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Estrogeny v lidském organismu maiji nékolik dalezitych funkci, mimo jiné hraji
vyznamnou roli pfi vzniku a rozvoji karcinomu prsu. Své ucinky uplatiuji vazbou na
estrogenni receptory (ER) a vykazuji komplexni spektrum U¢inkl, napfiklad regulace
reprodukce, menstruacniho cyklu, funkce mozku, kostni denzity & mobilizace
cholesterolu. Navic pfitomnost a mnozstvi ER v prsnim karcinomu je v souCasnosti
timto onemocnénim. Vyskyt a aktivita ER koreluje s |[éCebnou odpovédi karcinomu
prsu na hormonalni léCcbu a s pacientovou prognézou. Navzdory intenzivnimu

vyzkumu je karcinom prsu stale fazen mezi nadory s nejvyssi letalitou.

Katecholy jsou organické slouceniny, které se vyskytuji v potravé jako polutanty,
ale i v lidském organismu, kde hraji dulezitou roli jako prekurzory neurotransmiterd.
Diky pfitomnosti fenolickych skupin ve své struktufe jsou katecholy strukturalné
podobné polyfenolim. Je znamo, Ze slouceniny typu polyfenolt maji pozitivni vliv na
sniZeni incidence karcinomu prsu. Pfesto doposud nebyl jejich mozny ucinek v rozvoiji

a progresi karcinomu prsu zcela prozkouman.

V této diplomové praci jsme se zabyvali studiem cytotoxické aktivity deviti
vybranych latek odvozenych od z&kladni struktury katecholu v prsnich nadorovych
bunécnych liniich, a to v bunécné linii MCF7/S0.5 a ve fulvestrant rezistentnim derivatu
MCF7/182R-6. Nasledné byla testovana mira ovlivnéni genové exprese estrogen
responsivnich gen trefoil factor 1 (TFF1) a estrogen receptor 1 (ESR1) témito latkami.

Vysledky ukazuji, Ze v obou buné&cénych liniich jsou testované latky dobfe snasené, a
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to i v nejvyssi testované koncentraci. Studium genové exprese naznacilo schopnost
téchto derivatd aktivovat ER, a zvySit tak aktivitu cilovych gend pfimou interakci
s receptorem, ale pravdépodobné i nepfimou aktivitou. Zejména latka 4-
chloropyrokatechol (4-CPC) vykazovala v bunécné linii MCF7/S0.5 ve srovnani s
estradiolem silné zvySenou expresi TFF1 a srovnatelnou aktivitu pro ESR1. Proto byla
vybrana pro podrobngjsi studium v Sesti rGznych koncentracich. V bunécné linii
MCF7/182R-6 byla aktivita katecholl pomérné odliSna. Oproti parenteralni bunécné
linii byla exprese TFF1 vyznamné snizena, ale u ESR1 byly vysledky srovnatelné. Tyto
vysledky dokazuji, Zze testované latky jsou schopné interakce s ER. Diky tomu lze
derivaty katecholu studovat do VvétSi hloubky jako nadéjné latky v ER
zprostfedkovanych fyziologickych procesech a mohou slouZzit jako zakladni struktura

pro vyvoj novych aktivnich molekul.
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Estrogens have several important functions in the human organism and are also
involved in the formation and development of breast cancer. These effects are
mediated by binding to estrogen receptors (ER) and show complex spectrum of effects
such as regulation of reproduction, menstrual cycle, brain function, bone density or
mobilization of cholesterol. In addition the presence and quantification of ER in breast
cancer is currently used as one of the most important predictive biomarkers in patients
suffering from this disease. The occurence and activity of ER correlates with the
response of breast cancer to hormonal treatment and with the patient's prognosis.
Despite intensive research, breast cancer is still ranked among the cancers with the

highest lethality.

Catechols are organic compounds that are naturally present in food as
pollutants, but also can be found in the human body, where they play an important role
as precursors of neurotransmitters. Due to the presence of phenolic groups in their
structure, catechols are structurally similar to polyphenols. Polyphenol-type
compounds are known to have positive effects in reducing the incidence of breast
cancer. However, their potential effect in the development and progression of breast

cancer has not yet been completely explored.

The aim of this thesis was to study the cytotoxic activity of nine selected
substances derived from the basic structure of catechol in breast tumour cell line
MCF7/S0.5 and its fulvestrant-resistant derivative MCF7/182R-6. Subsequently, the

level of influence of these substances on the gene expression of the estrogen-
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responsive genes trefoil factor 1 (TFF1) and estrogen receptor 1 (ESR1) was tested.
The results show that the test substances are well tolerated in both cell lines, even at
the highest concentration tested. The study of gene expression indicated the ability of
these derivatives to activate ER and increase the activity of the target genes by direct
interaction with the receptor, but probably also by indirect activity. In particular, the
substance 4-chloropyrocatechol (4-CPC) showed a strongly increased expression of
TFF1 and similar activity for ESR1 in the MCF7/S0.5 cell line when compared to
estradiol. Therefore, it was selected for more detailed study at six different
concentrations. In the MCF7/182R-6 cell line, catechol activity was quite different.
Compared to the parenteral cell line, TFF1 expression was significantly reduced, but
for ESR1, expression results were similar. These results prove that the tested
substances are able to interact with ER. Considering these results, catechol derivates
may be studied in more depth as promising agents in ER-mediated physiological

processes and may serve as scaffolds for the development of new active molecules.
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SEZNAM ZKRATEK

3,5-DC 3,5-dichlorokatechol

3-AC 3-aminokatechol

3-IP 3-isopropylkatechol

3M12B 3-methykatechol

4,5-DC 4,5-dichlorokatechol

4-CPC 4-chloropyrokatechol

4-EC 4-ethylaktechol

4-FC 4-flurokatechol

4-NC 4-nitrokatechol

AF Aktivacni funkce

AP-1 Aktivaéni protein 1

BRCA Geny karcinomu prsu (Breast cancer genes)

CAR Chimerni antigenni receptor (Chimeric antigen receptor)

cDNA Komplementarni DNA (Complementary DNA)

Ct Prah cyklu (Cycle treshold)

DBD DNA vazajici doména (DNA binding domain)

DES Diethylstilbestrol

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Deoxyribonukleotidtrifosfaty

dsDNA Dvouvlaknova DNA (Double-stranded DNA)

dUTP Deoxyuridintrifosfat

EGFR Receptor epidermalniho ristového faktoru (Epidermal growth
factor receptor)

ER Estrogenni receptor

EREs Na estrogeny reaguijici elementy (Estrogen response elements)

ESR1 Estrogenni receptor 1

FDA Ufad pro kontrolu potravin a légiv ve Spojenych statech (Food

and Drug Administration)
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GnRH Gonadotropin uvoliujici hormon (Gonadotropin-releasing
hormone)

GPER1 Estrogenovy receptor 1 spojeny s G-proteinem (G-Protein-
Coupled Estrogen Receptor 1)

HER2 Humanni epidermalni receptor 2

LABA Dlouhodobé pusobici beta agonisté (Long acting beta agonist)

LBD Ligand vazajici doména (Ligand binding domain)

LTED Bunky s dlouhodobym nedostatek estrogent (Long-term
estrogen-deprived cells)

MAPK Mitogenem aktivovana proteinkinaza

MRNA Messengerova RNA

NR Nuklearni receptor

PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

PMS Fenazin methosulfat (Phenazine methosulfateu

PR Progesteronovy receptor

PXR Receptor pregnanu X (Pregnane X receptor)

g-PCR Kvantitativni polymerazova fetézova reakce / polymerazova
fetézova reakce v realném Case (Real-Time PCR)

RT Reverzni transkripce

RT-PCR Polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci
(Reverse transcription PCR)

SABA Kratkodobé pusobici beta agonisté (Short acting beta agonist)

SDS Dodecylsiran sodny

SERD Selektivni downregulator estrogennich receptort (Selective
estrogen receptor degrader)

SERM Selektivni modulator estrogennich receptort (Selective Estrogen
Receptor Modulators)

ssDNA Jednovlaknova DNA (Single-stranded DNA)

TFF1 Trefoil factor 1

UNG Uracil-N glykosylaza

VEGF Vaskularni endotelialni rlistovy faktor (Vascular endothelial

growth factor)
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1 Uvobp

Estrogeny jsou skupina steroidnich hormonu, které hraji vyznamnou roli
v patogenezi hormonalné dependentniho karcinomu prsu. Je znamo, Zze mechanismy
estrogenni signalizace jsou velmi rozmanité. Své ucCinky estrogeny uplatiuji mj.
vazbou na estrogenni receptory (ER), které vedou k aktivaci transkripénich drah a
nasledné ke kontrole exprese genu. Inhibice estrogenni signalizace je jiz v dnesni

dobé bézné vyuzivana k terapii karcinomu prsu.

Karcinom prsu je jednim z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni postihujici
zejména zenské pohlavi. Kazdoro€né na celém svété pribyva velké mnozstvi pfipadu
tohoto onemocnéni. Je tfeba mit na paméti, Ze karcinom prsu je heterogenni
onemocnéni, kde jednotlivé druhy nadorl vykazuji odliSnou odpovéd na lécbu.
Zakladem uspésné lecby je v€asna diagnostika a v€asné zahajeni |éCby. Ke stanoveni
vhodné |éCby se v souCasnosti vyuzivaji prediktivni biomarkery karcinomu prsu, a to
zejména estrogenni receptor a (ERa), progesteronovy receptor (PR) a humanni
epidermalni receptor 2 (HER2). Bohuzel, u vétSiny pouzivanych lékl se po Case léCby
vyviji rezistence, proto je dulezité nalezeni novych a uc€innych terapeutickych

pfipravka.

Katecholy jsou organické slouceniny, od kterych je odvozeno velké mnozZstvi
derivatd, a to jak pfirodniho, tak syntetického puvodu. Latky s katecholickym skeletem
jsou pfitomny i v lidském organismu, a to napfiklad jako endogenni slou€eniny typu
neurotransmiterd a jejich prekurzord nebo jako metabolity estrogenu. Diky pfitomnosti
dvou fenolickych skupin ve struktufe vykazuji podobnost s polyfenoly, u kterych je

znam jejich ucinek na snizeni incidence karcinomu prsu.

Tato diplomova prace se zabyva studiem cytotoxického vlivu vybranych latek
odvozenych od zakladni struktury katecholu ve dvou nadorovych bunécnych liniich. V
bunécéné linii MCF7/S0.5, dale pak v derivatu této bunécéné linie, v bunééné linii
MCF7/182R-6, jenz je rezistentni na fulvestrant. Ve stejnych dvou buné&cnych liniich
bude nasledné studovana interakce latek s ER za vyuziti dvou estrogen responsivnich

genda.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 ESTROGENY A ESTROGENNI RECEPTOR

2.1.1 Estrogeny

Estrogeny jsou skupina steroidu, které tvofi primarni Zenské pohlavni hormony,
ale v mens$i mife se vyskytuji i v t€le muzd. Dle chemické struktury jsou fazeny mezi
steroidni hormony, které vznikaji metabolickou pfeménou z cholesterolu (Obr. 1).
Produkce estrogenl probiha primarné ve vajecnicich, ve zlutém télisku a placenté.
V menSim mnozstvi se nachaziiv jatrech, tukové tkani nadledvinkach a prsech. Jejich
zakladni struktura je tvofena 18 uhliky, a to tfemi cyklohexanovymi a jednim
cyklopentanovym kruhem. Mezi hlavni endogenni estrogeny fadime estron, estradiol,
estriol a estetrol (Obr. 2) (Bjérnstrém et al., 2005, Fuentes et al., 2019).

HO

PREGNENOLON
hydroxylaza

V
1

HO

ANDROSTENDION ESTRON [:>

dehydrogenaza dehydrogenaza
G HO
OH

aromataza
ESTRIOL

HO o] HO
ANDROSTENDIOL TESTOSTERON ESTRADIOL

Obrazek 1: Metabolismus steroidnich hormonu v lidském téle
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Obrazek 2: Hlavni endogenni estrogeny — struktura estronu, estradiolu, estriolu a

estetrolu

Své ucinky estrogeny uplatfuji mj. vazbou na specifické estrogenni receptory
(ER), které vedou k aktivaci transkripnich procesu a signalizuji drahy, které vedou ke
kontrole exprese cilovych genu. Vliv estrogenl na genovou expresi je kontrolovan
striktn& regulovanymi komplexnimi mechanismy. Uginky mohou byt zprostfedkovany
jednak pfimou vazbou komplexl estrogennich receptorld na specifické sekvence
v genovych promotorech v DNA, a to bud pfimo, nebo nepfimo (genomicky efekt),
pfipadné mechanismy, které nepotfebuji pfitomnost estrogenu nebo ER (negenomicky
efekt) (Fuentes et al., 2019). Tyto drahy jsou znazornény na Obr. 3.
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Obrazek 3: Prehled mechanismU uc€inku estrogend. A: pfima genomicka signalizace

— estrogen se vaze na ER, komplex dimerizuje a translokuje do jadra, coZz vede
k transkripnim zmé&nam genu reagujicich na estrogen s/bez estrogen responsivnich

elementl; B: Nepfima genomicka signalizace — membranovy receptor vyvola

cytoplazmatické zmény jako napf. modulaci membranovych iontovych kanall, aktivaci

kaskad ¢i transkripCnich faktor; C: Mechanismus nezavisly na ER — estrogen ma

antioxidacni ucinky nezavislé na ER; D: Mechanismus nezavisly na estrogenech — na

ligandu nezavislé genomické ucinky. Pfevzato z: (Fuentes et al., 2019).

V bunkach existuji rizné cesty metabolizace estrogenu. Metabolizace neslouzi
pouze K jejich eliminaci, ale dochazi pfi ni také ke vzniku rdznych metabolitd. Prvnim
krokem metabolismu je hydroxylace katalyzovana c¢leny superrodiny enzymd
cytochromu P450, zejména izoformy CYP1A1, CYP1B1 a CYP1A2. Vzhledem k
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vysoké expresi téchto enzymu v jaterni tkani dochazi k velkému podilu metabolismu
pravé zde. lzoforma CYP1B1 je ve vysoké mife exprimovana v cilovych tkanich
estrogenu, véetné mlécné Zlazy, délohy a vaje¢nikd. Hydroxylace estradiolu je dale
nasledovana konverzi na 2-hydroxyestron, 4-hydroxyestron, 2-hydroxyestradiol, 4-
hydroxyestradiol a 16a-hydroxyestron. Tyto latky jsou znamé jako tzv. katechol
estrogeny, vzhledem k pfitomnosti farmakologickych vlastnosti jak katecholaminu, tak
estrogenu. Katechol estrogenim je v dnesni dobé vénovana znacna pozornost diky
malym estrogennim uc€inkim, antiproliferativnim vlastnostem a schopnosti Ffidit

syntézu estrogenu (Fuentes et al., 2019, Tsuchiya et al., 2005).

2.1.2 Estrogenni receptor

Estrogenni receptor je jeden z ¢lenl superrodiny nuklearnich receptord (NR).
NR jsou skupinou transkripénich faktori, které reguluji genovou expresi
prostfednictvim rdznych mechanismi. Mezi ¢leny superrodiny NR patfi jednak
receptory pro steroidni hormony — estrogeny, glukokortikoidy, ale i receptory pro
nesteroidni ligandy — mj. hormony $§titné Zlazy ¢&i kyselina retinova. Déale zde fadime
receptory vazajici rizné produkty metabolismu lipidl, jako jsou mastné kyseliny a
prostaglandiny. Do superrodiny NR se fadi takeé tzv. sirotCi receptory, u nichZ nejsou
znamé regulacni ligandy. Existuji i faleSné sirotCi receptory, u nichz ptivodné nebyl
znam regulacni ligand (napf. receptor pregnanu X — PXR, konstitutivni androgenni
receptor — CAR) (Glass et al., 2000, Carazo Fernandez et al., 2015, di Masi et al.,
2009).

Estrogenni receptor (ER, NR3A) byl objeven v roce 1958 v laboratofi Dr. E.
Jensena, ktery pfiSel na to, Zze reprodukéni zenské tkané jsou schopné pfijimat
estrogen z cirkulace. Pozdéji se ukazalo, ze estrogen vazajici receptory jsou schopné
migrace z cytoplasmy do jadra, kde mdzou ovliviiovat genovou transkripci pfimou
interakci s DNA (Jensen et al., 1967, Jensen et al., 1968). O vice nez 20 let pozdéji
byl izolovan prvni estrogenni receptor (dnes znamy jako ER1 nebo a, NR3A1) z lidské
bunéc&né linie karcinomu prsu MCF-7 (Green et al., 1986). Druhy estrogenni receptor
(dnes znamy jako ER2 nebo B, NR3A2) byl popsan o deset let pozdéji (Kuiper et al.,
1996). Receptory se Casto prezentuji ve formé riznych izoforem a ty se liSi zejména
v pocCtu strukturalnich domén, ze kterych se skladaji. Receptor ERa je u lidi kodovan
genem estrogen receptor 1 (ESR1), umisténym na chromozomu 6. Naopak ER je

5
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kédovan genem estrogen receptor 2 (ESR2), umisténym na chromozomu 14 (Fuentes
et al., 2019).

Nedavno byl objeven novy typ estrogenového vazebného proteinu — Protein-
Coupled Estrogen Receptor (GPER1) (Filardo et al., 2012). Na rozdil od nuklearnich
receptor ERa a ERB se jedna o membranovy estrogenovy receptor, ktery je
zodpovédny za rychlou estrogenni signalizaci. Ve srovnani s jadernymi estrogenovymi
receptory je vazebna afinita GPER1 k estradiolu podstatné nizsi a disociace
z receptoru naopak velmi rychld a dokoncena béhem nékolika minut. Navzdory
rozsahlému vyznamu estrogenni signalizace jsou znamy pouze tyto tfi typy receptort
(Tabulka 1), které zprostfedkovavaji témeér vSechny estrogenni uc€inky (Vrtacnik et al.,
2014, Fuentes et al., 2019).

Tabulka 1: Typy estrogennich receptort

CHARAKTERISTIKA ERa ERB GPER1
TYP Nuklearni receptor pro steroidni Receptor spfazeny s G-
hormony proteinem
STRUKTURA C-terminalni doména, DNA- 7 transmembranovych o-
vazajici doména, pantova oblast, helickych oblasti, 4
ligand-vazajici doména, N- extracelularni a 4
] terminalni doména cytosolické segmenty
POCET ISOFOREM 3 5 1
VELIKOST 595 530 375 aminokyselin

aminokyselin . .
aminokyselin

DISTRIBUCE déloha, tlusté strevo, CNS, PNS, déloha,
7 nadvarlata, slinné Zlazy, vajeCniky, mlécné zlazy,
V LIDSKYCH prsni tkan, jatra, cévni endotel,  spermatogonialni buriky,
TKANICH ledviny, bila plice, mo&ovy GIT, slinivka, ledviny,
tukova tkan, méchyfr, jatra, nadledviny
prostata, prostata,
vajecniky, vajecniky,

kostra, mozek kostry, mozek

Lidské estrogenni receptory maji typickou strukturu, kterou sdileji vSichni
zastupci rodiny steroidnich receptori. Receptory ERa a ERB se skladaji ze Sesti
domén. Aminoterminalni doména A/B se nachazi na N-konci a podili se na
transaktivaci genové transkripce. Obsahuje tzv. zinkovy prst, ktery zprostfedkovava
vazbu na cilové sekvence. Oblast C odpovida DNA vazajici doméné neboli DBD (DNA

binding domain), ktera se podili na dimerizaci estrogenovych receptorli a vazbé na
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specifické sekvence chromatinu tzv. estrogen response elements (EREs) (Scheidereit
et al., 1986, Truss et al., 1993). D doména je pantova oblast (hinge region), ktera
spojuje doménu C a E a je schopna vazat chaperonové proteiny. Nachazi se zde tzv.
lokalizaCni signal, ktery je po navazani estrogent odkryt a umozni translokaci
komplexu receptor-ligand do jadra. V oblasti karboxylového terminalu E/F, znamé také
jako ligandova vazebna oblast (LBD — ligand binding domain), se nachazi estrogenoveé
vazebné misto pro ligandy (Obr. 4). Tyto ligandy mdzou pusobit jako agonisté a vazat
koaktivatory, které podporuji expresi cilovych genu, anebo jako antagonisté, ktefi
vazou korepresory a brani expresi genu. Funkce domény F neni zcela jasna a ma
proménlivou délku. Dale jsou soucasti struktury receptoru dvé aktivacni funkce — AF1,
AF2, které mohou fungovat bud nezavisle, nebo synergicky, v zavislosti na bunécném
kontextu (Kumar et al., 2011).

N-terminal Hinge
domain region
1D AB C D =
DNA binding Ligand binding
% domain (DBD) doman (LDB)

3D

Obrazek 4: Zakladni struktura estrogennich receptort. Jednorozmérné (1D) zobrazeni
aminokyselinové sekvence skladajici se ze Sesti receptorovych domén (A/B, C,D,E a
F); trojrozmérné (3D) zobrazeni DNA, DNA vazajici domény a ligand vazajici domény
jadernych receptor(, struktura N-terminalni domény, pantové oblasti a C-terminalni
domény je znazornéna preruSovanymi Carami, Pfevzato z: Nuclear Receptor Structure

- Nuclear receptor - Wikipedia.

Struktura membranoveé receptoru GPER1 je velice rozdilna od struktury jiz
popsanych receptord ERa a ERB. Jedna se o receptor spfazeny s G-proteinem a jeho

sktruktura se sklada ze 7 transmembranovych a-helickych oblasti, 4 extracelularnich
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a 4 cytosolickych segmentt (Sommer et al., 2001) (Obr. 5). Tento receptor je doposud

nejméné prostudovan.

Obrazek 5: Transmembranovy receptor spfazeny s G-proteinem. Transmembranoveé
helixy 1-7, Sedivé vyznacené fosfolipidy membrany. Pfevzato z: Receptor spfazeny

s G-proteinem struktura — Receptor sprazeny s G-proteinem - Wikipedia.

2.1.3 Estrogenni signalizace

Jak jiz bylo zminéno vySe, estrogen dependentni signalizaci Ize rozdélit na
genomickou a negenomickou, a to na zakladé vysledku bunéénych déju — modulace

genoveé exprese nebo aktivace signalizaCnich kaskad (Vrtacnik et al., 2014).

Pfima genomicka signalizace je také znama jako klasicky mechanismus
estrogenni signalizace. Nuklearni receptory ERa, ERB zde hraji roli ligandem
aktivovaného transkripéniho faktoru. Po vazbé estrogenu dochazi ke konformacni
zmeéneé a k dimerizaci receptoru. Muze se jednat o homodimerizaci €i heterodimeizaci.
Tento komplex je nasledné translokovan do jadra, kde se vaze na chromatin v blizkosti
EREs (Vrtacnik et al., 2014, Fuentes et al., 2019).

Receptor ERa ma nejméné tfi a ERB pét riznych izoforem. Tyto izoformy
mohou mit velmi riznorody vliv na estrogenni signalizaci a regulaci cilovych genu. Na
rozdil od ,wild-type“ ERa obé jeho izoformy jsou kratSi, jelikoZ postradaji N-terminalni
domeénu. Tyto izoformy maji schopnost heterodimerizovat s ,full-length® Era, a snizovat

tak jeho aktivitu. Nejkratsi izoforma ERa, ERa36 funguje také jako membranoveé
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lokalizovany ER schopny interakce s GPER1. Ctyfi krat$i izoformy ERB se li§i svou
ligand-vazajici oblasti, coz ma za nasledek snizenou schopnost vazani ligandu. ER
izoformy, které nejsou schopny vazat ligandy ¢i koaktivatory a nemaiji transkripcni

aktivitu, dimerizuji pfednostné s Era, a tlumi tak ERa signalizaci (Vrtacnik et al., 2014).

Transkripce nékolika genul, které neobsahuji ERE v jejich promotorovych
oblastech, mize byt také regulovana estradiolem bez pfimé vazby estrogenovych
receptord na DNA. Ve skute€nosti zhruba jedna tfetina estrogen reagujicich genu
postrada sekvence podobné ERE (Marino et al., 2006). V nich jsou mechanismy, jimiz
estrogen ovliviiuje expresi genu, souhrnné znamy jako nepfima genomicka signalizace
neboli transkripéni ,cross-talk®. Jsou =zaloZzeny na aktivaci genové exprese
estrogenovymi receptory, které se nevazi pfimo na DNA. Komplexy estrogenovych
receptorll pusobi prostfednictvim interakci protein-protein s jinymi transkrip&nimi
faktory a reakénimi prvky. Timto zplisobem estrogeny nepfimym zpUsobem ovliviiuji
aktivaci nebo potlaceni exprese cilového genu. Typickym pfikladem genomické akce
nezavislé na ERE je interakce ER s komplexem transkripéniho faktoru aktivacniho
proteinu 1 (AP-1). AP-1 je kli€ovym transkrip&nim faktorem procesu jako je bunécna
diferenciace, proliferace a apoptoéza (Bjérnstrém et al., 2005, Vrtacnik et al., 2014,
Fuentes et al., 2019).

Jiz dlouho je znamo, ze urcité estrogen-dependentni zmény jsou pfiliS rychlé na
to, aby mohly byt spojovany s transkripci cilovych gent a naslednou syntézou proteina.
Negenomické plsobeni estrogenu Casto zahrnuje aktivaci signalnich transdukénich
mechanismu s naslednou produkci intracelularnich sekundarnich messengerd,
regulaci cAMP a aktivaci proteinkinazovych signalizacnich kaskad, které vedou k
neprimym zménam v expresi genu. Je nejCastéji spojena s podmnozinou estrogennich
receptorll vazanych na membrany. napf. s GPER1 a nékterymi variantami ERa a ER.
Molekularni mechanismy, které jsou zakladem negenomické estrogenové signalizace
jsou rozmanité, pocetné a zavisi na fadé podminek, jako je napf. dostupnost signalnich
transdukénich molekul (Bjérnstrém et al., 2005, Vrtaénik et al., 2014, Fuentes et al.,
2019).

Estrogenni signalizaci ovlivriuji i tzv. endokrinni disruptory. Jedna se o exogenni
hormon-aktivni latky, jejichZz spoleCnym rysem je chemicka pfibuznost s

endogennim estrogenem (Kujanova et al., 2007). Tyto latky jsou schopny v zivotnim
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prostfedi interagovat s endokrinnim systémem Clovéka a zvifat a interferuji se
syntézou, sekreci, transportem, vazbou, ufinkem nebo rozkladem pfirozenych
hormond, jeZ jsou v téle odpovédné za homeostazi, reprodukci, vyvoj a chovani (Crisp
etal., 1997). Do této skupiny fradime velké mnozstvi latek, které Ize obecné rozdélit na
latky pfFirodniho plvodu, a to fytoestrogeny (izoflavonoidy, lignany, stilbeny),
mykoestrogeny a latky chemického puvodu, jako jsou ftalaty, alkylfenoly, bisfenol A a
farmaceutické preparaty (Pfitzner, 2010). Jako pfiklad Ize uvést synteticky nesteroidni
estrogen diethylstilbestrol (DES) (Obr. 6), ktery byl syntetizovan v roce 1938 (Dodds
et al., 1938) a pouzivan jako hormonalni kontracetivum, také k prevenci potratu u
téhotnych Zen. V roce 1971 v8ak byly zjiStény jeho teratogenni ucinky a ucinky na
rozvoj karcinomud prsu a pochvy u zen. Dnes se vyuziva napf. pfi terapii karcinomu

prostaty (Schrager et al., 2004).

ESTRADIOL

OH

DIETHYLSTILBESTROL

Obrazek 6: Srovnani struktury estradiolu a diethylstilbestrolu. Dalezitym faktem pfi
vazbé na ER a vyvolani estrogennich u€inku je zachovani obou hydroxylovych skupin

ve struktufe a podobna vzdalenost mezi nimi.
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2.1.4 Role estrogent a estrogenni signalizace v lidském téle

Estrogeny jako takové vykazuji v lidském organismu Siroké spektrum
fyziologickych ucinkd. Podileji se zejména na regulaci menstruacniho cyklu,
reprodukce, kostni denzity, funkce mozku a mobilizace cholesterolu. Dale ovliviuji
rozvoj sekundarnich pohlavnich znaku (prsni tkané a pohlavnich organu) a podileji se
na kontrole zanétu (Liang et al., 2013). Béhem téhotenstvi pomahaji estrogeny
produkované placentou pfipravit mlé¢nou Zlazu k produkci mléka (Hall et al., 2011).
Estrogeny také hraji dulezitou roli v muzské fyziologii a nelze na né pohlizet pouze
jako na zenské pohlavni hormony (Vrtacnik et al., 2014). Nizsi hladiny estrogen
produkovanych u muzl jsou nezbytné pro zrani spermii, erektilni funkci a udrzeni
zdravého libida (Fuentes et al., 2019).

Kromé vlivu estrogent na normalni bufky a normaini fyziologii lidského téla,
hraji také dulezitou roli v nékolika patologickych procesech. Abnormalni signalizace
ER vede krozvoji celé fady onemocnéni jako je napf. rakovina, metabolické a
kardiovaskularni choroby, neurodegenerativni onemocnéni ¢i osteopordza (Jia et al.,
2015).

Je znamo, ze ERa ma urcity vliv na rozvoj a progresi karcinomu prsu. (Droog et
al., 2013). Exprese a role ERB u karcinomu prsu je zatim nejasna a informace
v odborné literatufe jsou rozporuplné. Nékteré studie uvadéji, Zze exprese ER[
v nadorové prsni tkani je nizsi v porovnani s tkani normalni, coz indikuje protektivni
roli ERB vuéi karcinomu prsu. Jiné prace ukazaly, ze ERB muze vést k potlaceni
aktivity ERa, a je tak dobrym prognostickym indikatorem (Zhao et al., 2007). Naopak
jiné studie hlasi opacné ucinky a tvrdi, Ze exprese ERp indukuje bunécnou proliferaci
(Saji et al., 2002).

S expresi ER je spojen také ovarialni karcinom. VétSina pacientek
s karcinomem ovaria nadmérné exprimuje ERa a/nebo ERP. Mira exprese ERa je Uzce
spojena s estrogen-dependentnim rustem, invazi a odpovédi na endokrinni terapii (Li
et al., 2014). Naopak se snizujici se hladinou ERB & pomérem ERB/ERa klesa i riziko
ovarialni karcinogeneze, coz naznaCuje, ze na vzniku karcinomu ovaria se mulze
podilet ztrata exprese ERB (Chan el al., 2014). S expresi ER souvisi také karcinom

prostaty Ci karcinom tlustého stfeva (Jia et al., 2015).
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Jak bylo uvedeno vyse, estrogeny ovliviiuji metabolické procesy v organismu,
a to zejména homeostazu glukézy a lipidd. Energetickou homeostazu reguluji
prostfednictvim centralnich i perifernich tkani. Deficit estrogent vede k metabolické
dysfunkci predisponuijici k obezité, metabolickému syndromu ¢&i diabetu mellitu typu 2
(Obr. 7) (Jia et al., 2015).

_—Hypothalamus

. X
: Prijem potravy
Energeticky vydej —fme—— OBEZITA
Estrogen
2. Tuk . i 4, 5.
Jatra ~uxova than Kosterni Slinivka bFigni
- svalstvo L
. . W
Inzulinova sekrece
Funkce
N B- bunék pankreatu
Glukoneogeneze Lipolyza Inzulinova senzitivita
Inzulinova senzitivita Lipogeneze Uptake glukézy
Uptake glukézy
Inzulinova sensitivita X
X X Diabetes mellitus typu 2
X Dysfunkce bunék pankreatu

Inzulinova rezistence . . .
Ztukovaténi jater Inzulinova rezistence

Obezita

Zanét

Zména sekreéniho profilu

Obrazek 7: Vliv ER na metabolismus glukézy a lipidd. 1. hypotalamus: fidi pfijem
potravy, energeticky vydej a homeostazu hmotnosti, zejména prostrednictvim ERa; 2.
jatra: regulace glukozové a lipidové homeostazy jater; 3. tukova tkan: estrogenni

signalizace vedouci k indukci lipolyzy (napf. v disledku aktivace hormon sensitivni

lipazy) a potlaenim lipogeneze (napf. v disledku snizeni aktivity lipoproteinové
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lipazy), zvySeni exprese inzulinovych receptord a vychytavani glukézy; 4. kosterni
svalstvo: regulace vychytavani glukozy a zvySeni inzulinové senzitivity; 5. B bunky
pankreatu: regulace sekrece inzulinu a celkové glykémie; deficit estrogend vede

k naruseni zminénych procesu. Upraveno z: (Jia et al., 2015).
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2.2 KARCINOM PRSU

2.2.1 Incidence a rizikové faktory onemocnéni

Karcinom prsu je pomérné Casté a velmi zavazné onemocnéni. Globalni vyskyt
pfipadl se pohybuje pfes dva miliony roéné a nese jedno z nejvyssich poctld umrti
v souvislosti s rakovinou u Zen. Na rozdil od vétSiny druhd rakoviny, jejichz narast
zacina na konci paté dekady zZivota, vyskyt rakoviny prsu zacina rist obvykle ve treti
dekadé Zivota, a to nejspise kvuli u€inkim hormon vaje€nikl na tkan prsu (Samavat
et al., 2015, Mokbel et al., 2019).

Nékteré rizikové faktory pro vznik rakoviny prsu jsou neménné, napfiklad vék,
mutace genu rakoviny prsu 1 a 2 - BRCA1 (breast cancer gen 1) a BRCA2 (breast
cancer gen 2), rodinna anamnéza, reprodukéni anamnéza €i ozafovani hrudniku. Jiné
jsou do urcité miry ovlivnitelné, jako je napf. hormonalni terapie, obezita a konzumace
alkoholu (Hulka et al., 2001). Rada znamych rizikovych faktor(l souvisi s vysokymi
hladinami endogennich estrogenu v organismu. Kvuli tomuto zjisténi vzbudil v
poslednich dvou desetiletich UCinek estrogend na rozvoj karcinomu prsu velkou

pozornost (Samavat et al., 2015).

2.2.2 Biomarkery karcinomu prsu

Karcinom prsu predstavuje vysoce heterogenni skupinu onemocnéni a je
dulezité, aby se kazdému pacientovi zvolil co nejvhodné&;jsi typ l1éCby. Ke stanoveni

typu léCby se vyuZivaji prediktivni biomarkery (Weigel et al., 2010).

Migwivs

formy estrogenniho receptoru — ERa i ERB vazou estradiol s vysokou afinitou,
zprostfedkovavaji riznou biologickou aktivitu. Zatimco ERa stimuluje proliferaci bunék
nadorové tkané, ER jej inhibuje (Roger et al., 2001). Mira pfitomnosti ERa je proto
pouzivana k ziskani indexu citlivosti karcinomu na hormonalni 1é€bu. ER pozitivni
nadory tvofi asi 80 % karcinomu prsu. Takové nadory vyuZivaji jako hlavni rastovy
stimul estradiol a receptor ERa je tak pfimym cilem endokrinni terapie (Adhami et al.,
2018, Weigel et al., 2010).

Spolu s expresi ER je Casto méfena i exprese PR, ktera predstavuje dalSi

dllezity biomarker pro prsni karcinom. Exprese PR je zavisla na pfitomnosti ER.
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Nadory, které exprimuji PR bez pfitomnosti ER nejsou bézné (méné nez 1 % nador)
(Weigel et al., 2010).

ER a PR nejsou jedinymi pouzivanymi biomarkery. DalSim prediktivnim
biomarkerem je humanni epidermalni receptor 2 (HER2). Témér 7 % ER pozitivnich
pacientd jsou i HER2 pozitivni. Nadmérna exprese genu HER2 je detekovatelna v
priblizné 20 % pfipadd. Onkogen HER2 byl poprvé identifikovan jako indikator
pacientovy progndzy. V pfipadé nadmérné exprese HER2 je u pacientek
(Pegram et al., 2000). Diky vyvoji monoklonalni protilatky trastuzumabu, ktera je cilena
pravé na HER2, se dnes stal amplifikani status HER2 rovnéz vysoce prediktivnim
biomarkerem (Adhami et al., 2018, Weigel et al., 2010).

Dulezitou roli hraji také tzv. BRCA tumor supresorové geny, které se nachazeji
v organismu ve dvou typech BRCA1 a BRCA2. Vrozena mutace v BRCA genech

znamena vyrazné zvysené riziko karcinomu prsu ¢&i ovarii (Tung et al., 2018).

2.2.3 Terapie karcinomu prsu

NejCastéji prfedepisovany |ék na hormon-dependentni karcinom prsu je
Tamoxifen. Tato molekula byla schvalena Uradem pro kontrolu potravin a légiv v USA
(FDA) jiz vroce 1977 (Jordan et al., 1994) (Obr. 8). Jedna se o léCivo ze skupiny
selektivnich modulatord estrogennich receptord (SERM). Tamoxifen vykazuje
komplexni spektrum farmakologickych uc&ink( v tkanich, které exprimuji ER. Za
antiproliferativni pusobeni tamoxifenu je zodpovédny jeho metabolit hydroxytamoxifen,
ktery diky kompetitivni vazbé na estrogenni receptor vede k potlaceni transkripce DNA
zprostfedkované estradiolem. V dUsledku toho tamoxifen inhibuje expresi estrogeny
regulovanych genu, v€etné rustovych a angiogennich faktort vyluovanych nadorem,
které mohou stimulovat rast autokrinnim nebo parakrinnim mechanismem. Vysledkem
je zpomaleni bunécéné proliferace a zmensovani velikosti nadoru (Jensen et al., 1999,
Osborne 1998, Kelvin et al., 2012). Bylo zjisténo, Ze u ER pozitivniho karcinomu prsu
snizuje adjuvantni [éCba tamoxifenem po dobu 5 let roni umrtnost o 31 % a Cetnost
recidivy téméf o 50 %. Oproti tomu pacienti s ER-negativnim karcinomem nemaji
prospéch z adjuvantni |éCby tamoxifenem, ale néjaky benefit z 1é€by muzeme

pozorovat u méné Casté skupiny nadorU prsu exprimujici progesteronovy receptor
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(Weigel et al., 2010). Bohuzel, u vétSiny pacientek s karcinomem prsu IéCenych

antiestrogeny se Casem vyvine rezistence na lé¢bu (Jensen et al., 1999).

|
CH;

OH
HOZC\A\/COZH
CO,H

Tamoxifen

Obrazek 8: Struktura tamoxifenu

DalSi moznosti je inhibi¢ni 1éCba, ktera je zaloZena na inhibici enzymu
aromatazy, také nazyvané estrogen syntazy. Jedna se o enzym ze skupiny
cytochromu P450, ktery se podili na kone¢né preméné androgenu na estrogeny. Do
skupiny IéCiv inhibitord aromatazy fadime nastrozol, letrozol a steroidni inaktivatory

aromatazy, jako jsou exemestan a formestan (Séralini et al., 2001).

LéCivem volby po tamoxifenu a inhibitorech aromatazy je antiestrogen
fulvestrant. Jeho mechanismus uc€inku spociva ve vazbé na ER a blokaci jeho ucinku.
Navic fulvestrant vede k down regulaci ER v burice a byva oznacovan jako tzv.

selektivni down-regulator estrogennich receptort (SERD) (Osborne et al., 2004).

U nékterych pacientl muze byt vyuzita tzv. farmakologicka kastrace, ktera
spoCiva v podavani agonisti gonadotropin uvolfiujiciho hormonu (GnRH)
v nadfyziologickych davkach. Dochazi ke stimulaci hypofyzy a zvySené produkci
gonadotropinu, nasledné k vyCerpani hypofyzy a poklesu jejich hladin (Petrakova,
2011).

V soucasné dobé se u pacientu vyuziva také biologicka léCba, ktera je, na rozdil
od cytostatik, namifena proti uritym strukturam v burice. Pfikladem biologické 1é¢by
jsou pfipravky cilené proti HER2 genu. Jsou dostupné ¢tyfi formy anti-HER2 terapie —
trastuzumab, lapatinib, pertuzumab, ado-trastuzumab emtansin (Adhami et al., 2018,
Weigel et al., 2010). Nové je pro |é€bu karcinomu prsu schvalena i protilatka
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bevacizumab, ktera se vaze na ristovy faktor cévniho endotelu (VEGF), a brani tak

novotvorbé cév v nadoroveé tkani (Petrakova, 2011).
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2.3 BUNECNE LINIE VYUZIVANE KE STUDIU ESTROGENNIHO
RECEPTORU

Bunécné linie exprimujici ER jsou kliCovym prvkem molekularniho studia
rakoviny prsu a jsou Siroce vyuzivany v ramci jejiho vyzkumu. Prvni buné¢na linie byla
objevena vroce 1951 Georgem Geyem. Byla izolovana z maligniho karcinomu
délozniho Cipku pacientky Henrietty Lacksové, dle které nese i pojmenovani — HelLa
(Gey et al., 1952). Tato bunéc¢na linie se stala dulezitym experimentalnim nastrojem
pro vyzkum karcinomu prsu. Prvni bunécéna linie izolovana pfimo z karcinomu prsu —
BT-20, byla objevena v roce 1958 (Lasfargues et al., 1958). Od té doby bylo izolovano
a pouzivano nékolik bunécénych linii. PoCet bunécnych linii, které jsou dnes Siroce
vyuzivaneé ke studiu karcinomu prsu, je pomérné maly, pficemz vice nez dveé tfetiny
pouzivanych bunécénych linii tvofi MCF7, T47D a MDAMB231 (Dai et al., 2017).
V souCasné dobé celosvétové nejvice prozkoumanou bunécnou linii lidského

karcinomu prsu je bunécéna linie MCF7 (Comsa et al., 2015, Lee et al., 2015).

Bunécna linie MCF7 byla poprvé objevena vroce 1973 Dr. Soulem a jeho
kolegy. Byla pojmenovana podle organizace Michigen Cancer Foundation (MCF) a
reprezentovala sedmy pokus Dr. Soula o izolaci bunécné linie (Soule et al., 1973).
Linie byla izolovana zpleuralnino vypotku 69leté Zeny s metastazujicim
onemocnénim. DalSim stéZejnim objevem byl ve stejném roce popis ER v MCF7
bunécéné linii karcinomu prsu. Nasledné bylo v roce 1975 prokazano, Ze antiestrogeny
inhibuji rist bunék MCF7 (Comsa et al., 2015, Lee et al., 2015).

MCF7 je povaZzovana za malo agresivni a neinvazivni bunéénou linii s nizkym
vyzkumu karcinomu prsu je jeji vyuZziti pro studium ERa. Tato bunécna linie je jednou
z mala, ktera exprimuje podstatnou ¢ast ER napodobujici vétSinu invazivnich ER-
pozitivnich karcinomu prsu. Buriky MCF7 byly také stéZejni pro vyzkum protilatek proti
ER a pomohly objasnit bunécnou lokalizaci ER. Protilatky Ize také vyuzit napf. pfi
méfeni hladin ER v lidskych nadorech prsu a nasledném rozhodovani, zda aplikovat
hormonalni terapii ¢i ne (Comsa et al., 2015, Lee et al., 2015). Pfestoze je bunécna
linie MCF-7 vyuzivana zejména pro studium ER, je dilezité zminit, Ze tyto buriky
exprimuji také androgenni, progesteronové a glukokortikoidni receptory (Lee et al.,
2015).
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Pfesny mechanismus, jak estrogen stimuluje bufiky MCF7 k ristu, zUstava
aktivni oblasti studia. Prvni zpravy se zamérovaly na estrogenem regulovanou
signalizaci rustového faktoru, coz je kliCovy mechanismus, jak estrogen reguluje
bunécny cyklus (Osborne et al., 2011). Novéjsi studie ukazaly, Ze estrogen souCasné
indukuje a potlacuje expresy velkého mnozZstvi gend, coz vyvolava komplexni sit

zmeén, které koordinuji zménu rustu bunék (Lee et al., 2015).

K vyzkumu vlastnosti karcinomu prsu se ziskanou hormonalni rezistenci byly
vytvofeny specialni MCF7 bunécéné linie, které se vyuZivaji ke studiu hormonalni
rezistence (Tabulka 2). In vitro studie vyuzivajici absenci estrogenu &i chronické
vystaveni antiestrogent vedly k vyvoji hormon-rezistentnich variant MCF7, které
mohou byt ER-pozitivni nebo ER-negativni. Pfi absenci estrogenu buriky MCF7 zvySuji
expresi ER. Nepfitomnost estrogenl nejprve zpomali rast bunék pfiblizné na dobu
jednoho mésice, poté se rust bunék obnovi. Nékolik laboratofi vytvofilo buriky
s dlouhodobym nedostatek estrogenu — long-term estrogen-deprivated cells (LTED).
Tyto buriky exprimuji vysoké hladiny ER a stavaji se tak hypersensitivnimi na
estrogenni stimulaci. Studie zabyvajici se MCF7 LTED derivaty identifikovaly
epigenetické a transkripéni zmény, které vedou ke zménam v signalizaci rustového
faktoru (Comsa et al., 2015, Lee et al., 2015).

Pfikladem linie rezistentni na antiestrogen je bunécna linie MCF7/182R-6, ktera
byla vytvofena z klonu bunék MCF7/S0.5, které jsou pfizpusobené na nizkou spotfebu
fetalniho bovinniho séra (Mladénka et al., 2020). Tyto bunky pfezily dlouhodobé
pusobeni antiestrogenu ICI 182, 780 v koncentraci 100 nM (Lykkesfeldt et al., 1995).
Bunécna linie MCF7/182R-6 se vyuziva k objasnéni molekularnich zmén spojenych
s rezistentnim rastem a nalezeni vhodné [éCby. Bunky MCF7/182R-6 jsou péstovany
za pfitomnosti fulvestrantu k udrzeni jejich rezistence. Tato buné&cna linie exprimuje
ERa, ale v nizS§im mnozstvi oproti parenteralnim bunkam MCF7, naopak PR
MCF/182R-6 neexprimuje vubec (Jensen et al., 1999).
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Tabulka 2: Piehled MCF7 rezistentnich bunécnych linii

Tereza Vyoralova

Nazev bunééné linie

Typ rezistence

MCF7/182R-6
MCF7/AnaR-4
MCF7/ExeR-4
MCF7/LetR-1
MCF7/TAMR-7

Fulvestrant
Anastrozol

Exemestan
Letrozol

Tamoxifen
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2.4 KATECHOLY

Katecholy jsou organické slouceniny, jejichz struktura se sklada z benzenového
jadra, které ma v ortho poloze navazané dvé hydroxy skupiny (Obr. 9). U lidi a savcu
mohou byt katecholy pfitomny jako metabolity pfi odbouravani benzenu, estrogenu
nebo jako endogenni slouCeniny napf. neurotransmitery a jejich prekurzory —

adrenalin, noradrenalin, dopamin (Schweigert et al., 2001).
OH

CH

Obrazek 9: Obecna struktura katecholu

Katecholy mohou byt pouzity vfadé rozmanitych aplikaci. Vyuzivaji se
napriklad jako Cinidla pro fotografovani, barveni kozeSin, ve farmaceutickém pramyslu
¢i pro vyrobu pryze a plastd. Substituované katecholy jsou vedlejSimi produkty
v duzniné a olejich, a to zejména chloro a methyl derivaty. Jedna se také o
meziprodukty rozkladu aromatickych slou€enin a ligninu mikroorganismy (Schweigert
et al., 2001).

O pusobeni katecholu v lidském organismu se v literatufe popisuji protichidné
informace. Jednak mohou katecholy v burikach pusobit jako antioxidanty zabraniujici
peroxidaci lipidi, ale na druhou stranu i jako pro-oxidanty zpusobujici poskozeni
makromolekul mj. DNA a proteinu (Li a Trush, 1994, Schweigertet al., 1999). Katecholy
mohou byt zodpovédné za naruseni funkce membrany. Za pfitomnosti t&€zkych kovl a
molekularniho kysliku vedou k pretrzeni viaken DNA. Zlomy viaken DNA jsou
zpUsobeny redoxni reakci Cu?* a katecholu. Bylo prokazano, Ze katecholy plsobi i
dalSimi mechanismy, které vedou k poSkozeni DNA. Jednim z pfikladd muzou byt
strukturni chromozomové aberace (Schweigert et al., 2000). Katecholy vykazuji
inhibi¢ni U€inky na syntézu DNA v bunécéné linii mySiho lymfomu. Tyto u€inky byly
vysvétleny oxidativnim poskozenim a alkylaci DNA (Pellack-Walker et al., 1985,
Schweigert et al., 2001).
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2.5 DERIVATY KATECHOLU

2.5.1 Prehled derivati katecholu

Od obecné struktury katecholu je odvozeno velké mnozstvi derivatd rozmanité
struktury. Najdeme mezi nimi jednak latky pfirodniho puvodu, ale i latky uméle
syntetizované. Pfikladem v pfirodé se vyskytujicich derivatt katecholu jsou urushioly.
Jejich struktura je odvozena od katecholu nahrazenim vodiku v tfeti pozici
uhlovodikovym fetézcem s 15 €i 17 atomy uhliku. Urushioly se nachazi v rostlinach
Celedi Anacardiaceae, zejména ve Skumpé jedovaté. Plsobi v kuzi jako silné drazdici

jedy a pfi kontaktu s kuzi vyvolavaji kontaktni dermatitidu (Tilton, 2004).

Velmi dllezitou skupinou derivatd katecholu jsou katecholaminy. Jedna se o
alkylaminoderivaty katecholu, které hraji dulezitou roli v organismu mj. jako
neurotransmitery a hormony (adrenalin, noradrenalin, dopamin). Mezi katecholaminy
fadime i fadu syntetickych latek, které nasly vyuziti jednak jako léCiva napf. kratce
pusobici B-agonisté (SABA) a dlouhodobé pusobici B-agonisté (LABA), ale i jako latky

zneuzivané pro vyrobu drog (napf. MDMA).

Dalsim prikladem jsou tzv. tea katechiny, které se nachazi v zeleném ¢aji, ktery
je produkovan zejména v asijskych zemich zlistd rostliny Camellia sinensis.
Predpoklada se, Ze pravé katechiny pfispivaji velkou mérou k pfiznivym a&inkdm,
které jsou Caiji pfipisovany. Tea katechiny jsou u€innymi antioxidanty a jejich pasobeni
se jevi jako velmi slibné v pusobeni proti oxidaénimu poskozeni lipidl, proteint a DNA.
Bylo prokazano, ze katechiny vykazuji antimikrobialni vlastnosti (Higdon et al., 2003,
Reygaert et al., 2018).

Diky pfitomnosti katecholového jadra se predpoklada, ze derivaty katecholu
pusobi jako antioxidanty s protizanétlivym a antikarcinogennim ucinkem (Novotna et
al., 2013). Mozny vliv téchto latek v rozvoji a progresi nadorovych onemocnéni neni

vSak doposud zcela prozkouman.
2.5.2 Derivaty katecholu vybrané pro ucely této prace
Pro ucely této prace bylo testovano devét latek odvozenych od obecné struktury

katecholu. 3-aminokatechol je zastupce katecholaminl, jehoz struktura vznika

substituci katecholového jadra v poloze tfi aminovou skupinou. 4-chloropyrokatechol
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patfi spolu s 3,5-dichlorokatecholem a 4,5-dichlorokatecholem mezi chlorokatecholy,
které vz substituci katecholu chlorem v pfisluSnych pozicich. DalSimi vybranymi
zastupci jsou 4-ethylkatechol, 3-isopropylkatechol, 3-methylkatechol, jez vznikaji
substituci vodiku katecholového jadra v poloze tfi nebo Ctyfi pfisluSnym alkylovym
fetézcem. Poslednimi dvéma vybranymi zastupci jsou 4-fluorokatechol a 4-
nitrokatechol, jejichz struktura vznika nahradou vodiku v poloze c¢tyfi fluorem (4-
fluorokatechol) Ci nitro skupinou (4-nitrokatechol). Vétsina uvedenych derivatid ma
korozivni a drazdivé ucinky na kizi a o€i. Mohou vést k akutni toxicité a k podrazdéni

dychacich cest. Vykazuji také jisté riziko pro zivotni prostfedi (Tabulka 3).

Tabulka 3: Vybrané derivaty katecholu, pouzivané zkratky a vzorce latek

NAZEV DERIVATU ZKRATKA VZOREC
KATECHOLU,
IUPAC-nazev
OH
3-aminokatechol, 3-AC
3-aminobenzene-1,2-diol Fizh ah
OH
3,5-dichlorokatechol, 3,5-DC
3,5-dichlorobenzene-1,2-diol HO a
Cl
OH
4,5-dichlorokatechol, 4 5-DC

4 5-dichlorobenzene-1,2-diol

HO

Cl
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OH

4-ethylkatechol, 4-EC
4-ethylbenzene-1,2-diol

HO

Pt

OH
4-fluorokatechol, 4-FC
4-fluorobenzene-1,2-diol HO
F
OH
4-chloropyrokatechol, 4-CPC

4-chlorbenzene-1,2-diol 1o

as

Cl

OH

3-isopropylkatechol, 3-IP

3-isopropylbenzene-1,2-diol o

as

OH

3-metylkatechol, 3-M-12B

3-methylbenzene-1,2-diol "o

o

OH
4-nitrokatechol,
4-nitrobenzene-1,2-diol 4-NC HO

o

NO,
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3 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je u deviti vybranych derivatd katecholu zhodnotit
jejich cytotoxickou aktivitu ve dvou bunéc€nych liniich karcinomu prsu MCF7 a nasledné

studovat jejich vliv na genovou expresi ER.
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4 METODICKA CAST

4.1 KULTIVACE BUNEK

4.1.1 Podminky bunééné kultivace

Pfi kultivaci bunék in vitro se snazime napodobovat podminky v lidském
organismu. Bunky jsou uchovavané v inkubatoru, ktery zajiStuje vhodné kultivacni
podminky regulaci teploty, vihkosti a koncentrace CO2. P¥i bunécéné kultivaci je nutno
dodrzet sterilni podminky, které nam zajiStuje prace v laminarnim boxu. Buriky se
kultivuji v kultivacni nadobé& spolu s médiem, které zasobuje burnky potfebnymi
zivinami. Médium je komercné dostupné, ale je tieba jej doplnit na finalni podobu. Pro
ucely této prace bylo vyuzito médium DMEM/F-12 (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA). K médiu se pfidava fetalni bovinni sérum (FBS), které podporuje rast bunécné
kultury (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). Typ fetalniho bovinniho séra FBS-CS se
vyrabi filtraci pfes absorp¢ni filtr s aktivnim uhlim, coz vede ke sniZeni koncentrace
steroidnich hormonu v séru, a je tak vhodnéjsi pro studium hormonalni aktivity.
K médiu se dale pfidavaji antibiotika (Penicilin/Streptomycin 10 000U/10mg/mL, St.
Louis, MO, USA), které pfedchazeji kontaminaci a nasledné smrti bunééné kultury a
insulin pro bunécnou kulturu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Tabulka 4). Buriky
v prubéhu rustu vylu€uji do média metabolicky odpad, a proto je nutna jeho pravidelna

vyména 2-3 x tydné.

Tabulka 4: Slozeni kultivaéniho média pro bunécénou kulturu MCF7

Plavodni koncentrace Finalni koncentrace
DMEM/F-12 500 mL - -
FBS CS 50 mL - 10%
Antibiotika 5 mL - 1%
Insulin 1.5 uL 2 mg/mL 6 ng/mL

4.1.2 Pasazovani bunék

Pasazovani bunék predstavuje uvolnéni adherentnich bunék od povrchu

kultivaéni nadoby i od sebe navzajem a preneseni do nadoby s novym kultivaénim
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meédiem. Pasazovani je nutno provest tehdy, pokud buriky pokryvaji pfiblizné 75-80
% povrchu kultivacni nadoby. Je vhodné, aby byl narust bunék pfed pasazovanim
zkontrolovan pomoci optického mikroskopu, a aby byly nachystany vSechny potfebné

pomucky do laminarniho boxu.

Z kultivacni lahvicky se odsaje kultivacni médium a pfida se 2-3 mL pufru PBS,
ktery slouzi k oplachnuti bunék. Poté se pufr odsaje a pfida se 1-2mL reagentu
tryPLE™, ktery vede k enzymatické disociaci bunék od sebe navzajem i z povrchu
kultiva€ni lahvicky. Je dullezité, aby tryPLE pokryval kompletné cely povrch lahvicky.
Nasledné se lahvika s bunkami ponecha po dobu pfiblizné 5 minut v inkubatoru.
Vizualni kontrolou pod mikroskopem ¢i proti svétlu se ovéfuje, zda jsou bunky
odlouceny od stény nadoby a ,plavou” volné v médiu. Do lahvi¢ky se nasledné pfidava
pfiblizné 3 ml nahfatého média k neutralizaci tryPLU. V tomto bodé jsou buriky budto
nasazeny k experimentaci nebo dale kultivovany. UrCity pomér bunék je vzdy
pfemistén do nové lahvicky, do které se pfidava pfiblizné dalSich 7 mL meédia. Na
lahviCku je napsan typ bunék, pomér a Cislo pasaze. Bunky je tfeba pfed umisténim
do inkubatoru zkontrolovat pod mikroskopem. Pro tuto bunécénou linii se tento proces

dle potfeby opakuje pfiblizné 1x tydné.

4.1.3 Stanoveni poc¢tu bunék pomoci Biirkerovy komurky

Do Burkerovy komurky se pipetuje 10 pL suspenze bunék. Burky se pocitaji v
16 malych ¢tvercich 0,20x0,20 mm v horni a dolni ¢asti komarky. Za hranici Ctverce se
povazuje prostfedni linka z trojité ¢ary. Z bunék, které lezi na okraji Ctverce, se pocitaji
ty, které se i jen dotykaji levého nebo horniho okraje, a naopak se nepocitaji ty buriky,
které se i jen dotykaji pravého nebo dolniho okraje (Obr. 10). Nasledné se vypocita

pocet bunék v 1ml suspenze (Rovnice 1).
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0,05 mm

0,2 mm

Obrazek 10: Pogitaci sit Biirkerovy komarky, pfevzato z: (Safafikové, 2014).
Rovnice 1: VypoCet mnozstvi bunék na mililitr:

_a><1000
~ nxV

x = pocet bunék v 1 mL suspenze

a = napocitany pocet bunék

n = pocet pocitanych malych &tvercl
V = objem pocitaného utvaru

4.1.4 Nasazeni bunék do mikrotitracni desticky

Po stanoveni poc¢tu bunék pomoci Blrkerovy komurky, se pro nase ucely do
96-jamkové mikrotitraéni desticky pfida 80 000 bunék na jamku, do 48-jamkové
destiCky pak 240 000 bunék na jamku. Nasledné se do 96-jamkové desti¢ky pfida 100
Ml média, do 48-jamkové desticky 200 ul média. Bunky se kultivuji 48 h v inkubatoru a
poté se mikrotitraéni desti¢ka vyuZije ke stanoveni bunééné cytotoxicity nebo genové

exprese.
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4.2 STANOVENI CYTOTOXICKE AKTIVITY BUNEK

4.2.1 Princip a zakladni metody stanoveni cytotoxické aktivity bunék

Pro stanoveni cytotoxické aktivity bunék existuje nékolik typl metod, které nam
umoziuji méfit Zivotaschopnost bunék, jejich proliferaci, inhibici rastu a umrti. Jedna
z nejCastéji pouzivanych metoda je zalozena na redukci soli tetrazolia na barevné
formazany, ktera probiha diky mitochondrialnimu metabolismu. Tato metoda nam
umoznuje zjistit rozdil ve viabilité mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami bunék
exponovanych na danou latku (Promega corporation, 2001, Aslantiirk, 2018)

V minulosti se pro stanoveni nejCastéji pouzivala sloucenina tetrazolia - XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid. Bohuzel XTT
ma omezenou rozpustnost a Spatnou stabilitu v roztoku. Navic postupy vyuzivajici XTT
vyzaduji denni pfipravu Cerstvych roztokl (Scudiero et al., 1988).

Dnes nejCastéji pouzivanou latkou je MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid). Metoda za pouziti MTT je snadna na provedeni, bezpecna
a ma vysokou reprodukovatelnost. Nevyhodou MTT je, Ze vysledkem jeho redukce je
krystalicka srazenina formazanu, ktera vyzaduje rozpusténi krystalll za pouziti
organického rozpoustédla pfed zaznamenanim hodnot absorbance (Aslantiirk, 2018,
Scudiero et al., 1988).

Modifikaci MTT je nova slouCenina tetrazolia — Zzluta sul MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoliumM
ktera se rovnéz dehydrogenazami dychaciho fetézce redukuje na fialové zbarveny
formazan (Obr. 11) (Aslantiirk, 2018).

Princip reakce je zalozeny na schopnosti bunék pfeménit sll tetrazolia na
zbarvenou slouceninu formazanu s nejvy$Sim detek&nim absorpénim maximem pfi
490 nm. Soli tetrazolia jsou kvartérni amoniové slouceniny, jejichz pfeména probiha
pomoci aktivity dehydrogenaz a kofaktord NADH A NADPH, které se nachazi v
mitochondriich bunék. MTS Assay je rychla a snadna metoda, pfi které jsou
eliminovany kroky solubilizace, protoze vznikly formazan je rozpustny v tkariovém
kultivaCnim médiu. Komponenty pro zkousku jsou dodavany jako hotové, stabilni,
zmrazené, sterilni roztoky, které jsou pfipraveny pfimo k pouZiti (Promega corporation,
2001, Aslantiirk, 2018)
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Obrazek 11: Redukce soli tetrazolia MTT (Zluty) na formazan (fialovy) prostfednictvim

mitochondrialniho metabolismu.

4.2.2 Metodicky postup

Stanoveni cytotoxické aktivity bunék bylo provedeno pomoci MTS Assay.
Cytotoxicka aktivita byla testovana na dvou typech bunéénych linii — MCF7/S0.5 a
MCF7/182R-6 (rezistentni na fulvestrant). Po nasazeni 96-jamkového plata bunék
(80 000 bunék/jamka), které bylo ponechano 48 h v inkubatoru, bylo z jednotlivych
jamek odsato médium. Nasledné byly pfidany vzorky 9 testovanych latek ve tfech
koncentracich — 100 pyM, 50 uM a 10 uM v objemu 100 pL/jamku. Latky se pipetovaly
v triplikatech. V kazdém experimentu byl pfidan dimethylsulfoxid 0.1 % (DMSO), jako
vehikulum latek, dale jako pozitivni kontrola dodecylsiran sodny 10 % (SDS) (Obr. 12).
Poté byla plata ponechana opét 48 h v inkubatoru. Po dvoudenni kultivaci bylo do
jamek pfidano 20 pyl MTS Ccinidla od firmy Promega (USA). Nasledné byla plata
umisténa zpét do inkubatoru. Po 3 h byla méfena absorbance formazanu pomoci
spektrofotometru pfi vinové délce 490nm. Intenzita zabarveni odpovida mnozstvi
pritomnych metabolizujicich mitochondrii, tzn. mnozstvi vzniklého formazanu se

snizuje s klesajici viabilitou bunék.
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Obrazek 12: Vzor pouzivanych 96-jamkovych plat ke stanoveni cytotoxicity.
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4.3 GENOVA EXPRESE

4.3.1 lzolace mRNA

Izolaci mMRNA pfedchazela bunécna kultivace. Do 48-jamkové mikrotitracni
desticky bylo pipetovano 240 000 bunék/jamku a pfidano 200 uL média. Desticka byla
nechana v inkubatoru po dobu 48 h. Po uplynuti této doby bylo odsato médium a
pfidano 250 uL zkouSené latky/jamicku. Latky byly pipetovany ve dvou koncentracich
(10 uM, 50uM) a vzdy v duplikatech (Obr. 13). Po uplynuti dalSich 48 h bylo odsato
kultivani médium a pipetovano TRIzol™ ¢inidlo (ThermoFisher, cat. Number:
AM9738) v objemu 150 yL na jamic¢ku. Pfed pokracovanim dalSich kroku byla desticka
se vzorky zamrazena (-20 °C). Po rozmrazeni byly vzorky inkubovany pfi laboratorni

teploté do kompletniho rozpusténi pfiblizné po dobu 5 minut.

N V™ ~ S —~ ~ N e
DMSO 0.1 3-AC10 uM 4-NC 10 uM
W T W W W W W
N N N N ~~ S N N
DMSO 0.1 1 3-AC 50 uM 4-NC 50 pM
N N N N N NN NS
AN N SN N SN SN SN N
E1 ul 13-IP 10 U.M 4,5 DC10 },IM
" N N N N N N NS
AN AN N N SN SN SON N
E1lpuM 13-IP 50 pM 4,5-DC 50 uyMm
N N N N N N N N
N N N N N
4-CPC 1@1 4-EC10puM  4-FC10puM OO
A_ZE 4o came. _zamh ZEN\ 4
o, N N NN
4-CPC50 uM  4-EC50 uM  4-FC 50 uM | O O
N N e N N

Obrazek 13: Vzor designu 48-jamkového plata pro izolaci mMRNA. Zkousené latky byly

pipetovany v duplikatech, ve dvou koncentracich 10 yM a 50 uM.

Vzorky byly pfemistény do 1.5 ml zkumavek a byl pfidan chloroform v mnozstvi,
kteri odpovidalo poloviné celkového mnozstvi pfidaného TRIzol™ C¢inidla. Vzorky byly
protfepany ru¢né, vortexovany po dobu 15 sekund a inkubovany 2-3 minuty pfi
pokojové teploté. Poté byly umistény do centrifugy (12 000 g, 15 min, 4 °C). Po
zcentrifugovani byly ve zkumavce patrny tfi oddélené faze (Obr. 14). Prahledna faze

obsahujici geneticky material byla odebrana do novych 1.5 ml zkumavek a bylo k ni
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pfidano 400 pl isopropanolu. Po zvortexovani byly vzorky 10 min inkubovany pfi
laboratorni teploté a nasledné byly centrifugovany (12 000 g, 15 min, 4 °C). Po
zcentrifugovani se objevila peleta mRNA, ktera byla oCisténa od supernatantu a omyta
800 ul 70 % ethanolu. Poté byla provedena posledni centrifugace vzorkud (7 500 g, 5
min, 4°C). Po vyjmuti z centrifugy byla odstranéna vétSina ethanolu, zbytek se nechal
odparovat po dobu 5-10 minut pfi pokojové teploté. Nasledné bylo k peleté pfidano 20
Ml beznukledzové vody a vzorky byly zhomogenizovany. Z jednotlivych vzorkd byly
odebrany 2 ul do 0,5 ml zkumavky, které slouzily k méfeni Cistoty a koncentrace

izolované mRNA pomoci spektrofotometru.

bb

Obrazek 14: I1zolace mRNA pomoci TRIzol™ C¢inidla, jednotlivé faze oddélené po
centrifugaci: 1. rizova faze TRIzol™ C¢inidla, 2. bila monovrstva trosek mezi fazemi

obsahuijici celularni debris, 3. vodna pruhledna faze.
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4.3.2 Polymerazova retézova reakce

4.3.2.1 Charakteristika metody

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je zakladni
laboratorni metoda se Sirokym uplatnénim, ktera byla zavedena americkym
biochemikem Dr. Karym Banks Mullisem (Mullis, 1990). Od svého objeveni se s
postupem Casu tato metoda stala nedilnou soucasti vyzkumnych laboratofi. PCR je
Siroce vyuzivana pro vyzkum a diagnostiku nemoci, sekvenovani genl &i provadéni

sofistikovanych kvantitativnich a genomickych studii (Garibyan et al., 2013).

PCR je proces enzymatické replikace DNA v in vitro podminkach. Cilem PCR
je mnohonasobné amplifikovat vybrany usek DNA, tzn. sekvenci genu, o kterou mame
zajem. Zdrojem DNA muZou byt rizné tkané &i organismy vcetné periferni krve, kize,
vlasu, slin, mikrobl atd. Reakce probiha v termocykléru, ktery méni teplotu
v pozadovanych intervalech a detekuje signal sondy. Vyhodou metody PCR je jeji

jednoduchost a vysoka citlivost (Garcia et al., 2005).

Pokud je PCR pouzita k detekci pfitomnosti nebo absence urcitého produktu
DNA, mluvime o PCR kvalitativni, ktera se provadi napf. za ucelem klonovani nebo
identifikace patogenu. Naopak kvantitativni PCR nam detekuje mnozstvi vzorku

specifické DNA ¢&i genu.

4.3.2.2 Polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci

Zaclenéni reverzni transkripce (RT) jako prvniho kroku pfed PCR se pouziva
tehdy, kdy je namisto DNA potfeba amplifikovat RNA (nejCastéji mRNA). Cilem RT-
PCR je zjistit genovou expresi — aktivitu genu zajmu. Molekula mMRNA se pomoci
reverzni transkriptazy prepiSe na molekulu cDNA, ktera se nasledné amplifikuje
pomoci PCR a analyzuje (Obr. 15) (Cavé et al., 2003).
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Obrazek 15: Reverse transcription PCR, upraveno z: Biorender.com.

4.3.2.3 Thermo Fisher QuantStudio™ 6

1. PRIPRAVA cDNA — REVERZNi TRANSKRIPCE

V ledu byl pfipraven mix pro reverzni transkripci ve zkumavce (Tabulka 5). Pro
ucely této prace byl vyuzit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit od firmy
ThermoFisher (Waltham, MA, USA). VSechny vzorky mRNA byly nafedéné na stejnou
koncentraci a pipetovany do stripu (3 pL izolované mRNA) a nasledné bylo pipetovano
17 L pfipraveného mixu pro reverzni transkripci do kone¢ného objemu 20. Byly
nastaveny podminky dané vyrobcem — teplota a €as, pro spravny prabéh reverzni
transkripce (Tabulka 6). Po skonceni reakce bylo ke kazdému vzorku pfidano 100 uL

beznukledzové vody. Nasledné byly vzorky pouzity k PCR nebo zamrazeny pfi -20°C.

Tabulka 5: Slozeni mixu pro reverzni transkripci

MIX Mnozstvi (uL)
Primer oligo (dT) nebo dNTP mix 1
5x RT pufr 4
RNAase inhibitor 1
Tetro Reverse Transkriptaza 1
DEPC-upravena voda 9
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Tabulka 6: Podminky reverzni transkripce — tfi teplotni faze

Cas Teplota
10 min 25°C
120 min 37 °C

5 min 85 °C

2. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE V REALNEM CASE

Nejprve byl pfipraven mix pro g-PCR — TagMan Fast Advanced Master mix
ThermoFisher (Waltham, MA, USA) (Tabulka 7,8). Jako cilové geny byly pouZity dva
estrogen responsivni geny, a to estrogen receptor 1 (ESR1), ktery kdduje ERa a trefoil
factor 1 (TFF1).

TFF1 je gen, ktery byl izolovan z bunék karcinomu prsu. Pivodné byl TFF1
oznacovan jako estrogen indukujici rakovinu prsu (Al-azzeh, 2001), pozdéji pak jako
peptid spojeny s rakovinou prsu (Rodrigues et al., 2003). Je znamo, ze exprese genu
TFF1 je pfitomna az u 50 % nadorl prsu. Pozitivita karcinomu na TFF1 je spojena se
stavem estrogenovych receptorl a odpovédi na hormonalni 1éEbu (Foekens et al.,
1990, Cappelletti et al., 1992).

Pro hodnoceni vysledkd je nutno pouzit i housekeeping neboli referenéni gen.
Jedna se o gen, ktery je stabilné exprimovan v cilové tkani a proti kterému se uréuje
uroven genové exprese. Vzdy je tfeba vybrat takovy gen, ktery ma podobny prahovy
cyklus (cycle of treshold, Ct) jako gen cilovy (Kozera a Rapacz, 2013). Pro naSe ucely

byl vybran B-actin, ktery vykazuje stabilni expresi v tkani karcinomu prsu (Tabulka 9).

Pfipraveny mastermix byl pfed pouzitim kratce zvortexovan a nasledné
rozpipetovan do PCR amplifikaCni destiCky v mnozstvi 15ul. Déale bylo pfidano 5l
cDNA testovanych vzorkud a smés byla rozsuspendovana. Amplifikacni desticka (Obr.
16) byla zalepena folii, aby bylo zabranéno odpafovani vzorku a kratce

zcentrifugovana. Nasledné byla umisténa do termocykléru.
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Tabulka 7: SloZeni mixu pro g-PCR

Funkce

Slozeni
Prodluzovani nukleotidového fetézce

Taqg DNA polymeraza

Prevence faleSné pozitivni amplifikace
odstranénim zaclenéného uracilu
dUTP pro aktivaci UNG

Uracil-N glykosylaza (UNG)

Deoxyribonukleotidtrifosfaty (dNTPs)
S
deoxyuridintrifosfatem (dUTP)

ROX barvivo Interni referencni standart pro normalizaci
fluorescenéniho signalu
Optimalizovany reak¢ni pufr ZvySeni uc€innosti i specificity PCR

Tabulka 8: TagMan Fast Advanced Mastermix Termofisher

MASTER MIX: Mnozstvi na 1 vzorek (pl)
PCR voda 7,0
TaqMan Fast Advanced 7,0
Mastermix
TaqMan primers 1,0

Tabulka 9: Primery a sondy Tag-Man. Cilové geny TFF1a ESR1, housekeeping gen
B-actin.

TFF1 forward TTGTGGTTTTCCTGGTGTCA
TFF1 reverse CCGAGCTCTGGGACTAATCA
TFF1 probe CCAGTGTGCAAATAAGGGCT
ESR1 forward AGCACCCTGAAGTCTCTGGA
ESR1 reverse GATGTGGGAGAGGATGAGGA
ESR1 probe ACTTTGATCCACCTGATGGC
B-actin forward GGAAATCGTGCGTGACATTAAG
B-actin reverse AGCTCGTAGCTCTTCTCCA
B-actin probe CTGGACTTCGAGCAAGAGATGGCC
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Obrazek 16: Vzor amplifikacni desti¢ky pro gq-PCR. Pouzivané geny: B-actin, ESR1,

TFF1 — pipetovany vzdy ve dvou fadach pod sebe. PouZivané latky: 4-CPC, 3-AC, 3-
IP, 4-EC, 3,5-DC, 4-FC, 4-NC, 3M12B, 4,5-DC - pipetovany pro kazdy gen
v duplikatech pod sebe v koncentraci 10 uM nebo 50 uM. Kontroly: DMSO 0.1 %, E 10

MM — pipetovany pro kazdy gen v duplikatech pod sebe.

Pfed zahajenim g-PCR bylo nutné nastavit vhodné podminky pro spravny

prubéh reakce. V ramci celé PCR byla pfisné regulovana teplota a ¢as (Tabulka 10).

Tabulka 10: Podminky g-PCR

Teplota Cas
Holding stage 50 °C 2 min
95 °C 2 min

Cycling stage (40x) 95 °C 1s
60 °C 20 s
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4.3.2.4 Faze polymerazové retézové reakce

PCR je cyklicky proces fizené denaturace dvouretézcové DNA (dsDNA) a
nasledné renaturace fetézcu se specifickymi oligonukleotidy. V ramci cyklu se opakuji
tfi zakladni faze —denaturace teplatové DNA, annealingu primert a elongace novych
fetézcu DNA (Obr. 17). Podminky reakce zavisi na pouzitém MasterMixu a jsou

specifikovany vyrobcem.
1. FAZE DENATURACE

Dochazi k zahfati reakéni smési na teplotu 95 °C po dobu 10-60 s. Pfi této
teploté se rozpadaji vodikové vazby mezi vlakny DNA, tzn. z molekuly dsDNA vznika
ssDNA (Ghannam et al., 2021).

2. HYBRIDIZACE (ANNEALING) PRIMERU

Primery, které obsahuji cilovou sekvenci DNA, se komplementarné spojuji
s obéma vlakny jednoretézcové DNA. Hybridizace probiha pfi teploté 45-72 °C. P¥i
vySSi teploté by se primery malo hybridizovaly a produktu by se nevytvofilo dostatecné
mnozstvi. Naopak pfi teploté nizsi by primery mohly nasedat i na sekvence DNA, které
jsou komplementarni jen z ¢asti a mohlo by dochazet ke tvorbé nespecifického
produktu (Garibyan et al., 2013). V naSich podminkach annealing primerl probihal pfi
teploté 60 °C po dobu 20 s.

3. ELONGACE DNA

Jedna se o syntetickou €ast cyklu, ktera probiha pfi teploté 72 °. Dochazi k
prodluZovani nukleotidového fetézce pomoci enzymu DNA-polymerazy — ve sméru 5’
- 3" (Ghannam et al., 2021).

Dale nasleduje nékolik cyklli — obvykle 20—40. PCR je reakci exponencionalni,
tzn. mnozstvi DNA se po kazdém cyklu zdvojnasobi. V prubéhu amplifikace dochazi k
vyCerpavani slozek reakce. Po ur€itém poctu cykli dochazi k tzv. fazi platd, kdy se
koncentrace produktu jiz prakticky neméni. Vysledkem PCR je vytvoreni dostateného
mnozstvi kopiii sledovaného useku DNA (Ghannam et al., 2021).
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Obrazek 17: Faze PCR: Denaturace, annealing primeru, elongace fetézce, upraveno

z: Biorender.com.

4.3.2.5 Polymerazova reakce v realném case

Real time PCR neboli polymerazova reakce v realném Case (q-PCR) je zfejmé
nejlepSi metodou kvantitativni PCR. Pfi g-PCR dochazi k méfeni mnozstvi
nasyntetizované DNA po kazdém PCR cyklu. Pouzivané pfistroje jsou zalozeny na

fluorescenénich metodach (Takai et al., 2000).

Detekce amplikonu muze byt specificka nebo nespecificka. Mezi nespecifické
detekce se fadi mj. interkalani barviva, které se reverzibiln& vaZzou na dsDNA (napf.
SYBR green, ethidium bromid). DalSim pfikladem nespecifické detekce jsou LUX
primery, Quencher labeled primers nebo amplifluor. Specificka detekce amplikonu je
zalozena na pouziti linearnich nebo strukturnich sond. V reakci byla pouzita linearni
sonda ,TagMan®, ktera nese fluorescencni znaceni, tzv. reportér, a zaroven skupinu
pohlcujici fluorescenci, tzv. zhasec€. Pfi reakci DNA — polymeraza syntetizuje vlakno
od primeru ve sméru 5-3° (5-3’ dvoufetézcova exonukleazova aktivita DNA
polymerazy). Postupné se pfiblizuje k sondé, ktera je hybridizovana na templat DNA.
U ,TagMan® sondy je slouCena faze annealingu a extenze do jediného kroku. Ve fazi
extenze dochazi k hydrolyze sondy, k odpojeni zhaSeCe od reportéru a nasledné k
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irreverzibilni emisi fluorescen¢niho zareni. Detekovana fluorescence je nasledné
pomoci PCR softwaru vyhodnocovana a kvantifikovana. Obecné plati, Ze ¢im vysSi je
emitované zareni, tim vysSi je koncentrace produktu (Obr. 18) (Takai et al., 2000,
Ghannam et al., 2021).
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Obrazek 18: Reverse transcription PCR (RT-PCR), upraveno z: Biorender.com.

K hodnoceni vysledkll reakce byla vyuzita tzv. relativni kvantifikace, jejimz
principem je porovnani relativni zmény genové exprese v testovaném vzorku oproti
kontrolnimu genu. Tento gen vykazuje stabilni expresi v cilovych bunkach. Pro vypocet
stanoveni Ize vyuzit nékolik metod, z nichZz nejCastéji vyuzZivanou je tzv. AACt. Tato
metoda je vhodna pfi splnéni podminek shodné (Ci alespon podobné) ucinnosti

primerU pro cilovy i referenéni gen. (Rovnice 2) (Schmittgen et al., 2008).
Rovnice 2: Rovnice pro hodnoceni PCR pomoci metody AACt:

AACt = ACt vzorek — ACt kontrola

Kde ACt:

ACt= Ct cilovy gen — Ct referencni gen

Relativni exprese = 2*-(AACt)
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5 VYSLEDKY

5.1 STANOVENI CYTOTOXICKE AKTIVITY

V prvni Casti této prace byl stanoven cytotoxicky ucinek vybranych latek.
Cytotoxicka aktivita byla zkoumana v buné&nych liniich karcinomu prsu, a to nejprve v
parenteralni bunécné linii MCF7/S0.5, poté v pfimém derivatu této bunécné linie, v linii
rezistentni na fulvestrant MCF7/182R-6.

Cytotoxicky ucinek byl zkouman za pouziti metody MTT assay. Pfi hodnoceni
vysledkd byl vyuzit DMSO 0.1 %, ktery byl pouzivan jako vehikulum latek pfi jejich
rozpousténi a pfi hodnoceni stanovoval 100 % viabilitu bunék. Dale pak pozitivni
kontrola SDS 10 %, jenz vedla k usmrceni bunék. Latky byly testovany v koncentracich
100 M, 50 uM a 10 pM.

V bunécné linii MCF7/S0.5 pouze Ctyfi testované latky (3-IP, 3,5-DC, 4-NC a
4,5-DC) vykazovaly cytotoxickou aktivitu. Ve vS8ech pfipadech byla nejvysSi
cytotoxicita pozorovana v koncentraci 100 uM s viabilitou bunék okolo 70 %. V
koncentraci 50 uM jiz cytotoxicita téchto latek nebyla patrna, s vyjimkou latky 4-NC,
kde byla zjisténa viabilita okolo 80 %, ale v koncentraci 10 uM jiz tato latka nebyla
cytotoxicka. Ostatni derivaty nevykazovaly cytotoxické ucinky v zadné z testovanych
koncentracich. U nékterych latek, jako napfiklad u latky 4-CPC a 4-FC byl dokonce

pozorovan mirny proliferativni uCinek (Obr. 19).
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Obrazek 19: MTS Cell Viability Assay MCF7/S0.5. Graf vyjadfuje viabilitu bunék v %
u jednotlivych testovanych latek. Udaje jsou vyjadfené jako primér + SD z deviti

nezavislych experimentl. Statisticky test one-way ANOVA, * p < 0.05.

V bunécné linii MCF7/182R-6 byl stejné jako v bunécné linii MCF7/S0.5
cytotoxicky ucinek zjistén u Ctyr z testovanych latek, a to rovnéz u 3,5-DC, 4-NC a 4,5-
DC, navic u latky 4-EC. Naopak latka 3-IP v této bunécné linii cytotoxicky nepusobila.
Jak se dalo pfedpokladat, nejvyssi cytotoxicita byla i zde pozorovana v koncentraci
100 uM, kde se viabilita bunék pohybovala okolo 75 %. V koncentraci 50 uM
cytotoxickou aktivitu vykazovaly pouze dveé latky, a to 4-EC a 4-NC. Jejich viabilita se
vykazoval cytotoxicitu jiz pouze 4-EC s viabilitou lehce nad 90 %. U latek 4-CPC, 3-
AC, 3-IP, 3M12B a 4-FC nebyl pozorovan cytotoxicky vliv v Zzadné z testovanych

koncentraci. U latky 3M12B byl dokonce pozorovan mirny proliferativni u€inek (Obr.

20).

43



Studium exprese a toxicity derivatt katecholu v prsnich nadorovych bunéénych liniich,
Tereza Vyoralova

1251
*
1004- SR | W *
" * *
2 75+
P
3
S 50+
25
*
04
RN EEEE E E e EE S EE e E P R PP EEEEE e EE
~ro3ad3didiiiidisssidizizizaaoaoaddizazaaaa
S,882382882582288823825882388238¢2
- - - - - -
82"00"00"0.0."00"05"m;"oo"oo"o;
NOALALOCgg LT TOLWO A NNOLLOZZ0A0N
E o L s I T T = T T T I R T e - S I T on BT
o 3599<add T T W eSS IYITSITL 00
i A = WemmSEomm <+ ) «f
™ (] <

Obrazek 20: MTS Cell Viability Assay MCF7/182R-6. Graf vyjadfuje viabilitu bunék v
% u jednotlivych testovanych latek. Udaje jsou vyjadfené jako primér + SD z deviti

nezavislych experimentl. Statisticky test one-way ANOVA, * p < 0.05
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5.2 GENOVA EXPRESE

V druhé C¢asti této prace byla studovana genova exprese estrogen
responsivnich gend pomoci q-PCR, které pfedchazela RT. Pro hodnoceni interakce
testovanych latek s receptorem byly vybrany dva ER cilové geny, a to trefoil faktor 1
(TFF1) a estrogen receptor alpha (ESR1, ERa). K hodnoceni vysledku reakce byla
vyuzita tzv. relativni kvantifikace, jejimz principem je porovnani relativni zmény genové
exprese v testovaném vzorku oproti kontrolnimu genu, ktery vykazuje stabilni expresi

v bunikach. V nasem pfipadé byl vyuzit jako referencni gen B-actin.

Stejné jako stanoveni bunééné cytotoxicity, i studium genové exprese bylo
zkoumano v obou zminénych bunécnych liniich karcinomu prsu, MCF7/S0.5 a
MCF7/182R-6. VSechny latky byly testovany ve dvou koncentracich, a to v koncentraci
10 uM a 50 puM. Tyto koncentrace byly vybrany pro prvni screening z davodu nizké ¢i
zadné toxicity. Ke kontrole slouzil DMSO 0.1 %, ktery byl pouzit jako vehikulum latek
pfi jejich rozpousténi. Genova exprese byla porovnavana vuci estradiolu, pfirozenému

endogennimu ligandu ER, v koncentraci 10 yM.

V obou bunéénych liniich bylo témér u vSech testovanych latek patrné zvySeni
nasobné aktivace se zvysujici se koncentraci latek. NejvySSi aktivace genu TFF1
v bunécné linii MCF7/S0.5 byla naméfena u latky 4-CPC, jenz dosahla hodnoty
nasobné aktivace 7.2 a 5.4, a to v koncentraci 50 yM a 10 yM. Naopak estradiol
v koncentraci 10 yM dosahoval pouze nasobné aktivace 4. Vyznamna aktivace genu
TFF1 byla patrna i u latky 4-NC, a to v obou testovanych koncentracich. Nasobna
aktivace 4-NC v koncentraci 50 upM byla porovnatelna s pozitivni kontrolou
estradiolem, ale v koncentraci 10 yM byla zhruba polovi¢ni. O néco nizSi nasobnou
aktivaci oproti estradiolu vykazovaly latky 4,5-DC a 3M12B, ale pouze v koncentraci
50 uM. Snizena aktivita oproti vehikulu, tzn. nasobna aktivace niZsi nez jedna, byla
pozorovana u latek 3-AC a 3-IP, a to v koncentraci 10 yM i 50 yM. V koncentraci 10
MM byla nasobna aktivace niz8i nez u vehikula patrna i u latek 4-EC, 3,5-DC, 4,5-DC
a 3M12B. S vyjimkou latky 3-AC, pro vSechny latky platilo, Zze vysSi testovana

koncentrace vykazuje silnéjSi aktivaci cilového genu (Obr. 21).
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Obrazek 21: RT-gPCR pro gen TFF1 v bunééné linii MCF7/S0.5. NejvysSi nasobné
aktivace dosahuje 4-CPC v obou testovanych koncentracich. PouzZity statisticky test
one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako praméry hodnotSD alesponn ze 4
nezavislych experimentl provedenych v duplikatech a vyjadieny ve formé nasobné

aktivace oproti DMSO.

U genu ESR1 v8echny testované latky ukazaly v bunééné linii MCF7/S0.5
represivni aktivaci, a to v obou testovanych koncentracich. Pozitivni kontrola estradiol
vykazovala oproti vehikulu pouze polovi¢ni aktivitu, a jen latky 3M12B, 4-NC, 3,5-DC
mély o néco vySsi expresi. Porovnatelné nasobné aktivace s estradiolem dosahly latky
4-FC a 3-AC. Ostatni latky vedly oproti estradiolu k nizsi aktivaci genu ESR1. | zde
bylo u v8ech latek, s vyjimkou 4-EC, patrné zvySeni hodnot nasobné aktivace se

zvySujici se koncentraci testovanych latek (Obr. 22).
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Obrazek 22: RT-gPCR pro gen ESR1 v bunéc¢né linii MCF7/S0.5. NejvysSich hodnot
nasobné aktivace dosahly latky 3M12B, 4-NC a 4,5-DC v koncentraci 100 uyM. Pouzity
statisticky test one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako priméry hodnot +SD alespori
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ze 4 nezavislych experimentl provedenych v duplikatech a vyjadifeny ve formé

nasobné aktivace oproti DMSO.

DalSim krokem této prace bylo studium genové exprese v bunééné linii
MCF7/182R-6. Vysledky studia aktivace genu TFF1 v této bunécné linii ukazuji
vysokou nasobnou aktivaci estradiolu, ktera dosahuje hodnoty 5. U vSech zkouSenych
katecholl byl pozorovan vyznamné represivni uCinek. NizSi testované koncentrace

mély lehce slabsi represivni uCinky nez koncentrace vyssi (Obr. 23).
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Obrazek 23: RT-qPCR pro gen TFF1 v bunécéné linii MCF7/182R-6. NejvysSich
hodnot nasobné aktivace dosahla latka 3-AC v koncentraci 10 uM. Pouzity statisticky
test one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako pruméry hodnottSD alespon ze 4
nezavislych experimentl provedenych v duplikatech a vyjadifeny ve formé& nasobné

aktivace oproti DMSO.

Exprese ESR1 v bunéc¢né linii MCF7/182R-6 byla z velké ¢asti v souladu s daty
u TFF1. S vyjimkou latky 3-AC, ktera v koncentraci 50 yM dosahla nasobné aktivace
1.51, mély v8echny latky srovnatelnou aktivitu s DMSO, anebo niZsi. To je pfipad latek
3-IP, 4-EC a 3M12B. U latky 3-IP, 3,5-DC, 4-FC a 4,5-DC byly patrné vyssi hodnoty

nasobné aktivace v koncentraci 10 uM v porovnani s koncentraci 50 uM (Obr. 24).
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Obrazek 24: RT-gPCR pro gen ESR1 v buné&né linii MCF7/182R-6. Nejvyznamnéjsi
nasobné aktivace opét dosahla latka 3-AC v koncentraci 50 uM. Pouzity statisticky test
one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako pruméry hodnotxSD alesponi ze 4
nezavislych experimentl provedenych v duplikatech a vyjadifeny ve formé& nasobné
aktivace oproti DMSO.

Z uvedenych grafu je patrné, Ze hodnoty exprese studovanych genu zavisi na
koncentraci testovanych latek, kdy s rostouci koncentraci by mély hodnoty nasobné
aktivace rust. Tato skute€nost plati pro vétSinu testovanych latek. Na zakladé téchto
vysledkl byla vybrana latka 4-CPC k podrobnéjSimu studiu jeji aktivity, a to pouze
v bunécné linii MCF7/S0.5. Tato latka vykazovala nejsilnéjSi aktivaci genu TFF1 v této

bunécné linii a zarover nebyla pro buriky toxicka v Zadné z testovanych koncentracich.
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V nasledujicich experimentech, byla zkoumana koncentracni zavislost v Sesti
riznych koncentracich (100 uM, 75 uM, 50 uM, 25 uyM, 10 uM a 1 pM) a jejich aktivita

byla opét porovnavana vuci estradiolu v koncentraci 10 M.

Tyto experimenty vykazovaly u genu TFF1 zajimavy profil aktivace.
V testovanych koncentracich byl pozorovan ,pyramidni“ profil vysledkd. Nejvyssi
aktivita genu TFF1 byla patrna v koncentraci 25 pM, kdy nasobna aktivace dosahla
hodnoty 15. Tato koncentrace ovliviiuje expresi genu TFF1 siln€ji nez estradiol, ktery
vtéchto experimentech vykazoval lehce vySSi aktivitu oproti pfedchozim
experimentim, ale dosahoval pouze pfiblizné 10-ti nasobnou aktivaci. Zajimavé je, ze
vySSi testované koncentrace 4-CPC nevykazovaly silngjsi aktivaci nez koncentrace 25
MM, ackoliv byla pozorovana jasna aktivace genu. Na druhou stranu, jak se dalo
predpokladat, nizSi testované koncentrace ukazaly nizSi aktivaci genu (Obr. 25).

Vysledky v koncentraci 10 uM a 50 uM jsou v souladu s pfedchozimi ziskanymi daty.
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Obrazek 25: RT-gPCR pro gen TFF1 v bunéc¢né linii MCF7/S0.5. Koncentraéni kfivka
latky 4-CPC. Nejvyssi nasobna aktivace byla naméfena u latky v koncentraci 25 yM.
Pouzity statisticky test one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako praméry hodnot+SD
alesponi ze 4 nezavislych experimentd provedenych v duplikdtech a vyjadfeny ve

formé nasobné aktivace oproti DMSO.
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Studium koncentracni zavislosti aktivity 4-CPC bylo provedeno také pro gen
ESR1. Vysledky ukazaly, ze se snizujici se koncentraci latky se exprese genu zvysSuje,
ale porad je patrny represivni efekt. VSechny testované koncentrace vykazovaly niZsi
regulaci genu v porovnani s vehikulem. V koncentraci 1 yM dosahl 4-CPC nejvyssi
aktivaci genu, a to srovnatelnou s estradiolem 10 uM. Exprese genu se postupné
snizovala se zvySujici se koncentraci. NejvysSi testovana koncentrace 100 yM
vykazovala nasobnou aktivaci okolo 0.25 (Obr. 26). Také v tomto pfipadé jsou ziskané
vysledky pro estradiol a 4-CPC v koncentraci 50 yM a 10 uM v souladu s pfedchozimi

ziskanymi daty.
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Obrazek 26: RT-gPCR pro gen ESR1 v bunééné linii MCF7/S0.5. Koncentracni kfivka
latky 4-CPC. Z grafu je patrné zvySeni hodnot nasobné aktivace se snizZujici se
koncentraci latky. Pouzity statisticky test one-way ANOVA, *p <0.05. Vysledky jako
pruméry hodnot+SD alespori ze 4 nezavislych experimentl provedenych v duplikatech

a vyjadreny ve formé& nasobné aktivace oproti DMSO.
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6 DISKUZE

Katecholy jsou organické slou€eniny, které jsou pfitomny i v lidském organismu,
kde mj. vystupuiji jako prekurzory neurotransmitert typu katecholamint (Schweigert et
al., 2001). Do organismu se dostavaiji i z jinych zdroju jako napf. z potravy i napoju
(ovoce, zelenina, €aj, kava) (Freestone et al., 2007). Diky pfitomnosti dvou fenolickych
skupin vykazuji tyto latky urcitou strukturalni podobnost s polyfenoly. Pro tento
experiment bylo ke studiu interakce s ER vybrano devét latek odvozenych od zakladni
struktury katecholu. Jednalo se o latky 3-aminokatechol (3-AC), 3,5-dichlorokatechol
(3,5-DC), 4,5-dichlorokatechol (4,5-DC), 4-ethylkatechol (4-EC), 4-fluorokatechol (4-
FC), 4-chloropyrokatechol (4-CPC), 3-isoppropylkatechol (3-IP), 3-methylkatechol
(3M12B) a 4-nitrokatechol (4-NC).

Ke studiu aktivity téchto latek vuci ER byly vybrany nadorové bunécéné linie
MCF7, které pfirozené exprimuji isoformu receptoru ERa, a to jednak parenteraini linie
MCF7/S0.5, ktera je adaptovana na nizkou spotiebu fetalniho bovinniho séra (FBS),
a jeji derivat rezistentni na fulvestrant MCF7/182R-6 (Mladénka et al., 2020).
Fulvestrant je analog estradiolu, ktery soupefi s endogennim estrogenem o vazbu na
ER a zeslabuje jeho dimerizaci, ¢imz nasledné dochazi k inhibici transkripce. Je
vyuzivan diky jeho silné inhibici rstu lidskych bunék karcinomu prsu in vitro (Curran
et Wiseman, 2001).

V obou bunécnych liniich byla nejprve stanovena cytotoxicita vSech vybranych
derivatl katecholu. Vybrané koncentrace latek byly dostate¢né vysoké, aby byla
patrna pfipadna toxicita. Prvni dvé zkoumané koncentrace (100 yM a 50 uM) jsou
mimoradné vysoké a je témér jisté, Zze se nebudou v Zadném pfipadé vyskytovat
v lidském organismu, ale vzhledem k bezpeCnosti nabidnou dulezitou informaci o
latkach. | kdyZz se jedna o in vitro metodu, testovani téchto latek poskytne cenné
informace o potencionalnich nepfiznivych ucincich pfi vyskytu v lidském organismu.
V obou bunéénych liniich vysledky ukazuji, Zze se zvySujici se koncentraci vétsiny

testovanych latek se jejich cytotoxicita zvySuje.

4-NC byl v koncentraci 100 uM jednou z latek s nejvySSi zjiSténou cytotoxicitou,
a to vobou bunécnych liniich. S jeho snizujici se koncentraci se viabilita bunék

s v
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VyS8Si citlivost bunék byla, v porovnani s bunkami rezistentnimi na fulvestrant,
prokazana v linii MCF7/S0.5. Podobné chovani vykazovaly dalsi tfi latky, a to 4,5-DC,
3,5-DC a 3-IP, av8ak v niz§i mife nez 4-NC. Ziskané hodnoty ve viabilité v linii
MCF7/S0.5 se shoduji s jiz dostupnymi daty, kde autofi popsali cytotoxicky uc€inek
katecholl v nejvyssich testovanych koncentracich, naopak v nizkych koncentracich jiz
cytotoxicita nebyla patrna (Hrubsa el al., 2022). Data o viabilité bunék rezistentnich na
fulvestrant v literatufe nebyla zatim popsana a tato ziskana data jsou tak prvnimi

vibec.

Variabilnich vysledku bylo ziskano u 4-EC, ktery v buné&céné linii MCF7/182R-6
vedl k signifikantni cytotoxicité ve vSech tfech testovanych koncentracich, ale vzdy
s viabilitou pfesahujici 80 %. Naopak v buné&éné linii MCF7/S0.5 nebyl cytotoxicky

ucinek patrny ¢i vykazoval i mirny proliferativni efekt.

U ostatnich zkousenych latek (4-CPC, 3-AC, 3M12B a 4-FC) nebylo prokazano
vyznamné snizeni zivotaschopnosti bunék ani v jedné z testovanych bunécnych linii,
dokonce byl u nékterych z nich pozorovan mirny proliferativni u€inek. Dalo by se tedy
konstatovat, Ze testované latky jsou pro lidskou buiku bezpecné. Prokazana
bezpecénost katecholl se shoduje s pfedchozimi studiemi, kde latky pyrokatechol, 4-
methylkatechol, 4-vinylkatechol a 4-ethylkatechol v koncentraci 30 yM ve trech
riznych testovanych bunécénych liniich nebyly toxické a opét meély v nékterych

pfipadech spiSe mirné proliferativni ucinky (Senger et al., 2016).

Nasledné byla podrobné prozkoumana schopnost téchto latek ovlivnit genovou
expresi dvou ER cilovych genu. Ke studiu aktivity byly vybrany dva cilové estrogen
responsivni geny, a to jednak gen TFF1, ktery je indukovan pfimou interakci
s receptorem a gen ESR1, jenz koduje isoformu receptoru a (Yi et al., 2020,
Chisamore et al., 2009). Uvedené dva geny jsou bézné pouzivané v literatuie ke
zjisténi interakce latek s estrogennim receptorem. Mizou nam také pomoci ke zjisténi,

zda interakce s receptorem probiha pfimou interakci €i jinym zptusobem.

Na zakladé vysledku cytotoxickych experimentd byly k testovani aktivity
katecholl vybrané koncentrace 10 uM a 50 pM. Ackoliv jsou tyto koncentrace pomérné
vysoké, vyhoda spociva v tom, Zze mohou rozliSit pfimé a nepfimé ligandy a jak bylo
prokazané, nejsou pro tento model toxické. Ve vSech experimentech byl jako pozitivni
kontrola pouzivan endogenni estrogen estradiol v koncentraci 10 yM a 10 nM. AvSak
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v praci jsou uvedeny jen vysledky s estradiolem 10 uM pro lepSi porovnani se

stejnomolarnimi koncentracemi latek.

Signifikantni aktivaci genu TFF1 vykazovaly v bunééné linii MCF7/S0.5 jen 4
testované latky (4-CPC, 3M12B, 4-NC, 4,5-DC). Z nich pouze latky 4-CPC a 4-NC
vykazovaly aktivaci genu v obou testovanych koncentracich. U vSech latek, s vyjimkou
3-AC, je patrna silnéjSi exprese genu TFF1 v koncentraci 50 pM v porovnani
s koncentraci 10 pyM. Zajimavé je, ze aktivita latky 4-CPC prevySovala v obou
testovanych koncentracich vyznamné aktivitu estradiolu. Tyto vysledky naznacuji
pfimou a silnou interakci této latky s receptorem. U ostatnich katecholl nebyla v této
bunécné linii vypozorovana aktivace genu TFF1. Neékteré katecholy dokonce
vykazovaly represivni ucinek. Vzhledem k tomu, ze tyto derivaty jsou strukturalné

velice podobné, rozdilné chovani jednotlivych molekul je zajimaveé.

Na stejném genu byla aktivita latek studovana i v bunécné linii MCF7/182R-6.
Tato bunéc¢na linie byla vybrana pro porovnani toho, jak blokace ER ovliviiuje aktivitu
testovanych latek u ER responzivnich genl (Mladénka et al., 2020, Jensen et
al., 1999). Vysledky ukazuji, ze exprese genu TFF1 byla vyrazné nizsi, a to jak proti
pozitivni kontrole estradiolu 10 yM, tak oproti vehikulu DMSO 0.1 %. V8echny
testované latky vykazovaly podobné vysledky, v€etné latky 4-CPC. Represivni uc€inek
byl vZdy vyraznéjsi u nejvyssi testované koncentrace, avsak signifikantni rozdily mezi
koncentraci 10 uM a 50 uM nebyly patrné. Fulvestrant je kompetitivni antagonista ER,
ktery na rozdil od tamoxifenu nevykazuje zadné agonistické u€inky na ER a ma k ER
mnohem vySsi afinitu (McKeage et al., 2004). Vysledky tudiz naznacuiji, ze se tyto
katecholy chovaji jako pfimé ligandy ER. Navic je znamo, Ze tato bunééna linie
exprimuje izoformu receptoru a v niz§im mnozstvi oproti parenteralni linii (Jensen et
al.,1999), coz je dalsi faktor, ktery muze hrat urcitou roli v dosazenych vysledcich.
Pravé v dusledku odolnosti bunék MCF7/182R-6 vici fulvestrantu maze tato bunééna

linie vykazovat urc€ity rezistentni vliv i na testované derivaty katechold.

Nasledné byl zkouman vliv latek na expresi genu ESR1. Estradiol vykazoval
represivni efekt na aktivitu tohoto genu. Zminény fenomén se muze jevit jako
neobvykly, nicméné byl jiz popsan v literatufe, kde se jako jeden z moznych duvodu
uvadi pritomnost proteinu Sin3A, ktera muze vést k potlaceni estrogenem indukované
aktivace genu ESR1 (Ellison-Zelski et al., 2009). V bunécné linii MCF7/S0.5 dosahly
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vSechny testované latky nizSich hodnot nasobné aktivace genu ESR1 v porovnani
s vehikulem, coz naznacuje pfimou interakci latek s receptorem. U Ctyf latek byla
patrna silngjSi aktivace genu v porovnani s estradiolem, a to u latek 3-AC, 3M12B, 4-
NC a 4,5DC, avSak pouze ve vySSi testované koncentraci. Latka 4-CPC zde

vykazovala mirné snizeni nasobné aktivace oproti pozitivni kontrole.

V bunécné linii MCF7/182R-6 vedl 4-CPC v koncentraci 50 pM k vy$Sim
hodnotam nasobné aktivace genu ESR1 oproti estradiolu a patfil zde mezi latky
s nejvySsi namérfenou aktivitou. Nicméné, podobné jako u genu TFF1, i v této bunécné
linii byla vétSina vysledkd pod hodnotami vehikula, coz naznacuje negativni odezvu
latek podobné jako u estradiolu. Kromé ovlivnéni aktivity genu ESR1 ve fulvestrant
rezistentni bunécné linii, kde byla naméfena vySSi aktivita v nizSi testované

koncentraci, plati, Ze vysSi koncentrace vedly k vys§Sim hodnotdm nasobné aktivace.

Na zakladé ziskanych dat pfi studiu genové exprese a velmi nizké nameérené
toxicité byl vybran 4-CPC k podrobnéjSimu studiu. Jeho aktivita byla testovana jen
v bunécéné linii MCF7/S0.5 v Sesti riznych koncentracich. U obou genu byla sledovana
zavislost nasobné aktivace na koncentraci testované latky. Z vysledk je patrné, ze se
zvysSujici se koncentraci latky roste nasobna aktivace genu TFF1, ovSem jen do
koncentrace 25 pM. V této koncentraci nasobna aktivace dosahla dokonce vyssi
hodnoty v porovnani s estradiolem, ktery v téchto experimentech vykazoval o néco
vys$Si aktivitu oproti experimentim pfedchozim. Ve vysSich testovanych koncentracich
se jiz exprese genu TFF1 se zvySujici koncentraci sniZzovala, avSak nasobna aktivace
byla stale silna. Tento efekt je zajimavy a mize naznaCovat saturacni efekt na expresi
tohoto genu. Jen koncentrace 1 uM vykazovala expresi podobnou vehikulu.
V dusledku toho Ize predpokladat i jiny mechanismus ucinku této latky, nez pouze
pfimou interakci s ER. Naopak u genu ESR1 je zfetelny mirny pokles nasobné aktivace
se zvysujici se koncentraci latky. Z jiz popsaného fenoménu represivni aktivace je
patrné, Zze vysoké koncentrace mély silngjSi represivni ucinek, a tento efekt byl snizen
se snizujici se koncentraci. Nejniz8i testovana koncentrace vykazovala vysledek
podobny jako estradiol, coz naznacuje vysokou efektivitu tohoto derivatu. VSechny
testované koncentrace spolu s estradiolem vykazovaly nizSi regulaci v porovnani
s vehikulem. Jak jiz bylo zminéno vySe, represivni efekt estradiolu na ESR1 jiz byl
v literatufe popsan (Ellison-Zelski et al., 2009). Z téchto vysledku plyne, ze 4-CPC je
silny a pfimy ligand ER.
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Z vySe popsanych vysledku je patrné, Ze rizna substituce katecholového jadra
muze vést k odliSnym aktivitam latek. Diky pfitomnosti dvou hydroxylovych skupin na
aromatickém jadfe vykazuji testované latky strukturni podobnost s polyfenoly, u
kterych je jiz znam jejich vliv na sniZzeni incidence rakoviny prsu (Dayem et al., 2016,
Scalbert et al., 2002). O vlivu katecholl na rozvoj a progresi karcinomu prsu doposud
neni v literatufe mnoho informaci dostupnych. Z vysledku je patrné, Ze testované latky
jsou silnymi pfimymi ligandy ER, ale fada z nich nejspiSe vykazuje i nepfimé ucinky.
Tudiz Ize predpokladat, ze testované latky mohou hrat potencionalni roli v rozvoji
karcinomu prsu. Na druhou stranu, interakce téchto latek s ER mize byt vyuZita napf.
pfi stavech s nedostatkem estrogenu, které mohou negativné ovliviiovat mnoho

organovych systému.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byla studovana interakce deviti vybranych latek
odvozenych od zakladni struktury katecholu s ER a také jejich cytotoxicita. Bylo
konstatovano, ze pokles ve viabilité bunék je zavisly na koncentraci testovanych latek,
a to tak, ze se snizujici se koncentraci latek, klesa i jejich cytotoxicky ucinek.
Z vysledku Ize soudit, Ze vSechny testované latky miZeme povazovat za bezpecné.
Nejvyssi cytotoxicka aktivita (viabilita 63,7 %) byla patrna u latky 4-NC, a to v obou
zkoumanych bunécnych liniich. Vysledky ovlivnéni genové exprese byly pomérné
variabilni, a to jak v zavislosti na typu bunécné linie, tak i na typu cilového genu.
Nejucinnéjsi molekulou byla latka 4-CPC, ktera v bunécné linii MCF7/S0.5 vykazovala
silnéjSi aktivaci genu TFF1 nez estradiol a u genu ESR1 byla aktivace s estradiolem
srovnatelna. Vysledky v bunéc¢né linii, u kterych je aktivita ER blokovana fulvestrantem,
naznacuji, ze tyto latky interaguji s receptorem pfimym zpusobem. Tato skutecnost by
ovSem méla byt potvrzena v doplfiujicich experimentech (LanthaScreen ER assay,
Western-Blot atd.), které nebyly soucasti této diplomové prace. Na prvni pohled
vysledky ukazuji, ze tyto latky jsou silnymi ligandy ER, a tudiZz mohou, pokud se zjisti
jejich vyskyt v organismu, hrat roli v rozvoji karcinomu prsu. Nicméné funkce ER jsou
rozmanité, a ne v8echny jsou nezadouci, jako je tomu napf. u karcinomu prsu. Deficit
estrogenu v lidském organismu postihuje mnoho organovych systému, pfedevsim pak
kardiovaskularni systém, urogenitalni trakt, kostni hmotu a pravdépodobné i kognitivni
funkce. Pravé u téchto zminénych stavi by mohly byt vyuzity potencionalni agonistické

ucinky na ER testovanych latek, a to pfedevSim v postmenopauzalnim obdobi u Zen.
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