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1 Uvod

Rakovina prostaty je nejcastéjSim druhem nekutanni rakoviny, ktera se vyskytuje u muzu. Jeji
1é¢ba zahrnuje predevsim inhibici aktivity androgenniho receptoru, ¢ehoz je dosahovano
snizenim koncentrace muzskych pohlavnich hormoni — dihydrotestosteronu a testosteronu,
které jsou produkovany predevsim varlaty. U nékterych pacienti vSak nastava problém, kdy
rakovina se stane negativni na androgenni receptor a proliferuje i1 dale za nizkych koncentraci
muzskych pohlavnich hormonli. 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
zprostifedkovava tfadu biologickych funkci napf.: metabolismus xenobiotik. Tato bakalafska
prace se zabyva studiem vlivu methylindold na AhR: aktivaci receptoru, expresi genu

a produkci proteint.
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Cile prace
Vypracovani reSerse na téma bakalarské prace.
Stanoveni proliferace a metabolické aktivity prostatické linie PC-3.
Stanoveni exprese cilovych gend aryl uhlovodikového receptoru metodou gPCR.
Detekce hladiny proteint vybranych cilovych gent aryl uhlovodikového receptoru metodou
western blotting.

Vypracovani bakalarské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarské prace.



3 Literarni prehled

3.1 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je celosvétove nejCastejsi druh nekutanni rakoviny u muzi, ktera ro¢né Cita
1 600 000 ptipada z toho 366 000 smrtelnych (Torre ez al., 2015). Touto nemoci trpi nejcasteji
muzi afrického ptivodu nasledovani pavodem evropskym a asijskym. I pfes pokrok, ktery ve
vyzkumu posledni dobou nastal, zastava kvili neadekvatnim terapiim metastatického
karcinomu prostaty ¢i naopak nadmérné péci u benigni formy rakovina vyznamnym problémem

pro nemocné muze (Wang ef al., 2018).

Prostata (pfedstojna zlaza) je nejvét§si muzskou piidatnou zlazou reprodukéni soustavy. Nachazi
se u vyvodi mocového méchyte a obklopuje Cast mocové trubice, do které dodava tekutinu pfi
ejakulaci. Prostata se sklada ze dvou hlavnich casti: stromatu a epitelové tkan¢. Buiky, které
se nachazi ve stromatu, se vyznamné podili na homeostaze celé zlazy, naopak butiky epitelu

vykonavaji funkci sekrece (Aaron et al., 2016; Alshahrani ez 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 urovni se zlaza
sklada z pseudostratifikovaného epitelu, ktery obsahuje luminalni, bazalni a neuroendokrinni
buriky (van Leenders ef Schalken, 2003; Shen et Abate-shen, 2010). Nékteré studie usuzuji, ze
rakovina prostaty, kterd je odvozena od luminalnich bun¢k, je mnohem agresivnéjsi, a proto
tyto buiky predpovidaji mnohem horsi prognézu (Wang et al., 2013). Jina studie usuzuje ze
podtyp rakoviny, kterd vznikd zbunck bazalnich, je agresivnéj§i (Wang et al., 2013;
Smith et al., 2015). U neuroendokrinnich bunék, kterych je v prostaté malé mnozstvi a nachazi
se na bazalni stran¢, 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 luminalni burky,
exprimuji vysoké mnozstvi CK5 a p63 a malé androgenniho receptoru. Neuroendokrinni buriky
exprimuji markery napt.: synaptophysin a chromogranin A, ale neexprimuji AR, viz Obrazek

1 (Wanget al., 2018).

Rakovina prostaty muze dojit do maligniho stadia, kterému predchazi vicestupriovy proces,
zaCinajici jako prostatickd intraepitealni neoplazie (PIN). Ta je nasledovana lokalizovanym
karcinomem prostaty a dale pokrocilym adenokarcinomem, ktery poté kulminuje ve forme
metastatického karcinomu (Shen ef Abate-shen, 2010). Tento vicestupfiovy proces, ktery

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

W



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’, ktera 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 ristu nadoru u pacientt s rakovinou prostaty. Standartni cestou k uspesné 1écbé
je v soucasnosti androgenni deprivacni terapie (ADT), ktera blokuje stejnojmenny receptor.
Problémem je vSak takzvany kastra¢né rezistentni karcinom prostaty (CRPC), coz je rakovina,

jez je imunni vuci kastraci (Bluemn et al., 2017).

Normal prostate Lineage markers
gland
s . _—luminal AR, CK8
2 G cells CK18, NKX3,1
l/.' h o\

= Basal CKS5, CK14,
- cells p63, Sca-1, Trop2

> .,,\r"\Neuroo..rdocnno Synaptophysin,
: cells Chromagranin A, Eno2

Obrazek 1: Zdrava zlaza prostaty skladajici se z luminalnich, bazalnich a neuroendokrinnich
bunék. Prevzato z clanku Wang ef al. (2018). Luminalni buiiky produkuji sekrecni proteiny
ajsou definovany expresi cytokeratinu 8 a 18 a expresi AR. Bazalni buiky exprimuji CKS5
a p63, kdezto AR pouze malo. Neuroendokrinni buriky exprimuji markery napt. chromogranin

¢i synaptofyzin.

Dalsi fazi rakoviny prostaty je metastaticky karcinom, ktery mize byt smrtelny. Metastaze
nejdiive prorustaji do lymfatickych uzlin, které priléhaji k primarnimu nadoru a poté se mohou
postupné dostat do organu napt.: plice ¢i jatra a nakonec kosti. Metastaze, které se nachazi prave
v kostech, zpusobuji nesnesitelnou bolest, vyssi hladinu vapniku v krevnim fecisti a Casté
zlomeniny. VSechny tyto pfiznaky jsou zptsobeny osteoblastickymi ¢i osteolytickymi 1ézemi.
Pravé na metastdze v kostech je v poslednich letech zaméfen vyzkum, jenz se snazi najit

vhodnou efektivni 1écbu (Datta ef al., 2010).

Hlavni roli v metastazich u riznych druha rakovin, a tedy i u rakoviny prostaty hraje epitelialné
mezenchymalni tranzice (EMT), coz je proces, kdy epitelialni buriky ziskavaji charakter bun¢k
mezenchymalnich (Mittal, 2018). Bunky rakoviny prostaty podstoupi EMT a zac¢nou se $ifit
jako cirkulujici nadorové bunky (CTCs). Poté piekonaji nékolik bariér zvétSujicich se metastazi

v kosti a migruji na povrch kosti pfes dutinu kostni dfené (Body ez al., 2010). Buiiky CTCs jsou



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

rakovinovych bun€k do vzdalenych organti v téle (Aceto et al., 2015).

Jakmile buriky rakoviny prostaty obsadi kostni dfeni zaénou ménit tvar kosti az zpusobi zlomy
a tim podpofi vlastni Zivotnost a rist nadoru. Sekrece rustovych faktori (endotelin 1,
adrenomedullin, fibroblastové rustové faktory, rustové faktory odvozené z krevnich desticek,
kostni morfogenetické proteiny) stimuluje aktivitu osteoblastu, ktery formuje novou kost
pomoci parakrinni signalizace (Body ef al., 2015). Navic nadorem sekretované protedzy napf.:
matrix metaloproteinazy, prostaticky specificky antigen (PSA) a urokindzovy plasminogenovy
aktivator, podporuji sekreci rastovych faktort osteoblastu jako napf. 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 pomahaji ristu a Zzivotaschopnosti rakovinovych bun¢k, 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 bunek rakoviny prostaty v kosti dynamickym procesem
remodelovani kosti a interakci mezi rakovinovymi burikami, 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 muze
byt méfen za uCelem predpovedi urcitého vysledku ¢i nemoci. Dale analyzovanim biomarkeru
ziskavame kompletni informaci o brzkém vyvoji nadoru a diky tomu je mozné individualizovat
1é¢bu. Biomarkery jsou uspésné v diagnoze rakovin, piedpoveédi nebo sledovani odpovédi

organismu na 1écivo a také k analyze jejiho ustupu (Strimbu ez 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 pacientd, ktefi jsou
ptiznakovi, kdezto prognostické biomarkery predpovidaji prubéh a rychlost rozsifeni rakoviny.
Jako posledni stoji ndahradni biomarkery, jez supluji klinické koncové body ¢i méfi klinické
benefity, tedy jestli se stav pacienta zlepSuje Ci zhorSuje. Idealni diagnostické biomarkery maji

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



3.1.2 Molekularni markery

Molekularni markery jsou stanovitelné z krve, moci ¢i tkdn€. Mezi molekularni markery
rakoviny prostaty, které lze stanovit z krve, patii naptiklad prostaticky specificky antigen
(PSA), cirkulujici nadorové buriky (CTC), cirkulujici nadorova 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 probiha 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 et al., 1979, Ornstein et al., 2000). I ptes nejcastejsi uzivani
tohoto biomarkeru se stale diskutuje o jeho 100% ucinnosti v predpovédi mozného vyskytu
rakoviny prostaty, jelikoz chybi dostate¢na data z nahodné udélanych pokustu a také chybi

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

V praxi je 65 % — 95 % celkového PSA (total PSA - tPSA) navazano na proteazové 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 molekularnich forem

(Khan et al., 2004).

Zajimavosti muze byt odliSny pribéh u afroamerickych muzii s nové diagnostikovanou
rakovinou prostaty, ktera méla pii pocateénim meéteni vétsi koncentraci séra PSA nez u bélochu,
coz korespondovalo s velikosti nadoru v jejich télech pii stejné 1écbé. Tato rozdilnost muaze
poukazovat na nestejny prubéh nemoci u odliSnych ras. Je proto dulezité 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).

Cirkulyjici nadorové buriky, které se nachazi u pacientli s pokroCilym stadiem rakoviny
prostaty, mohou byt detekovany v krvi ¢i kostni dieni (Morgan ez al., 2007). Se zlepSujicimi se
technikami sekvenovani a testovanim krevni plazmy se cirkulujici nadorové buriky a cirkulujici
nadorova DNA stavaji slibnymi tekutymi biopsiemi v ramci onkologie. Tyto testy, které jsou
minimaln€ invazivni, monitoruji nador (napf.: genom) a predbéznou, ¢i jiz naordinovanou
1écbu. Vysetieni nazyvajici se Cellsearch, které je zalozeno na detekci a vypoctu cirkulujicich

nadorovych bunék pomoci imunomagnetického zachytu a fluorescenci, je nejcastejsi platforma



uznana ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv. Tento test predikuje celkovou ¢i postupnou
moznost preziti pfi metastatické fazi rakoviny prostaty. Molekularni analyza CTC je
ptirovnavana k primarni nadorové tkani ¢i metastazim, a proto vykazuje skutecny stav rakoviny

(de Bono et al., 2008).

Alternativou ke zminovanym markerim muze byt ct-DNA/cf-DNA neboli cirkulujici nadorova
DNA, coz je maly fragment nukleové kyseliny, ktery je uvoliiovan z nadorovych bunék. Podle
jedné ze studii, ktera pouzila CancerSEEK test u pacientd, ktefi jsou diagnostikovani
nemetastatickou rakovinou, ma tento krevni test zalozeny na sledovani mutaci cf-DNA
amnozstvi cirkulujicich proteini v krvi az 99% specifitu. Pravé diky tomu je cirkulujici

nadorova DNA klasifikovéana jako biomarker (Cohen ez al., 2018).

I pfes to Ze maji tyto techniky mnoho vyhod, mnozstvi ct-DNA a CTC je malé a jejich korelace
s vékem neni stale stanovena, coz muze zpusobit nadmérnou 1é¢bu a zbytecnou financni zatez

(Kohaar et al., 2019).

Mezi biomarkery, které jsou stanovitelné z moci, patii napiiklad prostate cancer gene 3 (PCA3),
ktery exprimuje nekodujici RNA. PCA3 byl objeven diky rozdilnosti transkriptomu normalni
a nadorové prostatické tkan€, ve které je overexprimovan (Bussemakers ef al., 1999). Mezi
dalsi objevené dlouhé nekodujici 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¢ né€kolika studii, které tento biomarker zkoumaly na velkém mnozstvi
muzt, byl PCA3 nalezen jako jeden z nejlepSich pro diagnozu rakoviny prostaty. Whitman
a kol. také zjistili, ze PCA3 stanovitelny z moci muze predpovédét objem a velikost nadoru

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

Dalsi zpusob sledovani prostatickych markert je pomoci testu ProMark. ktery vyuziva ptimo
prostatickou tkan. Tato metoda zalozena na zkoumani proteint predpovida rakovinu u jesté
zdravych pacienti. Tento test vyhodnocuje osm proteinovych markerd 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 ruzné technologie ¢i nastroje, které dokazou predpovidat
pravdépodobnost pocatecni pozitivni biopsie, zredukovat jejich zbyteéné opakovani, rozpoznat
nador podle rizika, klasifikovat mozné rozsifeni a monitorovat odpoveéd’ na jednotlivé zakroky

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



Mezi takové biomarkery patii ConfirmMDx, ktery umi vyhodnotit pravdépodobnost vyskytu
rakoviny prostaty. Tento test methylacniho markeru je zalozen na zkoumani tkané a jeji
epigenetickou zménu v oblasti nadorové 1éze, aby poté zredukoval pocet opakovani biopsii
(Wojno et al., 2014). Tato analyza identifikuje hypermethylacni vzorec CpG ostravki
a promotorovych regionu tfi geni (GSTP1, APC, RASSF) u muzi po negativni biopsii.
ConfirmMDx dosahl 88-90 % NPV (negativni prediktivni hodnota), coz je hodnota, ktera je
definovana jako pravdépodobnost, ze Clovék 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 méfi uroven RNA exprese u 22 odlisnych gend,
které byly vybrany na zakladé unikatnich vzort exprese u brzkych metastatickych pfipada
(Karnes et al., 2013). Tyto geny jsou zapojeny do dulezitych biologickych procesi napf.:
bunécna proliferace, diferenciace, adheze a signaliza¢ni drahy regulujici imunitni odpoved.
Vysledkem tohoto testu je hodnota od O do 1; se zvySujicim se Cislem stoupa také vétsi
pravdépodobnost vyskytu metastazi (Mohler ef al., 2016). Diky Decipheru se zvysila piesnost

predpovédi objevu metastazi u rakoviny po dobu 10 let (Karnes ez al., 2013).

3.1.4 Lécba rakoviny prostaty

Vybér vhodné 1é¢by rakoviny prostaty zavisi na stupni jejiho vyvoje, fazi, véku pacienta
a mnoha dalSich faktorech. Jednotlivé typy mohou byt rozdéleny dle Gleasonova skore do
nasledujicich kategorii: nizké, stfedni a vysoké riziko (Rodrigues et al., 2012). U rakovin
nizkého rizika dochazi k potlaceni rozvoje nadoru pouhym lékarskym dohledem, kdy bylo
prokazano, ze radikaln¢jsi 1écba (radioterapie, prostatotektomie) ma stejny vysledek jako pouhy
monitoring; mortalita nevykazuje vyrazné odliSnosti (Wilt ef al., 2017). U rakoviny s vysokym
rizikem je zapotfebi vyuzit agresivni 1écbu. Nejvétsi vyzvou je tedy rakovina se stiednim
rizikem, jelikoZ u pacientd dochazi k velkym odchylkam odpovédi organismu na jednotlivé
1écebné procedury. Nekolik vyzkumnych laboratofi jiz navrhlo tento typ rozlisit do detailnéji
popsanych subtypt, ¢imz by mohlo dojit k rychlej§imu stanoveni vhodné 1éCby
(Serrano et Anscher, 2016). Soubézné dochazi i k prozkoumani biomarkerd, které mohou

predpoveédét agresivitu a vyvoj rakoviny.

Pro pacienty, kterym je poskytnuta 1éCba a nadale dochéazi k rozvoji nadoru, je vyuzita
hormonalni terapie, ktera se nazyva androgen deprivation therapy (ADT). Cilem je potlacit
koncentraci muzskym pohlavnich hormonti (androgent) v téle, Ci zastaveni jejich prenaseni
k rakovinovym buinikam. Mezi androgeny patii pfedev§im testosteron a dihydrotestosteron,
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které jsou produkovany varlaty a v mensim mnozstvi i nadledvinami. Hormonalni terapie
dokaze vyrazné zpomalit rakovinu prostaty, avSak nedokaze ji sama o sob¢ zastavit, a proto se
vyuziva napiiklad s radioterapii. U metastatického karcinomu se vyuzivd ADT spolu
s chemoterapiemi a mize dale zahrnovat bud’ chirurgickou kastraci nebo cast€ji vyuZivanou
chemickou kastraci, ktera 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 dobfe, rakovina se nachazi nadale prakticky
u vSech pfipadu a vyviji se v kastracné rezistentni rakovinu prostaty (CRPC; castrate-resistant
prostate cancer). CRPC je rakovina prostaty, ktera roste 1 pfes nizkou hladinu testosteronu
v krvi. Tento typ je 1éCen pomoci chemoterapie vyuzivajici taxany a v poslednich letech
dochazi k rozvoji jinych druhd 1é¢by jako jsou naptiklad anti-androgenni terapie zahrnujici
latky enzalutamid, abirateron, apalutamid a dalsi (Vaishampayan ef al., 2017). Tyto latky patfi
mezi androgenni antagonisty a blokuji tedy syntézu androgent a tim zvySuji Sanci preziti
pacientl i s pokrocilej§im stadiem rakoviny (Beer e al., 2014). Nékteré experimentalni terapie
dokézou oddalit ¢i zcela zredukovat fraktury kosti ¢i kompresi michy. Cilem téchto latek je
proces diferenciace kostnich bun¢k a patii mezi né napiiklad kyselina zoledronova, atrasentan

nebo radioaktivni latky napf.: radium-233 (Body ez 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 pripadé, kdy je rakovina prostaty negativni na
tento receptor. S touto diagnozou dochazi u valné vétSiny pacientt k rychlému Sifeni nadoru
a nasledné smrti (Formaggio et al.,2021) U rakoviny negativni na androgenni receptor (AR-)
dochazi u bunék ke zmeéné¢ jejich zakladnich ryst. Rozdilnost mezi jednotlivymi typy je vSak
stale nedefinovana, jelikoz nejsou dostatecné odliSitelné morfologické a molekularni vlastnosti

rakovinovych bunék (Beltran ez al., 2014).

Nejznamé)§i a také nejprozkoumanéjSim subtypem AR- rakoviny prostaty je takzvana
neuroendokrinni rakovina prostaty (NEPC). V tomto piipadé dochazi k expresi
neuroendokrinnich a bazalnich proteinti za ztraty exprese luminalnich a epitelialnich markert,
které reguluji androgenni receptor (Beltran ef al., 2014). NEPC se vét§inou vyviji z androgen
pozitivnich adenokarcinomu procesem transdiferenciace luminalnich bunék (Zou et al., 2017).
Inaktivace jaderného proteinu p53 zvySuje expresi neuroendokrinnich markert a zaroven
snizuje odpoveéd’ buriky na abirateron (Zheng et al., 2003). Dale dochazi k expresi neuronalniho
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transkripcniho faktoru BRN2. Aktivita tohoto faktoru je snizena aktivitou androgenniho
receptoru — AR je supresorem. BRN2 také reguluje aktivitu SOX2 faktoru, ktery ovliviiuje
plasticitu bun€k. Cilem studii je tedy inhibice faktori bunécné plasticity (napf.: SOX2), coz ma
za nasledek reexpresi androgenniho receptoru (Bishop et al., 2017). Nekteré latky, které tuto
vlastnost maji, byly jiz prozkoumany a patfi mezi né napiiklad azacytidin, ktery blokuje

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

Tryptofan (Trp), viz Obrazek 2 je esencialni aminokyselina, ktera hraje dalezitou roli pti mnoha
fyziologickych procesech v lidském téle. Mezi tyto procesy patii rast bunék a jejich udrzba,
kde Trp slouzi jako stavebni kamen proteinti. Dale koordinuje odpovéd organismu na piijem
stravy jako signalni molekula & neurotransmiter (Cervenka ef al., 2017). Koncentrace
tryptofanu v téle je zavisla na mnozstvi a typu jednotlivych slozek jidla, jez je Clovékem
pfijimana a také na metabolickych cestach, kterych se Trp ucastni. Mala frakce vesSkerého
tryptofanu v téle je vyuzivana k syntéze protein a k produkci neurotransmiteri napf.:
serotonin, nebo neuromodulatorti napf.: tryptamin (Schwarcz et Stone, 2017). Vétsi Cast, asi
95 %, se vyuziva v kynureninové cesté, coz je metabolicka draha, jejiz hlavni podstatou je
tvorba nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD") pfi soudasné degradaci Trp

(Le Floc’h et al., 2011).

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

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

O

N OH

\ NH>
H

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

3.2.1 Metabolity tryptofanu produkované clovékem

Lidsky organismus neni schopny syntetizovat tryptofan, a proto je dalezité jej ziskavat z vhodné
stravy (Council, 1989). Nejvice tryptofanu mizeme najit v Cokolade, vajickach, mléénych
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) transportért, které se ve velkém mnozstvi
nachazi po celém téle. Mala Cast tryptofanu je vyuzita ve stievech, kdezto vice Trp prochazi

metabolismem v jatrech. Zbytek tryptofanu spolu s produkty degradace v jatrech je

11



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 uelem syntézy NAD" a dalSich latek
viz Obrazek 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 muze produkovat neurotoxické ¢i neuroprotektivni
latky, coz je zapfi¢inéno enzymy, které se ucastni jednotlivych chemickych reakci. Kynurenin
(Kyn) je obvykle hydroxylovan za vzniku 3-hydroxykynureninu a dale pfeménén na
3-hydroxyantranilikovou kyselinu. Kone¢nym produktem je poté NAD™ (Chen et al., 20009;
Nishizuka et al., 1963).

CH,—CH=C00"
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Obrazek 3: Metabolismus tryptofanu za vzniku kynureninu. Pfevzato z knihy FEssentials of

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

Dal§im produktem, ktery vznika sérii reakci z Kyn je kynureninova kyselina (Kyna), ktera byla
nejdiive objevena v psi moci, avSak ve vétSich koncentracich byla naméfena napiiklad ve
stfevech, zluci a v lidskych slinach (Turski ez al., 2013). Dale ji mizeme najit i v nékterych
potravinach, kdy nejvice se nachazi ve v€elim medu, brokolici a nekterych druzich brambor.
Kyna je také ve vysokych koncentracich zastoupena v 1é¢ivych bylinach, kde predevsim slouzi
k 1é¢bé stfevnich obtizi (Turski ef al., 2009; Turski et al., 2011). Dale mize byt syntetizovana

jaternimi bunkami, které syntetizuji enzym aspartat aminotransferazu (ALT), jez je analogem



k mitochondrialni ALT (oznaované jako GOT2 ¢i KAT4) a produkuje pravé Kyna reakci

transaminace Kyn (Glavin et al., 1989).

FICZ neboli 6-formylindolo[3,2-b]karbazol je dilezitym produktem tryptofanu, ktery byl
poprvé izolovan jako svétlem indukovany ligand aryl uhlovodikového receptoru
(Rannug et al., 1995). Formuje se diky kontaktu slunecniho svétla s kiizi a aktivaci aryl
uhlovodikového receptoru a expresi CYPIA (Bergander ef al., 2004). Pro syntézu FICZ
v burikach je nepostradatelné UV zafeni 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 §patna in vitro syntéza, kdy jeste
nebyla vynalezena optimalizovana technika, ktera by dokazala 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 ne€kolika zakladnich d&ja
jako jsou spanek, bolest, emoce, pozornost atd. Ptiblizné 5 % jeho celkové télesné koncentrace
se vyskytuje vmozku, avSak vétSina je ulozena a syntetizovana 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 predpoklada, ze znacna Cast serotoninu je vytvarena i diky
transportu Trp do mozku (Pardridge, 1998; Silber e Schmitt, 2010). Asi 95 % se nachéazi
v gastrointestinalnim traktu, kde hraje dilezitou roli v pohyblivosti a sekre¢nich mechanismech

(LeFloc’hetal., 2011).

3.2.2 Metabolity tryptofanu produkované bakterii strev

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

imunitnim systémem (Gao ez al., 2018).



Mezi nejCastéji zastoupeny metabolit patfi indol a jeho derivaty. Indol je katabolizovan
enzymem tryptofanazou, jejiz aktivita je vyvoland pfitomnosti Trp ¢i potlatena cukrem
glukézou. Mezi druhy bakterii, které dokazi produkovat indoly patfi naptiklad E.coli, Proteus
vulgaris, ¢i Achromobacter liquefaciens (Kesczthelyi et al., 2009). U indola bylo také
prokazano, ze funguji jako signalni molekuly, které mohou regulovat pohyblivost bakterii,
formaci biofilmu, rezistenci k antibiotikim ¢i virulenci (Li ef Young, 2013). V prasecich
sttevech byla odebrana maximalni koncentrace indoll, jez byla rovna hodnoté pfiblizné
0,12 mM. Takto vysoka koncentrace se hlavné nachézi v distalni Casti slepého stieva, kde se
nachazi vétSina bakterii, kdezto v zadni casti bylo izolovano zasadné mensi mnozstvi
metabolitd 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 buiiky
stfev jsou vystaveny indolum (Bansal ef al., 2010). Indol je pfitomny ve zdravich savCich
sttevech a ma pozitivni vliv na jejich fungovani a je povazovan za jeden z nejefektivnéjSich
metabolitd ve srovnani s ostatnimi molekulami. Je totiz vyhodnym signalem pro epiteliealni

buriky, kdy muiize zlepsit stfevni zanét (Bansal ef al., 2010; Davis, 2014).

Ve stievech muze byt ¢ast Trp katabolizovana za vzniku derivatu indolt, 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 ef al., 2009). Nékolik bakterii (£.coli,
Bacteroides, Clostridia) umi pfeménit tryptofan na tryptamin a indol pyruvat, jehoz konecnym
produktem je poté IAA, indol laktat ¢i IAcrA (Smith er Macfarlane, 1997). IAA muze poté
reagovat v jatrech s glutaminem a produkovat indolyl acetyl glutamin nebo oxidovat na TAld
(De Mello et al., 1980). Indolyl propionat mize konvertovat na IAcrA a ten spolu s glycin
v jatrech a ledvinach vytvaii IAcrGly (Keszthelyi ef al., 2009). Efekt metabolitd tryptofanu na
stfevni mikrobiom a homeostazi byl jiz n€kolikrat prokazan a nekteré druhy bakterii dokazou

zastavit zanét stfev podporou strevni bariéry epitelialnich bunék (Hasnain ez al., 2013).
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Obrazek 4: Metabolity indolu a jejich syntéza. Pfevzato z ¢lanku od Gao et al. (2018).

Skatol neboli 3-methylindol (Obrazek 5), je dalsim metabolitem Trp produkovany stfevni
mikroflorou, jehoz prekurzorem je IAA. Skatol je syntetizovan z IA A 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 krokl, které
vyzaduji rozdilné bakteridlni organismy. Koncentrace skatolu je uzce spjata se zdravym
hostitele. Ve vykalech se obvykle nachazi priblizné 5 pg/g vykall, kdezto u lidi, ktefi trpi
zazivacimi obtizemi, je to kolem 80 az 100 pg/g (Yokoyama et Carlson, 1979).

Tryptamin, stejné jako skatol, je produkovany dekarboxylaci Trp. Tento déj je charakteristicky
pro rostlinou fisi, na druhou stranu vzacny pro bakterie. Ruminococcus gnavus je jeden z méala
zastupcu, ktery dokaze tryptamin syntetizovat. I kdyz je pro bakterie tato vlastnost neobvykla,
minimalné€ 10 % lidské populace podle Human Microbiome Project obsahuje alespori jeden
druh bakterie, ktery koduje dekarboxylazu v mikrobiomu stiev (Williams et al., 2004).
Tryptamin je neurotransmiter, jehoz hlavni funkci je mobilita stfev, které je uzce spjata
s homeostazi (Wlodarska ez al., 2015). Dale dokaze redukovat invazi endogennich patogenu
(Salmonella enterica) ¢i napomaha signalizaci, které ovliviiuje pfijem zivin pfes lumen stfev

(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 patifi mezi
transkripéni faktory, které reguluji metabolismus xenobiotik. Mezi jeho funkce fadime opravu
DNA, imunitni odpoveéd, regulaci bunécného cyklu a proliferace ¢i regulaci nadoru
(Kolluri et al., 2017). Jeho exogennimi ligandy jsou napfiiklad polyaromatické uhlovodiky,
furany, rostlinné polyfenoly, alkaloidy atd. Mezi endogenni ligandy patii eikosanoidy, kyselina

kynureninova a nekolik latek, jez obsahuji ve své struktufe indoly (Stepankova ez al., 2018).

Inaktivovany aryl uhlovodikovy receptor interaguje v cytosolu s tyrosin kinazou (Src) stejné
jako sdvéma molekulami HSP90, chaperonem p23 a specifickymi proteiny
(Enan er Matsumura, 1996; Meyer ef al., 2000). V aktivni formé& disociuje z vazby
s chaperonovymi proteiny a tvoti dimer s jadernym translokatorem (ARNT). Tento heterodimer
aktivuje expresi genu diky interakci s XRE elementy, které se nachazi na jejich promotorovych
oblasti (Gu et al, 2000). Nekteré studie zjistily, Ze nadmérna exprese receptoru muze
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 funkEnich domén AhR. Prevzato z ¢lanku od Ghotbaddini
et al. (2018). AhR protein obsahuje n¢kolik domén, které jsou dulezité pro jeho transkripcni
aktivitu. Patii mezi né: basic-helix-loop-helix (bHLH) motif, dvé Per- Amt- Sim (PAS) domény
(PAS-A a PAS-B) a transaktiva¢ni doména (TAD) bohaté na glutamin.

I kdyz je rakovina prostaty ADT rezistentni, je i tak stale zavisla na androgennim receptoru
(Seruga et al., 2011). Nekolik mechanisml bylo navrzeno k udrzeni receptorové signalizace
AR napft.: mutace, které by nahradily tento receptor, zvySena steroidogeneze u rakovinovych
bunék ¢i zmény koncentraci mezi koaktivatory a korepresory proteini (Agoulnik ez al., 2000).
AhR ma vliv na transkripcni aktivitu AR a navazany na ARNT interaguje s androgennim
receptorem a jako jediny je schopny zvysit jeho aktivitu v nepfitomnosti exogenniho ligandu
(Kollara et Brown, 2009; Kollara ef Brown, 2010). Agonista AhR TCDD dokéze inhibovat
proliferaci rakovinovych bunék zavislou prave na tomto receptoru (Barnes-Ellerbe ez al., 2004).
Koaktivace AhR a androgenniho receptoru pomoci TCDD a dihydrotestosteronu snizuje
koncentraci proteinii AR. Tento objev nas pfivadi k schopnosti AhR podporovat proteolyzu AR
(Morrow et al., 2005; Ohtake et al., 2009). Aryl uhlovodikovy receptor také reguluje rist bunek
rakoviny prostaty, které nejsou zavislé na AR, av§ak tento objev jesté nebyl plné prozkouman
(Ikuta et al., 2000). Mezi bunécné linie, které jsou AR nezavislé patfi napiiklad PC-3, ktera
byla izolovana z metastazi v kostech (Kaighn ez 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 ma vys§i migracni schopnost a jeji nadory jsou invazivnéjsi a agresivnéjsi
(Sheng ef al., 2011). V nékterych studiich ovéfili, ze aryl uhlovodikovy receptor moduluje
proliferaci bunék rakoviny prostaty pfi absenci androgenniho receptoru. PC-3 pravé tento
receptor neobsahuje, avSak ma stale aktivni AhR signalizaci, ktera udrzuje rast té€chto bunek
v kultivacnich podminkach. Nicméné je zajimavé, ze interakce AhR s CDK4 a cyklinem D1
v ramci bunécného cyklu, vedla k redukci AhR/CDK4/cyclin D1 komplexu v pfitomnosti AhR
ligandu (TCDD) a tim doslo k zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1. Schopnost AhR regulovat
bunécny cyklus v rakoving prostaty negativni na AR, mize byt potencionalnim cilem pro 1écbu

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

4.1

4.2

Biologicky material
bunééna 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.¢. 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 dJATP (kat. €. 4026)
o 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-AT0)
migracni 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)

primer pro PCR (Roche)

GAPDH

» forward

" reverse
CYP1Al

» forward

" reverse
UBE2C

» forward

" reverse
FKBP5

» forward

" reverse
AhRR

» forward

" reverse

CYP1B1
= forward

" reverse

proby (Sigma Aldrich)

" GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’
" TCTAGGAAAAGCATCACCCG 3’

" GGAAGTGTATCGGTGAGACC 3’
" CATAGATGGGGGTCATGTCC 3’

" CCACAGTGAAGTTCCTCACG 3’
" GTTGGGTTCTCCTAGAAGGC 3’

"TCCAAGACTCAGATGATGCC 3’
" GGCACCCTGTAGTTATTTGC 3’

" GAGATGAAAATGAGGAGCGC 3’

"TTTTACTTTTGCATCCGCGG 3’

" ACGTACCGGCCACTATCACT 3’
" CTCGAGTCTGCACATCAGGA 3’

AhRR [6FAMJAAACCCAGAGCAGACACCGCAGCCA[OQA]
CYPIAl  [6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA]
FKBP5 [6FAM]JAAGTGTGTGTGGGGAGGGGAAGGGT[OQA]

GAPDH [6FAM]ACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA]
UBE2C [6FAM]ACCCCAACGTGGACACCCAGGGTAA[OQA]
proba (Roche)

proba ¢. 20 - CYP1B1

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

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

reakcni pufr pro M-MuL'V 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 modr (0,4% Trypan blue v PBS)

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

Seznam pouzitych laboratornich pFistroju
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)
pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)
sonikac¢ni lazen 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 lazenn LCB22D (Daihan LabTech)
vortex Reax top (Heidolph)
zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd.)
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5 Metodika prace

V praktické casti bakalarské prace byly testovany burky nadorové linie rakoviny prostaty
PC-3 metodami: Reporter Gene Assay, barveni pomoci krystalové violeti, qPCR a western blot.
Butiky byly udrzovany v jim pfirozeném stavu v kultivaénich lahvich v inkubatoru pti 37 °C,
5% COz a 95% vlhkosti. Ke kultivaci bylo pfipraveno kultivacni 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 ubéhnuti 3—4 dnti dochazi k vyCerpani zivin v kultivacni lahvi a je nutné je doplnit a zaroveni
zredukovat populaci bunék. Tento proces zacina predehiatim média RPMI-1640 ve vodni lazni
na teplotu 37 °C. Buné&cna linie, jez se nachézi v kultivacni lahvi je pfenesena do laminarniho
boxu, aby vSe probéhlo ve sterilnich podminkach a bylo zamezeno kontaminaci linie. Staré
kultivatni médium bylo odsiato pomoci odsavacky. Buiky, které byly stale pfilnuté na
kultivaéni 1ahvi, jsem promyl 5 ml PBS (fosfatovy pufr), ktery jsem nasledn€ odsal. Trypsin,
jez patii mezi proteazy 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 pifidanim média. Pomoci sérologické pipety a 10ml nastavce byly burky
resuspendovany. Nasledné byl objem ldhve prenesen do 50ml plastové zkumavky, z které bylo
odebrano 10 ul do 0,5ml zkumavky. Poté dochazi k pocitani bunék a do lahve se vratilo podle
hustoty potfebné mnozstvi suspenze, ke které je pridano médium, aby celkovy objem tvoril
24 ml. K pocitani bunék dochazi v Biirkeroveé komurce pod mikroskopem. Do 0,5ml zkumavky
bylo tedy odebrano 10 ul buné&cné suspenze a k té bylo pfidano 90 ul 0,4% trypanové modfi.
Cast obsahu byla piepipetovana na Biirkerovu komirku a pocet bun&k byl spoditan pod
mikroskopem. Po spocitani bilych bun€k, které jsou zivé, jelikoz nepropusti barvivo do
intracelularniho prostoru, je kone¢né Cislo dosazeno do vzorce Y = (a-1000)/(n-V) (a = soucet
bunék z deseti Ctverct, n = pocet opakovani, V = objem suspenze), aby byl pocet pfeveden na
1 ml bunécné suspenze. Na metodu Reporter Gene Assay je potfeba 20000 bunek na jednu
jamku v 96jamkové desticce. U zjistovani viability také dochazi k vysivani bunék na
96jamkovou desticku, avSak stim rozdilem, Ze je potfeba 25000 bunék na jednu jamku.
Celkové je tedy potieba 7,5 milionti bunék na provedeni celého experimentu. U gPCR a western
blotu je zapotiebi bunék mnohem vice. Na jednu jamku je potieba 1,5 miliona bunék a cely
experiment byl vysivan na tifi 6jamkové desticky Po vyseti byly desticky preneseny do
inkubatoru s naslednou stabilizaci bunék po dobu 24 h pii 37°C, 5% COz a 95% vlhkosti.
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5.2 Treatment

Po ubéhnutych 24 hodinach byly desticky z inkubatoru preneseny do laminarniho 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 méfenim aktivity luciferazy, kdy po pridani
luciferazy a ATP dojde k enzymatické reakci a vznika luminiscencni zafeni, které je
detekovatelné a zaroven piimo Umérné transkripcni aktivité aryl uhlovodikového receptoru.
96jamkova desticka byla po 24hodinovém treatmentu vyjmuta z inkubatoru, obsah jamek byl
odebran a zbytek usuSen na buniciné. Do kazdé jamky bylo poté multikanalovou pipetou
pfidano 30 pl lyzaéniho pufru, ktery byl pfipraven z 5x Reporter Lysis Buffer s dH2O v poméru
1:4. Desticka byla nasledn€ uzaviena v -80°C. Dals$i den byla desticka vyndana z mraznicky
a prenesena na kyvacku, kde postupné lyzat roztal. Nasledné bylo do kazdé jamky bilé desticky
preneseno 6 ul lyzatu a 30 ul substratu. Deska byla poté vlozena do pfistroje Tecan (Infinite

M200). Byla zméfena luminiscence a zpracovany vysledky.

S.4 Stanoveni viability pomoci krystalové violeti

Po vyjmuti 96jamkové desti¢ky z inkubatoru byl obsah jamek vyprazdnén a promyt pomoci
PBS aususen na buniciné. Do kazdé jamky bylo napipetovano 60 pl krystalové violeti. Desticka
byla nasledné prenesena na kyvacku po dobu 1 h pfi pokojové teploté a frekvenci kmitani
35 kmitt za minutu. Deska byla poté 4x promyta PBS a znovu pofadn€ vysusena bunicinou.
Pred vlozenim desky do pfistroje bylo do kazdé jamky pfidano 200 ul methanolu s naslednym
kmitanim na kyvacce o frekvenci 20 kmiti za minutu. Po vloZeni do pfistroje byla méfena

absorbance o vlnové délce 595 nm.

5.5 Izolace RNA

Po ukonceni treatmentu byly jamky promyty PBS s naslednym piidanim 1 ml trizolu. Obsah

jamek byl pfepipetovan do 1,5ml plastovych zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo pfidano

200 wl chloroformu a z celym obsah bylo tfepano mezi dvéma stojanky. Nasledna inkubace

oddélila jednotlivé faze. Zkumavky byly preneseny do centrifugy (13000 rpm, 4 °C, 15 minut).
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Po opatrném vyndani zkumavek z centrifugy byla horni faze prenesena do nove 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 néslednou 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 pfidana RNase free water (50 ul). 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 nachazelo 5 pl reakéni smési a 1000 ng
RNA. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 pul Random Primers (100 pmol/ pl). Zkumavky s RNA
jsou dany do termobloku po dobu 5 minut pfi teploté 65 °C. Ke kazdému vzorku je pfidano

6 pl premixu, viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Pfiprava premixu na reverzni transkripci.

Reagencie Objem [pl]
M-MulLV 0,6
RNase inhibitor 0,3
dNTP (10 mM) 0,6
10x Reaction Buffer 1,2
deionizovana voda 3.3

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

48 ul ddH>0.

57 qPCR

Nejdiive byl pfipraven roztok primert, kdy do 1,5ml plastové zkumavky bylo ptfidano 80 ul
ddH,O, 10 pl forward primeru a 10 pl reverse primeru. Poté je pfipraven mastermix, viz
Tabulka 2 s 10% rezervou. Na detekci genu CYP1B1 byl pouzit jiny set pro qPCR. Forward
areverse primer byl smichan s vodou v objemech: 10 ul Fw primeru, 10 ul Rev primeru a 180 pl

ddH>O. Mastermix byl ptipraven viz Tabulka 3.



Tabulka 2: Pfiprava mastermixu pro qPCR.

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

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

Reagencie Objem [pl] na jednu jamku
UPL 02
Fw+Rev primer 0,8
Probes Master 5
deionizovana voda 2

Na dno bilé 96jamkové desticky, ktera byla polozena na ledé€, bylo napipetovany 2 ul vzorku,
popiipadé 2 ul ddH>O pro NTC. Nasledné bylo do kazdé jamky napipetovano 8 pl mastermixu.
Deska byla prekryta folii a dana do centrifugy (1500 rpm, 4 °C). Po centrifugaci byla deska
dana 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 Izolace proteinu a stanoveni jejich koncentrace

6jamkova desticka byla po 24 hodinéach treatmentu vyndana z inkubatoru a promyta pomoci
PBS. Dale do kazdé¢ jamky byl napipetovan 1 ml PBS, seSkrabnut a pfenesen do 1,5ml plastové
zkumavky. Kvuli stabilit€ proteint bylo nadale pracovano se vzorky na ledu. Kazda zkumavka
byla zcentrifugovana (4000 rpm, 4 °C, 5 min). Supernatant byl odpipetovan a k obsahu bylo
pridano 80 pl lyzacniho pufru. VSechny zkumavky byly promichany pomoci vortexu,

sonifikovany. Posledni krok byl proveden celkem 2x. Nasledné¢ probéhla centrifugace
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(13200 rpm, 4 °C, 15 min). Supernatant byl odebran do novych 1,5ml plastovych zkumavek.

U vSech vzorkl byla zméfena koncentrace pomoci Bradfordova Cinidla. VSechny vzorky byly

5x zfedény a napipetovany do 96jamkové desticky po 10 ul. Nasledné byla napipetovana

kalibracni kfivka BSA o koncentracich 0,2; 0,4; 0,6 mg/ml. Ke vSem jamkam bylo pfidano

200 pl Bradfordova ¢inidla.

5.9 SDS-PAGE

Izolaty proteinti byly pfipraveny do novych plastovych zkumavek, aby v kazdych 20ul roztoku

bylo 24 ug proteinti. Dale bylo ke kazdému vzorku ptidano 20 ul koncentrovaného LB pufru.

Nasledné probéehla denaturace v termobloku pfi teploté 95 °C po dobu 5 min.

Poté byl pfipraven délici a zaostfovaci gel pro SDS-PAGE viz Tabulka 4; viz Tabulka 5.

Tabulka 4: Ptiprava 10% déliciho 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 wl

Tabulka 5: Ptiprava 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 wl
APS 30 ul
TEMED 4 ul

Délici gel byl prevrstven isopropanolem, nasledovala jeho polymerace po dobu 20 minut.

Nasledné byl isopropanol odstranén, skla byla promyta deionizovanou vodou, lehce osusena

a mezi skla byl napipetovan zaostfovaci gel, do n&jz byl vlozen hiebinek. Polymerace probihala
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pfiblizné¢ 30 minut. Skla byla vyjmuta a dana do lednicky. Dalsi den byl gel vlozen do
elektroforetické komirky, vyjmut hiebinek a nalit migracni pufr. Do jednotlivych jamek byly
aplikovany vzorky a komurka pfipojena k proudu (15 mA).

5.10 Western blotting

Jeste pred skonCenim elektroforézy byla pfipravena PVDF membrana, ktera byla hydratovana
v methanolu a poté 3x oplachnuta v deionizované vodé a presunuta do tranfer pufru.
Elektroforéza byla nasledné vypnuta priblizn€ 0,5 cm pred 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 nasledujiciho poradi umistény: 2x filtracni papir, membrana, gel, 2x
filtracni papir. VSe bylo uhlazeno valeCkem a piiklopeno vikem. Na zdroji napéti bylo
nastaveno 380 mA, 1,5 h. Po ubéhnuté dobé byl vypnut zdroj a kazeta rozebrana. Membrana
byla dvakrat oplachnuta deionizovanou vodou a obarvena v Ponceau S., znovu oplachnuta
deionizovanou vodou a nepotiebné okraje byly ofezany. Nasledné byla membrana prenesena
pomoci pinzety do 5% roztoku suSeného mléka v TBS/Tween na 1 h. Mezitim byly do 5% BSA
nafedény primarni protilatky viici AhR v poméru 1:500 u aktinu 1:2000. Po ukonceni inkubace
v roztoku suSeného mléka byla membrana inkubovana v lednici pres noc v roztoku 5% BSA
s primarnimi  protilatkami. Dalsi den byla membrana promyta pomoci TBS/Tween
a inkubovana v 5% roztoku suseného mléka se sekundarnimi protilatkami v poméru 1:2000 po
dobu 1 h. Nasledné byla membrana prenesena na sklo, na ni byl napipetovan substrat a prob&hla

Sminutova inkubace. Membrana byla pfenesena do kazety a probéhla detekce proteint.

26



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 pusobeni 1-methylindolu, 2-methylindolu, 3-methylindolu,
4-methylindolu, 5-methylindolu a 6-methylindolu o koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 uM.

160,0

Vysledky byly poté vyhodnoceny spektrofotometricky pii vinové délce 595 nm,
140,0
120,0

I
I
100,0 = I I
80,
60,
40,
20,
0,0
uT 1uM

0,1uM

Graf 1: Srovnani cytotoxicity methylindoli pomoci krystalové violeti. Tento graf
znazorfiuje procentualni viabilitu bunécné linie PC-3 po vystaveni pasobeni methylindoli o
koncentracich 0,1; 1; 10; 100 uM a doxorubicinu (20 uM) po dobu 24 h. Vysledky jsou vztazeny
vzhledem k negativni kontrole, ktera predstavuje 100% viabilitu. Vysledky jsou primérem 3
nezavislych experimenti. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05).
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VétSina testovanych indolt signifikantné 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% pfi koncentraci

20 uM. Vsechny vyse testované koncentrace mohly byt dale pouzity pro testovani aktivace
AhR v PC-3 prostatické linii.
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6.2 Reporter Gene Assay

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

buné&éné linii.

Stanoveni aktivity AhR u methylindol(
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Graf 2: Puasobeni methylindoli na aktivitu AhR receptoru. Bunécna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolt o koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné
byla stanovena aktivita luciferazy, ktera je pfimo Uumérna aktivité aryl uhlovodikového
receptoru. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly UT, ktera pfedstavuje hodnotu 1. TCDD
byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou primérem 3 nezavislych 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 dochazelo k vyrazné aktivaci AhR, srovnatelné ¢i vyssi jako
pro TCDD, viz Graf 2. Nejsilngjsim aktivatorem AhR byl 3-methylindol, ktery byl v 100nM
koncentraci stejné ucinny jako TCDD (10 nM) a v 100 uM koncentraci indukoval az 6krat. Pro

dalsi experimenty byly testovany jiz jen 3 nejvyssi koncentrace monomethylindola.
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6.3 qPCR

Byla sledovana exprese u cilovych geni AhR — CYP1Al, CYPIB1 a AhRR a genu
AR - FKBPS5 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 CYP1A1, 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-S5krat

a 5-methylindolu, jehoz indukéni potencial byl nejnizsi.
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Graf 3: Pusobeni methylindoli na expresu genu CYP1Al. Bunécna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolt o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla
stanovena exprese genu CYP1A1 pomoci qPCR. Vysledky jsou ndsobkem negativni kontroly
UT, ktera predstavuje 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 CYP1A1 viz Graf 4. U vSech testovanych latek byla pozorovatelna zvysujici se exprese
se zvySujici se koncentraci kromé& 7-methylindolu. U skatolu v koncentraci 100 uM

a 6-methylindolu dochézi k indukeli, ktera se ptiblizn€ vyrovna indukci vyvolanou TCDD.
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Exprese genu CYP1B1
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Graf 4: Pusobeni methylindolid na expresu genu CYP1B1. Bunécna 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 predstavuje 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. Jedin€ u AhRR dochéazelo k mensi indukci exprese.
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Exprese genu AhRR

3-methylindol
4-methylindol
5-methylindol
W 6-methylindol

B 7-methylindol

FOLD INDUCTION
o - N
I
|
_|
_|
4
_|
!
—
_|
_|
—
7, I—
7, I
7, I
72, -
7,
7, -

Graf 5: Pasobeni methylindoli na expresu genu AhRR. Bunéc¢na linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindola o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledn¢ byla stanovena
exprese genu AhRR pomoci qPCR. Vysledky jsou nasobkem negativni kontroly UT, ktera
predstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola. Vysledky jsou zastoupeny
reprezentativnim experimentem.

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

v neptitomnosti AR.

KLK3 gen nebyl vibec exprimovan v PC-3 linii, coz naznaCuje, ze je tedy vyhradné
kontrolovan androgennim receptorem. U FKBPS5 a UBE2C byly pozorovany pouze mensi
zmeény v expresi. Oba byly downregulovany TCDD. V piipadé FKBPS5 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 nejnizsi koncentraci, zatimco ve vys§ich 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: Pusobeni methylindoli na expresu genu FKBPS. Bunécna linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindola o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledn¢ byla stanovena
exprese genu FKBPS pomoci gPCR. 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: Pusobeni methylindoli na expresu genu UBE2C. Bunécna linie PC-3 byla vystavena
pusobeni methylindola o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledn¢ byla stanovena
exprese genu UBE2C 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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6.4 Western blotting

Po stanoveni exprese u vybranych gent 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 prumérem dvou

experimentu.

Pti detekovani proteinu aryl uhlovodikového receptoru byla nejvyssi hladina pfitomna
u 3-methylindolu, ktery v koncentracich 1 uM a 10 uM ptesahoval UT (negativni kontrola) cca
022 a 17 %. Dal8im latkou, jejiz hodnota piesahovala negativni kontrolu, byl 7-methylindol o
koncentraci 1 uM. U vSech latek kromé 5- a 6-methylindolu byl pozorovatelny ubytek proteina

se zvySujici se koncentraci, viz Graf 8 a Obrazek 7.
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Graf 8: Western blot detekce proteini AhR v bunééné linii PC-3. Bunécna linie PC-3 byla
vystavena pusobeni methylindolt o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h. Nasledné byla
detekovana hladina proteini AhR pomoci Western blottingu. Vysledky jsou nasobkem
negativni kontroly UT, ktera ptedstavuje hodnotu 1. TCDD byl pouzit jako pozitivni kontrola.
Vysledky jsou pruimérem 2 nezavislych experimentt. Hvézdickou jsou oznaeny statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05).
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Obrazek 7: Reprezentativni Western blot detekce AhR v bunécné linii PC-3. Bunéc¢na linie
PC-3 byla vystavena pusobeni methylindola o koncentracich 1;10 a 100 uM po dobu 24 h.
Nasledné byla detekovana hladina proteint AhR pomoci Western blottingu. Pro verifikaci byla

provedena detekce B-aktinu.
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7 Diskuze

Tato bakalarska prace se zabyva vlivem methylindold na aryl uhlovodikovy receptor v burikach
rakoviny prostaty negativni na androgenni receptor. Androgenni receptor je dilezitym
molekularnim cilem pro 1éCiva, ktera se podileji na inhibici jeho aktivity. Aryl uhlovodikovy
receptor patii mezi transkripéni faktory, u kterych byla v pocatcich jejich studia popsané
regulace metabolismu xenobiotik. Mezi jeho dal$i popsané funkce patti oprava DNA, imunitni

odpoved’ atd.

Na zacatku experimentd bylo nutné detekovat viabilitu PC-3 pomoci krystalové violeti. Pii
mém meéfeni byl nejvétsi ubytek 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 proved]
MTT test u mono-methylindold v koncentracich od 1 nM do 200 uM pii 24hodinovém
treatmentu, byl nejvétsi pokles viability 20 %. Srovnani obou experiment vykazuje nizkou
toxicitu vSech testovanych latek. V experimentu Khwaja ez al. (2009) pracovali s buné¢nou linii
PC-3 a sledovali ucinek latek ketorolak, indomethacin, etodolak, 5S-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 pfi nejvyssi testované koncentraci
u ketorolaku a diindolylmethanu dochézi k témef 100% smrti buné€k, kdezto u ostatnich latek
prezilo pii nejvyssi koncentraci alespon 60 % (5-methylindol-3-acetat) a vice. Latky vyuzivané
v tomto ¢lanku mély po 48hodinovém treatmentu vyssi cytotoxicitu, coz ale muze korelovat
s Casovym rozhranim, kdy v mém experimentu probihal treatment pouze 24 h. Zajimavym
faktem nicméné zlstava, ze diindolylmethan byl popsan jako koaktivator AhR a induktor
CYPIAI. Pii koncentraci 10 uM nebyla pozorovana signifikantni indukce, avSak pfi vys§ich
koncentracich (50 uM, 100 pM) byla hladina CYP1A1l mRNA vyrazné vyssi a u 100uM
koncentrace dokonce presahovala hodnotu TCDD (1 nM) (Chen et al., 1998). Néco podobného

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

Dal§im krokem v mé bakalarské praci bylo ovéreni aktivace AhR pomoci Reporter Gene Assay.
Tato metoda vyuziva 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 zpusobily skatol, 4-methylindol a 6-methylindol. Ve
srovnani s vyzkumem Stepankova ef al. (2018), kde probihala inkubace s methylindoly
v koncentrac¢ni 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 dosahl vysoké indukce skatol. U vSech testovanych latek tak dochazi
k vyrazné vyssi aktivaci AhR po delsi dobé¢ inkubace. V experimentu Amakura ef al. (2016)
detekovali aktivitu aryl uhlovodikového receptoru molekulami, které jsou obsazeny v jidle.
Tryptamin, ktery je metabolitem tryptofanu stejn€ jako 3-methylindol, vykazoval vysokou
aktivaci AhR pfi koncentraci ~ 10000 nM v bunécné linii mySich jater H1L6.1c2. Dale
vuvedené studii detekovali, ze z aminokyselin a jejich derivatd, pouze molekuly, které

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

Dalsi byla sledovana hladina exprese vybranych geni AhR a AR, kdy PC-3 bunky byly
inkubovany 24 hodin s methylindoly v koncentracich 1; 10 a 100 pM. M¢fila se exprese genti
CYP1AI1, CYP1BI1, AhRR, FKBPS5, UBE2C a KLK3. Pii méfeni exprese CYP1AL1, cozje gen,
ktery ma dulezitou roli v prvni fazi biotransformace stejné jako CYP1B1 a AhRR, byla
viditelné nejvy$si hodnota pozorovana u skatolu, kdezto nejniz§i u 5-methylindolu.
U 3- a 4-methylindolu byla pozorovatelna zavislost exprese na koncentraci. Ve vyzkumu
Stepankova ef al. (2018), kde byly buiky inkubovany s testovanymi latkami po dobu 24 hodin
pfi koncentraci 200 uM, bylo zji§téno, ze nejvyssi expresi indukuji 4-, 5- a 6-methylindoly, coz
nekoresponduje s mymi vysledky. To mize byt dano pouzitim rozdilnych bunécnych linii
a koncentraci testovanych latek. V diplomové praci Mgr. LeStinské (2021), byla pouzita
bunécna linie 22Rv1, kterd obsahuje androgenni i 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 az 7-methylindolu byla pozorovand nejvyssi exprese CYP1Al pro
koncentraci 100 uM, coz jsem pozoroval 1 v mé bakalatské praci. U CYP1B1 genu byla v obou
pracich dolozena koncentracni zavislost methylindoli na genové expresi. U bunek 22Rvl
presahovaly 3-methylindol a 4-methylindol nasobek negativni kontroly TCDD, kdezto u PC-3
bunék nepresdhla tuto hladinu ani jedna latka. U AhRR byl u obou linii dokazan vliv
koncentracni fady na expresy genu. Lze tedy fict, ze methylindoly maji vétsi vliv na expresi
téchto tii gend u bunécné linie 22Rv1 nez PC-3. Pii detekci FKBPS5 a UBE2C nebyla v mé
bakalarské praci zmétrena hladina exprese vyssi ku negativni kontrole, kdezto v diplomové praci
Mgr. Lestinské ano. V bunécné linii 22Rv1 dochdzelo kindukci u vsSech latek 1 vSech
koncentraci u obou zminénych gend. V bunécné 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 mirng, ptiblizné o 20 %. Tato data tedy naznacuji, ze testované indoly potlacuji



expresi FKBPS a mirn€¢ i UBE2C v nepfitomnosti androgenniho receptoru a mohou tedy

ovliviiovat i jinou signalni drahu zapojenou do regulace exprese FKBP5 a UBE2C.

Dalsi ¢asti byla detekce proteinu AhR pomoci Western blottingu. Oproti qPCR se testované
latky nelisily, ani v koncentracich. Ve vétsiné piipadd kromé 1uM a 10uM 3-methylindolu
a 1uM 7-methylindolu dochazi k downregulaci. Dale s nariistajici koncentraci methylindolti
(kromé 5- a 6-methylindolu) dochéazelo k tibytku 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 methylindolti nebyl pozorovan vyrazny
vliv na AhR v bunécné linii 22Rv1. Lze tedy fict, ze zavisi na pouzité bunééné linii v pripadé

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



8 Zavér

V této bakalarské praci byla dokazana vyrazna 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 nedochéazelo k expresi nad
ramec negativni kontroly u gent FKBP5 a UBE2C. Latky vSak indukovaly geny, které jsou pod
kontrolou AhR a to CYP1A1l, CYP1IB1 a AhRR, jeZ jsou dilezité komponenty metabolismu
xenobiotik. Dale byla ovérena koncentracni zavislost methylindold na expresi geni CYP1Al,
CYPI1B1, AhRR, kdy se zvySujici se koncentraci testovanych latek dochazelo k vyraznéjsi

expresi.

Pii Western blottingu byla zjisténa koncentracni zavislost methylindolii na hladin€ proteinu,
kdy na rozdil od qPCR se zvySujici se koncentraci dochazelo k degradaci AhR proteinu. Pouze
ul uMa 10 uM 3-methylindolu a 1 uM 7-methylindolu byla exprese vyssi nez u UT (negativni

kontrola).
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