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1 UVOD

Rakovina prostaty je najcastejSie sa vyskytujicim typom karcindmu u muzov ajej liecba je
zamerana na blokovanie aktivacie androgénového receptora (AR) a znizenie produkcie
androgénov. Androgénovy receptor je ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory patri
do rodiny steroidnych receptorov. Tie su lokalizovany v cytoplazme bunky a po ich aktivacii
ligandom dochadza k translokacii do jadra, kde sa viazu do Specifickych oblasti DNA ciel'ovych
génov, atym ovplyviiuju ich transkripciu. AR je dolezitou sicastou mnohych dejov v ludskom
organizme a udrziavani homeostazy nicktorych organovych sastav. Je tieZ exprimovany
v primarnom karcindbme prostaty a v metastazach, kde sa podiel'a na proliferacii, diferenciacii
a apoptoze buniek. Jeho aktivita je riadenad steroidnymi horménmi, ato najmé testosteronom
a dihydrotestosteronom. Ligandy AR moduluju jeho transkripéna aktivitu, a preto st cielom
mnohych vyskumov, ktoré sa zaoberaju problematikou rakoviny prostaty. Problémom liecby tejto
rakoviny stale zostava fakt, ze hormoén-senzitivna rakovina prostaty obvykle podlicha konverzii
na hormoén-rezistentnti formu rakoviny, preto je dolezit¢ hl'adat” vhodné ligandy AR, ktoré budu
pOsobit” aj na tento typ rakoviny prostaty. Tamsulosin a tolterodin su terapeutika, pouzivané
k liecbe benignej hypertrofii prostaty a hyperaktivineho mocového mechura. Tato praca je zamerana
na §tidium ich vplyvu na aktivitu AR a expresiu cielovych génov FKBPS5, KLK3 a UBE2C
na urovni mRNA. Nasledne bola monitorovana hladina AR proteinu, a to v bunkovej linii 22Rv1,
ktora exprimuje 2 varianty AR. Bunky boli vystavené testovanym latkam po dobu 4 a 24 hod

v pritomnosti endogénneho ligandu AR, dihydrotestosteronu.



2 CIEL’ PRACE
Cielom bakalarskej prace bolo zistit’, ¢i vybrané lieiva ovplyviuju aktivitu androgénového

receptora. Teoreticka Cast’ prace zahriala vypracovanie reserSe k téme bakalarskej prace.

Dosiahnutie experimentalnych vysledkov prebichalo nasledovne:
Stanovenie aktivity androgénového receptora metoddou Reporter Gene Assay
Stanovenie expresie cielovych génov androgénového receptora metédou PCR

Stanovenie hladiny proteinu androgénového receptora metodou Western Blotting



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Androgénovy receptor

Androgénovy receptor (AR) je ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory patri do rodiny
steroidnych jadrovych receptorov, spolu s estrogénovym, progesteronovym, glukokortikoidnym
a mineralokortikoidnym receptorom. AR je dblezitym faktorom pri vyvine a udrZiavani zdravého
reprodukéného, oporného, kardiovaskularneho, imunitného a nervového systému. AR je dlhé roky
znamy vdaka svojej vyznamnej role pri tvorbe rakoviny prostaty u muzov, ¢o zneho robi

esencialny terapeuticky ciel’ (Lu NZ et al., 2006).

Gén pre AR je lokalizovany na chromozoéme X v lokuse Xql1-Xq12, zabera priblizne 90 kbp DNA,
z Coho oblast, kodujica protein, je dlha 2 757 nukleotidov a obsahuje 8 exonov.
Exo6n 1 kdéduje N-koncovu doménu (NTD), exony 2 a 3 koduji DNA-vizobnii doménu (DBD)
a exony 4 az 8 kdduju ligand-vizobnu doménu (LBD) androgénového receptora (Gelmann, 2002).
Finalny produkt AR génu koduje 110-kDa protein zloZeny z 920 aminokyselin (Li ef al., 2019).
Posttranslaéné modifikacie AR zahmaji zmeny vo vSetkych doménach AR: fosforylacné
a SUMOylacné miesta sa vyskytuja v NTD, acetylatné ametylaéné miesta su v DBD
a ubikvitinaéné miesta su lokalizované prevazne v LBD. Jednotlivé typy posttranslacnych
modifikacii v normalnych tkanivach reguluju funkciu, stabilitu a Strukturu AR a udrziavaju

homeostazu tkaniv (Gioeli et Paschal, 2012).

Ako vsetky steroidné receptory, je AR vo svojej inaktivnej forme lokalizovany v cytosole, viazany
na chaperonové proteiny (heat shock proteiny = HSP), ako napr. HSP-90, HSP-70
a HSP-40, ktoré chrania AR pred degradaciou (Azad ef al., 2015). Po aktivacii AR prislusSnym
ligandom sa HSP uvolnia z viazby na AR, ¢im dochadza ku konformacnej zmene, ktora umozni
dimerizaciu AR. Nasledne je komplex androgén-AR translokovany do jadra za pomoci prislusnych

koaktivatorov (Tan ME ez al., 2015).



3.2 Struktira AR

AR obsahuje 3 hlavné domény: N-koncovii doménu (N-terminal domain = NTD), DNA-vazobnu
doménu (DNA-binding domain = DBD) a ligand-vidzobnu doménu (ligand binding domain = LBD)
(Obr. ¢. 1) (Davies et al., 2008).

.

w - > x
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£ AF-1 T 2 =2 AF-2

g 2 a A 2=

NikoHiae N-koncova doména DNA‘,"&Ob"a P Ligand-vdazobna doména C-koniec
doména
1 — 555 623 665 — 920
Tau-1 NES

Tau-5

Obrazok ¢&. 1: Struktara androgénového receptora. N-koniec tvori N-koncova doména (NTD),
ktorej sucastou je aktivacna funkcia 1 (AF-1) a motivy FQNLF a WHTLF. Za NTD sa nachadza
DNA-vidzobna doména (DBD). C-koniec AR tvori ligand-vdzobna doména, ktora je od DBD
oddelena pantovou oblastou (P). Sucastou LBD je aktiva¢na funkcia 2 (AF-2) (Obrazok prevzaty
z: Davey et Grossmann, 2016, upravené).

NTD je sekvencia aminokyselin (AK) 1 — 555, ktora obsahuje 9 — 39 repeticii CAG, kodujucich
glutamin, al4 — 27 repeticii GGN, kédujucich glycin. Dizka polyglutaminovych (Q)
a polyglycinovych (G) repeticii je v ludskej populacii vysoko variabilna a mdéze ovplyvnit

konformaciu NTD (Davies et al., 2008).

Dalsou délezitou oblastou NTD je aktivaéna funkcia 1 (AF-1), ktora zodpoveda za transkrip&ni
aktivitu AR. AF-1 obsahuje 2 hlavné determinanty transkripénej aktivity AR, transaktivacné
jednotky Tau-1 (AK 101 —360) a Tau-5 (AK 360 — 528), ktor¢ su dolezité pre aktivitu kompletného
AR. Pred Tau-1 sa nachadza motiv FQNLF (AK 23 — 27; phe, gln, asn, leu, phe) a sucastou Tau-5
je motiv WHTLF (AK 433 — 437; trp, his, thr, leu, phe), priCom oba sprostredkuvaju interakciu
medzi NTD a LBD, a tvoria tiez vizobn¢ miesta pre koregulatory AR (Dehm et al., 2007; Hur
etal., 2004).

AR sa viaze do oblasti DNA, zvanych androgén-responzivne elementy (ARE), prostrednictvom
DNA-vizobnej domény (Obr. €. 1), ktora je v ramci steroidnych receptorov vysoko konzervovana.
DBD je lokalizovana v pozicii AK 556 — 623, zloZena z niekol’kych sluciek a dvoch na seba
kolmych a-helixov, v ktorych N-koniec a okolité slucky formuju 2 zinkové prsty, z ktorych kazdy
obsahuje Styri cysteinové zvysky, viazuce zinkovy i6n. S prvym zinkovym prstom je asociovany
o-helix, ktory je zanoreny do vel'kého Zliabku DNA sekvencie ARE so svojim P-box (blizkym)
motivom (AK 577 — 581; gly, ser, cys, lys, val). P-box je oblast’ AK zvyskov, ktora je lokalizovana
v DNA-rozpoznavajucom o-helixe a je nevyhnutna pre Specifické rozpoznanie ARE. Druhy

zinkovy prst s D-box (vzdialenym) motivom (AK 596 — 600; ala, ser, arg, asn, asp) sprostredkuje

4



interakciu dvoch AR monomérov (Dalal ef al., 2014). Motiv zinkovych prstov tiez ul'ahcuje vazbu
AR do promotorovej oblasti génov, regulovanych AR, ¢o umoziuje aktivaénym funkciam
N-koncovej domény a LBD aktivovat alebo inhibovat transkripciu tychto génov (Schoenmakers

et al., 2000).

Medzi DBD a LBD sa vyskytuje kratka pantova oblast’ v pozicii 624 az 665 AK, ktora v ramci
steroidnych receptorov nie je konzervovana. N-koncova ¢ast’ pantovej oblasti je dolezitou sucast'ou
jadrového lokalizacného signalu AR (NLS), ktory je esencialny pre naviazanie proteinu
importin-a a umoznuje translokaciu AR do jadra. Mutaéné studie preukazali, ze NLS je tvoreny
dvoma oblast’ami, jedna sa nachadza v pantovej oblasti a druha je lokalizovana v oblasti druhého
zinkového prstu DBD (Zhou er al., 1994). V nepritomnosti ligandu je funkcia NLS prevazena
d’al§im dolezitym signalom, atym je jadrovy exportny signal (NES, AK 742 - 817).
Ten sa vyskytuje v LBD a zabezpecuje export receptora zjadra do cytoplazmy (Saporita
et al., 2003). Delécia v prvej Casti NLS (AK 629 — 633, arg, lys, leu, lys, lys) vedie k zniZengj
schopnosti receptora viazat’ sa do DNA, ktora ma za nasledok rychlejsi pohyb receptora medzi
jednotlivymi responzivnymi elementami, ¢o v koneCnom dosledku vedie knarastu jeho
transkripcnej aktivity. Mutacie v tejto oblasti maju vyrazny vplyv na jadrovu translokaciu, stabilitu
receptora, transaktivaciu a vizbu do DNA. (Haelens ef al., 2007; Tanner et al., 2010). Pantova
oblast AR ma tiez dolezitt ulohu priregulacii vizby do DNA, sprostredkovani vézby

koaktivatorov/korepresorov (Schoenmakers ef al., 1999; Clinckemalie ef al., 2012).

Karboxylovy koniec AR (Obr. ¢. 1), rovnako ako aj inych steroidnych receptorov, obsahuje LBD,
ato v pozicii AK 666 az 920. Ta je zlozena z 11 a-helixov, ktoré vytvaraji zanorenu hydrofobnu
hormén-viazucu kapsu, a 2 antiparalelnych B-skladanych listov. Po naviazani agonistov dochadza
k formovaniu miesta aktivacnej funkcie 2 (AF-2), ktora tvori hydrofobny Zzliabok, doélezity
pre asociaciu s koaktivatormi, a tym aj zosilnenie aktivity AR. AF-2, na rozdiel od AF-1, pre svoju
aktivitu vyzaduje vézbu ligandu. Struktimy vzhlad AF-2 je kompatibilny s konformaciou
koaktivatorov, ktor¢ maji obvykle motiv. LXXLL (leu, X, X, leu, Ileu;
X = akakol'vek aminokyselina), a tiez s oblastami NTD s motivom FXXLF (phe, X, X, leu, phe)
a WXXLF (trp, X, X, leu, phe), vd’aka comu dochadza k stabilizacii kompletného transkripcného
aparatu AR (Li et al., 2019).



3.3 Zmeny dizky AR génu

Na rozdiel od vysoko konzervovanych oblasti DBD a LBD, NTD vykazuje genctické zmeny
a polymorfizmus, ktory ovplyviiuje regulaciu AR-responzivnych génov. Polymorfizmus velkosti
AR je scasti sposobeny mikrosatelitovou trojnukleotidovou repeticiou v exéne 1, kodujucou
polyglutaminovu oblast’ (Choong er Wilson, 1998). Znizeny pocet glutaminovych repeticii vedie
k zvyseniu transkripcnej aktivity AR, a tym aj zvySenej afinite k androgénom, ¢o mo6Zze pre pacienta
znamenat’ vyssie riziko tvorby rakoviny prostaty (Coetzee et Ross, 1994). Naopak uplna delécia
tejto repetitivnej oblasti spdsobuje az Stvornasobnu redukciu aktivity AR v porovnani s beznou

formou receptora (Callewaert ef al., 2003).

Predizenie polyglutaminovej oblasti az na 40 — 62 CAG repeticii sposobuje vzacne gonozomalne
recesivne ochorenie, Kennedyho syndrom, tiez oznaCovany ako bulbospinalna svalova atrofia
(bulbospinal muscular atrophy = BSMA). BSMA je neurodegenerativne ochorenie,
ktoré¢ postihuje vyluéne muzov, Zeny su asymptomatickymi prenasaCkami tejto choroby.
Medzi typické prejavy BSMA patri pomaly sa rozvijajice ochabovanie svalov, ktoré zahria

tvarové svaly, bulbarne svaly a svaly koncatin (Zajac et Fui, 2012; Finsterer, 2010).
3.3.1 Varianty AR

Aberacie v zostrihu AR génu boli prvykrat identifikované v pripade vroden¢ho syndromu
necitlivosti na androgény (Ris-Stalpers ef al., 1990). Pri rakovine prostaty boli izoformy AR
popisané na bunkovej linii 22Rv1, v ktorych je exprimovany AR v plnej dizke, a tiez skratena
forma AR (75 — 80 kDa) (Tepper et. al, 2002). Zostrihnuté varianty AR boli neskér objavené
aj vo vzorkach pacientov s kastracne-rezistentnou formou rakoviny, v ktorych bola expresia tychto
foriem AR dvadsathasobne vysSia v porovnani so vzorkami hormén-senzitivnej formy rakoviny
(Hu et al., 2009). V sucasnosti bolo identifikovanych priblizne 22 zostrihnutych foriem AR, ktor¢
su charakteristick¢ stratou C-koncovej casti, vratane LBD, ¢o vedie k aktivacii
ligand-nezavislej signalnej drahy AR, kedy zostava receptor konstitutivne aktivny
(Dehm et Tindall, 2011; Lu efLuo, 2013). Amplifikacic AR génu je mozné detegovat
fluorescencénou hybridizaciou in situ (FISH) v celych tkanivach alebo v cirkulujucich nadorovych

bunkach (Podolak ez al., 2017).
3.3.1.1 AR-V7

Skratena varianta AR-V7, nickedy oznaCovana aj ako AR3, je doposial’ najlepSie opisanou
a biologicky vyznamnou formou mutantného AR (Nakazawa ez al., 2014). V porovnani s AR plne;j
dizky, méze AR-V7 indukovat expresiu odlisnych skupin génov, ako napr. expresiu regulaénych
génov bunkového cyklu (UBE2C), zatial’ ¢o bezny AR uprednostiiuje expresiu génov spojenych

s metabolizmom a diferenciaciou buniek (Sobhani ef al., 2021).



AR-V7 mRNA je kodovana exénmi 1, 2 a 3 génu pre AR, za nimi nasleduje skryty exoén 3
(cryptic exon 3 = CE3), pricom k C-koncu exonu 3 je pridanych 16 AK. CE3 sa vyskytuje
v intréne 3, spolu s polyadenylacnym signalom, ktory reguluje zostrih AR-V7. Finalny protein
AR-V7 ma zachovanu NTD a DBD, je v§ak skrateny o LBD. Naprick tomu je AR-V7 konstitutivne
aktivny a pre svoju translokaciu do jadra nadorovych buniek nevyzaduje vazbu ligandu (Hu et al.,
2009). Pritomnost” AR-V7 varianty v nadorovych bunkach CRPC a absencia LBD je tiez spojena
s rezistenciou voc€i enzalutamidu a abirateronu. Enzalutamid je inhibitor signalnej drahy AR, ktory
cieli na oblast’ LBD. Abirateron je inhibitor CYP 17A1, ktory zniZuje koncentraciu androgénov

v nadoblickach a v rakovinovych bunkach. Z dévodu absencie LBD v AR-V7 je teda terapeuticky

ucinok enzalutamidu a abirateronu pri liecbe CRPC zniZeny (Antonarakis et al., 2014).

3.4 Signalna draha AR

Mechanizmus pdsobenia AR po vizbe ligandu méze byt dvojakého typu: genomicky (zavisly

na vizbe do DNA) alebo negenomicky (nezavisly na vizbe do DNA).

w

Genomicka signilna draha AR (Obr. €. 2): Pri vizbe ligandu do LBD, AR podlicha

konforma¢nym zmenam, pri ktorych dochadza k uvol'neniu AR monoméru z komplexu s HSP-90,
-40 a -70 a naviazaniu HSP-27 (Centenera et al., 2008; Gao et al., 2005). Predpoklada sa, Ze tieto
konformac¢né zmeny indukuji fosforylaciu AR, ¢o vedie k intramolekularnej interakcii medzi NTD
a LBD, ktora odhali jadrovy lokalizacny signal, viaze importin-o a umoziuje translokaciu AR do

jadra (van Royen er al., 2012; Nadal ef al., 2017).

Vjadre dochadza k interakciam medzi DBD dvoch AR monomérov, viazucich ligand.
Dva monoméry AR sa viazu prostrednictvom D-boxu v DBD a P-boxy oboch AR monomérov
sa viazu do cielove] sekvencie DNA, androgén-responzivnych elementov (ARE) (Centenera
el al., 2008). ARE su sekvencie DNA, dlhé¢ ~15 bp, nachadzajuce sa v promotorovej oblasti
cielovych génov AR, ktoré su zapojené do procesov bunkovej proliferacie a apoptézy (Chen CD
et al. 2004). Sekvencie ARE pozostavaju z dvoch hexanukleotidovych sekvencii, ktoré st oddelené
tromi [ubovolnymi nukleotidmi (oznacenie N), a m6zu byt dvojakého typu: klasické a Specificke.
Klasicka sekvencia ARE (5'-AGAACA-NNN-TGTTCT-3") je spolo¢na pre jadrové receptory
I. triedy, kam patri aj GR, MR aPR (Shaffer et al., 2004). Specificka sekvencia ARE
(5'-AGAACA-NNN-AGAACA-3") savyskytuje napr. u génov PB (probasin) alebo SLP (pohlavie-
limitujuci protein) (Rennie ef al., 1993; Verrijdt et al., 2002).
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Obrazok ¢. 2: Genomicka signalizacia AR. (A) Po vizbe ligandu na AR sa HSP proteiny uvolnia,
(B) AR tvori monoméry N-C monoméry, (C) AR monoméry su translokované do jadra, (D) kde
tvoria NTD-LBD homodiméry. (E) Oba homodiméry tvoria DNA-zavisly DBD-DBD homodimér
a viazu sa do ARE ciel'ovych génov AR (Obrazok prevzaty z: Messner ef al., 2020, upravengé).

Pri vazbe do DNA, AR dimér tvori komplex s roéznymi transkripénymi koregulatormi
prostrednictvom oblasti AF-1 a AF-2. Doposial bolo identifikovanych viac ako 150 koregulatorov
AR. Koaktivatory ARA70 a filamin A stabilizuji komplex androgén-AR a ulah¢uju jadrovu
translokaciu (Heemers ef Tindall, 2007). Koaktivator steroidnych receptorov 1 (SRCI)
a transkripény faktor TIF2 interaguju s AF-2 a kontroluju aktivitu AR, spolu s mnohymi d’al§ich
transkripcnymi faktormi ako GATA, FOXA1, SRY protein a pod (Obinata ef al., 2017). Medzi
korepresory AR patri napr. kalretikulin, ktory interaguje s DBD abrani vizbe do DNA, ¢im
inhibuje transkripcnii aktivitu AR (Heemers ez Tindall, 2007). V&csina koregulatorov su enzymy,
ako histon-acetyltransferaza, metyltransferaza a kinazy, ktoré napomahaju transkripcii ciel'ovych

génov prostrednictvom chromatinovych a histonovych modifikacii (Wolf ez al., 2008).

AR reguluje expresiu génov, ktoré su zapojené do réznych funkcii: regulacia bunkového cyklu
(gény UBE2C, TACC2), modulacia PI3K (gén FKBP)5), sckre¢né proteiny (gény KILK3,
KILK?), rastové stimulatory (gény /GFIR, APP) a pod. Aktivacia transkripcie vyzaduje obsadenie
ako promotorovej oblasti, tak aj oblasti zosilovacov, komplexom AR, koaktivatorov a RNA
polymerazy II. Naopak represia transkripcie vyZaduje naviazanie komplexu iba do oblasti
promoétora, ako je to napr. pri géne CHRM1, kedy AR priamo potlaca expresiu génu aj v absencii

androgénov (Shang er al., 2002; Prescott ef al., 2007).



Negenomicka signalna draha AR: Komplex androgén-AR, prostrednictvom aktivacie druhého

posla, interaguje s kinazami ERK, Akt a MAPK. Po vystaveni bunick androgénom sa odozva tejto
signalnej drahy dostavi v radoch sekund az minut, ¢o by nebolo mozné pri vizbe do DNA.
Negenomicka signalna draha, ktora sprostredkovava GPRC6A  receptor spriahnuty
s G-proteinom, aktory fosforyluje ERK kinazu po vizbe testosteronu, bola identifikovana

v prostatickych bunkach (Pi ez al., 2010).

3.5 Ligandy AR

Ligandy AR boli indentifikované pomocou in vitro viazobnych alebo reporter gene eseji, prevazne
su klasifikované ako agonisti alebo antagonisti AR, v zavislosti od ich schopnosti aktivovat
alebo inhibovat transkripciu génov, kontrolovanych AR. Vo vseobecnosti sa tieto ligandy viazu
do ligand-vazobnej kapsy (LBP) v ligand-vizobnej doméne (LBD) AR proteinu. LBP je endogénne
vézobné miesto pre ligandy AR. Mutacie v tejto oblasti obvykle inaktivuju antagonisty AR, ktoré
cieliana LBP, a casto dochadza k ich konverzii na agonistov (Taplin e al., 1995). Pri vizbe ligandu
do ligand-vdazobnej kapsy (LBP), podlicha receptor dolezitym konformacnym zmenam, ktoré
vyznamne modifikuju poziciu a-helixov LBD, ¢im sa dokaze receptor prispdsobit” jednotlivym
ligandom (Cantin ef al., 2007). Dvoma hlavnymi endogénnymi ligandmi AR su androgény,
testosteron a dihydrotestosteron (DHT). Ich funkcia bola prvykrat popisana v roku 1889

franctizskym fyziologom Charlesom Edwardom Brown-Sequardom (Heemers ef Tindall, 2007).

Syntéza testosteronu je pod kontrolou osy hypotalamus-hypofyza-semenniky. Hypotalamus
produkuje gonadotropin-uvoltfiujici hormén (GRH), ktory posobi na adenohypofyzu, a ta nasledne
produkuje luteiniza¢ny hormoén (LH). LH cirkuluje v krvi, viaze sa na LH receptory v Leydigovych
bunkach semennikov, kde reguluje aktivitu P450scc (cholesterol side-chain cleavage enzyme),
enzym, ktory indukuje syntézu testosterénu z cholesterolu. Priblizne 90 % testosteronu je
produkovanych Leydigovymi bunkami, zvySok je produkovany v kore nadobliciek, v peceni

au zien vo vajecnikoch (Heemers e Tindall, 2007).

Testosteron cirkuluje v sére viazany na pohlavné hormény-viazuci globulin (SHBG) a albumin,
pricom do bunick rakoviny prostaty sa dostava testosteréon volny (Rosner et al., 1991;
Baker, 2002). Vnutri bunky je testosteron redukovany na jeho ucinnejSiu formu
Sa-dihydrotestosteron (DHT), reakcia je katalyzovana enzymom Sa-reduktiaza za pritomnosti
kofaktoru NADPH (Obr. ¢. 3). Malé mnozstvo testosteronu (~ 0,2 %) moze byt konvertované

na estradiol enzymom aromataza (Johansen, 2004).



DHT sa od testosterénu lisi absenciou jednej dvojitej vazby v kruhu A, ¢o dvojnasobne zvysuje
jeho afinitu k AR a pédtnasobne znizuje rychlost” disocidcie v porovnani s testosterénom

(Grino et al., 1990).
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Obrazok ¢. 3: Premena testosteréonu na So-dihydrotestosteron. Reakciu katalyzuje enzym
So-reduktaza za pritomnosti kofaktoru NADPH (Obrazok prevzaty z Ogino ez al., 2016, upraveny).

3.6 AR arakovina prostaty

Androgénovy receptor je exprimovany Vv primarnom karcindome prostaty a v metastazach,
kde reguluje velké mnozstvo bunkovych dejov ako proliferacia, apoptéza, diferenciacia.
V bunkach karcinomu prostaty je jeho aktivita regulovana steroidnymi a peptidovymi horménmi

(Culig ef Santer, 2014).

Rakovina prostaty je najcastejSie diagnostikovanym typom zhubného nadoru u muZov,
¢o ju stavia do stredu zaujmu mnohych experimentalnych a klinickych vyskumov. V sucasnosti
existuje viacero lieCebnych postupov, ktoré zavisia od patologického stavu a Stadia ochorenia,
expresie Specifického antigénu prostaty (prostate specific antigen = PSA) a celkového zdravotného
stavu pacienta. Pre rozliSenie potencialne neskodnej alebo agresivnej formy rakoviny prostaty bolo
vyvinutych mnozstvo experimentalnych metdd, ktorych cielom je identifikovat’ rakovinové

biomarkery (Culig ef Santer, 2014).

Diagnostika rakoviny prostaty je zaloZzena na merani hladiny PSA z krvi. PSA je glykoproteinova
serinova proteaza, vylucovana epitelidlnymi bunkami prostaty, napomaha pohyblivosti spermii
prostrednictvom degradacie proteinov semenogelin Iall (Lilja, 1985). Aj ked je PSA
organovo-Specifickym  biomarkerom, jeho zvySena hladina nemusi byt spdsobena
iba rakovinovym bujnenim, ztoho dovodu musi byt diagnostika doplnena dal§imi testami,
ako napr. PCA3 (prostate cancer gene 3) test zmocu, digitalne rektalne vySetrenie a pod
(Ferro et al., 2016). Zvysena hladina PSA v sére mo6ze indikovat’ nadmerna aktivitu AR. Podla
Americkej Onkologickej Spolo¢nosti (ACS), je hodnota PSA nad 4 ng'ml' udavana ako
abnormalna a tito pacienti d’alej podstupuju biopsiu prostaty (Hoffman, 2011).
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Vicsina malych nadorov prostaty je odstranena pomocou radikalnej prostatektomie. Liecba
nadorov, ktoré¢ nemdézu byt odstranen¢ operativne alebo radioterapiou, je zamerand na zniZenie

hladiny androgénov alebo blokovanie AR (Culig et Santer, 2014).

Androgén-deprivacna terapia (ADT) je zaloZena na zniZeni produkcie androgénov a/alebo uzivani
antiandrogénov, ktoré sa viazu do LBD a kompetitivne blokuju aktivaciu AR androgénmi.
V pociatkoch liecCby rakoviny prostaty boli steroidné antiandrogény, ako napr. cyproterénacetat,
spironolakton, magnesterolacetat a medroxyprogesteron, bezne pouzivanou alternativou. Vd'aka
ich Strukturnej podobnosti s androgénmi, dokazu blokovat™ aktivitu androgénov a zmiernit’ vyvin
rakoviny prostaty. Nevyhodou steroidnych antiandrogénov je interakcia sinymi steroidnymi
receptormi, ktora vedie k hepatotoxicite, kardiovaskulamym ainym nezelanym vedl'ajSim

ucinkom, ktoré¢ obmedzuji ich pouzivanie (Liu et al., 2014).

Vhodnou alternativou liecby rakoviny prostaty, ktora nahradila steroidné antiandrogény, sa stali
nesteroidné antiandrogény prvej generacie, ako napr. flutamid, nilutamid alebo R-bikalutamid.
Antiandrogény prvej generacie maju nizku afinitu k AR av klinickej praxi sa pouzivaju
v kombinacii s agonistami a antagonistami LH-uvoliiujucecho horménu, k liecbe pokrocilej
rakoviny prostaty. Problémom antiandrogénov prvej generacie je, ze m6zu vyvolat’ mutacie AR,
pri ktorych sa budu viazat' na mutovany AR ako parcialny agonisti (Ning et al., 2013).
V pripade mutovanej formy AR sa preto zacali pouzivat antiandrogény druhej generacie, ako napr.
enzalutamid, ktor¢ boli v liecbe efektivnejSie (Ning ef al., 2013). Naprick tomu sa pri pouzivani
enzalutamidu rovnako objavili rezistenéné mutacie AR, a preto je dolezité najst’ nové antagonisty

AR, schopné bojovat’ proti rezistencii mutacnych foriem AR (ElI-Amm ez al., 2013).

Cielové miesta malych molekul ligandov su lokalizované takmer po celom AR proteine.
Okrem LBD, ktora je ciel'om spominanych antiandrogénov, su predmetom vyskumu aj oblasti NTD
a DBD. Prvym inhibitorom, cielenym na NTD a DBD, bol EPI-001, ktory sa kovalentne viaze
do NTD a brani interakcii medzi jednotlivymi proteinmi, potrebnymi k transkripcénej aktivite AR
(Andersen et al., 2010).

Problémom vSak zostava, ze takmer vSetkym pacientom sa po Case vyvinie kastracne-rezistentna
rakovina prostaty (castration-resistant prostate cancer = CRPC), ktora bola kedysi
dezinterpretovana ako androgén-nezavisla forma rakoviny prostaty (Watson et al., 2015). Neskor,
pri porovnani vzoriek nadorov pred a po vyvine kastracne rezistentnej formy rakoviny, sa zistilo,
z¢ hladina expresic AR bola omnoho vysSia v hormoén-rezistentnom nadore v porovnani
s hormon-senzitivnym nadorom od rovnakého pacienta (Edwards ef al., 1995). Nasledujice Studie
objasnili, Ze zvySenie expresic AR spdsobuje progres rakoviny prostaty z hormon-senzitivnej
na hormén-rezistentnti formu, indukuje konverziu z antagonistu na agonistu a meni usporiadanie

koaktivatorov (Chen et al., 2004). Tieto poznatky v koneénom ddésledku poukazuju na fakt,
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ze potlacenie aktivity AR je vyznamnym liecebnym krokom nie len pri skorej forme rakoviny,

ale aj neskorej kastra¢ne-rezistentnej forme rakoviny prostaty (Li ef al., 2019).

Pre vyskum rakoviny prostaty je dostupnych nickol’ko androgén-senzitivnych bunkovych linii,
ktor¢ sa liSia proliferaciou po podsobeni prirodzenych alebo syntetickych androgénov
(Culig er Santer, 2014). V tejto praci bola pouzita bunkova linia 22Rv1, androgén-pozitivna
bunkova linia, ktora reaguje na dihydrotestosteron (DHT) a vylucuje PSA (Sramkoski ez al., 1999).

3.7 Sledované gény
1. FKBP5

FKBPS5 gén sa u ¢loveka nachadza na kratkom ramienku chromozému 6 (lokus 6p21.31) a koduje
51-kDa protein, ktory patri do rodiny imunofilinov, modulujicich distribuciu steroidnych
receptorov medzi jadrom a cytoplazmou (Davies ef al., 2002). V oblasti blizkeho promotora génu
FKBPS5 chyba vizobné miesto pre AR, to sa vyskytuje v oblasti zosilovacov intrénu 5, lokalizované
65 kb za inicialnym miestom transkripcic. AR interaguje s CBP (cAMP-responzivny
element-viazuci protein) a komplex AR-CBP sa viaze do vzdialenej oblasti zosilovacov, kde
prostrednictvom histon acetyltransferazovej aktivity dekondenzuje chromatin, ¢o vedie

k transkripcii génu (Magee et al., 2006).

Protein FKBPS5 je zapojeny do mnohych signalnych drah, vratane hormonalnej signalizacie,
kde ma dolezita ulohu pritvorbe rakoviny a chemorezistencie (Ratajczak er al., 2003).
Na rozdiel od signalizacie GR, PR a MR, kedy FKBPS5 protein znizuje ich aktivitu, v pripade AR
dochadza k zvyseniu jeho transkripénej aktivity (Ni et al., 2010). V porovnani s mRNA PS4,
mRNA FKBP5 lepsie odzrkadl'uje koncentraciu a aktivitu androgénov v karcinome prostaty
po androgén-deprivacnej terapii (Mostaghel er al., 2007).

2. KIK3

KLK gény st lokalizované na dlhom ramienku chromozému 19 (lokus 19ql13, pre KLK3
lokus 19q13.33) akoduju celkom 15 serinovych proteaz, ktoré sa zucastiiuji réznych
fyziologickych procesov, ako skvapalnenie spermy a olupovanie koze (Wang ef al., 2018).
KILK3 koduje Specificky antigén prostaty (PSA), alebo kallikrein 3 (KLK3), enzym, sekretovany
epitelialnymi  bunkami avnutornymi bunkami prostaty (Kornberg et al, 2018).
V blizkom promotore KLK3 génu boli identifikované 2 ARE, prvy v pozicii -170 (ARE1),
druhy v pozicii -394 (ARE2) (Riegman ef al., 1991; Cleutjens et al., 1996). NeskorSie Studie
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objavili treti ARE v pozicii -4,136 (ARE3), ktory vyrazne ovplyviuje transkripciu KLK3

po indukecii androgénmi (Schuur ef al., 1996).

ZvySena hladina PSA je Casto pouzivanym biomarkerom rakoviny prostaty, avSak vyskytuje
sa aj pri infekciach prostaty, traume, nezhubnej hyperplazii prostaty, ejakulacii, ultrasonografii
a kateterizacii mocovodu (Marks er Bostwick, 2008). Iba mala ¢ast” koncentracie PSA, pritomnej
v sperme, mdze byt detegovana aj v krvnom obehu. Rakovina prostaty je histologicky
charakterizovana porusenim bazalnej vrstvy buniek. Aj ked’ sa predpoklada, Zze zvySena hladina
PSA v sére je spOsobena poruSenim usporiadania prostatickych buniek, presny molekularny

mechanizmus stale nie je jasne definovany (Balk ef al., 2003; Jansen ef al., 2009).

3. UBE2C

Ubikvitinacia je dolezitym bunkovym mechanizmom cielenej degradacie proteinov, ktoré
sa zucastiiuji mnohych bunkovych procesov, najmi bunkového cyklu, transkripcie, apoptozy
a pod. (Kerscher ef al., 2006). Ubikvitinacia prebicha prostrednictvom ubikvitinaénych enzymov,
ktor¢ oznacia molekulu, uréeni na degradaciu, mnohymi molekulami ubikvitinu.
Oznadené molekuly st nasledne degradované v 26S proteazome (Kimura ef Tanaka, 2010;

Hicke et al., 2005).

UBE2C sa zucastiiuje bunkového delenia regulaciou prechodu bunky z metafazy do anafazy
degradaciou sckurinu. Uzko spolupracuje s anafazu-podporujucim komplexom/cyklozém
(APC/C), je potrebny k destrukcii mitotickych cyklinov a katalyzuje disociaciu kontrolnych
molekul mitotického vretienka z komplexu APC/C (Stegmeier ef al., 2007; Reddy et al., 2007).
ZvySena expresia UBE2C uvolnuje bunku z kontrolnych bodov mitotického vretienka,

¢o umoziiuje bunke opitovny vstup do mitdézy (Wickliffe ef al., 2011).

Gén UBE2C je lokalizovany na dlhom ramienku chromozomu 20 (lokus 20q13.12) a koduje
19-kDa ubikvitin-konjugacny enzym. Protein CDC20 (cyklus bunkového delenia 20 = cell division
cycle 20), aktivator APC (anafazu-podporujici komplex = anaphase promoting complex),
podporuje expresiu UBE2C na transkripénej urovni, pricom celkovo je znamych 7 transkripénych
variant tohto génu (Kim ef Yu, 2011; Nath er al., 2011). ZvySena expresia UBE2C bola
identifikovana najmé v kastrane-rezistentnej forme rakoviny prostaty a ukazalo sa, Zze je pod

kontrolou AR-V7 varianty (Hu et al., 2012).
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3.8 Skumané latky
1. Tamsulosin
IUPAC nazov: 5-[(2R)-2-|2-(2-etoxyfenoxy)etylamino |propyl|-2-metoxybenzensul fonamid

Tamsulosin je selektivnym antagonistom o-1A- a a-1D-adrenoreceptorov. Tie sprostredkuji
kontrakciu hladkej svaloviny prostaty. Inhibuje a-adrenoreceptory, lokalizované v hladkych
svaloch kr¢ka mocového mechira a prostaty, ¢o vedie k relaxacii tychto svalov a zlepSuje pridenie
mocu umuzov s benignou hypertrofiou prostaty (Dunn ez al., 2002). Tamsulosin je dobre
vstrebavany po ustnom podani a v organizme cirkuluje pevne viazany na plazmatické proteiny,
najmi na o;-kysly glykoprotein (Koiso et al., 1996). V peceni dochadza k jeho deetylacii
aoxidativnej deaminacii postrannych retazcov prostrednictvom cytochromov P450, najmi
izoforiem CYP 3A4 a CYP 2D6, a vyluCovany je mocom ako neaktivny konjugovany produkt
(Piascik et Abel, 2017).

Tamsulosin sa pouziva k liecbe symptomov benignej hypertrofii prostaty, zapale prostaty a pomaha
pri vyluceni oblickovych kameriov. Ako lieCivo je dostupny na lekarsky predpis
vo forme tvrdej kapsuly sriadenym uvolfiovanim a sobsahom tucinnej latky 0,4 mg,
¢o zodpoveda odporiacéanej dennej davke. Prehlad farmakokinetickych parametrov tamsulosinu

pre davku 0,2 mg je uvedeny v Tab. ¢. 1 (Matsushima ez al., 1998).

Tabul’ka ¢. 1: Farmakokinetické parametre tamsulosinu po ustnom podani

Parameter Davka 0,2 mg

Cuax [ng-ml™] 128+22

Tinax [h] 1,6 +0,6

AUC [ng-hrml™] 85,5+ 158

t Y [h] 5.25+£0,93

CLort [1-h7Y] 2.61+049
Legenda:

Cumax = maximalna dosiahnuta koncentracia v plazme
Tumax = Cas pre dosiahnutie Cax

AUC = plocha pod krivkou koncentracie lieciva v krvi
t12 = biologicky polcas eliminacie

CLori = clearence po Gstnom podani (mnozstvo plazmy alebo krvi, ktoré sa ocisti od danej latky za
jednotku ¢asu)
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2. Tolterodin
IUPAC nazov: 2-[(1R)-3-[di(propan-2-yl)amino |-1-fenylpropyl]-4-metylfenol

Tolterodin je synteticky kompetitivny antagonista muskarinovych receptorov, ktory posobi najmé
na subtypy M2 a M3. Po ustnom podani je tolterodin metabolizovany v peceni na jeho vysoko
farmakologicky aktivny derivat 5-hydroxymetyltolterodin, a to oxidaciou a N-dealkylaciou
prostrednictvom dvoch izoforiem cytochromov P450, CYP 2D6 a CYP 3A4 (Postlind et al., 1998).
Obe formy kompetitivne blokuji muskarinové receptory, ¢im inhibuju vidzbu acetylcholinu.
Cholinergné muskarinové receptory sprostredkuju kontrakciu mocového mechura a vylucovanie
slin zo slinnych Zliaz. Davnejsia Stadia vSak potvrdila, Ze tolterodin ma vysoku afinitu a Specifitu
pre muskarinové receptory in vivo avykazuje vyssi inhibi¢ny ucinok na kontrakciu svalov

mocového mechira, nez na sekréciu slinnych Zliaz (Nilvebrant et al., 1997).

Tolterodin sa pouziva pri zniZzeni symptomov hyperaktivneho moc¢ového mechura, zvysuje jeho
funkéni kapacitu, zniZzuje kontrakciu mocového mechura a nutkanie k moceniu. Na Slovensku je
ako lie¢ivo dostupny pod nazvom Detrusitol ® SR od firmy Upjohn, viazany na lekarsky predpis
vo forme tvrdych kapsul s predizenym uvolfiovanim a s obsahom uginnej latky 4 mg. Prehl'ad

farmakokinetickych parametrov je uvedeny v Tab. ¢. 2 (Detrol, RxList, 26.7.2021).

Tabul’ka ¢. 2: Farmakokinetické parametre tolterodinu po ustnom podani kapsuly

s predlZzenym uvol'iovanim

Parameter Davka S mg
Cumax [ng-ml] 1,3+£0,8
Tinax [h] 2-6
AUC [ng-hrml] 6,7

t 2 |h] 84+32
CLora [1°h7"] 57+338

Legenda:

Cmax = maximalna dosiahnuta koncentracia v plazme

Tmax = Cas pre dosiahnutie Cumax

AUC = plocha pod krivkou koncentracie lieciva v krvi

t12 = biologicky polcas eliminacie

CLori = clearence po Gstnom podani (mnozstvo plazmy alebo krvi, ktoré sa ocisti od danej latky za

jednotku ¢asu)
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4 MATERIAL A METODY
4,1 Material

4.1.1 Biologicky material

e Reporterova bunkova linia AIZ-AR odvodena od epitelialnej bunkovej linie ludského
karcinomu prostaty 22Rv1. Bunkova linia AIZ-AR vznikla transfekciou bunkovej linie 22Rv1
reportérovym plazmidom p3ARR/ARE-luc2P/minP/hygro, ktory obsahuje 3 kopie androgén-
responzivnej oblasti (ARR), za fiou nasleduje 1 kdpia androgén-responzivneho elementu (ARE)
z promotorovej oblasti génu pre I'udsky Specificky antigén prostaty (PSA) (Bartonkova et al., 2015)
e Adherentna bunkova linia T'udského epitelialneho karcinomu prostaty 22Rvl (ECACC
105092802)

4.1.2 Pouzity material

e 6-jamkové kultivaéné dosky (Techno Plastic Products)

e 96-jamkove¢ kultivacné dosky (Techno Plastic Products)

e 96-jamkové biele dosky pre meranie luminiscencie (NUNC)

e 96-jamkové PCR dosky (Roche)

e automatické pipety 0,1 — 2,5 pl, 0,5 = 10 pl, 2 = 20 pl, 10 — 100 pl, 20 — 200 ul,
100 - 1 000 ul (Eppendorf)

e bunicina (Tork)

e Biirkerova komérka (Assistent)

e filtracny papier pre western blotting (BioRad)

o fixka WesternSure® Pen (LI-COR)

o folia pre PCR (Roche)

¢ hrebienok (BioRad)

e kultivaéna fT'asa s obsahom 25 cm? ,75 cm? a 150 cm? (Techno Plastic Products)

e krycie sklicka 22x22mm (Manzel Gléser)

o multikanalova pipeta 30-300 pl (Eppendorf)

¢ nitrilové rukavice (Mercator Medical)

e Petriho misky (Techno Plastic Products)

e plastova bunkova skrabka (Techno Plastic Products)

e plastové mikrocentrifugaéné skumavky s objemom 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOPlastics)

e plastové centrifugacné skumavky s objemom 15 ml a 50 ml (Techno Plastic Products)

e plastové stojany na skumavky (Techno Plastic Products)

e plastové $picky 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl, 100 — 1 000 I (Eppendorf)
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e plastové Spicky s filtrom 100 — 1 000 ul (Eppendorf)

e PVDF membrana (Thermo Scientific)

e sérologické pipety 0,1 —2ml, 1 = 5ml, I - 10 ml, 1 — 25 ml (Techno Plastic Products)
e skla pre western blotting 1,5 mm Mini-PROTEAN® (BioRad)

4.1.3 Pouzité chemikalie a roztoky

e 4x koncentrovany pufor do deliaceho gélu (BioRad, kat. ¢. 161-0798)
e 4x koncentrovany pufor do zaostrovacicho gélu (BioRad, kat. ¢. 161-0799)
e 5x koncentrované Bradfordovo ¢inidlo (Serva, kat. ¢. 39222.03)
e 5x koncentrovany lyzacny pufor pre luciferazu Reporter Lysis Buffer (Promega, N112A)
e 10x koncentrovany migracny pufor Tris/Glycin/SDS (BioRad, kat. ¢. 1610732)
e 10x koncentrovany reakcny pufor pre reverznu transkriptazu M-MuLV (New England BioLabs,
kat. ¢. B0253S)
e 10x koncentrovany reblotaény pufor Re-blot Plus Strong Solution (MalliporeSigma, 2504)
e 10x koncentrovany transferovy pufor Tris/Glycin (BioRad, kat. ¢. 1610771)
e 20x koncentrovany Tris Buffered Saline (Thermo Scientific, kat. ¢. 28358)
e 0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)
e 1% Crystal Violet solution (Sigma Aldrich, V5265)
e 40% roztok akrylamid/bisakrylamid (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2792)
e 96% ctanol (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A99)
e Adenosine 5'-triphodphate disodium salt hydrate (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2383)
¢ antibiotikum hygromycin B 50 mg-ml™! (ChemCruz®, kat. ¢. 29067)
e bovinny sérovy albumin (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
e bromfenolova modra (Sigma Aldrich, BO126)
e Coenzyme A sodium salt hydrate (Sigma Aldrich, kat. ¢. C4780)
e chemiluminiscenény substrat Western Sure Premium Chemiluminiscent Substrate:
- Stable Peroxide Solution (LI-COR, kat. ¢. 826-13462)
- Luminol Enhancer Solution (LI-COR, kat. ¢. 826-13460)
e chlorid sodny (Supelco, kat. ¢. 7647-14-5)
e dcionizovana voda (dH,0)
e deoxyribonukleotidtrifosfaty, zasobny roztok s koncentraciou 100 mmol-1"!
o dATP (2'-deoxyadenosine 5'-triphosphate) (TaKaRa, kat. ¢. 4026)
o dCTP (2'-deoxycytidine 5'-triphosphate) (TaKaRa, kat. ¢. 4028)
o dGTP (2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate) (TaKaRa, kat. ¢. 4027)
o dTTP (thymidine 5'-triphosphate) (TaKaRa, kat. ¢. 4029)
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DL-Ditiotreitol, DTT (Sigma Aldrich, kat. ¢. 43819)

dodecylsiran sodny, SDS (Sigma Aldrich, kat. ¢. L3771)

dihydrotestosteron (Sigma Aldrich, A8380)

dimetylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D8418)

doxorubicin (20 mmol-1"'zasobny roztok) (Abcam, kat. &. ab234039)
D-luciferin (Sigma Aldrich, kat. ¢. L9504)

EDTA (kyselina etylendiaminotetraoctova (Sigma Aldrich, kat. ¢. E9884)
fetalne bovinné sérum — (bezné, regular)-FBS (Sigma Aldrich, kat. ¢. F7524)
fetalne bovinné sérum, charcoal stripped — CS-FBS (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6765)
fosfatovy pufor komerény (SERANA, kat. ¢. BDL-001)

glycerol (Lach-ner, kat. ¢. 40058-ATO0)

HEPES (Sigma Aldrich, kat. ¢. H3375)

hybridiza¢na sondy UPL ¢. 60 pre GAPDH (Roche, kat. ¢. 417447)
hybridizacna sonda UPL ¢. 44 pre KLK3 (Roche, kat. ¢. 117800)
hydrolyzaéné proby pre KiCqStart® ReadyMix™ (Sigma Aldrich)

- FKBP5: 5" [6FAM]JAAGTGTGTGTGGGGAGGGGAAGGGT[0QA]

- KLK3:5 [6FAM]TGGGTCGGCACAGCCTGTTTCATCC[0QA]

- UBE2C:5 |6FAM]ACCCCAACGTGGACACCCAGGGTAA[0QA]
chloroform (Sigma Aldrich, kat. ¢. C2432)

inhibitor fosfataz (Roche, kat. ¢. 04 906 837 001)

inhibitor proteaz (Thermo Scientific, kat. ¢. 78430)

inhibitor ribonukleaz (New England BioLabs, kat. ¢. M0307L)

izopropanol (Lach-ner, kat. ¢. 20037-ATO0)

Isorapid sprej (Schafferova s.r.o., kat. ¢. 0C21025)

KiCqStart® Probe qPCR ReadyMix™ (Sigma Aldrich, kat. &. KCQS04)
komeréné médium RPMI-1640 (Sigma Aldrich, kat. ¢. RO883)

kyselina octova (Lach-ner, kat. ¢. 10047-A80)

L-glutamin (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)

marker molekulovej hmotnosti Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad,
kat. ¢. 1610374)

metanol (Penta Chemicals Unlimited, kat. ¢. 21210-20005)

MTT ¢inidlo (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) (Sigma Aldrich, kat. ¢. M2128)
neesencialne aminokyseliny (Sigma Aldrich, kat. ¢. M7145)

nahodné primery (New England BioLabs, kat. ¢. S1230S)

persiran amonny, APS (Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)
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Ponceau S (Sigma Aldrich, kat. ¢. P3504)
proba Custon Assay pre FKBP5 (Roche)
proba Custon Assay pre UBE2C (Roche)
primery pre PCR (Sigma Aldrich)
o GAPDH
e forward: 5'-CTCTGCTCCTCCTCTTCGA-3’
e reverse: 5'-ACGACCAAATCCGTTCACTC-3’
o FKBP5
e forward: 5'-TCCAAGACTCAGATGATGCC-3’
e reverse: 5'-GGCACCCTGTAGTTATTTGC-3’
o KIK3
o forward: 5'"-ACTGCATCAGGAACAAAAGC-3’
e reverse: 5'-GGAGGCTCATATCGTAGAGC-3’
o UBE2C
e forward: 5'-CCACAGTGAAGTTCCTCACG-3’
e reverse: 5'-GTTGGGTTCTCCTAGAAGGC-3’
protilatky:
o primama protilatka AR, mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-7305)
o primama protilatka -aktin, mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-47778)
o sekundarna protilatka anti-mouse (Cell Signaling Technology, kat. ¢. 70768S)
reakcny pufor LightCycler 480 Probes Master (Roche, 43798220)
reverzna transkriptaza M-MuLV (New England BioLabs, Kat. ¢. M0253L)
R-tamsulosin a R-tolterodin boli darované farmaceutickou firnou FARMAK a.s., Olomouc
(Doricakova et al., 2017)
siran hore¢naty heptahydrat (Lachema, kat. ¢. 304
suSen¢ mlieko (Laktino)
TEMED (N.N,N’, N'-Tetrametyl etylendiamin) (Sigma Aldrich, kat. ¢. 1107320100)
Tris (Bio Basic Canada Inc., TB0194)
Triton X-100 (Serva, kat. ¢. 37240)
TRIReagent (Molecular Research Center, kat. ¢. TR 118)
trypanova modra (Sigma Aldrich, kat. . T6146)
Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)

voda zbavena nukleaz (Invitrogen, kat. ¢. 10977-035)
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4.1.4 Zlozenie pouzitych roztokov
1x TBS/Tween pufor: 50 ml 20x TBS, 950 ml dH,0, 0,5 ml Tween 20

2x vzorkovaci pufor (Loading Buffer, LB): 2.5 ml 4x zaostrovaci pufor , 4 ml 10% SDS, 2 ml
glycerol, 2 mg bromfenolova modra, 0,31 g DTT, doplnit’ do 10 ml dH,O

0,1 % Crystal Violet ¢inidlo: 1 ml 1% Crystal Violet Solution, 10 ml dH,O
10% SDS: 10 g SDS, 100 ml dH,O
APS: 1g APS, 10 ml dH,O

Kultivaéné médium CS-FBS: 500 ml RPMI-1640, 50 ml CS-FBS, 5 ml L-glutaminu, 5 ml

neesencialnych aminokyselin

Kultivaéné médium regular-FBS: 500 ml RPMI-1640, 50 ml FBS, 5 ml L-glutaminu, 5 ml

neesencialnych aminokyselin

Luciferazovy substrat: 5 mg D-luciferin, 10 mg ATP, 5 mg Coenzym A, 168 mg DTT, 1,32 ml
Tris-acetat (1M, pH 7.8), 1,23 mg/ 6,6 ul 0,5M EDTA, 3,03 mg/ 1,23 ml 100mM MgSO, - 7 H,O

Lyzacny pufor na proteiny (zasobny roztok): 50 mM HEPES, 5 mM EDTA, 150 mM NacCl,
1% Triton X-100

Lyzaény pufor na proteiny (vysledny): 10 ml Lyzaény pufor na proteiny (zasobny), 1 tableta
inhibitor fosfataz, 1 tableta inhibitor proteaz

Migraény pufor: 900 ml dH,O, 100 ml 10x Tris/Glycine/SDS Buffer

MTT ¢inidlo (zasobny roztok): odvazit MTT arozpustit' v potrebnom objeme PBS tak,

aby vysledna koncentracia bola 3 mg-ml!

Ponceau S: 0,5 g Ponceau S, 5 ml kyseliny octovej, 100 ml dH,O

Re-blot pufor: 18 ml dH,O, 2 ml 10x Re-blot Plus Strong Solution

Transferovy pufor: 100 ml 10x Tris/Glycine Buffer, 200 ml metanolu, 700 ml dH,O

Tris-acetat: podl'a potrebného objemu sa rozpusti Tris vo vode a pH sa upravi kyselinou octovou
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4.1,5 Zoznam pouzitych pristrojov

analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

aparatura pre western blotting Trans-Blot SD Cell (BioRad)
centrifuga 5810 R (Eppendorf)

centrifiiga 5415 R (Eppendorf)

chemiluminiscenény skener Li-COR C-DiGit™ (Li-Cor Biosciences)
chladnicka (Gorenje)

elektroforeticka komora Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Biorad)
inkubator CO, NB-203XL (N-BIOTEK)

inverzny mikroskop (Novel Optics)

laminamy box Class II Type A2 (ESCO)

minicentrifuga FVL-2400N (Biosan)

minitrepacka MR-1 (Biosan)

mraziaci box MDF-U53V (Sanyo)

odsavac Flask-Trap 1 (Biosan)

pristroj na vyrobu I'adu F100 Compact (Icematic)
spektrofotometer Infinite M200 (Tecan Trading AG)
spektrofotometer NanoDrop Lite (Thermo Scientific)
termoblok Dry Bath Incubator MD-02N (MajorScience)
termocyklér Light Cycler 480 II (Roche)

trepacka MR-12 (Biosan)

ultrazvukova Cisticka (Bandelin electronic)

vodny kupel’ LCB-11D (Daihan LabTech)

vortex (Labnet)

zdroj jednosmerného napétia Enduro (Labnet)

4.1.6 Zoznam pouzitych pocitacovych programov

LightCycler ® SW 1.5.0 SP4
Image Studio Digits, Li-COR
Software i-Control k spektrofotometru Tecan M200
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4.2 Experimentalne postupy

V experimentalnej Casti prace boli, v zavislosti na charaktere experimentu, pouzité dve bunkové
linie: 22Rv1 a AIZ-AR. Pre experimenty MTT Assay a Reporter Gene Assay bola pouzita bunkova
linia AIZ-AR, pre zvys$né experimenty bola pouzita bunkova linia 22Rv1. Obe bunkov¢ linie boli
kultivované v plastovych kultivacnych fTaSiach v inkubatore pri teplote 37°C, 95% vlhkosti
a 5% COs. Na kultivaciu oboch bunkovych linii bolo pouzité bezné¢ FBS médium (d’alej ako
regular-FBS). Experimenty pre MTT Assay prebichali s pouzitim dvoch typov zivného média —
regular-FBS médium a charcoal stripped FBS médium (d’alej ako CS-FBS), ich zloZenie bolo
popisané v bode 4.1.4. Zvysn¢ experimenty prebichali s pouzitim CS-FBS média, ktoré obsahovalo
fetalne bovinné sérum, filtrované aktivnym uhlim, ¢im doslo k vyraznému zniZeniu steroidnych
horménov. V pripade bunkovej linie AIZ-AR bolo do kultivacnej fl'ase k bunkam raz tyzdenne

aplikované antibiotikum hygromycin B v koncentracii 0.2 mg-ml™.
4.2.1 Pasaz buniek

Na pasaz buniek bolo pouzité kultivaéné médium regular-FBS, fosfatovy pufor (d’alej ako PBS)
atrypsin. Vsetky komponenty boli pred kontaktom s bunkami predhriate vo vodnom kupeli
na 37°C avlozené do laminarneho boxu. Kultivacna fl'asa s bunkami bola vybrata z inkubatora
a pod mikroskopom bola skontrolovana morfoldgia a pripadna kontaminacia buniek. Nasledne bola
kultiva¢na fl'asa vydezinfikovana a umiestnena do laminarneho boxu. Médium z kultivacnej fl'ase
bolo odsat¢ a bunky na vnitomom povrchu kultivacnej fl'ase boli jemne premyté 5 ml PBS.
Nasledne bolo PBS odsaté abol pridany 1 ml trypsinu. Kultivacna fl'asa bola umiestnena
do inkubatora na cca 2 min, kym sa bunky nezacali uvolnovat od povrchu fl'ase. Po uvolneni
buniek bolo pridanych 8 ml regular-FBS média, bunkova suspenzia bola zhomogenizovana pipetou
a prepipetovana do 50ml centrifugacnej skimavky. ZvySok bunkovej suspenzie, ktory nebol
pouzity v experimente, bol preneseny do kultivacnej flase a doplneny regular-FBS médiom

do 15 ml. Kultiva¢na fl'asa bola umiestnena do inkubatora.
4.2,2 Pocitanie a vysadenie buniek na kultiva¢ni dosku

Vysadeniu buniek na kultivaénu dosku predchadza pocitanie koncentracie buniek. Z centrifugacéne;j
skamavky s bunkovou suspenziou po pasazi bolo odobratych 10 ul bunkovej suspenzie do 0,5ml
mikrocentrifugacnej skamavky a pridanych 90 pl trypanovej modrej. Vzniknuta suspenzia bola
jemne vortexovana az nej bolo aplikovanych 10 pl na Burkerovu komorku. Mitve bunky
sa po pridani trypanovej modrej zafarbili, kdeZto Zivé bunky ostali nezafarbené. Pod mikroskopom
bol spoditany pocet zivych buniek v desiatich Stvorcoch komorky a prepocitany na pocet bunieck
v 1 ml bunkovej suspenzie. Z vysledku bol vypodcitany objem bunkovej suspenzie potrebny
na vysadzanie bunick. Pre MTT Assay a Reporter Gene Assay boli bunky vysadzané do jamick

v troch opakovaniach na 96-jamkov¢ kultivaéné dosky tak, aby bolo v kazdej jamke priblizne
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50 000 buniek v 100 ul média, pricom pre MTT Assay boli pouzité oba typy kultivaéného média
apre Reporter Gene Assay bolo pouzité CS-FBS médium. Pocas experimentov Crystal Violet
Assay boli bunky vysadzané do jamiek v Styroch opakovaniach na 96-jamkové kultivacné dosky
tak, aby kazda jamka obsahovala priblizne 25 000 buniek v 100 ul CS-FBS média. Vysadzanie
bunick pre stanovenie expresie cielovych génov androgénového receptoru prebichalo
na 6-jamkové kultivaéné dosky tak, aby bolo v kazdej jamke priblizne 1 miliéon buniek v 2 ml
CS-FBS média. V kazdom experimente boli kultivacné dosky po vysati bunick inkubované

24 hodin.
4.2,3 Inkubacia s testovanymi latkami

Po uplynuti inkubacnej doby nasledovala vymena kultivaéného média za nové médium
s testovanymi latkami, negativnou a pozitivnou kontrolou. Pred aplikaciou jednotlivych roztokov

bolo z jamiek kultiva¢nej dosky opatrne odsaté star¢ kultivaéné médium.

a) V experimente MTT Assay boli zasobné roztoky testovanych latok riedené v kultivatnom
médiu 1000x ana bunky boli aplikované vo vyslednej koncentracii 1, 10, 50
a 100 pumol-1"!. Pozitivna kontrola bola pripravena zriedenim 20% tritonu 10x v kultivaénom
meédiu. Negativna kontrola bola pripravena zriedenim DMSO v kultivaénom médiu v pomere
1:1 000.

b) Pre Reporter Gene Assay boli zasobné roztoky testovanych latok riedené v kultivacnom médiu
1 000x a na bunky boli aplikovan¢ v nasledujicich koncentraciach: tamsulosin v koncentracii
0,01; 0,1; 1; 10 al00 umoll' tolterodin v koncentracii 0,001; 0,01; 0.1;
1 a 10 umol-1"' . Do kazdej skamavky s testovanymi latkami bol pridany ligand androgénového
receptoru DHT s vyslednou koncentraciou 100 nmol 1. Pozitivna kontrola bola pripravena
zriedenim DHT (100 umol 1! zasobny roztok) a DMSO v kultivaénom médiu v pomere 1:1 000.
Negativna kontrola bola pripravena zriedenim DMSO v kultivaénom médiu v pomere 1:500.

¢) Experiment Crystal Violet Assay bol vykonany stestovanou latkou tolterodin,
ktorej zasobny roztok bol riedeny v kultivacnom médiu 1 000x, na bunky bola latka aplikovana
v koncentracii 0,01; 0,1 a 1 umol 1. K testovanej latke bol do kazdej skumavky pridany DHT
s vyslednou koncentraciou 100 nmol-1"'. Negativna kontrola bola pripravena zriedenim DMSO
v kultivaénom médiu v pomere 1:500. Pozitivne kontroly boli pripravené¢ dve, prva bola
pripravena zriedenim DHT a DMSO v kultivaénom médiu v pomere 1:1 000, pricom vysledna
koncentracia DHT bola 100 nmol-1"'. Druha pozitivna kontrola bola pripravena zriedenim
DMSO v kultivacnom médiu v pomere 1:1 000 a doxorubicinu s vyslednou koncentraciou
20 umol-1". Pripravené roztoky boli pipetované do 96-jamkovej dosky s bunkami po 100 pl

na jamku.
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d) Pre stanovenie expresie ciel'ovych génov androgenového receptoru boli testované latky riedené
v kultivaénom médiu 1 000x, na bunky boli aplikované v nasledujucich koncentraciach:
tamsulosin v koncentracii 0,1, 1, 10 umol-1" a tolterodin v koncentracii 0,01, 0,1, 1 umol-1"!
spolo¢ne s DHT s vyslednou koncentraciou 100 nmol-1"!. Pozitivna kontrola bola pripravena
riedenim DMSO a DHT v kultivaénom médiu v pomere 1:1 000, pricom vysledna koncentracia
DHT bola 100 nmol-1"". Negativna kontrola bola pripravena riedenim DMSO v kultivaénom
meédiu v pomere 1:500. Pripravené roztoky boli pipetované do 6-jamkovej kultivacnej dosky

s bunkami po 2 ml na jamku.
4.2.4 MTT Assay

Vysadenie buniek na kultivaéni dosku a inkubacia s testovanymi latkami boli popisané v bode
422 a4.23. Po skonceni 24-hodinovej inkubacie buniek stestovanymi latkami nasledovala
aplikacia MTT ¢inidla, zriedeného v PBS na vyslednu koncentraciu 0,3 mg-ml™. Kultivaéna doska
bola vybrata z inkubatora a médium bolo opatme vyklepané do odtoku. K bunkam do jednotlivych
jamiek kultivacnej dosky bolo aplikovanych 100 pl MTT cinidla a bunky boli inkubované cca
30 min, kym sa nevytvorili krystaliky, pozorovatelné ako modré sfarbenie. Pre rozpustenie
krystalikov bolo pridanych 100 pl DMSO. Vysledky testu boli odmerané pomocou

spektrofotometra pri vlnovej dizke 570 nm.
4.2.5 Reporter Gene Assay

Vysadenie buniek na kultivacni dosku a inkubacia s testovanymi latkami boli popisané v bode
422 a4.2.3. Casovy interval experimentov pre Reporter Gene Assay bol zvoleny na 4 hod
a 24 hod. Po skonceni inkubacie bunick bolo médium vyklepané a k bunkam bolo aplikovanych
25 wul 1x lyzacného pufra pre luciferazu do kazdej jamky. Kultivacné dosky boli ulozené na 20 —
30 min do mraziaceho boxu (-80 °C). Po uplynuti tejto doby boli kultivacné dosky rozmrazené
miesanim na trepacke asi 20 min. Nasledne bolo z kultivaénych dosiek aplikovanych 20 pl lyzatu
buniek do distych kultivaénych dosiek, uréenych na meranie luminiscencie. K lyzatu bolo
pridanych 50 ul substratu pre luciferazu a experiment bol vyhodnoteny pomocou spektrofotometra,

meriaceho chemiluminiscenciu.
4.2.6 Crystal Violet Assay

Stanovenie cytotoxicity pomocou Crystal Violet Assay bolo vykonané pre testovanu latku
tolterodin. Vysadenie buniek na kultivacnii dosku a inkubacia buniek s testovanou latkou boli
popisané v bode 4.2.2 a 4.2.3. Po uplynuti 24-hodinovej inkubacnej doby bolo kultivaéné médium
opatme vyklepané do odtoku. Jednotlivé jamky boli premyté 30 ul PBS, po vyklepani PBS bolo
k bunkam pridanych 60 pl 0,1% Crystal Violet solution akultivacné dosky boli inkubované
1 — 1,5 h na trepacke. Nasledne bolo Crystal Violet solution vyklepané a jamky boli 5x premyté
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60 pl PBS. Po premyti bolo aplikovanych 200 pl metanolu a vysledok experimentu bol odmerany

pomocou spektrofotometra pri vinovej dizke 595 nm.
4.2,7 Izolacia RNA

Izolacii RNA z buniek predchadza kultivacia a inkubacia buniek s testovanymi latkami, tento
postup bol popisany vysSie. Po skonceni 4 a 24-hodinovej inkubacie buniek bol do kazdej jamky
s bunkami aplikovany 1 ml TRIReagentu Spickou s filtrom. Bunkovou skrabkou bol lyzat buniek
vkazdej jamke zoSkrabany z povrchu kultivacnej dosky aprepipetovany do 1,5ml
mikrocentrifugaénych skamaviek. K lyzatu bolo pridanych 200 ul chloroformu, skumavky boli
60 s intenzivne miesané a nasledne sa nechali stat’ 10 min pri laboratdmej teplote. Nasledne boli
skamavky centrifugované 15 min pri najvysSich otackach a4°C, ¢im sa bunkovy lyzat
v skumavkach rozdelil na vodnu fazu a organicku fazu. Vodna faza bola odobrata do Cistych
mikrocentrifugaénych skimaviek, k nej bolo pridanych 500 pl izopropanolu, skumavky boli
vortexované a nechali sa stat’ priblizne 8 min pri laboratome;j teplote. Po uplynuti tejto doby boli
skamavky centrifugované 13 min pri najvyssich otackach a pri 4°C, ¢im doslo k vytvoreniu bieleho
precipitatu RNA na dne skiimaviek. Izopropanol bol zo skiimaviek vyliaty a biely precipitat RNA
bol 2x premyty 1 ml 75% etanolu. Po premyti bol etanol vyliaty, precipitat v skimavkach bol
vysuSeny v termobloku 30 s pri 65°C ak precipitatu bolo pridanych 30 ul vody bez nukleaz.
Skiimavky sa nechali 5 min inkubovat® v termobloku pri 65°C, aby sa RNA dobre rozpustila
vo vode. Koncentracia izolovanej RNA bola odmerana na Nanodrope a skimavky boli uchovavané

v mraziacom boxe pri -80°C.
4.2.8 Reverzna transkripcia

Vzorky RNA pre reverznu transkripciu boli pripravené do cistych mikrocentrifugacnych
skamaviek tak, aby kazda vzorka obsahovala 1 000 ng RNA v 5 pl roztoku. K jednotlivym vzorkam
RNA bol pridany 1 pl nadhodnych primerov (Random Primers) s koncentraciou 100 pmol-pl™!
a skumavky boli inkubované v termobloku 5 min pri 65°C. Mikrocentrifuga¢né skumavky boli
nasledne ochladené v I'ade a kratko premiesané v centrifiige. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 6 pl
reakcnej zmesi, pripravenej podla tabulky ¢&. 3, askiumavky boli opit kratko premiesané
v centrifuge. Vzorky boli inkubované 1 hod pri 42°C a nasledne 10 min pri 65°C. Po inkubacii boli

vzorky ochladené vlade 2 min, vzniknuta ¢cDNA bola 10x zriedena pridanim 108 pl vody

bez nukleaz, vzorky boli premiesané a uchovavané v mraziacom boxe pri -80°C.
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Tab. €. 3: ZloZenie reakénej zmesi reverznej transkripcie pre jednu vzorku

Polozka Objem [pl]
Reverzna transkriptaza M-MuLV 0,6
Inhibitor ribonukleaz 0,3
dNTP (10 mmol-1"! zasobny roztok) 0,6
10x reakény pufor 1,2
Voda zbavena nukleaz 33
Celkom: 6,0
4.2.9 qPCR

Kvantitativna PCR vzoriek bola vykonana pomocou primerov pre 4 gény: GAPDH, FKBPS,
UBE2C a KLK3. Reakéné zmesi pre jednotlivé gény boli pripravené do mikrocentrifugacnych
skamaviek podla daného zloZenia (vid’ tab. 4, 5, 6,7, 8, 9 a 10). Nasledne boli reakéné zmesi
prepipetované do PCR dosiek po 8 pl na jamku a do kazdej jamky boli pridané 2 pl vzorky DNA.
PCR dosky boli prelepené foliou, premiesané v centrifuge po dobu 3 min pri 4°C a vloZené
do termocykléra. Cast experimentov bola vykonana pomocou odlisnej PCR reakénej zmesi
(KiCq®Start Probe qPCR ReadyMix) zdbévodu ukoncéenia predaja pdvodne pouzivanych

chemikalii.

Tab. €. 4: ZloZenie reakénej zmesi PCR pre gén GAPDH

Polozka Objem [pl]
Probes Master 5,0
UPL 60 0.2
F+R primer pre GAPDH (5 pmol-17) 0.8
Voda zbavena nukleaz 2.0

Tab. €. 5: ZloZenie reak¢nej zmesi PCR pre gén FKBPS

Polozka Objem [pl]
Probes Master 5,0
Custon Assay FKBP5 0,5
Voda zbavena nukleaz 2,5
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Tab. €. 6: ZloZenie reakcnej zmesi PCR pre gén UBE2C

Polozka Objem [pl]
Probes Master 5,0
Custon Assay UBE2C 0,5
Voda zbavena nukleaz 2.5

Tab. €. 7: ZloZenie reakcénej zmesi PCR pre gén KLK3

Polozka Objem [pl]
Probes Master 5,0
UPL 44 0.2
F+R primer pre KLK3 (5 pmol-17) 0,8
Voda zbavena nukleaz 2.0

Tab. ¢. 8: Zlozenie reakinej zmesi PCR pre gén FKBP5 (KiCqStart ® Probe Assay)

Polozka Objem [pl]
KiCqStart Probe qPCR ReadyMix 5.0
F+R primer pre FKBPS5 (10 pmol-17) 0,3
Proba 0,2
Voda zbavena nukleaz 2.5

Tab. ¢. 9: Zlozenie reak¢nej zmesi PCR pre gén KLK3 (KiCqStart ® Probe Assay)

Polozka Objem [pl]
KiCqStart Probe qPCR ReadyMix 5.0
F+R primer pre KLK3 (10 pmol-17) 0,3
Proba 0,2
Voda zbavena nukleaz 2.5
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Tab. ¢. 10: Zlozenie reakcénej zmesi PCR pre gén UBE2C (KiCqStart ® Probe Assay)

Polozka Objem [pl]
KiCqStart Probe qPCR ReadyMix 5,0
F+R primer pre UBE2C (10 pmol-17) 0,3
Proba 0,2
Voda zbavena nukleaz 2.5

Tab. ¢. 11: (vjasovy a teplotny profil PCR reakcie:

Proces Teplota [°C] Cas Poclet cyklov
Pociato¢na inkubacia 95 10 min 1

95 10s
Amplifikacia 60 305 45
Chladenie 40 30s 1

4.2.10 Izolacia proteinov

Kultivacia ainkubacia buniek s testovanymi latkami bola popisana vysSie. Po skonceni
4- a 24-hodinovej inkubacie buniek boli jamky preplachnuté 1x PBS a nasledne bol do kazdej
jamky napipetovany 1 ml 1x PBS. Pomocou skrabky boli bunky v kazdej jamke zoskrabané
z povrchu kultivacnej dosky a prepipetované do cistych 1,5ml mikrocentrifugaénych skamaviek
a okamzite umiestnené na l'ad. Nasledne boli skumavky centrifugované 5 min pri 4 600 rpm
(1987 g) a4 °C. Vzniknuty supernatant bol odstraneny zo skimavky, k peletu bolo pridanych
80 — 100 pl lyzacného pufra a pelet bol zhomogenizovany. Nasledne bola vykonana aj mechanicka
lyzacia pomocou sonikatora. Skumavky boli centrifugované 15 min pri najvysSich otackach
apri 4 °C. Supematant obsahujuci proteiny bol odobraty do Cistych 1,5ml mikrocentrifugacnych

skiamaviek a bola odmerana koncentracia proteinov Bradfordovou metodou.
4,2.11 Stanovenie koncentracie proteinov Bradfordovou metédou

Meranie koncentracie proteinov prebichalo v 96-jamkovej kultivaénej doske. Vzorky boli
5x zriedené vodou zbavenou proteaz. Nasledne boli vzorky napipetované v dvoch opakovaniach
do 96-jamkovej kultivacnej dosky po 10 pl na jamku. Do kultivaénej dosky bola taktiez
napipetovana voda a BSA v koncentracii 0,2; 0,4 a 0,6 mg:ml'. Ku vSetkym vzorkam bolo
pridanych 200 pl 1x Bradfordovho ¢inidla a koncentracia proteinov bola odmerand pomocou

spektrofotometra pri vlnovej dizke 586 nm.
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42,12 SDS-PAGE

a) Priprava vzoriek

Na zaklade vypoctov z merania koncentracie proteinov boli pripravené vzorky pre SDS-PAGE
tak, aby kazda vzorka obsahovala priblizne 20 pg proteinov v 20 ul vzorky. Vsetky vzorky boli
zmieSané¢ s2x LB vpomere 1:1. Pripravené¢ vzorky boli vortexované a inkubované
v termobloku 5 min pri 95 °C.
b) Priprava gélov

Krycie a podlozné skla boli umyté 70% EtOH a vlozené do plastove] aparatury na pripravu
gélov. Ako prvy bol pripraveny 10% deliaci gél podl'a navodu v Tab. ¢. 12. Roztok bol
premiesany a okamzite napipetovany medzi pripravené skla do vysky priblizne 2 cm od horného
okraja krycieho skla. Deliaci gél bol prevrstveny 400 pl izopropanolu, aby sa vyrovnala hladina
g¢lu a nechal sa polymerovat’ 20 min.

Po stuhnuti deliaceho gélu bol vyliaty izopropanol, priestor medzi sklami bol 3x premyty vodou
a jemne osuSeny filtranym papierom. Nasledne bol pripraveny zaostrovaci gél podla navodu
v Tab. ¢. 13, napipetovany na deliaci gél az po okraj krycicho skla, medzi skla bol vlozeny

hrebienok a zaostrovaci gél sa nechal polymerovat’ 30 min.

Tab. €. 12: Zlozenie 10% deliaceho gélu pre 1 gél s hribkou 1,5 mm

Polozka Objem
40% Akrylamid 2,5 ml
deionizovana voda 4,9 ml
4x pufor do deliaceho gélu (Tris/HCI, pH 8,8) 2,5ml
10% SDS 100 wl
APS 100 wl
TEMED 10 wl

Tab. €. 13: ZloZenie zaostrovacieho gélu pre 1 gél s hriabkou 1,5 mm

Polozka Objem
40% Akrylamid 400 ul
deionizovana voda 2,56 ml

4x pufor do zaostrovacicho gélu (Tris/HCI, pH 6.8) I ml

10% SDS 40 pl
APS 30l
TEMED 4l
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¢)

SDS-PAGE

Pripraven¢ gély boli vlozené do elektroforetickej komorky, nasledne bol naliaty migracny pufor
a opatrne boli odstranené hrebienky z gélov. Do prvej jamky boli napipetované 2 ul markeru
relativnej molekulovej hmotnosti, do zvy$nych jamick bolo napipetovanych 20 ul pripravenych
vzorick. Nasledne bola uzatvorena elektroforetickda komorka a elektroforéza prebichala
pri 60 mA a 120 V po dobu 30 min, kym sa vzorky dostali na hranu zaostrovacieho a deliaceho
g¢lu. Potom bolo nastavenych 120 mA, 150 V a nechala sa dokoncit’ elektroforéza priblizne

I hod, kym sa vzorky nedostali priblizne 0,5 cm od spodného okraja gélu.

4.2.13 Western Blotting (WB)

d) Prenos proteinov na PVDF membranu

¢)

Po skonceni elektroforézy bol z nadoby vyliaty migraény pufor, skla s gélom boli vybraté
z aparatuary, krycie sklo a zaostrovaci gél boli odstranené a deliaci gél bol presunuty do transfer
pufra. PVDF membrana bola hydratovana v 100% metanole po dobu priblizne 3 min,
2% oplachnuta v destilovanej vode po dobu 10 min aprenesena do transfer pufra.
Filtracné papiere boli namocené v transfer pufri. Do aparatry pre WB bolo nasledovne
vrstvené: 2x filtraCny papier, membrana, gél, 2x filtraény papier. Kazda vrstva bola jemne
uhladena valc¢ekom, aparatura bola uzavreta a WB sa vykonal pri 380 mA a 23 V po dobu
2 hod.

Detekcia proteinov

Po uplynuti doby prenosu bola aparatura rozobratd. Membrana bola premyta v destilovanej vode
3x po 5 min, farbena v roztoku Ponceau S po dobu 5 min apremyta v destilovanej vode
3x po 5 min. Nasledne bola membrana umiestnend do roztoku 5% mlicka v TBS/Tween
a inkubovana po dobu 1 hod na trepacke. Po uplynuti tejto doby bol pripraveny roztok 5% BSA
v TBS/Tween, do ktoré¢ho boli pridané primarne protilatky pre AR v pomere 1:250 a membrana
bola inkubovana s roztokom primarnych protilatok cez noc v chladnicke na trepacke.
Nasledujice rano bola membrana premyta v TBS/Tween 3x po 10 min. Do roztoku
5% mlieka v TBS/Tween boli pridané sekundarne protilatky v pomere 1:2 000 a membrana bola
inkubovana s roztokom sekundamych protilatok na trepacke po dobu 1 hod. Po uplynuti tejto
doby bola membrana premyta v TBS/Tween 3x po 5 min, marker molekulovej hmotnosti bol
oznaceny fixou, membrana bola inkubovana s chemiluminiscenénym substratom po dobu
5 min (luminol substrat + luminol enhancer v pomere 1:1) a signal bol detegovany pomocou
chemiluminiscenéného skenera.

Po detekcii AR bola membrana premyta v TBS/Tween po dobu 5 min a inkubovana v Re-blot
pufri po dobu 15 min. Membrana bola premyta v roztoku 5% mlicka v TBS/Tween 2x po 5 min.
Do roztoku 5% BSA v TBS/Tween boli pridané primarme protilatky na aktin v pomere 1:2 000
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a membrana bola inkubovana s roztokom primarnych protilatok po dobu 1 hod. Nasledne bola
membrana premyta v TBS/Tween 3x po 5 min ainkubovana s roztokom 5% mlicka
v TBS/Tween so sekundarnymi protilatkami na aktin v pomere 1:2 000 po dobu 1 hod. Po
uplynuti tejto doby bola membrana premyta v TBS/Tween 3x po 5 min anasledne bola

zopakovana detekcia chemiluminiscenénym substratom.
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5 VYSLEDKY
5.1 MTT Assay

Cytotoxicita jednotlivych koncentracii skumanych latok tamsulosin a tolterodin bola stanovena
pomocou MTT testu. Testovanie prebichalo s pouzitim reportétovej bunkovej linie AIZ-AR, ktora
je odvodena od primarnej epitelialnej bunkovej linie karcinomu prostaty 22Rv1. Pouzité boli dva
typy kultivatného média, reg-FBS a CS-FBS, aby bolo vo vysledkoch experimentu mozné
zhodnotit” rozdiely medzi nimi. Pre obe skimané latky boli pouZité koncentracie 1 pmol-17,

10 pmol-1", 50 umol 1" a 100 pmol 1, ktoré pdsobili na bunky po dobu 24 hod.

Obe testované latky vyvolali Statisticky vyznamny, koncentracne zavisly pokles metabolickej
aktivity a rozdiel v cytotoxicite medzi pouzitymi kultivaénymi médiami nebol vyrazny. Najvacsi
pokles metabolickej aktivity, ktory predstavoval viac ako 50 %, bol zaznamenany v pripade
skumanej latky tolterodin, ato v koncentraciach 50 pmol-1! a 100 pmol-1! pre oba typy

kultivacného média (Graf €. 1).
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Graf. ¢. 1: Metabolicka aktivita bunkovej linie AIZ-AR. Graf znazomuje metabolicku aktivitu
buniek linic AIZ-AR po pdsobeni tamsulosinu a tolterodinu, vyjadrenu v percentach. Metabolicka
aktivita bunick bola zistena pomocou MTT testu, po posobeni tamsulosinu a tolterodinu
v koncentracii 1 umol-1", 10 umol 1", 50 pmol-1" a 100 umol 1", po dobu 24 hod. Vysledky su
vztiahnuté vzhl'adom k negativnej kontrole (UT), ktora predstavuje 100 %. Symbol * oznacuje
statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené pomocou T-testu (p < 0,05).
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5.2 Reporter Gene Assay

Stanovenie aktivity AR prebichalo pomocou Reporter Gene Assay s pouzitim bunkovej linie
AlIZ-AR. Bunky boli vystavené poOsobeniu tamsulosinu a tolterodinu v kombinacii s DHT
v koncentracii 0,1 pmol-1", ¢o predstavuje antagonisticky mod testovania, tzn. za pritomnosti
endogénneho ligandu. Tamsulosin bol pouZity v koncentracii 0,01 umol-1, 0,1 pmol-17,
1 pumol-I"Y, 10 pumol-1"" a 100 umol-1"'. Tolterodin bol pouzity v koncentracii 0,001 pmol-17,
0,01 umol-1", 0.1 pmol-1"', T umol-1"" a 10 umol-1"". Ako pozitivna kontrola aktivacie AR bol
pouzity DHT v koncentracii 0,1 pumol-1". Experiment prebichal v 4- a 24-hodinovom &asovom

intervale.

Vysledky pozorovania aktivity AR po posobeni skumanych latok v 4-hodinovom experimente
ukazuju vyrazné¢ zvySenie aktivity receptora v porovnani s aktivaciou DHT. K statisticky
signifikantnému zvySeniu aktivity AR doslo po pdsobeni tamsulosinu v koncentracii 0,01 umol-1*!
a0,1 umol-1", ato az o ~150 % v porovnani s DHT. V pripade 24-hodinového experimentu
nedoslo k signifikantnej zmene aktivované¢ho AR testovanymi latkami v porovnani s hodnotou

pozitivnej kontroly (DHT) (Graf ¢. 2).
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Graf ¢. 2: Stanovenie aktivity AR v bunkovej linii AIZ-AR. Graf znazormuje aktivaciu receptoru
v bunkovej linii AIZ-AR, vyjadrenu v percentach. Experiment bol vykonany v Casovom intervale
4 hod a24 hod v antagonistickom mode, tzn. k roztokom skumanych latok bol pridany DHT
v koncentracii 0,1 umol-1"! pre aktivaciu AR. Tamsulosin bol pouZity v koncentracii 0,01 pmol-1"!,
0,1 umol-1", T umol-I', 10 pmol-1! a 100 pmol-1". Tolterodin bol pouZity v koncentracii
0,001 pmol-1*, 0,01 umol-1", 0,1 pmol-1", 1 pmol-I"' a 10 umol-1"!. Ako pozitivna kontrola bol
pouzity DHT v koncentracii 0,1 umol-1". Vysledky st vztiahnuté vzhI'adom k pozitivnej kontrole
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(DHT), ktora predstavuje 100 %. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené
pomocou T-testu (p < 0,05).

5.3 Expresia ciel’ovych génov AR na trovni RNA

V primarnej bunkovej linii 22Rv1 bola sledovana expresia cielovych génov AR, ato FKBPS,
KLK3 a UBE2C (Graf ¢. 3, 4, a5). Bunky 22Rv1 boli inkubované so skiimanymi latkami
v kombinacii s DHT s koncentraciou 0,1 pmol-1' v &asovych intervaloch 4 hod a 24 hod.
Tamsulosin bol pouzZity v koncentracii 0,1 umol-17, 1 umol-1"'a 10 umol-1". Tolterodin bol pouZity
v koncentracii 0,01 pmol-1", 0,1 umol-1" a1 pumol-1". Po izolacii RNA z bunick a reverznej
transkripcii bola vykonana kvantitativna (QPCR) tychto génov. Ako pozitivna kontrola bol pouzity
DHT v koncentracii 0,1 umol-1!. Vysledky boli normalizované vzhl'adom k referenénému génu

GAPDH a st vztiahnuté vzhl'adom k pozitivnej kontrole (DHT), ktora predstavuje 100 %.

Indukcia expresie génov FKBP5 a KLK3 endogénnym ligandom AR, dihydrotestosteronom, bola
3,5 — 9x vyS§sia v porovnani v negativnou kontrolou (UT), ¢o dokazuje aktivaciu AR a funkénost’
pouzité¢ho systému (Graf ¢. 3 a4). V pripade indukcie expresic UBE2C nedoslo k vyraznému
zvySeniu expresie po indukcii androgénmi, o méze suvisiet’ s faktom, ze UBE2C je kontrolovany
skratenou variantou receptora, ato AR-V7, v ktorej chyba ligand-vizobna doména (Hu ef al.,

2009).
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Graf ¢. 3: Expresia génu FKBP5 v bunkovej linii 22Rv1. Bunky boli inkubované 4 hod a 24 hod
s tamsulosinom a tolterodinom v kombinacii s DHT v koncentracii 0,1 umol-1"'. Tamsulosin bol
pouzity v koncentracii 0,1 umol-1", 1 umol-1"' a 10 pmol-1"!. Tolterodin bol pouzity v koncentracii
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0,01 pmol-1", 0.1 umol-I" a1 umol-1"'. Vysledky st vztiahnuté vzhladom k DHT a vyjadrené
v percentach. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené pomocou T-testu
(p <0.05).

Expresia génu FKBP5 po posobeni skumanych latok vykazovala velki variabilitu. V pripade
4-hodinového experimentu nebolo mozné uréit’ jednoznaény trend z dovodu nekonzistentnosti
hodn6t. Naopak pri 24-hodinovom experimente sposobili skamané latky znizenie expresic FKBPS5
so zvySujucou sa koncentraciou latky, avSak vécSina hodnét nebola vyhodnotena T-testom
ako Statisticky vyznamna. K Statisticky vyznamnému znizeniu expresiec FKBP5 v porovnani
s pozitivnou kontrolou (DHT) doslo iba v pripade tolterodinu. Po 4 hod p6sobenia doslo k poklesu
expresie 0 ~25 — 40 % ato v koncentracii 0,01 umol-1" a 0.1 umol-1". V pripade 24-hodinového
experimentu doslo k poklesu expresic 0 ~25 — 40 % v koncentracii 0,1 umol-I" a1 pmol 1"

(Graf €. 3).

Vysledky expresie KLK3 ukazuji, Ze tamsulosin ani tolterodin nemali signifikantny vplyv
na indukovanu expresiu KLK3 mRNA. Tolterodin vykazoval znizenie espresie génu najmé

po 24 hod inkubacie, ale tento trend nebol Statisticky vyznamny. (Graf ¢. 4).
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Graf ¢. 4: Expresia génu KLK3 v bunkovej linii 22Rv1. Bunky boli inkubované 4 hod a 24 hod
s tamsulosinom a tolterodinom v kombinacii s DHT v koncentracii 0,1 umol-1"'. Tamsulosin bol
pouzity v koncentracii 0,1 umol 1", 1 umol-1"! a 10 pmol-1"!. Tolterodin bol pouzity v koncentracii
0,01 umol-1", 0.1 umol-1" a 1 pmol-I"'. Vysledky st vztiahnuté vzhladom k DHT a vyjadrené
v percentach. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené pomocou T-testu
(p <0.05).
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Hodnoty expresie génu UBE2C vykazovali velku variabilitu a nekonzistentnost. Po 4 hod
poOsobenia skumanych latok doslo k poklesu expresie, v porovnani s DHT, o ~15 % v pripade
tolterodinu v koncentracii 0,1 umol-1", avSak hodnota nie je Statisticky vyznamna. Tolterodin
spdsobil pokles expresie UBE2C o ~5 — 25 % aj po 24 hod pdsobenia v koncentracii 0,1 pmol-1!

a 1 umol-1", pricom Statisticky vyznamna bola iba hodnota tolterodinu v koncentracii 1 umol-1*!
(Graf ¢. 5).
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Graf ¢. 5: Expresia génu UBE2C v bunkovej linii 22Rv1. Bunky boli inkubované 4 hod a 24 hod
s tamsulosinom a tolterodinom v kombinacii s DHT v koncentracii 0,1 umol-1"'. Tamsulosin bol
pouzity v koncentracii 0,1 umol 1", 1 umol-1"! a 10 pmol-1. Tolterodin bol pouzity v koncentracii
0,01 umol-1", 0.1 umol-1" a1 pmol-I"'. Vysledky st vztiahnuté vzhladom k DHT a vyjadrené
v percentach. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené pomocou T-testu
(p <0.05).

Expresia génu [%

UT I
DHT I
10puM I
0,01 M
0,1 puM
1M
UT I
DHT I——
0,1 puM I
1uM
10uM I

0,01 uyM I
0,1 uM
1TuM I

TAM TOL TAM TOL

36



5.4 Crystal Violet Assay

Z dovodu vysokého poklesu expresie génu FKBP5 po posobeni tolterodinu, pozorovaného pocas
stanovenia expresic génu na urovni mRNA, bola cytotoxicita latky tolterodin stanovena aj
s pouzitim Crystal Violet Assay. Pre tento experiment bola pouzita primarna bunkova linia 22Rv1
a kultivaéné médium CS-FBS. K bunkam bol pridany tolterodin v koncentracii 0,01 pmol-17,
0,1 umol-1"a 1 umol 1", v kombin4cii s 0,1 umol-1"* DHT. Ako pozitivne kontroly bol pouzity
doxorubicin v koncentracii 20 umol-1" a tiez DHT v koncentracii 0,1 umol-1". Pridané roztoky

latok posobili na bunky po dobu 24 hod.

Vysledky posobenia skimanych latok na bunky linie 22Rv1 ukazuju, Ze tolterodin v kombinacii
s DHT neposobi na bunky vyrazne cytotoxicky. Proliferacia buniek v jednotlivych vzorkach
tolterodinu bola v porovnani s pozitivnou kontrolou (DHT) len mierne zvysena. Statisticky

vyznamné hodnoty boli iba pre doxorubicin a tolterodin v koncentracii 0,1 umol-1"! (Graf ¢. 6).
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Graf. ¢. 6: Metabolicka aktivita bunkovej linie 22Rv1. Graf znazomuje metabolicku aktivitu
buniek linie 22Rv1 po posobeni tolterodinu, vyjadrenu v percentach. Metabolicka aktivita bunick
bola zistena pomocou Crystal Violet Assay, po pdsobeni tolterodinu v koncentracii 0,01 pmol-1,
0,1 umol-1"" a 1 pmol-1"" v kombinacii s DHT v koncentrécii 0,1 umol-1". Pozitivne kontroly boli
dve, prva obsahovala DHT v koncentracii 0,1 upmol-1! adriha obsahovala doxorubicin
v koncentracii 20 umol-1"!. Vysledky st vztiahnuté vzhladom k endogénnemu ligandu, DHT, ktory
predstavuje 100 %. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené pomocou
T-testu (p < 0,05).
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5.5 Expresia na urovni proteinov

Stanovenie expresic AR na urovni proteinu bolo vykonané pomocou metody western blotting.
Bunky 22Rv1 boli inkubované so Studovanymi latkami v kombinacii s DHT v koncentracii
0,1 umol-1" a v asovych intervaloch 4 hod a 24 hod. Tamsulosin bol pouZity v koncentracii
0,1 pmol-I"', 1 pmol-I" a10 pmol-1"'. Tolterodin bol pouzity v koncentracii 0,01 pmol-1-,
0,1 umol-1" a 1 pmol-1"'. Bunkova linia 22Rv1 exprimuje dve formy androgénového receptora,
AR plne;j dizky (AR-FL) a AR-V7 (Tepper et. al, 2002), z toho dévodu boli hodnotené vysledky
expresie oboch variant AR. Ako pozitivna kontrola bol pouzity DHT v koncentracii 0,1 pmol-1".
Vysledky boli normalizované vzhladom k referenénému proteinu B-aktin asu vztiahnuté
vzhl'adom k pozitivnej kontrole (DHT), ktora predstavuje 100 %. Fotograficka dokumentacia

vysledkov metddy western blotting je zobrazena v Obrazku €. 4.

Tamsulosin vykazoval po 4 hod posobenia zvySenie hladiny expresie proteinu AR so zvySujicou
sa koncentraciou v oboch variantach AR. Pri AR-V7 (80 kDa, Graf ¢. 7) boli Statisticky vyznamné
hodnoty tamsulosinu v koncentracii 10 pmol-1"" po 4 hod pdsobenia, pricom doslo k zvySeniu
hladiny expresiec proteinu AR o ~50 % vporovnani sDHT. Druhou Statisticky
vyznamnou hodnotou tamsulosinu bola vzorka s koncentraciou 1 pmol-1"! po 24 hod pdsobenia,

kedy doslo k zniZeniu hladiny expresie proteinu o ~20 % v porovnani s DHT.

Tolterodin vykazoval u oboch variant AR rovnaky trend po 4 aj 24 hod p6sobenia, kedy sposobil
znizenie hladiny expresie proteinu AR so zvySujucou sa koncentraciou, avsak v pripade AR-FL
(110 kDa, Graf ¢. 8) neboli hodnoty Statisticky vyznamné. V pripade AR-V7 varianty, tolterodin
indukoval Statisticky vyznamny pokles proteinu v rozmedzi 35 — 50 % po 24 hod posobenia a ista
miera poklesu bola pozorovana aj po 4 hod pdsobenia. Statisticky vyznamna bola viak iba hodnota

vzorky s tolterodinom v koncentracii 0,1 pmol-1"" (Graf &. 7).

V pripade AR-FL bol pozorovany podobny trend ako u AR-V7 a statisticky vyznamny pokles bol
zaznamenany len pre vzorku s tolterodinom v koncentracii 1 pumol 1", kedy do$lo k zniZeniu

hladiny expresie proteinu AR-FL o viac ako 40 % v porovnani s DHT (Graf ¢. 8).
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Graf ¢. 7: Expresia AR-V7 na urovni proteinu v bunkovej linii 22Rv1. Bunky boli inkubované
4 hod a 24 hod s tamsulosinom a tolterodinom v kombinacii s DHT v koncentracii 0,1 pmol-1"!.
Tamsulosin bol pouzity v koncentracii 0,1 umol-1", 1 pmol-I" a 10 pmol-1"'. Tolterodin bol
pouzity v koncentracii 0,01 pmol-1", 0.1 pmol-1" a 1 pmol-1"t. Vysledky su vztiahnuté vzhladom
k DHT a vyjadrené v percentach. Ziskané hodnoty boli normalizované vzhI'adom k referenénému

proteinu B-aktin. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty, vyhodnotené¢ pomocou T-testu
(p < 0.05).
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Graf & 8: Expresia AR plnej dizky (110 kDa) na irovni proteinu v bunkovej linii 22Rv1.
Bunky boli inkubované¢ 4 hod a 24 hod s tamsulosinom a tolterodinom v kombinacii s DHT
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v koncentracii 0,1 pmol-1"!. Tamsulosin bol pouzity v koncentracii 0,1 pmol 1", 1 pmol-1"! a 10
umol-1"!. Tolterodin bol pouzZity v koncentracii 0,01 pmol-1", 0.1 umol-1" a I umol-1"". Vysledky
su vztiahnuté vzhl'adom k DHT a vyjadrené v percentach. Ziskané hodnoty boli normalizované
vzhl'adom k referenénému proteinu B-aktin. Symbol * oznacuje Statisticky vyznamné hodnoty,
vyhodnotené pomocou T-testu (p < 0,05).
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Obrazok ¢. 4: Reprezentativne fotografie detekcie proteinov AR-FL a AR-V7 metédou
western blot. Cast’ A zobrazuje vysledok detekcie B-aktinu a proteinu AR-FL (110 kDa) a AR-V7
(80 kDa) v 4-hodinovom experimente. Cast’ B zobrazuje vysledok detekcie vyssie spominanych
proteinov v 24- hodinovom experimente. Sipkami na pravej strane su oznadené detegované
proteiny, Sipky na l'avej strane zobrazuju molekulovii hmotnost detegovanc¢ho proteinu. Western
blotting bol vykonany so vzorkami bunick, ktoré boli vystavené pdsobeniu tamsulosinu

a tolterodinu v kombinacii s endogénnym ligandom receptora, DHT.
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6 DISKUSIA

V tejto bakalarskej praci bol Studovany vplyv vybranych lieiv na aktivitu androgénového
receptora. Androgénovy receptor ma dolezita funkciu v Iudskom organizme pri vyvine
audrziavani homeostazy mnohych organovych systémov, ako napr. reprodukény systém,
kardiovaskularny systém a pod. Je tiez exprimovany v primarnom karcindbme prostaty, kde riadi
proliferaciu, apoptozu a diferenciaciu buniek. ZvysSena aktivita AR asto vyustuje do tvorby
rakoviny prostaty, ¢o stavia AR do stredu zaujmu mnohych vyskumov. Ligandy AR su

modulatormi aktivity receptora, a su preto povazované za potencialne terapeutika.

Tato praca je zamerana na potvrdenie/vyvratenie inhibiéné¢ho ucinku tamsulosinu a tolterodinu
na transkripnu aktivitu AR. Tieto lie¢iva sa v klinickej praxi pouzivaju k lieCbe benignej
hypertrofii prostaty a hyperaktivneho moc¢ového mechiara (OAB). V studii Hallas et al., (2018) bol
potvrdeny preukazateI'ne nizsi vyskyt rakoviny prostaty po dlhodobe;j liecbe tolterodinom. Ako je
spomenuté vyssie, rakovina prostaty uzko suvisi so zvySenou aktivitou androgénového receptora,
a preto je predmetom tejto prace Stadium vplyvu tamsulosinu a tolterodinu na aktivitu AR, ktorej
myslienka bola in§pirovana vysledkami epidemiologickej studie Hallas et a/., (2018). V tejto Studii
sledovali, okrem iného, mieru vyskytu rakoviny prostaty u l'udi nad 18 rokov, ktori uzivali
terapeutika na lieCbu OAB, medzi nimi aj tolterodin, po dobu 8 rokov. Os6b, uzivajicich tolterodin,
bolo spolu 23 776, z toho u 1 552 doslo k vyvinu rakoviny akéhokol'vek typu. Vysledky tejto studie
ukazuju, Ze miera vyskytu rakoviny prostaty bola 2,8 — 3,4/1000 os6b za rok. Pocas prvych
6 mesiacov lie¢by bola zaznamenana vys§ia miera vyskytu rakoviny prostaty a mo¢ového mechura,
avSak casom nadobudla miera vyskytu tejto rakoviny klesajuci trend s rastiicou kumulativnou

davkou lieéiva (Hallas et al., 2018).

Tamsulosin  je selektivnym blokatorom ol-adrenoreceptorov. Aktivacia a spojenie
al-adrenoreceptorov s G-proteinom vedie k aktivacii rozliénych efektorovych enzymov
a v kone¢nom ddésledku modifikacii biologickej aktivity buniek. Aj ked’ je zname, Zze aktivacia
al-adrenoreceptorov vedie ku kontrakcii prostaty, presny molekularny mechanizmus nie je zatial
znamy (Marshall et al., 1999). Je mozné, Ze odozva signalnej drahy o1-adrenoreceptorov sa dostavi
v dlh§om ¢asovom useku, co mohlo sposobit’ docasne zvysenu aktivitu AR po 4 hod pdsobenia,

ktora sa vSak po 24 hod ustalila. Tento predpoklad by vSak potreboval d’alsie Stadie.

Pomocou Reporter Gene Assay (RGA) som zaznamenala zvySenu aktivitu AR po 4 hod poésobenia
tamsulosinom, avSak po 24 hod tento trend nebol zachovany a doslo k opdtovnému poklesu aktivity
receptora. Tento jav mohol byt spdsobeny napr. posttranslaénymi modifikaciami AR, ako je

fosforylacia, ktora zvySuje transkripcnu aktivitu AR (Gioeli ef al., 2002).

V ramci AR proteinu bolo doteraz identifikovanych minimalne 19 fosforylaénych miest, pricom

véac§ina z nich sa odohrava na serine. Jednym z fosforylaénych miest AR je serin 578 (S578), ktory
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bol identifikovany ako ciel” proteinkinazy C (PKC). Fosforylacia S578 je spojena so zvySenou
aktivaciou AR, a ked’Ze signalna draha muskarinovych receptorov zahma aj PKC, mo6ze byt
zvySena aktivita AR spdsobena prave fosforylaciou S578 prostrednictvom PKC (Wen et al., 2020,
Brown et al., 1990).

V epiteliu zdravej prostaty méze byt fosforylacia S578 sprostredkovana PAK6, pricom dochadza
k asociacii AR s E3 ubikvitin ligazou, ktora vedie k degradacii AR v désledku posobenia
androgénov. AvSak v cytoplazme prostatickych nadorovych buniek je korelacia PAK6 a AR
opacna, z ¢oho sa predpoklada dolezitost’ PAK6 pri onkogenéze rakoviny prostaty a homeostaze

AR signalizacie (Wen et al., 2020).

Maximalna plazmatickd koncentracia tolterodinu v spominanej Studii bola dosiahnuta
0,004 pmol-1", kdeZto vmojej praci bola najnizSia pouzivana koncentracia 0,01 pmol-1".
Napriek tomu, Ze rozdiel medzi in vivo dosiahnutou a in vitro pouzitou koncentraciou je priblizne
2,5-nasobny, je z mojich dat vidiet, Ze tolterodin znizuje hladinu AR proteinu, o je sprevadzané
poklesom expresie niektorych jeho cielovych génov. Da sa teda hypotetizovat,, Zze opakovana
aplikacia tolterodinu by mohla dlhodobo potlacit’ do istej miery aktivaciu AR, ¢o by v kone¢nom
désledku mohlo viest” k nizSiemu vyskytu rakoviny prostaty, ako bolo preukazané v §tadii Hallas

etal., (2018).

Jednym z cielovych génov AR je aj CHMRI, ktory kdduje cholinergny muskarinovy receptor 1.
AR sa viaze do promotorovej oblasti tohto génu a potlaca jeho expresiu (Prescott ef al., 2007).
Muskarinové receptory st exprimované vo vysSej miere aj v rakovine prostaty aich expresia
predstavuje zhorSeny prognosticky faktor u onkologickych pacientov (Goto ef al., 2020). Inhibi¢na
koncentracia tolterodinu pre muskarinové receptory subtypu M1, M2 a M3 sa pohybuje v rozmedzi
3,0 — 3.8 nmol-I" (Nilvebrant et al., 1997). Ked’Ze je tolterodin kompetitivnym antagonistom
muskarinovych receptorov, vysledky studie Hallas ez al., (2018) a pokles vyskytu rakoviny prostaty
mohol byt vyvolany supresiou ich signalizacie s viac ¢i menej vyznamnym vplyvom na AR, ktory
je klucovym faktorom v progresii rakoviny prostaty. Porovnanie inhibicnych koncentracii
tolterodinu voci jednotlivym subtypom muskarinovych receptorov s dosiahnutou plasmatickou

koncentraciou tato moznost’ nezavrhuje.

Tolterodin preukazal po 24 hod pdsobenia pokles expresie génov FKBPS5, KLK3 a UBE2C, ¢o
sa nasledne potvrdilo aj pomocou western blottingu, kedy doslo k zniZenej expresii oboch foriem
AR naurovni proteinu. Znizena expresia AR, a tym aj pokles jeho aktivity, by mohol mat’ priaznivy
vplyv na potlacenie tvorby rakoviny prostaty. UBE2C je pod kontrolou AR-V7 varianty, ktora je
charakteristicka absenciou ligand-viazobnej domény receptora, ¢o pravdepodobne vysvetl'uje slabu
indukciu expresie UBE2C po poOsobeni dihydrotestosteronu, naprick tomu vSak tolterodin

po 24 hod poésobenia vykazoval znizenie expresiec UBE2C. Vzhladom k tomu, ze UBE2C je
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kl'icovym faktorom pri bunkovom deleni, mitdze, je mozné hypotetizovat, ze pokles expresie
UBE2C génu povedie k nizSej proliferacii prostatickych buniek a nasledne niz$ej frekvencii

vyskytu rakoviny prostaty.

V porovnani s vysledkami §tadie Hallas ef al., (2018), ktoré¢ preukazali inhibi¢ny ucinok
tolterodinu na tvorbu rakoviny prostaty, v mojej praci som sice nepozorovala signifikantny pokles
aktivity AR (meranej metodou RGA) po posobeni skumanych latok, ale signifikantny pokles
expresie troch skaimanych génov pod kontrolou AR bol zaznamenany. To m6Ze naznacovat vplyv
mnou testovanych latok na proliferaciu rakoviny prostaty. Pouzity bunkovy model v tejto praci
predstavuje len jeden z moznych typov rakoviny prostaty, kdezto v spominanej Stadii nebola
rakovina prostaty blizSie histologicky charakterizovana. Okrem toho, §tudia prebichala 8 rokov,
pocas ktorych bola davka lieciva postupne zvySovana a osoby uzivali terapeutikum opakovane.
V mojej praci nebolo z ¢asového hl'adiska mozné vytvorit” prostredie pre opakovani expoziciu
testovanym latkam, C¢o by mohlo prispiet’ k potvrdeniu vySSie navrhnutej hypotézy.
Pre jednoznaéné posudenic vplyvu skamanych latok by bolo potrebné vykonat viacero

experimentov s opakovanou expoziciou danym latkam.
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7 ZAVER

V mojej bakalarskej praci som sa zaoberala modulaciou androgénového receptora (AR)
tamsulosinom a tolterodinom. Tieto terapeutika sa pouzivaju k liecbe benignej hyperfrofii prostaty
a hyperaktivneho mocového mechtura. Prvym krokom bolo zistenie cytotoxického ucinku
skamanych latok pomocou MTT testu. Na zaklade tychto vysledkov boli pre dalSie Stadium
vybraté koncentracie, ktoré¢ prejavili minimalny vplyv na metabolicku aktivitu buniek.
Experimenty prebichali s pouzitim bunkovych linii AIZ-AR a 22Rvl, na ktoré bol aplikovany
tamsulosin v koncentracii 0,1 pmol-1", 1 pmol-1" a 10 pmol-1" a tolterodin v koncentracii 0,01
pmol 1", 0.1 pmol-1" a 1 pmol-1". Casové pdsobenie latok bolo zvolené 4 hod a 24 hod, medzi
ktorymi bol vo vysledkoch znaény rozdiel. Vplyv latok na transkripénu aktivitu AR bol stanoveny
pomocou Reporter Gene Assay v antagonistickom mode testovania, tzn. v pritomnosti
endogénneho ligandu, DHT. Tamsulosin prejavil po 4 hod vyrazne zvysSenu aktivaciu AR, ktora po
24 hod pdsobenia nenasledovala rovnaky trend. Po 24 hod p6sobenia neprejavila Ziadna z latok
vyrazne zvySenu aktivaciu AR v porovnani s DHT. Expresia cielovych génov AR na tirovni mRNA
bola stanovena pomocou qPCR, a to pre gény FKBP5, KLK3 a UBE2C. V pripade génov FKBP5
a KLK3 doslo po 24 hod po6sobenia tolterodinu k miernemu poklesu expresie. UBE2C je pod
kontrolou AR-V7 varianty, ktora je charakteristicka absenciou ligand-vizobnej domény (LBD), co
sa prejavilo aj vo vysledkoch, kedy nedoslo k signifikantnej indukeii expresie ani po pdsobeni
endogénneho ligandu, DHT. Hladina proteinu AR bola stanovena pomocou western blotting
metddy. Tamsulosin neprejavil signifikantny vplyv na hladinu proteinu AR. Tolterodin nasledoval
rovnaky trend ako v pripade expresie cielovych génov, tzn. prejavil sa pokles hladiny proteinu so
zvySujucou sa koncentraciou. Pre jednoznaéné definovanie vplyvu tamsulosinu a tolterodinu by bol

potrebny d’al§i vyskum. Napriek tomu boli ciele bakalarskej prace naplnené.
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