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Nazev diplomové prace: Studium vlivu inhibitort cyklin-dependentnich kinas na expresi

vybranych AKR a CBR enzymu v lidskych buné&cnych liniich

Inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDKi) jsou povazovany za vhodnou 1é¢bu
zejména U pacientii se Spatnou progndézou nebo s pokro¢ilym stadiem rakoviny. Bylo
zjisténo, ze jednim z ucinkt nékterych CDKIi je vliv na aktivitu enzymu patticich do
nadrodiny aldo-keto reduktas (AKR) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR).

AKR a SDR enzymy patii do skupiny karbonyl redukujicich enzyma. Tyto enzymy
se podileji na metabolismu endogennich latek i xenobiotik. Vyznamnou skupinou
xenobiotik, které metabolizuji, jsou protinddorova léciva antracykliny, ze kterych se poté
stavaji méné ucinné latky.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda purvalanol A, roscovitin, dinaciclib,
AZD5438 a R547 mohou ovlivnit expresi antracyklinreduktas (AKR1A1l, AKR1B10,
AKR1C3, AKR7A2 a CBR1) v lidskych bunéénych liniich HepG2 a HL-60.

Exprese antracyklinreduktas v bunéénych liniich byla detekovana na trovni
mRNA pomoci RT-qPCR a na urovni proteinu pomoci metody Western blotting.
Nejvyznamnéj§i zmény v expresi na uUrovni mRNA byly v pfipadé roscovitinu
a purvalanolu A. Pisobenim roscovitinu doslo ke statisticky vyznamnému snizeni mRNA
u enzymi AKR1Al, AKR1B10, AKR7A2 a CBR1. V piipadé purvalanolu A bylo
pozorovano snizeni exprese mRNA u AKR1Al a AKR7A2. Exprese na Grovni proteinu
byla studovana pouze u enzymu AKR1C3. Nezaznamenali jsme vSak zadné statisticky

vyznamné zmény.
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Title of diploma thesis: Study of the effect of cyclin-dependent kinase inhibitors on

the expression of selected AKR and CBR enzymes in human cell lines

Cyclin-dependent kinase inhibitors (CDK:i) are considered as a suitable treatment
especially in patients with wrong prognosis or advanced stage of cancer. It has only
recently been discovered that CDKi are able to influence the activity of some enzymes
from aldo-keto reductase (AKR) and short-chain dehydrogenase/reductase (SDR)
superfamilies.

AKR and SDR enzymes belong to a group of carbonyl reducing enzymes that are
involved in the metabolism of endobiotics and xenobiotics. An important group of drugs
that are metabolized by these enzymes to less efficient compounds are anthracyclines.

The aim of this diploma thesis was to find out whether purvalanol A, roscovitin,
dinaciclib, AZD5438 and R547 can affect the expression of the most important
anthracycline reductases (AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2 and CBR1) in
human HepG2 and HL-60 cell lines.

Expression of anthracycline reductases in cells exposed to CDKi was evaluated at
MRNA level by RT-gPCR and at protein level by Western blotting. The most significant
changes in mMRNA expression were observed for roscovitin and purvalanol A. Roscovitin
caused a statistically significant reduction in mRNA expression of the AKR1AL,
AKR1B10, AKR7A2 and CBR1 enzymes. Decreased expression of AKR1Al and
AKR7A2 enzymes at mMRNA level was detected also in the case of purvalanol A.
Expression at protein level was evaluated only for AKR1C3. However, no statistically

significant changes were observed.
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Uvod

Nejraznéjsi nadorova onemocnéni jsou Castou pii¢inou umrti obyvatelstva. Mezi
nejvice pouzivana protinddorova 1é¢iva patii antracykliny, které byly izolovany z bakterii
rodu Streptomyces (Fujiwara a kol. 2008). Nejpouzivanéjsimi zastupci této skupiny 1éki
zustavaji i pres aktivni védecky vyzkum doxorubicin a daunorubicin, 1é¢iva objevena

Vv 60. letech minulého stoleti (McGowan a kol. 2017).

Jednou z komplikaci 1ééby pomoci antracyklinti je redukujici ucinek enzymu
pfitomnych v organismu. Mezi nejaktivnéjSi antracyklinreduktasy patii karbonyl
redukujici enzymy ze skupiny aldo-keto reduktas (AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3,
AKR7A2) a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (CBR1) (Bains a kol. 2010).
Tyto enzymy jsou schopné metabolizovat antracykliny na méné aktivni latky. Je tedy
dilezité najit zptsob, jak vliv téchto redukujicich enzymt v pfipadé podavani

antracyklinti minimalizovat.

Inhibitory cyklin-dependentnich kinas jsou povazovany za vhodnou 1é¢bu zejména
u pacientl se Spatnou progn6zou nemoci nebo s pokroc¢ilym stddiem rakoviny. Na katedie
biochemickych véd Farmaceutické fakulty bylo zjisténo, ze pravé nékteré inhibitory
cyklin-dependentnich kinas jsou schopné snizovat aktivitu karbonyl redukujich enzymu.
Inhibice v§ak muze byt pouze jednou z moznosti, jak mohou byt antracyklinreduktasy

ovlivnény.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit, zda vybrané inhibitory
cyklin-dependentnich kinas (AZD5438, dinaclib, purvalanol A, roscovitin a R547)
mohou ovlivnit expresi vyse uvedenych enzyma v bunéénych liniich HepG2 a HL-60.
Stanoveni exprese antracyklinreduktas na urovni mRNA bylo provedenou metodou
RT-qPCR za vyuziti fluorescenéniho barviva SYBR Green I a na Grovni proteinu pomoci

metody Western blotting.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou skupinou chorob, jejichz charakteristickou vlastnosti je
nekontrolované bunééné déleni, abnormalni rist a migrace do okolnich tkani. Zménéné
buniky mohou tvofit solidni nadory, které jsou soucasti infiltrované tkdné. Naopak pfi
hematologickych nddorech nedochazi k tvorbé lozisek, ale nddorové buiky infiltruji

kostni dien, lymfatické uzliny nebo volné koluji krvi (Internet 1).
1.1.1 Antracykliny

Antracykliny se pouzivaji pii chemoterapeutické 1écbé rakoviny. Jsou to
protinadorova 1é¢iva, ktera byla ziskana z bakterii rodu Streptomyces (Fujiwara a kol.
2008). Patii mezi nejucinnéjsi protinadorové 1éky a jsou G¢inné vaci vice druhim
rakoviny. Pouzivaji se k 1é6€bé rakoviny zaludku, plic, prsu, d€lohy a vaje¢niku, a také

leukémii a lymfomu (Weiss 1992).

Antracykliny byly objeveny v 60. letech minulého stoleti. Jako prvni byl objeven
daunorubicin, ktery je pfirozené¢ produkovin druhem aktinobakterii Streptomyces
peucetius. Doxorubicin byl izolovan zanedlouho poté ze Streptomyces peucetius var.
caesius (Arcamone 2000, Weiss 1992). V prubéhu dalsich 40 let doslo k vyvoji asi 2000
analogt s cilem najit latky s lepSim terapeutickym indexem, ale pouze nékolik jich bylo
zavedeno do klinické praxe. Nejpouzivangjsimi zlstavaji daunorubicin a doxorubicin
(Obr. 1). Jejich struktury se li§i pouze ptitomnosti hydroxylové skupiny na C-14
v molekule doxorubicinu. Pfitomnost hydroxylové skupiny na C-14 ma vyznamny vliv
na moznosti pouziti doxorubicinu. Zatimco daunorubicin je pouzivan k terapii krevnich
malignit, pouziti doxorubicinu je mnohem S§irSi, zahrnuje jak krevni malignity, tak
I solidni nadory (Minotti a kol. 2004).
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A) B)

Obrdazek 1: A) Daunorubicin B) Doxorubicin

1.1.1.1 Mechanismus ucinku

Béhem vyzkumu antracyklinii bylo objeveno nékolik moznych mechanismu
ucinku. Jednim z ptedpoklddanych mechanismli U¢inku je zastaveni replikace nebo
transkripce, ke kterému dochazi interkalaci antracyklinu mezi pary bazi v molekule
DNA/RNA (Minnoti a kol. 2004, Gewirtz 1999).

Za dal$i mozny ucinek antracyklinti byl také povazovan vznik volnych
kyslikovych radikald, které poskozuji pfitomné okolni biomolekuly. AvSak tyto u€inky
byly experimentalné prokazany pouze pii pouZiti supraterapeutickych davek antracyklinti

(DeGraff a kol. 1994, Skladanowski a Konopa 1994).

V soucasné dobé je za hlavni mechanismus u¢inku antracyklini povaZovéana
jejich interakce stopoisomerasou II (Brunton a kol. 2010). Jedna se
0 tzv. topoisomerasové jedy. Inhibitory z této skupiny inhibuji topoisomerasu II ve fazi
tzv. $tépného komplexu. V tomto stadiu je enzym spojen S DNA. V molekule DNA je
rozstépeno 5 part bazi a konce DNA jsou navazany na tyrosinové zbytky topoisomerasy
Il. Tato faze je stabilizovana pomoci antracyklinti a nedojde k opétovnému spojeni DNA.
Pokud dojde ke kontaktu replikacnich nebo transkripénich enzymi s timto komplexem
spusti se proteolyza, ktera zplsobi degradaci topoisomerasy. Vysledkem je vznik
dvojitych zlomt v molekule DNA a apoptosa nadorové bunky (Deweese a Osheroff
2009).

Mezi dal$i mechanismy, které by mohly ovlivnit procesy nadorovych bunék, patii
vznik DNA aduktt (Blardi a kol. 2012). Nékter¢ studie také sleduji pisobeni antracyklint

na aktivaci apoptickych cest pomoci molekul regulujicich bunéény cyklus nebo expresi
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specifickych rustovych faktorti. Zkoumana je napiiklad spojitost mezi antracykliny
a proapoptickym faktorem p53 (Minotti a kol. 2014).

1.1.1.2 Metabolismus

Mechanismus vstupu antracyklinu do bunék neni zcela znam, ale piedpoklada se,
ze prochazi plazmatickou membranou pasivni difuzi a do jadra bunky vazbou na
proteasomy. U lidi je pftiblizn¢ 50 % lé¢iva vylouceno z téla v nezménéné podobé
a zbytek je zpracovan tfemi hlavnimi metabolickymi cestami. Metabolismus antracyklint
zahrnuje hydroxylaci, tvorbou semichinonu a tvorbu deoxyaglykonu. Vznikaji tak
metabolity, které bud’ zvySuji, nebo snizuji protinadorové vlastnosti antracyklind

(Edwardson a kol. 2015).

Hydroxylace (redukce karbonylové skupiny C-13), vede k tvorbé sekundarnich
alkoholu, které se pravdépodobné podileji na kardiotoxicité antracyklint (Minotti a kol.
2014). Tato hlavni cesta biotransformace antracyklint je zprostiedkovana heterogenni
skupinou cytosolickych  NADPH-dependentnich karbonyl redukujicich enzymu ze
skupiny aldo-keto reduktas a karbonylreduktas. Bylo prokazano, ze tyto enzymy
katalyzuji tvorbu daunorubicinolu, doxorubicinolu a epirubicinolu z pivodnich 1é¢iv
(Menna a kol. 2012).

Dalsi pfeménou, ktera mize pfispivat k toxicité antracyklind je vznik
semichinonovych radikalt. Jedna se o pfeménu, na které se podili NADPH:cytochrom
P450 reduktasa, NADH-ubichinonreduktasa, xantinoxidasa a syntasa oxidu dusnatého.
V ptitomnosti kysliku, tak dochazi ke vzniku superoxidového anionu a peroxidu vodiku.
Tyto volné kyslikové radikaly zpisobuji peroxidaci lipidd v bunéénych membranach,

agregaci proteint a smrt bun¢k (Edwarson a kol. 2015, Luo a kol. 1997).

Mezi metabolické pfemény antracyklinti patii také deglykosylace. Dochazi pfi ni
k redukénimu $tépeni glykosidické vazby a karbonylové skupiny postranniho fetézce, coz

vede Kk tvorbé 7-deoxyaglykont a hydroxyaglykoni (Licata a kol. 2000).
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1.1.1.3 Kardiotoxicita

Lécbu pomoci antracyklini provazi tada vedlejSich ucinkli, mezi které patii
nezadoucich ucinkd je vSak antracyklinova Kkardiotoxicita, ktera Casto limituje jejich

pouziti (McGowan a kol. 2017).

Existuje cela fada hypotéz, které vysvétluji kardiotoxicitt antracyklint. Jednou
z teorii je jednoelektronova redukce antracyklini pii které dochazi ke vzniku
semichinonovych struktur. Vznikaji tak radikaly, které jsou donorem volného elektronu

a v pritomnosti kysliku poté reaguji za vzniku superoxidovych radikala (Simanek a kol.
2009).

Dal$im moznym mechanismem muize byt interakce s Fe3*, ktery miize byt za
piitomnosti NADH-cytochrom P450 reduktasy nebo glutationu redukovan na Fe?*. Ten
mize nasledné interagovat s kyslikem za vzniku superoxidového radikalu (Tokarska-

Schlattner a kol. 2006).

Antracykliny se také vyznacuji vysokou afinitou ke kardiolipinu, coz je fosfolipid
vyskytujici se na vnitini mitochondridlni membrané. Je znamo, Ze kardiolipin ma
vyznamnou roli v eukaryotickém energetickém metabolismu. Antracykliny interakci
s kardiolipinem negativné pusobi na dychaci fetézec a ovliviwji energetickou situaci
bunky (Tokarska-Schlattner a kol. 2006).

Dalsi teorie poukazuji na spojitost antracyklinti s metabolismem Ca?* (Solem

a kol. 1994) a vliv na expresi vyznamnych srde¢nich proteini (Boucek a kol. 1999).

Nejnovejsi hypotézou je vSak v soucasnosti inhibice topoisomerasy IIf.
Topoisomerasa Il je zodpovédna za rozvijeni DNA fetézce V prub&hu replikace
a transkripce. U lidi existuji dva druhy topoisomerasy |l. Zatimco topoisomerasa lla se
vyskytuje prevdzné u proliferujicich bunék, topoisomerasa IlIf se vyskytuje u vsech
bunék, vCetné kardiomyocytl. Inhibice topoisomerasy Il pomoci antracyklinti vede ke

vzniku dvojitych zlomd u DNA a k poskozeni kardiomyocytd (Pimprapa a kol. 2014).

Dalsim faktorem, ktery se mtze podilet na kardiotoxicité antracyklini jsou jejich

sekundarni alkoholy (napf. doxo- a daunorubicinol), jejichz vznik je katalyzovan
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antracyklinreduktasami. Je znamo, Ze tyto metabolity se hromadi v srde¢ni tkani vice nez

parentni latky a pravdépodobné se tak podili na kardiotoxicité¢ (Menna a kol. 2006).

1.1.1.4 Rezistence

Komplikaci nadorové 1écby a pticinou jejiho selhdni je velmi casto zvySena
schopnost nadorovych buné€k odolat ucinkim cytotoxickych latek. Maligni buné¢né
populace mohou byt pfirozené rezistentni nebo mohou rezistence dosahnout az v prubéhu
1é¢by. Pii ztraté citlivosti k jednomu cytostatiku mize byt zachovana citlivost k jinym
1é¢ivam. Pokud pfi ztraté citlivosti k jednomu ptipravku souc¢asné dojde i k rezistenci na
jiné, vétsinou strukturné podobné cytostatikum, hovotime o zktizené rezistenci. Pokud se
1é¢iva lisi strukturné i svym mechanickym tG¢inkem jedna se o mnohocetnou rezistenci

(Noskova a kol. 2000).

Multirezistence muze byt zplsobena napiiklad zvySenou expresi ABC
transportéri. Jedna se o proteiny, které snizuji intracelularni koncentraci 1é¢iv tim, ze
transportuji tyto latky ven z buriky a snizuji tak jejich terapeutickou koncentraci (Dénmez
a Giindiiz 2011, Cihalova a kol. 2013).

Utinek 1é¢by pomoci antracyklinti mize byt dale sniZen zvysenou metabolickou
pfeménou. Zvysena exprese karbonyl redukujicich enzymi, které katalyzuji redukci
antracyklinli na jejich sekundarni alkoholy byla zji§téna u mnoha typli nadorovych
onemocnéni véetné akutni myeloidni leukemie (Khanim a kol. 2014, Matsunaga a kol.
2014, Varatharajan a kol. 2012). Antracyklinreduktasy jsou Casto ve zvySené mite
exprimovany u pacientll se Spatnou prognézou nebo s pokrocilym staddiem rakoviny.
Uvazuje se také o zavedeni téchto enzymt jako diagnostickych biomarkerii (Matsunaga

akol. 2012),
1.2 Karbonyl redukujici enzymy a jejich uloha v nadorové terapii

Enzymy metabolizujici karbonylové slouceniny jsou tfidény do Ctyt proteinovych
nadrodin: aldo-keto reduktasy (AKR), dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
(SDR), dehydrogenasy/reduktasy se stfedn¢ dlouhym fetézcem (MDR) a chinon
reduktasy (QR). Na redukci karbonylovych sloucenin se podili hlavn¢ AKR, SDR a QR,
zatimco MDR jsou zodpovédné spiSe za oxidaci alkoholli na karbonylové slouceniny

(Oppermann a Maser 2000).
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Karbonyl redukujici enzymy jsou NADPH-dependentni enzymy, pfevazné
monomerni, cytosolové enzymy s Sirokou substratovou specificitou (Forrest a Gonzalez
2000). Ucinna redukce karbonylové skupiny aldehydd, ketont a chinond na jejich
hydroxyderivaty hraje vyznamnou roli v metabolické pfemén¢ endogennich (biogennich
aldehydut, steroidl, prostaglandinii, reaktivnich lipidovych peroxidacnich produkti)
a xenobiotickych karbonylovych (farmakologickych, karcinogennich, toxickych)
sloucenin, napiiklad chinonli odvozenych z polycyklickych aromatickych uhlovodikl

(Hoffmann a Maser 2008, Forrest a Gonzalez 2000).

Mezi vyznamna lé¢iva, jejichz metabolicka pfeména zahrnuje redukci karbonylové
skupiny, patii napiiklad warfarin, boceprevir, tibolon, norethynodrel a nabumeton
(Malatkova a kol. 2016, Skarydova a kol. 2013, Jin a kol. 2012, Ghosal a kol. 2011,
Steckelbroeck a kol. 2006). Je také znamo, ze AKR a SDR enzymy katalyzuji pfeménu
antracyklinti na jejich sekundérni alkoholy. Jak jiz bylo zminéno vyse, tyto metabolity
vykazuji nizs§i protinddorovou aktivitu, naopak se vice hromadi v srdecni tkani nez
parentni latky a jsou podezielé z kardiotoxicity. ZvySena exprese antracyklinreduktas
byla zjiSténa u mnoha typl nadorti, kde se mohou podilet na rezistenci vici
protinddorovym 1é¢ivim. Inhibitory téchto enzymut jsou tak povazovany za nova

potencialni terapeutika k 1é¢b¢ rakoviny (Piska a kol. 2017).

Bylo prokazéno, Zze mezi nejvice aktivni antracyklinreduktasy patii enzymy
z nadrodiny aldo-keto reduktas (AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2)
a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (CBR1) (Bains a kol. 2013, Bains a kol.
2010).

1.2.1 Aldo-keto reduktasy

Aldo-keto reduktasy (AKR) jsou skupinou oxidoreduktas. Enzymy patiici do
nadrodiny AKR jsou nejcastéji monomerni cytosolické proteiny o délce asi 320
aminokyselin se strukturou (o/f)s-soudku (Obr. 2). V aktivnim misté se nachazi tyrosin,
lysin, aspartat a histidin. Charakteristickou vlastnosti AKR je §iroka substratova specifita
endogennich i xenobiotickych slouc¢enin. K metabolizaci fady nejriznéjSich substrati
potiebuji kofaktor NADPH. AKR byly prokazany u obratlovcti, bezobratlych, rostlin,
prvoku, hub i archeabakterii, coz naznacuje, Ze jde o velmi starou skupinu enzymu (Jez

a Penning 2001).
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Obrazek 2: Struktura (o/p)s-soudku AKR (Internet 2). Centralni cdst je tvorena osmi
S-skidadanymi listy, které jsou obklopeny osmi o-helixy.

Nomenklatura AKR nadrodiny je zalozend na sekvenci aminokyselin. VSechny
enzymy spadajici do této nadrodiny jsou oznaceny zkratkou ,,AKR* arabskym cislem,
pismenem a druhym arabskym ¢islem (Obr. 3). V popisu prvni arabské ¢islo udava ¢islo
rodiny, do které enzym spada. Tato rodina ma maximalni shodu s jinou rodinou mensi
nez 40 % aminokyselin. Tedy v dané rodin€ musi byt enzymy shodné ze 60 %. Pismeno
oznacuje podrodinu, kde maji aminokyseliny alespon ze 60 % shodnou identitu na Grovni
aminokyselinové sekvence. Druha ¢islice nam znac¢i konkrétni enzym (Jez a Penning

2001).

Nadrodina Podrodina

\ }
AKR 1Al
t t

Rodina  Konkrétni
enzym

Obrdazek 3: Nomenklatura AKR nadrodiny

1.2.1.1 AKR1Al

Enzym AKR1A1l (aldehydreduktasa) vykazuje Sirokou substratovou specifitu.

Katalyzuje redukci celé fady aromatickych a alifatickych aldehydi na jejich prislusné
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alkoholy (Palackal a kol. 2001). Je ptfitomen v celé fad¢ tkani, naptiklad v mozku, plicich
a prostate¢ (O'connor a kol. 1999). Mutace vgenu pro AKRIAl je spojovana
s non-Hodgkinovym lymfomem. Bylo zjisténo, ze geneticka zména vyznamné zvysSuje

riziko propuknuti tohoto onemocnéni (Lan a kol. 2007).

Zvysena exprese AKR1A1 byla objevena v radiorezistentnich laryngealnich
nadorovych bunkach (Kim a kol. 2012). AKRI1A1 patii spoleén¢ s CBR1 mezi
nejaktivngjsi antracyklinreduktasy (Bains a kol. 2010, Bains a kol. 2013).

1.2.1.2 AKR1B10

Enzym AKR1B10 (aldosareduktasa tenkého stieva) redukuje alifatické
a aromatické aldehydy. AKRIB10 je vysoce aktivni vaci all-trans-retinalu (Gallego
akol. 2007). Vyznamna aktivita byla zaznamenana také vuci dolasetronu a oracinu
(Martin a kol. 2006). Enzym je vysoce exprimovan v tenkém stieve, tlustém stieveé a také
nadledviné (Kropotova a kol. 2010).

Bylo zjisténo, ze AKR1B10 je zvySené exprimovana U hepatocelularniho
karcinomu (Murata a kol. 2016) a vyznamné zvySuje tvorbu metastaz u nadorového
onemocnéni prsu (Huang a kol. 2016). Nadmérna exprese AKR1B10 je prokazana ve
vétsSing dlazdicovych bunék plicnich karcinomt a u 29 % adenokarcinomd, z nichz oba
nalezy jsou spojeny s koufenim. ZvySena exprese AKR1B10 byla detekovana u kuiaka
se spinocelularni rakovinou plic vice nez u nekutdkii s timto onemocnénim nebo u kutraki
s adenokarcinomy. Jeho zvySena exprese pii karcinomech plic by mohla vést k zavedeni
AKRI1BI10 jako diagnostického biomarkeru (Matsunaga a kol. 2012, Fakumoto 2005).

1.2.1.3 AKR1C3

Do rodiny AKR1C miiZeme zafadit ¢tyfi vyznamné lidské enzymy. Jedna se
0 enzymy AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 a AKR1C4, které mezi sebou vykazuji 84 %
homologii. Exprese téchto enzymi byla prokdzana napiiklad v jatrech, prostaté nebo
mlécné zlaze. Mezi jejich endogenni substraty patii steroidy a prostaglandiny. Enzymy
vykazuji vzajemn¢ se prekryvajici aktivitu, ale odliSnou substratovou specifitu. Nejvyssi
aktivita vici antracyklinim byla prokazana u enzymu AKR1C3 (Bains a kol. 2013, Bains
a kol. 2010, Penning a kol. 2000).
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Inhibitory AKRIC3 by mohly pomoci pii 1écbé hormonédlné podminénych
I nepodminénych nadorovych onemocnéni (Penning a Byrns 2009). AKR1C3 je znama
jako prostagladnin-F-syntasa, ucastni se metabolismu prostaglandini a podporuje tak
proliferaci nadorovych bunék (Wang a kol. 2008). AKR1C3 ma také jako
17p-hydroxysteroiddehydrogenasa (typ 5) vyznamnou roli v metabolismu steroidnich
hormonii. Je znamo, Ze redukuje A*-androsten-3,17-dion na testosteron a estron na
17p-estradiol. Zvysena exprese AKR1C3 v hormonaln¢ podminénych rakovinach, mezi
které patii rakovina prostaty, prsu a endometria mtize zvySovat proliferaci nadorovych
bunék (Penning a Byrns 2009).

Vedle organismu vlastnich substrati se AKR1C3 téz vyznamné podili na
metabolismu xenobiotik, pfedevsim vyznamnych 1éCiv (napt. dolasetronu, naloxonu,

oracinu, ketotifenu a haloperidolu) (Matsunaga a kol. 2006).

AKRIC3 je nadmérné exprimovana pii rakoviné prostaty, kde pfispiva K tvorbé
androgent a nasledné stimulaci androgenniho receptoru (Doig a kol. 2016). Proto by
mohla v budoucnu slouzit jako biomarker pti progresi onemocnéni (Tian a kol. 2014).
Inhibice exprese AKR1C3 zabranuje proliferaci lidské myeloidni leukémie (Liu a kol.
2008). AKR1C3 je dilezitym regulatorem proliferace a diferenciace myeloidnich bunék
(Verna a kol. 2015).

Bylo prokazano, ze n¢které polymorfismy AKR1C3 zvysuji riziko vzniku dalSich
nadorovych onemocnéni, naptiklad rakoviny mocového méchyie a B-bunééného
lymfomu. Ukazalo se, ze AKR1C3 se muze podilet na rezistenci vic¢i protinadorovym

1éktim doxorubicinu, oracinu a cisplatiné (Khamin a kol. 2014).

1.2.1.4 AKR7A2

AKR7A2 (sukcinatsemialdehydreduktasa) je protein, ktery je pravdépodobné
lokalizovan v Golgiho aparatu (Barski a kol. 2008). Fyziologicky katalyzuje
NADPH-dependentni redukci sukcinatsemialdehydu na endogenni neuromodulator

y-hydroxybutyrat. AKR7A2 také metabolizuje aflatoxin B1 (Barski a kol. 2008).

U AKR7A2 byla popsana 1 aktivita v0¢i aromatickym aldehydiim
a a-dikarbonylovym slouceninam. Aktivita byla prokazana také vici daunorubicinu

a etakrynové kyseliné (Li a kol. 2016).
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Bylo prokazano, ze AKR7AZ2 je na urovni proteinu nejvice exprimovana
antracyklinreduktasa v lidském srdci. Vyznamné je toto zjisténi zejména u jedincl
s Downovym syndromem, u kterych lze ztohoto diivodu ptfedpokladat zvySenou
kardiotoxicitu antracyklinti (Quiniones-Lombrafia a kol. 2014). Dale bylo také zjisténo,
ze existuje souvislost mezi methylaci DNA, expresi AKR7A2 a tvorbou kardiotoxického

daunorubicinolu v lidském srdci (Hoefer a kol. 2016).

1.2.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem (SDR)

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR) piedstavuji jednu z nejvétsich
enzymovych nadrodin. Enzymy SDR jsou pfitomny od jednoduchych organismi az po
vyssi eukaryota. Jejich vSudypfitomnost zduraznuje jejich univerzalnost a zasadni
vyznam pro metabolické procesy. Nekteré studie naznacuji, ze ptiblizné 25 % vSech

dehydrogenas patii do skupiny SDR (Person a kol. 2010).

Prestoze jde o velmi heterogenni nadrodinu enzymu vzajemné mezi sebou sdili nékolik
charakteristickych rysii. Typickym znakem je pfitomnost Rossmanova zahybu tvofené¢ho
6-7 paralelnimi f-skladanymi listy, ktery z kazdé strany obklopuji 2-3 a-helixy (Obr. 4).
Kofaktor se vaze na Rossmaniv zahyb, ktery je umistén na N-konci polypeptidového
fetézce. Tato Cast fetézce se vyznacuje pritomnosti velkého mnozstvi glycinu (Tyr-Gly-
X-X-X-Gly-X-Gly) na ktery se vaze pyrofosfatova ¢ast kofaktoru. Aktivni misto enzymu
je tvofeno tetradou Asn-Ser-Tyr-Lys (Person a kol. 2010, Kavanagh a kol. 2008).
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Obrazek 4: Struktura SDR (Internet 3). Centralni cdst enzymu je zndzornéna modre —
7 paralelnich [-skladanych listi, které jsou obklopeny oranzové zndzornénymi o-helixy

Fyziologick4 role SDR enzymul spocivd v metabolismu steroidnich hormond,
prostaglandini, retinoidi a dale téz lipidu a xenobiotik (Person a kol. 2010).

SDR enzymy jsou klasifikovany dle ,,Hidden Markovova“ pravidla (HMM). Za
zkratku SDR je pro kazdou rodinu uvedena arabska Cislice, za kterou je pismeno, které
charakterizuje urcity typ SDR enzymu. Celkem bylo charakterizovano Sest typtt SDR
enzymia: C (,classical®), E (,extended”), 1 (,intermediate), D (,,divergent®),
X (,,complex*), A (,,atypical®) a U (,,unknown*). Kazdy enzym ma poté ptidélenou svou
vlastni arabskou ¢islici (Obr. 5) (Persson a Kallberg 2013, Skalova a Bousova 2011).

Nadrodina Podrodina

4 4
SDR 21 C 1
t ¢

Konkrétni
enzym
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Obrdzek 5: Nomenklatura SDR nadrodiny
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1.2.21 CBR1

Karbonylreduktasa 1 (CBR1, SDR21C1, prostaglandin 9-ketoreduktasa) je
exprimovana V celé fad¢ lidskych tkani, jako jsou napiiklad jatra, epidermis, zaludek,

tenké stievo, ledviny, neuronalni buiiky a vlakna hladkého svalstva (Rashid a kol. 2010).

Mezi vyznamné substraty CBR1 patfi chinony, naptiklad ubichinon-1
a tokoferolchinon (Wermuth 1981). Vedle fyziologickych chinoni CBR1 metabolizuje
i mnoho toxickych chinont a 1é¢iv, napiiklad antracyklinova cytostatika doxorubicin

a daunorubicin (Wermuth 1986).

Zmény v aktivité lidské CBR1 se objevuji ¢asto béhem tumorgeneze. ZvySena
exprese CBR1 byla prokazana naptiklad u nddorového onemocnéni plic, tlustého stieva
a prsu. Naopak snizeni aktivity CBR1 bylo prokdzano u primarniho karcinomu jater
a rakoviny prostaty (Liu a kol. 2017). Snizeni exprese CBR1 je dale spojovano se $patnou
prognoézou u rakoviny endometria a karcinomu délozniho ¢ipku (Murakami a kol. 2017).
Studie také ukazaly, ze snizend exprese CBR1 je spojena s metastazami do lymfatickych
uzlin a Spatnou prognézou u rakoviny vaje¢niktl. Indukce exprese CBR1 u nadort

vajeéniku vede ke spontannimu poklesu velikosti nadoru (Osawa a kol. 2015).

CBRI1 patii mezi nejaktivnéjsi antracyklinreduktasy (Bains a kol. 2013, Bains a kol.
2010). Vyznamné se podili na rezistenci nadorovych bunck vici antracyklindm.
V lidském srdci je CBR1 nejvice exprimovanou antracyklinreduktasou na tirovni mRNA
alze tedy ptedpokladat jeji vyznamny podil na kardiotoxicit¢ antracyklinl
(Quinones-Lombrafia a kol. 2014). Bylo naptiklad prokazano, ze CBR1 je klicovym
enzymem zodpovédnym za rezistenci gastrointestindlnich nadorovych bunék vici
doxorubicinu (Matsunaga a kol. 2015). Také u akutni myeloidni leukémie (AML) bylo
zjisténo, ze zvySena exprese CBR1 koreluje s mnoZzstvim daunorubicinolu v nadorovych

bunkach (Varatharajan a kol. 2012).

1.3 Cyklin-dependentni kinasy

Kinasy tadime do skupiny transferas. Jednad se o enzymy, které jsou schopny
prenaset funk¢ni skupinu z jedné molekuly (donoru) na cilovou molekulu (akceptor). Dle
prenasené funkéni skupiny lze rozdélit transferasy na methyltransferasy, kinasy

a aminotrasnferasy. Vyznamnou skupinou kinas jsou proteinkinasy, kterych je v lidském
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genomu kédovano piiblizné 518. Mezi n¢ se fadi cyklin-dependentni kinasy (CDK), které
plni dalezitou ulohu v procesu bunééného déleni (Adams 2001). Tyto hlavni regulatory
byly objeveny v 70. a 80. letech minulého stoleti Lelandem Hartwellem, Paulem Nursem
a Timothy Huntem (Shapiro 2006).

1.3.1 Vliv CDK na bunéény cyklus

Bunéény cyklus je tvofen fazemi rustu, syntézy DNA a déleni. Délka a cas
jednotlivych fazi jsou fizeny externimi a internimi chemickymi signaly. Pfechod mezi
jednotlivymi fazemi (G, S, G2 a M) je regulovan v tzv. kontrolnich bodech. Tyto
kontrolni body jsou schopny zastavit posun do nasledujici faze cyklu, pokud neni
dokoncen stézejni krok — syntéza nebo oprava poskozené DNA. V piipad¢ splnéni vSech
podminek prichodu kontrolniho bodu nastane dalsi faze bunécného cyklu. Kli¢ovymi
molekulami téchto kontrolnich bodt mezi jednotlivymi fazemi bunétného cyklu jsou

cykliny a CDK (Snustad a kol. 2009).

CDK jsou relativné malé proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 34 do
40 kDa, které fosforyluji hydroxylové skupiny serinu a threoninu v polypeptidu cilové
molekuly, takze jsou to serin-threonin kinasy (Morgan 2007). Jsou to katalyticky aktivni
slozky bunééného cyklu. Komplexy, které vytvaii s cykliny, molekulami o velikosti
30-80 kDa, jsou dilezitym bodem pro posun bunééného cyklu vpied. CDK reguluji
aktivitu dal$ich proteinii pienosem fosfatové skupiny. Jejich fosforylacni aktivita je vSak
podminéna piitomnosti cyklinti. Pfitomné cykliny umozni vznik komplexu cyklin/CDK.
V ptipad¢ neptitomnosti cyklinu nemiize komplex vzniknout a CDK nejsou aktivovany.
Z tohoto divodu je pro bun&ny cyklus dilezité stiidavé sestavovani a degradace

komplext cyklin/CDK (Snustad a kol. 2009).

CDK muiZe byt aktivovana uplné nebo pouze ¢asteéns. Castetna aktivace kinasy
probiha navazanim cyklinu na CDK podjednotku. K uplné aktivaci dojde, pokud je
komplex cyklin/CDK fosforylovan pomoci aktivac¢ni kinasy (Meijer a kol. 1999).

Jednim z nejvyznamnéjSich kontrolnich bodli bunééného cyklu je kontrolni bod
nazyvany START, ktery nastava na konci G faze. V tomto bod¢ buiika piijimé interni
a externi signaly, aby mohla vyhodnotit, kdy je spravnd doba na posun do S-faze
bunééného cyklu. Tento kontrolni bod reguluje komplex cyklin D/CDK4. Pusobenim

komplexu se bunika dostane z kontrolniho bodu START a vstupuje do dal§iho kola
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replikace DNA, ktera ptedchazi bunéénému déleni. V ptipadé pfitomnosti inhibi¢nich
proteinli v pozdni Gi-fazi dojde k zastaveni komplexu cyklin D/CDK4 a buika
nevstupuje do S-faze. V piipadé nadorovych bunék dochazi k deregulaci kontrolnich
bodd. V nadorovych burikach se muize objevit mutace v genech kodujicich cykliny
a CDK nebo proteiny, které odpovidaji za vznik komplexu cyklin/CDK. Deregulace
bunécného cyklu mize byt zplisobena velkym mnozstvim nejriznéjSich genetickych

chyb, které zapficini vznik nadorové masy (Snustad a kol. 2009).

Buriky s nefunk¢énim kontrolnim bodem START jsou velmi citlivé k tomu, aby se
staly nddorovymi. Pokud se v bunice nachdzi poskozend DNA, je nutné zastavit posun
bunécného cyklu do S-faze cyklu. Normalni burniky jsou naprogramovany k pozastaveni
Vv kontrolnim bodé START, kde dojde k piekontrolovani opravené DNA, pted zah4jenim
replikace DNA. U bunék s poSkozenym kontrolnim bodem START dojde ke vstupu do
S-faze a béhem dalsich bunéénych cykla dojde k akumulaci mutaci, které jsou disledkem
poskozené DNA. Nashroméazdéné mutace v poskozeném kontrolnim bodé mohou
zpusobit dalsi deregulaci bunééného cyklu. Klony bunék s deregulovanym kontrolnim

bodem START se stavaji velmi agresivnimi (Snustad a kol. 2009).

Dalsi komplexy cyklin/CDK, které fosforyluji rlizné substraty béhem jednotlivych
fazi bunécného cyklu nebo maji vyznam pii jinych bunéénych procesech jako je naptiklad
apoptosa jsou uvedeny vtabulce 1. Nékteré zuvedenych komplext cyklin/CDK
nereguluji pouze faze bunétného cyklu, ale ptisobi i na nervové funkce a sestiih RNA.

Z tohoto divodu jsou také nazyvany jako transkripéni CDK (Rouchal 2011).

Exprese gent odpovédnych za priibéh bunécného cyklu je podminéna fosforylaci
proteini pomoci CDK. Jestlize dojde k expresi ur¢ité skupiny genu je bunika schopna
posunu vpied v bunééném cyklu (Meijer a kol. 1999). Doposud bylo objeveno minimalné
13 CDK a 25 typu cyklint (Legraverend 2006).

Pfitomnost inhibované nebo aktivni CDK v buiice muze vest k regulaci
proliferace a také k indukci diferenciace. Vyznamnou vlastnosti CDK je udrzovani
rovnovahy mezi buné¢énou proliferaci a diferenciaci buiiky. Funkce nékterych CDK se

1isi v zavislosti na typu bun¢k (Malgrange a kol. 2003).
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Tabulka 1: Komplexy cyklin/CDK a jejich funkce v bunécném cyklu (upraveno dle
Rouchal 2011)

S S
CDK1 cyklin Al, A2, B1-B3 bunéény cyklus (G2—M), apoptosa
CDK 2 cyklin Al, A2, E1, E2 bunéény cyklus (G1-S), apoptosa
CDK3 cyklin A1, A2, E1,E2,C  bun&ny cyklus (Go—G1—S)

CDK4 cyklin D1, D2, D3 bunéény cyklus (G1-S)

cykliny typu D, E, G;

CDK5 proteiny p25, p3s, p39 senescence, apoptosa, neuronové funkce
CDK6 cyklin D1, D2, D3 bunécny cyklus (G1-S)

CDK7 cyklin H CDK-aktivujici kinasa, transkripce
CDK8 cyklin C transkripce

CDK9 cyklin T1, T2, K transkripce

transkripce, bunéény cyklus (G2 — M),

CDK10 cykliny typu L neuronové funkce

CDK11 cykliny typu L transkripce, neuronové funkce, sesttih RNA
CDK12 cykliny typu L sestiih RNA
CDK13 cykliny typu L sesttih RNA

1.3.2 Inhibitory CDK

Inhibitory CDK (CDKi) jsou povazovany za vhodnou lé¢bu zejména u pacientl se
Spatnou prognoézou nebo s pokrocilym stddiem rakoviny. Pacienti tuto 1écbu piijimaji
mnohem Iépe neZ klasickou chemoterapii, kterd vykazuje mnoho vedlejSich ucinki.
Mechanismus CDKi je zaloZzen na principu zabranéni proteinkinasam fosforylovat
ptislusné substraty. CDKi soutézi s ATP 0 vazbu v aktivnim misté kinasy. Pro spravnou
funkci CDKi je nutné, aby vazba mezi aktivnim mistem a jednotlivymi CDKi byla
selektivni a vysoce efektivni, protoze mnozstvi ATP v buiikach je mnohonasobné vyssi

a proteiny k t¢émto molekulam vykazuji vysokou afinitu (Grant 2009).
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1.3.2.1 AZD5438

AZD5438 (4-[2-Methyl-1-(1methylethyl)-1H-imidazol-5-yl]-N-[4-
(methylsulfonyl)fenyl]-2-pyrimidinamin) (Obr. 6) je silny inhibitor CDK1, CDK2
a CDKO (ICso = 16, 6, 20 nM) (Boss a kol. 2010, Byth a kol. 2009).

Preklinické studie prokazaly slibny profil bezpecnosti a uc¢innosti AZD5438, coz
umoznilo provedeni klinickych studii s cilem stanovit toxicitu a optimalni davkovani
1é¢iva u lidskych pacientt. Byly provedeny celkem tii studie, ve kterych bylo zafazeno
64 pacientli. V prvni studii byl AZD5438 podavan 4x denné, jednou za 7 dni, ve druhé
studii po dobu 14 dni, po kterych nasledovala sedmidenni pfestavka a u pacientli
S pokro€ilymi solidnimi tumory byl AZD5438 davkovan kontinudln€. NejcastéjsSimi
nezadoucimi ucinky byly nevolnost a zvraceni. Pfi nepfetrzitém davkovani bylo
podavano 40 mg ctytikrat denné, coz se ukéazalo jako netolerovatelné. V pribchu

tydenniho rozvrhu byl AZD5438 obecné dobte tolerovan (Boss a kol. 2010).

o\\S
e \\O

Obrazek 6: AZD5438

1.3.2.2 Dinaciclib

Dinaciclib (MK-7965, SCH-727965, 2-[(2S)-1-[3-ethyl-7-[(1-oxidopyridin-1-ium-
3-yl)methylamin]pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl]piperidin-2-yl]etanol) (Obr. 7) inhibuje
CDK1, CDK2, CDK5 a CDKO9 (ICs0 = 3,1, 1 a 4 nM) a je také inibitorem CDK4, CDK6
a CDKY7 (ICs0 = 60-100 nM) (Paruch a kol. 2010, Parry a kol. 2010).

Bylo zjisténo, ze dinaciclib inhibuje také CDK12 (ICso = 1 nM) (Johnsons a kol.

2016). Dinaciclib vykazuje silnou protinddorovou aktivitu, inhibuje bunéény cyklus
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a proliferaci u celé¢ fady nadorovych bunécnych linii. V preklinickych studiich byl
dinaciclib G¢inny proti rakoviné vajecnikti (Chen a kol. 2015), stitné Zlazy (Lin a kol.
2017) a prsu (Criscitiello a kol. 2014, Johnsons a kol. 2016, Rajput a kol. 2016).
Dinaciclib byl vyznamn¢ aktivni také u chronické lymfocytarni leukémie (Johnson a kol.
2016) a akutni myeloidni leukémie s prestavbou MLL genu na dlouhém raménku 11

(Baker 2016).

V soucasné dob¢ je dinaciclib zahrnut v 17 klinickych studiich, z nichz osm je
aktivnich nebo pfijima nové pacienty (Internet 4). Na zdklad¢ vysledkli prvnich
klinickych studii bylo zjisténo, ze dinaciclib vykazuje prijatelnou toxicitu
a tolerovatelnost (Flynn a kol. 2015, Nemunaitis a kol. 2013). Na zaklad¢ téchto studii
byl dinaciclib zatfazen do 3. faze klinickych studii jejichz vysledky potvrdily, ze dinaciclib

vykazuje vyznamnou antileukemickou aktivitu (Ghia a kol. 2017).

O \ -
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Obrazek 7: Dinaciclib

1.3.2.3 Purvalanol A

Purvalanol A ((2R)-2-[[6-(3chloranilin)-9-propan-2-ylpurin-2-yl]Jamin]-3-
methylbutan-1-ol) (Obr. 8) je 0znacovan jako silny apoptoticky induktor, ktery zptisobuje
zastaveni bunééného cyklu v riznych typech nadorovych buné€k, naptiklad prostaty, prsu
a stfeva. Jedna se o inhibitor CDK1 a CDK2, ktery se selektivné a kompetitivné vaze na

vazebné misto pro ATP a tim zastavuje bunéény cyklus v M/Gg fazi (Giirkan a kol. 2015).

Bylo prokazano, ze purvalanol A ptisobi na rizné typy bunéénych linii (bunky

rakoviny prsu, tlustého stfeva, mysi fibroblasty) a to na rozdil od roscovitinu v mensich
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koncentracich (10 pM). Inkubace nadorovych bunék s purvalanolem A vedla
Kk reverzibilnimu zastaveni bunééného cyklu a selektivni inhibici fosforylace nékolika
substratit CDK. U exponencialné rostoucich bunék s dobou inkubace del$i nez 24 hodin
Vv piitomnosti purvalanolu A doslo k trvalé inhibici proliferace a bunééné smrti (Villerbu

a kol. 2001). Purvalanol A nebyl doposud zatazen do klinickych studii (Internet 4).

HN Cl

HO

Obrazek 8: Purvalanol A

1.3.2.4 Roscovitin

Roscovitin (Seliciclib, CYC 202, (2R)-2-{[6-(benzylamin)-9-isopropyl-9H-purin-2-
yl] amin}-1-butanol) (Obr. 9) je inhibitor CDK1, CDK2, CDK5 a CDKO, ktery se vaze
v misté vazby ATP k CDK. Roscovitin je také slabym inhibitorem CDK4 a CDKG6
(Blachly a Byrd 2013, Cicenas a kol. 2015).

Protinddorova aktivita roscovitinu byla prokdzana u celé fady bunécnych linii,
napiiklad u rakoviny vajecniki, stieva, prsu, plic a u osteosarkomu (Hsieh a kol. 2009,
Raynaud a kol. 2005). Vysoka ucinnost roscovitinu byla zjisténa u chronické
lymfocytarni leukémie (CLL) (Blachly a Byrd 2013). Roscovitin je ucinny také
u nadorovych bungk, které jsou rezistentni na doxorubicin (Raynaud a kol. 2005)
a vykazuje synergisticky téinek s daunorubicinem (Cihalova a kol. 2013). V soucasné
dobé¢ je roscovitin testovan nejen jako potencionalni 1é¢ivo k 1é¢be rakoviny, ale také
k 1é¢beé neurodegenerativnich onemocnéni, zanétu, virovych infekci, polycystickych
onemocnéni ledvin a glomerulonefritidy (Cicenas a kol. 2015). Kromé klinickych studii
tykajicich se protinddorového ucinku je roscovitin zatazen také do klinickych studii

tykajicich se Cushingovy choroby a cystické fibrozy (Internet 5, Internet 6).
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Obrdzek 9: Roscovitin

1.3.2.5 R547

R547 ([4-amino-2-[(1-methylsulfonylpiperidin-4-yl)amin]pyrimidin-5-yl]-(2,3-
difluor-6-methoxyfenyl)methanon) (Obr. 10) je selektivnim ATP-kompetitivnim
inhibitorem CDK1, CDK2 a CDK4 (Chu a kol. 2006).

R547 inhibuje cyklus nadorovych bunék v G1 a Gz fazi, coz je spojeno S naslednou
apoptosou bunky. Protinadorova aktivita R547 byla prokazana u potkant i u lidskych
xenoimplantati mysi. Bylo zjiSténo, Ze R547 vykazuje stejnou ti¢innost pii kazdodennim
peroralnim podani jako pfi intravendznim davkovani jednou tydné. Profil inhibice R547
naznacuje, Zze muze byt vhodny pro 1écbu solidnich nadort. R547 je v soucasnosti

hodnocen v klinickych studiich faze I (DePinto a kol. 2006).

Obrazek 10: R547
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2 Cil prace

Na katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové bylo
zjisténo, ze nékteré CDKi jsou schopné inhibovat karbonyl redukujici enzymy. Screening
vybranych CDKi vuci nejaktivnéjSim antracyklinreduktasam (AKR1Al, AKR1B10,
AKR1C3, AKR7A2 a CBR1) prokdzal vyznamnou inhibici AKR1C3 u AZD5438
(ICs0 = 9,6 uM), dinaciclibu (ICso = 0,2 uM), purvalanolu A (ICso = 6,6 uM), roscovitinu
(ICs0 = 2,2 uM) a R547 (ICs0 = 43 uM) (nepublikovana data).

Ackoliv inhibice antracyklinreduktas piedstavuje jednu z moznosti, jak piekonat
antracyklinovou rezistenci u nadorovych bunék, zmény v expresi téchto enzymi mohou
byt dalsim faktorem, ktery mize vyznamné ovlivnit rezistenci nadorovych bunék vici

antracyklintim.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo experimentalni stanoveni vlivu
dinaciclibu, roscovitinu, purvalanolu A, AZD5438 a R547 na expresi CBR1, AKR1A1,
AKR1B10, AKR1C3 a AKR7A2 u lidskych bunécnych nadorovych linii. Prace byla

rozdélena do nékolika dil¢ich kroku:

e Stanoveni exprese enzyml na urovni mRNA pomoci metody kvantitativni
RT-PCR za vyuziti fluorescen¢niho barviva SYBR Green 1.
Ke splnéni tohoto cile bylo zapotiebi izolovat RNA z ovlivnénych bunék,
odstranit nezadouci genomovou DNA, pfepsat mRNA do cDNA pomoci reverzni
transkripce, ovéfit intergritu vzniklé c¢cDNA a stanovit expresi pomoci

kvantitativni RT-PCR.

e Stanoveni exprese AKR1C3 na urovni proteinu.
Ke splnéni tohoto cile bylo zapotiebi izolovat protein z ovlivnénych bunék,
optimalizovat mnozstvi proteinu vhodného k detekci a detekovat expresi

AKRI1C3 pomoci Western blottingu s chemiluminiscentni detekei.

29



3 Metodika
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie
Nazev
2-merkaptoethanol
Agarosa
Akrylamid (AA)
AZD5438
Bis-AA
Bovine Serum Albumin (BSA)
Bradford
Bromfenolova modi (BFB)
Coomassie briliant blue G250
DEPC voda
Dihydrogenfosforec¢nan draselny
Dinaciclib
DMEM
DMSO
DNase | pufr
dNTP mix 10 nM
DTTO0,1M
Dodecylsiran sodny (SDS)
Ethanol
Ethanol LC-MS (100%)
First-Strand Buffer
Fetalni Bovinni Sérum
Fomadon LQN
Fomafix
Glycin
Glycerol
Hydrogenfosforecnan draselny

Chlorid sodny (NaCl)
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Vyrobce
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Axon Medchen
Lachema
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Penta
Applichem
Lonza
Sigma-Aldrich
Biolabs
Biolabs
Biolabs
Lachema
PENTA

VWR Chemicals
Biolabs
Sigma-Aldrich
Foma

Foma
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Penta

PENTA



Chloroform

Isopropanol

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova

Lihomethanol 96%

N,N,N’,N -tetramethylendiamin (TEMED)
Persiran amonny (APS)

Ponceau S

Purvalanol A

Roscovitin

RPMI 1640

R547

Ultracista voda

Tri-reagent
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Trypsin

TWEEN 20

3.1.2 Material a pomucky

Nazev

Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent

Blotovaci papiry Blotting padd 707

Cervena zarovka do fotokomory Narva (15 W/220 V)

Nitrocelulosova blotovaci membrana

X-Omat LS Film
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Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
PENTA
PENTA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Selleckchem
Lonza

Axon Medchen

MRC

PENTA
Lonza
Sigma-Aldrich

Vyrobce

GE Healthcare Life Sciences
VWR

Dr. Fischer

GE Healthcare Life Sciences
Kodak



3.1.3 Pristroje
Nazev
Blotovaci aparatura Trans-Blot Turbo
Centrifuga MiniSpin plus
Concentrator Plus
Elektroforeticka aparatura Mini-PROTEAN Tetra cell
NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Osvitova kazeta Hypercassette

QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system

Vyrobce

Bio-Rad

Generi Biotech
Eppendorf

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Amersham

Applied biosystems

Termomixer Compact Eppendorf
Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad
Zdroj napéti Powerpac universal Bio-Rad
3.1.4 Hmotnostni marker
Nazev Vyrobce
Presicion plus protein Standards, All blue Bio-Rad
3.1.5 Enzymy
Nazev Vyrobce
DNasa | Biolabs
SuperScript II reverzni transkriptasa Biolabs
3.1.6 Kity
Nazev Vyrobce
PCR Core kit for SYBR®™ Green | No ROX Eurogentec

Direct-zol™ RNA MiniPrep
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3.1.7 Plazmidy

Nazev Vyrobce
pET-28b AKR1Al KBV FaF UK
pET-28bAKR1B10 KBV FaF UK
pET-28bAKR1C3 KBV FaF UK
PET-28bAKR7A2 KBV FaF UK
pET-28bCBR1 KBV FaF UK
3.1.8 Primery
Nazev

Oligo(dT) 0,1 mM

GAPDH (5") Forward:5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’
GAPDH (5) Reverse: 5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’
GAPDH (3") Forward:5'-CTCCCACTCTTCCACCTTCG-3’
GAPDH (3") Reverse:5-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’
AKR1A1l Forward: 5'-GATCCTGATGAGCCTGTCCTG- 3°
AKR1A1l Reverse: 5'-AGATCGGCCATACTTTTCAGC- 3’
AKR1B10 Forward: 5'-ACAGGGATTCAAGTCTGGGG- 3’
AKR1B10Reverse: 5-ACGTTGCTTTTCCACCGATG- 3’
AKR1C3 Forward: 5'-GCCAGGTGAGGAACTTTCAC- 3’
AKR1C3 Reverse: 5'-AGTTTGACACCCCAATGGAC- 3’
AKR7A2Forward: 5'-TCTACCTACACGCACCTGAC- 3’
AKR7A2Reverse: 5'-TACAGATCTCGGCCACTTCC- 3’
CBR1 Forward 1: 5'-AGCTGGACATCGACGATCTG- 3’
CBR1 Reverse 1: 5'-GTGTGGGATCAGCAACCTTG- 37

3.1.9 Protilatky a rekombinantni AKR1C3

Vyrobce
Biolabs
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech
Generi Biotech

Nazev Vyrobce
Priméarni krali¢i protilatka proti AKR1C3, Ab 84327 Abcam
Primarni mysi protilatka proti f-aktinu, Ab 8226 Abcam
Sekundarni praseci protilatka proti krali¢i protilatce, P0217 Dako
Sekundarni krali¢i protilatka proti mysi protilatce, P0260 Dako
rekombinantni AKR1C3, ¢=1,3 mg/ml KBV FaF UK
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3.1.10 Chemikalie a roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu a Western blotting

Podrobné popisy ptipravy chemikalii a pracovnich roztoki pro SDS-PAGE

elektroforézu a Western blotting jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 2 a 3):

Tabulka 2: Chemikdlie a pracovni roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu

30% akrylamid (AA) +
0,8% bisakrylamid (bis-AA)

30g AA
0,8 g bis-AA
100 ml ultracisté vody

uskladnit v ledniéce

1,5 M Tris — HCI pufr
pH 8,8

18,5 g Tris

75 ml ultaracdisté vody

upravit pH na 8,8 pomoci koncentrované HCI
doplnit ultra¢istou vodou do 100 ml

uskladnit v ledniéce

0,5 M Tris — HCI pufr
pH 6,8

69 Tris

75 ml ultracisté vody

upravit pH na 6,8 pomoci koncentrované¢ HCI
doplnit ultracistou vodou do 100 ml

uskladnit v ledniéce

0,2 mM Draselno-fosfatovy
pufr
pH 7,4

Roztok A (0,2 M KH2PO4.2H,0) 200ml:
5,5g dihydrogenfosfore¢nanu draselného

200ml ultradisté vody
Roztok B (K2HPO4.H>0) 200ml:

7g hydrogenfosforecnanu draselného

200 ml ultradisté vody

pH 7,4 ziskame smichanim 80,2 ml roztoku A
a 19,8 ml roztoku B

0,5% Bromfenolova modf

5 mg bromfenolové modii

10 ml ultracdisté vody

uchovavat pii laboratorni teploté

10% SDS

10 g SDS
100 ml ultracisté vody

uchovavat pii laboratorni teploté

34



20 mg persiranu amonného

10% APS 200 pl ultracisté vody
vzdy ptipravovat v Cas spotieby
72 g glycinu
159 Tris
5x elektrodovy pufr 5g SDS
pH 8,3 900 ml ultradisté vody

upravit pH na 8,3 pomoci koncentrované HCI

doplnit ultracistou vodou do 1000 ml

1,3 ml destilované vody

1,0 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
5x zésobni vzorkovy pufr 2,0 ml glycerolu

3,0 ml 10% SDS

0,6 ml 0,5% BFB

Tabulka 3: Chemikalie a pracovni roztoky pro Western blotting

24 g Tris
88 g NaCl

900 ml ultradisté vody

10x zasobni TBS pufr uprvait pH na 7,6 pomoci HCI

doplnit do 1000 ml ultracistou vodou

uskladnit pfi laboratorni teploté

100 ml 10x zasobniho TBS pufru

doplnit do 1000 ml ultracistou vodou

1x TBS-T pufr
1,0 ml TWEEN 20

uskladnit pfi laboratorni teploté

1,51 g 25 mM Tris
7,21 9 192 mM glycin
Blotovaci pufr 100 ml 20% methanol

doplnit do 500 ml ultracistou vodou

uskladnit v ledniéce
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59 BSA

5% blokovaci pufr
100 ml TBS-T
(5% BSA)
uskladnit v lednicce
3 g BSA
3% blokovaci pufr
100 ml TBS-T
(3% BSA)

uskladnit v lednicéce

Stripovaci pufr

25 ml 0,5 MTris-Cl, pH 6,8
40 ml 10% SDS

1,6 ml 2-merkaptoethanol
135 ml ultracisté vody

uskladnit v ledniéce

Pracovni roztoky pro kontrolu pfenosu proteini

10% kyselina octova

10,1 ml kyseliny octové

doplnit do 100 ml ultra¢istou vodou

1% kyselina octova

1 ml kyseliny octové

doplnit do 100 ml ultracistou vodou

Barvici roztok 0,1% Ponceau

S

0,1 g Ponceau S
100 ml ultracisté vody

uskladnit pfi laboratorni teploté

0,25% Coomassie Blue

0,25 g CBBGdo 100 ml 10% kyseliny octové

Pracovni roztoky pro detekéni systém

Detekéni systém

roztok A smichat s roztokem B v poméru 1:1
celkovy objem vypocitat dle rovnice (ml):

Sitka membrany x vySka membrana x 0,05

6 ml Fomadonu LQN

84 ml ultracisté vody

Vyvojka
piiprava v temné komote
uskladnit v lednicce
15 ml Fomafixu
75 ml ultracisté vody
Ustalovac¢

piiprava v temné komote

uskladnit v ledniéce
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3.1.11 Bunécéné linie

Bunééné linie HepG2 a HL-60 byly objednany od firmy ATCC. Strucna

charakteristika buné¢nych linii uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4: Charakteristika bunék

Buiiky lidského karcinomu jater od 15tilet¢ho kavkazského muze

5. nejcastéjsi typ rakoviny po celém svété

HepG2
Adherentni, epitelidlni bunky
Rostou jako monovrstvy v malych agregatech
Leukocyty z periferni krve od 36tileté kavkazské zeny s akutni
romyelocytarni leukémii
HL-60 promyelocyt

Kultivované buriky jsou pievazné neutrofilni promyelocyty
10% bunék diferencuje do vyssiho vyvojového stadia

(Donato a kol. 2015, Costantitni a kol. 2013, Collins a kol. 1978)

3.2 Metodika

K experimentalni studii byly pouzity dva druhy bunéénych linii. Jednalo se
0 adherentni buné¢nou linii HepG2 (buniky jaterniho karcinomu) a suspenzni bunéénou

linii HL-60 (leukemické bunky).
3.2.1 Prace s bunécnou linii HepG2

Bunky lidského jaterniho karcinomu byly kultivovanyv inkubatoru o teploté
37 °C v prostiedi 5 % CO». Jako kultiva¢ni médium byl pouzit DMEM s 10 % fetalniho
bovinniho séra. Buiiky byly pasazovany dvakrat tydné. Jelikoz tato bunééna linie patii
mezi adherentni, bylo pii pasaZzovani nutné pouzit trypsin k uvolnéni bunék z povrchu
kultiva¢ni lahve (75 cm?). Po odsati kultivaéniho média byly buiiky nejprve oplachnuty
pomoci PBS (10 ml). Doslo tak k dokonalému odstranéni média z bunééné kultury.
Nasledné byly buiniky uvolnény pomoci trypsinu (3 ml). Po uvolnéni bunék byl trypsin
inaktivovan piidanim kultivacniho média (10 ml). V piipadé pokracovani kultivace byla
¢ast bun¢€k prenesena do nové kultivacni lahve (tak, aby vyslednd koncentrace bun¢k

v nov¢ lahvi byla 100 000 bun€k/ml), zbytek bunek byl pouzit na pokusy.
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Na zéklad¢ experimentl provedenych jiz diive na katedfe biochemickych véd
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové byly u studovanych inhibitori voleny takové
koncentrace, které jsou klinicky dosazitelné v lidské plazmé (Benson a kol. 2007,
Raynaud a kol. 2004, Nemunaitisa kol. 2013, Boss a kol. 2010, DePinto a kol. 2006)
a zaroven pro danou bunécnou linii jesté pokud mozno netoxické (nepublikovana data).
Koncentrace CDKi testované v ramci této diplomové prace jsou uvedeny Vv tabulce 5.
U kontrolniho vzorku, ktery neobsahoval CDKi byl misto inhibitoru pipetovan
dimethylsulfoxid (DMSO), coz je latka, ve které jsou testované CDKi rozpustény.

Tabulka 5: CDKi a jejich testované koncentrace

kz;i?nvt‘:‘;ze ICso(uM) ICs0 (uM) | Crmax (M)

(M) HepG22 HL-602 Vv plazmé P
Dinaciclib 0,005 0,016 0,002 1,6
AZD5438 1 1,7 1,1 1,9
Purvalanol A 10 15 10 10
Roscovitin 10 17 11 10
R547 0,1 0,2 0,2 1

Pozn.: ®nepublikovana data; OCrax = maximdlni koncentrace CDKi stanovend v lidské plazme,
pouze u purvalanolu A a R547 byla z nedostatku dat u lidskych pacientii pouZita cmax stanovend

V pokusech se zviraty.

Buiky pro izolaci RNA byly nasazeny na 12-jamkovou desti¢ku. Do kazdé jamky
desticky bylo pipetovano 70x10* buné&k ve 2 ml ristového media s FBS. Po 24 hodinich
bylo médium odsato a byla pfidana testovana latka (2,5 ul) rozpusténa v rustovém médiu
o celkovém objemu 1 ml. U kontrolniho vzorku bez CDKi bylo misto inhibitoru do média
(1 ml) pipetovano 2,5 ul DMSO. Po dalsich 24 hodinach bylo opét odsato médium
S testovou latkou a bunky byly lyzovany ve 300 ul Tri-reagentu a pieneseny do 1,5 ml

zkumavky.

Buiky pro izolaci proteinu byly nasazeny na 6-ti jamkovou desticku. Do kazdé
jamky desticky byly napipetovany 4 ml ristového média s FBS ve kterych se nachazelo
140x10* bungk. Po 24 hodinich bylo vyménéno kultivaéni médium za médium
s testovanou latkou (5 ul) 0 celkovém objemu 2 ml. U kontrolniho vzorku bez CDKi bylo

misto inhibitoru do média (2 ml) pipetovano 5 ul DMSO. Kultivace s testovanou latkou
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probihala 48 hodin. Po uplynuti této doby bylo odsato kultivaéni médium s testovanou
latkou. Pro dokonalé odstranéni tohoto média byly bunééné kolonie oplachnuty PBS.
Buriky z jamky desti¢ky byly uvolnény pomoci 400 pl trypsinu a trypsin byl nasledné
inaktivovan pomoci 1 ml rastového média. Cely obsah jamky byl napipetovan do
zkumavky o objemu 5 ml. Ze zkumavek stocenych v centrifuze pii 1700 x g po dobu 10
minut byl odebran supernatant. Peleta byla oplachnuta 2 ml PBS a byla provedena
centrifugace za stejnych podminek jako v prvnim kroku. Po centrifugaci byl opét
odstranén supernatant a ke kazdé peleté ve zkumavce bylo piidano 300 pl lyza¢niho pufru
(slozeni: 50 nM Tris-HCI, 150 nM NacCl, 10 % glycerol, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA,
2 mM EGTA, 40 mM pg-glycerolfofstat, 50 mM fluorid sodny, 10 mM pyrofostat sodny,
2 mM DTT, 200 uM orthovanadat sodny, 100x zfedéna smés inhibitoru proteas, pH 7,4).
Cely proces lyzace probihal po dobu 10 minut na ledu. Po skonéeni stanovené doby lyzace
byly vzorky centrifugovany v centrifuze rychlosti 12000 x g 15 minut. V takto ziskaném

supernatantu bylo zméteno mnozstvi proteinu metodou dle Bradfordové (Bradford 1976).
3.2.2 Prace s buné¢nou linii HL-60

Bunééna linie HL-60 je odvozena od pacienta s akutni promyelocytarni leukemii.
Bunky HL-60 byly kultivovany za stejnych podminek jako buné¢na linie HepG2 (37 °C,
5 % CO). Jako kultiva¢ni médium vsak bylo pouzito RPMI 1640 s 10 % FBS. Burnky
byly pasdZovany 2x tydné. V piipad¢ pokracovani kultivace byla ¢ast bun&k prenesena
do nové kultivacni lahve (tak, aby vysledna koncentrace bunék v nové lahvi byla 100 000
bunék/ml), zbytek bun¢k byl pouzit na pokusy. V in vitro podminkach jsou bunky volné
suspendované v kultivaénim médiu, a proto pii ptipravé bunék k pasazovani a k pfenosu
do 12 a 6-jamkovych desti¢ek nebyl pouzit trypsin. Pti kultivaci bunék pro extrakci
MRNA bylo nasazeno 40x10* bun&k na jamku (12-jamkova desti¢ka). Buriky pro izolaci

proteinu byly kultivovany v mnoZstvi 80x10* na jamku (6-jamkova desticka).

JelikoZz se jedna o suspenzni bunécnou linii, buniky musely byt pipetovany
v poloviénim objemu, tzn. 40x10* bunék v 1 ml v p¥ipadé izolace RNA a 80x10* bunék
ve 2 ml v ptipad¢ izolace proteinu. K bunkam na destic¢ce bylo ihned pipetovano médium
obsahujici CDKi ve dvojnasobné koncentraci oproti koncentraci pozadované (1 ml
Vv piipad¢ izolace RNA, 2 ml v pfipad¢é stanoveni proteinu — smichdnim s bunikami jiz
nanesenymi na desticce doSlo k nafedéni koncentrace inhibitoru na koncentraci

pozadovanou).
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Bunky pro izolaci RNA byly odebrany i s médiem po 24 hodinach do falkonky
0 objemu 15 ml, stoCeny pii 1700 x g po dobu 5 minut. Poté byl odebran supernatant
a k peleté bylo piidano 300 ul Tri-reagentu.

Odbér bun¢k pro protein byl téz proveden do 15 ml falkonky. Proces ziskani
proteinu z bun¢k HL-60 byl stejny jako ziskani proteinti z bunék HepG2 (Kap. 3.2.1).

3.2.3 lzolace RNA

K izolaci RNA byly vyuzity dvé metody fenol-chloroformova extrakce a metoda

zalozena na separaci RNA pomoci kolonek.
3.2.3.1 Fenol-chloroformoeva extrakce

K zlyzovanym bunikam bylo pfidano 700 ul Tri-reagentu a celkovy objem tak byl
doplnén na 1 ml. Tri-reagent obsahuje fenol a guanidium isothyokyanat, které stabilizuji
biologicky materidl a zdroven denaturuji proteiny pfitomné ve vzorku. Nasledovné bylo
ptidano 200 pl chloroformu. Diky chloroformu dochézi k rozdé€leni fazi, kdy proteiny
prechazi do organické faze, DNA zlistdvd na fdzovém rozhrani a RNA se nachazi ve
vodné fazi (Rio a kol. 2010). Obsah zkumavky byl 15 s dtikladné michan. Po dokonalém
promiseni byla zkumavka ponechana za laboratorni teploty 2—3 minuty v klidu a nakonec

stoCena pii 4 °C po dobu 10 minut pii 12000 x g.

Pii centrifugaci byla oddélena vodna faze obsahujici MRNA. Vodna horni faze
byla piepipetovana do sterilni mikrozkumavky a smisena s 500 pl isopropanolu. Béhem
inkubaéni doby trvajici 10 minut pfi laboratorni teploté doslo k vysrazeni RNA. Poté
nasledovala centrifugace za stejnych podminek jako v prvnim kroku a ze zkumavky byl

odstranén supernatant.

Vznikla peleta byla oplachnuta 75% ethanolem (500 pl) a stocena v centrifuze
jako v predchazejicich krocich. Po odstranéni horni vrstvy byla peleta ptiblizn¢ 10 minut
susena a poté rozpusténa v 15 ul vody obsahujici diethylpyrokarbonat (DEPC). Vysledna
koncentrace RNA byla spektrofotometricky zmétena na Nanodropu.
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3.2.3.2 Extrakce pomoci separacnich kolonek

K extrakci byl pouzit kit Direct-zol™RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine).
Baleni obsahuje lyofilizovanou DNasu I. K aktivaci DNasy | je nutné piidat 275 ul ¢isté
vody (DNase/RNase — Free water). Aktivovany enzym je nutné skladovat v mrazniéce
pii-20 °C. V baleni Kitu se nachazi dva pufry oznacované vyrobcem jako koncentrovany
Direct-zol"™MRNA PreWash a RNA Wash Buffer. Kpufru oznacovaném jako
Direct-zol™ RNA PreWash bylo piidino 40 ml 100% ethanolu a pufr RNA Wash byl
naiedén 192 ml 100% ethanolu.

Do zkumavky ke zlyzovanym bunkam v 1 ml Tri-reagentu bylo dle navodu
piidano stejné mnozstvi 100% ethanolu. Postupné byla tato smés pipetovana na extrakéni
kolonku zkumavky a pomoci centrifugace trvajici 30 s pii 13000 x g byly odstranény
odpadni latky do zkumavky. Tato zkumavka byla po centrifugaci vyménéna za novou
¢istou zkumavku. Na kolonku bylo pipetovano 400 pl promyvaciho pufru (RNA Wash
Buffer) a opét byla provedena centrifugace trvajici 30 s piti 13000 x g. Odpad ze
zkumavky byl vylit. Na kolonu byl napipetovan Master mix obsahujici DNasu | a pufr
(DNA Digestion pufr) pfipraveny dle tabulky 6 o celkovém objemu 80 pl. Vzorek na
kolonce byl inkubovan s DNasou | po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci
za laboratorni teploty byla provedena centrifugace opét za stejnych podminek jako
v piedeslych krocich. Na kolonku bylo nasledné piidano 400 pl Direct-zol RNA PreWash
pufru a byla provedena centrifugace. Odpad ze spodni ¢asti zkumavky byl odstranén.
Tento krok byl proveden dvakrat. Poslednim krokem pted eluci RNA bylo promyti
kolony 700 ul RNA Wash pufru. Centrifugace vSak probihala za zménénych podminek
oproti ptedeslym kroktiim, a to po dobu 2 minut p#i 13000 x g. Odpad po centrifugaci byl
opét odstranén. Poslednim krokem extrakce byla eluce RNA do zkumavky o objemu
1,5ml pomoci 30 ul vody (DNase/RNase Free Water), ktery byl pfed centrifugaci
inkubovan 2 minut pfi laboratorni teploté. Centrifugace probihala 30 s pfi 13000 x g. Ve
vysledném produktu byla zmétena koncentrace RNA pomoci Nanodropu. Navazujicim
krokem byl piepis RNA na cDNA v procesu nazyvaném reverzni transkripce popsaném
v kapitole 3.2.5.
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Tabulka 6: Master mix pro osetieni DNasou IV pripadé kolonek (80 ul na 1 vzorek)

DNasa | Sul

DNA Digestion pufr 75 ul

3.2.4 Odstranéni genomové DNA

Jelikoz je DNasa | soucasti kitu, ktery byl pouzit v piipad€ extrakce RNA pomoci
separacnich kolonek, tyka se tento krok pouze RNA ziskané pomoci fenol-chloroformové
extrakce. Tento proces zahrnuje odstranéni genomové DNA ve vzorku RNA, ktery byl
ziskan Vv postupu popsaném v kapitole 3.2.3.1. Do mikrozkumavky byla napipetovana
reakéni smés o celkovém objemu 20 pl, ktera obsahovala 2 pl DNasy |, 2 pl reakéniho

pufru pro DNasu I, RNA (10000 ng) a vodu (DEPC).

Reak¢ni smés byla inkubovana 30 minut pii 37 °C. Pied koncem inkubace byl do
reak¢ni smési piidan 1 pul 5 nM EDTA a nasledovalo zvySeni teploty na 75 °C po dobu
10 minut. Pfi zvySeni teploty na 75 °C doslo k inaktivaci enzymu DNasy 1. Precistény
vzorek byl ponechan nékolik minut pfi laboratorni teploté, aby doslo ke zchlazeni.

Vysledna koncentrace RNA byla opét zmétend na Nanodropu.
3.2.5 Reverzni transkripce

Jedna se o proces, pti kterém je RNA ptfepsana pomoci reverzni transkriptazy do
cDNA. Do mikrozkumavky byla nejprve napipetovana reakéni smés o celkovém objemu
20 pl, ktera obsahovala 0,2mM Oligo (dT) a 4000 ng RNA.

Vytvofena reakéni smés byla inkubovana pfti 65 °C po dobu 5 minut. Nasledné
byla zchlazena. K reakéni smési byl pridan Master mix obsahujici ANTP a reverzni
transkriptasu pripraveny dle tabulky 7. Nasledovala inkubace pti 42 °C po dobu 50 minut.
Pro inaktivaci enzymu SuperScript II reverzni transkriptazy byla smés zahiata na 65 °C
po dobu 20 minut. K ziskanym vzorkiim bylo ptidano 200 ul destilované vody a byla

stanovena integrita cDNA.
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Tabulka 7: Master mix pro reverzni transkripci (7,5 ul na 1 vzorek)

5x First-Strand pufr

4 ul

0,1MDTT

2 ul

10 nM dNTP mix

1wl

SuperScript Il reverzni transkriptasa

0,5 ul

3.2.6 Stanoveni integrity CONA

Pro staveni integrity CONA byla pouZita metoda 3": 5" assay. Master mix pro

3’konec a zvlast’ pro 5 konec byl pfipraven pomoci komeréniho kitu gPCR (Core kit for

SYBR®™ Green | No ROX, Eurogentec). Primery pro oba konce byly navrzeny pro gen

kodujici glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu (GAPDH) a jsou uvedeny v kapitole

3.1.8.

Do jednotlivych zkumavek stripu bylo napipetovano 16 pl Master mixu pro

3’konec a zvlast' pro 5’konec (Tab. 8), pak byly do kazdé zkumavky piidany 4 ul cDNA

ziskané v kapitole 3.2.5. Strip byl uzavien, promichan a kratce sto¢en. Takto pfipravené

vzorky byly vlozeny do RT-PCR cykléru s teplotnim programem uvedeném v tabulce 9.

Meéfeni bylo provedeno v triplikatech.

Tabulka 8: Master mix pro stanoveni integrity CONA (16 ul na 1 vzorek)

Ultracista voda 10,3 pl
10x reakéniho pufru 2,0 ul
50 nM MgCl; 1,4 ul
5mM dNTP 0,8 ul
Primer pro 3 konec / 5’konec (5 uM) 0,8 ul
SYBR Green | 0,6 pl
Hotgoldstar polymerasa 0,1 ul
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Tabulka 9: Teplotni program pro PCR

95°C 1 cyklus 10 minut
95°C 15s
60 °C 40 cykla 20s
72 °C 20s
65 °C-95 °C zvySovani o 0,3 °C kazdych 15 s

3.2.7 Navrh primeru
Pro vybrané geny AKR1A1l, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2 a CBR1 byly

navrzeny dvojice primer pomoci online webovych nastroja.

K manipulaci s genovou sekvenci byl pouzit Attotron — Nucleid Acid Sequence
Massager (Internet 7). Primery byly navrzeny pomoci programu Primer3 (Internet 8).
Nalezené primery i templat byly vlozeny do BLASTu (Internet 9). Pravdépodobnost
tvorby neZadoucich sekundarnich struktur byla ovéfena pomoci programu mFOLD
(Internet 10). Pomoci uvedenych programi byly navrzeny primery, které by mély
bytspecifické pouze pro hledany gen. Tyto primery byly nasledné ptipraveny komeréné

ve firmé GeneriBiotech.Sekvence primert jsou uvedeny v kapitole 3.1.8.

3.2.8 Kalibra¢ni rada
Pro ptipravu kalibra¢ni fady vSech enzymu byl pouzit plazmid pET-28b(+) se
zaklonovanou sekvenci stanovovaného genu. Kalibra¢ni fada se sklddala z osmi bod.
Koncentrace linearniho plazmidu v nejvys$im bodu (108 molekul) pro jednotlivé enzymy
jsou uvedeny v tabulce 10. Ostatni kalibracni body byly ziskany fedénim desitkovou
fadou aZ na hodnotu 10*. Kalibra¢ni fada byla pouZita pro méfeni absolutni kvantifikace

v kapitole 3.2.9.
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Tabulka 10: Koncentrace linedrniho plazmidu v bodé 10

AKR1A1 0,06351 ng/ul

AKR1B10 | 0.06113 ng/ul

AKR1C3 0,06138 ng/ul

3.2.9 Kvantitativni PCR v realném case

Master mix (Tab. 11) byl ptipraven pomoci komer¢né dostupného kitu gPCR Core
kit for SYBR®™ Green | No ROX. Do PCR stripti 0 osmi zkumavkéch bylo pipetovano
16 ul ptipraveného Master mixu. Pouzity byly primery uvedené v kapitole 3.1.8.

Tabulka 11:Master mix pro gPCR (16 ul na 1 vzorek)

Ultracista voda 10,3 pl
10x reak¢niho pufru 2,0 ul
50 nM MgCl; 1,4 ul
5mM dNTP 0,8 ul

Forward primer (5 uM) 0,4 ul

Reverse primer (5 uM) 0,4 ul

SYBR Green | 0,6 pl

Hotgoldstar polymerasa 0,1 ul

Do prvnich 24 zkumavek byly nasledné pridany 4 ul osmibodové kalibrac¢ni fady
v triplikatu. Do ostatnich zkumavek byly pipetovany 4 ul cDNA ziskané v kapitole 3.2.5.

Posledni tfi zkumavky obsahovaly misto cDNA 4 pl ultracisté vody, ktera slouzila jako
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negativni kontrola. PCR stripy byly uzavieny, promichany, kratce stoceny a nasledné

vlozeny do RT-PCR cykléru s nastavenym teplotnim programem (Tab. 9).

Po skonc¢eni nastaveného programu RT-gPCR byly vyhodnoceny kiivky tani,
amplifikacni kiivky a hodnoty Ct.

3.2.10 SDS-PAGE elektroforéza
3.2.10.1 Piiprava gelii

Pro ptipravu gelu je nutné vlozit dvé skla: elektroforetické a kryci sklo do drzaku
a jejich spodni Cast zajistit parafilmem. Takto spojend skla byla vloZzena do nalévaciho

stojanku.

Prvni byl pfipraven roztok pro separa¢ni gel (Tab. 12), ktery byl promichan
aihned nalit mezi skla asi do % jejich vysky. Gel byl pfevrstven malym mnoZzstvim

destilované vody a nechal se polymerovat alespon 30 az 40 minut.

Tabulka 12: Navod na pripravu 0,75 mm separacniho gelu (12,7%)

Ultracista voda 1,6 pl

1,5 M Tris — HCI, pH 8,8 1,25 ul

10% SDS 50 pl
30% roztok akrylamidu 2,1 ul
10% APS 50 pl
TEMED 2,5u

Po zpolymerovani gelu byla opatrné slita destilovana voda. Prostor po sliti
destilované vody byl osusen filtratnim papirem. Nasledné byl pfipraven roztok
zaosttovaciho gelu (Tab. 13). Roztok byl promichan a ihned nalit mezi skla, dokud
hladina nedosahla horniho okraje kryciho skla. Mezi skla do gelu byl vlozen hiebinek.

Polymerace zaostfovaciho gelu trvala 90 minut.
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Tabulka 13: Navod na pripravu 0,75 mm zaostFovaciho gelu (4%)

Ultracista voda 953 ul

0,5M Tris— HCI, pH 6,8 | 391 pl

10% SDS 16 pl
30% roztok akrylamidu 203 ul
10% APS 32 ul
TEMED 1,6 ul

3.2.10.2 Priprava pozitivnich kontrol a vzorki

Jako vzorky byly pouzity lyzaty jednotlivych bungk s inhibitory v mnozstvi 20,
30, 50 pg proteinu. Jako pozitivni kontrola byly pouzity 3 pl AKR1C3 (zasobni
koncentrace 1,3 mg/ml). Do prvni jamky bylo vzdy napipetovano 5 ul molekulového

markeru.

Ke vzorkim byly pfidany 3 pl vzorkového pufru s 2-merkaptoethanolem
a doplnény pomoci 0,2 mM draselno-fosfatového pufru tak, aby vSechny vzorky mély
stejny objem. VSechny vzorky byly nasledné vlozeny do piedehiatého termomixéru
(95 °C), kde byly ponechany po dobu 3 minut. Pted aplikaci na gel byly kratce stoceny

v centrifuze.
3.2.10.3 Elektroforéza

Z gelu byl odstranén hiebinek a parafilm. Skla s gelem byla vyjmuta z drzaku
a byly ptfendany do elektroforetické cely tak, aby kryci sklo smétovalo dovnitt. Vnitini
prostor cely byl naplnén zfedénym elektrodovym pufrem (Tab. 2). Do prvni jamky bylo
naneseno 5 pul molekulového markeru, dale vzorky a pozitivni kontrola. Prazdné jamky

byly zaplnény elektrodovym pufrem. Cela byla vloZena do elektroforetické nadoby.

Do této nadoby byl nalit elektrodovy pufr po rysku. Elektrodovy pufr byl téz
doplInén do vnitini cely a systém byl uzavien vikem. Elektroforeticka aparatura byla
pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti. Nejdiive bylo na pfistroji nastaveno

47



konstantni napéti 100 V po dobu 25 minut, vzorky béhem této doby doputovaly na okraj
separac¢niho gelu. Poté bylo napéti zménéno na hodnotu 170 V po dobu cca 90 minut,
vzorky se vtomto Casovém useku dostaly na konec separa¢niho gelu. Po skonéeni
elektroforézy byla vyjmuta cela s gelem, skla byla opatrné rozeviena tak, aby mohla byt
odstranéna vrstva zaostfovaciho gelu. Elektrodovy pufr po skonceni elektroforézy byl
vracen do zdsobni lahve k opétovnému pouziti (na zaklade€ nasich zkuSenosti jej 1ze pouzit

az 5krat). Zhotoveny gel byl namocen do blotovaciho pufru.
3.2.11 Western blotting
3.2.11.1 Priprava blotu a blotovani

Blot se skladal ze 4 vrstev: 2krat porézni houbicka, membrana a gel. Vrstvy byly
skladdny do specidlni kazety v potadi porézni houbicka, membrina, gel a porézni

houbicka (Obr. 11).

7 & Porézni houbicka
] 4- — Gl
< — Membrina
,T,dfrf,,f*,”/*y /1 7 B Porézni houbicka

Obrazek 11: Blotovaci sendvic. Popis skldaddani blotu od katodového konce (horni dil)
V poradi: porézni houbicka, gel, membrdna, a porézni houbicka (upraveno dle Internet
11).

Pied skladanim blotu byly komponenty namoceny alespoii na 15 minut do
blotovaciho pufru. Velikost membrany a porézni houbicky musi odpovidat rozmérim
gelu. S membranou bylo manipulovano pouze za pomoci pinzety s tupym koncem, aby
nedoslo k jejimu poskrabani. Do kazety byla vloZena porézni houbicka, ktera byla
uhlazena specialnim valeckem pro odstranéni nadbyte¢ného blotovaciho pufru. Dale byla
z blotovaciho pufru pfenesena blotovaci membrédna tak, aby pod membranou nebyly
vzduchové bubliny. Na blotovaci membranu byl pfenesen gel, ktery byl téz uhlazen

valeckem z diivodu odstranéni vzduchovych bublin. Posledni vrstvou byla druha porézni
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houbicka, ktera téz byla uhlazena valeckem. Pfebytecny blotovaci pufr v kazete byl odsan
buni¢inou. Takto zhotoveny sendvi¢ byl v kazeté¢ ptiklopen vikem a vlozen do
blotovaciho pfistroje. Western blotting byl proveden pii elektrickém napéti 25 V,
konstantnim proudu 1 A po dobu 30 minut.

Po 30 minutach byl blot vyjmut z pfistroje a membrana byla ptfenesena do
nadobky s TBS-T pufrem (Tab. 3) tak, aby ta ¢ast membrany, ktera se dotykala gelu, byla
nahote. Tuzkou byl oznacen molekulovy marker na membrané. Kontrola pfeneseni
proteinlt z gelu na membranu byla detekovana pomoci barveni 0,1% Ponceau S
(Kap. 3.2.11.2).

Gel byl obarven pomoci Coomassie blue (Kap. 3.2.11.4).

3.2.11.2 Kontrola pienosu proteinii na membranu

Do nadobky s membranou byl nalit roztok 0,1% Ponceau S, ktery byl ponechan
po dobu asi 30 sekund. Po uplynuti této doby se objevily rizové prouzky. Barvici roztok
byl vracen zpét do zasobni lahve pro dalsi pouziti a membrana byla odbarvena 10%
kyselinou octovou. Nasledn¢ byla barva odstranéna dikladnym oplachnutim membrany
v TBS-T pufru.

3.2.11.3 Blokovdni membrdny a navdzdni protildatek

Po oplachu membrany v TBS-T pufru byla membrana blokovana pomoci 5%
blokovaciho pufru (5 g BSA ve 100 ml TBS-T) po dobu 90 min na orbitalni tfepacce
(95 rpm) pii laboratorni teploté. Blokovaci pufr byl vracen zpét do zasobni lahve
a membrana byla 2krat promyta TBS-T. Na membranu byl aplikovan roztok primarni
protilatky (Tab. 14), ktery byl inkubovan pifes noc na orbitalni tfepacce (95 rpm)
Vv chladici mistnosti. Primarni protilatka byla vracena zpét do zasobni nadoby, jelikoz ji
Ize dle naSich pfedchozich zkuSenosti pouzit az 5krat. Nutné je vSak takto ziedénou
protilatku uchovat v mraznicce pti -20 °C. Membrana byla nasledné 3krat oplachnuta
pomoci TBS-T pufru a poté byla vtomto pufru ponechana 30 minut

na orbitalni tfepacce. TBS-T pufr byl vzdy po 10 minutach vyménén za novy.

Nasledné byl aplikovan roztok sekundarni protilatky a membréana byla s touto
protilatkou inkubovana po dobu 90 minut na orbitalni tfepacce (95 rpm) pii laboratorni
teploté. Nakonec byla membrana 3krat oplachnuta v TBS-T pufru a byla opét ponechana

30 minut na orbitalni tfepacce v TBS-T pufru, ktery byl ménén po 10 minutach.
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Tabulka 14: Priprava protilatek

AKR1C3

o Krali¢i primarni protilatka proti AKR1C3

protilatka ptidana do 3% BSA v poméru 1:5000
Ize uskladnit pii teploté -20 °C

e Praseci sekundarni protilatka proti krali¢i primarni protilatce

protilatka ptidana do 3% BSA v poméru 1:5000
Ize uskladnit pii teploté -20 °C

p-aktin

e  Mysi primarni protilatka proti S-aktinu

protilatka ptidana do 3% BSA v poméru 1:10000
Ize uskladnit pii teploté -20 °C

o Krali¢i sekundarni protilatka proti mysi primarni protilatce

protilatka ptidana do 3% BSA v poméru 1:20000
Ize uskladnit pii teploté -20 °C

3.2.11.4 Barveni gelii pomoci Coomassie Blue

Gel byl vloZzen do nadoby s 0,25% Coomassie Blue v 10% kyseliné octové.
Barveni probihalo po dobu 20 minut za neustalého kyvani (95 rpm) pfi laboratorni teploté.
Pro odbarveni geli byla pouzita 10% kyselina octova. Poprvé byl gel jen rychle oplachnut
od nejvétsiho mnozstvi modrého barviva, poté jiz byla pravidelné piiblizné¢ po 30
minutach ménéna 10% kyselina octova za Cistou a gel byl ponechan na kyvacce (95 rpm)

az do ziskani ¢istého pozadi.

Scan gelu byl pofizen na GelDocku (BioRad). Gel byl uchovan pro ptipad dalsi

potieby v 1% kyselin¢ octové.

3.2.11.5 Vizualizace

Detekce probihala v temné komote pfi bezpecném svétle. Byl namichan detekéni

systétm V poméru 1:1. Membrana byla osusena od TBS-T pufru a ponechana na
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pracovnim kartonu s folii. Na membranu byl aplikovan detekéni systém, ktery byl na
membrané ponechan 5 minut. Nasledné byla membrana osusena od detek¢éniho systému
a vlozena mezi dv¢ folie. Membrana ve folii byla vloZzena do osvitové kazety ana
aktivovanou stranu byl polozen fotograficky film ve stejné velikosti jako membrana.
V osvitové kazeté byl fotograficky film exponovan po dobu 10 minut. Po uplynuti této
doby byl fotograficky film ponoien do vyvojky a za lehkého kyvani byl zde ponechan do
doby, nez se objevily pruhy. Poté byl fotograficky film oplachnut v destilované vodé
apfendan do ustalovade. Na zavér byl fotograficky film dikladné oplachnut od
ustalovace v destilované vodé. Po oplachu v destilované vodé byl ponechan nékolik

minut na vzduchu k oschnuti.

3.2.11.6 Stripovdani membrany

Membrana byla oplachnuta ve 30 ml stripovaciho pufru po dobu 30 minut za
pokojové teploty na orbitalni tfepacce (95 rpm). Po stripovani byla membrana 3krat
oplachnuta v TBS-T pufru, kdy doslo pravidelné po 10 minutach k vyméné stripovaciho
pufru. Po ukonéeni stripovaciho procesu nasledovalo vloZzeni membrany na 1,5 hodiny
do blokovaciho pufru za stalého kyvani na orbitalni tfepacce (95 rpm) pii laboratorni
teploté a na membranu byla aplikovana primarni protilatka proti S-aktinu. Dale bylo

postupovano stejnym zptisobem jako pii detekci AKR1C3.
3.2.11.7 Statisticka analyza, tvorba grafit a chemickych vzorcii

Ke statistickému vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit Studentiv t-test.
Statisticka analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 7.03 (GraphPad
Software, Kalifornie USA). P-hodnota: **p < 0,01, *p <0,05 (Internet 12).

Grafy v diplomové praci byly vytvotfeny také pomoci programu GraphPad Prism
7.03 (GraphPad Software, Kalifornie USA).

Vzorce CDKi v teoretické Casti byly vytvofeny pomoci ChemBioOffice 2017
(CambridgeSoft, PerkinElmer).
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Stanoveni exprese na urovni mRNA

4.1.1 Priprava vzorki

Pro stanoveni exprese na urovni MRNA byly HepG2 (70x10%) a HL-60 (40x10%)
bunky nasazeny na 12-jamkovou desticku. Pro kazdy CDKi byly vyuzity tfi (izolace RNA
pomoci fenol-chloroformové extrakce a prvni pokus izolace RNA pomoci kitu Direct-
zol™RNA MiniPrep) nebo dvé (druh a tieti izolace RNA pomoci kitu Direct-zol"™RNA
MiniPrep) jamky této desticky. Bunky ovlivnéné stejnym CDKi byly pted vlastni izolaci
RNA spojeny, objem Tri-reagentu byl doplnén na celkovy objem 1 ml a zpracovany jako
jeden vzorek. V ptipadé kontroly bez CDKi byl misto CDKi pipetovan DMSO, coz je

latka, ve které jsou CDKi rozpustény.

RNA byla nejprve izolovana ze vSech ptipravenych vzorkti HepG2 a HL-60 bun¢k
pomoci fenol-chloroformové extrakce. Po izolaci RNA bylo mnozstvi a Cistota RNA
zmétena na Nanodropu. U vSech vzorkd byla cistota RNA ovéfena porovnanim
absorbance pti 260 a 280 nm. V dal$im kroku byla ze vSech vzorkli odstranéna genomova
DNA pomoci DNasy I. Po odstranéni genomové DNA, byla koncentrace a ¢istota RNA

opét zmérena.

Vzhledem knizké koncentraci RNA ziskané pomoci fenol-chloroformové
extrakce (Tab. 15) byl pro dalsi izolaci RNA ze vzorkt HepG2 a HL-60 bunék pouzit kit
Direct-zol™ RNA MiniPrep. U tiech pokusi s HepG2 buiikami a jednoho pokusu
s HL-60 bunkami byla provedena izolace RNA a odstranéni zbytkii genomové DNA za
pouziti kitu Direct-zol™ RNA MiniPrep. Nasledoval piepis do cDNA pomoci reverzni
transkripce. VSechny vzorky pfipravené pomoci kitu Direct-zol™ RNA MiniPrep byly
pouzity pro dal§i méteni (Tab. 16 a 17). Vzorky ziskané cDNA byly uchovany pii -80 °C.
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Tabulka 15: Koncentrace a cistota RNA ziskané z HepG2 a HL-60 bunék pomoci
fenol-chloroformové extrakce. Vysledek udan jako primeér ze dvou opakovini méreni
vzorku + sméerodatna odchylka.

Koncentrace a Cistota
RNA po extrakci
A260/280 | c(ng/uL)
Kontrola
+ +
bez CDKj | 189%007 | 132211
HepG2
Dinaciclib
184 + +112
0,005 upyy | B4E0.05 ] 335+1,
Kontrola
+ +
bez CDKj | 194%0.09 ) 973219
HL-60
Dinaciclib
191+0,14 + 457
0,005 uppy | DOLE0L4] 936+45

Tabulka 16: Koncentrace a cistota RNA ziskané z HepG2 bunék pomoci kitu Direct-zol™
RNA MiniPrep. Vysledek udan jako primeér ze dvou opakovani méreni vzorku =+
smérodatna odchylka.

1. pokus 2. pokus 3. pokus
HepG2 c c c

A260/280 (ng/uL) A260/280 ) A260/280 (ng/uL)
Kontrola 1,99 547,5 1,92 153,6 1,95 82,8
bez CDKIi +0,08| +£51,34 +0,03| +£12,11 +0,19 + 7,10
Purvalanol A 1,85 630,9 1,96 455,7 1,99 479,8
(10 pM) +0,14 | +£51,10 +0,14 | +33,10 +0,11 + 6,67
Roscovitin 1,84 1641,0 1,94 723,6 1,95 718,2
(10 pM) +0,11| +£78,11 +0,17 | +£10,12 +0,15 + 5,34
Dinaciclib 1,96 528,3 1,98 4443 1,98 399,6
(0,005 nM) +0,07 | +£22,10 +0,12 | +£23,12 +£0,01 | +£22,10
AZD5438 1,98 469,2 1,93 228,0 1,99 205,9
(1 nM) +0,02 | +£15,33 +0,11| +20,18 + 0,02 +9,10
R547 1,96 902,1 1,92 108,9 1,89 191,2
(0,1 pM) +£0,13 | +£34,11 £0,11 | +10,19 +0,08 | +3,46
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V prvnim pokusu byly pro kazdy CDKi pouzity tii jamky 12-jamkové desticky,
ve druhém a tfetim pokusu pouze jamky dvé. Z tohoto divodu je patrny rozdil

V koncentraci RNA mezi prvnim a dalsimi dvéma pokusy.

Tabulka 17: Koncentrace a cistota RNA ziskané z HL-60 bunék pomoci kitu Direct-zol™
RNA MiniPrep. Vysledek je uddan jako primér ze dvou opakovini méreni vzorku =+
smeérodatna odchylka.

HL- 60 1 pokus
A260/280 C (ng/nL)

Kontrola 1,92+ 0,14 58,95+ 2,10
bez CDKi
Purvalanol A 1,92 £ 0,02 77,4+ 8,10
(10 pM)
Roscovitin 1,94 £ 0,03 103,5 + 4,54
(10 pM)
Dinaciclib 1,99+ 0,04 | 208,65 + 10,01
(0,005 pM)
AZD5438 1,93+ 0,06 45,9 +2,01
(1 pM)
R547 1,92 + 0,02 90,3+3,11
(0,1 pM)

Pii praci s buikami HL-60 byly pro kazdy CDKi pouzity tii jamky 12-jamkové
desticky. Pouze dinaciclib byl nanesen do péti jamek z divodu ocekavané vyssi toxicity

vici pouzité bunécné linii.
4.1.2 Integrita cDNA

Integrita ziskané cCDNA byla u vSech vzorkll stanovena pomoci metody
37: 5" assay. U této metody jsou za dostate¢né kvalitni povazovany vzorky s hodnotami
v rozmezi 1-10. U v8ech zkoumanych vzorki byla tato podminka splnéna (Tab. 18 a 19),

a proto mohly byt pouzity pro RT-gPCR.
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Tabulka 18: Vysledky merent integrity CDNA HepG2 bunék pomoci metody 3° : 5 assay.
Vysledek udan jako primeér ze tri opakovani méreni VZorku + smeérodatnd odchylka.

HepG2 1. pokus 2. pokus 3. pokus
3’: 5'pomér
Kontrola bez CDKi 540+0,21 | 1,20+£0,03 | 5,18+0,19
Purvalanol A (10 pM) 299+0,15| 3,08+0,20 | 3,30+0,28
Roscovitin (10 pM) 289+0,21| 151+0,15| 3,08+0,13
Dinaciclib(0,005 pM) 6,20+£045| 6,64+0,59 | 6,51+0,51
AZD5438 (1 pM) 319+0,31| 1,11+0,11 | 3,29+0,10
R547 (0,1 pM) 8,77+0,81 | 7,89+0,10 | 8,12+0,20

Tabulka 19: Vysledky méreni integrity cDNA HL-60 bunek pomoci metody 3 : 5 assay.
Vysledek udan jako primeér ze tii opakovani méreni Vzorku + smérodatna odchylka.

TG 1. pokus

37:5'pomér
Kontrola bez CDKi 6,10 +0,58
Purvalanol A (10 pM) 6,29 £0,33
Roscovitin (10 pM) 7,23+0,34
Dinaciclib (0,005 pM) 4,44+0,21
AZD5438 (1 pM) 4,14+0,39
R547 (0,1 pM) 5,28 + 0,24

4.1.3 Kvantitativni PCR v realném case

Stanoveni exprese mRNA enzymi AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2
a CBR1 byla stanovena pomoci kvantitativni PCR v realném case (RT-gPCR). Jako
fluorescen¢ni barvivo byl pouzit SYBR GREEN I, ktery je soucasti kitu pro PCR
(Eurogentec). Pro kazdy enzym byla nejprve ovéfena specifita primert. Méfeni

jednotlivych vzorki probihalo v triplikétech.
4.1.3.1 Ovéreni specifity primerit

U enzymi AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2 a CBR1 byla specifita

navrzenych primert ovéfena pomoci analyzy kiivek tani métenych vzorkl. V ptipadé
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ptitomnosti specifického produktu je zaznamendm u kiivky tani pouze jeden pik, ktery

znadi pfitomnost tvorby jednoho specifického produktu.

Kiivka tani u vSech vzorkl s pouzitim navrzenych primera disponovala pouze
jednim vrcholem. Tim byla Vv jednotlivych méfenich dokéazana pfitomnost jen jednoho

produktu. Teploty tani jsou uvedeny v tabulce 20.

Tabulka 20: Rozmezi Tm jednotlivych produktii enzymui

Tm (°C)
AKR1A1 82-83
AKR1B10 79-80
AKR1C3 81-82
AKR7A2 8889
CBR1 88-89

4.1.3.2 Ovéreni validity vysledkii

Ovéfeni validity vysledkd prob&hlo po kazdém meéfeni analyzou kalibra¢ni
kiivky. U kazdé kalibracni kiivky byl posouzen korela¢ni koeficient a byla ovéfena

efektivita reakce.

Efektivita spravné provedené reakce by se méla pohybovat v rozmezi 90-110 %.
Kalibra¢ni kiivka by méla byt linearni a absolutni hodnota korela¢niho koeficientu by
méla byt vrozmezi 0,98-1. Jako ptiklad je na obrdzku 12 uvedena kalibra¢ni kiivka
enzymu AKRI1CS3. Vsechny vysledky zafazené do vyhodnoceni exprese mRNA
jednotlivych enzymu byly ziskany z méfeni s efektivitou v daném rozmezi S linedrni

kalibra¢ni kfivkou a s korelacnim koeficientem v odpovidajicim rozmezi.
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Obrazek 12: Kalibracni kiivka znazornujici zavislost Ct hodnot na mnozstvi kopii mMRNA
enzymu AKR1C3. Korelacni koeficient je 0,990 a efektivita 110 %.

4.1.4 Vyhodnoceni vlivu CDKi na expresi mRNA antracyklinreduktas

Vliv CDKi na expresi mRNA antracyklinreduktas byl vyhodnocen metodou
absolutni kvantifikace. Z kazdého méteni byly vyhodnoceny hodnoty Ct, které
odpovidaly mnozstvi kopii MRNA enzymi AKR1Al, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2
a CBR1. Hodnoty Ct (cycle of treshold, cyklus prahu) vzorkti byly pfepocteny na
mnozstvi kopii MRNA daného enzymu na 1 ng celkové RNA dle kalibra¢ni piimky

sestrojené z osmi bodu.
4.1.4.1 Vliv CDKi na expresi mRNA antracyklinreduktas u HepG2 bunééné linie

Vliv studovanych CDKi (dinaciclibu, AZD5438, roscovitinu, purvalanolu A
a R547) na expresi mRNA enzymi AKR1A1, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2 a CBR1

byl nejprve vyhodnocen u HepG2 bunééné linie.
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4.1.4.1.1 Vliv CDKi na expresi mRNA enzymu AKR1A1

Exprese mMRNA enzymu AKR1A1 u HepG2 bun¢k ovlivnénych pisobenim CDKi

byla porovnana s expresi MRNA enzymu AKR1A1 v kontrolnim vzorku, kde byl misto
CDKi pouzit ¢isty DMSO. Statisticky vyznamny pokles exprese AKRIA1 byl

zaznamenan u purvalanolu A a roscovitinu (Tab. 21, Obr. 13).

Tabulka 21: Vliv CDKi na expresi enzymu AKR1A1 na urovni mRNA

Pocet kopii AKR1A1 /1 ng celkové RNA
HepG2 pramér
1. pokus 2. pokus 3. pokus | ze tfi pokusi
+=SD
Kontrola bez CDKIi 11163 +£933| 11465+ 76812096 +£825| 11575+476
Purvalanol A (10 pM) 8704 +825| 7015+245| 9136 +659| 8285+1121
Roscovitin (10 pM) 1442 £ 691 | 4228 +242| 1381 +£536| 2350+ 1626
Dinaciclib (0,005 pM) | 17162 +£441| 9835+616|13721 + 886 | 13572 + 3665
AZD5438 (1 uM) 8697 £198| 5571 £918| 6717328 | 6995+ 1581
R547 (0,1 pM) 11361 £457| 3073 £244| 6792 +622| 7054 +4153
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Obrazek 13: Graf zndzornujici VIiv CDKi na expresi mRNA enzymu AKRI1A1. Statisticka

vyznamnost

byla hodnocena pomoci Studentova

t-testu, **p <0,01,*p <0,05,

ns: statisticky nevyznamné (not significant)
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41.4.1.2 Vliv CDKi na expresi mRNA enzymu AKR1B10

Exprese mRNA enzymu AKR1B10 u HepG2 bun¢k ovlivnénych pisobenim
CDK:i byla porovnana s expresi mRNA AKR1B10 v kontrolnim vzorku, kde byl misto
CDK:i pouzit ¢isty DMSO. Ke statisticky vyznamnému poklesu exprese AKR1B10 doslo

pouze Vv pfitomnosti roscovitinu (Tab. 22, Obr. 14).

Tabulka 22: Vliv CDKi na expresi enzymu AKRIB10 na urovni mRNA

Pocet kopii AKR1B10 / 1 ng celkové RNA
HepG2 priumér
1. pokus 2. pokus 3. pokus ze tFi pokusii
+ SD
Kontrola bez CDKi 730 £ 102 549 £21 832+ 75 704 + 143
Purvalanol A (10 pM) 912 £ 12 476 +4,1 900 £ 93 763 + 248
Roscovitin (10 pM) 107 £ 18 397+ 112 266 + 64 257 £ 145
Dinaciclib (0,005 pM) 961 + 84 1077 £ 42 87772 972 £ 100
AZD5438 (1 pM) 908 £160 738 £ 25 668 + 48 771 £ 123
R547 (0,1 pM) 673+ 178 169+ 6 495 £ 145 446 + 256
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Obrdazek 14: Graf znazornujici viiv CDKi na expresi mRNA enzymu AKR1B10. Statisticka
vyznamnost byla hodnocena pomoci Studentova t-testu, *p < 0,05, ns: statisticky
nevyznamné (not significant)
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41413

Vliv CDKi na expresi mRNA enzymu AKR1C3

Exprese MRNA enzymu AKR1C3 u HepG2 buné¢k ovlivnénych ptisobenim CDKi

byla porovnana s expresi mRNA AKRI1C3 v kontrolnim vzorku, kde byl misto CDKi

pouzit Cisty DMSO. V piipadé AKR1C3 nebyla zaznamendna statisticky vyznamna

zména (Tab. 23, Obr. 15).

Tabulka 23: Viiv CDKi na expresi enzymu AKR1C3 na virovni mRNA

Pocet kopii AKR1C3 /1 ng celkové RNA

HepG2 prumér
1. pokus 2. pokus 3. pokus | ze tFi pokusii
+ SD

Kontrola bez CDKi 8349+ 621 | 16493 + 1244 | 12456 £ 77 | 12433 +£4072
Purvalanol A (10 pM) | 14966 =966 | 11493 £1759 | 7028 £272 | 11162 £+ 3979
Roscovitin (10 pM) 8328 £367 | 7926+ 1759 | 3233+245| 6496 +£2833
Dinaciclib (0,005 pM) | 20834 + 966 | 10526 + 1759 | 19202 +£272 | 16854 + 5541
AZD5438 (1 pM) 8328 + 645 335241 | 3817+248 | 5166+2748
R547 (0,1 pM) 4055 + 389 8939 £ 828 | 5689 +244 | 6228 £ 2485
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Obrazek 15: Graf znazornujici vliiv CDKi na expresi mRNA enzymu AKRIC3. Statisticka
vyznamnost byla hodnocena pomoci Studentova t-testu, ns: statisticky nevyznamné (not

significant)
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Vliv CDKIi na expresi mRNA enzymu AKR7A2

Exprese mMRNA enzymu AKR7A2 u HepG2 bunc¢k ovlivnénych pisobenim CDKi

byla porovnana s expresi mRNA AKR7A2 v kontrolnim vzorku, kde byl misto CDKi

pouzit ¢isty DMSO. V piipadé AKR7A2 byl zjistén statisticky vyznamny pokles pfi

pouziti purvalanolu A a roscovitinu (Tab. 24, Obr. 16).

Tabulka 24: Viiv CDKi na expresi enzymu AKR7A42 na urovni mRNA

Pocet kopii AKR7A2 /1 ng celkové RNA
HepG2 priumér
1. pokus 2. pokus 3. pokus ze tFi pokust
= SD

Kontrola bez CDKi 638 + 63 993 + 25 968 + 56 866 + 198
Purvalanol A (10 pM) 372 £33 234 +29 263 + 88 290 + 73
Roscovitin (10 pM) 54+ 14 518 +12 280 £ 45 284 +£232
Dinaciclib (0,005 pM) 758 £17 739 £ 58 798 + 39 765 + 30
AZD5438 (1 pM) 760 +88 823+ 14 837 + 86 807 + 41
R547 (0,1 pM) 744 + 45 367 +21 588 £ 53 566 + 189
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Obrazek 16: Graf znazornujici viiv CDKi na expresi mRNA enzymu AKR7A2. Statisticka
vyznamnost byla hodnocena pomoci Studentova t-testu, *p < 0,05, ns: statisticky

nevyznamné (not significant)
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Vliv CDKIi na expresi mRNA enzymu CBR1

Exprese mRNA enzymu CBR1 u HepG2 bun¢k ovlivnénych ptisobenim CDKi

byla porovnana s expresi mRNA CBR1 v kontrolnim vzorku, kde byl misto CDKi pouzit

¢isty DMSO. V ptipadé CBR1 byl statisticky vyznamny pokles zjis§tén pouze v piipadé
pouziti roscovitinu (Tab. 25, Obr. 17).

Tabulka 25: Vliv CDKi na expresi enzymu CBRI na urovni mRNA

Pocet kopii CBR1 / 1 ng celkové RNA
HepG2 prumér
1. pokus 2. pokus 3. pokus ze tii pokusu
= SD
Kontrola bez CDKi 114 +2 66 +£2 88+ 12 89 £ 24
Purvalanol A (10 pM) 98+ 6 44 + 15 77+ 8 73 £27
Roscovitin (10 pM) 11+2 28+ 2 20£5 20+9
Dinaciclib (0,005 pM) 164+ 1 103 +7 107 + 31 125 + 34
AZD5438 (1 pM) 51 +2 32+1 40+ 6 41+£10
R547 (0,1 pM) 93 +1 13+1 53+4 53 +£40
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Obrazek 17: Graf znazornujici vliiv CDKi na expresi mRNA enzymu CBR1. Statistickad
vyznamnost byla hodnocena pomoci Studentova t-testu, *p < 0,05, ns: statisticky
nevyznamné (not significant)
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4.1.4.2 Vliv CDKi na expresi mRNA antracyklinreduktas u HL-60 bunécéné linie

Vliv CDKi na expresi mRNA enzymi AKR1AL, AKR1B10, AKR1C3 a AKR7A2
byl hodnocen dale u HL-60 bunééné linie. Pomoci RT-qPCR bylo zjisténo, Ze buné¢na
linie HL-60 exprimuje velmi malé mnozstvi téchto aldo-keto reduktas (Obr. 18). Vyssi
exprese byla patrna pouze u AKRIAIL. Stanoveni vlivu CDKi na expresi
antracyklinreduktas na arovni mRNA bylo tedy provedeno pouze jedenkrat a pokus nebyl
opakovan. Z diuvodu, Ze se jednalo pouze 0 jeden pokus, nebyla provedena ani statisticka
analyza. Nizkou expresi potvrdilo nasledn¢ stanoveni exprese AKR1C3 na urovni
proteinu metodou Western blotting (Kap. 4.2.4). Z divodu nedostate¢ného mnozstvi

vzoreCkl bohuzel nebylo mozné provést stanoveni exprese enzymu CBR1.
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Obrazek 18: Graf zndzornujici viiv CDKi na expresi mRNA antracyklinreduktas u HL-60
bunécné linie. Z duvodu nedostatecného mnozstvi vzorecku nebylo provedeno stanoveni
exprese enzymu CBR1. Hodnoty jsou ziskany pouze z jednoho pokusu.
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4.2 Stanoveni exprese na urovni proteinu
4.2.1 Western blotting

Exprese enzymu na Grovni proteinu byla stanovena pomoci metody Western
blotting s chemiluminiscen¢ni detekei. Jako vzorky byly pouzity proteiny z HepG2 a HL-
60 bun¢k ovlivnénych CDKIi. Pro stanoveni exprese na urovni proteinu byly HepG2
(140x10% a HL-60 (80x10%) buiiky nasazeny na 6-jamkovou desti¢ku. Pro kazdy CDKi
byly vyuzity dvé jamky této desticky. Bunky ovlivnéné stejnym CDKi byly pied vlastni
izolaci RNA spojeny a zpracovany jako jeden vzorek. V pifipadé¢ tietiho pokusu byly
vzoreCky zakoncentrovany. V piipad¢ kontroly bez CDKi byl misto CDKi pipetovan
DMSO, coz je latka, ve které¢ jsou CDKi rozpustény. Vzorky byly dale zpracovany podle
metodiky popsané v kapitole 3.2.1 a 3.2.2. U vzorki byla zméfena koncentrace a nasledné

byly pouzity pro stanoveni exprese antracyklinreduktas na urovni proteinu.

Homogenni vzorky proteinu byly nejprve rozdéleny pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a nasledné byl proveden ptfenos na blotovaci membranu. Kontrola
spravnosti pfenosu proteini na membranu byla ovéfena obarvenim blotovaci membrany
pomoci Ponceau S. Spravnost navazani protilatky byla ovéfena pomoci pozitivni
kontroly, kterou byla rekombinantné piipravena AKR1C3. V pfipadé AKR1C3 lze na
gelu a na blotu ocekavat prouzek piiblizné ve velikosti 37 kDa (Matsunaga a kol. 2006).
V ptipad¢ rekombinantni AKRIC3 jesté¢ z divodu histidinového tagu o 1 kDa vice.
Velikost p-aktinu je ptiblizné 42 kDa (Yao a kol. 2006).

4.2.2 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu u jednotlivych pokusi s bunéénymi kulturami byla stanovena
metodou dle Bradfordové (Bradford 1976). Ziskané koncentrace proteinti z bunék HepG2
a HL-60 jsou uvedeny v tabulce 26 a 27.
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Tabulka 26: Koncentrace proteinu u jednotlivych vzorkit HepG2 bunék

HepG2 1. pokus | 2.pokus 3. pokus
Koncentrace (mg/ml)
Kontrola bez CDKi 3,09 515 23,93
Purvalanol A (10 pM) 3,73 3,28 25,01
Roscovitin (10 pM) 6,36 1,90 18,49
Dinaciclib (0,005 pM) 4,89 4,55 22,46
AZD5438 (1 pM) 3,77 0,72 31,79
R547 (0,1 pM) 5,30 2,32 20,47

Tabulka 27: Koncentrace proteinu u jednotlivych vzorki HL-60 bunék

- 1 pokus
Koncentrace (mg/ml)
Kontrola bez CDKi 1,80
Purvalanol A (10 pM) 119
Roscovitin (10 pM) 2,35
Dinaciclib (0,005 pM) 1,63
AZD5438 (1 pM) 2,64
R547 (0,1 pM) 2,85

4.2.3 Stanoveni exprese AKR1C3 na urovni proteinu v HepG2 buiikach

4.2.3.1 Optimalizace detekce proteinu AKR1C3 v HepG2 buiikdch

Nejprve bylo optimalizovano mnozstvi nanaSeného proteinu na jamku

separacniho gelu.

Lyzaty ziskané z HepG2 bunék byly nanaseny ve tfech riznych mnozstvich 50 pg,
30 pga 20 pg na jamku gelu. Jako primarni protilatka proti AKR1C3 byla pouzita krali¢i
protilatka v fedéni 1:5000 v 3% BSA. Sekundéarni protilatka byla zvolena praseci
protilatka proti krali¢i protilatce s fedénim 1:5000 v 3% BSA. Redéni protilatek bylo

zvoleno dle doporuceni vyrobce protilatek.
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Z divodu pouziti sekundarni protilatky s konjugovanou kienovou peroxidasou
byl pro detekci zvolen Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent.
Detek¢ni systém se sklada ze dvou roztoku — A (luminolu) a B (peroxidu) (Tab. 3). Tyto
dv¢ Cinidla byla smichdana v poméru 1:1, smés byla nanesena na mebranu a vznikla
chemiluminiscence byla zachycena fotograficky film. Detekce probihala v temné komote

Vv prostiedi osvétleném bezpenym svétlem.

Ke stanoveni optimalniho mnozstvi proteinu byly pouzity nejprve HepG2 bunky
ovlivnéné CDKi z prvniho pokusu V mnozstvi 50 ug proteinu na jamku (Obr. 19). Jako
kontrola, ze do kazdé jamky bylo naneseno Stejné mnozstvi lyzatu byl pouzit S-aktin.
Jedna se o strukturalni protein, ktery je produktem tzv. house-keeping genu, tedy genu,
jehoz exprese by méla byt u vSech vzorkl stejnd. Tento f-aktin umoziuje zaroven
kvantifikaci stanovovanych proteint.. Pfed nanesenim primarni protilatky proti g-aktinu
byla membrana nejprve ostripovana (Kap. 3.2.11.6). Po ostripovani membrany a blokaci
vV 5% BSA, byla membrana inkubovéana ptes noc v chladu s mysi primarni protiladtkou
proti p-aktinu v fedéni 1:10000 v 3% BSA. Sekundarni protilatkou proti primarni mysi
protilatce byla krali¢i protilatka v fedéni 1:10000 v 3% BSA. Inkubace se sekundarni
protilatkou probihala 90 minut pii pokojové teploté. Detekce probehla za stejnych

podminek jako vizualizace v prikazu pfitomnosti AKR1C3 (Obr. 19).

Obrazek 19: Exprese proteinu AKR1C3 v HepG?2 buiikach (A). Detekce [-aktinu (B).
Lyzaty HepG2 bunék byly nandseny v mnozstvi 50 ug proteinu na jamku. Pred aplikaci
primarni  protilatky proti  f-aktinu  bylo provedeno stripovani membrany.
Kontrola — kontrola bez CDKIi, DC — Dinaciclib (0,005uM), AZD — AZD5438(1 uM),
RV — Roscovitin (10 uM), PURV — Purvalanol A (10 uM), R547 (0,1uM),
C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni AKRIC3 (3 ul)

Intenzita jednotlivych prouzki pfi nandSeni 50 pg proteinu na jamku se zdéla
ptilis vysoka. Z tohoto diivodu bylo mnozstvi proteinu snizeno na 30 pg (Obr. 20). Pied

nanesenim primarni protilatky proti f-aktinu byla membrana opét ostripovana (Obr. 20).
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Obrdazek 20: Exprese proteinu AKR1C3 v HepG2 burikdch (A). Detekce f-aktinu (B).
Lyzaty HepG2 bunék byly nandseny Vv mnozstvi 30 ug proteinu na jamku. Pred aplikaci
primarni  protilatky  proti  f-aktinu  bylo provedeno stripovani membrany.
Kontrola — kontrola bez CDKi, DC — Dinaciclib (0,005uM), AZD — AZD5438 (1 uM),
RV — Roscovitin (10 uM), PURV — Purvalanol A (10 uM), R547 (0,1uM),
C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni AKRI1C3 (3 ul)

Téz pii nanaSeni 30 pg proteinu na jamku byla intenzita ziskanych prouzki
pomérné vysoka. Mnozstvi nanaSeného proteinu proto bylo snizeno na 20 pg

(Obr. 21). Pied nanesenim primarni protilatky proti f-aktinu bylo provedeno stripovani

membrany (Obr. 21).
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Obrazek 21: Exprese proteinu AKR1C3 v HepG2 burnikach (A). Detekce p-aktinu (B).
Lyzaty HepG?2 bunék byly nandseny v mnozstvi 20 ug proteinu na jamku. Pred aplikaci
primarni  protilatky proti  f-aktinu  bylo provedeno stripovani membrany.
Kontrola — kontrola bez CDKi, DC — Dinaciclib (0,0054M), AZD — AZD5438 (1 uM),
RV- Roscovitin (10 M), PURV - Purvalanol A (10 uM), R547 (0,1uM),
C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni AKRI1C3 (3 ul)

Z obrazku 21 je patrné, ze v piipadé nanaSeni 20 pg bilkoviny na jamku doslo
béhem stripovani membrany nejen k odmyti primarni a sekundarni protilatky pouzitych
K prikazu exprese AKRI1C3, ale téz k vymyti ostatnich bilkovin pfenesenych
na blotovaci membranu. Z tohoto diivodu bylo upusténo od stripovani membrany

pied detekci f-aktinu.
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4.2.3.2 Stanoveni vlivu CDKIi na expresi proteinu AKR1C3 v HepG?2 burikdch

Stanoveni vlivu CDKi na expresi enzymu AKR1C3 v HepG2 bunkach bylo
provedeno pro tii nezavislé pokusy. Na obrazku 22 a 23 jsou uvedeny bloty ze tictiho
nezavislého pokusu. Pred prikazem pg-aktinu nebyla membrana stripovana.
Pred aplikaci primarni protilatky proti p-aktinu byla provedena detekce

chemiluminiscence expozici na fotograficky film (Obr. 22).

37kDa = T -
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Obrazek 22: Exprese proteinu AKR1C3 v HepG2 burnkdach v mnozstvi 20 ug bilkoviny na
jamku. Kontrola — kontrola bez CDKi, PURV - Purvalanol A (10 uM),
RV — Roscovitin (10 uM), R547 (0,1uM), DC — Dinaciclib (0,0054M), AZD — AZD5438
(1 uM), C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni AKRIC3 (3 ul)

Misto stripovani byla membrana pouze 3x oplachnuta v TBS-T pufru
ana 90 minut ponofena do 5% BSA. Membrana byla nasledné 2x promyta TBS-T pufrem
a na membranu byla aplikovana primarni a sekundarni protilatka proti p-aktinu.
Po aplikaci sekundarni protilatky proti p-aktinu byla opét provedena detekce
chemiluminiscence expozici na fotograficky film (Obr. 23). Jak je patrné z obrazku 23,

na membrané bylo po tomto kroku mozné prokazat AKR1C3 i pf—aktin zaroven.
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Obrazek 23: Exprese proteinu AKRIC3 a p-aktinu v HepG?2 burikach. Lyzaty HepG2
bunéek byly nanaseny v mnozZstvi 20 ug proteinu na jamku. Pred aplikaci primdrni
protilatky ~ proti  p-aktinu nebylo  provedeno stripovani ~ membrany.
Kontrola — kontrola bez CDKi, PURV — Purvalanol A (/0 uM), RV — Roscovitin
(10 uM), R547 (0,1uM), DC — Dinaciclib (0,005uM), AZD — AZD5438 (1 uM),
C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni AKR1C3 (3 ul)



4.2.3.3 Kvantifikace vlivu CDKi na expresi proteinu AKR1C3 v HepG?2 buiikdch

K relativni kvantifikaci byly vyuzity bloty ziskané ze tfi nezdvislych pokust.

Lyzaty byly nanaseny na gel v mnozstvi 20 pg na jamku gelu.

Mnozstvi proteinu bylo stanoveno s vyuzitim volné dostupného softwaru Image

Studio Lite (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) porovnanim intenzity prouzku
na fotografickych filmech (Internet 13). Exprese proteinu AKR1C3 v HepG2 burikach

ovlivnénych CDKi byla porovnana s kontrolnim vzorkem bez CDKi (Tab. 28,

Obr. 24). K normalizaci exprese byl vyuzit S-aktin.

Tabulka 28: Viiv CDKi na expresi proteinu AKRIC3 u HepG2 bunécné linie

Relativni exprese proteinu AKR1C3 (%)

HepG2 priumér
1. pokus 2. pokus 3. pokus ze tFi pokust
+ SD
Kontrola bez CDKi 100 100 100 100
Purvalanol A (10 pM) 85 125 99 103 + 20
Roscovitin (10 pM) 81 123 89 98 £ 22
Dinaciclib (0,005 pM) 61 77 150 96 + 48
AZD5438 (1 pM) 75 98 127 100 + 26
R547 (0,1 pM) 56 82 112 83 +£28
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Obrazek 24 Graf znazornujici viiv CDKi na expresi proteinu AKRIC3 u HepG2 bunécné
linie. Statisticka  vyznamnost byla hodnocena pomoci  Studentova  t-testu,
ns: statisticky nevyznamné (not significant)

4.2.4 Stanoveni exprese AKR1C3 na urovni proteinu v HL-60 buiikach

Stanoveni vlivu CDKIi na expresi AKR1C3 na urovni proteinu bylo s buné¢nou linii
HL-60 provedeno pouze jednou. Lyzaty HL-60 bunék byly nanaseny v mnozstvi 50 pg
proteinu na jamku. Toto mnozstvi bylo zvoleno na zakladé vysledkt RT-qPCR.
Spravnost detekce byla ovétena prikazem pozitivni kontroly, kterou byla rekombinantné
ptipravena AKR1C3. Pted aplikaci primarni protilatky proti p-aktinu nebylo provedeno
stripovani membrany (Obr. 25).

37 kDa -

Obrazek 25: Exprese proteinu AKR1C3 v HL-60 bunikdch. Lyzaty HL-60 bunék byly
nanaseny v mnozstvi 50 ug proteinuna jamku. C3 — Pozitivni kontrola — rekombinantni
AKRIC3 (3 ul)
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Obrazek 26: Exprese p-aktinu v HL-60 bunécné linii. Lyzdaty HL-60 bunék byly nandseny
vV mnozstvi 50 ug proteinu na jamku. Pred aplikaci primdrni protilatky proti f-aktinu
nebylo provedeno stripovani membrany. Kontrola - kontrola bez CDKi,
PURV - Purvalanol A (10 uM), RV — Roscovitin (10 uM), R547 (0,1uM),
DC — Dinaciclib (0,005 uM), AZD — AZD5438 (1 uM), C3 — Pozitivni kontrola —
rekombinantni AKRIC3 (3 ul)

Jak je vidét na obrazcich 25 a 26, exprese AKR1C3 je u HL-60 bunééné linie velmi
nizka a protein nebyl detekovan ani v jednom ze vzorki. Vzhledem k prikazu S-aktinu
a vyrazné pozitivni kontrole 1ze usoudit, ze samotny Western blotting prob&hl v potadku,
pouze exprese AKR1C3 v HL-60 bunécné linii je natolik nizkd, ze ji nelze zachytit na

fotograficky film.
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5 Diskuze

Na redukci karbonylovych endogennich sloucenin a xenobiotik se podili enzymy
z nadrodin AKR a SDR (Oppermann a Maser 2000). N¢které z téchto enzymd mizeme
nazyvat antracyklinreduktasami, jelikoz dokazi metabolizovat protinadorova 1é¢iva
doxorubicin a daunorubicin na sekundarni alkoholy doxorubicinol a daunorubicinol, které
maji snizené cytotoxické UCinky na nadorové linie a jsou podezielé¢ ze zvySené
kardiotoxicity (Piska a kol. 2017). Mezi nejaktivngjsi antracyklinreduktasy patii
AKR1A1, AKR1B10, AKR1C3, AKR7A2 a CBR1 (Bains a kol. 2010). Souvislost mezi
intracelularni koncentraci daunorubicinolu a expresi antracyklinreduktas byla prokazana
napiiklad u akutni myeloidni leukémie. ZvySena exprese antracyklinreduktas vede ke
snizeni citlivosti nadorovych bun¢k vici antracyklindm (Varatharajan a kol. 2012).
Dal§im vyznamnym vlivem antracyklinreduktasy AKRI1C3 je ovlivnéni syntézy
prostanglandint a tim i proliferace nadorovych bun¢k (Nagata a kol. 2011, Barski a kol.
2008). Proto je dilezité najit vhodné inhibitory antracyklinreduktas a tim eliminovat

rezistenci vuci protinadorovym lékiim (Piska a kol. 2017).

Inhibitory CDKi vykazuji dvoji ucinek na naddorové bunécné linie. Kromé vlastni
protinddorové aktivity ovliviluji metabolismus antracyklintl, a tim i rezistenci buné¢nych
linii. Lécbu inhibitory CDK mizeme pokladat za vhodnou u pacientii vykazujicich
rezistenci na klasicka chemoterapeutika, jelikoz ptisobi cilené. Diky specifickému u¢inku
lze ocekavat také mens$i mnoZstvi nezadoucich vedlejSich ucinkli oproti konvencni
nadorové terapii. Jako piiklad lze uvést dinaciclib, ktery ovlivituje ABC transportéry
a karbonyl redukujici enzymy. Inhibice ABC transportéri a karbonyl redukujicich
enzymi vede ke zvySeni citlivosti antracyklin rezistentnich nadorovych bunck vici

daunorubicinu (Cihalova a kol. 2015, Cihalova a kol. 2013, Hofman a kol. 2014).

Na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové bylo
zjisténo, ze nékteré CDKi jsou schopné inhibovat karbonyl redukujici enzymy. Screening
vybranych CDKi va¢i nejaktivnéj§im antracyklinreduktasam (CBR1, AKRI1Al,
AKR1B10, AKR1C3 a AKR7A2) prokazal vyznamnou inhibici AKR1C3 u AZD5438
(ICs0=9,6 uM), dinaciclibu (ICso = 0,2 uM), purvalanolu A (ICso = 6,6 uM), roscovitinu
(ICs0=2,2 uM) a R547 (ICs0 =43 uM) (nepublikovana data).
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Ackoliv inhibice antracyklinreduktas pfedstavuje jednu z moznosti, jak ptekonat
antracyklinovou rezistenci u nddorovych bun¢k, zmény v expresi téchto enzyml mohou
byt dalSim faktorem, ktery miize vyznamné ovlivnit rezistenci nadorovych bunék vici

antracykliniim.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo experimentalni stanoveni vlivu AZD5438,
dinaciclibu, purvalanolu A, roscovitinu a R547 na expresi AKR1A1l, AKR1B10,
AKRI1C3, AKR7A2 a CBR1 u lidskych bunécnych nadorovych linii. Zkouman byl vliv
CDKIi na expresi vSech téchto péti antracyklinreduktas u nadorovych bunék na trovni
mRNA. Vliv CDKi na expresi antracyklinreduktas na trovni proteinu byl zkouman pouze
pro enzym AKRIC3, tedy enzym, ktery je dle naSich pfedchozich dat t€émito CDKi

inhibovan.

Ke zkoumani vlivu CDKi na expresi antracyklinreduktas byly vybrany bunécné linie
HepG2 a HL-60. HepG2 bunécna linie jsou bunky hepatocelularniho karcinomu jater.
Jedna se o paty nejcastéjsi typ rakoviny po celém svété. V in vitro podminkach rostou
jako monovrstvy v malych agregatech. Bunééna linie HL-60 jsou pievazné neutrofilni
promyelocyty. Jednd se o buiky ziskané z periferni krve od pacientky s akutni
promyelocytarni leukémii (Donato a kol. 2015, Costantitni a kol. 2013, Collins a kol.
1978).

Pii volbé testované koncentrace studovanych CDKi jsme vychazeli z udaji
0 maximalni koncentraci téchto latek v plazmé (Cmax) a Z jejich cytotoxicity vici HepG2
a HL-60 buné¢né linii. Zvoleny byly takové koncentrace, které jsou klinicky dosazitelné
Vv lidské plazmé a zaroven nejsou pro danou bunécnou linii pfili§ toxické. V piipadé
purvalanolu A a R547 jsme kvili nedostatku dat u lidskych pacienti vychazeli Z Cmax

stanovené v pokusech se zviraty.

U HepG2 bunék jsme zaznamenali statisticky vyznamnou zménu v expresi mRNA
antracyklinreduktas zejména v piipad¢ purvalanolu A a roscovitinu. Ke snizeni exprese
AKR1Al a AKR7A2 doslo pouzitim purvalanolu A a roscovitinu. Roscovitin v nasich
pokusech snizoval i expresi mRNA enzymit CBR1 a AKR1B10. Roscovitin a purvalanol
A patii mezi derivaty purinu. Maji tedy podobnou strukturu. Jejich schopnost plisobit na
expresi antracyklinreduktas by mohla pomoci pti pfekonavani antracyklinové rezistence

zpusobené zvySenou expresi téchto enzymi. Mohla by vSak pomoci 1 pii feSeni
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antracyklinové kardiotoxicity, ze které jsou podezielé metabolity téchto 1éciv (dauno-
a doxorubicinol). Bylo popsano, ze v lidském srdci je CBR1 nejvice exprimovanou
antracyklinreduktasou na urovni mRNA a AKR7A2 na uarovni proteinu. CBRI1
a AKR1A1l jsou zéaroven nejvice aktivnimi antracyklinreduktasami. Pied vyvozenim

zaveéru je vSak nutné potvrdit vysledky exprese i na urovni proteinu.

Také v ptipadé AKRI1C3 byl zaznamenan pokles u mRNA ptisobenim purvalanolu
A aroscovitinu. Tento pokles vSak nebyl pfi pouziti Studentova t-testu vyhodnocen jako
statisticky vyznamny. VIiv CDKi na expresi AKR1C3 byl hodnocen i na Grovni proteinu

pomoci metody Western blotting a ani zde nebyla prokazana statisticky vyznamna zmeéna.

Vliv CDKi na expresi mRNA enzymi AKR1A1, AKR1B10, AKR1C3 a AKR7A2
byl studovan také u buné&né linie HL-60. Pomoci RT-qPCR bylo zjisténo, ze bunééna
linie HL-60 exprimuje velmi malé mnozstvi aldo-keto reduktas. Vyssi exprese byla patrna
pouze u AKRIAI. Stanoveni vlivu CDKi na expresi antracyklinreduktas na trovni
mRNA bylo tedy provedeno pouze jedenkrat, pokus nebyl opakovan a nebyla provedena
ani statistickd analyza. Nizkou expresi U AKR1C3 potvrdilo nasledné stanoveni exprese
na urovni proteinu. Z ditvodu nedostateéného mnozstvi vzorecki bohuzel nebylo mozné

provést stanoveni exprese enzymu CBRI1.

Také Desmond a kol. (2003) zaznamenali nizkou expresi AKR1C3 u HL-60
buné¢né linie, ackoliv byli na rozdil od nas schopni detekovat tuto velmi slabou expresi
pomoci Western blottingu. V nasem ptipadé¢ by pro studium vlivu CDKi na expresi
antracyklinreduktas bylo vhodnéjsi pouzit jinou leukemickou bunéénou linii nez HL-60.
Jednou z moznosti je napiiklad bunécna linie K562, u které byla exprese AKR1C3
prokazana (Birtwistle a kol. 2009).

Celou nasi studii by bylo vhodné rozsifit o stanoveni exprese enzymi AKR1AL,
AKR1B10, AKR7A2 a CBR1 na trovni proteinu u bunécné linie HepG2. Dale by bylo
vhodné nalézt jinou leukemickou bunéénou linii, v které by se dal zhodnotit vliv CDKIi

na nami zkoumané antracyklinreduktasy, jak na trovni mRNA, tak na Grovni proteinu.
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6 Zavér

V teoretické ¢asti diplomové prace byly popsany antracykliny — jejich mechanismus
ucinku, metabolismus, kardiotoxicia a rezistence. Byly také ptedstaveny zkoumané
antracyklinreduktasy z nadrodin AKR a SDR. Dale byla vysvétlena funkce
cyklin-dependentnich kinas v bunééném cyklu a vliv jejich inhibitord na nadorova

onemocnénti.
Z praktické casti diplomové prace lze vyvodit nasledujici poznatky:

e Vhodnou metodou pro izolaci RNA z bunéénych linii je extrakce pomoci separa¢nich
kolonek s pouzitim kitu Direct-zol™ RNA MiniPrep. Izolaci pomoci kolonek Ize
ziskat vyssi vytézek nez pii pouziti fenol-chloroformové extrakce.

e U lidské bunécné linie HepG2 doslo ke statisticky vyznamnému snizeni exprese
antracyklinreduktas na arovni mRNA vlivem roscovitinu (10 uM) a purvalanolu A
(10 uM).

o Roscovitin statisticky vyznamné snizil expresi mRNA enzymi AKR1AL,
AKR1B10, AKR7A2 a CBR1.

o Purvalanol A statisticky vyznamné snizil expresi MRNA enzymi AKR1A1
a AKR7AZ2.

e U lidské bunécné linie HL-60 byla exprese na urovni mRNA hodnocena pouze pro
aldo-keto reduktasy. Bylo zjisténo, Ze bunécna linie HL-60 exprimuje velmi mala
mnozstvi téchto enzymi. Vyznamnéjsi exprese byla zaznamenéana pouze u AKRIAL.

e Na urovni proteinu byl u obou bunéénych linii zkouman vliv CDKi pouze na expresi
AKR1C3.

o Bunééna linie HepG2 nevykazovala statisticky vyznamné zmény Vv expresi
AKRI1C3 pod vlivem pouzitych CDKi.
o U buné¢né linie HL-60 byla potvrzena nizka exprese AKR1C3.

Zaverem lze fici, Ze tato diplomova prace pfinesla nové poznatky o vlivu inhibitori
cyklin-dependentnich kinas na expresi nejvice aktivnich antracyklinreduktas. Tyto
poznatky by mohly pomoci pfi dalsim vyzkumu téchto inhibitord i pii hledani dalSich

latek potencialné uc¢innych vici antracyklinreduktasam.
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7 Seznam zkratek

AA
AKR
AKR1Al
AKR1B10
AKR1C3
AKR7A2
AML
ATP
APS
BFB
BSA
CBBG
CBR1
CDK
CDKi
CLL

Ct

DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EGTA
FBS
HMM
GAPDH
NADPH
MDR
ME

MLL gen
PBS

Akrylamid

Aldo-keto reduktasa

Aldo-keto reduktasa rodina 1A ¢len 1
Aldo-keto reduktasa rodina 1B ¢len 10
Aldo-keto reduktasa rodina 1C ¢len 3
Aldo-keto reduktasa rodina 7A ¢len 2
Akutni myeloidni leukémie
Adenosintrifosfat

Persiran amonny

Bromfenolova modf

Bovine Serum Albumin

Coomassie briliant blue G250
Karbonylreduktasa 1
Cyklin-dependentni kinasy

Inhibitory cyklin-dependentnich kinas
Chronické lymfocytarni leukémie
Cycle of treshold

Diethylpyrokarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina
Dichlorodifenyltrichloroetan

Kyselinu ethylendiamintetraoctovou
Kyselina ethylenglykol bis(2-aminoethylether)tetraacetat
Fetalni Bovinni Sérum

Hidden Markovovo pravidlo
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
Nikotinadenindinukleotid fosfat redukovany
Dehydrogenasy/reduktasy se stiedn¢ dlouhym fetézcem
2-merkaptoethanol

Myloid/lymfoid gen

Phosphate Buffered Saline
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PCR

P-gp

p53

RNA
RPMI11640
RT-gPCR
SDR

SDS

TBS
TBS-T
TEMED
TRIS

QR

Polymerasova fetézova reakce

P-glykoprotein

Protein 53

Ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
Kvantitativni polymerasova fetézova reakce v realném Case
Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
Dodecylsiran sodny

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline, Tween 20
N,N,N’,N-tetramethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Chinonreduktasa
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