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Seznam použitých zkratek

AhR

(aryl hydrocarbon receptor) receptor pro dioxinově aktivní látky

APS

persíran amonný

AR

androgenní receptor

ARNT

Ah receptor nuclear translocator, dimerizační partner AhR
B2M

β2-mikroglobulin

bHLH-PAS

bazický helix-loop-helix Per-Arnt-Sim, rodina proteinů
CDK

cyklin-dependentní kinasa
CDTA

trans-1,2-diaminocyklohexan-N,N,NŃ´-tetraoctová kyselina
CT-FBS

charcoal/dextran-treated FBS, fetální bovinní sérum s minimálním obsahem steroidních hormonů
CYP1A1

cytochrom P450 1A1

CYP1B1

cytochrom P450 1B1

DHT

dihydrotestosteron

DMEM/F12

Dulbeccos Modified Eagle Medium plus Hams 12 nutrient mixture

DMSO

dimethylsulfoxid

DRE

dioxin-responsní element, specifický vazebný úsek v promotorech genů kontrolovaných AhR

DTT

dithiothreitol
E2

17β-estradiol

EC50

efektivní koncentrace způsobující 50% indukci nebo inhibici
ED

endokrinní disruptor

ER-CALUX

komerční název pro test stanovení transaktivace ER a ER-dependentní exprese genů využívající stabilně transfekovaný reportérový gen luciferasu
ERE

estrogen-responsní element, specifický vazebný úsek v promotorech genů kontrolovaných ER
ER

estrogenní receptor

FAM

6-karboxyfluorescein

FBS

fetální bovinní sérum
FRET 

próby s fluorescenčním rezonančním přenosem energie

GFP

zelený fluorescenční protein

HEPES

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonová kyselina

Hif1α

hypoxický inducibilní faktor 1α, transkripční faktor indukovaný hypoxií
HSP

heat shock protein

IL

interleukin

IP3R

receptor pro inositol 1,4,5 - trisfosfát

LNCaP

buněčná linie odvozená z lidského karcinomu prostaty

MCF-7

buněčná linie odvozená z lidského prsního karcinomu

PBGD

porphobilinogendeaminasa 

PBS

fosfáty pufrovaný fyziologický roztok

PCB

polychlorované bifenyly 

PCR

polymerázová řetězová reakce

PLA2

fosfolipasa A2
PSA

prostatický specifický antigen

PVDF

polyvinyldifluorid

ROS

reaktivní formy kyslíku

RT-PCR

reverzní transkripční polymerázová řetězová reakce

RT

reversní transkripce

RyR

ryanodinový receptor

T3

trijodthyronin

T47D.Luc

buněčná linie odvozená z lidského prsního karcinomu se stabilní transfekovanou luciferasou
T4

tyroxin

TCDD

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

TEMED

N,N,N',N´-tetramethylethylenediamine
TGF

tumorový růstový faktor

UGT

uridindifosfoglukoronyltransferasa

WB-F344

buněčná linie odvozena z krysího samce Fischera 344

XRE

xenobiotics response element, viz DRE
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1 
Úvod
Polychlorované bifenyly (PCB) jsou velmi významnými chemickými kontaminanty prostředí a potravního řetězce. Je to velká skupina látek s různým počtem atomů chloru a různou konformací molekuly. Nejtoxičtější z nich jsou tzv. koplanární kongenery (se substitucemi v polohách 3,3’,4,4‘,5 nebo 5‘), jejichž efekty probíhají prostřednictvím transaktivace „dioxinového“ receptoru (aryl hydrocarbon receptor, AhR). AhR kontroluje expresi hlavních enzymů 1. fáze metabolismu aromatických xenobiotik - cytochromů P450 podrodiny 1A a 1B. Tento transkripční faktor také ovlivňuje řadu dalších procesů, např. buněčný cyklus a proliferaci hepatocytů a jaterních progenitorových buněk. Nekoplanární PCB (s atomy chloru v polohách 2,2’, 6 a 6’) se vyskytují v daleko vyšších koncentracích v životním prostředí, ale jejich mechanismy toxicity nejsou dosud dobře prostudovány. O nekoplanárních PCB je známo, že jsou promotory nádorů a že jsou schopny ovlivňovat endokrinní signály, např. modulacemi aktivity estrogenních receptorů (ER), androgenního receptoru (AR), transportu thyroidních hormonů a zvýšením metabolismu aktivních steroidů. Předchozí pilotní studie naznačuje, že nekoplanární PCB, ačkoliv samy neindukují AhR-dependentní genovou expresi, mohou ovlivňovat aktivaci AhR. 

2 Teoretická část

2.1 PCB – výskyt a vlastnosti

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou skupinou hydrofobních sloučenin charakterizovaných vysokou persistencí, toxicitou, bioakumulací a rozšířenou distribucí v životním prostředí [USEPA, 1999]. Každá molekula PCB obsahuje dva šestiuhlíkaté kruhy s jednou chemickou vazbou spojující uhlík z každého kruhu. Každý z 10 uhlíků může být substituován atomem chloru. Existuje 209 možných uspořádání, jednotlivé sloučeniny se nazývají kongenery. Kongenery se stejným počtem chlorů jsou označovány jako isomery. Počet a pozice chlorů určují fyzikálně-chemické a biologické vlastnosti molekul. IUPAC přijal nomenklaturní systém pro číslování kongenerů následně od 1 po 209. 
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Obr. 1: Struktura PCB (http://scienceblogs.com/corpuscallosum/2007/07/pollution_worsening_in_great_l.php)

Koplanární molekuly, které nejsou substituovány v ortho-pozicích 2,2´, 6 nebo 6´, mají vlastnosti podobné dioxinu, jejich toxické vlastnosti se manifestují aktivací aryluhlovodíkového receptoru (AhR) [Safe, 1990, 1994; USEPA, 1999]. Dva nebo více atomů chlorů v poloze ortho-  mají za následek stérické zábrany fenylových kruhů a tím je velmi snížena nebo znemožněna pravděpodobnost planárního uspořádání molekuly. Tyto ortho-substituované, nekoplanární PCB se neváží na AhR a neaktivují tento transkripční faktor [Majkova et al., 2008].

Některé ze substituovaných bifenylů mohou být chirální, pokud se setkají dvě kritéria. První je, že PCB musí být asymetricky substituován okolo podélné osy molekuly a tudíž chirální v jejich energeticky podporované nekoplanární struktuře. Tento typ chirality je znám jako atropisomerie a u 209 PCB kongenerů jen 78 splňuje první kritérium. Druhým kritériem chirality je, že dva fenylové kruhy nemohou volně rotovat okolo centrální C-C vazby. 19 ze 78 chirálních PCB má tři nebo čtyři ortho atomy chlorů, které jsou natolik objemné, aby neposkytovaly dostačující prostor pro rotaci. Rotační energie bariéry pro tri-ortho-substituované PCB je od 177 do 186 kJ/mol a 246 kJ/mol pro tetra-ortho kongenery [Harju a Haglund, 1999; Schurig et al., 1995]. 7 z 19 stabilních chirálních PCB bylo klasifikováno jako environmentálně významné, neboť byly identifikovány v komerčních směsích PCB [Frame, 1997]. 

PCB byly poprvé syntetizovány v roce 1929 a široce používány pro různé průmyslové účely až do konce 70. let 20. století, kdy jejich výroba, zpracování a distribuce byla zakázána v USA, Německu a poté i v dalších zemích. Nicméně navzdory zákazu jsou evidovány zvýšené koncentrace těchto sloučenin v životním prostředí [USEPA, 1999]. Dnes mohou být PCB stále uvolňovány do životního prostředí ze špatně udržovaných skládek, které obsahují PCB, z ilegálního nebo nevhodného vypouštění PCB odpadů, prosakováním nebo uvolňováním z elektrických transformátorů. PCB mohou být také uvolňovány do životního prostředí technologicky nevýhodným spalováním odpadů v městských a průmyslových spalovnách [www.epa.gov/epawaste/hazard/tsd/pcbs/pubs/about.htm].
PCB jsou akutně netoxické a mají různou konsistenci, od světle žlutých roztoků až po černé voskové pevné látky. Kvůli jejich nehořlavosti, chemické stabilitě, vysokému bodu varu a elektricky izolačním vlastnostem byly používány ve stovkách průmyslových a komerčních aplikacích včetně elektrických, hydraulických a tepelně přenosných zařízeních, jako změkčovadla barev, plastů, gumových produktů, v pigmentech, barvách a v mnoha dalších průmyslových odvětvích [www.epa.gov/epawaste/hazard/tsd/pcbs/pubs/effects.htm]. V životním prostředí a potravním řetězci se také vyskytují PCB jako směsi kongenerů, ale jejich složení se liší od komerčních směsí. Je to kvůli rozdílné distribuci, chemické a biologické transformaci a bioakumulaci individuálních kongenerů [Cooke et al., 2001]. PCB mohou těkat nebo se rozptýlit jako aerosoly, což poskytuje efektivní možnost transportu v životním prostředí. Kongenery s nižším obsahem chlorů jsou více nestálé a také více rozpustné ve vodě [Callahan et al., 1979].
Biodegradace mění chemické složení PCB směsí v životním prostředí. Anaerobní bakterie v sedimentech selektivně odstraňují chlory z metha- a para- pozic, zdá se, že snižují možnou toxicitu a bioakumulaci reziduí, ale výskyt a rozsah těchto dechlorací může být omezen koncentracemi PCB v sedimentu [Abramowicz, 1990; Brown a Wagner, 1990; Lake et al., 1992]. Aerobní bakterie odstraňují chlory u nížechlorovaných PCB (s obsahem 1-4 chlorů) a otevřou uhlíkové kruhy oxidací [Abramowicz, 1990]. Ale výšechlorované PCB jsou extrémně odolné vůči oxidaci a hydrolyse [Callahan et al., 1979]. Biotransformační reakce u živočichů také odstraňují výšechlorované kongenery z těla velmi pomalu. V potravním řetězci byla prokázána jejich bioakumulace v lipidických složkách. Celkově je proces dechlorace pomalý a vícechlorované PCB mohou přetrvávat v životním prostředí mnoho let.

2.2 Toxicita PCB
PCB způsobují různorodé, nepříznivé účinky na zdraví. Ukázalo se, že způsobují rakovinu u zvířat a řadu vážných nerakovinových účinků, včetně vlivu na imunitní, reprodukční, nervový a endokrinní systém. Epidemiologické studie u lidí poskytují důkazy pro potenciální karcinogenní i nekarcinogenní účinky PCB [Birnbaum, 2004]. Koplanární PCB vyvolávají sadu nepříznivých účinků spojených s aktivací AhR, vedoucích k poškození jater, zakrnění brzlíku, kožním chorobám (chlorakné) a tumorové promoci [van den Berg et al., 1998]. Di-, tri- a tetra-ortho-substituované PCB, které jsou nekoplanární a neaktivují významně AhR, mají odlišné spektrum toxických efektů, např. působí perturbace Ca2+-indukovaného intracelulárního signálování, a dále jsou spojeny s neurotoxicitou, imunotoxicitou, endokrinní disrupcí a nádorovou promocí [Brouwer et al., 1999; Dean et al., 2002, Hansen, 1998; Robertson a Hansen, 2001]. Přesné mechanismy účinku nekoplanárních PCB jsou ale stále málo prostudovány.

Předpokládá se, že koplanární PCB hrají významnou roli v karcinogenezi a nádorové promoci komerčních a environmentálních směsí PCB, a to především přes aktivaci AhR, nicméně nekoplanární frakce těchto směsí také přispívá významně k jejich potenciální nádorové promoci [van der Plas et al., 2000]. Proto jsou v současné době intenzivně studovány mechanismy toxicity obou skupin PCB. Je třeba také sledovat interakce koplanárních PCB s nekoplanárními PCB. Zdá se, že synergismus se může vyskytovat při expozici relativně nízkých dávek PCB a antagonismus se naopak může vyskytovat při vysokých dávkách.

2.2.1 Karcinogenita 

PCB jsou jedny z nejvíce studovaných environmentálních kontaminantů z hlediska potenciální karcinogenity u lidí a zvířat. První odhad karcinogenity PCB byl dokončen v roce 1987. V té době byla data omezena na komerční směs Aroclor 1260. 
Kromě studií karcinogeneze v laboratorních zvířatech byla provedena řada epidemiologických studií pracovníků vystavených PCB nebo lidí vystavených vysokým expozicím (např. v oblastech s výrobou komerčních směsí PCB). Výsledky studií u lidí zvedly obavy o potenciální karcinogenitu těchto látek. Studie pracovníků vystavených PCB objevily zvýšený výskyt rakoviny jater a zhoubného melanomu. Závěr z laboratorních a epidemiologických studií je, že PCB jsou pravděpodobné lidské karcinogeny [Cooke et al., 2001].
2.2.2 Nekarcinogenní účinky

Imunitní systém je rozhodující pro boj s infekcemi a nemocemi imunitního systému a imunotoxické efekty mají velmi vážné potenciální důsledky na zdraví lidí a zvířat včetně zvýšení rizika rakoviny. Studie odhalily řadu vážných účinků PCB na imunitní systém, především významného snížení velikosti thymu a poklesu buněčné i hormonální imunitní odpovědi po vystavení PCB [Robertson a Hansen, 2001]. Byly také provedeny studie týkajících se reprodukčních účinků PCB, které ukazují signifikantní negativní vlivy u osob chronicky vystavených PCB (např. kratší těhotenství, nižší váha novorozence atd.).
Nedávné studie demonstrují, že jsou také další cílové tkáně PCB - štítná žláza, reprodukční orgány a nervová tkáň. Kardiovaskulární systém je ovlivněn koplanárními PCB přes AhR-zprostředkující mechanismus [Heideman et al., 2004]. Není dosud důkaz o účinku nekoplanárních PCB na kardiovaskulární systém, ale expozice dioxiny a koplanárními PCB mění cévní vývoj a vede k poruchám srdce [Walker a Ivnitski-Steele, 2004]. Navíc dlouhodobá expozice koplanárními PCB je spojena u dospívajících hlodavců s kardiomyopatií a chronickým zánětem tepen [Walker et al., 2004].
2.2.3 Oxidativní stres

Zdá se, že oxidativní stres může být významným faktorem toxicity PCB. Koplanární PCB indukují zvýšenou produkci reaktivních forem kyslíku (ROS) a ta je spojena s aktivací AhR [Schlezinger et al., 2006]. Oxidativní stres způsobený PCB vede k chronickým prozánětlivým procesům a může přispívat ke kardiovaskulárním poruchám. PCB směsi jako je Aroclor 1242 mohou vyvolávat produkci superoxidu modulací fosfolipasy A2 (PLA2) a uvolněním prozánětlivé kyseliny arachidonové. [Májková et al., 2008].
2.2.4 Neurotoxicita

PCB mají negativní vliv na vývoj nervové soustavy, mohou způsobovat poruchy učení a krátkodobé paměti. Neurotoxicita je považována za jeden z hlavních mechanismů toxicity nekoplanárních PCB [Hansen, 1998] a může být způsobena několika mechanismy. Nekoplanární PCB modulují funkci vápníkových kanálů, které obsahují ryanodinový receptor RyR nebo receptor pro inositol 1,4,5 - trifosfát (IP3R) [Inglefield et al., 2001]. Nekoplanární PCB tak ovlivňují uvolňování Ca2+ ze sarkoplasmatického a endoplasmatického retikula (obr. 2). Vazba na RyR se zdá být specifická pro nekoplanární PCB a měření potence individuálních kongenerů vázat se na tento receptor může být využita pro toxikologické hodnocení rizika PCB, které neaktivují AhR [Pessah et al., 2006]. Dalšími neurotoxickými mechanismy jsou po expozici nekoplanárních PCB efekty na dopaminový a cholinergní systémy. Uvedené mechanismy však nejsou specifické pro nekoplanární PCB. Některé z nich mohou být také ovlivněny koplanárními PCB [Pessah a Wong, 2001].
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Obr. 2: Modulace RyR (Robertson a Hansen, 2001)
2.2.5 Endokrinní disrupce

PCB jsou považovány za endokrinní disruptory (ED), což jsou látky ovlivňující biosyntézu, transport a metabolismus steroidních hormonů nebo ovlivňující vazbu na specifický nukleární receptor a receptor-dependentní genovou expresi v cílových buňkách. Endokrinními disruptory jsou tedy látky, které mohou aktivovat jak cytosolový AhR a tím kromě jiného ovlivňovat vývoj tkání, tak jaderné steroidní receptory, zodpovědné za endokrinní signalizaci steroidními hormony a dalšími lipidními látkami. Mezi endokrinní disruptory patří především cizorodé látky, které mají (anti)estrogenní, (anti)androgenní účinky anebo ovlivňují funkci štítné žlázy.


PCB mají účinky na hladiny thyroidního hormonu, který je rozhodující pro normální růst a vývoj u zvířat i lidí [Brouwer et al., 1990]. Thyroidní odchylky byly pozorovány u několika živočišných druhů včetně lidí. Redukce v cirkulaci hladin tyroxinu (T4) modulací vazby T4 na transportní bílkoviny byly pozorovány v mnoha studiích u zvířat. Bylo navrženo několik odlišných mechanismů, včetně indukce biotransformačních enzymů a vazby na sérové kompetitivní transportující proteiny [Chauhan et al., 2000]. Několik isoforem uridindifosfoglukoronyltransferas (UGTs) je transkripčně indukováno po expozici PCB, což vede ke zvýšené konjugaci a eliminaci T4. Také byla popsána indukce sulfotransferasové aktivity, která vede také ke zvýšené eliminaci T4. Další studie informují o indukci dejodinasové aktivity, která přeměňuje T4 na trijodthyronin (T3), aktivní thyroidní hormon. Není dosud jasný důkaz pro přímou vazbu PCBs nebo jiných jejich studovaných metabolitů na jaderné receptory štítné žlázy [Gauger et al., 2004].

2.2.6 Estrogenita, antiestrogenita a dioxinová toxicita

Bylo zjištěno, že PCB vyvolávají jak dioxinům podobné efekty, tak estrogenní nebo antiestrogenní efekty v různých in vitro a in vivo modelech [van den Berg et al., 1998; Hansen 1998; Cooke et al., 2001]. Hlavní mechanismy modulace estrogenních signálů jsou interakce s ER a změny v biotransformaci estrogenů [Plíšková et al., 2005). Obecně biologické aktivity individuálních PCB kongenerů závisí na planaritě molekuly [Safe 1994], ale také na jejich molekulové velikosti a rychlosti biotransformace [Rose et al., 2002]. Jak již bylo uvedeno výše, koplanarní non-ortho-substituované PCB aktivují AhR a AhR-dependentní signální dráhy způsobem podobným 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD) [Safe 1994] a předpokládá se, že většina jejich nepříznivých efektů je zprostředkována přes aktivaci AhR. Bylo zjištěno, že TCDD a další AhR agonisté, včetně koplanárních PCB vyvolávají antiestrogenní aktivitu [Safe a Wormke, 2003; Buchanan et al., 2000; Buchanan et al., 2002]. Nížemolekulární PCB vykazují ER-dependentní estrogenní aktivitu, výšemolekulární kongenery jsou naopak antiestrogenní (snižují odpověď po indukci ER 17β-estradiolem) [Plíšková et al., 2005].

2.2.7  Androgenita a antiandrogenita

Environmentální chemikálie, které jsou schopné se vázat na androgenní receptor (AR), mohou mít důležitý dopad na odchylky spojené s vývojem mužského reprodukčního systému [Kelce a Wilson, 1997; Gray et al., 1999]. Počet látek se známými androgenními nebo antiandrogenními vlastnostmi stále přibývá [Gray et al., 1999]. Mechanismus toxicity je zprostředkován nejčastěji přes androgenní receptor (AR). Bylo zjištěno, že mnoho cizorodých látek, které byly doposud považovány za biologicky málo toxické, interagují specificky s AR a ovlivňují hormonální aktivitu in vivo [Wong et al., 1995].

Také přírodní a syntetické estrogeny (17β-estradiol, diethylstilbestrol atd.), které jsou díky výskytu v životním prostředí označovány za environmentální estrogeny, jsou schopny blokovat AR [Kelce et al., 1995; Sohoni a Sumpter, 1998].

2.3 Receptory

2.3.1 Estrogenní receptor

Estrogenní receptory (ER) α a β jsou členy rodiny steroid/thyroidních jaderných receptorů. Tyto receptory hrají kritickou roli v široce rozmanitých reprodukčních efektech estrogenů v samčím i samičím reprodukčním ústrojí. Navíc ER α i β jsou široce distribuovány v nereprodukčních tkáních jako např. kosti, tuková tkáň, mozek, srdce a imunitní systém, kde také fungují jako kritické regulátory jak vývoje, tak i funkce těchto orgánů. ER je ligandem aktivovaný jaderný transkripční protein. ER váže jeho hlavní přirozený ligand, E2, ale také interaguje s jinými endogenními estrogeny stejně jako s velkým množstvím přírodních a antropogenních chemikálií, které mají afinitu k ER [Cooke et al., 2001].
Struktura ER

Převládající biologické účinky E2 jsou zprostředkované přes dva odlišné intracelulární receptory ERα a ERβ, z nichž každý je kódován jedinečnými geny [Giguere et al., 1998], ale mají podobnou charakteristickou strukturu funkčních domén [Olefsky, 2001]. Určité funkční domény ERα a ERβ projevují vysoký stupeň homologie, a to DNA- a ligand-vazebné domény, zatímco významné rozdíly jsou zřejmé na N-konci. Z toho důvodu ERα a ERβ interagují s identickými DNA responsními elementy a projevují podobnou vazebnou afinitu pro endogenní, syntetické a přírodně se vyskytující estrogeny [Kuiper et al., 1997]. Oba jsou rozdílně exprimovány a lokalizovány v různých tkáních. Zatímco ERα převládá v prsu, děloze, pochvě a v několika dalších cílových orgánech, ERβ je primárně ve vaječnících, prostatě, varlatech, slinivce, plících, hypotalamu a thymu [Couse et al., 1997].

Mechanismus aktivace ER

Ligand-závislý mechanismus činnosti ER je charakteristický pro jadernou rodinu receptorů [Mangelsdorf et al., 1995]. Vazba ligandu (steroidního hormonu nebo cizorodé látky s estrogenními účinky) vyvolává aktivační konformační změny v ER a podporuje homodimerizaci a vysoce afinitní vazbu na specifické DNA responsní elementy (ERE), které jsou cis-působící zesilovací místa umístěna v regulačních oblastech cílových genů. 

Ligand-závislá transkripční aktivita ERα je zprostředkována dvěma oddělenými 9 aminokyselinovými aktivačními doménami, konstitutivní aktivační funkcí-1 (AF-1) umístěnou na N konci (A/B domény) a hormon-závislou AF-2 umístěnou na ligand-vazebné doméně [Tora et al., 1989]. 

[image: image4.emf]
Obr. 3: Mechanismus aktivace ER [Villeneuve et al., 1998]
2.3.2 Androgenní receptor

Androgenní receptor (AR) patří do steroidní podrodiny jaderných receptorů, je to ligandem aktivovaný transkripční faktor, který se specificky váže na specifické DNA sekvence a transaktivuje různé geny [Evans, 1988, Mangelsdorf et al. 1995, Gelmann, 2002]. AR protein zahrnuje čtyři domény: N-koncovou doménu s transkripční aktivační funkcí, centrální DNA-vazebnou doménu, „hinge“ oblast a C-koncovou ligand-vázající doménu [Jenster et al., 1992, Brinkmann et al., 1999]. 

Mechanismus aktivace AR

Stejně jako všechny jaderné steroidní receptory i AR je aktivován po navázání ligandu [Wilson, 1996, Jenster, 1999]. Testosteron vylučovaný varlaty a nadledvinkami je nejhojnější androgen a ligand pro AR, který je v lidském mužském oběhu. V cílových tkáních, jako je např. prostata, je testosteron přeměněn na dihydrotestosteron (DHT) prostřednictvím 5α-reduktasy. DHT je vysoce afinitní ligand pro AR a ačkoliv je přítomen v nižších hladinách než testosteron, tak je mnohem silnějším agonistou AR [He et al., 2006]. Před aktivací ligandem (DHT) je AR přítomný v cytoplasmě a jádře prostatických epiteliálních buněk a buněk adenokarcinomu. Inaktivní receptor je spojen s heat-shock proteiny, které komplexují AR v cytoplasmě a blokují jeho transkripční aktivitu [Marivoet et al., 1992]. Po navázání ligandu se receptor oddělí od heat shock proteinů a translokuje se do jádra [Jenster et al., 1993, Zhou et al., 1994]. Aktivní AR/AR homodiméry v jádře rozpoznávají specifické DNA sekvence zvané androgen-responsní elementy, které jsou umístěny v promotorové anebo zesilovací oblasti androgen-responsních genů [Trapman a Brinkmann, 1996] a mohou být uspořádány do rozložených palindromických nebo přímých repetic [Verrijdt et al., 2003]. Kofaktory regulují schopnost AR indukovat transkripci těchto cílových genů [Jenster, 1998, Heinlein a Chang, 2002].

[image: image5.png]



Obr. 4: Mechanismus aktivace AR [http://blog.udn.com/community/img/PSN_ARTICLE/bluemystery/f_408367_2.JPG]
2.3.3 Aryluhlovodíkový receptor

Aryluhlovodíkový receptor AhR, člen rodiny transkripčních faktorů bazických helix-loop-helix Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS), je ligandem aktivovaný transkripční faktor známý tím, že zprostředkuje toxické efekty různých persistentních organických polutantů [Gu et al., 2000]. AhR je exprimován ve většině orgánů a buněk v těle. AhR a ARNT (AhR jaderným translokátorem) proteiny jsou členy malé superrodiny bHLH transkripčních faktorů, které také zahrnují transkripční regulátory PER (period) a SIM (single minded). Tato superrodina transkripčních faktorů je typicky označována PAS superrodina (Per, ARNT, Sim) [Hankinson, 1995]. Dalším členem transkripčních faktorů je protein, který zprostředkovává indukci exprese genů za hypoxických podmínek - Hif1α [Wang et al., 1995]. AhR, Hif1α a Sim dimerizují s ARNT [Hirose et al., 1996].

Mechanismus aktivace AhR

AhR je lokalizován v cytoplazmě v multiproteinovém komplexu s chaperony (HSP90), nejméně jedním homologickým proteinem imunofilinem a dalšími proteiny. Po navázání ligandu se AhR oddělí od HSP90 a translokuje se do jádra, kde tvoří heterodimér s ARNT, a společně se váží na DNA v místě dioxinového responsního elementu (DRE), též známý jako xenobiotický responsní element (XRE) [Zatloukalová et al., 2007]. Vazba AhR/ARNT heterodimeru na tyto elementy obvykle způsobuje transaktivaci řady AhR-regulovaných genů, jako např. CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 [Rownlands a Gustafsson, 1997] a několika genů kódujících enzymy II. fáze detoxifikace [Dietrich et al., 2002, Puga et al., 2000]. Transkripční aktivace je dále modulována koaktivátorem CBP/p300 a dalšími regulačními proteiny zahajujícími aktivitu RNA polymerasy II. 

Kromě exprese řady enzymů biotransformace může AhR také regulovat geny buněčného cyklu a apoptosy ve specifických buněčných modelech [Huang a Elferink, 2005; Kolluri et al., 1999; Marlowe et al., 2004, Weiss et al., 2005]. Přirozený endogenní ligand pro AhR nebyl definitivně stanoven [Heath-Pagliuso et al., 1998; Song a Pollenz, 2002]. Mechanismus transaktivace AhR a vazebné domény AhR jsou znázorněny na obr. 5 a 6.
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Obr. 5: Mechanismus aktivace AhR [Hilscherová et al., 2000]
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Obr. 6: Domény AhR [Denison et al., 2002]
3 Cíle

1) Literární rešerše o známých mechanismech toxicity PCB a genové expresi závislé na AhR, ER a AR. 
2) Modulace AhR-dependentní genové exprese a proliferace v jaterní epiteliální buněčné linii WB-F344 po expozici vybranými nekoplanárními kongenery PCB a zavedení modelu AhR-deficientní linie WB-F344 s využitím siRNA proti AhR a ARNT. 
3) Modulace genové exprese závislé na ER a AR v buněčných modelech prsního karcinomu a rakoviny prostaty po expozici vybranými kongenery PCB.
4 Materiál a metody
4.1 Testované a modelové látky

Testovanými látkami byly nekoplanární kongenery PCB se zástupci nížechlorovaných, abundantních, epizodických a také atropisomerů (+,-) PCB 136. Kongenery PCB byly dodány firmou Promochem (Německo). Atropoisomery PCB 136 byly purifikovány kapalinovou chromatografií na chirální koloně v laboratoři Dr. H. J. Lehmlera (University of Iowa, USA). Absolutní konfigurace obou atropoisomerů dosud nebyly určeny. Modelovými indukčními látkami byly TCDD, E2 a DHT, dimethylsulfoxid (DMSO) byl užit jako rozpouštědlo a negativní kontrola. Efekty nekoplanárních PCB na AhR byly testovány v kombinaci s koplanárním PCB 126, který je jen 10× slabším agonistou AhR než TCDD. 

Tab. I:PCB a jejich polohy substituovaných chlorů
	PCB
	IUPAC N0 (Substituce)

	PCB 28
	(2,4,4´)

	PCB 47
	(2,2´,4,4´)

	PCB 52
	(2,2´,5,5´)

	PCB 80
	(3,3´,5,5´)

	PCB 95
	(2,2´,3,5´,6)

	PCB 101
	(2,2´,4,5,5´)

	PCB 122
	(2,3,3´,4,5)

	PCB 126
	(3,3´,4,4´,5)

	PCB 128
	(2,2´,3,3´,4,4´)

	PCB 136
	(2,2´,3,3´,6,6´)

	PCB 138
	(2,2´,3,4,4´,5´)

	PCB 149
	(2,2´,3,4´,5´,6)

	PCB 153
	(2,2´,4,4´,5,5´)

	PCB 170
	(2,2´,3,3´,4,4´,5)

	PCB 180
	(2,2´,3,4,4´,5,5´)


Tab. II: Modelové látky, jejich zkratky a výrobce
Název sloučeniny

Používaná zkratka

Firma (výrobce)

Modelové látky                                                                                                                           

Dimethylsulfoxid


DMSO


Sigma, Sigma-Aldrich Co. 








(Schnelldorf, Německo)

17β-estradiol



E2


Sigma, Sigma-Aldrich Co.






(Steinheim, Německo)
Dihydrotestosteron

DHT


Sigma, Sigma-Aldrich Co.





(Steinheim, Německo)

2,4,7,8 – tetrachlor-

TCDD


Cambridgen Isotope 

dibenzo-p-dioxin




Laboratories (Andover, MA)

4.2 Použité buněčné linie

4.2.1 Zamrazování, rozmrazování a kultivace

S buněčnými liniemi se pracuje sterilně v laminárním flow boxu a in vitro kultivace probíhá v plastech k tomu určených (Techno Plastic Products AG, Švýcarsko) v termostatu za podmínek 95% vlhkosti vzduchu, 5% atmosféře CO2 a 37 °C.

Při zamrazování buněčných linií je použita buněčná suspenze získaná pasáží, která je naředěna tak, aby v 1,2 ml média byl počet buněk odpovídající cca 80-90% konfluenci na ploše 25 cm2, což odpovídá asi 3-5 milionu buněk na 1 ml. Buněčná suspenze je pipetována po 1,2 ml do zamrazovacích zkumavek o objemu 1,5 ml, k této suspenzi je přidáno navíc 150 μl sterilního fetálního bovinního séra (FBS, Sigma, ČR) a 150 μl DMSO. Po přidání je ampule rychle uzavřena, promíchána a vložena do zamrazovací krabičky (NALGENE, Sigma) naplněné isopropanolem. Krabička s buněčnou suspenzí je gradientově zamražena na - 80°C. Pro delší uchování jsou ampule přeneseny (nejdříve za 2 h) do tekutého dusíku.


Pro rozmražení buněčné linie se užívá kultivační láhev (plocha adherentního povrchu 25 cm2), do které se sterilně napipetuje 10 ml kultivačního média. Zamrazené ampule s buněčnou suspenzí se rozmrazí postupným přidáváním kultivačního média a jejím postupným odebíráním do kultivační lahve pasteurovou pipetou. Suspenze se v kultivační lahvi protřepe a je umístěna do termostatu. Po 24 h se buňkám vymění médium a dále se běžně kultivují.


Pasážování je důležité, aby měly buňky dost prostoru k dalšímu dělení. Každá buněčná linie se pasážuje v jiném poměru a podle toho, jaký poločas dělení má konkrétní linie. Pro pasážování se používají buňky, které jsou adherované na dno kultivační lahve (25 cm2 nebo 75 cm2). Postup je následující. Médium ze zásobní lahve je odstraněno a buňky jsou 2× opláchnuty 5 ml fosfáty pufrovaného fyziologického roztoku (PBS, Oxoid, Hampshire, UK), pro zásobní láhev 75 cm2. Poté je přidán 1 ml 0,05% trypsinu-EDTA (pro zásobní láhev 75 cm2, Biotech), ten se nechá působit rovnoměrně na buňky po dobu 5-8 min v termostatu. Následně jsou přidány 3 ml kultivačního média (37 °C), které zablokuje účinky trypsinu. Buňky jsou rozsuspendovány a alikvot je ponechán v kultivační lahvi pro další růst. Alikvot buněčné suspenze je doplněn na celkový objem 10 ml médiem. Pasážování buněk se provádí v poměru, který je dán růstem buněčné linie. 

4.2.2 Kultivace buněčné linie WB-F344

Diploidní epiteliální buněčná linie (označována WB-F344) byla izolována z jater krysího dospělého samce Fischera-344 (James E. Trosko, East Lansing) [Tsao et al., 1984]. Buňky se pěstují v kultivačním médiu DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium, Gibco, UK) s fenolovou červení, které je obohaceno o 5% fetální bovinní sérum (FBS, Sigma, ČR), NaHCO3 a antibiotika.
Příprava kultivačního média DMEM s fenolovou červení:
Práškové médium DMEM …………………………………………………………...10 g

NaHCO3…………………………………………………………………………….…2 g

HEPES (Sigm, ČR) ……………….………………………………………………..2,39 g

Reagencie byly rozpuštěny v 1 l deionizované mili Q vody. Po rozpuštění všech složek se upravilo pH na 7,1-7,15, buď přidáním 1 M NaOH, nebo 1 M HCl, nakonec bylo médium sterilně přefiltrováno a uchováno v lednici. Pro rutinní dlouhodobější kultivaci byla přidána antibiotika gentamicin (10 mg/ml, Sigma, ČR) a 5% FBS. 

4.2.3 Kultivace buněčné linie MCF-7 a T47D.Luc

Transformovaná buněčná linie MCF-7 byla izolovaná z lidského adenokarcinomu prsu. T47D.Luc (BioDetection Systems, Amsterdam, Nizozemí) je transgenní linie odvozená z buněk MCF-7 [Legler et al., 1999] obsahující funkční ER. Je stabilně transfekovaná vektorem pEREtataLuc nesoucím luciferasový reportérový gen pod transkripční kontrolou 3 estrogen-responsních elementů. Buňky se uchovávají a pěstují v kultivačním médiu DMEM/F12 (Sigma, Německo) s fenolovou červení nebo v expozičním médiu DMEM/F12 bez fenolové červeně.

Příprava kultivačního média DMEM/F12 s fenolovou červení:
1) Práškové médium DMEM ………...…………………………………...……10 g

NaHCO3……………………………...………………………………...............2 g

HEPES……………………………………………………………...……....2,39 g

2) Nutrient mixture F-12 HAM (Gibco) ……...…...…………………………16,1 g

Gentamicin (Sigma, ČR) …...……...…………………………………........40 mg

Reagencie každého z obou médií se rozpustily v deionizované vodě v celkovém objemu 1 l a následně se upravilo pH na 7,1-7,15 pomocí 1 M NaOH nebo 1 M HCl. Takto připravená média se smíchala v poměru 1:1, přidalo se 7,5% FBS a směs neesenciálních aminokyselin (cystein 12 mg.l-1, L-alanin 9 mg.l-1, L-asparagin 15 mg.l-1,L-aspartamová kyselina 13 mg.l-1, prolin 12 mg.l-1, L-glutamová kyselina 15 mg.l-1).

Příprava expozičního média DMEM/F12 bez fenolové červeně:
Expoziční médium bylo připraveno z kapalného DMEM/F12 bez fenolové červeně, ke kterému se přidalo 5% charcoal/dextran-treated FBS-sérum (CT-FBS: se sníženou hladinou steroidních hormonů a růstových faktorů) a směs neesenciálních aminokyselin (cystein, L-alanin, L-asparagin, L-aspartová kyselina, prolin, L-glutamová kyselina).

4.2.4 Kultivace buněčné linie LNCaP

Lidská androgen-senzitivní prostatická linie byla izolována z levé supraklavikulární lymfatické, metastazující uzliny adenokarcinomu prostaty (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)). Jedná se o adherentní epiteliální buňky rostoucí do seskupení jednotlivých buněk. Buněčná linie se pěstuje v kultivačním nebo expozičním médiu RPMI (Gibco) a jejich pasážování vyžaduje velice opatrné zacházení, protože buňky se velice snadno pouští ode dna.

Příprava kultivačního média RPMI s fenolovou červení:
RPMI-1640 (Gibco) ..…...……………………………………………...…............10,43 g

NaHCO3……………………………………………………………...………………...2 g

Reagencie se rozpustí v 1l deionizované vody a poté se upraví pH na 7,1-7,15. Dále se přidá 10% FBS a antibiotika (100 mg/l penicilin, 100 000 U/l,Sigma-Aldrich).

Příprava expozičního média RPMI bez fenolové červeně:
RPMI-1640 (Sigma)………………………………………………..................……10,4 g

NaHCO3………………………………………………………………….....…..……...2 g

Látky se rozpustí v miliQ vodě na celkový objem 1 l, přefiltruje se a přidá se 5% sérum CT-PTS.

Příprava fosfáty pufrovaného fyziologického roztoku:
NaCl ……………………………………………………………...……………...…… 8 g
KCl …………………………………………………………………...………..…… 0,2 g

KH2PO4 …………………………………………………………...……………...… 0,2 g

Na2HPO4.12 H2O ………………….……………………………………...……..... 2,89 g

miliQ H2O ...………...…. ……………………………………………………………... l l

Reagencie byly rozpuštěny a pH bylo upraveno na hodnotu 7,2 buď 1 M NaOH, nebo 1 M HCl. Následně byly jednotlivé alikvoty roztoků sterilizovány v autoklávu. 

4.3 Stanovení estrogenity a antiestrogenity

4.3.1 ER-CALUX

ER-CALUX (Chemical Activated LUciferase eXpression assays) je metoda pro stanovení estrogenity a antiestrogenity, využívající transgenní buněčné linie s reportérovým genem, jehož exprese je pod transkripční kontrolou aktivovaného ER [Legler et al., 1999]. Reportérové geny se využívají při analýze promotorů, transkripčních faktorů a při tvorbě transgenních organismů. Konstrukce reportérových genů vychází z rekombinantní DNA. Cílem je vytvořit konstrukt se sekvencí DNA z promotorové oblasti určitého genu, která je spojena s dalším genem kódujícím reportér. Používanými reportéry jsou β-galaktosidasa, zelený fluorescenční protein (GFP) a luciferasa [Šmarda et al., 2005].

Pro toto stanovení byla použita buněčná linie T47D.Luc (Biodetection Systems, Holandsko). Transaktivace ER se stanovuje jako míra indukce luciferázové aktivity chemiluminiscenčně pomocí kitu obsahujícího ATP a luciferázu, jejichž roztoky jsou připraveny rozpuštěním v lyzačním pufru.

V přítomnosti ligandu příslušného receptoru dochází v buňkách k aktivaci genu pro luciferázu a následně k její syntéze de novo. Míra estrogenity (modulace ER-odpovědi) - je stanovována jako luciferázová aktivita pomocí komerčně dostupných reagencií (ATP a luciferinu, Labsystems) v mikrodestičkovém luminometru. Expoziční doba, během které dochází k indukci luciferázy, je 24 h. U pozitivních látek (tj. látek vykazujících daný specifický typ biologické aktivity) je z křivky koncentrace-indukce odvozena hodnota EC50-Indukční Ekvivalenční Koncentrace 50 tj. koncentrace indukující stejnou odpověď jako EC50 referenční látky 17β-estradiolu [Vondráček et al., 2002].

4.3.2 
Příprava vzorků pro měření estrogenity a antiestrogenity v buněčné linii T47D.Luc

Buněčná linie byla vyseta do 96 jamkových desek o hustotě 3400 buněk na cm2 kultivačního povrchu. Buňky byly 24 h kultivovány v expozičním médiu. Poté jim bylo ve sterilním boxu vyměněno růstové médium a buňky kultivovány dalších 24 h.

K narostlým buňkám byly přidány testované látky ve vybraných koncentracích 0,1-40 µM, referenční agonista E2 (0,3-30 pM) a negativní kontrola 0,1% DMSO. Pro měření antiestrogenity bylo použito, pro naředění, expoziční médium s 6 pM E2. Roztoky v každé z vybraných koncentrací byly měřeny v triplikátu. 

Po 24hodinových expozicích jsou buňky sklizeny. Expoziční médium bylo odstraněno, buňky byly opláchnuty 100 µl nesterilním PBS a bylo přidáno 25 µl lyzačního pufru. Mikrodesky byly zaklopeny krytem a ponechaly se 5 min na třepačce, po uplynutí doby byly buňky zamrazeny na - 80 °C. Před vlastním stanovením luciferázové aktivity byly buňky rozmrazeny za laboratorní teploty. 

Roztoky luciferinu a ATP byly připraveny rozpuštěním v Tris–EDTA pufru (50 mM Tris; 0,5 mM EDTA). Připravené objemy roztoků se vložily do automatických dávkovačů mikrodeskového luminometru Luminoskan Labsystem, který dávkuje do každé jamky po 70 µl roztoku luciferinu, 65 µl roztoku ATP a měří odezvu při 540 nm. 

Lyzační pufr pro test ER-CALUX:
25 mM Tris …………………………………………………………………….... 454 mg
2 mM DTT …………………………………………………………………..… 46,58 mg
2 mM CDTA …………………………………………………………………. 103,89 mg
10% glycerol .…………………………………………………………………….... 15 ml
1% Triton X-100 .……………………………………………………………….... 1,5 ml
Reagencie se rozpustí ve 150 ml destilované H2O.
Reakce stanovení luciferinu: 

E-luciferin + ATP + O2 
[image: image8.wmf]luciferasa

oxyluciferin + AMP + PPi + CO2  + světlo

4.4 Stanovení AhR, ER, AR-dependentní genové exprese

4.4.1 Real-Time RT-PCR

RT-PCR je metoda, která se používá pro amplifikaci molekul RNA. RNA nemůže sloužit jako templát pro PCR, a proto je izolovaná messenger RNA (mRNA) nejdříve převedena na komplementární DNA (cDNA) retrovirovou zpětnou transkriptasou a poté muže probíhat amplifikace produktu PCR. 

Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza řetězců vybraných úseků DNA ve směru 5´(3´prostřednictvím DNA-polymerasy. Úsek cDNA je vymezen připojením dvou komplementárních primerů, což jsou krátké sekvence oligonukleotidů, které se vážou na protilehlé řetězce cDNA. Po přidání DNA polymerasy a nukleotidů (deoxynukleotidtrifosfátů, dNTP) dochází k syntéze nových vláken na obou matricových řetězcích protisměrně. K syntéze DNA se používají termostabilní polymerasy s teplotním optimem okolo 70 °C, které jsou izolované z termostabilních baktérií, např. Taq DNA polymerasa z Thermus aquaticus.


PCR je proces, při kterém se v závislosti na teplotě reakční směsi pravidelně střídají tři kroky, které se liší odlišnými ději a rozdílnou požadovanou teplotou. Postupným opakováním procesů dochází k exponenciálnímu (2n; n=počet cyklů) nárůstu kopií cílové molekuly. Tato metoda je velice citlivá svým přístupem, který vyžaduje přepis mRNA do cDNA, lze tak detekovat molekuly mRNA, které se v buňce vyskytují ve velmi nízkých hladinách a umožňuje to analýzu genové exprese u buněk, které je obtížné získat ve větších počtech.

„Real-time“ PCR je metoda umožňující přímou kvantifikaci PCR produktu v průběhu reakce. Kvantifikace množství molekul nukleových kyselin je důležitá při detailním studiu genové exprese. Kvantifikace amplikonu v reálném čase se provádí prostřednictvím detekce a kvantifikace fluorescenčního signálu. 

Pro kvantitativní detekci v průběhu PCR existují tři obecné metody založené na použití interkalačního barviva vázajícího se na DNA, fluorescenčně značených sond vázajících se na střední část amplifikovaného produktu, fluorescenčně značených primerů. Pro značení primerů a hybridizačních sond se používají specifické molekuly fluoroforů, které emitují světlo určité vlnové délky po předchozí absorpci světla odlišné vlnové délky. Emitovaná vlnová délka světla je vždy vyšší než absorbovaná. Dvojitě fluorescenčně značené sondy obsahují kromě fluoroforu také zhášeč, což je molekula, která přijímá energii z fluoroforu ve formě světla a způsobuje její rozptýlení buď ve formě světla s vyšší vlnovou délkou, nebo tepla. K dosažení optimálního zhášení je třeba, aby se absorpční spektrum zhášeče překrývalo s emisním spektrem fluoroforu. 

Detekce produktů se může provádět pomocí několika barviv a sond. Běžně používaná jsou fluorescenční kyanová barviva SYBR®Green, dalším typem jsou sondy TaqManTM, což jsou oligonukleotidy delší než primery s fluorescenční značkou na 5´-konci a zhášečem na 3´-konci. Sonda se váže na vnitřní část amplifikované sekvence, a pokud vytváří homoduplex, je rozložen 5´exonukleasovou aktivitou Taq DNA polymerasy, což způsobí zhášení a emisi fluorescence. Fluorescenčně značené sondy (FRET) využívají přenosu energie fluorescenční rezonancí, což je excitovaný stav interakce dvou fluoroforů závislých na jejich vzdálenosti. Na 3´-konci je spojena emise energie z donorového fluoroforu první sondy s excitací akceptorového fluoroforu na 5´-konci druhé sondy. Mezi další technologie používané pro detekci produktů kvantitativní PCR patří molekulární majáky (MB), Scorpions®, AmpliFluorTM a LUX [Šmarda et al., 2005].
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Obr. 7: Princip použití dvojitě značené sondy v kvantitativní RT-PCR [http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/PCRAndReverseTranscription/KitsAndEnzymes/RTPCR_QT_Probe/1024063_HB.pdf].

4.4.2 Grafický průběh real-time RT-PCR

V první fázi amplifikace se tvoří základní linie, tzv. „baseline“ amplifikační křivky. Tato linie je obvykle zaznamenána mezi třetím a patnáctým cyklem a nedochází zde k detekci fluorescenčního signálu vznikajícího produktu. Počet cyklů u základní linie se odvíjí od množství vloženého templátu. 


Dalším důležitým parametrem je práh, neboli „threshold“, který je nastaven tak, aby hodnoty nad základní linií byly umístěny v rozsahu logaritmické lineární fáze RT-PCR. Sklon log-lineární fáze je důležitý pro vyjádření efektivity reakce, která by měla dosahovat rozmezí 90-100 %. Hodnota CT (threshold cycle) je číslo amplifikačního cyklu, ve kterém byla detekována fluorescence s exponenciálním nárůstem produktu PCR v log-lineární fázi.


Relativní kvantifikace se provádí porovnáním cílové sekvence s kontrolním genem („house-keeping“ genem) resp. jejich hodnot CT, protože exprese kontrolního genu se během experimentu nemění, je konstantní. Odečítá se hodnota CT kontrolního genu od CT cílové sekvence a získaný rozdíl (ΔCT) je exponentem čísla 2 (protože během amplifikace dochází k exponenciálnímu nárůstu kopií cílové molekuly). Výpočet množství cílového genu standardizovaného na housekeeping gen je uskutečněn prostřednictvím vztahu: 2-ΔΔCT [Livak a Schmittgen, 2001]. 
4.4.3 Příprava vzorků na izolaci RNA

Pro stanovení hladiny exprese genů (pS2, CYP1A1, CYP1B1, Cyklin A2, AhR, ARNT, p21, GADD45A) byla použita kvantitativní RT-PCR. Buňky modelových linií MCF-7, WB-F344 a LNCaP, byly vysety do 6 jamkových desek. Zpasážované suspenze buněk byly vhodně naředěny na požadovanou hustotu (MCF-7: 6000, WB-F344: 7200 a LNCaP: 34000 buněk na cm2 kultivačního povrchu) a byly vysety po 2 ml na jamku. 


Buňky byly kultivovány 24 h v expozičním (MCF-7, LNCaP) popřípadě v kultivačním médiu (WB-F344). K narostlým buňkám byly přidány testované látky PCB 47, PCB 95, PCB 136, (+) PCB 136, (-) PCB 136, PCB 149 a PCB 153 o koncentracích 0,1-25 μM a po 24 hodinových expozicích byly buňky sklizeny. Ke každé sadě vzorků byla stanovena negativní (0,1% DMSO) a pozitivní kontrola (100 pM E2, 5 nM TCDD, 10 nM DHT). Při sklízení byly buňky omyty 2× 500 μl PBS a následně bylo přidáno 350 μl lyzačního roztoku, který je součástí izolačního kitu a 3,5 μl β-merkaptoethanolu (NucleoSpin® RNAII, Macherey-Nagel, Düren, Německo). Buněčné lyzáty byly seškrábnuty ze dna desky buněčnou škrabkou, promíchány na vortexu a zamrazeny na - 20 ºC.

4.4.4 Izolace RNA

RNA z buněčného lyzátu byla izolována a purifikována za použití izolačního kitu (NucleoSpin® RNAII, Macherey-Nagel, Düren, Německo). Izolace celkové RNA je založena na adsorpci RNA na SiO2 vázaný na membráně kolonky, v průběhu izolace byla použita DNasa k odstranění kontaminující DNA a na závěr byla RNA eluována vodou bez RNas a uchovávána při - 20 °C. Získaný roztok s totální RNA byl použit pro měření RT-PCR.

1. krok: Filtrace lyzátu

· Rozpuštění vzorků a přemístění jejich obsahu do mikrozkumavek s filtrem z kitu

· Stočení při 11000 otáčkách za 1 min

· První filtrace odstraní látky a molekuly, které by mohly kolonku ucpat

2. krok: Nastavení podmínek pro navázání RNA

· Po filtraci se k filtrátu přidá 350 µl 70% ethanolu 

· obsah je míchán na vortexu 

3. krok: Vazba RNA

· obsah je přelit do mirkozkumavek s dalším filtrem a stočen při 11000 otáčkách za 1 min

· po centrifugaci je naše cílová RNA na kolonce
4. krok: Odsolení
· na kolonku se přidá 350 µl MDB (membrane desalting buffer) a stočí se při 11000 otáčkách za 1 min

· tím došlo k odsolení membránky

5. krok: DNasová reakce
příprava DNA reakčního pufru:

· na jeden vzorek je potřeba 90 µl reakčního pufru pro rDNasu a 10 µl rDNasy

· následně se přidává 95 µl roztoku DNasy ponechá se 15 min inkubovat při laboratorní teplotě

6. krok: Promytí a vysušení membránky

1. promytí

· 200 µl RA2 se přidá na membránku a stočí se při 11000 otáčkách za 1 min

· Tím je ukončena DNasová reakce

2. promytí

· přidám 600 µl RA3 pufr a stočím při 11000 otáčkách za 1 min

3. promytí 

· přidá se 250 µl RA3 pufru a stočí se při 11000 otáčkách za 2 min

7. krok: Eluce vysoce čisté RNA

· eluce RNA 60 µl vody při 11000 otáčkách za 1 min

· vyizolovaná RNA je připravená pro měření real-time RT-PCR

· pro její uchování je zamražena na - 20 °C 

4.4.5 Kvantitativní RT-PCR

Reversní transkripce i vlastní PCR reakce proběhla jednokrokově v téže reakční směsi. Primery a TaqMan próby pro detekci genu pS2, CYP1B1, Cyklin A2, AhR, ARNT, p21, GADD45A, PSA a housekeeping genu PBGD a B2M byly navrženy a syntetizovány v Generi Biotech s.r.o., (Hradec Králové), primery a FRET próby pro detekci genu CYP1A1  v Tib MolBiol (Berlín, Německo).

Amplifikace proběhla ve 20 (l celkového objemu reakční směsi obsahující 10 (l  QuantiTect Probe RT(PCR Master Mix a 0,2 (l  QuantiTect RT Mix (Qiagen GmbH, Hilden, Německo), 2 (l roztoku primerů a próby, 5,8 µl vody a 2 µl vzorku. Výsledná koncentrace obou primerů byla 0,5 µM a próby 0,1 µM. Všechny TaqMan próby byly značeny reportérovým fluoroforem 6-karboxyfluoresceinem (FAM) na 5´-konci a fluorescenčním zhášečem Black Hole 1 na 3´konci. FRET próby byly značeny fluoresceinem a LC640. 

Reverzní transkripce a amplifikace byla provedena v přístroji LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Německo) v následujícím nastavení: reverzní transkripce 20 min při 50 ˚C, aktivace HotStarTaq DNA polymerázy a počáteční denaturace DNA 15 min při 20 ˚C, pro amplifikaci genu CYP1A1 následovalo 40 cyklů: 15 s při 95 °C, 30 s při 58 °C a 30 s při 72 °C, pro amplifikaci všech ostatních genů 30–40 cyklů: 15 s při 95 °C a 60 s při 60 °C. Výsledná relativní exprese genů byla vypočítána na základě komparativní metody vztahem 2 - ∆∆Ct [Livak a Schmittgen, 2001].

4.5 Stanovení androgenity a antiandrogenity měřením buněčného cyklu
Kromě modulace AR-dependentní genové exprese lze sledovat aktivaci nebo supresi AR měřením proliferace nebo změn buněčného cyklu v buněčných liniích, jejichž růst je závislý na aktivovaném AR. V této práci byla použita metoda měření buněčného cyklu průtokovou cytometrií.

4.5.1 Buněčný cyklus

Jedná se o regulovaný sled dějů zahrnující období od jednoho buněčného dělení k dalšímu. Toto období zahrnuje čtyři fáze buněčného cyklu G1, S, G2, M. Doba mezi dvěma M-fázemi se nazývá interfáze, která je rozdělena na další tři fáze buněčného cyklu, kdy buňka přepisuje své geny, syntetizuje proteiny a zvětšuje se. 

Během S-fáze (S=syntéza) buňka replikuje svoji jadernou DNA, což je předpoklad pro dělení. Kontrolní body buněčného cyklu jsou takové body, které na základě exogenních a endogenních signálů rozhodují o vstupu buňky do další fáze buněčného cyklu. Kontrolní body jsou většinou spojeny s aktivací, popřípadě inaktivací cyklin- dependentních proteinkinas (CDK) příslušným cyklinem. Komplex CDK s příslušným cyklinem potom umožní vstup do další fáze cyklu a její správný průběh [Luch, 2002]. 
Klíčovými CDK nutnými pro vstup do G1 fáze jsou CDK4/6 a CDK2, které jsou aktivovány cykliny rodin D a E. Extracelulární růstové faktory pomocí receptorů v buněčné membráně aktivují signální dráhy, jejichž úkolem je zajistit produkci cyklinu D. Syntetizovaný cyklin D se váže na „spící“ CDK4/6, mění její konformaci a aktivuje ji. Komplex cyklinu D a CDK4/6 zajišťuje mimo jiné také expresi genu pro cyklin E. Tento cyklin spolu s partnerskou CDK2 tvoří komplex, který modifikuje (fosforyluje) protein pRB, který brání vstupu buňky do S-fáze. Kontrola cyklinu CDK2 je zprostředkována inhibitory p21 a p27. Zablokování replikace DNA na základě indukce inhibitoru p21 realizuje protein p53 v případě detekovatelného poškození DNA. Také aktivitu inhibitoru p27 regulují exogenní signální molekuly. TGFβ aktivuje inhibitor p27 a IL-2 inaktivuje, to znamená, že stimulační molekula (IL-2) umožňuje aktivaci CDK2 a tím replikaci a inhibiční signální molekula (TGFβ) naopak způsobuje inaktivaci CDK2 a tím zablokování replikace DNA. G2 kontrolní bod se nachází na přechodu G2-fáze do M-fáze a je spojen s aktivací CDK1 prostřednictvím cyklinu B.

Metafázový kontrolní bod se nachází na přechodu metafáze do anafáze. Pro průchod metafázovým kontrolním bodem reprezentujícím výstup z mitosy je nezbytná degradace cyklinu B a s tím spojená inaktivace CDK1, stejně jako je komplex B/CDK1 nezbytný pro vstup buňky do mitosy [Kovář J., 1997].
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Obr. 8: Schéma regulace buněčného cyklu cdk a příslušnými cykliny [Luch, 2002]
4.5.2 Průtoková cytometrie

Průtoková cytometrie je metoda umožňující komplexní sledovaní určitých parametrů v buněčných populacích. Metody stanovení fází buněčného cyklu využívají fluorescenčních barviv, která se specificky vážou na DNA nebo RNA a sleduje se míra fluorescence jednotlivých buněk v buněčné populaci. Nejčastěji používanými fluorescenčními barvivy jsou akridinová oranž nebo propidium jodid. Míra fluorescence odpovídá sledovanému parametru a jednotlivá data jsou zpracována programem Cell Quest a následně je histogram vyhodnocen pomocí softwaru ModFit. 

Buněčná suspenze je v trysce cytometru rozdělena ultrazvukem na malé kapičky obsahující pouze jednu buňku a ty pak procházejí měřícím zařízením, ve kterém jsou ozářeny laserovým paprskem. Excitovaná fluorescenční značka emituje záření a to je zachyceno detektorem. Důležité použití této metody je v analýze buněčného cyklu při rozlišení buněk, které procházejí jednotlivými fázemi buněčného cyklu. Zde je ideálním barvivem propidium jodid, který umí rozlišit, zda obsah DNA v jednotlivých buňkách odpovídá před replikací (G1) nebo je dvojnásobný (G2/M). 

Analýza buněčného cyklu je vyhodnocena pomocí histogramu, kde se vynáší počet buněk proti fluorescenční intenzitě. Fluorescenční intenzita odpovídá obsahu DNA v buňce. První pík reprezentuje buňky v G1 fázi, druhý pík s dvojnásobným obsahem DNA zastupuje buňky v G2/M fázi a sedlo mezi píky s přechodným obsahem DNA reprezentuje buňky v S fázi. Jednotlivé plochy píku pak zastupují množství buněk v jednotlivých fázích [Šmarda et al., 2005; Kovář, 1999]. 
4.5.3 Příprava vzorků na buněčný cyklus

Zpasážovaná buněčná suspenze LNCaP byla vyseta do 6 jamkových desek po 2 ml o hustotě buněk 20 000 buněk na cm2 kultivační plochy do expozičního média a současně byly přidány testované látky na 24 h. Testovanými látkami byly samotné PCB 153, PCB 136, (+) PCB 136 a (-) PCB 136 o koncentracích 25 μM a také v kombinaci s 0,5 nM DHT, jehož koncentrace byla optimalizována. Negativní kontrolou bylo 5% CT-FBS , pozitivní kontrolou 5% FBS. 


Buňky byly opatrně omyty 500 μl PBS, sklizeny za použití trypsinu a fixovány ve 2 ml chlazeného 70% ethanolu při 4 °C. Fixované buňky byly omyty PBS 500 μl a obarveny propidium jodidem (PI, Achimica) na 30 min v termostatu. Následně byly buňky analyzovány na FASC Calibur, při vlnové délce 488 nm (15 mW), vzduchem chlazeném argon-iontovým laserem pro excitaci PI. Data byla získána za použití CellQuest softwaru a analyzována za použití ModFit LT verze 2.0. Minimální počet buněk byl 15 000 na vzorek.

Vindelovův roztok 20 ml: 

1 M Tris pH 8,0 ..……………………………………..………………………….. 200 μl

RNasa …………………………………………………………………………..… 2,8 ml

Triton ………………………………………………………………………….….. 400 μl

miliQ H2O...…………………………………………………………………….... 16,4 ml
Propidium jodid (2,5 mg/ml) ……...…………………………………………….... 480 μl

4.6 Stanovení AhR-dependentní proliferace konfluentních buněk
4.6.1 Počty buněk

Dalším významným parametrem je celkový počet buněk, který ukazuje, zda probíhá proliferace. Velmi užívanou metodou je stanovení přesného počtu buněk v suspenzi pomocí přístroje Coulter Counter. Jehož princip měření je založen na protékajícím elektrickém proudu mezi elektrodami uvnitř a vně trubice. Počítané částice jsou suspendovány v roztoku elektrolytu (hemasol), který protéká otvorem trubice. Při průchodu částic aperturou se mění elektrický odpor mezi elektrodami. Napěťové impulsy jsou elektronicky upraveny a počítány.

4.6.2 Příprava vzorků pro stanovení počtu buněk

Buněčná suspenze linie WB-F344 byla vyseta do 4 jamkových desek po 0,5 ml o hustotě buněk 35000 na cm2 kultivačního povrchu. Buňky rostly 72 h v kultivačním médiu do konfluence a poté byly provedeny expozice testovanými sloučeninami na 72 h. Testované kongenery byly o koncentracích  0,1-25 μM. K sadě vzorků byla stanovena negativní (0,1% DMSO) a pozitivní kontrola (5 nM TCDD). 

Před sklizením byly vzorky dvakrát omyty 500 μl PBS a sklizeny trypsinizací. Před měřením bylo 100 μl buněčné suspenze 100× naředěno a rozsuspendováno v roztoku hemasolu v měřící kyvetě. Počet buněk byl spočítán na vodivostním analyzátoru castic Coulter Counter (Model ZM, Coulter Electronics, Luton, UK).
4.7 Stanovení funkce AhR a ARNT

4.7.1 SDS-PAGE

SDS-PAGE je elektroforesa v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti dodecyl sulfátu sodného, kdy dochází k rozdělení proteinů podle jejich elektroforetické pohyblivosti, která je závislá především na molekulové hmotnosti. Nejobvyklejší uspořádání SDS-PAGE je deskové, kdy jsou vzorky s proteinem naneseny do jamek gelu, který je vně i uvnitř aparatury obklopen alkalickým pufrem. Proteiny tak získají záporný náboj a po připojení k elektrickému zdroji se pohybují od katody k anodě.

Pro identifikaci proteinů se používá metoda Western-blottingu, díky níž je protein přenesen na PVDF membránu pomocí elektrického pole mezi katodou a anodou. Vizualizace proteinů může být provedena nespecificky obarvením nebo specificky protilátkami. Po přenosu proteinů na PVDF nebo nitrocelulosovou membránu necháme membránu reagovat s protilátkou specifickou pro studovaný protein promýváním v roztoku protilátky. Nenavázaná primární protilátka je odmyta a pak se membrána ponechá promývat v roztoku sekundární protilátky konjugované s enzymem. Vizualizace proteinu je pak zprostředkována enzymem sekundární protilátky [Šmarda et al., 2005]. 

Detekce cílového proteinu je založena na oxidaci Lumigen PS-3 katalyzované křenovou peroxidasou. Reakcí vznikají estery akridinu, které ve slabě alkalickém prostředí reagují s peroxidem za vzniku excitovaných produktů. Excitované produkty mají vysokou intenzitu chemiluminiscence s maximem emise při 430 nm. Výsledné světlo je detekováno na autoradiografickém filmu (ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosciences, 2002). 
4.7.2 Příprava transfekovaných vzorků na SDS-PAGE

Pro testování snížených hladin AhR a ARNT proteinů byla použita buněčná linie 
WB-F344, která byla vyseta do 24 jamkových desek po 0,5 ml o hustotě 2000 buněk na cm2 kultivačního povrchu v médiu DMEM bez antibiotik a s 5% FBS. Hustota buněk byla již v předchozí pasáži postupně snižována předřeďováním. Semi-konfluentní buňky (70 %) byly transfekovány transfekční směsí obsahující médium OptiMEM (Gibco), lipofectamineTM2000 (KRD, Invitrogen), cílovou 4 nM siRNA AhR 4 nM siRNA ARNT nebo negativní kontrolu 50 nM siRNA dsRed (Ambion, Applied Biosystems). Transfekční směs se ponechala působit (minimálně) 9 h a poté byla odstraněna a nahrazena médiem DMEM s antibiotiky a 10% FBS. Buňky byly kultivovány 24 h do konfluence a následně byly provedeny expozice 0,1% DMSO a 5 nM TCDD. Po 24 h byly buňky opláchnuty 2× 500 μl PBS, bylo přidáno 120 μl lyzačního pufru a vzorky byly zamraženy na - 80 °C.

4.7.3 Stanovení koncentrace bílkovin ve vzorcích

Buňky byly po rozmražení ozvučeny ultrazvukovou jehlou (4× 5 s). Na 96 jamkovou desku byla napipetována kalibrační řada proteinového standardu (albumin 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, ČR) v triplikátech. Koncentrace byly 0 (PBS), 200, 400, 600, 800, 1000 μg/ml po 20 μl. Buněčný lyzát byl 4× předředěn v PBS a pipetován po 20 μl v duplikátech. K jednotlivým vzorkům i standardům bylo přidáno 200 μl roztoku kyseliny bicinchoninové a CuSO4.5H2O v poměru 50:1. Destička byla ponechána na 30 min v termostatu při 37 °C a následně byl stanoven obsah bílkovin pomocí iEMS reader MF (Labsystems, UK). Pomocí programu GENESIS byla vyhodnocena kalibrační křivka proteinového standardu a obsah proteinů ve vzorcích. Koncentrace proteinů v jednotlivých vzorcích byla upravena redukujícím roztokem tak, aby tvořil jednu třetinu jejich celkového objemu a vzorky byly 4 min povařeny.

Příprava lyzačního pufru:
1 M Tris pH 6,8 …...……………..………………………...……………………….. 5 ml

Glycerol …………………….……………………………………………………... 10 ml

10% SDS .…...………...…………….…………………...………………………..... 5 ml H2O ……...……………………………………...………………………………..... 30 ml

Redukující roztok (Laemmli pufr):
0,5 M Tris pH 6,8 ………………………………………..……………………..… 2,6 ml

10% glycerol ..……………………………………………...………………........... 2,0 ml

10% SDS ….……...……………………………………..………………………... 4,0 ml

Bromfenolová modř ……………………………………………...……………..... 1,0 mg

β-merkaptoethanol …………………………………………...…………..…….…. 1,0 ml

destilovaná H2O …………………………………………………...…………...... 10,4 ml

4.7.4 SDS-PAGE a Western blotting
K rozdělení proteinů na základě jejich molekulové hmotnosti dochází na polyakrylamidovém gelu, za použití detergentu sodiumdodecylsulfát (SDS). Mezi očištěná skla upevněná ve stojanu byla nalita směs na separační gel, která byla převrstvena isobutanolem. Po zpolymerizování byl isobutanol odsát a nahrazen ekvilibračním roztokem na 15 min. Poté byl roztok opět odstraněn a na gel byla nalita směs na zaostřovací gel, do kterého byl umístěn hřebínek. Po zpolymerizováni gelu byl hřebínek vytáhnut a jamky byly opláchnuty destilovanou vodou. Skla s gelem byla umístěna do aparatury pro elektroforesu. Mezi skla i vně byl nalit elektrodový pufr. Do jamek gelu byly naneseny vzorky po 10 μl a 5 μl předbarveného proteinového standardu. Aparatura byla připojena ke zdroji stejnosměrného proudu pro elektroforesu s konstantním napětím nastaveným na 100 V, které bylo po 30 min zvýšeno na 140 V.

Western blotting specifická metoda detekce proteinů po elektroforese v polyakrylamidovém gelu. Princip spočívá v polosuchém transferu z gelu na membránu a následné detekci pomocí protilátek. Pro přenos proteinů byla použita polyvinyldifluoridová (PVDF) membrána (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), která byla nejprve ponořena na 5 s do methanolu, následně na 5 min do destilované vody a na 10 min do blotovacího pufru. Blotovací pufr byl také použit na smočení filtračních papírů a obou elektrod blotovacího zařízení. Na anodu bylo v tomto pořadí postupně pokládáno pět filtračních papírů, připravená PVDF membrána, gel se separovanými proteiny a dalších pět filtračních papírů tak, aby mezi jednotlivými vrstvami nebyly bubliny. Vše bylo uzavřeno katodou a obvod byl zapojen na 1 h při 310 mA. Po skončení transferu byla aparatura odpojena od zdroje napětí a PVDF membrána byla ponechána blokovat v připraveném roztoku (5% nebo 2,5% mléku v promývacím pufru s Tweenem, pH 7,15) přes noc při 4 °C. Tím došlo k zablokování nespecifických vazebných míst.
Následně se na membránu nechala působit primární protilátka anti-AhR (Biomol) zředěná v 5% mléku (1:3000) přes noc. Poté byla membrána opláchnuta 5× 6 min promývacím pufrem a následně byla ponořena do sekundární (oslí) protilátky anti-rabbit IgG konjugované s peroxidasou (GE Healthcare, UK) zředěné v 5% mléku v poměru 1:2000 na 1 h. 

Pro stanovení proteinů ARNT byla použita primární protilátka anti-ARNT (BD Transduction Laboratories), která byla naředěna v 5% mléku v poměru 1:3000, inkubace probíhala přes noc při 4 °C. Poté došlo k promytí membrány 5× 6 min a k hodinové inkubaci se sekundární (králičí) protilátkou anti-mouse IgG konjugované s peroxidasou (Sigma) v 5 % mléku v poměru 1:3000. 

Pro stanovení β-aktinu byla použita primární protilátka anti-β-aktin (Sigma) naředěná v 5% mléku 1:30000 na 1 h. Po působení primární protilátky byla membrána promyta 5× 6 min promývacím pufrem a na 1 h ponořena do sekundární (králičí) protilátky anti-mouse IgG konjugované s peroxidasou (Sigma) v 5% mléku naředěná 1:30000. Po inkubaci se sekundárními protilátkami byly membrány vždy 5× 6 min promyty v promývacím pufru. Detekce proteinů byla provedena pomocí ECL kitu (ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, Amersham Biosciences) na RTG film a vizualizace pomocí vývojky a ustalovače.

Separační pufr, 1 M Tris/ HCl pH 8,8

Na 1 M separační pufr je potřeba 60,6 g Tris, který je rozpuštěn v 0,5 l destilované vody a pH je upraveno na 8,8.

Zaostřovací pufr, 1 M Tris/ HCl pH 6,8

Na 1 M zaostřovací pufr je potřeba 30,25 g Trisu, který je rozpuštěn v 0,25 l destilované vody a pH je upraveno na 6,8.

Směs na 8,5% separační gel

30% Bis-akrylamid (Biotech) .…...…………...………………………………... 2,125 ml

Separační pufr .……………………….………...………………………………. 2,125 ml

H2O …………………………………………...………………………………..... 5,65 ml

10% SDS …….……………………………………..…………………………….. 0,1 ml

TEMED ………………………………………..……..……………………………. 15 μl

10% APS .......…………………………………………..…………………………...30 μl 

Směs na 5 % zaostřovací gel 

30% Bis-akrylamid ………….……......………………………………………..... 1,25 ml

Zaostřovací pufr …………………….....…………………………………………. 2,5 ml

H2O ……...………………………………...…………………………………….. 6,15 ml

10% SDS .….………………………………..……………………………………. 0,1 ml

TEMED ...……………………………………..…………………………………… 15 μl

10% APS …...…………………………………..………………………………….. 30 μl 

Promývací roztok

NaCl .……………………………………………………………………………… 5,8 g

Tris (pH 7,4) ………………………………………………………………………. 10 ml

Tween20 (Sigma) ……..….………………………………………………………. 0,5 ml

Reagencie byly rozpuštěny v destilované vodě na celkový objem 1 l a pH bylo upraveno na 7,4.
Elektrodový pufr 

(pH 8,3; roztok ředit 10×)

0,25 M Tris ……..………………………………………………………………...… 30 g

Glycin …………..………………………………………………………………..... 144 g

1% SDS …….……...……………………………………………………………..… 10 g

H2O ………………...……………………………………………………………. 900 ml

Blotovací pufr

25 mM Tris ………………………………………………….……………………… 30 g
192 mM glycin …………………………………………………………………….. 144 g
15% methanol .……………………………………………………………….…. 150 ml
Reagencie byly rozpuštěny v destilované H2O do celkového objemu 1 l a pH bylo upraveno na 8,3.
4.7.5 Transfekce

Proces přenosu a vkládání genetického materiálu do eukaryotní buňky je označován jako transfekce. Metody, kterými lze uskutečnit přenos genu, lze rozdělit do 3 skupin na biochemické, fyzikální a biologické. Výběr metody záleží na konkrétním cíli daného experimentu, na vlastnostech buněčné linie a požadované účinnosti. Cílem je studovat funkce přenášených genů [Šmarda et al., 2005].

Biochemické transfekční postupy

K přenosu DNA do adherujících a suspenzních buněk se používá transfekce zprostředkovaná přes fosforečnan vápenatý. Metoda je založena na tvorbě sraženiny fosforečnanu vápenatého a DNA, která částečně proniká z endozomů nebo lysozomů do cytoplazmy a odtud pak dál do jádra. Účinnost endocytosy závisí na správné hrubosti sraženiny. Další faktory, které ovlivňují transfekci je typ buněčné linie, velikost a koncentrace DNA a důležité je také přesné nastavení pH a koncentrace vápenatých a fosforečných iontů.

Dalším typem metody je transfekce zprostředkovaná diethylaminoethyl (DEAE) dextranem, která se uplatňuje u živočišných buněk. Využívá se vlastností kladně nabitého polymeru, který slouží jako most mezi negativně nabitými molekulami DNA a negativně nabitým povrchem buněk. Po přenosu komplexů DEAE dextran/DNA do buněk dochází k uvolnění DNA z komplexu v okyselujících se endozomech a přenosu DNA do jádra. Ale přesný mechanismus není stále znám.


Nejčastějším postupem pro transfekci adherentních buněk a primárních buněčných linií se používá lipofekční činidlo, které vytváří membránové měchýřky (liposomy) obklopující DNA a dochází k fúzi s buněčnou membránou nebo jsou do buňky přeneseny endocytosou. I tato transfekční technika není úplně účinná, po lipofekci zůstává transfekční DNA spojená s membránou buněk nebo jen málo liposomů přenese DNA do jádra. Nejvíce se používá lipofekce s kladným nábojem lipidů. Lipofekční činidla vytváří komplexy s DNA spontánně na základě iontových interakcí a prostřednictvím lipidového přenašeče dochází k fúzi s buněčnými membránami a přenosu DNA do buněk [Šmarda et al., 2005].
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Obr. 9: Mechanismus lipofekce

Fyzikální transfekční postupy


Jednou z metod je elektroporace, jejíž podstatou je použití krátkého elektrického pulzu o vysokém napětí, který v plazmatické membráně buněk vyvolá tvorbu pórů, kterými přechází transfekční DNA. Metoda se využívá u bakteriálních, savčích a rostlinných buněk. Účinnost významně ovlivňuje síla použitého elektrického pole, délka elektrického pulzu, teplota, konformace, koncentrace DNA a iontové složení média. 


Dalším typem mechanistického přenosu DNA do jader buňky je mikroinjekce. Zde dochází k přímé aplikaci DNA roztoku přes plazmatickou membránu do cílové buňky tenkou jehlou mikromanipulátoru. Tento postup se využívá u oocytů a vajíček [Šmarda et al., 2005].

Biologické transfekční postupy

U těchto metod přenosu DNA do buněk se využívá přirozeného životního cyklu některých virů. Výhodné jsou retroviry, jejichž RNA genom se v infikované buňce kopíruje do sekvence DNA zpětnou transkripcí a vzniklá molekula se účinně a stabilně integruje do genomu hostitelské buňky. 

RNA interference

Malá interferující RNA, někdy označována jako krátká interferující nebo umlčující (silencing) RNA je tvořena krátkými fragmenty o velikosti 21-23 nukleotidů dvouřetězcové molekuly RNA (dsRNA). siRNa je významně zapojena v RNA interferenci (RNAi), což je proces kterým je regulována transkripce a genová exprese. 

Mechanismus RNA interference je následující:

1. Nejprve je dvouvláknová RNA štěpena RNasou nazvanou Dicer na krátké štěpy dvouvláknové RNA 21-23 bp, s 2-3 bázemi přečnívajícími na 3´ koncích.
2. Tyto štěpy, nazvané small interfering RNA (siRNA), následně interagují s velkým (cca 500 kDa) multiproteinovým komplexem zvaným RNA-inducing silencing complex (RISC).

3. Helikasová aktivita RISC komplexu rozplete dvoušroubovici siRNA a jen jedno z vláken zůstane asociováno s komplexem.

4. Toto vlákno siRNA pak navede celý komplex na mRNA vůči kterému je komplementární, nukleasová aktivita RISC komplexu tuto mRNA rozštěpí a tak zahájí její degradaci buněčnými RNasami
[http://che1.lf1.cuni.cz/html/SiRNA.html].

4.7.6  Příprava transfekovaných vzorků na real-time RT-PCR

Příprava vzorků se liší oproti přípravě na SDS-PAGE jen ve sklízení. Buňky byly opláchnuty 2× 100 μl PBS a následně bylo přidáno 350 μl lyzačního roztoku, který je součástí kitu a 3,5 μl β-merkaptoethanolu. Buněčné lyzáty byly sklizeny do Eppendorfových mikrozkumavek v duplikátech a před zamražením na - 20 °C byly promíchány na vortexu.
5 Výsledky 

5.1 Modulace genové exprese závislé na ER

5.1.1 ER-CALUX

V buněčném modelu T47D.Luc, byla sledována estrogenita a antiestrogenita vybraných PCB měřením indukce reportérového genu pro luciferasu. Aktivita luciferasy byla vztažena na účinky E2 - referenčního agonisty ER. Účinky vybraných kongenerů byly měřeny po expozici v koncentračním rozmezí 1-25 M. Estrogenita byla měřena jako míra indukce luciferasy a antiestrogenita jako snížení E2-indukované luciferasové aktivity po koexpozici s testovaným kongenerem. Kromě modelových PCB byly studovány účinky purifikovaných atropisomerů PCB 136 syntetizovaných Dr. Lehmlerem (MSU, East Lansing, MI, USA). Ukázalo se, že PCB 47, PCB 136 a (+) PCB 136 jsou estrogenní a naopak PCB 95,
(-) PCB 136, PCB 149 a PCB 153 jsou relativně silnými antiestrogeny (obr. 10). 

a)
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Obr. 10: Estrogenita a antiestrogenita a) PCB 136 a jeho atropisomerů b) PCB 47, PCB 95, PCB 149 a PCB 153
5.1.2 Stanovení hladiny exprese pS2 mRNA

Estrogenita a antiestrogenita vybraných kongenerů o koncentraci 25 μM byla ověřena kvantitativní RT-PCR v buněčném modelu MCF-7, tedy měřením jiného parametru v jiné buněčné ER-dependentní linii odvozené z prsního karcinomu. Inhibitor ER (ICI 182,780 v koncentracích 1 μM a 500 nM) byl použit jako modelový supresor ER-dependentní genové exprese. Byla stanovena genová exprese pS2 mRNA, která ukázala, že PCB 47, PCB 95, PCB 136 a atropisomer (+) PCB 136 jsou estrogenní (obr. 11) a naopak atropisomer (-) PCB 136 a kongener PCB 149 jsou antiestrogenní (obr. 12).
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Obr. 11: Indukce pS2 mRNA po expozicích vybranými kongenry
(statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
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Obr. 12: Suprese indukce pS2 mRNA po expozicích vybranými kongenery 
(statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
5.2 Modulace genové exprese závislé na AR

5.2.1 Stanovení hladiny exprese PSA mRNA

V buněčném modelu LNCaP byla stanovena hladina genové exprese PSA mRNA (prostatic specific antigen) po expozici 25 μM modelových PCB. Jako negativní kontrola byla použita expozice 0,1% DMSO a pozitivní kontrola byla získána v buňkách exponovaných 10 nM DHT. 
Na obr. 13 je znázorněna suprese PSA, žádný z vybraných kongenerů tedy není androgenní. Ve stejném testu byl měřen antiandrogenní efekt vybraných PCB, který je znázorněn na obr. 14. Účinky obou atropisomerů PCB 136 nelišily a vykazovaly podobný antiandrogenní efekt jako PCB 47, 149 a 153.
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Obr. 13: Indukce PSA mRNA po expozicích vybranými kongenry
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Obr. 14: Suprese indukce PSA mRNA po expozicích vybranými kongenry
(statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
5.2.2 Buněčný cyklus
Zvýšené procento buněk v S-fázi buněčného cyklu je parametrem indikujícím zvýšenou proliferaci buněk LNCaP, která je AR-dependentní. V tomto buněčném modelu byla prokázána antiandrogenní aktivita PCB 153 (tab. III a obr. 16). PCB 136 a jeho atropisomery však kumulovaly buňky v G2/M fázi (tab. III a obr. 16). Kumulace buněk v G2/M fázi byla koncentračně závislá na PCB 136 (tab. IV a obr. 19). Na základě tohoto zjištění, jsme vyslovili hypotézu, že kumulace buněk v G2/M fázi by mohla souviset s modulátory cdk ovlivňující G2/M fázi a to p21 a GADD45A, tato hypotéza však nebyla potvrzena - metodou QRT-PCR nebyly nalezeny indukce mRNA těchto modulátorů (obr. 17 a 18).
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Obr. 15: Optimalizace indukce S-fáze DHT a) po 24 h b) po 48 h c) po 72 h
(statistická významnost: * p<0,05)
Tab. III: Souhrn jednotlivých fází buněčného cyklu u PCB 153, PCB 136 a jeho atropisomerů
	 24 h
	G1
	S
	G2

	CT médium
	88,2
	8,0
	3,7

	FBS
	74,3
	18,6
	7,0

	0,5 nM DHT
	81,1
	14,7
	4,2

	25 µM PCB 153
	92,4
	4,5
	3,3

	0,5 nM DHT + 25 µM PCB 153
	88,8
	9,1
	3,8

	25 µM PCB 136
	66,4
	2,7
	30,9

	25 µM PCB 136 + 0,5 nM DHT
	63,9
	3,5
	32,6

	25 µM (+) PCB 136
	63,6
	3,2
	33,2

	25 µM (+) PCB 136 + 0,5 nM DHT
	63,6
	3,5
	32,8

	25 µM (-) PCB 136 + 0,5 nM DHT
	63,9
	4,1
	32,0
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Obr. 16: Antiandrogenita PCB 153, PCB 136 a jeho atropisomerů v buněčném cyklu
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Obr. 17: Indukce p21 mRNA po expozici PCB 136
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Obr. 18: Indukce GAD45A mRNA po expozici PCB 136
(statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
Tab. IV: Souhrn jednotlivých fází buněčného cyklu po expozicích PCB  36 (0,1-25 μM) po 24 h
	24 h
	G1
	S
	G2

	CT médium
	79,6
	12,9
	8,0

	FBS
	65,3
	24,4
	11,7

	0,5 nM DHT
	79,3
	14,5
	3,5

	0,1 µM PCB 136
	76,9
	13,3
	9,8

	1 µM PCB 136
	79,4
	13,0
	7,6

	10 µM PCB 136
	86,4
	7,3
	3,9

	15 µM PCB 136
	73,2
	4,0
	13,3

	20 µM PCB 136
	57,0
	4,1
	19,3

	25 µM PCB 136
	60,1
	4,8
	22,7
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Obr. 19: Zvýšení počtu buněk v G2/M fázi po expozicích PCB 136 (0,1-25 μM) po 24 h

Tab. V: Souhrn jednotlivých fází buněčného cyklu po expozicích PCB 136 (0,1-25 μM) po 48 h
	48 h 
	G1
	S
	G2

	CT médium
	87,2
	6,7
	6,1

	FBS
	70,7
	18,8
	10,5

	0,5 nM DHT
	75,6
	15,5
	8,9

	10 µM PCB 136
	89,5
	6,1
	4,4

	15 µM PCB 136
	83,2
	9,7
	7,1

	20 µM PCB 136
	71,2
	11,3
	17,6

	25 µM PCB 136
	69,4
	17,7
	12,9
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Obr. 20: Zvýšení počtu buněk v G2/M fázi po expozicích PCB 136 (0,1-25 μM) po 48 h

5.3 Suprese AhR-dependentních procesů nekoplanárními kongenery PCB
 V modelu jaterních progenitorových buněk WB-F344 byla v předchozích studiích prokázána zvýšená proliferace v konfluentní fázi růstu. Mechanismem je AhR-dependentní uvolnění buněk z kontaktní inhibice růstu [Dietrich et al., 2002], což je proces spojený s nádorovou promocí. PCB 126 je agonistou AhR, induktor AhR-dependentních procesů. V této studii byla sledována suprese AhR-dependentních procesů za a) inhibice proliferace a b) inhibice AhR-dependentní genové exprese. V buněčné linii WB-F344 byl sledován počet buněk po expozicích vybraných nekoplanárních PCB (0,1-25 μM) v kombinaci s koplanárním 5 nM PCB 126. Negativní kontrolou bylo 0,1% DMSO a pozitivní kontrolou 5 nM TCDD. 
Jako významný efekt se ukázala inhibice 5 nM PCB 126 nekoplanárními kongenery na 70-80 %, jak je vidět na obr. 21. Linearizací byly dopočítány teoretické hodnoty EC25 a byly také stanoveny hodnoty LOEC (tab. VI). Hodnota EC25 je koncentrace indukující nebo inhibující o 25 % odpověď referenční látky. LOEC je teoretická koncentrace, při které se snížil počet buněk < 90 %.
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Obr. 21: Inhibice AhR-dependentní proliferace buněk WB-F344 indukovaná 5 nM PCB 126 po expozici nekoplanárními kongenery (0,1-25 μM)
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Obr. 22: Koncentrační závislost suprese buněčné proliferace 
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Obr. 23: Koncentrační závislost suprese buněčné proliferace 
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Obr. 24: Koncentrační závislost suprese buněčné proliferace 
Tab. VI: Hodnoty teoretické EC25 a koncentrace LOEC z měření počtu buněk (n.i.= žádný inhibiční efekt, w. i.=slabý inhibiční efekt)
	
	EC25  (μM)
	Teoretický LOEC (<90 %)

	PCB 28
	30
	13

	PCB 47
	35
	7

	PCB 52
	n.i.
	-

	PCB 80
	n.i.
	-

	PCB 95
	w.i.
	17

	PCB 101
	n.i.
	-

	PCB 122
	42
	12

	PCB 128
	25
	6

	PCB 138
	26
	10

	PCB 153
	36
	15

	PCB 170
	27
	<1

	PCB 180
	43
	9


5.3.1 Suprese AhR-dependentní genové exprese
V buněčné linii WB-F344 po expozicích vybranými kongenery byly měřeny hladiny CYP1A1 a CYP1B1, což jsou detoxifikační enzymy I. fáze biotransformace a dále cyklinu A2, jednoho z regulátorů buněčného cyklu a proliferace. Na obr. 25a je vidět významné snížení hladiny CYP1A1 na rozdíl od CYP1B1 a cyklinu A2 (obr. 25b a 25c). Stejné parametry byly indukovány i po expozici vybraným nekoplanárním kongenerem PCB 138, kde je vidět koncentrační závislost jednotlivých genů a stejné tendence enzymů. Podobné celkové výsledky byly nalezeny pro biotransformační enzymy (CYP1A1, CYP1B1) a regulátor buněčného cyklu cyklinu A2 (obr. 26).
a)

[image: image30.png]Indukce CYP 1A1

expozice: 50 pM TCDD + PCB



[image: image31.png]% indukce CYP 1A1

150

o
2
S

o 2
g 2
aaynpur g





b)

[image: image32.png]Indukce CYP 1B1

expozice: 50 pM TCDD + PCB



[image: image33.png]% indukce CYP 1B1

150

o 2
g 8

aaynpur g

o
B

°

expozice: 50 pM TCDD + PCB




c)

[image: image57.png]% indukce cyklinu A2

o o o
g 8 R

saynpugs




[image: image34.png]Indukce cyklinu A2

o
2
=

o
a3
-

s
sanpur





Obr. 25: Suprese indukce a) CYP1A1, b) CYP1B1, c) cyklinu A2 nekoplanárními PCB (statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
a)

[image: image35.png]indukee

2500

2000

1500

1000

500

Indukce CYP 1A1




[image: image36.png]% indukce CYP 1A1

o
2
S

°
&

o
2

sanpul o

o
B





b)

[image: image37.png]Indukce CYP 1B1

sanpur




[image: image38.png]expozice: 50 pM TCDD + PCB




c)

[image: image39.png]Indukce cyklinu A2

o
3
~

o
S
~

o
2

-

sanpur

o
=3
=

o
3
s

0,00

expozice: 50 pM TCDD + PCB



[image: image40.png]% indukce cyklinu A2

expozice: 50 pM TCDD + PCB




Obr. 26: Suprese indukce a) CYP1A1 b) CYP1B1 c) cyklinu A2 kongenerem PCB 138 (statistická významnost: * p<0,05 ** p=0,01-0,001)
5.3.2 Modulace AhR/AhR-dependentní a ARNT/ARNT-dependentní genové exprese pomocí specifických siRNA 
Cílem této studie bylo zavést model buněk se suprimovaným transkripčním faktorem AhR nebo ARNT pomocí cílových siRNA a dále studovat efekty TCDD v transfekovaných modelech. Vybraným modelem byla linie WB-F344. Pomocí Western blottingu byla ověřena suprese transkripčních faktorů AhR a ARNT (obr. 27 a 28) a následně byly sledovány efekty po expozicích 0,1% DMSO a 5 nM TCDD (obr. 29 a 31). Zdálo se však důležité zjistit, co se děje s hladinami cílových proteinů AhR a ARNT v buňkách se suprimovanou hladinou AhR nebo ARNT. Tyto hladiny jsou zobrazeny na obr. 30 a 32. Ukázalo se, že v buňkách bez ARNT dochází k výraznému zvýšení hladin AhR po expozicích TCDD. A v buňkách bez AhR se zvýšila hladina ARNT jak po DMSO, tak i po TCDD.
Western blotting
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Obr. 27: Optimalizace suprese proteinu AhR v buněčné linii WB-F344 (duplikáty)
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Obr. 28: Optimalizace suprese proteinu ARNT v buněčné linii WB-F344 (duplikáty)
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Obr. 29: Modulace AhR v buněčné linii WB-F344 bez AhR (duplikáty)
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Obr. 30: Modulace AhR v buněčné linii WB-F344 bez AhR a ARNT (reprezentativní vzorek ze dvou nezávislých měření, vzorky presentovány v duplikátech)
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Obr. 31: Modulace ARNT v buněčné linii WB-F344 bez ARNT (duplikáty)
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Obr. 32: Modulace ARNT v buněčné linii WB-F344 bez AhR a ARNT (reprezentativní vzorek ze dvou nezávislých měření, vzorky presentovány v duplikátech)
Real-time RT-PCR
V zavedeném transfekovaném buněčném modelu WB-F344 byly změřeny hladiny suprimovaných genů AhR, ARNT (obr. 33) dále enzymy CYP1A1, CYP1B1 a regulátor buněčného cyklu cyklin A2 (obr. 34). Tímto testem byla ověřena suprese AhR a ARNT a dále byla zjištěna závislost CYP1A1 na AhR a ARNT a CYP1B1 a cyklinu A2 na AhR.
a)
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Obr. 33: Indukce a) AhR b) ARNT v buněčné linii WB-F344 bez AhR a bez ARNT
a)
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Obr. 34: Indukce a) CYP1A1 b) CYP 1B1 c) cyklinu A2 v buněčné linii WB-F344 bez AhR a bez ARNT (statistická významnost: * p<0,05)
6 Diskuse

6.1 Modulace genové exprese závislé na ER

Pomocí metody ER-CALUX byly stanoveny estrogenní a antiestrogenní efekty vybraných nekoplanárních kongenerů PCB. První informace o aktivaci ER kongenery PCB publikovala Bonenfeld-Jorgensen et al., 2001. V nedávné studii byla publikována estrogenní a antiestrogenní modulace ER pro sérii nejvýznamnějších PCB kongenerů, které se vyskytují v životním prostředí. Bylo prokázáno, že nížechlorované kongenery jsou estrogenní a výšechlorované naopak antiestrogenní [Plíšková et al., 2005].
V této práci byly sledovány efekty vybraných PCB kongenerů včetně atropisomerů PCB 136 v prsním modelu T47D.Luc. Bylo prokázáno, že genová exprese závislá na ER byla různě modulována atropisomery (-) PCB 136 a (+) PCB 136. Je to vůbec první informace, která ukazuje závislost estrogenní odpovědi na konformaci molekuly PCB (obr. 10). 

Rozdílné modulace ER byly potvrzeny v jiném buněčném modelu prsních epiteliálních karcinoma buněk MCF-7. Parametrem závislým na ER byla indukce nebo suprese indukce pS2 mRNA. Výsledky potvrdily estrogenitu atropisomeru (+) PCB 136 a antiestrogenitu (-) PCB 136 (obr. 11, 12). Dalšími mechanismy působení atropisomerů můžou být modulace androgenního receptoru.
6.2 Modulace genové exprese závislé na AR

V druhé části práce byly sledovány efekty závislé na AR. V prvním testu byla sledována hladina genové exprese PSA mRNA (specifického genu závislého na transaktivaci AR), která byla suprimována (obr. 13 a 14). Všechny látky s výjimkou PCB 95 byly tedy antiandrogenní a nebyly nalezeny žádné rozdíly mezi atropisomery kongeneru PCB 136. 

Ve stanovení distribuce buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu byla potvrzena antiandrogenita PCB 153 projevující se snížením počtu buněk v S-fázi (tab. III). V případě PCB 136 a jeho atropisomerů byl pozorován jiný efekt a to zvýšení počtu buněk v G2/M fázi (tab. III a obr. 16). Tento jev jsme se pokusili vysvětlit měřením genů p21 a GADD45A, což jsou známé regulátory buněčného cyklus G2/M fáze. Ve stanovení těchto regulátorů však nebyly nalezeny rozdíly (obr. 17, 18). Tímto mechanismem tedy PCB 136 neovlivňuje G2/M fázi buněčného cyklu. Mechanismus tohoto jevu bude dále zkoumán v příští studii.
6.3 Suprese AhR-dependentních procesů nekoplanárními kongenery PCB

V poslední části diplomové práce byly studovány efekty spojené s AhR, především antagonismus AhR-dependentních procesů nekoplanárními PCB. Je známo, že aktivátory AhR, jako např. TCDD blokují buněčný cyklus hepatocytů a hepatoma buněčných linií [Puga et al., 2000]. Při regulaci jater může docházet k proliferaci progenitorových buněk, což bylo dokázáno na buněčném modelu WB-F344 po indukci TCDD [Dietrich et al., 2002]. V předchozí studii na WB-F344 prokázali vyvázání buněk z kontaktní inhibice (indukce proliferace) po působení modelovými PCB [Vondráček et al., 2005]. 

V této studii byla sledována inhibice proliferace koplanárního kongeneru PCB 126 nekoplanárními kongenery. Jako významné se ukázaly ty, které snižovaly efekty PCB 126 na 70-80 % (obr. 21).

Druhým parametrem pro měření potlačení AhR funkcí bylo stanovení hladin genových produktů CYP1A1, CYP1B1 a cyklinu A2, jejichž exprese je závislá na AhR. Ukázalo se, že indukce CYP1A1 po expozici modelovým ligandem TCDD je silně potlačena nekoplanárními kongenery PCB (obr. 25a), zatímco hladiny mRNA CYP1B1 a cyklinu A2 byly suprimovány jen částečně (obr. 25b a 25c). Stejné výsledky byly potvrzeny i pro koncentrační závislost nekoplanárního kongeneru PCB 138 (obr. 26). Výsledky ukazují rozdílnou závislost exprese vybraných genů na aktivaci AhR. Tyto výsledky jsou velmi významné, protože tvoří základ pro charakterizaci odlišností v regulaci enzymů I. fáze biotransformace a regulátorů buněčného cyklu chirálními aromatickými látkami.
Dalším cílem práce bylo zavést vhodný model s potlačenou funkcí transkripčního faktoru AhR a ARNT a sledovat jejich modulaci po expozicích modelovým ligandem AhR TCDD.
Zde byly použity siRNA pro potlačení funkcí cílových proteinů AhR a ARNT o různých koncentracích, aby bylo zjištěno, kdy dochází k nejúčinnější supresi (obr. 27 a 28). Hladiny koncentrace proteinů byly kontrolovány stanovením β-aktinu, jehož hladina byla vždy všude stejná. Po zavedení tohoto modelu se ukázalo, že po expozicích DMSO a TCDD dochází k výraznému ovlivnění hladiny AhR v buněčné linii WB-F344 bez ARNT a také hladiny ARNT v buněčné linii WB-F344 bez AhR (obr. 30 a 32).

Jako druhý parametr byly sledovány hladiny PCR produktů AhR, ARNT, CYP1A1, CYP1B1 a cyklinu A2. Při měření AhR a ARNT se potvrdily výsledky z Western blottingu (obr. 33). U enzymu CYP1A1 bylo zjištěno, že jeho přítomnost v buňkách po expozici TCDD je AhR- i ARNT-dependentní (obr. 34a). Hladina CYP1B1 a cyklinu A2 je také AhR-dependentní, ale závislost těchto proteinů na ARNT je zatím nejasná (obr. 34b a 34c).

7 Shrnutí
Pomocí vybraných in vitro metod v buněčných liniích prsního karcinomu byly zjištěny estrogenní a antiestrogenní efekty vybraných PCB kongenerů. V buněčné linii T47D.Luc byly zjištěny významné rozdíly modulace ER atropisomery PCB 136 v testu ER-CALUX. Atropisomer (+) PCB 136 spolu s PCB 47, PCB 136 byly estrogenní, zatímco atropisomer (-) PCB 136, PCB 149 a PCB 153 vykazovaly antiestrogenní aktivitu. V druhém nezávislém testu, v buněčné linii MCF-7 byla stanovena exprese pS2 mRNA, která potvrdila antiestrogenitu a estrogenitu vybraných PCB.
V buněčném modelu LNCaP byly sledovány hladiny PSA mRNA, které ukázaly antiandrogenní efekt modelových PCB a tedy nebyly prokázány rozdílné efekty atropisomerů PCB 136 na modulaci AR. V dalším in vitro testu byla sledována distribuce buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu. Snížení počtu buněk v S-fázi potvrdilo antiandrogenitu PCB 153. Nebyly nalezeny významné rozdíly distribuce buněk v buněčném cyklu po expozici atropisomery PCB 136; bylo pozorováno významné zvýšení počtu buněk v G2/M fázi, regulace tohoto efektu proteiny p21 a GADD45A však nebyla potvrzena.
V buněčné linii WB-F344 byly sledovány inhibiční efekty nekoplanárních kongenerů PCB na procesy závislé na AhR a byl zaveden AhR- a ARNT-deficientní buněčný model. Stanovením buněčné proliferace byly určeny významné kongenery PCB mající nejsilnější antagonistické efekty oproti koplanárnímu PCB 126. Metodou kvantitativní RT-PCR byly sledovány hladiny biotransformačních enzymů CYP1A1 a CYP1B1 a exprese regulátoru buněčného cyklu cyklinu A2. Hladina CYP1A1 byla nekoplanárními PCB silně potlačena, na rozdíl od pouze parciálního efektu na hladiny CYP1B1 a cyklinu A2. Stejné efekty byly naměřeny i pro koncentrační závislost vybraného PCB 138. Účinnost transfekce prostřednictvím siRNA proti AhR a ARNT byla sledována metodou Western blotting. Byla zjištěna významná modulace hladiny proteinu AhR v buněčné linii WB-F344 se suprimovaným ARNT a také proteinu ARNT v buněčné linii bez AhR po expozicích modelovým ligandem TCDD. Výsledky byly potvrzeny také na úrovni mRNA AhR, ARNT, CYP1A1, CYP1B1 a cyklinu A2, stanovené metodou kvantitativní RT-PCR.
8 Summary
In the human breast carcinoma cell lines we found estrogenic and antiestrogenic effects of selected PCB congeners. In ER-CALUX assay using transgenic T47D.Luc cell line, significant differences in modulation of ER by atropisomers PCB 136 were found. Atropisomer (+) PCB 136 along with PCB 47, PCB 95, PCB 136 elicited estrogenic activity, whereas atropisomer (-) PCB 136, PCB 149, PCB 153 were antiestrogenic. In second independent assay in the MCF-7 cell line, we determined expression of pS2 mRNA, which confirmed antiestrogenic and estrogenic effects of PCB.
Antiandrogenic effects of PCBs, determined as suppressed levels of AR-dependent PSA mRNA, were observed in human prostatic LNCaP cell line. In contrast with effects on ER, atropisomers of PCB 136 did not modulate differently transactivation of AR. In another in vitro bioassay performed in LNCaP cells we observed AR-dependent distribution of cells in cell cycle phases. The decrease of the number of cells in S-phase confirmed known antiandorgenic effect of PCB 153. Again no differences were found in distribution of cells in cell cycle after the treatment with atropisomers of PCB 136; we observed significant increase of number of cells in G2/M phase, however expected regulation by p21 or GADD45A was not confirmed.
Inhibitory effects of model noncoplanar congeners on AhR-mediated processes were investigated in the rat liver epithelial WB-F344 cell line. Additionally,  AhR- and ARNT-deficient model of WB-F344 cells was established. In the post-confluent cellular assay we determined effects of a series of PCB congeners, which elicited partial antagonistic effects against PCB 126-induced AhR activation. Further, suppression of the biotransformation enzymes CYP1A1 and CYP1B1 and cell cycle regulator cyclin A2 were determined on both mRNA and protein levels. CYP1A1 was supressed almost completely by noncoplanar PCBs compared to only partial reduction of CYP1B1 and cyclin A2, suggesting different gene regulation. Similar effects were found also in the dose-response experiments in the cells exposed to noncoplanar PCB 138. Effectivity of transfection by siRNA against AhR and ARNT was observed by Western blotting analysis in WB-F344 cells. We found significant modulations of levels AhR in the cells with reduced ARNT and also induction of ARNT in the cells lacking AhR after exposure to TCDD. Results were confirmed on the mRNA level by quantitative RT-PCR.
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