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1 UVOD

Rakovina prostaty je jednim z nejCastéjSich typU rakoviny, které se vyskytuji u muZ(Q.
RUst a celkova progrese karcinomU prostaty je vétSinou z4visl4 na pUsobeni androgennich
hormond, jejichZ funkci zprostfedkovav4 androgenni receptor. MoZnym zpUsobem 1éCby
je androgenni deprivaCni terapie, kterd je zaloZend na redukci hladiny androgennich
hormon(, CehoZ lze dosdhnout mimo jiné preruSenim drahy aktivace androgenniho
receptoru androgeny s vyuZitim antiandrogen. AvSak v mnoha pfipadech rakoviny
prostaty po této terapii dochdzi k rozvoji rakoviny na androgen-resistentni a jeji progrese
nastdvd i za nizkych hladin androgennich hormon(l. Nicméné i v tomto pfipad€ se
downregulace androgenniho receptoru ukédzala jako efektivni mechanismus v 1éCbé
rakoviny prostaty. DUleZitou roli v downregulaci androgenniho receptoru by mohl hrat
aryluhlovodikovy receptor. Aryluhlovodikovy receptor je ligandem aktivovany
transkripCni faktor. M4 velky vyznam v regulaci enzym(l metabolizujicich xenobiotika a
figuruje 1 v mnoha jinych fyziologickych procesech. Jeho podstatnou funkci, kterd souvisi
s rakovinou prostaty je, Ze jako ligandem aktivovany mUZe byt souCdsti enzymu ubiquitin
E3 ligasy, kterd dokaZe zacilit steroidni receptory, jako estrogenni a prave i androgenni,
k proteasomdlni degradaci. Aryluhlovodikovy receptor je aktivovdn mnoha exogennimi
a endogennimi slouCeninami jako pesticidy, 1éCiva, polyhalogenované dioxiny a furany,
polyaromatické uhlovodiky nebo také polyhalogenované uhlovodiky, kterymi mohou byt
i fluorované derivaty indolu. Cilem této diplomové préce pak bylo sledovat plsobeni CtyT
vybranych slouCenin fluorovanych derivatl indolu na aktivitu aryluhlovodikového
receptoru a jeho ndsledny dopad na aktivitu androgenniho receptoru v nddorové

prostatické linii 22Rv 1.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Rakovina prostaty
2.1.1 Prostata

Prostata nebo také predstojnd Zldza je vnitfni orgdn muZské pohlavni soustavy. Je
pfitomn4 i u ostatnich savc(, ale mezi druhy se mohou objevovat rozdily v jeji anatomii
a biochemii (Frick & Aulitzky, 1991). Prostata dosp€lého Cloveka je elastickd pevnd
Zldza, kterd ma tvar obracené pyramidy. Zdravd prostata ma hmotnost v rozmezi 15 aZ
20 g a jeji primérné rozméry jsou 3,4 cm na délku, 4,4 cm na Sifku a 2,6 cm na tlouStku
(Amis, 1994). Je lokalizovédna v subperitonedlnim prostoru, konkrétn€ pfed koneCnikem
a pod moCovym meéchyfem, kde obklopuje moCovou trubici vychdzejici z moCového
meéchyfe (Lee et al., 2011).

Funkci prostatickych bun€k je produkce zdsaditého sekretu, ktery umoZfuje
neutralizaci kyselého prostfedi v muZské moCové trubici a pfi pohlavnim styku i v pochvé
Zeny, ¢imZ je podpofena Zivotnost a také pohyblivost spermii. Spermie jsou odvéadény
znadvarlat do moCové trubice pomoci dlouhého tzkého pérového chamovodu.
Chimovod se pred vyusténim do moCové trubice spojuje s vyvody semennych vacki a
prochdzi pres prostatu. Spermie pak spolu se sekrety vackl a prostaty vytvali ejakulat,
pfiCemZ prostatické sekrety jsou hlavni sloZkou semenné plazmy ejakuldtu (Frick &
Aulitzky, 1991).

Prostaticky epitel obsahuje tfi typy bunék: kmenové bufky, bazalni bufky a sekreCni
bunky. V tkdni pak dochdzi k transformaci kmenovych bunék na pfechodné proliferujici
bufiky a nésledn€ na zralé pln€ diferenciované jiZ nedélici se sekreCni bufky (Frick &
Aulitzky, 1991). Prostata se d€li na tfi oblasti: centrdlni zéna, pfechodova zéna a periferni
z6na. Tyto oblasti se 1i$i svou anatomif, histologii, funkci a embryologickym plvodem
(Leeetal., 2011). Centrélni z6na zaujima tvar kuZelu a nachézi se v blizkosti ejakulaCnich
vyvodll. Pfechodovd zéna je lokalizovdna v blizkosti moCové trubice, kterd dsti
z moCového méchyfe a prochézi prostatou. U mladych lidi je tato zéna obvykle nevyrazna
a predstavuje asi 5 % Zlazy. U vétSiny starSich muZl vSak byvd vyrazné rozSifena
v dUsledku benigni hyperplazie prostaty. Periferni zéna tvoli vn&jSi C4st Z14zy. Ze vSech
tH oblasti, periferni z6na zaujimd nejvétSi Cdst prostaty a v normélnim piipadé

pfedstavuje pfibliZzn€ 70 % (Obr. 1) (Ittmann, 2017).



Piechodova zona
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Obrazek 1: Znazornéni anatomického rozdéleni lidské prostaty na tfi oblasti: centrélni, periferni
a pfechodovou (obrazek pfevzat z Ittmann, 2017, upraveno)

Lidska prostata je organem, ktery postihuji dveé nejCast€jSi onemocnéni vyskytujici se
u starSich muZ{: benigni hyperplazie prostaty a rakovina prostaty. Jednotlivé oblasti
prostaty se odliSuji nejen svou anatomif, histologif a funkcf, ale také rozdilnou nachylnosti
ke vzniku patologickych poruch. Napfiklad u rakoviny prostaty byva nejCast€ji zasaZena
periferni zéna, kdy pfibliZzn€ 70 % vSech karcinomU pochdzi pravé z této oblasti. Naopak
centralni z6na byva zasaZena nejméné a vyskyt rakoviny je zde velmi nizky. Rozdily mezi
nachylnosti ke karcinogenezi téchto dvou z6n souvisi s odliSnym embryondlnim
pUvodem. Pfechodovd a periferni zéna maji podobny embryondlni plvod, ale jejich
nichylnost ke karcinogenezi se 1isi. Zatimco v periferni z6né vznikd vétSina karcinom(
prostaty, poCet pfipadl vznikajicich v pfechodné z6né€ je niZsi, pfibliZzné okolo 25 %. To
mUZe byt zplsobeno rozdilnym sloZenim stromy téchto zén. V pfechodové z6né€ m4
stroma vice fibromuskuldrni strukturu. Proto se také pfedpokladd, Ze benigni hyperplazie
prostaty je onemocnéni fibromuskuldrni stromy, protoZe prdve tato zéna byva pfi

hyperplazii postiZena (Lee et al., 2011).

2.1.2 Cetnost rakoviny prostaty
Rakovina prostaty je druhym nej€astéji diagnostikovanym typem rakoviny vyskytujicim
se u muzl. Z celosvétového hlediska se jednd o patou nejCast&jsi pfiCinu tmrti, které

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



o hlavni pfi€inu dmrti spojenym s rakovinou a ve 112 zemich je nejCasté&jSi
diagnostikovanou rakovinou (Wang et al., 2022).

Vroce 2020 v souvislosti s rakovinou prostaty celosvétové pfibylo odhadem
1 414 000 novych pfipadd a 375 304 Gmrti. V Ceské republice byl za rok 2020 poCet
novych pfipadl odhadovéin na 9117 a poCet Gmrti na pfibliZzné 1467. Vyzkum mapujici
rakovinu prostaty mezi lety 2000 aZ 2019 ukazuje v Cesku na zvy3ujici se trend incidence,
avSak mortalita zaujima trend klesajici. Z dlvodu starnuti populace se ale pfedpoklada,
Ze poCet piipadli rakoviny prostaty se bude zvySovat (Wang et al., 2022).

Zatim jedinymi dobfe zndmymi rizikovymi faktory rakoviny prostaty jsou vySSi vek,
rodinnd anamnéza a africky pUvod. Rodinnd anamnéza je velmi vyznamnym faktorem
pro screening, protoZe relativni riziko vyskytu je aZ dvojndsobn€ zvySeno u lidi, u nichZ
se jiZ rakovina prostaty objevila u pFfibuznych prvniho stupné. Tito pacienti vSak vykazuji
vySSi Sance na pfeZiti, které jsou spojovany s Casnym klinickym stddiem rakoviny pfi
diagnéze. Mezi lety 2001 aZ 2016 bylo ve Spojenych stitech americkych desetileté
relativni pfeZiti lokalizované rakoviny prostaty 100 %, avSak pétileté relativni pfeZiti
pokroCilého metastatického nélezu bylo jiZ pouhych 30 %, coZ u rizikovych skupin
poukazuje na dUleZitost detekce rakoviny prostaty v brzkém stadiu (Zheng et al., 2022).

Byly pfedloZeny i dalsi rizikové faktory, u kterych se pfedpoklddd, Ze by mohly mit
vliv na riziko rozvoje rakoviny prostaty, jako jsou kondice a stravovaci ndvyky Clovéka,
obezita, diabetes mellitus a suplementace vitaminu E. Vliv na incidenci a mortalitu ma
také index lidského rozvoje (HDI) (Wang et al., 2022), ktery na zdkladé nékolika rozmér(l
jako je zdravi a délka Zivota, pfistup ke vzdélani a Zivotni standard, v podstaté urCuje

uroven lidského Zivota (Roser, 2014).

2.1.3 Souvislost androgenU s rakovinou prostaty
V roce 1941 Charles B. Huggins a Clarence V. Hodges objevili, Ze rUst a pfeZiti rakoviny
prostaty jsou ovliviiovdny androgennimi hormony. U rakoviny prostaty pfevaZuji
androgen-dependentni karcinomy, coZ znamen4, Ze jejich rUst a preZiti jsou z4vislé na
pfitomnosti androgenl a reaguji na androgenni ablaCni terapii, tedy na zastaveni produkce
nebo piitomnosti téchto hormon(. Problémem vSak je, Ze tyto karcinomy se mohou stit
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 karcinoml, které jsou nezavislé na androgenech.



Ukaézalo se, Ze béhem karcinogeneze androgen-refrakternich karcinomU prostaty dochézi
k up-regulaci exprese genu pro AR. Mechanismy progrese androgen-refrakterniho
karcinomu prostaty lze rozliSit na ty, které vyuZivaji AR a ty, které jej obchdzeji.
Vzédjemné se v3ak tyto dva mechanismy nevyluCuji a mohou se prolinat (Debes & Tindall,
2004).

V pfipadé androgen-dependentnich karcinom(l dochdzi k progresi rakoviny
prostfednictvim mechanismu klasické signalizace AR (viz. Kapitola 2.3.2), kdy je
receptor aktivovan vazbou ligand(l, jako dihydrotestosteron (DHT), translokovén do jadra
a navazan na DNA. Tim je umoZnéna aktivace transkripce genl zodpovédnych za rUst a
preZiti prostatickych nddorovych buné€k (Obr. 2) (Agoulnik & Weigel, 2006).

Jednim z principl progrese bunék androgen-independentnich karcinomd, které
vyuZivaji AR, je amplifikace receptoru. Ve srovndni s androgen-dependentnimi
karcinomy u independentnich doch4zi k amplifikaci aZ u pfibliZné tfetiny pfipadd. Je tedy
zvySena exprese genu a jelikoZ se ndsledné v bufice vyskytuje vice molekul receptoru,
k jeho aktivaci postaCuji i niZ3{ hladiny ligand{ (Mellado et al., 2009).

DalSim moZnym, avSak ne pfili$ Castym principem, je mutace genu pro AR v bufkach
androgen-refrakterniho karcinomu. Mutacemi mUZe dojit k navySeni poCtu molekul
schopnych vézat se k receptoru a tim k jeho aktivaci. Pokud tedy dojde k mutacim, mUZe
byt receptor aktivovédn odliSnymi ligandy, neZ za normdlnich podminek a reagovat i na
jiné steroidni ldtky nebo slouCeniny pUsobici opaCné neZ androgenni hormony (Debes &
Tindall, 2004).

T¥eti princip u androgen-refrakterniho karcinomu, jehoZ mechanismus vyuZivd AR, je
zaloZen na zmeénich funkce nebo exprese rUstovych faktorl, cytokinll a koaktivétor(l
umoZnujici aktivaci receptoru. Nékteré rlistové faktory a koaktivatory jsou u androgen-
refrakternich karcinomd nadmémné 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 mechanismU pfeZiti androgen-refrakternich nadorl prostaty, které obchdzeji
AR, je neuroendokrinni diferenciace rakovinnych bun€k. Neuroendokrinni bufky
proliferuji velmi pomalu, coZ usnadfuje jejich pFeZiti pfi 1éCb€ chemoterapeutickou,
radiani nebo endokrinni cestou. Tyto bufky také produkuji ldtky jako serotonin a
bombesin, coZ jsou neuropeptidy, které mohou zvySovat proliferaci rakovinnych bunék
nachdzejicich se v okoli a tim zajiStovat progresi karcinom{ prostaty (Grossmann et al.,

2001).



Dal$fm mechanismem obchézejici AR je deregulace genl pro apoptézu. DUleZitou
funkci maji tumor-supresorové geny PTEN a antiapoptotické geny Bcl-2. Za béZnych
podminek je produktem genu PTEN inhibovdna fosfatidylinositol 3-kinasovéd drdha.
Pokud je tato drdha aktivovand, je stimulovdn protein Akt, ktery inaktivuje nékteré
proapoptotické proteiny a tim je podpofeno pfeZiti bun€k. PTEN tedy umoZfuje
normélnim bufkdm podstoupit apoptézu. V rakovinnych bufikdch dochdzi ke ztréité
funkce PTEN, ke zvySeni aktivity proteinu Akt a nésledné blokaci apoptézy (Obr. 2).
Ztrata funkce genu PTEN je vSak béZn4 i u jinych typU rakovin (Feldman & Feldman,
2001).

Jingym dUlleZitym prvkem v mechanismu rakoviny prostaty je aryluhlovodikovy
receptor (AhR). Tento receptor je ligandem aktivovany transkripCni faktor, ale ma také
funkci ubiquitin E3 ligasy (viz. Kapitola 1.2.4) (Luecke-Johansson et al., 2017). To
znamend, Ze AhR po aktivaci ligandem mUZe podporovat proteasomdlni degradaci
steroidnich receptor(l, jako jsou estrogenovy receptor alfa, a pravéi AR. Ndsledné dochazi
k pferuSeni transkripCni aktivity AR zapojeného do progrese rakoviny prostaty. Proto by
proteasomdlni degradace AR prostfednictvim AhR mohla byt zdsadni pro potlaCeni
proliferace bun€k rakoviny prostaty vyuZivajici AR (Sun et al., 2015). AhR je vSak
nadmérné exprimovdn u mnoha typU rakovin a z toho dlvodu by mohl byt v téchto

nddorech dlleZitym cilem 1éCby (Chen et al., 2020).

Buiika androgen-dependentni rakoviny prostaty Buiika androgen-independentni rakoviny prostaty
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Obrazek 2: Schéma progrese androgen-dependentni a androgen-independentni rakoviny prostaty

(obrézek prevzat z Debes & Tindall, 2004, upraveno)
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2.1.4 Diagnostika rakoviny prostaty

Podle Ceské urologické spole€nosti by preventivni vySetfeni na pfitomnost karcinomu
prostaty mélo byt provedeno u muZU od 50 let véku nebo pokud se onemocnéni vyskytuje
v rodinné anamnéze, je vySetfeni doporuCeno u muzl jiZz od 45 let. V souCasnosti je
vétSina karcinomU diagnostikovana prostfednictvim odbéru krve pacienta a jeji naslednou
analyzou na hladinu prostatického specifického antigenu (PSA) (Ceska urologickd
spole€nost CLS JEP).

PSA je serinovd proteasa regulovand androgeny, patfici do rodiny tkdhovych
kalikreinQ (Balk et al., 2003), kédovanid genem KLK3 (Penney et al., 2011). Je
produkovdn jak prostatickymi rakovinnymi bufikami, tak epitelidlnimi bufikami prostaty.
Pfirozené se vyskytuje ve spermatu, kde St€pi semenogeliny (Balk et al., 2003), coZ jsou
proteiny inhibujici pohyblivost spermii (de Lamirande, 2007). Do vyvodU prostaty se
PSA dostéva jako neaktivni proenzym (proPSA) ze sekreCniho epitelu, ktery je obklopen
bazdlnimi bufikami a bazdlni membranou. Po aktivaci m{Ze aktivni PSA pfechdzet difuzi
do krevniho obéhu, kde je vSak védzdn proteasovymi inhibitory. Aktivni PSA v lumenu
prostaty také podléh4 proteolyze a vznik4 tim neaktivni PSA, ktery taktéZ mUZe prechazet
do krevniho obéhu a vyskytovat se v nenavdzaném stavu jako volny PSA.
Charakteristickym znakem karcinomu prostaty je zvySeni hladiny proPSA a védzaného
PSA s proteasovymi inhibitory v krvi, protoZe pfi rakoviné Casto dochézi k poruSeni
struktury bazélnich bunék (Balk et al., 2003). AvSak PSA neni specificky pro
onemocnéni, ale pro prostatu jako orgdn. Je tedy moZné, Ze stavy jako prostatitida,
benigni hyperplazie nebo infekce moCovych cest mohou zapfiCinit zvySené hladiny PSA
a naopak u pacientl s vysokou nddorovou z4té€Z{ mohou byt hladiny nizké (Narain &
Sooriakumaran, 2022). Nicméné€ zvySené hladiny PSA naznaCuji vétSi riziko rakoviny
prostaty. Je ale nutné brat do dvahy veék, rodinnou anamnézu, klinicky stav nebo pfipadné
komorbidity pacienta. Pfesnd hrani¢ni hodnota hladiny PSA, pod kterou by bylo riziko
rakoviny nulové, neni jasnd (Descotes, 2019). Byly vSak stanoveny maximdlni hranice
koncentrace PSA v séru s ohledem na vék pacient(ia to aZ 2,5 ng-ml™! pro muZe ve véku
40 a7 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 nejpravd€podobnéjSich faktor( narUstu
hladiny sérového PSA v prlibéhu véku je zvétSeni prostaty (Oesterling et al., 1995).

DalSi dlleZitou metodou je digitdlni rektdlni vySetfeni (DRE) prostaty, tedy vySetfeni

pohmatem pfes koneCnik. DRE je rutinni screeningovy test, pfi kterém se hodnoti povrch



prostaty. Cilem je odhaleni jakychkoli odliSnosti od normélniho stavu, jako jsou hrbolatd
nebo ztvrdld mista. Pouze podle vysledkl DRE ale neni moZné urCit diagnézu rakoviny
prostaty, nebot tato metoda neni dostateCné pfesnd (Sharma et al., 2017).

Na zdkladé vysledkl stanoveni hladin PSA a DRE mUZe byt provedena biopsie
prostaty a histopatologické vySetfeni odebrané tkdn€, které je nutné pro definitivni
diagnézu (Mottet et al., 2015). Béhem vySetfeni jsou popsdny charakteristiky tkdné a
v pfipadé pozitivniho nélezu je u karcinomu urCeno Gleasonovo skére, které vypovidé o
agresivité nadoru a vyuZivd se pfi vybéru vhodné 1éCby (Gleason, 1992; Sharma et al.,
2017). Zlatym standardem pro diagnostiku rakoviny prostaty je tedy biopsie (Sharma
et al., 2017), kterd se provadi pod kontrolou transrektdlni ultrasonografie (Das et al.,
2019). S biopsii je ale spojena Fada neZddoucich komplikaci jako je krvdceni, infekce
nebo erektilni dysfunkce (Derin et al., 2020). Proto se v dneSni dob€ uvaZuje o vyuZiti
multiparametrické magnetické rezonance jeSté pfed biopsii, nebot umoZnfuje relativné
pfesnou detekci karcinomu prostaty. Je tak moZné vylouCit pfitomnost rakoviny a
25-50 % muZzU se zvySenymi hladinami PSA tak nemusi podstupovat okamZitou biopsii.
V pfipad€ moZné pfitomnosti karcinomu nemusi byt odebirdny vzorky z celé prostaty
jako pfi biopsii pod kontrolou ultrasonografie, ale pfimo z podezfelého mista, coZ zvySuje

pravdépodobnost detekce rakoviny (Lomas & Ahmed, 2020).

2.1.5 Lécba rakoviny prostaty

Vybér vhodné 1éCby rakoviny prostaty vZdy zdvisi na mnoha faktorech. Na zdkladé
stanoven{ hladiny PSA, Gleasonova skére a klinického stddia jsou u pacientl rozliSeny
karcinomy s nizkym, stfednim a vysokym rizikem. Také zdleZi na tom, zda jsou nadory
omezeny pouze na prostatu, tedy lokalizované, nebo jiZ vétSich rozmeér(l a napadaji blizké
tkdné, tedy lokédln€ pokroCilé, anebo metastatické.

U lokalizovaného karcinomu s nizkym rizikem je n€kolik moZnosti 1é¢by jako aktivni
sledovani, radikdlni prostatektomie, tedy chirurgické odstranéni celé prostaty,
radioterapie vn&jSim paprskem (EBRT), brachyterapie a pozorné vyCkavéani (Waldron
et al., 2023). Aktivni sledovéni znamend, Ze onemocnéni neni 1éCeno, ale jsou provadény
pravidelné kontroly hladin PSA, DRE a biopsie, a pfi zhorSeni stavu se pfechdzi k 16¢bé
s cilem pacienta vyléCit. Oproti tomu pozorné vyCkavani je pfi zhorSeni stavu zaméfeno
spiSe na 1éCbu pfiznakU s paliativnim zameérem (Litvin & Tan, 2017). Brachyterapie je

specifickd forma radioterapie, kdy je zdroj ionizujiciho zafeni Skodlivého pro nddorové



bufiky, umistén pfimo do nddoru nebo do jeho blizkosti. Pfi EBRT je zéfeni generovano
mimo télo pacienta (Chargari et al., 2019).

V pfipadé lokalizovaného karcinomu se stfednim rizikem se vétSinou jako 1é¢ba
uplatfiuje prostatektomie nebo radioterapie. U lokalizovanych karcinomU s vysokym
rizikem se postupuje stejn€ jako u lokdlné pokroCilych karcinom(, tedy ve formé
chirurgického odstranéni prostaty nebo radioterapie souCasn€ s hormondlni 1éCbou.
V pfipadé metastatickych karcinom0 Ize rozliSit dvé fize, kdy je rakovina prostaty
kastraCné citlivd nebo kastraCné rezistentni (Waldron et al., 2023).

U kastraCné citlivych karcinomU je standardni 1é¢bou androgen-deprivaCni terapie
(ADT), ktera znamen4 sniZeni nebo dplnou blokaci produkce androgen(. Toho lze docilit
prostfednictvim chirurgické kastrace, tedy orchiektomie, nebo farmakologické kastrace,
kterd spoCiv4 v pUsobeni agonistll nebo antagonistl hormonu uvolfujiciho gonadotropin
(GnRH) (Yamada & Beltran, 2021). VyuZiti agonistd GnRH je zaloZeno na zvySené
produkci luteinizaCniho hormonu, stimulujiciho tvorbu testosteronu, po jejich vazb€ na
receptory GnRH. To na kratkou dobu v fddu dnl zpUsobi narUst hladiny testosteronu,
avSak dlouhodobé pUsobeni agonistl vyvold downregulaci receptorll GnRH, coZ bude mit
za nasledek pokles hladiny testosteronu. U antagonistd GnRH je principem tcCinku
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 prlbéhu dvou aZ i let dojde k urCitému rozvoji
onemocnéni a rakovina se stane kastraCn€ rezistentni. Nicméné€ i tak maji androgeny
v progresi onemocnéni dileZitou funkci (Chandrasekar et al., 2015). Z tohoto dUvodu se
také vyuZivaji latky, které cili na funkci i syntézu andogenU, jako enzalutamid nebo
abirateron (Sarton & de Bono, 2018). Enzalutamid je litka se schopnosti inhibice
signalizace AR (Pagliarulo, 2018). Vykazuje vysokou afinitu k AR. Ve studii, kterou
provedli Tran et al., 2009, byla pozorovdna aZ 8x vySSi afinita k AR neZ u klinicky
pouZivaného antiandrogenu bikalutamidu. Funkce enzalutamidu jako antagonisty AR
spoCivd ve tfech mechanismech, kdy inhibuje vazbu androgenl na AR, blokuje
translokaci AR do jadra bufiky a zabrafuje jeho vazb€ na DNA (Katolickd, 2014).
Abirateron blokuje syntézu steroidnich hormon(, kdy konkrétné inhibuje cytochrom
P450 17A1 (CYP17A1), zapojeného do biosyntézy testosteronu (Pagliarulo, 2018).
Stejné jako u kastraCné citlivych karcinomd se i u kastraCné rezistentnich vyuZiva latka

docetaxel, coZ je chemoterapeutikum indukujici apoptézu diky vazb€ na [B-tubulin
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v mikrotubulech a tim zabrafuje depolymerizaci nutné k mitéze (Chandrasekar et al.,

2015).

2.2 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripCni faktor. Jednou
z jeho mnoha funkci je regulace enzymd, které metabolizuji xenobiotika, hlavné pak
slouCeniny, které obsahuji aromatické uhlovodiky, podle CehoZ byl pojmenovén (Kou &
Dai, 2021). Je ale také zapojen do mnoha fyziologickych procesU, jako jsou proliferace a
regulace bunéCného cyklu, apoptéza, opravné procesy DNA, imunitni odpovédi,
cirkadidnni rytmus, exprese genl zapojenych do lipidového metabolismu a dalSi (Kolluri

et al., 2017).

2.2.1 Struktura aryluhlovodikového receptoru

AhR je protein, ktery je tvofen 848 aminokyselinami a jeho teoretickd molekulova
hmotnost je pfiblizné 96 kDa (Vrzal et al., 2004). Protein je kédovdn genem AHR
(UniProt (28.2.2023)), ktery se u Clovéka nachazi na chromosomu 7, kde je 12 exon0 pro
produkci proteinu (Vrzal et al., 2004). AhR je soudsti basic helix-loop-helix
(bHLH)/PAS proteinové rodiny. Primdrni struktura proteinu obsahuje tfi domény:
N-termindlni doména bHLH, domény Per-ARNT-Sim (PAS) A a B a C-termindlni
transaktivaCni doména (TAD) (Obr. 3) (Kou & Dai, 2021).

N-termindlni doména bHLH ma funkci pfi vazbé AhR na DNA a podporuje dimerizaci
mezi receptorem a jadernym translokdtorem AhR (ARNT), coZ je strukturn€ pfibuzny
protein (Stevens et al., 2009). bHLH je tvofena dvéma amfipatickymi o-helixy, které
oddéluje nehelikélni smycCka. Tato doména je typickd pro mnoho proteind, které funguji
jako moduldtory bunéné diferenciace a proliferace, diferenciace B-bun€k nebo také
determinace pohlavi (Vrzal et al., 2004).

Vazba Hsp90

R

| : | T
LS . Dimerizace Vazba ligandi
vazba DNA

Obrazek 3: Znizornéni doménové struktury proteinu AhR (obrazek pfevzat ze Zhu et al., 2019,
upraveno).

10



VétSina transkripCnich faktorl z rodiny bHLH/PAS obsahuje dvé tandemové PAS
domény, PAS A a PAS B (Hao et al, 2011). Doména PAS obecn€ umoZfuje
rozpoznavani DNA, vazbu ligand(, heterodimerizaci s ARNT a také interakce chaperon(
(Stevens et al., 2009). PAS A je dlileZit4 pro dimerizaci a jeji specificitu, stabilitu a silu
vazby DNA. Doména PAS B se uplatfiuje pfi vazbé ligand (Hao et al., 2011). Byla
identifikovdna jako konzervovana sekvence u transkripCnich faktor(l rodu Drosophila
PER (period) a SIM (single-minded) a u lidského proteinu ARNT (Vrzal et al., 2004).

C-termindlni doména TAD je z velké Cédsti nestrukturovand. Zahrnuje transkripCné
aktivni oblast a potencidlni oblasti, které se uCastni transformace receptoru. Tato oblast
také byva velmi variabilni. Pravé zmeény v této domén€ zapfiCinuji rozdily v molekulové
hmotnosti proteinu receptoru v rdmci jednoho druhu, ale i mezi nimi (Stevens et al.,

2009).

2.2.2 Signalizace aryluhlovodikového receptoru
U Clovéka je AhR exprimovan v mnoha tkdnich. Nejvy33i hladiny exprese mRNA byly
identifikovdny v placenté, plicich a jitrech. Naopak nizké hladiny se vyskytovaly
v mozku, ledvinidch a kosternim svalstvu (Jiang et al., 2010). Pokud je receptor
v inaktivované formé&, nachédzi se v cytoplasmé€ (Pollenz et al., 1993). Zde vytvaii
proteinovy komplex se dvéma heat shock proteiny 90 (Hsp90), podilejicimi se na
skldddni, stabilizaci konformace a udrZeni 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. Zarovef 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 dochdzi k uvolnéni XAP2
a proteinkinasy c-SRC a receptor je translokovén do jadra (Hu et al., 2023). AhR mUZe
zpUsobovat aktivaci vice signalizaCnich drah a mUZe byt aktivovan rlznymi ligandy.
Prvni popsanou byla genomickd drdha. Receptor se po translokaci do jadra vdZe s ARNT
za vzniku aktivniho heterodimeru, ktery se pak pfipojuje na krétké specifické sekvence
DNA zvané xenobiotické responzivni elementy (XRE) (Larigot et al., 2018). Ty se
nachdzeji v promotorové oblasti genu CYPIAI. Poté pUsobi jako transkripCni faktor a
indukuje enzym metabolizujici toxické latky, cytochrom P450 1A1 (CYP1Al) (Kudo
et al., 2018). Heterodimery rekrutuji koaktivdtorové proteiny, indukujici remodelaci,
relokalizaci Ci disociaci nukleosom(l v chromatinu enhanceru a promotoru, a mohou tak

iniciovat transkripci mnoha genll. Aktivované geny se mohou mezi typy tkdni i druhy
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savcl liSit, ale geny CYPIAI a CYPIBI jsou exprimovany v rlznych tkdnich u vSech
savcU a patii k nejCetnéji indukovanym genUm. Zaroven je AHR Kkonstitutivné aktivni a
spolu s CYPIAI a CYPIBI jsou nadmémné exprimovdny u mnoha typl rakovin
(Hankinson, 2016).

Nésledné€ je AhR transportovdn zjadra a rychle degradovan v cytoplasmatickém
kompartmentu pomoci proteasomu, coZ zahrnuje kovalentni vazbu ubikvitinu. Byly
pozorovany i jiné post-translaCni modifikace jako napf. SUMOylace, kterd
prostfednictvim inhibice ubikvitinylace zvySuje stabilitu receptoru (Larigot et al., 2018).
Jednim z vyznamnych cil(l aktivovanych pfi genomické drize je gen pro represor AhR
(AHRR), co?Z je strukturn€ podobny protein, ale z dlvodu defektni PAS-B domény a
rozdilim v TAD domén€ neni schopny vézat ligandy. MUZe vSak ziskdvat korepresory,
které jsou zapojeny do negativni zpétnovazebné smyCky pro AhR, vazat se s ARNT, poté
na XRE, tim potlaCovat aktivitu receptoru a regulovat transkripci genl z4vislych na AhR

(Hu et al., 2023).

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

AhR je aktivovdn Sirokym spektrem strukturn€ odliSnych endogennich a exogennich
ligandQ, které mohou byt jak naturdlni, tak syntetické (Denison et al., 2002). RozdiIné
ligandy mohou mit prostfednictvim indukce genové exprese rlznych genli mnoho
toxickych a biologickych t¢ink(l (Denison & Nagy, 2003).

AhR byl plvodné objeven jako intraceluldrni protein zprostfedkovdvajici toxické
iCinky  2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu  (TCDD) a strukturn€ pfibuznych
halogenovanych aromatickych slouCenin, jako jsou halogenované dibenzo-p-dioxiny,
dibenzofurany a polychlorované bifenyly (Safe et al., 2018). AhR tedy védZe xenobiotika
a podili se na jejich detekci a detoxikaci. Jako receptor slouZi i pro nékterd 1éCiva,
navykové latky, fytochemikalie, jako flavonoidy a derivaty indolu, a dalsi latky b&Zné 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 plsobeni ultrafialového B
zéfeni (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 procesU, jako teratogeneze, imunosuprese nebo podpora
karcinogeneze, a je také silnym induktorem CYP1A1 (Mimura & Fujii-Kuriyama, 2003).

Nejlépe charakterizovanymi exogennimi syntetickymi ligandy AhR jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, halogenované dioxiny a pFibuzné
slouCeniny. Pfirozen€ se vyskytujici exogenni ligandy, jejichZ hlavnim zdrojem je
potrava, jsou ldtky jako flavonoidy, karotenoidy, kurkumin, resveratrol a dalsi. Mezi
endogenni ligandy pak patfi slouCeniny syntetizované vyS$Simi organismy, napfiklad
indigo a indirubin, metabolity hemu, bilirubin, biliverdin a hemin, metabolity kyseliny
arachidonové a derivéty 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 zavisld ubikvitin E3 ligasa.

Ubikvitin E3 ligasy urCuji cilovou specificitu selektivni degradace protein0, ktera je
fizena systémem ubikvitin-proteasom. Systém ubikvitin-proteasom spoleCné s
transkripCnim regulaCnim systémem jsou dva hlavni cilen€ selektivni zpUsoby kontroly
hladin intraceluldrnich protein(. AhR je tedy souCdsti komplexu ubikvitin ligasy cullin

4B, CUL4BA™ (Ohtake et al., 2007). Tento komplex asociujici AhR zahrnuje scaffold
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protein cullindB (CUL4B), ring finger protein RBXI1, protein transduktin-B-like 3
(TBL3), proteasomdlni Céstici 19S a damage DNA binding protein (DDB1) (Ohtake et
al., 2011; Luecke-Johansson et al., 2017). CUL4B se svym N-koncem védZe 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 z4vislé na ligandu AhR. V komplexu md
aktivovany AhR funkci adaptorového proteinu, ktery rozpozndvd 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
enzymU. Enzym E1 aktivuje ubikvitin. Enzym E2 konjuguje ubikvitin a substrit. Enzym
ubikvitin E3 ligasa ma substratovou specifitu a spojuje E2 a substrat. Ubikvitin se pak
kovalentn€ viZe k lysinovym zbytk(im substratovych proteinl jako jedna molekula nebo
ve formé polymeru. Nésledn€ je rozpozndn 26S proteasomem a probéhne proteolyza
(Ohtake et al., 2009).

AhR m4 tedy dudlni funkci transkripCniho faktoru a ubikvitin E3 ligasy, ktera cili
receptory steroidnich hormonU k degradaci. To, jakou funkci AhR bude mit,
pravdépodobne€ zavisi na pfitomnosti ARNT, jak navrhli Luecke-Johansson et al. (2017).
Pfi potlaCeni exprese ARNT byl pozorovan pokles funkce AhR jako transkripCniho
faktoru, pfi€emZ funkce jako ubikvitin E3 ligasy nebyla ovlivnéna. Pokud je tedy ARNT
dostupny, AhR funguje jako transkripCni faktor. V pfipad€, Ze ARNT dostupny neni, ma
AhR funkci ubikvitin E3 ligasy. K nedostupnosti ARNT mUZe dochézet pfi jeho obsazeni
jinou molekulou jako je AHRR (Luecke-Johansson et al., 2017), nebot bylo pozorovano,
Ze AHRR a AhR jsou ve vzdjemné kompetici o vazbu na ARNT a nésledné na XRE, ¢imZ

pak mUZe byt negativn€ regulovana signalizace AhR (Oshima et al., 2009).
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2.3 Androgenni receptor

Androgenni receptor (AR) patii do skupiny jadernych receptorl steroidnich hormondl
podobné jako estrogenni, glukokortikoidni, progesteronovy a mineralokortikoidni
receptor. AR funguje jako na ligandu zévisly transkripCni faktor kontrolujici expresi
specifickych genU (Tan et al., 2015), ktery zprostfedkovdva pUsobeni vétSiny
androgennich hormon(. Ty pak ovliviuji vyvoj muZskych pohlavnich orginll a
kosterniho svalstva, ale jsou také zapojeny do patologickych procesl jako rakovina
prostaty, spindlni svalov4 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 exonll (Brinkmann et al., 1989).
Tento gen pak kéduje protein AR, ktery je tvofen 920 aminokyselinami (Liu et al., 2019;
UniProt (1.3.2023)). Molekulov4d hmotnost AR plné délky (AR-fl) je 110 kDa (van Laar
etal., 1989). AR vSak mUZe vytvafet mnoho strukturné a funk¢n€ odlidnych sestfihovych
variant, jako AR-v7, k jejiZ zvySené expresi dochézi u kastraCné rezistentnich karcinom(
prostaty (Lu & Luo, 2013). Struktura AR obsahuje Ctyfi hlavni domény: N-termindlni
doménu, DNA vazebnou doménu (DBD), pantovou oblast a ligand vazebnou doménu
(Obr. 5) (Fujita & Nonomura, 2019).

N-termindlni doména je nejvice variabilni a mé funkci pfi regulaci transkripce. DBD
naopak byva nejkonzervovan€j$i. Tato doména je sloZena ze dvou zinkovych prstU, které
rozpoznavaji specifické sekvence DNA a usnadfuji tim pfimou vazbu AR na DNA
v oblasti promotorl a enhancerl genU, které receptor reguluje. Tim dochdzi k aktivaci
N-termindlni domény a ligand vazebné domény, ¢imZ je umoZnéna stimulace nebo
represe transkripce téchto genl. Ligand vazebnd doména m4 v ramci jadernych receptor(l
podobnou strukturu. Jeji funkci je zprostfedkovédvani interakci mezi AR a heat shock
proteiny a chaperony a také interakce s N-koncem receptoru za tCelem stabilizace

vdzanych androgend.

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

Obrazek 5: Zniazornéni doménového sloZeni proteinu AR (NTD = N-terminélni doména, DBD
= DNA vazebnd doména, HR = pantova oblast, LBD = ligand vazebnd doména) (obrazek pfevzat
z Fujita & Nonomura, 2019)
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Struktura AR obsahuje i né€kolik signdlnich sekvenci. AF-1 je na ligandu nezdvisld
funkce transkripCni aktivace potfebnd pro maximdlni aktivitu AR a je lokalizovdna
v N-termindlni doméné. AF-2 je na ligandu zévisld funkce transkripCni aktivace umisténd
v ligand vazebné doméné. Je dUleZitd pro pfimé interakce mezi N-termindlni a ligand
vazebnou doménou a také pro tvorbu vazebného mista pro koreguldtory. Jaderny
lokalizaCni signdl (NLS) slouZici k importu AR do jddra je umistén mezi DBD a pantovou
oblasti. Jaderny exportni signdl (NES) pro export AR z jddra do cytoplasmy se nachdzi
v ligand vazebné doméné (Davey & Grossmann, 2016). Sestfihovd varianta AR-v7
postrada ligand vazebnou doménu, ale ma zachovalou DBD a NLS, ¢imZ je umoZnén
vstup do jddra i v nepfitomnosti ligandu. Tam pak pUsobi jako transkripCni faktor, ktery
potlaCuje dUleZité tumor supresorové geny. Proto mUZe byt potencidlné 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
exprimovén v mnoha lidskych tkdnich a orgénech, jako kosterni svalstvo, srdce, d€loha,
Stitnd Zldza Ci hypofyza (Campana et al., 2015). NiZ$i hladiny se pak vyskytuji i v
nadledvinéach, plicich i tlustém stfevé (Wilson & McPhaul, 1996). Pokud nejsou
pfitomny ligandy, AR se nachézi v cytoplasmé€ navédzany na heat shock proteiny. Pfi
klasické signalizaci dochdzi k vazb€ ligandU na ligand vazebnou doménu, pfiCemZ dojde
k vytlaCeni heat shock proteinl. Tfm je umoZnéna fosforylace a zména konformace
(Crumbaker et al., 2017). Pfi konformalni zmén€ vytvoli helixy 3, 4 a 12 v ligand
vazebné doméné povrch vazby AF-2.

U jadernych receptorll je AF-2 hlavni misto protein-proteinovych interakci, slouZici
k zisku koaktivatorl s motivem LxxLL. Motiv LxxLL se vyskytuje u nékterych
transkripCnich faktorl a slouZi kinterakci sjinymi proteiny jako aktivitory nebo
represory, které maji pfisluSnou doménu. V pfipadé AR jsou vSak pfednostn€ védzany
motivy FxxLF, majici podobnou funkci jako motiv LxxLL, vyskytujici se v N-terminalni
doméné. To usnadfuje intramolekuldrni interakce mezi N-terminédlni doménou a ligand
vazebnou doménou tzv. N/C interakci (Lonergan & Tindall, 2011). K tomuto procesu
tedy dochdzi po vazbé ligand(l jeSté v cytoplasmé. Po translokaci AR do jadra dochézi
k intermolekuldrni interakci dvou DBD domén diky dimerizaCnimu boxu (D-box) a poté

k intermolekuldrni N/C interakci u Césti jadernych AR, coZ vede k homodimerizaci AR.
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V jadfe pak mUZe byt AR pfitomny jak ve formé& dimeru, tak monomeru (van Royen et
al., 2012).

Nésledné prostfednictvim DBD je AR navdzdn na androgen responzivni elementy
(ARE). To iniciuje transkripci specifickych cilovych genll AR, na které se pak vazi
transkripni koaktivétory nebo korepresory (Obr. 6). U¢inky AR se ale mohou projevit i
jinymi mechanismy neZ klasickou signalizaci (Crumbaker et al., 2017). M(Ze dochdzet i
k negenomické signalizaci (Leung & Sadar, 2017) nebo na ligandu nezdvislé aktivaci

prostfednictvim interleukinl (Ueda et al., 2002).

Testosteron — [BHE]
N/C interakce

_,“‘

vl

Cytoplasma

» Wazba DNA

« Ztrata N/C interakce
» Vazba kofaktorli na AF1/AF2
» Transkripce

Q ARE

Obrazek 6: Schéma signalizaCni drahy AR (DHT = dihydrotestosteron, HSP = heat shock
protein, N = N-termindlni doména, D = DNA vazebnd doména, L. = ligand vazebnd doména,
ARA70 = AR-asociovany protein, CBP = CREB vazebny protein, p300 = transkripCni aktivétor,
RNAP2 = RNA polymerasa II) (obrdzek pfevzat z Lallous et al., 2013, upraveno)

=P5A
« Praziti buniky
« Rust bunky
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2.3.3 Ligandy androgenniho receptoru

Jak jiZ bylo zminéno, AR umoZfuje pUsobeni androgen(. Jeho nejd(ileZit€jSimi ligandy
jsou tedy androgenni steroidni hormony jako testosteron a S5a-dihydrotestosteron
(Brinkann et al., 1999).

Testosteron je hlavni muZsky pohlavni hormon, ktery je u muZ (i syntetizovan plevazné
ve varlatech Leydigovymi bufkami a u Zen je v malém mnoZstvi syntetizovdn ve
vajeCnicich. Prekurzory testosteronu jsou u obou pohlavi syntetizovény i v nadledvindch
(Shea et al., 2014). Béhem Zivotniho cyklu Clovéka m4 rlizné funkce. Pfi prenatdlnim
vyvoji se podili na diferenciaci vnitfnich pohlavnich org4nd, v puberté ovliviuje rlst a
projev sekunddrnich pohlavnich znak(a v dosp€losti m4 vliv na spermatogenezi, sexudlni
chovéni, ale také na metabolismus kosti nebo na glykometabolickou homeostdzi (Corona
et al., 2017).

Testosteron je prohormonem dihydrotestosteronu (DHT). DHT tedy vznika
z testosteronu pUsobenim dvou izoenzym0 5a-reduktasy (Mendonca et al., 2016). K této
pfeméné dochazi zejména v cilovych orgdnech, jako je prostata, k(iZe nebo jatra, pfiCemZ
v nékterych tkdnich je jeho pfitomnost nezbytnd pro spravny vyvoj a funkci organ(.
Zéroven je DHT nejicinn€jSim endogennim androgenem, nebot md pFibliZzné 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 meéni
receptor do DNA vazebného stavu. Nicméné€ ne vZdy je na AR vézdn prednostné

(Swerdloff et al., 2017).
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2.4 Indoly

Indol je aromatickd organickd slouCenina patfici mezi heterocykly. Jeho struktura je
tvofena benzenovym jadrem a pyrrolem. MUZe vytvaret rlizné funkCné variabilni derivaty

a také slouZi jako mezidruhové signdlni molekula (Lee et al., 2015).

2.4.1 Syntéza indoll

Vice neZ 85 druhl grampozitivnich i gramnegativnich bakterif, vCetn€ Escherichia coli,
je schopnych produkovat indol. Je syntetizovédn z aminokyseliny L-tryptofanu za Gcasti
cytoplasmatického enzymu tryptofanasy. Tento enzym hydrolyzuje tryptofan a vznika
indol, pyruvét a amoniak (Li & Young, 2013). Toho se také vyuZivé pfi indolovém testu,
ktery umoZfuje na zdkladé 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 pUsobenim enzymu indol-3-
glycerolfosfat lyasy (Frey et al., 2000). ZivoCidné bufiky nejsou schopny indol
syntetizovat. Pfesto jsou u ZivoCichl pfitomny diky jejich produkci stfevnimi bakteriemi
(Lee et al., 2015). V lidskych vykalech byly zaznamendny hladiny koncentrace indolu
v rozmezi pfibliZzné 250-1100 pmol-1"" (Bansal et al., 2010). Derivaty indolu se vSak
vyskytuji nejen ve stfevech, ale i krvi, moCi nebo potu a orgénech jako tfeba mozek (Lee

et al., 2015).

2.4.2 Funkce indoll

Indoly jsou sou€dsti mnoha slouCenin s rlznymi funkcemi. VyuZivaji se jako biologicky
aktivni latky a 1éCiva nebo i jako agrochemikdlie. Jako 1éCiva vykazuji antivirové,
antimikrobidlni, antimykotické Ci antioxidaCni GCinky (Singh & Singh, 2018). Napfiklad
u fluorovaného derivatu 7-fluorindolu byla testovdna jeho antimikrobidlni aktivita vUci
Pseudomonas aeruginosa, p¥iCemZ prokdzal inhibici tvorby bakteridlniho biofilmu (Lee
etal., 2012). Také byl pozorovén pozitivni vliv bakteridlnich indol a indolového derivitu
indol-3-aldehydu, které pUsobily prostfednictvim AhR, na zvySeni proliferace a
diferenciace bunék v tlustém stfevé mySi. Diferenciace stfevnich bunék se s postupem
veku sniZuje, coZ znamend, Ze byl potlaCen cinek starnuti organismu (Powell et al.,
2020). Indoly ale mohou pUsobit i protizénétlivé nebo jako antihistaminika a analgetika
(Singh & Singh, 2018).

Mnoho indolovych derivatl, at uZ se jednd o pfirodni a syntetické slouCeniny nebo

metabolity produkované lidskou mikrobiotou, jsou ligandy AhR. Pfikladem endogennich
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indoll vdzanych AhR je alkaloid tryptamin nebo indirubin, ktery byl identifikovan
v lidské moCi. AhR aktivni indoly, u Clovéka produkované bakteriemi, jsou latky jako
indol-3-laktit nebo indol-3-pyruvit. Indolové ligandy AhR se vyskytuji také v potrave,
jako napfiklad glukobrassicin, ktery je pfitomny v brukvovité zelenin€. AhR je kromé
xenobiotické odpovédi zapojen do fyziologickych a patologickych proces(, a také hraje
roli pfi etiologii nékterych onemocnéni. Je tedy potencidlnim terapeutickym cilem
(Dvorik et al., 2021).

Pfikladem indolové 1éCivé latky, kterd md agonisticky dCinek na AhR, je sunitinib.
Tento 1€k inhibuje receptorové tyrosinkinasy a vyuZiva se pfi 16Cb€ rakoviny, konkrétné
karcinomu ledvin a gastrointestindlniho stromélniho tumoru. Indoly jsou ale souCasti
mnoha syntetickych 1ékU, které mohou pUsobit rlznymi mechanismy a pouZivaji se u

velkého spektra onemocnéni (Obr. 7) (Chadha & Silakari, 2017; Dvordk et al., 2021).

d ir .ﬂ'__IB#'bﬂd__.&]ﬂ!: :
Delavirdin

Obrazek 7: Pfiklady latek obsahujicich indoly vyuZivané k 1éCb€ Fady onemocnéni (BHP =
benigni hyperplazie prostaty) (obrazek pfevzat z Chadha & Silakari, 2017, upraveno)
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky

Lidska4 epitelidlni bunéfn4 linie prostatického karcinomu 22Rv1 odvozend

z xenograftu propagovaného v mySich (kat. €. ECACC 05092802)

Stabilni luciferasova reportérova bun€Cnd linie 22AhRv1 odvozend z bunéné linie
22Rv1 obsahujici reportérovy plasmid pGL4.27 [luc2P/minP/Hygro]

Stabilni luciferasova reportérova bun€Cnd linie AIZ-AR odvozend 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 dH2O

Dihydrotestosteron (5a-androstan-17B-ol-3-on) (DHT) (Sigma Aldrich, kat. €.
A8380)

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

D-luciferin (Sigma Aldrich, kat.C. 1.9504)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma Aldrich, kat. €. L3771)
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Dvakrat destilovana voda (ddH»O)

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

Fetdlni bovinni sérum (FBS) (Sigma Aldrich, kat. €. F6178)

Forward primer (Sigma Aldrich)

o GAPDH (kat. €. 8817264953-40/0) 5GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’
o CYPIAI (kat. €. 8815746405-10/0) 55GGAAGTGTATCGGTGAGACC 3'
o FKBP5 (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., OC21025)

KiCqSTART Probe qPCR ReadyMix (Sigma Aldrich, kat. €. KCOS04)
Koenzym A (Sigma Aldrich, kat. €. C4780)

Kultiva¢ni médium RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich, kat. €. RO883)
Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) (Sigma Aldrich, kat.C. E6511)
Laemmli Sample Buffer, 2x koncentrovany (LB pufr) (BioRad, kat. €. 1610737)
L-glutamin (Sigma Aldrich, kat. €. F6178)

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

MgSO4 7H>O (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. €.
8H10D10)

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

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

Préba (Sigma Aldrich)

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

o CYPIAI (kat. C. 8815746405-10/2)
5'[6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA] 3’

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

o KLK3 (kat. €. 8815864959-240/2)
5'[6FAM]TGGGTCGGCACAGCCTGTTTCATCC[OQA] 3’

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

ReakCni 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 CYPIAI (kat. €. 8815746405-10/1) 5’CATAGATGGGGGTCATGTCC 3'

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

o KLK3 (kat. €. 8815864959-240/1) 5GGAGGCTCATATCGTAGAGC 3’
Reverzni transkriptasa M-MuLV (New England BioLabs Inc., kat. €. M0253L)
Roztok Ponceau S. (Santa cruz Biotechnology, kat. €. sc-301558)

Roztok neesencidlnich aminokyselin MEM Non-essential Amino Acid Solution
(100x) (Sigma Aldich, kat. €. M7145)

Sekundérni protildtky

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 derivéty 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-acetdt (Sigma-Aldrich, kat. €. T8280)

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

Trypanova modr (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 Pripravované roztoky

KultivaCni médium

o 500 ml RPMI-1640 Medium

o 50 ml fetdlni bovinni sérum

o 5 ml L-glutamin

o 5 ml roztok neesencidlnich 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 5mMEDTA

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-acetat
o 1,23 mg/6,6 pl1 0,5 M EDTA
o 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol-1"' MgSO, 7H,0
o Doplnit dH20 do 30 ml
e TBS/Tween
o 50 ml 20x TBS pufr
o 950 ml ddH20
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 PomlUcky

e 6jamkové kultivaCni destiCky (TPP)

e 96jamkové kultivaCni destiCky (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 Bild 96jamkova destiCka pro PCR (Roche)

e Bild 96jamkova destiCka pro reporter gene assay (NUNG)

e Bunicina (Tork)

e Elektroforeticka cela Mini PROTEAN Tetra Cell (BioRad)

e FiltraCni papir pro western blotting (BioRad)

e Folie na PCR destiCku (Roche)

e Kryci skliCka (Menzel Glaser)

e Kultivacni 1dhev mald (obsah dna 25 cm?) (TPP)

25



KultivacCni ldhev stfedni (obsah dna 75 cm?) (TPP)

KultivaCni lahev velk4 (obsah dna 150 cm?) (TPP)

Lepici péaska

Lihovy kahan

Multikanalova pipeta 20-200 pl (Eppendorf)

Nitrilové rukavice (NitriSenese)

Papirova krabiCka do -80 °C (Biologix)

Petriho misky (TPP)

Plastové mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOplastics)
Plastové stojanky na zkumavky (TPP)

Plastové Spicky 0,1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pI (Eppendorf)
Plastové Spicky pro sérologické pipety 0,1-2 ml, 1-5 ml, 1-10 ml, 1-25 ml (SPL)
Plastové Spicky s filtrem 100-1000 pl (Eppendorf)

Plastové zkumavky 15 a 50 ml (TPP)

PodloZn{ sklo s Biirkerovou komUrkou (Assistent)
Polyvinylidenfluoridovd membrana (PVDF) (Thermo Scientific)
Sérologické pipety (Labnet)

Skrabka na bufiky (TPP)

Zapalovac

3.1.5 Pristroje

Analytické vahy ABS 80-4N (Kern)
Aspirédtor FTA-1 (Biosan)

Blottovaci aparatura Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)
Centrifuga 5415 R (Eppendorf)
Centrifuga 5418 R (Eppendorf)
Centrifuga 5810 R (Eppendorf)
Centrifuga Combi-Sin FVL-2400 (Biosan)
Digitdlni mikroskop (Novel Optics)
Hlubokomrazici box MDF-U53V (Sanyo)
Chladnicka (BOSCH)

ChladniCka (Gorenje)

Chladnicka (LG)
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ChladniCka (Whirlpool)

Inkubator CO2 Incubator 203XL (N-Biotek)

KyvaCka Shaker-Rocker MR-12 (Biosan)

Laminarni box Labculture® (ESCO)

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

Light cycler 480 II (Roche)

Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

Pfistroj na vyrobu ledu F100 Compact (Icematic)

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

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

Vortex Reax top (Heidoplh)

Zdroj napéti MP-300V (MS major science)

3.1.6 Software

Excel

i-control 2.0 (Tecan)

Image Studio Digits Ver 3.1
Light Cycler 480 SW 1.5 (Roche)

3.2 Metody

3.2.1 Metodika prace

V experimentélni Césti byla stanovovéna aktivita AhR a AR metodou reporter gene assay,
exprese genl CYPIAI, FKBP5 a KLK3 metodou qPCR a detekovény hladiny protein(
AhR a AR metodou western blotting. Zdkladem pro kaZdou analyzu byl 3denni
experiment, kdy prvni den byly bufiky vysety na kultivaCni destiCky, druhy den probéhla

inkubace bunék s testovanymi ldtkami a tfeti den byl experiment ukonCen podle toho, pro

kterou metodu analyzy byl pfipravovan.

s pfidavkem fetdlniho bovinniho séra, L-glutaminu a neesencidlnich aminokyselin. Do

média k liniim 22AhRv1 a AIZ-AR bylo jednou tydn€ pfiddno antibiotikum hygromycin

VSechny bunéCné linie byly udrZovdny v nativnim stavu uloZené v inkubdtoru za

podminek 37 °C, koncentrace CO2 5 % a 95% vlhkosti v kultivaCnim médiu RPMI-1640

B o vysledné koncentraci 0,2 mg ml™'.
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3.2.2 Rozmrazeni bunék

Nejprve byla pfipravena mald kultivaCni ldhev, do které bylo za sterilnich podminek
v lamindrnim boxu dédno pfibliZzn€ 5 ml kultiva€niho média. Poté byla z mraziciho boxu
o teploté -80 °C vyjmuta kryozkumavka obsahujici buné¢nou linii a vloZena do vodni
14zn€ po dobu 2 minut. Po rozmrznuti bylo z kultivani ldhve jiZ za sterilnich podminek
v lamindrnim boxu odebréno asi 500 pl média a pfeneseno do kryozkumavky s buné€nou
linii. Obsah kryozkumavky byl propipetovan a nésledn€ cely pfenesen do kultivaCni
ldhve. Lahev byla uzavfena, suspenze bunék a média byla pomalymi pohyby ldhve
promichédna a pfenesena do inkubdtoru pro inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti a
5 % koncentrace CO. Druhy den bylo odstranéno staré médium a vymeén€no za nové.
V nésledujicich dnech byly bufky pasidZovany a pfeneseny na vé&tSi kultivaCni ldhev za

tiCelem jejich zmnoZeni podle potfeb experimentu.

3.2.3 PasaZovani bunék

Nejprve byla pomoci mikroskopu ur€ena konfluence bunék v kultivaCni 1dhvi. Poté byla
kultivaCni ldhev s bufikami pFenesena do lamindrniho boxu a nésledujici kroky jiZ
probihaly za sterilnich podminek. Z kultivaCni ldhve bylo pomoci odsdvacky odstranéno
staré médium. Bufky byly promyty PBS, které bylo spoleCné s kultivaCnim médiem
pfedem zahféto na 37 °C ve vodni ldzni. Objem PBS vyuZity na promyti bunék zévisel
na velikosti kultivaCni ldhve. Pro malou ldhev byly pouZity pfiblizné 3 ml, pro stfedni 5
ml a pro velkou 8 ml. PBS pak bylo odstranéno pomoci odsdvaCky. Nésledn€ byla
k bufkam pfiddna proteasa trypsin za tiCelem rozruSeni adheze bunék ke dnu kultivaCni
1dhve a bunéCnych kontakt(. Objem trypsinu opét zdvisel na velikosti kultivacni 1dhve,
tedy na mnoZstvi bunék. Pro malou ldhev bylo pouZito 500 pl, pro stfedni 1 ml a pro
velkou 2 ml. KultivaCni ldhev byla pfenesena do inkubétoru a bufky byly vystaveny
plsobeni trypsinu pfibliZn€ 4 min. Poté byla kultivaCni ldhev umisténa zpét do
lamindrniho boxu a proteolyticka aktivita trypsinu byla zastavena pfiddnim kultivaCniho
média tak, aby celkovy objem média a trypsinu byl 5 ml u malé ldhve a 10 ml u stfedni a
velké ldhve. Shluky bun€k byly sérologickou pipetou rozsuspendovény, aby vznikla
homogenni suspenze, kterd pak byla pfenesena z kultivaCni 1dhve do plastové zkumavky
o objemu 15 ml. Cést bun&né suspenze byla vricena zp&t do kultivacni ldhve. Objem
vracené suspenze byl individudlni a zévisel na pfedeSlé konfluenci, rychlosti rlstu bunék
a potfebném mnoZstvi bun€k pro ndsledujici experiment. Do kultivaCni ldhve k suspenzi

bunék bylo pfiddno kultiva¢ni médium tak, aby celkovy objem byl 20 ml pro stfedni 1dhev

28



nebo 30 ml pro velkou. Léhev byla uzavfena, suspenze bunék a média byla pomalymi
pohyby ldhve promichédna a pfenesena do inkubétoru pro inkubaci za podminek 37 °C,

95% vlhkosti a 5 % koncentrace COx.

3.2.4 Pocitani a vyseti bunék

Pfed samotnym vysetim bun€k na kultivaCni destiCky musely byt bufiky spoCitdny
pomoci Biirkerovy komUrky, protoZe bylo nutné vyset urCity poCet bunék v daném
objemu média na jednu jamku. Pro metodu reporter gene assay byly linie 22AhRv1 a
AIZ-AR vysévéany na 96jamkové destiCky, kdy jedna jamka obsahovala 200 pl suspenze.
V pfipad€ 22AhRv1 bylo vysévdno 20 000 bun€k na jamku a u AIZ-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 pasiZovani, po pfeneseni
homogenni bunéCné suspenze z kultiva€ni 1dhve do plastové zkumavky, odebrano 10 pl
suspenze do zkumavky Eppendorf a poté mimo laminarni box smichdno s 90 pl trypanové
modfi. Nésledn€ bylo podloZni sklo s Biirkerovou komUrkou pfekryto krycim skli¢ckem a
mezi n€byla nanesena smes bunék a trypanové modfi tak, aby se dostala pod celou plochu
kryciho skliCka. Pomoci mikroskopu byly spoCitdny Zivé neobarvené bufiky v 10
Ctvercich Biirkerovy komUrky o rozmérech 1x1 mm. Nésledn€ byl vypoCitan poCet bunék
v 1 ml suspenze, z CehoZ pak byly urCeny objemy média a suspenze potfebné 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 smichdna bunéCnd
suspenze s médiem a takto pfipravend smés byla vyseta na kultivaCni destiCky. DestiCky
byly uzavfeny a pfeneseny do inkubétoru na inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti

a 5 % koncentrace COx.

3.2.5 Inkubace bunék s testovanymi latkami

Po pfibliZzné 24 h od vyseti byly bufiky vystaveny pUsobeni testovanych litek. Nejprve
byly kultivaCni destiCky pFeneseny z inkubdtoru do lamindrniho boxu a cely proces
probihal za sterilnich podminek. Pomoci odsidvaCky bylo zjednotlivych jamek
odstranéno staré kultivaCni médium a nahrazeno Cerstvym médiem obsahujicim
rozpuSténou testovanou ltku. Pokud byly bufky vystaveny agonistickému pUsobent,
pfed aplikaci na bufky byly testované latky rozpustény v médiu. Pokud ale byly bunky
vystaveny antagonistickému pUsobeni, byl do média pfed rozpuSténim testovanych latek

pfidan DHT, aby jeho celkova koncentrace byla 10 nmol 1"'. V pfipadé metody reporter
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gene assay byly v agonistickém i antagonistickém moédu testovéany latky 4-fluorindol, 5-
fluorindol, 6-fluorindol a 7-fluorindol, kaZd4 v péti koncentracich 0,1 pmol 1", 1 ymol I
!, 10 pmol 1", 50 pmol 1" a 100 pmol 1!, pfiCemZ vZdy byly nanaSeny v kvadruplikétech.
Pro metody PCR a western blotting byly burky vystaveny antagonistickému pUsobeni
stejnych ldtek, ale pouze o nejvySSi koncentraci 100 pmol I'! a byly aplikovany v
monoplikétech. Jako pozitivni kontrola aktivace AhR byl vyuZit TCDD v koncentraci 10
nmol 1", Jako pozitivni kontrola aktivace AR byl vyuZit DHT o koncentraci 10 nmol 1.
V antagonistickém modu byla zavedena i kontrola inhibice aktivity AR vyvoland
pfidavkem antagonisty enzalutamidu (ENZ) o koncentraci 10 pmol I"' v kombinaci s
DHT. Nékteré bufky byly oSetfeny pouze DMSO, ktery byl michdn s médiem v poméru
1:1000, coZ slouZilo jako negativni kontrola (UT). Ndsledn€ byly kultiva¢ni destiCky
uzavfeny a pfeneseny do inkubdtoru na inkubaci za podminek 37 °C, 95% vlhkosti a 5 %

koncentrace COx.

3.2.6 Reporter gene assay

Po 24h inkubaci s testovanymi ldtkami byly kultivani destiCky vyjmuty z inkubétoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. DestiCky byly osuSeny na buniCin€ a kazd4
jamka byla promyta 40 pl nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osuSeni destiek bylo
do kaZdé jamky naneseno 20 pl lyza€niho pufru. DestiCky byly uzavfeny, pfelepeny lepici
péaskou 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 dplném roztini bylo
6 Ml lyzatu z kaZzdé jamky pFeneseno do bilé 96jamkové destiCky, k nim?Z bylo pFidédno 30
Ml substratu pro enzym luciferasu. DestiCky pak byly postupn€ vloZeny do pFistroje Tecan
Infinite M200 pro analyzu transkripCni aktivity AhR nebo AR a vysledky byly

zpracovany pomoci programu Excel.

3.2.7 Izolace RNA

Po 24h inkubaci s testovanymi latkami byly kultivaCni destiCky vyjmuty z inkubétoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. DestiCky byly osuSeny na buniCin€ a kaZzda
jamka byla promyta 1 ml nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osuSenf destiCek byl do
kaZdé jamky nanesen 1 ml TRI Reagentu®. DestiCky byly uzavfeny, pfelepeny lepici
péaskou a umistény do mrazniCky o teploté -80 °C, kde mohly byt uchovdvéiny do doby
dal$iho postupu. Poté byly destiCky vyjmuty a umistény za laboratorni teploty na
kyvaCku. Po tplném roztini byl obsah jamek pfenesen pomoci pipety s filtrem do

jednotlivych zkumavek Eppendorf a do nich bylo pfidino 200 pl vychlazeného
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chloroformu. Smés ve zkumavkédch pak byla asi 1 min protfepdvdna. Nésledovala
inkubace pfibliZzn€ 8 min pfi laboratorni teplot€ a poté centrifugace po dobu 15 min za
podminek 4 °C a 13 000 rpm. Po centrifugaci byla horni vodna féze pfenesena do nové
sady zkumavek (pfiblizné 450 pl), kde bylo ndsledovn€ pfidano 500 pl isopropanolu a
vzorky byly po dobu asi 5 s lehce vortexovany. Potom byly vzorky ponechédny pfi
laboratorni teplot€ pfibliZn€ 7 min a po uplynuti této doby byly centrifugovény 13 min
pfi 4 °C a 13 000 rpm. Po centrifugaci jiZ bylo moZné pozorovat pelet. Opatrn€ 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 pfiddno 30 pl PCR vody, ¢imZ byl
pelet rozpuStén. Nésledovala Smin 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 ponechdny na ledu,
dokud neroztdly. Po dplném rozténi byly vzorky RNA v nové sadé zkumavek nafedény
PCR vodou podle pfedem provedeného vypoCtu tak, aby v celkovém objemu 5 pl bylo
obsaZeno 1000 ng RNA. Po nafedéni byl do kaZzdé zkumavky pfiddn 1 pl Random primers
o koncentraci 100 pmol pl''. Vzorky pak byly inkubovdny 5 min na termobloku pfi
teploté 65 °C a poté ihned pfeneseny na led. Nésledné probéhla kratkd centrifugace, aby
se roztok dostal na dno zkumavky. Ke kaZdému vzorku pak bylo pfiddno 6 pl reakCni
smési premixu, ktery byl pro pfisluSny poCet vzorkl pfipraven podle tabulky 1 (Tab. 1).
Opét probéhla kratka centrifugace. Nésledovala inkubace v termobloku po dobu 1 h pfi
42 °C a poté 10 min pfi 65 °C. Po inkubaci byly vzorky 2 min ochlazoviny na ledu.
Vyslednd cDNA byla 5x nafedéna PCR vodou, tedy ke 12 pl cDNA bylo pFiddno 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 [pl]
Reverzni transkriptasa M-MuLV 0,6
Inhibitor ribonukleas 0,3
dNTP (10 mmol 1) 0,6
ReakCni pufr 10x koncentrovany 1,2
PCR voda 3,3
Celkem 6

3.2.9 qPCR

Béhem celého procesu bylo nutné pracovat za nizké teploty, proto byly vSechny kroky
provadény na ledu. Nejprve byl pfipraven roztok primerl na findlni koncentraci 10
pmol 1!, kdy bylo smichéno 10 pl forward primeru a 10 pl reverse primeru s 80 Yl PCR
vody. Mezitim co vzorky cDNA pfipravené reverzni transkripci volné tdly na ledu, byl
pro piislusny poCet vzork{ pfipraven mastermix podle tabulky 2 (Tab. 2). Na dno jamek
bilé 96jamkové destiCky pro PCR bylo aplikovdno 8 pl mastermixu a poté 2 pl
jednotlivych vzorkl cDNA. Jako negativni kontrola (NTC) byla vyuZita PCR voda.
Metodou PCR byla stanovena exprese Ctyl' genll GAPDH, CYPIAI, FKBP5 a KLK3.
VSechny vzorky pro analyzu exprese vSech CtyF genl byly na destiCku aplikovany
v triplikdtech. DestiCka byla uzavfena f6lii a centrifugovédna 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 zpracovdny pomoci programu Excel.

Tabulka 2: SloZeni mastermixu vyuZivaného pfi qPCR pro jeden vzorek

Reagencie Objem [pl]
KiCqStart Probe qPCR ReadyMix 5
lS)més forward a reverse primeru (100 pmol I 0,3
Préba (10 pmol 1) 0,2
PCR voda 2,5
Celkem 8

Tabulka 3: Podminky jednotlivych procesU reakce qPCR

Pocet cyklU Proces Cas Teplota [°C]
1 PocCéteCni denaturace 2-3 min 95
30-45 Denaturace 10s 95
Elongace 30-60 s 60
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3.2.10 Izolace proteind

Po 24h inkubaci s testovanymi latkami byly kultivaCni destiCky vyjmuty z inkubétoru a
bylo z nich vyklepnutim odstranéno médium. DestiCky byly osuSeny na buniCin€ a kaZzda
jamka byla promyta 1 ml nesterilniho PBS. Po odstranéni PBS a osuSenf destiCek byl do
kaZdé jamky nanesen opé€t 1 ml PBS. Burfky adherované ke dnu jamek byly pomoci
Skrabky seSkrdbdny a v suspenzi s PBS pfeneseny do pfipravené sady zkumavek.
Naésledn€ probéhla 5Smin centrifugace pfi 4 °C a 4000 rpm. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant a do kaZdé zkumavky bylo k peletu pfiddno 150 pl lyzaCniho pufru Protein
Lysis Buffer. Pfed pouZitim byla do 10 ml lyzaCniho pufru pfiddna 1 tableta inhibitoru
fosfatas a 1 tableta inhibitoru proteas. Vzorky byly zvortexovany, vystaveny sonikaci po
dobu 20 s, znovu vortexovany a poté centrifugovdny 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 proteinll dle metody Bradfordové. Pro méfeni
koncentrace bylo v nové sadé zkumavek pfipraveno 25 Pl 5x zfedénych vzorkQ, tedy 5 pl
vzorku bylo fedéno 20 pl PCR vody. Do 96jamkové destiCky bylo naneseno 10 pl na
jamku, pfi€emZ vSechny vzorky se méfily v duplikdtech. Nésledné byla v duplikdtech
nanesena kalibrani kfivka sestdvajici z PCR vody a roztok( BSA o koncentraci 0,25
mg ml”, 0,5 mg mlI" a 1 mg ml"". Do kaZdé jamky bylo pfiddno 200 pl Bradfordova
Cinidla. DestiCka byla vloZena do pfFistroje Tecan Infinite M200 a spektrofotometricky

byla stanovena koncentrace proteinUl.

3.2.11 SDS-PAGE

Vzorky proteinl ziskané izolaci byly pro SDS-PAGE pfipraveny fedénim s PCR vodou
v nové sadé zkumavek, aby po pfidavku 10 pl LB pufru bylo v celkovém objemu 20 pl
obsaZeno 20 Pg proteinl. Vzorky byly ndsledné vortexovany, krdtce centrifugovany a 5
min inkubovény v termobloku pfi 95 °C. Po inkubaci byly vzorky denaturovanych
proteinll pfeneseny 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 promichéni aplikovédn do prostoru mezi
skly. PrfibliZny objem naneseného roztoku byl 7,5 ml. Roztok byl pfevrstven
isopropanolem o objemu asi 2x200 Ml a nechal se polymerovat po dobu 20 min. Po
ztuhnuti gelu byl isopropanol odstranén a gel 5x omyt destilovanou vodou. PfebyteCna
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 vlhké
buniCiné uloZena do chladniCky do ndsledujiciho dne. Druhy den byl gel vloZen do
elektroforetické komUrky a hiebinek byl opatrné vyjmut. Do komUrky byl nalit migraCni
pufr a ndsledné byly do jamek naneseny 2 Ml standardu molekulové hmotnosti Protein
Ladder a 20 Ml jednotlivych vzork( pfipravenych pro SDS-PAGE. Elektroforetickd
komlUrka byla uzavfena a pfipojena ke zdroji napéti, pfi podminkach konstantniho proudu
30 mA na 1 gel. Proces SDS-PAGE pak probihal, dokud separované vzorky nedosdhly

tirovné 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,O 4,9 ml
4x délici pufr (pH 8,8) 2,5 ml
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>O 2,56 ml
4x zaostfovaci pufr (pH 6,8) 1 ml
10% SDS 40 pl
APS 30 pl
TEMED 44l
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3.2.12 Western blotting

PVDF membréna byla hydratovdna v methanolu asi 30 s, poté 2x omyta deionizovanou
vodou po dobu pfibliZn€ 6 min a ndsledn€ pfenesena do transferového pufru. Po ukonCeni
SDS-PAGE byla od sebe oddélena skla a odstranén zaostfovaci gel. Délici gel byl pak
pfenesen do transferového pufru. Nésledn€ byla pfipravena blotovaci aparatura.
Elektrody byly otfeny deionizovanou vodou a filtraCni papiry byly namoCeny do
transferového pufru. Aparatura pak byla sestavena skldddnim na sebe dvou filtraCnich
papir(l, membrany, gelu a znovu dvou filtranich papirQ. Jednotlivé vrstvy byly v priibéhu
sestavovani uhlazeny vdleCkem, aby se zamezilo vzniku vzduchovych bublin. Aparatura
byla uzavfena a pfipojena ke zdroji o 300 mA. Proces prenosu proteinll na membranu
(semi-dry) probihal 1,5 h. Po dokonCeni pfenosu byl vypnut zdroj a aparatura rozebréna.
Membrana 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 odfezdny. Poté byla
membréna inkubovéna 1 h v roztoku 5% mléka v TBS/Tween. Mezitim byly pfipraveny
roztoky primdrnich protilétek fedénim s 5% BSA v TBS/Tween v pomeéru zdvisejicim na
druhu protildtky. Protildtky pro aktin byly fedény v poméru 1:4000, pro AR 1:1000 a pro
AhR 1:250. Po inkubaci v roztoku mléka byla membréna pfenesena do roztoku primarni
protildtky a inkubovéna pFes noc na kyvacCce v chladniCce. Druhy den byla membréna 3x
promyta v TBS/Tween po dobu 10 min. Mezitim byly pfipraveny roztoky sekunddrnich
protildtek fedénim v 5% roztoku mléka v TBS/Tween v poméru 1:2000. Po promyti byla
membréna inkubovdna v roztoku sekundérnich protilatek 1 h na kyvaCce za laboratorni
teploty. Po inkubaci byla membrdna 3x po 5 min promyta v TBS/Tween. Nésledné byla
membréna pfenesena na suché oCiSténé podloZni sklo a pfevrstvena pfibliZzné 600 pl
substritu a inkubov4na 5 min. Substrdt byl pfedem pfipraven smichdnim dvou roztok(
Stable Peroxide Solution a Luminol Enhancer Solution v poméru 1:1. Membrana pak byla

umisténa do pfistroje Li-cor pro detekci proteinU.

3.2.13 Reblotting

Jedna membrédna mohla byt vyuZita pro opétovnou detekci jiného proteinu. V takovém
pfipad€ musela byt reblottovdna. Po detekci byla tedy membrdna promyta v TBS/Tween
a nasledné 15 minut inkubovédna v reblotting pufru. Reblotting pufr byl pro pouZiti
pfipraven fedénim s dH>O v poméru 1:9. Membréna byla déle 2x po 10 min promyta

v 5% roztoku mléka. Nasledovala hodinovd inkubace membrany v roztoku primérnich
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protildtek a 5% BSA na kyvaCce za laboratorni teploty. Membrédna byla 3x po 5 min
promyta v TBS/Tween a poté inkubovéna 1 h se sekundarnimi protildtkami v roztoku 5%
mléka. Po inkubaci byla opét 3x promyta v TBS/Tween, na podloZnim skle pFevrstvena

substritem a detekce protein{l probihala stejnym zpUsobem jako u western blottingu.
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4 VYSLEDKY
4.1 Reporter gene assay

4.1.1 Stanoveni aktivity aryluhlovodikového receptoru v agonistickém
modu

Stabilné transfekovand bunéné linie 22AhRv1 nese reportérovy gen luciferasy a je
vyuZivana pro sledovdni transkrip€ni aktivity AhR. Bufky linie 22AhRv1 byly po dobu
24 h vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu.
Nisledné byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AhR pfi pUsobeni vZdy
jedné latky (agonisticky méd). VSechny fluorindoly byly pouZity v péti koncentracich
0,1 gmol-1"", 1 pmol-1", 10 pmol-1"!, 50 pmol-1" a 100 pmol-1".

Pfi pozorovéni vlivu pUsobenf latek na aktivitu AhR byl u 4-fluorindolu, 5-fluorindolu,
6-fluorindolu a 7-fluoroindolu se zvySujici se koncentraci zaznamendn narUst aktivity
receptoru (Graf 1). Nejvyrazn€jSi narUst aktivace AhR byl sledovan u 4-fluorindolu, kdy
nejvySsi koncentrace 100 pmol-1"' dosahovala 5,3ndsobku indukce aktivity receptoru ve
srovndni s negativni kontrolou a pfevySovala tak i pozitivni kontrolu TCDD, ktery
vyvoldval pfibliZné 4nésobek indukce negativni kontroly. Z uvedenych vysledk( tak

vyplyv4, Ze vlivem fluorindol(l dochdzelo k aktivaci AhR.
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Graf 1: Plsobeni latek na aktivitu aryluhlovodikového receptoru (AhR). BunéCnd linie
22AhRv1 byla po dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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). VSechny fluorindoly byly pouZity v koncentracich 0,1 pmol-1", 1 pmol-1", 10
pmol-1", 50 pmol-1" a 100 pmol-1". PouZitd koncentrace TCDD je 10 nmo-1"". Nésledné byla
stanovena aktivita luciferasy, kterd je pfimo imérna aktivit€ AhR. Vysledky jsou vyjadfeny jako
ndsobky indukce (fold induction = FI) aktivity receptoru vUCi negativni kontrole, kterd

37



pledstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou prlmérem z 5 experimentll. Symbolem * jsou oznaCeny
hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky v§znamné vUCi
UT.

4.1.2 Stanoveni aktivity androgenniho receptoru v agonistickém médu
Stabilné transfekovand bunéCnd linie AIZ-AR nese reportérovy gen luciferasy a je
vyuZivana pro sledovéni transkripCni aktivity AR. Bufiky linie AIZ-AR byly po dobu 24 h
vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu. N4sledné
byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AR v agonistickém médu. VSechny
fluorindoly byly pouZity v péti koncentracich 0,1 pmol-1"!, 1 pmol-1"', 10 pmol-1", 50
pmol-1" a 100 pmol-1".

Pfi pozorovani vlivu pUsobeni latek na aktivitu AR nebyla sledovéna Z4dnd vyrazna
zména aktivity receptoru (Graf 2). UroveR aktivace se tak u viech testovanych litek
pohybovala kolem negativni kontroly. Naopak pozitivni kontrola dihydrotestosteron
vykazoval 6nédsobek indukce negativni kontroly, coZ potvrzuje funkCnost systému.

Uvedené vysledky tak naznaCuji, Ze testované fluorindoly neaktivovaly androgenni

receptor.
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Graf 2: PUsobeni latek na aktivitu androgenniho receptoru (AR). Bunécn4 linie AIZ-AR byla
po dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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 pmol-1", 1 pmol-1"', 10 pmol-1"', 50 pmol-1" a 100 pmol-1".
PouZitd koncentrace DHT je 10 nmol-1". Nésledné byla stanovena aktivita luciferasy, kters je
pfimo imeérn4 aktivité AR. Vysledky jsou vyjadfeny jako ndsobky indukce (fold induction = FI)
aktivity receptoru vUCi negativni kontrole, kterd predstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou prlimérem
ze 4 experimentl. Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p <
0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vUci UT.
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4.1.3 Stanoveni aktivity androgenniho receptoru v antagonistickém
modu

Buriky linie AIZ-AR byly po dobu 24 h vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu,

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

aktivaci AR. Nésledn€ byla metodou reporter gene assay stanovena aktivita AR pfi

pUsobeni dvou ldtek (antagonisticky méd). VSechny fluorindoly byly pouZity v péti

koncentracich 0,1 pmol-1"', 1 pmol-1!, 10 pmol-1"', 50 pmol-1"" a 100 pmol-1".

Jako kontrola schopnosti antagonizovat receptor bylo pouZito 1éCivo enzalutamid
(ENZ), ktery sniZil DHT-indukovanou na AR-zdvislou luciferasovou aktivitu pfibliZzné
na droven negativni kontroly (Graf 3). Pfekvapivé, tfi z testovanych indol0, konkrétné 4-
fluorindol, 5-fluorindol a 6-fluorindol, vykazovaly mirny potencia¢ni ¢inek. Urovefi
aktivace receptoru u t€chto latek ve vSech koncentracich pfesahovala pozitivni kontrolu,
u nékterych koncentraci aZ o 40 % (Graf 3). Jediny 7-fluorindol indukoval koncentraCné
zévisly, i kdyZ statisticky nevyznamny, pokles dihydrotestosteronem vyvolané na AR-

zavislé luciferasové aktivity skoro aZ o 20 %.
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Graf 3: Plsobeni latek na aktivitu AR v pfitomnosti DHT. BunéCna linie AIZ-AR byla po
dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a
7-fluorindolu (7FI) souCasné s dihydrotestosteronem (DHT). Jako negativni kontrola (oznaCena
jako UT) byl vyuZit dimethylsulfoxid. Jako pozitivni kontrola byl vyuZit DHT. Jako kontrola
inhibice aktivity AR byl vyuZit enzalutamid (ENZ) pfi souCasném pUsobeni DHT. Fluorindoly
byly pouZity v koncentracich 0,1 pmol-1", 1 gmol-1", 10 pmol-1"', 50 pmol-1" a 100 pmol-1" a
ENZ o koncentraci 10 pmol-1"'. PouZitd koncentrace DHT, samostatn€ i pfi souCasném pUsobeni
s latkami, je 10 nmol-1". Nésledn€ byla stanovena aktivita luciferasy, kterd je pfimo dimérna
aktivité AR. Vysledky jsou vztaZeny k pozitivni kontrole, kterd pfedstavuje 100 %. Vysledky jsou
primérem 5 experiment(. Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem
(p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vUi¢i DHT.
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4.2 qPCR

PfestoZe fluorindoly vykdzaly minimélni vliv na DHT-indukovanou AR-zévislou
luciferasovou aktivitu, bylo ddle sledovédno, zda ovliviuji expresi zejména AR
kontrolovanych cilovych gen(l. Bufky nddorové prostatické linie 22Rv1 byly po dobu
24 h vystaveny pUsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu
souCasn€ s dihydrotestosteronem o koncentraci 10 nmol-1"!, ktery byl vyuZit pro aktivaci
AR. Nésledn€ byla metodou gPCR stanovena hladina exprese cilovych genll AhR a AR,
konkrétn€ genU CYPIAI, FKBP5 a KLK3. VSechny fluorindoly byly pouZity

v koncentraci 100 pmol-1-".

4.2.1 Stanoveni hladiny exprese genu CYPIAI

CYPIAI je cilovy gen AhR a jeho exprese je vyuZivdna jako marker aktivace AhR (Hu
et al., 2007). Pfi pozorovéni vlivu plsobeni litek na expresi genu CYPIAI byly nejvySSi
indukce exprese zaznamendny u 7-fluorindolu a 4-fluorindolu. U 7-fluorindolu indukce
dosahovala 3,9ndsobku 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 CYPIAI na trovni mRNA.
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Graf 4: Plsobeni latek na expresi genu CYPIAI. BunéCnd linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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 pUsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v koncentraci 100 pmol-1' a ENZ
o koncentraci 10 pmol-1"'. PouZitd koncentrace DHT, samostatné i pfi souasném pUsobeni s
litkami, je 10 nmol-1'. Nasledné byla stanovena exprese genu CYPIAI. Hodnoty byly
normalizovany vUCi housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vyjadfeny jako ndsobky indukce
(fold induction = FI) exprese vUCi negativni kontrole, kter4 predstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou
primérem 5 experiment(. Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem
(p < 0,05) vyhodnoceny jako statisticky vyznamné vUci 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 pUsobeni ldtek na DHT-indukovanou
expresi genu FKBPS5 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 pfipad€ antagonisty AR, enzalutamidu, pak bylo

sledovéno potlaCeni DHT-indukované exprese FKBP5 na urovef negativni kontroly.
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Graf 5: PUsobeni latek na expresi genu FKBP5. BunéCnd linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a 7-fluorindolu
(7FI) souCasn€ 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 pUsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v koncentraci
100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 pmol-1". PouZitd koncentrace DHT, samostatn€ i pfi
souCasném pUsobeni s latkami, je 10 nmol-1"'. Nésledn€ byla stanovena exprese genu FKBPS.
Hodnoty byly normalizovény vUCi housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vztaZeny k
pozitivni kontrole, kterd predstavuje 100 %. Vysledky jsou prlmérem z 5 experimentU.
Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné vUCi 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 pUsobeni ldtek na expresi genu KLK3 byl
zaznamendn pokles exprese (Graf 6), ktery u 4-, 6- a 7-fluorindolu nepfesdhl 15 %, avSak
pro 5-fluorindol dosahovalo sniZeni exprese aZ 30 % ve srovndni s pozitivni kontrolou.
Nicméne€ ani v jednom pFipadé nebyl pokles statisticky vyznamny. U enzalutamidu pak

bylo pozorovdno potlaCeni DHT-indukované exprese KLK3 pod troveh negativni

kontroly.
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Graf 6: PUsobeni latek na expresi genu KLK3. BunéCnd linie 22Rv1 byla po dobu 24 h
vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a 7-fluorindolu
(7FI) souCasn€ 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 pUsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v koncentraci
100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 pmol-1". PouZitd koncentrace DHT, samostatn€ i pfi
souCasném pUsobeni s ldtkami, je 10 nmol-1"'. Nésledné byla stanovena exprese genu KLK3.
Hodnoty byly normalizovény vUCi housekeeping genu GAPDH. Vysledky jsou vztaZeny k
pozitivni kontrole, kterd predstavuje 100 %. Vysledky jsou prlmérem z 5 experimentU.
Symbolem * jsou oznaCeny hodnoty, které byly Studentovym t-testem (p < 0,05) vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné vUCi DHT.
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4.3 Western blotting

PrestoZe exprese AR cilovych genll byla ovlivnéna jen minim4lné, stile tu byla moZnost
zmény hladiny samotného proteinu AR. Proto se pfistoupilo ke stanoveni jeho hladiny.
Bunfky nddorové prostatické linie 22Rv1 byly po dobu 24 h vystaveny antagonistickému
pﬂsobeni 4-fluorindolu, 5-fluorindolu, 6-fluorindolu a 7-fluorindolu souCasné
s dihydrotestosteronem o koncentraci 10 nmol-1", ktery byl vyuZit pro aktivaci AR.
Nisledné byla metodou western blotting detekovdna hladina proteind AhR a AR.

VSechny fluorindoly byly pouZity v koncentraci 100 pmol-1™.

4.3.1 Detekce hladiny proteinu AhR

Pfi pozorovini vlivu plsobent 14tek na hladiny exprese AhR na trovni proteinu vykazoval
agonista AR, dihydrotestosteron, zvySeni mnoZstvi proteinu AhR, které nebylo ovlivnéno
pfitomnosti antagonisty, enzalutamidu (Graf 7, Obrdzek 1). Z testovanych indolU u jako

jediného 7-fluorindolu nebyl pozorovan narUst hladiny proteinu AhR.
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Graf 7: PUsobeni latek na expresi AhR na drovni proteinu. BunéCn linie 22Rv1 byla po dobu
24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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 pmol-1" a ENZ o
koncentraci 10 pmol-1"". PouZitd koncentrace DHT, samostatné i pfi souCasném pUsobeni s
litkami, je 10 nmol-1'. Nasledné byla detekovdna hladina proteinu AhR. Hodnoty byly
normalizovany v0Ci [B-aktinu. Vysledky jsou vyjadieny jako ndsobky indukce (fold
induction = FI) exprese vUCi UT, kterd pfedstavuje hodnotu 1. Vysledky jsou prlmérem ze
2 experimentd.
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4.3.2 Detekce hladiny proteinl AR

Metodou western blotting byla detekovana varianta proteinu AR plné délky (full length
= AR-fl), jejiZ molekulovd hmotnost je 110 kDa, a sestfihovd varianta (AR-v7) o
molekulové hmotnosti 87 kDa (Obrazek 8). Pfi pozorovani vlivu pUsobeni litek na
expresi AR-v7 a AR-fl na drovni proteinu byl v obou pfipadech zaznamendn narUst AR
protein{l plsobenim DHT, ktery byl jen mirn€ sniZen pfitomnosti 7-fluoroindolu (Obr 8)
(Graf 8 a 9).

Hladina proteinu AR-v7 byla jen nevyznamné ovlivnéna pUsobenim DHT nebo
kombinaci DHT s fluorindoly (Graf 8, Obrédzek 8). Pfi detekci AR-fl indukoval DHT
narUst hladiny proteinu, coZ je zndmé z literatury (Gregory et al., 2004) (Graf 9, Obrizek
8). Pouze u jediného 7-fluorindolu byl sledovin pokles DHT-indukovaného narUstu
proteinu AR-fl. U ostatnich fluorindolll nebyl zaznamenin Zddny efekt, ktery by
ovlivfioval hladiny AR-fl. Zajimavy byl vSak tiinek enzalutamidu, ktery hladinu proteinu

AR v obou pfipadech mirné navySil nad samotny DHT.

Exprese AR-v7 na Urovni proteinu

300,00
__ 250,00
S
S 200,00
c
3
£ 150,00
s
¢ 100,00
o

0,00

4F| SFI 6FI 7FI ENZ

uT DHT DHT

Graf 8: Plsobeni latek na expresi AR-v7 na tirovni proteinu. BunéCn linie 22Rv1 byla po
dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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 souCasném pUsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v
koncentraci 100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 pmol-1"". PouZitd koncentrace DHT, samostatné
i pfi souCasném pUlsobeni s ldtkami, je 10 nmol-1"". Nésledn€ byla detekovéna hladina proteinu
AR-v7. Hodnoty byly normalizovany vUCi B-aktinu. Vysledky jsou vztaZeny k DHT, kterd
pledstavuje 100 %. Vysledky jsou primérem ze 2 experimentd.
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Exprese AR-fl na Urovni proteinu
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Graf 9: Plsobeni litek na expresi AR-fl na tirovni proteinu. Bunén4 linie 22Rv1 byla po
dobu 24 h vystavena pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 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 souCasném pUsobeni DHT. Fluorindoly byly pouZity v
koncentraci 100 pmol-1" a ENZ o koncentraci 10 pmol-1"". PouZitd koncentrace DHT, samostatné
i pfi souCasném pUlsobeni s ldtkami, je 10 nmol-1". Nésledn€ byla detekovéna hladina proteinu
AR-fl. Hodnoty byly normalizovany vUCi B-aktinu. Vysledky jsou vztaZeny k DHT, kterd
predstavuje 100 %. Vysledky jsou primérem ze 2 experimentd.
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Obriazek 8: Detekce proteinl AR-fl (110 kDa), AR-v7 (87 kDa), AhR (96 kDa) a
B-aktinu (42 kDa) metodou western blotting. Bunénd linie 22Rv1 byla po dobu 24 h vystavena
pUsobeni 4-fluorindolu (4FI), 5-fluorindolu (5FI), 6-fluorindolu (6FI) a 7-fluorindolu (7FI)
souCasn€ 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 pmol-1" a ENZ o
koncentraci 10 pmol-1"". PouZitd koncentrace DHT, samostatné i pfi souCasném pUsobeni s
ldtkami, je 10 nmol-1"'. Snimek je representativni vysledek ze dvou experiment(l
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S DISKUSE

Tato diplomova prace se zabyva aktivaci AhR fluorovanymi derivéty indolu a jejim
ndslednym dopadem na aktivitu AR v nddorové prostatické linii 22Rv1. AhR je ligandem
aktivovany transkripCni faktor, ktery je u mnoha ZivoCichll vCetné Clovéka zapojen do
rlznych fyziologickych procesl a je aktivovdn mnoha ldtkami, jakymi mohou byt
slouCeniny obsahujici aromatické uhlovodiky nebo r(izné xenobiotické chemikilie,
pfiCemZ pak reguluje enzymy zapojené do metabolismu téchto latek. V roce 2007 Ohtake
et al. objevili, Ze AhR mUZe byt souCdsti komplexu ubiquitin E3 ligasy, kterd urCuje
cilovou specificitu pfi degradaci proteind v systému ubiquitin-proteasom. V komplexu
mad ligandem aktivovany AhR funkci substratove specifické adaptorové sloZky zaméfujici
jiné proteiny k proteasomdlni degradaci. Takovymi proteiny mohou byt receptory
steroidnich hormon(, jako prav€ AR (Ohtake et al., 2007). AR zprostfedkovava pUsobeni
muZskych pohlavnich hormonl, a kromé fyziologickych funkci, jako tvorba kostni
hmoty, vyvoj kosterniho svalstva a muZskych pohlavnich organ(, m4 také vyznamnou
roli v mechanismu progrese rakoviny prostaty. Degradace AR prostfednictvim AhR by
tedy mohla byt potencidlnim cilem 1éCby tohoto onemocnéni.

AhR m(Ze byt aktivovan Sirokym spektrem l4tek. Typickym piikladem ligandd, jak
jiZz 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 DvoFdk et al., (2021). Eventudlnimi
ligandy jsou i halogenové derivéty indolu. Napfiklad bromované indoly a bromované
methylindoly izolované z mofské fasy Laurencia brongniartii byly identifikovany jako
ligandy AhR po inkubaci s rakovinnymi bufikami mySi, krys a mor€at (DeGroot et al.,
2015). Pfi pozorovéni plsobeni Ctyf halogenovanych indol{l poch4zejicich z Cervené Fasy
Rhodophyllis membranacea na lidskou bunénou linii rakoviny jater HepG2 byla
prostfednictvim méfeni aktivity CYPIAI taktéZ zaznamenéna aktivace AhR (King et al.,
2022). Pro experimentalni Cist této diplomové préice pak byly vybrany Ctyfi fluorované
derivity indolu 4-fluorindol, 5-fluorindol, 6-fluorindol a 7-fluorindol, pfiemZ se
pfedpoklddala schopnost téchto litek AhR aktivovat.

Predpoklad aktivace AhR fluorindoly byl potvrzen pFi detekci transkripCni aktivity
genu pro AhR v buné€Cné linii 22AhRv1 metodou reporter gene assay, kdy u vSech CtyF
latek byla pozorovéna rostouci hladina aktivity AhR se zvySujici se koncentraci indol(l.

Podobny trend, béhem sledovani druhoveé specifické agonistické aktivity indolu v0ci AhR
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mezi lidskymi, mySimi a potkanimi bufkami, pozorovali Hubbard et al. pro samotny
indol, ktery vykazoval koncentran€ zavislou aktivaci receptoru v lidskych bunéCnych
liniich HepG2 nesouci luciferdsovy konstrukt pro AhR (Hubbard et al., 2015). Zgarbova
& Vrzal, (2022) se ve své studii zabyvali dopadem indolovych derivat(i jako methylindoly
a methoxyindoly, které aktivovaly AhR, na aktivitu AR v linii 22Rv1. Schopnost latek
aktivovat AhR byla stejn€ jako v této diplomové praci ovéfena metodou reporter gene
assay s vyuZitim linie 22AhRv1. VSechny z 22 testovanych indolll aktivovaly AhR po
24h inkubaci a u 21 znich byla pozorovdna koncentraCné zdvisld aktivace tohoto
receptoru. PFi srovndni fluorindolll a jim pozici substituentu podobnych methylindol(l
z této studie, tedy 4-, 5-, 6- a 7-methylidolU, byla mezi fluorindoly nejvy3sf aktivace AhR
zaznamendna u 4-fluorindolu, zatimco mezi methylindoly nejvySSi aktivaci vykazoval
6-methylindol, kdy methylova skupina na pozici 6 zpUsobila zvySeni aktivity aZ na témér
dvojndsobek pozitivni kontroly TCDD. Zbylé tfi methylindoly pak vykazovaly podobnou
aktivaci AhR jako fluorindoly, kdy nejvySSi koncentrace dosahovaly pfibliZné aktivace u
pozitivni kontroly (Zgarbova & Vrzal, 2022). Tyto vysledky naznaCuji, Ze hladina aktivity
AhR vyvolani plsobenim indolovych derivatl, mUZe byt v rdmci jednoho substituentu
silné zdvisld na jeho pozici na indolovém skeletu.

Metodou reporter gene assay byl také pozorovén vliv fluorindoll na transkripCni
aktivitu AR s vyuZitim linie AIZ-AR. K Zddnym zméndm v aktivité, které by n€jak
korelovaly s koncentraci latek, nedochdzelo. Ve vSech pfipadech byla aktivita AR na
trovni negativni kontroly. Ve studii Zgarbové & Vrzala, (2022) taktéZ nésledné sledovali
vliv methylindol{l a methoxyindol(, schopnych aktivovat AhR, na transkripCni aktivitu
AR. Vé&Sina litek se pohybovala na pfibliZné drovni negativni kontroly, pouze tfi latky
signifikantn€ pfevySovaly negativni kontrolu. Paradoxn€ litka, kterd jako jedind
nevykazovala koncentraCné€ zdvislou aktivaci AhR, 3-methylindol neboli skatol,
vykazoval koncentraCné zdvislé sniZeni aktivity AR (Zgarbova & Vrzal, 2022). Hladina
aktivity AR u methylindol{ srovndvanych s fluorindoly se pohybovala mirné pod
hladinou negativni kontroly. U methylindol( tak byla zaznamendna nepatrn€ niZSf
aktivace AR neZ v piipadé fluorindol(l.

Burky AIZ-AR byly vystaveny také antagonistickému pUsobenti fluorindol{l souasné
s DHT, aby bylo simulovéno prostfedi o zvySenych hladin4ch androgen(, jako je tomu
v organismu béhem rakoviny prostaty, a mohla tak byt sledovdna potencidlni schopnost
fluorindoll tuto DHT-indukovanou aktivitu AR a pfipadn€ progresi rakoviny potlaCovat.

Suprese rakoviny prostaty diky degradaci AR prostfednictvim ligand( AhR byla ale jiZ
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nékolikrat pozorovéna. Chen et al., (2020) zjistili, Ze latka Carbidopa, vyuZivana pfi 16Cbé
Parkinsonovy choroby a fungujici jako agonista AhR, u nddorovych buné€k sniZovala
hladinu proteinu AR prostfednictvim AhR-indukované proteasomdlni degradace a tim
vedla k inhibici bunéCného rlstu a apoptéze (Chen et al., 2020). Ve studii Sun et al.,
(2015) pozorovali proteasomélni degradaci AR i jeho sestfihovych variant, které mohou
prispivat k rezistenci vUCi antiandrogenUm, diky aktivaci AhR pfirozen€ se vyskytujicim
prenylflavonoidem icaritinem, kterd vedla taktéZ k indukci apoptézy bunék rakoviny
prostaty a potlacenf jejich rlstu (Sun et al., 2015). V experimentélni Casti této diplomové
préce pfi pUsobeni fluorindoll v antagonistickém médu byl pak sledovan koncentracné
zévisly, avSak statisticky nevyznamny, pokles aktivity AR pouze u 7-fluorindolu. Ostatn{
latky meély spiSe kostimulaCni charakter. Ve studii Zgarbové a Vrzala, (2022) pfi
antagonistickém pUsobeni methylindolU a methoxyindoll spole¢né s DHT, methylindoly
porovnavané s fluorindoly obecn€ vykazovaly vétSi potecidl DHT-indukovanou aktivitu
AR potla€it. U 4-methylindolu byl pozorovén signifikantni koncentraCné zavisly pokles
aktivity AR. 5-methylindol a 6-methylindol nemély kostimulaCni charakter jako
5- a 6-fluorindol, ale droven aktivity AR se pohybovala na drovni pozitivni kontroly,
pfiCemZ s rostouci koncentraci nepatrné klesala. NejvySSi aktivitu z téchto Ctyf latek
vykazoval 7-methylindol, ktery vSak pozitivny kontrolu pfevySoval maximélné o 20 %.
Celkové v této studii u pouze 8 litek, 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 koncentrané
zavisly pokles aktivity AR. Vysledky této studie tak naznaCujf, Ze pUsobeni aktivace AhR
na aktivitu AR mUZe byt siln€ zdvislé na specificit€ ligandu AhR (Zgarbovd & Vrzal,
2022).

V nésledujicim postupu experimentalni C4sti byl sledovén vliv fluorindol{l o nejvySsi
koncentraci v antagonistickém pUsobeni na expresi cilovych genll AhR (CYPIAI) a AR
(FKBP5 a KLK3) a na hladinu proteinll AhR a AR. Metodou qPCR byla analyzovéna
hladina exprese cilového genu AhR CYPIAI na trovni mRNA. U 7- a 4-fluorindolu byla
zaznamendna zvySend exprese, zbylé dva indoly pak nemély na expresi vliv. Nicméné
rlzné ligandy AhR mohou receptor aktivovat odliSnym zpUsobem. Pfikladem takového
ligandu je resveratrol, ktery neindukuje silnou expresi genu CYPIAI, ale aktivuje expresi
paraoxonasy (PON1), coZ mUZe byt vysvétlovdno vazbou AhR na alternativni XRE
(Larigot et al., 2018). VSechny ligandy AhR tak pravdépodobn€ nemusi vykazovat silnou
expresi genu CYPIAI.
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Béhem detekce proteinl AR-fl a AR-v7 metodou western blotting doSlo u proteinu
AR-fl k nérUstu vlivem pUsobeni DHT. To ve své studii pozorovali Gregory et al., 2004,
kdy zaznamenali zvySeni proteinu AR-fl po expozici 10 nmol I DHT, coZ poukazuje na
stabilizaci AR androgeny (Gregory et al., 2004). Zajimavy byl efekt enzalutamidu, ktery
zvySil hladiny proteinll AR-fl i AR-v7 mirné nad hladinu pozitivni kontroly, i kdyZ
zpUsoboval pokles exprese AR cilovych genll a pokles aktivace AR indukované DHT. To
mUZe byt vysvétleno tim, Ze enzalutamid je antagonistou a ligandem AR a jeho
pUsobenim souCasné s DHT mohlo dojit ke stabilizaci receptoru. Sharp et al. pozorovali,
Ze pouZiti enzalutamidu m(iZe zvySit tvorbu proteinu AR-v7, ktery je spojovén s rezistenci
na toto 1éCivo (Sharp et al., 2019). Po pUsobeni enzalutamidu bylo ale sledovéno zvySeni
hladin proteinu AR-v7 i AR-fl a bylo by tedy nutné provést dalsi pozorovéni, aby byl
pfesnéji pochopen mechanismus tohoto jevu.

VSechny testované fluorindoly v této diplomové préci prokdzaly schopnost aktitvovat
AhR, avSak na aktivitu AR nemély podle vysledk(l metod reporter gene assay, qPCR a

western blotting Zadny vyrazny vliv.
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6 ZAVER

Tato diplomova price se zabyvé aktivaci aryluhlovodikového receptoru fluorovanymi
derivaty  indolu, konkrétn€ 4-fluorindolem, 5-fluorindolem,  6-fluorindolem
a 7-fluorindolem, a jejim ndslednym dopadem na aktivitu androgenniho receptoru
v nddorové prostatické linii 22Rv1. V experimentélni €4sti byla metodou reporter gene
assay stanovovdna aktivita AhR v agonistickém pUsobeni indolll a aktivita AR
v agonistickém i antagonistickém pUsobeni, potom co byly buriky vystaveny testovanym
latkdm po dobu 24 h. VSechny indoly byly pouZity o koncentracich 0,1 pmol 17,
1 pmol I'Y; 10 pmol I'Y, 50 pmol I a 100 pmol 1. VSechny indoly vykazovaly
koncentraCné zdvislou aktivaci AhR. U Zddného indolu vSak nebyl pozorovan vliv na
aktivitu AR po agonistickém pUsobeni. V antagonistickém mdédu jediny 7-fluorindol
sniZoval, avSak statisticky nevyznamné, DHT-indukovanou aktivitu AR. U ostatnich latek
byl sledovan spiSe potenciaCni GCinek na aktivitu AR.

Metoda qPCR byla vyuZita pro stanoveni hladiny exprese cilovych genl AhR a AR po
24h antagonistickém pUsobeni DHT a litek jiZ pouze o nejvySSi koncentraci
100 pmol I''. Pro cilovy gen AhR CYPIAI byla sledovédna nejvySSi indukce exprese
u 7-fluorindolu a mirn€ zvySend u 4-fluorindolu. Zbylé dv€ ldtky neme€ly na expresi vliv.
Pro cilové geny AR FKBP5 a KLK3 byl vyjma 4-fluorindolu, ktery vykazoval expresi na
tirovni pozitivni kontroly, sledovdn u zbylych indolll pokles pro oba geny, v Zddném
pfipad€ v3ak statisticky vyznamny.

Detekce hladiny proteinll pak byla provedena metodou western blotting za stejnych
podminek jako gPCR. V pfipadé proteinu AhR bylo sledovdno zvySeni hladiny
pUsobenim indol(, jen pouze u 7-fluorindolu nebyl narlist zaznamendn. Pfi detekci AR-fl
a jeho sestfihové varianty pak nebyl pozorovin Zadny vyznamny vliv fluorindoll na
hladinu téchto protein(l.

Cile diplomové prace byly tedy splnény. Ze ziskanych vysledk( tak vyplyvd, Ze
testované fluorindoly byly schopny aktivovat AhR, avSak nemély vyrazny vliv na aktivitu
AR. Vzhledem ke sledovanym parametrlm lze usoudit, Ze tyto litky 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 A SYMBOLU

(4-,5-,6-,7-)F1 (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 rektélni vySetfeni

DTT dithiothreitol

EBRT radioterapie vnéjSim paprskem

ENZ enzalutamid

FBS fetdlni bovinni sérum

FI fold induction

FICZ 6-formylindolo[3,2-b]karbazol
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
GnRH hormon uvolfujici 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 signdl

jaderny lokalizaCni signél

netempldtova kontrola

N-termindlni 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-termindlni transaktivaCni doména
2,3,7,8-tetrachlordibenzo|b,e][1,4]dioxin
tetramethylethylendiamid

negativni kontrola (untreated cells)

xenobiotické responzivni elementy
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