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1 UVOD

Zména exprese cilovych geni muze vést Kriznym fyziologickym
I patofyziologickym U¢inkim V zavislosti na specifickych funkcich pfisluSnych geni.
Jaderné receptory hraji kli¢ovou roli naptiklad v regulaci metabolismu, reprodukce,
imunitni odpovédi a v fadé dalSich biologickych procesii. V buiice, jak uz sdm nazev
napovida, jsou tyto receptory pritomny v bunééném jadre, popiipadé Vv cytoplasmé,
ze kter¢ jsou po navazani ligandu do jadra premistény. Zastupci jadernych receptori sdili
obdobnou strukturu, sloZzenou z péti aZz Sesti domén, které jsou rozmistény od N-konce
po C-konec receptoru. Tato prace se zabyva dvéma jadernymi receptory, a to aryl
uhlovodikovym receptorem (AhR) apregnanovym X receptorem (PXR). Jedna
se 0 ligandem aktivované transkripéni faktory, jejich ligandy jsou jak exogenni, tak
endogenni latky. Mezi ligandy AhR a PXR patii také indolové derivaty. Indol a jeho
derivaty se ptirozené vyskytuji v lidském téle. Ve stifevnim mikrobiomu vznika indol
zapomoci stfevnich bakterii z tryptofanu. Tato bakalafska prace se vénuje studiu
bromovanych derivatii indolu a sleduje, jak modifikace na indolovém jadfe ovliviiuji

transkrip¢ni aktivitu AhR a PXR.



2 CILE PRACE

1. Vypracovani reSerSe na zadané téma - aktivace AhR, PXR, role v patofyziologii,
slouceniny s indolovou strukturou

2. Stanoveni cytotoxického plisobeni vybranych sloucenin in vitro

3. Stanoveni transkripcni aktivity receptorii AhR a PXR v pfitomnosti vybranych
derivatii metodou reporter gene assay

4. Vypracovani bakalaiské prace a multimedialni prezentace k obhajob¢ bakalatské

préace



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou soucasti velké nadrodiny evolu¢né piibuznych DNA-
vazebnych transkripCnich faktorti, které tidi procesy zapojené do Siroké Skaly
fyziologickych jevi, jako kontrola embryonalniho vyvoje, bunééné déleni a udrzovani
homeostazy. Sekvenovanim lidského genomu bylo identifikovano 48 jadernych receptorti
(Germain et al., 2006). Tyto receptory délime do tii podéeledi na steroidni, nesteroidni
asirot¢i receptory. Steroidni receptory, mezi Kter¢ fadime estrogenovy (ER),
progesteronovy (PR), androgenni (AR) a glukokortikoidni (GR) receptor tvofi
po navazani ligandu homodimery (Zuo et Wan, 2017). Nesteroidni receptory vytvari
heterodimery s retinoidnimi X receptory (RXR), délime je do dvou skupin na permisivni
anepermisivni, coz jsou terminy pouzivané k popisu chovani receptort v reakci na vazbu
ligandu a naslednou regulaci genti (Evans et Mangelsdorf, 2014). Receptor pro vitamin D
(VDR), thyroidni receptor (TR) a receptor kyseliny retinové (RAR) patii mezi
nepermisivni receptory, jejich heterodimery jsou aktivovany pouze pomoci ligandu, ktery
je specificky pro partnersky jaderny receptor. Jaterni X receptor (LXR), receptory
aktivované proliferatory peroxisomti (PPAR) a pregnanovy X receptor (PXR) fadime
mezi receptory permisivni, K jejich aktivaci musi byt pfitomny oba ligandy jak ligand
specifickym pro RXR, tak i ligand, ktery je specificky pro partnersky jaderny receptor
(Zuo et Wan, 2017).

Sirotci receptory jsou takové receptory, U kterych nebyly doposud objeveny jejich
ptirozené endogenni ligandy. Vazou Sirokou Skalu strukturné neptibuznych sloucenin,
které maji obvykle niz$i afinitu a G¢innost nez ligandy znamych jadernych receptort.
Pokud dojde k objeveni jejich endogenniho ligandu, pouziva se pro né termin adoptované

ositelé receptory (Dvorak et al., 2020a).

Zastupci jadernych receptord sdili podobnou strukturu, ktera se sklada z péti
az Sesti domén ozna¢enych A-F, které jsou rozmistény od N-konce po C-konec receptoru
(Obrazek 1). A/B doména vyskytujici se na N-konci se vyznacuje velkou rozmanitosti
adiky jeji vysoké mobilit¢ dosud nebyla zcela objasnéna jeji tercialni struktura.
A/B doména obsahuje transkripéni aktivacni funkci oznacovanou jako AF-1 (Activation
Function-1), ktera je nezavisla na ligandu. Tyto domény jsou cilem postransla¢nich

modifikaci, nejc¢astéji u nich dochazi k fosforylacim, diky témto zménam ziskavaji



receptory rizné funkéni vlastnosti. DNA-vazebna doména (DBD) neboli C oblast je
u vSech jadernych receptori prakticky identicka, obsahuje podobné strukturni prvky
a aminokyselinovou sekvenci napiic¢ riznymi jadernymi receptory. Prostfednictvim této
domény jaderné receptory rozpoznavaji a vazou specifické DNA sekvence nazyvané
responzivni elementy (RES) (Germain et al., 2006; Pawlak et al., 2012). Oblast pantu
taktéz oznacovana jako D doména spojuje DBD a ligand-vazebnou doménu (LBD)
a umoznuje tak rotaci DBD domény. Nejvétsi doménou je LBD neboli E oblast, ktera
zodpovida za navazani ligandu a dimerizaci receptoru. LBD se sklada ze ¢tyt strukturné
rozdilnych, avSak funkéné propojenych casti: dimerizacni oblasti, kapsy vazajici ligand,
oblasti pro navazani koregulatoru a Sroubovice s aktiva¢ni funkci AF-2 (Activation
Function-2) (Germain et al., 2006). U nékterych jadernych receptort se na C- konci E
domény vyskytuje koncova F doména, jejiz struktura a funkce neni diky velké variabilité

sekvenci prili§ znama (Robinson-Rechavi et al., 2003).

DNA-

Aktivacni . Oblast . . , Aktivaéni
vazebna Ligand-vazebna doména
funkce 1 . pantu funkce 2
doména
P I + 4 + {
A/B C D E F

Obrazek 1: Obecna stavba jadernych receptort (pfevzato z Pawlak et al., 2012)

3.1.1 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) taktéz znamy pod nazvem dioxinovy receptor
fadime mezi ligandy aktivovany transkripéni faktor, ktery je schopny stimulovat
transkripci v reakci na dané xenobiotikum. AhR je schopen diky rozmanitému
vazebnému mistu vazat Sirokou $kalu strukturné odlisnych chemickych sloucenin. Mezi
jeho ligandy fadime jak pfirozené se vyskytujici endogenni ligandy, tak i environmentalni
polutanty a syntetické latky (Denison et Nagy, 2003). AhR je ve velkém mnozstvi
exprimovan piedevs§im v jatrech, ledvinach, plicich, brzliku, stievech a kazi (Puga et al.,
2009; Esser et al., 2013). AhR je slozen ze tfi zakladnich funk¢énich domén: bHLH
(basic Helix-Loop-Helix), PAS (Period-ARNT-Single minded) a transaktivaéni domény



(Obrazek 2). Doména bHLH zprostiedkovava tvorbu dimeru S ARNT (AhR jaderny
translokator), komunikaci s chaperonovymi proteiny a vazbu do DNA. Dale obsahuje
také sekvence, které maji dalezitou roli pfi jaderném importu a exportu. Doména PAS je
sloZzena ze dvou strukturnich repetic A a B, kde PAS A se podili na dimerizaci s ARNT
a PAS B zprostfedkovava navazani ligandu. Transaktiva¢ni doména piitomna na C- konci
receptoru je slozena ze tii subdomén, a to domény obsahujici kyselinové zbytky, oblasti
bohat¢é na glutamin a oblasti bohat¢é na aminokyseliny serin, treonin a prolin.
Prosttednictvim transaktivacni domény dochazi k interakcim koaktivatora a korepresort

s receptorem (Larigot et al., 2018).

ARNT-vazebna doména

»
»

A

HE S
Ah R b HLH PAS A PAS B Transaktivaéni doména 3 2 £ 2 ‘?:'-
z g
<> 4> < >
DNA-vazebnd Ligand-vazebnd Vazebnd doména pro koaktivétory
doména doména

Obrazek 2: Stavba aryl uhlovodikového receptoru (ptevzato z Larigot et al., 2018)

3.1.1.1 Signalizace AhR

AhR miuiZe aktivovat hned nékolik signaliza¢nich drah. Nejlépe charakterizovana
je draha genomicka, kterou dale délime na kanonickou a nekanonickou. U kanonické
drahy je AhR pfi absenci ligandu soucasti cytosolického multiproteinového komplexu,
skladajiciho se z heat shock proteinti 90, ko-chaperonovych proteinii p23 a proteinu
interagujiciho s AhR (AIP- AhR interacting protein). Chaperonové proteiny chrani AhR
pred proteozomalni degradaci a udrzuji ho ve spravné¢ formé pro naslednou vazbu
ligandu. Ligand pfitomny V cytosolu se vaze na vazebné misto receptoru, po jeho
navazani komplex disociuje a receptor se premistuje do bunééného jadra, kde dochazi
k dimerizaci AhR s ARNT. Vytvoieny heterodimer AhR-ARNT se vaze na dioxinové
responzivni elementy (DRE), taktéZ oznacované jako xenobiotické responzivni elementy
(XRE) v enhancerové oblasti cilovych genii, aby rekrutoval komponenty obecného
transkripéniho aparatu a indukoval jejich expresi. Specificka sekvence tohoto vazebného
mista je 5'-GCGTG-3’ (Swanson et al., 1993; Lo et Matthews, 2012). Po transkripéni

aktivaci se AhR uvolnuje z DNA a je okamzit€ exportovan z jadra zpatky do cytosolu,



kde je degradovan pomoci ubiquitinu skrze proteosomovou drahu 26S (Jackson et al.,
2015).

Mezi cilové geny AhR fadime mnoho detoxikacnich gent kodujici enzymy prvni
faze biotransformace, cytochromy P450: CYP1Al, CYP1A2, CYP2A5, CYP1B1
a CYP2S1 a enzymy druhé faze biotransformace: UDP-glukuronyltransferaza UGT1A6,
NADPH dependentni chinon oxidoreduktdzal, aldehyddehydrogendza ALDH3A1
a glutathion-S-transferazy (GSTs) (Puga et al., 2009; Jackson et al., 2015). Jednim
z klicovych cilovych genu aktivovanych v genomické draze je také AhR represor
(AhRR), ktery se nachazi na lidském chromozomu 5p15.3. AhRR je ¢lenem rostouci
nadrodiny transkripénich faktord bHLH/PAS a byl identifikovan jako cilovy gen pro
transkripéni faktor AhR-ARNT. AhR a AhRR piedstavuji regulaéni smycku pienosu
xenobiotického signalu, kde aktivovany AhR v heterodimeru s ARNT aktivuje expresi
genu AhRR, ktery nasledn¢ inhibuje funkci AhR (Baba et al., 2001). K inhibici dochazi
prostiednictvim kompetice aktivovaného AhR s AhRR o interakci s ARNT, nasledkem
¢ehoz je omezena dostupnost ARNT pro vazbu s AhR (Mimmura et al., 1999).

Pribéh nekanonické drahy je zpocatku stejny jako u drahy kanonické, nejprve
dochazi k aktivaci AhR navazanim ligandu a jeho pfemisténi z cytoplazmy do bunééného
jadra. (Jackson et al., 2015). Zde dochazi k vytvofeni heterodimeru, heterodimerizaénim
partnerem muze byt ARNT, popiipad¢ i jiné proteiny, jako naptiklad KLF6 (Kriippel-like
factor 6) (Wright et al., 2017), NF-xB (nuklearni faktor-xB), p-katenin, ER-a
(estrogenovy receptor-a) (Larigot et al., 2018), nebo NRF2 (nuclear factor erythroid-2-
related factor 2) (Jackson et al., 2015). Vzniklé heterodimery se vazi do jinych
specifickych sekvenci nez XRE, tyto sekvence jsou oznaovany jako NC-XRE (non-
consensus XRE) a sestavaji se z 5'-GGGA-3" tetranukleotidového motivu. V ramci
nekanonické drahy dochazi naptiklad k expresi PAI-1 nebo p21¢'™! genti (Wright et al.,
2017).

Kromé genomické drahy bylo v posledni dobé objeveno i mnoho negenomickych
drah, kde po ptsobeni ligandu, konkrétné TCDD (2,3,7,8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin)
dochazi k nartstu intracelularni koncentrace vapenatych iontd, coz vede k aktivaci
proteinkinazy C, ktera fosforyluje serinovy zbytek cytosolického enzymu fosfolipazy A2
s naslednou produkci kyseliny arachidonové. Déle probihé také aktivace tyrosinkindzy
Src, kterd je doprovazena aktivaci MAP kinaz, jez vede k transkripci cyklooxygenazy 2,

ktera vyuziva kyselinu arachidonovou k produkci prostaglandinii zptisobujicich zanét.
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Tyto pochody se nasledné sbihaji a reguluji patofyzilologické procesy, jako je zanét,
ke kterym v pribéhu signalizace dochazi (Matsumura, 2009; Larigot et al., 2018).

AhR ligand
XME substrat

Cytosolicky
komplex

Zanétlive
procesy

Dimerizace

Proliferace
Diferenciace | g ‘

P-catenin XRE promotor  Cilovy gen
Estrogenovy receptor \

AhR ”XME
Endokrinni /\
disrupce M 9 (('-) OH
A
AhR ligand ( / Metabolismus Eliminace
XME substrat a P S enobiotik metabolitd

Obrazek 3: Signalni draha AhR (ptevzato z Larigot et al., 2022)

3.1.1.2 Fyziologické a patofyziologické procesy spojené s AhR

Aryl uhovodikovy receptor byl pivodné identifikovan jako environmentalni
senzor xenobiotik, v souc¢asné dobé vsak bylo zjisténo, Ze se mimo to tcéastni i mnoha
dalsich klicovych procest, jako je vyvoj, bunéné déleni, imunita, udrzovani homeostazy,
metabolismus, zanét nebo odolnost vici stresu (Lin et al., 2022). Terapeutické zaméfeni
na tento receptor by potencialné mohlo mit dilezitou roli pfi 1é¢bé autoimunitnich,
nadorovych adegenerativnich onemocnéni centrdlni nervové soustavy (CNS)
(Rothhammer et Quintana, 2019).

AhR se ucastni regulace bunécného cyklu a diferenciace bun¢k. Kde inhibuje

bunéény cyklus pfimou indukci inhibitoru cyklin-dependentni kinazy p27K'P!
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(Kolluri et al., 1999). Dale také tidi expresi okamzitych protoonkogent c-jun a junD
V hepatomovych bunkach Hepa-1 u mysi (Hoffer et al., 1996).

AhR se podili na regulaci vrozené a ziskané imunity. Je exprimovan celou fadou
imunitnich bunék, napi. Th17 (T-helper 17) lymfocyty, T-regula¢nimi lymfocyty
(Treg lymfocyty). Aktivace AhR v Thl7 lymfocytech vede k produkci cytokininu
navic moduluje diferenciaci T lymfocytt a funkci Treg lymfocyti, coz piispiva k buné¢né

odpovédi vyvolané antigenem (Sondermann et al., 2023).

NF-kB je transkripcni faktor, ktery hraje dulezitou roli v riiznych bunécnych
procesech, zahrnujicich vrozenou a ziskanou imunitu, bunééné déleni a apoptdzu.
Transkripéné aktivni dimery NF-kB jsou vytvofeny kombinatorickym spojenim péti
podjednotek: p50, p52, c-Rel, RelA a RelB, které sdileji homologni prvek RHR
(Rel Homology Region). Tento prvek je zodpovédny za vazbu DNA, inhibitort,
dimerizaci a jadernou lokalizaci. Dimery NF-«B s transkripénim aktiva¢nim potencialem
jsou casto inhibovany tifidou inhibi¢nich proteinti IxB, které vytvari stabilni komplexy,
které nejsou schopné vazat DNA. Latky jako jsou cytokininy TNF-a a IL-1 jsou schopné
tyto inhibitory degradovat a NF-kB uvolnit. Volny NF-«B pak vstupuje do jadra, vaze
ptibuzné sekvence DNA v genovych enhancerovych oblastech a aktivuje transkripci
(Huang et al., 2005). AhR muze vytvaiet komplexy s podjednotkou RelB a ovliviiovat
tak aktivaci cilovych gend zapojenych do zanétu, jako je interleukin-8 (IL-8). Tato
aktivace nasledné vede ke zméné funkce imunitnich bun€k a produkci prozanétlivych
cytokininli, coz ovliviiuje celkovou imunitni odpovéd’ a zanétlivé procesy v téle

(Vogel et Matsumura, 2009).

AhR je jednim zklicovych senzori metaboliti produkovanych stfevnim
mikrobiomem, ktery reguluje slizni¢ni imunitni systém a funkci stfevni bariéry (Vrzalova
et al., 2022). Ridi regeneraci stfevnich epitelialnich bun&k (IEC), zabraiuje ristu
lymfocytl (IEL) a méni polarizaci vrozenych lymfoidnich bunék (ILC) za ucelem
kontroly stfevnich patogent, jako je napf. Citrobacter rodentium (Rothhammer et
Quintana, 2019).

Kromé toho mize AhR také regulovat polo€as rozpadu urcitych transkripcnich

faktor. Bylo zjisténo, Ze AhR pusobi jako ubiquitin-E3-ligaza, ktera zahajuje



ubiquitinaci a proteozomem fizenou degradaci cilovych proteind. Tato funkce soupeii
s transkripcni aktivitou AhR, ktera zavisi na dostupnosti a funkci ARNT. Pokud dojde
ke snizeni hladiny ARNT, aktivita ubiquitin-E3-ligazy se zvysi (Rothhammer et
Quintana, 2019).

Kromé¢ fyziologickych procesi je AhR =zapojeno 1 do velkého mnozstvi
patofyziologickych procest. Podili se na vzniku onemocnéni zptisobenych imunitnimi
¢1 zanétlivymi procesy, jako je astma, zanétlivda onemocnéni stiev, revmatoidni artritida,
psoridza, nebo atopicka dermatitida. Mezi nejznaméjsSi zanétliva onemocnéni stiev
fadime Crohnovu chorobu a ulcer6zni kolitidu. Psoriaza je zanétlivé kozni onemocnéni,
které se projevuje odlupovanim pokozky. Bylo zjisténo, ze agonisté AhR snizuji
psoriaticky zanét, naopak antagonisté zanét zvySuji (Bogaard et al., 2021; Lin et al.,
2022). Pro lécbu psoridazy byl nedavno vyvinut 1€k tapinarof, ktery je ligandem
AhR (Bissonnette et al., 2023).

Aryl uhlovodikovy receptor je také Casto spojovan s karcinogenezi. Navzdory
tomu, Ze AhR pusobi jako nadorovy supresor, podili se zaroven i na indukci, proliferaci,
migraci a invazi nddord. AhR je aktivovan a nadmérné exprimovan v lidskych nadorech
prsu. Soucasné studie potvrzuji ptitomnost AhR v cytoplazmé i jadie v mnohem vét§im
mnozstvi, Nez u nerakovinnych tkani prsu. AhR by tedy mohl byt velmi slibnym cilem
1é¢iv proti tomuto typu rakoviny (Baker et al., 2020; Lin et al., 2022).

3.1.1.3 Ligandy AhR

Aryl uhlovodikovy receptor je aktivovan velkym mnozstvim ligandt, délime je
do dvou hlavnich skupin na exogenni a endogenni ligandy. Mezi exogenni ligandy AhR
patii environmentalni polutanty, 1é¢iva a latky obsazené v potravé (Sladekova et al.,
2023). Environmentalni polutanty, jsou latky, které znecist'uji zivotni prostiedi, do této
skupiny fadime nehalogenované polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHS), jako je
benzo(a)pyren, antracen a 3-methylcholantren, dale sem patii halogenované aromatické
uhlovodiky (HAHS), jako jsou dioxiny, dibenzofurany a bifenyly. Metabolicky stabilnéjsi
halogenované aromatické uhlovodiky jsou nejucinngjsi skupinou AhR ligandi
s vazebnou afinitou v rozmezi pmol-It-nmol-I"}, metabolicky méné stabilni polycyklické
aromatické uhlovodiky se vazou s mnohem niz§i afinitou v rozmezi nmol-I*-umol 1"

(Denison et Nagy, 2003; Lin et al., 2022).



Nejveétsi mnozstvi AhR ligandd, které indukuji, nebo inhibuji signalni drahy AhR,
se do téla dostava skrze potravu. Vytazky z nékteré zeleniny, nebo rostlinnych materiali
indukuji aktivitu CYP1Al (Denison et Nagy, 2003). Nejvétsi skupinou piirozené
se vyskytujicich AhR ligandt v potravé jsou flavonoidy jako quercetin, chrysin, diosmin,
genistein nebo tangeritin. Flavonoidy jsou hojné obsazeny v ovoci a ovocnych §tavach,
vinu, zelening, kakau ¢i ¢aji (Denison et Nagy, 2003; Van der Heiden et al., 2009). Mezi
dalsi skupiny latek obsazené v potravé fadime alkaloidy jako berberin, nebo indoly, kam
patii napf. indol-3-karbinol, ktery se vyskytuje v brukvovité zelening, jako je brokolice

nebo razi¢kova kapusta (Lin et al., 2022).

V soucasné dobé¢ existuje nemalé skupina klinicky schvalenych 1é¢iv, ktera piisobi
jako agonisté AhR, patii sem napftiklad: raloxifen, lansoprazol, omeprazol, flutamid,
sulindac atd. (Baker et al., 2020).

Mezi endogenni ligandy AhR fadime latky syntetizované lidskym télem a lidskou
sttevni a kozni mikroflérou (Sladekova et al., 2023). Patii sem napiiklad indigo
a indirubin, coz jsou latky, které se za normalnich fyziologickych podminek vyskytuji
v lidské moci, dale metabolity kyseliny arachidonové: lipoxin A4 a prostaglandiny, nebo
tetrapyrrolova barviva: hemin, bilirubin a biliverdin (Denison et Nagy, 2003; Stepankova
et al., 2018). Dalsi velkou skupinu endogennich ligandii AhR piedstavuji mikrobialni
metabolity. Velké mnozstvi téchto ligandl vznika z trypofanu v disledku nejriznéjsich
biologickych a fyzikalné-chemickych procest (Lin et al., 2022). Tryptofan je aromaticka
esencialni aminokyselina, ktera se do téla dostava s potravou. U lidi je tryptofan
metabolizovan prostfednictvim kynureninovych a serotoninovych drah, které vedou
Kk tvorbé kynureninu, melatoninu a serotoninu. V kuzi dochazi diky pisobeni UV zafeni
k ptemén¢ tryptofanu na jeho fotooxidac¢ni produkty FICZ (6-formylindolo[3,2-
b]karbazol) a dFICZ (6,12-diformylindolo[3,2-b]karbazol) (Denison et Nagy, 2003;
Comai et al., 2020). Dalsim dulezitym metabolitem tryptofanu je indol, ktery je
produkovan pievazné stievnimi bakteriemi, jako je Escherichia Coli. Indol mize ptisobit
jako agonista i antagonista AhR (Denison et Nagy, 2003). Mezi dalsi stfevni katabolity
tryptofanu nalezi skatol, tryptamin, indol-3-pyruvat, indol-3-laktat, indol-3-acetat, indol-
3-acetamid, indol-3-aldehyd, indol-3-propionat, indol-3-akrylat atd. (Vyhlidalova et al.,
2020a).
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Tabulka 1: Prehled zastupcti exogennich a endogennich liganda

Zdroj Zastupci

bifenyly

HAHSs dibenzofurany

Environmentalni dioxiny

polutanty antracen

PAHSs benzo(a)pyren

3-methylcholantren

chrysin

diosmin

Flavonoidy genistein

Exogenni ligandy Potrava quercetin

tangeritin

Alkaloidy berberin

Indoly indol-3-karbinol

flutamid

lansoprazol

Léciva omeprazol

raloxifen

sulindac

bilirubin

biliverdin

hemin

Metabolismus hostitele indigo

indirubin

lipoxin A4

prostaglandiny

indol

indol-3-acetat

indol-3-atetamid

indol-3-akrylat

Endogenni ligandy indol-3-aldehyd

Mikroflora indol-3-laktat

indol-3-propionat

indol-3-pyruvat

skatol

tryptamin

dFICZ

FICZ

Derivaty tryptofanu Kynurenin

melatonin

serotonin

Pievzato z Denison et Nagy, 2003; Van der Heiden et al., 2009; Stepankova et al., 2018;
Baker et al., 2020; Vyhlidalova et al., 2020a; Lin et al., 2022
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3.1.2 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR), také znamy pod nazvem steroidni a xenobioticky
receptor (SXR), je ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery reguluje expresi
enzymul prvni a druhé faze biotransformace a lékovych transportérti nezbytnych pro
eliminaci xenobiotik. PXR je ¢lenem nadrodiny jadernych receptort a je kddovan genem
NR1I2 (Zhang et al., 2008; Xing et al., 2020). Lidsky gen NRII2 je umistén
na chromozomu 3, piesnéji v misté lokusu 3q11-3q13.3 a sklada se z 10 exonu (Bautista-
Olivier et Elizondo, 2022). Poprvé byl PXR objeven u mysi v roce 1998, poté nasledoval
objev lidského PXR (hPXR) (Zhang et al., 2008). PXR je v lidskych tkanich hojné
exprimovan piedevsim v jatrech, tenkém a tlustém stfeveé, dvanactniku, konec¢niku
a Zluéniku, v mensi mife v plicich, Zaludku, d€loze, vaje¢nicich nebo nadledvinach (Xing
et al., 2020; Bautista-Olivier et Elizondo, 2022). Struktura PXR je podobna ostatnim
jadernym receptorum (Obrazek 4), sklada se z AF-1 (Activation Function-1) domény
na N- konci, na kterou je napojena DNA-vazebna doména (DBD), ktera obsahuje motivy
dvou zinkovych prstii. DBD zprostfedkovava interakce se specifickymi DNA sekvencemi
oznacovanymi jako hormondlni responzivni elementy a podili se na dimerizaci PXR.
DBD a LBD spojuje oblast pantu, jejiz flexibilita umoznuje vazbu riznych ligandd.
Ligand vazebna doména (LBD) na C-konci je slozena z pétivlaknového antiparalelniho
B-skladaného listu a tfivrstvého a-helixu. Tato doména zajistuje navazani ligandu
a dimerizaci receptoru s retinoidnim X receptorem o (RXRa). Soucéasti LBD je AF-2
oblast (Activation Function-2), kratka Sroubovice, ktera zodpovida za vazbu

transkripénich koregulatord (Zhang et al., 2008; Bautista-Olivier et Elizondo, 2022).

LBD (4F-2) }.C

Obrazek 4: Stavba pregnanového X receptoru (pievzato z Xing et al., 2020)

3.1.2.1 Signalizace PXR

PXR se vneaktivni formé vyskytuje v cytosolu v komplexu s heat shock
proteiny 90 a cytoplazmatickym retenénim proteinem CAR (CCRP), po vazb¢ ligandu se
tyto proteiny oddé¢li a receptor se piemist'uje do bunéného jadra. Cestou dochazi pomoci

transaktivacnich domén AF-1 a AF-2 k navazani koaktivatord na specifické geny. Poté
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co se PXR dostane do jadra, vaze se s retinoidnim X receptorem o (RXRa) a vytvari
komplex s koaktivatorem steroidniho receptoru 1 (SRC-1). Koaktivatory posiluji vazbu
zinkovych prstii pfitomnych v DBD se specifickymi DNA sekvencemi V promotorové
casti cilovych geni, dale aktivuji sekundarni koaktivatory a enzymy asociované
s chromatinem jako je histon acetyltransferaza (HAT). HAT vytvati multiproteinovy
koaktiva¢ni komplex, ktery preskupuje chromatin cilovych genli a napoméha tak vniknuti
transkrip¢nich prvktt RNA polymerazy II (Bautista-Olivier et Elizondo, 2022; Sayaf et
al., 2022). Nové vznikly PXR-RXR komplex se vaze do vazebnych mist obsahujicich

odli$né strukturni motivy napt. DR (direct repeats)-3, DR-4, DR-9, DR-14, DR-19, ER
(everted repeats)-6 a ER-8 (Xing et al., 2020).

Mezi cilové geny PXR patii zejména geny kddujici detoxikaéni enzymy prvni faze
biotransformace, cytochromy P450: CYP2B6, CYP2B9, CYP2C8, CYP2C9, CYP3A4
a CYP3A7, enzymy druhé¢ faze biotransformace: UGTs, GSTs, sulfotransferazy (SULTSs)

a také transportéry: proteiny multilékové rezistence (MDRs), proteiny spojené

s mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MRPs) a polypeptidy transportujici organické ionty
(OATPs) (Zhang et al., 2008; Buchman et al., 2018).

1
v \
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_, «-- (GRIP1
« > SMRT
NcoR1

Cilové geny PXR

GRIP1
“PXRE

~__~7

Obrazek 5: Signalni draha PXR (pfevzato z Rakateli et al., 2023)
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3.1.2.2 Ligandy PXR

Ackoli je PXR zndmy predevSim diky své aktivaci xenobiotiky (latkami
cizorodymi pro télo, jako jsou 1éky a toxiny z zivotniho prostiedi), reaguje také na n¢které
endogenni ligandy, coz jsou molekuly pfirozen¢ produkované v téle. Mezi endogenni
ligandy pro PXR patii: zZlucové kyseliny, prekurzory zlucovych kyselin, estrogeny nebo
vitamin K2 (Zhang et al., 2008; Dvotak el al., 2020a). Pivodné byl PXR popsan jako
sirot¢i jaderny receptor, v dnesni dobé jej diky objevu endogennich ligandt fadime mezi

adoptované sirotéi receptory (Dvorak et al., 2020a).

Exogenni ligandy PXR jsou strukturné velmi odlisné latky, v soucasnosti je jich
znamo n¢kolik set, fadime sem predevsim 1é¢iva, dopliky stravy, ptirodni i syntetické
slouceniny, latky znecist'ujici zivotni prostfedi a metabolity vznikajici pfi metabolismu
stfevni mikroflorou (Zhang et al., 2008, Nieves et al., 2022). Léciva tvoii nejvetsi ¢ast
PXR ligandd, patii sem antibiotika: rifampicin, rifaximin, sulfadimidin, antiretrovirotika:
ritonavir, lopinavir, antineoplastika: cyklofosphamid, taxol, tamoxifen, antimykotika:
klotrimazol, antidepresiva: hyperforin, imunosupresiva, barbitutaty, sedativa a mnoho
dalsich (Zhang et al., 2008; Lv et al., 2022). B&Zné& pouzivané rostlinné latky mohou také
aktivovat PXR, jedna se naptiklad o vytazky z tfezalky teckované, peptovniku opojného,
pelyiikku ro¢niho ¢i pryskyfice gugul obsahujici gugulipid, ktery sniZuje hladinu
celkového cholesterolu v séru (Staudinger et al., 2006). Mezi metabolity vznikajici pfi
metabolismu L-tryptofanu stfevni mikroflorou fadime skatol (Vyhlidalova et al., 2020b),
indol-3-acetat nebo indol-3-propionat. Konkrétné u indol-3-propionatu bylo zjisténo, ze
je ligandem mysiho PXR, reguluje funkci stfevni bariéry a sniZuje stfevni zanét
prostiednictvim PXR (Venkatesh et al., 2014). Dalsi skupinou PXR ligandi jsou latky
zneCiStujici  zivotni prostiedi, jako organochlorové pesticidy, polybromované

difenylethery, ftalaty ¢i bisfenoly (Zhang et al., 2008; Dvotak et al., 2020a).

Je také dilezité zminit, Ze lidsky a my$i PXR je aktivovan rozdilnymi ligandy,
napf. lidsky receptor je aktivovan rifampicinem, zatimco mysi receptor je aktivovan

pregnenolonkarbonitrilem. (Dvofak et al., 2020a)

Exogenni ligandy PXR mohou mit toxické ti¢inky na organismus a z toho diivodu
je mnohem vyhodnéjsi, pfi hledani novych 1€¢iv (napt. pro 1écbu IBD), aby agonistou
PXR byl endogenni ligand, ktery je upraven tak, aby mél vyssi ucinnost. Na zaklade
studie Venkatesh et al. (2014) byla navrzena hypotéza, ze synergickou vazbu derivatl

indolu do rozsahl¢é PXR domény vazajici ligandy, lze chemicky napodobit s vyssi
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ucinnosti aniz$i tkaovou toxicitou pomoci syntetickych derivati. Koncept
napodobovani endogennich metabolitli (tzv. microbial metabolite mimicry) je novym
pristupem, ktery je mozné vyuzit k objevu novych, ucinnéjSich chemickych latek a 1éCiv,
které aktivuji PXR a potlacuji zanét. Ptikladem je synergicky derivat indolu a kyseliny
indol-3-propionové FKK6 (Felix Kopp Kortagere 6), ktery se vaze piimo na PXR,
indukuje v bunkach expresi cilového genu specifického pro PXR a vyznamné potlacuje

prozanétlivé bunky produkujici cytokiny a tim potlacuje zanét (Dvotak et al., 2020Db).

3.1.2.3 Fyziologické a patofyziologické procesy spojené s PXR

Pregnanovy X receptor je oznacovan jako xenosenzor, ktery se podili na regulaci
enzyml metabolizujicich 1éCiva. Mimo to fidi také expresi genii Ucastnicich se
metabolismu lipidd, sacharidi, cholesterolu, vitaminu D a Zlu¢ovych kyselin (Zhou et al.,
2009). Aktivace PXR ovliviiuje hned né€kolik kli¢ovych biochemickych drah véetné
glukoneogeneze, B-oxidace mastnych kyselin, homeostazy cholesterolu a lipogeneze
(Moreau et al., 2008). V neposledni fad¢ hraje PXR také dulezitou roli pti vyvoji
specifickych forem rakoviny (Pondugula et Mani, 2013).

PXR zasadn¢ ovlivituje metabolismus lipida, aktivace PXR u mysi vede
ke zvySené indukci transportéru mastnych kyselin Cd36 a nasledné akumulaci
triglycerida v jatrech a vzniku steatozy jater. Cd36 je transkripénim cilem PXR a funguje
jako spole¢ny cil osifelych jadernych receptorti v jejich regulaci lipidové homeostazy
(Zhou et al., 2008). Aktivovany PXR také snizuje B-oxidaci a ketogenezi, coz je proces,
kterym prostfednictvim rozkladu mastnych kyselin dochazi k tvorb¢ ketolatek, které jsou
pro télo alternativni formou energie (Zhang et al., 2008). PXR se rovnéz podili na
metabolismu  glukézy. Aktivace PXR inhibuje expresi gluk6zy-6-fosfatazy
a fosoenolpyruvatkarboxykinazy, coz jsou dva hlavni enzymy glukoneogeneze (Bhalla et
al., 2004; Kodama et al., 2007). V metabolismu cholesterolu a zluc¢ovych kyselin ptsobi
PXR jako senzor pro kyselinu lithocholovou, coz je sekundarni Zludova kyselina. Zludové
kyseliny jsou finalnimi katabolickymi produkty metabolismu cholesterolu, jsou nezbytné
pro tvorbu Zlu¢i, vstiebavani cholesterolu a vitamini rozpustnych v tucich, jejich
nadmérné mnozstvi vSak muize byt toxické. Naptiiklad nadmérné mnozstvi kyseliny
lithocholové zpuisobuje cholestazu. Cilovym genem PXR podilejicim se na detoxifikaci
zlucovych kyselin je enzym druhé faze biotransformace SLUT2A (Sonoda et al., 2002).
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Jak jiz bylo vySe zminéno, PXR se ucastni i metabolismu vitaminli rozpustnych
Vv tucich. Vitamin K2 moduluje prostfednictvim PXR expresi osteoblastickych kostnich
markert a podili se tak na udrzovani kostni homeostazy (Tabb et al., 2003). Vitamin D
pomoci cilovych genit PXR, CYP24 a CYP3A4, udrzuje kostni homeostazu a ucastni se
spravného vyvinu kosti. Aktivace PXR nékterymi Iéky mtize byt zodpovédna za urychleni
katabolismu vitaminu D prostfednictvim upregulace CYP3A4 a CYP24, coz vede
k nedostatku vitaminu D a nasledn¢ k osteopenii nebo osteomalacii (Zhang et al., 2008).
Vitamin E aktivuje PXR a fidi tak exogenni Skodlivé geny, které¢ jsou zapojené do jeho

vlastniho metabolismu (Lv et al., 2022).

Vedle fyziologickych procest je PXR zapojeno i do celé fady patofyziologickych
procesti. Bylo prokadzano, Ze exprese PXR ma ochrannou funkci pii zanétlivych
onemocnénich stiev (IBD), zptisobenych DSS (dextranem sulfdtem sodnym), mezi které
fadime pfedevsim Crohnovu chorobu a uceldzni kolitidu. Velkou roli zde hraje NF-«B,
coz je dulezity regulator zanétu a imunitni odpovédi. Aktivace PXR inhibuje aktivitu NF-
kB, expresi jeho cilovych gent a tim chrani pfed vznikem onemocnéni (Shah et al., 2006;
Zhang et al., 2008). PXR také zmiriiuje zanét prostiednictvim negativni regulace TLR4
(Toll-like receptor 4) (Huang et al., 2018), IL-6, STAT3 (Signal transducer and activator
of transcription 3) a TNF-o (Tumor necrosis factor-a) signalnich drah (Kotiya et al.,
2016).

Dale se pregnanovy X receptor Gcastni aterosklerézy, coz je chronické zanétlivé
onemocnéni cévnich stén. Studie naznacuji, ze nedostatek PXR u mysi tlumi rozvoj

ateroskler6zy, ktera mulze vznikat v disledku poklesu exprese Cd36 a snizené¢ho

rrrrrr

Mimo jiné bylo zjisténo, ze pregnanovy X receptor inhibuje bunéénou proliferaci
a tumorigenezi bunék karcinomu tlustého stfeva zastavenim bunéc¢ného cyklu v Go/G1
fazi regulaci drah p21WAFYCIPL 3 E2F/Rb (Ouyang et al., 2010). PXR je rovnéz dilezitym
regulatorem regenerace jater. Ucastni se proliferace hepatocyti modulaci aktivity

STATS3, ¢imz zajistuje konstantni obnovu bunék (Dai et al., 2008).
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3.2 Metabolismus tryptofanu a derivaty indolu

Ve stfevnim mikrobiomu vznikd indol z L-tryptofanu, coz je esencidlni
aminokyselina, kterda se do téla dostava s potravou. Jeho tvorba je zajiSténa pomoci
enzymu tryptofanazy, ktery je tvofen stfevnimi bakteriemi (Takayama et al., 2021). Tyto
bakterie mohou byt jak grampozitivni, tak i gramnegativni, patfi sem napiiklad rody
Clostridium, Bacteroides, dale Escherichia coli nebo Proteus Vulgaris (Tennoune et al.,
2022).

L-tryptofan je v organismu metabolizovan prostiednictvim dvou hlavnich cest,
a to serotoninovou a kynureninovou cestou. Serotoninova draha pfeménuje L-tryptofan
na neurotransmiter serotonin pomoci tryptofanhydroxylaz a 5-
hydroxytryptofandekarboxylaz. Tato draha se vyskytuje Ve stfevnich epitelidlnich
enterochromafinnich buikach, koznich epidermalnich Merkelovych bunkach a raznych
oblastech mozku. V odlisnych oblastech mozku se serotonin dale pfeménuje na N-acetyl-
serotonin a spankovy hormon melatonin (Heath-Pagliuso et al., 1998; Dvoiak et al.,
2021). Kynureninova draha pfeménuje L-tryptofan na kynurenin, reakce je katalyzovana
pomoci indolamin-2,3-dioxygenazy a tryptofan-2,3-dioxygendzy. Tato metabolicka
draha vyuziva vétsinu dostupného tryptofanu, ktery se nakonec pifeméni na Kyselinu

pikolinovou a nikotinamidadenindinukleotid (Seok et al., 2018; Dvofak et al., 2021).
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QUIN ——» NAD
MT <+ SNT SHIAA
T g 3-HAA —» PICA

. SHIP 3HK > XANA
RN\

; $
b \ KYN ——# KYNA
e L-Tryptophan
\a

Skatole dote/= ===

Indole-3- l_r'lo;l;ll—o;lu;»g'

acetamide (IAM)  Thyptamine v 8ckd (IPYA) :

)

' B

Indole-3-acetic «— Indole-3- 1 Indole-3-actic |
acid (1AA) acetaldehyde ' acid (ILA)

(1AAIS) : !

| | en i

Indole-3 Indole-3-ethanol ' Indole-3-acrylic 1

-aldehyde (1Ald) (1E1) ' ackd(A)

]

) : :

¥ i mi i ! indole-3-propionic

Stievni mikrobiota 1 acid (IPA) :

Obrazek 6: Metabolismus tryptofanu (Pievzato z Nieves et al, 2022)
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Tryptofan mize byt také stievni mikroflérou piimo nebo nepiimo pfeménén na
nékolik indolu pfibuznych sloucenin, véetné indol-3-pyruvatu, indol-3-laktatu, indol-3-
propionatu, indol-3-acetamidu, indol-3-akrylatu, indol-acetaldehydu, indol-3-acetatu,
indol-3-aldehydu, indol-3-acetaldehydu a skatolu. Indol je heterocyklicka aromaticka
sloucenina, ktera ma bicyklickou strukturu (Obrazek 7). Po chemické strance je to
bezbarva krystalickd pevna latka s vyraznou vini. Indolové jadro je dilezitou soucasti
mnoha pfirodnich a syntetickych molekul s vyznamnou biologickou aktivitou (Kaushik
et al., 2013). Indol a jemu piibuzné slouceniny zprostiedkovavaji komunikaci mezi
bakteriemi, ovliviluji antibiotickou rezistenci, faktory virulence a tvorbu biofilmu. Dale
maji také pfiznivé ucinky pii zédnétlivych onemocnénich. V nadmérnych koncentracich
indol ovliviiuje CNS, kde vykazuje negativni vliv na emo¢ni chovani (Tennoune et al.,

2022).

N

N
H

Obrazek 7: Chemicka struktura indolu (Pfevzato ze stranek firmy Sigma-Aldrich)

Halogenované¢ derivaty indolu jsou latky, které obsahuji indolové jadro, na které
jsou v ruznych pozicich navazany halogeny jako chlor, fluor, brom a jod. Vlastnosti
téchto latek se 1i8i podle typu a pozice navazanych substituentli. N¢kolik praci poukazuje
na mozné vyuziti halogenovanych indolt v antimikrobialnich a antivirovych strategiich
proti riznym patogentim tvoficich biofilm, diky némuz se stavaji velmi odolnymi viici
pusobeni vnéjSich vlivii. Naptiklad byly sledovany antimikrobidlni a antiviruletni
vlastnosti halogenovanych derivatii na potravinovy patogen Vibrio parahaemolyticus,
ktery je celosvétové povazovan za vyznamnou pii¢inu gastroenteritidy zpusobené
moiskymi plody. Bylo zjisténo, ze 4-jodindol, 7-jodindol, 4-chlorindol a 7-chlorindol
efektivné zamezuji ristu bunék planktonu, tvorbé biofilmu, bakterialni motilite, inhibuji
aktivitu proteaz a produkci indolu. VSechny studované latky v této studii jsou syntetické
derivaty indolu, které byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich a Combi-blocks
(Sathiyamoorthi et al., 2021). V dalsi studii bylo zjisténo, Ze synteticky derivat indolu 7-

fluorindol snizuje tvorbu faktort virulence u Pseudomonas aeruginosa, patiici
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k obavanym pivodciim nemocni¢nich nakaz, kdy u pacienti mize kolonizovat dychaci
cesty, mo&ovy a pohlavni systém (Lee et al., 2012). U¢inek halogenovanych indola byl
sledovan také na Serratia marcescens, ktery je oportunnim pivodcem infekci dychacich
cest, infekci mocovych cest a septikemie. Latky 5-fluorindol a 6-fluorindol inhibovaly
produkci pigmentu prodigiosinu, tvorbu biofilmu a pohyblivost bakterii. Ob¢ studované
latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Sethupathy et al., 2020). Latky 6-
bromindol, 7-bromindol, 4-fluorindol, 5-jodindol a 7-jodindol vykazovaly vysoky
ochranny uc¢inek na ochranu krevet pted vibriézou, hlavni chorobou v akvakultuie. Bylo
pozorovano snizeni tvorby biofilmu, bakterialni motility a mirn¢ snizena aktivita proteaz.
Vsechny studované latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Zhang et al., 2022).
Dale bylo zjisténo, Ze mnohé halogenované derivaty indolu maji biocidni ucinky

(Rajasekharan et al., 2019).

3.2.1 Bromované derivaty indolu

Velké mnozstvi ptirozené se vyskytujicich bromovanych derivatt indolu bylo
izolovano z moiskych bezobratlych zivocichi, jako jsou mechovci, houbovci, plasténci
¢i lackovcei (Suarez-Castillo et al., 2006). Bromované derivaty indolu patii mezi pfimé
ligandy a agonisty AhR, které se vazi na receptor a stimuluji jeho genovou expresi.
Ve studii DeGroot et al. (2015) bylo studovano 8 pfirozené se vyskytujicich moiskych
bromovanych indolti, konkrétné se jednalo o 2,4,6-tribrom-3-(methylthio)indol; 2,3,4,6-
tetrabromindol; 6-brom-2,3-bis(methylthio)indol; 2,4,5,6-tetrabrom-3-(methylthio)indol,;
4,5,6-tribrom-2-(methylthio)indol; 4,5,6-tribrom-2,3-bis(methylthio)indol; 4,6-dibrom-
2-(methylsulfinyl)-3-(methylthio)indol a 3-acetyl-4,6-dibrom-2,3-dihydro-1H-indol-3-
karboxylovou kyselinu. Vsechny tyto latky byly izolovany z Cervené tfasy Laurencia
brongniartii. Bylo zjisténo, Ze vsSechny studované sloucCeniny stimuluji aktivitu
reportérového luciferazového genu a indukuji vyssi aktivitu luciferdzy pti 4h inkubaci

nez pii 24h inkubaci, coz znaci, Ze se jedna o pfechodné aktivatory AhR.

Bromované derivaty indolu vykazuji protizdnétlivou aktivitu, kterd je zaloZena
na inhibici oxidu dusnatého (NO) a TNFo (Tumor necrosis factor-a) v makrofazich
RAW?264.7 stimulovanych liposacharidy a prostaglandinu E2 (PGE2) ve fibroblastech
3T3 ccl-92 stimulovanych ionoforem vapniku. Bylo zjisténo, Ze extrakt obsahujici 6-

bromindol a 6-bromisatin znac¢né inhibuje translokaci transkripéniho faktoru NF-«B
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v makrofazich RAW264.7 stimulovanych liposacharidy (Ahmad et al., 2017). Dale byla
u bromovaného derivatu indolu izolovaného z motského plze Dicathais orbita, 6-
bromisatinu objevena schopnost indukce apoptéozy a zastavy bunétného cyklu

v nadorovych kolorektalnich bunéénych liniich (Esmacelian et al., 2013).

Tato bakalaiska prace se zamétfuje na bromované derivaty indolu substituované
v poloze 4, 5, 6 a 7, konkrétné se jedna o 4-bromindol, 5-bromindol, 6-bromindol a 7-
bromindol (Obrazek 8).

Br
Br

Iz
.
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N
Br H Br

R
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H

Obrazek 8: Chemicka struktura vybranych bromovanych derivati indolu: 4-bromindol
(A), 5-bomindol (B), 6-bromindol (C), 7-bromindol (D) (Pievzato ze stranek firmy
Sigma-Aldrich)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

41.1

4.1.2

413

Biologicky material

LS174T (ATCC, CL-188; 7 000 3535)- adherentni buné¢na linie odvozena od

adenokarcinomu tlustého stfeva.

LS174T-AhR- stabilné transfekovana buné¢na linie ptipravena stabilni transfekci
bunééné linie LS174T plazmidem pGL-4.27-DRE nesouci gen rezistence na
hygromycin B.

LS174T- bunétna linie transientné transfekovana plazmidem pSG5-hPXR

a reportérovym vektorem p3A4-luc.

Testované latky
Indol
4-Bromindol
5-Bromindol
6-Bromindol

7-Bromindol

Chemikalie a pouZité roztoky

2,3,7,8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, LGC Standards)
Adenosin-5-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, A6419)
Deionizovana voda (dH20)

D- luciferin (Sigma-Aldrich, L9504)

Dimethyl sulfoxid (DMSO, Lach-Ner s.r.o., 20022-CTO0)
Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, 43819)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- high glucose (DMEM, Sigma-Aldrich,
D6429)
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Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline- (PBS, SERANA, BDL-001)

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

Heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSOs - 7H20, Sigma-Aldrich, M5921)
Hygromycin B (Santa Cruz Biotechnology, SC-29067)

Koenzym A (CoA, Sigma Aldrich, C4780)

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

Methyltetrazoliova sul (MTT, Sigma-Aldrich, M2128)

Neesencialni aminokyseliny (NEAA, Sigma-Aldrich, M7145)

Optimem (Sigma-Aldrich, D6546)

Tris-acetat (Sigma-Aldrich, T8280)

Triton X-100 (Serva, 37240)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, T6146)

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

Reporter Lysis 5x Buffer (Promega, E397A)

Rifampicin (RIF, Sigma-Aldrich, R3501)

Roztok antibiotik (penicilin, streptomycin, Sigma-Aldrich, P4333)
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4.1.4 SloZeni pouzitych roztoki

4.1.5

Médium pro kultivaci buné¢k

O

O

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium- high glucose (DMEM)
50 ml Fetalni bovinni sérum (FBS)

5 ml 10 mmol-1"* Neesencialnich aminokyselin (NEAA)

5 ml 200 mmol-1"* L-glutaminu

5 ml Antibiotika (penicilin, streptomycin (10 mg/ml))

Substrat pro luciferdzu

o

o

o

5 mg D-Luciferinu

10 mg Adenosin-5’-trifosfatu (ATP)

5 mg koenzymu A (CoA)

168 mg Dithiotreitolu (DTT)

1,32 ml 1 mol-I" Tris-acetatu (pH 7,8)

1,23 mg/6,6 ul 0,5 mol-1'* EDTA

3,03 mg/1,23 ml 100 mmol-1? MgSOs- 7TH.0

Doplnéno do 30 ml destilovanou vodou

Lyzac¢ni puftr pro Reporter gene assay

o

o

40 ml Reporter Lysis 5x Buffer

10 ml destilované vody

Laboratorni pomiicky a pfistroje

CO; inkubator (N-Biotek, NB-203XL)

Hlubokomrazici box (Green Line)

Chladnicka (Gorenje)
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e Laboratorni kyvacka (Biosan, Shaker-Rocker MR-12)

e Laminarni flowbox (Esco Labculture, Class II Type A2)
e Mikroskop (Olympus, NIB-100)

e Odsavacka (Biosan, FTA-1)

e Spektrofotometr (Tecan, Infinite M200)

e Vodni lazen (LabTech, LCB11D)

e Vortex (Heidolph, Reax top)

4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bunék

Ob¢ pouzité bunécéné linie LS174T i LS174T-AhR byly kultivovany Vv plastové
kultiva¢ni lahvi v DMEM médiu obohaceném o 10 % FBS, neesencialni aminokyseliny,
L-glutamin a antibiotika- penicilin a streptomycin. U bunééné linie LS174T-AhR bylo
navic kazdou tfeti pasaz do média pridavano selek¢éni antibiotikum hygromycin B
0 finalni koncentraci 0,2 mg-ml™L. Lahve byly ulozeny v inkubatoru p#i 37°C, 5 % CO;

a vysoké vzdu$né vlhkosti.

4.2.2 Trypsinizace a pasaZovani bunék

Do vodni 14zné predehiaté na 37 °C bylo vlozeno kultivaéni médium DMEM,
které je jinak uchovavané v lednici. Z mrazaku byl vytdhnut trypsin a rozmrazen pfi
pokojové teploté. Kultivacni lahev s buitkkami byla vyjmuta z inkubatoru a stav bunék byl
zkontrolovan pod mikroskopem. Vse bylo pfemisténo do laminarniho boxu, kde probiha
prace za sterilnich podminek. Pomoci odsavacky bylo z lahve odsato médium, poté bylo
ptidano 5 ml PBS, pro oplachnuti, které bylo nasledné také odsato. Pomoci automatické
pipety byl pfidan 1 ml enzymu trypsinu, ktery byl naklanénim lahve rovnomérné
rozmistén po celém dnu. Kultivac¢ni lahev byla uzaviena a vlozena na 5 min do
inkubatoru. Pisobenim trypsinu dochazi k pteruseni vazeb mezi buitkami a oddé€leni
bunék od povrchu lahve. Uéinek trypsinu byl zastaven ptidanim 9 ml kultivaéniho média

a bunky byly rozsuspendovany pomoci nasavani a opetovného vypousténi sérologickou
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pipetou. Timto zptisobem byly bunky pfipravené na pocitani a vysazeni na 96-jamkové

desky.

4.2.3 Pocitani a vysazeni bunék na 96-jamkové desky

Pro pocitani bun€k se nejCastéji pouziva Trypan Blue Exclusion Assay, ktera
spociva v tom, Ze ziva bunka po kontaktu s barvivem zlstava diky funk¢énosti membrany,
ktera zabrani pruniku barviva neobarvend. Kdezto mrtvé bunky maji tuto funkci
narusenou a dochazi tak k jejich zabarveni. Pfi po¢itani bunék se vyuziva tzv. Biirkerova
komurka, coz je systém 9 velkych ¢tverct ohrani¢enych trojitymi carami. Kazdy z téchto

¢tverct je dale pomoci dvojitych ¢ar rozdélen na 16 malych ctverci.

Bylo odebrano 10 pl ptipravené bunééné suspenze a smichano s 90 pl Trypanové
modii, smes byla dobfe promichana a nanesena na Biirkerovu komurku. Komtrka byla
umisténa pod mikroskop a byly spocitany zivé buiky v péti velkych ¢tvercich ve vrchni
¢asti komurky a nasledné v péti velkych étvercich ve spodni ¢asti komurky. Z hodnot byl
vypoditan aritmeticky primér a vynasoben 1-10°, vznikla hodnota vyjadifovala mnozstvi

bungk v 1 ml.

Pro MTT test bylo na 96-jamkové desky vyseto 40 000 bunék na 1 jamku
obsahujici 200 pl kultivaéniho média. Pro gene reporter assay AhR receptoru bylo vyseto
80 000 bunc¢k na 1 jamku obsahujici 200 ul média pro 4hodinovy test a 40 000 bunck na
1 jamku pro 24hodinovy test. Pro gene reporter assay PXR receptoru bylo vyseto 30 000
bun€k na jamku obsahujici 200 ul média pro 24hodinovy test. Takto pfipravené desky
byly vloZeny na 24 h do inkubatoru.

4.2.4 Priprava testovanych liatek

Z testovanych latek, 4-bromindol, 5-bromindol, 6-bromindol a 7-bromindol, byly
pfipraveny roztoky o koncentraci 200 mmol-17. Jejich postupnym fedénim byly
pfipraveny zasobni roztoky, jejichZ koncentrace jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 1). Jako
rozpoustédlo bylo pouzito DMSO. Zasobni roztoky byly pted aplikaci na 96-jamkové
desky 1000x natedény pomoci DMEM média, jejich findlni koncentrace jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 1).
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Pro MTT test, neboli test pro hodnoceni cytotoxicity, byly vSechny latky
rozpu$tény a nafedény na pozadované koncentrace v DMEM médiu. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO, jako pozitivni kontrola slouzil 2% Triton X-100.
U gene reporter assay pro stanoveni transkripéni aktivity AhR receptoru byla kazda latka
rozpusténa a nafedéna na pozadovanou koncentraci V depletovaném DMEM médiu.
Depletované médium je bunikami ¢astecné natravené médium, které se ziskava odbérem
z kultiva¢ni lahve pied pasdzovanim, nebo pii vyméné média. Jako negativni kontrola
bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola slouzilo 10 nmol-1"* TCDD. U gene
reporter assay pro stanoveni transkripéni aktivity PXR receptoru byly vSechny latky
nafedény na pozadovanou koncentraci v DMEM médiu, které obsahovalo charcoal
stripped FBS sérum. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO, jako pozitivni

kontrola slouzil 10 umol-17* rifampicin.

Tabulka 2: Redéni roztokii testovanych latek

Koncentrace zasobnich roztokt | Koncentrace 1 000x ziedénych roztok
200 mmol-1* 200 umol-1*
100 mmol-1? 100 umol-1*
50 mmol-1?t 50 umol-1*
25 mmol-1* 25 umol-I*
10 mmol-1* 10 umol-1*
1 mmol-I* 1 pmol-1?
100 umol-1* 100 nmol-1*
10 umol-I* 10 nmol 1"
1 umol-I' 1 nmolI

425 MTT test

Je test zivotaschopnosti bun¢k, ktery je zalozen na aktivit€¢ mitochondridlni
dehydrogenazy, ktera je funkcni pouze v neporusenych, tedy zivych bunkach. Pii
inkubaci buné¢k s MTT roztokem dochazi pomoci dehydrogenaz Kk pieméné zluté
methyltetrazoliové soli (3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) na
fialové zbarveny formazan ((E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan).

Mnozstvi vytvofeného formazanu je pfimo umeérné viabilité bunck.

Prvni den bylo na 96-jamkovou desku vyseto 40 000 bun¢k na 1 jamku, kazda
jamka obsahovala 200 pl kultivaéniho média. Bunky byly vysety v tetraplikatu. Takto
pfipravené desky byly na 24 h uloZeny do inkubatoru. Po 24 h byly desky vytazeny
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Z inkubatoru, pomoci odsavacky bylo odsato piebytecné médium a nasledné aplikovany
pfedem pfipravené latky. Jako negativni kontrola slouzilo 0,1% DMSO, jako pozitivni
kontrola byl pouzit 2% Triton X-100. Po aplikaci latek byly desky opét ulozeny na 24 h
do inkubdtoru. Po inkubaci byl obsah desek vyklepnut do vylevky a desky osuseny
pomoci buniciny. Poté byly jamky promyty 100 pl nesterilniho PBS, které bylo nasledné
taktéz vyklepnuto a desky opét osuseny bunicitou vatou. Dale bylo pomoci multikandlové
pipety do jamek napipetovano 100 pl MTT roztoku. Desky byly inkubovany cca 20 min
Vv inkubatoru pii 37°C a po vytvoreni modrofialovych krystalti byl obsah desek opé&t
vyklepnut. Nakonec bylo ptidano 70 ul DMSO, ve kterém byly krystaly jemnym
protfepanim rozpustény a vzorky byly podrobeny spektrofotometrické analyze. Desticky
byly vloZzeny do spektrofotometru Infinite M200, ktery pomoci programu I-Controll
stanovil absorbanci v kazdé jamce pfii vinové délce 570 nm. Ze ziskanych hodnot byla

stanovena viabilita bunék.

4.2.6 Gene reporter assay

Je metoda, kterd se vyuziva ke stanoveni transkripéni aktivity receptoru.
Transkripéni aktivita je méfena pomoci aktivity enzymu luciferazy. Diky luciferaze
dochazi pomoci monooxygenaéni reakce k pfeméné D-Luciferinu na oxyluciferin
a vzniku svételné energie, ktera se nasledné méfi. Intenzita vyzatfovaného svétla je piimo

umeérna aktivité receptoru.

Pomoci luciferazové eseje byla stanovovana transkripéni aktivita u dvou receptori
ato u AhR a PXR receptoru. U AhR receptoru byla pouzita stabilné transfekovana
bunécna linie LS174T-AhR, ktera jiz obsahuje reportérovy vektor pGL-4.27-DRE, ktery
je nezbytny pro vazbu aktivovaného receptoru na promotorovou oblast, coz zptsobi
expresi genu pro enzym luciferazu. U PXR receptoru byla pouzita bunécna linie LS174T,
u které bylo nutné nejprve provést transfekci, jejiz postup je popsan v kapitole 4.2.7

Transfekce bunék.

Na 96-jamkovou desku bylo prvni den pro AhR receptor vyseto 40 000 bun¢k na
jamku pro 24hodinovy experiment a 80 000 buné€k na jamku pro 4hodinovy experiment.
Pro PXR receptor bylo vyseto 30 000 bun¢k na jamku pro 24hodinovy experiment. Kazda
jamka obsahovala 200 pl kultivaéniho média a bunky byly vysety v pentaplikatu. Takto
ptipravené desky byly vlozeny na 24 h do inkubatoru. Po 24hodinové inkubaci byly desky
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vyjmuty z inkubatoru a pomoci odsavacky bylo odsato piebyte¢né médium. Nasledné
byly aplikovany ptedem piipravené latky. U AhR receptoru bylo jako negativni kontrola
pouzito 0,1% DMSO, jako pozitivni kontrola slouzilo 10 nmol-1"* TCDD. U PXR
receptoru bylo jako negativni kontrola taktéz pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni
kontrola slouzil 10 pmol-17 rifampicin. Po aplikaci latek byly desky vlozeny na 4 h nebo
24 h do inkubéatoru. Po uplynuté dob¢ byl obsah desek vyklepnut a desky osuseny pomoci
buni¢iny. Nasledné¢ byly jamky promyty 80 ul nesterilniho studeného PBS a opét
vyklepnuty do vylevky. Dale bylo do jamek napipetovano 30 ul lyza¢niho pufru a desky
byly vloZzeny na cca 20-30 min do hlubokomraziciho boxu pfi teploté -80°C. Po uplynuté
dobé byly desky rozmrazeny na laboratorni kyvacce. Pomoci multikanalové pipety bylo
z kazdé jamky odebrano 6 ul lyzatu a piepipetovano na bilou nebo ¢ernou 96-jamkovou
desku. Bil4 deska byla pouzita pro stanoveni transkripéni aktivity AhR receptoru, ¢erna
deska byla vyuzita pro stanoveni transkripcni aktivity PXR receptoru. K lyzatu bylo
do kazdé jamky ptidano 30 ul substratu pro luciferazu. Desticky byly vloZeny

do Infinite M200 a pomoci programu I-Controll byla zméfena intenzita luminiscence.

4.2.7 Transfekce bunék

Bunéénou linii LS174T bylo nutné pied provedenim luciferazové eseje
transfekovat pomoci reportérového plasmidu p3Ad4-luc a expresniho vektoru pSG5-
hPXR za pouziti lipofekéniho &inidla FUGENE® HD. Objemy jednotlivych slozek

transfekéni smési jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 2).

Nejprve byly buiikky zpasdzovany a spocitany. Nasledné byl do mikrozkumavky
napipetovan Optimem a FUGENE® HD, smés byla inkubovana po dobu 5 min. Do dalsi
mikrozkumavky bylo napipetovano DNA. Po uplynuti inkubacni doby byla smés
obsahujici Optimem a FUGENE® HD piemisténa do zkumavky s DNA. Takto vznikla
smés byla inkubovana po dobu 15-20 min. Béhem inkubace byla do transfek¢nich
zkumavek pfipravena bunéfna suspenze o koncentraci 30 000 bunék na jamku.
Po ukonceni inkubaéni doby byla smés pfemisténa do pfedem pfipravené bunécné

suspenze, obsah byl peclivé promichan a pfipraven na vysévani na 96-jamkové desky.
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Tabulka 3: Ptiprava transfekéni smési

1 jamka 270 jamek
Buné¢na linie LS174T 30 000 8 100 000
Médium 200 pl 54 000 pl
Optimem 6,5 ul 1800 ul
FUGENE® HD 0,4 ul 108 pl
Reporter o koncentraci 1,02 pg-pl™ 0,1ug 27 ug=26,5 ul
PXR o koncentraci 0,73 pg-pl™ 0,033 ng Qug=1233 ul
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxického pusobeni vybranych bromovanych

derivati indolu pomoci metody MTT

Pomoci MTT testu byla stanovena viabilita bun¢k LS174T po 24 h ptsobeni 4-
bromindolu, 5-bromindolu, 6-bromindolu a 7-bromindolu. VSechny latky byly studovany
v koncentracich 1 nmol-1*-200 pmol-1*. Jako negativni kontrola slouzilo 0,1% DMSO,
jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton X-100. Na zaklad¢ vysledki byly sestaveny
grafy zavislosti viability na koncentraci, vSechny grafy jsou primérem tii na sobé
nezavislych experimentd. Viabilita bun¢k byla vztazena K negativni kontrole, ktera

odpovidala 100 % zivotnosti.

U bunééné linie LS174T vystavené 24 h piisobeni 4-bromindolu, doslo u nejvyssi
200 umol It koncentrace k poklesu viability na hodnotu 43,58 + 0,4 %, tato koncentrace
ma tedy znatné cytotoxické ucinky (Graf 1). U ostatnich koncentraci se viabilita
pohybovala okolo 100 %. Viabilita bunééné linie LS174T po 24 h inkubace s 5-
bromindolem klesla u nejvyssi 200 umol-1 koncentrace na 77,35 + 11,2 % (Graf 2).
U ostatnich koncentraci se Zivotnost pohybovala nad hranici 100 %. Obdobné piisobil i 6-
bromindol, kde viabilita bun&k u nejvétsi 200 umol-1* koncentrace ¢inila 82,64 + 1,6 %
(Graf 3). Nizsi koncentrace vykazovaly zivotnost nad 100 %. Po 24 h ptsobeni 7-
bromindolu na bunéénou linii LS174T doslo u 200 pmol-1* koncentrace k poklesu
zivotnosti ha 51,74 + 16,6 % a u 100 umol-l'1 koncentrace klesla Zivotnost na hodnotu
74,20 + 19,6 % (Graf 4). Zbylé koncentrace vykazovaly hodnotu viability okolo 100 %.

Z vysledku je tedy patrné, Ze vybrané bromované derivaty indolu s vyjimkou
nejvyssi koncentrace (200 umol-1t) u 4-bromindolu a 7-bromindolu, u kterych doslo
k 50% poklesu viability, nemaji vétsi cytotoxické ti¢inky. Slouceniny tak mohly byt dale

podrobeny studiu transkripéni aktivity AhR a PXR.
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Graf 1: Stanoveni cytotoxického pasobeni 4-bromindolu na buné¢nou linii LS174T po
24hodinové inkubaci. 4-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-11-200 pmol-1-2.
Graf byl vytvofen jako pramér tfi na sob& nezavislych experimentl. Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaeny statisticky

signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Graf 2: Stanoveni cytotoxického plsobeni 5-bromindolu na buné¢nou linii LS174T po
24hodinové inkubaci. 5-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-11-200 pmol-1-.
Graf byl vytvofen jako primér tii na sob& nezavislych experimentd. Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny statisticky

signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Graf 3: Stanoveni cytotoxického plisobeni 6-bromindolu na buné¢nou linii LS174T po
24hodinové inkubaci. 6-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-11-200 pmol-1-2.
Graf byl vytvofen jako pramér tfi na sob& nezavislych experimentl. Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny statisticky

signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Graf 4: Stanoveni cytotoxického plsobeni 7-bromindolu na buné¢nou linii LS174T po
24hodinové inkubaci. 7-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1*-200 pmol-I™.
Graf byl vytvofen jako primér tii na sob& nezavislych experimentd. Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny statisticky

signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.2 Stanoveni transkripéni aktivity AhR v pritomnosti vybranych

bromovanych derivati indolu pomoci metody reporter gene assay

Pomoci metody reporter gene assay byla stanovena transkrip¢ni aktivita AhR po
4h a 24 h pusobeni 4-bromindolu, 5-bromindolu, 6-bromindolu a 7-bromindolu na
bunéénou linii LS174T-AhR. Pisobeni bromovanych derivatt indolu bylo srovnavano
s ti¢inky indolu. Vsechny latky byly studovany v koncentracich 1 nmol-1-200 pmol-1-2.
Jako pozitivni kontrola bylo pouzito 10 nmol-11 TCDD, v jeho piitomnosti ¢inila
ucinnost 100 %. Jako negativni kontrola slouzilo 0,1% DMSO. Z naméfenych hodnot
relativni luminiscence byly vypocitany hodnoty nasobku indukce, které byly vztazeny
k negativni kontole. Na zaklad¢ vysledka byly sestaveny grafy zavislosti % maximalni
indukce k TCDD na koncentraci, vSechny grafy jsou primérem tii na sobé nezavislych

experimentu.

Z vysledkt byla déle také stanovena hodnota ECso, coz je koncentrace dané latky,
pii které je docileno 50 % maximalniho ucinku. Hodnoty ECso byly vypocitany
v programu GraphPad Prism 9 ve spolupraci s vedouci bakalatské prace. Vysledky
Z jednotlivych experimentl S odpovidajicimi koncentracemi byly vloZeny do softwaru,
zlogaritmovany a pomoci specidlni funkce pro vypocet ECso byly stanoveny primeérné

hodnoty ECso za 4 h a 24 h.

U bunééné linie LS174T-AhR, vystavené 4 h pusobeni indolu, byl s rostouci
koncentraci pozorovan narUst transkripéni aktivity AhR (Graf 5). Nejvyssi indukce byla
tedy naméfena u 200 umol-1"! koncentrace, jejiz hodnota ¢inila 107,1 + 2,5 %. Hodnota
ECso byla stanovena na 26,2 + 21,5 umol-lI"t. U 4-bromindolu byl pozorovan pokles
v u¢innosti, nejvyssi hodnoty se pohybovaly okolo 50 % (Graf 7). U 200 umol I
koncentrace bylo na rozdil od indolu zaznamenano sniZeni u¢innosti, ta ¢inila pouze
20,3+ 6,5 %, a to z toho diivodu, ze 200 umol-1* koncentrace 4-bromindolu vykazuje
znaéné cytotoxické ucinky. Hodnota ECso byla uréena na 1,69 + 0,67 umol-l'l. U 5-
bromindolu bylo nejvétsiho ucinku dosazeno u 100 umol-1" koncentrace, kde indukce
ginila 108,3 +5,8 % (Graf 9). Hodnota ECso byla stanovena na 30,5 + 26,7 pmol-1™,
Nejvyssi transkripéni aktivita AhR byla pozorovana u 6-bromindolu, kde se indukce péti
koncentraci (10, 25, 50, 100 a 200 pmol-1"t) pohybovala okolo 100 % (Graf 11). Nejvétsi
aktivita byla naméfena u 50 pmol-1" koncentrace, ktera ¢inila 115 + 15,8 %. Hodnota

ECso byla uréena na 1,21 + 0,40 umol-1™. Posledni sledovanou latkou byl 7-bromindol,
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jehoz transkripéni aktivita byla v porovnani s 6-bromindolem nizs§i (Graf 13).
U 100 umol-1 koncentrace byla zaznamenana nejvys§i Géinnost a to 92,8 + 11,2 %.
Hodnota ECso ¢inila 1,82 + 1,40 pmol-1™2.

v

v

Po 24 h plsobeni byla transkripcni aktivita AhR u vSech latek vyrazné nizsi nez
po 4 hodinovém putisobeni a hodnoty ECso nebylo mozné u téchto latek stanovit, popf.
jsou uvedené hodnoty pouze orienta¢ni. U indolu a 4-bromindolu se maximalni a¢innost
pohybovala kolo 20 % (Graf 6, Graf 8). Podobn¢ na tom byl i 7-bromindol, u kterého
byla zaznamenana maximalni indukce pfi koncentraci 50 umol 17, ktera ¢inila 27,8 £ 5 %
(Graf 14). Hodnota ECso byla uréena na 10,5 + 0,20 pmol-1". Na rozdil od indolu, latky
5-bromindol a 6-bromindol vykazovaly mnohem vys§i miru transkripéni aktivity, a to
diky ptitomnosti bromového substituentu, ktery molekulu stabilizuje a sloucenina tak
neni tak snadno a rychle metabolizovana. U 5-bromindolu bylo nejvétsiho ucinku
dosahnuto u 100 pmol-1? koncentrace, kde indukce ¢inila 76,8 + 13,3 % (Graf 10).
Hodnota ECso byla stanovena na 47,5 + 6,01 umol-1"t. 6-bromindol vykazoval nejvyssi
indukeci pii koncentraci 200 umol-1"! a to konkrétné 71 + 22 % a jeho hodnota ECso byla
325 + 374 pmol-1* (Graf 12).

Z pozorovani tedy plyne, ze indol, 4-bromindol a 7-bromindol aktivuji AhR po
24 h ptsobeni pouze minimaln¢. Naopak vyssi koncentrace 5-bromindolu a 6-bromindolu

vykazuji mnohem vétsi transkripéni aktivitu.
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Graf 5: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 4hodinovém piisobeni indolu na bunéénou
linii LS174T-AhR. Indol byl studovéan v koncentracich 1 nmol-11-200 umol-1%. Graf byl
vytvofen jako primér tfi na sob€ nezavislych experimenti. Statistické zpracovani bylo
provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni hodnoty byly zaznamenany

u koncentraci 1pumol-1-200 umol 1.
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Graf 6: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24hodinovém pisobeni indolu na
buné&enou linii LS174T-AhR. Indol byl studovan v koncentracich 1 nmol-11-200 umol-I
! Graf byl vytvofen jako primér tii na sobé nezavislych experimentii. Statistické
zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni hodnoty

byly zaznamenany u koncentraci 100 nmol-11-200 pmol-1-2.
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Graf 7: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 4hodinovém pusobeni 4-bromindolu na
buné&enou linii LS174T-AhR. 4-bromindol byl studovdn v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-1. Graf byl vytvofen jako primér t¥i na sobé nezivislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni

hodnoty byly zaznamenany u koncentraci 1 umol-1*-200 pmol-17.
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Graf 8: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24hodinovém puisobeni 4-bromindolu na
buné&enou linii LS174T-AhR. 4-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-17-
200 pmol-1. Graf byl vytvoten jako primér tii na sobé nezivislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznacleny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Graf 9: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 4hodinovém pusobeni 5-bromindolu na
bun&énou linii LS174T-AhR. 5-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1*-
200 pmol-1"t. Graf byl vytvofen jako primér t¥i na sob& nezavislych experimentii.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni

hodnoty byly zaznamenany u koncentraci 10 pmol-11-200 umol-I7.
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Graf 10: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24hodinovém piisobeni 5-bromindolu
na buné&énou linii LS174T-AhR. 5-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1-}-
200 umol-I. Graf byl vytvofen jako pramér tfi na sobé nezavislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; #*p<0,01; *=**p<0,001).
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Graf 11: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 4hodinovém pisobeni 6-bromindolu na
bun&énou linii LS174T-AhR. 6-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1*-
200 pmol-1. Graf byl vytvofen jako primér t¥i na sobé nezivislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni

hodnoty byly zaznamenany u koncentraci 10 nmol-13-200 pmol-17.
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Graf 12: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 24hodinovém pisobeni 6-bromindolu na
bun&enou linii LS174T-AhR. 6-bromindol byl studovidn v koncentracich 1 nmol-1?-
200 umol-I. Graf byl vytvofen jako pramér tfi na sobé nezavislych experimenti.
Statistické zpracovéani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaleny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; #*p<0,01; *=**p<0,001).
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Graf 13: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 4hodinovém pisobeni 7-bromindolu na
bunéénou linii LS174T-AhR. 7-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-I"t. Graf byl vytvofen jako primér tfi na sob& nezavislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu. Statisticky signifikantni

hodnoty byly zaznamenany u koncentraci 100 nmol-1*-200 pmol-17.
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Graf 14: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 24hodinovém pusobeni 7-bromindolu na
bunéénou linii LS174T-AhR. 7-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1--
200 umol-I. Graf byl vytvofen jako pramér tfi na sobé nezavislych experimenti.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; #*p<0,01; *=**p<0,001).

39



5.3 Stanoveni transkripéni aktivity PXR v pFitomnosti vybranych

bromovanych derivati indolu pomoci metody reporter gene assay

Pomoci metody reporter gene assay byla stejné jako u AhR stanovena transkripcni
aktivita PXR v ptitomnosti 4-bromindolu, 5-bromindolu, 6-bromindolu a 7-bromindolu.
Viechny latky byly studovany v koncentracich 1 nmol-11-200 pmol-1*. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit 10 umol-1? RIF, v jeho p¥itomnosti ¢inila indukce 100 %. Jako
negativni kontrola slouzilo 0,1% DMSO. Na zaklad¢ vysledkti byly sestaveny grafy
zavislosti % maximalni indukce k RIF na koncentraci, vSechny grafy jsou vysledkem tri

na sob¢ nezavislych experimentt.

Transkrip¢ni aktivita PXR byla stanovena po 24hodinovém piisobeni danych latek
na bunécnou linii LS174T. U 4-bromindolu a 5-bromindolu se hodnoty maximalni
u¢innosti pohybovaly okolo 20 % (Graf 15, Graf 16). Mirné vyssi hodnoty byly
zaznamenany u 100 umol-1? koncentrace 6-bromindolu, kde u¢innost &inila
39,6 £12,9 % (Graf 17). Nejvyssi aktivitu vSak vykazoval 7-bromindol, jehoz G¢innost
pii 25 pmol-1* koncentraci byla 102,1 + 17,5 % a hodnota ECso byla 1,2 = 0,08 pmol-1*
(Graf 18). Z vysledki je patrné, ze substituce bromem v poloze sedm vyrazné zvySuje

ucinnost i potenci a 7-bromoindol tedy vyznamné& ovliviiuje transkripéni aktivitu PXR.
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Graf 15: Stanoveni transkripéni aktivity PXR po 24hodinovém piisobeni 4-bromindolu
na bunéénou linii LS174T. 4-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-1t. Graf byl vytvoten jako primér tii na sob& nezavislych experimentt.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaleny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; **=*p<0,001).
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Graf 16: Stanoveni transkripéni aktivity PXR po 24hodinovém piisobeni 5-bromindolu
na bun&nou linii LS174T. 5-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-1t. Graf byl vytvoten jako primér tii na sobé nezivislych experimentd.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Graf 17: Stanoveni transkripéni aktivity PXR po 24hodinovém piisobeni 6-bromindolu
na bunéénou linii LS174T. 6-bromindol byl studovadn v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-1I"t. Graf byl vytvofen jako primér tif na sob& nezivislych experimentii.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaleny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; **=*p<0,001).
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Graf 18: Stanoveni transkrip¢ni aktivity PXR po 24hodinovém pusobeni 7-bromindolu
na bunéénou linii LS174T. 7-bromindol byl studovan v koncentracich 1 nmol-1?-
200 pmol-1. Graf byl vytvoten jako primér tfi na sob& nezavislych experimentt.
Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci studentova ttestu a * jsou oznaceny

statisticky signifikantni hodnoty (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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6 DISKUZE

V lidském gastrointestinalnim traktu hraje mikrobiom zasadni roli pii udrzovani
spravné funkce stfev hostitele. NaruSeni rovnovahy vztahu mezi hostitelem
a mikrobiomem vede ke vzniku rtiznych onemocnéni, véetné zanétlivych onemocnéni
sttev, kardiovaskularnich a jaternich onemocnéni, obezity, cukrovky apod. Stfevni
bakterialni metabolity zahrnuji Sirokou $kalu sloucenin. Dulezitou skupinou téchto latek
jsou derivaty tryptofanu, v dnesni dobé bylo identifikovano neptfeberné mnozstvi téchto
slouc¢enin, mnoho z nich je povazovano za ligandy a agonisty AhR a PXR (Vyhlidalova
et al., 2020; Vrzalova et al., 2022).

Tato bakalafskd prace byla zaméfena na sledovani transkripéni aktivity aryl
uhlovodikového receptoru a pregnanového X receptoru V pfitomnosti bromovanych
derivatt indolu, konkrétné se jednalo o 4-bromindol, 5-bromindol, 6-bromindol a 7-
bromindol. Pro studium transkripéni aktivity téchto receptorti byla pouzita adherentni
bunécénd linie odvozend od adenokarcinomu tlustého stfeva LS174T. Pti zkoumdni
transkrip¢ni aktivity AhR byla aplikovana stabilné transfekovana buné¢na linie LS174T-
AhR. U PXR bylo nutné buné¢nou linii LS174T pted kazdou aplikaci transfekovat.

Nejprve byla pomoci MTT testu stanovena viabilita bunék LS174T po 24 h
pusobeni vybranych latek. Z vysledkli bylo zji§téno, Ze vybrané bromované derivaty
indolu s vyjimkou nejvyssi koncentrace (200 umol-1*t) u 4-bromindolu a 7-bromindolu,

u kterych doslo k 50% poklesu viability, nemaji vétsi cytotoxické t€inky.

Nasledné byly slouceniny podrobeny studiu transkripéni aktivity AhR a PXR
pomoci metody reporter gene assay. Po 4 h pusobeni byla zaznamenana nejvyssi
transkripcni aktivita AhR u 6-bromindolu, kde se ucinnost péti koncentraci (10, 25, 50,
100 a 200 pmoll?) pohybovala okolo 100% a hodnota ECso odpovidala
1,21 + 0,40 umol-1". Podobnych vysledki bylo dosazeno i v bakalafské praci Zatopkova
(2023), kde po 4 h piisobeni byla taktéz zaznamenana nejvyssi transkripcni aktivita AhR
u derivatu oxindolu substituovaného v pozici 6. 6-chlor-2-oxindol vykazoval nejvyssi
Gi¢innost pfi koncentraci 25 pumol-1?%, a to 103 %. Hodnota ECso 6-chlor-2-oxindolu
v porovnani s 6-bromindolem &inila 0,08 + 0,02 pmol-1t. U 6-brom-2-oxindolu
Vv bakalaiské praci Prikryl (2023) byla nejvétsi aktivita stejné jako u 6-bromindolu
naméfena pii koncentraci 50 pmol-1?, zde se viak ¢innost pohybovala pouze okolo 70 %

a hodnota ECso tak byla mirn& vyssi 4,40 + 2,03 pmol-1. Naopak latka 6-fluorindol
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vykazovala pouze slabou indukci AhR, ktera pii 200 pmol 1t koncentraci ¢inila pouze
12,5 % (Ruazickova, 2023). 4-bromindol ve srovnani s 4-fluorindolem pozorovanym
Vv bakalaiské praci Ruzi¢kova (2023) vykazoval nizsi Gi¢innost, av§ak hodnoty ECso jsou
si velmi podobné 1,69 + 0,67 umol-1* u 4-bromindolu a 1,99+ 0,09 pmoll?* u 4-
fuorindolu. U 5-bromindolu bylo nejvétsiho Gcinku dosidhnuto u 100 pmol-1?
koncentrace, kde indukce <¢inila 108,3 %. Hodnota ECso byla stanovena na
30,5 + 26,7 umol-1*. 5-fluorindol vykazoval pouze slabou indukci AhR, kterd pii
200 pmol-1* koncentraci ¢inila pouze 11 % a hodnotu ECs tak nebylo mozné stanovit
(Ruzickova, 2023). Vsechny 2-oxindoly substituované halogenovanym derivatem
Vv pozici 5, konkrétné §lo 0 5-chlor-2-oxindol (Zatopkova, 2023), 5-fluor-2-oxindol a 5-
brom-2-oxindol (Ptikryl, 2023), zptsobily zvyseni transkripéni aktivity AhR a jejich
hodnoty ECso byly 25,7 + 9,10 umol-1?, 11,4 + 2,03 pmol-1* a 2,33 + 1,12 umol-I*. U 7-
bromindolu, byla nejvyssi u¢innost zaznamenana u 100 umol-1"! koncentrace a to 92,8 %.
Hodnota ECsp ¢inila 1,82 + 1,40 umol-1". V porovnani s 7-fluorindolem byla indukce
niz§i, 7-fluorindol zptsobil indukei 109 % jiz pfi koncentraci 1 umol - 17, coZ se projevilo
i niz§i hodnotou ECsp 0,15 + 0,005 pmol‘l"t. Hodnota ECso u 7-chlor-2-oxindolu byla
naopak V porovnani s 7-bromindolem vyssi a ¢inila 4,9 + 3,13 pmol‘l? (Zatopkova,
2023).

Ve studii Stepankova et al. (2018) byla sledovana transkripéni aktivita AhR po
8 h a 24 h ptsobeni methylindoli a methoxyindoli na stabilné transfekovanou bunéénou
linii AZ-AhR. Studované litky byly aplikovany v koncentracich 100 nmol-17-
200 umolIt. Na zékladé této studie byly latky 4-methylindol, 6-methylindol a 7-
methoxyindol stanoveny jako ucinni agonisté AhR s relativni efektivitou 134 %, 91 %
a 80 %.

Po 24hodinovém pusobeni latek byla transkripcni aktivita AhR u vSech slouc¢enin
vyrazng niz§i, nez po 4 h. 4-bromindol po 24 h inkubace aktivoval AhR pouze minimalné
s maximalni indukci okolo 20 %. Pokles aktivity byl pozorovan i u 4-fluorindolu, kde
vSak ve srovnani s 4-bromindolem byla maximalni ucinnost vyssi, Cinila 48,1 %
(Razickova, 2023). Stejné tak 7-bromindol aktivoval AhR pouze slabé. Maximalni
indukce byla pozorovana pii koncentraci 50 pmol-1* a ¢inila 27,8 %. Hodnota ECso byla
uréena na 10,5 + 0,20 pmol-1"t. Podobnych vysledkt bylo dosazeno i v bakalafské praci
Zatopkova (2023), kde maximalni uc¢innost 7-chlor-2-oxindolu ¢inila 37 % a to u nejvyssi

200 umol-1"t koncentrace. Naopak 7-fluorindol v bakalaiské praci Ruzickova (2023)
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vykazoval vysokou miru aktivace AhR, kde po ptisobeni latky pfi koncentraci 200 pmol-I°
! byla maximalni indukce 134,7 %. Vyssi koncentrace 5-bromindolu a 6-bromindolu
vykazovaly mnohem vyssi transkripéni aktivitu. Nejvy$siho u¢inku u 5-bromindolu bylo
dosazeno u 100 pmol-1* koncentrace, kde indukce ¢inila 76,8 %. 6-bromindol vykazoval
nejvy$si uinnost pfi koncentraci 200 pmol-1t a to 71 %. Podobna Gcinnost byla
pozorovana u derivati 2-oxindolu substituovanych chlorem nebo bromem v poloze 5 a 6
(Zatopkova, 2023; Piikryl, 2023). Opacéné tomu bylo u 5-fluorindolu a 6-fluorindolu,
které aktivovaly AhR pouze minimalné s maximdlni ucinnosti okolo 10 % (Ruzickova,
2023). Lze tedy fici, Ze substituce bromem v polochach 5 a 6 je prospésna pro stabilizaci

indolového skeletu, coz vede pravdépodobné ke zpomaleni metabolismu slouceniny.

Transkripéni aktivita PXR byla méfena po 24 h piisobeni bromovanych derivata
indolu na bunénou linii LS174T. Latky 4-bromindol, 5-bromindol a 6-bromindol
aktivovaly PXR s pomérné nizkou ucinnosti. Nejvyssi aktivita byla zaznamenana u 7-
bromindolu, jehoz G¢innost pii 25 umol-1? koncentraci byla 102,1 % a hodnota ECso
¢inila 1,2 £ 0,08 pmol-1t. Podobné vysledky byly zjistény i v bakaldiské praci
Riizickova (2023), kde 7-fluorindol aktivoval PXR pfi maximalni 200 pmol1™?
koncentraci s G¢innosti 79,6 %. 7-chlor-2-oxindol v bakalatské praci Zatopkova (2023)
taktéz vykazoval schopnost vyvolat vyssi transkripéni aktivitu PXR Vv porovnani se
substutuci chlorem v poloze 5 a 6. Z téchto vysledka vyplyva, Ze substituce indolového
skeletu halogenem v poloze 7 vyrazné zvySuje transkripéni aktivitu PXR a jedna se tedy
0 ucinné agonisty tohoto receptoru. 7-bromoidnol vyznamné aktivoval po 4 hodinach také

AhR, z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna o dualniho agonistu téchto receptord.

V praci Vyhlidalova et al. (2020b) byla sledovana transkripéni aktivita PXR po
24hodinovém puasobeni mono-methylovanych indolit na bunécnou linii LS180.
Studované methylindoly substituované v pozicich 1-7 byly aplikovany v koncentracich
10 nmol-It- 200 umol-1t. Viechny studované latky vyvolaly na ddvce zavislou aktivaci
PXR. Relativni G¢innost 4-methylindolu ¢inila 111 %, u 5-methylindolu ¢inila 49 %, u 6-

methylindolu byla stanovena na 70 % a relativni uc¢innost 7-methylindolu byla 34 %.
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7 ZAVER

Tato bakalaiska prace se vénuje studiu  bromovanych derivati indolu
substituovanych v poloze 4, 5, 6 a 7, konkrétné se jedna o 4-bromindol, 5-bromindol, 6-
bromindol a 7-bromindol. U téchto latek bylo pozorovano, jak ovliviwji transkripéni
aktivitu AhR a PXR. Nejprve byla prostiednictvim MTT testu ovéfena cytotoxicita
danych latek na bunéénou linii LS174T. Kromé nejvyssi koncentrace (200 pmol-1%) u 4-
bromindolu a 7-bromindolu nebyla u téchto latek cytotoxicita zaznamenana. Dale byla
pomoci metody reporter gene assay stanovovana mira aktivace AhR a PXR receptoru.
Na zéakladé vysledki jsme dospéli k zaveéru, ze vSechny studované latky jsou schopny
aktivovat oba dva receptory, mira aktivace se vSak u jednotlivych latek zna¢né lisi.
Z vysledku je patrné, Zze po 4 h inkubace nejvétsi aktivaci AhR zpusobuje 6-bromindol
a 7-bromoindol, jedna se o latky s vysokou ucinnosti a predev§im vysokou potenci.
Po 24 h inkubace AhR nejvice aktivovaly latky 5-bromindol a 6-bromindol. PXR
receptor byl po 24 h inkubace nejvice aktivovan 7-bromindolem, u néhoz byl zaznamenan
vyznamny Uc¢inek na transkripéni aktivitu AhR a jedna se tedy pravdépodobné o dudlniho

agonistu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AF-1
AF-2
AhR
AhRR
AIP
ALDH
AR
ARNT
ATP
bHLH
CAR
CCRP
Cd36
c-jun
CNS
CO2
CoA
c-Rel
CYP
DBD
drFICZ
dH20
DMEM
DMSO

DR

activation function 1

activation function 2
aryluhlovodikovy receptor

AhR represor

AhR- interacting protein
aldehyddehydrogenéza

androgenni receptor

AhR jaderny translokator
adenosin-5’-trifosfat

basic Helix-Loop-Helix
konstitutivni androstanovy receptor
cytoplazmaticky reten¢ni protein CAR
diferencia¢ni skupina 36
transkripéni faktor Jun

centralni nervova soustava

oxid uhli¢ity

koenzym A

podjednotka jaderného faktoru kB
cytochrom P450

DNA-vazebna doména
6,12-diformylindolo[3,2-b]karbazol
dionizovana voda

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethyl sulfoxid

direct repeats
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DRE
DSS
DTT
ECso
EDTA
ER
ER
FBS CS
FBS
FICZ
FKK6
GR
GST
HAHSs
HAT
hPXR
IBD
IEC
IEL
IL
ILC
IxB
jun-D
KLF6
LBD

LS174T

dioxinovy responzivni element
dextran sulfat sodny

dithiotreitol

polovi¢ni maximalni efektivni koncentrace
Kyselina ethylendiamintetraoctova
estrogenovy receptor

everted repeats

fetalni bovinni sérum, charcoal stripped
fetalni bovinni sérum
6-formylindolo[3,2-b]karbazol

Felix Kopp Kortagere 6
glukokortikoidni receptor
glutathion-S-transferazy
halogenované aromatické uhlovodiky
histon acetyltransferaza

lidsky PXR

zanétliva onemocnéni stiev

stievni epitelidlni bunky
intraepitelidlni lymfocyty

interleukin

vrozené lymfoidni buiiky

inhibicni proteiny NF-kB
transkripéni faktor JunD

Kriippel-like factor 6

ligand-vazebna doména

bunécéna linie odvozena od karcinomu tlustého stieva
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LXR jaterni X receptor

MDR proteiny multilékové rezistence

MgSQO4 - 7H20 heptahydrat siranu hofe¢natého

MRP proteiny spojené S mnohocetnou lékovou rezistenci
MTT methyltetrazoliova sl

NC-XRE non-consensus XRE

NEAA neesencialni aminokyseliny

NF-xB nuklearni faktor kappa B

NO oxid dusnaty

NR1I2 jaderny receptor podrodiny 1, skupiny I, ¢len 2
NRF2 nuclear factor erythroid-2-related factor 2
OATP polypeptidy transportujici organické ionty
p21CIPL cyclin-dependent kinase inhibitor 1

p23 protein 23

p27KIPL cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

p50 podjednotka jaderné¢ho faktoru kB

pS52 podjednotka jaderného faktoru kB

PAHs nehalogenované polycyklické aromatické uhlovodiky
PAI-1 plasminogen activator inhibitor 1

PAS Period-ARNT-Single minded

PBS Phosphate Buffer Saline

PGE2 prostaglandin E2

PPAR receptory aktivované proliferatory peroxisomu
PR progesteronovy receptor

PXR pregnanovy X receptor

RAR receptor kyseliny retinové
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RelA
RelB
REs
RHR
RIF
RXR
SLUT
SRC-1
STAT3
SXR
TCDD
Th
TLR4
TNF-a
TR
Treg
UGT
VDR

XRE

podjednotka p65 jaderného faktoru kB
podjednotka jaderné¢ho faktoru kB
responzivni elementy

Rel Homology Region

rifampicin

retinoidni X receptor

sulfotransferazy

koaktivator steroidniho receptoru 1
signal transducer and activator of transcription 3
steroidni a xenobioticky receptor
2,3,7,8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin
T-helper lymfocyty

toll-like receptor 4

tumor necrosis factor-a

thyroidni receptor

T-regulacni lymfocyty
UDP-glukuronyltransferazy

receptor pro vitamin D

xenobioticky responzivni element
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