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SEZNAM ZKRATEK 

2MeO   2-methoxyestradiol 

4-OHT   4-hydroxytamoxifen 

AA   akrylamid 

AF   aktivační funkční doména  

AF488   Alexa Fluor 488 

AGR2   anterior gradient protein 2 

AIS syndrom necitlivosti na androgen, z angl. androgen insensitivity 

syndrom 

AP1   aktivační protein 1 

APS   peroxodisíran amonný  

AR   androgenový receptor 

ATP   adenosintrifosfát 

Bis   bisakrylamid 

BR   brassinosteroidy 

BSA   hovězí sérový albumin, z angl.. bovine serum albumin 

NaCl   chlorid sodný   

BUS   z angl. B-upstream segment 

DBD   DNA vázající doména, z angl. DNA binding protein 

DCIS   duktální karcinom in situ 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle ́s Medium 

DMSO   dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

DTT   dithiothreitol 

E2   estradiol 

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 



 

 

EGFR receptor pro epidermální růstový faktor, z ang. epidermal 

growth factor receptor 

EGTA Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraoctová 

kyselina 

ER   estrogenový receptor 

ERE estrogen responzivní elementy, z angl. estrogen response 

elements 

FBS   fetální telecí sérum 

FULV   fulvestrant 

GAR   goat-anti-rabbit 

GCP   gama-tubulinové komplexní proteiny 

GDP   guanosindifosfát 

GTP   guanosintrifosfát 

H2O   voda 

HCl   kyselina chlorovodíková 

HER-2   humánní epidermální receptor 2 

HIV virus lidské imunitní nedostatečnosti z angl. human 

immunodeficiency virus 

Hsp   protein tepelného šoku z angl. heat shock protein 

HUVEC  lidské endotelové buňky z pupečníkové žíly, z angl. human 

umbilical vein endothelial cells 

CH3COOH  kyselina octová 

ID   inhibiční doména 

KCl   chlorid draselný 

KEB   Katedra experimentální biologie   

KH2PO4  dihydrogenfosforečnan draselný 

KO   kontrola 



 

 

LBD   ligand vázající doménu, z angl. ligand binding protein 

LCIS   lobulární karcinom in situ 

MAP   z angl. mitogen activated protein 

mRNA   messenger ribonukleová kyselina 

MTOC centrum organizující mikrotubuly, z angl. the microtubule-

organizing center 

Na2HPO4  hydrogenfosforečnan sodný 

NaF   fluorid sodný 

NCoR1  z angl. nuclear receptor corepressors 1 

NIL   nilutamid 

NLS   nukleární lokalizační sekvence 

PBS   fosfátový pufr z angl. phosphate buffered saline 

PHTPP 4-[2–phenyl-5,7–bis (trifluoromethyl) pyrazolo [1,5-a]-

pyrimidin-3-yl] phenol 

PKC   proteinkináza C 

PMSF   phenylmethylsulfonyl fluoride 

PR   progesteronový receptor 

PREs progesteron recponzivní elementy, z angl. progesteron 

respondent elements 

RAM   rabbit-anti-mouse
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RIPA   radioimmunoprecipitation buffer 

RNA   ribonukleová kyselina 

SDS-PAGE  sodium dodecil sulfát-polyakrylamidová gelová elektroforéza 

Ser   serin 

SERM   selektivní modulátory estrogenních receptorů 

SMRT z angl. silecing mediator of retinoic acid anf thyroid hormone 

receptor 

SP1   specifický protein 1 

SRC   z angl. steroid receptor co-activator 

TBS   z angl. tris-buffered saline 

TEMED  tetramethylethylendiammin 

TGFβ   z angl. transorming growth factor beta 

TR   texas red 

TRIS   tris(hydroxymethyl)aminomethan 

ÚOChB Ústav organické chemie a biochemie Akademie věd České 

republiky 
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1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Karcinom prsu je nejčastější maligní onemocnění žen v České republice. Více 

než 50 % případů vzniká bez zjištění jednoznačné příčiny. Léčba je vždy stanovena 

individuálně. Nejčastěji je využívána kombinace chirurgických a radioterapeutických 

metod s hormonoterapií, chemoterapií nebo biologickou léčbou. Účinnost hormonální 

léčby je založena na expresi steroidních receptorů v postižené tkáni. Hormonální 

terapeutika slouží k inhibici funkce těchto receptorů a umožňují ovlivnění růstu 

nádoru. A proto jsou stále slibným cílem výzkumu.  

Za účelem najít nová léčiva proti karcinomu prsu je testováno mnoho steroidních 

látek, které vykazují strukturální podobnost s přirozeně vyskytujicími se ligandy 

steroidních receptorů. Jednimi z nich jsou také deriváty brassinosteroidů, 

polyhydroxylových rostlinných hormonů, na které je zaměřena má diplomová práce.  

Cílem teoretické části bylo vypracovat literární rešerši týkající se zadaného 

tématu. V experimentální části bylo cílem charakterizovat změnu exprese steroidních 

receptorů a proteinů cytoskeletu po účinku testovaných steroidních látek a stanovit 

lokalizaci steroidních receptorů a proteinů cytoskeletu pomocí imunofluorescenční 

analýzy v buněčné linii MCF7 odvozené od adenokarcinomu prsu. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

Teoretická část zahrnuje obecnou část popisující základní charakteristiku, klasifikaci 

a léčbu karcinomu prsu. V další části je blíže popsán cytoskelet nádorové buňky, který 

byl jedním z cílů testování. Dalšími cíli byly jaderné receptory, kterým je také určená 

jedna z kapitol. V poslední části je zahrnuta charakteristika brassinosteroidů a jejich 

biologické účinky. 

2.1 Karcinom prsu 

Karcinom prsu je souhrnným názvem pro maligní formy nádorů epiteliálních buněk 

mléčné žlázy.  Je to nejčastější zhoubné nádorové onemocnění žen v České republice. 

Více než 50 % vzniká bez zjištění jednoznačné příčiny. Celoživotní riziko vzniku 

karcinomu prsu u žen se pohybuje okolo 10 %. V roce 2015 bylo u žen potvrzeno přes 

7 000 nových případů (132,4/100 000 žen). Velmi řídce se vyskytuje u osob mladších 

30 let. Incidence výskytu roste s věkem nad 50 let. Toto maligní onemocnění se 

nevyhýbá ani mužské populaci. Ovšem u mužů byl v tomtéž roce výskyt méně 

frekventovaný a byl udán pouze 1 případ na 100 000 mužů. Vznik a vývoj nádorů 

ovlivňuje řada rizikových faktorů jako věk, dědičnost, výskyt premaligních lézí, 

životní styl a hormonální změny. Se stoupajícím věkem se zvyšuje i riziko vzniku 

karcinomu. Toto riziko se zvyšuje i v období hormonálních změn jako je časný nástup 

menarche či pozdní menopauza (Bae, 2020; Brychta, 2018; Coufal & Fait., 2011; 

Adam et al., 2010). 

Terapie je vždy stanovena individuálně. Je zde uplatňován multimodální přístup. 

Nejčastěji je využita kombinace lokoregionálních metod v podobě chirurgie 

a radioterapie s hormonoterapií, chemoterapií nebo biologickou léčbou. Nejstarší 

z léčebných metod je terapie chirurgická. Od minulosti ovšem pokročila a odstranění 

celého prsu se redukovalo jen na odstranění nádorového ložiska. Další 

z lokoregionálních metod, radioterapie, se využívá především jako pooperační ošetření 

či jako samostatná kurativní radioterapie. Mezi systémové terapeutické přístupy patří 

chemoterapie, kdy je cílem likvidace rychle se dělících nádorových buněk. Toto 

působení chemoterapeutik ovšem postihuje i zdravou nenádorovou tkáň. Další 

systémovou metodou je hormonoterapie, které je věnována dále vlastní kapitola. 
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Hormonoterpie je volbou u nádorů s pozitivitou estrogenových nebo 

progesteronových receptorů, kterým se blíže věnuji ve své diplomové práci (Brychta, 

2018).  

Hlavními typy tkání tvořící mléčnou žlázu jsou žlázová tkáň, pojivová tkáň 

a tuková tkáň. Nejčastěji se vyskytující maligními nádory prsu jsou nádory žláznatého 

epitelu – adenokarcinomy. Nádory pojivové tkáně, sarkomy, představují méně než 1 % 

všech maligních nádorů prsu. Morfologicky lze karcinomy z epitelových buněk 

zjednodušeně rozdělit do dvou skupin – duktální a lobulární. Duktální karcinom je 

nejčastěji se vyskytující typ. Charakterizují ho preinvazivní změny bez postižení 

axiálních uzlin. Při větším rozšíření ložisek duktáního karcinomu in situ (DCIS) je 

vhodnou variantou léčby mastektomie či úplná ablace prsu, která zvyšuje úspěšnost 

léčby nad 95 %. V případě lobulárního karcinomu in situ (LCIS) jde o četné zvláštní 

formy. Jeho nález lze považovat jako indikaci ohrožení obou prsů invazivní formou. 

Proto je důležitá prevence a případná minimalizace rizika mastektomií či podání 

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

2.1.1 Molekulárně biologická klasifikace 

Stanovení exprese steroidních hormonů v určitých subtypech karcinomu prsu lze 

vyjádřit klasifikací zavedené v 80. letech minulého století, která je rozděluje na nádory 

estrogen-dependentní a estrogen-independentní (Coufal & Fait, 2011). 

Na konci 90. letech byla sepsána průlomová klasifikace na základě analýzy 

profilu genové exprese studie Perou a et al. (2000) částečně shrnující dřívější rozdělení 

podle histologické klasifikace se zmíněnou hormonálně dependentní viz Obr. 1.  

Nádory prsu lze rozdělit na 4 subtypy - luminální A, luminální B, HER-2 a bazální 

subtyp. Luminální A subtyp je charakteristický expresí estrogenového receptoru, 

vyšším průměrným věkem pacientek a příznivějším klinickým průběhem. Řadíme zde 

většinu lobulárních karcinomů a velkou část duktálních s nízkým gradem. Luminální 

B subtypy se vyznačují expresí estrogenového receptoru a amplifikací onkogenu 

HER-2. Jsou charakteristické vyšší proliferační aktivitou. Karcinomy HER-2 typu jsou 

typické amplifikací HER-2 onkogenu, ovšem nevyskytuje se u nich exprese 

estrogenového receptoru. Karcinomy bazálního typu neobsahují estrogenový receptor, 
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ani aplikaci HER-2. Společně s HER-2 typem postihují především mladší ženy a jejich 

průběh není tolik příznivý (Coufal & Fait, 2011). 

 

2.1.2 Hormonální léčba 

Přítomnost hormonů je velmi důležitá pro růst tkání. Nejvýraznější korelaci nacházíme 

u karcinomu prsu a prostaty. Cílem léčby je zablokování vazby hormonu na receptor 

či potlačení fyziologické produkce hormonu. V případě karcinomu prsu závisí léčebná 

odpověď a počet dosažených remisí především na počtu estrogenových 

a progesteronových receptorů v maligních buňkách. Dalším faktorem je také věk 

pacienta a nástup menopauzy (Adam et al., 2011). Značné množství nádorů, přibližně 

60-70 %, exprimuje estrogenové a progesteronové receptory (Coufal & Fait., 2011). 

Hormonoterapie je tedy vedoucí volbou při léčbě nádorů s pozitivitou zmíněných 

estrogenových a progesteronových receptorů. U premenopauzálních pacientek se 

využívají antiestrogeny nebo postupy vedoucí k inhibici funkce ovarií. 

U postmenopauzálních žen se volí k léčbě využití antiestrogenů a inhibitorů aromatáz 

(Brychta, 2018).  

Antiestrogeny, antagonisté estrogenových receptorů, fungují na kompetitivní 

bázi účinku, kdy zaujmou pozici na receptorech, a tím znemožní vazbu ligandu, který 

 

Obr. 1 Molekulárně biologická klasifikace karcinomu prsu. Převzato z: Coufal & Fait, 2011 
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by podpořil růst nádorových buněk. Po vazbě antiestrogenů na receptor nedochází 

ke stimulaci exprese proliferačních faktorů, a to i přes přechod receptoru do jádra. 

Buněčný cyklus se zastaví v G1 fázi. Jedním z nejrozšířenějších antiestrogenů je 

tamoxifen. Je využíván u premenopauzálních i postmenopauzálních pacientek. Dalším 

účinným antiestrogenem je například fulvestrant, který se používá při selhání léčby 

tamoxifenem a také se upřednostňuje u metastázického karcinomu prsu (Adam et al, 

2011). Fulvestrant ztěžuje dimerizaci receptoru a tím jeho translokaci do jádra 

(Dauvois et al., 1993; Fawell et al., 1990) Také je komplex fulvestrant a receptor 

transkripčně neaktivní a nestabilní, což vede ke zrychlené degradaci estrogenového 

receptoru (Nicholson et al., 1995). 

Inhibitory aromatáz blokují tvorbu příslušných hormonů. Působením aromatáz 

vzniká hormon testosteron a dále jeho konverzí estrogeny. Mezi nejpoužívanější 

řadíme anastrozol a letrozol. Tyto inhibitory třetí generace vynikají vysokou účinností 

a skvělou resorpcí z trávicího traktu. Oproti tamoxifenu působí bez rizika estrogenní 

stimulace na epitel dělohy (Klener et al., 2010). 

Gestageny (progesterony) jsou další variantou léčby karcinomu prsu. Díky 

navázaní gestagenu na progesteronový receptor dojde ke snížení produkce steroidních 

receptorů v periferii a tím se sníží množství estrogenu v nádorových buňkách. Využívá 

se megestrolacetát a medroxyprogesteronacetát (Adam et al., 2011). 

2.1.3 Buněčné linie z nádorů mléčné žlázy 

Počet dostupných linií buněk karcinomu prsu je nízký a pouze jen malá část z nich 

byla rozsáhleji prostudována. Naše znalosti o karcinomu prsu jsou převážně založeny 

na testech in vivo a in vitro. Jsou často snadno kultivovatelné v jednoduchých 

standardních médiích a poskytují zdroj homogenního samoreplikujícího se materiálu. 

První linie BT-20 byla kultivována v roce 1958.  Od té doby byl získán jen malý počet 

buněčných linií. Často docházelo k technickým obtížím spojených s extrakcí 

životaschopných nádorových buněk od jejich obklopujícího stromatu, což značně 

snižovalo úspěšnost jejich možné kultivace. Ze všech získaných buněčných linií 

zahrnují studie o karcinomu prsu ze dvou třetin právě linie MCF7, T-47D a MDA-

MB-231. Buněčné linie mají rozsáhlé chromozomální přestavby, onkogenní mutace, 

místa alelických ztrát a genových amplifikací. Předpokládá se, že tyto změny 



16 

 

fenotypových vlastností byly zapříčiněny delší dobou zakládání samostatné buněčné 

kultury a jejím dalším pasážováním (Conn, 2017; Lacroix et al., 2004; Lasfargues et 

al., 1958). 

Buněčná linie MCF7, původně získána z metastázy pokročilého nádoru 

luminálního typu, je neinvazivní a představuje model raného stádia karcinomu. Je u ní 

charakteristická přítomnost ER a proto je tento model důležitý při klinickém testování 

potenciálních antiestrogenních léčiv. Xenograft MCF7 exprimuje wild type p53 a je 

nemetastatický (Conn, 2017). 

Další používanou buněčnou linií je T-47D, která byla izolována z pacientky 

s invazivním duktálním karcinomem. Díky vysoké expresi PR je linie především 

využívána ke studiu progestoronové signalizace a testování terapeutické účinnosti 

antiprogestinů. Rozdíl oproti linii MCF7 spočívá v expresi nefunkční formy p53 

(Conn, 2017). 

Jako model pozdního stádia rakoviny prsu se využívá linie MDA-MB-231, opět 

izolována z pacientky s invazivním duktálním karcinomem. Charakterizuje se jako ER 

negativní, PR negativní a E-kadherin negativní a spadá pod bazální typ karcinomu. 

Dochází i k expresi mutované formy p53. Buňkám chybí také receptor růstového 

faktoru HER2. Karcinomy implantovaných xenograftů se vyznačují metastatickými 

vlastnostmi (Conn, 2017). 

2.1.4 Cytoskelet 

Cytoskelet je proteinová dynamická síť buňky tvořena vláknitými proteiny. Existují 

tři typy vláken – mikrofilamenta, mikrotubuly a intermediální filamenta. Společně 

vytvářejí trojrozměrné lešení buňky a udržují tvar a pevnost buňky i jejich 

povrchových specializací. Také se účastní pohybu a cytoplazmatického transportu 

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

Mikrotubuly, které nejen určují strukturu buňky, plní mnoho jiných funkcí. 

Zajišťují transport různých signálů nebo materiálů a tvoří mitotická vřeténka.  Jsou 

také důležité pro pohyblivost buňky. Mikrotubuly jsou skupiny vláken, které jsou 

tvořené základními proteinovými molekulami – tubuliny. Tubuliny jsou heterodimery 

složené ze dvou typů podjednotek α-tubulinu a β-tubulinu. Tyto podjednotky jsou 

spojeny nekovalentními (hydrofóbními) vazbami. Mezi každým tubulinovým 
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monomerem je molekula GTP. Hydrolýza GTP na GDP umožňuje navázání dalšího 

α-tubulinu a tím prodloužení mikrotubulu (Alberts, 2008; Wilson et al., 1997). 

Zkracují se a prodlužují v závislosti na potřebě buňky. Jsou ukotveny 

v MTOC – centru organizující mikrotubuly, které je tvořeno sítí gama-tubulinových 

kruhů a gama-tubulinových komplexních proteinů (GCP). Na ně jsou připojeny 

gamatubuliny (Vinopal et al., 2012; Yuba-Kubo et al., 2005). 

Mikrofilamenta jsou tvořena aktinem. Aktin je jeden z nejhojnějších proteinů 

u eukaryot. Nachází se ve formě glomerulární molekuly G-aktinu a polymerního 

řetězce F-aktinu (Holmes et al., 1990). Fibrilární F-aktin tvoří mikrofilamentum. 

Aktinová mikrofilamenta nacházíme ve svalových i nesvalových buňkách. 

Ve svalových buňkách jsou společně s myosinovými filamenty stabilizovány 

tropomyosinem. Aktinové mikrofilamenta mají průměr 5-7 nm. Tlustší myosinové 

nacházíme s průměrem 15-16 nm. V nesvalových buňkách tvoří dynamickou 

nepravidelně uspořádanou strukturu. Jen 50 % aktinu obsaženého v tomto typu buněk 

tvoří polymerizovanou formu (Vajner et al. 2018). 

Vlákno F-aktinu se vyznačuje strukturální polaritou, na jejímž základě jsou 

všechny podjednotky orientovány stejným směrem. Negativní konec aktinové 

podjednotky má vazebné místo pro ATP, pozitivní konec je namířen k sousednímu 

monomeru G-aktinu. Cyklicky zde probíhá polymerace a depolymerizace (Vegner et 

al., 1976). Účastní se ji aktin vázající proteiny jako je například profilin 1 a profilin 2. 

Velkou roli zde mají i proteiny vázající ionty vápníku, které jsou zodpovědné 

za změnu hladiny iontů vápníku cytoplazmě a tím určují stupeň polymerizace. Dalšími 

důležitými aktin vázajícími proteiny, které hrají úlohu v organizaci mikrofilament, je 

také α-aktinin, vinculin a částečně také tropomyosin. V mikroklcích zodpovídá 

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

Intermediální filamenta jsou další skupinou filament obsažených v cytoplazmě 

buněk. Jejich tloušťka se pohybuje kolem 10–12 nm. Jsou složena z vláknitých 

molekul – proteinů, které se liší podle typu a funkce buňky. Jeden z nejvýznamnějších 

zástupců této skupiny filament jsou cytokeratiny. Nachází se v epitelových buňkách 

a tvoří zevní tuhou vrstvu cytoskeletu. Jsou hlavní proteinovou složkou nehtů či vlasů. 

Pro svalovou tkáň je charakteristická přítomnost především desminu. Ten se nechází 

ve svalovině hladké i příčně pruhované. Ve tkáních mezenchymálního původu se 

nachází především filamenta vimentinu. Vimentin je také hojně zastoupen 
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v embryonálních a nediferencovaných buňkách. Velkou část cytoskeletu neuronů tvoří 

neurofilamenta. Každý z neurofilament je charakteristický odlišnou strukturou 

a vykazuje v nervových buňkách jinou buněčnou úlohu. Další z významných zástupců 

intermediálních filament jsou laminy. Nacházejí se v jádře všech buněk na vnitřní 

straně jaderné membrány (Slipka et al., 2018; Vajner et al., 2018). 

2.1.5 Nejčastěji používaná léčiva 

Mezi nejčastěji užívané antiestrogeny patří tamoxifen a fulvestrant. Tamoxifen je 

nesteroidní derivát trifenylethylenu, který se váže na estrogenový receptor. Využívá 

se jak k prevenci, tak k léčbě rakoviny prsu. Tamoxifen patří do skupiny selektivních 

modulátorů estrogenních receptorů (SERM) (Jordan, 1988; Fugh-Berman & Epstein, 

1992). Jeho účinek je komplexní povahy, ovšem nejvýznamnějším účinkem je blokáda 

estrogenních receptorů a tím eliminace stimulace prsní tkáně pomocí estrogenů. Mimo 

jiné také indukuje TGFb – antiproliferační cytokinin a omezuje syntézu stimulačních 

faktorů. Velmi podobným léčivem ze skupiny SERM je také raloxifen nebo artoxifen 

(Klener & Klener, 2010). Vhodným léčivem při onemocnění rezistentním 

na tamoxifen je fulvestrant, jehož mechanismus působení byl popsán již v kapitole 

2.1.2. Hormonální léčba. Fulvestrant je antagonista estrogenových receptorů, který 

postrádá agonistické účinky (Hawle et al., 2010). 

Další léčebnou alternativou je využití inhibiční léčby zasahujicí do syntézy 

hormonů. Tuto schopnost vykazují inhibitory aromatáz. Aromatázy jsou enzymy, 

které hrají důležitou roli v syntéze steroidních hormonů. Nyní je běžně užívaná třetí 

generace inhibitorů aromatáz, která vykazuje vyšší účinnost oproti předchozím 

generacím. Řadíme zde například léčivo anastrazol a letrozol (Klener & Klener, 2010).  

V léčbě karcinomu prsu se také využívá podávání gestagenů. Farmakologické 

dávky gestagenů blokují vazbu estrogenu na hormonální receptory. Také vykazují 

přímý antiproliferační účinek a omezují expresi receptorů pro růstové faktory. 

Příkladem využívaných léčiv je medroxyprogesteronacetát či megestrolacetát (Klener 

& Klener, 2010). 

K systémové léčbě karcinomu prsu lze mimo hormonální léčby využít také 

chemoterapeutik. Mezi často využívaná monochemoterapeutika patří antracykliny, 

epirubicin, taxany, vinorelbin či gemcitabin. Antracykliny jsou jedny z nejúčinnějších 
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cytostatik. Jejich dlouhodobé užívání je ovšem omezené vzhledem k jejich 

kardiotoxicitě. Nejstarším zástupcem této třídy chemoterapeutik je doxorubcin. 

Analogem doxorubcinu je epirubicin, který se vyznačuje podobnou účinností, ale nižší 

kardiotoxicitou. Nejčastěji užívanými cytostatiky jsou taxany, které vykazují vysokou 

účinnost. Podávanými taxany jsou paklitaxel a docxetaxel. Dalším cytostatikem je 

vinorelbin, který interferuje s formováním mitotického vřeténka a tím brání dělení 

buněk. Jeho pozitivní stránkou oproti ostatním cytostatikům je absence alopecie. 

U celé řady solidních nádorů působí protinádorově gemcitabin, který je 

charakteristický nízkou toxicitou (Farmakoterapeutické informace: měsíčník 

pro lékaře a farmaceuty, 2019). 

2.2 Steroidní receptory 

Steroidní receptory jsou proteiny lokalizované v cytosolu buňky, které jsou 

fyziologicky i farmakologicky důležitou skupinou rodiny transkripčních faktorů 

jaderných receptorů. Řadíme sem androgenní receptor, estrogenový receptor, 

progesteronový receptor, mineralokortikoidní receptor a glukokortikoidní receptor 

(Nuclear Receptors Nomenclature Committee et al., 1999). Jsou také důležitým cílem 

léčiv vzhledem k jejich nesprávné regulaci v chorobných stavech a schopnosti vázat 

malé molekuly. Přibližně 16 % léčiv se váže na jaderné receptory (Santos et al., 2017). 

Tyto receptory po navázání extracelulárních ligandu řídí transkripci cílových genů 

(Zaveri & Murphy, 2007). 

Jsou lokalizovány v inaktivní formě v cytoplazmě. Po navázání extracelulárních 

ligandů dochází k translokaci do jádra a aktivaci dějů podmiňující proteosyntézu. 

Přirozené ligandy steroidních receptorů jsou vypsány v Tab. 1. Podmínkou vstupu 

receptoru do jádra je tvorba dimerů. V této formě receptor prostupuje do jádra a působí 

na specifický úsek DNA – hormon responzivní element a tím je spuštěna transkripce 

mRNA pro regulační proteiny (Rokyta, 2015). 
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Tab. 1 Steroidní receptory, jejich přírozené ligandy a antagonisté 

receptor přirozený ligand antagonista 

estrogenový receptor estradiol fulvestrant 

androgenový receptor testosteron nilutamid 

progesteronový receptor progesteron mifepristone 

 

2.2.1 Estrogenový receptor (ER) 

Estrogenový receptor α byl prvně objeven v 60. letech minulého století. Současně 

známe již dva základní typy estrogenového receptoru, a to zmíněný ER α a ER β, jehož 

objev se datuje až v roce 1996 (Delaunay et al., 2000, Kuiper et al., 1996). Estrogenové 

receptory můžeme nalézt v širokém spektru tkání. Mohou být zastoupeny ve stejném 

poměru, či jeden typ může dominovat pouze v určitém typu buněk tkáně. Exprese ER α 

převažuje především v děloze, stromě prostaty, vaječnících, Leydigových buňkách 

varlat, kostí, prsou a dalších. ER β je ve větší míře produkován v buňkách tlustého 

střeva, epitelu prostaty, varlatech, vaječnících, kostní dřeni a slinných žlázách 

(Dahlman-wright et al., 2006).  

Estrogeny jsou klíčové ve vývoji a udržování normální sexuální a reprodukční 

funkce. Mají bohatý vliv na kardiovaskulární, muskuloskeletální, imunitní a centrální 

nervový systém (Gustafsson, 2003). Estrogenová signalizace je založena na rovnováze 

protichůdných sil zmíněných dvou receptorů (Heldring et al., 2007). Na tyto receptory 

se váže estrogen, který zapříčiní změnu konformace a dojde přes řetězec událostí 

ke změně rychlosti transkripce estrogen regulujících genů. 

ER se skládá z funkčních domén, viz Obr. 2, které mezi sebou vzájemně 

interagují. N-terminální doména představuje aktivační funkční doménu 1 (AF1), která 

je vysoce variabilní a to jak v délce, tak v sekvenci. K její aktivaci dochází díky 

fosforylaci na serinovém zbytku pomocí MAP kinázové signální dráhy. Další v pořadí 

je centrální doména ER – DNA vázající doména, která je zapojena do rozpoznávání 

a vazby DNA (DBD). Za ní následuje doména spojovací (H), uložena mezi DNA 

vazebnou a ligand vazebnou doménou. Vazba ligandu je zprostředkována přes C-

terminální doménu a to ligand vázající doménu (LBD), která je zahrnuta do aktivační 
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funkční domény 2 (AF2). Ta slouží k dimerizaci ER a aktivaci transkripce závislé 

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

Podobnost obou receptorů na úrovni aminokyselin je vysoká. Identita DBD je 

dokonce až 97 %. U LBD se jedná o 56 % a N-terminální doména je homologní 

na pouhých 24 % (Delaunay et al., 2000). Mimo homologii vykazují oba receptory 

i stejnou afinitu k estradiolu a vážou stejné responzivní elementy DNA (Heldring et 

al., 2007).  

 

Obr. 2 Primární proteinová struktura nukleárních receptorů: AF1 - aktivační funkce jedna; DBD - DNA 
binding domain; H - spojovací struktura; LBD - ligand binding domain; AF2 - transaktivační funkce 2. 
Převzato a upraveno z: Garcia et al., 2018 

 

Existuje několik odlišných cest aktivace transkripce prostřednictvím ER, viz 

Obr. 3. První cestou je vazba ligandu na LBD. LBD je složena z 12 α-helixů (H1-H12), 

které jsou důležité pro změnu konformace. Tvoří hydrofobní dutinu, kde je estrogen 

schopný se vázat (Nilsson et al., 2001; Brzozowski et al., 1997). Po navázání ligandu 

tvoří estrogenové receptory homodimery (ER α-ER α, ER β-ER β) nebo heterodimery 

(ER α-ER β). Takto dimerizované receptory jsou schopné se vázat přes DBD na ERE 

(estrogen response elements) a přes ERE dále na DNA. ER jsou schopné se vázat 

na DNA i nepřímo a to pomocí transkripčních faktorů nazývaných jako AP1 

(activating protein 1) či SP1 (specifity protein 1). Touto protein-proteinovou interakcí 

je ovlivněna řada genů neobsahujících ERE (Kushner et al., 2000; Saville et al., 2000). 

Prostřednictvím SP1 je například aktivován gen pro receptor epidermálního růstového 

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

ER interagují také s koaktivátory a korepresory transkripce. Tyto molekuly jsou 

převážně enzymy, které jsou schopné acetylace/deacetylace, fosforylace/defosforylace 

a metylace/demetylace. Tím ovlivňují signalizaci ER modifikací proteinu v blízkosti 

míst, kde jsou na ER vázány (Smith et al., 1997).  Koaktivátory se váží na hydrofobní 

vazebné místo tvořené H3, H5 a H12 (Mak et al., 1999). Interagují skrze motiv LxxLL 

na AF2 doméně, kdy L značí leuciny a x neurčenou aminokyselinu (Heery et al., 

1997). Po vazbě koaktivátorů dochází ke vzniku preiniciačního komplexu, acetylaci 
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histonů a možnost transkripce. Rodinou známých koaktivátorů je například SRC 

(steroid receptor co-activator) (Spencer et al., 1997). Z korepresorových proteinů jsou 

to SMRT (silecing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) a NCoR1 

(nuclear receptor corepressors 1). Ty se váží na receptory až po navázání 

antagonistického ligandu a způsobují inhibici transkripce (Mottis et al., 2013). 

Mimo dobře prozkoumané účinky ligandu na ER, existují i velmi rychlé účinky, 

které se objeví během několika sekund či minut po přidání ligandu. Mezi tyto účinky 

patří aktivace kináz a fosfátáz a zvýšení toku iontů přes membránu (Heldring et al., 

2007). Signalizace pravděpodobně funguje přes ER v kontaktu s cytoplazmatickou 

membránou. Důležitým prvkem je v tomto případě palmitoylace cysteinového zbytku 

ER, který ER s membránou spojuje (Acconcia et al., 2005). 

Další cestou je aktivace proteinu ER bez navázání ligandu - tzv. ligand 

nezávislou aktivací. MAP kinázová signalizace, zajištěna například růstovými faktory, 

Obr. 3 Model odlišných molekulárních drah regulace ER. Ligand závislá aktivace 
transkripce přes ERE, transkripční faktory a třetí “negenomická”. A ligand nezávislá 
regulace s využitím kináz. Převzato z: Heldring et al., 2007 
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vede k fosforylaci proteinu ER na serinovém zbytku v AF1 a tím i k buněčnému růstu 

buněk nezávislých na estrogenu (Coutts & Murphy, 1998; Kato et al. 1995). 

Je experimentálně podloženo, že estrogeny hrají roli ve vývoji a růstu rakoviny 

prsu (Lupulescu, 1995). Tvorbu nádorů lze objasnit různými mechanismy. Jedním 

z nich je právě nadměrná stimulace orgánu, ve kterém je růst a funkce pod endokrinní 

kontrolou (Henderson et al., 1982). Tato stimulace vede od normálního růstu 

k neoplazii. Riziko se vysvětluje kumulativní expozicí prsní tkáně estrogenu (Pike et 

al., 1993). Existuje jistá korelace mezi hladinou estrogenů a zvýšeným rizikem 

rakoviny (Khan et al., 1994). Nezáleží jen na hladině estrogenů. Dalším viníkem 

vzniku nádoru může být ztráta tumor-supresorového genu, což má za následek poruchu 

v down-regulaci ER či selhání v zastavení dělení buněk exprimující ER (Shoker et al., 

1999). 

Existují dva typy estrogenových receptorů – ER α a ER β. ER α má vyšší afinitu 

k estrogenu. In vitro společně tvoří heterodimery a ER β touto formou funguje jako 

fyziologický regulátor a tím snižuje afinitu k estrogenu formy ER α (Hall et al., 1999). 

Exprese obou receptorů v normální tkáni je neznámá. Ovšem je známo, že exprese 

ER α je v nádorových buňkách vyšší než exprese ER β (Leygue et al., 1998). Z toho 

vyplývá, že poměr exprese zmíněných dvou typů receptorů je důležitý. 

2.2.2 Progesteronový receptor (PR) 

PR jsou exprimovány jako dvě proteinové izoformy – PR-A a PR-B, které byly 

objeveny počátkem sedmdesátých let. Oba receptory vychází z jednoho genu a řadí se 

opět do skupiny jaderných receptorů transkripčních faktorů. Bylo potvrzeno, že PR-A 

a PR-B mají různé ligační a transkripční aktivační vlastnosti (Conneely et al., 2000). 

Poměry jednotlivých izoforem se za normálních okolností liší v reprodukčních tkáních 

v závislosti na vývoji a hormonálním stavu organismu (Shyamala et al., 1990). 

Steroidní hormon progesteron hraje důležitou roli v reprodukčních událostech 

zahrnující nástup a udržování těhotenství (Conneely et al., 2000).  

Izoformy PR-A a PR-B mají odlišné funkční domény charakteristické 

pro ligandem aktivované nukleární transkripční faktory (Misrahi et al., 1987). Obě 

formy obsahují N-koncovou doménu obsahující AF1. Ta je zodpovědná za interakci 

s transkripčními regulátory. Izoforma B má navíc N-koncovou část tvořenou 
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164 aminokyselinami nazývanou B-upstream segment (BUS) a tím tvoří specifickou 

AF3 doménu, která se v izoformě A nevyskytuje a tím ji dělá zkrácenou. BUS 

zprostředkovává tvorbu intramolekulárních struktur, které podporují účinnější vazbu 

na kofaktor. N-koncová část izoformy A ale obsahuje inhibiční doménu (ID), která je 

součástí AF1 (Tung et al., 2006; Giangrande et al., 1997). Dále i jako u estrogenového 

receptoru nacházíme DBD. Ta je zodpovědná za interakci s PREs (progesterone 

respondent elements) promotoru cílového genu. Následuje ji spojovací oblast H s NLS 

oblastí (nukleární lokalizační sekvence) a LBD s oblastí, která je důležitá 

pro konformační změnu a dimerizaci (DD). Další v pořadí je transaktivační doména 

AF2, která je aktivní až po navození dimerizace (Misrahi et al., 1993; Kastner et al., 

1990; Misrahi et al., 1987). Izoforma B obsahuje oproti A větší množství 

fosforylačních míst. Šest fosforylačních míst je specifických pro doménu BUS a sedm 

míst je společných pro obě izoformy (Ward et al., 2009).  

Klasický mechanismus působení je obdobný jako mechanismus působení ER. 

V nepřítomnosti ligandu existuje PR v komplexu s chaperonovými proteiny včetně 

heat shock proteinů Hsp90, Hsp70 a Hsp40 (Cheung et al., 2000). Takto vytvořený 

komplex má nutnou konformaci k vazbě ligandu (Smith, 1993). Vazba ligandu způsobí 

disociaci od chaperonů a změnu konformace (Tsai et al., 1994). Dimerizovaný PR se 

translokuje do jádra, převážně díky NLS (Kastner et al., 1990).  Mutace v této sekvenci 

vede ke kumulaci PR v cytoplasmě a opožděné reakci na přítomnost progesteronu 

(Kakar et al., 2006). Nukleární dimery se vážou na promotorové oblasti genů a regulují 

jejich transkripci. I jako v případě ER, se v tomhle případě na regulaci podílejí 

koaktivátory (SRC) a korepresory (SMRT, N-CoR) (Li et al., 2004; McKenna et al., 

1999).  

Transkripční aktivita je také regulována fosforylací. Mutace ve dvou klíčových 

serinových fosforylačních místech Ser190 a Ser294 vedou ke snížené transkripci 

i po navázání ligandu (Takimoto et al., 1996). Ovšem mutace jiného fosforylačního 

místa, Ser400, vede v přítomnosti progesteronu ke zvýšení (Pierson-Mullany et al., 

2004). 

Na buňkách rakoviny prsu bylo zjištěno, že izoforma PR-B je mnohem účinnější 

up-regulátor transkripce. V porovnání s PR-A je až patnáctkrát efektivnější. Na deseti 

testovaných genech se dokázalo, že jsou regulovány PR-A nebo PR-B a hrají důležitou 

roli v morfogenezi nebo tumorgenezi (Richer et al., 2002). I přes vyšší aktivu PR-B, 
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existují geny, které jsou regulovány pouze izoformou PR-A. Celkový poměr obou 

forem je velmi důležitý pro výslednou funkci progesteronu. V případě nádoru prsu je 

detekována zvýšená koncentrace především PR-B (Branchini et al., 2009). 

PR jsou důležité speciálně pro duktální proliferaci spojenou s těhotenstvím 

a luboalveorální diferenciací mléčného epitelu. Jejich ablace vede k výraznému 

snížení incidence nádoru (Lydon et al., 1999). V normální zdravé tkáni je poměr 

izoforem vyrovnaný. Mění se ovšem při vývoji rakoviny prsu (Graham et al., 1995).  

V tomto případě je snížena exprese PR-B, a tudíž převládá PR-A (Mote et al., 2002). 

Změněný růst v závislosti na zvýšení exprese PR-A byl demonstrován na transgenní 

myších, které po působení vykazovaly hyperplastický fenotyp podobný časným 

stádiím rakoviny prsu (Shyamala et al., 1998). Transgenní myši také vykazovaly 

sníženou expresi p21, inhibitoru kinázy, který brání aktivaci buněčného cyklu (Chou 

et al., 2003). Zvýšená proliferace je také zajištěna sníženou expresí TGFβ1 (Simian 

et al., 2009). Poměr izoforem lze využít jako prediktivní marker pro výběr terapie 

(Hopp et al., 2004). 

2.2.3 Androgenový receptor (AR) 

AR je jaderný receptor, který se z velké části podílí na vývoji mužského fenotypu. Je 

aktivován především androgenními hormony testosteronem a 5α-

dihydrotestosteronem (Gelmann, 2002). Jelikož nadměrná aktivace AR xenobiotiky 

urychluje závažnost některých onemocnění jako je rakovina prostaty či syndrom 

necitlivosti na androgen (AIS), je AR jedním z cílů pro testování toxicity léků (Tan et 

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

Struktura AR je velmi blízká struktuře ER a PR. Primární aminokyselinové 

sekvence LBD zmíněných třech receptorů jsou rozdílné, ovšem podobnost 

v trojrozměrné struktuře LBD AR a jiných steroidních receptorů je vysoká.  Na úrovni 

aminokyselinové sekvence se vyskytují s maximální 20% identitou (Shiau et al., 

1998). Aminokyselinová sekvence DBD AR je avšak na 79 % identická s PR a na 56 

% s ER α (Gelmann, 2002). 

Androgenní hormony regulují především expresi klíčových regulátorů 

buněčného cyklu – cyklin-dependentní kinázy 2 a 4 a inhibitoru buněčného cyklu p27. 

Exprese a funkce androgenových receptorů je často studována v buněčných linií 
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získaných od pacientů s rakovinou prostaty. Je zřejmé, že ablace androgenu nebo 

aplikace antagonistů AR vede ke snížení růstu nádoru u většiny pacientů s rakovinou 

prostaty, proto je AR terapeutickým cílem při léčbě hormonálně-dependentních 

karcinomů prostaty (Heinlein & Chang, 2004). Jednou z možností léčby je terapie 

antiandrogeny. Antiandrogeny fungují na principu blokády vazby androgenů na AR. 

Vhodnými zástupci jsou nesteroidní antiandrogeny – flutamid, bicalutamid, nilutamid. 

Jejich výhody užití spočívají v nepřítomnosti „flare up“ fenoménu způsobeného 

zvýšenou hladinou testosteronu. Také jsou redukovány návaly horka a příznaky 

z nedostatku androgenů. Vykazují i nežádoucí účinky. Ty ovšem po přerušení léčby 

rychle mizí. U nilutamidu byla pozorována intolerance na alkohol a poruchy vidění 

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

2.3 Brassinosteroidy (BR)  

BR je skupina polyhydroxylových rostlinných hormonů. Na začátku 30. let minulého 

století si vědci všimli, že extrakty pylu určitých rostlin mají jistý vliv na růst rostlin. 

Pomocí biotestů byl proveden screening více než 60 druhů pylu a zjistili, že polovina 

z nich, zahrnující i Brassica napus L. neboli brukev řepka (Carl Nilsson Linnaeus), 

podporovaly růst prvních internodií (Mitchell et al., 1941). V roce 1970 ji byl přiřazen 

název brassin (Mitchell et al., 1970).  Bylo purifikováno 10 mg krystalického 

brassinolidu, konečného produktu syntézy BR, ze skoro 230 kg pylu z B. napus a z něj 

byla stanovena struktura (Grove et al., 1979). Ukázalo se, že je strukturálně 

22R,23R,24S)-2a,3a,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-B-homo-7-oxa-5a-cholestan-6-

on, brassinolid, který je velmi podobný zvířecímu steroidnímu hormonu, viz Obr. 4. 

Druhý brassinosteroid castasterone byl izolován až v roce 1982 (Yokota et al., 1982). 
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V posledních dvou desetiletích došlo díky charakterizaci receptoru pro BR 

k většímu porozumění syntézy a signální cesty BR. Došlo k pochopení distribuce BR 

v tkáních, kdy se prokázalo, že jsou přítomny v celé rostlině, ale jejich množství se 

mění v závislosti na typu tkáně. Jejich větší množství je v pylu, semenech a mladých 

tkáních. Jejich pokles byl zaznamenán ve výhoncích a starých listech. Tudíž lze 

vyvodit, že jejich potřeba je v rostoucích tkáních či reprodukčních orgánech (Shimada 

et al., 2003; Choe et al., 2001). Dbalo se na pochopení principu udržení a regulování 

homeostázy. Bylo charakterizováno několik enzymů, které hrají klíčovou roli v jejich 

biosyntéze. Jeden ze zmíněných enzymů je například DWF4, v jehož přítomnosti je 

biosyntéza BR zpomalena (Choe et al., 1998). Takové enzymy jsou součástí zpětné 

vazby regulace BR při jejich nadměrných hodnotách mechanismů, které stále nejsou 

zcela objasněny. 

2.3.1 Funkce brassinosteroidů v rostlinách  

Bylo dokázáno, že se brassinosteroidy podílejí na zvýšení výnosu u různých plodin. 

Využití brassinolidu při terapii rostlin rýže zapříčinilo významné zvýšení hmotnosti 

listů a semen (Lim & Han, 1988; Cohen & Meudt., 1983). BR také zvýšily hmotnost 

listů i semen v rostlinnách kukuřice (Lim & Han., 1988). Mimo jiné byl pozorován 

vliv brassinolidu na zvýšení obsahu škrobu v bramborách (Khripach et al., 1999).

  

Obr. 4 Chemická struktura brassinolidu 



28 

 

Ošetřením rostliny brassinolidem se může zvýšit i její schopnost snášet výkyvy 

teplot a být tím odolnější proti nízké a vysoké teplotě. BR zvyšují odolnost vůči chladu 

v rostlinách kukuřice (He et al., 1991; Katsumi et al., 1991). Naopak zvyšuje 

brassinolid expresi heat shock proteinů v rajčatech (Dhaubhadel et al., 1999). Ošetření 

některých rostlin také vedlo ke zvýšení tolerance na sucho, kdy pšenice vykazovala 

zvýšený růst i při horších podmínkách (Sairam et al., 1994). Bylo také dokázáno, že 

brassinolid může indukovat rezistenci tabáku proti viru tabákové mozaiky či patogenu 

z rodu Pseudomonas (Nakashita et al., 2003). Podporují také expanzi a prodloužení 

buněk modulací plasticity a relaxace buněčné stěny a stimulují dělení buněk 

v protoplastech (Koka et al., 2000; Xu et al., 1995). Také reagují s některými 

rostlinnými hormony a regulují růst a vývoj rostliny (Takeno et al. 1982). 

2.3.2 Biosyntéza BR 

BR jsou syntetizovány z rostlinných sterolů. Kampesterol a jeho analogy jsou 

prekurzorem brassinolidu. Syntéza BR probíhá dvěma způsoby - časnou oxidační 

cestou C-6 a pozdní oxidační cestou C-6 (Fujioka et al., 2000).  Prvním krokem je 

přeměna kampesterolu na kampestanol. Poté probíhá časná oxidace na 6-

oxokampestanol či pozdní oxidace na 6-deoxocathasterone viz Obr. 5. Dalšími kroky 

probíhá syntéza až na brassinolid (Jang et al., 2000). 
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Obr. 5 Cesty biosyntézy brassinolidu. Převzato z: Jang et al., 2000 
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2. 1. 1. Brassinosteroidy v medicíně 

Nejen, že BR našly velké uplatnění v zemědělství, jejich potenciál se využívá 

i v medicíně. Proběhlo několik testování na protivirovou aktivitu proti lidským 

a zvířecím virů. Brassinolid prokázal in vitro inhibiční aktivitu proti řadě DNA a RNA 

virům (Sharma et al., 2007). Při testování proti viru spalniček bylo potvrzeno dokonce 

27 derivátů/analogů BR s antivirovou aktivitou (Wachsman et al., 2002). Byla 

prokázána i inhibice replikace viru herpes simplex typu I v přítomnosti syntetického 

derivátu BR (Wachsman et al., 2004). Další in vitro studie prokázaly inhibici či úplné 

zastavení růstu viru HIV v infikovaných buňkách podáním 24-epibrassinolidu. Proto 

je 24-epibrassinolid vhodný k prevenci a léčbě infekce HIV (Khripach et al., 2005).  

Mimo jiné vykazují BR i antiproliferační, cytotoxický, protinádorový, 

neuroprotektivní či antiangiogenní účinek. Jejich antiproliferační účinky byly 

potvrzeny inhibicí buněčného růstu a blokádou buněčného cyklu v G1 fázi v prsních 

buňkách po působení dvou přírodních brassinosteroidů 28-homokastasteronu a 24-

epibrassinolidu (Steigerová et al., 2010). 

Byla také prokázána antiangiogenní aktivita analogu BR4848 v endotelových 

buňkách lidské pupečníkové žíly (HUVEC). Byly zkoumány procesy probíhající 

během angiogeneze – adheze a migrace buněk. Po aplikaci analoga brassinosteroidů 

BR4848 došlo k poklesu až k téměř úplné inhibici migrace buněk. Adheze buněk byla 

testována na plastovém povrchu a plastovém povrchu s kolagenem. Již po 30 minutách 

byla pozorována výraznější inhibice adheze buněk k oboum typům povrchů 

po působení BR4848 vzhledem ke kontrolním buňkám bez aplikace brassinosteroidu. 

BR4848 snížil proliferaci a tvorbu kapilár endotelových buněk (Rárová et al., 2018). 

Protinádorová aktivita řady analogů přírodních BR na několika rakovinných 

buněčných linií byla testována ve studii Malíková et al. (2008). U části BR byla 

zjištěna cytotoxická aktivita. Životaschopnost a proliferace buněk po působení látek 

28-homocastasteron a 24-epibrassinolid byla pozorována na buněčných liniích 

hormonálně senzitivních/ necitlivých karcinomu prsu a prostaty, jelikož výsledky 

předchozích testů vedly k domněnce, zda cytotoxicita zmíněných látek není 

zapříčiněná interakcí brassinosteroid-steroidní receptor. Oba BR inhibovaly růst buněk 

v závislosti na dávce ve všech otestovaných buněčných liniích. 
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Ismaili et al. (2012) testovali neuroprotektivní účinky BR v neuronálních 

buňkách PC12 proti neurotoxinu o kterém je známo, že indukuje oxidační stres 

a degeneraci dopaminergních neuronů, které jsou charakteristické pro Parkinsonovu 

chorobu. Pozitivní účinek vykazovalo 6 z 9 testovaných BR a analogů BR, kdy došlo 

k ochraně neuronální buňky před působením neurotoxinu. 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Buněčná linie a testované látky 

V experimentální části byla použita buněčná linie MCF7 odvozená od lidského 

adenokarcinomu prsu (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Velká 

Británie). 

K testování byly použity steroidní látky: 

• RN6B (Miroslav Kvasnica, KEB) – analog BRs 

• MK349 (Miroslav Kvasnica, KEB) – analog BRs 

• triolon (Miroslav Kvasnica, KEB) – steroidní jádro látek MK349 a RN6B 

• MU-5562 (Dr. Eva Kudová, ÚOChB Praha) – analog estradiolu 

• MU-5611 (Dr. Eva Kudová, ÚOChB Praha) – analog estradiolu 

3.2  Použité chemikálie a roztoky 

Použité chemikálie 

• Akrylamid (Sigma) 

• Aprotinin (Sigma) 

• Bisakrylamid (Sigma) 

• Butanol (Sigma) 

• Chemiluminiscenční 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 ethylendiamintetraoctová (EDTA) (Fluka) 

• Etanol 95 %, 96 % (Sigma) 
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• Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraoctová kyselina (EGTA) 

(Serva) 

• Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma) 

• Fetální telecí sérum (FBS) (Biowest) 

• Fluorid sodný (NaF) (Sigma) 

• Fluorsave  reagent (EMD Milipore) 

• Glutaraldehyd (Fluka chemie ag) 

• Glycin (Calbiochem) 

• Hovězí sérový albumin (BSA) (Biowest) 

• Kyselina fosforečná (Sigma) 

• L-glutamin (Sigma) 

• Leupeptin (Sigma) 

• Luminol (Thermo Scientific) 

• NaCl (Penta) 

• Nonidet P-40 (oktylfenoxypolyethoxyethanol) (Sigma) 

• Penicilin-Streptomycin (Sigma) 

• Peroxid vodíku (Thermo Scientific) 

• Peroxodisíran amonný (APS) (Biorad) 

• Tetrametyletylendiamin (TEMED) (Biorad) 

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

• Triton X-100 (Sigma) 

• Tween 20 (MP Biomedicals) 

 

Použité roztoky 

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

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

• 1 M TRIS/ HCl pH 6,8: 24,23 g TRIS/ 200 ml pH 6,8 

• 1 M TRIS/HCl pH 8,8: 48,46 g TRIS/ 400 ml pH 8,8 
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• 10 % APS: 0,1 g / 1 ml H2O 

• 10 % DMEM: 10 % fetální sérum, L-glutamin (2 mM), streptomycin (0,1 mg/ml) a 

penicilin (100 U/ml) 

• 10 % SDS: 5 g SDS / 50 ml H2O 

• 5 %  mléko: 2,5 g sušeného mléka, 50 ml TBS s 50 μl Tweenu 

• AA+Bis: 30 % Akrylamid (AA) + 0,8 % Bisakrylamidu (Bis AA): 58,4 g AA + 1,6 

N ́N Bis AA/200ml 

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

fosforečná 

• Elektroforetický pufr: 37,8 g TRIS, 180 g Glycin, 12,5 g SDS do 2,5 l H2O 

• Chemiluminiscenční činidlo luminol-peroxid (1:1) 

• PBS + Tween: 500 ml PBS 1x + 500 μl Tweenu 

• PBS: 800 g NaCl; 2 g KCl; 23,1 g Na2HPO4 . 12 H2O; 2 g KH2PO4 pH 7,4 

• Ponceau S: 0,1 g rozpustit v 0,5 ml 98 % CH3COOH a doplnit do 800 ml H2O 

• Pufr na western blotting 10x: 30,3 g TRIS, 144 g Glycin do 1 litru H2O 

• RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCl pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA; 

0,2 % Nonidet P-40 (pH = 7,4), před použitím přidáno: 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 

0,5 μg/ml leupeptin, 2 μg/ml aprotinin, 2 mM NaF 

• Separační gel 10 % - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 3,125 ml; H2O 2,67 ml; 

TRIS pH 8,8 3,5 ml; SDS 10% 94 μl; Temed 6,25 μl; APS 37,5 μl 

• Separační gel 12,5 % - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 3,9 ml; H2O 1,94 ml; 

TRIS pH 8,8 3,5 ml; SDS 10% 94 μl; Temed 6,25 μl; APS 37,5 μl 

• TBS 10x: pH 7,6; 24,2g TRIS, 80 g NaCl, HCl podle pH (asi 14 ml) 

• TBS s 0,1 % Tweenem 20: 500 ml TBS 1x + 500 μl 0,1 % Tween 20 

• TRIS-HCl pH 7,4: 24,23 g 1M Tris, cca 12 ml HCl 

• Trypsin/EGTA (1:1): 0,1 % trypsin, 0,25% EGTA 

• Zaostřovací gel 5% - akrylamid+bisakrylamid (AA+Bis) 420 μl; H2O 1,755 ml; 

TRIS pH 6,8 315 μl; SDS 10% 25 μl; Temed 2,5 μl; APS 15 μl 
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3.3  Použité protilátky 

Tab. 3 Seznam použitých primárních protilátek 

WB: western blot, IF: imunofluorescence 

 

 

 

 

 

 

 

  Zdroj Klon Ředění  Výrobce 

36 α−tubulin  myš (mono) DM1A WB: 100x Sigma 
136 ER β králík (poly) - WB:100x 

IF: 200x 

SantaCruz 

160 β-Actin myš (mono) C4 WB: 5000x Santa Cruz 
369 AR králík (mono) D6F11 WB: 1000x Cell Signaling 

419 PR králík (mono) D8Q2J WB: 250x 
IF: 500x 

Cell Signaling 

433 phospho-FAK   králík (poly) Ser732 WB: 100x Thermo 
435 ER α králík (mono) D8H8 WB: 500x 

IF: 200x 

Cell Signaling 

436 ER β  myš (mono) PPG5/10 IF: 200x Thermo 

442 AR myš (mono) 441 IF: 500x Santa Cruz 
443 ER α  myš (mono) F-10 IF: 200x Santa Cruz 
495 Dynein light 

chain 
králík (poly) - WB: 100x  

IF: 200x 
Abcam 

496 pMARCKS  králík (poly) S162 WB: 100x  
IF: 200x 

Abcam 

497 Profilin 2  králík (poly) - WB: 50x  
IF: 100x 

Abcam 

498 Vinculin Králík (mono) - WB:5000x 
IF: 200x 

Abcam 
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Tab. 4 Seznam použitých sekundárních protilátek 

  Zdroj Ředění Výrobce 

45 TR  

Goat-anti-rabbit 

koza (poly) IF: 1000x Jackson Laboratories 

430 Alexa Fluor 488 

Rabbit-anti-mouse  

králík (poly) IF: 1000x Thermo 

176 Alexa Fluor 488  

Goat-anti-rabbit 

koza (mono) IF: 1000x Invitrogen 

 RAM/Px králík WB: 1000x Sigma-Aldrich 

 SWAR/Px prase WB: 1000x Cell Signaling 

 

3.4  Seznam použitých přístrojů a zařízení 

• Aparatura pro vertikální elektroforézu, BioRad 

• Aparatura pro western blotting, BioRad 

• Centrifuga CompactStar CS4, VWR 

• Fluorescenční mikroskop IX51, Olympus 

• Gelový dokumentační systém LAS 4000, Fujifilm 

• Chlazená centrifuga Heraeus Megafuge 16R, ThermoFisher Scientific 

• Inkubátor MCO-19AIC, Panasonic 

• Kývačka, Biosan 

• Laminární box, Telstar 

• Magnetická míchačka, VELP Scientifica 

• Minicentrifuga D1008, DLAB Scientific 

• Optický mikroskop Axiovert 40 CFL, Zeiss 

• Termoblok, ThermoFisher Scientific 
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• Ultrazvuková lázeň RK 31, Bandelin 

• Ultrazvukový homogenizátor, Bandelin 

• UV-VIS spektrofotometer UV-1800, Schimadzu 

• Vakuová pumpa Vacusafe comfort, Integra Biosciences a KNF 

• Vodní lázeň, GFL 

• Vortex V-1 plus, Biosan 

• Zdroj napětí PowerPac Basic, BioRad 

 

Výrobce/stát: 

BioRad (USA), ThermoFisher Scientific (USA), Fujifilm (Japonsko), Biosan (Litva), 

VELP Scientifica (Itálie), Olympus (Japonsko), VWR (USA), Bandelin (Německo), 

Shimadzu (Japonsko), Integra Biosciences (Švýcarsko), Gesellschaft für Labortechnik 

– GFL (Německo), DLAB Scientific (Čína, USA), Panasonic (Japonsko), Zeiss 

(Německo). 

3.5 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

3.5.1  Kultivace a ovlivnění buněčné linie testovanou látkou  

Buněčná linie MCF7 byla kultivována na Petriho misce o průměru 100 mm 

v kultivačním médiu DMEM. Byly udržovány optimální teplotní podmínky 37 °C, 

5,5 % atmosféra oxidu uhličitého a 100 % vlhkost.  Do kultivačního média 10% 

DMEM bylo odměřeno 20 ml fetálního bovinního séra, 2 ml penicilinu-streptomycinu, 

2 ml glutaminu a vše bylo doplněno DMEM na 200 ml. Kultivační médium bylo vždy 

použito ohřáté ve vodní lázni na 37 °C. 

Pro množení buněk byly buňky třikrát týdně pasážovány. Cílem pasážování je 

naředění buněk a jejich přenos do nové kultivační misky s novým médiem. Před 

každým pasážováním byly buňky zkontrolovány pod mikroskopem, kdy se 

kontrolovala kondice, kontaminace a především jak buňky narostly. Staré médium 

bylo odsáto, narostlé buňky byly opláchnuty roztokem EGTA, pomocí trypsinu byly 

odlepeny od dna misek a poté centrifugovány opět s přídavkem DMEM, aby byl 
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trypsin jeho účinkem deaktivován. Výsledný pelet byl resuspendován v určeném 

objemu kultivačního média a přenesen na nové Petriho misky dle potřeb testování.  

Objem buněk s kultivačním médiem byl v misce vždy doplněn na 10 ml. 

K testování bylo nezbytné počítání buněk. Bürkerova komůrka byla naplněna 

10 μl směsí média s buňkami. Pod mikroskopem byly spočítány buňky v šestnácti 

čtvercích ohraničených dvojitou čárou. Počet výsledných buněk byl vynásobený 

10 000 a udával nám jejich výsledné množství v 1 ml. Pro nasazení buněk 

na imunofluorescenční analýzu jich bylo za potřebí 15 000 na jamku (250 μl). 

Na provedení western blotu jich bylo 700 000 buněk na misku (10 ml).  

Při imunofluorescenční analýze byly buňky první den po počítání rozděleny 

do jamek ve zmíněném počtu. V tomto vhodném počtu byly inkubovány 24 hodin 

a poté ovlivněny testovanými látkami ředěnými do 10% DMEM. Do jamek 

s kontrolními buňkami bylo přidáno DMSO ve stejné koncentraci jako testované látky. 

Po 1 hod/24 hod byly buňky opláchnuty PBS a zafixovány 10% glutaraldehydem. 

Následně zafixované destičky byly uloženy do +4 °C před nanášením protilátek. 

Pro provedení WB byl nasazen určitý počet misek (6-11 podle testovaných látek 

a koncentrací), které se opět nechaly 24 hodin inkubovat při vhodných podmínkách. 

Následující den bylo odsáto médium a byly napipetovány testované látky naředěné 

v 10 ml média či pouze médium/médium s DMSO v případě kontrolních vzorků. 

Po uplynutí dalších 24 hodin byly látky připravené na sklízení. 

3.5.2  Sklízení a lyzování buněk pro WB 

Buňky byly z misek uvolněny seškrábáním a poté byly přepipetovány i s médiem 

do předem nachystaných a nachlazených zkumavek.  Poté byl do misek přidán 1 ml 

vychlazeného PBS a stejným způsobem byly zbytky buněk seškrábány a opět 

přepipetovány do stejné zkumavky.  Poté byly centrifugovány 10 min/1000g při 4 °C, 

bylo odsáto médium a přidán 1 ml PBS. Pelet byl resuspendován a opět centrifugován. 

Staré PBS bylo odsáto a bylo přidáno nové, ve kterém byl pelet znovu resuspendován 

a přenesen do nachystaných eppendorfek, které byly opět zcentrifugovány za stejných 

podmínek. Následovalo finální odsání supernatantu a uchování peletu v -80 °C 

po dobu 24 hodin. Celý proces sklízení byl prováděn na ledu.  
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Při lyzaci byl v prvním kroku na ledu připraven lyzační RIPA pufr. Podle 

množství peletu byl pufr v určitém objemu přidán ke vzorkům a společně bylo vše 

promícháno a inkubováno 30 minut. Během inkubace bylo vše ještě třikrát 

promícháno. Poté bylo vše ultrazvukováno a následně centrifugováno 10 min/14 000 

g při teplotě 4 °C. Poté byl supernatant přepipetován do čistých eppendorfek, při čemž 

byl zjištěn jeho objem. 

Koncentrace proteinů byla stanovena pomocí Bradfordovy metody. Měření se 

provádělo vždy v duplikátu. Do zkumavky byl přidán 1 ml Bradfordova činidla 

(ředěno s deionizovanou vodou 1:4) a poté 1 μl vzorku a zvortexován. Společně byl 

vzorek s činidlem inkubován 10 minut. Objemy zkumavek byly postupně přelity 

do kyvet a byla měřena jejich koncentrace na spektrofotometru pomocí měření 

absorbance při 595 nm. Z naměřených hodnot byly vypočteny koncentrace proteinů 

ve vzorcích. Následně byly potřebné vzorky naředěny lyzačním pufrem tak, aby finální 

koncentrace byly stejné. Opět byly změřeny koncentrace všech vzorků v duplikátu 

a následně doředěny lyzačním pufrem. Do finálních objemů bylo přidáno 5xSDS 

v poměru 1:4 ke vzorku a poté bylo vše 5 minut denaturováno v 95-98 °C. Přidáním 

SDS dojde při zvýšené teplotě k denaturaci a také dodá proteinům negativní náboj. 

V této fázi byl vzorek připraven na SDS-PAGE. Vzorky byly uchovány v -20 °C. 

3.5.3  SDS-PAGE a western blot  

Důležitou částí byla příprava vhodného polyakrylamidového gelu, který je běžně 

využíván k separaci proteinů. Pro dělení byl připraven 10% nebo 12,5% dělící gel 

a 5% gel zaostřovací. Nejprve byl do elektroforetické komůrky rovnoměrně 

napipetován dělící gel, který byl následně pokryt tenkou vrstvou butanolu, který ho 

zarovnal. Gel poté tuhnul minimálně 45 minut. Po ztuhnutí byl opláchnut butanol 

a napipetován zaostřovací gel. Do neztuhlého zaostřovací gelu byl vložen hřebínek 

pro vytvoření jamek, poté opět gel tuhl. Výsledný gel byl před SDS-PAGE uchován 

ve vlhkém a chladném prostředí v lednici při +4 °C. 

Gely byly vloženy do elektroforetické aparatury. Mezi gely a do okolí byl nalit 

elektroforetický pufr. Poté byly opatrně vytaženy hřebínky. Do první jamky byly 

naneseny 4 μl molekulového markeru. Do ostatních jamek bylo naneseno 30 μg 

každého vzorku. Vzorky byly předem ohřáty na 96 °C po dobu 2 minut. Poté byl 
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připojen a zapnut zdroj s napětím 90 V. Po zajetí vzorků do dělícího gelu bylo zvýšeno 

napětí na 120 V. Vzorky byly dále separovány přibližně 1 hod do doby, než začaly 

vzorky z gelu vyjíždět. Během elektroforézy byly proteiny separovány na základě 

jejich molekulové hmotnosti, jelikož měly všechny proteiny po přidání SDS do vzorků 

stejný záporný náboj. Záporně nabité proteiny se po zapojení zdroje pohybovaly 

ke kladně nabité elektrodě a tím došlo k jejich separaci. 

Dále byl připraven blotovací pufr, blotovací aparatura a blotovací kazeta 

s porézní podložkou, filtračními papíry a nitrocelulózovou membránou.  Gel byl 

opatrně odebrán ze skel špachtlí a byla odstraněna jeho vrchní část obsahující 

zaostřovací část.  Na negativní pól blotovací kazety byla prvně položena porézní 

podložka, na ni 2 filtrační papíry a poté gel. Směrem od gelu k pozitivnímu pólu kazety 

byla položena na gel membrána a poté byly opět zrcadlově poskládány 2 filtrační 

papíry, porézní podložka a druhá strana blotovací kazety. Společně byly všechny části 

zavřeny do blotovací kazety pod hladinou blotovacího pufru. Před uzavřením bylo 

důležité odstranění bublin z kazety postupným stlačováním a jejich vyháněním 

směrem ze středu na kraj. Kazeta byla vložena do blotovací aparatury do které byl nalit 

vychlazený blotovací pufr. Také byla důležitá správná orientace elektrod, aby došlo 

k úspěšnému přenosu na membránu. Celá aparatura byla průběžně chlazena chladícími 

vložkami na elektromagnetických míchačkách. Chladící vložky byly v průběhu 

blotování měněny. Poté byl přiveden zdroj s 230 mA. Samotné blotování probíhalo 

3 hodiny.  

Po ukončení byla membrána vyjmuta a barvena po dobu 5 minut v roztoku 

Ponceau S z důvodu vizualizace proteinů. Následně byla přemístěna na krátkou dobu 

do deionizované vody a usušena. 

3.5.4  Imunodetekce proteinů 

Obarvená membrána byla nařezána na proužky podle potřeby. Před následnými kroky 

bylo odhadnuto množství protilátek potřebné k dostatečnému pokrytí celého proužku. 

Takto nařezaná membrána byla odbarvena ve 1x TBS. Poté byly hodinu blokovány 

ponořené v 50 ml 5% mléka v 1x TBS s Tweenem. Mezitím byla připravena vlhká 

komůrka – plastová podložka potažena parafilmem uložena do krabičky s malým 

množstvím vody, která brání proti vyschnutí. Protilátky byly naředěny opět do 5% 
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mléka v 1x TBS s Tweenem. Po hodinové blokaci, která vedla k zablokování 

nespecifických vazeb na membráně v místech, kde nebyly navázány proteiny, byly 

proužky krátce promyty v 1x TBS. Poté byly proužky postupně přeneseny na filtrační 

papír, kde měly čas trochu oschnout. Následně byly opatrně přeneseny na připravenou 

plastovou podložku a byla na ně nanesena primární protilátka.  Proteiny s protilátkami 

byly inkubovány v lednici přes noc. Následující den byly promyty na 5 minut v TBS, 

5 minut v TBS s Tweenem, opět na 5 minut v TBS a nakonec na 10 minut v TBS, aby 

se odmyly zbytky nenavázané primární protilátky. Sekundární protilátky byly ředěny 

do 5% mléka v 1x TBS s Tweenem. Po posledním promytí byly proužky opět seřazeny 

na plastovou podložku, naneseny sekundární protilátky a společně bylo vše 

inkubováno. Po hodině byly proužky zase promyty: 10  minut v TBS, 5 minut v TBS 

s Tweenem, 5 minut v TBS a nakonec na 10 minut v TBS. Díky křenové peroxidáze 

konjugované se sekundární protilátkou byla detekce provedena na základě 

chemiluminiscence. Bylo připraveno chemiluminiscenční činidlo v poměru 1:1 

luminol-peroxid. Po přidání substrátu, peroxidu vodíku, křenová peroxidáza 

katalyzovala oxidaci luminolu a to mělo za následek emisi světla. Vzniklý světelný 

signál byl zachycen chemiluminiscenční kamerou. 

3.5.5  Imunofluorescenční analýza 

Již zafixované buňky v destičkách byly třikrát opláchnuty 300 μl PBS. Poté bylo 

dosaženo permeabilizace buněk nanesením 300 μl 0,2% Triton X-100 v PBS po dobu 

2 minut a opět bylo vše opláchnuto PBS ve třech sériích. Následovalo blokování 

nespecifických vazeb 0,2% BSA v PBS po dobu 20 minut. Mezitím byly naředěny 

do 0,2% BSA v PBS primární protilátky. Po nanesení 230 μl primárních protilátek 

do každé jamky byly destičky inkubovány 1 hodinu. Po inkubaci byly opět opláchnuty 

ve třech sériích v PBS po 5 minutách, aby došlo k úplnému odmytí nenavázané 

primární protilátky. Mezi promýváním byly přichystány sekundární protilátky. Ty 

byly na buňky naneseny a společně inkubovány 45 minut ve tmě. Po nanesení 

sekundárních protilátek bylo důležité udržovat buňky mimo nezbytnou dobu ve tmě.  

Po uběhlé inkubační době byly destičky opět opláchnuty ve třech sériích PBS, ale vždy 

po uběhnutí 10 minut. Po odlití poslední série PBS byly buňky zafixovány 1 kapkou 

Fluorsave. Fluorsave je vodné médium, jehož funkcí je zachovat buňky fluorescenčně 

obarvené. Obrázky byly pořízeny mikroskopem s kamerou při zvětšení 400x.   
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4 VÝSLEDKY 

Modulace steroidních receptorů a cytoskeletu po ovlivnění steroidními látkami byla 

zkoumána pomocí dvou vybraných metod – imunofluorescenční analýzy a western 

blot analýzy. Jedním z cílů mé diplomové práce byla také optimalizace provedení 

zmíněných metod. Byl kladen důraz na správný výběr protilátek, jejich koncentrací 

a koncentrací testovaných látek. Fixace buněk i postup provedení byl již z dřívějška 

doladěn laboratoří. 

4.1  Optimalizace testování 

Během optimalizace byl z počátku klíčový výběr protilátek. Na ER α byla odzkoušena 

primární monoklonální králičí protilátka anti-ER α (č. 435), monoklonální myší anti-

ER α (č. 443) a sekundární polyklonální kozí protilátka GAR-TR (č. 45), polyklonální 

králičí protilátka RAM-AF488 (č. 430), monoklonální kozí GAR-AF488 (č. 176). 

Pro detekci ER β byla nanesena primární polyklonální králičí protilátka anti-ER β (č. 

136) a monoklonální myší anti-ER β (č. 436). Sekundární protilátka byla použita 

polyklonální kozí GAR-TR (č. 45) a polyklonální králičí protilátka RAM-AF488. 

Na základě imunofluorescenční analýzy byla vybrána nejvhodnější kombinace. 

Pro ER α to byla kombinace monoklonální králičí anti-ER α protilátky (č. 435) 

a monoklonální kozí GAR-AF488 (č. 176). Pro ER β protilátky monoklonální myší 

anti-ER β (č. 436) a polyklonální králičí protilátka RAM-AF488 (č. 430). Sekundární 

protilátky byly značené fluorochromem s absorpčním maximem v zeleném spektru. 

Červeně svítící fluorochromy TR byly z počátku intenzivní, viz Obr. 6 a Obr. 7, ale 

bohužel docházelo k rychlému vysvěcování, a proto bylo od nich v dalším testování 

odstoupeno. U obou obrázků lze pozorovat změnu lokalizace ER po ovlivnění jejich 

přirozeným ligandem estradiolem (E2). Receptory se po navázání E2 přesouvají 

do jádra a perinukleárního prostoru.  

Primární protilátky na imunofluorescenční analýzu byly odzkoušené v ředění 

200x a 500x. Následně bylo vybráno ředění 500x, jelikož bylo dostačující a intenzita 

byla vyhovující. Na western blot analýzu byly použity již předem laboratoří 

odzkoušené koncentrace protilátek viz. Tab 3 a Tab 4.  

Testované steroidní látky MK349 a RN6B byly aplikovány v koncentraci 

10 µM. U látek MU-5562 a MU-5611 došlo v koncentraci 10 µM k vysoké 
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cytotoxicitě, proto byla u western blot analýzy také použita koncentrace 5 µM. 

U imunofluorescenční analýzy potom koncentrace 1 µM, jelikož je množství 

používaných buněk v testu značně nižší.  

 
Obr. 6 Imunofluorescenční lokalizace ER α v buňkách MCF7 ovlivněných estradiolem (E2) 
v koncentraci 10 µM a 2-methoxyestradiolem (2MeO) v koncentraci 10 µM po 24 hodinách působení. 
Vlevo barvení protilátkami: monoklonální králičí anti-ER α primární protilátka a polyklonální kozí 
GAR-TR sekundární protilátka. Vpravo použity protilátky: monoklonální myší anti-ER α primární 
protilátka a polyklonální králičí protilátka RAM-AF488 sekundární protilátka.  
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4.2 Imunofluorescenční analýza  

Pro sledování lokalizace proteinů byla využita imunofluorescenční analýza. Buněčná 

linie MCF7 byla po dobu 24 hodin ovlivněna steroidními látkami MK349 

v koncentraci 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM a MU-5611 1 µM. Odzkoušeno 

bylo také působení testovaných látek pouze 1 hod. Oproti 24 hodinám ovšem nedošlo 

k žádným změnám, a proto byly pro prezentování výsledků využity snímky 

po působení 24 hod. 

Obr. 7 Imunofluorescenční lokalizace ER β v buňkách MCF7 ovlivněných estradiolem (E2) 
v koncentraci 10 µM a 2-methoxyestradiolem (2MeO) v koncentraci 10 µM po 24 hodinách působení. 
Vlevo barvení protilátkami: primární polyklonální králičí protilátka anti-ER β a sekundární 
polyklonální kozí protilátka GAR-TR. Vpravo použity protilátky: primární monoklonální myší anti-
ER β protilátka a sekundární polyklonální králičí protilátka RAM-AF488. 
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Exprese ER α byla detekována v kontrolních buňkách v cytosolu i jádře buněk. 

Ke kontrolním buňkám bylo přidáno čisté DMEM médium (KO) a DMEM médium 

s přídavkem DMSO (KO+). Působením látky PHTPP došlo k usmrcení buněk. 

Po aplikaci fulvestrantu došlo k většímu nahromadění receptorů do cytosolu buňky. 

V případě MK349, MU-5562 se lokalizace ER α nezměnila oproti kontrole. U látky 

RN6B lze pozorovat lehké snížení exprese receptorů v jádře a jejich nahromadění 

v cytosolu na povrchu jádra. Látka MU-5611 způsobila translokaci receptoru 

z cytosolu do jádra. 

 

Obr. 8 Imunofluorescenční lokalizace ER α v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami PHTPP 1 µM, fulvestrant 
(FULV) 0,1 µM, MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM  
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Exprese ER β byla prokázána v cytosolu i jádře buněk v kontrolních buňkách 

i buňkách ovlivněných všemi testovanými látkami. V případě fulvestrantu, látky 

MK349 a RN6B nedošlo k výrazným změnám. Působením látky PHTPP došlo 

k usmrcení buněk. Vliv látky MU-5562 způsobil lehce sníženou expresi receptoru 

v jádře. Látka MU-5611 zapříčinila translokaci receptoru do jádra. 

 

Obr. 9 Imunofluorescenční lokalizace ER β v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ s DMSO) a v buňkách 
MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami PHTPP 1 µM, fulvestrant (FULV) 0,1 µM, MK349 10 µM, RN6B 
10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM 
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Exprese PR byla prokázána v cytosolu i jádře buněk kontrolních buněk i všech 

testovaných látek, kromě 4-OHT, kde došlo k usmrcení buněk. Látky MU-5562 a MU-

5611 způsobily lokalizaci receptoru pouze v cytosolu. Ve všech ostatních případech 

nedošlo k výrazným změnám.  

  

Obr. 10 Imunofluorescenční lokalizace PR v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) 
1 µM, nilutamide (NIL) 1 µM, MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM 
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Exprese AR byla prokázána v cytosolu i jádře buněk u kontrolních buněk i všech 

testovaných látek kromě 4-OHT, kde došlo k usmrcení buněk. U látky nilutamide 

došlo ke snížení exprese receptoru v jádře. Ve všech ostatních jamkách nedošlo 

k výrazným změnám.  

  

Obr. 11 Imunofluorescenční lokalizace AR v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) 
1 µM, nilutamide (NIL) 1 µM, MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM 
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Exprese pMARCKS byla prokázána v cytosolu i jádře buněk v kontrolních 

buňkách a také po působení všech testovaných látek. Nedošlo k žádným výrazným 

změnám lokalizace oproti kontrole. 

  

Obr. 12 Imunofluorescenční lokalizace pMARCKS v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami triolon (TRIOL) 10 µM, 
MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM 
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Exprese dyneinu byla prokázána rovnoměrně v cytosolu všech buněk. V jádře 

buněk je exprese u kontrolních buněk i po působení všech testovaných látek nízká. 

V porovnání s kontrolními snímky k žádným výrazným změnám nedošlo. 

  

Obr. 13 Imunofluorescenční lokalizace dyneinu v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami triolon (TRIOL) 10 µM, 
MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 5 µM, MU-5611 5 µM 
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Exprese profilinu 2 byla prokázána rovnoměrně v cytosolu všech buněk. V jádře 

buněk je exprese u kontrolních buněk i po působení všech testovaných látek nízká. 

Látka RN6B způsobila sníženou expresi profilinu 2 v jádře. V porovnání s kontrolními 

snímky v ostatních jamkách k žádným výrazným změnám nedošlo.  

  

Obr. 14 Imunofluorescenční lokalizace profilinu 2 v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami triolon (TRIOL) 10 µM, 
MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 5 µM, MU-5611 5 µM 
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Exprese vinculinu byla prokázána v cytosolu i jádře buněk u kontrolních buněk 

a také po působení všech testovaných látek. Nedošlo k žádným výrazným změnám 

oproti kontrole. 

Obr. 15 Imunofluorescenční lokalizace vinculinu v kontrolních buňkách MCF7 (KO, KO+ 
s DMSO) a v buňkách MCF7 po 24 hodinách ovlivnění látkami triolon (TRIOL) 10 µM, 
MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 1 µM, MU-5611 1 µM 
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4.3 Western blot analýza 

 Pro detekci změn v expresi jaderných receptorů byla pro buněčnou linii MCF7 použita 

analýza Western blot. Byly sledovány proteiny pro progesteronový receptor (PR), 

androgenový receptor (AR), estrogenový receptor α (ER α) a estrogenový receptor β 

(ER β). Jako kontrola pro množství buněk byla stanovena hladina β-actinu. Buněčná 

linie byla po dobu 24 hodin ovlivněna steroidními látkami MK349, RN6B, MU-5562 

a MU-5611. Poté byly porovnány hladiny exprese jednotlivých proteinů, které jsou 

znázorněny na Obr. 16. Tento experiment byl proveden dvakrát s podobnými 

výsledky. Vliv testovaných látek byl prokázán u PR. Snížená exprese obou izoforem 

se projevila u látky MU-5562. U AR byla opět zaznamenána snížená exprese 

po ovlivnění látkou MU-5562, ale také po ovlivnění MU-5611. Přítomnost látky MU-

5562 a MU-5611 také snížila expresi ER α. 

 

  

Obr. 16 Vliv steroidních látek na expresi jaderných receptorů v buněčné linii MCF7. Ovlivnění buněk 
probíhalo po dobu 24 hodin v koncentracích: fulvestrant (FULV) 10 nM, PHTPP 10 nM, nilutamide 
(NIL) 10 nM, 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) 10 nM, MK349 10 µM, RN6B 10. 
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Na základě dosud nepublikovaných výsledků z proteomické analýzy byl 

v případě sledování exprese cytoskeletárních proteinů test zaměřen na proteiny FAK, 

pFAK, vinculin, pMARCKS, profilin 2 a dynein. Jako kontrolu pro množství buněk 

bylo použito stanovení β-actinu a α-tubulinu. Buněčná linie byla po dobu 24 hodin 

ovlivněna steroidními látkami MK349, RN6B, MU-5562. Látka MU-5611 byla 

z důvodu jejího nedostatku vynechána. K žádným změnám v expresi proteinu nedošlo 

u proteinu FAK, vinculinu a profilinu viz Obr. 17. U proteinu pFAK a pMARCKS 

došlo ke snížení exprese po působení látky MK349 a RN6B. Množství dyneinu oproti 

kontrole mírně kleslo po působení látky RN6B a MU-5562.  

  

Obr. 17 Vliv steroidních látek na expresi proteinů cytoskeletu u buněčné linie MCF7. Ovlivnění buněk 
probíhalo po dobu 24 hodin v koncentracích: triolon 10 µM, MK349 10 µM, RN6B 10 µM, MU-5562 5 
µM 
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5 DISKUZE 

Cílem experimentální části mé diplomové práce bylo sledovat modulaci steroidních 

receptorů a cytoskeletu v prsních nádorových buňkách in vitro po ovlivnění 

steroidními látkami pomocí imunofluorescenční analýzy a western blot analýzy. 

Dalším cílem byla optimalizace zmíněných metod pro vhodné provedení testování. 

Steroidní receptory ER α, ER β, AR a PR byly vybrány jako cíl testování na základě 

podobnosti určených testovaných steroidních látek s živočišnými hormony 

odvozenými od cholesterolu, které slouží jako ligandy zmíněných receptorů. 

Na základě dosud nepublikovaných výsledků z proteomické analýzy se zabývalo také 

expresí a lokalizací různých typů cytoskeletálních proteinů. 

Výběr vhodné protilátky pro ER byl proveden s využitím látek estradiolu (E2) 

a 2-methoxyestradiolu, jelikož jejich působení na ER jsou již dobře známé. V roce 

1971 Jensen et al. zjistili, že se E2 váže na ER v cytoplazmě, který je poté 

transformován a translokován do jádra. Tam je vyvolána exprese určitých genů 

a syntéza proteinů, což vede až k hyperplazii buňky (Jordan et al., 1977). Naopak 

přirozeně vyskytující se metabolit estradiolu, 2-methoxyestradiol, ztrácí oproti 

estradiolu estrogenní aktivitu a vykazuje silné inhibiční účinky na růst buněk 

u různých druhů rakoviny. Projevuje se antiproliferačními, proapoptickými, 

antiangiogenními, antitubulinovými a antimetastickými účinky (Mueck et al., 2010).  

Western blot analýzou byl detekován vliv testovaných steroidních látek jak 

v případě exprese receptorů, tak i cytoskeletu. Snížení exprese ER α došlo u látky MU-

5562 a MU-5611 stejně jako po ovlivnění fulvestrantem. Fulvestrant byl vybrán jako 

kontrolní látka, jelikož jsou jeho vlastnosti již dobře prozkoumány. Ve vazbě s ER 

zhoršuje dimerizaci receptoru a tím jeho přesun z cytoplazmy do jádra (Fawell et al, 

1990; Dauvois et al, 1993).  Komplex ER-fulvestrant je také nestabilní a oproti 

komplexu ER-estradiol dochází k jeho zrychlené degradaci (Nicholson et al, 1995). 

Po ovlivnění fulvestrantem byla imunofluorescenční analýzou detekována translokace 

ER α z jádra do cytosolu buněk. Z výsledků lze usoudit, že pravděpodobně ještě 

nedošlo k degradaci ER, a proto jsme byli schopni ER α v cytosolu ve větší míře 

pozorovat. Působením látky MU-5611 byla imunofluorescenční analýzou detekována 

v opačném případě translokace z cytosolu do jádra, a tím došlo k podpoření 

transkripční aktivity receptoru. Výsledek tedy nekoreluje s výsledkem hladin exprese 
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z western blot analýzy. U ER β nedošlo na rozdíl od ER α k žádným výrazným 

změnám a to ani v případě PHTPP, jakožto antagonisty tohoto receptoru. PHTPP 

vykazuje vyšší selektivitu k ER β a proto se často využívá k rozlišení různých aktivit 

dvou estrogenových receptorů (Compton et al., 2004). U AR došlo k velmi malému 

snížení exprese po ovlivnění MU-5562 a MU-5611. K lehkému snížení exprese došlo 

i v případě PR u látky MU-5562.  Voňka et al. (2020) testovali vliv řady steroidních 

látek na funkci ER α. Pomocí luciferázového reporterového testu byla otestována 

jejich inhibiční aktivita, kdy MU-5562 a MU-5611 vykazoval inhibici srovnatelnou 

s již využívanými antiestrogeny v klinické praxi. Imunochemickou analýzou také byla 

potvrzena po působení látky MU-5611 snížená hladina exprese proteinu AGR2, která 

je spojená se snížením hladiny ER α. Také obě látky, MU-5562 a MU-5611, 

vykazovaly zvýšení exprese proteinu p21, který hraje roli v inhibici buněčného cyklu 

(Voňka et al., 2020). Testováním steroidních látek, konkrétně derivátů cholestanů 

blízkých k brassinosteroidům, na buněčné linii MCF7 se zabývala také Rárová et al. 

(2016), kdy u dvou látek byl blíže studovaný jejich vliv na expresi steroidních 

receptorů. Působení cholestanových derivátů vedlo ke snížení exprese ER α po 24 hod 

i 48 hod. Exprese ER β byla snížena až po působení 48 hod. U AR došlo po 24 hod 

ke zvýšení jeho exprese, ale po 48 hod již k jeho snížení. U PR nedošlo k žádným 

změnám (Rárová et al., 2016). 

V expresi cytoskeletálních proteinů došlo k výrazným změnám u proteinů pFAK 

a pMARCKS. FAK (fokální adhezivní kináza) je kináza ze skupiny tyrosinkináz, která 

hraje důležitou úlohu v základních funkcích buňky. FAK je nadměrně exprimována 

u mnoha typů rakoviny (Golubovskaya et al., 2009).  Fosforylaci FAK lze vyvolat 

řadou extracelulárních podnětů jako je navázání integrinů či růstových faktorů a může 

dále vést k aktivaci signalizačních kaskád, které dávají buňce signály k jejímu přežití. 

Mimo jiné se také podílí na procesu angiogeneze a metastázování (Parsons, 2003; 

Astier et al., 1997, Golubovskaya & Cance, 2010). FAK má čtyři serinová místa 

umístěná na C-konci – Ser722, Ser732, Ser843, and Ser910 (Parsons, 2003). V mém 

testování došlo ke snížení fosforylované formy FAK na serinovém místě 732, ovšem 

celkový protein FAK zůstal beze změn. Fosforylace Ser732 je zapojena do buněčné 

migrace (Xie & Tsai, 2014). MARCKS (myristoylated alanine-rich protein kinase C 

substrate) je hlavní substrát proteinkinázy C podílející se na regulaci dynamiky 

aktinových vláken. MARCKS se váže na aktinová vlákna a zesíťuje je. Tím se účastní 



57 

 

různých buněčných procesů včetně buněčné adheze. V nefosforylované formě je vázan 

na buněčnou membránu, po fosforylaci se disociuje z plazmatické membrány a je 

translokován do cytosolu, kde plní svou funkci zesíťování (Disatnik et al., 2002; 

Manenti et al., 1997; Aderem et al., 1995; Hartwig et al., 1992). Opět došlo ke snížení 

exprese aktivované fosforylované formy MARCKS, což staví protein spolu s pFAK 

do pozice slibných cílů působení steroidních látek. Rárová et al. (2018) testovali vliv 

analogu brassinosteroidů BR4848, který vykazuje podobnost s testovanou látkou 

MK349. Byla sledována exprese FAK a její fosforylace na serinovém místě 732. 

Po působení 10 a 20 μM BR4848 došlo ke snížení hladiny pFAK, zatímco hladina 

celkové FAK zůstala nezměněna (Rárová et al., 2018) 

Pomocí imunofluorescenčního barvení nebyly v případě steroidních receptorů 

detekovány žádné výrazné změny v lokalizaci po působení testovaných látek. 

U kontrolních látek PHTPP a 4-OHT došlo k usmrcení buněk v koncentraci 1 µM, 

která byla pro použité buňky pravděpodobně vysoká. Ovšem koncentrace 1 µM obou 

látek byla opakovaně odzkoušena a nejevila žádnou cytotoxicitu, proto lze umrtí buněk 

přisuzovat kondici použitých buněk. Látka MU-5611 způsobila translokaci obou 

estrogenních receptorů do jádra. Působení látky MU-5562 a MU-5611 zapříčinilo 

lokalizaci PR pouze v cytosolu, a tudíž pravděpodobně došlo k inhibici jejich 

transkripční aktivity. Western blot analýzou bylo ovšem potvrzeno snížení exprese PR 

jenom po působení látky MU-5562. Po ovlivnění látkou MU-5611 nedošlo k žádným 

změnám exprese receptoru. Lokalizací steroidních receptorů v buněčné linii MCF7 se 

zabývali Rárová et al. (2016), kde testovali blíže vliv dvou cholestanů blízkých 

k brassinosteroidům po 24 hodinách jejich působení. V kontrolních buňkách byl ER α 

lokalizován především v cytoplazmě. Obě analoga způsobila buď částečnou 

translokaci receptorů do jader nebo rozprostření receptorů po celém cytosolu a jádru. 

U ER β i u AR se po působení obou látek přesunuly receptory v cytoplazmě blíže 

k periferii jader.  V kontrolních i ovlivněných buněk se PR nacházel v jádře (Rárová 

et al., 2016). 

Sledování lokalizace proteinů cytoskeletu byla zaměřena na proteiny dynein, 

profilin 2, pMARCKS a vinculin. Dynein je cytoplazmatický protein, který využívá 

ATP k pohybu podél mikrotubulů (Cianfrocco, 2015; Kikkawa, 2013). Je zapojen 

do mnoha buněčných procesů včetně tvorby dělícího vřeténka při mitóze 

nebo transportu různých molekul (Lipka et al., 2013). Inhibitory funkce dyneinu se 
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staly již cílem studia při léčbě leishmaniózy, kdy inhibitory ATPázy byly schopné 

v závislosti na koncentraci inhibovat motilitu pomocí bičíků (Reddy et al., 2017). 

Dalším studovaným proteinem byl profilin 2. Profilinem 2 se zabývali Mouneimne et 

al. (2012) ve své studii, kdy porovnávali rozdíly funkcí mezi profilinem 1 a profilinem 

2 v buňkách rakoviny prsu. Změna hladin obou typů profilinu mění stavbu aktinového 

cytoskeletu buňky a tím ovlivňuje mnoho buněčných procesů spojených s invazí 

rakoviny. Profilin 1 podporoval motilitu a invazi na rozdíl od profilinu 2 (Mouneimne 

et al., 2012). Dále byl sledován pMARCKS, fosforylovaná forma proteinu 

asociovaného s upregulací protein kinázy C (PKC). Upregulace PKC byla detekována 

u různých druhů rakoviny. Inhibitory PKC byly prvně považovány za silné 

molekulární kandidáty pro terapeutické cílení (Raab et al, 2009; Podar et al., 2006). 

Ovšem jejich velký počet izoforem znesnadnil vývoj léků zaměřených na tyto enzymy, 

proto může být vhodnou alternativou inhibice pMARCKS, mediátoru PKC (Roffey et 

al., 2009). Posledním sledovaným proteinem byl vinculin. Vinculin reguluje adhezi 

buňky přímou vazbou na aktin a stimuluje polymeraci aktinu. Při absenci vinculinu je 

adheze buněk dramaticky narušena. Homeostáza ve zdravé tkáni silně závisí na adhezi 

mezi buňkami a interakci mezi buňkami a extracelulární matrix. Buňky ve zdravé 

epitelové tkáni udržují správnou strukturu tím, že navzájem adherují mezi sebou 

a zároveň současně adherují k extracelulární matrix. Mutace a změny exprese proteinů 

s touto funkcí jsou často spojovány s rakovinným onemocněním, a proto se tyto 

proteiny jeví jako slibný cíl výzkumu (Bays & DeMali, 2017).  V analýze lokalizace 

proteinů cytoskeletu nedošlo k žádným výrazným změnám až na profilin 2, u kterého 

došlo ke snížené expresi v jádře buněk po působení látky RN6B. 

V experimentální části byl pomocí imunofluorescenční a western blot analýzy 

prokázán účinek derivátů steroidních látek na modulaci steroidních receptorů 

a cytoskeletu. Výsledky mohou dále posloužit pro studium nových derivátů 

steroidních látek jako potenciálních inhibitorů funkce steroidních receptorů či proteinů 

cytoskeletu.  
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6 ZÁVĚR 

 
V této diplomové práci byly studovány účinky derivátů steroidních látek 

na nádorové buněčné linii MCF7 odvozené od adenokarcinomu prsu. Studované látky 

s označením MK349, RN6B, MU-5562 a MU-5611 vykazují strukturální podobnost 

s živočišnými hormony odvozenými od cholesterolu (MK349 a RN6B) 

nebo od estradiolu (MU-5562 a MU-5611). Takovéto hormony slouží jako ligandy 

steroidních receptorů. 

 V předkládané diplomové práci byly splněny vytyčené cíle. Experimentální 

část byla provedena pomocí dvou hlavních metod – western blot analýzy 

a imunofluorescenční analýzy. Stanoveným cílem bylo detekovat expresi a lokalizaci 

steroidních receptorů a proteinů cytoskeletu po 24 hodinách působení testovaných 

látek. Z výsledků lze usoudit, že jistý antiestrogenní a antiandrogenní potenciál 

vykazují látky MU-5562 a MU-5611. U látek MK349 a RN6B došlo k poklesu hladin 

fosforylovaných forem cytoskeletálních proteinů MARCKS a FAK, které hrají 

důležitou roli v buněčné adhezi. 

Karcinom prsu je nejčastější zhoubné nádorové onemocnění žen v České 

republice. Více než 50 % vzniká bez zjištění jednoznačné příčiny. Doba celkového 

přežití se neustále zvyšuje díky novým poznatkům v jeho léčbě. Z tohoto důvodu je 

důležité, aby steroidní látky byly stále předmětem studia. 
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