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1 UVOD

Jaderné receptory jsou rodina transkrip¢nich faktord, které reguluji metabolismus, reprodukci,
zanét a udrzuji homeostazu. Tato prace se zamétuje na aryl uhlovodikovy receptor (AhR),
Pregnanovy X receptor (PXR) a na jejich roli ve stfevni mikroflote a stievnich zanétlivych
onemocnénich.

Stievni mikroflora hraje dalezitou roli pro zdravi organismu. Stfevni mikrobiomy pfispivaji
k G¢innosti a spolehlivosti 1é¢iva. Mikroflora je velmi rozmanita a ovliviiuji ji rizné faktory.
Mezi tyto faktory patii strava jedince, genetika a nebo také Zivotni styl. Stfevni mikroflora také
ovliviiuje signalni molekuly, které ovliviiyji imunitni systém. Bunky stfevniho epitelu tvoii
hranici mezi organismem a mikroflérou. Stfevni epitel je tvofen krypty a KIKy. Substraty
ziskané ze stravy ovliviiuje imunitni bariéru stfeva. Z tohoto vy¢tu mizeme odvodit odvodit
diilezitost role stfevniho mikrobiomu v imunitnich reakcich.

Zmeéna sttevni mikroflory se podili na rGznych onemocnénich, mezi které patii zanétlivé
onemocnéni stfev (IBD). IBD je chronické a nespecifické onemocnéni, které¢ zahrnuje
ulcerdzni kolitidu (UC) a Crohnovu nemoc (CD). Mezi faktory ovliviiujici IBD patii periodické
zvy$eni medikace, zanét zptisobeny genetickymi faktory, ¢i chirurgickym zakrokem.Piedchozi
studie ukdzaly, Ze AhR a PXR m4ji vliv na onemocnéni stfevni mikroflory.

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) je transkripéni faktor, ktery je aktivovan navazanim
ligandu. AhR hraje dlleZitou roli v metabolismu xenobiotik a podili se na regulaci
kardiovaskularniho, gastrointestinalniho, nervového a imunitniho systému. AhR je exprimovan
ve stievnim epitelu, kde je dalezity pro rovnovahu vrozenych lymfoidnich bunék (ILC) a
reaguje na snizeni indolu sniZzenim diferenciaci mononuklearnich fagocytt. Také se podili na
udrzeni integrity a funkce stfevni bariéry a reguluje diferenciaci T bunék. Pregnanovy X
receptor je transkripcni faktor aktivovan ligandem. Patii mezi sirotéi receptory, protoze zatim
nebyly objeveny zadné endogenni ligandy. PXR se nachazi ve vysoké koncentraci v jatrech,
tlustém a tenkém stfevé. PXR hraje dileZitou roli v fizeni metabolismu xenobiotik a udrzuje
homeostazy zlucovych kyselin, steroidi a hormond. PXR se podili na onemocni kosti,
zanétlivych poruchach, dyslexii a jaterni fibroze. PXR funguje jako modulator pro stfevni
homeostazu.

Nejnoveéjsi studie se zabyvaji vlivem jadernych receptorti na sttevni onemocnéni. Z vyzkumi
vyplyva, ze jejich aktivace AhR a PXR maji pozitivni na aktivaci imunitniho systému a ochranu
mikroflory pred zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi.



2 CILE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace

Sledovani vlivu vybranych fluorovanych derivati indolu na viabilitu lidské nadorové

bunééné linie LS174T

Sledovani G¢inku vybranych fluorovanych derivatii indolu na transkripéni aktivitu AhR a

PXR



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biotransformace

Biotransformace je jednim z déju zkoumanych farmakokinetikou. Biotransformace je proces, pti
kterém jsou cizorod¢ latky neboli xenobiotika, vystaveny enzymatickym modifikacim. Béhem
enzymatickych procestit dochazi ke zménam puvodnich biologickych a biofyzikalnich vlastnosti
xenobiotik, coz vede ke zméné jejich aktivity a toxicity. To zpusobuje lepsi rozpustnost ve vodé
a nasledné snadngjsi vylucovani xenobiotik pomoci moci a stolice. Hlavnim biotransformacnim
organem jsou jatra. Mezi dal$i biotransformacni organy patii travici trakt, plice, kiize a ledviny.
Biotransformaci mizeme rozdélit do 3 fazi: faze I, faze Il a transport (nékdy oznacovany jako faze III)

(Hoffmann et al., 2014; Sweeney et al., 2009; Valentova, 2023; Zhao et al., 2021).

Béhem faze | probihaji oxidativni, reduk¢ni a hydrolytické reakce, které zptsobuji zvySeni polarity
metaboliti. A to bud’ pomoci vneseni polarni skupiny do molekuly, odkrytim jiz existujici polarngjsi
funk¢ni skupiny, nebo pfeménou méné polarni skupiny na polarnéjsi. Na modifikaci struktury
xenobiotik se podileji naptiklad enzymy z rodiny cytochromu P450 (CYP), aldehydoxidazy (AO),
aldehyddehydrogenazy (ALDH), aldo-ketoreduktazy (AKR), alkoholdehydrogenazy (ADH), esterazy
a monooxygenazy obsahujici flavin (FMO) a acyklooxygenazy (COX) (Kazem et al., 2019).

vvvvvv
N4
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procesu monooxygenace lipofilnich slou¢enin, coz znamena, Ze ptipojuji hydroxylovou skupinu na
xenobiotikum. Tato skupina mize byt nasledné vyuzita ve fazi II biotransformace. Nejhojnéji se CYP
vyskytuji v jatrech, dale se nachazeji v plicich, gastrointestinalnim traktu (GI) a v ledvinach. CYP jsou
obvykle umistény na endoplazmatickém retikulu, ale v mens$i mife je muZeme najit také
Vv mitochondriich a lysozomech. Dilezitymi metabolizujicimi enzymy jsou podrodiny CYP1, CYP2,
CYP3 a CYP4, u nékterych byla zjisténa nizka substratova specifita a metabolizuji riznorodé
skupinami xenobiotik a hraji vyznamnou roli pfi jaterni, ale také extrahepatalni xenobiotické detoxikaci

a eliminaci (Chen et al., 2012; Zhao et al., 2021) .

Mikrosomalni enzymatické komplexy, které se podileji na fazi I a nachazeji se v hepatocytech, jsou
sloZeny z oxidoreduktaz P450 (CPR) a monooxygenaz cytochromu P450. Pro oxidativni metabolismus
CYP je dulezity mikrosomalni flavoprotein oxidoreduktazy cytochromu P450 (CPR), ktery je donorem
elektront CYP, a je nezbytny pro fazi 1. Flavoprotein CPR hraje dulezitou roli pii oxidativnich
procesech, které katalyzuji oxygenazy a také pii biosyntéze a metabolismu riznych endogennich latek,

metabolitd hormont a tukd (Schulz et al., 2021).



Druhym vyznamnym enzymem faze 1 je aldehydoxydaza (AO), ktera méni aldehydovou skupinu na
karboxylovou. Dal§imi vyznamnymi enzymy jsou ADH, ktery méni alkoholy na aldehydy nebo ketony,
a esterazy katalyzuji hydrolytické $tépeni estert na kyseliny a alkoholy (Kazem et al., 2019)

Béhem faze II probiha konjugace endogennich liganda s elektrofilnimi xenobiotiky, nebo vyslednymi
metabolity z faze I. Konjugace probihd primarné prostfednictvim methylace, esterace, acetylace,
glukuronidace, nebo sulfatace. Produkty faze II jsou latky hydrofilngjsi a snadnéji vylucitelné nez
puvodni metabolity. Enzymy faze II jsou chinonreduktdzy (QR), NAD(P)H menadionreduktazy
(NMO), methyltransferazy, epoxidhydolazy (EPH), N-acetyltransferazy (NAT), glutathion S-
transferazy (GST), UDP-glukoronosyltransferazy (UGT) a sulfotransferazy (SULT). Hlavnim
enzymem faze Il je glukoronosyltransferaza (UGT), kteréd se nachazi na membrané endoplazmatického

retikula (ER), kde katalyzuje glukuronizaci endogennich a exogennich substrati. (Kazem et al., 2019)

Transport, neboli faze III biotransformace, také hraje dulezitou roli v metabolismu xenobiotik. Migraci
hydrofilnich molekul pfes bunéénou membranu umoziuji transportéry. Ty vytvari transmembranovy
kanal, ktery je po stranach lemovany hydrofilnimi aminokyselinami. Jsou znamy dvé transportérové
superrodiny, a to 49 ATP — binding cassette (ABC) a 362 solute carries (SLC). V eukaryotické butice
ABC transportéry zastavaji exportni funkci a vyzaduji ke své ¢innosti energii z hydrolyzy ATP. Oproti
tomu SLC transportéry usnadiiuji pasivni diftzi po koncentra¢nim gradientu. (Hoffmann et al., 2014)

Biotransformace nemusi vést vzdy kinaktivaci Xxenobiotik, ale naopak muze produkovat
farmakologicky aktivni, nebo toxické metabolity. Tento proces se nazyva metaboliticka aktivace.
Naptiklad z alkyla¢niho ¢inidla yperitu cyklofosfamidu po N — dychlorethylaci zprostifedkované
CYP3A4 vznika neurotoxicky metabolit. (Chen et al., 2012)

Zivé organismy se chrani ped xenobiotiky a toxiny mimo jiné pomoci aktivace nebo inhibice jadernych
receptori. Mezi jaderné receptory xenobiotik patii aryluhlovodikovy receptor (AhR), pregnanovy X
receptor (PXR) a konstitutivni andeostanovy receptor (CAR). Tyto jaderné receptory jsou také
oznacovany jako xenoreceptory a funguji v xenobiotika-metabolizujicim systému. Jaderné receptory
hlavné reguluji expresi enzymu z rodiny CYP a enzymy pro fazi I a fazi II biotransformace. (Chen et
al., 2012)

3.2. Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou rodinou transkripénich faktort, které reguluji fyziologické procesy, jako
naptiklad metabolismus, reprodukci, zanét, diferenciaci kmenovych bunék, cirkadidlni rytmus
a udrzovani homeostazy. U lidi bylo dodnes objeveno 48 typu jadernych receptort, ale 25 z nich
povazujeme za ositelé, jelikoz zatim nebyly nalezeny jejich endogenni ligandy. Mezi osifelé receptory
napfiklad patfi pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR) (Cave et al.,
2016; Ishigami-Yuasa et al., 2020; Jeong at al., 2009).



Jaderné receptory se vyvinuly zjednoho genu a byly klasifikovany na zaklad¢ jejich strukturnich
a funkénich domén. Jaderné receptory se skladaji z péti domén A — E. Kazda doména ma svou
specifickou roli ve funkci receptoru. Doména A/B neboli N — termina¢ni doména (NTD), je vysoce
neuspofadana, ale obsahuje oblast zodpovédna za aktivaci — 1 (AF-1), ktera reaguje sfadou
koregula¢nich proteinti na bunééné trovni. Doména C neboli DNA vazebna doména (DBD), je
nejkonzervovanéjsi. Obsahuje dvé subdomény a kazda z nich obsahuje Ctyfi cysteinové zbytky, které
reaguji se zinkovymi ionty za vzniku zinkovych prsti, které se vazou na DNA. Doména D neboli
pantova oblast, je kratky, flexibilni linker mezi DNA vazebnou doménou (DBD) a Ligand véazajici
doménou (LBD), a obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). Doména E neboli ligand vazajici
doména, je komplexni alostericka signalni doména, ktera vaze ligandy, ale také reaguje s koregulacnimi
proteiny. LBD obsahuje oblast zodpovédnou za aktivaéni funkce — 2 (AF — 2) (Cave et al., 2016;
Ishigami-Yuasa et al., 2020; Jeong at al., 2009).
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Obrazek 1: Struktura jaderného receptoru (Pfevzato z: Weikum et al., 2018).

Jaderné receptory se d€li do sedmi podrodin. Podrodina 0 obsahuje receptory, které jsou atypické. Patfi
mezi né Gen 1 a Kratky heterodimerni partner (SHP). Podrodina 1 je poCetna a jeji receptory jsou
regulovany pomoci lipofilnich signdlnich molekul, mezi které patfi hormony S§titné zlazy, mastné
kyseliny, zlu¢ové kyseliny a steroly. Patii mezi né naptiklad tyroidni receptor (TR), receptory kyseliny
retinové (RAR), receptory aktivované peroxisomovym proliferatorem (PPAR), farnesoidni X receptory
(FXR), receptory vitaminu D (VDR), pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy
receptor (CAR). Do podrodiny 2 patfi sirot¢i receptory, na které se vazi mastné kyseliny. Pfikladem
muze byt retinoidni X receptor (RXR) a hepatocytarni nuklearni faktor 4 (HNF4). Receptor RXR je
velmi dulezity, protoze tvori heterodimery s mnoha dalsimi jadernymi receptory. Podrodina 3 zahrnuje
steroidni receptory (SR), které reguluji metabolické¢ drahy reprodukénich a vyvojovych procest
areaguji s hormony odvozenymi od cholesterolu, a to prostfednictvim piimé vazby. Patii mezi né
napiiklad androgenni receptor (AR), progesteronovy receptor (PR), glukokortikoidni receptor (GR),
mineralokortikoid receptor (MR) a estrogenovy receptor (ER). Podrodina 4 obsahuje ositelé jaderné
receptory, které jsou dulezité pro vyvoj a udrzbu neurond. Do podrodiny 5 patii receptory, které jsou
regulovany fosfolipidy a jsou dileZzité pro vyvoj a metabolismus. Do podrodiny 6 patii pouze jeden
receptor, a to nuklearni faktor zarode¢nych bunék (GCNF). GCNF je sirot¢i receptor, ktery tidi

umlcovani gent (Cave et al., 2016; Weikum et al., 2018).



Kdyz se na jaderny receptor navaze ligand, dochazi k aktivaci tohoto receptoru a jeho translokaci do
jadra, kde se vaze do specifického mista DNA a reguluje genovou expresi cilového genu. (Molenda et
al., 2003).

3.2.1 Aryluhlovodikovy receptor (AhR)

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripcni faktor, ktery svymi funkénimi
vlastnostmi zapada do kategorie jadernych receptord, ale patii do rodiny transkripcnich faktort
obsahujici motiv helix — smycka — helix (bHLH) a Per — ARNT — SIM (PAS). Transkrip¢ni faktory
rodiny bHLH/PAS vyznamné ovliviiuji genovou expresi a jsou zakladem mnohych fyziologickych
a vyvojovych procest. Také se ucastni odpovédi na signaly z prostiedi. (Zhu et al., 2019) AhR je znam
pro svou dileZitou roli v metabolismu xenobiotik a jeho role ve fyziologickych procesech zahrnuje
regulaci kardiovaskularniho, gastrointestinalniho, nervového, cirkadianniho a imunitniho systému,
organogenezi, ovliviiovani funkce slizni¢ni bariéry, bunééného cyklu a homeostazy. (Kou et al., 2021,
Larigot et al., 2018). AhR je kodovan genem, ktery se nachazi u mnoha druhti Zivoéichu. Byl nalezen
napfiklad u hlistic (Caemorhabditis elegans), m&kkysu (napiiklad u Mytilus edulis), ovocnych musek
(Drosophila melanogaster) a u vsech strunatcti. AhR byl poprvé identifikovan Alanem Polandem na
pocatku 70 let 20. stoleti jako intracelularni protein, na ktery se vaze 2, 3, 7, 8 tetrachlordibenzildioxin
(TCDD). (Hubbard et al., 2015; Shinde et al., 2018).

Jeho primarni struktura se déli do étyf odlisnych domén: tedy na N — terminalni doménu bHLH, domény

PAS — A, PAS — B, a C — terminalni transkripéni doménu (TAD) (Kou et al., 2021).
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Obrazek 2: Strukturalni zobrazeni AhR (pfevzato z: Kou et al., 2021).

doménu PAS — B se vazi ligandy a funguje jako snima¢ xenobiotickych signalti. Doména bHLH

rozpoznava a reaguje s xenobiotickym responzivnim elementem (XRE). (Kou et al., 2021)

AhR aktivuje signalni drahy, a to kanonické a nekanonické drahy AhR. V neaktivni formé se nachazi
Vv cytoplazmé a vytvaii komplex s mnozstvim chaperond. Mezi tyto chaperony patfi: Heat Shock
Protein 90 (HS90), ko — chaperon p23 a proteinkinazy ¢ — SrC. Tyto chaperony zajistuji, ze AhR
nedegraduje. Chaperony umoziuji spravné rozpoznavani ligandti receptorem a nepiimo se podili na

ucinném transkripénim efektu (Gutiérrez-Vazquezet al., 2018). Po vazbé ligandu na receptor dochazi



ke konformacni zméng, kterd zptisobi oddéleni receptoru od chaperont a komplex receptor — ligand je
premistén z cytosolu do jadra.V kanonické transkripéni regulacni draze komplex AhR - ligand
heterodimerizuje v jadfe s ARNT anoveé vznikly komplex se vaze na specifické sekvence DNA,
nachazejici se v promotorovych oblastech cilového genu v podobé¢ dioxin responzivniho elementu
(DRE) nebo do XRE. Po exportu z jadra je AhR rychle degradovan v cytoplazmatickém proteazomu.
Degradace probiha prostiednictvim kovalentniho navazani ubikvitinu (Carambia et al.,2021; Gutiérrez-

Vazquezet al., 2018).

V roce 2007 byl AhR identifikovan jako ligand-dependentni E3 ubikvitin ligdza, kterd cili na
substratové proteiny pro proteasomalni degradaci. Piikladem receptoru, u které spousti degradaci je

estrogenovy receptor. (Gutiérrez-Vazquezet al., 2018; Luecke-Johansson et al., 2017).

Mezi cilové geny AhR patii: geny kodujici enzymy cytochromu P450 (CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1)
a represor AHR (AHRR) (Kou et al., 2021).
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Obrazek 3: Kanonicka signalni draha AhR (pfevzato z: Larigot et al., 2018).

AhRR je protein podobny AhR, ale na rozdil od n€¢j nemuze vazat ligandy, protoZe neobsahuje doménu
PAS — B. Lisi se také tim, Ze C — terminalni doména ma transrepresni funkci, zatimco u AhR a ARNT
ma C — termina¢ni doména tranSaktivac¢ni funkci. AhRR umoziuje vazbu korepresord, které jsou
zapojeny do negativni regula¢ni smycky pro AhR a také potladuje aktivitu AhR vazbou na ARNT
a XRE. AhRR je schopen ovliviiovat transkripci genti zavislych na AhR. Negativni regulaéni smycka
AhR a proteosomalni degradace AhR chrani biologicky systém pied nadmérnou stimulaci agonisty

a poskytuji docasnou kontrolu signalni drahy (Larigot et al., 2018).



V nekanonické regulaéni draze komplex ligand — AhR heterodimerizuje s jinymi partnerskymi proteiny
nezs ARNT avede k vazbé na non — XRE elementy DNA. Timto zptisobem dochazi k regulaci cilovych
gentl. Mezi partnerské proteiny patii Kriippel — like factor 6 (KLF6) a protein RelB. AhR interaguje se
signalni drahou nuklearniho faktoru kappa — light chain enhancer aktivovanych B bunék (NF — kB).
NF — kB je aktivovan prostfednictvim interakce AhR s RelB. Pfi navazani AhR a NF — kB je tvofen
heterodimer, ktery vede k indukci exprese cytokinii, expresi aktivaéniho faktoru B bunék (BAFF),
chemoaktraktanti B — lymfocyti (BLC) a CC — chemokinovych ligandti 1 (CCL1) (Gutiérrez-Vazquez
et al., 2018). Mezi nekanonické drahy patii proces, pii kterém se na AhR navaze TCDD. Pii vazbé
dochazi k rychlému zvySeni koncentrace intracelularniho vapniku, coz vede k funkéni aktivaci
tyrosinkinazy Src a jejimu uvolnéni z AhR. Aktivace tyrosinkinazy ScR muze byt doprovazena aktivaci
MAP kinaz ERK1 a ERK2. Velky piisun vapniku zptsobuje aktivaci proteinkinazy C (PKCa), ktera
fosforyluje fosfolipazu A2 (cPLA2). cPLA2 zacne produkovat kyselinu arachinovou. Béhem aktivace
PKCa dochazi k aktivaci MAP kinazy, ktera ve spolupraci tyrosinkinazou Scr vede k transkripci
cyklooxygenazy 2 (COX2). COX2 vyuziva kyselinu arachinovou k produkci prostaglandint.
Prostaglandiny mohou zpuisobovat zanét (Larigot et al., 2018).
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Obrazek 4: Nekanonicka signalni draha AhR (ptevzato z: Larigot et al., 2018).

Dtive byl AhR uznavan jako receptor pro dioxiny a xenobiotika, ale v poslednich letech byl objeven
velky pocet netoxickych a endogennich ligandi AhR. Nedavné studie prokazaly souvislost mezi

indolovymi derivaty tryptofanu, které slouzi jako ligand pro AhR, a slozZeni stievni mikroflory. Nékteré



AhR ligandy hraji dilezitou roli v regulaci vrozenych a adaptivnich imunitnich odpovédi (Wang et al.,
2022).

Ligandy AhR se déli na exogenni ligandy, endogenni ligandy a dietni ligandy. Mezi dietni ligandy patii
derivat glukobrassicinu indol — 3 — carbinol (IC3), ktery se nachazi ve vysokych koncentraci u rodu
Brassica. IC3 vkyselém prostfedi podléha dimerizaci a vytvaii diindolylmethan (DIM)
a indolykarbazol (ICZ), které aktivuji AhR. Dalsi dietni ligandy jsou galangin, genystein, chrysin,
apigenin a kvercetin, coz jsou pfirodni flavonoidy nachézejici se v ovoci a zelenin€. Mezi endogenni
ligandy patfi derivaty esencialni aminokyseliny tryptofanu. UV svételnou degradaci tryptofanu vznika
6 — formylindolo (3,2 — b) karbazol (FIZC), ktery siln¢ aktivuje AhR. Mezi dalsi siln¢ afinitni endogenni
ligandy patii L — kynurenin, coz je katabolicky metabolit tryptofanu a mezi exogenni ligandy patii
TCDD (Kou et al., 2021; Larigot et al., 2018). Dalsi ptiklady ligandi AhR jsou vypsany Vv tabulce 1.

Tabulka 1: Exogenni a endogenni ligandy AhR

‘Typ ligandu ‘ Pavod Slouceniny
2,3,7,8 - Tetrachlordibenzop — dioxin (TCDD)
HAH a PAH 3 - Methylchlolantren
Exogenni Beta — naftoflavon
4 - hydroxy — tamoxifen (40HT)
Syntetické 6 - Methyl - 1,3,8 - trichlordibenzofuran (6-MCDF)
Omeprazol
3,3’ - diindolylmethan
apigenin
chrysin
galangin
Dietni genystein
Indol - 3 - karbinol
Indol [3,2 - b] karbazol
Endogenni krevetin
kurkumin
3 - methyl — indol
indol
Mikrobiom indol - 3 - aldehyd
indol - 3 - sulfat
tryptamin
Typ ligandu | PGvod Slouceniny

5 - hydroxy — tryptofan
6 - formylindolo [3,2 - b] karbazol
Metabolismus hostitele bilirubin

biliverin




Kynurenin

Endogenni kyselina kynurenova

lipoxin A4

Prostaglandin

Indigo

Rostlinné / savéi enzymy Indirubin

Malassezin

Kvasinky/Houby Tryptantrin

Prevzato z Cella et al., 2015; Gutiérrez-Vazquez et al., 2018; Shinde et al., 2018

U AhR existuje moznost aktivace receptoru bez navazani ligandu. Tuto moznost podporuje aktivace
AhR zvysenou hladinou cyklického adeninmonofosfatu (cAMP). Dale je mozna aktivace AhR bez
ligandu, a to v nadorové bunéénych liniich, kde je velka koncentrace AhR. AhR podléha dynamickému
nukleoplazmatickému kyvadlovému pohybu, coz by mohlo zptisobit heterodimerizaci AhR a ARNT
bez piitomnosti ligandu. Tuto moznost lze podpofit porovnanim bunécné linie spinocelularniho
karcinomu a normalnich lidskych keratinocyt. Heterodimerizace s ARNT bez piitomnosti ligandu ma

nizky heterodimeriza¢ni potencial se zda byt neefektivni. (Murray et al., 2015).

Antagonisté AhR jsou v poslednich letech zkoumani jako terapeutickd Cinidla. Prvnim historicky
popsanym antagonistou AhR je TCDD a historicky nejvice pouzivanym antagonistou je a naftol, ktery
ma slabou antagonistickou aktivitu pfi vysokych koncentracich. Mezi dalsi popsané antagonisty patii

3 — methoxy — 4 — nitroflavon a 6,2,4 — trimethoxyflavol. (Murray et al., 2015).

Aktivace AhR ma dopad na vrozenou a adaptivni funkci imunitnich bunék, véetné vrozenych
lymfoidnich bun¢k (ILC), T bunék, B bun¢k a makrofagt. U ILC hraje AhR diilezitou roli u diferenciace
a jejich udrzovani. NK buiiky ovliviiuje svou aktivaci, ktera je zavisla na ligandu a vede k podpoie
protinadorovou cytotoxicitu a vede k produkci intergeronu y (INFy). AhR signalizace je spojena

s rezistenci jaternich NK. U T bun¢k ma AhR protizanétlivou anebo zanétlivou funkci. AhR podporuje

rrrrr

-----
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3.2.2. Pregnanovy X receptor (PXR)

Pregnanovy receptor neboli NR112 je ligandem aktivovany transkripéni faktor a patii do jadernych
receptord. PXR je vysoce exprimovan v jatrech, tlustém a tenkém stfevé. V jinych organech je jeho
exprese nizkd nebo nedetekovatelna. PXR hraje dtlezitou roli v fizeni metabolismu xenobiotik a
endobiotik k udrzeni homeostazy zlu¢ovych kyselin, bilirubinu, steroidii a hormont §titné zlazy. Podili
se na glukoneogenezi a metabolismu lipidi. V patofyziologii se podili na onemocnéni kosti, zanétlivych
poruchach, dyslexii, hepatotoxicité a jaterni fibroze. PXR je sirot¢i jaderny receptor, protoZze zatim
nebyly identifikovany endogenni ligandy, které by neodpovidaly klasickym modelim pro steroidni
hormony. A byl identifikovan jako specificky tkanovy aktivator (Buchman et al., 2018; Cai et al., 2021;
Lv etal., 2022).

Vroce 1998 byl vmySich jatrech objeven mys§i PXR (mPXR), ktery byl aktivovan derivaty
dexamethasonu a pregnenolonu. Ve stejnou dobu byl naklonovan lidsky PXR, ktery byl zapojen do

regulace CYP 450 3A4 (CYP3A4) (Pavek, 2016).

PXR reguluje expresi genli pro cytochrom P450, naptiklad CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP3AS,
CYP3A7, CYP4F12, CYP24 a CYP27A1 a uridindifosfat (UDF), glukuronosyltransferazy (UGT)
napiiklad UGTITI1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6 a UGTI1A9, sulfotransferazy, glutathion
S — transferazy a karboxylesterazy. A také pro 1ékové transportéry napiiklad P — glykoprotein, protein

2 spojeny s multirezistenci a protein 3 spojeny s multirezistenci. (Chang, 2009).

PXR je tvofen N — koncovou transla¢ni doménou, na které se nachazi transla¢ni aktiva¢ni doména
1(AF — 1), DNA vazebna doména (DBD), ligand vazajici oblast (LBD) a C — konec. C — konec je
zodpovédny za heterodimerizaci s retiniodnim X receptorem (RXR). Na LBD se nachazi aktivacni
dependentni doména 2 (AF — 2). LBD zodpovida za rozpoznani a vazani ligandd. Vazebné misto mezi
receptorem a ligandem je charakterizovano a — helikalnim sendvicem. Bylo zji§téno, ze PXR miize byt
modifikovan pomoci acetylace, fosforylace a ubikvitinaci. Coz znamena Ze, posttransla¢ni modifikace
v PXR ovliviiuji regulaci transkripce a metabolicky detoxika¢ni proces. (Lv et al., 2022; Rigalli et al.,
2021; Sayaf et al., 2022).

PXR se objevuje ve vice transkripcnich variantach. Mezi né patii PXR1, PXR2, PXR3 a PXR4. Ty
reaguji na agonisty a interaguji s jinymi proteiny a maji odlisné ovlivnéni bunécéné funkce. (Brewer et

at., 2016).
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PXR ma piimou a nepfimou signalni drahu. V piimé draze se nachazi PXR, ktery je v neaktivni formée
V cytoplazmé v komplexu tvofeny receptorem a chaperonovych proteinti. Mezi chaperonové proteiny
patii protein teplotniho Soku (Hsp90). Po navazani ligandu dojde k uvolnéni receptoru z komplexu
s chaperonovych proteinti a dochazi k presunu receptoru do jadra. Béhem cesty dochazi k navazani
koregulatorti na specifické cilové geny pomoci aktivnich transaktivacnich domén AF — 1 a AF — 2.
Jakmile je PXR v jadie, navaze se na néj retinoidni X receptor (RXR) a vytvaii s nim heterotetramericky
komplex s koaktivatorem SRC — 1. Coz zpiisobi zesileni vazby zinkovych prstti v DBD a dojde k vice
elementarni odezvé v promotorové oblasti cilové DNA. Béhem toho dochazi ke spolupraci koaktivatoru
a sekundarnich koaktivatord, které jsou spojeny s histon acetyltransferazou (HAT), na vytvotreni
multiproteinového koaktivatorového komplexu, ktery umozni vstup translaénich slozek RNA
polymerazy II. Vytvoteny heterotetramericky komplex PXR/RXR se vaze na piimé repetitivni konce
sekvence v oblastech zesilovace cilovych genti mezi které patii directed repeat 3 (DRE3). Navazanim
na DRE3 zaéne exprese napiiklad CYP3A4, CYP2B, glutathion — S — transferazy a multilékovy
rezistentni protein 1 (MDR1) (Sayaf et al., 2022; Lv et al., 2022).

nucleus

2 - PR RXR \/

-

HI}(' ENeA Tesponee {')(')4')(')('”')( —— Gene transcription

elements
. ligand

Obrazek 5: Aktivace PXR (ptevzato z: Sayaf et al., 2022 )

Neptima aktivace PXR je zalozena na n¢kolika signalnich drahach, které mohou ménit fosforylaci PXR
nebo fosforylaci asociovanych proteintl, coz zpiisobuje modifikace receptorové aktivity. Naptiklad se
zjistilo, Ze forskolin spousti signalizaci proteinkinazy A (PKA), ktera zesiluje aktivaci PXR. Tim padem
zesiluje indukci CYP3A4 v hepatocytech. PKA je zodpovédna za vazbu mezi koaktivatorem SRC — 1
a PXR. Spousti se signalizace proteinkinazy C (PKC), ktera zplsobuje navazani korepresort jako

jaderny receptor 1 (Ncorl) a tim zptsobuje inhibici PXR. (Sayaf et al., 2022).
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Mezi ligandy PXR patii klinické Iéky, dopliky stravy, latky znecist'ujici prostredi, endobiotika a dalsi

chemikalie. Spousta ligandii PXR mohou aktivovat i jiné jaderné receptory jako napiiklad

konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a farnesoidni X receptor (FXR). To zplisobuje rozvoj

cilené terapie PXR (Buchman et al., 2018; Lv et al., 2022). V tabulce 2 jsou vypsany ligandy PXR.

Tabulka 2: Ligandy PXR

Pivod Slouceniny
Kyselina 12 - ketoithocholova
Kyselina 7 - ketoithocholova
Zlu¢ové kyseliny kyselina lithocholova

kyselina glykocholova

kyselina glykolithocholova

Steroidni hormony

Pregnenolon

Progesteron

estradiol

mifepriston

cyproteronacetat

spironolakton

Glukokortikoidy

Kortikosteron

Dexamethason

Antifungalni latky

Clotrimazol

Antibiotika

Sulfadimin

Rifampin

Rifaximin

Protinadorové léky

Paklitaxel

Taxol

Antikonvulziva

Fenofarbital

Feytoin

Karbamazepin

Bifenol A
Enbiromentalni faktory Nonylfenol

tributylcitrat
Vang Anisomycin

Piperin

Prevzato z: Lv et al., 2022
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Mezi prvni antagonisty PXR patii polychlorované bifenyly, kamptotecin, ketonazol, flukonazol,
enilkonazol, sulforatan, inhibitor HIV protadzy, metformin, sesamin, fukoxanthin a kumestrol (Mani et
al., 2013).

PXR interaguje s riznymi signalnimi kaskadami imunitni odezvy za vzniku imunitniho regula¢niho
ucinku. Byla zjisténa interakce PXR s nuklearnim faktorek kappa B (NF-kB), ktery reguluje geny
zapojené do vrozené a adaptivni imunitu. PXR miiZe reciprokalné inhibovat NF-«xB, coz dokazuje Ze
exprese PXR udrzuje zanétlivou odpovéd’ zptisobenou NF-kB pod kontrolou. PXR je zodpoveédny za
obranu proti chemikaliim a NF-xB je zodpovédny za vytvofeni imunitni obrany. Jejich protivzajemna

regulace je dulezita pro fyziologicky stav organismu (Mohandas et al., 2017).
3.3. Gastrointestinalni trakt a Stfevni mikrobiom

Gastrointestinalni trakt (GI) poskytuje organismu ziviny pomoci chemického a fyzického rozkladu
potravy, umoznuje vstiebavani zivin do krevniho fecisté a eliminuje vzniklé odpady. Na GI se mize
pohlizet jako na jednu souvislou trubici tvofenou riznymi segmenty se specifickymi funkcemi. GI je

tvofen Gstni dutinou, hltanem, jicnem, Zaludkem, tenkym stfevem, tlustym stievem (Kola et al., 2023).

Buriky stfevniho epitelu hranici mezi organismem a mikroflorou a slouzi jako $tit pfed cizorodymi
latkami. Stfevni epitel je slozeny z krypt a klkti v tenkém stfeve a v tlustém stfeve jsou protahlé krypty.
Klky tvoii prstovité vybézky, pro maximalni povrch, ktery slouzi k i¢innému traveni a vstfebavani.
Epitel klki je tvofen absorpénimi enterocyty, poharkovymi bunkami, které tvofi mucin a
enteroendokrimni bunky. Krypty vychlipuji sliznici a produkuji progeninotvorné buiiky. V epitelu se
nachazi Panethovy buriky, které produkuji antibakterialni peptidy pro sterilizaci lumenu (Oda et al.,
2022).

GI obsahuje velké mnozstvi mikroorganismt, které nazyvame jako stfevni mikrobiota. Stfevni
mikroflora hraje dalezitou roli v udrzovéani zdravi organismu. Odhadem v jednom lidském jedinci sidli
150 az 400 druhti mikroorganismu, mezi tyto druhy patii Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria phyla a Verrucomicrobia. Zdravi stiev je velmi ovlivnéno stravou jedince, genetikou a
zivotnim stylem. Molekularni struktury ve stravé poskytuji substraty pro hostitelsky organismus a
mikrofléru. To zplsobuje jeji regulaci a ovlivituje funkci stievni imunitni bariéry (Davenport et al.,
2017).
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Mikroby a jejich genomy vytvaieji metabolicky fenotyp hostitele a ovliviiuji jeho imunitni systém.
Spojitost mezi sttevni mikroflorou a imunitnim systémem zacina hned od narozeni jedince. Mikroflora
ovliviiuje vyvoj imunitniho systému a imunitni systém zase utvaii slozeni sttevni mikroflory. V pribéhu
zivota ovliviyje stievni mikroflora & nabor imunitnich bun€k a spousténi zanétu. Spojeni mezi mikroby
a imunitnim systémem je zprostiedkovano fadou molekul a signalnimi procesy, které zplsobuji

ovlivnéni funkce nékterych organt, naptiklad stfev, jater, mozku (Gao et al., 2018).

AhR udrzuje homeostazu mezi GI a hostitelskym organismem, aktivuje proliferaci kmenovych bunék
tlustého stieva, podili se na epitelialni bariéte a reguluje imunitni buiiky, mezi které patfi RORy, ILC3,

T pomocné lymfocyty (Th 17/22) (Gasaly et al., 2021).

PXR ma ptimy dopad na signalni molekuly, které tidi sttevni integritu. RXR ve stievnim mikrobiomu
udrzuje expresy junkénich komplexd proti mytném receptortu-4(Toll-like receptor-4, TLR4) a
inhibovat proud zanétlivych cytokin®, mezi které patii faktor nekrotizujici nadory -a(TNF-a).PXR je
také spojeny se zvysenou regulaci genti, které podporuji paracelularni transport a reguluje geny, které

udrzuji barierové funkce( Mohandas et al., 2017).
3.3.1 Onemocnéni gastrointestinalniho traktu

Zmeéna stfevni mikroflory se podili na patogenezi riznych onemocnéni. Mezi tyto onemocnéni patii
zanétlivé onemocnéni stiev (IBD), prijmy spojené s antibiotiky (AAD), onemocnéni s Clostridium

difficile (CDAD), obezita a rakovina (Halfvarson et al., 2017).

Zanétlivé onemocnéni stiev (IBD) je recidivujici, chronické a nespecifické zanétlivé onemocnéni stiev,
které zahrnuje ulcerdzni kolitidu (UC) a Crohnovu chorobu (CD). Je charakteristické pti vzplanuti
zénétu s periodickou potiebou zvysSené medikace nebo zanétem zplsobenym genetickymi faktory
anebo chirurgickym zakrokem. Jednou z pfi€in vzniku IBD je pfipisovana deregulaci imunitni odpovédi

na dysbiozu stfevniho mikrobiomu (Gasaly et al., 2021).

U pacienti s CD je snizena hladina exprese AhR hlavné v mistech zanicené sliznice, ale u pacientt
trpici UC nebyla zjisténd zadna zmeéna exprese AhR. Celkové bylo zjisténo u pacientu s IBD, Ze dochézi
ke sniZeni hladiny endogennich ligandli, coz znamena Ze aktivita AhR muze souviset se symptomy
IBD. Bylo doké&zano,ligandy AhR TCDD, Norioboldine (NOR) a FIZC mtze zmiriiovat symptomy UC.
TCDD potlacuje diferenciaci Thl7 bunék, a to vede ke snizeni expresi IL-17, NOR podporuje

diferenciaci Treg a inhibuje zanét NLRP23 a FIZC chrani pied rozvojem ptiznakit UC pomoci snizeni

c w1
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PXR slouzi jako modulator pro udrZeni stievni homeostazy. Na tom se podili gen multilékové
rezistence -1(MDR — 1), ktery zptsobuje expresi transmembranového P—glykoproteinu (P — gp). P-gp
pfi pifitomnosti ATP vytlacuje toxiny zhlenu do Iumenu stfeva, to zplsobuje akumulaci
multirezisten¢nich 1€kt v bunkach, a to udrzuje stfevni homeostazu. Nepiitomnost PXR je jednou
z hnacich sil pro naruseni epitelialni stfevni bariéry a dochazi ke zvySeni permeability u IBD. PXR
muze inhibovat zanétlivé reakce souvisejici se signalni drdhou NF—«B zavislou na ligandu. U pacientt
s IBD byla zjisténa snizena exprese P—gp, kterou mohl zptisobit polymorfismus genu Mdr—1. Pfi pouziti

rifaximinu byla exprese P —gp zvySena (Mohandas et al., 2017).
3.3.2 Metabolismus tryptofanu

Tryptofan (Trp) je esencialni aromaticka aminokyselina, ktera byla objevena 1901 Sirem Frederickem
Gowland Hopkinsem b&éhem hydrolyzy mlééného kaseinu. Trp se nachazi v potravinich bohatych na
bilkoviny, mezi které patii maso, ryby, vejce, mléko, syr, mlé¢né vyrobky, fazole, ofechy, sezamova
seminka, kriiti maso, tofu, s6ja a ¢okolada. Metabolity Trp ovliviiyji lidskou fyziologii. Abnormalni

metabolismus je spojovan s fadou onemocnéni (Melhem et al., 2021; Tombari et al., 2019).

Trp je degradovan dvéma metabolickyma cestami: kynureninovou cestou (KP) a serotoninovou cestou.
V jatrech probihda KP tak, Ze Trp je katalyzovan tryptofan-2,3dioxygenasou (TDO) na N-
formylkynurenin (NFK). NFK je hydrolyzovan na Kynurenin (Kyn). Kyn nasledné podléha ptisobeni
vice enzymu. Naptiklad kdyz je Kyn vystaven plsobeni kynureninasy, vznika kyselina anthranilova
(AA), nebo kdyz na Kyn plsobi kynureninaminotransferasa (KAT), vznika kyselina kynurenova (Kna).
KP také probiha v extrahepatalnich tkanich, kde na Trp pisobi indol-2,3dioxygenasa (IDO) (Barik,

2020).
TPH 1,2 L. X1z
/ /} “"\i/u\ " %‘
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5-HT AA
KAT KYNU
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Obrazek 6: Metabolitické drahy tryptofanu (Pievzato z Correia et al., 2022)
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Pfi serotoninové cesté je Trp pfeménén na serotonin neboli 5-hydroxytryptamin (5-HT). 5-HT je
syntetizovan dvoustupiiovou reakci, kdy na Trp pusobi tryptofanovouhydroxylaza (TPH) a
dekarboxylaza aromatickych kyselin. 5-HT se vyskytuje v GI, krevnich desti¢kach a centralni nervové
soustavé. Melatonin se ziskava z 5-HT plsobenim dvoustupiiové rekce, acetylace a methylace.
Melatonin se syntetizuje hlavné v epifyze, ale i v Gl, v kizi a leukocytech. Endogenni metabolity Trp

hraji dilezitou roli pii regulaci stfevni imunitni homeostazy (Melhem et al., 2021).

Trp je ve stievnim mikrobiomu transformovan na indolové derivaty, které maji schopnost aktivovat
AhR. Jeho aktivace vede k sekreci stievnich imunitnich bung¢k, naptiklad interleukinu-22 (IL-22), ktery

vvvvv

2018; Melhem et al., 2021)
3.4. Indol a jeho derivaty

Indoly patii mezi heterocyklické slou¢eniny podilejici se na biochemickych procesech Zivota. Indol je
zékladni latkou pro velké mnozstvi slouCenin, které se vyskytuji v ptirodé. Indol je bila krystalicka
latka, ktera ma nepfijemny zapach ve vysokych koncentracich, ale pti nizkych koncentracich voni po
jasminu. Indol produkuji grampozitivni a gramnegativni bakterie, napiiklad Escherichia coli.
V poslednich letech se zjistilo, Ze indoly hraji vyznamnou roli v komunikaci mezi stfevnim
mikrobiomem a hostitelem. Mezi stievni metabolity s indolovou strukturou jsou indol-3-pyruvat (IPY),
indol-3-1aktat (ILA), indol-3-akrylat (IAC), indol-3-ethanol (IET), indol-3-aldehyd (1A) (Chimerel et
al., 2013; Kaushik et al., 2013; Vyhlidalova et al., 2020).

Derivaty indolu jsou velmi rozmanité a maji riznorodou funkci. Derivaty indolu maji biologické
ucinky, protizanétlivé ucinky a antimikrobialni aktivity. Derivaty, které maji elektrofilni substituenty
mohou byt prospésné ve farmakokinetice a farmakodynamice a mohou byt pouzity jako IéCiva.
Elektrofilni derivaty indolu vznikaji nitraci (pisobeni indolu kyselinou dusi¢nou), halogenaci (ptsobi
na indol halogeny), sulfonaci (ptisobi na indol kyselina syrova nebo oleeum), alkylaci a acylaci. Indoly
vzniklé nitraci jsou nitroderivaty indolu napt, 4, 5 6-nitroindol, derivaty vzniklé halogeny jsou halogen
derivaty indolu napftiklad 4, 5, 6, 7-fluoroindol a sulfonaci jsou sulfoderivaty indolu. (Loakes et al.,
1994; Ibrahim et al., 2020).
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Obrazek 7: Struktura indolu (Pfevzati z : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/798)

4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.Biologicky material

Pro stanoveni cytotoxicity fluorovanych derivatt indolu byla pouzita adherentni bunééna linie LS174T
(ATCC, kat. ¢. CL — 188, 7000 3535), ktera je odvozena od karcinomu tlustého stfeva. Pro stanoveni
transkripéni aktivity AhR byla pouzita stabilné transfekovana bunééna linie LS174T — AhR, ktera byla
pfipravena stabilni transfekci bunééné linie LS174T plazmidem pGL-4.27 — DRE. Tento plazmid nese
gen pro rezistenci na hygromycin B. Pro stanoveni transkripéni aktivity PXR byla pouzita buné¢na linie
LS174T, ktera byla transfekovana plazmidem pSG5-hPXR a reportérovym vektorem p3A4-luc nesouci
oblasti XX a XX z promotoru genu CYP3A4.

4.2. Pouzité chemikalie, soupravy, roztoky

4.2.1. Pouzité chemikalie
o (,04% roztok tryptofanové modri ve vod¢ (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)
o 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCCD, ULTRA Scientific kat. ¢.48599)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach:ner kat. ¢. 20022 — CTO — M1000 - 1)
e Fosfatovy pufr (PBS, Serena, kat. ¢.BDL_001)
e Fugene HD (Promega, kat. ¢. E231A)

¢ Hygromycin B (SantaCruz Biotechnology, CS — 29067)

18



o Kultivaéni médium DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) do kterého bylo piidalo:

O

O

10 % fetalni bovinniho séra (FBS, Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6178)
2 mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540)
1 % neesencialnich aminokyselin (MEM, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)

Roztok o 100 pg/ml penicilinu a 100 U/ml streptomicinu (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
P4333)

e Kaultiva¢ni médium DMEM-CS: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. D6546) do kterého bylo pfidano:

O

10 % hormonaln¢ inaktivniho fetalniho bovinniho séra (FBS—CS. Fetal Bovine Serum
Charcoal Stripped, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6765)

2 mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540)
1 % neesencialni aminokyseliny (MEM, Sigma-Aldrich, kat. ¢.M7145)

roztoku antibiotik koncentraci 100 pg/ml penicilinu a 100U/ml streptomicinu (Sigma-
Aldrich, kat. & P4333)

e Lyzacni pufr: 5X Reporter Lysis Butter (Promega, kat. ¢. E397A)

e Methanol (Penta, kat. ¢.21210-20005)

e Methyltetrazoliova sil (MTT) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M 2128-5G)

o Neutral Red Assay Kit—Cell Viability (Abcam, kat. ¢. 234039)

o Opti-MEM (Sigma-Aldrich, kat. & R6546)

e Oktylfenol etoxylat (Triton X-100, Serva, kat. ¢. 37240)

e Rifampicin (RIF, Sigma-Aldrich, kat. ¢. R3501)

o  Substrat pro luciferazu:

O

O

O

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

10 mg Adenosin-5-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A2383-56)

5 mg Koenzymu A (CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C 4780)

1,32 ml Trisacetatu — EDTA pufru 1 mol-I"}(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419)

1,23mg/6,6 ul 0,5 mol-I* ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA, Sigma-Aldrich
kat. ¢. E9884-100G)
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o 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol-I? Heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4 7H,0,
LACHEMA)

o Celkovy objem =30 ml, doplnéni deonizovanou vodou

Trypsin (Sigma-Aldrich, kat. ¢.59428)

4.2.2 Testované latky

4-fluorindol (4-F1) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 457396)
5-fluorindol (5-FI) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F9108)
6-fluorindol (6-FI) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 349593)

7-fluorindol (7-FI) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 740764)

4.3. Seznam laboratornich pomiicek a pristroji

4.3.1 Seznam pouzitych laboratornich pomiicek

96 — Jamkova bila desticka na méteni luminiscence (NUNC)
96 — Jamkova Cerna desticka na méteni luminiscence (NUNC)
96 — Jamkova kultivacni desticka (TPP)

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

Bunicina (Tork)

Biirkerova komiirka (Assastent)

Kryci sklicka 22x22 mm (Menzel Gléser)

Mikrozkumavky o objemu 0,5 ml, 1,5 ml, 5 ml (BIOplastic)

Multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 30 — 300 pl (Eppendorf)
Nastavitelna multikanalova pipeta 15 — 300 pl (Eppendorf)

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

Pipetor FastPette (Labnet)

Plastova nadobka o objemu 125 ml (TPP)

Plastova kultivacni lahve o objemech 75 ml a 150 ml (TPP)

Plastové pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)
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e Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky
e Plastové $picky v rozsahu 0,1-10 pl, 2-200 pl, 20 — 300 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)

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

4.3.2 Seznam pouZzitych pristroja
e Aspirator FTA-1 (Biosan)
e CO; inkubator (N-Biotek)
e Hlubokomrazici box (Green Line)
e Laminarni box Labculture (ESCO)
e  Multifunkéni modularni reader Infinite M200 (Tecas)
e Svételny mikroskop (Novel Optics)
o Tiepacka Mini-Rocker Shaker MR-12 (Biosan)
e Vodni lazen LCB 11 D (Daihan Labtech)

e Vortex Reax top (Heidolph)
4.4, Experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Kultivace bunék

Adherentni bunéc¢na linie LS174T-AhR byla kultivovana v kultiva¢ni lahvi s médiem DMEM, které
bylo obohaceno o fetalni bovinni sérum, L-glutamin, neesencialni aminokyseliny, penicilin
a streptomicin. Hygromycin B je antibiotikum, které bylo aplikovano pro udrZeni reportérového
plasmidu v buiikach. Aplikovano bylo kazdou tieti pasaz v koncentraci 0,2 mg/ml. Kultiva¢ni ladhev

S bunécnou linii byla inkubovéna v inkubatoru pii 37 °C a 5 % COx.

4.4.2. Pasazovani bunék

Bunééna linie byla pasazovana jednou za 3-4 dny. Kultivaéni medium bylo ohfato na 37 °C ve vodni
lazni. Prvni krok pfi pasazovani bylo vytazeni kultivacni lahve s buiikami z inkubatoru a nasledna
kontrola pod mikroskopem, kde byla zhodnocena konfluence bunék. Nasledné byla kultivaéni lahev
ptresunuta do sterilniho laminarniho flowboxu, kde bylo provedeno samotné pasazovani. Staré médium
bylo odsato pomoci odsavacky, nasledn¢ bylo do lahve napipetovano 5 ml fosfatového pufru, ktery
slouzil k oplachu bunék a nasledovalo odsati fosfatového pufru a napipetovani 1 ml protedzového
trypsinu, ktery slouzil Kk uvolnéni adherovanych bun€k ze dna kultivaéni lahve. Nasledné byla lahev

vlozena na 3-5 minut do inkubatoru. Po uplynuti této doby byla lahev vracena do laminarniho flowboxu,
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kde do ni bylo pfidano 9 ml média (DMEM) a pomoci 10ml sterilni plastové pipety byly bunky
resuspendovany a preneseny do 50 ml zkumavky. Nasledné bylo odebrano 10 pl suspenze a téchto 10
ul bylo pouzito ke spoéitani bunék v suspenzi. Po spocitani bunék byl vracen 1 ml suspenze
0 koncentraci 2 miliony bunék/1 ml zpét do lahve spolu s 15 ml média (DMEM) a lahev byla vracena

zpét do inkubatoru.

4.4.3 Pocditani bunék

Bunky byly pocitany pomoci trypanové modti, Biirkerovy komurky a svételného mikroskopu.
Trypanova modf byla piidéna do suspenze bunék pro odlieni Zivych bunék od neZivych. Zivé buiky
nebyly obarveny, protoze mély nenaru$enou membranu, zatimco mrtvé buiiky obarveny byly, protoze

jejich membrana byla narusena, coz umoznilo proniknuti trypanové modii do bunék.

Nejprve bylo odebrano 10 ul bunééné suspenze a piidano 90 ul trypanové modfi, ty byly promichany
a vysledna smés byla napipetovana do Biirkerovy komurky, ktera byla vloZzena pod mikroskop a bylo
spocitano mnozstvi bunék v 10 komurkach. Z tohoto mnozstvi byl vypocitan prumér, ktery byl

vynasoben 10° a vysledkem vypoctu byla koncentrace Zivych bungk v 1 ml suspenze.

4.4.4 Vysévani bunék

Pro metody urcujici cytotoxicitu, coz jsou MTT test a Neutral Red Assay, a také pro Gene Reporter
Assay pro receptor AhR byly pifipravovany 96 - jamkové desticky. V kazdé jamce bylo vyseto 40 000
bun¢k ve 200 ul média. U Gene Reporter Assay pro PXR byly pfipravovany 96 - jamkové desky
a v kazdé jamce bylo vyseto 30 000 bunék v 200 u media. Po vyseti byly desky ulozeny na 24 hodin do

inkubatoru, aby bunky narostly do potiebné konfluence.

4.4.5 Priprava zasobnich roztoki testovanych latek

Prvné byla vypog&itana navazka pro 200 mmol-1* daného fluorovaného derivatu indolu. Navazka byla
rozpusténa v dimetylsulfoxidu (DMSO) a dalsi roztoky o nizsich koncentracich byly pfipraveny pomoci

postupného fedéni na pozadované koncentrace dle tabulky (viz tabulka 1).

Tabulka 3: Redéni testovanych latek.
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Testovana Objem dané latky | Objem DMSO | Celkovy objem
latka Molarni hmotnost Koncentrace [mmol -] | [ul] (] [ul]
‘ 4-fluorindol 134,14 200 100
(ndvazka:27,028 mg) 100 50 50 100
50 50 50 100
25 50 50 100
10 40 60 100
1 10 90 100
0,1 10 90 100
0,01 10 90 100
0,001 10 90 100
0,01 10 90 100
0,001 10 90 100

4.4.6 Stanoveni viability bunécné linie

Pro stanoveni viability bunééné linie LS174T AhR byly pouzity MTT test a NR Assay. Na bunéénou
linii LS174 AhR bylo ptisobeno testovanymi latkami 4F1, 5FI, 6FI a 7FI, které byly 1000x ziedény ze

zasobnich roztoku do média.

446.1 MTT test

MTT test je test viability bunék zalozeny na metabolismu mitochondrialni dehydrogenazy, ktery
probiha u zivych bungk, ale u mrtvych nikoliv. P#i této metodé je zluty MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) pfeménén na tmavé fialové krystalky formazanu ((E,Z)-5-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan). Kdyz je burika mrtva, nedochazi k této reakci.

Prvnim krokem testu bylo vyseti bunééné linie LS174T AhR do 96 - jamkové desticky, kde v jedné
jamce bylo vyseto 40 000 bun¢k a deska byla 24 hodin kultivovana v inkubatoru. Po 24 hodinach byla
deska vytazena a mikroskopicky bylo zkontrolovano, zda nedoslo ke kontaminaci a zda je konfluence
bunék v potadku. Dalsi kroky byly provadény v laminarnim flowboxu. Zde bylo z jednotlivych jamek
odsato médium a misto n&j bylo pfidano 200 pul testovanych rozpusténych latek. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit Triton X-100 a jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO. Kontroly byly fedény 1000x.
Deska byla nasledné vracena na 24 hodin do inkubatoru. Po 24 hodinach byly roztoky v jamkach
vyklepnuty a nahrazeny 100 pl nesterilniho PBS slouziciho k oplachu. To bylo nasledné také
vyklepnuto. Dale bylo do kazdé jamky napipetovano 100 ul MTT, které bylo 10x zfedéno médiem. Po
napipetovani byla deska vloZena na 20 minut do inkubatoru. Po 20 minutach se zluté MTT pfeménilo
na fialové krystalky formazanu. Médium s MTT bylo opatrné vyklepnuto a nasledné bylo do kazdé
jamky napipetovano 70 ul DMSO, které rozpustilo krystalky formazanu. Nasledovalo méfeni na

spektrofotometru pii 540nm.
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4.4.6.2 Neutral Red Assay

Neutral Red Assay slouzi k zjisténi cytotoxicity u bunécnych linii. Je zalozena na hromadéni cerveného
barviva (3-amini-7-dimethylamino-2-methylfenazin hydrochlorid) v lysozomech zivych bungk.

V mrtvych bunkach se barvivo nehromadi a tim padem jsou bezbarvé.

Neutral Red Assay byla provedena piesné podle protokolu od vyrobce kitu (Neutral Red Assay Kit —
Cell Viability). Do 96 - jamkové desticky byly prvni den vysety buiiky v koncentraci 40 000 bunék na
jednu jamku a nasledovala 24hodinova inkubace. Druhy den bylo medium odsato a do jamek bylo
napipetovano 200 pl media s testovanymi latkami. Jako pozitivni kontrola slouzil Triton X-100 a jako
negativni kontrola slouzilo DMSO. Nasledné byla deska inkubovana 24 hodin v inkubatoru. Po uplynuti
této doby byly roztoky z desky vyklepnuty a do jamek bylo napipetovano 150 pl roztoku neutralni
Cervené nafedéné médiem v poméru 1:99. Nasledovala 2hodinova inkubace, a po inkubaci byl roztok
vyklepnut a buiiky oplachnuty 250 pl promyvaciho roztoku. Nasledovalo vyklepnuti promyvaciho
roztoku a deska byla ponechana vyschnout. Po vyschnuti bylo do jamek napipetovano 150 ul
solubiliza¢niho roztoku a deska byla dana na kyvacku. Po zreagovani byla méfena absorbance roztoku

Vv jednotlivych jamkach ve spektrofotometru pti 540 nm.

4.4.7.Reporter Gene Assay

Reporter Gene Assay je bioluminiscencni metoda, kterd sleduje genovou expresi na trovni transkripce.
Pouzivaji se pti ni bunécné linie, které jsou transfekovany reportérovym plazmidem. Pokud je aktivovan
prislusny receptor, transferovany plazmid produkuje enzym luciferazu. Po aktivaci se pridava substrat
D-Luciferin a dochazi k jeho pfeméné na oxyluciferin za vzniku zafeni, které je pfimo timérné aktivaci

receptoru. Zatreni bylo méfeno na spektrofotometru.

4.4.7.1. Reporter Gene Assay pro AhR

Na 96 - jamkovou desku byla vyseta koncentrace 40 000 bunék na jamku. Po vyseti byly deska vlozena
na 24 hodin do inkubéatoru. Dale nasledoval pfesun do laminarniho boxu, testované latky byly 1000x
fedény do média, jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit
TCDD. Pro porovnani aktivity vzhledem k testovanym latkam byl pouzit indol. Nafedéné latky byly
napipetovany do jamek a desky byly vloZeny na 4, nebo 24 hodin do inkubatoru. Po uplynuti dané doby
bylo TCDD odpipetovano do specialni nadoby a ostatni roztoky byly z desky vyklepnuty. Do jamek
bylo napipetovano 30 ul lyza¢niho pufru, nasledovalo zamrazeni desky pii -80 °C po dobu 15-45 minut,
dokud nebyl lyzaéni pufr zcela zamraZzen. Po zamraZeni byla deska vytazena a dana na tiepacku, dokud
nebyl roztok zcela rozmrazen. Po rozmrazeni bylo do jamek 96 — jamkové, bilé, luminiscen¢ni desky
napipetovano 6 pl lyzaéniho pufru a 30 pl D-Luciferinu. Absorbance byla zméfena pomoci

spektrofotometru.
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4.4.7.2. Reporter Gene Assay pro PXR

Prvnim krokem byla transfekce receptoru PXR do bunééné linie LS174T. Pti tomto experimentu bylo
pouzito DMEM médium s PBS-CS. Cela prace byla provadéna v laminarnim flowboxu. Nejprve bylo
do sklenéné zkumavky napipetovano 1,8 ml OPT - MEM a 108 ul FuGENE HD. Smés byla inkubovana
po dobu 5 minut. Poté bylo ptidano 26,5 ul reportérového plasmidu a 12,33 ul expresniho vektoru
a smeés byla inkubovana po dobu 25 minut. Po uplynuti dané doby byla smés pfidana do ptipravené

desky s buitkami, kde byla koncentrace 30 000 bunék na jamku.

Do 96 - jamkové desticky byly vysety bunky v koncentraci 30 000 bun¢k na jamku a byly 24 hodin
inkubovany. Jednotlivé kroky postupu byly provadény v laminarnim boxu. Nejprve bylo z jamek odsato
medium a bylo nahrazeno 1000x ziedénymi testovanymi latkami. Jako negativni kontrola bylo pouZito
DMSO a jako pozitivni kontrola RIF. Pro porovnani aktivity vzhledem k testovanym latkam byl pouzit
indol. Nasledné byla deska vlozena na 24 hodin do inkubatoru. Po inkubaci byly roztoky z desky
vyklepnuty, do jamek byl napipetovan lyza¢ni pufr a deska byla vlozena do mrazaku na -80 °C na 15-
45 minut, dokud nebyl lyza¢ni pufr zcela zamrazen. Po tplném zmraZzeni byla deska vytahnuta
a poloZena na kyvacku do chvile, kdy zcela rozmrznula. Po rozmrznuti bylo do jamek 96 - jamkové
¢erné luminiscenéni desky napipetovano 6 pl lyzatu, a nasledné bylo pifidano 30 ul substratu.

Luminiscence byla zmé&fena pomoci spektrofotometru.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni cytotoxickych ucinktu fluorovanych derivati indolu

Cytotoxické ucinky fluorovanych derivatu indolu na bunéénou linii LS174T byly stanoveny pomoci
MTT testu. Testované latky byly 4-fluorindol, 5-fluorindol, 6-fluorindol a 7- fluorindol.
Z vyhodnocenych méfeni vyplyva, ze u 4-fluorindolu v koncentrace 200 pM zpusobilo snizeni na 98,16
+ 13,93 %. U zbyvajicich koncentraci se viabilita pohybovala od 100 % a vyse. U zbyvajicich
testovanych latek jsme nepozorovali vyznamny pokles viability. (Obr. 8 A-D).

Latky 6-fluorindol a 7-fluorindol zpusobily zvySeni bunééné viability téméf na 120 %, coz mize byt
zpusobeno ovlivnénim mitochondridlni dehydrogendzy. Z tohoto diivodu jsme provedli stanoveni
cytotoxicity u 6-fluorindolu a 7-fluorindolu pomoci metody Neutral Red Assay. Z vysledka vyplyva,
Ze se viabilita bun€k po pasobeni 6-fluoroindolu a 7-fluoroindolu nezvySovala a u vétsiny koncentraci
byla pod 100 % (Obr. 8 A, B). Je pravdépodobné, ze latky ovliviiuji aktivitu mitochondrialni
dehydrogenazy pti MTT testu a nejsou cytotoxické pro bunéénou linii LS174T.
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D Viabilita bunécné linie LS174T AhR po aplikaci
7-fluoroindolu po 24 hodinach
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Obrazek 8: VIiv pusobeni vybranych fluorovanych derivati indolu na viabilitu bunééné linie LS174T
po 24 hodinéch.

Bunééna linie LS174T byla inkubovéna se studovanymi latkami o koncentracich (0,001 pmol - 1 — 200 pmol -

I1). Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola 2% Triton. Viabilita bun&k byla

vztaZena k nejniz§i koncentraci 0,001 pmol - 1%, ktera piedstavovala 100 %. Vysledné hodnoty uvedené v grafu

jsou prumér ¢tyt na sob& nezavislych experimentd.
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B Viabilitabun¢né linie LS174T AhR po aplikaci
7- fluoroindolu po 24 hodiny (NR Assay)
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Obrazek 9: Vliv pusobeni 6-fluoroindolu a 7-fluoroindolu na viabilitu bunééné linie LS174T po 24
hodinové aplikaci (NR Assay)

Buné&éna linie byla inkubovana s 6-fluoroindolu a 7-fluoroindolu o koncentracich (0,001 umol - I — 200 umol -
I1). Jako negativni kontrola byla pouzita 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouZit 2% Triton. Viabilita
buné&k byla vztaZena k nejnizsi koncentraci 0,001 umol - I'Y, ktera piedstavovala 100 %. Vysledné grafy jsou

z jednoho testu NR Assay.

Na ziklad¢ zjisténych vysledki muzeme konstatovat, ze vybrané fluorované derivaty indolu
v koncentracich 0,001 umol - It — 200 umol - 1" nemaji toxické G¢inky na bunénou linii LS174T a

mohly byt pouzity pro sledovani vlivu na transkripéni aktivitu AhR a PXR.
5.2 Vliv fluorovanych derivatii indolu na transkrip¢ni aktivitu AhR

Transkripéni aktivita AhR po pusobeni fluorovanych derivatt indolu byla stanovena luciferazovou
reportérovou eseji. TCDD v koncentraci 10 nmol.l-1 byl pouzit jako pozitivni kontrola a transkripéni
aktivita AhR po jeho piisobeni byla povazovana jako 100 %. Indol jako parentni latka testovanych
derivatt aktivoval AhR oproti pozitivni kontrole TCDD s ucinnosti pfiblizné 130 %. Z vyslednych
graft vyplyva, ze 4-fluorindol po 4 hod zpisobil zvyseni transkripéni aktivity AhR v zavislosti na
rostouci koncentraci. Nejvy$§i aktivita byla pozorovana v koncentraci 100 pmol - 17 a doséhla téméf
94% aktivace TCDD, v koncentraci 200 pmol - 1 je pozorovano mirné snizeni aktivity AhR (Obr. 9A).
5-fluorindol a 6-fluorindol aktivovaly AhR pouze slab&é. Maximalni luciferazova aktivita byla namétena
Vv nejvyssich testovanych koncentracich 200 pmol - 1t a odpovidala 11% G&innosti pro 5-fluorindol a
12,5 % ucinnosti pro 6-fluorindol. Nejsilngjsi aktivace AhR po 4 hod byla pozorovana u 7-fluorindolu,
ktery jiz v koncentraci 1 umol - 1"t zpGisobil indukci luciferazové aktivity odpovidajici 109 % maximalni
aktivace TCDD. V porovnani s indolem, 4-fluorindol aktivoval AhR s niz$i u¢innosti a 7-fluorindol

zpusobil aktivaci AhR s vys$si G¢innosti nez indol.
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Aktivita AhR po 4-hod pisobeni 6-fluoroindolu
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Obrazek 10: Vliv plsobeni vybranych fluoroindolti na transkripéni aktivitu AhR v bunécné linii
LS174T-AhRpo 4 hodinové aplikaci.

Buné&¢na linie byla inkubovéna se studovanymi latkami o koncentracich (0,001 umol - 1t — 200 pmol - I'Y). Jako
negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 10 nmol - I TCDD. Pro
porovnani aktivity byl pouzit indol o koncentraci 200 pumol - 1", Vysledky byly vztazeny k pozitivni kontrole,
ktera predstavuje 100 % aktivaci. Vysledné grafy jsou primérem tfech na sob& nezavislych experimentti. Hodnoty

ECso byly vypogitany pomoci AATBioquest

24hodinové piisobeni indolu pii koncentraci 200 pmol - I zpGsobilo sniZeni transkripéni aktivity AhR
piiblizné o 115% Vv porovnani se 4hodinovym experimentem. 4-fluorindol po 24hodinovém pusobeni
indukoval luciferazovou aktivitu v zavislosti na rostouci koncentraci, avSak podobné jako u indolu

doslo ke sniZeni transkripéni aktivity AhR. Maximalni aktivace AhR bylo dosazeno v koncentraci 200
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umol - 1" a dosahovala hodnoty 48,10 = 8,73 % u¢innosti TCDD (Obr. 11A), kdezto po 4hodinovém
puisobeni byla zaznamenana maximalni u¢innost pii koncentraci 25 pmol - 17, ktera odpovidala 90%
aktivace TCDD. 5-fluorindol a 6-fluorindol aktivovaly AhR po 24hodinovém plisobenim pouze slabg,
s maximalni u¢innosti okolo 10 % aktivace TCDD (Obr. 10B, C). 7-fluorindol zvysoval transkripéni
aktivitu AhR po 24hodinovém plisobeni v zavislosti na rostouci koncentraci. Maximalni G¢innosti
134,7 + 9,5 % bylo dosazeno po piisobeni latky v koncentraci 200 umol - 17 (Obr. 10D). Nicméné
Vv porovnani se 4hodinovym experimentem, 7-fluorindol aktivoval AhR se 100% uéinnosti V nizsi
koncentraci (1 umol - I'Y). Z uvedenych vysledki je patrné, Ze substituce fluorem na indolu v poloze 7

ma nejvetsi vliv na aktivaci AhR at’ po 4, nebo po 24 hodindch v porovnani s ostatnimi fluorovanymi

derivaty.

A Aktivita AhR po 24-hod ptsobeni 4-fluoroindolu

100,00

ECs0=50+1,1 umol - 17
8 80,00
O
j
8
= 60,00
v/
<
= 40,00
S
g
5
E I
~ 20,00
N
0,001 0,01 01 1 10 25 50 100 200 Indol
Koncentrace [umol - 1]

32



(o8]

% maximalni aktivace TCDD % maxilni aktiva TCDD

% maximalni aktivace TCDD

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

Aktivita AhR po 24-hod pusobeni 5-fluoroindolu

- - - _ — = = "] [ i

0,001 0,01 0,1 1 10 25 50 100 200  Indol

Koncenrace [umol - 1]

Aktivita AhR po 24-hod ptisobeni 6-fluoroindolu

0,001 0,01 01 1

0,001 001 01 1 10 25 50 100 200 Indol

Koncentrace [umol - 111]

Aktivita AhR po 24-hod plsobeni 7-fluoroindolu

;;;iiiil
10 25 50 100 20

0 Indol
Koncentrace [umol - 1]

33



Obrazek 11: Vliv pusobeni vybranych fluorovanych derivati indolu na transkripéni aktivitu AhR v bunééné linii
LS174T po 24-hodinach

Buné&¢n4 linie byla inkubovéna se studovanymi latkami o koncentracich (0,001 umol - 1200 pmol - 1'%). Jako
negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola se pouzila 10 umol - It TCDD a pro
porovnani aktivity také byl pouzit indol o koncentraci 200 umol - 11, Aktivita byla vztaZena k pozitivni kontrole,
ktera predstavuje 100 %. Vysledné grafy jsou vysledkem tfech na sobé nezavislych experimentii. Hodnoty ICso

byly vypo¢itany pomoci AATBioquest.
5.3 Vliv fluorovanych derivati indolu na transkrip¢ni aktivitu PXR

Transkripéni aktivita PXR byla stanovena pomoci luciferazové reportérové eseje. RIF v koncentraci 10
umol.l-1 byl pouzit jako pozitivni kontrola a transkripéni aktivita PXR po jeho puisobeni byla
povazovana jako 100 %. Indol jako parentni latka testovanych derivati aktivoval PXR oproti pozitivni

kontrole RIF s G¢innosti od 8 do 17 % v zavislosti na jednotlivych experimentech.

Z uvedenych vysledki vyplyva, ze 4-fluorindol po 24 hod zvySoval luciferazovou aktivitu v zavislosti
na rostouci koncentraci. Maximalni aktivace byla pozorovana v koncentraci 100 umol - 1 a u¢innost
dosahla hodnoty 54,9 %. V koncentraci 200 umol - It bylo pozorovano sniZeni transkripéni aktivity
PXR na hodnotu 46,7 % aktivace RIF (Obr. 11A). Aktivace PXR 5-fluorindolem a 6-fluorindolem byla
velice nizka a dosahovala jednotek % (Obr. 11 B, C). Podobné jako u aktivace AhR, 7-fluorindol
zpusobil nejsilngjsi aktivaci PXR ze vSech testovanych derivatli indolu. 7-fluorindol zvySoval
transkripéni aktivitu PXR v zavislosti na rostouci koncentraci s maximalni aktivaci odpovidajici
uginnosti 79,6% v koncentraci 200 pmol - It (Obr. 11D). Z uvedenych dat vyplyva, Ze substituce
fluorem na indolu v poloze 4 a 7 ma pro aktivaci PXR velky vyznam, jelikoZ jsme pozorovali

nekolikanasobné zvyseni transkripéni aktivity PXR u téchto derivati proti indolu.
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B Aktivita PXR po 24-hod puisobeni 5-fluoroindol
100,00

[N
Z 80,00
s
=
£ 60,00
©
z
‘€ 40,00
e
©
Q\§ 20,00
0001 001 01 1 10 25 50 100 200 Indol
Koncenrace[umol - 1]

c Aktivita PXR po 24-hodin piisobeni6-fluoroindolu

100,00
L 80,00
o
s
=
£ 60,00
©
=
=
£ 40,00
e
©
£
% 20,00

0,00 L= I = L L i i

0,001 0,01 0,1 1,0 10,0 25,0 50,0 100,0 200,0 Indol
Koncenrace [umol * I1]

Aktivita PXR po 24-hod piisobeni 7-fluoroindolu

B
100,00

=

< 80,00

©

i

=

£ 60,00

(4]

z

‘® 40,00

£

x

(3]

£ 20,00

i
000 ' = w

0,001 0,01 01 1 10 25 50 100 200 Indol

Koncenrace [umol * ]

35



Obrazek 10: Vliv ptusobeni vybranych fluorovanych derivati indolu na transkripcni aktivitu PXR

V bunécné linii LS174T po 24-hodinové aplikaci

Bun&éna linie byla inkubovéna s vybranymi fluorovanymi derivaty indolu 0 koncentracich (0,001 pmol - 1'-200 pmol - I
1. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola 10 umol - I RIF. Vysledné grafy jsou primérem

tii na sob€ nezavislych experimenta.
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6 DISKUSE

Mikroflora GI ovliviiuje zdravi stiev a vyzivu hostitele. Bylo zjisténo, ze fyziologii stiev ovliviiuji
mastné kyseliny S kratkym fetézcem, sekundéarni zlu€ové kyseliny a katabolity tryptofanu. Mnohé
katabolity tryptofanu slouzi jako ligandy pro aktivaci AhR a PXR. To znaci, Ze se podili na dulezitych
pochodech v mikroflofe a védci se snazi urcit, zda svou aktivaci mohou byt prospésné i pro terapeutické

vyuziti pti IBD (Vyhlidalova et al., 2020).

V této bakalaiské praci byl sledovan vztah mezi strukturou a funkci vybranych fluorovanych derivati
indolu a jejich vliv na transkrip¢ni aktivitu AhR a PXR. Pro studium byla vybrana adherentni bunééna
linie LS174T, ktera je odvozena od karcinomu tlustého stfeva. Pro sledovani transkripéni aktivity AhR
byla pouzita stabiln¢ transfekovana buné¢na linie LS174T-AhR a pro stanoveni transkripéni PXR byla
pozita bunécna linie LS174T, ktera byla pfi kazdém experimentu transfekovana. Testované latky byly

4-fluorindol, 5-fluorindol, 6-fluoridol a 7-fluorindol.
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V prvni experimentalni ¢asti byl studovan vliv testovanych latek na viabilitu bunécné linie LS174T.
K uréeni viability byl pozit MTT test, vysledky z MTT testu ukazaly, Ze u testovanych latek nedochazi
k vyraznému poklesu viability. U 6-fluorindolu a 7-fluorindolu byl zaznamenan nartst viability na 120
%. Z tohoto diivodu byla dale stanovena viabilita bunék pomoci barveni neutralni ¢erveni, kde jsme
nepozorovali zvySeni bunééné viability a zvySené hodnoty viability ziskané z MTT testu jsou
pravdépodobné vysledkem interakce latek s mitochondridlnimi dehydrogenazami. V druhé
experimentalni Casti byla testovana transkripéni aktivita AhR a PXR za pouziti luciferazové reportérové
eseje. 4-fluorindol a 7-fluorindol aktivovaly AhR po 4 hod puisobeni. V porovnani s indolem, pouze 7-
fluorindol vykazoval silngjsi u¢innost a to 151,4 + 8,8 % v koncentraci 200 umol.I-1. 4-fluorindlol
zpusobil nejvyssi aktivaci AhR v koncentraci 100 umol.l-1 a dosahovala hodnoty pfiblizné 94%. 5-
fluorindol a 6-fluorindol aktivovaly AhR po 4 hod pouze slabé s maximalni u¢innosti odpovidajici
pfiblizn¢ 10% aktivace TCDD. Po 24 hodinové inkubaci bun¢k s indolem doslo k vyraznému poklesu
transkrip¢ni aktivity AhR proti 4 hodinovému pusobeni, konkrétné se jedna o pokles o 115%. 7-
fluorindol aktivoval AhR s nejvyssi u¢innosti v koncentraci 200 umol.l-1 piiblizné 6x vyssi nez indol
a dosahovala hodnoty 134,7 + 9,5 %. Maximalni aktivace 4-fluorindolem po 24 hodinovém putisobeni
byla pozorovana v koncentraci 200 umol.I-1. s G¢innosti 48,1 %. Z uvedenych vysledi vyplyva, ze
substituce fluorem na indolu v pozici 7 ma vétsi vyznam pro aktivaci AhR po 4 i 24 hodinovém
pusobeni. 7-fluorindol (ECso = 0,28 + 0,05 umol.l-1, G¢innost 151,4 + 8,8 %) aktivuje AhR silnéji a
S vy8si ucinnosti nez 4-fluorindole (ECso = 1,99 = 0,09 umol.l-1, 93,9 + 8,7 %) po 4 hodinach. Po 24
hodinach je maximalni G¢innost 7-fluorindolu piiblizné 2,3 x vyssi nez u 4-fluorindolu. Vyznam
substituce na indolu v polohach 4 a 7 byla potvrzena ve studii sledujici vliv methyl- a methoxyindolt
na transkripéni aktivitu AhR (Stepankova et al., 2018). Latky 4-methylindol, 6-methylindol a 7-
methoxyindol byly charakterizovany jako nejsilnéjsi agonisté vykazujici transkripéni uc¢innost 134%,
91% a 80% Vv porovnani s TCDD.

Pokles aktivity u 7-fluorindol mtize byt zptisoben metabolismem latky. Vyznamnou, ale mensi aktivitu
mél 4-fluoroidol. Coz mize znamenat, ze substituenty v poloze 4 mohou mit vyznamny vliv na
transkripéni aktivitu AhR.
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Po 24hodinovém pisobeni testovanych latek na aktivitu PXR byla zaznamenana nejvétsi transkripcni
aktivita u 7-fluorindolu, coz naznacuje, Ze substituce fluorem na indolu v pozici 7 ma nejvétsi vliv na
aktivitu PXR. Transkrip¢ni aktivita 4-fluorindolu byla vyssi 5,3x nez transkrip¢ni aktivita RIF, takze
muzeme 4-fluorindol pokladat za silného agonistu PXR. V porovnani s indolem, pouze 7-fluorindol
vykazoval silng&j$i G¢innost a to 79,63+ 9,21 % v koncentraci 200 umol.I"t. 4-fluorindlol zptisobil
nejvyssi aktivaci PXR v koncentraci 100 umol.I*, aktivace dosahovala hodnoty pfiblizné 55%. 5-
fluorindol a 6-fluorindol aktivovaly PXR po 24 hod pouze slabé s maximalni t¢innosti odpovidajici
pfiblizn€ 10% aktivace RIF. V porovnani s aktivaci indolu byla aktivace 7- fluoroindolu PXR 9,6x vyssi
a 4-fluoroindol byla aktivace 6, 3x vys§i. V porovnani s modelovym ligandem byla aktivace 4-
fluoroindolu asi 65% a u 7-fluoroindolu byla asi 79 %, coz je mozné povazovat za vhodné agonisty.
Vys$i transkripéni aktivace byla pozorovana u indol-3-acetamidu v bunééné linii LS180 (Illés et
al.,2020). Studie, ktera sledovala vliv substituce methylové skupiny na indolu v polohach 1-7 ukazala,
ze 4,5 a 6 -methylindoly maji schopnost aktivovat PXR. Hodnoty transkrip¢ni aktivity PXR po inkubaci
s 7-methylindolem byly naopak nizké

Vyhlidalova et al., 2020). V této praci byla a u¢innost 7-methylindolu 34 %, zatimco pro 7-fluoroindolu
byla 79 % v porovnanim s RIF a u¢innost 4-methylindolu byla 111%, zatimco u 4-fluoroindolu byla 65
%.

Pusobenim testovanych latek na AhR a PXR pfi 24hodinové inkubaci bylo zjisténo, Ze nejvétsi
transkripéni aktivitu ma 7-fluoroindol a 4-fluoroindol, ale nejsou selektivni antagonisté, protoze

vyznamné aktivovaly AhR a PXR, coz by mohlo byt pfedmétem dalsiho studia.

Pro lepsi charakterizaci G¢inkt testovanych latek na PXR by bylo vhodné sledovat jejich vliv pti kratsi

inkubaci buné¢né linie s testovanymi latkami, napt. 8- nebo 12- hodinovém ptisobeni.
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7 ZAVER
V této bakalatské praci byl zkouman zkoumany vliv vybranych fluorovanych derivati indolu na

transkripéni aktivitu AhR a PXR v lidské bunécné linii LS174T, kterd je odvozena od karcinomu

tlustého stieva. Testované latky byly 4-fluoroindol, 5-fluoroindol, 6-fluoroindol a 7-fluoroindol.

V literarnim piehledu byly popsany jednotlivé faze procesu biotransformace xenobiotik. Dale byly
popsany jaderné receptory, receptory AhR a PXR a mechanismus aktivace, jejich ligandy a jejich vliv
na imunitu a roli ve stfevni mikroflote. Daly byla popsana stfevni mikroflora a role AhR a PXR pii

stifevnich onemocnénich.

V experimentalni ¢asti byla nejdiive zjiStovana cytotoxicita studovanych latek na buné¢nou linii pii
24hodinovém pisobeni pomoci MTT testu. Z testovanych latek bylo vyhodnoceno, ze zadna
z koncentraci nebyla toxicka pro bunéénou linii. U 6-fluorindolu a 7-fluorindolu bylo zjistén nardst
viability bun¢k nad 120 %, proto byla sledovana bunécna viabilita pomoci barveni neutralni ¢erveni,
kdy hodnoty klesly ke 100 %. Z tohoto porovnani Ize vyhodnotit, Ze 6-fluoroindol a 7-fluoroindol maji

vliv na mitochondrialni dehydrogenazu a je mozné, ze mohou zkreslovat vysledky.

Ve druhé fazi experimentalni ¢asti byl sledovan vliv testovanych latek na transkripéni aktivitu AhR pfti
4—a 24- hodinovém piisobeni a aktivitu PXR pfi 24- hodinovém ptisobeni luciferazovou reportérovou
eseji. Nevyssi aktivita ze vSech testovanych latek byla zjisténa u 7-fluoroindolu, kdy nevyssi aktivita
AhR byla u 4hodinového plisobeni pii koncentraci 200 pmol - 11 a to konkrétné 151,40 + 8,8%
v porovnani S aktivitou vyvolanou TCDD, ktery piedstavoval 100%. Dal§i vyznamnou testovanou
latkou byl i 4-fluorindol, ktery aktivoval pti 4-hodinovém ptisobeni AhR s ucinnosti 80,90 + 7,3%. 5-
fluorindol plisobi jako metabolicky nejstabilngjsi z testovanych latek, protoze u n¢j nedoslo k velkému
snizeni aktivace na AhR. Na aktivitu PXR mél nejvétsi vliv 7-fluorindol, kdy nejvétsi aktivace byla pfi

koncentraci 200 umol - It a to 79,63 +£9,21 %.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki je zdanych testovanych latek nejucinngjsim ligandem AhR7-
fluoroindol., Silnou aktivaci AhR vykazuje i 4-fluoroindol a miZeme je povazovat za ligandy AhR. U
PXR byl neacinnéj$im ligandem 7-fluoroindol. Tyto vysledky podporuji naSe znalosti, ze substituce
fluorem na indolu v riznych polohach ovliviiuje aktivaci AhR a PXR a také, Ze tyto latky by mohly byt

predmétem dalSiho zkoumani s ohledem na potencialni vyuziti pfi terapii stfevnich onemocnénich.
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