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1 UVOD

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) a pregnanovy X receptor (PXR) jsou ligandem
aktivované transkrip¢ni faktory, které se podileji zejména na metabolismu xenobiotik.
Kromé detoxifikace maji také velmi dilezitou roli i v jinych fyziologickych procesech,
jako je napi. regulace buné&tného cyklu, homeostaze, energeticky metabolismus
a imunitni odpovéd’. Ugastni se ale také patofyziologickych procestl, jako jsou zanétlivé
procesy ¢i karcinogeneze.

AhR a PXR jsou aktivovany $irokym spektrem exogennich a endogennich ligandd,
mezi které mizeme zatadit enviromentalni polutanty, alkaloidy, flavonoidy, pesticidy,
1é¢iva, ale také latky obsazené v potravé. U endogennich ligandii se jedna zejména
0 metabolity tryptofanu, cholesterolu, hemu a hormony. Vysledkem vazby ligandu
na receptor je exprese cilovych gent, jejichz produkty se mohou podilet na metabolismu
latek v procesu biotransformace.

Biotransformace je chemicky proces, ktery se podili na metabolismu lipofilnich latek
s cilem odstranit je z téla. Biotransformacni procesy jsou slozené ze tii fazi, ve kterych
postupné dochdzi k pfeméné téchto sloucenin na polarni produkty, snaze vylucitelné
z téla ven. Tyto mechanismy probihaji za pomoci specifickych enzymu, napf. cytochromt
P450 a mnoha dalsich, jenz se G¢astni jednotlivych fazi biotransformace a jejichz geny

jsou exprimovany jadernymi receptory.



2 CILE PRACE

1. Vypracovani reserSe na téma bakalatské prace

2. Studium vlivu testovanych latek na bunéénou viabilitu. Stanoveni aktivity
aryluhlovodikového receptoru a pregnanového X receptoru pomoci luciferdzové
reportérové eseje

3. Vypracovani bakalatské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarské prace



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biotransformace

Biotransformace je klicovy chemicky proces odehravajici se v téle, jehoz
vysledkem je pfeména lipofilnich exogennich nebo endogennich latek na latky polarni,
které Ize poté snaze z téla vyloucit. Hlavnim cilem biotransformace je pomoci tady
enzymu deaktivace latek (hovorime tady o biodegradaci). Latky se ale také naopak mohou
stat farmakologicky aktivngjsi (hovofime o bioaktivaci), u nékterych z nich mtze dojit
k bioaktivaci na farmakologicky ucinné formy lé¢iva nebo naopak ke zvySené toxicite,
teratogenezi ¢i karcinogenicité. V nejvétsi mife se biotransformace odehrava v jatrech,
ledvinach a stfevech ve tfech po sobé nasledujicich fazich. V prvni fazi G€inkem
hydrolytickych, redukcénich a oxidacnich enzymii dochazi k zavedeni nebo odkryti
substituentl za vzniku polarnéjSiho produktu, ktery je schopen reagovat s konjuga¢nimi
enzymy druhé faze metabolismu. Tteti faze se t€astni membranové transportéry, napi. P-

glykoproteiny (Renton, 1986; Meyer, 1996; Almazroo et al., 2017).

3.1.1 1. Faze biotransformace

Pro fazi I biotransformace jsou dilezit¢ predevSim oxidace prostiednictvim
enzymu cytochromt P450 (CYP450) nebo dalsi déje napi. redukce nebo hydrolyzy.
Primérni reakci, ktera se v této fazi odehrava, je oxidace, jejimz vysledkem je piipojeni
jednoho atomu kysliku na vychozi 1é¢ivo. Dale zde probihad redukce za ucasti dalSiho
enzymatického systému, a to bud NADH cytochromu-bs reduktazy nebo NADH
cytochromu-c reduktazy. Tato cesta je dulezita pro metabolizaci aromatickych nitroso,
nitro a azo slou¢enin. U esterti a amida probiha hlavné hydrolyza (Almazroo et al., 2017).

Kromé CYP450 se faze I ucastni 1 dal$i enzymy, a to flavin obsahujici
monooxygenazy, monoamin oxygenazy, alkohol dehydrogenazy, aldo-keto reduktazy,
molybden hydrogenazy, aldehyd dehydrogenazy a hydrolytické enzymy (Almazroo et al.,
2017). V prub&hu prvni faze biotransformace vznikaji polarnéjsi latky rozpustné ve vodg,
které Ize snadnéji vyloucit mo¢i.

Cytochromy P450 ptedstavuji velkou skupinu monooxygendz metabolizujici
exogenni latky nebo syntetizuji latky télu vlastni. V lidském genomu jich bylo nalezeno
59, Z toho jsou prozkoumany piedevsim formy podilejici se na metabolizmu cizorodych
latek vcetné lé¢iv. Mezi nejdilezitéjsi z nich patii CYP1Al, CYP1A2, CYP2AG,
CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4. Nachazi se zejména v jatrech
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a tenkém stfeve, kde jsou vazané na hladkém endoplasmatickém retikulu a na membrané
mitochondrii a podili se na tvorbé Zlucovych kyselin a metabolismu xenobiotik. Vyskytuji
se také v mitochondriich ve vaje¢nicich, varlatech, prsou ¢i placenté, kde syntetizuji
a degraduji steroidni hormony. (Kousalova et al., 2003)

Jedna se 0 skupinu enzymt, jejichz spolecnou vlastnosti je pfitomnost prostetické
skupiny hemu. Nazev cytochrom 450 vychazi z faktu, ze tato skupina enzymu vykazuje
po redukci hemoproteinu a vazbé CO charakteristické absorpcni maximum okolo 450 nm.
Podle stoupajici podobnosti aminokyselinové struktury byl enzymaticky systém
cytochromu P450 rozdélen do rodin (s podobnosti nejméne¢ 40 %) a podrodin
(s podobnosti nejméné 55 %) a oznaen arabskymi Cisly a velkymi pismeny.
Toto rozdéleni je dano podobnosti aminokyselinové struktury. Dosud je zndmo
na 18 rodin a 44 podrodin, které se od sebe navzajem 1i§i aminokyselinovou sekvenci,
substratovou specifitou, tkanovou distribuci a imunitni reakci (Manikandan et Nagini,
2017).

CYP450 katalyzuji velké mnozstvi reakci, z nichz nejdualezitéjsi je pravdépodobné
hydroxylace. Kromé detoxika¢nich reakci mize dochdzek i ke vzniku biologicky
aktivnéjSich substratl, z pozitivniho hlediska se jednd napt. o aktivni formy nékterych
1é¢iv. Na druhou stanu mohou vznikat latky toxické, mutagenni ¢i karcinogenni.
Prikladem mtize byt CYP1A2 podilejici se na bioaktivaci fady karcinogeni, kdy
se indukce mize projevit zvySenou incidenci onkologickych onemocnéni. Inducibilita
formy CYP1ALl zase koreluje s dispozici vzniku rakoviny plic. Naopak enzymy rodiny
CYP3A hraji klicovou tlohu v biotransformacnich procesech xenobiotik i endogennich
substrati. Diky Siroké substratové specifité nds tato rodina cytochromt chrani pred
Skodlivinami z vnéjSiho prostiedi. Cytochromy P450, které se vyznamné podileji
na premeéné prokarcinogend, jsou predevsim cytochromy P450 1A1, 1A2, 2E1 a 3EA4.
Cytochromy P450 1A1 a 1A2 jsou nejvyznamnéjsi, bereme-li v Givahu jejich ulohu
pii aktivaci prokarcinogenli (enviromentalnich chemikalii, toxickych latek a toxickych
1é¢iv) (Stiborova et al., 1999; Dostalek et al., 2006).

Ne&ktera 1éCiva zpusobuji zvySenou enzymatickou aktivitu (indukci) nebo tuto
aktivitu tlumi (inhibuji), ¢imz mizZe dojit ke zmén€ metabolismu podaného léciva
s naslednou zménou jeho farmakologického Gc¢inku. Pfipadné mutize dojit K intoxikaci

(Guengerich, 1997).



K indukci cytochromti dochazi transkripénimi i netranskripénimi mechanismy jako
je stabilizace mRNA, inhibice degradace proteinil ¢i stabilizace enzymu. Geny patiici
do rodiny cytochromii 1-4 jsou aktivovany xenobiotiky ptes aryluhlovodikovy receptor
(AhR), pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR)
a receptory aktivované proliferatory peroxizomu (PPAR receptory). Tyto transkripéni
faktory kromé& CYP450 aktivuji i dalsi enzymy podilejici se na biotransformaci,
a to napt. glutathion S-transferazu nebo glukoronosyl transferazu (Manikandan et Nagini,
2017).

Inhibice cytochromil probiha na zéklad¢ interakci 1é¢ivo-lécivo a jejich vzajemné
kompetice o vazebné misto na enzymu, coz vede K toxicité nebo ke snizeni ucinku 1é¢iva.
Ptikladem muze byt zvySeni biodostupnosti 1€¢iva (napt. cyklosporinu) zvySenim jeho
pozitivnich nebo negativnich G€inkii po konzumaci grapefruitového dzusu, ktery
obsahuje bergamotin a jeho derivaty, jez pusobi inhibici presystémového metabolismu
1é¢iv v tenkém stieveé (Kousalova et al., 2003; Manikandan et Nagini, 2017).

Jejich funkce je ovlivnéna mnoha fyziologickymi faktory jako je vé€k, pohlavi,
hormony, geneticky polymorfismus, ale také patofyziologickymy stavy kam spada

rakovina, cholestaza ¢i zanéty (Manikandan et Nagini, 2017).

3.1.2 Il. Faze biostransformace

Béhem faze II dochazi k enzymatické konjugaci vzniklého biotransformacniho
meziproduktu z 1. faze shydrofilnimi endogennimi sloueninami za pomoci
transferazovych enzymu, nejcastéji UDP-glukuronosyltransferaz (UGT), sulfotransferaz
(SULT), N-acetyltransferaz (NAT), katechol O-methyltransferaz (COMT), glutathion
S-transferaz (GST) a dalSich. Vysledkem této interakce je latka velmi polarni (s vyjimkou
acetylace), ktera neni schopna se reabsorbovat a je proto vylou¢ena z organismu
(Almazroo et al., 2017).

UGT katalyzuji konjugacni reakci s kyselinou glukuronovou, jedna
se 0 nejvyznamnéj$i biodegradaéni proces druhé faze biotransformace. Jsou znadmy
4 rodiny UGT —UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS8, kdy nejvice exprimovanym zastupcem je
UGT1Al metabolizujici bilirubin, nékteré fenoly a estradioly. Dalsi zastupci UGT
metabolizuji opiaty a karboxylové kyseliny. UGT jsou nejvice exprimovany v jatrech
a sttevech (Almazroo et al., 2017).

NAT metabolizuji latky na rozdil od ostatnich enzymi na produkty, které maji

lipofilni povahu a mohou byt dokonce vice toxické nez vychozi slouceniny. D¢li se na dvé
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podrodiny, na NAT1 a NAT2, které jsou lokalizovany v cytosolu a vyuzivaji
acetylkoenzym A jako kofaktor pro metabolické reakce (Almazroo et al., 2017).

COMT odpovidaji za metylaci katecholamintl, katecholovych estrogentl, véetné
neurotransmiterti jako je dopamin, adrenalin a noradrenalin. Nejvice jsou exprimované
Vv postsynaptickych neuronech. Existuji dvé formy COMT. Volné (S-COMT)
a na membranu vazané (MB-COMT), které se 1isi ve substratové specifité (Almazroo et
al., 2017).

SULT jsou dulezité pro metabolismus endogennich sloucenin jako jsou steroidy,
eikosanoidy, katecholamin, ale také serotoninu, dopaminu a retinolu. Stejné jako UGT
jsou exprimovany témeét ve vSech organech s pievahou jater, sttev, ale také plic, ledvin,
krevnich bun€k, mozku a placenté. Celkem existuje 13 riznych SULT rozdélenych
do 4 rodin — SLUT1, SLUT2, SLUT4 a SLUT6 (Almazroo et al., 2017).

GST se tcastni metabolismu exogennich i endogennich sloucenin a hraji kli¢ovou
roli pfi detoxifikaci téla od volnych radikéld, s ¢imz je spojend ochrana téla pied

oxida¢nim stresem a vznikem nadorového onemocnéni (Almazroo et al., 2017).

3.1.3 1ll. Faze biotransformace

Vyznamnou roli v absorpci, distribuci a vylu¢ovani latek hraji tzv. nosic¢e neboli
transportéry. Tento proces transportu xenobiotika z bunky se povazuje za III. fazi
biotransformace. Membranové pienaSeCe jsou obecné déleny na dvé hlavni transportni
superrodiny, ABC (ATP-binding cassette) a SLC transportéry (solute carrier).
ABC transportéry pro svoji funkci potrebuji energii ve formé¢ ATP pro pienos latek pies
bunénou membranu, zatimco SLC transportéry vyuzivaji pro pienos jiné latky ¢i ionty,
na které se metabolity navazou. Transportéry Ize tedy d¢€lit podle toho, jakym zptisobem
pfijimaji energii potfebnou pro transport. Mezi primarni transportéry fadime ABC
transportéry. Mezi sekundarni a tercidlni transportni proteiny fadime peptidové
transportéry (PEPT), transportéry organickych anionti (OATP) ¢i transportéry
organickych kationti (OCT). Dale je lze d¢lit podle sméru transportu na ty, které
importuji latky dovniti bunék a na ty, které transportuji latky ven z bunék, popiipadé dle

epitelialni lokalizace na apikalni a basolateralni transportéry (Almazroo et al., 2017).



3.2 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) neboli také dioxinovy receptor je ligandem
aktivovany transkrip¢ni faktor, ktery byl poprvé identifikovan v mysich jatrech Polandem
a spol. jako receptor, ktery vaze toxikant 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
V soucasné dob¢ je kromé¢ TCDD znamo velké mnozstvi exogennich i endogennich
ligandu, které aktivuji AhR receptor (Poland et al., 1976; Stejskalova et al., 2011).

AhR je exprimovan ve vSech mysich tkanich, v lidskych tkanich je jeho exprese
vysokd zejména v brzliku, jatrech, stfevech a plicich. Dale byla jeho exprese pozorovana
také v placent¢ ¢i sleziné (Puga et al., 2009; Stejskalova et al., 2011).

Sklada se z nékolika domén, které jsou diilezité pro jeho spravnou funkci (Obr. 1).
Prvni doménou je bHLH doména (basic Helix-Loop-Helix), kterd& mu umoziuje
dimerizaci s ARNT  (aryluhlovodikovy receptorovy jaderny  translokator),
interakci s chaperony Hsp90 a navazani na DNA. Dalsi dulezitou doménou je PAS
doména (Per-ARNT-Sim), ktera obsahuje dvé strukturni repetice A a B. Repetice A slouzi
k navazani na ARNT a vytvoifeni heterodimeru a repetice B umoziuje navazani ligandu
do LBD (ligand vazebné domény). Dalsi doménou je C-terminalni doména, ktera slouzi
ko-aktivatoraim a ko-represorum k interakci s AhR (Stejskalova et al., 2011; Larigot et
al., 2018;).

. ARNT vazebna doména

«

v

¢ 5
b HLH PAS A PAS B Cterminélnidoména £ ¢ @
<T a
,-— i «——> - >
DNA vazebna Ligand vazebnd ~ Vazebna doména pro koaktivéatory
doména doména

Obrazek 1: Struktura aryluhlovodikového receptoru (upravené podle Larigot et al.,
2018)

3.2.1 Signalizace AhR

AhR fidi transkripci Siroké skaly genti zapojenych do metabolismu xenobiotik,
imunitni homeostazy, bunécného cyklu, diferenciace bun¢k a energetického metabolismu
nékolika signaliza¢nimi cestami, z nichz nejvice prostudovanou je pravé genomicka cesta
(Larigot et al., 2018). U ni se rozliSuji dvé drahy — kanonicka a nekanonicka, kterymi
muize dojit po aktivaci AhR k transkripci genil. Jednotlivé drdhy se liSi svym
heterodimerizaénim partnerem pro AhR a nasledné cilovou sekvenci, na kterou se vazi
(Jackson et al., 2015).

AhR je v neaktivni form¢ (bez navazaného ligandu) lokalizovan v cytoplazmég,
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kde spole¢né s dimerem chaperonti — heat shock proteind 90 (Hsp90), ko-chaperony p23
a imunofilinu podobnému proteinu XAP2 (X-asociovany protein 2) vytvafi
multiproteinovy komplex. Studie také ukazaly ptritomnost Src kindz v tomto komplexu,
diky némuz je AhR stabilizovan v cytosolu a neni mu umoznén prechod do jadra (Petrulis
et al., 2003; Puga et al., 2009; Larigot et al., 2018).

Po navazani endogenniho ¢i exogenniho ligandu se AhR uvolni
z multiproteinového komplexu a je transportovan do jadra. Zde dojde Kk navazani AhR
na aryluhlovodikovy receptorovy jaderny translokator (ARNT) za vzniku heterodimeru
AhR-ARNT. Vznikly heterodimer se navaze na DNA pies AhR responzivni element
(AHRES), nazyvany také jako dioxinovy responzivni element (DREs) ¢i xenobioticky
responzivni element (XREs). Ten je lokalizovany na promotoru cilového genu
a ma specifickou sekvenci 5'-GCGTG-3". Po regulaci genové exprese dojde k odpojeni
AhR z DNA a exportu z jadra zpét do cytosolu. Zde je 0znacen ubiquitinem a degradovan
v proteasomech (Obr. 2A). Timto zpusobem probiha kanonicka draha AhR (Guyot et al.,
2013; Larigot et al., 2018; Neavin et al., 2018).

AhR tak reguluje velké mnozstvi gent, CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, TCDD
induk¢ni poly-(ADP-ribésa) polymeraza (TIPARP) ¢i represor aryluhlovodikového
receptoru (AHRR). Indukci exprese konkurenéniho represoru AHRR dochazi k negativni
zpétnovazebné regulaci vlastni signalizace AhR, jelikoz AhR soutézi o vazebné misto
do ARNT pravé s AHRR, ktery je strukturné podobny AhR. Nasledné mutize transkripéné
neaktivni dimer AHRR/ARNT interagovat s DRE a tim blokovat transkripcni aktivitu
AhR (Larigot et al., 2018; Neavin et al., 2018).

Nekanonicka draha stejné jako kanonicka draha, ktera byla popsana vyse, za¢ina
transportem AhR z cytoplazmy do jadra po jeho aktivaci ligandem (Jackson et al., 2015).
Zde se nevaze na ARNT, aleinteraguje sjinym partnerem, napi. S transkripénim
faktorem NF-«xB (nuclear factor-xB) nebo s KLF6 (Kruppel-Like Factor 6), se kterym
vytvoti heterodimer (Obr. 2B), jenz se navaze do NC-XRE vazebného mista promotoru
cilového genu o repetitivni sekvenci 5-GGGA-3". NF-kB je strukturné ptibuzny
eukaryoticky transkripéni faktor, ktery ma dilezitou roli v adaptivni a bunééné odpovédi,
bunéné diferenciaci, apoptdéze ¢i  zanétlivych onemocnéni. Je slozeny
z n¢kolika podjednotek, zejména z RelA a RelB, se kterymi interaguje AhR. Ten se pies
né navaze nacilové geny, jejichz expresi indukuje, napf. interleukin 6 (Vogel et

Matsumura, 2009; Huang et Elferink, 2012; Jackson et al., 2015).

8



A /O Ligand Extracelularni prostor B /O

C"\‘/tosol - O

(o (o
o230 p2RefC)
Hspao- B ] XAP2 Hspoo R WA g E2SRES -

Inaktivni AhR
= = =

l =
o ™
/ Aktivni |_ %\“

0 AhR

“ Jadro . Py 0 /
: I iy -7
* |do1
So. YOTEROT L N T

<

®

Fosforylace
proteind

S l:; = = — SRE
Cilovy
Cilovy . o protein
<
@) ; 3
O

Proteasom
Proteasom

—
QO Degradace £ D N\ T
ﬁ@q g/-\hR ®® b:> ciIO\?éhgo ;Sroteinu

Obrazek 2: Signalizace AhR: A — kanonickou genomickou cestou, B — nekanonickou
genomickou cestou (upraveno podle Rothhammer et Quintana, 2019)
CULA4B = cullin 4B ubuquitin ligasovy komplex, ESR = estrogenovy receptor, P = fosfor, RAR = receptor

kyseliny retinové, RB = retinoblastoma protein, SOCS2,= supresor signaliza¢niho cytokininu 2,
Ub = ubiquitin

Aktivita AhR mize byt také ovlivnéna negenomickou cestou — kaskadou
signaliza¢nich udalosti, které zahrnuji fosforylaci proteinu prostfednictvim mnoha kinaz,
jako jsou napt. MAP kinazy, ¢i protein kinazy A nebo C, a regulaci hladiny vapenatych
iontt (Puga et al., 2009; Guyot et al., 2013; Larigot et al., 2018).

3.2.2 Fyziologické a patofyziologické procesy spojené s AhR

AhR byl dlouho povazovan za transkripéni mediator xenoprotektivnich a 1é¢iva
metabolizujicich genti. Nicméné v posledni dobé se fada publikaci zabyva jeho roli
ve fyziologickych procesech (napt. vyvoj organtl, detoxikace, regulace bunééného cyklu
a apoptozy, proliferace, diferenciace, imunitni odpovéd’ a komunikace mezi hostitelem
a mikrobiomem) a také patofyziologickych procesech (chronicky zanét, diabetes,
kardiovaskularnich chorob a karcinogeneze). Bylo zjisténo, ze AhR reguluje geny
zapojené do vyse zminénych procesii napt. p21¢'™ (cyklin-dependentni inhibitor kinas 1),
IL-6 (interleukin 6), IL-22 (interleukin 22) a mnoha dalsich (Stejskalova et al., 2011;
Jackson et al., 2015; Rothhammer et Quintana, 2019; Lin et al., 2022). Z tohoto vy¢tu
je zfejmé, ze terapeutické cileni AhR je vysoce aktudlni téma.
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AhR je nezbytnym reguldtorem vrozené¢ho imunitniho systému stfeva, ktery
je zodpovédny za funkci stfevni bariéry a mikrobialni homeostazy (Chen et al., 2020).
AhR je exprimovan rtiznymi imunitnimi buiitkami, jako jsou intraepitelidlni T bunky
(IEL), regulacni T buiiky (Tregs), T-Helper 17 (Th17) buiiky, vrozené lymfoidni buiiky
(ILC), makrofagy, dendritické bunky a neutrofily. Lidska stfevni mikroflora produkuje
Sirokou $kalu mikrobidlnich metaboliti aktivujicich AhR, které Casto vykazuji nizkou
afinitu pro AhR. Ukazalo se, ze tato niz$i endogenni hladina aktivovaného AhR
je prospésna pii udrzovani imunitniho zdravi a homeostazy stieva (Vrzalova et al., 2022).

AhR se ucastni diferenciace riznych skupin T-lymfocyti, pfedev§im pomocnych
Th1, Th2 a Th17 bunék a navic se podili na regulaci rovnovahy mezi T regula¢nimi (Treg)
a Th17 lymfocyty. Aktivovany AhR hraje vyznamnou roli v indukci a modulaci zanéti
(interleukiny IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, faktor nekrotizujici nadory TNFa,
transformujici rustovy faktor TGFB) (Lin et al., 2022).

Dale je AhR také velmi dilezity pro spravny vyvoj jedince, vyvoj a funkci
imunitniho systému, S nimz souvisi jiz zminéna diferenciace T-lymfocytt, ale také reakce
na patogeny at’ uz mikrobialniho ¢i virového ptivodu nebo na parazity (Neavin et al.,
2018; Lin et al., 2022). Ucastni se téz organogeneze, kdy jeho aktivace vede k uzavieni
ductus venosus, coz je spojeni mezi pupecni Zilou a dolni dutou zilou vytvoiené u plodu
(Walisser et al., 2004). AhR se také podili na adhezi bungk, jejich migraci a buné¢ném
déleni, kdy je schopny jej podpofit nebo utlumit prostiednictvim cyklin a cyklin-
dependentnich kinaz (Larigot et al., 2018; Lin et al., 2022).

Kromé vyse zminénych fyziologickych procesii se AhR tucastni také mnoha
patofyziologickych procesii, jako jsou rtizna chronicka onemocnéni, napt. revmatoidni
artritida, psoriaza nebo ateroskleréza. Za jejich rozvoj ¢i zhorSeni ptiznakii zodpovidaji
kromé genetickych faktorti pravé také enviromentalni polutanty &i cigaretovy kouf
obsahujici ligandy AhR. Je znamo, Ze se AhR podili na diferenciaci keratinocyti. Jeho
nevhodna aktivace dioxiny ma za nasledek rozvoj kozniho onemocnéni chlorakné (Bock
et Kohle, 2006; Neavin et al., 2018).

Znamy je také negativni vliv TCDD na lidsky organismus, jelikoZ pravé aktivace
AhR pomoci TCDD vede k endokrinni disrupci s moznym vyusténim v celou fadu toxicit
V téle, jmenovité rakovina ¢i endometridza. Ackoliv pisobi AhR jako nadorovy supresor,

ucastni se také samotné indukce nadoru a jejich proliferace, migrace a invaze (Bock et
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Kohle, 2006; Lin et al., 2022).

AR se vlivem imunitnich procest podili na zanétlivych stievnich onemocnénich
(IBD, inflammatory bowel disease), ale také na alergickych reakcich ¢i astmatu. Mezi
zanétliva stfevni onemocnéni patii zejména Crohnova choroba nebo ulcerdzni kolitida,
coz jsou autoimunitni onemocnéni, u nichz byl zjistén snizeny obsah endogennich ligandt
AhR v krevnim séru pacient oproti zdravym jedincim. AhR zde muze byt pii 1écbé
pouzit jako terapeuticky cil, jelikoz n€které jeho ligandy, napt. tryptofan a jeho derivaty,
6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ) nebo norisoboldin, mohou regulovat tato
onemocnéni — zmiriiovat ptiznaky nebo dokonce ptisobit jako prevence. Prikladem miize
byt pravé FICZ, ktery prostiednictvim AhR chrani pfed vyvinutim kolitidy snizenim

-----

cytokind (IL-22) z lymfocytd Th17 (Neavin et al., 2018; Lin et al., 2022).

3.2.3 Ligandy AhR

AhR je aktivovan velkym mnozstvim ligandd, které miiZzeme rozdélit do dvou
hlavnich skupin, na endogenni a exogennich. Déle je muzeme rozdé¢lit na latky
antropogenniho ptvodu, kam se fadi rizné Skodliviny ¢i 1éCiv,a a na latky ptirodni,
kterymi jsou jak exogenni, tak i endogenni ligandy AhR (Abel et Haarmann-Stemmann,
2010; Stejskalova et al., 2011).

3.2.3.1 Exogenni ligandy AhR

Exogenni ligandy se d¢li na enviromentalni polutanty at’ uz ptirodni ¢i syntetické,
patii sem ale také polycyklické (PAHS) a halogenované (HAHS) aromatické uhlovodiky,
pesticidy, ligandy ziskané z potravy, 1é¢iva a jiné ligandy, napi. syntetické flavonoidy
(Abel et Haarmann-Stemmann, 2010; Murray et al., 2014.; Neavin et al., 2018; Shinde et
McGaha, 2018).

Nejvice obsaZenou skupinou exogennich syntetickych ligandii jsou si navzajem
ptibuzné polycyklické a halogenované aromatické uhlovodiky, které se navzajem lisi
svoji stabilitou. Stabilngjsi jsou HAHs oproti PAHS, které vykazuji nizsi afinitu a je jich
tak k aktivaci AhR zapotfebi mnohem vét§i mnozstvi — jedna se o rozmezi koncentraci
od umol-1"t do nmol-1", u HAHs o rozmezi od nmol-1?* do pmol-1* (Denison et Nagy,
2003). Hlavnim zdrojem aromatickych uhlovodiki je pro ¢lovéka kontaminované jidlo,
jehoz prostiednictvim Ize do téla dostat az 90 %. Dal§imi zdroji jsou napf. lesni pozary,

vulkanické erupce, spalovani fosilnich paliv a odpadkll ¢i cigaretovy kouf.
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Mezi nejznaméjsi PAHs a HAHs patii polychlorované bifenyly (PCBs), dibenzo-p-
furany (PCDFs), dibenzo-p-dioxiny (PCDDs) jako je TCDD, benzo[a]pyren,
benzo[a]antracen a mnoho dalsich (Denison et Nagy, 2003; Stejskalova et al., 2011;
Larigot et al., 2018).

Do skupiny exogennich ligandl fadime i pesticidy jako je karbaryl a thiabendazol.
Mezi ptirozené se vyskytujici exogenni ligandy patii polyfenoly, a to napt. flavonoidy
jako je resveratrol, quercetin, kaempferol, které miZzeme najit v riznych druzich ovoce
¢i zeleniny, nebo alkaloidy jako je berberin a harman. Exogennimi ligandy jsou
ale i 1éCiva, kdy prikladem muze byt 1€k diosmin pouzivajici se pii 1éCeni zilnich
onemocnéni nebo také benzimidazolové derivaty omeprazol a lansoprazol, které
se pouzivaji pro inhibici protonovych pump pii 1é€bé ZaludeCnich viedu
Ci gastroezofagealniho refluxu. Zminéné exogenni ligandy s dalSimi piiklady jsou
uvedené v Tabulce 1 (Denison et Nagy, 2003; Abel et Haarmann-Stemmann, 2010;
Stejskalova et al., 2011; Murray et al., 2014; Larigot et al., 2018;).

Tabulka 1: Piehled exogennich a endogennich ligandi AhR

Typy ligandi Pivod Zastupci
2,3,7,8-tetrachlorrodibenzo-p-dioxin (TCDD)
HAHSs dalsi dibenzo-p-dioxiny

dibenzo-p-furany

3-methylchloranthren

antracen

PAHs benzo[a]antracen

benzo[a]pyren

naftalen

berberin

Alkaloidy harman

diosmin

Exogenni lamprazol

Léciva
omeprazol

tranilast

galangin

indol-3-karbinol

karotenoidy

Potrava kaempferol

guercetin

resveratrol

tryptofan

karbaryl

Pesticidy thiabendazol
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Typy ligandii Pivod Zastupci

3-methylindol (skatol)

indirubin

indol

indol-3-acetat

indol-3-aldehyd

Mikroflora indol-3-laktat

indol-3-pyruvat

indolo[3,2-b]karbazol (ICZ)

malassezin

tryptamin

6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ)

Endogenni 6,12-diformylindolo[3,2-b]karbazol (dFICZ)

Metabolity L-kynurenin

tryptofanu kyselina kynureninové

kyselina xanturenova

bilirubin

biliverdin

equilenin

hemin

Dalsi ligandy indigo

indirubin

lipoxin A4

prostaglandiny

Pievzato z Stejskalova et al., 2011; Murray et al., 2014; Shinde et McGaha, 2018;
Vyhlidalova et al., 2020b.

3.2.3.2 Endogenni ligandy AhR

Endogenni ligandy jsou latky syntetizujici se ve vysSich organismech mezi néz patii
napi. equilenin, indigoidy (indigo a indirubin detekované v lidské moci), derivaty
tryptofanu, oxindoly, metabolity hemu (bilirubin, biliverdin a hemin) a eikosanoidy
(lipoxin A4 s protizanétlivou roli v organismu a metabolity kyseliny arachidonové —
prostaglandiny) (Stejskalova et al., 2011).

Dulezitym zdrojem latek aktivujicich AhR jsou mikroorganismy nachézejici
se ve stievech nebo na kizi. Jejich vlivem dochazi k pfeméné L-tryptofanu ziskaného
z potravy. Ptikladem mohou byt stievni bakterie jako je Escherichia coli a Lactobacillus
reuteri, které metabolizuji tryptofan na indol a jeho derivaty — indol-3-acetat, indol-3-
aldehyd, nebo kozni kvasinky rodu Malassezia syntetizujici indirubin, indolo[3,2-
b]karbazol [ICZ] a malassezin. Dale se mezi mikrobialni metabolity aktivujici AhR fadi
tryptamin, skatol, indol-3-laktat, indol-3-pyruvat a dalsi ligandy uvedené v Tabulce 1
(Murray et al., 2014; Rothhammer et Quintana, 2019).
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Tryptofan je v gastrointestinalnim traktu metabolizovan stievni mikrobiotou tfemi
drahami — kynureninovou, serotoninovou a indolovou drahou (Obr. 3), na L-kynurenin
a jeho metabolity jako kyselinu kynurenovou a xanturenovou, dale na indol a jeho
derivaty a serotonin. V kizi se vlivem UV zafeni tryptofan méni na vySe zminény FICZ
nebo 6,12-diformylindolo[3,2-b]karbazol (dFICZ) (Stejskalova et al., 2011; Shinde et
McGaha, 2018; Dvorak et al., 2021; Roth et al., 2021).

o I
el =
i
o
r G 1
Kynurenin b o 5-HTP { IPYA 1AM Tryptamin
| e HEA A,
Sty Y Kynurenova: | O v LA IAA «— IAAId
/ 3-HAA yyselina ii& Serotonin il
P XA i

v \ L] 1A
v I L IPA
Kyselina chinolinova | Melatonin 5-HIAA! |

..................................................................

Obrazek 3: Metabolické drahy tryptofanu (pievzato a upraveno podle Roth et al., 2021)
3-HAA = 3-hydroxyanthranilova kyselina, 3-HK = 3-hydroxykynurenin, 5-HIAA = 5-hydroxyindoloctova
kyselina, 5-HTP = 5-hydroxytryptofan, IAA = indol-3-octova kyselina, IAAld =indol-3-acetaldehyd, IAld
= indol-3-aldehyd, IAM = indol-3-acetamid, ILA = indol-3-laktat, IPA = indol-3-propionova kyselina,
IPYA = indol-3-pyruvatova kyselina, NAD* = nikotinamid adenin dinukleotid, XA = xanthurenova
kyselina
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3.3 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery
setfadi do rodiny jadernych receptori (NR). Jako prvni byl objeven v roce 1998
Kliewerem a spol. mysi PXR a nasledné také lidsky PXR (hPXR). Ten se také nazyva
steroidni a xenobioticky receptor (SXR) a reaguje na odlisné ligandy nez mysi PXR
(Kliewer et al., 1998; Zhang et al., 2008b; Dvoiak et al., 2020).

Ptvodné byl PXR oznacovan jako sirotci receptor aktivovany pouze syntetickymi
a prirodnimi steroidy. Nyni se o ném mluvi jako o adoptovaném sirot¢im jaderném
receptoru, jelikoz bylo identifikovano mnoho endogennich ligandi, které se na néj vazi.
Jedna se napt. o zluCové kyseliny, estrogeny ¢i vitamin K. Vaze ale také exogenni
ligandy, jako jsou nékteré léky, vyzivové dopliky a enviromentalni $kodlivé latky
areguluje jejich metabolismus indukci biotransformacnich enzyma I. a II. faze
biotransformace (Dvorak et al., 2020).

PXR je exprimovdn zejména v jatrech, tenkém a tlustém stfevé, dvanactniku
a zluéniku, diky ¢emuz ma dulezitou roli pfi mnoha biologickych dé&jich (Chai et al.,
2019; Xing et al., 2020).

NRI1I2 gen kédujici PXR se nachazi na chromozomu 3, konkrétné v mistech 3q12-
ql3.3. protein PXR receptoru se sklada ze 434 aminokyselin. V ramci krystalické
struktury PXR proteinu, byly identifikovany Ctyfi domény — N-terminalni oblast
s doménou s aktivaéni funkci 1 (AF-1), DNA-vazebna doména (DBD) spojena pantovou
oblasti s C-terminalni ligand-vazebnou doménou (LBD), ktera obsahuje na ligandu
zévislou doménu s aktivacni funkci 2 (AF-2) a je zodpovédna za heterodimerizaci
s retinoidnim X receptorem (RXR) (Obr. 4) (Zhang et al., 2008b; Xing et al., 2020; Sayaf
et al., 2022;).

Ligand

 SE—
Obrazek 4: Struktura pregnanového X receptoru (pievzato podle Sayaf et al., 2022)
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3.3.1 Signalizace PXR

Existuji dva mechanismy pro aktivaci PXR. Pfima, na ligandu zavisla aktivace
PXR, a neptima, na ligandu nezavisla aktivace (Sayaf et al., 2022).

Piima aktivace u myS$i spociva v translokaci PXR z cytoplazmy do jadra
po navazani ligandu. Lidsky PXR je lokalizovan piimo v jadie a Vv klidovém stavu
(bez navazaného ligandu) je utlumen represory, jako jsou utiSujici mediatory retinoidnich
a thyroidnich receptortt (SMRT). Po navazani ligandu se PXR odpoji a na jejich misto
se napoji koaktivatory, jako je napf. koaktivator 1 steroidniho receptoru (SRC-1).
PXR nasledné¢ dimerizuje s retinoidnim X receptorem o (RXRa) za vzniku
heterotetramerického komplexu (Obr. 5). Poté se pomoci motivu zinkovych prsti
ptitomnych v DBD navaze na PXR responzivni element (PXRRE) DNA v promotorové
oblasti cilovych gent. Koaktivatory nasledné zaktivuji sekundarni koaktivatory
a s chromatinem spojené enzymy, jako je napi. histonova acetyltransferaza (HAT), které
vytvoii multiproteinovy komplex. HAT reorganizuje chromatin cilovych
gent a umozni piistup komponent RNA polymerazy I1. Vysledkem je naslednd regulace
exprese gentt enzymu . a II. faze biotransformace, jmenovit¢ CYP3A4,
CYP2B, glutathion S-transferazy a dal$i enzymy a pfenaseCe metabolizujici 1éCiva
(P-glykoprotein — protein mnohocetné 1ékové rezistence). Cilem je ochranit télo pred
zvySujici se koncentraci toxickych latek a jejich nasledného negativniho dopadu
na organismus (Kodama et Negishi, 2013; Mackowiak et Wang, 2016; Rigalli et al.,
2021; Sayaf et al., 2022).

Neptima aktivace PXR je zaloZena na posttranslacnich modifikacich jako
je fosforylace, acetylace, ubiquitinace, sumoylace ¢i poly-ADP-ribosylace (Xing et al.,
2020; Sayaf et al., 2022).

Cytosol

Jadro

DA DO Eweasali®( DA DA DA DA DG D ——Transkripce genu

element

Obrazek 5: Piima aktivace PXR (ptevzato podle Sayaf et al., 2022)

HDAC = histon deacetylasy
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3.3.2 Fyziologické a patofyziologické procesy spojené s PXR

O PXR se hovoii jako o promiskuitnim receptoru, ktery muze ve své velké
flexibilni ligand vazebné kapse vazat Siroké spektrum ligandil a kontrolovat expresi fady
biotransformaénich enzymi. To Se povazuje za jeho hlavni fyziologickou funkci.
Dnes zname celou tadu fyziologickych procesi, kterych se PXR tc¢astni — homeostaze,
energeticky metabolismus, regulace bunécné proliferace, a také patofyziologickych
procest, vcetné infekce, zéanétlivych onemocnéni, karcinogeneze a pozastaveni
bunécného déleni (Oladimeji et Chen, 2018; Xing et al., 2020; Rigalli et al., 2021).

Kromé toho se PXR podili na regulaci metabolismu glukdzy a lipidid Vv jatrech.
Potlacuje  expresi  klicovych enzymi  glukoneogeneze, glukdzy-6-fosfatazy
a fosfoenolpyruvat karboxykinazy, coz vede ke sniZeni hladiny gluk6zy. Naopak
podporuje syntézu triglyceridii a snizuje B-oxidaci a ketogenezi (Kodama et Negishi,
2013; Chai et al., 2020). PXR ma dulezitou roli v udrzovani homeostazy steroidu, jehoz
aktivaci se zvysi koncentrace aldosteronu a kortikosterolu v plasmé. Dale regulaci
enzymli CYP3A4 a CYP24 udrzuje homeostazu vitaminu D potifebného pro spravny rist
a vyvoj kosti. PXR také udrzuje homeostazu cholesterolu a zlu¢ovych kyselin snizenim
exprese cholesterol 7a-hydroxylazy (CYP7A1), ¢imz dochazi ke zpomaleni
biotransformace cholesterolu na zlu¢ové kyseliny zptsobujici cholestazu (Zhang et al.,
2008b). Jeho <¢Cinnosti dochazi k ochrané pied hyperbilirubinémii zptsobenou
nedostatkem enzymd, napi. UGT1A1, které pravé PXR exprimuje. Tyto enzymy jsou
dualezité pro spravné vylucovani bilirubinu do zluce a zabranéni tak mozné neurotoxiciteé
zpusobené jeho akumulaci v Krvi. Dale zprostfedkovava protizanétlivou, protiapoptickou
odpovéd’ a ochrannou reakci proti oxida¢nimu stresu a chrani buiiku pied poSkozenim
DNA vyvolanym benzo-[a]-pyrenem zvySenim aktivity enzymt metabolizujicich tuto
latku. To vyusti v jeji detoxifikaci a odstranéni z t€la (Zhang et al., 2008b; Xing et al.,
2020).

Krom¢ vySe zminénych fyziologickych procesi se PXR tcastni i mnoha
patofyziologickych procesi. Jednim znich mlze byt zastaveni bunééného cyklu
v nadorovych burkach, které tak nevykazuji rust, proliferaci a migraci. Na druhou stranu
se Ucastni proliferace a inhibice apoptdzy v jatrech, aby mohla probéhnout regenerace
(Xing et al., 2020). Hraje také roli v patogenezi zanétlivych stfevnich onemocnéni
(inflammatory bowel disease, IBD), jako je Crohnova choroba nebo ulcer6zni kolitida,

které jsou spojeny S dysfunkci a chronickymi zanéty traviciho traktu. Praveé aktivaci PXR
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dojde k inhibici jaderného faktoru kB (NF-«kB), kliCového regulatoru zanétlivé a imunitni
odpovédi, a nasledné zanétlivé odpoveédi organismu. Vystavenim PXR jeho ligandu
rifampicinu mtze dojit kK morfologickym zménam v bunice, reorganizaci aktinovych
filament a zvyseni bunétné migrace. Dale byla prokazana tumor podporujici aktivita PXR
a jeho vliv na rezistenci vici chemoterapii nadregulaci cilovych gend zapojenych
do metabolismu 1é¢iv a negativni zméné jejich ucinku (Zhang et al., 2008b; Oladimeji et
Chen, 2018; Chai et al., 2020;).

3.3.3 Ligandy PXR

PXR je aktivovan velkym mnozstvim ligandd, které se déli do dvou hlavnich
skupin — na exogenni a endogenni. Celkové se jedna o velmi strukturné odlisné latky
zahrnujici léky na predpis, pfirodni 1éCiva, enviromentalni polutanty, potravinové

doplnky a bakterialni metabolity (Zhang et al., 2008b; Rigalli et al., 2021).

3.3.3.1 Exogenni ligandy PXR

Exogennimi ligandy aktivujici PXR jsou enviromentalni polutanty, synteticka
a prirodni 1é¢iva, rostlinné ligandy a ligandy ziskané z potravy (Zhang et al., 2008b).

Mezi 1é¢iva aktivujici PXR patii antibiotika (rifampicin, jakoZto jeho nejznaméjsi
ligand, ritonavir a klotrimazol). Dalsimi klinickymi 1é¢ivy aktivujici PXR jsou
antineoplasticka 1é¢iva (paklitaxel (Taxol®), taximofen a cyklofosfamid). Dale inhibitory
sedativa (fenobarbital, glutetimid) a mnoho dalSich 1é¢iv uvedenych v Tabulce 2 (Zhang
et al., 2008b; Cheng et al., 2012; Rigalli et al., 2021).

K pfirodnim 1é¢iviim aktivujicim PXR se fadi latky obsazené v rostlinach jako
je klanopraska ¢inska a lékofice wuralska, ty zpusobuji zvySeni metabolismu
antikoagulantu warfarinu. Mezi rostlinné ligandy patii také hyperforin z tiezalky
teCkované, kava kava a gugulipid (Zhang et al., 2008b; Kodama et Negishi, 2013).

K rostlinnym ligandtim se fadi flavonoidy — quercetin, tamarixetin a isorhamnetin,
stejn¢ jako sulforafan, koumestrol, nigramid a genistein. V potravé obsazené vitaminy
K a E jsou také ligandy PXR (Zhang et al., 2008b; Rigalli et al.., 2021).

Enviromentalni polutanty aktivujici PXR jsou polychlorované bifenyly,
organochlorové pesticidy, polybromované bifenylethery a ftalaty (Zhang et al., 2008b;
Dvordk et al., 2020).
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Tabulka 2: Prehled exogennich a endogennich ligandii PXR

Zastupci

Puvod

Typy ligandii

cyklofosfamid

dexametazon

efavirenz

enilkonazol

fenobarbital

flukonazol

glutetimid

gugulipid

ketokonazol

klotrimazol

Léciva

medazepam

midazolam

paklitaxel

rifampicin

rifamixin

rilpivirin

Exogenni

ritonavir

taximofen

troglitazon

ftalaty

organochlorové pesticidy

Enviromentalni polutanty

polybromované bifenylethery

polychlorované bifenyly

isorhamnetin

quercetin

Flavonoidy

tamarixetin

vitamin E

Potrava

vitamin K

genistein,

koumestrol

Rostlinné ligandy

sulforafan

estrogeny

Hormony

progesteron
indol

indol-3-acetamid

indol-3-acetat

indol-3-aldehyd

Endogenni Metabolity tryptofanu

indol-3-laktat

indol-3-pyruvat

skatol

tryptamin

Metabolity cholesterolu

zluCové kyseliny

Pievzato z Zhang et al., 2008b; Cheng et al., 2012; Kodama et Negishi, 2013; Dvoiak et

al., 2020; Rigalli et al., 2021.
19



3.3.3.2 Endogenni ligandy PXR

Endogenni ligandy PXR jsou latky syntetizujici se ve vyssich organismech, mezi
které se fadi zluCové kyseliny a jejich prekurzory, hormony a produkty metabolismu
tryptofanu (Zhang et al., 2008b; Dvoriak et al., 2020; Rigalli et al., 2021).

Zlu¢ové kyseliny jsou koncovym produktem metabolismu cholesterolu a jsou
velmi dulezité pro tvorbu Zluci. (Zhang et al., 2008b). Steroidni hormony jako jsou
estrogeny a progesteron se fadi také mezi ligandy PXR. Mezi produkty L-tryptofanu
aktivujici PXR se tfadi tryptamin, indol, skatol, indol-3-acetat, indol-3-aldehyd, indol-3-
ethanol, indol-3-laktat a dalsi derivaty indolu uvedené v Tabulce 2 (Dvoiak et al., 2020).

3.4 Receptorova teorie

Receptorova teorie popisuje vztah mezi ligandem a receptorem a ma sviyj zaklad
v zakon¢ o aktivni hmot€. Jednd se o reakci, kdy se ligand navaze na receptor za vzniku
reversibilniho komplexu ligand-receptor, coz ma za nasledek zménu konformace
receptoru, ktera vyusti ve stimulaci buniky a néslednou bunécnou odpovéd. Rovnice,
které tuto interakci popisuji, maji svij zaklad v kinetice interakci malych molekul
a kinetice Michaelise a Menteové pro studium enzymt a jejich substratt (Kenakin, 1989;
Tallarida, 1995; Berns et al., 2007).

Aktivace receptoru je popsana jako mechanismus zamku a klice, kdy ligandy
mohou zptisobit svym nasednutim na receptor jeho konformacni zménu s naslednym
vyvolanim bunécné odpovédi. Schopnost latky navazat se na dany receptor s urcitou silou
se nazyva afinita a je vyjadiena disociacni konstantou KD. KD ptedstavuje koncentraci
ligandu potiebného k obsazeni 50 % populace receptoru a ¢im nizsi je jeji hodnota, tim
vyssi je afinita. Zde plati, Ze latky s vyS$i afinitou maji také vyssi potenci, neboli
schopnost vyvolat méfitelnou odpovéd’. Pro jejich navazani na receptor tak bude potieba
mnohem mens$i koncentrace na rozdil od latek s nizsi afinitou, které potiebuji vétsi
koncentraci (Welliver, 2013; Berg et Clarke, 2018).

Receptorova teorie také urcuje vztah mez davkou a odpovédi, ktery je vyjadien
pomoci kiivky. Z ni lze ziskat dva parametry — hodnotu Emax (maximalni efektivni
koncentraci) a hodnotu ECso (koncentrace ligandu pfi niz je dosazeno poloviny hodnoty
Emax). Cim niZ&i je hodnota ECso, tim vyssi je uéinnost ligandu zptisobit méfitelnou
funkéni zménu. Ackoli afinita urcuje schopnost ligandu vézat se na receptor, neurcuje

funkéni duasledky vyplyvajici z této interakce. Naproti tomu uUc¢innost zahrnuje jak
20



schopnost ligandu vézat se na receptor, tak vyvolat funkéni odpovéd’. Nazyva se také
vnitini aktivitou, ktera vyjadfuje relativni maximalni ucinek latky ve srovnani
s ptirozenym endogennim ligandem nebo modelovym ligandem receptoru (Kenakin,
1989; Kenakin, 2008; Dvotak et Cvek, 2011.; Welliver, 2013; Berg et Clarke, 2018).

Dulezité je ovSem zminit, Ze po navazani dané latky nemusi dojit k aktivaci
receptoru, ale také k jeho inaktivaci. Latky aktivujici receptor a vyvolavajici naslednou
bunécnou odpoveéd’ se nazyvaji agonisté a latky, které receptor inaktivuji a bunéénou
odpovéd’ nevyvoldvaji, se nazyvaji antagonisté. Zalezi ovSem na typu tkané, jelikoz
V jednom typu se agonista muze chovat jako full-agonista a v jiném typu miize mit
vlastnosti parcialniho agonisty. Antagonista se naopak miize chovat nékde jako
reversibilni antagonista a jinde jako ireversibilni nekompetitivni antagonista (Tallarida,
1995; Welliver, 2013).

3.4.1 Agonismus

Jak jiz bylo zminéno vyse, agonisté jsou latky schopné vyvolat po svém navazani
na receptor bunécnou odpovéd’, jako je napt. otevieni iontovych kanala s néslednou
zménou polarizace membrany, ¢i uvolnéni, katalyza nebo inhibice jinych sloucenin.
Citlivost receptoru na agonistu nebo také potenci agonisty znazoriuje kiivka zavislosti
bunééné odpovédi na logaritmu koncentrace agonisty (Obr. 6). Je charakterizovana tiemi
parametry — prahovou hodnotou, sklonem a maximalni buné¢nou odpovédi. Hlavnim
parametrem je vyse zminéna hodnota ECsp, ktera urcuje koncentraci agonisty pti niz doslo

k 50% maximalni odpovédi (Tallarida, 1995; Welliver, 2013).
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Obrazek 6: Piiklad dose-response s vyznafenou hodnotou ECso (pfevzato podle
Kenakin, 2008)
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Agonisty miizeme rozd¢lit na full-agonisty a parcialni agonisty. Full-agonisté maji
vysokou ucinnost, takze uz jeho mala koncentrace sta¢i k obsazeni receptoru a dosazeni
maximalni odpovédi. U parcidlnich agonisti je ale maximalni dosazend odpovéd
mnohem mensi nez u full-agonistt, takze pokud soutézi o spolecny receptor, parcialni

agonisté blokuji efekt full-agonisti (Kenakin, 2008).

3.4.2 Antagonismus

Antagonisté na rozdil od agonistl inaktivuji receptor a redukuji ¢i rusi aktivitu
jinych sloucenin, pravé agonisti. Je-li receptor vystaven vlivu antagonisty a agonisty
souCasné, vazba antagonisty na receptor brani nebo redukuje vazbu agonisty na dany
receptor a tim sniZzuje miru bunééné odpoveédi. Stupent redukce navazani agonisty souvisi
S koncentraci antagonisty, na jeho afinit¢ k danému receptoru a také na jeho uCinnosti
vyvolat funk¢ni odpoveéd’ (Tallarida, 1995; Welliver, 2013).

Antagonismus muzeme rozdélit na reversibilni a ireversibilni, kdy reversibilni
antagonismus se dale déli na kompetitivni a nekompetitivni.

Pti kompetitivnim antagonismu spolu dvé latky, kdy jedna je agonista a druha
je antagonista, soupefi o vazbu na stejny receptor. V obou piipadech se jedna
o0 reversibilni vazbu na receptor. Pfitomnost antagonisty snizuje koncentraci komplexu
receptor-agonista a tim i uc¢inek agonisty. Jedna-li se o full-agonistu, nedojde ke sniZeni
jeho tc¢inku snizenim mnozstvi jeho komplexu s receptorem pomoci antagonisty, pokud
nema dostate¢né¢ vysokou koncentraci. Na silu jejich G¢inku ma tedy vliv jejich
koncentrace, ale také afinita k danému receptoru, jelikoz pii vysoké afinité¢ antagonisty
muze dojit ke snizeni UCinku agonisty uz pii nizké koncentraci. Nekompetitivni
antagonismus nastane, kdyz navdzany antagonista zablokuje ptistup agonisty k receptoru
(Tallarida, 1995; Kenakin, 2008).

Ireversibilni antagonismus nastava, kdyZz se antagonista navaze na receptor pomoci
kovalentni vazby, ¢imz se miize snizit mnozstvi receptorti pro navazani agonisty na nulu

a efekt agonisty se neprojevi (Tallarida, 1995).
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3.5 Studované slouceniny

2-oxindoly jsou trida heterocyklickych aromatickych organickych sloucenin
slozenych ~ z benzenového  kruhu  spojeného s pyrolovym  kruhem, ktery
ma Vv pozici 2 karbonylovou skupinu (-C=0). Spravny chemicky nazev 2-oxindolu
je tedy 1,3-dihydro-2H-indol-2-on a existuje ve dvou hydroxylovych tautomernich
formach. Také mize byt oznaovan jako 2-indolinon, jelikoZ se jedna o derivat indolu
(Kaur et al., 2016; Khetmalis et al., 2021).

Ptirozené se vyskytuji Vv gastrointestinalnim traktu jako tryptofanové derivaty,
kde vznikaji ptisobenim bakterii stfevni mikroflory metabolizujicich L-tryptofan na indol,
jenz je nasledné metabolizovan na 2-oxindol (Obr. 7) za ptitomnosti enzymu tryptofanaz.
Proto také byva nazyvan jako ,,lidsky metabolit indolu® (Riggio et al., 2010; Khetmalis
etal., 2021).

2-oxindoly mohu byt produkovany a nalezeny i v mnoha dalsich tkanich a té€lnich
tekutinach, napt. v mozku. Jelikoz se jedna o latky vSudypiitomné, v pfirodé je mizeme
najit také v bakteriich, v bezobratlych a v rostlinach jako alkaloidy (Kaur et al., 2016;
Riggio et al., 2010).

Prvni znamy 2-oxindol byl extrahovan z rostliny femdihék plstnaty, znamy téz jako
koci¢i drap. Jedna se o dfevnatou lidnu rostouci v Amazonskych destnych pralesich
a dalsich ¢astech Jizni Ameriky (Kaur et al., 2016; Khetmalis et al., 2021).

Jelikoz je 2-oxindol produktem metabolismu tryptofanu pusobenim stievnich
mikroorganismii, které se podili na vyvoj imunitniho systétmu a tkanové
a metabolické homeostaze, ma spole¢n¢ s dal$imi jeho derivaty, jmenovité indol, indol-
3-aldehyd, 3-methyl-indol a tryptamin, duleZitou roli pravé v homeostaze, imunitni
odpovédi a spravné funkci stfevni bariéry. Proto se 2-oxindoly pouzivaji pii 1é¢bé infekce,
artritidy, rakoviny, zaludecnich viedl a dalSich zanétlivych onemocnéni, véetné tradi¢ni
mediciny (Kaur et al., 2016; Khetmalis et al., 2021; Vrzalova et al., 2022).

Kromé piirodnich, je znama i cela fada syntetickych derivatd 2-oxindolu, které
se mohou pouzivat pii lé¢be riznych onemocnéni pro své protirakovinné, antioxidacni,
antibakterialni, neuroprotektivni a analgetické ucinky. Pisobi i jako inhibitory kinazové
aktivity a agonisté B3 adrenergniho receptoru (Kaur et al., 2016).

Derivaty 2-oxindolu substituované v rliznych pozicich, zejména v pozicich C3, C4,
C5 a N1, vykazuji odlisné vlastnosti a biologickou aktivitu. Zejména spiro-oxindoly

a derivaty se substituenty v 3. a 5. pozici na benzenovém kruhu maji vysokou
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farmakologickou aktivitu. Derivaty se substituovanymi halogeny, jako je brom a chlor,
na uhliku v pozici 4 a 5 maji znacnou antibakteridlni aktivitu proti Gram-pozitivnim
I Gram-negativnim bakteriim. Také substituce na pyrolovém kruhu v pozici 3 zvysuji

antibakterialni G¢inky téchto latek (Kaur et al., 2016; Khetmalis et al., 2021).

Cl
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Obrazek 7: 2-oxindol (A) a jeho derivaty testované v této praci — 5-chlor-2-oxindol (B),
6-chlor-2-oxindol (©), 7-chlor-2-oxindol (D) (upraveno podle
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro stanoveni cytotoxicity derivati 2-oxindolu byla pouzita adherentni buné¢na

linie LS174T (ATCC, kat. ¢. CL-188; 7 000 3535) odvozena od karcinomu tlustého

stieva. Pro hodnoceni transkrip¢ni aktivity AhR byla pouzita stabilné transfekovana linie

LS174T-AhR. Tato linie byla pfipravena stabilni transfekci bunééné linie LS174T

plazmidem pGL-4.27-DRE, ktery nese gen pro rezistenci na hygromycin.

Pro hodnoceni transkripni aktivity PXR byla linie LS174T transientné

transfekovana plazmidem pSG5-hPXR a reportérovym vektorem p3A4-luc.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

0,04% roztok trypanové modii v H2O (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)
0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4049)
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, ULTRA Scientific, 48599)
2-oxindol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 59-48-3)
5-chlor-2-oxindol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 127485)
6-chlor-2-oxindol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 636215)
7-chlor-2-oxindol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 691712)
dimethylsulfoxid (DMSO, Lach:ner, kat. ¢. 20022-CT0-M1000-1)
fosfatovy pufr (PBS, Serana, kat. ¢. BDL-001)
FUGENE HD (Promega, kat. ¢. E231A)
hygromycin B (SantaCruz Biotechnology, SC-29067)
kultivaéni médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high
glucose (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s ptidavkem:
= 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540)
* 5 ml neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)
= 5 ml roztoku antibiotik (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P4333)
= 50 ml fetalniho bovinniho séra (FBS; Fetal Bovine Serum, Sigma-
Aldrich, kat. ¢. F6178)
kultivaéni médium DMEM-CS: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
high glucose (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s ptidavkem:
= 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540)
= 5 ml neesencialnich aminokyselin (Gibco, kat. ¢. 11140-035)
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5 ml roztoku antibiotik (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P4333)

50 ml hormonaln¢ inaktivniho fetalniho bovinniho séra (FBS-CS;
Fetal Bovine Serum Charcoal Stripped, Sigma-Aldrich,
kat. ¢. F6765)

lyzacni pufr (5X Reporter Lysis Buffer; Promega, kat. ¢. E397A)
methyltetrazoliova sil (MTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)
Neutral Red Assay Kit — Cell Viability (Abcam, kat. ¢. ab234039)
oktylfenol etoxylat (Triton X-100, Serva, kat. ¢. 37240)
Opti-MEM (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546)

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

substrat pro luciferazu:

1,23 mg kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, Sigma-Aldrich,
kat. & E6511)

1,32 ml trisacetat-EDTA pufr 1 mol-1?* (pH 7,8) (Sigma-Aldrich,
kat. & T8280)

5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L9504)

6,83 mg koenzym A (CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4282)

9,6 mg adenosin-5’-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419)
30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich,
kat. ¢. M5921)

168 mg dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. 43819)

doplInéné do 30 ml deionizovanou vodou

4.3 Laboratorni pomtcky

96-jamkova bila desticka na méteni luminiscence (NUNC)

96-jamkova Cerna desticka na méteni luminiscence (NUNC)

96-jamkové¢ kultivacni desticky (TPP)

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

bunicina (Tork)

Biirkerova komirka (Assistent)

kryci sklicka 22x22mm (Menzel Gliser)

mikrozkumavky o objemech 0,5 ml, 1,5 ml, 5 ml (BlOplastics)
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e multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 30 — 300 pl
(Eppendorf)

e nastavitelna multikanalova pipeta 15 — 300 ul (Eppendorf)

e Petriho misky o objemech 40 ml a 60 ml (TPP)

e pipetor FastPette (Labnet)

e plastova nadobka o objemu 125 ml (TPP)

e plastové kultivacni lahve 75 ml a 150 ml (TPP)

e plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky

e plastové Spicky v rozsahu 0,1 — 10 pul, 2—200 pl, 20 — 300 ul, 100 — 1000 pl
(Eppendorf)

e plastové zkumavky o objemech 15 ml a 50 ml (TPP)

e sterilni plastové pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

4.4 Pristroje
e aspirator FTA-1 (Biosan)
e CO> inkubator (N-Biotek)
e hlubokomrazici box (Green Line)
e laminarni box Labculture (ESCO)
e multifunk¢éni modulérni reader Infinite M200 (Tecan)
e svételny mikroskop (Novel Optics)
e tiepacka Mini-Rocker Shaker MR-12 (Biosan)
e vodni lazenn LCB 11D (Daihan Labtech)
e vortex Reax top (Heidolph)

4.5 Pouzité metody

4.5.1 Kaultivace a pasazovani bunék

Buiky LS174T byly kultivovany v kultivaéni lahvi v inkubatoru pii 37 °C
v 95% vlhkosti a atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Samotné pasazovani probihalo za piisné
sterilnich podminek v laminarnim boxu. Buniky byly kultivovany pomoci DMEM média
ohtatym spolecné s fosfatovym pufrem (PBS) a 0,25% trypsinem ve vodni lazni na 37 °C.
Po odsati média z kultivacni lahve byly buniky oplachnuty 5 ml PBS. Po odsati PBS byl
na buiky napipetovan 1 ml 0,25% trypsinu a buniky byly umistény na 5 minut

do inkubatoru k trypsinizaci pti 37 °C. Po trypsinizaci nasledovalo rozsuspendovani
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bun¢k 9 ml média o dno kultivacni lahve a jejich piepipetovani do plastové zkumavky.
Z ni byly zpét do 1ahve odebrany 2 ml resuspendovanych bunék spole¢né s 18 ml média

a lahev byla umisténa do inkubatoru. Buiky byly pasazovany vzdy v rozpéti 3 az 4 dnt.

4.5.2 Priprava bunék na experiment

Pii pfipravé bunc¢k na experiment byly bunky zpasaZzovany a resuspendovany.
Nasledné byla suspenze ptenesena do plastové zkumavky, z niz bylo prepipetovano 10 pl
suspenze bun€k do mikrozkumavky, do které bylo ptipipetovano 90 pl 0,04% trypanové
modfi. Po promichani byla smés nanesena do Biirkerovy komurky pro zjisténi
mnozstvi bun€k, ze kterého byla vypocitana jejich hustota. Bunétna suspenze byla
po naiedéni DMEM  médiem, u luciferazové reportérové eseje DMEM-CS
médiem, napipetovana do 96-jamkové desticky. U testu neutralni ¢ervené bylo potiebné,
aby jedna jamka obsahovala 20 000 bunék v 200 upl kultivaéniho média, u MTT
testu 40 000 bun¢k a u luciferazové reportérové eseje 80 000 bunék pro 4-hodinovy
test a 40 000 bun¢k pro 24-hodinovy test. Bunky byly u vsSech testli vysety piimo
na 96-jamkovou desti¢ku, pouze u luciferazové reportérové eseje pro PXR receptor byly
bunky pfed vysetim transientné transfekované. Nasledné byly desticky s vysetymi
bunikami umistény do inkubatoru k 24-hodinové inkubaci pii 37 °C, 95% vlhkosti
a atmosféfe obsahujici 5 % COz. Po inkubaci bylo médium z jamek odsato a byly

aplikovany testované latky.

4.5.3 Transfekce bunék

Buiikky LS174T byly pro luciferdzovou reportérovou esej pii testovani receptoru
PXR transfekovany plazmidem pSG5-hPXR a reportérovym vektorem p3A4-luc pomoci
transfekéniho ¢inidla FUGENE HD. Transfekéni smés byla pfipravena na zakladé
mnozstvi jednotlivych latek na jednu jamku uvedeného v Tabulce 3 a celkového poctu

transfekovanych jamek pro dany experiment.

Tabulka 3: Priprava transfekéni smési

Jednotlivé latky MnoZstvi na 1 jamku
Optimem 6,33 ul
FUGENE HD 0,40 pl
PXR 0,03 ug
p3A4-luc 0,10 pug
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Nejdiive bylo smichano ¢inidlo FUGENE HD s Optimem. Za jejich
nasledné 5-minutové inkubace byl smichan plazmid pSG5-hPXR s reportérovym
vektorem p3A4-luc. Po péti minutach byla tato smes plazmid — vektor ptidana do smési
FUGENE HD — Optimem a 20 minut inkubovana. Takto ptipravena transfekéni smés byla
smichana se suspenzi bunék nafedénou DMEM-CS médiem a vyseta na 96-jamkovou
desti¢ku. Desti¢ka byla poté umisténa do inkubatoru k 24-hodinové inkubaci pii 37 °C,
95% vlhkosti a atmosféfe obsahujici 5 % CO2. Po inkubaci bylo médium z jamek odsato
za nasledné aplikace testovanych latek.

4.5.4 Aplikace derivati 2-oxindolu a kontrol na bunky

Derivaty 2-oxindolu (5-chlor-2-oxindol, 6-chlor-2-oxindol a 7-chlor-2-oxindol)
byly rozpustény v DMSO a nafedény na zasobni roztoky o koncentracich uvedenych
v Tabulce 4. Tyto zasobni roztoky se poté pii aplikaci latek na 96-jamkové destic¢ky fedily
DMEM médiem 1000x na koncentrace uvedené v Tabulce 4, u luciferazové eseje

pro stanoveni aktivity PXR receptoru se latky fedily depletovanym DMEM médiem.

Tabulka 4: Koncentrace roztokt derivata 2-oxindolu

Z4sobni roztoky 1 000x fedéné roztoky

1 umol-1*? 1 nmol-1*

10 umol-1*? 10 nmol-1*?

100 umol-1*? 100 nmol-1*
1 mmol-1* 1 pmol-1?

10 mmol-1* 10 pmol-1*

25 mmol-1* 25 pmol-1?

50 mmol-1*? 50 pmol-1?

100 mmol-1* 100 pmol-1*

200 mmol-1* 200 pmol-1*

Pro MTT test a test neutrdlni ¢ervené bylo pouzilo DMEM médium s 0,1%
DMSO jako negativni kontrolou a s 2% Tritonem jako pozitivni kontrolou. Latky byly
spole¢né s kontrolami aplikovany v tetraplikatu, u testu neutrdlni eseje v pentaplikatu,
po 200 ul na jamku a desticka byla nasledné umisténa do inkubatoru na 24 hodin.

U luciferazové reportérové eseje pro testovani aktivity AhR bylo jako negativni
kontrola pouzito depletované DMEM médium s0,1% DMSO a jako
pozitivni kontrola depletované DMEM médium s 10nmol-1* TCDD, v jednom testu
s 200umol-1? 2-oxindolem. Pro testovéani aktivity PXR receptoru bylo jako negativni

kontrola pouzito depletované DMEM médium s 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola
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depletované DMEM médium s 10pumol-1"* RIF. Latky byly spole¢n& s kontrolami
aplikovany na 96-jamkovou desticku v pentaplikdtu a umistény do inkubatoru
na 4 a 24 hodin u testovani aktivity AhR receptoru, na 24 hodin u testovani aktivity PXR

receptoru.

455 MTT test

MTT test slouzi ke studiu vlivu latek na bunky, kdy se sleduje, ptijakych
koncentracich jsou dané latky pro bunky toxické. Test je zalozeny na redukci zluté
zbarvené methyltetrazoliové soli na fialovy formazan pomoci dehydrogenaz.
Dehydrogenazy jsou aktivni v mitochondriich pouze u zivych neposkozenych bunék.
Sleduje se tedy viabilita bunék, jelikoz mnozstvi vzniklého fialového produktu je pfimo
umérné zivotnosti bun€k. Vyhodnoceni je spektrofotometrické pii 595 nm, kdy se mé&fi
intenzita vzniklého zbarveni na jejimZ zéklad¢ se stanovi viabilita bunék.

Po 24-hodinové inkubaci bunék s testovanymi latkami, byly latky vyklepnuty
z 96-jamkové desticky, ktera byla osusena bunicinou. Nasledné byly jamky promyty
100 ul PBS po jehoz vyklepnuti a opétovném osuSenim desticky bylo do jamek
napipetovano 100 ul MTT nafedéného DMEM médiem na vyslednou koncentraci
0,3 mg-ml™?. Desticky byly nasledné umistény do inkubatoru k inkubaci na 20 minut
do vytvofeni modro-fialové zbarvenych krystalkd. Po 20 minutach byla desticka opét
vyklepnuta, osusena a do jamek bylo napipetovano 70 ul DMSO. Desti¢ky byly jemné
protiepany a po rozpusténi krystalku byla pomoci spektrofotometru Infinite 200 zmétena
absorbance pii vlnové délce 595 nm. Z vyslednych hodnot byla nasledné stanovena
viabilita bunék, a to ve formé& procent vztazenych k DMSO jako Kk negativni kontrole,

ktera ptedstavovala 100% Zivotnost bunék.

4.5.6 Test neutralni ¢ervené

Test neutralni Cervené (NR assay) je test viability bunék, ktery je zalozeny
na principu hromadéni ¢erveného barviva 3-amino-7-dimethylamino-2-methylefenazin
hydrochloridu v lysozomech zivych bunék. Mnozstvi ¢erveného barviva ulozeného
Vv lysozomech je tak ptimo imé&rné Zivotnosti bunék. Vyhodnoceni je spektrofotometrické
pfi 540 nm, kdy se mé&fi intenzita vzniklého zabarveni na jejimz zéklad¢ se stanovi
viabilita bunék.

Po 24-hodinové inkubaci bunék s testovanymi latkami byly latky vyklepnuty

z 96-jamkové desticky, ktera byla osusena bunicinou. Nasledn¢ byly jamky promyty
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200 pl 1X promyvaciho roztoku po jehoz vyklepnuti a opétovném osusenim desticky bylo
do jamek napipetovano 150 pl roztoku neutralni Cerveni nafedéné s DMEM médiem
v poméru 1:99. Desticky byly nasledné umistény do inkubatoru k inkubaci na 2 hodiny.
Po uplynulé dob¢ byla desticka opét vyklepnuta, osusena a jamky byly proplachnuty
250 pl 1X promyvaciho roztoku. Roztok byl nasledné vyklepnut a osusena desticka byla
ponechana k vyschnuti. Poté bylo do jamek napipetovano 150 pl solubilizaé¢niho roztoku
a desticka byla umistila na kyvacku na 20 minut. Nasledné byla pomoci spektrofotometru
Infinite 200 zméfena absorbance pii vinové délce 540 nm. Z vyslednych hodnot byla
stanovena viabilita bun€k ve formé& procent vztazenych k DMSO jako K negativni

kontrole, kterd ptedstavovala 100% zivotnost bunék.

4.5.7 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérovd esej je metoda jejiz pomoci se zjisStuje vliv latek
na aktivitu jadernych receptorti méfenim mnozstvi emitovaného svétla vzniklého oxidaci
substratu luciferinu. Princip spociva v navazani aktivniho receptoru na promotor
a nasledné expresi genu pro enzym luciferazu, jez katalyzuje oxidaci luciferinu. Mnozstvi
emitovaného svétla je tedy ptfimo timérné aktivité receptort.

Pro navazani aktivovaného receptoru se musi do dané bunééné linie transfekovat
reportérovy vektor p3A4-luc se zaklonovanym promotorem pro vazbu receptoru a genem
pro luciferazu. JelikoZz pro méteni aktivity receptoru AhR byla pouzita jiz transfekovana
linie LS174T-AhR, byla potiebna pouze transfekce linie LS174T pro méfeni aktivity
receptoru PXR.

Po 4-hodinové a 24-hodinové inkubaci bunék s testovanymi latkami, byly latky
vyklepnuty z 96-jamkové desticky, ktera byla osusena bunic¢inou. Nasledné byly jamky
promyty 80 ul PBS po jehoz vyklepnuti a opétovném osusenim desticky bylo do jamek
napipetovano 20 ul 1X reportérového lyzac¢niho pufru. Desticka byla nasledné umisténa
do skfinového mraziciho boxu pifi — 80°C Kk zamrazeni minimalné¢ na 20 minut.
Po 20 minutach byla desti¢ka umisténa na tiepacku k rozmrazeni a poté bylo 6 ul lyzatu
prepipetovano na bilou 96-jamkovou desku pro méfeni aktivity AhR receptoru nebo
na ¢ernou 96-jamkovou desku pro méfeni aktivity PXR receptoru. Klyzatu bylo
pfipipetovano 30 pl substratu pro luciferizu a pomoci spektrofotometru
Infinite 200 v programu I-Controll byla zmétena luminiscence. Namétené hodnoty
ze vsech opakovani byly zprimérovany a jako fold indukce u agonistického modu z nich

byla vyjadiena luciferazova aktivita vztazena k DMSO jako K negativni kontrole.
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Luciferazova aktivita byla v antagonistickém modu vyjadiena jako procenta vztazena

k TCDD ¢i RIF jako k pozitivni kontrole, ktera predstavovala 100 %.

4.5.8 Vyhodnoceni

MTT test byl proveden ve Ctyfech na sebe nezavislych experimentech, test neutralni
cervené¢ byl proveden pouze jednou a luciferazova reportérova esej byla provedena
ve tiech experimentech pro AhR i PXR receptor. Pomoci studentského t-testu byly
stanovené statisticky prikazné rozdily vysledkli v porovnani s kontrolami. Tyto rozdily

byly signifikantni na hladiné pravdépodobnosti p<0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxickych ucinki chlorovanych derivata 2-oxindolu
na bunécnou linii LS174T

Cytotoxické uc¢inky chlorovanych derivati 2-oxindolu na buné¢nou linii LS174T
byly stanoveny pomoci MTT testu. Z vysledka vyplyva, ze ani u jednoho z chlorovanych
derivata 2-oxindolu nedoslo k poklesu viability bunék pod 70 % (Obr. 8A-C). U 6-chlor-
2-oxindolu ovsem doslo ve tfech nezavislych méfeni k vyraznému naristu viability bunék
nad 100 % (Obr. 8B), zejména u koncentrace 10 umol-1%, kdy viabilita byla
135,86 + 14,3 % a u koncentrace 25 umol-1?, kdy viabilita byla 132,68 + 13,6 %.

Z tohoto divodu byl vliv 6-chlor-2-oxindolu na buiiky otestovan pomoci testu
neutralni ¢ervené pro ovéteni, zda dand latka potencionalné zvysuje viabilitu na bunééné
urovni nebo pusobi pouze na mitochondrialni dehydrogenazy.

Z vysledkd je ziejmé, Ze viabilita bun€k po pusobeni 6-chlor-2-oxindolu byla
u testu neutralni ¢ervené pii vSech koncentracich nizsi nez 100 % (Obr. 8D). Z ¢ehoz
mizeme usoudit, Ze 6-chlor-2-oxindol pravdépodobné¢ ovlivituje  aktivitu
mitochondrialnich dehydrogenéz. Z tohoto pozorovani vyplyva, ze pii pouziti MTT testu
na otestovani viability bunck u této latky mize dojit ke zkresleni vysledka.

Na zéklad¢ téchto zjisténi mizeme konstatovat, Ze vybrané chlorované derivaty
2-oxindolu nemély cytotoxicky u¢inek na buné¢nou linii LS174T, a proto mohly byt

nasledné pouzity pro testovani jejich vlivu na transkripéni aktivitu AhR a PXR.
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Obrazek 8: Vliv plsobeni chlorovanych derivati 2-oxindolu na viabilitu bunééné linie
LS174T po 24-hodinové aplikaci

Bunécéna linie byla inkubovana se studovanymi latkami o riiznych koncentracich. Jako negativni kontrola
bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola 2% Triton. Viabilita bun€k byla vztazena k nejniZsi
koncentraci 0,001 umol-1%, kterd pedstavovala 100 %. Vysledné hodnoty uvedené v grafu jsou u MTT
prumérem ze ¢ty na sob& nezavislych experimentt, U MTT 6-chlor-2-oxindolu primér ze tii na sobé
nezavislych testti a u NR assay se jedna o reprezentativni experiment. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci
Studentova t-testu a a * oznacuje hodnoty statisticky signifikantni.
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5.2 Vliv chlorovanych derivati 2-oxindolu na transkripéni aktivitu
AhR

Transkripéni aktivita AhR byla stanovena pomoci luciferazové reportérové eseje.
Zvysledki méfeni vyplyva, Ze pifi  4-hodinovém pulsobeni V porovnani
s pozitivni kontrolou TCDD (pfi koncentraci 200 umol-1? indukuje 6,9x), ktera
zde predstavuje 100% aktivaci AhR, aktivuje 2-oxindol AhR od koncentrace 1 pmol-1™
(Obr. 9D), kdy uz tato hodnota je signifikantni. Nejvyssi aktivita byla pfi koncentraci
200 pmol-1? 89,8 + 15,4 %. Hodnota ECso pro 2-oxindol je 5,8 + 1,16 pmol-17.
Testované latky 5-chlor-2-oxindol, 6-chlor-2-oxindol a 7-chlor-2-oxindol (Obr. 9A-C)
V porovnani s 2-oxindolem mély vliv na transkripéni aktivitu AhR ve vSech
koncentracich. Latka 7-chlor-2-oxindol (Obr. 9C) vykazuje podobny ucinek
na transkripéni aktivitu AhR v porovnani s 2-oxindolem, kdy hodnoty ECso jsou si velmi
podobné, 5,8 £ 1,16 umol-1" u 2-oxindolu a 4,9 £ 3,13 pmol-1" u 7-chlor-2-oxindolu.
Pokles v u¢inku na transkrip¢ni aktivitu AhR byl pozorovan v piipadé 5-chlor-2-oxindolu
(Obr. 9A), kdy uc¢innost u nejvyssi koncentrace 200 pmol-1" klesla z 90 % na 50 %,
coz se projevilo i na hodnoté ECso, ktera je pro tuto latku 25,7 = 9,10 umol-1"t. Naopak
vyrazné¢ zvySeni uinnosti v porovnani s 2-oxindolem je mozné pozorovat v piipadé
pusobeni 6-chlor-2-oxindolu (Obr. 9B). Tato latka méla nejvyssi ucinek na aktivitu AhR
0,08 + 0,02 pumol-1™%.

Pfi  24-hodinovém plsobeni v porovnani s pozitivni kontrolou TCDD
(pti koncentraci 200 pmol-1? indukuje 14,2x), kterd zde piedstavuje 100% aktivaci,
aktivuje 2-oxindol AhR od koncentrace 50 umol-1"t (Obr. 9H). Nejvyssi aktivita byla
pii koncentraci 200 umol-1?, ato12,7+5,4%. HodnotaECso pro 2-oxindol
je 258 £ 221 pmol-1?, tato hodnota je pouze orientaéni. Testované latky 5-chlor-2-
oxindol, 6-chlor-2-oxindol a 7-chlor-2-oxindol (Obr. 9E-G) v porovnani s 2-oxindolem
mély vliv na transkripcni aktivitu AhR ve vSech koncentracich. NavySeni Vv G¢inku
na transkripéni aktivitu AhR v porovnani s 2-oxindolem bylo pozorovano u 7-chlor-2-
oxindolu (Obr. 9G), kdy t¢innost u nejvyssi koncentrace 200 umol-1* stoupla z 13 %
na 37 %. Hodnotu ECso pro tuto latku nebylo mozné stanovit. Podobné zvySeni u¢innosti
oproti 2-oxindolu je mozné pozorovat v piipadé pisobeni 5-chlor-2-oxindolu (Obr. 9E),
kdy u&innost u nejvy$si koncentrace 200 pmol-1?! stoupla z13 % na 53 %,

cozse projevilo na hodnot¢ ECso, kterd je pro tuto latku 21,5+ 4,42 pmol-1™.
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Nejvyraznéjsi  zvySeni  ulinnosti v porovnani s 2-oxindolem  je mozné
pozorovat Vv piipad¢ pusobeni 6-chlor-2-oxindolu (Obr. 9F), kdy u nejvyssi koncentrace
200 umol-1? stoupla uéinnost z 13 % na 70 %. Orientaéni hodnota ECso je pro tuto latku
127 + 143 umol-17.

Porovname-li mezi sebou miru aktivace AhR pfi 4- a 24-pisobeni, u 2-oxindolu
(Obr. 9D, H), pozorujeme vyrazné snizeni v transkripéni aktivit¢ AhR, u 5-chlor-2-
oxindolu (Obr. 9A, E) se aktivita AhR pfili§ nezménila, u 6-chlor-2-oxindolu
(Obr. 9B, F) aktivita AhR u koncentraci 10 a 25 umol-1? klesla téméf 4x, u nejvyssi
koncentrace doslo k nepatrnému snizeni aktivity AhR a u 7-chlor-2-oxindolu (Obr. 9C,G)
klesla aktivita AhR na polovinu.

Na zaklad¢ téchto zjisténi je mozné konstatovat, Ze vSechny tf1 testované latky byly
schopné indukovat transkripéni aktivitu AhR pii 4- i 24-hodinovém experimentu.
Nejucinnéjsim aktivatorem se jevi 6-chlor-2-oxindol pii 4-hodinovém pusobeni na bunky
(Obr. 9B), jelikoz u n& byla detekovana nejvyssi aktivita AhR uZz pii nizkych

koncentracich v porovnani s ostatnimi latkami.
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Obrazek 9: Vliv plisobeni chlorovanych derivati 2-oxindolu na transkripéni aktivitu
AhR v bunécné linii LS174T po 4-hodinové a 24-hodinové aplikaci

Bunécna linie byla inkubovana se studovanymi latkami o riznych koncentracich. Jako negativni kontrola
bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola 10nmol-1"? TCDD. Aktivita AhR byla vztaZena
k pozitivni kontrole, kterd piedstavuje 100 %. Vysledné hodnoty uvedené v grafu jsou u 4-hodinového
experimentu primérem ze Ctyf na sob& nezavislych experimentl, u 24-hodinového experimentu ze tii
nezavislych experimentl. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu a * ozna¢uje hodnoty

statisticky signifikantni. Hodnoty ECso byly vypoditany pomoci GraphPad Prism 9 s pomoci vedouci

bakalarské prace.
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5.3 Vliv chlorovanych derivati 2-oxindolu na transkripéni aktivitu
PXR

Transkrip¢ni aktivita PXR byla stanovend pomoci luciferdzové reportérové eseje
a vyjadrena jako nasobek indukce (fold induction) vztazeny k negativni kontrole DMSO.
Z vysledkti méfeni vyplyva, ze pii 24-hodinovém ptisobeni 2-oxindolu na transkripéni
aktivitu PXR (Obr. 10D) v porovnani s pozitivni kontrolou RIF (fold indukce 15,6x),
ktera zde predstavuje 100% aktivaci, ma 2-oxindol nizkou miru indukce. Pti koncentraci
200 pmol-1? indukuje to 3,4x (Gcinnost vci RIF je 22%) V porovnani s negativni
kontrolou DMSO (Obr. 10D). Podobné nizky vliv na aktivitu PXR jako 2-oxindol mé&ly
i latky 5-chlor-2-oxindol a 6-chlor-2-oxindol. 5-chlor-2-oxindol (Obr. 10A) mél nejvyssi
nasobek indukce pii koncentraci 200 umol-17, ato 1,5%, pro 6-chlor-2-oxindol (Obr.
10B) byl nasobek indukce pfi této koncentraci 2,5x. Navyseni v G¢inku na transkrip¢ni
aktivitu PXR v porovnani s 2-oxindolem bylo pozorovano u 7-chlor-2-oxindolu
(Obr. 10C), kdy nasobek indukce U nejvyssi koncentrace 200 pmol-1"? stoupl z 3,4x
na 27,3x (a¢innost vic¢i RIF je 50%).

Na zaklad¢ téchto zjisténi je mozné konstatovat, ze latky 5-chlor-2-oxindol
(Obr. 10A) a 6-chlor-2-oxindol (Obr. 10B) nebyly schopné indukovat transkrip¢ni
aktivitu PXR. Nejucinnéjsim aktivatorem se jevi 7-chlor-2-oxindol (Obr. 10C), jelikoz

byla u n¢j detekovana nejvyssi aktivita PXR Vv porovnani s ostatnimi testovanymi latkami.
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Obrazek 10: Vliv pisobeni chlorovanych derivati 2-oxindolu na transkripéni aktivitu
PXR v bunécné linii LS174T po 24-hodinové aplikaci

Bunécna linie byla inkubovana se studovanymi latkami o riiznych koncentracich. Jako negativni kontrola
bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola 10umol-1* RIF. Aktivita PXR byla vztaZena k negativni
kontrole, ktera ptedstavuje hodnotu indukce 1. Jednd se O reprezentativni experimenty. Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Studentova t-testu a * oznacuje hodnoty statisticky signifikantni.
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6 DISKUZE

V poslednich letech je velka pozornost vénovana studiu metabolitl stievni
mikroflory a jejich Gi¢inku na aktivitu receptort AhR a PXR. Ty ovliviuji expresi fady
gend podilejicich se nejen na metabolismu xenobiotik, ale také na téch, které moduluji
radu dal$ich fyziologickych a patofyziologickych procesti. Hlavnim z4jmem téchto studii
byl zejména vliv derivata tryptofanu v souvislosti s gastrointestinalnimi potiZzemi
(Stepankova et al., 2018; I11és et al., 2020; Vyhlidalova et al., 2020Db).

V této bakalarské praci byl sledovan vztah mezi strukturou a funkci derivatt
2-oxindolu s ohledem natranskripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru
a pregnanového X receptoru. Protuto studii byla vybrana bunétna linie LS174T
odvozena od karcinomu tlustého stieva, kdy pro testovani transkripéni aktivity AhR byla
pouzita stabilné transfekovana linie LS174T-AhR. Pro testovani transkrip¢ni aktivity
PXR bylo potieba linii LS174T transfekovat. Pro testovani byly vybrany latky 5-chlor-2-
oxindol, 6-chlor-2-oxindol a 7-chlor-2-oxindol.

V prvni ¢asti experimentu byl studovan vliv testovanych latek na viabilitu bunécné
linie LS174T. Vysledky MTT testu ukazaly, Ze ani u jedné latky nedoslo k vyraznému
poklesu viability, u 6-chlor-2-oxindolu ale doslo k mirnému navySeni. Po provedeni testu
neutralni ¢ervené se viabilita pohybovala kolem 100 %, z ¢ehoz Ize usoudit, ze 6-chlor-
2-oxindol pravdépodobné ovliviiuje aktivitu mitochondrialnich dehydrogenaz, ¢imz
muze zkreslit vysledky MTT testu.

Ve druhé ¢asti experimentu se testovala transkripcni aktivita AhR a PXR pomoci
luciferazové reportérové eseje, kdy modelovym ligandem pro AhR bylo TCDD
a pro PXR rifampicin. Po 4- a 24-hodinovém puisobeni testovanych latek na AhR byla
nejvyssi aktivita zaznamenana u 6-chlor-2-oxindolu. Pravé modifikace chlorem k pozici
6 mé¢la vyznamny vliv na zvySeni G¢innosti transkripéni aktivity AhR a také na sniZeni
mikrobialnich derivata tryptofanu, napt. indolu, 3-methylindolu a indol-3-acetamidu,
na aktivitu AhR v buné¢né linii AZ-AhR pfii 4-hodinové kultivaci (Vrzalova et al., 2022).
Autofi v této praci zjistili, ze nejicinnéj$imi agonisty AhR byly indol-3-acetamid
a indol s u¢innosti 84 % a 66 %. Nejvyssi potence byla pozorovana u indol-3-acetamidu
a 3-methylindolu s hodnotami ECso 4,5 pmol-1" a 8,4 umol-1™. Pro porovnani s 6-chlor-
2-oxindolem byla u této latky zjisténa Gi¢innost 102 % a hodnota ECso 0,08 pmol-17%. Indol

a indol-3-acetamid byli neji¢inngjsimi agonisty, ovsem s velmi nizkou potenci, i ve studii
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Vyhlidalové a spol., ve které se ale jednalo o 24-hodinovy experiment (Vyhlidalova et
al., 2020b). Z pozorovani G¢inkt studovanych latek na aktivitu AhR za 4 a 24 hodin
je patrné, ze po 24-hodinovém pusobeni klesa uc¢innost 2-oxindolu pravdépodobné
v disledku metabolismu aplikované slouc¢eniny. Na druhou stranu je zde
pozorovana stabilizace halogenem vedouci ke zpomaleni zmiflovaného metabolismu.
Utinnost ~ 6-chlor-2-oxindolu  byla po 24 hodindich 70%. Vjiné praci
byl sledovan vliv methylovanych a methoxylovanych derivati indolu na bunécnou
linit AZ-AhR pii 8 a 24-hodinovém pusobeni, kdy nejucinngjsimi agonisty byly
za 24 hodin 4-methylindol, 6-methylindol a 7-methoxyindol s134%, 91% a 80%
ucinnosti (Stepankova et al., 2018).

Po 24-hodinovém putsobeni testovanych latek na aktivitu PXR Dbyla
zaznamenana nejvyssi aktivita u 7-chlor-2-oxindolu, z ¢ehoz Ize vyvodit, Zze modifikace
V pozici 7 ma vliv na zvyseni aktivity PXR. Uéinnost pisobeni této latky na aktivitu PXR
V porovndni s modelovym ligandem rifampicinem byla asi 50%, latku lze tedy zaradit
mezi slab8i agonisty, stejn¢ jako napf. indol. Mnohem vyssi Gc¢inek na aktivitu PXR,
srovnatelny s rifampicinem, byl pozorovan napi. u indol-3-acetamidu v bunééné linii
LS180 (Iliés et al., 2020). Pozornost byla zaméfena také na aktivitu methylovanych
indoli v pozicich 1 az 7 (Vyhlidalova et al., 2020a). Vtéto praci byla
pozorovana pomérné nizka schopnost 7-methylindolu indukovat aktivitu PXR,
Vv porovnani se 7-chlor-2-oxindolem. | kdyZ u obou latek doslo k substituci v pozici 7,
relativni G¢innost pro 7-methylindol byla 34%, zatimco pro 7-chlor-2-oxindol 50%
V porovnani s rifampicinem.

Porovnanim pisobeni testovanych latek na aktivitu AhR a PXR pti 24-hodinovém
experimentu je ziejmé, ze 5-chlor-2-oxindol a 6-chlor-2-oxindol jsou selektivni agonisté
AhR, jelikoz vlivem jejich ptusobenim nedoSlo k vyznamné aktivaci PXR. Pouze
modifikace chlorem v pozici 7 méla vliv na transkrip¢ni aktivitu PXR i AhR.

Pro lepsi charakterizaci u¢inku testovanych latek na PXR by bylo vhodné sledovat
jejich vliv za kratsi Casovy interval, napf. pii 8-hodinovém puisobeni. Dale se nabizi
sledovat expresi cilovych genli AhR a PXR na trovni RNA napf. pomoci kvantitativni

PCR a pomoci ligand vazebné eseje prokazat vazbu latky 6-chlor-2-oxindol na AhR.
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7 ZAVER

V této bakalaiské praci byl zkoumany vliv chlorovanych derivata 2-oxindolu
na transkripéni  aktivitu AhR a PXR vlidské bunéné linii LS174T
odvozené od karcinomu tlustého stieva. Testovany byly celkem tii derivaty 2-oxindolu,
a to 5-chlor-2-oxindol, 6-chlor-2-oxindol a 7-chlor-2-oxindol.

V literarnim piehledu byly popsany jednotlivé faze procesu biotransformace
xenobiotik vcetné enzymdu, které se téchto procest ucastni. Déle zde byly popsany
receptory AhR a PXR regulujici expresi gend téchto enzymit, s diirazem na jejich
mechanismus aktivace, ulohu ve fyziologickych a patofyziologickych procesech
a na jejich exogenni a endogenni ligandy. V jeho zavéru byla zminéna receptorova teorie
a popis studovanych sloucenin.

V experimentalni ¢asti byla nejdiive zjiStovana cytotoxicita studovanych latek
na danou buné€nou linii pfi 24-hodinovém plisobeni pomoci MTT testu. Ani jedna
Z koncentraci testovanych latek nebyla pro buiiky toxicka, proto je bylo mozné pouzit
v druhé fazi experimentalni Casti. Jelikoz ale u 6-chlor-2-oxindolu doslo k narustu
viability bun¢k, byl jeho vliv otestovan pomoci testu neutrdlni cervené, kde hodnoty
viability klesly pod 100 %. Z tohoto pozorovani lze vyvodit mozny vliv 6-chlor-2-
oxindolu na aktivitu mitochondrialnich dehydrogendz s moznym zkreslenim vysledki.

Ve druhé fazi experimentalni ¢asti byl sledovan vliv latek na transkripcni aktivitu
AhR pii 4- a 24-hodinovém experimentu a na aktivitu PXR pfi 24-hodinovém
experimentu metodou luciferazové reportérové eseje. Nejvetsi vliv na aktivitu AhR mél
6-chlor-2-oxindol, kdy nejvyssi naméfena aktivita AhR byla pfi koncentraci 25 pmol-17,
ato 103% v porovnani s pozitivni kontrolou TCDD od ¢ehoz se odviji i hodnota ECso,
ktera je 0,08 + 0,02 umol-1". Metabolicky stdlym se jevi 5-chlor-2-oxindol, jelikoZ u ng;
po 24 hodinach doslo k nepatrnému snizeni u€inku na AhR. Na aktivitu PXR mél vyrazny
vliv pouze 7-chlor-2-oxindol, kdy nejvyssi aktivita byla zaznamenana u koncentrace
200 umol-l'l, a to 50 %, s nasobkem indukce 27,3x oproti negativni kontrole.

Na zakladé¢ ziskanych vysledku je nejucinngjsim ligandem AhR 6-chlor-2-oxindol,
ktery je také spolecné 5-chlor-2-oxindolem jeho selektivnim ligandem, a pro PXR
je nejucinngjsim ligandem 7-chlor-2-oxindol. Tato prace dopliiuje nase znalosti 0 tom,

které sterické polohy chloru maji vliv na aktivitu AhR a PXR,
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