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1  UVOD

Pregnanovy X receptor (PXR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor a spada
do rodiny jadernych receptori. Hraje velkou roli v metabolismu xenobiotik v té€lech savcu
a jeho nejvyssi exprese je pozorovana v jatrech a v tenkém streve. Podili se také na jinych
fyziologickych procesech jako napt. regulace bunééné proliferace, glukoneogeneze, lipogeneze

a oxidace mastnych kyselin.

PXR rozpoznava spoustu endogennich a exogennich ligand(, mezi které patii
napf. steroidy, antibiotika, antimykotika, lé€iva a environmentalni toxiny. Za endogenni ligandy
muzeme povazovat hormony, androstany, pregnany, zlucové kyseliny a mikrobialni metabolity.
Po navézani ligandu na receptor dochéazi k vytvoreni heterodimeru PXR-RXR a k expresi
cilovych gent, jejichZ produktem je fada enzymu podilejicich se na metabolismu a odbouravani
latek v procesu zvaném biotransformace. Pfi ni dochazi v téle k chemickym procesim,
napt. k hydroxylaci, které jsou katalyzovany fadou enzymu, mezi néz patii hlavné

monooxygenazy (systém cytochromu P450).

Mezi latky, které mohou mit potencionalni vliv na aktivitu PXR, mizeme zaradit rizné
slozky potravy a fadu lécivych pftirodnich sloucenin. Pfikladem ligandi PXR mohou byt
potencialné také terpenoidy. Jedna se o latky prirozené se vyskytujici v rostlinach, které jsou
charakteristické svou vuni ¢i chuti. Terpenoidy lze rozdélit podle poc¢tu izoprenovych jednotek
a podle chemické struktury napf. na monoterpeny, diterpeny ¢i triterpeny. Mezi vyznamné
zastupce téchto monoterpenoidi patii napt. menthol, karvon a pulegon, které se vyskytuji
v maté peprné (Mentha piperita). Vyzkum vlivu téchto monoterpenoidi na transkripéni aktivitu
PXR by mohl v budoucnu pfinést lepsi znalosti, jak vyuzit pfirozené se vyskytujici latky

v rostlinach pii 1é¢bé stievnich chorob, jako napt. Crohnova choroba.



2  CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalafské prace.
2. Stanoveni vlivu testovanych latek na viabilitu bunék.

3. Stanoveni transkripéni aktivity pregnanového X receptoru po aplikaci testovanych latek

pomoci metody reporter gene assay.

4. Vypracovani bakalarské prace a multimedialni prezentace k obhajobé¢ bakalarské prace.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biotransformace

Biotransformaci rozumime proces, pti kterém je ménéna chemicka struktura urcité latky
katalyzou enzymu. Jsou diky ni biologicky deaktivovany latky a nasledné dojde k jejich
vylouceni z téla. Zaklada se na mechanismu, kdy jsou latky rozpustné v tucich pfeménovany
na latky rozpustné ve vodé a méné polarni latky jsou tak pfeménovany na latky polarné;si. Tato
pfeména probiha ve dvou fazich, v I. a II. fazi biotransformace. Po chemické pfeméné musi byt

latky z téla vylouc€eny, tento proces shrnuje posledni III. faze biotransformace.

Cely prabé¢h biotransformace probiha prevazné v jatrech a ve stfeveé, podili se na ném
ovSem i ledviny a plice. Rozdilem mezi t€mito organy pii biotransformaci je, ze se na procesu
podili vSechny jaterni burky, ledviny a plice maji v§ak jen ne€kolik specializovanych bunék.
Ne vSechny latky, které do téla vstoupi, museji procesu biotransformace podléhat. V takovém
ptipadé se latky vylucuji ve stavu, ve kterém byly organismem pfijaty. Jedna se prevazné
o latky hydrofilni, polarni ¢i ionizovatelné. Pokud jde o latky lipofilni neboli v tucich rozpustné,
ty jsou preméniovany v jiz zminénych organech. V ledvinach dochazi k jejich reabsorpci
z glomerularniho filtratu do krve a preméné na polarnéjsi metabolity, které jsou nasledné

vylou€eny moci (Katzung, 2018; Phang-Lyn e Llerena, 2024; Susa, et al., 2024).

Rizikem biotransformace mize byt pfeména xenobiotika, které neni pro télo
nebezpecné, v latku toxickou. Tato pfeména se nazyva metabolicka aktivace. Prikladem této
aktivace muze byt zastupce polycyklickych aromatickych uhlovodikl, benzo(a)pyren, ktery se
po své bioaktivaci premeéiuje na benzo(a)pyrene-7,8-dihydro-diol-9,10-epoxid, coz je silny

karcinogen (Rojas, 2004).

3.1.1 1. faze biotransformace

Hlavni funkci 1. faze biotransformace je vneseni ¢i odkryti polarni skupiny xenobiotika
za ucelem zvySeni polarity latky. Dochéazi tak k pfipravé latky na nasledujici fazi
biotransformace. Piikladem polarnich funk¢nich skupin mohou byt aminoskupina -NHa,
hydroxylova skupina -OH nebo sulfanylova skupina -SH. Tyto polarni skupiny vznikaji pti fade
chemickych reakci. Mezi né patii napt. hydroxylace, sulfooxidace, dehydrogenace, redukce

a hydrolyza (Jancova et al., 2010).



Reakce 1. faze biotransformace jsou zprostiedkovany skrze fadu enzymia. Mezi
ty nejvyznamngjsi fadime enzymy cytochromu P450 (CYP450) a flavinové monooxygenazy
(FMO). CYP450 je rozsahla rodina monooxygenaz, jejiz hladina je vysoka hlavné v jatrech
a stieveé, kde dochazi k jejich nejvyssi expresi. Hlavni funkci téchto enzymu je hydroxylace
a oxidace endogennich 1 exogennich latek na jednodussi slozky, které jsou pro télo snaze
vylucitelné (Poulos, 2005). CYP450 katalyzuji hydroxylaci substratu s ti¢asti donoru elektronu
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) a molekularniho kysliku, ktery se vaze na atom
Zeleza na aktivnim mist€¢ CYP450. Enzymy CYP450 jsou zapojeny do mnoha metabolickych
reakci, napf. metabolismus steroidnich hormont, prostaglandint, Zlu¢ovych kyselin a mnoha
dalsich (Nebert ez Russell, 2002). Geny CYP450 jsou rozdéleny do 18 rodin a 43 podrodin,
z ¢ehoz rodiny CYP2, CYP3 a CYP4 obsahuji nejvice gent ze vSech. Rodina CYP3, ktera je
nejvice zapojena do metabolismu xenobiotik, obsahuje jedinou podrodinu CYP3A. Podrodina
CYP3A obsahuje ctyfi geny kodujici funkéni enzymy — CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7
a CYP3A43 (Zanger et Schwab, 2013; Klyushova et al., 2022). VSichni zastupci podrodiny
CYP3A jsou indukovani fadou endogennich a exogennich latek, napt. makrolidnimi antibiotiky,
organochlorinovymi pesticidy a antimykotikem imidazol (Quattrochi et Guzelian, 2001).
Enzym CYP3A4 je povazovan za nejdilezit€j§i enzym zapojeny do metabolismu 1€éCiv.
Katalyzuje metabolismus vice nez 60 % léCiv. Vazebna doména CYP3A4 je velka a flexibilni,
a proto dokaze metabolizovat mnoho velkych lipofilnich sloucenin, mezi ktera lze zaradit
napf. imunosupresivum cyklosporin A, makrolidni antibiotikum erythromycin nebo lék proti
rakoviné taxol. Dokaze vSak metabolizovat i mensi latky, napf. ifosfamid, tamoxifen,
benzodiazepiny, statiny a antidepresiva. Je také dulezity v katabolismu riznych endogennich
steroidnich sloucenin, jako napf. testosteron, progesteron, kortisol a zlu¢ové kyseliny (Scott et

Halpert, 2005; Zanger et Schwab, 2013).

FMO katalyzuji hlavné hydroxylaci a sulfooxidaci a jsou klasifikacn€ rozdéleny
do 8 skupin podle donort elektronu, typu oxidacni reakce a dalSich faktora. Podileji se
na katabolismu pfirodnich ¢i primyslovych latek (Huijbers ez al., 2014). Jejich mechanismus
se zaklada na zaclenéni jednoho atomu kysliku do molekuly substratu a nasledné redukei jiného
atomu kysliku na vodu. Dalsimi dulezitymi enzymy podilejicich se na I. fazi biotransformace

jsou peroxidazy, hydrolazy a alkoholdehydrogenazy.



3.1.2 1L faze biotransformace

Faze, ktera nasleduje po 1. fazi biotransformace, je zalozena hlavné na konjuga¢nich
reakcich. Tém podléha xenobiotikum, které proslo L. fazi biotransformace, nebo xenobiotikum,
které jiz ve své chemické struktufe obsahuje potifebné polarni funkéni skupiny. Diky vzniku
konjugatu, kdy se na polarni skupiny xenobiotika navaze endogenni skupina, se metabolizovana
latka stava polarn€j$i a rozpustnéjsi ve vodé, a nasledné je mozné ji vyloucit z téla.
Konjuga¢nimi latkami jsou hydrofilni slouCeniny, napt. kyselina glukuronova, sulfat, glutation
¢i aminokyseliny. Jelikoz se jedna o chemické reakce, pfi kterych dochazi k syntéze dvou
raznych chemickych struktur, je nutné, aby tento d€j byl katalyzovan transferazami (Katzung,

2018).

Znamymi transferdzami zapojenymi do II. faze biotransformace jsou
napi. UDP-glukuronosyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULT), N-acetyltranferazy
(NAT) ¢i glutation S-transferazy (GST). Savci UGT jsou rozdéleny do 2 rodin, UGT1 a UGT2,
ty se dale rozdéluji na podrodiny UGT1A, UGT2A a UGT2B (Mackenzie et al., 2005).
Transferazy UGT katalyzuji navazani glukuronové kyseliny na hydroxylovou, karboxylovou
nebo aminoskupinu exogenni hydrofobni latky. Donorem glukuronové kyseliny je kyselina
uridin-5'-difosfoglukuronova (UDPGA) (Oda ez al., 2015). Lidské SULT se skladaji ze 4 rodin,
SULT1, SULT2, SULT4 a SULT6. Rodina SULT1 obsahuje 8 ¢lent, z cehoz SULT1AI
a SULTIBI jsou povazovany za vyznamné enzymy zapojené v metabolismu xenobiotik
(Coughtrie, 2016). SULT1A1 a SULT1BI tvoti skoro 70 % sulfotransferaz ptitomnych v jatrech
(Riches et al., 2009). SULT jsou zodpovédné =za pienos sulfonatové skupiny
z donorové molekuly 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfatu (PAPS) na hydroxylové ¢i aminové

skupiny lipofilni molekuly (Falany, 1997).

3.1.3 [1II faze biotransformace

Pii posledni fazi biotransformace je nutno jiz polarizované a konjugované latky
transportovat z buiiky a nasledné¢ z organismu. Na rozdil od I. a II. faze zde nedochazi
k chemické preméné latek. Hlavnimi proteiny zapojujicimi se do této faze jsou transportéry
a membranové prenasece, které jsou rozmistény v riznych tkanich a organech, napft. v jatrech,
stfeve, ledvinadch ¢ mozku. Transport rozliSujeme influxni, tedy smérem dovnitf buiky,
a efluxni, smérem ven z buiky. Transportéry rozdélujeme do dvou zéakladnich velkych

skupin — SLC (solute carrier) a ABC transportéry (ATP-binding cassette).



Do rodiny SLC transportéru patii organické kationové transportéry (OCT), organické
anionové transportujici polypeptidy (OATP), organické anionové transportéry (OAT)
a ,multidrug and toxin extrusion® transportéry (MATE). VsSechny tyto transportéry
zprosttedkovavaji influxni transport latek. Vyjimkou jsou transportéry MATE, které
zprosttedkovavaji transport efluxni. SLC transportéry pfenasi skrze bunénou membranu
rozmanité mnozstvi latek, napt. cukry, aminokyseliny, vitaminy a mnoho dal§ich. Proteiny
skupiny OATP plni funkci pfenosu amfifilnich organickych slou€enin, napt. thyroidnich
hormon, zlu¢ovych kyselin a mnoha xenobiotik a 1éCiv (Estudante et al., 2013). Latky, které

jsou pozitivné nabité a odpovidaji fyziologickému pH, jsou transportovany pomoci OCT.

ABC transportéry zajistuji efluxni transport a to za energie Cerpané z hydrolyzy ATP
proti elektrochemickému gradientu (Lin ef al, 2015). Lidsky genom obsahuje 48 genu
pro ABC transportéry, které koduji 44 membranovych transportéri. Mezi latky prenasené
témito transportéry fadime hormony, vitaminy, tuky, steroly, mastné kyseliny, peptidy a rizna
xenobiotika (Alam ez Locher, 2023). Skupina ABC transportérii zahrnuje P-glykoprotein
multidrug resistence transporter 1 (MDR1), ktery je nejvyznamnéjsim Iékovym transportérem.
Dale do této rodiny patfi multidrug resistence proteiny 1, 2 a 6 (MRP1, MRP2, MRP6) (Lin et
Yamazaki, 2003).

3.2 Pregnanovy X receptor

Existence pregnanového X receptoru byla objevena roku 1998, kdy byl nezavisle
klonovan ve dvou laboratofich — v laboratofi Dr. Stevena A. Kliewera pod spolecnosti Glaxo
Wellcome v Severni Karolin€ a v Salk Institutu Rona Evanse ve mésté La Jolla v Kalifornii
(Blumberg et al., 1998; Kliewer et al., 1998). Laboratot Dr. Stevena A. Kliewera objevila mysi
PXR z genového fragmentu pochazejiciho z mysi expressed-sequence tag (EST) databaze
univerzity ve Washingtonu. Lidsky PXR byl klonovan v laboratofi Rona Evanse jako
homolog benzoatového X receptoru (BXR) rodu Xenopus z lidské genomické knihovny.
Pivodné byl receptor pojmenovan SXR, neboli steroidni xenobioticky receptor, diky své
schopnosti vazat mnoho pfirodnich a syntetickych steroidi a xenobiotik (Blumberg ez al.,
1998). Pozdéji vsak prevzal nazev pregnanovy X receptor diky objevu jeho endogenniho
ligandu 5B-pregnan-3,20-dionu, ¢imz doslo k jeho deorfanizaci. Objev PXR pfispél
k porozuméni regulace transkripce enzymua podilejicich se na procesu biotransformace

xenobiotik (Smutny et al., 2020).



Lidsky PXR je produktem genu NR1I12, ktery se nachazi na chromozomu 3 v useku
3q12-q13.3 aje dlouhy 40 kb (Sandanaraj ez al., 2008). Samotny protein méa velikost 49,7 kDa
(Skandalaki et al., 2021). PXR se svou strukturou pfilis nelisi od ostatnich jadernych receptora,
které spolecné sdili 5-doménovou strukturu s oblastmi o riznych funkcich. Na svém N konci
zaCina A/B doménou, ktera obsahuje tzv. AF-1 oblast (activation function). Tato oblast ma
aktivacni funkci, ktera vSak neni zavisla na vazbé ligandu. V literatuie se vSak vyskytuje také
informace, ze PXR doménu AF-1 postrada (Pondugula ef Mani, 2013). Po AF-1 doméné
nasleduje DNA-vazebna doména (C doména). Kratky tisek na D doméné, tzv. hinge region,
je kratka sekvence zajist'ujici regulaci subcelularni distribuce jadernych receptorti a spojuje
DNA-vazebnou doménu s nasledujici ligand-vazebnou doménou (E doména). Ligand-vazebna
doména PXR je specifickéa svou schopnosti navazat mnoho chemickych latek liSicich se od sebe
svou chemickou strukturou. Na konci E domény na C konci se nachazi AF-2 oblast, ktera ma

na rozdil od AF-1 aktiva¢ni funkci pouze po navazani ligandu (Sayaf ez al., 2021).

DNA-vazebna doména ligand-vazebna doména
I |
I 1 I 1
H,N — A/B H Cc - D - E - F — COOH
! ! L
AF-1 hinge region AF-2

Obrazek 1: Struktura pregnanového X receptoru

Pokud neni na PXR navézan zadny ligand, jeho aktivita je regulovana transkripénimi
korepresory. Mezi né patii korepresory jadernych receptorti 1 a 2 (NCoR1 a NCoR2). Oba tyto
korepresory inhibuji transkripci cilovych gentt PXR pres histonovou deacetylazovou aktivitu
(HDAC) (Johnson ef al., 2006; Pondugula ez Mani, 2013). Jakmile se na LBD PXR navaze
urcity ligand, dojde k disociaci korepresori NCoR1 a NCoR2, komplex ligand-PXR
je translokovan z cytoplazmy do jadra a vytvori heterodimer s dal§im jadernym receptorem —
retinoidnim X receptorem (RXR). Aby mohlo dojit k zesileni vazby konzervovanych motivi
zinkovych prstd v DBD PXR s DNA response elementy v promotorech cilovych gent, je nutna
ptitomnost steroid receptor koaktivatord 1 a 3 (SRC-1 a SRC-3). Nasledné se na tento velky
proteinovy komplex vazi dalsi sekundarni koaktivatory a histon acetyltransferaza (HAT).
Komplex dale preskupi transkripci nepfistupné chromatinové vldkno cilovych
gend a je umoznéna jejich transkripce pomoci transkripénich proteini a enzymd,

napt. RNA polymerazy II (Pavek, 2016; Hall ef al., 2021, Sayaf et al., 2021).
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3.2.1 Funkce PXR ve fyziologickych a patofyziologickych procesech

Organy, ve kterych je PXR nejvice exprimovan, jsou ledviny, tenké stfevo a jatra. Jeho
exprese se odehrava i1 v jinych organech a tkanich, napt. v zaludku, vajeCnicich, plicich
¢i v periferni krvi, hladina exprese je zde ovS§em mnohem nizsi (Pavek et Dvorak, 2008;
Pondugula er Mani, 2013). Funkci PXR v téchto organech je regulace riznych enzymu

metabolickych drah a jejich exprese.

Jednim z dalezitych metabolickych d€ja probihajicich v jatrech je glukoneogeneze
neboli proces tvorby glukozy, ktera je hlavnim zdrojem energie organismu. PXR reguluje tento
metabolicky d& inhibici exprese dvou dilezitych enzyml — glukéza-6-fosfatazy (G6P)
a fosfoenolpyruvat karboxykinazy (PEPCK). Jejich inhibici je zabranéno preméné
meziprodukti na glukozu, konkrétné pro enzym glukoza-6-fosfat pieméné glukoza-6-fosfatu
na glukozu a fosfat a pro fosfoenolpyruvat karboxykindzu je pozastavena pfeména oxalacetatu
na fosfoenolpyruvat (Cai ef al., 2021). Aktivaci PXR je pfimo zabranéno vazbé mezi forkhead
box proteinem O1 (FoxOl) a inzulinovym receptorovym substratem (IRS), coz m4 za nasledek
supresi genové exprese enzymu G6Pazy a PEPCK a pozastaveni glukoneogeneze (Thunnah et

al., 2011).

Zdrojem energie pro organismus jsou také tuky. Metabolismus tukl probiha v jatrech
skze nékolik drah, z cehoz nejvyznamnéjsi je B-oxidace, diky které jsou oxidovany mastné
kyseliny na acetyl-CoA, a lipogeneze, coZ je proces tvorby tukd. V minulosti byl zkouman vliv
PXR v mysich jatrech na kli¢ové enzymy B-oxidace, lipogeneze a také ketogeneze, ktera tvori
ketolatky jako alternativni zdroj energie pro télo. Vysledkem vyzkumu bylo zjisténi, ze aktivace
PXR zpusobuje represi forkhead transkripcniho faktoru A2 (FoxA2) a tim snizuje expresi
enzyml karnitin palmitoyltransferazy 1A (CPT1A) a 3-hydroxy-3-metylglutarat-CoA
syntazy 2 (HMGCS2). CPT1A je transferaza, ktera katalyzuje presun acylové skupiny
z koenzymu A na karnitin za tvorby palmitoylkarnitinu pfi B-oxidaci, mezitim co HMGCS2 je
dulezita pii ketogenezi. Exprese klicového enzymu pro lipogenezi, stearoyl-CoA desaturazy 1
(SCD1), je aktivitou PXR zvySovana. Aktivace PXR tak muze mit za nasledek vysokou hladinu
tukl v organismu zpusobenou zvySenou lipogenezi a zpomalenim [-oxidace a ketogeneze

(Nakamura et al., 2007).

Jatra zajiStuji také udrzovani stalé hladiny zlu€ovych kyselin v téle a jejich
metabolismus. Zlu¢ové kyseliny jsou latky odbouravajici cholesterol z naseho organismu.
Jejich syntéza probiha v jatrech, odkud jsou nasledné vylouCeny do stfeva. Zde dochazi
k postupnému vstiebavani cholesterolu a vitamint rozpustnych v tucich (Thunnah ez al., 2011).
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Dulezité je vSak regulovat hladinu samotnych zlucovych kyselin, vzhledem k faktu, Ze jejich
nadmémé mnozstvi ma cytotoxicky efekt a zpusobuje mnohé patofyziologické procesy
(Fiorucci et al., 2007). Tato regulace je zprostiedkovana aktivaci PXR, ktera zptsobuje indukci
exprese enzymd, jejichz funkcei je hydroxylace zluCovych kyselin. Na metabolismu téchto latek
se podili nejen CYP3A4, ale také jiné cilové geny receptoru. Enzym SULT2A, patfici do velké
rodiny konjugujicich enzymu cytosolickych sulfotransferaz, zptasobuje detoxifikaci konkrétni
zlu€ové kyseliny — kyseliny lithocholové (Sonoda ef al., 2002). Ta se fadi mezi jedny
z nejtoxictejSich pii jejim nadbytku. Cytosolické sulfotransferazy jsou enzymy II. faze
detoxifikace a jsou zodpovédné za prenos sulfonatové skupiny z donorové molekuly
3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfatu (PAPS) na hydroxylové ¢i aminové skupiny lipofilni
molekuly. Konjugaci této sulfonatové skupiny se zvysuje rozpustnost latky ve vodé€, ¢imz je
usnadnén proces jejiho odstranéni z téla (Falany, 1997). Aktivace PXR indukuje také enzym
PAPS syntetazu 2 (PAPSS2), jehoz funkci je tvorba donort sulfonatovych skupin PAPS
(Sonoda et al., 2002).

PXR mé kromé jiz vySe vypsanych funkci také funkci v metabolismu xenobiotik, kde
slouzi jako regulator. Jeho cilovym genem je CYP3A4, ktery se podili na metabolismu fady
1éciv. Bylo prokazano, ze aktivaci PXR dochazi k indukci exprese CYP3A4 a tim k 1ékovym
interakcim v organismu. Kromé zminénych cilovych geni se PXR podili na expresi dalSich
proteind. Jedna se o UGT1A1 a transportni proteiny MDR1 a multidrug resistence-associated
protein 2 (MRP2) (Gao er Xie 2010). UGTI1Al je protein dilezity v metabolismu
xenobiotik a endogennich latek jako napf. bilirubin a je nejCastéjSim izotypem rodiny
UDP-glukuronosyltransferaz. Funkci transportniho proteinu MRP2 je prenos konjugati

produktt II. faze biotransformace.

Role PXR je dulezita nejen pii fyziologickych procesech organismu, uplatriuje se také
pfi riznych zanétlivych onemocnénich. Jednim z regulatorii zanétlivych reakci je nuklearni
faktor kappa B (NF-kB) (Oeckinghaus et Ghosh, 2009). Pti jeho aktivaci dochazi ke zvySené
transkripci prozanétlivych mediatord, napf. interleukinu 1B (IL-1B), tumor nekrotizujiciho
faktoru o (TNF-q) ¢i interferonu y (IFN-y) a dochazi k zanétu (Goulart, 2022; Na et al., 2022,
Qin et al., 2022; Matias et al., 2024). Vztah mezi PXR a NF-kB byl mnohokrat studovan
na geneticky modifikovanych mySich. Pti aktivaci NF-kB byla inhibovana funkce PXR a tim
padem byla snizena exprese jeho cilovych gend. Na druhou stranu, aktivace PXR vedla
k inhibici NF-«xB a tim doslo ke snizeni exprese gent zodpovédnych za tvorbu prozanétlivych

mediatort (Zhou, 20006). Prikladem zanétlivych onemocnéni mize byt napt. Crohnova choroba,
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ktera je soucasti rozsahlé skupiny onemocnéni s ndzvem nespecifické stievni zanéty (Lee et al.,
2018). Projevuje se dysregulaci stfevni rovnovahy, narusenim stfevni epitelialni stény
a zvySenim propustnosti stiev (Zhang, 2014). Na mysich bylo prokazano, ze aktivace PXR
pfimo vede ke snizeni exprese NF-kB responzivnich genli a ke zmirnéni ptiznaki
DSS-indukované kolitidy. Ackoliv je detailni proces, kterym PXR zpusobuje represi NF-«B,
stale neznamy, je jisté, ze role PXR by mohla byt stézejni ptfi 1é€beé stfevnich zanétlivych

onemocnéni (Shah er al. 2007).

Kromé zanétlivych onemocnéni je PXR zapojen i do procesi apoptozy, regulace
bunécného cyklu, proliferace a oxidativniho stresu. Tyto déje jsou tizce spojeny také s rozvojem
a progresi rakovinného bujeni. Nevyhodou aktivace PXR v rakovinnych liniich je nasledna
rezistence vuci nékterym léciviim proti rakoving, napf. ixabepilon a paclitaxel, diky zvysené
regulaci enzymu odbouravajici 1éCiva. Mezi enzymy a proteiny, které jsou za tuto resistenci
zodpoveédné, patii P-glykoprotein a CYP3A4 (Qiao e al., 2013). Aktivita PXR ma také vliv
na zrychleni rakovinového bujeni diky zvysené expresi proteinii zodpovédnych za bunécnou
proliferaci, napt. fibroblastovych rustovych faktor (FGF) (Gupta et al., 2008; Wang et al.,
2011). PXR tedy hraje vyznamnou roli i pfi studiu a lé¢bé rakoviny a jeho vysoka mira exprese
v nadorech muze byt vyuzivana jako jeden z prognostickych markert napf. v rakoviné prsu

(Conde et al., 2008).
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Obrazek 2: Piehled funkci PXR v lidském organismu a jeho aktivace (pfevzato podle
(Skandalaki et al., 2021)

PXR = pregnanovy X receptor; RXR = retinoidni X receptor; PXRE = xenobiotic responsive eclement;
DR = direct repeats
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3.2.2 Endogenni a exogenni ligandy

Jako endogenni ligandy chapeme latky, které se pfirozené vyskytuji v téle, a svou
vazbou na jaderné receptory, konkrétné jejich LBD, méni jejich konformaci. Receptory, jejichz
ptirozeny endogenni ligand neni zatim znam, se obecné oznacuji jako receptory sirot¢i (Schupp
et Lazar, 2010). PXR byl ptivodné sirotci receptor, ale doslo k jeho deorfanizaci po objeveni

jeho endogenniho ligandu 5B-pregnan-3,20-dionu (Lehmann ez al., 1998).

PXR je aktivovan fadou endogennich ligandu lisicich se svou chemickou strukturou
diky své flexibilni a dynamické ligand-vazebné doméné (Buchman ef al., 2018). Prikladem
téchto endogennich latek jsou zlucové kyseliny, které v téle vznikaji oxidaci cholesterolu
a podileji se také na metabolismu lipidd. Indukci PXR zpasobuje také fada steroidnich
hormont, mezi néz patii progesteron, estradiol, 5p-pregnan-3,20-dion a mnoho dalsich (Lv ef
al., 2022). Mezi endogenni ligandy PXR fadime také mikrobidlni metabolity — derivaty
L-tryptofanu — tryptamin, indol, skatol, indol-3-acetat, indol-3-aldehyd, indol-3-ethanol,
indol-3-laktat a dalsi derivaty indolu (Dvotak ef al., 2020).

Latky, které pochazi z vnéjsiho prostiedi a v téle se za béznych okolnosti nevyskytuji,
oznacujeme jako exogenni ligandy. Mezi exogenni ligandy PXR patfi mnoho 1€cCiv,
napt. rifampicin, ktery se pouziva jako jeden z modelovych ligandd PXR, dale rifamixin,
klotrimazol, dexamethazon, lovastin a metyrapon (Lehmann ez al., 1998; Goodwin et al., 1999;
Jones et al., 2000). Dalsimi 1éCivy, které se vazou na PXR, jsou antibiotikum ritonavir,
antineoplastikum cyklofosfamid, taxol, tamoxifen, protizanétlivy indometacin, troglitazon
a sedativa glutetimid a fenobarbital (Chang ez al., 1997, Desai et al., 2002; Honkakoski et al.,
2003; Persson ef al., 2000). PXR je aktivovan také fadou environmentalnich polutantt, zde 1ze
zaradit ftalaty a bisfenoly (Wyde ef al., 2005), dale bylinnymi produkty a potravinovymi
dopliiky. Mezi bylinné pripravky indukujici PXR lze zaradit extrakt tfezalky teckované
(Hypericum perforatum) ¢i extrakt pepfovniku opojného (Piper methysticum), jinak

nazyvaného kava kava (Staudinger ef al., 2000).

3.3 Receptorova teorie

Receptorova teorie se zabyva interakcemi mezi ligandem, receptorem buiiky a konecnou
bunécnou odpoveédi. Je velice dulezita pro pochopeni bunécnych déji v organismu. Za jejiho
zakladatele se povazuje John Newport Langley, ktery provadél experimenty s analogy nikotinu

na izolovana svalova vlakna. Diky témto experimentim byl poloZen zaklad bunécné
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receptorové teorie. NejCastéji je vyuzivana pro sledovani efektd riznych 1éc¢iv na lidsky
organismus a kvantifikaci a¢inkii xenobiotik. Ta jsou schopna ucinkovat v biologickych
systémech odli§né na zakladé zmény podminek, ve kterych se vyskytuji (Rang, 2006; Kenakin,
2008).

Interakce mezi ligandem a uréitym receptorem se lisi podle toho, o jaky typ receptoru
se jedna. RozliSujeme 4 skupiny receptorii — receptory sprazené s iontovymi kanaly, receptory
sprazené s G-proteiny, dale receptory spojené s enzymovou aktivitou, a nakonec jaderné
a steroidni receptory. Kazda z téchto skupin ma odliSny mechanismus pfenosu signalu a lisi

se zprostiedkovanim bunécné odpovédi.

Vazba ligandu na receptor je spjata s mnoha ruznymi vztahy, které 1ze matematicky
vyjadrit. Obecné se také rozliSuje mnoho pojmu, které popisuji vztah mezi latkou a receptorem
bunky. Afinita vyjadiuje jak ochotné se latka, ligand, bude vazat na dany receptor. Afinita muze
byt bud’ selektivni, kdy se ligand vaze jen k urcitému subtypu receptoru, ¢i neselektivni, kdy
je vazba ligandu zprostifedkovana pres vice subtypt receptoru. Potence je veliCina srovnavajici
koncentraci dvou latek, které vyvolaji 50 % maximalni odpovédi ECso. Dalsi dulezitou
veliCinou je tzv. ICso, ktera vyjadiuje koncentraci inhibitoru vytésiujici 50 % ligandu z vazby
na receptor. V bunécné biologii a receptorové teorii od sebe odliSujeme latky podle
zprostredkovani bunééné odpoveédi po vazbe na receptor — agonisty a antagonisty (Currie, 2018;

Katzung, 2018).

3.3.1 Agonismus

Latka, ktera je schopna se navazat na bunécny receptor a vyvolava bunéénou odpoved’,
se nazyva agonista. Svou vazbou na dany receptor méni jeho konformaci a spousti signalni
kaskadu. Schopnost 1éCiva vazat se na receptor a jeho potence jsou dulezitymi ukazateli
ve farmakologii. Je nutné fici, ze ligand, ktery se pro jeden receptor chova jako jeho agonista,

miuize byt pro jiny receptor jeho antagonistou.

Kromé klasickych agonistt rozliSujeme také parcialni a inverzni agonisty. Parcialnim
agonistou rozumime latku, ktera i pfes plné receptorové obsazeni vyvolava slabsi odpoveéd nez
agonista, a nedokaze tedy maximalné indukovat receptor. Nevyhodou parcialniho agonisty je
fakt, ze ma antagonisticky uc¢inek v pfitomnosti agonisty, se kterym soutézi o vazebné misto,

pokud je jejich cilem stejny receptor. Inverzni agonisté jsou ligandy, které po vazbé na receptor
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vyvolaji opa¢nou odpoveéd’, nez jakou by vyvolala vazba agonisty na stejny receptor (Neubig et

al., 2003; Pleuvry, 2004; Negus, 2006; Currie, 2018).

3.3.2 Antagonismus

Antagonistou je latka, kterd mé vlastnost se vazat na receptor, ale neaktivuje ho. Jeho
vazba na receptor brani u¢inku agonistické latky. Antagonismus rozdélujeme na reverzibilni
a ireverzibilni. Pfi reverzibilnim antagonismu se antagonista vaZe na receptor nekovalentni
vazbou, a proto lze jeho ucinek zvratit urCitou koncentraci agonisty. Neplati tak vSak
u ireverzibilniho antagonismu, kdy zvySeni davky agonisty neovlivni inhibici jeho ucinku
a reakce je nezvratna, protoze vazba antagonisty je kovalentni. Receptor se v tomto piipade
musi syntetizovat de novo (Page et Maddison, 2008). Dale lze antagonismus rozlisit
na kompetitivni a nekompetitivni. Kompetitivni antagonista se vaze na stejné vazebné misto
jako agonista a tim blokuje moznost agonisty se na receptor vazat. Nekompetitivni antagonista
je latka, ktera ma schopnost se navazat na jiné nez vazebné misto, tzv. alosterické misto, tim

zmeéni konformaci receptoru a znemozni agonistické latce vazbu na receptor (Katzung, 2018).

3.4 Terpeny a terpenoidy

Terpeny a terpenoidy jsou zastupci organickych sloucenin a fadi se mezi nenasycené
uhlovodiky. Molekuly jsou slozeny z dvou ¢i vice izoprenovych jednotek (viz obr. 3), diky tomu
se jim Casto fika také izoprenoidy. Zastupci téchto latek maji vétSinou rostlinny pavod. Jsou
slozkami silic neboli éterickych oleji, nebo rostlinné pryskyfice. Vznik izoprenovych jednotek
je v rostlinach regulovan dvéma metabolickymi dradhami — mevalonatovou (MVA)
a nemevalonatovou (MEP) drahou. Po dokonceni téchto drah nasleduje geranyl pyrofosfatova

faze, pti které vznika prekurzor terpent a terpenoidii geranylpyrofosfat (GPP) (Bergman et al.,

2019).

CHs;
HZC /CH2

Obrazek 3: Chemicka struktura izoprenové jednotky
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Ackoliv jsou oba nazvy casto zaméfiovany, terpeny a terpenoidy maji odliSnou
chemickou strukturu a vlastnosti. Terpeny mohou byt bud’ acyklické nebo cyklické. Déle je Ize
rozdélit podle poctu izoprenovych jednotek na monoterpeny, kdy latka obsahuje 2 molekuly
izoprenu, seskvi- (3), di- (4), tri- (6), tetra- (8) az polyterpeny (Ninkuu ez al., 2021). Jedna se

o nepolarni, ve vodé nerozpustné tekavé latky.

Velmi podobnymi latkami jsou terpenoidy, které 1ze povazovat za modifikované terpeny.
Hlavnim rozdilem mezi terpeny a terpenoidy je vyskyt dalSich funkénich skupin, které obsahuji
kyslik. Jejich struktura se také mize mirné lisit diky ztraté ¢i posunu casti molekuly, vétsinou

se jedna o methylovou skupinu (Moss ef al., 1995).

Terpenoidy jsou slozkami esencialnich oleju rostlin a jsou charakteristické svou vini
(Abdallah er Quax, 2017). Esencialni neboli éterické oleje jsou smeési riznych tékavych latek,
mezi které patii napt. aldehydy, alkoholy, fenoly, ketony, estery €i ethery. Esencialni oleje l1ze
z rostliny ziskat mnoha metodami — destilaci, lisovanim za studena ¢i odpichovanim pryskyftice
a jeji extrakci rozpoustédlem (Tongnuanchan er Benjakul, 2014). V dne$ni dobé je znamo
pfiblizné 3000 esencialnich oleju, z nichz 300 je komercné vyuzivano v ruznych odvétvich,
napf. ve farmaceutickém pramyslu a v mediciné ve formée aromaterapii a koupeli (Bakkali e?
al., 2008; Bartonikova ef Dvorak, 2018b). Jsou také vyuzivany v kosmetice diky antifungalnim
a antibakterialnim vlastnostem. V pfirod¢ se esencialni oleje uplatiiuji jako ochrana rostlin proti
bakteriim, virim, houbam a bylozravé zvéri. Maji také schopnost prilakat hmyz, ktery maze
nasledné roznaset pyl a semena rostliny (Bakkali ef al., 2008). Zna¢né mnozstvi je obsazeno

v bylinkéch a koteni vyuzivanych pfi vareni pro dochucovani jidel.

Terpenoidy, které ve své zakladni chemické struktufe o 10 uhlicich obsahuji dvé
izoprenové jednotky, se nazyvaji monoterpenoidy. Ty Ize dale rozdélit do ti skupin —acyklické,
monocyklické a bicyklické. Atomy monocyklickych monoterpenoidd jsou vzajemné uzavieny
do jednoho cyklu a obsahuji rizné funkcni skupiny. Mezi vyznamné zastupce monocyklickych
monoterpenoidi muzeme zafadit napi. menthol, ktery se v pfirodé vyskytuje ve dvou
izoforméach, (+)-menthol a (-)-menthol. Patii mezi sekundarni metabolity maty peprné (Mentha
piperita) (Souza et al., 2022). Dal§imi vyznamnymi latkami spadajicimi do skupiny
monocyklickych monoterpenoidt jsou napt. S-karvon a R-karvon. S-karvon Ize najit v kminu
kotenném (Carum carvi) ¢i kopru vonném (Anethum graveolens), jeho izomer R-karvon

ma svij prirozeny vyskyt v maté klasnaté (Mentha spicata) (Nogoceke et al., 2016).
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3.4.1 Vliv esencidlnich oleju a monoterpenoidiu na jaderné a steroidni receptory

V minulosti jiz probéhlo nékolik experimenttli vlivu esencialnich oleji vybranych druha
koteni na transkripcni aktivitu aryl uhlovodikového (AhR) (Bartoiikova et Dvorak, 2018b),
glukokortikoidniho (GR), androgenniho (AR), vitamin D receptoru (VDR) (Bartorikova et
Dvorék, 2018a) a také PXR (Bartonkova ef Dvorak, 2018c¢).

Pti testovani vlivu latek na AhR, jehoz hlavnim cilovym genem je CYP1Al, byly
pozorovany latky jak indukuyjici, tak inhibujici transkripéni aktivitu AhR. V ramci testovani
vlivu esencialnich oleji byla pozorovana inhibice transkripéni aktivity AhR esencialnim olejem
z kminu (Carum carvi) a spearmintu (Mentha spicata), jejichz hlavnimi slozkami jsou
monocyklické monoterpenoidy S-karvon a R-karvon (Bartorikova er Dvorak, 2018b). Vliv
téchto dvou latek byl také pfimo testovan na transkripéni aktivitu AhR a bylo zjjisténo,
ze S-karvon a R-karvon maji antagonisticky ucinek. Bylo prokéazano, ze oba izomery karvonu
inhibuji samotnou vazbu AhR s ARNT (jaderny translokator aryl uhlovodikového receptoru),
a tim tvorbu heterodimeru. Pfi zablokovani této vazby je nemozné se navazat na promotor

CYPIAI1 genu, coz ma za nasledek supresi exprese tohoto genu (Ondrova ef al., 2023).

Dalsimi receptory, na nichz byl testovan vliv latek, byly AR, GR a VDR. Po pusobeni
esencialnich olejii na transkripcni aktivitu AR nebyl pozorovan indukujici ani inhibujici vliv
téchto latek. Ve studii, kterd se zabyvala agonistickym a antagonistickym vlivem
antimikrobialnich latek v produktech pouzivanych na péci o chrup, byl testovan vliv mimo jiné
také mentholu na AR. Zde bylo prokazano, ze menthol je slabym kompetitivnim inhibitorem
AR (Michalikova et al., 2019). Pfi studiu vlivu fady esencialnich oleja riznych druhi koreni
na transkripéni aktivitu GR byla pozorovana vyrazna antiglukokortikoidni aktivita, ktera byla
zpusobena nekolika zastupci esencialnich olejii. Jednalo se o latky kminu, spearmintu, kurkumy
a nékolika dalSich. Tato aktivita se projevila jen v reportérovych esejich, na urovni exprese
RNA jiz zadné ucinky pozorovany nebyly. Predmétem studie Ryu ez al. (2021) byl GR receptor,
jehoz aktivita byla sledovana v ramci testovani bunééného senzorového systému pro screening
kortizolu. Senzorové buriky byly po aplikaci 5 riznych esencialnich oleji pozorovany
pod fluorescencnim mikroskopem. Silny signal byl pozorovan u senzorovych bunek po aplikaci
esencialniho oleje maty peprné (Mentha piperita). Nasledné byl testovan vliv jednotlivych
slozek esencialniho oleje maty peprné na senzorové buiiky, aby byly identifikovany ligandy
GR. Senzorové buiky reagovaly na latku (-)-menthol, z cehoz lze usoudit, ze (-)-menthol se

selektivné vaze na GR a podili se na jeho aktivaci. Pfi studiu esencialnich oleju na transkripéni
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aktivitu VDR byl potvrzen potencujici efekt u latek kminu, koriandru, zazvoru, spearmintu

a kurkumy a dalSich (Bartonikova et Dvorak, 2018a).

Stfredem zajmu byl také PXR, na jehoz transkripéni aktivitu mélo vliv hned nekolik
esencialnich olejua vybranych druha koreni (Bartonkova ef Dvorak, 2018¢). VSechny testované
esencialni oleje indukovaly transkripcni aktivitu PXR. Jejich vliv byl testovan také pifimo
na expresi lidského CYP3A4, kdy testované latky indukovaly expresi CYP344 mRNA
v bunécnych liniich a lidskych hepatocytech. Testovanymi latkami byly napft. esencialni oleje
z bazalky, majoranky, zazvoru, oregana, vanilky ¢i maty. Dalsi studie, vénujici se vztahu mezi
warfarinem a mentholem, potvrdila indukujici vliv mentholu na expresi CYP2C a CYP3A
v jatrech. Warfarin je 1éCivo s antikoagulacnim efektem. Bylo pozorovano, ze u pacientd, ktefi
brali warfarin a zaroveil konzumovali pfipravky s obsahem mentholu, klesla ucinnost
warfarinu. Na zakladé této studie bylo zjisténo, ze menthol puisobi pfimo na jaterni buiky
a podporuje jadernou translokaci PXR. Menthol také pfimo indukuje expresi CYP2C a CYP3A,
tim je zrychlen metabolismus warfarinu a je snizen jeho antikoagulacni efekt (Hoshino ez al.,

2014).

Mezi prirodni bylinné produkty, které se v posledni dobé staly velmi populérni, patii
ptipravky s obsahem tfezalky teckované (Hypericum perforatum) (Nowack, 2008). Esencialni
olej ziskany z tfezalky teCkované obsahuje pres 20 slozek, z nichz nejvyznamnéjsi
je hyperforin. Rostlina je znamé pro své antidepresivni ucinky (Linde ef al., 1996). Extrakt
trezalky teCkované byl testovan na aktivitu PXR a vliv exprese CYP3 A4, ktery je s PXR tzce
spjat. Byla prokazana silna afinita hyperforinu k PXR a naslednad indukce exprese genu
CYP3A4 v lidskych jaternich buiikach. Vzhledem k faktu, ze latka obsazend v tiezalce
teCkované ma siln€ indukujici vliv na CYP3 A4, ktery metabolizuje vétSinu predepsanych 1éCiv,

by méla byt konzumaci téchto ptipravkt vénovana pozornost (Moore ef al., 2000).

Vramci této bakalafské prace byl testovan vliv vybranych monocyklickych
monoterpenoidi na transkripéni aktivitu lidského PXR pomoci reportérové eseje.

Charakteristika testovanych latek je uvedena v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Piehled testovanych monocyklickych monoterpenoida

Nazvy latek Identifikator latky CAS No. Chemicka struktura

(S)-(-)-perillylalkohol 18457-55-1
R-(+)-pulegon 89-82-7
0
HsC CHsy
CHj
S-(-)-pulegon 3391-90-0
0
HsC~  “CHg
CHs
(+)-menthol 15356-20-4
(-)-menthol 2216-51-5
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Pokracovani tabulky 1: Piehled testovanych monocyklickych monoterpenoidu

Nazvy latek Identifikator latky CAS No. Chemicka struktura

CH,

3-methyl-S-karvon 85710-66-3
S-karvon 2244-16-8
R-karvon 6485-40-1
CHs
O
EN2 43205-82-9
HyC~  CHg
CHs
piperitenon 491-09-8
O
HsC CHs;
CHs
piperiton 89-81-6
O
HsC CHj
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4 MATERIALA METODY

4.1 Biologicky material

Pro stanoveni cytotoxicity monocyklickych monoterpenoidi a pro reportérovou esej
byla pouzita lidska bunécna linie LS180 (ECACC, kat. ¢. 87021202) odvozena od karcinomu
tlustého stfeva. Buiiky byly kultivovany v kultivacni lahvi v inkubatoru pii 37 °C v 95%
vlhkosti a v atmosféte obsahujici 5 % CO». Pouzivané buriky byly kultivovany pomoci média
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) s pridavkem L-glutaminu, neesencialnich

aminokyselin, roztoku antibiotik penicilin/streptomycin a fetalniho bovinniho séra.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

e (-)-menthol (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-202705)

e (+)-menthol (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-229843)
e (S)-(-)-perillylalkohol (Sigma-Aldrich, kat. €. 218391-10G)
e EN2 (Enamine, kat. ¢. ENAHO049F21DA)

e 3-methyl-S-karvon (Enamine, kat. ¢. ENAHO049F21DA)

e piperitenon (Enamine, kat. ¢. EN300-126320)

e piperiton (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-476481)

e R-(+)-pulegon (Merck, kat. €. 8186650010)

e R-karvon (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-293985)

e S-(-)-pulegon (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 328847)

e S-karvon (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-239480)

e 5x reportérovy lyzacni pufr (Promega, kat. ¢. E397A)

e dimethylsulfoxid DMSO (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D8418)

o fosfatovy pufr Dulbecco's PBS (BioConcept, kat. ¢. 3-05F29-I)
e FUGENE HD (Roche, kat. ¢. E231A)

e izopropylalkohol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-CT0-M1000-1)

e methyltetrazoliova sil MTT (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)
e rifampicin (Sigma-Aldrich, kat. €. R3501)

e trypanova modrf (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146-25G)
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trypsin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4049)

Pouzité roztoky a jejich priprava
20% Triton X-100 (Serva, kat. ¢. 37240)
kultivaéni médium DMEM (Sigma-Aldrich, kat. €. D6546)

5 ml L-glutaminu (biosera, kat. ¢. XC-T1715/100)

5 ml neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)

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

50 ml fetalniho bovinniho séra (Sigma-Aldrich, kat. €. F7524)

kultivaéni médium DMEM-CS (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546)

5 ml L-glutaminu (biosera, kat. ¢. XC-T1715/100)

5 ml neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)

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

50 ml hormonalné inaktivniho fetalniho bovinniho séra (Sigma-Aldrich,

kat. & F6765)

luciferin (substrat pro Firefly luciferazu)

1,68 g DTT (Sigma-Aldrich, kat. €. 43819)

100 mg ATP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9062)

12,3 mg/66 pl 0,5 M EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E9884)

13,2 ml Tris-acetat (1M, pH 7,8) (BioBasic Canada Inc., kat. ¢. TB0194)
30,3 mg/12,3 ml 100 mM MgSOs - 7 H,0 (Lach-Ner, kat. ¢. 30175-AP0)
50 mg D-luciferin (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-207478)

50 mg Koenzym A (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C3144)

doplnit deionizovanou vodou do 300 ml

Pouzité soupravy

The QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN, kat. ¢. 12243)
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4.3 Laboratorni pomucky

96-jamkova bila deska na méteni luminiscence (NUNC Denmark)

96-jamkova kultivacni deska (TPP)

automatické pipety s rozsahem 0,1-2,5 pl, 0,5-10 ul, 10-100 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl (Eppendorf)

bunicina

Biirkerova komurka 0,100 mm (BRAND)

elektricka nastavitelna pipeta (Eppendorf)

kryci sklicka 22x22mm

mikrozkumavky o objemech 0,5 ml, 1,5 ml, 5 ml (Eppendorf)

multikanalové pipety s rozsahem 0,5-10 ul, 10-100 pl, 30-300 ul (Eppendorf)
nastavitelnad multikanalova pipeta 15-300 ul (Eppendorf)

Petriho misky o objemech 60 ml a 100 ml (Eppendorf)

pipetor FastPette (Labnet)

plastové kultivacni lahve 75 ml a 150 ml (Eppendorf)

plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky

plastové Spicky s rozsahem 0,1-10 pl, 2-200 pl, 20-300 pl, 100-1000 pl
(Eppendorf)

QIArack (QIAGEN, kat. ¢. 19015)

sterilni sklenéné pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (SPL Life Sciences)
zkumavky o objemech 15 ml a 50 ml (Eppendorf)

4.4 Pristroje

aspirator FTA-1 (bioSan)

centrifuga (Centrifuge 5810R, Eppendorf)

digitalni vahy (KERN)

hlubokomrazici box (Sanvo)

chladnicka (WHIRPOO)

inkubator TH 30 s tfepackou (Edmund Bithler GmbH)
laboratorni inkubator CO, (NB-203 XL, N-Biotek)
laminarni box Labculture (Box Biohazard Cabinet BIO)
lednice (354LT)
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o multifunk¢ni modularni reader Infinite 200M (Tecan)
e Nanodrop Lite (SN 0599)

e stolni centrifuga Combi-Spin (bioSan)

e svételny mikroskop (Novel Optics)

o tfepacka Reax Top (Heidolph)

e vodni lazen (LCB11D)

4.5 Pouzité metody

4.5.1 Izolace plazmidu

K izolaci plazmidu z transformovanych bakterii Escherichia coli byl pouzit komercni
The QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN, kat. ¢. 12243). Bakteriadlni suspenze byla
centrifugovana pii 6000 g po dobu 15 minut ve vychlazené centrifuze na 4 °C. Ziskany pelet
byl resuspendovan ve 4 ml pufru P1 a nasledné byly pfidany 4 ml pufru P2. Obsah byl zamichan
4-6x prevracenim falkony a diky LyseBlue reagentu zmodral. Nasledn€ byl obsah inkubovan
5 minut pii laboratorni teploté. Béhem inkubace byl nachystan QIArack (QIAGEN,
kat. ¢. 19015) a kolony QIAfilter Cartridge. Po inkubaci byly k lyzatu pfidany 4 ml chlazeného
pufru P3, obsah byl zamichan 4-6x prevracenim falkony a doslo k odbarveni roztoku. Ziskany
lyzat byl pfenesen do nachystanych kolon QIAfilter Cartridge a byl inkubovan 10 minut.
Kolony QIAGEN-tip byly kalibrovany promytim 4 ml pufru QBT, ktery volné prokapal ven.
Do kolon QIAfilter Cartridge s lyzatem byly vlozeny pisty a lyzat byl silou filtrovan
do pfipravenych kolon QIAGEN-tip umisténych pod kolonami QIAfilter Cartridge. Kolony
QIAGEN:-tip byly promyty 2x 10 ml pufrem QC. Izolovana DNA byla eluovéana 5 ml pufrem
QF do 15 ml falkon. DNA byla precipitovana pfidanim 3,5 ml isopropanolu, obsah byl
promichén a centrifugovan ve vychlazené centrifuze na 4 °C pii 15 000 g po dobu 10 minut.
Supernatant byl odstranén a pelet byl suSen na vzduchu 5-10 minut. Koncentrace ziskaného
plazmidu byla zméfena pomoci spektrometru Nanodrop. DNA byla nasledné rozpusténa
v deionizované PCR grade H>O ve zkumavce podle hodnoty ziskané koncentrace a byla

uskladnéna v mrazaku v -20 °C.

4.5.2 Kultivace a pasazovani bunék
Buriky LS180 byly kultivovany v kultivaéni lahvi v inkubatoru pii 37 °C

v 95% vlhkosti a v atmosfére obsahujici 5 % CO,. Pasazovani probihalo za pfisné sterilnich
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podminek v laminarnim boxu. DMEM médium a 1x PBS byly pfedem vyhtaty ve vodni l1azni
na 37 °C. Z kultivacni lahve bylo odsato médium a buiky byly oplachnuty 5 ml 1x PBS.
Po jeho odsati byl na buriky napipetovan 1 ml 0,25% trypsinu a kultivaéni ladhev s butikami byla
umisténa na 5 minut do inkubéatoru k trypsinizaci pii 37 °C. Po trypsinizaci byla kultivacni
lahev s burikami presunuta zpét do laminarniho boxu a buriky byly resuspendovany v 9 ml
média o dno kultivacni lahve. Resuspendované buiiky byly pfepipetovany do plastové
zkumavky, ze které byly odebrany 2 ml a byly vraceny do kultiva¢ni lahve spolecné
s 18 ml média. Kultivacni ldhev byla umisténa zpatky do inkubatoru. Butiky byly pasdzovany

vzdy kazdy treti nebo Ctvrty den.

4.5.3 Priprava bunék na experiment

Buriky musely byt vzdy pred experimentem zpasazovany a resuspendovany.
Po pasazovani byla suspenze bunék prenesena do falkony, ze které bylo piepipetovano
10 ul suspenze bunék do mikrozkumavky a nasledné do ni bylo pfipipetovano 90 ul trypanové
modii. Po promichani byla smés nanesena do Biirkerovy komirky a buriky byly pozorovany
pod svételnym mikroskopem pro zjisténi jejich mnozstvi. Z tohoto uidaje byla vypocitana jejich
koncentrace. Pro MTT test bylo nutné suspenzi buné€k natfedit DMEM médiem tak, aby 1 jamka
96-jamkové desky obsahovala 30 000 bunék pro 24 hodinovy test. U luciferazové reportérové
eseje bylo nutné suspenzi bunék nafedit DMEM-CS médiem tak, aby 1 jamka
96-jamkové desky obsahovala 25000 bunék pro 24 hodinovy test. Pro luciferazovou
reportérovou esej bylo nutné bunky pred aplikaci testovanych latek transfekovat. Buiiky byly
vysety na 96-jamkovou desku a umistény do inkubatoru k 24 hodinové inkubaci pti 37 °C, 95%
vlhkosti a atmosféfe obsahujici 5 % CO.. Po inkubaci bylo médium odsato z jamek a byly

aplikovany testované latky.

4.5.4 Transfekce bunék

Buriky LS180 byly pro luciferdzovou reportérovou esej pii testovani transkripcni
aktivity receptoru PXR transfekovany plazmidem pSGS5-hPXR a reportérovym vektorem
p3A4-luc (Goodwin ef al., 1999; Huang et al., 2007) pomoci transfekéniho ¢inidla FUGENE
HD. Transfek¢ni smés byla piipravena tak, aby byl FUGENE HD a DNA v poméru 3:1. Pocet
vysetych bunék €inil 25 000 bunek na 1 jamku 96-jamkové desky. Mnozstvi transfekéni smési
bylo vypocteno tak, aby na 1 jamku 24-jamkové desky bylo vyseto 75 000 buné¢k. Tento vypocet
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odpovida mnozstvi latek potfebnych pro vyseti 25 000 bunek na 3 jamky 96-jamkové desky.

Mnozstvi jednotlivych pouzitych latek na pfipravu transfekéni smési je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: Mnozstvi latek pro pfipravu transfekéni smési

Pouzité latky Mnozstvi na 75 000 bunék
Optimem 20 ul
FUGENE HD 1,2 ul
p3A4-luc 0,3 ug
pSG5-hPXR 0,1 ug

Pro pfipravu transfekéni smeési bylo nejprve smichano ¢inidlo FUGENE HD s Optimem
v mikrozkumavce a latky byly ponechany 5-minutové inkubaci. Mezitim byl v mikrozkumavce
smichan plazmid pSGS5-hPXR s reportérovym vektorem p3A4-luc. Néasledné byla smeés
FUGENE HD s Optimem ptidana ke smési plazmidu a reportérového vektoru a byla 15 minut
inkubovana. Transfekcni smés byla po inkubaci smichana se suspenzi bunék, ktera byla
nafedéna DMEM-CS médiem. Smés byla vyseta na 96-jamkovou desku po 200 ul. Deska byla
24 hodin inkubovana v inkubatoru pii 37 °C, 95% vlhkosti a atmosféie obsahujici 5 % COa.

Po inkubaci bylo médium z jamek odsato a byly aplikovany testované latky.

4.5.5 Aplikace monocyklickych monoterpenoidi a kontrol na burnky

Monocyklické monoterpenoidy byly rozpustény v 99,8% EtOH a nafedény na zasobni
roztoky v testovanych koncentracich. Zasobni roztoky bylo nutné pfi aplikaci latek
na 96-jamkové desky 1000x ziedit DMEM médiem na koncentrace 0,1 nM, 1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 pM, 10 pM, 100 uM a 1000 uM pro MTT a na koncentrace 0,1 uM, 1 puM,
10 uM, 100 pM a 1000 puM pro luciferazovou reportérovou esej. U luciferazové reportéroveé

eseje pro stanoveni transkripéni aktivity PXR receptoru byly latky fedény DMEM-CS médiem.

Pro MTT test bylo pouzito DMEM médium jako negativni kontrola (UT)
a 2% triton X-100 jako pozitivni kontrola. Testované latky s kontrolami byly aplikovany
v pentaplikatu po 200 ul na jamku a néasledné byla 96-jamkova deska umisténa do inkubatoru

po dobu 24 hodin.

Pro luciferazovou reportérovou esej, diky které byla testovana aktivita PXR, bylo

pouzito DMEM-CS médium s rifampicinem jako pozitivni kontrolou a DMEM-CS (UT) jako
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negativni kontrolou. Testované latky s kontrolami byly aplikovany v tetraplikatu po 200 ul

na jamku a nasledné byla 96-jamkova deska umisténa do inkubatoru po dobu 24 hodin.

4.5.6 MTT test

Metoda MTT testu slouzi ke studiu vlivu latek na buiiky. Pomoci ni lze ur€it, pfi jak
velkych koncentracich jsou testované latky pro buriky toxické. Test je zalozen na funkci
dehydrogenaz, které jsou v mitochondriich aktivni pouze pokud je burika ziva a nepoSkozena.
Pii MTT testu dochézi k redukci zluté zbarvené methyltetrazoliové soli na fialovy formazan
diky aktivité dehydrogenaz. Vyhodnoceni probiha pomoci spektrofotometrického méfeni
absorbance pfi 570 nm. Méfenim intenzity vzniklého zbarveni lze urcit zivotaschopnost bunék,

ktera je pfimo imeérna absorbanci.

Buiiky byly inkubovany 24 hodin s testovanymi latkami v 96-jamkové desce. Testované
latky byly aplikovany v pentaplikatech. Po inkubaci byly latky z desky vyklepnuty a deska byla
usuSena vyklepanim na buni¢inu. Jamky byly promyty 1x PBS, ktery byl nasledné opét
vyklepnut. Po osuSeni desky bylo do jamek napipetovano po 100 ul MTT, které bylo predem
10x zfedéno DMEM médiem ze zasobniho roztoku o koncentraci 3 mg/ml na vyslednou
koncentraci 0,3 mg/ml. Deska byla umisténa do inkubatoru pfiblizné na 20-30 minut, béhem
kterych doslo k vytvofeni modro-fialové zbavenych krystali. Po inkubaci byl obsah desky
vyklepnut, deska byla osuSena a do jamek bylo napipetovano po 50 ul DMSO. Deska byla lehce
protiepana, aby doslo k rozpusténi krystald v DMSO a nasledné byla pomoci spektrofotometru
Tecan Infinite 200M zméfena absorbance pfi vinové délce 570 nm. Namerené hodnoty byly

vyhodnoceny.

4.5.7 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej je metoda, diky které 1ze zjistit, jaky maji urcité latky vliv
na transkripCni aktivitu jadernych receptori. Metoda je zalozena na oxidaci D-luciferinu,
pii které vznika urcité mnozstvi emitovaného svétla. To se nasledné méii spektrofotometricky
a plati, ze mnozstvi emitovaného svétla je pfimo umeérné transkripéni aktivité receptord.
Luciferin je oxidovan diky enzymu luciferaza, jehoz gen je exprimovan pii navazani aktivniho
receptoru na promotor. K navazani je nutné do bunécné linie transfekovat reportérovy vektor

p3A4-luc s genem pro luciferazu a s promotorem obsahujicim PXR-responzivni element.
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Bunky s testovanymi latkami byly inkubovany po dobu 24 hodin v 96-jamkovych
deskach. Testované latky byly aplikovany v tetraplikatech. Po jejich inkubaci byly latky
vyklepnuty a jamky byly promyty 50 pl 1x PBS, nasledné se 1x PBS z desek vyklepnul a deska
byla osuSena vyklepanim na bunic¢inu. Do jamek bylo napipetovano po 25 ul reportérového
lyza¢niho pufru. Desky byly umistény do mraziciho boxu pii -80 °C na minimalni dobu
20 minut. Po plném zamrazeni reportérového lyzacniho pufru v jamkach byly desky umistény
na tfepacku pro rozmrazeni a rovnomeérné promichani. Lyzat byl ptepipetovan po 6 pl do bilé
96-jamkové desky, nasledné k nému bylo napipetovano 30 pl substratu s D-luciferinem.
Luminiscence byla zmétena ve spektrofotometru Tecan Infinite 200M v programu I-Controll

a namétfené hodnoty byly vyhodnoceny.

4.5.8 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Testovani vlivu latek na zivotaschopnost bunék metodou MTT bylo provedeno ve tiech
nezavislych opakovanich. Z naméfenych zpramérovanych hodnot byla stanovena
zivotaschopnost bunék, ktera je uvedena v procentech vztazenych vzdy k DMEM (UT) jakozto
negativni kontrole, ktera odpovidala 100% zivotnosti bunék. Byly vypocitany smeérodatné
odchylky meéteni vSech testovanych latek a jejich koncentraci. Pro ovéreni byly vysledky
statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu a hvézdiCkou byly v piislusném grafu zaznaceny

koncentrace, kde byla p-value < 0,05.

Testovani vlivu latek na transkripéni aktivitu PXR metodou luciferdzové reportérové
eseje bylo provedeno ve tfech nezavislych opakovanich. Ziskané hodnoty byly zprimérovany
a luciferazova aktivita byla vyjadfena jako procenta indukce rifampicinem po pusobeni
zkoumanych latek. Ty byly v agonistickém modu vztazeny vaci aktivité rifampicinu
a v antagonistickém modu k aktivit€ nejniz§i koncentrace testované latky (0,1 uM). Jako
negativni kontrola slouzilo DMEM (UT). Byly vypocitany smerodatné odchylky méfeni vsech
testovanych latek a jejich koncentraci. Pro ovéfeni byly vysledky statisticky vyhodnoceny
pomoci t-testu a hvézdickou byly v pfislusném grafu zaznaCeny koncentrace, kde byla
p-value < 0,05. VSechny grafy, vypocCty hodnot ECso a statisticka analyza byly provedeny
v programu GraphPad 7.4 (La Jolla, CA, USA).
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxicity ucfinka monocyklickych monoterpenoidi
na bunécnou linii LS180
K stanoveni zivotaschopnosti bunécné linie LS180, kterd byla vystavena

monocyklickym monoterpenoidiim po dobu 24 hodin, byl pouzit MTT test. Méfeni probihalo

v pentaplikatu a hodnoty byly zprimérovany ze tfi na sobé nezavislych experimentu.

Z vysledku lze urcit, ze u zadné koncentrace vSech testovanych latek nedoslo k poklesu
zivotaschopnosti pod 70 % (Obr. 4). Nejvétsi pokles zivotaschopnosti bunék byl pozorovan
u (-)-mentholu, kdy procento zivotaschopnosti pii koncentraci 1 pM kleslo na 74,2 + 12,7 %
(Obr. 4). Zivotnost bun&k v dalsich dvou vyssich koncentracich vzrostla az o 13 %. Podobny
trend lze pozorovat u (+)-mentholu a piperitenonu. U ostatnich testovanych monocyklickych
monoterpenoidi  se zivotaschopnost bunécné linie u vétSiny koncentraci pohybovala

kolem 90 %.

Z vysledka vyplyva, ze zadna z testovanych latek nebyla pro bunécnou linii LS180
cytotoxicka a mohly tak byt vyuzity k testovani jejich vlivu na transkripcni aktivitu PXR.
Po posouzeni vyslednych hodnot zivotaschopnosti bunécné linie LS180 po provedeni testu
MTT bylo vybrano pét koncentraci, které byly dale pouzity pro méfeni transkripcni aktivity
PXR metodou luciferazové reportérové eseje. Jednalo se o koncentrace 0,1 uM, 1 uM, 10 uM,

100 uM a 1000 pM.

27



R-(+)-PULEGON S-(-)-PERILLYLALKOHOL

$-(-)-PULEGON

H I ooot

5 Fwm oot

_|A I o1

_l_ bt T
7

1

WU 00T

AU 0T

m_ Lt

| L T’

wrl ooot
W pot
wr ot
Wit
AU 00T

WU 0T

000t

I oot

L ot

Fwrd T

IFIANIU 00T

AU 0T

FIau T'0

1404

120

H—
_|A Fiu T
_
T
g

[%] exngein

(-}-MENTHOL PIPERITENON PIPERITON

(+)-MENTHOL

- ooot

Fwr oot

Fwr ot

Fam T

AU 00T

FNUOT

FINUT

FWUT'o

W ooot
Wl oot

- wr ooot

Fwr oot

I ot

FINM T

[FIAIU 00T

WU 0T

U T

FWuT'o

140+

1204

[%] eungein

404

204

o

S-KARVON R-KARVON EN2

3-METHYL-S-KARVON

1404

120

[%] eangein

40

204

ch monoterpenoidi na Zzivotaschopnost bunék LS180

y

Vliv  monocyklick

beni 24 hodin

Obrazek 4

o

po plso

* jsou koncentrace,

cené

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu, hodnoty ozna

pfi kterych bylo p-value < 0,05.

28



5.2 Vliv monocyklickych monoterpenoidii na transkripéni aktivitu PXR
Pro méfeni vlivu monocyklickych monoterpenoidii na transkripcni aktivitu PXR byla
pouzita luciferazova reportérova esej. Méfeni probihalo ve dvou modech — v agonistickém
a antagonistickém. V agonistickém modu byly na bunécnou linii LS180 aplikovany pouze
ziedéné latky v DMEM-CS médiu v testovanych koncentracich. V antagonistickém modu byly
na bunéénou linii LS180 aplikovany latky zfedéné v DMEM-CS médiu, ke kterym byl ptidan
rifampicin o koncentraci 10 pM. Latky v obou modech ptisobily 24 hodin. Méfeni probihalo

v kvadruplikatu a hodnoty byly zprimérovany ze tfi na sob€ nezavislych experimentt.

5.2.1 Agonisticky méd
Jako pozitivni kontrola byl zvolen modelovy agonista rifampicin o koncentraci 10 uM,
ktery odpovidal 100 % aktivaci transkripéni aktivity PXR. Hodnoty byly vztazeny

k rifampicinu, ktery slouzil jako pozitivni kontrola.

Mezi latky s nejvyS$im narastem indukce lze povazovat S-karvon, R-karvon, EN2
a piperitenon. S-karvon v nejniz§i koncentraci 0,1 uM indukoval transkripéni aktivitu PXR
na 18,4 + 2,6 % a ve druhé nejvyssi testované koncentraci 100 pM dosahla procenta indukce
az 102,8 + 13 %. Latka R-karvon, ktera je vzajemné stereoizomerem S-karvonu, dosahla
indukce 20,9 + 6,9 % pii 0,1 uM a 104 £+ 15 % pfi nejvyssi koncentraci 1000 uM (Obr. 5).
Zajimavym porovnanim vacéi R-karvonu je S-(-)-pulegon, ktery pii 0,1 puM indukoval
transkripni aktivitu PXR také pii podobné procentualni hodnoté 21 + 8,9 %, ovSem jeho
nejvyssi narust indukce byl pouze 64,6 £ 7,8 % pii 1000 uM (Obr. 5). Dalsi latkou s prekvapiveé
rychlym narGstem indukce s rostouci koncentraci byl piperitenon. Prestoze pii 0,1 uM
odpovidala hodnota pouze 2,1 + 1,3 % indukce transkripéni aktivity PXR, s rostouci
koncentraci se procenta indukce prudce zvySovala a pifi 100 pM se jiz pohybovala
na 70,6 + 16,8 % indukce. V nejvyssi koncentraci 1000 uM vzrostla indukce jest€ o 17 %
na 87,2+ 15,8 % (Obr. 5). Jako latku s nejnizs§im ucinkem na transkripéni aktivitu PXR v ramci
této prace lze povazovat S-(-)-perillylalkohol, jehoz prvni dvé nejnizsi koncentrace vykazovaly
velice nizkou, az nulovou indukci. V nejvyssi koncentraci 1000 uM vsak doslo k narastu
indukce na 46,3 + 13,3 % (Obr. 5). Oba izomery mentholu, (+)-menthol a (-)-menthol, mély
ve vetsiné méfenych koncentraci podobnou ucinnost. Pii koncentraci 10 uM byla indukce
u (+)-mentholu na hodnoté 44,5 + 12,5 %, pfi stejné koncentraci byla indukce u (-)-mentholu

nametena na 47,9 + 5,2 %. U nejvyssi koncentrace 1000 uM odpovidala hodnota indukce
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(+)-mentholu 49,7 + 3,8 %, ktera je skoro totozna s hodnotou u (-)-mentholu, kdy pii 1000 uM
byla indukce 49,1 = 2,4 % (Obr. 5). U nékterych latek 1ze pozorovat pokles hodnoty indukce
v posledni testované koncentraci 1000 uM, tento jev lze zdivodnit faktem, ze latka v této

koncentraci jiz mohla mit mirny cytotoxicky efekt na buiiky, ovSem ne letalni.
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U testovanych latek byla vypoctena hodnota ECso. Latky s nejnizsi hodnotou ECso jsou
EN2, R-(+)-pulegon, piperiton, (-)-menthol a (+)-menthol. Naopak latky s nejvyssi hodnotou
ECso jsou S-(-)-perillylalkohol, piperitenon a S-karvon. VSechny hodnoty ECso jsou

zaznamenany v Tabulce 3.

Tabulka 3: Hodnoty ECs testovanych monocyklickych monoterpenoida

Latka Hodnota ECso [uM]

(S)-(-)-perillylalkohol 26,15 +0,50
R-(+)-pulegon 0,69+ 3,70
S-(-)-pulegon 3,96 + 11,51
(+)-menthol 0,80+ 0,31
(-)-menthol 0,79+ 0,49
3-methyl-S-karvon 4,56+ 0,46

S-karvon 19,26 £ 10,25
R-karvon 5,77+ 2,63
EN2 0,27 + 4,24

piperitenon 21,02 + 14,97
piperiton 0,75+ 0,09

Data jsou primérem ze tii nezavislych experimentd a vyjadfeny jako prumér + smérodatna

odchylka.

Mezi latky, které vykazuji silnou indukci PXR a zarovei maji nizkou hodnotu ECso, 1ze
zafadit R-karvon s hodnotou ECso 5,77 £ 2,63 uM, dale 3-methyl-S-karvon s hodnotou
ECs0 4,56 + 0,46 uM a nakonec EN2 s hodnotou ECso 0,27 4,24 uM. Latka, ktera ma nejmensi
vliv na indukci PXR, je S-(-)-perillylalkohol s hodnotou ECs 26,15 + 0,50 uM.

31



5.2.2 Antagonisticky mod
Jako pozitivni kontrola byl pouzit rifampicin o koncentraci 10 uM, hodnoty byly
vztazeny k nejnizsi testované koncentraci 0,1 pM a vyjadfeny v procentech maximalni indukce,

t. v procentech RIF. Jako negativni kontrola slouzilo DMEM-CS (UT).

U vétsSiny testovanych latek nebyl pozorovan signifikantni antagonisticky efekt.
Procenta maximalni indukce u vétSiny méfenych koncentraci testovanych latek neklesla
pod 90 %. U nékterych latek se projevil mirny pokles indukce transkripcni aktivity PXR hlavné
v nejvyssi koncentraci 1000 pM, konkrétné se jednalo o latky S-(-)-pulegon, (+)-menthol,
S-(-)-perillylalkohol, piperitenon a 3-methyl-S-karvon (Obr. 6). Nejvétsi pokles indukce
v ramci celého meéfeni lze vidét u S-(-)-perillylalkoholu, kdy pifi 1000 puM kleslo
procento indukce na 43,9 £ 89 % (Obr. 6). Mirny pokles indukce 1ze také pozorovat
u 3-methyl-S-karvonu, pfi 1000 uM byla hodnota indukce na 74,3 + 14 %, tento pokles nebyl
signifikantni a 3-methyl-S-karvon nema antagonisticky vliv na transkripéni aktivitu PXR

(Obr. 6). Tyto poklesy lze zdivodnit mirnou toxicitou testovanych koncentraci.

V nékterych pripadech hodnoty dokonce prevySily 100 % indukce, napf. u latky
R-(+)-pulegon byla namérena hodnota 140,3 = 38,2 % pti 100 uM (Obr. 6). Podobny narist 1ze
také vidét u S-karvonu, R-karvonu a EN2. Tyto narsty nicméné nevykazuji na davce zavisly

trend a nejsou tudiz nijak vyznamné.

Vzhledem k faktu, ze u zadné z testovanych latek nebyl pozorovan vyrazny pokles

maximalni indukce, 1ze konstatovat, ze testované latky nejsou antagonisty PXR.
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Obrazek 6: Vliv monocyklickych monoterpenoidii na transkripcni aktivitu PXR v bunécné

linii LS180 po pusobeni 24 hodin v antagonistickém modu

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu, hodnoty oznacené * jsou koncentrace,

pfi kterych bylo p-value < 0,05.

33



6 DISKUZE

V poslednich letech je vénovana pozornost sledovani vlivu pfirodnich sloucenin
na transkripcni aktivitu receptord jako napt. PXR, AhR a GR. Tyto receptory se podileji
na regulaci dulezitych fyziologickych procesti organismu a reguluji expresi genu, které jsou
zapojeny do metabolismu xenobiotik, zanétlivych procesti a metabolickych drah probihajicich
predevsim v jatrech a ve stfevech. Predmétem téchto studii byl pfedev§im vliv esencialnich
olejii a monoterpenoidt na transkripéni aktivitu receptort a ovlivnéni exprese enzymu CYP450
(Bartorikova er Dvorak, 2018a; Bartorikova et Dvorak, 2018b; Bartonkova et Dvorak 2018c;
Ondrova et al., 2023).

V této bakalaiské praci byl sledovan vliv monocyklickych monoterpenoida
na transkripéni aktivitu pregnanového X receptoru s vyuzitim lidské bunécné linie LS180,
coz je linie odvozena od karcinomu tlustého stfeva. K provedeni reportérové eseje byla bunécna
linie LS180 transfekovana expresnim plazmidem pSGS-hPXR a reportérovym vektorem
p3A4-luc, které byly izolovany z transformovanych bakterii Escherichia coli. Vybranymi
testovanymi latkami byly (S)-(-)-perillylalkohol, R-(+)-pulegon, S-(-)-pulegon, (+)-menthol,

(-)-menthol, S-karvon, R-karvon, piperitenon, piperiton, EN2 a 3-methyl-S-karvon.

Nejprve byly provedeny experimenty pomoci MTT testu, aby bylo zjisténo, zdali maji
testované latky cytotoxicky ucinek na lidskou bunécnou linii LS180. Z vysledku vyplyva,
ze zadny z monocyklickych monoterpenoidi pii pouzitych koncentracich nebyl pro bunécnou
linii LS180 cytotoxicky. Ve studii Bartoiikova et Dvorak (2018a) bylo mimo jiné testovano,
jestli maji esencialni oleje vybranych druhti kofeni vliv na Zzivotaschopnost vybranych
bunéénych linii. MTT test byl proveden na lidskou buné¢nou linii LS180, ktera byla pouzita
i vtéto bakalarské praci. Z testovanych 31 esencialnich oleji mélo 9 cytotoxicky efekt
na LS180, pficemz zivotaschopnost klesala ve vétsiné pfipadi od koncentrace 50 pg/ml
a pokracovala v poklesu u koncentraci 100 a 250 ug/ml. Mezi kotfenim, jejichz esencialni oleje
byly testovany a byl pozorovan cytotoxicky efekt, byla skofice, hiebi¢ek, koriandr, citronova
trava, libeCek, oregano, tymian, kurkuma a sporys. U zbylych 22 testovanych esencialnich oleja
nebyly pozorovany cytotoxické ucinky. Vysledky z citované studie v§ak nelze upln€ porovnavat
s vysledky z této bakalarské prace, jelikoz esencialni oleje jsou smési mnoha slozek, kdezto
v této praci bylo pracovano pouze s vybranymi jednotlivymi monocyklickymi monoterpenoidy.
Na zakladé informace od dr. Ztivalové byly vSechny latky testované v ramci této bakalarské

préace netoxickeé i v bunécné linii AZ-AhR (Novotna et al., 2011). Je to stabilné transfekovana
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bunécna linie HepG2, odvozend od karcinomu jater. Testovani probihalo po 24-hodinové

inkubaci (Zavalova, osobni sdé€leni, 19. dubna 2024).

Dalsi provedené experimenty v ramci této bakalarské prace byly zaméfeny na testovani
ucinkd vybranych monocyklickych monoterpenoidii na transkripéni aktivitu PXR pomoci
luciferazové reportérové eseje (Obr. 5 a 6). Vliv testovanych latek byl méfen v agonistickém
a v antagonistickém modu vzdy po 24hodinovém puasobeni. Po vyhodnoceni lze fici,
ze vSechny testované latky aktivovaly PXR. Nejvyssi nartst indukce v agonistickém modu byl
pozorovan u latek piperitenonu, 3-methyl-S-karvonu, R-karvonu a EN2. Nejnizsi nartst
indukce byl naméfen u S-(-)-perillylalkoholu. Z vysledkt pfi méfeni v antagonistickém modu
vyplyva, ze zadna z testovanych latek nevykazuje antagonisticky ucinek, jelikoz nebyl

pozorovan vyrazny pokles procent maximalni indukce.

Studie Bartonkova ef Dvorak (2018c¢) se zabyvala tim, jak ovliviluji vybrané esencialni
oleje transkripcni aktivitu PXR. Latky byly testovany na lidské bunécné linii LS180. VSech
31 testovanych esencialnich oleji aktivovalo PXR. Dale bylo testovano, zdali maji testované
esencialni oleje antagonisticky ucinek v pfitomnosti 10 pM rifampicinu. K vyraznému poklesu
indukce PXR doslo u vysSich testovanych koncentraci u 20 z 31 testovanych latek. Jednalo se
napt. o latky kminu, hfebi¢ku, koriandru, kopru, zdzvoru a mnoha dalsich. U vétSiny nizSich
testovanych koncentraci vSak procenta indukce nijak vyrazné neklesla, coz se da pozorovat
i u testovanych monocyklickych monoterpenoidi v této bakalarské praci. Vysledky citované
studie s vysledky této bakalarské prace se nedaji pfimo porovnat, protoze esencialni oleje
obsahuji vice slozek, kdezto v této praci bylo pracovano pouze s jednotlivymi monocyklickymi
monoterpenoidy. Nékteré z testovanych monocyklickych monoterpenoida jsou vSak piitomny
v esencialnich olejich, které byly ve studii testovany. Jednad se napf. o esencialni olej maty
peprné (Mentha piperita), ktery obsahuje latku menthol. Ve studii je troven indukce PXR
esencialnim olejem z maty peprné srovnatelna, jako urover indukce obou izomert mentholu

v této praci.

Jedinym dosud publikovanym zdrojem informaci v literatufe zabyvajicim se studiem
vlivu testovanych monoterpenoida na transkripcni aktivitu PXR je studie Hoshino e al. (2014).
V ramci této publikace byl testovan vliv mentholu na expresi proteint rodiny CYP450 a zdali
ma menthol vliv na jadernou translokaci PXR. Z vysledkt je ziejmé, ze menthol ve 100 uM
koncentraci zvysuje expresi PXR a CAR cilovych gentit CYP2C a CYP3A4 na trovni mRNA
v HepaRG burikach. Také puasobi na mysi jaterni buriky, ve kterych indukuje jadernou
translokaci PXR a zarovei byla signifikantn€ zvySena exprese MRP3 genu, cilového genu PXR.
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Tyto vysledky ukazuji vliv mentholu na PXR a jsou konzistentni s vysledky zjiS§ténymi v ramci

této bakalarské prace.

Pro jakoukoliv praktickou aplikaci je cross-talk s jinymi jadernymi receptory nezadouci.
Je tedy nutné zkoumat také interakce testovanych latek s ostatnimi jadernymi receptory.
Na zakladé informace od dr. Zivalové jsou vSechny testované latky v této bakalarské praci,
kromé (-)-mentholu a (+)-mentholu, antagonisté lidského AhR (Zavalova, osobni sdéleni,
19. dubna 2024). Vliv R- a S-karvonu na transkripéni aktivitu AhR byl detailné popsan
v publikaci Ondrova et al (2023), kdy bylo zisténo, ze S-karvon i1 R-karvon jsou
nekompetitivnimi antagonisty lidského AhR blokujicimi tvorbu heterodimeru AhR-ARNT.
K zajimavému vysledku tykajiciho se vlivu monocyklického monoterpenoidu mentholu dosla
studie Michalikova ef al. (2019), kde byl testovan vliv antimikrobialnich latek v produktech
pro péci o chrup. Pomoci metody androgenic recombinant yeast assay bylo zjisténo, ze menthol
ma slaby indukujici efekt na androgenni receptor (AR). V roce 2021 byl (-)-menthol popsan
jako induktor transkripcni aktivity glukokortikoidniho receptoru (GR) (Ryu et al., 2021). Z vySe
uvedeného je patrna dilezitost studia interakce monoterpenoidi testovanych v ramci této

bakalarské prace s dalSimi jadernymi a steroidnimi receptory.

Pii shrnuti dosazenych vysledk(i této bakalaiské prace lze fici, Ze testované
monocyklické monoterpenoidy maji vliv na aktivaci PXR a tim by mohly indukovat expresi
jeho cilovych geni. Diky témto vysledkam lze fici, ze jednotlivé slozky esencialnich oleja by
mohly mit vliv na metabolismus endogennich latek i1 1é¢iv a zasahovat tak do lékovych
interakci. Tuto problematiku je tak potfeba v budoucnu dale studovat a provadét dalsi vyzkumy

nejen s ohledem na PXR, ale 1 na ostatni jaderné receptory.

Mezi doporuceni pro budouci vyzkum k prohloubeni znalosti této tématiky by se dalo
zaradit napt. zkraceni Casu inkubace pii provadéni experimentii na 8 nebo 12 hodin. Dalsimi
doporucenimi by bylo provést analyzu exprese cilovych genti PXR, tedy CYP344 a MDRI,

jak na urovni mRNA, tak na urovni proteinu.
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7  ZAVER
V této bakalarské praci byl testovan vliv S-(-)-pulegonu, R-(+)-pulegonu, (+)-mentholu,
(-)-mentholu, piperitenonu, S-(-)-perillylalkoholu, piperitonu, 3-methyl-S-karvonu, R-karvonu,

S-karvonu a EN2 na transkrip¢ni aktivitu lidského pregnanového X receptoru (PXR).

Nejprve byla zjistovana zivotaschopnost lidské bunécné linie LS180 pomoci MTT testu
po aplikaci testovanych latek. Zadna z testovanych latek ve viech testovanych koncentracich

nevykazovala cytotoxicky efekt.

Dale byl testovan vliv téchto latek na transkrip¢ni aktivitu PXR v bunééné linii LS180
v agonistickém a v antagonistickém modu po 24hodinovém pusobeni. Vysledkt bylo dosazeno
pomoci luciferazové reportérové eseje. V agonistickém modu bylo zjisténo, ze vSechny latky
aktivuji PXR. Nejveétsi vliv na indukci PXR meély latky R-karvon, 3-methyl-S-karvon a EN2.
Naopak nejnizsi vliv na indukci PXR meéla latka S-(-)-perillylalkohol. Z vysledkli méteni
v antagonistickém modu vyplyva, ze zadna z testovanych latek neni antagonistou PXR, jelikoz
u zadné z testovanych latek v kombinaci s modelovym ligandem rifampicinem nebyl pozorovan

vyrazny pokles luciferazové aktivity.

Vysledky této prace najdou uplatnéni pii studiu vlivu pfirozené se vyskytujicich latek
v rostlinach na metabolismus 1éCiv a pii studiu l1ékovych interakci. Vysledky také mohou
pomoct prohloubit znalost vzniku a potencialné i 1écby zanétlivych procest a onemocnéni stiev,

napt. Crohnovy choroby a dalsich metabolickych poruch, které jsou s regulaci PXR uzce spjaty.
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