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SOUHRN

Pfedmétem zajmu byla série nové syntetizovanych derivata prirodnich latek (KST-35,
KST-41 a KAC-59-F). Tyto slouCeniny jsou charakteristické spolecnym vyskytem
heterocyklu chinolinu, pyridinu a piperazinu. V dnes$ni dob&é mnozstvi uzivanych 1é¢iv
obsahuje pravé tyto struktury. Slouceniny byly hodnoceny pro ptipadnou interakci s aryl
uhlovodikovym (AhR) a glukokortikoidnim (GR) receptorem. Tyto jaderné receptory
vystupuji jako ligandem aktivované transkripni faktory. Zmeénou transkripcni aktivity
receptord je regulovdna celd fada signdlnich drah organizmu. Pro monitoring vlastnosti
testovanych sloucenin bylo uzito nasledné metodiky: konvenénim MTT testem byla
stanovena cytotoxicita, metodou Gene Reporter Assay byla sledovana transkrip¢ni aktivita.
Pro objasnéni téchto vztahui byly stabilné transfekované bunééné linie AZ-AhR a AZ-GR
osetfeny piidavkem testovanych sloucenin o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 pmol/l.
Slouc¢enina KST-41 (10 umol/l) byla identifikovana jako parcialni agonista AhR. V tomto
pfipad¢ byla zaznamendna aktivace receptoru odpovidajici 28 néasobku negativni kontroly
methanolu (MeOH). Rovnéz byla sledovana blokace odpovédi vyvolana pozitivni kontrolou
dioxinem (TCDD) ve vysi 66 %. Zbyvajici dvé slouCeniny byly stanoveny jako antagonisté
AhR. Nejmarkantnéj$i antagonisticky ucinek zpusobila slou¢enina KAC-59-F (pokles 75 %;
10 umol/l). Antagonisticka aktivita byla pfimo umeérnd zvysujici se koncentraci testovanych
slou¢enin. Podobny trend byl pozorovan i ve vztahu slouc¢enin ke GR. Byla identifikovana
trojice antagonistii GR snizujici odpovéd’ pozitivni kontroly dexamethazonu (DEX). Nejvyssi
anti-glukokortikoidni aktivita (70 %) byla patrna u slouceniny KST-41 (10 pmol/l). Vysledky
této diplomové prace mohou mit vyznam pro farmakologii, ale i pro syntézu novych

sloucenin.



SUMMARY

The subject of interest was a series of newly synthesized derivatives of natural
substances (KST-35, KST-41 and KAC-59-F). These compounds are characterized
by the occurrence of heterocycle quinoline, pyridine and piperazine. Nowadays, a large
number of drugs contain these structures. The compounds were evaluated for possible
interaction with the aryl hydrocarbon receptor (AhR) and the glucocorticoid receptor (GR).
These nuclear receptors act as ligand-activated transcription factors. Modification of the
receptor transcriptional activity regulates a number of signalling pathways in the organism.
For monitoring of properties of the tested compounds, subsequent methodology was used:
the cytotoxicity was determined by conventional MTT assay, the Reporter Gene Assay
established transcriptional activity. For assessment of these relationships were stably
transfected cell lines AZ-AhR and AZ-GR treated by the addition of the tested compounds
with the concentrations of 0,01; 0,1; 1 and 10 umol/l. The substance KST-41 (10 umol/l) was
identified as a partial agonist of AhR. In this case, the receptor activation was
28 times higher than the negative control methanol (MeOH). The suppression of response
elicited by the positive control dioxin (TCDD), at the rate of 66 %, was recorded too. The
other two compounds were identified as antagonists of AhR. The most noticeable antagonistic
effect was caused by the compound KAC-59-F (decrease by 75%; 10 umol/l). The
antagonistic activity was directly proportional to increasing concentrations of the tested
compounds. A similar trend was also observed in relation to GR. Three antagonists of GR
were identified, which decreased the positive control dexamethasone (DEX) response. The
compound KST-41 (10 umol/l) showed the highest anti-glucocorticoid activity (70 %). The
information contained in current thesis may have significant impact in pharmacology, but also

for the synthesis of new compounds.
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1. UVOD

Alkaloidy predstavuji skupinu velmi rtznorodych sloucenin s relativné hojnym
vyskytem a celosvétovym pokrytim. I kdyz si to nepfipoustime, denné se setkavame s jejich
ucinky v podobé podanych 1ékti nebo pii konzumaci kdvy a Caje. Mnoho alkaloidi je
toxickych, avsak najdou se i ty, které participuji v klinické praxi. I tak nendpadné vyhlizejici
rostliny, jako jsou pfeslicky a plavuné v sobé mohou skryvat 1ék proti rakoving.
S prihlédnutim k obrovskému ¢islu identifikovanych alkaloidi (piiblizné 30 000) se alkaloidy
jevi jako bezedna studnice nabizejici Siroké spektrum biologickych aktivit. Na druhou stranu
by bylo na $kodu nevyuzit potencial ukryvajici se vSude kolem. Neni tedy moudré obracet se
k ptirod¢ zady, ale spiSe ji naslouchat a jit cestou monitoringu alkaloidnich u€ink.

Napfti¢ historii se lidé setkdvali s alkaloidy jiz pfed zhruba 5000 lety, kdy byly
u ritudlnich obtfadl na izemi Jizni Ameriky zvykany listy koky. Od prvotnich diagnostickych
metod, kdy byly uc¢inky alkaloidii stanoveny az po jejich pozieni, se toho hodn¢ zménilo.
V dnesni dobé se organicti chemikové opiraji o celou §kalu modernich technik za vyuZziti
pocitaGovych programu. Pravé proto mohl byt v poslednich 40-ti letech zaznamenan pokrok
I v organické syntéze. Diky moznosti syntetizovat slouéeniny ,,in vitro ““ tak komplexni, jak to
dokaze ,,in vivo jen sama ptiroda, neni divu, Ze farmaceutické spolecnosti zazivaji renesanci
Vv oblasti vyvoje novych l€ki. Pfestoze za syntézou nové substance stoji dobry umysl,
je vhodné nepodcenovat mozné naruSeni fyziologickych pochodd organismu. Z toho divodu
je vzdy pottebné laboratorné verifikovat biologicky dopad novée syntetizované substance.

V praktické casti diplomové prace byla sledovana interakce uméle syntetizovanych
derivath pfirodnich latek s jadernymi receptory vystupujicimi jako ligandem aktivované
transkripéni faktory. Pozornost byla vénovéna piedev§im aryl uhlovodikovému (AhR)

a glukokortikoidnimu (GR) receptoru. Aktivace, pfipadna deaktivace téchto transkripcnich
faktorti, mize korelovat s patologickymi stavy, jako je naptiklad karcinogeneze, teratogeneze,
oslabena imunita, hepatotoxicita, diabetes a glaukom. Proto je azZ nutnosti porozumét témto

pochodiim na molekularni Grovni.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Biotransformace

Jednd se o souhrn biochemickych reakci, jejichz cilem je pfeména endogennich
i exogennich latek v metabolity za uc¢elem snadné exkrece z organismu (Ferencik et al.,
2000). Exogennim latkam neboli také xenobiotikim jsou organismy ustaviéné exponovany.
Pod pojmem xenobiotika se skryva cela fada substanci, jako jsou napt. chemické latky
pfijimané s potravou, vzdusné polutanty, 1éky a mnoho dalSich. Obecné se jednd o latky
ptirodni nebo produkované primyslem. V naprosté vétsing piipadl zde vystupuji latky, které
nemaji vyzivovy ani stavebni potencial. Na druhou stranu dochazi k interferenci
s endogennimi pochody, coz koreluje s disbalanci vnitiniho prostfedi (Bock 2003; Skalova
etal., 2011).

Béhem evoluce si organismy vytvoiily celou baterii enzymu Vv boji proti Skodlivym
vliviim xenobiotik. Jejich hlavni strategie spoc¢iva ve zméné struktury chemického individua,
a tudiz 1 polarity. Latky spiSe polarniho charakteru mohou byt pifimo vylouceny ledvinami.
Na druhou stranu hydrofobni metabolity cirkuluji mezi ledvinami a jatry, ¢imz podléhaji
transformaci v metabolity hydrofilni diky enzymtm. Nasledn¢ dojde k vylouceni v podobé
moci (Fukasawa et al., 2007).

Za biotransformaci je povaZovan proces obsahujici tfi faze. V 1. fazi, tedy poté
co je xenobiotikum krevnim fecistém dopraveno do buiky, vznika hydrofilngjsi sloucenina
(Skalova et al., 2011). Jedna se 0 bioeliminaci a ve vétSiné piipadi tak vznikaji méné
reaktivni metabolity. Ve II. fazi dochazi ke konjugaci s endogenni slouc¢eninou za vzniku jesté
vice polarniho metabolitu. Béhem III. faze jsou konjugaty transportovany ven z bunky

a sekretovany do moci (Kohle et Bock, 2008).

2.1.1 1. faze biotransformace

Tato faze je pfedevsim situovana do endoplazmatického retikula buniky. Béhem faze
byva vyuzito nékolika ptistupli, a to bud’ zavadéni nebo odkryti funkcni skupiny nebo
pfemény malo polarni skupiny v polarnéjsi (-COOH, -OH, -NH,, =CO). Ve vysledku dochazi
ke zvySeni polarity celé substance. Exogenni 1 endogenni latky podléhaji bchem
biotransformace pravé takovym reakcim, jako je oxidace (aromatickd a alifatickd
hydroxylace, epoxidace, dealkylace, N-oxidace, oxidativni dehalogenace), redukce (redukéni

dehalogenace, nitroredukce, azoredukce), dale pak hydrolytickym, hydrataénim



a izomera¢nim reakcim (Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004). Ve vysledku dochazi
ke vzniku metabolitu, ktery je schopen vstoupit do 1I. faze. Xenobiotika jiz nesouci dostatecné
polarni skupiny nepodléhaji 1. f4zi a rovnou prechazi do II. faze (Hodgson, 2010). U vyssich
organizml byva upfednostinovana oxidacni cesta. Prioritnimi c¢initeli v katalyze tohoto
procesu jsou cytochromy P450 (CYP). Jelikoz je K dneSnimu dni znamo ptes 200 000
substratti CYP, nasledujici vycet zahrnuje pouze skromny zlomek celku, a to steroidy, mastné
kyseliny, eikosanoidy, retinoidy, prostaglandiny véetné vétSiny léka (Lewis et al., 1998).
V neposledni fad¢ Ize jmenovat prokarcinogeny, jako jsou benzen a polycyklické aromatické
uhlovodiky (Klingenberg, 1958). Jako dalsi enzymy tucastnici se pochodid I. faze jsou
povazovany flavinové monooxygenazy, alkoholdehydrogendzy, aldehyddehydrogenazy,
karbonyl-reduktazy, peroxidazy, xanthinoxidazy, karboxylesterazy aj. (Knejzlik et al., 2000).
Zminované enzymy hraji dilezitou roli v bioeliminaci, ale i v tvorbé toxickych produktu,
jelikoz mohou vznikat elektrofilni skupiny, které interaguji s bunéénymi makromolekulami

(Hodgson, 2010).

2.1.2 1I. faze biotransformace

Béhem této faze dochazi k charakteristické konjugaci metabolitt z 1. faze
s nizkomolekularni endogenni latkou. Katalyza probiha za pfitomnosti konjugacnich enzymi.
Vétsina enzymu je situovana predevsim do prostiedi endoplazmatického retikula hepatocyta.
Za reakce zprostfedkovavajici konjugaci lze povazovat nasledujici, v€etné jejich enzymi
a konjugacnich cinidel: glukoronidace (UDP-glukuronosyl transferazy; glukuronova
kyselina), sulfonace (sulfotransferazy; 3°-fosfoadenosin-5’fosfosulfat), acetylace (N-acetyl-
transferazy; acetyl-CoA), methylace (methyltransferazy; S-adenosylmethionin), konjugace
s glutathionem (glutathion S-transferazy; glutathion) a konjugace s aminokyselinami
(N-acyltransferazy, aminokyseliny) (Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004). Diky témto
reakcim jsou tvofeny vysoce polarni slouceniny, coz koreluje se snizenou biodostupnosti
a snazsi eliminaci konjugéti. Na druhou stranu muaze opétovné vzniknout ptivodni nebo jeste
vice toxické xenobiotikum diky hydrolytickému Stépeni. Tento jev byl pozorovdn u aminti
a karboxylovych kyselin: morfinu, diklofenaku, tolmetinu a kyseliny acetylsalicylové (King et
al., 2002; Nakata et al., 2006).
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2.1.3 III. faze biotransformace

Jest¢ nedavno byla biotransformace rozdélovana do dvou fazi. Diky objevu
membranovych proteintl transportujici xenobiotika vné bunku byl tento proces zaclenén jako
III. faze (Vrzal et al., 2004). Pfitomnost téchto pienaSecl je zadouci, nebot’ nebyt jich,
tak by nékteré piili§ polarni metabolity nemohly piejit pfes membranu (Zamek-Gliszczynski,
2006). Nejznaméjsim a rovnéz prvné objevenym primarnim trans-membranovym proteinem
je P-glykoprotein. Byva oznaCovan jako puvodce mnohocetné 1ékové rezistence. Jedna
se 0 ATP-dependentni glykoprotein, ktery vyuziva energii k transportu z hydrolyzy adenozin-
5 -trifosfatu (ATP). Exkreci konjugovanych sloucenin obstaravaji rovnéz rodiny sekundarnich
transportért, jako jsou transportni peptidy organickych anionti (OATP). OATP zajistuji
ptenos spiSe hydrofobnich aniontd (zlucovych kyselin, tyroidnich hormont, organickych
barviv a 1¢éki). V piipadé organickych aniontovych transportéri (OAT) a organickych
kationtovych transportéric (OCT) se jednd o transportéry preferujici spiSe hydrofilni
slouceniny (N-methyl-nikotinamid, cholin, dopamin, cimetidin, serotonin, histamin, adrenalin
a noradrenalin) (Hagenbuch et Meier, 2003; Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004). VSechny
tyto pfenaSeCe maji spolecny cil, a to trans-epitelidlnim efluxem snizit intracelularni
koncentraci toxickych latek. Bohuzel, tak miize byt snizovana koncentrace 1éciva, ktera je

nutna pro jeho pozadovany efekt (Schinkel et Jonker, 2003).

2.2 Regulace enzymu metabolizujicich xenobiotika

Biotransformaéni enzymy pisobi jako dynamicky systém. Tento stav je
pro organismus vyhodny, nebot jejich neustdld modulace poskytuje organismu adaptaci
na fyziologické 1 patologické faktory. Tyto faktory byvaji rozdélovany do dvou hlavnich
skupin, a to na faktory interindividualni (rozdily v biotransformaci mezi jedinci, v ramci
zivota jedince se vSak neméni) a intraindividualni (zmény biotransformace béhem Zivota
jedince). Enzymy vSech tii f4zi mohou byt v rdmci interindividuédlnich vlivi exprimovany
odli$né na zaklad€ zivocisného druhu, genetické predispozice a pohlavi. Intraindividualni
vlivy koreluji s v€kem, hormonalnimi vlivy, t€hotenstvim, stresem, nemocemi, stravovanim,
indukci a inhibici enzymi. Na molekuldrni trovni muize byt exprese genu regulovana
v n¢kolika urovnich. Jedna se napiiklad o regulaci syntézou a degradaci mRNA nebo enzymu,
substratovou koncentraci, presenci inhibitord a aktivatorti, avSak nejvétsi dulezitost ma
bezpochyby transkrip¢ni regulace zprostiedkovana nuklearnimi receptory (Hodgson et al.,
2010; Kim et Novak, 2007; Skalova et al., 2011; Pavek et Dvorak, 2008; Zanger et Schwab,
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2013). Tyto ligandem aktivované proteiny po interakci s ligandem iniciuji translokaci
komplexu (receptor/ligand) z cytozolu do jadra. Zde dochazi k vazb&é receptoru
se specifickymi sekvencemi DNA a nasledné expresi cilovych gent (Obr. 1) (Vrzal et al.,
2004).

Za regulaci biotransformace je zodpovédnych hned nékolik receptorti, mezi néz patii
cela fada zastupci, jako je aryl uhlovodikovy receptor (AhR), glukokortikoidni receptor (GR),
konstitutivni androstanovy receptor (CAR), pregnanovy X receptor (PXR), dale rovnéz
receptor pro kyselinu cis-retinovou (RXR), receptor pro kyselinu trans-retinovou (RAR),
estrogenni receptor (ER) a nékolik dalSich (Nakata et al., 2006; Vrzal et al., 2004). Ovsem

pro potieby diplomové prace bude vétsi pozornost vénovana pouze AhR a GR.

\
L. faze II. faze III. faze
xenobiotika ATP yLK
—> X =Y - 7 . =
qAY . . il
« oxidace konjungace eliminace
A ’ (enzymy) (enzymy) (fransportéry)
ligandy '7

nukle arni

receptor

cilové geny

cilova
sekvence

Obr. 1: Regulace 1., I1. a III. faze biotransformace
Piekresleno podle Nakata et al., 2006
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2.2.1 Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)

Tento xenoreceptor je ligandem aktivovany transkripcni faktor. Regulace exprese je
kontrolovana mimo receptor jest¢ jeho represorem (AhRR) a nuklearnim translokatorem
(ARNT). Tato rodina je charakterizovana strukturnim motivem se dvéma a-helixy
separovanymi nehelikalni smyckou. Spole¢né tedy nalezi do rodiny bHLH-PAS
transkrip¢nich faktorti (Tirona et Kim, 2005).

Doposud bylo odhaleno pies 400 exogennich ligandi aktivujicich AhR. Jako exogenni
ligandy lze jmenovat polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, indoly,
karotenoidy, fenolické latky a flavonoidy. V téchto fadach je k nalezeni i velmi toxicky
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) (Ditrich et Kaina, 2010; Vrzal et al., 2004). Pravé
tyto kontaminanty se hojné vyskytuji v nasich ekosystémech. Zdrojem mohou byt pesticidy,
cigaretovy kouf, zplodiny z automobild a tovaren. Kupodivu bylo prokazano,
Ze na prvni pohled nenapadnym aktivatorem AhR je i néktera listova zelenina a citrusové
ovoce (Akamura et al., 2003). Piikladem liganda ze zastoupeni endogennich slou¢enin mohou
byt Zluova barviva, derivaty mastnych kyselin a aminokyselin (Ditrich et Kaina, 2010).

Tento protein reguluje celou fadu fyziologickych funkci, jako je bunééna diferenciace,
determinace pohlavi, vyvoj a reprodukce organismu. Vyse zminéné ligandy mohou inhibovat
apoptdézu (u karcinogennich bun¢k) nebo apoptéozu aktivovat (u lymfocyti). Mezi dalsi
negativa patfi modulace bunécného cyklu a zvySend proliferace transformovanych bunék
(Burchiel et Luster, 1991; Hahn, 1998; Chramostova et al., 2004). Tyto pochody koreluji
s toxickymi uc¢inky, jako je karcinogeneze, teratogeneze, oslabena imunita, hepatotoxicita,
epitelialni hyperplazie a indukce enzymu (Nakata et al., 2006).

Samotny gen AhR se vyskytuje na 7. chromozomu. Gen obsahuje 12 exoni,
kodujicich celkem 848 aminokyselin (Vrzal et al., 2004). Aktivace receptoru souvisi
supregulaci dalSich geni vSech tfi fazi a to konkrétné s CYP (CYP1A, CYPIB),
UDP-glukuronosyltransferaz (UGT1A), gluthathion S-transferaz (GSTA1l), NAD(P)H
oxidoreduktaz a ABC 1ékovych transportéri (ABCG2) (Mimura et al., 1999; Nakata et al.,
2006; Vrzal et al., 2004;).

Zanepritomnosti ligandu se AhR vyskytuje v cytozolu v neaktivnim komplexu
se dvéma proteiny teplotniho Soku (hsp90), jednim X-asociovanym protein (XAP2) a jednim
kochaperonem (p23). V této konformaci je receptor transkripéné inaktivni, ale ligandem
aktivovatelny. VySe zminéné proteiny vytvareji most mezi bHLH a PAS B doménami.

Po navazani ligandu do ligand vazebné domény PAS B dochazi ke konformacni zméné, ktera
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vyusti ve zpfistupnéni jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS). Poté je iniciovan jaderny
transport (Kewley et al., 2004; Vrzal et al.,, 2004). Jaderna translokace je doprovazena
disociaci chaperonovych proteinti a heterodimerizaci s ARNT pies bHLH a PAS domény
(Kewley et al., 2004; Pavek et Dvorak, 2008). Heterodimer se vaze na promotor cilovych
gend, a to konkrétné s tzv. xenobiotickymi nebo téz dioxinovymi responzivnimi elementy
(XRE/DRE). Tyto responzivni elementy jsou charakteristické svou nesymetrickou sekvenci
5-TnGCGTG-3¢, kde ,,n“ je libovolny nukleotid (Pavek et Dvoiak, 2008). Heterodimer
AhR/ARNT vytvaii vazebnou jednotku spolu s transkripénimi koaktivatory pies
transaktivacni domény (TAD) ARNT a AhR (Kewley et al., 2004). Za tyto koaktivatory
lze zminit napt. koaktivator steroidniho receptoru 1 (SRC-1), TATA vazebny protein (TBP)
a TBP asociované faktory (TAF). V ptitomnosti RNA polymerdzy II dochdzi k iniciaci
transkripce (Pavek et Dvorak, 2008). Po splnéni ukolu nastava kompetitivni inhibice AhR
diky vazbé AhRR s ARNT (Hahn et al., 2009). Rovnéz je rozpoznan jaderny exportni signal
(NES) receptoru a ten je translokovan zpét do cytoplazmy, kde je degradovan 26S
proteazomem (Obr. 2) (Pavek et Dvorak 2008; Vrzal et al., 2004).

A o

1S %Vv 3
‘A — ARNT %\

xenobiotika

CYP1A2

CYP1B1
UGT1A1
UGT1A6
> |~

(TNGCGTG) S >
Jadro
kytoplazma AhRJ

Obr. 2: Schéma signalni transdukce po aktivaci aryl uhlovodikového receptoru

Nakresleno podle Kewley et al., 2004; Pavek et Dvoiak 2008
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2.2.2  Glukokortikoidni receptor (GR)

| tento receptor vystupuje jako ligandem aktivovany transkripcni faktor. Pro zménu
patii do skupiny nuklearnich hormonalnich receptorti. Na expresi receptoru se podili jeden
gen Citajici 9 exond. Alternativnim sestfihem exonu 9 je generovano hned nékolik izoforem.
Nejcastéji byvaji exprimovany dvé izoformy, a to GRo a GRp, které se lisi v C-konci
(Hollenberg et al., 1985). Transkripéné aktivni je pouze GRa, kdezto GRP nevaze ligandy
a puasobi antagonisticky vic¢i GR. Inhibice spociva ve snizeni pravdépodobnosti vzniku
homodimeri GRo/GRo. a vazby koaktivatord na tento komplex (Bamberger et al., 1995;
Oakley et Cidlowski, 2013).

Cilovou skupinou ligandt jsou piedevsim endogenni slouceniny glukokortikoidy. Tyto
stresem uvolnované steroidni hormony jsou syntetizovany v kufe nadledvinek, ale reguluji
pochody ve vSech tkanich organismu. Hraji nezastupitelnou tlohu v pochodech, jako je rust,
vyvoj, diferenciace, proliferace, imunita, v neposledni fadé metabolismus glukozy, proteint
et al., 2012; Sapolsky et al., 2000). Receptor byva aktivovan i exogennimi, a to synteticky
ptipravenymi glukokortikoidy. Z tad jednéch z nejvice ptedepisovanych 1éCiv 1ze povazovat
dexametazon, beklometazon, betametazon a triamcinolon (Novotna et al., 2012). Ty byvaji
revmatoidni artritidy, roztrouSené sklerézy a transplantace organti. Rovnéz byvaji
predepisovany k 1écbé rakoviny lymfoidniho systému u leukémie, lymfoml a myelomu.
BohuzZel podavani glukokortikoidii nese i1 svou stinnou stranku. Jako negativni dopad
na organismus by se dal povaZzovat diabetes, glaukom, retardace ristu a hypertenze. Proto
je vice nez zadouci porozumét t€émto faktorim na molekularni urovni (Busill et Cidlowski,
2013; Miner et al., 2005; Rhen et Cidlowski, 2005).

Existuje celé spektrum enzymi a proteind, které jsou regulovany GR na transkripéni
urovni. Jedna se o enzymy biotransformace piedevsim 1. faze, jako je CYP2B6; 2C9; 2C19;
3A5 a 3A4. Rovnéz je tomuto receptoru podminéna regulace nékterych dalSich enzymd, jako
jsou inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS), inducibilni cyklooxygenazy (COX-2),
tyrosin aminotransferazy a fosfoenolpyruvat karboxykinazy (PEPCK), v neposledni fadé jsou
regulovany cytokiny, chemokiny, kininy a jejich receptory (Newton, 2000). N¢které z nich
jsou upregulovany, jiné zase downregulovany. VySe zminény vycet je jen skromnym
zlomkem, nebot” GR reguluje trankripci az 20 % genomu (Dvorak et Pavek, 2010; Galon
et al., 2002; Ren et al., 2012)
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V neaktivnim stavu, tedy bez navazaného ligandu, je GRa lokalizovan v cytosolu
v komplexu se dvéma molekulami chaperonovych proteinti (Hsp90 a hsp70) a FK506
vazebného proteinu (Pratt et Toft, 1997). Je-li receptor vystaven vazbé s glukokortikoidy, tak
podstoupi sled konformacnich zmén, které zapfiCini disociaci s chaperony, dimerizaci
receptoru a rovnéz odkryti jadernych lokalizacnich signalti. V dalSim kroku nastava nukledrni
translokace a vazba homodimeru do regula¢ni sekvence cilovych genid. Vazba je uskute¢néna
s glukokortikoidnim responzivnim elementem (GRE), coz je pentadekametricka
palindromicka sekvence 5‘-GGTACAnNNTGTTCT-3¢, kde ,,n“ je nahodny nukleotid (Cairns
et al., 1991; Nordeen et al., 1990). Aktivované GR selektivné rekrutuji kofaktory, jako jsou
SRC-1, TIF-2, p300/CBP. Toto seskupeni nese charakter histonové acetyltransferazy, ktera
po pfidani acetylovych skupin k histonim moduluje sbalenou DNA a umozni tak pfistup

RNA polymerdzy Il. Po odeznéni signidlu je GR degradovdn v cytosolu proteazom-

ubikvitinovym systémem (Obr. 3) (Pavek et Dvotak, 2008).

O
kortizol \

CYP3A4
CYP3A5
CYP2B6
CYP2C9
CYP2C19

wtoplazma

Obr. 3: Schéma transkrip¢ni regulace exprese genu glukokortikoidnim receptorem
Nakresleno podle Pavek et Dvorak, 2008

16



2.3 Alkaloidy

2.3.1 Definice a historie

Pivodni definice pojednava o alkaloidech jako o rostlinnych, ryze pfirodnich,
zasaditych, heterocyklickych slouceninach, které obsahuji dusik a v mnoha ptipadech maji
farmakologicko-ckologicky dopad (Aniszewski, 1994). Nicméné za poslednich 200 let bylo
u¢inéno mnoho objevii, na jejichz zakladé by bylo vhodné definici pieformulovat.
S piihlédnutim k pivodu alkaloidd i z Zivoc¢isné fiSe, uméle syntetizovanym nebo i K jejich
existenci bez heterocyklu vyvstava spousta nesrovnalosti. Proto i v soucasné dob¢ je definice
pfedmétem akademické diskuze (Bynum et Porter, 1994). Obtize s definici takto riznorodé
skupiny pochazeji i z podobnosti alkaloidi s jinymi slou¢eninami, jako jsou aminokyseliny,
peptidy, nukleosidy, aminoglykosidy a antibiotika (Jakubke et al., 1994).

Vznik nazvu alkaloidy se datuje do roku 1819, kdy si némecky Iékarnik
W. MeiBner, pov§imnul spole¢ného ,,alkalického charakteru® téchto slou¢enin (Clayden et al.,
2001). I kdyz doslo k izolaci prvniho alkaloidu narkotinu uz v roce 1803 (Wolley, 2001),
¢lovek zneuziva tyto slouceniny jako zdroje 1éCivych latek, jedt a lektvari od nepaméti.
Napfii¢ historii se lidé setkavali s ucinky alkaloidi jiz pted zhruba 5000 lety, kdy byly
u ritualnich obtfadl zvykany listy koky na uzemi Jizni Ameriky (Van Dyke et Byck, 1982).
Témér ze stejné doby, ale pro zménu ze starovékého Egypta, se dochovaly zminky o 1é€ivych
udincich mlééného latexu z nezralych makovic (Bisset et al., 1994). Svij odkaz maji
I ve stfedoveku, kdy si evropské Zeny kapaly do o¢i $tavu ruliku zlomocného (Atropa bella-
donna) pro rozsiteni zornic. Odtud se také dochovalo oznaceni ,,bella-donna‘, coz v italském
piekladu znamena ,krasna pani“. Alkaloidy maji v historii i své stinné misto. Byly
zodpovédné za smrt feckého filozofa Sokrata po poZiti bolehlavu. Tyto slouceniny odpovédné
za vySe zminéné fyziologické ucinky byly izolovany v prubéhu 19. a na pocatku 20. stoleti.
Byly identifikovany jako stimulant kokain, analgetikum morfin, pivodce mydriazy atropin

a za respiracni selhani zodpovédny koniin (Bynum et Porter, 1994; Hendrickson et al., 1970).

2.3.2 Vyskyt a monitoring alkaloidu

Alkaloidy vystupuji jako skupina s relativné hojnym vyskytem a celosvétovym
pokrytim (Aniszewski, 1994). Bézné jsou situovany V krytosemennych rostlinach.
Nezanedbatelny dopad na farmaceuticky primysl maji ptedevsim blin, rulik a durman (Celed’
lilkovitych), ocun a kychavice (¢eled liliovitych), mék a vlastovicnik (Celed” makovitych)

(Evans, 2009). Dokonce i unahosemennych rostlin se najdou zastupci s 1é¢ivymi ucinky.
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Paklitaxel z tisu, lykopodin z plavuni a palustrin z pteslicek vystupuji jako dileziti Cinitelé
Vv boji proti rakoviné. U hub jsou nechvalné znamé napt. derivaty kyseliny lysergové
z pali¢kovice nachové pro vyrobu drog. Podobné slouéeniny se nachazeji i v Zivoc¢isné fisi.
Zvlastni zajem je veénovan extrémné toxickym koznim sekretim zab z cCeledi
pralesnickovitych. Sekrety obsahuji neurotoxin batrachotoxin, ktery je 15x ucinngjsi
nez kurare. Tuto strategii, jako obranu pied predatory, si osvojili i néktefi zastupci z tad
brouki a motyla (Evans, 2009; Wolley, 2001).

Miliardy lidi po celém svét¢ jsou denné exponovany ucinkim alkaloidi,
at’ uz v podobé podanych 1ékti nebo pii konzumaci kavy a ¢aje. Na druhou stranu by bylo
az na $kodu nevyuzit potencial ukryvajici se vSude kolem. Proto je vic nez potfebné vénovat
znacné usili monitoringu alkaloidnich u¢inkt (Aniszewski, 1994; Kutchan, 1995). Mnoho
uzite¢nych rostlin a Zivocicht se vyskytuje v nepiistupnych ¢astech svéta, které jsou dany
at’ uz neprostupnym terénem nebo politickou situaci. Nékteré potencionalni zdroje alkaloida
nejsou vhodné k péstovani v laboratornich podminkach nebo jen pomalu rostou (tis jako zdroj
paklitaxelu). Nékdy je pozadovany alkaloid pfitomen pouze ve stopovych mnozstvich
(protirakovinovy 1ék vinblastin z barvinku rizového) (Pelletier, 1983). Mnohdy Zene védce
kupiedu piedeviim touha po zisku 1é¢iva bez vedlejsich u¢inka (Wernsdorfer, 1994). Casto
volaji po potiebé novych 1é¢iv hrozby v podobé novych infekci a rezistence mikroorganismii
na stavajici antibiotika. Z téchto a mnoha dalSich divodu je tfeba piichazet s alternativnimi
pfistupy. Jednim takovym feSenim by mohl byt zisk uméle ptipravenych alkaloidl cestou
chemické syntézy (Aniszewski, 1994). Vice bude o syntetickych alkaloidech feceno
v kapitole 2.4. Syntetické alkaloidy a jejich syntéza.

2.3.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Jedna se o velice rozmanité sekundarni biomolekuly, které nachéazeji sviy zaklad
v aminokyselinaich nebo v komponentech ucastnicich se procesu transaminace (Dewick,
2002). Vétsina alkaloidii jsou dobie definované krystalické, zasadité, opticky aktivni, lipofilni
latky, bez barvy a zapachu, ale hotké chuti. Za oby¢ejného tlaku a pti vysSich teplotach maji
tendenci se rozkladat a vétSinou jsou prudce jedovaté. Kromé prvkl uhliku, vodiku a dusiku
casto alkaloidy obsahuji i kyslik (Caron et al., 1988; Manske, 1965). Nejcast¢ji se vyskytujici
struktury v alkaloidech jsou k vidéni na obrazku 4. Na druhou stranu existuje i fada vyjimek.
Nékteré nizkomolekularni latky jako naptiklad koniin, nikotin a spartein jsou bez kysliku,

a tedy bez darce vodikové vazby. Z toho diivodu jsou za pokojové teploty kapalné. Ackoliv
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barevné alkaloidy jsou relativné vzacné, nejsou neznamé, napiiklad berberin je zluty a soli
sanguinarinu jsou méd’naté ¢ervené (Evans, 2009).

Jsou obvykle dobie rozpustné ve slabé polarnich a nepolarnich rozpoustédlech,
a to konkrétn¢ v alkoholu, chloroformu, etheru nebo jejich smési. Také nékterda zasadita
organickd rozpoustédla se nabizeji jako vhodnd rozpoustédla alkaloidd (anilin, pyridin,
piperidin) (Acamovic et al., 2004; Woolley, 2001). Znalost rozpustnosti alkaloidi a jejich soli
ma zna¢ny farmaceuticky vyznam, nebot’ jsou alkaloidni latky Casto podavany v roztoku.
Na zakladé rozdilti v rozpustnosti je tfeba volit i vhodny postup izolace alkaloidt z rostlin,
a tim tak jejich oddéleni od nealkaloidnich slozek (Evans, 2009).

Bazicita alkaloidl je dana volnym elektronovym parem na jejich atomech. Alkaloidy
sice mohou existovat jako volné baze, ale ve vétsing piipadl vystupuji jako soli. Soli vznikaji
po vazbé volného elektronového paru atomu N s H' nékteré karboxylové kyseliny jako
naptiklad stavelové, jablecné, vinné, maleinové a mlécné. Rovnéz se mohou parovat
s mineralnimi kyselinami, jako je kyselina chlorovodikova nebo sirova. V tomto piipadé jsou
slou¢eniny rozpustné ve vod¢ a jen mirné€ rozpustné v organickych rozpoustédlech. Z tohoto
duvodu je strychnin hydrochlorid mnohem vice rozpustny ve vod¢ nez jeho strychninova baze
(Evans, 2009; Pelletier, 1983).

H
Tropan Pyrolidin Pyridin Piperidin
) O
= N CD N
N
Chinolin Isochinolin Pyrolizidin Chinolizidin
N
SRS
4
N N
Indol Imidazol

Obr. 4: Nejcastéji se vyskytujici struktury v alkaloidech
Vytvoteno podle Wolley, 2001
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2.3.4 Farmakologické ucinky

Alkaloidy nabizeji Siroké spektrum biologickych aktivit a nize zminéné aplikace jsou
jen $pickou ledovce. Neékteré dalsi jsou k vidéni v tabulce I. Tyto slouceniny signifikantné
participuji Vv klinické praxi. Jako jedno z moznych uplatnéni se nabizi vyuziti téchto sloucenin
jako histologickych regulatorti metabolismu. Alkaloidy interaguji s receptorem Na' kanélu,
a tak svym navadzanim na receptor reguluji tok iontl. Moznym vyuzitim se nabizi 1écba
srde¢ni arytmie v piipadé blokace téchto kanali ajmalinem (Wolpert et al., 2005).

Jinym pfistupem je regulace mikrotubulti déliciho vieténka. Alkaloidy vinblastin
a vinkristin jsou zodpovédné za poskozeni téchto komponentti. Na zdkladé¢ toho dochazi
k preruseni mitézy béhem metafdze. Existuje mnoho aplikaci této interakce, predevsim
v 1é¢bé Hodgkinovy choroby a rakoviny (Wink, 2007).

Alkaloid berberin reguluje mikrobialni aktivitu inhibici esteraz stejné jako DNA
a RNA polymeréaz. Navic inhibuje bunécné dychéni a interkaluje se do DNA. Jeho uplatnéni
se nabizi I pti 1écbé AIDS, protoze inhibuje HIV-1 reverzni transkriptazy (Spence et al.,
1995).

Jinym pfistupem v 1é¢bé byva antagonismus s adenosinovymi receptory.
Za normalnich podminek po interakci cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP) se svymi
receptory dojde k inhibici nervovych signali a dilataci krevnich cév mozku. Navazanim
kofeinu a theobrominu na adenosinové receptory dochazi k efektu ptresné opacnému, tedy
ke stimulaci CNS a zvySeni prutoku krve. Timto principem je lé¢ena napiiklad Parkinsonova
choroba (Franco et al., 2013; Palacios et al., 2012).

Chinin a chinidin vystupuji jako inhibitory syntézy nukleovych kyselin na zakladé
interkalace do DNA. Rovnéz atakuji ATPazy, ¢imz dochazi k potlaceni patogenu zimnicky
tropické. Tato antimalarika byvaji v soucasnosti nahrazovana syntetickymi analogy pro mensi

dopad na organismus v podob¢ vedlejsich ucinka (Mihaly et al., 1987; Mufioz et al., 1996).
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Tab. I: Alkaloidy aplikované v mediciné

Skupina lé¢iv

Biologicky ucinek

Nazev alkaloidu

Afrodiziakum
Analgetikum
Anestetikum (lokalni)
Anthelmintikum
Antiarytmikum

Antibiotikum

Antiemetikum

Antihypertenzivum

Antimalarikum

Antitusikum
Antivirotikum

Diaforetikum
Diuretikum
Emetikum
Hypnotikum

Oftalmologikum

Sedativum
Spasmolytikum

Sympatolytikum

Sympatomimetikum

Povzbuzeni libida

Tlumeni bolesti

Znecitlivéni v mist¢ aplikace
Eliminace helmintt (Cervi)
Upraveni srdecni ¢innosti
Zabranéni mnoZzeni nebo
eliminace mikroorganizmu
Potlaceni zvraceni

SnizZeni krevniho tlaku

Zabranéni mnozeni nebo
eliminace prvoku zpisobujicich
malarii

Tlumeni suchého kasle
Zabranéni mnozeni nebo
eliminace virt

Usnadnéni poceni

Zvyseni diurézy (vyluovani)
Vyvoléani zvraceni

Navozeni spanku

Zuzeni zornice, snizeni
nitroo¢niho tlaku

Uvolnéni, uklidnéni, ztrata strachu

Relaxace hladkého svalstva
Inhibice centralniho nervového
Systému

Stimulace centralniho nervového
systému

Yohimbin

Kodein, Morfin
Kokain, Lolin
Arekolin, Harmalin
Chinidin, Chinin
Berberin, Kanthin-6-on

Hyoscyamin, Skopolamin
Cevadin, Reserpin,
Rubijervin, Serpentin,
Veratrin

Alstonin, Berberin, Chinin

Kodein, Narkotin
Castanospermin, Dendrobin,
Kalystegin

Akonitin

Chelerythrin, Spartein
Emetin

Skopolamin

Fysostigmin, Pilokarpin

Reserpin, Serpentin
Papaverin, Tubokurarin

Reserpin, Serpentin

Cathin, Efedrin, Kofein,
Kokain, Lobelin

Lécba

Nazev alkaloidu

Alzheimerova choroba
Amébova uplavice
Impotence

Migréna

Parkinsonova choroba

Rakovina

Revmatismus
Poporodni krvéaceni

Galantamin

Papaverin
Ergotamin
Tigloidin

Emetin, Konessin

Ellipticin, Baccatin, Maytansin, Vinblastin,
Vinkristin, Kamptotecin, Demekolcin, Paklitaxel
Akonitin, Kolchicin

Ergometrin, Palustrin

Tabulka byla vytvorena podle Wolley, 2001 (skupina 1é¢iv, profylaxe a nazev alkaloidu); Aniszewski, 1994

(biologicky ucinek)
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2.3.5 Kilasifikace

Odhady hovoii pfiblizn¢ 0 30 000 znamych alkaloidech, které vykazuji obrovskou
riznorodost (McMurry, 2010). V duasledku toho byva akceptovano hned nékolik systému
klasifikace (Evans, 2009). V S$irSim hledisku mohou byt sloueniny hodnoceny
z pohledu chemické struktury (podle heterocyklického systému) a biosyntetické drahy (podle
aminokyselinového prekurzoru). Pokud nejsou tyto poznatky prozatim znamy, pfiihlizi se
I k jejich podobnosti se znamymi slouceninami z pohledu biologické a ekologické aktivity
nebo Kk jejich pivodu v ptirodé (Pelletier, 1983; Woolley, 2001). Piesto je vzdy dilezité zjistit
o daném alkaloidu co nejvice, nebot podobné¢ alkaloidy mohou mit zcela odlisné
biosyntetické drahy a riazné biologické dopady (Aniszewski, 1994). Alkaloidy jsou
rozdélovany na tii hlavni typy a to na pravé alkaloidy, protoalkaloidy a pseudoalkaloidy.
Pravé alkaloidy jsou odvozeny od aminokyseliny a sdileji heterocyklicky kruh s dusikem.
V protoalkaloidech je dusik puvodem z aminokyselin také pfitomen, ale neni soucasti
heterocyklu. Pseudoalkaloidy jsou slouceniny, u nichz zakladni uhlikova kostra neni
odvozena od aminokyselin, ale z jejich prekurzori nebo postkurzort. Mohou také vyplyvat
z aminacnich 1 transaminacnich reakci. Stejné tak mulZe byt tento typ alkaloidid odvozen
od neaminokyselinovych prekurzord, jako je tomu u steroidnich nebo terpenoidnich struktur
(Jakubke et al., 1994; Dewick, 2002). Zakladni principy klasifikace jsou naznaeny
v tabulce IlI. Syntetické alkaloidy mohou byt klasifikovany na zakladé vySe zminénych

pravidel nebo jim muze byt pfisuzovana samostatna skupina (Aniszewski, 1994).

Tab. Il: Klasifikace alkaloida

. Skupina
Typ alkaloidu | Prekurzor p_ Nazev alkaloidu
alkaloidu
Pyrolidinové Hygrin, Kuskohygrin
, Atropin, Hyoscyamin Kokain,
Ornitin Tropanove Skopolamin
Europin, Hom rmidin, Meteloidin
Pyrolizidinové uropi | omospermidin, Meteloidin,
Retronecin
_ . Anaferin, Lobelin, Piperidin, Piperi
Pravé alkaloidy . Piperidinové na er_m Obetin, Fiperidin, Fiperin
Lysin Sedamin
Chinolizidinové Cytisin, Lupanin, Spartein
Isochinolinové Anhalamin, Tyramin
. Kodein, Morfin, Norkoklaurin
Tyrosin Tetrahydro- ; — -
y . © ra‘ y 'T° , Papaverin, Tetrandrin, Thebain,
isochinolinové .
Tubokurarin
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Skupina

T Ikaloi Prek : A Ikaloi
yp alkaloidu rekurzor alkaloidu Nazev alkaloidu
. Autumnalin, Crinin, Galantamin,
Tyrosin/ Fenylethyl- . . -
Fenylalanin | isochinolinové Galantin, Lykorin, Maritidin,
y Oxomaritidin, Vittatin
, Ajmalicin, Harmin, Psilocin,
Indolové .
Tryptamin
Tryptofan Chinolinové Brucin, Cinchonidin, Chinidin,
oHnove Chinin, Chlorochin, Strychnin
Namelové Ergobin, Ergokryptin Ergotamin
Pravé alkaloidy | Histidin Imidazolové Pilokarpin, Pilosin
Arginin Karbolinové Saxitoxin, Tetrodotoxin
Chinolizidinové Peganin
Antranilova C o, Bucharin, Diktamin, Flindersin,
. Chinolinové . . .
kyselina Haplopin, Perforin, Skimianin
Akridinové Akronycin, Rutakridon
o, Anabasin, Evolin. Evonolin, Evorin,
Nikotinova .. , . . oL .
kvselina Pyridinové Kassinin, Nikotin, Regelidin,
y Wilforin
Tyrosin Fenylalkylaminové | Hordenin, Meskalin
. Terpenoidni o
Protoalkaloid Tryptofan . Yohimbin
y yp indolové
Ornitin Pyrolizidinové 4-hydroxystachydrin, Stachydrin
Octova Piperidinové Koniin, Pinidin
kyselina
P atova . . .
yruvatova Fenylalkylaminové | Efedrin, Kathin, Kathinon
kyselina
. Ferulova ) ; .
Pseudoalkaloidy kyselina Fenylalkylaminové | Kapsaicin
Geraniol Terpenové Aktinidin, Akonitin, Atisin
. o Cyklopamin, Cholestan, Jervin,
Saponiny Steroidni Konessin, Solanidin, Tomatidin
Adenin Purinové Kofein, Teobromin, Teofylin

Tabulka byla vytvofena podle Aniszewski, 1994
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2.4 Svyntetické alkaloidyv a jejich syntéza

V uplynulych &tyficeti letech zaznamenaly syntetické studie mnoho inovaci. Diky
Siroké Skale modernich metodik a novych ¢inidel se organickd syntéza stale posunuje vpred
at’ uz v oblasti syntézy léCiv, ptirodnich latek nebo komplikovanych struktur pro materialovou
chemii (Svoboda, 2000). Obecné¢ by se dal rozvoj pfisuzovat diktovanym potiebam
spolecnosti, hospodafstvi ¢i ekonomiky. Konkrétné 1ze zminit snahu vyrabét vysoce a rychle
pusobici substance, které selektivné piisobi na bunééné kompartmenty v mnozstvi, na které
pfiroda nestaci. Déle lze zminit také hledani méné pracnych, lacingjSich, ekologicky
nezavadnych a energeticky méné naroénych syntéz (Liska, 1993; Saenz et al., 2012; Wang
etal., 2013).

Pro zisk zadané aktivity nové syntetizovanych alkaloidli se organicka syntéza opira
0 strategie jiz diive formulované. Pfi konstrukci se vychazi z doposud znamych poznatki
diive syntetizovanych struktur, struktur cilovych receptort nebo stéle ¢astéji 1 z hodnoty ECsp,
coz je koncentrace agonisty, pii které je dosazeno 50 % maximalniho efektu 1é¢iva (Emax)
(Dascombe et al., 2007).

U komplexnéjSich struktur se vyuziva tzv. retrosyntetické analyzy. Jedna se o postup,
o némZ by se dalo hovofit jako o virtudlni syntéze, kdy se postupuje od cilové slouceniny
(kterd ma byt syntetizovdna) smérem k vychozi latce. Ve vysledku je docileno zisku
fragmentt (tzv. syntond). Tyto dil¢i syntony slouzi jako stavebni kameny a rovnéZ na jejich
zédkladé muze byt predikovan charakter nové syntetizované slouceniny (Liska, 1993).
Principu bylo uzito i vV této praci pfi stanoveni moznych ucinkl testovanych sloucenin
(Obr. 5). U vsech téchto uméle syntetizovanych sloucenin se ve struktufe vyskytuje spolecny
chinolinovy, pyridinovy a piperazinovy heterocyklus. Tento poznatek byl vyuzit pii predikci
moznych vlastnosti testovanych sloucenin. Z toho divodu bude v néasledujicich kapitolach
2.4.1 Chinolinové derivaty, 2.4.2 Pyridinové derivaty a 2.4.3 Piperazinové derivaty vénovana
pozornost pouze slouceninam, které tento heterocyklus obsahuji. Takto vznikly sumar
biologickych vlastnosti slouZi jako teoreticky ndvrh moZnych aplikaci. OvSem reéalnost

hypotéz je vZdy nutné laboratorné verifikovat.
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Obr. 5: Testované slouceniny
Ve slouéeninach byly identifikovany tii spoleéné heterocykly: chinolin (Eervené), pyridin (modfe) a piperazin
(zelené). a) KST-35 - 8-(4-((5-(4-fluorofenyl)pyridin-3-yl)methyl)piperazin-1-yl)chinolin-2(1H)-on b) KST-41 -
2-methoxy-8-(4-((5-fenylpyridin-3-yl)methyl)piperazin-1-yl)chinolin ¢) KAC-59-F - 8-(4-(3-(cyklopent-1-en-1-
yl)benzyl)piperazin-1-yl)-3,4-dihydrochinolin-2(1H)-on

2.4.1 Chinolinové derivaty

Ptirozené chinolinové alkaloidy obsahuje naptiklad kef rostouci v tropické Americe
Galipea officinalis Hancock, ktery si naSel misto v lidovém I1éCitelstvi. Pasobi jako
antipyretikum (proti horecce), antikonvulzivum (proti kie¢im) a rovnéz pomaha diky
zklidnujicim ucinkdm pii podrazdéni kize. Z tohoto kete bylo ziskdno nékolik chinolinovych
alkaloidt, z nichz mezi nejvice dulezité patii galipin a kusparin (Rakotoson et al., 1998).
Plody Evodia officinalis se tradicné pouzivaji v korejské lidové mediciné pro tiSeni bolesti
pii potizich zazivaciho traktu, pfi poporodnim krvaceni a menstruaci. Divodem jsou opét
chinolinové alkaloidy, a to evokarpin a evodiamin. Kromé toho chinolinové alkaloidy
z rodiny Haplophyllum, jako je skimianin, maji sedativni, hypotermické a antidiuretické
vyuziti (Aniszewski, 1994). Prave tyto biologické ucinky a mnoho dalSich, z nichz nékteré
budou zminény v nasledujici ¢asti této kapitoly, ptildkaly mnozZstvi pozornosti v oblasti

lékarské chemie. V souCasné dobé jsou léciva obsahujici chinolinovou kostru jednémi
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z nejvice privilegovanych pfistupti v medicing viibec. Z toho divodu bylo vyvinuto znacné
usili pro rozvoj syntetickych metod téchto struktur (Wu et al., 2013).

Nejvétsi potencial chinolinovych derivati se ukryva v boji proti malarii. Poté, co jsou
infikovany erytrocyty hostitele, nastavaji periodické zachvaty doprovazené horeckou,
pocenim, anémii a Vv piipadé nejvice patogenniho Plasmodium falciparum i smrti (Fendrich,
2005). Prvnim léCivem proti malarii byl bezpochyby chinin (Obr. 6a) ziskany z kiry
chinovnikd. Je to G¢inna latka proti vS§em druhtim prvoka Plasmodium zptasobujici malarii.
Avsak z divodu nemalého poctu vedlejsich G¢inkt bylo snahou nalézt vhodnéjsi 1é¢ivo cestou
chemické syntézy (Wernsdorfer, 1994). Moznym feSenim se nabizel objev nékterych
4- a 8-aminochinolint (Dascombe et al., 2007; Nevin, 2014). Po jejich objevu byly 1écivé
ucinky chininu zastinény, ale s pfichodem rezistentnich forem Plasmodium byla dilezitost
chininu opé€t zrocena. Proto je dnes chinin nejcastéjsi inspiraci pii chemické syntéze
chinolinovych derivati (Foley et Tilley, 1998). Z tfad antimalarik byva pouzivan ze skupiny
4-aminochinolinti napf. chlorochin atakujici syntézu DNA parazita. Ze skupiny
8-aminochinolind se jedna napiiklad 0 primachinin inhibujici respira¢ni fetézec (Francis
et al., 1997). Bohuzel zminéné skupiny antimalarik nesou nezadouci u¢inky v podob¢ zavrati,
ztraty rovnovahy, nystagmu nebo fotofobie ¢asto jako dusledek degenerace neuront (Nevin,
2014). S ptihlédnutim k nezadoucim ucinkiim a rezistentnim kmentim Plasmodium je dilezity
monitoring biologické aktivity alkaloidli. MoZnou dobfe snesitelnou a Gc¢innou alternativou
by mohl byt nové syntetizovany 4-aminochinolinovy derivat, jako je N*-(7-chloro-chinolin-4-
yl)-2-methyl-propan-1,2-diamin (Obr. 6b) (Saenz et al., 2012).

V jejich fadach je snahou nalézt slouCeniny i1 proti agresivnim onemocnénim, vykazujici
mnohocetnou 1ékovou rezistenci, jako je napiiklad tuberkuléza zplisobend bakterii
Mycobacterium tuberculosis (Dye et Williams, 2010). Kromé toho jsou podavany u pacientt
s AIDS, jejichz imunita je potladena a jsou velmi citlivi na oportunni mikrobialni infekce.
V dnesni dobé se dava prostor predevsim 3-karboxy-6-fluoro-4-chinolinovym derivatam, jako
jsou norfloxacin (Obr. 6c), pefloxacin a ciprofloxacin (Gémez et Kouznetsov, 2013). Pravé
tento typ chinolinti se vyznamné podili na inhibici syntézy Stépenim bakteridlni DNA v DNA-
enzymovych komplexech typu DNA gyrazy (topoizomeraza II) a topoisomerazy IV. Dal§im
zajimavym antibiotikem je delafloxacin, ktery je nyni v klinickém vyvoji, a zda se, Zze ma
vhodny profil proti mnoha chinolinu rezistentnich gram-pozitivnich 1 gram-negativnich

bakterii (Desai et al., 2012).
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U nejcastéjsi formy cukrovky, tedy diabetes mellitus 2. typu (T2DM), je spole¢nym
rysem nedostatecna citlivost tkani k 0Cinkim inzulinu. Na zékladé toho je snizena
schopnost absorbce glukézy. Tato forma cukrovky mize korelovat s poskozenim organt,
slepotou a dokonce smrti (lkuma et al., 2015). Po poziti jidla je ze stieva exkretovan
glukagonu podobny peptid 1 (GLP-1). GLP-1 stimuluje biosyntézu inzulinu a tim pfispiva
k normalizaci hladiny glukézy (Mest et Mentlein, 2005). Nicmén¢ aktivni GLP-1 je rychle
degradovan dipeptidylpeptidazou IV (DPP-4). Inhibici DPP-4 by byla udrzena pfislu$na
uroven aktivniho GLP-1 v plazmé¢, coz by stimulovalo sekreci inzulinu. V soucasné dobé¢
existuje cela fada antidiabetik, jako jsou napf. agonisté y receptoru aktivovaného proliferatory
peroxizomti (PPARY), derivaty sulfonylurey a a-glukosiddazové inhibitory. Ty vytvareji
ptiznivé ucinky u pacienti s T2DM cestou efektivniho zvySeni sekrece inzulinu nebo
snizenim mnozstvi glukézy v krevnim fecisti. Tyto latky jsou vSak cCasto spojovany
s nezadoucimi vedlejSimi Géinky veetné hypoglykémie, obezity a poruch zazivaciho traktu.
Vysledky ukazaly, ze DPP-4 inhibitory na bazi 3H-imidazo[4,5-c]chinolin-4(5H)-ont
2008).

V ramci chinolinovych derivatd byly testovany syntetické isoxazolyl pyrimido[4,5-b]
chinoliny (Obr. 6e), které nachazeji mnohostranné uplatnéni. Byly aplikovany proti edémim
indukovanych karagenovou injekci u mysi. Neékteré slouceniny vykazovaly vybornou
protizanétlivou aktivitu, doprovazenou zmenSenim otoku. Jiné sloueniny z této skupiny
prokazaly vyznamny analgeticky Ucinek, ktery byl dokonce vyssi neZ u referencniho 1éciva
indomethacinu (Rajanarendar et al., 2012). Moznym vysvétlenim by mohla byt inhibice
prostaglandin E syntaz (PGES) jakozto enzymu v biosyntéze prostaglandinu E2 (PGE,). Ten
vystupuje jako lipidovy mediator v riznych buiikéch a tkdnich. PGES jsou rozdéleny do tfi
izoforem, z nichz mikrozomalni PGE-1 jsou upregulovany prozanétlivymi podnéty, jako je
napiiklad interleukin IL-1p a faktor nadorové nekrozy (TNF-a). Bylo prokazano,
ze priznaky tady zanétlivych onemocnéni, jako je napft. artritida, mohou byt signifikantné
snizeny supresi PGE;. Tento fakt byl potvrzen na modelu mPGES-1 knockoutovanych mysi.
Inhibici PGE-1 je dosazena absence PGE,, kviili niz nedochazi ke stimulaci receptorti bolesti
ani k prozanétlivym podmétim (Shiro et al., 2015).

V soucasné dobé se o inhibitorech ptedevsim 5. rodiny fosfodiesteraz (PDES) uvazuje
jako o vyznamném elementu v procesu uceni a paméti. V piipad€ zvySeni hladiny cyklického
guanosin monofosfatu (CGMP) dochazi k nartstu synaptické transmise v centralni nervové

soustavé (Lu et al., 1999). Proto se inhibitory PDE5 nabizeji jako slibny prostiedek 1é¢by
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Alzheimerovy nemoci a jinych neurodegenerativnich chorob. Tento fakt byl provéfovan sérii
syntetickych  chinolinovych derivatd. Diky mysSimu modelu byly 4-[(3-chloro-4-
methoxybenzyl)amino]-3-(hydroxymethyl)chinolin-6-karbonitrily (Obr. 6f) s variabilnimi
substituenty v poloze C-8 stanoveny jako silné inhibitory PDES. Jejich wéinnost byla vétsi
nez U komer¢né dostupnych inhibitora sildenafilu a vardenafilu (Fiorito et al., 2013).

Chinolinové derivaty hraji dlezitou roli i v boji proti volnym radikalim. Ty vznikaji
pii metabolickych procesech jako wvedlejsi produkt latkové vymény v bunkach.
Nejreaktivnéjsi volné radikéaly jsou pivodem z molekuly kysliku (ROS), které obsahuji
neparovy elektron. Tyto radikdly interaguji se svym prostiedim ve snaze vytvofeni
elektronového paru, a tak zisku stability. Bohuzel tato interakce koreluje s procesy starnuti,
karcinogeneze a aterogeneze (Tyagi et al., 2005; Zhang et al., 2013). V dnesni dobé jsou
nadéje na prevenci a ptipadnou 1é¢bu vkladany do derivati 2-oxo-chinolin-3-karbaldehydu
(Obr. 6g). Nemala ¢ast testovanych sloucenin snizovala aktivitu ROS a dokonce v nékterych
pripadech byly G¢innéjsi nez komeréné dostupny antioxidant butylovany hydroxytoluen
(Zhang et al., 2013).

Na druhou stranu ne vzdy hraje chinolin ve slou¢eniné kladnou ulohu. Byla zkoumana
interakce mezi AhR a aza-tricyklickymi aromatickymi slou¢eninami, jako jsou 1,7-fenantrolin
benzo[f]chinolin a benzo[h]chinolin (Obr. 6h) (Saeki et al., 2003). Jedna se o slouceniny
majici strukturdlni podobnost s karcinogenem fenantrenem, ktery se dostdva do ovzdusi
z prumyslovych peci, vyfukovych plynt a cigaret (Sogawa et Fujii-Kuriyama, 1997).
V piipadé téchto aza-substituovanych derivati bylo prokazano az desetindsobné zvySeni
aktivity AhR oproti samotnému fenantrenu. Testované slouceniny byly sledovany 1 vzhledem
K jejich halogenaci. Zde byla aktivace receptoru zvySena i Vtadu stondsobkd vzhledem
K poctu, poloze a typu samotného substituentu (Cl, Br, F). Aktivita ligandu byla pfimo
umérna zvysSujicimu se poctu piedevsim Cl a Br atom ve slouceniné (Saeki et al., 2003).
I nékterd antimalarika byla testovdna pro piipadnou aktivaci AhR. Jako hlavni induktory
CYP1A1/2B byly stanoveny aminochinoliny, jako jsou amodiachinin a az s 12-ti nasobné
vy$$i indukci primachin (Fontaine et al.,, 1998). Jak bylo naznaceno diive, indukce
specifickych cytochromli P450 miize urychlit metabolismus podanych 1é¢iv a touto interakci
tak dochazi ke sniZeni farmakologického t¢inku (Spatzenegger et Jaeger, 1995). Na druhou
stranu o vySe zminénych CYP je znamo, Ze hraji dilezitou roli v aktivaci chemickych latek
na reaktivni mutageny a karcinogeny (Fontaine et al., 1998).

Prednisolon a dexamethazon jsou ucinné glukokortikoidy pii 1é€bé zanétlivych

onemocnéni. BohuZzel vynikaji 1 vedlejSimi Gcinky, jako je osteopordza a hyperglykémie.
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Z toho dGvodu je davan prostor tetrahydrochinolinovym agonistim GR. Bylo zjisténo,
ze po interakci s GR dochazi k transrepresi, tedy k potlaceni transkripce, ¢imz je modulovana
aktivita zanétlivych mediatort véetné NFkB a AP-1. V tomto piipadé byl otok indukovany

karagenovou injekei pln¢ eliminovan po 3 hodinach (Hudson et al., 2011).
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Obr. 6 : Vybrané chinolinové derivaty
Pokud je slouCenina zazita pod trividlnim nazvem, tak je uveden. Rovnéz se mnoho substanci nachdzi ve fazi
laboratornich nebo klinickych testli, proto je uzito i systematické nazvoslovi. Pokud vzorec reprezentuje vice
sloucenin, tak pismeno R symbolizuje variabilni substituenty: a) chinin b) N'-(7-chloro-chinolin-4-yl)-2-methyl-
propan-1,2diamin c¢) norfloxacin d) 3H-imidazo[4,5-c]Jchinolin-4(5H)-ony €) isoxazolyl-pyrimido[4,5-b]
chinoliny f) 4-[(3-chloro-4-methoxybenzyl)amino]-3-(hydroxymethyl)chinolin-6-karbonitrily g) 2-oxo-chinolin-
3-karbaldehydy h) benzo[h]chinolin
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2.4.2 Pyridinové alkaloidy

Z pyridinovych alkaloidl se do lidského povédomi nejvice zapsal nikotin (Obr. 7a).
Nikotin byl pojmenovan podle latinského nazvu rostliny tabaku Nicotiana tabacum, jejimz je
hlavnim alkaloidem. Té&Zko fici, jak daleko do historie saha uzivani tabaku, avSak koufeni
tabakového listi zavedli americti indiani. Pozornosti se mu dostavalo at’ uz pii nabozenskych
obfadech nebo pii 1é¢bé vSech tehdejsich neduhti (Aniszewski, 1994). V soucasné dobé nam
nikotin ukazuje dvé tvare. Bezpochyby je to silny jed, ktery pfi davce 60 mg mize usmrtit
Cloveka. Pro své agresivni ucinky byva prominenti slozkou nékterych insekticidii. Rovnéz je
hlavnim faktorem zodpovédnym za téZkou zavislost na kouteni (Mayer, 2014; Rogers et al.,
2004). Na druhou stranu celd fada védeckych publikaci pojednava o negativni korelaci mezi
koufenim a nemocemi, jako je schizofrenie, Alzheimerova a Parkinsonova choroba
(Fratiglioni et Wang, 2000; Chambers, 2009). I kdyz je v cigaretovém kouii krom¢& nikotinu
obsazeno pfiblizné 4700 dalSich slou€enin, byl stanoven jako hlavni biologicky aktivni latka
(Benowitz, 1996). Ztohoto divodu je oteviena cesta védcim pii hledani pozadovanych
ucinkl nikotinu, jeho analogt, ale i jinych pyridinovych derivatt.

Podanou rukou kufakim pii odvykaci kafe by se v budoucnu mohl stat alkaloid
ze Stédfence odvislého (Laburnum anagyroides). Tento kef, bézné znamy jako zlaty dést),
obsahuje cytisin. Nové klinické testy fikaji, Ze pro odvykani je mnohem vhodnégsi nez
popularni nikotinové naplasti a zvykacky. Cytisin vystupuje jako parcialni agonista, ktery
dovede blokovat nikotinové acetylcholinové receptory. Lécba mize byt doprovazena
nezadoucimi u¢inky v podobé nevolnosti a poruch spanku. Presto se predpoklada, ze tfetinova
cena oproti terapii na bazi nikotinu a vyssi pravdépodobnost ve zbaveni se kutacké zavislosti,
budou dostate¢né atraktivni pro poptavku na trhu (Rigotti, 2014).

Schopnost karbazolovych alkaloidi selektivné inhibovat rtst nadoru byla jiz dfive
uvedena u rakoviny plic, tlustého stifeva a leukémie (Engler et al., 2003; Chang et al., 2004,
Riou et al., 2002). Nové nalezenou odpovédi v boji proti rakoviné¢ prsu by mohl byt
synteticky karbazolovy derivat 9-[(6-chloropyridin-4-yl)methyl]-9H-karbazol-3-karbinol
(Obr. 7b). Tato sloucenina byla testovana na bunéc¢né linii lidského karcinomu prsu MCF-7.
Osetfeni bunécéné kultury korelovalo se zastavenim bunécného cyklu v S fazi a se zvySenim
pS3 jako proapotického faktoru. Rovnéz doSlo 1 ke snizeni cyklinu DI, A a cyklin
dependentni kindzy 2 (CDK2), tedy diilezitych regulatorti potfebnych k piechodu do G2 faze
(Liu et al., 2013).

30


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayer%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24091634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fratiglioni%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20HX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chambers%20RA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rigotti%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25517710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riou%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11854467

Soucasna 1écba viru lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1) vola po novych zdrojich
farmaceuticky aktivnich latek, pfedev§im z duvodu vysokého mutacniho potencidlu,
a tak vzniku rezistence na stavajici 1é¢iva (Fauci, 2007). Pomérné ucinnou strategii jsou
nekompetitivni alosterické inhibitory reverzni transkriptazy, které atakuji syntézu tetézce
DNA potiebného k integraci do genetického materialu bunky. Krystalograficka studie
k inaktivaci reverzni transkriptazy (Esnouf et al., 1995; Spence et al., 1995). K dne$nimu dni
byva pro klinické uziti voleno nékolik 1é¢iv s pyridinovym jadrem, jako je efavirenz,
nevirapin, etravirin (Obr. 7c) a rilpivirin. V pfipadé vysoce rezistentnich kmend HIV byvaji
upiednostinovany posledni dvé zminéné latky (Li et al., 2013; Schiller et Youssef-Bessler,
2009).

Jiz dfive syntetizovana sloucenina 1-furan-2-yl-3-pyridin-2-yl-propenon (FPP-3)
i 0 jejim chemopreventivnim vlivu proti 7,12-dimethylbenz[a]antracenu (DMBA). DMBA
vystupuje jako silny karcinogen, ktery mé tendenci se kovalentné vdzat do DNA a tvofit
tak DNA adukty zodpovédné za iniciaci rakoviny. Mozné mechanismy chemoprevence
zahrnuji bud’ inhibici cytochromi P450 jakozto enzymi zodpovédnych za vznik jesté vice
reaktivnich metabolitd nebo indukci enzymi II. faze biotransformace (Kleiner et al., 2002;
Slaga et al., 1979). FPP-3 splioval oboji, nebot byla prokazana downregulace cilovych
enzyml AhR pfedev§im CYP1Al a CYPIBI sniZzenou nukledrni translokaci receptoru.
Rovnéz byla zvysena exprese enzymi GST (Hwang et al., 2008).

Byly identifikovany nové selektivni modulatory GR jako 5H-chromeno[2,3-b]
pyridiny (Obr. 7e). Pravé tyto slouceniny se ukazaly jako hlavni ¢initelé v transrepresi
prozanétlivych transkripénich faktort. Dusledkem je sniZzeni GR zavislych prozanétlivych
mediatort a cytokind. Bylo prokazano, ze za jejich vysokou aktivitu srovnatelnou
s prednisolonem zodpovida halogenovany fenyl vazany na pyridin (Weinstein et al., 2011).

Kortizol prostfednictvim aktivace GR spousti jaterni glukoneogenezi. Regula¢nim
mechanismem je exprese 11-B-hydroxysteroid dehydrogendzy typu 1 (11BHSDL1). Jedna
se 0 enzym zodpovédny za konverzi neaktivniho kortizonu na aktivni kortizol (Kotelevtsev et
al., 1997). Ptipadna inhibice tohoto enzymu se jevi jako terapeuticky mozny pfistup v 1é¢bé
diabetu a jinych metabolickych poruch. Byl identifikovan silny inhibitor 11HSD1, tedy
4’-kyano-bifenyl-4-sulfo-(6-amino-pyridin-2-yl)-amid. Inhibice konverze byla tspésna
z87 % (Bhatetal., 2008).
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Obr. 7 : Vybrané pyridinové derivaty

Pokud je sloucenina zazita pod trivialnim nazvem, tak je uveden. Rovnéz se mnoho substanci nachazi ve fazi
laboratornich nebo klinickych testl, proto je uzito i systematické nazvoslovi. Pokud vzorec reprezentuje vice
slou€enin, tak pismeno R symbolizuje variabilni substituenty: a) nikotin b) 9-[(6-chloropyridin-4-yl)methyl]-9H-
karbazol-3-karbinol c) etravirin d) 1-furan-2-yl-3-pyridin-2-yl-propenon e) 5H-chromeno[2,3-b] pyridiny

2.4.3 Piperazinové alkaloidy

Oproti pyridinovym a chinolinovym slou¢eninam se piperazin se svymi derivaty
vyskytuje pfirozené¢ v mensim meéfitku. OvSem to neznamena, Ze by této skupiné meéla byt
vénovana mens$i pozornost. Slouceniny obsahujici piperazin se nejvice dostaly do lidského
povédomi jako anthelmintikum, tedy jako prostfedek proti helmintim (Gerviim). V dnes$ni
dobé je velka cast tropickych gastrointestinalnich helmint rezistentnich proti pifirodnim
piperazinim (Singh et al., 2002). Pravé kvili mensimu vyskytu v ptirodnich podminkach

a vznikajici rezistenci je pozornost smefovana k syntetickym analogiim. Produkty chemické
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syntézy se uplatituji jako nejriiznéjsi inhibitory, o nichz je vice pojednano v nésledujici ¢asti
této kapitoly.

Mozné vyuziti piperazinovych derivati se nabizi u Chagasovy choroby. Ta je
zpusobena parazitickym prvokem Trypanosomou cruzi. Akutni onemocnéni se projevuje
vétSinou jen s mirnymi pifiznaky. Pokud ovSem neni infekce 1é¢ena, mize dojit k poskozeni
srdce, gastrointersticialniho traktu a dokonce ke smrti jedince. I kdyz se jedna o onemocnéni
predev§im Jizni a Stfedni Ameriky, jsou neustale hlaseny nové piipady i z USA, Japonska
a statd Evropy (Keenan et al., 2013). Rostouci riziko podporuje i fakt, Ze neexistuje Zadna
ucinna vakcina proti Chagasové nemoci. V dnesni dob¢ se uzivaji n€éktera antimykotika, jako
je benznidazol (Bern, 2011). Bohuzel se jedna o dvoumésic¢ni proceduru, ktera se nevyhne
vedlej$im ucinkim. Pro zefektivnéni 1é¢by se nabizi 1-[fenyl(pyridin-3-yl)methyl]piperazi-
nylové derivaty fenarimolu. Na my$im modelu byla po péti dnech zaznamenana signifikantni
redukce parazita (Keenan et al., 2013). MoZznym vysvétlenim se nabizi inhibice enzymu
CYP51, ktery je dalezitym faktorem v syntéze sterolti. Na zaklad¢é toho dochazi k naruseni
membranové fluidity a permeability parazita (Urbina, 2002).

Syntetické derivaty mohou sehrat svou roli 1 u endokanabinoidnich neurotransmiterd,
jako je napt. anandamid a oleamid. Jedna se o ligandy schopné aktivovat kanabinoidni
receptory 1 a 2 (CB1/2). Jiz diive bylo zjiSténo, Ze se CBI1 ucastni nékterych nezddoucich
stavl, jako je bolest, uzkost, deprese a poruchy spanku. Na druhou stranu CB2 je vysoce
exprimovan v imunitnich organech, jako je slezina a je rovnéz zapojen v regulaci zanétlivé
a imunitni odpovédi (Benito et al., 2008; Patel et al., 2010). Proto nékteré terapeutické
pristupy uvazuji o zvySené aktivaci téchto receptorti jako o0 mozném feSeni téchto dysfunkei.
Z toho dtivodu se inhibice amidhydrolazy mastnych kyselin nabizi jako vhodna volba, nebot’
pravé tento enzym hydroliticky deaktivuje vySe zminéné neurotransmitery. K dneSnimu dni
bylo testovano nékolik sloucenin jako inhibitory téchto amidhydroldz. Jednalo se o thiazolové
slouceniny obsahujici piperazin. Nejvétsi aktivitu vykazoval 4-[4-(2,4-difluorofenyl)thiazol-
2-yl]-N-(3,4-dimethylisoxazol-5-yl)piperazin-1-karboxamid  (Obr. 8a). Prozatim byla
slouCenina testovana jako mozné analgetikum, ale teoreticky by mohla byt vhodna i jako
feseni pro vyse zminéné dysfunkce (Kono et al., 2013).

Slouceniny obsahujici piperazin nachazeji uplatnéni i1 jako blokatory véapnikovych
kanalt. Na zakladé toho nedochazi k influxu vapenatych iontd (Ca2+) do bunky. Ta pak tedy
neni stimulovana ke svalovému stahu nebo $ifeni nervového vzruchu. Jelikoz jsou vapnikové
kanaly v téle vSudyptitomné, mize dojit k terapeuticky vyuzitelnym fyziologickym zménam

(Clapham, 2007; Perez-Reyes, 2003). Proto selektivni blokatory vapnikovych kanalt mohou
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mit vysoky potencial pro 1écbu nékterych typt rakoviny, hypertenze, srdecni arytmie a poruch
souvisejicich s CNS, jako je naptiklad epilepsie. Rozvoj téchto blokatord pftisel relativné
nedavno diky slibnému farmakokinetickému profilu  1-(2-hydroxy-3-fenoxypropyl)
piperazinovych derivata (Obr. 8b) (Park et al., 2013).

I piperazinové derivaty jsou stejné jako pyridinové angazovany ve vztahu inhibice
11BHSDI1. Stejnym mechanismem pies GR, jak bylo popsano v predeslé kapitole, plisobi
i piperazin sulfonamidy. | v tomto piipadé¢ uspéSnost inhibice piesahla 80 %. Pro svou
vysokou buné¢nou aktivitu a mikrozomalni stabilitu se o (R)-3,3,3-trifluoro-2-(5-(((R)-4-(4-
fluoro-2-(trifluoromethyl)fenyl)-2-methylpiperazin-1-yl)sulfonyl)thiofen-2-yl)-2-hydroxypro-
panamidu (Obr. 8c) uvazuje jako o vhodném kandidatovi pro klinickou praxi (Wan et al.,
2012).

Obr. 8 : Vybrané piperazinové derivaty
Pokud vzorec reprezentuje vice sloucenin, tak pismeno R symbolizuje variabilni substituenty:
a) 4-[4-(2,4-difluorofenyl)thiazol-2-yl]-N-(3,4-dimethylisoxazol-5-yl)piperazin-1-karboxamid b) 1-(2-hydroxy-
3-fenoxypropyl)piperazinové derivaty c) R)-3,3,3-trifluoro-2-(5-(((R)-4-(4-fluoro-2-(trifluoromethyl)fenyl)-2-
methylpiperazin-1-yl)sulfonyl)thiofen-2-yl)-2-hydroxypropanamid
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3. CILE PRACE

1) Vypracovani reserse na téma diplomové prace.

2) Stanoveni viability vybranych bunécnych linii pomoci MTT.

3) Stanoveni miry aktivace jadernych receptorit v bunéénych liniich.

4) Vypracovani diplomové prace a multimedidlni prezentace k obhajobé diplomové prace.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
41.1 Chemikalie

Tab. III: Seznam pouZzitych chemikalii

Reagencie Firma KatilOgOVé
¢islo

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) ULTRA Scientific 48599
Adenozin-5-trifosfat (ATP) Sigma-Aldrich A6419
D-Luciferin Sigma-Aldrich L9504
Dexamethazon (DEX) Sigma-Aldrich D4902
Dihydrogenfosfore¢nan draselny Lach-Ner 30016-APO
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich D8418
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 43819
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného Lach-Ner 30061-APO
Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM) | Sigma-Aldrich D6546
Fetélni bovinni sérum (FBS) PAA A15-144
Heptahydrat siranu hofe¢natého Sigma-Aldrich M5921
Hygromycin B (HygB) Sigma-Aldrich H7772
Chlorid draselny Lach-Ner 30383-APO
Chlorid sodny Lach-Ner 30093-APO
Koenzym A (CoA) Sigma-Aldrich C4282
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma-Aldrich E6511
L-glutamin Sigma-Aldrich G8540
Lyzaéni pufr Promega E3971
Methanol (MeOH) Sigma-Aldrich 65542
Methyltetrazoliova sil (MTT) Sigma-Aldrich M2128
Mifepriston (Ru486) Santa Cruz Biotech. sc-203134
Neesencialni aminokyseliny Sigma-Aldrich M7145
Oktylfenol etoxylat (Triton X-100) Serva 37240
Penicilin-streptomycin (ATB) Sigma-Aldrich P4333
Resveratrol (RVT) Sigma-Aldrich R5010

Testované latky (KST-35, KST-41 a KAC-59-F)

poskytl doktor Nisar Ullah ze SA

Trisacetat pufr Sigma-Aldrich T 8280
Trypanovéa modf Sigma-Aldrich T6146
Trypsin-EDTA 0,25% Sigma-Aldrich T4049
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4.1.2 Roztoky

kultivacni médium:

500 ml DMEM

5 ml L-glutamin

5 ml Neesencialni aminokyseliny
5 ml Penicilin-streptomycin

50 ml Fetalni bovinni sérum

substrat pro luciferdazu:

5 mg D-Luciferin

9,6 mg Adenozin-5 -trifosfat
6,83 mg Koenzym A

168 mg Dithiothreitol

1,32 ml Pufr-trisacetat 1M (pH 7,8)
1,23 mg Kyselina ethylendiamintetraoctova
30,3 mg Heptahydrat siranu hote¢natého

Ve doplnit na 30 ml destilovanou vodou

4.1.3 Laboratorni pristroje

10x fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,4-7,5):

40 g Chlorid sodny

1 g Chlorid draselny

16,05 g Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu
sodného

1 g Dihydrogenfosforecnan draselny

500 ml destilované vody

Tab. IV: Seznam pouzitych laboratornich pristroji

Nazev a typ pristroje

Firma

Inkubator Mitre 4000 Series

Contherm Scientific

Laminarni flowbox Safe Fast Top Faster
Luminometr/Spektrofotometr

- Tecan
Infinite M200
Membranova pumpa KNF Lab
Minicentrifuga Z100 M Hermle

Mikroskop HT-NIB-100

All Pro Corporation

Skiinovy mrazici box MDF-U53V Sanyo
Ultrazvukova &isti¢ka Sonorex RK 31 H | Bandelin
Vodni lazen LCB 22D Labtech

Vortex Reax top

Heidolph




4.1.4 Biologicky material

4141 AZ-GR

Pro potieby monitoringu ligandi GR byla zkonstruovana stabiln¢ transfekovana
bunééna linie AZ-GR. Jedna se o linii odvozenou od lidskych rakovinovych bunék délozniho
Cipku. Tato bunécna linie vznikla po transfekci linie HeLa (ECACC No. 93021013)
reportérovym plazmidem. Vlastni plazmid pGL-4.27-GRE obsahuje tii kopie GRE,
reportérovy gen luciferdzu a gen rezistence proti hygromycinu B (HygB). Po expozici ligandu
GR dochazi k ,,de novo“ expresi genu luciferazy. Luciferazovou aktivitu je mozné méfit
po 14-ti hodinové inkubaci. AZ-GR ziistava plné funkéni i po 16. pasazi. Tato bunécna linie

je vhodna pro preklinické testy 1é¢iv (Novotna et al., 2012).

4142 AZ-AhR

Transkripéni aktivita AhR byla méfena na stabiln¢ transfekované bunécné linii
AZ-AhR. | vtomto pfipadé byla bunécna linie ziskana po transfekci plazmidem pGL-4.27,
avSak responzivni elementy byly nahrazeny pravé DRE. Linie HepG2 (ECACC No.
85011430), jenz byla transfekovana, je odvozena z bunék lidského hepatocelularniho
karcinomu. Linie byla zvolena vzhledem k funkénosti AhR. Sestihodinova inkubace
S testovanymi latkami je dostateCna pro evaluaci AhR transkripéni aktivity. Bunécna linie
zlstava plné responzivni i po 15. pasazi. AZ-AhR ma slibny potencial pfi studiu cytotoxicity

sledovanych sloucenin (Novotna et al., 2011).

4.2 Metody

4.2.1 Rozmrazeni bunék

Pii praci ve flowboxu bylo tfeba dodrzovat sterilnich podminek prace. Samotné
roztoky vcetné¢ dalSich pomiicek byly rovnéz sterilni. Vzdy ptfed samotnou praci doslo
k ohtati kultivacniho média DMEM obohaceného o dalsi slozky, 1x PBS a trypsinu na 37 °C
ve vodni lazni.

V piipadé dlouhodobého skladovani bunék naptiklad v mrazaku (-80 °C) nebo
tekutém dusiku bylo nutné jejich rozmrazeni. U bunék skladovanych v tekutém dusiku doslo
nejdiive k odvétrani par ve flowboxu za nésledného umisténi mikrozkumavky s bunéc¢nou
suspenzi do vodni lazné¢ na dobu 2 minut (pfi skladovani v mrazaku odvétrani nebylo

potfebné). Nasledn¢ byla bunéfna suspenze pienesena spolu s 1 ml média do predem
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pfipravené sterilni kultivacni ldhve se 4 ml média. Kultivaéni ldhev byla umisténa

do inkubéatoru (5% CO,, 37 °C a 95% vlhkost). Dalsi den bylo médium vymeénéno.

4.2.2 Trypsinizace a pocitani bunék

Za trypsinizaci nebo t€Z pasazovani jsou povazovany kroky nezbytné k obnoveni pfilis
konfluentni kolonie bunc¢k. Konfluence je hodnocena mikroskopicky. Diky trypsinizaci
1ze piedchazet kontaktni inhibici, dale deficitu zivin a nedostatku mista k déleni bun¢k. Tento
postup byl opakovan piiblizn¢ kazdé 3 dny. Nasledné kroky byly provadény vyhradné
ve sterilnim prostfedi flowboxu. Z kultiva¢ni 1dhve bylo odsato médium. Adherované buiky
byly promyty 5 ml 1x PBS (37 °C) za opétovného odsati. Pro pferuseni mezibunéénych
kontaktti, adherentnich vztahi mezi bufikami a dnem lahve byl piidan 1 ml trypsinu.
Po 3 minutové inkubaci (5% CO,, 37 °C a 95% vlhkost) bylo pro neutralizaci proteolytické
aktivity trypsinu pfidano 9 ml média. Byla provedena resuspendace bun€k pomoci
pipetovaciho sérologického nastavce, ¢imz bylo docileno homogenni suspenze. Poté bylo
odebrdno 10 pl bunétné suspenze za nasledného smiseni s 90 pl trypanové modii.
Pro stanoveni koncentrace bunék v suspenzi bylo 10 pl pfepipetovano do tzv. Biirkerovy
komirky a piekryto krycim sklickem. Vypocet ziskany na zéklad¢ primérného poctu bunék
v deseti velkych &tvercich vynasobeny faktorem 10° referoval o poctu bundk celkové
populace. Vzhledem k této znalosti bylo provedeno fedéni tak, aby byly v kultiva¢ni lahvi
pfitomny cca 2-3 miliony bunék v 15 ml média. Jednou tydné (na vikend) doslo k ptidani
antibiotika HygB o finalni koncentraci 0,3 mg/l. Kultiva¢ni lahev s bunkami byla umisténa

do inkubéatoru pro obnoveni adherentnich vztahi mezi buntkkami a dnem lahve.

423 MTT test
4.2.3.1 Princip MTT testu

Test je zalozen na faktu, Ze v bunikdch mrtvych nebo poskozenych jsou inaktivni
mitochondrialni dehydrogendzy. Na druhou stranu v bunikdch bez poSkozeni jsou tyto enzymy
funk¢ni. Pravé u téchto bunék jsou schopny dehydrogenazy redukovat methyltetrazoliovou
stil (MTT) zluté barvy na formazan barvy tmav¢ fialové. Mira redukce pfimo umérné souvisi

s viabilitou bun¢k (Wan et al., 1994).
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4.2.3.2 Metodika MTT testu

Pro potieby experimentu byly buniky umistény do kultivacnich desek (v 96 jamkovém
formatu). Postup byl do jisté miry podobny s trypsinizaci, ale s tim rozdilem, ze bylo
kultivovano 20 000 bun¢k spolu s 200 ul média (37 °C) na 1 jamku kultivacni desky.
Za téchto podminek byly kultiva¢ni desky umistény do inkubatoru do dalsiho dne.

Nasledny den bylo médium z jamek odstranéno a nahrazeno ptidavkem 200 pl média
(37 °C), které obsahovalo rovnéz 0,2 ul testované slouc¢eniny KST-35, KST-41 nebo KAC-
59-F o urcité koncentraci 0,01; 0,1; 1 a 10 mmol/l a pro KAC-59-F i 50 mmol/l. Ve vysledku
tak byly zasobni roztoky 1000x natfedény a vyslednd koncentrace se pohybovala tfadové
v umol/l (v dalsich ptipadech budou u reagencii uvedeny pouze finalni koncentrace). Rovnéz
doslo k oSetfeni nékterych bun€k negativni kontrolou 0,1% methanolem (MeOH)
a pozitivni kontrolou 2% Tritonem X-100. Jednotlivé slouceniny byly aplikovany
v tetraplikatech. Takto steriln¢ oSetfené¢ kultury byly opét pieneseny do inkubatoru,
kde inkubace probihala do dalsiho dne.

Tieti den probihalo samotné méfeni, pro které nebyla prace ve sterilnim prostiedi
nutnd. Kultivace s testovanymi latkami byla pferusena po vyliti média do vylevky. Kapky
ulpélé na okraji jamek byly osuSeny buni¢inou. Poté doSlo k promyti jamek 1x PBS
za opétovného vyliti a osuSeni. K samotnym bunkam bylo pfidano do kazdé jamky
100 ul MTT o koncentraci 0,3 mg/ml (37 °C). Nasledné byla kultivac¢ni deska inkubovana
v inkubatoru po dobu 30-60 minut v zavislosti na tvorbé krystali fialového formazanu.
Po inkubaci bun¢k bylo médium vylito a krystaly byly rozpuStény piidavkem
70 ul dimethylsulfoxidu (DMSO). Rozpousténi probihalo 5 minut za obfasného promichani.
Ke kvantitativnimu vyhodnoceni viability bunék bylo vyuzito absorp¢ni spektrofotometrie

pii vlnové délce 570 nm.

4.2.4 Gene Reporter Assay
4.2.4.1 Princip Gene Reporter Assay

Tato metoda byva volena pro blizsi charakterizaci genové exprese at’ uZ na urovni
regulacnich sekvenci, enhancerii nebo transkripcnich faktorl. Pro tyto potieby byvaji
nejcastéji transfekovany nadorové bunééné linie reportérovym plazmidem. Samotny konstrukt
je charakteristicky zaklonovanim responzivniho elementu pfed reportérovy gen nejCastéji
luciferazu. Za téchto ptredpokladl transkripéni aktivita sledovaného receptoru piimo souvisi

S mirou exprese genu luciferazy. Nasledné vznika funkéni enzym zodpovédny
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za luminiscenci. Za ptitomnosti substratu luciferinu a kosubstrati O, a ATP dochazi
k monooxygenaci luciferinu. Diky katalytické aktivité luciferazy je generovano svétlo. Emise
svétla pfimo umérné reportuje o koncentraci luciferazy (Bronstein et al., 1994; Simon et al.,
2008). Ve snaze stanovit, zda jsou testované latky agonisty nebo antagonisty sledovanych
receptort, byly pro potfeby experimentu navrhnuty dva tzv. médy. Jednalo se o mod
agonisticky, diky némuz bylo mozné urcit schopnost testovanych latek aktivovat receptor.
V druhém piipadé se jednalo o mod antagonisticky, ktery byl preduren k identifikaci

inhibitort receptoru.

4.2.4.2 Metodika Gene Reporter Assay

| v tomto pfipadé byly buiky za sterilnich podminek umistény do 96 jamkovych
kultivaénich desek. Buiiky byly kultivovany v hustoté 20 000 bunék spolu s 200 pl média
(37 °C) na 1 jamku kultivacni desky. Poté byly kultiva¢ni desky umistény do inkubatoru
do dalsiho dne.

Druhy den bylo médium z jamek odstranéno a nahrazeno piidavkem 200 pl média
(37 °C) obsahujici dalsi suplementy Vv zdvislosti na zvoleném modu. U agonistického modu
obou dvou bunéénych linii (AZ-AhR a AZ-GR) byly buiiky oSetieny pridavkem testovanych
sloucenin (KST-35, KST-41 a KAC-59-F) o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 umol/l. Rovnéz
byl, jako negativni kontrola zvolen MeOH. Jako pozitivni kontrola byl pro linii AZ-AhR
pouzit aktivator AhR, tedy dioxin (TCDD) o koncentraci 5 nmol/l . U linie AZ-GR doslo
k ptidavku pozitivni kontroly dexamthazonu (DEX) o koncentraci 100 nmol/l.
Pro antagonisticky mod byl u linie AZ-AhR samotny TCDD zvolen jako negativni kontrola.
Pozitivni kontrola sestavala rovnéz z TCDD, ale jest¢ také =z antagonisty AhR
resveratrolu (RVT) o koncentraci 100 umol/l. V dal§ich jamkach byly bunky kultivovany
s TCDD a testovanymi slouceninami. Pro linii AZ-GR byl za negativni kontrolu zvolen DEX.
Pozitivni kontrola byla tvofena rovnéz DEX, ale také antagonistou GR mifepristonem
(Ru486) o koncentraci 5 umol/l. Zbyvajici jamky s bufikami byly oSetfeny pfidavkem DEX
s testovanymi slouceninami. Testované latky byly naneseny v hexaplikatu. Kultivacni desky
pfipravené za sterilnich podminek byly umistény do inkubatoru do dal$iho dne.

Nasledujici den bylo médium s reagenciemi vyklepnuto do vylevky. Kazda jamka byla
promyta 35 pul 1x PBS. Obsah desky byl opét vyklepnut a zbylé kapky ulpélé na okrajich byly
osuSeny buni¢inou. Buiiky byly smiseny s 25 pl lyza¢niho pufru pro lini AZ-AhR a 22 pl
pro lini AZ-GR. Dno a viko kultiva¢ni desky bylo po uzavieni slepeno paskou. Poté doslo

k umisténi desky na 20 minut do mraziku (-80°C). Béhem této doby byl rozmrazen substrat
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pro luciferazu ve vodni lazni. Nasledn¢ byly rozmrazeny i buniky za pokojové teploty. Poté
byl obsah jamek zhomogenizovan. Z takto ziskaného lyzatu byly pfeneseny 3 pl pivodem
z linie AZ-AhR nebo 20 ul z AZ-GR do 96 jamkové desky ur¢ené k méfeni luminiscence.
K lyzatu linie AZ-AhR bylo pfidano 30 pl substratu luciferazy a pro AZ-GR doslo k ptidavku
100 pl substratu. Nasledné¢ bylo provedeno samotné meéteni aktivity luciferdzy pomoci

luminometru.

4.2.5 Verifikace aktivity luciferazy
4.2.5.1 Princip verifikace aktivity luciferdazy

Jednd se o postupy, diky nimz je mozné potvrdit ¢i vyvratit potencionalni
antagonismus sledovanych sloucenin. Nasledujici kroky vedou k odhaleni ptipadného
inhibitoru katalytické aktivity luciferazy, ktery by se mohl jevit pouze na zakladé¢ metody
Gene Reporter Assay jako antagonista. Pro ovéfeni postacovalo provést experiment pouze

S jednou bunécnou linii, nebot’ se od sebe neliSily v neseném reportérovém genu.

4.2.5.2 Metodika verifikace aktivity luciferazy

Stejné jako u predchozich experimentii bylo do 96 jamkové kultivaéni desky umisténo
na jednu jamku 20 000 bunék AZ-AhR linie spolu s 200 pl média (37 °C) za sterilnich
podminek. Nasledné doslo k umisténi kultivacni desky do inkubétoru do dalsiho dne.

Druhy den bylo médium z jamek odstranéno a nahrazeno ptfidavkem 200 pl média
(37 °C) obsahujici 0,2 ul TCDD (5 nmol/l) na jamku. Takto oSetiena kultivaéni deska byla
opé&t umisténa do inkubatoru do dalSiho dne.

Tteti den byl obsah jamek vyklepnut do vylevky. Zbylé kapky ulpélé na okrajich byly
osuseny bunic¢inou. Burniky byly smiseny se 100 ul lyza¢niho pufru. Kultiva¢ni deska byla
uzaviena vikem a slepena paskou. Poté doSlo k umisténi desky na 20 minut do mrazaku
(-80°C). Nasledné byla lyzaéni smés rozmrazena pii pokojové teploté a nasledné
homogenizovana. Celkem bylo sbirano 600 pl lyzatu, ktery byl 10x nafedén lyza¢nim pufrem.
Z celkového objemu 6 ml byl lyzat 4x po 1 ml pfenesen do mikrozkumavek.
Do mikrozkumavek bylo rovnéz jednotlivé ptidano po 1 pl MeOH a 1 pl KST-35, KST-41
nebo KAC-59-F pouze o koncentracich 10 umol/l. Z takto ziskaného lyzatu byly pfeneseny
3 ul do 96 jamkové desky urené k méfeni luminiscence. Nésledné bylo piidano 30 pl

substratu luciferazy. Poté byla méfena aktivita luciferdzy pomoci luminometru.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv testovanvych liatek na viabilitu bunéénvch linii AZ-AhR a AZ-GR

Bylo sledovano cytotoxické puisobeni testovanych latek na bunééné kultury AZ-AhR
a AZ-GR. Cytotoxicita byla uréena MTT testem a parametry byly méfeny
spektrofotometricky pii vlnové délce 570 nm. Bunécné linie byly oSetfeny piidavkem
KST-35, KST-41 a KAC-59-F o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 pumol/l a pro KAC-59-F
1 50 umol/l. Jako pozitivni kontrola byl zvolen detergent 2% Triton X-100. Zména Grovné
viability bunéénych kultur v zavislosti testovanych latek byla vztazena k negativni kontrole
0,1% MeOH. Experimenty byly provedeny ve tiech na sobé nezavislych opakovanich.

Vétsina testovanych koncentraci danych latek nevykazovala vici bunééné linii
AZ-AhR cytotoxicky ucinek (Obr. 9). Snizeni viability bylo mozné pozorovat u vsech
koncentraci slouc¢eniny KST-41. Jednalo se pfiblizné o 15% pokles, ktery nebyl vyhodnocen
jako statisticky vyznamny. Na rozdil od pfedeslé slouceniny, u KAC-59-F o koncentraci
50 pmol/l byl pokles uz znatelny. Zivotaschopnost bundk zde byla snizena o 74 %.
Na zéklad¢ tohoto zjisténi byla v metod¢ Gene Reporter Assay pouzita jako hrani¢ni pouze
koncentrace 10 pmol/l.

| v pfipadé MTT testu s linii AZ-GR nedoSlo vétSinou k pfiliSnému odchyleni
od 100 %, nicméné i zde se najdou vyjimky (Obr. 10). Stejné¢ jako u linie AZ-AhR bylo
pozorovano snizeni viability u slouceniny KST-41. Pokles byl pozorovan u koncentraci
1 a 10 umol/l, avSak i Vtomto pfipad¢é se nejednalo o statisticky vyznamny jev. Naopak
testovand latka KAC-59-F o koncentraci 50 umol/l zplsobila vyrazny cytotoxicky ucinek.
Snizeni Zivotnosti bunék kultury odpovidalo 64 %. Takto sniZend Zivotaschopnost byla
dostatecnou indikaci k tomu, aby nebyla tato koncentrace u nasledné Gene Reporter Assay

pouzita.
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Obr. 9: Viabilita bunééné linie AZ-AhR po aplikaci testovanych slouc¢enin
Bunééna kultura AZ-AhR byla vystavena ucinkiim (zleva do prava) MeOH (methanol; 0,1%) - negativni
kontrola, KST-35/KST-41 (0,01), (0,1), (1), (10) - testované slouc¢eniny KST-35, KST-41 o koncentracich 0,01;
0,1; 1 a 10 umol/l, KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10), (50) - testovana slou¢enina KAC-59-F o koncentracich
0,01; 0,1; 1; 10 a 50 pmol/l. Urove viability bunééné linie byla vztaZena k negativni kontrole, ktera predstavuje
100% viabilitu. Vysledky byly ziskany jako primér téi na sob& nezavislych experimenti. * - hodnota byla

stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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Obr. 10: Viabilita bunécné linie AZ-GR po aplikaci testovanych sloucenin
Bunééna kultura AZ-GR byla vystavena u¢inkiim (zleva do prava) MeOH (methanol; 0,1%) - negativni kontrola,
KST-35/KST-41 (0,01), (0,1), (1), (10) - testované slouceniny KST-35, KST-41 o koncentracich 0,01; 0,1; 1
a 10 pmol/l, KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10), (50) - testovana slou¢enina KAC-59-F o koncentracich 0,01; 0,1;
1; 10 a 50 pmol/I. Uroveii viability bunééné linie byla vztazena k negativni kontrole, ktera piedstavuje 100%
viabilitu. Vysledky byly ziskany jako pramér tfi na sobé nezavislych experimenti. * - hodnota byla stanovena

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

5.2 VIliv testovanvych litek na aktivitu receptord u linii AZ-AhR a AZ-GR

Metodou Gene Reporter Assay byla stanovena transkripéni aktivita sledovaného
receptoru v piitomnosti volen¢ho derivatu ptirodnich latek. Transkrip¢ni aktivita receptoru
byla zjisténa na zakladé indukce reportérového genu luciferdzy. Samotna katalyticka aktivita
luciferazy byla méfena po pridani substratu. Aktivace receptorti u agonistického médu byla
vyjadifena pomoci tzv. fold induction (FI). Tato hodnota byla vypocitana jako podil aktivit
enzymu luciferazy pro testované latky a negativni kontroly. Vysledné hodnoty
u testovanych koncentraci tedy odpovidaji nasobkim hodnoty negativni kontroly.
U antagonistického modu byly vysledky pro lepsi ptrehlednost vyjadieny v procentech
negativni kontroly. Na zdklad¢ zjisténé cytotoxicity u MTT testu byly béhem této metody
aplikovany testované slouc¢eniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F o koncentracich 10; 1; 0,1
a 0,01 pmol/l. Vysledné grafy byly ziskany zprimérovanim tii nezavislych experimentd,

u nichz byly reagencie aplikovany v hexaplikatu.
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5.2.1 Aktivace transkrip¢ni aktivity AhR (agonisticky méd)

Piisobeni slouceniny KST-41 o koncentraci 10 pumol/l bylo statisticky vyznamné,
nebot’ FI odpovidala 28 (Obr. 11). V mensi mife probihala aktivace receptoru i u koncentrace
1 umol/l, kdy byla hodnota FI rovna 3. Rovnéz bylo zaznamenano Ctyinasobné zvyseni
aktivity luciferazy u KST-35 o koncentraci 10 umol/l. Podobny trend zvysSujici se aktivace
AhR v zavislosti zvySujici se koncentrace u slouceniny KAC-59-F nebyl pozorovan. Hodnoty
byly vztazeny k negativni kontrole 0,1% MeOH. Za pozitivni kontrolu byl zvolen modelovy
agonista TCDD o koncentraci 5 nmol/l, jemuz odpovidala FI 1602.
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Obr. 11: Transkrip¢ni aktivita AhR u buné¢né linie AZ-AhR (aktivace)
Bunééna kultura AZ-AhR byla vystavena alinkiim (zleva do prava) MeOH (methanol; 0,1%) - negativni
kontrola, TCDD (dioxin; 5 nmol/l) - pozitivni kontrola, KST-35/KST-41/KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10) -
testované slouceniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 pmol/l. Uroven
transkrip¢ni aktivity byla vztazena k negativni kontrole a byla vyjadrena jako fold induction. Vysledky byly
ziskany jako primér tfi na sob& nezavislych experimenti. >>1602 - hodnota FI pro pozitivni kontrolu.

* - hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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5.2.2 Inhibice transkrip¢ni aktivity AhR (antagonisticky mod)

Pti sledovéani inhibice receptorové aktivity bylo pozorovano u vSech sloucenin
podobné chovani (Obr. 12). Zvysujici se koncentrace byla pfimo umérna poklesu transkripéni
aktivity receptoru AhR. Ke statisticky vyznamnému sniZzeni doSlo u vzorkii obsahujicich
TCDD v¢etn¢ KST-35 (1 a 10 pumol/l), KST-41 (10 pumol/l) a KAC-59-F pro vSechny
testované koncentrace. Nejvyssi anti-aryl uhlovodikova aktivita byla sledovana u nejvyssich
volenych koncentraci. Procentudlné se jednalo o pokles ve vysi 51 % u KST-35, 0 66 %
u KST-41 a v piipadé KAC-59-F dokonce o 75 %. Hodnoty byly vztazeny k negativni
kontrole TCDD. Jako pozitivni kontrola byla zvolena kombinace TCDD (5 nmol/l) véetné
RVT (100 umol/1), kdy doslo k poklesu aktivity na 1 % negativni kontroly.
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Obr. 12: Transkrip¢ni aktivita AR u bunécné linie AZ-AhR (inhibice)
Bunécna kultura AZ-AhR byla vystavena ucinkim (zleva do prava) TCDD (dioxin; 5 nmol/l) - negativni
kontrola, TCDD + RVT (dioxin; 5 nmol/l + resveratrol; 100 pmol/l) - pozitivni kontrola, TCDD + KST-35/
KST-41/KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10) - testované slouceniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F
o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 pmol/l v kombinaci s dioxinem. Uroven transkripéni aktivity byla vyjadiena
v procentech negativni kontroly. Vysledky byly ziskdny jako pramér tfi na sobé nezévislych experimentd.

* - hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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5.2.3 Aktivace transkrip¢ni aktivity GR (agonisticky mod)

Vyznamna aktivace receptoru GR nebyla pozorovana (Obr. 13). Hodnoty FI
se pohybovaly na Grovni negativni kontroly 0,1% MeOH. Na druhou stranu byl zaznamenan
pokles u vSech sloucenin pfi nejvyssich testovanych koncentracich, tedy 10 umol/l. Piiblizné
se jednalo o 25% snizeni u slou¢enin KST-35 a KAC-59-F. U KST-41 byla transkrip¢ni
aktivita snizena dokonce o 63 %. Za pozitivni kontrolu byl zvolen modelovy glukokortikoid

DEX o koncentraci 100 nmol/l, u néhoz FI dosahla hodnoty 115.
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Obr. 13: Transkrip¢ni aktivita GR u bunééné linie AZ-GR (aktivace)
Bunééna kultura AZ-GR byla vystavena u¢inktim (zleva do prava) MeOH (methanol; 0,1%) - negativni kontrola,
DEX (dexamethazon; 100 nmol/l) - pozitivni kontrola, KST-35/KST-41/KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10) -
testované slouéeniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 pumol/L Uroveit
transkrip¢ni aktivity byla vztazena k negativni kontrole a byla vyjadrena jako fold induction. Vysledky byly
ziskany jako primér tii na sob& nezavislych experimentti. >>115 - hodnota FI pro pozitivni kontrolu. * - hodnota

byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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5.2.4 Inhibice transkrip¢ni aktivity GR (antagonisticky méd)

Aplikované sloudeniny vykazovaly anti-glukokortikoidni aktivitu (Obr. 14). Jisty
antagonisticky vzestupny trend byl pozorovany u vSech sloucenin vétSiny volenych koncentraci.
Testované latky se chovaly podle jistého pravidla: ¢im vy$$i koncentrace, tim vys$i byla
schopnost inhibovat aktivitu GR. I kdyz bylo toto chovani pozorovano u vsSech sloucenin,
ne u vsech koncentraci se dalo hovofit o statisticky vyznamné udalosti. Studentdv t-test
vyhodnotil statisticky vyznamny pokles receptorové aktivity u nasledujicich sloucenin (vcetné
koncentraci): KST-35 (0,01; 0,1; 1 a 10 umol/l), KST-41 (1 a 10 pumol/l) a KAC-59-F
(1 a 10 umol/l). Nejmarkantng&jsi inhibi¢ni puisobeni bylo pozorovano u vysokych koncentraci
(10 pumol/l). Pokles procentualné odpovidal 38 % u KST-35, 70 % u KST-41 a ptidavek
KAC-59-F snizil aktivaci receptoru o 60 %. Hodnoty byly stanoveny na zaklad¢ negativni
kontroly DEX (100 nmol/l). Jako pozitivni kontrola byl zvolen opét DEX, ale v kombinaci

glukokortikoidniho antagonisty Ru486 (5 pmol/l) byla sniZena aktivita na 1 % kontroly.
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Obr. 14: Transkrip¢ni aktivita GR u buné¢né linie AZ-GR (inhibice)
Bunécna kultura AZ-GR byla vystavena ucinktim (zleva do prava) DEX (dexamethazon; 100 nmol/l) - negativni
kontrola, DEX + Ru486 (dioxin; 5 nmol/l + mifepriston; 5 umol/l) - pozitivni kontrola, DEX + KST-35/
KST-41/KAC-59-F (0,01), (0,1), (1), (10) - testované slouceniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F
o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 umol/l v kombinaci s dexamethazonem. Uroveii transkripéni aktivity byla
vyjaddfena v procentech negativni kontroly. Vysledky byly ziskdny jako primér tfi na sob& nezavislych

experimentd. * - hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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5.3 Vliv testovanvch latek na katalytickou aktivitu luciferazy u linie AZ-AhR

Experimentalné bylo vyvraceno potenciondlni inhibi¢ni plsobeni testovanych latek
vici luciferaze (Obr. 15). Katalytickd aktivita enzymu se pohybovala na urovni negativni
kontroly 0,1% MeOH u vSech latek. Na zdkladé téchto poznatki mize byt snizend
receptorova aktivita AhR 1 GR pfisuzovana pouze antagonismu zkoumanych latek. Naméiené
hodnoty byly vyjadfeny v procentech negativni kontroly. Bylo pozorovdno mirné zvySeni
1 snizeni katalytické aktivity, které neptekrocilo hranici 5 %. Jednalo se o anomalii, kterd

nebyla statisticky vyznamna.
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Obr. 15: Aktivita luciferazy u bunééné linie AZ-AhR
Bunécna kultura AZ-AhR byla vystavena ucinktim (zleva do prava) MeOH (methanol; 0,1%) - negativni
kontrola, KST-35/KST-41/KAC-59-F (10) - testované slou¢eniny KST-35, KST-41 a KAC-59-F o koncentraci
10 umol/l. Uroven katalytické aktivity byla vyjadiena v procentech negativni kontroly. Vysledky byly ziskény
jako primér dvou na sob& nezavislych experimentl. * - hodnota byla stanovena jako statisticky vyznamna

na zakladé Studentova t-testu (p < 0,05).
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6. DISKUZE

Nemalé mnozstvi uzivanych 1éCiv je zaloZeno na bazi chinolinti, pyridint a piperazind.
Jelikoz se jedna o zadané artikly klinické praxe, bylo v praktické ¢asti diplomové prace
vénovano znac¢né pozornosti slou¢enindm obsahujici vySe jmenované struktury. U sloucenin
byla testovana schopnost ovlivnit transkripéni aktivitu jadernych receptorti. Pro posouzeni
interakce byly zvoleny receptory AhR a GR. Pravé tyto receptory vystupuji jako kliCové
regulatory celé fady enzymi. Jako mozny dopad na organismus se nabizi ovlivnéni
metabolismu 1é¢iv, zlucovych kyselin, homeostazy cholesterolu, imunity a také bunééného
cyklu (Abel et Haarmann-Stemmann, 2010). Proto je potiebné sledovat schopnost latek tyto
receptory aktivovat, pfipadné deaktivovat. Pro monitoring aryl uhlovodikové a glukokorti-
koidni aktivity testovanych sloucenin KST-35, KST-41 a KAC-59-F byly pouzity stabilng
transfekované linie AZ-AhR a AZ-GR. Rovnéz byla stanovena cytotoxicita téchto sloucenin.

Testované koncentrace byly voleny tak, aby co nejvice reprezentovaly suplementaci
za fyziologickych podminek. Na zaklad¢ toho bylo vytvofeno koncentracni rozpéti 0,01; 0,1;
1; 10 a vpfipadé KAC-59-F i 50 pmol/l. Toto rozhodnuti bylo podpofeno tim,
ze vétsina latek exogenniho puvodu byva aplikovana fadoveé v pmol/l (Liguori et al., 2012).
Limitujicim faktorem pro pouziti vysSich koncentraci byla sniZena rozpustnost derivati
ptirodnich latek. Byla sledovéna interakce sloucenin s vysoce afinitnimi receptory, které jsou
transkripéné aktivni 1 pfi velice nizkych koncentracich. Pii vyS$Sich koncentracich by mohlo
dojit ke snizeni specifity uCinku. Skute¢nost, zda byla koncentra¢ni Skala vhodnou volbou,
byla nejprve verifikovana vzhledem k jeji cytotoxicité. Testované slouCeniny nevykazovaly
signifikantni pokles viability obou bunécénych linii s vyjimkou sloufeniny KAC-59-F
o koncentraci 50 pmol/l. Zde se pokles zivotnosti bun¢k pohyboval v rozmezi 65-75 %.
Pro vymezeni uzsiho rozsahu farmaceuticky vyuzitelnych koncentraci byly nutné dalsi
experimenty.

Pti sledovani agonistického plsobeni testovanych sloucenin vic¢i AhR byla
zaznamenana zvySend aktivace receptoru. Nicméné statisticky vyznamné zvySeni bylo
pozorovano pouze u KST-41 o koncentraci 10 pumol/l. Pisobeni slouceniny odpovidalo
28 nasobku negativni kontroly. V kontrastu s modelovym agonistou TCDD, u néhoz se FI
rovnala 1602, se zdala byt aktivace pomoci KST-41 nicotna. Na druhou stranu nebylo vhodné
tuto informaci ignorovat. Aktivace AhR antimalarikem primachinem, obsahujicim chinolin,

byla stanovena jako hlavni induktor CYP1A1/2B s 12-ti nasobn¢ vys$si indukci (Fontaine
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et al., 1998). Testovana sloucenina by podobn¢ jako primachin mohla indukci cytochromii
P450 urychlit metabolismus podanych 1éciv, a tak snizit jejich farmakologicky ucinek
(Spatzenegger et Jaeger, 1995). Indukce jmenovanych enzymu by mohla hrat roli i v aktivaci
chemickych latek na reaktivni mutageny a karcinogeny (Fontaine et al., 1998). U sloucenin
KST-31 a KAC-59-F zvysena transkripcni aktivita AhR zaznamenana nebyla.

Slouceniny byly hodnoceny i vzhledem k jejich antagonistickému ucinku. Kromé
schopnosti aktivovat receptor byla u slouCeniny KST-41 prokazatelnd i deaktivace AhR.
V bézné praxi byva tento stav oznaCovan pojmem parcidlni agonista. Slouceniny toho typu
byvaji schopny vyvolat méfitelnou odpovéd’, ale i inhibici odezvy plného agonisty. Interakce
byva vysvétlovana kompetici s plnym agonistou o vazebné misto receptoru. Ve vysledku tak
parcialni agonisté vystupuji jako funkéni antagonisté (Bachleda et al., 2010). Antagonismus
receptoru byl pozorovéan i u slouc¢enin KST-35 a KAC-59-F. Ty lze definovat jako plné
antagonisty, nebot’ u nich jako u KST-41 agonistické chovani zaznamenano nebylo. Anti-aryl
uhlovodikova aktivita byla pfimo umérna zvysujici se koncentraci testovanych sloucenin.
Derivaty ptirodnich latek blokovaly odpovéd” vyvolanou TCDD ve vysi 51 % u KST-35,
66 % u KST-41 a vpiipadé KAC-59-F dokonce 75 %. Jak antagonistické chovani,
tak 1 vyskyt pyridinu v chemické struktufe vykazuje podobnost s dfive testovanou
slouceninou FPP-3 (Hwang et al., 2008). Substance byla oznacena za chemopreventivni
¢inidlo. V experimentu bylo sledovdno 50% sniZeni aktivace AhR vyvolané DMBA. DMBA
vystupuje jako silny karcinogen, ktery shodou okolnosti stejn¢, jako TCDD patii do rodiny
polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Jelikoz oba experimenty vykazuji vysoké znamky
similarity, je tedy dlivodné uvaZovat i o chemopreventivnim vlivu testovanych latek.

Na zékladé vysledku bylo patrné, Ze zddnd z latek nevystupuje jako agonista GR.
Proto by jejich pfipadnd medikace u astmatu, alergie, revmatoidni artritidy, roztrouSené
skler6zy, transplantace organtt a nékterych typt rakoviny byla zbytecna, dokonce
i nebezpecna. Praveé v téchto piipadech se totiz ocekava zvyseni exprese cilovych geni GR
(Busill et Cidlowski, 2013; Miner et al., 2005; Rhen et Cidlowski, 2005). Na druhou stranu
byl zaznamendn signifikantni antagonismus téchto sloucenin a to pfedev§im u koncentraci
10 umol/l. Zde byl u¢inek DEX snizen o 38 % u KST-35, 0 70 % u KST-41 a ptidavek
KAC-59-F snizil aktivaci receptoru o 60 %. Glukokortikoidy mimo jiné navozuji stavy
uzkosti a deprese (Eda et al., 2015). Antagonizace GR receptortt by mohla tyto stavy zvratit.
Jako silny antagonista se nabizi mifepriston, ktery byl pouZzit i béhem naseho experimentu
jako pozitivni kontrola u AZ-GR linie. Na druhou stranu je mifepriston schopny vazby

I s progesteronovym receptorem (PR). Z divodu neselektivni interakce se od jeho aplikace
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jako antidepresiva odpousti. V dnesni dobé je mifepriston zndm spiSe jako prostiedek
chemické interrupce. Po obsazeni PR nedochdzi k vazbé progesteronu. Pro rana stadia
té¢hotenstvi je progesteron nezbytny, proto zabranéni uc¢inku progesteronu vede k potratu
(Maria et al., 1988). Jelikoz jsou testované slou¢eniny antagonisté GR stejné jako mifepriston,
1ze u nich pocitat s podobnym dopadem na organismus.

U vsSech testovanych sloucenin byl zjistén vyskyt chinolinu, pyridinu a piperazinu.
Uz diive bylo poukéazano na jejich biologickou vyznamnost, ale pro¢ jednotlivé slouceniny
vykazovaly rGzné antagonistické pusobeni, to nevysvétluje. Proto bylo tieba stanovit
odliSnosti mezi testovanymi slouc¢eninami. Slouceniny, kromé jmenovanych heterocyklu,
obsahovaly také halogenovany substituent (KST- 35), methoxy skupinu (KST-41)
a neplanarni molekulu pentenu (KAC-59-F). Z vysledku vyplyva, Ze slouc¢eniny KST-41
a KAC-59-F vykazovaly v priméru o 20 % vyssi antagonistické pusobeni nez KST-31.
Pusobeni KST-41 a KAC-59 bylo zhruba srovnatelné s tim rozdilem, ze u KST-41 byla
zaznamenana o 10 % vyssi anti-glukokortikoidni aktivita a KAC-59-F vykazovala o 10 %
vys§i anti-aryl uhlovodikovou aktivitu. Na zdklad€¢ téchto poznatkii byla postulovana
hypotéza. Pfitomnost methoxy skupiny by mohla korelovat s nejvysS§im sledovanym
antagonismem vuci GR. Analogicky by jako vyznamny pivodce antagonismu AhR mohl byt
substituent penten. Pravé tyto poznatky by mohly byt uzitecné pti syntéze novych sloucenin.
Nicméné pro platnost této domnénky je tfeba dalSich testa.

Byla provedena rentgenova krystalografie ligand vazebné domény GR vazici
mifepriston a 6-(3,5-dimethylisoxazol-4-yl)-2,2,4,4-tetramethyl-2,3,4,7,8,9-hexahydro-1H-
cyklopenta[h]chinolin-3-on (QCA-1093). V kombinaci s pocitaovou simulaci byl odhalen
mechanismus zodpovédny za antagonistickou konformaci receptoru. V obou dvou ptipadech
byl pozorovan vznik vodikové vazby mezi ligandem a aminokyselinou vazebné domény
receptoru. Vodikova vazba byla vytvorena mezi keto skupinou mifepristonu nebo skupinou
isoxazolu slouc¢eniny QCA-1093 a argininem 611 (Eda et al., 2015). Testované derivaty
pfirodnich latek maji spolecny vyskyt keto skupiny i1 chinolinu jako vySe jmenované
slouCeniny. Jelikoz je sledovéna jistd strukturdlni podobnost, lze se domnivat,
zda se ligand vaZe na receptor reverzibilné ¢i ireverzibilné, jestli se opravdu vaze do vazebné

domény nebo plisobi alostericky, by bylo tfeba dalSich studii.
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7. ZAVER

Byla testovana série syntetickych derivatd pfirodnich latek (KST-35, KST-41
a KAC-59-F) ve wvztahu ovlivnit transkripcni aktivitu aryl uhlovodikového (AhR)
a glukokortikoidniho (GR) receptoru. Jelikoz se jednalo o nové syntetizované slouceniny,
doposud neexistovala zddnd odbornd publikace, kterd by o téchto slouceninidch vice
pojednavala. Konven¢nim MTT testem byla stanovena jejich cytotoxicita. Pro stanoveni aryl
uhlovodikové a glukokortikoidni aktivity byly pouzity stabilné transfekované bunécné linie
AZ-AhR a AZ-GR, vzhledem k jejich funkénosti jmenovanych receptorti. Bunécné linie byly
vystaveny testovanym sloucenindm o koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 10 umol/l. Transkrip¢ni
aktivita byla stanovena metodou Gene Reporter Assay. Pfi sledovani agonistického plisobeni
testovanych sloucenin vi¢i AhR byla zaznamenana zvySena aktivace receptoru u KST-41
o koncentraci 10 pmol/l. Plisobeni slou¢eniny odpovidalo 28 néasobku negativni kontroly.
U slouceniny byla sledovéana i blokace odpovédi vyvolané dioxinem (TCDD) ve vysi 66 %
pfi stejné koncentraci. Na zakladé toho byla sloucenina KST-41 identifikovana jako parcidlni
agonista AhR. Latky KST-35 a KAC-59-F byly identifikovany jako plni antagonisté AhR,
nebot’ vykazovaly pouze anti-aryl uhlovodikovou aktivitu. Deaktivace receptoru odpovidala
51% poklesu transkripéni aktivity u KST-35 a v piipadé KAC-59-F dokonce 75 %
pfi koncentraci 10 umol/l. Antagonisticka aktivita byla ptimo imérna zvySujici se koncentraci
testovanych sloucenin. Podobny trend vykazovaly slouceniny i ve vztahu s GR. Zde byl
ucinek dexamethazonu (DEX) snizen o 38 % u KST-35, 0 70 % u KST-41 a pridavek
KAC-59-F snizil aktivaci receptoru o 60 %. Zjisténé hodnoty poukazuji na mozné
chemopreventivni a antidepresivni vyuZiti testovanych substanci. U KST-41 je nutné
uvazovat o interakci se soucasné¢ podanymi léky. Rovnéz by dana slouCenina mohla byt
zodpovédna za aktivaci chemickych latek na reaktivni mutageny a karcinogeny vzhledem
k aktivaci AhR. Bylo upozornéno na moznou spojitost i mezi vyskytem methoxy skupiny
(KST-41) a nejvyssim sledovanym antagonismem vuci GR. V roli antagonismu vuci AhR
byla s nejveétsi pravdépodobnosti smérodatna piitomnost substituentu pentenu (KAC-59-F).
Tato diplomova prace poukazuje na farmakologicky vyznam testovanych slou¢enin. Jsou
zde obsaZzeny informace, které by v budoucnu mohly byt vyuzity pro syntézu novych

sloucenin. Z téchto diivodi je cesta dalSimu vyzkumu oteviena.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

11pHSD1 11-B-hydroxysteroid dehydrogenazy typu 1

ABC ATP vazebna doména (ATP binding cassette)

AhR aryl uhlovodikovy receptor

AhRR represor aryl uhlovodikového receptoru

AIDS syndrom ziskaného imunodeficitu (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
AP-1 aktivacni protein 1

ARNT nuklearni translokator aryl uhlovodikového receptoru

ATB penicilin-streptomycin

ATP adenozin-5"-trifosfat

AZ-AhR linie odvozena z bun¢k lidského hepatocelularniho karcinomu
AZ-GR linie odvozena od lidskych rakovinovych bunék délozniho ¢ipku
bHLH bazicky helix-smycka-helix

cAMP cyklicky adenozin-3,5"-monofosfat

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CB kanabinoidni receptor

CBP vazebny protein pro CREB

CDK2 cyklin dependentni kinazy 2

cGMP cyklicky guanozin-3’,5 -monofosfat

CNS centralni nervovy systém

CoA koenzym A

COX-2 inducibilni cyklooxygendzy 2

CREB vazebny protein pro cyklicky adenozin-3",5 -monofosfat

CYP cytochrom P450

DEX dexamethazon

DMBA 7,12-dimethylbenz[a]antracen

DMEM komercni médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium)
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPP-4 dipeptidylpeptidaza IV

DTT dithiothreitol

ECso koncentrace agonisty, pii niz je dosazeno 50 % maximalniho efektu 1é¢iva
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EDTA
Emax
ER
FBS
FK506
FPP-3
GLP-1
GR
GRE
GST
HIV-1
Hsp70
Hsp90
HygB
IL-1p
INOS
KAC-59-F

KST-35
KST-41
MeOH
MCF-7
MTT
NADH
NADPH
NES
NFkB
NLS
OAT
OATP
OCT
p23

p53
p300

kyselina ethylendiamintetraoctova

maximalni efekt 1é¢iva

estrogenni receptor

fetalni bovinni sérum

vazebny protein glukokortikoidniho receptoru
1-furan-2-yl-3-pyridin-2-yl-propenon

glukagonu podobny peptid 1

glukokortikoidni receptor

responzivni element glukokortikoidniho receptoru
glutathion-S-transferaza

virus lidské imunodeficience typu 1

protein teplotniho Soku o velikosti 70 kDa (heat shock protein)
protein teplotniho Soku o velikosti 90 kDa (heat shock protein)
hygromycin B

interleukin rodiny 1

inducibilni syntdzy oxidu dusnatého
8-(4-(3-(cyklopent-1-en-1-yl)benzyl)piperazin-1-yl)-3,4-dihydrochinolin-
2(1H)-on
8-(4-((5-(4-fluorofenyl)pyridin-3-yl)methyl)piperazin-1-yl)chinolin-2(1H)-on
2-methoxy-8-(4-((5-fenylpyridin-3-yl)methyl)piperazin-1-yl)chinolin
methanol

linie odvozena z bunék lidského karcinomu prsu
methyltetrazoliova stl

nikotinamidadenindinukleotid - redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat - redukovana forma
nukledrni exportni signal

nukleéarni faktor kB

nukleédrni lokaliza¢ni signal

organické aniontové transportéry

transportni peptid organickych aniontl

organické kationtové transportéry

kochaperonovy protein o velikosti 23 kDa

nadorovy supresorovy protein o velikosti 53 kDa

koaktivator nuklearnich receptort o velikosti 300 kDa
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PAS (B) Per-ARNT-Sim doména (B)

PBS fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného

PDE5 fosfodiesterazy rodiny 5

PEPCK fosfoenolpyruvat karboxykinazy

PGES prostaglandin E syntazy

PGE, prostaglandin E;

PPARYy receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory vy
PR progesteronovy receptor

PXR pregnanovy X receptor

QCA-1093  6-(3,5-dimethylisoxazol-4-yl)-2,2,4,4-tetramethyl-2,3,4,7,8,9-hexahydro-1H-
cyklopenta[h]chinolin-3-on

RAR receptor pro kyselinu trans-retinovou
RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

Ru486 mifepriston

RVT resveratrol

RXR receptor pro kyselinu cis-retinovou
SA Saudska Arabie

SRC-1 koaktivator steroidniho receptoru 1
T2DM diabetes mellitus 2. typu

TAF TBP asociované faktory

TBP TATA vazebny protein

TCDD 2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioxin
TIF-2 koaktivator nuklearnich receptorti o velikosti 160 kDa
TNF-a faktor nadorové nekrozy a

UDP uridin-5-difosfat

XAP2 X-asociovany protein 2
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