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Abstrakt

Androgeny patii do skupiny C,g steroidnich hormond, které jsou produkovany hlavné
Leydigovymi burikami varlete. Pasivné difunduji do buriky, kde se vaZzi na androgenni
receptor, coZ vede ke zmé&né€ jeho konformace a k disociaci proteini tepelného Soku.
Komplex hormon-receptor se poté piesune do jadra a vaZe se na specifické sekvence —
androgen responsivni elementy na DNA, které jsou propojeny s promotorovymi oblastmi
genu fizenych androgeny.

Masivni vyroba syntetickych chemikalii zvysila vyskyt téchto latek v prostiedi.
Neékteré z téchto chemikalii maji schopnost zasahovat do pfirozené funkce endokrinniho
systému a reprodukce zvifat a lidi. Tyto latky nazyvame endokrinnimi disruptory. In vitro je
moZné androgenni a antiandrogenni aktivity stanovovat tfemi riznymi postupy: receptorovym
vazebnym testem, testem reporterového genu nebo bunéénym proliferaénim stanovenim (A-
screen).

Receptorové vazebné reakce stanovuji schopnost testovanych latek vazat se na
receptory androgent. Tato stanoveni tedy monitoruji pouze jednu charakteristickou vlastnost
androgenti, vazat se na receptor.

Test reporterového genu je zaloZen na indukci exprese reporterového genu. Vystaveni
bunék hormonalné aktivni latce vede k aktivaci transkripce reporterového genu, ¢asto
luciferazy, jejiz aktivita mize byt zméfena luminometrem.

Stanoveni A-screen je zaloZeno na inhibici proliferace bunék. Proliferace bunék je
nejprve stimulovana estrogeny, pfidavek androgeni tuto proliferaci tlumi. A-screen
reprezentuje nejvyssi uroven biologické komplexity ze vSech in vitro stanoveni.

V dusledku rozdilné biodostupnosti a metabolismu latek je korelace mezi vysledky
testd in vitro a in vivo nizka. Proto pozitivni nalezy ziskané in vitro je nutno ovéfit in vivo.
Jednim z takovych testl je Hershbergeruv test, ktery je zaloZen na stimulaci nebo inhibici

ristu semennych vacki kastrovanych samcti hlodavct.

Kli¢ova slova: androgeny, antiandrogeny, test reporterového genu, A-screen, receptorovy

vazebny test, Hershbergertv test



Abstract

Androgens are C,9 steroid hormones that are mainly produced by Leydig cells in
testes. The entry of androgens into cell results in receptor binding causing a conformational
change that releases heat shock proteins and allows the androgen-receptor complex to be
translocated to the nucleus where binds to the specific sequence of DNA — androgen response
element. These are connected with the promotor regions of a competent genes.

The massive manufacture of synthetic chemicals increased the occurance of these
compounds in the environment. The environmental exposure to some chemicals interfere with
the normal function of endocrine system and reproduction of wildlife and humans and
therefore, these substances were called endocrine disruptors. A large number of these
chemicals can mimic endogenous hormones. There are three different methods for assessing
androgens and antiandrogens in vitro: receptor binding assay, reporter gene assay and cell
proliferation assay (A-screen).

The receptor binding assay determine the ability of chemicals to bind to the hormone
receptor, so that this test monitors only one feature of androgens.

The reporter gene assay is based on induction expression of the reporter gene. If cells
are exposed to the hormonally active chemical, transcription of reporter gene is activated.
This gene is often a luciferase, the activity of which can be measured by luminometer.

A-screen is based on an inhibition of cell proliferation. Cells are at first stimulated by
estrogens to proliferate. Addition of androgen agonists inhibit this proliferation. A-screen
represents the highest level of biological complexity of all in vitro assays.

The critical objective is to detect chemicals that may be active in vivo, there by taking
into account bioavailability and metabolism of a substance in animals. An example of such in
vivo test is Hershberger assay based on stimulation/inhibition of growth of seminal vesicles of

castrated male rodents.

Keywords: androgen, antiandrogen, reporter gene assay, receptor binding assay, A-screen,

Hersherger assay



1. UVOD

V poslednich letech byl zaznamenan zvysujici se vyskyt hormonaln¢ dependentnich
nadorovych onemocnéni a poruch reprodukce lidi a volné Zijicich zvitat. Tato skute¢nost je
davana do souvislosti se zvySujicim se vyskytem pfirozenych a syntetickych hormonaln¢
aktivnich latek ve vn&j$im prostiedi a v potravinovém fetézci. Vzhledem ke schopnosti téchto
chemikalii mimikovat nebo blokovat plisobeni endogennich hormonti jsou nazyvéany
endokrinnimi disruptory (ED). Pfedpoklada se, Ze expozice plodli a novorozenct ED indukuje
po vazbé na piisludné receptory morfologické a funkéni zmény ve vyvoji reprodukénich
organt, imunitniho, nervového a endokrinniho systému. Vysledkem je naruseni delikétni
hormonalni rovnovéhy, ktera vede k abnormalni funkci hormonalné dependentnich tkani a
organti a k rtiznym onemocnénim v pozdéjsich stadiich ontogeneze a v dospélosti (Colborn et
al., 1993; vom Saal et al., 1997; Markey et al., 2003).

Byly vyvinuty systémy, které jsou schopné detekovat estrogenni a androgenni G¢inky
latek. Cilem této prace je podat struény piehled o této problematice a zaméfit se zv1asté na
mechanismus pisobeni androgeni a testovaci systémy, které jsou v souc¢asné dob€ pouzivany

k detekci androgenii a antiandrogend.

2. ANDROGENY

2.1. Chemicka struktura androgeni

Androgeny patii do skupiny steroidnich hormonti. Jako steroidy se oznacuji latky
s cyklopentano-perhydrofenanthrenovym skeletem sloZzenym ze ¢ty kruht (obr. 1). Jsou to
latky ve vodé témér nerozpustné, lipofilni. Jejich rozpustnost se zvy3uje, pokud jsou ve formé
esterd s kyselinou sirovou nebo ve formé glukuronidd, piipadné glykosidu. Steroidni
strukturu maji hormony pohlavni (gonadalni), hormony produkované kirou nadledvin
(kortikoidy), neurosteroidy a vitamin D. Z dal$ich pfirozenych latek miZeme jmenovat
steroly, zlu¢ové kyseliny, aglykony srde¢nich glykosidu, nékteré sapogeniny a alkaloidy.
Neékteré z téchto latek jsou vhodnou surovinou pro synthetickou p¥ipravu steroidnich
hormont.

Chemie steroidl byla propracovana v poslednich 70 letech zasluhou celé fady badatelt
(napf. A.Butenandt, E.A.Doisy, atd.). Isolace hormonalné aktivnich steroidt ze Zlaz s vnitini

sekreci byly v pocatcich ztiZzeny nedostate¢nou purifikaci a délenim latek s podobnou



strukturou. Teprve chromatografické postupy umoznily isolaci jednotlivych steroidnich
hormoni ze smési riznych steroidii v ¢istém stavu.

V soucasné dobé se steroidni hormony jiZ nepfipravuji z endokrinnich Zlaz, nybrz
synteticky z n€kterych pfirodnich steroidii zejména rostlinnych (fytosteroly). Byly jiz také
vypracovany totalni syntézy steroidnich hormoni, vychézejici z velmi jednoduchych
slou€enin. VétSina farmaceutickych preparati steroidnich hormont jsou dnes syntetické
steroidni estery se slozkou kyseliny propionové nebo trimethyloctové apod. Estery steroidnich
hormoni maji protrahované plisobeni, coZ je zplsobeno jejich pomalejsi resorpci a zvolnénou
inaktivaci v organismu, zvlasté v jatrech, takZe se dosahne vyssich hladin hormoni po delsi

dobu.

Obr.1. Cyklopentano-perhydrofenanthren

Jsou znamy tfi skupiny gonadélnich hormond:

a) estrogeny-C,g steroidy, ovliviiujici rist a vyvoj samicich pohlavnich organd. Jsou
uvoliiovany vaje¢nikovymi folikuly, Zlutym téliskem, placentou a nadledvinou,
vyznacuji se estranovym skeletem s aromatickym kruhem A, fenolovou
hydroxyskupinou na C; a hydroxy- nebo ketoskupinou na C,7;

b) gestageny-C,, steroidy, produkované Zlutym téliskem, placentou a (v malych
mnozZstvich) folikulem a nadledvinou;

¢) androgeny-C,q steroidy, syntetizovany v Leydigovych burikach varlete a také v ktire

nadledvin.

2.2. Rizeni funkce varlat
Funkce varlat je fizena pies osu hypothalamus-adenohypofyza-varlata. V hypothalamu se
tvoii gonadotropin (GnRH), ktery ovliviiyje sekreci luteiniza¢niho hormonu (LH) a folikuly

stimulujiciho hormonu (FSH) v adenohypofyze. FSH je tropinem Sertoliho bunék a spole¢né



s androgeny udrZuje gametogenni funkci varlat. Inhibin zpétnovazebné tlumi sekreci FSH. LH
Je tropinem Leydigovych buné€k a stimuluje sekreci testosteronu (T), ktera zp&tnovazebné
inhibuje sekreci LH. Léze hypothalamu u zvifat a hypothalamicka onemocnéni u lidi vedou

k atrofii varlat a ke ztraté€ jejich funkce. Hladiny téchto hormoni jsou fizeny mechanismem
steroidni zpé€tné vazby (obr. 2). T snizuje sekreci LH pfimym plisobenim na adenohypofyzu a
inhibici sekrece hypothalamického GnRH. Inhibin plsobi pfimo na adenohypofyzu a tlumi
sekreci FSH. V reakci na LH €ast T produkovana Leydigovymi butikami ovliviiuje
semenotvorny epitel a vede k vysoké mistni koncentraci androgenii v Sertoliho burikach, ktera

je nezbytna pro normalni spermatogenezi.

Obr. 2. PFedpokl4dané vztahy mezi hypothalamem, adenohypofyzou a varlaty. Plné Sipky ukazuji atinky stimulania
tirkované Sipky dtinky inhibinf (Ganong, 1995).
2.3. Biologické ucinky androgenu

Androgeny jsou pohlavni hormony vznikajici u muzt v testikularnich Leydigovych
burikach (T), u Zen v buiikach vaje¢niku a u obou pohlavi v z6né reticularis kiry nadledvin
(dehydroepiandrostendion a androstendion). T a dal$i androgeny maji zpétnovazebny
inhibi¢ni u¢inek na adenohypofyzarni sekreci LH, podnécuji vyvin a udrZzovani sam¢ich
sekundarnich pohlavnich znakt a maji téZ vyrazny proteoanabolicky a rustovy G¢inek.
Spoleéné s FSH testosteron udrZuje gametogenezi. U pokusnych zvifat androgeny vyvolavaji
agresivni chovani. Davky exogenniho T, které maji vyznamny anabolicky ucinek, jsou také

maskulinizujici a zvy3uji libido.



2.4. Biosyntéza androgeniu

Testosteron, hlavni hormon varlat, je C,9 steroid se skupinou -OH v pozici 17.
Syntetizuje se v Leydigovych butikach z cholesterolu a je také tvofen z androstendionu
uvoliiovaného ktrou nadledvin. Podle sou¢asnych nazori jsou biosyntetické cesty ve vsech
steroidogennich endokrinnich organech podobné a jednotlivé zlazy se od sebe lisi jen
obsahem enzymovych systémi. V Leydigovych burikach chybéji 11- a 21-hydroxylasy, které
jsou pfitomny v kufe nadledvin, ale je pfitomna 17a —hydroxylasa. Pregnenolon se proto
hydroxyluje v pozici 17 a poté se od$tépuje postranni fetézec, takZe vznika
dehydroepiandrosteron. Androstendion se také tvofi cestou pfes progesteron a 17-
hydroxyprogesteron. Tato cesta se v3ak u lidi uplatiiuje jen mélo. Dehydroepiandrosteron a
androstendion jsou poté pieméniovany na T (obr. 3). Sekrece T je pod kontrolou LH. V
mechanismu stimulace sekrece androgent v Leydigovych buiikach prostfednictvim LH se
uplatiiuje cyklicky AMP (cAMP) (Ganong, 1995).

3. ANDROGENNI RECEPTOR

Bunécné a molekulérni pisobeni androgeni béhem vyvoje je klicem k pochopeni diferenciace
samc¢iho pohlavi. Hlavni roli v tomto procesu hraje jaderny androgenni receptor (AR), 110
kDa veliky transkripéni faktor, ktery kontroluje expresi genii zavislych na androgenech
(Hughes, 2001). U lidi je AR gen lokalizovan na chromozomu Xq11-12, skl4dd4 se z 8 exonu.
Prvni exon kéduje NTD, druhy a tfeti exon DBD a exony 4-8 kdduji LBD. Prvni exon kdéduje
N-terminalni polymorfni glutaminovou oblast, ktera obsahuje repetice CAG. Délka repetic
CAG ovlivriyje transkripéni u€¢innost AR (Chamberlain a kol., 1994; La Spada a kol., 1991).
Promotor genu AR neobsahuje TATA ani CAAT box, ale je bohaty na GC sekvence, které
vazi transkripéni faktor SP1 (Tilley a kol., 1989; Song a kol., 1993). AR je transkribovén ze
dvou oddélenych promotorovych startovacich mist, jejichz aktivita se 1i$i v zavislosti na typu
bunék (Grossmann a kol., 1994).
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Obr. 3. Biosyntésa a metabolismus testosteronu (Ganong, 1995)

Kromé sleziny je AR exprimovan téméf ve vSech tkanich. Transkripce AR genu v
cilovych organech zavisi na typu bunék a véku zvifat. Promotor AR potkanti obsahuje
palindromickd DNA vazebna mista, ktera jsou rozpoznavana AR, glukokortikoidnim
receptorem (GR) a progesteronovym receptorem (PR) (Song a kol., 1993; Baarends a kol.,
1990). Plsobeni AR je regulovano do urcitého stupné negativni zpétnou vazbou transkripce
samotného genu AR. Kastrace hladinu AR mRNA zvyS$uje, podani androgent tuto hladinu
snizuje (Tan a kol., 1988; Quarmby a kol., 1990). Exprese AR je sniZovana androgeny a FSH
(Blok a kol., 1992; Lindzey a kol., 1993).

AR bez ligandu je inaktivni oligomer lokalizovany v komplexu s proteiny tepelného
Soku (Hsp90, Hsp70) v cytoplasmé. Po navazani ligandu oligomerni protein disociuje, projde

konforma¢nimi zménami a je transportovan do jadra, kde se vaze jako homodimer na

11



androgen responsivni element (ARE) na DNA (White a Parker, 1998). Mutace AR, které
méni schopnost AR vazat androgeny, nebo méni transkripéni aktivitu AR po navazani
ligandu, mohou mit za nésledek neplodnost, nebo kompletni ¢i ¢aste¢nou necitlivost k
androgentim (Gottlieb a kol., 2001; Quigley a kol., 1995; Tyagi a kol., 1998). Mutace
somatického AR byly nalezeny v n€kterych tumorech prostaty (Bentel a Tilley, 1996).

V roce 2000 byla publikovana trojrozmérna struktura ligand-vazajici domény (LBD)
AR (Matias a kol., 2000; Sack a kol., 2001). Navzdory zna¢né odli$nosti v primarni sekvenci
aminokyselin mezi AR LBD a jinymi steroidnimi receptory (SRs), ktera muzZe byt vétsi nez
80%, je 3D struktura LBDs téchto latek celkem podobna. Stejné jako u ostatnich SRs tvofi
LBD AR kapsu sloZenou z 12 helixi.

Krystalicka struktura AR LBD s navazanym ligandem je monomerni, zatimco LBD
estrogenniho receptoru (ER) a LBD pro thyroidni receptor (TR) tvofi v krystalické strukture
dimery (Matias a kol., 2000; Sack a kol., 2001). Vzhledem k tomu, Ze v podminkach in vivo
AR s navazanym ligandem je ve formé dimeru, lze predpokladat, Ze vyznamnou roli v
procesu dimerizace hraje NTD.

DNA vazebna doména (DBD) AR se u ¢lovéka sklad4 ze 70 aminokyselin, které jsou
koédovany exony 2 a 3. Tato doména patii mezi nejvice zakonzervované oblasti mezi SRs.
Sekvence aminokyselin DBD AR ¢loveka je 100% identickd s DBD AR potkand. S jinymi
humannimi SR je DBD AR ze 79% identicky s PR DBD, ze 76% s GR DBD a z 56% s ERa
DBD (Hard a kol., 1990). Prostfednictvim DBD se AR vaze na ARE v DNA. ARE je sloZen
ze dvou palindromickych hexanukleotidovych mist, ktera jsou oddé€lena tfinukleotidovym
mezernikem (Schwabe a kol., 1993).

N-koncova doména (NTD) je primarni efektorova oblast AR, ktera je zodpovédna za
transaktivaci. Deleci LBD z AR vznikne N-terminalni fragment s konstitutivni aktivitou, ktera
je témeéf stejna jako transkripéni aktivita celého proteinu s navazanym ligandem. Timto se AR
lisi od ostatnich SRs, jejichz aktivita je deleci LBD tlumena. NTD AR je tedy mistem
primarni interakce AR s koaktivatory. Prvnich 140 aminokyselin neni pro transkrip&ni
aktivitu receptoru nezbytnych, av§ak delece aminokyselin mezi 210-337 aktivitu receptoru
vyrazné sniZuje (Simental a kol., 1991). NTD AR je nejméné evolué¢né zakonzervovana. Mezi
humannim AR NTD a potkana je podobnost pouze 20%. Pomoci deleci a mutaci byly
identifikovany 2 transkripéni aktiva¢ni funkce (AF). Na ligandu nezavisla AF-1 v NTD
(Jenster a kol., 1995; Tora a kol., 1989) a na ligandu zavisla AF-2 funkce v LBD, mutace a
delece AF-2 domény drasticky snizuji aktivaci transkripce po vazbé¢ ligandu (Tora a kol.,
1989; He a kol., 1999; Bevan a kol., 1999).
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Transkrip€ni aktivita AR je stejné jako u jinych ¢lend rodiny jadernych receptorti
modulovana koregulaénimi proteiny. Koregulatory jsou proteiny, které reaguji s komplexem
ligand- jaderny receptor a zvy3Suji nebo snizuji transaktivaci cilovych geni, neméni v§ak
urover basalni transkripce (McKenna a kol., 1999). AR béZné ptisobi jako homodimer, byly
v§ak publikovany i heterodimery mezi AR a testikularnim sirot¢im receptorem 4 (Lee a kol.,
1999) nebo ERa (Panet-Raymand a kol., 2000). V obou pfipadech byl vysledkem pokles
transkripéni aktivity. Ligandem indukovana aktivita AR je stejné jako u jinych NR
modifikovana fosforylaci (Lin a kol., 2001).

4. CHEMICKA STRUKTURA ANTIANDROGENU

Antiandrogeny jsou znadmy steroidni i nesteroidni. Steroidni derivaty vykazuji
smiSenou agonistickou i antagonistickou ¢innost. Nesteroidni derivéty jsou Cisté
antagonistické (Singh a kol., 2000). Cisté antiandrogeny jsou ti&inn&jsi v kompetici o vazbu
androgenti na AR, coZ bylo dokdzano na fadé experimentélnich modeld, napt. na ventralni
prostaté potkani ¢i na ristu androgen dependentnich nadort. Ze steroidnich antiandrogenti
jsou znamé napf. cyproteronoacetat (obr. 4) nebo medroxyprogesteronacetat. Tyto latky jsou
svym u¢inkem podobné progesteronu. Mezi nejznameé;jsi nesteroidni antiandrogeny patii

flutamid, bicalutamid (obr. 5) a nilutamid, herbicid linuron ¢i fungicid vinclozolin a jeho

metabolity.
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Obr. 4. Cyproteronacetit Obr. 5. Bicalutamid

5. MECHANISMUS PUSOBENI ANDROGENU

Androgeny mohou stejné jako ostatni steroidni hormony pisobit v organismu n€kolika

riznymi mechanismy.

13



5.1. Pusobeni steroidi v jadie (genomové tcinky)

Steroidy pasivné difunduji cytoplasmatickou membranou a vazi se na aktivovany
jaderny receptor. Po vazbé ligandu na receptor dojde k disociaci proteinti tepelného Soku
(Hsp), ke zméné& konformace receptorové bilkoviny a k dimerizaci receptoru. Komplex
hormon-receptor se poté vaZe na specifické sekvence DNA (AREs), které jsou propojeny

s promotorovymi oblastmi genu fizenych pfislusnym hormonem (obr. 6).

R TELYR I

< conformational changes - .
e RN Y
" Phosphorsiations  Dimerisation -
L

.
Franslocation
transcriptional activity

Testosterone ™ -

—_— TR cellular response

Obr. 6. Mechanismus piisobenf ED v buiice. (1) kompetice o ligand-vazebnou doménu (LBD); (2) konforma&nizmé&na
androgenniho receptoru (AR); (3) pfesun do jidra a (4) vazba na DNA a aktivace transkripce (Sultan a kol., 2001)

Jaderné receptory (NR) jsou transkripéni faktory nezbytné pro embryonalni a fetalni
vyvoj, udrZeni diferenciace buné¢ného fenotypu, metabolismu a bunééné smrti. Dysfunkce
NR vede k proliferativnim chorobam, porucham reprodukce a metabolickym chorobam jako
je rakovina, neplodnost, obesita a cukrovka (Laudet a Gronemeyer, 2001). NR ovliviiuji
tvorbu bilkovin (enzymu, strukturnich proteint, ale i napi. receptori) a to jiZ na urovni
transkripce pfislusnych gend.

Biologické odpovéd’ zprostiedkovana timto typem regulace je pomérmné pomala,
fadové jde o desitky minut.

Specifita pisobeni steroidnich hormont na expresi geni spociva ve:

R/

» specifické vazbé hormonu na receptor
*» specifické vazb& komplexu hormon - SR na DNA
¢ kontrole pfistupu SR ke gentim pomoci rizné organizace chromatinu v mnoha riiznych

cilovych burikach a tkanich
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5.1.1. Aktivace receptoru zavisla na ligandu

SR obsahuji dvé oblasti AF. AF-1 v NTD a AF-2 lokalizovanou v LBD. Vazba
estrogenu na ER napf. vyvola konformaéni zmény receptoru, které umozni interakci s AF-1 a
AF-2 s transkripénim aparatem. Vysledkem je aktivace transkripce. Nékteré modely
mechanismu ptsobeni steroidt ptedpokladaji, Ze po vazbé dimerizované¢ho hormon-
receptorového komplexu na palindromicky HRE na DNA se vytvofi svinuté struktura, ktera
zde hraje fosforylace receptoru, hlavné jsou dillezité cetné seriny na amino-konci receptorové
bilkoviny. Procesu fosforylace se G€astni fada riznych protein kinaz.

Kromé puisobeni SR na expresi gentll po jeho pfimé vazbé na DNA existuji

mechanismy, kterymi SR interaguje s DNA nepfimo.

5.1.2. Aktivace receptoru nezivisla na ligandu

Béhem poslednich 15 let se zménilo dogma o potiebé hormonu pro aktivaci SR
(Murdoch a kol., 1990). Bylo napf. prokazano, Ze AR miZe byt aktivovan v nepfitomnosti
ligandu pomoci rastovych faktord (GF), které aktivuji signaliza¢ni drahu mitogenem
aktivované protein kinazy (MAPK). Dal$imi prokazanymi aktivatory AR je napi. protein
kinaza A (PKA) ¢i interleukin 6 (IL-6). IL-6 je pleiotropni regulator nddorového ristu, ktery
v nékterych nadorech prostaty pisobi jako parakrinni ristovy inhibitor, v jinych pfipadech
zase jako autokrinni ristovy stimulator (Culig, 2004). Aktivace IL-6 vyZaduje Janus kindzu a
dale MAPK. Obecné tedy SR mohou byt modulovany bez pfitomnosti steroidnich hormont
prostfednictvim jinych metabolickych cest. Téchto procesi se ucastni:

a) obecné regulatory bunééné fosforylace- protein kinasa A (PKA) nebo protein kinasa C
(PKC)
b) extracelularni signaly- GF, cytokiny, neurotransmitery

¢) regulatory bunééného cyklu
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5.2. Negenomové piisobeni steroidi

Kromeé klasického genomického pisobeni mohou steroidy také pisobit extrémné
rychle prostfednictvim tzv. druhych posli (Revelli a kol., 1998) a to zvy$enim koncentrace
Ca’* nebo cAMP (Morley a kol., 1992; Aronica a Katzenellenbogen, 1993). Kromé AR byly
tyto efekty demonstrovany i na ER a PR. Bylo zjisténo, Ze stimuluji MAPK v riznych
burikach. Oproti antiestrogeniim a antiprogestintim, které inhibuji aktivaci MAPK vyvolanou
agonistou, antiandrogen flutamid stimuluje aktivitu MAPK ve stejném rozsahu jako
synteticky androgen R1881. Sou¢asné antiandrogeny nemohou uplné€ zrusit veskerou
androgenni aktivitu v cilovych buriikach. Androgenni efekty zpisobené negenomovym
pisobenim byly popsany napf. na tepnach psa. Kratkodobé podani testosteronu navodilo na
pohlavi nezavislou vasodilataci v tepnach in vivo. Koronarni vasodilatace epikardialnich cév
navozena testostosteronem je zprostiedkovana z¢4asti oxidem dusnatym pochazejicim

z endothelia. Zd4 se, Ze 1 ATP-citlivé draselné kanaly hraji roli v tomto vasodilata¢nim efektu.

Negenomové puisobeni steroidnich hormonti ma nasledujici charakteristiky:

¢ je velmi rychlé (ftadove jde o sekundy, nebo minuty)

*» miZe probihat i ve vysoce specializovanych butikach, které nesyntetizuji proteiny
(napf. spermatozoa) nebo v bunéénych klonech, kterym chybi NR pro steroidni

hormony

7

% muze byt vyvolano steroidy vazanymi na vysokomolekularni latky, které neprochéazeji
plasmatickou membranou do buné¢k

% neni blokovano inhibitory syntézy mRNA nebo inhibitory syntézy proteint

*

nemuze byt blokovéano antagonisty klasickych genomickych SR (pokud tito
antagonisté nereaguji se strukturné pfibuznymi steroid vazajicimi doménami, které
mohou byt stejné pro genomické i negenomické SR)

% je vysoce specifické, steroidy s velmi podobnou strukturou mohou vyvolévat riznou

intenzitu biologického ucinku (Revelli a kol., 1998)

Literarni idaje upozortiuji i na komunikaci mezi genomickym a negenomickym
pusobenim steroidi v mlééné Zlaze (Silberstein a kol., 1984), burikach karcinomu mlé¢éné
Zlazy (Sheffield a Welsch, 1985; Cho a kol., 1993; El Tadani a Green, 1996) a v buiikach
délohy (Sumida a Pasqualini, 1990; Aronica a Katzenellenbogen, 1991). V téchto burikéch je
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komunikace mezi témito dvéma mechanismy pisobeni steroidi realizovana prostfednictvim
cAMP. Negenomovy a genomovy mechanismus mtze ptisobit synergisticky, coZ vede

k bifazickému uc¢inku, ktery ma jak rychly nastup, tak dlouhodobé ptisobeni (obr. 7).
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Obr. 7. Zikladnf mechanismus piisobeni steroidniho/thyroidniho receptoru pfes genomickou klasickou cestu a rychlou

negenomickou cestu. Hsp-proteiny tepelného Soku; MAPK-mitogenem aktivovana kindza;PIPK-fosfatidylinositolfosfatova kindza;
TK-tyrosin kindza (Roy a kol., 2008)

5.3. Transkripéni kofaktory: koaktivatory, negativni koregulatory a korepresory

Soucasné modely regulace eukaryotickych genli pfedpokladaji existenci riiznych stavi
aktivity gend, tj. potlateny/umléeny, zakladni a aktivovany stav. Plisobeni androgenti je
obvykle spojovéno s aktivaci gend, tj. pfepnuti mezi zakladnim a aktivovanym stavem. Se
zménou prostiedi v butice mohou ARs reagovat s riznymi skupinami kofaktorti v zavislosti
na vazebné afinité a relativnim nadbytku téchto faktord. Koaktivatory aktivuji transkripci
cilového genu, zatimco negativni koregulatory a korepresory inhibuji aktivaci gent a nebo
mohou aktivované cilové geny vypnout. Tyto proteiny existuji ve slozitych komplexech, maji
mnohonasobné enzymatické u€inky a zvy$uji vazbu ARs ke slozkam chromatinu nebo k
basalnimu transkripénimu aparatu, nebo k obéma. Velka ¢ast kofaktort se vaze na LBD, ktera
ma zasadni vyznam nejen pro vazbu ligandu, ale také pro transformaci signélu ligandu.

Zdaleka ne vSechny proteiny, které se vazi na AF-2 domény ptsobi jako koaktivatory.
Napi. RIP 140 a SHP (short heterodimerization portener) vykazuji negativni koregulaéni
funkci, ktera vyplyva z jejich schopnosti antagonizovat SRC-1 koaktivatory in vivo a soutézit
o vazbu na AF-2 in vitro. Z tohoto divodu jsou tyto kofaktory fazeny do zvlastni kategorie
koregulatort, které jsou odlisné od b&znych korepresori. RIP 140 ovSem ve vysokych

koncentracich funguje jako koaktivator.

17



Jinou skupinou molekul, které jsou schopny potla¢ovat basalni transkripci
indukovanou receptory, je korepresor SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid
receptors) (Chen a Evans, 1995) a korepresor jadernych receptorti N-CoR (nuclear receptor
corepressor) (Horlein a kol. 1995). SMRT i N-CoR reprimuji funkci AR aktivaci histon
deacetylazy. Tyto histon deacetylazy (HDAC) odstraiiuji acetylovou skupinu z lysinovych
zbytkd, coZ ma za nasledek kondenzaci chromatinu a znemoZnéni pfistupu k promotoru
(Sengupta a Seto, 2004). Aktivace HDAC témito korepresory je umoZnéna deacetylazu-
aktivujici doména (DAD), ktera je pfitomna jak u SMRT tak u N-CoR. Vé&ii se, Ze tyto
regulatory existuji ve velkych represorovych komplexech, které kromé HDAC dale obsahu;i
napf. transducin B-like 1 (TBL1) (Yoon a kol., 2003). Oba korepresory SMRT i N-CoR se
spojuji s receptory bez navazanych ligandi. Po vazbé specifickych ligandi se vSak od
receptord odpojuji (Chen a Evans, 1995; Horlein a kol., 1995). Tento poznatek je v souladu se
soucasnou teorii, podle které je schopnost receptoru bez navazaného ligandu aktivovat
transkripci kompromisem mezi koncentraci koaktivatorti a korepresort v cilovych burikach.
Vazbou ligandu na receptor se sniZuje pisobeni represori a schopnost receptoru aktivovat
transkripci je stimulovana.

Koaktivatory naopak modifikuji chromatin pfimo nebo pies ptisobeni dalSich enzymi
acetylaci nebo metylaci (Burd a kol., 2006). Tyto procesy udrzuji chromatin rozvolnény a
tudiz piistupny transkripénimi aparatu a RNA polymeraze II. Vice specializovana skupina
koaktivatora slouZi k propojeni N- a C- termindlni domény, coz je dtleZité pro plnou
transkripéni aktivitu receptoru. Toto propojeni je zprostiedkovano pifes FxxLF motif na N-
terminalni doméné, ktery interaguje s hydrofobni oblasti na C- terminalni AF-2 domén¢,
poté, co se navaze ligand (Zhou a kol., 1994). Nékteré koaktivatory, napt. koaktivator
steroidniho receptoru 1 (SRC - steroid receptor coactivator) a faktor iniciace translace 2 (TIF
— translation initiation factor) usnadiiuji interakci mezi C- a N-terminalnimi doménami a tim
stabilizuji komplex receptoru s ligandem, podporuji vazbu dal$ich koaktivatorovych molekul

a zvy$uji celkovou stabilitu receptoru (Ikonen a kol., 1997).
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5.4. Mechanismus pusobeni antiandrogeni

Studium mechanismu plsobeni antiandrogeni je dtleZité jak pro jejich 1é¢ebné ucinky, tak i
jako prostfedek ke zkouméni molekularniho ptisobeni androgend. Antiandrogeny soutézi
s androgeny o vazebné misto na AR, ale vazba antagonisty nekon¢i aktivaci receptoru.
Antiandrogeny mohou rizné ovliviiovat funkci androgend. Mohou:

1) inhibovat transport T nebo jinych androgenti do plazmy

2) zhorSovat absorpci T

3) inhibovat enzymové systémy v metabolismu T (napt. enzym Sa reduktazu ¢i

aromatazu)

4) inhibovat sekreci T varlaty

5) blokovat proteiny androgenniho receptoru (Mainwaring a kol., 1987)
Pokud se jiZ antiandrogen navaZe na androgenni receptor, je mozné, Ze se piesune do jadra a
zde se akumuluje, ale jelikoZ ma odliSnou konformaci neZ AR s navazanym androgenem, je
biologicky neaktivni a nezvy$uje transkripéni ué¢innost gend. Kontula a kolektiv v roce 1985
tuto skutecnost prokazali v ptfipad€ pouziti antiandrogenu flutamidu. Flutamid zvySuje
koncentrace AR v chromatinu, ale nevede to oviem k expresi genu kédujici ornithin

dekarboxylazu, kontrolovaného androgeny.

6. STANOVENiI ANDROGENNICH A ANTIANDROGENNICH AKTIVIT IN VITRO
A IN VIVO

6.1. Studie in vitro

Vétsina ED byla identifikovana metodami in vitro. Jde o postupy nejen vysoce citlivé
a specifické, ale i o postupy mnohem levnéjsi nez metody in vivo (Fertuck, 2002). Nevyhodou
je, Ze data ziskana in vitro nezahrnuji komplexni mechanismus pasobeni latky in vivo. Chybi i
vliv metabolismu na testované latky, coZz miZe vést jak k falsn€ negativnim tak k falsné
pozitivnim vysledkiim (Gray a kol., 2002). Vliv metabolismu je velmi komplexni a zavisi na
mnoha faktorech jako je absorpce, vazba na bilkoviny, distribuce v tkanich a eliminace latky
(Greenspan a Gordon, 1997).
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6.1.1. Receptorové vazebné testy

Receptorové vazebné reakce stanovuji schopnost testovanych latek vazat se na
receptory hormont (ERa, ERB, PR, AR, GR, MR atd.). Vazebné receptorové testy jsou
zaloZeny na kompetici vazby na pfislu$ny receptor mezi neradioaktivni latkou (testovana
latka) a radioaktivnim hormonem (Lambright a kol., 2000). Receptory se ziskavaji z cytosolu
nebo jaderného extraktu bun€k cilovych tkani (Wong a kol., 1995; Evans, 1988). Tato
stanoveni tedy monitoruji pouze jednu charakteristickou vlastnost androgenni aktivity, vazbu
na receptor, ale neberou v uvahu schopnost komplexu hormon-receptor navodit funkéni
odpovéd’. Zasadni nevyhodou je tedy vlastnost, Ze tato metoda nerozliSuje mezi androgennimi

agonisty a antagonisty (Roy a kol., 2008).

6.1.2. Stanoveni proliferacni aktivity hormonalné dependentnich bunék

V 80. letech se pro testovani androgenni aktivity pouzivaly buriky rakoviny prostaty
(LNCaP-FGC). Nasledné bylo zji§téno, Ze tato linie obsahuje bodovou mutaci, ktera
ovliviiovala vazbu i indukci exprese (Veldscholte a kol., 1990), a proto se tato linie dale pro
testovani nepouzivala. Dal$i pokusy byly provadény na burikach karcinomu mlécné zlazy
(MCF) transfektovanych androgennim receptorem. Tato linie exprimuje 5x vét$i mnozstvi AR
neZ pivodni linie (Szelei a kol., 1997). Tyto buiiky se v soucasné dob& pouzivaji pfi
bunécném proliferatnim stanoveni androgenti — A-screen.

A-screen je podobny testovacimu systému E-screen, ktery zkouma indukci proliferace
po aplikaci estrogenil. Principem A-screenu je inhibice proliferace bun¢k agonisty androgenti
(Soto a kol., 2006). Antagonisté androgeni tuto inhibici naopak tlumi.

A-screen probiha nasledujicim zplisobem: do mikrotitraénich desti¢ek se naseji buriky
v Dulbeccové modifikaci Eaglova média (DMEM), s fenolovou ¢erveni a 5% fetalnim
bovinnim sérem. Po 24 hodinach buiiky adheruji a medium se vyméni za DMEM bez
fenolové Cervené doplnéné o 5% fetalni bovinni sérum zbavené steroidii pomoci aktivniho
uhli pokrytého dextranem (DCCFBS). Nésledné se ptidaji testované androgeny v kombinaci
s estradiolem. Androgeny sniZi estradiolem stimulovany rist bunék (Kérner a kol., 2004). Pro
zjisténi miry proliferace bun€k se pocet bunék stanovuje barvenim proteinti sulforhodaminem

B a néslednym méfenim absorbance barviva pifi 517 nm.
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6.1.3. Test reporterového genu

Androgenicita latky je stanovena na zékladé indukce exprese reporterového genu,
ktery je pod kontrolou ARE. K tomuto stanoveni se pouZzivaji savéi bunééné linie (MCF-7,
PALM, AR CALUX). Kmeny jsou transfektovany vektorem, ktery koduje urdité receptory
(napt. ER nebo AR) a vektorem kddujicim reporterovy gen (HRE spojeny s reporterovym
genem-fB-galaktosidasa nebo luciferasa) (Hoogenboom a kol., 2001; Arnold a kol., 1996).
Vystaveni bunék hormondlné aktivni latce ma za nésledek jeji vazbu na ptislusny receptor.
Ligand-receptorovy komplex tvofi dimery, které interaguji s HRE, coz vede k aktivaci
transkripce a k expresi genu (-galaktosidasy (Routledge a Sumpter, 1996). B-Galaktosidasa
metabolizuje substrat za vzniku Eerveného zabarveni, které miZe byt zméfeno na
spektrofotometru (De Boever a kol., 2001). Gen pro luciferazu katalyzuje svételnou reakci.
Svételna aktivita je méfena luminometrem po pfidani luciferinu a lyzujiciho pufru.

U stanoveni pomoci reporterovych gent je zakladni problém endogenni exprese jinych
steroidnich receptord a pokud studovany vzorek obsahuje jiné steroidni hormony, coZ se u
sérovych vzorki stdva, mohou také stimulovat transkripci reporterového genu, a tim sniZovat
specifitu méfeni androgenni aktivity. Dale tato stanoveni nepocitaji s moznosti, Ze ¢ast
androgennich akci in vivo je zprostiedkovana ptes negenomické mechanismy. U stanoveni
pomoci reporterového genu je také dlleZity vybrany promotor a bunééné prostiedi, u které¢ho
je potieba zaméfit se hlavné na metabolické kapacity a uspofddani kofaktor v riiznych liniich

(Simon a Mueller, 2006).

6.2. Stanoveni in vivo

In vitro testy stanovuji pouze jednu specifickou charakteristiku endokrinné aktivni
latky, zatimco testy in vivo stanovuji komplexni ptisobeni latky v organismu. V podminkach
in vitro se mohou testované latky vazat jen ke slozkam kultivaéniho média, in vivo se vaZi na
sérové proteiny a komponenty tkani napf. na lipidy, coZ vede ke zméné€ koncentracni hladiny
latek v organismu. V disledku téchto skute¢nosti se miize stanoveni hormonalnich aktivit
latek in vitro a in vivo velmi vyznamné lisit. Dal$i nedostatkem testi in vitro je absence vlivu
metabolismu na mnoZstvi i kvalitu testovanych latek a na jejich biodostupnost (Gray a kol.,
2002). Z toho je zfejmé, Ze Zadny in vitro test nemizZe pii stanoveni biologickych ucinki ED
nahradit test in vivo. Tento zavér je dale podporovan existenci multi-hormonalnich/anti-

hormonalnich nebo antagonistickych a parcialné agonistickych aktivit ve stejné molekule.

21



Vysledky testovani latek in vivo mohou byt pouZity pro stanoveni jejich nebezpeci a
rizik a mohou poskytnout moZnost pro komplexni extrapolaci na lidskou populaci (Ankley a
kol., 1998). Testy mohou stanovit, zda ma testovana latka a€inky podobné pfirozenym
hormontim a mohou tyto u€inky nejen identifikovat, ale i charakterizovat a kvantifikovat.
Ziskané vysledky jsou pouZity pro stanoveni koncentraci, pfi kterych latky nevykazuji
signifikantni u¢inky (No observed effect levels-NOELSs) (O'Connor a kol., 2002).

Stanoveni androgenni/antiandrogenni aktivit latek l1ze testovat pomoci stimulace ristu
prostaty a semennych vacki kastrovanych samct hlodavca (Hershberger a kol., 1953).

Estrogenni a androgenni u¢inky latek mohou byt dale stanoveny sledovanim
abnormalit ve vyvoji reprodukénich organti a sekundarnich pohlavnich znak juvenilnich
samic a samcud hlodavct (Gray a kol., 2002) a také stanovenim abnormalit reprodukéniho

chovani ryb.

7. VYSLEDKY STANOVENI ANDROGENNICH A ANTIANDROGENNICH
AKTIVIT IN VITRO A IN VIVO

Detekce androgennich a antiandrogennich aktivit

Vazebnym biostanovenim bylo prokazano, Ze androgenni receptory jsou méné
promiskuitni neZ receptory estrogenni. Avsak podobné jako latky s vlastnostmi ligandi
estrogennich receptorti jsou i latky s vlastnostmi ligandi androgennich receptora strukturalné
velmi rozdilné (Fang a kol., 2003). Jejich relativni potence méfena podle relativni vazebné
afinity byla nasledujici: steroidy > diethylstilbestroly, difenylmetany, polychlorované bifenyly
> fytoestrogeny, fenoly, flutamidy, ftalaty a fenolim podobné latky. Mezi steroidnimi
hormony se na androgenni receptory vazi nékteré progestageny a mineralokortikoidy. Navic
receptory pro androgeny, glukokortikoidy, gestageny a mineralokortikoidy maji identicky
konsensus responsniho elementu a i jejich DNA-vézajici domény jsou vysoce konzervovany.
Tato skute€nost vysvétluje piekryvani gestagennich, androgennich a kortikoidnich aktivit u
fady latek. Vys§i specificitu stanoveni androgennich aktivit je mozno doséhnout jen pouZitim
systému s vy§8§imi irovnémi biologické organizace nez jsou vazebné studie. V 80. letech byl
vypracovan postup detekce androgenid na buné¢né linii bun€k (LNCaP) karcinomu prostaty
¢lovéka (Horoszewicz a kol., 1983). Vzhledem k tomu, Ze androgenni receptor téchto bun€k
ma bodové mutace v doméné vazajici androgeny, které zvySuji vazbu estrogenti, nemohly byt
tyto buiiky vyuZity ke screeningu androgennich latek. Szelei a kol. (1997) transfektovali
Gplny humanni androgenni receptor do MCF-7 bunék a pro stanoveni androgennich aktivit

vyuzili inhibice estradiolem stimulované proliferace bun¢k. Interferenci i¢inkl estrogent na
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proliferaci bunék je moZno eliminovat pouZitim kultivaéniho média bez séra s pfidavkem
transferinu a insulinu. Za té€chto podminek buiiky proliferuji maximalné v nepfitomnosti
estrogentl. Pro stanoveni antiandrogennich aktivit pak slouZila inhibice G¢inki androgent,
ktera se projevila vzestupem proliferace bunék.

Biostanoveni srovnava pocet bunék v jednotlivych oSetfenich na konci 6-ti denni
kultivace. Antagonisté androgend jsou pak detekovani na zékladé jejich schopnosti anulovat
pisobeni androgenti a tim stimulovat proliferaci bunék.

Obr. 8. ukazuje inhibici estradiolem stimulované proliferace MCF-7-AR1/E47
androgeny. Maximalni inhibice byla pozorovéna pii davce 0,1 nmol.I" DHT, 1 nmol.l"
R1881, 1 nmol.I"" methyltestosteronu (MT), 10 nmol.I" T a 1000 nmol.I" androstendionu
(AD).
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Obr. 8. Proliferatni odpov&d® MCF-7-AR1/E47 bun&k transfektovanych androgennim receptorem na aplikaci androgenii.

Buiiky byly nasety do jamek 96 jamkovych destitek (3000 b/jamka) v DMEM s 5% FBS. Po 24 hod. kultivace bylo médium
nahrazeno médiem DMEM bez fenolové tervend a s 10% DCCFBS. Po 24 hod. prekultivaci v médiu bez estrogend, androgenii a
jinych steroidnich hormont bylo médium nahrazeno stejnym médiem obsahujicim 17B-estradiol (E;; 100 pM), a riizné koncentrace
metyltestosteronu (MT), dihydrotestosteronu (DHT), testosteronu (T), metyltrienolonu (R1881) a androstendionu (AD). Na ose y je
procenticky vyjadfena proliferace bunék v p¥itomnosti riiznych koncentraci androgent (osa x) ve vztahu k samotnému 17B-
estradiolu (100%)

Obr. 9. demonstruje detekci antiandrogennich aktivit bicalutamidu v ptitomnosti 17p3-
estradiolu (100 pmol.1") a DHT (1 nmol.I""). DHT sniZi estradiolem stimulovanou proliferaci

bun&k o cca 70%. Casodex tuto inhibici tém&k anuloval p¥i koncentraci 10 pmol.1".
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Obr.9. Proliferatni odpov&d’ MCF-7-AR1/E47 bun&k na antiandrogen Casodex (bicalutamid)

Buiiky byly nasety a kultivoviny podobné jak je uvedeno v legend& k obr.8. Kultivatnf médium obsahovalo 17B-estradiol (E,; 100
pmol.I"), dihydrotestosteron (DHT; 1 nmol.l") a riizné koncentrace casodexu (Cas;osa x)

7. ZAVER

V této praci byly shrnuty mozZnosti, jakymi miZeme stanovovat aktivitu androgeni a
antiandrogenil. Stanoveni androgennich aktivit in vivo ubyva a pouzivaji se spise studie in
vitro. In vivo studie ov§em umoZiiuji zkoumani latek v komplexnim systému. Studie in vitro
umoziuji vysokou kapacitu testovanych vzorki. U proliferaéniho stanoveni je nevyhodou
nesnadnost kontroly doprovodnych toxickych efektl na buriku. U stanoveni pomoci
reporterového genu je dilezity vybrany promotor, bunééné prostiedi a exprese endogennich
receptord. Stanoveni pomoci vazby na receptor nerozliSuje mezi agonisty a antagonisty.

V klinické praxi se hladiny androgent méfi téméf vzdy imunostanovenimi. Tato
stanoveni jsou zaloZena na schopnosti protilatky rozpoznat specifickou chemickou strukturu
steroidnich molekul. OvSem je tu n€kolik pfipadu, kdy jsou stanoveni in vitro také pouZivana
v klinické praxi. PouZivaji se, pokud jsou hladiny androgenti u muzii nizké, nebo k méteni
hladin androgenti u Zen a déti, kde jsou pfirozené nizké. Zatim ovSem detekéni systémy in
vitro nejsou pfipraveny pro rutinni praci v laboratorni diagnostice a pouZivaji se hlavné na

zjiStovani androgennich a antiandrogennich latek z prostiedi.
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