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1. Uvod

Karcinom prostaty (PC) je jednim z nejcastéjSich onkologickych onemocnéni u muzi,
jehoz vyskyt stoupa s vékem. Normdlni vyvoj a rhst prostaty zavisi na androgenech
pusobicich pres androgenni receptor (AR). AR je jaderny receptor, ktery funguje jako
transkripcni faktor. Vzhledem ke své rozsifené expresi v mnoha bunkach a tkdnich méd AR
pestrou skalu biologickych ucinkt. Inhibice signalizace AR je ¢asto primarnim cilem terapie
rakoviny prostaty.

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor. Mezi
jeho ligandy patii exogenni i endogenni slouceniny, kdy fada z nich obsahuje ve své struktute
indol. AhR ma dilezitou roli v mnoha riznych bunéénych procesech a zprostiedkovava radu
biologickych funkci. Kromé funkce transkripéniho faktoru bylo prokdzano, ze vykazuje
vlastnosti ligand-dependentni E3 ubikvitin ligdzy. Ligandem aktivovany AhR tak miZe
podporovat proteazomalni degradaci pohlavnich steroidnich receptorti. Byla proto testovana
hypotéza, zda aktivace AhR methylindoly vede k proteazomdlni degradaci AR a jeho

sestfihovych variant s naslednou restrikci v expresi AR-kontrolovanych gent.



2. Cile prace

Cilem této diplomoveé prace bylo stanovit hladiny transkripti vybranych cilovych genti
AhR a AR metodou RT-qPCR a nésledné stanovit mnozstvi proteint AhR a AR po 24h

expozici bunééné linie jednotlivym methylindoliim pomoci Western blottingu.



3. Literarni prehled

3.1 Androgenni receptor

Androgenni receptor (AR) (NR3C4, podrodina jadernych receptorii 3, skupina C, gen
4) je Clenem nadrodiny steroidnich a jadernych receptort. Z této velké rodiny proteinii je
znamo pouze pét steroidnich receptorti obratlovei - estrogenovy, progesteronovy, androgenni,
glukokortikoidni a mineralokortikoidni receptor (Mangelsdorf et al., 1995). AR funguje,
stejn¢ jako ostatni steroidni receptory, jako intracelularni transkripéni faktor. Funkce AR je
regulovana vazbou androgent, které iniciuji postupné konformacni zmény receptoru, coz
vede k interakcim mezi receptorem a DNA (Gao ef al., 2005). Transkripéni regulacni G¢inky
AR zahrnuji drdhy zapojené do bunécného riistu a proliferace, progrese bunécného cyklu,
syntézy proteinti a apoptozy (Lin et al., 2001).

AR je Siroce exprimovan v cilovych tkanich, jako je prostata, kosterni svalstvo, jatra
a centralni nervovy systém. AR je aktivovan vazbou endogennich androgent - testosteronu

a 5a-dihydrotestosteronu (DHT) (Keller ef al., 1996).
3.1.1 Struktura a signalni draha AR

Gen pro AR byl popsan a charakterizovan v roce 1988 (Lubahn et al., 1988). Gen je
lokalizovan na chromozomu X (Xql1-Xql2) a obsahuje osm exonil (Migeon et al., 1981,
Brown et al., 1989), které kdduji protein o molekulové hmotnosti 110 kDa skladajici se z 920
aminokyselin (Messner et al., 2020). Velikost proteinu vSak muze byt diky glutaminovym
a glycinovym repeticim v 1. exonu znacné variabilni (Hardy et al., 1996). Na N-konci AR, na
58 kodonu, zac¢ina polyglutaminova ¢ast (CAG), jejiz pocet opakovani se pohybuje primérné
kolem 23 glutaminii u normalnich jedinc. Expanze repetice na vice nez 40 opakovani
zpusobuje vzacnou neuromuskuldrni poruchu, spinalni a bulbarni svalovou atrofii
(Kennedyho nemoc) (La Spada et al., 1991). Oproti tomu nizsi pocet repetic CAG je spojen
se zvySenou aktivitou a ndslednym zvySenym rizikem rakoviny prostaty (Hsing et al., 2000).

Stejné jako ostatni ¢lenové rodiny jadernych receptorti se AR skladéd ze tfi hlavnich
funk¢nich domén (Obr. 1). N-koncové domény (NTD), kterd je kodovand exonem 1, domény
vazajici DNA (DBD) kédované exony 2 a 3 a C-koncové ligand vazebné domény (LBD),
kteréd je kodovana péti exony. Mezi doménou vazajici DNA a LBD je mala pantova oblast.
VSsechny tfi domény jsou dilezité pro funkci receptoru. Byly popsany dvé transaktivacni

funkce receptoru. N-koncova aktivacni funkce 1 (AF1), kterd je konstitutivné aktivni ve



zkraceném receptoru, ktery neobsahuje doménu vazajici ligand a C-koncova aktivacni funkce
2 (AF2), kterd funguje zplisobem zéavislym na ligandu (McEwan, 2004). Jaderny lokaliza¢ni
signal (NLS) pteklenuje oblast mezi doménou vazajici DNA a pantovou oblasti (Zhou et al.,

1994).

ARgene 5___| 1 2 4 N

1 665 919 «
AR protein N-terminus— NTD DBED Hinge LBD L C terminus
NLS AF2 (890-900)

Obrazek 1: Struktura a organizace genu a proteinu AR. Gen AR obsahuje osm exoni:
exon 1 koduje N-koncovou doménu (NTD), obsahujici AF1; exony 2 a 3 koduji doménu
vazajici DNA (DBD); exony 4-8 koduji C-koncovou doménu vazajici ligand (LBD),
obsahujici AF2. Pantova oblast obsahujici NLS je kodovana 5’ oblasti exonu 4 (pfevzato od
Zamagni et al., 2009).

Androgeny, jako testosteron, jsou syntetizovany primarné¢ Leydigovymi buiikami ve
varlatech pod kontrolou luteinizacniho hormonu (LH) produkovaného piednim lalokem
hypofyzy. Sekrece LH je zase regulovana hormonem uvoliiujicim gonadotropiny (GnRH)
(Miller, 1988). Produkovany testosteron vétSinou cirkuluje vézany na globulin vazajici
pohlavni hormony (SHBG) a albumin (Rosner ef al., 1991). Pouze volna forma vstupuje do
bunck, kde se testosteron piisobenim enzymu Sa-reduktdzy pfeméiuje na U¢inn€j$i So-
redukovany metabolit testosteronu, So-dihydrotestosteron (DHT), ktery podporuje rlst
a preziti bunék prostaty (Heinlein et al., 2004).

Podobné¢ jako ostatni steroidni receptory se AR v nepfitomnosti ligandu nachézi
hlavné v cytoplazmé a je spojen s komplexem proteinil teplotniho Soku (Hsp) prostiednictvim
interakci s doménou vézajici ligand (Pratt et Toft, 1997, Freedman 1998). AR mulze byt
aktivovan testosteronem nebo dihydrotestosteronem, ktery méa vSak mnohonasobné vyssi
afinitu k AR. Po vazb¢ agonisty prochazi AR fadou konformac¢nich zmén. Proteiny tepelného
Soku se odd¢li od AR a transformovany AR prochazi dimerizaci, fosforylaci a translokaci do
jédra, kterda je zprostfedkovdna jadernym lokaliza¢nim signalem (Zhou et al., 1995).
Translokovany receptor se poté vaze na specifické sekvence DNA oznacované jako ARE

(androgen response element), které jsou umisténé v promotorové nebo enhancerové oblasti



cilovych geniit AR (Kuiper et al., 1993). Nasledn¢ dochazi k remodelaci chromatinu, vazbé
dalSich transkripénich faktord a polymerazy II, ¢imz je umoznéna transkripce cilovych gent

(Heinlein et al., 2002) (Obr.2).

% Testosterone

Sa-reductase

%m \
Cytoplasm

g
VaVavVie .. T

ARE

Obrazek 2: Signalni draha AR. Testosteron se pfeméni na dihydrotestosteron pomoci Sa-
reduktazy. K aktivaci AR dochazi vazbou ligandu DHT, coz indukuje kaskadu udalosti, které
zahrnuji konformacni zmény a fosforylaci receptoru, stejné tak disociaci Hsp, dimerizaci
receptoru, nukledrni translokaci a vazbu na DNA do ARE. AR receptor interaguje
s koregulatory (koaktivatory a korepresory), které moduluji jeho transkripcni aktivitu. TAF =
faktory spojené s proteinem vazajicim TATA, Pol II = RNA polymeraza II (pfevzato od
Tavassoli, 2009).

Jednim z hlavnich cilovych gent regulovanych AR je prostaticky specificky antigen
(PSA), také znamy jako kallikrein (KLK3). PSA je serinova protedza s chymotrypsinovou
aktivitou, ktera je syntetizovana jak normalnimi, tak malignimi epitelialnimi bunikami lidské
prostaty (Heinlein et al., 2004, Joshua et Gerhard, 2004). PSA exprimovany malignimi

bunikami se vSak uvoliiuje do séra ve zvySené hladiné, coz Ize detekovat a pouZit jako snadno



dostupny a relevantni biomarker rakoviny prostaty (Yousef et Diamandis, 2001). PSA je vSak
také ovlivnén v€kem, velikosti prostaty, zdnétem a infekci (Penney et al., 2011).

Mezi dal$i geny regulované AR patii i FKBPS, ktery kdduje protein imunofilin (Kang
et al., 2008). Jednou z hlavnich funkci FKBPS5 je jeho tc¢ast na modulaci funkce steroidnich
receptorii tvorbou komplexu s proteiny tepelného Soku Hsp90/Hsp70 (Davies et al., 2002).
FKBPS5 muze byt, stejné tak jako PSA, biomarkerem tumorigeneze (Li et al., 2011).

3.1.2 Alternativni varianty sestiihu

Pfed vice nez deseti lety bylo prokazano, ze aktivita AR je také regulovana
alternativnim sestfihem. Varianty sestithu (AR-V), které postradaji LBD, podporuji
konstitutivni genovou transkripci v nepfitomnosti androgennich hormont (Dehm et Tindall,
2011). AR-V mohou vzijemné dimerizovat a fungovat nezavisle na AR plné¢ délky (AR-FL),
nebo mohou dimerizovat a pracovat synergicky s AR-FL. Tento proces mize probihat
zpiisobem nezdvislym na ligandu, pficemz DBD interaguji a tvofi tii mozné dimery:
heterodimery AR-V/AR-FL, heterodimery AR-V/AR-V nebo homodimery AR-V/AR-V
(Zhan et al., 2017). Heterodimerizace AR-V a AR-FL je zprostfedkovana N/C-koncovymi
interakcemi a DBD, zatimco homodimerizace je zprostfedkovana pouze interakcemi DBD
(Xu et al., 2015). Bylo zjisténo, ze AR-V poskytuji rezistenci na soucasné terapie cilené na
AR (Lietal., 2013).

Znacna pozornost byla vénovana nejhojnéji vyskytujici se varianté AR-V7 (AR3)
kvili potencialni roli v CRPC (kastracné rezistentni karcinom prostaty). Jeho detekce se stava
dilezitym biomarkerem u rakoviny prostaty. Na urovni transkriptu se tato izoforma sklada
zexonl 1 az 3, které koduji NTD a DBD a jedinecné sekvence na 3’ konci kédované
kryptickym exonem (CE3) ve tfetim intronu AR. Protein AR-V7 je konstitutivné aktivni
a k translokaci do jadra bunék PC nevyzaduje ligand (Hu et al., 2009). AR-V7 je schopen
vyvolat expresi genil souvisejicich s bunéénym cyklem. Jednim z geni bunééného cyklu
specificky regulovanych AR-V7 je gen UBE2C (Hu et al., 2012, Cao et al., 2014). UBE2C
(ubikvitin konjugujici enzym E2) je ¢lenem anafazi podporujiciho komplexu/cyklosomu
(APC/C), ktery podporuje degradaci n¢kolika cilovych proteinti v pruibéhu bunécéného cyklu
behem prechodu z metafidze do anafaze (Lin ef al., 2006). Miize deaktivovat kontrolni bod M-
faze a zvysit tak rGst bunék. UBE2C je prominentnim onkogenem, ktery je nadmérné
exprimovan u ruznych typt solidnich nédorii, v€etné pozdniho stadia rakoviny prostaty (Liu

etal.,2015).



Podobné¢ jako u konstitutivné aktivniho AR-V7 nezavislého na ligandu, bylo
identifikovano nékolik dalsich AR-V, véetné AR-V3, ARV’ (také oznaCovany jako AR-
V12), kterym chybi doména vézajici ligand. Kromé toho byly popsany varianty, jako AR-V1
a AR-V9, kter¢ jsou aktivovany podminéné, stejné tak jako AR-FL (Hu et al., 2009, Hu et al.,
2011, Jernberg et al., 2017).

3.1.3 Ligandy AR

Ligandy AR jsou prevazné klasifikovany jako agonisté nebo antagonisté na zaklad¢
jejich schopnosti aktivovat nebo inhibovat transkripci cilovych genit AR a jako steroidni nebo
nesteroidni na zéklad¢ jejich struktury. Ligandy AR se Siroce pouzivaji v raznych klinickych
aplikacich (Tan et al., 2015).
muzské pohlavni hormony, které jsou odpovédné za vyvoj muzskych pohlavnich organi
béhem prenatdlniho vyvoje a za rdst a vyvoj pohlavnich organii a vyvoj sekundarnich
pohlavnich znakli béhem puberty (MacLean et al., 1993). U dospélych muzi jsou androgeny
zodpovédné za udrzovani spermatogeneze, svalové hmoty a sily, hustoty minerali v kosti
a erytropoézy (Rana et al., 2014). Mezi dal$i endogenni androgeny patii naptiklad
androstendion (ASD) a dehydroepiandrosteron (DHEA), mezi syntetické pak
methyltestosteron, methandienone a nandrolon (Bahrke er Yesalis, 2004, Fragkaki et al.,
2009).

Jako antiandrogeny se oznacuji ligandy AR, které piisobi antagonisticky, tim Ze
soutézi s androgeny o vazebnd mista AR a vyvolavaji konformacni zmény, které brani
optimalni transkripéni aktivité¢ (Berrevoets et al., 2002). Strukturné odliSni antagonisté
s rozdilnymi mechanismy antagonismu indukuji bunénou senescenci, inhibuji progresi
bunééného cyklu a rist nddoru. Antiandrogeny mohou byt jak steroidni, tak nesteroidni (Chen
et al., 2009). Mezi steroidni antiandrogeny patii cyproteron acetat, oxendolon a spironolakton.
Steroidni antiandrogeny maji kvili jejich nezadoucim vedlej$im G€inkliim omezené klinické
pouziti. Naopak né€kolik nesteroidnich antagonistii AR je Siroce pouZzivano v nemocnicich
k 1écbeé PC, vétsina z nich cili na ligand vazebnou doménu AR (Tan et al., 2015).

Bikalutamid (Bic) je antagonistou prvni generace. Vaze se na LBD, zprostfedkovava
konformacni zménu a interferuje s tvorbou vazebného mista pro koaktivator, coz vede
k inhibici transkripce AR. Nékolik studii ukazalo, Ze monoterapie Bic zvySuje dobu preziti

bez progrese a snizuje riziko progrese u casné PC (Masiello ef al., 2002).



Antagonista druhé generace, Enzalutamid (Enz), se klinicky pouziva u pacientl
s metastatickym kastraéné rezistentni karcinomem prostaty (mCRPC) (Merseburger et al.,
2015). Sloucenina blokuje interakci AR-androgen, snizuje translokaci AR do jadra, ¢imz
narusuje navazani AR na chromatin a DNA a inhibuje DNA transkripci zprostiedkovanou
receptorem (Rodriguez-Vida et al., 2015).

Mezi dalsi pouzivané antiandrogeny patii apalutamid, darolutamid a flutamid (Tan et

al., 2015, Chi et al., 2019).
3.1.4 AR arakovina prostaty

Aktivita AR je Uzce spjata s rakovinou prostaty (PC), kterd patii k nejcastéjSim
onkologickym onemocnénim muzl stiedniho a vyssiho véku. Buiiky rakoviny prostaty, stejné
jako 1 normalni buniky prostaty, vyzaduji pro rtst a pteziti androgeny (Denmeade ef al., 1996).
Zejména ze zvysSujicim se vékem hladina androgenti klesa, coz se zdd byt spojeno se
zvySenym rizikem PC (Pastuszak et al., 2016). Bylo dokonce prokazano, ze nizké hladiny
testosteronu jsou prediktivnim markerem pro rakovinu prostaty (Mearini et al., 2013).
Ptredpoklada se, ze PC pirechazi z kastratné senzitivniho karcinomu prostaty (CSPC) do
nadoru rezistentniho na androgen deprivacni terapii (ADT) oznacovaného jako kastracné
rezistentni karcinom prostaty (CRPC). CSPC i CRPC mohou metastazovat, coz vede
k smrtelné, agresivni rakoviné (Bousset et al., 2018). Je proto dilezité si uvédomit, Ze exprese
AR, jak v CRPC tak v mCRPC, je klicovym faktorem pro proliferaci nadorit (Lin et al.,
2019).

Standardni hormonalni terapie PC zahrnuje inhibici signalizace AR pomoci ADT.
ADT primarné plsobi na snizeni syntézy androgenti a/nebo naruSuje signdlni osu AR
prostiednictvim antiandrogent (Helsen ef al., 2014). Tyto léCebné strategie poskytuji
zpocatku pfiznivé vysledky, vcetné sniZzeni diagnostického markeru prostatického
specifického antigenu (PSA) a regresi ristu nadoru. AvSak v pozdéjsi fazi dochazi u vétsiny
ptipadli ke vzniku rezistence a k vyvoji CRPC (He et al., 2020). Navzdory velmi nizkym
cirkulujici hladindm testosteronu v séru je AR signalizace udrzovana mnoha mechanismy
véetné mutaci nebo zkradceni AR, amplifikaci AR nebo nadmérou expresi vedouci ke
zvySené expresi proteinl, zménami v hladinach transkripénich kofaktori AR a syntézy

extragonadalnich androgenti (Knudsen, Scher, 2009).



3.2 Aryluhlovodikovy receptor

Receptor pro aromatické uhlovodiky (aryluhlovodikovy receptor, AhR) je ligand-
dependentni transkripéni faktor, ktery je Siroce exprimovan riznymi typy bunck v celém téle
(Schmidt er Bradfield, 1996). AhR je nejvice exprimovan v lidské placenté, néasledné
mozku a kosternich svalech (Nan, 2011). AhR je transkribovan z vysoce konzervativnich
sekvenci a hraje regulacni roli ve fyziologickych procesech riznych organt (Kaixi et al.,
2019).

AhR se ucastni mnoha bunécnych procesi, véetné ontogenetického vyvoje nékterych
tkani a orgéanti, apoptozy, regulace bunécného cyklu, proliferace a diferenciace (Fernandez-
Salguero et al., 1997, Marlowe, Puga, 2005, Park et al., 2005). AhR také hraje vyznamnou
ulohu v indukci a modulaci zan€tu, v imunitnim systému, ve vyvoji nervového systému a cév
(Busbee et al., 2013, Stevens et al., 2009, Veldhoen ef al., 2008).

AhR byl poprvé objeven pocatkem 70. let jako zprostfedkovatel toxicity 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD) (Poland, Knutson, 1982).

Lidsky gen pro AhR je lokalizovan na chromozomu 7p21, kde koéduje 848
aminokyselin dlouhy polypeptid s molekulovou hmotnosti 96 kDa (Ema et al., 1994).

3.2.1 Signalni draha AhR

AhR patfi do rodiny proteinti Per-Arnt-Sim (PAS) a sklada se ze tfi funkénich domén
(Bersten et al., 2013). Amino (N-) koncové domény basic helix-loop-helix (bHLH), centralni
PAS domény se dvémi degenerovanymi opakovanimi (PAS A a PAS B) a transaktivacni
domény (TAD) v karboxy (C-) koncové oblasti (Fukunaga et al., 1995, Stevens et al., 2009)
(Obr. 3). PAS doména AhR zprostiedkovava heterodimerizaci se strukturné piibuznym
proteinem zndmym jako aryluhlovodikovy jaderny translokator (ARNT), rozpoznani DNA,
vazbu ligandu a chaperonové interakce. Vedle domény PAS je doména bHLH, ktera se podili
na vazbé DNA a podporuje dimerizaci proteinu (Fukunaga et al., 1995). TAD funguje jako
mediator pii transkripcni aktivaci downstream genti. C-koncova doména je velice variabilni
a je zodpoveédna za rozdily v molekulové hmotnosti receptoru v rdmeci jednoho druhu (napf.:

u mysi) i mezidruhoveé (Burbach et al., 1992).
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Obrazek 3: Struktura AhR (pfevzato od Yi et al., 2018).

Pfi absenci ligandu se AhR nachdzi v cytoplazmé ve stabilnim komplexu se dvéma
molekulami chaperonového proteinu teplotniho Soku (Hsp90), jednou molekulou proteinu
XAP 2 (X-associated protein 2), téz nazyvany AIP (Ah receptor interacting protein) nebo
ARA9 (Ah receptor-activated 9) a jednou molekulou co-chaperonového proteinu p23
(Beischlag et al., 2008). Protein Hsp90 ma v komplexu né€kolik funkci. Kromé toho, Ze
udrzuje receptor ve formé schopné vézat ligand, tak i1 zabranuje nevyzadané jaderné
translokaci AhR. Co-chaperon p23 stabilizuje interakci AhR-Hsp90 po navazéani ligandu,
zatimco protein XAP 2 napomaha translokaci komplexu AhR s navazanym ligandem do jadra
(Soshilov et Denison, 2008).

Po navazani ligandu podstoupi AhR zménu konformace, ktera odhali jeho N-kocovou
jadernou lokaliza¢ni sekvenci, coz usnadni translokaci komplexu do jadra (Soshilov et
Denison, 2008). Po vazb¢ strukturné ptibuzného jaderné¢ho proteinu ARNT dojde k tvorbé
heterodimeru AhR-ligand/ARNT, coz nasledné¢ vede k progresivnimu vytésiiovani Hsp90
a dalSich podjednotek z komplexu AhR (Beischlag et al., 2008, Hankinson, 2005). Tento
komplex poté rozpozna specifickou oblast na DNA, oznacovanou jako DRE (dioxin
responsive element), nékdy také oznaCovanou jako XRE (xenobiotic responsive element),
vaze se na jeji sekvenci (5-TNGCGTG-3") a spousti transkripci cilovych gent (Shen,
Whitlock, 1992) (Obr. 4).

Mezi cilové geny AhR patfi enzymy metabolismu xenobiotik, jako jsou napiiklad
cytochromy P450 rodiny 1 (CYP1AI1, CYP1A2, CYP1B1), které maji dalezitou roli v prvni
fazi biotransfromace (Beedanagari et al, 2010, Beischlag et al., 2008, Hu et al., 2007). Mezi
vyznamné geny indukované AhR také fadime glutation-S-transferazy (GSTA1, GSTMI,
GSTK1, GSTP1) a UDP-glukuronosyltransferazy (UGT1A1, UGT1A4, UGT1A6), které se
podileji na druhé fazi biotransformace (Chen et al., 2005). Dal§im z cilovych geni je AhR
represor (AhRR) (Mimura ef al., 1999).
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Obrazek 4: Signalni draha AhR. AhR se nachazi v cytosolu, kde je udrzovan v komplexu
s chaperonovymi proteiny, dokud neni navazan ligand. Jakmile se navaze ligand, AhR se
pfesune z cytoplazmy do jadra a dojde k uvolnéni chaperonovych proteini. AhR vytvori
heterodimer s ARNT, ktery nased4 na oblast XRE a indukuje genovou expresi (pfevzato od
O'Driscoll et al., 2018).

AhRR je protein z bHLH/PAS skupiny. Vykazuje vysokou homologii s AhR, ale kvili
absenci PAS B domény v N-termindlni oblasti nemiize vazat ligandy (Mimura et al., 1999).
Od AhR a ARNT se AhRR lisi tim, Ze C-koncovd doména, ktera je transaktivaéni doménou
u AhR i ARNT, je u AhRR doménou transrepresivni. To umozniuje vazbu korepresort, které
jsou zapojeny do negativni regulacni smycky pro AhR. AhRR potlacuje aktivitu AhR vazbou
na ARNT a XRE (Hahn et al., 2009). Je tedy schopny modulovat transkripci genii zavislych
na AhR. Tato negativni regulac¢ni smycka a proteazomalni degradace AhR chrani biologické
systémy pred disledky nadmérné stimulace agonisty a =zajiStuje docasnou kontrolu

signalizace (Larigot et al., 2018).
3.2.2 Ligandy AhR

V pribéhu let byla objevena fada ligandii AhR, syntetickych i pfirodnich. Identifikace
téchto ligandi poskytla lepsi znalosti o fyziologickych funkcich AhR (Nguyen ef al., 2008).
Ligandy AhR se mohou znacné lisit ve své chemické struktuie a vazebnych afinitach. Ty
ligandy, které maji vyssi afinitu k receptoru, jsou Casto povazovany za toxictéjsi. Do tcla

mohou vstupovat jak vdechovanim do plic, tak prostfednictvim kiize (Busbee et al., 2013).
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Tyto ligandy jsou obvykle soucasti latek zneciStujicich zivotni prostiedi. Vedle syntetickych
ligandli AhR byly objeveny i ligandy ptirodni. Ukazalo se, Ze tyto pfirodni slouceniny jsou
méné toxické, ale stile jsou schopné vyvolat reakce prostfednictvim drahy AhR. VétSina
prirodnich ligandi AhR je piijimana konzumaci potravin a rostlinnych 1é¢iv (Busbee et al.,
2013).

AhR byl od jeho objevu intenzivné studovan z hlediska jeho fyziologického vyznamu
pomoci ligandl vytvotenych ¢lovékem. Mezi nejlépe charakterizované exogenni ligandy AhR
patii Siroka Skala vSudypfitomnych polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH)
a polychlorovanych bifenyld (PCB). Xenobiotikum 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) je nejucinnéjsi ligand AhR, ktery se vaze s vysokou afinitou a stabilitou (Denison et
al,2011). TCDD je také jednim z nejvice imunotoxickych a imunosupresivnich ligandt AhR
(Busbee et al., 2013).

Endogenni ligandy AhR jsou skupinou chemikalii syntetizovanych v organismu,
véetné metabolith kyseliny arachidonové, hemu a tryptofanu (Stockinger et al, 2011, Nguyen
et al., 2008). AhR je aktivovan pomoci tryptofanovych produkti 6-formylindolo-[3,2-b]-
karbazol (FICZ) a 6,12-diformylindolo-[3,2-b]-karbazol (dFICZ), které jsou indukovany
v kizi UV zafenim (Rannug et al., 1987). Za agonistu AhR je také povazovan metabolit
tryptofanu kynurenin (DiNatale et al., 2010). Pfirozen¢ se vyskytujici ligandy AhR se
nachéazeji prevazné€ v rostlinach, jako jsou nékteré flavonoidy a glukosinolaty (Wall et al.,

2012).
3.2.3 AhR jako ubikvitin ligaza

Role AhR jako transkripéniho faktoru je velmi dobfe popsana. AhR reguluje expresi
cilovych genti jako je naptiklad CYP1A1. Nedavno se vSak ukazalo, ze AhR ma dvoji funkci.
Kromé¢ toho, ze funguje jako transkripcni faktor aktivovany ligandem, Ohtake et al. v roce
2007 identifikovali AhR jako ligand dependentni E3 ubikvitin ligdzu cilici na substratové
proteiny pro proteazomalni degradaci (Ohtake et al., 2007) (Obr 5.).

Komplex CUL4AM™ E3 ubikvitin ligdzy pouziva aktivovany AhR jako adaptérovy
protein pro rozpoznani substratu. Komplex obsahuje protein cullin 4B (CUL4B), protein 1
vazajici se k poSkozené DNA (damaged DNA binding protein 1 — DDB1) a RBX1 spole¢né
s podjednotkami regulacni ¢astice 19S (19S RP) proteazomu 26S, ARNT a transducin-f-like
3 (TBL3). Tato atypicka ligaza se sestavuje a funguje pouze v pritomnosti aktivovaného AhR.

4AhR

Mezi substratové proteiny komplexu CUL fadime steroidni receptory, jako estrogenni

receptor alfa (ERa), ERP a androgenni receptor (Ohtake ef al., 2007).
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Protinadorovéa role AhR byla pozorovana u nadora zavislych na signalizaci steroidnich

receptord, jako je rakovina prostaty a rakovina prsu (Ohtake ef al., 2007).
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Obrazek 5: E3 ubikvitin ligazova aktivita AhR. AhR s navidzanym ligandem sestavuje
atypicky komplex E3 ubikvitin ligizy CUL4BA"™.  AhR slouzi jako ligand-dependentni
ubikvitin ligdza, stejn¢ tak jako transkripéni faktor (pfevzato od Ohtake ef al., 2009).

AR hraje klicovou roli u rakoviny prostaty, zejména u CRPC. ADT mitize potlacit
hormonalné senzitivni rakovinu prostaty, ve vétSiné piipadu vSak dochdzi ke zménam AR
a PC se pfizplsobuje tak, aby piezila i pii nizkych hladindch androgenit (Knudsen et Scher,
2009). U mnoha pacientli maji rozhodujici vliv zkracené sestfihové varianty AR, které
piispivaji ke vzniku rezistence na ADT. Antiandrogeny které se zaméiuji na LBD, tyto
varianty nepotlaci (Harris et al., 2019).

Bylo zjisténo, Ze ptirodni prenylflavonoid, icaritin (ICT), mlze cilit jak na perzistentni
AR, tak na AR-V (Sun et al, 2015). ICT inhibuje transkripci cilovych genli regulovanych AR,
jako je KLK3 agenti regulovanych AR-V, jako je UBE2C a indukuje apoptéozu v AR-
pozitivnich buiitkach PC. ICT podporuje degradaci AR 1 AR-V prosttednictvim E3 ubikvitin
ligdzové aktivity AhR a naruSuje transaktivaci AR v buiikach PC (Sun ef a/, 2015).

Bylo prokazéano, ze genetické umlceni genu AhR pomoci RNA interference obnovuje

stabilitu AR a miize ¢asteCné obnovit rist nadoru. Vybrané buiniky byly transfekovany siRNA
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proti AhR (si-AhR). Tato zjisténi jasn¢ naznacuji zdsadni roli AhR aktivovaného ICT pfti
degradaci AR a AR-V v buiikdch PC. V klinicky relevantnich mySich modelech ortopicky
implantovanych AR-pozitivnimi bufikami rakoviny prostaty byl icaritin schopen cilit na AR
a AR-V, inhibovat signalizaci AR a rist nadoru bez zjevné toxicity. Tyto vysledky mohou
slouzit jako zakladni kdmen pro vyuziti icaritinu jako hlavni slouceniny 1é¢iv pro 1é€bu AR-
pozitivni PC, zejména pro tu, kde jsou pfitomny sestiihové varianty AR (Sun et al, 2015).

DalSim pfikladem latky s antiproliferacnimi a proapoptickymi uUc¢inky na PC je
karbidopa. Karbidopa je inhibitorem DOPA-dekarboxylazy a pouzivda se k 1écbe
Parkinsonovy choroby (Seeberger et Hauser, 2009). Nedavné studie ukazaly, ze karbidopa méa
protirakovinné ucinky umnoho druhli rakoviny, jako je napifiklad melanom a rakovina
slinivky (Ogura et al., 2017). Jeji protirakovinny ucinek miize souviset s aktivaci AhR, ktery
je nadmérné exprimovan v mnoha nadorech, vcetné¢ rakoviny slinivky. Karbidopa aktivuje
AhR tim, zZe slouzi jako jeho agonisticky ligand, ¢imz podporuje aktivaci jeho downstream
cilovych geni a inhibuje rist nadoru (Chen et al., 2020). Thomas et al. prokazali, ze
karbidopa také mize zvysit protirakovinny uGcinek bikalutamidu v CRPC (Thomas et al.,
2012). Molekularni mechanismy odpovédné za protinadorovy ucinek karbidopy na PC vSak
zustavaji do zna¢né miry nejasné (Chen et al., 2020).

Existuje n¢kolik studii popisujicich, jak je AR degradovan a jaké chemické modifikace
proteinu AR tento jev zprostiedkovavaji. AR miZze byt fosforylovan PI3K/AKT, poté
polyubikvitinovan MDM?2 E3 ligdzou a degradovan proteolyticky 26S proteazomem (Lin
etal., 2002). Stejné¢ jako icaritin miize podporovat degradaci AR aktivaci AhR, tak
i karbidopa mize aktivovat AhR a inhibovat PC ptfes AhR zprostfedkovanou proteazomalni
degradaci AR. Tyto studie odhaluji novou, dosud neznamou farmakologickou funkci

karbidopy, kterd je relevantni pro pouziti tohoto 1é¢iva k 1écbé PC (Chen et al., 2020).
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3.3 Indol

Prokaryota a eukaryota spolu koexistuji miliony let a jejich vzajemné interakce mohou
byt jak prospésné, tak Skodlivé. Mikroorganismy a jejich hostitelé spolu komunikuji
prostiednictvim fady signalnich molekul. (Hughes et Sperandio, 2009).

Rada bakterii a nékteré rostliny produkuji velké mnozstvi indolt. Indol a jeho derivaty
jsou tak Siroce rozsifeny v travicim traktu zivoc¢ichu a v rizosféte (Lee et al., 2015). Indol je
pomoci enzymu tryptofandzy (TnaA) syntetizovan z tryptofanu fadou grampozitivnich
a gramnegativnich bakteralnich druhii (Evans et al, 1941). N¢kolik rostlin, véetné kukufice, je
schopno produkovat indoly pomoci indol-3-glycerol fosfat lydzy. Kromé toho, kukufice
uvolnuje tékavé slouceniny, véetné indolu, jako reakci na utok bylozraveu (Frey et al., 2000).
Naproti tomu, zivo¢ichové indol syntetizovat nemohou. Hmyz, jako jsou komaii a motyli,
indol citi a ten tak ovliviiuje nékteré jejich chovani (Lee et al., 2015). Navic par nedavnych
studii naznacuje, ze indoly mohou mit nékolik prospésnych ucinki také na lidské zdravi.
Ovliviiyji oxidacni stres, zanét stiev a vyluCovani hormotu (Wikoff e al., 2009, Chimerel
etal., 2014).

V lidském intestinalnim traktu je pfitomna riznorodd $kala ptiblizng 10"
komenzalnich bakterii, n€které z nich jsou zasadni pro asimilaci zivin a jsou dulezité pro
vyvoj vrozené¢ho imunitniho systému (Bansal et al., 2010, Hooper et Gordon, 2001). Bakterie
kolonizuji povrch zivociSnych a rostlinnych bun€k a zabrafuji invazi patogenich bakterii
(Hancock et al., 2012). Koncentrace indoli se pohybuje v myS$im a v lidském stfevé okolo
250-1100 uM. Mimoto jsou derivaty indola, jako indoxyl sulfat, indol-3-propionova kyselina,
isatin a 5-hydroxyindol, pfitomny v krvi, perifernich tkédnich, moc¢i a dokonce i v mozkové
tkani v koncentracich az 10-200 uM (Lee et al., 2015).

Rada sloudenin obsahujicich ve své struktufe indol byla popsana jako endogenni
ligandy lidského AhR. Mezi endogenni ligandy AhR tadime napiiklad indol-3-carbinol,
indole-3-acetonitril, tryptamin, 3-methylindol (skatol), indigo a indirubin (Hubbard et al.,
2015).

Do skupiny mdalo prozkoumanych indolovych derivati patii rizné formy methyl-
a methoxyindola. Jejich aktivacni/inhibi¢ni potencial vii¢i AhR byl zkoumén v nedavné studii
(Stepankova et al., 2018). Pomoci reporter gene assay v agonistickém moddu nebo
v antagonistickém moédu (v pfitomnosti TCDD) a meéfeni hladin mRNA CYPIA1 byl
zkouman ucinek vybranych methylindoli a methoxyindoli na transkripéni aktivitu AhR. Byly

identifikovani  vysoce uCinni agonist¢ AhR jako 4-methylindol, 6-methylindol
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a 7-methoxyindol. AvSak testované slouceniny mély v porovnani s dioxinem mnohem nizsi
potenci. Oproti tomu podstatné antagonistické odpovédi byly dosazeny 3-methylindolem,
2,3-di-methylindolem a 2,3,7-tri-methylindolem (Stepankova et al., 2018).

Tato diplomova prace byla zamétena na to, zda aktivace AhR monomethylovanymi

indoly (Obr. 6.) povede k ovlivnéni aktivity AR na urovni cilovych geni a samotného

proteinu.
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Obrazek 6: Struktura testovanych latek (ptevzato z PubChem).
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4. Material a pristroje

4.1 Biologicky material
e adherentni bunécna linie lidského karcinomu prostaty 22Rv1 (ECACC 05092802)

4.2 Material

e 6 jamkové kultivacni desticky (TPP)

e 96 jamkové bil¢ desticky pro PCR (Roche)

e 96 jamkové kultivacni desticky (TPP)

e Automatické pipety o rozsahu 0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 ul, 10-100 pl,
100-1000 pl ( Eppendorf)

e Biirkerova komiirka (Assistent)

e Filtracni papir pro Western blotting (Bio-Rad)

e Folie pro PCR (Roche)

e Kiryci sklicka 22x22 mm (Menzel Gliser)

e Kultivaéni ldhve o obsahu 25 cm?, 75 cm? a 150 cm? (TPP)

e Mikrozkumavky o objemech 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml (BIOplastics)

e Multikanélové pipety o rozsahu 0,5-10 pl, 10-100 pul, 30-300 ul (Eppendorf)

e Petriho miska 100 mm (TPP)

e Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (TPP)

e Plastové Spicky o rozsahu 0,1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl (Eppendorf)

e PVDF membrana (Thermo Scientific)

e Sterilni sérologické pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

e Skrabka na buiiky (TPP)

e Zkumavky o objemech 15 ml a 25 ml (TPP)

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky
4.3.1 Chemikalie

e 0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T4049)
e 10x Tris/glycine buffer (Bio-Rad, 1610734)
e 10x Tris/glycine/SDS buffer (Bio-Rad, 1610732)
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2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (ULTRA Scientific, 48599)
20x TBS buffer (Thermo Scientific, 28358)
40% roztok akrylamid-bisakrylamid (Bio Basic, 007)
Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, A2153)
Bradfordovo ¢inidlo, 5x (Serva, 39222.03)
dNTP (Takara)
= dATP (4026)
= dCTP (4028)
= dGTP (4027)
= dTTP (4029)
Deionizovana voda
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, D8418)
Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, L3771)
Ethanol (Penta, 71380-11000)
Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, F6178)
Fosfatovy pufr (Biosera, LM-S2041)
Chemiluminiscencni substrat WesternSure PREMIUM (Li-COR):

» Luminol Enhancer Solution (293688)

= Stable Peroxide Solution (293689)

Chloroform (Sigma-Aldrich, C2432)

Inhibitor Rnaz (New England Biolabs, M0307L)

Isopropanol (Sigma-Aldrich, 19516)

Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 1610737)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, G8540)

LighCycler 480 Probes Master (Roche, 04887301001)

Methanol (Penta, 603-001-00-X)

M-MuLV reverzni traskriptaza (New England Biolabs, M0253L)
Monomethylované indoly:

» ]-methylindol (Sigma-Aldrich, 193984-5G)
2-methylindol (Sigma-Aldrich, M51407-25G)
3-methylindol (Sigma-Aldrich, M51458-5Q)
4-methylindol (Energy Chemicals, 18096-32-5)
5-methylindol (Sigma-Aldrich, 222410-1G)
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= 6-methylindol (Sigma-Aldrich, 246328-1G)
= 7-methylindol (Sigma-Aldrich, M51490-1G)
N,N,N',N'-tetramethylethylenediamin (TEMED) (Bio Basic, TB0508)
Néhodné primery 6 (New England Biolabs, S1230S)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich, M7145)
Persiran amonny (Sigma-Aldrich, A3678)
Ponceau S (Biotium, 22001)
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, 161-0374)
Primery pro GAPDH (Generi Biotech):
» forward: 5' CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 3'
= reverse:5' ACGACCAAATCCGTTGACTC 3'
Primery pro CYP1A1 (Generi Biotech):
» forward: 5' CCAGGCTCCAAGAGTCCA 3'
= reverse: ' GATCTTGGAGGTGGCTGCT 3'
Primery pro CYP1B1 (Generi Biotech):
» forward: SCACTGCCAACACCTCTGTCTT 3'
= reverse: 5' CAAGGAGCTCCATGGACTCT 3'
Primery pro KLK3 (Generi Biotech):
» forward: S’GTGCTTGTGGCCTCTCGT 3'
= reverse: 5' CAGCAAGATCACGCTTTTGT 3
Proby Custom Assay:
= AHRR (Roche, 144178)
= CDKNIA (Roche, 142319)
= FKBPS5 (Roche, 113932)
= UBE2C (Roche, 103241)
Proby Universal Probe Library (Roche)
= proba €. 20 pro CYP1B1 (04686934001)
= proba €. 33 pro CYP1A1 (04687663001)
= proba €. 44 pro KLK3 (04688040001)
= proba €. 60 pro GAPDH (04688589001)
Protilatky:
* primarni protilditka AhR, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, sc-
133088)
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= primarni protilitka AR, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, sc-
7305)
» primarni protilatka B-aktin, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, sc-
47778)
= sekundarni protilatka anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, 7076S)
Pufr pro M-MuLV reverzni transkriptazu (New England Biolabs, B0253S)
Re-blot Plus Strong Antibody Stripping Solution (Millipore, 2504)
Resolving gel buffer (Bio-Rad, 161-0798)
Roztok methyltetrazoliové soli (Sigma-Aldrich, M2128)
RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich, RNBJ2356)
Stacking gel buffer (Bio-Rad, 161-0799)
Susené mléko (Laktino)
Tri-reagent (Molecular Research Center, Inc., TR118)
Triton X-100 (Serva, 37240)
Trypanova modf (Sigma-Aldrich,T6146)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)
Voda bez RNaz (Sigma-Aldrich, W4502)

Roztoky

Migracni pufr: 100 ml 10x Tris/glycine/SDS buffer + 900 ml dH,O
Transferovy pufr: 100 ml 10x Tris/glycine buffer + 200 ml methanol + 700 ml dH,O
TBS/Tween: 50 ml 20x TBS buffer + 0,5 ml Tween 20 + 950 ml dH,0O

4.4 Laboratorni pristroje

Analytické vahy ABS-80-4N (Kern)

Blotovaci aparatura Trans-Blot SD Cell (BioRad)

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Centrifuga 58 10R (Eppendorf)

Elektroforetické cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
Hlubokomrazici box MDF U53V (Sanyo)

Chladnicka (Gorenje)

Inkubator Mitre 400 (Conterm)
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e Kyvacka MR-12 (Biosan)

e Laminarni box Labculture ® (ESCO)

e Li-COR C-DiGit™ blot scanner (Li-COR)

e Light Cycler 480 II (Roche)

e Mikroskop (Novel Optics)

e Minikyvacka MR-1 (Biosan)

e Pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

e Sonikacni lazen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelinelectronic)
e Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan)

e Spektrofotometr Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

e Svarecka folii (Eta)

e Termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02-n (Major Science)
e Vodni lazen LCB22D (LabTech)

e Vortex Reax Top (Heidolph)

e Zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd.)

4.5 Pouzity software

e Image Studio Digits Ver 3.1 (Li-COR)
e i-control 1.11 (Tecan)
e Light Cycler 480 SW 1.5 (Roche)

e Microsoft Excel (Microsoft)
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5. Metodika

5.1 Kultivace bunééné linie 22Rv1

Adherentni bunécna linie 22Rv1 byla kultivovéana v kultivacni plastové lahvi s RPMI,
do kterého bylo pfiddno 5 ml L-glutaminu, 50 ml fetalniho bovinniho séra a 5 ml
neesencialnich aminokyselin. Lahev byla umisténa v inkubatoru pti 37 °C v atmosféfe s 5%

obsahem COs.
5.2 Pasazovani a pocitani bunék

Pasazovani buné€k bylo provedeno zhruba kazdé tii dny ve sterilnim prostiedi. Lahev
byla pfenesena z inkubdtoru do laminarniho boxu, staré kultivaéni médium bylo odséato
a adherované buiky byly promyty roztokem PBS. Roztok PBS byl nésledné odsat a na celou
vnitini plochu ldhve byl aplikovan 1 ml 0,25% roztoku trypsinu. Lahev byla uzaviena
a pfenesena do inkubatoru. Buniky byly vystaveny plisobeni trypsinu po dobu 3 minut. Poté co
doslo k pteruseni bunéénych kontaktli s povrchem lahve a mezi buitkami navzdjem, bylo
k bunkdm ptfidano 9 ml nového média. Bunétna suspenze byla promichavana pomoci
sérologické pipety, aby byly odstranény zbylé shluky bun¢k. Homogenni suspenze byla poté
pfenesena do sterilni 50ml zkumavky. Nasledné bylo odebrano 10 pl suspenze, kterd byla
v mikrozkumavce smichana s 90 pl roztoku trypanové modii. Takto vytvofend smés byla
piipravena k naslednému pocitani bunék.

Na Biirkerovu komurku ptikrytou krycim sklickem bylo naneseno 10 pl pfipraveného
roztoku. Bylo provedeno pocitani zivych bun¢k pod mikroskopem v 5 nahodné vybranych
¢tvercovych polich v horni 1 dolni oblasti. Bylo vypoc¢itano primérmé mnozstvi bun¢k v 1 ml
suspenze.

Pro metodu MTT byla pouzita 96 jamkova desticka, kde bylo vyseto 50 000 bun¢k na
jamku ve 100 pl. Pro metody Real-time PCR a Western blotting byly bunky vysety na

6 jamkovou destic¢ku, tak aby v jedné jamce byl jeden milion bun¢k ve 2 ml média.

5.3 Treatment

Druhy den po vyseti bun€k bylo staré¢ médium odsato a na buniky byly aplikovany
testované latky rozpusténé v médiu. Vysledné koncentrace testovanych latek byly 1 umol-17,

10 pmol-I", 50 pmol-1"" a 100 pmol-1"! pro MTT test; 1 pmol-1"!, 10 pmol-1" a 100 pmol-1"!

22



pro Real-time PCR a Western blotting. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton-X100 pro
MTT test a TCDD pro Real-time PCR a Western blotting, jako negativni kontrola byl v obou
ptipadech pouzit DMSO. Builky byly vystaveny testovanym latkdm po dobu 24 hodin pfi
37 °C.

5.4 MTT test

Zivotaschopnost bunééné linie 22Rv1 byla po aplikaci testovanych latek hodnocena
pomoci MTT testu. Po 24h inkubaci byl obsah 96 jamkové desticky vyklepnut do vylevky
a zbytek média byl vysuSen buni¢inou. Pomoci multikanalové pipety bylo do kazdé jamky
napipetovano 100 pl roztoku MTT. Roztok byl pfipraven smichanim 1 ml zasobniho roztoku
MTT (3 mg/ml) pfedehiatého na 37 °C s 9 ml média. Desticka byla nasledné¢ umisténa na
30 minut do inkubatoru. Po ukonceni inkubace byl obsah desticky znovu vyklepnut do
vylevky. Vzniklé fialové krystalky redukovaného MTT byly rozpusStény piidanim 50 pl
dimethylsulfoxidu. Absorbance roztoku byla stanovena na spektrofotometru Tecan pfi vlnové
délce 570 nm.

Stanoveni zivotaschopnosti bun¢k bylo provedeno v triplikatu pro kazdou testovanou

latku ve 3 experimentech.

5.5 1Izolace RNA

Po 24 h inkubace bylo star¢ médium vyklepnuto do vylevky, buniky byly promyty 1 ml
vychlazeného PBS. Poté¢ byl do kazdé¢ jamky aplikovan 1 ml TriReagentu a pomoci Skrabky
byly buiiky seskrabany z povrchu kultivacnich desticek a pteneseny do 1,5ml plastovych
zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo pfiddno 200 pl chloroformu a obsah byl 1 minutu
protfepavan. Poté se vzorky nechaly 7 minut odstat. Vzorky byly centrifugovany pfi
13 000 otaéek x min' po dobu 15 minut pii 4 °C. Po centrifugaci doslo k oddé&leni
jednotlivych fazi. Z horni fadze bylo pfeneseno 500 pl kazdého vzorku do novych 1,5ml
plastovych zkumavek. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 500 pl isopropanolu. Zkumavky
byly zvortexovany a inkubovany 5 minut pii pokojové teploté. Poté byly opét centrifugovany
pfi 13000 otdcek x min™! pii 4 °C po dobu 13 minut. Supernatant byl odstranén a vysrazena
RNA na dn¢ zkumavky byla promyta 1 ml 75% ethanolu vychlazenym na -20 °C. Opét byla
provedena centrifugace pfi 13 000 ota¢ek x min™' po dobu 5 minut pfi 4 °C. Supernatant byl
znovu vylit a pelet promyt 1 ml 75% ethanolu. Vzorky byly opét centrifugovany pfti
13 000 otacek x min™' po dobu 5 minut pii 4 °C. Ethanol byl vyklepnut a oteviené zkumavky
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byly umistény do termobloku vyhtatého na 65 °C na 1 minutu. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 50 pl vody zbavené ribonukledz. Uzaviené zkumavky byly inkubovany 5 minut pii
teploté¢ 65 °C v termobloku. Nasledné byly propipetovany a zchlazeny na ledu. Koncentrace

a Cistota izolované RNA byla stanovena spekrofotometricky na ptistroji NanoDrop.

5.6 Reverzni transkripce

Podle naméfené koncentrace RNA byly piipraveny vzorky pro reverzni transkripci
tak, aby v kazdém vzorku o objemu 5 ul bylo pfitomno 1 000 ng izolované RNA. Ke
kazdému vzorku byl piidin 1 ul nahodnych primerid (100 pmol-ul'). Vzorky byly
inkubovany 5 minut pii 65 °C, poté byly zchlazeny na ledu a kratce zcentrifugovany. Ke
kazdému objemu bylo pifidano 6 pl reakéni smési (Tabulka 1). Vzorky byly opét kratce
zcentrifugovany a inkubovany 1 hodinu pii 42 °C. Nasledovala inkubace pii 65 °C 10 minut.
Vzorky byly po dobu 2 minut ponechany na ledu. Ziskana cDNA byla 10x nafedéna pfidanim

108 pl vody a zvortexovana.

Tabulka 1: SloZeni reak¢ni smési pro reverzni transkripci

Reagencie Objem pro 1 vzorek [ul]
M-MuLV reverzni transkriptaza 0,6
Inhibitor RNaz 0,3
dNTP (10mM stock) 0,6
Reakéni pufr (10x koncentrovany) 1,2
Voda 33
Celkem 6

5.7 Real-time PCR

Ptiprava reak¢nich smési pro Real-time PCR probihala dvéma zpisoby. Exprese gent
GAPDH, CYP1A1, CYP1BI a KLK3 byla studovana za pouziti sond Universal Probe Library
(UPL). Smés primeri byla pfipravena smichanim 25 pl forward primeru (F), 25 pl reverse
primeru (R) a doplnéna 450 pl vody. Pro detekci exprese UBE2C, AHRR, FKBPS5
a CDKNI1A byly pouzity komer¢ni roztoky RealTime Ready Assay obsahujici jak primery,
tak UPL sondu. Jednotlivé reakéni smési byl ptipraveny dle tabulek 2 a 3. Bild 96 jamkova
desticka byla umisténa na led a do kazdé jamky bylo napipetovano 8 pul reakéni smési a 2 pl

vzorku cDNA. Desticka s napipetovanymi vzorky byla pielepena folii a centrifugovana pfi
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1 500 otacek x min™! po dobu 3 minut. Mé&feni probihalo na piistroji Light Cycler. Podminky
amplifikace byly nastaveny dle Tabulky 4.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro Real-time PCR

Reagencie Objem pro 1 vzorek [pl]
Probes Master (2x koncentrovany) 5
UPL sonda 0,2
Primery (F+R) 0,8
Voda 2
Celkem 8

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro Real-time PCR - Custom Assay

Reagencie Objem pro 1 vzorek [pl]
Probes Master (2x koncentrovany) 5
RealTime Ready Assay (UPL sonda + primery) 0,5
Voda 2.5
Celkem 8

Tabulka 4: Podminky pro Real-time PCR

Format detekce Mono color Hydrolysis Probe/UPL Probe
Celkovy objem 10 pl
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Preinkubace 95 10 minut 1
95 10s
Amplifikace 45
60 30s
Chlazeni 40 30s 1

5.8 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Obsah 6 jamkové kultivacni desticky byl po 24 h inkubace vyklepnut, promyt 1 ml
vychlazeného PBS a znovu vyklepnut. Poté byl opét piidan 1 ml PBS na jamku a obsah jamek
byl pomoci Skrabky pfemistén do 1,5ml zkumavek. Zkumavky byly centrifugovany pfi
3000 otacek x min™! pii 4 °C po dobu 3 minut. PBS bylo odpipetovano a k peletu bylo
pifidano 50 pl lyza¢niho pufru. Vzorky byly propipetovany, zvortexovany, sonikovany
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anasledné centrifugovany pii 13 000 otadek x min™! pii 4 °C po dobu 5 minut. Poté byl
supernatant obsahujici proteiny pfenesen do novych 1,5ml mikrozkumavek.

Celkova koncentrace proteinli byla méfena pomoci metody Bradfordové. Pro
vytvoreni kalibraéni k¥ivky byla pouZita voda a roztoky BSA o koncentraci 0,2 mg-ml’,
0,4 mg-ml! a 0,6 mg-ml™. Jednotlivé vzorky byly méfeny v duplikatu v 96 jamkové desticce.
Do kazdé jamky bylo k 10 pl vzorku ptidano 200 pl Bradfordova ¢inidla. Absorbance roztokt
byla zméfena spektrofotometricky pii vinové délce 586 nm.

Vzorky byly pfipraveny tak, aby roztok o objemu 30 ul obsahoval 40 pg proteinu.
Poté bylo ke kazdému vzorku piidano 15 pl 2x LB pufru. Vzorky byly denaturovany

v termobloku po dobu 5 minut pii 95 °C a zchlazeny na ledu.

5.9 SDS-PAGE

Podlozni (1,5 mm) a kryci skla byla ocisténa ethanolem a upevnéna do stojanu. Byl
pfipraven polyakrylamidovy gel, jehoz sloZeni je uvedeno v Tabulce 5. Chemikalie APS
a TEMED byly pfidany jako posledni tésné pted nalitim gelu. Po ztuhnuti byl gel vyjmut ze
stojanku a premistén do elektroforetické cely, ktera byla naplnéna migracnim pufrem. Do
prvni jamky byly aplikovany 2 pl standardu molekulové hmotnosti, do dalSich jamek pak
27 pl kazdého vzorku. Elektroforeticka cela byla uzaviena a ptipojena ke zdroji napéti, kde

byl nastaven konstantni proud pro dva gely na 30 mA, ktery byl poté zvySen na 60 mA.

Tabulka 5: SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE

Reagencie Délici gel (10%) Zaostrovaci gel (4%)

4x running gel buffer (Tris/HCI, pH 8,8) 2,5 ml -

4x stacking gel buffer (Tris/HCI, pH 6,8) - 1 ml

dH>O 4,9 ml 2,56 ml

40% solution akrylamid/ bisakrylamid 2,5ml 0,4 ml

10% roztok SDS 100 pl 40 pl

10% APS 100 pl 40 pl
TEMED 10 pl 16 pl

5.10 Western blotting a detekce proteini

PVDF membréna byla rehydratovana v methanolu, 2x po 5 minutach promyta v dH>O

a poté umisténa do transferového pufru. Proteiny byly pfeneseny na membranu pomoci Semi-
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dry blotovaci aparatury. Pfenos probihal za konstantniho proudu 380 mA po dobu 1,5 h. Po
skonc¢eni pienosu byla membrana s proteiny 2x promyta v dH20, barvena 5 minut Ponceau S
a nasledn¢ opét promyta v dH20. Poté byla vysuSena a ofiznuta.

Membrana byla rehydratovana v methanolu, promyta v dH,O a umisténa do 5%
roztoku nizkotu¢ného mléka v TBS/Tween a inkubovana 1 h na kyvackach. Nasledn¢ byla
inkubovéna v roztoku 5% BSA v TBS/Tween pufru s priméarni protilatkou pfes noc na
kyvacce ve 4 °C. Primarni protilatky pro AhR a AR byly fedény 1:500, B-aktin 1:3000.
Nasleduji den byla membréana promyta v roztoku TBS/Tween (3x po 5 minutach). Membrana
byla inkubovana v 2,5% roztoku nizkotu¢ného mléka v TBS/Tween se sekundarni protilatkou
45 minut. Sekundarni protilatka byla fedéna v poméru 1:2500. Po inkubaci byla membréana
promyta v roztoku TBS/Tween (3x po 5 minutach). Nasledné byl pfipraven
chemiluminiscenc¢ni substrat (luminol substrat + luminol enhancer v poméru 1:1), kterym byla
membrana polita a inkubovéna 5 minut. Po uplynuti této doby byla membrana umisténa na

skener Li-COR a byla provedena detekce.
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6. Vysledky

6.1 Vliv testovanych latek na viabilitu buné¢né linie 22Rv1

Nejprve byla stanovena viabilita bun¢k v pfitomnosti vybranych monomethylovanych
indolid. Jednalo se konkrétné o 1-methylindol, 2-methylindol, 3-methylindol, 4-methylindol,
5-methylindol, 6-methylindol a 7-methylindol. Latky byly aplikovany v koncentracich
1 pmol 1", 10 pmol-1"!, 50 pmol-I"' a 100 umol-1"! a jejich cytotoxicita byla stanovena po 24 h
inkubace pomoci MTT testu. Vysledky byly méteny spekrofotometricky pii vinové délce
570 nm.

Po oSetieni bunék jednotlivymi methylindoly nedoslo u zadné latky k poklesu viability
bunek pod 90 % viici negativni kontrole (Graf 1). Vysledky ukazuji, ze z4dné testovana

sloucenina nema vyznamny cytotoxicky uc¢inek na bunécnou linii 22Rv1.

Viabilita bunécné linie 22Rv1
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UT| 1-methylindol | 2-methylindol | 3-methylindol | 4-methylindol | 5-methylindol | 6-methylindol | 7-methylindol

Graf 1: Viabilita bunécné linie 22Rv1 stanovena pomoci MTT testu. Bunéc¢na linie byla
inkubovana s vybranymi methylindoly o koncentracich 1 pmol-I"!, 10 umol-1"!, 50 pmol-I"'a
100 pmol-I"'po dobu 24 h. Vysledky jsou vztazené k negativni kontrole UT, ktera predstavuje
100% viabilitu. Data jsou primérem 3 nezavislych experimenti.
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6.2 Exprese na irovni RNA po 24 h v bunécné linii 22Rv1

Byla sledovéana exprese na urovni RNA u typickych cilovych genti AhR - CYP1AI,
CYPIB1 a AhRR. Hladina mRNA téchto gent byla stanovena pomoci RT-qPCR po 24h
inkubaci bunécéné linie 22Rv1l s I-methylindolem, 2-methylindolem, 3-methylindolem,
4-methylindolem, 5-methylindolem, 6-methylindolem a 7-methylindolem o koncentracich
1 pmol 1", 10 umol-1"! a 100 pmol-1". Data jsou vyjadfena jako nasobky negativni kontroly
UT. Kvili zna¢né mezi-experimentalni variabilité jsou vysledky prezentovany na jednom
vybraném reprezentativnim experimentu.

Z grafu je patrné, ze u vétSiny testovanych latek dochdzi s nartstajici koncentraci
ke zvySovani trovné genové exprese CYP1Al (Graf 2). Koncentra¢né zavisly efekt neni
pozorovatelny u 2-methylindolu. U vSech methylindoli kromé& 2- a 3-methylindolu
dosahovala indukce hodnot srovnatelnych ¢i prevysujicich pozitivni kontrolu, TCDD, ktera

byla 90 nasobek (FI, fold induction) negativni kontroly.

400 - Exprese genu CYP1A1 na urovni RNA
350 -+
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200 -+
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Ndsobky negativni kontroly [FI]
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uT }fCDD| 1-methylindol | 2-methylindol | 3-methylindol | 4-methylindol | 5-methylindol | 6-methylindol | 7-methylindol

Graf 2: Exprese genu CYP1A1 na trovni RNA v bunééné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Buné¢na linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-1"') a methylindoly o koncentracich
1 pmol-I"!, 10 pmol-1"" a 100 pmol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako néasobky negativni kontroly - FI.
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90 - Exprese genu CYP1B1 na Grovni RNA
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Graf 3: Exprese genu CYP1B1 na tdrovni RNA v bunécné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Bunécéna linie byla inkubovéna s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I"") a methylindoly o koncentracich
1 pmol-1"!, 10 pmol-1"" a 100 pmol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako néasobky negativni kontroly - FI.

Pti studiu exprese mRNA genu CYP1BI1 (Graf 3) byly pozorovany podobné zmény
jako v ptipadé CYP1A1. Vyrazného induk¢niho ucinku bylo dosazeno u 3- a 4-methylindolu,
které intenzitou ptesahly TCDD, jehoz indukce dosahovala 39 ndsobku oproti negativni
kontrole. Indukce exprese nebyla koncetratné zavisla pro 2-methylindol. Indukce 5- a
6-methylindolu pfi nejvyssi koncentraci dosahovala podobnych hodnot jako TCDD.

Gen pro AhRR (Graf 4) vykazoval podobny expresni profil jako CYP1A1 (Graf 2),
tzn. s vyjimkou 2- a 3-methylindolu byly indukce pro ostatni monomethylindoly srovnatelné
s TCDD.

Z vyse prezentovanych dat vyplyva, ze vSechny indoly kromé 2-methylindolu

koncentracné zavisle indukuji expresi genti kontrolovanych AhR.
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Graf 4: Exprese genu AhRR na trovni RNA v bunééné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Bunécéna linie byla inkubovéna s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I"") a methylindoly o koncentracich
1 umol-I"Y, 10 pmol-I"! a 100 umol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako nasobky negativni kontroly - FI.

Pomoci RT-qPCR byla také stanovena exprese genu regulovanych AR - KLK3,
FKBPS5, UBE2C a CDKNIA.

V ptipadé mRNA genu KLLK3 nebyla ve vétsin€ pfipadl pozorovana vyrazngjsi zména
exprese po aplikaci methylindolti kromé 3-methylindolu, jehoz pouziti vedlo ke koncentra¢né
zavislému poklesu exprese v rozsahu 20-80 % oproti negativni kontrole (Graf 5). Modelova
latka, TCDD, jez byl pouzit v ptvodni praci, kde byl poprvé ucinek AhR na AR popséan
(Ohtake et al., 2007) vyvolal jen mirny pokles.

Pti sledovani vlivu methylindoli na expresi FKBP5 (Graf 6) a UBE2C (Graf 7) bylo
mozné pozorovat u vétSiny latek pouze mirné zmény v expresi mRNA. V piipadé genu
FKBP5 se pohybovaly hodnoty indukce exprese v fadu jednotek (0,6-1,7) a v pripadé genu
UBE2C v rozmezi 0,6-2,4 nasobku negativni kontroly. Vyssi stupen nehomogenity v expresi
UBE2C byl zaznamenam pro 1- az 4-methylindol.

Vyznamné koncentra¢né zavislé zvyseni hladiny mRNA CDKNIA bylo pozorovano
u 3-, 4- a 5- methylindolu (Graf 8). U 7-methylindolu doslo k mirnému sniZeni exprese
mRNA CDKNIA u koncentraci 1 a 10 umol-I"". Nemonotonni zvyseni exprese bylo

pozorovano u 1- methylindolu. Indukce TCDD byla srovnatelné s negativni kontrolou.
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Graf 5: Exprese genu KLK3 na tirovni RNA v bunééné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Bunééna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I"") a methylindoly o koncentracich
1 umol-I"Y, 10 pmol-I"! a 100 umol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako nasobky negativni kontroly - FI.
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Graf 6: Exprese genu FKBPS na drovni RNA v bunécéné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Buné¢na linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I'") a methylindoly o koncentracich
1 pmol-1"!, 10 pmol-1"" a 100 pmol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako néasobky negativni kontroly - FI.
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Graf 7: Exprese genu UBE2C na urovni RNA v bunécné linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Bunééna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I"") a methylindoly o koncentracich
1 umol-I"Y, 10 pmol-I"! a 100 umol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako nasobky negativni kontroly - FI.
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Graf 8: Exprese genu CDKN1A na urovni RNA v buné¢né linii 22Rv1 po 24 h inkubace.
Buné¢na linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD, 5 nmol-I'") a methylindoly o koncentracich
1 pmol-1"!, 10 pmol-1"" a 100 pmol-1"! po dobu 24 h. Data byla normalizovana na expresi
GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy) jako housekeeping genu a jsou vyjadiena
jako néasobky negativni kontroly - FI.
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6.3 Exprese na urovni proteinu po 24 h v buné¢né linii 22Rv1

Po stanoveni exprese na urovni RNA byly pomoci Western blottingu detekovany
hladiny proteini. Na urovni proteinu byla sledovdna exprese AhR a AR. Bylo sledovano
pusobeni 1-methylindolu, 2-methylindolu, 3-methylindolu, 4-methylindolu, 5-methylindolu,
6-methylindolu a 7-methylindolu o koncentracich 1 pmol-1!, 10 pmol-1"" a 100 pmol-1".
Vysledky jsou prezentovany na jednom vybraném experimentu z Sesti detekci.

Pti sledovani hladin exprese na trovni proteinu AhR (~90 kDa) bylo pozorovano
mirné zvySeni mnozstvi proteinu u S-methylindolu ve vSech jeho koncentracich (Obr. 7).

Ostatni methylindoly nemély zadny vyznamny tc¢inek na hladinu proteinu.

Ut 1-methylindol  2-methylindol = 3-methylindol — 4-methylindol
1 10 100 1 10 100 1 10 100 1 10 100

saey _______________________Fu
A3 hDa  ——— v ——— D — ——— [} |ctir

UT S-methylindol ~ 6-methylindol  7-methylindol
1 10 100 1 10 100 1 10 100

~00 kDo [ T am
43 kDa —_*—— p-aktin

Obrazek 7: Reprezentativni western blot detekce AhR v bunééné linii 22Rv1. Bunécna
linie byla inkubovéna 24 h s negativni kontrolou UT (roztok DMSO) a monomethylindoly
o koncentracich 1, 10 a 100 pmol-1"'. Detekovan byl AhR, jehoz molekulova hmotnost byla
odhadnuta na 90 kDa. Pro verifikaci byla provedena detekce -aktinu (43 kDa).

Protein AR byl detekovdn ve dvou verzich. Ve variant¢ AR-FL, jehoz molekulova
hmotnost byla odhadnuta na 110 kDa a jeho zkracené verzi AR-V7 o molekulové hmotnosti
80 kDa (Obr. 8). Pii pouziti 3-methylindolu pti koncentraci 100 umol-1"! doslo ke sniZeni
mnozstvi proteinu v obou jeho variantach. V ostatnich ptfipadech nebyla pozorovana zadna

vyrazna zmeéna.
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Obrazek 8: Reprezentativni western blot detekce AR v bunécné linii 22Rv1. Bunécna
linie byla inkubovana 24 h s negativni kontrolou UT (roztok DMSO) a monomethylindoly
o koncentracich 1, 10 a 100 pmol-1"'. Detekovany byly dvé varianty AR, jejichz molekulova
hmotnost byla odhadnuta na 80 a 110 kDa. Pro verifikaci byla provedena detekce B-aktinu

(43 kDa).
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7. Diskuze

Tato diplomova prace se zabyva aktivaci AhR monomethylindoly a naslednym
ovlivnénim AR a jeho sestfihové varianty na urovni cilovych genti a samotného proteinu.
AhR je ligand-dependentni transkripcni faktor, ktery se podili na regulaci nékolika gent,
véetné genl pro enzymy metabolizujici xenobiotika, jako jsou isoformy cytochromu P450
1A1 a 1Bl1. Kromé toho bylo prokazano, ze AhR moduluje funkce jinych transkripénich
faktor. Novou roli AhR jako ligand-dependentni ubikvitin E3 ligdzy, kterd asociuje
s estrogenovymi nebo androgennimi receptory (ERa a AR) a podporuje jejich proteolyzu,
popsal ve své studii Ohtake et al. (Ohtake et al., 2007).

Autofi pouzili prostatickou bunécnou linii LNCaP, kterd byla inkubovana po dobu 3 h
v pfitomnosti/ nepfitomnosti DHT (10 nmol-1""), 3MC (1 pmol-I'") a MG132 (10 pmol-17).
Pii aktivaci AhR pomoci 3MC bylo pozorovano drastické snizeni hladin proteinu AR beze
zmén na Urovni mRNA pro AR. Ostatni agonist¢ AhR (konkrétn¢ B-naftoflavon (B-NF,
1 pmol-1"), latky znégistujici Zivotni prostfedi jako jsou TCDD (10 nmol-1"!) a benzo[a]pyren
(100 nmol-I'") a endogenni metabolit indirubin (10 nmol-1"") byli podobn& u&inni pfi
degradaci proteini AR. Degradace indukovana ligandem AhR a funkéni represe pohlavnich
steroidnich receptorti byla zrusena v pfitomnosti inhibitoru proteazomu MG132 (10 umol-1")
(Ohtake et al., 2007).

Bylo prokazano, Ze G¢inek expozice TCDD (10 pmol-1"") na aktivitu AhR a AR byl
rozdilny v buitkach androgen-senzitivnich (LNCaP) a androgen-rezistentnich (C4-2). AhR
1 AR proteiny byly rezistentni na degradaci po expozici TCDD v buiikdch C4-2. Naproti tomu
TCDD indukoval jadernou lokalizaci androgenniho receptoru a expresi KLK3 v burnkach
LNCaP. Tato indukce byla doprovéazena snizenou hladinou AhR a AR proteinu. Bunky citlivé
na androgeny maji podstatné¢ vice cytoplazmatického komplexu AhR nez builkky androgen
rezistetni (C4-2). To mtze byt pficina rozdilnych odpovédi na expozici TCDD (Ghotbaddini
et Powell, 2015).

Rakovina prostaty je jednim z nejcastéjSich typti rakoviny u muzi. Rust prostaty je
zéavisly na androgenech, které aktivuji androgenni receptor v nadorovych bunkach (Denmeade
et al., 1996). AR tak hraje klic¢ovou roli ve vyvoji PC a proto mize byt downregulace AR
ucinnym prostiedkem k 1é¢bé PC a to i ve tazi CRPC.

U piirodni latky icaritinu a 1é¢iva karbidopy bylo prokazano, ze tyto latky mohou
inhibovat riist AR-pozitivnich bunék PC degradaci proteini AR a AR-V7 ptes AhR-
zprostfedkovanou proteazomalni degradaci (Sun et al., 2015, Chen et al, 2020). Studie Sun
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et al. sledovala, zda icaritin muze ovlivnit stabilitu AR a AR-V7. Experimenty byly
provadény v bunéénych liniich LNCaP (androgen-senzitivni) a C4-2, CWR22Rv1 (androgen-
rezistentni) v ptitomnosti 10 nmol-I"' DHT pro LNCaP nebo v CSS (charcoal stripped serum)
s 1 nmol-1"! DHT pro C4-2 a CWR22Rv1 nebo pouze v CSS. Jako negativni kontrola bylo
pouzito DMSO. Bunky byly vystaveny pisobeni icaritinu o koncentracich 10, 30
a 50 pmol I'! po dobu 24 h. Hladiny proteinii byly nasledn& detekovany pomoci Western
blottingu. Ve vSech ptipadech doslo k poklesu hladin proteinu AR a AR-V7, k vyraznému
poklesu doslo i u PSA a UBE2C (Sun et al., 2015). Snizend hladina proteinu AR a PSA byla
pozorovana také v bunécéné linii LNCaP po 24h inkubaci s karbidopou o koncentracich 10, 50
a 100 pmol-1"! (Chen et al, 2020).

V predkladané diplomové praci bylo sledovdno, zda podobné vysledky nebudou
pozorovatelné i u monomethylindol. K tomuto tcelu byla pouzita adherentni bunécné linie
lidského karcinomu prostaty 22Rv1. Jako pozitivni kontrola byl pouzit modelovy ligand AhR,
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Vybrany byly 1-methylindol, 2-methylindol,
3-methylindol, 4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol a 7-methylindol o rdznych
koncentracich (1 pmol-I!, 10 pmol-I"" a 100 pmol-1"). Nékteré z téchto latek, konkrétng
4-methylindol a 6-methylindol byly popsany jako nejucing;si agonisté AhR v reportérové linii
hepatoceluldrniho karcinomu (Stepankova et al., 2018). Bylo prokazéno, Zze skatol
(3-methylindol), produkt bakteridlni fermentace tryptofanu ve stfevé, je parcidlnim agonistou
lidského AhR a induktorem CYP1Al, CYP1A2 a CYPIBI1 v lidskych bunécnych liniich
a hepatocytech (Rasmussen et al., 2016, Stepankova et al., 2018, Vyhlidalova et al., 2020).

Bunééna linie 22Rv1 oSetfena monomethylindoly vykazovala koncentracné zavislé
zvySené hladiny mRNA cilovych genti AhR, coZz znaci jeho aktivaci. VéEtSina testovanych
latek vyrazné indukovala genovou expresi CYP1A1, CYP1B1 a AhRR. Koncentracné zavisly
efekt nebyl pozorovatelny u 2-methylindolu. V pfipadé mRNA genu CYPIAI bylo
pozorovano nejvyrazné€jsi zvyseni hladin mRNA u 1-, 4-, 5-, 6- a 7-methylindolu. V tomto
bod¢ moje vysledky koresponduji (snad s vyjimkou 1-methylindolu) s daty z linii LS180
(Stepankova et al., 2018) a HepaRG (Vyhlidalova et al., 2019) a to i pfes to, ze jsem pouzila
niz$i koncentrace monomethylindolt.

Prostaticky specificky antigen (PSA), také znamy jako kallikrein-3 (KLK3), je témét
vyhradné¢ produkovan bunkami prostaty. V soucasnosti je klinicky nevyznamnéjS$im
markerem karcinomu prostaty (Penney et al., 2011). V pfipadé mRNA genu KLK3 byla
pozorovana vyrazna zména u 3-methylindolu, jehoz pouziti vedlo ke koncentraéné zavislému

poklesu exprese (Graf 5). Pii sledovani vlivu methylindolii na expresi FKBP5 a UBE2C
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nebyla pozorovana u vétSiny latek vyraznd zména v expresi mRNA. CDKNI1A (inhibitor
cyklin-dependentnich kindz 1A), hraje dilezitou roli v fizeni progrese bunécného cyklu
amuze se podilet na p53/TP53 zprostiedkované inhibici bunécné proliferace v reakci na
poskozeni DNA (Bianco et al., 2014). Navic, jeho exprese je rovnéz regulovana androgennim
receptorem (Lu, et al., 2000). Vyznamné koncentracné zavislé zvyseni hladiny mRNA genu
CDKNI1A bylo pozorovano u 3-, 4- a 5- methylindolu (Graf 8). To by mohlo naznacovat
genotoxicky ucinek danych indold.

U bunécné linie 22Rv1 bylo na urovni proteinu zaznamenano vyraznejs$i sniZeni
proteinu AR pouze pfi oSetieni bun€k 3-methylindolem. U proteinu AhR byl prokdzan mirny
nartst hladin proteinu pouze u 5-methylindolu.

Vysledky tak naznacuji, ze kromé 3-methylindolu o koncentraci 100 pmol-I"! nemély
ostatni monomethylindoly vyrazny vliv na expresi proteinu AR a AhR v buné¢né linii 22Rv1.
3-methylindol aktivuje AhR a je mozné, Ze ten nasledné vytvati komplex CUL4A™ ktery cili
na AR a nasledné podporuje jeho degradaci. Toto vSak bude tieba potvrdit v naslednych
studiich. Jedinou dal§i zndmou slouceninou s indolovym skeletem, kterd snizovala mnozsvi
proteinu AR je indirubin a to v podstatn& nizsi koncentraci (10 nmol-1"") a v bunééné linii
LNCaP (Othake et al., 2007). Pro potvzeni ziskanych vysledkii by bylo vhodné provést dalsi
experimenty s adekvatni koncentraci DHT, ktery aktivuje a stabilizuje AR, popiipad¢ pouzit
jinou nadorovou prostatickou bunéc¢nou linii, protoze jak naznacuji nejen moje vysledky, ale
i1 vysledky jinych autorti (Ghotbaddini et Powell, 2015), je vliv ligandi AhR na stabilitu

a aktivitu AR zna¢n¢ zavisly na konkrétni linii.
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8. Zavér

V této diplomové praci bylo sledovdno, zda aktivace AhR monomethylindoly povede
k ovlivnéni aktivity AR na urovni cilovych gentli a samotného proteinu v nadorové prostatické
bunécné linii 22Rv1. Konkrétné se jednalo o 1-methylindol, 2-methylindol, 3-methylindol,
4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol a 7-methylindol o koncentracich 1 pmol-I",
10 pmol-I"" a 100 pmol-1".

V experimentadlni casti byly pomoci RT-qPCR stanoveny hladiny transkript
vybranych cilovych geni AhR a AR po 24h inkubaci s vybranymi methylindoly. VétSina
methylindolti s nartstajici koncentraci indukovala expresi mRNA cilovych geni AhR -
CYPIA1l, CYPIBI a AhRR. Koncentratn¢ zavisly efekt nebyl pozorovatelny
u 2-methylindolu. Pii sledovani geni regulovanych AR byly uvétSiny methylindola
pozorovany pouze mirné zmény v expresi mRNA. Vyraznégjsi pokles exprese byl zaznamenan
po aplikaci 3-methylindolu u genu KLK3, kdy doslo ke sniZeni hladiny mRNA o 20-80 %
oproti negativni kontrole.

Nasledn¢ byly pomoci Western blottingu stanoveny hladiny proteint AhR a AR. Na
urovni proteinu  AhR bylo pozorovano pouze mirné zvySeni mnozstvi proteinu
u S5-methylindolu ve vSech jeho koncentracich. U proteinu AR doslo po aplikaci
3-methylindolu o koncentraci 100 pmol-1" ke sniZzeni mnoZstvi proteinu AR v obou jeho
variantach. V ostatnich ptipadech nebyla pozorovana zadna vyraznd zména. Vysledna data

naznacuji schopnost 3-methylindolu ovlivnit aktivitu a stabilitu AR.
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