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1 Uvod

Od nepaméti pouzivaji lidé ruzné latky k léCebnym ucéelim. Na pocatku byly
vyuzivany latky ptirodniho ptivodu, at’ uz rostlinného, zivocisného, ¢i nerosty. Zpusoby
ziskavani a aplikace 1é¢iv se béhem let zna¢né vyvinuly. Postupné byly odhalovany struktury
ucinnych latek a podstata jejich biologické aktivity. V soucasnosti jsou cilené¢ syntetizovany

latky konkrétni struktury s pfedpokladanym tc¢inkem.

Uvadi se, Ze za posledni dvé desetileti je syntéza vice nez poloviny novych aktivnich
latek inspirovana piirodnimi produkty, naptiklad alkaloidy. V moderni dob¢ je na alkaloidy
nahlizeno jako na zasadité dusikaté latky prevazné rostlinného, ale i1 houbového
¢1 zivoCiSného ptivodu. Nejveétsi mnozstvi alkaloidii je produkovdno vyS§imi rostlinami.
Producentim slouzi k ochrané pied predatory, bakteriemi, viry a v boji s konkurenty, dale
maji funkci signalnich sloucenin, naptiklad k ldkani opylovact. Prvni zminky o uc€incich latek
ruznych casti rostlin byly objeveny jiZz ve starovékych pisemnostech. V antickém obdobi se
poznani lé¢ivého vlivu piirodnich latek dale rozvijelo. Stinnou strankou bylo zneuzivani
toxicity nékterych z nich. Ve stfedovéku bylo 1éCitelstvi omezeno vlivem cirkve, avSak
rozvinula se alchymie, pfedchiidce dneSnich ptirodnich véd, hlédsajici, ze latky chemického
puvodu mohou byt rovnocenné latkam piirodnim. Do 18. stoleti byly poznatky ziskavany
empiricky. Konec 18. stoleti znamenal pokrok v oblasti experimentalni chemie, ktera se

rozvijela béhem 19. stoleti az do soucasnosti.

Potteba novych farmaceutickych produkti nartistd zejména vlivem vzniku novych
chorob, naptiklad chorob civiliza¢nich nebo rakoviny, a rozvoje rezistence. Latky testované
V této praci jsou uméle syntetizované slouceniny s pyrimidinovym nebo pyridinovym kruhem,
jez jsou zakladem pro piirodni alkaloidy i mnoho dnes zndmych a pouzivanych lé€ivych
latek. Pfedpoklada se tedy, ze by mohly, obdobné jako pfirodni ¢i jiz pouzivané derivaty

téchto heterocykll, byt farmakologicky aktivni a interagovat se signalnimi drahami v téle.

Zivé organismy si v pribéhu evoluce vytvoiily komplexni obranny systém
proti akumulaci cizorodych latek. Soucésti systému jsou enzymy a transportni proteiny,
jejichZ exprese je regulovana jadernymi receptory. Jaderné receptory jsou transkrip¢ni faktory
aktivované ligandy. Cinnost receptorti souvisi s fyziologickymi procesy i patologickymi
stavy. Porozuméni interakci léCiv s receptory vede k odhaleni U¢inku a je dualezité

pro podavani a kombinovani 1é¢iv v klinické praxi.
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2 Cil prace

Cilem prace bylo stanovit, zda jsou derivaty tetrahydropyrimidinu IRCBM 1809 a
IRCBM 1325 a derivat tetrahydropyridinu IRCBM 1555 schopny ovlivnit aktivitu aryl
uhlovodikového receptoru a glukokortikoidniho receptoru. K splnéni cile bylo tfeba zpracovat
literarni reSersi zahrnujici mechanismus biotransformace a eliminace cizorodych latek, funkci
jadernych receptort a jejich roli v metabolismu c¢lovéka a piehled derivatd strukturné
podobnych testovanym latkdm. Prvnim krokem experimentdlni ¢asti prace bylo stanoveni
pro bunku netoxického koncentra¢niho rozmezi latek pomoci MTT testu. Roztoky latek
v koncentracich netoxickych pro buiku mohly byt vyuzity ke zkoumani vlivu latek
na aktivitu receptorti. Vliv latek na transkripéni aktivitu vySe zminénych receptorti byl

sledovan metodou Reporter gene assay v agonistickém a antagonistickém modu.
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3 Biotransformace

Kazdy zivy organismus je v neustdlém kontaktu s xenobiotiky, cizorodymi latkami,
které mohou byt jak ptirodniho, tak syntetického ptivodu, toxické, ¢i neskodné. Jako piiklad
lze uvést prach vznikajici béhem ptirodnich pochodii a chemické latky vcetné IéCiv.
Xenobiotika mohou byt pfijimana kizi, dychacim traktem nebo travicim traktem. Kize tvoii
nejucinnéjsi bariéru, jez umoznuje prichod pouze vyrazné lipofilnim slou¢enindm. Nejsndze
latky prostupuji skrz epitel dychaciho traktu a to v t€kavé formé nebo jako aerosol. Nejvétsi
mnozstvi xenobiotik vSak lidské télo piijima pies travici ustroji z potravy. Xenobiotika jsou
z tél organisml vyluovdna v nezménéné nebo pozménéné formé. V nezménéné podobé
jsou vylu¢ovany vysoce polarni latky. Ke zméné struktury xenobiotika miize dojit spontanné,

nebo biotransformaci (Dostalek et al., 2006; Parkinson, 2001; Skalova et al., 2011).

Biotransformace je souhrn biochemickych reakci, pfi nichz dochazi ke zméné
struktury endogennich nebo exogennich latek vedouci k jejich bioaktivaci, ptipadné
biodegradaci, za ucasti biotransformac¢nich enzymu. Bioaktivace je proces, béhem néhoz se
latka stava uc¢innou, piipadné toxickou, zatimco biodegradaci sviij uCinek ztraci a stava
se inaktivni (Dostalek et al., 2006; Lillmann et al., 2004). Vétsina enzymu podilejicich se
na biotransformaci cizorodych latek katalyzuje také metabolické pfemény eobiotik, latek
slouzicich télu jako =zdroj energie nebo stavebni material (Skalova et al., 2011).
Biotransformacni reakce probihaji nejcastéji v jatrech (Hodgson, 2010). Biotransformaéni
enzymy je v8ak mozné identifikovat Vv ostatnich organech traviciho traktu, dale v organech
dychaci, vylu¢ovaci a reprodukéni soustavy, v mozku, sleziné a také v kazi, srdci, krvi, kostni
dfeni a placenté (Farrell, 1987, cit. Parkinson, 2001; Gram et al., 1986; Krishna et Klotz,
1994, cit. Parkinson, 2001). Charakter biotransformace je zavisly na véku, pohlavi, genetické

vybave, vyzive, fyzické kondici a podminkach prostiedi (Skalova et al., 2011).

Biotransformace xenobiotik je sestavena ze tii fazi, redoxni a hydrolytické, konjugacni
a transportni (Vrzal et al., 2004). Cilem je zvySeni hydrofility a urychleni vylouéeni cizorodé
latky ztéla (Parkinson, 2001). Vrostlinné fiSi je pribéh biotransformace obdobny
jako u zivocichti. Vysledné metabolity vSak nejsou vylu¢ovany, ale uskladiiovany (Skalova et
al., 2011). Nektera lé¢iva nejsou v organismu transformovana a jsou vylucovana v ptivodni
podobé (napiiklad peniciliny). Existuji 1 léCiva, jez se ucastni pouze jedné Casti
biotransformace. Napiiklad lokalni anestetikum prokain podléhd hydrolyze v prvni fazi,

zatimco paracetamol pouze fazi konjugacni (Skalova et al., 2011). Nejvyssi aktivitu v ramci
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eliminace produktl biotransformace cizorodych latek vykazuji jatra a ledviny (Hodson,

2010). Biotransformacni enzymy jsou regulovany jadernymi receptory (Vrzal et al., 2004).

3.1 Faze I —redoxni a hydrolyticka

V prvni fazi biotransformace dochazi k preméné funkénich skupin xenobiotika
na skupiny polarnéjsSiho charakteru redoxnimi a hydrolytickymi reakcemi. Cilem je vytvorit
slouc¢eninu schopnou reagovat s endogennimi slou¢eninami ve druhé fazi. Uplatiuji se reakce
oxidacni, reduk¢ni a hydrolytické. Z oxidacnich reakci se jednd o oxidace alkoholii a
aldehydu, oxida¢ni deaminace, dealkylace, dehalogenace, N-oxidace a S-oxidace. Z reakci
redukénich pak o redukce nitrosloucenin a azosloucenin, redukce N-oxidi a S-oxidi a
redukce karbonylovych slou¢enin a chinonli. Z reakci hydrolytickych o hydrolyzu amidi,

epoxidu, esterti, hydrazida a karbamatu (Dostalek et al., 2006; Skalova et al., 2011).

3.1.1 Enzymy prvni faze biotransformace

Reakce prvni faze biotransformace jsou katalyzovany redoxnimi a hydrolytickymi
enzymy (Skalova et al., 2011). Cytochromy P450 (CYP) jsou nadrodinou monooygenaz
hemoproteinti katalyzujicich oxida¢ni reakce (Lewis et al., 1998; Vrzal et al., 2004). Spadaji
do skupiny cytochromi b (Hodgson, 2010). Ciselnd hodnota oznateni P450 je rovna
absorp¢nimu maximu v oblasti viditelného zateni komplexu oxidu uhelnatého a redukované
formy CYP, tedy 450 nm (Parkinson, 2001). Vyskyt enzymut této skupiny byl potvrzen
u ruznych organismi — bakterii, hub, rostlin a zivocichii v¢etné Clovéka (Anzenbacher et
Anzenbacherova, 2011). Pocet substratd této skupiny enzymu je vys$$i nez 200 000 (Lewis
et al., 1998). CYP jsou dilezitymi enzymy metabolismu a bioaktivace karcinogennich latek

(Murray et al., 2014). Jedna se o ¢tyti rodiny: CYP1, CYP2, CYP3 a CYP4 (Gonzales, 1998).

V lidském genomu je znamo 57 gent kodujicich CYP (Guengerich, 2007). Nejvyssi
mira vyskytu CYP vlidském téle byla detekovana v mikrozomech jaterniho
endoplazmatického retikula. Mikrozomalni CYP je spole¢né s mitochondridlnim vyznamnou
soucasti metabolismu steroidnich hormont, Zlu¢ovych kyselin, lipofilnich vitaminti, mastnych
kyselin, kyseliny arachidonové a jejich derivatli a xenobiotik. CYP se v mensi mife vyskytuji
I v dalSich tkanich v riznych izoformach, od nichz je odvozena jejich funkce (Parkinson,
2001; Skalova et al., 2011). Strukturné¢ jsou CYP tvotfeny polypeptidovym fetézcem a
protoporfyrinem IX obsahujicim Zelezo (Skalova et al., 2011).
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DalSimi enzymy katalyzujicimi oxidac¢ni reakce v prvni fazi biotransformace jsou
flavinové monooxygenazy (FMO). Jednd se o proteiny membrany hladkého
endoplazmatického retikula, jejichz substratem jsou slouceniny obsahujici nukleofilni
heteroatom (Parkinson, 2001). Z hlediska struktury jsou FMO monomery s jednou molekulou
flavinadenindinukleotidu (FAD) (Skalova et al., 2011). V lidském t&le bylo objeveno 3est
izoforem FMO — FMO1, FMO2, FMO3, FMO4, FMO5 a FMO6. Obdobn¢ jako v piipadé
CYP se FMO vyskytuji nejvice v jatrech, ale i v jinych tkanich. V hepatocytech dospélého
Clovéka je nejcastejsi FMO3, zatimco u plodu, novorozencli a jinych zivociSnych druhti

FMOL1 (Hodgson, 2010; Parkinson, 2001; Skalova et al., 2011).

Cizorodé¢ latky mohou soutézit o vazebné misto s endogennimi substraty a ovlivnit tak
fyziologické procesy v bunce. Nasledujici enzymy jsou primarné vyuzivany k oxidaci
ptirozenych produkti metabolismu. Mohou vSak katalyzovat oxida¢ni reakce prvni faze
biotransformace xenobiotik (Skalova et al., 2011). Vyskytuji se v mitochondriich a
Vv cytoplazmé (Hodgson, 2010). Oxidace primarnich a sekundarnich alkoholli se ucastni
alkoholdehydrogenazy (ADH). Produktem reakce jsou karbonylové slouceniny, jeZ jsou
nasledn¢  oxidovany na  karboxylové  kyseliny.  Katalyzatory  reakce  jsou
aldehyddehydrogenazy (ALDH), aldehydoxidazy (AO) nebo xanthinoxidazy (XO). Oxidace
amind jsou Kkatalyzovany monoaminooxidazami (MAOQO), diaminooxidazami (DAO) a
polyaminoxiddzami (PAO). Nékteré cizorodé latky mohou byt oxidovany za ucasti peroxidaz,
enzymovych antioxidantt, jejichz hlavni funkci je redukce peroxidu vodiku (Hodgson, 2010;

Skalova et al., 2011).

Redukéni reakce jsou vyuzivany ke zvySeni polarity karbonyld, disulfidu, sulfoxidi,
N-oxidd, chinonil a dalSich funkénich skupin. Piikladem redukénich enzymi jsou monomerni
aldo-ketoreduktazy (AKR), které se vyskytuji v cytozolu a podileji se na redukci aldehyda a
ketonll na primarni a sekundarni alkoholy. Dale karbonylreduktdza 1 a karbonylreduktaza 3,
monomerni enzymy exprimované ve vSech tkanich lidského téla. Na redukci xenobiotik se
muze podilet fada enzymii, které katalyzuji oxida¢ni reakce, naptiklad CYP (Parkinson, 2001;

Skalova et al., 2011).

Xenobiotika ve form¢ esterd, thioesteri a amidi jsou S$tépena pomoci vody.
Katalyzatory hydrolytickych reakci jsou naptiklad esterazy (cholinesterazy, karboxylesterazy
a paraoxonaza), amidazy a peptidazy. Znacné mnozstvi hydrolytickych enzymii se nachazi

Vv jatrech (Skalova et al., 2011).
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3.2 Faze II — konjugac¢ni

Ve druhé fazi biotransformace reaguje produkt prvni fize s konjugacnim cinidlem
(endogenni organickou latkou). Vysledny konjugat je snaze vyloucen z organismu. Reakce
uplatniujici se v této fazi jsou glukuronidace, sulfonace, konjugace s glutationem, konjugace
s aminokyselinami, acetylace a metylace. S vyjimkou konjugace s glutathionem, jez probiha

spontanng, se jedna o reakce endergonické (Dostalek et al., 2006; Skalova et al., 2011).

3.2.1 Enzymy druhé faze biotransformace

Reakce druh¢é faze biotransformace jsou katalyzovany konjugacnimi enzymy, jez jsou
situovany v cytozolu, jadie a na mikrozomech télnich tkani. Glukuronidace, konjugace latky
s kyselinou glukuronovou je povazovana =za nejvyznamnéj$i proces druhé faze
biotransformace v lidském téle. Reakce je katalyzovana UDP-glukuronosyltransferazami
(UGT), polymorfnimi enzymy umisténymi v blizkosti CYP v jadie a na mikrozomech bunék
jater, ledvin a stfevni sliznice (Dostalek et al., 2006; Skalova et al., 2011). UGT jsou déleny
na dvé rodiny — UGT1 a UGT2. Substraty této skupiny enzymu jsou slouceniny obsahujici
nukleofilni heteroatom. Produkty glukuronidace jsou N-glukuronidy, S-glukuronidy a
O-glukuronidy (Dostalek et al., 2006; Skalova et al., 2011).

Sulfotransferazy (SULT) jsou skupinou cytozolickych enzymu katalyzujicich
sulfonaci, konjugaci s 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfatem (PAPS). V lidském téle se nachazi tii
vyznamné rodiny — SULT1, SULT2, SULT3. Substratem jsou jednoduché molekuly, v jejichz
struktute je zabudovan kyslik. Produkty sulfonace jsou polarni organické sulfaty (Dostalek

et al., 2006; Skalova et al., 2011).

Glutathion-S-transferazy (GST) jsou enzymy katalyzujici konjugaci xenobiotik
s glutationem, endogennim tripeptidem syntetizovanym z aminokyselin. V lidském téle
jsou rozliSovany dvé nadrodiny — cytozolické GST a mikrozomalni GST. Substratem GST
jsou nukleofilni molekuly (Dostalek et al., 2006; Skalova et al., 2011).

Konjugace s aminokyselinami je katalyzovana dvéma skupinami enzymu. Nejprve
dochazi k aktivaci xenobiotika za katalyzy acyl-CoA-syntetazou. Dalsi reakci je samotna
konjugace s aminokyselinou katalyzovana N-acyltransferazou (Dostalek et al., 2006). Je-li
ve struktufe cizorodé latky zabudovana aminoskupina, dochdzi k jeji vazbé na acetylovy
zbytek acetylkoenzymu A. Reakce je katalyzovana cytozolickym enzymem

N-acetyltransferazou (NAT), jeZ se v organismu ¢lovéka vyskytuje ve dvou formach — NAT1
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a NAT2. Nejvyssi aktivita NAT byla zaznamenana v hepatocytech a v bunkach
gastrointestinalniho traktu (Dostalek et al., 2006).

Xenobiotika s hydroxylovymi, sulfhydrilovymi skupinami a aminoskupinami jsou
ve druhé fazi biotransformace metylovany za katalyzy cytozolickych methyltrasferaz.
Piikladem téchto enzymu jsou katechol-O-methyltrenseraza, histamin-N-methyltransferaza a

thiopurin-S-transferaza (Dostalek et al., 2006).

3.3 Faze III — transportni

Transport cizorodych latek pres biologické membrany je nejCastéji umoznén dvéma
mechanismy, prostou difizi nebo pienosem zprostiedkovanym proteinovymi pienasSeci.
Prostou difuzi je umoZnén transport malych lipofilnich molekul po koncentracnim spadu.
Ptfenos polarnich produktii biotransformace pres hydrofobni cytoplazmatickou membranu
bunky je zajiStén proteinovymi pienaSeCi (transportéry) tieti faze biotransformace (Rang,
2003; Vrzal et al., 2004). Velka cast transportéru zprostiedkovava pienos endogennich latek.
Na transportu xenobiotik se podili jen nizké procento pienaSecl. Ty jsou oznaCovany

jako lékové transportéry (Skalova et al., 2011).

Transportéry jsou déleny do dvou hlavnich skupin, na ABC transportéry a SLC
transportéry (Lin et al., 2015). ABC transportéry (ATP binding cassette) jsou skupinou
pienasect zajiStujicich transport z intracelularniho do extracelularniho prostiedi bunky
(effluxni transportéry) za spotieby ATP. Obsahuji proteinové domény (ATP binding cassette),
které ji zajiSt'uji ATPazovou enzymatickou aktivitu. Nejcastéji prenasi hydrofobni latky, jsou
vsak schopny transportovat ionty, peptidy a cukry (Dean et Allikmets, 2001; Lullmann et al.,
2004). V epitelialnich burikach jsou lokalizovany jak apikalng, tak bazolateralné (Skalova et
al., 2011). Jsou pfitomny u prokaryot i eukaryot. V lidském genomu bylo nalezeno 49 ABC
transportéri (Vasiliou et al., 2009). Pfenasece dalsi skupiny, SLC transportéry (sollute
carrier), zajiStuji pfevazné transport malych molekul z extracelularniho do intraceluldrniho
prostiedi (uptake transportéry). Substrat je prenasen po i proti smeru gradientu substratu (Lin

et al., 2015; Skalova et al., 2011).

Za nejvyznamnéj$i transportér je povazovan P-glykoprotein (P-gp) fazeny do skupiny
ABC transportért. V lidském téle se jako lékové transportéry se uplatiuji P-gp rodiny MDR1
(Lin et Yamazaki, 2003). Na transportu konjugatti druhé faze biotransformace se hojné podili
pfenasece OATP, OAT a OCT. OATP pienaSece (organic anion transporting polypeptides) se

podili na transportu hydrofobnich aniontl, OAT (organic anion transporters) zajiStuji pfenos
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hydrofilnich aniontti a OCT (organic cation transporters) hydrofilnich kationtd (Hagenbuch
et Meier, 2003; Vrzal et al., 2004).

Dulezitou roli vregulaci biotransformace zastavaji jaderné receptory. Podili se

na indukci a modulaci aktivity enzymu prvni faze i druhé faze a transportér (Dostalek et al.,
2006).
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4 Jaderné receptory

K udrzeni integrity organismu a komunikaci s vnéjSim prostiedim vyuzivaji bunky
bunécéné signalizace. Kazd4d bunka je vybavena systémem receptorovych proteini (dale
receptort) schopnych selektivné vézat signalni molekuly a vytvofit specifickou bunéénou
odpovéd. Receptory jsou pritomny jak v plazmatické membrané, kde zajistuji vazbu
hydrofilnich molekul, tak uvniti burniky, v cytozolu nebo v jadie. Intracelularni receptory jsou
selektivni pro mens$i hydrofobni molekuly (Alberts et al., 2001; Murray et al., 2002).

Jaderné receptory jsou ttidou transkripcnich faktori vyznamnych pro regulaci
metabolismu, vyvoje a rozmnozovani zivo¢icht (Kostrouchova et Kostrouch, 2015; Laudet et
Gronemeyer, 2002). Pro ilustraci u zastupce hlistic had’atka obecného (Caenorhabditis
elegans) bylo doposud nalezeno 289 variant jadernych receptorti (Kostrouchova et Kostrouch,
2015), u ¢loveéka 48 (Pawlak et al., 2015), u octomilky (Drosophila melanogaster) 21 (Adam
et al., 2000). Mohou se chovat jako aktivatory nebo represory transkripce a maji tak vliv
na syntézu proteini. Vysledky studii o jadernych receptorech slouzi pti farmakologickych
vyzkumech, naptiklad lécby rakoviny, osteoporozy, diabetu, a také pii studiu fylogeneze

druht (Escriva et al., 2004; Robinson-Rechavi et al., 2001; Robinson-Rechavi et al., 2003).

Jaderné receptory jsou rozdéleny do tii podtiid (Jacobs et al., 2003; Janosek et al.,
2006):

1. Typ | — steroidni receptory; zahrnuje receptor androgenovy (AR), estrogenovy
(ER), glukokortikoidni (GR), mineralokortikoidni (MR), progesteronovy (PR) a
thyroidni (TR).

2. Typ Il — nesteroidni receptory; zahrnuje receptor aryl uhlovodikovy (AhR),
retinoidni receptory (RAR, RXR), receptory aktivované peroxizomovymi
proliferaty (PPAR), receptor pro vitamin D (VDR) a dalsi.

3. Typ Il — sirot¢i receptory; naptiklad konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a
retionidni receptor (PXR).

Jaderné receptory jsou aktivovany ligandy, jimiZ mohou byt endogenni i exogenni
latky. U pocetné skupiny receptorli jsou aktivacni ligandy znamy. Receptory, jejichZz
piirozené ligandy doposud nebyly objeveny, jsou oznaGovany jako sirot¢i (Robinson-
Rechavi et al., 2003). Jedna se o nejpocetnéjsi skupinu jadernych receptorii (Lapcik, 2003).
Ligandy jsou agonisty danych receptorti. Latky, které jsou schopny vazby na receptor, aniz by

jej aktivovaly, jsou oznaCovany jako kompetitivni antagonisté. Existuji vSak 1 substraty, jez
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maji vzhledem k podminkdm agonisticky nebo antagonisticky vliv na receptor. Jednad se
0 parcidlni agonisty, latky, které maji polovicni maximalni u¢inek nez agonisté (Liillmann

et al., 2004).

Jaderné receptory maji charakteristickou strukturu (Obr. 1). Receptor je sestaven z péti
az Sesti oblasti ozna¢enych A—F. Oblasti A/B odpovida N-koncovd doména tvorena alespoinl
jednou aktivni transaktivacni oblasti AF-1 a autonomnimi transaktivaénimi oblastmi AD.
Pocet aminokyselin domény se u jednotlivych receptorti lisi. Oblast C piedstavuje
DNA-vazebnou doménou (DBD). Jedna se 0 nejvice evolu¢né konzervovanou oblast, ktera se
vaze na specifické casti fetézce DNA zvané responzivni elementy. Oblast D slouzi jako
spojovaci doména mezi oblastmi C a E. Je méné konzervovana. Oblast E, ligand-vazebna
doména (LBD), je mistem vazby ligandu na receptor. Obsahuje transaktiva¢ni oblast AF-2 a
dimerizacni oblast zprostiedkovavajici vazbu na partnerskou LBD. Oblast F,
C-koncova doména, je taktéz mén¢ evolucné konzervovana, jeji délka se u riznych receptorti

1is1 (Laudet et Gronemeyer, 2002; Robinson-Rechavi et al., 2003).

| A/B [ ¢ o N -

DNA Binding Domain ‘1’ o Bindine Do
(DBD) 18an Indaing bomain

(LBD)

Obr. 1: Organizace jaderného receptoru (upraveno dle Vanden Heuvel, 2009)

23



4.1 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR), neboli dioxinovy receptor, je cytozolicky protein,
ktery je fazen do skupiny bHLH/PAS (basic helix-loop-helix/PER-ARNT-SIM)
transkripénich faktort, které tidi expresi cytochromu P450 v prvni fazi biotransformace
(Bersten et al., 2013; Vrzal et al., 2004). Zkratka PER znaci Drosophila period clock protein,
ARNT aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator a SIM Drosophila single-minded
protein (Burbach et al., 1992). Strukturni motiv bHLH se nachdzi na N-koncové doméné
receptoru. Vyvinul se piiblizné pied 450 miliony lety. Zprostfedkovava dvé interakce,
protein/DNA a protein/protein (Hankinson, 1995; Mimura et Fujii-Kuriyama, 2003).

AhR byl povazovan za sirotCi receptor, v soucCasné dobé jsou vSak znamy jeho
endogenni 1 exogenni ligandy s agonistickym 1 antagonistickym U¢inkem. Endogennimi
ligandy jsou napiiklad derivaty arachidonové kyseliny, tetrapyrolli a tryptofanu (Denison et
Nagy, 2003). Je znamo vice nez 400 exogennich ligandi AhR, mimo jiné se jedna
o polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs), napiiklad 3-metylcholantren, benzo[a]pyren, a
halogenderivaty aromatickych uhlovodiki (HAHs), naptiklad dioxiny, zvlasté vyrazné
toxicky 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, Obr. 2) (Denison et Nagy, 2003;
Dietrich et Kaina, 2010; Hankinson, 1995). Lidské télo je s PAHs i HAHsS v neustalém
kontaktu, nebot’ vznikaji béhem spalovani uhli, benzinu, oleje, tabaku a pii grilovani masa
(Murray et al., 2014). Aromatické uhlovodiky jsou malo reaktivni. Po vstupu do organismu
jsou vSak metabolicky aktivovany na karcinogenni intermediaty. Pfi¢inou je jejich interakce
s AhR, zvySeni exprese CYP a enzymu druhé faze biotransformace. Oxidativni metabolismus
aromatickych uhlovodikli vede ktvorbé genotoxickych intermediétd, které po navéazani
na DNA zptsobuji mutace zahajujici nadorové bujeni (Burczynski et Penning, 2010; Dybing
et al., 2013).

Cl Cl
0]

Ci O Cl

Obr. 2: Struktura TCDD: modelovy exogenni ligand AhR

AhR se vyskytuje témét ve vSech tkanich lidského téla (vyjimkou je kosterni
svalovina). Ovliviuje dualezité fyziologické dé&je, napiiklad apoptdézu, bunéény cyklus,

diferenciaci, imunitni odpoveéd’ a rozmnozovani. (Fujii-Kuriyama et Kawajiri, 2010; Murray
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et al., 2014). Gen pro AhR je u ¢lovéka lokalizovan na chromozomu 7. Je tvofen 12 exony
koédujicimi protein slozeny z 848 aminokyselin, jehoz teoretickdi hmotnost je rovna
96,147 kDa (Hahn, 2002; Harper et al., 2002). V inaktivnim stavu je AhR soucasti
multiproteinového komplexu s teoretickou hmotnosti 300 kDa, jez se nachazi v cytozolu.
Komplex je sestaven z jednoho AhR, dvou proteini teplotniho Soku hsp90, které udrzuji
konformaci AhR vhodnou k navazani ligandu, jednoho X-asociovaného proteinu XAP2 a
jednoho kochaperonu p23 (Perdew, 1988; Petrulis et al., 2000). Po navazani ligandu je
multiproteinovy komplex translokovan do bunééného jadra, kde dojde k disociaci hsp90 a
navazani jadern¢ho translokdtoru aryl uhlovodikového receptoru (ARNT) za vzniku
komplexu AhR/ARNT, heterodimeru s teoretickou hmotnosti 200 kDa (Lees et Whitelaw,
1999; McGuire et al., 1994). Heterodimer AhR/ARNT se vaZze na DNA v misté zvaném
xenobioticky nebo také dioxinovy responzivni element (XRE, neboli DRE), ¢ast DNA
charakterizovanou sekvenci 5’-TNGCGTG-3’, ¢imz aktivuje genovou expresi (Mimura et
Fujii-Kuriyama, 2003; Safe, 2001). Mechanismus aktivace AhR je zobrazen na obr. 3. AhR
také reguluje expresi represoru aryl uhlovodikového receptoru (AhRR). Degradace AhR je
provedena 26S proteazomem v cytoplazmé, kam je AhR piemistén po navdzani AhRR
na ARNT (Pollenz, 2002).

CYTOPLASM

Alterated activation and
detoxication of xenobiotics

s

Phase I: CYP1A1, 1A2, 1B1
Phase II: GST, NQO1,
UGTI1A, ALDH

| TRANSLATION

/" Other genes: growth,
differentiation,
metabolism

Obr. 3: Mechanismus aktivace AhR a regulace transkripce (Arenas-Huertero et al., 2001)

25



4.2 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) je ligandy aktivovany transkripéni faktor fazeny
do skupiny hormonalnich jadernych receptord (Yudt et Cidlowski, 2001). V lidském téle byly
identifikovany dvé izoformy GR — GRa, GRB. Vyskytuji se ve vSech tkanich. Forma GRa je
tvofena 777 aminokyselinami. Forma GRp tvotfena 742 aminokyselinami neni schopna vazat

ligandy, podili se pouze na modulaci aktivity pfedchozi formy (Dostalek et al., 2006).

Endogennimi ligandy GR jsou glukokortikoidy, steroidni hormony produkované ktrou
nadledvin, jeZ maji vliv na metabolismus lipidd, proteini a sacharidt. Piikladem je kortizol,
hormon stimulujici glukoneogenezi, ktery je Zivotné dllezity v zatéZzovych situacich.
V davkach vyssich, nez jsou fyziologické, maji glukokortikoidy protizanétlive, antialergické a
imunosupresivni u¢inky. Na organismus ¢lovéka v§ak mohou mit i negativni vliv v podobé
indukce o¢nich chorob, nemoci kardiovaskularniho systému, hypertenze a diabetu. Nejdéle
studovanym exogennim ligandem GR je synteticky steroidni hormon dexametazon (DEX,
obr. 4). DalSimi exogennimi ligandy jsou napiiklad beclometazon, betametazon a
triamcinolon (Dobson et al., 2001; Dostalek et al., 2006; Liillmann et al., 2004; Novotna
etal., 2012).

Obr. 4: Struktura DEX: modelovy exogenni ligand GR

Gen pro GR je u clovéka lokalizovan na chromozomu 5. Je tvofen 9 exony
(Hollenberg et al., 1985; McMaster et Ray, 2007). V inaktivnim stavu se GR nachazi
V cytoplazmé jako soucast chaperonového komplexu, jenz je sestaven z dvou molekul
proteinu teplotniho Soku hsp90, jedné molekuly hsp70 a imunofilinid. Po navazani ligandu
dochazi k disociaci proteinit komplexu od GR. Nésleduje dimerizace. Vysledny homodimer

GR/GR je translokovan do jadra, kde se vaze na DNA v misté zvaném glukokortikoidni
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responzivni  element (GRE). GRE je  charakterizovan  genovou  sekvenci
5-GGTACANNNTGTTCT-3¢, kde ,,n* je nahodny nukleotid. Transkripce je indukovana vazbou
na pozitivni GRE promotor (PGRE), zatimco vazba na negativni GRE promotor (NGRE)
transkripci blokuje (Schoneveld et al., 2004). Mechanismus aktivace receptoru je ilustrovan
obrazkem (Obr. 5). Degradace GR je provedena ubikvitin-proteazomovym systémem
Vv cytoplazmé bunky (Wallace et Cidlowski, 2001).
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Obr. 5: Mechanismus aktivace a represe GR (ptevzato z Holgate et Polosa, 2008)
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5 Derivaty pyrimidinu a pyridinu

Derivaty pyrimidinu a pyridinu a jejich analogy jsou soucasti ptirodnich i
farmaceutickych produkti (Movassaghi et al., 2007). Maji Siroky farmakologicky ucinek a
jsou po dlouhou dobu vyuzivany v medicinské praxi. Dané heterocykly jsou obsazeny
ve struktuie testovanych latek. Piedpoklada se tedy, Ze by testované latky mohly mit

farmakologické t€inky s dal$im moznym vyuzitim.

5.1 Vyuziti derivata pyrimidinu

Pyrimidin je stabilni heterocyklicka sloucenina tvofena Sesti¢lennym kruhem s dvéma
atomy dusiku na pozicich 1 a 3. Pyrimidinovy kruh byl nalezen ve struktufe vitaminu B;.
Vitamin B1, thiamin (Obr. 6) se vyskytuje v obilnych kli¢cich, drozdi, vaje¢ném Zloutku,
jatrech, srdci a ledvinach savci a v ¢erveném viné (Liddicoat et al., 2015; Hampl et al.,
2002). Je soucasti enzymu karboxylazy (Liillmann et al., 2004). Disledkem deficitu vitaminu
jsou neurologicka onemocnéni, napiiklad Beri-beri, Wernickeho syndrom a Korsakovova
psych6za (Homewood et Bond, 1999). Pyrimidin je zakladem nukleovych bazi, cytosinu,
thyminu a uracilu. Syntetické derivaty nukleovych bazi jsou studovany zejména kvili
protinadorovym ucinkiim. Pyrimidiny lze synteticky piipravit kondenzaci B-diketosloucenin

se slou¢eninou obsahujici heteroatomy (Albert, 1968; Cervinka et al., 1980).

CH3
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N+J§N
8=
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N
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Obr 6: Struktura thiaminu: hydrofilni vitamin B

2

Kyselina barbiturova je derivatem pyrimidinu, jejiz soli, barbituraty (Obr. 7) a
thiobarbituraty, jsou po desetileti vyuzivany v medicinské praxi jako intravendzni anestetika,
sedativa a antiepileptika. Funguji na principu amplifikace u¢inku neurotransmiteru kyseliny
y-aminomaselné (GABA). V soucasnosti jsou pouzivany v omezené mife. Vysoké davkovani
muze navodit koma, v extrémnich pfipadech i smrt (Liillmann et al., 2004). Mohou také

snizovat ucinek 1é¢iv biotransformovanych enzymem CYP3 A4 (Kousalova et al., 2003).

28



Obr 7: Obecna strutura barbiturata

Derivaty pyrimidinovych bazi, cytosinu, thyminu a uracilu, jsou syntetizovany
za Ucelem 1é€by nadorovych onemocnéni, predev§im leukémie. Funguji na principu inhibice
syntézy DNA. Prvni skupinu takovych latek predstavuji analogy deoxycytidinu — cytarabin,
gemcitabin, tezacitabin a troxacitabin (Obr. 8), jez jsou biologicky aktivni vaci

hematologickym malignitdm i pevnym nadorum (Galmarini et al., 2003).
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Obr. 8: Struktura deoxycytidinu a jeho analogi (Galmarini et al., 2003)
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Dalsi skupinu latek tvofi 5’-azapyrimidinové derivaty (Obr. 9), latky schopné
inhibovat methyltransferazy a zabranit tak metylaci DNA. (Creusot et al., 1982). Azacytidin
je podavan pacientim s myelodysplastickym syndromem (MDS, porucha krvetvorby)
(Raj et Mufti, 2006). Schopnost latky ovlivnit produkci T lymfocytd muize snizit riziko
odmitnuti tkané pii allogenické transplantaci (Sanchéz-Abarca et al., 2010). Lé¢ivo decitabin
je taktéz efektivni pii 1é¢bé MDS, dale pak pii akutni myeloidni leukémie (Kantarjian et al,
2003; Kantarjian et al., 2006). Pfi 1écbé leukémie se uplatfiuji i dal$i pyrimidinové derivaty,
napiiklad derivat fenylaminopyrimidinu imatinib, zndmy pod firemnim nazvem Gleevec, a
derivat aminopyrimidinu nilotinib. Oba léky funguji na principu inhibice tyrozinovych kinaz

(Szakacs et al., 2005).

NH; NH,
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Obr. 9: Struktura 5"-azapyrimidinovych derivati (Galmarini et al., 2003)

Ve farmakologii jsou vyuzivany i fluorované derivaty pyrimidinu, flucytozin jako
antimykotikum a  fluorouracil jako cytostatikum (Lillmann et al., 2004).
Pyrazolopyrimidinové derivaty jsou vyuzivany jako sedativa a k Ié¢bé tuberkulozy (Holla
et al.,, 2006). Piikladem latek s antioxidaénim u¢inkem jsou thieno[2,3-d]pyrimidinové
derivaty a dihydropyrimidin-(2H)-ony (Kotaiah et al., 2012; Stefani et al., 2006).
Pyrimidinovy kruh je také soucasti sildenafil citratu zndmého pod nazvem Viagra (Goldstein

et al., 1998).

PP2, 4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(dimethylethyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidin, latka
pouzivana jako inhibitor Src kinaz, je agonistou AhR (Frauenstein et al., 2015). Src je rodinou
preceptorovych kindz, které reguluji bunénou proliferaci, diferenciaci a pteziti. Inhibice Src
je vyuzivana v terapii sarkomli (Roskoski, 2004). Aktivace AhR po podani PP2 mulze mit

za nasledek neptiznivé vedlejsi ucinky, napiiklad alergické reakce (Frauenstein et al., 2015).
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5.2 Vyuziti derivati pyridinu

Pyridin (Obr. 10) je stabilni heterocyklicka sloucenina tvotfena Sesticlennym kruhem
s jednim atomem dusiku. Pyridinovy kruh tvoii strukturu piirozené se vyskytujicich
sloucenin, konkrétné kyseliny nikotinové, nikotinu a vitaminu Bs. Prvni syntézu pyridinu
provedl britsky organicky chemik William Ramsay v roce 1876. Struktura jeho derivati byla
odhalena jiz v roce 1840 chemikem Thomasem Andersonem, ktery izoloval 2-metylpyridin,
neboli a-pikolin, v chemicky ¢isté forme¢ (Murugan et Scriven, 2013). Syntetické derivaty se
v soucasnosti pripravuji Hantzchovou syntézou pyridini (Clayden et al., 2012). Dalsi
moznosti je syntéza z dikarbonylovych nebo dikarboxylovych slou¢enin (Cumakov et

Lugovskaya, 1964, cit. Hradil, 2007; Shibuya et al., 1989, cit. Hradil, 2007).

Kyselina nikotinova (Obr. 10), latka s jednoduchou strukturou, je syntetizovana vSemi
organismy (Hampl et al., 2002). Ve fyziologickych davkach plni v organismu funkci
vitaminu. V kombinaci s dalsimi farmaky je vyuzivana pii 1é¢bé dyslipidémie. Inhibuje
receptory v adipocytech, ¢imz zabraniuje lipolyze a uvoliovani mastnych kyselin z tukové
tkdn¢ (Hernandez, 2010; Vaverkova, 2010). Estery kyseliny nikotinové, napiiklad

pyridylmetanol, zptisobuji vazokonstrikci koznich cév (Liillmann et al., 2004).

Nikotin (Obr. 10) je alkaloid obsazeny v listech tabaku (Hampl et al., 2002). Jedna se
o nazloutlou toxickou latku tabakového zapachu. Letalni davka pro ¢lovéka je rovna 60 mg.
V organismu se vaze na nikotinové acetylcholinové receptory umisténé ve svalech, mozku
a perifernich nervech. Navyk je zplsobem aktivaci receptori v neuronech limbického
systétmu. Nikotin je ndstrojem pro vyvoj novych Il€éka (Struneckd et Patocka, 2000).
I ptes jeho toxicitu se soucasné studie zabyvaji potencialnim vyuzitim nikotinu v prevenci a
terapii neurologickych onemocnéni (napiiklad jako antidepresiva), nebot’ je schopen
regulovat hladinu dopaminu a acetylcholinu v lidském téle (Faillace et al., 2015; Arias et al.,
2015). Poukazovano je taktéZ na pozitivni vliv nikotinu na pozornost a pamét’ (Strunecka et

Patocka, 2000).
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pyridin kyselina nikotinova nikotin

Obr. 10: Struktura pyridinu a jeho piirozené se vyskytujicich derivati
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Vitamin Bg, pyridoxin, se vyskytuje ve tfech formach (Obr. 11) — pyridoxal,
pyridoxamin a pyridoxol, které se uplatiiuji jako kofaktory riznych enzymi, naptiiklad
transaminaz (Hampl et al., 2002; Vodrazka, 2002). Nasledkem nedostatku vitaminu Bg jsou
chronicka zilni onemocnéni, zanéty a nervové poruchy (Kim et Cho, 2014; Vodrazka, 2002).
U stars$i populace souvisi hypovitaminéza s Alzheimerovou chorobou (Spinneker, 2007).
V ramci farmakologie je vitamin Bg zndm jako inhibitor déleni nddorovych bunck (Pandey

etal., 2014).

o H NH, OH
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HO OH HO OH HO OH
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/ — =
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pyridoxal pyridoxamin pyridoxol

Obr 11: Struktura jednotlivych forem vitaminu Bg

Syntetické derivaty pyridinu jsou hojné vyuzivany ve farmakologii. Pyridiniové soli
s dezinfekénim uc¢inkem jsou piidavany do ocnich kapek. Cetylpyridiniové soli
s antiseptickym uc¢inkem jsou soucasti zubnich past a ustnich vod. Mimo to snizuji bakterialni
kontaminaci potravin (Marek et al., 2015; Pitten et Kramer, 2000). Ciklopirox, derivat
pyridonu, je uzivan jako lokalni antimykotikum pii 1é€bé mykoz kize a nehtli. Reversibilni
inhibitor cholinesterazy pyridostigmin je podavan pfi terapii myastenie, autoimunitniho
onemocnéni omezujiciho nervosvalovy pienos (Liillmann et al., 2004). FPP-3, 1-furan-2-yl-3-
pyridin-2-yl-propenon, je vyuzivan jako chemopreventivni preparat proti genotoxicité
indukované GMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracen). FPP-3 je antagonistou AhR (Hwang et al.,
2008).
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5.3 Sruktury testovanych latek

HaC
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Obr. 12: Struktura IRCBM 1809
(ethyl 6-methyl-2-oxo0-4-p-tolyl-1,2,3,4-tetrahdropyrimidin-5-karboxylat)

Obr. 13: Struktura IRCBM 1325
(ethyl 6-methyl-2-oxo-4-phenyl-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-karboxylat)

Obr. 14: Struktura IRCBM 1555
(ethyl 2,6-bis(4-chlorofenyl)-1-(3-fluorophenyl)-4-(3-fluorofenylamino)-1,2,5,6-tetranydropyridin-3-larboxylat)
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6 Material a metodika

6.1 Material

6.1.1 Biologicky material

6.1.2

Pro studium transkripéni aktivity AhR byla vyuzita stabiln¢ transfekovana
bunééna linie AZ-AHR. Linie HepG2 (No. 85011430), odvozena z bunék lidského
hepatocelularniho karcinomu, byla stabilné transfekovana reportérovym plazmidem
pGL-4.27-DRE nesoucim 4 kopie DRE pro vazbu AhR (Novotna et al., 2011).

Transkripéni aktivita GR byla sledovana pomoci stabilné transfekované
reportérové linie AZ-GR. Parentni linie HeLa (No. 93021013) z bunék lidského
karcinomu délozniho Cipku byla trasfekovana reportérovym plazmidem pGL-4.27-

GRE, ktery obsahuje tfi kopie GRE (Novotna et al., 2012).

Seznam pouzitych chemikalii a roztoku

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), LGC Standards, Velka Britalnie.
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide (MTT), Sigma-Aldrich,
USA.

Dexametazon (DEX), Sigma-Aldrich, USA.

Dimethylsulfoxid (DMSO), Lach-Ner, Ceska republika.

Dimethylformamid (DMF), Sigma -Aldrich, USA.

Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich, USA.

Ethyl  2,6-bis(4-chlorophenyl)-1-(3-fluorophenyl)-4-(3-fluorophenylamino)-1,2,5,6-
tetrahydropyridine-3-carboxylate (IRCBM 1555).

Ethyl 6-methyl-2-ox0-4-phenyl-1,2,3,4-tetrahdropyrimidine-5-carboxylate

(IRCBM 1325).

Ethyl 6-methyl-2-ox0-4-p-tolyl-1,2,3,4-tetrahdropyrimidine-5-carboxylate

(IRCBM 1809).

Fetéalni bovinni sérum (FBS), PAA, USA.

Hygromycin B, Sigma-Aldrich, USA.

Isorapid, OCC, Svycarsko.

L-glutamin, Sigma-Aldrich, USA.

Neesencialni aminokyseliny (MEM NEAA), Sigma-Aldrich, USA.
Penicilin/streptomycin (P/S), Sigma-Aldrich, USA.
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Phosphate puffered saline (PBS), Gibco, USA.
Substrat pro firefly luciferazu.

Tripsin-EDTA 0,25%, Sigma-Aldrich, USA.
Triton, Sigma-Aldrich, USA.

Trypanova modt, Sigma-Aldrich, USA.
Zasobni roztok lyza¢niho pufru, Promega, USA.

6.1.3 SloZeni roztoku

Kultivaéni médium
500 ml DMEM obsahujici:
10% FBS
P/S: 100 mg - ml~? penicilin, 100 mg - ml~* streptomycin
2mM L-glutamin

1% neesencidlni aminokyseliny

MTT roztok (0,3 mg - ml~1)
1 ml zasobniho roztoku MTT (3 mg - ml™1)

9 ml kultivaéniho média

1x Lyzacni pufr (25 ml)
5 ml zasobniho roztoku 5x lyza¢niho pufru

20 ml destilované vody

Substrat pro firefly luciferazu (30 ml)
5 mg D-luciferin
10 mg ATP
5 mg koenzym A
168 mg dithiothreitol (DTT)
1,32 ml Tris-acetat (1M; 7,8 pH)
1,23 mg EDTA
30,3 mg MgSO, - 7H,0

6.1.4 Seznam laboratornich pfistroji
Chladnicka kombinovana, Whirpool, USA.
Inkubator Mitre 4000 Series, Contherm Scientific, Novy Zéland.
Laminarni flowbox SafeFAST Top, Faster, Italie.
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Mikroskop HT-NIB-100, All Pro Corporation, Cina.

Multikanalova pipeta, Eppendorf, Némecko.

Pipetor.

Pipety (0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 50-200 pl, 100100 pl), Eppendorf,
Némecko.

Skiinovy mrazici box, SANYO, Japonsko.

Spektrofotometr Infinite M200, Tecan Trading AG, Svycarsko.

Ultrazvukova cCisticka Sonorex, Bandelin, Némecko.

Vodni lazefi LCB 22 D, Labtech, Ceska republika.

Vortex Reax top, Heidolph, Némecko.

6.1.5 Seznam laboratornich pomucek
Biirkerova komurka.
Desticka kultivaéni (96 jamkova).
Desticka pro méfeni fluorescence (96 jamkova).
Koénické zkumavky se Sroubujicim vickem — falkony (25 ml, 50 ml).
Kryci sklo.
Lahev kultiva&ni (75 cm?).
Lihovy kahan.
Mikrozkumavky (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml).
Petriho misky.
Plastova deska s jamkami.
Plastovy stojan.
Popisovac.
Sterilni sérologické pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml).
Spicky epTIPS (0,1 — 10 pl, 2 — 200 pl, 50 — 1000 pl).
Rukavice.

Zapalovac.
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6.2 Metodika

6.2.1 Kultivace

Bun&éné linie byly kultivovany v plastové lahvi (75 cm?) Vv inkubatoru (37 °C,
5% COy).

6.2.2 Pasazovani bunék

Pouzivané chemikalie skladované v lednici byly nahiivany ve vodni lazni na teplotu
37 °C. Trypsin byl rozmrazen pii laboratorni teploté. Prace probihala ve sterilnich
podminkach laminarniho flowboxu. Pomticky bylo nutné dezinfikovat. Pfed vlozenim
kultiva¢ni lahve do flowboxu byl pod mikroskopem zkontrolovan morfologicky vzhled
bunék. Z kultivaéni lahve bylo odsavackou odstranéno piivodni médium. Buniky byly promyty
5 ml PBS, které bylo poté odstranéno. Nasledovala trypsinizace slouzici k rozruseni vazeb
mezi bunkami. Na sténu kultivacni ldhve byl napietovan 1 ml trypsinu. Po tfech minutach
inkubace byla lahev vyjmuta z inkubatoru. Poklepanim po sténé¢ bylo dosazeno uvolnéni
bunék zpodkladu. Poté bylo kbunkdm pifidano 9 ml média. Vznikld smés byla
resuspendovana opakovanym nasavanim do sérologické pipety a vlozena do 50ml zkumavky.
Cast suspenze byla odebrana k daldi kultivaci a doplnéna médiem na objem
15-16 ml, v piipadé posledni kultivace v tydnu na objem 20 ml. PasaZzovani bylo provadéno
tiikrat tydné. Jednou tydné bylo k suspenzi pfidano antibiotikum hygromycin B o findlni

koncentraci 0,3 mg - 171,

6.2.3 Pocitani bunék

Ke stanoveni koncentrace bun€k byl vyuzit test Trypan Blue Exlusion assay. Mrtvé
buiiky byly obarveny modii. Metabolicky aktivni neobarvené zivé buiikky bylo mozné
pozorovat na tmavém podkladé€. K pocitani bunck byla pouzita Biirkerova komiirka, specialni
podlozni sklo se dvéma sitémi uréenymi k pocitani. Kazda sit’ je sestavena z 16 vétSich

Gtverct (1 mm?) a hran tvofenych tfemi Garami.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 10 pl bunééné suspenze a 90 pl trypanové
modfi. Suspenze byla nanesena na cistou Bilirkerovu komirku piekrytou krycim sklem.
Pod mikroskopem byly spocitany buniky vyskytujici se v péti ctvercich (deset ¢tvercli ve dvou
sitich) a na dvou hranach kolem kazdého ctverce. Priimér uréeny z vysledného poctu byl

dosazen do vzorce:
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podet bungk v 1 ml: N = x - 10° bungk

X — aritmeticky prameér

6.2.4 Vysev bunék

Do jedné jamky 96 jamkové desky bylo vyseto 25 tisic bun€k ve 200 pl média. Prace
probihala ve sterilnich podminkach laminarniho flowboxu. Pfipravené mnozstvi suspenze
bylo napipetovano z Petriho misky do jamek kultivaéni desky, ktera byla poté po dobu
24 hodin uchovana v inkubatoru (37 °C, 5% CO,).

6.2.5 Priprava zasobnich roztoki testovanych latek

Postup je shodny pro vSechny tfi testované latky. Do mikrozkumavek bylo dle tabulky
(Tab. 1) piipraveno pét koncentraci roztokli kazdé testované latky. Mikrozkumavky byly

popsany a ulozeny do mraziciho boxu.

Pavodni zasobni roztok: ¢ = 100 mM, V = 100 pl
Vysledny objem roztoku: V.= 100 pl

Tabulka 1: Priprava zasobnich roztokii testovanych latek

Vysledna koncentrace Objem piivodniho Objem DMF
latky (mM) roztoku (ul) ()
1. 100 puvodni zasobni roztok 0
2. 50 50 ul 100 mM roztoku 50
3. 10 10 pl 100 mM roztoku 90
4. 1 10 pl 10 mM roztoku 90
5. 0,1 10 pl 1 mM roztoku 90

6.2.6 Aplikace testovanych latek

Do oznafenych mikrozkumavek byly podle tabulky (Tab. 2) piipraveny roztoky
testovanych latek o vysledné koncentraci 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 50 uM a 100 pM.
Jako pozitivni kontrola pro metodu Reporter gene assay byl v ptipadé linie AZ-AHR pouzit
5 nM TCDD a v ptipadé AZ-GR 100 nM DEX (Tab. 3). Jako negativni kontrola slouzil
pro ob¢ linie DMF (0,1%, v/v). Jako pozitivni kontrola pro MTT test byl pouzit 2% roztok
tritonu X-100 (Tab. 3), jako negativni kontrola byl pouzit DMF (0,1%, v/v). Kazda

koncentrace dané latky byla testovana v pentaplikdtu. Takto pfipravené roztoky byly
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aplikovany na buniky vyseté¢ v 96 jamkové desce 24 hodin pted aplikaci a kultivovany
v inkubatoru (37°C, 5% COy).

Tabulka 2: Piiprava testovanych latek o finalnich koncentracich

Vysledna koncentrace Objem zasobniho Objem kultiva¢niho
(nM) roztoku (ul) média (ul)
1. 0,1 1,1 ul 0,1 mM roztoku
2. 1 1,1 pl 1 mM roztoku
3. 10 1,1 uwl 10 mM roztoku 1100
4. 50 1,1 pl 50 mM roztoku
5. 100 1,1 pl 100 mM roztoku

Tabulka 3: PFiprava pozitivni a negativni kontroly pro MTT test a Reporter gene assay

Objem zasobniho roztoku Objem kultiva¢niho média
(nD (n
uT 1,1 pl roztoku DMF
TCDD 1,1 pl 5 uM roztoku TCDD 1100
DEX 1,1 pl 100 uM roztoku DEX
TRITON 70 ul 20% roztoku tritonu X-100 630

6.2.7 Stanoveni cytotoxicity testovanych latek za pouziti testu MTT (MTT assay)

6.2.7.1 Princip metody MTT assay

MTT assay je Casov€ nenaroény test uzivany ke kolorimetrickému stanoveni
cytotoxicity a zivotaschopnosti bunék. Prvné byl popsan Mosmannem v roce 1983
(Mosmann, 1983; Stockert et al., 2012). Je zalozen na sledovani enzymové aktivity zivych
bun€k (Scudiero et al., 1988), které jsou schopny redukovat bezbarvou slou¢eninu MTT
na formazan (Obr. 15), tmav¢ fialovou lipofilni latku (Angius et Floris, 2014).

Reakce je katalyzovana dehydrogenazami, enzymy s koenzymem NADH (redukovana
forma nikotinamiddinukleotidu), naptiklad sukcinatdehydrogendzou, které se vyskytuji
v mitochondriich (Stockert et al. 2012). Krystaly formazanu vysrazené v cytosolu jsou
extrahovany do organického rozpoustédla. Koncentrace formazanu se Stanovuje

spektrofotometricky (Scherlie3, 2011; Stockert et al., 2012).
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Obr. 15: Rovnice redukce MTT na formazan

6.2.7.2 Provedeni metody MTT assay

Prvni den testovani byly buniky pasazovany, spocitdny a vysety. Druhy den byla
provedena aplikace testovanych latek, negativni kontroly a pozitivni kontroly. Jako negativni
kontrola bylo pouzito médium s DMF (0,1 %, v/v). Pozitivni kontrolou byl 2% roztok tritonu
v médiu. Po 24 hodinové inkubaci byl proveden MTT test.

Roztok MTT o koncentraci 0,3 mg- ml~! byl pfipraven desetinisobnym nafedénim
zasobniho roztoku MTT o koncentraci 3 mg- ml™! kultivaénim médiem. Z desti¢ky bylo
vyklepnuto médium s testovanymi latkami a do kazdé jamky bylo aplikovano 100 pl
ptipraveného roztoku MTT v médiu. Po inkubaci (20-30 minut) byl obsah desticky opét
odstranén vyklepnutim a jamky byly naplnény 100 pl roztoku dimethylsulfoxidu (DMSO).
Obsah byl jemné protiepan, nasledkem ¢ehoz byl formazan uvolnén z bunék do roztoku.
Pomoci pfedem nastaveného programu byla spektrofotometricky zméfena absorbance

pii vinové délce 570 nm.
6.2.8 Reporter gene assay

6.2.8.1 Princip metody Reporter gene assay

Test Reporter gene assay je bioluminiscenéni metodou, ktera byla vyuzita K ziskani
informaci 0 aktivaci receptori. Dusledkem piipadné aktivace receptoru je syntéza enzymu
luciferazy, jez je katalyzatorem oxidace luciferinu na oxyluciferin za spotieby energie

ve formé ATP (Obr. 16) (Bocékova, 2009).
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Obr. 16: Sumarni rovnice oxidace luciferinu na oxyluciferin katalyzované enzymem luciferazou
(dle De Wet et al., 1987)

6.2.8.2 Provedeni metody Reporter gene assay

Metoda Reporter gene asaay byla provedena ve dvou modech, agonistickém a
antagonistickém. V piipad¢ agonistického médu byl sledovan vliv latek na aktivitu daného
receptoru. V piipad¢ antagonostického modu byl sledovan inhibicni Gc¢inek latek na jiz

aktivované receptory.

Prvni den byly buiiky pasazovany, spocitany a vysety do 96 jamkovych desticek. Dalsi
den byla provedena aplikace latek. V ramci agonistického modu byly latky aplikovany
s rostouci koncentraci. V piipad¢ antagonistického médu byly testované latky aplikovany
s rostouci koncentraci v ptitomnosti modelového ligandu (5SnM TCDD pro sledovani aktivity
AhR, 100nM DEX pro sledovani aktivity GR). Jako negativni kontrola slouzil roztok DMF
vmédiu (0,1%, v/v). Po 24 hodinové inkubaci bylo zdesky vyklepnuto médium
S testovanymi latkami a jamky byly promyty 50 ul PBS. Poté byl do jamek napipetovan
lyza¢ni pufr (u linie AZ-AHR bylo ptidano 30 pl, u AZ-GR 25 ul) a desky byly inkubovany
Vv mrazicim boxu pfi teplot¢ —80 °C po dobu 20 minut. Po rozmrazeni byla provedena
homogenizace obsahu jamek. Bunécény lyzat byl pifepipetovan do Cerné desticky urcené
k méfeni luminiscence (u linie AZ-AHR byly ptepopetovany 3 ul, u AZ-GR 20 pl).
Za snizeného osvétleni byl k homogenatu ptidan substrat pro firefly luciferdzu (AZ-AHR — 30
pl, AZ-GR — 100 pl) rozmrazeny pfi teploté 37 °C. Pomoci pfedem nastaveného programu

byla spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové délce 560 nm.
6.2.9 Inhibice luciferazové aktivity

6.2.9.1 Princip inhibice luciferazové aktivity

Test inhibice luciferazové aktivity slouzi k potvrzeni, pfipadné¢ vyvraceni,
antagonistického ucinku latek vzhledem k receptorim a vylouceni inhibice luciferazy
testovanou latkou. Vysledné hodnoty luciferdzové aktivity se srovnavaji s luciferazovou

aktivitou indukovanou modelovym ligandem. JelikoZ jsou linie AZ-AHR a AZ-GR stabilné
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transfekovany reportérovym plasmidem obsahujicim stejny gen pro luciferdzu, tento test
stacilo provést pouze na jedné linii. Vzhledem k vy$S§imu signdlu luciferazy byla zvolena linie

AZ-AHR.
6.2.9.2 Provedeni inhibice luciferazové aktivity

Prvni den testovani byly buiky pasdzovany, spocitany a vysety. PO 24 hodinach
inkubace bylo odsavackou odstranéno pouzité médium. Na bunky byl aplikovan roztok
200 pl média s 0,2 pul 5nM TCDD. Buiky byly znovu inkubovany. Tteti den bylo pouzité
médium nahrazeno 100 pl lyza¢niho pufru. Petriho miska byla ponechana v mrazicim boxu
pii teploté —80 °C po dobu 20 minut. Po rozmraZeni byl lyzat homogenizovan, pfenesen
do mikozkumavky a 10x nafedén lyza¢nim pufrem. Nafedény bunéény lyzat byl po 1 ml
napipetovan do péti mikrozkumavek. K lyzatu byly dle tabulky (Tab. 4) ptidany roztoky
testovanych latek. Bunéény lyzat s ptidavkem testovanych latek byl po 3 pl napipetovan
do Cerné destiCky urcené k méteni. Jamky byly doplnény substratem pro firefly luciferazu
(30 ul). Kazda koncentrace byla testovana v tetraplikatu. Jako negativni kontrola byl pouzit
bunéény lyzat bez pridavku testovanych latek. Pomoci pfedem nastaveného programu byla

spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové délce 560 nm.

Tabulka 4: Koncentrace testovanych latek pouzité pii kontrole inhibice luciferazové aktivity

Testovana latka Koncentrace (uM)
1809 50,0 100,0
1555 50,0 100,0
1325 100,0
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7 Vysledky

7.1 Stanoveni cytotoxicity testovanych latek

Cytotoxicita latek byla stanovena na zaklad¢ testu MTT. Testovan byl ucinek latek

na ob¢ bunécéné linie, linii AZ-AHR a AZ-GR.

7.1.1 Testovani u¢inku latek na zivotaschopnost bunék bunééné linie AZ-AHR

Viabilita bunék AZ-AHR po 24 hodinich
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Graf 1: Zavislost viability bunék linie AZ-AHR na koncentraci testovanych latek

Buiky linie AZ-AHR byly vysety do 96 jamkové desticky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 pM, 10 pM, 50 uM a 100 pM, pozitivni kontroly (2% triton) a negativni
kontroly DMF (0,1%, Vv/v). Po 24 hodinové inkubaci bylo aplikovino MTT a spektrofotometricky zméiena
absorbance pfi vinové délce 570 nm. Hodnota 100 % odpovida absorbanci naméfené u 100 nM koncentrace
latky. Uvedeny jsou pramérné vysledné hodnoty (IRCBM 1555 a IRCBM 1809 — primér tfi nezavislych
experimentll, IRCBM 1325 — pramér &yt nezavislych experimenttr). * — hodnota byla stanovena jako statisticky
vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).

Latka IRCBM 1555 srostouci koncentraci sniZzovala viabilitu bunék AZ-AHR
az na hodnotu 77,6 % (Graf 1). Pokles viability byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny.
U latek IRCBM 1809 a IRCBM 1325 nebyl zaznamenan pokles Zivotaschopnosti bunék.
Na zaklad¢ vysledkti MTT testu byly pro stanoveni vlivu latky IRCBM 1555 na aktivitu AhR
pouzity pouze koncentrace 100 nM, 1 uM a 10 uM. Pro latky IRCBM 1809 a 1325 bylo

k dalsimu testovani vlivu na AhR vyuzito celé koncentra¢ni rozmezi 10 nM—100 pM.
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7.1.2 Testovani uc¢inku latek na Zivotaschopnost bunék buné¢né linie AZ-GR

Viabilita bunék AZ-GR po 24 hodinach
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Graf 2: Zavislost viability bunék linie AZ-GR na koncentraci testovanych latek
Buiky linie AZ-GR byly vysety do 96 jamkové desticky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 uM, 10 pM, 50 uM a 100 pM, pozitivni kontroly (2% triton) a negativni
kontroly DMF (0,1%, Vv/v). Po 24 hodinové inkubaci bylo aplikovano MTT a spektrofotometricky zméfena
absorbance pfi vinové délce 570 nm. Hodnota 100 % odpovidd absorbanci naméfené u 100 nM koncentrace
latky. Uvedeny jsou primérné vysledné hodnoty (prumérné hodnoty Ctyf nezavislych experimentt u kazdé

latky). * —hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).

V bunécné linii AZ-GR bylo, podobné jako v pfedesié linii AZ-AHR, pozorovano
snizeni viability bunék s rostouci koncentraci latky IRCBM 1555 (Graf 2). Nejvyraznéjsi
signifikantni sniZeni Zivotaschopnosti na 75 % bylo zpusobeno v koncentraci 100 pM
(Graf 2). Latky IRCBM 1809 a IRCBM 1325 ve vsech testovanych koncetracich nezptsobily
snizeni Zivotaschopnosti u bunék AZ-GR podobné jako Vv ptipad€ bunécné linie AZ-AHR,
pro stanoveni aktivity GR byly pouZity koncentrace 100 nM, 1 uM a 10 pM pro latku
IRCBM 1555 a celé koncentraéni rozmezi pro IRCBM 1809 a IRCBM 1325.
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7.2 Interakce testovanych latek s aryl uhlovodikovym receptorem

Pomoci metody Reporter gene assay V agonistickém modu byla testovana schopnost
latek aktivovat aryl uhlovodikovy receptor. Mira aktivace receptoru je dana pomérem

luciferazové aktivity testované latky vztazené k negativni kontrole.

Indukce luciferazové ativity po aplikaci liatek na bunky
. linie AZ-AHR 3385
Z
Z 4
=
<
)
z2 3
N
=
E
=
Q 2
= *
g I I
2 1
E .-i I
O -
70 60 50 70 60 50 -43 70 60 50 -43 40  TCDD
Iog c
@ IRCBM 1555 ® |IRCBM 1809 IRCBM 1325

Graf 3: Zavislost indukce luciferazové aktivity na koncentraci testovanych latek aplikovanych na buriky
linie AZ-AHR
Buiky linie AZ-AHR byly vysety do 96 jamkové desticky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 pM, 10 uM, 50 uM a 100 pM, pozitivni kontroly TCDD (5 nM) a negativni
kontroly DMF (0,1%, Vv/v). Po 24 hodinové inkubaci byla méfena luciferazova aktivita. Uvedeny jsou pramérné
vysledné hodnoty vztazené ke koncentraci 100 nM (pramérmé hodnoty tfi nezavislych experimentt u kazdé

latky). * —hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).

Pti sledovani vlivu latek na transkripéni aktivitu AhR zptsobila laitka IRCMB 1809
v koncentraci 50 uM signifikantni 2,8 nasobnou indukci, nicméné v koncentraci 100 uM byl
pozorovan pokles luciferdzové aktivity na hodnotu negativni kontroly. Modelovy aktivator
TCDD v koncentraci 5 nM indukoval luciferazovou aktivitu 339 krat (Graf 3). Indukce
zpiisobend ICRBM 1809 nedosahuje ani 1 % hodnoty indukce TCDD. Latky IRCBM 1555 a
IRCBM 1325 nemély na aktivitu AhR zadny vliv (Graf 3).
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Metodou Reporter gene assay v antagonistickém moédu byla sledovana schopnost latek
inhibovat AhR v ptitomnosti TCDD.

Indukce luciferazové ativity po aplikaci litek na buriky linie
AZ-AHR v pritomnosti TCDD

140 +
120 -

100 -
*

" Wz

20 ~

Indukce luciferazové aktivity (%)

o

70 60 -50 70 60 -50 -43 -40 70 60 -50 -43 -40
logc
@ |RCBM 1555 ® |IRCBM 1809 IRCBM 1325

Graf 4: Zavislost indukce luciferazové aktivity vyjadi‘ené v procentech na koncentraci testovanych latek
aplikovanych na buiiky linie AZ-AHR v pFitomnosti modelového ligandu TCDD
Buriky linie AZ-AHR byly vysety do 96 jamkové desticky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 uM, 10 pM, 50 puM a 100 puM s TCDD (5 nM), pozitivni kontroly TCDD
(5 nM) a negativni kontroly DMF (0,1%, v/v). Po 24 hodinach inkubace byla métena luciferdzova aktivita.
Uvedeny jsou prumérné vysledné hodnoty vztaZzené ke koncentraci 100 nM (prumér péti nezavislych
experimentt u kazdé latky). * — hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu

(p <0,05).

Latky IRCBM 1809 a IRCBM 1325 s rostouci koncentraci snizovaly luciferazovou
aktivitu indukovanou TCDD. Nejvyraznéji byla luciferazova aktivita signifikantné snizena
latkou IRCBM 1325 v koncentraci 100 pM a to na 60,4 %. Latka IRCBM 1809 v koncentraci
100 uM signifikantné snizila luciferazovou aktivitu na 86 % indukce TCDD (Graf 4). Latka
IRCBM 1555 ve vSech testovanych koncentracich neméla vliv na luciferazovou aktivitu
indukovanou TCDD (Graf 4).
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7.3 Interakce testovanych latek s glukokortikoidnim receptorem

Pomoci metody Reporter gene assay Vv agonistickém modu byla testovana schopnost
latek aktivovat glukokortikoidni receptor. Mira aktivace receptoru je dana pomérem

luciferazové aktivity testované latky vztazené k negativni kontrole.

Indukce luciferazové ativity po aplikaci latek na burky
linie AZ-GR 408,8
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Graf 5: Zavislost indukce luciferazové aktivity na koncentraci testovanych latek aplikovanych na buiiky
linie AZ-GR
Buriky linie AZ-GR byly vysety do 96 jamkové desti¢ky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 pM, 10 pM, 50 uM a 100 puM, pozitivni kontroly DEX (100 nM) a negativni
kontroly DMF (0,1%, v/v). Po 24 hodinové inkubaci byla méfena luciferazova aktivita. Uvedeny jsou
reprezentativni vysledky vztazené ke koncentraci 100 nM (primérmé hodnoty Ctyf nezavislych experimentl

u kazdé latky). * —hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).

Pti sledovani vlivu latek na transkripéni aktivitu GR zpiisobila latka IRCBM 1325
v koncentraci 50 uM nesignifikantni 1,6 nasobnou indukci. V koncentraci 100 uM byl vsak
pozorovan pokles luciferazové aktivity (Graf 5). Modelovy aktivator DEX v koncentraci
100 nM indukoval luciferdzovou aktivitu 409 krat. Indukce zplisobena testovanymi latkami
nedosahuje ani 1 % hodnoty indukce DEX (Graf 5). Testované latky nemély vliv na aktivitu
GR.
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Metodou Reporter gene assay v antagonistickém moédu byla sledovana schopnost latek
inhibovat GR v ptitomnosti DEX.

Indukce luciferazové ativity po aplikaci latek na buiiky linie
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Graf 6: Zavislost indukce luciferazové aktivity vyjadi‘ené v procentech na koncentraci testovanych latek
aplikovanych na buiiky linie AZ-GR v piitomnosti modelového ligandu DEX
Buiiky linie AZ-GR byly vysety do 96 jamkové desticky. Nasledujici den byla provedena aplikace testovanych
latek v koncentracich 100 nM, 1 uM, 10 uM, 50 uM a 100 pM s DEX (100 nM), pozitivni kontroly DEX
(100 nM) a negativni kontroly DMF (0,1%, v/v). Po 24 hodinach inkubacie byla méfena luciferazova aktivita.
Uvedeny jsou prumérmé vysledné hodnoty vztaZené ke koncentraci 100 nM (IRCBM 1809 — pramér tii
nezavislych experimentt, IRCBM 1555 a IRCBM 1325 — pramér ¢tyi nezavislych experimentit). * — hodnota

byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).

Z grafu lze vycist, Ze oba testované pyrimidinové derivaty Srostouci koncentraci
snizovaly luciferazovou aktivitu indukovanou DEX. Latka IRCBM 1809 v koncentraci
100 pM signifikantné snizila luciferazovou aktivitu indukovanou DEX na 69,8 %,
Nejvyraznéji byla luciferazova aktivita indukovand DEX signifikantné sniZena latkou
IRCBM 1325 v koncentraci 100 uM a to na 63,1 % (Graf 6). Latka IRCBM 1555 neméla

v testovanych koncentracich na luciferazovou aktivitu indukovanou DEX vyrazny vliv.

48



7.4 Inhibice enzymu luciferazy

Test inhibice luciferazové aktivity byl proveden za ucelem potvrzeni antagonistického

ucinku latek vzhledem k AhR a vylouceni interakce testovanych latek s luciferazou.

Indukce luciferazové aktivity po aplikaci latek v nejvyssich
koncentracich na buiiky linie AZ-AHR v pritomnosti TCDD
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Graf 7: Indukce luciferazové aktivity po aplikaci latek v nejvy$Sich koncentracich na buiiky linie
AZ-AHR v pritomnosti TCDD
Buriky linie AZ-AHR byly vysety do 96 jamkové desti¢ky. Nasledujici den byla provedena aplikace roztoku
200 pl média s 0,2 pl 5nM TCDD. Po 24 hodinach inkubace byl pfipraven bunéény lyzat. Bunéény lyzat 10x
nafedény lyza¢im pufrem byl po 1 ml napipetovan do péti mikrozkumavek. K lyzatu byly pfidany roztoky
testovanych latek (50uM a 100uM IRCBM 1809, 50uM a 100uM IRCBM 1555, 100uM IRCBM 1325) a byla
zméfena luciferdzova aktivita. Hodnoty indukce luciferazové aktivity se vztahuji k negativni kontrole (bunéény

lyzat bez ptidavku testovanych latek). Uvedeny jsou vysledky jednoho experimentu.

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze testované latky nezplsobuji sniZzeni luciferazové
aktivity v porovnani s TCDD indukovanou luciferazovou aktivitou (Graf 7) a pravdépodobné

nemaji vliv na luciferazovou aktivitu.
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8 Diskuze

V této praci byla studovana interakce derivati  tetrahydropyridinu a
tetrahydropyrimidinu s jadernymi receptory AhR a GR. Aktivace ¢i inhibice jadernych
receptorti koreluje se zvySenim ¢i snizenim exprese enzymi metabolizujich xenbiotika a
ovlivituyje tak farmakokinetiku nékterych 1éCiv. Vliv derivati na jaderné receptory byl
testovan u dvou bunéénych linii — AZ-AHR a AZ-GR. Testovany byly derivaty pyrimidinu
IRCBM 1809 a IRCBM 1325 a derivat pyridinu IRCBM 1555 v koncentracich 100 nM,
IuM, 10 uM, 50 uM a 100 uM.

Latka IRCBM 1555 byla v koncentracich 50 uM a 100 uM cytotoxickd pro bunky
AZ-AHR a zpiisobila signifikantni sniZeni viability bunék o 22 % a 20 %. Pfi sledovani vlivu
IRCBM 1555 na aktivitu AhR nebyly z diivodu cytotoxicity tyto dvé nejvyssi koncentrace
testovany. Nicméné, nebyla prokizéna zaddnd agonisticka ¢i antagonisticka aktivita vysSe
zminéné latky vzhledem k AhR. Zajimavé¢jsi vysledky byly pozorovany pii testovani
tetrahydropyrimidinovych derivati IRCBM 1809 a IRCBM 1325, které nevykazovaly
cytotoxicitu vzhledem k bunééné linii AZ-AHR a nezpusobily ani aktivaci AhR v zadné
Z testovanych koncentraci. U téchto dvou latek byl vSak pozorovan antagonisticky vliv
na AhR, ktery byl vyraznéjsi u latky IRCBM 1325, jez s rostouci koncentraci signifikantné
snizovala aktivitu receptoru az na 60,4% v porovnani s modelovym aktivatorem TCDD. Latka
IRCBM 1809 v koncentraci 100 uM inhibovala AhR aktivovany TCDD o 14 %, i v tomto
piipadé se jednalo o pokles signifikantni. Tyto vysledky by mély byt brany v potaz v dalSim
vyzkumu a latkam by méla byt vénovana nalezitd pozornost. AhR je vyznamnym faktorem
metabolismu karcinogennich latek. Antagonismus testovanych latek by mohl mit potencial
Vv protinadorové 1éébé (Murray et al., 2014). Obdobné jako antagonisté AhR resveratrol a
MNF (3’-methoxy-4’-nitroflavon) by mohl byt vyuzivan k inhibici karcinogenniho ptisobeni a
snizeni toxicity environmentalnich polutantti (Casper et al., 1999; Davis et al., 2003). Dale je
mozné uvazovat nad uplatnénim testovanych tetrahydropyrimidinovych derivati
jako chemopreventivnich preparati, podobné jako je tomu v pfipadé antagonisty AhR FPP-3
(viz 5.2) (Hwang et al., 2008). Negativnim nasledkem aktivace AhR inhibitorem Src kinaz
PP2 jsou alergické reakce (viz 5.1). Blokace receptoru testovanymi latkami s antagonistickym

vlivem by mohla zabranit vzniku téchto vedlejsich u¢inka (Frauenstein et al., 2015)

Pii sledovani vlivu litek IRCBM na GR byla, podobné¢ jako v pfipadé¢ AhR,

pozorovana cytotoxicita latky 1555 u linie AZ-GR, zivotaschopnost bunék byla snizena
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v koncentraci 50 uM 0 21 % a v koncentraci 100 uM 0 25 % oproti negativni kontrole. Tato
latka nevykazovala Vv testovanych koncentracich agonistickou aktivitu vici GR. V nejvyssi
testované koncetraci 10 uM vSak signifikantné¢ inhibovala aktivaci GR vyvolanou DEX
0 15 %. Latky IRCBM 1809 a IRCBM 1325 nesnizovaly Zivotaschopnost bunécné linie
AZ-GR, ani nevykazovaly agonistickou aktivitu vic¢i GR, byly vSak prokazany jejich
antagonistické¢ G¢inky, diky nimz by mohly byt vyuzity jako ptipadné antistresové latky.
IRCBM 1809 signifikantné snizila aktivaci GR indukovanou DEX o 30 % a IRCBM 1325
zpusobila inhibici aktivovaného GR prostfednictvim DEX v koncentraci 50 uM o0 36 % a
v koncentraci 100 uM o0 37 %. Ztohoto pohledu se jedna o vyrazné signifikantni inhibice
aktivovaného GR. Antagonismu latek by bylo mozné vyuzit v medicinské praxi jakoZto
medikamentl sniZzujicich ucinek glukokortikoidli pfedepisovanych naptiklad pti depresivnich
stavech (Eda et al., 2015; Wang et al., 2015). Soucasné studie se zabyvaji blokaci GR v ramci
1é¢by endokrinologické poruchy Cushingova syndromu (Feelders et Hofland, 2013; Fleseriu
et al.,, 2012). Pfic¢inou Cushingova syndromu je zvySena sekrece kortizolu v lidském téle.
Klinickymi ptiznaky choroby jsou obezita, svalova slabost, diabetel mellitus, dyslipidémie,
hypertenze a emo¢ni labilita (Giraldi et al., 2003; Newell-Price et al., 1998; Newell-Price et
al., 2006). Vyznamné vysledky v 1é€bé Cushingova syndromu vykazuje mifepriston, preparat
blokujici progesteronovy receptor pouzivany K farmakologickému ukoncéeni téhotenstvi, jenz
je zaroven antagonistou GR (Travnik, 2015). Obdobné ucinky lze ptedpokladat u testovanych

tetrahydropyrimidinovych derivati.
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9 Zavér

Bakalarskd prace se veénovala testovani vlivu noveé syntetizovanych derivati
tetrahydropyridinu IRCBM 1555 a tetrahydropyrimidinu IRCBM 1809 a IRCBM 1325
na transkripéni aktivitu jadernych receptori AhR a GR. Literarni reSerSe pojednava
o vybranych jadernych receptorech, jejich struktute, funkci a mechanismu uc¢inku v rdmci
procesu biotransformace xenbiotik. Zahrnuje piehled pfirodnich sloucenin, které ve své

struktute, obdobn¢ jako testované latky, obsahuji pyridin nebo pyrimidin. Zminéno je také

vyuziti syntetickych sloucenin této struktury.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo stanoveni cytotoxicity dan¢ho koncentracniho
rozmezi testovanych latek pomoci MTT testu a sledovani interakci s receptory AhR a GR
metodou Gene reporter assay ve dvou modech, agonistickém a antagonistickém. Zajimavé
vysledky byly ziskany pii testovani derivati obsahujici tetrahydropyrimidinovy skelet
IRCBM 1809 a IRCBM 1325. Tyto latky nebyly v testovaném koncentraénim rozpéti toxické
a nevykazovaly agonistickou aktivitu via¢i AhR ani GR. Byla vSak zaznamenana jejich
antagonistickd aktivita viaci obéma vySe zminénym receptoriim, ktera byla vyraznéjsi
v ptipad¢ GR. Z téchto diivodl by bylo dobré vénovat latkam dalsi pozornost, jejich vlastnosti

by mohlo byt vyuzito v medicinské praxi.
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