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1 Uvod

Rakovina prostaty je nejcastéjSim druhem nekutanni rakoviny, ktera se vyskytuje u muzt. Jeji
lé¢ba zahrnuje piedevsim inhibici aktivity androgenniho receptoru, ¢ehoz je dosahovano
snizenim koncentrace muzskych pohlavnich hormonti — dihydrotestosteronu a testosteronu,
které jsou produkovany piedevsim varlaty. U nékterych pacientd vSak nastava problém, kdy
rakovina se stane negativni na androgenni receptor a proliferuje i dale za nizkych koncentraci
muzskych pohlavnich hormont. Je mozné, Ze aktivaci aryl uhlovodikového receptoru lze

zastavit proliferaci rakovinovych bunék a jejich invazivnost.

AhR je transkripéni faktor a mezi jeho ligandy patii metabolity tryptofanu. AhR
zprostiedkovava tadu biologickych funkci napi.: metabolismus xenobiotik. Tato bakalafska
prace se zabyva studiem vlivu methylindoli na AhR: aktivaci receptoru, expresi genil

a produkeci proteind.
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Cile prace
Vypracovani reSerSe na téma bakalatské prace.
Stanoveni proliferace a metabolické aktivity prostatické linie PC-3.
Stanoveni exprese cilovych genti aryl uhlovodikového receptoru metodou qPCR.
Detekce hladiny proteint vybranych cilovych genti aryl uhlovodikového receptoru metodou
western blotting.

Vypracovani bakalaiské prace a multimedialni prezentace k obhajob¢ bakalarské prace.



3 Literarni piehled

3.1 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je celosvétove nejcastejsi druh nekutanni rakoviny u muzi, ktera rocné ¢ita
1 600 000 ptipadl z toho 366 000 smrtelnych (Torre et al., 2015). Touto nemoci trpi nejcastéji
muzi afrického pivodu néasledovani ptivodem evropskym a asijskym. I pfes pokrok, ktery ve
vyzkumu posledni dobou nastal, zastavd kvili neadekvatnim terapiim metastatického
karcinomu prostaty ¢i naopak nadmérné péci u benigni formy rakovina vyznamnym problémem

pro nemocné muze (Wang et al., 2018).

Prostata (pfedstojna zlaza) je nejvétsi muzskou ptidatnou zlazou reprodukéni soustavy. Nachazi
se u vyvodi mocového méchyte a obklopuje ¢ast mocové trubice, do které dodava tekutinu pfi
ejakulaci. Prostata se sklad4 ze dvou hlavnich ¢asti: stromatu a epitelové tkdné. Bunky, které
se nachazi ve stromatu, se vyznamné podili na homeostaze celé zlazy, naopak bunky epitelu

vykonavaji funkci sekrece (Aaron et al., 2016; Alshahrani et al., 2013).

Lidska prostata se podle obsahu tkané sklada ze tii zon: periferni (zde vznika ptiblizné 65-70 %
rakovin prostaty), centralni a pfechodné¢ (McNeal et al., 1988). Na bunécné Grovni se zlaza
sklada z pseudostratifikovaného epitelu, ktery obsahuje luminélni, bazalni a neuroendokrinni
buiiky (van Leenders ef Schalken, 2003; Shen et Abate-shen, 2010). Nékteré studie usuzuji, Ze
rakovina prostaty, kterd je odvozend od luminalnich buné€k, je mnohem agresivngj$i, a proto
tyto bunky predpovidaji mnohem horsi progndézu (Wang et al., 2013). Jina studie usuzuje Ze
podtyp rakoviny, ktera vznika zbunck bazdlnich, je agresivnéjsi (Wang et al., 2013;
Smith et al., 2015). U neuroendokrinnich bungk, kterych je v prostaté malé mnozstvi a nachézi
se na bazalni strang, nebylo prokazano, zdali miiZou generovat rakovinu prostaty. Luminalni
bunky aktivuji androgenni receptor (AR), ¢imZ dochazi ke zvySené expresi cytokeratinu 8
(CK8) a 18 (CK18), kdezto bazalni, které jsou zasazeny mezi bazalni laminu a luminélni bunky,
exprimuji vysoké mnozstvi CK5 a p63 a malé¢ androgenniho receptoru. Neuroendokrinni buniky
exprimuji markery napf.: synaptophysin a chromogranin A, ale neexprimuji AR, viz Obrazek

1 (Wang et al., 2018).

Rakovina prostaty mize dojit do maligniho stadia, kterému predchazi vicestupiiovy proces,
zacinajici jako prostatickd intraepitealni neoplazie (PIN). Ta je nasledovéana lokalizovanym
karcinomem prostaty a dale pokroCilym adenokarcinomem, ktery poté kulminuje ve formé
metastatického karcinomu (Shen et Abate-shen, 2010). Tento vicestupiiovy proces, ktery

definuje agresivitu a postup rakoviny prostaty, byl ptivodné definovan Donaldem Gleasonem



jako ,,the Gleason grading system" (1974) a béhem let se tento proces postupné s nasledujicimi
objevy zdokonalil (Epstein et al, 2016). Hlavni rys zacinajici rakoviny prostaty je jeji
hormonalni odpovéd’, kterd byla objevena v roce 1941 Charlesem Hugginsem a Clarensem
Hodgesem. Ti za tento objev ziskali ve stejném roce Nobelovu cenu. Zjistili, ze kastrace vede
ke zpomaleni rtistu nddoru u pacient s rakovinou prostaty. Standartni cestou k uspésné 1écbé
je v soucasnosti androgenni deprivacni terapie (ADT), ktera blokuje stejnojmenny receptor.
Problémem je vsSak takzvany kastra¢né rezistentni karcinom prostaty (CRPC), coz je rakovina,

jez je imunni vici kastraci (Bluemn ef al., 2017).

Normal prostate

Lineage markers

gland
ar e . —luminal AR, CK8

/.,/ UL o cells CK18, NKX3.1
/;_‘ = Basal CKS5, CK14,
A\ . )' cells p63, Sca-1, Trop2
\ - y ‘ ,

o ¢, % 7~Neuroendocrine Synaptophysin,

N \;- : cells Chromagranin A, Eno2

Obrazek 1: Zdrava Zlaza prostaty skladajici se z luminalnich, bazalnich a neuroendokrinnich
bunék. Pfevzato z ¢lanku Wang et al. (2018). Luminalni buiiky produkuji sekrecni proteiny
a jsou definovany expresi cytokeratinu 8 a 18 a expresi AR. Bazalni buiky exprimuji CK5
a p63, kdezto AR pouze malo. Neuroendokrinni buiiky exprimuji markery napt. chromogranin

¢1 synaptofyzin.

Dalsi fazi rakoviny prostaty je metastaticky karcinom, ktery miiZze byt smrtelny. Metastaze
nejdiive proristaji do lymfatickych uzlin, které ptiléhaji k primarnimu nadoru a poté se mohou
postupné dostat do organu napf-.: plice ¢i jatra a nakonec kosti. Metastaze, které se nachazi praveé
v kostech, zpisobuji nesnesitelnou bolest, vyssi hladinu vapniku v krevnim fecisti a Casté
zlomeniny. VSechny tyto ptiznaky jsou zplisobeny osteoblastickymi ¢i osteolytickymi 1ézemi.
Pravé na metastaze v kostech je v poslednich letech zaméten vyzkum, jenZ se snaZi najit

vhodnou efektivni 1€cbu (Datta et al., 2010).

Hlavni roli v metastazich u rtiznych druhti rakovin, a tedy i u rakoviny prostaty hraje epitelialng
mezenchymalni tranzice (EMT), coz je proces, kdy epitelidlni buiiky ziskdvaji charakter bunék
mezenchymalnich (Mittal, 2018). Bunky rakoviny prostaty podstoupi EMT a za¢nou se Sifit
jako cirkulujici nddorové bunky (CTCs). Poté piekonaji nékolik bariér zvétSujicich se metastazi

v kosti a migruji na povrch kosti ptes dutinu kostni diené (Body et al., 2010). Bunkky CTCs jsou



velice vzacna populace bunék a jsou v centru studii, které se snazi porozumeét Sifeni

rakovinovych bun¢k do vzdalenych organii v téle (Aceto ef al., 2015).

Jakmile bunky rakoviny prostaty obsadi kostni dfefi zacnou meénit tvar kosti az zplisobi zlomy
a tim podpofi vlastni zivotnost a rust nadoru. Sekrece rustovych faktori (endotelin 1,
adrenomedullin, fibroblastové ristové faktory, riistové faktory odvozené z krevnich desticek,
kostni morfogenetické proteiny) stimuluje aktivitu osteoblastu, ktery formuje novou kost
pomoci parakrinni signalizace (Body et al., 2015). Navic nadorem sekretované proteazy napf.:
matrix metaloproteinazy, prostaticky specificky antigen (PSA) a urokindzovy plasminogenovy
aktivator, podporuji sekreci riistovych faktorii osteoblastu jako napt. transformujici ristovy
faktor B (TGF-B), IGF-1 (inzulin like growth factor 1) a PDGF (destickovy rastovy faktor).
Aktivované osteoblasty indukuji RANKL, coZ jsou transmembranové proteiny. Jejich zvySena
koncentrace poté vede k hypokalcemii, coz ma za nasledek uvolnéni parathyroidniho hormonu.
Vsechny tyto faktory pomadhaji ristu a zivotaschopnosti rakovinovych bunck, které zase
produkuji proteiny, jako je parathormonu podobny protein, ktery fidi osteoblast, produkci
RANKL a negativni regulaci osteoprotegerinu, coz vede k aktivaci osteoklastu
(Halle et al., 2015). Ve vysledku je rist bun€k rakoviny prostaty v kosti dynamickym procesem
remodelovani kosti a interakci mezi rakovinovymi buiikami, osteoblastem a osteoklastem

(Wang et al., 2018).

3.1.1 Markery rakoviny prostaty

Podle World Health Organization (WHO) je biomarker latka, struktura nebo proces, ktery mtize
byt méten za ticelem predpoveédi urcitého vysledku ¢i nemoci. Dale analyzovanim biomarkeru
ziskavame kompletni informaci o brzkém vyvoji nadoru a diky tomu je moZzné individualizovat
1écbu. Biomarkery jsou uspeésné v diagnéze rakovin, predpovédi nebo sledovani odpovédi

organismu na lé¢ivo a také k analyze jejiho ustupu (Strimbu ef Tavel, 2010).

Biomarkery jsou nejcastéji klasifikovany podle jejich aplikace. Screening ¢i biomarkery, které
odhali nemoc v brzkém stadiu, dokazou detekovat rakovinu prostaty béhem asymptomatické
faze. Diagnostické biomarkery mohou zjistit probihajici nemoc u pacientli, ktefi jsou
ptiznakovi, kdeZto prognostické biomarkery ptedpovidaji pribeh a rychlost rozsifeni rakoviny.
Jako posledni stoji ndhradni biomarkery, jez supluji klinické koncové body ¢i méti klinické
benefity, tedy jestli se stav pacienta zlepSuje ¢i zhorSuje. Ideédlni diagnostické biomarkery maji

vysokou specifitu, citlivost, jsou jednoduch¢ k pouziti atd. (Meera et al., 2014)



3.1.2 Molekularni markery

Molekularni markery jsou stanovitelné z krve, moci ¢i tkané. Mezi molekuldrni markery
rakoviny prostaty, které lze stanovit z krve, patii napfiklad prostaticky specificky antigen
(PSA), cirkulujici nadorové bunky (CTC), cirkulujici nddorova DNA (ct DNA), 4Kscore test
atd. (Kohaar et al., 2019).

PSA, jehoz velikost je 33 kDa, patii mezi serinové proteazy a je kodovan genem KLK3, ktery
lezi na dlouhém raménku 19. chromozomu. Jeho sekrece probihd v epitelu prostaty a objev
prostatického specifického antigenu patii mezi meznik ve zkoumani rakoviny prostaty.
Nejdiive byl vSak tento biomarker charakterizovan jako marker lidského semene, a poté poprvé
tym doktora T. Ming Chu, ktefi PSA purifikovali a charakterizovali, zjistili, Ze se jedna o latku
specifickou pro prostatu (Wang ef al., 1979; Ornstein et al., 2000). I pfes nejcastcjsi uzivani
tohoto biomarkeru se stale diskutuje o jeho 100% ucinnosti v pfedpovédi mozného vyskytu
rakoviny prostaty, jelikoz chybi dostate¢na data z ndhodné udélanych pokust a také chybi

nedostatecna specifita mezi benigni a maligni formou (Khan et al., 2004).

V praxi je 65 % — 95 % celkového PSA (total PSA - tPSA) navazano na protedzové inhibitory,
kdezto molekuly, které nejsou ve vazbé s proteiny, se nazyvaji volné PSA (freePSA - fPSA).
Nizky pomér fPSA/tPSA je charakteristicky pro rakovinu prostaty, a proto se PSA zacal
pouzivat jako primarni screeningova metoda kvuli nestabilit¢ jeho molekuldrnich forem

(Khan et al., 2004).

Zajimavosti mlZe byt odlisSny pribéh u afroamerickych muzi s nové diagnostikovanou
rakovinou prostaty, kterd méla pii pocate€nim méteni vétsi koncentraci séra PSA neZ u bélochtl,
coz korespondovalo s velikosti nddoru v jejich télech pii stejné 1€€be. Tato rozdilnost muze
poukazovat na nestejny prubéh nemoci u odliSnych ras. Je proto dilezit¢ vzhledem
k uvedenému problému snaZit se nalézt markery, které by byly pouzity i u jinych ras a mély

u nich uzitek (Moul et al., 1995).

Cirkulujici nadorové buiky, které se nachazi u pacientll s pokrocilym stadiem rakoviny
prostaty, mohou byt detekovany v krvi ¢i kostni dfeni (Morgan et al., 2007). Se zlepSujicimi se
technikami sekvenovani a testovanim krevni plazmy se cirkulujici nddorové bunky a cirkulujici
nadorova DNA stavaji slibnymi tekutymi biopsiemi v ramci onkologie. Tyto testy, které jsou
minimalné invazivni, monitoruji nador (napf.: genom) a predbéznou, ¢i jiz naordinovanou
1écbu. Vysetteni nazyvajici se Cellsearch, které je zaloZzeno na detekci a vypoctu cirkulujicich

nadorovych bun¢k pomoci imunomagnetického zachytu a fluorescenci, je nejcastejsi platforma



uznana ufadem pro kontrolu potravin a léCiv. Tento test predikuje celkovou ¢i postupnou
moznost pfeziti pfi metastatické fazi rakoviny prostaty. Molekularni analyza CTC je
pfirovnavana k priméarni nadorové tkani ¢i metastazim, a proto vykazuje skutecny stav rakoviny

(de Bono et al., 2008).

Alternativou ke zmiftlovanym markertim mutze byt ct-DNA/cf-DNA neboli cirkulujici nadorova
DNA, coz je maly fragment nukleové kyseliny, ktery je uvoliiovan z naddorovych bun¢k. Podle
jedné ze studii, ktera pouzila CancerSEEK test u pacientdi, ktefi jsou diagnostikovani
nemetastatickou rakovinou, ma tento krevni test zaloZeny na sledovani mutaci cf-DNA
a mnozstvi cirkulujicich proteini v krvi az 99% specifitu. Pravé diky tomu je cirkulujici

nadorova DNA klasifikovana jako biomarker (Cohen et al., 2018).

I ptes to Ze maji tyto techniky mnoho vyhod, mnozstvi ct-DNA a CTC je malé a jejich korelace
s vékem neni stale stanovena, coz mize zpusobit nadmérnou 1écbu a zbytecnou financni zatéz

(Kohaar et al., 2019).

Mezi biomarkery, které jsou stanovitelné z moci, patii naptiklad prostate cancer gene 3 (PCA3),
ktery exprimuje nekodujici RNA. PCA3 byl objeven diky rozdilnosti transkriptomu normalni
a nadorové prostatické tkané, ve které je overexprimovan (Bussemakers ef al., 1999). Mezi
dal$i objevené dlouhé nekddujici RNA patii prostate cancer gene expression marker 1
(PCGEM1), avSak pouze PCA3 byl ptitomny prakticky ve vSech rakovinach prostaty (Schalken
et al., 2003). Na zaklad¢ n€kolika studii, které tento biomarker zkoumaly na velkém mnozstvi
muzl, byl PCA3 nalezen jako jeden z nejlepSich pro diagnézu rakoviny prostaty. Whitman
a kol. také zjistili, Ze PCA3 stanovitelny z mo¢i miize predpovédét objem a velikost naddoru

a tim zabranit prostatektomii (Whitman et al., 2008).

Dalsi zpusob sledovani prostatickych markerti je pomoci testu ProMark. ktery vyuZziva ptimo
prostatickou tkan. Tato metoda zaloZenad na zkoumani proteint pfedpovida rakovinu u jeste
zdravych pacientl. Tento test vyhodnocuje osm proteinovych markert a vyuziva k tomu
automatizovanou, kvantitativni imunofluorescencni analyzu na FFPE (fixované formalinem

a zalité parafinem) tkanich.

3.1.3 Genomické markery

Mezi genomické markery patii rizné technologie ¢i nastroje, které dokazou ptedpovidat
pravdépodobnost pocatecni pozitivni biopsie, zredukovat jejich zbyte¢né opakovani, rozpoznat
nador podle rizika, klasifikovat mozné rozsitfeni a monitorovat odpoveéd’ na jednotlivé zékroky

a klinické postupy (Meera et al., 2014).



Mezi takové biomarkery patii ConfirmMDXx, ktery umi vyhodnotit pravdépodobnost vyskytu
rakoviny prostaty. Tento test methylacniho markeru je zalozen na zkoumani tkané a jeji
epigenetickou zménu v oblasti nddorové 1éze, aby poté zredukoval pocet opakovani biopsii
(Wojno et al., 2014). Tato analyza identifikuje hypermethylacni vzorec CpG ostravkl
a promotorovych regiont tfi geni (GSTP1, APC, RASSF) u muzi po negativni biopsii.
ConfirmMDx dosahl 88-90 % NPV (negativni prediktivni hodnota), coz je hodnota, ktera je
definovédna jako pravdépodobnost, ze Cloveék netrpi konkrétni nemoci po negativnim testu

(Partin et al., 2014).

Mezi dalsi genomické markery patii Decipher, coz je analyza, ktera poskytuje informace
o pravdépodobnosti vzniku metastazi. Test mefi tirovenn RNA exprese u 22 odlisnych gend,
které byly vybrany na zaklad¢ unikatnich vzori exprese u brzkych metastatickych ptipada
(Karnes et al., 2013). Tyto geny jsou zapojeny do dulezitych biologickych procesti napf.:
bunécna proliferace, diferenciace, adheze a signaliza¢ni drahy regulujici imunitni odpovéd'.
Vysledkem tohoto testu je hodnota od 0 do 1; se zvySujicim se ¢islem stoupa také vétsi
pravdépodobnost vyskytu metastazi (Mohler et al., 2016). Diky Decipheru se zvysila pfesnost

pfedpovédi objevu metastazi u rakoviny po dobu 10 let (Karnes ef al., 2013).

3.1.4 Lécba rakoviny prostaty

Vybér vhodné 1é€by rakoviny prostaty zavisi na stupni jejiho vyvoje, fazi, v€ku pacienta
a mnoha dalSich faktorech. Jednotlivé typy mohou byt rozdéleny dle Gleasonova skére do
nasledujicich kategorii: nizké, stfedni a vysoké riziko (Rodrigues et al., 2012). U rakovin
nizkého rizika dochazi k potlaeni rozvoje naddoru pouhym Iékaiskym dohledem, kdy bylo
prokézano, Ze radikalnéjsi 1écba (radioterapie, prostatotektomie) ma stejny vysledek jako pouhy
monitoring; mortalita nevykazuje vyrazné odliSnosti (Wilt ef al., 2017). U rakoviny s vysokym
rizikem je zapotiebi vyuzit agresivni 1éCbu. Nejvétsi vyzvou je tedy rakovina se stfednim
rizikem, jelikoz u pacientii dochdzi k velkym odchylkam odpovédi organismu na jednotlivé
lécebné procedury. Nékolik vyzkumnych laboratofi jiz navrhlo tento typ rozliSit do detailngji
popsanych subtypl, ¢imz by mohlo dojit krychlejsimu stanoveni vhodné [éCby
(Serrano et Anscher, 2016). Soub&zn¢ dochazi i k prozkoumani biomarkert, kter¢ mohou

piredpovédéet agresivitu a vyvoj rakoviny.

Pro pacienty, kterym je poskytnuta 1éCba a nadédle dochazi k rozvoji nadoru, je vyuzita
hormonalni terapie, kterd se nazyva androgen deprivation therapy (ADT). Cilem je potlacit
koncentraci muzskym pohlavnich hormonti (androgent) v téle, ¢i zastaveni jejich pfenaSeni
k rakovinovym bunkdm. Mezi androgeny patii piedev$im testosteron a dihydrotestosteron,
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které jsou produkovéany varlaty a v mensim mnozstvi i nadledvinami. Hormondlni terapie
dokaze vyrazné zpomalit rakovinu prostaty, avSak nedokaze ji sama o sob¢ zastavit, a proto se
vyuziva naptiklad s radioterapii. U metastatického karcinomu se vyuzivd ADT spolu
s chemoterapiemi a mize dale zahrnovat bud’ chirurgickou kastraci nebo c¢astéji vyuzivanou
chemickou kastraci, kterd vyuziva latky, jejiz cilem je androgenni receptor regulovany osou
hypotalamus-hypofyza-nadledviny (napf.: gonadotropni hormony, androgenni antagonisté,

CYP17A1 inhibitory) (Wang et al., 2018).

IkdyZ vétSina pacientd snaSi hormonalni terapii dobie, rakovina se nachazi nadale prakticky
u vSech pripadi a vyviji se v kastra¢né rezistentni rakovinu prostaty (CRPC; castrate-resistant
prostate cancer). CRPC je rakovina prostaty, kterd roste i pfes nizkou hladinu testosteronu
v krvi. Tento typ je 1éCen pomoci chemoterapie vyuzivajici taxany a v poslednich letech
dochézi k rozvoji jinych druhii 1é€by jako jsou naptiklad anti-androgenni terapie zahrnujici
latky enzalutamid, abirateron, apalutamid a dalsi (Vaishampayan et al., 2017). Tyto latky patii
mezi androgenni antagonisty a blokuji tedy syntézu androgenti a tim zvySuji Sanci preziti
pacientll i s pokrocilej$im stadiem rakoviny (Beer ef al., 2014). Nékteré experimentalni terapie
dokédzou oddalit ¢i zcela zredukovat fraktury kosti ¢i kompresi michy. Cilem téchto latek je
proces diferenciace kostnich bunck a patfi mezi n€ naptiklad kyselina zoledronova, atrasentan

nebo radioaktivni latky napt.: radium-233 (Body ef al., 2015).

3.1.5 Rakovina prostaty negativni na androgenni receptor

Jak jiz bylo zminéno, androgenni receptor je molekularnim cilem pro latky, které se podileji na
inhibici jeho aktivity. Zasadni problém nastava v ptipadé, kdy je rakovina prostaty negativni na
tento receptor. S touto diagnézou dochdzi u valné vétSiny pacienti k rychlému Sifeni nadoru
a nasledné smrti (Formaggio et al.,2021) U rakoviny negativni na androgenni receptor (AR-)
dochazi u bun¢k ke zméné jejich zékladnich rysa. Rozdilnost mezi jednotlivymi typy je vSak
stale nedefinovana, jelikoz nejsou dostate¢né¢ odliSitelné morfologické a molekularni vlastnosti

rakovinovych bun¢k (Beltran et al., 2014).

Nejznaméj$i a také nejprozkoumanéjSim subtypem AR- rakoviny prostaty je takzvana
neuroendokrinni rakovina prostaty (NEPC). Vtomto piipadé dochazi k expresi
neuroendokrinnich a bazélnich proteint za ztraty exprese lumindlnich a epitelialnich markert,
které reguluji androgenni receptor (Beltran et al., 2014). NEPC se vétSinou vyviji z androgen
pozitivnich adenokarcinomt procesem transdiferenciace luminalnich bunék (Zou et al., 2017).
Inaktivace jaderného proteinu p53 zvySuje expresi neuroendokrinnich markert a zaroven
snizuje odpoveéd’ buniky na abirateron (Zheng et al., 2003). Déle dochazi k expresi neuronalniho
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transkripéniho faktoru BRN2. Aktivita tohoto faktoru je snizena aktivitou androgenniho
receptoru — AR je supresorem. BRN2 také reguluje aktivitu SOX2 faktoru, ktery ovliviiuje
plasticitu bunék. Cilem studii je tedy inhibice faktori bunééné plasticity (napt.: SOX2), coz ma
za nasledek reexpresi androgenniho receptoru (Bishop et al., 2017). Nekteré latky, které tuto
vlastnost maji, byly jiz prozkoumany a patii mezi n¢ napiiklad azacytidin, ktery blokuje

methylaci DNA (Kleb et al., 2016).
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3.2 Metabolity tryptofanu

Tryptofan (Trp), viz Obrazek 2 je esencidlni aminokyselina, ktera hraje dilezitou roli pfi mnoha
fyziologickych procesech v lidském téle. Mezi tyto procesy patii rust bunék a jejich udrzba,
kde Trp slouzi jako stavebni kamen proteint. Dale koordinuje odpovéd’ organismu na piijem
stravy jako signalni molekula & neurotransmiter (Cervenka et al., 2017). Koncentrace
tryptofanu v téle je zavisla na mnozstvi a typu jednotlivych slozek jidla, jez je ¢lovékem
pfijimana a také na metabolickych cestach, kterych se Trp Gcastni. Mala frakce veSkerého
tryptofanu v téle je vyuzivana k syntéze proteinit a k produkci neurotransmiterQt napt.:
serotonin, nebo neuromodulator napft.: tryptamin (Schwarcz et Stone, 2017). VEtsi ¢ast, asi
95 %, se vyuziva v kynureninové cesté, coz je metabolicka dréha, jejiz hlavni podstatou je
tvorba nikotinamid adenin  dinukleotidu (NAD") pii soucasné degradaci Trp

(Le Floc’h et al., 2011).

Tryptofan je jedna za 20 proteinogennich aminokyselin. Na rozdil od ostatnich koluje v krvi
a plazm¢ navadzana na albumin a jen 10-20 % tryptofanu se zde nachazi volné. Mezi faktory,
které ovliviiuji vazbu mezi Trp a albuminem, patii naptiklad neesterifikované mastné kyseliny.

(Pardridge, 1979; Smith ef Pogson, 1980).

O

N OH

N
H

Obrazek 2: Chemicka struktura L-tryptofanu. Pfevzato z internetového portalu Sigma Aldrich.

3.2.1 Metabolity tryptofanu produkované ¢lovékem

Lidsky organismus neni schopny syntetizovat tryptofan, a proto je dulezité jej ziskavat z vhodné
stravy (Council, 1989). Nejvice tryptofanu miizeme najit v cokoladd¢€, vajickach, mlécnych
produktech a mase. VétSina tryptofanu je vyuzita v jedné z mnoha metabolickych cest, jejiz
produktem je napiiklad serotonin, tryptamin, indol, kynurenin a NAD"* (Bender, 1983;
Badawy, 2017). Trp a vSechny ostatni neutralni aminokyseliny jsou transportovany pomoci
takzvanych LAT (L-type Amino Acid Transporter) transportéri, které se ve velkém mnozstvi
nachazi po celém tcéle. Mala Cast tryptofanu je vyuzita ve stievech, kdezto vice Trp prochazi

metabolismem v jatrech. Zbytek tryptofanu spolu s produkty degradace v jatrech je
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transportovan do tkani jako je kosterni svalstvo, mozek a srdce (Boado et al., 1999;

Zhang et Davies, 2016).

Vice nez 95 % Trp je vyuzito v kynureninové cesté za icelem syntézy NAD" a dalSich latek
viz Obréazek 3 (Bender, 1983). Jednim z hlavnich kroka tohoto metabolismu je pfeména na
N-formylkynurenin, kdy je k degradaci tryptofanu zapotiebi TDO (tryptofan 2,3-dioxygenaza)
(Kanai et al., 2009). Kynureninova cesta mize produkovat neurotoxické ¢i neuroprotektivni
latky, coz je zapticinéno enzymy, které se ucastni jednotlivych chemickych reakci. Kynurenin
(Kyn) je obvykle hydroxylovan za vzniku 3-hydroxykynureninu a dale pfeménén na
3-hydroxyantranilikovou kyselinu. Koneénym produktem je poté NAD" (Chen et al., 2009;
Nishizuka et al., 1963).

NH5

I
@ﬂrc*'b— CH=COO™
W7
N/C Tryptofan

HCOO™
,Kynurenin ~ Formiat
PP iass
» Yy y
Kyselina xanthurenova

a dalsi mocové I:JH:,
metabolity | =
CH;=CH=-COO
Alanin

A’
Nikotinamid Acetyl CoA
soucast
NAD a NADP

Obrazek 3: Metabolismus tryptofanu za vzniku kynureninu. Pfevzato z knihy Essentials of

Medical Biochemistry With Clinical Cases od N.V. Bhagavan (2011).

Dalsim produktem, ktery vznika sérii reakci z Kyn je kynureninovéa kyselina (Kyna), kteréd byla
nejdiive objevena v psi moci, avSak ve vétSich koncentracich byla naméfena napiiklad ve
sttevech, ZIuci a v lidskych slinach (Turski ef al., 2013). Dale ji mizeme najit i v nékterych
potravinach, kdy nejvice se nachazi ve v€elim medu, brokolici a n¢kterych druzich brambor.
Kyna je také ve vysokych koncentracich zastoupena v 1€¢ivych bylindch, kde predevsim slouzi
k 1écbé¢ stievnich obtizi (Turski et al., 2009; Turski et al., 2011). Dale maze byt syntetizovana

jaternimi bunikami, které syntetizuji enzym aspartat aminotransferdzu (ALT), jeZ je analogem

12



k mitochondridlni ALT (oznacované jako GOT2 ¢i KAT4) a produkuje pravé Kyna reakci

transaminace Kyn (Glavin et al., 1989).

FICZ neboli 6-formylindolo[3,2-b]karbazol je dulezitym produktem tryptofanu, ktery byl
poprvé izolovan jako svétlem indukovany ligand aryl uhlovodikového receptoru
(Rannug et al., 1995). Formuje se diky kontaktu slune¢niho svétla s kiizi a aktivaci aryl
uhlovodikového receptoru a expresi CYP1A (Bergander et al., 2004). Pro syntézu FICZ
v bunkéch je nepostradatelné UV zareni a také peroxid vodiku. FICZ v kombinaci s UV svétlem
dokaze indukovat oxidativni stres a kozni toxicitu (Smirnova et al, 2016; Park et al., 2015).
Jedinou nevyhodou tohoto ligandu AhR receptoru je jeho Spatnd in vitro syntéza, kdy jesté
nebyla vynalezena optimalizovana technika, kterd by dokéazala FICZ produkovat v fadech

gramu. (Janosik et al., 2018)

DalSim metabolitem tryptofanu je serotonin. Serotonin neboli 5-hydroxytryptamin je znamy
neurotransmiter CNS (centralni nervova soustava) a zapojuje se do n€kolika zakladnich d&ju
jako jsou spanek, bolest, emoce, pozornost atd. Pfiblizné 5 % jeho celkové télesné koncentrace
se vyskytuje vmozku, avSak vétSina je wulozena a syntetizovdna ve stfevech.
(Spohn et Mawe, 2017). V mozku slouzi tryptofan jako prekurzor pro serotonin. Tryptofan
hydroxylaza, enzym limitujici rychlost metabolickych drah, neni vSak nasycen fyziologickymi
koncentracemi Trp, a proto se pfedpokladd, Ze znacnd Cast serotoninu je vytvafena i diky
transportu Trp do mozku (Pardridge, 1998; Silber et Schmitt, 2010). Asi 95 % se nachazi
v gastrointestinalnim traktu, kde hraje dtlezitou roli v pohyblivosti a sekre¢nich mechanismech

(Le Floc’h et al., 2011).

3.2.2 Metabolity tryptofanu produkované bakterii stirev

Bakterie stfev maji vyznamny podil na zdravi hostitele, a to pfedev§im na imunitni homeostazi
a odpovédi stfev. Nejnovéjsi studie usuzuji, ze zmeény v populaci mikrobiot mohou ovlivnit
imunitni systém modulaci Trp metabolismu. Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)
zprostiedkovava regulaci vySe uvedenych procesti pomoci metaboliti tryptofanu, coz je
vyhodné pro homeostdzi stfevniho traktu. Spolu s metabolity tryptofanu produkovanymi
bakterii stfev (indoly, skatoly, tryptamin) se mezi ligandy AhR fadi i endogenni metabolity
(kynurenin, kynureninovéa kyselina, xantureninova kyselina). Faktory, jako jsou vék, stres,
probiotika a riizné nemoci, mohou vyrazné¢ zménit interakce mezi metabolity Trp a stfevnim

imunitnim systémem (Gao et al., 2018).
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Mezi nejcastéji zastoupeny metabolit patii indol a jeho derivaty. Indol je katabolizovan
enzymem tryptofandzou, jejiz aktivita je vyvolanad pfitomnosti Trp ¢i potlacena cukrem
glukozou. Mezi druhy bakterii, které dokdzi produkovat indoly patii naptiklad E.coli, Proteus
vulgaris, ¢i Achromobacter liquefaciens (Kesczthelyi et al., 2009). U indoli bylo také
prokdzano, ze funguji jako signalni molekuly, které mohou regulovat pohyblivost bakterii,
formaci biofilmu, rezistenci k antibiotikim ¢i virulenci (Li et Young, 2013). V prasecich
sttevech byla odebrana maximalni koncentrace indold, jez byla rovna hodnoté piiblizné
0,12 mM. Takto vysoka koncentrace se hlavné nachazi v distalni ¢asti slepého stieva, kde se
nachdzi vétSina bakterii, kdezto v zadni casti bylo izolovano zasadné mens$i mnozZstvi
metabolitt tryptofanu (Knarreborg et al., 2002). U lidi je nejvice indolu detekovano ve
vykalech, kde se nachazi v koncentraci od 0,25 do 1,1 mM, coz naznacuje, Ze epitelialni bunky
stiev jsou vystaveny indolim (Bansal et al., 2010). Indol je ptfitomny ve zdravich sav¢ich
sttevech a ma pozitivni vliv na jejich fungovani a je povazovén za jeden z nejefektivnéjSich
metabolitli ve srovnani s ostatnimi molekulami. Je totiz vyhodnym signalem pro epiteliedlni

bunky, kdy mize zlepsit stievni zanét (Bansal ef al., 2010; Davis, 2014).

Ve stfevech mize byt ¢ast Trp katabolizovdna za vzniku derivatu indold, mezi které patii
kyselina indol-3-octova (IAA), indol-3-aldehyd (IAld), indol akryloyl glycin (IAcrGly), indol
laktat ¢i indol akrylat (IAcrA) viz Obrazek 4 (Keszthelyi et al., 2009). N&kolik bakterii (E.coli,
Bacteroides, Clostridia) umi pfeménit tryptofan na tryptamin a indol pyruvat, jehoz konecnym
produktem je poté IAA, indol laktat ¢i IAcrA (Smith e Macfarlane, 1997). IAA muze poté
reagovat v jatrech s glutaminem a produkovat indolyl acetyl glutamin nebo oxidovat na [Ald
(De Mello et al., 1980). Indolyl propionat miize konvertovat na [AcrA a ten spolu s glycin
v jatrech a ledvinach vytvafi [AcrGly (Keszthelyi et al., 2009). Efekt metaboliti tryptofanu na
stfevni mikrobiom a homeostdzi byl jiz né¢kolikrat prok4dzan a n¢které druhy bakterii dokézou

zastavit zanét stfev podporou stievni bariéry epitelidlnich bun¢k (Hasnain ef al., 2013).
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Obrazek 4: Metabolity indoll a jejich syntéza. Pievzato z ¢lanku od Gao et al. (2018).

Skatol neboli 3-methylindol (Obrazek 5), je dal§im metabolitem Trp produkovany stfevni
mikroflorou, jehoz prekurzorem je IAA. Skatol je syntetizovan z IAA procesem dekarboxylace,
avSak jeho koncentrace je v porovnani s ostatnimi molekulami nizka. Tento trend je dan tim, Ze
na rozdil od ostatnich metaboliti je 3-methylindol produkovan pomoci dvou krokd, které
vyzaduji rozdilné bakteridlni organismy. Koncentrace skatolu je tzce spjata se zdravym
hostitele. Ve vykalech se obvykle nachazi pfiblizné 5 pg/g vykali, kdezto u lidi, kteti trpi
zazivacimi obtizemi, je to kolem 80 az 100 pg/g (Yokoyama et Carlson, 1979).

Tryptamin, stejné¢ jako skatol, je produkovany dekarboxylaci Trp. Tento d¢€j je charakteristicky
pro rostlinou 181, na druhou stranu vzacny pro bakterie. Ruminococcus gnavus je jeden z mala
zastupct, ktery dokaze tryptamin syntetizovat. I kdyz je pro bakterie tato vlastnost neobvykla,
minimélné 10 % lidské populace podle Human Microbiome Project obsahuje alesponi jeden
druh bakterie, ktery koéduje dekarboxyldzu v mikrobiomu stiev (Williams et al., 2004).
Tryptamin je neurotransmiter, jehoZ hlavni funkci je mobilita stfev, které je tzce spjata
s homeostazi (Wlodarska et al., 2015). Dale dokazZe redukovat invazi endogennich patogenti
(Salmonella enterica) ¢i napomaha signalizaci, které ovliviiuje piijem zivin pfes lumen stiev

(Davis, 2014; Williams et al., 2014).
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Obrazek 5: Chemicka struktura skatolu (3-methylindolu). Pfevzato z internetovych stranek
Sigma Aldrich.

3.2.3 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) (Obrazek 6) je lokalizovany v cytosolu a patii mezi
transkripéni faktory, které reguluji metabolismus xenobiotik. Mezi jeho funkce fadime opravu
DNA, imunitni odpovéd’, regulaci bunétného cyklu a proliferace ¢i regulaci nadoru
(Kolluri et al., 2017). Jeho exogennimi ligandy jsou naptiklad polyaromatické uhlovodiky,
furany, rostlinné polyfenoly, alkaloidy atd. Mezi endogenni ligandy patii eikosanoidy, kyselina

kynureninova a nékolik latek, jez obsahuji ve své struktuie indoly (Stepankova et al., 2018).

Inaktivovany aryl uhlovodikovy receptor interaguje v cytosolu s tyrosin kindzou (Src) stejné
jako  sdvéma molekulami HSP90, chaperonem p23 a specifickymi proteiny
(Enan et Matsumura, 1996; Meyer et al., 2000). V aktivni formé disociuje z vazby
s chaperonovymi proteiny a tvoti dimer s jadernym translokatorem (ARNT). Tento heterodimer
aktivuje expresi geni diky interakci s XRE elementy, které se nachazi na jejich promotorovych
oblasti (Gu et al., 2000). Nékteré studie zjistily, Ze nadmérnad exprese receptoru miize
podporovat karcinogenezi pii absenci exogenniho ligandu. Je asociovana s prudkou proliferaci
a diferenciaci v ur€itych tkanich (Wang ef Smith, 1998). Aktivaci AhR dochézi k fosforylaci
proteinu Src, ktery je nasledné schopen fosforylovat androgenni receptor a tim indukovat jeho
aktivitu, coz by mohl byt klicovy mechanismus pro potlaceni kastracné rezistentniho karcinomu

prostaty (Su et al., 2013).
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Obrazek 6: Schématicka struktura funkénich domén AhR. Prevzato z ¢lanku od Ghotbaddini
et al. (2018). AhR protein obsahuje nékolik domén, které jsou dulezité pro jeho transkripcni
aktivitu. Patii mezi n¢: basic-helix-loop-helix (bHLH) motif, dvé Per- Arnt- Sim (PAS) domény
(PAS-A a PAS-B) a transaktiva¢ni doména (TAD) bohat4 na glutamin.

I kdyz je rakovina prostaty ADT rezistentni, je i tak stale zavisla na androgennim receptoru
(Seruga et al., 2011). Nékolik mechanismi bylo navrzeno k udrZeni receptorové signalizace
AR napft.: mutace, které by nahradily tento receptor, zvySena steroidogeneze u rakovinovych
bun¢k ¢i zmény koncentraci mezi koaktivatory a korepresory proteinti (Agoulnik ef al., 2006).
AhR ma vliv na transkripéni aktivitu AR a navdzany na ARNT interaguje s androgennim
receptorem a jako jediny je schopny zvysit jeho aktivitu v nepfitomnosti exogenniho ligandu
(Kollara et Brown, 2009; Kollara et Brown, 2010). Agonista AhR TCDD dokaze inhibovat
proliferaci rakovinovych bunék zavislou pravé na tomto receptoru (Barnes-Ellerbe et al., 2004).
Koaktivace AhR a androgenniho receptoru pomoci TCDD a dihydrotestosteronu sniZuje
koncentraci proteinli AR. Tento objev nas ptivadi k schopnosti AhR podporovat proteolyzu AR
(Morrow et al., 2005; Ohtake et al., 2009). Aryl uhlovodikovy receptor také reguluje riist bunék
rakoviny prostaty, které nejsou zavislé na AR, avSak tento objev jesté nebyl plné prozkouman
(Ikuta et al., 2000). Mezi bunééné linie, které jsou AR nezavislé patii naptiklad PC-3, ktera
byla izolované z metastazi v kostech (Kaighn et al., 1979). PC-3 tedy neexprimuje AR ¢i PSA,
a proto proliferuje v androgen deprivaénim médiu. Na rozdil od jinych bunéénych linii jako
napt.: LNCaP, PC-3 mé vys§i migra¢ni schopnost a jeji nadory jsou invazivnéjsi a agresivnéjsi
(Sheng et al., 2011). V nékterych studiich ovéfili, Ze aryl uhlovodikovy receptor moduluje
proliferaci bun¢k rakoviny prostaty pii absenci androgenniho receptoru. PC-3 pravé tento
receptor neobsahuje, av§ak ma stale aktivni AhR signalizaci, kterd udrzuje rist téchto bunék
v kultivacnich podminkach. Nicmén¢ je zajimavé, ze interakce AhR s CDK4 a cyklinem D1
v ramci bunééného cyklu, vedla k redukei AhR/CDK4/cyclin D1 komplexu v pfitomnosti AhR
ligandu (TCDD) a tim doslo k zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1. Schopnost AhR regulovat
bunéény cyklus v rakoving prostaty negativni na AR, miiZze byt potenciondlnim cilem pro 1écbu

AR negativnich rakovin prostaty (Richmond et al., 2014).
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4 Material a metody

4.1

4.2

Biologicky material
bunécna linie PC-3 (ECACC 90112714) adenokarcinomu prostaty
Seznam pouzitych chemikalii
0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)
0,5% roztok krystalové violeti (Sigma Aldrich, kat.c. PONDELI)
40% roztok akrylamid/bisakrylamid (Bio Basic, kat. ¢. 0007)
75% ethanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 459844)
bovinni sérovy albumin (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
Bradfordovo ¢inidlo, 5x koncentrované (Serva, kat. ¢. 39222.03)
deionizovana voda (dH20)
dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D8418)
dNTP nukleosidtrifosfaty (Takara)
e dATP (kat. ¢. 4026)
e dCTP (kat. ¢. 4028)
e dGTP (kat. ¢. 4027)
e dTTP (kat. ¢. 4029)
dodecylsiran sodny (BioRad, kat. ¢. 1610302)
ethanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 459844)
fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)
fosfatovy pufr PBS (Gibco, kat. ¢. 10010031)
chloroform (Sigma Aldrich, kat. ¢. C2432)
inhibitor ribonukleaz (New England BioLabs, kat. ¢. M0307L)
isopropanol (Sigma Aldrich, kat. €. 19516)
komer¢ni kultivaéni médium RPMI-1640 (Sigma Aldrich, kat. ¢. R8758)
Laemmli Sample Buffer, 2x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 1610737)
L-glutamin (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)
methanol (Lach-Ner, kat. €. 20038-ATO)
migraéni pufr Tris-glycin-SDS, 10x koncentrovany (Bio Basic, kat. ¢. A0031)
neesencialni aminokyseliny (Gibco, kat. ¢. 11140-035)
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, kat. ¢. 26616)
persiran amonny (Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)
Ponceau S. Rouge (Sigma Aldrich, kat. ¢. P7170)
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primery pro PCR (Sigma Aldrich)

e GAPDH

= forward 5" GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’

" reverse

e CYPIAI

5" TCTAGGAAAAGCATCACCCG 3’

= forward 5" GGAAGTGTATCGGTGAGACC 3’

" reverse

e UBE2C

5" CATAGATGGGGGTCATGTCC 37

= forward 5" CCACAGTGAAGTTCCTCACG 3’

" reverse

e FKBPS

5" GTTGGGTTCTCCTAGAAGGC 3’

= forward 5" TCCAAGACTCAGATGATGCC 3’

" reverse

e AhRR

5" GGCACCCTGTAGTTATTTGC 3’

= forward 5" GAGATGAAAATGAGGAGCGC 3’

" reverse

(9]

"TTTTACTTTTGCATCCGCGG 3’

primer pro PCR (Roche)

e CYPIBI

= forward 5" ACGTACCGGCCACTATCACT 3’

= reverse 5" CTCGAGTCTGCACATCAGGA 3’
proby (Sigma Aldrich)
e AhRR [6FAM]JAAACCCAGAGCAGACACCGCAGCCA[OQA]
e CYPIAIl [6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA]
e FKBP5 [6FAMJAAGTGTGTGTGGGGAGGGGAAGGGT[OQA]
e GAPDH [6FAMJACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA]
e UBE2C [6FAM]JACCCCAACGTGGACACCCAGGGTAA[OQA]
proba (Roche)

e probac.20-CYPIBI1
pufr do déliciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 161-0798)

pufr do zaostfovaciho gelu, 4x koncentrovany (BioRad, kat. ¢. 161-0799)
random primers 6 (New England BioLabs, kat. ¢. S1230S)

reakéni pufr pro M-MuLV reverzni transkriptazu (New England BioLabs, kat. €.

B0253S)
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4.3

Re-Blot Plus Strong Solution, 10x koncentrovany (MilliporeSigma, kat. ¢. 2504)
Reporter Lysis Buffer (Promega, kat. ¢. E3971)

reverzni transkriptasa M-MuLV (New Englans BioLabs, kat. ¢. M0253L)
RNAse free water (Sigma Aldrich, kat. ¢. W4502)

suSené mléko (Laktino)

TEMED (Bio Basic, kat. ¢. TB0508)

transferovy pufr Tris-glycinovy, 10x koncentrovany (Bio Basic, kat. ¢. A0029)
TriReagent (Sigma Aldrich, kat. €. T9424)

Triton X-100 (Serva, kat. ¢. 37240)

trypanova modi (0,4% Trypan blue v PBS)

Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)

Seznam pouzitych laboratornich pristroju

analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

aparatura pro western blotting Trans-Blot SD Cell (BioRad)
centrifuga 5415 R (Eppendorf)

digitalni mikroskop (Novel Optics)

elektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
chladnicka (Gorenje)

inkubator Mitre 4000 (Conterm)

kyvacka MR-12 (Biosan)

laminarni box Labculture® (ESCO)

Li-COR C-DiGitTM blot scanner (Li-Cor Biosciences)

Light Cycler 480 II (Roche)

mikrocentrifuga 5414 R (Eppendorf)

Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

ptistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

sonikacni ldzen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic)
spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)

stolni centrifuga Z 100M (Hermle)

termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)
vodni lazen LCB22D (Daihan LabTech)

vortex Reax top (Heidolph)

zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd.)

20



5 Metodika prace

V praktické Casti bakalarské prace byly testovany builkky nadorové linie rakoviny prostaty
PC-3 metodami: Reporter Gene Assay, barveni pomoci krystalové violeti, gPCR a western blot.
Buiiky byly udrzovany v jim piirozeném stavu v kultivac¢nich lahvich v inkubatoru pti 37 °C,
5% COz a 95% vlhkosti. Ke kultivaci bylo ptipraveno kultivaéni médium RPMI-1640, do
kterého bylo pfidano 50 ml fetalniho bovinniho séra (FBS), 5 ml glutaminu (2 mmol. 1'') a 5 ml

roztoku 1% neesencialnich aminokyselin.

5.1 PasaZovani bunék a vyseti bunék

Po ub&hnuti 3—4 dnti dochazi k vycerpani zivin v kultivacni lahvi a je nutné je doplnit a zaroven
zredukovat populaci bun¢k. Tento proces zacina predehiatim média RPMI-1640 ve vodni lazni
na teplotu 37 °C. Buné&¢na linie, jez se nachazi v kultivaéni 1dhvi je prenesena do laminarniho
boxu, aby vSe prob¢hlo ve sterilnich podminkach a bylo zamezeno kontaminaci linie. Staré
kultivaéni médium bylo odsato pomoci odsavacky. Buiky, které byly stile pfilnuté na
kultiva¢ni lahvi, jsem promyl 5 ml PBS (fosfatovy pufr), ktery jsem nasledné odsal. Trypsin,
jez patii mezi protedzy a dokaze bunky z povrchu pustit, byl pfidan v objemu 1 ml do kultivaéni
lahve. Ta je pfenesena na 4 minuty do inkubatoru. Po uplynuti stanovené¢ doby byla reakce
zastavena pifiddnim média. Pomoci sérologické pipety a 10ml nastavce byly bunky
resuspendovany. Nasledné byl objem ldhve pfenesen do 50ml plastové zkumavky, z které bylo
odebrano 10 pl do 0,5ml zkumavky. Poté dochazi k pocitani bun€k a do lahve se vratilo podle
hustoty potiebné mnozstvi suspenze, ke které je pfidano médium, aby celkovy objem tvofil
24 ml. K pocitani bun€k dochézi v Biirkerové komitirce pod mikroskopem. Do 0,5ml zkumavky
bylo tedy odebrano 10 pl buné¢éné suspenze a k té bylo ptidano 90 pl 0,4% trypanové modii.
Cést obsahu byla piepipetovana na Biirkerovu komirku a pocet bundk byl spoitan pod
mikroskopem. Po spocitani bilych bunék, které jsou zivé, jelikoZ nepropusti barvivo do
intracelularniho prostoru, je konecné ¢islo dosazeno do vzorce Y = (a-1000)/(n-V) (a = soucet
bunék z deseti ¢tvercii, n = pocet opakovani, V = objem suspenze), aby byl pocet pifeveden na
1 ml bunécné suspenze. Na metodu Reporter Gene Assay je potfeba 20000 bunék na jednu
jamku v 96jamkové desticce. U zjiStovani viability také dochazi k vysivani bunc€k na
96jamkovou destiCku, avSak stim rozdilem, ze je potfeba 25000 bunc¢k na jednu jamku.
Celkove je tedy potieba 7,5 milionti bun¢k na provedeni celého experimentu. U qPCR a western
blotu je zapotiebi bun€k mnohem vice. Na jednu jamku je potieba 1,5 milionli bunék a cely
experiment byl vysivan na tfi 6jamkové destiCky Po vyseti byly desticky pfeneseny do

inkubdtoru s naslednou stabilizaci bunék po dobu 24 h pii 37°C, 5% COz a 95% vlhkosti.

21



5.2 Treatment

Po ub&hnutych 24 hodinach byly desti¢ky z inkubatoru preneseny do lamindrniho boxu. Obsah
desti¢ek byl pomoci odsavacky odsat a nahrazen médiem, ve kterém byly rozpustény testované
latky  (1-methylindol, 2-methylindol, 3-methylindol, 4-methylindol, 5-methylindol,
6-methylindol a 7-methylindol) o koncentracich 0,1 uM, 1 uM, 10 uM a 100 uM. U metod
qPCR a western blot nebyly pouzity testované latky 1-methylindol a 2-methylindol a ostatni
byly vyuzity pouze v koncentracich 1 uM, 10 uM a 100 uM. Jako negativni kontrola (UT) bylo
pouzito dimethylsulfoxid v  RPMI v poméru 1:1000 a jako pozitivni kontrola 10nM
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD).

5.3 Reporter Gene Assay

Tato metoda testuje transkripéni aktivitu AhR meéfenim aktivity luciferazy, kdy po piidani
luciferazy a ATP dojde k enzymatické reakci a vznika luminiscencni zareni, které je
detekovatelné a zarovenn pfimo imérné transkripcni aktivité aryl uhlovodikového receptoru.
96jamkova desticka byla po 24hodinovém treatmentu vyjmuta z inkubatoru, obsah jamek byl
odebran a zbytek usuSen na buni¢in€é. Do kazdé jamky bylo poté multikanalovou pipetou
ptidano 30 pl lyza¢niho pufru, ktery byl pfipraven z 5x Reporter Lysis Buffer s dH20 v poméru
1:4. Desticka byla nasledné uzaviena v -80°C. Dalsi den byla desticka vyndana z mraznicky
a prenesena na kyvacku, kde postupné lyzat roztal. Néasledné bylo do kazd¢é jamky bilé desticky
pfeneseno 6 pl lyzatu a 30 pl substratu. Deska byla poté vlozena do pfistroje Tecan (Infinite

M200). Byla zméfena luminiscence a zpracovany vysledky.

5.4 Stanoveni viability pomoci krystalové violeti

Po vyjmuti 96jamkové desticky z inkubatoru byl obsah jamek vyprazdnén a promyt pomoci
PBS a usuSen na buni¢in€. Do kazdé jamky bylo napipetovano 60 pl krystalové violeti. Desticka
byla nasledné pienesena na kyvacku po dobu 1 h pii pokojové teploté a frekvenci kmitani
35 kmith za minutu. Deska byla poté 4x promyta PBS a znovu pofadné vysuSena bunicinou.
Pted vloZenim desky do pfistroje bylo do kazdé jamky ptidano 200 pl methanolu s naslednym
kmitanim na kyvacce o frekvenci 20 kmitlh za minutu. Po vlozeni do pfistroje byla métena

absorbance o vinové délce 595 nm.

5.5 Izolace RNA

Po ukonceni treatmentu byly jamky promyty PBS s ndslednym ptidanim 1 ml trizolu. Obsah

jamek byl ptfepipetovan do 1,5ml plastovych zkumavek. Do kazdé¢ zkumavky bylo ptidano

200 pl chloroformu a z celym obsah bylo tfepano mezi dvéma stojanky. Naslednad inkubace

oddélila jednotlivé faze. Zkumavky byly pfeneseny do centrifugy (13000 rpm, 4 °C, 15 minut).
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Po opatrném vyndani zkumavek z centrifugy byla horni faze prenesena do noveé popsané 1,5ml
zkumavky. Do kazdé z nich bylo napipetovano 500 pl isopropanolu a nasledné promichano
pomoci stolniho vortexu. Po 10minutové inkubaci byla zkumavka dana do centrifugy
(13000 rpm, 4 °C, 13 minut). Po centrifugaci je z kazdé¢ zkumavky vylit supernatant a pelet
promyt vychlazenym 75% ethanolem s naslednou centrifugaci (13000 rpm, 4 °C, 10 minut).
Cely tento krok byl zopakovan jesté jednou a nasledné byl pelet vysusen na stole po dobu
3 minut. K peletu byla ptfidana RNase free water (50 pl). Zkumavky jsou poté vlozeny do
termobloku a inkubovany pii 65 °C po dobu 5 minut. Nakonec byla zméfena koncentrace

pomoci Nanodropu.

5.6 Reverzni transkripce

Byly pfipraveny vzorky, aby se v kazdé zkumavce nachdzelo 5 pl reakéni smési a 1000 ng
RNA. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 pl Random Primers (100 pmol/ pl). Zkumavky s RNA
jsou dany do termobloku po dobu 5 minut pfi teploté 65 °C. Ke kazdému vzorku je ptidano

6 pl premixu, viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Pfiprava premixu na reverzni transkripci.

Reagencie Objem [pl]
M-MuLV 0,6
RNase inhibitor 0,3
dNTP (10 mM) 0,6
10x Reaction Buffer 1,2
deionizovana voda 3,3

Nésleduje inkubace v termobloku po dobu 1 h pii teploté 42 °C a inkubace v 65 °C po dobu
10 minut. Vzorky byly poté rychle pfeneseny na led a inkubovéany po dobu 2 minut a nafedény

48 ul ddH,0.

5.7 qPCR

Nejdfive byl pfipraven roztok primerti, kdy do 1,5ml plastové zkumavky bylo ptfidano 80 pl
ddH>O, 10 pl forward primeru a 10 pl reverse primeru. Poté je pfipraven mastermix, viz
Tabulka 2 s 10% rezervou. Na detekci genu CYPI1BI byl pouzit jiny set pro qPCR. Forward
areverse primer byl smichan s vodou v objemech: 10 pl Fw primeru, 10 ul Rev primeru a 180 pl

ddH»0. Mastermix byl ptipraven viz Tabulka 3.
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Tabulka 2: Pfiprava mastermixu pro qPCR.

Reagencie Objem [pl] na jednu jamku
KiCqStart Probe qPCR Ready Mix 5
Fw+Rev primer 0,3
proba (10 uM) 0,2
deionizovana voda 2,5

Tabulka 3: Piiprava mastermixu pro qPCR pii detekci genu CYP1B1.

Reagencie Objem [pl] na jednu jamku
UPL 0,2
Fw+Rev primer 0,8
Probes Master 5
deionizovana voda 2

Na dno bilé 96jamkove desticky, ktera byla poloZena na ledé€, bylo napipetovany 2 ul vzorku,
poptipadé 2 ul ddH,O pro NTC. Nésledné bylo do kazdé jamky napipetovano 8 pl mastermixu.
Deska byla ptekryta folii a dana do centrifugy (1500 rpm, 4 °C). Po centrifugaci byla deska
déana do cykléru, ve kterém probéhla PCR reakce viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Teplotni profil PCR reakce.

Pocet cyklu Cas Teplota [°C]
Ix pocatecni denaturace 2-3 min 95
30-45x denaturace 10s 95
elongace 30-60 s 60

5.8 1Izolace proteini a stanoveni jejich koncentrace

6jamkova desticka byla po 24 hodinach treatmentu vynddna z inkubatoru a promyta pomoci
PBS. Déle do kazdé jamky byl napipetovan 1 ml PBS, seskrabnut a pfenesen do 1,5ml plastové
zkumavky. Kvili stabilité proteinti bylo nadale pracovano se vzorky na ledu. Kazda zkumavka
byla zcentrifugovana (4000 rpm, 4 °C, 5 min). Supernatant byl odpipetovan a k obsahu bylo
piidano 80 ul lyzaéniho pufru. VSechny zkumavky byly promichany pomoci vortexu,

sonifikovany. Posledni krok byl proveden celkem 2x. Nasledn¢ probé¢hla centrifugace

24



(13200 rpm, 4 °C, 15 min). Supernatant byl odebran do novych 1,5ml plastovych zkumavek.
U vsech vzorkl byla zméfena koncentrace pomoci Bradfordova ¢inidla. VSechny vzorky byly
5x zfedény a napipetovany do 96jamkové desticky po 10 pl. Nasledné byla napipetovana
kalibra¢ni kiivka BSA o koncentracich 0,2; 0,4; 0,6 mg/ml. Ke vSem jamkam bylo piidano
200 ul Bradfordova ¢inidla.

5.9 SDS-PAGE
Izolaty proteint byly pfipraveny do novych plastovych zkumavek, aby v kazdych 20ul roztoku
bylo 24 pg proteinti. Dale bylo ke kazdému vzorku pfidano 20 pl koncentrovaného LB puftru.

Nasledné probéhla denaturace v termobloku pii teploté 95 °C po dobu 5 min.
Poté byl ptipraven délici a zaostfovaci gel pro SDS-PAGE viz Tabulka 4; viz Tabulka 5.

Tabulka 4: Piiprava 10% dé¢liciho gelu pro SDS-PAGE.

Reagencie Objem
40% AA 2,5 ml
ddH>O 4,9 ml
4x pufr do déliciho gelu, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 100 pl
APS 100 pl
TEMED 10 pl

Tabulka S: Piiprava 4% zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE.

Reagencie Objem
40% AA 0,4 ml
ddH>O 2,56 ml
4x pufr do zaostfovaciho gelu, pH 6,8 1 ml
10% SDS 40 ul
APS 30 ul
TEMED 4 ul

D¢lici gel byl pfevrstven isopropanolem, nasledovala jeho polymerace po dobu 20 minut.
Nasledn¢ byl isopropanol odstranén, skla byla promyta deionizovanou vodou, lehce osusena

a mezi skla byl napipetovan zaostiovaci gel, do n€jz byl vlozen hiebinek. Polymerace probihala
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piiblizn¢ 30 minut. Skla byla vyjmuta a dana do lednicky. Dalsi den byl gel vlozen do
elektroforetické komiirky, vyjmut hiebinek a nalit migracni pufr. Do jednotlivych jamek byly

aplikovany vzorky a komurka pfipojena k proudu (15 mA).

5.10 Western blotting

Jesté pred skoncenim elektroforézy byla ptipravena PVDF membrana, kterd byla hydratovana
v methanolu a poté 3x oplachnuta v deionizované vod¢ a presunuta do tranfer pufru.
Elektroforéza byla nasledné vypnuta piiblizné 0,5 cm pied dojetim do konce skla a migracni
pufr byl zpatky pfenesen do ldhve. Zaostfovaci gel byl pomoci plastové Spachtle odstranén
a délici gel presunut do transfer pufru. Nasledné byla sestavena blotovaci aparatura, kdy na
elektrodu byly podle nésledujiciho poradi umistény: 2x filtraéni papir, membrana, gel, 2x
filtra¢ni papir. VSe bylo uhlazeno valeckem a ptiklopeno vikem. Na zdroji napéti bylo
nastaveno 380 mA, 1,5 h. Po ubéhnuté dobé byl vypnut zdroj a kazeta rozebrdna. Membrana
byla dvakrat oplachnuta deionizovanou vodou a obarvena v Ponceau S., znovu oplachnuta
deionizovanou vodou a nepotiebné okraje byly ofezany. Nasledn¢ byla membrana prenesena
pomoci pinzety do 5% roztoku susené¢ho mléka v TBS/Tween na 1 h. Mezitim byly do 5% BSA
nafedény primarni protilatky vic¢i AhR v poméru 1:500 u aktinu 1:2000. Po ukonceni inkubace
v roztoku suSen¢ho mléka byla membrana inkubovana v lednici pfes noc v roztoku 5% BSA
s primarnimi  protiladtkami. Dalsi den byla membrana promyta pomoci TBS/Tween
a inkubovana v 5% roztoku suSeného mléka se sekundarnimi protildtkami v poméru 1:2000 po
dobu 1 h. Nasledn¢ byla membrana pfenesena na sklo, na ni byl napipetovan substrat a prob&hla

Sminutova inkubace. Membrana byla pfenesena do kazety a probéhla detekce proteind.
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6 Vysledky

6.1 Viabilita

Pomoci krystalové violeti byla zjiSténa cytotoxicita jednotlivych latek a srovnana s UT
a doxorubicinem. Bylo zapotiebi otestovat, zdali methylindoly jsou toxické pro bunécnou linii
PC-3. Buiiky byly vystaveny ptsobeni 1-methylindolu, 2-methylindolu, 3-methylindolu,
4-methylindolu, 5-methylindolu a 6-methylindolu o koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 uM.
Vysledky byly poté vyhodnoceny spektrofotometricky pii vinové délce 595 nm,
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Graf 1. Srovnani cytotoxicity methylindoli pomoci krystalové violeti. Tento graf
znazoriuje procentualni viabilitu bunécné linie PC-3 po vystaveni pisobeni methylindol o
koncentracich 0,1; 1; 10; 100 uM a doxorubicinu (20 uM) po dobu 24 h. Vysledky jsou vztazeny
vzhledem k negativni kontrole, ktera ptedstavuje 100% viabilitu. Vysledky jsou primérem 3
nezavislych experimentli. Hvézdi¢kou jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05).

Vétsina testovanych indolti signifikantn€ nesnizovala viabilitu ve srovnani s negativni
kontrolou (Graf 1), pouze 2-methylindol, ale jen o cca 8 % ve 100 uM koncentraci. Znamé
cytotoxické agens, doxorubicin, vSak snizil signifikantné viabilitu na cca 55% pii koncentraci
20 uM. Vsechny vyse testované koncentrace mohly byt dale pouZzity pro testovani aktivace

AhR v PC-3 prostatické linii.
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6.2 Reporter Gene Assay

Bunécéna linie PC-3 stabilné transfekovana reportérovym plazmidem responzivnim na aktivaci
AhR byla vystavena ptisobeni methylindolii o koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 pM po dobu 24 h.
Reporter Gene Assay stanovuje pomoci luciferazy aktivitu AhR, ktery je pfitomny v této

bunécéné linii.

Stanoveni aktivity AhR u methylindol(
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Graf 2: Pisobeni methylindoli na aktivitu AhR receptoru. Bunécna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolti o koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 uM po dobu 24 h. Nésledné
byla stanovena aktivita luciferdzy, kterd je pfimo Umérna aktivité¢ aryl uhlovodikového
receptoru. Vysledky jsou ndsobkem negativni kontroly UT, kterd pfedstavuje hodnotu 1. TCDD
byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou primérem 3 nezéavislych experimentd.
Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05).

Pozitivni kontrola TCDD indukoval cca 2,2 nasobny rust luciferazové aktivity, ktery byl
vyhodnocen jako signifikantni. U 1-methylindolu a 2-methylindolu nedochazelo k vyrazné
aktivaci AhR, proto nebyly tyto dvé slouceniny dale pouzity pro navazujici experimenty.
U ostatnich monomethylindolti dochdzelo k vyrazné aktivaci AhR, srovnatelné ¢i vyssi jako
pro TCDD, viz Graf 2. Nejsiln¢jsSim aktivatorem AhR byl 3-methylindol, ktery byl v 100nM
koncentraci stejn€ u¢inny jako TCDD (10 nM) a v 100 uM koncentraci indukoval az 6krat. Pro

dal$i experimenty byly testovany jiz jen 3 nejvyssi koncentrace monomethylindoli.
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6.3 qPCR

Byla sledovana exprese u cilovych geni AhR — CYP1Al, CYPIB1 a AhRR a gent
AR — FKBP5 a UBE2C. Vyse hladiny exprese byla stanovena pomoci qPCR, kdy PC-3 linie
byla vystavena latkdm 3-methylindol (3-MI), 4-methylindol (4-MI), 5-methylindol (5-MI),
6-methylindol (6-MI) a 7-methylindol (7-MI) o koncentracich 1; 10 a 100 uM po dobu 24 h.

Veskera data jsou vztazena k negativni kontrole UT.

U genu CYP1AL1, ktery je pod kontrolou AhR, v§echny monomethylindoly indukovaly do jisté
miry expresi viz Graf 3. Zatimco pozitivni kontrola TCDD indukoval cca 2krat, ostatni indoly

vykazuji podobnou miru indukce s vyjimkou 3-methylindolu, ktery indukoval 3-5krat
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Graf 3: Pusobeni methylindolii na expresu genu CYP1A1l. Bunétna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolti o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nésledné byla
stanovena exprese genu CYP1AT pomoci qPCR. Vysledky jsou ndsobkem negativni kontroly
UT, ktera ptedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou
zastoupeny reprezentativnim experimentem.

U genu CYPIBI, ktery je také pod kontrolou AhR, byly pozorovany podobné trendy jako
u genu CYP1AL1 viz Graf 4. U vSech testovanych latek byla pozorovatelnd zvysujici se exprese

se zvySujici se koncentraci kromé 7-methylindolu. U skatolu v koncentraci 100 puM

a 6-methylindolu dochazi k indukei, které se ptiblizné vyrovna indukci vyvolanou TCDD.
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Exprese genu CYP1B1
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Graf 4: Pusobeni methylindolii na expresu genu CYP1B1. Bunécénd linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolt o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné¢ byla
stanovena exprese genu CYP1B1 pomoci qPCR. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly
UT, ktera piedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouZit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou
zastoupeny reprezentativnim experimentem.

Poslednim testovanym genem pod kontrolou AhR je AhRR. Oproti dfive uvedenym gentim
CYPIA1 a CYP1BI, zde nedochazi k indukci srovnatelné s modelovym ligandem TCDD, viz

Graf 5. Mirné indukce byla zaznamenana pro 3- a 6- methylindol.

Z uvedenych dat vyplyva, Ze vSechny testované methylindoly jsou schopny koncentraéné

zavisle indukovat geny kontrolované AhR. Jediné¢ u AhRR dochazelo k mensi indukci exprese.

30



Exprese genu AhRR
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Graf 5: Pisobeni methylindoli na expresu genu AhRR. Bunécné linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindolti o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla stanovena
exprese genu AhRR pomoci qPCR. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly UT, ktera
pfedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouZit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou zastoupeny
reprezentativnim experimentem.

Pomoci qPCR byla stanovena i exprese gent, které jsou regulovany primarné AR — KLK3,
FKBPS5, UBE2C, aby se zjistilo, jakou roli hraje AhR aktivace v expresi téchto gent

v nepiitomnosti AR.

KLK3 gen nebyl viibec exprimovan v PC-3 linii, coz naznacuje, ze je tedy vyhradné
kontrolovan androgennim receptorem. U FKBP5 a UBE2C byly pozorovany pouze mensi
zmény v expresi. Oba byly downregulovany TCDD. V ptipadé¢ FKBP5 se hodnoty nasobku
negativni kontroly pohybovaly kolem v rozmezi 0,6-0,8 pro 4- aZ 7-methylindol, viz Graf 6.
Skatol oproti tomu sniZil FKBPS expresi jen v nejniZz8i koncentraci, zatimco ve vysSich nemél
na expresi vliv. U genu UBE2C byl pro vSechny testované¢ methylindoly pozorovan pokles

o cca 20 % vuci negativni kontrole, viz Graf 7.
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Exprese genu FKBP5
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Graf 6: Pisobeni methylindoli na expresu genu FKBP5. Bunécna linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindolti o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla stanovena
exprese genu FKBP5 pomoci qPCR. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly UT, ktera
predstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou zastoupeny
reprezentativnim experimentem.
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Graf 7: Pisobeni methylindoli na expresu genu UBE2C. Bunécna linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindolt o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla stanovena
exprese genu UBE2C pomoci qPCR. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly UT, ktera
ptedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou zastoupeny
reprezentativnim experimentem.
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6.4 Western blotting

Po stanoveni exprese u vybranych genti byla pomoci Western blottingu detekovana hladina
proteinu AhR. Mezi testované latky patfily: 3-methylindol, 4-methylindol, 5-methylindol,
6-methylindol a 7-methylindol o koncentracich 1; 10 a 100 uM. Vysledky jsou primérem dvou

experimentd.

Pti detekovani proteinu aryl uhlovodikového receptoru byla nejvyssi hladina piitomna
u 3-methylindolu, ktery v koncentracich 1 uM a 10 uM piesahoval UT (negativni kontrola) cca
022 a 17 %. DalSim latkou, jejiZ hodnota pfesahovala negativni kontrolu, byl 7-methylindol o
koncentraci 1 uM. U vSech latek kromé 5- a 6-methylindolu byl pozorovatelny ubytek proteind

se zvysujici se koncentraci, viz Graf 8 a Obrazek 7.
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Graf 8: Western blot detekce proteinii AhR v bunécné linii PC-3. Bunécna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolll o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla
detekovana hladina proteini AhR pomoci Western blottingu. Vysledky jsou ndsobkem
negativni kontroly UT, kterd ptedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola.
Vysledky jsou prumérem 2 nezavislych experiment. Hvézdi¢kou jsou oznaceny statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05).
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Obrazek 7: Reprezentativni Western blot detekce AhR v buné¢né linii PC-3. Bunécna linie
PC-3 byla vystavena plsobeni methylindoli o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h.
Nasledné byla detekovana hladina proteintt AhR pomoci Western blottingu. Pro verifikaci byla
provedena detekce B-aktinu.
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7 Diskuze

Tato bakalatska prace se zabyva vlivem methylindolti na aryl uhlovodikovy receptor v buitkach
rakoviny prostaty negativni na androgenni receptor. Androgenni receptor je dilezitym
molekularnim cilem pro 1é¢iva, kterd se podileji na inhibici jeho aktivity. Aryl uhlovodikovy
receptor patii mezi transkripéni faktory, u kterych byla v poc¢atcich jejich studia popsané
regulace metabolismu xenobiotik. Mezi jeho dal$i popsané funkce patii oprava DNA, imunitni

odpovéd’ atd.

Na zacatku experimentl bylo nutné detekovat viabilitu PC-3 pomoci krystalové violeti. Pti
mém méteni byl nejvetsi tbytek viability u 1-methylindolu (10 uM), kde oproti UT klesla
viabilita o 10 %, avSak tato hodnota nebyla signifikantni. V experimentu Stepankova et al.
(2018), ktery vyuzival bunécnou linii LS180, jez byla izolovana z tlustého stfeva, se provedl
MTT test u mono-methylindolti v koncentracich od 1 nM do 200 uM pii 24hodinovém
treatmentu, byl nejvetsi pokles viability 20 %. Srovnani obou experimentti vykazuje nizkou
toxicitu vSech testovanych latek. V experimentu Khwaja et al. (2009) pracovali s bunécnou linii
PC-3 a sledovali tcinek latek ketorolak, indomethacin, etodolak, 5-methylindol-3-acetat, indol
3-karbinol a diindolylmethan. Po 48hodinovém treatmentu srovnali viabilitu téchto latek pii
koncentracich 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mmol/l. Zjistili, Ze pifi nejvyssi testované koncentraci
u ketorolaku a diindolylmethanu dochézi k témét 100% smrti bun€k, kdezto u ostatnich latek
ptezilo pfi nejvyssi koncentraci alespon 60 % (5-methylindol-3-acetét) a vice. Latky vyuzivané
v tomto ¢lanku mély po 48hodinovém treatmentu vyssi cytotoxicitu, coz ale mize korelovat
s Casovym rozhranim, kdy v mém experimentu probihal treatment pouze 24 h. Zajimavym
faktem nicméné ziistava, Ze diindolylmethan byl popsan jako koaktivator AhR a induktor
CYPIALI. Pii koncentraci 10 uM nebyla pozorovana signifikantni indukce, avSak pti vysSich
koncentracich (50 uM, 100 uM) byla hladina CYPIA1 mRNA vyrazné vyss$i a u 100uM
koncentrace dokonce ptesahovala hodnotu TCDD (1 nM) (Chen et al., 1998). Néco podobného

jsem pozoroval pro vybrané indoly, zejména 3-methylindol (Graf 3).

Dalsim krokem v mé bakalatské praci bylo ovéfeni aktivace AhR pomoci Reporter Gene Assay.
Tato metoda vyuZziva plazmid obsahujici reportérovy gen izolovany ze svétlusek, ktery je
vlozen do dcefinych bunék PC-3, které dostaly pojmenovani PAhRC3. Buiiky byly inkubovany
po dobu 24 h. Nejvétsi aktivaci AhR zptlisobily skatol, 4-methylindol a 6-methylindol. Ve
srovnani s vyzkumem Stepankova et al. (2018), kde probihala inkubace s methylindoly
v koncentracni fadé 100 nM, 1; 5; 10; 50; 100 a 200 uM v 8 a 24hodinovych cyklech, se

shodujeme s vysokou aktivitou AhR pfi inkubaci s 4-methylindolem a 6-methylindolem, avsak
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v mém experiment navic doséhl vysoké indukce skatol. U vSech testovanych latek tak dochazi
k vyrazné vyssi aktivaci AhR po delsi dob¢ inkubace. V experimentu Amakura et al. (2016)
detekovali aktivitu aryl uhlovodikového receptoru molekulami, které jsou obsazeny v jidle.
Tryptamin, ktery je metabolitem tryptofanu stejné jako 3-methylindol, vykazoval vysokou
aktivaci AhR pii koncentraci ~ 10000 nM v bunécné linii mySich jater H1L6.1c2. Dale
vuvedené studii detekovali, Ze z aminokyselin a jejich derivati, pouze molekuly, které

obsahovaly indol, aktivovali AhR (Amakura et al., 2016).

Dalsi byla sledovana hladina exprese vybranych genit AhR a AR, kdy PC-3 buiky byly
inkubovany 24 hodin s methylindoly v koncentracich 1; 10 a 100 pM. Mé&fila se exprese gent
CYP1A1,CYPIBI1, AhRR, FKBPS5, UBE2C a KLK3. Pii métfeni exprese CYP1A1, coz je gen,
ktery ma dulezitou roli v prvni fazi biotransformace stejné¢ jako CYPIB1 a AhRR, byla
viditelné nejvyssi hodnota pozorovana u skatolu, kdezto nejniz§i u S5-methylindolu.
U 3- a 4-methylindolu byla pozorovatelnd zavislost exprese na koncentraci. Ve vyzkumu
Stepankova et al. (2018), kde byly bunky inkubovany s testovanymi latkami po dobu 24 hodin
pii koncentraci 200 uM, bylo zjiSténo, Ze nejvyssi expresi indukuji 4-, 5- a 6-methylindoly, coz
nekoresponduje s mymi vysledky. To miiZze byt dano pouzitim rozdilnych bunéénych linii
a koncentraci testovanych latek. V diplomové praci Mgr. Lestinské (2021), byla pouzita
bunécéna linie 22Rv1, ktera obsahuje androgenni 1 aryluhlovodikovy receptor. K nejvyssi
expresi CYPIA1 dochazelo u 4-methylindolu, jehoz hladina ptfesahovala TCDD az 2x pfi
koncentraci 100 uM. V mém experimentu se stejna latka ve stejné koncentraci rovnala TCDD.
U 3-methylindolu aZz 7-methylindolu byla pozorovand nejvyssi exprese CYP1Al pro
koncentraci 100 uM, coZ jsem pozoroval 1 v mé bakalaiské praci. U CYP1B1 genu byla v obou
pracich dolozena koncentra¢ni zavislost methylindoli na genové expresi. U bunck 22Rvl
pfesahovaly 3-methylindol a 4-methylindol nasobek negativni kontroly TCDD, kdeZto u PC-3
bun¢k neptesahla tuto hladinu ani jedna latka. U AhRR byl u obou linii dokdzan vliv
koncentracni fady na expresy genu. Lze tedy fict, Ze methylindoly maji vétsi vliv na expresi
téchto tif gent u bunécné linie 22Rv1 nez PC-3. Pfi detekci FKBP5 a UBE2C nebyla v mé
bakalarské praci zméfena hladina exprese vyssi ku negativni kontrole, kdeZto v diplomové praci
Mgr. LeStinské ano. V bunéfné linii 22Rv1l dochdzelo k indukei u vSech latek 1 vSech
koncentraci u obou zminénych genti. V bunééné linii PC-3 byla hladina exprese u genu FKBP5
snizena u 4- az 7- methylindolu ve vSech koncentracich v priméru o 40 % a u UBE2C byla

hladina snizena mirnég, ptiblizné o 20 %. Tato data tedy naznacuji, Ze testované indoly potlacuji
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expresi FKBP5 a mirn€¢ i UBE2C v nepfitomnosti androgenniho receptoru a mohou tedy

ovlivilovat i jinou signalni dradhu zapojenou do regulace exprese FKBPS5 a UBE2C.

Dalsi casti byla detekce proteinu AhR pomoci Western blottingu. Oproti qPCR se testované
latky neliSily, ani v koncentracich. Ve vétsing pfipadi krome¢ 1uM a 10uM 3-methylindolu
a 1puM 7-methylindolu dochazi k downregulaci. Dale s nartistajici koncentraci methylindoli
(krom¢ 5- a 6-methylindolu) dochazelo k ibytku AhR proteinu a tedy jejich degradaci.
V diplomové praci Mgr. Lestinské byl nejvétsi nartst proteinu sledovan u 5-methylindolu,
kdezto v mé praci to byl 3-methylindol, a u ostatnich methylindoli nebyl pozorovan vyrazny
vliv na AhR v bunééné linii 22Rv1. Lze tedy fict, ze zavisi na pouzité¢ bunécné linii v ptipadé

detekce proteinu AhR, jak bude reagovat na ptitomnost AhR aktivatort.
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8 Zavér

V této bakalarské praci byla dokazana vyrazné aktivace aryl uhlovodikového receptoru latkami:
3-methylindol, 4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol a 7-methylindol o koncentracich
I; 10; 100 uM pomoci metody Reporter Gene Assay a také jejich nizkad cytotoxicita na
bunécnou linii PC-3. Ta neobsahuje androgenni receptor, a proto nedochazelo k expresi nad
ramec negativni kontroly u gentt FKBP5 a UBE2C. Latky vSak indukovaly geny, které jsou pod
kontrolou AhR a to CYP1A1, CYPIBI a AhRR, jez jsou diilezit¢ komponenty metabolismu
xenobiotik. Déle byla ovéfena koncentracni zavislost methylindolli na expresi gentt CYP1A1,
CYPI1BI1, AhRR, kdy se zvySujici se koncentraci testovanych latek dochazelo k vyraznéjsi

expresi.

Pii Western blottingu byla zji§téna koncentracni zavislost methylindoli na hladiné proteinu,
kdy na rozdil od qPCR se zvysujici se koncentraci dochdzelo k degradaci AhR proteinu. Pouze
ul uM a 10 uM 3-methylindolu a 1 pM 7-methylindolu byla exprese vyssi nez u UT (negativni

kontrola).
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