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1 UVOD A CiLE

V ramci hledani novych molekul, jakozto potencialnich 1é¢iv, jsou nove nasyntetizované
latky biologicky testovany a je provadéna analyza zavislosti struktury na jejich biologické
aktivit€. Takto vznikaji celé knihovny analogu a derivati ve snaze najit idealni 1ék. Tato
bakalafska prace zkouma vliv vybranych steroidnich konjugatd na proliferaci a indukci

translokace steroidnich receptor v nadorovych bunécnych liniich.

Cilem teoretické Casti této prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma
programované bunécné smrti, apoptotickych markerti a regulace bunécného cyklu. Dale
je pozornost vénovana steroidnim receptorim a molekulam, které pusobi jako jejich
ligandy. Konkrétné je zacileno na testosteron, estradiol a 2-methoxyestradiol, které byly

v experimentalni ¢asti pouzity jako standardy.

Cilem experimentalni Casti bylo testovani pfipravenych konjugati pohlavnich
hormont s N-Boc-valinem na nadorové epitelové bunécné linii MCF7 odvozené od
lidského prsniho adenokarcinomu, a linii Hela odvozené od cervikéalniho karcinomu.
Vobou pfipadech se jednalo o adherentni bunécné linie, které byly po ovlivnéni
testovanymi  konjugaty analyzovany pomoci metod western Dblottingu a

imunofluorescence.
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2 TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast se zabyva popisem bunécného cyklu a pfechodu bunék do programované
bunécné smrti — apoptosy, piicemz jsou zminény i dalsi typy degradace bunék. Dale jsou
popisovany steroidni receptory, slouzici jako transkripénimi faktory. Posledni jsou
zminény steroidni hormony, pusobici jako prenasece extracelularniho signalu do bunék.

Je zde popsan jejich vyskyt, biologicka funkce a také jejich vyuziti jakozto 1éCiva.

2.1 Bunécny cyklus

Bunécny cyklus je sled udalosti, kdy dochazi k rozde€leni genetické informace a organel
bunky za vzniku dvou bunék novych. Zasadné se lisi v zavislosti na organismu.
Prokaryotni bakterie, které jsou bezjaderné a obsahuji pouze kruhovy chromosom, se déli
binarn€. Po replikaci genetické informace dochazi ke vchlipeni jejich plasmatické
membrany do stfedu buiiky a rovnomémému rozdéleni na dvé bunky dcefiné. Déleni
eukaryot je oproti tomu mnohem slozit€jsi a proto zde dochazi k precizni regulaci

(Alberts, 2004).

Bunécny cyklus eukaryot se sklada ze dvou zakladnich Casti — mitozy a interfaze.
Tyto casti jsou dale usporadany do jednotlivych fazi. Béhem mitotické (M) faze dochazi
k rozdéleni genetické informace a naslednému rozdéleni celé buiiky (cytokineze). Cyklus
pokracuje Gi fazi, kdy je bunka metabolicky aktivni, dorista a pfipravuje se na
syntetickou (S) fazi. V té je replikovana geneticka informace. Jako posledni nastupuje G2
faze, béhem které burika pokracuje v rstu a dochazi k syntéze proteinti, dulezitych pro

nadchazejici M fazi (Cooper, 2000).

Hlavnimi regulatory bunééného cyklu jsou cyklin-dependentni protein kinasy
(CDK), které jsou aktivovany na zaklad¢ intracelularnich a extracelularnich podnétu.
Mnozstvi CDK zistava béhem bunécného cyklu konstantni. K jejich aktivaci je nutna
vazba cyklinli a fosforylace threoninového nebo serinového residua CDK-aktivacnimi
kinasami (CAK) (Morgan, 1995). Regulace pomoci fosforylace je dobfe znama naptiklad
u komplexu kinasy CDK2 a cyklinu B. Jejich vazbou vznika , maturation-proforming

factor (MPF), ktery je vSak inaktivni a az po jeho fosforylaci CAK na threoninu 161
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dochazi k aktivaci. Takto vznikly komplex iniciuje prechod bunky z G faze do metafaze

(Clarke, 1995).

2.1.1 Retinoblastoma protein (pRb)

Retinoblastoma protein (pRb) je produktem tumor supresorového genu RB1, ktery je
Castym cilem mutaci u mnoha typt karcinogeneze. pRb je dilezitym regulatorem
bunécného cyklu a jeho ztrata vede k nekontrolovatelné proliferaci (Hickman et al.,
2002). Ve své hypofosforylované formée se pRb vaze na transkrip¢ni faktor E2F, ktery je
zodpovédny za transkripci genti vedoucich buriku z Gi do S faze. Po fosforylaci pRb
komplexem cyklin D-CDK4/CDK6 dochazi k vyvazani z E2F. Volny faktor spousti
expresi proteinu pl6, ktery je negativnim regulatorem celé drahy a zabratiuje vzniku
komplexu cyklin D-CDK4/CDK®6, ¢imz umoziiuje vazbu pRb na E2F a blokaci cyklu
v G1/S kontrolnim bodé (Weinberg, 1995). Historicky byl pRb uvazovan pouze jako
regulator bunécného cyklu. Nékteré novéjsi studie vSak dokazuji, ze hraje roli 1
v udrzovani genomové stability a apoptose, coz vypovida o jeho multifunkénosti (Dick

and Rubin, 2013).

212 ps3

Protein p53 je tetramerni transkripcni faktor spojeny s genomovou stabilitou a rozvojem
nadoru. Je zodpovédny za odpoveéd’ na stresové stimuly jako jsou poskozeni DNA nebo
hypoxie (Levine, 1997). Jednim ze zptsobu jeho regulace muze byt fosforylace na jeho
N- a C-terminalnich doménach, jak zkoumali Ashcroft a kolektiv. Ackoliv jejich
vysledky ukazaly, ze fosforylace neni nezbytna pro aktivaci transkripce p53, zvysuje vSak
jeji ucinnost (Ashcroft et al., 1999). Mezi negativni regulatory patii proteiny MDM?2 a
MDM4 (Bieging et al., 2014). Protein MDM?2 (E3 ubikvitinligasa) je produktem MDM2
onkogenu. Jeho zvySené hodnoty snizuji mnozstvi proteinu p53 a utlumuji jeho funkci,
¢imz stoupa riziko rozvoje nadorového bujeni (Hu ez al., 2012). Stejné je tomu u MDM4

(také oznacovany MDMX), ktery je strukturnim homologem MDM?2. Sam vsak nema
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ubiquitinizacni aktivitu a ovliviluje degradaci p53 neptfimo po vazbé na MDM2 (Brown

etal.,2011).

2.2 Programovana bunécna smrt — apoptosa

Slovo apoptosa pochazi zfeCtiny a znamena opadavani okvétnich listkii nebo listd
stromi. Jedna se o dulezity mechanismus kontrolované bunécné degradace,
komplementarni k bunécnému cyklu, jakozto regulaci poctu bunék v organismu (Kerr et
al., 1972). Apoptosa probihd ve dvou drahadch — extracelularni a intracelularni
mitochondrialni (Obr. 1). Extracelularni draha zacina vazbou ligandu na ,,receptor smrti
na povrchu bunky, ¢imz dojde ke zmén€ konformace receptoru a vzniku komplexu
s caspasou-8. Tato caspasa je aktivovana a sama iniciuje kaskadu aktivaci dal§ich caspas.
Spusténi extracelularni drahy probiha nasledkem nedostatku rastovych faktort,
steroidnich hormonti nebo vazbou ligandu FasL nebo TNF-a, (tumour necrosis factor-a).
Intracelularni draha apoptosy muze byt spusténa poskozenim DNA. Dochazi k aktivaci
pro-apoptotickych proteint, které zapfiCifiuji uvolnéni cytochromu c pres vnéjsi
mitochondrialni membranu. Cytochrom ¢ se nasledné spoji s procaspasou-9 a Apaf-1
(apoptotic protease activating factor-1) a vznika tak apoptosom. Vznik apoptosomu ma
za nasledek Stépeni caspasy-3 (Hetts, 1998; Fuchs and Steller, 2015). K indukci apoptosy
dochazi vlivem cytostatik jako cisplatina nebo paklitaxel v liposomovém obalu (Feuser
et al., 2022). Dalsim spoustéCem apoptosy muze byt peroxid vodiku, ktery iniciuje
mitochondrialni apoptotickou drahu pasobenim na proapoptoticky marker Bax. Tato
signalizaCni kaskada byla zkoumana na bunécnych liniich HeLa, které diky mutaci v genu

kodujici protein pS3 neobsahuji dostatek tohoto proteinu (Singh et al., 2007).

Caspasy, cystein-dependentni aspartat proteasy, jsou enzymy, které se pied svou

.....

.....

efektorovych. Ty nasledné proteolyticky Stépi specifické substraty jako je aktinovy
cytoskelet, jaderna lamina, tubuliny a mikrotubuly (Taylor et al., 2008).
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Obr. 1: Zpiisoby aktivace apoptosy v burice. 1 — vnéjsi cesta spusténa vazbou ligandu (napr.
FasL/TNFo) na receptor smrti Fas vedouct ke spusténi aktivacni kaskady. 2 — vnitini cesta
spusténa prevazujicim pomérem proapoptotickych markerii vedouci k uvolnéni cytochromu c

z mitochondrii a tvorbé apoptosomu. Prevzato z Zimmermann and Green, 2001.

2.2.1 Caspasa-7

Caspasa-7 patfi spolu s caspasou-3 a -6 mezi efektorové caspasy, jejichz ulohou je
proteolytické $t€peni bunécnych proteind. Vyskytuje se v kratsi (28 kDa) a delsi forme
(34 kDa). Zatimco delsi forma pusobi jako inhibitor apoptosy, kratsi forma caspasy-7
tvoti aktivni heterodimerni komplex a podili se na §tépeni PARP, ¢imz indukuje apoptosu
(Fernandes-Alnemri et al., 1995). Ackoliv je podobnost caspas-7 a -3 znac¢na, caspasa-7
specificky Stépi nekteré substraty a také je zavisla na zanétlivych podminkach

zprostiedkovanych caspasou-1 (Lamkanfi and Kanneganti, 2010).
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2.2.2 Poly(ADP-ribosa) polymerasa (PARP)

Poly(ADP-ribosa) polymerasa (PARP) tvoii rodinu 17 jadernych enzymda, které
vykonévaji funkci napftiklad pfi opravé DNA, regulaci genové exprese, apoptose nebo
diferenciaci imunitnich bunék (Bai and Virag, 2012). Podstatnou izoformou této skupiny
je PARP-1, skladajici se ze tii hlavnich domén. Soucasti jedné z domén jsou zinkové
prsty, jimiz se enzym vaze k jednofetézcovym zlomim DNA (Jagtap and Szabo, 2005).
Po vazbé dochazi k posttranslaéni modifikaci, poly(ADP-ribosyl)aci, kdy za vyuziti
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD") vznika polymer ADP-ribosy vazajici se
k histonim chromatinu. Tim dochazi k jeho rozvolnéni a opravé DNA (Amé et al., 2004).
PARP je substratem caspasy-3 v nadorové bunécné linii Hela, proto jsou inhibitory

caspasy-3 blokatory apoptosy (Calandria et al., 2004).

2.2.3 Bcl-2

B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) je skupina proapoptotickych a antiapoptotickych proteint
ovlivilyjici vnitini mitochondrialni drdhu programované bunééné smrti. Tuto proteinovou
rodinu lze délit do tfi podskupin podle ucasti v udrzovani integrity a tvorbé poru
v mitochondrialni membrané. Prvni skupinou jsou antiapoptotické faktory Bcl-2 mezi
které patii Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1 a Boo. Proti nim stoji proapoptotické faktory Bak,
Bax, Boc a Bcl-xS. Tteti skupinou jsou proapoptotické ,,BH3-only* proteiny jako Bik,
Bid, Bim, Bad, Bmf, NOXA nebo PUMA (Slaby et al., 2015). Pomoci BH3 domény se
vazi na proapoptotické faktory a zajiStuji permeabilizaci mitochondrialni membrany

(Kale et al., 2018).

SpoustéCem wvnitini apoptotické drahy je naptiklad bunécny stres. Jeho vlivem
dochazi ke zméné poméru apoptotickych markerd. VSechny Bcl-2 se vyznacuji
ptitomnosti 1-4 homolognich domén (BH) (Oltval et al., 1993). Nguyen a kolektiv v roce
1993 uvedli, ze tyto membranové proteiny na svém C-terminalnim konci obsahuji
sekvenci, slouzici jako kotva k vnitini mitochondriadlni membrané (Nguyen et al., 1993).
Proteiny Bak a Bax, patfi do proapoptotické skupiny (Hotchkiss et al., 2009). Bax, protein

o hmotnosti 21 kDa, je homologni k antiapoptotickému Bcl-2 a vytvaifi snim
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homodimery a heterodimery. K vazbé dochéazi pfes BH1 a BH2 domény. V piipadée

prevazeni proapoptotického homodimeru Bax je spusténa apoptosa (Oltval et al., 1993).

2.24 Mcl-1

Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1) je gen ¢asné indukce pfi diferenciaci myeloblastické
nadorové bunééné linie. Kozopas a kolektiv zkoumali podobnost geni Mcl-1 a Bcl-2 a
zjistili, ze patii do stejné genové rodiny. Proteiny produkované t€émito geny maji podobné
karboxylové c¢asti a hydrofobni karboxylové konce, jimiz se piichytavaji

k mitochondrialni membrané (Kozopas et al., 1993).

2.3 Dalsi typy rozpadu bunék

Jednim z dalSich regulovanych typt bunécné smrti je autofagie, kdy buika degraduje
samu sebe. Jedna se o vnitrobunécny recyklacni proces, ktery zajistuje energii a stavebni
latky rozkladem cytoplasmatického materidlu (Mizushima and Klionsky, 2007). Podle
mechanismu a funkce se déli na n€kolik podtypt: makroautofagie, mikroautofagie a
chaperony zprostiedkovana autofagie (Mizushima et al., 2008). Béhem makroautofagie
dochazi k tvorbé autofagozomi, coz jsou odsté€pené Casti cytoplasmatické membrany,
které obsahuji proteiny a organely uréené k degradaci. Takto vzniklé autofagozomy fuzuji
s lysozomy za vzniku autolysozomti a nasledného rozkladu dopravenych latek
(Mizushima and Komatsu, 2011). Mikroautofagie se lis§i svou selektivitou. Pomoci
chaperoni hsc70 jsou elektrostatickymi interakcemi vazany rozpustné cytosolické
proteiny. D¢ probiha souCasné s biosyntézou pozdnich endosomi neboli
multivesikularnich télisek, do kterych jsou cytosolické proteiny vpravovany. Kombinaci
téchto drah dochazi k degradaci jak cytosolu, tak jednotlivych organel (Sahu et al., 2011).
Chaperony zprostredkovana autofagie (CMA) probihda pomoci specifickych
membranovych glykoproteinti, které pusobi jako receptory v membrané lysozomu
(Cuervo and Dice, 1996). Tyto receptory vazi cytosolické proteiny a pfenasi je do lumenu

lysozomii, bez vzniku specifickych vesikul ¢i deformace membrany (Massey et al.,
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2004). CMA je burikami vyuzivana hlavné za podminek nutri¢niho a oxida¢niho stresu,

svou roli v§ak nachazi 1 pii starnuti organismu (Massey et al., 2006).

Bunécna smrt neprobihd pouze za regulovanych podminek. NejcastéjSim
nekontrolovatelnym zptusobem rozpadu tkan€ je nekroza. Dochazi k ni po mechanickém
poskozeni nebo vystaveni buriky toxickému prostfedi. Jejim nasledkem je bobtnani,
rozpad cytoplasmatické membrany, vakuolizace cytoplasmy, bobtnani mitochondrii a
produkce prozanétlivych molekul, bez viditelnych morfologickych zmén v jadre. To vse
probiha za blokace syntézy ATP (Edinger and Thompson, 2004; Tsujimoto, 1997).
Vlivem bunécného rozpadu dochazi k stépeni jaderné DNA na ndhodné velké fragmenty
(Tsujimoto, 1997). Jednim z faktorti vedouci buiku k nekroze mize byt faktor nadorové
nekrozy o (TNF-a), jak zkoumali Maianski a kolektiv. Buriky v pfitomnosti TNF-a
podléhaly apoptose zprostiedkované caspasami. K jejich smrti vSak dochazelo i po
ptidavku inhibitoru caspas zVAD-fmk, coz dokazovalo schopnost TNF-a indukovat na

caspasach nezavislou smrt (Maianski et al., 2003).

Vyzkum inhibitort nezavislych na caspasach ukazal, ze i v pfipad€ nekrozy existuji
regulacni mechanismy. Degterev a kolektiv zkoumali spusténi neapoptotickych drah
pomoci inhibitoru necrostatin-1. Tato molekula po navazani na receptory smrti uspesné
inhibovala bunécnou smrt ve vSech typech zkoumanych bunék (Degterev et al., 2005).
Regulovana nekréza je charakteristickd morfologickymi zménami jako je granulace
cytoplasmy a bobtnani organel ¢i celé buriky. V zavislosti na mechanismu drahy
regulované nekrézy, obecné nazyvané nekroptdza, existuje nékolik alternativnich
podtypi bunécné smrti. Patii sem napfiklad parthanoptéza, oxitdza, ferroptoza,
pyronekroza nebo pyroptoza (Berghe et al., 2014). Nekroptoza je iniciovana tvorbou
pora v intracelularnich membranach, které maji za nasledek jejich rozpad. Nasleduje cela
fada morfologickych zmeén, jako je bobtnani organel, zvétSovani bunécného objemu a

kondenzace chromatinu. (Wang et al., 2014).

2.4 Steroidni receptory

Steroidni receptory (SR) patii do super rodiny jadernych hormonalnich receptort
zodpovédnych za regulaci genové exprese. Tato rodina zahrnuje také receptory pro

thyroidni hormon, vitamin D, kyselinu retinovou a dalsi ligandy. Jedna se o jednoduché
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peptidy o molekulové hmotnosti 55 az 120 kDa. Steroidni receptory se ve své
transkripcné aktivni formé, vazané na hormony, nachazeji vyhradné v jadre. Jejich
neaktivni subcelularni lokalizace se vS§ak muze v ramci jednotlivych typt receptort lisit
(Kawata, 1995; Kumar et al., 2006). Estrogenovy receptor a i B je ve své nevazané formé
prevazné v jadre, glukokortikoidni a androgenni receptor se vyskytuje v cytoplasmé a
distribuce mineralokortikoidniho a progesteronového receptoru je rozlozena do jadra 1

cytoplasmy (Griekspoor et al., 2007).

SR se skladaji ze tfi domén: variabilniho N-terminalniho konce, kratké centralni
oblasti bohaté na cystein, ktera umoziuje vazbu na DNA a C-terminalniho konce (Beato,
1989). Spole¢nou vlastnosti SR je vazba neaktivnich receptorti s heat shock proteiny
(hsp90, hsp70) a imunophiliny na C-terminalnim konci (Pratt and Toft, 1997). Takto
vazané neinteraguji s jadernou DNA. Po vazbé hormonu do hydrofobni kavity C-
terminalniho konce slozeného z 12 a-helixt, dochazi k vyvazani heat shock proteinu a
zmeéné konformace této oblasti. KliCovy je helix 12, ktery se sklada tésné k C-
terminalnimu konci a tim zajistuje prostor pro interakci s transkripcnimi koregulatory
(Henry and Norman, 2003). N-terminalni konec je zodpovédny za dimerizaci SR, které
jsou schopny tvofit jak homo- tak heterodimery. Tim dochéazi ke zvySovani afinity
receptoru pii vazbé na DNA. Mezi SR tvofici homodimery patii naptiklad
progesteronovy, glukokortikoidni a estrogenovy receptor. Naopak heterodimery tvori

receptory pro vitamin D, thyroidni hormon a kyselinu retinovou (Wong et al., 1993).

2.4.1 Androgenni receptor (AR)

Androgenni receptor (AR) je jednim z jadernych transkripénich faktord zodpoveédny za
aktivaci transkripce androgennich gend. Ligandem tohoto receptoru jsou muzské
pohlavni hormony, jejichz zvySené mnozstvi mize vést k amplifikaci a nadmérné expresi
AR gent a tim ke vzniku rakoviny (Koivisto et al., 1998). Mezi nejvice vyuzivana léCiva
v terapii rakoviny prostaty patii antiandrogeny, blokujici vazbu na receptory; inhibitory
syntézy androgent nebo inhibitory 5-alfa reduktasy blokujici aktivni formu testosteronu
5-alfa dihydrotestosteron. Tyto latky se vyuzivaji pii 1écbé benignich 1 malignich forem

rakoviny (Collins and Cheng, 2023).
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Androgenni receptory se nachazi v mozku, pohlavnich organech, kostech,
kosternim svalstvu a kardiovaskularnim systému (lkeda et al., 2012). Hlavnim
endogennim agonistou AR je testosteron a jeho metabolit dihydrotestosteron.
Antagonisty, vyuzivajicimi se v medicing, jsou antiandrogeny prvni generace (flutamid,
bicalutamid, nilutamid) a druhé generace (enzalutamid) (Tan et al., 2015). AR se bézné
vyskytuje v cytoplasmé, kde se vaze na heat shock proteiny (hsp) a dalsi chaperony. Po
navazani ligandu dochéazi ke konformacni zméné€, kde ligand-véazajici doména (LBD)
spolu s helixy 3, 4 a 12 tvoii aktivac¢ni funkéni doménu (AF2). Jeji integrace s N-konci
transaktivacni domény vede k vyvazani AR z hsp a nasledné dimerizaci. Vazba AF2 na
DNA probiha pomoci koaktivator, coz jsou proteiny vyuzivajici histon acetyl

transferasu k modifikaci chromatinu (Bennett et al., 2010; He et al., 2002).

2.4.2 Glukokortikoidni receptor (GR)

Glukokortikoidy se podileji na regulaci cirkadialniho rytmu, udrzovani homeostazy a
odpovedi organismu na stres. Jsou hlavnimi ligandy glukokortikoidnich receptorti (GR).
Syntetické glukokortikoidy jsou vyuzivany k 1é¢bé zanét, autoimunitnich onemocnéni,
astmatu i rakoviny. GR se bézné€ nachazeji vazané na hsp v cytoplasmé. Po vazbé
pfirozeného nebo syntetického ligandu méni svou konformaci a ptechazeji do jadra, kde
pusobi jako aktivatory ¢i represory transkripce (Kadmiel and Cidlowski, 2013; Oakley
and Cidlowski, 2011).

V zévislosti na alternativnim sestfihu transkriptu genu kodujiciho GR vznikaji
razné izoformy tohoto receptoru. Zatimco GRa po vazbé ligandu tvoii homodimery a
vaze se na responzibilni elementy DNA, GRp slouzi jako negativni regulator a izoformy
v jadre bunky. Lze jej nalézt v celé fadé tkani napfi¢ organismem a jeho zvysené hladiny
jsou spojovany s tvorbou glukokortikoidni rezistence (Lu and Cidlowski, 2004; Rhen and

Cidlowski, 2005).
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2.4.3 Estrogenovy receptor (ER)

Estrogenovy receptor o byl naklonovan z krysi délohy jiz v roce 1987, o né¢kolik let
pozdéji byl naklonovan také jeho B homolog, ktery se z 95 % shodoval v DNA-vazebné
doméné a z 55 % v C-terminalni ligand vazajici doméné (Koike ef al., 1987; Kuiper et
al., 1996). Tyto domény spolu s N-terminalni doménou tvoii tfi nezavislé, ale interagujici
¢asti receptoru. N-terminalni doména, ozna¢ovana jako aktivacni funkéni doména (AF1),
je zodpovédna za aktivaci transkripce cilovych gend. Prave tato ¢ast se u homologi ERa

a ERP znacné lisi a to tak, ze AF1 ma u ERa vyssi aktivitu (Nilsson et al., 2001).

ERa se nejhojnéji vyskytuje v zenskych reprodukcnich organech, kterymi jsou
déloha a vajecniky. Jeho exprese je vSak také v prsni tkani, ledvinach, jatrech, kostech a
bilé adiposni tkani. ERB pak mizeme nalézt kromé vajecnikd, centralniho nervového
systému a kardiovaskularniho systému i v muzskych reproduk¢nich organech a prostaté
(Jia et al., 2015). Hlavnim pfirozenym ligandem regulujicim vétSinu fyziologickych
funkci je 17B-estradiol. Jeho méné Castymi analogy jsou estron a estriol (Yasar et al.,
2017). Estrogeny jsou jako hlavni agonisté ER vyuzivany jiz dlouhou dobu pii lécbe
specifickych symptoma menopauzy. Ackoliv se od sebe ERo a ERP znacné lisi a
zprosttedkovavaji vazbu na rozdilné responzibilni elementy s odliSnymi produkty
transkripce, vyuziti ER agonisti nachazi podobné uplatnéni v hormonalni terapii. ER[-
selektivni agonisté se vyuzivaji zejména pii 1écbé nadorovych onemocnéni, zanétd a
navall horka pfi menopauze. Vzhledem k proliferacnimu efektu estrogent,
zprostiedkovanému ERa., je vyuZiti selektivnich agonistd tohoto receptoru zacileno spise
na prevenci osteopordzy, piibirani hmotnosti a inzulinové rezistence (Leitman et al.,

2010).

DBD LBD

ERe @IITE DI =
ER @ DD =

Obr. 2: Schématické struktury receptorit ERo. a ERp s uvedenym poctem aminokyselin.
A/B je N-termindlni doména, DBD/C oblast pro vazbu DNA, D flexibilni oblast, LBD/E C-

terminalni doména, F je oblast specificka pro ERa. Prevzato z Griekspoor et al., 2007.
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2.44 Jaterni X receptor (LXR)

Aktivace jaterniho X receptoru (LXR) zavisi na hladiné intracelularniho cholesterolu
v bunikdch. Aktivované LXR hraji stézejni roli v absorpci, transportu a exkreci
cholesterolu, kdy ptsobi jako regulatory transkripce. Jejich dalsi vlastnosti je vyvolavani
imunitni a prozanétlivé odpovédi v makrofazich. Toto spojeni z nich dé¢la atraktivni
cilovou molekulu pti 1écbé metabolickych chorob jako je aterosklerdza (Zelcer and

Tontonoz, 2006).

Oba znamé podtypy (LXRa i LXRp) tvofi po navazani ligandu heterodimery
s retinoidnim X receptorem a spolu se vazi na responzibilni elementy (Apfel et al., 1994;
Alberti et al., 2000). Exprese LXRa je soustfedéna hlavné do jater, stiev, adipozni tkané
a makrofagl, kdezto LXR je rozsifena ve vétsiné tkani (Repa and Mangelsdorf, 2000).
Ptirozenymi ligandy obou podtypi LXR jsou oxysteroly. V organismu jsou zapojeny do
regulace homeostazy cholesterolu, syntézy steroidnich hormont a kyseliny zlu¢ové nebo
apoptosy (Lehmann et al., 1997). Vyzkum je zaméfen na studium syntetickych agonisti,
ktefi maji potencial k 1éCbé aterosklerdzy. Prikladem je nesteroidni LXR agonista
GW3967, jehoz ucinkem dochazelo ke zmenseni ateroskleroznich 1ézi az o 50 % (Joseph

et al., 2002).

2.5 Steroidni hormony a jejich derivaty

Steroidni hormony maji v organismu fyziologickou i patofyziologickou funkci, kdy hraji
roli pfi tvorbé zanétu, adaptivni imunity ¢i proliferaci nadorovych bunék (Benagiano et
al., 2019; Chen, 2008). Z fyziologického hlediska jsou absolutné nezbytné pro ucast
v rastu, vyvoji, energetickém metabolismu, reprodukci a udrzovani homeostazy. Jejich
syntéza probiha v mitochondriich a endoplasmatickém retikulu bunék kury nadledvin,
pohlavnich organi a placenty. Podle mista produkce se déli na mineralokortikoidy,
glukokortikoidy, androgeny, estrogeny a progestiny (Becker, 2001). Tyto latky do bunék
vstupuji prostou difuzi, poptipadé aktivnim transportem pies cytoplasmatickou
membranu (Brann et al., 1995). Zde nastava jiz dfive zminéna vazba na steroidni

receptory a prenos do jadra, ¢imz dochazi k regulaci této signalni drahy (Kawata, 1995).
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Testosteron, hlavni muzsky androgenni hormon, je vyznamny pii diferenciaci
muzskych pohlavnich organt. Je syntetizovan z cholesterolu v endoplasmatickém
retikulu a mitochondriich bunék varlat a kiry nadledvin. Pfi klasické cesté v organismu
z cholesterolu vznika pregnenolon, zn¢j 17-hydroxypregnenolon a néasledné 17-
hydroxyprogesteron. Ten je konvertovan v androstendion, ktery je premetabolitem
testosteronu. V prostaté je testosteron So-reduktasou transformovan na svij U¢inngjsi
metabolit dihydrotestosteron (DHT). Ten je 10 krat koncentrovanéjsi nez testosteron a
vaze se na AR s 10 krat vétsi afinitou (Crawford, 2009; Batth et al., 2020). Pti rozvoji
rakoviny prostaty dochazi ke zvySeni hladin Sa-reduktasy. Inhibitor tohoto enzymu
finasterid snizuje prevalenci rakoviny prostaty (Thomas et al., 2005). Suplementace
testosteronu je vyuzivana pii andropauze, kdy u muza s timto onemocnénim dochazi ke

snizeni mnozstvi testosteronu v organismu (Kant et al., 2023).

OH

Obr. 3: Strukturni vzorec testosteronu

Estrogeny zodpovidaji za vyvin a diferenciaci Zenskych pohlavnich organt a
spermatogenezi u muzu. Dulezitou roli vSak hraji i v dalSich tkanich, kdy jsou
zodpovédné za vyvoj kostni dfen€, embryonalni vyvoj a spravnou cinnost mozku.
Hlavnim estrogenem je estradiol, ktery je syntetizovan z testosteronu enzymem
aromatasou. Estradiol zajistuje bunécnou signalizaci vazbou na ER receptory. Mutace
v genech kodujicich aromatasu nebo ER zapficitiuji nékteré z endokrinnich poruch
(Fukami and Ogata, 2022; Cui et al., 2013). Lécba estrogeny je vyuzivana zejména u
nemoci spojenych se stafim jako je osteoporéza (Cui et al, 2013). Syntéza 2-

methoxyestradiolu probiha z 17B-estradiolu pomoci jaternich enzymu cytochromu 450 a
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katechol-O-methyl transferasy (Varricchio and Stevens, 2001). Mezi vyznamné vlastnosti
2-methoxyestradiolu patii antiproliferacni a antiangiogenni aktivita, cehoZz se vyuZiva pii
1é¢bé rakoviny. V kombinaci s bortezomibem, tamoxifenem nebo epirubicinem tvoii

terapeutika k 1é€bé rakoviny prsu (Ba et al., 2019).

OH
2) ‘ b) OH
/O
HO HO

Obr. 4: a) strukturni vzorec estradiolu, b) strukturni vzorec 2-methoxyestradiolu
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Pouzité bunéc¢né linie

V experimentalni ¢asti byla pouzita epitelova bunécna linie MCF7 odvozena od lidského
prsniho adenokarcinomu a epitelova bunécné linie HeLa odvozena od cervikalniho

karcinomu (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Velka Britanie)

3.1.2 Testované steroidni derivaty

K testovani antiproliferacni aktivity in vitro byly pouzity steroidni derivaty MK464
(konjugat estradiolu s valinem), MK465 (konjugat testosteronu s L-valinem), MK499
(konjugat 2-methoxyestradiolu s valinem) a MK653 (konjugéat testosteronu s D-valinem),
jejichz struktury zobrazuje tabulka 1. Substituovany valin obsahuje na svém o uhliku N-
Boc skupinu. Tyto derivaty byly piipraveny RNDr. Miroslavem Kvasnicou, Ph.D.
z Laboratofe rastovych regulatorti, podle postupu v ¢lanku Rarova a kolektiv, 2018
(Rarova et al., 2018). Pro experiment byly pouzity jejich roztoky o koncentraci 10 mM
v DMSO, které byly nasledné fedény do 10% DMEM média na finalni koncentraci 10
uM.

Jako standardy byly vyuzity roztoky testosteronu, estradiolu a 2-

methoxyestradiolu v DMSO, kazdy o koncentraci 10 uM.
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Tabulka I: Informace o testovanych konjugatech. c.ss— zasobni koncentrace, ICso— poloviéni

inhibi¢ni koncentrace pro linii HeLa a MCF7.

Nazev Vzorec Czis. [MM] ICso [uM]

6,7+ 0,0 (HeLa)
MK464 HN o 7,5

77/ 7< 12,7 + 1,7 (MCF7)
(0]

HO

5 73 + 0,8 (HeLa)

MKA465 N o 75
7]/ 7< 20,0 + 3.5 (MCF7)

4
(e}
(0]
O/u
N 9,9 + 3.4 (HeLa)
MK499 o 75
P 7f 7< 17,5 + 2.3 (MCF7)
0]
HO
0]
OM
NT (HeLa
MKG653 N o 10 (Hela)
7]/ 452+ 4.7 (MCF7)
(@]
(0]}
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3.1.3 Pouzité protilatky

K testovani imunochemickymi a imunofluorescen¢nimi metodami byly pouzity nize

uvedené primarni protilatky (Tab. 2) a sekundarni protilatky (Tab. 3).

Tabulka 2: Seznam pouzitych primarnich protilatek pro imunodetekci i imunofluorescenci. IF —

fedéni pro imunofluorescenci, MW — molekulova hmotnost.

MW

Nizev Zdroj Klon Redéni Vyrobce
[kDa]
anti-PARP kralik 116, 89 46D11 1:500 Cell Signaling
anti-B-actin mys$ 43 C4 1:5000 Santa Cruz
anti-caspase-7 kralik 20, 35 - 1:250 Cell Signaling
anti-phosphoAR kralik 110 S81 1:500 Merek
Millipore
(IF) 1:500
anti-phosphoER o kralik 66 Ser104/106  1:500 Cell Signaling
anti-phosphoRb kralik 110 Ser807/811  1:500 Cell Signaling
anti-p53 mys 53 DO-7 1:10 Cell Signaling
anti-Mcl-1 kralik 40 D35A5 1:100 Cell Signaling
anti-Bcl-2 mys 26 - 1:1000 Sigma-Aldrich
anti-phosphoGR kralik 95 Ser211 1:1000 Cell Signaling
anti-ER B mys$ 55 PPG5/10 1:20 Thermo
anti-AR kralik 110 D6F11 1:2000 Cell Signaling
anti-ER a kralik 66 D8HS8 1:1000 Cell Signaling
(IF) 1:200
anti-GR mys$ 95 G5 1:100 Santa Cruz
anti-LXR o/p mys 56 GI10 1:1000 Santa Cruz
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Tabulka 3: Seznam pouzitych sekundamich protilatek pro imunodetekci i imunofluorescenci. IF
— fedéni pro imunofluorescenci, RAM/Px — krali¢i proti mysi znacena kienovou peroxidasou,
SWAR/Px — praseci proti mysi znacena kienovou peroxidasou, GAR/Alexa Fluor 488 — kozi
proti krali¢i konjugovana s barvivem Alexa Fluor 488, RAM/Alexa Fluor 488 — kralici proti

mys$i konjugovana s barvivem Alexa Fluor 488.

Nazev Zdroj Redéni Vyrobce
RAM/Px kralik 1:1500 Sigma
SWAR/Px prase 1:1000 Cell Signaling
RAM/Alexa Fluor 488 kralik (IF) 1:1000 Thermo
GAR/Alexa Fluor 488 koza (IF) 1:1000 Thermo

3.1.4 Pouzité chemikalie

e Aceton (Lach-Ner, Ceska republika)
e Akrylamid (AA) (Merck Millipore, USA)
e Aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)
e Bisakrylamid (Bis) (Sigma-Aldrich, USA)
e Buthanol (Lach-Ner, Ceska republika)
e Coomassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich, USA)
e Dihydrogenfosforenan draselny (KH,PO4) (Lachema, Ceska republika)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Pancreac Applichem, USA)
e Dithiotreitol (DTT) (Serva, Némecko)
e Dodecylsiran sodny (SDS) (Lach-Ner, Cesk4 republika)
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA)
e FEthylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, USA)
e Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA) (Sigma-Aldrich, USA)
e Ethanol 96% (Lach-Ner, Ceska republika)
e Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, USA)
e Fetalni teleci sérum 10% (Biowest, Francie)
e Fluorid sodny (NaF) (Sigma-Aldrich, USA)
e FluorSave Reagent (Merck Millipore, USA)
e Glycin (Calbiochem, USA)
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e Hovézi sérovy albumin (BSA) (Biowest, Francie)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na;HPO4 - 12 H,0) (Penta, Ceska
republika)

e Chemiluminiscen¢ni substrat SuperSignalTM West Pico PLUS (Thermo Fisher
Scientific, USA)

e Chlorid draselny (KCI) (Chemopol, Ceska republika)

e Chlorid sodny (NaCl) (Penta, Ceska republika)

e Kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, CR)

e Kyselina octova (CH;COOH) (Penta, Ceska republika)

e Kyselina ortho-fosfore¢na (Penta, Ceska republika)

e [Leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

e [-glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

e Methanol (Penta, Ceska republika)

e Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)

e Peroxosiran amonny (APS) (BioRad, USA)

e Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA)

e Proteinovy marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific, USA)

e Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)

e Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad, USA)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Serva, Némecko)

e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

e Tween 20 (MP Biomedicals, USA)

e Vanadi¢nan sodny (Na3VOs) (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.5 Pouzité roztoky

IM TRIS/HCI (pH 6,8): 24,23 g TRIS /200 ml H20 pH 6,8

IM TRIS/HCI (pH 8,8): 24,23 g TRIS /200 ml H20 pH 8,8

PBS + 0,1% Tween 20: 500 ml PBS; 500 pul Tween 20

TBS + 0,1% Tween 20: 500 ml TBS; 500 pl Tween 20

1% BSA v PBS + Tween 20: 0,5 g BSA; 50 ml 0,1% PBS + Tween 20
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10% APS: 0,1 g/ 1 ml H2O

10% DMEM: 10 % fetéalni sérum; 2 mM L-glutamin; 0,1 mg/ml streptomycin; 100
U/ml penicilin

10% SDS: 5 g SDS /50 ml H20

5% BSA v TBS + Tween 20: 2,5 g BSA /50 ml TBS + Tween 20

5% susené mléko: 2,5 g suSené mléko / 50 ml TBS + Tween 20

AA + Bis (30% Akrylamid + 0,8 % Bisakrylamid): 58,4 g AA; 1,6 g N’N’ Bis; 200 ml
H>O

Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie Brilliant Blue; 96% ethanol; 85% kyselina
ortho-fosforecna

Elektroforeticky pufr 10x konc.: 76,6 g TRIS; 180 g glycin; 25 g SDS /2,51 H,0O
Fixacni roztok: methanol:aceton (1:1)

Chemiluminiscencni ¢inidlo: peroxid vodiku:luminol (1:1)

PBS 10x konc. (pH 7,4): 80 g NaCl; 2 g KCI; 23,1 g Na2HPO4 - 12 H20; 2 g KH,PO4
Ponceau S: 0,1 g Ponceau S; 0,5 ml 98% CH3COOH / 50 ml H>O

Western Blott pufr 10x konc.: 30,3 g TRIS; 144 g glycin/ 11 H20

Lyzaéni pufr (RIPA): 20 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM
EGTA; 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4); pfidano pted pouzitim: 1 mM DTT; 1 mM
PMSF; 0,5 pg/ml leupeptin; 2 pg/ml aprotinin, 2 mM NaF

TBS 10x konc. (pH 7,6): 24,2 g TRIS; 80 g NaCl; HCI k upravé pH/ 1 1 H2O

3.1.6 Pouzité pristroje

Analytické laboratorni vahy AE240 (METTLER TOLEDO, Svycarsko)
Aparatura pro vertikalni elektroforézu (Bio-Rad, USA)

Aparatura pro western blotting (Bio-Rad, USA)

Centrifuga CompactStar CS4 (VWR International, USA)

CO2 inkubator MLO-19AICLE (Panasonic, Japonsko)

Fluorescencni mikroskop IX51 (Olympus, Japonsko)

Chlazena centrifuga Heraeus Megafuge 16R (ThermoFisher Scientific, USA)
Chemiluminiscenéni kamera LAS4000 (Fujifilm, Japonsko)
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Kyvacka Mini Rocket-Shaker (Biosan, Litva)

Laboratorni vahy Kern PCB (Kern, Némecko)

Flowbox (Telstar, USA)

Magneticka michacka (VELP Scientifica, Italie)

Opticky mikroskop Axiovetr 40 CFL (Zeiss, Némecko)

Termoblok (ThermoFisher Scientific, USA)

Ultrazvukovy homogenizator Sonoplus (Bandelin, Némecko)
Vakuova pumpa Vacusafe comfort (Integra Bioscientifica, Svycarsko)
Vodni lazen (GFL, Némecko)

Vortex Wizard Advancer IR Vortex Mixer (VELP Scientifica, Italie)
Zdroj napéti PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)
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3.2 METODY

3.2.1 Kultivace bunécnych linii, ovlivnéni testovanou latkou a sklizeni

Kultivace obou bunéénych liniit MCF7 1 HeLa probihala v laminarnim boxu za stejnych
podminek. Na Petriho miskach o priméru 100 mm byly bunky kultivovany v ptitomnosti
10% kultiva¢niho média DMEM. N¢kolikrat do tydne byly pasazovany, kdy po odsati
starého média bylo ke kultufe v misce napipetovano 3 ml EGTA po okraji misky. Po
odsati tohoto roztoku bylo do misky napipetovano 2 ml trypsinu a takto byla miska
vlozena do inkubatoru, coz vedlo k uvolnéni bunécné linie z jejiho dna. Nasledné byl
povrch misky oplachnut 5 ml DMEM a cely jeji obsah byl prenesen do zkumavky, ktera
byla centrifugovana pii 1000 x rpm po dobu 5 minut. Médium bylo odsato a k peletu
bunék byly pfidany 2 ml nového DMEM. Obsah zkumavky byl rozdélen 1:2 pfenesenim
1 ml do dvou novych misek. Misky byly doplnény 9 ml média a vlozeny do inkubéatoru.
. Kultivace probihala v inkubatoru za stabilnich podminek (teplota 37 °C, 100 % vlhkost,
atmosféra 5,5 % CO»).

Poté co bunky narostly po celém povrchu misek, byly opét zpasazovany
uvedenym zpusobem. Veskery bunéCny pelet byl rozpustén v 20 ml DMEM. Z této
suspenze bylo odebrano 10 pl a pomoci Biirkerovy komurky bylo v optickém mikroskopu
spocitano mnozstvi bunék ve 3 velkych ¢tvercich. Ze zjisténého mnozstvi bunek v presné
definovaném objemu byl vypocitan objem bunéfné suspenze nutny k nafedéni na
koncentraci 7 x 10° bunék ve 100 ml. Suspenze byla nafedéna DMEM médiem na tuto

koncentraci a buiiky byly vysazeny na Petriho misky v objemu 10 ml.

Roztoky testovanych latek o koncentraci 10 uM byly pfipraveny nafedénim
zasobnich roztokit do DMEM média. Po 24 hodinach byly bunécné linie témito roztoky
ovlivnény. Koncentraci 10 uM meély i zvolené standardy, kterymi byly testosteron,
estradiol a 2-methoxyestradiol. Jako kontrola vlivu rozpoustédla bylo pouzito DMSO a
k neovlivnénym kontrolnim butikam bylo ptfidano pouze 5 ml 10% DMEM média. Misky
s latkami byly inkubovéany po dobu 24 hodin.

Nasledné sklizeni probihalo na ledu za nesterilnich podminek. Kazda miska byla
nejdiive dikladneé prohlédnuta v optickém mikroskopu a pfipadné zmény bunécné

kultury zptsobené vlivem testovanych latek byly zapsany. Nasledné byl povrch misek

31



prevrstven 1 ml studeného PBS. Buriky byly ze dna misky seskrabany Skrabkou a
automatickou pipetou preneseny do zkumavky na ledu. Takto zpracované zkumavky
s bunéénymi suspenzemi byly centrifugovany 10 minut pfi 4 °C a tihové zrychleni 1000
x g. Ze zkumavek byl odsat supernatant, jednotlivé pelety byly resuspendovany v 1 ml
studeného PBS a pieneseny do mikrozkumavek. Ty byly popsany a opét zcentrifugovany
po dobu 10 minut pii 4 °C a 1000 x g. Z mikrozkumavek byl odsat veskery supernatant
a poté byly umistény do mrazaku pii teplote -80 °C.

3.2.2 Lyzace bunék

Pro ziskani proteini z bun€k je potieba narusit jejich membranu. Proto byly bunky
vystaveny pusobeni lyza¢niho pufru, ktery obsahuje detergenty, soli a inhibitory proteas
a fosfatas. Pfed zahajenim lyzace byl pfipraven 1 ml lyza¢niho pufru RIPA podle navodu
(984 ul RIPA, 10 pl PMSF, 1 ul leupeptin, 1 pl aprotinin, 1 pul DTT, 2 pl NaF, 1 ul
Na3VOs). K peletim v mikrozkumavkach na ledu bylo pfidano 30-50 ul lyzaéniho pufru
dle velikosti peletu. Lyzaty byly inkubovany na ledu 30 minut, béhem toho byly tfikrat
resuspendovany automatickou pipetou. Pro dukladné naruseni membrany bunék byly
lyzaty zhomogenizovany ultrazvukovym homogenizatorem (10 s, 3 cykly, 30 %).
Nasledné byly zkumavky centrifugovany 30 minut pii 4 °C a 14000 x g. Pfesny obsah

supernatantu byl odebran do novych mikrozkumavek.

Koncentrace proteinii v supernatantu byla stanovena spektrofotometricky pii
vlnové délce 595 nm pomoci metody Bradforda. Do 1 ml Bradfordova €inidla ve sklenéné
zkumavce byl pfidan 1 pl stanovovaného roztoku a zkumavka byla promichana na
vortexu. Nasledné byl roztok ve zkumavce inkubovan po dobu 10 minut. VSechny vzorky
byly méfeny v duplikatu na spektrofotometru. Po zméfeni koncentrace proteini byly
vzorky Ctytikrat nafedény 5x SDS. Nasledné byly 5 minut zahiaty na teplotu 96 °C
v termobloku, zcentrifugovany 20 sekund na stolni centrifuze, promichany na vortexu a
zmrazeny pii teplot€ -20 °C. Takto byly pfipraveny pro SDS-PAGE a nasledny Western
blotting.
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3.2.3 SDS-PAGE a Western blotting

Pred zaCatkem elektroforézy byly pfipraveny 2 polyakrylamidové gely podle navodu
(Tab. 3). Pro buné&cné linie MCF7 byl pouzit 10% délici gel, pro linie HeLa pak 12,5%
gel. Po naneseni déliciho gelu mezi elektroforeticka skla byla jeho hladina pfevrstvena
butanolem, aby se predeslo vytvoreni bublin na jejim povrchu. Za 45 minut, kdy doslo
k zatuhnuti déliciho gelu, byl butanol odsan filtra¢nim papirem a misto néj byl nanesen
zaostfovaci gel. Poté, co hladina tohoto gelu sahala na okraj skel, do n¢j byl vlozen
patnacti jamkovy hiebinek. Zaostrfovaci gel byl v obou piipadech 5%. Gely byly zhruba

hodinu ponechany k zatuhnuti.

Tabulka 4: Prehled chemikalii a objemu pro pfipravu dvou polyakrylamidovych gelu

10% délici gel 12,5% délici gel 5% zaostiovaci gel
AA+Bis 3,125 ml 3.9 ml 840 wl
H,O 2,67 ml 1,94 ml 3,51 ml
TRIS pH 8,8 3,5ml 3,5ml -
TRIS pH 6,8 - - 630 ul
10% SDS 94 wl 94 wl 50 u
TEMED 6,25 nl 6,25 ul Sul
APS 37,5 ul 37,5 ul 30 pl

Zmrazené vzorky pro elektroforézu byly na 2 minuty zahtaty v termobloku pii
teplote 96 °C. Mezitim byla z elektroforetické komurky s vikem a stojanem pro umisténi
gell sestavena aparatura pro vertikalni elektroforézu. Mezi skla gelti byl pouzit 1 1 ELFO
pufru 1x (pfipraven ze 100 ml ELFO pufru 10x a 900 ml destilované vody). Do jamek
v zaostfovacim gelu byly jako prvni naneseny 4 ul proteinového markeru, poté byly
postupné nanaseny vzorky ve vypocitanych objemech (35 pg na jamku). Po naneseni
vzorkt do obou gelt bylo na zdroji nastaveno napéti 90 V. Po zajeti vzorka do déliciho
gelu bylo napéti zvysSeno na 120 V. Elektroforéza byla ukoncena po doputovani vzorka

ke konci gelu (zhruba 1,5 hodiny).

Po ukonceni SDS-PAGE byla aparatura rozebrana a skla geli od sebe byla

oddélena Spachtli. Délici gel byl pfenesen na nitrocelul6zovou membranu, ktera byla
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vlozena mezi vlhké blotovaci papiry, poté mezi porézni podlozky a takto byla uzaviena
v blotovaci kazeté. Po naliti 1 1 blotovaciho pufru (pfipraven ze 100 ml BLOT pufru 10x
a 900 ml destilované vody) do blotovaci vany byla celd aparatura pfesunuta na
magnetickou michacku, kde za stalého michani dochazelo k chlazeni chladici vlozkou.

Membrany byly blotovany pti proudu 270 mA po dobu 3 hodin.

Po ukonceni Western blottingu byly membrany vytazeny z kazety a 5 minut
barveny v roztoku Ponceau S, ktery obarvil pouze bandy s nablotovanymi proteiny.
Nasledné byly preneseny do destilované vody, ktera prebyte¢ny barvici roztok vymyla.

Poté byly vysuseny.

3.2.4 Imunodetekce proteinu

Dle potieby byl piipraven 5% roztok BSA v 1x TBS/TWEEN (2,5 g BSA bylo
rozpusténo v 50 ml 1x TBS/TWEEN) nebo 5% roztok mléka v 1x TBS/TWEEN (2,5 g
suSeného mléka bylo rozpusténo v 1x TBS/TWEEN). Z nitrocelul6zovych membran
s bandy byly skalpelem vytfezany prouzky podle molekulovych hmotnosti stanovovanych
proteinti. Po odbarveni prouzkli v roztoku TBS po dobu 5 minut byly prouzky preneseny
do 5% roztoku BSA v 1x TBS/TWEEN nebo 5% roztoku mléka v 1x TBS/TWEEN.
V tomto roztoku byly hodinu promyvany na kyvacce, ¢imz doSlo k blokaci
nespecifickych vazeb na membrané. Jako vlhka komurka slouzil plastovy box, v kterém
byla umisténa podlozka s parafilmem. Prouzky byly pfeneseny na podlozku a prevrstveny

primarnimi protilatkami (Tab. 1). Vlhka komirka byla pfes noc uchovavana v lednici.

Nasledujici den byly prouzky membran promyvany v 1x TBS 5 minut, 1x
TBS/TWEEN 5 minut, 1x TBS 5 minut a 1x TBS 10 minut. Poté byly pfevrstveny
ptislusnymi sekundarnimi protilatkami (Tab. 2) a ponechany 1 hodinu k inkubaci pfi
laboratorni teploté. Nasledné byly na kyvacce promyvany v 1x TBS 10 minut, 1x
TBS/TWEEN 5 minut, 1x TBS 5 minut a 1x TBS 10 minut. Membrany byly pfeneseny
na podlozku s parafilmem a pfevrstveny substratem (luminol a kfenova peroxidasa
v poméru 1:1). Po 5 minutové inkubaci byla detekovana chemiluminiscence pomoci
chemiluminiscen¢ni kamery (LAS-4000 Image, Fujifilm, Japonsko) a programu
ImageReader. Vlivem oxidace luminolu kienovou peroxidasou, navazanou na sekundarni

protilatce, zde dochéazelo k emisi a nasledné detekci chemiluminiscencniho signalu.
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3.2.5 Imunofluorescence

Prechod steroidnich receptori AR a ERo do jadra byl detekovan pomoci
imunofluorescencnich metod na bunécnych liniich MCF7. Bunécné linie byly sklizeny
z Petriho misky podle pfedchoziho postupu. Nasledné byly resuspendovany v 5 ml 10%
DMEM ve zkumavce. Poté byly spocitany v Biirkerové komirce a nafedény na
koncentraci 60 tisic bun€k na 1 ml. Takto byly pfeneseny do osmi jamkovych slidi po
250 wl na jamku. Po 24 hodinach doslo k ovlivnéni linii testovanymi latkami o
koncentracich 10 uM a 1 uM. Stejné koncentrace byly zvoleny pro standardy, kterymi
byly testosteron, estradiol a 2-methoxyestradiol. Jako kontrola vlivu rozpoustédla slouzil
roztok 10 uM DMSO v DMEM a kontrolni buiiky zustaly bez ovlivnéni. Po 24 hodinach
bylo médium odsato a burnky byly oplachnuty ve 200 ul PBS. Po odsati roztoku PBS bylo
ptidano 200 pl ledového roztoku aceton:methanol, a slidy s buitkami byly na 10 minut
umistény do teploty -20 °C. Tim doslo k fixaci bunék ke dnu jamek. Fixace byla odsana.
Slidy byly ponechany v laminarnim boxu k vyschnuti a poté byly uchovavany pfi teploté
-20 °C.

Barveni fixovanych bunék bylo provedeno pomoci sekundarni protilatky
konjugované s fluorescencnim barvivem Alexa Fluor 488. Pied detekci byly slidy 3
minuty promyvany roztokem PBS + 0,1% Tween 20 a nasledné byly 30 minut blokovany
v 1% BSA v PBS + Tween 20 pii laboratorni teploté. Poté byly opét promyty v PBS +
0,1% Tween 20 a do kazdého slidu bylo aplikovano 150 pl priméarni protilatky. Slidy byly
inkubovany pfes noc pfti teploté 4 °C. Nasledujici den byly promyvany 15 minut v roztoku
PBS + 0,1% Tween 20. Poté byla aplikovana sekundarni protilatka a slidy byly 90 minut
inkubovany pii teploté 4 °C ve tmé, ¢imz bylo zabranéno nadmérnému vysvécovani
fluorescencniho barviva. Po inkubaci byly slidy promyty v PBS a destilované vode¢.
VysusSené slidy byly zakapnuty FluorSave reagentem a foceny na fluorescen¢nim

mikroskopu pfi 400x zvétseni.
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4 VYSLEDKY

Utinky steroidnich konjugati s N-Boc-valinem byly zkoumany na nadorovych liniich
MCF7 a HeLa. Latky byly testovany pomoci metod western blottingu a
imunofluorescenéni mikroskopie. K detekci pro- a antiapoptotickych markert
vyznamnych pro apoptosu byla pouzita linie HeLa, u které se v laboratoii KEB ukazala
zvySena citlivost na steroidni latky. Naopak pro detekci steroidnich receptort, jako jsou
AR, ERa nebo GR, byla vyuzita linie MCF7, jelikoz jde o hormonalné zé&vislou linii. U
této linie pak byla také pomoci fluorescencniho mikroskopu sledovana piipadna

translokace steroidnich receptort ERa a AR z cytoplasmy do jadra.

4.1 Western blotting a imunodetekce

Pro detekci pro- a antiapoptotickych markert byla vyuzita metoda western blotting
s naslednou imunodetekci. Nadorova bunécnd linie HeLa byla po dobu 24 hodin
ovlivnéna latkami MK464, MK465, MK499 a MK653 o koncentraci 10 pM. Zkoumané
latky jsou derivaty testosteronu, estradiolu a 2-methoxyestradiolu, proto byly uvedené
latky vyuzity jako standardy, vSechny o koncentraci 10 uM. Pro porovnani ucinku
zkoumanych latek byly pouzity neovlivnéné kontrolni buriky (znac¢ené jako Ko") a buriky

s piidanim DMSO (znacené Ko™) po dobu 24 hodin.

Protein PARP je apoptotickym markerem a substratem caspas, které zajistuji jeho
Stépeni. Detekce Stépného fragmentu o obvyklé hmotnosti 89 kDa je dikazem prechodu
bunék do apoptosy. Tento fragment byl detekovan v buiikach ovlivnénych testosteronem,
estradiolem a 2-methoxyestradiolem po dobu 24 hodin. Nejsiln€jsi exprese proteinu byla
identifikovana v buiikach ovlivnénych testosteronem, kdy dochazelo ke kompletnimu
roz§tépeni proteinu PARP. Tento fragment nebyl zaznamenan u zadné ze zkoumanych

latek (Obr. 5).

Dalsim ze zkoumanych apoptotickych markerd je caspasa-7 (zymogen velikost 35
kDa), ktera zajistuje St€peni proteinu PARP. Sama se pak pfi apoptose Stépi na svou
aktivni formu, ktera je pomoci imunodetekce identifikovatelna jako fragment o hmotnosti
20 kDa. Tento fragment je zaznamenan v buiikdch ovlivnénych testosteronem a v nizké

mife i estradiolem, po dobu 24 hodin.
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Retinoblastomovy protein, produkt tumor supresorového genu, je ve své
hypofosforylované aktivni formé navazan na E2F transkripcni faktor. Po fosforylaci
cyklin dependentnimi kinasami je deaktivovan a uvolnén z E2F, ¢imz umoziiuje bunécné
déleni (Weinberg, 1995). Detekce fosforylované formy ukézala vyrazné zvyseni exprese
u standardu 2-methoxyestradiolu. Protein o hmotnosti 110 kDa nebyl detekovan
v buitkkdch ovlivnénych testosteronem ani estradiolem, nedochédzelo zde k jeho
fosforylaci. ZvySenou expresi ukazaly také testované latky MK499 a MK 653, coz mohlo
znacit zastavu bunécného déleni po ovlivnéni bunek témito latkami. U konjugatia MK464

a MK465 bylo neaktivni formy tohoto proteinu méné.

Protein p53 je transkripCnim faktorem aktivujicim a inhibujicim expresi gent
zodpovédnych zejména za regulaci bunééného déleni a opravu poskozené DNA (Perry
and Levine, 1993). V bunécnych liniich HeLa je pfitomen i v kontrolnich burikach.
Snizené mnozstvi tohoto proteinu oproti kontrolnim buiikam se nachazelo v burikach

ovlivnénych MK464 a standardem 2-methoxyestradiolem.

Apoptotické markery Bcl-2 a Mcl-1 patii do skupiny antiapoptotickych proteina
podilejicich se na udrzovani integrity mitochondrialni membrany. O ptechodu buriky do
apoptosy rozhoduje jejich pomér vici proapoptotickym markerim v mitochondrii (Slaby
et al., 2015). Hladina exprese proteinu Bcl-2 byla vyrazné zvySena v buikach
ovlivnénych standardy testosteron a estradiol. Naopak pro MK464 a standard 2-
methoxyestradiol dochazelo oproti kontrolnim buiikdm k mirnému poklesu. Pii detekci
Mcl-1 dochazelo k vyraznym zmeénam exprese hladiny proteinu. Nejintenzivnéji byla
hladina detekovéana v bunikach kontrolnich a téch ovlivnénych 2-methoxyestradiolem.
Z testovanych latek expresi nejvice snizovaly konjugaty MK464 a MK465. Snizeni
zpusoboval i testosteron. To mohlo byt ovlivnéno piitomnosti aktivni caspasy, ktera se

podili na Stépeni tohoto proteinu.
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Obrazek 5: Vysledky imunodetekce apoptotickych proteinii v bunécné linii HeLa po ovlivnéni steroidnimi

konjugaty a standardy po dobu 24 hodin. Zleva MK464, MK465, MK499, MK653, testosteron, estradiol a

2-methoxyestradiol, vSechny latky o koncentracich 10 pM.
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Ke sledovani hladin steroidnich receptori pomoci imunodetekce i pozorovani
translokace steroidnich receptord z cytoplasmy do jadra byla vyuzivana hormonalné
zavisla bunécna linie MCF7. Steroidni receptory byly porovnavany ve svych celkovych
a fosforylovanych formach. Pii blokaci membran byl pouzivan 5% roztok BSA v 1x

TBS/TWEEN nebo 5% roztok mléka v 1x TBS/TWEEN.

Androgenovy receptor (AR), protein o velikosti 110 kDa, je fosfoprotein slouzici
jako jaderny transkripéni regulator zavisly na vazbé ligandu jako je testosteron nebo
dihydrotestosteron (Brown et al., 1989). U fosforylované formy tohoto proteinu
dochazelo ke zvySeni exprese pro latku MK499, pro 2-methoxyestradiol bylo naopak
detekovano snizeni exprese. Nejintenzivngjsi hladina celkové formy AR byla detekovana
pro standard testosteron. Ze zkoumanych latek byla nejintenzivnéjsi exprese pozorovana

pro konjugaty MK465 a MK653.

Estrogenové receptory ERa a ERP jsou transkripcni faktory UiCastnici se regulace
mnoha metabolickych procest. Nejhojnéji se vyskytuji v jadre, 1ze je vSak nalézt také
v cytoplasmé a mitochondriich (Jia ef al., 2015). Pomoci imunodetekce byla testovana
exprese podtypu o. ERa je protein o hmotnosti 66 kDa a nejvyssi hladina exprese
fosforylované formy tohoto receptoru se vyskytovala v kontrolnich buikach a burikach
ovlivnénych latkami MK499, testosteronem a estradiolem. Pokles hladin byl pak
pozorovan pro latky MK464, MK465 a 2-methoxyestradiol. Pti sledovani celkové formy
byla exprese nejintenzivnéji detekovana pro MK499, o néco méné pak pro MK465 a
MK653. Naopak pro konjugat MK464 a standard 2-methoxyestradiol v porovnani

s kontrolnimi butikami hladina exprese ERa vyrazné klesala.

Dalsim z transkripcnich regulatorti je glukokortikoidni receptor (GR), nachazejici
se v cytoplasmé. Po navazani ligandu dochazi k jeho translokaci do jadra, kde ptisobi jako
aktivator nebo represor transkripce (Zhou and Cidlowski, 2005). Hladina exprese pro
fosforylovanou formu tohoto proteinu (pGR) v burikach ovlivnénych 2-
methoxyestradiolem klesa. Nejintenzivn€j§i zvySeni pGR je pro kontrolni buriky bez
ovlivnéni, slabsi je pak signal pro MK464, MK499 a MK653. Vyrazné zvysSeni hladiny
celkové formy lze pozorovat v buikach ovlivnénych konjugatem MK465 a
testosteronem. Naopak pro 2-methoxyestradiol exprese oproti kontrolnim buiikam klesa,

stejn€ jako tomu bylo pro pGR.

39



Poslednim ze studovanych receptori byl jaterni X receptor (LXR). Mirné zvyseni
hladiny bylo pozorovano pro latku MK499, u dalSich vzorkd vsak k vyrazn€jsimu
ovlivnéni exprese nedochazelo, a proto také bylo upusténo od detekce fosforylované

formy tohoto receptoru.
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Obrazek 6: Vysledky imunodetekce steroidnich receptorii v burnikach MCF7 po ovlivnéni steroidnimi
konjugaty a standardy po dobu 24 hodin. Zleva MK464, MK465, MK499, MK653, testosteron, estradiol a
2-methoxyestradiol, vSechny latky o koncentracich 10 pM.
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4.2 Imunofluorescencni analyza

Pro potvrzeni ucinka detekovanych western blottingem byla vyuzita metoda
imunofluorescence k sledovani lokalizace steroidnich receptori AR a ERa a jejich
ptfipadné translokace do jadra. Bunécna linie MCF7 odvozena od lidského prsniho
adenokarcinomu byla ovlivnéna studovanymi latkami MK464, MK465, MK499, MK653
a standardy testosteronem, estradiolem a 2-methoxyestradiolem. VSechny tyto latky byly

testovany pii koncentracich 10 a 1 uM.

Pomoci primarni protilatky anti-AR (mysi) a fluorescencni sekundarni protilatky
(kréalici-anti-mysi AF488) byl sledovan vliv testovanych latek na translokaci
androgennich receptori z cytoplasmy do jadra. Kontrolni buriky (Ko") ovlivnény nebyly.
V téchto burikach k translokaci nedochazelo. Stejné tomu bylo v negativnich kontrolnich
burikach (Ko*), s DMSO po dobu 24 hodin. K nejvyraznéjsimu pfenosu AR do jadra
bunék dochazelo pfi ovlivnéni testosteronem o koncentraci 10 i 1 pM. Stejné tak
k translokaci dochézelo i pro estradiol o koncentraci 1 uM, vyssi koncentrace vSak byly
pro linii prilis toxické. Pro 2-methoxyestradiol, MK464, MK465, MK499 a MK653 byly
obarvené androgenni receptory identifikovany pouze v cytoplasmé, nikoliv v jadre.
Fluorescen¢ni signal pii pozorovani AR byl pomérné slaby vuci pozadi, a proto byla

detekce lokalizace znacné obtizna.
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Obrazek 7: Imunofluorescencni lokalizace androgenniho receptoru v bunécné linii MCF7 po ovlivnéni
standardy (testosteron, estradiol, 2-methoxyestradiol) a testovanymi latkami (MK464, MK465, MK499,
MK®653) o koncentracich 1 uM a 10 uM po dobu 24 hodin a kontrolni buriky (Ko, Ko* s DMSO) po 24

hodindch.
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Intenzivnéjsi fluorescence byla pozorovana u estrogenového receptoru o (ERa).
Jako primarni protilatka byla pouzita anti-ERa (krali¢i) a jako sekundarni fluorescencni
(kozi-anti-kralici AF488). Exprese ERa v jadie byla pozorovéana v kontrolnich burtikach
bez ovlivnéni 1 s pfidavkem DMSO. Stejné tomu bylo v buiikach ovlivnénych
testosteronem (1 uM), jeho vyssi koncentrace vSak byla toxicka. Po ovlivnéni estradiolem
byla prokazana exprese jak v jadre, tak v cytosolu bunék. Pro 2-methoxyestradiol pak
byly receptory lokalizovany pouze v cytosolu. Testované latky MK 465 a MK 653
v porovnani s kontrolnimi buiikami zptsobovaly translokaci ERa do cytoplasmy. Pouze
CasteCny prenos probehl pro MK464, ktera zptisobovala rozprostieni receptort do jadra i

cytoplasmy. Podobny vysledek byl detekovan pro MK499 o koncentraci 1 uM.

Koncentrace 10 uM se ve vétsSine€ bunék jevila jako toxicka.

Obrazek 8: Imunofluorescencni lokalizace estrogenového receptoru a v bunécné linii MCF7 po ovlivnéni
standardy (testosteron, estradiol, 2-methoxyestradiol) a konjugdty (MK464, MK465, MK499 a MK653) o
koncentracich 1 uM a 10 uM po dobu 24 hodin a kontrolni burniky (Ko-, Ko+ s DMSO) po 24 hodindch.
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S DISKUZE

Cilem experimentalni Casti mé bakalafské prace bylo otestovat biologickou aktivitu
konjugati steroidnich hormonti s N-Boc-valinem in vitro na nadorovych bunécnych
liniich HeLa a MCF7 metodami western blottingu a imunofluorescen¢ni analyzou.
Zamérem bylo testovani vlivu uvedenych latek na expresi hladiny apoptotickych
marker(i, k Cemuz byla vyuzita linie HeLa. Nasledné byla na linii MCF7 sledovana
exprese steroidnich receptori AR, ERa, GR a LXR, a to z davodu podobnosti testovanych
latek s ligandy danych receptord. V posledni ¢asti byly vybrany receptory AR a ERa, u
nichz byla sledovana translokace z cytoplasmy do jadra. Prirozenymi ligandy téchto
receptorii jsou testosteron a estradiol, které tvori zakladni strukturu testovanych

konjugat.

Vyznam testovani antiproliferani aktivity podobnych steroidnich konjugata
v bunikach Hela uvedli jiz Rarova a kolektiv, kdy testovali i antiangiogenni aktivitu
brassinosteroidniho derivatu BR4848 na endotelovych buiikach. Tento derivat o
koncentracich 5, 10 a 20 puM spoustél v nadorové linii HeLa apoptotickou kaskadu
vyznacujici se sniZzenim exprese antiapoptotickych markera Bcl-2 a Mcl-1, §té€penim
procaspasy 7 za vzniku fragmentu a naslednym Sté€penim proteinu PARP (Rarova et al.,
2018). V této praci byl vSak podobny vysledek zaznamenan pouze u standardu
testosteronu, ktery spoustél Stépeni procaspasy 7 a tim i Sté€peni proteinu PARP. Tyto
vysledky poskytoval i vyzkum Estrady a kolektivu, kdy neuroblastomové buiky po
ovlivnéni testosteronem o koncentraci 10 uM po 24 hodinach podléhaly apoptose

(Estrada et al., 2006).

Vybranymi testovanymi konjugaty byly MK464 (estradiol + N-Boc-valin), MK
465 (testosteron + N-Boc-L-valin), MK 499 (2-methoxyestradiol + N-Boc-valin) a
MKG653 (testosteron + N-Boc-D-valin). Tyto konjugaty obsahuji ve své struktufe
steranovy skelet, ¢imZz se podobaji oxysterolim nebo rostlinnym hormontim
brassinosteroidim. Proto byly biologické Gcinky konjugati porovnavany praveé s t€émito
latkami. Lim et al. zkoumali vliv dvou zastupct oxysterolt (7p-hydroxycholesterolu a
25-hydroxycholesterolu) na bunéénou nadorovou linii THP-1 (monocytarni lidska
bunécna linie z krve pacienta trpiciho akutni leukemii). Obé latky o koncentraci 5 a 10
uM indukovaly v burikach po 48 hodinach apoptosu. Dikazem bylo snizovani hladiny

Bcl-2 s casem, zvySovani exprese caspasy 9 a 3, kterd po aktivaci §tépila protein PARP
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za vzniku fragmentu (Lim et al., 2003). Pro buiiky ovlivnéné MK465 dochazelo ke
zvySovani hladiny caspasy 7 i proteinu PARP, G¢inky ostatnich testovanych konjugata se
vS§ak v porovnani s kontrolnimi burikami neliSily. V souvislosti s apoptosou byla
sledovana také hladina antiapoptotickych markerti Bel-2 a Mcl-1. V expresi proteinu Bcl-
2 nedochazelo pro testované latky v porovnani s kontrolnimi buiikami k vyraznym
zménam. Pro Mcl-1 vSak dochazelo k vyraznému snizeni exprese pro MK464 a MK465.

To spolu se snizenou hladinou pRb poukazovalo na navozeni apoptosy.

Transkripcni faktor p53 je produktem nadorového supresorového genu TP53,
ktery je v nadorové linii HeLLa mutovan. Tim dochazi k nadmémé expresi proteinu
kédovaného danym genem (May et al., 1991). V kontrolnich buiikach byla tato zvysena
hladina exprese p53 detekovana. Pozornost byla vénovana snizeni hladiny exprese, ktera
probihala u konjugatu MK464 a standardu 2-methoxyestradiolu. Vliv téchto latek na

snizeni exprese pS3 vypovida o jejich antiprolifera¢nich vlastnostech.

Protein Rb je ve svém inaktivnim stavu hypofosforylovany a je navazan na faktor
E2F. Fosforylaci dochazi k vyvazéani transkripéniho faktoru E2F, jeho aktivaci a
prechodu buiiky z G1 do S faze (Chellappan et al., 1991). Nejvyssi hladina exprese pRb
byla pro 2-methoxyestradiol. Nejniz§i naopak pro standardy testosteron a estradiol, coz
znacilo, ze jejich vlivem dochazelo k zastavé bunécného cyklu. Zajimavé vysledky
prokazaly konjugaty MK464 a MK465, u kterych byla snizena hladina exprese proteinu,

tudiz mohly v burikach zpasobit blok a poté navozovat apoptosu.

Na hormonalné zavislé bunécné linii MCF7 byla pozorovana exprese celkovych
steroidnich receptori a jejich aktivovanych fosforylovanych forem. Bunky byly
ovlivnény konjugaty MK464 (estradiol s valinem), MK465 (testosteron s L-valinem),
MK499 (2-methoxyestradiol s valinem), MK653 (testosteron s D-valinem) a standardy
testosteronem, estradiolem a 2-methoxyestradiolem o koncentraci 10 uM po dobu 24
hodin. Vliv brassinosteroid, konkrétné 28-homocastasteronu a 24-epibrassinolidu
pozorovala Steigerova a kolektiv na stejné bunécné linii. Vyzkum byl zaméfen na
translokaci a expresi ERa a ERP po ovlivnéni latkami o koncentraci ICso po dobu 6, 12 a
24 hodin. Zatimco v kontrolnich burikdch nedochazelo ke zménam v expresi, v
ovlivnénych burikach se hladina exprese ER snizovala mirné s Casem a exprese ERa po
24 hodinach klesala vyrazné (Steigerova et al., 2010). Nejviditelnéjsi zména byla pro

MK464 a 2-methoxyestradiol, jejich hladiny v porovnani s kontrolnimi buiikami klesaly.
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Podobny trend byl pozorovan i pro aktivni fosforylovanou formu tohoto proteinu, kdy

doslo k poklesu exprese stejnych latek. Tyto latky by mohly pusobit jako antagonisté.

Vliv testovanych latek naexpresi celkového androgenniho receptoru byl
nejvyraznéjsi v buiikach ovlivnénych testosteronem, MK465 a MK653. Jelikoz se jednalo
o konjugaty s testosteronem, mohly tyto latky pisobit jako agonisté. Furutani a kolektiv
se ve svém vyzkumu zabyvali vlivem syntetickych agonistd AR. Z jejich vysledku
vyplyva, ze dihydrotestosteron (DHT), metabolit testosteronu, zpusoboval zvySeni
exprese AR. Mira exprese byla zavisla na koncentraci DHT (Furutani er al., 2002).
Podobné vysledky uvedla ve svém vyzkumu Rérova a kolektiv, kterd zkoumala vliv
cholestanonu a brassinosteroidnich derivatt na AR. Uvedla, Ze steroidni derivat
cholestanon je silnym agonistou AR (Rarova et al., 2012). Tuto skutecnost potvrdil 1
vyzkum Dietricha a kolektivu, ktery po ovlivnéni primarni myometrialni bunééné linie
testosteronem sledoval zvySeni exprese AR (Dietrich er al., 2011). Jelikoz maji latky
MK465 a MK653 vlastnosti podobné agonistim AR, jejich vliv na tento receptor
odpovida vysledkim uvedenych studii. Snizeni exprese celkové formy bylo detekovano
pro MK464, tato latka mohla pusobit jako pfipadny antagonista. U fosforylované formy
tohoto receptoru dochazelo ke zvyseni exprese pro MK499. Ke snizeni dochazelo pouze

pro 2-methoxyestradiol.

Nejvyssi hladina exprese GR byla detekovana pro latku MK465, jeho
fosforylovana forma byla oproti kontrolnim bunikdm snizena. Podobné tomu bylo pro
testosteron, kdy dochazelo ke zvySeni exprese celkového receptoru a snizeni
fosforylovaného. Opacény efekt zplisobovaly latky MK499 a MK653, dochazelo zde
k mirnému poklesu celkového receptoru a zvyseni jeho fosforylované formy, coz svédci
o jeho aktivaci. Rozdil mezi expresi aktivovaného pGR u latek MK465 a MK653, které
jsou obé konjugaty testosteronu, muze byt zpusoben jejich rozdilnou prostorovou
orientaci substituovaného valinu. Zatimco MK653 ma ucinky podobné agonistovi,
MKA465 se chova jako antagonista. Mezi oxysteroly a GR existuje signaliza¢ni draha, kdy
mezi LXR a GR probiha kompetice o koaktivator receptoru (Trousson et al., 2009). Dalsi
znamou drahou je spojeni AR a GR, kdy v rakovinnych buiikach prostaty bylo po inhibici
AR pozorovano zvySeni GR (Arora et al., 2013).

K aktivaci jaterniho X receptoru (LXR) nedochazi pouze cholesterolem, ale i jeho

ptirozené se vyskytujicimi metabolity oxysteroly (Lehmann et al., 1997). Vysledky
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z experimentalni casti vSak ukazaly, ze z testovanych latek méla na expresi LXR jen

MK499, kdy dochazelo k jejimu mirnému zvySeni.

Jako posledni byla sledovana lokalizace steroidnich receptori AR a ERa.
K experimentu byla vyuzita metoda imunofluorescencni mikroskopie, kdy po ovlivnéni
bunécné linie MCF7 testovanymi latkami po dobu 24 hodin byly buriky fixovany,
barveny specifickou primarni protilatkou a poté sekundarni protilatkou konjugovanou
s fluorescencnim barvivem Alexa Fluor 488. Latky i1 standardy byly testovany o dvou
koncentracich, 1 a 10 uM. Cilem bylo zjistit, zda v ovlivnénych burikach dochazi
k translokaci uvedenych receptorti z cytoplasmy do jadra. Vliv latek byl pfi detekci
lokalizace AR porovnavan s kontrolnimi buikami. V téch k translokaci receptort
nedoslo. Nejucinngji pusobil testosteron, kdy pfi koncentraci 1 i 10 uM byly AR
detekovany v jadrech bunék. Dalsi z latek ovliviiyjici pfenos byl estradiol o koncentraci
1 uM. Vyssi koncentrace se jevily jako toxické. V bunkéach ovlivnénych 2-
methoxyestradiolem, MK464, MK465, MK499 a MK653 byly AR lokalizovany pouze
v cytoplasmé. V praci Rarové byl sledovan vliv brassinosteroidi, derivati cholestanu, na
lokalizaci steroidnich receptord v butikach MCF7. Ve srovnani s kontrolnimi butikami,
kde se AR nachazel v cytoplasmé, jeden z derivati zpusoboval translokaci do jadra.
Receptory se vSak vyskytovaly pfevazné na jaderné periferii (Rarova et al., 2016).
Z vysledka se da usoudit, ze ani jeden z testovanych derivatd nemél vyznamny vliv na
translokaci androgenniho receptoru z cytoplasmy do jadra. Detekce byla také znacné
ztizena slabym fluorescencnim signalem, ktery byl pravdépodobné zptisoben

nedostateCnou fixaci bunék nebo chybou pfi pasazovani a ovlivnéni bunék.

K detekci prenosu ERa z cytoplasmy do jadra bun€k byl pouzit stejny postup jako
pro AR, fluorescencni signal byl vSak silnéjsi. Receptory v kontrolnich burikach bez
ovlivnéni 1 s pfidavkem DMSO byly detekovany uvnitt jader. Totéz bylo sledovano pro
testosteron o koncentraci 1 uM. Po ovlivnéni latkami MK464 (konjugat estradiolu
s valinem; pro 1 uM) a MK499 (konjugat 2-methoxyestradiolu s valinem) byla lokalizace
ERa rozprostfena do cytosolu i1 jadra bunék, pro MK465 (konjugat testosteronu s L-
valinem) a MK653 (konjugéat testosteronu s D-valinem) byla detekce pouze v cytosolu.
Ligandy, které se na ERa pfirozen€ vazi jsou 17B-estradiol, estron a estriol (Yasar et al.,
2017). Prace Steigerové a kolektivu se zabyvala vlivem brassinosteroidi na lokalizaci
ERa. Bunécna linie LNCaP byla dvéma derivaty ovlivnéna po dobu 12 hodin. Lokalizace

ERa pro kontrolni buiky byla v cytoplasmé, v buiikach ovlivnénych testovanymi
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derivaty nedochéazelo k vyrazn€j§im zmeénam (Steigerova et al., 2010). Podobnych
vysledki dosahovala i Rarova a kolektiv, kdy po ovlivnéni bunék MCF7 derivaty
brassinosteroidii dochazelo k rozprostfeni mezi jadrem a cytoplasmou (Rarova et al.,

2016).

Konjugaty testosteronu, estradiolu a 2-methoxyestradiolu s N-Boc-valinem byly
testovany dvéma imunodetekénimi metodami na dvou nadorovych bunécnych liniich.
Predmétem vyzkumu byl jejich vztah k navozeni apoptosy a vliv na lokalizaci steroidnich
receptor v bunce. Neékteré zuvedenych latek (MK464, MK465) vykazaly
antiproliferacni aktivitu a zpuisobovaly pfesun steroidnich receptora do cytoplasmy. Proto
se tyto latky 1 jim podobné derivaty s ohledem k jejich nalezenym antiangiogennim a
antiproliferacnim vlastnostem jevi jako slibny cil dal§iho vyzkumu (Rarova et al., 2018;

Steigerova et al., 2010).
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyvala biologickou aktivitou konjugati pohlavnich hormont
s N-Boc-valinem v nadorovych burikach. Pro testovani byla pouzita epitelova bunécna
linie MCF7 odvozena od lidského prsniho adenokarcinomu a epitelova bunécné linie
HeLa odvozena od cervikalniho karcinomu. Vliv testovanych konjugatii na navozeni
apoptosy a zmeény translokace steroidnich receptort byl studovan pomoci metod western

blottingu a imunofluorescen¢ni analyzy.

Vybranymi testovanymi latkami byly MK464 (konjugat estradiolu s N-Boc-
valinem), MK465 (konjugat testosteronu s N-Boc-L-valinem), MK499 (konjugat 2-
methoxyestradiolu s N-Boc-valinem) a MK653 (konjugat testosteronu s N-Boc-D-
valinem). Pro jejich znacnou podobnost s zivo€iSnymi hormony oxysteroly a rostlinnymi
hormony brassinosteroidy, byla jejich biologicka ucinnost srovnavana pravé s témito
latkami. Pfi testovani antiproliferacni aktivity ukéazala nejslibnéj§i vysledky latka
MK464, ktera snizovala expresi antiapoptotickych markerd, p53 a proteinu Rb, ktery
indikuje blok bunék v Gi fazi bunééného cyklu. Ve srovnani se standardem
testosteronem, ktery jasné dokazal spusténi apoptotické kaskady Stépenim caspasy 7 a
naslednym S$tépeni proteinu PARP, vSak nebyly vysledky tak vyrazné. Vliv latek na
expresi steroidnich receptorti byl nejprukaznéjsi pro konjugaty testosteronu MK465 a
MKG653, kdy dochazelo ke zvySeni exprese AR, pro né&jz je testosteron pfirozenym
ligandem. Fluorescen¢ni analyza indikovala nejvyrazné§i prenos ERa zjadra do
cytoplasmy pro MK465, konjugat estradiolu MK464 naopak zpusoboval distribuci

receptoru do jadra i cytoplasmy.

Vzhledem ke zjiSténym antiproliferatnim vlastnostem maji slouc¢eniny ze skupiny
oxysteroltl a brassinosteroidii potencial k dalSimu vyzkumu, bude vSak zapotiebi dalSich

rozsahlejsich experimentd.
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