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1 UVOD

Biotransformacia je chemicky obranny systém organizmu, schopny vylucit latky
exogénneho alebo endogénneho povodu a neziaduce metabolity z tela. Ide o proces zlozeny
z mnozstva po sebe nasledujucich reakcii rozdelenych do troch hlavnych faz. Uastni sa ich
mnoho enzymov, schopnych tieto latky spracovat’ a vytvorit' z nich hydrofilnejSie zlu¢eniny,
ktoré su jednoduchsie vylucitelné.

Jednym z najznamejSich transkripnych faktorov hrajici hlavna rolu v regulécii
biotransformacie xenobiotik, ktory bol zaroveri na zaklade podobnosti s inymi jadrovymi
receptormi zaradeny do podrodiny jadrovych receptorov, je pregnanovy X receptor. Nachadza
sa takmer v celom organizme a plni mnoho funkcii, z nich najpodstatnej§imi si reguléacia
metabolizmu xenobiotik, ¢im ziskal privlastok najznamejSieho xenobiotického senzoru. Jeho
dal§imi funkciami su odburavanie zl¢ovych kyselin, regulacia zapalovych ochoreni Criev ¢i
uloha pri regulovani rakovinovych ochoreni.

PXR je aktivovany mnohymi latkami endogénneho ¢i exogénneho pdvodu.
K endogénnym patria viaceré steroidné latky, hormoény, produkty degradacie
tukov a v neposlednom rade indoly a ich derivaty, vznikajuce katabolizmom tryptofanu.
Exogénne ligandy aktivujuice PXR s najmd spomedzi lieCiv, vitaminov alebo
enviromentalnych polutantov. V poslednych studiach bola dokazana aj aktivacia PXR
niektorymi esencialnymi olejmi (EOs) rastlin. Zlozkou EOs st tiez sekundarne metabolity,
nazyvané terpény, a ich derivaty terpenoidy a niektoré z nich su predmetom testovani v tejto

praci. Konkrétne ich vplyv na transkripénu aktivitu PXR.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reserSe na tému bakalarskej prace
2. Stanovenie vplyvu testovanych latok na viabilitu buniek

3. Stanovenie transkripcnej aktivity pregnanového X receptoru po aplikacii testovanych latok

pomocou metody reporter gene assay

4. Vypracovanie bakalarskej prace a multimedialnej prezentacie k obhajobe bakaléarskej prace



3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 Biotransformacia

Organizmy su po cely Cas svojej existencie vystavované potencidlne toxickym
substanciam rozli¢ného povodu. Jedna sa o latky endogénneho povodu ako napriklad steroidné
hormoény, cholesterol, zICové soli, mastné kyseliny, bilirubin ¢i oxysteroly. Na druhej strane
stoja xenobiotika ¢ize latky exogénneho pdvodu, kam patria mimo iné toxiny, karcinogény,
lieCiva, zlozky potravy alebo enviromentalne polutanty. K zabraneniu toxického pdsobenia
latok na tkaniva a k udrzaniu homeostazy v metabolickych drahach sa vyvinul obranny systém.
Jeho ulohou je schopnost eliminovat cudzie latky a metabolity z tela pomocou
biotransformacnych reakcii, ktoré sprostredkivaju biotransformacné enzymy a transportné
proteiny (Matic et al., 2007). Pomocou biotransformacie dochadza k metabolizmu neziaducich
latok a tym sa znizi ich efekt na dany organizmus.

Niekedy vSak mozeme pozorovat aj aktivaciu niektorych zlu€enin na toxické.
Prikladom méze byt benzo(a)pyrén, u ktorého po priebehu biotransformacnych reakcii
dochéadza k vytvoreniu pre telo toxickych zlu€enin. Tato aromaticka zliCenina je metabolicky
aktivovana pomocou CYP1A4 a CYPIBI, na epoxidové intermediaty, ktoré si nasledne
premenené az na silny karcinogén 7,8-diol-9,10-epoxid (Shimada ef Fujii-Kuriyama, 2004).

V mnohych pripadoch behom procesu metabolizmu zlt€enin su ich lipofilné centra
pokryté hydrofilnymi, ¢im sa latky stavaju rozpustnejSie vo vode, o umoziuje ich eliminéaciu
mocom alebo zIcou. Pokial’ by tento proces v zivych organizmoch chybal, mnohé latky by
vplyvom lipofilnej povahy ostavali v organizme dlhSie a ich pdsobenie by mohlo viest

k toxicite (Zhao et al., 2021). Metabolizmus latok sa Cleni na tri fazy.

3.1.1 Prva faza biotransformacie a ucastniace sa enzymy

V prvej fazy biotransformacie dochadza k vneseniu alebo odkrytiu polarnej skupiny
v molekule metabolizovanej latky. NajdolezitejSie enzymy prvej fazy biotransformacie jak
endogénnych tak exogénnych zlucenin patria do rodiny cytochrom P450 (CYPs) enzymov.
Néjdeme ich vo vSetkych zijucich organizmoch, nakol'ko katalyzuju premenu nepolarnych
zlu€enin na polarnejsie, ktoré su tak jednoduchsie vylucitelné (Foroozesh et al., 2019).

Enzymy CYP450 katalyzuju mnozstvo reakcii vratane oxidacie, sulfoxidacie,
aromatickej a alifatickej hydroxylacie, roznych druhov dealkylacie a deaminacie.

Primarnou z nich je prave oxidacia, v ktorej dochadza k adicii jedného alebo viacerych

atomov kyslika k povodnému lieCivu. Na oxidaciu je vyuzity molekularny kyslik, z ktorého

3



jeden atom enzym vlozi do substratu a druhy atém kyslika sa redukuje na molekulu vody.
Zarovenn CYP450 wvyuziva dva elektrony, ktoré poskytne NADPH prostrednictvom
reduktazového proteinu (Meunier et al., 2004).

Viac ako 50 % lieCiv na trhu je metabolizovanych enzymom CYP3A4, ktory hra
zakladnu rolu aj pri liekovych interakciach. Liekové interakcie mozu mat priaznivé aj
nepriaznivé nasledky pre pacienta. Priaznivé vtedy, ked jedna latka obsiahnuta v lie¢ive moze
urychlit metabolizmus iného lieciva, a tym skratit dobu pdsobenia latky na dany organizmus
(Ioannides, 1996). Naopak nepriaznivé vtedy, ked’ jedna latka moze spomalit metabolizmus
lieCiva, a tym sposobit’ jeho akumulaciu v tele a toxicitu pre dany organizmus.

CYP3A4 ma substratovu Specifitu a inducibilitu podobna transportéru lieCiv
P-glykoproteinu (Pgp). V podstate sa ich gény nachadzaju v rovnakej pozicii na rovnakom
chromozéme (7q21.1) a taktiez vyuzivaji rovnaké DR-4 regulacné elementy viazuce PXR
(Ingelman-Sundberg, 2004).

Sekundarny enzymaticky systém prvej fazy metabolizmu lieCiv zastavaji NADH
cytochrom-b5 reduktdzy alebo NADPH cytochrom-c¢ reduktazy. Ich hlavnou ulohou je
redukovat’ povodné zluCeniny, najma aromatické nitro, nitr6zo, azo a N-oxidové zluceniny.
Pritomnost’ a aktivita tychto enzymov v roznych stavoch je nevyhnutna na uskutocnenie
biotransformacnych reakcii, nakol'ko reguluji funkciu prave vysSie spominanych CYP450
(Almazroo et al., 2017).

Okrem vysSie spominanych enzymov, pozname aj dalsie priklady enzymov schopnych
metabolizovat endogénne aj exogénne molekuly. Spadaju sem flavin obsahujuce
monooxigenazy, monoaminooxidazy, molybdénové hydroxylazy, alkoholdehydrogenazy,

aldehydehydrogenazy a mnoho inych (Khojasteh et al., 2011).

3.1.2 Druha faza biotransformacie a ucastniace sa enzymy

Enzymy druhej fazy biotransformacie lieCiv katalyzuju konjugacné reakcie, v ktorych
dochéadza k adicii este polarnejSich funkénych skupin ako je glukuronat, sulfat, glutation alebo
aminoskupina. Konjugacné reakcie vedu k vytvoreniu kovalentnej vdzby medzi pridanou
funk¢nou skupinou a pévodnou zluceninou alebo medzi pridanou funkénou skupinou a prvou
fazou upravenou zluceninou (Iyanagi, 2007). Medzi konjugacné enzymy druhej fazy
zarad'ujeme uridin-5'-difosfoglukuronozyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULT),
glutation-S-transferazy (GST), N-acetyltransferazy (NAT) a mnoho d’alSich (Almazroo et al.,
2017). Vysledkom konjugacnych reakcii je tvorba vo vode rozpustnych a farmakologicky

neaktivnych metabolitov, ktoré je telo schopné vylucit (Iyanagi, 2007).
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NajpodstatnejSou reakciou druhej fazy biotransformécie je glukuronidacia a priblizne
40-70 % zlucenin je konjugovanych prave s glukurénidovymi koncovymi produktami (Wang
et al., 2005). UGTs sa ¢lenmi nadrodiny proteinov o molekulovej hmotnosti 50-60 kDa
obsahujuce katalytickli a C-koncovu kotviacu doménu. Doteraz boli v I'udskom organizme
identifikované 4 rodiny: UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS8 (Almazroo et al., 2017). Pozname
priblizne 22 izoforiem l'udskych UGTs, no vécsina reakcii je katalyzovana UGT1A, UGT2A
a UGT2B. Principom reakcie je reakcia glukédzy-1-fosfatu s uridintrifosfatom na tvorbu
kofaktoru uridindifosfatu glukurénovej kyseliny (UDPGA) preneseného do endoplazmatického
retikula. V filom pripaja UGT tento kofaktor k vhodnému substratu, a nukleofilnou reakciou

vznikaja hydrofilnejSie glukuronidované zluceniny (Liu et al., 2023).

3.1.3 Tretia faza biotransformacie

Transportéry lieCiv, Cize transmembranové proteiny umoziiuju transport velkych
a ionizovanych molekul medzi bunkami a von z nich. Transportéry tretej fazy su klasifikované
do dvoch hlavnych skupin: kazetové transportéry viazuce ATP (ABC) a transportéry
prenasajuce rozpustené latky (SLC).

ABC transportéry aktivne vychytavaju alebo odvadzaju lieCivo z jednej strany bunkove;j
membrany na druht az po spotrebe energie vo forme ATP. Naopak SLC transportéry ul'ahcuju
prechod rozpustenych latok ako napriklad cukrov cez membranu v spojeni s inymi
rozpustenymi latkami proti ich elektrochemickému gradientu. Vo vsSeobecnosti vSak
vychytavacie transportéry prenasaju molekuly do buniek a efluxné transportéry sprostredkvaja
ich vylacenie z buniek von (Almazroo et al., 2017).

Najznamejsim spomedzi transportérov tretej fazy biotransformacie je P-glykoprotein
(Pgp). P-glykoprotein patri medzi ATP-depedentné efluxné transportéry a koduje ho gén
MDRI1 (ABCBI1). Hlavnou ulohou P-glykoproteinu je prenos hydrofobnych zluicenin zvnutra
bunky na jej povrch a tym umoznit’ eliminaciu tychto latok. NajcastejSie je exprimovany prave
v epitelovych bunkach ¢riev, kde dochadza k stretu viacerych zlucenin ako aj lieCiv (Burk et
al., 2005). Indukcia alebo inhibicia prave crevného MDR1/Pgp je vyznamnym mechanizmom

zodpovednym za interakcie lie¢iv (Fromm, 2004).

3.2 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor, tiez znamy ako steroidny X receptor (SXR) alebo aj pregnanom

aktivovany receptor (PAR), patri k ligandom aktivovanym transkripénym faktorom (Zhang et



al., 2008). Bol objaveny v roku 1988 a na zaklade podobnosti s inymi jadrovymi receptormi
bol zaradeny do podrodiny jadrovych receptorov (Kliewer et al., 1998). Konkrétne zastava
miesto v podrodine NRI1I receptorov, kam patria aj receptor pre vitamin D (VDR) alebo
konstitutivny androstanovy receptor (CAR). PXR receptor je exprimovany vo vysSe] miere
v tenkom a hrubom cCreve, peCeni, dvanastniku, zl¢niku a v kone¢niku. V ostatnych tkanivach
a organoch je jeho obsah nizky alebo az nedetekovatelny (Xing et al., 2020). PXR priamo
reguluje expresiu enzymov prvej fazy biotransformécie ako napriklad CYP3A4, CYP2B6,
CYP2C9, enzymov druhej fazy kam patria UGT1A1, UGT1A2 a SULT2A. Taktiez sa podiel'a
na regulacii expresie transportérov tretej fazy a to proteinu multiliekovej rezistencie 1 (MDR1)
a proteinu 3 (MRP3), ktory sa vyznacuje rezistenciou voci viacerym liekom (Zollner et al.,
2010).

Je znamych viacero variant transkriptu I'udského PXR . Medzi jednotlivymi variantami
su rozdiely v transaktivacnej aktivite roznych cielovych génov, no okrem toho varianty PXR1
a PXR2 maju dokonca odli§né miesta zaciatku transkripcie. Pre m-RNA PXR1 je typické, ze
obsahuje nekodujuci exon la génu hPXR a do m-RNA je transkribovanych asi 4400
nukleotidov, ktoré su prelozené do proteinu s 434 aminokyselinami vd'aka Startovaciemu
kodonu CTG. Varianta PXR2 obsahuje exon 1b génu hPXR a do mRNA je transkribovanych
2800 nukleotidov, ktoré su nasledne prelozené do 473 aminokyselinového proteinu a to

pomocou Startovacieho kodénu ATG (Brewer et Chen, 2016).

3.2.1 Struktira

Ludsky PXR (hPXR) pozostava z priblizne 434 aminokyselin a protein ako taky je
vel'ky 49,7 kDa. PXR je asi 40kb dlhy produkt NR112 génu lokalizovaného na dlhom ramienku
treticho chromozomu konkrétnejsie v oblasti 3q12-q13.3 (Skandalaki et al., 2021).

Jadrové receptory, kam patri aj Studovany PXR receptor zdiel'aji spolocnu doménovu
Struktaru (Kliewer et al., 2002a). Obsahuje N-terminalnu doménu s aktiva¢nou funkciou od
ligandu nezavisla (AF-1), DNA viazucu doménu (DBD), celkom kratku pantovu oblast’ a ligand
viazucu doménu (LBD), ktora pozostava z C-terminalnej domény s aktivacnou funkciou 2,
ktora je na ligande zavisla (AF-2) (Obrazok 1) (Watkins et al., 2001). DBD je silno
konzervovana oblast o 70 aminokyselinach zlozena z dvoch zinkovych prstov. Jednotlivé
zinkové prsty obsahuju Styri cysteinové zvysky chelatujuce zinok (Kliewer et al., 2002a). Cez
LBD interaguje PXR s ligandom s cielom stabilizovat’ protein a taktiez umoziiuje rekrutovat’
koregulatory do AF-2 oblasti, opét k stabilizacii proteinu v komplexe s DNA (Brewer ef Chen,

2016). PXR obsahuje vysoko mobilné oblasti, vdaka ktorym moze menit svoju konformaciu.
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Rozsirenim tychto oblasti sa na receptor dokazu naviazat aj vdcS§ie molekuly ako napriklad

rifampicin (Matic et al., 2007).

H,N —[ AF-1 DNA viazuca doména Ligand viazuca doména ]— COOH

- -
Pantova oblast’ AF-2

Obrazok 1: Struktara jadrového receptoru

3.2.2 Signalizacia

Vo vacsine pripadoch je PXR v absencii ligandu lokalizovany v cytoplazme a az po
naviazani ligandu dochadza k jeho translokacii do jadra. Nedavne Studie vSak dokazuju
pritomnost PXR v jadre aj bez naviazaného ligandu (Orans ef al., 2005).

Ak je v absencii ligandu PXR lokalizovany v cytoplazme, tak su na PXR naviazané
korepresové proteiny (Rigalli er al., 2021). Korepresory potlacaju exprimaciu génov a to
mechanizmom asociacie s histonovymi deacetylazami (Watson et al., 2012). Ku korepresorom
patri jadrovy receptorovy korepresor (NCoR), mediator utlmenia retinoidov a hormoénov
(SMRT) a iné. Interakcia s jadrovymi receptormi vedie k deacetilacii histonov, kompakcii
chromatinu a represii expresie génu. Po naviazani ligandu do LBD sa spusta disociacia
korepresorov a navidzuju sa koregulatory. Koregulatorové proteiny tvoria uzly, pomocou
ktorych interaguju fyziologicky alebo patofyziologicky, o nakoniec ovplyvni regulacnu
funkciu PXR (Rigalli et al., 2021). Medzi koregulatory PXR patria steriodné receptorové
koaktivatory (SRCs), ktoré zahfriaja SRC1, SRC2 a SRC3 (Rigalli et al., 2021).

Po vizbe ligandu do LBD, dochadza k aktivacii PXR. Ten je translokovany
z cytoplazmy do jadra bunky, kde tvori heterodimér s jadrovym receptorom kyseliny 9-cis
retinovej (RXR) (Thunnah ez al., 2011). Potom sa viaze na responzivne elementy v promoétoroch
a enhanceroch cielovych génov. NajcCastejSie ide o priame opakovania 3 a 4 (DR3 a DR4) alebo
evertované opakovania 6 (ER6) a viaze sa do konsenzualneho motivu AG(G/T)TC(A/C) (Matic
et al., 2007). Takto aktivovany PXR je schopny vyvolat bunkova odpoved’ na xenobiotika a to
indukciou enzymov zapojenych do oxidacie a konjugacie lieCiv, rovnako tak aj s indukciou

xenobiotickych a endobiotickych transportérov (Rosenfeld ez al., 2003).



3.2.3 Fyziologické a patologické procesy

V sucasnosti je PXR receptor pokladany za jeden z najznamejSich xenobiotickych
senzorov. Ako uz bolo vysSie spominané, svojou flexibilitou je schopny viazat mnozstvo
terapeutickych latok o rdznej velkosti, Struktury a t€inku. Jednou z jeho fyziologickych uloh,
po aktivacii naviazanim ligandu, je upregulovat expresiu biotransformacnych enzymov
a transportérov (Rigalli et al., 2019). Touto regulaciou ziskava dolezita fyziologicku funkciu,
kedy chrani organizmus pred vysokymi a stdle sa zvySujucimi koncentraciami potencialne
toxickych zlucenin. Na jednej strane moze ist o prospesnu funkciu pri zabraneni absorpcie
a zaroven podpory vyluCovania toxickych latok, no na druhej sa ucastni sa aj interakcie medzi
jednotlivymi lieCivami, ktoré moézu mat’ aj negativny vplyv (Rigalli et al., 2021). Aktivacia
PXR vedie k indukcii expresie CYP3A4, P-glykoproteinu a inych enzymov a transportérov
biotransformacie, ¢o umozni mnoho klinicky vyznamnych interakcii medzi lie€ivami (Kliewer
et al.,2002a).

Modulaciou expresie vyznamnych enzymov ucastniacich sa distribucie liekov
a metabolizmu bola PXR receptoru pridelena hlavna tloha regulacie metabolizmu xenobiotik
a endobiotik. Rovnako tak je aj spojeny s bojom proti zapalu a udrzani homeostazy Criev
(Dvoték et al., 2020), s interakciou lieCiv, detoxikaciou organizmu, metabolizmom vitaminov
a zl¢ovych kyselin (Skandalaki et al., 2021). Ukazalo sa, ze sa u€astni viacerych imunitnych
odpovedi (Venkatesh ef al., 2014), pri ochoreni diabetes (Hukkanen et al., 2014) ako aj pri
roznych druhoch rakovin (Planque et al., 2016).

V dnesnej dobe neustale pribudaju dokazy, ze aktivacia PXR ma za nasledok reguléaciu
homeostazy glukézy. Rovnomerna koncentracia glukozy v krvi je udrziavana hormonalne a to
tak, ze tieto hormony reguluju aktivitu klI'iCovych enzymov metabolizmu glukézy (Lv et al.,
2022). Bolo dokéazané, ze aktivacia PXR inhibuje expresiu dvoch hlavnych enzymov, ktorymi
su glukoéza-6-fosfataza (G6Paza) a fosfoenolpyruvatkarboxykinaza (PEPCK) a tym dochadza k
inhibicii glukoneogenézy (Bhalla et al., 2004). G6Paza katalyzuje defosforylaciu
glukozy-6-fosfatu, co je finalny krok glukoneogenézy a glykogenolyzy. PEPCKI1 je enzym,
ktory meni oxalacetat na fosfoenolpyruvat v glukoneogenéze. PXR reguluje glukoneogenézu
aj interakciou s proteinom jedna zo skupiny , forkhead box“ (FOXO1), viazucim sa na element
pre odpoved na cAMP (CREB) a jadrovym faktorom hepatocytov 4 (HNF4), ktory ma s
koaktivatorom PGC-1a pozitivny vplyv na glukoneogenézu (Kodama et al., 2004).

Produkecia zl¢ovych kyselin v pe€ent suvisi s odburavanim cholesterolu a rozpastanim
a transportom lipidov v ¢revach. Je vSak vel'mi ddlezité obsah zl€ovych kyselin regulovat,

pretoze pri vysokej koncentracii prejavuja toxicitu pre dany organizmus. Niektoré z nich ako
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napriklad kyselina cholova alebo kyselina chenodeoxycholova formuju konjugaty s taurinom
a glycinom a vo fyziologickych koncentraciach sa viazu na PXR receptor (Kliewer et al.,
2002b). Rovnako tak sekundarna zl¢ova kyselina litocholova (LCA) moze sluzit’ ako ligand pre
PXR (Staudinger et al., 2001). Bolo dokazané, ze PXR pdsobi ako fyziologicky senzor LCA
ajej metabolitov tak, ze inhibuje CYP7Al. CYP7A1 blokuje syntézu zl€ovych kyselin
a indukuje organicky anionovy transportér 2 (OAT2), ¢im dochédza k zvySovaniu vstrebavania
LCA ainych zl¢ovych kyselin do hepatocytov. V nich su totiz tieto latky hydroxylované clenmi
CYP3A a stavaju sa pre telo jednoduchsie vylucitel'né (Jonker et al., 2012).

Nedavne §tadia dokazuju ucast PXR receptoru v zapalovych ochoreniach ¢riev (IBD).
Aktivacia PXR vSeobecne inhibuje signalizaciu NF-xB a tym potlaca zapal. NF-xB je teda
klai€ovy regulator zapalu a s nim svisiacu imunitni odpoved’ (Zhou et al., 2006). Tym sa
dokazuje priame prepojenie medzi PXR a liekovym antagonizmom NF-«xB (Xie et Tian, 2000).
PXR bol identifikovany ako gén, ktory je silno spojeny s nachylnostou na zapalové ochorenie
¢riev aj u 'udi (Dring et al., 2006). Zapalové ochorenie Criev je chronické ochorenie traviaceho
traktu, ktory sa deli do dvoch hlavnych typov, ulcerdzna kolitida a Crohnova choroba. Rozdiel
je len v tom, Ze ulcerdzna kolitida postihuje len hrubé crevo, no Crohnova choroba sa moze
vyskytnat hlavne v tenkom a hrubom Creve, ale v podstate v celej Casti gastrointestinalneho
traktu. U pacientov so zapalovym ochorenim Criev sa pozorovalo znizenie expresie PXR a jeho
cielovych génov (Langmann et al., 2004). Podrobnejsia identifikacia ulohy PXR pri
zapalovych ochoreniach ¢riev by mohla prispiet’ k zisteniu terapeuticke;j stratégie pre zapalové
ochorenia Criev.

PXR hra délezitu rolu aj pri rakovinovych ochoreniach. Studia dokazuju, Ze aktivaciou
PXR receptoru mézeme pozorovat pokles v pocCte rakovinovych buniek. Principom je napriklad
zvySenie hladiny inhibitora cyklin-depedentne; kinazy (CDK) oznacovaného p21, ktory
reguluje rast rakovinovych buniek v hrubom creve (Ouyang et al., 2010). Rovnako tak bola
dokéazana aj tumor-supresivna funkcia PXR. V rakovinovych bunkach neuroblastéomu boli gény
PXR metylovane a tym padom bol PXR neaktivny, ¢o viedlo k rakovinovému bujneniu.
Po demetylacii génov bola obnovena tumor-supresivna funkcia PXR, ¢o malo pozitivny vplyv
na liecbu (Misawa et al., 2005). Z vysSie uvedenych informacii je jasné, ze PXR plniv

organizme mnozstvo dolezitych uloh a niektoré z nich su uvedené v Obrazku 2.
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Obrazok 2: Pdsobenie a funkcie pregnanového X receptoru

Upravené podl'a (Skandalaki et al., 2021)

3.2.4 Ligandy PXR

Ligandy pre pregnanovy X receptor (PXR) su prirodného aj syntetického povodu
a mozeme sem zaradit endobiotika ako aj xenobiotika (Tabulka 1). Medzi endogénne ligandy
zarad'ujeme steroidy ako 5B-pregnan-3,20-dion, 17-OH progesteron (Kliewer et al., 1998)
a estradiol (Jones et al., 2000), antiglukokortikoid pregnenolon 16a-karbonitril (PCN)
(Heuman et al., 1982), dalej produkty degradacie lipidov zlCové kyseliny ako napriklad
kyselinu litocholovu a jej derivat kyselina 6-hydroxylitocholovu (Staudinger et al., 2001).

V poslednych §tadiach bolo dokazané, ze aj indoly a ich derivaty ako napriklad
indol-3-propionova kyselina (IPA) a indol-3-octova kyselina (IAA) su aktivnymi endogénnymi
ligandami pre l'udsky aj mysi pregnanovy X receptor (Venkatesh et al., 2014). Vyvojom
syntetickych napodobenin mikrobialnych indolov, je teda mozné zvyraznit’ viazbu indolovych
derivatov na receptory, medzi ktoré patri aj PXR a tym potlacit’ az odstranit’ ¢revny zapal
(Dvorak et al., 2020).

Agonisti PXR spomedzi xenobitik su protinadorové lieky, ako tamoxifén a taxol, zname
antibiotikum rifampicin (RIF), latka hyperforin (Orans et al., 2005), antibiotikum rifaximin (Ma
et al., 2007), inhibitor HIV proteazy ritonavir (Dussault et al., 2001), antimykotikum

clotrimazol, d’alej glukokortikoid dexametazon ¢i liek na znizenie cholesterolu lovastatin
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(Lehmann et al., 1998), antineoplasticky liek cyklofosfamid, endokrinné lieky cyproteronacetat
a RU486 (Zhang et al., 2008).

Pozname aj slabo aktivujuce exogénne ligandy PXR, ktoré su ziskané z potravy
a zarad'ujeme sem vitamin E (Landes et al., 2003) a vitamin K (Tabb e al., 2003).

Medzi latky aktivujuce PXR patria taktiez mnohé enviromentdlne polutanty ako
napriklad bisfenol A, dietylhexylftalat alebo nonylfenol (Masuyama et al., 2000; Takeshita et
al., 2001). Vsetky vyssie spominané latky su uvedené v Tabul'ke 1.
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Tabulka 1: Priklady endogénnych a exogénnych ligandov PXR

TYP LIGANDU

POVAHA

LIGAND

ENDOGENNY

Steroidy

5B-pregnan-3,20-dion

estradiol

17-OH progesteron

pregnenolén 16a-karbonitril

Metabolity typtofanu

indol-3-propionova kyselina

indol-3-octova kyselina

Z1&ové kyseliny

kyselina litocholova

kyselina 6-OH-litocholova

EXOGENNY

Lieciva

tamoxifén

taxol

rifampicin

hyperforin

rifaximin

clotrimazol

dexametazon

lovastatin

cyklofosfamid

cyproteronacetat

RU486

ritonavir

Enviromentalne

polutanty

bisfenol A

dietylhexylftalat

nonyfenol

Vitaminy

vitamin E

vitamin K
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3.3 Receptorova tedria

Receptorova teoria popisuje interakcie medzi receptorom, ligandom a vyslednou
bunkovou odpoved’ou. Tradi¢na receptorova teodria lieCiv sa postupne vyvijala od roku 1935
ajej zakladom pomohli koncepcie opisané v pracach prvych farmakolégov: Clark, Ariéns,
Stephenson a Furchgott a inych (Kenakin, 2013). Za zakladatel'a receptorovej tedrie vSak
mozeme povazovat’ Johna Newporta Langleyho, ktory ako prvy popisal jej princip v roku 1905
(Ritter et al., 2019).

Dolezitymi charakteristikami kazdého ligandu su afinita k danému receptoru a vnutorna
aktivita. Afinita opisuje schopnost’ viazat’ sa na receptor a je jedine¢na pre kazdy par liecivo-
receptor, pretoze zavisi na ich Struktirach. Rozna afinita pre rdzne subtypy receptorov
umoziuje selektivitu receptorov (Berg et Clarke, 2018). Hoci afinita nasmeruje lieCivo na
receptor, neurci vSak aké funk¢né doésledky vyplyvaju z tejto interakcie. K upresneniu teda slazi
pojem vnutorna aktivita, ktora popisuje ucinok lieciva na aktivitu receptoru. Aktivita receptoru
dale) moze viest k zmenam v bunkovej aktivite. Vnutorna aktivita je rovnako ako afinita
Specificka konstanta, zavisiaca od Struktary lieCiva a receptoru s je teda Specificka pre kazdy
par lieCivo-receptor (Berg et Clarke, 2018). Naviazanie ligandu alebo lie¢iva mdze ale nemusi
viest k aktivacii receptora. Z toho vyplyva, Ze vdzba a aktivacia predstavujua dva rozli¢né kroky
pri generovani vyslednej odpovede. Ak sa liek na receptor naviaze a zaroveil vyvola tkanivova
odpoved’ hovorime o agonizme. Naopak, ak sa lie¢ivo na receptor naviaze, avsak nevyvola
ziadnu odpoved, Cize iba zabrani naviazaniu agonistu, vtedy hovorime o antagonizme (Ritter

etal.,2019).

3.3.1 Agonizmus

Agonistom je latka viazuca sa na receptor, ktory aktivuje a vyvola v bunkach odpoved'.
Latky pdsobiace agonisticky mo6zu mat’ roznu tcinnost’. Ta popisuje ako moc sa moézu agonisti
li§it v odpovedi, ktoru produkuju aj ked obsadia rovnaky pocet receptorov. Podla tohoto
kritéria rozdel'ujeme latky na plnych a Ciastocnych agonistov.

Plny agonista dokaze vyvolat najvicsiu odpoved’, aki mu je miesto poOsobenia
poskytnut’. PInym agonistom je liek, ktorého Ucinnost je dostatocna na vyvolanie maximalnej
odpovede aj v pripade, ked’ je obsadenych menej ako 100 % receptorov (Ritter et al., 2019).

Naopak ciastoény agonista nedokaze plne aktivovat receptory, ¢ize nevyvola

maximalnu odpoved’ a to ani pri vys$Sej koncentracii a plnej obsadenosti receptorov (Pleuvry,
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2004). Inak povedané, latka oznaCovana ako ¢iasto¢ny agonista ma nizsiu ucinnost’, takze 100%
obsadenie receptorov vyvola len submaximalnu odpoved’ (Ritter et al., 2019).

Vztah koncentracia-odpoved’ schematicky zvycajne pozorujeme ako hyperbolu. Ak je
tento vztah preformulovany ako odpoved-logaritmus koncentracie, potom sa obvykle pozoruje

sigmoidna krivka (Obrazok 3).

Odpoved/ logaritmus koncentracie

100

Plny

50l agonista

Ciastoény
agonista

% maximalnej odpovede

logaritmus koncentracie

Obrazok 3: Schéma vzt'ahu posobenia plného a Ciastocného agonistu

Upravené podl'a (Pleuvry, 2004).

Zistilo sa, ze existuju pripady, kedy dochadza k aktivacii receptoru aj bez pritomnosti
aktivujuceho ligandu. Receptory vtedy preukazuju svoju konstitutivnu aktivitu. Ak ligand
znizuje uroven konstitutivnej aktivacie a vyvolava opacny ucinok ako agonista, hovorime
o inverznych agonistoch. Ti mozu byt povazovani za latky s negativnou u¢innost’ou. Na rozdiel
od neutralnych agonistov, ktori maju pozitivnu ucinnost, a na rozdiel od neutralnych

antagonistov, ktori maju nulovu ucinnost’ (Nutt ez al., 2017).

3.3.2 Antagonizmus
Latky a lieciva sice s afinitou k receptoru, ale nulovou vlastnou ucinnostou, ktoré
nevyvolaju ziadnu odpoved’, sa nazyvaju antagonisti. V pritomnosti antagonistu je obsadenie

receptorov agonistom redukované a s tym suvisi aj znizenie odpovede.
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Pozname dva zékladné typy inhibicie reverzibilnu a ireverzibilni a podla ucinku sa
¢lenia d’alej na kompetitivnu a nekompetitivnu.

Pokial’ ide o reverzibilné naviazanie, antagonista sa viaze na rovnaky receptor ako
agonista, nevyvola ziadnu odpoved’, ale zvySenim koncentracie agonistu sa ucinok antagonistu
vyrusi. Ireverzibilné naviazanie sa vo vacSine pripadov neda zvratit. Ak sa neprekonatelny
antagonista raz kovalentne naviaze, tak ani po zvySeni koncentracie agonistu ho agonista
nedokaze vytlacit. Ireverzibilny ucinok je mozné zvratit' pridanim konkurencnych agonistov
este predtym ako sa vytvori kovalentna vdzba (Pleuvry, 2004). V pritomnosti kompetitivneho
antagonistu je v danej koncentracii zniZzend obsadenost’ receptoru agonistom, pretoze
na receptore je naviazany prave antagonista. AvsSak, pretoze navzajom superia o miesto
na receptore, zvySenie koncentracie agonistu mdze obnovit obsadenie receptoru prevazne
agonistom a tym sa obnovi tkanivova odpoved’(Ritter ez al., 2019). Nekompetitivny antagonista
sa viaze na alosterické miesto receptoru, ktoré je nezavislé od viazania agonistu. Po naviazani
na receptor alebo receptor-agonista komplex dochadza k zabraneniu prejavu tkanivove]
odpovedi. Vysledné znizenie aktivity receptoru je nezavislé od koncentracie agonistu, pretoze
inhibitor a agonista nesuperia o naviazanie na aktivne miesto receptoru (Delaune er Alsayouri,

2024)

3.4 Studované monoterpenoidy

Terpény tvoria rozsiahlu skupinu sekundarnych metabolitov a nachadzaju sa vo viac
ako 50 000 zmesi (Wojtunik-Kulesza et al., 2019). Ich molekuly sa skladaju z dvoch alebo
viacerych, retazovo spojenych molekul izoprénu. Vzhl'adom k nizkej molekulovej hmotnosti
sa jedna o latky lipofilného charakteru nachadzajuce sa v esencialnych olejoch rastlin
(Zielinska-Btajet er Feder-Kubis, 2020).

Prirodné esencialne alebo éterické oleje su definované ako aromatické olejnaté
kvapaliny, ktoré mozu byt extrahované z roznych Casti rastlin, ako napriklad listy, kora, kvety,
puky, semena a iné. Tieto koncentrované, hydrofobne kvapaliny pozostavaju hlavne z terpénov,
éterov, esterov, alkoholov, aldehydov, uhl'ovodikov, karboxylovych kyselin a mnoho d’alSich.
Z vysSie spomenutych rastlinnych materidlov mézu byt ziskané destilaciou, lisovanim,
extrakciou, zberom zivice a podobne. V dnesnej dobe sa esencidlne oleje vyuzivaju hlavne
v kozmetike, potravinarstve a uz aj v medicinskych aplikéaciach ako napriklad v aromaterapii Ci
ako antiseptika (Bartoiikova er Dvorak, 2018). Mimo antibakterialnych ucinkov boli dokédzané

aj protivirusové, antimykotické a antiparazitické posobenie EOs (Burt, 2004).

15



Terpény sa cClenia podla poctu spojenych izoprénovych jednotiek na hemiterpény,
pozostavajuce z jednej izoprénovej jednotky, monoterpény (2), seskviterpény (3), diterpény (4)
a polyterpény (n). Terpenoidy su derivaty terpénov vyznacujuce sa pritomnostou pridavnych
skupin alebo retazcov k samotnému terpénu. V tejto praci sa zameriame predovSetkym
na monoterpény, konkrétne monoterpenoidy.

Monoterpenoidy mozu existovat’ ako cyklické, acyklické ale aj bicyklické. Mnozstvo
z nich ma antibakterialne, protizapalové, antioxidacné analgetické a farmakologické tcinky
(Zielinska-Btajet et Feder-Kubis, 2020). Zluceniny patriace do tejto skupiny latok su zaujimavé
svojou vyraznou vonou, vdaka ¢omu st vyuzivané v kozmetickom aj farmaceutickom
priemysle (Perveen, 2018). V tejto praci boli v experimentoch testované aromatické, bicyklické

a alifatické monoterpenoidy uvedené v Tabulke 2.
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Tabul'ka 2: Vybrané monoterpenoidy spolu s ich identifikacnymi udajmi a StruktGrnym

vzZorcom.
i CAS KATALOGOVE . ,
NAZOV .. .. ZARADENIE STRUKTURA
CISLO CISLO
OH
GERANIOL 106-24-1 $¢c-235242 Alifatické {3 )
3
vo—d
CHj3
HO
o /
NEROL 106-25-2 $c-234382 Alifatické o
3
o<
R-(+)-BORNEOL 464-43-7 420247 Bicyklické
S-(-)-BORNEOL 464-45-9 139114 Bicyklické
HO CHj
IZOBORNEOL 124-76-5 113901 Bicyklické i}m
9 3
CHj
H
Ha
OH
KARVAKROL 499-75-2 282197 Aromatické
H3C CHs
Hs
TYMOL 89-83-8 T0501 Aromatické g?\
OH
H3C CHs
CH3
M-KREZOL 108-39-4 85727 Aromatické Q
OH
HO CH3
0-KREZOL 95-48-7 C85700 Aromatické @
CHs
2,3-DIMETYLFENOL 526-75-0 D174009 Aromatické QCH3
OH
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3.5 Vplyv terpenoidov na jadrové receptory

Terpény, hlavne monoterpény a seskviterpény patria medzi najCastejsie vyskytujuce sa
zluCeniny v esencialnych olejoch (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Derivaty terpénov,
terpenoidy, ¢ize zluCeniny zlozené z terpénov s naviazanym kyslikom, boli tiez identifikované
ako sucast’ éterickych olejov. V nedavnych §tadiach bol dokazany vplyv niektorych zloziek
EOs na aktivitu jadrovych receptorov.

Jadrové receptory aktivované peroxizomovymi proliferatormi (PPARs) su zapojené
v kontrole expresie enzymu cyklooxigenazy 2 (COX-2), ktora, hra rolu v biosyntéze
prostaglandinu a zapalovych procesoch. Posobenim esencialnych olejov z tymianu, klincekov,
ruze a eukalyptu bola inhibovana aktivita promoétoru COX-2. Okrem toho, karvakrol, hlavna
zlozka tymianového oleja, poOsobil inhibi€ne na promotorovu aktivitu COX-2, zavisla
od PPARs (Hotta et al., 2010).

Dalsimi latkami st (+)-borneol a (-)-borneol, u ktorych bola pozorovana inhibicia
funkcie P-glykoproteinu ako jedného z transportérov tretej fazy biotransformacie a tym
dochéadza k akumulacii protinadorovych lieCiv v bunkach (Yang et al., 2021). Izoborneol bol
testovany pouzitim PXR-CYP3A4 stabilne transfekovanej I'udskej bunkovej linii HepG2
na moznu aktivaciu CYP3A4 enzymov. Vysledna indukcia izoborneolom bola vysSia nez
indukcia modelovym rifampicinom (Xiao et al., 2014).

Taktiez bolo dokazany ucinok karvakrolu a tymolu ako zloziek esencidlnych olejov
na transkripcnu aktivitu jadrového aryl uhlovodikového receptoru (AhR) v I'udskej nadorove;j
bunkove; linii AZ-AhR. AhR bol aktivovany pomocou modelového ligandu
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD). Karvakrol a tymol, obsiahnuté v tymianovom
a oreganovom oleji, silne inhibuji TCDD-indukovanu aktivitu AhR a su povazovani za

Ciastocnych agonistov AhR (Bartoiikova e Dvorak, 2018).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V tejto bakalarskej praci bola pouzita adherentna bunkova linia LS 180 (ECACC, kat.
¢. 87021202) odvodena od karcinomu hrubého ¢reva. Tato linia bola kultivovana v Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM) s pridavkom 5 ml L-glutaminu, 5 ml
neesencialnych aminokyselin, 5 ml roztoku antibiotik penicilin/streptomycin a 50 ml fetalneho
bovinného séra. Kultivacia prebiehala v inkubatore pri 37 °C za pritomnosti 5% CO> a 95%

vlhkosti.

4.2 Pouzité plazmidy

Pre ucely tejto bakalarskej prace boli pouzité dva plazmidové konstrukty. Expresny
vektor pSG5-hPXR nesuci gén pre I'udsky PXR (Dvoték et al., 2020) a reportérovy vektor
p3A4-luc (Novotna et al., 2014).

4.3 Pouzité chemikalie, sady a roztoky

e 0,04% roztok trypanovej modrej v H2O (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)

e 0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4049)

e Dimetysulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich, kat. ¢. )

e 1x Fosfatovy pufr bez Ca’* a Mg?* ( 1x PBS, BioConcept, kat. ¢. 3-05F29-1)
e FUGENE HD (Promega, kat. ¢. E231A)

e Izopropyl alkohol (Lach-ner, kat. ¢. 603-117-00-0)

e Triton X-100 (Serva, kat.¢. 37240)

e Kultivaéné médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom:

o 5 ml L-glutaminu (Biosera, kat. ¢. XC.T1715)

o 5 ml neesencialnych aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)
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o 5 ml roztoku antibiotik penicilin/streptomycin (VWR International , kat. ¢. 392-
0406)

o 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS; Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich, kat.
¢. F7524)

e Kultivaéné médium DMEM-CS: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom:

o 5 ml L-glutaminu (Biosera, kat. ¢. XC.T1715)
o 5 ml neesencialnych aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)

o 5 ml roztoku antibiotik penicilin/streptomycin (VWR International , kat. €. 392-
0406)

o 50 ml hormonalne inaktivovaného fetalneho bovinného séra (FBS-CS; Fetal

Bovine Serum Charcoal Stripped, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6765)
e Lyzacny pufr (Reporter Lysis 5x Buffer; Promega, kat. ¢. E397A)
e Metyltetrazoliova sol (MTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)
e Rifampicin (RIF, Sigma-Aldrich, kat. ¢. R3501)
e Substrat pre luciferazu pripravovany na objem 300 ml:

o 12,3 mg/66 ul 0,5M kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA, Sigma-
Aldrich, kat. ¢. E9884)

o 13,2 ml 1M Tris-acetat pufr (pH 7,8) (BioBasic Inc., kat. ¢. TB0194)
o 50 mg D-luciferin (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-207478)

o 50 mgkoenzym A (CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C3144)

o 100 mg adenosin-5’-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9062)

o 30,3 mg/12,3 ml 100mM heptahydrat siranu hore¢natého (Lach:ner, kat. ¢.
30175-AP0)

o 1,68 gditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. 43819)

o doplnené do 300 ml deionizovanou vodou
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Suprava na izolaciu plazmidovej DNA QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN,
kat.C.12243)

Testované terpenoidy:

tymol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. TO501)

o

o R-(+)-borneol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 420247)

o S-(-)-borneol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 139114)

o izoborneol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. [13901)

o karvakrol (Sigma-Aldrich, kat. €. 282197)

o o-krezol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C85700)

o m-krezol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C85727)

o geraniol (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-235242)
o nerol (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-234382)

o 2,3-dimetylfenol (Sigma-Aldrich, kat.¢. D174009)

4.4 Laboratéorne pomocky

96-jamkové biele dosky na meranie luminiscencie (NUNC)

96-jamkové kultivacné dosky (TPP)

Automatické pipety v rozsahu 0,1 — 2,5 ul, 10 — 100 ul, 20 — 200 ul, 100 — 1000 wl
(Eppendorf)

Bunicina (Tork)

Biirkerova komorka (Assistent)

Krycie sklicka 22x22mm (Menzel Glaser)

Mikroskimavky o objemoch 0,5 ml, 1,5 ml, 5 ml (Eppendorf)

Multikanélové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 30 — 300 pl (Eppendorf)
Nastavitel'na elektronicka pipeta (Eppendorf)

NastaviteI'na multikanalova pipeta 15 — 300 pl (Eppendorf)

Petriho misky o objeme 60 ml (TPP)

Pipetor FastPette (Labnet)
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e Plastové falkonové skimavky o objemoch 15 ml a 50 ml (TPP)

e Plastové kultivacné fTase 75 ml a 150 ml (TPP)

e Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky

e Plastové §picky v rozsahu 0,1 — 10 pl, 2 —200 pl, 20 —300 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)
e Sterilné sérologické pipety o objemoch 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (SPL life sciences)

4.5 Pristroje
e Aspirator FTA-1 (Biosan)
e Digitalne vahy ABS 80—4 (Kern)
e Hlbokomraziaci box MDF-U53V (Sanyo)
e Chladnicka (Whirlpool)
e Inkubator s kultivacnou trepackou TH 30 (Edmund Biithler GmbH)
e Laboratorny CO; inkubator NB-203 XL (N-Biotek)
e Laminarny box Labculture (ESCO)
e Multifunkény modularny reader Infinite M200 (Tecan)
e NanoDrop Lite SN 0499 (ThermoFisher Scientific)
e Svetelny mikroskop NIB-100 (Novel Optics)
e Trepacka Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)
e Vodny kupel LCB 11D (Daihan Labtech)
e Vortex Reax top (Heidolph)

4.6 Pouzité metody

4.6.1 Kultivacia a pasazovanie buniek

Bunkové kultury patria v dneSnej dobe medzi najcastejSie pouzivané biologické modely
vyuzivané vo vyskume. Ich kultivacia si vyzaduje Specifické podmienky a vybavenost
laboratoria. Mnou bola pouzivana bunkova kultura LS 180. Pred kazdym experimentom je
potreba bunky spasazovat. Pasdzovanie je proces oddelenia buniek z povrchu kultivacnej
nadoby a nasleduje rozdelenie buniek v zhlukoch na jednotlivé bunky. Tato metoda je
vykonavana za prisne sterilnych podmienok v laminarnom boxe, aby nedoslo ku kontaminacii

bunkovej kultary a média.
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Pasazovanie bolo vykonavané kazdé 3 — 4 dni aby mohol byt vykonany experiment a
aby sa zabranilo premnozeniu buniek. Postup tejto metddy pri pouziti 150ml kultivaénej nadoby
pozostava s odsatia zvysSného média aspiratorom, nasleduje oplachnutie adherovanych buniek
5 ml 1x PBS a opétovné vysatie do sucha. Nasledne je potreba bunkovu liniu uvolnit z dna
kultivacnej nadoby do média, k Comu sluzi 1 ml trypsinu, ktory je aktivovany inkubaciou
po dobu 5 minuat pri 37 °C za pritomnosti 5% CO2 a 95% vlhkosti. K bunkam uvolnenym
z podkladu je pridanych 9 ml DMEM média a nasavanim a spatnym vypustanim su rozdelené
na jednotlivé bunky, ktoré su vhodné na pripravu experimentu. Celd suspenzia je prenesena
do 15ml centrifugacnej skimavky a ¢ast’ z nej je vratena do kultiva¢nej nadoby spolu s 18 ml
DMEM média. Kultiva¢na nadoba je umiestnena naspét do inkubatora. V pripade nasledného

vysievania buniek na experiment, je odobranych 10 pl suspenzie k pocCitaniu buniek.

4.6.2 Pocitanie a vysievanie buniek na experiment

Pocet buniek v ziskanej suspenzii bol urCeny pomocou Birkerovej komorky
a trypanovej modrej a naslednému pocitaniu zivych buniek vo svetelnom mikroskope. Princip
spociva v tom, ze mrtve bunky maja na rozdiel od zivych narusenu cytoplazmatickii membranu,
cez ktoru sa trypanova modra dostane do vnutra bunky a mrtve bunky tak maji modré sfarbenie.
Do zivych buniek sa toto farbivo nedostane, ¢o ndm umozni odlisit’ zivé bunky od mftvych
a urcit ich koncentraciu v zasobnej suspenzii.

K 10 pl bunkovej suspenzie je pridanych 90 ul trypanovej modrej a oba roztoky boli
pipetou spolu premieSané. Biirkerova komorka bola pripravena prikrytim nanaSacich pléch
krycim sklickom a medzi tieto dve skla bola pridana zmes bunkovej suspenzie s farbivom.
Nasledne su bunky pocitané vo svetelnom mikroskope v celkom 10tich zornych poliach
Biirkerovej komorky. Hodnoty boli spocitané a bol vypocitany aritmeticky priemer. Pocet
buniek bol prepocitany na 1 ml bunkovej suspenzie. K vysatiu buniek na 96-jamkovu dosku je
potreba pocet buniek prepocitat’ tak, aby v kazdej jamke bolo priblizne 30 000 buniek a v kazdej

jamke musi byt napipetovanych 200 ul bunkovej suspenzie zriedenej DMEM médiom.

4.6.3 Priprava a aplikacia latok a jednotlivych kontrol

Zasobné roztoky vybranych monoterpenoidov boli pripravené navazenim presného
mnozstva danych latok, ktoré boli rozpustené v etanole (99,8%) tak, aby vzniklo 300 pl
zasobnych roztokov o koncentraciach uvedenych v Tabul'ke 3. Tieto roztoky boli pri aplikacii

latok na 96-jamkové dosky zriedené 1000x pouzitim DMEM média na koncentracie uvedené
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tiez v Tabul'ke 3. Pre tymol a karvakrol boli pripravené eSte zasobné roztoky 250 mM
a 500 mM, nakol'ko boli vel'ké rozdiely v cytotoxicite tychto latok v najvyssich koncentraciach.
Pouzité latky sa radia medzi svetlolabilné a z tohto dévodu boli zasobné roztoky pripravené
do Ciernych pre svetlo nepriepustnych 1,5ml mikroskimaviek a pracovalo sa s nimi v

zhasnutom laminarnom boxe.

Tabul'ka 3: Koncentracie zasobnych a zriedenych roztokov vybranych monoterpenoidov

ZASOBNE ROZTOKY 1000x ZRIEDENE ROZTOKY

0.1 uM 0,1 nM
1 M 1 nM
10 uM 10 nM

100 uM 100 nM
1 mM 1 uM

10 mM 10 uM

100 mM 100 uM

1000 mM 1000 pM

4.6.4 MTT test

Za ucelom zistenia ich zivotaschopnosti prebiehalo vyhodnotenie pomocou MTT testu.
MTT test spociva vo vyhodnoteni spravnej funkcie mitochondrialnych dehydrogenaz. MTT test
sluzi k testovaniu cytotoxicity latok a s fiou spojenou vitalitou buniek. Principom MTT testu
je redukcia zltej tetrazoliove] soli MTT na fialovy formazanovy derivat, ktory tvori fialové
krystaliky vnutri buniek. Po pridani detergentu alebo inej latky narusSujicej integritu
cytoplazmatickej membrany su fialové krysStaly uvolnené z buniek a rozpustené. Test
sa vyhodnocuje fotometricky.

Pri MTT teste boli latky aplikované vzdy v pentaplikate, a preto bolo do 1,5ml
mikroskimavky pridanych 1,1 ml DMEM média a 1,1 pl latky o uréenej koncentracii a roztok
bol premieSany prevratenim mikroskimaviek. Nasledne bolo do kazdej predom odsatej jamky
pipetovanych 200 pl zriedenej latky od najnizsej po najvysSiu koncentraciu v pentaplikate.
Na rovnakej 96-jamkovej doske boli pouzité aj kontroly v pentaplikatoch. Pozitivnou kontrolou
bol Triton-X100, ktory bol zriedeny z 20% na 2% zmieSanim 2,7 ml DMEM média a 300 pl
20% Tritonu-X100. Negativnu kontrolu prezentovalo samotné DMEM médium. Dosky boli
inkubované pri 37 °C za pritomnosti 5 % CO2a 95 % vlhkosti po dobu 24 hodin.

Pred zahajenim experimentu bol ako prvé pripraveny zasobny roztok MTT
o koncentracii 3 mg/ml rozpustenim 150 mg metyl-tetrazoliovej soli v 50 ml deionizovanej
vody. Z neho bol pred kazdym dalSim experimentom pripraveny roztok s vyslednou

koncentraciou 0,3 mg/ml. Napriklad pre dve 96-jamkové dosky zmieSanim 3 ml MTT
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o koncentracii 3 mg/ml a 27 ml DMEM média. Nasledne boli 96-jamkové dosky boli
vyklepnuté do vylevky a boli vysuSené poklepanim o buniciti vatu. Do jamiek, kde boli
aplikované latky, bolo pridanych 100 ul zriedeného MTT a dosky boli nasledne inkubované pri
37 °C minimélne 20 minat az do modro-fialového zafarbenia adherovanych buniek. Zvysny
roztok z jamiek bol vyklepnuty do vylevky a dosky boli osu§ené o bunicitu vatu. Nasledne bolo
podl'a intenzity sfarbenia napipetovanych 40 — 80 pul DMSO tak, aby namerané hodnoty
absorbancie pri vlnovej dizke 570 nm boli v rozmedzi nad 0,2 aviak nesmeli dosahovat hodnoty
1,0. Cim vyssie boli namerané hodnoty absorbancie v jednotlivych jamkach, tym viac buniek

v nich bolo bez porusenia funkcie mitochondrialnych enzymov.

4.6.5 Izolacia plazmidovej DNA

Pred samotnou transientnou transfekciou bola nutna izolacia pozadovanych plazmidov.
Bakterialna kultara Escherichia coli bola inkubovana cez noc pri 37 °C v inkubacnej trepacke
a nasledne bola prevedena izolacia pomocou QIAfilter Midi Kitu (Qiagen). Cely objem
bakterialnej kultary bol preneseny do centrifugacnej skamavky a centrifugovany pri 6000 g
pri 4 °C po dobu 15 minat. Supernatant bol vyliaty a pelet bol rozpusteny v 4 ml pufru P1.
Nasledne boli pridané 4 ml pufru P2 a jemnym preklapanim skiumavky boli roztoky medzi
sebou premieSané. PokraCovala inkubécia pri izbovej teplote po dobu 5 minut a roztok zmenil
farbu na modru. Pocas inkubovania bol pripraveny stojan a koldna na izolaciu, ktora bola
aktivovana 4 ml pufru QBT. K modrej suspenzii boli pridané 4 ml pufru P3 aby doSlo
k rovnomernej lyze buniek bola skimavka niekol'kokrat prevratena az kym nebol roztok Ciry
s malymi zhlukmi. Lyzat bol premiestneny do striekacky, kde bol inkubovany 10 minut pri
izbovej teplote. Po vyteCeni celého ekvilibraéného QTB pufru bol na kolonu pomocou injekéne;j
striekacky preneseny cely obsah lyzatu. Po preteCeni celého objemu lyzatu bola kolona premyta
dvakrat 10 ml pufru QC. Zachytena DNA v kolone bola eluovana 5 ml pufru QF. Nésledne bola
vykonana precipitacia DNA pridanim 3,5 ml izopropanolu a centrifugéciou v chladenej
centrifuge pri 15 000g po dobu 30 minut. Supernatant bol jemne zliaty a pelet bol premyty 2 ml
70% etanolom a skumavka bola opét’ centrifugovana pri 15 000 g po dobu 10 minut.
Po poslednej centrifugacii prebehlo odstranenie supernatantu a vysuSenie peletu na vzduchu.
Ked bol pelet dostatocne vysuSeny nasledne bol rozpusteny vo deionizovanej vode
na pozadovanu koncentraciu, ktord bola zmerand pomocou spektrofotometra Nanodropu.

Takymto sposobom bol izolovany expresny aj reportérovy plazmid.
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Pouzitim QIAfilter Midi Kitu (Qiagen) na izolaciu DNA boli izolované expresny
pSGS5-hPXR a reportérovy p3A4-luc plazmid. Ich koncentracia bola zmerana a nasledne boli
tieto plazmidy pouzité k transientnej transfekcii bunkovej linie LS 180. Koncentracia
expresného plazmidu pSG5-hPXR bola 0,7499 pg/ul a koncentracia reportérového plazmidu
p3A4-luc bola 1,3673 pg/ul.

4.6.6 Transfekcia buniek

Pre hodnotenie transkripénej aktivity PXR bola pouzitd mnou transfekovana linia LS
180. Tato linia bola pripravena transientnou transfekciou bunkovej linie LS 180 expresnym
plazmidom pSGS5-hPXR a reportérovym vektorom p3A4-luc. Jednd sa o metddu vnesenia
cudzej nukleovej kyseliny do eukaryotickej bunky, za uCelom merania transkripcnej aktivity
Studovaného receptoru. Transfekcia pozostava z lipofekcie pomocou FUGENE HD, kedy
je cudzia nukleova kyselina vlozena do lipozému, ktory putuje do eukaryotickej bunky.
Do mikroskamaviek boli pipetované plazmidy spolu s FUGENE HD v pomere 1 ug DNA : 3
ul FUGENE HD. Ako nosi¢ sluzilo DMEM médium bez pridanych aditiv o objeme
20 pl/1 jamku.

V prvom kroku boli adherované bunky pasazované a spocitané rovnakym postupom ako
je uvedeny v kapitole 4.6.1 Kultivacia a pasazovanie a v kapitole 4.6.2 Pocitanie a vysievanie
buniek na experiment, avSak namiesto klasického DMEM média bolo pouzité Charcoal
Stripped (CS)-DMEM. Prepocet transfekénej zmesi sa prepocitava zo stanovenej hodnoty pre
24-jamkovu dosku, kedy jedna jamka obsahuje priblizne 75 000 buniek. Z toho vyplyva, ze
k vysatiu buniek na 96-jamkovu dosku je potreba pocet buniek prepocitat’ tak, aby v kazdej
jamke bolo priblizne 25 000 buniek a v kazdej jamke musi byt napipetovanych 200 ul bunkove;j
suspenzie zriedenej CS-DMEM médiom. Boli pripravené a popisané dve mikroskimavky. Do
prvej z nich bolo pridanych 20 pl/1 jamku nahriatetho DMEM média bez pridanych aditiv a
FUGENE HD a roztoky boli inkubované po dobu 5 minut. Do druhej mikroskiimavky boli
pridané na zaklade koncentracie prepocitané objemy reportérového plazmidu p3A4-luc a
nasledne aj expresného plazmidu pSG5-hPXR. Objemy st prepocitané na 75 000 buniek, ¢o su
v prepocte 3 jamky na 96-jamkovej doske. Ide teda o 0,3 pg reportérového plazmidu a 0,1 pg
expresného plazmidu na 75 000 buniek. Obsah prvej skimavky bol opatrne preneseny do
mikroskimavky s plazmidmi a inkubécia prebiehala 15 minut pri izbovej teplote. Pocas
inkubécia boli spocitané bunky vyssie spominanym spdsobom a zriedena bunkova suspenzia

bola pripravena do falkonovej skimavky na pozadovany objem. Po uplynuti inkuba¢ného ¢asu
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bol cely obsah mikroskimavky z transfekénou zmesou kvantitativne preneseny do 50ml
falkonovej skimavky so zriedenou bunkovou suspenziou. Nasledne bola falkonova skumavka
niekol'’konasobnym klepnutim premieSana aby spravne prebehla integracia plazmidovej DNA
do testovanych buniek. Takto pripravena suspenzia bola pipetovand do oznacenych
96-jamkovych dosiek po 200 ul do kazdej jamky. Nasledne boli dosky umiestnené do
inkubatoru na 24 hodin pri 37 °C za pritomnosti 5 % COz a 95 % vlhkosti. Po inkubacii bolo
meédium z jamiek odsaté a boli aplikované testované latky, nasledne opat prebiehala inkubacia

po dobu 24 hodin pri 37 °C za pritomnosti 5 % CO2 a 95 % vlhkosti.

4.5.7 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej je bioluminiscencna metdda zalozend na oxidacnej
premene D-luciferinu katalizovanej enzymom luciferazou. Pomocou tejto reakcie vieme urcit
aktivitu génov a ich regulaciu v redlnom c¢ase a v zivych bunkach. Vysledny produkt,
tzv. oxyluciferin emituje svetlo, ktoré je priamo uUmerné transkripcnej aktivite génov.
K naviazaniu aktivovaného receptoru sa musi do bunkovej linie LS 180 transfekovat
reportérovy vektor p3 A4-luc so zaklonovanym génom pre luciferazu a sekvenciou promotoru
pre vazbu PXR receptoru.

Po 24-hodinovej inkubacii buniek s testovanymi latkami boli tieto latky vyklepnuté
z 96-jamkovej dosky a dosky boli osusené o bunicitu vatu. Nasledne boli jamky premyté 75 pl
1x PBS a po opdtovnom vyklepnuti a vysuseni o buni¢inu bolo do jamiek aplikovanych 25 pl
reportérového lyzacného pufru. Dosky boli neskor umiestené do mraziaceho boxu pri — 80 °C
k zamrazeniu aspoi na 20 minat. Po uplynuti casového limitu boli dosky umiestnené
na trepacku k rozmrazeniu a potom bolo prepipetovanych 6 ul lyzatu na bielu 96-jamkovu
dosku pre meranie aktivity PXR. K lyzatu bolo pripipetovanych 30 ul substratu pre luciferazu
a pomocou pristroja Infinite 200 bola zmerana luminiscencia. Namerané hodnoty zo vSetkych
opakovani boli spriemerované. V agonistickom a rovnako tak aj v antagonistickom maéde bola
luciferazova aktivita vyjadrend percentami indukcie pozitivnou kontrolou, rifampicinom, ktora

predstavovala 100 %.

4.5.8 Vyhodnotenie
MTT test a rovnako aj luciferazova reportérova esej v oboch modoch boli prevedené
v troch na sebe nezavislych experimentoch. V laboratoriu boli odhadnuté hodnoty ICso pri MTT

teste a hodnoty ECso pre kazdu latku v agonistickom mode luciferazovej eseje. Pomocou #-testu
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boli stanovené Statisticky dok4zané rozdiely medzi mojimi vysledkami a kontrolami.
O signifikantné rozdiely na hladine spol'ahlivosti boli povazované vsetky tie, ktorych p < 0,05.
Vsetky vytvorené grafy, vypocty ICso a ECso, rovnako ako Statistické hodnotenie pomocou
t-testu boli prevedené v programe Graphpad 7.4 (La Jolla, Kalifornie, USA).

28



5 VYSLEDKY

5.1 Stanovenie cytotoxickych ucinkov vybranych monoterpenoidov
na bunkovu liniu LS 180

Pri kultivacii buniek s testovanymi latkami je mozné, ze pri urcitej koncentracii danej
latky, sa moze prejavit toxické posobenie. Pomocou MTT testu bola stanovena cytotoxicita
vybranych monoterpenoidov na bunkovu liniu LS 180. Na zéklade vysledkov z troch na sebe
nezavislych merani mozeme usudit’, ze pri 24-hodinovej kultivacii buniek s R-(+)-borneolom,
geraniolom, S-(-)-borneolom, nerolom, 2,3-dimetylfenolom, m-krezolom, o-krezolom
a izoborneolom neklesla viabilita buniek pod 70 % ani pri najvyssej koncentracii (Obrazok 4).

Naopak pdsobenim tymolu a karvakrolu zivotaschopnost buniek so zvysSujucou
sa koncentraciou vyrazne klesala. Vzhl'adom na tento fakt boli tieto latky dodatocne otestované
o koncentracii 250 uM a 500 pM. Pri koncentracii 500 uM bola viabilita kultivacie buniek
s karvakrolom v troch nezavislych meraniach priemerne 41,5 % a s tymolom v priemere 33 %.
Jedna sa o znizenie zivotaschopnosti o viac ako 50 %, z toho dovodu bola ur¢ena hodnota ICso.
Ide o parameter vyjadrujuci taku koncentraciu latky, ktora zredukuje zivotaschopnost buniek
na polovicu. Hodnota ICso pre tymol predstavovala hodnotu 358,93 + 49,94 uM a pre karvakrol
328,23 £ 101,11 puM. Pri testovani koncentracie 1000 uM tychto monoterpenoidov bola
viabilita takmer nulova. (Obrazok 4).

Zvazenim vSetkych vysledkov, mozeme konStatovat, ze pri vysSich koncentraciach
niektorych monoterpenoidov ide o cytotoxicky efekt pre bunkovu liniu LS 180. Nasledne boli
vybrané zasobné roztoky vybranych monoterpenoidov o ¢o najvyssej netoxickej koncentracii

a tie boli pouzité na testovanie ich vplyvu na transkripcnu aktivitu PXR.
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Obrazok 4: Vplyv posobenia vybranych monoterpenoidov na viabilitu bunkovej linie LS 180
po 24 hodinovej inkubécii.

Latky boli aplikované v koncentraciach 0,1 nM — 1000 uM. Graf zobrazuje priememé hodnoty so
smerodajnymi odchylkami z troch nezavislych opakovani MTT testu pre kazdu latku v pentaplikate pre
kazdy experiment. Hviezdicky v grafe oznacuju vysledky #-testu, a tam kde sa nachadzaju je p-hodnota

nizsianez 0,05.
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5.3 Vplyv vybranych monoterpenocidov na transkripénu aktivitu PXR
v bunkovej linii LS 180

V tejto praci bolo skimané posobenie 10 vybranych monoterpenoidov na ligandom
aktivovani transkripénti aktivitu PXR pomocou luciferdzovej reportérove] eseje.
K experimentom bola pouzitda linta LS 180 transientne transfekovana expresnym
a reportérovym plazmidom (detaily 4.2 Pouzité plazmidy). Bunkova linia bola po dobu 24
hodin inkubovana spolu s vybranymi monoterpenoidmi o koncentraciach od 0,1 pM-1000 uM,
okrem tymolu a karvakrolu, kedy boli monoterpenoidy o koncentracii 0,1 uM-250 uM.
Pri antagonistickom mode prebiehala inkubacia za pritomnosti rifampicinu (10 pM) a pri
agonistickom mode v jeho absencii. Grafy boli zostrojené z priemernych hodnét troch
nezavislych merani. K jednotlivym latkam bol vypocitany odhad hodnoty ECsy z troch

experimentov.

5.3.1 Agonisticky méod

V agonistickom mode boli vysledky vyjadrené v percentach indukcie transkripcnej
aktivity PXR modelovym ligandom rifampicinom. Z Obrazku 5 mdzeme povedat, ze vSetky
skumané latky so zvySujucou koncentraciou indukuju transkripénu aktivitu PXR. Avsak
v pritomnosti  vysokych koncentracii niektorych latok experiment vyustil v znizeni
luciferazovej aktivity. Tento jav mdze byt spdsobeny moznou cytotoxicitou tak vysokej
koncentracie.

Indukcia transkripnej aktivity PXR pdsobenim R-(+)-borneolu bola najvyssia
pri koncentracii 100 uM a to 42,7 % v zrovnani s posobenim rifampicinu (Obrazok 5).
Pri koncentracii 1000 puM uz mierne klesla na 404 %. S-(-)-borneol ako izomér
predchadzajucej latky aktivoval PXR pri koncentracii 100 uM 64,6 % voci kontrolnému
rifampicinu. Taktiez ako v predchadzajucom pripade sa aktivita pri koncentracii 1000 uM
znizila na 50,4 %. Izoborneol posobil podobne a teda pri koncentracii 100 pM bola indukcia
transkripcnej aktivity najvyssia a bola stanovena na 30,3 % a pri 1000 uM sa znizilana 11,1 %.

Dalsie latky, geraniol a nerol, sa prejavili s podobnym trendom ako pri predchadzajucich
latkach. Zaujimavostou je velky narast aktivity PXR z koncentracie 10 uM na 100 puM.
Pri geraniole sa zvysSila indukcia z 19,6 % na 57,5 %. Posobenie nerolu sa zvysilo z 31,7 %
na 54,2 %. V koncentracii 1000 pM bol pozorovany pokles indukcie transkrip¢nej aktivity PXR
pri geraniole na 42,7 % a pri nerole na 37,8 % (Obrazok 5).
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Uginok 2,3-dimetylfenolu, m-krezolu a o-krezolu sa so zvysujicou koncentraciu latok
zvySoval a nebol pozorovany pokles v najvyssej koncentracii spdsobeny moznou toxicitou.
Pri 2,3-dimetylfenole bol badany vysoky skok aktivity PXR z koncentracie 10 uM, kde bola
indukcia transkripcnej aktivity iba 6,8 % na koncentraciu 100 uM, kde to bolo uz 27,3 %.
Pri najvyssej skiumanej koncentracii (1000 uM) bol pozorovany narast indukcie transkripénej
aktivity PXR na 35,8 % v porovnani s rifampicinom.

Izoméry m-krezol a o-krezol neprejavili ziaden efekt pri najnizsej koncentracii (0,1 pM)
no so zvysujucou sa koncentraciou sa aktivita PXR zvySovala. NajvysS§ia bola pre obe latky pri
koncentracii 1000 uM a to 16,3 % pre m-krezol a 13,4 % pre o-krezol (Obrazok 5)

Po inkub4cii bunkovej linie s karvakrolom bola pozorovana indukcia vo vSetkych
koncentraciach. Karvakrol sa spomedzi vSetkych latok prejavil najvacSou aktivitou PXR
o koncentracii 100 pM a to az 66,7 % v porovnani so 100% rifampicinom ako modelovym
ligandom PXR (Obrazok 5). Vo vyssej koncentracii karvakrolu (250 uM) sa znizila indukcia
na 50,3 %, pravdepodobne vplyvom cytotoxicity na bunkovu liniu LS 180.

Rovnako ako za pritomnosti karvakrolu, tak aj pri tymole sa prejavilo zvySenie
luciferazovej aktivity vo vSetkym pouzitych koncentraciach (Obrazok 5). Najvyraznejsi narast
aktivity bol z koncentracie 10 uM na 100 uM a to z 8,5 % na 31,5 %. Najvyssia indukcia
transkripénej aktivity PXR bola pozorovand v koncentracii 250 uM, ktorej hodnota bola
39,5 %.
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Obrazok 5: Vplyv podsobenia vybranych monoterpenoidov na transkripénu aktivitu PXR
v agonistickom mode v bunkovej linie LS 180 po 24 hodinovej inkubacii.

Latky boli aplikované v koncentraciach 0,1 uM - 1000 pM, respektive 0,1 pM — 250 uM pre tymol
a karvakrol. Graf zobrazuje priemem¢é hodnoty so smerodajnymi odchylkami z troch nezavislych
opakovani agonistického modu luciferazovej eseje pre kazdu latku v kvadruplikatoch pre kazdy
experiment. Hviezdicky v grafe oznacuju vysledky #-testu, a tam kde sa nachadzaju je p-hodnota nizsia

nez 0,05.
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U latok indukujucich transkripént aktivitu PXR boli odhadnuté hodnoty ECso (Tabulka
4). Spomedzi vSetkych testovanych monoterpenoidov ma najvyssiu hodnotu ECsom-krezol a to
155,35 uM + 18,31. Naopak najnizsou hodnotou ECso disponuje latka R-(+)-borneol, ktorej
hodnota je 3,50 uM £ 1,06 (Tabulka 4)

Tabul'ka 4: Odhad hodn6t ECso pre kazdu latku uréeny priemernou hodnotou troch nezavislych

experimentov so smerodajnou odchylkou

LATKA HODNO'I"A ECso £
SMERODAJNA ODCHYLKA
IZOBORNEOL 26,68 nM + 16,51
R-(+)-BORNEOL 3,50 uM + 1,06
S-(-)-BORNEOL 4,41 upM £3,35
NEROL 6,53 UM £ 4,40
GERANIOL 13,71 uM £ 3,59
TYMOL 25,69 uM £ 12,93
KARVAKROL 13,89 uM £ 7,18
O-KREZOL 105,26 uM + 29,05
M-KREZOL 155,35 uM + 18,31
2,3-DIMETYLFENOL 45,15 uM £ 1,37

Zhrnutim podrobnejsich vysledkov sa zistilo, ze latkami najviac indukujucimi
transkripcnu aktivitu PXR boli v mnou testovanom subore karvakrol a S-(-)-borneol, ktoré
dosahovali hodnét 66,7% a 64,6%. Na druhu stranu, najnizsie hodnoty ECso mali R-(+)-borneol
ato 3,50 £ 1,06 uM a S-(-)-borneol, pre ktory bola tato hodnota 4,41 = 3,35 uM. Naopak latka,
ktora prejavila minimalnu indukciu transkripcnej aktivity PXR bol m-krezol. Maximéalna
hodnota indukcie transkripénej aktivity PXR v porovnani s modelovym ligandom rifampicinom
bola pre tato latku priblizne 16 %. Pre m-krezol bola spomedzi vSetkych testovanych uréena

aj najvyssia hodnota ECso, ktora predstavovala 155,35 + 18,31 uM.

5.3.2 Antagonisticky mod

Rifampicin bol pouzity ako modelovy ligand indukujuci transkripénu aktivitu PXR
a bolo zistovang, ¢i testované latky kooperuju s rifampicinom a tym zvySuju indukciu alebo ¢i
s nim kompetuju a tym znizuju luciferazova aktivitu, ktora je priamo umerna transkripcne;j

aktivite PXR. Pri antagonistickom mode bola najniz§ia koncentracia urc¢ena hodnotou 100 %
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indukcie rifampicinom. V obrazku 6 vidiet, ze u vacSiny latok dochddza k miernemu vzrastu
so zvySujucou sa koncentraciou testovanych latok, avSak v najvyssich koncentraciach naopak
k poklesu indukcie. Tento jav vS§ak nemusi hned znamenat’ antagonisticky trend. Vo vacSine
pripadov boli pouzité aj mierne toxické koncentracie danych latok a teda nemusi ist o znizenie
indukcie vplyvom antagonizmu, ale vplyvom zniZenia viability buniek.

Indukcia transkripénej aktivity PXR pdsobenim R-(+)-borneolu o koncentracii 10 uM
spolu s pdsobenim rifampicinu sa zvysila na 107,7 %. Od d'alSej koncentracie (100 uM)
dochéadza k poklesu a v najvyssej koncentracii sa hodnota indukcie rifampicinom znizila na
74,6 % (Obrazok 6). Podobnym sposobom reaguju aj S-(-)-borneol a izoborneol. Najvyssiu
indukciu som pri S-(-)-borneole zaznamenala pri jeho koncentracii 1 uM, kedy doslo k zvySeniu
az na 117,8 % indukcie rifampicinom (Obrazok 6). Rovnako ako pri R-(+)-borneole tak aj pri
S-(-)-borneole so zvySujucou koncentraciou tohto monoterpenoidu, dochadza k poklesu
luciferazovej aktivity az na 78,4 %. Najvyssia aktivacia PXR pri izoborneole bola zaznamenana
v koncentracii 10 uM a to 114,1 % a so zvySujucou koncentraciou klesla az na 77,7 %
v najvyssej koncentracii. Vo vSeobecnosti mézem vSak povedat’, ze vysledky su negativne pre
vSetky testované borneoly.

Maximalna indukcia monoterpenoidom geraniol bola v koncentracii 100 uM a to
110,8 % , no v d’alsej a teda najvysSej koncentracii indukcia rifampicinom klesla na 69,5 %.
Pre nerol bola najvyssia indukcia transkripcnej aktivity PXR v koncentracii 10 uM a dostala sa
az na 121,2 %. Minimalna indukcia rifampicinom dosahovala hodnotu 63,5 % a bola opat
v najvyssej pouzitej koncentracii nerolu (Obrazok 6). Geraniol a nerol teda nie st antagonistami
PXR po indukeii rifampicinom.

Pri inkubéacii buniek s 2,3-dimetylfenolom bola najvyssia indukcia rifampicinom
v experimentoch o koncentracii 10 uM a to 110,6 % a najniz§ia v koncentracii 1000 uM, kedy
sa znizila az na 63,9 % (Obrazok 6). V tomto pripade sa tiez nejedna o antagonizmus, ale ide
o znizenie indukcie vplyvom miernej toxicity latky v najvyssej koncentracii.

V pripade dvoch izomérov m-krezolu a o-krezolu je pozorovana najvyssia aktivacia
PXR v pritomnosti rifampicinu v koncentracii 10 pM a to pri m-krezole 112,9 % a pri o-krezole
110,7 %. V oboch pripadoch bolo zaznamenané znizenie indukcie rifampicinom so zvySujucou
sa koncentraciou az na najnizsiu, ktora bola v najvyssSej koncentracii. Tieto hodnoty boli pre
m-krezol 59,2 % a pre o-krezol 64,7 %. Nakol'ko sa vSetky koncentracie v MTT teste prejavili
ako netoxické a neklesli pod 85 %, mozeme povedat’, ze po prevedeni antagonistického modu

luciferazovej eseje vykazuju slaby antagonizujuci G¢inok v poslednej koncentracii.
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Posledné testované boli tymol a karvakrol. Tymol sa prejavil uz od druhej pouzitej
koncentracie (1 uM) poklesom indukcie rifampicinom (Obrazok 6) a minimalnu indukciu
73,8 % vykazoval v koncentracii 250 uM. Pre karvakrol bola zistena maximalna indukcia
v koncentracii 1 uM a to 113 %. V poslednej koncentracii bola pozorovanych iba 34,5%
indukcia rifampicinom, ktora je spomedzi v§etkych latok najnizsia (Obrazok 6). Jednalo sa teda
uz o toxicku koncentraciu, ktora bola urcena uz aj MTT testom.

Sumarizaciou vSetkych vyssie spomenutych vysledkov, m6zem konstatovat, ze ziadna
z testovanych latok nema vyznamny antagonisticky ucinok vo¢i PXR. Boli pozorované len
slabé efekty, ktoré vSak boli spdsobené vel'mi miernou toxicitou danych latok na testovanu

bunkovu liniu LS 180.
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Obrazok 6: Vplyv podsobenia vybranych monoterpenoidov na transkripénu aktivitu PXR
v antagonistickom maode v bunkovej linie LS 180 po 24 hodinovej inkubécii.

Latky boli aplikované v koncentraciach 0,1 uM — 1000 pM, respektive 0,1 uM — 250 pM pre tymol
a karvakrol spolu s rifampicinom o koncentracii 10 uM. Graf zobrazuje priemem¢ hodnoty so
smerodajnymi odchylkami z troch nezavislych opakovani antagonistického médu luciferazovej eseje
pre kazdu latku v kvadruplikatoch pre kazdy experiment. Hviezdicky v grafe oznacuju vysledky #-testu,
a tam kde sa nachadzaju je p-hodnota nizsia nez 0,05.
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6 DISKUSIA

V sucasnosti sa vedci zaCinaju venovat vplyvu esencialnych olejov na jadroveé receptory
a ich celkovy ucCinok na organizmus. Prihliadnuc na to, Ze terpenoidy tvoria prevaznu cast
esencialnych olejov je dolezité preskimat aj poOsobenie Cistych terpenoidov na jadrové
receptory a zistit' tak, ¢i je pdsobenie samostatného terpenoidu odlisné alebo rovnaké ako
posobenie esencialneho oleja.

Prikladom tohto rozporu moze byt oreganovy olej, ktorého hlavnymi zlozkami su p-
cymeén, y-terpinén, tymol a karvakrol. Pouzitim realnych koncentracii latok nachadzajtcich sa
v tomto oleji p-cyménu a y-terpinénu sa tieto latky preukazali antagonistickou aktivitou na AhR,
zatial' ¢o karvakrol a tymol preukazali ¢iastoénu agonisticku aktivitu. Specificka kombinacia
koncentracii tychto latok v éterickom oleji je dolezita, pretoze indukcia transkripcnej aktivity
AhR bola pozorovana len pri koncentracii 50 pg/mL (Bartonikova et Dvorak, 2018)

V tejto bakalarskej praci bol Studovany vplyv vybranych monoterpenoidov (geraniol,
nerol, izoborneol, R-(+)-borneol, S-(-)-borneol, 2,3-dimetylfenol, m-krezol, o-krezol, karvakrol
a tymol) na aktivaciu PXR v transientne transfekovanej l'udskej bunkovej linii LS 180,
odvodenej od karcindému hrubého Creva.

Prvé experimenty boli zamerané na stanovenie potencialne toxickych ucinkov
testovanych latok na bunkovu liniu LS 180 pouzitim MTT testu. Zo ziskanych vysledkov bola
vacsina latok povazovand za netoxické aj ked v najvysSSich koncentraciach zacala
zivotaschopnost’ postupne klesat, no nedostala sa pod 70 %. Pri tymole a karvakrole bolo
v koncentracii 1000 pM pozorované vyrazné znizenie viability, ktoré dosahovalo takmer 0 %
zivotaschopnost’. Zvazenim tohoto faktu bola pre tieto dva monoterpenoidy otestovana
cytotoxicita v koncentracii 250 a 500 uM a urcené hodnoty ICso. Tymol mal hodnotu ICso
358,93 + 49,94 uM a karvakrol 328,23 + 101,11 uM. V ramci testovani cytotoxicity tymolu
a karvakrolu na bunkovt liniu AZ-AhR odvodenej od nadorovych peceniovych buniek
(Novotna et al., 2011). Po 24 hodinach bol cytotoxicky efekt potvrdeny a zaroven boli uréené
podobné hodnoty ICso, ktoré mali hodnotu pre tymol 392.8 + 56,5 uM a pre karvakrol bola
urena na 383,1 + 106,8 uM (Zuavalova Iveta, osobné oznamenie, Olomouc 16.4.2024).

Hlavnym cielom tejto bakalarskej prace bolo testovanie vplyvu vybranych
monoterpenoidov na transkripcnu aktivitu PXR pomocou luciferazovej reportérovej eseje.
Vybrané monoterpenoidy boli testované v agonistickom a antagonistickom mode po inkubacii

bunkovej linie LS 180 po dobu 24 hodin.
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Z vysledkov agonistického médu moédzem usudit, ze vSetky latky v roznej miere
aktivovali PXR. V zrovnani s rifampicinom najvyssiu indukciu transkripénej aktivity PXR
vykazovali karvakrol a S-(-)-borneol v koncentracii 100 uM a to 64,6 =5 % a 66,7 + 1 %.
Naopak najnizsia aktivacia PXR bola zaznamenana pri najvysSej koncentracii (1000 pM)
inkubécie buniek s izomérmi m-krezol a o-krezol. V tejto koncentracii dosahovali hodnot
163+2%a 13,4+2 %.

V agonistickom mode bola pre jednotlivé latky uréena aj hodnota ECso. Najnizsia
hodnota bola priradena k R-(+)-borneolu, pre ktory predstavovala hodnotu 3,50 + 1,06 uM,
no vel'mi podobnii mal aj S-(-)-borneol a to 4,41 + 3,35 uM. Tak nizka koncentracia na
vyvolanie 50% odpovede je potencialne zaujimava pre buduce praktické vyuzitie. Pre m-krezol
bola spomedzi vSetkych latok zistena najvyssia hodnota ECso a to 155,35 £ 18,31 uM. Vysoké
koncentracie, Casto vykazuju toxicitu a z toho dévodu by boli tieto latky pre buduce medicinske
aplikacie nepouzitelné.

Z predchadzajucich §tadii vieme, Ze borneol je jednou z latok indukujucich CYP3A
enzymy. Bolo dokazané, ze sa zvySila aktivita enzymu CYP3A, expresia mRNA a rovnako tak
obsah proteinov u potkanov, ktorym bol podavany borneol (Zhang et al., 2013). Tento vysledok
poukazuje na pravdepodobnu indukciu transkripcnej aktivity PXR, Co je konzistentné
s vysledkami tejto bakalarskej prace.

V antagonistickom mode bolo stanovované, ¢i niektoré z vybranych latok inhibuju
rifampicinom aktivovanu aktivitu PXR. Sumarizovanim nebol zisteny antagonisticky ucinok
ani u jednej z latok. V najvysSej koncentracii bol pozorovany pokles indukcie, ktory bol
sposobeny slabou cytotoxicitou danej koncentracie, ktora sa vsak v MTT teste neprejavila.

Rovnako ako PXR, tak aj AhR bol zaradeny medzi hlavné xenobiotické receptory,
podielajuci sa na chemickych metabolickych procesoch a detoxikacnych mechanizmoch
v traviacom trakte (Mackowiak er Wang, 2016). Pre tieto receptory je znamy prekryv
v ligandoch, hovorime o dualnych ligandoch PXR a AhR. Takymito ligandami st niektoré
¢revné mikrobidlne indoly ako napriklad indol, indol-3-acetamid alebo tryptamin (Vazquez-
Gomez et al., 2023). O to viac stoji za zmienku, ze vSetky mnou testované latky mimo
izoborneolu, R-(+)-borneolu a S-(-)-borneolu antagonizuju AhR v stabilnej reportérove;j linii
AZ-AhR po 4 aj 24 hodinovej inkubacii (Zivalova Iveta, osobné oznamenie, Olomouc
16.4.2024).

Zhodnotenim experimentov spojenych s touto bakalarskou pracou sme prisli k zaveru,
ze esencialne oleje a v nich vyskytujice sa terpenoidy maju signifikantny vyznam
v medicinskych aplikaciach a konkrétne niektoré terpenoidy indukuju transkripéna aktivitu
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jadrovych receptorov. Zo §tadii vieme, ze PXR hra tlohu v metabolizme lieCiv a mnohych
dalsich fyziologickych a patologickych procesoch v organizme (Kliewer et al., 2002a).
Je znama aj jeho uloha v potlaCani zapalovych procesoch Criev, na ktoré v sucasnosti nie je
dostatok terapeutik (Dvorék et al., 2020). Vzhl'adom na protizapalové ucinky terpenoidov by
mohli byt prave tieto latky vhodné na zmiernenie priznakov Crohnovej choroby ¢i ulcerdzne;j
kolitidy.

Buduce experimenty pre zistenie podrobnejSich ucinkov tychto latok by sa mohli
zamerat’ na skratenie inkuba¢nych casov alebo na sledovanie expresie cielovych génov PXR

na urovni RNA a proteinov pomocou kvantitativneho PCR ¢i Western blottingu.
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7 ZAVER

V tejto bakalarskej praci bol Studovany vplyv vybranych monoterpenoidov, ktorymi boli
geraniol, nerol, R-(+)-borneol, S-(-)-borneol, izoborneol, m-krezol, o-krezol, tymol, karvakrol
a 2,3-dimetylfenol, na transkripénu aktivitu I'udského pregnanového X receptoru.

V literarnej reSer§i bol popisany proces biotransformacie, jej troch faz
a najpodstatnejSich enzymov ucastniacich sa jednotlivych faz. Nasledne bol popisany PXR
jeden z najznamejSich xenobiotickych senzorov, ktory reguluje expresiu génov spojenych
so spravnym fungovanim biotransformacie. Bola priblizend jeho Struktira, signalizicia,
funkcie a ulohy vo fyziologickych a patofyziologickych dejoch a samozrejme priklady
endogénnych a exogénnych ligandov PXR. V zavere boli spomenuté dolezité informacie
receptorove] tedrie a popis testovanych latok.

Experimentalna sekcia bola rozdelena na dve na seba nadvazujuce Casti. V prvej faze
bola testovana cytotoxicita latok pomocou MTT testu na l'udskej nadorovej bunkovej linii
LS 180. Bolo zistené, ze niektoré z vybranych monoterpenoidov boli vo vysokych
koncentraciach na dant bunkovu liniu mierne toxické, z toho dovodu boli v nasledujicej Casti
pouzité len netoxické koncentracie vybranych monoterpenoidov.

V druhej fazy bola pomocou luciferazovej reportérovej eseje urCovana sila aktivacie i
miera inhibicie uz aktivovaného PXR receptoru po 24-hodinovom posobeni vybranych
monoterpenoidov na transientne transfekovanej l'udskej nadorovej bunkovej linii LS 180.

Experimentami v ramci tejto bakalarskej prace bolo zistené, ze vSetky testované
monoterpenoidy su agonistami ludského pregnanového X receptoru. Ziadna z testovanych
latok nevykazovala antagonisticky ucinok. Na zaklade tychto zisteni, by mohli byt tieto latky
pouzité ako terapeutikd v medicine, napriklad na zmiernenie zapalovych procesov

pri Crohnovej chorobe ¢i ulceroznej kolitide.
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