 z £ g z
S<E E 3 £ g g

E 222 53 5 g 2 E

g Efz £ 8 : g 2 £

E £E% 2 2 E z 3
miR-502 11,124
miR-125a 1 1,505 vzorky adenokarcinomu
MiR-564 | 1,124 plic
miR-124a | 1,174
miR-155 1 1,399
miR-18D 1 1,483
miR-612 1 1,069 statisticky vyznamné odlisnosti
miR-363* 11,222 exprese mezi vzorky od pacientdi
mIR-510 | 1,147 s dietou obsahujici vysoké a nizké Lama kol. [176]
miR-605 | 2,315 vzorky spinocelularniho mnozstvi kvercetinu
miR-373 | 1,091 karcinomu plic
miR-453 L L2
miR-502 | 1,248
miR-183 | 1,464
miR-573 | 1,151
miR-524* 1 1,170

Nékteré vyzkumné skupiny se zaméfili na vliv samotnych glykosidi kvercetinu nebo
jeho derivati na expresi miRNA. Zde uvadim jen nékolik vybranych ¢lanki. Jednim ze
studovanych derivati kvercetinu je rhamnetin, ktery je schopen modulovat v ruznych
buné&nych liniich miR-34a [177-179]. Jako posledni uvadim ¢lanek, ktery pracoval
s prevracenou logikou. Autofi vyuzili miR-143 pro zvySeni chemosenzitivity bunék
karcinomu zaludku viaci kvercetinu diky inhibici autofagie. Inhibice autofagie byla
zprostfedkovana pies GABARAPLL, validovany cil miR-143 [180].

Mnoho citovanych ¢lankd v této sekci vyuziva vysoké “akademické™ koncentrace
kvercetinu, obvykle vyssi nez 10 umol-1"1. Tak vysoké koncentrace jsou pii b&zné dieté
fyziologicky nedosazitelné. Fyziologické koncentrace se pohybuji kolem 1 pmol-1?!
[181]. Na druhou stranu Ize na data nahliZet jako na zajimavou moznost pro adjuvantni

terapie.

2.8 Pusobeni taxifolinu na expresi miRNA

V ramci literarni reSerSe jsem nevyhledal Zzadny clanek, ktery by studoval efekt

taxifolinu na expresi miRNA.
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2.9 Proteiny rodiny Bcl-2

Rodina Bcl-2 je velmi dulezita pro udrzeni homeostazy mezi apoptdzou a prezivanim
a je povazovana za jeden z hlavnich reguldtorti vnitini drahy apoptdzy. Relativni
koncentrace proapoptotickych a anti-apoptotickych Bcl-2 proteint, tvorba rtznych
komplexit mezi jednotlivymi ¢leny a dal$i faktory rozhoduji o osudu bunky [182].
Z pohledu struktury a funkce se déli do tfi skupin. Prvni skupinou jsou proteiny
obsahujici pouze doménu BH3 (Bcl-2 homology), oznacované jako BH3-only proteiny.
Mezi tyto proteiny se fadi napiiklad Bid, Bad, Bik nebo Bim a v bunce vykazuji
proapoptotické funkce. Na zakladé schopnosti interagovat s dal§imi proteiny rodiny Bcl-2
jsou rozdélovany na piimé aktivatory proteini Bax a Bak a senzibilizatory [183]. Dalsi
skupinou jsou proapoptotické proteiny Bax a Bak schopné tvofit pory v mitochondrialni
membrané [184]. Dnes je soucasti této skupiny i protein Bcl-2 related ovarian killer
(Bok), ktery dokaze indukovat apoptozu nezavisle na proteinech Bax a Bak [185].
Posledni skupinu proteind tvofi anti-apoptotické proteiny. VSechny obsahuji alespon tii
rizné BH domény oznacované Cisly 1 az 4. Pikladem mohou byt proteiny Bcl-2, Bel-xL,
Bcl-w nebo Mcl-1 [186]. Jakakoliv zména v regulaci apoptdzy a souvisejicich Bcl-2
proteini muze zapfi€init vznik rdznych chorob od neurodegenerativnich, po
nadorové [187]. Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou casto v nadorech pfi srovnani s normalni
tkani deregulované [188,189]. Vysledkem je jeden z typickych znakti nadorti — vyhybani
se apoptoze [190,191]. Jedna se 0 jeden z mechanizmi rezistence nadorovych bunék vici
terapii. Pokud je apoptoza nejvhodné&jsi zpisob, jak miZze nador zareagovat na terapii,

stava se z Bcl-2 proteinti potencialni terapeuticky cil [189,192].

2.9.1 Mcl-1

Protein myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1) je produkt genu MCL1, ktery lezi na
g raménku chromozomu 1 (1921.2, Ensembl 2018, release 96) [193]. Na prvni zminku
0 proteinu narazime v roce 1993, kdy byl objeven béhem studia diferenciace myeloidnich
bunék [194]. V literatufe je oznaCovan jako regulator schopnosti sebeobnovy kmenovych
nadorovych bunék [195], které jsou spojovany s vysokou agresivitou a odolnosti vuci
terapiim. Od ostatnich proteinti z rodiny Bcl-2 se odlisuje motivy PEST, které souviseji
s relativné kratkym polocasem rozpadu a jsou povazovany za proteolytické signaly [196].

Literatura obvykle udava polocas rozpadu Mcl-1 do 4 hodin [197]. Exprese proteinu
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Mcl-1 je regulovana na vice urovnich od transkripce az po posttranslaéni uroven. Byl
popsan vliv rustovych faktord EGF [198], VEGF [199] nebo PDGF [200]. Literatura se
zminuje o pusobeni cytokini z rodiny interleukint [199,201,202] a estrogenu pies jeho

receptor ERa [203].

Na posttranskripéni arovni je protein Mcl-1 regulovan pomoci miRNA. U nadoru je
diskutovan vliv miR-26a, miR-29b nebo miR-101, u kterych je Mcl-1 povazovan za
validovany cil [4,5,204].

Ovlivnéni kone¢ného mnozstvi proteinu neni regulovano jen rychlosti jeho tvorby, ale
I jeho degradaci. Prvnim krokem k odstranéni Mcl-1 je ubikvitinace, ktera muize byt
zavisla i nezavisla na fosforylaci PEST motivii obsazenych na N-konci proteinu [205].
Fosforylace probiha postupné a je zprostfedkovana enzymy JNK a GSK3 [206]. Tyto
posttranslacni modifikace slouzi jako impuls a usnadiuji polyubikvitinace [205]. Proti
degradaci pasobi deubikvitinaza USP9X. Navyseni exprese USP9X je spojovano s lepSim
ptrezivanim nadorovych bunék [207]. Vice informaci tykajicich se ubikvitinace proteinu
Mcl-1 lIze nalézt v piehledovém ¢lanku Mojsa a kol. [205]. V neposledni fadé miize byt

protein Mcl-1 degradovan i nezavisle na ubikvitinu [208].

Gen MCL1 obsahuje celkem tfi exony a v zavislosti na alternativnim sestfihu vznika
jedna ze tfi moZznych variant proteinu. Jednotlivé varianty se oznacuji jako dlouha, kratka

a extrémné kratka:
e Mcl-1L — dlouh4 varianta

Dlouhd varianta nese informaci ze vSech tii exonll a vysledny protein tvofi
350 aminokyselin (AMK). Mcl-1L obsahuje domény BH1 az BH3, transmembranovou
doménu a motivy PEST [209]. Dlouha varianta proteinu vykazuje anti-apoptoticky efekt
ajeji zvySena exprese je vV mnoha nadorech spojovana se §patnou progndzu pacienta.
Mcl-1L interaguje diky hydrofobnimu zlabku s BH3-only proteiny a proteiny Bax a Bak,
¢imz zabranuje aktivaci a dimerizaci proteind Bax a Bak [192]. Kratka zivotnost této

formy usnadnuje indukci apoptozy.
e Mcl-1S — kratka varianta

U kratké varianty proteinu Mcl-1 dochézi k vystfizeni exonu II a zmén¢ ¢teciho ramce.

Vznikla izoforma obsahuje 271 AMK a ztraci transmembranovou doménu a domény
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BH1, BH2. Jelikoz Mcl-1S obsahuje pouze doménu BH3, je fazena mezi BH3-only
proteiny a funguje jako proapoptoticky signal. Kratka varianta proteinu Mcl-1 interaguje
s variantou dlouhou, ¢imZ zamezuje tvorbé dimert mezi Mcl-1L a proteiny Bak, Bax
nebo BH3-only proteiny. Neinteraguje vSak s dalSimi proteiny z Bcl-2 rodiny. Toto

tvrzeni je zna¢né¢ omezené, nebot’ autofi clanku sledovali jen omezené mnozstvi ¢lent

rodiny Bcl-2 [209].
e Mcl-1ES — extra kratka varianta

Jako posledni byla objevena sestfihova varianta Mcl-1ES o délce 197 AMK. U extra
kratké varianty dochdzi k vystfizeni ¢asti exonu I. Izoforma ptichazi o motivy PEST, ale
domény BH1 az BH3 a transmembranova doména na proteinu zlstavaji. Pfitomnost BH3
domény je dulezitd pro mitochondrialni lokalizaci proteinu, interakci s Mcl-1L
a schopnost tvofit dimery. Vzniklé vyssi struktury jsou schopné permeabilizovat vnéjsi
mitochondrialni membranu nezavisle na proteinech Bax a Bak. Podobné jako Mcl-1S je

I Mcl-1ES schopna interagovat pouze s Mcl-1L [210,211].

2.9.2 Bax a Bak

Podle funkce Ize Bax a Bak definovat jako proteiny proapoptotické. Jejich primarnim
ukolem je spousténi apoptozy vytvorenim poért ve vnéjsi mitochondrialni membrané. To
umoziuje uvolnéni cytochromu c a dalSich faktorti naptf. proteinu SMAC/DIABLO
Z mezimembranového prostoru do cytosolu. Uvolnény cytochrom ¢ se podili na tvorbé
apoptozomu a aktivaci kaspazy-9. Z vySe uvedeného textu je patrné, Ze Bax a Bak se
podili na aktivaci vnitini mitochondrialni drahy [212]. Struktura Bax/Bak obsahuje
celkem devét a-helixd, domény BH1 az BH3 a C-terminalni transmembranovou doménu.
Oba proteiny jsou regulovany sloZitou siti protein-proteinovych interakci mezi
jednotlivymi skupinami rodiny Bcl-2. Rozhodnuti, zda buiika vstoupi do apoptdzy nebo
pfezije, zavisi na relativni koncentraci antiapoptotickych a proapoptotickych Bcl-2
proteinti a dalSich faktorech [184,213]. Zajimava je nejednotnost v tvrzeni o po¢tu BH
domén obsazenych v Bax a Bak. Mnohé ¢lanky popisuji pfitomnost i BH4 domény, jiné

se zminuji pouze o pritomnosti domén BH1 az BH3 [184,212-214].
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29.2.1 Bax

Nazev Bax je zkratkou pro Bcl-2 Associated X Protein. Gen kodujici primarni
transkript lezi na dlouhém raménku chromozomu 19 (19q13.33; Ensembl 2018, release
96) [193]. Struktura proteinu Bax obsahuje kanonicky hydrofobni Zlabek a hydrofobni
kapsu lokalizovanou na opa¢né strané proteinu. Ob& mista hraji dulezitou roli v aktivaci
Bax [215,216], na které zavisi jeho lokalizace uvnitf buniky. U zdravych bunék je umistén
Vv cytosolu jako neaktivni globularni protein. Experimenty ukazaly, Ze se do hydrofobniho
zlabku neaktivniho proteinu Bax vaze helix a9 obsahujici transmembranovou doménu. To
je pravdépodobné jeden ze zasadnich vlivii na cytosolickou lokalizaci [217,218].
Cytosolicka lokalizace je také udrzovana retrotranslokaci zprostiedkovanou interakci
s proteinem Bcl-xL, coz zabranuje jeho akumulaci v mitochondrialni membrané. Rychlost
retrotranslokace navysuji proteiny Mcl-1 a Bcl-2. Aktivovana forma je naopak piitomna

pievazné v mitochondriich, piesnéji v jejich vnéjsi membrang [219].

Aktivace proteinu Bax je popisovéana jako postupna a bivalentni. Jedn4 se o po sobé
jdouci zmény konformace proteinu, které vedou k tvorbé dimerti a oligomerd vyssich
fadu [184]. Vazba proapoptotickych proteini do kapsy na zadni strané proteinu vyvola
prvotni konformacni zménu, kterd vypudi helix o9 s transmembranovou doménou
Z hydrofobniho Zlabku. Dtsledkem je translokace do vné€j§i mitochondrialni
membrany [215,217]. Dalsi interakce, tentokrat mezi hydrofobnim zlabkem a BH3-only
proteiny, vede k dalsi zméné konformace a odhaleni BH3 domény Bax. Interakce je
docasna, kdy po navéazani dochazi k aktivaci a okamzitému rozvolnéni, tzv. ,hit and
run® [216,220]. Odhalena BH3 doména se mize vazat na dal§i protein Bax a vznikaji
dimery. Ty pfes rGznd mista v molekule interaguji s dalSimi monomery a vznikaji
oligomerni struktury, které se formuji do pora (detailné rozepsano v piehledovém ¢lanku

Pena-Blanco a kol. [184]).

V neposledni fadé se Garner a kol. [214] zminuji o autoinhibici. Tento typ inhibice
probihd v cytosolu. Interakce dvou molekul Bax probihd mezi N-terminalni doménou
jedné molekuly s C-termindlni doménou druhého dimerizaéniho partnera. Oba
interagujici povrchy zahrnuji mista diilezita pro aktivaci. Vysledkem je vznik inaktivnich

dimert s vys$si odolnosti viici aktivaci ve srovnani s monomery [214].
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29.2.2 Bak

Cely ndzev proteinu Bak je Bcl-2 homologous antagonist killer. Jeho gen lezi na
kratkém raménku chromozomu 6 (6p21.31; Ensembl 2018, release 96) [193]. Pii pohledu
na strukturu proteinu si lze vSimnout vyznamné odliSnosti mezi proteiny Bax a Bak.
Protein Bak mé na helixu 09 umisténou mnohem hydrofobnéjs$i transmembranovou
doménu. Vysledkem je preference hydrofobnéjsiho prostfedi, coz se odrazi v odlisné
lokalizaci proteinu. Ten se vyskytuje pievazné ve vnéj$i mitochondrialni membrané.
S hydrofobicitou transmembranové domény souvisi i omezeni rychlosti retrotranslokace,

na které se podili Bel-xL nebo Mcl-1 [221].

K aktivaci vnitini mitochondrialni drahy dochazi velmi podobné jako u proteinu Bax.
| zde se jedna o postupny vicekrokovy proces. Jelikoz je Bak majoritné lokalizovany na
mitochondridlni membrané, nemusi podstupovat translokaci. Proto buiiky deficientni na
protein Bax vykazuji rychlejsi odezvu na proapoptotické signdly nez bunky postradajici
protein Bak [222]. V prvni fazi musi dojit k aktivaci proteinu za pomoci vybranych
BH3-only proteint, které pfechodné interaguji s BH3 vazebnym zlabkem. Po interakci
dojde ke zméné konformace Bak, coz vede k dimerizaci, nasledné oligomerizaci a tvorbé

pori [223].

Inhibice Bak muze byt zprostifedkovana vazbou izomeru VDAC2 (voltage-dependent
anion-selective channel protein 2) do dimeriza¢ni domény proteinu Bak. Proto jsou buiky
neexprimujici VDAC2 citlivéjsi na apoptotické stimuly. NavySeni exprese VDAC2 vede

ke snizeni citlivosti [224].

2.10 ZEB2

Protein ZEB2, celym nazvem Zinc finger E-box-binding homeobox 2 se v literatuie
objevuje i pod zkratkou SIP1 (SMAD interacting protein 1). Zkratka byla vytvofena na
zakladé interakce mezi rfSMAD a ZEB2, ve kter¢ ZEB2 funguje jako korepresor
transkripce. Tato interakce je schopné zastavit signalizaci vyvolanou aktivaci TGF-3
receptoru. Z pohledu dalsiho zafazeni se jedna o protein zrodiny ZEB, ktera je
u obratlovct tvofena dvéma konzervovanymi proteiny ZEB1 a ZEB2. Oba proteiny jsou
transkripéni  faktory fidici genovou expresi vimentinu, N-cadherinu, MMP-1/2

a dalsich [225]. ZEB2 je zapojen do dé&ju spojenych s normalnim fungovanim organizmu.
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Prikladem muize byt vliv proteinu na vyvoj neuronti v mozku [226], béhem gastrulace
nebo morfogenezi srdce [225]. Protein ZEB2 se podili na vzniku patologického stavu
vyvolaného riznymi mutacemi nebo delecemi jeho genu na chromozomu 2 v lokusu 22,
které je oznacovano jako Mowat-Wilsontiv syndrom, coz je vzacné genetické onemocnéni
popsané Mowatem a kolegy vroce 1998. Onemocnéni je oznaCovano jako multi-
systémové a projevuje se mentdlni retardaci, mikrocefalii a je casto doprovazeno
Hirschsprunggovou chorobou [227]. Dalsim patologickym stavem souvisejicim se ZEB2
jsou nadorova onemocnéni, ve kterych hraje dulezitou roli pii indukci epitelidlné-
mezenchymalni tranzice (EMT). EMT je proces spojeny s indukci dediferenciace a takto
postizené epitelidlni bunky ziskdvaji mezenchymalni fenotyp, coz se projevi ztratou
polarity bunék a zménami v mezibunéénych spojich. V pribéhu EMT dochdazi k represi
E-cadherinu a aktivaci N-cadherinu zprostfedkovanou proteinem ZEB2 [228]. Pokud
v nadorech dojde k navyseni exprese proteinu ZEB2, vysledkem je agresivnéjsi chovani,
proto se 0 ZEB2 uvazuje jako o jednom z prognostickych markeri pro sledovani

agresivity metastazujicich karcinomi a odhadovani Sanci pacientti na pteziti [229].
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Zamérem piedkladané disertacni prace bylo studium ovlivnéni cytotoxicity etoposidu
pomoci miR-29b v bunécné linii HeLa a objasnéni mechanizmu u¢inku. Dale si prace
kladla za cil odhaleni mechanizmu uc¢inku mifepristonu na toxicitu etoposidu
pozorovanou V bunécéné linii Hep G2. Efekt byl odhalen v ramci vysledki vyzkumu
skupiny pfi studiu pasobeni farmakoterapie cilené na aktivaci/inhibici glukokortikoidniho
receptoru spojenou s ovlivnénim exprese miR-29b a moznym vlivem na cytotoxicitu
etoposidu. Poslednim bodem prace se stalo sledovani vlivu vybranych polyfenolu, které
se bézn¢ vyskytuji Vv potravé, na expresni profil miRNA v bunééné linii Hep G2
a primarnich kulturach lidskych hepatocyti. Prace pokra¢ovala vyhodnocenim vlivu
vybranych deregulovanych MiRNA se zménou exprese vétSi/mensi néZz 1,5nasobek

exprese kontrolnich bunék na jejich cilové proteiny a souvisejici signalni dréhy.

Konkrétni cile byly:

1. Studium mechanizmu t¢inku miR-29b na cytotoxicitu etoposidu v bunééné linii
Hela.

2. Studium vlivu mifepristonu na cytotoxicitu etoposidu v bunééné linii Hep G2

a jeho mechanizmu u¢inku.

3. Ovlivnéni expresniho profilu miRNA bunécné linie Hep G2 a primarnich kultur

lidskych hepatocytl kvercetinem a taxifolinem.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material

4.1.1 Bunéény material

Lidska bunécna linie HeLa (lidska bunééna linie karcinomu dé€lozniho ¢ipku) byla

zakoupena od ECACC (katalogové ¢islo 93021013).

Lidska bunééna linie Hep G2 (lidska bunééna linie karcinomu jater) byla zakoupena od
ECACC (katalogové ¢islo 85011430).

Lidskd bunécnd linie K562 (lidska bunééna linie chronické myeloidni leukémie) byla

zakoupena od ECACC (katalogové Cislo 89121407).

Lidska bunécna linie K562/Dox (lidska bunééna linie chronické myeloidni leukémie)
se zvySenou expresi P-glykoproteinu (P-gp) diky retrovirovému vektoru HaMDR
obsahujicimu ¢cDNA koédujici lidsky MDR1 byla ziskana darem od Prof. J.P. Marie

(University of Paris 6, Francie).

Lidska bunécna linie K562/DoxDR2 (lidska bunétna linie chronické myeloidni
leukémie). stabilné¢ exprimujici shRNA proti genu ABCB1 byla vytvofena pomoci

komeréné dostupného vektoru pGeneClip neomycin.

Lidska bunétna linie K562/ABCG2 (lidskd bunécnd linie chronické myeloidni
leukémie) se zvySenou expresi ABCG2 diky retrovirovému vektoru SPsLdS,
obsahujicimu ¢cDNA kodujici lidsky ABCG2 byla ziskana darem od Prof B. Sarkadi
(National Blood Center and Semmelweis University, Budapest, Mad’arsko). Buné¢na
linie K562/ABCG2 je velice heterogenni a jednotlivé bunky vykazuji rozdilnou miru
exprese ~ ABCG2  transportéru.  Subklony  K562/ABCG2CL10 s vysokou
a K662/ABCG2CL1 snizkou expresi ABCG2 byly ztéto linie ziskany pomoci

rozkultivovani jednotlivych bun€k na 96 jamkové desce.

Primérni kultury lidskych hepatocytli byly izolovany z jater multiorgdnovych darca.
Veskera prace byla provadéna s povolenim Etické komise FNOL a LF UP v Olomouci

Vv souladu s mezindrodni legislativou.
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4.2 Chemikalie

1-propanol (Sigma Aldrich; kat. ¢. 402893)

2-propanol (Sigma Aldrich; kat. ¢. 19516)

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich; kat. ¢. M6250)

Agaréza typ I (Sigma Aldrich; kat. ¢. A6013)

Agardza typ VII (Sigma Aldrich; kat. ¢. A4018)

Akrylamid/N,N"-methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok) (Merck; kat. ¢. 1.00641.1000)
Pierce™ BCA Protein Assay pro stanoveni proteinti (ThermoFisher; kat. ¢. 23225)
Bromfenolova modf, prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. B0126)

Coomassie Brilliant blue G-250 (Serva; kat. ¢. 35051)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D2650)

Disodna sl kyseliny ethylen-diamintetraoctové (NaEDTA) (Sigma Aldrich;
kat. ¢. 03685)

DL-dithiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D0632)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma Aldrich; kat. ¢. L5750)

Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D5796)
Ethanol (Dr. Kulich Pharma; kat. ¢. ES 200-578-8)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (GE Healthcare Life Sciences; kat. ¢. SV 30160.03)

Fluorid sodny (Sigma Aldrich; kat. ¢. S7920)

Glycerol (Sigma Aldrich; kat. ¢. G2025)

Hovézi sérovy albumin-frakce V (BSA) (Serva; kat. ¢. 11930.03)

Chloroform (Sigma Aldrich; kat. ¢. C2432)

ImmunoCruz Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz; kat. ¢. sc-2048)

Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova (EGTA) (Sigma Aldrich; kat.
¢. E4378)

Kyselina chlorovodikova 35% (Penta; kat. ¢. 19360-11000)

Kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-2-etansulfonova (HEPES) (Sigma Aldrich; kat.
¢. H3375)

Kyselina octova 99% (Lach-Ner; kat. ¢. 10047-A99)

L-glutamin, (Sigma Aldrich; kat. ¢. G6392)

Lipofectamine 2 000 (Life Technologies; kat. ¢. 11668-019)

Methanol (HPLC grade) (VWR, kat. ¢. 20864.320)

Minimalni esencialni médium (MEM) (Sigma Aldrich; kat. ¢. M4655)
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Neesencialni aminokyseliny (NEAA) (Life Technologies; kat. ¢. 11140050)
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva; kat. ¢. 35930)
Opti-MEM® (ThermoFisher; kat. ¢. 11058021)
PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoFisher; kat. ¢. 26616)
Penicillin-Streptomycin (Sigma Aldrich; kat. ¢. P4333)
Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich; kat. ¢. A3678)
Ponceau S (Sigma Aldrich; kat. ¢. P3504)
Pre-miRNA:

hsa-miR-29a (ThermoFisher; kat. ¢. 17100, PM12499)

hsa-miR-29b (ThermoFisher; kat. ¢. 17100, PM10103)

hsa-miR-29c (ThermoFisher; kat. ¢. 17100, PM10518)

Pre-miR™ miRNA Precursor Negative Control #1 (ThermoFisher; kat. ¢. 17110)
Prote4zovy inhibitor Complete™ (Roche; kat. ¢. 04 693 116 001)
Protilatky primarni:

ABCBL1 (Novusbio; kat. ¢. NBP2-52654)

ABCCL1 (Cell Signaling; kat. ¢. 14685),

ABCG2 (Sigma-Aldrich; kat. ¢. AV43649)

Aktin (Santa Cruz; kat. ¢. sc-1616)

Bak (Santa Cruz; kat. ¢. sc-832)

Bax (Santa Cruz; kat. ¢. sc-20067)

Bcl-2 (Cell Signaling; kat. ¢. 2872),

B-tubulin (Cell Signaling; kat. ¢. 2146)

Cytochrom c (Santa Cruz; kat. ¢. sc-8385)

Lamin B1 (Santa Cruz; kat. ¢. sc-377000)

Mcl-1 (Santa Cruz; kat. ¢. sc-819)

Kaspaza-3 (Santa Cruz; kat. ¢. sc-7148),

Vimentin (Novusbio; kat. ¢. NBP2-44832)

ZEB2 (Santa Cruz; kat. ¢. sc-271984)
Protilatky sekundarni konjugované s kienovou peroxidazou (HRP) od firmy Santa Cruz
(kat. ¢. sc-2004, kat. ¢. sc-2922, a kat. ¢. sc-2005) a Cell signaling (kat. ¢. 7074 a
kat. ¢. 7076)
Sacharoza (Sigma Aldrich; kat. ¢. S0389)
SignalBoost™Immunoreaction Enhancer Kit (Merck; kat. ¢. 407207)
siRNA proti Mcl-1 a Bak (Sigma Aldrich; identifika¢ni ¢isla jsou uvedena v tabulce 4)
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TagMan® MicroRNA assays:
hsa-miR-29a (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975, assay ID 002112)
hsa-miR-29b (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975, assay ID 000413)
hsa-miR-29c (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975, assay ID 000587)
RNUGB (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975, assay ID 001093)
Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfer Buffer (BioRad; kat. ¢. 10026938)
Triton X-100 (Sigma Aldrich; kat. ¢. T9284)
TRI Reagent® (Sigma Aldrich; kat. ¢. T9424)
Tween® 20 (Sigma Aldrich; kat. &. P1379)
tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris) (Carl Roth; kat. ¢. 0188.4)
trypanova modrt 0,4% roztok (Sigma Aldrich; kat. ¢. T8154)
trypsin-EDTA, 0,25% roztok (Life Technologies; kat. ¢. 25200-056)
vanadi¢nan trisodny (Sigma Aldrich; kat. ¢. S6508)
voda pro molekularni biologii (Sigma Aldrich; kat. ¢. W4502)

Pro praci s bunéénymi kulturami byl pouzit oxid uhligity od firmy Siad (CR).
Ostatni chemikalie stupné &istoty p.a. byly zakoupeny od firmy Lach-Ner (CR).

Tabulka 4: Seznam identifika¢nich c¢isel siRNA zakoupenych ze Sigma Aldrich,
které byly vyuzity v naSich experimentech.

Protein | Razeni siRNA 1D
1 SASI Hs01 00162656

Mcl-1 2 | SASI Hs01 00162657
3 | SASI Hs01 00162658

1 | SASI Hs02 00331326

Bak 2 | SASI Hs01 00075044
3 | SASI Hs02 00331327
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4.3 Roztoky

Roztoky pro stanoveni aktivity kaspazy-3

Lyzaéni pufr: HEPES (50 mmol-1), pH 7,4; Triton X-100 (0,5%, v/v), inhibitor proteaz
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (5 mmol-17%).

Reakéni pufr: HEPES (20 mmol-17%), pH 7,1; EDTA (2 mmol-11), inhibitor proteaz
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (5 mmol-17%).

Zasobni roztok substratu pro kaspazu-3: 10 mmol-1"* Ac-DEVD-AMC v DMSO.
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspazu-3: 2 mmol-1" Ac-DEVD-CHO v DMSO.
Reak¢éni smés se substratem: 995 pul reakéniho pufru a 5pul substratu (vysledna

koncentrace 50 pmol-17%).

Reak¢ni smés se substratem a inhibitorem: 995 ul reakéniho pufru, 5 ul substratu

(vysledna koncentrace 50 pmol-171), 0,5 pl inhibitoru (vysledna koncentrace 1 pmol-11).

Z.asobni roztok fosfatového pufru (PBS)

NaCl (137 mmol-1), KCI (2,68 mmol-1t), NaHPOs (8,96 mmol-11), KH2PO4

(1,47 mmol-171), pro experimenty byl zasobni roztok 10x ziedén.

Roztoky pro pripravu celkovych lyzata

HUVEC pufr: Tris (20 mmol-I'Y), EGTA (5mmol-1Y), NaCl (150 mmol-1?),
glycerolfosfat (20 mmol-1"t), NasVOa4 (1 mmol-17%), NaF (1 mmol-171), Triton X-100 (1%,
v/v), Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor protedz Complete™ (1 tableta v 50 ml), pH 7,5.

RIPA pufr: Tris (50 mmol-1"Y), NaCl (150 mmol-1), Triton X-100 (1%, v/v),
dodecylsulfat sodny (0,1%, m/v), deoxycholat (0,5%, m/v), inhibitor proteaz Complete™
(1 tableta v 50 ml), pH 8,0.

Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot

Migraéni pufr: Tris/HCI (1,5 mol-1'%), pH 8,8.
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Migraéni gel: 7% SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu
29:1 (18,5 %), deionizovana voda (54,7 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat
sodny (1 %), 10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %); 10%
SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (24,7 %),
deionizovanéd voda (48,5 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1 %),
10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %); 12,5% SDS
polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (30,9 %),
deionizovana voda (42,3 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1 %),
10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %) a 15% SDS
polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (37,1 %),
deionizovanéd voda (36,1 %), migraéni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1 %),
10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %).

Zaostirovaci pufr: Tris (0,5 mol-11), pH 6,8.

Zaostrovaci gel: 10% polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1
(13,1 %), deionizovana voda (60,6 %), zaostiovaci pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat
sodny (1 %), 10% peroxodisiran amonny (0,3 %), tetramethylethylendiamin (0,15 %).

Pienosovy pufr: Tris (25 mmol-1%), glycin (192 mmol-1Y), methanol (20%, v/v),
SDS (0,1%, m/v), pH 8,3.

TBS (tris-buffered saline): Tris (100 mmol-1"t), NaCl (154 mmol-1%), pH 7,5.
TBS/T: Tween 20 (0,1%, v/v) v TBS.

TBS/T/mléko: Tween 20 (0,1%, v/v), susené mléko (5%, m/v) v TBS.
TBS/T/BSA: Tween 20 (0,1%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS.

Vzorkovy pufr: Tris (312,5 mmol-1Y), pH 6,8; SDS (10%, m/v), glycerol (50%, Vv/v),
DTT (0,5 mol-1"Y), bromfenolova modf (0,05%, m/v).

Barvici roztok: kyselina octova (5%, v/v); Ponceau S (0,1% m/v).

,Stripping pufre: Tris (62,5mmol-1?), SDS (2%, v/v), 2-merkaptoethanol
(100 mmol-17%), pH 6,8.
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Roztoky pro stanoveni bilkovin

Pracovni roztok pro stanoveni dle Bradfordové: 0,01% (m/v), 100 mg Coomassie
Brilliantové modie v 50 ml 96% ethanolu a 100 ml 85% HsPO4 doplnéno do 1000 ml

deionizovanou vodou.

Standardy bovinniho sérového albuminu o koncentraci 0-2 g-172.

Roztoky pro kometovou analvzu

Lyzaéni pufr: NaCl (2,5mol-11), EDTA (100 mmol-1'Y), Tris (10 mmol-1Y),
Triton X-100 (1%, v/v), pH 10.

Neutralizaéni roztok: Tris (400 mmol-17%), pH 7,5.

Roztok pro elektroforézu: NaOH (300 mmol-1t), EDTA (1 mmol-1%).

Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék

Primdrni kultury lidskych hepatocytii:

Premix: glukéza (189 mmol-1%), glutamin (64,7 mmol-1Y), penicilin (1,62 mg-ml™?),
streptomycin =~ (3,78 mg-mlY), pyruvat sodny (10,08 mmol-1?),  dexametazon
(48,2 umol-171), holotransferin (0,135 mg-ml?), ethanolamin (0,0108% v/v), inzulin
(9,31 pmol-11), kyselina linolova (0,138 mmol-1?), kyselina askorbova (2,11 mmol-17?),
glukagon (1,55 umol-1"1), amphotericin B (Fungizone 50mg; 36,9 ug-ml?), diflucan
(13,24 umol-171).

ISOM - bezsérové médium: smés médii Williams E a Ham-F12 v poméru 1:1. Ob¢

média byla zakoupena v prasSkové formé.
Ptiprava Williams E média: obsah baleni + NaHCOs3 (26,2 mmol-17%), pH 7,2.
Piiprava Ham-F12 média: obsah baleni + NaHCOj3 (14 mmol-17%), pH 7,2.
Meédia byla smichand v poméru 1:1 a pfidano 37 ml roztoku premix.

ISOM — vysévaci médium: bezsérové médium obohacené o 10 % FBS.
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Roztok kolagenu na potahovani kultivaénich desek: 0,2% sterilni roztok kolagenu
(typ 1) 2a0,1% CH3COOH v poméru 1:15.

Bunécéna linie HeLa:

Bezsérové médium: MEM, penicilin (100 U-mI™?), streptomycin (100 mg-17Y),
NEAA (1%, v/v).

Kultivaéni médium: bezsérové médium obohacené o 10 % FBS.

Zamrazovaci médium: FBS (90%, v/v), DMSO (10%, v/v).

Bunécna linie Hep G2:

Bezsérové médium: DMEM, penicilin (100 U-ml™?), streptomycin (100 mg-17?),
NEAA (1%, v/v).

Kultivaéni médium: bezsérové médium obohacené o 10 % FBS.

Zamrazovaci médium: FBS (90%, v/v), DMSO (10%, v/v).

Bunécna linie K562:

Bezsérové médium: RPMI 1640, penicilin (100 U-ml?Y), streptomycin (100 mg-17Y),
NEAA (1%, Viv).

Kultiva¢ni médium: bezsérové médium obohacené o 10 % FBS.

Zamrazovaci médium: FBS (90%, v/v), DMSO (10%, v/v).
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4.4 Pristroje

Chlazena centrifuga Z 323 K (Hermle Labortechnik, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 380R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Némecko)

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Minicentrifuga Z 100 M (Hermle Labortechnik, Némecko)

CO2 inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

CO2 inkubator MCO-18AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, CR)

Laminarni box Clean Air (Schoeller Instruments, CR)

Laminarni box pro RT-PCR Topsafe 1.8 (BioAir Instruments, CR)

Fotometr pro méfeni absorbance/fluorescence v 96-jamkovych deskach Infinite M200 pro
(Tecan, Svycarsko)

UV-VIS spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko)

NanoPhotometer Pearl® P 300 (Implen, Némecko)

Hlubokomrazici box VX 380 (Jouan, Francie)

Hlubokomrazici box Inova U535 (Eppendorf, Némecko)

Homogenizator Ultra-Turax T 25 basic (Ika Werte, Némecko)

Ultrazvukova termostatova vodni lazen PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)
Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Turbo Thermo Shaker TMS-200 (labmark, CR)

Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Inverzni fluorescenéni mikroskop Olympus I1X 70 S8F (Olympus, Japonsko) s kamerou
PCO VC 45-CG-23 (CCD Imaging, Némecko)

pH-metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, CR) s elektrodou SenTix41 (WTW,
Némecko)

Ttepacka OLS 200 (Grant Instruments,Velka Britanie)

Ttepacka OLS Aqua pro (Grant Instruments,Velka Britanie)

Odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA)

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Ttepacka Reax top (Heidolph, Némecko)
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Ttepacka Rotamax 120 (Heidolph, Némecko)

Magneticka michacka IKA RH basic KT/C (Slabo, CR)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200,
PowerPac 3000 nebo PowerPac universal (Bio-Rad Laboratories, USA)

Véhy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Zatizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

Vakuové ¢erpadlo Vacc-space (Chromservis, Slovensko)

Pipetovaci nastavec accu-jet® pro (Brand, Némecko)

Systém XCELLigence (ACEA Biosciences, USA)

GeneChip® Fluidics station 450 (Affymatrix, USA)

GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymatrix, USA)

GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymatrix, USA)

HPLC/MS systém byl slozen z Dionex UltiMate 3000 (Dionex Corp., Sunnyvale, CA)
jehoz soucasti je degasser (SRD-3400, 4 DEGASSERCH), binarni pumpa (HPG-3400SD),
autoinjektor (WPS-3000 TSL ANALYTICAL), kolonovy termostat (TCC-3000RS)
a detektor diodového pole—DAD (DAD-3000, 190400 nm) s online napojenim na
hmotnostni spektrometr LCQ Fleet s kvadrupolem a iontovou pasti (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Pro analyzu byla pouzita kolona Purospher Star, RP-18e
55-2, (3 um) (Merck, Darmstadt, Germany)

Ostatni material:

Fotograficky film Carestream Kodak BioMax light, fotograficka vyvojka a ustalovad
Kodak GBX (Eastman Kodak, USA)

Fotograficky film Fuji medical x-ray (FujiFilm, Japan).

PVDF membrana Immun-Blot™ (0,2 um; Bio-Rad Laboratories, USA).

Sterilizaéni filtry 0,22 um Millex®-GS (Millipore, USA).

Kultiva¢ni 1ahve Nunclon™, kultivaéni desky, filtry a centrifuga¢ni zkumavky (Nunc,
Dénsko).

Plastové injekéni stiikacky (B. Braun, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Filtra¢ni papir Whatman (Whatman, USA)

Aerosil® Rumec Silica (Evonik Industrie, Némecko)
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4.5 Pouzité metody

4.5.1 Izolace a priprava primarnich kultur lidskych hepatocyti

Izolace byly provedeny pracovniky Ustavu lékaiské chemie a biochemie podle
protokolu popsaného v Pichard a kol. [230]. Primarni kultury lidskych hepatocytt byly
ziskany z jater multiorganovych darci se svolenim etické komise FNOL a Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Stanovisko etické komie ze dne 15. 3. 2010,
¢islo jednaci 119/07.

4.5.2 Kultivace primarnich kultur lidskych hepatocyti

Primérni kultury lidskych hepatocytii byly vysety v médiu ISOM doplnéném o 10 %
fetalniho bovinniho séra. Presné slozeni kultivacniho média je uvedeno v sekci 4.3
Roztoky. Po 24 hodinach od vyseti bylo vyménéno médium za bezsérovy ISOM. Bunky
byly kultivovany v inkubatoru pti 37 °C a 5% atmosfétre COs.
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Obrazek 10: Monovrstva primarnich kultur lidskych hepatocyti. Ilustrativni obrazek
monovrstvy primarnich kultur lidskych hepatocyti. Fotografie byla potizena na Ustavu 1ékaiské chemie
a biochemie LF UP na mikroskopu Olympus CK40, pii zvétseni 100x.

4.5.3 Kultivace bunéénych linii HeLa, Hep G2 a K562

Bunééna linie HeLa byla kultivovana v médiu MEM (minimalni esencialni médium).
Buiiky byly uchovany v inkubatoru pii 37 °C a 5% atmosféfe CO. Bunky byly podle
potieby pasazovany jednou za 2—4 dny.

Pro kultivaci bunéné linie Hep G2 bylo pouzito médium DMEM - s vysokou
koncentraci glukézy (Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem, 4 500 mg
glukozy-1™t média). Buiiky byly uchovany v inkubatoru pii 37 °C a 5% atmosféte COs..
Bunky byly podle potieby pasazovany jednou za 2—4 dny.

Pro kultivaci bunééné linie K562 bylo pouzito médium RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute-1640). Buiiky byly uchovany Vv inkubatoru pii 37 °C a 5% atmosféie
COs.. Buriky byly podle potieby pasazovany jednou za 2—4 dny.
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Pasazovani bylo provedeno pii dosazeni 70-80% konfluence. Prvnim krokem bylo
omyti bunék roztokem PBS vytemperovanym na 37 °C, které bylo jedenkrat opakovano.
Cilem je odstranéni veskerych zbytkli pivodniho média obsahujicich metabolity a sérum,
které by zpusobilo inhibici trypsinu, jeZ je pouzivan pro uvolnéni adherentnich bunék od
matrice. Po odstranéni PBS byl pridan 0,25% roztok trypsinu-EDTA adojde
K postupnému uvolnéni bun¢k. Bunky byly rozsuspendovany v kultiva¢nim médiu.
Vysledkem je inhibice trypsinu a zamezeni dal$iho poSkozovani bunék. Postup pokracuje
centrifugaci pti 178xg po dobu 3 minut, odstranénim supernatantu a rozsuspendovanim
peletu bunék v Cerstvém kultivaénim médiu. Nakonec byly bunky spocitany pomoci
Biirkerovy komirky a roztoku trypanové modii [231] nebo pfistroje MUSE s vyuzitim
kitu Cell count and viability. V zavislosti na experimentu byly bunky vysety v patfi¢ném
mnozstvi na kultiva¢ni desky/Petriho misky a ¢ast byla vracena do nové kultiva¢ni lahve—
lahvi pro dals$i experimenty. Pokud by bylo pasaZzovani provedeno pii dosazeni 100%

konfluence, bunky méni své chovani.

Pasazovani bun¢k K562 vyzadovalo drobnou modifikaci protokolu, protoze bunééna
linie K562 je suspenzni a nevytvaii kontakt s matrici. Proto byly pteskoceny prvni kroky
souvisejici s trypsinizaci bunék. Pasazovani bylo zahajeno ptenesenim bunék z kultivaéni
lahve do falkony a jejich centrifugaci pti 178xg po dobu 3 minut. Zbytek postupu byl

totozny jako u adherentnich bunék.

4.5.4 Systém xCELLigence

Systém xCELLigence je zalozen na sledovani zmény impedance V jednotlivych
jamkach testovaci desticky. Kazd4 jamka testovaci desticky odpovida ploSe jedné jamky
na standardni 96 jamkové desce. Na rozdil od standardni desky je celé dno jamek pokryto
zlatymi elektrodami. V ramci experimentu byly pouzity dva typy desek, které se lisi
V materialu  pouzit¢é matrice, E-Plateview 16 (sklo) a E-Plateview PET
(polyethylentereftalat). Ob¢ varianty obsahuji celkem 16 jamek pro jednotlivé vzorky,
které jsou proméfovany nezavisle. Po vyseti zvolené bunééné linie (HelLa/Hep G2),
bunky adherovaly na dno desti¢ky, coz vyvolalo zménu impedance. Naméfené hodnoty
ptistroj prepocitava na dalsi veliCinu, ktera se nazyva cell index a reprezentuje mnoZzstvi
bungk, které je v kontaktu se dnem kazdé jamky. Znasobeni poctu bunek v jamce nebo

zvétSeni povrchu bunek se odrazi na rustu hodnoty cell indexu. Umirani bunék a jejich
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uvolnovani od matrice se naopak projevuje poklesem hodnoty cell indexu. Cell index je
veli¢ina relativni a nema jednotku. Hodnoty impedance se v prib&éhu experimentu

zaznamenavaly kaZzdych 15 minut. Cetnost méfeni lze upravovat podle potieby.

4.5.5 Vyhodnoceni cytotoxicity z kiivek vygenerovanych systémem xCELLigence

Pokud byl v experimentu pouzit etoposid ve vSech vzorcich, ziskané kiivky obsahuji
typicky ,,peak”, ktery se objevuje po piidani testované latky. Sledovany ,,peak™ je
zpusoben zablokovanim bunék v S fazi bunééného cyklu, coz ma za nasledek nabobtnani
bun€k a zvétSeni jejich povrchu, coz se projevuje naristem hodnoty cell index. Tento
»peak® jsme vyuzili pro stanoveni cytotoxicity testovanych vzorkd, kdy bylo vyhodnoceni
provedeno pomoci stanoveni plochy pod kiivkou podobné jako u HPLC. V naSich
experimentech jsme pro vypocet plochy pod kiivkou vyuzili volné dostupny software
Graph 4.3 (lvan Johansen, http://www.padowan.dk/). Nasledné jsme porovnavali velikost

plochy vzorku oproti kontrole, viz. obrazek 11, modul A.

Jiny postup musel byt zvolen v experimentech, jejichz kontrola neobsahovala etoposid.
Diky nepfitomnosti ,,peaku® jsme zvolili obvyklé vyhodnoceni za pomoci hodnot cell
index ve stanoveném case a jejich porovnanim s kontrolnimi bunkami, viz. obrazek 11,
modul B. Cas ode¢itani rozhodujici hodnoty cell indexu byl uréen na zakladé dat analyzy

aktivity kaspazy-3 a proteinové exprese.
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Obrazek 11: Piiklady postupu prFi vyhodnocovani ziznami ze systému
XCELLigence. Modul A reprezentuje vyhodnoceni vysledkii ziskanych z experimentii obsahujicich
etoposid ve vsech vzorcich (v&etné kontroly). Cervend kfivka reprezentuje kontrolni HeLa buiky
transfekované prekurzorem pro negativni miRNA (100 pmol/jamka) v piitomnosti etoposidu (60 pmol-17%).
Jedna se o smés specialné navrzenych sekvenci, které by nemély v testovanych buitkach vyvolavat regulaci
zadné mRNA a pouziva se jako kontrola. Modra kiivka naopak popisuje transfekei stejné bunééné linie
prekurzorem pro miR-29b, nasledovanou inkubaci s etoposidem v koncentraci 60 pmol-1t. Modul B
reprezentuje postup vyhodnoceni za nepfitomnosti etoposidu v kontrolnim vzorku, kdy nevznika
charakteristicky ,,peak”. Cervena kiivka reprezentuje kontrolni buiiky Hep G2 oSetiené pouze
mifepristonem (20 pmol-1?), kdezto modra kfivka charakterizuje priibéh inkubace pii pouziti kombinace
mifepriston/etoposid (20 pmol-17/60 pumol-171).
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4.5.6 Stanoveni aktivity kaspazy-3

Ke stanoveni aktivity enzymu kaspazy-3 byl vyuzit fluorescenéné znaceny substrat.
Prakticky se jedna o oligopeptid Ac-DEVD-AMC. Na C-konci obsahuje fluorescencni
znacku (aminomethylkumarin) Pro inhibici aktivity kaspazy-3 byl vyuzit Ac-DEVD-
CHO, ktery ma na C-konci molekuly zaménénou fluorescencni znacku za aldehydovou
skupinu. M¢feni aktivity bylo provedeno sa bez pfitomnosti inhibitoru pro osetfeni

fluorescen¢niho pozadi.

Po skonceni inkubace s testovanymi latkami byly buniky dvakrat omyty pomoci
ledového PBS, do kterého byly nasledné seSkrabany. Byla provedena centrifugace pii
1960xg po dobu 5 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a bylo pfidano 50 pl
lyzaéniho pufru obsahujiciho 0,77 mg DTT-ml ! a pelety byly zhomogenizovany. Postup
pokrac¢oval 10 minutovou inkubaci, béhem které byl obsah mikrozkumavek opakované
promichan. Po uplynuti inkubace byly vzorky centrifugovany pii 21 000xg, po dobu
10 minut a 4 °C. 4 ul kazdého vzorku byly napipetovany do mikrozkumavek s 80 pl
reakéniho pufru obsahujiciho 0,77 mg DTT-ml ! a fluorescenéni substrat pro kaspazu-3
(50 umol-1"Y) nebo s kombinaci substratu (50 umol-1"Y) a inhibitoru (1 pmol-17%), pro
oSetfeni fluorescen¢niho pozadi. Nakonec byla provedena 30 minutova inkubace pfi
37°C bez ptistupu svétla. Po wukonéeni inkubace byla reakéni smés z kazdé
mikrozkumavky rozpipetovana do 4 jamek (20 ul/jamka) 96 jamkové desky, byla
doplnéna do 200 pl vodou a proméfena intenzita fluorescence pii excitaci 380 nm a emisi
450 nm. Vypocet hodnot byl proveden podle obrazku 12 a ziskané vysledky byly
normalizovany na celkovy protein stanoveny metodou podle Bradfordové. Metoda BCA
neni pro vzorky vhodna diky vysokému obsahu DTT v lyzacnim pufru, ktery zplsobi
prakticky okamzité zfialovéni reakéni smési. Poskytuje okamzitou falesné pozitivni

reakci.

fluorescence vzorex — fluorescence vzorek
substrat substrat+inhibitor

celkovy protein, o ek

fluorescencekontroia — fluorescence  kontrola
substrat substrat+inhibitor

celkovy proteingoniroia

Obrazek 12: Rovnice vyuZita pro vypocet aktivity kaspazy-3.
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4.5.7 Stanoveni akumulace etoposidu V intracelulirnim prostoru bunécné linie

Hep G2

Buiiky byly vysety na Petriho misky s primérem 10 cm (4x108 bungk/Petriho miska)
a byly ponechany do druhého dne. Nasledné byla provedena Sestihodinova inkubace
S testovanymi latkami samostatn¢, v kombinaci nebo s DMSO jako negativni kontrolou.
Po uplynuti inkubace byly bunky omyty 5 ml PBS, seskrabany do 3 ml ¢erstvého PBS
a centrifugovany 5 minut pii 1960xg a 4 °C. Supernatant byl odebran, bunky byly
rozsuspendovany ve 100 pul PBS a ponechany 1 minutu v ultrazvukové lazni. 10 pl
suspenze bylo vyuzito pro stanoveni celkové koncentrace proteinu v jednotlivych
vzorcich pomoci metody BCA. Ke zbytku suspenze bylo ptidano 400 ul methanolu
obsahujiciho 1 % kyseliny octové. Po dikladném zhomogenizovani byly vzorky opét
umistény do ultrazvukové lazné¢ na 1 minutu. Nakonec byly vzorky podrobeny
centrifugaci ptfi 14 000xg, po dobu 3 minut. Takto pfipraveny supernatant byl pouzit
k nastiiku 10 pl vzorku do systému HPLC s MS detekci.

HPLC/MS systém byl slozen z Dionex UltiMate 3000 (Dionex Corp., Sunnyvale, CA)
jehoz soucasti je degasser (SRD-3400, 4 DEGASSERCH), binarni pumpa (HPG-
3400SD), autoinjektor (WPS-3000 TSL ANALYTICAL), kolonovy termostat (TCC-
3000RS) a detektor diodového pole—DAD (DAD-3000, 190-400 nm) s online
napojenim na hmotnostni spektrometr LCQ Fleet skvadrupdlem a iontovou pasti
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Pro analyzu byla pouzita kolona
Purospher Star, RP-18e 55-2, (3 um) (Merck, Darmstadt, Germany), temperovana na
30 °C. Priitok mobilni faze byl nastaven na 0,3 ml-mint. Mobilni fize A byla slozena
z methanolu (37 %), vody (62,5 %) a kyseliny octové (0.5 %), Jako mobilni faze B byl
pouzit Cisty methanol. Pro analyzu byla pouzita gradientové eluce (¢as/ % B, v/v): 0-3
minuty (0 % B), 3-5 minut (100 % B), 5-5,1 minuty (0 % B) a 5,1-8,5 minuty (0 % B).
MS detekce probéhla v pozitivhim moddu pii 606 m/z. Retencni Cas etoposidu byl
3,75 minuty. Vysledky vSech analyz byly normalizovany na celkovy protein stanoveny
metodou BCA.
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4.5.8 Vyhodnoceni intracelularni koncentrace etoposidu v buiikach Hep G2

Vyhodnoceni mnozstvi etoposidu v buitkach Hep G2 bylo provedeno za pomoci
stanoveni plochy pod kiivkou a nasledného srovnani velikosti ploch jednotlivych vzorki
proti standardim testovanych latek (obrazek 13). Pro kazdou analyzu byly pouzity Cerstvé

ptipravené standardy.
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Obrazek 13: Spojeny HPLC/MS chromatogram analyzy etoposidu v intracelularnim
prostoru testovanych bunék. Kiivka A reprezentuje buiiky Hep G2 osettené pouze DMSO, vyuzity
jako negativni kontrola. Kfivka B reprezentuje Hep G2 buiiky inkubované s etoposidem v koncentraci
60 umol-1"%. Posledni kiivka, oznadena pismenem C, reprezentuje vliv kombinace etoposidu (60 pmol-17?)
a mifepristonu (20 pmol-17%).

4.5.9 Priprava celkovych lyzati

Pro ptipravu celkovych lyzati byly pouzity pufry HUVEC nebo RIPA popsané v sekci
4.3 Roztoky.

Po ukonceni experimentu byly bunky dvakrat oplachnuty ledovym roztokem PBS. Po
promyti byly bunky seskrabany do 500 pl ledového PBS. Metoda pokracovala
centrifugaci na 1960xg po dobu 5 minut pti 4 °C. Supernatant byl odebran a pelet
zhomogenizovan v 75 pl lyza¢niho pufru (HUVEC/RIPA). Vzorky byly inkubovany
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30 minut na ledu. B&hem inkubace byly minimaln¢ 3x promichany. Na inkubaci
navazovala dalsi centrifugace v délce 13 minut pii 21 000xg a 4 °C, béhem které byly
oddéleny zbytky bunék. Supernatant byl pfenesen do ¢isté zkumavky a byla stanovena
celkova koncentrace proteinu pomoci metody BCA. Nevyuzité a nezpracované lyzaty

byly uchovany zamrazené pii —80 °C.

Pfi vyuziti pro techniku western blot byly vzorky smichany s 5X vzorkovym pufrem
v poméru 1:4 (20 pl pufru:80 pl celkového lyzatu). Vzorky byly povareny pti 95 °C,
5 minut, zchlazeny, kratce centrifugovany a zamraZzeny na —20 °C. Pifed aplikaci na gel

byly vzorky rozmrazeny a 5 minut inkubovany v termobloku temperovaném na 45 °C.

45.10 Extrakce cytosolické a jaderné frakce bunék

Pro extrakci cytosolické a jaderné frakce byl vyuzit Nuclear extract kit od firmy Active
Motif. Kit je optimalizovan pro extrakci z vétsiho mnozstvi biologického materialu
(bun€k z Petriho misek s primérem od 60 mm nebo tkani). Kit umoziuje ziskat aktivni

nedenaturované bunécné frakce pro naslednou analyzu RNA nebo proteinil.

Pfi vyuziti Petriho misek sprimérem 10 cm zacinala metoda odsatim média
a oplachem bun¢k pomoci 5 ml ledového roztoku PBS, ktery obsahoval inhibitory
fosfataz. Tim bylo zajisténo zablokovani rychlych defosforyla¢nich zmén tadicich se
mezi posttranslaéni modifikace proteini. OSetieni ma za nasledek zablokovani
odstraniovani fosfatu zcilovych proteind a zméné¢ od skuteéného stavu poméru
fosforylovanych a nefosforylovanych proteind uvniti bunky. Po odsati roztoku PBS byly
buniky z Petriho misky seskrabany do 3 ml cerstvého PBS opét s inhibitory fosfataz.
Nasledovala centrifugace na 200xg, 5 minut pti 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet
rozsuspendovan v 500 ul hypotonického pufru. Vzorky byly inkubovany 15 minut na
ledu. Béhem této doby burky nabiraji vodu, zvétSuji svilj objem a membrana se stava
velmi kiehkou. Na konci inkubace byl pfidan detergent (5 ul na kazdych 100 pl
hypotonického pufru) a vzorky byly 10 sekund michany na vortexu. V tomto kroku je
mozné zkontrolovat, zda doSlo k dostatecnému ponic¢eni cytoplazmatické membrany
avyliti cytosolu do pufru, vizudlni kontrolou nékolika mikrolitri suspenze bunék
mikroskopem s fazovym kontrastem. Buiiky s nepoSkozenou membranou se jevi jako

svitici kolecka stmavym hustéjSim jadrem uvnitf. Naopak pouhd jadra se pod
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mikroskopem jevi jako tmava kolecka. Metoda pokracovala kratkou centrifugaci na
14 000%g po dobu 30 sekund pii 4 °C. Doslo Kk vytvoreni peletu z jader, coz umoznilo
odebrat supernatant obsahujici cytosolickou frakci do ¢isté mikrozkumavky. Jadra byla
nasledné rozsuspendovana v 50 ul lyzac¢niho pufru AMI1, ktery obsahoval inhibitory
protedz a DTT v koncentraci 1 mmol-1"t. Pokud chceme zlepsit vytéznost proteini
zapusSténych do jaderné membrany, je mozné ptidat do pufru 2,5 pl detergentu. Detergent
podpofi jeji rozpad a uvolnéni proteint. Takto byly vzorky inkubovany na ledu za stalého
ttepani 15 minut pii 150 RPM. Dalsim krokem byla centrifugace na 14 000xg po dobu
10 minut pii 4 °C. Po stoceni byl odebran supernatant obsahujici jadrnou frakci do Cistych
mikrozkumavek. Takto piipravené frakce byly dale vyuzity k piipravé vzorkd pro

elektroforézu a western blot. BEéhem celého postupu byly vzorky drzeny na ledu.

45.11 Elektroforéza

Pro piipravu gelu byl pouzit 40% roztok obsahujici smés akrylamidu a bisakrylamindu
v poméru 29:1. Na zaklad¢ velikosti sledovanych proteinti byly pouzity gely s podilem
akrylamidu/bis-akrylamidu v rozsahu od 7 % do 15 %. SloZeni gelt je popsano v sekci
4.3 Roztoky. Pripravené gely mély obvykle tloustku 1,5 mm a byly vyuzity 10 jamkové
hfebinky. Mnozstvi naneseného vzorku se pohybovalo vrozsahu 5 az 60 png
proteinu/jamku. Elektroforéza probihala za konstantniho proudu 15 mA pfti prichodu
zaostfovaci ¢asti gelu a 30 mA pfi vlastni separaci. Uvedeny proud byl pouzivan pro
elektroforézu jednoho gelu. Pti pouziti vice geld byla uvedena hodnota vynasobena jejich
poctem. Pro urCeni mista se spravnou molekulovou hmotnosti byly vyuZivany
predznacené proteinové Zebficky s definovanou molekulovou hmotnosti jednotlivych
markerti. Po ukonéeni elektroforézy byly gely vyjmuty ze skel a inkubovany 5 minut

Vv transferovém pufru.

4512 Western blot

V ramci techniky western blot byly v zavislosti na velikosti stanovovanych proteint
vyuzivany dvé dostupné techniky. Bez ohledu na zvolenou techniku transferu proteinti

(jednoduché ,tankové*“/polosuché blotovani) byly vzdy pouzity polyviniliden fluoridové
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(PVDF) membrany. Tento materidl se ve vodé nesmaci, proto bylo potieba provést
kratkou rehydrataci v methanolu (né€kolik sekund). Nasledné byl methanol zaménén za
vodu. Pfed zahajenim vlastniho transferu byla membrana inkubovana v transferovém

pufru po dobu 5 minut.
4.5.12.1 Jednoduché ,,tankové* blotovani

V zavislosti na tloust’ce a hustoté gelu byl transfer provadén az hodinu a 45 minut pii

konstantnim proudu 0,4 A.
4.5.12.2 Polosuché blotovani

V ramci techniky polosuchého blotovani byl vyuzit standardni pieddefinovany
protokol vyrobcem, pii kterém byl na sestavu aplikovan konstantni proud 1 A po dobu

30 minut.

45.13 Detekce

Detekce byla provedena klasickym dvoukrokovym procesem s primarni a sekundarni
protilatkou. Prvnim krokem postupu bylo zablokovani membran v 5% roztoku
odtu¢néného mléka nebo v 5% roztoku BSA v TBS/T (0,1%, v/v). Nasledné byla
nanesena primarni protilatka a pfes noc inkubovana pii 4 °C. Primarni protilatka byla
standardné fedéna v poméru 1:1 000 roztokem 5% mléka nebo 5% BSA v TBS/T (0,1%,
VIV) v zavislosti na doporuceni vyrobce. Druhy den byly membrany 3x promyty po dobu
10 minut v pufru TBS/T (0,1%, v/v). Metoda pokracovala jednohodinovou inkubaci se
sekundarni protilatkou pifi pokojové teploté. Sekundarni protilatka byla konjugovana
s kienovou peroxidazou (HRP) a standardné fedéna v poméru 1:10 000 nebo 1:5 000
roztokem 5% mléka v TBS/T (0,1%, v/v). Pro detekci byl vyuzit bud’ komeréné dostupny
substrat Immunocruz nebo svépomoci piipraveny, obsahujici luminol, p-kumarovou
kyselinu, peroxid vodiku, TRIS bazi a vodu. Detekce byla provedena pomoci
fotografickych filmi Carestream Kodak BioMax light nebo Fuji medical x-ray.

Vyvoléavani filml probihalo pomoci standardniho protokolu s vyvojkou a ustalovac¢em.

Nasledné byly filmy ¢ernobile naskenovany pii rozliseni alesponi 600 DPI a ulozeny ve
formatu Tiff. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci denzitometrie pies program

ImageJ [232]. Krom¢ Image] lze pouzit i software dodany k ptistroji Tajfun.
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45.14 lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena zavedenou Chomczynskéko fenol/chloroformovou
extrakci [233,234].

Po ukonéeni experimentu byly buniky dvakrat oplachnuty ledovym roztokem PBS.
Nasledné byl pridan 1 ml/1,5 ml TRI Reagent® (Hep G2, HeLa/primarni kultury lidskych
hepatocyti, 1 jamka na 6 jamkové desce) a pipetou homogenizovano do rozpusténi vSech

bunék. Takto zpracované vzorky byly zamrazeny pti —80 °C.

Vlastni izolace pokracovala rozmrazenim vzorkid na ledu a 15 minutovou inkubaci pfi
pokojové teploté, kdy dojde k rozvolnéni veskerych struktur nukleovych kyselin. Ke
vzorkiim bylo pfidano 200 pl chloroformu a byly 30 s michany na vortexu. Po uplynuti
5 minutové inkubace pii pokojové teploté byly vzorky centrifugovany na 12 000xg,
15 minut pfi 4 °C. Centrifugace urychli a napomuize lepSimu rozdéleni jednotlivych fazi.
Horni vodna faze obsahovala RNA. Mezifaze obsahovala DNA. Spodni, organicka faze
obsahovala proteiny a DNA. Vodné faze byly odebrany do ¢istych mikrozkumavek a pro
vysrazeni RNA byl piidan izopropanol vpoméru 1:1. Vzorky byly promichany
pievracenim mikrozkumavek a inkubovany 10 minut pii pokojové teploté. Vysrazena
RNA byla centrifugovana na 12 000xg, 10 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén
a pelety RNA piecistény ptidanim 1 ml ledového 75% ethanolu. Pelety byly uvolnény
prevracenim mikrozkumavek. Vzorky byly opét podrobeny centrifugaci po dobu 5 minut
pii 6182xg a 4°C. Po odstranéni supernatantu byly vzorky jesté jednou kratce
centrifugovany, byl odebran zbytek roztoku ethanolu a RNA pelety byly rozpustény ve

vhodném objemu vody s certifikaci pro molekularni biologii.

Poslednim krokem extrakce bylo prométeni absorbance pti vinovych délkach 260 nm
a280 nm a stanoveni koncentrace celkové RNA ve vzorcich. K prométeni byl vyuzit
nanofotometr od spolecnosti Implen, schopny méfit Cistotu a mnoZstvi RNA
v objemu 1 ul. Na rozdil od konkurenéniho Nanodropu 2000 umoziiuje Implen méteni

i v klasickych kyvetach. Pro nanoaplikace byl vyuzZit specialni nastavec a vicka.
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4.5.15 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci MiRNA reverse transcription kit od
spolecnosti Applied Biosystems, podle vyrobcem stanoveného protokolu s drobnymi

upravami.

V prvnim kroku byl pfipraven roztok ,,Master Mix“, jehoz sloZeni je uvedeno
v tabulce 5. Uvedené objemy odpovidaji jednomu vzorku. Do piipravené smési byly
napipetovany specifické primery (3 pl) a vzorek celkové RNA v objemu 5 pl obsahujici
20 ng celkové RNA. Po promichani a centrifugaci byly vzorky inkubovany 5 minut na
ledu a nasledné¢ byly vlozeny do thermocykleru s programem nastavenym podle
tabulky 6. Po probéhnuti protokolu byly vzorky dale zpracovany nebo zamrazeny na
—20 °C.

Tabulka 5: SloZeni roztoku Master Mix pro reverzni transkripci.

Komponenta Objem [ul]
100 nmol-1"' dNTPs 0,15
Multiscribe ™ reverzni transkriptdza 1,00
Pufr pro reverzni transkribcei 1,50
Inhibitor RNaz 0,19
Voda pro molekularni biologii 4,16
Celkovy objem 7,00

Objemy uvedené v tabulce odpovidaji jednomu vzorku.

Tabulka 6: Casové a teplotni nastaveni thermocykleru.

Krok | Teplota [°C]| Cas [min]
1 16 30
2 42 30
3 85 5
4 4

45.16 Real-time PCR

Pro detekci piepsanych cDNA byl pouzit kit TagMan® miRNA assay. Prvnim krokem

byla pfiprava pracovniho roztoku smichanim 2x TagMan Universal PCR Master Mix
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(10 ul) s vodou (7,67 ul, pro molekularni biologii). K hotové smési v RT-PCR desti¢ce
byly napipetovany primery se sondou a cDNA. Objemy uvedené v tabulce 7 odpovidaji
jednomu vzorku, méfeni bylo provedeno v tripletech. Po promichani a centrifugaci byly
vzorky vlozeny do thermocykleru s programem nastavenym podle tabulky 8. Pro vypocet
relativniho mnozstvi byla pouzita delta delta komparativni metoda publikovana v roce

2001 [235], viz. obrazek 14. Jako endogenni kontrolni RNA byla pouzita RNU6B.

Tabulka 7: SloZeni smési pro RT-PCR.

Komponenta Objem [pl]
TagMan™ MicroRNA assay (20x) 1,00
cDNA produkt 1,33
TagMan™ 2x Universal PCR Master Mix, No AmpErase™™ UNG 10,00
Voda pro molekularni biologii 7,67
Celkovy objem 20,00

Objemy uvedené v tabulce odpovidaji jednomu vzorku.

Tabulka 8: Casové a teplotni nastaveni thermocykleru.

e
8 3 = PCR
s 3§
Krok 5 - N
< g Cyklus (40 cykli)
< denaturace | nasednuti/amplifikace
Cas 10 min 15 sec 60 sec
Teplota [°C] 95 95 60

ACt = thilové MiRNA — CtRNU6B

AACt = ACtvzorek - ACtkontrola

Z—AACt

Obrazek 14: Rovnice vyuZita pro vypocet relativni exprese.



EXPERIMENTALNI CAST 66

4.5.17 Stanoveni proteint

Rizné metody stanoveni proteint byly pouzity na zakladé slozeni lyzac¢nich roztoki,
jelikoz mnohé komponenty téchto roztokl jsou schopné s reakénimi Cinidly interagovat
a zpusobovat interference v méfeni. To se projevi faleSné pozitivnimi vysledky. Ve
vétsingé piipadit jsme pouzivali dvé zakladni zavedené metody, a to metodu dle
Bradfordové a bicinchoninovou metodu. Vyhody a nevyhody stanoveni budou

diskutovany u jednotlivych metod.
4.5.17.1 Metoda podle Bradfordové

Metoda je zalozena na interakci barviva Coomassie Blue G-250 s molekulou proteinu
V kyselém prostiedi. Adsorpéni vazba se tvoti mezi barvickou a argininem, ale i dal$imi

bazickymi a aromatickymi aminokyselinami [236,237].

10 pl vzorku/standardu bylo smichano v mikrotitraéni desticce se 100 pl pracovniho
roztoku. Smés byla inkubovana pfi pokojové teploté 5 min a nasledné byla proméfena
absorbance na destickovém spektrofotometru pii vlnové délce 595 nm. Pro ptipravu

standardt byl pouzit protein BSA.

Metoda je obzvlasté citliva na pfitomnost jakychkoliv detergenti. Pii vysoké
koncentraci detergenti a nizkém mnozstvi proteinu ve vzorku je lepsi pouzit

bicinchoninovou metodu
4.5.17.2 Bicinchoninova metoda

Metoda je zaloZena na interakci méd’natych iontl s peptidovymi vazbami sledovanych
proteinii produkujici ionty Cu', které mohou tvofit barevny komplex s p¥itomnou sodnou

soli bicinchoninové kyseliny [238].

10 pl vzorku/standardu bylo smichano v mikrotitracni desti€ce s 200 ul pracovniho
roztoku. Pracovni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A s roztokem B v poméru
50:1. Roztoky byly dodany jako komerén¢ dostupny kit. Smés byla inkubovana pii 37 °C
30 min a nasledné byla proméfena absorbance na destickovém spektrofotometru pfi

vinové délce 562 nm. Pro piipravu standardii byl pouzit protein BSA.

Metoda je velmi citlivd na pfitomnost kovovych iontd. DalSim divodem

nepouzitelnosti metody je vysoky obsah DTT v lyzacnim pufru. Takové vzorky davaji
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falesn¢ pozitivni reakci, kterou lze velmi lehce rozpoznat. Vzorky totiz vykazuji velmi
rychlou reakci a témét okamzité dochazi ke zméné barvy reakéniho ¢inidla. Vyhodou je

kompatibilita metody s vétsinou iontovych a neiontovych detergenti.

45.18 Transfekce bunék

Pro transfekci bunék byla vyuzita transfekéni reagencie Lipofectamine 2 000.
Principem metody je vytvofeni komplexu oligonukleotidu, napiiklad miRNA,
s lipofectaminem 2 000. Vytvoiené ¢astice komplexu bufika ochotné vychytava pomoci

pinocytozy.

Prvnim krokem byla piiprava transkfekéni smési. Protokol popisuje piipravu
transfekéni smési jedné jamky u Sesti jamkové desky. Pro jiné velikosti jamek jsou data
uvedena v manualu vyrobce. 250 ul Opti-MEM bylo ve zkumavce smichano s5 pul
Lipofectaminu 2 000, ktery byl pfidan po kapkach piimo do média. Nikdy se nepfidava
po sténé zkumavky, protoze by doslo k naadsorbovani reagencie na zkumavku
a transfekce by nebyla G¢inna. Vytvofena smés byla inkubovana 5 minut pti pokojové
teploté. Dale byla pfipravena druha zkumavka obsahujici 250 pl Opti-MEM a 100 pmol
prekurzoru miRNA nebo siRNA. Po uplynuti inkubace byl obsah zkumavek spojen
a jemn¢ promichan. Nasledovala 15 minutova inkubace pii pokojové teploté, béhem které
doslo k vytvofeni komplext oligonukleotidu s lipofectaminem 2 000. Obsah zkumavky
byl doplnén médiem na objem 2 000 ul, smés byla opatrné¢ promichana a nanesena na
adherované bunky. Po ¢tyfech az Sesti hodinach byl roztok nad buikami vyménén za
klasické rustové médium. Pokud nedojde k vyméné, skuteCnost se projevi velkym
nartistem toxicity transfekce. B€hem transfekce je nutné pouzivat médium bez antibiotik,

které by zbyte¢n¢ navySovali toxicitu transfekéniho Cinidla.

Lipofectaminem 2 000 Ize transfekovat i bunky v suspenzi. Postup je stejny jako
Vv ptedchozim piipadé€. Jediny rozdil je na konci protokolu, kde byla misto bezsérového
média pridana suspenze s pozadovanym mnozstvim bunék. Takto vytvofena smés byla

opatrn¢ promichana a vyseta na kultivacni desky.
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4519 Kometova analyza

Kometova analyza byla pouzita pro sledovani miry poSkozeni DNA v testovaném
experimentalnim modelu. Metoda vyuziva elektroforetické déleni DNA ve vhodném
migracnim pufru se zasaditym pH, ktery zptusobi zadporné nabiti DNA. Pokud je DNA
V buiice poskozena, dochazi k jeji fragmentaci a vzniklé rizné rychle putujici kusy
vytvaii typicky océasek. Naopak nepoSkozena intaktni DNA se jevi jako krasna

fluoreskujici kulicka.

Prvnim krokem byla pfiprava podloznich skel. Skla byla vycisténa pomoci 6%
peroxidu vodiku za varu po dobu 30 minut. Po omyti v destilované vod¢ byla podlozni
sklicka osusena, byl ptipraven 1% roztok agardzy a sklicko bylo svislym ponofenim
pokryto. Spodni ¢ast sklicka byla otfena 0 kadinku a sklicko bylo ponechano zaschnout.
Neponoiena c¢ast sklika byla vyuzita pro jejich oznaceni diamantovou tuzkou. PO

zaschnuti byla sklicka vlozena na 30 minut do susarny vytemperované na 60 °C.

V den provedeni analyzy byla dokoncena piiprava podlozniho skli¢ka a samotného
preparatu. Na ptipravené podlozni sklo bylo v dubletu naneseno 85 ul 1% standardni
vysokotuhnouci agardzy. Po piikryti agarozy krycimi skly byla sklicka pfenesena na

15 minut do lednice, kde prob&hlo zatuhnuti.

Bunky byly uvolneny za pomoci 0,25% trypsinu s EDTA. Pro inhibici trypsinu bylo
pouzito fetalni bovinni sérum. Nasledné¢ byly bunky rozsuspendovany v1 ml PBS
a centrifugovany 10 minut pii 2 000xg a 4 °C. Ziskany pelet byl rozsuspendovan v 50 pl
PBS. 20 ul ptipravené suspenze bylo ptidano k 85 pul 1% nizkotuhnouci agarozy, piekryto
krycim sklem a ochlazeno na 4 °C. Po zatuhnuti gelu bylo kryci sklicko sejmuto a byla

provedena lyzace bun¢k 1% roztokem Tritonu X-100 po dobu 1 hodiny pfti 4 °C.

Metoda pokracovala elektroforetickou separaci (20 minut, 20 V, 4 °C). Nasledn¢ byla

skli¢ka 3krat inkubovana 5 minut v neutraliza¢nim roztoku.

Na plochy agar6zy bylo aplikovano 25 ul roztoku Sybr Green a kapka byla prekryta
krycim sklem. PoSkozeni DNA bylo pozorovano pomoci fluorescencniho mikroskopu
Zeiss AxiovertC. V ramci jednoho vzorku bylo vyhodnoceno 50 bunék. Buiky byly
vizualné déleny do péti skupin od neposSkozenych oznacovanych stupném 0 az po uplné

poskozené, které byly oznaceny stupném 4 [239].
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4.5.20 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence byla pozorovana pomoci inverzniho fluorescenéniho mikroskopu Zeiss
AxiovertC a analyzovana softwarem AxioVision Rel. 4.8 dodanym k mikroskopu. Pro
zachyceni obrazu byla vyuzita zabudovana kamera Zeiss AxioCam ICm1 (Carl Zeiss).
Pomoci sondy Sybr green a excitacniho filtru 470 nm byla pozorovana zelena
fluorescence pies emisni filtr 515 nm. Excitaci zajistovala rtutova vybojka HBOS50.
Z davodu pouziti ¢ernobilé kamery Zeiss AxioCam ICML1 byl pro dobarveni obrazku

pouzit program ImagelJ [232].

45.21 Pritokova cytometrie

Meéfeni pratokovou cytometrii provedla laboratot doc. Petra Mlejnka. Metoda byla

detailné popsana v ¢lanku Dostal a kol. [36].

4.5.22 mikroRNA arrays

Platforma Affymetrix GeneChip miRNA 3.0 Array byla vyuZita pro stanoveni
expresniho profilu 1733 zralych lidskych miRNA. Technologie vyuziva sadu riznych
oligonukleotidovych sond imobilizovanych na sklenéné matrici, které jsou
komplementarni ke sledovanym miRNA. Metoda vyuZiva vytvofeni polyA ocasku na
konci miRNA a jeji oznaceni biotinem. Po ukonceni hybridizace byla navazana miRNA
oznacena fluorescencéni sondou navazanou na streptavidin za pomoci vytvoreni pevné
vazby streptavidin/biotin. Délka miRNA sondy je 25 oligonukleotidii nebo kratsi
v zavislosti na sekvenci sledované miRNA. V kone¢né fazi byl ¢ip oskenovan. Pro
testovani lze pouzit vzorky obsahujici jak celkovou RNA nebo obohacené o kratké RNA.
Cip obsahuje celkem 19 724 réiznych sond. Pfesny postup pii ¢ipové analyze byl popsan

v mé diplomové praci [240].
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4.5.23 Pocitani bunék a méreni jejich viability na systétmu MUSE cell analyser

Systém MUSE cell analyser piedstavuje zmenSenou verzi prutokového cytometru
S jednim laserem. Je schopen detekovat sérii rtiznych sond, které jsou obsazeny

Vv jednotlivych kitech.

V naSem piipad¢ byl vyuzivan kit s ndzvem Cell count and viability, ktery je navrzen
pro stanoveni poCtu bun€k a jejich Zivotnosti. Kit je povazovan za alternativu ke
standardné pouzivanému stanoveni poctu bunék v 1 ml suspenze za pomoci trypanové
modre [231].

Pfed vlastnim zahajenim pocitani bun¢k bylo nutné piistroj vyc€istit pomoci programu
,complete clean®. Ptistroj byl promyt za pomoci Guava instrument cleaning fluid, coz je
smés KOH a blize nespecifikovaného detergentu. Postup pokracoval promytim

destilovanou vodou. Tim byly eliminovany jakékoliv stopy ¢isticiho roztoku.

Dalsi dulezitou ¢innosti je kalibrace, ktera byla provadéna jednou tydné za pomoci
kalibra¢niho kitu ,,Muse System Check Kit“. Ten obsahuje pufr a fluorescencné znacené
polystyrenové kuli¢ky (v nasem piipadé 56 000 ¢astic/ml). Do specialni zkumavky bylo
k190 ul pufru piidano 10 ul polystyrenovych kuli¢ek. Tato smés byla jemné
zhomogenizovana, vlozena do pfistroje a bylo provedeno trikrat vlastni méfeni. Podle
namétfeného poctu ¢astic a odchylky bylo vyhodnoceno, zda probéhla kalibrace v potadku

nebo selhala.

Po spasazovani bun¢k byla ptipravena zakladni suspenze, ze které byl odebran
pozadovany objem pro analyzu. Objem byl odhadnut na zakladé mnozstvi vyizolovanych
bun¢k. Toto mnozstvi bylo pfidano do reakéniho ¢inidla. Z poméru objemi ptidané
suspenze a reakéniho Cinidla bylo vypocitano kone¢né fedéni, ktera bylo zadano do
pristroje pied zacatkem méteni. (20 pl bunééni suspenze:180 pl €inidla — fedéni 10x). Pfi
méteni vétsiho mnozstvi vzorkil vyrobce doporucuje po 20 métenich spustit rychlé ¢isténi

pfistroje vodou.

Ptistroj ma i své nevyhody. Hlavni je nutnost velmi dobrého zpracovani testovanych
bunék. Obzvlasté velka pozornost je vyzadovana u linii, které tvofi rady shluky bunék,
protoZze zpiisobuji ucpani kapilary v pfistroji. Ucpani se feSi vyménou vzorku za Eistou
zkumavku a zapnutim zpétného toku pfistroje. Pokud neprovedeme vyménu, vzorek bude

kontaminovan.
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4.5.24 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena za pomoci statistického programu Statistica 12.
Testovana data byla podrobena jednofaktorové ANOVA s Tukeyho posthoc testem.
Stejny program byl vyuzit pro vytvofeni série pokrocilej$iho statistického vyhodnoceni
dat pochézejicich z ¢ipové technologie firmy Affymetrix. Pro ziskani vlastnich dat ze
souborti  vytvofenych systémem Affymetrix byl pouzit plugin pro R software
Bioconductor [241]. Pokrocilé statistické metody jako klastrovaci analyza byly provedeny
Vv programu Statistica 12 Mgr. Martinem Seberou, Ph.D.
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5 VYSLEDKY

Exprese miRNA mulze byt vyuzita jako prognosticky marker, ktery hodnoti
pravdépodobnou odezvu pacienta na 1é¢bu a jeho prognézu. Druhou moznosti pohledu je
jeji terapeutické vyuziti jako soucast 1éCebniho procesu, a tedy ovliviiovani Gc¢innosti
xenobiotik (1éCiv). V takovém piipad¢ je velmi dobrym modelem navySovani exprese
tumor supresorové miRNA, jejiz mnozstvi a tvorba je U nadorG ve srovnani
s nenadorovou populaci bunék casto potlacena. Expresi molekul jako jsou miRNA lze
ovlivitovat n€kolika zpiisoby. Jednou z moznosti, kterou lze vyuzit, je transfekce zralych
miRNA. Pokud jsou pouzity prekurzorové molekuly, jsou pfetvoieny na zralé miRNA az
uvnitt bunky, pfitomnou enzymatickou vybavou. Zminény ptiklad mizeme oznacit jako
»hefyziologické upravovani exprese miRNA, protoze buiika sama intenzitu pfepisu genu
pro danou miRNA neméni. Nékdy se mize buiika umélému navySeni branit za pomoci
indukce exprese regulacnich molekul, napifiklad nékteré INncRNA, které imituji cile
mMIRNA. Vysledkem je vychytani ¢asti molekul miRNA, coz ma za nasledek omezeni
pozorovaného dopadu na bunku [242]. Druhou moznost modulace exprese miRNA
predstavuji signalni drahy. Popsané ptsobeni probiha prakticky pofad velkym mnozstvim
stimulil od pfirozené se vyskytujicich (napf. hormony), pozitych ¢i vdechnutych latek
z potravy a prostiedi az po volné radikaly [157,243]. Tyto zasahy miZeme provadét
zamérné, vystavenim bunék riiznym signalnim latkam nebo ,,nevédomky*. Napftiklad pii
kontaktu s latkami z zivotniho prostiedi nebo pii konzumaci ovoce a zeleniny. Zminéné
plodiny totiZ obsahuji v hojné mife latky z rodiny polyfenold, které jsou zndmé svymi
peiotropnimi efekty. Mezi n€ se pocita i ovlivnéni miRNA a s nim souvisejici plisobeni na

fenotyp bunky. V pribéhu studia jsme se zaméfili na oba dva piistupy.

5.1Vliv rodiny miR-29 na cytotoxicitu protinadorového léciva etoposidu
se zamérenim na studium mechanizmu ucinku
Prvnim zkoumanym pfistupem byla transfekce miRNA testovana jako komponenta
kombinované 1é¢by. Nasim cilem bylo navyseni cytotoxicity etoposidu (60 umol-1%)
proti testovanému bunécnému modelu, spojené se snahou popsat mechanizmus tc¢inku.
V nasi prvni studii jsme se zaméfili na rodinu miR-29. Tato rodina obsahuje celkem tii
¢leny oznacované jako izoformy, pojmenované miR-29a, miR-29b a miR-29c. Diky

modulovanym cilovym proteiniim a obvykle snizené expresi v nadorech se oznacuje jako
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nadorové supresorovda miRNA [147]. V prvnim kroku se studie zabyvala sledovanim
efektu jednotlivych izoforem rodiny miR-29 na cytotoxicitu etoposidu s vyuzitim
bunécné linie HeLa. Experiment provedeny na systému xCELLigece ukézal, ze jedina
aktivni izoforma je miR-29b. Ostatni izoformy vykazovaly jen nepatrné zvysSeni
cytotoxicity etoposidu (vysledky publikovany v disertaéni praci Andree 2018 [244]).
Nasim dalsim cilem byla snaha objasnit mechanizmus uc¢inku miR-29b, ktery ji ¢ini
v naSem modelu vyjime¢nou. V ramci disertaéni prace Andree [244] byly publikovany
data tykajici se vlivu transfekce jednotlivych prekurzori na dva proteiny rodiny Bcl-2.
Anti-apoptoticky protein a validovany cil rodiny miR-29 Mcl-1 a protein Bak, jehoz
modulace byla pozorovana u bunécné linie HeLa po transfekci prekurzorem miR-29c
v ramci dizertaéni prace Gabrielové [245]. Vysledky z analyz technikou western blot
ukazaly, ze protein Mcl-1 vykazuje ovlivnéni exprese jeho izoforem. Po transfekci
prekurzorem miR-29b vykazovala dlouha izoforma snizeni exprese na proteinové urovni,
kdezto exprese kratké izoformy byla modulovana jen nepatrné. Vysledkem je zména
poméru jednotlivych izoforem proteinu Mcl-1, coz ma dopad na ochotu bun¢k ke vstupu
do apoptozy. U zbylych dvou izoforem doslo ke snizeni exprese obou izoforem proteinu a
vysledny pomér nebyl vyznamné odlisny. U proteinu Bak byla v reakci na transfekci

pozorovana pouze zanedbatelna zména u vSech tii testovanych prekurzorti rodiny miR-29.

5.1.1 Vliv rodiny miR-29 na aktivitu kaspazy-3

Zastaveni rustu a zvySené umirani nadorovych bunék jako duasledek terapie je velmi
dulezité. Nemélo by se ale zapominat na typ bunééné smrti, kterou terapii vyvolame. Pfi
zjednoduSeném pohledu se miize bunétna smrt rozdélit na dva zakladni typy. Prvnim
aVvnasem ptipadé vhodnym je apoptdza, kterd konci smrti pouze zasazené buriky.
Nedochazi k vyvolani zanétu a poSkozeni okolni tkan&. Nekroza, druha a horsi varianta,
kon¢i ztratou integrity membrany a vylitim obsahu buiiky do prostfedi. Nasleduje
zanétliva odpoveéd’ a poskozeni okolni tkané. Dnes se popisuji dalsi typy bunétné smrti
obvykle charakterizované jinym zplsobem iniciace. Pfikladem muze byt feroptéoza —
vyvolana za pomoci pfitomnosti Zeleza, ktera je dnes V literature povazovana za novy typ
bunécné smrti a zafazuje se mezi prvni dvé zminéné. Oznaceni feroptoza a jeji definice se
V literatuie objevily v roce 2012 [246]. Vice informaci o feroptdze lze nalézt napiiklad
v publikaci Hirschhorna a Stockwella z roku 2018 [247].
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Z vyse uvedeného je patrné, Ze vhodna terapeuticka strategie by méla u testovaného
bunééného modelu vyvolavat apoptozu, spiSe nez nekrozu. Navic byl u bunék
transfekovanych prekurzorem miR-29b zjistén vliv na expresi jednotlivych forem
proteinu Mcl-1, které plni rozdilné role v apoptotické signalizaci [248]. Proto jsme se
rozhodli sledovat vliv transfekce a nasledné inkubace s etoposidem v koncentraci
60 umol-1! na aktivitu kaspazy-3. Kaspaza-3 patti mezi hlavni enzymy apoptozy a je
oznacovana jako jeji vyznamny marker. Pro stanoveni miry aktivace kaspazy-3 lze pouzit
nékolik pFistupt, mezi néz se fadi sledovani mnozstvi aktivniho enzymu pomoci techniky
western blot v oblasti 17 kDa. Ve ¢lancich se objevuji i dopliujici analyzy sledujici
Stépeni proteinu PARP-1 [159]. Nicmén¢ pro nase ucely jsme zvolili zavedenou metodu
s fluorescenénim substratem a inhibitorem pro kaspazu-3. Aktivita kaspazy-3 byla méfena
po 16 hodindch od zahajeni inkubace s etoposidem (60 pmol-1?!). Ziskanid data pro
jednotlivé prekurzory miRNA byla porovnana a zmény mezi jednotlivymi miRNA vysly
statisticky nevyznamné. Pii porovnani trendi vykazuje miR-29b nejvyssi aktivitu
kaspazy-3 (obrazek 15). V ¢ase méfeni mély bunky transfekované preurzory miR-29b
signifikantn¢ niz$i obsah proteinu ve srovnani s kontrolou. To ukazuje na skuteénost, ze

vétsina bunék byla v daném okamziku mrtva.
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Obrazek 15: Vliv transfekce na aktivitu kaspazy-3 béhem inkubace etoposidu
(60 pmol-1™Y) s bunéénou linii HeLa. Vyhodnoceni vlivu transfekce prekurzory rodiny miR-29 na
aktivitu kaspazy-3 v bunééné linii HeLa. Buiiky byly transfekovany (4 hodiny) jednotlivymi prekurzory
rodiny miR-29. 24 hodin po transfekci byly buriky vystaveny etoposidu (60 pmol-1%). Po 16 hodinach byly
buniky zpracovany podle standardniho protokolu pro stanoveni aktivity kaspazy-3 popsaného v sekci
4.5 Pouzité metody. Naméiené hodnoty byly oSetiené na efekt fluorescenéniho pozadi pfipravenim druhé
série totoznych vzorkli inkubovanych sreakénim pufrem se substratem, obohacenym o inhibitor
sledovaného enzymu. Vysledky byly normalizovany na celkovy protein. Data predstavuji primér +
smérodatnou odchylku t¥i nezavislych méfeni. Relativni aktivita jednotlivych vzorkl byla vztazena proti
bunkam transfekovanych prekurzorem pro miR-29a.

5.1.2 Testovani ucinnosti pouzitych siRNA proti proteinaim Mcl-1 a Bak

Molekuly miRNA jsou schopné ovliviiovat expresi velkého mnozstvi cilovych mRNA.
Pro prokazani vlivu vybranych proteint je vhodné vyuzit ptistup, ktery umozniuje regulaci
exprese idealné pouze jednoho proteinu. Pokud se jedna o navySeni, 1ze vyuZit riznych
expresnich plazmidi. Pro snizeni exprese je vhodné pouzit naptiklad molekuly SiRNA
nebo shRNA. Pro transfekci bunék siRNA jsme pouzili totozny protokol transfekce jako
pro miRNA. Cilem je pomoci RNA interference snizit mnozstvi zvoleného proteinu na co
a tii proti Bak. Nejucinnéjsi siRNA pro pouzity bunécny model jsme stanovili pomoci
metody western blot. Experiment byl sloZzen z transfekce nasledované analyzou hladiny
proteini Mcl-1 a Bak po 24, 48 a 72 hodinach od transfekce. Na zaklad¢ vysledkt jsme

zvolili pro dalsi experimenty SIRNA s ¢iselnym oznacenim (2), viz. obrazek 16, modul A.
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5.1.3 Vliv proteini Mcl-1 a Bak na cytotoxicitu etoposidu

Nejefektivnéjsi siRNA byly vyuzity pro sledovani vlivu snizeni exprese proteint
Mcl-1 a Bak na cytotoxicitu etoposidu. Vysledky potvrdily nasi hypotézu. Pro navyseni
cytotoxicity je dulezité snizeni exprese proteinu Mcl-1. Naopak regulace proteinu Bak

m¢éla pouze zanedbatelny efekt, viz. obrazek 16, modul B.
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Obrazek 16: Efekt riiznych siRNA na cytotoxicitu etoposidu (60 pmol-1!) v bunééné
linii HeLa. Modul A — HeLa buiiky byly transfekovany (4 hodiny) $esti riznymi siRNA proti proteiniim
Mcl-1 a Bak nebo miRNA negativni kontrolou. 24 hodin po transfekci byly buiiky vystaveny etoposidu
(60 pmol-1'Y). Déle byly ve zvolenych Casovych intervalech (24, 48 a 72 hodin) pfipraveny celkové lyzaty
a provedena elektroforéza nasledovana technikou western blot. Modul ukazuje reprezentativni western blot
po 48 hodinach od transfekce. Modul B — vyhodnoceni vlivu transfekce nejvhodnéjsich SiRNA proti
proteinim Mcl-1 a Bak na cytotoxicitu etoposidu v bunééné linii HeLa. Bunky byly transfekovany
(4 hodiny) vybranymi siRNA (Mcl-1 (2) a Bak (2)) nebo miRNA negativni kontrolou. 24 hodin po
transfekci byly buiiky vystaveny etoposidu v koncentraci 60 umol-171. Toxicita byla vypo¢itana podle
postupu popsan¢ho v experimentalni casti. Data predstavuji primér + smérodatnou odchylku Cctyf
nezavislych méteni. Jednotlivé experimenty byly pfipraveny v tripletu. **p < 0,01 proti negativni kontrole.
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5.1.4 Vliv upravenych sekvenci miR-29b na expresi proteinu Mcl-1

mMiR-29b se od ostatnich izoforem rodiny miR-29 podstatné 1isi. Podléha vyznamné
translokaci do jadra buiky, kdeZzto ostatni izoformy zlstavaji majoritné v cytosolu.
Vysledna lokalizace zavisi na Sestinukleotidové sekvenci na 3” konci jejiho fetézce.
Hwang a kol. [140], ktefi v roce 2007 popsali tuto vlastnost miR-29b, pouzivali pfi jejim
studiu syntetické fetézce miR-29b s upravenymi 3" konci. Dvé€ z téchto molekul jsme si
nechali pfipravit. Jednalo se o molekuly oznafené jako m3 a TM-1. Molekula m3
obsahovala mutaci zpisobenou zaménou uracilu za adenin na dvacatém nukleotidu
sekvence (pocitano od 5" konce) a vykazovala ptevazné jadernou lokalizaci (71 %
Vv jaderné frakci a 29 % v cytosolické frakci). Molekula TM-1 byla vytvofena za pomoci
pfesunuti nukleotidu z pozice sedmndact na pozici dvacet tfi od 5 konce, tim se cely
hexanukleotid posunul o jedno misto blize k 5” konci. Tato synteticka molekula je do
jadra translokovana pouze minoritné. V jaderné frakci bylo nalezeno 34 %
oligonukloitidu TM-1, zbylych 66 % vykazovalo cytosolickou lokalizaci. Sekvence
pouzitych syntetickych molekul jsou uvedeny v obrazku 17, modul A. Distribuci mezi
cytosolem a jadrem jsme ovéfili pomoci RT-PCR a potvrdili jsme data Hwang a kol.
[140].

Piedchozi vysledky ukazaly, ze pro vlastni navySeni toxicity je velmi dileZité
ovlivnéni exprese a poméru izoforem proteinu Mcl-1. miRNA rozeznava své cile
primarné podle takzvané ,,seed sekvence* tvofené Sestici nukleotidi na 5° konci, na pozici
2—7 a jeji komplementarity proti 3"UTR oblasti cilové mRNA. Pfipadné zmény na opacné
stran¢ molekuly by nemusely hrat pfi rozeznavani cili vyznamnou roli. Na druhou stranu
muze dochazet ke zméné dalSich vlastnosti, coz mize mit dopad na vlastni funkci, proto
jsme se rozhodli ovéfit funk¢énost pouzitych upravenych sekvenci si-miR-29b m3
asi-miR-29b TM-1 z pohledu vlivu na expresi proteinu Mcl-1. Analyza technikou
western blot ukazala, Ze ob¢ syntetické molekuly (m3 i TM-1) jsou schopné negativné

regulovat expresi proteinu Mcl-1, viz. obrazek 17, modul B a C.
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Obrazek 17: Efekt rozdilné bunééné lokalizace miR-29b na expresi dlouhé a kratké
izoformy proteinu Mcl-1. Modul A ukazuje sekvenci zralé lidské miR-29b. Souéasti modulu jsou
sekvence pouzitych syntetickych analog miR-29b podle Hwan a kol. [140] sbarevné vyznacenymi
odlisnostmi v jednotlivych sekvencich. Sekvence oznadend jako m3 byla upravena zaménou uridinu za
adenosin na pozici ¢islo 20 od 5 konce oligonukleotidu. Zaménény nukleotid je zvyraznén Cervené.
Sekvence vykazuje majoritn¢ jadernou lokalizaci. Sekvence oznacena jako TM-1 byla upravena presunutim
celého hexanukleotidu na 3" konci o jeden nukleotid (nukleotid ¢islo 7 se pfesune na pozici 1, pocitano od
3" konce). Pfesunuty blok Sesti nukleotidi je v sekvenci zvyraznén Cervenym rameckem. Sekvence
vykazuje majoritné cytosolickou lokalizaci. Modul B — pfedstavuje vyhodnoceni vlivu transfekce
upravenymi syntetickymi sekvencemi si-miR-29b m3 a TM-1 na expresi proteinu Mcl-1 v bunééné linii
HeLa. Buiiky byly transfekovany (4 hodiny) si-miRNA m3, si-miRNA TM-1, standardnim prekurzorem pro
miR-29b anegativni kontrolni miRNA. 24 hodin po transfekci byly buiky vystaveny etoposidu
v koncentraci 60 umol-17. Lyzaty byly pfipraveny 48 hodin po pfidavku etoposidu. Data ptedstavuji
primeér + smérodatnou odchylku tii nezavislych méreni. **p < 0,01 proti negativni kontrole. Modul C —
ukazuje reprezentativni western blot.
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5.1.5 Vliv upravenych syntetickych sekvenci miR-29b na cytotoxicitu etoposidu

Syntetické oligonukleotidy reprezentujici upravenou molekulu miR-29b s rtiznou
lokalizaci jsme za pomoci transfekce vpravili do HeLa bunék a po 24 hodinové inkubaci
byl piidan etoposid v koncentraci 60 pmol-17%. V pribéhu inkubace byl systémem
XCELLigence sledovan vliv rizné lokalizace miR-29b na toxicitu testovaného 1é¢iva. Ze
ziskanych dat je patrné, ze jadernd lokalizace hraje dulezitou roli v pozorovaném efektu

miR-29b na cytotoxicitu etoposidu v bunééném modelu HeLa (obrazek 18).
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Obrazek 18: Efekt rozdilné bunééné lokalizace miR-29b na cytotoxicitu etoposidu.
Obrazek piedstavuje vyhodnoceni vlivu transfekce upravenych syntetickych sekvenci si-miR-29b m3
aTM-1 na cytotoxicitu etoposidu vbun&né linii HeLa. Buniky byly transfekovany (4 hodiny)
si-miRNA m3, si-miRNA TM-1, standardnim prekurzorem pro miR-29b a negativni kontrolni miRNA.
24 hodin po transfekci byly buiiky vystaveny 60 umol-1? etoposidu. Toxicita byla vypoéitanid podle
postupu popsaného v materidlech a metodach. Data piedstavuji pramér + smérodatnou odchylku ctyfd
nezavislych méfeni. Jednotlivé experimenty byly pfipraveny v tripletu. *p < 0,05 (***p < 0,001) proti
negativni kontrole.

5.2Farmakologicky pristup k ovliviiovani exprese miRNA

Z literatury se mizeme docist, ze exprese miRNA lze ovlivilovat pomoci
farmakoterapie. Piikladem mutze byt miboleron, synteticky androgen, a s nim spojena

aktivace androgenniho receptoru doprovazena snizenim exprese miR-21 u karcinomu
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prsu [249]. Stejné zajimavé je, ze podobné efekty byly pozorovany i u latek obsazenych
v dieté jako je kvercetin [169], resveratrol [159] a dalsi. Na zaklad¢ naSich ptedchozich
vysledkt publikovanych ve ¢lanku Kollinerova a kol. [22] jsme se rozhodli otestovat tuto
hypotézu na tumor supresorové miR-29b. Literatura popisuje tii zakladni drahy
ovliviujici expresi zvolené MIRNA. Jednd se o drahu pusobici ptes glukokortikoidni
receptor a protein c-myc, ktera byla pozorovana u riznych typt nadort [127,129-131].
Dale byl popsany vliv drah hedgehog (cholangiokarcinom) a NF-kB (nemaligni
cholangiocyty) [131]. Vice informaci o regulaci rodiny miR-29 je uvedeno v sekci 2.5
Rodina miR-29. Z nalezenych signalnich drah, které ovlivituji miR-29b jsme se rozhodli
ovlivnit signalizaci pies protoonkoprotein c-myc. Puvodni hypotéza vycChazela
z nasledujici uvahy. Pokud je ktestovanému modelu obsahujicimu aktivni
glukokortikoidni receptor pfidan dexametazon, dochazi k aktivaci glukokortikoidniho
receptoru, coz se projevi inhibici signalizace c-myc a navySenim exprese miR-29b.
Vysledek bude spojen s inhibici exprese cilovych geni miR-29b (obrazek 19, modul A).
Pii pouziti inhibitoru jako je mifepriston, zpsobime inhibici glukokortikoidniho
receptoru. Vysledkem bude navySeni mnoZzstvi c-myc s néslednym snizenim exprese

miR-29b spojenym s deregulaci cilovych proteint (obrazek 19, modul B).
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Obrazek 19: Schéma prvotni hypotézy farmakologického ovlivnéni exprese miR-29b
v experimentalnich modelech. Obrazek schematicky popisuje prvni vytvotenou hypotézu
a teoreticky vliv testovanych latek na expresi miR-29b a potencialn¢ ovlivnéné validované cile, zapojené do
dulezitych bun&nych procesi jako je apoptoticka signalizace nebo methylace DNA spojena
s epigenetickym ovlivilovanim exprese dalSich geni. Modul A — vyobrazuje efekt dexametazonu na model
s funkénim glukokortikoidnim receptorem. Modul B — vyobrazuje efekt mifepristonu na model s funkénim
glukokortikoidnim receptorem. Obrazek vytvoten v softwaru PowerPoint na zakladé nasi hypotézy.

Pfedbézné experimenty publikované v diplomové praci Kollinerové [250] se skladaly
zZ MTT testu provedeného po 24 hodinové expozici dexametazonem, piedstavujicim

agonistu a mifepristonem reprezentujicim antagonistu glukokortikoidniho receptoru
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ajejich kombinaci nebo DMSO. Experiment pokracoval 24 hodinovou inkubaci
s etoposidem v koncentraci 60 pmol-1"l. Bunééna linie Hela, obsahujici funkéni
glukokortikoidni receptor reagujici na aktivaci zprostiedkovanou dexametazonem
a buné¢na linie Hep G2, s neaktivnim glukokortikoidnim receptorem, byly zvoleny jako
experimentalni modely. Vysledky po ukonceni experimentu ukéazaly velmi zajimavy
poznatek, ze ne dexametazon v bunééné linii Hela, ale naopak mifepriston v bunécéné
linii Hep G2 zputisobuje statisticky vyznamné navySovani cytotoxicity etoposidu. Tyto
neoCekavané primarni vysledky nas inspirovaly K objasnéni mechanizmu wéinku

pozorovaného efektu kombinace etoposid/mifepriston.

5.2.1 Efekt jednotlivych testovanych litek na viabilitu bunééné linie Hep G2

Pro lepsi pochopeni vlivu mifepristonu na buné¢nou linii Hep G2 jsme provedli
sofistikovangjsi experimenty na systému xCELLigence. Jako prvni krok celé studie bylo
provedeno testovani cytotoxicity jednotlivych latek na zvoleném experimentalnim
modelu. Zde se ukazalo, Ze etoposid vykazuje v bunécné linii Hep G2 navySovani
cytotoxicity zavislé na davce V celém rozsahu pouzitych koncentraci (7,5-60 pmol-17%;
obrazek 20, modul A). Pro dalsi experimenty byla zvolena koncentrace etoposidu
60 umol-1™t na zdkladé dat ziskanych metodami MTT a xCELLigence. Zvolena
koncentrace odpovida piiblizné¢ hodnoté ICso (data byly publikovany v diplomové praci
Kollinerové [250]). Naopak mifepriston se choval jako latka netoxickd V celém
testovaném rozsahu (1-20 pmol-1%). P#i koncentraci 1 umol-1"t dokonce viabilitu mirné
navysoval (obrazek 20, modul B). Toxické efekty mifepristonu na bunéénou linii Hep G2
jsme pozorovali az pti koncentraci 40 pmol-17%. Informace byla ziskana pfi analyze na
xCELLigence béhem prvotnich méfeni. Tato skute¢nost byla hlavnim divodem, proc¢
jsme mifepriston v koncentraci 40 umol-1" v nagich experimentech déale nepouZivali
(obrazek 20, Modul C). Jinymi slovy, kombinujeme latku, ktera by méla byt diky svému
efektu na buiiku toxicka (etoposid), S latkou vykazujici na testovaném modelu toxicitu

zanedbatelnou (mifepriston).
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Obrazek 20: Stanoveni vlivu jednotlivych testovanych latek na viabilitu bunécéné
linie Hep G2. Modul A — piedstavuje toxicitu etoposidu ve srovnani s negativni kontrolou, ktera
obsahovala pouze DMSO po 72 hodinach od vyseti bunék. Etoposid byl pfidan 24 hodin od vyseti. Data
ptedstavuji pramér + smérodatnou odchylku t# nezavislych méfeni. Jednotlivé experimenty byly
ptipraveny v tripletu. *p < 0,05 (***p < 0,001) proti negativni kontrole. Modul B ptedstavuje toxicitu
mifepristonu ve srovnani s negativni kontrolou, ktera obsahovala pouze DMSO po 72 hodinach od vyseti
bunék. Mifepriston byl pfidan 24 hodin od vyseti. Modul C — pfedstavuje reprezentativni zaznam ze
systému xCELLigence a demonstruje negativni vliv 40 umol-1"* mifepristonu na buné&énou linii Hep G2.
Modra kiivka reprezentuje vzorek obsahujici 40 umol-1"* mifepriston a ervena kfivka reprezentuje buriky

osetiené pouze DMSO, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo. Ostry skok v oblasti 24 hodin po zahéjeni
experimentu je zpusoben vyménou média.
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5.2.2 Efekt riiznych kombinaci etoposidu a mifepristonu na viabilitu bunééné linie

Hep G2

Prvni pfistup K vlastnimu testovani byl slozen zvyseti (15000 bun¢k/jamka)
a 24 hodinové stabilizace bun¢k, nasledované 24 hodinovou pre-inkubaci s riznymi
koncentracemi mifepristonu (1-20 pmol-1). Teprve po uplynuti pre-inkubace bylo
médium vyménéno za erstvé obsahujici pouze etoposid v koncentraci 60 pmol-172.
Buiky byly takto ponechany az do ukonceni experimentu. Podle hypotézy mél
mifepriston vyvolat zmény v expresi miR-29b a nasledné zpusobit navyseni cytotoxicity
etoposidu. Data o vlivu mifepristonu na expresi miR-29b byla prezentovana v diplomové
praci Kollinerové [250]. Vysledek experimentu ukazal, ze i pfes popsany vliv
mifepristonu na miR-29b nedochazi k Zadanému statisticky vyznamnému navyseni
cytotoxicity etoposidu na systému xCELLigence. Ztohoto divodu byla dalsi sada
experimenti zaméfena na spole¢nou inkubaci mifepristonu s etoposidem, a to v rtiznych
kombinacich koncentraci testovanych latek. Experimenty ukdzaly davkovou zavislost

toxicity etoposidu na koncentraci mifepristonu a naopak (obrazek 21).
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Obrazek 21: Vliv rizné kombinace etoposidu a mifepristonu na viabilitu bunécné
linie Hep G2. Modul A reprezentuje vliv riiznych koncentraci mifepristonu na cytotoxicitu etoposidu.
Etoposid byl piitomen ve vsech vzorcich v koncentraci 60 pmol-17t. Modul B reprezentuje vliv riznych
koncentraci etoposidu na cytotoxicitu mifepristonu. Mifepriston byl pfitomen ve vSech vzorcich
v koncentraci 20 pumol-1"t. Data pfedstavuji primér + smérodatnou odchylku t¥i nezavislych méfeni.
Jednotlivé experimenty byly ptipraveny v tripletu. **p < 0,01 (***p < 0,001) proti kontrole obsahujici
pouze jednu z testovanych latek.
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5.2.3 Efekt riznych kombinaci etoposidu a mifepristonu na aktivaci kaspazy-3

V bunééné linii Hep G2

Pokud vystavime buiilky kombinaci riznych latek, miize vznikat znacné agresivni
chemicky ,,koktejl, ktery ma za nasledek velice rychlé a rozsahlé umirani bunck
zpusobené nekrozou. Nekroza je z pohledu mnohobunéénych organizmii, kterym je
I clovek, jako bunéfna smrt velice nevyhodna, protoze je spojend se zanétem
a s poskozenim okolni tkané. Data z experimentli zaméfenych na sledovani cytotoxicity
ukazaly, Ze dochazi ke zvySenému umirani bunék, proto jsme se rozhodli ovéfit, zda se
jedné o apoptozu. Pro ziskani potfebnych dat jsme vyuzili sledovani aktivity kaspazy-3 za
pomoci komeréné dostupného, fluorescenéné znaceného substratu pro testovany enzym.
Efekt na kaspazu-3 byl stanoven po 24 a 48 hodinach od podani kombinace testovanych
latek (uspofadani bylo totozné jako u experimentti v sekci 5.2.2). Vysledky jasné ukazuji
statisticky vyznamné navySovani aktivity kaspazy-3, které bylo zavislé na davce
(obrazek 22).
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Obrazek 22: Aktivita kaspazy-3 stanovena po inkubaci riznych kombinaci
etoposidu a mifepristonu s bunéénou linii Hep G2. Modul A predstavuje vliv riiznych
koncentraci mifepristonu v kombinaci s etoposidem na aktivitu kaspazy-3. Tmavé Sedé sloupce piedstavuji
24 hodinovou inkubaci, kdezto svétle Sedé sloupce popisuji aktivitu kaspazy-3 po 48 hodinach od vystaveni
testovanym latkdm. Etoposid byl pfitomen ve vSech vzorcich v koncentraci 60 pumol-I"t. Modul B
predstavuje vliv riiznych koncentraci etoposidu v kombinaci s mifepristonem na aktivitu kaspazy-3. Tmavé
Sedé sloupce predstavuji 24 hodinovou inkubaci, kdezto svétle Sedé sloupce popisuji aktivitu kaspazy-3 po
48 hodinach od vystaveni testovanym latkam. Mifepriston byl pfitomen ve vSech vzorcich v koncentraci
20 pmol-17%. Data ptedstavuji primér = smérodatnou odchylku minimalné tfi nezavislych méfeni. *p < 0,05
(**p < 0,01 a ***p < 0,001) proti kontrole obsahujici vZdy pouze jednu z testovanych latek.
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5.2.4 Efekt kombinace etoposidu a mifepristonu na expresi vybranych proteinii

V dalsich experimentech jsme se zaméfili na hledani mechanizmu Géinku
mifepristonu, ktery souvisi se sledovanym nartstem toxicity etoposidu. O mifepristonu je
znamo, ze ovliviiuje expresi nékterych proteinti zapojenych v apoptotické signalizaci (Viz.
ptehledovy clanek Chen a kol. [35]) a je mozné, ze diky modulaci nékterého z proteint
mohou buiky ochotnéji prechazet do programované bunééné smrti. Z tohoto diivodu jsme
se rozhodli ovéfit miru exprese proapoptotického proteinu Bax a anti-apoptotického Bcl-2
po 24 a 48 hodinové inkubaci. Mezi testované proteiny jsme zafadili 1 protein Mcl-1,
protoze z predbéznych vysledki publikovanych v diplomové praci Kollinerové [250] je
patrné, Ze mifepriston ovliviiuje expresi miR-29b, u které se Mcl-1 fadi mezi jeji
validované cile [4]. Dal$im divodem byl negativni vliv mifepristonu na expresi proteinu
Mcl-1 v leukemické buné¢né linii U937 popsané v publikaci Jang a kol. [37]. V ramci
experimentu jsme zvolili spojeni technik elektroforézy a western blot. Vysledky pokust
ukazaly, Zze mifepriston ovliviiuje expresi proteinu Bax v zavislosti na davce jak po 24,
tak 48 hodinové inkubaci (obrazek 23). Nicméné Ize pozorovat pouze trend, jelikoz data
nejsou statisticky vyznamné. Vysoké smérodatné odchylky mohly byt zpusobeny
rozsahlou apoptézou navozenou v testovanych bunkach. V takovém ptipadé dochazi ke
zna¢nému $tépeni proteind pomoci efektorovych kaspaz (aspartat specifické cysteinové

proteazy [251]), které vyvolava v buiice obrovsky chaos.



VYSLEDKY 89

400

>

350

300 -
250 -

200

150
100

Exprese proteinu Bax [%]

50

0 I 1

O & WY

Mifepriston

Mifepriston

Aktin

Bax

Obrazek 23: Modulace exprese proteinu Bax pomoci mifepristonu. Testované buiiky byly
vystaveny etoposidu nebo jeho kombinacim s mifepristonem (1-20 pmol-1%). Modul A predstavuje
sledovani exprese proteinu Bax po 24/48 hodinach inkubace (tmavé Sedé/svétle Sedé sloupce). Etoposid byl
pfitomen ve viech vzorcich v koncentraci 60 pmol-17%. Data piedstavuji priimér + smérodatnou odchylku ti
nezavislych méteni. Modul B predstavuje reprezentativni western blot po 48 hodinach od zahajeni inkubace
S testovanymi latkami.

5.2.5 Efekt mifepristonu na intracelularni akumulaci etoposidu v buné¢né linii

Hep G2

Mifepriston  vykazuje vlastnosti silného nespecifického inhibitoru ABC
transportéru [35]. Jedna se o transmembranové proteiny, které hraji dtlezitou roli

Vv odstraniovani toxickych latek z intracelularniho prostiedi jejich transportem ven z buiky
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za spotifeby ATP. Pokud dochézi k inhibici téchto pump, vysledkem by mél byt narast
intracelularni koncentrace etoposidu v mifepristonem osetfenych buiikach. V ramci této
hypotézy jsme se rozhodli sledovat intracelularni mnozstvi etoposidu V rizné oSetienych
vzorcich. V ramci experimentu byla pouzita analyza provedena pomoci HPLC/MS
systému. V prvni ¢asti experimentu byly testované bunky inkubovany bez etoposidu (jako
neosetiena kontrola), s etoposidem (60 umol-1t) nebo kombinaci etoposidu (60 pmol-17?)
s mifepristonem v koncentraci 10 a 20 umol-1"t. Reprezentativni chromatogram je
prezentovan na obrazku 13 vsekci Experimentalni ¢ast. Ziskané data vztaZena
k monoterapii etoposidu jasn¢ ukazuji, ze mifepriston navySuje koncentraci uvnitf
testovanych bunék. Toto navySeni je zavislé na davce mifepristonu (obrazek 24). V ramci
experimentt jsme stanovili i koncentraci etoposidu v testovanych buiikach a ziskali jsme
nésledujici hodnoty: pro vzorky obsahujici pouze DMSO (negativni kontrola) 0 pmol-1!
etoposidu, pro monoterapii etoposidem (60 pmol-1?) jsme stanovili 8,62 umol-1"t + 1,79
a hodnoty 10,66 umol-1* + 1,78 /16,56 pmol-1! + 5,89 pro etoposid (60 umol-1?%)
v kombinaci s mifepristonem (10/20 umol-1"!). VSechny stanovené koncentrace etoposidu

jsou normalizovany na celkovy protein.
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Obrazek 24: Intracelulirni akumulace etoposidu po 6 hodinové inkubaci
S testovanymi latkami v bunécné linii Hep G2. Vliv mifepristonu byl testovan pii dvou riiznych
koncentracich 10/20 umol-1". Koncentrace etoposidu pouZitého v experimentu byla 60 pumol-17%. Vzorek
oznaceny jako DMSO byl inkubovan pouze s touto latkou. Data piedstavuji primér + smérodatnou
odchylku Ctyf nezavislych méfeni. ***p < 0,001 versus monoterapie etoposidem (Eto/Mife oznacuje
kombinaci etoposidu v koncentraci 60 pmol-1* a mifepristonu 10/20 pmol-17%).
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5.2.6 Vliv specifickych inhibitori ABC transportéri na cytotoxicitu etoposidu

V bunécné linii Hep G2

Dalsi tvaha sméfovala opét k vyuziti systému XCELLigence. Rozhodli jsme se
otestovat vliv specifickych inhibitora ABC transportéri na modulaci cytotoxicity
etoposidu. Pokud hraje n€ktery z vybranych ABC transportéri dulezitou roli v regulaci
intracelularni koncentrace etoposidu, mélo by dojit pfi jeho podani k podobnému efektu,
ktery byl sledovan u mifepristonu. Pro experiment byly zvoleny standardni inhibitory
ABC transportéru Zosuquidar (ZSQ, ABCBL1), Tarquidar (TRQ, ABCB1), Kol4l
(ABCG2) a MK-571 (ABCC1). Analyzované vysledky ukazuji statisticky vyznamné
ovlivnéni cytotoxicity etoposidu po zablokovani ABCBI1 transportéru pomoci inhibitoru
Zosuquidar. Dale je patrny i vliv ABCCI1 transportéru, nicméné vysledky nedosahly
statistické vyznamnosti. Naopak ABCG2 transportér vykazoval efekt téméf nulovy

(obrazek 25).
120

100

Viabilita [ %]
= (=) (=]
= > S

[
<

Obrazek 25: Efekt selektivnich inhibitori vybranych ABC transportéri na
cytotoxicitu etoposidu. 24 hodin po vyseti byly buiiky vystaveny etoposidu nebo jeho kombinaci
s vybranymi selektivnimi inhibitory a byly inkubovany spole¢né do ukonéeni experimentu. Etoposid byl
piitomen ve vech vzorcich v koncentraci 60 pmol-17t. Pouzita koncentrace specifickych inhibitord je vzdy
soucasti jednotlivych popiskd na ose X. Data pfedstavuji primér + smérodatnou odchylku tfi nezavislych
méfeni. Jednotlivé experimenty byly pfipraveny v kvadrupletu. *p < 0,05 proti kontrole obsahujici pouze
etoposid.
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5.2.7 Sledovani pritomnosti ABC transportéri  ABCB1, ABCC1 a ABCG2

V bunééné linii Hep G2, pomoci metody western blot

Vysledky v odstavci 5.2.6 prokazaly, ze inhibice ABCB1 a ABCCI je dilezitd pro
navySeni cytotoxicity etoposidu. Abychom podpofili nasi hypotézu, pokusili jsme se
prokazat pritomnost téchto proteinii v membrané pouzitych bunck. Ziskana data ukazuji,

ze testovany bunécny model opravdu exprimuje zvolené ABC transportéry, jmenovité

ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (obrazek 26).
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Obrazek 26: Exprese ABC transportéri ABCB1, ABCC1l a ABCG2 vV testované
bunécné linii Hep G2. Obrazek piedstavuje reprezentativni western blot z testovani Hep G2 bunék na
pritomnost tii vybranych ABC transportér. Kazdy z testovanych proteinti byl detekovan na jiné membrané.
Membrany byly umistény v expozi¢ni kazeté vedle sebe.

Aktin

5.2.8 Testovani efektivity inhibice specifickych ABC transportéri mifepristonem

v bunééné linii K562 s riiznou intenzitou jejich exprese.

V ramci studie bylo provedeno stanoveni miry inhibice transportérit ABCB1 a ABCG2
mifepristonem. Pro experiment byla pouzita bunééna linie K562 s riiznou expresi ABCB1
a ABCG2. Experiment byl postaven na sledovani akumulace fluorescencni sondy uvnitf
pouzitého modelu za pomoci prutokové cytometrie. Pro ovéteni funkénosti modelu byly

provedeny totozné experimenty s riznymi koncentracemi selektivnich inhibitorg.

Pro stanoveni miry inhibice transportéru ABCBI1 mifepristonem, byla vyuzita metoda
sledujici akumulaci sondy calcein acetoxymethyl ester (calcein AM) [252]. Vysledky
ukazaly, ze mifepriston efektivné inhibuje vytlacovani calceinu AM v zavislosti na davce,

pii klinicky vyznamnych koncentracich (do 10 pmol-1"Y) [253,254]. Efektivita inhibice
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dale zavisi na trovni exprese ABCB1. U bun¢k K562/DoxDR2 s nizkou expresi ABCB1
byla mira efektivity velmi podobna efektu ZSQ. Naopak bunécna linie K562/Dox, ktera
ma vysokou expresi ABCBI, vykazovala jen ¢aste¢nou inhibici (obrazek 27, modul A).
Pro ovéieni funkce systému byl pouzit standardni inhibitor ABCBI transportéru ZSQ
(obrazek 27, modul B).

Pro stanoveni miry inhibice transportéru ABCG2 mifepristonem, byla vyuzita metoda
sledujici akumulaci sondy pheophorbide A [255]. Vysledky opét ukazaly, ze mifepriston
efektivné inhibuje vytlaGovani sondy u bunék exprimujicich nizkou miru ABCG2.
Pozorovana inhibice byla zavislda na davce, nicméné pii vysoké expresi tohoto
transportéru mifepriston selhava (obrazek 28, modul A). Pro ovéteni funkce systému byl

pouzit standardni inhibitor ABCG2 transportéru Ko143 (obrazek 28, modul B).
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Obrazek 27: Vliv mifepristonu a specifického inhibitoru ABCB1 transportéru
(Zosuquidaru) na akumulaci fluorescenéné znaceného substratu Calcein AM
V bunééné linii K562 s riznou expresi ABCB1. Modul A: jednotlivé subklony bun&né linie
K562 byly inkubovany s fluorescenéni sondou calcein AM (0,25 umol-17?) spolu s réiznymi koncentracemi
mifepristonu. Modul B: Vliv ZSQ na akumulaci fluorescen¢ni sondy calcein AM v riznych subklonech
bunééné linie K562. Data jsou vyjadiena jako primérna intenzita fluorescence analyzovana prutokovou
cytomentrii. Cerné krouzky — kontrolni buiiky neexprimujici ABCBI1 transportér, bilé trojithelniky —
subklon K562 exprimujici nizké mnozstvi ABCBI1 transportéru, bilé kosoétverce - subklon K562
exprimujici vysoké mnozstvi ABCB1 transportéru.
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Obrazek 28: Vliv mifepristonu a specifického inhibitoru ABCG2 (Ko0143)
transportéru na akumulaci fluorescencné znaceného substratu pheophorbide A
V bunééné linii K562 s riznou expresi ABCG2. Modul A: jednotlivé subklony bun&né linie
K562 byly inkubovany s fluorescenéni sondou pheophorbide A (1 pmol-1"%) spolu s riiznymi koncentracemi
mifepristonu. Modul B: Vliv Kol43 na akumulaci fluorescenéni sondy pheophorbidu A Vv riznych
subklonech bunééné linie K562. Cerné krouzky — kontrolni buiiky neexprimujici ABCG2 transportér, bilé
trojihelniky — subklon K562 exprimujici nizké mnozstvi ABCG2 transportéru, bilé kosoétverce - subklon
K562 exprimujici vysoké mnozstvi ABCG2 transportéru.

5.30vlivnéni miRNA za pomoci latek bézné se vyskytujicich ve stravé

Clovéka

Jako tieti pohled jsme zvolili vliv biologicky dosaZitelné koncentrace (1 pmol-1%)
vybranych polyfenold na expresi miRNA v bunééné linii Hep G2 a primarnich kulturach
lidskych hepatocytt. Polyfenoly jsou velka skupina latek, ktera se nachazi v lidské strave.
Pozitivni vliv téchto latek na lidsky organizmus je nesporny a byl prokazan mnozstvim
studii [51,52]. V ramci vyzkumu jejich pozitivnich vlastnosti bylo objeveno velké
mnozstvi riznych piispévki. Velmi vhodnymi kandidaty na studium ovlivnéni
expresniho profilu mMiRNA je kvercetin a jeho redukovana forma taxifolin. Kvercetin se
nachazi téméf v kazdém ovoci a zelening, proto je lidské télo vystaveno dlouhodobé

relativné velkému mnozstvi [52].

5.3.1 Statistické vyhodnoceni expresniho profilu vysledki z Affymetrix miRNA

array analyzy

Podrobngjsi analyza dat ziskanych pomoci ¢ipové technologie firmy Affymetrix pro

prvotni screening. Zékladni vysledky byly zvefejnény jiz v diplomové praci, na kterou
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Cast této disertani prace navazuje [240]. V ramci prvotni statistické analyzy jsme se
zam¢tili na shlukovaci analyzu. Jeji vysledky ukazuji velkou podobnost mezi expresnimi
profily Hep G2 inkubovanych s kyselinou gallovou a silybinem nebo kyselinou all-trans

retinovou a taxifolinem (obrazek 29).
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Obrazek 29: Shlukovaci analyza dat ziskanych z expresniho profilovani na bunécné
linii Hep G2 ofetfené vybranymi polyfenoly (1 pmol-1™') a negativni kontrolou

obsahujici pouze DMSO.

5.3.2 Protein ZEB2 jako mozZny cil miRNA ovlivnénych pomoci kvercetinu

a taxifolinu

V ramci studie jsme objevili nékolik miRNA, které spliovaly nésledujici kritéria.
Jejich validovanym cilem byl protein ZEB2 a jejich exprese byla po 24 hodinové inkubaci
s kvercetinem nebo taxifolinem snizena minimaln€ o 1,5nasobek ve srovnani s kontrolou
obsahujici pouze DMSO. Taxifolin moduloval miR-153 [93], miR-204 [256],
miR-211-5p [257] a miR-377-3p [258] v buné¢né linii Hep G2. V primarnich kulturach
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lidskych hepatocytd pak miR-211-5p [257] a miR-377-3p [258]. Blizsi informace jsou
uvedeny v tabulce 9. Vysledky pro kvercetin odhalily sniZzenou expresi miR-153 [93],
miR-338 [259] a miR-377-3p [258] V primarnich kulturach lidskych hepatocytd. Blizsi
informace jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 9: Seznam miRNA vykazujicich sniZenou expresi po inkubaci s taxifolinem
Vv testovanych modelech a maji ZEB2 jako validovany cil.

Primérna relativni exprese
. vztazena ke kontrole .
MIRNA Hep G2 Lidské hepatocyty Literatura
Prumér Sm. Odch. Primér Sm. Odch.

hsa-miR-153 0,67 0,27 1,39 0,89 Chou a kol. [93]

hsa-miR-204 0,68 0,32 0,86 0,38 Wang a kol. [256]
hsa-miR-211-5p 0,59 0,20 0,74 0,33 Jiang a kol. [257]
hsa-miR-377-3p 0,64 0,43 0,57 0,05 Ye a kol. [258]

Tabulka 10: Seznam miRNA vykazujicich sniZenou expresi po inkubaci
s kvercetinem v testovanych modelech a maji ZEB2 jako validovany cil.

Primérna relativni exprese
. vztazena ke kontrole .
MIRNA Hep G2 Lidské hepatocyty Literatura
Prumér Sm. Odch. Primér Sm. Odch.
hsa-miR-153 1,02 0,37 0,72 0,24 Chou a kol. [93]
hsa-miR-338-3p 1,40 0,62 0,66 0,15 Huang a kol. [259]
hsa-miR-377-3p 1,42 1,16 0,65 0,19 Ye a kol. [258]

5.3.3 Vliv kvercetinu a taxifolinu na expresi proteinu ZEB2 a souvisejici pisobeni na

protein vimentin

ZEB?2 je zajimava a dulezitd molekula, protoze se podili kromé fyziologickych funkci
naptiklad v nervové soustavé i na epitelidlné-mezenchymalni tranzici. Tento d&j vede
knadorim s vyssi agresivitou a lepsi schopnosti metastazovani souvisejici
s dediferenciaci. Pfi stanoveni exprese proteinu ZEB2 v experimentalnich modelech jsme
pozorovali statisticky vyznamné navySeni u bunécné linie Hep G2 oSetiené taxifolinem,
které bylo zavislé na davce (obrazek 30, modul A). U stejné linie oSetfené kvercetinem
byl objeven vzristajici trend, nicméné velké odchylky mezi jednotlivymi méfenimi

zpusobily statistickou nevyznamnost navySeni (obrazek 30, modul A). Negativniho
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vysledku bylo dosazeno také u primarnich kultur lidskych hepatocytii, a to bez ohledu na

pouzitou latku nebo koncentraci (obrazek 30, modul B).
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Obrazek 30: Vliv taxifolinu a kvercetinu na expresi proteinu ZEB2 v bunééné linii
Hep G2 a primarnich kulturach lidskych hepatocytii. Modul A reprezentuje vliv riznych
koncentraci taxifolinu a kvercetinu (1-10 pmol-1'Y) na expresi proteinu ZEB2 v bunééné linii Hep G2.
Tmaveé Sedé sloupce ptedstavuji inkubaci s taxifolinem, kdezto svétle Sedé sloupce popisuji inkubaci
s kvercetinem 24 hodin od vystaveni testovanym latkam. Data ptedstavuji pramér + smérodatnou odchylku
tii nezavislych méfeni. **p < 0,01 (**p < 0,001) proti kontrole obsahujici pouze DMSO. Modul B
reprezentuje vliv riiznych koncentraci taxifolinu a kvercetinu (1-10 umol-1"?) na expresi proteinu ZEB2
v primarnich kulturach lidskych hepatocytti. Tmave Sedé sloupce predstavuji inkubaci s taxifolinem, kdezto
svétle Sedé sloupce popisuji inkubaci s kvercetinem 24 hodin od vystaveni testovanym latkam. Data
ptedstavuji pramér + smérodatnou odchylku ¢tyf nezavislych méfeni. Modul C predstavuje reprezentativni
western blot pro analyzu vlivu taxifolinu na protein ZEB2 v bunécné linii Hep G2. Modul D predstavuje

reprezentativni western blot pro analyzu vlivu taxifolinu na protein ZEB2 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytd.

ZEB2 je protein zapojeny do signalizace, ktera vede k EMT, a proto jsme pokraCovali
stanovenim EMT markeru — vimentinu. Korelace exprese proteinu ZEB2 s expresi
vimentinu lze pozorovat napfiklad u epithelialnich bunék karcinomu prsu v publikaci
Bindels a kol. [260]. Primarni hypotéza pracovala se skutecnosti, ze pokud je zvyseny
ZEB?2 protein, mélo by dochazet i1 k navySeni vimentinu. Vysledek byl velmi zajimavy,
nebot’ exprese vimentinu nebyla zvySend, ale naopak doslo k jejimu sniZeni (obrazek 31).

Tyto skutecnosti naznacuji piitomnost dal$i signalni drahy nebo efektu taxifolinu

V testovaném bunééném modelu.
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Obrazek 31: Vliv taxifolinu na expresi proteinu vimentin v bunééné linii Hep G2.
Modul A reprezentuje vliv riznych koncentraci taxifolinu (1-10 umol-17?) na expresi proteinu vimentinu.
Délka inkubace byla stanovena na 24 hodin. Data ptedstavuji primér + smérodatnou odchylku tii
nezavislych méfeni. *p < 0,05 proti kontrole obsahujici pouze DMSO. Modul B pfedstavuje reprezentativni

western blot pro analyzu proteinu vimentinu.

5.3.4 miR-375 jako potencialni regulator vimentinu

MoZnou proménnou je miR-375, u které je vimentin oznacovan jako validovany

cil [261]. Je mozné, Ze Se na celkovém pozorovaném efektu taxifolinu mtze podilet vice

nez jedna miRNA, prikladem mohou byt napfiklad ¢lanky Nwaeburu a kol [169,170], kde

autofi popisuji vliv kvercetinu na duktalni adenokarcinom pankreatu. Z ¢lanka je patrné,
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ze vysledny efekt se sklada z navyseni exprese miR-200b-3p a miR-let-7c. V prubéhu
zékladniho screeningu pomoci miRNA array Affymetrix jsme pozorovali navySeni
exprese MiR-375 v bunééné linii Hep G2 pfiblizné 2,5%, pii koncentraci taxifolinu
1 umol-1? a délce inkubace 24 hodin. U vzorkl z priméarnich kultur lidskych hepatocytt
jsme pozorovali navyseni na 2,0x kontrolnich vzorkd. Jeji expresi jsme proto validovali
U bunééné linie Hep G2 pomoci RT-PCR s vyuzitim TagMan MicroRNA assay v rozsahu
koncentraci 1-10 pmol-1"%. Vysledky analyzy RT-PCR ale ukazaly nulovy vliv taxifolinu

na expresi zvolené MIRNA v celém rozsahu testovanych koncentraci (obrazek 32).
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Obrazek 32: Vliv taxifolinu na expresi miR-375. Obrazek reprezentuje RT-PCR analyzu vlivu
riiznych koncentraci taxifolinu (1-10 umol-17%) na expresi miR-375. Vzorky byly inkubovany s taxifolinem
24 hodin. Data predstavuji primér + smérodatnou odchylku dvou nezavislych méfeni. Jednotlivé
experimenty byly ptipraveny v tripletu.
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6 DISKUZE

6.1VIiv rodiny miR-29 na cytotoxicitu etoposidu

Vytvofend pracovni hypotéza je zalozena na dvou poznatcich. Jednim byly data
popisujici rozdilnou odezvu pacienti s AML na 1éc¢bu azacytidinem v zavislosti na
expresi miR-29¢ [262]. Druhy tvotily validované cile rodiny miR-29, které jsou Mcl-1
a DNMT3A/3B [4,141]. Podle této hypotézy je mozné ovliviiovat efektivitu
protinadorovych 1é¢iv, které¢ cili na syntézu DNA a jeji methylaci, zménou exprese
jednotlivych ¢lent rodiny miR-29. Z testovanych chemoterapeutik (etoposid, azacytidin,
amiodaron a cytarabin) byl na zdkladé prvotnich MTT experimentti zvolen etoposid jako
modelové 1é¢ivo. Dal§im krokem bylo ovéteni hypotézy pomoci systému xCELLigence.
Vysledky analyzy prokazaly vyznamné navySeni toxicity jen po transfekci prekurzory
miR-29b, pfestoze se soubory validovanych cili jednotlivych izoforem miR-29
ptekryvaji. Na druhou stranu miR-29b vykazuje sérii unikétnich vlastnosti jako je
existence dvou kopii gentl a specificka sekvence na 3 ’konci, kterd zptisobuje prevazujici

jadernou lokalizaci.

Protein Mcl-1 je soucasti souboru validovanych cilii rodiny miR-29 a na jeho zatazeni
do studie [93] m¢lo rozhodujici vliv jeho zapojeni ve vzniku rezistence nadorovych bunék
[192]. Dale nasi volbu podporuje i fakt, Ze zména exprese Mcl-1 zpusobena rodinou
mMiR-29 hraje vyznamnou roli v kardiovaskularnich onemocnénich spojenych s diabetem
melitem [263]. Protein Bak byl do studie zafazen na zaklad¢ dat z disertacni prace
Gabrielové [245], kde je popisovana jeho snizena exprese po transfekci prekurzorem
miR-29c. VIiv miR-29b na Bak byl dale pozorovan v neuronech [264]. V neposledni fadé
hrala roli i skuteCnost, ze je vazebnym partnerem proteinu Mcl-1. Experimenty
s pre-miR-29, siRNA anti-Mcl-1 a siRNA anti-Bak potvrdily nase o¢ekavani. Hlavni roli

V navySovani cytotoxicity hraje Mcl-1, kdezto vyznam proteinu Bak je zanedbatelny.

Dvé soucasné studie demonstrovaly vliv miRNA na toxicitu doxorubicinu spojeny se
sniZenim exprese Mcl-1. Doxorubicin je protinadorove 1é€ivo, jehoZ mechanizmus ucinku
je zaloZen na interkalaci do DNA a inhibici topoizomerazy II. V prvni studii byla citlivost
bunék Hep G2 na doxorubicin navySena regulaci exprese Mcl-1 diky miR-101 [265].
Druhé studie popsala pokles exprese Mcl-1 vyvolany miR-193b, ktery vedl ke zlepSeni
odezvy bunééné linie MCF-7 na doxorubicin [266]. Tyto objevy spolecné s naSimi
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vysledky ukazuji na soucinnost mezi regulaci Mcl-1 zptisobenou miRNA a citlivosti na

farmakologickou terapii narusujici syntézu DNA.

Z nasich dat je patrné, ze pusobeni miR-29b navozuje narust cytotoxicity etoposidu,
které je spojeno s modulaci poméru Mcl-1L/Mcl-18S, coz se fadi mezi unikatni vlastnost
tohoto ¢lena rodiny. Kromé vazebného mista na 3'UTR oblasti se v genu pro Mcl-1
nachazi dalsi, specifické pro miR-29b. Toto misto je soucasti exonu Il [263], presnéji
mezi nukleotidy 1 354-1 376. Presné umisténi bylo ziskano analyzou genové knihovny.
Béhem alternativniho sestfihu dochazi k odstranéni exonu Il z izoformy Mcl-1S, coz vede
ke dvéma moznym zavérim. Prvni, diky ztraté exonu II muze byt vliv miR-29b na tvorbu
Mcl-1S zanedbatelny. Druhy, interakce miR-29b s vazebnym mistem na exonu II by

mohla zah4jit alternativni sestiih mRNA.

Poslednim krokem studie bylo ovéfeni vlivu jaderné translokace na efektivitu
etoposidu a zménu poméru izoforem Mecl-1L/Mcl-1S. Pro experiment jsme vyuzili
syntetické oligonukleotidy miR-29b s modifikovanymi 3 'konci, které vykazuji rozdilnou
lokalizaci. Pomoci metody western blot jsme zjistili, Ze oba modifikované
oligonukleotidy reguluji expresi Mcl-1L i Mcl-1S a ve srovnani s endogenni miR-29b
snizuji efektivngji expresi Mcl-1L. Vliv na pomér Mcl-1L/Mcl-1S ale neni jednoznacny.
Podobné ovlivnéni cytotoxicity etoposidu jako u miR-29b bylo pozorovano i u jaderné
lokalizovaného oligonukleotidu m3. Naopak Uc¢innost molekuly TM charakterizované
cytosolovou lokalizaci je niz$i. Statisticka analyza ale charakterizovala rozdil mezi m3

a TM jako nevyznamny.

6.2Farmakologicky pristup k ovliviiovani exprese miRNA

Prvotni experimenty, které studovaly vliv dexametazonu a mifepristonu na transkripéni
aktivitu genti miR-29b v bunécné linii Hep G2 byly velkym piekvapenim. | ptes necitlivy
glukokortikoidni receptor bun¢k Hep G2 [267] byl mifepriston schopen navySoval expresi
miR-29b [250]. Proto by méla preinkubace s timto 1é¢ivem skryvat stejny potencial pro
navozeni chemosenzitivity vici etoposidu jako transfekce prekurzory miR-29b v bunééné
linii HeLa popsana v publikaci Kollinerova a kol. [22]. Tato hypotéza byla zahy
vyvracena, nebot’ preinkubace s riznymi koncentracemi mifepristonu neméla zadny vliv
na cytotoxicitu etoposidu. Bez ohledu na ovlivnéni miR-29b mifepristonem, neni tento
efekt preveden V navyseni cytotoxicity etoposidu. Jednim z moznych davodu je rychly

metabolismus mifepristonu, protoze etoposid byl ptfidan az 24 hodin po prvnim léCivu.
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Tyto divody nas vedly k experimentim zaloZzenym na spole¢né inkubaci mifepristonu
aetoposidu v bunkach Hep G2. Nase data jasné prokazaly, Ze soucinnost mezi
testovanymi 1é¢ivy vede k navySeni cytotoxického vlivu etoposidu Vv zavislosti na davce
(obrazek 21). Naopak samotny mifepriston toxicky nebyl nebo viabilitu bunééné linie
Hep G2 mirn¢ navySoval (obrazek 20). Prvnim krokem ve snaze popsat mechanizmus
ucinku mifepristonu bylo studium jeho proapoptotického vlivu, protoze kombinace
mifepristonu s etoposidem navysovala aktivitu kaspazy-3 (obrazek 22). Podle literatury je
mifepriston schopen ovliviiovat expresi proteini Bax, Bcl-2 nebo Bcl-xL [35]. Modulace
téchto proteinl je u nadord Stézejni, nebot’ hraji roli pti vzniku senzitivity a rezistence.
Proteiny Bax a Bcl-2 jsou oznaCovany za nejcastéjsi cile mifepristonu [35]. Navzdory
minimalnimu vliva mifepristonu na cytotoxicitu etoposidu bé&hem preinkubacnich
experimentti jsme otestovali moznou regulaci Mcl-1. Bax byl jediny protein, ktery byl
ovlivnén spole¢nou inkubaci mifepristonu a etoposidu. Vysledky analyzy nejsou
statisticky vyznamné, pfedstavuji pouze trend. Piesto nelze vliv Bax kompletné vyloucit.
V soucasné dobné¢ je role rodiny Bcl-2 v regulaci buné¢né smrti vnimana jako dynamicky
proces, ktery zahrnuje mnoho faktorti jako je lokalizace, stabilita, mnozstvi a afinita
[182]. Proto zdanlivé nevyznamna zména jednoho proteinu muize byt rozhodujici pro
osud bunky. NaSe data jsou omezena pouze na mnozstvi proteinu. | tak dokazujeme, Ze
aktivita kaspazy-3 jako vykonné slozky programované bunééné smrti je po oSetieni
kombinaci mifepristonu a etoposidu navySena. Kromé& toho prezentovana data ukazuji

napadnou shodu mezi viabilitou bunék a aktivitou kaspazy-3 (obrazek 21 a obrazek 22).

Za synergni G¢inek kombinace testovanych 1é¢iv mize byt zodpovédna inhibice ABC
transportéri. Literatura popisuje vliv mifepristonu na funkci p-glykoproteinu a potenciaci
cytotoxicity doxorubicinu u bun¢k S mnohocetnou lékovou rezisteni [268]. Nasledna
studie ukazala, ze mifepriston je schopen zvratit 1ékovou rezistenci zprosttedkovanou
proteiny spojenymi s mnohocetnou rezistenci k 1ékiim [269]. Oba ¢lanky zduraznuji, ze
pouzita koncentrace mifepristonu (10 pmol-17?) je dosazitelna in vivo. P¥i pohledu na nase
data je zfejmé, ze akumulace etoposidu zptisobena inhibici ABC transportérd je zapojena
do synergniho vlivu. NaSe experimenty prokazaly, Ze mifepriston zplsobuje navySeni
intracelularni koncentrace etoposidu Vv bunkach Hep G2 (obrazek 24) a je malo
pravdépodobné, Ze vliv je spoustén jakymkoliv jinym mechanizmem neZz modulaci
aktivity ABC transportéri. Proto jsme pouzili znamé inhibitory ABC transportért

v koinkubaci s etoposidem. Nase data ukazuji, ze inhibitory ABCB1 a ABCC1



DISKUZE 103

navySovaly cytotoxicitu etoposidu podobn¢ jako mifepriston (obrazek 25), coz podporuje
I prokazana pfitomnost vybranych ABC transportérii v bunécné linii Hep G2 (obrazek
26). Na zakladé vysledi mizeme pouze spekulovat, ze ABCB1 a ABCC1 jsou v buné¢né

linii Hep G2 dominantni, kdeZzto ABCG2 ma jen minoritni roli.

Ve snaze odpovédét na tuto otazku jsme sledovali vliv mifepristonu na inhibici dvou
hlavnich Iékovych transportéri, ABCB1 a ABCG2 v modelové bunécné linii exprimujici
rizné mnozstvi vybranych ABC transportérd. Mifepriston inhiboval transport
fluorescencniho barviva ven z bunék exprimujicich ABCB1 za klinicky dostupnych
koncentraci (do 10 pumol-1Y) (obrazek 27). Inhibi¢ni efekt mifepristonu zavisi na mife
exprese ABC transporterd. Vys$i exprese vyzaduje vysSi koncentraci inhibitoru
(obrazek 27). V bunkach K562/DoxDR2, které maji nizkou expresi ABCB1 dosahl
mifepriston inhibice srovnatelné s ZSQ [269]. To je obzvlasté dilezité, protoze exprese
ABC transportéru je v nadorech spise nizsi nez vyssi. Naopak u bunék K562/Dox, které
exprimuji velké mnozstvi ABCB1 byla dosazena pouze ¢aste¢na inhibice. Miru exprese
ABCBL1 srovnatelnou s K562/DOX dosahuji nadory jen velmi obtizné [270]. Tyto
vysledky naznacuji, Ze inhibice ABCB1 umocnuje apoptoticky efekt etoposidu.

Na rozdil od ABCB1 byla ucinnost mifepristonu na inhibici ABCG2 nizka. Pfi
pokusech s K562/ABCG2CL10, které exprimuji vysoké mnozstvi transportéru ABCG2
nebyl pozorovan Zadny vliv mifepristonu (obrazek 28) a jen nizka inhibice byla objevena
u K562/ABCG2CL1 snizkou expresi ABCG2 (obrazek 28). Exprese ABCG2 je
v nadorech obvykle niz$i, proto je mozné, Ze mifepriston potencuje alesponn z Casti

apoptoticky vliv etoposidu pies ABCG2 (obrazek 28).

6.30vlivnéni miRNA za pomoci latek bézné se vyskytujicich ve stravé
Clovéka

Posledni ¢ast disertacni prace se vénovala vlivu polyfenolti na expresni profil miRNA

Vv bunécné linii Hep G2 a primarnich kulturach lidskych hepatocytd. Zvolené bunécné

zasazeny po absorpci polyfenoli ze stieva. V ramci experimentu jsme zvolili koncentraci

1 umol-1"Y, protoze je vséru za fyziologickych podminek dosazitelna [77,181].

Toxikologické experimenty dale prokdzaly, ze zvolend davka testovanych polyfenoli

neni pro buné¢nou linii Hep G2 cytotoxicka [240].
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Analyzu pomoci mIRNA array ¢ipt jsme zvolili jako komplexni nastroj pro rychlé
a efektivni stanoveni expresnich profild miRNA. Nabizi velké mnozstvi sond pro rizné
miRNA umisténé na sklenéné matrici v pfesn¢ definovanych pozicich. Diky
fluorescen¢nimu zna¢eni MIRNA na dosyntetizovaném poly A ocasku a znamé pozice
jednotlivych sond systém detekuje mnozstvi jednotlivych miRNA na zékladé intenzity

fluorescence.

Vysledky cipové technologie dale odhalily nékolik miRNA se snizenou expresi
v reakci na taxifolin, které reguluji protein ZEB2 — jeden z hlavnich regulatori EMT.
Analyza technikou western blot odhalila na dévce zavislé navySeni exprese ZEB2
U bunééné linie Hep G2. Behem EMT dochazi ke zménam v expresi mnoha proteini jako
jsou E-cadherin nebo N-cadherin, které slouzi také jako markery tohoto vyznamného
bunééného déje. Vysledkem je ztrata epitelidlniho a zisk mezenchymalnich fenotypu.
Epitelialni dediferennciace je spojena s regulaci slozek rliznych mezibunéénych spoji,
coz umoziuje snazsi migraci bunék[228]. Dalsim z ovlivnénych proteind je vimentin,
ktery je soucasti bunéného cytoskeletu, hraje roli vhojeni ran a metastazovani
nadorovych bun¢k [271]. Podle hypotézy by mél vimentin odrazet expresi ZEB2. Nase
vysledky ale hypotézu zcela vyvraci, protoze vimentinu V testované bunééné linii ubyvalo
v zavislosti na dévce taxifolinu. To naznaCuje existenci jiného a silngjsiho
mechanizmu/signalizace, ktery dokaze pusobit zcela proti signalizaci vyvolané proteinem
ZEB2. Mezi drahy, které ovliviiyji vimentin se fadi signalizace ptes NF-xB a [3-catenin.
NF-kB ma relativné vyznamnou roli u nadorovych onemocnéni, avSak ve srovnani
s krevnimi malignitami jsou u solidnich nadorti mutace zplsobujici pfimou aktivaci NF-
kB spiSe vzacné [272]. Nekteré publikace naopak navrhuji, ze urcita konsekutivni aktivita
NF-xB v bunikdch Hep G2 existuje. Pfikladem miiZze byt vysledek inkubace této bunécné
linie sinhibitorem IKK-2, ktery snizoval aktivitu NF-kB [273]. V ramci naSich
experimentu byl vliv taxifolinu na NF-kB podle o¢ekavani nulovy. Pro testovani vlivu
taxifolinu na B-catenin nas dovedlo n€kolik publikaci, které popisuji negativni vliv
taxifolinu na expresi B-cateninu v nadorovych bunikach karcinomu prsu [274] nebo
v bunkach kolorektalniho karcinomu HCT116 a HT29 [275]. B-catenin hraje dilezitou
roli v regulaci mnoha dulezitych d&ji souvisejicich s nadory. Po rozpadu degrada¢niho
komplexu proteinti spojenych s Wnt signalni drahou, nasleduje redistribuce B-cateninu
mezi cytosolem a jadrem [274,276], coz ovliviiuje jeho funkci transkripéniho faktoru

a koaktivatoru pro transkripcni faktor Lef/TCF [276]. Vyznamnym dusledkem aktivace
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B-cateninu je navySeni exprese vimentinu [274]. Piedbézné vysledky analyzy
[-cateninu v jaderné a cytosolické frakci ukazuji jednoznacny trend v poklesu B-cateninu
V cytosolu a nejednoznacné vysledky pro B-catenin s jadernou lokalizaci. Pokud by dalsi
dv¢ opakovani prokazaly snizeni mnozstvi B-cateninu v jadie, umoznilo by to vysvétleni
prekvapivého snizeni vimentinu. Druhou moznosti je snizeni mnozstvi 3-cateninu pouze
v cytosolu, coz by naznalovalo zvysenou degradaci. Cast cytosolického B-cateninu
interaguje s E-cadherinem, kde zajiStuje jeho stabilizaci piekrytim pest sekvenci.

Pozorovany ubytek by mohl souviset se zménou v mezibunécnych interakcich.
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7 ZAVERY
Ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit tyto zavéry.

7.1 Ovlivnéni cytotoxicity etoposidu rodinou miR-29 v bunécné linii
Hela

Ve studii nas =zajimalo, jakym mechanizmem ovliviiuje miR-29b cytotoxicitu
etoposidu v bunéc¢né linii HeLa. Zda je do regulace cytotoXicity zapojena jen pies
pusobeni na cilové proteiny, nebo se na sledovaném efektu podili i pres lokalizaci miR-
29b:

Navyseni cytotoxicity etoposidu je spojeno s regulaci proteinu Mcl-1.
Syntetické analoga miR-29b stéale vykazuji aktivitu proti Mcl-1.
Jaderna lokalizace je dilezita pro zkoumany efekt miR-29b.

Nejefektivnéjsi siRNA jsou siRNA proti Mcl-1 a Bak s ozna¢enim (2).

YV V V VY V

Transfekce prekurzorem miR-29b vede navyseni aktivity kaspazy-3 béhem inkubace

s etoposidem.

7.2 Vliv mifepristonu na cytotoxicitu etoposidu v bunééné linii Hep G2

V ptipadé¢ linie Hep G2 jsme se zaméfili na stanoveni mechanizmu ucinku
mifepristonu na sledované navyseni cytotoxicity etoposidu, vliv mifepristonu na expresi
proteini Bax, Mcl-1 a Bcl-2, schopnosti mifepristonu navySovat intracelularni
koncentraci etoposidu a popis inhibi¢ni aktivity mifepristonu na bunécné linii K562

exprimujici rizné mnozstvi ABC transportéri:

» Mifepriston navysuje cytotoxicitu etoposidu.

» Pro navySeni cytotoxicity je nutna kombinovana terapie, preinkubace s mifepristonem
je neucinna.

> Mifepriston vykazuje cytotoxicitu na Hep G2 buiikach az pfi koncentraci 40 pmol-172.
Pouzivané koncentrace v experimentech jsou netoxicke.

» Mifepriston navysuje intracelularni koncentrace etoposidu v bunééné linii Hep G2.

» Inhibice ABC transportéru hraje dilezitou roli v mechanizmu G¢inku mifepristonu.
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>

Mifepriston efektivné inhibuje aktivitu ABCB1 transportéru u bun¢k s nizkou expresi
tohoto proteinu. Naopak u bunck s vysokou expresi ABCBI1 je efekt mifepristonu
omezen.

Mifepriston inhibuje pouze ¢aste¢né aktivitu ABCG2 transportéru U bunék s nizkou
expresi tohoto proteinu. U buné¢k s vysokou expresi ABCG2 ale mifepriston v inhibici

selhava.

7.3 Efekt kvercetinu a taxifolinu na miRNA profil a jeho disledky

Projekt m¢l za cil studium vlivu polyfenol na expresni profil miRNA v bunécné linii

Hep G2 a primarnich kulturach hepatocytti a zkoumat disledky vyvolanych zmén:

>

Polyfenoly moduluji expresi miRNA uz pfi fyziologicky dostupné koncentraci
1 pumol- 1! jak vbun&éné linii Hep G2, tak v primarnich kulturach lidskych
hepatocyti.

Taxifolin ovliviiuje sérit miRNA, které jsou scopné modulovat expresi proteinu ZEB2
Taxifolin navySuje expresi proteinu ZEB2. Tento vliv ale neni doprovazen
zvySovanim exprese vimentinu.

Vysledky naznacuji existenci dal$i signalizace vyvolanou taxifolinem, ktera zvrati
ucinky proteinu ZEB2.

Prvotni vysledky naznacuji moznou regulaci B-cateninu, kterda muZze souviset

s poklesem vimentinu po inkubaci s taxifolinem.
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