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BRCA1 a BRCAZ2 jako molekularni cile pro fytolatky indol-3-karbinol
a genistein v nadorovych bunkach prsu a prostaty
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Indol-3-karbinol (I3C) a genistein jsou v pfirodé se vyskytujici latky ziskavané z brukvovité zeleniny (I3C) a soji
(genistein), s potencialnim preventivnim u¢inkem na hormonalné zavislé tumory (napf. rakovinu prsu a prostaty).

Drive jsme objasnili, ze I3C vyvolava BRCA1 expresi a Ze oba, jak I3C tak i BRCA 1, inhibuji aktivitu estrogenem (E2)
stimulovaného estrogenniho receptoru (ER-a) v lidskych rakovinnych burikach prsu. Nyné&jsi vysledky na$i studie
ukazuji, Ze oba, jak I3C tak i genistein, vyvolavaji expresi obou genu rizikovych pro vznik rakoviny prsu (BRCA1 and
BRCAZ2) v typech nadorovych bunék prsu (MCF-7 and T47D) a prostaty (DU-145 and LNCaP), a to v zavislosti na ¢ase a
davce. Indukce BRCA genl se objevila pfi malych davkach 13C (20 mM) a genisteinu (0.5-1.0 mM), coz svéd¢i o
potencialnim vyznamu pro prevenci nadorového bujeni. Kombinace I3C a genisteinu poskytla vétSi nez ofekavanou
indukci BRCA exprese. Studie uzivajici malé interferujici RNA kyseliny (siRNAs) a BRCA vektory exprese ukazuji, ze
fytochemicka indukce BRCAZ2 je ¢aste¢né vysledkem BRCA1. Funkéni studie ukazuji, Ze cytotoxicita zprostfedkovana
I13C je CasteCné zavisla na BRCA1 a BRCAZ2. Inhibice aktivity E2 stimulovaného ER-a prostiednictvim 13C a genisteinu
byla zavisla na BRCA1; a inhibice aktivity ligandem indukovaného androgenniho receptoru (AR) prostfednictvim I3C a
genisteinu byla ¢aste¢né revertovana prostfednictvim BRCA1-siRNA. Zavérem poskytujeme dukaz, svédgici o tom, ze
fytochemicka indukce BRCA1 exprese je Castecné zplsobena stresovou odpovédi endoplazmatického retikula. Tyto
nalezy svédci o tom, Ze BRCA geny jsou molekularnimi cily pro nékteré z aktivit I3C a genisteinu.
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Indol-3-karbinol (I3C) je fytolatka nachazejici se v brukvovité zeleniné, jako je kapusta a kvétak. Epidemiologické studie ukazuji
zavislost mezi dietou bohatou na takovou zeleninu a snizenym vyskytem rakoviny prsu (Graham et al, 1982).

Ve studiich na zvifatech dieta bohata na tuto zeleninu inhibovala nadory indukované chemickymi karcinogeny a dietni suplementace
I3C byla schopna ptedejit vzniku estrogen-dependentnich tumori (prsu, d€lozniho ¢ipku, endometria) (Bradlow et al, 1991; Kojima
et al, 1994; Jin et al,1999). V klinickych studiich I3C zpusobil regresi intraepitelidlni neoplazie d€lozniho &ipku (Bell et al, 2000) a
regresi nebo snizeni tempa rustu u opakovanych polypu hrtanu (Rosen et al,1998). Protinddorova aktivita indol-3-karbinolu je
Castecné prisuzovana jeho antiestrogenni aktivité: stimuluje 2-hydroxylaci a inhibuje 160-hydroxylaci estronu vedouci k vzniku
inaktivnich estronovych metabolit (Michnovicz and Bradlow, 1990). Indol-3-karbinol pravdépodobné také piimo vzajemné reaguje
s estrogenovym receptorem (ER-a) a inhibuje jeho aktivitu (Jin et al, 1999) a spolupracuje s Tamoxifenem pii inhibici proliferace
nadorové bunky prsu (Cover et al, 1999).

Indol-3-karbinol se také uplatiiuje v estrogen-nondependentnich procesech. Muze inhibovat progresi buné¢ného cyklu,
indukovat apoptozu a inhibovat nddorovou invazi a metastazovani, dokonce i v ER-a negativnich buitkach (Meng et al, 2000a, 2001;
Bonnesen et al, 2001; Chen et al, 2001). Indol-3-karbinol snizuje expresi G1 cyklin dependentni kindzy (CDK6) a zvySuje CDK
inhibitor (p21cip1) (Cover et al, 1998). Hlavni aktivni metabolit I3C, diindolylmetan (DIM), indukuje expresi GADD45a - genu
odpovédného za opravy DNA a domnélého nadorového supresoru (Carter et al, 2002). Indol-3-karbinol mutize aktivovat dvé cesty
spojené s prevenci rakoviny: 1) signalovani aryl hydrokarbonového receptoru (AhR) (coz vede k expresi enzymatické faze I (napf.
CYP1ALl) cestou xenobiotické odpovédi prvku a 2) signalovani antioxidant/elektrofilni odpovédi prvku (vedouci k expresi faze II
detoxikujicich enzymi: napt. oxidoreduktdz a glutathion-S-transferaz) (Chen et al, 1998; Hayes and McMahon, 2001; Kwak et al,
2002). Schopnost I3C indukovat enzymy, které metabolizuji genotoxické slouceniny, tedy pravdépodobné ptispiva k nadorové
prevenci.

Schopnost 13C a DIM inhibovat rist lidskych prostatickych nadorovych bunék zvysila zajem o I3C v prevenci rakoviny
prostaty. Z toho vyplyva, ze DIM inhiboval dihydrotestosteronem (DHT) stimulovanou bunénou proliferaci a DHT indukovanou
aktivaci promotoru prostatického specifického antigenu v buitkach LNCaP tim, Zze puisobil jako AR antagonista (Le et al,2003).
Indol-3-karbinol indukoval zastavu riistu upregulaci inhibitoru G1 bun&ného cyklu (p21“*' a p27%*") u androgen-nondependentnich
bunék rakoviny prostaty PC-3 (Chinni et al, 2001). Indol-3-karbinol a DIM mohou indukovat
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p53-nondependentni apoptdzu u bunek rakoviny prostaty, a to ¢astecné diky inhibici NF-kB a c-Akt signalni drahy (Chinni et al,
2001; Nacheson-Kedmi et al, 2003).

Prokazali jsme, ze I3C upreguluje expresi susceptibilniho genu-1 rakoviny prsu (BRCA1) (Meng et al, 2000a b, 2001; Carter et
al, 2002). V tomto sdé€leni publikujeme, ze : 1) jak 13C, tak genistein, sdjovy isoflavon s preventivni aktivitou proti ristu bunék
nadort prostaty a jinych typt nadord zvySuje aktivitu BRCA1 a BRCA2; 2) geny BRCA pfispivaji k funkénim aktivitam I3C a
genisteinu a 3) indukce BRCA muize byt ¢astecné zpuisobena stimulaci stresového signalovani endoplazmatického retikula. Tyto
nalezy maji dopady na pochopeni mechanismu(l) pisobeni téchto fytolatek uplatiujicich se v prevenci rakoviny.

MATERIAL A METODIKA

Zdroje reagencii

Indol-3-karbinol a genistein byly ziskany od firmy Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA) a rozpustény v malém mnoZzstvi
dimetylsulfoxidu (DMSO) roziedénim v bunééné kultufe. 17-b Estradiol a DHT byly rovnéz ziskany od firmy Sigma. Thapsigargin a
tunicamycin byly ziskany od Sigmy, rozpustény v DMSO a skladovany pii -20°C.

Buné¢né linie a kultury

Nadorové bunky rakoviny lidského prsu (MCF-7 and T47D) a prostaty (DU-145, PC-3, and LNCaP) byly ziskany ze sbirky
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). VSechny bunécné linie s vyjimkou LNCaP byly péstovany v Eaglové
médiu s Dulbeccovou modifikaci (DMEM) s 5% (MCF-7, DU-145, a PC-3) nebo 10% (T47D) (vv') fetalnim telecim sérem, L-
glutaminem (5mmM), neesencidlnimi amino kyselinami (5mM), penicilinem (100Uml') a streptomycinem (100 pgml:?)
(BioWhittaker, Walkersville, MD, USA). LNCaP buiky byly péstovany v médiu RPMI 1640 s 10% fetalnim telecim sérem a vyse
uvedenymi aditivy. Byla pouzita standartni metodika pro péstovani bunéénych kultur (Fan et al, 1998, 2001a, b).

Vektory exprese a reportérové plasmidy

Pfirozena (,,wild type®, pozn. piekl.) BRCA1 (wtBRCA1) cDNA, klonovana do pcDNA3 vektoru exprese (Invitrogen), byla popsana
diive (Fan et al,1998). Pro expresi BRCA2, humanni BRCA2 cDNA v plné délce (poskytnuta Dr Qingshen Gao, New England
Medical Center, Boston, MA, USA) byla klonovana do pCMV-Tag2B vektoru (Stratagene). Humanni vektor exprese ER-a a
estrogen responsivni reportér ERE-TK-Luc byly popsany diive (Fan et al, 1999b, 2001a). Vektor ,,wild-type* AR exprese pSG5-AR
a androgen responsivni reportérovy plazmid ARE-TK-Luc poskytl Dr. Chawshang Chang (University of Rochester, Rochester, NY,
USA). ARE-TK-Luc reportér obsahuje upstream androgen responsivniho prvku vztahujiciho se k promotéru minimalni thymidinové
kinazy (TK), fidiciho gen pro luciferazu.

Reportéry luciferazy ftizené ,,wild type® prvkem stresové odpovédi endoplazmatického retikula (ERSEwt-Luc), mutantni ERSE
(ERSEmut-Luc, a negativni kontrola) a ERSE-II element (ERSEII3x-Luc) v pGL3 vektoru byly s laskavosti poskytnuty Dr.
Kazutoshi Mori (HSP Research Institute, Kyoto Research Park, Kyoto, Japan) (Yoshida et al, 1998; Yamamoto et al, 2004). CHOP
(C/EBP homologni protein) reportér promotéru luciferazy v pGL3 vektoru (CHOP-Luc) poskytl Dr. Pierre Fafournoux (Unite de
Nutrition et Metabolisme Proteique, INRA de Theix, Saint Genes Champanelle, France) (Bruhat et al, 2000). Dominantni negativni
(DN) PERK expresni vektor v pcDNA3 vektoru (DN-PERK) laskave poskytla Dr. Annette C Dolphin (University College London,
London, UK) (Page et al, 2004). DN-ATF4 vektor exprese poskytl Dr. Steve F Abcouwer (University of New Mexico School of
Medicine, Albuquerque, NM, USA) (Roybal et al, 2004), zatimco DN-IRE1 vektor exprese poskytl Dr. David Ron (Skirball Institute
of Biomolecular Medicine, New York University School of Medicine, New York, NY, USA) (Wang et al, 1998).

Analyzy bunééné viability (MTT)
Zivotaschopnost buiiky byla uréovana naslednymi zpracovanimi popsanymi v legendé, jak bylo popsano diive (Fan et al, 1998,
1999a). Pro zpracovani siRNA byly subkonfluentni proliferujici bunky byly transfektovany s BRCA1 nebo BRCA2 siRNA (50 nm X
72 h; viz nize) v 96 jamkové mikrotitraéni destic¢ce nebo simulované upravované (pouze s transfekéim €inidlem), vystaveny riznym
davkam I3C (nebo jen nosného media (DMSO)) na 24 h a poté zanalyzovany na MTT redukci. Pro pokusy s hyperexpresi byly
bunky transfektovany ptfes noc s wtBRCA1 nebo wtBRCA2 expresnimi vektory (0.06 pg plazmidové DNA na 1 jamku), vymyty a
postinkubovany po dalSich 24 h, aby byla umoznéna genova exprese, a to pied expozici I3C. Bunécna viabilita byla vyjadiena
v porovnani s kontrolnimi burikami vystavenymi pouze DMSO (zadny 13C) jako primér +s.e.m. (standardni chyba priméru) z 10
replikacnich jamek.
Knockdown BRCA1 nebo BRCAZ2 s pouzitim malych interferujicich RNA kyselin (siRNAs)
BRCA1-siRNA a kontrolni (smichané sekvence) siRNA kyseliny byly popsany diive (Xiong et al, 2003). VSechny siRNA kyseliny
byly chemicky syntetizovany firmou Dharmacon, Inc. Pro zpracovani ssiRNA byly subkonfluentni proliferujici bunky
transfektovany s 50 nm siRNA za pouziti siPORT amino transfekéniho €inidla (Ambion). 72-hodinova inkubace se siRNA byla
vyzadovana jak pro BRCAI, tak pro BRCA2 pro dosazeni maximalni redukce hladiny proteinu. Pfedchozi studie ukazaly, Ze za
téchto podminek nezplsobuje zadna ze siRNA kyselin cytotoxicitu, vztazeno na bunéénou morfologii a MTT analyzy. Sekvence
pouzivané k syntetizovani siRNA kyselin jsou uvedeny nize:

BRCAI-siRNA  5-AATGCCAAAGTAGCTAATGTA-3

Kontrolni -siRNA 5-CGATAGATACACAGATTGAAT-3'

BRCA2-siRNA  5-AACTGAGCAAGCCTCAGTCAA-3'
Analyza transkrip¢ni aktivity estrogenniho receptoru-a
Aktivita estrogenniho receptoru-a byla méfena cestou transientnich transfekénich analyz za pouziti estrogen-responsivniho reportéru
luciferazy (Fan et al, 1999b, 2001a). Stru¢né, subkonfluentni proliferujici buiky byly kotransfektovany pies noc ve 24 jamkovych
titranich destickach s ,,wild type® ER-a expresnim vektorem (pSG5-ER-a)) a ERE-TK-Luc reportérem (0.25 pg v kazdém plazmidu
na jamku), za pfitomnosti Lipofectamine™ (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Jamky byly vymyty k odstranéni zbyvajiciho
plazmidu a Lipofectamine, ponechany nékolik hodin v izolaci a postinkubovany na 24 h v médiu bez fenolové cerveni obsahujicim
2% fetalni teleci sérum CiSténé dfevénym uhlim s uvedenymi latkami (17-B-estradiol (E2, 1 fm) a/nebo I3C a/nebo genistein). Davky
kazdé latky jsou uvedeny v obrazcich. Aktivita luciferdzy byla ur¢ena a hodnoty byly vyjadieny relativné vztazeno k pozitivni
kontrole (+ E2, zadny I3C nebo genistein) jako priméry =s.e.m. (standardni chyba priméru) tii nezavislych pokusti, podminka
kazdé analyzy byla testovana opakované ve Ctyfech jamkach na pokus. K monitorovani transfekéni efektivity byly butiky
kotransfektovany s kontrolnim plazmidem pRSV-B-gal k umoznéni méfeni aktivity 3-galaktosidazy.
Analyzy transkrip¢ni aktivity androgenniho receptoru (AR)
Aktivita androgenniho receptoru byla méfena cestou transientnich transfekénich analyz za pouziti androgen-responsivniho reportéru
(ARE-TK-Luc).
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Analyzy byly provedeny tak, jak je popsano vySe, kromé toho AR negativni PC buriky byly kotranfekovany ,,wild type*
lidskym AR expresnim vektorem (pSG5-AR) a buriky byly stimulovany DHT (10 pM) na 24 h opét za absence nebo piitomnosti
presné stanovenych davek I3C nebo genisteinu. Exprese aktivity luciferazy a pocet opakovanych analyz byly stejné, jak je popsano
vyse. Kazdy pokus byl opakovan nejméné dvakrat k zajisténi reprodukovatelnosti.

mRNA analyzy

mRNA exprese byla urcena peclivé kontrolovanymi semikvantitativnimi RT-PCR analyzami. Pro kazdy zesileny (amplifikovany)
vysledek byly podminky PCR reakce a pocty cyklu individualné nastaveny tak, ze vSechny reakce se udaly v ramci linearniho
rozsahu umocnéni vysledku. Detailni metody RNA izolace, cDNA syntéz a RT-PCR analyz pro BRCA1, BRCA2 a B-aktin
(kontrolni gen) byly popsany dfive (Fan et al, 1998, 1999a; Xiong et al, 2003). Pro AR PCR tuvody byly jak nasleduje: 5'-
TTTTCCCCCTCTTCCTT-3' (dopiedu) a 5'- TCCTTTTTTCCAGCATAGACC-3' (zpét). PCR vysledky byly analyzovany
elektroforézou v 0,8% agardznich gelech obsahujicich 0.1mgmlZ' ethidium bromid, gely byly fotografovany pod ultrafialovym
svétlem. Hladiny mRNA byly kvantifikovany denzitometrii cDNA pruht a vyjadieny relativné k f-aktinu. Byly provedeny nejméné
dva nezavislé pokusy pro kazdy pozorovany bunéény typ.

Proteinové analyzy

Produkty bunééné lyzy byly pfipraveny a ,,Western blotting® (oddé€lovani proteind elektroforézou) bylo provedeno tak, jak bylo
popsano diive (Fan et al, 1998, 1999a). Stejné mnozstvi alikvotnich ¢asti z celkového bunécného proteinu (50 pg na pruh) bylo
elektroforezovano na SDS-polyacrylamidovych gradientnich gelech, transferovano do nitrocelulosovych membran (Millipore,
Billerica, MA, USA) a ,blotted“ za pouziti téchto primarnich protilatek: BRCA1 (C-20, polyklonalni krali¢i, Santa Cruz
Biotechnology, 1 : 200); BRCA2 (C-19, Santa Cruz, 1 : 200) a aktinu (I-19, polyklonalni kozi, Santa Cruz, 1 : 500). Proteinové pasy
byly vizualizovany za pouziti zvySeného chemiluminescencniho systému (Amersham) s barvenymi indikatory (BioRad) jako
molekularnimi standardy velikosti. Proteinové pasy byly kvantitativné vyjadfeny pomoci denzitometrie a hodnoty byly vyjadieny
relativné k aktinu (kontrola obsahu a pienosu). Byly provedeny nejméné dva nezavislé pokusy pro kazdy sledovany bunéény typ.
Statisticka srovnani

Tam, kde to bylo patfi¢né, byla statisticka srovnani experimentalnich vysledkli provedena za pouziti dvouvybérového Studentova t-
testu.

Vysledky

Indol-3-karbinol upreguluje BRCA1 a BRCA2 expresi v rakovinnych buiikach prsu a prostaty

Dtive jsme ukazali, ze I3C stimuluje BRCA expresi v lidskych rakovinnych buikach délozniho ¢ipku a prsu (Meng et al, 2000a, b,
2001; Carter et al, 2002). V této studii jsme testovali efekt I3C na BRCA1 a BRCA2 expresi v rakovinnych bunikach prsu a prostaty.
Za pouziti pfisné kontrolovanych semikvantitativnich a denzitometrickych analyz jsme zjistili, ze davka I3C (60 uM) s malou nebo
zadnou cytotoxicitou zpisobila ¢asoveé zavislé zvyseni hladin BRCA1 a BRCA2mRNA ve dvou bunéénych rakovinych linich MCF-
7 and T47D (obr. 1A and B). Hladiny BRCAL1 byly zvyseny v nejdfive testovaném ¢asovém bodu (1 h), dosahly pfiblizného maxima
v pribéhu 6-8 h a byly jesté zvySeny za 48 h. Hladiny T47D, BRCA2 mRNA byly také zvySeny v prubc¢hu 1-2 h a zvySeni
ptfetrvavalo po celou dobu experimentu. Buitkky MCF-7 také vykazovaly silnou casové zavislou indukci BRCA2 prostfednictvim
I3C, ale konzistentn¢ zvySené hladiny BRCA2 mRNA byly pozorovany pouze za 6 h a pozdé&ji. Indol-3-karbinol zptisobuje na davce
zavislé zvySeni BRCA1 a BRCA2 mRNA (méfeno za 24 h) zacinajici na 20-40 uM (obr. 1C a D). V téchto pokusech byly evidentni
malé nebo zadné zmeény v expresi kontrolniho genu (B-aktinu).

Testovali jsme efekt I3C na hladiny BRCA proteinu za pouziti ,,Western blotting* s kvantifikaci proteinovych pruht
denzitometrii. Hladiny BRCA proteinu byly upregulovany prostiednictvim I3C v zavislosti na ¢ase a davce v typu rakovinnych
bunék prsu (MCF-7 and T47D) a prostaty (LNCaP and DU-145) (obr. 2). ZvysSeni hladin BRCA2 proteinu v rakovinnych burnkach
prsu bylo poprvé pozorovano po 4-8 h pti I3C (60 uM), zatimco zvySeni hladin BRCAL1 bylo detekovéano diive, ale jejich narust byl
relativné nizky v ¢asnych fazich (obr. 2a a B). Studie davka-odpovéd MCF7 a T47D bunck ukazaly signifikatni indukci (>2ndsobn¢)
hladin proteinu BRCA1 a BRCAZ2 pri nejnizsi testované davce I3C, 20 pM (obr. 2C a D.) Na obrazku 2C indukce proteinu BRCA2
neni takova jako indukce mRNA (obr. 1C). Mize to byt diky nepfesnostem denzitometrického stanoveni mnozstvi RT-PCR
(specialné pokud jsou pruhy slabé), diky faktu, Ze proteinové a mRNA pokusy byly provadény v riznych ¢asech nebo diky faktu, ze
I3C mél mozna dodateény efekt na proteinovou stabilitu, coz nemtzeme vyloucit.

Studie Casového prub&hu bunéénych linii rakoviny prostaty ukazaly zpozdéni v indukci BRCA2 s pouzitim I3C (prvni
pozorovano v 6h) ve srovnani s BRCA1 (1h) (obr. 2E a F). Pokud jde o bunky rakoviny prsu, BRCA1 a BRCA2 hladiny byly
zvySeny prostfednictvim > 2nasobku nejnizs§i davky I13C (20 uM) (obr. 2G a H). Ackoliv se vyskytlo nekolik odlisnosti mezi
jednotlivymi bunéénymi liniemi, tyto studie ukazuji reprodukovatelnou indukci Grovni proteinu BRCA1 a BRCA2 prostednictvim
I3C s nartisty hladin proteinu BRCA1 a BRCA2 v davce I3C 60 pM za 24 h 5-10nasobku pro bunééné linie rakoviny prsu a 8-
16nasobku pro bunééné linice rakoviny prostaty. Poznamka: Ve studiich ukézanych v obrazcich 1 a 2 jsou hodnoty denzitometrie
pruméry nejméné dvou nezavislych pokust.

Genistein upreguluje expresi BRCA1 a BRCA2

Genistein je sojovy izoflavon, ktery funguje ¢aste¢né jako fytoestrogen a fytoandrogen (Wang et al, 1996; Maggiolini et al, 2002).
Od t¢ doby, co je genistein navrhovan jako chemopreventivni ¢inidlo pro nékolik typl tumort véetné rakoviny prsu a prostaty, jsme
testovali jeho schopnost indukovat expresi BRCA. Genistein zpusobil na davce a Case zavisla zvySeni hladin BRCA1 a BRCA2
proteinti ve dvou estrogen-responsivnich bunéénych liniich rakoviny prsu (MCF-7 and T47D) (obr. 3D). Indukce BRCA 1 se
objevila po 1 h od expozice genisteinu (5 pM), zatimco indukce BRCA2 byla zpozdéna az do 6-8 h (obr. 3A a B). Pro ob¢ bunétné
linie byla zvyseni hladin BRCA1 >2nasobné pozorovana v nejnizsi davce testovaného genisteinu (0.5 pM), zatimco podobné¢ silna
zvySeni hladin BRCA2 vyzadovala vyssi davky genisteinu (1-2.5 pM) (obr. 3C a D).

Genistein také zpusobil na Case a davce zavisla zvyseni hladin BRCA v androgen-senzitivnich (LNCaP) a nesenzitivnich (DU-
145) bunkach rakoviny prostaty. Pro tyto bunééné linie se zvySeni hladin BRCA1 > 2nasobné objevila za 1 h, zatimco podobna
zvyseni hladin BRCA2 se objevila za 4-8 h (obr. 3E a F). Pokud bylo méfeno za 24 h, signifikatni zvySeni hladin BRCA1 vyzadovala
davky 0.5-1.0 uM, zatimco zvySeni hladin BRCA2 vyzadovala 2.5 pM genisteinu (obr. 3G a H). Zvyseni hladin BRCA po vystaveni
az 5 uM genisteinu byla v rozmezi 4-12nasobné vyssi pro buiiky rakoviny prsu a 5-17nasobné vyssi pro rakovinné bunky prostaty.
Hodnoty denzitometrie na obrazku 3 jsou pruméry nejméné dvou nezavislych pokusti.



410

A" Time after addition of 13G (h) MCF7 o BRCA
' ' 12004 . BRCE2
0 12 4 6 8 16 24 48 =
2F 800+
BRCA1 TS
(285 bp) £ 500
R
T @ .
BRCA2 =€ 400
(248 bp) T5 200+
P— cL':’|IT1I|*"*"I_
. E?G“gftg:}} 0 4 8 12 16 24 48
| Time after addition of [3C (h)
B Time after addition of 13C (h) 147D 12007 _e BRCA1
- 1 _ -0- BRCA2
3 1000
0 1 2 4 6 8 1624 48 o=
% S 800-
BRCA1 £
(285 bp) R 600 -
%E 400 -
BRCAZ ES 200
(248 bp) =2 7]
0 11—
) I T T I T I
f-actin 0 4 8 12 16 24 48
(661 bp) Time after addition of 13C (h)
c 13C dose (um) MCF7 6009  _o BRCAf
' 1 5 s00 -0- BRCA2
0 20 40 60 80 100 = =004
@ -
BRCA =g
(285 bp) ;—GF' “é 200 —
£
S 2004
BRCAZ2 T2
(248 bp) 2 100-
pactin ’ O 20 40 60 80 100
651 bp)
(561 bp) 13C dose (uM)
D T-47D
13C dose (um) — 12009 .e BRCA1
r 1 S jo00] O ERCAZ
0 20 40 60 80 100 2%
@ 8 .
BRCAT - 800
(285 bp) & F 600
S E
Z5 4004
BRCAZ ES
(248 bp) & 200
0 I I I I I |
f-actin 0 20 40 60 80 100
(661 bp) 13C dose (M)

Obrazek 1

Indol-3-karbinol (13C) upreguluje expresi BRCA1 a BRCA2mRNA v lidkych burikach rakoviny prsu v zavislosti na ¢ase a davce. Pro
studie ¢asového priibéhu byly subkonfluentni proliferujici MCF-7 ) (A) nebo T47D (B) buriky upraveny 13C (60 uM) pro riizné ¢asy a
sesbirany pro mRNA analyzy semikvantitativni RT-PCR. Pro studie davka-odpovéd byly MCF-7 ) (C) nebo T47D (D) bunky upraveny
riznymi davkami 13C na 24 h a sesbirany pro mRNA analyzy. PCR pruhy byly kvantifikovany denzitometricky a vyjadreny relativné ke
kontrolnimu genu, B-aktinu. Hodnoty denzitometrie jsou priméry +s.e.m. z nejméné dvou nezavislych pokusu.
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Indol-3-karbinol upreguluje hladiny BRCA1 a BRCA2 proteinu v lidskych burfikach rakoviny prsu a prostaty v zavislosti na ¢ase a davce
Pro studie ¢asového priibéhu byly subkonfluentni proliferujici MCF-7 (A), T47D (B), DU-145 (E), a LNCaP (F) buriky upraveny

s I3C (60 uM) po rtizné Casy a sesbirany pro analyzy ,Western blot“ k detekci BRCA1, BRCA2 nebo proteinu aktinu (kontrola
obsahu a prenos). Pro studie davka-odpoéd byly MCF-7 (C), T47D (D), DU-145 (G), and LNCaP (H) buriky upraveny s
indikovanou davkou I3C na 24 h a poté proveden kvantitativni rozbor exprese proteinu BRCA1 a BRCA2. Proteinové pruhy byly
kvantifikovany denzitometricky a vyjadfeny relativné k aktinu. Hodnoty denzitometrie jsou priméry +s.e.m. z nejméné dvou

nezavislych pokusu.
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Obrazek 2 (pokracovani z pfedchozi strany)
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Genistein upreguluje hladiny proteinu BRCA1 a BRCA2 v burikach rakoviny prsu. Pro studie ¢asového prabéhu byly subkonfluentni
proliferujici MCF-7 (A), T47D (B), DU-145 (E), a LNCaP (F) buriky upraveny s genisteinem (5 pM) pro indikované ¢asy a
sesbirany pro ,western blotting“ k detekci BRCA1, BRCA2 nebo proteind aktinu. Pro studie davka-odpovéd byly MCF-7 (C),
T47D (D), DU-145 (G) nebo LNCaP (H) buriky upraveny indikovanou davkou I3C na 24 h a proveden kvantitativni rozbor, jak je
popsano vyse. Hodnoty denzitometrie predstavuji priméry £s.e.m. z nejméné dvou nezavislych pokusu.

Role BRCAL1 v indukci BRCA2 prostrednictvim I3C a genisteinu
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Nekolik faktort ukazuje na to, ze fytochemicka indukce BRCA2 je ¢astecné diky BRCA1. Tedy BRCA1 a BRCA2 jsou

rovnocenné regulovany béhem ristu a béhem vyvoje bunécného cyklu (Rajan et al, 1996, 1997) a exogenni BRCA1 upreguluje
expresi BRCA2 bunéénych kulturach (Fan et al, 1998). BRCA1 a BRCA2 jsou také koregulovany v odpovédi na DNA poskozujici
chemické latky a jiné cytotoxiny (Andres et al, 1998; Fan et al, 1999a). K pfesnému stanoveni ilohy BRCA1 v indukci BRCA2 jsme
pouzili specifické BRCA1 a BRCA2 siRNA kyseliny. BRCA1-siRNA byla validovana v pfedchazejici studii (Xiong et al, 2003). Jak
je znazornéno na obrazku 4, jednotliva aplikace



E

Time after addition of genistein (h)

LNCaP

Time after addition of genistein (h)

16 24 48

‘-------t

G

Genistein dose (umM)

1
16 24 48

BRCA1
(220 kDa)

BRCAZ
(380 kDa)

Actin
(43 kDa)

Proteinfactin ratio
(% of untreated control)

BRCAT
(220 kDa)

BRCA2
(380 kDa)

Actin
(43 kDa)

Proteinfactin ratio
(% of untreated control)

,_
=
&
he

0 05 1 25 5

BRCA1
(220 kDa)

L ——— e— ————

BRCA2
(380 kDa)

Actin
(43 kDa)

Genistein dose (um)

Proteinfactin ratio
(% of untreated control)

0 05 1 25 &

BRCA
(220 kDa)

BRCAZ2
(380 kDa)

Actin
(43 kDa)

Obrazek 3 (pokraCovani z pfedchozi strany)

Protein‘actin ratio
(% of untreated control)

1800 =
1500 —
1200 —
900 —
600 —
300—

1500 —
1200 —
900 —
600 —
300 —
100 4

0

1800 —

—&— QRCA1
—O— BRCAZ2

T T T T 177
0 4 8 12 16 24 48

Time after addition of genistein (h)

& BRCA1
=0— BRCAZ

T T T T ToT

0 4 8 12 16 24 418
Time after addition of genistein (h)

== BRCA1
-0
1500 BRCAZ
1200
Q00
600
300 -
0 |
0 05 1 25 & 7.5
Genistein dose (um)
18009 o BRcaf
1500 — -C— BRCAZ
1200 —
900 —
600 —
= 300=—
017171711
0o 05 1 25 5 7.5

Genistein dose (uM)

415

50 nM BRCA1-siRNA zpusobila snizeni BRCA1 a BRCA2 proteini béhem 48-72 h, zatimco kontrolni siRNA neméla zadny efekt

na hladiny BRCA1 nebo BRCA2.

V souladu s témito nalezy BRCA1-siRNA zpusobila snizeni BRCA1 a BRCA2 proteinti v DU-145 burikach, ale opak nebyl

pravdou (obr. 4B). Tedy BRCA2-siRNA zptisobila snizeni BRCA2 proteinu, ale BRCA1 nebyla ovlivnéna nebo jen lehce snizena
(obr. 4B). Kontrolni siRNA m¢la maly nebo zadny efekt na BRCA1 nebo BRCA2. Ve studiich overexprese zpusobil ,,wild-type*
(wt) BRCA1 expresni vektor signifikantni indukei hladin BRCA2,
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Obrazek 4

Zavislost fytochemicky indukované exprese BRCA2 na BRCA1. (A) BRCA1-siRNA zpusobuje ¢asové zavislé snizeni BRCA1 a BRCA2
v MCF-7 bunkach. Subkonfluentni proliferujici buriky byly upraveny s BRCA1-siRNA (vlevo) nebo kontrolni siRNA (vpravo) (50nM) po
rozdilné €asy, sesbirany a zanalyzovany ,western blot“ na BRCA1, BRCA2 a aktin. (B) Efekt BRCA1-siRNA na hladiny proteinu BRCA2
a naopak v DU-145 burkach. Burky byly upraveny s BRCA1, BRCA2 nebo kontrolni siRNA (50nM) po 72 h a ,western blotted” pro
BRCA1, BRCA2 a aktin. Vysledky jsou ukazany pro dvé rizné bunécné Upravy a proteinové izolace ve stejném blot. (C) Plisobeni
wWtBRCA1 na hladiny BRCAZ2 proteinu a obracené v DU-145 burikach. Buriky byly transfektovany pres noc s wtBRCA1, wtBRCA2 nebo
prazdnym pcDNAS3 vektorem, vymyty, postinkubovany po 24 h k umoznéni genové exprese, sesbirany a ,Western blotted“ pro BRCA1,
BRCAZ2 a aktin. Vysledky jsou ukazany pro dvé rdzné bunécné upravy a proteinové izolace ve stejném blot. Hodnoty denzitometrie jsou
praméry trozmezich ze dvou pokusu. (D) Pisobeni BRCA1 a BRCA2 si RNA kyselin na indukci BRCA prostrednictvim I3C. Buriky DU-
145 byly preinkubovany s indikovanou siRNA (50nM x 72 h) nebo zadnou siRNA (transfekce jen Cinidlem), poté vystaveny 13C (40 uM)
na 24 h a pak sesbirany pro ,Western blotting“. (E) Pisobeni BRCA1 a BRCA2 siRNA na indukci BRCA1 a BRCA2 prostiednictvim
genisteinu. DU-145 buriky byly preinkubovany indikovanou siRNA (50nM x 72 h), upraveny s genisteinem (5 uM) na 24 h a sesbirany
pro ,Western blotting“ jako uvedeno vyse. (F) Indukce BRCA1 a BRCAZ2 prostfednictvim kombinace I3C a genisteinu. MCF-7 nebo DU-
145 buriky byly upraveny nizkymi davkami I3C (25 pM) a/nebo genisteinu (1 uM) na 24 h a sesbirany pro ,Western blotting“. Hodnoty
denzitometrie jsou priméry trozmezich ze dvou nezavislych pokusu. (G) Plsobeni ICI182,780 na fytochemickou indukci BRCA1

v MCF-7 burikach. Proliferujici buniky byly inkubovany s indikovanym ¢inidlem na 24 h a poté sesbirany pro ,Western blotting“ na
BRCAA1, ER-a nebo aktin. (H) Pisobeni knockdownu BRCA1 a fytolatek na hladiny ER-a proteinu. MCF-7 buriky byly pfedbézné
upraveny s BRCA1 nebo kontrolni siRNA , jak je popsano vyse, vystaveny indikovanym davkam I3C nebo genisteinu po 24 h a poté
+Western blotedt“ pro ER-a, BRCA1 nebo aktin.

zatimco wtBRCA2 zpisobil mnohem mirngjsi vzestup hladin BRCA2 (obr. 4C). Dale jsme testovali ulohu BRCA1 v indukci hladin
BRCA2 prostiednictvim I3C a genisteinu. V DU-145 bunikach pfedbézné pravenych s BRCA1-siRNA bylo méalo nebo
nedetekovatelné BRCA2 v buiikach kontrolnich, upravenych I3C nebo genisteinem (obr. 4D a E, v tomto pofadi) V bunkach
upravenych s BRCA2-siRNA byla BRCA2 témét nedetekovatelna v kontrolnich a fytolatkami upravenych burikach. Nicméné
BRCAL1 byla signifikantné indukovana prostifednictvim jak I3C, tak i genisteinu. Kontrolni siRNA neméla zadny efekt na expresi
nebo indukci proteint BRCA. Tyto nalezy naznacuji, ze indukce BRCA2 pomoci fytolatek je castecné zavisla na BRCAI, ale ne
obrécene.
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Obrazek 4 (pokracovani z pfedchozi strany)

Kombinace I3C a genisteinu

Testovali jsme pisobeni kombinace nizkych davek 13C (25 uM) a genisteinu (1 M) na hladiny BRCA proteinu v MCF-7 a DU-145
burnikach. Kombinace (I3C + genistein) méla vétsi efekt na indukci BRCA nez kterakoliv z latek samotna (obr. 4). Tyto efekty se
zdaly byt supraaditivni nebo synergistické pro BRCA1 v MCF-7 buikéch a pro BRCA2 v obou bunéénych typech, ackoliv jsme
neprovedli studie za pouZiti rozsahu rozdilnych davek. Tedy 1 uM genisteinu sam zpiisobuje jen nepatrné zvyseni hladin BRCA2, ale
kombinace (I3C + genistein) zpisobila mnohem vétsi zvySeni hladin BRCA2 nez I3C sam.

Efekt inhibice ER-a na BRCAL1 expresi

Ke zjisténi, zda ER-a mize hrat roli v indukci BRCA1 prostiednictvim fytolatek, byly MCF-7 buniky upraveny s I3C nebo
genisteinem bez nebo v pfitomnosti ICI1182,780 (Fulvestrant), antiestrogenu, ktery zptisobuje rozpad ER-a. V této studii ICI182,780
zpusobil ztratu ER-a proteinu, ale nemél zadny efekt na schopnost I3C nebo genisteinu indukovat BRCA1 protein (obr. 4G). Jak je
zobrazeno na obrazku 4H, ani BRCA1-siRNA, ani I3C, ani genistein neméli hladiny ER-a proteinu v MCF-7 burikach. Vzato
dohromady s nalezy, ze 13C a genistein mohou indukovat BRCA expresi v ER-a negativnich bunéénych typech (napi. DU-145), tyto
vysledky naznacuji, ze indukce BRCA exprese prostiednictvim fytolatek neni zprostiedkovana estrogennim receptorem.

Uloha BRCAL ve zprostiedkovani nékterych biologickych pochodii I3C a genisteinu

Zatimco je jasné, ze 13C a genistein indukuji expresi BRCA genu v lidskych rakovinnych bunkach, role BRCA geni ve
zprostfedkovavani biologickych odpovédi na tyto fytolatky neni prokazana. Testovali jsme tyto ulohy za pouziti BRCA1 a BRCA2
siRNA a jinych reagencii.

Cytotoxicita Pti vysokych davkach (> 100 uM) I13C zplisobuje cytotoxicitu a apoptdzu v rakovinnych bunéénych liniich (Chen et al,
2001; Chinni et al, 2001; Rahman et al, 2003; Sarkar et al, 2003). Exogenni BRCA1 zptsobuje zvySenou nachylnost k apoptoze diky
DNA poskozujicim latkdm (napf. adriamycin), ackoliv wtBRCA 1 neindukuje apoptézu sam (Fan et al, 1998, 2001b). Testovali jsme
efekt hladin zpracovavanych BRCA na I3C cytotoxicitu uzitim MTT analyz. Obrazek 5 ukazuje schopnost BRCA1-siRNA a
BRCA2-siRNA redukovat hladiny proteinu BRCA1 a BRCA2 jednotlivé po dobu 48-72 h. Ve tfech odlisnych bunéénych liniich
(MCF-7, T47D, a DU-145) jsme zjistili, Ze BRCA1-siRNA chranila buiiky proti I3C cytotoxicité (obr. 5C, E a G). Buiky
upravované s BRCA-siRNA obvykle vykazovaly stupen preziti piiblizné 15+5% vyssi nez kontrolni buiky upravované s siRNA
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Obrazek 5

Pispéni BRCA1 a BRCA2 k cytotoxicité zprostfedkované 13C. (A) Uginky BRCA1-siRNA (48 a 72 h) a BRCA2-siRNA (72 h) (50 nM) na
hladiny proteinu BRCA1 a BRCA2 jednotlivé v MCF-7 burikach. MCF-7 (B a C), T47D (D a E) a DU-145 (F a G) buriky byly
experimentalné manipulovany ke zvySeni (WtBRCA1) nebo snizeni (BRCA1-siRNA) hladin BRCA1, vystaveny rozdilnym davkam 13C a
testovany na viabilitu bunék za pouziti MTT analyz. V (H) a (I) byly buriky manipulovany ke zvySeni (WtBRCAZ2) nebo snizeni (BRCA2-
siRNA) hladin BRCA2, vystaveny riznym davkam I3C a testovany na viabilitu bunék za pouziti MTT analyz. Metodologie (B-l). Ke
vzySeni hladin BRCA1 byly subkonfluentni burnky transfektovany s wtBRCA v 96 jamkoveé titraCni desticce pfes noc (podivej na
Materialy a Metody), vymyty, postinkubovany po 24 h, vystaveny rdznym davkam I13C po 24 h a zanalyzovany pro MTT redukci. Ke
zvySeni hladin BRCA1 byly buriky pfedem upraveny s BRCA1 nebo kontrolni siRNA (50 nM x 72 h) nebo simulované transfektovany
(kontrolni) a zanalyzovany na citlivost k 13C, jak je popsano vySe. Pro BRCA2 pokusy byly burfiky DU-145 transfektovany s wtBRCA2
nebo upraveny s BRCA2 nebo kontrolni siRNA (jak je popsano vyse) a zanalyzovany, jak je popsano vyse, na citlivost k I3C. Hodnoty
bunécéné viability jsou vyjadfeny relativné k 0 I13C kontrole a jsou prameéry +s.e.m. pro 10 zdvojenych jamek. Statisticka srovnani
Srovnani bunééné viability byla provedena za pouziti dvouvybérovych t-testd. . Signifikatni rozdily byly nasledujici: MCF-7 wtBRCA1 vs
kontrolni, £<0.001 v 100-400 uM I3C; MCF-7 BRCA1-siRNA vs kontrolni, P<0.001 v 200-500 uM I3C; T47D wtBRCA1 vs kontroni,
P<0.001 v 100-500 uM I3C; T47D BRCA1-siRNA vs kontrolni, P<0.001 v 200-500 uM I3C; DU-145 wtBRCA1 vs kontrolni, P<0.001 v
100-400 uM I3C; DU-145

BRCA1-siRNA vs kontrolni, P<0.001 v 100-500 pM I3C; DU-145 wtBRCA1 vs kontrolni, P<0.001, 100—400 uM I3C; a DU-145 BRCA2-
siRNA vs kontrolni, P<0.001 v 200-500 uM I3C.

(P<0.001, dvouvybérové t-testy), ackoliv mira ochrany prostfednictvim BRCA1-siRNA byla vétsi pro DU-145 bunky v 300-400 pM
I3C (21-32%). Na rozdil buiiky transfektované genem wtBRCA1 byly vice sensitivni k I3C nez kontrolni buiiky (P<0.001) (obr. 5B,
D aF). V 200-400 uM I3C, MCF-7 a T47D buriky transfektované s
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wtBRCAL1 vykazovaly miru pteziti ptiblizné 15-20% nizsi nez kontrolné transfektované buiky, kdezto wtBRCA1 transfektované
buniky DU-1456 vykazovaly 15-40% nizsi preziti nez kontrolné transfektované bunky v 100-400 uM I3C. Tyto nalezy naznacuji, Ze
BRCA1 modifikuje cytotoxicitu I3C a ze endogenni BRCA1 pfispiva k cytotoxicité I3C.

Vzhledem k tomu, ze BRCA1-siRNA downreguluje hladiny BRCA2, testovali jsme schopnost BRCA2 modifikovat sensitivitu
k vyssim davkam I3C. Stejné jak bylo pravdou pro BRCA1, expresni vektor wtBRCA2-siRNA sensitivoval DU-145 bunky k I3C
(obr. 5H), zatimco BRCA2-siRNA prokazala snizeni sensitivity k I3C (P<0.001 ve vSech davkach)
(obr. 5I). Vzato dohromady s piedchézejicimi vysledky, tyto nalezy naznacuji, ze 1) oba BRCA geny modifikuji bunéénou sensitivitu
k I3C a 2) modifikace sensitivity k I3C prostfednictvim BRCAL je ¢astecné zavisla na zménach hladin BRCA2.

Signalni estrogenni receptor-a. Prokazali jsme, ze I3C zpisobuje na davce zavislou inhibici estradiolem (E2) stimulované ER-a
aktivity v rakovinnych burikach délozniho ¢ipku a prsu uzitim E2-responsivniho reportéru (ERE-TK-Luc), testovanim efektu I3C na
expresi endogennich E2-responsivnich gent (Meng et al, 2000b). Jelikoz wtBRCA1 siln€ inhibije signalni ER-a (Fan
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Prispéni BRCA genu k regulaci ER-a a AR aktivity prostfednictvim I13C a genisteinu. (A) Zachrana I13C inhibice E2 stimulované ER-a
aktivity prostfednictvim BRCA1-siRNA. MCF-7 bunky byly pfedem upraveny s BRCA1-siRNA, BRCA2-siRNA, kontrolni siRNA (50 nM x
72 h) nebo bez siRNA (jenom vehikulum). Po prvnich 48 h zpracovanim se siRNA byly transfektovany s ERE-TK-Luc reportérem pres
noc, vymyty, postinkubovany +173-estradiolem (E2, 1 uM) a £I3C (100 uM) na 24 h a testovany na aktivitu luciferazy. Hodnoty jsou
vyjadreny relativné k +E2 pozitivni kontrole (Zadna siRNA, Zadny 13C) a jsou primérem ts.e.m. ze tfi nezavislych pokusu. V kazdém
pokusu byla kazda podminka analyzy testovana ve ¢tyfech zdvojenych jamkach a hodnoty byly zprdmérovany. BRCA1 (ale ne BRCA2
nebo kontrolni) siRNA zajistila inhibici E2 stimulované ER-a aktivity prostfednictvim I3C (P<0.001). (B) Zachrana inhibice genisteinu E2
stimulované ER-a aktivity prostfednictvim BRCA1-siRNA. Pokus byl proveden tak, jak je popsano vyse, kromé toho, Ze buriky byly
vystaveny tgenisteinu (5 uM) namisto 13C. Hodnoty luciferazy jsou vyjaddfeny relativné k + E2 pozitivni kontrole (Zzadna siRNA, zadny
genistein) a jsou primérem *s.e.m. ze tfi nezavislych pokusu, pfi kazdém pokusu kazda podminka eseje byla testovana ve ¢étyfech
zdvojenych jamkach. BRCA1 (ale ne BRCA2 nebo kontrolni) siRNA zajiStovala inhibici E2 stimulované ER-a aktivity prostfednictvim
genisteinu (P<0.001). (C, D) Prispévek BRCA1 k inhibici DHT stimulované AR aktivity prostrednictvim I13C a genisteinu. LNCaP (C)
nebo PC-3 (D) bunky byly pfedem upraveny s wtBRCA1-siRNA, kontrolni siRNA (50 nM x 72 h) nebo zadnou siRNA. LNCaP buriky,
které jsou AR positivni, byly transfektovany s androgen-responsivnim reportérem (ARE-TK-Luc), zatimco PC-3 bunky, které jsou AR
negativni, byly kontransfektovany s AR vektorem exprese plus ARE-TK-Luc. Burfiky byly upraveny s dihydrotestosteronem (DHT, 10
nM), 13C (25 pM a/nebo genisteinem (1.0 uM) na 24 h a zanalyzovany na aktivitu luciferazy. BRCA1-siRNA zvysila DHT stimulovanou
AR aktivitu a ¢aste€né zachranila inhibici AR aktivity prostfednictvim 13C a genisteinu (levé skupiny). Hvézdicky ukazuji signifikantni
srovnani (P<0.01). (E) Efekt BRCA1-siRNA a fytolatek na hladiny AR proteinu v LNCaP burikach. Buriky byly pfedem upraveny

s BRCA1 nebo kontrolni siRNA a poté upraven\ s I13C, genisteinem nebo DHT, jak je popsano v (C). Buriky byly pak sesbirany a
Western blottted na AR nebo aktin. (F) Efekt BRCA1-siRNA na hladiny ARmRNA. LNCaP buriky byly pfedem upraveny s BRCA1 nebo
kontroIni siRNA, upraveny s DHT na 24 h a sesbirany na semikvantitativni RT-PCR k detekci BRCA1, AR nebo B-aktinu.
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et al, 1999b), predpokladali jsme, ze BRCA1 by mohl pfispivat k inhibici ER-a aktivity prostfednictvim I3C. Tudiz jsme provedli
kvantitativni rozbor efekti BRCAsiRNA kyyselin na schopnost I3C a genisteinu inhibovat E2 stimulovanou ER-a aktivitu (obr. 6).
Zatimco genistein je nazyvan ,,fytoestrogen, protoze ma slabou estrogenni aktivitu pii absenci E2, funguje jako inhibitor ER-a

v ptitomnosti E2.
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Tedy genistein zplsobuje na davce zavislou inhibici E2 stimulované ER-a aktivity v MCF-7 buiikach (data nejsou ukazana).
V této studii jsme nesledovali pro estrogenni efekty genisteinu. Nicméné jsme specialné netestovali podminky, které by takové efekty
vyvolaly.

Obrazek 6A ukazuje efekt pfedem zpracovani s BRCAsiRNA kyselinami na inhibici E2 stimulované ER-a aktivity
prostfednictvim I3C. Tato data jsou priméry +s.e.m. ze tii nezavislych pokusi. BRCA1 (ale ne BRCA2) siRNA zptisobila mirné
zvySeni v E2 stimulované ER-a aktivité. V podminkach, ve kterych I3C zptisobil >90% inhibici ER-a aktivity, pfedem zpracovani
s BRCA1-siRNA (ale ne BRCA2 nebo kontrolni siRNA) zna¢né obnovilo E2 stimulovanou ER-a aktivitu (P<0.001, dvouvybérovy
t-test). Podobné vysledky byly dosazeny pouzitim genisteinu (obr. 6B). Tedy BRCA1 (ale ne BRCA2 nebo kontrolni) siRNA
signifikantné zménily genisteinem zprostiedkovanou inhibici E2 stimulované ER-a aktivity (P<0.001). Dfive jsme identifikovali N-
termindlni fragment BRCA1 proteinu (amino kyseliny 1-302), ktery fungoval jako DN inhibitor full-length wild-type BRCA1 a
,,chrani“ wtBRCAL1 zprostfedkovanou inhibici ER-a aktivity (Fan et al, 2001a, b). V této studii jsme zjistili, Ze transientni transfekce
BRCA1 amino kyseliny 1-302 vektoru exprese (DN-BRCA1) ¢aste¢né chrani inhibici E2 stimulované ER-a aktivity prostfednictvim
samotného I3C, samotného genisteinu nebo kombinaci I3C + genistein (P<0.001) (data nejsou ukazana). Tyto nalezy naznacuji, Ze
inhibice E2 stimulované ER-a aktivity prostfednictvim I3C a genisteinu je ¢astecné diky BRCAL.

AR signalovani Oba, I3C i genistein, mohou vzajemné reagovat s AR a modifikovat ho. Tedy I3C je AR antagonista (Le et al,
2003), zatimco genistein miize aktivovat AR v absenci ligand, ale inhibovat DHT-indukovanou AR aktivitu (Maggiolini et al, 2002).
Testovali jsme roli BRCA1 ve zprostfedkovani efektti nizkych davek 13C (25 uM) nebo genisteinu (1 uM) na signalni AR. Studovali
jsme LNCaP buiiky (androgen-responsivni buné¢na linie) za pouziti jejich endogenniho AR a PC-3 (androgen nesensitivni bunééna
linie) za pouziti transientn¢ exprimovaného ,,wild type” AR. Konzistentné s publikovanymi nélezy genistein (ale ne I3C) zptsobil
mirnou aktivaci adrogen-responsivniho reportéru (ARE-TK-Luc) pii absenci DHT (obr. 6C a D, pravé sloupce), zatimco oba, jak
I3C, tak genistein, zpisobily inhibici DHT stimulované AR aktivity (P<0.001) (obr. 6C a D, levé sloupce). Zajimavé, pfedem
zpracovani s BRCA1-siRNA zpusobilo zvyseni DHT stimulované AR aktivity (relativné ke kontrolni siRNA nebo buitkam
zpravovanym vehikulem) pii absenci I3C nebo genisteinu a ¢aste¢né chranilo inhibici AR aktivity prostfednictvim I3C a genisteinu
(P<0.01). Podobné vysledky byly pozorovany v LNCaP a PC-3 buiikach. Pfedem zpracovani s BRCA1-siRNA zptisobilo zvysSeni
hladin AR proteinu v bunikach upravenych s DHT, kdezto BRCA1-siRNA sama a kontrolni siRNA pfi absenci nebo pfitomnosti
DHT meéla maly nebo zadny efekt na AR hladiny (obr. 6E). Naproti tomu BRCA1-siRNA nemeéla zadny efekt na hladiny ARmRNA
pfi piitomnosti DHT (obr. 6F). Disledky téchto nalezti jsou zvazeny v Diskusi.

Role stresu endoplazmatického retikula v indukeci BRCA exprese

Latky, které zpiisobuji stres endoplazmatického retikula indkuji BRCA expresi Nedavna studie ukazala, ze DIM, hlavni metabolit
I3C, zpusobuje stresu podobnou odpoveéd’ endoplazmatického retikula, podobné jako rozprostieny protein reaguje v kvasnicich (Sun
hladin ATF4 proteinu, aktivaci IRE1 (homolog inositol-requiring 1) a rapidni zvySeni ve stres specifické sestfizené (,,spliced*’) formé
XBP-1mRNA a indukci mnoha stres-responsivnich genech, véetné CHOP (nebo GADD153), GADD34, GADD45A, XBP-1,
GRP78, a GRP94 (Carter et al, 2002; Sun et al, 2004). V této studii jsme testovali schopnost dvou ¢inidel zndmych tim, ze zptsobuji
stresovou odpovéd’ endoplazmatického retikula k indukci BRCA exprese. Inkubace T47D nebo MCF bunék s thapsigarginem,
selektivnim inhibitorem endoplazmatického retikula Ca* dependentni ATP-4zy, zpisobila indukci BRCA1 a BRCA2 mRNA exprese
v zavisloti na davce a ¢ase (obr. 7A-C). Indukce obou BRCA genu se objevila po 24 h inkubaci s davkami thapsigarginu nizkymi
pouze 50-100 nM (obr. 7A a B), zatimco studie ¢asového priabeéhu ukazala, ze BRCAImRNA byla thapsigarginem (300 nM)
indukovana po 4-6 h, s BRCA2mRNA indukei objevujici se lehce pozdéji (obr. 7C). MTT analyzy neodhalily zadnou toxicitu

v thapsigarginovych davkach <300 nM (data nejsou ukazana). ,,Western blotting* odhalil indukci BRCALI proteinu v T47D a MCF-7
bunkach v 50-100 nM thapsigarginu (obr. 7D a E).

Také jsme vidéli na davce zavislou indukci BRCA1 a BRCA2 proteinti prostfednictvim tunicamycinu (obr. 7F a G), latky, ktera
zpusobuje stresovou odpovéd’ endoplazmatického retikula inhibici proteinové glykosylace. Tyto nalezy svéd¢i o tom, Ze aktivace
stresové odpovédi endoplazmatického retikula dvéma odlisSnymi latkami uppreguluje expresi BRCA1 a BRCA2.

Stres-responsivni ER kindza PERK je nezbytna pro indukci BRCAI prostiednictvim I3C  Testovali jsme ulohu nékolika signalnich
stresovych proteini endoplazmatického retikula v I3C indukci BRCA1 a BRCA2 za pouziti DN expresniho vektoru. PERK
(EIF2AK3) je kinaza, ktera fosforyluje EIF2A v odpovédi na stres endoplazmatického retikula, zapfi¢inujici inhibici proteinové
syntézy spojené s akumulaci ATF4 proteinu (Rutkowski and Kaufman, 2003). Transfekce DN-PERK blokuje schopnost I3C (100
uM) indukovat hladiny obou proteintt BRCA1 a BRCA2 (obr. 8A). Nicméné DN-ATF4 vektor byl netispésny inhibovat expresi
BRCA1 a BRCA2 indukovanou I3C (obr. 8B). Na zavér jsme testovali tlohu IRE1 (homolog z kvasnic inositol-reguiring 1) — kinazu
lokalizovanou v membrané endoplazmatického retikula a endoribonukleazu, ktera je aktivovana pii odpovédi na stres (Shen et al,
2001) — ve zprostiedkovani indukce BRCA. V této studii DN-IRE1 vektor byl netispésny v inhibici exprese BRCA1 nebo BRCA2
indukovanou I3C (obr. 8C). Tyto nalezy naznacuji, ze PERK, upstream komponent endoplazmatického retikula a vyzivovacich stres-
responsivnich drah, je pro indukci BRCA nezbytny.

13C, genistein a BRCAI stimuluji signalovani stresu endo plazmatického retikula Signalovani stresu endoplazmatického retikula je
castecné zprostifedkovano transkripci cestou ,,cis-acting” DNA elementt v cilovych genech, véetné stres-responsivniho elementu
endoplazmatického retikula (ERSE), ,,unfolded” (nesbaleného) elementu proteinové odpovédi (UPRE) a druhého typu ERSE (ERSE-
II) (Yamamoto et al, 2004). Testovali jsme schopnost I3C, genisteinu a BRCA1 stimulovat reportéry fizené ,,wild type ERSE
(ERSEwt-Luc), mutantim ERSE (ERSEmut-Luc, negativni kontrola) a ERSE-II elementem (ERSEII3x-Luc). Obrazek 9A ukazuje
schopnost I3C a/nebo tunicamycinu indukovat signalni ERSE v T47D a MCF-7 buiikach. Kazd4 latka zpusobila signifikantni indukci
ERSEwt a ERSE-II aktivity (P<0.001), ale ERSEmut-Luc reportér vykazoval malou nebo zadnou aktivitu. Podobn¢ nizké davky
genisteinu (0.5 a 1.0 pM) signifikantné aktivovaly ERSEwt a ERSE-II, ale ne ERSEmut reportér (P<0.001) (obr. 9B). CHOP je
stres-responsivni transkrip¢ni regulator implikovany v apoptoze diky vazné poskozené funkci endoplazmatického retikula
(Oyadomari and Mori, 2004). Indol-3-karbinol a genistein zpusobily na davce zavislou aktivaci CHOP-Luc reportéru v T47D a MCF
bunkach (P<0.001) (obr. 9C).

Nasledné jsme zjistili, Ze BRCAL1 (ale ne kontrolni) siRNA inhibovala bazalni ERSEwt a ERSE-II reportérovou aktivitu
(P<0.001) (obr. 9D), zatimco wtBRCA1 (ale ne prazdny pcDNA3 vektor) zvySoval bazalni ERSEwt a ERSE-II signalovani
(P<0.001) (obr. 9E). Pfedem zpracovani s BRCA1-siRNA vazné zmirnilo schopnost I3C upregulovat RESEwt a ERSE-II
reportérovou aktivitu v T47D a MCF-7 buiikach (P<0.001) (obr. 9F). Konecn¢ pfedem zpracovani s BRCAL1 (ale ne kontrolni)
siRNA blokovalo
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Obrazek 7

Thapsigargin a tunicamycin upreguluji expresi BRCA genu. (A, B) Davka - odpovéd pro indukci BRCA mRNA kyselin prostfednictvim
thapsigarginu v T47D (A) a MCF-7 (B) bunikach. Subkofluentni proilferativni buriky byly inkubovany s ur€enymi davkami thapsigarginu
na 24 h a poté sesbirany pro semikvantitativni analyzy RT-PCR na BRCA1, BRCA2 a B-aktin (kontrolni gen). (C) Casovy priibéh
indukce BRCA1 mRNA kyselin prostfednictvim thapsigarginu v MCF-7 burikach. MCF-7 buriky byly inkubovany s thapsigarginem (300
nM) na rozdilné ¢asové intervaly az do 48 h a poté sesbirany na semikvantitativni RT-PCR analyzy pro BRCA1, BRCA2 a [3- aktin. (D,
E) Davka - odpovéd pro indukci BRCA1 proteinu prostfednictvim thapsigarginu v T47D (D) a MCF-7 (E) bunkach. Buriky byly
inkubovany s indikovanymi davkami thapsigarginu na 24 h a poté sesbirany na ,Western blotting" k detekci BRCA1 a aktinu (kontrola
obsahu a pfenosu). (F, G) Davka — odpovéd pro indukci BRCA proteind prostfednictvim tunicamycinu v T47D (F) a MCF-7 (G) burikach.
Buriky byly inkubovany s uréenymi davkami thapsigarginu na 24 h a poté sesbirany na ,Western blotting“ k detekci BRCA1, BRCA2 a

aktinu.
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Indukce BRCA exprese prosttednictvim 13C vyZaduje kinazu PERK (EIFAK3). (A) Dominantné negativni (DN) PERK blokuje 13C
indukci BRCA proteinu. Subkonfluentni proliferativni MCF-7 buriky byly transfektovany pfes noc s kontrolnim (jen vehikulum),

prazdnym pcDNA3 vektorem nebo DN-PERK (15-ug plazmidové DNA na 100-mm jamku) za uziti Lipofectamine™.
Transfektované buriky byly vymyty, ponechany v klidu po nékolik hodin, upraveny *I13C na 24 h a sesbirany pro ,Western
blotting” k detekci BRCA1, BRCA2 nebo aktinu (kontrola obsahu a pfenosu). (B) Dominantné negativni IRE 1 neuspéla

v blokaci I3C indukce BRCA proteinu. Analyzy byly provedeny tak, jak je popsano v (A), kromé uziti DN-IRE 1 misto DN-PERK.
(C) Dominantné negativni ATF4 neuspéla v blokaci I3C indukce BRCA proteinu. Analyzy byly provedeny tak, jak je popsano v

(A), kromé uziti DN-ATF4 misto DN-PERK.
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schopnost genisteinu stimulovat ERSEwt a ERSE-II aktivitu (P<0.001) (obr. 9G). Tyto nalezy naznacuji, ze oba, jak I3C, tak
genistein, stimuluji ERSE aktivitu a BRCA1 je potiebny pro I3C a genisteinem indukovanou ERSE aktivitu.

Diskuse

Ukazali jsme, ze kazda ze dvou fytolatek s potencialni protirakovinnou aktivitou, I3C a genistein, upreguluje expresi BRCA1 a
BRCA2 geni rakoviny prsu. Signifikatni zvySeni v hladinach proteint BRCA1 a BRCA2 (>2nasobné ) byla pozorovana v relativné
nizkych davkach obou téchto latek (20 uM I3C a 0.5-1pM genisteinu), pfedpokladame potencialni fyziologickou zavaznost téchto
nalezii. Zatimco I3C a genistein maji rozmanité déje in vitro a chrani proti riznym typtim rakoviny in vivo, neni jasné, ktery z téchto
dejt je nezbytny pro prevenci rakoviny a v jaké mife. BRCA1 a BRCA2 byly identifikovany jako nadorové supresory pro nékolik
hormonalné responsivnich typt rakoviny (rakoviny prsu a prostaty (BRCA1 a BRCA2), rakoviny endometria a délozniho ¢ipku
(BRCA1) a neendokrinni typ rakoviny (rakovinu slinivky (BRCA1 a BRCA2)) (Struewing et al, 1997; Thompson and Easton, 2002;
Aretini et al, 2003; Edwards et al, 2003). Tedy je mozné pfedpokladat, Ze néktera z chemopreventivnich aktivit I3C a genisteinu je
diky stimulaci BRCA exprese.

Duikaz o loze BRCA1 ve sporadickych mammarnich karcinogenezich pfispiva k této myslence. Tedy BRCA1 exprese je
zvySovana nebo chybi v signifikantnim podilu sporadickych pfipadl rakoviny prsu a ovarii, ¢astecné kvili hypermetylaci BRCA1
promotéru na CpG ostritveich (Wilson et al, 1999; Rice et al, 2000). Signifikatni zlomek sporadickych rakovin prsu (46%) byl
nalezen jako haploinsuficientni pro BRCA1 (Staff et al, 2003). Kromé toho nékolik latek, které mozna piispivaji k rozvoji rakoviny
prsu (polycyklické aromatické uhlovodiky (napf. benzo(a)-pyrene) a alkohol) downreguluji BRCA1 expresi (Fan et al, 2000; Jeffy et
al, 2002). Zatimco ztrata BRCA1 exprese nebo funkce vede k rakoving prsu, role upregulovani kteréhokoliv BRCA genu v prevenci
rakoviny je nejasna. Nékolik studii napovida, ze BRCA exprese je siln¢ indukovana v proliferativnich buiikach absolvujicich
diferenciaci, v€etné téch v prsni zlaze béhem puberty a téhotenstvi (Rajan et al, 1996, 1997; Bernard-Gallon et al, 2001). Tyto nalezy
naznacuji, ze BRCA geny jsou vysoce indukovany a hraji antikarcinogenni ulohy ve specifickych dobach vyvoje prsu. Jestlize je to
tak, latky, které upreguluji BRCA1 a BRCA2 v prsnich epitelidlnich buiikdch mohou branit rozvoji rakoviny.

Genistein ma mnohocetna biologicka ptisobeni, z nichz néktera mohou pfispivat k jejich aktivité v prevenci rakoviny: 1)
inhibice bunécné proliferace hormonalné zavislé a nezavislé, antiapoptopické signalovani (NF-«kB a c-Akt), aktivita topomerazy Ila,
aktivita tyrosin kindzy a angiogenese; 2) stimulace TGF-f signalni transdukce, aktivita p53 a Chk2 kinazy, antioxidaéni aktivita a
diferenciace (Castle and Thrasher, 2002; Sarkar and Li, 2002). Nase nalezy ukazuji, ze genistein upreguluje BRCA1 a BRCA2
expresi v bunéénych liniich rakoviny prsu a prostaty. V piedchazejici studii genistein zpisobil zvySeni hladin BRCA2 mRNA (ale ne
proteinu) v MDA-MB-231 a MCF-10A, ale ne v MCF-7 buiikach (Vissac-Sabatier et al, 2003). V této studii daidzein, dalsi s6jovy
izoflavon, nemél zadny efekt na BRCA2 expresi. Mezi touto a nasi studii byly metodolické rozdily (napt. uziti podobnosti
chromatografie s méfenim BRCA2 proteinu). Pfesto diivod rozdilnosti s nasimi vysledky je nejasny, poté co jsme objevili, ze
BRCA2 protein byl vysoce indukovan v reprodukovatelném zptisobu ve ¢tyfech riznych liniich lidskych rakovinnych bungk.

Nekolik faktor nazancuje, ze BRCA indukce prostfednictvim fytolatek neni diky signalni ER-a: 1) BRCA geny byly
indukovany zaroveti I3C a genisteinem v MCF-7 buiikach upravenych bez vs s ICI182,780 (coz zpusobuje degradaci ER-a); 2) jiny
antiestrogen, Tamoxifen, nemél zadny efekt na hladiny BRCA1 (Jones et al, 2005); 3) BRCA1 a BRCA2 byly siln¢ indukovany
prostfednictvim I3C a genisteinu v ER-a negativnich DU-145 buiikach rakoviny prostaty a 4) 13C upreguluje BRCA1 expresi v ER-a
negativnich buikach rakoviny prsu (MDA-MB-231 a MDA-MB-468) a délozniho ¢ipku nebo lidskych keratinocytech predkozky
(Meng et al, 2000a b, 2001; Carter et al, 2002). Kone¢n¢ nase vysledky naznacuji indukci BRCA exprese prostfednictvim estrogen-
nezavislych mechanismi zahrnujicich stresu podobnou odpovéd’ endoplazmatického retikula.
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Ukazali jsme, ze nékteré aktivity I3C a genisteinu jsou blokovany nebo ¢astecné zménény inhibici BRCA: 1) upregulace BRCA2
prostrednictvim I3C nebo genisteinu; 2) cytotoxicita diky vysokym davkam I3C; 3) inhibice E2 stimulované ER-a aktivity
prostednictvim I3C a/nebo genisteinu v buikach rakoviny prsu a 4) inhibice DHT stimulované AR aktivity prostfednictvim I3C a
genisteinu v bunkach rakoviny prostaty. Studie pouZzivajici snizenou a over expresi BRCA1 a BRCA2 naznacduji, ze schopnost
BRCA1 modifikovat cytotoxicitu I3C je ¢aste¢né diky BRCA2. Na druhé strané I3C inhibice ER-a aktivity je vétSinou diky BRCA1
ane BRCA2. Indol-3-karbinol a genistein mozna uplatiiuji BRCA1 zavislé a BRCA1 nezavislé efekty na signalovani ER-a a AR,
poté co BRCA1-siRNA mize ovlivilovat ER-a a AR aktivitu pfi absenci fytolatek. Je také vhodné zminit, Ze n¢které z
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Stimulace signalovani stresu endoplazmatického retikula prostfednictvim 13C, genisteinu a BRCA1. (A) Stimulace ERSE fizené
reportérové aktivity prostfednictvim I3C a tunicamycinu. MCF-7 nebo T47D buriky byly transfektovany pfes noc s indikovanym
reportérem luciferazy, vymyty, postinkubovany s tunicamycinem (1 pug/ml) a/nebo 13C (100 pM) na 24 h a sesbirany pro analyzy
luciferazy. Aktivita luciferazy byla vyjadfena relativné ke sledovanim uzivajicim ERSEwt-Luc reportér pfi absenci tunicamycinu
nebo I3C. Hodnoty jsou priméry +s.e.m. ze tyf zdvojenych jamek. Testované reportéry byly fizeny wt stres-responsivnim
elementem endoplazamtického retikula (ERSEwt-Luc), mutantnim ERSE (ERSEmut-Luc) a tfemi kopiemi ERSE-II elementu
(ERSEII3x-Luc). (B) Stimulace ERSE reportérové aktivity prostfednictvim genisteinu. Analyzy byly provedeny tak, jak je
popsano vyse, kromé toho, Ze po transfekci reportérd byly buriky upraveny s genisteinem (0.5 nebo 1.0 uM) na 24 h. (C)
Stimulace CHOP promotér — reportér aktivity prostfednictvim 13C a genisteinu. Buriky byly transfektovany pfes noc s reportérem
vytvofenym z CHOP promotéru upstream z genu luciferazy (pCHOP-Luc), vymyty a postinkubovany s rozdilnymi davkami 13C
nebo genisteinu na 24 h. Aktivita luciferazy byla vyjadrena relativné k té bez pfitomnosti 13C nebo genisteinu. Hodnoty jsou
primérem ts.e.m. ze Etyf zdvojenych jamek. (D) Zavislost bazalni ERSE reportérové aktivity na endogenni BRCA1.
Proliferativni buniky byly pfedem upraveny s BRCA1-siRNA, kontrolni siRNA (50 nM x 72 h) nebo zadnou siRNA (jen
vehikulum). Po 48 h

Upravy s siRNA byly transfektovany s indikovanym ERSE reportérem. Po siRNA zpracovani a transfekci byly buriky vymyty,
postinkubovany na 24 h a sesbirany na analyzy luciferazy. Hodnoty jsou vyjadieny relativné k ERSEwt-Luc kontrole (zadna
siRNA) a jsou primérem + s.e.m. ze ¢tyf zdvojenych jamek. (E) Stimulace ERSE reportérové aktivity prostfednictvim
wtBRCA1. Buriky byly kotransfektovany pfes noc s wtBRCA, prazdnym pcDNA3 vektorem nebo zadnym vektorem (pouze
vehikulum) a indikovanym reportérem. Buriky byly vymyty a postinkubovany na 24 h. Hodnoty luciferazy jsou vyjadreny relativné
k ERSEwt-Luc reportéru pfi absenci wtBRCA1 nebo pcDNAS a jsou priméry + s.e.m. ¢tyfnasobnych jamek. (F) Zavislost I13C
stimulované ERSE aktivity na endogennim BRCA1. Analyzy byly provedeny tak, jak je popsano v (D), kromé toho, Ze po siRNA
zpracovani a transfekci byly buriky postinkubovany na 24 h pfi absenci nebo v pfitomnosti I3C (100 uM). (G) Zavislost
ghenisteinem stimulované ERSE aktivity na endogennim BRCA1. Analyzy byly provedeny, jak je popsano v (F), kromé uziti
genisteinu (1 uM) misto 13C.

efektll genisteinu na signalovani estrogenniho receptoru mohou byt zprostiedkovany pies ER-3, poté co genistein ma vyssi afinitu
k ER-B nez k ER-a (Kuiper et al, 1998).

Zachrana inhibice ER-a protfednictvim I3C a/nebo genisteinu je konzistentni s predeslymi studiemi ukazujicimi, ze wtBRCALI
inhibuje signalovani ER-a a DN-BRCAI zachraiiuje inhibici (Fan et al, 1999b; 2001a, b). Ackoliv zjisténi, Ze BRCA1-siRNA
stimuluje AR aktivitu a ¢astené revertuje inhibici DHT indukované AR aktivity prostiednictvim I3C a genisteinu, je ponékud
piekvapujici, protoze bylo publikovano, ze wtBRCA1 a wtBRCA2 stimuluji signalovani AR (Yeh et al, 2000; Shin and Verma,
2003). Nyni opravdu nemame dobré vysvétleni pro tuto diskrepanci, ale pozorovali jsme, Ze WwtBRCA1 bud’ nemél zadny efekt nebo
mirné zvySoval DHT stimulovanou aktivaci nékterych ARE fizenych reportéri (ARE-TK-Luc and MMTV-Luc) (nepublikované
vysledky), naznacujici, ze disledky snizené exprese BRCAL, dle over expresnich modelti, nemusi byt pfedvidatelné. Zajimave
zpracovani bunék LNCaP s BRCA1-siRNA plus DHT zpisobilo zvyseni v AR proteinech, coz mozna pfispélo ke zvyseni v DHT
stimulované AR aktivité v buiikach zpracovanych s BRCA1-siRNA. Zvyseni v AR proteinu nebylo diky zvySeni v mRNA, ale bylo
spojeno s lehkych snizenim v elektroforetické mobiliteé, odpovidajici posttransla¢ni (napf. fosforylaci). Poté co kofaktorové prostredi
je kritické pro AR aktivitu, je také mozné, ze ztrata BRCA1 zpusobuje upregulaci AR koaktivatoru(li) a/nebo downregulaci AR
korepresoru(i).

V nedavné studii bylo oznameno, ze prepubertalni vystaveni krys (vék 7-20 dni) genisteinu zpisobilo prolongovanou upregulaci
BRCAImMRNA exprese v prsnich zlazach (Cabanes et al, 2004). Indukce BRCA1 byla spojena s morfologickym diikazem mammarni
diferenciace a redukovanou susceptibilitou k 7,12-dimetylbenzen antracenem indukovanym prsnim tumorim. Tyto nalezy naznacuji,
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ze BRCA1 mozna piispiva k protekci proti vyvoji rakoviny prsu prostiednictvim genisteinu, ale pficina a vysledek nebyly zatim
prokézany.

Vzato dohromady, nase nalezy naznacuji, ze BRCA1 a BRCA2 jsou potencialni molekularni cile pro chemopreventivni latky
I3C a genistein. Ackoliv jsme rozsahle nestudovali kombinace latek, nase nalezy naznacuji, ze 13C a genistein mozna pracuji
synergisticky nebo supraaditivné ve stimulaci BRCA1 a BRCA2 exprese. Je zapotiebi dalsi prace k pfesnému uréeni, zda BRCA1 a
BRCA2 jsou potencialni pfechodné biomarkry, které ptedpovidaji i¢innost téchto nebo jinych preventivnich latek a zda kombinace
I3C a genisteinu miize poskytnout vétsi preventivni ucinnost proti rakoviné se stejnou nebo mensi toxicitou (tj. lepsi terapeuticky
pomer).

Nase studie naznacuje, ze 13C indukuje BRCA expresi prostiednictvim stresu podobné drahy endoplazmatického retikula,
ackoliv tato hypotéza potiebuje byt definitivné prokazana. Predchazejici studie odhalila, ze I3C metabolit DIM aktivuje mnohocetné
stresové drahy endoplazmatického retikula, vedouci k indukci downstream cilovych gent (napf. chaperony) a aktivaci c-Jun N-
termindlnich kinaz JNK1 a JNK2 (Sun et al, 2004). V této studii jsme zjistili, ze I3C aktivuje signalni ERSE a ERSE-II a indukuje
CHOP promotér aktivity v T47D a MCF-7 bunkach, shodné se stresu podobnou odpovédi endoplazmatického retikula. Dulezity je
poznatek,ze dvé latky znamé tim, Ze zptisobuji stres endoplazmatického retikula, thapsigargin
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a tunicamycin, také indukovaly BRCA1 a BRCA2 expresi a DN PERK, upstream komponent endoplazmatické a vyzivovacich
stres-responsivnich drah, blokoval 13C indukovanou BRCA1 expresi.

Mechanismus (mechanismy), kterym (kterymi) signalovani endoplazmatického retikula indukuje BRCA1 expresi, nebyl
(nebyly) dosud piesné urcen (urCeny). Analyzovali jsme sekvenci BRCA1 promotéru (GeneBank Accession U37574) na standardni
ERSE (ccaat-n9-ccacg), UPRE (tgacgtgg/a) a ERSE-II (attgg-n-ccacg) elementy (kde n=jakykoliv nukleotid). 1.5-kb upstream oblast
BRCA1 kdédované sekvence neobsahovala zadné kompletni ERSE nebo ERSE-II elementy, ale obsahovala mnozstvi half sites
(polovignich vazebnych mist). Jakkoliv tato oblast obsahuje dva mozné UPRE: tgacgtga and tggcgtgg. Ulohu téchto elementi ve
zprotfedkovani fytochemické indukce BRCA1 bude nutno teprve piesné urcit.

Nase vysledky také naznacuji ulohu BRCAL1 ve stresovém signalovani endoplazmatického retikula, protoze bylo zjisténo, ze
BRCAI1 pozitivné reguluje ERSE a ERSE-II aktivitu. Tedy knockdown BRCAL1 inhiboval bazalni ERSE a ERSE-II aktivitu, zatimco
overexprese BRCA1 stimulovala ERSE a ERSE-II aktivitu a knockdown BRCA1 redukoval 13C indukovanou ERSE a ERSE-II
aktivitu. Tyto vysledky jsou konzistentni s modelem, ve kterém BRCA1 je zaroven cilem a mediatorem stresové odpovédi
endoplazmatického retikula, jako jsou jiné transkripéni regulatory, jako naptiklad aktivujici transkripéni faktor 6 (ATF6) a X box-
binding protein 1 (XBP1). Konecn¢ jsme zjistili, Ze nizké davky genisteinu (0.5-1.0 uM) signifikantné indukovaly ERSE, ERSE-II a
CHOP promotér aktivity, coz naznacuje, ze genistein je schopen aktivovat signalovani stresové odpovédi endoplazmatického
retikula, ackoliv rozsah aktivované drahy a jeji vyznam nejsou doposud objasnény. Schopnost genisteinu indukovat signalovani
stresové odpovédi endoplazmatického retikula by mohla ¢astecné vysvétlit, jak nizké davky genisteinu indukuji expresi BRCA genu.
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