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1 UVOD A CILE PRACE

Karcinom prsu je nejéast&j§i maligni onemocnéni Zen v Ceské republice. Vice
nez 50 % piipadi vznikd bez zjisténi jednoznacné piiCiny. Lécba je vzdy stanovena
individudlné. Nejcastéji je vyuzivana kombinace chirurgickych a radioterapeutickych
metod s hormonoterapii, chemoterapii nebo biologickou 1é¢bou. U¢innost hormonalni
1écby je zaloZena na expresi steroidnich receptorti v postizené tkani. Hormondlni
terapeutika slouzi k inhibici funkce téchto receptori a umoziuji ovlivnéni ristu

nadoru. A proto jsou stale slibnym cilem vyzkumu.

Za¢elem najit nova lé€iva proti karcinomu prsu je testovano mnoho steroidnich
latek, které vykazuji strukturdlni podobnost s ptirozen¢ vyskytujicimi se ligandy
steroidnich receptorii. Jednimi znich jsou také derivaty brassinosteroidd,

polyhydroxylovych rostlinnych hormonti, na které je zamétena ma diplomova prace.

Cilem teoretické Casti bylo vypracovat literarni reSerSi tykajici se zadaného
tématu. V experimentalni ¢asti bylo cilem charakterizovat zménu exprese steroidnich
receptoril a proteinil cytoskeletu po ucinku testovanych steroidnich latek a stanovit
lokalizaci steroidnich receptorii a proteind cytoskeletu pomoci imunofluorescenéni

analyzy v bunécéné liniit MCF7 odvozené od adenokarcinomu prsu.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Teoreticka ¢ast zahrnuje obecnou ¢ast popisujici zakladni charakteristiku, klasifikaci
a 1écbu karcinomu prsu. V dalsi ¢asti je blize popsan cytoskelet nadorové bunky, ktery
byl jednim z cild testovani. Dal§imi cili byly jaderné receptory, kterym je také urcena
jedna z kapitol. V posledni ¢asti je zahrnuta charakteristika brassinosteroidl a jejich

biologické uc¢inky.
2.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu je souhrnnym nazvem pro maligni formy nadora epitelidlnich bunék
mlé&né zlazy. Je to nejéast&jsi zhoubné nadorové onemocnéni zen v Ceské republice.
Vice nez 50 % vznika bez zjisténi jednoznacné pfiCiny. CeloZivotni riziko vzniku
karcinomu prsu u zen se pohybuje okolo 10 %. V roce 2015 bylo u Zen potvrzeno pies
7 000 novych ptipada (132,4/100 000 zen). Velmi fidce se vyskytuje u osob mladsich
30 let. Incidence vyskytu roste s v€kem nad 50 let. Toto maligni onemocnéni se
nevyhyba ani muzské populaci. OvSem u muzii byl v tomtéZz roce vyskyt méné
frekventovany a byl udan pouze 1 pfipad na 100 000 muzi. Vznik a vyvoj nadort
ovliviluje fada rizikovych faktorG jako v€k, dédiCnost, vyskyt premalignich 1ézi,
zivotni styl a hormondlni zmény. Se stoupajicim vékem se zvySuje i riziko vzniku
karcinomu. Toto riziko se zvySuje i v obdobi hormonalnich zmén jako je Casny nastup
menarche ¢i pozdni menopauza (Bae, 2020; Brychta, 2018; Coufal & Fait., 2011;
Adam et al., 2010).

Terapie je vzdy stanovena individudlng. Je zde uplatiiovan multimodalni piistup.
Nejcastéji je vyuzita kombinace lokoregiondlnich metod v podobé¢ chirurgie
a radioterapie s hormonoterapii, chemoterapii nebo biologickou lébou. Nejstarsi
z 1écebnych metod je terapie chirurgicka. Od minulosti ov§em pokrocila a odstranéni
celého prsu se redukovalo jen na odstranéni nédorového loziska. Dalsi
z lokoregionalnich metod, radioterapie, se vyuziva pfedevsim jako pooperacni oSetfeni
¢i jako samostatna kurativni radioterapie. Mezi systémové terapeutické ptistupy patii
chemoterapie, kdy je cilem likvidace rychle se délicich nddorovych bunék. Toto
pusobeni chemoterapeutik ovSem postihuje i zdravou nenddorovou tkan. Dalsi

systémovou metodou je hormonoterapie, které je vénovana dale vlastni kapitola.

12



Hormonoterpie je volbou unddori s pozitivitou estrogenovych nebo
progesteronovych receptorti, kterym se blize vénuji ve své diplomové préci (Brychta,
2018).

Hlavnimi typy tkani tvofici mlécnou Zlazu jsou zldzova tkan, pojivova tkan
a tukova tkan. NejCastéji se vyskytujici malignimi nadory prsu jsou nadory zlaznatého
epitelu —adenokarcinomy. Nadory pojivové tkané, sarkomy, predstavuji méné nez 1 %
vSech malignich nadori prsu. Morfologicky lze karcinomy z epitelovych bunék
zjednodusen¢ rozdélit do dvou skupin — duktélni a lobuldrni. Duktalni karcinom je
nejcasteji se vyskytujici typ. Charakterizuji ho preinvazivni zmény bez postizeni
axialnich uzlin. Pfi vét§im rozsifeni lozisek duktaniho karcinomu in situ (DCIS) je
vhodnou variantou 1é€by mastektomie ¢i Uplna ablace prsu, kterd zvySuje uspesnost
1écby nad 95 %. V ptipadé lobuldrniho karcinomu in situ (LCIS) jde o ¢etné zvlastni
formy. Jeho ndlez lze povazovat jako indikaci ohroZeni obou prsti invazivni formou.
Proto je dllezitd prevence a pifipadna minimalizace rizika mastektomii ¢i podani

tamoxifenu (Kinkor, 2013; Coufal & Fait, 2011; Adam et al., 2010; Cihak, 1997).

2.1.1 Molekularné biologicka klasifikace

Stanoveni exprese steroidnich hormont v urcitych subtypech karcinomu prsu lze
vyjadfit klasifikaci zavedené v 80. letech minulého stoleti, ktera je rozdéluje na nadory

estrogen-dependentni a estrogen-independentni (Coufal & Fait, 2011).

Na konci 90. letech byla sepsana prilomova klasifikace na zdklad¢ analyzy
profilu genové exprese studie Perou a et al. (2000) castené shrnujici diivejsi rozdéleni
podle histologické klasifikace se zminénou hormonalné dependentni viz Obr. 1.
Nédory prsu Ize rozdé€lit na 4 subtypy - luminalni A, luminalni B, HER-2 a bazalni
subtyp. Lumindlni A subtyp je charakteristicky expresi estrogenového receptoru,
vy$§im praimérnym vékem pacientek a piiznivéjsim klinickym priib&hem. Radime zde
vétSinu lobularnich karcinomt a velkou ¢éast duktalnich s nizkym gradem. Luminélni
B subtypy se vyznacuji expresi estrogenového receptoru a amplifikaci onkogenu
HER-2. Jsou charakteristické vyssi proliferacni aktivitou. Karcinomy HER-2 typu jsou

typické amplifikaci HER-2 onkogenu, ovSem nevyskytuje se u nich exprese

estrogenového receptoru. Karcinomy bazéalniho typu neobsahuji estrogenovy receptor,
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ani aplikaci HER-2. Spole¢né s HER-2 typem postihuji pfedev§im mladsi Zeny a jejich

prabéh neni tolik ptiznivy (Coufal & Fait, 2011).

typ

typicka histologie

zakladni biologické
charakteristiky

zjednoduSené klinické
charakteristiky

luminalni A

luminalni B

duktalni grade 1-2,
klasicky lobularni,
mucinozni, papilar-
ni, tubularni

duktalni grade 2-3

ER pozitivni, HER-2 ne-
gativni, niz8i proliferace

ER pozitivni, HER-2

amplifikace nebo
p53 mutace, vysoka
proliferace

indolentni, dobra odpo-
véd’ na hormonoterapii,
$patna na chemoterapii

horsi prabéh se Spatnou
odpovédi na hormonote-
rapii, zpravidla odpoved’
na chemoterapii

medularni, né-
které¢ komplexni
a metaplastické

i HER-2 (, triple nega-
tive™), extrémné vysoka
proliferace, BRCAI

a p53 mutace

HER-2 duktalni grade 3, ER negativni, HER-2 velmi §patny prubéh bez
medularni amplifikace, vysoka specifické biologické
proliferace 1é¢by, dobra odpovéd’ na
chemoterapii
bazalni duktalni grade 3, negativni na receptory velmi §patny prubéh,

zpravidla dobra ini-
cialni odpovéd na
chemoterapii

Obr. 1 Molekularné biologicka klasifikace karcinomu prsu. Pirevzato z: Coufal & Fait, 2011

2.1.2 Hormonalni lé¢ba

Pfitomnost hormont je velmi dilezita pro rist tkani. Nejvyraznéjsi korelaci nachdzime
u karcinomu prsu a prostaty. Cilem 1écby je zablokovani vazby hormonu na receptor
¢i potlaceni fyziologické produkce hormonu. V ptipadé karcinomu prsu zavisi [é¢ebna
odpovéd” a pocet dosazenych remisi predevSim na poctu estrogenovych
a progesteronovych receptorii v malignich butikdch. Dal§im faktorem je také vek
pacienta a nastup menopauzy (Adam et al., 2011). Znaéné¢ mnozstvi nadorti, pfiblizné
60-70 %, exprimuje estrogenové a progesteronové receptory (Coufal & Fait,, 2011).
Hormonoterapie je tedy vedouci volbou pii 1é¢bé nddort s pozitivitou zminénych
estrogenovych a progesteronovych receptori. U premenopauzélnich pacientek se
vyuzivaji antiestrogeny nebo postupy vedouci k inhibici funkce ovarii.
U postmenopauzalnich Zen se voli k 1é¢bé vyuziti antiestrogent a inhibitori aromatéz

(Brychta, 2018).

Antiestrogeny, antagonisté estrogenovych receptorti, funguji na kompetitivni

bazi ucinku, kdy zaujmou pozici na receptorech, a tim znemozni vazbu ligandu, ktery
14



by podpofil riist nddorovych bunék. Po vazbé antiestrogenil na receptor nedochazi
ke stimulaci exprese proliferacnich faktord, a to i pfes ptechod receptoru do jadra.
Bunéény cyklus se zastavi v G; fazi. Jednim z nejrozSifencjSich antiestrogent je
tamoxifen. Je vyuzivan u premenopauzalnich i postmenopauzalnich pacientek. Dal§im
ucinnym antiestrogenem je napiiklad fulvestrant, ktery se pouziva pii selhdni 1éCby
tamoxifenem a také se upfednostituje u metastazického karcinomu prsu (Adam et al,
2011). Fulvestrant ztéZuje dimerizaci receptoru a tim jeho translokaci do jadra
(Dauvois et al., 1993; Fawell et al., 1990) Také je komplex fulvestrant a receptor
transkripéné neaktivni a nestabilni, coz vede ke zrychlené degradaci estrogenového

receptoru (Nicholson et al., 1995).

Inhibitory aromataz blokuji tvorbu ptisluSnych hormoni. Plisobenim aromatéaz
vznikd hormon testosteron a dale jeho konverzi estrogeny. Mezi nejpouzivanéjsi
fadime anastrozol a letrozol. Tyto inhibitory tfeti generace vynikaji vysokou u¢innosti
a skvé€lou resorpci z traviciho traktu. Oproti tamoxifenu ptsobi bez rizika estrogenni

stimulace na epitel délohy (Klener ef al., 2010).

Gestageny (progesterony) jsou dals$i variantou lécby karcinomu prsu. Diky
navazani gestagenu na progesteronovy receptor dojde ke snizeni produkce steroidnich
receptort v periferii a tim se snizi mnoZzstvi estrogenu v nadorovych bunikach. Vyuziva

se megestrolacetat a medroxyprogesteronacetat (Adam et al., 2011).
2.1.3 Bunécéné linie z nadorti mlécéné Zlazy

Pocet dostupnych linii bunék karcinomu prsu je nizky a pouze jen mald ¢ast z nich
byla rozsahleji prostudovana. Nase znalosti o karcinomu prsu jsou pfevazné zalozeny
na testech in vivo a in vitro. Jsou Casto snadno kultivovatelné v jednoduchych
standardnich médiich a poskytuji zdroj homogenniho samoreplikujiciho se materialu.
Prvni linie BT-20 byla kultivovéna v roce 1958. Od té doby byl ziskan jen maly pocet
bunéénych linii. Casto dochizelo k technickym obtizim spojenych s extrakci
zivotaschopnych nadorovych bunék od jejich obklopujiciho stromatu, coz znacné
snizovalo UspéSnost jejich mozné kultivace. Ze vSech ziskanych bunéénych linii
zahrnuji studie o karcinomu prsu ze dvou tfetin pravé linie MCF7, T-47D a MDA-
MB-231. Buné&¢né linie maji rozsédhlé chromozomalni piestavby, onkogenni mutace,

mista alelickych ztrat a genovych amplifikaci. Pfedpoklada se, ze tyto zmény
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vrwe

kultury a jejim dalSim pasdzovanim (Conn, 2017; Lacroix et al., 2004; Lasfargues et

al., 1958).

Bunééna linie MCF7, plvodné ziskdna z metastdzy pokrocilého nddoru
luminélniho typu, je neinvazivni a pfedstavuje model raného stadia karcinomu. Je u ni
charakteristicka pfitomnost ER a proto je tento model dtlezity pfi klinickém testovani
potencialnich antiestrogennich 1é¢iv. Xenograft MCF7 exprimuje wild type p53 a je

nemetastaticky (Conn, 2017).

Dalsi pouzivanou bunécnou linii je T-47D, kterd byla izolovéna z pacientky
s invazivnim duktidlnim karcinomem. Diky vysoké expresi PR je linie pfedevSim
vyuzivana ke studiu progestoronové signalizace a testovani terapeutické ucinnosti
antiprogestini. Rozdil oproti linii MCF7 spoc¢iva v expresi nefunkéni formy p53

(Conn, 2017).

Jako model pozdniho stadia rakoviny prsu se vyuziva linie MDA-MB-231, opé&t
izolovana z pacientky s invazivnim duktalnim karcinomem. Charakterizuje se jako ER
negativni, PR negativni a E-kadherin negativni a spad4 pod bazalni typ karcinomu.
Dochazi ik expresi mutované formy p53. Builkkdm chybi také receptor ristového
faktoru HER2. Karcinomy implantovanych xenografti se vyznacuji metastatickymi

vlastnostmi (Conn, 2017).

2.1.4 Cytoskelet

Cytoskelet je proteinova dynamicka sit’ buiiky tvofena vldknitymi proteiny. Existuji
tii typy vldken — mikrofilamenta, mikrotubuly a intermedialni filamenta. Spolecné
vytvareji trojrozmérné leSeni buiky a udrzuji tvar a pevnost builky i jejich
povrchovych specializaci. Také se ucastni pohybu a cytoplazmatického transportu

(Slipka et al., 2018; Vajner et al., 2018).

Mikrotubuly, které nejen urcuji strukturu buiiky, plni mnoho jinych funkei.
Zajistuji transport riznych signalii nebo materialti a tvoii mitoticka vieténka. Jsou
také dulezité pro pohyblivost buiiky. Mikrotubuly jsou skupiny vldken, které jsou
tvotené zakladnimi proteinovymi molekulami — tubuliny. Tubuliny jsou heterodimery
slozené ze dvou typt podjednotek o-tubulinu a B-tubulinu. Tyto podjednotky jsou

spojeny nekovalentnimi (hydrofébnimi) vazbami. Mezi kazdym tubulinovym
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monomerem je molekula GTP. Hydrolyza GTP na GDP umoziuje navazani dalSiho
a-tubulinu a tim prodlouzeni mikrotubulu (Alberts, 2008; Wilson et al., 1997).
Zkracuji se a prodluzuji v zavislosti na potiebé buiky. Jsou ukotveny
v MTOC — centru organizujici mikrotubuly, které je tvofeno siti gama-tubulinovych
kruhi a gama-tubulinovych komplexnich proteinii (GCP). Na né jsou pfipojeny
gamatubuliny (Vinopal ef al., 2012; Yuba-Kubo et al., 2005).

v

Mikrofilamenta jsou tvofena aktinem. Aktin je jeden z nejhojnéjSich proteinid
u eukaryot. Nachazi se ve formé glomerularni molekuly G-aktinu a polymerniho
fetézce F-aktinu (Holmes et al., 1990). Fibrilarni F-aktin tvoii mikrofilamentum.
Aktinovd mikrofilamenta nachdzime ve svalovych 1 nesvalovych bukach.
Ve svalovych bunikdch jsou spoleéné¢ s myosinovymi filamenty stabilizovany
tropomyosinem. Aktinové mikrofilamenta maji primér 5-7 nm. Tlust§i myosinové
nachazime s primérem 15-16 nm. V nesvalovych builkdch tvofi dynamickou
nepravidelné uspotadanou strukturu. Jen 50 % aktinu obsazeného v tomto typu bunék

tvofi polymerizovanou formu (Vajner ef al. 2018).

Vldkno F-aktinu se vyznacuje strukturdlni polaritou, na jejimz zaklad¢ jsou
vSechny podjednotky orientovany stejnym smérem. Negativni konec aktinové
podjednotky ma vazebné misto pro ATP, pozitivni konec je namifen k sousednimu
monomeru G-aktinu. Cyklicky zde probiha polymerace a depolymerizace (Vegner et
al., 1976). Ucastni se ji aktin vazajici proteiny jako je napiiklad profilin 1 a profilin 2.
Velkou roli zde maji i proteiny vazajici ionty vapniku, které jsou zodpovédné
za zménu hladiny iontl vapniku cytoplazmé a tim urcuji stupen polymerizace. Dal$imi
dilezitymi aktin vazajicimi proteiny, které hraji Glohu v organizaci mikrofilament, je
také o-aktinin, vinculin a castecné také tropomyosin. V mikroklcich zodpovida

za pravidelné uspotadani fimbrin a vilin (Slipka et al., 2018).

Intermediélni filamenta jsou dalsi skupinou filament obsazenych v cytoplazmé
bun¢k. Jejich tloustka se pohybuje kolem 10-12 nm. Jsou slozena z vlaknitych
molekul — proteint, které se 1i8i podle typu a funkce buiiky. Jeden z nejvyznamnéjsich
zastupct této skupiny filament jsou cytokeratiny. Nachdzi se v epitelovych bunkach
a tvoii zevni tuhou vrstvu cytoskeletu. Jsou hlavni proteinovou slozkou nehtt ¢i vlasi.
Pro svalovou tkai je charakteristickd pfitomnost pfedev§im desminu. Ten se nechdzi
ve svalovin¢ hladké i pfi€né pruhované. Ve tkanich mezenchymélniho pivodu se

nachazi pfedev§im filamenta vimentinu. Vimentin je také hojné zastoupen
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v embryondlnich a nediferencovanych buiikéch. Velkou ¢ast cytoskeletu neuronti tvori
neurofilamenta. Kazdy zneurofilament je charakteristicky odliSnou strukturou
a vykazuje v nervovych buiikach jinou bunéénou tlohu. Dalsi z vyznamnych zéastupcti
intermedialnich filament jsou laminy. Nachézeji se v jadfe vSech bunék na vnitini

stran¢ jaderné membrany (Slipka ef al., 2018; Vajner et al., 2018).

2.1.5 Nejcastéji pouzivana léCiva

Mezi nejcastéji uzivané antiestrogeny patii tamoxifen a fulvestrant. Tamoxifen je
nesteroidni derivat trifenylethylenu, ktery se vaZze na estrogenovy receptor. Vyuziva
se jak k prevenci, tak k 1é¢bé rakoviny prsu. Tamoxifen patii do skupiny selektivnich
modulatort estrogennich receptort (SERM) (Jordan, 1988; Fugh-Berman & Epstein,
1992). Jeho ucinek je komplexni povahy, ov§em nejvyznamnéj$im uc¢inkem je blokada
estrogennich receptort a tim eliminace stimulace prsni tkan€ pomoci estrogenti. Mimo
jiné také indukuje TGFp — antiprolifera¢ni cytokinin a omezuje syntézu stimulacnich
faktort. Velmi podobnym lé¢ivem ze skupiny SERM je také raloxifen nebo artoxifen
(Klener & Klener, 2010). Vhodnym lé¢ivem pii onemocnéni rezistentnim
na tamoxifen je fulvestrant, jehoz mechanismus plisobeni byl popsan jiz v kapitole
2.1.2. Hormonalni 1é¢ba. Fulvestrant je antagonista estrogenovych receptorti, ktery

postrada agonistické ucinky (Hawle et al., 2010).

Dalsi lécebnou alternativou je vyuziti inhibi¢ni 1é€by zasahujici do syntézy
hormontl. Tuto schopnost vykazuji inhibitory aromatdz. Aromatdzy jsou enzymy,
které hraji dilezitou roli v syntéze steroidnich hormont. Nyni je béZné uzivana treti
generace inhibitord aromataz, kterd vykazuje vysSi ucinnost oproti predchozim

generacim. Radime zde napiiklad 1é&ivo anastrazol a letrozol (Klener & Klener, 2010).

V 1écbe karcinomu prsu se také vyuziva podavani gestagent. Farmakologické
davky gestagenti blokuji vazbu estrogenu na hormonélni receptory. Také vykazuji
pfimy antiproliferacni ucinek a omezuji expresi receptort pro rustové faktory.
Piikladem vyuZzivanych lé¢iv je medroxyprogesteronacetat ¢i megestrolacetat (Klener

& Klener, 2010).

K systémové 1écb¢ karcinomu prsu Ize mimo hormonélni 1écby vyuzit také
chemoterapeutik. Mezi Casto vyuzivand monochemoterapeutika patfi antracykliny,
epirubicin, taxany, vinorelbin ¢i gemcitabin. Antracykliny jsou jedny z nejucinngjSich
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cytostatik. Jejich dlouhodobé wuzivani je ovSem omezené vzhledem k jejich
kardiotoxicité. NejstarSim zastupcem této tiidy chemoterapeutik je doxorubcin.
Analogem doxorubcinu je epirubicin, ktery se vyznacuje podobnou uc¢innosti, ale nizsi
kardiotoxicitou. Nejcasteji uzivanymi cytostatiky jsou taxany, které vykazuji vysokou
ucinnost. Poddvanymi taxany jsou paklitaxel a docxetaxel. DalSim cytostatikem je
vinorelbin, ktery interferuje s formovanim mitotického vieténka a tim brani déleni
bun¢k. Jeho pozitivni strankou oproti ostatnim cytostatiklim je absence alopecie.
Ucelé ftady solidnich nddorG puasobi protinddorové gemcitabin, ktery je
charakteristicky nizkou toxicitou (Farmakoterapeutick¢é informace: mesi¢nik

pro lékare a farmaceuty, 2019).

2.2 Steroidni receptory

Steroidni receptory jsou proteiny lokalizované v cytosolu builky, které jsou
fyziologicky i farmakologicky dtilezitou skupinou rodiny transkripénich faktorti
jadernych receptor. Radime sem androgenni receptor, estrogenovy receptor,
progesteronovy receptor, mineralokortikoidni receptor a glukokortikoidni receptor
(Nuclear Receptors Nomenclature Committee et al., 1999). Jsou také dilezitym cilem
1é¢iv vzhledem k jejich nespravné regulaci v chorobnych stavech a schopnosti vazat
malé molekuly. Ptiblizné 16 % léCiv se vaze na jaderné receptory (Santos et al., 2017).
Tyto receptory po navdzani extracelularnich ligandu fidi transkripci cilovych gent

(Zaveri & Murphy, 2007).

Jsou lokalizovany v inaktivni formé v cytoplazmé. Po navdzani extracelularnich
ligandG dochazi k translokaci do jadra a aktivaci déji podminujici proteosyntézu.
Pfirozené ligandy steroidnich receptorti jsou vypsany v Tab. 1. Podminkou vstupu
receptoru do jadra je tvorba dimert. V této forme receptor prostupuje do jadra a piisobi
na specificky usek DNA — hormon responzivni element a tim je spusSténa transkripce

mRNA pro regulacni proteiny (Rokyta, 2015).
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Tab. 1 Steroidni receptory, jejich pFirozené ligandy a antagonisté

receptor prirozeny ligand antagonista
estrogenovy receptor estradiol fulvestrant
androgenovy receptor testosteron nilutamid
progesteronovy receptor progesteron mifepristone

2.2.1 Estrogenovy receptor (ER)

Estrogenovy receptor a byl prvné objeven v 60. letech minulého stoleti. Soucasné
zname jiz dva zédkladni typy estrogenového receptoru, a to zminény ER a.a ER B, jehoz
objev se datuje az v roce 1996 (Delaunay et al., 2000, Kuiper et al., 1996). Estrogenové
receptory muzeme nalézt v Sirokém spektru tkani. Mohou byt zastoupeny ve stejném
poméru, ¢i jeden typ mize dominovat pouze v ur¢itém typu bunck tkané. Exprese ER o
prevazuje predevsim v déloze, stromé prostaty, vajecnicich, Leydigovych buiikach
varlat, kosti, prsou a dalSich. ER B je ve vétsi mife produkovan v buiikéch tlustého
stteva, epitelu prostaty, varlatech, vajeCnicich, kostni dieni a slinnych zlazach

(Dahlman-wright et al., 2006).

Estrogeny jsou kli¢ové ve vyvoji a udrzovani normalni sexudlni a reprodukéni
funkce. Maji bohaty vliv na kardiovaskularni, muskuloskeletalni, imunitni a centralni
nervovy systém (Gustafsson, 2003). Estrogenova signalizace je zaloZena na rovnovaze
protichtidnych sil zminénych dvou receptorti (Heldring et al., 2007). Na tyto receptory
se vaze estrogen, ktery zapti¢ini zménu konformace a dojde ptes fetézec udalosti

ke zméné rychlosti transkripce estrogen regulujicich genti.

ER se skladd z funkénich domén, viz Obr. 2, které mezi sebou vzijemné
interaguji. N-terminalni doména pfedstavuje aktiva¢ni funkéni doménu 1 (AF1), ktera
je vysoce variabilni a to jak v délce, tak v sekvenci. K jeji aktivaci dochazi diky
fosforylaci na serinovém zbytku pomoci MAP kinazové signalni drahy. Dalsi v potadi
je centralni doména ER — DNA vazajici doména, ktera je zapojena do rozpoznavani
a vazby DNA (DBD). Za ni nasleduje doména spojovaci (H), uloZena mezi DNA
vazebnou a ligand vazebnou doménou. Vazba ligandu je zprostfedkovéana pies C-

terminalni doménu a to ligand vézajici doménu (LBD), kterd je zahrnuta do aktiva¢ni
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funkéni domény 2 (AF2). Ta slouzi k dimerizaci ER a aktivaci transkripce zavislé

na ligandu (Nillson et al., 2001, Bunone et al., 1996; Kuiper et al., 1996).

Podobnost obou receptori na trovni aminokyselin je vysoka. Identita DBD je
dokonce az 97 %. U LBD se jednd o 56 % a N-termindlni doména je homologni
na pouhych 24 % (Delaunay et al., 2000). Mimo homologii vykazuji oba receptory
i stejnou afinitu k estradiolu a vazou stejné responzivni elementy DNA (Heldring et

al., 2007).

VGO [ TODL

Obr. 2 Primarni proteinova struktura nuklearnich receptorii: AF1 - aktiva¢ni funkce jedna; DBD - DNA
binding domain; H - spojovaci struktura; LBD - ligand binding domain; AF2 - transaktiva¢ni funkce 2.
Pi‘evzato a upraveno z: Garcia et al., 2018

Existuje n¢kolik odlisnych cest aktivace transkripce prostfednictvim ER, viz
Obr. 3. Prvni cestou je vazba ligandu na LBD. LBD je slozena z 12 a-helixti (H1-H12),
které jsou diilezité pro zménu konformace. Tvoii hydrofobni dutinu, kde je estrogen
schopny se vazat (Nilsson et al., 2001; Brzozowski et al., 1997). Po navazani ligandu
tvoti estrogenové receptory homodimery (ER a-ER a, ER B-ER B) nebo heterodimery
(ER o-ER B). Takto dimerizované receptory jsou schopné se vazat ptes DBD na ERE
(estrogen response elements) a ptes ERE dale na DNA. ER jsou schopné se vazat
na DNA i nepfimo a to pomoci transkripnich faktorGi nazyvanych jako API
(activating protein 1) ¢i SP1 (specifity protein 1). Touto protein-proteinovou interakci
je ovlivnéna fada gent neobsahujicich ERE (Kushner et al., 2000; Saville et al., 2000).
Prostfednictvim SP1 je naptiklad aktivovan gen pro receptor epidermalniho riistového

faktoru (EGFR) nebo protoonkogen kédujici c-fos (Duan et al., 1998).

ER interaguji také s koaktivatory a korepresory transkripce. Tyto molekuly jsou
pfevazné enzymy, které jsou schopné acetylace/deacetylace, fosforylace/defosforylace
a metylace/demetylace. Tim ovliviiuji signalizaci ER modifikaci proteinu v blizkosti
mist, kde jsou na ER vazany (Smith et al., 1997). Koaktivatory se vazi na hydrofobni
vazebné misto tvofené H3, H5 a H12 (Mak et al., 1999). Interagu;ji skrze motiv LxxLL

na AF2 doméné, kdy L znaci leuciny a x neurcenou aminokyselinu (Heery et al.,

.....
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histonii a moznost transkripce. Rodinou znamych koaktivatori je naptiklad SRC
(steroid receptor co-activator) (Spencer et al., 1997). Z korepresorovych proteind jsou
to SMRT (silecing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) a NCoR1
(nuclear receptor corepressors 1). Ty se vazi na receptory az po navazani

antagonistického ligandu a zptsobuji inhibici transkripce (Mottis et al., 2013).
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Obr. 3 Model odliSnych molekularnich drah regulace ER. Ligand zavisla aktivace
transkripce pres ERE, transkrip¢ni faktory a tfeti “negenomicka”. A ligand nezavisla
regulace s vyuzitim kinaz. Pfevzato z: Heldring ef al., 2007

Growth factor
signaling

Mimo dobfte prozkoumané ucinky ligandu na ER, existuji i velmi rychlé ucinky,
které se objevi béhem nékolika sekund ¢i minut po pfidani ligandu. Mezi tyto ucinky
patii aktivace kinaz a fosfatdz a zvyseni toku iontli pfes membranu (Heldring et al.,
2007). Signalizace pravdépodobné funguje ptes ER v kontaktu s cytoplazmatickou
membranou. Dilezitym prvkem je v tomto ptipadé palmitoylace cysteinového zbytku

ER, ktery ER s membranou spojuje (Acconcia et al., 2005).

Dalsi cestou je aktivace proteinu ER bez navazani ligandu - tzv. ligand

nezavislou aktivaci. MAP kindzova signalizace, zajiSténa naptiklad ristovymi faktory,
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vede k fosforylaci proteinu ER na serinovém zbytku v AF1 a tim i k bunéénému rstu

buné¢k nezavislych na estrogenu (Coutts & Murphy, 1998; Kato et al. 1995).

Je experimentdlné podlozeno, Ze estrogeny hraji roli ve vyvoji a ristu rakoviny
prsu (Lupulescu, 1995). Tvorbu nddort lze objasnit riznymi mechanismy. Jednim
z nich je pravé nadmérna stimulace orgdnu, ve kterém je riist a funkce pod endokrinni
kontrolou (Henderson et al, 1982). Tato stimulace vede od normalniho rustu
k neoplazii. Riziko se vysvétluje kumulativni expozici prsni tkané estrogenu (Pike et
al,, 1993). Existuje jistd korelace mezi hladinou estrogenl a zvySenym rizikem
rakoviny (Khan et al., 1994). Nezalezi jen na hladin¢ estrogenti. Dal§im vinikem
vzniku nddoru miize byt ztrata tumor-supresorového genu, coz ma za nasledek poruchu
v down-regulaci ER ¢i selhani v zastaveni déleni bun€k exprimujici ER (Shoker et al.,

1999).

Existuji dva typy estrogenovych receptori — ER a a ER B. ER a mé vyssi afinitu
k estrogenu. In vitro spole¢né¢ tvofi heterodimery a ER B touto formou funguje jako
fyziologicky regulator a tim snizuje afinitu k estrogenu formy ER a (Hall ez al., 1999).
Exprese obou receptorit v normalni tkani je nezndma. OvSem je znamo, Ze exprese
ER a je v nddorovych buiikach vyssi nez exprese ER B (Leygue et al., 1998). Z toho

vyplyva, ze pomér exprese zminénych dvou typu receptorti je dilezity.

2.2.2 Progesteronovy receptor (PR)

PR jsou exprimovany jako dvé proteinové izoformy — PR-A a PR-B, které byly
objeveny pocatkem sedmdesatych let. Oba receptory vychazi z jednoho genu a fadi se
opét do skupiny jadernych receptorti transkripcnich faktorti. Bylo potvrzeno, ze PR-A
a PR-B maji rtizné liga¢ni a transkrip¢ni aktivacni vlastnosti (Conneely et al., 2000).
Poméry jednotlivych izoforem se za normalnich okolnosti 1isi v reprodukénich tkanich

v zavislosti na vyvoji a hormonélnim stavu organismu (Shyamala et al., 1990).

Steroidni hormon progesteron hraje diilezitou roli v reprodukénich udalostech

zahrnujici nastup a udrzovani t€¢hotenstvi (Conneely ef al., 2000).

Izoformy PR-A a PR-B maji odlisné funkéni domény charakteristické
pro ligandem aktivované nuklearni transkripéni faktory (Misrahi et al., 1987). Obé
formy obsahuji N-koncovou doménu obsahujici AF1. Ta je zodpovédna za interakci

s transkripénimi regulatory. Izoforma B mé navic N-koncovou ¢ast tvorenou
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164 aminokyselinami nazyvanou B-upstream segment (BUS) a tim tvofi specifickou
AF3 doménu, kterd se v izoform¢é A nevyskytuje a tim ji déla zkracenou. BUS
zprostiedkovava tvorbu intramolekuldrnich struktur, které podporuji u¢inngjsi vazbu
na kofaktor. N-koncova ¢ast izoformy A ale obsahuje inhibi¢ni doménu (ID), ktera je
soucasti AF1 (Tung et al., 2006; Giangrande et al., 1997). Déle 1 jako u estrogenového
receptoru nachazime DBD. Ta je zodpovédna za interakci s PREs (progesterone
respondent elements) promotoru cilového genu. Nésleduje ji spojovaci oblast H s NLS
oblasti (nuklearni lokalizacni sekvence) a LBD s oblasti, kterd je dilezita
pro konformacni zménu a dimerizaci (DD). Dalsi v pofadi je transaktivacni doména
AF2, ktera je aktivni aZ po navozeni dimerizace (Misrahi et al., 1993; Kastner et al.,
1990; Misrahi et al., 1987). Izoforma B obsahuje oproti A vétsi mnozstvi
fosforyla¢nich mist. Sest fosforylaénich mist je specifickych pro doménu BUS a sedm

mist je spole¢nych pro obé izoformy (Ward et al., 2009).

Klasicky mechanismus ptisobeni je obdobny jako mechanismus ptsobeni ER.
V nepfitomnosti ligandu existuje PR v komplexu s chaperonovymi proteiny vcetné
heat shock proteini Hsp90, Hsp70 a Hsp40 (Cheung et al., 2000). Takto vytvofeny
komplex ma nutnou konformaci k vazb¢ ligandu (Smith, 1993). Vazba ligandu zptsobi
disociaci od chaperonti a zménu konformace (Tsai et al., 1994). Dimerizovany PR se
translokuje do jadra, prevazné diky NLS (Kastner et al., 1990). Mutace v této sekvenci
vede ke kumulaci PR v cytoplasmé a opozdéné reakci na pfitomnost progesteronu
(Kakar et al., 2006). Nuklearni dimery se vdZou na promotorové oblasti gent a reguluji
jejich transkripci. I jako v pfipadé ER, se v tomhle piipad¢ na regulaci podileji
koaktivatory (SRC) a korepresory (SMRT, N-CoR) (Li et al., 2004; McKenna et al.,
1999).

Transkrip¢ni aktivita je také regulovana fosforylaci. Mutace ve dvou klicovych
serinovych fosforylacnich mistech Ser190 a Ser294 vedou ke snizené transkripci
1 po navazani ligandu (Takimoto et al., 1996). Ovsem mutace jiného fosforylacniho
mista, Ser400, vede v pfitomnosti progesteronu ke zvySeni (Pierson-Mullany et al.,

2004).

Na buiikdch rakoviny prsu bylo zjisténo, Ze izoforma PR-B je mnohem G¢inné;jsi
up-reguldtor transkripce. V porovndni s PR-A je az patnactkrat efektivnéjsi. Na deseti
testovanych genech se dokézalo, ze jsou regulovany PR-A nebo PR-B a hraji dilezitou

roli v morfogenezi nebo tumorgenezi (Richer et al., 2002). I pies vyssi aktivu PR-B,
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existuji geny, které jsou regulovany pouze izoformou PR-A. Celkovy pomér obou
forem je velmi diilezity pro vyslednou funkei progesteronu. V ptipad¢ naddoru prsu je

detekovana zvySenda koncentrace piedev§im PR-B (Branchini ef al., 2009).

PR jsou dtlezité specialné pro duktalni proliferaci spojenou s té¢hotenstvim
a luboalveoralni diferenciaci mlé¢ného epitelu. Jejich ablace vede k vyraznému
snizeni incidence nadoru (Lydon et al, 1999). V normdlni zdravé tkdni je pomér
izoforem vyrovnany. Méni se ovSem pfi vyvoji rakoviny prsu (Graham et al., 1995).
V tomto piipadé je sniZzena exprese PR-B, a tudiz pfevlada PR-A (Mote ef al., 2002).
Zménény rust v zavislosti na zvySeni exprese PR-A byl demonstrovan na transgenni
mysich, které po plisobeni vykazovaly hyperplasticky fenotyp podobny casnym
stadiim rakoviny prsu (Shyamala et al., 1998). Transgenni mysi také vykazovaly
snizenou expresi p21, inhibitoru kinazy, ktery brani aktivaci buné¢ného cyklu (Chou
et al., 2003). Zvysena proliferace je také zajiSténa snizenou expresi TGFB1 (Simian
et al., 2009). Pomér izoforem lze vyuzit jako prediktivni marker pro vybér terapie

(Hopp et al., 2004).

2.2.3 Androgenovy receptor (AR)

AR je jaderny receptor, ktery se z velké ¢asti podili na vyvoji muzského fenotypu. Je
aktivovan  pfedev§im  androgennimi  hormony  testosteronem a = So-
dihydrotestosteronem (Gelmann, 2002). Jelikoz nadmérnd aktivace AR xenobiotiky
urychluje zavaznost nékterych onemocnéni jako je rakovina prostaty ¢i syndrom
necitlivosti na androgen (AIS), je AR jednim z cild pro testovani toxicity 1kt (Tan et

al., 2015; Edwards et al., 1999).

Struktura AR je velmi blizk4 struktute ER a PR. Priméarni aminokyselinové
sekvence LBD zminénych tfech receptori jsou rozdilné, ovSem podobnost
v trojrozmérné struktute LBD AR a jinych steroidnich receptort je vysoka. Na urovni
aminokyselinové sekvence se vyskytuji s maximalni 20% identitou (Shiau et al.,
1998). Aminokyselinova sekvence DBD AR je avSak na 79 % identicka s PR a na 56
% s ER a (Gelmann, 2002).

Androgenni hormony reguluji piedev§im expresi kli¢ovych regulatort
bunécného cyklu — cyklin-dependentni kindzy 2 a 4 a inhibitoru bunééného cyklu p27.
Exprese a funkce androgenovych receptorti je Casto studovana v bunécnych linii
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ziskanych od pacientii s rakovinou prostaty. Je zfejmé, Ze ablace androgenu nebo
aplikace antagonistll AR vede ke snizeni ristu nadoru u vétSiny pacientl s rakovinou
prostaty, proto je AR terapeutickym cilem pfi 1é€bé hormonélné-dependentnich
karcinomti prostaty (Heinlein & Chang, 2004). Jednou z moZznosti 1écby je terapie
antiandrogeny. Antiandrogeny funguji na principu blokaddy vazby androgenii na AR.
Vhodnymi zastupci jsou nesteroidni antiandrogeny — flutamid, bicalutamid, nilutamid.
Jejich vyhody uziti spocivaji v nepfitomnosti ,.flare up* fenoménu zptisobeného
zvySenou hladinou testosteronu. Také jsou redukovany néavaly horka a pfiznaky
z nedostatku androgent. Vykazuji i nezadouci G¢inky. Ty ovSem po pieruseni 1écby
rychle mizi. U nilutamidu byla pozorovéana intolerance na alkohol a poruchy vidéni

jako je adaptace na svétlo/tmu (Belej & Kaplan, 2008).

2.3 Brassinosteroidy (BR)

BR je skupina polyhydroxylovych rostlinnych hormonii. Na zacatku 30. let minulého
stoleti si védci v§imli, Ze extrakty pylu urcitych rostlin maji jisty vliv na rist rostlin.
Pomoci biotestil byl proveden screening vice nez 60 druht pylu a zjistili, Ze polovina
z nich, zahrnujici 1 Brassica napus L. neboli brukev fepka (Carl Nilsson Linnaeus),
podporovaly rast prvnich internodii (Mitchell ef al., 1941). V roce 1970 ji byl ptifazen
nazev brassin (Mitchell et al, 1970). Bylo purifikovano 10 mg krystalického
brassinolidu, konecného produktu syntézy BR, ze skoro 230 kg pylu z B. napus a z n¢j
byla stanovena struktura (Grove et al., 1979). Ukdzalo se, ze je strukturdlné
22R,23R,24S)-2a,3a,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-7-oxa-5a-cholestan-6-

on, brassinolid, ktery je velmi podobny zvifecimu steroidnimu hormonu, viz Obr. 4.

Druhy brassinosteroid castasterone byl izolovan az v roce 1982 (Yokota et al., 1982).
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Obr. 4 Chemicka struktura brassinolidu

V poslednich dvou desetiletich doslo diky charakterizaci receptoru pro BR
k vétSimu porozuméni syntézy a signalni cesty BR. Doslo k pochopeni distribuce BR
v tkanich, kdy se prokazalo, Ze jsou pfitomny v celé rostliné, ale jejich mnozZstvi se
meéni v zavislosti na typu tkané. Jejich vétsi mnozstvi je v pylu, semenech a mladych
tkanich. Jejich pokles byl zaznamenan ve vyhoncich a starych listech. Tudiz lze
vyvodit, ze jejich potieba je v rostoucich tkanich ¢i reprodukénich organech (Shimada
et al., 2003; Choe et al., 2001). Dbalo se na pochopeni principu udrZeni a regulovani
homeostazy. Bylo charakterizovano n¢kolik enzymi, které hraji klicovou roli v jejich
biosyntéze. Jeden ze zminénych enzymi je napiiklad DWF4, v jehoz pfitomnosti je
biosyntéza BR zpomalena (Choe et al., 1998). Takové enzymy jsou soucasti zpétné
vazby regulace BR pfi jejich nadmérnych hodnotach mechanismi, které stale nejsou

zcela objasnény.

2.3.1 Funkce brassinosteroida v rostlinach

Bylo dokazano, ze se brassinosteroidy podileji na zvySeni vynosu u riznych plodin.
Vyuziti brassinolidu pfi terapii rostlin ryze zapfi€inilo vyznamné zvySeni hmotnosti
listd a semen (Lim & Han, 1988; Cohen & Meudt., 1983). BR také zvySily hmotnost
listh 1 semen v rostlinnach kukufice (Lim & Han., 1988). Mimo jiné byl pozorovan

vliv brassinolidu na zvyseni obsahu $krobu v bramborach (Khripach et al, 1999).
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OSetfenim rostliny brassinolidem se mlze zvysit 1 jeji schopnost snaSet vykyvy
teplot a byt tim odolné&;jsi proti nizké a vysoké teploté. BR zvySuji odolnost vii¢i chladu
v rostlinach kukutice (He et al, 1991; Katsumi et al, 1991). Naopak zvysSuje
brassinolid expresi heat shock proteint v rajéatech (Dhaubhadel et al., 1999). Osetfeni
nékterych rostlin také vedlo ke zvySeni tolerance na sucho, kdy pSenice vykazovala
zvyseny rust i1 pti horSich podminkéch (Sairam et al., 1994). Bylo také dokazano, ze
brassinolid mtize indukovat rezistenci tabaku proti viru tabdkové mozaiky ¢i patogenu
z rodu Pseudomonas (Nakashita et al., 2003). Podporuji také expanzi a prodlouzeni
bun¢k modulaci plasticity a relaxace bunétné stény a stimuluji déleni bunék
v protoplastech (Koka ef al., 2000; Xu et al., 1995). Také reaguji s nékterymi

rostlinnymi hormony a reguluji rist a vyvoj rostliny (Takeno ef al. 1982).

2.3.2 Biosyntéza BR

BR jsou syntetizovany z rostlinnych sterold. Kampesterol a jeho analogy jsou
prekurzorem brassinolidu. Syntéza BR probihd dvéma zplisoby - casnou oxidacni
cestou C-6 a pozdni oxida¢ni cestou C-6 (Fujioka et al., 2000). Prvnim krokem je
pfeména kampesterolu na kampestanol. Poté probihd casnd oxidace na 6-
oxokampestanol ¢i pozdni oxidace na 6-deoxocathasterone viz Obr. 5. Dal§imi kroky

probiha syntéza az na brassinolid (Jang et al., 2000).
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2.1. 1. Brassinosteroidy v mediciné

Nejen, ze BR naSly velké uplatnéni v zemédé€lstvi, jejich potencial se vyuziva
i vmediciné. Probéhlo nékolik testovani na protivirovou aktivitu proti lidskym
a zvifecim virt. Brassinolid prokazal in vitro inhibi¢ni aktivitu proti fadé DNA a RNA
viriim (Sharma et al., 2007). Pti testovani proti viru spalnicek bylo potvrzeno dokonce
27 derivati/analogti BR s antivirovou aktivitou (Wachsman et al, 2002). Byla
prokézana i inhibice replikace viru herpes simplex typu I v pfitomnosti syntetického
derivatu BR (Wachsman et al., 2004). Dalsi in vitro studie prokazaly inhibici ¢i uplné
zastaveni riistu viru HIV v infikovanych bunkach podéanim 24-epibrassinolidu. Proto

je 24-epibrassinolid vhodny k prevenci a 1é¢b¢ infekce HIV (Khripach et al., 2005).

Mimo jiné vykazuji BR 1 antiproliferacni, cytotoxicky, protinadorovy,
neuroprotektivni ¢i antiangiogenni UCinek. Jejich antiproliferacni ucinky byly
potvrzeny inhibici bunééného ristu a blokadou bunééného cyklu v G; fazi v prsnich
buitkach po plisobeni dvou pfirodnich brassinosteroidi 28-homokastasteronu a 24-

epibrassinolidu (Steigerova et al., 2010).

Byla také prokdzana antiangiogenni aktivita analogu BR4848 v endotelovych
bunkach lidské pupecnikové zily (HUVEC). Byly zkoumdny procesy probihajici
béhem angiogeneze — adheze a migrace bun¢k. Po aplikaci analoga brassinosteroidi
BR4848 doslo k poklesu az k témét tplné inhibici migrace bunék. Adheze bun¢k byla
testovana na plastovém povrchu a plastovém povrchu s kolagenem. Jiz po 30 minutach
byla pozorovdna vyraznéjSi inhibice adheze bunék k oboum typlim povrchi
po pusobeni BR4848 vzhledem ke kontrolnim buiikdm bez aplikace brassinosteroidu.

BR4848 snizil proliferaci a tvorbu kapilar endotelovych bunék (Réarova et al., 2018).

Protinadorova aktivita fady analogl pfirodnich BR na nékolika rakovinnych
bunécnych linii byla testovana ve studii Malikova et al. (2008). U ¢asti BR byla
zjisténa cytotoxicka aktivita. Zivotaschopnost a proliferace bun&k po piisobeni latek
28-homocastasteron a 24-epibrassinolid byla pozorovana na bunéénych liniich
hormonalné senzitivnich/ necitlivych karcinomu prsu a prostaty, jelikoz vysledky
pfedchozich testt vedly k domnénce, zda cytotoxicita zminénych latek neni
zapticinéna interakci brassinosteroid-steroidni receptor. Oba BR inhibovaly rist bunék

v zavislosti na davce ve vSech otestovanych bunéénych liniich.
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Ismaili et al. (2012) testovali neuroprotektivni U¢inky BR v neuronélnich
bunikdch PC12 proti neurotoxinu o kterém je znamo, Ze indukuje oxidaéni stres
a degeneraci dopaminergnich neuronti, které jsou charakteristické pro Parkinsonovu
chorobu. Pozitivni ucinek vykazovalo 6 z 9 testovanych BR a analogi BR, kdy doslo

k ochrané neuronalni bunky pted piisobenim neurotoxinu.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Buné¢na linie a testované latky

V experimentalni ¢asti byla pouzita bunécna linie MCF7 odvozena od lidského

adenokarcinomu prsu (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Velka

Britanie).

K testovani byly pouzity steroidni latky:

e RN6B (Miroslav Kvasnica, KEB) — analog BRs

e MK349 (Miroslav Kvasnica, KEB) — analog BRs

e triolon (Miroslav Kvasnica, KEB) — steroidni jadro latek MK349 a RN6B
e MU-5562 (Dr. Eva Kudov4, UOChB Praha) — analog estradiolu

e MU-5611 (Dr. Eva Kudov4, UOChB Praha) — analog estradiolu

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma)
Aprotinin (Sigma)
Bisakrylamid (Sigma)
Butanol (Sigma)

Chemiluminiscenéni kit West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo

Scientific)

Coomassie brilliant blue (Sigma)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Panreac Applichem)
Dithiothreitol (DTT) (Roche Diagnostics)

Dulbecco's Modified Eagle “s Medium (DMEM) (Sigma)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Fluka)

Etanol 95 %, 96 % (Sigma)
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Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ N'-tetraoctova

(Serva)

Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma)
Fetélni teleci sérum (FBS) (Biowest)
Fluorid sodny (NaF) (Sigma)

Fluorsave reagent (EMD Milipore)
Glutaraldehyd (Fluka chemie ag)

Glycin (Calbiochem)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Biowest)
Kyselina fosfore¢na (Sigma)

L-glutamin (Sigma)

Leupeptin (Sigma)

Luminol (Thermo Scientific)

NaCl (Penta)

Nonidet P-40 (oktylfenoxypolyethoxyethanol) (Sigma)

Penicilin-Streptomycin (Sigma)
Peroxid vodiku (Thermo Scientific)
Peroxodisiran amonny (APS) (Biorad)

Tetrametyletylendiamin (TEMED) (Biorad)

Tris (hydroxymetyl) aminometan (TRIS) (VWR Biochemicals)

Triton X-100 (Sigma)

Tween 20 (MP Biomedicals)

Pouzité roztoky

* 0,2 % BSA v PBS: 0,2 g BSA do 100 ml PBS 1x

kyselina

* 0,2 % Triton X-100 v PBS: 200 pl Triton x-100 do 100 ml PBS 1x

e 1 M TRIS/ HCI pH 6,8: 24,23 g TRIS/ 200 ml pH 6,8

* 1 M TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRIS/ 400 ml pH 8,8
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10 % APS: 0,1 g/ 1 ml H,O

10 % DMEM: 10 % fetélni sérum, L-glutamin (2 mM), streptomycin (0,1 mg/ml) a
penicilin (100 U/ml)

10 % SDS: 5 g SDS / 50 ml H,O
5 % mléko: 2,5 g suSeného mléka, 50 ml TBS s 50 ul Tweenu

AA+Bis: 30 % Akrylamid (AA) + 0,8 % Bisakrylamidu (Bis AA): 584 g AA+ 1,6
N "N Bis AA/200ml

Cinidlo Bradford: 0,01 % Coomassie brilliant blue; 95 % etanol; 85 % kyselina o-

fosfore¢na

Elektroforeticky pufr: 37,8 g TRIS, 180 g Glycin, 12,5 g SDS do 2,51 H,0O
Chemiluminiscen¢ni ¢inidlo luminol-peroxid (1:1)

PBS + Tween: 500 ml PBS 1x + 500 ul Tweenu

PBS: 800 g NaCl; 2 g KCI; 23,1 g Na,HPO, . 12 H,0; 2 g KH,PO, pH 7 4
Ponceau S: 0,1 g rozpustit v 0,5 ml 98 % CH;COOH a doplnit do 800 ml H,O
Pufr na western blotting 10x: 30,3 g TRIS, 144 g Glycin do 1 litru H,O

RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7.4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA;
0,2 % Nonidet P-40 (pH = 74), pted pouZzitim pfidano: 1 mM DTT; 1 mM PMSF;
0,5 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin, 2 mM NaF

Separacni gel 10 % - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 3,125 ml; H,O 2,67 ml;
TRIS pH 8,8 3,5 ml; SDS 10% 94 pl; Temed 6,25 ul; APS 37,5 ul

Separacni gel 12,5 % - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 3,9 ml; H,O 1,94 ml;
TRIS pH 8,8 3,5 ml; SDS 10% 94 pl; Temed 6,25 ul; APS 37,5 ul

TBS 10x: pH 7,6; 24,2g TRIS, 80 g NaCl, HCI podle pH (asi 14 ml)
TBS 5 0,1 % Tweenem 20: 500 ml TBS 1x + 500 ul 0,1 % Tween 20
TRIS-HCI1 pH 7.4: 24,23 g 1M Tris, cca 12 ml HCI1
Trypsin/EGTA (1:1): 0,1 % trypsin, 0,25% EGTA

Zaostifovaci gel 5% - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 420 ul; H,O 1,755 ml;
TRIS pH 6,8 315 pul; SDS 10% 25 ul; Temed 2,5 pl; APS 15 pl
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3.3 Pouzité protilatky

Tab. 3 Seznam pouZitych primarnich protilatek

Zdroj Klon Redéni Vyrobce
36 o—tubulin mysS (mono) DMIA WB: 100x Sigma
136 ERp krélik (poly) - WB:100x SantaCruz
IF: 200x
160 B-Actin myS (mono) C4 WB: 5000x Santa Cruz
369 AR kralik (mono) D6F11 WB: 1000x Cell Signaling
419 PR kralik (mono) D8Q2J WB: 250x Cell Signaling
IF: 500x
433 phospho-FAK kralik (poly)  Ser732 WB: 100x Thermo
435 ERa kralik (mono) D8HS WB: 500x Cell Signaling
IF: 200x
436 ERp my$ (mono)  PPG5/10  IF: 200x Thermo
442 AR myS (mono) 441 IF: 500x Santa Cruz
443 ERa myS (mono)  F-10 IF: 200x Santa Cruz
495 Dynein light  kralik (poly) - WB: 100x Abcam
chain IF: 200x
496 pMARCKS  kralik (poly) S162 WB: 100x Abcam
IF: 200x
497 Profilin 2 krélik (poly) - WB: 50x Abcam
IF: 100x
498 Vinculin Kralik (mono) - WB:5000x Abcam
IF: 200x

WB: western blot, IF: imunofluorescence
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Tab. 4 Seznam pouZitych sekundarnich protilatek

Zdroj Redéni Vyrobce

45 TR koza (poly) IF: 1000x Jackson Laboratories
Goat-anti-rabbit

430 Alexa Fluor 488 krélik (poly)  IF: 1000x Thermo
Rabbit-anti-mouse

176 Alexa Fluor 488 koza (mono)  IF: 1000x Invitrogen
Goat-anti-rabbit
RAM/Px kralik WB: 1000x  Sigma-Aldrich
SWAR/Px prase WB: 1000x  Cell Signaling

3.4 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Aparatura pro vertikaln{ elektroforézu, BioRad
Aparatura pro western blotting, BioRad
Centrifuga CompactStar CS4, VWR
Fluorescen¢ni mikroskop IX51, Olympus

Gelovy dokumentacni systém LAS 4000, Fujifilm
Chlazend centrifuga Heraeus Megafuge 16R, ThermoFisher Scientific
Inkubator MCO-19AIC, Panasonic

Kyvacka, Biosan

Laminarni box, Telstar

Magnetickd michacka, VELP Scientifica
Minicentrifuga D1008, DLAB Scientific

Opticky mikroskop Axiovert 40 CFL, Zeiss

Termoblok, ThermoFisher Scientific
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» Ultrazvukova lazen RK 31, Bandelin

* Ultrazvukovy homogenizator, Bandelin

UV-VIS spektrofotometer UV-1800, Schimadzu

* Vakuova pumpa Vacusafe comfort, Integra Biosciences a KNF
* Vodni lazen, GFL

* Vortex V-1 plus, Biosan

* Zdroj napéti PowerPac Basic, BioRad

Vyrobce/stat:

BioRad (USA), ThermoFisher Scientific (USA), Fujifilm (Japonsko), Biosan (Litva),
VELP Scientifica (Italie), Olympus (Japonsko), VWR (USA), Bandelin (Némecko),
Shimadzu (Japonsko), Integra Biosciences (Svycarsko), Gesellschaft fiir Labortechnik
— GFL (Némecko), DLAB Scientific (Cina, USA), Panasonic (Japonsko), Zeiss
(Némecko).

3.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

3.5.1 Kaultivace a ovlivnéni bunécné linie testovanou latkou

Bunéénd linie MCF7 byla kultivovana na Petriho misce o priméru 100 mm
v kultivaénim médiu DMEM. Byly udrZzovany optimalni teplotni podminky 37 °C,
5,5 % atmosféra oxidu uhli¢itého a 100 % vlhkost. Do kultivaéniho média 10%
DMEM bylo odméifeno 20 ml fetalniho bovinniho séra, 2 ml penicilinu-streptomycinu,
2 ml glutaminu a vS$e bylo doplnéno DMEM na 200 ml. Kultivaéni médium bylo vzdy

pouzito ohtéaté ve vodni lazni na 37 °C.

Pro mnozeni bun¢k byly buiiky ttikrat tydné pasdzovany. Cilem pasazovani je
natfedéni bunck a jejich pfenos do nové kultivaéni misky s novym médiem. Pred
kazdym pasazovanim byly buiky zkontrolovany pod mikroskopem, kdy se
kontrolovala kondice, kontaminace a pfedevsim jak buiiky narostly. Staré médium
bylo odsato, narostlé¢ bunky byly oplachnuty roztokem EGTA, pomoci trypsinu byly
odlepeny od dna misek a poté centrifugovany opét s ptidavkem DMEM, aby byl
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trypsin jeho ucinkem deaktivovan. Vysledny pelet byl resuspendovan v ur¢eném
objemu kultivacniho média a pfenesen na nové Petriho misky dle potfeb testovani.

Objem bunék s kultivacnim médiem byl v misce vzdy doplnén na 10 ml.

K testovani bylo nezbytné pocitdni bunck. Biirkerova komurka byla naplnéna
10 pl smési média s bunikami. Pod mikroskopem byly spoc€itany buiiky v Sestnacti
¢tvercich ohrani¢enych dvojitou carou. Pocet vyslednych bunc¢k byl vynasobeny
10000 a udaval ndm jejich vysledné mnozstvi v 1 ml. Pro nasazeni bunék
na imunofluorescenéni analyzu jich bylo za potfebi 15 000 na jamku (250 pl).
Na provedeni western blotu jich bylo 700 000 bun¢k na misku (10 ml).

Pfi imunofluorescencni analyze byly bunky prvni den po pocitdni rozdéleny
do jamek ve zminéném poctu. V tomto vhodném poctu byly inkubovany 24 hodin
apoté ovlivnény testovanymi latkami fedénymi do 10% DMEM. Do jamek
s kontrolnimi buitkami bylo pfidino DMSO ve stejné koncentraci jako testované latky.
Po 1 hod/24 hod byly buniky oplachnuty PBS a zafixovany 10% glutaraldehydem.

Nasledné zafixované desticky byly ulozeny do +4 °C ptfed nandSenim protilatek.

Pro provedeni WB byl nasazen ur€ity pocet misek (6-11 podle testovanych latek
a koncentraci), které se opét nechaly 24 hodin inkubovat pti vhodnych podminkach.
Nasledujici den bylo odsato médium a byly napipetovany testované latky naredéné
v 10 ml média ¢i pouze médium/médium s DMSO v ptipad¢ kontrolnich vzorkii.

Po uplynuti dalSich 24 hodin byly latky pfipravené na sklizeni.

3.5.2 Sklizeni a lyzovani bunék pro WB

Bunky byly z misek uvolnény seskrabanim a poté byly pfepipetovany i s médiem
do pfedem nachystanych a nachlazenych zkumavek. Poté byl do misek pfidan 1 ml
vychlazeného PBS a stejnym zplisobem byly zbytky bunék seskrabany a opét
pfepipetovany do stejné zkumavky. Poté byly centrifugovany 10 min/1000g pti 4 °C,
bylo odsato médium a ptfidan 1 ml PBS. Pelet byl resuspendovan a opét centrifugovan.
Staré PBS bylo odsato a bylo pfidano nové, ve kterém byl pelet znovu resuspendovan
a pfenesen do nachystanych eppendorfek, které byly opét zcentrifugovany za stejnych
podminek. Néasledovalo finalni odsani supernatantu a uchovéani peletu v -80 °C

po dobu 24 hodin. Cely proces sklizeni byl provadén na ledu.
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Pii lyzaci byl v prvnim kroku na ledu pfipraven lyzacni RIPA pufr. Podle
mnozstvi peletu byl pufr v ur¢itém objemu piidan ke vzorkiim a spole¢né bylo vse
promichano a inkubovdano 30 minut. Béhem inkubace bylo vSe jeste tfikrat
promichano. Poté bylo vSe ultrazvukovano a nasledné centrifugovano 10 min/14 000
g pii teploté 4 °C. Poté byl supernatant prepipetovan do ¢istych eppendorfek, pii cemz
byl zjistén jeho objem.

Koncentrace proteint byla stanovena pomoci Bradfordovy metody. Méfeni se
provadélo vzdy v duplikatu. Do zkumavky byl pfiddn 1 ml Bradfordova ¢inidla
(fedéno s deionizovanou vodou 1:4) a poté 1 pl vzorku a zvortexovan. Spole¢né byl
vzorek s ¢inidlem inkubovan 10 minut. Objemy zkumavek byly postupné ptelity
do kyvet a byla métfena jejich koncentrace na spektrofotometru pomoci méfeni
absorbance pii 595 nm. Z namétfenych hodnot byly vypocteny koncentrace proteinti
ve vzorcich. Nasledné byly potfebné vzorky natfedény lyzacnim pufrem tak, aby finalni
koncentrace byly stejné. Opét byly zméfeny koncentrace vSech vzorkd v duplikatu
a nasledné¢ dofedény lyzaénim pufrem. Do finalnich objemil bylo pfidano 5xSDS
v poméru 1:4 ke vzorku a poté bylo v§e 5 minut denaturovano v 95-98 °C. Piidanim
SDS dojde pii zvySené teploté k denaturaci a také dodad proteiniim negativni naboj.

V této tazi byl vzorek pfipraven na SDS-PAGE. Vzorky byly uchovany v -20 °C.

3.5.3 SDS-PAGE a western blot

Dulezitou casti byla ptiprava vhodného polyakrylamidového gelu, ktery je bézné
vyuzivan k separaci proteinti. Pro déleni byl pfipraven 10% nebo 12,5% délici gel
a5% gel zaostfovaci. Nejprve byl do elektroforetické komulrky rovnomérné
napipetovan délici gel, ktery byl nasledné pokryt tenkou vrstvou butanolu, ktery ho
zarovnal. Gel poté tuhnul minimaln€ 45 minut. Po ztuhnuti byl oplachnut butanol
a napipetovan zaostfovaci gel. Do neztuhlého zaostfovaci gelu byl vloZen hiebinek
pro vytvotfeni jamek, poté opét gel tuhl. Vysledny gel byl pted SDS-PAGE uchovan

ve vlhkém a chladném prostiedi v lednici pti +4 °C.

Gely byly vlozeny do elektroforetické aparatury. Mezi gely a do okoli byl nalit
elektroforeticky pufr. Poté byly opatrné vytazeny hiebinky. Do prvni jamky byly
naneseny 4 pl molekulového markeru. Do ostatnich jamek bylo naneseno 30 pg

kazdého vzorku. Vzorky byly pfedem ohiaty na 96 °C po dobu 2 minut. Poté byl
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pfipojen a zapnut zdroj s napétim 90 V. Po zajeti vzorkl do déliciho gelu bylo zvySeno
napéti na 120 V. Vzorky byly déle separovany pfiblizn¢ 1 hod do doby, nez zacaly
vzorky z gelu vyjizdét. Béhem elektroforézy byly proteiny separovany na zakladé
jejich molekulové hmotnosti, jelikoZ mély vSechny proteiny po ptidani SDS do vzorkt
stejny zaporny naboj. Zaporné nabité proteiny se po zapojeni zdroje pohybovaly

ke kladné nabité elektrodé a tim doslo k jejich separaci.

Dale byl pfipraven blotovaci pufr, blotovaci aparatura a blotovaci kazeta
s porézni podlozkou, filtraénimi papiry a nitrocelulézovou membranou. Gel byl
opatrné¢ odebran ze skel Spachtli a byla odstranéna jeho vrchni ¢ast obsahujici
zaostfovaci ¢ast. Na negativni pol blotovaci kazety byla prvné polozena porézni
podlozka, na ni 2 filtra¢ni papiry a poté gel. Smérem od gelu k pozitivnimu pdlu kazety
byla poloZena na gel membréna a poté byly opét zrcadlové posklddany 2 filtra¢ni
papiry, porézni podlozka a druha strana blotovaci kazety. Spole¢né byly vSechny casti
zavieny do blotovaci kazety pod hladinou blotovaciho pufru. Pfed uzavienim bylo
diilezité odstranéni bublin z kazety postupnym stlacovanim a jejich vyhanénim
smérem ze stfedu na kraj. Kazeta byla vlozena do blotovaci aparatury do které byl nalit
vychlazeny blotovaci pufr. Také byla dilezitd spravna orientace elektrod, aby doslo
k uspésnému prenosu na membranu. Cela aparatura byla pribézné chlazena chladicimi
vlozkami na elektromagnetickych michackach. Chladici vlozky byly v pribéhu
blotovani ménény. Poté byl piiveden zdroj s 230 mA. Samotné blotovani probihalo

3 hodiny.

Po ukonceni byla membrana vyjmuta a barvena po dobu 5 minut v roztoku
Ponceau S z diivodu vizualizace proteinti. Nasledné byla pfemisténa na kratkou dobu

do deionizované vody a usuSena.

3.5.4 Imunodetekce proteinii

Obarvena membrana byla nafezéna na prouzky podle potieby. Pfed naslednymi kroky
bylo odhadnuto mnozstvi protilatek pottebné k dostatenému pokryti celého prouzku.
Takto nafezand membréana byla odbarvena ve 1x TBS. Poté byly hodinu blokovany
ponoiené v 50 ml 5% mléka v 1x TBS s Tweenem. Mezitim byla pfipravena vlhka
komitrka — plastova podlozka potazena parafilmem uloZena do krabicky s malym

mnozstvim vody, kterd brani proti vyschnuti. Protilatky byly nafedény opét do 5%
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mléka v 1x TBS s Tweenem. Po hodinové blokaci, ktera vedla k zablokovani
nespecifickych vazeb na membrané v mistech, kde nebyly navdzany proteiny, byly
prouzky kratce promyty v 1x TBS. Poté byly prouzky postupné¢ pfeneseny na filtra¢ni
papir, kde mély Cas trochu oschnout. Nasledné byly opatrné pfeneseny na ptfipravenou
plastovou podlozku a byla na né nanesena primarni protilatka. Proteiny s protildtkami
byly inkubovany v lednici pfes noc. Nasledujici den byly promyty na 5 minut v TBS,
5 minut v TBS s Tweenem, op¢t na 5 minut v TBS a nakonec na 10 minut v TBS, aby
se odmyly zbytky nenavazané primarni protilatky. Sekundérni protilatky byly fedény
do 5% mléka v 1x TBS s Tweenem. Po poslednim promyti byly prouzky opét setazeny
na plastovou podlozku, naneseny sekundarni protilatky a spolecné bylo vse
inkubovano. Po hoding byly prouzky zase promyty: 10 minut v TBS, 5 minut v TBS
s Tweenem, 5 minut v TBS a nakonec na 10 minut v TBS. Diky kienové peroxidaze
konjugované se sekundarni protilaitkou byla detekce provedena na zékladé
chemiluminiscence. Bylo pfipraveno chemiluminiscenéni ¢inidlo v poméru 1:1
luminol-peroxid. Po pfidani substratu, peroxidu vodiku, kfenovd peroxiddza
katalyzovala oxidaci luminolu a to mélo za nasledek emisi svétla. Vznikly svételny

signal byl zachycen chemiluminiscen¢ni kamerou.

3.5.5 Imunofluorescenéni analyza

Jiz zafixované buiky v destickadch byly tfikrat oplachnuty 300 pl PBS. Poté bylo
dosazeno permeabilizace bun¢k nanesenim 300 pl 0,2% Triton X-100 v PBS po dobu
2 minut a op¢t bylo vSe oplachnuto PBS ve tfech sériich. Nasledovalo blokovani
nespecifickych vazeb 0,2% BSA v PBS po dobu 20 minut. Mezitim byly nafedény
do 0,2% BSA v PBS primarni protilatky. Po naneseni 230 ul primérnich protilatek
do kazdé¢ jamky byly desti¢ky inkubovany 1 hodinu. Po inkubaci byly opét oplachnuty
ve tiech sériich v PBS po 5 minutach, aby doslo k Gplnému odmyti nenavazané
primarni protilatky. Mezi promyvanim byly pfichystany sekundéarni protilatky. Ty
byly na bunky naneseny a spole¢né¢ inkubovany 45 minut ve tmé. Po naneseni
sekundarnich protilatek bylo dillezité udrzovat buiiky mimo nezbytnou dobu ve tmé.
Po ubéhlé inkubacni dobé byly desticky opét oplachnuty ve tiech sériich PBS, ale vzdy
po ubéhnuti 10 minut. Po odliti posledni série PBS byly bunky zafixovany 1 kapkou
Fluorsave. Fluorsave je vodné médium, jehoz funkci je zachovat buiiky fluorescen¢né

obarvené. Obrazky byly potizeny mikroskopem s kamerou pfi zvétSeni 400x.
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4 VYSLEDKY

Modulace steroidnich receptorti a cytoskeletu po ovlivnéni steroidnimi latkami byla
zkoumana pomoci dvou vybranych metod — imunofluorescencni analyzy a western
blot analyzy. Jednim z cili mé diplomové prace byla také optimalizace provedeni
zminénych metod. Byl kladen diiraz na spravny vybér protilatek, jejich koncentraci

vvvvv

doladén laboratofi.

4.1 Optimalizace testovani

Béhem optimalizace byl z pocatku klicovy vybér protilatek. Na ER a byla odzkousena
primarni monoklondlni krali¢i protilatka anti-ER o (€. 435), monoklondlni mysi anti-
ER a (€. 443) a sekundarni polyklonalni kozi protilatka GAR-TR (€. 45), polyklonalni
krali¢i protilatka RAM-AF488 (¢. 430), monoklonalni kozi GAR-AF488 (¢. 176).
Pro detekci ER B byla nanesena primarni polyklonalni krali¢i protilatka anti-ER B (€.
136) a monoklonalni mys$i anti-ER B (€. 436). Sekundarni protiladtka byla pouZzita
polyklonalni kozi GAR-TR (€. 45) a polyklonélni krali¢i protilatka RAM-AF488.
Na zaklad¢ imunofluorescencni analyzy byla vybrdana nejvhodnéjsi kombinace.
Pro ER o to byla kombinace monoklonalni krali¢i anti-ER o protilatky (¢. 435)
a monoklonalni kozi GAR-AF488 (¢. 176). Pro ER B protilatky monoklondlni mys$i
anti-ER B (€. 436) a polyklonalni krali¢i protilatka RAM-AF488 (€. 430). Sekundarni
protilatky byly znacené fluorochromem s absorpénim maximem v zeleném spektru.
Cervené svitici fluorochromy TR byly z poéatku intenzivni, viz Obr. 6 a Obr. 7, ale
bohuzel dochézelo k rychlému vysvécovani, a proto bylo od nich v dal§im testovani
odstoupeno. U obou obrazkli 1ze pozorovat zménu lokalizace ER po ovlivnéni jejich
pfirozenym ligandem estradiolem (E2). Receptory se po navazani E2 piesouvaji

do jadra a perinuklearniho prostoru.

Primérni protilatky na imunofluorescencni analyzu byly odzkousené v fedéni
200x a 500x. Nasledné bylo vybrano fedéni 500x, jelikoz bylo dostacujici a intenzita
byla vyhovujici. Na western blot analyzu byly pouzity jiz pifedem laboratoii

odzkousené koncentrace protilatek viz. Tab 3 a Tab 4.

Testované steroidni latky MK349 a RN6B byly aplikovany v koncentraci
10 uM. U latek MU-5562 a MU-5611 doslo v koncentraci 10 uM k vysoké
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cytotoxicité, proto byla u western blot analyzy také pouzita koncentrace 5 uM.
U imunofluorescencni analyzy potom koncentrace 1 uM, jelikoz je mnozstvi

pouzivanych buné€k v testu znacné€ nizsi.

Obr. 6 Imunofluorescencni lokalizace ER a v buiikich MCF7 ovlivnénych estradiolem (E2)
v koncentraci 10 pM a 2-methoxyestradiolem (2MeO) v koncentraci 10 pM po 24 hodinach pusobeni.
Vlevo barveni protilatkami: monoklonalni krali¢i anti-ER o primarni protilitka a polyklonalni kozi
GAR-TR sekundarni protilatka. Vpravo pouZity protilatky: monoklonalni mysi anti-ER a primarni
protilatka a polyklonalni krali¢i protilitka RAM-AF488 sekundarni protilatka.
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Obr. 7 Imunofluorescen¢ni lokalizace ER $ v buiikkich MCF7 ovlivnénych estradiolem (E2)
v koncentraci 10 pM a 2-methoxyestradiolem (2MeO) v koncentraci 10 pM po 24 hodinach piisobeni.
Vlevo barveni protilitkami: primarni polyklonalni krali¢i protilitka anti-ER pf a sekundarni
polyklonalni kozi protilitka GAR-TR. Vpravo pouZity protilatky: primarni monoklonalni mysi anti-
ER B protilatka a sekundarni polyklonalni krali¢i protilatka RAM-AF488.

4.2 Imunofluorescen¢ni analyza

Pro sledovani lokalizace proteinti byla vyuZzita imunofluorescen¢ni analyza. Buné¢na
linie MCF7 byla po dobu 24 hodin ovlivnéna steroidnimi latkami MK349
v koncentraci 10 uM, RN6B 10 uM, MU-5562 1 uM a MU-5611 1 uM. OdzkouSeno
bylo také ptsobeni testovanych latek pouze 1 hod. Oproti 24 hodinam ovSem nedoslo
k Zddnym zméndm, a proto byly pro prezentovani vysledkii vyuZity snimky

po pusobeni 24 hod.
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Exprese ER o byla detekovana v kontrolnich butikach v cytosolu i jadie bunék.
Ke kontrolnim bunikdm bylo pfidano ¢ist¢ DMEM médium (KO) a DMEM médium
s ptidavkem DMSO (KO+). Pasobenim latky PHTPP doSlo k usmrceni bunck.
Po aplikaci fulvestrantu doslo k vétsSimu nahromadéni receptorti do cytosolu bunky.
V ptipadé MK349, MU-5562 se lokalizace ER o nezménila oproti kontrole. U latky
RN6B lIze pozorovat lehké snizeni exprese receptort v jadie a jejich nahromadéni
v cytosolu na povrchu jadra. Latka MU-5611 zpisobila translokaci receptoru

z cytosolu do jadra.

MU-5562 MU-5611

Obr. 8 Imunofluorescenéni lokalizace ER a v kontrolnich buiikich MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buiitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami PHTPP 1 pM, fulvestrant
(FULV) 0,1 pM, MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM

45



Exprese ER f3 byla prokazana v cytosolu i jadfe bun¢k v kontrolnich buikach
i buiikkach ovlivnénych vSemi testovanymi latkami. V pfipadé fulvestrantu, latky
MK349 a RN6B nedoslo k vyraznym zménam. Pusobenim latky PHTPP doslo

k usmrceni bun¢k. Vliv latky MU-5562 zpisobil lehce snizenou expresi receptoru

MU-5562 MU-5611

Obr. 9 Imunofluorescenéni lokalizace ER p v kontrolnich buiikach MCF7 (KO, KO+ s DMSO) a v buiikach
MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami PHTPP 1 puM, fulvestrant (FULYV) 0,1 puM, MK349 10 pM, RN6B
10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM
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Exprese PR byla prokazéana v cytosolu i jadie bun€k kontrolnich buné¢k i vSech
testovanych latek, kromé 4-OHT, kde doslo k usmrceni bunék. Latky MU-5562 a MU-
5611 zpusobily lokalizaci receptoru pouze v cytosolu. Ve vsech ostatnich piipadech

nedoslo k vyraznym zménam.

MU-6562 MU-5611

Obr. 10 Imunofluorescen¢ni lokalizace PR v kontrolnich buiikach MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)
1 pM, nilutamide (NIL) 1 pM, MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM
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Exprese AR byla prokazana v cytosolu i jadie bunék u kontrolnich bunék i v§ech
testovanych latek kromé 4-OHT, kde doSlo k usmrceni bunck. U latky nilutamide
doslo ke snizeni exprese receptoru v jadie. Ve vSech ostatnich jamkach nedoslo

k vyraznym zménam.

MU-5562 MU-5611

Obr. 11 Imunofluorescenéni lokalizace AR v kontrolnich buiikich MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buiikach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)
1 pM, nilutamide (NIL) 1 pM, MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM

48



Exprese pMARCKS byla prokdzana v cytosolu i jadfe bunck v kontrolnich
bunkach a také po pisobeni vSech testovanych latek. Nedoslo k Zadnym vyraznym

zménam lokalizace oproti kontrole.

MUS562 MU5611

Obr. 12 Imunofluorescenéni lokalizace pMARCKS v kontrolnich buiikach MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami triolon (TRIOL) 10 pM,
MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM
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Exprese dyneinu byla prokazdna rovnomérné v cytosolu vSech bun¢k. V jadie
buné¢k je exprese u kontrolnich bunék i po plisobeni vSech testovanych latek nizka.

V porovnani s kontrolnimi snimky k zddnym vyraznym zménédm nedoslo.

MUS562 MUS5611

Obr. 13 Imunofluorescen¢ni lokalizace dyneinu v kontrolnich buiikach MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami triolon (TRIOL) 10 pM,
MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 5 pM, MU-5611 5 pM
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Exprese profilinu 2 byla prokazana rovnomérné v cytosolu vSech bunék. V jadie
bun¢k je exprese u kontrolnich bunék i po pliisobeni vSech testovanych latek nizka.
Latka RN6B zpiisobila sniZzenou expresi profilinu 2 v jadie. V porovnani s kontrolnimi

snimky v ostatnich jamkach k Zadnym vyraznym zménam nedoslo.

MUS562 MUS611

Obr. 14 Imunofluorescené¢ni lokalizace profilinu 2 v kontrolnich buiikaich MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami triolon (TRIOL) 10 pM,
MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 5 M, MU-5611 5 uM
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Exprese vinculinu byla prokazana v cytosolu i jadfe bun¢k u kontrolnich bun¢k
a také po pusobeni vSech testovanych latek. Nedoslo k Zaddnym vyraznym zméndm

oproti kontrole.

MUS562 MUS5611

Obr. 15 Imunofluorescenéni lokalizace vinculinu v kontrolnich buiikach MCF7 (KO, KO+
s DMSO) a v buitkach MCF7 po 24 hodinach ovlivnéni latkami triolon (TRIOL) 10 pM,
MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 1 pM, MU-5611 1 pM
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4.3 Western blot analyza

Pro detekci zmén v expresi jadernych receptort byla pro bunéénou linit MCF7 pouzita

analyza Western blot. Byly sledovany proteiny pro progesteronovy receptor (PR),
androgenovy receptor (AR), estrogenovy receptor a (ER a) a estrogenovy receptor 3
(ER B). Jako kontrola pro mnozstvi bunék byla stanovena hladina B-actinu. Bunécna
linie byla po dobu 24 hodin ovlivnéna steroidnimi latkami MK349, RN6B, MU-5562
a MU-5611. Poté¢ byly porovnany hladiny exprese jednotlivych proteind, které jsou
znazornény na Obr. 16. Tento experiment byl proveden dvakrat s podobnymi
vysledky. Vliv testovanych latek byl prokdzan u PR. Snizena exprese obou izoforem
se projevila u latky MU-5562. U AR byla opét zaznamendna sniZzend exprese
po ovlivnéni latkou MU-5562, ale také po ovlivnéni MU-5611. Pfitomnost latky MU-
5562 a MU-5611 také snizila expresi ER a.

MU-5562
MU-5611

AR F—s—.-q———.—. 110 kDa
— —
ERO sy yome — o wo SN W w— 66 kDa

— -
B-actin —----—w——/ 45 kDa
- SETEET38z3
90 kDa

ER
B ————— ——— T 540

,"—-—-—.-—“ 45 kDa

B-actin .

Obr. 16 Vliv steroidnich latek na expresi jadernych receptori v bunééné linii MCF7. Ovlivnéni bunék
probihalo po dobu 24 hodin v koncentracich: fulvestrant (FULV) 10 nM, PHTPP 10 nM, nilutamide
(NIL) 10 nM, 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) 10 nM, MK349 10 pnM, RN6B 10.
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Na zékladé dosud nepublikovanych vysledkii z proteomické analyzy byl
v pripad¢ sledovani exprese cytoskeletarnich proteint test zaméfen na proteiny FAK,
pFAK, vinculin, pMARCKS, profilin 2 a dynein. Jako kontrolu pro mnozstvi buné¢k
bylo pouzito stanoveni B-actinu a a-tubulinu. Bunéénd linie byla po dobu 24 hodin
ovlivnéna steroidnimi latkami MK349, RN6B, MU-5562. Latka MU-5611 byla
z ditvodu jejiho nedostatku vynechéna. K Zadnym zménam v expresi proteinu nedoslo
u proteinu FAK, vinculinu a profilinu viz Obr. 17. U proteinu pFAK a pMARCKS
doslo ke snizeni exprese po pusobeni latky MK349 a RN6B. Mnozstvi dyneinu oproti
kontrole mirn¢ kleslo po piisobeni latky RN6B a MU-5562.

KO

KO+
TRIOLON
MK349
RN6B
MU-5562

vinculin — G CRE— CE— c— — 124 kDa

pMARCKS 32 kDa
dynein 12 kDa
a-tubulin 50 kDa
FAK --~--- 125 kDa
pFAK 125 kDa
B-ACHN e ——————————————— | [
profilin 2 N G— 15 kDa

Obr. 17 Vliv steroidnich latek na expresi proteint cytoskeletu u bunééné linie MCF7. Ovlivnéni bunék
probihalo po dobu 24 hodin v koncentracich: triolon 10 pM, MK349 10 pM, RN6B 10 pM, MU-5562 §
M



5 DISKUZE

Cilem experimentélni ¢asti mé diplomové prace bylo sledovat modulaci steroidnich
receptorii a cytoskeletu v prsnich nadorovych buinkach in vitro po ovlivnéni
steroidnimi latkami pomoci imunofluorescen¢ni analyzy a western blot analyzy.
DalSim cilem byla optimalizace zminénych metod pro vhodné provedeni testovani.
Steroidni receptory ER o, ER [, AR a PR byly vybrany jako cil testovani na zakladé
podobnosti urcenych testovanych steroidnich latek s Zivoc¢iSnymi hormony
odvozenymi od cholesterolu, které slouzi jako ligandy zminénych receptort.
Na zékladé dosud nepublikovanych vysledkill z proteomické analyzy se zabyvalo také

expresi a lokalizaci riiznych typi cytoskeletalnich proteint.

Vybér vhodné protilatky pro ER byl proveden s vyuzitim latek estradiolu (E2)
a 2-methoxyestradiolu, jelikoz jejich plisobeni na ER jsou jiz dobie zndmé. V roce
1971 Jensen et al. zjistili, Ze se E2 vaze na ER v cytoplazmé, ktery je poté
transformovan a translokovan do jadra. Tam je vyvolana exprese urcitych gent
a syntéza proteinl, coz vede az k hyperplazii bunky (Jordan et al., 1977). Naopak
ptirozené vyskytujici se metabolit estradiolu, 2-methoxyestradiol, ztradci oproti
estradiolu estrogenni aktivitu a vykazuje silné inhibi¢ni G€inky na rist bunék
urtznych druhd rakoviny. Projevuje se antiproliferacnimi, proapoptickymi,

antiangiogennimi, antitubulinovymi a antimetastickymi ¢inky (Mueck ef al., 2010).

Western blot analyzou byl detekovan vliv testovanych steroidnich latek jak
v piipad¢ exprese receptord, tak i cytoskeletu. Snizeni exprese ER o doslo u latky MU-
5562 a MU-5611 stejné jako po ovlivnéni fulvestrantem. Fulvestrant byl vybran jako
kontrolni latka, jelikoZ jsou jeho vlastnosti jiz dobfe prozkoumény. Ve vazbé s ER
zhorsSuje dimerizaci receptoru a tim jeho piesun z cytoplazmy do jadra (Fawell et al,
1990; Dauvois et al, 1993). Komplex ER-fulvestrant je také nestabilni a oproti
komplexu ER-estradiol dochazi k jeho zrychlené degradaci (Nicholson et al, 1995).
Po ovlivnéni fulvestrantem byla imunofluorescen¢ni analyzou detekovana translokace
ER o zjadra do cytosolu bun€k. Z vysledkt Ize usoudit, ze pravdépodobné jeste
nedoslo k degradaci ER, a proto jsme byli schopni ER a v cytosolu ve vétsi mife
pozorovat. Pisobenim latky MU-5611 byla imunofluorescenc¢ni analyzou detekovana
v opaéném piipad¢ translokace zcytosolu do jadra, a tim doslo k podpoteni

transkripéni aktivity receptoru. Vysledek tedy nekoreluje s vysledkem hladin exprese
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z western blot analyzy. U ER [ nedoslo na rozdil od ER o k zZdidnym vyraznym
zménam a to ani v piipadé PHTPP, jakoZzto antagonisty tohoto receptoru. PHTPP
vykazuje vyssi selektivitu k ER f3 a proto se ¢asto vyuziva k rozliSeni riznych aktivit
dvou estrogenovych receptorti (Compton et al., 2004). U AR doslo k velmi malému
snizeni exprese po ovlivnéni MU-5562 a MU-5611. K lehkému sniZeni exprese doslo
i v pripad¢ PR u latky MU-5562. Vorika et al. (2020) testovali vliv fady steroidnich
latek na funkci ER a. Pomoci luciferdzového reporterového testu byla otestovana
jejich inhibi¢ni aktivita, kdy MU-5562 a MU-5611 vykazoval inhibici srovnatelnou
s jiz vyuzivanymi antiestrogeny v klinické praxi. Imunochemickou analyzou také byla
potvrzena po pusobeni latky MU-5611 snizena hladina exprese proteinu AGR2, ktera
je spojend se snizenim hladiny ER a. Také ob¢ latky, MU-5562 a MU-5611,
vykazovaly zvySeni exprese proteinu p21, ktery hraje roli v inhibici bunééného cyklu
(Vornka et al., 2020). Testovanim steroidnich latek, konkrétn¢ derivatii cholestant
blizkych k brassinosteroidiim, na bunécné linit MCF7 se zabyvala také Rarova et al.
(2016), kdy u dvou latek byl blize studovany jejich vliv na expresi steroidnich
receptort. Pisobeni cholestanovych derivati vedlo ke snizeni exprese ER o po 24 hod
i 48 hod. Exprese ER [ byla snizena az po pusobeni 48 hod. U AR doslo po 24 hod
ke zvysSeni jeho exprese, ale po 48 hod jiz k jeho snizeni. U PR nedos$lo k Zzadnym

zméndm (Rarova et al., 2016).

V expresi cytoskeletalnich proteinti doslo k vyraznym zméndm u proteinti pFAK
apMARCKS. FAK (fokalni adhezivni kindza) je kin4za ze skupiny tyrosinkindz, ktera
hraje dtlezitou tlohu v zékladnich funkcich buiiky. FAK je nadmérné exprimovana
u mnoha typt rakoviny (Golubovskaya et al., 2009). Fosforylaci FAK lze vyvolat
fadou extracelularnich podnétl jako je navazani integrint ¢i rustovych faktorti a mize
dale vést k aktivaci signaliza¢nich kaskad, které davaji burice signdly k jejimu preziti.
Mimo jiné se také podili na procesu angiogeneze a metastazovani (Parsons, 2003;
Astier et al, 1997, Golubovskaya & Cance, 2010). FAK ma ¢tyfi serinova mista
umisténa na C-konci — Ser722, Ser732, Ser843, and Ser910 (Parsons, 2003). V mém
testovani doslo ke snizeni fosforylované formy FAK na serinovém misté 732, ovSem
celkovy protein FAK ziistal beze zmén. Fosforylace Ser732 je zapojena do bunécné
migrace (Xie & Tsai, 2014). MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C
substrate) je hlavni substrat proteinkindzy C podilejici se na regulaci dynamiky

aktinovych vldken. MARCKS se vaze na aktinova vldkna a zesit'uje je. Tim se Gcastni
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riznych bunéénych procesti véetne bunééné adheze. V nefosforylované forme je vazan
na bunécnou membranu, po fosforylaci se disociuje z plazmatické membrany a je
translokovan do cytosolu, kde plni svou funkci zesitovani (Disatnik et al., 2002;
Manenti et al., 1997; Aderem et al., 1995; Hartwig et al., 1992). Opét doslo ke snizeni
exprese aktivované fosforylované formy MARCKS, coz stavi protein spolu s pFAK
do pozice slibnych cili ptisobeni steroidnich latek. Rarové et al. (2018) testovali vliv
analogu brassinosteroidi BR4848, ktery vykazuje podobnost s testovanou latkou
MK349. Byla sledovdna exprese FAK a jeji fosforylace na serinovém misté 732.
Po plsobeni 10 a 20 uM BR4848 doslo ke snizeni hladiny pFAK, zatimco hladina

celkové FAK ziistala nezménéna (Rarova et al., 2018)

Pomoci imunofluorescencniho barveni nebyly v piipad¢ steroidnich receptort
detekovany zadné¢ vyrazné zmény v lokalizaci po plisobeni testovanych latek.
U kontrolnich latek PHTPP a 4-OHT doslo k usmrceni bun€k v koncentraci 1 uM,
kterd byla pro pouzité bunky pravdépodobné vysokd. OvSem koncentrace 1 pM obou
latek byla opakované€ odzkousena a nejevila zaddnou cytotoxicitu, proto lze umrti bunék
pfisuzovat kondici pouzitych bunék. Latka MU-5611 zpusobila translokaci obou
estrogennich receptorti do jadra. Plsobeni laitky MU-5562 a MU-5611 zapficinilo
lokalizaci PR pouze v cytosolu, a tudiz pravdépodobné doslo k inhibici jejich
transkrip¢ni aktivity. Western blot analyzou bylo ov§em potvrzeno snizeni exprese PR
jenom po pusobeni latky MU-5562. Po ovlivnéni latkou MU-5611 nedoslo k zddnym
zménam exprese receptoru. Lokalizaci steroidnich receptorti v bunééné linii MCF7 se
zabyvali Rarova et al. (2016), kde testovali blize vliv dvou cholestani blizkych
k brassinosteroidiim po 24 hodinach jejich pisobeni. V kontrolnich buiikach byl ER
lokalizovan pfedev§im v cytoplazmé. Ob¢ analoga zpusobila bud c¢éaste¢nou
translokaci receptorti do jader nebo rozprostteni receptorti po celém cytosolu a jadru.
U ER B i u AR se po pusobeni obou latek pfesunuly receptory v cytoplazmé blize
k periferii jader. V kontrolnich i ovlivnénych bun¢k se PR nachazel v jadie (Rarova

etal., 2016).

Sledovani lokalizace proteinli cytoskeletu byla zamétfena na proteiny dynein,
profilin 2, pMARCKS a vinculin. Dynein je cytoplazmaticky protein, ktery vyuziva
ATP k pohybu podél mikrotubuli (Cianfrocco, 2015; Kikkawa, 2013). Je zapojen
do mnoha bunéfnych procesit vcetné tvorby délictho vieténka pii mitdze
nebo transportu raznych molekul (Lipka et al.,, 2013). Inhibitory funkce dyneinu se
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staly jiz cilem studia pfi 1é€bé leishmaniozy, kdy inhibitory ATPazy byly schopné
v zavislosti na koncentraci inhibovat motilitu pomoci bic¢ikti (Reddy et al, 2017).
DalSim studovanym proteinem byl profilin 2. Profilinem 2 se zabyvali Mouneimne et
al. (2012) ve své¢ studii, kdy porovnavali rozdily funkci mezi profilinem 1 a profilinem
2 v bunikach rakoviny prsu. Zména hladin obou typt profilinu méni stavbu aktinového
cytoskeletu buniky a tim ovliviluje mnoho bunéfnych procest spojenych s invazi
rakoviny. Profilin 1 podporoval motilitu a invazi na rozdil od profilinu 2 (Mouneimne
et al, 2012). Dale byl sledovin pMARCKS, fosforylovand forma proteinu
asociovaného s upregulaci protein kinazy C (PKC). Upregulace PKC byla detekovana
u riznych druh@ rakoviny. Inhibitory PKC byly prvné povazovany za silné
molekularni kandidaty pro terapeutické cileni (Raab et al, 2009; Podar et al., 2006).
Ovsem jejich velky pocet izoforem znesnadnil vyvoj 1¢kli zamétenych na tyto enzymy,
proto miize byt vhodnou alternativou inhibice pMARCKS, mediatoru PKC (Roffey et
al., 2009). Poslednim sledovanym proteinem byl vinculin. Vinculin reguluje adhezi
bunky pfimou vazbou na aktin a stimuluje polymeraci aktinu. Pfi absenci vinculinu je
adheze bun¢k dramaticky naruSena. Homeostdza ve zdravé tkani siln¢€ zavisi na adhezi
mezi buikami a interakci mezi bunkami a extraceluldrni matrix. Bunky ve zdravé
epitelové tkani udrzuji spravnou strukturu tim, Ze navzajem adheruji mezi sebou
a zaroven soucasné adheruji k extracelularni matrix. Mutace a zmény exprese proteinti
s touto funkci jsou Casto spojovany s rakovinnym onemocnénim, a proto se tyto
proteiny jevi jako slibny cil vyzkumu (Bays & DeMali, 2017). V analyze lokalizace
proteinti cytoskeletu nedoslo k zddnym vyraznym zménam az na profilin 2, u kterého

doslo ke snizené expresi v jadfe bunék po plisobeni latky RN6B.

V experimentalni ¢asti byl pomoci imunofluorescencni a western blot analyzy
prokdzan ucinek derivatl steroidnich latek na modulaci steroidnich receptord
a cytoskeletu. Vysledky mohou dale poslouzit pro studium novych derivati
steroidnich latek jako potencidlnich inhibitord funkce steroidnich receptori €i proteinti

cytoskeletu.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byly studovany ucinky derivati steroidnich latek
na nadorové bunécné liniit MCF7 odvozené od adenokarcinomu prsu. Studované latky
s oznacenim MK349, RN6B, MU-5562 a MU-5611 vykazuji strukturdlni podobnost
s zivo¢iSnymi  hormony odvozenymi od cholesterolu (MK349 a RN6B)
nebo od estradiolu (MU-5562 a MU-5611). Takovéto hormony slouZzi jako ligandy

steroidnich receptort.

V ptedkladané diplomové praci byly splnény vytycené cile. Experimentalni
cast byla provedena pomoci dvou hlavnich metod — western blot analyzy
a imunofluorescen¢ni analyzy. Stanovenym cilem bylo detekovat expresi a lokalizaci
steroidnich receptorit a proteint cytoskeletu po 24 hodindch ptlisobeni testovanych
latek. Z vysledkl Ize usoudit, Ze jisty antiestrogenni a antiandrogenni potencial
vykazuji latky MU-5562 a MU-5611. U latek MK349 a RN6B doslo k poklesu hladin
fosforylovanych forem cytoskeletalnich proteini MARCKS a FAK, které hraji

dulezitou roli v bunééné adhezi.

Karcinom prsu je nejcastéj$i zhoubné nadorové onemocnéni Zen v Ceské
republice. Vice nez 50 % vznikd bez zjisténi jednoznaéné ptic¢iny. Doba celkového
pteziti se neustale zvySuje diky novym poznatkiim v jeho 1é¢bé. Z tohoto diivodu je

dilezité, aby steroidni latky byly stale pfedmétem studia.
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