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of aryl hydrocarbon receptor. Compounds selected for testing were (1S)-(+)-3-carene,
terpinolene, terpinen-4-ol, (+)-aromadendrene, muyristicin, cuminol, methyl salicylate, -
myrcene, borneol and camphene. For determination of non-toxic concentrations of tested
substances, MTT test was used. The effect of selected components on transcriptional activity
of AhR was monitored using Reporter Gene Assay in two modes: agonist and antagonist mode.
Of the tested substances myristicin and cuminol were identified as partial agonists of AhR. An
antagonistic effect on AhR was observed in case of myristicin when used in combination with
the model ligand TCDD, but in the presence of the model ligand FICZ, no induction decrease
was observed. However, for better understanding of ongoing interactions and their possible

use, further research would be needed.



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim doc. Ing.

Radima Vrzala, Ph.D. za pouziti literarnich zdroji uvedenych v seznamu literatury.

V OloMOUCT ANE: ..

Adéla Burianova



Podékovani

Réda bych podékovala svému skoliteli doc. Ing. Radimu Vrzalovi, PhD. za odborné
vedeni, vécné piipominky, ¢as a rady, které mi v priabéhu zpracovavani bakalaiské prace
vénoval. Podékovani patii také kolektivu Laboratofe molekularni toxikologie a molekularni
farmakologie za ochotnou pomoc. V neposledni fad¢ bych chtéla podékovat své roding, ktera

m¢e v pribéhu celého studia podporoval.



Obsah

L UVOQ. it 1
2 CHLPIACE .ottt bbbttt 2
3 BIOrANSTOIMMACE ......c.eciiiiiicecii e 3
3.1 L 147 DIOtranSfOrMACE ......cveeiuieiiieiee ittt 3
3.2 L. fAZe DIOtranSTOrmMACE .......veeuieiiieiee ettt 5
3.3 IIL faze biotranSfOormMACE. ......ccivviiiiiieeiie e 6

4 Jaderné receptory jako regulatory enzymi metabolizujicich xenobiotika............cccccevvenee. 7
4.1  AryluhlovOdIKOVY T@CEPLOT. ...uiiiiiiiiiiiiiiie ettt 8

I A oe) 01 0] (0 ) - T 1510 ) o (TP UPRTP 11
6 ESENCIAINT OlEJE ..oouvieiiiiiii it 13
T Materidl @ MELOAY ...ovvieeeiiiiiiiee e 20
8 R\ 1<) o -1 E OSSP RURPOPRPRROTN 20
7.1.1  Biologicky material.........ccociiiiiiiiiiieiiie e 20
7.1.2  PouZit€ ChemiKALIC .......coiuiiiiiiiiiiieee e 20
7.1.3  TeStovane IAtKY .......c.cocueiiiiiiieiiceee e e 21
7.1.4  SloZeni pouZityCh r0ZtOKU .......cecvviiiiiiiiiiiiic 21
7.1.5  Seznam laboratornich pfistrojit a zafizeni..........cccovveviiiiiiiiiiii 22

7.2 IMELOAIKA ......ooviiiiiicie e 23
7.2.1  Kultivace DUNEK........oouiiiiiiiiiiie e 23
7.2.2  PasAZOVANT DUNCK .....ccviiiiiiiiiiiie ettt 23
7.2.3  POCIANT DUNCK .....ooiiiiiiieiie et 23
724  VYSEVANT DUNCK ...ooviiiiiiiiiiiiiic ettt 24
7.2.5  Ptiprava zasobnich roztokl pouzitych 1atek.........cccoooviiiiiiiiiiiie, 24
T.2.6  IMT T O eee b eee b eeaee e b ettt nb et et b e b 25
727  REPOIEN GENE ASSAY ...iiiuieieirieieiiieeiiete sttt e sieeesbeeessbeesssbeesssaesssssessnseeeaseeesseeeas 26

8 VYSIEAKY .o 28
8.1 Testovani vlivu vybranych latek na viabilitu bun¢k bunééné linie AZ-AhR............. 28
8.2  Testovani vlivu vybranych latek na transkripéni aktivitu AhR ........ccccoooiiiiiiiieninnns 30
8.2.1  Aktivace transkripcni aktivity AhR (agonosticky mod) .......cccooeviiiiiiiiiennnn, 30
8.2.2  Inhibice transkrip¢ni aktivity AhR (antagonisticky mod)..........cccoevevvviviinennnn. 34

O DISKUZE .. 38
L0 VT it h e bt bt bt e bt b e b e e e e areenree s 40
11 LTEIALUIE ... 41



Seznam symboli a zkratek
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CYP
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DMEM
DMSO
DRE
EtOH
FBS
FICZ
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Hsp90
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MHG
MSD
MTT
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bazicky helix-smycka-helix (basic-helix-loop-helix)
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6,12-diformylindolo[3,2-b]carbazol

komeréni médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium)
dimethylsulfoxid

dioxinovy responzivni element (dioxin response element)
ethanol

fetalni bovinni sérum

6-formylindolo[3,2-b]carbazol

farnesoidni X receptor

glutathion-S-transferasy

halogenové derivaty aromatickych uhlovodikt

protein teplotniho Soku o velikosti 90 kD (heat shock protein 90)
hygromycin B

ligand vazebna doména (ligand binding domain)

transportéry mnohocetné 1ékové rezistence (multidrug resistance pumps)
mikrovinna hydrodiftize a gravitace (microwave hydrodiffusion and gravity)
mikrovinna diftize parou (microwave steam diffusion)
methyltetrazoliova stl

nikotinamidadenindinukleotid fosfat

N-acetyltransferasy

transportéry organickych anionta

transportni peptidy organickych aniontii

transportéry organickych kationtl
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p23
PAHs
PAS
PBS
PXR
RAR
RXR
SLC
SULTSs
TAD
TCDD
UGTs
uT
VDR
XRE
XAP2

kochaperonovy protein o velikosti 23 kDa
polycyklické aromatické uhlovodiky
Per-ARNT-Sim doména
fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného
pregnanovy X receptor
receptor pro kyselinu trans-retinovou
receptor pro kyselinu cis-retinovou
prenasece hydrofilnich latek (solute carrier transporters)
sulfotransferasy
transaktiva¢ni doména
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
UDP-glukuronosyltransferasy
negativni kontrola
receptor pro vitamin D
xenobioticky responzivni element (Xenobiotic response element)

X asociovany protein 2
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1 Uvod

Esencidlni oleje jsou koncentrované hydrofobni kapaliny rostlinného ptivodu, jejichz
hlavni funkci je ochrana proti patogeniim, byloZzraveum a lakani opylovaci. Esencialni oleje
jsou mnohaslozkové smési, které disponuji rozmanitymi biologickymi aktivitami, diky kterym
nalezly Siroké vyuziti v kulinafstvi, zeméd¢€lstvi, kosmetickém a potravinafském primyslu
I mediciné. Tradice vyuziti aromatickych rostlin a jejich oleji saha az ke starovékym
civilizacim. V pribéhu casu byla vyvinuta celd fada extrakénich metod, mezi které patii
napt. destilace, extrakce nebo moderni metody vyuzivajici mikroviny. V dnesni dob¢ je
Vv gastronomii hojné vyuzivano bylinek a kofeni, které obsahuji esencidlni oleje, coz ale vede
k zvySenému piijmu téchto oleji v potrave.

Na metabolizaci lipofilnich cizorodych latek v télech organismii se z velké ¢asti podili
biotransformacni procesy. Proces biotransformace je rozdélen do tii fazi, v jejichZ priibéhu
dochazi, za ucasti Siroké skaly enzymu, k pfeméné xenobiotik na hydrofilné€jsi, snadngji
vylucitelné produkty. Jednim z nejvyznamnéjSich mechanismi regulace biotransformacnich
enzymu je transkripéni regulace prostfednictvim jadernych receptord. Jaderné receptory jsou
ligandy aktivované transkripéni faktory, mezi které patii i aryluhlovodikovy receptor (AhR).
AhR se po interakci s ptisluSnym ligandem vaze do specifickych oblasti DNA a spousti
transkripci gent kodujici nékteré biotransformacni enzymy (CYP1A1, CYP1A2 a dalsi). Mimo
to je AhR zapojen do fady dalSich biologickych procesii v¢etné regulace bunécného cyklu,
imunitni odpovédi, apoptdzy a dalSich.

Je znamo, Ze nékteré z esencialnich olejl, obsazenych v bylinach a kotent, jsou schopny
ovlivitovat transkripéni aktivitu AhR a tudiZ by mohly zpiisobovat nezddouci zmény AhR-
dependentnich fyziologickych procesii nebo naopak najit vyuziti pii selektivni modulaci
aktivity AhR. JelikoZ esencialni oleje jsou mnohasloZzkové smési, je dilezité identifikovat, které

komponenty jsou zodpovédné za interakci s timto receptorem.



2 Cil prace

Cilem bakalatské prace bylo zjistit vliv vybranych komponentl esencialnich oleji na
transkrip¢ni aktivitu AhR. Pro dosaZeni vysledkt bylo nutné pomoci MTT testu stanovit, zda
vybrané komponenty esencidlni oleji nepiisobi ve zvolenych koncentracich toxicky na
bunéénou linii AZ-AhR a pomoci metody Reporter Gene Assay sledovat, zda testované latky

maji vliv na transkripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru.



3 Biotransformace
Lidsky organismus je otevienym systémem, ktery ze svého okoli pfijima Sirokou Skéalu

chemickych latek. Mnoho z téchto latek je v téle vyuzivano pro vystavbu endogennich
sloucenin nebo jako zdroj energic. Vedle toho je lidsky organismus vystavovan i cizorodym
latkam tzv. xenobiotikiim (Skalova et al., 2011; Knejzlik et al., 2000).

Xenobiotika mohou byt latky jak pfirodniho, tak syntetického pivodu, které se v téle
normalné nevyskytuji a nejsou potiebné pro jeho zdravy vyvoj, ani vyuzitelné jako zdroje
energie. Mezi xenobiotika se fadi 1éCiva, drogy, latky znecistujici Zivotni prostiedi,
potravinafské ptidatné latky a mnoho dalSich.

U vétSiny eukaryotickych organismil véetné ¢loveéka doslo v prubéhu evoluce k vyvoji
detoxifikaéniho mechanismu umoziujiciho eliminaci xenobiotik (Vrzal et al., 2004). Bez
schopnosti metabolického rozkladu téchto cizorodych latek by dochazelo k jejich akumulaci,
coz by mohlo vést k ireverzibilnimu poskozeni organismu az jeho smrti (Croom, 2012).

Metabolismus xenobiotik se sestava z transportnich procesti a biotransformacénich
reakci, probihajicich za ucasti velkého mnoZstvi enzymi. VétSina téchto cizorodych latek ma
lipofilni charakter aV prubéhu biotransformace dochazi k jejich strukturnim pieménam,
vedoucim ke vzniku hydrofilnich metabolitt, které jsou snadnéji vylucitelné (Skalova et al.,
2011; Vrzal et al., 2004). U ¢loveéka probiha tento metabolicky proces predevsim v jatrech,
vzniklé metabolity se z hepatocytd dostavaji do krve nebo Zluci a nasledné jsou v moc¢i, stolici,
ptipadné potu vyluCovany z téla (Sevior et al., 2012; Knejzlik et al., 2000).

Proces biotransformace se formalné déli do t¥i fazi. Za ucasti hydrolytickych,
oxidac¢nich a redukénich enzymi dochazi v prvni fazi ke vneseni ¢i odkryti funkéni skupiny ve
struktufe xenobiotik. Tyto funkcni skupiny jsou schopny reagovat s enzymy druhé faze
biotransformace, coz umoziiuje konjugaci pfeménovaného xenobiotika S malou polarni
endogenni molekulou, za vzniku hydrofilniho produktu. Transport vzniklych metabolitl
Z bunék pfes membranu byva oznacovan jako tieti faze biotransformace (Dostalek et al., 2006;

Skalova. et al., 2011).

3.1 1. faze biotransformace

V L. fazi biotransformace probihd modifikace xenobiotik zavedenim nebo odkrytim
polarni funkéni skupiny (-OH, —NHz, —-SH, -C=0 a —-COOQOH). V jejim prubéhu dochazi ke
vzniku polarnéjSich produktii oxidaci (aromatickd a alifaticka hydroxylace, epoxidace,
dealkylace, N-hydroxylace, deaminace), redukci (redukce dehalogenaci, redukci

azo— a nitro—sloucenin) nebo hydrolytickymi reakcemi (Vrzal et al., 2004; Dostalek et al.,
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2006). Produkty téchto reakci jsou nasledné schopny konjugovat s aminy, Kkyselinami
a alkoholy v Il. fazi biotransformace (Knejzlik et al., 2000). Xenobiotika, ktera jiz v zakladni
molekule obsahuji nékterou ze zminénych reaktivnich skupin, mohou v nezménéné formé
rovnou vstupovat do Il. faze biotransformace (Dostalek et al., 2006).

systém cytochromu P450. Z chemického hlediska se jedna o hemoproteiny, které obsahuji ve
svych molekulach nekovalentné vazany protoporfyrin IX. Redukované formy téchto
hemoproteinti jsou pii navazani CO schopny absorbovat elektromagnetické vinéni 0 vinové
délce 450 nm, z ¢ehoz vychazi ¢iselné oznaceni v nazvu tohoto cytochromu (Knejzlik et al.,
2000; Skalova et al., 2011).

Systém cytochromu P450 zahrnuje velkou skupinu enzymt, jejichz spolecnym znakem
je vyskyt thiolatového aniontu (pochdzejiciho z cysteinu) jako patého ligandu na pfitomném
hemu. Jednotlivé enzymy tohoto systému se vzajemné 1iSi svymi apoproteiny, coz se odrazi
V ruzné substratové specifité jednotlivych forem (Dostalek et al., 2006).

V lidském genomu bylo dosud charakterizovano 57 gent koédujicich CYP, tyto geny
jsou dale rozd€leny do 18 rodin a 45 podrodin (Sevior et al., 2012). Enzymy nadrodiny CYP
jsou do rodin, podrodin a na jednotlivé izoformy rozdéleny na zaklad¢ stupné homologie
v aminokyselinovych sekvencich apoproteini. Enzymy patfici do jedné rodiny jsou shodné
alespont v 40 % aminokyselinovych sekvenci. V pfipadé, ze podobnost v sekvencich téchto
proteind je vyss§i nez 60—70 % spadaji tyto enzymy do jedné podrodiny (Skalova et al., 2011;
Hodgson, 2004).

Enzymy cytochromu P450 jsou schopny katalyzovat pfeménu az 200 000 rtznych
substrati (Lewis et al., 1998). Kromé exogennich latek (1é¢iv, potravinovych aditiv a dalSich
xenobiotik) patii mezi substraty inckteré endogenni latky (steroidy, mastné kyseliny,
prostaglandiny) (Dostalek et al., 2006).

Ackoliv je u ¢lovéka zndmo 18 rodin CYP, pouze tfi z nich se primarné podileji na
metabolismu xenobiotik (CYP1, CYP2 a CYP3), pficemz pouze Sest zdkladnich forem
cytochromu P450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) se podili na
biotransformaci asi 98 % vsech xenobiotik (Hodgson, 2004; Dostalek et al., 2006). Mezi
enzymy ucastnici se pfemény xenobiotik byvaji nékdy fazeny i ¢lenové rodiny CYP4, které se
ucastni metabolismu komponent plastickych hmot, herbicidi a nékterych rozpoustédel
(Dostalek et al., 2006; Gonzalez, 1998). Zbyvajici CYP rodiny se podileji pfevazné na
biosyntéze steroidnich hormontl a pfi zpracovavani dalSich endogennich substrat (Dostalek et
al., 2006).



Enzymy patfici do tohoto systému byly identifikovany ve vSech studovanych
prokaryotickych i eukaryotickych organismech (Skalova et al., 2011). V lidském téle jsou tyto
enzymy exprimovany ve vétsin¢ tkani a specializovanych bunék, ale jejich nejvyssi hladina se
vyskytuje v jatrech. Uvnitf eukaryotnich bunék se tyto enzymy nachazeji vazané na cytosolické
stran¢ hladkého endoplazmatického retikula, v mensi mife potom i V membran¢ mitochondrii
(Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004).

Cytochrom P450 vykazuje monooxygenasovou aktivitu a z enzymologického hlediska
muzeme tuto skupinu enzymt fadit mezi NADPH-O> dependentni monooxygenasy, patiici pod
oxidoreduktasy. Monooxygenace je oxida¢ni reakce, pii které je jeden z atomi molekuly
kysliku inkorporovan do struktury substratu a druhy je redukovan za vzniku molekuly vody.
Donorem  dvou  elektron,  vyuzitych  k redukci cytochromu P450, je
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH). P#i reakci substratu s cytochromem P450
vznikaji: monooxygenovany produkt, molekula vody a NADP* (Hodgson, 2004; Dostalek et
al., 2006).

Kromé cytochromu P450 se biotransformacnich reakci 1. faze ucastni i fada dalSich
enzymu, napiiklad flavinové monooxygenasy, monoaminoxidasy, alkoholdehydrogenasy,
aldehyddehydrogenasy a dalsi (Knejzlik et al., 2000; Vrzal et al., 2004).

3.2 1I. faze biotransformace

Druh4 faze biotransformace byva oznacovana jako konjugacni nebo také synteticka.
Tato faze zahrnuje syntetické metabolické reakce, pii kterych dochazi k interakci tzv.
konjugacniho ¢inidla s funkéni skupinou produktu I. faze biotransformace nebo xenobiotika,
které takovouto skupinu jiz obsahuje ve své zakladni struktuie (Knejzlik et al., 2000; Dostalek
et al., 2006). Vznikajici konjugacni produkty jsou az na par vyjimek, polarnéjsi, méné toxické
a snadnéji vylucitelné nez vstupujici meziprodukt.

Jiz zminovand konjugacni ¢inidla jsou endogenni latky zahrnujici cukry, aminokyseliny,
glutathion, sulfat a dal$i (Hodgson, 2004). Mezi nejcastéji se vyskytujici konjugacni ¢inidla
patii glycin, glutamin, kyselina glukuronova, kyselina octova a kyselina sirova (Dostalek et al.,
2006). Vétsina enzymu ucastnicich se II. faze biotransformace se fadi mezi transferasy
a konkrétné se jedna o UDP-glukuronosyltransferasy (UGTSs), sulfotransferasy (SULTS),
N-acetyltransferasy (NATS), glutathion-S-transferasy (GSTs) arizné methyltransferasy
(Jancova et al., 2010).

Konjugaéni reakce vétSinou vyzaduji metabolickou aktivaci prostfednictvim

meziproduktu o vysoké energii. Podle toho, ktery z reaktantti je aktivovan, mizeme tyto reakce
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rozdélit na dva typy. Do I. typu zahrnujeme reakce aktivovanych konjugacnich cCinidel se
substraty. Mezi reakce tohoto typu patii konjugace se sacharidy, sulfatace, methylace, acetylace
a dalsi. Reakce, pfi kterych dochézi ke vzniku konjugovaného produktu interakci aktivovaného
substratu s konjugacnim cinidlem, spadaji pod reakce II. typu. Do této skupiny miZzeme

zahrnout konjugace s aminokyselinami a glutathionem (Hodgson, 2004; Knejzlik et al., 2000).

3.3 1II. faze biotransformace

Dftive byl proces biotransformace formaln¢ délen pouze na dvé faze. Dnes se ale hovofi
i o lll. fazi, ktera predstavuje transport biotransformacnich produkti ven z bunék (Vrzal et al.,
2004). Ptenos latek pres lipidovou dvojvrstvu je zprostiedkovavan pienaseCi umisténymi
Vv membranach. VétSina téchto transportérti pfenasi prevazné endogenni latky, avSak existuji
I transportni proteiny piesouvajici pfevazné xenobiotika, tyto pfenasece jsou ozna¢ovany jako
tzv. lékové transportéry (Skalova et al., 2011). Odvod produktt II. faze biotransformace
Z bungk je ochrannym mechanismem, branicim zvySovani intercelularnich koncentraci téchto
toxickych latek (Sevior et al., 2012; Knejzlik et al., 2000).

Nejznaméjsim transportérem ucastnicim se I11. faze biotransformace je P-glykoprotein
(Vrzal et al., 2004; Skalova et al., 2011). Jedna se o ABC transportér (ATP-binding cassette
transporters) pattici do skupiny MDR pump (multidrug resistance pumps). ABC transportéry
jsou efluxni transportéry, které¢ hydrolyzou ATP ziskdvaji energii, kterd je nasledné vyuzita pro
ptenos xenobiotik pfes membrany (Lin et al, 2015; Mollazadeh et al., 2018). Za fyziologickych
podminek se P-glykoprotein tcastni vyluCovani lipofilnich latek zbunék, zatimco
z bun¢k zpét do extracelularnich prostor (Mollazadeh et al., 2018). Tento transportér byl poprvé
identifikovan v roce 1976 v membranach nadorovych bungk, kde zplsoboval rezistenci vuci
fadé cytotoxickych 1é¢iv (Kohle et Bock, 2009; Skalova et al., 2011).

DalSimi 1ékovymi pienaSeci patticimi do rodiny ABC transportérii jsou MRP2 a BCRP,
které se ucastni eliminace hydrofilnich konjugatt lipofilnich latek (Skalova et al., 2011).

Vedle ABC transportért se I11. faze biotransformace ucastni i néktefi ze zastupcti rodiny
pfenasecii hydrofilnich latek zkracené SLC (solute carrier transporters). Do této rodiny patii
transportni peptidy organickych aniontd (OATP), transportéry organickych aniontti (OAT),
transportéry organickych kationtt (OCT) a dalsi (Skalova et al., 2011). Transportni peptidy
organickych aniontl prenasi amfipatické organické latky a mimo jiné se podileji na vylu¢ovani

konjugatt s kyselinou glukurovou, sulfatem a glutathionem z bun¢k (Vrzal et al., 2004).



4 Jaderné receptory jako regulatory enzymu metabolizujicich xenobiotika
V odpovédi na plisobeni cizorodych latek na organismus muze dochazet ke zvySeni

aktivity specifickych enzymu neboli k jejich indukci. Indukce téchto biotransformacénich
enzyml muze byt spojena se zvysenou expresi prisluSnych geni, stabilizaci mRNA nebo
snizenou degradaci téchto enzymu. Nejvyznamnéj§im mechanizmem, regulujicim enzymy
metabolizujici xenobiotika, je transkripni regulace prostfednictvim jadernych receptorii
(Obr.1) (Skalova et al., 2011).

Jaderné receptory jsou ligandy aktivované transkripcni faktory regulujici expresi gent,
které se ucastni Siroké Skaly fyziologickych d&ji, mezi které patii embryondlni vyvoj, udrzeni
homeostazy, bunééna smrt a dalsi (Nakata et al., 2006; Escriva et al., 2004). V cytoplazmé
dochazi k aktivaci jaderného receptoru vazbou s ligandem nasledované translokaci vzniklého
komplexu do jadra. Po vazbé komplexu do specifickych oblasti DNA dochazi ke spusténi
transkripce ptislusnych gent (Vrzal et al., 2004; Urquhart et al., 2007).

Mezi jaderné receptory ucastnici se regulace enzymi metabolizujicich xenobiotika patii
aryluhlovodikovy receptor (AhR), pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy
receptor (CAR). receptory pro kyselinu cis- a trans-retinovou (RXR a RAR), receptor pro
vitamin D (VDR), farnesoidni X receptor (FXR) a dalsi (Nakata et al., 2006; Vrzal et al., 2004).

Pro potieby této bakalaiské prace bude nejvétsi pozornost vénovana AhR.
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Obr. 1: Schéma regulace biotransformace (Nakresleno podle Nakata et al., 2006).
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4.1 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR), jinymi nazvy také dioxinovy receptor nebo receptor
pro polyaromatické uhlovodiky, je ligand-dependentni transkripéni faktor, ktery se zapojuje do
regulace exprese Siroké skaly gent (Denison et Nagy, 2003; Kewley et al., 2004; Skalova et
al., 2011). Kromé toho, Ze se AhR podili na metabolizaci xenobiotik, Gi¢astni se také regulace
mnoha bunécnych a biologickych procesu véetné proliferace a diferenciace bun¢k, regulace
bunééného cyklu, reparace DNA, imunitni odpovédi, apoptozy a dalsich (Denison et Nagy,
2003; Skalova et al., 2011).

Existence AhR byla pfedpokladana jiz v 60. letech 20. stoleti, ale az v roce 1976 se
Alanu Polandovi a jeho kolegiim podafilo tento receptor, za vyuziti radioaktivné zna¢eného
TCDD, identifikovat (Poland et al., 1976; Skalova et al., 2011).

Lidsky gen pro AhR je lokalizovan na chromozomu 7 a koduje protein o velikosti
848 aminokyselin (Vrzal et al., 2004). AhR patii do bHLH/PAS (basic-helix-loop-helix/Per-
ARNT-Sim) genové rodiny, kam spadaji ipifibuzné proteiny: AhR jaderny translokator
(ARNT) a AhR represor (AhRR), které se také uicastni regulace genové exprese (Hahn, 2002;
Nakata et al., 2006; Vrzal et al., 2004). Strukturné se AhR sklada ze tfi hlavnich domén: bHLH
doména, PAS doména (A a B) av C'-termindlni casti se nachéazejici transaktivacni
doména (TAD). Nejblize k N’-koncové c¢asti proteinu se nachdzi bHLH doména, slozena ze
dvou a-Sroubovic, které jsou od sebe odd€leny nespirdlovitou smyckou. Tato doména
zprosttedkovava tvorbu dimeru a také zabezpecuje vazbu na specifické sekvence DNA (Yi et
al., 2018; Vrzal et al., 2004). Domény PAS A a PAS B se tcastni interakce s ligandy, ARNT,
Hsp90 a dal§imi proteiny. Transaktivaéni doména, typicky obsahujici mnoho glutaminovych
zbytkd, funguje jako mediator pii transkripéni aktivaci cilovych gent (Yi et al., 2018; Skalova
etal., 2011).

V neaktivni form¢ se AhR nachdzi v cytosolu jako soucast multiproteinového
komplexu, slozeného mimo AhR jesté ze dvou molekul chaperonového proteinu Hsp90 (heat
shock protein 90) a proteini XAP2 a p23 (Denison et Nagy, 2003; Skalova et al., 2011).
Ptedpoklada se, ze po vazbé ligandu nastadvd konformacni zména AhR, pii které dochazi
k odkryti jaderné lokaliza¢ni sekvence, coz vede k translokaci komplexu do jadra. V jadie
dochazi k okamzité interakci komplexu ligand-AhR s ARNT za vzniku heterodimeru, ktery je
schopny se nasledn¢ vazat do specifickych promotorovych oblasti, obsahujici specifickou
sekvenci 5°-GCGTG-3°. Tyto oblasti jsou ozna¢ovany jako DRE (dioxin response elements) a

XRE (xenobiotic response elements). Vazbou dimeru do téchto cilovych oblasti dochazi



K iniciaci transkripce pfisluSnych gend (Obr. 2) (Yi et al., 2018; Denison et Nagy, 2003; Vrzal
et al., 2004; Skalova et al., 2011).

Aktivace AhR indukuje syntézu biotransformac¢nich monooxygenas cytochromu P450
(CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1) ataké nekterych konjuga¢nich enzymut jako naptiklad
glutathion S-transferas, UDP-glucuronosyltransferas, NADPH-chinon oxidoreduktas a dalsich
(Nakata et al. 2006 Janosek; et al., 2006). Nicméné enzymy rodiny CYP hraji klicovou roli
nejen pii detoxikaci xenobiotik, ale svym plsobenim mohou jejich toxicitu a mutagenni
potencial inaopak zvySovat, jedna se o tzv. metabolickou aktivaci (JanoSek et al., 2006;

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

Cytoplazma

CYP1A1 a dalsi
prislusné geny

=

Obr. 2: Schéma signalni drahy aryluhlovodikového receptoru (Nakresleno podle Kewley et
al., 2004; Denison et Nagy, 2003).



Krom¢ genti iCastnicich se biotransformace iniciuje AhR také expresi genu pro represor
aryluhlovodikového receptoru. AhRR je protein, ktery vykazuje vysokou sekvenéni podobnost
s AhR. Tento represor potlacuje transkripéni aktivitu AhR tim, Ze se kompetitivn¢ vaze
s ARNT, za vzniku komplexu, ktery interaguje s DRE a XRE oblastmi bez zpusténi exprese
prislusnych gent. Tento mechanismus umoziuje regulaci AhR pomoci negativni zpétné vazby
a tim chrani organismus pied disledky nadmérné transkripéni stimulace silnymi agonisty AhR
(Nguyen et Bradfield, 2008; Vrzal et al., 2004; Nakata et al., 2006).

Diive byl AhR povazovan za sirot¢i receptor, ale dnes uz je znama Siroka Skala
exogennich i endogennich liganda (Vrzal et al., 2004; Yi et al., 2018). Mezi endogenni ligandy
patii derivaty kyseliny arachidonové, bilirubin, metabolity hemu, eikosanoidy, derivaty
tryptofanu, equilenin a dalsi latky (Yi et al., 2018; Skalova et al., 2011).

| nékteré fotooxidacni produkty tryptofanu (napt. 6-formylindolo[3,2-b]carbazol
(FICZ) a6,12-diformylindolo[3,2-b]carbazol (dFICZ)), wvznikajici v dasledku pusobeni
UV zafeni, vykazuji vysokou afinitu k AhR a jsou schopny tento receptor aktivovat a tim
spoustét AhR-dependentni genovou expresi (Denison et Nagy, 2003; Nguyen et Bradfield,
2008).

Exogenni ligandy zahrnuji latky jak syntetického, tak pfirodniho piivodu. VétSina
ligandd AhR, které vznikaji v disledku antropogenni ¢innosti, patifi mezi polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAHs) (napt. 3-metylcholanthren, benzo[a]pyren, dibenzofurany
a benzantracen) a halogenové derivaty aromatickych uhlovodiki (HAHs) (napf. dioxiny,
polyhalogenované dibenzofurany a bifenyly). Mezi dioxiny se fadi 12,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), ktery je ligandem AhR s nejvétsi potenci ze vSech HAHs
a Casto je povazovan za modelovy exogenni ligand AhR (Denison et Nagy, 2003; Skalova et
al., 2011). Vétsina klasickych exogennich ligandi AhR vykazuje spoleéné strukturni znaky:
jedna se o hydrofobni, planarni polycyklické molekuly (Vrzal et al., 2004).

Pfirozen¢ se v piirodé vyskytujici aktivatory AhR patii nejcastéji mezi sekundarnimi
metabolity rostlin (flavonoidy, karotenoidy a fenolické latky). Tyto latky se do tél organismui
dostavaji pfevazné v potrave a vyskytuji se v riiznych druzich zeleniny (napi. indol-3-karbinol
obsazeny v brokolici a razickové kapust¢), ovoci, bylinkach a ¢aji. V tomto pfipade se ale ¢asto
jedna spise o nizkoafinitni ligandy AhR (Denison et Nagy, 2003; Nguyen et Bradfield, 2008;
Vrzal et al., 2004).
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5 Receptorova teorie
Receptory tvoii kliCovou ¢éast systému chemické komunikace, kterou vsechny

mnohobunééné organismy vyuzivaji pro koordinaci ¢innosti svych bun¢k a organt (Rang et al.,
2015). Pfijeti signalu buiikou probihd prostiednictvim receptoru, ktery rozpoznava a vaze
piislusnou signdlni molekulu, coz muze vést k aktivaci jedné nebo vice intercelularnich
signdlnich drah. Na konci signdlnich drah se nachazi efektorovy systém, ktery reaguje na
piichozi signal odpovidajici zménou v chovani buiiky (Alberts et al., 2015).

Touha farmakologii objasnit odlisné ucinky 1é¢iv na rizné tkdn€ vedla k vyvoiji klasické
receptorové teorie (Pallotta, 1991; Stephenson, 1956). Za otce této teorie jsou povazovani
fyziolog John Newport Langley a imunolog a bakteriolog Paul Ehrlich, ktefi nezavisle na sobé
ptisli s receptorovym konceptem, ktery popisuje vztah mezi 1éCivy, receptory a bunécnou
odpovédi (Priill et al., 2009). O kvantifikaci tohoto konceptu se zaslouzil Alfred Joseph Clark,
ktery ve své praci uvadi, ze bunéfna odpovéd’ je pfimo umeérnd obsazenosti receptoru
(Stephenson, 1956).

Dnes uz je znamo, Ze obsazeni receptoru ligandem muze nebo nemusi vést k aktivaci
receptoru. Tendence urcitého ligandu vézat se na receptor je dana afinitou ligandu k receptoru,
zatimco tendence ligandu po navazani tento receptor aktivovat se oznacuje jako ucinnost (angl.
efficiency) nebo také vnitini aktivita (intrinsic activity) (Rang et al., 2015; Ehlert, 2015).

Pomémé jednoduchym pfistupem, ktery umoznuje vysvétlit, pro¢ se agonisté
i antagonisté vazou na receptory, ale pouze agonisté je jsou schopni aktivovat, je
tzv. dvoustavovy model. Na rozdil od pfedchézejicich receptorovych teorii jsou zde vazba
ligandu na receptor a aktivace receptoru povazovany za dva na sebe navazujici, ale samostatné
déje, a krom¢ afinity tu je zafazena Gc¢innost jako dalsi parametr (Leff, 1995; Buchwald, 2017;
Tripathi, 2013).

Dvoustavovy model je zaloZen na pfedpokladu, Ze receptor se miize nachazet ve dvou
konformaénich stavech: klidovém R (resting) a aktivovaném R (activated), které mohou
Z jednoho na druhy prechazet. Tyto dva stavy receptord se nachazeji ve vzajemné rovnovaze
a pokud neni v systému piitomny ligand, rovnovéha je silné posunuta smérem ke klidovému
stavu (Leff, 1995; Rang et al., 2015; Tripathi, 2013). V ramci tohoto modelu mizeme vyse
zminénou ucinnost prezentovat jako podil obsazenych aktivovanych receptorii a vSech
obsazenych receptorti. Cim ma ligand vyssi u¢innost, tim vice preferuje vazbu na aktivovanou

formu receptoru (Ehlert, 2015). Ligandy mizeme délit do n¢kolika skupin:
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Agonisté (full agonists) vykazuji silnou preferenci vazby na receptory v aktivovaném
stavu, rovnovaha se presouva smérem k R”, az se postupné skoro viechny receptory nachizeji
v aktivovany konformacni stavu. Vazba agonistii na receptor vyvolava maximalni odpovéd'.

Parcidlni agonisté také vykazuji preferenci vazby na aktivovany konformacni stav, ale

niz$i nez agonisté. Rovnovéha je jen mirné posunuta k R”, coz vede ke zvyseni jejich podtu
Vv systému. Parcidlni agonisté se vazi na obé formy receptorti a vznikajici bunéénd odpoved’
neni maximalni.

Pokud se ligandy vazou se stejnou afinitou na klidovy i aktivovany stav, jedna se
0 antagonisty dané¢ho receptoru. V tomto piipad¢ zistava rovnovaha mezi témito stavy
zachovana. JelikoZ pii této rovnovaze se vétSina receptoru nachdzi v klidové formé, vétSina
ligandti se vaze pravé na R stav, coz nevede k vyvolani bunééné odpovédi.

Vys$i afinitu ke klidové konformaci receptorti maji inverzni antagonisté, ktefi svym

pusobenim posouvaji rovnovahu jesté vice na stranu R (Leff, 1995; Rang et al., 2015; Tripathi,
2013).

Problémem dvoustavového modelu je dnes uz dobie znamy fakt, Ze receptory maji
mnohem vétsi konformacni flexibilitu a jsou schopny nabyvat vice nez jeden ze dvou stav.
Rizné konformacni stavy mizou byt preferované stabilizovany riiznymi ligandy a v zavislosti
na tom muze dochazet ke spousténi rtizny transdukénich signdlnich drah a nasledné také

k vyvolani odlisnych bunéénych odpovédi (Rang et al., 2015; Tripathi, 2013).
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6 Esencialni oleje
Rostliny jsou schopny syntetizovat dva typy olejii. Prvnim typem jsou rostlinné oleje

skladajici se z esterti glycerolu a mastnych kyselin (triacylglyceroly). Esencidlni oleje jsou
druhym typem rostlinnych olejii a jedna se o smési tékavych, organickych sloucenin, které
ptispivaji k chuti a vini rostliny (Tisserand et Young, 2013).

Esencialni oleje obsahuji sekundarni metabolity rostlin a hraji dtilezitou roli v rostlinné
obranné: mohou pusobit antibakterialn€, antiviroticky, antimykoticky a odpuzovat hmyz
a bylozravce. Nicméné tyto aromatické latky dokazou i naopak lakat hmyz, ktery se podili na
roznaseni pylu a semen (Bakkali et al., 2008). Diky svym vlastnostem jsou esencialni oleje
ajejich slozky vyuzivany v zemédélstvi (pesticidy), pfi vyrobé parfémut, kosmetiky,
hygienickych potieb, Cisticich prostiedkd, v pfirodnim Iékaistvi a v kulinafstvi jako
dochucovadla a konzervanty. Mnohé z téchto éterickych latek vykazuji biologickou aktivitu
I v télech Zivocicht a predstavuji nedostate¢né prozkoumany a do zna¢né miry nevyuzity zdroj
latek pro vyvoj 1éciv (Li et al.,2013; Bakkali et al., 2008).

Eterické oleje jsou produkovany tzv. aromatickymi rostlinami, mezi které mizeme
zatadit zastupce z mnoha rostlinnych celedi (napf. mitfikovité, hvézdicovité, hluchavkovité
a dalsi). Esencidlni oleje mohou byt syntetizovany v riiznych rostlinnych ¢astech a orgénech,
napiiklad v kvétech (riize), listech (mata), semenech (fenykl), plodech (citron), dievé (cedr)
a ke (skoftice) (Tisserand et Young, 2013; Moghaddam et Mehdizadeh, 2017). Vzniklé latky
jsou uklddany v sekrecnich a epitelidlnich bunkach, dutinach, kandlcich a Zlaznatych
trichomech (Bakkali et al., 2008).

Esenciélni oleje jsou za normalnich podminek, az na né€kolik vyjimek, bezbarvé nebo
slabé zbarvené prihledné kapaliny. Jedna se pfevazné o hydrofobni latky, které jsou rozpustné
v tucich, alkoholech a vét$iné organickych rozpoustédel (Bakkali et al., 2008; Tisserand et
Young, 2013; Moghaddam et Mehdizadeh, 2017).

Tyto oleje jsou velice komplexni pfirodni smési, které se nejcastéji skladaji z 20-60
chemickych individui o riznych koncentracich. VétSinou jsou charakterizovany dvéma nebo
ttemi hlavnimi sloZzkami o vy$si koncentraci (20-70 %) a mnozstvim dalSich komponentt
v mnohem niz§im zastoupeni (Bakkali et al., 2008). Jednotlivé oleje se 1isi ve svych vinich,
chutich a vlastnostech, coz je zplisobeno prave pifitomnosti riznych slozek a jejich rozdilnym
zastoupenim (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Koncentrace jednotlivych komponent, ze
kterych se esencialni olej sklada, je zavisld na fad¢ vnitinich a vnéjsich faktorti. Mezi tyto
faktory spadaji genetické predispozice, stafi rostliny, fdze riistu, fyziologie rostliny, ale i externi

faktory jako misto rdstu, pocasi, slozeni pudy, hnojeni a dalsi (Tisserand et Young, 2013;
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Moghaddam et Mehdizadeh, 2017). Dokonce i rostliny patfici do jednoho druhu, rostouci ve
stejnych podminkach, mohou produkovat esencidlni oleje liSici se svymi hlavnimi slozkami,
a tedy také ve svych vlastnostech. Podle slozeni esencialnich oleji mizeme rostliny v ramci
jednoho druhu rozdélit na tzv. chemotypy (Tisserand et Young, 2013).

Hlavni skupiny latek, ze kterych se esencialni oleje skladaji zahrnuji terpeny, terpenoidy
a nékteré dalSi aromatické i alifatické latky, které jsou vSechny charakterizované pomérné
nizkou molekulovou hmotnosti (Bakkali et al., 2008). Terpeny a terpenoidy jsou definovany
jako laky slozené zizoprenovych jednotek (2-methyl-1,3-butadien). Tato skupina latek
zahrnuje cyklické i linearni struktury s riznym stupném nasyceni a riznymi substituenty.
Esencialni oleje v nejvétsi mife obsahuji monoterpeny (Cio) a seskviterpeny (Cis), v nizsich
koncentracich se tam vyskytuji ihemiterpeny (Cs), diterpeny (Coo), triterpeny (Cso)
a tetraterpeny (Cao). Méné Casto, nez terpeny se pak v esencialnich olejich nachazeji aromatické
derivaty fenylpropanu (Bakkali et al., 2008; Tongnuanchan et Benjakul, 2014; Moghaddam et
Mehdizadeh, 2017). Vétsina hlavnich slozek vznika v ramci jedné ze tii biosyntetickych drah.
Mevalonatova cesta vede ke vzniku seskviterpent, metylerythritol fosfatovou drahou se tvofi
mono- a diterpeny a fenylpropanoidy jsou tvofeny v draze kyseliny Sikimové (Baser et
Buchbauer, 2010).

Aromatické rostliny a jejich oleje jsou uz po tisice let pouzivany jako kadidla, parfémy,
kosmetika, ale také v lékarstvi a kulinafstvi. Uméni extrakce a pouziti Siroké skaly
aromatickych latek, ziskdvanych z pfirodnich zdrojii, se v pribé¢hu casu vyvijelo
a zdokonalovalo, pficemz jeho pocatek sahd az k nejstar§im civilizacim. Staroveékou tradici
vyuziti aromatickych rostlin pfi pééi o zdravi maji Cina i Indie, oviem nejvétsi slavu
v souvislosti s vyuzitim aromatickych rostlin zaznamenal Egypt (Lawless, 2002; Guenther,
1948).

Prvni autenticky popis zisku esencialnich olejii destilaci je pfipisovan katalanskému
fyzikovi Arnaldu de Villanova, ktery ptedstavil uméni destilace Evropé (Guenther, 1948;
Lawless, 2002). Destilace se stala nejvice rozsifenou metodou extrakce esencialnich oleju.
Hydrodestilace umoziuje, za vyuziti vafici vody, ziskat ve vodé nerozpustné ptfirodni produkty
s vysokym bodem varu. Moderné&jSim ptistupem je destilace s vodni parou, coz je Setrnéjsi
metoda s pomérné vysokou vytéznosti. (Tongnuanchan et Benjakul, 2014; Tisserand et Young,
2013). Piestoze je destilace vodni parou nejCastéji pouzivanou metodu extrakce, ma tato
technika fadu nevyhod, mezi které mizeme zatadit napt. chemické modifikace olejii zpisobené
vysokymi teplotami a ztraty silné tékavych a ve vodé rozpustnych slozek (Moghaddam et
Mehdizadeh, 2017).
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Dalsi metodou je extrakce pomoci rozpoustédla, ktera je vhodna pro rostlinné materialy,
které nejsou tolerantni k vysokym teplotdm (kvéty). Nevyhodou této metody miize byt
kontaminace vysledného oleje zbylym rozpoustédlem (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Pro
feSeni problémil extrakce rozpoustédlem bylo navrhnuto pouziti superkritickych kapalin jako
alternativniho media pro extrakci. Oxid uhli€ity se v prostiedi vysokého tlaku méni na kapalinu,
kterda muze byt vyuzita jako inertni medium pro ziskani aromatickych latek i z rostlinnych
materiali, které jsou vysokymi teplotami poskozovany. Vyhodou je také, ze vysledny produkt
neni znecisStén CO., protoze ten se pii normalnim atmosférickém tlaku a teploté¢ vraci do
plynného skupenstvi a odpaiuje se. Ovsem pomérné nizka vytéznost a vysoka spotieba energie
déla z této metody ekonomicky nevyhodnou moznost (Tongnuanchan et Benjakul, 2014;
Moghaddam et Mehdizadeh, 2017).

S feSenim nevyhod konvencnich pfistupt pfisly metody vyuzivajici mikrovinny ohfev
jako napt. mikrovinna hydrodiftize a gravitace (microwave hydrodiffusion and gravity; MHG),
mikrovinna difaze parou (microwave steam diffusion; MSD). Jedna se o metody, které
kombinuji mikrovinny ohfev a suchou destilaci, provadénou za atmosférického tlaku a bez
pouziti vody nebo jakéhokoliv rozpoustédla. Tyto metody nabizeji poméerné vysokou vytéznost,
vyssi rychlost, jednodussi manipulaci, nizs$i energeticky vklad a piedstavuji tak ekonomicky
a environmentaln¢ $etrné pristupy (Farhat et al., 2010; Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

Produkty extrakce se muzou v zavislosti na zvolené metodé liSit v jejich kvalité,
kvantite, Cistoté a slozeni. Extrakéni metoda musi byt vhodné zvolena podle tcelu, pro ktery
ma byt esencialni olej pouzit (Bakkali et al., 2008; Moghaddam et Mehdizadeh, 2017).

Nékteré z esencialnich oleji, pochézejicich z kulinaiskych bylin a kotfeni, ovliviiuji
transkripéni aktivitu AhR a byli mezi nimi identifikovani agonisté, parcialni agonisté
i antagonisté tohoto receptoru. ProtoZe esencialni oleje jsou viceslozkové smési jejich G¢inek
na AhR zahrnuje spole¢né plisobeni jednotlivych komponent. VEtSi porozuméni interakcim
mezi esencidlnimi oleji (jejich konkrétnimi slozkami) a jadernymi receptory by mohlo byt
pfedmétem z4jmu o jejich vliv na stfevni imunitu a dal$i déje souvisejicich s aktivaci AhR.
Mezi komponenty esencialnich oleju patii i deset vybranych slozek popsanych nize (Obr. 3).
Rada z té&chto slouéenin jsou minoritni komponenty esencialniho oleje muskatového ofisku,
ktery je parcialnim agonistou AhR, ovSem z4dné z jeho hlavnich komponent aktivatorem AhR
neni (Bartonikova et. Dvoiak, 2018).

V ramci této bakalaiské prace byl testovan vliv téchto vybranych latek na transkripcni

aktivitu aryluhlovodikového receptoru.
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(15)-(+)-3-Caren
(1S)-(+)-3-Caren, systematickym nazvem ((1S)-3,7,7-trimethylbicyklo[4.1.0]hept-3-

en), je bicyklicky monoterpen, ktery je jednou z hlavnich esencialnich slozek oleji z borovic
(tzv. terpentynu), kde tvoii dileZitou slozku obrany proti hmyzu (Baser et Buchbauer, 2010;
Hall et al., 2011). Jako soucast téchto oleji byva pouzivan pii 1é¢bé infekci hornich dychacich
cest, ovSem ve vetsim mnozstvi mize konkrétné 3-caren pusobit drazdivé (Tongnuanchan et
Benjakul, 2014). Krom¢ toho je tato latka jednou z hlavnich slozek esencialnich oleji
ziskavanych ze Salvéje, pepfe a pupent ¢erného rybizu (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
Esencidlni oleje muskatového ofisku existuji ve dvou chemotypech, které se svym
slozenim podstatné 1i8i. V East Indian chemotypu je 3-Carene obsazen v 0,5-1,5 %, naopak

Vv oleji West Indian chemotypu viibec zastoupen neni (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

Terpinolen

Terpinolen, celym chemickym nazvem 4-isopropyliden-1-methylcyklohexen, je
monocyklicky monoterpen, ktery vykazuje antioxidacni, antimykotickou, larvicidni
a protinadorovou aktivitu (Aydin et al., 2013; Tongnuanchan et Benjakul, 2014). V nejvyssi
koncentraci se vyskytuje v esencialnim oleji pastinaku (40,3-69,0 %), dale pak v olejich z listi
kurkumy a také je jednou ze slozek tea tree oleje (Baser et Buchbauer, 2010; Tongnuanchan et
Benjakul, 2014). V ramci esencialniho oleje muskatového ofisku terpinolen tvoii 0,6-2,6 %
v chemotypu East Indian a 1,4-1,7 % v oleji chemotypu West Indian (Tongnuanchan et
Benjakul, 2014).

Terpinen-4-ol

Terpinen-4-ol je systematicky nazyvan 4-methyl-1-(1-methylethyl)-3-cyklohexen-1-ol
ajednad se o monocyklicky monoterpenoid, ktery vykazuje in vitro protinadorovou aktivitu
TNF-a, IL-1B, IL-8 a dalsich (Calcabrini et al., 2004; Baser et Buchbauer, 2010). Tato latka je
hlavni slozkou tea trea oleje (30-48 %), ktery je ziskavany z rostliny Melaleuca alternifolia
a byl jiz domorodymi Australany tradicné vyuzivdn na lécbu modiin a koznich infekci
(Calcabrini et al., 2004; Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Mimo to je terpinen-4-ol obsazen
napiiklad v esencidlnich olejich majoranky, bazalky a plodd jalovce. Obsah této latky v oleji
z muskatového ofisku ¢ini 1,0-10,9 % v chemotypu East Indian a 3,0-6,4 % v chemotypu West

Indian (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
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(+)-Aromadendren

(+)-Aromadendren, systematickym nazvem (laR,4aR,7R,7aR,7bS)-1,1,7-trimethyl-4-
methyliden-2,3,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-1aH-cyklopropale]azulen, je tricyklicky seskvi-
terpen, ktery je dtlezitou slozkou esencialniho oleje eukalyptu, ktery je pouzivan jako
antiseptikum ataké pii 1é¢bé kasle, rymy, bolesti v krku a dalSich infekci. I samotny
aromadendren vykazuje silné antibakterialni a¢inky (Mulyaningsih et al., 2010; Tongnuanchan
et Benjakul, 2014).

Myristicin celym chemickym nazvem 5-allyl-1-methoxy-2,3-methylendioxybenzen je
fenylpropanoid, ktery je diileZitou slozkou esencidlniho oleje muskatového ofisku (chemotyp
East Indian 3,3-13,5 %, chemotyp West Indian 0,5-0,9 %), mimo to se vyskytuje
napf. v petrzeli, cerném pepii a mrkvi (Yang et al., 2015; Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
Rostliny obsahujici myristicin byvaji v tradiéni mediciné vyuzivany pii 1écbé revmatismu,
cholery, psychoz, zaludecnich kieci, nevolnosti a tzkosti. Pfi poziti vétSiho mnozstvi mize
myristicin mit psychotropni G¢inky a zpusobit otravu (Yang et al., 2015).
antimikrobialnich a antiproliferaénich u¢inkt (Zhu et al., 2019). Myristicin je schopen
inhibovat benzo[a]pyrenem indukovanou karcinogenezi a indukovat glutathion S-transferasu
a nékteré enzymy CYP rodiny (Jeong et Yun, 1995; Yun et al., 2003). Dva hlavni metabolity,
vznikajici pfi biotransformaci myristicinu jsou 5-allyl-1-methoxy-2,3-dihydroxybenzen, kde se
na oxidaci podili pfedevsim CYP3A4 a CYP1AZ2 a 1'-hydroxymyristicin, kde pfeménu nejspise
katalyzuji CYP1A1l, CYP1B1, CYP2C9, a CYP3A5 (Yun et al., 2003; Zhu et al., 2019).
Né&které ze vznikajici metaboliti vykazuji vyssi toxicitu nez samotny myristicin, dochdzi zde

k metabolické aktivaci (Zhu et al., 2019).

Cuminol
Cuminol, jinym nazvem také 4-isopropylbenzyl alkohol, je soucasti esencialniho oleje
z semen kminu (0,2-2,2 %). Tato sloucenina ma antioxidacni vlastnosti a bylo prokazano, ze

zvysuje sekreci inzulinu (Liu et al., 2017; Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
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B-Myrcen

Systematicky nazev pro B-myrcen je 7-methyl-3-methylen-1,6-oktadien a jedna se o silné
hydrofobni acyklicky monoterpen, ktery se nachéazi v esencialnich olejich fady rostlin véetné
rozmarynu, chmele, vaviinu, citronové travy a dalSich. Tato sloucenina ma analgetické,
antimutagenni a antioxida¢ni vlastnosti (Santos et Sa-Correia, 2009; Fabbri et al., 2018).
V niz8ich koncentracich se B-myrcen vyskytuje iV esencialnim oleji muskatového ofisku:
v chemotypu East Indian 0,3-4,0 % a v oleji ziskaného z rostlin typu West Indian 2,2-3,4 %
(Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

Methylsalicylat

Z chemického hlediska se jedna o fenolickou latku se systematickym ndzvem ethylester
kyseliny 2-hydroxybenzkarboxylové (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Je to methylovany
derivat kyseliny salicylové, ktera je dulezitym fytohormonem tc¢astnicim se odpovédi na stres
(Liu et al, 2018). Methylsalicylat vynika svymi antipyretickymi, analgetickymi
a antirevmatickymi U¢inky. Vyuziti nasel jako pesticid, rozpoustédlo, ale také v kosmetickém,
farmaceutickém prumyslu a v kulinaisti jako konzervacni latka a dochucovadlo (Li et al.,
2018). OvSem pfi poziti vétsiho mnozstvi mize zpisobit otravu (Tongnuanchan et Benjakul,
2014). Methylsalicylat je mozné ziskat z esencidlnich oleji pochazejicich napt. z vétvi

nékterych zastupct rodu libavka (Gaultheria) nebo btizy (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

Borneol

Borneol je bicyklicky monoterpenoid se systematickym nazvem (1R,4R)-1,7,7-
trimethylbicyklo[2.2.1]heptan-2-ol (Baser et Buchbauer, 2010). Tuto éterickou latku lze ziskat
extrakci napiiklad znékterych rostlin rodu hvézdicovité (napt. Blumea balsamifera)
a kafrovniku 1ékatského (Chen et al., 2019). Borneol je vyuzivan v klasické Cinské mediciné
pod nazvem ,,bingpian“ pro utiSeni bolesti a otoku (Wang et al., 2017). Je klasifikovan jako
tzv. kuryrni nebo vodici latka, ktera je schopna vést dalsi 1é¢ivé slozky k cilovym orgénim a

tkanim, zejména v horni ¢asti t€la (mozek) (Chang et al., 2018; Chen et al., 2019).

Camphen

Camphen, systematickym nazvem 2,2-dimethyl-3-methylenbicyklo[2.2.1]heptan, je
bicyklicky monoterpenoid, ktery je soucasti esencidlnich olejli z fady rostlin vcetné jedle,
borovice, tymianu a rozmarynu. V malém mnoZstvi je obsaZen i V esencidlnim oleji ze semen

muskatového ofiSku (asi 0,2 %) (Piras et al., 2012; Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Oleje
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obsahujici camphen maji spasmolytické, antibakterialni vlastnosti a funguji jako expektorans,
diky ¢emuz jsou vyuzivany pii 1écbé kasle a infekci dychacich cest. OvSem nejvétSiho vyuziti

nasel camphen v lihovarském prumyslu (Baser et Buchbauer, 2010).

Struktury testovanych latek

CHj CHj
H4C OH
H
H;C CH,
CH,
H4C CHj cH,
(1S)-(+)-3-Caren Terpinolen Terpinene-4-ol
HsC CH,
HEC“‘“D
p
0
hg= HO
Myristicin Cuminol
I
0 (o)
HO

Methylsalicylat

He Chs

Borneol Camphen

Obr. 3: Struktura testovanych latek (nakresleno podle: PubChem. [online][navstiveno
20.3.2020] Dostupné z https://pubchemdocs.ncbi.nlm.nih.gov/).
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7 Material a metody
7.1 Material

711

Biologicky material

Pro hodnoceni transkripéni aktivity AhR byla pouzita stabilné transfekovana

reportérova buné¢na linie AZ-AhR. Tato buné¢na linie vznikla transfekci HepG2 bunék

(katalogové ¢islo ECACC — 85011430), odvozenych od lidského hepatocelularniho karcinomu,

plazmidem pGL-4.27-DRE. Plazmid pGL-4.27-DRE nese dioxin responzivni elementy, které

jsou ptipojeny k luciferazovému reportérovému genu (Novotna et al., 2011).

7.1.2

(@]

Pouzité chemikalie

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (LGC Standards)
6-formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) (Sigma Aldrich, SML1489)
Adenosin-5"trifosfat (ATP) (Sigma Aldrich, A9062)

D-Luciferin (Sigma Aldrich, L9504)

Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, 20022-CT0)

Dithiothreitol (DTT) (Sigma Aldrich, 43819)

Ethanol (BC chemservis, 28131210)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma Aldrich, F7524)

Fosfatovy pufr: Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biosera, LM-S2041)
Heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4 - 7H20) (Sigma Aldrich, M5921)
Hygromycin B (HygB) (Santa Cruz Biotechnology, SC-29067)

Koenzym A (Sigma Aldrich, C4780)

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) (Sigma Aldrich, E6511)
L-glutamin (SERANA, RGL-001)

Lyzaéni pufr: Reporter Lysis 5x Buffer (Promega, E3971)

Médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — High glucose (Sigma
Aldrich, D6546)

Methyltetrazoliova sl (MTT) (Sigma Aldrich, M2128)

Neesencidlni aminokyseliny (Sigma Aldrich, M7145)

Tris-acetat (Sigma Aldrich, T8280)

Triton X-100 (Serva, 37 240)

Trypanova modi (Sigma Aldrich, T6146)

Trypsin-EDTA 0,25% (Biosera, LM-T1720)
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7.1.3

7.1.4

Testované latky
(1S)-(+)-3-Caren (Sigma-Aldrich, 441619)
((1S)-3,7,7-trimethylbicyklo[4.1.0]hept-3-en)
Terpinolen (Sigma-Aldrich, 86485)
4-isopropyliden-1-methylcyklohexen
Terpinen-4-ol (Sigma-Aldrich, 11584)
4-methyl-1-(1-methylethyl)-3-cyklohexen-1-ol
(+)-Aromadendren (Sigma-Aldrich, 11067)
laR,4aR,7R,7aR,7bS)-1,1,7-trimethyl-4-methyliden-2,3,4a,5,6,7,7a,7b-
oktahydro-1aH-cyklopropale]azulen
Myristicin (Sigma-Aldrich, 09237)
5-allyl-1-methoxy-2,3-methylendioxybenzen
Cuminol (Sigma-Aldrich, 196037)
4-isopropylbenzyl alkohol
B-Myrcen (Sigma-Aldrich, 64643)
7-methyl-3-methylen-1,6-oktadien
Methylsalicylat (Sigma-Aldrich, M6752)
ethylester kyseliny 2-hydroxybenzkarboxylové
Borneol (Santa Cruz Biochemicals, SC-239408)
(1R,4R)-1,7,7-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan-2-ol
Camphen (Santa Cruz Biochemicals, SC-257213)
2,2-dimethyl-3-methylenbicyklo[2.2.1]heptan

SloZeni pouzitych roztoki
Kultiva¢ni médium:

o 500 ml DMEM

o 50mlFBS

o 5 ml Neesencialni aminokyseliny

o 5 ml L-glutamin
Substrat pro luciferdzu

o 5 mg D-Luciferinu

o 10mgATP

o 5mg Koenzym A

o 168 mgDTT
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7.15

o 1,32 ml Tris-acetat
o 1,23 mg/6,6 ul 0,5 mol:I* EDTA
o 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol:I* MgSOs - 7H,0

o Doplnéno destilovanou vodou do 30 ml

Seznam laboratornich pristroji a zarizeni

Inkubator (NB-203XL, N-Biotek)

Laboratorni houpacka (Rocker-Shaker MR-12, Biosan)
Laminarni flowbox (Class II Type A2, Esco Labculture)
Mikroskop (IMT-2, Olympus)

Spektrofotometr (Infinite M200, Tecan)

Vodni lazen (LCB-11D, LabTech)

Vortex (Relax top D-91126, Heidolph)
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7.2 Metodika
7.2.1 Kultivace bunék

Bunécna linie AZ-AhR byla kultivovana s DMEM médiem, obohacenym o FBS,
neesencialni aminokyseliny a L-glutamin, v plastové kultivaéni ldhvi o plose 75cm?.
Kultiva¢ni lahev byla umisténa v inkubatoru, kde byla udrzovana teplota 37 °C, koncentrace
CO2 5 % a vysoka vlhkost vzduchu. Kazdou tieti pasaz bylo do média piidano antibiotikum

Hygromycin B o vysledné koncentraci 0,3 mg-I™.

7.2.2 Pasazovani bunék

Pted provedenim pasaze byl zkontrolovan morfologicky vzhled bun¢k pod
mikroskopem. Pasdz byla provadéna kazdé 2-3 dny, podle aktudlni miry konfluence.
Pasazovani bun¢k bylo provadéno ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu. Nejprve bylo
Z kultivacni lahve odsato star¢ médium. Pro promyti bylo na bunky ptidano asi 5 ml fosfatového
pufru, ktery byl poté také odsan. Na bunky byl aplikovan 1 ml trypsinu a kultivacni lahev byla
umisténa na tfi minuty do inkubatoru. Trypsin zpusobil rozruseni mezibunéénych kontakta
a kontaktli bunék s kultivacnim povrchem. Po uplynuti tfi minut byla kultivacni ldhev piesunuta
Z inkubatoru opét do lamindrniho boxu. Poklepanim na bo¢ni sténu kultivacni lahve byly buiiky
uvolnény a pridanim 9 ml média byla aktivita trypsinu zastavena. Opakovanym nasavanim
sérologickou pipetou byla vytvofena homogenni suspenze bungk, ktera byla prenesena do 15ml
zkumavky. Cast suspenze byla vracena zpét do kultivadni lahve a doplnéna médiem na

vyslednych 16 ml pro dalsi kultivaci.

7.2.3 Pocitani bunék

Koncentrace bunék byla hodnocena pomoci Trypan Blue Exclusion Assay za vyuziti
Biirkerovy komirky. Trypan Blue Exclusion Assay umoziuje odliSit Zivé a mrtvé bunky
V bunécné suspenzi. Tato metoda je zaloZend na skuteCnosti, Ze membrana Zivych bungk je
intaktni, a tudiZ nepropusti do svych intracelularnich prostor trypanovou modf. Zatimco mrtvé

bunky se v disledku prostupu barviva pies membranu zbarvi modte (Strober, 2015).

Z homogenni bunécné suspenze bylo do mikrozkumavky odebrano 10 pl a nasledné
bylo pfidano 90 pl trypanové modii. Vznikla suspenze byla opatrné promichana a nanesena do
Biirkerovy komtrky. Takto pfipravend komirka byla umisténa pod mikroskop.

Biirkerova komirka je systémem trojitych ¢ar rozdélena na 9 ¢tvercovych ploch, kdy

nad kazdou touto &étvercovou plochou se nachazi prostor o objemu 0,1 mm?. Spogitanim Zivych
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bun¢k v 2 x5 ¢tvercich (celkové 10 Ctverct ze dvou komirek) a naslednym piepoctem
zohlednujicim faktor fedéni 1ze uréit koncentraci bunék v ptivodni suspenzi. Poc¢et bunék v 1 ml
bun&ené suspenze byl zjistén dosazenim do vzorce: n = X + 10°, kdy x je primérmy podet Zivych

buné¢k v jednom tomto ¢tverci Biirkerovy komurky.

7.2.4 Vysévani bunék

Vysévani bun¢k bylo provadéno ve sterilnich podminkach lamindrniho boxu. Pro
metody MTT a Reporter gene assay byly bufiky vysévany na 96 jamkové desticky, kdy do
kazdé jamky bylo vysévano 25 000 bun¢k ve 100 pl média. Nasledné byla kultivacni desticka
ulozena v inkubatoru do dalsiho dne (37 °C, 5% COy).

7.2.5 Priprava zasobnich roztoki pouzitych latek

Latky (1S)-(+)-3-caren, terpinolen, terpinen-4-ol, (+)-aromadendren, myristicin,
cuminol a methylsalicylat byly fedény 96% ethanolem na zasobni roztok o koncentraci
100 mg-ml* dle tabulky (Tab. 1.).

Tab.1: Piiprava zasobnich roztokli testovanych latek o koncentraci 100 mg-ml=.

Hustota dané Objem dané Objem 96% Celkovy

Latka latky [g'mI?]  latky [ul]  ethanolu [ul] objem [ml]
(1S)-(+)-3-caren 0,865 115,6 884,4 1
terpinolen 0,861 116,1 883,9 1
terpinen-4-ol 0,934 107,0 893,0 1
(+)-aromadendren 0,912 109,6 890,4 1
myristicin 1,1437 43,7 456,3 0,5
cuminol 0,982 101,8 898,2 1
methylsalicylat 1,174 85,2 914,8 1

Zasobni roztok B-myrcenu (d = 0,791 g.ml™) o koncentraci 100 mg-ml™? byl piipraven
obdobnym zpusobem, ale protoze se dana latka nerozpoustéla v ethanolu, byl pro jeji
rozpusténi pouzit dimethylsulfoxid. Smichanim 12,64 ul B-myrcenu a 87,36 ul DMSO jsem
pripravila 100 ul zasobniho roztoku B-myrcenu o koncentraci 100 mg-mi™.

Borneol a camphen byly dodany v krystalické formé&, takze jejich zasobni roztoky
0 koncentraci 100 mg-ml? byly pfipraveny rozpusténim 100 mg téchto latek a doplnénim na

1 ml 96% ethanolem.
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U vSech deseti latek byly roztoky o koncentracich 50, 10 a 1 mg-ml? ptipraveny

postupnym Fedénim roztoku o koncentraci 100 mg-ml* dle tabulky (Tab. 2.).

Tab. 2: Ptiprava zdsobnich roztokii o koncentracich 1, 10 a 50 mg-ml™ fedénim.

Vysledna

Koncentrace Objem roztoku o dané Objem rozpoustédla Vysledny
1 koncentraci (ethanolu/DMSO) [ul] objem [pl]
[mg-mli~]
50 50 ul 100 mg-ml* 50 100
10 10 ul 100 mg-mi? 90 100
1 10 ul 10 mg-mi? 90 100

726 MTT test
Princip MTT testu

Jedna se o test zivotnosti bunék, ktery byl pouzit pro stanoveni cytotoxicity testovanych
latek. Tento test je zaloZen na faktu, Ze zivé buniky maji funkéni metabolismus, konkrétné, ze
maji aktivni mitochondrialni dehydrogenasy. Pomoci téchto enzymu jsou zivé bunky schopny
redukovat zluté¢ zbarveny MTT roztok na ve vod¢ nerozpustny fialové zbarveny formazan,
¢ehoz mrtvé buiikky schopny nejsou. Mnozstvi vznikajiciho formazanu je umérné poctu zivych

bunék (Stockert et al., 2012; Riss et al., 2013).

Provedeni MTT testu

Prvni den byly buiiky vysety na 96 jamkovou destic¢ku.

Druhy den bylo z jamek odsato médium a do vybranych jamek bylo aplikovano 100 pl
média s jednotlivymi testovanymi latkami 0 vyslednych koncentracich 1, 10 a 100 pg-ml™.
Kazda testovana latka v kazdé z koncentraci byla aplikovéana do tii jamek. Pozitivni kontrola se
sestavala z 100 pl 2% Tritonu X-100 v médiu. Jako negativni kontrola bylo pouzito 100 pul
0,1% roztoku rozpoustédla (96% ethanol, u -myrcenu DMSQO) v médiu. Ob¢ kontroly byly
také aplikovany v triplikatu. Nasledné probéhla 24hodinova inkubace.

Pii testovani latek myristicinu, cuminolu a B-myrcenu byl Vv prvnich dvou
experimentech zaznamenan vyraznéjsi pokles viability v nejvyssich koncentracich, a proto byla
pro zbylé experimenty do testovani zafazena i koncentrace 50 pg-ml™.

Po 24hodinové inkubaci bylo médium z desticky vyklepnuto a do kazdé jamky bylo
pfidano 100 ul roztoku MTT o koncentraci 0,3 mg.ml™t. Roztok MTT o této koncentraci byl
pfipraven smichanim 1 ml MTT roztoku o koncentraci 3 mg.ml™ a9 ml 1x PBS. Desti¢ka byla
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nasledn¢ inkubovana asi 30-60 minut, dokud nebyly pozorovany vznikajici fialové krystaly
formazanu.

Po inkubaci byla desticka opét vyklepnuta a do jamek bylo aplikovano 100-150 pl
dimethyl sulfoxidu, v zavislosti na intenzité¢ vznikajiciho fialového zbarveni. Po uplném

rozpusténi krystalti formazanu byla spektrofotometricky métena absorbance pii 570 nm.

7.2.7 Reporter Gene Assay

Princip Reporter Gene Assay

Reportérové geny jsou pouzivany pro studium genové exprese a bunécnych pochodt,
které jsou na genovou expresy vazany. Nami vyuzivana Reporter Gene Assay je
bioluminiscenéni metoda, ktera je zalozena na reakci enzymu luciferazy, ktery je syntetizovan
v disledku aktivace AhR, s luminiscen¢nim substratem luciferinem za vzniku oxyluciferinu.
Tento proces je doprovazen vyvojem luminiscence, kdy intenzita vznikajiciho zafeni je tmérna

luciferazové aktivité a tim také aktivaci receptoru (Bornstein et al., 1994; Allard et al., 2008).

V této praci byly vybrané latky testovany pomoci Reporter Gene Assay ve dvou tzv.
modech: agonistickém a antagonistickém. V agonistickém modu bylo zjiStovano, zda
testované latky ptsobi jako aktivatory AhR. V antagonistickém modu byly testované latky
aplikovany v kombinaci s vybranymi ligandy AhR a bylo pozorovano, zda jsou tyto latky
schopny aktivaci AhR inhibovat.

Provedeni Reporter Gene Assay

Prvni den byly bunky vysety na 96 jamkovou desticku.
Agonisticky mod

Druhy den bylo médium z jamek odsato ana buiiky bylo aplikovano 100 pl média
s testovanymi latkami o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg'ml™. Jako pozitivni kontrola bylo
pouzito 100 ul TCDD o koncentraci 5 nmol:I? v médiu. Negativni kontrola se sestivala
2100 pl 0,1% roztoku rozpoustédla (96% ethanol, u pB-myrcenu DMSO) v médiu. Obé¢
kontroly i testované latky byly aplikovany v tetraplikatu. Pii méfeni v agonistickém modu byly
bunky s testovanymi latkami inkubovany po dva rtizné ¢asové useky: 4 a 24 hodin.

Po uplynuti inkubacni doby (4 h nebo 24 h) byla desticka vyklepnuta a do kazdé jamky
bylo aplikovano 25 pl lyzaéniho pufru. Nasledné byla desticka ulozena nejméné na 20 minut

do -80 °C. Po rozmrazeni bylo 5 ul lyzatu z kazdé jamky pieneseno do bilé 96 jamkové
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desti¢ky urcené pro méieni luminiscence. K lyzatu bylo piidano 30 ul substratu pro luciferazu.

Pomoci spektrofotometru byla ve specialnim programu méfena intenzita luminiscence.

Antagonisticky mod

Po odsati média bylo do jamek aplikovano 100 pul média s testovanymi latkami
0 koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg'mlI v kombinaci sjednim zvybranych ligandi AhR:
TCDD o vysledné koncentraci 13,5 nmol-I"* nebo FICZ o vysledné koncentraci 22,6 pmol-I™.
Jako negativni kontrola bylo vyuzito 100 ul 0,1% roztok rozpoustédla (96% ethanol, u -
myrcenu DMSO) v médiu. Pozitivni kontrola se sestavala z 100 ul 0,1% roztok rozpoustédla
(96% ethanol, u B-myrcenu dimethyl sulfoxid) a 13,5 nmol.I* TCDD nebo 22,6 umol-I* FICZ

v médiu. Zbyvajici ¢ast postupu byla provedena stejné jako v ptipad¢ agonistického médu.
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8 Vysledky

Cilem této prace bylo zjistit vliv vybranych slozek esencialnich oleja: (1S)-(+)-3-
carenu, terpinolenu, terpinen-4-olu, (+)-aromadendrenu,  myristicinu,  cuminolu,
methylsalicylatu,  B-myrcenu, borneolu acamphenu na  transkripéni  aktivitu

aryluhlovodikového receptoru.

8.1 Testovani vlivu vybranych latek na viabilitu bunék buné¢né linie AZ-AhR

Byl pozorovan vliv testovanych latek na Zivotaschopnost bunék bunééné linie AZ-AhR.
Cytotoxicita byla stanovena pomoci MTT testu. Builkky byly inkubovany s latkami
0 koncentracich 1,10 a 100 ug'ml? ajejich cytotoxicita byla stanovena po 24 hodinach.
Testovani bylo provedeno v Sesti nezavislych experimentech, pokazdé v triplikatu. Jako
pozitivni kontrola byl zvolen 2% Tritonu X-100. Zména viability bunék byla vztazena

k negativni kontrole, kterou tvofil 0,1% roztok ethanolu (v piipadé p-myrcenu 0,1% DMSO).

Test viability MTT
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Graf 1: Viabilita bunécné linie AZ-AhR po aplikaci testovanych latek.
Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovéna 24 h s testovanymi latkami: (1S)-(+)-3-carenem, terpinolenem, terpinen-

4-olem, (+)-aromadendrenem, methylsalicylatem, borneolem a camphenem o koncentracich 1, 10 a 100 pg'ml?
a negativni kontrolou (0,1% EtOH). Uroveii viability byla vztazena k negativni kontrole, ktera piedstavuje 100%

viabilitu. Hodnoty v grafu pfedstavuji primérou viabilitu + smérodatnou odchylku z Sesti nezavislych
experimenttl. Hodnoty oznacené [*] se signifikantné 1i§i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).
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Test viability MTT
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Graf 2: Viabilita buné¢né linie AZ-AhR po aplikaci testovanych latek 2.
Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanymi latkami: myristicinem, cuminolem a p-myrcenem

0 koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg-ml™ a negativni kontrolou (0,1% EtOH; pro p-myrcen 0,1% DMSO). Uroveii
viability byla vztazena k negativni kontrole, ktera piedstavuje 100% viabilitu. Hodnoty v grafu pfedstavuji
prumérnou Viabilitu + smérodatnou odchylku ze &tyt nezavislych experimenti. Hodnoty oznacené [*] se
signifikantné 1i$i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).

U latek znazornénych v grafu 1 ((1S)-(+)-3-caren, terpinolen, terpinen-4-ol, (+)-
aromadendren, methylsalicylat, borneol a camphen) nebyl, s vyjimkou methylsalicylatu,
pozorovan koncentracné zavisly pokles viability bunék, ktery by byl statisticky vyznamny.

U latek myristicinu, cuminolu a B-myrcenu (Graf 2) byl v prvnich dvou experimentech
pozorovan vyraznégjsi pokles Zivotaschopnosti v koncentraci 100 ug-ml™? aproto byla do
testovani pfidana koncentrace 50 pg'ml™. Testovani téchto litek ve vSech Cdctyfech
koncentracich probehlo v dalSich ¢tyfech nezavislych experimentech.

V koncentracich 1, 10 a 50 pg-ml* byl u myristicinu a cuminolu pozorovan mirny
pokles Zivotaschopnosti, ktery vSak nebyl statisticky vyznamny. Signifikantni pokles byl
dosazen az v koncentraci 100 pg-ml?, kdy se hodnoty viability pfiblizily 70 %. V ptipadé p-
myrcenu doslo k signifikantnimu sniZeni Zivotaschopnosti ve vSech ¢tyfech koncentracich:
1, 10, 50 a 100 pg-ml?, pricemz koncentrace 50 pg-ml? zptisobila pokles viability na 72 %
a koncentrace 100 pg-ml? na 63 %.
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U ani jedné z testované latky v zadné z testovanych koncentraci nedoSlo ke snizeni
viability pod 60 %. Na zaklad¢ vysledki MTT testu byly pro dal$i testovani pouzity vSechny

latky v rozmezi koncentraci 1-100 pg-ml™.

8.2 Testovani vlivu vybranych latek na transkrip¢ni aktivitu AhR
8.2.1 Aktivace transkrip¢ni aktivity AhR (agonosticky méd)

V agonistickém modu byla sledovéana schopnost testovanych latek aktivovat AhR.
Transkripcni aktivita AhR byla stanovena pomoci metody Reporter Gene Assay.

Bunécna linie AZ-AhR byla s testovanymi latkami inkubovana po dobu dvou ¢asovych
usekti: 4 nebo 24 hodin. Negativni kontrola (UT) byla tvoiena 0,1% ethanolem (v piipadé -
myrcenu 0,1% DMSO), pozitivni kontrolou byl 5 nmol-I* TCDD. Vysledné hodnoty byly
vyjadieny jako fold induction neboli nasobek indukce oproti negativni kontrole. Testovani bylo

provedeno Vv péti nezavislych experimentech, kdy reagencie byly aplikovany v tetraplikatu.
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Graf 3: Vliv testovanych latek na transkripéni aktivitu AhR po 4 h. Agonisticky méd.
Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 4 h s testovanyma latkami: (1S)-(+)-3-carenem, terpinolenem, terpinen-
4-olem, (+)-aromadendrenem, myristicinem a cuminolem o koncentracich 1,10, 50 a 100 pg:ml?, negativni
kontrolou UT (0,1% EtOH) a pozitivni kontrolou ( 5 nmol-I'* TCDD). Urovei transkripéni aktivity byla vztazena
Kk negativni kontrole a vyjadiena jako fold induction. Hodnoty v grafu piedstavuji pramérnou fold induction +
smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimentii. Hodnoty oznaéené [*] se signifikantné li§i od hodnot
negativni kontroly (p<0,05).
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Pti 4hodinové inkubaci je z grafii (Graf 3 a Graf 4) patrné, Ze transkripcni aktivita ma
s rostouci koncentraci klesajici tendenci, pro vétsinu latek, s vyjimkou B-myrcenu.

Pusobenim (1S)-(+)-3-carenu, (+)-aromadendrenu (Graf 3) a camphenu (Graf 4) doslo
k zvyseni fold induction nad hodnotu 1 v koncentracich 1, 10 a 50 pg-ml? (v ptipadé (1S)-(+)-
3-carenu i 100 pg'ml?), z &ehoz u viech téchto tii latek se v koncentracich 1 a 10 pg-ml™
jednalo o statisticky vyznamny rozdil oproti negativni kontrole. (+)-Aromadendren a camphen
v koncentraci 100 pg'ml™ dosahli hodnot blizkych hodnotdm negativni kontroly. Nejvyrazn&jsi
narast transkripéni aktivity byl pozorovan u (1S)-(+)-3-carenu v koncentraci 1 pg-ml?t kdy
hodnota fold induction stoupla na 1,48, coz odpovida necelym 40 % hodnoty pozitivni kontroly
TCDD.

Terpinolen, terpinen-4-olen (Graf 3) a borneol (Graf 4) vykazuji mirny na koncentraci
zavisly pokles transkripéni aktivity AhR, kdy u borneolu v nejvyssi koncentraci 100 pg-ml?

tato hodnota dosahla statistické vyznamnosti.

AhR dependentni aktivace luciferazy po 4h
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Graf 4: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu AhR po 4 h. Agonisticky méod 2.

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 4 h s testovanyma latkami: methylsalicylatem, borneolem, camphenem a
B-myrcenem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pug-ml, negativni kontrolou UT (0,1% EtOH; pro p-myrcen 0,1%
DMSO) a pozitivni kontrolou (5 nmol-I"* TCDD). Urovei transkripéni aktivity byla vztazena k negativni kontrole
a vyjadiena jako fold induction. Hodnoty v grafu ptedstavuji primérnou fold induction + smérodatnou odchylku
Z péti nezavislych experimentt.. Hodnoty oznacené [*] se signifikantné 1i§i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).
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Muyristicin, cuminol (Graf 3) a methylsalicylat (Graf 4) vyvolaly koncentra¢né zavisly
pokles AhR-zprostiedkované luciferazové aktivity, ktery dosahl hodnot 0,20, 0,45 a 0,25 pro
nejvyssi koncentrace téchto latek.

B-Myrcen (Graf 4) nevykazoval vyrazné€jsi vliv na zménu aktivace AhR.

Pti inkubaci po dobu 24 hodin, byl pozorovany vliv vétSiny testovanych latek na
transkripcni aktivitu AhR méné vyrazny nez v piipad¢ kratsi 4 h inkubace (Graf 5 a Graf 6).

Statisticky signifikantni ana koncentraci zavisly nartst aktivace receptoru byl
pozorovan u myristicinu (Graf 5) v koncentracich 10,50 a 100 pg'ml?, kdy Vv nejvyssi
koncentraci doslo ke zvySeni na hodnotu 2,93 fold induction, ovSem tento nariist predstavuje
pouze asi 0,7 % indukce zpusobené pozitivni kontrolou TCDD, kde primérna hodnota fold
induction doséhla 400.

AhR dependentni aktivace luciferazy po 24h

400+ 138

4,50
4,00
3,50

3,00 I
2,50
2,00

1,50
1,00 7Tl TT1

0,50 I
0,00
'_
-]

Fold induction
H %

1 pg/ml 10 pg/ml M50 pg/ml M100pg/ml

Graf 5: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu AhR po 24 h. Agonisticky méd.
Buné¢na linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: (1S)-(+)-3-carenem, terpinolenem, terpinen-
4-olem, (+)-aromadendrenem, myristicinem a cuminolem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 ug-ml?, negativni
kontrolou UT (0,1% EtOH) a pozitivni kontrolou (5 nmol-I'* TCDD). Urove transkripéni aktivity byla vztazena
k negativni kontrole a vyjadiena jako fold induction. Hodnoty v grafu pifedstavuji primérnou fold induction
smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimenti. Hodnoty oznadené [*] se signifikantné lisi od hodnot
negativni kontroly (p<0,05).
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AhR dependentni aktivace luciferazy po 24h
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Graf 6: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu AhR po 24 h. Agonisticky méd 2.
Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: methylsalicylatem, borneolem, camphenem
a B-myrcenem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg-ml, negativni kontrolou UT (0,1% EtOH; pro B-myrcen 0,1%
DMSO0) a pozitivni kontrolou (5 nmol-1* TCDD). Urovei transkripéni aktivity byla vztazena k negativni kontrole
a vyjadfena jako fold induction. Hodnoty v grafu ptedstavuji primérnou fold induction + smérodatnou odchylku
Z péti nezavislych experimentl. Hodnoty oznacené [*] se signifikantné lii od hodnot negativni kontroly (p<0,05).

V piipadé (1S)-(+)-3-carenu, terpinolenu, terpinen-4-olu (Graf 5), methylsalicylatu,
borneolu, camphenu a B-myrcenu (Graf 6) nebylo pozorovano vyraznéjsi odchyleni od hodnot
negativni kontroly.

(+)-Aromadendren (Graf 5) vykazoval ve vSech ¢tyfech koncentracich statisticky
vyznamné sniZzeni oproti negativni kontrole, s rostouci koncentraci se indukce piiblizovala
hodnoté fold induction 1. Naopak ucuminolu (Graf 5) jsou hodnoty ve vSech &tyfech
koncentracich oproti hodnoté kontroly zvy$ené, nejvice v koncentracich 1 a 10 pg-ml?, kde se

jedna o statisticky signifikantni vysledky. Nicmén¢ ucinek neni koncentracné zavisly.
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8.2.2 Inhibice transkrip¢ni aktivity AhR (antagonisticky méd)

V antagonistickém modu byla sledovana schopnost testovanych latek inhibovat
transkrip¢ni aktivitu AhR v pfitomnosti modelového aktivatoru. Transkripéni aktivita AhR byla
stanovena pomoci metody Reporter Gene Assay.

Buné¢na linie AZ-AhR byla inkubovana po dobu 24 h stestovanymi latkami
v kombinaci s jednim z aktivatord AhR: endogenni ligand FICZ (22,6 pmol-I™') nebo exogenni
ligand TCDD (13,5 nmol-IY). Negativni kontrolu UT tvoiil opét 0,1% ethanol (v piipadé -
myrcenu 0,1% DMSO), pozitivni kontrola se sestavala z 0,1% rozpoustédla a 22,6 pmol-I™*
FICZ nebo 13,5 nmol-I* TCDD. Vysledné hodnoty byly vztazeny k pozitivni kontrole, kdy
indukce pozitivni kontroly odpovidala 100 %. Testovani bylo opét provedeno v péti

nezavislych experimentech a reagencie byly aplikovany v tetraplikatu.
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Graf 7: Vliv testovanych liatek na transkripéni aktivitu AhR v pfitomnosti FICZ.
Antagonisticky mod.

Buné¢na linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: (1S)-(+)-3-carenem, terpinolenem, terpinen-
4-olem, (+)-aromadendrenem, myristicinem a cuminolem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 ug-ml? za ptitomnosti
22,6 pmol-1" FICZ, negativni kontrolou UT (0,1% EtOH) a pozitivni kontrolou (22,6 umolI* FICZ; 0,1% EtOH).
Urovei transkripéni aktivity byla vztazena k pozitivni kontrole, ktera predstavuje 100% indukci. Hodnoty v grafu
piedstavuji primérnou indukci + smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimentii. Hodnoty oznaéené [*] se
signifikantné lisi od hodnot negativni kontroly (p<0,05).
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Graf 8: Vliv testovanych liatek na transkripéni aktivitu AhR v piitomnosti FICZ.
Antagonisticky méd 2.

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: methylsalicylatem, borneolem, camphenem
a B-myrcenem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg:ml* za p¥itomnosti 22,6 umol-1" FICZ, negativni kontrolou UT
(0,1% EtOH; pro p-myrcen 0,1% DMSO) a pozitivni kontrolou (22,6 pmol-1* FICZ; 0,1% EtOH nebo pro p-
myrcen 0,1% DMSO). Urovei transkripéni aktivity byla vztazena k pozitivni kontrole, ktera piedstavuje 100%
indukci. Hodnoty v grafu pfedstavuji primérnou indukci + smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimentd.
Hodnoty oznacené [*] se signifikantné 1i$i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).

Vétsina testovanych latek méla v kombinaci s endogennim ligandem FICZ tendenci
aktivaci spiSe zvySovat oproti hodnotam pozitivni kontroly (Graf 7 a Graf 8).

Terpinolen, (+)-aromadendren, myristicin, cuminol (Graf 7) aborneol (Graf 8)
koncentracné-zavisle zesilovaly G¢inek ligandu FICZ, a to statisticky vyznamné.

V koncentracich 10,50 a 100 pg'ml? vykazoval nesignifikantni néarfist aktivace
pouze (1S)-(+)-3-caren (Graf 7), ostatni latky (terpinen-4-ol, Graf 7; methylsalicylat, camphen
a B-myrcen, Graf 8) byly inaktivni.
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V piipadé testovani za pritomnosti exogenniho ligandu TCDD, byly zjisténé vysledky
pro vétsinu testovanych latek velmi podobné vysledkim z testovani v kombinaci s FICZ,
vyjimkou byli terpinolen a myristicin (Graf 9 a Graf 10).

U (+)-aromadendrenu, cuminolu (Graf 9) a borneolu (Graf 10) byl pozorovan, podobné
jako v kombinaci z FICZ, na koncentraci zavislé zesileni aktivace modelovym ligandem na
signifikantng vyznamné hodnoty v koncentracich 10, 50 a 100 pg'ml™?, z &ehoz v piipadé
cuminolu v koncentraci 100 pg-ml™? doslo ke zvyseni az na hodnotu 180 %.

V piipadé (1S)-(+)-3-carenu (Graf 9) byl sledovan narust na statisticky vyznamnou
hodnotu pouze v koncentraci 100 pg-ml™.

Pisobeni terpinolenu (ktery v pfitomnosti FICZ zpasoboval signifikantni nartst),
terpien-4-olu (Graf 9), camphenu a methylsalicylatu (Graf 10) mélo nulovy G¢inek na TCDD-

indukovanou luciferazovou aktivitu.
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Graf 9: Vliv testovanych latek na transkripéni aktivitu AhR v pFitomnosti TCDD.
Antagonisticky méd.

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: (1S)-(+)-3-carenem, terpinolenem, terpinen-
4-olem, (+)-aromadendrenem, myristicinem a cuminolem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 ug'ml? za pfitomnosti
13,5 nmol'I* TCDD, negativni kontrolou UT (0,1% EtOH) a pozitivni kontrolou (13,5 nmoll* TCDD;
0,1% EtOH). Uroven transkripéni aktivity byla vztazena k pozitivni kontrole, ktera piedstavuje 100% indukci.
Hodnoty v grafu piedstavuji primérnou indukci + smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimentt. Hodnoty
oznacené [*] se signifikantné 1i§i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).
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AhR dependentni aktivace luciferazy v ptitomnosti TCDD
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Graf 10: Vliv testovanych liatek na transkripéni aktivitu AhR v pFitomnosti TCDD.
Antagonisticky méd 2.

Bunééna linie AZ-AhR byla inkubovana 24 h s testovanyma latkami: methylsalicylatem, borneolem, camphenem
a p-myrcenem o koncentracich 1, 10, 50 a 100 pg'ml™* za ptitomnosti 13,5 nmol-1""TCDD, negativni kontrolou UT
(0,1% EtOH; pro B-myrcen 0,1% DMSO) a pozitivni kontrolou (13,5 nmol-1* TCDD; 0,1% EtOH nebo pro p-
myrcen 0,1% DMSO). Urovei transkripéni aktivity byla vztaZzena k pozitivni kontrole, ktera predstavuje 100%
indukci. Hodnoty v grafu pfedstavuji primérnou indukci + smérodatnou odchylku z péti nezavislych experimentt.
Hodnoty oznacéené [*] se signifikantné 1i$i od hodnot negativni kontroly (p<0,05).

Mpyristicin (Graf 9), ktery v kombinaci s FICZ zpuisoboval signifikantni nardst aktivace,
Vv tomto ptipad€ vykazoval statisticky vyznamné snizeni indukce v koncentracich 10, 50 a 100

ng-ml?, z ¢ehoz v koncentracich 50 a 100 pg-ml™ doslo k poklesu pod 50 %.
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9 Diskuze

V ramci bakalarské prace byl studovan vliv vybranych slozek esencidlnich oleji na
transkrip¢ni aktivitu aryluhlovodikového receptoru. Pro tento ucel byla vyuzita stabilné
transfekovana reportérova bunécna linie AZ-AhR. K testovani byly vybrany latky (1S)-(+)-3-
caren, terpinolen, terpinen-4-ol, (+)-aromadendren, myristicin, cuminol, methylsalicylat, -
myrcen, borneol a camphen, které jsou minoritnimi slozkami esencialnich oleji vyuzivanych,
mimo jiné, v kulinafstvi. Aryluhlovodikovy receptor ma v lidském organismu velmi komplexni
roli a latky pfijimané v potravé, které maji schopnost tento receptor aktivovat, mohou
zpusobovat interakci 1€k s potravinami, zasahovat do fyziologie ¢loveéka a ovliviiovat jeho
zdravi. VEt§i porozuméni vzajemnému plisobeni mezi témito slozkami potravy a AhR, muize
najit vyuziti pifi modulaci aktivity tohoto jaderné¢ho receptory a ovlivnéni fyziologickych
procest na AhR zavislych (Bartoiikova et. Dvoiak, 2018).

V agonistickém modu pii inkubaci po dobu 4 h vykazovala vétSina testovanych latek
spiSe antagonistické chovani vii¢i AhR. OvSem pii del$i inkubaci 24 h jiz pokles aktivace AhR
pozorovan nebyl. A proto usuzuji, Ze antagonismu podobny jev pozorovany v piipadé
4 h inkubace byl nejspiSe zpusoben pFitomnosti néjakého rychle-metabolizovaného ligandu
v médiu. Pti sledovani agonistického plisobeni testovanych latek pti inkubaci po dobu 24 h byla
Vv pfipadé myristicinu a cuminolu zaznamenana zvySena transkripéni aktivita AhR a tyto dvé
latky povazuji na zdkladé ziskanych vysledki za parcidlni agonisty aryluhlovodikového
receptoru. Myristicin zplisoboval na koncentraci zavislé zesileni aktivace receptoru, kdy
V nejvyssi testované koncentraci 100 pg'ml™? se hodnoty fold induction pfiblizily 3. Oviem
tento vysledek je pii srovnani s hodnotou 400 fold induction, které dosahl modelovy agonista
TCDD, témét zanedbatelny. Je znamo, Ze plisobenim myristicinu dochazi ke zvyseni indukce
CYP1Al v buitkkdch mys$iho hepatocelularniho karcinomu, ovSem nebylo potvrzeno, Ze je
myristicin schopny se vazat do LBD AhR. Na zékladé téchto zjisténi se predpoklada, ze indukce
CYP1A1l myristicinem probiha AhR-nezavislou cestou (Jeong et al., 1997), coz je ovSem
V rozporu se mnou ziskanymi vysledky. V ptfipad€ cuminolu byl nartst indukce jesté nizsi nez
u myristicinu a nebyl koncentraéné zavisly, ov§em ve vys$sich koncentraci mohl byt vysledek
ovlivnén poklesem Zivotnosti bunék. Pomoci MTT testu bylo zjisténo, ze v koncentraci
100 pg mlt zpiisoboval cuminol sniZeni viability bunék bunéené linie AZ-AhR na hodnoty
kolem 70 %. Zbylé latky pfi testovani v agonistickém modu nezptisobovaly zadné vyraznéjsi
zmény transkripcni aktivity AhR.

Vliv testovanych latek na AhR byl zjiStovan také v antagonistickém modu, kdy byly

latky testovany v kombinaci s modelovym exogennim ligandem TCDD nebo s modelovym
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endogennim ligandem FICZ. U latek (1S)-(+)-3-carenu, (+)-aromadendrenu, cuminolu
a borneolu, bylo pozorovano na koncentraci zavislé zesileni u¢inkti modelovych ligandl
a hodnoty maximalni indukce dosahovaly vice nez 100 %. K tomuto jevu mohlo dochazet
naptiklad prostfednictvim modulace skrze posttranslacni modifikace nebo tfeba spole¢nou
vazbou testované latky a modelového ligandu do vazebné domény AhR. VétsSina testovanych
latek, s vyjimkou terpinolenu a myristicinu, se svym vlivem neliSila v zavislosti na ptitomném
modelovém ligandu. Rozdilné ptisobeni terpinolenu a myristicinu v ptitomnosti TCDD a FICZ
muze byt zpisobeno rozdilnymi vlastnostmi téchto ligandii. Pfikladem vlastnosti, ve kterych se
tyto dva ligandy 1i8i mize byt to, ze FICZ ma vyssi afinitu k AhR nez TCDD, coZ souvisi
s rozdilnou interakei téchto latek s aminokyselinami v LBD, kdy FICZ tvoii s AhR stabilngjsi
komplex (Chitrala et al., 2018). Mimo to je FICZ schopny indukovat AhR-dependentni
luciferazovou aktivaci s vyssi potenci nez TCDD (Farmahin et al., 2014). V pfipad€ myristicinu
je nutné brat v potaz jeho vliv na viabilitu buné€k, ktery byl zjistény pomoci MTT testu, kdy
v koncentraci 100 pg-ml™ zpiisoboval sniZeni Zivotaschopnosti bunék na hodnoty kolem 75 %.
Realné zesileni aktivace v kombinaci s ligandem FICZ by tedy bylo jesté vyssi nez zjisténé,
a naopak pozorovany pokles maximalni indukce v pfitomnosti TCDD by realné nebyl tak
vyrazny. Snizeni aktivace AhR zplsobené myristicinem by mohlo byt vysvétleno tim, Ze se
jedna o parcidlniho agonistu. Parcialni agonisté ptisobi v pfitomnosti agonistli (napt. TCDD)
jako funk¢ni antagonisté, dochazi zde ke kompetici o vazebné misto receptoru a vznikajici
bunééna odpoveéd neni maximalni (Rang et al., 2015). Zbylé testované latky nevykazovaly
Vv antagonistickém modu Zadny vliv na transkripéni aktivitu AhR.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl usuzuji, Ze z testovanych latek maji na transkripéni
aktivitu AhR vliv myristicin a v malé mife také cuminol, které jsem zatadila mezi parcialni
agonisty tohoto receptoru. Ov§em pro lepsi porozuméni interakcim téchto latek s AhR by bylo

tieba dalSich studii.
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10 Zavér

V ramci bakalédiské prace jsem se veénovala testovani vlivu vybranych slozek
esencialnich olejii na transkripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru, s cilem detekovat
aktivatory AhR mezi t€émito latkami.

Literarni reSerSe se soustiedila na proces biotransformace a tlohu jadernych receptort
v regulaci enzymi ucastnicich se metabolismu xenobiotik se zaméfenim na AhR, jeho
strukturu, funkci a mechanismus aktivace. Bylo zde zahrnuto pojednani o receptorové teorii
a vysvétleni dvoustavového modelu podstatného pro porozuméni riiznych vztahli mezi
receptory a jejich ligandy. Na zavér byla pozornost vénovana vlastnostem, vyuziti a moznostem
izolace esencialnich oleju v historickych souvislostech. Byla zde zahrnuta i charakteristika
konkrétnich testovanych komponent esencidlnich oleju.

V experimentalni Casti byla nejprve hodnocena cytotoxicita vybranych testovanych
latek v daném koncentraénim rozmezi pomoci MTT testu. Nasledné byl sledovan vliv téchto
latek na transkrip¢ni aktivitu AhR za vyuziti metody Reporter Gene Assay ve dvou modech:
agonistickém a antagonistickém. Pfi testovani v agonistickém modu byla pozorovana zvySena
aktivace AhR u cuminolu a muyristicinu. V pfipadé cuminolu doslo k nejvys$§imu nartstu
odpovidajicimu 1,4 ndsobku negativni kontroly v koncentraci 10 pg-ml™. U myristicinu byl
V nejvyssi testované koncentraci 100 pg-ml™ zaznamenano zesileni indukce odpovidajici 2.9
nasobku negativni kontroly. U myristicinu byla v antagonistickém mddu pii testovani
v piitomnosti TCDD pozorovana inhibice odpovédi vyvolané dioxinem, kdy v koncentraci
100 pg'ml™ doslo ke sniZeni na 48 % maximalni indukce. Ovsem v kombinaci s modelovym
ligandem FICZ myristicin naopak indukci zvysoval. Zbylé latky neméli vyrazny agonisticky
ani antagonisticky vliv na AhR.

Na zékladé ziskanych vysledkt jsou cuminol a myristicin hodnoceny jako parcialni
agonisté AhR, nicméné pro pfipadné vyuziti téchto latek v souvislosti s jejich vlivem na AhR

by bylo potieba dalsiho vyzkumu.
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