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1.  Uvod

S pfirodnimi latkami a jejich derivaty se setkavdme kazdy den, at’ uz v podavanych
lécich ¢i potravé. Svym sloZenim i strukturou jsou velmi rozmanité. Vznikaji pii chemickych
pfeménach v rostlinnych a ZzivocisSnych buitkach. Mezi piirodni latky patii alkaloidy,
heterocyklické slouceniny, steroidy, pfirodni barviva a mnohé dalsi. Tyto latky jsou
biotransformovany v téle. Proces biotransformace je fizen klicovymi receptory, které funguji
jako ligandem aktivované transkrip¢ni faktory. Jaderné receptory patii do skupiny ligandem
aktivovanych tranksripénich faktort. Ovliviiuji vyvoj, metabolismus a mimo jiné se podileji
na regulaci cytochromu P450, ktery se ti¢astni biotransformace vétSiny xenobiotik.

Heterocyklické slouc¢eniny jsou hojné zastoupeny v ptirodé. Maji znacny vliv na Zivot,
nebot’ jejich strukturu mizeme najit v fad€ ptirodnich produkti, jako jsou vitaminy, hormony
a antibiotika. Jsou tedy vhodnymi kandidaty na vyvoj novych biologicky aktivnich latek.
Hledéani novych 1é¢iv je vénovano velké usili a syntéza sloucenin "in vitro" zaznamenala v
poslednich letech veliky pokrok.

Pyrimidin a pyridin jsou heterocyklické slou¢eniny, které jsou biologicky velmi aktivni.
Pyrimidin je napf. soucasti nukleovych béazi a pyridin nalezneme v mnoha vitaminech. Také
tyto dvé latky a jejich derivaty jsou studovany k vyvoji 1éCiv.

V praktické casti bakalarské prace byla sledovéana interakce uméle syntetizovanych
derivath latek s jadernymi receptory, vystupujicimi jako ligandem aktivované transkripcni
faktory. Pii experimentech byl sledovan aryl uhlovodikovy a glukokortikoidni receptor.
Inhibice nebo aktivace transkripcnich faktortt muze jit ruku v ruce s riznymi nemocemi. Je

proto nutné této tématice vénovat zna¢nou pozornost jiz na molekularni tirovni.
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2.  Pyrimidin, pyridin

2.1. Pyrimidin a jeho derivaty
2.1.1. Obecné vlastnosti

Pyrimidin (Obr. 1) je organicka heterocyklicka sloucenina obsahujici 4 atomy uhliku,
4 atomy vodiku a 2 atomy dusiku v poloze 1 a 3. Strukturni nazev je 1,3-diazin nebo také m-

diazin. Bod varu pyrimidinu je 124 °C a bod tani 21 °C. Hodnota pKa pro pln¢ protonizovany

@
/)

N
Pyrimidir
Obr. 1: Strukturni vzorec pyrimidinu

Vytvoteno podle Cervinka et al., 1991

Pyrimidinové derivaty, kyselina mocova a alloxan, jsou znamy od pocatku 19. stoleti,
avSak do roku 1879 nebyla laboratorné Zadna syntéza pyrimidinu provedena. Systematické
studium pyrimidinu zah4jil v roce 1884 Adolf Pinner, ktery syntetizoval derivaty kondenzaci
ethylacetoacetatu s amidiny. Pyrimidiny byly dale objeveny v meteoritech, ale jejich pivod
nebyl doposud objasnén. Muzeme je také najit v syntetickych slouceninach, jako jsou
barbituraty a 1é¢iva HIV (Sharma et al., 2014; Cervinka et al., 1991).

2.1.2. Vyuziti

Pyrimidiniim je vénovana velké4 pozornost z diivodu jejich vysoké biologické aktivity,
COX, neboli cyklooxygenaza, je enzym, ktery je zodpovédny za tvorbu biologickych
mediatorl prostanoidii, véetné prostaglandind, prostacyklini a tromboxanu. COX se v téle
vyskytuje ve dvou formach, a to ve form¢ COX-1 a COX-2. Druha forma je zodpovédna za

tvorbu zanétu a bolesti (Tirunagari et al., 2009). COX-1 je konstitutivni a odpovédny za
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udrzovani fyziologické homeostazy. Objev téchto dvou izoforem vedl k vyvoji nové tiidy
COX kataliticka doména v inhibitorech COX-2 je o 20% v¢tsi a 1isi se v pfitomnosti bo¢ni
kapsy ve srovnani s COX-1. Ob¢é formy vykazuji 65% homologii aminokyselinové sekvence,
avsak vyrazny rozdil je v substituci isoleucinu v pozici 523 v COX-1 s valinem na COX-2,
kterd umoznuje interakci sulfonamidové nebo sulfonové skupiny koxibu s Arg 513 v

postranni kapse COX-2 (Vane et al., 1998).

2.1.3. Derivaty pyrimidinu

Pyrimidiny maji velmi Siroké spektrum vlastnosti, analogy pyrimidinu maji

-----

vvvvvv

Jedna se o nukleové baze, které jsou zakladni soucasti nukleovych kyselin
Dal§i vyznamnou skupinou derivatl, jsou derivaty kyseliny barbiturové, tzv.
barbituraty. Ve farmaceutickém primyslu se pouzivaji barbital (diethylbarbiturova kyselina) a

fenobarbital (ethylfenylbarbiturova kyselina) jako sedativa a hypnotika (Obr. 3).

H H H
o] N ¢] o] N o]
OYN O NINF %( %
C,H C,oH;5
HN HN S\
|| || CaHs || CeHs
0 O O
kyselina barbiturova barbital fenobarbital

Obr. 2: Strukturni vzorec Kkyseliny barbiturové, barbitalu a fenobarbitalu

Vytvoieno podle Cervinka et al., 1991

Vitamin By (thiamin) (Obr. 3) je ¢len vitaminu B komplexu. Je velmi dilezity pro
vSechny organismu, avSak Clovék a zvifata obecné jej neumi syntetizovat a je nutné jej
pfijimat v potravé. Plsobi pfiznivé na nervovy systém a proti unave. Nedostatek thiaminu se
muze projevit nemoci beri-beri, vyCerpanosti, podrazdénosti, degeneraci kardiovaskularniho

systému, svall a dalSich. Jeho fosfatovana forma je pfitomna v jatrech jako koenzym a pisobi
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pfi metabolismu uhlovodiki, bilkovin a tukl. Je také dulezity pfi syntéze acetylcholinu a

gama aminomaselné kyseliny (Rao et al., 2010; Kesler et al., 2005).

OH
Obr. 3: Struktura vitaminu B1
Vytvoieno podle Cervinka et al., 1991

Tetrahydropyrimidin  (Obr. 4) je dalsim pfedstavitelem derivati pyrimidinu.
Tetrahydropyrimidin, spolu s fadou derivati, ma Sirokou oblast biologické aktivity, napf.
protizdnétlivé, antihypertenzni, antimikrobidlni, protinddorova, antituberkuldrni a
antiproliferativni u¢inky (Godhani et al., 2014). Jsou to inhibitory melanogenese. Inhibuji
také HIV-1 proteazu, ktera je dulezita pro replikaci viru HIV (Gulnik et al., 2000). Taktéz
zachycuji radikaly a jsou to agonisté muskarinovych receptori. Tetrahydropyrimidiny tedy
patii do skupiny multiblokatori. Biologickd a stejné¢ také medicinska dileZitost 1,2,3,4-
tetrahydropyrimidinti je vyzvou pro dal$i modifikace v heterocyklu (Cervinka et al., 1991).

Diethylester 1,3-dicyclopentyl-1,2,3,6-tetrahydropyrimidin-4,5-dikarboxylové
kyseliny (Obr. 5) vyvolava sniZzeni obsahu kyseliny octové u mysi, ktera po aplikaci do mysi
zpiisobovala stavy svijeni. Po pouzZiti vySe zminé€ného derivatu toto svijeni ustupovalo
(Yuning et al., 2013). Tato slouc¢enina mize byt vedouci latkou pro vyvoj novych latek na
lécbu  nemoci, jako je mnapf. revma. Derivat diethyl-1,3-dicyclohexyl-1,2,3,6-
tetrahydropyrimidin-4,5-dikarboxylat (Obr. 6) vykazoval protizanétlivé G¢inky u zvifat, ale

pfi nizké ucinnosti (Gondkar et al., 2013).
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1,2,3,4-tetrahydropyrimidine

Obr. 4: 1,2,3,4-tetrahydropyrimidin
Vytvoreno podle Cervinka et al., 1991

Obr. 5: : Diethylester 1,3-dicyclopentyl-1,2,3,6-tetrahydropyrimidin-4,5-dikarboxylové
kyseliny
Vytvoieno podle Yuning et al., 2013

Obr. 6: Diethyl - 1,3- dicyclohexyl-1,2,3,6-tetrahydropyrimidin -4,5-dikarboxylat

2.2. Pyridin a jeho derivaty

2.2.1. Obecné vlastnosti

Pyridin (Obr. 7) je heterocyklicka organicka sloucenina, ktera obsahuje 5 atomi
uhliku, 5 atomt vodiku a 1 atom dusiku. Strukturné je podobny benzenu. Pyridinovy kruh se
vyskytuje v mnoha dulezitych sloucenindch, napf.: azinech nebo vitaminech. Pyridin je

bezbarva kapalina pronikavého zapachu o bodu varu 116 °C, bodu tuhnuti -41,6 °C a hustoté
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0,9819 g/cm®. Je hoflavy a rozpustny ve vodg. Je to vyborné rozpoustédlo, aviak rozsifeni
pouziti brani jeho silny zapach a toxicita. Pyridin je slaba zasada s hodnotou pKa = 5,22 a se
silnymi kyselinami tvofi soli. Rozlozeni elektroni ptedurCuje pyridin k elektrofilnim

substituénim reakcim, které budou probihat na atomu dusiku a do B polohy (Cervinka et

al., 1991).

T
>
M

Obr. 7: Strukturni vzorec pyridinu

Vytvoteno podle Cervinka et al., 1991

Pyridin zpisobuje zdravotni potize, pokud je vdechnut, spolknut nebo absorbovan
ktzi. Akutni otrava pyridinem se vyznacuje bolesti hlavy, ztratou koordinace, nevolnosti,
ztratou chuti k jidlu. Otrava mulze vést aZ k bolesti hrudniku a bezv&€domi. Pyridin neni
povazovan za karcinogenni.

Pyridin byl objeven v roce 1849 skotskym chemikem Thomasem Andersonem jako
jedna ze slozek kostniho oleje. Cisty pyridin se v p¥irodé moc nevyskytuje, pouze v listech a
kofenech nékterych rostlin, napiiklad v ruliku zlomocném (Atropa bella-donna) ¢&i
proskurniku 1ékaiském (Althea officinalis) (Buhler et al., 1990). Nicméné jeho derivaty jsou
Zasto soucasti biomolekul, napt.: pyridinovych nukleotidii nebo alkaloidi (Cervinka et al.,
1991).

2.2.2. Vyuziti

Pyridin se pouziva jako rozpoustédlo v organické chemii, které je relativné
nereaktivni. Bazicka povaha pyridinu z néj déld idealni molekulu pro vychytavani kyselin.
Dale je pyridin vhodny pro acylace, dehydrochlorace a extrakce antibiotik. Pyridin se také
pouziva jako ,.startujici” material v agrochemii a farmaceutickém pramyslu. Je prekurzorem
pro herbicidy jako je diaquat a paraquat, insekticidy jako je chlorpyrifos a antifungalni latky.
Také je prekurzorem pfi vyrobé piperidinu (Cervinka et al., 1991).
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2.2.3. Derivaty pyridinu

Nikotin (Obr. 8) je rostlinny alkaloid, ktery se vyskytuje v tabaku. Na organismus
pusobi stimula¢nimi a uvoliiujicimi Uc¢inky, avSak je navykovy. Stimuluje mysleni a
pozornost. Jeho vliv byl zkoumén u Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, ale nebyl shledan

nijak vyznamnym. Dfive se nikotin pouzival jako insekticid (D’Souza et al., 2011).

Obr. 8: Strukturni vzorec nikotinu

Vytvoteno podle McMurry, 2007

Kyselina nikotinova (Obr. 9), znama také jako niacin, je ve vod¢€ rozpustny vitamin. Je
oznacovan jako vitamin Bs. Jeho syntéza v téle je omezena, je tudiz nutny jeho piijem v
potraveé. Zdrojem niacinu jsou jatra, kriti maso ¢i listovd zelenina. Niacin je nutny pro
uvolnéni energie z potravy. Dilezity je také pro spravnou funkci nervové soustavy.
(Zempleni et al., 2007). Nedostatek niacinu se projevuje nespavosti, nechutenstvim a dalimi
nespecifickymi symptomy. Vazny nedostatek vitaminu B3 zptisobi nemoc zvanou pelagra. Ta

se projevuje hubnutim, poruchami zazivani a demenci (Prakash et al., 2008).
[
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Obr. 9: Strukturni vzorec kyseliny nikotinové

Vytvoreno podle Zempleni et al., 2007

Nikotinamid (Obr. 10) je amid kyseliny nikotinové. Jedna se o ve vod€ rozpustny
vitamin. Nikotinamid je soucasti NADH, dtlezitého koenzymu, ktery se i€astni metabolismu
uhlovodikt, tukd, bilkovin a alkoholu v téle. Je také soucasti NADPH, ktery se ucastni

anabolickych reakci napf. syntézy mastnych kyselin a cholesterolu (Wan et al., 2011).
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Obr. 10: Strukturni vzorec nikotinamidu
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Vytvoteno podle McMurry, 2007

Dalsim derivatem pyridinu je pyridoxin, také znam jako vitamin Bg (Obr. 11). Pasobi
jako koenzym a napomaha napi. ke spravné tvorbé Cervenych krvinek, tvorbé bilkovin ¢&i
tvorbé chemickych latek v mozku. Uplatnéni také najdeme pii prevenci srdecnich

onemocnéni (Prasad, 2010).

oH

OH
HO T2

T
N CH,

Obr. 11: Strukturni vzorec pyridoxinu

Vytvoieno podle Cervinka et al., 1991

Velkou  zkoumanou skupinou derivath pyridinu je  tetrahydropyridin.
Tetrahydropyridin se svymi derivaty je zkouman nejen v oboru 1ékafstvi, jako mozné 1é¢ivo,
ale také v potravinovém pramyslu. Latka 6-acetyl-1,2,3,4-tetrahydropyridin zpusobuje
typickou piichut’ a aroma chleba (De Kimpe et al., 1993). Parkinosova nemoc vyvolava
neurotoxin  N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6 -tetrahydropyridin, ktery u lidi zpusobuje
neuropatologické a klinické abnormality (Javitch et al., 1985). 3-Aryl-N-Methyl-1,2,5,6-
tetrahydropyridinové derivaty byly studovany jako inhibitory acetylcholinesterazy, k
potlaceni ptiznakti Alzheimerovy choroby (Prasad et al., 2007).

3.  Genova exprese a jeji regulace

Genova exprese je proces, pii kterém jsou informace ulozené v genu pouzity pii

syntéze funkéniho genového produktu, tzv. proteosyntézou a tyto produkty jsou oznacované
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jako proteiny. Proteosyntéza probiha ve dvou stupnich. Prvnim stupném je transkripce a po ni
nasleduje translace (Safatova, 2011).

Regulace genové exprese zahrnuje velkou fadu mechanizmi, které jsou pouzivany pro
zvyseni nebo naopak snizeni produkce specifickych genovych produkta. Prakticky kazdy krok
genové exprese muze byt modulovan, od zahdajeni transkripce, ptes zpracovani RNA po post-
translaéni modifikace proteinu (Hoopes, 2008). Kone¢ny krok u mnoha signalnich
transduk¢nich cest je modifikace transkripCnich faktorti, které reguluji expresi specifickych
gend. Neurotransmitery, rustové faktory a 1é¢iva jsou schopné ovlivnit genovou expresi v
buiice. Mechanismy, které kontroluji genovou expresi, jsou stale vice prozkoumavany
(Martin et al., 1998).

Aby mnohobunéény organismus fungoval spravné, je nutnd specializace bunék, tedy z
nespecializovanych bunck se stanou bunky specializované, které navzajem spolupracuji.
Buiiky takového organismu maji téméf vzdy totoznou DNA, lisi se pouze zménou aktivity
jednotlivych gend. Geny, které bunka potiebuje, zlistavaji aktivni, za to nepotiebné geny jsou

vypnuté (Safatova, 2011).

3.1. Regulace genové exprese na tirovni transkripce

Regulace aktivity jednotlivych déji se déje na riiznych urovnich. Mize probihat na urovni
genomu, transkripce, translace, postranslacnich déji, degradaci mRNA a nasyntetizovanych
proteint ¢i modifikaci RNA a jejim transportem z jadra (Phillips et al, 2008).

O tom, zda bude dany gen pfepsan do mRNA a bude schopen pfejit na dalsi Groven,
rozhoduje transkripce. Proto je z urovni regulace genové exprese nejdulezitéjsi. Jedna se o
proces, ktery probihd ve vSech zivych organismech. Regulace transkripce je tedy d¢j, kterym
bunka reguluje pfeménu DNA do RNA a podili se na ném transkripéni faktory. Ty nalezneme
ve vSech Zivych organismech. Diky transkripénim faktorim je genovéa exprese pfizpisobena
potfebam bunky. Lidsky genom obsahuje pfiblizné¢ 2600 bilkovin, které obsahuji DNA-
vazebné domény, a u vétSiny z nich se predpoklada, Ze funguji jako transkripéni faktory
(Babu et al., 2004). N¢ekdy je zapotiebi pro efektivni genovou expresi kooperace nekolika
riznych transkripcnich faktort (Phillips et al., 2008).

Transkripcni faktory obsahuji jednu nebo vice oblasti vazajici DNA. Ty se vdzou na

specifické sekvence DNA, na tzv. zesilovace nebo do promotorové oblasti, které sousedi s
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geny, jez reguluji. Nekteré transkripéni faktory musi byt pro funkénost aktivovany, u jinych je
nutné odstranit inhibitor (Gill, 2001). Vazbou na promotor mohou usnadnit vazbu RNA-
polymeraze, ptipadné ji také blokovat. Jsou to také katalyzatory pii acetylaci ¢i deacetylaci
histonti. Acetylované histony oslabuji vazbu s DNA, ktera se tak stava piistupnéjsi pro
transkripci. Deacetylované histony posiluji vazbu s DNA a stava se tak méné piistupnou pro
transkripci.

Transkripcni faktory jsou nepostradatelné v bunééném vyvoji. V reakci na podnéty
transkrip¢ni faktory aktivuji nebo naopak inhibuji transkripci, coz umozituje zmény v bunécné
diferenciaci. Rodina transkripénich faktoru HOX je diilezita pro spravné télesné usporadani.
Obsahuji zvlastni sekvenci bazi, tzv. homeobox. Z HOX genid je syntetizovana
homeodoména, coZ je protein, ktery se vaze na DNA a ovliviluje jeji transkripci (Myers,
2008.) Transkrip¢ni faktor, kédovany SRY, urCuje pohlavi ¢loveéka. Muzské pohlavi je
podminéno pfitomnosti chromozomu Y. Gen SRY navozuje produkci testosteronu. Pii
nerovnomérném Crossing-overu muze dojit k translokaci SRY na chromozom X, za vzniku
zenského fenotypu XY nebo muzZského fenotypu XX. U takovych jedincii se vyskytuji
zakrnéla varlata ¢i vajecniky a s tim spojené problémy s reprodukci (Matsuzawa-Watanabe et
al., 2003).

3.2. Jaderné receptory

Jaderné receptory patii do skupiny ligandem aktivovanych transkrip¢énich faktord,
které fidi expresi specifickych genli, ¢imZ ovliviiuji vyvoj, homeostazu a metabolismus
organismu. Tyto receptory se podileji na regulaci cytochromu P450. Ptimou vazbou na DNA
dochazi ke konforma¢nim zménam receptoru, coz ma za nasledek ovlivnéni genové exprese
(Olefsky, 2001). Mezi jaderné receptory patii naptiklad tyroidni receptor, retinoidni receptor,
vitamin D receptor a xenoreceptory (pregnanovy, aryluhlovodikovy, a jiné) (Germain et al.,
2006). Ligandy, které se vazi na jaderné receptory, a tim je aktivuji, jsou lipofilni latky. Mezi
ty patii pfedevsim endogenni hormony, vitamin A, vitamin D a nejrtiznéjS$i xenobiotika.
Néekteré jaderné receptory, jako FXR (Farnesoid X Receptor), LXR (Liver X Rexeptor) ¢i
PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) vazou fadu metabolickych produktd,
naptiklad mastné kyseliny nebo derivaty s nizkou afinitou. Tyto receptory mohou fungovat

jako metabolické senzory. Ostatni jaderné receptory, jako CAR (Constitutive Androstane
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receptor) ¢i PXR (Pregnane X Receptor), reaguji na cizorodé latky a reguluji expresi
cytochromu P450 (Mohan et al., 2003).

3.2.1. Struktura jadernych receptori

Jaderné receptory maji modularni strukturu (Obr. 12). Ta obsahuje N-terminalni
regulaéni doménu, DNA-vazebnou doménu, spojovaci oblast, ligand-vazebnou doménu a C-
termindlni doménu. N-terminalni regulacni doména mé aktivacni funkci, jejiz Cinnost je
zavisla na piitomnosti ligandu. DNA-vazebna doména se vaze na specifické sekvence DNA,
tzv. elementy odezvy hormonu. Spojovaci oblast propojuje Dna-vazebnou doménu s doménou
ligand vézajici. Navazani ligandu a dimerizace se uskuteciuje prostfednictvim ligand -
vazenbné domény. Ligand-vazebna doména se skladd z dimerizacni oblasti, oblasti pro
navazani koregulatoru, Sroubovice s aktivacni funkci a mista vazajici ligand. C-terminalni
doména obsahuje velice variabilni sekvenci nukleotidi v zdvislosti na rliznych jadernych

receptorech (Kumar et al., 1999).

Netermindlni o
demeéna Spofovac oblast C-terminglm
Pojovec o doména
DNA - vazebna . . .
doména Ligand-vazebnd doména

Obr. 12: Struktura jaderného receptoru
Vytvoreno podle Tenbaum et al., 1997

3.2.2. Mechanismus ucinku jadernych receptori

Neaktivni jaderné receptory se nachézeji predevs§im v cytoplazmé, spolecné s
proteiny teplotniho Soku (HSP), které pomahaji udrzet prostorovou strukturu bilkovin. Za
pfitomnosti ligandu dochazi k vazbé€ ligandu na jaderny receptor, konforma¢nim zménam
receptoru a odstépeni HSP. Nasledné je komplex ligand-receptor translokovan do jadra, kde

dochazi k dimerizaci receptoru. Jaderné receptory se vazou na specifickou sekvenci DNA, v
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promotoru cilového genu. Na jaderné receptory se mohou vazat koregulatory ¢i koaktivatory a
tim ovlivnit bunécné mechanismy. Ligandy, které svou vazbou na jaderny receptor zesili
genovou expresi, oznacujeme jako agonisty. Tyto G¢inky mohou byt napodobovany

lékem dexametazonem (LaLone et al., 2012). Jiné syntetické ligandy nemaji zadny zjevny
ucinek na transkripci genu za nepfitomnosti endogenniho ligandu. OvSem blokuji G¢inek
agonisty prostifednictvim kompetitivni vazby na stejné vazebné misto v receptoru. Tyto
ligandy oznacujeme jako antagonisty. Jako piiklad antagonistického 1é¢iva muzeme uvést
mifepriston, ktery se vaze na glukokortikoidni receptor a progesteronovy receptor a blokuje

tak aktivitu kortizolu a progesteronu (Morgan et al, 2013; LaLone 2012).

3.2.3. Rozdéleni jadernych receptori

Jaderné receptory jsou klasifikovany do &tyi kategorii, podle jejich dimerizace
(Mangelsdorf DJ et al, 1995). Receptory typu | tvofi homodimery, jejichz ligandy piedstavuji
steroidni hormony. Radime zde androgenni receptor, estrogenni receptor, glukokortikoidni
receptor, progesteronovy receptor a mineralokortikoidni receptor (Linja et al., 2004).
Receptory typu I vytvaii heterodimery s retinoidnim X receptorem (RXR). Do této skupiny
patii receptor kyseliny retinové (RAR), receptor vitaminu D3 (VDR), receptor hormonu $titné
zlazy (TR) a receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPAR) (Klinge et al, 1997).
Receptory typu Il vytvaii heterodimery s RXR a nazyvaji se orfanové, jejichz ligandy jsou
doposud neznamé. Receptory IV typu se mohou vazat jako monomery (Mangelsdorf DJ et al,
1995).

3.3. Receptor AhR

Receptor AhR patfi do skupiny ligandem aktivovanych transkripcnich faktort. Gen
AhR se vyskytuje na 7. chromozomu. Spole¢né s jeho represorem AhRR a nuklearnim
translokatorem ARNT fidi expresi CYP P450. Tento receptor patii do rodiny bHLH-PAS
(basic-helix-loop-helix) transkrip¢nich faktord. Je spojovan s odpovédi organismu na latky

zneCist'ujici zivotni prostiedi, z nichz vétSina z nich jsou synteticky vyrobena. V soucasné
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dobé bylo vice jak 40 let vénovano usili do experimentalni ¢innosti k pochopeni funkce AhR,
pomoci exogennich latek. Mezi ty muzeme uvést polycyklické uhlovodiky, indoly,
karotenoidy ¢i flavonoidy. Mezi ligandy z endogennich sloucenin lze uvést napt. derivaty
mastnych kyselin a aminokyselin (Beischlag, et al., 2008).

Velmi znama latka 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) zpasobuje aktivaci
AhR. TCDD je velmi toxicka latka, kterd se ¢im dal Castéji vyskytuje v ekosystémech ruku v
ruce s pouzivanim herbicidii. ZptUsobuje vaznd onemocnéni i pii mensSich koncentracich.
Prav¢ jeho toxicita je primarné zprostiedkovana ptes AhR (Beischlag et al., 2008).

Fyziologicka uloha receptoru AhR se nachazi jak u obratlovci, tak u bezobratlych. U
bezobratlych je dulezity pro spravny rozvoj segmentt antény a nohou (Duncan et al., 1998). U
obratlovct hraje roli v bunécné proliferaci a diferenciaci mnoha vyvojovych drah, véetné
krvetvorby a lymfatického systému (Tijet et al., 2005). Také bylo zjisténo, ze ma dulezitou
funkci v hematopoetickych kmenovych bunkach, kde AhR antagonismus podporuje jejich
sebeobnovu a je zapojeny do diferenciace megakaryocyti (Boitano et al., 2010). Endogenni a
exogenni ligandy mohou inhibovat apoptdzu nebo ji také aktivovat.

Pfi nepfitomnosti ligandu, se AhR vyskytuje v cytoplazmé jako inaktivni proteinovy
komplex skladajici se z dimeru Hsp90, prostaglandinu E syntazy 3 (P23) a jedné molekuly
imunovilinu, jako interagujiciho AhR proteinu (AIP). Dimer Hsp90 spolu s P23, ma
multifunkéni tlohu pfi ochrané receptoru pred proteolyzou. AIP interaguje s karboxylovym
koncem Hsp90 a vaze se na AhR nuklearni lokaliza¢ni sekvenci, aby nedoslo k odchodu z
jadra (Carver et al., 1998). Po navazani ligandu do ligand vazebné domény PAS B dochazi ke
konformaénim zménam, zptistupnéni jaderného lokalizacniho signalu a je zahajen jaderny
transport, pii kterém dochazi k disociaci chaperonovych proteinti a heterodimerizaci S ARNT.
(Lensu et al., 2011) Heterodimer se vaze na tzv. xenobiotické responzivni elementy v
promotorové oblasti cilovych genl. Tyto elementy obsahuji sekvenci 5-TnGCGTG-3* (Bacsi
et al., 1995). Heterodimer pak dale vytvafi vazbu s transkripénimi koaktivatory. V piitomnosti
RNA polymerazy II dojde k iniciaci. Nakonec dochdzi ke kompetitivni inhibici AhR
receptor je nasledné translokovan zpét do cytoplazmy, kde je degradovan (Obr. 13) (Nagy et
al., 2003).

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beischlag%20TV%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beischlag%20TV%5Bauth%5D

Ligands enter cell

DREs CYP1A1

D - AhR
X AP2 h§p90

ARNT
Receptor bmds‘ Other
ligand 5 )\'y q factors?
i Q /—mRNA

DREs Other genes

Proteosome New proteins <— Translation

l Increased T Other

Degradation cytochrome gene products
P-4501A1

Obr. 13: Signalni draha AhR
Pievzato z Nagy et al; 2003

Toxicka reakce vyvolana aktivaci AhR je vysledkem dvou riznych signalizaci AhR.
Prvni z nich je produkce toxickych metabolitd indukovanych metabolizujicimi enzymy.
Ptikladem je polycyklicky aromaticky uhlovodik benzo-a-pyren (BaP), ligand pro AhR, ktery
indikuje sviij vlastni metabolismus a bioaktivaci do toxického metabolitu prostfednictvim
indukce CYP1A1 a CYPIB1 v ngkolika tkanich (Harrigan et al., 2004). Druhy pfistup k
toxicité je vysledkem aberantnich zmén v transkripci genu, které vedou k neZadoucim
zménam v bunéfnych procesech, zméndm v metabolismu lipidi a funkci S§titné zlazy,

endokrinnim porucham a dalsi (Lindén et al., 2010).

3.4. Glukokortikoidni receptor (GR)

Glukokortikoidni receptor (GR), také znamy jako NR3CI, je ligandem aktivovany
transkripéni faktor, stejné jako AhR. Oproti AhR se vSak GR nachazi na 5. chromozomu a
patii do skupiny nuklearnich hormonélnich receptorti. GR se nachazi témet ve vSech buinikach
v téle a reguluje geny fidici vyvoj, metabolismus a imunitni reakce. Tento gen je exprimovan

v nékolika formach, coz mé za nasledek rizné ucinky v riznych cCastech téla. Mezi dvé
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nejcastejsi izoformy patii GRa a GRB. GR plsobi antagonisticky vi¢i GR snizenim vazby
koaktivatori na komplex GRo/GRa (Schaaf et al., 2002).

nadledvin. GR je aktivovan piedev§im endogennimi ligandy, ale také exogennimi, a to
synteticky pfipravenymi glukokortikoidy. Dexametazon ¢i betametazon jsou uméle
synteticky pfipravené glukokortikoidy, které aktivuji GR. Tyto latky jsou piedepisovany jako
1é¢iva (Novotna et al., 2012). Mezi enzymy, které jsou regulovany pomoci GR patii syntazy
oxidu dusnatého (iNOS), cyklooxygenazy (COX-2), cytokininy, chemokininy, kininy a dalsi
(Newton, 2000).

Nenavazany GR se nachazi v cytoplazmé buiikky v komplexu s riznymi proteiny,
vcetné proteinu tepelného Soku 70 (Hsp 70), proteinu tepelného Soku 90 (Hsp 90) a proteinu
FKBP52. Endogenni ligand, hormon Kortisol, difunduje pfes bunéénou membranu do
cytoplazmy a véaze se na GR, coz vede k uvolnéni proteinti tepelného Soku. Vysledny
aktivovany GR ma dva hlavni mechanismy G¢inku, a to transaktivaci a transrepresi (Obr. 14)

(Hayashi et al., 2004).

e Transaktivace - zvySeni ucinku genové exprese. Pfimy mechanismus G¢inku zahrnuje
homodimerizaci receptoru, translokaci pfes aktivni transport  do
jadra a vazani se na specifické DNA responzivni prvky aktivujici
genovou transkripci.

e Transreprese - potladeni Cinnosti proteinu jinym proteinem. V nepfitomnosti
aktivovaného GR, jiné transkripéni faktory, napf. NF- kB a AP-1,
jsou samy o sobé schopny transaktivovat cilové geny. Aktivovany
GR miiZe vytvofit komplex s témito transkripénimi faktory  a
zabranit tak vazb¢ svych cilovych geni a tim potlacit expresi genu,

ktera je normalné pomoci NF- kB a AP- 1 stimulovana.
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Obr. 14: Signalni draha GR
Ptevzato z Schaaf et al., 2002

4. Biotransformace

Biotransformace je proces, pii kterém dochazi k pfeméné jedné latky v jinou
chemickou reakci v téle. Témito procesy se snazi organismus exogenni latky postupné
detoxikovat a eliminovat z t¢la. Pfeména latek je dilezita, pro spravné fungovani télesnych
funkci. Muze probihat jak u latek endogennich, tak pfedevs§im exogennich, tzv. xenobiotik,
mezi které fadime vSechny latky télu cizi, napt. ptisady do potravin, polutanty v ovzdusi,
l1éky a mnoho dalsich.

Aby nedochézelo k akumulaci xenobiotik a latky se nestavaly toxické pro organismus,
je nutné je z téla vyloucit. Biotransformaci rozumime sled po sobé nasledujicich reakci,

jejichz nasledkem dojde ke zméné struktury a polarity latky. Latky polarni jsou poté snadno

25



vylouceny ledvinami. Latky lipofilni (hydrofébni) jsou pro télo té€Zce odstranitelné. Cirkulaci
mezi ledvinami a jatry se pfeméni v hydrofilni metabolity, které tak mohou byt moci

odstranény (Hoensch et al., 1979).

4.1. Faze biotransformace

Biotransformace se sklada ze tfi fazi. B&hem prvni faze vznikd hydrofilné;si
sloucenina. Ve druhé fazi dochézi ke konjugaci s endogenni slouc¢eninou a vzniku jesté vice

hydrofilnéjsiho metabolitu. V tfeti fazi jsou metabolity transportovany z buniky ven.

V prvni fazi biotransformace (I. faze) dochazi k pteméné mén¢ polarni latky v latku
polarngjsi, ktera se uskute¢niuje v endoplazmatickém retikulu bunky (Skalova et al., 2011).
Chemické reakce, které zde probihaji, jsou zalozeny na principu pfedev§im oxidace (N-
oxidace, aromaticka a alifatickd hydroxylace, oxidativni dehalogenace a dalsi), dale redukce
(reduk¢ni dehalogenace, nitroredukce a dal$i) a hydratace. Vznikla polarni latka muze
vstoupit do II. faze biotransformace. Hlavnim enzymem, podilejicim se v této fazi, je
cytochrom P450 (CYP), dale flavinové monooxygenasy, monoaminooxydasy,
alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy a dalsi (Knejzlik et al., 2000).

Ve druh¢ fazi biotransformace (II. faze) vznika polarnéjsi konjugat xenobiotika a
endogenni slouCeniny. Sloucenina vstupujici do konjugacni reakce musi mit ve své struktuie
vhodnou skupinu ke konjugaci, jako je napt. hydroxyl (-OH), amino (-NH 2), a karboxyl (-
COOH). Mezi chemické reakce, které v této fazi probihaji, patfi glukoronidace, acetylace,
konjugace s glutathionem, sulfatova konjugace, methylace, konjugace s aminokyselinami a
hydratace. Vzniklé metabolity jsou obvykle hydrofilni a mohou byt odstranény z téla
(Knejzlik et al., 2000).

Tteti faze biotransformace (III. faze) zahrnuje transmembranové proteiny, které
piepravuji xenobiotika ven z buiikky. Mezi nejznaméjsi transmembranové proteiny patii P-
glykoproteiny. Tyto proteiny jsou zodpovédné za tzv. multilékovou rezistenci systému. P-
glykoproteiny vyuZzivaji energii z hydrolyzy adenosin-5'-trifosfatu (ATP). Na exkreci
konjugatli se také podileji peptidy organickych aniontd (OATP). Cilem této fadze a vSech

pfenasecu je snizeni koncentrace toxickych latek v téle (Vrzal et al., 2004).
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4.2. Cytochromy P450

Nejprostudovanéjsi biotransformacni procesy jsou ty, které jsou katalyzovany
cytochromy P450 (CYP). Cytochromy P450 jsou enzymy, které ve své struktuie obsahuji
porfyrin a centralni atom Zeleza, které piechazi mezi stavy Fe?* a Fe*. Cytochromy P450 se
vyskytuji v riiznych izoformach. Ty jsou fazeny dle miry homologie jejich primarni struktury

proteinovych molekul do genetickych rodin a podrodin.

4.2.1. Nazvoslovi

Néazev P450 nam iika, ze se jedna o pigment, ktery po redukci hemového Zeleza oxidem
uhlenatym dosahuje absorpéniho maxima pfti vinovych délkach okolo 450 nm. Zkratkou CYP
(CYtochrome P450) se v zapise oznaCuje superrodina. Nasledna arabska Ccislice, pf.
(CYP1A2), oznacuje rodinu. Podrodina se znaci velkym tiskacim pismenem nasledujicim po
arabské (Cislici, pf. (CYP1A2). Arabska cCislice na poslednim misté, pt. (CYP1A2),
identifikuje konkrétni gen. Do rodin fadime cytochromy P450 se sekven¢ni homologii vyssi

nez 40 % a do podrodin s homologii vyssi nez 55 %.

4.2.2. Vyskyt a vyznam v lidském organismu

U ¢loveka bylo doposud identifikovano 18 rodin cytochromt P450 (Zanger et al.,
2013). Metabolismu xenobiotik se ucastni pfedev§im rodiny 1,2 a 3. U této skupiny je také
vyznamny geneticky polymorfismus. Zbyvajici rodiny se ucastni hlavné metabolismu
endogennich latek, napft. sterolli, zlu¢ovych a mastnych kyselin (Lamb et al, 2009). CYP se
nachéazeji ve vnitfni mitochondrialni membrané nebo v endoplazmatickém retikulu bunék
(Berka et al.,, 2011). CYP metabolizuji tisice endogennich a exogennich chemikalii.
Cytochromy P450 jsou pfitomny ve vétSing tkdni téla, predev§im v jatrech, a hraji dilezitou
roli pii syntéze hormont, syntéze cholesterolu a metabolismu vitaminu D. Také metabolizuji
toxické slouceniny, vcetné¢ 1€ka. Z jaternich cytochromt P450 jsou nejvyznamnéjsi
izoenzymy CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6, CYP2C (2C8, 2C9, 2C18, 2C19), CYP2EL a
CYP3A4. Z cytochromti P450, které se vyskytuji se v jinych tkdnich, jsou pro preménu
cizorodych latek dulezité izoenzymy CYP1Al, CYP2B6, CYP2Ela CYP3A4 (Stiborova et
al., 1999).
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CYP jsou hlavnimi enzymy podilejici se na metabolismu 1éki. Mnoho 1ékti muze
zvysit nebo naopak snizit aktivitu riznych izoenzymid CYP. To je hlavnim zdrojem
nezadoucich lékovych interakci, nebot’ zmény CYP enzymové aktivity mohou ovlivnit
metabolismus a vylucovani 1é¢iv. Napftiklad, jestlize jedno 1é¢ivo inhibuje CYP, ktery se
podili na metabolismu druhého 1éku, mize se toto lé¢ivo hromadit v téle v toxickych
koncentracich. Je proto nutné volit 1éky, které nereaguji s CYP systémem. Bylo zjisténo, ze
piirozen¢ biologicky aktivni latky vyskytujici se v grapefruitové Stave, inhibuji CYP3A4,
zprostiedkovavany v metabolismu nékterych 1¢ékt, coz vede k moznosti predavkovani (Bailey
et al., 2004).

Vyskytuje-li se v populaci geneticky podminéna odlisnost s frekvenci vyskytu alespon
2%, jedna se o tzv. geneticky polymorfismus. Jde o vrozené¢ zmény DNA, které vedou k
absenci, nemoznosti indukce ¢i tvorbé forem cytochromii P450 s odliSnou katalytickou
aktivitou. Na zaklad¢ metabolické aktivity zjisténé pro jednotlivé formy cytochromt P450
jsou pozorovani jedinci rozdélovani do tfi kategorii, a to pomali, rychli a ultrarychli
metabolizatoti. VEtSinu populace tvoii homozygoti pro normélni gen s dobrou metabolickou
funkci, tzv. rychli metabolizatofi. U pomalych metabolizatori je patrnd nizkd nebo Zadna
enzymova aktivita. U ultrarychlych metabolizatori dochazi k urychleni metabolismu, ktery je

zpusobeny duplikaci nebo amfiplikaci funkéniho genomu (Shu-Feng et al., 2009).
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Cile prace
Vypracovani reSerSe na téma bakalatské prace.
Stanoveni viability vybranych bunécnych linii pomoci MTT.
Stanoveni miry aktivace jadernych receptorti v bunéénych liniich.

Vypracovani bakalatské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalaiské prace.
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7.

7.1. Material
7.1.1. Chemikalie

Material a metodika

Tab. 1: Seznam pouZitych chemikalii

Reagencie

Firma Katalogové ¢islo

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD)

Ultra Scientific 48599

Substrat pro luciferazu

Pripraveno na katedfe bunécné biologie a

genetiky, UP
Dexamethazon (DEX) Sigma-Aldrich D4902
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich D8418
Dulbecco’s Modified Eagle’s médium | )
(DMEM) Sigma-Aldrich D6546
Fetalni bovinni sérum (FBS) PAA Al15-144
Hygromycin B (HygB) Sigma-Aldrich H7772
L-glutamin Sigma-Aldrich 8540
Lyzaéni pufr Promega E3971
Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich D4551
Methyltetrazoliova sul (MTT) Sigma-Aldrich M2128
Neesencialni aminokyseliny Sigma-Aldrich M7145
Oktylfenol etoxylat (Triton X-100) Sigma-Aldrich X100
Penicilin-streptomycin (ATB) Sigma-Aldrich P4333
Fosfatovy pufr (PBS) Gibco 10010015
Trypanovéa modf Sigma-Aldrich T6146
Trypsin-EDTA 0,25% Sigma-Aldrich T4049

Interdisciplinary ~ Research ~ Centre  in

Testované latky - IRCBM 1827,1343,1303

Biomedical Materials, Pakistan
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10010015

e Testované latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303
IRCBM 1827 (Ethyl 6-methyl-2-thioxo-4-phenyl-1,2,3,4-tetrahdropyrimidine-5-carboxylate)

Obr. 15: Strukturni vzorec IRCBM 1827

IRCBM 1346 (2,6-methano-4-oxo-3,4,5,6-tetrahydro-2H-[1,3,5] benzoxadiazocines)

0 0

o NH
N Yo
H

Obr. 16: Strukturni vzorec IRCBM 1346

IRCBM 1303 (Ethyl 1-(4-chlorophenyl)-4-(4-phenylamino)-2,6-diphenyl-1,2,5,6-
tetrahydropyridine-3-carboxylate)

Obr. 17: Strukturni vzorec IRCBM 1303
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7.1.2.

Laboratorni pristroje

Tab. 2: Seznam pouzitych laboratornich pristroji

7.1.3.

Nazev a typ pfistroje

Firma

Inkubétor Mitre 4000 Series

Contherm Scientific

Laminarni flowbox Safe Fast Top

Faster

Luminometr/Spektrofotometr
Infinite M200

Tecan

Mikroskop HT-NIB-100

All Pro Corporation

Skiinovy mrazici box MDF-U53V | Sanyo
Vodni lazen LCB 22D Labtech
Roztoky

Kultivaéni médium:

500 m| DNEM

2 mM L- glutamin

10% FBS

1% neesencialni aminokyseliny

1% Penicilin-streptomycin

Substrat pro luciferazu:

5 mg D-Luciferin

9,6 Adenozin-5"-trifosfat

6,83 mg Koenzym A

168 mg Dithiothreitol

1,32 ml Pufr-trisacetat 1M (pH 7,8)

1,23 mg Kyselina ethylendiamintetraoctova

30,3 mg Heptahydrat siranu hote¢natého

Vse doplnit na 30 ml destilovanou vodou.
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Lyzaéni pufr
— 5 ml zasobniho roztoku lyza¢niho pufru

— 20 ml destilované vody

7.1.4. Biologicky material
7.14.1. Bunécéna linie AZ-GR

Pro sledovani aktivity GR byla pouzita stabiln¢ transfekovana reportérova bunécna
linie AZ-GR. Linie AZ-GR je odvozena od lidskych rakovinovych bunék délozniho ¢&ipku -
HeLa bungk, které byly transfekovany plazmidem pGL-4.27-GRE, obsahujici tii kopie GRE ,
reportérovy gen pro luciferazu a gen rezistence proti hygromycinu B (HygB) (Novotna et al.,
2012).

7.14.2. Bunécéna linie AZ-AHR

Pro sledovani aktivity AhR, byla pouzita bunééna linie AZ-AHR, vznikla stabilni
transfekci plazmidem pGL -4.27m obsahujici 4 repetitivni sekvence dioxin responzivniho
elementu -(DRE). Linie je odvozena od HepG2 bungk lidského hepatocelularniho karcinomu
(Novotna et al., 2011).

7.2. Metody

7.2.1. Pasazovani bunék

Pasdzovanim bunc¢k dojde k obnoveni pterostlé vrstvy bunck. Také piedchazime
deficitu zivin a nedostatku mista pro bunky. Pfi praci s bunkami ve flow boxu bylo nutné
dodrZovat sterilni podminky. Nejen roztoky, ale i pomucky byly sterilni. Pfi pasdZovani bylo
vzdy opatrné odsato kultivaéni médium z kultivaéni nddoby. Po odséti kultivacniho média
nasledovala aplikace 5 ml PBS (37 °C) na dno nadoby s buiikami, které bylo po né&kolika
sekundéch odsato. Poté bylo na buiiky aplikovano 1 ml trypsinu (37 °C) a takto ponechdno na
2 az 3 minuty v inkubatoru. Po vyjmuti nadoby z kultivatoru a ptidani 9 ml média byly bunky

resuspendovany pomoci pipety. Po resuspendaci byl obsah kultivacni lahve pieveden do
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koénické zkumavky. 2 ml bun¢k spolec¢né s 14 ml média byly vraceny zpét do kultivacni ldhve,
kde byly ponechany pro dalsi experiment v inkubatoru. Na vikend bylo k bunkdm ptidano

antibiotikum HygB o koncentraci 0,3 mg/ml.

7.2.2. Poditani bunék

K 10 pl bunécné suspenze bylo pfidano 90 pl trypanové modfi do eppendorfky a obsah byl
promichan. Pro spocitani celkového poctu bunék bylo 10 ul prepipetovano do tzv. Biirkerovy

komiirky. Vypo&et vychazel z primérného poétu bunék z 10 &tvercd a vynasobenych 10°.

7.2.3. MTT test

V mrtvych bunikach jsou mitochondridlni dehydrogendzy inaktivni. U Zivych bunék
jsou tyto dehydrogenazy schopny redukovat zlutou methyltetrazoliovou sl (MTT) na tmavé

fialovy formazan vhodny k fotometrickému stanoveni (Stockert et al., 2012).

7.2.3.1. Postup MTT testu

Bylo pfipraveno 26 ml média s buikami, kdy obsah bun€k odpovidal poc¢tu 3,25 mil.
na 26 ml. Do kultiva¢nich desek bylo multipipetou vyseto 200 pl bun¢k s médiem, coz
odpovidalo poctu cca 25 000 bunék na 1 jamku. Takto pfipravena deska byla ponechana do
druhého dne v inkubatoru. Poté bylo médium z jamek opatrn€ odsato a byly aplikovany
testované latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmol/I; 100
nmol/l; 1 pmol/l; 10 pumol/l; 50 umol/l a 100 umol/l. Latka IRCBM 1303 byla testovana do
koncentrace 50 umol/l. Jako pozitivni kontrola byl pouZzit 2% triton X-100 a jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,1% DMF v médiu. Takto pfipravend deska byla opét vlozena do
inkubatoru, kde byla ponechana do druhého dne pro samotné métfeni. Méteni jiz neprobihalo
ve flow boxu. Z desky, obsahujici buiky s testovanymi latkami, bylo vylito médium. Kapky
média na desce byly osuSeny o papirovou utérku. Nejdfive byly jamky 1x promyty 100 pl
roztoku PBS. Poté bylo do jamek aplikovano 100 pl média s MTT o koncentraci 0,3 mg/ml.

Deska byla inkubovana v inkubatoru v zavislosti na intenzité fialového zbarveni, ptiblizné 20-
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30 min. Tento roztok byl poté¢ z jamek vyklepan a bylo pfidano 100 pl roztoku DMSO.

Nasledovalo spektrofotometrické stanoveni viability bunék pfi vinové délce 570 nm.

7.2.4. Gene Reporter Assay

Regulace genové exprese je zajistovana prostiednictvim vazby transkripcénich faktora
nebo receptort do promotorové oblasti genu. Toto ovlivnéni Ize sledovat pomoci riznych
technik. Jednou z nich je technika gene reporter assay. Pomoci této techniky jsme schopni
studovat regulacni sekvence promotorti, enhanceri a transkripcnich faktorti. Vlastni
reportérovy plazmid obsahuje ve své struktuie specifickou vazebnou promotorovou sekvenci
pro studovany receptor, ktera je zaklonovana tésn¢ ptred reportérovy gen. Pokud je
reportérovy systém spravné designovan, pak hladina exprese reportérového genu koreluje s
transkripéni aktivitou sledovaného receptoru ¢i transkripéniho faktoru. Se zaklonovanim
responzivniho elementu pfed reportérovy gen, souvisi mira exprese responzivniho elementu s
aktivitou sledovaného receptoru (Kamenickova, 2012). Za pfitomnosti substratu luciferinu a
kosubstratu O, a ATP dochazi k monoxygenaci luciferinu. Pro zjisténi, zda jsou latky schopny
ovlivnit aktivitu receptorti, byly pouzity 2 mody - agonisticky a antagonisticky. Pomoci
agonistického modu bylo zjiSténo, zda latky aktivuji receptor ¢i nikoliv. Pomoci

antagonistického modu bylo mozné ur¢it inhibici receptorti.

7.24.1. Postup Gene Reporter Assay

U agonistického mddu byly buiiky vysety do 96 jamkovych kultivacnich desek. Do
kazdé jamky bylo naneseno 25 000 buné¢k s 190 pl média. Desky byly do druhého dne
ponechany v inkubatoru. Druhy den nasledoval treatment. Médium z jamek bylo odsato a k
bunkam bylo pfidano 195 pl testovanych latek IRCBM 1827, IRCB 1346 a IRCBM 1303 v
ruznych koncentracich. Pro linii AZ-GR byly testovany latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a
IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmol/l; 100 nmol/l; 1 umol/l; 10 umol/I; 50 umol/l a 100
umol/l. Latka IRCBM 1303 byla testovana do koncentrace 50 umol/Il. Pro linii AZ-AHR byly
pouzity latky IRCBM 1827 o koncentraci 10 nmol/l; 100 nmol/l; 1 umol/l; 10 umol/l; 50
umol/l a 100 umol/l. Déale latka IRCBM 1346 o koncentraci 10 nmol/I; 100 nmol/l; 1 pmol/l;
10 umol/I. A latka IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmol/l; 100 nmol/I; 1 umol/I; 10 umol/l;
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50 umol/l. Jako pozitivni kontrola byl pro linii AZ-AHR pouzit dioxin (TCDD) o koncentraci
5 nmol/l a pro linii AZ-GR dexamthazon (DEX) o koncentraci 100 nmol/l. Jako negativni
kontrola byl pouzit 0,1% DMF. Takto ptipravené¢ desky byly vlozeny do dalsiho dne do
inkubétoru.

U antagonistického moédu bylo postupovano stejné jako u agonistického, ale v
ptitomnosti modelového aktivatoru. Bylo sledovéano snizeni indukce vyvolané modelovym
aktivatorem 5 mol/l TCDD pro AhR a 100 nmol/l DEX pro GR. Pro linie AZ-AHR byl jako
negativni kontrola zvolen 0,1% DMF, pozitivni kontrola sestavala z 5 nmol/l TCDD. U linie
AZ-GR byl pro pozitivni kontrolu pouzit DEX o koncentraci 100 nmol/l a pro negativni
kontrolu 0,1 % DMF. Zbyvajici jamky obsahovaly testované latky o rtuzné koncentraci
spolecné¢ s DEX nebo TCDD dle sledované linie. Takto pfipravené desky byly vloZeny do
dalsiho dne do inkubatoru.

Tteti den bylo médium vyklepnuto do vylevky a kazda jamka byla promyta 1 x 50 ul
PBS a obsah opét vyklepnut do vylevky. Déle bylo do jamek naneseno 30 pl lyza¢niho pufru
a dno s vikem kultiva¢ni desky bylo slepeno paskou. Takto ptfipravena deska byla na 20 minut
umisténa do hlubokomraziciho boxu piti -80 °C. Po 20 minutach byly za pokojové teploty
desky s buiitkami rozmrazeny. Obsah jamek byl pomoci pipety zhomogenizovan. Substrat pro
luciferazu byl rozmraZen ve vodni lazni pii teploté 37 °C. Z lyzatu bylo pieneseno 3 pl u linie
AZ-AHR a 20 pl u AZ-GR do cerné 96 jamkové desticky, ktera slouzila pro méfeni
luminiscence. K lyzatu AZ-AHR bylo pfidano 30 pl substratu a k lyzatu AZ-GR bylo ptidano

100 pl substratu. Na zavér bylo provedeno méfeni luminiscence pii vinové délce 560 nm.

7.2.5. Kontrola aktivity luciferazy

Pomoci tohoto testu lze potvrdit potencionalni antagonismus latek IRCBM 1827,

IRCBM 1346 a IRCBM 1303. Pro ovéieni katalytické aktivity luciferazy staci test provadéet

na jedné bunécné linii, jelikoZ se v obou vyskytuje stejny reportérovy gen.

7.25.1. Postup

Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 25 000 bunék s 195 pl media. Takto

piipravena desticka byla umisténa do inkubatoru do dalSiho dne. Druhy den byl proveden
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treatment s modelovym aktivatorem TCDD o koncentraci 5 nmol/l. Tteti den bylo medium z
jamek odstranéno a do jamek bylo ptidano 100 pl lyza¢niho pufru. Deska byla slepena paskou
a vlozena do hlubokomraziciho boxu na 20 min o teploté -80 °C. Lyzac¢ni smés byla poté
homogenizovana a sesbirdna do jedné falkonky. Smés byla 10x nafedéna lyzacnim pufrem.
Do zkumavek bylo pteneseno 4x 1 ml lyzatu a ke kazdé pridano 1 ul IRCBM 1827 a IRCBM
1346 o koncentraci 100 pmol/l a IRCBM 1303 1 pl o koncentraci 50 pmol/l. Do 96 jamkové
desti¢ky urcené pro méfeni luminiscence bylo pfeneseno 3 ul lyzatu a 30 ul sunstratu a byla

zmeiena aktivita luciferazy. Jako kontrola slouzil bunéény lyzat s TCDD.
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8. Vysledky
8.1. Vliv testovanych latek na viabilitu bunécnych linii AZ-AHR a AZ-GR

Pomoci MTT testu bylo pozorovano cytotoxické plisobeni testovanych latek na bunécnou
liniit AZ-AHR a AZ-GR. M¢ieni MTT bylo provadéno spektrofotometricky pii vinové délce
570 nm. Na bunécné linie byly aplikovany latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303
v koncentracich 10 nmol/l; 100 nmol/l; 1 umol/l; 10 pmol/l; 50 umol/l a 100 umol/I. Latka
IRCBM-1303 byla sledovana do koncentrace 50 umol/l. Pro pozitivni kontrolu byl pouzit
detergent 2% Triton X-100, jako negativni kontrola slouzilo 0,1% DMF. Viabilita byla
ptipadé linie AZ-GR proveden tiikrat. U linie AZ-AHR byl pfi sledovani latky IRCBM 1827
a IRCBM 1346 opakovan pétkrat a u latky IRCBM 1303 opakovén Sestkrat z divodu vyssSich
odchylek.
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Graf 1: Viabilita buné¢né linie AZ-AHR po aplikaci testovanych latek

Buitky AZ-AHR byly vysety v poétu 25 000 bun¢k/200 pl media na jamku, na 96 jamkovou
kultiva¢ni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latek IRCBM 1827, IRCBM 1346
a IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/I; 1 umol/l; 10 umol/I; 50 pmol/l a 100
umol/l. Latka IRCBM byla testovana do koncentrace 50 pumol/l. Po 24 hod inkubaci byl
nasazen MTT test a nasledné byla spektrofotometricky zmétena absorbance pii vinové délce
570 nm. Uroveti viability bun&éné linie byla vztaZzena k nejniz§i koncentraci, ktera
predstavuje 100% viabilitu. Zobrazena data piedstavuji primér z 5 nezavislych experimenti.

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

U linie AZ-AHR nevykazovaly latky IRCBM 1827 a 1303 vyrazny cytotoxicky
ucinek. Latka IRCBM 1346 zpisobila snizeni viability bunék AZ-AHR pii koncentraci 50
umol/l o 24% a pii koncentraci 100 pmol/l o 30%. Ztéchto divodi nebyly tyto dvé

koncentrace dale pouzity pii sledovani vlivu na aktivitu AHR.
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Graf 2: Viabilita buné¢né linie AZ-GR po aplikaci testovanych latek

Buiikky AZ-GR byly vysety v po¢tu 25 000 bun¢k/200 ul media na jamku, na 96 jamkovou
kultiva¢ni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latek IRCBM 1827, IRCBM 1346
a IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/I; 1 umol/l; 10 umol/I; 50 pmol/l a 100
umol/l. Latka IRCBM byla testovana do koncentrace 50 pumol/l. Po 24 hod inkubaci byl
nasazen MTT test a nasledné byla spektrofotometricky zméfena absorbance pii vinové délce
570 nm. Uroveii viability bun&né linie byla vztaZena k nejniz§i koncentraci, ktera
predstavuje 100% viabilitu. Zobrazena data predstavuji primér z 3 nezavislych experimenti.

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

Latky IRCBM 1827 a 1303 nezpusobily vyrazny pokles viability buné¢k AZ-GR. Latka
IRCBM 1346 o koncentraci 1 pmol/l snizila Zivotaschopnost bunék AZ-GR 0 27%, ale ve
vysSich koncentracich (10 umol/l, 50 umol/l a 100 umol/l) nedoslo k dal§imu snizeni viability
a zivotaschopnost bun€k se pohybovala okolo 90%. Pro dal$i testovani aktivity GR byly

pouzity vSechny koncentrace testovanych latek.
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8.2.  Vliv testovanych latek na aktivitu receptori AhR a GR

Za pomoci Genne reporter assay byla zjisténa transkrip¢ni aktivita receptort AhR a GR v
pritomnosti testovanych latek. U agonistického mddu byla vyjadiena pomoci fold induction
(FI), ktera byla vypocitana jako podil luciferazové aktivity pro testované latky a negativni
kontroly. Vysledky antagonického modu byly vyjadieny v procentech, kdy 100 %

cvwr

aktivatoru.
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8.2.1. Vliv testovanych latek na aktivitu AhR

- Genne reporter Assay AZ-AHR
3 4 agonisticky mad x

Fold function

O A9 S O > O S0 OSSO 0

& L S S S S 2 S S S S S S
OO AU P D SO U L S ) R
IRCBM 1827 IRCBM 1346 IRCBM 1303
log c

Graf 3: Agonisticky méd u bunééné linie AZ-AHR po aplikaci testovanych latek

Buiiky AZ-AHR byly vysety v poétu 25 000 bun¢k/200 pl media na jamku, na 96 jamkovou
kultivaéni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latky IRCBM 1827
Vv koncentracich 10 nmo/l; 100 nmol/l; 1 umol/I; 10 pmol/l; 50 pmol/l a 100 umol/l. Déle byla
aplikovéana latka IRCBM 1346 v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/l a 10 umol/l.
Latka IRCBM 1303 byla pouzita v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/l; 10 pmol/l a
50 umol/l. Po 24 hod inkubaci byla spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové
délce 560 nm. Urovei transkripéni aktivity byla vztazena k negativni kontrole 0,1 % DMF.
Zobrazena data predstavuji primér z 3 nezavislych experimentd. * - hodnota byla stanovena

jako statisticky vyznamna na zaklad¢ Studentova t-testu (p < 0,05)

Nizka aktivace AhR byla patrna u slouceniny IRCBM 1303 o koncentraci 50 umol/l a
dosahovala 2,5 nasobné indukce DMF. V porovnani se 132 nasobnou aktivaci modelovym
ligandem TCDD se ale jednalo o zanedbatelnou indukci. Hodnoty FI u vétsiny latek byly s
mensSimi odchylkami blizko hodnoté negativni kontroly DMF a tyto latky tedy nemaji vliv na

transkrip¢ni aktivitu AhR.
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Graf 4: Antagonisticky mod u bunécéné linie AZ-AHR po aplikaci testovanych latek

Buitky AZ-AHR byly vysety v poétu 25 000 bun¢k/200 pl media na jamku, na 96 jamkovou
kultiva¢ni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latky IRCBM 1827
v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/I; 10 umol/I; 50 umol/l a 100 pmol/1. Dale byla
aplikovana latka IRCBM 1346 v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/l a 10 umol/I.
Latka IRCBM 1303 byla pouzita v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/l; 10 pmol/l a
50 umol/l. Po 24 hod inkubaci byla spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové
délce 560 nm. Uroved transkripéni aktivity byla vztazena k nejniz$i koncentraci, ktera
predstavuje 100%. Zobrazena data predstavuji primér z 3 nezavislych experimentt. * -

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

V antagonistickém modu byl sledovan vliv latek na transkripéni aktivitu AhR v
pritomnosti modelového ligandu TCDD. Latka IRCBM 1346 v koncentraci 1 pmol/l a 10
umol/l zplsobila pfiblizné 20 % inhibici aktivity AhR v pfitomnosti TCDD. IRCBM 1303 v
nejvyssi testované koncentraci 50 umol/l snizila TCDD-indukovanou luciferazovou aktivitu
na 90 %. Latka IRCBM 1827 méla mirné, ale signifikantni aditivni G¢inky na TCDD-
indukovanou luciferazovou aktivitu, kterd dosdhla maxima v koncentraci 10 pmol/l a jeji

hodnota ¢inila 115 % maximalni aktivace TCDD.
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8.2.2. Vliv testovanych latek na aktivitu GR
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Graf 5: Agonisticky méd u bunééné linie AZ-GR po aplikace testovanych latek

Buiiky AZ-GR byly vysety v po¢tu 25 000 bun¢k/200 pl media na jamku, na 96 jamkovou
kultiva¢ni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latky IRCBM 1827 a IRCBM 1346
v koncentracich 10 nmo/l; 100nmol/l; 1 pmol/l; 10 umol/I; 50 umol/l a 100 pmol/l. Dale byla
aplikovana latka IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmo/l; 100 nmol/l; 1 pmol/l; 10 umol/l a
50 pmol/l. Po 24 hod inkubaci byla spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové
délce 560 nm. Uroveti transkripéni aktivity byla vztazena k negativni kontrole 0,1 % DMF.
Zobrazena data piedstavuji pramér z 3 nezavislych experimentd. * - hodnota byla stanovena

jako statisticky vyznamna na zaklad¢ Studentova t-testu (p < 0,05)

Pti sledovani aktivace GR testovanymi latkami nebyl zaznamenan zadny trend v
zavislosti vyvolané odpovédi na koncentraci latky. Nejsilngjsi a signifikantni aktivaci GR s
indukci 5,5x vyvolaly latky IRCBM 1827 o koncentraci 50 pumol/l a IRCBM 1346 v
koncentraci 100 nmol/l. V porovnani se 117 nasobnou indukci luciferazové aktivity vyvolané
DEX se jednalo o pfiblizné 6% maximalniho ucinku. Latka IRCBM 1303 vyvolala nejsilné;jsi

aktivaci GR s idukci 3x v nejvyssi koncentraci 50 pumol/l a opét se jednalo o indukci
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signifikantni. V porovnéani se 117 nasobnou indukci luciferazové aktivity vyvolané DEX se

jednalo o 3,5 % maximalniho G¢inku.
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Graf 6: Antagonisticky méd u buné¢éné linie AZ-GR po aplikaci testovanych latek

Buiikky AZ-GR byly vysety v po¢tu 25 000 bun¢k/200 pul media na jamku, na 96 jamkovou
kultiva¢ni desku. Po 24 hodinach byla provedena aplikace latky IRCBM 1827 a IRCBM 1346
Vv koncentracich 10 nmo/l; 100 nmol/l; 1 umol/I; 10 pmol/l; 50 umol/l a 100 umol/l. Dale byla
aplikovana latka IRCBM 1303 v koncentracich 10 nmo/l; 100 nmol/l; 1 pmol/l; 10 pmol/l a

50 umol/l. Po 24 hod inkubaci byla spektrofotometricky zméfena luminiscence pii vinové

v

predstavuje 100%. Zobrazena data pifedstavuji primér z 3 nezavislych experimenti. * -

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

V antagonistickém modu byl sledovan vliv latek na transkripéni aktivitu GR v
pfitomnosti modelového ligandu DEX. VSechny testované latky vykazovaly snizovani DEX-
indukované luciferazové aktivity v zavislosti na koncentraci. Nejvyraznéjs§i a zaroven
signifikantni sniZeni aktivity GR byl pozorovan latkou IRCBM 1827 v koncentraci 100
umol/l, ktery dosahoval 25 % maximalni aktivace DEX. Latka IRCBM 1346 signifikantné
snizila aktivitu GR v nejvyssi koncentraci 100 pmol/l na 70 % maximalni aktivace DEX.

Latka IRCBM 1303 nezpusobila v zadné koncentraci signifikantni snizeni aktivity GR.
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8.3. Vliv testovanych latek na katalytickou aktivitu luciferazy
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Graf 7: Verifikace aktivity luciferazy AZ-AHR

Bunécna kultura AZ-AHR byla vystavena G¢inkiim (zleva do prava) 5 nmol/l TCDD -
negativni kontrola; testované slouceniny IRCBM 1827, IRCBM 1346 o koncentraci 100
umol/l a IRCBM 1303 o koncentraci 50 pmol/l v piitomnosti 5 nmol/l TCDD. Urovei
katalytické aktivity byla vyjadfena v procentech negativni kontroly. * - hodnota byla

stanovena jako statisticky vyznamna na zaklad¢ Studentova t-testu (p < 0,05)

Testované latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303 byly v koncentraci 100
umol/l pfidany k bunénému lyzatu oSettenému 5 nmol/l TCDD. Hodnoty luciferdzové
aktivity byly nasledné procentudlné vztazené k hodnoté lyzatu z TCDD-indukovanych bungk,
ktery byl stanoven jako 100 %. Timto experimentem bylo vyvraceno inhibi¢ni plisobeni
zkoumanych latek vaci luciferaze, jelikoz zddna z testovanych latek neméla vliv na
luciferazovou aktivitu. Z grafu je patrné, ze hodnota luciferazové aktivity v TCDD-bunééném

lyzatu oSetfeném testovanymi latkami se pohybovala ve vSech ptipadech nad 90% hodnoty

TCDD.
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9. Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo studium chovani testovanych latek IRCBM 1827,
IRCBM 1303 a IRCBM 1346. Jedna se o derivaty pyridinu a pyrimidinu. V soucasné dob¢ se
derivaty pyrimidinu a pyridinu uzivaji v mnoha lécich a jsou laboratorn¢ zkoumany. U
testovanych latek byla sledovéana transkripéni aktivita jadernych receptorti a cytotoxicita. Ke
studiu byly pouzity receptory AhR a GR. Tyto receptory ovliviiuji metabolismus 1éCiv,
bunéény cyklus, imunitu a dalsi. Bylo sledovano, zda dochazi k aktivaci, piipadné deaktivaci
receptord. Pro sledovani aryl uhlovodikové a glokokortikoidni aktivity zkoumanych sloucenin
byly pouzity stabilné transfekované linie AZ-AHR a AZ-GR (Novotna et al., 2011; Novotna
etal., 2012). Latky IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303 byly pouzity v koncentracich
10 nmol/I; 100 nmol/I; 1 umol/l; 10 umol/l; 50 pmol/l a 100 pmol/l. Latka IRCBM-1303 byla
sledovana do koncentrace 50 pmol/l. Zda jsou uvedené koncentrace toxické a dochazi k
ovlivnéni viability bun¢k, bylo zjistovanu pomoci MTT testu. Po pouziti MTT testu bylo
zjisténo, ze latka IRCBM 1346 zptsobila snizeni viability bunék AZ-AHR pfi koncentraci 50
umol/l o 24% a pii koncentraci 100 umol/l o 30%. Z téchto divodl nebyly tyto dvé
koncentrace dale pouzity pii sledovani vlivu na aktivitu AhR. Ostatni latky nevykazovaly
znatelny pokles viability obou bunéénych linii. Mohlo se tedy postoupit k dalSim
experimentiim.

V antagonistickém moédu byl sledovan vliv latek na transkripéni aktivitu AhR a GR. U
linie AZ-AHR latka IRCBM 1346 v koncentraci 1 pmol/l a 10 pmol/l zpusobila piiblizné
20% signifikantni inhibici aktivity AhR a latka IRCBM 1303 v koncentraci 50 pmol/l snizila
transkrip¢ni aktivitu o 10%. Latka IRCBM 1827 méla aditivni u¢inky na TCDD-indukovanou
luciferazovou aktivitu, ktera dosdhla maxima v koncentraci 10 pmol/l a jeji hodnota €inila
115%. Patrnéjsi pokles transkripéni aktivity byl pozorovén u linie AZ-GR. Latka IRCBM
1827 zpusobila signifikantni pokles transkripéni aktivity v koncentraci 100 umol/l 0 75%.
Latka IRCBM 1346 v nejvyssi koncentraci 100 pmol/l zpisobila signifikantni pokles aktivity
GR 0 30%. Ze ziskanych hodnot se da usoudit, ze latka IRCBM 1827 ma vyrazné
antagonistické ucinky na glukokortikoidni receptor.

Aktivace transkripcni aktivity byla sledovdna agonistickym médem. U linie AZ-GR
vyvolaly nejsilngjsi aktivaci GR s indukei 5,5x latky v 1346 v koncentraci 100 nmol/l a
IRCBM 1827 v koncentraci 50 pmol/l. V porovnani se 117 nasobnou indukci luciferazové

aktivity vyvolané DEX se jednalo o pfiblizné 6% maximalniho Gc¢inku a tyto vysledky nemaji

48



vyznamnou roli. U linie AZ-AHR byla pozorovana aktivace AhR slouceninou IRCBM 1303

o koncentraci 50 pmol/l, ktera vyvolala nejsiln€jsi aktivaci AhR s indukci 2,5x. V porovnani s

132 nasobnou aktivaci modelovym ligandem TCDD se ale jednalo o zanedbatelnou indukci.
Na zaklad¢ ziskanych vysledki vSech experimenti bylo zjisténo, Ze zadna z latek

vyraznym zpusobem neovliviiuje transkrip¢ni aktivitu GR a AhR. Latky aktivujici GR jsou

w1

-----

exprese cilovych gend, proto pouziti latek jako agonisti GR ¢i AhR by bylo zbytecné
(Sundahl et al., 2015; O'Donnell et al., 2010). Avsak bylo zaznamenano antagonistické
pusobeni GR latkou IRCBM 1827, ktera v koncentraci 100 pmol/l zplsobila pokles
transkripéni aktivity o 75%. PouZiti antagonistd GR najdeme pfi 1é€b& Cushingovy nemoci,
depresi, cukrovky, obezity a dal$ich (Clark, 2008). Jako zastupce antagonisty GR muiizeme
uvést mifepriston. Mifepriston je synteticky steroid, ktery je vyuzivan jako prostiedek pro
chemickou interrupci. Vazbou na progesteronovy receptor je zabranéno vazb¢ progesteronu,
coz vede k potratu (Sitruk-Ware, 2006).
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10. Zavér

V predkladané bakaldiské praci byl testovan vliv syntetickych derivath ptirodnich
latek (IRCBM 1827, IRCBM 1346 a IRCBM 1303) na transkripéni aktivitu aryl
uhlovohikového receptoru (AhR) a glukokortikoidniho (GR) receptoru. Jedna se o nové
syntetizované latky. MTT testem byla stanovena cytotoxicita téchto latek. Pro stanoveni aryl
uhlovodikové a glukokortikoidni aktivity byly pouzity stabiln¢ transfekované bunécné linie
AZ-AHR a AZ-GR. Tyto linie byly vystavené koncentracim 10 nmol/l; 100 nmol/l; 1 umol/I;
10 umol/I; 50 pmol/l a 100 umol/l, pticemz latka IRCBM 1303 byla testovana do koncentrace
50 umol/l. Metodou Gene Reporter Assay byla stanovena transkripcni aktivita. Pii sledovani
agonistického pusobeni viici AhR a GR nebyla zaznamenana vyrazna aktivace receptord. Pii
sledovani antagonistického putsobeni vic¢i GR byl zaznamenan signifikantni pokles
transkripéni aktivity o 75% vyvolany latkou IRCBM 1827 o koncentraci 100 umol/l. Na
zaklad¢ toho byla sloucenina IRCBM 1827 identifikovana jako plny antagonista GR a urcité
by méla byt dale testovana z divodu potencidlniho medicinského vyuziti, napt. v
antidepresivech. Tato bakaladfskd prace poukazuje na farmakologicky vyznam testovanych

sloucenin a ziskané informace, by mohly byt vyuzity pro syntézu novych sloucenin.
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