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1 UVOD

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor regulujici
expresi zejména genll pro biotransformacni enzymy, jako jsou cytochromy P450, transferazy
a dalsi. Nicméné jiz byla popsana ucast tohoto transkripéniho faktoru v expresi i jinych nez
biotransformacnich gent. Od objevu AhR bylo popsano velké mnozstvi ligandi exogenniho
I endogenniho charakteru. K exogennim aktivatorim se fadi napiiklad enviromentalni
polutanty a pesticidy, kendogennim ligandim pak indigoidy, metabolity hemu nebo
eikosanoidy. AhR tak hraje dileZitou roli v mnohych fyziologickych a patofyziologickych
procesech zahrnujicich naptiklad zanétlivd onemocnéni, rakovinu a udrzovani integrity kozni

a stfevni bariéry.

Pregnanovy X receptor (PXR) je jaderny receptor a ligandem aktivovany transkripéni
faktor. Podobné jako AhR se i PXR ucastni regulace exprese biotransformacnich enzymd, které
zahrnuji zastupce rodiny cytochromtt P450, UDP-glukuronyltransferazy a glutathion-S-
transferazy. Nejcastéji byva pusobeni PXR spojovano s metabolismem 1éCiv, ale je znama
dilezitost tohoto receptoru mimo jiné i v metabolismech cholesterolu, Zzlucovych kyselin
a glukézy. Soucasné byla popsana ticast PXR pii apoptdze, zanétu a mezilékovych interakcich.
Mezi ligandy PXR patti 1éCiva a, podobné jako u AhR, environmentélni polutanty a pesticidy.
Znamymi endogennimi aktivatory jsou jiz zminéné ZzluCové kyseliny a dale estrogeny

a progesterony.

2-oxindol v ramci lidského organismu vznika pasobenim stfevnich symbiotickych
bakterii. Vyzkumné prace poukazuji na schopnost stievni mikroflory produkovat metabolity
aminokyseliny tryptofanu, které aktivuji AhR a PXR, ¢imzZ je ovlivilovana intestinalni imunita
a sttevni bariéra. Derivaty 2-oxindolu navic vykazuji odlisné vlastnosti v zavislosti na poloze

a typu substituentl na 2-oxindolové kostie.

V ramci této bakaldiské prace je snaha rozsifit soucasné znalosti o ligandech AhR
a PXR testovanim vlivii derivatd 2-oxindolu na transkripéni aktivitu téchto receptort.
Vzhledem Kk dtlezitosti zminénych receptord mohou ziskané vysledky pomoci v oblasti

vyzkumu novych léCiv.



2 CIL PRACE

1. Vypracovani reSerse na téma bakalarské prace

2. Studium vlivu testovanych latek na bunéCnou viabilitu. Stanoveni aktivity
aryluhlovodikového receptoru a pregnanového x receptoru metodou reporter gene
assay.

3. Vypracovani bakalaiské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarskeé

prace



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biotransformace

Lidské télo je béhem zivota vystaveno pusobeni 1-3 milionl télu cizich sloucenin,
xenobiotik (Idle et Gonzales, 2007). Organismus podléha expozici témto latkam zejména pies
potravu, vodu, vzduch a uzivanim Iékt. Typickymi xenobiotiky jsou slouceniny rostlinného
puvodu, environmentalni polutanty, 1é¢iva, slozky kosmetickych pfipravka, pesticidy, sladidla
a potravinaiska aditiva. Hlavnimi cestami, kterymi se xenobiotika do téla dostavaji, jsou

absorpce kazi, gastrointestinalnim traktem a respira¢ni absorpce.

Metabolismus xenobiotik a endogennich latek popisuje proces biotransformace, jehoz
cilem je zprostiedkovani jejich exkrece. ZvySenim polarity latky a rozpustnosti ve vodé¢ je
umoznéno jeji vylouceni z téla. Jedna se tedy o zptuisob ochrany a detoxifikace organismu.
V prubéhu metabolickych pfemén vSak muZe nastat Situace, ze se Xxenobiotikum aktivuje
a nabyde toxickych vlastnosti. Samotna biotransformace je rozdélena do 3 fazi a kazda faze se

lisi typem reakcei, kterym slouceniny podléhaji. (Phang-Lyn et Llerena, 2022).

3.1.1 Prvni faze biotransformace a ucastnici se enzymy

Enzymy prvni faze biotransformace katalyzuji chemické reakce za tcelem
zpolarizovani vychozi slouceniny. Uplatiiuji se zde ptedevSim procesy oxidace, redukce
a hydrolyzy, kdy vysledkem je vneseni polarnich funkénich skupin do molekuly substratu,
ptipadné jejich odhaleni (-OH, -COOH, -NH>) (Phang-Lyn et Llerena, 2022).

Cytochromy P450 (CYP) jsou skupina enzymi ucastnicich se reakci prvni faze
biotransformace. Oznaceni ,,P450° vzniklo ze slova pigment a absorpéniho maxima pti vinové
délce 450 nm v komplexu s oxidem uhelnatym (Omura et Sato, 1962). Jedna se o enzymy
s hemovou skupinou ve svém aktivnim misté. Organem disponujicim nejvétsi expresi
cytochromti P450 jsou jatra. Nachazeji se vSak i V placenté, ledvinach, gastrointestinalnim
traktu a kuzi. Vramci bunééné lokalizace hovofime o membranovych proteinech
endoplazmatického retikula. Nékolik zastupcti cytochromti P450 vSak bylo identifikovano
I v mitochondriich (Guengerich, 2019). Typickou reakci cytochromt je monooxygenace. Jeden
atom kysliku je poskytnut substratu (S), druhy atom kysliku je vyuzit pro tvorbu molekuly vody.
Nezbytna soucast reakce, NADPH, je dodavana pomoci enzymu NADPH: cytochrom P450
reduktazy (Meunier et al., 2004) (Zanger et Schwab, 2013). Mechanismus monooxygenace

znazornuje nasledujici reakce (upraveno z Phang-Lyn et Llerena, 2022):
S +0, +NADPH — SO + H,O + NADP*
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U ¢loveka se cytochromy P450 déli na 18 rodin a 44 podrodin (Zanger et Schwab, 2013).
D¢leni je zalozeno na podobnostech v aminokyselinovych sekvencich jednotlivych enzymi.
Rodinu znaci prvni arabska ¢islice v nazvu cytochromu (CYP3), podrodinu pak nasledujici
velké pismeno (CYP3A). Druha arabska ¢islice popisuje jiz konkrétniho ¢lena (CYP3A4). Ne
vSechny cytochromy se vSak podileji na metabolismu xenobiotik. Pouze né¢kolik ¢leni rodin 1,
2 a 3 je prifazovano K této funkci. Vétsina cytochromu hraje roli v biosyntéze mastnych kyselin,

steroidnich hormont a prostaglandinti (Nebert et Russell, 2002).

Krom cytochromi P450 se v 1. fazi biotransformace uplatiuji naptiklad flavin
obsahujici monooxygenazy (FMOSs). U savcu bylo identifikovano celkem 5 isoforem FMOs
(Eswaramoorthy et al., 2006).

3.1.2 Druha faze biotransformace a i¢astnici se enzymy
Do druhé faze biotransformace mohou vstoupit produkty prvni faze, ale i slouc¢eniny,
které jiz polarni funkéni skupiny obsahovaly, ¢imZ prvni fazi projit nemusely (Phang-Lyn et

Llerena, 2022).

Enzymy zapojené do druhé faze biotransformace endogennich slou¢enin a xenobiotik
katalyzuji konjugacni reakce ve snaze dal§iho zvySeni hydrofilnich vlastnosti a tvorby forem
sulehéenou exkreci ztéla. Typickymi ucastnicimi se enzymy jsou transferdzy: UDP-
glukuronyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULT), N-acetyltransferazy, glutathion-S-
transferazy a methyltransferazy. Spravnou funkci téchto enzymu ovliviuji externi (koufeni,

vliv prostiedi) i interni faktory (vék, pohlavi, polymorfismy) (Jancova et al., 2010).

3.1.3 Tteti faze biotransformace

V této fazi nedochazi k chemickym reakcim, ale k transportu metabolizovanych
xenobiotik pfes membrany dovnitf a ven z bunék. Takzvané ATP transportni proteiny (ATP
binding cassette transporters, ABC transportéry) Spotfebovavaji pro svoji funkci ATP (Phang-
Lyn et Llerena, 2022). Kromé ABC transportéra se tieti fazi biotransformace Gcastni napiiklad
transportéry organickych kationtd (OCTs) a polypeptidy transportujici organické ionty
(OATPs) (Roth et al., 2012).



3.2 Aryluhlovodikovy receptor

Receptor pro aromatické uhlovodiky (Aryluhlovodikovy receptor, AhR) je transkrip¢ni
faktor aktivovany ligandy lisicimi se svym piivodem i strukturou. Jedna se o receptor regulujici
expresi genu pro mnohé biotransformaéni enzymy, zejména cytochromy P450, spojené
s metabolismem xenobiotik aendogennich molekul. Déle se vSak ucastni mnohych
fyziologickych i patofyziologickych procest, a proto je dikladn¢ studovan jakozto
potencionalni cil pro vyvoj novych lé¢iv. AhR je exprimovan zejména v jatrech a dale
Vv gastrointestinalnim traktu, kazi, plicich, ledvinach a v mozku. Gen pro AhR leZi na kratkém
raménku chromozomu 7, konkrétné na lokusu 7p21 (Ema et al., 1994). V pozd¢jsi studii
Bennett et al. (1996) podrobné&ji popsali gen kodujici AhR. Jedna se o gen o délce zhruba
50 kbp a je tvoten 11 exony.

Prvni vyzkumné prace se zabyvaly funkci a aktivitou takzvané benzpyren hydroxylazy
Vv gastrointestinalnim traktu Krys pii administraci polyaromatickych uhlovodikd. Zvysena
aktivita byla pozorovana pravé pii podavani téchto latek, ¢imz vznikly teorie, Ze tento enzym
funguje jako forma ochrany vici jejich karcinogennim u¢inkim (Wattenberg et al., 1962).
Pozdgji se pro benzpyren hydroxylazu zacal pouzivat nazev aryl hydrokarbon hydroxylaza
(AHH). Nebert et Gelboin (1969) popsali 6 polyaromatickych uhlovodikt, které byly
metabolizovany pomoci AHH na derivaty s vyssi polaritou, jez mohou byt méné nebo naopak
vice karcinogenni. Poland et Glover (1976) provadéli experimenty s 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD) ve spojitosti s AHH a uvedli, ze existuje receptor
(AhR) schopny vazby s pfislusnou aromatickou slouceninou. Nasledné komplex

receptor-ligand indukuje expresi genu pro AHH, pifipadné genti pro dalsi enzymy.

3.2.1 Ligandy AhR
AhR je aktivovan Sirokym spektrem sloucenin, které mohou byt eXogenniho
i endogenniho ptvodu. Soucasné se mohou chovat jako agonisté, parcialni agonisté nebo

antagonisté tohoto receptoru.

Mezi exogenni ligandy fadime environmentalni polutanty znecist'ujici prostiedi. Ty
byly identifikovany jako prvni ligandy a jak jiz bylo popséano, jejich vyuziti vedlo k samotnému
objevu AhR. Radime zde polyaromatické uhlovodiky, halogenované i nehalogenované.
Ptiklady halogenovanych polyaromatickych uhlovodiki jsou polychlorované dioxiny (zastupce
TCDD), bifenyly a dibenzofurany. TCDD je ligand vyznacujici se nejvyssi t¢innosti a afinitou
k AhR. Je nerozpustny ve vodé a akumuluje se v tukové tkani, coz z TCDD déla jednu s nejvice
toxickych latek. Mezi zndmé ligandy ze skupiny nehalogenovanych polyaromatickych
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uhlovodikd patii benzo(a)pyren a 3-methylchloranthren (Lin et al.,, 2022). Jednd se
o0 karcinogeny s toxickymi ucinky na hormondlni, rozmnozovaci, imunitni a nervovou
soustavu. Nejcastéjsi pti¢inou expozice témto chemikaliim je kontaminované jidlo, pfipadné
prumyslové havarie (Larigot et al., 2018). Skupina exogennich ligandt pfijimanych potravou
zahrnuje napiiklad indol-3-karbinol (I13C) a indol-3-acetonitril, coz jsou slou¢eniny obsazené
zejména v rostlindch rodu brukvovité. V kyselém prostedi zaludku I3C generuje metabolity
jako indolo[3,2-b]karbazol a 3,3'-diindolylmethan. U vsech téchto zminénych sloucenin byl
pozorovan ucinek na aktivitu AhR (Bjeldanes et al., 1991; De Juan et Segura, 2021). DalSimi
exogennimi ligandy jsou resveratrol, quercetin, alkaloidy harman a berberin nebo Ié¢iva
(Stejskalova et al., 2011).

Mezi endogenni ligandy fadime indigo, indirubin, metabolity hemu a aminokyseliny
tryptofanu, eikosanoiody nebo produkt fotooxidace tryptofanu 6-formylindol|[3,2-b]karbazol
(FICZ) (Stejskalova et al., 2011). V ramci studie zroku 2001 (Adachi et al., 2001) byly
indirubin a indigo, slou¢eniny obsahujici oxindol ve své struktufe, identifikovany ve vzorcich
lidské moci a byla u nich prokazana schopnost aktivovat AhR. Bilirubin a biliverdin jsou
produkty degradace hemu a jsou schopny vyvolat expresi gent pres AhR signalizacni drahu
v krysich, morcecich i lidskych bunétnych modelech (Phelan et al., 1998). Metabolity
tryptofanu vznikaji ¢innosti symbiotickych stfevnich bakterii a soucasné byla pozorovana
druhova specifita mezi mySim a lidskym AhR pii jeho aktivaci témito latkami. Pfikladem jsou
indol nebo 3-methylindol (skatol). V pfipadé téchto sloucenin byla schopnost aktivace mysiho
AhR vyrazné niZ$i, nez pii experimentech na lidskych bunéénych modelech (Hubbard et al.,
2015). Dalsimi ligandy ze skupiny endogennich tryptofanovych metabolitii jsou kyselina
indol-3-octova a tryptamin (Heath-Pagliuso et al., 1998)

3.2.2 Struktura

Aryluhlovodikovy receptor je zafazen do bHLH (basic helix-loop-helix; bazicka
Sroubovice-smycka-Sroubovice)/PAS  (Per-ARNT-Sim) rodiny transkripénich faktord
(Burbach et al., 1992; Ema et al., 1992). PAS doména se sklada z A a B typu a tyto typy se od
sebe 1isi funkci i samotnou sekvenci aminokyselin (Mclintosh et al., 2010). Transaktiva¢ni
doména (TAD) je lokalizovana na C konci proteinu a obsahuje 3 tuseky: kyselou oblast, usek
bohaty na aminokyselinu glutamin (Q) a tsek bohaty na aminokyseliny prolin, serin a threonin
(P/SIT) (Obrazek 1) (Kumar et al., 2001).



Vliv jednotlivych domén na schopnost vazby ligandi, slozek neaktivniho komplexu
AhR, dimerizaci a vazbu do responsivnich elementi DNA byl testovan specifickymi delecemi
(Fukunaga et al., 1995). Doména bHLH lokalizovana na N-koncové ¢asti je potiebna pro vazbu
jedné molekuly proteinu teplotniho Soku 0 velikosti 90kDa (HSP90) a dale zprostiedkovava
vazbu do DNA. Helixy této domény se podili na dimerizaci receptoru s aryuhlovodikovym
jadernym transportérem (ARNT). Navazujici PAS doména tvotena z ptiléhajicich ¢asti PAS A
a PAS B umoziuje vazbu ligandu a soucasné¢ zodpovida za interakce AhR s dal§imi proteiny.
PAS A se taktéz jako bHLH doména tcastni tvorby dimeru s heterodimerizacnim partnerem
ARNT. Druhd molekula HSP90 se k AhR vaze v oblasti PAS B domény. PAS doména je rovnéz
esencialni pro vazbu AhR interagujiciho proteinu (AIP), ktery je soucasti cytozolického AhR
komplexu (Meyer et Perdew, 1999). TAD umoziuje interakce s transkripénimi koaktivatory

a tudiz je dulezitou doménou pro zahajeni transkripce cilovych geni (Kumar et al., 2001).

PAS doména Transaktivacni doména
N b HLH PAS A PASB Kyseld @ WP/S/T C

Obrazek 1: Struktura aryluhlovodikového receptoru (pievzato z Larigot et al., 2018)

3.2.3 Cilové geny

Mezi typické ptiklady geni, jejichZ transkripce je fizena AhR, se fadi enzymy prvni faze
biotransformace, cytochromy P450 (zejména CYP1Al, CYPIA2, CYPIB1, CYP2S1,
CYP3A4), a dale enzymy druhé faze biotransformace (UDP-glukuronyltransferazy UGT1A1
a UGT1AG6, chinon oxidoreduktaza, glutathion-S-transferazy). ABC transportéry ABCBI,
ABCC2, ABCC4 a ABCG2 jsou regulovany pomoci AhR (Ramadoss et al., 2005; Mahringer
etal., 2019).

3.2.4 Inaktivni forma

Neaktivni forma AhR je lokalizovdna v cytoplazmé jako soucést proteinového
komplexu, jehoz slozkami je jiz zminovany HSP90, AhR interagujici protein (AIP, také
oznaCovany jako hepatitis B virus X associated protein 2; XAP2), co-chaperon p23
a proteinkinaza SRC (Rothhammer et Quintana, 2019). Dimer HSP90 udrzuje receptor
v konformaci schopné vazby ligandu. Soucdasné bylo potvrzeno, Ze ptitomnost HSP90
zabranuje vazbu neaktivovaného AhR na DNA (Pongratz et al., 1992). XAP2 zabranuje
ubiquitinaci, a tedy degradaci receptoru proteasomem. Dale stabilizuje lokalizaci AhR

V cytoplazmé a zpomaluje jeho translokaci do jadra po aktivaci ligandem (Kazlauskas et al.,
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2000). Co-chaperon p23 se rovnéz podili na ochrané receptoru pied ubiquitinaci a degradaci
(Pappas et al., 2018). Proteinkinaza SRC je po vazb¢ ligandu AhR aktivovana a disociuje
z cytozolického AhR komplexu (Enan et Matsumura, 1996).

3.2.5 Aktivace AhR a kanonicka signaliza¢ni draha

Po vazbé ligandu prostfednictvim PAS B domény dochéazi k odhaleni jaderného
lokalizaéniho signalu (nuclear localization signal, NLS). Fosforylace oblasti NLS inhibuje
translokaci AhR do jadra. Transportu se ucastni importiny, které interaguji s NLS (Ikuta et al.,
2004). V jadie se AhR uvolnuje z proteinového komplexu a tvoii heterodimer s jadernym
translokatorem aryluhlovodikového receptoru (ARNT). V této formé se vaze do specifickych
sekvenci DNA, dioxin responsivnich elementti (DRE). Konsenzualni sekvence DRE se udava
jako 5-TNGCGTG-3' nebo 5-CACGCNA-3'. ,N*“ pozice je variabilni a muze se zde
vyskytovat nukleotid s jakoukoliv dusikatou bazi (Nukaya et Bradfield, 2009). Mnozstvi DRE
vV promotorovych oblastech stejného genu se 1i$i mezi druhy. Jako ptiklad mtze slouzit gen pro
CYP1Al, dulezity enzym pti biotransformaci xenobiotik. Rozdily v promotoru tohoto genu
byly zkoumany u mysi, u ¢lovéka a u krys. Bylo zjisténo, Ze 5 oblasti s dioxin responsivnimi
elementy bylo konzervovano napfi¢ témito druhy, ale mysi a krysy Vv této regulacni oblasti nesly
dal§i 2 dioxin responsivni elementy, které nebyly konzervované u c¢loveéka. Nukleotidové
sekvence v blizkosti DRE rovnéz ovliviuji transkripci (Li et al., 2014). Efekt okolnich
nukleotidi byl sledovan na piikladu s TCDD. Exprese cilového genu nebyla uskuteénéna,
dokud nebyl guanin na 3. nukleotidu od konsenzualni sekvence zaménén za adenin (Matikainen
et al., 2001). Pro zahajeni transkripce cilovych genit RNA polymerazou II jsou potiebné
interakce s koaktivatory (jaderny koaktivator 1 a 2, histon acetyltransferaza p300) (Hankinson,
2005). Znamym regulatorem V signaliza¢ni draze AhR je AHRR neboli AhR represor. Existuje
kompetice mezi AHRR a ligandem aktivovanym AhR pii vazbé s ARNT, ¢imz se snizuje

dostupné mnozstvi ARNT pro komplexy s AhR (Sakurai et al., 2017).

3.2.6 Nekanonicka signaliza¢ni draha AhR

Vyse popsany mechanismus kanonické signalizace neni jedinou drahou, které se AhR
ucastni. V pfipadé nekanonickych signalizaénich drah AhR interaguje i s jinymi proteiny nez
S jeho heterodimeriza¢nim partnerem ARNT. Jedn4 se naptiklad o estrogenovy receptor (ER)
(Ohtake et al., 2003), nuklearni faktor kappa B (NF-xB) (\Vogel et al., 2007; Vogel et al., 2014),
transkrip¢ni faktor odvozeny od erytroidt (nuclear factor erythroid-2-related factor 2; NRF2)
(Miao et al., 2005; Shin et al., 2007) nebo Kriippel-like factor 6 (KLF6) (Wright et al., 2017).



AhR muze fungovat jako koaktivator pro jiné transkrip¢ni faktory a tim se zapojovat do
transkripce jinych gend. Naptiklad AhR-ARNT-ligand komplex interaguje s estrogenovym
receptorem Vv nepfitomnosti vhodného ligandu pro ER, ¢imz vznika komplex
AhR-ARNT-ligand-ER. Tento komplex se nasledné vaze do responsivnich elementd pro

estrogenovy receptor, coz vede k transkripci cilovych gent (Ohtake et al., 2003).

V piipadé NF-xB byla identifikovana vzajemna interakce mezi AhR a NF-xB
podjednotkami RelA a RelB. Aktivovany AhR, ktery byl translokovany do jadra, interaguje
s RelB podjednotkou NF-kB komplexu. AhR-RelB se vaze do takzvaného RelBAhR
responsivniho elementu v promotorech genii pro chemokiny (zejména interleukinu &)
a umoznuje jejich transkripci (Vogel et al., 2007). NF-xkB komplexy vykazuji schopnost
regulace exprese gend, které se podileji na modulaci imunitnich a zanétlivych reakci. Jedna se
naptiklad o geny pro interleukiny 4, 5 a 8 nebo cyklooxygenazu 2 (Bonizzi et Karin, 2004).
Stimulace NF-«B lipopolysacharidy vede k upregulaci exprese AhR. To je dano skute¢nosti, Ze
promotor genu kodujici AhR obsahuje vazebné misto pro NF-kB. Disledkem zvySené exprese
AhR je i zvySena exprese CYP1AL, ktera je fizena pomoci AhR. Soucasné pfi této stimulaci
zanétu dochazi ke zvyseni citlivosti AhR k ligandim. Naopak inhibice NF-xB se projevuje
snizenim exprese AhR a tudiz v dal§im kroku i snizenim koncentrace CYP1A1 (Vogel et al.,

2014).

Vztah mezi AhR a transkripénim faktorem NRF2 popisuje vzajemnou komunikaci pti
expresi genti kodujicich detoxifikacéni a antioxida¢ni enzymy. Zatimco AhR vétSinou reguluje
expresi enzymu . faze biotransformace, NRF2 se podili na expresi enzymi II. faze
biotransformace (napiiklad UDP-glukuronyltransferazy, glutathion-S-transferazy). Aktivace
AhR pomoci TCDD indukuje expresi genu pro NRF2, nebot’ tento gen obsahuje useky podobné
dioxin responsivnim elementiim, které jsou schopné vazat AhR (Miao et al., 2005). V dal$im
kroku dochazi k indukci exprese NRF2 cilovych geni jako je glutathion-S-transferaza alfa 1,
UDP-glukuronyltransferaza 1A6 a NADPH chinon oxidoreduktaza 1 (Yeager et al., 2009).
Nicméné provazanost mezi témito transkripcnimi faktory vykazuje zna¢nou komplexitu, nebot’
byl objeven i obraceny mechanismus, kdy farmakologicka aktivace NRF2 indukuje expresi Ahr
genu vazbou NRF2 do antioxidant responsivniho elementu v promotoru Ahr, coz ma za

nasledek indukci exprese AhR cilovych genti (Shin et al., 2007).

3.2.7 Fyziologické a patofyziologické procesy iizené AhR
AhR byva v prvni fadé spojovan s regulaci exprese genti ucastnicich se biotransformace.
Mnohé vyzkumné prace vSak poukazuji na ucast tohoto receptoru Vv riiznych fyziologickych
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a patofyziologickych procesech, nebot’ se podili na regulaci exprese i jinych genti, kodujicich
napiiklad cyclin-dependent kinase inhibitor 1 p21©"™, cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
p27IP1 (Pang et al., 2008), plasminogen activator inhibitor 1 PAI-1 (Huang et Elferink, 2012),
c-jun (Weiss et al., 2005) nebo interleukin 22 (Vogel et al., 2013).

AhR je dulezitym modulatorem vrozené stfevni imunity, nebot’ je exprimovan
v mnohych stfevnich imunitnich burikach, jako jsou pomocné Th 17 lymfocyty (Thl7),
intraepitelidlni lymfocyty (IEL), vrozené lymfoidni bunky (ILC), makrofagy, dendritické
buriky a neutrofily (Nieves et al., 2022). Soucasné¢ je velké mnozstvi ligandi AhR produkovano
pravé lidskou stfevni mikroflorou. Aktivace endogennimi ligandy o fyziologickych
koncentracich plisobi prospé$né na spravnou funkei a integritu intestinalni bariéry a udrzovani

stfevni homeostazy (Vrzalova et al., 2022).

AhR také ovliviiuje neurogenezi a spravné fungovani hipokampu (Latchney et al.,

2013).

Dale se AhR zapojuje do drah degradace jinych proteinti. AhR funguje jako E3 ubiquitin
protein ligaza a podili se na ubiquitinaci a proteasomové degradaci. V prvnim kroku je nutna
interakce aktivovaného AhR s cullin 4B ubiquitin ligdizovym komplexem CUL4B. CUL4BA™
komplex vyhledava a oznacuje proteiny urcené k degradaci (Obrazek 2). Tento mechanismus
degradace byl pozorovan u transkripénich faktori jako je ER a androgenni receptor (Kato et
al., 2007).

AHR ma dilezitou roli ve vyskytu, nastupu a progresi patofyziologickych procest
a onemocnéni, v¢etné infekce, zanétu, cukrovky, kardiovaskularnich chorob a karcinogeneze.
Zapojeni AHR do karcinogeneze prokazuje mnoho praci popisujici pro- i protinadorové funkce
u nékolika druhti rakoviny (Murray et al., 2014; Kolluri et al., 2017). Wang et al. (2017) ve
studii zabyvajici se bunéfnou proliferaci a rakovinou pozoroval, ze wu pacienti
S hepatocelularnim karcinomem vzajemné koreluji zvySené koncentrace AhR a histon
deacetylazy 8 (HDACS). V tomto ptipad¢ je exprese HDACS8 aktivovana pravé pies AhR
signalizatni drahu. HDACS8 provadi deacetylaci V promotorové oblasti genu pro
retinoblastomovy protein (Rbl), ktery za normalnich okolnosti vykazuje tumor supresorové
vlastnosti. Vysledkem procesu deacetylace je snizeni exprese genu pro Rbl a podpora

tumorogeneze.

Udrzovani homeostazy stievnich epitelidlnich bunék, integrity stievni bariéry

a prevence nadorové transformace ve spojitosti se stievnimi zanéty je taktéz ovlivnéno
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aryluhlovodikovym receptorem a jeho ligandy. Dysregulace AhR v buiikach stievniho epitelu
zpusobuje zvySenou bunécnou proliferaci a podporu zanétu. AhR reguluje transkripei genti pro
tumor supresorové E3 ubiquitin ligazy, proto deficience AhR podporuje tumorigenezi (Metidji

etal., 2018).

V piipad€ zanétlivych koznich onemocnéni tapinarof, polyfenolicka latka bakterialniho

puvodu, a uhelny dehet indukuji expresi gentt modulujicich kozni bariéru pies AhR signaliza¢ni

drahu a tim pomahaji zmirnit pfiznaky onemocnéni jako je atopicka dermatitida (van den
Bogaard et al., 2013; Smith et al., 2017).
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Obrazek 2: Ptiklady bunécnych procest, kterych se AhR ucastni (pfevzato z Rothhammer et
Quintana, 2019).

a) Kanonicka signaliza¢ni draha AhR; b) Dalsi signaliza¢ni procesy, ve kterych je AhR slozkou
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3.3 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR) je jaderny receptor a transkripéni faktor zapojeny do
exprese detoxifikacnich a dalSich enzymi. Vliv PXR byl pozorovan nejen V metabolickych
drahach xenobiotik, ale i endogennich sloucenin. Mezi organy S vysokou expresi PXR patii
zejména jatra a tenké a tlusté stievo. Nizsi expresi vykazuji naptiklad mozek, jicen, kiize nebo
slezina (Lv et al., 2022). Receptor je tvoien 434 aminokyselinami a je koédovany genem NR112,
ktery se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 3. Konkrétné se jednéa o lokus 3q11-13.

Gen ma délku 35 kbp a je tvofen 9 exony (Zhang et al., 2001).

Objev pregnanového X receptoru (PXR) saha do roku 1998 a ptedstavoval milnik pro
pochopeni metabolismu 1é¢iv. Steven A. Kliewer et al. (1998) poprvé popsal PXR ve vztahu
s indukci cytochromt CYP3A ptirodnimi steroidnimi latkami pregnenolonem, progesteronem
a dale syntetickym glukokortikoidem dexamethasonem. Kliewer uvedl, Ze se PXR vyskytuje
ve 2 izoformach, které pojmenoval PXR.1 a PXR.2. PXR.2 gen koduje 0 41 aminokyselin kratsi
protein nez PXR.1. Vychozi teorie, Ze existuji tzv. bunécné faktory a DNA elementy ovliviiujici
expresi CYP3A gent, timto byla potvrzena. DNA element byl popsan jako PXR responsivni
element v promotorové oblasti CYP3A geni. PXR se do responsivnich elementti vaze

a ovliviiuje genovou expresi (Quattrochi et al., 1995; Yan et Xie, 2016).

3.3.1 Ligandy

Pregnanovy X receptor je aktivovan Sirokym spektrem strukturné si nepiibuznych
ligandu. Je aktivovan lé€ivy, environmentalnimi polutanty i endobiotiky. Znamymi ligandy
z fad 1€¢iv jsou rifampicin, klotrimazol, ritonavir, lovastatin, karbamazepin nebo tamoxifen
(Honkakoski et al., 2009). Z enviromentalnich polutantd mezi ligandy PXR fadime
polychlorované bifenyly a organochlorové pesticidy (Coumoul et al., 2002; Honkakoski et al.,
2009). Extrakty z tfezalky teCkované, pepfovniku opojného a extrakt gugulipid, které se
pouzivaji k 1é¢be tizkosti nebo vysokého cholesterolu, taktéz aktivuji PXR (Moore et al., 2000;
Urizar et Moore, 2003; Ma et al., 2008). Piikladem potvrzenych endobiotickych liganda jsou
zluéové kyseliny, progesterony a estrogeny (Honkakoski et al., 2009). Oxindol indirubin, jiz
zminény ligand AhR, je ligandem i PXR (Kumagai et al., 2016). PXR vsak vykazuje i druhovou
specifitu vici ligandim. Rifampicin je typickych ligandem lidského PXR, ale transkripéni
aktivita PXR v krysich hepatocytech za pouziti rifampicinu je velmi nizka (Lehmann et al.,
1998). Strevni mikrobialni metabolity tryptofanu indol a indol-3-acetamid (Iliés et al., 2020)
a methylované derivaty indolu (Vyhlidalova et al., 2020a) jsou schopny aktivovat PXR

a indukovat expresi CYP3A4 ve stfevnich bunkach.
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3.3.2 Struktura

PXR sdili strukturni podobnosti s jinymi jadernymi receptory (Obrazek 3). N-terminalni
oblast obsahuje variabilni usek, na ktery navazuje DNA vazebna doména (DNA binding
domain; DBD) s motivem dvou zinkovych prsti. DBD je zodpovédna za rozpoznavani
responsivnich elementi cilovych gent a zprostfedkovava jejich vazbu s PXR. Pantova oblast
(H) propojuje DBD s doménou zprostiedkovavajici vazbu ligandi pobliz C konce (ligand
binding domain; LBD), ktera je od ostatnich jadernych receptort odlisna. LBD umoznuje vazbu
ligandu s PXR a také dimerizaci s retinoidnim X receptorem a (RXRa). Tato doména PXR je
tvofena 3 vrstvami o helixi a pétivlaknovym antiparalelnim B listem. Uspotadani a vlastnosti
LBD jsou divodem, pro¢ je PXR aktivovatelny strukturné odlisnymi slou¢eninami. ,,Activation
function 2 helix“ (AF-2) je kli¢ovou slozkou pro funkci PXR tim, ze vaze potiebné koaktivatory
(Mangelsdorf et al., 1995; Watkins et al., 2001; Goodwin et al., 2002).

DNA vazebna doména Ligand vazebna doména

N — DBD — H — LBD _._C

Pantova oblast

Obrazek 3: Struktura pregnanového X receptoru

3.3.3 Cilové geny

PXR byvd vprvni fadé spojovan s ovlivilovanim exprese enzymu 1. féze
biotransformace, cytochromt P450. Piiklady cytochromd P450 pod transkripéni kontrolou
PXR jsou CYP1A2, CYP3A4, CYP3A7, CYP2B6, CYP2C9 a dalsi (Zollner et al., 2010).
Timto receptorem jsou vSak regulovany 1 enzymy 2. faze biotransformace, UDP-
glukuronyltransferaza (UGT) UGT1Al a UGT1AG6 (Xie et al., 2003; Naspinski et al., 2008),
sulfotransferaza SULT2A1 a glutathion-S-transferazy (Echchgadda et al., 2007; Naspinski et
al., 2008). Exprese nékterych transportérti i¢astnicich se 3. faze biotransformace je regulovana
pies PXR. Konkrétné¢ se jednd o P-glykoprotein nebo skupinu polypeptidi transportujici
organické ionty (OATPs) (Thunnah et al., 2011) (Mills et al., 2004).

3.3.4 Vnitrobunééna lokalizace a aktivace

Lokalizace inaktivniho PXR je nejasna. Provadéné studie poukazuji na ptipady, kdy
aktivaci dochazi k translokaci do jadra (Squires et al., 2004). V jadie se vSak nachazel
i inaktivni PXR (Saradhi et al., 2005). V nepfitomnosti ligandu PXR existuje ve vztahu

s korepresory. V tomto piipadé korepresory jako korepresor jaderného receptoru 2 (nuclear
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receptor corepressor 2; NCoR2) a umléujici mediator pro receptory retinoidnich a tyroidnich
hormont (silencing mediator of retinoid and thyroid receptors; SMRT) navozuji deacetylaci
chromatinu a zpétnou kondenzaci, coz ma negativni vliv na transkripci (Collingwood et al.,
1999; Rigalli et al., 2018; Johnson et al., 2005). Po aktivaci ligandem jsou korepresory z vazby
uvolnény a jsou naopak nahrazeny koaktivatory (Rigalli et al., 2021). Ptiklady takovych
koaktivatora jsou SRC 1, 2 a 3 (steroid receptor gamma coactivator), PGC-1a (peroxisome
proliferator activated receptor gamma coactivator 1) a histon acetyltransferaza p300 (Rigalli et
al., 2018). Efekt jejich ucinku je opacny, jako u korepresori. Koaktivatory jsou spojeny
s acetylaci histond, ¢imz je podpofena transkripce (Collingwood et al., 1999). Aktivace vazbou
ligandu ma za nasledek tvorbu heterodimeru s retinoidnim X receptorem a (RXRa). V jadie se
PXR-RXRa vaze do responsivnich elementi se sekvenci AG(G/T)TCA v motivech direct
repeats 3,4,5 a everted repeats 6,8 (Orans et al., 2005).

3.3.5 PXR a metabolismus cholesterolu a Zlu¢ovych kyselin

V ramci endogenniho metabolismu se PXR podili naptiklad na regulaci metabolismu
cholesterolu a zlu¢ovych kyselin. V klinickych studiich se zvysila cholesterogeneze v zavislosti
na aktivaci PXR rifampicinem. Byly zaznamenany elevované hladiny nizkodenzitniho
cholesterolu a celkového cholesterolu. Tato pozorovani mohou byt signifikantni z hlediska
nasledkt administrace 1é¢iv schopnych aktivovat PXR na riziko vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni (Karpale et al., 2021). Pregnanovy X receptor reguluje expresi gent biosyntézy
a transportu zlucovych kyselin. Receptor hraje roli senzoru kyseliny lithocholové, jelikoz tato
kyselina je schopna aktivovat PXR. ZvySené koncentrace kyseliny lithocholové jsou toxické,

a proto je jeji tvorba takto kontrolovana (Staudinger et al., 2001).

3.3.6 PXR a metabolismus glukézy

Metabolismus gluk6zy zahrnuje dilezité procesy glukoneogeneze, glykolyzy,
glykogeneze a glykogenolyzy. Dil¢i reakce téchto drah jsou katalyzovany velkym mnozstvim
enzymu. PXR se uplatiuje v glukoneogenezi a reguluje expresi genu pro glukédza-6-fosfatazu.
Obecné je tvorba tohoto enzymu ovlivnéna hormonem glukagonem a vazebnym proteinem
CAMP responsivniho elementu (CREB). CREB je transkrip¢ni faktor, ktery je zodpovédny za
transkripci genu pro gluké6za-6-fosfatazu. Inhibice tvorby tohoto enzymu je dana tvorbou
komplexu aktivovaného PXR s CREB, ktery se v tomto stavu nemtize vazat do responsivnich

elementti (Kodama et al., 2007).
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3.3.7 PXR a metabolismus lipidi

Do procesu lipogeneze se PXR nezapojuje regulaci lipogennich enzymi (sterol
regulatory element-binding protein 1c; SREBP-1c a dalsi), ale regulaci exprese transportéru
volnych mastnych kyselin CD36 (diferenciacni skupina 36), jelikoZz promotor genu CD36
obsahuje responsivni element pro PXR. ZvySeni exprese transportéru CD36 ma za nasledek
jaterni steatozu akumulaci triglyceridi (Zhou et al., 2006a). Pfi nedostatku energie se uplatiiuji
procesy p-oxidace a ketogeneze. PXR inhibuje tvorbu ucastnicich se enzymi 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA  syntazy a Kkarnitin palmytoyltransferazy tvorbou komplexu
s transkrip¢nim faktorem Foxa2 (Forkhead box protein A2). Foxa2 je klicovym transkripénim
faktorem zminénych enzymii a v komplexu s PXR mu neni umoznéna vazba do regulac¢nich

oblasti genti, ¢imzZ je potlacena jejich transkripce (Nakamura et al., 2007).

3.3.8 Role PXR Vv procesu apoptozy

Skupina proteinti Bel-2 slouzi jako jedna z kli¢ovych soucasti procesu apoptozy. Bel-2
proteiny mohou byt jak protiapoptické, tak i proapoptické. Jejich ptisobenim je modifikovana
mitochondridlni membrdna. Proapoptické proteiny se Ucastni formovani kanala
V mitochondridlni membrang, které zprostfedkovavaji uvolnéni cytochromu c z této organely,
naslednou aktivaci kaspaz a apoptozu. Protiapoptické proteiny UCinkuji v opacném smeéru
a inhibuji funkci proapoptickych proteinti (Jiirgensmeier et al, 1998; Hardwick et Soane, 2013).
Zucchini et al. (2005) popsali vztah mezi apoptéozou indukovanou staurosporinem
a aktivaci PXR. K experimentu byly pouZity ligandy lidského a krysiho PXR (rifampicin,
dexamethason, klotrimazol a dal§i) a byla sledovdna spojitost s naslednou expresi
protiapoptickych Bcl-2 u lidskych hepatocytti a Bel-xL u krysich hepatocytii. Vysledkem
experimentll byly zvySené koncentrace téchto protiapoptickych proteint. V dal$im testovani
bylo zjisténo, ze snizeni exprese PXR v Krysich hepatocytech nevedlo ke zvyseni koncentrace
Bcl-xL pfi pouziti klotrimazolu jako PXR ligandu. Naopak zvysena exprese PXR v HepG2

buikach indukovala nérlist koncentrace protiapoptickych Bcl-2 pti pouZiti klotrimazolu.

3.3.9 Uloha PXR p¥i zanétu

Podobné jako v piipadé AhR, i u PXR je znamy vztah s NF-xB. Aktivace PXR inhibuje
transkripci gend, které jsou regulovany pies NF-kB. Pti absenci PXR je transkripce cilovych
gent NF-kB podpoiena a rovnéz je posilen i zanét. Naopak aktivace NF-kB tumor
nekrotizujicim faktorem a (TNFa) inhibuje expresi PXR mRNA a transkripci PXR cilovych
gend (Zhou et al., 2006b). Tento zptisob vzajemné interakce vysvétluje, pro¢ je u pacientd se

zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi vyrazné snizena exprese gent pro cytochromy a PXR
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(Langmann et al., 2004). Ke stejnému efektu dochazi i v pfipadé prozanétlivého cytokinu
interleukinu 6 (Pascussi et al., 2000) nebo pii podani bakterialniho lipopolysacharidu, kdy
dochazi ke snizeni hladin mRNA PXR, konstitutivniho androstanového receptoru
a retinoidniho X receptoru. Dale pak i hladin mMRNA CYP3A enzymu. Pozorované zmény

V expresi jsou zavislé na davce lipopolysacharidu.

3.3.10 Mezilékové interakce

Cytochromy P450 vyznamn¢ piispivaji k metabolismu velkého mnozstvi dostupnych
1é¢iv. Jak jiz bylo zminéno, exprese CYP3As je regulovdna pravé pres PXR. Mezilékové
enzymu metabolizujicich Iéky. Uzivani rifampicinu zptsobilo navySeni hladiny CYP3A4
a nasledn¢ doslo ke snizeni biodostupnosti oralné podaného 1é¢iva Verapamilu téméf o 100 %.
Verapamil je 1€k sinovych tachykardii a anginy pectoris. Drasticky pokles biodostupnosti témét
zcela eliminoval terapeutické ucinky 1é¢iva (Fromm et al., 1996; Ihunnah et al., 2011). Léky
s vytazky z tiezalky teckované indukuji expresi CYP3A4 a dalSich cytochromid. Soucasna
administrace s warfarinem nebo kontraceptivy méla za nasledek zrychlené vylouceni téchto
1é¢iv z téla a tim i sniZeni jejich farmakologickych uéinkd (Jiang et al., 2004; Murphy et al.,
2005). Dalsim piikladem nezadanych interakci je vztah mezi grepovym dzusem a oralné
uzivanymi léky. Furanokumariny obsazené v dZusu podléhaji metabolismu pies CYP3A4.
Vznikly metabolit vSak plsobi jako ireverzibilni inhibitor CYP3A4, ¢imZ se sniZuje
koncentrace funkénich CYP3A4. Poziti 1é¢iv, které jsou metabolizovany CYP3A4, mize mit

za nasledek vznik toxickych G¢inkid na organismus (Lown et al., 1997; Bailey et al., 2013).

3.4 Oxindoly

Derivaty oxindolu jsou latky vyskytujici se v télnich tekutindch a tkanich savcd,
Vv rostlindch a riznych rostlinnych produktech, v bakteriich i v télech bezobratlych. Latky
obsahujici oxindolovou kostru vykazuji Siroké spektrum vyznamnych vlastnosti. Mnoho
derivatd oxindolu pusobi pozitivné v 1écbé nemoci jako je rakovina, diabetes, HIV,
leishmanioza a Alzheimerova choroba. Dale je nutné zminit antioxidacni, analgeticke,
vasodilataéni a antibakteridlni ucinky, ucCinky spojené s inhibici fosfatdz, kinaz

a acetylcholinesterazy. Nékteré derivaty funguji jako neuroprotektiva (Kaur et al., 2016).

2-oxindol, neboli 1,3-dihydro-2H-indol-2-on, je sloucenina slozena z benzenového
jadra a pyrrolového kruhu s karbonylovou skupinou na pozici 2 (Obrazek 4). Oxindol je
schopny tautomerie a i pies to, Ze je jeho zakladni struktura nejcastéji zobrazovana v laktam
form¢, mize nabyvat i laktim a enol konformaci (Sumpter, 1945).
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Za prvni organismus, ze kterého byl vyizolovany derivat oxindolu, se uvadi rostlina
femdihak plstnaty. Extrakty z kiry této tropické rostliny maji antioxidacni efekty a chrani pred
vznikem tumord (Dreifuss et al., 2010; Khetmalis et al., 2021). Samotny 2-oxindol je ve
vysokych koncentracich generovan v gastrointestinalnim traktu jakozto metabolit tryptofanu
Cinnosti stfevni mikrobioty a byla u né&j pozorovana schopnost aktivovat AhR (Dong et al.,
2020). Pro esencialni aminokyselinu tryptofan existuji 3 cesty degradace: serotoninova cesta,
cesta kyseliny kynureninové a takzvana indolova cesta (Gao et al., 2020). Pravé komenzalni
sttevni bakterie produkuji mnozstvi katabolickych produkta tryptofanu zahrnujici naptiklad jiz
zminovany indol a 2-oxindol a dale tryptamin, 3-methylindol, 3-methyl-2-oxindol,
indol-3-acetat a dalsi. Pfijimana strava navic do jisté miry ovlivituje koncentrace téchto
produktd ve stfevech. Vyrazné rozdily v zavislosti na stravé byly naméfeny u indolu, ale
2-oxindol téméf nebyl ovlivnén (Dong et al., 2020). Aktivace AhR i PXR derivaty 2-oxindolu
jiz byla popsana v kapitolach 3.2.1 a 3.3.1. Derivaty oxindolu indirubinu inhibuji glykogen
synthasa kinazu-3, ktera je dilezita v procesu Sifeni nadorovych bunék, a zabraiuji nadorové
angiogenezi (Williams et al., 2011). Farmakologicky vyznam oxindoll je nepiehlédnutelny
a nckteré synteticky pfipravené derivaty jsou schvéleny jako dostupnd léciva (Sunitinib,
Nintedanib, Indolidan a dalsi) (Khetmalis et al., 2021). Sunitinib a Nintedanib jsou inhibitory
tyrosinkinazovych receptord a tim jsou schopny blokovat proliferaci nékterych nadorovych
bun¢k (Hilberg et al., 2008; Mendel et al., 2015). Indolidan je pouZzivan jako 1éCivo

kardiovaskularnich onemocnéni (Khetmalis et al., 2021).

Zajimava je skuteCnost, Ze UCinky derivati oxindolu jsou casto zavislé na
substituentech a na jaké pozici v oxindolovém jadie k substituci doslo. Substituce halogeny na
5. uhliku v nékterych nasyntetizovanych oxindolovych derivatech zpusobila cytotoxicitu vici
lidskym nadorovym bunéénym liniim. Substituce bromem méla vyssi vliv na cytotoxicitu nez
substituce chlorem nebo fluorem (Sharma et al., 2016). Substituce chlorem na 6. uhliku
a soucasn¢ substituce na 5. uhliku heterocyklickou slou¢eninou méla za nasledek inhibici rustu
bunék nékolika lidskych nadorovych linii a pfipadné i genotoxicitu (Meti et al., 2016).
Antimikrobidlni u¢inky derivati vykazuji variabilitu Vv zavislosti na testovaném
mikroorganismu, ale obecn¢ derivaty se substituentem na 1. pozici obsahujicim -CF3z nebo -Br
skupinu mély prokazateln¢ lepsi antimikrobialni vlastnosti (Yagnam et al., 2019). Derivaty
s dusikatym nebo sirnym heterocyklem na 3. pozici a soucasn¢ s -Br nebo -Cl skupinou na
4. nebo 5. pozici se od ostatnich testovanych sloucenin lisily antibakterialni aktivitou viéi rodu

Staphylococcus, ale ne vué¢i gramnegativnim bakteriim (Shin et al., 2019).
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V ramci této bakalaiské prace byly testovany vlivy 3 derivata 2-oxindolu na aktivitu
AhR a PXR. Jedna se o komer¢né dostupné syntetické latky, 5-brom-2-oxindol (Obrazek 5),
6-brom-2-oxindol (Obrazek 6) a 5-fluor-2-oxindol (Obrazek 7).

4 3
5 3a
2
6 7a ~NH
7 1

Obrazek 4: Struktura 2-oxindolu

Br

NH

Obrazek 5: Struktura 5-brom-2-oxindolu

Br NH

Obrazek 6: Struktura 6-brom-2-oxindolu
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Obrazek 7: Struktura 5-fluor-2-oxindolu
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Parentalni buné¢na linie adenokarcinomu tlustého stieva LS174T (ATCC: CL-188;

7 000 3535)

Stabilnég transfekovana bunéénd linie LS174T-AhR.

4.2 Plazmidy

plazmid pGL-4.27-DRE — plazmid pouzity ke stabilni transfekci bunék linie

LS174T-AhR. Plazmid nese gen pro rezistenci na hygromycin a soucasné gen pro luciferazu

jakozto reportérovy protein. Plazmid v promotorové oblasti obsahuje dioxin responsivni
elementy (DREsS).

plazmid pSG5-hPXR a reportérovy vektor p3A4-luc — pouzity k transientni transfekci

bunék LS174T pro testovani aktivace PXR. Plazmid pSG5-hPXR koéduje gen pro lidsky

pregnanovy X receptor.

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

0,25% Trypsin-EDTA (Biosera, LM-T1720)
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (LGC Standards)
5-brom-2-oxindol (Santa Cruz Biotechnology, sc-254784)
5-fluor-2-oxindol (Sigma-Aldrich, 586579)

6-brom-2-oxindol (Sigma-Aldrich, 586595)

Adenosin-5‘-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich, A6419)

Antibiotika penicilin-streptomycin (Sigma-Aldrich, P4338)
Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Lach-Ner, 20022-CTO0)

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, 43819)

D-luciferin (Sigma-Aldrich, L9504)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM) (Sigma-Aldrich,
D6546)

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biosera, LM-S2041)

Fetalni bovinni sérum, charcoal stripped (FBS CS) (Sigma-Aldrich, F6765)
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Fetalni bovinni sérum, regulérni (FBS) (Sigma-Aldrich, M5921)
FUGENE HD (Promega, E2312)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Sigma-Aldrich, M5921)
Hygromycin B (Santa Cruz Biotechnology, SC-29067)
Koenzym A (Sigma-Aldrich, C4780)

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

Lyzaéni pufr (Promega, E3971)

Methyltetrazoliova sul (MTT) (Sigma-Aldrich, M2128)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma-Aldrich, M7145)
Rifampicin (RIF) (Sigma-Aldrich, R3501)

Tris-acetat-EDTA pufr (Sigma-Aldrich, T8280)

Triton X-100 (Serva, 37 240)

Trypanova modf (Sigma-Aldrich, T6146)

4.4  SloZeni pouzitych roztoki

Substrat pro luciferazu: 5 mg D-luciferin; 10 mg ATP; 5 mg koenzym A; 168 mg
dithiotreitol; 1,32 ml Tris-acetat-EDTA pufr (1M, pH 7,8); 1,23 mg EDTA; 3,03 mg
heptahydrat siranu hotfe¢natého; do 30 ml doplnéno destilovanou vodou

Kultivaéni médium s regulérnim FBS: 500 ml DMEM; 50 ml FBS; 5 ml neesencialni
aminokyseliny; 5 ml L-glutamin; 5 ml antibiotika penicilin, streptomycin

Kultiva¢ni médium s charcoal stripped FBS: 500 ml DMEM; 50 ml FBS-CS; 5 ml

neesencialni aminokyseliny; 5 ml L-glutamin; 5 ml antibiotika penicilin, streptomycin

4.5 Seznam laboratornich pristroji a zarizeni

CO2 inkubator (NB-203 XL, N-Biotek)

Laboratorni tfepacka (Rocker-Shaker MR-12, Biosan)
Laminarni box (Labculture Class II Type A2, Esco)
Mikroskop (N1B100, Novel Optics)

Odsavacka (Flask-Trap 1, Biosan)

Opticky systém (Infinite M200, Tecan)
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Vodni lazen (LCB-11D, Labtech)
Vortex (Reax top, Heidolph)

4.6 Kultivace a pasaZovani bunék

Bunky byly kultivovany V plastovych kultivacnich lahvich o ploSe 75 nebo

150 cm?. Lahve byly uchovéavéany v inkubatoru s teplotou 37 °C, 95% vlhkosti a atmosférou
s 5% COs..

Pasazovani bylo provadéno kazdé 3—4 dny, aby byla ziskana bunétna suspenze pro

zapoceti experimentu. Soucasné se tak zabrani kontaktni inhibici bunc¢k z divodu vysoké

urovné konfluence.

1.

o 0k~ w

10.
11.
12.

Kultiva¢ni médium a fosfatovy pufr (PBS) byly ve vodni lazni rozehtaty na teplotu
37 °C. Trypsin byl rozmraZen pfi pokojové teploté.

Kultivaéni lahev byla vytaZena z inkubatoru a stav bunék byl pozorovan pomoci
mikroskopu. Lahev byla pienesena do laminarniho boxu.

Médium, PBS a trypsin byly vydesinfikovany a pfeneseny do laminarniho boxu.
Stavajici médium bylo odsato pomoci odsavacky.

Zbytky média z lahve byly odstranény promytim 5 ml PBS a naslednym odsatim.

Do lahve byl pipetovan 1 ml trypsinu. Naklapénim lahve byl trypsin rozprostien po celé
kultiva¢ni ploSe lahve.

Lahev byla pfenesena do inkubatoru na pfiblizné 5 minut. Teplotou aktivovany trypsin
uvolnil bunky z povrchu lahve.

Lahev byla pfenesena zpét do lamindrniho boxu a bylo pfiddno 9 ml média.

Bunky byly resuspendovany opakovanym nasavanim a vypousténim sérologickou
pipetou a pipetovacim néstavcem.

Suspenze byla ptenesena do 50ml centrifugaéni zkumavky.

10 ul suspenze bylo pteneseno do 0,5ml mikrozkumavky k naslednému pocitani bunék.
Ptiblizn€ 2 ml suspenze byly pfeneseny zpét do lahve a bylo pfiddno 20 ml média.

Kultivacni lahev byla umisténa zpét do inkubatoru.

V ptipadé pasazovani bunék kultivovanych v lahvich o plose 150 cm? byly pouzity 2x

vétsi objemy reagencii.
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4.7 Pocitani bunék a vyseti na desky

Pocet bun¢k v ziskané suspenzi byl stanoven za pouziti trypanové modii a Biirkerovy
komirky. Mrtvé builkky maji narusenou integritu membran a barvivo se dostava do jejich
vnitinich prostor. Do zivych bunék se modi nedostane, coz umoziuje pocitani ve svételném

mikroskopu.

1. K 10 pl bunécné suspenze bylo ptidano 90 ul trypanové modfi.

2. Nanaseci plochy Biirkerovy komurky byly ptikryty krycimi skly. Do prostor mezi skly
a komiirkou byla pipetovana smés bunék a trypanové modii.

3. Komurka byla pfenesena do svételného mikroskopu. Byly spocitany buiiky v 5 zornych
polich horni a 5 zornych polich spodni ¢asti Biirkerovy komurky.

4. Hodnoty byly secteny a ptepocitany na pocet bun¢k v 1 ml bunécné suspenze.

5. Byly vypocitany objemy suspenze a média pro dané experimenty.

6. Builky byly vysety do 96jamkovych desek. Pro MTT 200 pl média a 40 000 bunék na
jamku. Pro reporter gene assay 200 ul média a 80 000 bunék na jamku pro 4hodinovy
test, 200 ul média a 40 000 bun€k na jamku pro 24hodinovy test.

7. Desky s vysetymi burikami byly vloZeny do inkubatoru.

4.8 Priprava latek

Zasobni roztoky testovanych latek a kontrol byly pro jednotlivé testy fedény na
pozadované koncentrace. Pro stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu bylo K fedéni pouzito
kultiva¢ni médium. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. 2% Triton X-100 slouzil
jako pozitivni kontrola. Koncentrace roztokd derivati 2-oxindolu pro MTT testy ¢Cinily 1 nM,
10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM a 200 uM.

V piipad¢ testovani aktivace AhR metodou reporter gene assay (RGA) byly veskeré
vzorky tfedény v depletovaném DMEM, coZ je Castecné zmetabolizované médium odebrané
z kultivacni lahve s buiikami. Pro testovani aktivace PXR metodou RGA byly vzorky fedény
v médiu obsahujici charcoal stripped FBS, sérum filtrované ptes aktivni uhli. Jako negativni
kontrola slouzilo 0,1% DMSO. Modelovym ligandem pro AhR byl 10nM roztok TCDD. Jako
modelovy ligand pro PXR byl pouzit 10uM rifampicin. Koncentrace roztoki derivatl
2-oxindolu pouzitych v luciferazové reportérové eseji Cinily 100 nM, 1 uM, 10 uM, 25 uM,
50 uM, 100 pM a 200 uM. Pro latku 6-brom-2-oxindol byly navic pouzity i koncentrace
1a10nM.
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Koncentrace zasobnich roztokli testovanych latek a jejich fedéni zachycuje tabulka

(Tabulka 1).

Tabulka 1: Redéni testovanych latek

Ltk Koncentrace Koncentrace Bedsni
zasobniho roztoku ziedéného roztoku
1 pM 1nM
10 uM 10 nM
100 uM 100 nM
5-brom-2-oxindol 1 mM 1 uM
6-brom-2-oxindol 10 mM 10 uM 1000x
5-fluor-2-oxindol 25 mM 25 uM
50 mM 50 uM
100 mM 100 pM
200 mM 200 uM

49 MTT test

Cytotoxicita vybranych derivatd 2-oxindolu byla vyhodnocena provedenim

MTT testu, ktery je zaloZen na skutecnosti, Ze v Zivych buiikach jsou aktivni mitochondridlni

dehydrogenazy. Ty jsou schopny redukovat zluty substrat MTT na fialové zbarveny formazan

ve form¢ krystall. Mrtvé bunky tohoto procesu nejsou schopny. Nasledné jsou krystaly

rozpustény v rozpoustédle DMSO. Spektrofotometricky Ize stanovit absorbance v jednotlivych

jamkach a ur¢it zivotnost pfitomnych bunék.

1.

Byla provedena pasdz bunék a jejich néasledné spocitani. Podle mnozstvi bunck byly
vypocitany objemy bunééné suspenze a média potiebné pro vyseti na 96jamkové desky
tak, aby v jamkach bylo 200 pl bunécné suspenze po 40 000 bunkach.

Desky byly do druhého dne umistény do inkubéatoru.

Byly pripraveny roztoky testovanych latek, pozitivni kontroly (Triton X-100)
a negativni kontroly (DMSO) fedénim zasobnich roztokt médiem.

Pomoci laboratorni odsavacky bylo z jamek odstranéno pfitomné médium. Nésledné
byla provedena aplikace pfipravenych roztokl na buiky. Kazdy vzorek byl pipetovan
do 4 jamek desky.

Desky byly vlozeny na 24 h. do inkubétoru.
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6. Po 24hodinové kultivaci byl pfipraven 10x zifedény roztok MTT ze zasobniho roztoku
0 koncentraci 3 mg-ml™.

7. Desky byly vyhaty zinkubatoru a médium piitomné v jamkéach bylo vyklepnuto
do vylevky.

8. Residua média v jamkach byla vymyta 100 pl 1x PBS.

9. Desky byly vyklepnuty do vylevky.

10. Do jamek bylo pipetovano po 100 ul médiem ztedéného roztoku MTT.

11. Desky byly inkubovany pii 37 °C do doby, nez se v jamkéch vytvotily modrofialové
krystaly.

12. Desky byly vyklepnuty do vylevky.

13. Krystaly byly rozpustény piidavkem 70 pl DMSO.

14. Pomoci spektrofotometru a programu i-control (méfeni pii vinové délce 570 nm,
protiepani desky po 10 s, méfeni uprostied) byly stanoveny hodnoty absorbanci
pro zvolené jamky.

15. Ze ziskanych dat byly uréeny hodnoty viability bun¢k pro jednotlivé latky a jejich
pouzité koncentrace. Z vysledkll byly sestaveny grafy zavislosti koncentraci pouZitych

latek na Zivotnosti bunék.

4.10 Lipofekce

Metoda RGA vyzaduje, aby testované buiky nesly reportérovy gen, jenZz umoziiuje
stanoveni miry aktivace dané¢ho receptoru a nasledné transkripce tohoto genu. Zkoumani vlivu
derivath 2-oxindolu na aktivaci PXR bylo provadéno na bunkach LS174T, které na rozdil
od bun¢k LS174T-AhR nebyly stabilné transfekovany. Pied provadénim RGA byly bunky
LS174T transientné transfekovany lipofekci. Lipofekéni ¢inidlo FUGENE HD obali DNA
z transfekéni smési a ve formé lipozomu ji vnese do recipientnich bunék. Transfekéni smés
sestava zmédia Optimem, lipofek¢éniho Ccinidla FuGENE HD, reportérového vektoru
p3A4-luc a plazmidu pSG5-hPXR. Parametry slozek smési pro piipravu experimentu

0 300 jamkach jsou znazornény v tabulce (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Mnozstvi jednotlivych slozek pro piipravu lipofekéni smési a naslednou

luciferazovou reportérovou ese;j.

1 jamka 300 jamek
Buriky LS174T 40 000 12 000 000
Médium (ml) 0,2 60
3 jamky 300 jamek
Optimem (pl) 20 2 000
FuGENE HD (ul)* 1,2 120
PXR** 0,1 ng 10 pg=10,3 pul
Reporter=** 0,3 ug 30 pg = 34,2 ul

*FUGENE HD v pom¢éru 3:1 k celkovému mnozstvi DNA (PXR + reporter)

**74sobni plazmid pSG5-hPXR o koncentraci 970 ng-pl*

***74s0bni reportérovy vektor p3A4-luc o koncentraci 878 ng-pl™

=

Bunky byly zpasaZovany a spocitany.

Do 5ml mikrozkumavky bylo napipetovano médium Optimem a FUGENE HD.
Mikrozkumavka se v laminarnim boxu nechala inkubovat po dobu 5 min.

Do 5ml mikrozkumavky byly pipetovany reporter a PXR plazmidy.

Po dokonéeni inkubace byla smés Optimem + FuGENE HD ptfenesena do
mikrozkumavky obsahujici DNA.

Vytvofena smés byla dikladné promichana a ponechala se v laminarnim boxu
inkubovat po dobu 15 min.

Byla piipravena bunéc¢na suspenze o pozadovaném mnozstvi bunék.

Po uplynuti inkubace byla smés pienesena do bunécné suspenze. Suspenze byla
promichéna a bylo provedeno vyseti bun¢k na 96jamkové desky po 200 pl suspenze

na jamku.

4.11 Reporter gene assay

Bioluminiscen¢ni metoda luciferdzova reportérova esej je zalozena na enzymatické

reakci luciferazy a substratu D-Luciferinu. Oxidaci D-Luciferinu dochazi k emisi svétla, které

je mefitelné. Transfekce pomoci specialné zkonstruovanych vektori umoziuje vpraveni
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reportérového genu pro luciferazu a piislusné promotorové oblasti do bun¢k. Z namétenych

hodnot bioluminiscence je nasledné stanovena mira aktivace sledovaného receptoru.

Pii sledovani aktivace AhR byly experimenty vyhodnoceny po 4 a 24hodinové inkubaci

latek s bunkami. Vliv testovanych latek na aktivaci PXR byl vyhodnocen po 24hodinové

inkubaci latek s buiikkami.

1.

w

© N o o &

10.

11.
12.

Buiiky byly zpasazovany a spocitany. Byly pfipraveny bunécné suspenze podle postupu
v kapitole 4.7. Pii testovani PXR byla provedena transfekce podle postupu v kapitole
4.10. Bunky byly vysety na 96jamkové desky.

Desky byly na 24 hodin umistény do inkubatoru.

Po inkubaci byly pfipraveny roztoky testovanych latek a kontrol a byla provedena jejich
aplikace na bunky.

Desky byly inkubovany po dobu 4 nebo 24 hodin v inkubatoru.

Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo z desek vyklepnuto médium.

Jamky byly promyty 80 ul 1x PBS.

Desky byly vyklepnuty do vylevky.

Do jamek bylo pipetovano 20 ul lyza¢niho pufru. Desky byly umistény do mrazaku
s teplotou -80 °C do uplného zamrazeni ptitomného lyza¢niho pufru.

Desky byly rozmrazeny na stolni tiepacce.

6 pl lyzadtu bylo zkazdé jamky pifeneseno do specidlnich desek pro meéfeni
luminiscence.

Bylo pfidano 30 pl substratu obsahujici D-Luciferin do kazdé jamky.

Desky byly proméfeny ve spektrofotometru. V programu i-control byl nastaven

program pro méteni bioluminiscence pro luciferazovou reportérovou esej.
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5 VYSLEDKY
5.1 Stanoveni cytotoxickych ucinkii testovanych latek pomoci MTT testu

Pti kultivaci bun€k s chemikaliemi existuje pravdépodobnost, zZe na buiiky bude latka
pii urcité koncentraci plsobit toxicky. Potencionalni cytotoxické uc¢inky 5-brom-2-oxindolu,
6-brom-2-oxindolu a 5-fluor-2-oxindolu na buné¢nou linii LS174T byly vyhodnoceny pomoci
MTT testu. Ze ziskanych dat byla stanovena viabilita bun¢k. Ta byla vyjadiena jako

procentudlni hodnota vztazena k nejnizsi pouzité koncentraci aplikované latky (1 nM).

Viabilita bun¢k vystavenych 24hodinovému uéinku 5-brom-2-oxindolu nebyla vyrazné

ovlivnéna (Graf 1). Zivotnost bunék se v ramci viech pouzitych koncentracich 5-brom-2-

oxindolu pohybovala kolem hodnoty 100 %.

Vliiv 5-brom-2-oxindolu na viabilitu bunék
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Graf 1: Viabilita bunék LS174T po 24hodinovém pusobeni 5-brom-2-oxindolu. 5-brom-2-
oxindol byl testovan v koncentracich 1 nM — 200 uM. Graf byl sestaven z vysledkl ctyt

nezavislych opakovani MTT testu pro tuto latku.
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Po 24 hodinach pusobeni 6-brom-2-oxindolu na bunéfnou linii LS174T nedoslo
k vys§imu poklesu zivotnosti bunék u vétSiny pouzitych koncentraci (Graf 2). Pfi nejvyssi
koncentraci 6-brom-2-oxindolu (200 uM) byla viabilita 75,9 % + 7,1 %. U koncentraci niz§ich
se zivotnosti bun€k pohybovaly okolo 100 %.

Vl1iv 6-brom-2-oxindolu na viabilitu bunék
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Graf 2: Viabilita bun¢k LS174T po 24hodinovém puisobeni 6-brom-2-oxindolu. 6-brom-2-
oxindol byl testovan v koncentracich 1 nM — 200 uM. Graf byl sestaven z vysledkl tii
nezéavislych opakovani MTT testu pro tuto latku.

Rovnéz ani u 5-fluor-2-oxindolu nebyl zaznamenan vyznamny pokles viabilit bunék
LS174T po 24 hodinach spoleéné inkubace (Graf 3). Zivotnosti bundk se pro koncentrace
1 nM — 100 uM nachazeji v rozmezi 100 a 94,7 %. Nejniz§i zaznamenand hodnota viability

byla 86,6 % + 13,9 % pro 5-fluor-2-oxindol o koncentraci 200 uM.
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Vv 5-fluor-2-oxindolu na viabilitu bunék
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Graf 3: Viabilita bun¢k LS174T po 24hodinovém pusobeni 5-fluor-2-oxindolu. 5-fluor-2-
oxindol byl testovan v koncentracich 1 nM — 200 uM. Graf byl sestaven z vysledkl ti
nezavislych opakovani MTT testu pro tuto latku.

Z vyse uvedenych vysledku bylo usouzeno, ze Zadny z pouzitych derivati 2-oxindolu
nebyl pfi pouzitych koncentracich (1 nM — 200 pM) vyrazné cytotoxicky, coz znamena, ze

luciferazovou reportérovou esej bylo mozné provést se vSemi navrzenymi koncentracemi.

5.2 Stanoveni vlivu derivati 2-oxindolu na transkrip¢ni aktivitu AhR

Potencionalni u¢inky derivatd 2-oxindolu (5-brom-2-oxindol, 6-brom-2-oxindol
a 5-fluor-2-oxindol) na aktivaci AhR v bunikach linie LS174T-AhR byly zkoumany pomoci
luciferdzové reportérové eseje (Obrazek 8). Uginky téchto derivati byly porovnany
s 2-oxindolem. Hodnoty bioluminiscen¢niho signalu byly pfepocitany do formy nasobki
indukce vué¢i negativni kontrole DMSO (fold induction) luciferazové aktivity. Hodnoty
nasobkt indukce byly vztazeny k pozitivni kontrole (10nM TCDD), ktera odpovidala 100%
indukci. Vysledky experiment zahrnuji také hodnoty ECso, které udavaji koncentraci testované
latky, pti které je dosazeno 50 % maximalniho uc¢inku. Ty byly vygenerovany s pomoci vedouci

prace za pouziti softwaru GraphPad Prism 9.

Po 4hodinovém pulsobeni vyvolal 2-oxindol maximalni odpovéd pii koncentraci
200 uM, coz odpovida ucinnosti 89,8 + 15,4 %. Substituce bromem na pozici 5 a 6 méla za
nasledek snizeni miry aktivace AhR v porovnani s 2-oxindolem o zhruba 28 %. U¢innost
bromovanych derivati na aktivitu AhR byla po 4 hodinach srovnatelna, pii koncentraci 10 uM
se pohybovala kolem 50 % a jiz se vyrazn¢ neménila. Testovany 6-brom-2-oxindol byl na rozdil

od 5-brom-2-oxindolu a 5-fluor-2-oxindolu doplnén o opakovani s 2 niz§imi koncentracemi,
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tedy 1 a 10 nM, a to z toho davodu, ze jiz pii koncentraci 100 nM indukce ¢inila 25,8 = 3,7 %.
Nicméné kone¢na schopnost 6-brom-2-oxindolu aktivovat AhR pfi téchto koncentracich byla
témet nulova. Konkrétné se jednalo o indukci 1 % pfi koncentraci 1 nM a 0,8 % pfi koncentraci
10 nM. Nejvyssi aéinnost, 99,8 + 3,9 %, byla zaznamenana u 5-fluor-2-oxindolu s koncentraci
50 uM po 4 hodinach piisobeni testovanych latek. S dalsi zvysujici se koncentraci vSak klesla
na hodnoty 68,0 + 10,7 % pro koncentraci 100 uM a 67,0 = 10,9 % pro koncentraci 200 pM.
Hodnoty ECsp po 4h pisobeni studovanych latek jsou velmi podobné. Nejvyssi potenci ze vSech
Ctyf oxindolu vykazuje 5-brom-2-oxindol s ECsp 2,33 + 1,12 uM nasledovany 6-brom-2-
oxindolem s ECso 4,40 + 2,27 uM. ECso pro 2-oxindol byla stanovena jako 5,8 = 1,16 uM.

cvwvr

Znatelny pokles v transkripéni aktivité AhR byl pozorovan pii 24hodinovém puisobeni
testovanych latek u 2-oxindolu (Obrazek 8). K obdobnému poklesu doslo i u 5-fluor-2-
oxindolu. Maximalni u¢innost zde dosahovala hodnoty 19,5 £+ 5,6 % pii koncentraci 200 puM,
coz odpovida poklesu o zhruba 80 % V porovnani s 4hodinovymi experimenty. Na druhou
stranu u¢innost bromovanych derivat 2-oxindolu po 24 hodinach pisobeni na buné¢nou linii
LS174T-AhR poklesla pouze mirné pti srovnani s vysledky, kdy jim bunky byly vystaveny
4 hodiny. Nejvyssi t¢innost po inkubaci s 5-brom-2-oxindolem nastala pii koncentraci 100 uM
a jednalo se o hodnotu 59,0 + 1,7 %. Podobna maximalni hodnota, 55,4 + 7,9 %, byla stanovena
i u 6-brom-2-oxindolu o koncentraci 200 pM. U¢innosti t&chto latek tedy jsou téméi totozné,
nicméné 5-brom-2-oxindol v tomto pfipadé vyvolal maximalni odpovéd’ pti nizsi koncentraci
nez 6-brom-2-oxindol, coz se odrazi i v hodnotach ECsp. Ta Se pro 5-brom-2-oxidnol rovna
12,6 + 2,84 uM a pro 6-brom-2-oxindol 21,2 + 5,35 uM. Hodnoty ECsg pro 5-fluor-2-oxindol
(76 =40 uM) a 2-oxindol (258 + 221 pM) jsou pouze orientacni.
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Vliv 2-oxindolu a jeho vybranych deriviti na transkripéni aktivitu AhR
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Obrazek 8: Transkrip¢ni aktivita AhR a hodnoty ECso po 4 a 24hodinovém puisobeni danych koncentraci (c¢) 2-oxindolu a jeho derivata 5-brom-2-
oxindolu, 6-brom-2-oxindolu a 5-fluor-2-oxindolu na bunéénou linii LS174T-AhR. Grafy byly sestaveny z vysledkt 3 nezavislych experimentt
s vyjimkou grafii pro 2-oxindol (4 h) a 6-brom-2-oxindol (4 h), které byly sestaveny ze 4 nezavislych opakovani RGA. Jako pozitivni kontrola byl

pouzit modelovy ligand AhR TCDD o koncentraci 10 nM, jako negativni kontrola 0,1% DMSO.
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5.3 Stanoveni vlivu derivati 2-oxindolu na transkripéni aktivitu PXR

Podobné¢ jako v pfipadé AhR, i pro pregnanovy X receptor byla pouzita luciferazova
reporter gene assay ke stanoveni aktivace receptoru studovanymi latkami a vysledky byly
porovnany s 2-oxindolem. Vysledné hodnoty bioluminiscence byly piepocitany do formy
nasobkli indukce vic¢i negativni kontrole DMSO (fold induction) luciferazové aktivity.
Hodnoty nasobkul indukce byly vztazeny k pozitivni kontrole (10uM RIF), ktera odpovidala

100% indukci. Grafické zobrazeni ziskanych dat je prezentovano na obrazku 9.

Vliv vybranych derivatl na aktivaci PXR byl vyhodnocovan po 24 hodinach spolecné
inkubace s bunkami. Nejvyssi ucinnost 2-oxindolu na aktivaci PXR byla pozorovana pii
koncentraci 200 uM (19,2 £+ 4,0 %). Pfitomnost bromu na 5. pozici v tomto piipadé vyvolala
pokles aktivace PXR v porovnani s 2-oxindolem o téméf 6 %. Soucasné zde 1ze pozorovat vliv
polohy substituentu v ramci oxindolové kostry na vyslednou aktivitu receptoru. Na rozdil od
5-brom-2-oxindolu, kde byla nejvys$si ucinnost 13,3 £ 2,9 % pro koncentraci 200 puM,
u 6-brom-2-oxindolu klesla na 1,1 + 0,8 %. V porovnani s ostatnimi latkami byla nejvyssi mira

aktivace PXR zaznamenana pro latku 5-fluor-2-oxindol o koncentraci 200 uM (22,1 + 3,8 %).
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Vliv 2-oxindolu a jeho vybranych derivati na transkripcni aktivitu PXR
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Obrazek 9: Transkrip¢ni aktivita PXR po 24hodinovém pusobeni danych koncentraci (¢) 2-oxindolu a jeho derivati 5-brom-2-oxindolu, 6-brom-
2-oxindolu a 5-fluor-2-oxindolu na bunécnou linii LS174T. Grafy byly sestaveny z vysledki 3 nezavislych opakovani RGA s vyjimkou grafu pro
2-oxindol, ktery byl sestaven ze 2 nezavislych opakovani. Jako pozitivni kontrola byl pouzit modelovy ligand pro PXR, rifampicin (RIF),
0 koncentraci 10 pM. Jako negativni kontrola 0,1% DMSO. Dv¢€ hvézdy znaci statisticky signifikantni hodnoty (p<0,01).
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6 DISKUZE

Aryluhlovodikovy a pregnanovy X receptor jsou kviili svému zapojeni se do Sirokého
mnozstvi bunéénych procest intenzivné studovany. Jednim z objevii je skutecnost, Ze stfevni
mikroflora generuje produkty, které mohou tyto receptory aktivovat, coz ovliviiuje stfevni
zdravi. Velkou skupinou takovych latek jsou metabolity tryptofanu, které byly identifikovany
jako selektivni nebo dualni agonisté AhR a PXR (Dong et al., 2020; Ili¢s et al., 2020; Vrzalova
etal., 2020; Vyhlidalova et al., 2020b). Ve stfevnim prostiedi tak regulace transkripéni aktivity
téchto receptorti mize slouZzit jako jeden z mozny pfistupt 1écby onemocnéni zahrnujici

napiiklad idiopatické sttevni zanéty.

V této bakalaiské praci byl sledovan ucinek derivatt 2-oxindolu, 5-brom-2-oxindol,
6-brom-2-oxindol a 5-fluor-2-oxindol na aktivaci AhR a PXR v lidské bunééné linii LS174T
azni stabiln¢ transfekované linie LS174T-AhR, které jsou odvozeny od adenokarcinomu
tlustého stieva. V soucasné dob¢ neexistuje mnoho studii, které by se zabyvaly plisobenim
2-oxindolu a jeho derivatu ve vztahu k aktivaci AhR a PXR i pfes to, Ze se jedna o latku, ktera
se hojné vyskytuje ve stfevnim traktu a v tomto prostiedi predstavuje 2. nejvice zastoupeny
metabolit tryptofanu po indolu. Koncentrace 2-oxindolu ve vzorcich lidské stolice se
pohybovala kolem hodnoty 148 uM a zmény v koncentraci nebyly pfili§ ovlivnény pfijimanou
stravou (Dong et al., 2020). Oxindoly navic vykazuji rozmanitou biologickou aktivitu, ktera do

jisté miry zavisi na substitucich v ramci 2-oxindolové kostry (Khetmalis et al., 2021).

Prvni provedené experimenty byly zaméfené na stanoveni potenciondlné toxickych
ucinki testovanych latek na bunécénou linii LS174T pomoci MTT testu. Ze ziskanych vysledkt
nebyl Zadny z testovanych derivath pii pouZitych koncentracich vyhodnocen jako cytotoxicky,
klesla na 75,9 % + 7,1 %. Ve studii Sharma et al. (2016) pracovali s uméle nasyntetizovanymi
derivaty 2-oxindolu se specificky zavedenymi substituenty. Aplikovany 5-brom-derivat
vykazoval nejvyssi cytotoxické ucinky v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami, mezi
nimiz byly i slouceniny li§ici se pouze navazanym fluorem nebo napiiklad chlorem na 5. pozici
2-oxindolové kostry namisto bromu. Obzvlasté cytotoxickych uc¢inkti dosahoval zminovany
5-brom-derivat na bunéénych liniich rakoviny prsu. Je vSak nutné uvést, ze v citované studii
V této praci nebyl pozorovan pifimy vztah mezi substituci atomem bromu a fluoru na pozicich

5 a 6 a finalni cytotoxicitou.
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Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo testovani vlivu zkoumanych derivata
2-oxindolu na transkrip¢ni aktivitu AhR a PXR pomoci luciferazové reportérové eseje (Obrazek
8 a9). Z vysledku lze usoudit, ze vSechny derivaty aktivovaly AhR po 4 hodinach pisobeni.
Ve srovnani s 2-oxindolem, 5-brom-2-oxindol a 6-brom-2-oxindol vykazovaly niz§i G¢innosti,
konkrétné 67,1 = 11,1 % a 69,8 = 12,8 %. Podobnych vysledkt bylo dosazeno v publikaci pro
indol a indol-3-akrylat s uc¢innostmi 66 + 26 % a 68 £ 12 % v jaterni bunécné linii AZ-AhR.
Potence obou zminénych latek je vSak nizsi nez v pfipadé 5-brom-2-oxindolu a 6-brom-2-
oxindolu (Vrzalova et al., 2022). Nejvyssi aktivace AhR v tomto ¢asovém modu nastala pri
inkubaci bun€k s S5-fluor-2-oxindolem o koncentraci 50 uM, kdy aktivita dosahovala
99,8 £+ 3,9 %. Koncentrace 100 uM a 200 uM vsak nevyvolaly dalsi narast indukce, AhR jiz
byl 5-fluor-2-oxindolem o koncentraci 50 uM saturovan, a proto narist koncentrace nevedl
k navyseni transkripéni aktivity. Ve 24hodinovém moddu vyrazng klesla transkrip¢ni aktivita za
pouziti 5-fluor-2-oxindolu a obdobny efekt nastal i v ptipadé 2-oxindolu. Dal$imi slabymi
aktivatory AhR vbunéné linii AZ-AhR po 24 hodinach ze skupiny mikrobialnich
tryptofanovych derivati jsou indol-3-acetat, indol-3-laktat a kyselina indol-3-propionova
(Vyhlidalova et al., 2020b). Naopak pokles transkripéni aktivity AhR v experimentech
S bromovanymi derivaty byl velmi maly a u¢innosti obou téchto latek po 24hodinovém
plusobeni byly téméf identické. Poloha substituentu tak neméla vliv na transkripéni aktivitu
AhR. Lze vsak uvazovat o stabilizaci derivatd atomem halogend, ktera mize byt ovlivnéna
atomovou hmotnosti daného halogenu. Atomova hmotnost bromu je téméf 5x vétsi nez
atomova hmotnost fluoru. V tomto ohledu mohou byt velice pfinosna testovani s chlorovanymi
derivaty 2-oxindolu, jelikoz se jedna o halogen s atomovou hmotnosti lezici mezi fluorem

a bromem.

Pti testovani transkripéni aktivity PXR po 24 hodinach G¢inkovani vybranych derivatt
byl 5-fluor-2-oxindol latkou s nejvétsi ucinnosti. Signifikantni nardst transkripéni aktivity PXR
byl pozorovan pii koncentracich 100 uM (9,0 + 0,4 %) a 200 uM (22,1 + 3,8 %). Uginnost
2-oxindolu byla asi o 3 % nizsi nez 5-fluor-2-oxindolu. Bromované derivaty aktivovaly PXR
velmi malo, 6-brom-2-oxindol témét viubec. Mezi dalsi velmi slabé aktivatory PXR
z tryptofanovych metabolitti byly ve studii Illés et al. (2020) zatazeny tryptamin, indol-3-
ethanol a indol-3-akrylat. Naopak naptiklad indol-3-acetamid aktivoval PXR vice nez derivaty

testované v této praci.

Srovnanim vysledkt z 24hodinovych inkubaci mezi AhR a PXR vykazovaly 2-oxindol

a 5-fluor-2-oxindol podobné ucinnosti. Latky 5-brom-2-oxindol a 6-brom-2-oxindol, které
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aktivovaly AhR téméf stejnou mirou (zhruba 67 %), neaktivovaly PXR s vyjimkou 5-brom-2-
oxindolu (13,3 £+ 2,9 % pfti koncentraci 200 uM).

Piipadné experimenty do budoucna pro zjisténi podrobnéjsiho uéinku latek by mohly
byt zalozeny na sledovani exprese cilovych genit AhR a PXR na trovni RNA naptiklad pomoci

kvantitativni PCR.
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7 ZAVER

V této bakalaiské praci byl testovan vliv 5-brom-2-oxindolu, 6-brom-2-oxindolu
a 5-fluor-2-oxindolu, syntetickych derivati 2-oxindolu, na transkripéni aktivitu
aryluhlovodikového a pregnanového X receptoru V bunééné linii LS174T a zni stabilné
transfekované bunécné linie LS174T-AhR. Pomoci MTT testu nebyly tyto derivaty
0 testovanych koncentracich vyhodnoceny jako cytotoxické. Mira aktivace AhR a PXR témito
latkami byla testovana provedenim luciferazové reportérové eseje. Bylo zjisténo, ze vSechny
studované derivaty aktivovaly AhR po 4 hodinach pisobeni. Nicmémé transkripéni aktivita
AhR po 24 hodinach t¢inkovani vyznamné poklesla pii inkubaci s 5-fluor-2-oxindolem. Na
rozdil od 5-fluor-2-oxindolu byl pokles transkripéni aktivity po 24hodinovém pusobeni
5-brom-2-oxindolu a 6-brom-2-oxindolu jen velmi mirny. Dale bylo zjisténo, ze 5-brom-2-
oxindol aktivuje PXR velmi slab&, 6-brom-2-oxindol téméf vibec. Derivatem s nejvyssi
ucinnosti byl 5-fluor-2-oxindol, u kterého byla pozorovana slaba, ale signifikantni schopnost
aktivace PXR.
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