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Estrogeny plni v lidském organismu mnoho dilezitych funkci. Pasobi vazbou na
estrogenni receptory (ER) a tim reguluji reprodukcei, menstruacni cyklus, kostni denzitu,
metabolismus cholesterolu nebo mozkové funkce. Vyznamnou ulohu maji také v rozvoji
a vzniku karcinomu prsu, kde je mnozstvi exprimovanych ER vyuzivano jako velmi
dulezity biomarker u pacientt, kteti timto onemocnénim trpi. Karcinom prsuje i navzdory

neustale probihajicimu vyzkumu povazovan za nador s nejvyssi imrtnosti.

Katecholy jsou organické slouceniny. V lidském organismu se mohou objevovat jako
metabolity pfi degradaci benzenu a estrogent anebo dalSich endogennich slou¢enin jako
jsou neurotransmitery a jejich prekurzory. Je znamo, Ze katecholy se v organismu ucastni
redoxnich d&ji, plisobi antioxida¢né i toxicky, narusuji funkei proteini a zptisobuji zlomy
v DNA. Predmétem vyzkumu je jejich pozitivni vliv na terapii karcinomu prsu, nicméné

ten neni jesté zcela prozkouman.

Ptedmétem této diplomové prace je studium cytotoxické aktivity u tfindcti vybranych
derivati katecholu v prsni nddorové bunééné linii MCF-7/S0.5. V bunécné linii MCF-
7/80.5 byl ve druhé ¢asti experimentu testovan vliv téchto latek v koncentraci 10 uM na
genovou expresi estrogen responsivnich gent Estrogen Receptor 1 (ESR1) a Trefoil

Factor 1 (TFF1).

Vysledky ukazuji, ze vybrané derivaty katecholi nejsou toxické v relevantnich
koncentracich, ve kterych by se mohly nachazet v organismu. Nejniz8i cytotoxickou
aktivitu vykazovala latka 2-aminofenol (2-APh). U této latky se ve vSech koncentracich

projevily proliferativni ucinky, které byly nejvyssi v koncentraci 100 uM a 50 uM, kde
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puvodni hodnoty narostly az 0 60 % oproti kontrolnimu vzorku (DMSO 0.1 %). V téchto
koncentracich plisobily proliferativné také dalSi derivaty. Cytotoxicka aktivita se
zvySovala se snizujici se koncentraci roztokl derivatl. V nejnizsich koncentracich 10 uM

a 1 uM se cytotoxicky projevily jen latky 4-MC a 3-MOC.

Experiment na genovou expresi, ukdzal, ze vétSina latek je schopna aktivovat ER, a tim
zvysit aktivitu cilovych genti pfimou 1 nepfimou interakci jednotlivych latek
s estrogennim receptorem. Pfedev§im derivat pyrokatechol (PC) se ukazal byt silnym
aktivatorem genu ESR1, kde v porovnani s estradiolem (ktery se projevil represivng)
vykazoval n¢kolikandsobné vyssi aktivitu. U genu TFF1 byla potom exprese ve srovnani

s estradiolem obdobna.

Derivaty katecholu mohou mit po dukladnéjSim prostudovani misto, jak v prevenci
vzniku nadorovych onemocnéni, tak pii vyvoj novych potencialnich latek pouzitelnych

v protinadorové terapii.
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Estrogens perform many important functions in the human body. They act by binding to
estrogen receptors (ER) and thus regulate reproduction, the menstrual cycle, bone density,
cholesterol metabolism or brain function. They also play an important role in the
development and onset of breast cancer, where the amount of ER expressed is used as a
very important biomarker in patients suffering from this disease. Despite ongoing

research, breast cancer is considered to have the highest mortality rate.

Catechols are organic compounds. In the human body, they can occur as metabolites in
the degradation of benzene and estrogens or other endogenous compounds such as
neurotransmitters and their precursors. Catechols are known to be involved in redox
processes in the body, to exert antioxidant and toxic effects, to interfere with protein
function and to cause DNA strand breaks. Their positive effect on breast cancer therapy

is the subject of research, but it has not yet been fully explored.

The subject of this thesis is to study the cytotoxic activity of thirteen selected catechol
derivatives in the breast cancer cell line MCF-7/S0.5. In the second part of the experiment,
the effect of these compounds at a concentration of 10 uM on the gene expression of
estrogen responsive genes Estrogen Receptor 1 (ESR1) and Trefoil Factor 1 (TFF1) was
tested.

The results show that the selected catechol derivatives are not toxic at the relevant
concentrations at which they might be present in the body. The lowest cytotoxic activity
was exhibited by 2-aminophenol (2-APh). This substance showed proliferative effects at

all concentrations, which were highest at concentrations of 100 uM and 50 uM, where
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the initial values increased by up to 60 % compared with the control (DMSO 0.1 %).
Other derivatives were also proliferative at these concentrations. The cytotoxic activity
increased with decreasing concentration of the derivative solutions. At the lowest

concentrations of 10 uM and 1 pM, only 4-MC and 3-MOC were cytotoxic.

The gene expression study showed that most of the substances at the tested concentration
of 10 uM were able to activate the ER and thus increase the activity of target genes by
direct and indirect interaction of each substance with the estrogen receptor. In particular,
the derivative pyrocatechol (PC) proved to be a potent activator of the ESR1 gene,
showing several times higher activity compared to estradiol (which was repressive). The

TFF1 gene was then expressed at similar levels compared to estradiol.

Catechol derivatives may have a place, after more careful study, both in cancer prevention

and in the development of new potential agents useful in anticancer therapy.
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SEZNAM ZKRATEK

2,4-DMeT
2-APh
2-MO-4-MePh
3-FC

3-MC
3-MOC
4-AC
4-AL-DMB
4-EG

4-MC
4-OH-TAM
4-TBC
AF-1, AF-2
AP-1
BRCA1, BRCA2
cAMP

CAR

cDNA
COMT
CS-FBS
DBD

DES

DMSO

2,4-dimethoxytoluen
2-aminofenol

2-methoxy-4-methylfenol
3-fluorokatechol
3-methylkatechol
3-methoxykatechol
4-aminokatechol
4-allyl-1,2-dimethoxybenzen
4-ethylguajakol
4-methylkatechol

4-hydroxy-tamoxifen
4-terc-butylkatechol

Aktivaéni funkce 1, 2

Aktivacni protein 1

Breast cancer gene 1, 2

Cyklicky Adenosinmonofosfat
Konstitutivni androgenni receptor
Komplementarni DNA
Catechol-O-methyltransferasa
Charcoal-stripped Fetal Bovinne Serum
DNA-Binding Domain (DNA vézajici doména)
Diethylstilbestrol

Dimethylsulfoxid



DNA
E2
ER
EREs
ERa
ERp
ESR1
ESR2

FDA

GF
GPER1
HER2
LABA
LBD

LTED

NADH

NADPH

NLS
NR
NTD

o-Cr

Studium exprese a toxicity derivatu katecholu v bunécné linii MCF-7
Dominika Kleplovad

Deoxyribonukleotidova kyselina

Estradiol

Estrogenni receptor

Estrogen responsive elements (na estrogen reagujici elementy)
Estrogenni receptor o

Estrogenni receptor 3

Estrogenni receptor 1 (Estrogen Receptor 1)

Estrogenni receptor 2 (Estrogen Receptor 2)

Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

v USA)

Growth Factor (ristovy faktor)

G-protein Coupled Estrogen Receptor 1
Humanni epidermalni receptor 2

Dlouhodobé pusobici B-agonisté

Ligand binding domain (ligand vézajici doména)

Long-term estrogen deprived cells (buiikky dlouhodobé zbavené

estrogenu)
Nikotinamidadenindinukleotid (koenzym biochemickych procest)

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (koenzym biochemickych

procesti)

Nuclear localization signals (Jaderné lokaliza¢ni signaly)
Nuclear receptor (Jaderny receptor)

N-terminalni doména

o-kresol



PC
PCR
PR
PXR
qPCR
RNA
RT

RT-PCR

SABA
SDS

SERD

SERM

TAM

TFF1
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Pyrokatechol

Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)
Progesteronovy receptor

Pregnan X Receptor (Receptor pro pregnan X)

Real-time PCR (polymerazova fetézova reakce v readlném case)
Ribonukleotidova kyselina

Reverse transcription (reverzni transkripce)

Reverse transcription PCR (Polymerédzovatetézova reakce spojena

s reverzni transkripci)
Kratkodobé¢ piisobici B-agonisté
Dodecylsiran sodny

Selective Estrogen Receptor Degrader (Selektivni downregulator

estrogennich receptorti)

Selective Estrogen Receptor Modulators (Selektivni modulator

estrogennich receptori)
Tamsulosin

Trefoil Factor 1
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1 UVOD

Estrogeny jsou Zenské pohlavni hormony steroidni povahy, které svym plsobenim
ovliviiuji mnoho funkci v organismu. Tyto funkce jsou zprostfedkovany pomoci mnoha
mechanismu estrogenni signalizace, z nichz jednim je vazba na estrogenni receptory (ER)
situované v bunécném jadre. Signaliza¢ni draha vede od navazani ligandu estrogenu
ptes aktivaci transkripcnich kaskad az ke kontrole genové exprese. Estrogeny hraji
vyznamnou roli pfi vzniku hormon-dependentniho karcinomu prsu, proto jsou v bézné

praxi vyuzivana léCiva, kterd inhibuji estrogenni signalizaci.

Karcinom prsu je jedno z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni na svété a je fazen mezi
nadory s nejveétsi umrtnosti. Kromé znamych rizikovych faktorti, jako je napt. vek,
rodinnd anamnéza nebo mutace geni BRCAI a BRCA2, se na vzniku a rozvoji
karcinomu prsu podili také hladiny estrogennich hormonil v organismu. Jako dulezité
biomarkery pro diagnostiku karcinomu prsu a urceni vhodné terapie jsou v dnesni dobé
vyuzivany predevsim estrogenni receptory (ERa a ERP), progesteronové receptory (PR)

a humanni epidermalni receptor 2 (HER2).

Katecholy jsou organické slou€eniny ptirodniho i syntetického piivodu, od kterych je
odvozeno mnoho strukturné podobnych latek. Katecholy se vyskytuji 1 v lidském
organismu v podobé& katecholaminovych neurotransmitert, estrogennich metabolitli nebo
jako meziprodukty biologickych procesti. Vzhledem k ptitomnosti hydroxylovych skupin
na zakladnim benzenovém jadie, vykazuji katecholy podobnost s polyfenoly, u kterych
bylo prokazano, Ze inhibuji proliferaci nddorovych bunck, a maji tak vliv na vznik

karcinomu psu.

Tato diplomova prace je zaméfena na studium cytotoxické aktivity tfinacti vybranych
derivatt katecholu v bunééné nadorové linii karcinomu prsu MCF-7/S0.5. Ve druhé ¢asti
je pak experiment zacilen na méteni genové exprese u dvou estrogen responsivnich gent

Estrogen Receptor 1 (ESR1) a Trefoil Factor 1 (TFF1).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Estrogeny

Estrogeny jsou primarni Zenské pohlavni hormony, ale v malém mnozstvi je jejich
pritomnost dillezitd i u muzd. Jsou syntetizovany piredevsim ve vajecnikach, ve zlutém
télisku a v placenté. Dale v mensi mitfe také v kife nadledvin, tukové tkani, prsech
a varlatech. Jsou zodpoveédné za tizeni funkci zenského reprodukéniho systému a také za
vyvoj sekundarnich pohlavnich znak, které se objevuji béhem puberty a obdobi pohlavni
zralosti. U muzii ma pak estrogen vliv na spermatogenezi, erekci a modulaci libida

(Schulester et al., 2016).

Jednd se o hormony steroidni povahy, prekurzorem pro jejich biosyntézu je cholesterol,
konkrétné LDL-cholesterol (Obr. 1). Zakladem chemické struktury je steroidni skelet
tvoieny 18 uhliky. RozliSujeme Ctyfi hlavni endogenni estrogeny — estron, estradiol,
estriol a estetrol. (Obr. 2). Ty se skladaji z jednoho benzenového kruhu, fenolické
hydroxylové skupiny na C3, a ketonové skupiny (estron), nebo jedné (estradiol), dvou

(estriol) nebo tii (estetrol) hydroxylovych skupin (Fuentes et al., 2019).
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Obrazek 1: Biosyntéza steroidnich hormoni v lidském téle. Konverze cholesterolu na
gestageny, androgeny, a nakonec na estrogeny. Poslednim krokem je enzymem

aromatasou katalyzovand pfeména androgenu na estron a estradiol. Pfevzato z:

https://s3.amazonaws.com/static.wd7.us/8/8f/Steroidogenesis.gif.
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Obrazek 2: Struktura endogennich estrogent.

Estrogen ptsobi diky vazbé na specifické estrogenové receptory (ER). Tento proces vede
k aktivaci transkripénich procesti a signalizaci drah vedoucich ke stimulaci nebo represi,
modulaci a regulaci exprese cilovych genti. Diky rozdilim v bunéénych a molekuléarnich
procesech vedoucich k regulaci genové exprese, kdy se komplex estrogen-receptor piimo
nebo nepiimo vdze na DNA, rozliSujeme signdlni mechanismy na genomické
a negenomické. Genomicky efekt zahrnuje migraci komplexti do jadra bunky a pfimou
interakci se specifickymi sekvencemi DNA, tzv. estrogen response elements (na estrogen
reagujici elementy, EREs). Negenomicky efekt zahrnuje nepfimou regulaci genové
exprese pres intracelularni bunéénou signalizaci (Fuentes et al. 2019). Rizné

mechamismy ucinku jsou znazornény na Obr. 3
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Obrazek 3: Mechanismy ucinku estrogenii. 1) Estrogen se vaze na ER v cytoplazmé
a komplex dimerizuje a ptestupuje do jadra. To vede k transkripénim zméndm v genech
odpovidajicich na estrogen, bud’ s nebo bez estrogen responsivnich elementi. (ptima
genomicka cesta) 2) Estrogen se vdze na membranové ER, coZ vede k cytoplazmatickym
zmeénam, jako je napt. regulace membranovych iontovych kanali, systému druhych posla
a modifikace transkripénich faktorti nebo jinych membranovych receptorti. (nepiima
genomicka cesta) 3) Estrogen plsobi antioxida¢nimi Gcinky, nezavisle na ER. 4)
Mechanismus u¢inku nezavisly na estrogenu — rustové faktory (GF) aktivuji
proteinkinazové kaskady, to vede k fosforylaci (P) a aktivaci jadernych ER na estrogen

responsivnich elementech. (Pfevzato z Cui et al. 2013).

2.1.1 Metabolismus estrogenti

Fyziologicky dochazi k exkreci estrogent a jejich analogi moci, stolici a/nebo Zluci.
V cilovych bunkach nachazime rizné cesty jejich metabolismu. Ten mé na starosti
superrodina enzymul cytochromu P450, predevsim jeho isoformy CYP1Al, CYPIBI1
a CYP1A2. Jejich plisobenim dochazi k hydroxylaci estronu a estradioluna uhlicich C2,
C4 a C16. Vzhledem k vysoké expresi téchto enzymil v jatrech se velka ¢ast estrogenti

metabolizuje uz tam. CYP1B1 dale najdeme také v prsnich zlazach, déloze, ledvinach,



Studium exprese a toxicity derivatu katecholu v bunécné linii MCF-7
Dominika Kleplovad

mozku a hypofyze. Po hydroxylaci je estradiol konvertovan na tzv. katecholové
estrogeny, které vykazuji, vedle estrogennich vlastnosti, také vlastnosti katecholamint.
Véazi se na dopaminové a a;-adrenergni receptory v mozku a hypofyze. Patii mezi né 2-
hydroxyestron, 4-hydroxyestron, 2-hydroxyestradiol, 4-hydroxyestradiol a 16a-
hydroxyestron. Tyto mohou byt dile metabolizovany pomoci enzymu katechol-O-
methyltransferasy (COMT) na methoxy estrogeny (Fuentes et al. 2019, Schneider et al.
1984).

Estrogeny a katecholové estrogeny mohou byt také konjugovany s kyselinou
glukuronovou a sulfatem béhem druhé faze metabolismu za ptfitomnosti enzymi UDP-

glukuronyltransferasy a sulfotransferasy

Schneider a kolegové v roce 1984 uvedli, ze hydroxylace na C2 je v metabolismu
dilezita, protoze 2-hydroxylované katecholové estrogeny maji nizkou afinitu k ER
a vykazuji neestrogenni a anti-estrogenni ucinky. Pomoci experimentt na bunécné linii
nadorovych prsnich bunék MCF-7 také potvrdili, ze 2-hydroxyestron potlacuje proliferaci
nadorovych bun€k (Schneider et al., 1984).

2.1.2 Estrogenovy receptor

Estrogenovy receptor patii do superrodiny nuklearnich receptorit (NR). NR je soubor
transkrip¢nich faktort, které jsou regulovany malymi lipofilnimi ligandy a signalnimi
drahami v buiice. Nukledrni receptory maji klicovou roli v mnoha fyziologickych
procesech. Dysfunkce v téchto procesech muze vést k patologickym stavim jako
naptiklad obezita, ateroskler6za, rakovina nebo hyperlipidémie. NR lze d€lit podle
riznych kritérii — mechanismus u€inku, sekvencni homologie nebo afinity k ligandu. NR
se také bézné déli podle toho, zda je znam endogenni ligand. Takovéto receptory jsou pak
bud’ hormonalni/endokrinni receptory (endogenni ligandy s vysokou afinitou), falesné
sirot¢ireceptory (endogenni ligandy s nizkou afinitou), nebo sirot¢i receptory (jsou unich
prokazané ligandy, nebo afinitu k ligandim nevykazuji). Mezi endokrinni receptory
fadime receptory pro steroidni hormony, hormony S§titné zlazy, retinoidy, receptory pro
rtizné lipidy a oxysteroly. Do skupiny faleSnych sirotCich receptort, pro néz byl, pivodné
neznamy, regulacni ligand jiz nalezen mizeme zaradit napt. konstitutivni androgenni

receptor — CAR nebo receptor pro pregnan X — PXR (Choi et al., 2023, Carazo Fernandez
etal, 2015, di Masi et al., 2009).
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Estrogenovy receptor objevil Elwood Jensen v roce 1958 jako prvni receptor, ktery byl
kdy nalezen. Ukézal, Ze reprodukéni zenské tkan€ jsou schopny pfijmout a navézat
estrogen z obehu. Pozd¢ji dokazal také schopnost ER migrovat do jadra a stimulovat tam
genovou transkripci (Jensen et al., 1967, Jensen et al., 1968). Green a spolupracovnici
jako prvni naklonovali receptor pomoci RNA z lidskych bun¢k karcinomu prsu z bunééné
linie MCF-7 (tento receptor dnes zndmy jako estrogenovy receptor o, ERa). O 10 let
pozdéji popsal Dr. Jan-Ake Gustafsson estrogenovy receptor B (ERP) (Kuiper et al.,
1996). U lidi je estrogenovy receptor o kddovan genem estrogen receptor 1 (ESR1), je
umistény na chromozomu 6. Estrogenovy receptor  je potom kodovan genem estrogen

receptor 2 (ESR2) a je umistén na chromozomu 14 (Fuentes et al., 2019).

V roce 2008 byl pojmenovan jesté treti druh estrogenového receptoru. Jedna se o tzv.
membranovy ER sptfazeny s G-proteinem (GPER1). Ten, jako je pro G-protein typické,
je zodpovédny za rychlou reakci na estrogen, stimuluje nebo inhibuje rizné efektorové
dréhy, interaguje s mnoha dal$imi proteiny a spousti kaskadu zprostiedkovanou druhymi
posly. Oproti jadernym receptorim (ERa a ERB), vykazuje GPER1 niz$i vazebnou afinitu
k estradiolu (Filardo et al., 2012). (Tabulka 1)
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Tabulka 1: Typy a rozlozeni estrogennich receptort. Pfevzato a upraveno z: Vrtacnik et

al., 2014
RECEPTOR ERa ERp GPERI1
TYP jaderné jaderné receptory sprazené
RECEPTORU receptory receptory s G-proteinem
POCET 3 s .
IZOFOREM

VELIKOST 595 aminokyselin 530 aminokyselin 375 aminokyselin

centralni a periferni

NS,
déloha, vajecniky, y s délol}et,vreg've é,niky,
prsa, stievo, shr’ma zl,aza, mléc¢na zlaza,
RECEPTORY | jtra, ledviny,bila  crdotel cév, plice, varlata,
V LIDSKYCH tukovi tkan moCovy méchyt, - spermatogonic,
TKANICH prostata ’ prostata, vaje¢niky, G.IT, SllnlYka
varlata nadvairlata varlata, . bfléni,ledvmy,
Kos t;a mozek ’ kostra, mozek jatra, nadledviny,
’ hypofyza, kostni
tkan,

KVS, bunky IS

2.1.3 Struktura estrogenovych receptoru

Jak ERa, tak 1 ERP, maji spole¢né strukturni charakteristiky, které jsou zodpovédné za
podobné funkéni vlastnosti. Tyto receptory, podobné jako vétSina NR se skladaji ze Sesti
domén A az F. (Obr. 4) Domény A/B se nachazi na N-konci — tzv. aminoterminalni.
Doména C je u obou receptort témeft identicka. Jedna se o tzv. DNA vazajici doménu
(DNA-binding domain, DBD). Tato se podili na dimerizaci estrogenovych receptortia na
vazbé specifické sekvence chromatinu, tzv. EREs (na estrogen responzivni elementy).
Pantova ¢ast (Hinge fragment) je doména D, ta obsahuje tzv. nuclear localization signals
(NLS), coz jsou obecné kratké peptidy, které napomahaji ke konformaci NR
v pritomnosti receptoru (Lu et al., 2021). Doména D propojuje doménu C
s multifunkénim karboxytermindlnim C-koncem (doména E), kterd se jinak nazyva
ligand vazajici doména (Ligand-binding domain, LBD). LBD je globularni oblast, na

které se nachazi estrogenové vazebné misto pro ligandy. Tyto ligandy jsou schopny vazat
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koaktivatory a pisobit agonisticky, anebo vazat korepresory a mit funkci represivni,
(pokud se navaze antagonista) (activation function, AF-2). Na tiplném konci C-termindlni
¢asti se nachdzi doména F, ktera moduluje genovou transkripci v zavislosti. na specifité
ligandu a také ma vliv na dimerizaci receptoru. Receptor obsahuje také tzv. aktivacni
oblasti AF1 a AF2 (activation function 1, 2), které mohou ptsobit, bud’ nezavisle na sob¢,

nebo spolecné synergicky (Yasar et al., 2017, Kumar et al., 2011).

ERa a ERPB vykazuji nejvétsi sekvencni homologii (podobnost) v DNA vazajici doméné
(95 % shodnych aminokyselin) a v ligand vazajici doméné (shodné z ptiblizné 55 %).
Nejvice se mezi sebou li§i NTD. N-terminalni doména ERP je v porovnani s doménou

ERa kratsi a podobnost je zde ptiblizné jen 15 % (Kumar et al., 2011).

NH; LBD (E) | (F) |— COOH
552 595
AF2
NH; [ |W)FCOOH
1 144 227 255 504 530
AF1 hinge AF2
(a)
DBED + ERE ER, + estradiol ERg + estradiol

(b) (c)

Obrazek 4: Organiazce struktury izoforem ERa a ERB. (a) ukazuje organizaci dvou
izoforem estrogenovych receptorit ERa a ERP. Jednotlivé domény jsou barevné
rozliSeny. NTD — aminoterminalni doména — €ervené; DBD — DNA vézajici doména
zeleng; pantova Cast modie; LBD — ligand vazajici doména — zlut¢€; oblast F se nachazi
na C-konci — Sed¢€. (b) komplex DBD estrogenového receptoru s DNA-ERE (estrogen
response element). Cést (¢) zobrazuje 3D struktury ERa (vlevo) a ERP (vpravo). Pievzato

z: Kumar et al., 2011

GPER1 receptor se strukturné odliSuje od ERo a ERB popsanych vyse. Jak je pro
receptory sptazené s G-proteinem typické, skladaji se ze 7 transmembranovych a-helixd,

4 extracelularnich segmenttia 4 cytosolickych segmentt (Obr. 5) (Fuentes et al., 2019).



Studium exprese a toxicity derivati katecholu v bunécné linii MCF-7
Dominika Kleplovad

GPER1 je pfevdazné exprimovan na intraceluldrnich membranach napf.
v endoplasmatickém retikulu nebo Golgiho aparatu, zatimco na plazmatické membrané
se u mnoha typt buné¢k nachazi jen malo. Byl také nalezen v bunécném jadre, kde se
pfedpoklada, Ze je nutny jako medidtor transkripce a bunééné migrace (Prossnitz &

Barton, 2023).

Obrazek 5: Receptor sprazeny s G-proteinem. Transmembranové a-helixy oznacené 1-

7, Sed¢ vyznacené fosfolipidy tvotici membranu. Pfevzato z: Receptor sprazeny s G-

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

2.1.4 Mechanismus signaliza¢nich drah

Jak bylo feceno vyse, diky rozdilim v bunéénych a molekularnich procesech, rozliSujeme
signalni mechanismy genomické, kdy dochazi k regulaci genové exprese, a negenomické

— dochazi k aktivaci signaliza¢nich kaskad (Fuentes et al., 2019, Vrtacnik et al, 2014).

Mechanismus pfimé genomické signalizace je povazovan za klasicky mechanismus
estrogenni signalizace. Po navazani estrogenu na ERa a ERP v cytoplasmé cilovych
bunck dojde k dimerizaci receptoru, translokaci vzniklého komplexu do jadra

a k interakci s EREs (Vrtacnik et al., 2014).
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Kazdy z estrogenovych gentll se vyskytuje v nékolika izoformach. ERa mé nejméné tfi
izoformy a ERP minimalné 5 rtiznych izoforem. Na rozdil od ERa v plné délce, chybi
dvéma krat§im izoformdm ERa N-koncova doména. JelikoZ maji schopnost tvofit dimery
s ERa o plné délce, maji schopnost potlacovat aktivitu ERa. Nejkrat$i izoforma ERa
oznacovana ERa36 plsobi také jako membranovy ER, ktery je schopny interagovat
s GPERI. Ctyfi kratsi izoformy ERp se odli$uji predeviim svou ligand-vazajici doménou.
To ma za nésledek zhorSenou schopnost vazat ligandy. Izoformy ERp, které nejsou
schopny vazat ligandy ani koaktivatory a nemaji zadnou transkripéni aktivitu, dimerizuji
prednostné s ERa, ¢imz tlumi signalizaci receptoru a. Tato skute¢nost naznacuje, ze
rizné izoformy ERa a ERB mohou mit velmi rozdilny vliv na estrogenovou signalizaci

a regulaci cilovych gent (Fuentes et al., 2019).

Zhruba jedna tfetina gent, které jsou v lidském téle regulovany estrogennimi receptory
neobsahuji sekvence podobné ERE. ER mohou genovou expresi regulovat bez piimé
vazby na DNA pomoci modulace jinych transkripénich faktort prostfednictvim vazby
protein-protein. Typickym ptikladem genomické akce, kterd nezdvisi na ERE, je
interakce ER s aktiva¢nim proteinem 1 (AP-1). AP-1 jekli¢ovym transkripénim faktorem
procest, jako je proliferace, apoptodza a bunécna diferenciace. (Bjornstrém et Vrtacnik et

al., 2014, Fuentes et al., 2019).

Nékteré estrogen-dependentni zmény jsou az pftilis rychlé na to, aby bylo mozno je
spojovat s transkripci cilovych genii a ndslednou syntézou proteinti. V tomto ptipadé se
jednd o negenomické plsobeni estrogenu, které Casto zahrnuje aktivaci signalnich
transdukcnich mechanismui a s navazujici produkei intracelularnich druhych posla. Dale
dochazi kregulaci cAMP a kaktivaci proteinkindzovych signalizacnich kaskad
vedoucich k nepfimym zménam v genové expresi. Casto byva spojena s podskupinou
estrogennich receptort, které se vazi na membrany, jako jsou napt. GPER1 anebo nékteré
varianty ERa a ERP. Molekuldrni mechanismy, které tvoii zdklad negenomické
estrogenni signalizace jsou rozmanité a pocetné. Zavisi na fadé podminek, jako je

napiiklad dostupnost signalnich transdukénich molekul (Bjornstrom et Vrtacnik et al.,

2014, Fuentes et al., 2019).

Estrogenni signalizace je ovliviiovdna i exogennimi hormon-aktivnimi latkami, jejichz
spole¢nym rysem je chemickd ptibuznost s endogennim estrogenem, jedna se o tzv.

endokrinni disruptory (Kujanova et al., 2007).

11
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Jsou to latky, které interferuji se syntézou, sekreci, transportem, vazbou, i¢inkem nebo
rozkladem ptirozenych hormont, jez jsou v téle odpovédné za homeostazu, reprodukci,

vyvoj a chovani.

Skupinu téchto latek lze obecné rozdélit na latky ptirodniho plivodu a na latky
chemického ptivodu. Mezi latky pfirodniho plvodu patii fytoestrogeny (lignany,
isoflavonoidy a stilbeny) a mykoestrogeny. Mezi latky chemického ptivodu patii ftalaty,
alkylfenoly, bisfenol A a farmaceutické preparaty (Pfitzner, 2010).

Piikladem miiZze byt synteticky nesteroidni estrogen diethylstilbestrol (DES) (Obr. 6),
ktery byl Siroce uzivan jako hormondlni kontraceptivum, déle k prevenci potratu
stimulaci syntézy estrogenu a progesteronuv placent¢, nebo k 1é¢b¢ postmenopausalnich
symptomu. V roce 1971 vsak byly zjiStény jeho teratogenni u¢inky a G¢inky na rozvoj
karcinomu prsu a pochvy u Zen. Dnes se vyuziva napiiklad pii terapii karcinomu prostaty

(Schrager et al., 2004, Rogers & Kavlock, 2008).

ESTRADIOL

SR
HO

DIETHYLSTILBESTROL

OH

Obrazek 6: Porovnani struktury estradiolu a diethylstilbestrolu. Pro estrogenni u¢inek a
vazbu na ER je dulezité zachovani hydroxylovych skupin ve struktuie a podobna

vzdalenost mezi nimi.
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2.1.5 Role estrogenii v organismu

Estrogeny maji vliv na Siroké spektrum fyziologickych funkci. Reguluji menstruacni
cyklus a reprodukci, kostni denzitu a funkci mozku. VIiv maji také na mobilizaci
cholesterolu, vyvoj prsni tkdné a pohlavnich organti a kontroluji zanét. (Liang et al.,
2013) Béhem téhotenstvi poméhaji estrogeny produkované placentou pti piipravé mlécné
zlazy na produkci mléka. Estrogeny nejsou pouze a vyhradné zenské hormony, dilezitou
roli maji také v organismu muzt. Nizké hladiny estrogenii u muzii, produkovanych napf.
v jatrech a nadledvinach, maji vliv na spermatogenezi, erektilni funkci a libido (Schulster

etal, 2016).

Estrogen ma vliv nejen na normalni buiiky a fyziologické procesy v lidském téle, ale
vyznamnou roli hraje 1 v nékolika patologickych procesech. Abnormalni signalizace ER
miize vést k progresi onemocnéni, jako jsou napi. metabolické a kardiovaskularni
choroby, osteopor6za nebo neoplédzie. U karcinomu prsu ma vliv na jeho rozvoj ERa,
zatimco role ERP je zatim nejasnd. Podle nékterych studii je exprese ERB v nddorové
prsni tkani, pokud ji porovname s tkdni normalni, nizsi, coz naznacuje protektivni roli
ERP vi¢i karcinomu prsu. Zatimco jiné studie ukazaly, Zze ERp potlacuje aktivitu ERa,

a je tedy dobrym prognostickym ukazatelem (Zhao et al., 2007).
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2.2 Karcinom prsu

2.2.1 Vyskyt onemocnéni

Rakovina prsu je velmi bézné onemocnéni u Zen, s incidenci ptes vice nez 2 miliony
novych pfipadii rocné. Toto onemocnéni ma stale nejvyssi mortalitu mezi dal§imi druhy

karcinomt (Mokbel, 2019).

2.2.2 Rizikové faktory

Faktory pro vznik karcinomu prsu lze dé€lit na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi
neovlivnitelné patii naptiklad vék, rodinna anamnéza, reprodukéni anamnéza, ozafovani
hrudniku, a mutace geni BRCA1 a BRCA2 (breast cancer gene 1 a 2). Naproti tomu, do
urcité miry ovlivnitelnymi faktory jsou obezita, konzumace alkoholu a hormonélni

terapie nebo vysoka hladina endogennich estrogent.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina téchto rizikovych faktort je spojena s vysokou hladinou
endogennich estrogeni, je jejich vlivu na vznik karcinomu prsu v poslednich dvou

dekadach vénovana velka pozornost (Samavat et al., 2015).

2.2.3 Biologické markery karcinomu prsu

Klicovym biomarkerem karcinomu prsu je exprese ERa, nebot’ jeho pfitomnost ¢i
absence v nddorovych bunkach se vyznamné promita do progn6zy onemocnéni i zptisobu
1é¢by (Voiika et al., 2019). Nadory pozitivni na ER vyuZzivaji estradiol jako hlavni rastovy

stimul. Proto je ER pfimym cilem terapie.

V nddorech se jako dalSi biomarker vyskytuje progesteronovy receptor (PR). Jeho
pritomnost je vSak siln€ zavisla na ptitomnosti ER. Nadory, kde je exprimovam PR, ale

ne ER, nejsoubézné, z celkové mnozstvi tvoii méné nez 1 % nadort (Weigel et al., 2010).

Jako dalsi biomarker je vyuZzivan receptor pro lidsky epidermalni riistovy faktor (human
epidermal growth factor receptor 2, HER2). V pfipadech, kdy je HER2 v nadmérné
expresi, hrozi u pacientek relapsy a kratsi doba pteziti. Diky vyvoji monoklonalni
protilatky trastuzumabu cilici pfimo na HER2, se tento stal rovnéz vysoce prediktivnim
biomarkerem (Mass et al. 2005). Roli pii diagnostice karcinomu hraji také marker

proliferace, antigen, Ki67 a proteiny claudin-3 (Cldn-3) a claudinin-4 (Cldn-4). Na
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zéaklade ptitomnosti nebo neptitomnosti téchto biomarkert ptfi diagnostice, se karcinom
prsu rozliSuje na pét typt, pii¢emz kazdy odpovida na jiny typ lécby (Holliday & Speirs,
2011).

Dal8imi, nemén¢ dilezitymi faktory pro vznik onemocnéni, jsou tzv. BRCA tumor
supresorové geny nachézejici se v organismu ve dvou subtypech BRCA1 a BRCA2.
Vrozena mutace v BRCA genech piedstavuje vyssiriziko pro vznik karcinomu prsu nebo

ovarii (Tung et al., 2018).

2.2.4 Lécba karcinomu prsu

Lékem prvni volby na hormon-dependentni karcinom prsu je tamoxifen (TAM).
Molekula tohoto 1éku byla schvalena Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (FDA)
jiz vroce 1977 (Jordan et al., 1994).

Tamoxifen je 1éCivo pattici do skupiny selektivnich modulatra estrogennich receptora
(SERM). (Obr. 7) Vykazuje Siroké spektrum farmakologickych ucinkii v ER
exprimujicich tkdnich. Tamoxifen piisobi antiproliferativné diky t¢inku jeho metabolitu
4-hydroxytamoxifenu (4-OH-TAM). Ten kompetitivni vazbou na ER potlacuje
transkripci DNA zprostfedkovanou estradiolem. Tamoxifen takto inhibuje expresi
estrogeny regulovanych gent, jakozto 1 angiogennich a rastovych faktort, které nador
vylucuje. Tyto faktory mohou totiz ovliviiovat rist nadoru parakrinnim nebo autokrinnim
mechanismem. Vysledkem uc¢inkovani 1éku je potom zpomaleni proliferace bunék
a zmenSovani velikosti nadoru (Jensen et al., 1999, Ali et al, 2016). U ER pozitivniho
karcinomu prsu lé¢eného po dobu 5 let tamoxifenem se rocné€ snizuje umrtnost o jednu
tfetinu a recidiva azZ o 50 %. Naopak pacienti s ER negativnim karcinomem nemayji
prospéch z adjuvantni 1é¢by tamoxifenem (Patani et al., 2013). Velmi Castym problémem
pacientek pti 1é¢bé karcinomu prsu antiestrogeny je bohuzel rezistence na 1écbu, kterd se

Casem vyvine (Jensen et al., 1999).
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Obrazek 7: Struktura 1é¢iva tamoxifen

Tamoxifen vSak neni jedinou moznosti, jak 1é€it karcinom prsu. Dal§imi moZnostmi je
pouziti inhibitorti aromatasy, 1éCiva fulvestrantu (antiestrogen), v soucasné dobé je
vyuzivana biologicka lécba. Dalsi moznosti muze byt i tzv. farmakologicka kastrace —

hormonalni suprese.

Fulvestrant patifi mezi antiestrogeny, vazbou na ER inhibuje jeho u¢inek. Navic jesté
fulvestrant vede k down-regulaci ER v buiice a je proto oznaovan jako Selektivni down-

regulator estrogennich receptortt (SERD) (Osborne et al., 2004).

Inhibi¢ni 1écba spociva v inhibici enzymu aromatasy, téZ nazyvanym estrogen syntasa.
Aromatasa (CYP19A1) je enzym z rodiny cytochromu P450, ktery ma podil na finalni
preméné androgent na estrogeny. Mezi 1éCiva z této skupiny fadime anastrozol, letrozol,

a dale exemestan a fomestan, coz jsou steroidni inaktivatory aromatasy (Séralini et al.,

2001).

rrrrr

rozdil od cytostatik plisobi pouze na buiky, které danou strukturu obsahuji.
K nejucinnéjsim biologickym lé¢iviim patii trastuzumab, ktery vyrazné prodluzuje dobu
ptreziti pacientek. Jednd se o monoklondlni protilatku namifenou proti HER2 genu.
Trastuzumab je G¢inny u nadort, které nadmérné€ produkuji HER2 gen. Jednd se o 15-20
% karcinomt prsu. V soucasné dob¢é je mozné pouzit lapatinib — dalsi biologicky 1€k,
ktery je namifen proti stejnému genu, ale ma jiny mechanizmus ucinku. Je tudiz a¢inny i
u nadorti, u kterych selhala 1écba trastuzumabem (Petrdkova, 2011). Spojenim
trastuzumabu a 1é¢iva emtansinu, ktery inhibuje mikrotubuly, vznikl tzv. ado-trastuzumab
(Al Rabadi et al., 2021). Dal§im zastupcem je pertuzumab, ktery je vyhodny v kombinaci

s trastuzumabem, protoZe obé€ latky cili na odliSnou oblast HER2. Pertuzumab se vaZze na
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extracelularni dimeriza¢ni doménu II zatimco trastuzumab se vaze na doménu IV (Ishii

etal, 2019).

2.2.5 Bunééné linie

Bunécéné linie jsou dulezitou a nedilnou soucasti diagnostiky karcinomu prsu na
molekularni irovni. Mohou byt Siroce vyuzivany, ptredevsim v in vitro studiich. Jak bylo
zminéno vyse, na molekularni Grovni je rozliSovano pét fenotypd karcinomu prsu
v zéavislosti na tom, jaky biomarker je nadorem vice exprimovan — lumindlni typ A,
luminalni typ B, basélni, fenotyp s nizkou hladinou claudinu (Claudin-low) a HER2
fenotyp. Na zékladé toho byly v pribéhu let vyvinuty rlizné bunééné linie, aby mohl byt
kazdy typ karcinomu studovéan (Tabulka 2) (Holliday & Speirs, 2011).

Tabulka 2: Bunécné linie na zdklad¢ fenotypu karcinomu prsu.

Fenotyp karcinomu Biomarkery Buné¢na linie
prsu

Luminalni typ A ER", PR, HER2™ MCEF-7, T47D, SUM185

Luminalni typ B ER*, PR, HER2" BT474, ZR-75

1 _ oo ~ MDA-MB-468,

Basalni ER-, PR, HER2 SUM190
. C bpo _ BT549, MDA-MB-231,
Claudin-low ER-, PR", HER2 Hs578T, SUM1315

HER2 ER-, PR", HER2* SKBR3, MDA-MB-453

Dtlezitym typem je bunécna linie MCF-7, ktera se vyuziva pti experimentech tykajicich

se ER-pozitivniho karcinomu prsu (Comsa et al., 2015).

Bunécna linie MCF-7 je neinvazivni a malo agresivni, a je béZn€ povaZovana za linii
s nizkym potencialem vytvaret metastazy. Pii vyzkumu karcinomu prsu jsou buiky
MCF-7 vyuzivany pro studium ERa, protoze tato linie je jednou z mala, kde je
exprimované zna¢né mnozstvi ER, coz napodobuje vétSinu invazivnich lidskych nadort
prsu. Dale maji buiikky MCF-7 velky vyznam pro vyzkum protilatek proti ER a pomohly
objasnit bunécnou lokalizaci ER. Na zdklad¢ vysledkt vyzkumu protilatek proti ER se

rozhoduje o dal$im vhodném postupu v 1é¢b¢ — zda aplikovat hormonalni terapii ¢i ne.
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MCF-7 buiiky jsou senzitivni na estradiol (E2) a zavisi na ném jejich proliferace.

V neptitomnosti estrogenti se v buiikdch zvysi exprese ER receptort (Comsaet al., 2015).

Vyzkum se déale hojn¢ zaméiuje na néadory se ziskanou rezistenci na terapii anti-
estrogennimi 1é¢ivy. MCF-7 buiiky jsou vhodnym kandidatem i pro studie rezistence
k anti-hormonalni terapii, protoze jsou snadné na kultivaci a ziistdva u nich zachovana
exprese ER. Linie jsou upravené jako rezistentni na urcitd protinddorova léciva —
tamoxifen (linie MCF-7/TAMR-1), fulvestrant (MCF-7/182R-6) nebo anastrozol (MCF-
7/AnaR-4) (European Collection of Authenticated Cell Cultures).

MCF-7 buiky také zasadné ovlivnily studie hormondlni rezistence. Vystaveni bunék
antiestrogeniim nebo pomoci vysazeni estrogenu vede k izolaci, bud’ ER-pozitivnich,
nebo ER-negativnich hormon-rezistentnich variant. Odebranim estrogenu zpoc¢atku rust

bun¢k zpomaluje, postupné se vSak rust obnovi, jedna se o tzv. long-term-estrogen-

deprived bunky (LTED cells) (Jeng et al., 1998).
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2.3 Katecholy

Katecholy jsou organické slouceniny. Struktura téchto sloucenin je slozena
z benzenového jadra, které je v ortho-poloze substituované hydroxylovymi skupinami,
diky ¢emuz vykazuji strukturdlni podobnost s polyfenoly. (Obr. 8) Katecholy se
v lidském organismu mohou objevovat jako metabolity pii degradaci benzenu
a estrogenll anebo dalSich endogennich sloucenin jako jsou neurotransmitery a jejich
prekurzory — adrenalin, noradrenalin, L-DOPA. V ptirodé se vyskytuji jako degradacni
meziprodukty aromatickych sloucenin a lignanti, dale je najdeme naptiklad v kave, ¢aji

nebo tabakovém kouti (Schweigert et al., 2001).

OH
HO

Obrazek 8: Obecna struktura katecholu

Co se tyCe toxicity katecholl, hraji zde dulezitou roli redoxni déje, které jsou
katalyzované tézkymi kovy. S dvojmocnymi a trojmocnymi ionty, jako napifiklad médi
a Zelezem, tvofi stabilni komplexy. Redoxni reakce katechold, médnatych kationt
a bunécného kysliku vede az k fetézcovym zlomim v DNA. Pifi reakci vznikd
z mé&dnatého kationtu kationt méd’ny, z katecholu semichinonovy radikél, superoxid
a peroxid. Ty nakonec zapfiCini §tépeni fetézce DNA, coz vede k nenapravitelnym

Skodam (Schweigert et al., 2000).
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2.3.1 Katecholové derivaty

Existuje velké mnozstvi derivati, které jsou odvozené od obecné struktury katecholu.
Jednd se o latky jak ptirodniho, tak syntetického ptivodu. Jednim z nejznaméjSich
derivatl katecholu vyskytujicich se v pfirod¢ jsou urushioly, jejichz struktura se od
obecné struktury katecholu lisi ndhradou vodiku ve tfeti pozici uhlovodikovym fetézcem

s 15 nebo 17 atomy uhliku.

Dalsi skupinou jsou katecholaminy, které v organismu hraji dilezitou roli jako hormony
a neurotransmitery —dopamin, noradrenalin a adrenalin. Katecholaminy lze nalézt i mezi
syntetickymi latkami, jeZjsou vyuzivany jako 1é¢iva, naptiklad kratce ptisobici f-agonisté

(SABA) a dlouze ptisobici B-agonisté (LABA).

Jako dalsi ptiklad bychom mohli uvést ¢ajové katechiny, které jsou obsazeny v zeleném
¢aji. Tyto latky pisobi jako antioxidanty, diky vlivuna transkripéni faktory a enzymovou
aktivitu, a je vysoce pravdépodobné, Ze velkou mérou pfispivaji k pfiznivym uc¢inkiim

v pusobeni proti oxidaénimu poskozeni lipidd, proteini a DNA (Higdon et al., 2003).

Cajové katechiny, predevsim epigallokatechin-3-gallat, vykazuji antikancerogenni
ucinky. Nicméné, jejich efekt na prevenci a terapii karcinomu prsu neni stale jednoznacny

(Lietal, 2014).

2.3.2 Derivaty katecholu pouzité v této praci

V této praci bylo pouzito tfinact latek, které byly, az na jednu vyjimku odvozeny od
zékladni struktury katecholu. Tou vyjimkou je pyrokatechol (PC), ktery ma zakladni
strukturu. Zastupci 3-methylkatechol (3-MC) a 4-methylkatechol (4-MC), stejné jako 4-
terc-butylkatechol (4-TBC) jsou derivaty katecholu substituované na katecholovém jadie
jednoduchym nebo rozvétvenym alkylem, 3-methoxykatechol (3-MOC), 2-methoxy-4-
methylfenol (2-MO-4-MePh), 2.4-dimethoxytoluen (2,4-DMeT) a 4-allyl-1,2-
dimethoxybenzen (4-AL-DMB) jsou derivaty obsahujici v polohach 2, 3 nebo 4 methoxy
skupinu. 4-aminokatechol (4-AC) je zastupce sestavajici z katecholového jadra
substituovaného aminoskupinou v poloze 4. 2-aminofenol (2-APh) vznika nahradou
hydroxyskupiny v ortho-poloze za aminoskupinu, zatimco o-kresol (0-Cr) je na stejném
uhliku methylovan. Zastupce 3-fluorokatechol (3-FC) je v poloze 3 substituovan fluorem.
Posledni z pouzitych derivath je 4-ethylguajakol (4-EG), coz je fenol substituovany
v poloze 2 methoxyskupinou a v poloze 4 je ethyl. (Tabulka 3)
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Tabulka 3: Struktury pouzitych derivath katecholu, jejich zkratky a vzorce.

Nazev derivatu,
IUPAC - nazev

Pouzivana zkratka

Vzorec

4-aminokatechol
4-aminobenzene-1,2-diol

3-fluorokatechol
3-fluorobenzene-1,2-diol

3-methylkatechol
3-methylbenzene-1,2-diol

4-methylkatechol
4-methoxybenzene-1,2-diol

3-methoxykatechol
3-methoxybenzene-1,2-diol

2-methoxy-4-methylfenol
2-methoxy-4-methylphenol

2,4-dimethoxytoluen
2,4-dimethoxy-1-
methylbenzene

4-AC

3-FC

3-MC

4-MC

3-MOC

2-MO-4-MePh

2,4-DMeT
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4-allyl-1,2-
dimethoxybenzen
1,2-dimethoxy-
4-prop-2-enylbenzene

4-AL-DMB

o-kresol2-methylphenol o-Cr

2-aminofenol
2-amynophenol

~o
Q2
D/
H O\él
NH,
H D@
OH
HO
4-terc-butylkatechol
4-tert-butylbenzene-1,2-diol 4-TBC
OH
HO\@
o
H o@\/

2-APh

pyrokatechol

benzene-1,2-diol PC

4-ethylguajakol

4-ethyl-2-methoxyphenol 4-EG
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3 CILPRACE

Cilem této prace je zhodnotit cytotoxickou aktivitu tfinacti derivatt katecholu v lidské
bunécné linii karcinomu prsu MCF-7 a studovat vliv téchto derivatiina genovou expresi

ER.
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4 METODICKA CAST

4.1 Kultivace bunék

4.1.1 Podminky pro kultivaci

Pro kultivaci bunék je dulezité, aby podminky in vitro byly stejné jako podminky
v lidském organismu. Tyto podminky jsou zabezpeceny uchovavanim bunck
v inkubatoru s regulovanou teplotou, vlhkosti a koncentraci CO,. Ptfi manipulaci
s buikkami je nutna préace ve sterilnim prosttredi, které je zajisténo laminarnim boxem. Pro
kultivaci bunék se pouzivaji kultiva¢ni lahve, kam se umisti buiiky spole¢né
s kultivacnim médiem. Co se tyfe experimentu, bylo pouZzito komeréni médium
DMEM/F-12 (ThermoFischer, Waltham, MA, USA), ke kterému se ptidaly jesté dalsi
prisady, které jsou nutné pro rast bunééné linie MCF-7. (Tabulka 4) Jednou z nich je
fetalni bovinni sérum (FBS), které podporuje rist bunék (ThermoFischer, Waltham, MA,
USA). Pti praci pouzita varianta je bovinni sérum upravené filtraci pres filtr s aktivnim
uhlim (CS-FBS). Diky tomu se eliminuji steroidni hormony v séru, a proto je vhodnéjsi
pro studium aktivity hormoniti. K médiu se ptiddvaji jeSt€¢ antibiotika
(Penicilin/Streptomycin 10 000U/10mg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) jako
prevence kontaminace bunék a insulin ((Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Médium
je nutné ménit 2-3 x tydné, protoZe obsahuje metabolicky odpad, ktery butniky vylucuji.

Tabulka 4: Slozeni média pro kultivaci bunécné linie MCF-7

Latka MnoZstvi kol;f;:E?:laice korlji:ii;l:’lce
DMEM/F-12 500 mL X X
CS-FBS 50 mL X 10 %
Antibiotika SmL X 1 %
Insulin 1.5 mL 2 mg/mL 6 ng/mL
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4.1.2 Pasazovani bunék

Pasazovani bunék se provadi, kdyz bunky pokryvaji 75-85 % dna kultivacni nadoby.
Tehdy je potieba bunécnou kulturu rozdélit na vice €asti, pfenést c¢ast bun€k do nové
kultivaéni lahve, popt. lahvi, a pfidat nové médium. Nejen pied pasdZovanim, ale i v

prabehu kultivace je vhodné kontrolovat buiiky pod mikroskopem.

Pted pasdazovanim se do laminarniho boxu pfichystaji vSechny potfebné pomucky.

Reagencia a médium se ohteje ve vodni 1azni na teplotu 37°C.

Z kultivacni lahve se odsaje staré médium a ptida se 2-3 mL fosfatového pufru (PBS),
ktery oplachne buiiky. Pufr se poté odsaje a prida se 1-2 mL reagencia tryPLE™
(ThermoFischer, Waltham, MA, USA), diky némuz se buiikky enzymaticky odd¢li
od povrchu lahve, ai od sebe navzdjem. Kultiva¢ni lahev se nasledn€ ponecha 5-7 minut
v inkubdtoru, aby mohl proces probéhnout. Kontrolou suspenze proti svétlu se zjisti, jestli
jsou vSechny buiiky uvolnéné od stén. Do kultiva¢ni lahve se nasledné piidaji priblizné 3
mL média, ¢imZ se neutralizuji u¢inky tryPLE™. Buiiky se resuspenduji pipetou, aby se
ptedeslo vzniku shluki. Nasledné mohou byt buiiky vyuzity k experimentu nebo se ¢ast
bun¢k v uréitém pomeéru nasadi do nové lahve spolecné s dalsimi 7 mL média. Kultivacni
lahev se umisti do inkubatoru a pravidelné se méni médium. PasdZzovani je nutné pro

bunécnou linii MCF-7 opakovat pfiblizné 1x tydné.

4.1.3 Poditani bunék v Biirkerové komurce

Pocitani buné¢k je dilezité pro vypocet koncentrace bunck v suspenzi. K 10 pL buné¢k se
pfida methylovd modf pro odliSeni mrtvych a zivych bun¢k — mrtvé builky jsou tmavé,
protoze barvivo projde dovniti z divodu nefunkéni cytoplazmatické membrany —
vpoméru 1:1. 10 pL suspenze se nasledné pipetuje do Biirkerovy komurky. Pod
mikroskopem se pocitaji buniky v obou ¢astech, dohromady v 16 malych ¢tvercich o
stran¢ 0,20 mm. (Obr. 9) Pokud se buiiky nachazi na okraji ¢tverce, pocitaji se jen ty,
které se dotykaji levého a horniho okraje. Buniky, které se dotykaji pravého a dolniho

okraje se nepocitaji. Dale je urcen pocet buné¢k v 1 mL. (Rovnice 1)
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Obrazek 9: Biirkerova komtirka. Pocitaci ¢tverec je oznacen Sed&. Pfevzato a upraveno

z: http://www.rustreg.upol.cz/ materials/bubcv/BUBCV4.pdf.

Rovnice 1: Vypocet poctu bun¢k v 1 mL suspenze

ax 1000
nxvVv

x = pocet bun€k v 1 mL suspenze
a = vypocitany pocet bunck
n = pocet spocitanych ¢tverct

V = objem
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4.1.4 Nasazeni do mikrotitracni desticky

Pro uclely této prace bylo potieba do 96jamkové destiCky v prvni fazi experimentu —
meéfteni cytotoxické aktivity, ptidat 80 000 bun¢k na jamku; ve druhé fazi, kultivace bunék
pro PCR, potom do 48jamkové desticky pridat 240 000 bunck na jamku. Do 96jamkové
desticky se dale ptidalo 150 uL média, do 48jamkové desticky pak 300 pL média
obsahujiciho dany pocet bunék. Desticky se ndsledn¢ inkubuji 48 hodin a poté se vyuziji

pro stanoveni cytotoxicity bun¢k nebo pro stanoveni genové exprese.

4.2 Stanoveni cytotoxicity bunék

vvvvvv

bun¢k cytotoxickymi latkami se muze projevit na riznych urovnich, naptiklad
poskozenim bunécnych membran, inhibici syntézy proteint, inhibici enzymatickych
reakci nebo ireversibilnim obsazenim receptorii v buiice. Vyhodou metod, které se pro
studium cytotoxicity pouzivaji je jejich rychlost, nizké naklady, spolehlivost a snadna
reprodukovatelnost. Nejcastéji pouzivané jsou kolorimetrické metody zalozené na reakci
soli tetrazolia senzymem reduktasou produkovanou mitochondriemi, za vzniku

barevnych slou¢enin. Vysledky jsou detekovany spektrofotometricky (4Aslantiirk, 2018).

Nejuzivanéjs$i MTT Assay je jednoduchy kolorimetricky test bunécéné proliferace
a zivotaschopnosti, ktery vytvofil Mosmann v roce 1983. Test je zaloZen na pfeméné soli
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) na formazan diky
mitochondrialni aktivité v zivych bunkach. Vzniklé soli formazanu jsou nerozpustné,

a proto je nutné piidat pied detekci solubiliza¢ni roztok, coz neni moc vyhodné (Riss et

al., 2013).

Novéjsi metodou je analog MTT - zluta sl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS). (Obr. 10) Vyhodou
MTS Assay je, Ze vznikajici zbarveny produkt je dobfe rozpustny v kultivacnim médiu,
proto neni potfeba ptidavat solubiliza¢ni roztok, a diky tomu je zjednoduSen cely proces.
Princip metody je zalozen, stejn¢ jako v piipadé MTT, na redukci tetrazoliovych soli
zéasluhou mitochondridlnich dehydrogenas a jejich kofaktort NADH a NADPH (Riss et
al., 2013, Aslantiirk, 2018).
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Obrazek 10: Pfeména soli MTS (Zluté zbarveni) na formazan (fialové zbarveni) redukci

mitochondridlnim metabolismem. Pfevzato a upraveno z: Riss et al., 2013

Prvni fazi experimentu je stanoveni cytotoxické aktivity bun€k, které bylo provedeno
pomoci MTS Assay na bunécné linii MCF-7/S0.5. Nasazena 96jamkova destic¢ka (80 00
bun¢k/jamka) byla 48 hodin inkubovana. Nasledné bylo odsdto médium a ptidany roztoky
ttinacti zkouSenych katecholli v koncentracich 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 uM, 1 uM
v objemu 100 pL na jamku. Vzorky byly pipetovany jako triplikaty. Pokazdé byl také
v desti¢ce pritomen dimethylsulfoxid 0.1 % (DMSO) jako rozpoustédlo pro latky, a
dodecylsiran sodny 10 % (SDS) jako pozitivni kontrola. (Obr. 11) Po dal$i 48hodinové
kultivaci bylo do jamek ptidano 20 pL ¢inidla MTS (Promega, USA) a desticky vraceny
do inkubatoru. Po 3 hodinach byla spektrofotometrem meétena absorbance pii vinové
délce 490 nm. V kazdé desticce byl ptidan také DMSO 0.1% a SDS 10%. Obdobn¢ se

postupovalo s dal$imi vzorky katecholt.
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DMSO SDS 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC
0.1% 10% 100 50 25 10 1

DMSO SDS 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC
0.1% 10% 100 50 25 10 1

DMSO SDS 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC
0.1% 10% 100 50 25 10 1

3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC
100 50 25 10 1 100 50 25 10 1

3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC
100 50 25 10 1 100 50 25 10 1

3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC
100 50 25 10 1 100 50 25 10 1

Obrazek 11: Vzorovy priklad 96jamkové desticky pripraveny na méteni cytotoxické

aktivity. Vzorky byly pipetovany v triplikatech v péti riznych koncentracich v mM.
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4.3 Genova exprese

4.3.1 Izolace mRNA

Druhé faze experimentu je studium genové exprese pomoci RT-PCR. Nejprve je potieba
izolovat mRNA z kultivovanych buné€k. Pro tyto ucely jsou buiiky nasazeny v 48jamkové
desti¢ce, v mnozstvi 240 000 bun¢k na jamku. Desticka se poté inkubovala 48 hodin. Poté
bylo odsato médium a pfidany roztoky vzorkl o koncentraci 10 uM v objemu 300 uL na
jamku a pipetovano jako duplikaty. Pfidan byl DMSO 0.1 % a Estradiol (E2) 10 nM.
(Obr. 12) Po dal$ich 48 hodinach v inkubatoru bylo odsato médium a ptidano 140 pL
¢inidla TRIzol™ (ThermoFischer, Waltham, MA, USA) na jamku. Takto pfipravena
desticka byla pred naslednymi kroky, bud’ zamrazena pii -20 °C, nebo inkubovéna 5

minut pii laboratorni teploté a pouzita.

DMSO DMSO | 3-MOC  3-MOC 4-TBC 4-TBC
0.1% 0.1% 10uM 10 uM | 10 uyM 10 uM

B E2 E2 ZI\I/IVIe(:’»: 2;\’/IV|e(:’>:> - pC
10 nM 10 nM 10 uM 10 uM 10 pM 10 uM

2,4- 2,4-
4-AC 4-AC ’ ’ 4-€G 4G
[4 DMeT DMeT | "M 10 um

wuM oM | g

3-FC 3-FC 4AL- 4AL

WM 10EM | 0

3-MC 3-MC o-Cr o-Cr
10 pM 10 pM 10 puM 10 puM

a4-MC 4-MC 2-Aph 2-Aph
10puM 10 uM | 10 pM 10 uM

Obrazek 12: Vzor pfipravené 48jamkové desticky ptipravené k izolaci mRNA.

Jednotlivé vzorky byly ptidany v duplikatech v objemu 300 pL.
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Vzorky byly pipetovany do 1,5 mL zkumavek. Byl pfidan chloroform v mnoZstvi
odpovidajicim poloving pouzitého TRizolu. Vzorky byly peclivé protiepany mimo
laminarni box po dobu ptiblizné€ 15 vtefin a poté umistény do centrifugy (12 000 g, 4 °C,
15 minut). Ve zkumavce zistaly odd€leny 3 faze. (Obr. 13) Transparentni fize na
povrchu, ktera obsahuje geneticky material, se odebere do Cistych 1,5 mL zkumavek. Ke
vzorkiim se ptidalo 400 pL isopropanolu, zhomogenizovaly se pomoci vortexu a nechaly
kultivovat 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledn¢ se vzorky centrifugovaly (12 000 g,
4 °C, 15 minut). Po centrifugaci se odstranilo rozpoustédlo tak, aby na dné zistal netknuty
pelet, a bylo pipetovano 800 uL ethanolu 70 %. Nasledovala posledni centrifugace (7 500
g, 4 °C, 5 minut) a poté bylo co nejveétsi mnozstvi ethanolu odstranéno, zbytek se nechal
odpafit 5-10 minut pfi laboratorni teploté. Ke vzorkliim se poté pfidalo 20 uL vody
zbavené nukleaz a pelety se rozpustily. Z jednotlivych vzorkil byly odebrany 2 pL
a premistény do 0,5 mL zkumavek. Tyto vzorky se pouzily pro spektrofotometrické

meéfteni Cistoty a koncentrace vyizolované mRNA.

Obrazek 13: Oddélené faze ve zkumavce po centrifugaci. 1: prihledna vodna faze

obsahujici mRNA, 2: bila vrstva celularni debris, 3: riiZova faze ¢inidla TRIzol ™,
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4.3.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda zaloZend na schopnosti enzymu DNA
polymerasa syntetizovat nové vlakno DNA, které je komplementarni k templatu. Cely
proces je provadeén v termocykleru za riiznych teplot a sestava ze tii krokli — denaturace
DNA (90-97 °C), nasednuti (annealing) primerd na DNA (50-60 °C) a prodluzovani
nového komplementarniho vlakna DNA (72 °C). Proces se opakuje v cyklech, pti¢emz
mnozstvi DNA exponencialné roste podle vztahu 2". Na podklad¢ klasické PCR vznikla
real-time qPCR — kvantitativni PCR v redlném case, kterd umoziuje okamzité urcit

mnozstvi specifické DNA ve vzorku (Joshi et al., 2010.)

4.3.3 Polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci

Polymeréazovatetézovareakce s reverzni transkripci se pouziva v ptipadé, kdy je vychozi
molekulou mRNA. Vysledkem reverzni transkripce pak tzv. komplementarni DNA

(cDNA), ktera je poté amplifikovana pomoci PCR.
a) Reverzni transkripce

Premix pro reverzni transkripci byl pfipraven na ledu. (Tabulka 5) Pouzit byl High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Pfipravené vzorky izolované mRNA, které
byly natedény na stejnou koncentraci, byly pipetovany do stripu v objemu 3 pL. Poté
bylo pipetovano 17 pL premixu pro RT na kone¢ny objem 20 pL. Pro spravny priibéh
metody byly teplota a ¢as nastaveny dle pozadavku vyrobce. (Tabulka 6) Po dokonceni
reakce a ochlazeni na ledu bylo ke kazdému vzorku pipetovano 100 pL vody zbavené

nukleaz. Vzorky byly poté pouzity pro PCR nebo byly zmrazeny pfi teploté -20 °C.
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Tabulka 5: Piiprava premixu pro reverzni transkripci.

Poradi PREMIX Objem
pridavani [nL]
3 Random Hexamer primer mix 1
4 dNTP mix 1
1 5x RT buffer 4
6 RNAase inhibitior 1
5 Tetro Reverse Transcriptase 1
2 DEPC-treated water 9

Tabulka 6: Podminky reversni transkripce.

. Teplota .
Faze °C] Cas [min]

1 25 10

2 45 30

3 85 5

b) Polymerazova rfetézova reakce v realném case

Jako prvni byl ptipraven premix pro q-PCR. Pouzit byl TagMan Fast Advanced Master
mix. (Tabulka 7) Jako cilové byly pouzity dva estrogen responsivni geny, a to gen

kédujici ERa — estrogen receptor 1 (ESR1), trefoil factor 1 (TFF1).

Trefoil factor 1 je maly peptid. Gen pro TFF1 byl piivodné nalezen v karcinomu prsu
(Masiakowski et al., 19582). TFF1 je nadmérné exprimovan u ptiblizné 50 % nadort prsu
a je povazovan za prediktivni faktor pozitivni odpovédi na hormonalni 1écbu karcinomu

prsu (Markicevic et al., 2014).

Aby mohly byt vysledky spravné interpretovany, je nutné pouzit také referencni gen, tzv.
housekeeping gen. Housekeeping gen musi byt dostate¢né exprimovan v cilové tkani,

a vykazovat minimalni variabilitu v expresi mezi jednotlivymi vzorky nebo za rozdilnych
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experimentalnich podminek (Silver et al., 2008). Pro ucely prace byl pouzit gen pro
protein B-aktin. (Obr. 14)

Mastermix byl zhomogenizovan ve vortexu a rozpipetovan do 96jamkové mikrotitracni
amplifikacni desticky na PCR v objemu 7,5 pL. Poté bylo ptidano 2,5 pL jednotlivych
vzorkii cDNA a smichano. (Tabulka 8) Aby se vzorek neodpafil, prelepila se desticka

folii. Nasledné se zcentrifugovala a vlozila do termocycleru.
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1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12
DMSO  DMSO  DMSO DMSO  DMSO  DMSO  DMSO  DMSO  DMSO e R &
A ) 3 > 3 5 > 3 > DMeT  DMeT  DMeT ESR1
0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 10 uM 10 uM 10 uM
2,4- 2,4- 2,4-
E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 y ’ y
B DMeT DMeT DMeT B-ACTIN
10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10 uM 10 uM 10 uM
2,4- 2,4 2,4-
4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC 4-AC y y y
C DMeT DMeT DMeT TFF1
10 pM 10 pM 10 pM 10 uM 10 pM 10 pM 10 pM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
D 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC 3-FC
0uM 10pM  10pM  10pM  10uM 10 puM 10 uM 10 uM 10 uM
E 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC 3-MC
0pM 10puM 10uM 10pM 10 pM 10 pM 10 pM 10 uM 10 uM
£ 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC 4-MC
0pM 10puM 10uM 10pM 10 pM 10 pM 10 pM 10 uM 10 uM
G 3-MO0C 3-MO0C 3-MOC 3-M0C 3-MO0C 3-MOC 3-M0C 3-MO0C 3-MO0C
0uM 10puM  10puM  10pM  10pM 10 pM 10 pM 10 uM 10 uM
2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO- 2-MO-
H 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh 4-MePh
0pyM 10pM 10puM 10puM 10 uM 10 ugM 10 ugM 10 uM 10 uM
ESR1 B-ACTIN TFF1
1 2 3 4 6 8 9 10 11 12
A DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1%
B E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2
10nM 10nM 10nM 10 nM 10 nM 10nM 10nM 10 nM 10 nM
4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL- 4-AL-
C DMB DMB DMB DMB DMB DMB DMB DMB DMB
10 pM 10 uM 10 uM 10 pM 10 pM 10 uM 10 pM 10 pM 10 pM
D o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr o-Cr
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
E 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph 2-Aph
10 pM 10 uM 10 uM 10 pM 10 pM 10 uM 10 pM 10 pM 10 pM
F 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC 4-TBC
10 uM 10 um 10 uM 10 UM 10 uM 10 uM 10 uM 10 UM 10 uM
G PC PC PC PC PC EC BE PC
10 uM 10 um 10 uM 10 M 10 uM 10 um 10 M 10 UM 10 um
H 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG 4-EG
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
ESR1 B-ACTIN TFF1

Obrazek 14: Vzor 96jamkovych desticek pripravenych na proces PCR. Vzorky cDNA

byly pipetovany v objemu 2,5 pL, Mastermix v objemu 7,5 pL. Jednotlivé geny jsou

odliSeny barevné.
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Tabulka 7: SloZzeni Mastermixu pro PCR

SloZeni

Taq DNA polymerasa

Uracil-N-glukosylasa (UNG)

Deoxyribonukleotidtrifosfaty
(dNTPs)
S
Deoxyuridintrifosfatem (dUTP)

Barvivo ROX

Optimalizovany pufr

Tabulka 8: Piiprava mastermixu pro jeden vzorek.

Objem na 1 vzorek

Mastermix
[nL]
Voda pro PCR 3.5
Mastermix 3.5
Taq primery 0.5

Pro spravné provedeni PCR bylo potieba nastavit a dodrzovat pfesnou teplotu a ¢as

v jednotlivych fazich. (Tabulka 9)

Tabulka 9: Podminky pro qCR

Faze PCR |Teplota [°C] Cas
Holding >0 2 min
stage 95 2 min
Cycling 95 Is
stage
(40x) 60 20's
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Faze PCR

1. Faze denaturace

DNA je zahtatana vysokou teplotu a diky ptekroceni bodu tani dochdzi k jeji denaturaci,

a k rozpleteni a oddé€leni jednotlivych vlaken.

2. Annealing primeru
Jedna se o proces, kdy jsou primery navazany na mateiské vlakno DNA. Primery jsou
kratké fragmenty DNA definované sekvence, které jsou komplementarnis cilovou DNA.

Tento proces probiha za niZsi teploty, 50-60 °C (Joshi et al., 2010).

3. Elongace DNA
Ve tieti fazi je teplota reakce zvySena na ptibliznych 72 °C na 2-5 minut. Na primery
nasedd enzym Taq polymerasa, coZ je enzym DNA-polymerasa izolovany z bakterie
Thermus aquaticus aktivni 1 v extrémnich podminkach. Pisobenim enzymu dochazi

k elongaci vlakna a k vytvoreni kopie DNA (Obr. 15) (Garibyan et al., 2013).

Cely proces je opakovan ve 30—40 cyklech, dokud neni vytvoieno dostate¢né mnozstvi

genetického materialu pro analyzu.

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle nth cycle

J” N o

o Denaturation e Annealing e Extension M an LLRRERRET ™
[T

T

THh
WHH
-7 1ibbbidd
DNA template _» T 3y 5 Wonn
with sequence A b . ITTTIT] LT
of interest J" nn Ay X QT L aa T PCR product
5 3
THH
TEPPPRPRRFES W .
3 5 L J” MiiTnn
hy LLLLL AL ¥ % mm:"" 1 ~2" copies
’ 3 : H 3 “
dnTps Primers TSR kb1 5 '3 L |||::“m
o ~ T
Folymerase o J” b T
L L T L
o L W
THHHT

Obrazek 15: Faze polymerazové fetézové reakce: 1 — Denaturace DNA, 2 — Annealing
primert, 3 — Prodluzovani vldkna DNA a opakovani procesu v cyklech. Pfevzato:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Polymerase chain_reaction-en.svg
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky cytotoxické aktivity v bunécné linii MCF-7/S0.5

V prvni fazi diplomové prace byla urCovana cytotoxicka aktivita tfinacti vybranych
derivatl katecholu na parenteralni buné¢nou linii karcinomu prsu MCF7/S0.5. VSech
ttinact katecholll bylo testovano v 5 koncentracich — 100 uM, 50 uM, 25 uM, 10 pM
a 1 uM. Nejvyssi koncentrace 100 uM byla pouzita kvili projeveni ptipadné toxicity
dané¢ho derivatu pro builky. Nejzajimavéjsi bylo sledovat dvé nejslabsi koncentrace
10 uM a 1 uM. Koncentrace 10 uM je nejcastéji pouzivanou béhem in vivo experimentl
na laboratornich zvifatech. Zajimavé by bylo 1 porovnani akutni toxicity s toxicitou
chronickou pfii pravidelném podavani, kde se da predpokladat i vliv nizs§i koncentrace
latek, které by vSak byly podavany pravidelng. Avsak, takovéto studium neni cilem této

prace.

Béhem zpracovavani vysledki byl jako pozitivni kontrola pouzit SDS 10 %, ktery usmrtil
vSechny buiiky. Pro stanoveni 100% viability (zivotaschopnosti) bun¢k byl vyuzit DMSO
0.1 %, ktery byl béhem procesu pouzit jako rozpoustédlo pro katecholy. Vysledky byly
ziskany pomoci MTS Assay.

Nejniz$i viabilita byla naméfena podle ziskanych vysledki u derivati 4-MC a 3-MOC,
ato v nizkych koncentracich 10 uM a 1 uM. Z vysledkl lze usoudit, Ze zkoumané
derivaty vykazuji nizkou cytotoxickou aktivitu, kterd klesa s rostouci koncentraci latek.
Hodnotime-li  vysledky zopa¢ného pohledu, tedy =zpohledu wviability -
zivotoaschopnosti, mizeme fici, Ze pouzité katecholy maji na bunky spiSe proliferativni
ucinky a podporuji tak jejich rist. Tento trend mizeme sledovat postupné ve vétsi ¢i
mensi mife u vSech derivati, pfi¢emz nejvyraznéjsi proliferativni ucinky, a tim padem
nejniz§i cytotoxickou aktivitu, vykazuje derivat 2-aminofenol (2-Aph) ve vSech
koncentracich, a to az o 57 % v koncentraci 100 pM a o 61 % u koncentrace 50 uM.

Vysledky byly pro lepsi ptehlednost rozdéleny do tii grata (Graf 1, 2, 3).
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Graf 1: MTS cytotoxicky assay. Latky byly testovany v péti rliznych koncentracich
a vysledky porovnavany s DMSO 0.1 % a SDS 10 %. Latky byly testovany v triplikatech
minimalné ve tfech nezavislych méfenich. Vyjadieni viability bun¢k v %. Vysledky
cytotoxické aktivity katecholt 4-AC, 3-FC, 3-MC a 4-MC. Statisticky test one-way
ANOVA, * p <0.05.

Nejnizsi viabilitu ze v§ech zkousenych latek vykazovala latka 4-MC a to v koncentracich
10 uM a 1 uM, kde se pohybovala okolo 90 %. U ostatnich latek se projevily proliferativni
ucinky s viabilitou neklesajici pod 100 % v zadné z testovanych koncentraci. Z téchto
¢tyt vzorkl prokazovaly nejvyssi viabilitu latky 3-FC a 3-MC v koncentraci 100 uM a 50
uM, s hodnotami okolo 115 %.
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Graf 2: MTS cytotoxicky assay. Latky byly testovany v péti rliznych koncentracich
a vysledky porovnavany s DMSO 0.1 % a SDS 10 %. Latky byly testovany v triplikatech
minimalné ve tfech nezavislych méfenich. Vyjadieni viability bun¢k v %. Vysledky
cytotoxické aktivity katecholi 3-MOC, 2-MO-4-MePh, 4-AL-DMB, 2.4-DMeT.
Statisticky test one-way ANOVA, * p <0.05.

Nejnizsi viabilita v této skupiné latek se pohybovala okolo 95 % u derivatu 3-MOC
v nejniZs8i koncentraci 1 uM. Zajimavé je, Ze u latky 4-AL-DMB byly nejniZsi hodnoty
naméfeny piikoncentraci 25 puM, kde klesly dokonce pod 100 %, avSak v jinych
koncentracich se chovaly mirné proliferativné. U ostatnich latek bylo taktéz mozné

pozorovat hodnoty pohybujici se kolem 113 %. ve vSech koncentracich.
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Graf 3: MTS cytotoxicky assay. Latky byly testovany v péti rliznych koncentracich
a vysledky porovnavany s DMSO 0.1 % a SDS 10 %. Latky byly testovany v triplikatech
minimalné ve tfech nezavislych méfenich. Vyjadieni viability bun¢k v %. Vysledky
cytotoxické aktivity katecholi 2-Aph, 0.Cr, PC, 4-TBC, 4-EG. Statisticky test one-way
ANOVA, *p <0.05.

Latka 2-APh vykazovala nejmensi cytotoxickou aktivitou, u koncentraci 100 uM, 50 uM,
25 uM a 10 uM se narlst bunétné kultury pohyboval mezi 40 — 60 %. Vysoké
proliferativni uc¢inky v porovnani s dal§imi derivaty mely i latky PC a 4-TBC. U téchto
latek a 4-EG se se snizujici se koncentraci objevila cytotoxicka aktivita, u 4-EG viabilita

klesla az na 90 %, coz je srovnatelné s derivatem 4-MC popsanym vyse
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5.2 Vysledky genové exprese

Ve druhé ¢asti experimentu byla pomoci RT-qPCR sledovana genova exprese estrogen
responsivnich gentil. Zvoleny byly dva cilové geny na ER, a to Trefoil Factor 1 (TFF1)
a Estrogen Receptor 1 (ESR1), abyla zkoumdna interakce testovanych latek na estrogenni
receptor. Pro vyhodnoceni vysledkii byla pouzita metoda, kdy se mezi sebou porovnavaji
relativni zmény v genové expresi ve vzorku oproti referenénimu genu. Referencni gen je
takovy gen, ktery je v buiikach stabiln€ exprimovan, pro ucely této prace/experimentu byl

pouzit B-actin.

Genova exprese byla studovana na bunééné linii karcinomu prsu MCF-7/S0.5 stejné jako
cytotoxicka aktivita. Testovany byly vSechny katecholové derivaty v jednotné
koncentraci 10 pM. K experimentu byl opét pfidan i DMSO 0.1 %, ktery byl pouzit jako
rozpoustédlo latek, a také estradiol (E2) v koncentraci 10 nM jako pfirozeny endogenni

ligand ER, ktery slouzil jako porovnavaci latka.
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5.2.1 Vysledky pro gen Estrogen Receptor 1

Relative expression
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Graf4: Vysledky RT-qPCR. Genové exprese genu ESR1 v linit MCF-7/S0.5. Latky byly
testovany v triplikdtech minimalné ve tfech nezavislych méfenich. Statisticky test one-

way ANOVA, * p < 0.05.

U genu ESR1 se u estradiolu projevilarepresivni exprese. Podobny efekt byl pozorovan
u dalsich péti latek: 4-AC, 3-FC, 3-MC, 3-MOC, 4-APh. Niz§i genovou expresi oproti
estradiolu mély vzorky 4-AC a 3-FC, lze tedy ptfedpokladat, ze se jednd o silngjsi
aktivatory ER. Latka 3-MOC sice vykazovala nepatrné vyssi aktivitu nez E2, ale stale
byla snizena oproti vehikulu. Chovani téchto derivati naznacuje vysokou afinitu latek
k estrogennimu receptoru. Co se tyCe ostatnich derivatii, nejvyssi aktivace genu ESR1
byla zjisténa u latky PC a 2-MO-4-MePh v koncentraci 10 uM. Ptiblizné¢ dvojnasobnou
aktivaci nez estradiol 10 nM potom vykazovaly latky 4-AL-DMB a o-Cr. Relativni
exprese u latek 4-MC, 2,4-DMeT a 4-EG byla srovnatelna s vehikulem DMSO 0.1 %,

latky tak nemaji na genovou expresi ESR1 vliv.
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5.2.2 Vysledky pro gen Trefoil Factor 1
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Graf5: Vysledky RT-qPCR. Genova exprese genu TFF1 v liniit MCF-7/S0.5. Latky byly
testovany v triplikdtech minimalné ve tfech nezavislych méfenich. Statisticky test one-

way ANOVA, * p < 0.05.

Nasobna aktivace genu TFF1 byla zietelnd u vSech zkousenych latek. Exprese estradiolu
vykazovala pti koncentraci 10 nM ptiblizné pétinasobné€ vyssi hodnotu oproti vehikulu i
genu ESR1. Pouze jedna dalsi latka méla vyssi aktivitu nez E2, a to PC. O néco nizsi
aktivitu nez estradiol méli pak 2-APh a 4-EG; 3-MOC vykazoval aktivitu téméf
polovi¢ni. Dalsi derivaty vyznamnych hodnot nasobné aktivace nedosahly. Genova
exprese srovnatelna s vehikulem DMSO 0.1 % byla pozorovana u latek 3-FC, 4-MC a 4-
DMeT. Vzorky o-Cr a 4-TBC vykazovaly o néco nizsi aktivitu nez vehikulum. Upln&

nejnizSich hodnot genové exprese dosahla latka 4-AC.
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6 DISKUZE

Katecholy jsou organické slouceniny podobné polyfenoliim, které se bézné vyskytuji i
v lidském organismu, kde funguji jako prekurzory katecholaminovych neurotransmiterti
nebo to jsou metabolity endogennich degradacnich procest (Schweigert et al. 2001). Do
organismu bézné vstupuji také exogenni katecholy napt. Cajové katechiny, katecholy

kavy nebo dal$ich potravin. (Higdon et al., 2003)

K tomuto experimentu bylo vybrano tfindct derivati katecholu a studovana jejich
cytotoxicka aktivita, a dale, jejich interakce s ERa. Jednalo se o tyto latky: 4-
aminokatechol (4-AC), 3-fluorokatechol (3-AC), 3-methylkatechol (3-MC), 4-
methylkatechol (4-MC), 3-methoxykatechol (3-MOC), 2-methoxy-4-methylfenol (2-
MO-4-MePh), 2,4-dimethoxytoluen (2,4-DMeT), 4-allyl-1,2-dimethoxybenzen (4-AL-
DMB), o-kresol (0-Cr), 2-aminofenol (2-APh), 4-terc-butylkatechol (4-TBC),
pyrokatechol (PC) a 4-ethylguajakol (4-EG).

Pro studium aktivity téchto derivati na estrogenni receptor byla vybrdna bunécnd
nadorova linie prsniho karcinomu MCF-7/50.5, kterd ve vysoké mife exprimuje isoformu

ERa (Comsa et al., 2015).

Nejprve byla v bunééné linii studovana toxicita vSech tfinacti vybranych katecholovych
derivati v péti koncentracich. Tti nejvyssi koncentrace 100 pM, 50 uM a 25 uM jsou
velmi vysoké a v zddném piipad€ se nikdy nebudou nachazet v lidském organismu.
Zvoleny byly proto, aby se dostatecn¢ projevila ptipadna cytotoxicita a byly ziskany
bliz$i bezpecnostni informace o latkach. U nizsich koncentraci 10 pM a 1 puM je vétsi
pravdépodobnost, ze by mohly byt v organismu pfitomny. Jsou to takové koncentrace,
které byvaji bézné¢ uZivany experimentdlné, protoze z hlediska bezpe€nosti byvaji
nejméné toxické. Ackoliv byl experiment provadén metodou in vitro, vysledky jsou
dobrym zdrojem informaci o chovani téchto derivatl v lidském organismu. Vysledky
ukazuji, ze zkoumané latky nejsou, az na vyjimky, v danych koncentracich cytotoxicke,
a naopak vykazuji proliferativni ucinky, které rostou se zvySujici se koncentraci.

Projevuji-li se cytotoxické ucinky, déje se tak pouze v nejnizsich koncentracich.

Ve dvou nejslabsich koncentracich (10 uM a 1 uM) projevily lehce cytotoxické ucinky
pouze dva derivaty: 4-MCa 3-MOC. U latek PC, 4-TBC a 4-EG byla cytotoxicita zfejma

jen v koncentraci 1 uM a viabilita bunék se pohybovala okolo 90 %.
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Zajimavy jev byl proliferativni G€inek téchto derivatt. Nejveétsi vliv na rast bunék byl
pozorovan u latky 2-APh. V nejvyssi koncentraci 100 pM vzrostla proliferace az o 60 %,
poté se snizovala s klesajici koncentraci. Diivodem tohoto chovani mize byt schopnost
aminofenolovych derivatli i v nejnizsi koncentraci 1 pM specificky indukovat aktivaci
dréhy ERa, a tim zvySovat bunécnou proliferaci (Wang et al., 2019). Ackoliv byl tento
jev v literatufe popsan pii experimentech na thyroidnich nadorovych bunkéach, mohl by
vysvétlovat chovani latky 1 v této nddorové linii. Dalsi latky, které vykazovaly podobné
vlastnosti, byly PC a 4-TBC. U téchto derivata byl ztetelny rozdil mezi nejvyssi a nejnizsi
koncentraci. Ani u zbylych zkouSenych latek nebylo prokazéano vyrazné snizeni viability
bun¢k v zaddné z testovanych koncentraci, dokonce byl v menSi mife pozorovan
proliferativnii€¢inek. V experimentu ziskané hodnoty koreluji s jiz dostupnymi daty, kde
autofi popsali totoZny uc¢inek derivati katecholu v koncentracich 100 uM, 10 uM a 1 uM
(Hrubsa et al., 2022).

U latky 4-allyl-1,2-dimethoxybenzen (4-AL-DMB) byla prokdzana genotoxicitaa vliv na
rozvoj nadortl, zejména jater, v in vivo studiich na mySich a krysach (Johnson et al.,
2000). Dulezité je zminit, Ze k témto hodnotam dosli autofi pfi chronickém podéavani
vysoké latky po dobu dvou let. Hodnoty 4-AL-DMB v plasmé hlodavcl se tak
pohybovaly mezi 4 uM - 46 uM. Lidsky organismus je bézn¢ vystaven pouze nizkym
davkam, které jsou 100 az 1000 krat mensi nez v téle hlodavca v pribéhu experimentu,
a proto je toto riziko pifi bézné expozici irelevantni (Smith at al., 2002). Na podkladé
téchto vysledki by se dalo konstatovat, ze zkousené derivaty jsou bezpecné pro lidské

bunky.

V nasledujicim kroku byla dikladné zkoumana schopnost téchto derivatii ovlivnit
genovou expresi. Jako ER cilové geny byly zvoleny estrogen responsivni geny ESRI1
koédujici isoformu ERa a gen TFF1, jenz je indukovan pfimo interakci s estrogennim
receptorem (Markicevic¢ et al., 2014). Tyto geny jsou pro tyto ucely bézné pouzivané

v experimentalni praci, a tudiz jsou vhodné k hodnoceni na ERa.

Na zéaklad¢ ziskanych vysledkt cytotoxicity byly pro studium genové exprese pouzity
vSechny latky v koncentraci 10 uM. Z davodu pozitivni kontroly, byl ke vSem
experimentim piidan endogenni estrogen estradiol (E2) v koncentraci 10 nM, ktera byla

zvolena proto, ze se jedna o fyziologickou koncentraci hormonu v organismu (Celojevic
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et al., 2011). Jednalo se o fadové nizsi koncentraci, nez byla pouzita u cytotoxicity,

pomohla vSak dobie odlisit latky, které vykazovaly velmi nizkou genovou aktivaci.

Vyraznou expresi genu ESR1 vyvolalo pouze 5 latek (2-Mo-4-MePh, 4-AL-DMB, o-Cr,
PC a 4-TBC), pfi¢emz aktivitu estradiolu nékolikanasobné ptevysovaly derivaty 2-MO-
4-MePh a PC. Tento projev poukazuje na schopnost danych latek siln€ ovliviiovat expresi
pritomného genu. Ostatni derivaty vykazovaly nizkou nebo zadnou schopnost aktivace
ESR1. Zajimavé je, ze represivni aktivace se projevila u estradiolu, kde by se dal
predpokléadat opak. Tento jev se mohl zdat ne¢ekany, nicméné byl jiz popsan v literatufte.
Ta uvadi, Ze jednou z moZnosti takovéhoto chovani mize byt represorovy komplex
proteinu SIN3A, ktery reaguje pfimo s estrogennim receptorem, a diky tomu dochazi
k potlaceni aktivace (Ellison-Zelski et al., 2009). Plati tedy, zZe latky, které jsou silnymi
aktivatory ER maji represivni u¢inek na expresi ESR1. Latky, které podporuji expresi
tohoto genu by mohly t¢inkovat ptes jiné drahy — nelze je tudiz vyloucit jako potencialni

aktivatory ER.

Daéle byl zkouman vliv katecholovych derivati na expresi genu TFF1. V tomto pfipadé
byla aktivita pozitivni kontroly estradiolu nékolikanasobné& vyssi oproti genu ESR1, coz
lze ocekavat, protoze zde klasicky plati, ze ¢im vysSi exprese, tim siln€j$i Gc€innost.
Vsechny ostatni zkouSené latky, s vyjimkou PC, vSak vykazovaly aktivaci niz$i. Tato
skutecnost poukazuje na ptimou interakci zkousenych derivata s receptorem. U 4-AC,
0-Cr, 4-TBC byla aktivita snizena i oproti DMSO 0.1 %, tzn. relativni exprese byla nizsi
nez jedna. Tyto latky pak ptsobily na TFF1 tlumivé. Ostatni katecholy vliv na expresi

genu nevykazovaly.

Ze ziskanych vysledkli mizeme usoudit, Ze ackoliv jednotlivé pouzité derivaty katechola
maji podobnou strukturu, je jejich chovani a uc€inek rozdilny. Nejvyssi aktivitu vykazoval
u obou geni derivat PC, jenz je svou strukturou obsahujici dvé hydroxylove skupiny
nejvice podobny polyfenoliim. U polyfenolt jiz bylo prokazéano, Ze inhibuji proliferaci
nadorovych bun¢k, angiogenezi, vznik metastaz, zanét a indukuji apoptdzu. Maji také
antioxidacni vlastnosti a chrani buiky pred volnymi radikaly (Niedzwiecki et al., 2016).
O protinadorové aktivité samotnych katecholoych derivatti neposkytuje literatura mnoho
slouceniny obsahujici 2-aminophenol, v podobé Schiffovy baze, jako ligand vazajici

meédnaté kationty. Tyto latky by byly potencidlné schopny nahradit v protinddorové
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terapii komplexy platiny (cisplatina, oxaliplatina, karboplatina), jejichz uzivanije spojeno

s mnoha zdvaznymi nezadoucimi ucinky (Cesme, 2023).
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7 ZAVER

V této diplomové praci bylo testovano tfinact derivata katecholu. Na zéklad¢ stanoveni
cytotoxicity bylo potvrzeno, ze vSechny zkoumané derivaty jsou pro buinky pouzité
v naSem experimentu bezpecné. Nejvyssi cytotoxicitu projevila latka 4-MC — viabilita
bunck byla 88 %, a to v nejnizsi testované koncentraci. Derivaty, namisto toxicky,
pusobily mirnym az vysokym proliferativnim u¢inkem. Latka 2-APh ukdazala nartst
viability az o 60 % oproti kontrolnimu vzorku DMSO 0.1 %, a bylo zji§téno, Ze tento

ucinek roste se zvysujici se koncentraci testovanych latek.

Pii studiu genové exprese nejvyssi aktivaci u obou gentl projevilalatka PC, u genu ESR1
nékolikanasobné pfesahla aktivaci estradiolu a u genu TFF1 byla aktivace s estradiolem
podobna. Derivaty byly testovany pouze v jedné bunécné linii. Pro ziskani dalSich
informaci o jejich chovani by bylo vhodné provést experiment i na jiné bunécné linii,

napt. MCF-7/182R-6, kterd je rezistentni na lé¢ivou latku fulvestrant.

Katecholové derivaty mohou diky svym U¢inklim hrat, jak negativni, tak pozitivni roli
v ovliviiovani estrogenni signalizace v lidském organismu. Zaroveit mohou byt uzite¢né

pfi prevenci a pfi vyvoji novych 1é¢iv v protinadorové terapii.
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