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Pregnanovy X receptor (PXR) patri do skupiny nuklearnych receptorov
a funguje ako ligandom aktivovany transkripény faktor. PXR je zarad’ovany medzi
receptory podiel’ajuce sa na metabolizme xenobiotik. Okrem toho vSak zohrava dolezita
ulohu v roéznych fyziologickych procesoch a ako ukazuju vysledky neddvnych stadii, je
aj cielom metabolickych produktov ¢revnej mikroflory.

V predkladanej bakalarskej praci bol Studovany vplyv vybranych katabolitov
tryptofanu, vznikajucich podsobenim crevnych mikroorganizmov, na transkripéna
aktivitu PXR v l'udskej ¢revnej bunkovej linii LS180. Stanovenim viability buniek
po posobeni skiimanych latok sa zistilo, Ze testované derivaty indolu, s vynimkou
samotného indolu, nemali cytotoxicky vplyv na bunky LS180. Na urcenie transkripcne;j
aktivity PXR bola vyuzitd luciferdzova reportérova esej. Bolo zistené, Ze po aplikacii
indol-3-acetamidu a indolu doslo k vyraznej indukcii transkripénej aktivity PXR, ktora
bola zavisla od koncentracie testovanych latok. Pri kombinovanom posobeni indol-3-
acetamidu a indolu spolu s modelovym agonistom PXR rifampicinom, bol pozorovany
synergicky efekt a doslo k potenciacii transkripénej aktivity.

Ziskané vysledky naznacuju, Ze indol-3-acetamid aindol maji agonistické
ucinky na transkripéntl aktivitu 'udského PXR a mohli by sa tak podiel'at’ na indukcii

expresie génov regulovanych prostrednictvom PXR v ¢revnych bunkach.
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The pregnane X receptor (PXR) belongs to the group of nuclear receptors and it
acts as a ligand-activated transcription factor. The PXR is a member of the receptors
that are involved in the metabolism of xenobiotics. Besides this function, it plays
an important role in various physiological processes. As the result of recent studies
show, the PXR is also the target of metabolic products of intestinal microbiota.

In the present bachelor thesis, the effects of selected tryptophan catabolites
produced by gut microbial metabolism on the transcriptional activity of PXR in the
human intestinal cell line LS180 were studied. Determination of the cell viability after
the treatment with investigated compounds revealed that tested indole derivatives, with
the exception of indole, did not have any cytotoxic effects on the LS180 cells.
Luciferase reporter assay was used to estimate the transcriptional activity of PXR. It
was found that the application of indole-3-acetamide and indole significantly induced
the PXR transcriptional activity and this effect was concentration-dependent. After the
combined treatment of indole-3-acetamide and indole with the PXR model agonist
rifampicin, a synergistic effect of both compounds with rifampicin occurred and the

potentiation of transcriptional activity was observed.



The results obtained indicate that indole-3-acetamide and indole have agonistic
effects on the transcriptional activity of human PXR and thus might be involved in the

induction of gene expression of the PXR-regulated genes in intestinal cells.
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1 UVOD

Pregnanovy X receptor (PXR) patri medzi jadrové receptory a plni funkciu tzv.
xenosenzoru. Je to ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory hra vyznamnua ulohu
v mnozstve fyziologickych procesov prebiehajucich v l'udskom organizme. PXR sa
podiela najmd na metabolizme xenobiotik, ale aj latok endogénneho pdvodu,
ovplyviiuje reguldciu metabolizmu tukov a sacharidov, udrzuje homeostazu niektorych
steroidnych hormoénov a vel'mi délezita ulohu zohrava pri detoxifikéacii zlcovych kyselin
a bilirubinu. Tento receptor ma taktiez ddlezitu funkciu pri imunitnych a zapalovych
procesoch v organizme.

PXR ma pomerne vel'ké mnozstvo ligandov, medzi ktoré spadaju rozne lieciva,
cytostatika, antimykotikd, antidepresiva, ale aj rozne pesticidy a polutanty. Medzi
endogénne aktivatory patria hlavne latky steroidnej povahy a zl¢ové kyseliny. Vysledky
Studii z poslednych rokov vSak ukazuju, ze PXR je aj vyznamnym cielom metabolitov
¢revnej mikroflory.

Crevna mikrofléra zohrava vel'mi déleZitd funkciu v metabolizme endogénnych
latok, ako je napriklad metabolizmus tryptofanu. Katabolity tryptofanu, najmé latky
indolovej povahy, maji rozne G¢inky na l'udsky organizmus. Vac§inou sa v organizme
vyskytuju Vv nizkych koncentracidch aich rozsah podsobenia je Siroky, od stimulacie
a maturacie imunitného systému az po ovplyvilovanie nervového systému. Aj ked je
pomerne dobre prestudovany ucinok tychto latok na aktivaciu d’alSieho zo skupiny
xenoreceptorov — AhR, komplexnejsie udaje o ich vplyve na transkripénti aktivitu PXR
chybaji. Hlavnym cielom predkladanej bakalarskej prace je preto doplnenie poznatkov

0 potencialnom ucinku zndmych katabolitov tryptofanu na transkripénu aktivitu PXR.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe na zadant tému bakaldrskej prace

2. Urcenie vplyvu vybranych derivatov indolu na viabilitu buniek l'udskej ¢revnej linie
LS180

3. Stanovenie u¢inkov vybranych derivatov indolu na transkripnu aktivitu 'udského

pregnanového X receptoru v bunkovej linii LS180



3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR) bol objaveny roku 1998 Stevenom Kliewerom
a Ronom Evansom. Tento objav predstavoval revoliciu vo farmakologii a vyvoji lieciv.
Povodny nazov receptoru bol steroidny a xenobioticky receptor (SXR), nasledne sa vSak
premenoval na pregnanovy X receptor, podl'a pregndnu, steroidnej zliceniny aktivujicej
PXR (Kliewer et al.,1998).

PXR, taktiez oznaCovany ako NRI1I2, je jadrovy receptor. Patri do rodiny
nuklearnych receptorov NR, podrodina 1, skupina I, ¢len 2. Jadrové receptory su tzv.
superrodiny transkripnych faktorov, ktoré maji rézne fyziologické funkcie,
od regulacie vyvinovych procesov v organizme, az po detoxifikiaciu a urZovanie
homeostazy rozlicnych latok. Su aktivované ligandom a pozostavaju z viacerych
Struktirnych a funkénych casti, ktoré st nevyhnutné k iniciacii transkripcie cielovych
génov a tym aj vzniku danych produktov (di Masi et al., 2009).

Pregnanovy X receptor je produktom génu NR1I2, ktory je umiestneny
na chromozéme ¢islo 3, na dlhom ramene, lokus 3qll — q13.3. Gén NR1I2 zahfia
10 exo6nov, ktoré st oddelené deviatimi intronmi (Hustert et al., 2001). Alternativnym
zostrihom exonov vznikaju dve izoformy PXR, pricom iba jedna je beZne exprimovana
a aktivna v 'udskom tele. PXR polymorfizmus ma4 isty stuvis s vyskytom a zavaznostou
roznych chorob, ako aj malignych a benignych nadorov (Zhang et al., 2001).

Povodne bol tento receptor charakterizovany ako kI'i€ovy transkripény faktor
aktivujuci gény, ktoré koduji enzymy podielajuce sa na metabolizume Sirokej Skaly
lieciv, pripadne sa na ich transporte z bunky (Kliewer et al., 2002). PXR ochranuje
organizmus pred Skodlivymi exogénnymi toxikantmi, alebo endogénnymi latkami, ktoré
taktieZ mo6Zu mat’ toxicky G¢inok na l'udské telo.

PXR mé velké mnozstvo ligandov, medzi ktoré patria rozne lieciva, ako
napriklad rifampicin, dexametazon, indinavir, omeprazol, taxol, warfarin, d’alej r6zne
cytostatikd (tamoxifén), antimykotika (klotrimazol) alebo antidepresiva (hyperforin)
(Lemaire et al., 2006). Patria sem aj latky pesticidovej povahy (chlordan)
a environmentalne polutanty (polychlorované bifenyly). AvSak PXR je aktivovany
taktieZ endogénnymi zli¢eninami ako napriklad latkami steroidnej povahy, medzi ktoré

patria kortikosteron, 17a-hydroxypregnenolon, 17B-estradiol, Sa-pregnan-3,20-dion,



zl¢ové kyseliny a mnohé iné. V neposlednom rade su to aj produkty metabolickej
¢innosti ¢revnej mikroflory (di Masi et al., 2009).

Okrem detoxifikacnej ulohy hra PXR doleziti rolu aj vrbéznych dalSich
fyziologickych procesoch. Zapaja sa do metabolizmu glukozy a lipidov, udrzuje
homeostdzu niektorych steroidnych hormonov, ucastni sa detoxifikéacie zI€ovych kyselin
a bilirubinu, ktorych nadbytok ma cytotoxické tucCinky. Taktiez sa zapdja
do metabolizmu vitaminov (napriklad vitamin K2 a vitamin E) a prispieva k homeostaze
vapniku a inych latok potrebnych pre spravne fungovanie kosti. Okrem toho sa PXR
zapaja aj do metabolizmu kyseliny retinovej (RA). Tento receptor zohrava vyznamnu
ulohu pri zapalovych ochoreniach organizmu a pri imunitnej odpovedi organizmu (Obr.
1).
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Obr. 1: Funkcie pregnanového X receptoru v organizme (upravené podl'a Thunnah et al.,
2010)



PXR je bezne exprimovany v bunkach pecene a bunkach hrubého Creva, avSak
vV menSom mnozstve sa nachadza aj v oblickdch, plucach, zalidku, maternici,
vajecnikoch, kostnej dreni, monocytoch periférnej krvi a v niektorych castiach mozgu
(Pavek a Dvorak, 2008).

Rovnako ako iné jadrové receptory, aj PXR sa sklada z viacerych funkénych
Casti, nazyvanych tiez domény. Receptor pozostava z N-koncovej domény, domény
viazucej DNA (DBD; DNA-binding domain), H-regionu, alebo pantovej oblasti a ligand
viazucej domény (LBD; ligand-binding domain), ktora sa nachadza na C-konci. PXR-
DBD je potrebnd na viazanie Specifickej sekvencie DNA. H-region, alebo pantova
oblast’ je flexibilnd doména spajajuca DBD s LBD. Po aktivacii receptoru tvori PXR
heterodimér s RXR a vznika tak transkripéne aktivny komplex (Blumberg et al., 1998).

Doména viazuca ligand je pomerne flexibilnd a preto umoZziiuje viazanie
pomerne Sirokého okruhu latok, ktoré si nemusia byt navzajom Struktirne podobné
a moézu byt ako exogénneho tak aj endogénneho povodu. Tato oblast’ sa sklada z troch
Struktar a-helixu a piatich antiparalelne usporiadanych B-listov (Watkis et al., 2001).
Toto usporiadanie je Specifické pre PXR a umoziuje tym viazanie vel’kého mnozstva
odlisnych ligandov. LBD pozostdva zasi 28 aminokyselin, z ¢oho 8 mé polarny
charakter alebo nabit¢ vedlajSie retazce. Je zakoncend kratkym helixom, ktory je
potrebny pre Strukturdlnu organizaciu celej oblasti a zaroven sa zcastiiuje na vézbe
transkripénych koregulatorov, ktoré mozu byt koaktivatormi alebo korepresormi.
Koaktivatory hraju dolezitt Glohu pri fixovani ligandu v LDB (Lazar, 2003; Rosenfeld
et al., 2009).

3.2 Aktivacia PXR

Neaktivny PXR sa nachadza v cytozole v multi-proteinovom komplexe s CCRP
(CAR cytoplasmic retention protein) a Hsp90 (heat shock protein 90). Po aktivacii
ligandom sa tento komplex rozpada a PXR sa premiestiiuje do jadra. V jadre nasledne
tvori heterodimér s retinoidnym X receptorom (RXR). Vzapiti sa komplex PXR/RXR
viaze na DNA responzivny element. Tento proces je uskutocneny pomocou dvoch
zinkovych prstov, ktoré dovol'uju vdzbu na xenobioticky responzivny element (XRE;
xenobiotic responsive element), ktory je lokalizovany v oblasti promotoru. Responzivny
element obsahuje sekvencie, ktoré st tvorené bud’ priamymi repeticiami alebo

obratenymi repeticiami (Orans et al., 2005).



Samotny receptor je schopny viazat pomerne velké mnozstvo koaktivatorov.
Koaktivatory st proteiny sliiziace na regulaciu transkripcie (Rosenfeld et al., 2006)
a patria medzi ne napriklad SRC-1 (steroid receptor coactivator 1) alebo PGC-la
(peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator la). Tieto proteiny su
zodpovedné za rozvolfiovanie chromatinu za ucelom inicidcie transkripcie
(Mangelsdorf a Evans, 1995; McKenna et al., 1999). Interakcia koaktivatoru a PXR je
uskuto¢nena vdaka fosforylacii receptoru, za ktoru je zodpovedna proteinkindza A
(PKA). Proteinkinaza C (PKC) naopak meni fosforylacny status PXR a posilituje
interakciu s korepresormi.

Korepresory sa spravaju ako tzv. utlmovace transkripcie, stabilizuji chromatin
a tym zabraiiuju spusteniu expresie génov. Medzi korepresory patria napriklad proteiny
SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid receptors) a NcoR (nuclear receptor
co-repressor) (Orans et al.,, 2005). Po aktivacii ligandom a vzniku heterodiméru
PXR/RXR sa korepresor uvoliiuje a nahradza ho koaktivator. Tymto krokom sa sptsta

transkripcia cielovych génov (Obr. 2).

Rifampicin

Jadro

korepresor
. Expresia
korepresor koaktivator P

PXR PXR cielovéha

Obr. 2: Vplyv korepresoru a koaktivatoru na transkripénu aktivitu PXR po aktivacii
rifampicinom (upravené podl'a di Masi et al., 2009)

3.3 Uloha PXR v metabolizme xenobiotik
3.3.1 Enzymy fazy I

Vysledkom expresie génov regulovanej prostrednictvom PXR je celd Skala
enzymov podielajicich sa na metabolizme xenobiotik. Ide najmd o detoxifikacné
enzymy a transportéry. V prvej faze metabolizmu sa jednd o cytochromy P450,

oznaCované ako CYP. Tieto enzymy patria do superrodiny hem-dependentnych



monooxygendz aich ulohou je polarizovanie molekuly xenobiotika (Poulos, 1988).
Vseobecne je znamych asi 18 rodin CYP, avsak najvicsie uplatnenie v metabolizme
xenobiotik maji rodiny CYPI1, 2 a 3. Vyuzivaju reakcie ako napriklad hydroxylacia
a oxidacia, ¢im sa xenobiotika stavaji viac rozpustnymi vo vode, ¢o ul'ahcuje exkréciu
z tela. Medzi CYP na regulacii expresie ktorych sa podiel'a PXR patria najmd CYP3A4,
CYP3A23, CYP3All1, CYP2B6, CYP2B9, CYP2C55, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19
a CYP1A (Miki et al., 2005).

3.3.2 Enzymy fazy 11

Okrem enzymov fazy I, sa PXR zucastiiuje aj na expresii enzymov fazy II.
V tejto faze ide o konjugaciu xenobiotika s endogennymi metabolitmi, ktoré predstavuja
napriklad sulfaty, glutathion, kyselina glukurénova, rozne aminokyseliny a iné latky.
Cielom je opét znizenie toxicity a zvySenie polarity. Medzi tieto enzymy patri UDP-
glukuronyl transferaza (UGT), sulfotransferaza (SULT) a glutathion S-transferaza
(GST) (Xu et al., 2005).

UGT enzymy st kl'iCovymi enzymami fazy II v metabolizme xenobiotik.
Eliminuji najmi lipofilné latky atento proces pozostava z pridavania UDP-
glukurénovej kyseliny (UDP-GA; uridin-5"-difosfoglukuronova kyselina) na molekulu
xenobiotika. Rovnako ako CYP, aj UGT enzymy maji viaceré rodiny, ktoré sa
podielaji na metabolizme xenobiotik. Medzi najastejSie patria UGT1A1, UGT1A6,
UGTI1A3 a UGT1A4 (Bock, 2010). Tvorba UGT vSak nemusi byt podmienena iba
expresiou regulovanou pomocou PXR. Ich substraty tvori Sirokéd Skala zlucenin, ktoré
Casto nie su ligandmi tohto receptoru. St to napriklad olanzapin, imipramin,
acetaminofén, nikotin, 4-nitrofenol a benzo(a)pyrén (Borlak et al., 2006; Linnet, 2002).

SULT enzymy reprezentuju d’alS§iu moznost’ v procese metabolizmu xenobiotik.
Ich tlohou je katalyzovat pridavanie sulfatovych konjugatov na molekuly xenobiotika,
¢im zvySuju jeho rozpustnost’ vo vode. Zatial’ je u Cloveka znama iba jedna izoforma,
ato SULT2A1 (Bian et al., 2007).

GST enzymy st doblezité¢ hlavne v ochrane buniek. Ochrainuji nielen samotné
bunky, ale aj organely amakromolekuly pred oxidativnym stresom a latkami
s elektrofilnou povahou. Dochadza k tomu vd’aka redukovanému glutathionu, ktory sa
sprava ako nukleofilnd zluc¢enina a tym padom je schopny znizit’ reaktivitu xenobiotika
s elektrofilnym uhlikom. V pripade aktivacie PXR byvaju exprimované tri izoformy
GST, ato GSTAL, GSTA2 a GSTM1 (Naspinski et al., 2008).



3.3.3 Transportna faza

Poslednou fazou metabolizmu xenobiotik je ich transport a vylucenie z bunky.
Na to sluzia rézne transportéry, ktoré spolupracuju v sulade s enzymami fazy Iall.
Medzi hlavné xenobiotické transportéry v suvislosti s PXR patria ABC proteiny (ATP
binding cassette proteins). Tieto proteiny st exprimované v hepatocytoch, enterocytoch,
bunkach oblic¢iek a hematoencefalickej bariéry. Medzi ne patria napriklad MRP proteiny
(multidrug resistance associated proteins), BCRP (breast cancer resistance protein)
a OATP (organic anion transporting polypeptide), ktorych expresia je taktiez regulovana
pregnanovym X receptorom (Hagenbuch a Meier, 2004).

3.3.4 Medziliekové interakcie a rezistencia na chemoterapiu

Tak ako pri inych jadrovych receptoroch, aj pri PXR moze dochadzat
k medziliekovej interakcii, tzv. drug-drug interaction. Ide o proces, kedy jedno liecivo
ovplyvituje metabolizmus druhého lieiva, ¢o moédze viest k nepriaznivému uéinku
a riziku systematickej toxicity (Fuhr, 2000). Je moZné, Ze podiel na tomto procese maji
aj detoxifikacné enzymy CYP. Podrodina CYP3A je jednym z najhojnejSie sa
vyskytujicich enzymov v bunkdch pecene a disponuje Sirokou Skalou substratov.
Enzymy st zodpovedné za metabolizmus asi 50% lie€iv, pricom PXR je hlavny
transkripény regulator tejto podrodiny (Kliewer et al., 2002). Bolo zistené, ze pri
dlhodobom uéinku rifampicinu, ktory je agonistom PXR, klesla ucinnost’ lieku
verapamil. Tento liek sa pouziva pri liecbe vysokého krvného tlaku a rifampicin méze
mat’ zdsadny vplyv na jeho metabolizmus. Nasledne, po st¢asnom poZiti verapamilu
a rifampicinu bol u pacientov pozorovany anti-hypertenzny efekt (Fuhr, 2000).

Lie¢ba rakoviny je sprostredkovand chemoterapeutikami, ktorych je dnes uz
velké mnozstvo aich zoznam sa nadalej rozSiruje. NajvacSim problémom liecby
rakoviny je vSak stipajica rezistencia k chemoterapii. S tymto procesom su tzko
spojené enzymy metabolizmu lie¢iv, medzi ktoré patria enzymy I a II fazy metabolizmu
xenobiotik, trasportéry a enzymy zodpovedné za opravy DNA. Expresia velkej Casti
z tychto enzymov je regulovand pomocou PXR, presnejsie ide o MRP, CYP3A, UGT
aGST (Harmsen et al., 2007). Chemoterapeutika ako napriklad cyklofosfamid,
tamoxifén a taxol st zdroven ligandmi PXR (Ma a Lu, 2008). Z toho vyplyva, Ze
enzymy, ktoré sa podielaju na detoxifik4cii a transporte xenobiotik, mézu byt

zodpovedné za eliminaciu tychto lieCiv a nasledne za rastiicu rezistenciu. Rezistencia



na chemoterapiu v suvislosti s funkciou PXR bola zistena u rakoviny prsnika, prostaty,

karcindmu endometria a osteosarkomu (di Masi et al., 2009).

3.4 Uloha PXR v metabolizme latok endogénneho povodu
3.4.1 Metabolizmus glukézy

Ako uz bolo spomenuté, PXR nesluzi iba ako xenosenzor, ale délezita ulohu hra
aj v metabolizme latok endogénnej povahy. Pomerne vyznamni funkciu plni
pri metabolizme glukézy. Hladina glukézy v krvi je regulovana hormonalne inzulinom
a glukagonom. Podrla ich vplyvu na bunky, sa glykémia bud’ zvySuje alebo znizuje, ¢o
suvisi s glukoneogenézou, glykogenolyzou a glykogenézou. V tychto procesoch
zohravaju dolezita ulohu enzymy gluko6za-6-fosfataza (G6P-4za)
a fosfoenolpyruvatkarboxykinaza 1 (PEPCK1). Gény pre tieto enzymy su regulované
pomocou glukagénu a glukokortikoidov. Regulécia transkripcie je podmienend cAMP-
responzivnym elementom viazuci protein (CREB; cAMP-responsive element binding
protein) (Herzig et al., 2001). V pripade inzulinu ide o faktor FOXO1 (forkhead
transcription factor 1), ktory sluzi ako aktivator pre oba enzymy (Nakae et al., 2001).

V tomto pripade sa PXR uplatiuje najméd v glukoneogenéze, ktora prebiecha
Vv pecenovych bunkach. Bolo preukdzané, ze PXR interaguje s CREB a tym zabraiuje
iniciacii transkripcie pre G6P-azu (Kodama et al., 2007). To isté plati aj pre FOXOI,
ked’Ze po aktivacii PXR nedoslo k naviazaniu tohto faktoru na promoétor a nasledne
neprebehla expresia génov. Da sa preto predpokladat, ze PXR sa sprava ako korepresor

CREB a FOXO1 a tym reguluje glukoneogenézu v peceni (Kodama et al., 2004).

3.4.2 Metabolizmus lipidov

Pri metabolizme lipidov sa po hlavnych krokoch Stiepenia tukov, ukladajt lipidy
vo forme triglyceridov v pe€eni. Predstavuju zdroj energie pre organizmus a v takom
pripade dochddza k B-oxidacii a ketogenéze. Metabolizmus lipidov stvisi aj
s lipogenézou, kedy sa naopak tuky tvoria a ukladaji do zdsoby. Hlavnym regulatorom
lipogenézy je SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein 1). Mnohé receptory,
ako napriklad LXR, HNF-4, reguluju transkripénu aktivitu tohto proteinu (Yoshikawa et
al., 2001; Misawa et al., 2003).

SREBP-1 spusta transkripciu skupiny génov, ktorych produkty st potrebné
k syntéze cholesterolu a triglyceridov. Viaze sa na SRE (sterol regulatory element)

vV promotore lipogénnych génov. Bolo pozorované, Ze SREBP-1 tlmi tvorbu CYP.
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Dochadza ktomu pri nizkej hladine inzulinu a cholesterolu, kedy je potlacend
transkripcna aktivita PXR formou kompeticie SREBP-1 a koaktivatorov (Roth et al.,
2008).

Okrem iného sa vSak PXR podiela na transkripcnej regulacii receptoru CD36.
CD36 je oznacovany ako scavenger receptor a jeho ulohou je vychytavanie volnych
mastnych kyselin z krvného obehu (Febbraio a Silverstein, 2007). Velké mnozstvo
tohto receptoru moéze prispievat’ k vzniku choroby steatdza pecene, kedy sa do bunick
ukladd prilis velké mnozstvo mastnych kyselin a triglyceridov. Preto je potrebna
pomerne prisna reguldcia transkripcie CD36. Expresia CD36 je kontrolovana prave

pregnanovym X receptorom, ale podiel’at’ sa na tom méze aj LXR a PPARY.

3.4.3 Metabolizmus cholesterolu

Cholesterol je potrebny pri stavbe bunkovej membrany, je sucastou zl¢ovych
kyselin a steroidnych hormoénov. Na druhej strane su vSak jeho oxidované metabolity
cytotoxické a moze sposobovat’ aterosklerézu (Leonarduzzi et al., 2002). Aby sa mohlo
telo branit’ proti vysokym hladindm cholesterolu, je potrebnd jeho detoxifikacia.
Mitochondridlny  enzym  sterol-27-hydroxylaza (CYP27A1) je zodpovedny
za hydroxylaciu cholesterolu. Reguldcia expresie tohto enzymu je podmienend
aktivaciou PXR, rovnako ako je to aj v pripade transportérov ABCA1 a ABCG1 (Li
et al., 2007). K aktivacii dochadza pomocou HDL a jeho hlavnej zlozky apolipoproteinu
A-1 (ApoA-I), ktory sa sprava ako agonista PXR.

3.4.4 Metabolizmus ZI¢ovych kyselin a bilirubinu

Z1¢ové kyseliny st koncovymi produktmi metabolizmu cholesterolu.
Predstavuju primarnu cestu eliminacie cholesterolu z tela (Fiorucci et al., 2007). Su
tvorené v peceni, skladované v zl¢niku a exkretované do dvanéstnika. Ich hlavnou
funkciou je podporovat’ absorpciu cholesterolu a vitaminov rozpustnych v tukoch.
Nadbytok zl¢ovych kyselin ma vSak cytotoxické ucinky a moze viest' k cholestaze
(Hofmann, 1999). Aj z tohto dovodu je tvorba a detoxifikacia zICovych kyselin vel'mi
prisne regulovana. K detoxifikacii slizia enzymy CYP3A a SULT2A, ktorych expresiu
iniciuje prave PXR. CYP3A hydroxyluje zlcové kyseliny (Staudinger et al., 2001)
a SULT2A sa podiel’a na ich detoxifikacii (Sonoda et al., 2002). Okrem tychto enzymov
reguluje PXR aj expresiu trasportérov MRP2 a OATP2 (Staudinger et al., 2001; Kast
et al., 2002).
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Bilirubin je produktom rozpadu hemovych proteinov asam o sebe je
neurotoxicky. Jeho toxicitu znizuje konjugacia s UGT za vzniku bilirubin glukoronidu.
Presnejsie sa na tomto procese podiel'a enzym UGT1Al, ktorého transkripciu spusta
PXR (Sugatani et al., 2005). Tento receptor takisto reguluje aj expresiu trasportérov
OATP2 a MRP2 (Staudinger et al., 2001; Kast et al., 2002). OATP2 riadi vychytavanie
bilirubinu z krvi atransportuje ho do pecene, kde MRP2 podporuje exkréciu

konjugovaného bilirubinu do ZIcovych kanalikov.

3.4.5 Metabolizmus hormonov

PXR ma doleziti funkciu aj v homeostaze steroidnych hormoénov. Bolo
dokazané, Ze po aktivéacii PXR bola zvySend hladina kortikosterénu a aldosteronu. Tento
proces bol sprevadzany aktivaciou adrendlnych steroidogénnych enzymov ako
CYP11Al1, CYP11B1, CYP11B2 a 3-B-hydroxysteriod dehydrogenaza (Zhai et al.,
2007). Kortikosterén a aldosteron patria do skupiny steroidnych hormoénov a st
produkované v kére nadobliciek. Ich vplyv na organizmus mé velmi Siroké rozpétie,
ucastnia sa na glykogenolyze, vstrebavani idénov v oblickach, indukuji stresova
odpoved’ organizmu, podielaji sa taktieZ na rovnovahe soli v organizme a potlacuju
imunitnu odpoved’ a zapal.

Signalizacia androgénnych receptorov (AR) hrd déleziti ulohu v iniciacii
a progresii rakoviny prostaty. Ako u¢inna terapia sa pouziva bud’ inaktivacia AR alebo
jeho Uplna degradacia. K tomuto procesu prispievaji enzymy CYP3A a SULT2AL,
ktoré metabolicky deaktivuji androgéne hormény. CYP3A je klGcovy enzym
katalyzujuci hydroxylaciu testosteronu a progesteronu (Niwa et al., 1998). PXR sa
podiela na regulacii expresie oboch tychto enzymov. Bolo zistené, ze po aktivacii PXR
poklesla androgénna aktivita a v bunkovej linii LAPC-4 doslo k preruseniu androgén-
dependentnej proliferacie. Vdaka tomuto objavu by teoreticky mohlo byt
ovplyviovanie aktivity PXR sufastou liecby a prevencie hormon-dependentnej

rakoviny prostaty (Zhang et al., 2010).

3.4.6 Metabolizmus vitaminov a mineralov kosti

Vitamin K2 je potrebny pre sprdvne formovanie kosti a byva sti¢astou lieCby
osteopordzy. Bolo zistené, Ze K2 moze aktivovat PXR a stimulovat’ expresiu génov.
Po vystaveni buniek osteosarkdmu podsobeniu vitaminu K2 bol zaznamenany ndarast

expresie mRNA réznych produktov, ako napriklad alkalicka fosfataza, osteoprotegerin,
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osteopontin a matrixovy Gla protein (Tabb et al., 2003). Dalej bolo zistené, Ze
po aktivacii PXR vitaminom K2 bola spustena expresia transkripéného faktoru Msh
homeobox 2, ktory je dolezity pri diferenciacii osteoblastov (Igarashi et al., 2007).
Vépnik je potrebny pre udrzanie zdravych kosti a podiela sa na ich vystavbe.
Jeho absorpcia a exkrécia v organizme je regulovana hormonalne a pomocou vitaminu
D. Aktivny metabolit vitaminu D 1,25-dihyroxyvitamin D sa viaze na receptor
pre vitamin D (VDR) (Jones et al., 1998). VDR nasledne aktivuje enzym 25-
hydroxyvitamin D (3)-24-hydroxyldza, ktory patri do rodiny CYP24. Vysledky
ohl'adom regulacie expresie tohto enzymu st kontroverzné. V jednom pripade doslo
k expresii CYP24 po aktivacii PXR (Pascussi et al., 2005), av§ak v druhom pripade iSlo
0 inhibiciu traskripcie CYP24 (Zhou et al., 2006a). Podl'a tychto vysledkov by sa dalo
predpokladat, Ze PXR sa mdze potencialne podiel'at’ na homeostaze mineralov kosti.
Vitamin E je zndmy najmé ako antioxidant. Je metabolizovany pomocou CYP
enzymov, ktorych expresia je regulovana prostrednictvom PXR. lde hlavne o oxidaciu
anasledne o konjugiciu zahriiujucu glukuronidaciu a sulfataciu. Poslednym krokom je
exkrécia (Brigelius-Flohe a Traber, 1999). Enzymy a trasportéry podiel'ajice sa
na tomto procese su vysledkom génovej expresie regulovanej PXR. Receptor moze byt’
aktivovany aj niektorymi formami vitaminu E, ako napriklad y-tokotrienol, ktory

indukuje expresiu CYP3A4 (Landes et al., 2003).

3.4.7 Metabolizmus kyseliny retinovej

Kyselina retinova (RA) predstavuje metabolit vitaminu A a aktivuje receptor
kyseliny retinovej (RAR). RAR nasledne tvori heterodimér s RXR za vzniku komplexu
RAR/RXR. Vysledkom aktivicie je spustenie expresie génov, ktorych produkty sa
podielaji na inhibicii bunkového delenia, regulacie apoptdzy a inhibicii bunkového
rastu pocas bunkového cyklu (Altucci et al., 2001). RA ma protinadorové ucinky a je
vyuzivana v liecbe niektorych onkologickych ochoreni. Problémom je vSak rastuca
rezistencia receptoru vo¢i RA. Jednym z rieSeni by mohlo byt spolupdsobenie PXR.
Aktivovany PXR spusta expresiu CYP3A a trasportérov MDR1A, MRP3 a OATP2.
Tieto produkty urychl'uji metabolizmus kyseliny retinovej, zintenzivnenie eliminécie

RA by tak mohlo ¢iastoéne prispiet’ k zniZeniu rezistencie (Wang et al., 2008).

3.5 Funkcia PXR pri zapalovych ochoreniach

Dlho sa predpokladalo, Ze infekéné a zapalové ochorenia maji negativny vplyv
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na metabolizmus lie¢iv (Gu et al., 2006). Bolo zistené, Zze po pdsobeni rifampicinu
a aktivacii PXR, doslo k utlmeniu NF-kB proteinov. Tieto proteiny su klucové
regulatory zapalu a imunitnej odpovede organizmu. Medzi PXR a NF-kB dochadza
k procesu, ktory sa nazyva negativny crosstalk. Aktivacia NF-«kB inhibuje aktivitu PXR,
¢o moze byt’ sucast'ou mechanizmu reakcie na zapal, tym Ze sa inhibuje metabolizmus
xenobiotik. Naopak inhibicia NF-kB, zvySuje expresiu génov, riadenu PXR. D4 sa tym
padom povedat, ze ligandy PXR m6zu mat’ imunosupresivny efekt (Zhou et al., 2006b).

Idiopaticky c¢revny zéapal (IBD; infalmmatory bowel disease) spada medzi
ochorenia s neznamou pri¢inou a postihuje najmé ¢reva. Toto ochorenie sa prejavuje
hlavne v dvoch formach, ako Crohnova choroba a ulcer6zna kolitida. Crohnova choroba
Casto postihuje oblast’ tenkého Creva, ale moze sa vyskytnut’ v celom traviacom trakte.
Ulcerdzna kolitida je spajana najmé so sliznicou hrubého ¢reva (di Masi et al., 2009).
Bolo zistené, ze gén pre PXR by mohol mat’ istd spojitost’ s nachylnostou k vzniku
tychto chordb u ¢loveka. U pacientov s IBD sa ukazalo, ze expresia génu pre PXR
a samotna pritomnost’ receptoru v bunkéch je pomerne nizka, rovnako ako aj pritomnost’
enzymov a inych proteinov ktorych expresia je regulovana pomocou PXR (Dring et al.,

2006; Langmann et al., 2004).

3.6 Crevna mikrofléra

Mikrofléra l'udského tela sa skladd z viac ako 30 trilibnov mikroorganizmov
atvoria ju baktérie, virusy a kvasinky (Sender et al., 2016). Bezne sa mikroflora
nachadza na kozi, v ustnej dutine, gastrointestindlnom trakte, v dychacich cestach
a pl'ucach, vo vylu€ovacom systéme a Vv organoch rozmnoZovacej sstavy.

Mikroflora v gastrointestindlnom trakte je velmi dynamicka a funk&na. Jej
zostava a efektivita zavisi od mnohych faktorov, ako je napriklad zdravie a vek jedinca,
kvalita stravy a zivotné prostredie (Flint, 2012). Zdrava mikroflora je dana aj inymi
vplyvmi, ked’Ze jej zloZenie sa jemne odliSuje pocas vyvoja ¢loveka. U novorodencov je
pomerne dolezitym faktorom pre vyvin spravnej mikroflory dojCenie. Pocas ranného
obdobia Zivota sa mikroflora eSte len vytvdra a dominanciu tvoria baktérie rodu
Bifidobacteria (Marcobal a Sonnenburg, 2012). Toto obdobie ma vplyv aj na vyvin
imunitného systém a vSeobecnu efektivitu traviaceho traktu. PoCas puberty sa nasledne
mikroflora stabilizuje a u dospelych jedincov ovplyviluje jej rozmanitost’ najmé Zivotny

styl (Hollister et al., 2015).
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3.6.1 Mikroflora tenkého ¢reva

Tenké Crevo sa sklada z troch casti: duodenum, jejunum a ileum. Je miestom
adsorpcie zivin zpotravy a metabolizmu jednoduchych cukrov a aminokyselin.
Mikroflora sa sklada najma z fakultativne anaerobnych mikroorganizmov. St to hlavne
zéstupcovia kmefia Proteobacteria aradu Lactobacillales (Gu et al., 2013). Crevna
mikroflora je vSak unikatna a viaceré Stdie poukazuji na fakt, Ze medzi jednotlivymi
jedincami sa moze zlozenie mikroflory odliSovat’. NajcastejSie sa vSak jedna o skupinu
streptokokov, laktobacilov, Gammaproteobacteria, skupinu Enterococcus a Bacteroides
(Hayashi et al.,, 2005). Moé6zu sa vyskytovat aj rody ako napriklad Prevotella,
Veillonella, Fusobacterium, Escherichia, Klebsiella a Citrobacter (Sundin et al., 2017).
Ako ileum postupne prechddza do hrubého creva, stava sa mikrofléra komplexnejSou

a zvySuje sa jej diverzita.

3.6.2 Mikroflora hrubého ¢reva

Hrubé crevo zacina slepym crevom (cecum), pokracuje vzostupnou castou,
prieCnou a zostupnou castou a kon¢i sigma uUsekom, ktory usti do konecniku. Je
vyplnené lymfoidnym tkanivom aje to miesto, kde uz neprebieha travenie, ale
vstrebavanie vody a zivin. Okrem iného v hrubom c¢reve prebiehaju fermentacné
procesy komplexnych uhlovodikov, na ¢om sa podielaji mikroorganizmy hrubého
¢reva (Scheithauer et al., 2016). Ich zostava sa mierne odliSuje vo vzostupnej
a zostupnej Casti, vo vSeobecnosti vSak plati, Ze jej hlavnymi zastupcami su kmene
Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Actinobacteria, rodiny
Clostridiaceae a Lachnospiraceae (Vasapolli et al., 2019)

V tenkom aj hrubom creve sa vyskytuje vrstva hlienu, ktora je v hrubom ¢reve
charakteristickd svojou vrstevnatost'ou. Najvacsi podiel hlienu sa nachddza v priecnej
Casti. Skladd sa z vnutornej a vonkajSej vrstvy. Vnatorna vrstva je zodpovedna
za vyluc¢ovanie mikroorganizmov do vonkajSej vrstvy azaroven vdaka roznym
imunitnym faktorom kontroluje ich mnozstvo. VonkajSia vrstva ma tekutejSiu formu

a umoznuje kolonizaciu mikroorganizmov po celom povrchu ¢reva (Johansson et al.,

2011).

3.6.3 Metabolity ¢revnej mikroflory
Metabolickymi procesmi mikroorganizmov nachadzajicich sa v ¢reve dochadza

ku vzniku Sirokej Skaly biologicky aktivnych latok. Medzi najzndmejSie mozZeme
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zaradit' napriklad kyselinu gama-aminomaslovua (GABA), katabolity tryptofanu,
polyaminy a histamin (Pokusaeva et al., 2016). Tieto metabolity maji réznu funkciu
aucinok na ludsky organizmus, od stimuldcie a maturdcie imunitného systému,
regulacie pH a sekrécie hlienu aZz po ovplyviiovanie nervového systému (Ventura et al.,
2012). V ramci fermentacie uhlovodikov vznikaju nizSie nasytené mastné kyseliny
(SCFA; short-chain fatty acids) ako napriklad kyselina octova, maslova a propionova.
Okrem tychto procesov, prebieha prostrednictvom ¢revnej mikroflory aj produkcia
vitaminov ako napriklad biotin (B7), kobalamin (B12), kyselina listova (B9), niacin
(B3), kyselina pantoténova (B5), pyridoxin (B6) a riboflavin (B2) (Said, 2013).
Tryptofan je esencidlna aromatickd aminokyselina. K tretej pozicii indolu sa
viaze f-uhlik a aminokyselinovd skupina. Je to doleZity prekurzor biosyntézy
mikrobialnych metabolitov a do organizmu je prijimany potravou (Alkhalaf a Ryan,
2015). Jeho metabolizmus prebiecha najmé v mikroorganizmoch, ale zucastiovat’ sa ho
moézu aj epitelové a enterochromafinne bunky ¢reva. Metabolizmus tryptofanu prebicha

v troch drahach: draha kyseliny kynurénovej, serotoninova draha a indolova draha.

3.6.3.1 Metabolizmus tryptofanu — draha kyseliny kynurénovej

V tejto metabolickej drahe sa spotrebuje asi 95% straveného tryptofanu.
Prebieha v epitelovych bunkach, ale aj za pomoci mikroorganizmov ¢revnej mikroflory.
Této dréha je regulovand enzymami tryptofan-2,3-dioxygenaza (TDO) a indolamin-2,3-
dioxygendza (IDO) (Peters, 1991). Stravou prijaty tryptofan je degradovany za vzniku
kynureninu.  Hydroxylaciou = pomocou  kynureninhydroxylazy = vznika  3-
hydroxykynurenin, ktory moze byt’ d’alej spracovavany dvomi cestami. Prvou cestou je
jeho premena na kyselinu antranilovi pomocou kynureninizy a nésledne za ucinku
kynureninaminotransferdzy vznikd kyselina kynurenovd. Druhou moZnost'ou
metabolizmu 3-hydroxykynureninu je vznik kyseliny 3-hydroxyantranilovej, ktora je
konvertovana na kyselinu chinolinovli a d’alSimi Upravami vznikd aj kyselina
nikotinovd, nikotinamid adenin dinukleotid (NAD), niacin a iné molekuly (Badawy,
2015).

Kyselina kynurenova ma pomerne dolezité pésobenie v organizme, podiel’a sa na
imunoregulacii a bolo preukazané, Ze ma taktieZ protektivnu funkciu vo vrstvach hlienu
v traviacom trakte. Produkty metabolizmu tryptofanu drahou kyseliny kynurenovej
maju zase vplyv v zéapalovych reakciach, imunitnych odozvach aslizia aj ako

neurotransmitery (Agus et al., 2018).
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3.6.3.2 Metabolizmus tryptofanu — serotoninova draha

Serotonin, alebo aj 5-hydroxytryptamin (5-HT), sa bezne vyskytuje
V centralnej nervovej sustave, traviacom trakte aV menSom mnozstve v Krvi.
Metabolizmus serotoninu zacina hydroxylaciou tryptofanu pomocou
tryptofanhydroxylazy. Vznika tak 5-hydroxytryptofan, ktory je d’alej metabolizovany
na 5-HT uc¢inkom 5-hydroxytryptofandekarboxylazy (Gao et al., 2018). Metabolizmus
prebieha v enterochromafinnych bunkach a tato drahu podstupuje zhruba 1-2%
tryptofanu. Takto vzniknuty serotonin neprechdadza hematoencefalickou bariérou
v mozgu, ale podiela sa na regulacii fyziologickych procesov v gastrointestindlnom
trakte, kde posobi na peristaltiku svalstva, motilitu a sekréciu. Je taktiez dolezity
pri vazodilatacii a adsorpcii zivin. Koncovym produktom serotoninovej drahy moze byt
aj melatonin, ktory vznikd acetyldciou a metylaciou 5-HT. Uplatiiuje sa hlavne

pri regulacii imunitnej homeostazy (Agus et al., 2018).

3.6.3.3 Metabolizmus tryptofanu — indolova draha

V tejto drahe konéi priblizne 4-6% prijatého tryptofanu a metabolizmus
prebieha najmi v mikroorganizmoch c¢revnej mikrofléry. Spracovanie tryptofanu sa
skladd z viacerych reakcii a v porovnani s predchadzajicimi metabolickymi drahami
vzniké viac vyslednych produktov.

Prvou moznostou metabolizmu je dekarboxylacia tryptofanu za vzniku
tryptaminu. Druhti moznost” predstavuje enzym tryptofanaza, ktory metabolizuje
tryptofan na kyselinu indol-pyruvatova. Kyselina indol-pyruvatova d’alej sluzi ako
prekurzor mnohych d’alSich metabolitov. Jej spracovanie mdze viest' tromi cestami.
Najjednoduchsou je opidtovny metabolizmus pomocou tryptofanazy za vzniku indolu.

Kyselina indol-pyruvatova moéze byt dalej redukovana na indol-laktat
a naslednou dehydrataciou vznika kyselina indol-akrylova. Jej opédtovnou redukciou sa
tvori kyselina indol-propionova (IPA) (Smith a Macfarlane, 1997). Kyselina indol-
akrylovd moze podliehat’ aj konjugicii s glycinom, za vzniku glycin indol-akrylatu.

Dekarboxylaciou kyseliny indol-pyruvatovej vznika indol-acetaldehyd, ktory
moze byt d’alej upravovany dvomi sposobmi. Prvy zahfia jeho premenu na kyselinu
indol-octovii (IAA). Ak je tato kyselina dekarboxylovana, vznikd zlucenina skatol.
Rovnako ako kyselina indol-akrylova, aj kyselina indol-octovda mdéze podliehat
konjugdcii, v tomto pripade vSak s glutaminom za vzniku glutamin indol-acetatu. Druha

moznost metabolizmu indol-acetaldehydu je jeho premena na tryptofol pomocou
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alkoholdehydrogenazy (Gao et al., 2018).

Indol je dolezita signalna molekula, ktorti produkuji baktérie druhu E. coli,
Proteus vulgaris, Paracolobactrum coliforme, Achromobacter liquefaciens
a Bacteroides (Keszthelyi et al., 2009). Ovplyviiuje regulaciu bakteridlnej motility,
tvorbu biofilmu, rezistenciu voc¢i antibiotikam a faktory virulencie, ktoré su dolezité
pri invazii hostitel'a baktériami neschopnymi produkovat’ indol (napriklad Salmonella
enterica alebo kvasinky) (Li a Young, 2013). V zdravej mikroflore sa nachadza indol
Vv pomerne hojnom mnozstve a pozitivne ovplyviiuje zdravie (Bansal et al., 2010).
V epitelidlnych bunkach zlepSuje priebeh zépalu a spomaluje invaziu a kolonizéciu
enterickymi baktériami tym, ze zniZuje expresiu génov zodpovednych za ich patogenitu
(Gao et al., 2018). Avsak prili§ velké koncentracie indolu maji negativny vplyv
na mikrofloru, moéze dojst az k inhibicii bunkového delenia a ohrozeniu stability
plazmidov (Li a Young, 2013).

Skatol, alebo 3-metylindol, sa obvykle vyskytuje v nizkych koncentraciach
a produkujii ho baktérie rodu Lactobacillus, Clostridium a Bacteroides (Cook et al.,
2007). Moze ovplyviiovat rast areprodukciu crevnej mikrofléry, ma vSak
bakteriostatické ucinky na gramnegativne enterobaktérie. Okrem iného skatol
predstavuje inhibi¢ny faktor pre CYP11A1, ¢im pdsobi na hladinu pregnenolénu, ktory
je prekurzorom tvorby mineralokortikoidov a glukokortikoidov (Mosa et al., 2016).
Hladiny skatolu vtele ovplyviiuje najmid strava bohatd na tryptofan, glykémia
a antibiotika (Engberg et al., 2000).

Ostatné derivaty metabolitov indolu maju rozlicné pdsobenie v organizme.
Kyselina indol-akrylovd ma protizapalové t¢inky, typtamin slazi hlavne ako
neurotransmiter a moze indukovat’ sekréciu i6nov v epitelidlnych bunkach (Wlodarska
et al., 2015). Niektoré metabolity mo6zu mat’ v8ak nepriaznivé posobenie, ako napriklad
kyselina indol-octova, ktora ma bakteriostatické t¢inky na gramnegativne baktérie a iné
metabolity mozu napriklad narGsat permeabilitu buniek epitelu (Keszthelyi et al.,
2009).

V poslednom obdobi sa hromadia dokazy o tom, ze cielom metabolitov ¢revne;j
mikroflory st Casto receptory podielajuce sa na metabolizme xenobiotik, kam je
zaradovany aj PXR. Podrobne bol opisany ucinok katabolitov tryptofanu
na transkripénu aktivitu AhR (Vyhlidalova et al., 2020b) a bolo zistené, ze viaceré
z tychto latok maji agonistické ucCinky. Podobné komplexné informécie o tlohe

metabolitov tryptofanu na aktivitu PXR vSak chybaji. Bakalarska praca je preto
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zamerana na Stadium vplyvy indolu a jeho derivatov, ktoré vznikaju metabolizmom

tryptofanu pdsobenim ¢revnych mikroorganizmov, na transkripént aktivitu PXR.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material
LS180 — bunkova linia odvodena od l'udského karcindmu hrubého creva (kat. €.

ECACC 87021202)

4.2 Plazmidy

pSG5-hPXR expresny plazmid — plazmid obsahujtiici cDNA sekvenciu 'udského
PXR (+1/+1608) zaklonovanu do pSG5 expresného vektoru (Lehmann et al., 1998).
Plazmid bol poskytnuty Dr. Kliewerom (University of Texas, Dallas, USA).

p3A4-luc reportérovy plazmid — chiméricky plazmid obsahujuci bazalny
promotor s proximdlnym PXR responzivnym elementom (-362/+53) a distalny
xenobioticky responzivny enhancerovy modul (-7836/-7208) CYP3A4 génu
zaklonovany do pGL4.10[luc2] reportérového vektoru (Pavek et al., 2010). Plazmid bol
pripraveny Dr. Pavkom (Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta
v Hradci Krélové, Univerzita Karlova, Ceska republika) v spolupraci s Katedrou

bunécné biologie a genetiky, PiF, UPOL.

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

e kultiva¢éné médium DMEM-CS: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
G8540), 50 ml hormonalne inaktivneho fetalneho bovinného séra (FBS-CS;
Fetal Bovine Serum Charcoal Stripped, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6765) a 5 ml
neesencialnych aminokyselin (Gibco, kat. ¢. 11140-035)

e kultivaéné médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom 5 ml roztoku antibiotik penicilinu
a streptomycinu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P4333), 5 ml L-glutaminu (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. G8540), 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS; Fetal Bovine
Serum, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6178) a5 ml neesencialnych aminokyselin
(Gibco, kat. ¢. 11140-035)

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

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

e fosfatovy pufor (PBS, Gibco, kat. ¢. 10010031)
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oktylfenol etoxylat (Triton X-100, Serva, kat. ¢. 37240)

dimetylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, kat. ¢. D8418)

metyltetrazoliova sol’ (MTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)

lyzaény pufor (Promega, kat. ¢. E3971)

substrat pre luciferazu: 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L9504), 9,6 mg
adenozin-5’-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419), 6,83 mg koenzym A
(CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4282), 168 mg dithiotreitol (DTT, Sigma-
Aldrich, kat. & 43819), 1,32 ml trisacetat-EDTA pufor 1 mol-I* (pH 7,8)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8280), 1,23 mg kyselina etyléndiamintetraoctova
(EDTA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. E6511), 30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. M5921) doplnené do 30 ml destilovanou H,O

pouzité derivaty indolu:

indol-3-pyruvat (I3-PYR, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-218597), indol-3-
laktat (I3-LAC, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-489732), indol-3-akrylat
(I3-ACR, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-272496), indol-3-aldehyd (13-
ALD, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-257609), indol-3-acetamid (I13-ACE,
Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-255213), indol-3-etanol (I3-EtOH, Santa
Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-256394), indol (IND, Santa Cruz Biotechnology,
kat. ¢. sc-257606)

rifampicin (RIF, Sigma-Aldrich, kat. ¢. R3501)

FuGENE HD (Promega, kat. ¢. E2312)

4.4 Laboratérne pomoécky

automatické pipety v rozsahu 0,1 — 2,5 pl, 0,5 — 10 pl, 2 — 20 pl, 20 — 200 pl,
10 — 100 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)

multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 30 — 300 pl, 10 — 100 ul (Eppendorf)
plastové Spicky v rozsahu 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)
pipetor FastPette (Labnet)

sterilné plastové pipety s objemami 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

plastové kultivac¢né flase (TPP)

96 jamkové kultivacné dosticky (TPP)

96 jamkova biela dosticka na meranie luminiscencie (NUNC)

Petriho misky (TPP)
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e mikroskiimavky s objemami 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOplastics)
e plastové skimavky s objemami 15 ml, 50 ml a 60 ml (TPP)

e Biirkerova komorka (Assistent)

e krycie sklicka 22x22mm (Menzel Gléser)

e plastové stojany na skimavky a mikroskimavky

e bunicina (Tork)

4.5 Pristroje
e laminarny box Labculture (ESCO)
e inkubator Mitre 4000 Series (Contherm)
e svetelny mikroskop (Novel Optics)
e vortex Reax top (Heidolph)
e zariadenie na meranie luminiscencie Infinite 200 (Tecan)
e skrifovy mraziaci box MDF-U53V (Sanyo)
e trepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)
e aspirator FTA-1 (Biosan)
e vodny kupel' LCB 22D (Daihan Labtech)

4.6 Pouzité metédy
4.6.1 Kultivacia a pasaZzovanie buniek

Bunky LS180 boli kultivované v plastovej kultivacnej fTasi v sterilnom prostredi
pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a v atmosfére 5% CO,. Na kultivaciu bolo pouZité
DMEM kultivaéné médium. Pri pasazovani buniek bola fl'asa prenesena do laminarneho
boxu. Kultivacné médium, fosfatovy pufor (PBS) a 0,25% trypsin boli zohriate
vo vodnom kuipeli na teplotu 37 °C. Médium bolo odsaté z kultiva¢nej fT'ase a bunky sa
opatrne premyli 5 ml PBS. PBS sa opit’ odsalo a k bunkam sa napipetoval 1 ml 0,25%
trypsinu-EDTA. Trypsinizacia prebiehala 4 minuty v inkubatore pri teplote 37 °C.
Po uplynuti tejto doby, bola kultivacna fl'aSa opét presunuta do laminarneho boxu.
K bunkém sa pridalo 9 ml kultivacného média a nasledne boli bunky rozsuspendované
a prenesené do sterilnej plastovej skimavky. Priblizne 2 ml buniek boli napipetované
opidtovne do kultivacnej flaSe a doplnené 13 ml kultivacného média. Bunky boli opat’

vratené do inkubatoru. Pasazovanie prebiehalo kazdé 3 az 4 dni.
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4.6.2 Priprava buniek na experiment

V pripravnom kroku na experiment boli bunky LS180 spasdZované, s tym
rozdielom, Ze bolo pouzit¢ DMEM-CS kultivacné médium. Po homogenizacii sa
zo suspenzie buniek odobralo 10 pl. Ktomuto objemu sa pridalo 90 ul 0,04%
trypanovej modrej apo premieSani sa nanieslo 10 pl do Biirkerovej komorky.
Po spocitani buniek bola stanovend hustota suspenznej kultiry. Nasledne bola
suspenzna kultira buniek zriedena pomocou DMEM-CS tak, aby sa v jednej jamke
na 96 jamkovej kultivacnej dosticke nachadzalo 4.10* buniek v 200 pl kultivatného
média. Takto bol pripraveny objem suspenznej kultiry buniek zodpovedajuci potrebam
experimentu. Bunky uréené na test cytotoxicity (MTT test) boli vysiate na 96 jamkové
kultivaéné dosticky priamo, bunky urcené na luciferdzovi reportérova esej boli
tranzientne transfekované a nasledne vysiate na 96 jamkové kultivaéné dosticky. Bunky
v dostickach boli inkubované pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a v atmosfére 5% CO,
po dobu 24 hodin. Po uplynuti tejto casovej peridody bolo kultivaéné médium z jamiek

odsaté a nahradené médiom s testovanymi latkami.

4.6.3 Tranzientna transfekcia

Bunky LS180 boli transfekované reportérovym plazmidom p3A4-luc
a expresnym plazmidom pSGS5-hPXR pomocou FuGENE HD. Bola pripravena
transfekénd zmes, ktord obsahovala 100 ng reportérového plazmidu, 30 ng expresného
plazmidu, 0,39 pl FUGENE HD (pomer FUGENE HD:DNA = 3:1) a5 ul cistého
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium na jednu jamku na 96 jamkovej kultivacnej
dosticke. Adekvatne mnozstvo takto pripravenej transfekénej zmesi sa inkubovalo
po dobu 15 minut pri izbovej teplote a po uplynuti tohto ¢asu bolo pridané do vopred
pripravenej suspenznej kultary LS180 buniek. Nasledne boli bunky vysiate

na 96 jamkové kultivacné dosticky.

4.6.4 Aplikacia derivatov indolu na bunky LS180

Vybrané derivaty indolu (I3-PYR, I3-LAC, 13-ACR, I3-ALD, 13-ACE, I3-
EtOH) boli rozpustené v DMSO a nariedené na koncentracie 1 pmol-1?, 10 pmol 1%,
100 pmol-1*, 1 mmol-1?, 5 mmol-1*, 10 mmol-1?, 25 mmol-1?, 50 mmol-1*,
100 mmol 1", 200 mmol-1". V pripade indolu (IND) islo o koncentracie 1 pmol 1™,
10 pmol-1", 100 pmol-17, 1 mmol-17, 10 mmol-1*, 100 mmol-1*, 1 mol-1*, 2,5 mol-1™.
Takto pripravené roztoky boli pred nandSanim 1000-krat riedené DMEM-CS
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kultivaénym médiom, cize vysledné koncentracie aplikovanych latok boli v pripade
derivatov indolu 1 nmol-1", 10 nmol-1*%, 100 nmol-1*, 1 pmol-1*, 5 umol-17, 10 pmol-1I
125 umol-1*%, 50 pmol-1*, 100 pmol-1%, 200 umol-1%. Vysledné koncentracie indolu
boli 1 nmol-1?, 10 nmol-1?, 100 nmol-1%, 1 umol-1?, 10 pmol-1?, 100 pmol-1?,
1 mmol-1?, 2,5 mmol -1,

Aplikacia testovanych latok prebiehala v dvoch experimentalnych schémach.
Agonisticky mod — bunky boli vystavené pdsobeniu jednotlivych latok samostatne
a antagonisticky mod — skimané latky boli na bunky aplikované v kombinacii s RIF
vo vyslednej koncentréacii 0,5 pmol-1". Ako modelovy ligand PXR bol v agonistickom
méde pouzity RIF v koncentracii 10 pmol-1™". V antagonistickom mode bola vysledna
koncentracia RIF, ako modelového ligandu PXR, 0,5 umol-l'l, ¢o predstavuje hodnotu
ECg. RIF bol pripraveny rozpustenim v DMSO v koncentracidch 10 mmol-1™*
a 0,5 mmol-I™ a pred aplikaciou na bunky bol opit’ 1000-krét riedeny pomocou DMEM-
CS kultivaéného média. V luciferazovej reportérovej eseji slazilo preto v agonistickom
mode experimentov ako pozitivna kontrola DMEM-CS kultivaéné médium obsahujuce
10 pmol-1" RIF. V antagonistickom méde bolo ako pozitivna kontrola pouzité DMEM-
CS kultivaéné médium s obsahom 0,1% DMSO a RIF v koncentracii 0,5 pmol-1™.
Negativnu kontrolu predstavovalo DMEM-CS kultivacné médium obsahujice 0,1%
DMSO (agonisticky méd) a 0,2% DMSO (antagonisticky mod). V pripade MTT testu
slizilo ako negativna kontrola DMEM-CS kultivaéné médium s obsahom 0,1% DMSO
(agonisticky mdd), alebo 0,2% DMSO (antagonisticky mdd) a ako pozitivna kontrola
DMEM-CS kultivacné médium obsahujiuce 2% Tritonu X-100.

Testované latky boli spolu s kontrolami nanesené na 96 jamkové kultivacné
dosticky obsahujuce bunky v kvadruplikatoch, v objeme 200 pl na jednu jamku. Bunky
boli nasledne inkubované po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti

a v atmosfére 5% CO,.

4.6.5 Test cytotoxicity (MTT test)

Pri MTT teste ide o $tadium ucinku toxikantu na viabilitu buniek. Bunky su
inkubované s roztokom metyltetrazéliovej soli, ktora sa posobenim mitochondridlnych
dehydrogenaz meni zo Zltej zlG€eniny na fialovl (formazéan). Je teda zrejmé, Ze mftve
bunky nebudu schopné tohto metabolizmu a iba Zivé bunky vyprodukuji fialovo
sfarbené krystaly. Takto vzniknuté zafarbenie sa meria sepktrofotometricky a na zéklade

intenzity zafarbenia sa stanovi viabilita buniek.
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Po 24-hodinovej inkubécii sa kultivatné médium s posobiacimi latkami opatrne
vylialo a kultiva¢na dosticka sa osusila buni¢inou. Bunky v jednotlivych jamkach boli
premyté 100 ul PBS. Po opiatovnom vyliati PBS sa do jamiek napipetovalo 100 ul MTT,
ktoré¢ bolo riedené DMEM-CS kultivatnym médiom na koncentraciu 0,1 mg-l’l.
Kultiva¢na dosticka sa nechala inkubovat’ pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a v atmosfére
5% CO; po dobu priblizne 20 minut. Obsah dosticky sa opat’ vylial a jemne osusil.
Fialové krystaly vzniknutého formazanu sa rozpustili v 100 ul DMSO. Po dékladnom
premiesani sa zmerala absorbancia pomocou spektrofotometra Infinite 200 pri vinovej
dizke 570 nm. Nésledne bola uréena viabilita buniek, ktora bola stanovena percentuélne
vo vztahu k negativnej kontrole (DMSO), pricom negativna kontrola predstavovala
100%.

4.6.6 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej je metdda zalozend na merani emitovaného svetla,
ktoré vznika oxidéaciou luciferinu (substratu). Tato reakcia je sprostredkovana enzymom
luciferdzou, od ktorého je aj odvodeny tento druh experimentu (Smale, 2010). Aby bola
zabezpeCend funkcénost’ takéhoto reportérového systému, je potrebné mat
v danej bunkovej linii pritomny gén pre luciferazu, ktorého expresia je riadena vhodne
navthnutym regulaénym elementom. Preto bolo pred kazdym experimentom
nevyhnutné vykonat' tranzientnu transfekciu pomocou Specifického reportérového
plazmidu.

Po 24-hodinovej inkubacii buniek bolo kultivatné médium so skumanymi
latkami vyliate a kultivaéna dosticka sa jemne osusila pomocou buni¢iny. Jamky boli
premyté 100 pl PBS apo opdtovnom vyliati sa do jednotlivych jamiek napipetovalo
20 pl lyzacného pufru. Dosticky boli umiestnené do mraziaceho boxu (-80 °C) na dobu
minimélne 60 minat. Nasledne sa dosticky nechali rozmrazit' a 10 ul lyzatu z kazdej
jamky sa prepipetovalo do 96 jamkovej bielej dosticky, ktora bola ur€end na meranie
luminiscencie. K lyzatu sa do kazdej jamky pridalo 40 pl substratu pre luciferazu.
Meranie luminiscencie prebiehalo na pristroji Infinite 200. Namerané hodnoty
luminiscencie boli prepocitané a vysledna luciferazova aktivita bola vyjadrena v pripade
agonistického modu ako FOLD indukcia vo vztahu K negativnej kontrole (0,1%
DMSQO). V antagonistickom mode bola vysledna luciferazova aktivita stanovena
percentuélne vo vztahu k pozitivnej kontrole (0,5 pmol-1* RIF + 0,1% DMSO), pri¢om

pozitivna kontrola predstavovala 100%.
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4.6.7 Statistické vyhodnotenie

Vsetky experimenty sa uskutocnili v Styroch nezavislych opakovaniach.
Statisticky preukazné rozdiely vysledkov v porovnani skontrolou boli stanovené
pomocou Student’s t-test. Rozdiely boli povazované za signifikantné na hladine

pravdepodobnosti p<0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanovenie cytotoxickych ucinkov derivatov indolu na bunky LS180

Cytotoxické ucinky indolu a jeho vybranych derivatov na bunkovu liniu LS180
bol stanoveny pomocou MTT testu. Bunky LS180 boli vystavené pdsobeniu I3-PYR,
I3-LAC, 13-ACR, I3-ALD, I3-ACE a I3-EtOH vo vyslednych koncentraciach 1 nmol-1°
! 10 nmol-1*, 200 nmol-1?, 1 pmol-1*%, 5 pmol 1%, 10 pmol-1*%, 25 pmol-17, 50 pmol -1,
100 pmol-1* a 200 pumol-1* a indolu v koncentraciach 1 nmol-1?, 10 nmol-17,
100 nmol-1™, 1 umol 1%, 10 pmol 1", 100 pmol-17*, 1 mmol-1" a 2,5 mmol-1"". Latky boli
na bunky aplikované v kultivaénom médiu po dobu 24 hodin. Ako negativna kontrola
bolo pouzité kultivaéné médium s obsahom 0,1% DMSO (agonisticky méd), alebo 0,2%
DMSO (antagonisticky mod) a ako pozitivna kontrola kultivatné médium obsahujtice
2% Triton X-100. Vplyv jednotlivych latok na viabilitu buniek bol stanovovany v dvoch
experimentalnych schémach — agonisticky a antagonisticky mdd. V agonistickom madde
boli bunky vystavené poOsobeniu jednotlivych latok samostatne, zatial co
Vv antagonistickom modde boli skimané latky aplikované v kombinacii s RIF
vo vyslednej koncentracii 0,5 pmol-1". Viabilita buniek bola stanovena percentualne
vo vztahu k negativnej kontrole, pricom negativna kontrola predstavovala 100%.
Vysledné hodnoty uvadzané v grafoch st priemerom Styroch nezavislych experimentov.

Z vysledkov v agonistickom usporiadani experimentov je zrejmé, Ze po pdsobeni
vybranych derivatov indolu nedoslo k vyraznym zmendm vo viabilite buniek (Obr. 3A-
F). Vynimku tvoril I3-ACE, kde bol pri najvys$ej koncentracii (200 pmol-17)
zaznamenany mierny, avsak Statisticky preukazny pokles viability buniek aZ na hodnotu
82,38% =+ 11,01% (Obr. 3E). K vyraznejSiemu poklesu viability buniek doslo
po aplikacii indolu. Pokles bol =zavisly na narastajicej koncentracii indolu
a pri najvyssej koncentracii (2,5 mmol-I"") dosahovala viabilita 60,16% = 10,68%
viability kontrolnych buniek (Obr. 3G).

Podobne, ani po aplikacii jednotlivych derivatov indolu v kombinacii s RIF
neboli zaznamenané vyraznejSie zmeny vo viabilite buniek (Obr. 4A-F). Avsak,
rovnako ako v agonistickom mode, posobenie indolu spolu s RIF malo za nasledok
Statisticky preukazné znizenie viability buniek v zavislosti od koncentracie indolu.
Pri najvyssej koncentracii (2,5 mmol-1") klesla viabilita buniek aZ na hodnotu 71,22% +
3,49% viability kontrolnych buniek (Obr. 4G).
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Viabilita buniek po pésobeni derivatov indolu
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Obrazok 3: Vplyv podsobenia derivatov indolu na viabilitu buniek LS180 po 24-
s negativnou kontrolou (DMSO).



Viabilita buniek po pésobeni derivatov indolu a rifampicinu
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Obrazok 4: Vplyv kombinovaného posobenia derivatov indolu a RIF (0,5 pmol-1™")

na viabilitu buniek LS180 po 24-hodinovej aplikacii. * oznacuje Statisticky preukazné
rozdiely (p<0,05) v porovnani s negativnou kontrolou (DMSO).
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Statisticky preukazné rozdiely boli pozorované aj po posobeni uréitych
koncentracii niektorych d’alSich derivatov indolu, ako v agonistickom, tak aj
V antagonistickom usporiadani experimentov (Obr. 3, 4). Dané hodnoty viability sa vSak
v porovnani s kontrolnymi bunkami pohybovali v rozmedzi 10%, co je prejavom iba
vel'mi mierneho ucinku.

Na zéklade tychto zisteni mdézeme tvrdit, ze vybrané derivaty indolu nemali
cytotoxicky téinok na bunkovu liniu LS180, ¢i uz pri samostatnom posobeni, alebo po
aplikacii v kombindcii s 0,5 umol-l'1 RIF. Vynimku predstavovala najvyssia testovana
koncentracia I3-ACE (200 pmol-1™%), pri ktorej bol zaznamenany mierny cytotoxicky
vplyv. Cytotoxicita indolu bola v porovnani s jeho derivatmi vysSia, ako
v agonistickom, tak aj v antagonistickom moéde, ¢o sa prejavilo vyraznej$im poklesom

viability buniek LS180.

5.2 Vplyv derivatov indolu na transkrip¢nu aktivitu PXR — agonisticky mod
Transkripéna aktivita PXR bola stanovend pomocou luciferdzovej reportérovej
eseje. V prvom kroku experimentu boli bunky LS180 tranzientne transfekované
pomocou reportérového plazmidu p3A4-luc a expresného plazmidu pSG5-hPXR. Po
uplynuti 24 hodin bola transfekénd zmes odstranend a na bunky boli aplikované 13-
PYR, 13-LAC, I13-ACR, I3-ALD, 13-ACE, I3-EtOH a indol. Roztoky derivatov indolu
Vv kultivatnom médiu boli pouzité v koncentraciach 1 nmol -1, 10 nmol-17%, 100 nmol-17,
1 pmol-1%, 5 umol-1*, 10 pmol-1*?, 25 umol 17, 50 umol 17, 100 umol-1* a 200 pmol-I
! aindolu v koncentraciach 1 nmol-1?, 10 nmol-1", 100 nmol-1*, 1 pmol 1, 10 pmol-17?,
100 umol-l'l, 1 mmol-I* a2,5 mmol-1?. Ako pozitivna kontrola slizilo kultiva¢né
médium s obsahom RIF v koncentracii 10 pmol-1™" a ako negativna kontrola kultivaéné
médium s obsahom 0,1% DMSO. Po 24 hodinach pdsobenia skimanych latok boli
bunky zlyzované a bola prevedena luciferazova reportérova esej. Namerané hodnoty
luminiscencie boli prepocitané a vyslednd luciferdzovéa aktivita bola vyjadrend ako
FOLD indukcia vo vztahu k negativnej kontrole (0,1% DMSO). Grafy uvadzané
na Obr. 5 predstavuju reprezentativne vysledky zo Styroch nezavislych experimentov.
Na zaklade merani bolo zistené, ze po aplikacii 13-ACE doslo k vyraznému
zvySeniu luciferazovej aktivity a bola pozorovand zavislost medzi narastom FOLD
indukcie a koncentraciou skimanej latky. Najvyssia indukcia luciferazovej aktivity bola
zaznamenand pri koncentracii 200 pmol-l'1 a dosahovala hodnotu 15,11 + 2,60 FOLD,

aj ked’ statisticky preukazné rozdiely boli identifikované uz pri koncentracii 10 umol 17
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(Obr. 5E). Podobné vysledky boli pozorované aj po pdsobeni indolu, kedy vSak nebola
indukcia luciferazovej aktivity natol’ko vysoké ako v pripade 13-ACE. Najvyraznejsi
narast bol zaznamenany pri koncentracii 1 mmol 1 kedy hodnota luciferazovej aktivity
dosahovala 8,61 + 1,86 FOLD. Pri najvyssej koncentracii bol pozorovany mierny pokles
na hodnotu 8,34 + 2,19 FOLD (Obr. 5G). Po aplikacii ostatnych derivatov indolu nebol
zisteny vyraznej$i narast luciferazovej aktivity s vynimkou I3-EtOH a I3-ACR (Obr. 5).
Obe latky iba mierne indukovali luciferazov aktivitu. V pripade 13-EtOH boli
dosiahnuté hodnoty 4,98 + 0,30 FOLD (Obr. 5F) a v pripade I3-ACR 2,96 + 0,28 FOLD
(Obr. 5C). Tieto vysledky boli pozorované pri najvysSej pouzitej koncentracii
200 pmol-I*. V bunkach vystavenych pdsobeniu RIF v koncentracii 10 pmol-1?
(pozitivna kontrola) sa pohybovali hodnoty indukcie luciferazovej aktivity v rozmedzi
18,23 + 0,79 — 29,69 + 2,03 FOLD.

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, ze posobenim I[3-ACE a indolu doslo
vV bunkdch LS180 k relativne vyraznej indukcii transkripénej aktivity PXR, ktora bola
zavisld na koncentracii tychto latok. Z d’alSich testovanych derivatov indolu sa mierne

agonistické ucinky na aktivitu PXR prejavili este u I13-EtOH a 13-ACR.

5.3 Vplyv derivatov indolu na transkripénu aktivitu PXR — antagonisticky méd
Transkripéna aktivita PXR bola stanovena pomocou luciferazovej reportérove;j
eseje. Rovnako ako v predchadzajucom experimente, bunky LS180 boli tranzientne
transfekované reportérovym plazmidom p3A4-luc a expresnym plazmidom pSG5-
hPXR. Po 24 hodinach bola transfekéna zmes odstranend a bunky boli ovplyvnené I3-
PYR, I3-LAC, 13-ACR, I3-ALD, I3-ACE, I3-EtOH aindolom, v koncentraciach
1 nmol-I", 10 nmol-1*, 100 nmol-1*}, 1 pumol-1?, 5 pmol-1"}, 10 pmol-1*, 25 pmol-1*,
50 umol-1*, 100 pumol-1* a 200 pumol-I"* (derivaty indolu) a 1 nmol-1", 10 nmol-I
! 100 nmol-1*, 1 umol-1?, 10 pmol-1*, 100 pmol 1, 1 mmol-1* a 2,5 mmol-1*  (indol).
Vsetky latky boli na bunky aplikované v kultivatnom médiu v kombinécii s RIF
v koncentracii 0,5 pmol-I"!. Ako negativna kontrola bolo pouzité kultivaéné médium
s obsahom 0,2% DMSO a ako pozitivna kontrola kultivaéné médium s obsahom 0,1%
DMSO a RIF v koncentracii 0,5 pmol-1". Po 24 hodinach boli bunky zlyzované a bola
prevedena luciferazova reportérova esej. Namerané hodnoty luminiscencie boli
prepocitané¢ a vyslednd luciferdzova aktivita bola stanovena percentudlne vo vztahu
Kk pozitivnej kontrole (0,5 umol-l'1 RIF + 0,1% DMSO), pricom pozitivna kontrola

predstavovala 100%. Vysledky st priemerom Styroch nezavislych experimentov.
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Transkripéna aktivita PXR po posobeni derivatov indolu
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Obrazok 5: Vplyv posobenia derivatov indolu na transkripcnu aktivitu PXR v bunkach
LS180 po 24-hodinovej aplikacii. * oznacuje Statisticky preukazné rozdiely (p<0,05)

V porovnani s negativnou kontrolou (DMSO).
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Z vysledkov merani vyplyva, ze 13-LAC, 13-ACR a I3-ALD v kombinécii s RIF
v koncentracii 0,5 pmol-1" nemali vplyv na indukciu luciferdzovej aktivity v porovnani
s bunkami vystavenymi u¢inkom samotného 0,5 pmol-1* RIF (Obr. 6B — D). U buniek
ovplyvnenych kombinaciou 0,5 umol-l'1 RIF al3-ACE, I3-EtOH aindolu doslo,
V porovnani s pozitivnou kontrolou (0,5 umol-l'1 RIF), k zvyseniu luciferazovej aktivity,
ktoré bolo zavislé od koncentracie skimanych latok (Obr. 6E — G). Najvyssi narast bol
pozorovany po aplikacii I3-ACE v koncentracii 200 pmol-l1?, kedy hodnoty
luciferazovej aktivity dosahovali 144,7 + 21,5% hodnoty nameranej Vv bunkach
vystavenych posobeniu 0,5 pmol-lI* RIF (Obr. 6E). Menej intenzivne zvy3enie
luciferazovej aktivity bolo zistené po ovplyvneni buniek indolom, s maximalnou
hodnotou 131,3 + 16,8% pri koncentracii 1 mmol-1" (Obr. 6G). V pripade I3-EtOH bol
pozorovany iba mierny ndrast luciferdzovej aktivity pri najvy$Sej testovanej
koncentracii (200 pmol-1%). Indukcia dosahovala 1164 + 8,4% v porovnani
S pozitivnou kontrolou (Obr. 6F). Naopak, inhibicnym uc¢inkom na indukciu
luciferazovej aktivity sa prejavil I3-PYR. Pokles luciferazovej aktivity bol zaznamenany
po pdsobeni 0,5 pmol-I* RIF v kombinacii s I3-PYR v koncentraciach 1 — 200 pmol-1™.
Hodnoty luciferazovej aktivity sa pohybovali v rozmedzi 82,6 + 13,0% (10 pmol-1™") —
71,0 + 24,0% (200 pmol-1™") aktivity indukovanej samotnym RIF (0,5 pmol-1™). Tieto
vysledky vSak neboli Statisticky preukazné (Obr. 6A).

Na zéaklade tychto zisteni je mozné konstatovat’, ze 13-ACE a indol, v mensej
miere taktiez [3-EtOH, boli schopné potenciovat’ transkripcnu aktivitu PXR v bunkéach
LS180, indukovani modelovym agonistom RIF. Naopak, I13-PYR sa prejavil miernymi
antagonistickymi G¢inkami na transkripénu aktivitu PXR, aj ked’ tieto vysledky neboli

Statisticky preukazné.
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Transkripéna aktivita PXR po pésobeni derivatov indolu a rifampicinu
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Obrazok 6: Vplyv kombinovaného pdsobenia derivatov indolu a RIF (0,5 pmol-17)
na transkripént aktivitu PXR v bunkach LS180 po 24-hodinovej aplikacii. * oznacuje
Statisticky preukazné rozdiely (p<0,05) v porovnani s pozitivhou kontrolou (RIF).
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6 DISKUSIA

Stadiu metabolitov &revnej mikroflory sa v poslednych dekadach venuje
pomerne velkd pozornost. Hromadia sa dokazy otom, ze cielom produktov
metabolizmu mikroorganizmov osidl'ujicich traviaci trakt si Casto receptory
podielajice sa na metabolizme xenobiotik. Jednym z nich je aj PXR.

Metabolity crevnej mikroflory tvoria pomerne Siroké spektrum biologicky
aktivnych latok. Jednu zo skupin predstavuje indol a jeho derivaty, ktoré st produktmi
katabolizmu tryptofanu. Doposial bolo opisanych 12 katabolitov tryptofanu
vznikajucich poésobenim ¢revnych mikroorganizmov (Agus et al., 2018). Podrobne;jsie
bol prestudovany ucinok tychto latok na transkripént aktivitu d’alSieho zo skupiny
xenoreceptorov — AhR (Vyhlidalova et al., 2020b). Autori zistili, Ze viaceré z derivatov
indolu sa vyznacovali agonistickymi u¢inkami. Je zname, Ze mnozstvo agonistov AhR
ma dudlne ucinky a st schopné aktivovat’ takisto PXR. Avsak ulohe derivatov indolu
pri aktivacii PXR sa doposial nevenovala prili§ velkd pozornost. Pozornost’ bola
zamerana predovSetkym na Stadium ucinkov kyseliny indol-3-propionovej, indolu
askatolu (Venkatesh et al.,, 2014, Vyhlidalova et al., 2020a). V predkladanej
bakalarskej praci som sa preto zamerala na $tudium vplyvu vybranych derivatov indolu
na transkrip¢nu aktivitu PXR. Transkripcna aktivita bola sledované v l'udskej bunkovej
linii LS180, odvodenej od karcinomu hrubého Creva.

V prvej Casti experimentov bol stanoveny vplyv skiimanych latok na viabilitu
buniek. Vysledky MTT testu ukazali, Ze vSetky testované koncentracie derivatov indolu
nemali zésadny vplyv na viabilitu buniek ako v agonistickom mode, tak ani
Vv antagonistickom mdde. To znamend, Ze transkripcna aktivita PXR nebola negativne
ovplyvnena pripadnymi cytotoxickymi u¢inkami Studovanych latok. Avsak, po aplikacii
indolu doSlo k vyraznejSiemu poklesu viability buniek a cytotoxicky efekt narastal
S0 zvySujucou sa koncentraciou. Pri najvysiej testovanej koncentracii (2,5 mmol-17)
klesla viabilita buniek az na hodnotu zhruba 60% v agonistickom modde a 71%
v antagonistickom mode. Aj ked’ sa jednalo o pomerne vysoku koncentraciu, toto
zistenie bolo mierne prekvapivé, nakolko fekalna koncentracia indolu sa pohybuje
v rozmedzi 0,25 — 2,5 mmol-1™* (Roager a Licht, 2018).

Na urcenie agonistického a antagonistického pdsobenia derivatov indolu bola
pouzitd luciferdzova reportérova esej. Ako modelovy ligand PXR sluzil rifampicin.

V agonistickom méde bol pouzity v koncentracii 10 pmol-1™, v antagonistickom mode
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V koncentracii 0,5 umol-l’l. Tato koncentracia zodpovedala hodnote ECgp. Stanovenie
ECgo pre rifampicin nebolo sucastou experimentalnej Casti bakalarskej prace, hodnota
bola prevzatd z predchddzajicich experimentov prebiehajicich na pracovisku
(Pecinkova, nepublikované udaje).

Z vysledkov experimentov je zrejmé, ze z celej skupiny sledovanych latok mali
na transkripcnu aktivitu PXR vplyv iba I13-ACE, I3-EtOH a samotny indol. Vyraznym
agonistickym poOsobenim sa prejavili I3-ACE a indol, v pripade I3-EtOH boli
preukazané iba mierne agonistické ucinky. Podobny efekt bol zaznamenany aj pri stadiu
metylovanych derivatov indolu (Vyhlidalova et al., 2020a). Autori zistili, ze 1-metyl-
inol a 2-metyl-indol vyrazne indukovali expresiu CYP3A4 a MDR1, génov
regulovanych prostrednictvom PXR, v bunkovej linii LS180. Naopak, posobenie indolu
a kyseliny indol-3-propionovej na transkripéna aktivitu PXR v l'udskej bunkovej linii
293T odvodenej od embryonalnych l'advinovych buniek, malo iba mierny aktivacny
ucinok (Venkatesh et al., 2014). Vyrazny agonisticky efekt autori pozorovali az
pri spoloénom pdsobeni kombinacie tychto latok. Vysledky mojich experimentov
ukézali, Ze v pripade indolu bola najvysSia indukcia zaznamenana pri koncentracii 1
mmol-17, Avsak, pri koncentracii 2,5 mmol-1* hodnoty indukcie mierne klesli.
Dovodom tohto poklesu mohli byt cytotoxické ucinky indolu, kedZze pri tejto
koncentracii bol pozorovany aj vyraznej$i pokles viability buniek. Na zdklade ziskanych
vysledkov je vSak zrejmé, Ze koncentrdcia indolu potrebna na aktivaciu PXR
v intestinalnych bunkach LS180 sa pohybovala vradoch jednotieck mmol-1?. Pri
kombinovanom pdsobeni derivatov indolu s RIF boli v pripade I3-ACE aindolu
zaznamenané vyraznejsie synergistické u€inky s modelovym ligandom, po aplikacii 13-
EtOH bol tento efekt opdt’ menej intenzivny. Spolo€nym posobenim tychto latok s RIF
tak dochadzalo k potenciacii transkripénej aktivity PXR. Naopak, po aplikacii RIF
v kombinacii s I3-PYR doslo k slabému zniZeniu transkripénej aktivity PXR. Aj ked’
zmeny neboli Statisticky preukazné, tieto vysledky ukazujt, Ze 13-PYR by mohol mat’
mierny antagonisticky vplyv na aktivitu PXR. Ziskané vysledky naznacuju, Ze 13-ACE
aindol maju pomerne vyrazné agonistické ucinky na transkripénu aktivitu I'udského
PXR a mohli by sa tak potencidlne podiel’at’ na indukcii expresie génov regulovanych

prostrednictvom PXR v ¢revnych bunkach.
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7 ZAVER

V predkladanej bakaldrskej praci bol skumany vplyv vybranych metabolitov
¢revnej mikroflory na transkripéna aktivitu PXR v l'udskej crevnej bunkovej linii
LS180. Bolo testovanych spolu 6 derivatov indolu — 13-PYR, I3-LAC, I3-ALD, I3-
EtOH, I3-ACR, 13-ACE a samotny indol.

V literarnom prehlade boli opisané a charakterizované funkcie PXR, vratane
jeho §truktury, regulacie transkripénej aktivity a tlohy v P'udskom organizme. Dalej
bola opisana I'udska ¢revna mikroflora a metabolity, ktoré jej prostrednictvom vznikaju
a ich vplyv na fyziologické procesy v organizme s akcentom na tlohu PXR.

V experimentalnej cCasti bakalarskej prace boli prevedené dva typy
experimentov. Pomocou MTT testu bola stanovena cytotoxicita jednotlivych latok.
Pre ucely luciferdzovej reportérovej eseje boli Studované latky naniSané na bunky
LS180, ktord boli pred kazdym experimentom tranzietne transfekovand pomocou
reportérového plazmidu p3A4-luc aexpresného plazmidu pSGS-hPXR. Na oba
experimenty boli pouZivané derivaty indolu v koncentraciach 1 nmol-1*, 10 nmol 17,
100 nmol-l’l, 1 ],Lmol-l'l, 5 umol-l’l, 10 pmol-l’l, 25 umol-l’l, 50 pmol-l’l, 100 umol-l‘l,
200 pmol-1™. Vysledné koncentracie indolu boli 1 nmol-I, 10 nmol-1*, 100 nmol 17,
1 pmol-1%, 10 pmol-1?, 100 pmol-1*, 1 mmol-1*, 2,5 mmol-I*. Okrem indolu
nevykazovala Ziadna zo sledovanych latok vyrazné cytotoxické Uc€inky. Indol znizoval
viabilitu buniek v najvysiej testovanej koncentrécii (2,5 mmol-1"*) na hodnotu 60,16%
+ 10,68% viability kontrolnych buniek. ZniZenie viability buniek malo za nasledok aj
posobenie indolu v kombindcii s RIF, kedy viabilita klesla na hodnotu 71,22% + 3,49%
viability kontrolnych buniek.

Pripadné agonistické a antagonistické ucinky skiimanych latok na transkrip¢nt
aktivitu PXR boli zistované pomocou luciferdzovej reportérovej eseje. Ako pozitivna
kontrola bol pouzity modelovy ligand PXR — rifampicin. NajvySSia indukcia
transkripénej aktivity PXR bola zaznamenana pri pdsobeni 13-ACE a indolu, kedy
hodnoty indukcie stipali umerne so zvySujucou sa koncentraciou latok. Miernu
indukciu spdsoboval taktiez 13-EtOH. V kombinécii s RIF boli potvrdené synergické
ucinky vsetkych tychto troch latok. Antagonisticky ucinok bol pozorovany iba

pri posobeni I3-PYR, tieto vysledky vSak neboli Statisticky preukazné.
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