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Estrogeny jsou jednim z hlavnich Zenskych pohlavnich hormonti. Jejich plsobeni
v organismu je zprostfedkovano estrogennim receptorem (ER). Mezi fyziologické procesy,
které ovliviiuji, patfi reprodukce, metabolismus kosti a kardiovaskularni funkce. Jejich
dlouhodobé¢ zvysené hladiny vSak mohou vést k rozvoji karcinomu prsu.

Fytoestrogeny jsou piirodnimi ligandy estrogenniho receptoru, ve velké mife
pfitomné ve stravé. Diky jejich estrogennim vlastnostem mohou byt ptfinosné v terapii
menopauzalnich pfiznakii, maji schopnost se chovat ale také jako antiestrogenni latky.
Navic mohou byt dulezitymi hraci pii vzniku jinych onemocnéni (napt. karcinomu prsu).
Proto je mozné zvazovat jejich vyuziti v terapii onemocnéni estrogenniho ptivodu.

V ramci diplomové prace bylo vybrano Sest latek, dva zndmé fytoestrogeny a Ctyfi
z jejich nejvyznamnéjsich metaboliti (genistein, daidzein, S-equol,
O-desmethylangolensin, 2- (R, S)-2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina, 4-ethylfenol),
u kterych bylo nasledné studovano ovlivnéni genové exprese pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Zaroven byla stanovovana cytotoxicita téchto latek. PouZity byly
MCEF7/S0.5 bunky pfirozené exprimujici ER a jejich fulvestrantovy derivat MCF7/182R-6.
latkou byl v obou bunécénych liniich S-equol v koncentraci 100 uM, pro ktery viabilita
dosahovala 50 % a sniZovala se s koncentraci. Ostatni latky v testovanych koncentracich
neprokazaly vyznamnou toxicitu. Vysledky genové exprese ukazuji vysokou celkovou
expresi vybranych cilovych genti ER (TFF1 a ESR1), ale soucasné rozdilnost v zavislosti
na koncentraci i1 typu buné¢né linie. VSeobecné, v liniit MCF7/S0.5 byly hodnoty vyssi pro
vSechny otestované latky. Nejvyssi estrogenni aktivitu prokazal daidzein, a proto byl
vybran pro dopliiujici experimenty. Vysledky demonstruji, ze aktivace ER je zéavislad na

koncentraci. Celkové vysledky ukazuji, Ze jsou vybrané fytoestrogeny silnymi
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estrogennimi ligandy. Naznacuji ale, Ze jejich G€inky mohou byt zprostiedkovany jinak

nez jen piimou interakci s receptorem.
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Estrogens are one of the main reproductive hormones in women. Their function in
the human organism is mediated by the estrogen receptor (ER). Estrogens are involved in
important physiological processes such as reproduction, bone metabolism and
cardiovascular function. Long term elevated levels of these hormones may also lead to
breast cancer development.

Phytoestrogens are natural ligands of estrogen receptor widely found in dietary
products. These compounds have beneficial properties in treatment of menopausal
symptoms thank to their estrogenic activities but are able to function as antiestrogenic
agents too. In addition, they may play a role in the development of other illnesses (breast
cancer etc.). Therefore, they can be considered as a potential pharmacological tool for the
treatment of estrogen-related conditions.

Within this master thesis, a total of six compounds, two phytoestrogens and four of
their more relevant metabolites, were chosen (genistein, daidzein, S-equol,
O-desmethylangolensin, 2- (R, S)-2-(4-hydroxyfenyl) propionic acid, 4-ethylphenol) and
their interaction with estrogen receptor was studied by polymerase chain reaction (PCR).
Cytotoxicity of the compounds was also stablished. For these purposes, we used ER
expressing cell lines MCF7/S0.5 and their fulvestrant resistant derivates MCF7/182R-6.

Toxicity was tested at different concentrations. The highest toxicity was presented
by S-equol in both cell lines at concentration 100 uM, which reached 50 % viability and
was decreasing at lower concentrations. The remaining drugs did not report significant
toxicity at all. Genetic expression results show an overall high expression of estrogen
receptor target genes (TFF1 and ESRI1), but at the same time differences according to
concentration and cell line type. In general, results were higher in MCF7/S0.5 cell line for
all phytoestrogens tested. The highest estrogenic activity was observed for daidzein, and

for that reason it was chosen for further experimentation. Results show that ER fold
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activation is concentration dependent. The results here presented confirm the strong
estrogenic activity of the compounds. However, they indicate that the activation can be

exerted also through indirect interaction with the receptor.
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1 Uvod

Estrogeny jsou zakladnimi pohlavnimi hormony Zen. Jejich plisobeni v lidském
organismu je esencidlni pro reprodukci, kardiovaskularni systém i metabolismus. Tyto
ucinky jsou zprostiedkovany stimulaci estrogenniho receptoru. Estrogenni receptor patii do
skupiny nukledrnich receptorti fungujicich jako ligandem aktivované transkripéni faktory.
Estrogeny, jakozto endogenni ligandy, estrogenni receptor aktivuji a vedou ke spusténi
transkripcnich kaskad v bunce. RozliSujeme dva zakladni typy estrogenniho receptoru, o a
B, které se lisi zastoupenim v jednotlivych tkanich organismu i strukturalnimi obménami.
Nedavnym objevem je estrogenni receptor GPER1 (G Protein-Coupled Estrogen
Receptor), ktery umoznuje rychlou odpovéd organismu na estrogen. Kromé
fyziologického fungovani svou roli estrogen hraji také u hormondlné dependentnich
nadori.

Karcinom prsu je celosvétové jednim znejcastéjSich nadorovych onemocnéni.
V Ceské republice se jednd o nejrozsitendjsi nadorové onemocnéni Zen. Jednou z p¥icin je
nadmérnd estrogenni stimulace v buiikdch exprimujicich ER, u kterych dochazi k rozvoji
nadorového bujeni. ER slouzi navic také jako indikdtor progrese onemocnéni a piipadné
rekurence. Jelikoz se jednd o hormonalné dependentni nddor, vyuzivame v terapii i latky
ovliviujici estrogenni receptor nebo syntézu estrogenu.

Fytoestrogeny jsou pfirodnimi ligandy estrogenniho receptoru. Jednd se o
nesteroidni polyfenolické latky s pfimym estrogennim pusobenim. Jsou obsaZzeny v fady
rostlin, vyznamnym zdrojem piijmu v potraveé jsou lusténiny, zejména sdja, dale ofechy a
listova zelenina. Studie ukazuji, ze pravidelnd konzumace vede ke snizeni menopauzalnich
obtizi a poklesu incidence karcinomu prsu. Otazka moZného vyuZiti fytoestrogent v terapii
karcinomu prsu je proto velmi aktualni.

V této prace bylo studovano Sest vybranych fytoestrogent (genistein, daidzein,
S-equol, O-desmethylangolensin, 2- (R, S)-2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina,
4-ethylfenol) a mira jakou ovliviiuji genovou expresi estrogen responsivnich genl
v bunéénych liniich MCF7/S0.5 a MCF7/182R-6. K tomuto zji$téni byla vyuzita metoda
RT-gPCR, kdy byla sledovana mira nasobné aktivace jednotlivych genli v porovnani
s estradiolem. Zaroven bylo stanoveno cytotoxické ptisobeni danych fytoestrogeni ve dvou

bunécnych subliniich nddorové linie MCF7.



Studium viivu prirodnich ligandii na estrogenni receptor a potvrzeni jejich ucinkii v bunécnych kulturdch
Jana Elbelova

2 Teoreticka Cast

2.1 Nuklearni receptory

Nuklearni receptory (NR) jsou skupinou ligandem aktivovanych transkripcnich
faktori schopnych regulovat miru exprese cilovych genii. Ackoli mé vétSina z nich znamé
ligandy (ER, AR, PR), existuji také tzv. sirot¢i nuklearni receptory, které postradaji zndmy
endogenni ligand a jsou regulovany napiiklad posttranslaénimi modifikacemi (napf.
COUP-TFII). Dalsi skupinu tvoii receptory, které¢ byly pivodné popsany jako sirotci, ale
postupné byly objeveny endogenni ligandy (napi. CAR nebo PXR). VSechny NR maji
velice podobnou strukturu. Tato struktura se skladd z Sesti domén, z nichz kazd4 hraje
konkrétni roli ve fungovani receptoru (obr. 1). A/B doména je svou strukturou znacné
variabilni. Obsahuje AF-1 oblast (aktivator function-1 region), kterd interaguje
s koregulacnimi proteiny po navazani ligandu. Pomoci alternativniho splicingu zde dochézi
ke vzniku fady izoforem, a je také mistem posttranslacnich modifikaci. Naopak DNA
binding doména (DBD) je z pohledu struktury nejvice konzervativni oblasti a je skoro
totoznd u vSech zastupc NR superrodiny. Skladd se ze dvou dil¢ich domén, kazda
obsahujici Ctyfi cysteinova rezidua, slouZzicich k formaci typické zinc finger peptidické
smyCky. Nésleduje hinge region neboli pant doména, spojujici DBD a ligand binding
doménu, je nejvice proménlivou oblasti. Ligand binding doména (LBD) se sklada
zpravidla z jedenacti a-helixti a ¢tyi B-vlaken slozenych do tii paralelnich vrstev, které
tvoii a-helikdlni sandwich. Ten dale formuje hydrofobni ligand binding kapsu receptoru.
Na karboxylovém konci se nachazi C — termindlni doména. Podili se na dimerizaci
receptoru, ovliviluje transkripcni aktivitu a stabilitu receptoru. (Weikum et al, 2018;

Robinson-Rechavi et al., 2003; Huang et al., 2010).
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Obrazek 1: Generalni struktura nuklerarnich receptort.

Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor

Superrodina NR se déli dle chemické struktury ligandu, ktery vézou s nejvyssi
afinitou. Jednou z podskupin nukledrnich receptorti jsou tzv. steroidni receptory. Jako
ligandy zde figuruji hormony syntetizované z cholesterolu, napiiklad estradiol ¢i kortizol.
Radime zde androgenni receptor (AR, NR3C4), progesteronovy receptor (PR, NR3C3),
glukokortikoidovy receptor (GR, NR3C1), mineralokortikoidovy receptor (MR, NR3C2) a
estrogenni receptor (ER, NR3A), jemuZz budou vénovany nasledujici kapitoly (Weikum et

al, 2018).

2.2 Estrogenni receptor

ER (NR3A) jakoZto NR patii mezi jaderné transkripéni faktory, které se podili na
fadé bunécnych procesti a biologickych funkci jako je metabolismus ¢i reprodukce. Jeho
hlavnim endogennim ligandem je estradiol, primarni pohlavni hormon Zen ve fertilnim
véku. Zasadni roli tedy hraje v menstrua¢nim a ovula¢nim cyklu. Déle pisobi v tkdnich
citlivych k hormonalni stimulaci. Prikladem je metabolismus adipocytdi, kdy mizeme u
menopauzalnich Zen s poklesem estrogenni stimulace pozorovat narust hmotnosti.
Ovliviiuje také denzitu kostni hmoty a kardiovaskularni funkce (Zhou et al., 2020; Deroo
et al., 2006). ER je lokalizovan zpravidla v cytoplazmé buiiky, odkud po navazani ligandu
putuje do jadra, najdeme jej ale 1 v plazmatické membrané (Gururaj et al., 2006). ER hraje
roli v rozvoji a progresi nadoru prsu, a je zaroven klicovym cilem jeho 1écby (Yasar, 2016;

Paakinaho, 2021). Kromé samotného stanoveni pfitomnosti ER je vhodné se zamérit také
3
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na miru exprese, coz je dilezity prediktivni faktor vaznosti onemocnéni. Studie
ze sedmdesatych let minulého stoleti naznacuji ptimou korelaci mezi hladinou exprese ER
a odpovédi na endokrinni terapii (Byar et al., 1979; Yoon et al., 2021).

V lidském organismu rozliSujeme nékolik druht estrogennich receptorti, ERa
(NR3A1) a ERB (NR3A2). ERa byl objeven vroce 1958 v laboratofi Dr. Jensena na
Univerzité Chicago, ktery také o nékolik let pozdéji vysvétlil zakladni mechanismus jeho
pusobeni (Fuentes et al., 2019; O'Malley et al., 2012). Druhy z receptori ERJ} byl objeven
az vroce 1995 (Nilsson et al., 2001). V dusledku alternativniho splicingu na poslednim
kédujicim exonu rozeznavame nékolik izoforem ER. Jedinou plné funkéni izoformou je
ERP1, jelikoz ERB2-5 nemaji vlastni aktivitu v podobé homodimeru. Mohou nicméné
tvofit heterodimery s ERB1 (Leung et al., 2006). Receptory se 1i$i, mimo jiné, ptitomnosti
v jednotlivych tkénich organismu. ERa pfevazuje v tkani délohy, prsu, hypofyzy,
kosternim svalu a tukové tkani, zatimco ERP je typicky po vaje¢niky, prostatu, plice,
kardiovaskularni a centralni nervovy systém (Yasar, 2016; Béttner et al., 2013).

Odlisnosti nalezneme také ve strukturalni charakteristice téchto proteind. Stejné
jako jiné receptory ze skupiny hormondlné dependentnich jadernych receptori se ER
skladaji zSesti funkénich domén. Aminoterminalni doména A/B je charakteristicka
variabilitou mezi ER, shodna je méné¢ nez pétina jeji struktury. Soucasti A/B domény ERa
je AF-1 oblast, jejiz roli je interakce s karboxylovym koncem proteinu. ER naproti tomu
AF-1 oblast neobsahuje. Na aminoterminalni doménu navazuje DBD, jejiZ roli je vazba ER
na DNA sekvenci specifickou pro ER — tzv. estrogen responsivni element (ERE). Nasledné
dochazi k ovlivnéni genové exprese. Struktura DBD je v pfipadé ER na obou izoformach
témet totozna. Hinge region obsahuje nuclear localisation signal (NLS), ktery se podili na
translokaci komplexu receptor-ligand do jadra bunky. LBD je mezi receptory a a 3 velice
podobna. Zaujima, tak jako i u ostatnich NR, tvar tfivrstvé antiparalelni a-helikalni obalky.
K vazbé ligandu dochazi pomoci hydrofobnich rezidui. V ptipadé C-terminalni domény je
shoda aminokyselin mezi receptory jen 18 %. Zatimco ERa ovliviiluje homodimerizaci a
stabilitu receptoru, funkce domény u ERP je nejasnéd (Fuentes, 2019; Yasar, 2016; Huang
et al., 2005).

ERa je sloZzen z celkem 595 aminokyselin, kratsi ERB jen z 530 aminokyselin.
Hlavnim rozdilem je odlisnd délka aminoterminalni domény téchto receptorti (Fuentes,
2019). ERa je kédovan genem ESRI1 na chromozomu 6, ktery se sklad4 z deviti exonl a

sedmi intronil, a zaujima velikost vice nez 300 kilobaze (kb). ERP je analogicky kodovan

4
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genem ESR2 nachdzejicim se vSak na odliSném chromozomu, a to 14 (Rusidzé, 2021;
Bottner et al., 2014; Enmark et al., 1997). Nov¢jSim objevem estrogenniho receptoru je
tzv. G Protein-Coupled Estrogen Receptor (GPERI1) neboli membranovy estrogenni
receptor, ktery byl objeven teprve v roce 2007. Svou roli hraje v procesu tzv. rychlé
odpovédi na estrogen v membrang bunky, na rozdil od ERa a ERf (Fuentes, 2019). Oproti
témto dvéma variantdm se totiz nejednd o transkripcni faktor, ale membranovy protein.
Nemiize tedy piimo regulovat genovou expresi. Ma nicméné schopnost ovliviiovat
genovou expresi nepiimo, a to aktivaci proteint, které méni aktivitu transkripcnich faktort

(Romano et al., 2018).

2.2.1 Mechanismy estrogenni signalizace

RozliSujeme dva zakladni mechanismy estrogenni signalizace, a to piimou a
nepiimou genomickou signalizaci. Estrogen, jakozto hydrofobni molekula, prostupuje
plazmatickou membrédnou a vaze se na intracelularni ERa nebo ER. Alternativné je takeé
moznd interakce ptes receptor GPERI.

Pfima interakce je procesem, ve kterém ER potiebuje ptitomnost ligandu, aby mohl
regulovat genovou expresi (obr. 2). Prvnim krokem je vazba agonisty na receptor
v cytoplazmé buiiky, ¢imz dochazi ke konformaénim zménédm a homodimerizaci receptoru.
Typickym piikladem je interakce s estrogenem, ktery je nejaktivnéjSim endogennim
ligandem (Farzaneh et al., 2015). Vznikly komplex je déle translokovan pomoci NLS
domény do jadra, kde dochazi k vazbé na chromatin ERE. K translokaci do jadra a vazbé
na DNA jsou potfebné sekundarni slozky, tzv. koregulatory. Modifikaci cilovych gent
chromatinu mohou ovlivnit transkripéni aktivitu receptoru pozitivné, tzv. koaktivatory i
negativné, tzv. korepresory. Volba koregulatoru zavisi na druhu ligandu, agonisté vaZou
koaktivatory =zatimco antagonisté korepresory. Koregulatory také casto vykazuji
enzymatickou aktivitu jako je napiiklad acetylace ¢i metylace. Koaktivatory maji aktivitu
vnitini histon acetyl transferazy (HATs), naopak korepresory ovlivituji histon deacetylazu
(HDACs), ktera plsobi uzavieni konformace chromatinu a tim znemoznéni genové
transkripce (Manavathi et al., 2014).

ERE je definovan jako DNA palindromova sekvence, na kterou se ER vaZe
specificky pomoci DBD. V dusledku této interakce dochézi k transkripci cilovych ER genti
a nasledné¢ ovlivnéni bunécného cyklu, replikace DNA, diferenciace bunék, apoptozy a

angiogeneze (Fuentes, 2019). Opac¢ny dé&j nastava v piipad¢ interakce ER s antagonistou,



Studium viivu prirodnich ligandii na estrogenni receptor a potvrzeni jejich ucinkii v bunécnych kulturdch
Jana Elbelova

jako je napftiklad fulvestrant, ktery je pouzivan v paliativni 1écbé estrogen responsivnich
nadord prsu u postmenopauzalnich zen. Jeho navazéni znemozni vazbu endogenniho
estrogenu a dale vede k Gtlumu dimerizace ER a jeho pfesunu do jadra bunky. Zaroven je
kompletné pterusena transkripce estrogen sensitivnich gent (Jones, 2002). Nicmén¢ az
25% estrogen regulacnich gent postrada kompletni sekvenci ERE. Dals$i moznosti je tedy
vazba na DNA prostfednictvim jinych transkripénich faktorti jako je Stimulacni protein
SP1 nebo jun/c-fos proteiny, které umoziuji tvorbu dimeru s naslednou vazbou na

Aktivacéni protein AP1 a jaderny faktor NF-«f (Rusidzé, 2021).

4 Estrogen

TF ERE

Obrazek 2: Schéma genomické signalizace ER. Estrogen interaguje s ER, dochazi
k homodimerizaci a nésledné k vazbé na DNA pomoci transkripéniho faktoru, nebo

k pfimé vazbé na ERE. Vytvofeno pomoci BioRender.com

Dal$im moznym procesem vedoucim k aktivaci ER je takzvand nongenomicka
interakce s receptorem (obr. 3). Tento proces na ERE nezéavislé signalizace je pomérne
slozity, zaroven je ale velmi perspektivni z hlediska rozvoje novych moznosti terapie
nadorovych onemocnéni. V klidovém stavu, tedy stavu bez hormonalni stimulace, je LBD
ER palmitoylovana (Thiebaut et al., 2021). Pfi stimulaci estradiolem dochazi k aktivaci
dvou zdkladnich signalizacnich cest Src/MAPK a PI3K/Akt, které vedou k bunétné

proliferaci (Fuentes, 2019). Svou roli v tomto procesu hraji také riistové faktory, jako jsou
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IGF-1, EGF ¢i TGFa, které mohou aktivovat tyrosin kindzu a tim zahgjit transkrip¢ni
kaskadu (Rusidz¢, 2021).

W Estrogen
o

Palmitoylace /'—l/
ER b
€

é MAPK/ PI3K
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Obrazek 3: Schéma nongenomické signalizace ER. ER je vklidovém stavu
palmitoylovan. Interakci s estrogenem dochdzi k depalmitoylaci a spusténi signalizacni
kaskady MAPK/ PI3K, coz zplsobi ovlivnéni trasnkripce. Vytvofeno pomoci

BioRender.com

V soucasné dobé se prohlubuje vyzkum v oblasti nongenomické signalizace ER u
nadord prsu, ktery mlize pfinést nové perspektivy v rozvoji jejich 1écby (Thiebaut et al.,
2021). Jelikoz se ERa nachazi ptfevazné v jadre, stejné jako u bunék nenadorovych
rozliSujeme dvé zdkladni cesty ovlivnéni bunécné proliferace a pieziti, a to cesty
Src/MAPK a PI3K/Akt. Je zde fada moZnosti ovlivnéni signalizace nadorovou builkou.
Prvni z nich je fosforylace proapoptického proteinu BAD (BCL-2 antagonist of cell death)
pomoci Akt kaskady, coz vede k jeho inaktivaci a uvolnéni antiapoptickych proteinti Bcl-2
a Bcl-XL (Thiebaut et al., 2021). Vlivem tohoto mechanismu brani estrogenni stimulace
apoptdéze a bunécné smrti nddorovych bunck. Dals§i moznosti je naruSeni mechanismu
oprav DNA v bunkach, kdy dochazi k Akt — dependentni fosforylaci Topoisomeraza II
binding proteinu 1 (TopBP1), nasledné jsou inhibovany checkpointy bunééného cyklu a
zpozd'uji se opravy DNA. V plazmatické membrané¢ mize ERa interagovat s histon

deacetylazou 6 (HDACS6). To vede k rychlé deacetylaci tubulinu, migraci bunék a zvySeni
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jejich agresivity. Interakce ERa/HDAC6 ma pravdépodobné také podil na rozvoji
rezistence k paklitaxelu (Thiebaut et al., 2021). Klicovou roli v procesu tvorby komplexu
ER0o/Src/PI3K hraje argininmethyltransferaza 1 (PRMT1). Metylace ERa je totiz nezbytna
pro interakci se Src a podjednotkou p85 PI3K. Prostfednictvim receptoru IGF-1R muze
metylaci spoustét také IGF-1. Komplex ERa/Src/PI3K se bézné vyskytuje ve zdravé prsni
tkani, je ale zaroven vysoce exprimovan u nadort prsu. Vysoky level exprese komplexu je
povazovan za marker chabé prognédzy, kdy méné pacienti dosdhne remise onemocnéni
(Thiebaut et al., 2021).

ERp interaguje rovnéz mechanismem nongenomické signalizace, nicméné stale
nebyla vyjasnéna jeho pozice piipadného onkosupresoru ¢i onkogenu. Roli zde hraje
pravdépodobné jak typ nadorového onemocnéni, tak isoforma ERp, kterych rozliSujeme
pct (ERP 1-5). ZvySenou hladinu ERP mzeme pozorovat naptiklad u karcinomu prostaty,
kdy je typickd pro kostni metastazy a koreluje se Spatnou prognézou uzdravy pacienta

(Thiebaut et al., 2021).

2.2.2 Estrogen

ER, jak jiz bylo feceno, patii mezi hormonéln¢ dependentni receptory. Hormonem,
ktery jej ovliviluje, je predevSim estrogen, ale mize interagovat i s dal$imi latkami (napf.
diethylstilbestrol, tamoxifen ¢i ethynylestradiol). Estrogeny jsou latky steroidni povahy
s typickym cyklopentanovym skeletem vznikaji z cholesterolu (obr. 4). Jsou tedy
hydrofobni povahy, diky c¢emuZz dobfe prostupuji membranami a jsou tak schopné
ovlivilovat mimo jiné jaderné receptory. Zakladnim mistem syntézy estrogenl jsou
vajecniky, tvoii se ale také v tkani nadledvin, kosti, mozku ¢i tukové tkani vlivem enzymu
aromatazy, ktery zajiStuje preménu z androstendionu a testosteronu. Estrogeny jakozto
zakladni Zenské pohlavni hormony jsou pfitomny ale 1 v muzZské populaci. Pfiblizné 20%
denni produkce estrogent u muzl zajistuji Leydigovy a Sertoliho buniky ve varlatech,
zbytek vznik4 aromatizaci androgenii (Sayed, 2003). Do skupiny estrogend fadime tfi

zakladni ptirozené se vyskytujici estrogeny — 17B-estradiol (E2), estron a estriol.
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Obrazek 4: Struktura endogennich estrogenti: A — 17-estradiol, B - estron, C — estriol.
Na obrazku vidime strukturni vzorce endogennich estrogenti s typickym steroidnim

skeletem.

Estriol (E3) je hlavnim estrogenem v té¢hotenstvi, kdy je syntetizovan
v syncytiotrofoblastu aromatizaci 16a-hydroxyandrostendionu. V pozdéjSich stadiich
téhotenstvi je produkovan také fetalni tkani nadledvin z 160a-hydroxyepiandrosteronu.
Estriol je kratkodobé plisobicim estrogenem s nizsi afinitou k ER. Béhem t&hotenstvi
reguluje prokrveni délohy a placenty, a zabranuje endometridlni proliferaci. Je také
vyuzivan jako marker zdravi plodu, kdy z krve nebo moc¢i matky provadime biochemicky
screening (Falah et al., 2015). Ve fertilnim véku je primarnim estrogenem 17p-estradiol.
ZvySend produkce E2 zahajuje u divek pubertu, kdy dochézi k vice nez dvojnasobnému
zvySeni sérovych hladin E2. Sérova koncentrace E2 zéavisi také na fazi menstrua¢niho
cyklu, nejvyssich hladin dosahuje v preovulacni fazi a nejnizSich naopak v obdobi pred
menstruaci. K poklesu produkce E2 dochazi v perimenopauzalnim obdobi vlivem deplece
ovarialnich folikul. Sérové hladiny v tuto dobu zna¢né kolisaji. V postmenopauzalnim
obdobi je prevladajicim estrogenem estron, vétSina estradiolu tvorena extragonaddlni

konverzi testosteronu (Gruber, 2002; Nelson, 2001; Huang, 2011; Levin, 2005).
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2.2.3 Funkce estrogenu

Estrogen hraje klicovou roli vtadé fyziologickych procesti jako je rozvoj
sekundéarnich pohlavnich znakli Zen, regulace sekrece gonadotropinu béhem ovulace,
denzita kostni hmoty, syntéza lipoproteinli, koagulace a syntéza kolagenu,
kardiovaskularni funkce, imunita, funkce v CNS. M4 vliv také na rist, prokrveni a retenci
vody v sexualnich organech. V tkani prsu dochazi vlivem estrogenni stimulace k ristu a
diferenciaci epitelu terminalniho duktu, rozvoji mitotické aktivity, ristu pojivové tkané a
ovlivnéni mikrocirkulace. Hustota estrogennich receptorti v prsni tkani se 1i$i v zavislosti
na fazi menstruacniho cyklu, kdy nejvyssich hladin dosahuje ve folikularni fazi. Estrogen
ovSem stimuluje rist také nadorovych bun¢k karcinomu prsu, kdy u postmenopauzalnich
pacientek mizeme pozorovat zvySené hladiny estradiolu v disledku in situ aromatizace, a

to 1 pies nizké sérové koncentrace estradiolu (Gruber, 2002; Nelson, 2001).

2.2.3.1 Imunita

Estrogeny ovliviiuji jak vrozenou, tak ziskanou imunitni odpovéd’. Pro T lymfocyty
je typickd pomérné vysokd exprese ERa, zatimco B lymfocyty exprimuji vyssi hladiny
ER. Expresi obou subtypli ER vykazuji také NK buiiky. Estrogeny plsobi supresivné na
T lymfocyty, zatimco produkci protilatek B lymfocyty zvysuji. Kromé celkového
inhibi¢niho efektu na T lymfocyty pozorujeme rozdilnosti v ovlivnéni Ty — lymfocytu.
Estrogen inhibuje produkci Tui cytokini (IL-12, TNF-a, IFN-y), ale stimuluje produkci
Th2 cytokint (IL-10, IL-4, TGF-), které zajistuji protilatkovou odpovéd’ (Yakimchuk et
al., 2013; Salem, 2004). ER je exprimovan také v myeloidni buné¢né linii. U monocytl
pfevazuje exprese ER[, makrofagy exprimuji naopak vice ERa. Estrogen ovliviiuje
zéakladni procesy myeloidnich bunék, jako je jejich zrani, diferenciace a migrace, zlepsSuje
také schopnost fagocytdzy neutrofild (Yakimchuk et al., 2013). Rozdilnd hormonalni
stimulace muzl a Zen pfinasi rozdily imunitnich odpovédi, kdy muzi Castéji trpi infekcemi,
zatimco u Zen je vyS§i prevalence autoimunitnich onemocnéni (Pennel et al., 2011).
Estrogenni modulace imunitniho systému je patrna také v epidemiologickych datech
infekce Covid-19, podle kterych maji zeny leh¢i prib&éh onemocnéni a méné Castéji na

infekci umiraji (Mateus et al., 2021).

2.2.3.2 Metabolicky syndrom

S pfichodem menopauzy dochazi u Zen k vyraznému poklesu hladin estrogenu.

Jednim z disledk je rozvoj metabolického syndromu, ktery v sobé zahrnuje inzulinovou
10
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rezistenci, dyslipidémii, arteridlni hypertenzi a abdomindlni obezitu. Vyrovnanost
energetického piijmu a vydeje je primarn€ ovlivnéna ERa. Chut’ k jidlu a pfijem potravy
jsou regulovany také centralnim nervovym systémem, a to zejména hypothalamem, ktery
exprimuje ERa 1 ERB. Insulinové sensitivity je dosazeno pfi fyziologickych koncentracich
estradiolu, a to u obou pohlavi. K rozvoji rezistence tedy dochézi pii suprafyziologickych
hladinéach estradiolu nebo zvySené stimulaci ER. V tkédnich regulujicich glukézu je ve vyssi

mife zastoupen ERa (Hevener et al., 2015).

2.2.3.3 Kosterni svaly

Kosterni svaly zaujimaji 30-40 % celkové hmotnosti ¢loveéka, a jsou tak nejvétsi
tkani lidského téla. Kromé androgenu a testosteronu se na jejich homeostaze podili také
estrogeny. Studie ukazuji inhibi¢ni vliv estrogenu na svalovou atrofii zpiisobenou
imobilizaci. Estrogen pfispiva k regeneraci svalu po jeho pfetizeni ¢i zranéni (Ikeda et al.,
2019). Bylo také popsano, ze fyzické aktivita a cviceni zvysuje expresi ER ve svalu (Wiik

et al., 2005).

2.2.4 Ligandy estrogenniho receptoru

Krom¢ fyziologickych hormont, estradiolu, estronu a estriolu, mize jako ligand ER
pusobit fada organickych i anorganickych latek. Jejich spole¢nou vlastnosti je schopnost
rozpoznat LBD receptoru. VétSina latek je selektivnéjsi k ERa (Farooq, 2015; Farzaneh et
al., 2015).

Latky pfirodniho ptivodu pisobici na ER nazyvame fytoestrogeny. Jedna se o
polyfenolické slouceniny strukturalné podobné estrogeniim. Podrobnéji budou zminény
v podkapitole 2.4.

Do skupiny latek synteticky vytvofenych patii fada sloucenin. Nékteré z nich byly
vyvinuty pfimo se zamérem estrogenni aktivity. Piikladem je ethynylestradiol vyuZivany
jako estrogenni slozka hormondlnich kontraceptiv a hormonalni substitu¢ni 1é€by. Dal§im
zastupcem je diethylstilbestrol, ktery byl v minulosti piedepisovan jako prevence
komplikaci béhem tchotenstvi. U n& vSak bylo dokdzano teratogenni a karcinogenni
pusobeni (Strohsnitter et al., 2021; Farooq, 2015).

Metalloestrogeny jsou anorganické latky ze skupiny tézkych kovi, naptiklad hlinik

(AI*"), barium (Ba*"), kadmium (Cd*"), rtut (Hg?"). V disledku kontaminace Zivotniho

11
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prostiedi — vody, potravy, kosmetiky, dochédzi k jejich kumulaci v organismu, coz je
spojeno s Castéjsim vyskytem nadord prsu (Farooq, 2015).

Terapeuticky dtilezitou skupinou jsou tzv. SERMs (selective estrogen receptor
modulators), ktefi v nékterych tkanich napodobuji endogenni estrogeny a v jinych pusobi
opacn¢. Prikladem je tamoxifen, ktery v prsni tkéni ptisobi antagonisticky, ale je agonistou
napiiklad v endometriu. Vyuziti nachdzi v 1écbé nadort prsu. Nevyhodou je ovSem
stimulace proliferace endometria a piipadny rozvoj kancerogeneze. Latkou se zcela
antiestrogennim pisobenim je fulvestrant patfici do skupiny SERDs (selective estrogen
receptor degraders). Svym navazanim na ER zabraniuje dimerizaci receptoru, ¢imz blokuje
spusténi signalizac¢nich kaskad. Je podavan pacientim s tamoxifen-rezistentnimi nadory

(Patel et al., 2017).

2.3 Funkce ER

Stimulaci ER dochdzi k ovlivnéni genové transkripce fady genli. Diky tomuto
mechanismu pisobi na Sirokou Skélu pochodii v organismu. Patii mezi né¢ nadory prsu,
prostaty a endometria, kardiovaskuldrni funkce a s nimi spojeny metabolicky syndrom,

imunita, kosterni svaly (Deroo et al., 2006).

2.3.1 Nadory prsu

Nadory prsu patii k nejrozsifenéjSim nadorovym onemocnénim zen. V roce 2020
bylo celosvétové diagnostikovano 2,3 milionu Zen a 685 tisic zen v dasledku toho
onemocnéni zemielo (WHO, 19.1.2021 [online]). V Ceské republice se jedna o druhy
nejcastéj$i nador zen, rozsifenéjsi jsou jen nemelanomové nadory kize (Zdravotnicka
roéenka Ceské republiky 2019, 19.1.2022 [online]). U Zen je vyskyt tohoto nadoru stokrat
Cast€j$i, nicméné¢ u muzi je spojen v dusledku pozdni diagnostiky s horSi prognézou.
Zaujimaji bohuzel také i ptedni pticky z hlediska imrti na naddorova onemocnéni, kdy u
pacientli s rakovinou ptedstavuje druhou nejcastéjsi pfi¢inu umrti. Jedna se o skupinu
histologicky rozdilnych tumort lokalizovanych v epitelidlni tkani prsu, a to nejcastéji
v mléénych zlazach a lobulech. NejrozsitenéjSimi typy jsou lobuldrni karcinom postihujici
lali¢ky mlécné zlazy, duktalni karcinom, ktery je nejcastéjSim typem neinvazivniho
nadoru prsu, a infiltrovany duktalni karcinom. Ten je charakteristicky penetraci z duktl
mlécné Zlazy do tukové tkané a piipadné i1 metastdzemi v dalSich Casti téla. Az 80 %
diagnostikovanych karcinomi prsu je prave tohoto typu (Sharma et al., 2010, Comsa et al.,

2015).
12
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Karcinom prsu je onemocnénim heterogennim. Roli zde hraji hormondlni zmény,
zivotni styl, zivotni prostfedni, genetickd predispozice a rodinnd anamnéza nadorovych
onemocnéni. Jako marker tohoto onemocnéni se pouziva studium exprese gentt BRCA1 a
BRCA2, které¢ by mély jakozto tumor supresory zprostfedkovavat opravy zlomi DNA.
Jejich mutaci dochazi k chybam v translaci a tvorbé defektnich proteinii. V ptipad¢ zdédéni
této mutace zieteln¢ zvysSuji riziko nddoru nejen prsu ale i vajecnikii béhem Zivota
odhadem o 40 az 85 % (Sharma et al., 2010; Kolafova, 2017). K rozvoji onemocnéni
dochazi jiz v mladém véku, u ovarialniho karcinomu je median véku v dobé diagnozy 47

let pro BRCA1 a 57 let pro BRCA2 (Kolarova, 2017).

2.3.1.1 Terapie nadorii prsu

Stejné jako u jinych nadorovych onemocnéni se vyuzivaji tii zdkladni terapeutické
postupy — chirurgicka 1é¢ba, radioterapie a chemoterapie.

JelikoZz se jedna o nepiili§ radiosensitivni nddor, byvé radioterapie u karcinomu
prsu vyuzivana jako pifidavna terapie pfed a po operaci. Jeji vyuziti vede ke zmenSeni
primarniho nddoru a ke snizeni vzniku lokoregionalnich recidiv. V pfipad¢ paliativni
terapie ozafujeme metastazy ve snaze ulevit bolestem pacienta (Abrahamova, 2002).

Paleta chemoterapeutik vyuzitelnych v terapii karcinomu prsu ¢itd vice nez Ctyficet
latek s rGznymi mechanismy uc¢inku. Ze skupiny antimetaboliti je nejvice vyuzivan
metotrexat, raltitrexed a pemetrexed. Dulezity je také analog pirimidinti S-fluorouracil.
Alkyla¢ni latky poskozuji DNA nadorovych bunck, nejrozSifenéjsi znich je
cyklofosfamid. Mechanismus vmezeteni se do dvousroubovice DNA vyuZivaji interkala¢ni
latky. U karcinomu prsu je nejpouzZivanéjs$i doxorubicin, epirubicin a mitoxantron. Jako
mitotické jedy mizeme uplatnit vinka alkaloidy vinblastin, vinkristin, vinorelbin a taxany
paklitaxel a docetaxel. Skupina inhibitorti topoizomeraz neni v této indikaci pfilis
vyuzivana. Uginnost monoterapie se pohybuje v rozmezi 20 az 65 %, proto se zpravidla
vyuziva kombinacni 1é€ba (Abrahamova, 2002; Petrakova, 2009; Hassan et al., 2010).

Jelikoz se jednd o hormonélné dependentni nador, je zde také mozZnost vyuZziti
hormonalni 1écby. VyuZivame ji v zavislosti na mife exprese hormonalnich receptori na
povrchu nadorovych bunék. Odpovidd na ni pfiblizné tfetina pacientek (Abrahamova,
2002). Na zéklad¢ mechanismu ucinku rozliSujeme ¢tyii skupiny latek. Prvni z nich jsou
SERMs, tedy selektivni modulatory estrogenniho receptoru, které se v tkani prsu chovaji

jako antiestrogeny. Vazbou na LBD zplisobuji konformac¢ni zmény, které zabranuji vazbé

13
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Podobnym mechanismem ptisobi SERDs neboli selektivni downregulatory estrogenniho
receptoru. Na rozdil od SERMs vsak blokuji estrogenni aktivitu zcela ve vSech tkanich.
Nejrozsifenéjsi zastupce fulvestrant ma az stokrat silnéjsi afinitu k ER nez tamoxifen. Tteti
skupinu tvofi inhibitory aromatdzy — enzymu, ktery zajistuje pfeménu estrogenli
z androgenll. Vyuziva se prevazné druha generace zastupcil, a to anastrozol, letrozol a
exemestan. V terapii mizeme vyuzit také agonisty LHRH (Luteinizing Hormone Releasing
Hormone), jehoz stimulaci dochédzi k downregulaci jeho vlastni produkce, a tim tedy
k snizeni produkce estrogenu vajecniky, coz zajistuje pravé luteiniza¢ni hormon. Latkami
z této skupiny jsou goserelin, buserelin, leuprorelin a triptorelin (Abdulkareem et al.,
2012).

Terapeutické chirurgické vykony jsou voleny dle stupné a lokalizace nadoru.
Snahou je provést tikon co nejsetrnéjsi, krajni moznosti je tzv. radikalni mastektomie, tedy

uplnd amputace prsu (Abrahamova, 2002; Sharma, 2010; Waks, 2019).

2.3.1.2 Biomarkery nadoru prsu

Karcinom prsu je mozné diagnostikovat kombinaci nékolika postupt. Zakladem je
zjisténi rodinné 1 osobni anamnézy, dale fyzikalni vySetfeni pohledem a pohmatem.
Vyuzivame 1 zobrazovacich metod, a to mamografie, ultrasonografie, magnetické
rezonance, pocitacové tomografie a pozitronové emisni tomografie. Hematologicka
vySetfeni mapuji krevni koagulaci a celkovy stav krvetvorby (Prausova, 2010). Kromé
histologickych nalezii urcujicich velikost a stupenn nddorového bujeni uZivame pro
stanoveni progndzy a strategie terapie rizné markery, které také slouzi jako indikatory
molekularni subtypu nadoru.

ER je vyuZivan od poloviny sedmdesatych let minulého stoleti jako indikator
k predikci odpovédi na 1éCiva a potencidlni ukazatel brzké rekurence nadoru (Dai et al.,
2016). Hlavnim stimulem pro rist ER pozitivnich (ER+) nadorti je estradiol. Buiikky ER+
nadorl jsou zpravidla dobfe diferenciované, méné agresivni a vysledky operaci byvaji
optimisti¢téjsi oproti ER negativnim (ER-). AZ 80 % nadorta prsu je ER+, a ptiblizné 60 %
z téchto nadori je také PR+ (Dai,2016). V pozdégjsich letech bylo pozorovano, ze pacienti
s vys88i expresi ER mivaji pfi 1écb€ tamoxifenem niZsi riziko rekurence nadoru. Kromé
miry exprese ER miiZeme sledovat také amplifikaci genu ESRI1. ZvySeni amplifikaci

neboli poctu kopii genu je hlavnim mechanismem, kterym nadorové bunky zesiluji
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genovou expresi a zajistuji tak svij rist a preziti (Holst et al., 2007). Zprvu bylo
naznacovano, ze amplifikace genu ESR1 muze byt detekovana ptiblizné u 20 % vSech
invazivnich nadort. Byla zaznamenana také korelace mezi amplifikaci genu a mirou
exprese ER. Jiné vyzkumné skupiny nicméné ukazaly, ze genovou amplifikaci vykazuje
méné nez 3 % invazivnich nadord (Weigel et al., 2010).

Progesteronovy receptor je z hlediska exprese siln€ zavisly na ER, kdy pouze 0,2 az
10 % nédort jsou PR pozitivni (PR+) a soucasné¢ ER-. Tito pacienti nicméné také profituji
z endokrinni terapie. Opacnym piipadem je nizka exprese PR u ER+ nddoru. Zde naopak
muzeme pozorovat zvysSenou signalizaci rustového faktoru a v dasledku toho Ccastéji
rezistenci k tamoxifenu. NejcastéjSim typem je s prevalenci okolo 60 % néadort prsu je tzv.
dvojité pozitivni ER+PR+, ktery Castéji postihuje pacienty vysSiho v€ku. Nador byva
zpravidla mensiho rozsahu i stupné, je zde 1 nizs$i mortalita. Nadory dvojité¢ negativni ER-
PR- jsou asociovany s Cast¢jsi rekurenci, niz§i celkovou tizdravou a nemoznosti vyuziti
endokrinni terapie (Weigel et al, 2010, Dai et al., 2015).

Dalsim dulezitym biomarkerem je onkogen HER2, ktery je vyuZivén jako indikator
prognodzy pacienta. Jeho zvySend exprese mlze znacit zvySenou pravdépodobnost relapsi a
vys$§i umrtnost pacientd. Byva detekovana az u 15 % primarnich karcinomua prsu, az
z 55 % je zaroven ER-PR-, a v pfipad¢ pozitivniho nalezu je vhodné zvazit anti-HER2
terapii monoklondlni protilatkou trastuzumab, kterd na tento gen piimo cili (Weigel et al.,
2010). Kromé terapie trastuzumabem byl u HER2 pozitivnich nadorti dolozen také benefit
adjuvantni chemoterapie zaloZené na doxorubicinu a také podavani paklitaxelu po ¢tyfech
cyklech doxorubicinu spole¢né s cyklofosfamidem (Weigel et al., 2010). HER2 pozitivita
byvé také Casto spojena s relativni, ne vSak absolutni rezistenci k endokrinni terapii, coz
rovnéZ odpovidd inverznimu vztahu HER2 s ER/PR. Na zdklad¢ soucasnych znalosti
muzeme tedy oznacit ER+PR+HER2- nadory jako ty s nejlepsi progndzou a odpovédi na
hormonalni terapii, naopak ER-PR-HER2+ a ER-PR-HER2- jsou kvuli Spatné diferenciaci
a agresivnimu chovani v organismu ty, u nichz je Sance na uzdravu nejnizsi. (Weigel et al,
2010, Dai et al., 2015).

Kromé tii vySe zminénych zakladnich biomarkerti miizeme pro hodnoceni nadoru
vyuzit také adrenergni receptor, ktery je exprimovan piiblizné¢ u 90 % ER pozitivnich a
55 % ER negativnich nédorti prsu. Jeho role se zda byt podobna jako u onkogenu HER2
(Dai et al.,, 2015). Androgeny primarn¢ stimuluji nddorové bujeni prostatické tkané,

nicméné pisobi 1 na nddorové bunky karcinomu prsu. Exprese AR dle studii koreluje
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s mensi velikosti tumoru a niz8i mirou lymfatickych metastaz. Na zéklad¢ téchto vysledka
se prepoklada inhibic¢ni efekt AR na rist nadorové tkané, a tedy jeho protektivni ptsobeni.
Vysoka mira exprese AR je typickd pro postmenopauzalni pacientky, jelikoz hladiny
estrogenu v tomto obdobi klesaji na urovenn hladin estrogenu u muzii, zatimco hladina
androgenii zUstavd nezménéna. Pro terapii AR pozitivnich nadorG se zda byt vyhodna
terapie inhibitory aromatdzy, kdy dochéazi k potlaceni estrogenniho piisobeni a zaroven

k stimulaci AR (Ogawa et al., 2008).

2.3.1.3 Bunécné linie nadori prsu

Pro vyzkum nédorti je esencialni prace na molekularni arovni bunécnych linii. Jako
prvni bunéénd linie rakoviny prsu byla vroce 1958 popsdna linie BT-20 pochdzejici
z pleuralniho vypotku sedmdesati Ctyfleté pacientky s duktdlnim karcinomem prsu. Izolaci
provedli E. Y. Lasfargues a L. Ozzello (Lasfargues et al., 1958). Od té doby bylo
definovano pfiblizné sto dalSich linii (Lacroix et al., 2004). Tyto bunécné linie miZzeme
rozliSovat na zdkladé exprese ER, PR a HER2. Linie exprimujici ER a/ nebo PR jsou
charakteristické vétsi diferenciaci a mensi migraci do okolnich tkdni. HER2 pozitivni linie
jsou oproti ER+PR+ liniim agresivnéjsi. Specifickym ptipadem jsou tzv. triple negativni
linie, spojené s velmi nizkou nebo Zddnou expresi ER, PR a HER2. (Dai, 2017).

Bunééna linie MCF-7 patii mezi nejcastéji vyuzivané linie ke studiu nddoru prsu.
Svlij nazev ziskala zkratkou instituce, kterd tyto bunky izolovala — Michigan Cancer
Foundation. Izolace byla provedena v roce 1973 z pleuralniho vypotku Sedesati devitileté
zeny s nadorem prsu v metastatickém stadiu. Jiz v roce 1975 byl demonstrovan inhibi¢ni
ucinek tamoxifenu a stimulace riistu estrogenem, coz potvrdilo ER+ subtyp této linie. Mezi
zakladni charakteristiky linie patfi nizky stupeil agresivity, neinvazivnost a nizky
metastaticky potencidl. Ackoli by se mohlo zdat, Ze se jednd o celistvou bunécnou linii,
nalezneme zde fadu fenotypl, které se liSi expresi genl, receptordi, i zastoupenim
signaliza¢nich cest (Lee et al., 2015; Comsa et al., 2015). Takovéto rozmanitosti MCF7
sublinii bylo dosaZeno in vito studiemi probihajicimi na ptiklad za nedostatku estrogenu.
Takto byla vyclenéna skupina long-term estrogen-deprivated (LTED) bunék. Estrogenni
nedostatek vede ke zpomaleni ristu bunék. Pro tuto linii je typicka vysoka exprese hladin
ER a hypersensitivita k estrogenni stimulaci. Dal§im z pfikladii je tamoxifen rezistentni
linie bunék, kterd je vyuzZivana pro vyzkum estrogenni rezistence. Téchto vlastnosti bylo

dosaZeno dlouhodobou expozici vysokym davkdm tohoto SERM. Analogickym postupem
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byla ziskdna také fulvestrant rezistentni linie, kdy byly buiikky dlouhodobé vystaveny
tomuto antiestrogenu. (Lee et al., 2015).

Z molekularniho hlediska se MCF-7 vyznacuji vysokymi hladinami ERa a nizkou
expresi ERB. V plivodnich liniich je exprese ER nizs§i oproti tamoxifen rezistentnim
podliniim, naopak je u nich silnd exprese PR. ZvysSenou expresi ER miizeme pozorovat
také pii estrogenni deprivaci (Comsa et al., 2015). Vlivem pulsobeni estradiolu dochazi
k rastu nddorovych bunck. Za odlisnosti v ristu ovsem nezodpovida odlisna exprese ER,
ale sekrece autokrinniho faktoru aktivujiciho receptor insulinu podobného rastového
faktoru typu I (IGF-IR). Dal§imi receptory ovliviiujicimi rast bunék nadoru prsu jsou
plazmatické receptory membranou asociovanych rastovych faktord. Do této skupiny patii
naptiklad epidermalni rastovy faktor (EGF) a receptor-2 lidského epidermalniho ristového

faktoru (HER-2) (Comsa et al., 2015).

2.3.2 Ostatni funkce

Mezi dalsi procesy, na kterych se ER podili, patfi neurodegenerativni onemocnénti,
kdy byl popsan neuroprotektivni efekt estrogenu na Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu
chorobu a cévni mozkovou piihodu. ER se nachazi také v kostni tkani. Vlivem estrogenni
stimulace je regulovadna resorpce kostni hmoty osteoklasty, coz brani rozvoji osteopordzy.
V tukové tkani potlacuje estrogen aktivitu lipoprotein lipazy (LPL). V dasledku toho
dochazi ke sniZeni Stépeni triglyceridii na volné mastné kyseliny a jejich uklddani do

adipocytt. Jedna se tedy o prevenci obezity (Deroo et al., 2006).

2.4 Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou rozmanitou skupinou latek pfirodniho plvodu, kterda se
vyznacuje estrogenni aktivitou. Vyskytuji se zejména v lusténindch celedi Fabaceae, tedy
napiiklad so6ja, fazole ¢i hrasek, dal§imi dietnimi zdroji mohou byt ofechy, ¢aj a kava. Ze
zeleniny je na obsah fytoestrogenli bohatd brokolice, zeli, listova zelenina, z ovoce pak
lesni plody (Kleijn et al., 2001). Dtlezitym spolecnym prvkem v chemické struktufe téchto
latek je fenolicka funkéni skupina, diky niZz jsou schopné tvofit vodikové vazby
s aminokyselinami argininem (Arg), histidinem (His) a glutamatem (Glu) ligand binding
domény ER (Cho et al., 2021). Fytoestrogeny jsou perspektivni skupinou latek z diivodu
fady zdravotnich benefiti v terapii menopauzalnich ptfiznakii a prevenci hormonalné
dependentnich nadorti véetné nddoru prsu. Jejich aktivita spo¢ivd zejména ve schopnosti

pfimé interakce s ER. Kromé& toho ptsobi také nonestrogenné, a to inhibici tyrosinkinazy,
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bunécného cyklu, DNA topoizomerazy, angiogeneze a antioxida¢nich mechanismut. Dale
také ovlivituji hladiny steroid hormone binding globulinu (SHBG), rozrusuji estrogenni
metabolismus a ptisobi zmény hladin ER (Matsumura et al., 2004). Dokladem téchto
ucinki fytoestrogeni mohou byt data, podle kterych je prevalence nadoru prsu vyssi u zen
v Evropé a Severni Americe nez u Zen v Asii. Stejné tak pozorujeme vyssi incidenci u
Asiatek, které ziji na téchto kontinentech a nikoli v Asii. Jednim zrozdila, ktery byl
pozorovan, je mira konzumace potravy bohaté na fytoestrogeny, zejména so6ji a s6jovych
produktii. Zatimco u tradicni asijské stravy je primérna konzumace sojového proteinu
v rozmezi 20-30 gramii denn¢, coz odpovida 100 mg isoflavonoidl, v zapadnich zemich je
to méné nez jeden gram sojového proteinu denné (Kumar et al., 2021). Do skupiny
fytoestrogeni fadi vétSina autorti Ctyfi podskupiny — isoflavony, kumestany, lignany a
stilbeny. V této praci se budeme déle vénovat skupiné isoflavonoidi.

Isoflavonoidy se nejcastéji vyskytuji ve formé C-B-D- nebo O-B-D-glykosidi,
jejichz aglykony se vyznacuji schopnosti vazby na ERa i ERB. Afinita k ERP byva u
nekterych isoflavonoidl, napiiklad equolu, silngj§i nez k ERa (Hod et al., 2021).
Z chemického hlediska se jedna o 3-aryl-4H-chromen-4-ony, které vznikaji z flavanonii
strukturdlni zménou arylu a naslednou dehydrogenaci. Nejbéznéjsimi isoflavonoidy
v prirod¢ jsou daidzein a genistein (Dias et al., 2021; Fokialakis et al., 2019). Krom¢ nich
bude v této praci vénovana pozornost také derivatim daidzeinu a genisteinu (S-equolu, 4-
ethylfenolu, 2- (R, S)-2-(4-hydroxyfenyl)propionové kyselin¢ a o-desmethylangolensinu)
(obr. 5). Jejich hladiny v organismu se mohou u jednotlivei liSit a rozdilné diky tomu

muze byt i jejich estrogenni plsobeni.
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Obr. 5: Schéma metabolismu fytoestrogentl v gastrointestinalnim traktu (Migkos et al.,

2019).

2.4.1 Genistein

Genistein, chemickym nazvem 4’,5,7-trthydroxyisoflavon, je  spole¢né
s daidzeinem a glyciteinem jednim ze tii zdkladnich isoflavonoidi obsaZenych v s6jovych
bobech (Glycine max, Fabaceae). Dal§imi rostlinami, které jej obsahuji, jsou napiiklad vI¢i
bob (Lupinus perennis, Fabaceae) nebo bob obecny (Vicia faba, Fabaceae) (Kaufman et
al.,, 1997). Genistein méa schopnost inhibovat v nadorové tkani né€které DNA replikacni
enzymy. Patfi mezi né DNA topoizomerdzy I a II, matrix metalloproteinu (MMP9) a
tyrosin kindza (McCarty, 2004). Tyrosin kinaza je protein katalyzujici fosforylaci vlastnich
tyrosinovych rezidui i rezidui jinych proteinli, véetné rastovych faktorli zapojenych
v proliferaci nddorovych buné€k. Inhibici tyrosin kindzy dochéazi v organismu k fadé d¢ji.
V nadorové tkani nadorti prsu a prostaty tak dochazi ke zpomaleni tumorgeneze. V mozku
ma inhibice tyrosin kindzy neuroprotektivni Ucinek, jelikoz fosforegulace tyrosin kindzy
v mozkové tkani fyziologicky ovliviiuje odpovéd’ na neurodegeneraci, neuronalni poranéni
a synaptickou aktivitu. Inhibici tyrosin kinazy dochdzi rovnéz ke zlepSeni
kardiovaskularnich funkci a zabranéni vaskularizace nadorG. Mezi dal$i z G€inki

genisteinu patii snizovani expresi vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF),
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pusobi agonisticky jak na ERa, tak na ERp, afinita k ERP je ov§em mnohonasobné vétsi
(8,4 nM pro ERa a 145 nM pro ERp). Je tedy schopen aktivovat transkripci pomoci ERf3

pii nizsich koncentracich nez pomoci ERa (McCarty, 2004).

OH
OH 0

HO 0

Obrazek 6: Strukturni vzorec genisteinu

2.4.2 Daidzein

Stejné jako genistein i daidzein fadime mezi zakladni isoflavonoidy s6ji luStinaté.
Obsahuji jej 1 dalsi rostliny Celedi Fabaceae, naptiklad puerarie lalo¢natd neboli kudzu
(Pueraria lobata) (Kaufman et al., 1997; Ahn et al., 2019). Studie na této molekule
potvrdily jeji schopnost inhibice riistu nadorti pankreatu, stfeva, vajecnikti a prsu (Alshehri
et al., 2021; Kumar et al., 2021). Mechanismy toho plsobeni zahrnuji zvySeni exprese
proapoptického faktoru Bax a souCasny pokles exprese antiapoptického faktoru Bcl-2.
V disledku téchto d&ji také dochazi k ovlivnéni oxidac¢niho stresu, kdy je vlivem vzplanuti
volnych radikdld uvolnén cytochrom C, ktery méni permeabilitu mitochondrialni
membrany (Kumar et al., 2021). Daidzein pisobi také sniZzeni nezddoucich projevi
menopauzy jako je osteopordza, kdy zabranuje snizeni kostni denzity, redukuje navaly
horka, bolesti svalli a $lach, tnavu a psychické projevy jako deprese a uzkost. Dalsi
zoblasti jeho pusobeni jsou kardiovaskularni onemocnéni, kdy daidzein vykazuje
kardioprotektivni vlastnosti snizenim agregace desticek. Redukuje také hladiny
triglyceridi a kyseliny mocové (Alshehri et al., 2021). Stravitelnost daidzeinu v ileu
dosahuje pouze okolo 32 %. Zbylych 68 % daidzeinu tedy prostupuje do tlustého stieva,
odkud je nasledné vyloucen stolici. Z celkového mnoZstvi daidzeinu ve stfevni hmot¢ je
62 % pritomnych jako metabolit daidzeinu — equol. Equol je také nejvice zastoupenou

slozkou daidzeinu exkretovanou do stolice (Poulsen et al., 2009).
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Obrazek 7: Strukturni vzorec daidzeinu

2.43 S-Equol

Objev isoflavonoidu equolu datujeme do roku 1932, kdy byl izolovan z moci biezi
klisny. Vyskyt byl potvrzen také u ovci, slepic a pst. Equol, chemickym ndzvem
3-(4-hydroxyfenyl) -3,4dihydro-2H-1-benzopyran-7-ol, je metabolitem daidzeinu
vznikajicich Cinnosti stievni mikroflory. OdliSnosti stfevni mikroflory mezi jedinci
v populaci ovSem vedou k variabilnimu zastoupeni equolu, k jeho konverzi dochéazi pouze
u 30-50% populace, a tudiz i k nekonzistentnim vysledkiim studii jeho pulsobeni
v populaci. Jedna se o chirdlni molekulu, coz umoznuje vyskyt dvou enantiomerti R-equolu
a S-equolu. S-equol vznika in vivo jako produkt stievni mikrofléry, zatimco R-equol je
tvofen synteticky. Z tohoto diivodu jsme se v této praci zaméfili pouze na S-equol. Kromé
vyzkumu v oblasti prevence nddori muizeme pozorovat také vysledky v terapii
menopauzalnich potizi, kdy zna¢né€ snizuje ndvaly horka a tibytek kostni hmoty (Hod et al.,

2021).
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n‘\\\\
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Obrazek 8: Strukturni vzorec S-Equolu

2.4.4 4-ethylfenol

4-ethylfenol je bioaktivni latkou vznikajici Stépenim flavonoidniho kruhu
genisteinu pomoci enzymu stfevni mikroflory. Z celkového mnoZstvi genisteinu a jeho
produktii v termindlnim ileu vSak zaujima pouze 3 %. VétSina dietniho genisteinu totiz
zUstava v termindlnim ileu traviciho traktu v nemetabolizované formé. V reproduktivni

tkani skotu bylo zjisténo, ze 4-ethylfenol stimuluje produkci prostaglandinu F2a (Poulsen
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et al., 2009). Neni zndmo, zda je tento efekt vlivem estrogenni aktivity, nicméné byla
potvrzena inhibice stimulaéniho efektu estrogennim antagonistou. Jelikoz ale
prostaglandiny patfi mezi vyznamné mediatory zanctu, mohou zde byt dulezité

fyziologické dusledky u zanétlivych onemocnéni (Poulsen et. al, 2009).

HO

Obrazek 9: Strukturni vzorec 4-ethylfenolu

24.5 2-(R,S)-2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina

2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina (HPPA) patii mezi méné znamé
isoflavonoidy. Vzniké intestinalni pfeménou daidzeinu na O-desmethylangolensin a jeho
dalsi metabolizaci pravé na HPPA, kromé ni vznika také resorcinol. Dals$i moznosti je také
degradace genisteinu pies 6 -hydroxy-O-desmethylangolensin. Na rozdil od genisteinu,
daidzeinu, 4-ethylfenolu i O-DMA nemad HPPA antiagregacni vliv. Spolu s ostatnimi
isoflavonoidy ji ale mizeme povazovat za slabého chelatora médi, ovSem mén¢ aktivniho
nez O-DMA. Patii také mezi nejaktivngjsi pfimé vychytavace volnych radikali, stejné jako

O-DMA (Migkos et al., 2019).

OH
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Obrazek 10: Strukturni vzorec HPPA

2.4.6 O-desmethylangolensin

O-DMA je stejné¢ jako equol produktem metabolismu daidzeinu vznikajicim
pfeménou intestinalni mikroflorou. Strukturdlnim rozdilem je ale rozs$tépeni jednoho
z kruhtl, a tudiz ztrata difenolického usporadani podobného 17B-estradiolu. Vyskytuje se
ve formé monoglukuronidované, diglukuronidované, sulfatované nebo jako samotny
aglykon. Nékter¢ studie naznacuji dalsi ¢astecné Stépeni na resorcinol a 2-(4-hydroxyfenyl)
propionovou kyselinu. O-DMA ovliviiuje fadu mechanismti jako naptiklad rast bunék,

vazba a transaktivace estrogenniho, androgenniho a progesteronového receptoru, formace
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osteoklastli, vazba a transaktivace PPARy, vychytdvani volnych radikdlti ¢i inhibice

sekrece leptinu (Frankenfeld, 2011).
OH
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Obrazek 11: Strukturni vzorec O-DMA
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit miru genové exprese estrogen resposivnich gentl
zvolenych fytoestrogenit v MCF7 bunécéné linii a vjejim derivatu rezistentnim na

fulvestrant. Stanoven byl také cytotoxicky vliv na tyto burky.
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4 Prakticka ¢ast

4.1 PouZity material a pomiicky

4.1.1 Bunécné kultury

Diplomova prace byla provadéna na dvou bunécnych subtypech bunécné linie
MCF7. Jedna se o epitelialni bunky izolované z lidské prsni tkané.

Jako prvni byla ve vyzkumu pouzita linie MCF7/S0.5, ktera je variantou
pfizpisobenou na nizkou pfitomnost séra. Od zikladni linie MCF7 byla odvozena
postupnou redukei sérové koncentrace fetalniho bovinniho séra v ristovém médiu z 10 %
na 1 % koncentraci. MCF7 exprimuje jak ER, tak PR. Jako kultiva¢ni médium se pro tuto
linii pouzivé Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) a Ham’s F-12 médium
v poméru 1:1, bez pouziti indikatoru ¢erveného fenolu od firmy Gibco (Waltham, MA,
USA). Médium bylo dale obohaceno o 2mM glutamin, 1 % antibiotikum
(penicilin/streptomycin) a insulin v koncentraci 6ng/ml.

Druhou pouzitou subkulturou MCF7 je fulvestrant rezistentni linie MCF7/182R-6.
Byla vytvofena zklonu bunék MCF7/S0.5 ptezivsich dlouhodoby rust v nepfetrzité
ptitomnosti fulvestrantu — steroidniho antiestrogenu v koncentraci 100 nM. Rezistence je
zachovana 1 pfi nasledném snizeni stimulace nebo pii kratkodobé absenci fulvestrantu.
MCF7/182R-6 exprimuji pouze ER, nikoli PR. Dochazi také ke zvySené expresi EGFR,
proteinu ovlivilujiciho signalizacni cesty kontroly bunééného déleni a ristu. Kultivaéni
médium ma stejné sloZeni jako u MCF7/S0.5, ale oproti MCF7/S0.5 je obohaceno navic o
fulvestrant v koncentraci 100 nM pro zachovani rezistence.

Ob¢ bunécné sublinie byly pofizeny z European Collection of Authenticated Cell

Cultures (ECACC) sidlici ve Velké Britanii.

4.1.2 Testované latky a jejich roztoky

V ramci této prace bylo testovano celkem Sest pfirodnich fytoestrogenti — genistein,
daidzein, S-equol, 4-ethylfenol, O-desmethylangolensin a 2- (R, S) -2-(4-hydroxyfenyl)
propionova kyselina. VSechny latky byly zakoupeny v sypké podobé od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Byly vytvofeny 30 mM zéasobni roztoky téchto latek
v DMSO.

25



Studium viivu prirodnich ligandii na estrogenni receptor a potvrzeni jejich ucinkii v bunécnych kulturdch
Jana Elbelova

4.2 Metodicky postup

4.2.1 Buné¢na kultivace

Bunééné kultury jsou dlouhodobé uchovavany v prostiedi kapalného dusiku, coz
zajiStuje jejich trvanlivost. Kompletni kultivaéni médium je doplnéno o 10 % DMSO jako
kryogenni prvek. Pfi praci s bunkami je tieba dodrzovat co nejsterilnéjsi prosttedi, proto
vSechny kroky popsané v této metodice budou probihat v laminarnim boxu, pokud nebude
specifikovano jinak (centrifugace atd.) Pfed samotnym zahdjenim kultivace je tedy potfeba
bunky rozmrazit. Zkumavku se zmrazenymi buiikami pfesuneme do vodni 1azné nahiaté na
teplotu 37 °C a kdyz zbyvaji jiz jen malé zmrazené kousky, buniky pfesuneme do sterilniho
prostfedi v laminarniho boxu. Pfiddme vhodné kultiva¢ni médium o teploté 37 °C a smés
resuspendujeme. Nasledné smés centrifugujeme 5 minut za teploty 20 °C pti 200 otackach
a poté odstranime supernatant. Do pelletu s bunkami pfiddme cca 10 ml kompletniho
kultivaéniho média, resuspendujeme a buiiky pfesuneme do kultivaéni lahvicky. Pokud je
tteba, doplnime o dal$i médium. Takto nasazené buiiky pfesuneme do inkubdtoru, ktery
bunkam poskytuje vhodné podminky k rastu — teplota 37 °C, atmosféra 5 % CO; a
relativni vlhkost atmosféry kolem 90 %. Po 48 hodinach nasazené lahvicky kontrolujeme
pohledem proti svétlu a mikroskopicky. Zaroven také vyménime kultivacni médium, které
pfedem nahiejeme na teplotu 37 °C. Z kultivacnich lahvic¢ek odsajeme zbytkové médium a
pomoci sterilni pipety doplnime nové. Poté bunky opét umistime do inkubatoru. Po
dosaZeni konfluence cca 80 %, tedy piiblizné tydnu, jsou pfipraveny k pasazovani a po cca

4-5 pasazich jsou buiiky nachystané k nasazeni k pokustm.

4.2.2 Pasazovani

PasadZovani bunék je procesem, pii kterém dochazi k uvolnéni bun€k od povrchu
kultivaéni lahvicky i1 od sebe navzajem. Provadime jej v okamziku, kdy jsou buiky ze
70-80 % konfluentni, tzn. pokryvaji 70-80 % kultiva¢niho povrchu. Pokud bychom
pasdzovani v tomto stadiu neprovedli, doslo by k inhibice déleni bungk, jelikoZ by pak
nem¢ély dostatek prostoru k rtstu. Pied zahdjenim samotného pasdzovani si nejprve ve
vodni lazni nahfejeme kultivacni médium, trypsin a PBS pufr (fosfatovy pufr) na teplotu
37 °C.

Po nachystani a nahtati vSech prostfedki odsajeme zbytkové médium, poté buiky
promyjeme 2 ml PBS, diky ¢emuZ dojde k odstranéni poziistatkii proteind a mrtvych

bunék. Pufr odsajeme a pfidame 1-2 ml trypsinu, ktery rozprostfeme rovnomérné po dnu
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kultiva¢ni lahve. Jedna se o proteazovy enzym, kterym jsou natrdveny bilkovinné adhezni
molekuly, diky c¢emuz dojde k odd€leni buné¢k a jejich odstépeni ze dna kultivaéni
lahvicky. Lahvicku s trypsinem umistime na piiblizn¢ 5 minut do inkubatoru. Poté obsah
lahvicek suspendujeme a v mikroskopu zkontrolujeme rozdéleni bunék. K neutralizaci
enzymu se pridava kultivaéni médium 1:1. Cely obsah kultiva¢ni lahvi¢ky preneseme do
ptipravené 50 ml falkonky a pfidame pfiblizn¢ 8 ml média. Smés pipetou suspendujeme.
Pro dalsi praci s buiitkami a jejich nasazeni na plata je potieba zjistit jejich pocet.
K pocitani bun¢k vyuzivame Biirkerovu komtrku, kterou si pfedem ocistime a prekryjeme
krycim sklickem (obr. 13). Nasledné aplikujeme 10 pl suspenze do obou ¢asti komurky
tak, aby se dobie rozptylila po celém povrchu. Buniky pocitdme ve Ctyfech Ctvercich
v horni a dolni ¢asti komtrky. Pomoci vzorce uvedeného nize vypocitdme pocet bunck v 1
ml suspenze (obr. 12). Bunky nasadime v potiebném poctu do mikrodesticek
k experimentaci a ¢ast pipetujeme do nové kultivacni lahvicky k pokracovani kultivace. Na

zaver bunky opét zkontrolujeme pod mikroskopem a ptemistime do inkubatoru.

_a><1000
= nxV

Obrazek 12: Vzorec pro vypocet poctu bunck v 1 ml, kdy X= pocet bunék v 1 ml, a=

stanoveny pocet bun¢k, n= pocet pocitanych ctvercli, V= objem pocitané¢ho utvaru

bz ™

1 mm
Obrazek 13: Schéma Biirkerovy komiirky. Kazdy ze ¢tverchh miizky se skldda z Sestnacti
¢tvercd, z nichz ve Ctyfech poc¢itame mnozstvi bunék.

Zdroj: www.thermofisher.com
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4.2.3 Testovani cytotoxicity

Prvnim zcili této prace bylo stanoveni cytotoxicity vybranych fytoestrogent.
K tomuto ucelu byly pouzity bunééné linie MCF7/S0.5 a MCF7/182R-6. Po spocitani
poctu bunck jsme nasadili 80 000 bun¢k na jamicku v 96jamkové mikrotitracni desticce.
Takto prichystana plata jsme nechali v inkubatoru kultivovat 48 hodin.

Po 48 hodindch jsme plata zkontrolovali pod mikroskopem k vylouceni
kontaminace a zjisténi, Ze jsou builkky dobfe rozmisténé po celé jamicce. Poté jsme si
pfipravili roztoky latek. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit 0,1 % dimethylsulfoxid
(DMSO). Negativni kontrolu ptfedstavoval roztok detergentu sodium dodecyl sulfat 10 %
(SDS), ktery ptisobi denaturaci bunéénych membrén, a tedy naslednou smrt bunck.
Roztoky testovanych latek byly pripraveny z30 mM zasobnich roztokti ve tfech
koncentracich - 100 uM, 50 uM a 10 uM. 96jamickova plata jsme v lamindrnim boxu
otevieli a odsali médium z jamicek. Dle nize znazornéné¢ho schématu jsme do jamicek
pipetovali 100 pl jednotlivé latky v triplikatech pfisluSnych koncentraci (obr. 14). Plata

jsme opé€t umistili na 48 hodin do inkubatoru.
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Obr. 14: Schéma rozloZeni 96 jamkového plata pro testovani cytotoxicity. Byly pouzity
triplikaty kazdé zlatek. Okrajové jamicky zlstavaji naplnéné pouze médiem.

Vytvotfeno pomoci BioRender.com

Tteti ¢ast pokusu piedstavovalo méfeni samotné cytotoxicity. Plata s buitkami jsme
zkontrolovali pod mikroskopem. Poté jsme do kazdé z jamicek s testovanou latkou ptidali
20 pl MTS nahtatého na teplotu 37 °C ve vodni lazni. Plata jsme opét umistili do
inkubatoru. MTS neboli [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- karboxymethoxyfenyl)-2-(4-
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sulfofenyl)-2H-tetrazol je bioredukovan Zivymi bufikami na ve vod¢ rozpustny formazan.
Tato konverze vyzaduje mitochondridlni metabolickou aktivitu buiiky. MTS byl potizen od
vyrobce Promega (USA). Po tiihodinové inkubaci bylo ve spektrofotometru provedeno
méieni absorbance pii vinové délce 490 nm. Mnozstvi formazanu zméfeného pomoci
absorbance pifimo odpovida poctu zivych bun€k. Jelikoz se jednd o barevny produkt, SDS

jakozto negativni kontrola by mélo byt bezbarvé.

4.2.4 Nasazeni plat na RT-PCR

Za ucelem studia genové exprese pomoci RT-PCR jsme si nasadili 48jamickova
plata bunék. Mnozstvi bunék na jednu jamicku bylo stanoveno na 240 000.

Postup prace byl témét totozny jako pfi nasazovani plat k méfeni cytotoxicity.
Po 48 hodinach od nasazeni bun¢k na testovaci plata jsme ptidali roztoky testovanych latek
v koncentraci 10 uM a 50 uM. Jako vehicle bylo opét pouzito DMSO 0,1 %. Déle jsme
jako pozitivni kontrolu pouzili roztoky estradiolu v koncentraci 10 pM. Na rozdil od
96jamickovych plat jsme latky nasadili pouze v duplikatech (obr. 15).

Po dalsich 48 hodindch jsme odsali kultivaéni média a do kazdé zjamicek
pipetovali TRI reagent v objemu 150 pl na jamicku. V dasledku pifidani této latky dochazi
k rozruseni bunécnych struktur, rozpusténi biomembran, a tedy denaturaci proteintl, coz je
prvni krok potfebny k izolaci RNA.

Nasledné byla plata umisténa do mrazu, kde mohou byt uchovavana i po dobu

nékolika mésicu.
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Obrazek 15: Schéma rozloZeni 48 jamkového plata pro RT-PCR. Latky byly pfidany

v duplikatech. Vytvotfeno pomoci BioRender.com
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4.2.5 Izolace RNA

Plata s TRI reagentem nasazenymi buiitkami jsme vytahli z mrazni¢ky a nechali stat
pfi pokojové teploté do jejich uplného rozmrznuti. Nasledné byly vzorky sesbirany do
1,5 ml zkumavek. Poté byl pfidan chloroform v polovi¢énim mnozstvi celkové pridaného
TRI reagentu, tedy 150 ul. Piidavek chloroformu vede k denaturaci proteini bun¢k. Smés
je déle protiepana a vortexovana, inkubovana nékolik minut pii pokojové teploté a poté
centifugovana pfi teploté 4 °C 15 minut na 12 000 otacek. Centrifugaci dochazi k oddéleni
tfi vrstev. Spodni faze je organickd (rizova), tvofi ji chloroform a TRI reagent. Nasleduje
mezifaze tvofend denaturovanymi proteiny a zbytky bunék (bild). RNA se nachazi ve
vrchni vodné fazi (Cird). Ta je nasledn€ odebrana do novych 1,5 ml zkumavek.

Jako dalsi ¢inidlo je ptidan isopropanol, a to 400 pl pro kazdy vzorek. Zkumavky
jsou nasledné vortexovany a ponechany 10 minut pfi pokojové teploté. Poté opét
centrifugujeme pfi teploté 4 °C 15 minut na 12 000 otacek. Timto docilime vysraZzeni RNA
z vodné faze. Supernatant odstranime a na dn¢ zkumavky ponechame sedimentovany pellet
obsahujici mRNA.

Pellety jsou nasledné¢ promyty 70 % etanolem v objemu 800 pl na vzorek.
Dtvodem je preciSténi vysraZené mRNA. Opét vortexujeme a centrifugujeme pii teploté
4°C 5 minut na 7 500 otacek. Stejné jako v predchozim kroku odstranime supernatant.
Vzorky ponechdme odparovat pét az deset minut na vzduchu. Na zavér ptidame 20 pl vody
bez nukleaz, ve které sediment resuspendujeme. Pro ucely méfeni Cistoty a koncentrace
odebereme 2 pl vzorki do 0,5 ml zkumavek (obr. 16).

Cistotu a koncentraci izolovanych vzorki RNA stanovujeme pii méfeni absorbance

pomoci NanoDrop™ spektrofotometru v poméru A260/ A280 nm.
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Obrazek 16: Schéma izolace RNA. Roztoky bun¢k byly odebrany do zkumavek, piidanim
¢inidel vznikly tfi vrstvy. Vzniklé pellety byly promyty a mefeny v NanoDrop. Vytvoifeno

pomoci BioRender.com

4.2.6 Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (RT — qPCR)

Tato laboratorni metoda je modifikaci klasického PCR, kdy je jako templat
pouzivana DNA. V pfipad¢ RT — PCR je templatem mRNA. Jedna se o proces skladajici
se ze dvou krokd. Nejprve je mRNA piepsana reverzni transkriptdzou do jednovlaknové
cDNA. Nasledn¢ je cDNA amplifikovana a detekovdna pomoci fluorescencni sondy.

Reverzni transkripce je enzymatickou reakcei, pii které je ptepisovdna geneticka
informace zmRNA do jednovlaknové cDNA (complementary DNA). Tento proces je
katalyzovan enzymem reverzni transkriptaza. Pfed zahajenim prace je potieba nafedit
vzorky izolované RNA na stejnou koncentraci. Dal§im krokem je pfiprava smési reagencii,
a to v pfesn¢ stanoveném potadi a objemu (tab. 1). Pro ucely této prace byl vyuzit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit od firmy ThermoFisher (Waltham, MA, USA).
Smés ditkladné resuspendujeme mikropipetou. Takto piipravenou smés reagencii
rozpipetujeme do pfipravenych stripli v objemu 17 pl na jamicku. Do jednotlivych jamicek
pfidame 3 pl vzorku mRNA nami testovanych latek. Opét promichdme mikropipetou tak,
aby smeés neobsahovala vzduchové bubliny. Celou reakci pfipravujeme v ledu. V druhém
kroku miizeme provést samotnou reverzni transkripci. Nastavime reakéni objem 20 pl.
Reakce probihd v termocykléru QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR Systém od firmy
ThermoFisher ve tfech fazich (tab. 2). Po uplynuti ¢asu RT stripy vyjmeme a umistime
opét do mraznicky. Pifed zahajenim PCR do kazdé zjamicek stripu pfiddme 100 pl

nuclease-free vody a smés opét promichdme.
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Tabulka 1: Reagencia pouzitd k RT.

Poradi Cinidlo Objem (ul) na vzorek
1 5x RT buffer 4
2 Voda bez nukledz 9
3 Random Hexamer primers nebo dNTP mix 1
10 mM
4 Tetro Reverse Transcriptase 200U/l 1
5 RNAase inhibitor 10U /ul 1

Tabulka 2: Podminky pribéhu RT

Teplota (°C) Cas (min)
25 10
37 120
85 5

Polymerazova fetézova reakce je enzymatickou reakci, jejimz cilem je amplifikace
specifického useku DNA, vnaSem piipadé cDNA. Tento usek je na obou koncich
ohranicen primery, které koduji konkrétni DNA sekvenci. Maji volny 5'-OH konec, 3'-OH
konec je blokovan dimetoxytritylem. Reakce probihéd ve dvou fazich (tab. 3). Nejprve je to
tzv. holding stage, nasleduje cycling stage, kterd se Ctyficetkrat opakuje. Pti teploté 95 °C
dochdzi k denaturaci, kdy disociuji fragmenty DNA na jednotlivé fetézce. Tato faze trva
jednu sekundu. Poté probiha 20 sekund annealing, u n¢hoz teplotu sniZujeme na 60 °C.
Probihd zde navédzani primerd na vldkno cDNA. V této praci byla vyuZita tzv. real-time
PCR, kdy méfeni amplifikovanych produkti cDNA probih4 jiZz béhem méfeni na zékladé
intenzity fluorescence pouzité sondy. K tomuto ucelu vyuzivame TagMan hydrolyzacni
sondy na 5’konci znaCené zaficem a na 3’konci zhaSecem. B&hem annealingu se vdZou na
cDNA. Taq polymeraza b&hem extenze sondu rozSté€pi a oddali zafi¢ a zhase¢, ¢cimz dojde
ke fluorescenci, kterou nasledné detekujeme. Jako indikatory kvality procesu daného PCR
vyuzivdme housekeepingové geny, které odhali pfipadny faleSné¢ negativni vysledek

zpusobeny inhibici PCR. V pfipad¢ této prace byl pouzit B-aktin.
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Tabulka 3: Podminky pribéhu qPCR.

Teplota (°C) Cas
Holding stage 50 2 minuty
95 2 minuty
Cycling stage (40x) 95 1 sekunda
60 20 sekund

Postup prace je v urcitych bodech analogicky k pfipravé RT. Nejprve si v ledu
pfipravime reakéni smés. V 1,5 ml Eppendorf zkumavce smichame vodu bez nukleaz a
TagMan Fast Advanced Master mix od firmy ThermoFisher (tab. 4). Tento Master mix se
skladd z DNA polymeréazy, kterd je termostabilni a katalyzuje vznik fosfodiesterovych
vazeb, dale uracil-N glykosylasy zabranujici faleSné pozitivni amplifikaci, ROX barvivo,
pufru a deoxynukleotidtrifosfatti (ANTPs), které tvofi stavebni jednotky nové syntetizované
DNA. Tuto smés diikladné promichame. Jelikoz pouzivadme tfi primery, rozpipetujeme mix
stejnoméerné do tii 0,5 ml Eppendorf zkumavek. Do takto pfipravenych zkumavek nésledné
pfiddme primery. Jejich funkci je ohranicovat replikovany tsek cDNA. V piipadé této
prace se jednalo o B-aktin, ESR1 a TFF1. Po opétovném promichani obsahi zkumavek
pipetujeme 15 pl Master mixu do jednotlivych jamicek 96 jamkového plata. Druhym
krokem je pfidani templatu, kterym je cDNA ziskana ptedchozi RT. Nafedény roztok poté
pipetujeme do jamicek plata vobjemu 5 pl na jami¢ku (obr. 17). Plato ptelepime
ochrannou folii a pro vétsi homogenitu smési kratce centrifugujeme. V termocykleru

nastavime vyse zminéné cyklické faze o ptislusnych teplotach a Case (tab. 3).
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Tabulka 4: Reagencia pouzitd k PCR.

Reagencia Objem na vzorek (ul)
Voda bez nukledz 3
TagMan Fast Advanced Master mix 10
primer 2
Templat DNA 5
1 3 £ o
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Obrazek 17: Schéma rozloZeni plata pro PCR 50 uM vzorkt. Pro kazdy primer

pipetujeme duplikaty testovanych latek. Vytvoieno pomoci BioRender.com
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5 Vysledky

V prvnim kroku bylo testovano cytotoxické plisobeni latek, a to na obou bunéénych
liniich. Procentudlni mira viability pro jednotlivé testované latky je porovnavana
s pozitivni kontrolou 0,1 % DMSO a negativni kontrolou SDS 10 %. Vysledky DMSO
byly stanoveny jako 100 % viabilita bun€k. DMSO byl pouzit jako kontrola, jelikoz byly
v tomto rozpoustédle latky rozpustény. Vysledky v linii MCF7/S0.5 vykazuji zietelny
vzrist zivotnosti bunék se snizujici se koncentraci pro vSechny otestované fytoestrogeny
(obr. 18). V ptipad¢ vSech latek byla pii koncentraci 100 uM viabilita niz§i nez u DMSO
0,1 %, ackoli se vzdy s vyjimkou S-equolu pohybovala okolo 90 %. U vétsiny latek byla
viabilita pro 50 uM vyssi nez u 100 uM, ale lehce pod hodnotou viability DMSO. Miizeme
tedy konstatovat, Ze je toxicita testovanych latek zavisla na koncentraci. VSechny latky
vykazovaly bezpecnou aktivitu pti nejnizsi pouzité koncentraci (10 pM), dokonce vSechny

latky pisobily v této koncentraci lehce proliferativné.

1004
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Obrazek 18: Cytotoxicita otestovanych latek v linii MCF7/S.05. Graf znazorfuje
procentudlni viabilitu bun¢k po pfidani testovanych latek. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,001, n=9. Zkratky: E - S-equol, G — genistein, D — daidzein, O — O-DMA,
HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Stejny proces byl proveden u linie MCF7/182R-6. Jako v predchozich vysledcich, i
v tomto piipadé je patrna zavislost toxického piisobeni testovanych fytoestrogenti na jejich
koncentraci. Viabilita bun¢k se zvySujici se koncentraci fytosterogent klesala, ale celkova

.....

v koncentraci 100 uM, kde viabilita ¢inila 50 %. Cytotoxicita v nizSich koncentracich
35



Studium viivu prirodnich ligandii na estrogenni receptor a potvrzeni jejich ucinkii v bunécnych kulturdch
Jana Elbelova

poklesla, ale pii koncentraci 10 uM byla piiblizné 75 %. Vyrazné toxicky pusobily také
ostatni latky ve vSech tfech koncentracich. Pomérné konzistentni hodnoty viability ve
vSech koncentracich dosahl O-DMA a 4-ethylfenol, pro které vSechny koncentrace
vykazovaly viabilitu kolem 80 %, respektive 90 %. Vyrazné toxicky tc€inek mél v této linii

také genistein.
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[

Obrazek 19: Cytotoxicita otestovanych latek v linii MCF7/182R-6. V grafu vidime
viabilitu fulvestrant rezistentni linie MCF7 pfi aplikaci danych koncentraci fytoestrogeni.
Statisticky testovano one-way ANOVA, *p <0,001, n=9. Zkratky: E — S-equol, G —
genistein, D — daidzein, O — O-DMA, HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Druhou fazi této prace byla studie genové exprese estrogen responsivnich gent
pomoci RT-qPCR. Méteni bylo provadéno pro dva estrogen responsivni geny, ESRI1
(ESRa) a trefoil factor (TFF1). Jako housekeeper gen byl pouzit B-aktin. V prvni fadé byl
proveden screening aktivity latek na ER za pouZiti koncentraci 10 a 50 uM. VSechny latky
byly porovnany s estradiolem 10 pM, ktery v bunécné linit MCF7/S0.5 vykazoval represi
genu ESR1 (obr. 20). VétSina otestovanych latek se chovala podobné jako estradiol.
U nekterych latek (S-equol 50 a 10 uM, genistein 50 a 10 uM, daidzein 10 uM, HPPA 50 a
10 uM, 4-ethylfenol 10 pM) byla represe ESR1 vyraznéjsi neZ u estradiolu, ale jiné
(daidzein 50 uM, O-DMA 50 a 10 uM, 4-ethylfenol 50 uM) mély mensi represivni ucinek.
Kazdopadné nikdy neptesahovaly hodnotu pro DMSO. Tyto vysledky naznacuji podobny

efekt téchto latek jako u estradiolu, s vysokou afinitou pro ER.
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Obrazek 20: Exprese ESR1 v bunécné linii MCF7/S.05. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: E — S-equol, G — genistein, D — daidzein, O — O-
DMA, HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Druhy studovany gen byl TFF1. V liniit MCF7/S0.5 byla zvySena aktivace tohoto
genu patrnd pro vSechny otestované latky. Hodnota ndsobné aktivace estradiolu byla, jak
bylo ocekdvano, pomérné¢ vysokd, a dosahla skoro patnactinasobné aktivace oproti
vehikulu. Nejvyssi nésobnou aktivaci ze vSech latek mél daidzein 50 uM, ktery tak
muizeme oznalit za latku nejsilnéji ovliviiujici gen TFF1 v bunééné linit MCF7/S0.5.
Zajimave je, Ze jeho aktivita byla vyrazné sniZena u druhé testované koncentrace (10 pM).
O néco nizsich hodnot poté dosahl O-DMA 50 uM, ktery vykazoval vyznamnou aktivaci 1
pii koncentraci 10 uM. Vyznamné byly 1 hodnoty aktivace pro S-equol a genistein pii 50 1
10 uM. Ostatni vzorky nedosahly vyznamné nasobné aktivace. Byl pozorovan znatelny

pokles nasobné aktivace se sniZujici se koncentraci fytoestrogeni.
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Obrazek 21: Exprese TFF1 v bunécné linii MCF7/S0.5. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: E — S-equol, G — genistein, D — daidzein, O — O-
DMA, HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Dale byla studovéna genova exprese na bun&né linii MCF7/182R-6, a to za
stejnych podminek jako u linie MCF7/S0.5. Tato bunéc¢na linie byla vyvinuta k rezistenci
na fulvestrant, diky tomu mizeme pozorovat rozdily v aktivaci ER danou latkou. Pro gen
ESR1 doséhla pozitivni kontrola estradiol 10 pM podobného represivniho uc¢inku. Aktivita
otestovanych latek byla vzdy vyS§i nez u pozitivni kontroly, s vyjimkou 4-ethylfenolu
v koncentraci 10 pM. Avsak v koncentraci 50 uM méla tato latka lehce aktivujici ucinky.
Nejsilné€jsi nasobné aktivace byly pozorovany pro genistein a daidzein. U vSech vzorku je

patrnd zavislost ovlivnéni genové exprese ESR1 na koncentraci (obr. 22)
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Obrazek 22: Exprese ESR1 v bunééni linit MCF7/182R-6. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: E — S-equol, G — genistein, D — daidzein, O — O-
DMA, HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Exprese TFF1 byla v souladu s vysledky dosazenymi u S0.5, ale mnohem slabsi.
Tento jev se dalo ocekavat. Nizsi byla 1 hodnota estradiolu 10 puM. Nejvyssi aktivaci
vykazoval S-equol, a to v koncentraci 50 puM, koncentrace 10 pM byla srovnatelna
s vehikulem. Z ostatnich latek mély srovnatelné vysledky s estradiolem jen O-DMA a
HPPA. Zajimavé je, ze 4-ethylfenol vykazoval v obou koncentracich represi genu, coz
ukazuje potencidlni jiny zptsob u¢inku oproti ostatnim latkdm. Tyto vysledky také ukazuji

zavislost exprese genu na koncentraci (obr. 23).
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Obrazek 23: Exprese TFF1 v bunécné linit MCF7/182R-6. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: E — S-equol, G — genistein, D — daidzein, O — O-
DMA, HP — HPPA, EPH — 4-ethylfenol

Na zaklad¢ ptedchozich vysledkti byl daidzein vybran k podrobné&jSimu studiu
aktivity. Pro tento tcel byla proméfena koncentraéni kiivka daidzeinu, a to jen na bunééné
liniit MCF7/S0.5. Daidzein byl testovan v koncentracich 100, 75, 50, 25, 10 a 1 uM.
Vysledky pro gen ESR1 ukazuji patrny pokles ndsobné aktivace se snizujici se koncentraci
daidzeinu (obr. 24). Oproti pozitivni kontrole byla pozorovana vyssi nasobna aktivace

daidzeinu ve vSech koncentracich.

nasobna aktivace
F-9
[

Obrazek 24: Exprese ESR1 v bunécné linit MCF7/S0.5. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: D — daidzein
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V ptipadé genu TFF1 je opét patrny pokles aktivace v zdvislosti na koncentraci
(obr. 25). Aktivace genu byla velmi silnd pro koncentraci 100 uM, kdy byla rovnéz
srovnatelna s estradiolem 10 pM. S niz§imi koncentracemi se aktivace genu sniZzovala

postupné, ale 1 pfi koncentraci 1 uM vykazoval daidzein dvojnasobnou expresi genu TFF1.

nasobna aktivace

Obrazek 25: Exprese TFF1 v bunécné linii MCF7/S.05. Statisticky testovano one-way
ANOVA, *p <0,0001, n=4. Zkratky: D — daidzein
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6 Diskuse

Fytoestrogeny neboli ,.dietni estrogeny* patii mezi exogenni latky, které jsou
schopné napodobit aktivitu estradiolu anebo blokovat jeho ucinky. Jejich vyskyt v potrave
je vyznamny, zejména v asijské strave, ktera je v zdpadnim svété ¢im dal popularnéjsi.
Diikazem jsou epidemiologicka data nizSiho vyskytu rakoviny prsu u asijskych zen oproti
jinym kulturdm (Youn et al., 2020). NejbohatSimi zdroji fytoestrogenii v potravé jsou
lusténiny, zvlasté soja lustinata, dale bobulovité ovoce, zito a pivo. Ke zjisténi potencidlni
interakce fytoestrogent s estrogennim receptorem bylo v této praci testovano celkem Sest
zastupcl, a to na zéklad¢ jejich vyskytu v potravé a v nasledném metabolismu: daidzein,
genistein, O-desmethylangolensin, 2- (R, S) -2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina,
S-equol a 4-ethylfenol. Jednd se o latky ze skupiny isoflavonoidil, jejichz spole¢nym
strukturnim  rysem je  fenolickd funkéni skupina pfipojend v poloze 3
k benzopyranonovému cyklu. Fenolicka skupina umoziiuje pomoci vodikovych mustki
vazbu na LBD ER. O-DMA, HPPA, S-equol a 4-ethylfenol vznikaji ve stieve
metabolickou pfeménou genisteinu a daidzeinu, jako metabolity jsou tedy z fyziologického
hlediska relevantné¢jsi. Metabolicky proces €asto vyusti v jednoduché, hydrofilni a méné
toxické molekuly, které¢ umoznuji lepsi vylouceni latek z organismu. Ackoli vétSinou jsou
tyto metabolity méné toxické nez plvodni latky, stdva se, ze derivaty vykazuji vyssi
toxicitu, a mohou tak poskodit rizné tkané nebo organy v téle. Piikladem takovéhoto
metabolitu  je  N-acetyl-parabenzochinonimin  (NAPQI) vznikajici metabolizaci
paracetamolu (Dargan et al., 2003). Variabilita sttevni mikrofléry mezi jedinci v populaci
vede kjejich rozdilnému zastoupeni v organismu. Proto byly v této praci testovany
zakladni fytoestrogeny (daidzein, genistein) a zarovein jejich metabolity, jejichZ piisobeni
na ER a toxicita nebyly dosud pfili§ zkoumany. Pro pochopeni uUc€inku zékladnich
fytoestrogenil jsou tyto poznatky ovSem esencialni.

V ptedchozich studiich bylo popsano bifazické plisobeni genisteinu, kdy nizké
koncentrace (1-5 uM) ptisobi proliferativné a vysoké (nad 10 pM) plisobi toxicky (Choi et
al., 2013; Lavigne et al., 2007; Wang et al., 1996). Toxicita daidzeinu na parentdlni linii
MCF7 byla rovnéz diive zkoumana. Studie prokazuji zavislost proliferace na koncentraci,
kdy nejvyssi proliferace dosahuji bunky pii koncentraci daidzeinu 1 pM (Ju et al., 2006;
Choit et al., 2012; Choi et al., 2008). Vyrazné toxické piisobeni S-equolu oproti daidzeinu

rovnéz koresponduje s pfedchozimi studiemi (Ju et al., 2006; Choi et al., 2009; Onoda et
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al., 2011). Mira toxicity O-DMA je srovnatelna s pfedchozimi experimenty, kdy 10 uM
koncentrace jiz toxicky nepiisobi (Choi et al., 2013).

Jelikoz jsme se v této praci soustiedili na ERa, pouzili jsme bunécné linie nadora
prsu MCF7, které¢ ptirozené exprimuji tento receptor. Pro porovnani byla pouzita
fulvestrant rezistentni linie, na které tyto fytoestrogeny nebyly dosud testovany.
Fulvestrant jakozto SERDs ptisobi v tkanich antiestrogenné. U bunék, které jsou k nému
rezistentni, by tedy méla byt estrogenni aktivita sniZzena.

Nejprve byla zjistovana mira cytotoxického plsobeni vybranych fytoestrogenti na
bunécné linie nddorovych bun€k. VSechny latky byly testovany ve tfech koncentracich —
100, 50 a 10 uM. Z vysledka je u vétsSiny vzorkl patrna zvysSujici se toxicita latek s jejich
zvySujici se koncentraci. Tento jev se dal pfedpokladat, avSak nckteré latky, napiiklad
genistein, O-DMA a 4-ethylfenol, vykazovaly v koncentraci 10 uM vysokou viabilitu nebo
v z&vislosti na koncentraci, snejnizsi viabilitou (60 %) pro koncentraci 100 uM,
a netoxickym puasobenim pii nejnizsi zkouSené koncentraci. Tyto vysledky byly pomérné
ptekvapujici, jelikoz S-equol vznikd z daidzeinu tiikrokovou metabolickou pfeménou.
Experimenty byly zopakovany také na bunécéné linii rezistentni na fulvestrant. VSeobecné
byla viabilita v této linii niz§i pro vSechny latky ve vSech otestovanych koncentracich.
Kazdopadné zde byl také nejtoxictéjsi S-equol, ktery vykazoval v koncentraci 100 uM
viabilitu okolo 50 %. V této linii byla toxickd i jeho nejslabsi koncentrace 10 uM, kdy
byla, na rozdil od vysledki dosazenych na parenterdlni linii, viabilita 80 %. Druhou
vyrazné toxickou latkou byl genistein, a to zejména ve fulvestrant rezistentni linii, kde se
viabilita pohybovala kolem 60 %. Naopak v parentalni linii nevykazoval genistein toxicitu,
a pusobil proliferativng, zejména u nejnizsi koncentrace 10 uM. Pro ostatni latky nebyla
toxicita vyznamna, v slabSich koncentracich pak ptlisobily neutralng, nebo i rist mirné
podporovaly. Ve fulvestrant rezistentni linii vSeobecné platilo, Ze vSechny latky dosahly
niz$i viability.

Miuizeme tedy konstatovat, Ze v koncentraci 100 pM vSechny latky prokézaly
cytotoxické plisobenti, 1 kdyz u nékterych nebylo vyznamné. Pokles viability byl vyrazng;si
u linie MCF7/182R-6. Tyto vysledky potvrzuji data publikovana v piedchozich studiich,
které prokazaly v linii MCF7 zavislost toxického ptisobeni genisteinu, daidzeinu, S-equolu

a O-DMA na koncentraci. Pokud vime, HPPA a 4-ethylfenol nebyly dosud z hlediska
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cytotoxicity na MCF7 zkoumany, a tyto vysledky jsou tak prvni, které popisuji jejich
toxicitu.

Schopnost latek modifikovat genovou expresi vybranych estrogen responsivnich
gentl byla predpokladana z diivodu jejich chemické struktury, a nasledné testovana pomoci
dvoukrokové kvantitativni PCR. Pro tento ucel jsme vybrali dva geny, jejichz exprese je
pfimo ovlivnéna interakci ER s ligandem, a to ESR1, gen kddujici izoformu ERa, a TFF1
(pS2). Estradiol je nejvyznamnéj$im endogennim ligandem estrogenniho receptoru, a proto
jsme vuci nému porovnavali aktivitu testovanych latek.

Vysledky néasobné aktivace estradiolu v MCF7/S0.5 pro gen ESRI1 odpovidaji
ptedpokladiim. I kdyZz bychom na prvni pohled oc¢ekavali, ze ESR1 bude vysoce aktivovan
estradiolem, naSe vysledky ukazuji, ze aktivita ER je pfi vysoké koncentraci estradiolu
sniZzena, coz je vsouladu se studii Ellison-Zelski et al. Jednd se o zplsob negativni
regulace (tzv. negative feedback). Transkripcni aktivita je zde snizena vlivem vazby ERa
na oblasti v blizkosti promotoru ESR1, kdy dochazi k aktivaci proteinu Sin3A, acetylaci a
nasledné zeslabeni ESR1 transkripce (Ellison-Zelski et al., 2009). Nasobna aktivace
estradiolu je v tomto piipad¢ niz$i neZ ndsobna aktivace DMSO.

Na zacatku byl proveden screening aktivity testovanych latek za pouziti pouze dvou
koncentraci testovanych latek, 10 uM a 50 uM. V piipadé obou bunécénych linii dosahl
nejvysSich hodnot néasobné aktivace daidzein, a to v koncentraci 50 pM. V linii
MCEF7/S0.5 ovliviioval aktivitu genu ESRI stejné silné¢ jako estradiol 10 uM, ktery byl
ovSem regulovan negativni zpétnou vazbou. V linii MCF7/182R-6 byla jeho aktivace
nejvyssi ze vSech testovanych latek. Zavislost genové exprese na koncentraci daidzeinu
byla jiz dfive prokdzana pro koncentraci 1 uM. V dané studii byla ovSem provedena
24hodinova inkubace, zatimco v tomto méfeni 48hodinova. (Ju et al., 2006). U fulvestrant
rezistentni linie by se dalo oCekavat, Ze bude oproti parenterdlni linii vykazovat niZ$i
estrogenni aktivitu, jelikoz je aktivita estrogenniho receptoru blokovana. Jednou z pficin
rezistence miize byt také mutace v genu ESR1 (Kaminska et al., 2021; Frogne et al., 2005;
Jensen et al., 1999). Genistein dosdhl vysSich hodnot ndsobné aktivace v linii
MCF7/182R-6, kdy se v koncentraci 50 uM u genu ESR1 jednalo po daidzeinu o druhy
nejsilné;jsi aktivator. V tomto méieni méla i 10 uM koncentrace nejvyssi aktivaci ze vzorkl
dané koncentrace. V linii MCF7/S0.5 bylo ovlivnéni slabsi. Gen ESR1 byl S-equolem
exprimovan oproti jinym vzorkiim slabé&ji v linit MCF7/S0.5 1 v linit MCF7/182R-6, a to

z divodu jeho toxického plisobeni na buiiky. O-DMA dosahoval vysoké aktivity zejména
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v liniit MCF7/S0.5, kdy byla pro gen ESRI koncentrace 50 uM i 10 uM nejvyssi mezi
otestovanymi fytoestrogeny. HPPA patfila z hlediska ovlivnéni genové exprese mezi slabsi
az stiedné silné aktivatory. Posledni testovanou latkou byl 4-ethylfenol. Jeho hodnoty
nasobné aktivace se lisi dle pouzité bunécné linie. V linii MCF7/S0.5 dosahl 4-ethylfenol
pomérné vysokych hodnot. Pro ESR1 byla 50 uM koncentrace tfetim nejsilnéjSim
aktivatorem genové transkripce. To naznacuje pfimou interakci této latky s receptorem.
10 uM vzorek byl ovsem druhy nejslabsi. V linit MCF7/182R-6 byla aktivita 4-ethylfenolu
srovnatelnd s S-equolem. Vysoké hodnoty nasobné aktivace néckterych latek byly
ptekvapivé. Pro gen ESR1 bychom ocekéavali nizkou expresi, nepfimo umérnou
koncentraci testovanych fytoestrogenii. Divodem opac¢ného jevu mize byt saturabilni
mechanismus ¢i nepiima aktivace ER.

Druhym testovanym genem byl TFF1. Na rozdil od ESR1 pro TFF1 plati, Ze ¢im
siln€jsi je aktivita, tim vyraznéjsi je stimulace receptoru. V MCF7/S0.5 jej opét nejsilnéji
ovlivitoval daidzein. V parentalni linii byly vysledky S-equolu niz$i nez daidzeinu, coz
odpovida predchozim studiim, kdy byla zjiSt€éna nizs$i exprese S-equolem 1 uM nez
daidzeinem 1 pM. Vdané studii byly ovSem bunky implementovany v
ovariektomizovanych mysich. (Ju et al., 2006). Vysledky genisteinu jsou v parentalni linii
srovnatelné s S-equolem, patfil tedy k siln¢jSim aktivatorim. Vysledky genisteinu na genu
TFF1 koresponduji s pfedchozimi experimenty, které prokazaly jeho schopnost indukovat
TFF1 ve vSech koncentracich (Lavigne et al, 2007; Wang et al., 2006). Schopnost
genisteinu indukovat expresi TFF rovnéz potvrzuje primarni plisobeni genisteinu ptes ERa,
jelikoz TFF1 je ERa responsivni gen (Pons et al., 2019). O-DMA dosahl vysoké aktivace
zejména v MCF7/S0.5, kdy byla 50 puM koncentrace druha nejsiln€si a 10 puM
koncentrace nejsilnéjsi ze vzorkd dané koncentrace. Piedchozi studie na linii MCF7
vyhodnocuji aktivitu O-DMA v porovnani s daidzeinem a S-equolem jako slabsi, jak
z hlediska ovlivnéni genové exprese TFF1, tak z hlediska afinity k ER (Frankenfeld, 2011;
Hwang et al., 2006; Schmitt et al., 2001). V této praci bylo ale ovlivnéni genové exprese v
linii MCF7/S0.5 O-DMA vyss§i nez S-equolem. Pro HPPA byly hodnoty aktivace v
metabolitem daidzeinu a genisteinu v organismu, jedna se ale o relativni vysledky.
4-ethylfenol byl v obou liniich velmi slabym aktivatorem. Ve fulvestrant rezistentni linii
pusobil nejsilnéji S-equol. Hodnoty genisteinu byly naopak v MCF7/182R-6 niZsi.
Aktivace O-DMA byla priimérnd, zatimco vzorek 50 pM HPPA byl druhym nejsilnéj$im
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ze vSech fytoestrogend. Studie genové exprese nebyly na téchto genech pro 4-ethylfenolu a
HPPA dosud provedeny, a proto jsou vysledky této prace velmi ptinosné pro dalsi vyzkum.
Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze se jedna o latky jen slabé toxické. Ptfi podani ve
fyziologickych koncentracich, které jsou niz$i nez koncentrace testované v této praci,
nicméné toxické pusobeni nepfedpokladame (Ibarreta et al., 2001). Suplementace
fytoestrogenii v koncentracich pouzitych v této praci mize u premenopauzalnich Zen vést
k poklesu hladin folikulostimula¢niho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu (LH), a
k prodlouzeni délky menstrua¢niho cyklu. U postmenopauzalnich zen doslo ke zvySeni
hladin E2, FSH a LH ale ovlivnény nebyly (Hooper et al., 2009). Genova exprese je siln&ji
ovlivnéna HPPA. Pti¢inou muze byt vétsi strukturni podobnost s endogennimi estrogeny.
Vysledky naznacuji silnou interakci s ER, a zaroveinl 1 nepfimé ovlivnéni genové exprese,
které je patrné ve fulvestrant rezistentni linii. Tyto poznatky mohou byt dale vyuZity ke
studiu metabolismu genisteinu a daidzeinu a k racionalizaci jejich pfijmu potravou,
ptipadné i samostatnému podani HPPA a 4-ethylfenolu.

Na zaklad¢ vysledkii méfeni genové exprese byla dale studovana aktivita daidzeinu,
a to jen v linit MCF7/S0.5, kdy byly testovany vzorky o koncentraci 100, 75, 50, 25, 10 a
1 uM. Predchozi studie se soustfedily na niz$i koncentrace anebo na vzorky nadorti od
pacienti. U obou geni byla prokazana zavislost nasobné aktivace na koncentraci
fytoestrogenu. Gen ESR1 byl ovlivnén daidzeinem silnéji nez estradiolem 10 uM. Naopak
u genu TFF1 bylo ovlivnéni estradiolem 10 uM silnéjsi. Je zde opét patny pokles

transkripcni aktivity estradiolu na ERa.
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7 Zavér

Vysledky této prace potvrzuji ovlivnéni genové exprese vybranymi fytoestrogeny
v zavislosti na koncentraci, kdy nejvyssich hodnot nasobné aktivace dosahoval daidzein.
Aktivita byla zjisténa ale také u jeho metabolitu HPPA a 4-ethylfenolu, metabolitu
genisteinu, které dosud nebyly z hlediska ovlivnéni genové exprese testovany. Z vysledkt
na bunécné linii rezistentni na fulvestrant je patrné, zZe tyto latky jsou schopné interagovat
s ER jak piimou, tak nepfimou interakci s ER. Jelikoz se tyto slouCeniny vyskytuji
v potrave, lze predpokladat, ze ¢im vyssi bude dietni pfijem daidzeinu a genisteinu, tim
vice budou v organismu zastoupeny 1 jejich intestinalni metabolity HPPA a 4-ethylfenol,
coz by mohlo vést k vyssi aktivaci ER. Tato zjisténi mohou byt pfinosem v racionalizaci
dietniho piijmu fytoestrogenti. Potencidlné muzeme také zvazovat podavani samotného
4-ethylfenolu a HPPA, at’ uz jako doplikil stravy nebo 1é¢ivych ptipravkl v konkrétnich
indikacich.

Limitaci této studie je model bunécné linie vybrany ke studiu a dostupnost
daidzeinu v organismu. Po pfijmu se daidzein rychle metabolizuje a otdzka je, zda miize
mit vyrazny UuUCinek. Ztoho divodu nelze tvrdit, Ze pfijem potravin bohatych na
fytoestrogeny ¢i konkrétné daidzein podporuje vyskyt rakoviny prsu, nelze ale vyloucit
ur¢itou roli. Zaroven tyto fytoestrogeny mohou mit i jiné ucinky ¢i funkce v organismu.
K potvrzeni téchto teorii je tfeba pokracovat ve vyzkumu isoflavonoidi, naptiklad na

zvifecich modelech.
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Seznam pouzitych zkratek

AF-1
AR
BAD
cDNA
DBD
DMEM
DMSO
dNTP
E2

E3

EGF
ER
ERE
ESR1
FSH
GPERI1
HATs
HER2
HDAC:s
HPPA
LBD
LH
MR
NLS
NR
O-DMA
PR
RT-gPCR
SDS
SERDs
SERMs

aktivator function-1 region

adrenergni receptor

BCL-2 Antagonist of cell Death
complementary DNA

DNA binding domain

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotid trifosfat

estradiol

estriol

epidermal growth factor

estrogenni receptor

estrogen responsivni element

gen Estrogen receptor 1
folikulostimula¢ni homon

G-protein Coupled Estrogen Receptor 1
histon acetyltransferasa

human epidermal growth factor receptor 2
histon deacetylasa

2-(4-hydroxyfenyl) propionova kyselina
ligand binding domain

luteiniza¢ni hormon

mineralokortikoidni receptor

nuclear localisation signal

nukleéarni receptor
O-desmethylangolensin

progesteronovy receptor

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
sodium dodecyl sulfat

selective estrogen receptor downregulators

selective estrogen receptor modulators
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SHBG steroid hormone binding globuline
TFF1 Trefoil Factor 1
VEGF vascular endothelial growth factor
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