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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CSS
DBD
DHT
DMEM
DMSO
DTT
D4A
D4G
ECACC

EDTA
EGTA

ER
ERE
ERG

E2

fAR (S81)
FBS

akrylamid

aktivacni oblast
alaninaminotransferaza

peroxodisiran amonny

androgenni receptor

alternativni varianty/sestiihy AR
androgen-responzivni element
bromodoménové a extraterminalni proteiny
N,N'-methylenbisakrylamid

bovinni sérovy albumin
bromodomain-containing protein
CREB-binding protein

cyclin dependent kinase

cAMP response element-binding protein
castrate-resistant prostate cancer
charcoal-stripped bovine serum

DNA vazebna doména
dihydrotestosterone

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

dithiotreitol

A(4)-abirateron

A(4)-galeteron

European Collection of Authenticated Cell
Cultures

kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N' N'-tetraoctova

estrogenni receptor

estrogen-responzivni element

gen spojeny s transformaci erytroblastu
17B-estradiol

fosforylovana forma AR na serinu v pozici 81

bovinni fetalni sérum



FDA Food and Drug Administration

FNC firefly luciferaza

GnRH hormon uvolfiyjici gonadotropin

GR glukokortikoidni receptor

HEPES kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova

HSP protein teplotniho Soku

LBD ligand vazebna doména

LBP ligand vazebna kapsa

LHRH hormon uvolfiujici luteiniza¢ni hormon

mCRPC metastaticka forma CRPC

MDM2 ouse double minute 2 homolog

nmCRPC nemetastatickd forma CRPC

NTD N-terminalni doména

PARP poly(ADP-roboza)polymeraza

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PIM protoonkogeni serin/treonin protein kinaza

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

PR progesteronovy receptor

PROTAC proteolysis-targeting chimera

PSA prostaticky specificky antigen

RBI retinoblastomovy protein

RLA relativni luciferazova aktivita

RNC renilla luciferaza

RPMI Roswell Park Memorial Institute

R1881 metribolon

SDS dodecylsiran sodny

SGK1 serum/glucocorticoid-regulated kinase 1

TBS tris-buffered saline, tris-pufr

TBS-T TBS s TWEEN 20

TEMED N,N,N' N'-tetramethylethan-1,2-diamin

TMPRSS2 transmembranova serinova proteaza 2

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

10



CILE PRACE

Teoreticka cast

Cilem teoretické Casti této prace bylo seznamit se s problematikou rakoviny prostaty

v souvislosti s aktivitou androgenniho receptoru a jemu podfizenych proteind.

Déale bylo cilem sjednotit dosavadni poznatky o problematice 1é¢by rakoviny
prostaty pomoci klasickych 1 modernich medicinskych metod, jakymi jsou inhibitory
syntézy androgent, agonisté a antagonisté LHRH receptord, steroidni a nesteroidni
antiandrogeny, inhibitory N-terminalni domény, inhibitory koaktivatorti androgenniho

receptoru nebo technologie PROTAC.

Experimentalni ¢ast

Cilem praktické ¢asti bakalatské prace bylo naucit se pracovat s bunécnymi kulturami
ve sterilnim prostfedi. Dale stanovit koncentraci proteint, pracovat s elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu a metodou Western blotting, provést imunodetekci
proteini s chemiluminiscencni detekci a analyzovat obsah DNA pomoci pritokové
cytometrie. Cilem experimentalni Casti bylo také optimalizovat vyuziti transfekce
plazmidi nesouci geny pro estrogenni receptor a vybrané luciferazy do bunék rakoviny

prsu s cilem vyuzit takto modifikované buriky k reportérové eseji.

Dal§im cilem bylo testovat vybrané latky a jejich agonisticky ¢i antagonisticky
charakter vici androgennimu receptoru. Cilem bylo prokazat potencial té€chto latek pfi
1é¢bé rakoviny prostaty. Pomoci optimalizované reportérové eseje bylo také cilem
testovat specifitu vybranych latek vici estrogennimu receptoru. V neposledni fadé
bylo cilem testovat vliv inhibice transkripéni aktivity androgenniho receptoru na

expresi vybranych proteintl a na stadium bunécného cyklu bunek.
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1 Uvop

Rakovina prostaty patii mezi nejnebezpeCnéjsi karcinomy u muzi, hned vedle
karcinomu kolorekta a plic. Ro¢né je celosvétove diagnostikovano takika 20 miliont
pifipadi v rizné fazi onemocnéni. Zatimco diivéjsi stadia nemoci nepredstavuji
vyrazné riziko, u pokrocilejSich stadii je prognodza nejista. KliCovymi faktory v boji
proti rakoviné prostaty jsou vedle zdravého zivotniho stylu také pravidelna vySetteni

a Casna diagnoza.

Androgenni receptor patii mezi tzv. jaderné receptory, které se na rozdil od
membranovych receptord nachazeji uvnitt buriky a primarné neptenaseji signal skrze
slozité kaskady, ale pfimo pusobi jako transkripéni faktory v jadie. Tuto skuteCnost
umoznuje fakt, Ze ligandem téchto receptort jsou lipofilni molekuly, které se snadno
dostanou skrze cytoplazmatickou membranu do cytosolu buiky, kde se navazi na
jaderny receptor. V pfipadé androgenniho receptoru je piirozenym ligandem
testosteron, respektive dihydrotestosteron, ktery vznikd ztestosteronu v cytosolu
bunky. Po jeho navazani na androgenni receptor dojde k nékolikanasobné fosforylaci,
metylaci a acetylaci, coz vede k dimerizaci receptoru a jeho translokaci do jadra. Tam
v piitomnosti koaktivatorti vytvaii komplex, ktery je schopen vazby na DNA a pusobi
jako transkripéni faktor. Mezi vyznamné proteiny, jejichz expresi ovliviiuje

androgenni receptor patii PSA a Nkx3.1.

Nadmeérna tvorba androgent, amplifikace androgenniho receptoru ¢i jeho
kontinualni aktivita jsou mechanismy, které buniky karcinomu prostaty vyuzivaji pro
vyvoj nadoru. Prvotni metody 1é¢by spocivaly v chirurgické kastraci i radioterapii.
Tyto postupy se ukazaly jako neucinné a bylo nutné vyvinout cilenou lécbu skrze
inhibici syntézy androgend a potlaceni transkripcni aktivity AR. V soucasnosti tak
existuje pestra Skala modernich pfistupt. Lécba je v prvotnich stadiich zaméfena na
potlaceni hladin androgentl na kastracni troven. Bohuzel je tento postup ucinny pouze
v prvnich letech 1é¢by. Nasledné dochazi k vyvoji na kastraci rezistentni rakoviny
prostaty, kde dochazi k transkripcni aktivité AR 1 pfi takika nulovych hladinach

androgenu.

Nejmodernéj§i pristupy tak cili na samotny AR. Byli vyvinuty steroidni i

nesteroidni antagonisté AR, ktefi se vazi na misto pfirozenych ligandi a zamezuji tak

12



aktivaci receptoru. Mezi vyznamné latky tohoto typu patii galeteron, ktery nasel
uplatnéni prevazné ve védecké sféfe a enzalutamid, ktery je dnes vyuzivan v 1écbe
rakoviny prostaty. Omezeni téchto latek je jejich vazba na ligand vazebnou doménu
receptoru, ktera nemusi byt u nékterych alternativnich sestfihovych variant pfitomna.
Vu¢i témto variantam jsou naopak u¢inné inhibitory vazici se na N-terminalni doménu
¢i inhibitory koaktivatort androgenniho receptoru. V ramci nejmodernéjSich piistupt
se vyviji prilomova technologie PROTAC, ktera Casto vyuziva jiz znamé antagonisty
a agonisty AR k vazb& molekuly PROTAC na androgenni receptor. Tyto molekuly
nasledné funguji jako spojka mezi AR a E3 ubikvitin ligdzou, ktera ubikvitinizuje AR,

¢imz ho oznacuje k degradaci v proteazomu.

Prakticka ¢ast se vénuje studiu vlivu star§i a nové série latek odvozenych od
galeteronu. Pozornost byla zaméfena na studium antagonistického a agonistického
vlivu téchto latek vi¢i AR a na imunodetekci klicovych proteinti u bunek ovlivnénych
témito latkami. Byl studovan také vliv vybranych latek na bunéény cyklus. Pro
detailngjsi pohled na charakter studovanych latek byla vramci této prace
optimalizovana transfekce plazmidii do bunécné linie rakoviny prsu s cilem pfipravit
reportérovou esej pro estrogenni receptor, ktery hraje ve vyvoji rakoviny prostaty také

svou roli.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je maligni forma rakovinového bujeni postihujici predstojnou
zlazu, prostatu. Jedna se o muzsky reprodukéni piidatny organ nachéazejici se pod
mocovym méchyiem a obklopujici mocovou trubici. Hlavni funkeci této zlazy je podilet

se na tvorbé spermatu.

V soucasnosti se onemocnéni karcinomem prostaty celosvétoveé fadi na predni
ptic¢ky incidence po boku karcinomu prsu, kolorekta a plic (Sung a kol., 2021). Ro¢né
se celosvétoveé diagnostikuje pres 19 miliond novych piipadid rakoviny, ztoho
rakovina prostaty predstavuje cca 7,3 %. Cetnost vyskytu tohoto onemocnéni je také
uzce spjata s vékem. Zatimco u muza pod 40 let se takika nevyskytuje, od 60. roku
zivot incidence prudce stoupa. Negativni rodinna anamnéza muze tuto hranici
posunout az o deset let (Johns a kol., 2003). I ptes zvy3ujici se vyskyt je v porovnani
s ostatnimi typy rakovin mortalita karcinomu prostaty vyrazné nizsi (Siegel a kol.,
2021). Velké procento téchto nadord je latentnich a nevykazuji tak maligni aktivitu.
Za povsimnuti stoji také rozdilny vyskyt karcinomu prostaty u jednotlivych ras.
Nejvice je timto onemocnénim zasazena CernoSska populace, a to prevazné v USA.
Naopak mongoloidni rasa vykazuje nizsi vyskyt tohoto typu rakoviny. Matouskova
dava tato fakta do souvislosti také se zivotnim stylem obyvatel Asie a USA. Zatimco
v Japonsku a Cing pievlada rostlinna strava, v zapadnich zemich dominuji Zivogigné

tuky a strava bohata na jednoduché cukry (Matouskova, 2008).
2.1.1 Genetické predispozice karcinomu prostaty

Genetické predispozice pro tento typ nadorového bujeni nejsou jednoznacné (Attard a
kol., 2016). Mohou vychazet ze vzacnych, ale vysoce penetrantnich mutaci, ptfipadné
z genetickych variant s niz§im rizikem. Moznosti je samoziejme také kombinace obou
vySe zminénych typt mutaci. Jiz diivéjsi studie naznaCovaly rodinné shlukovani
rakoviny prostaty skrze autozomalné¢ dominantni dédicnost alel pfislusnych gent
(Carter a kol., 1992). Tato studie potvrdila, ze tato dédicna forma rakoviny prostaty je
vysoce penetrantni (u osob nad 85 let v cca 88 % pfipadu) a je zodpovédna za Casny
nastup nemoci ve véku pod 40 let, ovSem na celkovém poctu onemocnéni se podili jen
zcca 9 %. Tyto myslenky, tedy Ze rodinna agregace je zpusobena malym mnozstvi
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autozomalné¢ dominantnich alel svysokou penetraci, dominovaly v 90. letech
20. stoleti. Nov¢jsi studie vSak piinaseji odliSny nazor. Dle Maclnnis a kol. jsou
modely vychazejici zjediného zptsobu deédicnosti nerealistické (Maclniss a kol.,
2010). Je tedy vysoce pravdépodobné, ze rodinné shlukovani je zptuisobeno vice geny
a je uzce spjaté se zivotnim stylem. V tivahu pfipadaji modely s pouze recesivnimi
geny, ale také s geny vazanymi na chromozom X, pifipadné model heterogenity

s dvéma az tfemi dominantnimi geny.

Jednim z gent, u kterého byla prokazana souvislost mezi jeho mutaci a dédi¢nosti
karcinomu prostaty je gen HOXB13 koédujici homeoboxovy protein Hox-B13 (Ewing
a kol., 2012). Konkrétné se jednd o mutaci G84E. Byla prokazéana jeji spojitost
s vyrazné zvySenym rizikem dédiCnosti karcinomu prostaty, ackoli je tato varianta
pfitomna jen ve zlomku pfipadi rakoviny prostaty. S timto typem karcinomu jsou
spojené také aberace v genech BRCAIl a BRCA2. Zarodecné mutace BRCA2 genu
(typické pro rodiny svyskytem rakoviny vajeCniku a prsu) poskytuji pétkrat az
sedmkrat vyssi riziko vzniku rakoviny prostaty (Thompson a kol., 2001). Zaroven
1,2 % pacientd s rakovinou prostaty mladsich 65 let ma mutaci v genu BRCA2 (Kote-
Jarai a kol., 2011). Vliv zarode¢nych mutaci v genu BRCA/ je mén¢ jednoznacny.
Studie vSak ukazuji, Ze zarodecné mutace v genu BRCAI zvyS$uji riziko karcinomu
prostaty 3,8krat u pacientt s vékem pod 65 let (Leongamornlert a kol., 2012). Mezi
dalsi geny, u kterych byla pozorovana souvislost s karcinomem prostaty patii CHEK?2,
PALB2, BRIP1 a NBS1 (Attard a kol., 2016). Mutacim v androgennim receptoru je

veénovana samostatna kapitola dale v této praci.
2.1.2 Vybrané markery karcinomu prostaty

U karcinomu prostaty lze nalézt celou fadu markert. Lisi se svou specifitou,
senzitivitou a svym praktickym vyuzitim. Nekteré markery slouzi pro klinickou
diagnostiku rakoviny prostaty, nékteré se naopak pouzivaji predevsim ve vyzkumu.
Tyto markery maji také rozdilny biologicky charakter. Jedna se jak o proteinové
markery, tak o mRNA markery. V této kapitole budou blize popsany dva hlavni
markery, které budou vyuzity a diskutovany také v experimentalni casti této prace.
Jedna se o prostaticky specificky antigen (PSA) a homeoboxovy protein Nkx3.1. Mezi
dalsi vyznamné markery rakoviny prostaty patii fuze genu pro transmembranovou

serinovou proteazu 2 (TMPRSS2) s genem spojenym s transformaci erytroblastu
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(ERQG), ktera je ozna¢ovana jako TMPRSS2:ERG (Wang a kol., 2017). Dale 1ze zminit
homeoboxovy protein HOXC6 a DLX1, u kterych je jako marker detekovana jejich
mRNA (Porzycki a kol., 2020).

Jako univerzalni a obecné uznavany klinicky marker rakoviny prostaty je
oznaCovan PSA. Jednd se o enzym (serinova protedza), ktery je syntetizovan
epitelovymi buiikami prostaty. Fyziologicka funkce PSA spociva ve zvySeni pohybu
spermii skrze zkapalnéni semene. Tento enzym se v krvi fyziologicky vyskytuje ve
velmi malém mnozstvi a ve velké mire je vazan na proteiny. Pii diagnostice skrze
koncentraci PSA v krvi se nejedna o nadorové specificky antigen, jelikoz koncentrace
PSA v krvi muaze stoupat také z davodu jinych patologickych stavii, jakym je naptiklad
zanét. Pomoci prekurzori PSA se urCuje diagnosticky vyznamny index zdravi prostaty
(Kopecky a kol., 2015). V experimentalni Casti této prace je PSA jeden z proteinu,
ktery je identifikovan metodou Western blott.

Dal§im proteinem, na ktery se také zaméfuje experimentalni ¢ast této prace, a
zarovel se jedna o vyznamny experimentalni marker karcinomu prostaty je
homeoboxovy protein Nkx3.1 (Antao a kol., 2021). Jedna se o protein z rodiny Nkx,
ktera u cloveéka zahrnuje 12 zastupct, z nichz Nkx3.1 je do zna¢né miry specificky pro
prostatickou tkan. Tento protein je kédovan tumor supresorovym genem Nkx3./ a je
schopen se vazat na jiné proteiny (transkrip¢ni faktory) a DNA. Jeho role je vSak stale
nejasna. Je povazovan za tumor supresorovy gen a jeho exprese klesa s progresi
karcinomu prostaty. Exprese Nkx3./ je pozorovana béhem vyvoje a diferenciace
prostaty, stejné tak jako pfi plné vyvinuté prostaté v dospélosti (Abate-Shen a kol.,
2008). Ztrata exprese Nkx3.1 je spojena se ztratou tvorby prostatického proteinu a se
zménou morfologie a vétveni kanalkd prostaty, coz je neslucitelné se spravnym
vyvojem prostaty a mize prispivat k jeji karcinogenezi. Exprese Nkx3.1 je standardné
niz$i u karcinomu prostaty z divodu delece alel, metylace promotoru nebo z divodu
posttranskripéniho umlCeni a nastava jiz v rané fazi karcinogeneze (Antao a kol.,
2021). Regulace transkripce genu Nkx3./ je zprostfedkovana skrze dva androgen-
responzivni elementy (ARE). Mimo to byly popsany regulace skrze ETS1, Spl a Wnt
signalni drahu. Pocatecni exprese Nkx3./ predchazi expresi androgenniho receptoru,
nicméné nasledna exprese Nkx3./ je pozitivné regulovana androgenni signalizaci
(Bhatia-Gaur a kol., 1999). Samotny Nkx3.1 pak inhibuje expresi androgenniho
receptoru.
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2.2 Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou ze své podstaty mechanismu fungovani povazovany za
ligandem aktivované transkripcni faktory (Frigo a kol., 2021). Hraji klicovou roli
v regulaci reprodukce, diferenciace, homeostazy, metabolismu a ontogenetického
vyvoje. Ligandem téchto receptori jsou prevazné€ malé lipofilni molekuly, které
snadno difunduji skrze cytoplazmatickou membranu a vazi se na receptory v cytosolu,
piipadné vjadie, kde se tyto receptory bézné nachazeji. V prub€hu intenzivniho
vyzkumu se prokazalo, ze jaderné receptory jsou zodpovédné za zprostredkovani
odpovédi na ligand v podobé hormont §titné zlazy, které pro sviij charakter jsou vSak
do buriky transportovany aktivné za pomoci specifickych transportéri (Friesema a
kol., 2003). Ligandem vSak muze byt také zastupce vitamini a sice vitamin D,
pfipadné metabolit vitaminu A, kyselina retinova. Znacna cCast receptoriu je
povazovana za tzv. siroti receptory bez znamého ligandu, ptipadné se Sirokym

spektrem ruznych typt ligandu na lipofilni bazi.

V soucasnosti je popsano 48 jadernych receptort, které jsou rozdéleny do 7 skupin
oznaCovanych dle Frigo a kol. NRO az NR7 (NR, nuclear receptor) (Frigo a kol., 2021).
Praktickd cast této prace je zaméfena na studium exprese a aktivity pievazné
androgenniho receptoru, pfipadn€ receptoru estrogenniho, progesteronového a
glukokortikoidniho, které spolecné patii do skupiny NR3. Velka pozornost je
vénovana jadernym receptorum, zvlasté pak pro jejich terapeuticky potencial skrze
studium modulace jejich aktivity. Prvnim vyznamnym objevem na poli terapeutického
potencialu cileni na jaderné receptory jsou studie ze 70. let 20. stoleti, které se
zaméfovaly na antiestrogen tamoxifen a jeho vyuziti pifi 1écbeé rakoviny prsu
(Mouridsen a kol., 1978). Vyznam androgenniho receptoru u rakoviny prostaty, jeho
mechanismus fungovani, stejné jako objasnéni interakce jeho znamych antagonisti a

agonistl je shrnuto v nasledujicich kapitolach.
2.3 Androgenni receptor

Androgenni receptor (AR), nékdy také oznacovan jako NR3C4 (nuclear receptor
subfamily 3, group C, member 4) je jaderny receptor jehoz ligandem jsou androgenni
hormony, tedy pfevazné testosteron a jeho metabolit dihydrotestosteron (Velho a kol ,

2021). Skrze ulohu transkripcniho faktoru ma zasadni vliv na vyvoj primarnich a
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sekundarnich muzskych pohlavnich znakd. V této diplomové praci bude diskutovan

jeho vliv na vyvoj prostaty, predevsim pak jeho vliv na vyvoj karcinomu prostaty.

Gen pro AR je lokalizovan na chromozomu X, konkrétné na dlouhém raménku
v lokusu Xq11 az Xq12 (Velho a kol., 2021). Gen se sklada z 8 exonl a introny maji
velikost mezi 0,7 az 2,6 kb. Samotny protein, receptor, se sklada z 919 aminokyselin
a muzeme jej Clenit na 3 hlavni domény a pantovou cast (angl. hinge). Velikost
finalniho receptoru je 110 kDa (Tan a kol., 2015). Exon 1 kdéduje N-terminalni doménu
(NTD, N-terminal domain), exon 2 a 3 pak koduje DNA vazebnou doménu (DBD,
DNA binding domain) a zbylé exony 4 az 8 koduji ligand vazebnou doménu (LBD,

ligand binding domain) a pantovou oblast. Celé strukturni schéma AR je znazornéno

naobr. 1.
ql1, 12
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Obr. 1 — Schéma lokusu genu AR, genového transkriptu a samotného proteinového produktu.
Gen AR je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X (q11, 12) a obsahuje 8 exonti a
introny o velikosti od 0,7 do 2,6 kb. NTD znaci N-terminalni doménu kédovanou exonem 1 a
nachazejici se mezi 1. a 555. aminokyselinou a obsahujici dulezité¢ oblasti FQNLF, WHTLF,
Tau-1 a Tau-5. DBD zna¢i DNA vazebnou doménu mezi 556. a 623. aminokyselinou. Hinge
znadi pantovou oblast mezi 624. a 665. aminokyselinou a LBD znaci ligand vazebnou doménu
mezi 666. a 919. aminokyselinou (Velho a kol., 2021).

2.3.1 Struktura androgenniho receptoru

N-terminalni doména je dominantni soucasti AR a ma velikost 555 aminokyselin
(Velho a kol., 2021). Jeji role je klicova pii aktivaci receptoru spoleéné s LBD.
Obsahuje konstitutivné aktivni, primarni efektorovou oblast, tzv. aktivacni oblast
1 (AF1) v rozmezi 142. az 485. aminokyseliny. Na plné aktivit¢ AR se podili regiony
AF1, tedy Tau-1 (110. az 370. aminokyselina) a Tau-5 (360. az 485. aminokyselina),
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které¢ jsou nezbytné pro plnou aktivaci receptoru. VNTD lze popsat také oblasti
FQNLF (23. az27. aminokyselina) a WHTLF (433. az 437. aminokyselina), které jsou
nezbytné pro navazani piimé interakce zavislé na ligandu mezi NTD a LBD, coz je
dulezité pro mnohé regulace na androgenech zavislych gena (Tan a kol., 2015). Tato
interakce domén pomaha stabilizovat dimerizaci receptoru a zpomaluje disociaci

ligandu, coz je blize diskutovano dale v této praci.

DNA vazebna doména se nachazi mezi 556. a 623. aminokyselinou a jedna se o
velmi konzervovanou doménu (Tan a kol., 2015). Jadro tvoii oblast bohata na cystein
obsahujici 2 tzv. zinkové prsty (angl. zinc fingers), kterymi se receptor po dimerizaci
vaze na DNA. Caste¢nd vDBD, &asteGné v pantové oblasti (mezi 634. a
665. aminokyselinou), se nachazi signalni oblast zodpovédna za import aktivovaného
receptoru do jadra (oblast mezi 617. a 633. aminokyselinou). Tato oblast je pro
transport kliova, jelikoz pasivni transport skrze jadernou membranu je mozny pouze
pro proteiny o velikost do cca 40 kDa. Proto AR potiebuje k transportu do jadra
navazani ligandu a aktivaci vySe zminéného signalu skrze zménu konformace
receptoru v tomto misté. Pantova oblast také podporuje vazbu na DNA a je cilovym

mistem pro acetylaci, metylaci a ubikvitinaci.

Ligand vazebna doména se nachéazi mezi 666. a 919. aminokyselinou. Jeji struktura
byla na rozdil od NTD detailnéji popsana pomoci krystalografie uz na zacatku 21.
stoleti (Matias a kol., 2000). Tato doména se sklada z 11 alfa-helixa a 4 kratkych beta-
skladanych listt, které tvoii 2 antiparalelné skladané beta-listy. Cela struktura je
slozena do 3 vrstev. V prvni vrstvé se nachazi helixy H1 a H3, kdy helix H2 (typicky
pro LBD vétsiny jadernych receptorl) u AR chybi a je nahrazen dlouhym flexibilnim
linkerem. Stfedni vrstva je tvorena helixy H4, HS, beta-skladanym listem a helixy H8
a H9. Treti vrstvu tvori helixy H10 a H11. Pfimé misto navazani ligandu se nazyva
ligand vazebna kapsa (LBP, ligand binding pocket), ktera je obklopena N-terminalnimi
castmi helixtt H3, H5 a H11. Jako ,,viko™ LBP slouzi aktivacni funkce 2 (AF2), jejiz

jadro je tvofeno helixem H12 a po navazani ligandu uzavira zménou konformace LBP.

Krom vySe popsané klasické struktury AR je mozné pozorovat i jiné varianty tohoto
receptoru, a to i u zdravych bunek (Velho a kol., 2021). Tyto morfologicky odlisné
varianty postradaji LBD a oznacuji se jako AR-Vs (Nakazawa a kol., 2014) a vznikaji

alternativnim sestfihem intronovych oblasti. Nejvyznamnéjs§i variantou je AR-V7,
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NTD DBD Hinge LBD

N ﬁ exon 1 I 2-3 4 C AR-FL

N ﬁ exon 1 2-3 l CE1 F C AR-V1

N—( exon 1 I 2 ICE4I 3 ICEI FC AR-V3

N% exon 1 I 2-3 ICE4I 3 I CE1 F C AR-V4

N4 exon 1 I 2-3 I CE2 F C AR-V5

N4 exon 1 I 2-3 I CE3 F C AR-V7

N4 exon 1 2-3 I CES F C AR-V9

Obr. 2 — Schématické znazornéni jednotlivych vyznamnych alternativnich variant AR dle Luo
a kol., 2018. AR-FL znaci béznou plnou variantu AR, NTD znaci N-terminalni doménu
(zelen¢), DBD zna¢i DNA vazebnou doménu (oranzov¢), LBD znaci ligand vazebnou
doménu (modrfe), CE znaci peptidy kodované cryptic exony (tyrkysov€), hinge je pantova
oblast (zlutg). Cisly uvniti domén jsou oznadené exony, které doménu koduji. Schéma
vytvoreno dle Cao akol., 2016.

ktera vznika alternativnim sestfihem intronovych oblasti za exonem 3, ¢imz vznika
tzv. cryptic exon 3 kodujici AR-V7 specificky peptid, ktery navazuje na DBD v mistg,
kde u bézné varianty AR byva pantova oblast (obr. 2). Criptic exony se vétSinou
nachazeji v okoli exonu 3. Krom AR-V7 lze popsat vyznamné varianty AR-V1, AR-
V3, AR-V4, AR-V5 a AR-V9 (Luo a kol,, 2018). AR-V7 vlivem absence LBD je
konstitutivné aktivni a spousti signalni drahy AR nezavisle na pfitomnosti ligandu.
Vyznamné zvySend exprese této varianty je velmi dobfe pozorovatelnd u mnohych
rakovin prostaty, které jsou rezistentni vici kastraci, a u kterych konstitutivni aktivace
vysvétluje progresi rakoviny i v nepfitomnosti androgenti po kastraci. Mimo to je
varianta AR-V7 pfitomna ve zvySené mife u nékterych pacientd léCenych
abirateronem a enzalutamidem a je povazovana za jeden z rezistentnich mechanismu

rakovinovych bun€k vici 1é€be antiandrogeny. Védecka skupina Antonarakis a kol.
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(Antonarakis a kol., 2014) studovala 31 pacientd srakovinou prostaty léenych
abirateronem a stejny pocet pacient 1éCenych enzalutamidem. Pozorovala zavislost
mezi lé¢bou témito antiandrogeny a expresi varianty AR-V7. Stejné tak pozorovala
i horsi progndzu a délku doziti u pacientt s vyskytem této varianty. Sami autofi studie
vsak v zavéru pripousti, ze kauzalita neni v tomto ptipad¢ zcela objasnéna a vyzadu;i
se dalsi studie. Obdobné vysledky ukazuje i1 studie skupiny Taplin a kol., kterd
prokazuje, ze u vétSiny pacientd s AR-V7 lze pozorovat agresivnéjsi klinické projevy
nemoci a rezistenci vuci 1écbeé skrze AR (Taplin a kol., 2019). Autofi této studie také
v zavéru apeluji na naléhavost alternativnich 1écebnych pfistupt pro pacienty trpici
CRPC (castrate-resistant prostate cancer) s AR-V7. Jako feseni se nabizi inhibitory N-

terminalni domény, které jsou diskutovany dale v této praci.
2.3.2 Aktivace androgenniho receptoru

Aktivace AR je vicestupriovy proces, ktery zacina stfetnutim receptoru s ligandem
v cytosolu buiky. Charakter ligandu mize byt agonisticky (pozitivni vliv na
transkripcni aktivitu AR) nebo antagonisticky (negativni vliv na transkrip¢ni aktivitu
AR), pfipadné jejich pisobeni mize byt smiSené ¢i proménné. Bézné mize AR vazat
celou skalu ligandi skrze modifikaci LBD, konkrétné LBP (Tan a kol., 2015).
Z chemického hlediska jsou ligandy, agonisté, malé lipofilni molekuly strukturné
podobné androgennim hormontim (zejména testosteronu), tedy na bazi cholesterolu.
Takovéto ligandy totiz dokazi, diky své lipofilni povaze projit pasivné skrze

cytoplazmatickou membranu a navazat se na receptor uvnitt buriky.

Samotny proces aktivace je mozné popsat na fyziologicky nejbliz§im ligandu
(agonistovi) AR testosteronu, respektive dihydrotestosteronu. Testosteron se dle
principu, ktery je popsan vysSe, dostane do cytosolu buiky. Nasledné dojde k jeho
metabolismu na Sa-dihydrotestosteron pomoci enzymu Sa-reduktazy. V cytosolu se
AR vyskytuje jako neaktivni monomer ve spojeni s proteinem teplotniho Soku (HSP,
heat shock protein). Po navazani ligandu na LBD, respektive LBP, dojde k uvolnéni
HSP a vlivem signalni oblasti v DBD a pantové oblasti (vizte vySe) dojde k transportu
monomerniho AR s ligandem do jadra a k dimerizaci s dal$im ligandem aktivovanym
AR. K dimerizaci napomaha prvni ze dvou zinkovych prstd, které lze pozorovat
v DBD. Dilezitou roli pii aktivaci AR hraji posttranslacni modifikace, prevazné

fosforylace, o které je psano dale. Po dimerizaci dojde k navazani AR skrze DBD na
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ARE v promotorové oblasti cilového genu (napt. PSA). Toto navazani je
zprosttedkovano druhym zinkovym prstem. Dojde k vytvoreni komplexu dimeru AR
s koaktivatory a dal§imi DNA vazebnymi proteiny, ¢imz dojde k uplné aktivaci
transkripéni aktivity AR. Obecné plati, ze vlivem své struktury je DHT silnéjsi
agonista k AR nez testosteron a ma snizenou rychlost disociace (vizte dale) (Grino a
kol., 1990). Na stejném principu funguje 1 aktivace AR pomoci metribolonu, o kterém

pojednava nasledujici kapitola.

Mezi LBD a DHT jsou vytvoteny ctyfi vodikové vazby (Tan a kol., 2015). U vSech
ttech hlavnich agonistd popisovanych v této praci (testosteron, DHT, metribolon)
interaguje keto skupina na A kruhu (obr. 3) vodikovymi mustky s aminokyselinami
glutaminem (Q711) a argininem (R752), zatimco hydroxylova skupina na D kruhu se
vaze vodikovymi mustky se zbytky aminokyselin asparaginu (N705) a treoninu (T877)
(Pereira de Jésus-Tran a kol., 2006). Jak keto skupina, tak hydroxylova skupina jsou
pfitomny u vSech téchto tii ligandd. Je tedy zjevné, ze interakce téchto skupin
s aminokyselinami LBD je kli¢ova pro vazbu androgenu. Tyto konzervativni skupiny
a jejich interakce mohou byt vysvétlenim silné afinity androgeni k AR i pfi

nonamolarni koncentraci.

Jak bylo zminéno vySe, pro plnou aktivaci AR je potieba fady posttranslacnich
modifikaci, jakymi jsou fosforylace, acetylace a metylace (Wen a kol., 2020). Drtiva
vétSina posttranslacnich modifikaci slouzi k aktivaci AR, ovSem nekteré fosforylace
(S215, S308) a ubikvitinace slouzi k deaktivaci AR. K vét§ing posttranslacnich uprav
AR dochazi na NTD a jedna se predevSim o fosforylace. V souCasnosti je znamo
minimalné 19 takovychto fosforylaci, kdy minimaln€ 16 z nich se nachazi na NTD
(Wen a kol., 2020). Dominantni aminokyselinou AR, na které dochazi k fosforylaci je
serin, ovSem k fosforylaci dochazi také na treoninu a tyrosinu. Za vyznamna
fosforylatni mista lze oznacit S81, S210/213 nebo S308. Fosforylace S81 je
zprostredkovana cyklin-dependentnimi kindzami a podporuje transkripéni aktivitu
AR, stabilitu receptoru a napomaha jeho lokalizaci do jadra (Koryakina a kol., 2014).
Vliv CDK (hlavné¢ CDK1 a CDK9) na transkripéni aktivitu potvrdila také védecka
skupina Jorda a kol. (2018), kterd se zaméfila na fosforylaci na S81. Fosforylace
v tomto misté¢ na AR se detekuje také v experimentalni ¢ast této prace. Fosforylace
S210 a S213 je zprostfedkovana proteinkinazou B a PIM-1 a obdobné jako S81
napomaha stabilizaci, translokaci a aktivit¢ AR. Posledni vySe zminéna fosforylace na
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S308 je zprosttedkovana CDK11 a CDKS a slouzi, na rozdil od vétSiny fosforylaci,
k inhibici transkripéni aktivity AR.

2.3.3 Koaktivatory androgenniho receptoru

Jak bylo jiz opakované zminéno, AR je vyznamnym transkripcnim faktorem. Regulace
transkripce je v kombinaci s AR zprostfedkovana také dalsimi proteiny, které tvori
konecny transkripcni komplex (Velho a kol, 2021). Mnohé z téchto proteint ovliviiuji
transkripci pomoci epigenetickych zmén. Aberace epigenetické regulace je Casto
pozorovana u malignit a vede k nadmérmné expresi onkogent nebo umléeni exprese
tumor supresorovych gent (Egger a kol, 2004). Vyznamnym epigenetickym
regulanim mechanismem je acetylace histond, ktera je fizena 3 hlavnimi tfidami
proteind. Jedna se o histon acetyltransferazy (kovalentné€ vazi acetylové skupiny na
histony), histon deacetylazy (odstrafiuji navazané acetylové skupiny) a
bromodoménové a extraterminalni proteiny (BET, vazi se na acetylované histony)
(Dawson a kol., 2012). Mezi vyznamné transkripéni koaktivatory, podilejici se na
transkripcni aktivit€¢ AR, 1ze fadit CBP (CREB-binding protein) a jeho homolog p300,

které patfi mezi histon acetyltransferazy.

Jak CBP, tak p300 a BET tvoii komplex koaktivatorii AR pfi reakci buriky na
androgeny. Studie poukazuji také na vliv prevazné€ p300 a CBP na transaktivaci AR
pomoci IL-6 u CRPC (Debes a kol., 2002; Chan a Dehm, 2015). Komplexy
koaktivatort hraji dilezitou roli také pii tvorbé rezistence rakoviny prostaty vuci lécbé
antiandrogeny. Jedna se o mechanismus, kdy 1éc¢ba antiandrogeny indukuje aktivaci
transkripcniho faktoru CREB (cAMP response element-binding protein), na ktery se
vaze CBP, ¢imz je podpofena rezistence bunék rakoviny prostaty (Pan a kol., 2020).
Obdobné komplikace mohou nastat i pti aktivit¢ BET proteint, které zvysuji expresi
dalsich onkogennich faktort, jako je napf. c-MYC (Wyce a kol., 2013). Inhibice BET
také snizuje expresi AR-V7. Vyvoj inhibitord CBP/p300 a BET muze byt
terapeutickou cestou k piekonani konven¢nich mechanismi rezistence rakoviny
prostaty na primarni terapii a tyto inhibitory jsou diskutovany dale v této praci.
Bohuzel byly prokazany také mechanismy rezistence vici inhibitorim BET (Pawar a

kol., 2018).
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2.3.4 Agonisté androgenniho receptoru

Fyziologicky nejvyznamnéj§imi agonisty (ligandy) AR jsou testosteron, respektive
5a-dihydrotestosteron (DHT). Z hlediska sily efektu téchto agonisti na AR Ize
jednoznac¢né fici, ze DHT je siln€j$im agonistou nez testosteron, a to z divodu absence
dvojné vazby na A kruhu (obr. 3). Absence dvojné vazby vede ke zmeéné geometrie A
kruhu, tedy dochazi ke zméné orientace keto skupiny a vlivem toho je zménéna
vzdalenost a uhel vodikové vazby se zbytkem aminokyseliny R752. Vlivem vyse
popsaného tak dochazi k upfednostnéni interakce LBD s DHT pied testosteronem
(Pereira de Jésus-Tran a kol., 2000). Tato modifikace, fyziologicky zplisobena
enzymem Sa-reduktazou, snizuje také rychlost disociace DHT az 5x oproti
testosteronu (Grino a kol., 1990). Struktury obou téchto fyziologickych agonistt jsou

spole¢né s metribolonem zobrazeny na obr. 3.

Vyznamnym syntetickym agonistou AR je metribolon (R1881), také znam jako
methyltrienolon. Jedna se o jeden z nejsilnéjSich oralné aktivnich agonisti AR (Tan a
kol., 2015). Patfi mezi anabolické androgenni steroidy spolen¢ s napt. testosteronem
a DHT, se kterymi je strukturné podobny (obr. 3). Poprvé byl syntetizovan a popsan
v 60. letech 20. stoleti a nasledné intenzivné studovan jako potencialni 1ék rakoviny
prsu. Je obecné znamo, ze z diivodu své vysoké hepatotoxicity nikdy nenaplnil sviij
potencial a nebyl schvalen jako lék pro klinické pouziti. I pfes tyto neuspéchy je
metribolon od 70. let 20. stoleti Siroce uzivan jako standard ve védeckém vyzkumu,
jakozto agonista AR. Krom vysoké afinity k AR byla pozorovana jeho vysoka afinita
k progesteronovému receptoru (PR), glukokortikoidnimu receptoru (GR) a vyzkum
zroku 2007 mu pfisuzuje také afinitu k mineralkortikoidnimu receptoru (Takeda a
kol., 2007). Krom vySe zminéného je také metabolicky stabilnéjsi nez DHT. Byva také

zneuzivan ve sportu jako doping.

Obr. 3 - Struktury vyznamnych agonisti AR. (a) Struktumi vzorec testosteronu
s ozna¢enymi kruhy (A, B, C, D). (b) Strukturni vzorec dihydrotestosteronu. (¢) Strukturni
vzorec metribolonu.
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2.3.5 Aberace v androgennim receptoru

Aberantni aktivace signalni drahy AR je pfisuzovana fadé mechanismu. Jedna se
predevsim o amplifikaci a nadmérmou expresi AR, nadmérnou syntézu androgena Ci
expresi konstitutivné aktivnich variant AR, ktera je zpusobena bodovymi mutacemi
v genu pro AR (Shiota a kol., 2022). Konstitutivni aktivita AR u rakoviny prostaty
byla prokazana, mimo jiné, i skrze pozorovani translokace AR do jadra bez ohledu na

mnozstvi cirkulujicich androgenti (Laitinen a kol., 2007).

Nadmeérna exprese AR byla pozorovana u naprosté vétSiny CRPC, kde se
predpoklada, ze k ni dochazi vlivem terapie antiandrogeny (Waltering a kol., 2012).
Védeckd skupina Chen a kol. prokazala, ze na androgenech nezavislé rakoviny
prostaty nadmérné exprimuji AR, kdy tato nadmérna exprese byla nezbytna
k transformaci rakoviny ze zavislé na androgenech na nezavislou (Chen a kol., 2004).
Autori studie navic dokazali, ze nadmérnéa exprese AR zménila povahu bicalutamidu
z antagonisty na agonistu AR. Ve vzacném poctu CRPC je naopak exprese AR snizena,

a to vlivem hypermetylace promotoru AR (Kinoshita a kol., 2000).

Amplifikace genu AR je jednou z nejcastéjSich aberaci u CRPC, kdy zdroje uvadeéji
zvySeny pocet kopii genu AR u 80 % CRPC a u 30 % se hovoii o vysoké urovni
amplifikace (Taylor a kol., 2010). Naopak u neléCenych karcinoma prostaty jsou
amplifikace pozorovany jen zfidka. Studie védecké skupiny Bubendorf a kol.
detekovala pouze 2 piipady pacientu trpici nelééenou rakovinou prostaty s amplifikaci
genu AR z celkového poctu 205 pacientd (Bubendorf a kol., 1999). Toto zjisténi
dokazuje, ze amplifikace genu AR se objevuji az po cilené 1écbé rakoviny prostaty,

a to jak kastraci, tak blokaci samotného receptoru ¢i jinym typem 1écby.

Jako zjevna se jevi spojitost mezi amplifikaci genu AR a jeho nadmérnou expresi
u CRPC. OvSem samotna amplifikace vysvétluje nadmérnou expresi jen Castecné,
jelikoz byla pozorovana nadmeérna exprese AR i pifi nepfitomnosti amplifikace genu
(Waltering a kol., 2012). Nicméné¢ mechanismy vedouci k nadmérné expresi bez
zvySené amplifikace jsou stale nejasné. Diskutuje se napiiklad role
retinoblastomového proteinu (RB1), u kterého bylo zjisténo, ze ztrata exprese RB1 ma
za nasledek zvySenou expresi E2F1, ktery svou transkripcni aktivitou zvySuje expresi

genu AR (Sharma a kol., 2010).
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Dle studii, 10-30 % pacientii s CRPC ma bodovou mutaci v genu pro AR (Taplin a
kol., 2003). V cCasnych fazich rakoviny prostaty jsou mutace spise velmi vzacné a
jejich zvySeny vyskyt a vyznam je pozorovan az u CRPC. Jejich vyskyt je velmi Casto
spojovan s 1écbou rakoviny prostaty pomoci antiandrogent (pfevazné u flutamidu) a je
povazovan za mechanismus rezistence nadoru vici této 1écbé (Waltering a kol ., 2012).
Mutantni AR mohou byt konstitutivné aktivni, ale také mohou byt aktivovany
adrenalnimi androgeny, neandrogennimi steroidy, ba dokonce 1 samotnymi
antiandrogeny. V roce 2012 bylo u rakoviny prostaty popsano 159 mutaci AR a
naprosta vét§ina z nich byla bodovou somatickou mutaci (Gottlieb a kol., 2012).
Nejvétsi pocet téchto mutaci byl identifikovan v LBD (cca 45 %), minoritné byly

mutace zastoupeny v NTD a nejméné¢ jich bylo lokalizovano v DBD.

Nejbéznéjsi mutace v NTD jsou E252G, E255K a W435L a je jim pfisuzovano
zvySovani aktivity AR skrze zvySovani stability celého receptoru, translokaci
receptoru do jadra nebo skrze navazovani koaktivatorti (Steinkamp a kol., 2009). Jak
bylo zminéno vySe, nejvétsi frekvence mutaci je v LBD. Jedna se piedevsim o mutace
L702H, T878A, H875Y, W742C, W742L, F877L a T878S. Jejich procentudlni
zastoupeni je rozdilné v ramci riznych studii, ovSem shoda je na dominantnim
postaveni trojice T878A, L702H a H875Y (Shiota a kol., 2022). Studie skupiny Abida
akol. zkoumala 444 vzorku tkani od 429 pacienti a detekovala mutace T878A (2,5 %),
L702H (2,3 %), W742C (2,3 %), H875Y (2,0 %), W742L (0,5 %), T878S (0,5 %) a
F877L (0,2 %) (Abida a kol., 2019). Obdobné vysledky v ramci potadi cetnosti mutaci
pfinasi také studie skupiny Ladet a kol., ktera testovala 892 pacienti u nichz
detekovala mutace L702H (24,6 %), TS78A (14,5 %), H875Y (11,4 %), W742C
(8,4 %), W742L (3,8 %), F877L (2,1 %) a T878S (1,6 %) (Ladet a kol., 2020). Tato
studie byla zalozena na pouziti ctDNA pacientd. Nejaktualn€jsi meta-analyza,
zahrnujici 21 studii, védecké skupiny Snaterse a kol., ktera studovala 1 614 pacientt
s CRPC vyzdvihla 3 hlavni mutace AR, konkrétné¢ H875Y (4,9 %), T878A (4,4 %) a
L702H (3,4 %) (Snaterse a kol., 2022).

Jako velmi vyznamné se jevi mutace F876L, respektive F877L a T878A, které
snizuji afinitu apalutamidu a enzalutamidu k LBD AR, coz se muze projevit jako
forma rezistence karcinomu na 1é¢bu témito vyznamnymi antiandrogeny druhé

generace (Saranyutanon a kol., 2019).
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2.4 Lécba rakoviny prostaty skrze androgenni receptor

Jak jiz bylo zminéno v prvnich kapitolach této prace, rakovina prostaty patii mezi
nejcastejsi diagnostikované rakoviny u muzi a v USA se jedna dokonce o druhou
nejCastejsi pricinu umrti (Saranyutanon a kol., 2019). Smrtnost této nemoci zalezi,
mimo jiné, také na v€asné diagnostice a zahajeni adekvatni 1écby. Mezi konvencni
formy terapie rakoviny prostaty patii chirurgické operace s cilem odstranéni nadoru,
radioterapie a chemoterapie, pfipadné cilena terapie. V piipadé Casné diagnostiky,
kterd je vlivem modernich technologii a osvéty ¢im dal cCastéjsi, se standardné
lékati uchyluyji ke chirurgickému ¢i radioterapeutickému feSeni, piipadné
ke kombinaci obojiho. U vyznamné skupiny pacientt vSak diagnéza piichazi az ve fazi
nemoci, kdy je konvencni chirurgicky ¢i radioterapeuticky pristup nedostacujici nebo
nemozny. VéEtSinou se jedna o pacienty, u kterych doslo k tvorbé metastaz do blizkych
nebo vzdalenych organi. Obdobna nedostateCnost konvencni 1écby nastava
také u pacientd s opakovanym vyskytem rakoviny prostaty, napiiklad po chirurgické
1écbé. Jak u pacientt s pozdni fazi rakoviny, tak u pacientd s vracejici se rakovinou
prostaty se nabizi chemoterapie cilena na aktivitu androgenniho receptoru a jeho

signalizaci.

Prvni linii 1é€by rakoviny prostaty je nasazeni androgen-deprivacni lécby, coz
predstavuje aplikace antagonisti a agonistd receptoru pro hormon uvoliujici
luteiniza¢ni hormon (LHRH) (vizte dale) nebo provedeni chirurgické kastrace (Kocak,
2020). Cilem této primarni terapie je udrzeni hladiny androgenti na kastracni urovni a
tim zamezeni progrese nemoci. Dobrou odpovéd na tento typ 1écby je mozné
pozorovat prvni dva az tfi roky, poté dojde k rozvoji rezistence nadoru a k jeho
nezavislosti na androgenech. Karcinom prostaty piechazi do stavu CRPC, kdy se vSak
stale pokracuje v udrzovani androgeni na kastracni Urovni. Dochazi k vzestupu
hladiny PSA a ke zhorSeni klinického obrazu pacienta. CRPC muze probihat formou
nemetastatickou (nmCRPC) a formou metastatickou (mCRPC). Cilem dalsi 1é¢by je
udrzeni pacienta v asymptomatickém nemetastatickém stavu za pouziti lécby
antiandrogeny, pfipadné¢ v kombinaci s jinymi pfistupy, které jsou popsany dale.
V ptipadé, ze se onemocnéni dostane do faze metastatické, je oznaCeno za fatalni

s medianem pieziti 2,5 roku.
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V nasledujicich kapitolach jsou diskutovany latky, které cili na inhibici syntézy
androgenti nebo na inhibici mechanismu jejich G¢inku, dale jsou zde uvedeny latky,
které cili na samotny androgenni receptor a jeho LBD a v poslednich podkapitolach
jsou zminény dal§i moznosti 1écby rakoviny prostaty, jako je 1écba skrze inhibici
koaktivatori AR, inhibice N-terminalni domény AR ¢i cilena ubikvitinace AR pomoci

technologie proteolysis-targeting chimera (PROTAC).
2.4.1 Agonisté a antagonisté LHRH receptoru

Mezi piistupy 1écby rakoviny prostaty, které cili na syntézu androgent, patii pouziti
agonisti a antagonistt LHRH receptoru. Tento receptor je exprimovan primarné
v hypofyze a je citlivy na LHRH, ktery je uvoltiovan z hypothalamu (Tolkach a kol.,
2013). Prostaticka tkan také obsahuje tento receptor, ovSem jeho hladina exprese je
zde cca 190x nizsi nez u hypofyzy (Tieva a kol., 2003). Vyznamnou exprest LHRH
receptoru muzeme pozorovat také u tkané prsu, ledvin, brzliku a u lymfocytd. Dle
rozmisténi LHRH receptoru je patrné, Ze LHRH muze pusobit také na periferni tkang,

nicmén¢ presna uloha LHRH receptoru v téchto tkanich neni zcela objasnéna.

Jedna se o transmembranovy receptor sprazeny s G proteinem a je také oznaCovan
jako receptor pro hormon uvoliiujici gonadotropin (GnRH) (Harrison a kol., 2004).
Pisobenim LHRH dochazi k pocatenimu  uvolnéni  luteinizaéniho a
folikulostimulacniho hormonu z hypofyzy, coz sekundarné vede ke zvySeni hladiny
testosteronu. Pokracujici nadmérna stimulace LHRH receptoru vSak vede k poklesu
exprese samotného receptoru, coz vede ke snizeni uvoliiovani luteiniza¢niho hormonu
a ke snizeni hladiny testosteronu, mnohdy az na kastra¢ni hodnoty. Takto 1ze pomoci
agonistd vyznamné snizit hladinu testosteronu. Antagonisté naopak blokuji LHRH
receptor, ¢imz nedojde k produkci luteiniza¢niho a folikulostimula¢niho hormonu,
¢imz je udrzena nizka hladina testosteronu. Nedochazi k prvotnim zvySenim hladin
luteiniza¢niho hormonu, folikulostimula¢niho hormonu a testosteronu, ¢imz je 1écba
antagonisty celkové ucinngjsi (Tolkach a kol., 2013). Mezi vyznamné agonisty LHRH
receptoru patii buserelin, leuprolid, goserelin, histrelin a triptorelin. Mezi vyznamné
antagonisty pak patfi abarelix, cetrorelix, ganirelix a degarelix. V nasledujicich

odstavcich jsou diskutovany vybrani agonisté a antagonisté LHRH receptoru.

Buserelin je analogem LHRH a je dokonce u¢innégjsim ligandem LHRH receptoru

nez piirodni LHRH. Po podani dochédzi ke kratké prvotni stimulaci produkce
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testosteronu a nasledné dochéazi kinhibici jeho sekrece a k poklesu hladiny
testosteronu na kastracni uroveni (Brogenden a kol., 1990). Mezi nejcastéjsi vedlejsi
ucinky buserelinu patii ztrata potence a navaly horka. Poprvé byl popsan v roce 1976
a od 80. let 20. stoleti je schvalen k medicinskému pouziti. Pro 1écbu karcinomu
prostaty je injekéné vpravovan po 500 ug tfikrat za den po dobu jednoho tydne,
nasledné pak 200 pg denné. Lze uzivat také ve formé nosniho spreje pii vyssich

déavkach. Neni dostupny v USA (Tolkach a kol., 2013).

Leuprolid je latka, ktera se vaze na LHRH receptor, sekundarné snizuje sekreci
luteinizacniho a folikulostimulaéniho hormonu, coz vede kinhibici sekrece
gonadotropintt (Wilson a kol., 2007). Krom 1écby rakoviny prostaty je zkouman ve
spojitosti s 1écbou Alzheimerovy choroby, syndromu polycystickych vajecniki ¢i jako

alternativa antikoncepce.

Abarelix je antagonista LHRH receptoru, ktery vyvolava kastraéni hodnoty
testosteronu bez prvotniho nartstu, jako tomu je pii efektu agonisti (Debruyne, 2004).
Klinické studie prokazaly srovnatelny bezpecnostni profil s profilem agonisti. Ov§em
nepfitomnost prvotniho nartstu hladiny testosteronu poskytuje bezpec¢nosti vyhodu
odstranénim rizika vzplanuti karcinomu prostaty. Poprvé byl tento antagonista chvalen
vroce 2004 v USA a nasledné v roce 2005 v Némecku a Nizozemi. V USA byl
nasledné stazen z divodu nadmeérného vyskytu vaznéjsich alergickych reakci v kvétnu

roku 2005 (Kirby a kol., 2009).
2.4.2 Inhibitory syntézy androgenu

Poté co bylo zjisténo, ze intratumoralni syntéza androgenti a adrenalni androgeny
mohou byt pficinou rezistence vuci terapii kastraci, zacaly snahy védeckych skupin
vyvinout novou strategii pro 1éc¢bu karcinomu prostaty skrze cilenou inhibici klicovych

enzymu, které zprostiedkovavaji tvorbu androgent (Chandrasekar a kol., 2015).

Testosteron, jakozto nejbéznéjsi zastupce androgent v lidském téle, vznika
pavodné z cholesterolu za katalyzy enzymu CYP17A1, neboli 17a-hydroxylazy nebo
také 17,20-lyazy. Tento enzym patii do rodiny cytochromu P450 a je lokalizovan
v endoplazmatickém retikulu. Enzymy této rodiny patii mezi monooxygenazy, které

katalyzuji syntézu cholesterolu, mineralokortikoidd, glukokortikoidii, estrogend,
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androgenu a dalSich steroidnich sloucenin. Inhibice tohoto enzymu zptisobuje vyrazny

pokles hladiny testosteronu (Saranyutanon a kol., 2019).

Ketokonazol je syntetické antimykotikum, které se od pocatku 80. let 20. stoleti
pouziva na l1écbu koznich plisni (Trachtenberg a kol., 1984). Od roku 1984 se pouziva
také v terapii CRPC. Plsobi jako nespecificky inhibitor cytochromu P450 (Pont a kol ,
1982). Lécba ketokonazolem prokazatelné snizuje hladinu PSA u pacientd trpici
CRPC (Small a kol., 2004) a to zejména v kombinaci s hydrokortisonem (Scholz a
kol., 2005) a docetaxalem (Pond a kol., 2013). Zadné studie viak jednoznainé
neprokazaly zlepSeni celkového preziti pacientl, zato se objevovaly Casté a vazné
nezadouci ucinky, mezi které patfila tinava, abnormalni funkce jater a nevolnost.

Vlivem téchto fakti bylo od peroralni uzivani ketokonazolu v nedavné dobé upusténo.

Mezi inhibitory, které blokuji jak 17a-hydroxylazu, tak 17,20-lyazu, patii
abirateron, pfesnéji abirateron acetat (Saranyutanon a kol., 2019). Jedna se o prvni 1ék
schvaleny FDA (Food and Drug Administration), ktery prokazateln¢ snizuje
intratumoralni i adrenalni syntézu androgent. V prvni fazi klinické studie bylo
prokazano, ze blokace CYP17A1 abirateronem vede ke snizeni sérové hladiny
testosteronu a steroidu, jejichz syntéza je podiizena AR (Attard a kol., 2008). Studie
také prokazala, ze je abirateron vtéle dobfe tolerovan a zaroven vykazuje
protinadorovou aktivitu u pacienti s CRPC. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze uzivani
abirateronu vede ke zvySeni hladiny adrenokortikotropniho hormonu (Auchus a kol.,

2014). K potlaceni tohoto nezadouciho ucinku bylo doporuceno podavat spolecné

Obr. 4 — (a) Strukturni vzorec abirateron acetatu. (b) Strukturni vzorec A(4)-abirateronu.
Shodné kruhy A a B mezi testosteronem a D4A jsou pfi¢inou antagonistického charakteru
D4A (Liakol., 2015).
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s abirateronem malé mnozstvi prednisonu (5 mg, dvakrat denn¢), coz je synteticky
kortikosteroid, ktery kompenzuje abirateronem indukované snizeni sérové hladiny
kortizolu, ¢imz blokuje kompenzacni zvySeni adrenokortikotropniho hormonu.
Védecka skupina Li a kol. popsala metabolismus abirateronu na A(4)-abirateron
(D4A), ktery inhibuje krom& CYP17A1 také 3B-hydroxysteriod dehydrogenazu a So.-
reduktazu, coz jsou enzymy nezbytné pro syntézu DHT (Li a kol., 2015). Tato védecka
skupina také prokazala antagonisticky charakter abirateronu vici AR, ktery byl na
srovnatelné urovni s enzalutamidem. Studie pfisuzuji tento antagonisticky charakter
abirateronu jeho struktute, respektive struktuie D4A, jelikoz kruhy A a B u D4A jsou

identické s testosteronem (obr. 4).

Mezi dalsi latky s potencidlem inhibovat CYP17A1 a tim snizovat hladiny
androgenu patii orteronel, také oznaCovan jako TAK-700 (Saranyutanon a kol., 2019).
Ukazal se jako 5x selektivn€j$i nez abirateron pfi testech na lidskych a opicich
adrenalnich burikach (Yamaoka a kol., 2012). Druha faze klinické studie potvrdila
snizeni hladiny cirkulujicich androgent a po¢tu nadorovych bunék u pacienti s CRPC
(Zhu a kol., 2013). Lécba touto latkou také prodlouzila preziti pacientd s nemoci,

ovSem nebyl zaznamenan vliv na celkové vyléceni.

Jako posledni latka zde uvedena, kterd svym ucinkem cili priméarné na pokles
hladiny androgen, je finasterid, ktery je inhibitorem enzymu So-reduktazy, ktery je

nezbytny pro pfeménu testosteronu na DHT (Saranyutanon a kol., 2019).

Inhibitorem CYP17A1 je také galeteron, kterému se ovSem vénuje nasledujici

kapitola, jelikoz je zaroven také steroidnim antiandrogenem.
2.4.3 Steroidni antiandrogeny

Antiandrogeny obecné byly vyvinuty v reakci na nékteré neuspéchy a vaznéjsi vedlejsi
ucinky latek, které cili na syntézu androgenti. Antiandrogeny inhibuji AR skrze
inhibici vazby agonistt na receptor, tedy cili na LBD. Latky, které inhibuji AR skrze
NTD jsou popsany v samostatné kapitole. V této kapitole jsou diskutovany
antiandrogeny, které¢ maji steroidni charakter. Patii mezi n€ hlavné cyproteron acetat,
megestrol acetat, dienogest, galeteron (také znam jako TOK-001) a chlormadinon

acetat.
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Cyproteron acetat byl jeden z nejbéznéji klinicky pouzivanych 1éki rakoviny
prostaty, zejména pro paliativni 1écbu (Saranyutanon a kol., 2019). Tato latka je
odvozena od hydroxyprogesteronu, ktery ma vétsi vazebnou afinitu k AR nez mnohé
nesteroidni antiandrogeny prvni generace, které jsou uvedeny dale. Krom jeho
antiandrogenniho charakteru byl u né pozorovan také antigonadotropni charakter,
jelikoz soutézi s gonadotropinem o vazbu na jeho receptor. Pozd¢jsi studie prokazaly,
Ze cyproteron nema takovou ucinnost a terapie timto Iékem nevede k pfeziti pacienta,
a to ani v monoterapii, ani v kombinaci s chirurgickou kastraci (Thorpe a kol., 1996).
Krome toho byly obecné u steroidnich antiandrogenti pozorovany nezadouci ucinky
ve formé kardiovaskularnich problému a hepatotoxicity. Z té€chto divodu bylo klinické

pouzivani cyproteronu pozastaveno.

Megesterol acetat je steroidni antiandrogen, ktery primarné inhibuje transkripéni
aktivitu AR, ale také inhibuje Sa-reduktazu a potlacuje uvoliiovani luteinizacniho
hormonu (Saranyutanon a kol., 2019). Uzivani této latky u onkologicky nemocnych
déti bylo ve studii spojeno s vyraznym zvySenim vahy pacienta, se zvySenou chuti
k jidlu a se zvySenym kalorickym pfijmem (Orme a kol., 2003). Nicméné u 10 pacientti

z 11 doslo k nebezpe¢nému snizeni hladiny kortizolu, pfiCemz u jednoho pacienta se

projevil také hypoadrenalismus s hemodynamickym kolapsem.

(b) </

Obr. 5 — (a) Strukturni vzorec galeteronu. (b) Strukturni vzorec A(4)-galeteronu. Shodn¢ kruhy
A a B mezi testosteronem a D4G jsou pfic¢inou siln¢ho antagonistick¢ho charakteru D4G
(Alyamani a kol., 2017).

Galeteron je latka s peroralnim uzitim, ktera vykazuje 3 mechanismy ucinku vici
rakoviné prostaty (McClurg a kol., 2018). Jednak ptusobi jako antagonista vici AR,
jednak vykazuje inhibi¢ni aktivitu vaci 17,20-lyaze CYP17A1 a také indukuje
degradaci AR. V klinickych studiich prokazal galeteron dobry bezpecnostni profil
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u pacientid s CRPC (Montgomery a kol., 2016). Stejné studie popisuji vliv galeteronu
na pokles hladiny PSA o vice jak 30 % u zhruba poloviny pacientd, a dokonce pokles
ovice jak 50 % u 22 % pacientl. Jako optimalni davku stanovila skupina Montgomery
a kol. 2 550 mg za den. Galeteron ma také vysoky potencial pro pacienty s CRPC,
u kterych selhala 1écba jinymi antiandrogeny, jelikoz prokazateln¢ indukuje degradaci
AR, respektive dochazi ke snizeni hladin mRNA jak pro plnou variantu AR, tak pro
alternativni varianty AR-Vs (Kwegyir-Afful a kol., 2015). Galeteron také ovliviiuje
stabilitu MDM2 ubikvitin ligazy. Tato skutecnost je pfislibem prevazné pro pacienty
s AR-Vs, kde 1écba antiandrogeny neni dostacujici, jelikoz AR-Vs postradaji LBD.
Bylo také prokazano, Ze degradace AR-Vs vyzaduje podstatné del§i pusobeni
galeteronu nez degradace plné varianty AR. Galeteron je navic ucinny také vici AR-
negativnim bunéfnym liniim, a to skrze mechanismus zahrnujici fosforylaci
dilezitych Casti eukaryotniho translacniho komplexu (Kwegyir-Afful a kol., 2016).
Pozoruhodné vysledky piinesla studie skupiny McKay a kol., ktera srovnavala ucinky
abirateronu a enzalutamidu po 1écbé galeteronem (McKay a kol., 2017). Abirateron
v této studii vykazoval mnohem lepsi vysledky (ve smyslu snizeni hladiny PSA
u pacienti s CRPC) nez enzalutamid. Krom vyse zminénych mechanismt G¢inku
galeteronu, byl také prokazan jeho vliv na USP12 a USP46, cozjsou si navzajem velmi
podobné deubikvitinacni enzymy, mezi jejichz cile patfi také AR nebo p53 (McClurg
a kol., 2018). Galeteron je, obdobné¢ jako abirateron, metabolizovan na A(4)-galeteron
(D4G) (obr. 5), ktery je dale v téle metabolizovan na 3-keto-5a-galeteron (Alyamani
a kol., 2017). Metabolit D4G pak, obdobné¢ jako D4A, vykazuje vétsi antagonistickou
aktivitu vi¢i AR z davodu podobnosti s testosteronem. Galeteron, na rozdil od
tobicalutamidu, ale obdobn¢ jako enzalutamid, nestimuluje vazbu AR na chromatin
(Yu a kol., 2014). Nedavno byla zvefejnéna 3. faze linické studie, ve které byl
galeteron testovan oproti enzalutamidu se zamétrenim na potlaceni exprese a degradaci
AR-V7 u pacienti s CRPC s metastazemi (Taplin a kol., 2019). V této studii bylo
vybrano 38 pacienti s AR-V7 z celkového poctu 953. Z téchto 38 pacineti bylo
ndhodn€ 19 léCeno galeteronem a 19 enzalutamidem. Galeteron nevykazoval
uspokojivé vysledky vici enzalutamidu a jeho vyvoj byl ukoncen. I po netispésich na
poli 1é¢by karcinomu prostaty je galeteron hojné vyuzivan v laboratofich jako
standard. Stejné vyuziti ma i v experimentalni Casti této prace. Stejné tak se védecké

skupiny snazi syntetizovat analogy galeteronu, které na bunecnych liniich rakoviny
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prostaty prokazuji potlaceni exprese AR regulovanych proteind, jako je Nkx3.1 a PSA
(Jorda a kol., 2019).

Vyse zminéna studie Jorda a kol. zkoumala 16 riznych analogli galeteronu.
Védecka prace se zameéfila, mimo jiné, na antiproliferacni aktivitu na bunécnych
liniich rakoviny prostaty, jakymi byli ARE14, C4-2, VCaP a PC3 jako negativni
kontrolu (Jorda a kol., 2019). V tomto exprimentu vét§ina latek prokazala silny
antiproliferacni charakter pfi 72hodinovém ovlivnéni a koncentraci 40 uM. Pri
testovani derivatii galeteronu, na trankripcni aktivité AR, byly detekovany proteiny
metodou Western blott pti 24hodinovém ovlivnéni a koncentraci latky 5 uM, obdobné
jako v exprimentalni Casti této prace. Mezi detekované proteiny patfila plna varianta
AR, AR-V7, Nkx3.1, PSA a a-tubulin pro detekci rovnomérného naneseni vzorku.
V tomto exprimentu prokazaly 3 latky (oznaceny jako 3f, 3h a 3e) silny vliv na snizeni
hladiny proteinu Nkx3.1, jenz byl srovnatelny s galeteronem. Snizeni hladiny PSA
bylo pozorovano u pouze 2 latek, kde jako divod autofi uvadi pravdépodobnou nizsi
stabilitu proteinu Nkx3.1 oproti PSA. U zbylych latek nebyl pozorovan vliv na hladiny
detekovanych proteint. Dalsim dulezitym experimentem, ktery je odbobné pouzit
v expriemntalni Casti této prace, je reportérova esej s vyuzitim luciferazy, ktera je
exprimovana bunécnou linii ARE14. Buriky byly kultivovany s pfidani 1 nM R1881 a
10 uM testované latky v CSS médiu s takika nulovou hladinou androgenti. Aktivita
luciferazy je spojena s aktivitou AR, proto nasledna detekce signalu luciferazy odhalila
vliv testovanych latek na transkripéni aktivitu AR. Nejlepsi vysledky byly prokazany
u latky 3f, kde luminiscence klesla na cca 30 % kontroly a byla srovnatelna se vzorkem
ovlivnénym enzalutamidem a nizsi nez u vzorku, ktery byl ovlivnén galeteronem.
Z dtvodu pozitivnich vysledkl pii snizeni hladiny Nkx3.1 a pfi repotérové eseji byla

latka 3f (obr. 6) dale testovana. Byl proveden aktiva¢ni expriemnt, kdy se sledoval vliv

Obr. 6 — Strukturni vzorec latky 3f odvozené od galeteronu a zkoumané ve studii Jorda a kol.,
2019.
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latky 3f na hladiny dfive zminénych proteint u bunék ARE14, které byly kultivovany
v CSS médiu s prfidanim R1881. V tomto exprimentu latka 3f prokazala schopnost
snizit hladinu Nkx3.1 a PSA jiz pfi koncentraci 5 uM oproti kontorle, aniz by vyvolala
apoptozu (byl detekovan také fragment poly(ADP-ribdzy)polymerazy (PARP)). Byly
provedeny také dal§i experimenty, jako naptiklad pozorovani vlivu studovanych latek
na tvorbu kolonii. Zavérem autofi uvadi, ze latka 3f prokazala snizeni viability bunék
rakoviny prostaty a potlacila tvorbu jejich kolonii. Tato latka také prokazatelné snizila
hladiny PSA a Nkx3.1, tedy proteint, které jsou podiizeny AR. Autofi studie oznacuji
latku 3f jako slibného kandidata k dal§im studiim.

Obdobné latky zkoumala také skupina Rudovich a kol., ktera oznacila latku 24j
(obr. 7a) jakozto slibny antiandrogen na zakladé jeji schopnosti potlacit signalni drahy
AR a snizeni hladiny podfizenych proteini u bunécnych linii LNCaP a LAPC-4
(Rudovich a kol., 2022). Dalsi studie, tentokrat skupiny Pefina a kol., studovala
skupinu latek taktéz odvozenych od DHT s derivatem pyrazolu navazanym na A kruh
(Pefina a kol., 2023b). Z této studie vzesla latka 3d (obr. 7b), ktera byla oznaCena za
potencialniho antagonistu AR z divodu jeji schopnosti potlacit signalni drahu AR a
antiproliferacni aktivity vici bunkam rakoviny prostaty. Mimo to tato latka prokazala

potencial pfi ex vivo studii ve tkanich od pacientt s rakovinou prostaty. V dalsi studii

(a)

o

Obr. 7 — Strukturni vzorce latek (a) 24j (Rudovich a kol., 2022), (b) 3d (Pefina a kol., 2023b)
a (c) 14 (Pefina a kol., 2023a).
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skupiny Pefina a kol. byly testovany derivaty hydrokortizonu (Pefina a kol., 2023a).
Oproti jinym studiim se zde pozornost zameéfila také na GR, ktery hraje roli
v mechanismu rezistence na lé¢bu rakoviny prostaty (vizte dale). Ze studovanych latek
byl vyzdvihnut vliv latky 14 (obr. 7¢) na transkripéni aktivitu AR 1 GR. Mimo to tato
latka prokazala svtj vliv v kombinaci s enzalutamidem na kumulaci bunék v G1 fazi,

ktery byl vyraznéj$i nez vliv samotného enzalutamidu.
2.4.4 Nesteroidni antiandrogeny prvni generace

Oproti steroidnim antiandrogenim maji ty nesteroidni uzsi cilovy rozsah, a proto
vykazuji mén¢ vedlejsich G€inka (Saranyutanon a kol., 2019). Tyto latky byly vyvijeny
uz od 70. let 20. stoleti, aby obesly necilené ucinky steroidnich antiandrogenti a nemély
zadné vyznamné interakce s jinymi jadernymi receptory nez AR. Tti nejvyznamnéjsi
nesteroidni antiandrogeny jsou bicalutamid, flutamid a nilutamid, které jsou zaroven

v soucasnosti schvaleny k pouziti (Chen a kol., 2009).

Flutamid inhibuje AR skrze vytésnéni ligandu v LBD. Cast&ji neZ v monoterapii,
byl pouzivan v kombinaci sjinymi léCivy, jako napiiklad sagonisty LHRH
v pocatecni terapii metastatické rakoviny prostaty (Saranyutanon a kol., 2019).
Klinické studie flutamidu neposkytly uspokojivé vysledky. Jedna ze studii, provadéna
na 603 pacientech s metastatickym karcinomem prostaty, ktefi dostavali flutamid
spole¢né s agonistou LHRH oproti placebu, ukazala 25% zlepSeni preziti ve prospéch
flutamidu (Crawford a kol., 1989). Vysledky této studie vSak nebyly potvrzeny v dalsi
randomizované studii s vice nez 1 400 pacienty a zaméteni védecké komunity se
zaCalo orientovat na vyvoj derivati flutamidu, které by vykazovaly presveédciveéjsi

vysledky (Chen a kol., 2009).

Nilutamid je derivatem flutamidu s farmakokinetickymi vlastnostmi, které
umoznuji davkovani pouze jednou denné (Chen a kol., 2009). Funguje na stejném
principu jako jeho predchidce, tedy inhibuje AR kompetici o vazebné misto
s ligandem. Byl schvalen v roce 1996 pro pouziti spolecné s kastraci, kdy vykazuje
dobry bezpecnostni profil a dlouhodobé prodluzuje zivot pacientim s rakovinou
prostaty (Dijkman a kol., 1997). Studie zroku 2005 byla zaméfena na 1écbu
nilutamidem u pacientl, kde selhala 1écba flutamidem nebo bicalutamidem (Davis a

kol., 2005). Studie byla prerusena z divodu nepfesvédCivych vysledk nilutamidu,
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ovSem sami autofi pfipousti, Ze nilutamid pfinasel benefity nékolika pacientim,

u kterych bicalutamid selhal.

Bicalutamid mé odliSny mechanismus u¢inku nez vySe dva zminéné antiandrogeny.
Vaze se na alosterické misto na AR v LBD, ¢imz vyvold konformacni zménu
ve vazebném misté pro koaktivatory, coz ma za nasledek inhibici transkripéni aktivity
AR (Osguthorpe, Hagler, 2011). Je odvozen od flutamidu a ma az 2x vétsi afinitu k AR
ve srovnani s ostatnimi nesteroidnimi antiandrogeny prvni generace (Kucuk a kol.,
2001). U pacientd 1éCenych bicalutamidem je pozorovana také snizena exprese AR,
ovSem pouze piechodné. U nékterych pacienti s CRPC byla pozorovana také
agonistickd aktivita bicalutamidu, a to zejména vlivem mutaci AR. Diky dobrému
bezpecnostnimu profilu a davkovani jednou denné€ po 150 mg je bicalutamid nejcasteji
pouzivanym antiandrogenem v monoterapii (Chen a kol., 2009). Byl schvalen k 1é¢bé

CRPC jiz v roce 1995.
2.4.5 Nesteroidni antiandrogeny druhé generace

Nesteroidni antiandrogeny druhé generace jsou vyvijeny v reakci na nedostatky prvni
generace t&chto 16&iv. Castou komplikaci prvni generace antiandrogent byla jejich
konverze na agonisty (Chen a kol., 2009). Ukéazalo se, ze latky prvni generace se sice
uspésné vazaly na AR a zpuasobovaly v ném konformacéni zmény, ovSem stale byl AR
translokovan do jadra a byl schopen se vazat na DNA, i kdyz napt. v pfipadé
bicalutamidu nedochazelo k transkripcni aktivit¢ AR vlivem blokace vazby
koaktivatord. Byly vSak popsany situace, kdy byly tyto mechanismy nedostatecné
ucinné a dochazelo tak k transkripéni aktivit¢ AR. VIiv na zménu charakteru
antiandrogenu z antagonistického na agonisticky mély hlavné mutace AR (napf.
T877A nebo W741L, ktery zptasobovaly Castecné agonistické chovani bicalutamidu)
a nadmérna exprese AR. Vlivem téchto nedostatki v 1écbé jsou wvyvijeny
tzv. antiandrogeny druhé generace, mezi které patii primarné enzalutamid, apalutamid,

darolutamid a AZD3514.

Apalutamid (dfive také ARN-509) se kompetitivné vaze na AR s vysokou afinitou
a zamezuje tak vazbé androgenu, Cimz inhibuje translokaci AR do jadra a jeho
celkovou transkripcni aktivitu (Al-Salam, 2018). Je strukturné¢ velmi podobny
enzalutamidu (obr. 8). V roce 2018 byl schvalen v USA pro 1écbu nmCRPC a v roce
2019 1 pro mCRPC (Saranyutanon a kol., 2019). Schvaleni ptedchéazely klinické
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Obr. 8 — Strukturni vzorce dvou vyznamnych antagonisti AR druhé generace: (a)
apalutamidu a (b) enzalutamidu. Patrna je vyrazna strukturni podobnost.

studie, ve kterych byl apalutamid podavan po 240 mg jednou za den peroralné (Smith
a kol., 2016). Této studie se zucastnilo 51 pacientd s nmCRPC v primérném véku
71 let a prokéazala dobry bezpecnostni profil apalutamidu spole¢né s jeho vyznamnym
vlivem na pokles hladiny PSA o vice jak 50 % u 93 % pacientl. Stejné pozitivni
vysledky meélai 3. faze klinické studie, kdy bylo prokazano vyznamné zlepSeni preziti
u muzid s nmCRPC mezi 1207 pacienty, kdy 806 dostavalo apalutamid v davce
240 mg denné a 401 pacienti dostavalo placebo (Small a kol., 2020). Ackoli
apalutamid neni indikovan pro zeny a udaje o jeho vlivu na Zeny jsou minimalni, je
jeho pouziti u téhotnych zen kontraindikovano, jelikoz muze zpusobit poskozeni plodu
(Al-Salam, 2018). Muzi uzivajici apalutamid by méli pfi pohlavnim styku s t€hotnymi
zenami, ¢i zenami majici reprodukéni potencial, pouzivat bariérovou antikoncepci.
Slabou strankou apalutamidu, obdobné jako enzalutamidu, je jeho slaba vazba na AR

s mutaci F876L (Shao a kol., 2021).

Enzalutamid (dfive také MDV3100) obdobné¢ jako apalutamid, inhibuje AR skrze
afinitu k vazebnému mistu LBD, ¢imz zamezuje aktivaci AR a jeho translokaci do
jadra (Saranyutanon a kol., 2019). Je strukturné velmi podobny apalutamidu (obr. 8).
Védecka skupina Scher a kol. se ve své 3. fazi klinické studie zamé&fila na zhodnocent,
zda enzalutamid prodluzuje preziti muzi s mCRPC po chemoterapii (Scher a kol.,

2012). Jednalo se o dvojité zaslepenou, placebem kontrolovanou studii, ktera
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zahrnovala 1 199 pacienti s mCRPC, kdy byli pacienti nahodné rozdéleni pomérem
2:1 a v€tsi Cast pacientu dostavala peroralné 160 mg enzalutamidu denné. Studie byla
ukoncena po 520 umrtich pacientil, kdy median celkového preziti byl 18,4 mésict pro
pacienty léCené enzalutamidem oproti 13,6 mésicim pro pacienty, kterym bylo
podavano placebo. I sekundarni cilovy parametr studie, tedy hladina PSA, byl
pozitivné ovlivnén enzalutamidem. Pokles hladiny PSA o vice jak 50 % byl pozorovan
u 54 % pacienti s enzalutamidem oproti pouhym 2 % pacienti s placebem. Mezi
vedlejsi ucinky, které studie detekovala a byly patrmé u pacientd léCenych
enzalutamidem, patfily hlavné prijmy, navaly horka a inava. Vaznéjsi vedlejsi uc¢inky,
jako jsou napiiklad zachvaty, byly hlaseny pouze u 0,6 % pacientt, kterym byl
podavan enzalutamid. Studie oznacila enzalutamid jako latku, kterd vyznamné
prodluzuje preziti muzi s mCRPC. Jina studie, skupiny Sternberg a kol., testovala
enzalutamid v ramci 3. faze klinické studie na pacientech s nmCRPC a s rychle
rostouci hladinou PSA v kombinaci s androgen-deprivacni 1é€bou (Sternberg a kol.,
2020). Do studie bylo zapojeno 1 401 pacientt, ktefi byli nahodné rozdéleni pomérem
2:1, kde vétsi skupiné byl podavan enzalutamid v davce 160 mg denn€ a mensi skupiné
placebo. V dobé vyhodnoceni studie zemielo 288 ze 933 pacientli (31 %) léCenych
enzalutamidem a 178 ze 468 pacientd (38 %), kterym bylo podavano placebo. Median
celkového preziti byl 67,0 mésicti (enzalutamid) oproti 56,3 meésici (placebo).
Nezadouci ucinky byly obdobné, jako u jinych studii a vaznéj$i vedlejsi ucinky se
vyskytovaly sporadicky. Zavér studie konstatoval, ze enzalutamid v kombinaci
s androgen-deprivacni 1écbou vede k delSimu celkovému preziti pacienta s nmCRPC
a rychlou rostouci hladinou PSA. Riziko imrti s enzalutamidem bylo 0 27 % niz§i nez
s placebem. Enzalutamid byl patentovan v roce 2006, od roku 2012 je povolen k 1écbé
mCRPC a od roku 2018 dokonce k 1écbé nmCRPC v USA. Od schvéleni bicalutamidu
v roce 1995 se jedna o prvni schvaleny antiandrogen k 1écbé karcinomu prostaty a
vubec prvni schvaleny antiandrogen druhé generace. Slabou strankou enzalutamidu,
obdobn¢ jako apalutamidu, je jeho slaba vazba na AR s mutaci F876L, coz miiZe byt

riziko pro vznik rezistence na 1ébu touto latkou (Saranyutanon a kol., 2019).

AZD3514 je dalsi peroralni selektivni antagonista druhé generace, ktery krom
vazby na LBD a zabranéni translokace AR do jadra také, oproti ostatnim
antiandrogenum druhé generace, snizuje expresi AR (Loddick a kol., 2013). Struktura

AZD3514 je znazornéna na obr. 9. Ve studii skupiny Loddick a kol. byl AZD3514
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testovan na bunécnych liniich LNCaP a LAPC4 karcinomu prostaty exprimujici jak
nemutovanou variantu AR, tak AR s mutaci T877A v LBD. AZD3514 v této studii
prokazal schopnost snizit hladinu exprese PSA pfti koncentraci 10 uM, a to uz po 2 az
4 hodinach od ovlivnéni. Naopak jeho efekt na bunécnou linii DU145, ktera je tzv. AR
negativni, byl minimalni. Pokles exprese AR byl pozorovan u bunéénych linii LAPC-
4 1 LNCaP pfi ovlivnéni 10 uM AZD3514, a to po 24 hodinach, jak za pfitomnosti
DHT, tak bez DHT. Naopak tento efekt nebyl pozorovan pfi krat§i dobé ovlivnéni,
tedy 2 a 6 hodinach. Uplného zastaveni exprese AR se v této studii docilit nepodafilo.
K porovnani pouzila védecka skupina Loddick a kol. enzalutamid, ktery vykazoval
mens$i snizeni exprese AR u obou bunéénych linii. Jako metoda detekce exprese byl
pouzit Western-blott. Tato studie také zahrnovala experimenty in vivo, kdy byl pouzit
potkani model rakoviny prostaty zavisly na androgenech, konkrétn€ Dunning R3327H.
AZD3514 inhiboval rist tohoto nadoru a také inhiboval zvyseni hmotnosti semennych
vackl u samcua potkand, jenz bylo fizeno bud'to fyziologickym testosteronem, nebo
exogennim testosteronem u kastrovanych potkant. Autofi studie zde poukazuji na
skutecnost, ze je tento vysledek v kontrastu s abirateron acetatem, ktery je aktivni
pouze proti fyziologickému testosteronu. Prvni faze klinické studie zroku 2015
oznacila protinadorovou aktivitu AZD3514 za mirnou (angl. moderate) u pacientu
s pokrocilou fazi CRPC (Omlin a kol., 2015). Latka byla testovana na 49 pacientech
s eskalyjicim davkovanim, kdy davka 2 000 mg dvakrat denné byla popsana jako
netolerovatelna z divodu toxicity. Obecné se u AZD3514 v této studii objevily

nezadouci ucinky, jako nevolnost a zvraceni, které byly povazovany za vyznamné.

N CHs
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Obr. 9 — Strukturni vzorec AZD3514, antagonisty AR druh¢ generace, ktery krom inhibice
AR skrze zamezeni translokace AR do jadra také snizuje syntézu AR.
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Pokles PSA o vice jak 50 % byl pozorovan pouze u 13 % pacienti. Zavér studie

doporucil dalsi vyvoj a testovani této slouceniny.
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Obr. 10 — Strukturni vzorec darolutamidu, antagonisty AR druhé generace, ktery si oproti
ostatnim antagonistim zachovava svou afinitu k mutantim AR.

Darolutamid (diive také ODM-201) je nékdy oznaCovan jako inhibitor tfeti
generace, jelikoz jeho afinita k AR neni ovlivnéna mutaci F876L, jako tomu je
u enzalutamidu nebo apalutamidu (Saranyutanon a kol., 2019). Struktura darolutamidu
je znazornéna na obr. 10. Mechanismus jeho ucinku je obdobny, jako u ostatnich
inhibitord druhé generace. Vaze se na LBD AR, blokuje vazbu ligandu a zamezuje
translokaci AR do jadra. Preklinickéd studie skupiny Moilanen a kol. prokazala, ze
darolutamid (ve studii jesté oznaCovan jako ODM-201, respektive jako jeho metabolit
ORM-15341) neni ovlivnén kli¢ovymi mutacemi AR a jeho antagonisticky charakter
je tak zachovan (Moilanen a kol., 2015). Konkrétné byly testovany mutace F876L,
W741L a T877A a darolutamid byl postaven oproti enzalutamidu a apalutamidu (ve
studii jesté¢ jako ARN-509). Studie prokazala jeho inhibici transkripéni aktivity AR
skrze zamezeni translokace AR do jadra a popsala jeho pozitivni vliv na potlaceni rastu
jak nadorovych bunék in vitro, tak nadort in vivo v mysim modelu. Obdobn¢ jako
ostatni inhibitory druhé generace, ani darolutamid nevykazoval aktivitu v bunécné linii
DU145, ktera je tzv. AR negativni. Studie také potvrdila, ze darolutamid nezvysuje
hladinu testosteronu v krvi a neprochézi skrz hematoencefalickou bariéru u mysi, coz
se naopak ukazalo u enzalutamidu a apalutamidu. Klinicka studie skupiny Fizazi a kol.
hodnotila darolutamid (ve studii jesté jako ODM-201) z hlediska bezpecnosti,
farmakokinetiky a celkové aktivity u muzi s mCRPC (Fizazi a kol., 2014). Tato studie
kombinovala 1. a 2. fazi klinické studie a probihala ve 23 nemocnicich v Evropé a
USA. Ve fazi 1 byl podavan darolutamid v pocatecni denni davce 200 mg, ktera byla
postupné zvySovana na 400 mg, 600 mg, 1000 mg, 1400 mg az na konecnych
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1 800 mg. Takto bylo pozorovano 24 pacientl, ktefi byli rozdéleni do 6 kohort.
U zadného z pacienti nebyly hlaseny zadné toxické ucinky omezujici davku, a tudiz
nebyla stanovena ani maximalni tolerovana davka. Byly sice hlaSeny rizné nezadouci
piihody (bolest, zvraceni, retence moci, lymfedém), ale u zadné se nepotvrdila
spojitost s podanim darolutamidu. Do 2. faze studie postoupili Ctyfi pacienti s davkou
200 mg, sedm s davkou 400 mg a 3 s davkou 1 400 mg z 1. faze studie. Krom téchto
pacient bylo do 2. faze studie zafazeno dalSich 110 pacientd a byly vytvoreny tfi
skupiny: 38 pacientl s davkou 200 mg, 37 s davkou 400 mg a 35 s davkou 1 400 mg.
V 2. fazi studie byl hlavnim pozorovanym parametrem podil pacientt, u kterych klesla
hladina PSA alespori o 50 % po lécbe darolutamidem. Pozorované nezadouci ucinky
byly hlavné unava a snizena chut’ k jidlu a vyskytovaly se u jednotek procent pacientd.
Pokles hladiny PSA o vice jak 50 % byl po 12 tydnech pozorovan u 11 (29 %) pacientt
s davkou 200 mg, u 13 (33 %) pacienti s davkou 400 mg a u 11 (33 %) pacientt
sdavkou 1400 mg. Zavér studie oznacil darolutamid za latku s dobrym
bezpeCnostnim profilem a schopnosti potlaceni mCRPC v monoterapii. V USA byl

darolutamid schvalen v ¢ervenci 2019 pro 1é¢bu CRPC.

Mezi nejnovejsi antiandrogeny patii proxalutamid (obr. 11). Jedna se o antagonistu
AR, ktery se v soucCasnosti nachdzi ve 3. fazi klinické studie v kombinaci
s abirateronem (Qu a kol., 2020). M4 pravdépodobné podobny mechanismus u¢inku
jako enzalutamid, ale vys$i u€innost blokovat AR. Védecka skupina Qu a kol. také
uvadi, ze u bunék ovlivnénych proxalutamidem doSlo ke snizeni intracelularnich
hladin glutaminu, glutamatu, glutationu, cysteinu, glycinu, aspartatu, uridinu a
cytidinu, coz se neprojevilo u bunék, které byly ovlivnény enzalutamidem. Tato studie
probihala na bunécnych liniich LNCaP, 22Rv1, PC3 a DU145 rakoviny prostaty. Byl
prokazan silny antiproliferacni efekt proxalutamidu, kdy byl pozorovan vyraznéjsi
efekt u AR pozitivnich bunécnych liniich (LNCaP a 22Rv1) oproti AR negativnim
(PC3 a DU145). Toto zjisténi poukazuje na fakt, ze antiproliferacni aktivita této latky
je zavisla na signalni draze AR. Vysledky této studie naznacuji, ze proxalutamid muze
mit novy mechanismus ucinku v androgenni signalizaci, ktery je zcela odliSny od
mechanismu enzalutamidu. Bé&hem pandemie onemocnéni COVID-19 byl
proxalutamid testovan v souvislosti s timto onemocnéni. Studie skupiny McCoy a kol.
tvrdila, Ze podavanim proxalutamidu doSlo ke snizeni poctu hospitalizaci

s onemocnénim COVID-19 o 91 % (McCoy a kol., 2021). Tato studie byla néasledné
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stazena a zpochybnéna z diivodu nezajisténi nahodnosti distribuce 1éku a placeba mezi

pacienty. Studuje se také vliv proxalutamidu na rakovinu prsu (Jiang a kol., 2022).
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Obr. 11 — Strukturni vzorec proxalutamidu.

Mezi nové antiandrogeny patfi také rezvilutamid, ktery je strukturné podobny
proxalutamidu (obr. 12). Od roku 2016 byl testovan v klinickych studiich a v roce
2022 byl schvalen v Cin& k 16&bé rakoviny prostaty (Keam, 2023). Obdobné jako
vétsina antiandrogent se rezvilutamid vaze na LBD AR a kompetitivné inhibuje vazbu

androgent na AR.
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Obr. 12 — Strukturni vzorec rezvilutamidu
2.4.6 Inhibitory koaktivatoria androgenniho receptoru

V kapitole 2.3.3 byla zminéna dilezitost aktivity koaktivatori AR na vysledny
transkripcni efekt receptoru. V této kapitole budou shrnuty jejich inhibitory, které 1ze
rozdélit na inhibitory BET, inhibitory CBP/p300 a dudalni inhibitory. Jelikoz se nejedna
o koaktivatory vylucné jen AR a jejich aktivita je dulezita i pro jiné transkripCni
faktory, jejich inhibitory maji pfesah do 1écby i jinych typl nadord. Jak je uvedeno
dale vtéto kapitole, Casto nasSly tyto latky vyuziti v 1écbé karcinomu prostaty

v kombinaci s antiandrogeny, jako je napfiklad enzalutamid.
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Molibresid patfi mezi peroralné aktivni inhibitory BET (Velho a kol., 2021).
Prvotni preklinické studie tohoto inhibitoru prokazaly jeho protinadorovou ucinnost
u zvifecich modela a u vicero druht rakovin, vCetné rakoviny prostaty (Wyce a kol ,
2013). Studie na lidech nebyly zprvu velmi Gspésné, a to prevazné z duvodu vyskytu
velkého mnozstvi nezadoucich Gcinkia u vétsich davek molibresidu (Piha-Paul a kol.,
2019). Z celkového poctu 196 pacientt (s riznym typem rakoviny, z toho 35 s CRPC)
se v prvni fazi klinickych testd musela 1écba prerusit u 19 %, u 92 % se vyskytovaly
vedlejsi uCinky a u 27 % pacientd se musela z divodu vedlejSich ucinka snizit davka.
Nejcastéjsi vedlejsi ucinky byly trombocytopenie (64 % pacienti), nevolnost (49 %) a
snizena chut kjidlu (46 %). Median véku pacienti s CRPC byl okolo 64 let a
podstoupili jiz minimalné 3 predeslé odlisné terapie. V dalSich studiich se CasteCna
odpovéd’ projevila u 1 pacienta s CRPC a u 5 pacientli se onemocnéni stabilizovalo
(Cousin a kol., 2020). V soucasnosti je molibresid zkouman v kombinaci

s abirateronem nebo enzalutamidem u pacient s mCRPC.

Mezi inhibitory bromodomény patfi také birabresid, ktery je inhibitorem proteint
BRD2, BRD3 a BRD4 (bromodomain-containing protein) patfici do rodiny BET
(Lewin a kol., 2018). Dle studie, ktera testovala tento inhibitor na 46 pacientech
s riznymi typy nadort, se birabresid u 1é¢by rakoviny prostaty neosveédcil. Studie
zahrnovala pacienty s CRPC (26 pacientt), ale také napiiklad pacienty s karcinomem
plic. Pacienti byli rozdéleni do dvou kohort A a B. V kohort¢ A byl birabresid
davkovan denn€ po dobu 21 dnti a v davce 80 mg. V kohorté B byl inhibitor davkovan
po 100 mg denné prvnich 7 dnt z celkovych 21 sledovanych. Nejzavaznéjsi vedlejsi
ucinky byly pozorovany prevazné v kohorté A a patiila mezi né anorexie, nevolnost,
pfipadné trombocytopenie a zvySené hodnoty ALT (alaninaminotransferaza). Na
zakladé téchto vysledka byla v dalsich fazich studie preferovana davka 80 mg denné.
U pacientt s CRPC byl nejlepsi vysledek 1écby stabilizace nadorového bujeni
(u 15 pacienti z26). Na zakladé téchto nepresvédCivych vysledkd birabresidu

u pacienti s CRPC neni jeho dalsi vyuziti pfi 1é¢bé rakoviny prostaty jasné.

Mezi tzv. inhibitory BET druhé generace patfi latka ZEN-3694 (Velho a kol., 2021).
Dle studii prokazala tato latka silnou inhibi¢ni aktivitu k BET, a to jak v monoterapii,
tak v kombinaci s enzalutamidem (Aggarwal a kol., 2020). Ve studiich se ZEN-3694
osvedcil jako inhibitor AR signalni drahy, a to jak u bézné varianty AR, tak u AR-Vs,
glukokortikoidniho receptoru a dalSich produktech onkogent spojenych s CRPC. Ve
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studii Aggarwal a kol. bylo zahrnuto 75 pacienti s CRPC a byla jim podavana davka
od 36 mg ZEN-3694 jednou denné v kombinaci se 160 mg enzalutamidu. Vaznéjsi
vedlejsi UcCinky se projevily u 14 pacienti a Citaly nevolnost, tinavu, anémii Ci
trombocytopenii. Vysledkem studie bylo stanoveni doporucené davky ZEN-3694 na
96 mg/den. Pozitivni vysledky také vedly k doporuceni autord k pokraovani

vyzkumu v kombinaci také s pembrolizumabem.

Latka CCS1477 je silnym, selektivnim a peroralné¢ dostupnym inhibitorem
CBP/p300, ktery prokazal také konzistentni schopnost inhibovat expresi jak bézné
varianty AR, tak alternativnich variant (Velho a kol., 2021). Prvotni preklinické studie
prokazaly, ze monoterapie CCS1477 zpusobila snizeni hodnot PSA a regresi nadoru
(Butler a kol., 2019). V soucasnosti se dalsi studie zaméfuji jednak na monoterapii

CCS1477, jednak na kombinaci CCS1477 s abirateronem nebo enzalutamidem.

Mezi zastupce dualnich inhibitorit BET a CBP/p300 patii latka NEO2734, ktera
prokazateln€¢ puasobi antiproliferacné proti raznym solidnim nadorim, jako je
napiiklad karcinom prsu, karcinom kolorekta a CRPC (Spriano a kol., 2020).
Preklinické studie latky NEO2734 ukézaly, ze duélni inhibice BET a CBP/p300 vede
k protinadorovym ucinkiim, které jsou srovnatelné nebo lepsi, nez Gc€inky inhibitort

zminénych vySe v tomto textu (Yan a kol., 2019).
2.4.7 Inhibitory N-terminalni domény AR

N-terminalni doména tvori nejvétsi ¢ast AR. Spolecné s LBD je klicova pro aktivaci
receptoru skrze konstitutivné aktivni AF1, ktera interakci NTD s LBD stabilizuje
dimerizaci AR. Inhibice aktivity NTD by znamenala zamezeni interakce s LBD,
blokaci dimerizace a v kone¢ném disledku inhibici transkripcni aktivity AR. Vyhodou
téchto inhibitort je také fakt, ze NTD je soucasti vSech alternativnich sestfihovych
variant AR, coz nelze fici o LBD, na kterou je cilena vétSina soucasné terapie (Velho
a kol., 2021). Dosavadni vysledky studii zjistily slibné vysledky inhibitort NTD u
rakoviny prostaty, a to v€etné bunék rezistentnich na enzalutamid (Kranzbtihler a kol.,

2019).

EPI-506 je vysoce specificka mala molekula vychazejici z EPI-001, ktera se vaze
na NTD, ¢imz inhibuje transkripéni aktivitu AR (Andersen a kol., 2010). Behem
prvnich 5 minut se EPI-506 v téle plné¢ metabolizuje na aktivni PI-002. Studie
zkoumala vliv EPI-506 na karcinom prostaty u pacientd, ktefi prosli terapii
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enzalutamidem nebo abirateronem (Chi a kol., 2017). Prvni ¢ast studie zahrnovala
18 pacientt a byla zaméfena na eskalaci davky 1é¢iva pii pocateCni davce 80 mg za
den. Pokles PSA v rozmezi od 4 do 29 % byl pozorovan u pouze 4 pacientti, kdy
vSichni dostavali denni davku minimalné€ 1 280 mg. Druha ¢ast studie byla ukoncena,
a to 1 pres skutecnost, ze EPI-506 byl oznacen za télem dobfe tolerovanou latku.
Problém byl v nadmeérne vysoké pilulkové zatézi. Vyzkum této latky byl u rakoviny

prostaty pozastaven a pozornost védecké komunity se zaméfila na EPI-7386.

Stejné jako EPI-506, tak i EPI-7386 je inhibitorem NTD, ¢imz inhibuje transkripcni
aktivitu AR ve vSech jeho sestfihovych variantaich (Le Moigne a kol., 2020).
Preklinicka studie porovnavala EPI-7386 sEPI-506 spoletné s ruznymi
antiandrogeny, jako jsou napfiklad enzalutamid nebo darolutamid. Studie skupiny
Le Moigne a kol. prokazala silny inhibi¢ni charakter EPI-7386. Na zakladé této
preklinické studie je v soucasnosti v béhu 1. faze klinické studie, do které by mélo byt

zatazeno 40 pacienti s CRPC.
2.4.8 Cilena ubikvitinace AR technologii PROTAC

Ubikvitinace je proces, pii kterém dochazi k navazani polypeptidu ubikvitinu na
protein, ktery je urCen k degradaci. Po navazani dostateného mnozstvi ubikvitinu je
takto oznaCeny protein rozpoznan proteazomem a degradovan. Cely proces
ubikvitinace zprosttedkovavaji enzymy oznacované jako E1, E2 a E3. E1 je ubikvitin
aktivatni enzym a zahajuje cely proces ubikvitinace. Ubikvitin se aktivuje
prevazné adenylaci (za spotfeby ATP) a navazanim na E1 skrze SH skupinu. Nasledné
dochazi k pfenosu ubikvitinu na ubikvitin konjugujici enzym E2, ktery tvofi komplex
s ubikvitin ligazou E3, ktera vaze ubikvitin na cileny protein. Cely proces ubikvitinace
a nasledné degradace v proteazomu je kliCovym regulaCnim procesem

v eukaryotickych buiikéch.

Technologie PROTAC vyuziva heterobifunkéni nanomolekuly o velikosti pfiblizné
10 nm a se schopnosti zprostredkovat cilenou ubikvitinaci pozadovaného proteinu,
tedy proteinu spojeného s rakovinovym bujenim (Sakamoto, 2010). Latky PROTAC
se skladaji ze dvou kovalentné spojenych molekul skrze linker, kdy jedna vaze
ubikvitin ligdzu E3, a druha molekula (agonista nebo antagonista AR) vaze cilovy

protein urCeny k degradaci (AR). Vzhledem k piitomnosti nékolika typt E3 ligaz u
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lidi, 1ze vyvinout vicero moznych kombinaci PROTAC se zamétenim na specifické

proteiny pozadované rakoviny.

Jako prvni byly na pocatku 21. stoleti vyvinuty latky, které mély peptidovy zaklad
a cilily na AR, ptipadné ER (Jia a kol., 2023). Tyto latky se skladaly z fosfopeptidu
spojeného pres linker s DHT. Jejich obecnou nevyhodou byla horSi prostupnost
v butikach, coz omezilo jejich dal§i vyuziti. Pozornost védeckych skupin se tak

presunula na PROTAC molekuly, které neobsahovaly peptidovou slozku.

Alternativou k peptidové slozce muze byt napiiklad MDM2 ubikvitin ligaza, jako
tomu je u latky PROTAC-14, ktera byla prvi PROTAC slouceninou obsahujici pouze
malé molekuly (Jia a kol., 2023). Cast této molekuly, kter4 se vaZze na AR je analogem
bicalutamidu, coz celé molekule zajistuje dostatecnou afinitu k AR. Latka byla
testovana na bunécné linii Hela, kde prokazala degradaci AR jiz pifi koncentraci
10 uM. Pozdéji se ukazalo, ze latka PROTAC-14 vykazovala pouze slabou u¢innost
v degradaci AR, ale jeji struktura poskytla inspiraci pro dalsi vyvo;j.

V soucasnosti dochazi ke klinickému testovani latky bavdegalutamidu (ARV-110),
ktera by méla souzit jako peroraln€ dostupny degradator AR (Neklesa a kol., 2019).
Tato latka prokazala robustni degradaci AR v mnoha bunécnych liniich, vCetné téch
rezistentnich na enzalutamid. Prvni faze klinické studie zahrnovala 22 pacienti
s CRPC, ktefi byli v minulosti 1éCeni abirateronem nebo enzalutamidem (Petrylak a
kol., 2020). Lék v této studii prokazal piijatelny bezpecnostni profil a u 2 pacientt

doslo k poklesu PSA o vice nez 50 %. Dalsi studie jsou v procesu.
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Obr. 13 — Strukturni vzorec bavdegalutamidu (ARV-110).

Latka, ktera jakozto antagonistu AR obsahuje enzalutamid, byla vyvinuta v roce
2018 a nese nazev ARCC-4 (obr. 14) (Jia a kol., 2023). Tato latka prokazala vyssi
ucinnost nez samotny enzalutamid ve smyslu potlaceni transkripni aktivity AR,

inhibice proliferace bunék rakoviny prostaty a indukci apoptdzy. Dilezitou vlastnosti
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této latky je také jeji degradacni G¢innost vii¢i mutovanym formam AR, konkrétné

F876L, T877A, H874Y, M896V, L702H a W741L u bune¢k HEK293T.

Mezi dalsi PROTAC slouceniny cilici na AR, které se v soucasnosti nachézeji
v preklinické nebo klinické fazi testovani, patii AC0176, HP-518, CC-94676 a GT-
20029 (struktury doposud nezvetejnény) (Li a kol., 2023).

N

\S( 0/\/\/
O

N CH3

W\

Obr. 14 — Strukturni vzorec latky ARCC-4.
2.4.9 Uloha GR pfi rezistenci na 1é¢bu rakoviny prostaty

Glukokortikoidni receptor patii do stejné skupiny receptort jako AR a je také
oznacovan jako NR3CI1 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1). Je
receptorem pro kortizol a jiné glukokortikoidy a hraje klicovou roli pfi vyvoji
organismu, jeho metabolismu a pii imunitni odpovédi. Dle aktualnich vyzkumu je také
zapojen do mechanismu rezistence CRPC vuci 1écbé antiandrogeny (Puhr a kol.,

2018).

Role tohoto receptoru se lisi u riznych druht rakovin. Zatimco u hematologickych
malignit je aktivace GR spojena se zvySenou apoptozou, u solidnich nadort je jeho
efekt opacny, antiapopticky (Isikbay a kol., 2014). Krom podobné struktury, AR s GR
sdili 1 geny, které reguluji, jako naptiklad PSA (Cleutjens a kol., 1997). Bylo
prokazano, ze u bunécnych linii rakoviny prostaty, které vykazuji nizkou expresi AR,
ale vysokou expresi GR, podporuje aktivita GR proliferaci (Yan a kol., 2008). Bylo
zjisténo, ze po inhibici drahy AR antiandrogeny dochazi ke zvysené expresi GR, ¢imz
dochazi k castecnému obejiti ucinki antiandrogenli, mimo jiné, zvySenim exprese
antiapoptickych gent, jakymi jsou napiiklad serum/glucocorticoid-regulated kinase 1
(SGK1) (Isikbay a kol., 2014). Zvysena aktivita GR je prokazatelné spjata s 1écbou

antiandrogeny, jakymi jsou abirateron nebo enzalutamid, a umoziuje buikim CRPC
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obejit blokddu AR (Puhr a kol., 2018). Cilené ovlivnéni drahy GR v kombinaci
s antiandrogenni 1éCbou se projevuje jako cesta ke zlepSeni 1é¢by karcinomu prostaty.
Krom rakoviny prostaty byla prokazana souvislost s aktivitou GR a horsi prognézou

rakoviny prsu (Pan a kol., 2011).

Tento receptor je jednim z detekovanych proteind v experimentalni ¢asti této prace.
2.5 Role ER v rakoviné prostaty

Obdobné jako AR a GR, také ER patii do stejné rodiny jadernych receptort a je tedy
oznacovan jako NR3A1/2 (nuclear receptor subfamily 3, group A, member 1/2). Jsou
znamy dvé rizné fyziologické formy ER, které jsou oznacovany jako ERa (NR3A1)
a ERPB (NR3A2). Je nutné zminit, ze krom téchto jadernych ER existuji také
membranové ER, které jsou sprazeny s G proteinem. Tato kapitola je vénovana

jadernym ER a jejich roli v rakoviné prostaty.

Obé formy ER, tedy ERa 1 ERP, jsou kodovany raznymi geny, pficemz gen pro
ERa je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 6 a gen pro ER3 na dlouhém
raménku chromozomu 14 (Ramirez-de-Arellano a kol., 2022). Svou strukturou je ER
velmi podobny ostatnim jadernym receptorim a jeho jednotlivé formy jsou si
navzajem velmi homologni. V pfipadé LBD sdileni pies 55 % aminokyselinové
sekvence a v pripadé DBD dokonce 95 %. Pro aktivaci ER je potfeba navazani ligandu,
dimerizace a nasledna translokace do jadra, kde ptsobi spolecné s koaktivatory jako
transkrip¢ni faktor. Mze vzniknout homodimer dvou a nebo dvou f3 forem, ale stejné
tak jsou bézné heterodimery. Fyziologickym ligandem ER je hormon 17f3-estradiol
(E2). ERB je nejrozsitenéjsi ER v lidské prostaté, zatimco ptitomnost ERa je omezena

na bazalni buriky prostatického epitelu (Bonkhoff, 2018).

Je znamo, ze ER ma u rakoviny prostaty specifickou roli, ovSem piesny
mechanismus jeho vlivu na progresi rakoviny prostaty nebyl zcela objasnén (Ramirez-
de-Arellano a kol ., 2022). Bylo potvrzeno, ze ERa podporuje proliferaci bunék, pasobi
prozanétlivé a ma pozitivni vliv na migraci bunék. Zatimco ERJ je povazovan za
antiproliferacni a tumor suprimujici a jeho snizeni exprese je pozorovana u CRPC
(Bonkhoff, 2018). Védecka skupina Lombardi a kol. vSak zjistila, ze aktivace ER[3

ubunécné linie PC-3 rakoviny prostaty, zvySuje fosforylaci B-kateninu, ktery
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podporuje migraci a invazivitu bunék rakoviny (Lombardi a kol., 2020). Toto a

podobna zjisténi vyvolavaji pochybnosti o roli ER[} pii rakovinovém bujeni.

Pro prokazani vlivu ER na karcinogenezi rakoviny prostaty byly jiz dfive
provedeny testy na mySich. Védeckd skupina Ricke a kol. testovala miru
karcinogeneze u mys$i s vyfazenou expresi enzymu aromatdzy, ktery metabolizuje
testosteron na estradiol (Ricke a kol., 2008). Témto my§im byl dlouhodobé a v nizkych
davkach podavan testosteron, pti¢emz byl pozorovan vznik rakoviny prostaty u 40 %
exemplara. V prfipadé, ze byl mySim podavan spolecné s testosteronem také E2, stoupl
vyskyt rakoviny prostaty na 100 %. Tyto vysledky jasné ukazaly vliv E2 na
karcinogenezi minimaln€ u myS§ich prostat. Pro prokazani role ER byl experiment
zopakovan stejnou védeckou skupinou na mysich s vytazenou expresi ERa. U tohoto
modelu myS$i nebyla po opakovaném podavani E2 s testosteronem pozorovana
vyrazn€j§i karcinogeneze. Tento experiment prokazal nutnou ptitomnost ERa pro

vznik rakoviny prostaty minimaln€ u mysi.

Vyznam ER pro rakovinu prostaty u lidi lze demonstrovat na jeho vlivu na
TMPRSS2:ERG. Jak jiz byli zminéno v prvotnich kapitolach této prace, fluze
TMPRSS2 a ERG je bézna u rakoviny prostaty a slouzi jako jeden z markeru tohoto
onemocnéni. Zatimco regulace genu pro TMPRSS2 je zprostiedkovana androgeny,
regulace onkogenni fuze TMPRSS2:ERG zahrnuje signalni drahy ER (Bonkhoff,
2018). Bylo prokazano, ze fuze TMPRSS2:ERG je zvySena agonisty ERa a potlac¢ena
agonisty ER[3 (Setlur a kol., 2008). Tyto a dal$i skutenosti prokazuji, ze abnormalni
exprese Ci aktivita ERa se podili na maligni transformaci prostatickych bunék a
predstavuje tak riziko pro vznik rakoviny prostaty.

V experimentalni casti této prace byl ERa vyuzit v reportérové eseji, kdy byl
zkouman antagonisticky ¢i agonisticky charakter studovanych latek k tomuto
receptoru, jelikoz, jak bylo popsano vySe, neni zadouci, aby antagonista AR byl

zaroven agonistou ER.
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3

3.1

EXPERIMENTALNI CAST

Material

3.1.1 Chemikalie

2-merkaptoethanol (> 97%, Serva, Némecko)

akrylamid (VWR, USA)

aprotinin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

bovinni sérovy albumin (VWR, USA)

bromfenolova modr (Sigma-Aldrich, Rakousko)

buthanol (> 99%, Lach-Ner, CR)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)

dimethylsulfoxid, pro buné¢né kultury (PanReac AppliChem, Némecko)
dodecylsiran sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

ethanol 96% (Lach-ner, CR)

fenylmethansulfonylfluorid (Sigma-Aldrich, Cina)

fetalni bovinni sérum (Biowest, Francie)

fluorid sodny (> 98%, Lach-ner, CR)

glycin (> 99%, Sigma-Aldrich, USA)

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, CR)

chemiluminiscencni kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate a West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, USA)

chlorid draselny (> 99%, Lachema, CR)

chlorid sodny (PENTA, Ceska republika)

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (> 98%, Sigma-
Aldrich, USA)

kyselina ethylendiamintetraoctova (> 98,5% Sigma-Aldrich, Cina)

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N N',N'-tetraoctova (> 97%,
Sigma-Aldrich, USA)

kyselina trihydrogenfosfore¢na 85% (Lach-ner, CR)

leupeptin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)
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3.1.2

L-glutamin, pro bunécné kultury (Sigma-Aldrich, USA)

marker molekulovych hmotnosti proteini Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder (ThermoFisher, USA)

médium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Biowest,
Francie)

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (> 99%, Sigma-Aldrich, Cina)
N,N'-methylenbisakrylamid (> 98%, Sigma-Aldrich, Cina)

orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

penicilin-streptomycin v 0,9% NaCl, pro bunétné kultury: 10 000 U/ml
penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA)

peroxodisiran amonny (> 98%, Sigma-Aldrich, Japonsko)

Ponceau S (SERVA, Némecko)

propidium jodid (1 mg/ml) (> 98%, Sigma-Aldrich, USA)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (> 99% Serva, Némecko)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Roztoky

Kultivaéni médium RPMI 1640 s 10% FS: 10 g praskového média v 1 1 sterilni
dH>O; doplnéno: 10% (v/v) fetalni bovinni sérum; penicilin 100 U/ml;
streptomycin 100 pg/ml; 2 mM L-glutamin

Kultivaéni médium DMEM s 10% FS: 10 g praskového média v 1 1 sterilni
dH20; doplnéno: 10% (v/v) fetalni bovinni sérum; penicilin 100 U/ml;
streptomycin 100 pg/ml; 2 mM L-glutamin

Fosfatovy pufr: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH;POs4; 6,4 mM
NaHPOy4; v dH,0, pH="7,4

Lyzac¢ni pufr RIPA: 150 mM NaCl; 1,0% (v/v) Nonidet NP40; v dH,O, 0,5%
deoxycholat sodny; v dH,0; 0,1% SDS; v dH>O; 50mM Tris-HCI; v dH,0,
pH = 8,0; pH =7,5. Pfed pouzitim pfidano: 2 mM NaF; 1 mM PMSF; 1 mM
Na;VOs; 1 mM DTT; 2 pg/ml aprotinin; 0,5 pg/ml leupeptin; v dH20
Vzorkovaci pufr (5x): 0,3 M Tris pH = 6,8; 10% (w/v) SDS; 50% (v/v)
glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modf; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol
Tris-HCI pH 6,8: 1 M Tris v dH,0; koncentrované HCI upraveno pH na
hodnotu 6,8
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Tris-HCI pH 8,8: 1 M Tris v dH»0; koncentrované HCI upraveno pH na
hodnotu 8,8

Tris-pufr: 20 mM Tris; 137 mM NaCl; v dH,O; pH upraveno pomoci
koncentrované HCI na hodnotu 7,6

Tris-pufr s Tweenem: k TBS ptidavek 0,05% (v/v) TWEEN 20
Tris-glycinovy elektrodovy pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS
(w/v); vdH20; pH = 8,3

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% (v/v)
EtOH; 8,5% (v/v) H3PO4; v dH20

Blotovaci pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin; v dH,O

Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1% (v/v) kyseliné octové v dH,O
Roztok plazmidu pcDNA3 s inzerci genu pro ERa, koncentrace 1 pg/ul v
dH,O (plazmid pivodné z Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA; pozadovany
gen vpraven védeckou skupinou doc. Romana Hrstky, Masarykova univerzita,
Brno, Ceska republika)

Roztok plazmidu pcDNA3 s inzerci genu pro FNC+RNC, koncentrace 1 pg/ul
v dH2O (plazmid pavodné =z Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA;
pozadovany gen vpraven veédeckou skupinou doc. Romana Hrstky,
Masarykova univerzita, Brno, Ceska republika)

Transfekéni pufr: 4 mM KCI; 10 mM MgCly; 120 mM NaH;PO4; 10 mM
HEPES; pH = 7,2; v dH,0

Reak¢ni pufr pro AR reportérovou esej: 20 mM Tricin; 1,07 mM
MgSOs - TH20; 5 mM ATP; 9,4 uM luciferin; pH = 7,4; v dH,O

FNC reak¢ni pufr pro ER reportérovou esej: 0,1 M Tris; 15 mM MgSOs; 4 mM
EGTA; 1 mM ATP; 1 mM DTT; 0,2 mM luciferin; pH = 7,8; v dH,O

RNC reakéni pufr pro ER reportérovou esej: 13,4 mM KH;POs; 86,6 mM
K>;HPOy4; 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA; 0,4 uM koelenterazin; pH = 7,6; v dH,O
Lyzaéni pufr pro reportérovou esej: 10 mM Tris; 2 mM DCTA; 1% nonidet
P40; 2 mM DTT; pH = 7.4; v dH,0

Roztoky firmy Macherey-Nagel (Némecko), sada NucleoBond® plasmid

purification kit
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3.1.3

Buffer S1: 50 nM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNazy A; v dH0,
pH =380

Buffer S2: 200 nM NaOH; 1% SDS; v dH»0

Buffer S3: 2.8 M KAc; v dH,O; pH=5,1

Buffer N2: 100 mM Tris; 15% ethanol; 900 mM KClI; 0,15% Trtion X-
100; v dH20, upraveno na pH = 6,3 pomoci H3POy4

Buffer N3: 100 mM Tris; 15% ethanol; 1,15 M KCI; v dH>O, upraveno
na pH = 6,3 pomoci H;PO4

Buffer N5: 100 mM Tris; 15% ethanol; 1 M KCI; v dH,O; upraveno na
pH = 8,5 pomoci H;PO4

Biologicky material

LAPC-4, bunky metastaze rakoviny prostaty v lymfatickych uzlinach
s béznou variantd AR a expresi PSA (poskytnuto prof. Janem Bouchalem,
Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska republika).

LNCaP, buinky metastaze rakoviny prostaty v lymfatickych uzlinach
s mutovanou formou AR (ECACC, Porton Down, Anglie).

22Rv1, epitelialni buriky rakoviny prostaty, které byly pivodné ziskany po
implementaci do imunodeficientnich mysi (poskytnuto prof. Janem
Bouchalem, Univerzita Palackého v Olomouci, Ceské republika).

SKBR3, buiiky rakoviny prsu bez exprese estrogenniho receptoru alfa a se
zvySenou expresi Her2 (ECACC, Porton Down, Anglie).

MCEF-7, buiiky rakoviny prsu se zvySenou expresi estrogenniho receptoru alfa
(ECACC, Porton Down, Anglie).

ARE14, buiiky odvozené od bunétné linie 22Rv1 nesouci gen pro firefly
luciferazu, ktery je zavisly na androgen response element (poskytnuto
prof. Zdetikem Dvordkem, Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska
republika) (Bartonkova a kol., 2015).

Escherichia coli TOP10, kmen obsahujici plazmidy nesouci geny pro ERa a
FNC+RNC (poskytnuto doc. Romanem Hrstkou, Masarykova univerzita,
Ceska republika)
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3.1.4 Protilatky

Tab. 1 — Seznam pouzitych primarnich protilatek s popisem cile, zdrojem, vyrobcem a
fedénim.

Molekularni Protilatka: 5
Nazev cile hmotnost . Vyrobce Redéni
kolon/zdroj
(kDa)
D6R2W/kralici L
ERa 65 :
monoklonalni Cell Signaling (USA) 1:500
PRo/B 00/120 ~ D8Q2VkmliCt oo ine (USA)  1:500
monoklonalni
luciferaza 72-95 kralici Sigma-Aldrich 11000
monoklonalni (USA) '
monoklonalni Cell Signaling (USA)  1:1000
fAR (S81) 110 kralici o Merck (Némecko) 1:500
monoklonalni
GR 95 G5/mysi ‘ Santa Cruz 1300
monoklonalni  Biotechnology (USA) '
Nkx3.1 34 D2YIAKrGLE oy oionaling (USA)  1:500
monoklonalni
PSA 34 Do6B 1/kralici . . .
monoklonalni Cell Signaling (USA) 1:250
a-tubulin 52 DMlA/mys1, Merck (Némecko) 1:500
monoklonalni
B-aktin 42 C4/mysi Santa Cruz 1:1000

monoklonalni  Biotechnology (USA)

Tab. 2 — Seznam pouzitych sekundarnich protilatek s popisem, vyrobcem a fedénim

Zkraceny

. Cely nazev Popis Vyrobce Redéni
nazev

-konjugovana Cell Signalling

SWAR  swine anti-rabbit Ig praseci Ig proti (USA) 1:1000
kralici Ig
. . HRP-konjugovana . .
RAM rabbit anti-mouse kralici Tg proi mysi Cell Signalling 1:1000
Ig T (USA)
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3.1.5 Testované latky a standardy

Tab. 3 — Seznam pouzitych standardu, véetné vzorce a vyrobce.

Nazev Strukturni vzorec Vyrobce
MedChemExpress
Galeteron (USA)
) PerkinElmer
Metribolon (USA)
HsC
(o]
) N MedChemExpress
N
Enzalutamid i 7 | \( v, (USA)
F 3
S
7
O 0\/\N/ CHs
|
) HaC O CHa MedChemExpress
Tamoxifen N (USA)
Mifepriston Merck (Némecko)
Fulvestrant Merck (Némecko)
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Studovanymi slouc¢eninami (oznacené KEB kody 7707 az 7726 a 8867 az 8877) byly

derivaty galeteronu (17-(1H-Benzimidazol-1-yl)androsta-5,16-dien-33-ol), které byly

poskytnuty prof. Zhabinskiim z Institutu bioorganické chemie, Narodni akademie véd

Béloruska.

3.1.6 Pristrojové vybaveni

Pouzité pristroje:

analyticka vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)

aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA)
automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

CCD kamera s pfislusenstvim Luminescent image analyzer LAS-4000
(Fujifilm, Japonsko)

centrifuga ROTINA 420/420 R (HETTICH, Némecko)

CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific,
USA)

inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Lotyssko)

laboratorni vahy KERN PCB 200-2 (KERN, Némecko)

laminarni box OS-N (Merci, Ceska republika)

laminarni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)

lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

magnetickd michacka Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

michacka zkumavek s bezdotykovym spinacem (VELP Scientifica, Italie)
minicentrifuga D1008 (DLAB, Cina)

pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

pipetor Swiftpet Pro (HTL, Polsko)

souprava pro SDS-PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad, USA)
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Amaxa Cell Line Nucleofector (Lonza Cologne AG, Cologne, Némecko)
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e Tecan M200 Pro (Biotek, Winooski, USA)
e Nanodrop: Spectrophotometer/Fluorometer DS-11 Series (DeNovix, USA)
e zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

Dale bylo pouzito spotiebni laboratorni zbozi:

e sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Ceska republika)
e sterilni Petriho misky praméru 10 cm a 5 cm (TPP, Svycarsko)

e mikrozkumavky 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Némecko)

e nitrocelulosovd membrana pro western blot (Bio-Rad, USA)

e Biirkerova komtirka (Meopta, Ceska republika)

e Transfekcni kyvety (Carl Roth, Némecko)

Dale bylo pouzito bézné laboratorni vybaveni: kadinky, sklenéné tyCinky, odmérné
valce, lzicky, vazenky, Spicky, zkumavky, stficky, stojany na zkumavky a

mikrozkumavky, skalpely, pinzety apod.

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bunék

Kultivace bunék byla provadéna ve sterilnich Petriho miskach o priméru 50 mm,
respektive 100 mm. Petriho misky s buiikami byly umistény v inkubatorech pii teploté
37 °C, 100% vlhkosti vzduchu a v atmosféte s 5% oxidem uhli¢itym. Pro bunécnou
linii SKBR3, LAPC-4 a MCF-7 bylo pouzito médium DMEM, pro bunécnou linii
LNCaP, 22Rv11 a ARE14 bylo pouzito médium RPMI.

Pravideln€, avSak minimalné jednou za tfi dny, byly bunécné linie pasazovany.
Pouzité bunécna linie patrily mezi prostatické nebo prsni karcinomy, jednalo se tedy
o adherentni buiiky. Pasazovani probihalo v laminarnim boxu ve sterilnim prostiedi.
Nejprve bylo odstranéno médium a nasledné bylo pfidan roztok EDTA. Po minutové
inkubaci za laboratorni teploty byl roztok EDTA odstranén a do Petriho misky byl
ptfidan roztok trypsinu s EDTA. Nasledné byly buiky umistény do inkubatoru na
5 minut. Po inkubaci bylo k buitkadm pfidano médium a suspenze bunék byla pfenesena
do sterilni centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovana 5 minut pfi 1000 rpm za

laboratorni teploty. Po centrifugaci do§lo k odstranéni supernatantu a pelet bun¢k byl
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v centrifugacni zkumavce rozsuspendovan v Cerstvém médiu o pozadovaném objemu,
ktery byl ur€en na zakladé poctu bunék, respektive velikosti peletu. Dle poctu bunék
byl z této suspenze odebran urcity objem do nové sterilni Petriho misky a nasledné byl
tento objem doplnén Cistym sterilnim médiem do kone¢ného objemu 10 nebo 5 ml

podle velikosti Petriho misky.
3.2.2 Priprava a ovlivnéni bunék pro imunodetekci

Pred kazdou manipulaci s butikami a po kazdém vytazeni bun€k z inkubatoru byla
Petriho miska pozorovana pod mikroskopem, kde se zkoumal pocet a morfologie
bunék. Nasledujici proces byl provadén v laminarnim boxu. Stejné jako pfi pasazovani
bunék, byly buriky pfeneseny do centrifugacni zkumavky za pomoci trypsinu a EDTA
pro jejich uvolnéni do média. Centrifugacni zkumavka byla misténa do centrifugy a
centrifugovana 5 minut pfi laboratorni teploté pfi 1000 rpm. Po centrifugaci byl
odstranén supernatant a k peletu bunék byl pfidan pfesny objem média. Objem média
zavisel na velikosti peletu, respektive na poctu bunék v ptivodnich koloniich a na
pozadavcich experimentu. Pomoci pipety byly buiiky rozsuspendovany a ze vzniklé
suspenze bylo steriln€é odebrano 10 ul a napipetovano do Biirkerovy komurky. Na
zaklad€é pozorovani pod mikroskopem byly spocitany buiiky a vypocten vysledny
pocet bunék v suspenzi. Suspenze bunék byla nasledn€ naredéna Cerstvym médiem do
pozadované koncentrace bunék. V piipad€ experimenti v médiu se stripovanym sérem
byly buiiky pfed ovlivnénim kultivovany 24 hodin v tomto médiu. Pro imunodetekci
byla pouzita koncentrace 2 000 000 bunék na 5 ml. Takto pfipravené bunécné linie

byly pfemistény do inkubatoru.

Inhibiéni latky byly nafedény v DMSO na pozadované koncentrace. Bunééné linie
v Petriho miskach byly ovlivnény danou latkou v laminarnim boxu a bylo dbano na
rovnomérnou distribuci latky v médiu s butikami. Takto ovlivnéné burky byly

zkontrolovany pod mikroskopem a na pozadovanou dobu umistény do inkubatoru.
3.2.3 Sklizeni a lyze bunék

Po uplynuti pozadované doby ovlivnéni byly suspenze bun¢k preneseny do zkumavek.
Pomoci plastové skrabky byly buiiky uvolnény do média a nasledné preneseny do
zkumavek. Petriho miska byla nasledné jesté promyta PBS. Zkumavky s butikami byly

centrifugovany 8 minut pii 4 °C a 1000 g. Po centrifugaci doslo k odstranéni
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supernatantu, pelety byly promyty a rozsuspendovany ve 2 ml PBS. Po promyti byla
suspenze bunék v PBS opét centrifugovana za stejnych podminek. Po odsani PBS po
centrifugaci byl pelet rozsuspendovan ve 2 ml PBS a suspenze byla pfenesena do
mikrozkumavek, které byly opét centrifugovany za stejnych podminek. Poté bylo PBS

odstranéno a mikrozkumavky s peletem bunék uskladnény pti -80 °C.

Lyzace bunék byla provadéna na ledu. Byl piipraven chlazeny lyzacni pufr RIPA
0 objemu 20-50 pul pro jeden vzorek, kdy objem zéavisel na mnozstvi peletu bun¢k. Po
pfidani urcitého objemu pufru do mikrozkumavek byl pelet rozsuspendovan a
mikrozkumavky byly pravidelné promichavany na vortexu. Takto byly
mikrozkumavky pravidelné¢ promichavany cca co 10 minut po dobu 30 minut.
Nasledné byly buiky v mikrozkumavkach umistény do sonikatoru a sonikovany po
dobu 10 sekund pfi 40% intenzité pristroje. Po sonikaci byly mikrozkumavky
centrifugovany 30 minut pii 4 °C a 14 000 g. Po centrifugaci byl supernatant pfenesen

do novych mikrozkumavek s tim, Ze presny objem supernatantu byl zaznamenan.

K urceni koncentrace proteind v odebraném supernatantu byla pouzita Bradfordova
metoda (Bradford, 1976). Ze vzorku byl odebran 1 ul vzorku a pfenesen do zkumavky
s 1 ml Bradfordova c¢inidla. Roztok vzorku s ¢inidlem byl promichan na vortexu a
ponechan inkubaci po 10 minut pfi laboratorni teploté. Objem zkumavky byl pfenesen
do kfemenné kyvety a byla zmétena absorbance pomoci spektrofotometru pfi vinové
délce 595 nm. Takto byl métren kazdy vzorek dvakrat a vysledna hodnota koncentrace
byla primérem obou meéfeni. Na zaklade zjisténych koncentraci byly vzorky nafedény
RIPA pufrem k dosazeni nejniz§i naméfené koncentrace u vSech vzorka. Poté byl ke
vzorkim pfidan denaturacni vzorkovaci pufr (5x). Objem denatura¢niho pufru
odpovidal ¥ objemu vzorku. Mikrozkumavky byly promichany na vortexu a 5 minut

zahtivany v termobloku na 95 °C. Vzorky byly ulozeny ve -20 °C.
3.2.4 Polyakrylamidova elektroforéza a Western blot

Separace proteini ve vzorcich probéhla pomoci SDS-PAGE polyakrylamidové
diskontinualni elektroforézy dle Laemmliho (1970). Pouzité gely byly o tloustce
10 mm. Byla pouzita kombinace separacniho gelu (10%) a zaostfovaciho gelu (5%).

Gely byly pfipraveny z roztoku dle tab. 4.
Do zkumavek byly pfidany vSechny slozky roztoku na piipravu separa¢niho gelu
bez APS, ktery byl pfidan jako posledni, jelikoz jeho pfidanim zapocala polymerace.
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Jakmile byla smés kompletni, byla smés napipetovana mezi sklenéné desky urcené
k elektroforéze. Roztok separacniho gelu byl napipetovan cca 5 cm pod horni hranu
skla. Nasledné doslo k prevrstveni roztoku mezi skly par kapkami vody k zarovnani
gelu a odstranéni vzduchovych bublin. Smés mezi skly byla ponechana pfi laboratorni
teploté po dobu cca 30 minut do tplného zatuhnuti separacniho gelu. Po zatuhnuti byla
odstranéna voda, ktera tvofila horni vrstvu nad gelem. Nasledné byl pfipraven roztok
zaostfovaciho gelu dle tab. 4. Opét i zde byl APS piidan jako posledni slozka
k zahajeni polymerace. Jakmile byla smés kompletni, byla napipetovana nad ztuhly
separacni gel mezi elektroforeticka skla az po okraj. Ihned po napipetovani byl mezi
skla, do zaostfovaciho gelu, zasunut plastovy hieben, ktery vytvofil jednotlivé komory
pro vzorky. Smés zaostfovaciho gelu byla ponechana 30 minut pii laboratorni teploté
k uplnému ztuhnuti. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byly sklenéné desky s gelem
vlozeny do elektroforetické komory, ptfipadné umistény do sacku s malym mnozstvim
destilované vody do 4 °C pro budouci pouziti. Maximalni stafi gelu pro budouci pouziti

bylo 5 dni.

Tab. 4 — SloZeni roztokii na pfipravu dvou 10 mm silnych geli

Slozka Separacni gel (10%) Zaostiovaci gel (5%)
AA/BIS 3,13 ml 0,84 ml
Destilovana voda 2,67 ml 3,51 ml
Tris pH 8,8 3,50 ml -
Tris pH 6,8 - 0,63 ml
SDS (10%) 94,00 pl 50,00 ul
TEMED 6,25 ul 5,00 pl
APS (10%) 37,50 ul 30,00 ul

Elektroforetické komory s elektroforetickymi skly sgely byly vlozeny do
elektroforetické vany. Do komor 1 vany byl nalit Tris-glycinovy elektrodovy pufr. Po
zaliti pufrem byl odstranén plastovy hieben ze zaostfovaciho gelu. Mezitim byly
vzorky proteind vyjmuty z mrazu a ponechany v laboratorni teploté k rozmrazeni. Poté
byly vzorky vlozeny do termobloku, ktery byl nastaven na 95 °C a byly zahfivany po

dobu cca 2 minut. Do vzniklych jamek v zaostfovacim gelu byl nanesen objem vzorkt
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tak, aby konec¢na koncentrace celkovych proteini vjamce byla 50 ug. Do jedné
zjamek byl nanesen marker molekulovych hmotnosti o objemu 3 ul. Vana byla
prikryta vikem a pfipojena ke zdroji napéti. Napéti bylo nejprve nastaveno na 80 V,
jakmile vzorky doséahly hranice separacniho gelu, bylo napéti nastaveno na 120 V. Po
dostatecném separovani jednotlivych proteint byla elektroforeticka sestava odpojena

od napéti a sklenéné desky s gely vyjmuty.

Po rozpojeni sklenéné desky byl odstranén zaostfovaci gel. Do pfipravené vany
s blotovacim pufrem byly umisténa blotovaci souprava. Do blotovaci soupravy byl
vlozen separacni gel spolu s nitrocelulosovou membranou, a to mezi dvojice
filtracnich papirt. Blotovaci souprava s gelem a membranou byla pfenesena do
blotovaci komory v blotovaci vané. Do vany byl nalit blotovaci pufr. Pro udrzeni nizké
teploty byla do blotovaci vany umisténa nadoba sledem a elektromagnetické
michatko. Nadoba byla uzaviena vikem, pfemisténa na elektromagnetickou michacku
a zapojena do zdroje napéti, cimz probihal pfenos proteini metodou Western blot.
Hodnota proudu byla nastavena na 280 mA. Celkovy proces trval 3 hodiny, béhem

této doby byl led pravidelné ménén tak, aby blotovaci souprava byla neustale chlazena.

Poté byla souprava odpojena od zdroje napéti a nitrocelulosovd membrana byla
prenesena do roztoku Ponceau S na dobu 5 minut pro vizualizaci proteini. Membrana
byla poté promyta v destilované vodé a vysuSena na Cistém filtracnim papiru za

laboratorni teploty.
3.2.5 Imunodetekce proteinu

Na zakladé vybéru proteini byly z nitrocelulosové membrany pomoci skalpelu
vyfezany casti obsahujici vybrané proteiny. K jejich identifikaci na membrané
poslouzil marker molekulové hmotnosti. Vyfezané ¢asti byly pro vlastni potiebu
oznaCeny a preneseny do 2-5% roztoku BSA nebo suseného mléka v TBS-T.
Membrany v roztoku BSA nebo mléku byly umistény na kyvacku a tzv. blokovany

proti nespecifickym vazbam protilatek po dobu 1 hodiny.

Po blokovani byly membrany vysuSeny na Cistém filtracnim papire. Nasledné byly
premistény na plastovou podlozku potazenou parafilmem, ktera byla umisténa do vany
s malou vrstvou destilované vody. Na membrany byl nanesen roztok primarni
protilatky natfedény ve 2-5% roztoku BSA nebo suSeného mléka v TBS-T. Typ
primarni protilatky zavisel na detekovaném proteinu. Vana s membranami byla
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piikryta vikem a umisténa do 4 °C k inkubaci pfes noc. Po inkubaci byly membrany
promyvany na kyvacce. Nejprve S minut v TBS, poté 5 minut v TBS-T, poté 5 minut
v TBS a nakonec 10 minut v TBS. Po kazdém kroku byl roztok TBS (TBS-T) vyménén
za novy. Membrany byly poté opét preneseny na plastovou podlozku s parafilmem ve
vané s vrstvou destilované vody. Na membrany byl nanesen roztok sekundarni
protilatky, ktery byl opét nafedén ve 2-5% roztoku BSA nebo susené¢ho mléka v TBS-
T. Sekundarni protilatka byla vybrana na zaklade specificnosti k protilatce primarni.
Nasledné byla vana uzaviena vikem a membrany se inkubovaly po dobu 1 hodiny za
laboratorni teploty. Po inkubaci byly membrany promyvany na kyvacce k odstranéni
nespecificky navazanych protilatek. Nejprve 10 minut v TBS, poté 5 minut v TBS-T,
nasledné 5 minut v TBS a nakonec 10 minut v TBS. Po kazdém kroku byl roztok TBS
(TBS-T) vyménén za novy.

Membrany byly vysuSeny na Cistém filtraCnim papiru a preneseny na suchou
plastovou podlozku s parafilmem a prevrstveny chemiluminiscenénim roztokem West
Pico s detekcnim limitem okolo 1 pg. Membrany byly inkubovany 5 minut a nasledné
byla podlozka s membranami presunuta do detek¢éniho systému, kde byl zaznamenan
chemiluminiscenc¢ni signal v podobé fotografie. V pfipad€, ze signal nebyl dostatecné
silny, byly membrany promyty 5 minut v TBS a nasledné¢ byl na né€ nanesen
chemiluminiscencni roztok West Femto s detek¢nim limitem v ramci desitek fg.

Ziskany zaznam byl zpracovan v programu Multi Gauge 2.2 (Fujifilm, Japonsko).
3.2.6 Izolace a purifikace plazmida

Izolace a purifikace plazmidi byla provedena pomoci komercni sady firmy Macherey-
Nagel, Némecko, z bunécné kultury kmene E. coli TOP10. Po sklizeni bakterii byly
burniky rozsuspendovany ve 4 ml komer¢niho Buffer S1. Nasledné byly pfidany 4 ml
Buffer S2 a zkumavka byla cca 8x promichana jemnym pieklapénim. Takto upravena
suspenze bunék byla ponechana k 3minutové inkubaci za laboratorni teploty. Po
inkubaci byly pfidany 4 ml Buffer S3 vychlazeného na 4 °C. Opét doslo k jemnému

promichani preklapénim. Tato suspenze byla ponechana k Sminutové inkubaci na ledu.

Nasledné byla provedena samotna izolace plazmidi pomoci komercni kolony.
Nejprve doslo ke kalibraci kolony pomoci 2,5 ml Buffer N2, ktery byl napipetovan do
kolony a ponechén k volnému proteceni. Piipraveny lyzat bunék byl prefiltrovan skrze

komerc¢né dodany filtracni papir, ktery byl smocen par kapkami Buffer N2. Filtrat byl
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nasledné nanesen na kalibrovanou kolonu a ponechan k volnému proteceni. Nasledné

byla kolona pomyta 10 ml Buffer N3 a k eluci bylo nasledné pouzito 5 ml Buffer NS.

K precipitaci plazmida bylo nejprve pouzito 3,5 ml isopropanolu. Smés byla jemné
promichana a nasledné centrifugovana na 15000 g po dobu 30 minut pii 4 °C.
Supernatant byl poté odstranén. K promyti DNA peletu byly pouzity 2 ml 70%
ethanolu o laboratorni teploté. Smés byla kratce promichéna a opét centrifugovana na
15000 g po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byl odstranén
ethanol a pelet byl ponechan k vyschnuti po dobu maximalné 10 minut pii laboratorni
teploté. VysuSeny DNA pelet byl rozpustén ve 100 pl sterilni deionizované vody a
koncentrace plazmidu byla zméfena na nanodropu. Vysledna koncentrace byla
srovnana na koncentraci 1 pg/ul v dH20. Roztoky plazmidii byly uchovany v mrazaku

pfi 20 °C.
3.2.7 Transfekce plazmidi do bunécné linie

Prvotni postup pro pfipravu bunék na transfekci je obdobny jako pro imunodetekci.
Na transfekci bylo pouzito médium bez antibiotik, v piipadée linie SKBR3 se jednalo
o 10% DMEM. Na Western blot bylo nasazeno 2 miliony bunék v 5 ml média, na
reportérovou ER esej to bylo 40 000 bunék na jednu jamku 96jamkové desky. Buiiky
byly napocitany obdobné, jako pfi pfipravé bunék na imunodetekci. Zkumavka
s celkovym poctem bunék pro dany experiment byla centrifugovana 5 minut pfi
laboratorni teploté a pii 1000 rpm. Nasledné byl odsan supernatant a bylo pfidano
100 pl transfekéniho pufru, ve kterém byly buriky rozsuspendovany. K suspenzi bunék
v transfekénim pufru byly pfidany roztoky s plazmidy. Mnozstvi izolovaného
plazmidu zalezelo na experimentu. Pro reportérovou esej bylo pouzito 1 pg plazmidu
na 2 miliény bunék. Celad suspenze byla prevedena do transfekéni kyvety, ktera byla
nasledné umisténa do nukleofektoru, ve kterém byl zvolen program urceny pro
transfekci plazmidi do bunécné linie SKBR3.. Po samotné transfekci byly buiky
preneseny v transfekénim pufru do 5 ml kultivaéniho média v 60 mm Petriho misce.
Pro reportérovou esej byly buiky nejprve pfeneseny do zkumavky s médiem, kde

vysledna koncentrace bunék odpovidala 40 000 bunék na jamku 96jamkové desky.
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3.2.8 Reportérova esej pro ER

Transfekované buriky byly naneseny do 96jamkové desky v poctu 40 000 bunék na
jednu jamku ve 100 ul 10% CSS DMEM média bez antibiotik a ponechany ke
24hodinové inkubaci v inkubatoru. Po inkubaci byly do hornich jamek s burikami
pfidany vybrané testované latky o konecné koncentraci 50 uM. Nasledné byly
metodou postupného fedéni ovlivnény i1 buiky v ostatnich jamkach na konecné
koncentrace 10 a 2 uM. Obdobné byly ovlivnény burky také standardem
tamoxifenem. Estradiolem byly ovlivnény buriky v celém jednom sloupci o kone¢né
koncentraci 4 nM ve 100 pl média. V pripadé antagonistického modu bylo pfidano
také E2 (finalni koncentrace 4 nM) do kazdé jamky s latkou, pro agonisticky mod bylo
médium v jamkach s latkou bez E2. Okrajové jamky desky se nechavaly prazdné,
respektive do nich byla pridana sterilni voda. Takto ovlivnéné bunky byly ponechany

k inkubaci pfes noc v inkubatoru.

Po inkubaci bylo odsato médium a do kazdé jamky s butikami bylo pfidano 50 ml
PBS k promyti. Nasledné byl k burikdm pfidan lyzacni pufr pro reportérovou esej
(25 ul na jamku). Lyzace probihala 10 minut v inkubatoru. Po lyzaci byl do kazdé
jamky pridan FNC reakéni pufr pro ER reportérovou esej (100 pl na jamku). Po
kratkém promichani byla deska okamzité méfena na pfistroji Infinite M1000 Pro, filtr

GREENI (560 nm), integracni ¢as 10 000 ms, zpozdéni 500 ms.

Nasledné byl do kazdé jamky s butikami pfidan 300mM roztok EDTA v objemu
25 ul pro zastaveni reakce. Po zastaveni reakce byl do kazdé jamky pfidan RNC
reakeni pufr pro ER reportérovou esej (100 pl na jamku). Po kratkém promichani byla
deska okamzité métena na pfistroji Tecan M200 Pro, filtr BLUE (480 nm), integracni

¢as 10 000 ms, zpozdéni 500 ms.
3.2.9 Reportérova esej pro AR

Pro AR reportérovou esej byly pouzity buiiky ARE14, pavodné kultivované
v 10% RPMI médiu. Po spocteni bunék a nafedéni na pozadovany objem (obdobné
jako prti pfipravé na imunodetekci) byly buiky sazeny do 96jamkové desky tak, aby
v kazdé métené jamce bylo 40 000 bun¢k ve 100 pl média. Okrajové jamky desky se
nechavaly prazdné, respektive do nich byla pfidana sterilni voda. Buriky se ponechaly

k inkubaci pfes noc v inkubatoru.
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Po inkubaci bylo z jamek odsato médium a ptidano 100 ml PBS k proplachnuti.
Nasledné bylo PBS odsato a do jamek pridano nové CSS médium. Poté byly do
hornich jamek s buiikami pfidany vybrané testované latky o konecné koncentraci
50 uM. Nasledné byly metodou postupného fedéni ovlivnény i butiky v ostatnich
jamkach na kone¢né koncentrace 10 a 2 uM. V piipadé antagonistického modu bylo
pridano také R1881 (finalni koncentrace 1 nM) do kazdé jamky, pro agonisticky mod
bylo médium bez R1881. Takto ovlivnéné buriky se ponechaly k inkubaci pfes noc

v inkubatoru.

Dalsi den bylo odsato médium a buriky opét proplachnuty 100 ml PBS. Nasledné
byl pfidan lyzacni pufr pro reportérovou esej (50 ul na jamku). Lyzace probihala
10 minut v inkubatoru. Po lyzaci byl do jamek pfidan reakéni pufr pro AR
reportérovou esej (100 ul na jamku) a deska byla jemné promichana. Okamzité po

promichani byla méfena luminiscence na pfistroji Tecan M200 Pro.
3.2.10 Analyza bunécného cyklus priutokovym cytometrem

Bunky na analyzu bunécného cyklu byly nasazeny do 96jamkové desky. K analyze
byly pouzity buiiky LNCaP. Pocet bunék na jamku byl 10 000 ve 100 pl média. Buriky
v hornich jamkach byly ovlivnény vybranymi latkami o kone¢né koncentraci 50 uM.
Nasledné byly metodou postupného fedéni ovlivnény i1 buriky v ostatnich jamkach na
konecné koncentrace 25; 12,5, 6,25 a 3,125 uM. Po ovlivnéni byly buriky ponechany
k inkubaci po dobu 48 hodin v inkubatoru. Okrajové jamky desky se nechavaly

prazdné, respektive do nich byla pfidana sterilni voda.

Po inkubaci bylo odsato médium z jamek s buiikami. Bylo pfidano 25 pl tripsinu a
ponechano k cca minutové inkubaci v inkubatoru. Po tripsinizaci bylo pfidano 175 ul
média do kazdé jamky s burikami a kazda jamka byla dikladné promichana. Stranou
byl pfipraven 5x koncentrovany permeabilizacni roztok s 20x propidium jodidem
(v celkovém objemu odpovidajicimu 50 pl na jamku). Nasledné byl tento roztok
pfidan do média v jamkach, ¢imz doslo k jeho fedéni na 1x koncentrovany. Takto

pfipravené jamky bylo mozné méfit na pratokovém cytometru.

Samotna analyza byla provedena na pratokovém cytometru. Pro dosazeni analyzy
obsahu jaderné DNA, a s tim spojené rozdéleni bunék dle zastoupeni v raznych fazich

bunécného cyklu, byl vyuzit excitaéni laser o vinové délce 488 nm. Vysledky,
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histogramy, byly analyzovany softwarem ModFit LT 5.0 (Verity Software house,
USA). Primémé hodnoty byly poté zpracovany ve formé grafu, ktery znacil
procentualni zastoupeni bunek v riznych fazich bunééného cyklu. Zvlast byl v grafu

zaznamenan podil fragmentt bunék oznaceny jako ,,debris®.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast prace byla provadéna na Katedie experimentalni biologie na
Univerzité Palackého v Olomouci v ramci dlouhodobého zkoumani latek ovliviiujici
transkripcni aktivitu androgenniho receptoru ve vztahu k rakoviné prostaty. V ramci
experimentalni ¢innosti nejen na této praci byly publikovany také 3 védecké Clanky
tykajici se rakoviny prostaty a jeji lécby skrze potlaCeni aktivity androgenniho

receptoru (Rudovich a kol., 2022; Pefina a kol., 2023a; Pefina a kol., 2023b).

Tato diplomova prace se zaméfuje na nové steroidni slouceniny a jejich vliv na
jaderné receptory s dirazem na androgenni receptor u rakoviny prostaty. K porovnani
byly studovany také steroidni slouceniny starsi série. Studovan byl vliv na transkripéni
aktivitu samotného AR (a jeho fosforylace na S81), ale i dalSich jadernych receptort,
jakymi jsou ER, GR, PR, a AR podrazené proteiny, jakymi jsou PSA a Nkx3.1.
K podrobnégjsi analyze byly vyuzity dvé reportérové eseje, jez meély objasnit
agonisticky €i antagonisticky charakter studovanych latek. K provedeni reportérové
eseje pro estrogenni receptor bylo nejdfive nutné izolovat a purifikovat potiebné
plazmidy a néasledné optimalizovat transfekci do bunék SKBR3. V neposledni fadé byl
proveden experiment na pratokovém cytometru, jehoz cilem byla studie vlivu

testovanych latek na podil bunek v riznych fazich bunécného cyklu.
4.1 Transkrip¢ni aktivita AR po ovlivnéni studovanymi latkami

Reportérova esej pro AR je zavedenou metodou na Katedie experimentalni biologie.
Byla pouzita pro zjisténi agonistického nebo antagonistického charakteru studovanych
latek vici AR. Vysledkem této eseje je signal luciferazy normalizovan na kontrolni
vzorek s pfidavkem 1 nM R1881 (100 %). Luciferaza je svou aktivitou zavisla na AR,
¢imz tento signal dopovida transkripéni aktivite AR (udavano v %). Vysledky

reportérové eseje lze pozorovat v tab. 5.

V ptipadé agonistického modu nebyl prokazan vyznamny agonisticky charakter
u zadné ze studovanych latek. Transkripéni aktivita kontrolniho vzorku CSS byla na
16,2 % signalu vzorku s R1881. Pouze u vzorku s latkami 7710, 8867 a 8870 byla mira
transkripcni aktivity AR na vice jak 20 % signalu kontrolniho vzorku s R1881.
U zadné latky vSak nepresahla tato hodnota 30 %. U vyse zminénych latek byla také

pozorovana zvySujici se transkripcni aktivita AR v zavislosti na koncentraci, coz nelze
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pozorovat u zbytku studovanych latek, kde transkripéni aktivita AR klesala se
zvySujici se koncentraci pouzité latky. Vyjimku tvoti latky 8869 a 7724, u kterych se
transkrip¢ni aktivita takika nemeénila v zavislosti na koncentraci, respektive se zména

pohybovala v mezich statistické chyby.

Zavérem lze konstatovat, ze zadna ze studovanych latek se neprojevila jako
agonista AR, avSak u latek 7710, 8867 a 8870 lze pozorovat jisty agonisticky potencial,
ktery ovSem ani zdaleka nedosahuje agonistického charakteru R1881, ovSem
transkripcni aktivita AR roste u té€chto latek se zvySujici se koncentraci. V ramci latek
z nové série, tedy v tomto pripade latek 8867 a 8870, 1ze vysledky z reportérové eseje
porovnat s vysledky imunodetekce v nasledujicich kapitolach. Jiz prvotni experimenty
(obr. 15) naznacovaly CasteCny agonisticky charakter latky 8870 skrze zvySenou
hladinu proteinu Nkx3.1. U latky 8867 byl naopak pozorovan vliv na pokles hladiny
AR a podtizenych proteinti PSA a Nkx3.1 u experimentu v CSS médiu (obr. 16), coz
naznaCovalo antagonisticky charakter této latky. Tato skuteCnost tedy s nejvéetsi

pravdépodobnosti vylucuje, byt jen CasteCny agonisticky charakter latky 8867.

Vysledky agonistického modu 1ze také porovnat s vysledky vlivu galeteronu na
transkripcni aktivitu AR, které byly publikovany ve studii Rudovich a kol. (2022).
V agonistickém modu byl méfen vzorek galeteronu v koncentracich 2, 10 a 50 uM,
tedy pfi stejnych koncentracich jako byly koncentrace latek v této praci, a stejné tak
byla pouzita stejna metodika vCetné normalizace signalu na kontrolni vzorek s R1881.
Vysledky transkripéni aktivity galeteronu vici vzorku s R1881 byly v této studii
(v agonistickém modu) 15,4 % pro 2 uM, 10,8 % pro 10 uM a 2,4 % pro 50 uM.
Nejpodobngjsi vysledky v ramci reportérové eseje v této diplomové praci byly
pozorovany u latky 7717. U latek z nové série byl jejich vliv na transkripéni aktivitu
AR vyssi nez u galeteronu ze studie Rudovich a kol. (2022) s tim, ze nejpodobné;si
hodnoty vykazovala latka 8868, u které pii nejvyssi koncentraci byla hodnota

transkripcni aktivity AR rovna 7,7 % oproti signalu kontrolniho vzorku s R1881.

V antagonistickém modu byl nejvyraznéjsi antagonisticky charakter pozorovan
u latky 7717, kdy transkripcni aktivita AR klesla na 6,7 % oproti kontrole s 1 nM
R1881 piti koncentraci latky 50 uM. Vyznamny pokles transkripéni aktivity pod 30 %
byl pozorovan také u latek 7708, 7715, 7716 ze starsi série a u latky 8868 z nové série,

vSe pii koncentraci 50 uM. Oproti agonistickému modu, kde zadna latka nevykazovala
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agonisticky charakter, je v antagonistickém mddu mozné dobfe pozorovat
koncentracni zavislost. Vy§e zminéné latky s nejvetsim poklesem transkripéni aktivity
AR vykazuji tento antagonisticky charakter pfi nejvyssi koncentraci, tedy 50 uM, kdy
je pozorovan vyrazny pokles transkripéni aktivity mezi 10 a 50 pM, ktery je
nejpatrné)si u latek 7708, 7717 a 8868. Latky, u kterych se neprokazal antagonisticky
charakter vykazovaly Casto vy$si hodnoty transkripéni aktivity AR v agonistickém
moédu. Zejména latka 7710, ktera patfila mezi latky s nejvétSim agonistickym
potencialem, zvys$ila transkripcni aktivitu AR v antagonistickém modu na 178,4 % pri
koncentraci 50 uM. Hodnoty nad 100 % vucéi kontrole s R1881 vykazovala tato latka
pii vSech pouzitych koncentraci. Nejvyssi transkripcni aktivitu AR vici kontrole
s R1881 bylo mozné naméfit u latky 7720 a sice 196,5 % pii koncentraci 50 uM.
Z nové série se vedle latky 8868 prokazal vyrazny antagonisticky charakter také
u latky 8874. Na zhruba polovicni hodnoty viici R1881 klesla transkripcni aktivita AR
u latky 8872 z nové série pi1 koncentraci 50 uM.

Védecka skupina Rudovich a kol. (2022) vyuzila reportérovou esej pro studované
latky vCetné galeteronu také v antagonistickém modu. Zde galeteron snizil transkripcni
aktivitu AR na 65,2 % pii 2 uM, 35,1 % pii 10 uM a na 3,0 % pii 50 uM ve srovnani
s kontrolnim vzorkem s R1881. Takto silné antagonistické aktivity nedosahly zadné
zkoumané latky z nové série a ve starsi sérii byla nejblize vySe zminéna latka 7717,

ktera pfi 50 uM snizila transkripéni aktivitu AR na 6,7 % kontroly s R1881.

Studie Rudovich a kol. (2022) testovala také latky 8868, 8872 a 8874, které
vykazovaly takika totozné vysledky stouto diplomovou praci, a to jak
v antagonistickém, tak agonistickém modu. Bylo potvrzeno, ze ani jedna
z testovanych latek nevykazuje agonisticky charakter via¢i AR. V antagonistickém
modu byl naopak potvrzen stfedné silny antagonisticky charakter latek 8868, 8872 a
8874. V této studii je latka 8868 oznacena jako ,,24j“, latka 8872 jako ,41a“ a latka
8874 jako ,,32%.
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Tab. 5 — Transkripéni aktivita AR (v % = SD) u bunééné linie ARE14 vuci CSS kontrole.
Me¢ieni probihalo za pritomnosti dané latky a v pfipadé antagonistického modu také
v pifitomnosti 1 nM R1881. Signal by normalizovan na vzorek s 1 nM R1881 =100 %. Méfeno
v duplikatu a pro kazdou latku minimaln¢ jesté 1x opakovano. Signifikantni hodnoty jsou
zvyraznény. CSS znaci kontrolu bez pifidani R1881.

Transkrip¢ni aktivita AR (%)

Antagonisticky mod

Agonisticky mod

Latka
50 uM 10 pM 2 yM 50 uM 10 pM 2 yM

7709 31,5+1,6 726+3,3 104,1+3,9 83+08 145+09 169+1,8
7710 1784 7,5 141,7 £ 8,2 134,7+76 272+3,5 221+04 20,7%2,0
7711 133,3+4,5 122,2+£5,0 1323+74 176+09 19,7+15 227+27
7712 1406 £1,3 120,22+ 12,2 129,3 £ 31 10,3+2,2 16,3+1,3 20,8+0,9
7713 1358172 113,6+11,6 122,7+70 10,3+0,2 16,3+0,3 20,8+20
7714 29,7+0,2 1094 £ 0,2 119,2 £ 3,2 6,5+31 166+£15 20421
7715 12,0+ 0,2 53,5+14 96,1+ 3,3 42+01 146%+1,0 173*25
7716 26,0+ 2,7 68,4 +3,0 105,9+24 6,4+22 161+26 17,2132
7717 6,7+0,2 56,9+0,8 108,3 +2,8 3,715 13,2+1,4 18,7%*1,5
7718 71,3+£5,0 128,9+£6,0 1564+25 108+10 169+11 20,7+0,3
7719 95,3+ 3,6 121,3+4,6 142,7+18 118+14 18,7+01 21,2+19
7720 196,5+2,2 1746 £ 6,1 163,3+4,8 192+19 248+22 20,714
7721 37044 119,2+ 10,1 1129+08 10,1+1,3 153+03 154+0,5
7722 59,1+ 3,5 925+49 101,1£0,2 79+11 121+01 153x+14
7723 130,2+ 37,4 80,0+£5,8 825+13,8 146+09 164+08 164+£1,0
7724 136,6+14,9 110,3%£5,0 108,0+£184 156+1,2 143+08 156106
7725 1439+29 140,2+21 121,7 £ 13,3 88+04 150+1,3 158+1,0
7726 51,0+£1,2 1215+7,0 1094+418 111+06 169+09 16,8106
8867 140,3 £ 6,8 124,0+4 .4 108,1+8,5 284+43 221+19 19,0%0,8
8868 27,2+0,2 82,0+7,6 99,2+8,6 7,7+03 13413 174%*13
8869 95,3+ 3,2 111,7 £ 14,2 108,8+40 18,2+09 212+19 17,8+1,5
8870 109,1 £6,2 1124 +6,4 1129+30 28,6+3,9 251+22 20,2%0,5
8871 119,6 + 13,1 112,7 £ 4,2 1124+22 158+13 17,5+10 17,9£1,0
8872 50,0 £ 5,7 989127 107,7+0,8 11,8+03 17,2+1,7 175+1,3
8873 848+75 91,5+56 103,8+59 116+33 157+4,2 18,7+0,3
8874 30,2+ 21 100,5+2,6 110,0+129 126102 148+26 16,2+1,2
8875 68,6 £4,2 771+£3,8 1004+£116 15403 192+0,2 179+£3,5
8876 123,0+95 1041+35 1032+10,3 155+02 169+1,3 17,3+0,9
8877 64,6 +2,3 71,7£7,5 99+11,5 16,0+x25 152+0,1 17,2+1,0
CSS 18,3%+1,6 16,2+ 3,3
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4.2 Exprese vybranych proteinu souvisejicich se signalizaci AR po

ovlivnéni studovanymi latkami

V tomto experimentu byla bunécna linie rakoviny prostaty LAPC-4 ovlivnéna vSemi
studovanymi latkami z nové série, tedy 8867 az 8877. Nasledné byla stejna linie
ovlivnéna uzsim vybérem latek (8868, 8872, 8874 a 8877) v porovnani s galeteronem
a latkou 7719 ze starsi série. Byly detekovany proteiny AR, fAR (S81), GR, Nkx3.1,
PSA, a-tubulin a B-aktin. Cilem této Casti bylo urcit uzsi vybér latek pro nasledujici

experimenty na zaklade¢ inhibi¢niho charakteru vici transkripéni aktivité AR.

LAPC-4 s novou sérii latek

24h ovlivnénis 10 uM
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Obr. 15 - Vysledek imunodetekce vybranych proteint bunééné linie LAPC-4 v 10% DMEM
po ovlivnéni vybranymi latkami o kone¢né koncentraci 10 pM a dob¢ ovlivnéni 24 hodin. AR
znac¢i androgenni receptor, GR zna¢i glukokortikoidni receptor, PSA znaéi prostaticky
specificky antigen. Kontrolni vzorky byly naneseny dvakrat, ov§em pochazeji z jedné bunééné
linie z jedné Petriho misky. Detekce a-tubulinu znaci rovnomémé naneseni vzorku.

Vysledky prvni imunodetekce 1ze pozorovat na obr. 15. Jedna se o bunécnou linii
LAPC-4, ktera byla kultivovana v plném 10% DMEM, tedy ve standardnim médium
s 10% fetalnim sérem bohatém na androgeny. Buiky byly ovlivnény roztokem

inhibitord o kone¢né koncentraci 10 uM po dobu 24 hodin.

Studované latky, dle predpokladu, nemeély vliv na celkovou expresi AR, ktera se i
po ovlivnéni témito latkami udrzela na hodnotach kontrol. Patrny vliv latek 8867, 8869

a 8870 lze pozorovat u exprese GR, ovSem pokles nelze oznacit za vyznamny. U
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proteinu Nkx3.1 byla pozorovana zvySena exprese po ovlivnéni latkou 8869 a 8870.
U latky 8869 byl podobny vliv sledovan také u PSA. Vysledkem této imunodetekce
bylo odvraceni pozornosti od latek 8869 a 8870.

Po imunodetekci proteinu bunécéné linie LAPC-4 v plném 10% DMEM byl
proveden experiment v CSS 10% DMEM. Medium CSS obsahuje tzv. stripované
sérum, které zajistuje témet nulovou bazalni hladinu androgend. V tomto experimentu

nebyla zahrnuta latka 8870.

Vysledky tohoto experimentu lze pozorovat na obr. 16. Z experimentu je patrny
vliv metribolonu na aktivitu AR. V kontrolnim vzorku je hladina AR taktka nulova,
naopak ve vzorku +R1881 je exprese na urovni plného séra z predeslého experimentu.
I pres aktivaci AR pomoci agonisty metribolonu byla hladina AR vyrazné snizena
u bunék ovlivnénych galeteronem a latkou 8867. U latek 8868, 8875 a 8876 byl
pozorovan pokles hladiny AR. Snizeni fosforylace AR (S81) byla vyrazné patrna
u bunék ovlivnénych galeteronem a latkou 8867. Snizeni fosforylace AR (S81) je pak

LAPC-4 s vybranymi latkami v CSS médiu +R1881
24h ovlivnéni s 10 yM
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Obr. 16 — Vysledek imunodetekce vybranych proteint bunééné linie LAPC-4 po ovlivnéni
vybranymi latkami a galeteronem o kone¢né koncentraci 10 M a dob¢ ovlivnéni 24 hodin.
Ke v§em vzorkiim, krom vzorku CTRL, byl pfidan 1nM R1881. Bylo pouzito 10% stripované
sérum (CSS) DMEM s takika nulovou bazalni hladinou androgenti. AR znaci androgenni
receptor, fAR (S81) znaéi fosforylovanou formu AR na serinu v pozici 81, PSA znaci
prostaticky specificky antigen. Detekce B-aktinu znaci rovnomémé naneseni vzorku.
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patrna také u bunék ovlivnénych latkami 8875, 8876 a 8877. Z vysledk je patrny také
vztah mezi zvySenou stabilitou celkového AR pii fosforylaci AR v pozici serinu 81,
coz je v souladu s odbornou literaturou (Chen a kol., 2006). U detekce Nkx3.1 byl
pozorovan vyznamnéjsi pokles u latek 8867, 8871 a 8872.

Skute€nost, ze dochazelo k fosforylaci AR na S81 u kontrolniho CSS vzorku byla
prekvapiva. Vzhledem k odborné literatute (Jorda a kol., 2018) 1ze konstatovat, ze se
jedna o chybu. Studie skupiny Jorda a kol. (2018) zkoumala spojitost mezi stimulaci
bunék rakoviny prostaty R1881 a fosforylaci AR na S81, ktera vedla ke transkrip¢ni
aktivit¢ AR a zvyseni hladin proteini PSA a Nkx3.1. Byla jednoznac¢né prokazana
spojitost mezi zvysujici se davkou R1881 a fosforylaci AR na S81. Zarovei tato studie
CDKO9. Také byla potvrzena pozitivni role CDK2, zatimco vliv CDK4 prokazan nebyl.
Narust hladin fAR (S81) oproti kontrole bez R1881 v experimentu na obr. 16 byl tak
ocCekavatelny, a tudiz pokles hladin fAR (S81) u vzork(i byl zplisobem vlivem

testovanych latek.

Hladiny PSA byly zvySeny oproti kontrole bez R1881 u vSech vzorki.
Nejvyrazn€jsi nartust byl pozorovan u kontroly s R1881, galeteronu a latek 8869 a
8875. Tento protein je exprimovan jak u zdravé prostaty, tak u karcinomu prostaty,
ovSem vlivem karcinomu prostaty dochazi k jeho uvoliiovani do séra. Je pfimo
regulovan AR, ovSem u karcinomu prostaty ¢asto exprese PSA unika regulaci ze strany
AR (Kim a kol., 2004). Zarover studie skupiny Yu a kol. (2014) potvrdila, ze u vzorkta
ovlivnénych galeteronem spolecné s DHT roste vyrazné hladina PSA, zatimco
uvzorkll s galeteronem bez DHT hladina PSA klesa. V této studii sledovali
koncentracni zavislost, kdy DHT byl pouzit v koncentracnim rozmezi od 0,1 do 10 nM
a galeteron v koncentraci 1 nebo 10 uM. Ze studie je patrné, Ze jiz nizké hladiny DHT
zvySuji hladinu PSA, atoiv pfitomnosti 10 uM galeteronu. Metribolon, pouzit v této
diplomové praci, je agonistou AR stejné€ jako DHT, tudiz se dalo pfedpokladat, ze bude
mit obdobny efekt v kombinaci s galeteronem jako ve zminéné studii. Tyto skutecnosti
vysvetluji narist exprese PSA u bunék ovlivnénych galeteronem v pritomnosti R1881,
u kterych je zaroven patrny pokles jak celkového AR, tak jeho fosforylované formy
(obr. 16).
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Poslednim experimentem v této Casti prace byla imunodetekce proteinti u bunécné
linie LAPC-4, kde doslo k ovlivnéni bunék pomoci latek 8868, 8872, 8874 a 8877
z nové série, latky 7719 ze starsi série a galeteronu jakozto standardu. Pozorovan byl
také rozdil mezi 24hodinovou a 48hodinovou kultivaci bun€k od ovlivnéni latkami.

Vysledky jsou znazornény na obr. 17.

Na obr. 17 1ze u hladiny AR pozorovat vyznamny vliv doby kultivace na expresi.
Pfi 24hodinové kultivaci byla hladina AR mirn¢ snizena u vSech pouzitych latek krom
latky 8874. Nejvyznamnéjsi pokles byl pak u latky 8877. Tento efekt byl mnohem
vyrazngj$i pii 48hodinové kultivaci. Hladina Nkx3.1 klesla u galeteronu a latek 7719
a 8877 pi1 24hodinové inkubaci a u latek 7719, 8872 a 8874 u 48hodinové kultivace.
Zvysenou hladinu PSA bylo mozné pozorovat po 24hodinové inkubaci u latky 8874 a
u latek 8868 a 8872 po 48hodinové inkubaci.

LAPC-4 s vybranymi latkami

24h a 48h ovlivnéni s 10 uM

24 h 48 h

AR | W e e e
Nkx3.1

PSA - .o

B-aktin | ——————— S ———

Obr. 17 — Vysledek imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie LAPC-4 v 10% DMEM
po ovlivnéni vybranymi latkami a galeteronem o konecné koncentraci 10 uM a dob¢ ovlivnéni
24 a 48 hodin. AR znac¢i androgenni receptor a PSA znaci prostaticky specificky antigen.
Detekce B-aktinu znaci rovhomérné naneseni vzorku.

Vysledkem prvotnich imunodetekci byla selekce 3 hlavnich latek z nové série, které
byly podrobeny dalSim experimentim. Pfi vyuziti plného séra se ukazala jako
vhodnéj$i 48hodinova inkubace a pii vyuzité stripovaného séra 24hodinova inkubace
s InM R1881. Jako latky pro dalsi experimenty byly zvoleny latky 8868, 8872 a 8874

Z nové série.
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4.3 Exprese vybranych proteini souvisejicich se signalizaci AR po

ovlivnéni uzSim vybérem latek

Na zakladé reportérové eseje a naslednych prvotnich imunodetekénich experimentd
byly pro detailn&jsi zkoumani vybrany latky 8868, 8872 a 8874 z nové série. Spole¢né
s nimi byly testovany také latky 7709, 7718 a 7719 ze starsi série. Latka 8868 byla
vybrana pro svij antagonisticky charakter dle reportérové eseje pro AR (tab. 5) a dle
vysledkti imunodetekce proteint bunék v CSS médiu (obr. 16), kde u vzorku s touto
latkou doslo k vyraznému poklesu hladiny PSA a Caste¢né také hladiny AR vuci
kontrole s R1881. Latka 8872 patfila vreportérové eseji mezi stfedné¢ ucinné
antagonisty AR (tab. 5) a pfi imunodetek¢nich experimentech prokazala tato latka svuj
vliv na snizeni hladiny AR po 48hodinovém ovlivnéni na hladiny vzorku
s galeteronem v plném médiu, a zaroven doslo u vzorku s latkou 8872 k poklesu
hladiny PSA a Nkx3.1 u bun¢k v CSS médiu. Latka 8874 projevila v reportérové eseji
silny antagonisticky charakter a pfi imunodetekci byla u vzorkl ovlivnénych touto

latkou prokazana snizujici se hladina AR po 48hodinovém ovlivnéni.

Experimenty byly dvojiho typu. Jednak byly bunky kultivovany v plném médiu

s latkami po dobu 48 hodin, jednak ve stripovaném médiu s latkami po dobu 24 hodin.

43.1 Exprese proteini po Kkultivaci bunék v plném séru

s vybranymi latkami

V této Casti experimentu byly detekovany proteiny AR, Nkx3.1, PSA a B-aktin po
ovlivnéni vybranymi latkami a po 48hodinové kultivaci v 10% DMEM (LAPC-4)
nebo v 10% RPMI (LNCaP). Vysledky pro bunécnou linii LAPC-4 Ize pozorovat na
obr. 18, pro linii LNCaP na obr. 19.

V piipad€ starSi série latek je vyznamna inhibi¢ni aktivita latky 7719 vaci AR
u bunééné linie LAPC-4, ktera byla vyrazné vyssi nez u galeteronu. U ostatnich latek
této série byla tato aktivita srovnatelna s galeteronem. Naopak u bunécné linie LNCaP
byly vysledky inhibi¢ni aktivity vSech testovanych latek starSi série nepfesveédcive,
respektive byla tato aktivita niz§i nez u galeteronu. Vyznamny pokles exprese je patrny
u Nkx3.1, a to jak u linie LAPC-4, tak u linie LNCaP. V pfipadé¢ LAPC-4 byla
nejucinngjsi latka 7719, coz odpovida také jeji aktivit€ vici AR. U bunécné linie

LNCaP vykazovaly vSechny latky této série obdobnou aktivitu vié¢i expresi Nkx3.1,
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ktera byla srovnatelnd nebo vyraznéj§i nez u galeteronu. Obdobné vysledky
vykazovaly tyto latky 1 pfi detekci PSA. V piipadé linie LAPC-4 byla aktivita vSech
latek srovnatelna s galeteronem a u linie LNCaP byly nepatrné€ vyssi hladiny PSA
detekovany u vzorkt ovlivnénych latkami 7709 a 7719, které ovSem nepiesahovaly

hladinu u kontroly.

LAPC-4 48 h LAPC-4 48 h
12,5 12,5
& o o e WM Vr e
&P Q) LE &P
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Obr. 18 — Vysledky imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie LAPC-4 v plném DMEM
médiu po ovlivnéni vybranymi latkami o konecéné koncentraci 12,5 pM a galeteronem
o kone¢éné koncentraci 10 pM (Gal 10) pfi dobé ovlivnéni 48 hodin. AR znaci androgenni
receptor a PSA znaci prostaticky specificky antigen. Detekce P-aktinu znaéi rovnomémé
naneseni vzorku.

Nova série latek neprokazala tak presveédCivé vysledky, jako tomu bylo u starsi
série. V pripadé AR byl pozorovan nejvyrazné§i pokles hladiny u latky 8868 pfi
ovlivnéni linie LAPC-4, kdy hladina AR klesla pod hodnoty vzorku s galeteronem.
U latek 8874 a 8872 byly hladiny AR u LAPC-4 nepatrné vysS§i nez u vzorku
s galeteronem, ovSem stale vyznamné nizsi nez u kontrolniho vzorku. Jiné zavéry bylo
mozné pozorovat u bunécné linie LNCaP, kdy latky 8868 a 8874 prokazaly schopnost
snizit hladinu AR, atoi viéi vzorku s galeteronem, ovSem u vzorku s latkou 8872 byla
pozorovana minimalné stejna, ne-li vyssi hladina AR nez u kontrolniho vzorku. Linie
LNCaP exprimuje mutovanou formu AR. Je tedy mozné, ze latka 8872 vykazuje u této
bunééné linie agonisticky charakter viici AR. Tuto skute¢nost podporuje i vysledek
detekce Nkx3.1, kdy u vzorku s latkou 8872 u LNCaP lze pozorovat vyssi hladinu
tohoto proteinu nez u ostatnich vzorkl vcetné galeteronu. Tento agonisticky charakter
latky 8872 nebyl pozorovan u linie LAPC-4 exprimujici béznou variantu AR, kdy
hladina Nkx3.1 u vzorku s touto latkou vyrazné klesla vici kontrole. Nizsi hladiny

PSA bylo mozné pozorovat u vsech vzorku s latkami u linie LAPC-4. U linie LNCaP
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byla hladina PSA takika neménna vici kontrole, nepatrné vyssi pak u vzorkl s latkou

8872.

LNCaP 48 h LNCaP 48 h
12,5 12,5
Q o M M
& < A ° " & & & & &

pry
——— |-

Nkx3.1

L=
- | — —
fraee . BEeSe
.~ -

---d B'aktin e — — S—

Obr. 19 — Vysledky imunodetekce vybranych proteint bunééné linie LNCaP v plném RPMI
médiu po ovlivnéni vybranymi latkami o konec¢né koncentraci 12,5 uM a galeteronem
o konecné koncentraci 10 pM (Gal 10) pii dobé ovlivnéni 48 hodin. AR znaci androgenni
receptor a PSA znaci prostaticky specificky antigen. Detekce B-aktinu znaci rovnomérné
naneseni vzorku.

U obou bunécnych linii je patrny vliv galeteronu na klesajici hladinu jak samotného
AR, tak podfizenych proteinii PSA a Nkx3.1, coz je v souladu s mechanismy ucinku
galeteronu diskutovanych v teoretické c¢asti této prace, a zaroven odpovida

publikovanym studiim (Yu a kol., 2014; Pefina a kol., 2023b).

4.3.2 Exprese proteini po kultivaci bunék ve stripovaném séru

s vybranymi latkami

V této Casti experimentu byly detekovany proteiny AR, fosforylovana forma AR
v pozici serinu 81, Nkx3.1, PSA a B-aktin. Buiiky byly nejprve 24 hodin kultivovany
ve stripovaném CSS médiu a nésledné ovlivnény vybranymi latkami a galeteronem
s piidanim 1 nM R1881 na 24 hodin. Vysledky pro bunétnou linii LNCaP lze
pozorovat na obr. 20, pro linit LAPC-4 na obr. 21.

U bunék ovlivnénych vybérem ze starsi série latek 1ze pozorovat takika neménnou
hladinu AR u obou bun&énych linii. Casteény pokles je viditelny u LAPC-4
ovlivnénych galeteronem, patrnéj$i pak u latky 7719 pii koncentraci 25 uM.
Pozoruhodnéjsi vysledky pfinesla detekce fosforylované formy AR, kdy byl patrny
o¢ekavany narust fosforylace u obou bunéénych liniich mezi kontrolami s a bez R1881
dle odborné literatury (Jorda a kol., 2018). Potlaceni fosforylace na hladiny galeteronu
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u LAPC-4 bylo prokazané u vzorku s latkou 7719 v koncentraci 25 uM. U vzorkt
s latkami 7709 a 7718 byla fosforylace také prokazatelné potlacena pii koncentraci

25 uM, ovsem pokles nedosahl urovné galeteronu.

Obdobné vysledky bylo mozné pozorovat také u bunécné linie LNCaP, kdy ale na
rozdil od linie LAPC-4 latka 7709 neprokazala potlaceni fosforylace, a to ani pfi
koncentraci 25 uM. U linie LAPC-4 byly vysledky detekce hladiny Nkx3.1 v souladu
s vysledky detekce fosforylace AR. Opét u vzorku s 25uM latkou 7719 klesla hladina
Nkx3.1 na uroven galeteronu. Stejné koncentrace latek 7709 a 7718 uz takto tispésné
nebyly. U linie LNCaP naopak u vzorkd vsech tii latek o koncentraci 25 uM bylo
pozorovano potlaceni exprese Nkx3.1, a to vice nez u vzorku s galeteronem. Je vSak
tieba fici, ze pokles nebyl nikterak signifikantni a hladina Nkx3.1 se ani v jedno
z ptipadu nepriblizila hodnotné kontroly bez R1881. Detekce proteinu PSA nepfinesla
zadné vyznamné poznatky u linie LNCaP, kdy hladina PSA byla u vSech vzorkt
s R1881 na podobné hlading, ktera byla vyssi, nez byla hladina PSA u kontroly bez
R1881. Obdobn¢ neprikazné byly také vysledky detekce PSA u linie LAPC-4, kdy
byl vSak pozorovan mirny pokles hladiny PSA u vzorkt vSech tii latek, pfevazné u

koncentrace 25 uM. Jak jiz bylo diskutovano dfive, zvySena hladina PSA, respektive
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Obr. 20 — Vysledky imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie LNCaP po kultivaci ve
stripovaném RPMI médiu a po ovlivnéni vybranymi latkami o kone¢né koncentraci 12,5 a
25 uM a galeteronem o konecné koncentraci 10 uM (Gal 10) s pridanim 1 nM R1881 pfi dobé
ovlivinéni 24 hodin. Kontrolni buiiky byly kultivovany v CSS médiu bez metribolonu
(oznaceno CSS), pfipadné¢ byly kultivovany v CSS médiu s pridanim R1881 o konecné
koncentraci 1 nM po dobu 24 hodin (oznaceno +R1881). AR znaci androgenni receptor, fAR
(S81) znaci fosforylovanou formu AR v pozici serinu 81 a PSA znacdi prostaticky specificky
antigen. Detekce -aktinu znaci rovnomérné naneseni vzorku.
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udrzeni hladiny PSA na urovni kontroly, po ovlivnéni bunék steroidnim antagonistou
muze byt zpusobeno jednak pfitomnosti silného agonisty (Yu a kol., 2014), a jednak
skuteCnosti, ze u karcinomu prostaty muze exprese PSA unikat regulaci ze strany AR

(Kim a kol., 2004), cemuz odpovidaji i poznatky z odborné literatury.

Zavérem tohoto experimentu 1ze konstatovat, ze studované latky starsi série jsou
obdobné ucinné jako galeteron, ovSem pouze pii koncentraci 25 uM. Koncentrace
12,5 uM se ukazala jako nedostate¢na pii danych podminkach experimentu. Vysledky
latky 7719 se jevily pozitivnéji nez u zbylych dvou latek, a to predevsim pfi potlaceni

fosforylace AR na S81 a snizeni hladiny Nkx3.1 u obou bunécnych linii.

U vzorku s vybérem latek z nové série, a sice s latkami 8868, 8872 a 8874, lze
pozorovat vyznamné zmeény v hladiné AR. U bunécné linie LAPC-4 byl pokles
hladiny detekovaného receptoru vzdy pod hladinou kontroly s R1881. Nejvyssi pokles
byl pozorovan u obou koncentraci latky 8868, kdy hladiny AR klesly pod hladinu AR
vzorku s galeteronem, ovS§em ne na uroveii kontroly bez R1881. U zbylych dvou latek
byl pokles hladiny AR u linie LAPC-4 srovnatelny se vzorek s galeteronem, a to opét
u vSech koncentraci s vyjimkou 12,5 uM 8872, kde byl pokles hladiny AR takika

nulovy a celkova hladina receptoru byla srovnatelna s hladinou kontroly s R1881.
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Obr. 21 - Vysledky imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie LAPC-4 po kultivaci ve
stripovaném DMEM médiu a po ovlivnéni vybranymi latkami o kone¢né koncentraci 12,5 a
25 uM a galeteronem o konecn¢ koncentraci 10 uM (Gal 10) s pfidanim 1 nM R1881 pfi dobé
ovlivinéni 24 hodin. Kontrolni buiiky byly kultivovany v CSS médiu bez metribolonu
(oznaceno CSS), pfipadné¢ byly kultivovany v CSS médiu s pridanim R1881 o konecné
koncentraci 1 nM po dobu 24 hodin (oznaceno +R1881). AR znaci androgenni receptor, fAR
(S81) znaci fosforylovanou formu AR v pozici serinu 81 a PSA znacdi prostaticky specificky
antigen. Detekce -aktinu znaci rovnomérné naneseni vzorku.
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Latka 8868 potvrdila svij inhibi¢ni charakter viic¢i transkripcni aktivité AR i u
bunécné linie LNCaP, kdy byl opét pozorovan vyrazny pokles hladiny AR u obou
koncentraci a pfi mozném pozorovani koncentracni zavislosti. U zbylych dvou vzorkt
s latkami 8872 a 8874 byl pokles hladiny AR nizsi, ovSem srovnatelny s poklesem u
vzorku s galeteronem. Vyjimku tvofil vzorek s 25 uM 8872, kdy byla hladina AR
srovnatelna s kontrolou sR1881. Tato latka uz pifi minulych experimentech
vykazovala spiSe agonisticky charakter vic¢i AR, ¢emuz nasvédCuji i nyni zminéné

poznatky. Patrnéji je tento charakter mozné pozorovat u linie LNCaP.

Fosforylace AR byla u linie LAPC-4 se vSemi latkami nizsi nez u kontroly s R1881.
Nejvyrazn€jsi pokles byl pozorovan u vzorki s obéma koncentracemi latky 8868.
Tento pokles byl dokonce pod trovni vzorku s galeteronem. U linie LNCaP opét
dominoval efekt latky 8868 na fosforylaci AR, kdy sice byly pozorovany rozdily mezi
koncentracemi, ov§em v obou ptipadech byla fosforylace potlacena pod uroveri vzorku
s galeteronem. V piipadé 25 uM 8868 dokonce na uroven kontroly bez R1881. Na
hladiny vzorku s galeteronem se dostala fosforylace AR u vzorkl slatkou 8874.
Nejméne vyrazny pokles fosforylace AR, ovSem stale pod hladiny kontroly s R1881,
bylo mozné pozorovat u latky 8872.

Korespondujici vysledky ptinesla také detekce Nkx3.1, kdy u linie LAPC-4 byl
nejvyrazngjsi pokles hladiny tohoto proteinu u vzorkt s latkou 8868, kdy v pripadé
koncentrace 25 uM byl pokles pod uroven kontroly bez R1881. U zbylych latek,
vcetné galeteronu, byl efekt na pokles hladiny Nkx3.1 ne pfili§ vyrazny vici kontrole
s R1881. Nutno podotknout, zZe nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi hladinou
Nkx3.1 mezi kontrolou sa bez R1881 u bunétné linie LAPC-4. Naopak u linie
LNCaP, byl rozdil v hladin€ Nkx3.1 mezi kontrolou s a bez R1881 markantni. Ov§em
zde byly ne piili§ prukazné vysledky jednotlivych latek. Patrnéjs§i pokles hladiny
Nkx3.1 u LNCaP byl pozorovatelny pouze u vzorku s 25 uM 8868. Ani v tomto
pfipadé€ vsak hladina nedosahla hladiny kontroly bez R1881.

Detekce PSA u LNCaP nepfinesla zadné vyznamné poznatky. Hladiny byly u vSech
vzorkd s latkami a galeteronem takika vyrovnané, kdy nepatrny pokles bylo mozné
pozorovat u latky 8868. Vyrazné&jsi rozdily pfinesl experiment na linii LAPC-4, kdy
byl citelnéjsi rozdil i mezi obéma kontrolami. Pokles hladiny PSA vuci kontrole

s R1881 byl nejvyznamnéjsi u latky 8868, nasledné u latky 8874. U latky 8872 byla
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hladina PSA vyznamné zavisla na koncentraci. Zatimco u koncentrace 25 uM byl znat
pokles vuci kontrole s R1881, u koncentrace 12,5 uM byla hladina PSA srovnatelna
s hladinou kontroly s R1881.

Zavérem lze konstatovat, ze latka 8868 prokazala vyznamny inhibi¢ni charakter
vuci transkripéni aktivite¢ AR, kdy potlacila také fosforylaci receptoru a vyznamné
snizila hladinu Nkx3.1 u obou bunéCnych linii. Naopak latka 8872 vykazovala
agonisticky charakter pfi daném experimentu vici AR, coz koresponduje s vysledky
zminulych experimenti. Antagonistickych a agonisticky charakter latek byl

pfedmétem reportérové eseje.

Byl pozorovan rist fosforylace AR na S81 po aktivaci AR R1881 u obou bunécnych
linii. Tato skutecnost odpovida odborné literatufe (Jorda a kol., 2018) a sledovany

pokles hladin fAR (S81) Ize tak jednozna¢né piisoudit vlivu studovanych latek.

Obdobné aktivacni experimenty byly provedeny také védeckou skupinou Pefina a
kol. (2023b), ve kterych byla, mimo jiné latky, testovana také latka s oznacenim 3d,
ktera je zminéna v teoretické Casti této prace. Pouzita koncentrace latek v této studii
byla 10 uM. Na bunécnych liniich LNCaP 1 LAPC-4 vykézala tato latka, také steroidni
antagonista, srovnatelné vysledky s latkou 8868, kdy rovnéz doslo k vyraznému

potlaceni hladin celkového AR, fosforylované formy na S81, ale i PSA a Nkx3.1.
4.4 Izolace a purifikace plazmidua

V této Casti experimentu byl izolovan plazmid ze 300 ml bunécné kultury
kmene E. coli TOP10. Nasledné byly plazmidy purifikovany a nafedény do konecné
koncentrace 1 pg/ul.

Volba plazmida zavisela na nasledném vyuziti v reportérové eseji. Plazmidy byly
zkonstruovany skupinou pana doc. Romana Hrstky z Masarykovy univerzity v Brng.
Byly zapotiebi dva druhy plazmidi. Jeden druh nesl fragment genu pro firefly
luciferazu (FNC) spolecné s fragmentem genu pro renilla luciferazu (RNC), dale
oznacovan jako plazmid FNC+RNC. Druhy druh plazmida nesl gen pro ERa a je dale

oznacovan jako plazmid ERa.

Firefly luciferazy pochazi pivodné ze svétlusek (Lampyridae), odkud dostala také

své jméno a katalyzuje oxidaci luciferinu za spotfeby ATP a vzniku zelenozlutého
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svételného zareni. Renilla luciferaza je plivodem ze zivocCicha renily fialové (Renilla

reniformis) a katalyzuje oxidaci koelenterazinu za vzniku modrého svételného zateni.

Pivodni gen pro FNC obsahuje 3 estrogen-responzivni elementy (ERE), které
aktivitu luciferazy ¢ini zavislou na estrogenech, respektive na ERa. Tento gen byl
skupinou doc. Hrstky ziskan amplifikaci z pivodniho 3XxERRE/ERE-luciferaza
vektoru (Addgene Europe, Teddington, United Kingdom). Nasledné byl fragment
genu FNC vnesen do pcDNA3 vektoru (Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA).
Nakonec byl do vektoru pcDNA3 vnesen také fragment genu RNC. Tento vektor byl

poté transformovan do bunécné linie £. coli TOP10.

Vysledky izolace plazmidi je mozné sledovat v tab. 6. Pomoci nanodropu DeNovix
DS-11 Series byla zméfena koncentrace plazmidi a jejich Cistota. Koncentrace
plazmidu ERa byla 1115,899 ng/ul a plazmidu FNC+RNC 1 109,278 ng/ul.
Z vysledki je patrné, Ze izolace a purifikace probehla velmi uspésné€, a to u obou
roztokd plazmidi. Pomér mezi absorbanci DNA (pifi 260 nm) a absorbanci proteint
(pf1 280 nm), tedy hodnota 260/280, byl v pfipadé¢ plazmidu ERa 1,90 a v ptipadé
plazmidu FNC+RNC 1,91, kdy optiméalni hodnoty jsou okolo 1,8. Tento pomér slouzi
jako primarni ukazatel Cistoty DNA a v obou piipadech lze oznalit oba roztoky
plazmidi za cisté od proteint. Jako sekundarni ukazatel Cistoty slouzi hodnota
260/230, tedy podil mezi absorbanci DNA a absorbanci prevazné sacharidq,
fenolickych latek a EDTA (pfi 230 nm). I tento pomér vySel u obou vzorki
v pozadovaném rozmezi, a sice mezi 2,0 a 2,2. U vzorku s plazmidy ERa byl tento

pomeér 2,14 a u vzorku s plazmidy FNC+RNC byl tento pomér 2,15.

Tab. 6 — Vysledky meéfeni na nanodropu DeNovix DS-11 Series. Hodnota 260/280 znaci
pom¢ér absorbanci mezi témito vinovymi délkami a je primarnim ukazatelem Cistoty vzorku,
kdy idealni hodnota je okolo 1,8. Hodnota 260/230 znac¢i pomér absorbanci mezi témito
vlnovymi délkami a je sekundarnim ukazatelem cistoty vzorku, kdy idealni rozmezi ¢ini 2,0
az 2,2. Pfi 260 nm ma maximalni absorbanci DNA, pii 280 nm maji maximalni absorbanci
proteiny a pii 230 nm maji maximalni absorbanci sacharidy, fenolické latky a EDTA.

Plazmid Koncentrace (ng/ul) 260/280 260/230
ERa 1 115,899 1,90 2,14
FNC+RNC 1 109,278 1,91 2,15
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4.5 Optimalizace transfekce plazmida

V ramci této Casti experimentalni prace bylo zadouci optimalizovat jednak samotny
postup transfekce, jednak i jednotlivé parametry, jakymi bylo mnozstvi pouzitého
plazmidu na urc€ity poCet bunék, pomér mezi mnozstvim plazmidu ERa a mnozstvim
plazmidu FNC+RNC a doba kultivace po transfekci. Z hlediska samotného postupu

bylo nutné optimalizovat také prokéazani uspésnosti transfekce metodou imunodetekce.
4.5.1 Transfekce plazmidu ERa

Prvotni experimenty byly zaméteny na detekci uspésné transfekce plazmidu ERa do
bunécné linie rakoviny prsu SKBR3, ktera neobsahuje gen pro ERa, a tudiz je

nezavisla na estrogenech.

Z obr. 22 je patrné, ze transfekce probehla uspésné. Lze pozorovat zna¢ny narust
exprese ERa a to jiz po 24 hodinach od transfekce 1 pug plazmidu. Zaroven je patrné,
ze doba kultivace od transfekce nehrala v ramci exprese ERo vyznamnou roli, jelikoz
jsou hodnoty mezi 24 a 48 hodinami u 1 pug plazmidu takika totozné. V piipadé vzorkt
s 5 ug plazmidu je dokonce detekované mnozstvi ERa vétsi u 24hodinové kultivace.
Doba kultivace hrala kli¢ovou roli u progesteronového receptoru, kde je exprese patrna
az po 48hodinové kultivaci, a to jak u vzorku s 1 pg plazmidu, tak u vzorku s 5 pg

plazmidu. Z divodu dostatecné exprese ERa po 24hodinové kultivaci s 1 ug plazmidu

SKBR3 s transfekci plazmidu ERa

o 1ug 5ug

ERa -*

PR-B s . ‘ 120 kDa

PR-a - 90 kDa
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Obr. 22 — Vysledek imunodetekce vybranych proteini bunééné linie SKBR3 po transfekci
plazmidu ERa v CSS DMEM. ERa znaéi estrogenni receptor alfa, PRa/P znaci
progesteronovy receptor alfa/beta. Kontrolni buiky prosly procesem transfekce
v nukleofektoru, oviem bez piitomnosti plazmidu. Udaj o mnozstvi se vztahuje k plazmidu.
Casové udaje znadi kultivaéni dobu od provedeni transfekce. B-aktin je kontrolou
rovnomérného naneseni vzorkii.
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bylo usouzeno, ze takovéto Casové a mnozstevni parametry budou pouzity také

v nasledujicich experimentech, vCetné reportérové eseje.

V piipadé kontrolni linie MCF-7 lze vysledky imunodetekce sledovat na obr. 23.
U této bunécné linie je bézna exprese ERa. Pfi niz§im mnozstvi plazmidu nedoslo
k vyraznému zvySeni exprese ERa, ovSem pii pouziti vy$§iho mnozstvi byl patrny
narust, a to jak po 24hodinové, tak po 48hodinové kultivaci. Obdobné dle ocekavani
se jevily vysledky detekce progesteronového receptoru. V pripadé 48hodinové
kultivace po transfekci 1 ug plazmidu byl sledovan pokles exprese PR na kontrolni
hodnoty. Tento vysledek byl s nejvétsi pravdépodobnosti chybny a mohl vzniknout na

zaklad€ chybné vazby primarni ¢i sekundarni protilatky.
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Obr. 23 — Vysledek imunodetekce vybranych proteinti bunééné linie MCF-7 po transfekci
plazmidu ERa v CSS DMEM. ERa znacéi estrogenni receptor alfa, PRo/f znaci
progesteronovy receptor alfa/beta. Kontrolni butiky pros§ly procesem transfekce
v nukleofektoru, oviem bez pfitomnosti plazmidu. Udaj o mnoZstvi se vztahuje k plazmidu.
Casové tudaje znadi kultivaéni dobu od provedeni transfekce. B-aktin je kontrolou
rovnomérného naneseni vzorkii.

4.5.2 Transfekce plazmidu FNC+RNC

Nejprve byl proveden experiment, pii kterém byl plazmid FNC+RNC transfekovan do
bunécné linie MCF-7 a nasledné byla imunodetekovana luciferaza. Bunécna linie
MCF-7 byla vybrana z divodu exprese ERal, sjehoz aktivitou je svazana aktivita
luciferazy. Vysledek imunodetekce lze pozorovat na obr. 24. Transfekce u této
bunécné linie neprobéhla optimalné a nartist exprese luciferazy je nejviditeln&jsi pfi
24hodinové kultivact s 1 pg plazmidu, coz se ovSem nepotvrdilo u experimentu

v nasledujici kapitole na bunééné linii SKBR3 (obr. 26).
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Obr. 24 — Vysledek imunodetekce luciferazy u bunééné linie MCF-7 po transfekci plazmidu
FNC+RNC. Kontrolni bunky prosly procesem transfekce v nukleofektoru, ovSem bez
piitomnosti plazmida. Udaj o mnozZstvi se vztahuje k plazmidu. Casové udaje znaéi kultivaéni
dobu od provedeni transfekce. Sipkou je oznadena molekulova hmotnost, pii které je
detekovana pozadovana luciferaza.

V piipadé detekce vybranych proteint v experimentech v predeslych kapitolach byl
pouzit k tzv. blokovani membran proti nespecifickym vazbam protilatek 4% roztok
BSA. Pro detekci luciferazy bylo nutné proces blokace optimalizovat. K optimalizaci
byla pouzita bunécna linie ARE14, kterd nese gen pro firefly luciferazu. Porovnani
vysledkti imunodetekce luciferazy u bunécné linie ARE14 mezi membranami
blokovanymi ve 4% BSA a 4% mléku je zobrazeno na obr. 25. Roztok BSA se jevil

jako nevhodny pro blokaci a bylo vhodnéjsi provést blokaci ve 4% roztoku mléka.

Z imunodetekce luciferazy u bunécné linie ARE14 je patrné, ze pro detekci
luciferazy je vhodnéjsi blokovat membrany ve 4% roztoku mléka. Dochazi tak ke
snizeni nespecifickych vazeb protilatek a je patrnéjsi detekce samotné luciferazy okolo

95 kDa.

Vysledkem téchto experimentt byla optimalizace detekce luciferazy skrze blokaci
membran v roztoku 4% mléka. Dostupna protilatka proti luciferaze (kralici,
monoklonalni, Sigma-Aldrich (USA)) i presto vykazovala nespecifické vazby, které

vSak nem¢ély vliv na vyslednou detekci.
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Obr. 25 — Vysledek imunodetekce luciferazy u bunééné linie ARE14 nesouci gen pro tento
protein. Luciferaza byla detekovana u bun¢k kultivovanych v CSS médiu, FBS médiu a v CSS
médiu s pfidanim R1881 o koneéné koncentraci 10 pM. Vlevo membrana blokovana ve 4%
mléku, vpravo pak membrana blokovana ve 4% BSA.

4.5.3 Spolecna transfekce plazmidu ERa a plazmidu FNC+RNC

Po optimalizacich dil€ich transfekci byl proveden experiment, pifi kterém byly
transfekovany oba plazmidy nesouci jak gen pro ERa, tak pro FNC+RNC. Jako
bunécna linie byla pouzita SKBR3, ktera byla planovana k pouziti i u nasledné
reportérové eseje. Cilem této Casti bylo provést jednak spole¢nou transfekci obou
plazmidd v jednom kroku, jednak urcit idealni pomér mezi mnozstvim plazmidu ERa

a plazmidu FNC+RNC.

Vysledna imunodetekce je na obr. 26. Z vysledku je patrné, ze transfekce obou
plazmidt najednou probéhla uspésn€. U ERa bylo mozné pozorovat vyrazny nartst
exprese pii vSech kombinacich doby inkubace a mnozstvi plazmidi. Jak jiz bylo
potvrzeno v predeslém experimentu, jako optimalni doba kultivace po transfekci u
plazmidu ERa bylo 24 hodin. U 48hodinové inkubace jiz dochdzelo k mirnému
poklesu exprese ERa. Exprese luciferazy byla také patrna ve vSech ptipadech, kdy byl
ptitomen plazmid FNC+RNC. Zde vSak bylo mozné pozorovat vyraznéjsi rozdily, a
to jak mezi mnozstvim plazmidu, tak mezi dobami inkubace. Jako nejvhodnéjsi se
zvysledku jevil pomér 1:5 mezi mnozstvim plazmidu ERo a mnozstvim plazmidu
FNC+RNC, a to pii 24hodinové inkubaci po transfekci. Niz§i mnozstvi plazmidu
FNC+RNC vykazovalo znateln¢ horsi signal, respektive expresi luciferazy. Stejné
méné vhodné se jevila 48hodinova inkubace pii poméru 1:5 mezi mnozstvim plazmidu

ERa a mnozstvim plazmidu FNC+RNC, kdy se mnozstvi detekované luciferazy
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znatelné snizilo. Estradiol byl pfidan jakozto ligand ERa k jeho aktivaci, jelikoz je

aktivita ERa spojena s aktivitou luciferazy.

Vysledkem tohoto experimentu bylo stanoveni postupu pfi transfekci obou
plazmidd najednou, a zarovern urfeni poméru mezi mnozstvim obou plazmida a doby
inkubace od transfekce. Jako optimalni byl zvolen pomér 1:5 mezi mnozstvim
plazmidu ERa a mnozstvim plazmidu FNC+RNC a doba inkubace 24 hodin po
provedeni transfekce. Tyto hodnoty byly pouzivany i nadale, zejména pak pfi
reportéroveé eseji pro ER.
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Obr. 26 — Vysledek imunodetekce vybranych proteinii bunééné linie SKBR3 po transfekci
plazmidu ERa a plazmidu FNC+RNC. ERa znaci estrogenni receptor alfa. Kontrolni buriky
prodly procesem transfekce v nukleofektoru, ovem bez piitomnosti plazmidi. Udaj
omnozstvi se vztahuje k plazmidim, respektive k poméru mezi plazmidem ERa a
plazmidem FNC+RNC. K vybranym burikam byl na 24 hodin pfidan 50 nM estradiol (E2).
Sipkou je oznagena molekulova hmotnost, pii které je detekovana pozadovana luciferaza.
Casové udaje znadi kultivaéni dobu od provedeni transfekce. B-aktin je kontrolou
rovnomérného naneseni vzorkii.

4.6 Optimalizace reportérové eseje pro ER

Pred pouzitim reportérové eseje pro zjiSténi agonistického nebo antagonistického
charakteru studovanych latek vici ER bylo nejprve nutné optimalizovat parametry

reportérové eseje. Jednalo se zejména o vhodné zvoleni koncentrace E2 pro kontrolu
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aktivace ERa a luciferazy, piipadné potvrzeni tamoxifenu jakozto vhodného

antagonisty ERa.

Vysledky optimalizacni reportérové eseje byly zaneseny do grafu (obr. 27). Na
prvni pohled bylo patrné, Ze doslo k nékolikanasobnému vzriustu signald u vzorka s E2
o koncentraci 0,16; 0,8; 5 a 20 nM, kde nejvyssi narast byl pozorovan u 4 nM
koncentrace E2. Signal vzorki s 100 a 500 nM E2 byl srovnatelny s kontrolou, coz
bylo patrn€ zptisobeno umrtim bunék. Jako nejvhodnéjsi koncentrace E2 pro kontrolu

aktivace ERa a luciferazy se ukazala koncentrace 4 nM.

Jako antagonista ERa byl pii této optimalizaci pouzit tamoxifen. Bylo mozné
pozorovat snizujici se relativni luciferazovou aktivitu pii zvySujicich se koncentracich
tamoxifenu, coz odpovida jeho obecné znamému antagonistickému charakteru vici
ERa. Blokace vazebného mista tamoxifenem zpiisobi transkripcni inaktivitu ERa, na
které je aktivita luciferdzy zéavisla. Tamoxifen se potvrdil jako vhodny kontrolni

antagonista ERa pro reportérovou esej.
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Obr. 27 — Vysledky optimalizacni reportérové eseje pro ER. Graf relativni luciferazové
aktivity (v %) v zavislosti na pouzité koncentraci 17p-estradiol (E2) a tamoxifenu, ke kterému
bylo pfidano 50 nM E2. Signal FNC luciferazy u kazdého vzorku byl vztazen na primémy
signal RNC luciferazy z celého méreni.
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4.7 Relativni luciferazova aktivita u transfekované bunéc¢né linie

SKBR3 po ovlivnéni uz§im vybérem latek

Pro detailnéjsi zkoumani vlastnosti latek byla vyuzita reportérova esej pro ER, ktera
byla v ramci této prace optimalizovana. Vysledkem je relativni luciferazova aktivita
(RLA) v %. Tato hodnota byla ziskana pomérem mezi signdlem FNC luciferazy
k primérnému signalu RNC luciferazy v ramci mérené 96jamkové desky. Tento
pomeér byl nasledné normalizovan na signal kontroly s prazdnou transfekci v CSS
médiu. V ramci reportérové eseje pro ER byly méfeny vybrané latky dle predeslych
experimentu, a sice latky 7709, 7718 a 7719 ze starsi série a latky 8868, 8872 a 8874

Z nové série.

Vysledky agonistického modu lze pozorovat na obr. 28. Usp&sné provedeni
experimentu bylo mozné pozorovat na RLA pozitivni kontroly se 4 nM E2, kde byl
pozorovan narust zhruba 20 %. Naopak antagonista ER tamoxifen potlacil RLA oproti

kontrole o0 50-60 % ve vSech pouzitych koncentracich.

Vysledky v ramci testovanych latek byly velmi podobné. Rozdilny charakter byl
pozorovan u latky 7709, kdy ve v§ech pouzitych koncentracich byla RLA nad urovni

Agonisticky méd reportérové eseje pro ER
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e

W M e _{ % *}

—

80 — — — — — —

60 — — — - - - - -

Relativni luciferazova aktivita (%)
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CsS | E2 7709 7718 7719 8868 8872 8874 Tamoxifen

Latky a jejich koncetrace (uM)

Obr. 28 — Vysledny graf agonistického modu reportérové eseje pro ER. Relativni luciferazova
aktivita byla vypoctena pomérem mezi prumérmym signalem FNC luciferazy pro dany vzorek
ku prumérné hodnot¢ signalu RNC luciferazy v ramei mérené 96jamkové desky. Tento pomér
byl nasledn¢ normalizovan na signal kontroly s prazdnou transfekci v CSS médiu (100 %).
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kontroly a v rdmci chybovych tsecek dosahovala hodnot E2. U ostatnich testovanych
latek bylo mozné pozorovat snizeni RLA oproti kontrole u koncentrace 50 uM, a to
zhruba na hodnoty 60-70 %, tedy takika na uroven tamoxifenu. U zbylych koncentraci
byla pozorovana RLA na urovni kontroly, respektive E2. Nejvyss§i RLA byla zméfena
u latky 7719 pti koncentraci 10 uM. Zavérem bylo mozné konstatovat, ze métené latky
nevykazovaly agonisticky charakter vii¢i ER pfi koncentraci 50 uM. Vyjimkou je latka
7709. U nizsich koncentracich byly vysledky neprikazné a latky pfi nich vykazovaly
agonistickych charakter, kdy nejvyraznéji tomu bylo u latky 7719. Naopak u latky
8872 RLA nestoupla nad uroveni CSS kontroly pii zadné z pouzitych koncentraci.

Vysledky antagonistického modu Ize graficky pozorovat na obr. 29. Usp&$né
provedeni experimentu bylo mozné pozorovat na RLA pozitivni kontroly se 4 nM E2,
kde byl pozorovan narist zhruba 30 % viaci CSS kontrole. Silny antagonisticky
charakter tamoxifenu byl také prokdzan vramci tohoto experimentu, kde byl

pozorovan propad RLA na jednotkové hodnoty u 50 uM koncentrace.

U testovanych latek byly vysledky nejednoznacné. U latky 7709, ktera

v agonistickém moédu vykazovala obdobny agonisticky charakter jako kontrolni E2,

Antagonisticky mod reportérové eseje pro ER
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Obr. 29 — Vysledny graf antagonistického mddu reportérové eseje pro ER. Ke vS§em vzorkiim
s latkami bylo pfidano 4 nM E2. Relativni luciferazova aktivita byla vypoctena pomérem mezi
pramémym signalem FNC luciferazy pro dany vzorek ku prumémé hodnoté signalu RNC
luciferazy v ramci méfené 96jamkové desky. Tento pomér byl nasledné normalizovan na
signal kontroly s prazdnou transfekci v CSS médiu (100 %).
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byl pozorovan pokles RLA pod hranici E2 u koncentraci 2 a 10 uM, zatimco u nejvyssi
koncentrace 50 uM byla hladina RLA jemné nad hranici E2. Antagonisticky charakter,
ktery byl koncentra¢né zavisly, bylo mozné pozorovat u latky 7718, kdy RLA klesala
pti zvySujici se koncentraci a ve vSe pripadech se pohybovala citelné pod hranici
kontrolniho E2, a dokonce pii nejvyssi koncentraci klesla hladina RLA pod uroven
CSS kontroly. Latka 7718 tak prokéazala koncentracné zavisly antagonisticky charakter
vuc¢i ERa. Obdobny charakter bylo mozné pozorovat u latky 7719, kdy ovSem hladina
RLA u koncentrace 10 uM byla nad urovni 120 % CSS kontroly. U latek nové série
byl antagonisticky charakter mozné Castecné pozorovat pouze u latky 8874. Vzorky s
latkami 8868 a 8872 vykazovaly RLA na arovni, ¢i nad urovni, kontrolniho E2 ve
vSech pouzitych koncentraci. Dle tohoto experimentu tak nebylo mozné tyto latky
povazovat za antagonisty ERa. U latky 8874 klesla RLA na 80 % CSS kontroly u
koncentrace 2 uM. Obdobné jako u latky 7719 byl pozorovan narist RLA u
koncentrace 10 uM a opét pokles u koncentrace 50 uM. Latka 8874 a 7719 tak

vykazovaly obdobny charakter viici ERa v ramci této reportérové eseje.

Vysledky reportérové eseje byly v mnohych pfipadech zatizeny vyznamnou
chybovou odchylkou, kterd z Casti zpochybiiuje naméfené vysledky. O spravném
navrzeni a provedeni reportérové eseje hovotily vysledky kontrolntho E2 a
tamoxifenu, kdy v obou moddech byl pozorovan ofekavany vysledek, a sice nartst
RLA u E2 a pokles u tamoxifenu. V ramci agonistického modu byl casteCny
agonisticky charakter pozorovan u latky 7709, coz nebylo jednoznacné vyvraceno
u antagonistického modu. U ostatnich latek v agonistickém modu byl pozorovan
vyrazny pokles RLA na uroveri tamoxifenu pii nejvysSich koncentracich.
Antagonistickych charakter byl patrny u latek 7718 a 7719 ze staré série a u latky 8874
znove série. Naopak u latek 8868 a 8872 byl vysledek nejednoznacny a nelze je na

zakladé tohoto experimentu prohlasit za antagonisty ERaot.

Reportérovou esej se podafilo optimalizovat v ramci uspésné transfekce potfebnych
plazmidd ERo a FNC+RNC. Taktéz byla vhodné zvolena koncentrace kontroly E2,
ktera vedla k naristu RLA. Stejné tak byl vhodné zvolen antagonista ERo tamoxifen.
V ramci dalSich optimalizaci je nutné se zaméfit na rovnomérnéjsi detekci signalu
RNC luciferazy a na samotny postup piipravy vzorku s testovanymi latkami v ramci

snizeni smérodatné odchylky.
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4.8 Vliv vybranych litek na bunécny cyklus u bunécné linie

LNCaP

Pro ziskani komplexnéjSich informaci o vybéru studovanych latek byla provedena
analyza bunécného cyklu prutokovym cytometrem. Zpracované vysledky ve forme
grafii pro jednotlivé latky a dva standardy 1ze pozorovat na obr. 30 pro bunécnou linii

LNCaP.

V piipadé bunécné linie LNCaP bylo velmi dobie pozorovatelny nartst podilu
bunék v G1 fazi, respektive snizujici se podil S faze, a to s rostouci koncentraci pouzité
latky. U kontrolnich vzorka bylo ve vSech piipadech cca 70 % bunek v G1 fazi, 20 %
bunék v S fazi a 10 % bunék v G2/M fazi. Nejvyssi narast bunek v G1 fazi byl u latky
7719, kdy jiz pii 25 uM koncentraci stoupl tento podil bunék na 90 %. Pii maximalni
koncentraci 50 uM jiz dochazelo k prudkému nartastu podilu fragmentt bunék, tedy
dochazelo k odumirani bunécné linie. Obdobné vysledky, co se ty¢e podilu bunék
v G1 fazi, bylo mozné pozorovat u latek 8868 a 8874, kde se ovSem podafilo dosdhnout
podilu bunék v G1 fazi mirné pod 90 %, a to az u koncentrace 50 uM. U latek 7719,
8868 a 8874, ale také u latek 8872 a 7718 nebyl zarovern pozorovan nartst podilu
bunék v G2/M fazi. U latky 8872 bylo zarovenn mozno pozorovat, ze maximalniho
podilu bunék v G1 fazi (cca 80 %) bylo dosazeno jiz pfi koncentraci 12,5 uM. Pri
zvysujici se koncentraci jiz nedochazelo ke zméné podilti fazi bunécného cyklu.
Pozitivni je, Ze u této latky nebyl pozorovan ani nartist odumfelych bunék, respektive
jejich fragmenti. Nevyrazny G1 blok bylo mozné pozorovat také u standardu
enzalutamidu, kdy podil bunék v G1 fazi nepiesahl 85 % v zadné pouzité koncentraci,
zato byl pomérné stabilni jiz od nejnizsi pouzité koncentrace a enzalutamid nemél
zasadni vliv na podil odumfelych bunék. Galeteron dosahl maximalniho podilu bunék
v G1 fazi pfi koncentraci 12,5 uM, kdy se tento podil blizil 90 %. Naopak vyssi
koncentrace mély za nasledek vyrazn€jsi odumirani bunék a tim i snizujici se podil
buneék v G1 fazi. Obecné pii pohledu na spojnicovou ¢ast grafi (podil fragmentt
bunék) bylo mozné usoudit, ze latky starSi série vykazuji podobny charakter jako
galeteron, kdy od koncentrace 25 uM dochazelo k vyraznému naristu odumfelych
bunék. U latek nové série nebyl tento trend pozorovan, podil fragmentl bunék

nepiesahl 10 % a byl pomérné stabilni napfi¢ koncentracemi.
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Zavérem analyzy bunééného cyklu u linie LNCaP bylo mozné konstatovat, ze
vSechny studované latky zpusobovaly tzv. G1 blok, a tudiz zvySovaly podil bunek
v G1 fazi na tkor podilu S faze. Tento efekt bylo mozné nejvyraznéji pozorovat u latky
7719, a to pii koncentraci 25 uM, kdy pii vyssi koncentraci dochéazelo k vyraznému
odumirani bunék. Z latek nové série latky 8868 a 8874 prokazaly silnou schopnost G1
bloku. U latky 8872 byl pozorovan nizsi narast podilu bunék v G1 fazi, kdy byl tento
narast podilu zastaven u koncentrace 12,5 uM a pfi vyssich koncentracich jiz nerostl.
Vramci zivotaschopnosti bun€k pii vysSich koncentracich pouzitych latek byly
vysledky pozitivné€jsi pro latky nové série. Pro presnéjsi konstatovani by bylo potieba

provést test viability.

Vysledky koresponduji s odbornou literaturou, kdy bylo v minulosti mnohokrat
prokazano, ze AR hraje klicovou roli pfi pfechodu butiky z G1 do S faze, a to nezavislé
na své transkripcni aktivité (Schiewer a kol., 2012). Védecka skupina Cifuentes a kol.
(2003) jiz dfive studovala vliv nesteroidniho antagonisty bicalutamidu na pifechod
bunék LNCaP z G1 do S faze. Tato studie vyuzila metody méfeni miry inkorporace
SH-thymidinu do DNA a prokazala, Ze inhibice aktivity AR bicalutamidem ma zasadni
vliv na kumulaci bunék v G1 fazi. Prepokladalo se tedy, ze studované latky, jakozto
antagonisté AR, zabrani burikam vstoupit do S faze a zpusobi tzv. G1 blok. Tento

predpoklad se potvrdil.
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Obr. 30 — Vysledné grafy analyzy bunécného cyklu pritokovym cytometrem pro latky 7709,
7718, 7719, 8868, 8872, 8874 a standardy galeteron a enzalutamid u buné¢né linie LNCaP.
Kontrolni vzorek je v grafu oznacen koncentraci ,,0°. ,,Debris™ znaci fragmenty odumfelych
bun¢k.
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5 ZAVER

V ptipadé 1écby rakoviny prostaty hraje klicovou roli v€asna diagnéza a dostateCna
prevence. Paklize v§ak nemoc naplno propukne, zna dne$ni medicina vedle klasickych
chirurgickych a radioterapeutickych metod i fadu modernich pfistupi. I pfes prvotni
neuspéchy a rezistence karcinomu na 1écbu se védecké komunité podafilo vyvinout
jak velmi uc¢inné steroidni antiandrogeny, jakym je napiiklad galeteron, ktery nasel
uplatnéni prevazné ve védeckém vyzkumu, tak i nesteroidni antiandrogeny, jakym je
napiiklad enzalutamid, ktery je dnes vyuzivan pii klinické 1é¢bé rakoviny prostaty.
Inhibitory N-terminalni domény AR, inhibitory koaktivatord ¢i v soucasnosti
prulomova technologie PROTAC jsou dalsimi dukazy velkého pokroku v I1écbé
karcinomu prostaty a mohou byt také odpovédi na AR-Vs ¢i fadu rezistentnich

mechanismu.

Prakticka ¢ast se zaméfila na studium dvou sérii latek, které byly derivaty silného
antagonisty AR galeteronu, a které pochéazely od védecké skupiny profesora
Zhabinského. Latky starsi série byly oznaceny kody 7707 az 7726 a latky nové série
kody 8867 az 8877. Soucasti testovani téchto latek byla také reportérova esej pro ER,
kde se testoval charakter latek vici ER. V ramci praktické Casti byly pro tuto esej
uspésSné pripraveny transfekované bunécné linie SKRB3, byly navrzeny parametry
eseje a nasledné byla cela esej optimalizovana. Mimo tuto metodu studie latek byla
pouzita také imunodetekce klicovych proteinti spojenych s rakovinou prostaty, jakymi
byli AR, fAR, PSA a Nkx3.1. Pro blizsi urCeni charakteru latek vici AR byla pouzita
reportérova esej. V samotném zavéru byly ovlivnéné bunééné linie karcinomu prostaty
testovany na prutokovém cytometru po zjisténi podild bun€k v riznych fazich

bunécného cyklu ve spojitosti s danou latkou.

Pomoci prvotnich imunodetekcnich experimentl a reportérové eseje pro AR byly
vybrany 3 kandidatni latky z kazdé série na zakladé€ jejich antagonistického charakteru
vucéi AR a schopnosti snizovat hladiny jak samotného AR, tak podfizenych proteind.
Ze starsi série se jednalo o latky 7709, 7718 a 7719 a z nové série to byly latky 8868,
8872 a 8874. Tyto latky byly podrobeny dal§im imunodetekénim experimentim,
reportérové eseji pro ER a analyze bunééného cyklu. VSechny kandidatni latky nové
série projevily vyznamny antagonisticky charakter vi¢i AR v reportérové eseji a pii
imunodetekénich experimentech byly u nich pozorovany poklesy hladin klicovych
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proteint, tedy AR, PSA a Nkx3.1 a to jak v plném, tak ve stripovaném médiu.
Nejvyrazngjsi efekt byl pozorovan u latky 8868. Krom u latky 7709 nebyl u zbylych
latek pozorovan agonisticky charakter vii¢i ER se zvysujici se koncentraci. V pfipadé
antagonistického charakteru vici ER byly nejvyrazngjsi latky 7718, 7719 a 8874.
Naopak latka 8868 neprojevila antagonisticky charakter vici ER. Jak bylo popsano
v teoretické Casti této prace, pro potencialni 1€k karcinomu prostaty je klicové, aby
nebyl agonistou ER a v idealnim pfipadé, aby byl jeho antagonistou. Pii analyze
bunécného cyklu pritokovou cytometrii byl u linie LNCaP pozorovan u vsech latek
G1 blok, coz vzhledem k jejich antagonistickému charakteru vici AR odpovida

vysledkiim publikovanych v odborné literatufe (Schiewer a kol., 2012).

Do budoucna je urcité doporuceno pokracovat v optimalizaci reportérové eseje pro
ER, ktera ma potencial stat se standardni metodou na Katedie experimentalni biologie
Univerzity Palackého v Olomouci pro studium vlivu latek na transkrip¢ni aktivitu ER.
Samotna transfekce byla dle vysledku této prace plné funkcni, ov§em nedostatky byly
pozorovany v provadéni samotné reportérové eseje. Doporucuje se provést testy
viability pro studované latky, coz by pomohlo objasnit néktera data nejen z analyzy

bunééného cyklu.

Zavérem bylo mozné konstatovat, ze ob¢ série latek obsahovaly slibné antagonisty
AR s potencidlem postupu do dalSich fazi testovani. Jednalo se zejména o latky 7709,
7718 a 7719 ze staré série a latky 8868, 8872 a 8874 z nové série, kde latka 8868
vykazovala nejlepsi vysledky. Obdobné zavéry byly publikovany v praci Rudovich a
kol. (2022), kde je latka 8868 oznacena jako ,,24j.
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