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1 UvOD

Rakovina prostaty je jednim z nejcastéjsich typl rakoviny, které se vyskytuji u muzd.
RUst a celkova progrese karcinom( prostaty je vétSinou zavisla na plisobeni androgennich
hormond, jejichz funkci zprostfedkovava androgenni receptor. Moznym zplsobem léchy
je androgenni deprivacni terapie, ktera je zaloZzend na redukci hladiny androgennich
hormon0, ¢ehoZ lze dosahnout mimo jiné prerusenim drahy aktivace androgenniho
receptoru androgeny s vyuzitim antiandrogenl. AvSak v mnoha pripadech rakoviny
prostaty po této terapii dochazi k rozvoji rakoviny na androgen-resistentni a jeji progrese
nastdva i za nizkych hladin androgennich hormon{. Nicméné i vtomto pripadé se
downregulace androgenniho receptoru ukazala jako efektivni mechanismus v lé¢bhé
rakoviny prostaty. Ddlezitou roli v downregulaci androgenniho receptoru by mohl hrét
aryluhlovodikovy receptor. Aryluhlovodikovy receptor je ligandem aktivovany
transkripni faktor. Ma velky vyznam v regulaci enzymi metabolizujicich xenobiotika a
figuruje i v mnoha jinych fyziologickych procesech. Jeho podstatnou funkci, ktera souvisi
s rakovinou prostaty je, Ze jako ligandem aktivovany mdZze byt soucasti enzymu ubiquitin
E3 ligasy, kterd dokaze zacilit steroidni receptory, jako estrogenni a pravé i androgenni,
k proteasomalni degradaci. Aryluhlovodikovy receptor je aktivovdn mnoha exogennimi
a endogennimi slouceninami jako pesticidy, léCiva, polyhalogenované dioxiny a furany,
polyaromatické uhlovodiky nebo také polyhalogenované uhlovodiky, kterymi mohou byt
i fluorované derivaty indolu. Cilem této diplomové prace pak bylo sledovat pdsobeni ¢tyf
vybranych sloucenin fluorovanych derivatl indolu na aktivitu aryluhlovodikového
receptoru a jeho nasledny dopad na aktivitu androgenniho receptoru v nadoroveé
prostatické linii 22Rv1.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Rakovina prostaty
2.1.1 Prostata

Prostata nebo také predstojnd Zlaza je wvnitfni orgdn muzské pohlavni soustavy. Je
pritomnd i u ostatnich savcl, ale mezi druhy se mohou objevovat rozdily v jeji anatomii
a biochemii (Frick & Aulitzky, 1991). Prostata dospélého Clovéka je elastickd pevna
Zlaza, kterd méa tvar obracené pyramidy. Zdrava prostata ma hmotnost v rozmezi 15 az
20 g a jeji primérné rozméry jsou 3,4 cm na délku, 4,4 cm na $itku a 2,6 cm na tloustku
(Amis, 1994). Je lokalizovéana v subperitoneédlnim prostoru, konkrétné pfed konecnikem
a pod mocovym méchyfem, kde obklopuje mocovou trubici vychazejici z mocového
méchyre (Lee et al., 2011).

Funkci prostatickych bunék je produkce zasaditého sekretu, ktery umoZiuje
neutralizaci kyselého prostfedi v muzské mocové trubici a pfi pohlavnim styku i v pochvé
zeny, ¢imz je podporena Zivotnost a také pohyblivost spermii. Spermie jsou odvadény
z nadvarlat do mocové trubice pomoci dlouhého Uzkého péarového chédmovodu.
Chamovod se pred vylsténim do mocové trubice spojuje s vyvody semennych vackl a
prochazi pres prostatu. Spermie pak spolu se sekrety vack( a prostaty vytvari ejakulat,
pfiCemz prostatické sekrety jsou hlavni slozkou semenné plazmy ejakulatu (Frick &
Aulitzky, 1991).

Prostaticky epitel obsahuje tfi typy bunék: kmenové burky, bazalni buriky a sekre¢ni
bunky. V tkani pak dochazi k transformaci kmenovych bunék na pfechodné proliferujici
buniky a nasledné na zralé pIné diferenciované jiZz nedélici se sekre¢ni bunky (Frick &
Aulitzky, 1991). Prostata se déli na tfi oblasti: centralni zona, pfechodova zéna a periferni
z6na. Tyto oblasti se lisi svou anatomii, histologii, funkci a embryologickym plivodem
(Leeetal., 2011). Centralni z6na zaujima tvar kuZelu a nachazi se v blizkosti ejakulacnich
vyvodl. Prechodova zéna je lokalizovana v blizkosti mocové trubice, ktera Usti
z mocoveho méchyre a prochazi prostatou. U mladych lidi je tato zna obvykle nevyrazna
a predstavuje asi 5 % Zzlazy. U vétSiny starSich muzll vSak byva vyrazné rozsifena
v dlsledku benigni hyperplazie prostaty. Periferni zona tvori vnéjsi ¢ast zlazy. Ze vsech
tfi oblasti, periferni zona zaujima nejvétSi Cast prostaty a v normalnim pfFipadé
predstavuje priblizné 70 % (Obr. 1) (Ittmann, 2017).
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Obrazek 1: Znazornéni anatomického rozdéleni lidské prostaty na tfi oblasti: centralni, periferni
a pfechodovou (obrézek prevzat z Ittmann, 2017, upraveno)
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Lidska prostata je organem, ktery postihuji dvé nej¢astéjsi onemocnéni vyskytujici se
u starSich muz(: benigni hyperplazie prostaty a rakovina prostaty. Jednotlivé oblasti
prostaty se odliSuji nejen svou anatomii, histologii a funkci, ale také rozdilnou nachylnosti
ke vzniku patologickych poruch. Napfiklad u rakoviny prostaty byva nejcastéji zasazena
periferni zéna, kdy priblizné 70 % vsech karcinom{ pochazi praveé z této oblasti. Naopak
centrélni zona byva zasaZzena nejméné a vyskyt rakoviny je zde velmi nizky. Rozdily mezi
nachylnosti ke karcinogenezi téchto dvou zdén souvisi sodliSnym embryondlnim
plvodem. Prechodova a periferni zéna maji podobny embryonalni pivod, ale jejich
nachylnost ke karcinogenezi se lisi. Zatimco v periferni zéné vznika vétsina karcinom(
prostaty, pocet pripadl vznikajicich v pfechodné zéné je nizsi, priblizné okolo 25 %. To
muZe byt zplsobeno rozdilnym sloZzenim stromy téchto zon. V prechodové z6né ma
stroma vice fibromuskularni strukturu. Proto se také pfedpokladd, Ze benigni hyperplazie
prostaty je onemocnéni fibromuskularni stromy, protoZe prévé tato zéna byva pri
hyperplazii postizena (Lee et al., 2011).

2.1.2 Cetnost rakoviny prostaty
Rakovina prostaty je druhym nejCastéji diagnostikovanym typem rakoviny vyskytujicim
se u muzl. Z celosvétového hlediska se jedna o patou nejcastéjsi pricinu umrti, které

souviseji s rakovinou (Wang et al., 2022; Zheng et al., 2022). Ve 48 zemich jde dokonce



0 hlavni pfi€inu Oamrti spojenym s rakovinou a ve 112 zemich je nejcastéjsi
diagnostikovanou rakovinou (Wang et al., 2022).

V roce 2020 v souvislosti s rakovinou prostaty celosvétové pribylo odhadem
1 414 000 novych pfipadd a 375 304 umrti. V Ceské republice byl za rok 2020 podet
novych pfipadd odhadovan na 9117 a pocet Umrti na pfiblizné 1467. Vyzkum mapujici
rakovinu prostaty mezi lety 2000 az 2019 ukazuje v Cesku na zvysujici se trend incidence,
av$ak mortalita zaujima trend klesajici. Z dlivodu starnuti populace se ale predpoklada,
Ze pocet pripadl rakoviny prostaty se bude zvysSovat (Wang et al., 2022).

Zatim jedinymi dobfe znamymi rizikovymi faktory rakoviny prostaty jsou vyssi vék,
rodinnd anamnéza a africky plvod. Rodinnd anamnéza je velmi vyznamnym faktorem
pro screening, protoZe relativni riziko vyskytu je az dvojnasobné zvyseno u lidi, u nichz
se jiZ rakovina prostaty objevila u pfibuznych prvniho stupné. Tito pacienti vSak vykazuji
vySSi Sance na preZiti, které jsou spojovany s Casnym klinickym stddiem rakoviny pfi
diagn6ze. Mezi lety 2001 az 2016 bylo ve Spojenych statech americkych desetileté
relativni preziti lokalizované rakoviny prostaty 100 %, avSak pétileté relativni pFeZiti
pokrocilého metastatického nélezu bylo jiz pouhych 30 %, coz u rizikovych skupin
poukazuje na dllezitost detekce rakoviny prostaty v brzkém stadiu (Zheng et al., 2022).

Byly predloZeny i dalsi rizikove faktory, u kterych se pfedpokladd, Ze by mohly mit
vliv na riziko rozvoje rakoviny prostaty, jako jsou kondice a stravovaci ndvyky ¢lovéka,
obezita, diabetes mellitus a suplementace vitaminu E. VIiv na incidenci a mortalitu ma
také index lidského rozvoje (HDI) (Wang et al., 2022), ktery na zakladé nékolika rozmér(
jako je zdravi a délka Zivota, pfistup ke vzdélani a Zivotni standard, v podstaté urcuje

aroven lidského Zivota (Roser, 2014).

2.1.3 Souvislost androgen( s rakovinou prostaty
V roce 1941 Charles B. Huggins a Clarence V. Hodges objevili, Ze rdst a preziti rakoviny
prostaty jsou ovliviilovany androgennimi hormony. U rakoviny prostaty prevaZzuji
androgen-dependentni karcinomy, coZz znamena, Ze jejich rlist a preZiti jsou zavislé na
pritomnosti androgen( a reaguji na androgenni ablacni terapii, tedy na zastaveni produkce
nebo pFitomnosti téchto hormond. Problémem vsak je, Ze tyto karcinomy se mohou stét
androgen-independentnimi a mohou progredovat i navzdory androgenni ablaci (Debes &
Tindall, 2004).

PFi vyvoji samotné prostaty i pfi rozvoji rakoviny nese vyznamnou roli androgenni

receptor (AR) (viz. Kapitola 2.3), a to i u karcinom(, které jsou nezavislé na androgenech.



Ukazalo se, Ze béhem karcinogeneze androgen-refrakternich karcinomi prostaty dochazi
k up-regulaci exprese genu pro AR. Mechanismy progrese androgen-refrakterniho
karcinomu prostaty Ize rozliSit na ty, které vyuZivaji AR a ty, které jej obchazeji.
Vzajemné se vSak tyto dva mechanismy nevylucuji a mohou se prolinat (Debes & Tindall,
2004).

V pripadé androgen-dependentnich  karcinom(l dochazi k progresi rakoviny
prostfednictvim mechanismu klasické signalizace AR (viz. Kapitola 2.3.2), kdy je
receptor aktivovan vazbou ligandd, jako dihydrotestosteron (DHT), translokovan do jadra
a navazan na DNA. Tim je umozZnéna aktivace transkripce gentl zodpovédnych za rlist a
preziti prostatickych nadorovych bunék (Obr. 2) (Agoulnik & Weigel, 2006).

Jednim z principl progrese bunék androgen-independentnich karcinomd, které
vyuzZivaji AR, je amplifikace receptoru. Ve srovnani s androgen-dependentnimi
karcinomy u independentnich dochézi k amplifikaci az u pFiblizné tfetiny pfipadd. Je tedy
zvysena exprese genu a jelikoz se nasledné v burice vyskytuje vice molekul receptoru,
k jeho aktivaci postaCuji i nizsi hladiny ligand( (Mellado et al., 2009).

Dalsim moznym, avSak ne pfili§ Castym principem, je mutace genu pro AR v burikach
androgen-refrakterniho karcinomu. Mutacemi mize dojit k navy$eni poctu molekul
schopnych vazat se k receptoru a tim k jeho aktivaci. Pokud tedy dojde k mutacim, mize
byt receptor aktivovan odliSnymi ligandy, neZ za normalnich podminek a reagovat i na
jiné steroidni latky nebo slouceniny plsobici opacné nez androgenni hormony (Debes &
Tindall, 2004).

Treti princip u androgen-refrakterniho karcinomu, jehoZ mechanismus vyuZiva AR, je
zaloZzen na zménach funkce nebo exprese rdstovych faktorl, cytokinl a koaktivator(
umoziujici aktivaci receptoru. Nékteré rlistové faktory a koaktivatory jsou u androgen-
refrakternich karcinomd nadmérné exprimovany. Castymi latkami aktivujicimi receptor
jsou cytokiny, obzvlasté interleukin-6, nebo rlstovy faktor I, ktery je podobny inzulinu
(IGF-1) (Debes & Tindall, 2004).

Jednim z mechanism preziti androgen-refrakternich nador( prostaty, které obchazeji
AR, je neuroendokrinni diferenciace rakovinnych bunék. Neuroendokrinni buriky
proliferuji velmi pomalu, coZ usnadiuje jejich preZiti prfi 1éCbé chemoterapeutickou,
radiaCni nebo endokrinni cestou. Tyto bunky také produkuji latky jako serotonin a
bombesin, coz jsou neuropeptidy, které mohou zvySovat proliferaci rakovinnych bunék
nachézejicich se v okoli a tim zajistovat progresi karcinomd prostaty (Grossmann et al.,
2001).



Dal$im mechanismem obchéazejici AR je deregulace genl pro apoptézu. Dilezitou
funkci maji tumor-supresorové geny PTEN a antiapoptotické geny Bcl-2. Za béznych
podminek je produktem genu PTEN inhibovéana fosfatidylinositol 3-kinasova draha.
Pokud je tato draha aktivovana, je stimulovan protein Akt, ktery inaktivuje nékteré
proapoptotické proteiny a tim je podpofeno preziti bunék. PTEN tedy umoZriuje
normalnim bufikdm podstoupit apoptdzu. V rakovinnych burkach dochézi ke ztraté
funkce PTEN, ke zvySeni aktivity proteinu Akt a nasledné blokaci apoptozy (Obr. 2).
Ztrata funkce genu PTEN je vSak béznd i u jinych typl rakovin (Feldman & Feldman,
2001).

Jinym ddlezitym prvkem v mechanismu rakoviny prostaty je aryluhlovodikovy
receptor (AhR). Tento receptor je ligandem aktivovany transkripcni faktor, ale ma také
2017). To
znamena, ze AhR po aktivaci ligandem mdZe podporovat proteasomalni degradaci

funkci ubiquitin E3 ligasy (viz. Kapitola 1.2.4) (Luecke-Johansson et al.,

steroidnich receptord, jako jsou estrogenovy receptor alfa, a pravé i AR. Nasledné dochazi
k prerudeni transkripcni aktivity AR zapojeného do progrese rakoviny prostaty. Proto by
proteasomalni degradace AR prostfednictvim AhR mohla byt zdsadni pro potlaceni
2015). AhR je vSak

nadmérné exprimovan u mnoha typld rakovin a z toho ddvodu by mohl byt v téchto

proliferace bunék rakoviny prostaty vyuZivajici AR (Sun et al.,

nadorech dilezitym cilem lécby (Chen et al., 2020).
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Obréazek 2: Schéma progrese androgen-dependentni a androgen-independentni rakoviny prostaty
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2.1.4 Diagnostika rakoviny prostaty

Podle Ceské urologické spolecnosti by preventivni vySetfeni na pfitomnost karcinomu
prostaty mélo byt provedeno u muzl od 50 let véku nebo pokud se onemocnéni vyskytuje
v rodinné anamnéze, je vysetieni doporucéeno u muzi jiz od 45 let. V soucasnosti je
vétsina karcinomi diagnostikovana prostfednictvim odbéru krve pacienta a jeji naslednou
analyzou na hladinu prostatického specifického antigenu (PSA) (Ceskéa urologicka
spole¢nost CLS JEP).

PSA je serinovd proteasa regulovand androgeny, patfici do rodiny tkanovych
kalikrein( (Balk et al., 2003), koédovana genem KLK3 (Penney et al., 2011). Je
produkovan jak prostatickymi rakovinnymi burikami, tak epitelialnimi burikami prostaty.
PFirozené se vyskytuje ve spermatu, kde Stépi semenogeliny (Balk et al., 2003), coz jsou
proteiny inhibujici pohyblivost spermii (de Lamirande, 2007). Do vyvodd prostaty se
PSA dostava jako neaktivni proenzym (proPSA) ze sekrecniho epitelu, ktery je obklopen
bazalnimi burikami a bazalni membranou. Po aktivaci mlze aktivni PSA prechézet difuzi
do krevniho obéhu, kde je vSak vazéan proteasovymi inhibitory. Aktivni PSA v lumenu
prostaty také podléha proteolyze a vznika tim neaktivni PSA, ktery taktéZz mdze prechéazet
do krevniho obéhu a vyskytovat se v nenavdzanéem stavu jako volny PSA.
Charakteristickym znakem karcinomu prostaty je zvySeni hladiny proPSA a vazaného
PSA s proteasovymi inhibitory v krvi, protoZe pri rakoviné ¢asto dochazi k poruseni
struktury bazalnich bunék (Balk et al., 2003). AvSak PSA neni specificky pro
onemocnéni, ale pro prostatu jako organ. Je tedy mozné, Ze stavy jako prostatitida,
benigni hyperplazie nebo infekce moCovych cest mohou zapfiCinit zvySené hladiny PSA
a naopak u pacientll s vysokou nadorovou zatézi mohou byt hladiny nizké (Narain &
Sooriakumaran, 2022). Nicméné zvysené hladiny PSA naznacuji vétsi riziko rakoviny
prostaty. Je ale nutné brét do Uvahy vék, rodinnou anamnézu, klinicky stav nebo pfipadné
komorbidity pacienta. Pfesna hrani¢ni hodnota hladiny PSA, pod kterou by bylo riziko
rakoviny nulové, neni jasnd (Descotes, 2019). Byly vSak stanoveny maximalni hranice
koncentrace PSA v séru s ohledem na vék pacient( a to az 2,5 ng-ml pro muze ve véku
40 az 49 let, 3,5 ng-ml™* pro muze v rozmezi 50 az 59 let, 4,5 ng-ml™ pro 60 az 69 let a
6,5 ng-ml™ pro muze staré 70 az 79 let. Jeden z nejpravdépodobngjsich faktortl narlstu
hladiny sérového PSA v priibéhu véku je zvétSeni prostaty (Oesterling et al., 1995).

Dalsi ddlezitou metodou je digitalni rektalni vySetfeni (DRE) prostaty, tedy vySetreni
pohmatem pres konecnik. DRE je rutinni screeningovy test, pfi kterém se hodnoti povrch



prostaty. Cilem je odhaleni jakychkoli odliSnosti od normalniho stavu, jako jsou hrbolata
nebo ztvrdla mista. Pouze podle vysledkd DRE ale neni mozné urcit diagndzu rakoviny
prostaty, nebot’ tato metoda neni dostate¢né pfesna (Sharma et al., 2017).

Na zakladé vysledkll stanoveni hladin PSA a DRE miZe byt provedena biopsie
prostaty a histopatologické vySetfeni odebrané tkané, které je nutné pro definitivni
diagnézu (Mottet et al., 2015). Béhem vySetfeni jsou popsany charakteristiky tkané a
Vv pripadé pozitivniho nélezu je u karcinomu ur¢eno Gleasonovo skore, které vypovida o
agresivité nadoru a vyuziva se pfi vybéru vhodné lécby (Gleason, 1992; Sharma et al.,
2017). Zlatym standardem pro diagnostiku rakoviny prostaty je tedy biopsie (Sharma
etal., 2017), ktera se provadi pod kontrolou transrektalni ultrasonografie (Das et al.,
2019). S biopsii je ale spojena fada nezadoucich komplikaci jako je krvaceni, infekce
nebo erektilni dysfunkce (Derin et al., 2020). Proto se v dnedni dobé uvaZuje o vyuZiti
multiparametrické magnetické rezonance jeSté pfed biopsii, nebot’ umoziuje relativné
pfesnou detekci karcinomu prostaty. Je tak mozné vyloucit pfitomnost rakoviny a
25-50 % muzl se zvysenymi hladinami PSA tak nemusi podstupovat okamzitou biopsii.
V pfipadé mozné pfitomnosti karcinomu nemusi byt odebirany vzorky z celé prostaty
jako pfi biopsii pod kontrolou ultrasonografie, ale pfimo z podezielého mista, coZ zvysuje

pravdépodobnost detekce rakoviny (Lomas & Ahmed, 2020).

2.1.5 Lécba rakoviny prostaty

Vybér vhodné 1éCby rakoviny prostaty vzdy zavisi na mnoha faktorech. Na zakladé
stanoveni hladiny PSA, Gleasonova skére a klinického stadia jsou u pacientll rozliseny
karcinomy s nizkym, stfednim a vysokym rizikem. Také zaleZi na tom, zda jsou nadory
omezeny pouze na prostatu, tedy lokalizované, nebo jiz vétsich rozmérd a napadaji blizké
tkané, tedy lokalné pokrocilé, anebo metastatické.

U lokalizovaného karcinomu s nizkym rizikem je nékolik moznosti 1éby jako aktivni
sledovéani, radikélni prostatektomie, tedy chirurgické odstranéni celé prostaty,
radioterapie vnéjSim paprskem (EBRT), brachyterapie a pozorné vyckavani (Waldron
et al., 2023). Aktivni sledovani znamen4, Ze onemocnéni neni l1éceno, ale jsou provadény
pravidelné kontroly hladin PSA, DRE a biopsie, a pfi zhor3eni stavu se prechazi k 1é¢bé
s cilem pacienta vylé€it. Oproti tomu pozorné vyckavani je pfi zhorSeni stavu zaméreno
spiSe na Iécbu priznakd s paliativnim zamérem (Litvin & Tan, 2017). Brachyterapie je

specificka forma radioterapie, kdy je zdroj ionizujiciho zafeni Skodlivého pro nadorové



bunky, umistén pfimo do n&doru nebo do jeho blizkosti. Pfi EBRT je z&feni generovano
mimo télo pacienta (Chargari et al., 2019).

V pfipadé lokalizovaného karcinomu se stfednim rizikem se vétSinou jako léCba
uplatriuje prostatektomie nebo radioterapie. U lokalizovanych karcinoml s vysokym
rizikem se postupuje stejné jako u lokalné pokrocCilych karcinomd, tedy ve formé
chirurgického odstranéni prostaty nebo radioterapie soucasné s hormondlni [éCbou.
V pripadé metastatickych karcinomd lze rozlisit dvé faze, kdy je rakovina prostaty
kastraCné citliva nebo kastracné rezistentni (Waldron et al., 2023).

U kastracné citlivych karcinom( je standardni lé¢bou androgen-deprivacni terapie
(ADT), kterda znamena snizeni nebo Uplnou blokaci produkce androgen(. Toho Ize docilit
prostfednictvim chirurgické kastrace, tedy orchiektomie, nebo farmakologické kastrace,
ktera spociva v plisobeni agonistd nebo antagonistli hormonu uvoliujiciho gonadotropin
(GnRH) (Yamada & Beltran, 2021). VyuZiti agonistll GnRH je zaloZzeno na zvy$ené
produkci luteinizaéniho hormonu, stimulujiciho tvorbu testosteronu, po jejich vazbé na
receptory GnRH. To na kratkou dobu v Fadu dnil zplsobi nardst hladiny testosteronu,
avsak dlouhodobé plisobeni agonistli vyvola downregulaci receptorli GnRH, coZ bude mit
za nasledek pokles hladiny testosteronu. U antagonistll GnRH je principem Gcinku
kompetitivni obsazeni receptoru (Pagliarulo, 2018). Soucasné s ADT se uplatfiuje i
podavani latek, jako je docetaxel nebo latek cilicimi na AR jako apalutamid, (Yamada &
Beltran, 2021) coZ je kompetitivni antagonista AR (Chi et al., 2019).

U vétsiny pacientl ale i pfes ADT v pribéhu dvou az tfi let dojde k urc¢itému rozvoji
onemocnéni a rakovina se stane kastracné rezistentni. Nicméné i tak maji androgeny
v progresi onemocnéni dilezitou funkci (Chandrasekar et al., 2015). Z tohoto dlivodu se
také vyuzivaji latky, které cili na funkci ¢i syntézu andogen(, jako enzalutamid nebo
abirateron (Sarton & de Bono, 2018). Enzalutamid je latka se schopnosti inhibice
signalizace AR (Pagliarulo, 2018). Vykazuje vysokou afinitu k AR. Ve studii, kterou
provedli Tran et al., 2009, byla pozorovana az 8x vyssi afinita k AR nez u klinicky
pouZivaného antiandrogenu bikalutamidu. Funkce enzalutamidu jako antagonisty AR
spoiva ve tfech mechanismech, kdy inhibuje vazbu androgenli na AR, blokuje
translokaci AR do jadra buriky a zabrafuje jeho vazbé na DNA (Katolicka, 2014).
Abirateron blokuje syntézu steroidnich hormon(, kdy konkrétné inhibuje cytochrom
P450 17A1 (CYP17A1), zapojeného do biosyntézy testosteronu (Pagliarulo, 2018).
Stejné jako u kastracné citlivych karcinom( se i u kastracné rezistentnich vyuziva latka

docetaxel, coz je chemoterapeutikum indukujici apoptézu diky vazbé na B-tubulin
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v mikrotubulech a tim zabrariuje depolymerizaci nutné k mitéze (Chandrasekar et al.,
2015).

2.2 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor. Jednou
z jeho mnoha funkci je regulace enzymd, které metabolizuji xenobiotika, hlavné pak
slouceniny, které obsahuji aromatické uhlovodiky, podle ¢ehoz byl pojmenovan (Kou &
Dai, 2021). Je ale také zapojen do mnoha fyziologickych procesd, jako jsou proliferace a
regulace bunécného cyklu, apoptéza, opravné procesy DNA, imunitni odpovédi,
cirkadianni rytmus, exprese gentl zapojenych do lipidového metabolismu a dal$i (Kolluri
etal., 2017).

2.2.1 Struktura aryluhlovodikového receptoru

AhR je protein, ktery je tvofen 848 aminokyselinami a jeho teoretickd molekulova
hmotnost je priblizné 96 kDa (Vrzal et al., 2004). Protein je kédovan genem AHR
(UniProt (28.2.2023)), ktery se u ¢lovéka nachazi na chromosomu 7, kde je 12 exonl pro
produkci proteinu (Vrzal et al.,, 2004). AhR je soucasti basic helix-loop-helix
(bHLH)/PAS proteinové rodiny. Priméarni struktura proteinu obsahuje tfi domény:
N-terminalni doména bHLH, domény Per-ARNT-Sim (PAS) A a B a C-terminalni
transaktivacni doména (TAD) (Obr. 3) (Kou & Dai, 2021).

N-terminalni doména bHLH ma funkci pfi vazbé AhR na DNA a podporuje dimerizaci
mezi receptorem a jadernym translokatorem AhR (ARNT), coZ je strukturné pfibuzny
protein (Stevens et al., 2009). bHLH je tvofena dvéma amfipatickymi a-helixy, které
oddéluje nehelikalni smyc¢ka. Tato doména je typicka pro mnoho protein(, které funguiji
jako modulatory bunécné diferenciace a proliferace, diferenciace B-bunék nebo také
determinace pohlavi (Vrzal et al., 2004).

Vazba Hsp90

NH, COOH

—
o
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—
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Gaiba DNA Dimerizace

Obrézek 3: Znazornéni doménové struktury proteinu AhR (obrdzek pfevzat ze Zhu et al., 2019,
upraveno).
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Vétsina transkripénich faktor(i z rodiny bHLH/PAS obsahuje dvé tandemové PAS
domény, PAS A a PAS B (Hao et al., 2011). Doména PAS obecné umoZiuje
rozpoznavani DNA, vazbu ligandd, heterodimerizaci s ARNT a také interakce chaperond
(Stevens et al., 2009). PAS A je dileZita pro dimerizaci a jeji specificitu, stabilitu a silu
vazby DNA. Doména PAS B se uplatriuje pfi vazbé ligandl (Hao et al., 2011). Byla
identifikovana jako konzervovana sekvence u transkripénich faktord rodu Drosophila
PER (period) a SIM (single-minded) a u lidského proteinu ARNT (Vrzal et al., 2004).

C-terminalni doména TAD je z velké Casti nestrukturovana. Zahrnuje transkripéné
aktivni oblast a potencialni oblasti, které se U€astni transformace receptoru. Tato oblast
také byva velmi variabilni. Pravé zmény v této doméné zapfiCinuji rozdily v molekulové
hmotnosti proteinu receptoru v ramci jednoho druhu, ale i mezi nimi (Stevens et al.,
2009).

2.2.2 Signalizace aryluhlovodikového receptoru
U Clovéka je AhR exprimovan v mnoha tkanich. Nejvyssi hladiny exprese mRNA byly
identifikovany v placenté, plicich a jatrech. Naopak nizké hladiny se vyskytovaly
v mozku, ledvindch a kosternim svalstvu (Jiang et al., 2010). Pokud je receptor
v inaktivované formé, nachdzi se v cytoplasmé (Pollenz et al., 1993). Zde vytvari
proteinovy komplex se dvéma heat shock proteiny 90 (Hsp90), podilejicimi se na
skladani, stabilizaci konformace a udrZzeni AhR v inaktivnim stavu, X-asociovanym
proteinem 2 viru hepatitidy B (XAP2), ktery ukotvuje receptor na cytoskeletu, s
ko-chaperonem p23 a proteinkinasou c-SRC. Z&roveri mohou tyto chaperony inhibovat
ubikvitinaci a degradaci a tim v cytoplasmé udrZovat urcité mnozstvi receptoru (Obr. 4).
PFi kontaktu AhR s exogennimi nebo endogennimi ligandy dochézi k uvolnéni XAP2
a proteinkinasy c-SRC a receptor je translokovan do jadra (Hu et al., 2023). AhR mlze
zplisobovat aktivaci vice signalizacnich drah a mlze byt aktivovan rliznymi ligandy.
Prvni popsanou byla genomicka draha. Receptor se po translokaci do jadra vaze s ARNT
za vzniku aktivniho heterodimeru, ktery se pak pfipojuje na kratké specifické sekvence
DNA zvané xenobiotické responzivni elementy (XRE) (Larigot et al., 2018). Ty se
nachéazeji v promotorové oblasti genu CYP1AL. Poté plsobi jako transkripéni faktor a
indukuje enzym metabolizujici toxické latky, cytochrom P450 1Al (CYP1Al) (Kudo
et al., 2018). Heterodimery rekrutuji koaktivatorové proteiny, indukujici remodelaci,
relokalizaci ¢i disociaci nukleosomd v chromatinu enhanceru a promotoru, a mohou tak

iniciovat transkripci mnoha gend. Aktivované geny se mohou mezi typy tkani i druhy

11



savcl lisit, ale geny CYP1A1 a CYP1B1 jsou exprimovany v rlznych tkanich u vsech
savcl a patfi k nejcetnéji indukovanym genlim. Zaroven je AHR konstitutivné aktivni a
spolu s CYP1A1l a CYP1B1 jsou nadmérné exprimovany u mnoha typl rakovin
(Hankinson, 2016).

Nasledné je AhR transportovan z jadra a rychle degradovan v cytoplasmatickém
kompartmentu pomoci proteasomu, coZ zahrnuje kovalentni vazbu ubikvitinu. Byly
pozorovany i jiné post-translatni modifikace jako napf. SUMOylace, ktera
prostfednictvim inhibice ubikvitinylace zvySuje stabilitu receptoru (Larigot et al., 2018).
Jednim z vyznamnych cild aktivovanych pri genomické draze je gen pro represor AhR
(AHRR), coz je strukturné podobny protein, ale z divodu defektni PAS-B domény a
rozdillm v TAD doméné neni schopny vazat ligandy. Mize vSak ziskavat korepresory,
které jsou zapojeny do negativni zpétnovazebné smycky pro AhR, vazat se s ARNT, poté
na XRE, tim potlacovat aktivitu receptoru a regulovat transkripci genli zavislych na AhR
(Hu et al., 2023).

© © Exogenniligandy

¢ HSP90 ©
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Obrazek 4: Schéma signalizaCni drahy aryluhlovodikového receptoru (obrazek prevzat z Hu et
al., 2023, upraveno)
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2.2.3 Ligandy aryluhlovodikového receptoru

AhR je aktivovan Sirokym spektrem strukturné odliSnych endogennich a exogennich
ligandd, které mohou byt jak naturélni, tak syntetické (Denison et al., 2002). Rozdilné
ligandy mohou mit prostfednictvim indukce genové exprese rliznych gendi mnoho
toxickych a biologickych Ggink( (Denison & Nagy, 2003).

AhR byl plivodné objeven jako intracelularni protein zprostfedkovavajici toxické
ucinky  2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu  (TCDD) a strukturné pfibuznych
halogenovanych aromatickych sloucenin, jako jsou halogenované dibenzo-p-dioxiny,
dibenzofurany a polychlorované bifenyly (Safe et al., 2018). AhR tedy vaZe xenobiotika
a podili se na jejich detekci a detoxikaci. Jako receptor slouzi i pro néktera léCiva,
navykove latky, fytochemikalie, jako flavonoidy a derivaty indolu, a dalSi latky béZzné se
vyskytujici v Zivotnim prostfedi (Barouki et al., 2012). Vyznamnymi ligandy s vysokou
afinitou k AhR jsou jiz zminény TCDD a 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ) (Ehrlich
et al., 2018). FICZ je metabolit L-tryptofanu, ktery vznika pfi plisobeni ultrafialového B
zéreni (Furue et al., 2019). TCDD je sloucenina vznikajici pfi primyslovych procesech
nebo jako vedlejSi produkt spalovani (Safe et al., 1991). Spousti Siroké spektrum
biochemickych a toxickych procesd, jako teratogeneze, imunosuprese nebo podpora
karcinogeneze, a je také silnym induktorem CYP1AL (Mimura & Fujii-Kuriyama, 2003).

Nejlépe charakterizovanymi exogennimi syntetickymi ligandy AhR jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, halogenované dioxiny a pfibuzné
slouCeniny. Pfirozené se vyskytujici exogenni ligandy, jejichz hlavnim zdrojem je
potrava, jsou latky jako flavonoidy, karotenoidy, kurkumin, resveratrol a dalsi. Mezi
endogenni ligandy pak patfi slou€eniny syntetizované vysSimi organismy, napfiklad
indigo a indirubin, metabolity hemu, bilirubin, biliverdin a hemin, metabolity kyseliny
arachidonové a derivaty tryptofanu, tryptamin a kyselina indoloctova (Stejskalova et al.,
2011).

2.2.4 Ubikvitin E3 ligasa

V roce 2007 bylo objeveno, Ze AhR funguje jako na ligandu zavisla ubikvitin E3 ligasa.
Ubikvitin E3 ligasy urcuji cilovou specificitu selektivni degradace proteind, kterd je
fizena systémem ubikvitin-proteasom. Systém ubikvitin-proteasom spole¢né s
transkripénim regulacnim systémem jsou dva hlavni cilené selektivni zplisoby kontroly
hladin intracelularnich protein(. AhR je tedy soucasti komplexu ubikvitin ligasy cullin
4B, CUL4BA" (Ohtake et al., 2007). Tento komplex asociujici AhR zahrnuje scaffold
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protein cullin4dB (CUL4B), ring finger protein RBX1, protein transduktin-p-like 3
(TBL3), proteasomalni ¢astici 19S a damage DNA binding protein (DDB1) (Ohtake et
al., 2011; Luecke-Johansson et al., 2017). CUL4B se svym N-koncem vazZe na adaptorovy
protein a C-koncem na protein RBX1, ktery je pak pfipojen na enzym E2 (Ohtake et al.,
2009). Sestaveni a aktivita jsou in vitro i in vivo zavislé na ligandu AhR. V komplexu méa
aktivovany AhR funkci adaptorového proteinu, ktery rozpozndvad substrat jako
androgenni nebo estrogenni receptory, a cili je k degradaci (Ohtake et al., 2007).

Na procesu degradace proteinl prostfednictvim ubikvitin E3 ligasy se podili nékolik
enzymd. Enzym E1 aktivuje ubikvitin. Enzym E2 konjuguje ubikvitin a substrat. Enzym
ubikvitin E3 ligasa ma substratovou specifitu a spojuje E2 a substrat. Ubikvitin se pak
kovalentné vaze k lysinovym zbytkdim substratovych protein( jako jedna molekula nebo
ve formé polymeru. Nasledné je rozpoznan 26S proteasomem a probéhne proteolyza
(Ohtake et al., 2009).

AhR mé tedy dudlni funkci transkripéniho faktoru a ubikvitin E3 ligasy, ktera cili
receptory steroidnich hormonll k degradaci. To, jakou funkci AhR bude mit,
pravdépodobné zavisi na pritomnosti ARNT, jak navrhli Luecke-Johansson et al. (2017).
PFi potlaceni exprese ARNT byl pozorovan pokles funkce AhR jako transkripcniho
faktoru, pricemz funkce jako ubikvitin E3 ligasy nebyla ovlivnéna. Pokud je tedy ARNT
dostupny, AhR funguje jako transkripCni faktor. V pfipadé, Ze ARNT dostupny neni, ma
AhR funkci ubikvitin E3 ligasy. K nedostupnosti ARNT m(iZe dochazet pfi jeho obsazeni
jinou molekulou jako je AHRR (Luecke-Johansson et al., 2017), nebot’ bylo pozorovano,
Zze AHRR a AhR jsou ve vzajemné kompetici o0 vazbu na ARNT a nasledné na XRE, ¢imz
pak mlZe byt negativné regulovana signalizace AhR (Oshima et al., 2009).
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2.3 Androgenni receptor

Androgenni receptor (AR) patfi do skupiny jadernych receptorll steroidnich hormont
podobné jako estrogenni, glukokortikoidni, progesteronovy a mineralokortikoidni
receptor. AR funguje jako na ligandu zavisly transkripcni faktor kontrolujici expresi
specifickych genli (Tan et al., 2015), ktery zprostfedkovava plsobeni vétsiny
androgennich hormond. Ty pak ovliviuji vyvoj muzskych pohlavnich organl a
kosterniho svalstva, ale jsou také zapojeny do patologickych procesli jako rakovina
prostaty, spinalni svalové atrofie nebo syndrom androgenni insenzitivity (Matsumoto et
al., 2008).

2.3.1 Struktura androgenniho receptoru

Gen AR se nachazi na chromosomu X a obsahuje osm exon(l (Brinkmann et al., 1989).
Tento gen pak koduje protein AR, ktery je tvofen 920 aminokyselinami (Liu et al., 2019;
UniProt (1.3.2023)). Molekulovd hmotnost AR piné délky (AR-fl) je 110 kDa (van Laar
et al., 1989). AR vsak mliZe vytvaret mnoho strukturné a funkéné odlisnych sestfihovych
variant, jako AR-v7, k jejiz zvysené expresi dochazi u kastracné rezistentnich karcinomd
prostaty (Lu & Luo, 2013). Struktura AR obsahuje Ctyfi hlavni domény: N-terminalni
doménu, DNA vazebnou doménu (DBD), pantovou oblast a ligand vazebnou doménu
(Obr. 5) (Fujita & Nonomura, 2019).

N-terminalni doména je nejvice variabilni a ma funkci pfi regulaci transkripce. DBD
naopak byva nejkonzervovanéjsi. Tato doména je sloZena ze dvou zinkovych prstd, které
rozpoznavaji specifické sekvence DNA a usnadiuji tim pfimou vazbu AR na DNA
v oblasti promotord a enhancerl gen, které receptor reguluje. Tim dochazi k aktivaci
N-terminalni domény a ligand vazebné domény, €imZ je umoZnéna stimulace nebo
represe transkripce téchto gend. Ligand vazebna doména méa v ramci jadernych receptord
podobnou strukturu. Jeji funkci je zprostfedkovavani interakci mezi AR a heat shock
proteiny a chaperony a take interakce s N-koncem receptoru za UCelem stabilizace

vazanych androgend.

N-konec NTD DBD | HR LBD C-konec
TAF-1 AF-2

Obréazek 5: Zndzornéni doménového sloZeni proteinu AR (NTD = N-terminalni doména, DBD
= DNA vazebna doména, HR = pantova oblast, LBD = ligand vazebna doména) (obrazek prevzat
z Fujita & Nonomura, 2019)
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Struktura AR obsahuje i nékolik signalnich sekvenci. AF-1 je na ligandu nezavisla
funkce transkripcni aktivace potfebnd pro maximalni aktivitu AR a je lokalizovana
v N-terminalni doméné. AF-2 je na ligandu zavisla funkce transkripcni aktivace umisténa
v ligand vazebné doméné. Je dllezita pro pfimé interakce mezi N-terminalni a ligand
vazebnou doménou a také pro tvorbu vazebného mista pro koregulatory. Jaderny
lokaliza¢ni signél (NLS) slouzici k importu AR do j&dra je umistén mezi DBD a pantovou
oblasti. Jaderny exportni signal (NES) pro export AR z jadra do cytoplasmy se nachazi
v ligand vazebné doméné (Davey & Grossmann, 2016). Sestfihova varianta AR-v7
postrada ligand vazebnou doménu, ale méa zachovalou DBD a NLS, ¢imzZ je umoznén
vstup do jadra i v nepfitomnosti ligandu. Tam pak plsobi jako transkripéni faktor, ktery
potlacuje ddlezité tumor supresorové geny. Proto miZze byt potencialné vyuZit jako
diagnosticky nebo prognosticky marker a terapeuticky cil (Sobhani et al., 2021).

2.3.2 Signalizace androgenniho receptoru
Nejvyssi hladiny exprese AR jsou pFitomny v prostaté, adipocytech a jatrech. AR je vSak
exprimovan v mnoha lidskych tkanich a organech, jako kosterni svalstvo, srdce, déloha,
Stitna Zlaza Ci hypofyza (Campana et al., 2015). Nizsi hladiny se pak vyskytuji i v
nadledvinach, plicich ¢i tlustém stfevé (Wilson & McPhaul, 1996). Pokud nejsou
pfitomny ligandy, AR se nachézi v cytoplasmé navazany na heat shock proteiny. PFi
klasické signalizaci dochazi k vazbé ligand(l na ligand vazebnou doménu, pficemz dojde
k vytlageni heat shock proteinli. Tim je umoznéna fosforylace a zména konformace
(Crumbaker et al., 2017). Pfi konformacni zméné vytvofi helixy 3, 4 a 12 v ligand
vazebné doméné povrch vazby AF-2.

U jadernych receptoril je AF-2 hlavni misto protein-proteinovych interakci, slouzici
k zisku koaktivatorli s motivem LxxLL. Motiv LxxLL se vyskytuje u nékterych
transkripénich faktor(l a slouzi kinterakci sjinymi proteiny jako aktivatory nebo
represory, které maji prfislushou doménu. V pfipadé AR jsou vSak prednostné vazany
motivy FxxLF, majici podobnou funkci jako motiv LxxLL, vyskytujici se v N-terminalni
doméné. To usnadriuje intramolekularni interakce mezi N-terminélni doménou a ligand
vazebnou doménou tzv. N/C interakci (Lonergan & Tindall, 2011). K tomuto procesu
tedy dochazi po vazbé ligand( jesté v cytoplasmé. Po translokaci AR do jadra dochazi
k intermolekularni interakci dvou DBD domén diky dimerizaénimu boxu (D-box) a poté

k intermolekularni N/C interakci u Casti jadernych AR, coZ vede k homodimerizaci AR.
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V jadre pak mlze byt AR pfitomny jak ve formé dimeru, tak monomeru (van Royen et
al., 2012).

Nésledné prostiednictvim DBD je AR navazan na androgen responzivni elementy
(ARE). To iniciuje transkripci specifickych cilovych gendl AR, na které se pak vazi
transkrip&ni koaktivatory nebo korepresory (Obr. 6). Uginky AR se ale mohou projevit i
jinymi mechanismy nez klasickou signalizaci (Crumbaker et al., 2017). M(iZe dochazet i
k negenomické signalizaci (Leung & Sadar, 2017) nebo na ligandu nezavislé aktivaci

prostrednictvim interleukinl (Ueda et al., 2002).

Testosteron — [BHT]

MN/C interakce

_/‘*n

.A-
-
DBD dimer

» Wazba DMNA

» Ztrata N/C interakce
+ Wazba kofaktord na AF1/AF2
* Transkripce

Cytoplasma

=P5A
+ Praziti buniky
« Rust buiky

Jadro ARE

Obrézek 6: Schéma signalizatni drdhy AR (DHT = dihydrotestosteron, HSP = heat shock
protein, N = N-terminalni doména, D = DNA vazebna doména, L = ligand vazebna doména,
ARAT70 = AR-asociovany protein, CBP = CREB vazebny protein, p300 = transkrip&ni aktivéator,
RNAP2 = RNA polymerasa Il) (obrazek pfevzat z Lallous et al., 2013, upraveno)

17



2.3.3 Ligandy androgenniho receptoru

Jak jiz bylo zminéno, AR umoziiuje plsobeni androgend. Jeho nejdllezitéjsimi ligandy
jsou tedy androgenni steroidni hormony jako testosteron a 5a-dihydrotestosteron
(Brinkann et al., 1999).

Testosteron je hlavni muzsky pohlavni hormon, ktery je u muzl syntetizovan prevazné
ve varlatech Leydigovymi bufikami a u Zen je v malém mnozstvi syntetizovan ve
vajeCnicich. Prekurzory testosteronu jsou u obou pohlavi syntetizovany i v nadledvinach
(Shea et al., 2014). Béhem Zivotniho cyklu ¢lovéka ma rlizné funkce. PFi prenatalnim
vyvoji se podili na diferenciaci vnitfnich pohlavnich organd, v puberté ovliviiuje rlst a
projev sekundarnich pohlavnich znak( a v dospélosti méa vliv na spermatogenezi, sexualni
chovani, ale také na metabolismus kosti nebo na glykometabolickou homeostazi (Corona
etal., 2017).

Testosteron je prohormonem dihydrotestosteronu (DHT). DHT tedy vznika
z testosteronu plsobenim dvou izoenzym( 5a-reduktasy (Mendonca et al., 2016). K této
preméné dochazi zejména v cilovych organech, jako je prostata, kiize nebo jatra, pficemz
v nékterych tkanich je jeho pritomnost nezbytna pro spravny vyvoj a funkci organd.
Zaroven je DHT nejucinngjSim endogennim androgenem, nebot” ma pfiblizné Ctyfikrat
vysSi vazebnou afinitu k AR neZ testosteron a jeho disociace z AR je zhruba tFikrat
pomalejSi neZ u testosteronu. DHT také zvySuje syntézu AR a jeho vazba na AR méni
receptor do DNA vazebného stavu. Nicméné ne vidy je na AR vazan prednostné
(Swerdloff et al., 2017).
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2.4 Indoly

Indol je aromatickd organicka sloucenina patfici mezi heterocykly. Jeho struktura je
tvofena benzenovym jadrem a pyrrolem. MizZe vytvaret riizné funkéné variabilni derivaty

a také slouZi jako mezidruhova signalni molekula (Lee et al., 2015).

2.4.1 Syntéza indol(
Vice nez 85 druh( grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, véetné Escherichia coli,
je schopnych produkovat indol. Je syntetizovan z aminokyseliny L-tryptofanu za Gcasti
cytoplasmatického enzymu tryptofanasy. Tento enzym hydrolyzuje tryptofan a vznika
indol, pyruvéat a amoniak (Li & Young, 2013). Toho se take vyuZiva pfi indolovém testu,
ktery umoziuje na zakladé vzniku indolu rozlisit mezi indol-pozitivnimi bakteriemi,
napfiklad E. coli nebo indol-negativnimi, jako je Enterobacter (MacWilliams, 2012).
Pfirozené se vyskytuje i u rostlin, kdy vznikd pdsobenim enzymu indol-3-
glycerolfosfat lyasy (Frey et al., 2000). Zivogi3né buriky nejsou schopny indol
syntetizovat. Presto jsou u zivo€ichl pritomny diky jejich produkci stfevnimi bakteriemi
(Lee et al., 2015). V lidskych vykalech byly zaznamenany hladiny koncentrace indolu
v rozmezi pfiblizné 250-1100 umol-I" (Bansal et al., 2010). Derivaty indolu se vak
vyskytuji nejen ve stfevech, ale i krvi, moci nebo potu a organech jako tfeba mozek (Lee
etal., 2015).

2.4.2 Funkce indold

Indoly jsou soucasti mnoha slouéenin s rliznymi funkcemi. Vyuzivaji se jako biologicky
aktivni latky a léCiva nebo i jako agrochemikalie. Jako IéCiva vykazuji antivirové,
antimikrobidlni, antimykotické ¢i antioxidacni G¢inky (Singh & Singh, 2018). Napfiklad
u fluorovaného derivatu 7-fluorindolu byla testovana jeho antimikrobialni aktivita vici
Pseudomonas aeruginosa, priéemz prokazal inhibici tvorby bakteridlniho biofilmu (Lee
etal., 2012). Také byl pozorovan pozitivni vliv bakterialnich indoli a indolového derivatu
indol-3-aldehydu, které pdsobily prostfednictvim AhR, na zvyseni proliferace a
diferenciace bunék v tlustém stfevé mysi. Diferenciace stfevnich bunék se s postupem
véku sniZuje, coZz znamena, Ze byl potlacen UCinek starnuti organismu (Powell et al.,
(Singh & Singh, 2018).

Mnoho indolovych derivatl, at’ uz se jedna o pfirodni a syntetické slouéeniny nebo

metabolity produkované lidskou mikrobiotou, jsou ligandy AhR. Pfikladem endogennich
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indoli vazanych AhR je alkaloid tryptamin nebo indirubin, ktery byl identifikovan
v lidské moci. AhR aktivni indoly, u ¢lovéka produkované bakteriemi, jsou latky jako
indol-3-laktat nebo indol-3-pyruvat. Indolové ligandy AhR se vyskytuji také v potravé,
jako napfiklad glukobrassicin, ktery je pfitomny v brukvovité zeleniné. AhR je kromé
xenobiotické odpovédi zapojen do fyziologickych a patologickych procest, a také hraje
roli pfi etiologii nékterych onemocnéni. Je tedy potencidlnim terapeutickym cilem
(Dvorék et al., 2021).

Prikladem indolové léCivé latky, kterd mé agonisticky G€inek na AhR, je sunitinib.
Tento Iék inhibuje receptorové tyrosinkinasy a vyuZiva se pfi 1éCbé rakoviny, konkrétné
karcinomu ledvin a gastrointestinalniho stromalniho tumoru. Indoly jsou ale soucasti
mnoha syntetickych 1ék(, které mohou plsobit riznymi mechanismy a pouZivaji se u
velkého spektra onemocnéni (Obr. 7) (Chadha & Silakari, 2017; Dvorak et al., 2021).

Deprese alrheimerova choroba

Zanét - Rakovina
Indometacin

Obrazek 7: Priklady latek obsahujicich indoly vyuZivané k 1é€bé fady onemocnéni (BHP =
benigni hyperplazie prostaty) (obrézek prevzat z Chadha & Silakari, 2017, upraveno)
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Biologicky

Lidska epitelidlni bunécna linie prostatického karcinomu 22Rv1 odvozena

z xenograftu propagovaného v mysich (kat. ¢. ECACC 05092802)

Stabilni luciferasova reportérova bunécné linie 22AhRv1 odvozena z bunécné linie
22Rv1 obsahujici reportérovy plasmid pGL4.27 [luc2P/minP/Hygro]

Stabilni luciferasova reportérova bunécné linie AlZ-AR odvozenda z bunécné linie

22Rv1 obsahujici reportérovy plasmid p3ARR/ARE-luc2P/minP/hygro

3.1.2 Chemikalie

0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)

10x koncentrovany Tris/Glycin pufr (BioRad, kat. ¢. 1610771)

10x koncentrovany Tris/Glycin/SDS pufr (BioRad, kat. ¢. 1610732)
2,3,7,8-tetrachlordibenzo[b,e][1,4]dioxin (TCDD) (Ultra Scientific, kat. ¢. RPE-
029)

20x koncentrovany TBS pufr (ThermoFisher Scientific, kat. €. 28358)
4x koncentrovany délici pufr (BioRad, kat. ¢. 161-0798)

4x koncentrovany zaostfovaci pufr (BioRad, kat. ¢. 161-0799)

5x Reporter Lysis Buffer (Promega, kat. ¢. E3971)

75% ethanol (Sigma Aldrich, kat. €. 459844)

Adenosin-5 trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich, kat. &. A9062)
Akrylamid/Bis-akrylamid (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2792)

Bovinni sérovy albumin (BSA) (Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
Bradfordovo Cinidlo Bradford Reagent (Sigma Aldrich, kat. €. B6916)
Deionizovana voda dH20

Dihydrotestosteron (5a-androstan-173-ol-3-on) (DHT) (Sigma Aldrich, kat. C.
A8380)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, kat. ¢. D8418)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma Aldrich, kat.C. 43819)

D-luciferin (Sigma Aldrich, kat.C. L9504)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma Aldrich, kat. ¢. L3771)
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Dvakrat destilovana voda (ddH20)

Enzalutamid (ENZ) (Santa cruz Biotechnology, kat. €. sc-364354)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)

Forward primer (Sigma Aldrich)

o GAPDH (kat. €. 8817264953-40/0) 5’GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’
o CYP1A1 (kat. €. 8815746405-10/0) 5GGAAGTGTATCGGTGAGACC 3’
o FKBPS5 (kat. ¢. 8815864959-280/0) 5TCCAAGACTCAGATGATGCC 3’
o KLK3 (kat. ¢. 8815864959-240/0) 5’ ACTGCATCAGGAACAAAAGC 3'
Fosfatovy pufr Dulbecco’s PBS (Serana, kat. ¢. BDL-001)

HEPES (Sigma Aldrich, kat. €. H3375)

Hygromycin B (Santa cruz Biotechnology, kat. €. sc-29067)

Chloroform (Sigma Aldrich, kat. ¢. C2432)

Inhibitor fosfatas PhosSTOP EASYpack (Roche, kat. ¢. 4906837001)
Inhibitor proteas Halt Protease Inhibitor Single-Use Cocktail (ThermoFisher
Scientific, kat. ¢. 78430)

Inhibitor ribonukleas RNase Inhibitor Human Placenta (New England BioLabs Inc.,
kat. ¢. MO307L)

Isopropanol (Sigma Aldrich, kat. €. 19516)

Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025)

KiCqSTART Probe gPCR ReadyMix (Sigma Aldrich, kat. ¢. KCOS04)
Koenzym A (Sigma Aldrich, kat. ¢. C4780)

Kultivaéni médium RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich, kat. ¢. R0883)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma Aldrich, kat.¢. E6511)
Laemmli Sample Buffer, 2x koncentrovany (LB pufr) (BioRad, kat. ¢. 1610737)
L-glutamin (Sigma Aldrich, kat. ¢. F6178)

Methanol (Penta chemicals, kat. ¢. 21190-20005)

MgSQO4-7H20 (Sigma Aldrich, kat.C. M5921)

NaCl (Sigma Aldrich, kat. ¢. T9284)

Nesterilni fosfatovy pufr Dulbecco’s PBS (Serana, kat. ¢. BDL-001)
Nukleosidtrifosfaty dNTP (TaKaRa)

o dATP (kat. ¢. 4026)

o dCTP (kat. & 4028)

o dGTP (kat. €. 4027)
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o dTTP (kat. €. 4029)

PCR voda

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma Aldrich, kat. €. A3678)

Primarni protilatky

o B-aktin Mouse monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, kat. C.
8H10D10)

o AR Rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, kat. ¢. D6F11)

o AhR Mouse monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-133088)

Proba (Sigma Aldrich)

o GAPDH (kat. ¢. 8817264953-40/2)
5'[6FAM]JACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA] 3’

o CYP1A1 (kat. €. 8815746405-10/2)
5'[6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA] 3

o FKBP5 (kat. ¢. 8815864959-280/2)
5'[6FAM]AAGTGTGTGTGGGGAGGGGAAGGGT[OQA] 3’

o KLKS3 (kat. €. 8815864959-240/2)
5'[6FAM]TGGGTCGGCACAGCCTGTTTCATCC[OQA] 3’

Random Primer 6 (New England BioLabs Inc., kat. ¢. S1230S)

Reakéni pufr 10x koncentrovany 10X M-MuLV Reverse Transcriptase Buffer (New

England BioLabs Inc., kat. ¢. B0253S)

Reblotting pufr Re-Blot Plus Strong Solution (10x) (Sigma Aldrich, kat. ¢. 2504)

Reverse primer (Sigma Aldrich)

o GAPDH (kat. €. 8817264953-40/1) 5TCTAGGAAAAGCATCACCCG 3

o CYP1A1 (kat. €. 8815746405-10/1) 5’CATAGATGGGGGTCATGTCC 3’

o FKBP5 (kat. €. 8815864959-280/1) 5’ GGCACCCTGTAGTTATTTGC 3

o KLKS3 (Kkat. €. 8815864959-240/1) 5’ GGAGGCTCATATCGTAGAGC 3'

Reverzni transkriptasa M-MuLV (New England BioLabs Inc., kat. ¢. M0253L)

Roztok Ponceau S. (Santa cruz Biotechnology, kat. €. sc-301558)

Roztok neesencialnich aminokyselin MEM Non-essential Amino Acid Solution

(100x) (Sigma Aldich, kat. ¢. M7145)

Sekundarni protilatky

o Anti-mouse (Cell Signaling Technology, kat. €. 7076S)

o Anti-rabbit (Cell Signaling Technology, kat. €. 7074S)
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Susené mléko Laktino (ARTIFEX Instant s.r.0.)

TEMED (Sigma Aldrich, kat. €. 110732)

Testované fluorované derivaty indolu (Sigma Aldrich)

o 4-fluorindol (kat. €. 457396)

o 5-fluorindol (kat. €. F9108)

o 6-fluorindol (kat. ¢. 349593)

o 7-fluorindol (kat. €. 740764)

TRI Reagent RNA/DNA/Protein isolation reagent (Molecular Research Center, Inc.,
kat. €. TR 118)

Tris-acetat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8280)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, kat. €. T9284.

Trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS) (Sigma Aldrich, kat. €. T6146)

Tween 20 (Sigma Aldrich, P1379)

WesternSure ® PREMIUM Luminol Enhancer Solution (Li-Cor, kat. €. 826-13460)
WesternSure ® PREMIUM Stable Peroxide Solution (Li-Cor, kat. €. 826-13462)
WesternSure® Pre-Stained Chemiluminiscent Protein Ladder (Li-Cor, kat. €. 926-
98000)

3.1.3 PFipravované roztoky

Kultivacni médium

o 500 ml RPMI-1640 Medium

o 50 ml fet&lni bovinni sérum

o 5 ml L-glutamin

o 5 mlroztok neesencialnich aminokyselin
Migracni pufr

o 100 ml Tris/Glycin/SDS pufr

o 900 ml ddH20

Protein lysis buffer (pH=7,5)

o 50 mM HEPES

o SmMEDTA

o 150 mM NaCl

o 1% Triton X-100

Reporter Lysis Buffer (fedéni s dH,O v poméru 1:4)
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o 5x Reporter Lysis Buffer
o dH20
e Substrat pro luciferasu
o 5 mg D-luciferin
o 10 mg ATP
o 5 mg Koenzym A
o 168 mg DTT
o 1,32 ml Tris-acetéat
o 1,23mg/6,6 ul 0,5 M EDTA
o 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol-I* MgSO,-7H,0
o Doplnit dH20 do 30 ml
e TBS/Tween
o 50 ml 20x TBS pufr
o 950 ml ddH.0
o 500 pl Tween 20
e Transferovy pufr
o 100 ml Tris/Glycin pufru
o 200 ml methanol
o 700 ml ddH20

3.1.4 Pomlcky

e 6jamkové kultivacni desticky (TPP)

e 96jamkové kultivacni desti¢ky (TPP)

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

e Bila 96jamkova desticka pro PCR (Roche)

e Bila 96jamkova desti¢ka pro reporter gene assay (NUNG)

e Bunicina (Tork)

e Elektroforeticka cela Mini PROTEAN Tetra Cell (BioRad)

e Filtrani papir pro western blotting (BioRad)

e Folie na PCR desti¢ku (Roche)

e Kryci sklicka (Menzel Gléser)

e Kultivaéni lahev mala (obsah dna 25 cm?) (TPP)
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e Kultivagni lahev stfedni (obsah dna 75 cm?) (TPP)

e Kultivagni lahev velka (obsah dna 150 cm?) (TPP)

e Lepici paska

e Lihovy kahan

e Multikanalova pipeta 20-200 pl (Eppendorf)

e Nitrilové rukavice (NitriSenese)

e Papirova krabicka do -80 °C (Biologix)

e Petriho misky (TPP)

e Plastové mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOplastics)

e Plastové stojanky na zkumavky (TPP)

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

e Plastové Spicky pro serologické pipety 0,1-2 ml, 1-5 ml, 1-10 ml, 1-25 ml (SPL)
e Plastové Spicky s filtrem 100-1000 pl (Eppendorf)

e Plastové zkumavky 15 a 50 ml (TPP)

e Podlozni sklo s Biirkerovou komUrkou (Assistent)

e Polyvinylidenfluoridovd membrana (PVDF) (Thermo Scientific)
e Sérologické pipety (Labnet)

e Skrabka na burky (TPP)

e Zapalovac

3.1.5 Pfistroje

e Analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

e Aspirator FTA-1 (Biosan)

e Blottovaci aparatura Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)
e Centrifuga 5415 R (Eppendorf)

e Centrifuga 5418 R (Eppendorf)

e Centrifuga 5810 R (Eppendorf)

e Centrifuga Combi-Sin FVL-2400 (Biosan)
e Digitalni mikroskop (Novel Optics)

e Hlubokomrazici box MDF-U53V (Sanyo)
e Chladnicka (BOSCH)

e Chladnicka (Gorenje)

e Chladnicka (LG)
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e Chladnicka (Whirlpool)

e Inkubétor COz Incubator 203XL (N-Biotek)

e Kyvacka Shaker-Rocker MR-12 (Biosan)

e Laminarni box Labculture® (ESCO)

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

e Light cycler 480 Il (Roche)

e Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

e Pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

e Sonikator Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic)
e Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)

e Termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (MS major science)
e \odni lazen LCB22D (Daihan LabTech)

e \ortex Reax top (Heidoplh)

e Zdroj napéti MP-300V (MS major science)

3.1.6 Software

e Excel

e i-control 2.0 (Tecan)

e Image Studio Digits Ver 3.1

e Light Cycler 480 SW 1.5 (Roche)

3.2 Metody
3.2.1 Metodika préace

V experimentalni ¢asti byla stanovovana aktivita AhR a AR metodou reporter gene assay,
exprese genll CYP1A1, FKBP5 a KLK3 metodou qPCR a detekovany hladiny protein(
AhR a AR metodou western blotting. Zakladem pro kazdou analyzu byl 3denni
experiment, kdy prvni den byly buriky vysety na kultivacni destic¢ky, druhy den probéhla
inkubace bunék s testovanymi latkami a tfeti den byl experiment ukoncen podle toho, pro
kterou metodu analyzy byl pfipravovan.

VSechny bunécné linie byly udrzovany v nativnim stavu uloZené v inkubatoru za
podminek 37 °C, koncentrace CO2 5 % a 95% vlhkosti v kultivatnim médiu RPMI-1640
s pfidavkem fetalniho bovinniho séra, L-glutaminu a neesencidlnich aminokyselin. Do
média k liniim 22AhRv1 a AlZ-AR bylo jednou tydné pfidano antibiotikum hygromycin
B o vysledné koncentraci 0,2 mg ml™,
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3.2.2 Rozmrazeni bunék

Nejprve byla pfipravena mala kultivacni lahev, do které bylo za sterilnich podminek
v laminarnim boxu dano pfiblizné 5 ml kultivaniho média. Poté byla z mraziciho boxu
o teploté -80 °C vyjmuta kryozkumavka obsahujici bunécnou linii a vloZena do vodni
I&zné po dobu 2 minut. Po rozmrznuti bylo z kultivaéni lhve jiz za sterilnich podminek
v laminarnim boxu odebrano asi 500 pl média a pfeneseno do kryozkumavky s bunécnou
linii. Obsah kryozkumavky byl propipetovan a nésledné cely prenesen do kultivaéni
lahve. Lahev byla uzaviena, suspenze bunék a média byla pomalymi pohyby lahve
promichéana a pfenesena do inkubatoru pro inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti a
5 % koncentrace COz. Druhy den bylo odstranéno staré médium a vyménéno za nové.
V nésledujicich dnech byly buriky pasdZzovany a pfeneseny na vétsi kultivacni lahev za

ucelem jejich zmnozZeni podle potfeb experimentu.

3.2.3 Pasazovani bunék

Nejprve byla pomoci mikroskopu uréena konfluence bunék v kultivacni lahvi. Poté byla
kultivacni lahev s bunkami prenesena do laminarniho boxu a nasledujici kroky jiz
probihaly za sterilnich podminek. Z kultivacni lahve bylo pomoci odsavacky odstranéno
staré médium. Bunky byly promyty PBS, které bylo spole¢né s kultivatnim médiem
pfedem zahfato na 37 °C ve vodni lazni. Objem PBS vyuZity na promyti bunék zavisel
na velikosti kultivacni Iahve. Pro malou l&dhev byly pouZzity priblizné 3 ml, pro stfedni 5
ml a pro velkou 8 ml. PBS pak bylo odstranéno pomoci odsavacky. Nasledné byla
k burikam pfidana proteasa trypsin za Uucelem rozruseni adheze bunék ke dnu kultivacni
lahve a bunéénych kontaktl. Objem trypsinu opét zavisel na velikosti kultivaéni lahve,
tedy na mnoZstvi bunék. Pro malou ldhev bylo pouZito 500 pl, pro stfedni 1 ml a pro
velkou 2 ml. Kultivacni lahev byla pfenesena do inkubatoru a bunky byly vystaveny
plsobeni trypsinu priblizné 4 min. Poté byla kultivaéni lahev umisténa zpét do
laminarniho boxu a proteolyticka aktivita trypsinu byla zastavena pfidanim kultivaniho
média tak, aby celkovy objem média a trypsinu byl 5 ml u malé Iahve a 10 ml u stfedni a
velké lahve. Shluky bunék byly sérologickou pipetou rozsuspendovany, aby vznikla
homogenni suspenze, ktera pak byla pfenesena z kultivaéni lahve do plastové zkumavky
o objemu 15 ml. Cast bun&ené suspenze byla vracena zpét do kultivagni lahve. Objem
vracené suspenze byl individualni a zavisel na predeslé konfluenci, rychlosti rlistu bunék
a potfebném mnoZzstvi bunék pro nasledujici experiment. Do kultivacni lahve k suspenzi

bunék bylo pfidano kultivacni médium tak, aby celkovy objem byl 20 ml pro stfedni lahev

28



nebo 30 ml pro velkou. L&hev byla uzaviena, suspenze bunék a média byla pomalymi
pohyby ldhve promichana a pfenesena do inkubatoru pro inkubaci za podminek 37 °C,
95% vlhkosti a 5 % koncentrace CO:..

3.2.4 Pocitani a vyseti bunék

Pfed samotnym vysetim bunék na kultivacni destiCky musely byt buriky spocitany
pomoci Burkerovy komdrky, protoZe bylo nutné vyset urity pocet bunék v daném
objemu média na jednu jamku. Pro metodu reporter gene assay byly linie 22AhRv1 a
AlZ-AR vysévany na 96jamkové desticky, kdy jedna jamka obsahovala 200 ul suspenze.
V pfipadé 22AhRv1 bylo vysevano 20 000 bunék na jamku a u AlZ-AR 50 000 bunék na
jamku. Pro PCR a western blotting byly podminky vyseti stejné, tudiz linie 22Rv1 byla u
obou metod vysévana na 6jamkové desticky, kdy jedna jamka obsahovala 1,5 ml suspenze
a 1500000 bunék. Nejprve tedy bylo béhem procesu pasadZovani, po preneseni
homogenni bunééné suspenze z kultivacni lahve do plastové zkumavky, odebrano 10 pl
suspenze do zkumavky Eppendorf a poté mimo laminarni box smichano s 90 pl trypanové
modfi. Nasledné bylo podlozZni sklo s Biirkerovou komUrkou prekryto krycim sklickem a
mezi né byla nanesena smés bunék a trypanové modfi tak, aby se dostala pod celou plochu
kryciho sklicka. Pomoci mikroskopu byly spocitany Zivé neobarvené bunky v 10
¢tvercich Biirkerovy komUrky o rozmérech 1x1 mm. Nasledné byl vypocitan pocet bunék
v 1 ml suspenze, z ¢ehoZz pak byly uréeny objemy média a suspenze potiebné pro nafedéni
tak, aby v kazdé jamce kultivacni desticky byl v poZadovaném objemu urceny pocet
bunék. V lamindrnim boxu pak byla v nové plastové zkumavce smichana bunécna
suspenze s mediem a takto pFipravend smés byla vyseta na kultivaéni destiCky. Desticky
byly uzavieny a pfeneseny do inkubatoru na inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti

a 5 % koncentrace COa,.

3.2.5 Inkubace bunék s testovanymi latkami

Po priblizné 24 h od vyseti byly buriky vystaveny plsobeni testovanych latek. Nejprve
byly kultivacni desticky preneseny z inkubatoru do laminarniho boxu a cely proces
probihal za sterilnich podminek. Pomoci odsavacky bylo z jednotlivych jamek
odstranéno staré kultivani meédium a nahrazeno Cerstvyym médiem obsahujicim
rozpusténou testovanou latku. Pokud byly buriky vystaveny agonistickému pUsobent,
pred aplikaci na burky byly testované latky rozpustény v médiu. Pokud ale byly buiiky
vystaveny antagonistickému plisobeni, byl do média pred rozpusténim testovanych latek

pridan DHT, aby jeho celkova koncentrace byla 10 nmol I, V pfipadé metody reporter
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gene assay byly v agonistickém i antagonistickém modu testovany latky 4-fluorindol, 5-
fluorindol, 6-fluorindol a 7-fluorindol, kazda v péti koncentracich 0,1 ymol I, 1 umol I
1 10 ymol I, 50 umol It a 100 pmol I, pficemz vzdy byly nanaseny v kvadruplikatech.
Pro metody PCR a western blotting byly buriky vystaveny antagonistickému plisobeni
stejnych latek, ale pouze o nejvy3si koncentraci 100 pmol It a byly aplikovany v
monoplikatech. Jako pozitivni kontrola aktivace AhR byl vyuZit TCDD v koncentraci 10
nmol I, Jako pozitivni kontrola aktivace AR byl vyuzit DHT o koncentraci 10 nmol I,
V antagonistickém modu byla zavedena i kontrola inhibice aktivity AR vyvolana
pridavkem antagonisty enzalutamidu (ENZ) o koncentraci 10 umol It v kombinaci s
DHT. Néktere buniky byly oSetfeny pouze DMSO, ktery byl michan s médiem v poméru
1:1000, coz slouzilo jako negativni kontrola (UT). Néasledné byly kultivacni desticky
uzavfeny a pfeneseny do inkubatoru na inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti a 5 %
koncentrace CO..

3.2.6 Reporter gene assay

Po 24h inkubaci s testovanymi latkami byly kultivacni desticky vyjmuty z inkubatoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. Desti¢ky byly osuSeny na buniciné a kazda
jamka byla promyta 40 pl nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osuSeni desticek bylo
do kazdé jamky naneseno 20 pl lyzacniho pufru. Desticky byly uzavreny, prelepeny lepici
paskou a umistény do mraznicky o teploté -80 °C po dobu minimalné 20 min. Poté byly
desticky vyjmuty a umistény za laboratorni teploty na kyvacku. Po Uplném roztani bylo
6 pl lyzatu z kazdé jamky pfeneseno do bilé 96jamkove desticky, k nimZ bylo pfidano 30
ul substratu pro enzym luciferasu. Desticky pak byly postupné vlozZeny do pFistroje Tecan
Infinite M200 pro analyzu transkripéni aktivity AhR nebo AR a vysledky byly

zpracovany pomoci programu Excel.

3.2.7 lzolace RNA

Po 24h inkubaci s testovanymi latkami byly kultivaéni destiCky vyjmuty z inkubatoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. Desti¢ky byly osuSeny na buniciné a kazda
jamka byla promyta 1 ml nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osu3eni destiek byl do
kaZzdé jamky nanesen 1 ml TRI Reagentu®. DestiCky byly uzavrieny, prelepeny lepici
paskou a umistény do mraznicky o teploté -80 °C, kde mohly byt uchovavany do doby
dalSiho postupu. Poté byly desticky vyjmuty a umistény za laboratorni teploty na
kyvacku. Po Uplném roztani byl obsah jamek prenesen pomoci pipety s filtrem do
jednotlivych zkumavek Eppendorf a do nich bylo pfiddno 200 pl vychlazeného
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chloroformu. Smés ve zkumavkach pak byla asi 1 min protfepidvana. Né&sledovala
inkubace priblizné 8 min pfi laboratorni teploté a poté centrifugace po dobu 15 min za
podminek 4 °C a 13 000 rpm. Po centrifugaci byla horni vodna faze pfenesena do nové
sady zkumavek (pFiblizné 450 ul), kde bylo nasledovné pfidano 500 pl isopropanolu a
vzorky byly po dobu asi 5 s lehce vortexovany. Potom byly vzorky ponechany pfi
laboratorni teploté pribliZzné 7 min a po uplynuti této doby byly centrifugovany 13 min
pfi 4 °C a 13 000 rpm. Po centrifugaci jiz bylo mozné pozorovat pelet. Opatrné byl tedy
odlit supernatant. Poté byl pelet promyt 1 ml vychlazeného 75% ethanolu a po jeho
aplikaci byl pelet rozbit lehkou vortexaci. Vzorky pak byly opét centrifugovany 7 min za
stejnych podminek. Po centrifugaci byl odlit supernatant a pelet ve zkumavce byl suSen
po dobu 4 min pfi laboratorni teploté. K peletu bylo pfidano 30 pl PCR vody, ¢imzZ byl
pelet rozpustén. Nésledovala 5min inkubace v termobloku o teploté 65 °C. Vzorky pak
byly ihned pfesunuty na led. Ve vzorcich byla zméfena koncentrace RNA pomoci
spektrofotometru NanoDropu a zkumavky se vzorky byly ulozeny do mraznicky pfi
-80 °C.

3.2.8 Reverzni transkripce

Vzorky RNA ziskané izolaci z bunék byly vyjmuty z mraznicky a ponechany na ledu,
dokud neroztaly. Po Gplném roztani byly vzorky RNA v nové sadé zkumavek nafedény
PCR vodou podle pfedem provedeného vypoctu tak, aby v celkovém objemu 5 ul bylo
obsazeno 1000 ng RNA. Po nafedéni byl do kazdé zkumavky pridan 1 ul Random primers
o koncentraci 100 pmol plt. Vzorky pak byly inkubovany 5 min na termobloku pfi
teploté 65 °C a poté ihned pfeneseny na led. Nasledné probéhla kratka centrifugace, aby
se roztok dostal na dno zkumavky. Ke kazdému vzorku pak bylo pfidano 6 pl reakeni
smési premixu, ktery byl pro pFislusny pocet vzork(l pripraven podle tabulky 1 (Tab. 1).
Opét probéhla kratka centrifugace. Nasledovala inkubace v termobloku po dobu 1 h pfi
42 °C a poté 10 min pfi 65 °C. Po inkubaci byly vzorky 2 min ochlazovany na ledu.
Vysledna cDNA byla 5x nafedéna PCR vodou, tedy ke 12 pul cDNA bylo pridano 48 pl
vody. Vzorky byly ulozeny do mraznicky pfi -80 °C.
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Tabulka 1: SloZeni reak¢ni smési premixu vyuZivaného pfi reverzni transkripci pro jeden vzorek

Reagencie Objem [ul]
Reverzni transkriptasa M-MuLV 0,6
Inhibitor ribonukleas 0,3
dNTP (10 mmol 1) 0,6
Reakéni pufr 10x koncentrovany 1,2
PCR voda 3,3
Celkem 6

3.2.9 gPCR

Béhem celého procesu bylo nutné pracovat za nizké teploty, proto byly vechny kroky
provadény na ledu. Nejprve byl pfipraven roztok primerd na finalni koncentraci 10
umol I, kdy bylo smichano 10 pl forward primeru a 10 pl reverse primeru s 80 ul PCR
vody. Mezitim co vzorky cDNA pfipravené reverzni transkripci volné taly na ledu, byl
pro prislusny pocet vzork({ pfipraven mastermix podle tabulky 2 (Tab. 2). Na dno jamek
bilé 96jamkove destiCky pro PCR bylo aplikovdno 8 pl mastermixu a pote 2 pl
jednotlivych vzorkl(i cDNA. Jako negativni kontrola (NTC) byla vyuzita PCR voda.
Metodou PCR byla stanovena exprese ¢tyi' genll GAPDH, CYP1A1, FKBP5 a KLK3.
Vsechny vzorky pro analyzu exprese vSech ¢tyf genll byly na desticku aplikovany
v triplikatech. DestiCka byla uzaviena folii a centrifugovana 3 min pfi 4 °C a 1500 rpm.
Nésledné byla vloZena do pfistroje Light Cycler pro analyzu exprese, byly zvoleny
podminky PCR reakce viz (Tab. 3) a vysledky byly zpracovany pomoci programu Excel.

Tabulka 2: SloZeni mastermixu vyuzivaného pfi qPCR pro jeden vzorek

Reagencie Objem [ul]
KiCqgStart Probe gPCR ReadyMix 5
1S)més forward a reverse primeru (100 pmol I 0,3
Proba (10 pmol 1) 0,2
PCR voda 2,5
Celkem 8

Tabulka 3: Podminky jednotlivych procest reakce qPCR

Pocet cykI{ Proces Cas Teplota [°C]
1 Pocatecni denaturace 2-3 min 95
30-45 Denaturace 10s 95
Elongace 30-60 s 60
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3.2.10 lzolace proteind

Po 24h inkubaci s testovanymi latkami byly kultivaéni destiCky vyjmuty z inkubatoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. DestiCky byly osuSeny na buniciné a kazda
jamka byla promyta 1 ml nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osu3eni destiek byl do
kaZzdé jamky nanesen opét 1 ml PBS. Buriky adherované ke dnu jamek byly pomoci
Skrabky seSkrdbany a v suspenzi s PBS preneseny do pfipravené sady zkumavek.
Nésledné probéhla 5min centrifugace pfi 4 °C a 4000 rpm. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant a do kazde zkumavky bylo k peletu pfidano 150 pl lyzacniho pufru Protein
Lysis Buffer. Pfed pouZzitim byla do 10 ml lyzacniho pufru pfidana 1 tableta inhibitoru
fosfatas a 1 tableta inhibitoru proteas. VVzorky byly zvortexovany, vystaveny sonikaci po
dobu 20 s, znovu vortexovany a poté centrifugovany 15 min pfi 4 °C a 13 200 rpm.
Vznikly supernatant obsahujici proteiny byl odebrdn do nové sady zkumavek. Ve
vzorcich pak byla méfena koncentrace protein( dle metody Bradfordové. Pro méreni
koncentrace bylo v nové sadé zkumavek pfipraveno 25 pl 5x zfedénych vzorkd, tedy 5 pl
vzorku bylo fedéno 20 yl PCR vody. Do 96jamkové desticky bylo naneseno 10 ul na
jamku, priemz v8echny vzorky se méfily v duplikatech. Nasledné byla v duplikatech
nanesena kalibracni kfivka sestavajici z PCR vody a roztokli BSA o koncentraci 0,25
mg ml?, 0,5 mg mlt a 1 mg mlt. Do kazdé jamky bylo pfidano 200 ul Bradfordova
Cinidla. Desticka byla vloZena do pfistroje Tecan Infinite M200 a spektrofotometricky

byla stanovena koncentrace proteind.

3.2.11 SDS-PAGE

Vzorky protein(l ziskané izolaci byly pro SDS-PAGE pripraveny fedénim s PCR vodou
v noveé sadé zkumavek, aby po pfidavku 10 pl LB pufru bylo v celkovém objemu 20 pl
obsazeno 20 pg proteind. Vzorky byly nasledné vortexovany, kratce centrifugovany a 5
min inkubovany v termobloku pfi 95 °C. Po inkubaci byly vzorky denaturovanych
protein(l prfeneseny na led. Podlozni a kryci skla byla omyta deionizovanou vodou,
oCisténa ethanolem a po oschnuti upevnéna do stojanu. Podle tabulky 4 (Tab. 4) byl
pfipraven roztok 10% déliciho gelu, ktery byl po promichani aplikovan do prostoru mezi
skly. Prfiblizny objem naneseneho roztoku byl 7,5 ml. Roztok byl prevrstven
isopropanolem o objemu asi 2x200 ul a nechal se polymerovat po dobu 20 min. Po
ztuhnuti gelu byl isopropanol odstranén a gel 5x omyt destilovanou vodou. Prebyte¢na
voda pak byla odstranéna pomoci filtracniho papiru. Podle tabulky 5 (Tab. 5) byl
pfipraven roztok zaostfovaciho gelu, ktery byl po promichéni aplikovan do prostoru mezi
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skly. PFiblizny objem naneseného roztoku byl 2 ml. Mezi skla byl vloZen hfebinek a
roztok se nechal tuhnout po dobu 30 min. Po polymeraci byla skla s gelem ve vihké
buniciné uloZena do chladni¢ky do nésledujiciho dne. Druhy den byl gel vloZen do
elektroforetické komUrky a hiebinek byl opatrné vyjmut. Do komdrky byl nalit migracni
pufr a nasledné byly do jamek naneseny 2 ul standardu molekulové hmotnosti Protein
Ladder a 20 pl jednotlivych vzork( pripravenych pro SDS-PAGE. Elektroforeticka
komdrka byla uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti, pfi podminkach konstantniho proudu
30 mA na 1 gel. Proces SDS-PAGE pak probihal, dokud separované vzorky nedosahly
Urovné pfiblizné 0,5 cm od konce skla.

Tabulka 4: SloZeni roztoku 10% déliciho gelu (1,5 mm) vyuZivaného pfi SDS-PADE pro jeden
gel

Reagencie Objem
40% akrylamid 2,5ml
ddH:0 4,9 ml
4x deélici pufr (pH 8,8) 2,5ml
10% SDS 100 pl
APS 100 pl
TEMED 10 pl

Tabulka 5: SloZeni roztoku zaostfovaciho gelu (1,5 mm) vyuZivaného pfi SDS-PADE pro jeden
gel

Reagencie Objem
40% akrylamid 0,4 ml
ddH:0 2,56 ml
4x zaostfovaci pufr (pH 6,8) 1ml
10% SDS 40 pl
APS 30 pl
TEMED 4 pl
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3.2.12 Western blotting

PVDF membrana byla hydratovana v methanolu asi 30 s, poté 2x omyta deionizovanou
vodou po dobu prFiblizné 6 min a nasledné prenesena do transferového pufru. Po ukonceni
SDS-PAGE byla od sebe oddélena skla a odstranén zaostfovaci gel. Délici gel byl pak
pfenesen do transferového pufru. Nasledné byla pfipravena blotovaci aparatura.
Elektrody byly otfeny deionizovanou vodou a filtracni papiry byly namoceny do
transferového pufru. Aparatura pak byla sestavena skladanim na sebe dvou filtracnich
papir, membrany, gelu a znovu dvou filtracnich papird. Jednotlivé vrstvy byly v pribéhu
sestavovani uhlazeny valeCkem, aby se zamezilo vzniku vzduchovych bublin. Aparatura
byla uzaviena a pfipojena ke zdroji o 300 mA. Proces pfenosu proteinli na membranu
(semi-dry) probihal 1,5 h. Po dokonceni prenosu byl vypnut zdroj a aparatura rozebrana.
Membréna byla 2x omyta deionizovanou vodou a obarvena v roztoku Ponceau S.
Nésledné byla opét hydratovana v methanolu, 2x omyta deionizovanou vodou, odbarvena
v transferovém pufru a nepotfebné okraje pak byly skalpelem odfezany. Poté byla
membréna inkubovéna 1 h v roztoku 5% mléka v TBS/Tween. Mezitim byly pFipraveny
roztoky primarnich protilatek fedénim s 5% BSA v TBS/Tween v poméru zavisejicim na
druhu protilatky. Protilatky pro aktin byly fedény v poméru 1:4000, pro AR 1:1000 a pro
AhR 1:250. Po inkubaci v roztoku mléka byla membrana prenesena do roztoku primarni
protilatky a inkubovana pfes noc na kyvacce v chladni¢ce. Druhy den byla membréana 3x
promyta v TBS/Tween po dobu 10 min. Mezitim byly pfipraveny roztoky sekundarnich
protilatek Fedénim v 5% roztoku mléka v TBS/Tween v poméru 1:2000. Po promyti byla
membréna inkubovéna v roztoku sekundarnich protilatek 1 h na kyvacce za laboratorni
teploty. Po inkubaci byla membréna 3x po 5 min promyta v TBS/Tween. Nésledné byla
membréna prenesena na suche oCisténé podlozni sklo a pFevrstvena priblizné 600 pl
substratu a inkubovéana 5 min. Substrat byl pfedem pfipraven smichanim dvou roztoki
Stable Peroxide Solution a Luminol Enhancer Solution v poméru 1:1. Membrana pak byla
umisténa do pristroje Li-cor pro detekci proteind.

3.2.13 Reblotting

Jedna membréna mohla byt vyuZita pro opétovnou detekci jiného proteinu. V takovém
pfipadé musela byt reblottovana. Po detekci byla tedy membréna promyta v TBS/Tween
a nésledné 15 minut inkubovéna v reblotting pufru. Reblotting pufr byl pro pouZiti
pfipraven fedénim s dH.O v poméru 1:9. Membrana byla dale 2x po 10 min promyta

v 5% roztoku mléka. Nésledovala hodinova inkubace membréany v roztoku priméarnich
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protilatek a 5% BSA na kyvacce za laboratorni teploty. Membréna byla 3x po 5 min
promyta v TBS/Tween a poté inkubovana 1 h se sekundarnimi protilatkami v roztoku 5%
mléka. Po inkubaci byla opét 3x promyta v TBS/Tween, na podloznim skle prevrstvena
substratem a detekce protein( probihala stejnym zptsobem jako u western blottingu.
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4 VYSLEDKY
4.1 Reporter gene assay

4.1.1 Stanoveni aktivity aryluhlovodikoveho receptoru v agonistickém
maodu

Stabilné transfekovand bunécna linie 22AhRv1 nese reportérovy gen luciferasy a je
vyuzivéana pro sledovani transkripcni aktivity AhR. Buriky linie 22AhRv1 byly po dobu
24 h vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu.
Nasledné byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AhR pfi plsobeni vzdy
jedné latky (agonisticky maéd). VSechny fluorindoly byly pouzity v péti koncentracich
0,1 ymol-I?, 1 umol-I?, 10 pmol-I7, 50 pmol-I* a 100 umol-IL.

P¥i pozorovani vlivu plsobeni latek na aktivitu AhR byl u 4-fluorindolu, 5-fluorindolu,
6-fluorindolu a 7-fluoroindolu se zvysujici se koncentraci zaznamenan nardst aktivity

vy

receptoru (Graf 1). Nejvyrazngjsi narQst aktivace AhR byl sledovan u 4-fluorindolu, kdy

e

nejvyssi koncentrace 100 pmol-I* dosahovala 5,3nasobku indukce aktivity receptoru ve
srovnani s negativni kontrolou a prevySovala tak i pozitivni kontrolu TCDD, ktery
vyvolaval priblizné 4nasobek indukce negativni kontroly. Z uvedenych vysledk(l tak

vyplyva, Ze vlivem fluorindol(i dochéazelo k aktivaci AhR.
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Graf 1: Plsobeni latek na aktivitu aryluhlovodikového receptoru (AhR). Bunécna linie
22AhRv1 byla po dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4Fl), 5-fluorindolu (5FI), 6-
fluorindolu (6FI) a 7-fluorindolu (7FI). Jako negativni kontrola, oznacena jako UT, byl vyuZit
dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuZit ligand AhR, 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD). V&echny fluorindoly byly pouzity v koncentracich 0,1 pymol-I*, 1 ymol-I?, 10
pmol-17, 50 ymol-1* a 100 umol-I*. Pouzita koncentrace TCDD je 10 nmo-I™. Nasledné byla
stanovena aktivita luciferasy, ktera je pfimo Umérna aktivité AhR. Vysledky jsou vyjadieny jako
nasobky indukce (fold induction = FI) aktivity receptoru vidci negativni kontrole, ktera
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predstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou primérem z 5 experiment(l. Symbolem * jsou oznaceny
hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vici
UT.

4.1.2 Stanoveni aktivity androgenniho receptoru v agonistickém maédu

Stabilné transfekovana bunécna linie AlZ-AR nese reportérovy gen luciferasy a je
vyuzivéana pro sledovani transkripcni aktivity AR. Buriky linie AlZ-AR byly po dobu 24 h
vystaveny plsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu. Nasledng
byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AR v agonistickém maddu. VSechny
fluorindoly byly pouzity v péti koncentracich 0,1 umol-I", 1 ymol-I?%, 10 ymol-I?, 50
pmol-I" a 100 pmol-I72.

PFi pozorovani vlivu plsobeni latek na aktivitu AR nebyla sledovéana zadna vyrazna
zména aktivity receptoru (Graf 2). Uroven aktivace se tak u viech testovanych latek
pohybovala kolem negativni kontroly. Naopak pozitivni kontrola dihydrotestosteron
vykazoval 6nasobek indukce negativni kontroly, coZ potvrzuje funkZnost systému.
Uvedené vysledky tak naznacuji, Ze testované fluorindoly neaktivovaly androgenni
receptor.
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Graf 2: Plisobeni latek na aktivitu androgenniho receptoru (AR). Bunécna linie AI1Z-AR byla
po dobu 24 h vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI). Jako negativni kontrola (zde oznaCeno jako UT) byl vyuZit dimethylsulfoxid.
Jako pozitivni kontrola byl vyuZit ligand AR, dihydrotestosteron (DHT). VSechny fluorindoly
byly pouzity v koncentracich 0,1 ymol-I", 1 ymol-I*, 10 ymol-I?, 50 ymol-1" a 100 umol-I™.
Pouzita koncentrace DHT je 10 nmol-I™". Nasledng byla stanovena aktivita luciferasy, ktera je
pfimo imérna aktivité AR. Vysledky jsou vyjadreny jako ndsobky indukce (fold induction = FI)
aktivity receptoru v(ci negativni kontrole, ktera pfedstavuje hodnotu 1. Viysledky jsou priimérem
ze 4 experiment(. Symbolem * jsou oznaceny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p <
0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vici UT.
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4.1.3 Stanoveni aktivity androgenniho receptoru v antagonistickém
maodu

Buriky linie Al1Z-AR byly po dobu 24 h vystaveny plsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu,

6-fluorindolu a 7-fluorindolu soucasné s dihydrotestosteronem, ktery byl vyuZit pro

aktivaci AR. Nasledné byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AR pri

plsobeni dvou latek (antagonisticky madd). VSechny fluorindoly byly pouZity v péti

koncentracich 0,1 ymol-I?, 1 ymol-I", 10 pmol-I?, 50 umol-I*t a 100 pmol-I™2.

Jako kontrola schopnosti antagonizovat receptor bylo pouZito IéCivo enzalutamid
(ENZ), ktery snizil DHT-indukovanou na AR-zavislou luciferasovou aktivitu pfiblizné
na Uroven negativni kontroly (Graf 3). Pfekvapivé, tfi z testovanych indol(, konkrétné 4-
fluorindol, 5-fluorindol a 6-fluorindol, vykazovaly mirny potenciaéni G&inek. Uroven
aktivace receptoru u téchto latek ve vSech koncentracich presahovala pozitivni kontrolu,
u nékterych koncentraci az 0 40 % (Graf 3). Jediny 7-fluorindol indukoval koncentracné
zavisly, i kdyz statisticky nevyznamny, pokles dihydrotestosteronem vyvolané na AR-

zavislé luciferasové aktivity skoro az 0 20 %.

DHT-indukovana na AR-zavisla luciferasova aktivita

180,00
160,00
140,00

" * * *

£ 5 % * *

T T T T T T
120,00 T T
100,00
80,00 1]
60,00
40,00
200 X 87
0,00 I 1

011 1050100 011 1050100 0,1 1 1050100 0,1 1 1050100

Aktivace receptoru [%]

ENZ 4FI 5FI 6FI 7FI
UTDHT DHT

Graf 3: Plsobeni latek na aktivitu AR v pFitomnosti DHT. Bunécna linie AIZ-AR byla po
dobu 24 h vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI) soucasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (oznacena
jako UT) byl vyuZzit dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit DHT. Jako kontrola
inhibice aktivity AR byl vyuzit enzalutamid (ENZ) pfi soucasném plsobeni DHT. Fluorindoly
byly pouzity v koncentracich 0,1 umol-I?, 1 pmol-I?, 10 ymol-I*, 50 pymol-I™* a 100 pmol-I* a
ENZ o koncentraci 10 pmol-I". Pouzita koncentrace DHT, samostatné i pfi soucasném plsobeni
s latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla stanovena aktivita luciferasy, ktera je pfimo Gmérna
aktivité AR. Vysledky jsou vztaZzeny k pozitivni kontrole, ktera predstavuje 100 %. Vysledky jsou
prdmérem 5 experimentl. Symbolem * jsou oznaceny hodnoty, které byly Studentovym t-testem
(p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné v(ci DHT.
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4.2 gPCR

PrestoZze fluorindoly vykazaly minimalni vliv na DHT-indukovanou AR-zavislou
luciferasovou aktivitu, bylo dale sledovano, zda ovliviuji expresi zejména AR
kontrolovanych cilovych genl. Buriky nadorové prostatické linie 22Rv1 byly po dobu
24 h vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu
soucasné s dihydrotestosteronem o koncentraci 10 nmol-I2, ktery byl vyuzit pro aktivaci
AR. Nasledné byla metodou gPCR stanovena hladina exprese cilovych genli AhR a AR,
konkrétné genli CYP1Al, FKBP5 a KLK3. VSechny fluorindoly byly pouzity
v koncentraci 100 pmol- I,

4.2.1 Stanoveni hladiny exprese genu CYP1A1l

CYP1AL1 je cilovy gen AhR a jeho exprese je vyuZivana jako marker aktivace AhR (Hu
et al., 2007). P¥i pozorovani vlivu plisobeni latek na expresi genu CYP1A1 byly nejvyssi
indukce exprese zaznamenany u 7-fluorindolu a 4-fluorindolu. U 7-fluorindolu indukce
dosahovala 3,9nasobku negativni kontroly a v pfipadé 4-fluorindolu pak 2,6ndsobku
(Graf 4). To naznaCuje aktivaci AhR. Ostatni fluorindoly nevykazovaly Zadny vliv na
hladinu exprese genu CYP1A1 na Grovni mRNA.
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Graf 4: Plsobeni latek na expresi genu CYP1A1. Bunécna linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6F1) a 7-fluorindolu
(7FI) soucasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl wvyuZit
dimethylsulfoxid. Jako kontrola inhibice aktivity AR byl vyuZit enzalutamid (ENZ) pfi
souCasném pusobeni DHT. Fluorindoly byly pouzity v koncentraci 100 umol-I* a ENZ
o koncentraci 10 pmol-I™. Pouzita koncentrace DHT, samostatng i pfi soutasném plsobeni s
latkami, je 10 nmol-I*. Nasledné byla stanovena exprese genu CYP1Al. Hodnoty byly
normalizovany viici housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vyjadieny jako nasobky indukce
(fold induction = FI) exprese vii¢i negativni kontrole, ktera predstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou
primérem 5 experimentd. Symbolem * jsou oznaceny hodnoty, které byly Studentovym t-testem
(p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vici UT.
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4.2.2 Stanoveni hladiny exprese genu FKBP5

FKBPS5 je cilovy gen AR (Magee et al., 2006) a jeho exprese indikuje funk&ni signalizaci
AR (Smith et al., 2015). Pfi pozorovani vlivu plisobeni latek na DHT-indukovanou
expresi genu FKBP5 byl u 7-fluorindolu pozorovén pfiblizné 20% pokles exprese (Graf
5), coZ je v souladu s vysledky metody reporter gene assay. Ostatni indoly nemély na
expresi FKBP5 vyznamny vliv. V pfipadé antagonisty AR, enzalutamidu, pak bylo
sledovano potlaceni DHT-indukované exprese FKBP5 na droven negativni kontroly.
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Graf 5: Plsobeni latek na expresi genu FKBP5. Bunécna linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI1), 6-fluorindolu (6F1) a 7-fluorindolu
(7TFl) soucasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl vyuzit
dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit DHT. Jako kontrola inhibice aktivity AR byl
vyuzit enzalutamid (ENZ) pfi soucasném plsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v koncentraci
100 pmol-I* a ENZ o koncentraci 10 pmol-I". Pouzitd koncentrace DHT, samostatné i pfi
soucasném plsobeni s latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla stanovena exprese genu FKBP5.
Hodnoty byly normalizovany vGci housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vztazeny k
pozitivni kontrole, ktera predstavuje 100 %. Vysledky jsou prdmérem z 5 experimentd.
Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné v(ci DHT.
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4.2.3 Stanoveni hladiny exprese genu KLK3

KLK3 je androgeny regulovany gen, jehoz exprese naznaCuje zvySenou aktivitu AR
(Massie et al., 2007). PFi pozorovani vlivu plsobeni latek na expresi genu KLK3 byl
zaznamenan pokles exprese (Graf 6), ktery u 4-, 6- a 7-fluorindolu nepfesahl 15 %, avSak
pro 5-fluorindol dosahovalo sniZeni exprese az 30 % ve srovnani s pozitivni kontrolou.
Nicméné ani v jednom pFipadé nebyl pokles statisticky vyznamny. U enzalutamidu pak
bylo pozorovano potlaceni DHT-indukovaneé exprese KLK3 pod Uroven negativni
kontroly.
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Graf 6: Plsobeni latek na expresi genu KLK3. Bunécna linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI1), 6-fluorindolu (6F1) a 7-fluorindolu
(7TFl) soucasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl vyuzit
dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit DHT. Jako kontrola inhibice aktivity AR byl
vyuzit enzalutamid (ENZ) pfi soucasném plsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v koncentraci
100 pmol-I* a ENZ o koncentraci 10 pmol-I". Pouzitd koncentrace DHT, samostatng i pfi
soucasném plsobeni s latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla stanovena exprese genu KLK3.
Hodnoty byly normalizovany vGci housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vztazeny k
pozitivni kontrole, ktera predstavuje 100 %. Vysledky jsou prdmérem z 5 experimentd.
Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné v(ci DHT.
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4.3 Western blotting

Prestoze exprese AR cilovych genl byla ovlivnéna jen minimalné, stale tu byla moznost
zmeény hladiny samotného proteinu AR. Proto se pristoupilo ke stanoveni jeho hladiny.
Buriky nddorové prostaticke linie 22Rv1 byly po dobu 24 h vystaveny antagonistickému
plsobeni  4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu  soucasné
s dihydrotestosteronem o koncentraci 10 nmol-I?, ktery byl vyuZit pro aktivaci AR.
Nasledné byla metodou western blotting detekovana hladina proteind AhR a AR.
Vsechny fluorindoly byly pouzity v koncentraci 100 pmol-I72.

4.3.1 Detekce hladiny proteinu AhR

P¥i pozorovani vlivu plsobeni latek na hladiny exprese AhR na Grovni proteinu vykazoval
agonista AR, dihydrotestosteron, zvySeni mnoZstvi proteinu AhR, které nebylo ovlivnéno
pritomnosti antagonisty, enzalutamidu (Graf 7, Obrazek 1). Z testovanych indoli u jako
jediného 7-fluorindolu nebyl pozorovéan nardst hladiny proteinu AhR.

Exprese AhR na urovni proteinu

3,00
2,50

2,00

1,50
1,0 =
) l
0,00

4FI 5FI 6FI 7FI ENZ

uT DHT DHT

o

Exprese proteinu [FI]
o

Graf 7: PUsobeni latek na expresi AhR na Grovni proteinu. Bunécna linie 22Rv1 byla po dobu
24 h vystavena pusobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI) souCasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl
vyuzit dimethylsulfoxid. Jako kontrola inhibice aktivity AR byl vyuZit enzalutamid (ENZ) pfi
soucasném plsobeni DHT. Fluorindoly byly pouzity v koncentraci 100 umol-I* a ENZ o
koncentraci 10 pmol-I". Pouzitd koncentrace DHT, samostatné i pfi souasném plisobeni s
latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla detekovana hladina proteinu AhR. Hodnoty byly
normalizovany v(ci p-aktinu. Vysledky jsou vyjadfeny jako nasobky indukce (fold
induction = FI) exprese v0ci UT, kterd predstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou priimérem ze
2 experimentd.
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4.3.2 Detekce hladiny proteind AR

Metodou western blotting byla detekovana varianta proteinu AR plné délky (full length
= AR-fl), jejiz molekulova hmotnost je 110 kDa, a sestfihova varianta (AR-v7) o
molekulové hmotnosti 87 kDa (Obrazek 8). Pfi pozorovani vlivu pdsobeni latek na
expresi AR-v7 a AR-fl na Urovni proteinu byl v obou pfipadech zaznamenan narist AR
proteintl plisobenim DHT, ktery byl jen mirné snizen pfitomnosti 7-fluoroindolu (Obr 8)
(Graf 82a9).

Hladina proteinu AR-v7 byla jen nevyznamné ovlivnéna plsobenim DHT nebo
kombinaci DHT s fluorindoly (Graf 8, Obrazek 8). Pfi detekci AR-fl indukoval DHT
narlst hladiny proteinu, coZ je znamé z literatury (Gregory et al., 2004) (Graf 9, Obrazek
8). Pouze u jediného 7-fluorindolu byl sledovan pokles DHT-indukovaného nar(istu
proteinu AR-fl. U ostatnich fluorindol(i nebyl zaznamenan Zadny efekt, ktery by
ovlivrioval hladiny AR-fl. Zajimavy byl viak u€inek enzalutamidu, ktery hladinu proteinu
AR v obou pfipadech mirné navysil nad samotny DHT.

Exprese AR-v7 na Urovni proteinu

300,00

250,00
x
S 200,00 [
£
]
S 150,00
> [
2 100,00
g
< 5000 I I
w

0,00

4F SFI 6FI 7FI ENZ

uT DHT DHT

Graf 8: Plsobeni latek na expresi AR-v7 na Urovni proteinu. Bunécna linie 22Rv1 byla po
dobu 24 h vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4F1), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI) souCasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl
vyuzit dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuZit DHT. Jako kontrola inhibice aktivity
AR byl vyuzit enzalutamid (ENZ) pfi souc¢asném pusobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v
koncentraci 100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 umol-I™. PouZita koncentrace DHT, samostatné
i pfi soucasném plsobeni s latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla detekovana hladina proteinu
AR-v7. Hodnoty byly normalizovany v{ci B-aktinu. Vysledky jsou vztazeny k DHT, ktera
predstavuje 100 %. Vysledky jsou primérem ze 2 experimentd.
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Exprese AR-fl na Urovni proteinu
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Graf 9: Plsobeni latek na expresi AR-fl na Urovni proteinu. Bunécna linie 22Rv1 byla po
dobu 24 h vystavena plsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI1), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI1) soucasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl
vyuzit dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuZit DHT. Jako kontrola inhibice aktivity
AR byl vyuzit enzalutamid (ENZ) pfi souc¢asném pusobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v
koncentraci 100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 umol-I™. PouZita koncentrace DHT, samostatné
i pfi soucasném plsobeni s latkami, je 10 nmol-I". Nasledné byla detekovana hladina proteinu
AR-fl. Hodnoty byly normalizovany vici B-aktinu. Vysledky jsou vztazeny k DHT, ktera
predstavuje 100 %. Vysledky jsou priimérem ze 2 experimentd.
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Obrazek 8: Detekce proteind AR-fl (110 kDa), AR-v7 (87 kDa), AhR (96 kDa) a
B-aktinu (42 kDa) metodou western blotting. BunéZna linie 22Rv1 byla po dobu 24 h vystavena
plisobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6F1) a 7-fluorindolu (7FI)
souCasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (UT) byl wvyuZit
dimethylsulfoxid. Jako kontrola inhibice aktivity AR byl vyuZit enzalutamid (ENZ) pfi
soucasném plsobeni DHT. Fluorindoly byly pouzity v koncentraci 100 pmol-I* a ENZ o
koncentraci 10 pmol-I". Pouzitd koncentrace DHT, samostatné i pfi souasném plisobeni s
latkami, je 10 nmol-I". Snimek je representativni vysledek ze dvou experiment(
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5 DISKUSE

Tato diplomova préace se zabyva aktivaci AhR fluorovanymi derivaty indolu a jejim
naslednym dopadem na aktivitu AR v nadorove prostaticke linii 22Rv1. AhR je ligandem
aktivovany transkripcni faktor, ktery je u mnoha Zivocich véetné ¢lovéka zapojen do
riznych fyziologickych procesd a je aktivovan mnoha latkami, jakymi mohou byt
slouceniny obsahujici aromatické uhlovodiky nebo rdzné xenobiotické chemikalie,
pficemz pak reguluje enzymy zapojené do metabolismu téchto latek. V roce 2007 Ohtake
et al. objevili, Ze AhR miZe byt soucasti komplexu ubiquitin E3 ligasy, ktera urcuje
cilovou specificitu pri degradaci proteinl v systému ubiquitin-proteasom. V komplexu
maé ligandem aktivovany AhR funkci substratoveé specifické adaptorové slozky zamérujici
jiné proteiny k proteasomalni degradaci. Takovymi proteiny mohou byt receptory
steroidnich hormont, jako pravé AR (Ohtake et al., 2007). AR zprostiedkovava plsobeni
muzskych pohlavnich hormon(, a kromé fyziologickych funkci, jako tvorba kostni
hmoty, vyvoj kosterniho svalstva a muzskych pohlavnich organl, ma také vyznamnou
roli v mechanismu progrese rakoviny prostaty. Degradace AR prostfednictvim AhR by
tedy mohla byt potencialnim cilem 1é¢by tohoto onemocnéni.

AhR mize byt aktivovan Sirokym spektrem latek. Typickym prikladem ligandd, jak
jiZ bylo zminéno, jsou latky, které maji ve své struktufe pfitomné aromatické uhlovodiky
jako tfeba indol. Schopnost aktivace AhR byla potvrzena i u celé fady latek odvozenych
od indolu, které ve své prehledové studii shrnuji Dvorék et al., (2021). Eventudlnimi
ligandy jsou i halogenové derivaty indolu. Napfiklad bromované indoly a bromované
methylindoly izolované z morské fasy Laurencia brongniartii byly identifikovany jako
ligandy AhR po inkubaci s rakovinnymi burikami mysi, krys a morcat (DeGroot et al.,
2015). Pri pozorovani plsobeni ¢ty halogenovanych indol( pochazejicich z ervené fasy
Rhodophyllis membranacea na lidskou bunécnou linii rakoviny jater HepG2 byla
prostfednictvim méfeni aktivity CYP1A1 taktéZ zaznamenana aktivace AhR (King et al.,
2022). Pro experimentalni ¢ast této diplomové prace pak byly vybrany ¢tyfi fluorované
derivaty indolu 4-fluorindol, 5-fluorindol, 6-fluorindol a 7-fluorindol, pfiCemzZ se
predpokladala schopnost téchto latek AhR aktivovat.

Predpoklad aktivace AhR fluorindoly byl potvrzen pfi detekci transkripéni aktivity
genu pro AhR v bunécné linii 22AhRv1 metodou reporter gene assay, kdy u vSech Ctyf
latek byla pozorovana rostouci hladina aktivity AhR se zvysujici se koncentraci indol(.

Podobny trend, béhem sledovani druhové specifické agonistické aktivity indolu viici AhR
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mezi lidskymi, mySimi a potkanimi burikami, pozorovali Hubbard et al. pro samotny
indol, ktery vykazoval koncentracné zavislou aktivaci receptoru v lidskych bunécnych
liniich HepG2 nesouci luciferasovy konstrukt pro AhR (Hubbard et al., 2015). Zgarbova
& Vrzal, (2022) se ve své studii zabyvali dopadem indolovych derivatl jako methylindoly
a methoxyindoly, které aktivovaly AhR, na aktivitu AR v linii 22Rv1. Schopnost latek
aktivovat AhR byla stejné jako v této diplomové préci ovéfena metodou reporter gene
assay s vyuzitim linie 22AhRv1. VSechny z 22 testovanych indold aktivovaly AhR po
24h inkubaci a u 21 znich byla pozorovana koncentratné zavisla aktivace tohoto
receptoru. PFi srovnani fluorindold a jim pozici substituentu podobnych methylindold
z této studie, tedy 4-, 5-, 6- a 7-methylidol(, byla mezi fluorindoly nejvyssi aktivace AhR
zaznamenana u 4-fluorindolu, zatimco mezi methylindoly nejvyssi aktivaci vykazoval
6-methylindol, kdy methylova skupina na pozici 6 zplsobila zvyseni aktivity az na témer
dvojnésobek pozitivni kontroly TCDD. Zbylé tfi methylindoly pak vykazovaly podobnou
aktivaci AhR jako fluorindoly, kdy nejvyssi koncentrace dosahovaly priblizné aktivace u
pozitivni kontroly (Zgarbova & Vrzal, 2022). Tyto vysledky naznaCuji, Ze hladina aktivity
AhR vyvolana plsobenim indolovych derivatd, mize byt v rdmci jednoho substituentu
silné zavisla na jeho pozici na indolovém skeletu.

Metodou reporter gene assay byl také pozorovan vliv fluorindol(l na transkripéni
aktivitu AR svyuZitim linie AlIZ-AR. K Zadnym zménam v aktivité, které by néjak
korelovaly s koncentraci latek, nedochéazelo. Ve vSech pfipadech byla aktivita AR na
arovni negativni kontroly. Ve studii Zgarbové & Vrzala, (2022) taktéz nésledné sledovali
vliv methylindold a methoxyindold, schopnych aktivovat AhR, na transkripcni aktivitu
AR. Vétsina latek se pohybovala na priblizné Grovni negativni kontroly, pouze tfi latky
signifikantné prevySovaly negativni kontrolu. Paradoxné latka, kterd jako jedind
nevykazovala koncentratné zavislou aktivaci AhR, 3-methylindol neboli skatol,
vykazoval koncentracné zavislé sniZzeni aktivity AR (Zgarbova & Vrzal, 2022). Hladina
aktivity AR u methylindol( srovnavanych s fluorindoly se pohybovala mirné pod
hladinou negativni kontroly. U methylindoli tak byla zaznamenana nepatrné nizsi
aktivace AR nez v pripadé fluorindol(i.

Buriky AlZ-AR byly vystaveny také antagonistickému pisobeni fluorindolli soucasné
s DHT, aby bylo simulovéano prostfedi o zvysenych hladinach androgen(, jako je tomu
v organismu béhem rakoviny prostaty, a mohla tak byt sledovana potencialni schopnost
fluorindold tuto DHT-indukovanou aktivitu AR a pripadné progresi rakoviny potlacovat.

Suprese rakoviny prostaty diky degradaci AR prostfednictvim ligand( AhR byla ale jiz
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nékolikrat pozorovana. Chen et al., (2020) zjistili, Ze latka Carbidopa, vyuZivana pfi 1é¢bé
Parkinsonovy choroby a fungujici jako agonista AhR, u nadorovych bunék sniZovala
hladinu proteinu AR prostfednictvim AhR-indukované proteasomalni degradace a tim
vedla k inhibici bunécného rlstu a apoptéze (Chen et al., 2020). Ve studii Sun et al.,
(2015) pozorovali proteasomalni degradaci AR i jeho sestfihovych variant, které mohou
prispivat k rezistenci vici antiandrogentim, diky aktivaci AhR pfirozené se vyskytujicim
prenylflavonoidem icaritinem, kterd vedla taktéZ k indukci apoptdzy bunék rakoviny
prostaty a potlaceni jejich rlistu (Sun et al., 2015). V experimentalni ¢asti této diplomové
préace pfi plisobeni fluorindoll v antagonistickém maédu byl pak sledovan koncentracné
zavisly, avSak statisticky nevyznamny, pokles aktivity AR pouze u 7-fluorindolu. Ostatni
latky mély spiSe kostimulaéni charakter. Ve studii Zgarbove a Vrzala, (2022) pfi
antagonistickém plsobeni methylindol(i a methoxyindol(i spole¢né s DHT, methylindoly
porovnavané s fluorindoly obecné vykazovaly vétsi potecial DHT-indukovanou aktivitu
AR potlacit. U 4-methylindolu byl pozorovan signifikantni koncentracné zavisly pokles
aktivity AR. 5-methylindol a 6-methylindol nemély kostimulacni charakter jako
5- a 6-fluorindol, ale Uroven aktivity AR se pohybovala na Grovni pozitivni kontroly,
pficemzZ s rostouci koncentraci nepatrné klesala. NejvysSi aktivitu z téchto Ctyr latek
vykazoval 7-methylindol, ktery vSak pozitivny kontrolu prevySoval maximalné o 20 %.
Celkové vtéto studii u pouze 8 latek, jako 3-methylindol, 4-methylindol,
1,3-dimethylindol,  2,3-dimethylindol,  2,3,7-trimethylindol,  4,6-dimethylindol,
5,6-dimethyindol a 7-methoxy-4-methylindol, z 22 testovanych pozorovali koncentracné
zavisly pokles aktivity AR. Vysledky této studie tak naznacuji, ze plisobeni aktivace AhR
na aktivitu AR mlze byt silné zavislé na specificité ligandu AhR (Zgarbova & Vrzal,
2022).

V néasledujicim postupu experimentalni ¢asti byl sledovan vliv fluorindold o nejvyssi
koncentraci v antagonistickém plisobeni na expresi cilovych gendl AhR (CYP1A1) a AR
(FKBP5 a KLK3) a na hladinu proteinii AhR a AR. Metodou gPCR byla analyzovana
hladina exprese cilového genu AhR CYP1A1 na Grovni mRNA. U 7- a 4-fluorindolu byla
zaznamenana zvysena exprese, zbylé dva indoly pak nemély na expresi vliv. Nicméné
rtizné ligandy AhR mohou receptor aktivovat odlisSnym zplsobem. P¥ikladem takového
ligandu je resveratrol, ktery neindukuje silnou expresi genu CYP1A1, ale aktivuje expresi
paraoxonasy (PON1), coz mlzZe byt vysvétlovano vazbou AhR na alternativni XRE
(Larigot et al., 2018). VSechny ligandy AhR tak pravdépodobné nemusi vykazovat silnou
expresi genu CYP1AL.
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Béhem detekce proteinli AR-fl a AR-v7 metodou western blotting doslo u proteinu
AR-fl k narlstu vlivem plsobeni DHT. To ve své studii pozorovali Gregory et al., 2004,
kdy zaznamenali zvyseni proteinu AR-fl po expozici 10 nmol It DHT, coZ poukazuje na
stabilizaci AR androgeny (Gregory et al., 2004). Zajimavy byl efekt enzalutamidu, ktery
zvysil hladiny proteind AR-fl i AR-v7 mirné nad hladinu pozitivni kontroly, i kdyz
zplsoboval pokles exprese AR cilovych genl a pokles aktivace AR indukované DHT. To
mize byt vysvétleno tim, Ze enzalutamid je antagonistou a ligandem AR a jeho
plsobenim soucasné s DHT mohlo dojit ke stabilizaci receptoru. Sharp et al. pozorovali,
Ze pouziti enzalutamidu mdze zvysit tvorbu proteinu AR-v7, ktery je spojovan s rezistenci
na toto IéCivo (Sharp et al., 2019). Po plsobeni enzalutamidu bylo ale sledovano zvyseni
hladin proteinu AR-v7 i AR-fl a bylo by tedy nutné provést dalSi pozorovani, aby byl
presnéji pochopen mechanismus tohoto jevu.

VSechny testované fluorindoly v této diplomové préaci prokézaly schopnost aktitvovat
AhR, avsak na aktivitu AR nemély podle vysledk metod reporter gene assay, gPCR a
western blotting Zadny vyrazny vliv.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva aktivaci aryluhlovodikového receptoru fluorovanymi
derivaty indolu, konkrétné 4-fluorindolem, 5-fluorindolem, 6-fluorindolem
a 7-fluorindolem, a jejim naslednym dopadem na aktivitu androgenniho receptoru
v nadorové prostatické linii 22Rv1. V experimentalni ¢asti byla metodou reporter gene
assay stanovovana aktivita AhR v agonistickém pUsobeni indold a aktivita AR
v agonistickém i antagonistickém plisobeni, potom co byly buriky vystaveny testovanym
latkim po dobu 24 h. Vsechny indoly byly pouzity o koncentracich 0,1 pmol I,
1 pmol I, 10 pmol I?, 50 pmol I* a 100 pmol I"t. Vsechny indoly vykazovaly
koncentratné zavislou aktivaci AhR. U Zadného indolu v3ak nebyl pozorovan vliv na
aktivitu AR po agonistickém pUsobeni. V antagonistickém mddu jediny 7-fluorindol
sniZzoval, avSak statisticky nevyznamné, DHT-indukovanou aktivitu AR. U ostatnich latek
byl sledovan spiSe potenciacni U€inek na aktivitu AR.

Metoda qPCR byla vyuZita pro stanoveni hladiny exprese cilovych genli AhR a AR po
24h antagonistickém pQsobeni DHT a latek jiz pouze o nejvyssi koncentraci
100 pmol I, Pro cilovy gen AhR CYP1A1l byla sledovana nejvy3si indukce exprese
u 7-fluorindolu a mirné zvysena u 4-fluorindolu. Zbylé dveé latky nemély na expresi vliv.
Pro cilové geny AR FKBP5 a KLK3 byl vyjma 4-fluorindolu, ktery vykazoval expresi na
arovni pozitivni kontroly, sledovan u zbylych indoll pokles pro oba geny, v Zadném
pfipadé vsak statisticky vyznamny.

Detekce hladiny proteind pak byla provedena metodou western blotting za stejnych
podminek jako gPCR. V pfipadé proteinu AhR bylo sledovano zvy3eni hladiny
plsobenim indold, jen pouze u 7-fluorindolu nebyl narlist zaznamenan. P¥i detekci AR-fl
a jeho sestfihové varianty pak nebyl pozorovan zadny vyznamny vliv fluorindoll na
hladinu téchto proteind.

Cile diplomové prace byly tedy splnény. Ze ziskanych vysledkl tak vyplyva, Ze
testované fluorindoly byly schopny aktivovat AhR, avSak nemély vyrazny vliv na aktivitu
AR. Vzhledem ke sledovanym parametrlim Ize usoudit, Ze tyto latky pravdépodobné
nebudou mit pro 1é¢bu rakoviny prostaty vyznam. Nicméné pro definitivni potvrzeni této

hypotézy by byly nezbytné podrobnéjsi studie.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ASYMBOLU

(4-,5-,6-,7-)FI (4-,5-,6-,7-)fluorindol

ADT androgen-deprivacni terapie

AF funkce transkripcni aktivace

AhR aryluhlovodikovy receptor

AHRR represor aryluhlovodikového receptoru
APS peroxodisiran amonny

AR androgenni receptor

ARE androgen responzivni elementy
ARNT jaderny translokator aryluhlovodikového receptoru
bHLH doména basic helix-loop-helix

BHP benigni hyperplazie prostaty

BSA bovinni sérovy albumin

DBD DNA vazebna doména

DHT dihydrotestosteron

DMSO dimethylsulfoxid

DRE digitalni rektalni vysetfeni

DTT dithiothreitol

EBRT radioterapie vnéjSim paprskem

ENZ enzalutamid

FBS fetalni bovinni sérum

Fl fold induction

FICZ 6-formylindolo[3,2-b]karbazol
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
GnRH hormon uvolfiujici gonadotropin
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HDI
HR
LBD
NES
NLS
NTC
NTD
PAS
PBS
proPSA
PSA
PVDF
qPCR
rpm
TAD
TCDD
TEMED
uT

XRE

index lidského rozvoje

pantova oblast

ligand vazebna doména

jaderny exportni signal

jaderny lokaliza¢ni signal

netemplatova kontrola

N-terminalni doména

doména Per(period)-ARNT-Sim(single-minded)
fosfatovy pufr

proenzym prostatického specifického antigenu
prostaticky specificky antigen
polyvinylidenfluorid

kvantitativni polymerasova fetézova reakce
otaCky za minutu

C-terminalni transaktivacni doména
2,3,7,8-tetrachlordibenzo[b,e][1,4]dioxin
tetramethylethylendiamid

negativni kontrola (untreated cells)

xenobiotické responzivni elementy
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