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SEZNAM ZKRATEK
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Vyznam

10-chloro-7H-benzimidazo[2,1-a]benzo[de]lso-quinolin-7-one
1-Furan-2-yl-3-pyridin-2-yl-propenone
2,3,7,8-tetrachloro-dibenzodioxin

2-bromovany benzo[f]quinolin
2-methoxy-8-(1-((5-phenylpyridin-3-yl)methyl) piperidin-4-
yl)quinoline

7,12-Dimethylbenz[a]anthracene
8-(1-((5-(4-fluorophenyl)pyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-
yl)quinolin-2(1H)-one
8-(1-((5-(cyclopent-1-en-1-yl)pyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-yl)-2-
methoxyquinoline
8-(1-((5-phenylpyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-yl)-3,4-
dihydroquinolin-2(1H)-one

Aktivaéni funkéni doména

Aryluhlovodikovy nuklearni translokator

Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptorovy represor

Autonomn¢ transaktivaéni doména

basic Helix-loop-Helix

Bunécna linie odvozena od lidského hepatocelularniho karcinomu
Bunécna linie odvozena od lidskych rakovinovych bun¢k délozniho
¢ipku

Cytochrome P450

Dexamethason

Dimethylsulfoxid

Dioxin responsivni element

Dithiotreitol

DNA vazebna doména

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Kultivaéni médium)



FBS
PBS
GR
GRE
HSP
HgB
LBD
MEM NEAA
MeOH
MTT
RUA486
NR
PAS
XRE

Fetal bovine serum

Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)
Glukokortikoidni receptor
Glukokortikoidni responzivni element
Heat shock protein (protein teplotniho Soku)
Hygromycin B

Ligand vazebna doména

MEM neesencialni aminokyseliny
Methanol

Methyltetrazoliova stl

Mifepriston

Nuklearni receptor

Per-Arnt-Sim

Xenobioticky responsivni element



1. UVOD

V moderni dob¢ neustdle narGstd snaha syntetizovat nové a nové latky,
které kombinaci vlastnosti svych podjednotek mohou nachézet vyuziti predevS§im
ve farmaceutickém primyslu. Tyto syntetické latky mohou ovliviiovat organismus mnoha
zpusoby a je potieba zjistit, jestli skute¢né nékterym z nich ovliviiuji pochody v téle.
Jednou z cilovych skupin téchto latek mohou byt ligandem aktivované transkrip¢ni faktory.

Tato prace se veénuje dvéma takovymto faktorim, a to aryluhlovodikovému
a glukokortikoidnimu receptoru, které hraji dilezitou roli v imunitni odpovédi organismu,
udrzovani homeostazi a v mnoha dalSich fyziologickych dé&jich. V kontextu s dal$imi
vlastnostmi latek mlze byt pozadovana aktivace, ale také inhibice receptorii. Zarovei je
dalezitym pozadavkem u téchto latek eliminovat jejich negativni G¢inky.

Nejen omezenost pfirodnich zdroji ale v nékterych piipadech také jejich tézka
dostupnost nebo piiméd vyuzitelnost vedou k rostoucimu vyznamu syntetickych latek.
Soucasné je ale kladen velky diraz na davéryhodnou analyzu téchto latek na Zivy
organismus tak, aby jejich vliv m¢l veskrze pozitivni charakter, zatimco negativni vlivy je
nutno eliminovat a pokud mozno zcela vyloucit. Dal$im z divoda zvySujici se poptavky po
syntetickych latkach je, Ze kombinace vlastnosti jedné syntetizované latky mtize pokryt
mnozstvi vlastnosti, které by jinak bylo potieba ziskat zvice pfirozenych latek.
Neposlednim faktorem jejich preference miiZze byt niZsi cena oproti analogicky ptisobicim
latkam, které se v pfirodé v pfirozené formé vykytuji.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o latky nové syntetizované a neprozkoumané, neni
znam jejich vliv na organismus a tedy ani zdkladni informace o jejich toxicité. Cilem prace
je zjistit, zda na buniky pisobi cytotoxicky a nasledné jejich schopnost aktivovat nebo

inhibovat receptory.
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2. TEORETICKA CAST
2.1 JADERNE RECEPTORY

Jaderné, neboli nuklearni receptory (NR) tvofi tifidu ligandem aktivovanych
transkrip¢nich faktort, které kdyz jsou navazany na specifické sekvence DNA, slouzi jako
zapinaCe/vypinace pro transkripci v buné¢ném jadre (Kozstin, 2005). Jedna se 0 jednu
jadernych receptorti je znamo 48 a tyto receptory se podileji na ristu bunék, vyvoji,
homestazi a dalSich biologickych pochodech. Také hraji zasadni roli v pfipadé nékterych
poruch a onemocnéni, jako jsou rakovina ¢i metabolickd a proliferativni onemocnéni
(Pawlak et al., 2014)

Clenové této skupiny receptorti obsahuji N-terminalni transaktivaéni doménu
(A/B doména), ktera je velmi variabilni a obsahuje alespon jednu pfirozené aktivni
transaktiva¢ni oblast (AF-1) a nékolik autonomnich transaktiva¢nich domén (AD)
(Rechavi et al., 2003). Dale obsahuji vysoce konzervovany zinkovy prst jako oblast DNA
vazebné domény (DBD) variabilni konzervovanou oblast ligand vazebné domény (LBD)
a proménnou C-koncovou oblast (Kozstin, 2005). Receptor poskytuje ptimou vazbu mezi
signalni molekulou, ktera tidi transkripéni proces, a transkripéni odpovédi (Rechavi et al.,
2003).

RozliSujeme 2 typy nuklearnich receptord.

Typ | — steroidni receptory, jejichz ligandem je steroidni hormon.
V neptitomnosti hormonu se nachazi v komplexu s heat shock proteiny (napt. Hsp90),
které¢ maji za ukol udrzet receptor inaktivni, udrzet jeho strukturu a umoznit snadng;si
navazani ligandu (Vrzal et al., 2004). Do této skupiny patii glukokortikoidni receptor
(GR), estrogenovy receptor (ER), androgenovy receptor (AR) a dalsi (Kaur et al., 2015).

Typ Il — nesteroidni receptory, které po navazani ligandu heterodimerizuji
sretinoidnim X receptorem (RXR). Pfed navazanim ligandu jsou receptoroveé
heterodimery v jadru v komplexu piedevs$im s histondeacetylazami, kterym udrzuji cilovou
DNA v tésn€ navinuté konformaci a brani vystaveni transaktivacnim faktorim. Do této
skupiny patii receptor thyroidniho hormonu (THR), receptor vitaminu D (DR) a dalsi
(Sipes et al., 1997, str.178).
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Vyskytuji se receptory, u kterych stdle neni znadm jejich fyziologicky endogenni
ligand. Tyto receptory se nazyvaji orphan receptory, v prekladu receptory sirot¢i.

NR vazou malé molekuly, které mohou byt nahrazeny strukturnimi analogy, jako
napt. 1éCivy. Tim je mozno fidit funkce spojené s rliznymi nemocemi (osteoporoza,

rakovina, cukrovka apod.), coz je farmakologickym cilem (Rechavi et al., 2003).

2.1.1 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) je ¢lenem podskupiny jadernych hormonélnich
receptori  (spoleéné¢ s receptory thyroidniho  hormonu, mineralokortikoidniho,
estrogenového a progesteronového) (Marketon & Sternberg, 2010). Tento receptor se
nachdzi ve vSech tkanich a reguluje genovou expresi specifickym zptisobem pro jednotlivé

bunky (Dvotak & Pavek, 2010).

2.1.1.1  Struktura a stavba receptoru

Gen pro GR je lokalizovan na chromosomu 5q31-32 a sklada se z 9 exonu (Obr. 1).
Existuje v fad¢ sestiihl a podle téchto sestiihi jsou rozliSeny jednotlivé isoformy GRa,
GRB, GRo a GRy. Funkce poslednich 2 ale nejsou stale jisté (McMaster & Ray, 2007).
Vsechny isoformy jsou generovany z jednoho genu a jedné RNA v alternativnich sestfizich
(Dvoték & Pavek, 2010).

GRa je transkripéné aktivni isoforma, ktera vaze glukokortikoidy (Novotna et al.,
2012). Jedna se o hlavni produkt GR genu (NR3C1) a sklada se ze 777 aminokyselin
(Dvoréak & Pavek, 2010). Oproti tomu GRp nevéaZe ligandy a inhibuje genovou transkripci
zprosttedkovanou GRa (Novotna et al.,, 2012), ¢imz piasobi jako inhibitor
kortikosteroidnich uc¢inkdi a tim se podili na definovani citlivosti cilové tkané
na kortikosteroidy (Dvorak & Pavek, 2010).

GR se stejné, jako vSechny steroidni receptory, sklada z nékolika domén. Tvoii jej
imunogenni N-terminalni doména, vysoce konzervativni centradlni DNA vazebna doména
(DBD) se dvéma zinkovymi prsty a C-terminalni ligand (hormon) vazebna doména (LBD)
(McMaster & Ray, 2007; Dvorak & Pavek, 2010). N-termindlni doména piedstavuje
na hormonu nezavislou aktivaéni funkéni doménu (AF1), kterd je dilezitd pii hledani
regulacnich faktort, jez jsou dulezité v kontrole genové exprese, kterou mohou regulovat
pozitivné nebo negativné. Zinkové prsty tvotici DBD jsou dulezité v receptorové

dimerizaci, jaderné translokaci a pro navazani na glukokortikoidni responsivni element
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(GRE) a naslednou transaktivaci. LBD se vaze na heat shock proteins (HSP), coz vede
Kk otevieni steroid-vazebné $térbiny a umoznuje steroid navazat do hydrofobni , kapsy*.
Tim je indukovana konformacni zmeéna v hormondlné podminéné aktivacni funkcéni

doméné (AF2) a to umoziiuje interagovat s koaktivatory (McMaster & Ray, 2007).

EXON 1 2 345 678 9q 9B

- .

zinc fingers

‘.\ S
NH2~~..)'} >

)')COOH

|
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NH2 5,:' 5‘:'000H
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GRE  NH2 { W l DBD ‘ LBD I—;COOH

Obr. 1 Struktura glukokortikoidniho receptoru (regiony exont, které jsou pielozeny, jsou oznageny Sedymi boxy a
odlisné isoformy jsou oznaceny odlisnymi barvami - odlisné isoformy jsou tvofeny alternativnimi sestfihy exonu 9)
(ptevzato z: McMaster & Ray, 2007).

21.1.2 Aktivace

V nepiitomnosti ligandu, tedy v neaktivni form¢, se receptor nachazi v cytosolu
cilovych bun¢k v komplexu s chaperonovymi proteiny, zahrnujicimi zejména proteiny
teplotniho Soku (HSP) hsp90 a hsp70 (Dvoiak & Pavek, 2010). Tento komplex
je stabilizovan interakci proteinll a udrzuje vysokou afinitu receptoru vici svému ligandu.
Molekula GRa na sebe navaze glukokortikoid. Po tomto navazani nastane konformacni
zména komplexu receptor-ligand, ¢imZ dojde z uvolnéni z proteinového komplexu od HSP
a molekula receptoru vytvari homodimer s dal$i molekulou GRa (McMaster & Ray, 2007).
Takto aktivovany receptor interaguje s importnim translokacnim systémem a jde skrz
jaderny por do jadra, kde reguluje genovou expresi (Obr. 2). V jadie se vaze
na glukokortikoidni responsivni element (GRE) a poté verbuje koaktivatory na DNA, aby
se zapocala transkripce genu (McMaster & Ray, 2007).

Receptory se spoji s cilovym chromatinem, ¢imz dojde k jeho pfeméné. Dochézi
k transaktivaci promotort citlivych na glukokortikoidy. Shromazdi se na ném

makromolekuldrni komplexy, které zpusobi, Zze se jeho struktura stava otevienéjsi
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a podporuje dalsi slozité sestavy, coz vede k pfijimani RNA polymerdzy II a zahajeni
transkripce genu (McMaster & Ray, 2007). Poté nasleduje post-transkripéni proces,
proteinova translace, posttranslacni proces genu a zavérem na proteasomu zavisejici
proteinova degradace receptoru. Vsechny tyto procesy se diferencované podileji
na regulaci CYP enzymii metabolizujicich 1éky (Dvotak & Pavek, 2010).

GR transkripcné ovlada Siroké spektrum gent, jako jsou cytokiny, enzymy,
receptory, nebo transkripéni faktory, kterymi jsou napi. nuklearni faktor kappa B
(NF-kappaB), aktivator protein-1 (AP-1) nebo transformaéni rastovy faktor (TGF). Jejich
funkce mize byt upravena mnohymi post-translaénimi modifikacemi (fosforylace,

ubikvitinace apod.) (Dvorak & Pavek, 2010; Kino, 2010).

L) Cortisol

@ . Cytoplasmic
~ Activation X
b hhspsgoo Active GR Monomer
5| » B
Fraps2 NP0 ﬁ — YPI\//
hspgg_/\ sp /i 0
B
FKBP52 heps0) ¢
hsp20 . . .
— i % Dimerization
e Y

‘r-A\J B a Transcription
W@MMMMMW
GRE

Obr. 2 Mechanismus navazani ligandu a zahajeni transkripce prostiednictvim GR (ligand projde membranou
a navaze se na receptor, dojde k rozvolnéni multiproteinového komplexu, homodimerizaci s druhym GR a transportu do
jadra, kde po navazani na GRE je zahajena transkripce pfislusného genu) (ptevzato z: Lund, 2009)

2.1.1.3 Ligand

Ligand je molekula, kterd se navazuje na receptor a spousti kaskadu dé&ja. Mize
se jednat o hormon, 1€k apod. Nejvyznamnéjsimi ligandy glukokortikoidniho receptoru
jsou glukokortikoidy. Endogenni glukokortikoidy, tedy télu vlastni pfirozené ligandy,
ovladaji nescetné mnozstvi bunécnych a tkanové specifickych funkci, zejména
metabolismus (homeostaza glukozy, proteint, lipidl, sacharidi), imunitni a zanétlivé

regulace, centrdlni nervovou soustavu (nalada, poznavani, spanek) a programovanou
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bunécnou smrt — apoptéozu (Dvordk & Pavek, 2010). Jedna se o steroidni hormony
syntetizované v kute nadledvin. Jsou pod kontrolou hypotalamo-hypofyzarni-nadledvinové
(HPA) osy a jsou produkovany v reakci na stresové faktory, jako jsou patogeny, toxiny
i trauma (Dvorak & Pavek, 2010).

vvvvvv

cvwr

hraje roli pii mnohych onemocnénich, véetné infekce a deprese a ve spojeni s psychickym
stresem. Chronicky zvySend hladina hormonu kortizolu byva také spojovana
s mnohymi variantami patogennich procest, véetné imunosuprese a insulinové resistence
(Dvotak & Pavek, 2010).

Kromé pfirozenych glukokortikoidii bylo vyvinuto velké mnozstvi exogennich
syntetickych glukokortikoidii ve farmaceutickém primyslu, které jsou diky svym
vlastnostem vyuzivany pro 1é¢bu autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni (napt. alergie,
astma, revmatoidni artritida, roztrouSend sklerdza, systémovy lupus, lupénka) a dalSich.
Jedna se tedy o hojné vyuzivané 1éky (Dvorak & Pavek, 2010). Piikladem exogennich
ligandt jsou dexamethason (DEX), beklomethason, triamcinolone a dalsi (Novotna et al.,
2012).

2.1.2 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor
interagujici s pfisluSnymi elementy, které jsou umisténé na 5'konci DNA a reguluji
promotory vedouci ke zvySeni transkripce mnoha gent, vcetné téch, aktivujicich
cytochromy P450 (Burbach et al., 2004). AhR fidi transkripci Sirokého spektra strukturné
neptibuznych gent (Vrzal et al., 2004). AhR byl prvnim objevenych xenoreceptorem,
téz nazyvan dioxinovym receptorem, protoze je aktivovan polyaromatickymi uhlovodiky
a dioxinovymi slou¢eninami. Nejedna se ovSem o pravy receptor, ale nalezi do basic helix-
loop-helix/Par-Arnt-Sim (bHLH/PAS) skupiny transkripénich faktorti (Dvofak & Pavek,
2010). Skupina bHLH/PAS je nadceled’ dimernich transkripénich faktorti vyskytujicich
se témer u vSech eukaryot. Tyto regulatory maji funkci v kritickych vyvojovych procesech,

véetné uréeni pohlavi a vyvoji nervového systému a svalt (Jones, 2004).
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AhR se nachazi v rliznych lidskych tkanich. Nejvyssi troven exprese AhR mRNA
je v jatrech, ledvinach a plicich, nizka uroven exprese je v mozku, ledvinach a kosternim
svalstvu. Pfitomnost byla také zaznamenana i v placenté (Jiang, 2010).

Tento receptor je stézejnim faktorem v metabolismu 1é¢iv (Novotna et al., 2011)
a hraje diilezitou roli v fadé endogennich funkci, jako je bunécny cyklus a proliferace,
podnécovani tvorby tumoru, imunitni odpovéd’, cirkadianni rytmy, kontrola exprese genti
metabolismu lipid a také plisobi jako ubikvitin E3 ligdza v procesu degradace proteint

(Dvorak & Pavek, 2010).

21.2.1 Stavba a struktura

Lidsky AhR je lokalizovan na 7 chromosomu. Je zde 12 exont, které koduji 848
aminokyselin dlouhy protein s teoretickou hmotnosti 96 147 Da (Vrzal et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o zastupce bHLH/PAS skupiny. Motiv bHLH
je lokalizovany v N-terminalni oblasti a ma dvé vysoce konzervované a funkéné odlisné
domény, které spolecné tvori oblast ptiblizn¢ 60 aminokyselinovych zbytkt (Jones, 2004).
Krajni amfipaticka o-Sroubovice je zakladni doména, ktera se vaze do DRE do DNA
na hexanukleotidovou sekvenci oznacovanou jako E box. Doména HLH usnadiiuje
interakci s dal$imi proteinovymi jednotkami za vzniku homo- a heterodimerickych
komplext (McMaster & Ray, 2007; Jones, 2004). Mezi doménami se nachazi spiralovité
smycky (Vrzal et al., 2004).

PAS doména se nachazi na C-termindlni oblasti od bHLH. Tato doména mé délku
260-310 aminokyselin (Jones, 2004). PAS domény obratlovci jsou poskladany ze dvou
velmi obdobné sloZenych oblasti zhruba 110 aminokyselin (Goryo et al., 2007), které jsou
oddéleny cca 150 aminokyselinovymi zbytky, a oznaCuji se PAS-A a PAS-B (Jones,
2004). Funguji, spolecn¢ s bHLH jako dimeriza¢ni motivy (Goryo et al., 2007). Kromé
toho interaguji s Hsp90 a PAS-B doména ma funkci vazby cizorodych liganda (Vrzal
et al., 2004; Goryo et al., 2007).

Ligand vazajici doména (LBD) se nachazi v sekvenci 230-431 aminokyselin
od N-terminalniho konce. Casteén& se pekryva s vazebnym mistem pro Hsp90 (Obr. 3)
(Vrzal et al., 2004).
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Obr. 3 Struktura Aryluhlovodikového receptoru (Dahl, 2015)

21.2.2 Aktivace

V klidovém stavu, bez ligandu, se AhR, stejné jako GR, nachdzi asociovany
v cytosolu (Coumailleau, et al, 1995) v multiproteinovém heterotetramernim komplexu
(Kumar, 2001). Tento komplex zahrnuje 2 molekuly Hsp90 chaperonti (proteiny teplotniho
Soku 90 kDa), AhR asociovany-protein XAP2 (Fujisawa et al., 2013) (také oznacovany
AIP nebo ara9) a p23 (ko-chaperonovy protein 23 kDa) (Denison et al., 2002). Hsp90 je
chaperonovy proteinovy systém, ktery udrzuje receptor v konformaci, kterd usnadiuje
vazbu ligandu a zaroven zabranuje piedCasné transkripéni aktivaci. Ko-chaperonovy
protein p23 je zapojen do spravného skladani a stabilizace AhR (Vrzal et al., 2004).

Vazba ligandu vede k vyvolani konformac¢ni zmény AhR a pifedpokladem je,
ze zpusobuje expozici jadern¢ho lokaliza¢niho signdlu a umoziiuje nuklearni translokaci
AhR s navazanym ligandem (Goryo et al., 2007). Vazbou ligandu zaroven dochazi
po translokaci do jadra ke shozeni Hsp90 a XAP2 (Kumar, 2001). Po ptesunu dochazi
k heterodimerizaci s jinym bHLH/PAS proteinem — nuklearni translokator Ah receptoru
(ARNT) (Obr. 4) (Kumar, 2001). Tento heterodimericky komplex se vaze na specifické
oblasti DNA, které se oznacuji dioxin/xenobiotic responsivni elementy (DRE/XRE),
¢imz spousti genovou expresi (Vrzal et al., 2004) a je aktivovana transkripce
napt. CYP1Al, CYP1A2 a AhRR (Fujisawa et al., 2013).

Po vystaveni ligandu a nuklearnim transportu je AhR protein degradovan. AhR
obsahuje jaderny exportni signal (NES), ktery je dulezity pro odstranéni receptoru z jadra.
Po exportu zpét do cytoplazmy je receptor rozlozen kalpainy a proteazomovym systémem
(Maryam Ghotbaddini, 2014). AhR reguluje expresi Ah receptorového represoru (AhRR),
ktery se nachazi v jadfe. Je schopny komunikovat s ARNT, ale dimery téchto proteint
nejsou transkripéné aktivni. SlouZzi tedy jako negativni zpétna vazba pro AhR (Vrzal et al.,
2004).
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AhR reguluje geny zahrnuté do metabolismu 1é¢iv (Novotna et al., 2011). Cilové
geny tohoto receptoru zahrnuji rodinu genti cytochromi P450-1 (CYPI1), které koduji
enzymy zodpovédné za aktivaci chemickych karcinogenti. Aktivace AhR vede k indukci
CYPIA1, CYPIA2, CYPIBI genu, které koduji enzymy metabolizujici polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU) do mutagennich meziproduktd (Maryam Ghotbaddini,
2014).

cytosol

Obr. 4 Schéma aktivace AhR (1. Vazba ligandu 2. Translokace do jadra 3. Heterodimerizace 4. Navazani na DRE/XRE
5. Exprese piislusného genu) (Vlastni vyhotoveni na zaklad¢ informaci uvedenych v textu)

2.1.23 Ligand

AhR je ¢lenem skupiny orphan (sirotéich) receptorti, coz znamena, ze dodnes nebyl
identifikovan Zadny fyziologicky endogenni ligand. Jeho existence je ovSem podporovana
riznymi pozorovanimi, kterd odhaluji reakce AhR-dependentni odpovédi, aniz by byl
pfitomen exogenni ligand (Vrzal et al., 2004).

I pfesto ma tento receptor velké mnozstvi endogennich 1 exogennich ligandu.
Ty maji lipofilni charakter (Novotna et al., 2011), diky ¢emuz vstoupi do bunky prostou
difuzi (Goryo et al., 2007). Nejvyraznéjsi charakteristikou ligandt je, Ze jsou to organické
molekuly s planarnimi aromatickymi kruhy (Goryo et al., 2007). Mezi endogenni ligandy
jsou tazeny bilirubin, biliverdin, indirubin, indol, derivaty tryptofanu a derivaty kyseliny
arachidonové. Exogennich ligandi je velké mnozstvi. Mezi syntetickymi se jedna zejména
o dioxiny (Casto je AhR také nazyvan dioxinovy receptor (Coumailleau, et al, 1995)),

polycyklické aromatické aminy, polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované
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aromatické slouceniny. Z ptirodnich latek jsou to resveratrol, berberin, flavonoidy apod.
(Novotna et al., 2011). Nejvétsi expozice AhR ligandl pochazi z potravy. Jako slabé AhR
ligandy puasobi piirozené se vyskytujici slozky (flavonoidy, karotenoidy, fenoly).
V posledni dobé byly také nalezeny v extraktech zcelé fady raznych druhi ovoce,
zeleniny, bylin a ¢aju (Vrzal et al., 2004).

Jeden 1z nejdulezitéjsich agonistt  AhR je TCDD (2,3,7,8-tetrachloro-
dibenzodioxin) — prototyp velké rodiny vysoce toxickych kontaminantt ptirodniho
prostiedi (Burbach et al., 2004). Dalsim typickym AhR ligandy jsou PAU (polycyklické
aromatické uhlovodiky). Oba ligandy vyvoldvaji mnozstvi toxickych efektli, vcetné
rakoviny, imunosuprese a naruseni endokrinniho systému (Vrzal et al., 2004).

Klasické exogenni ligandy AhR jako je TCDD, 3-methylcholanthren (3-MC) apod.
sdili n€kolik spolecnych strukturnich rysti — jsou hydrofébni, plandrni nebo ko-planérni
molekuly polycyklické struktury. I ptesto je nekolik nepolycyklickych a neplandrnich latek
(napf. omeprazole, thiabendazole), které také aktivuji AhR, ackoliv velmi slabé (Vrzal

etal., 2004).

2.2 BIOLOGICKA AKTIVITA LATEK

Struktury, které jsou soucasti syntetickych sloucenin testovanych v ramci této
bakalarské prace, vykazuji urcitou biologickou aktivitu a to jak ve své pfirozené forme
vyskytujici se Vv pfirodé, zejména v rostlinach, tak jako soucast nové syntetizovanych
sloucenin. Vzhledem ktomu, ze soucasti téchto sloufenin jsou stale se opakujici

heterocykly quinolin, piperidin a pyridin, bude nésledujici text vénovan témto strukturam.

2.2.1 BIOLOGICKA AKTIVITA PRIRODNICH LATEK

Quinolin (chinolin) se ziskava izolaci z kliry stromu chinovniku. Tento vzdyzeleny
strom rostouci napiiklad v Andach nebo Indonésii umoZnuje izolaci mnoha alkaloidd,
z nich né€kolik je derivati quinolinu, konkrétné se jedna napf. o Chinin, chinidin, cinchonin
a cinchonidin. Chinin a cinidin nachéazi terapeutické uplatnéni. Chinin svym piimym
pusobenim na centralni nervovou soustavu ma antipyretické, analgetické, lokalné
anestetické 1 sympatikolytické vlastnosti a zvySuje citlivost d€lohy na drazdéni. Také
pusobi jako protoplazmaticky jed a brzdi fermentativni Zivotni procesy, diky Cemuz
se uplatiiuje pii odstranovani piivodcl infekéniho onemocnéni (napf. malarie). Druhou

terapeuticky vyuzivanou latkou je chinidin, ktery mimotadné siln€ plisobi na srdecni sval
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a diky tomu byva aplikovan pii srdecni arytmii a tachykardii. Rostlina také byva pro sviyj
obsah alkaloidti slozkou chinové tinktury (Kresanek & Krejca, 1977, str. 664).

Alkaloidy quinolinovych derivata se také nachazi v routé vonné, kterd byla pro své
schopnosti vyuzivana jiz ve starovéku. Tato rostlina pusobi spasmolyticky, diky ¢emuz
nachazi uplatnéni pfi dysmenorrhoei (bolestivé menstruaci), zaludecnich bolestech
nervového pavodu ¢i jako choleretikum (zvysSuje vylu¢ovani zluci). Mimo to ma také silné
sedativni ucinky. Kromé¢ wvnitiniho uziti se pouziva také na hojeni ran, pfi koznich
chorobach nebo se také pridava do ptipravkl na ovlivnéni akomodac¢nich schopnosti o¢i
(Kresanek & Krejca, 1977, str. 530).

Derivaty pyridinu nalezneme v ptirodé v mnoha formach. Skocec obecny
je rostlina, kterou jiz staii Egyptané vyuzivali pro lé¢ebné tcely a olej z této rostliny
vyuzivali pro hojeni ran. Stejné tak Rekové pouzivali olej jako 1ék pro zevnéjsi uziti. Tato
rostlina obsahuje ricin, ktery je vysoce toxicky. Lisovanim semen za studena ovSem
se ziskava ricinovy olej, ktery je tfeba jeSté prevarit s vodou pro odstranéni toxickych
bilkovin apod. Tento olej mad ndsledné mnohé vyuziti. Mimo jiné se vyuziva jako
pokrmovy olej nebo v kosmetice. Jeho vliv na organismus je ovSem pusobeni jakoZto
laxativum v tenkém stieveé, diky ¢emuz je pouzivan jako kvalitni projimadlo (Kresanek
& Krejca, 1977, str. 514).

Znamym derivatem pyridinu je nikotin, ktery se nachazi v listech tabaku a plisobi
na cholinergni nervy, tedy na takové, kde jako mediator puisobi acetylcholin a navozuje
akéni potencidl. Cholinergni synapse se nachazi u obratlovci a to ve vSech excitacnich
nervosvalovych spojenich a na mnoha dalSich mistech v nervové soustavé (Stuart, 1987,
str. 63; 8, str. 1307).

Vyznamnym derivatem pyridinu je vitamin B6, nebo také pyridoxin (Vodrazka,
2002, str. 192). Tento vitamin se podili na mnoha metabolickych funkcich a poméha
v metabolismu bilkovin, tukti i sacharidi. Je kofaktorem mnoha enzymatickych reakci
(Abdulmajeed et al., 2015; Kim & Cho, 2014), ma zasadni roli v normalnim fungovani
a vyvoji mozku (Albersen et al., 2015) a podili se i na zdravi kosti (Fratoni & Brandi,
2015). Pusobi jako terapeutické cinidlo pti 1écbé diabetu mellitu, epilepsii
a kardiovaskularnich onemocnénich (Abdulmajeed et al., 2015), vykazuje vysoké
antioxida¢ni G¢inky a je také ucinny hydroxylovy radikal (TAS et al., 2014). Nachazi
se napfiiklad ve fazolich, obilovinach nebo hnédé ryzi (Kim & Cho, 2014).
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Piperidin se nachazi v ¢erném pepfi, ovSem jen v malém mnozstvi. V 1éCitelstvi
se moc nevyuziva, piilezitostné ovSem jako stomachika (podporuje chut k jidlu) (Kresanek

& Krejéa, 1977, str. 675).

2.2.2 BIOLOGICKA AKTIVITA SYNTETICKYCH LATEK

Derivaty pyridinu, piperidinu a quinolinu jsou c¢asto vyhledavany pro mnoho
ze svych ucinkd. Modifikaci phenothiazini zdménou benzenovych jader byly
syntetizovany anaphenothiaziny, coz jsou typy obsahujici heterocyklické kruhy pyridinu
nebo quinolinu. N¢ekteré z téchto latek prokazaly imunosupresivni a protirakovinné ucinky
u deseti typi lidskych rakovinovych bunéénych linii. Mimo to byla naméfena také vysoka
antioxidacéni aktivita (Jelen et al., 2015).

Derivaty pyridinu maji inhibi¢ni G¢inky na bakterie a plisné. Tyto derivaty se tedy
vyuzivaji jako desinfekce. Pyridiniové soli se nachazi napf. v oCnich kapkach jakozto
desinfekce, cetylpyridiniova sul se vyuziva jako ochranny prostiedek proti nemoci
z potravin, jako je salmonela, nebo snizuje bakterialni kontaminaci u driibeze, masa, ryb,
Cerstvého ovoce a zeleniny (Marek et al., 2015; Rodriguez-Mortales et al., 2005).

Quinolin a jeho derivaty maji mnoho rozmanitych chemickych a farmakologickych
vlastnosti. Kupftikladu quinin se vyuziva pro 1écbu malarie. Jin€ latky obsahujici quinolin
vykazuji protizdnétlivé u€inky (Saadatmandzadeh, 2014).

Také heterocykly s piperidinovou kostrou jsou atraktivni cile organické syntézy
vzhledem kjejich farmakologické aktivité a Sirokému vyskytu v pfirodé. Piperidiny
ajejich derivaty predstavuji zakladni jednotku Sirokého spektra alkaloidii a biologicky
aktivnich latek. Na zéklad¢ toho tvoti piperidinové jadro zaklad mnoha molekul 1é¢iv, jako
jsou antihistamika, antibakterialni 1é¢iva nebo antituberkulotika (Elavarasan et al., 2014).

Dalsi  biologicka  aktivita jedné ztéchto latek je  pozorovatelnad
u imidazol[4,5-b]pyridinovych  derivati, mezi nimiz se nachazi Noberastin
(antihistaminikum), Sulmazole (antagonista receptoru pro adenosin), jez se vyuziva jako
1€k zvySujici srde¢ni ¢innost (EMBL-EBI, 2015) nebo Tetanoprazol u kterého byla zjisténa
proti viedova aktivita a inhibice protonové pumpy. Mnoho dalSich derivati imidazol[4,5-
b]pyridinu ma antidepresivni, protirakovinné, antimikrobialni u¢inky, nebo mohou byt
vyuzity pii 1é¢bé diabetu a hyperlipidémie, piipadné pii neurodegenerativnich poruchach,

jako je naptiklad roztrousena skleroza (Nowicka, 2015).
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Obr. 5 Priklady strukturnich vzorci derivati pyridinu (4 antidepresivni u¢inky, 5 + 6 — protirakovinné G¢inky, 7 + 8
— antimikrobidlni aktivita, 9 — moznost 1é¢by diabetu, 17 — antibakterialni vliv) (pfevzato z Nowicka, 2015)

Tetrazole[5°1°:2,3] [1,3,4]thiadezapino[7,6-b]quinoline pusobi jako inhibitor
aldozovych reduktaz, ¢cimz pusobi pozitivné pti komplikacich diabetu (Jelen et al., 2015).

2.2.3 RECEPTORY POD VLIVEM SYNTETICKYCH LATEK

Ne&které z derivati quinolinu, pyridinu i piperidinu byly testovany na GR, AhR
nebo 1 na jiny receptor.

Mezi benzopyrano-quinolinovymi derivaty byl 10-methoxy-5-(2-propenyl)-2,5-
dihydro-2,2,4-trimethyl-1H-[1]benzopyrano[3,4-f]lquinoline (AL-438) objeven jako silny
agonista s vysokou specifitou ke GR v in vitro podminkach. Specificita byla testovana
pokusem o navazani na progesteronovy receptor, ke kterému byla afinita velmi nizka
(Chopra, 2009). Derivat quinolinu se ukazal ve vice pripadech jako agonista GR. [(5Z)-5-
[(2-fluoro-3-methylphenyl)methylene]2,5-dihydro-10-methoxy-2,2,4-trimethyl-1H-
(1)benzopyrano[3,4-flquinolin-9-ol] (LGD-5552) se ucinn¢ vaze nareceptor a silné
potlacuje expresi zanétlivych genl. Vedlejsi ucinky této latky jsou v porovnani
(Lopez et al., 2008).

V piipadé¢ aryluhlovodikového receptoru pusobily derivaty quinolinu taktéz
agonisticky. Dukazem bylo testovani aza-polycyklickych aromatickych latek, z nichz

nejvyssi agonistickou aktivitu vykazoval 2-bromovany benzo[f]quinolin (2-Br-BfQ)
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(Saeki et al., 2008). Silny AhR ligand je 10-chloro-7H-benzimidazo[2,1-a]benzo[de]lso-
quinolin-7-one (10-CI-BBQ), ktery neni cytotoxicky vici proliferujicim T bunkam a miize
byt vyuzit k 1é¢beé imunitnich onemocnéni (Punj et al., 2014).

1-Furan-2-yl-3-pyridin-2-yl-propenone (FFP-3) je necytotoxickym antagonistou
AhR. Tato latka ma chemopreventivni vliv na DMBA (7,12-Dimethylbenz[a]anthracene)
indukovanou genotoxicitu. FFP-3 inhibuje genovou expresi a enzymovou aktivitu
CYPIAl a CYPIBI, které jsou indukovany pravé DMBA. Tato sloucenina zaroven
inhibuje translokaci AhR do jadra (Hwang et al., 2008). V pfipadé GR nebyla aktivita
pozorovana.

Pro piperidin nebyly nalezeny zadné zdznamy ohledné jejich aktivace ¢i inhibice
GR nebo AhR. Derivaty této latky ovSem ovliviluji jiné receptory. Byla méfena
antagonisticka aktivita série 2-amino a 2-methoxy quinoline-6-karboxamid derivata
na metabotropni glutamatovy receptor typu 1 (mGluR1). Z testovanych sloucenin jich 13
vykazalo jiz pfi koncentraci 10uM inhibi¢ni hodnoty vyssi nez 40 %. Vyznamny vliv
na inhibi¢ni aktivitu mél N-Ethyl-2-(piperidin-yl)quinoline-6-karboxyamid a to 76,6 %.
Za tuto vyznamnost muze hydrofobni cyklicky amid (R1 — v tomto piipadé piperidin)
a mala velikost sekundarniho amidu (R2 — v tomto piipadé ethyl + R3 — v tomto piipadé
vodik)(Kim et al., 2014).

O
2
R\N N

R3 Z

Obr. 6 Struktura 2-substitovanych quinolin-6-karmoxamidi (Pievzato z Kim et al., 2014)

Dalsi receptorové ovlivnéni vykazuje (3R)-7-hydroxy-N-[(1S)-1-[[(3R,4R)-4-(3-
hydroxyphenyl)-3,4-dimethyl-1-piperidinyl]methyl]-2-methoxypropyl]-1,2,3,4-
tetrahydro-3-isoquinolin-carboxamid ~ (JDTic). Tato latka je vysoce afinitni
ke Kappa-opioidnimu receptoru (kR), jehoz vysoka exprese je lokalizovana v ¢asti mozku
spravujici emocni a stresovou odpovéd’. JDTic jako selektivni antagonista tohoto receptoru
blokuje stresem vyvolanou odpovéd chovani. M4 ovSem dlouhodoby tcinek (davka plisobi
az 21 dni) a byly u n& objeveny negativni uinky, hledd se tedy alternativa
bez neptiznivych u¢inkd a s kratkodobym ucinkem, kterda by mohla byt potencidlnim

lékem pro mnoho psychickych chorob (Casal-Domingues et al., 2014).
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3 POUZITY MATERIAL
3.1 TESTOVANE LATKY

V této praci jsou testovany 4 synteticky vytvotené latky (Obr. 7), které byly
poskytnuty doktorem Nisar Ullahem ze Saudské Arabie. Latky byly testovany
na schopnost ovlivnit aktivitu  vybranych receptord. Derivaty jsou sloZeny
Z heterocyklickych sloucenin a soucasti vSech je piperidin, pyridin, quinolin a mimo

heterocykly také alkanovy zbytek methyl.

Testované derivaty jsou oznaceny zkratkami.

KAC-36-F  8-(1-((5-(4-fluorophenyl)pyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-yl)quinolin-
2(1H)-one

KAC-38-F  8-(1-((5-phenylpyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-yl)-3,4-dihydroquinolin-
2(1H)-one

KAC-42-F  2-methoxy-8-(1-((5-phenylpyridin-3-yl)methyl) piperidin-4-yl)quinoline

KAC-62-F  8-(1-((5-(cyclopent-1-en-1-yl)pyridin-3-yl)methyl)piperidin-4-yl)-2-

methoxyquinoline

@@% ﬁﬁ;@

(KAC-36-F) (KAC-38-F)
Molecular Weight: 413.49 Molecular Weight: 397.51
_~_-OMe _~_-OMe
|
N
=N 9 N
ey JoN
LT | X L N/ ™ f'>
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(KAC-42-F) ki (KAC-62-F)
Molecular Weight: 409.52 Molecular Weight: 399.53

Obr. 7 Chemicky vzorec testovanych derivati.
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3.2 BUNECNE LINIE

3.2.1 AZ-GR

Pro moznost testovani reakce GR na syntetické latky vznikla potfeba vytvoreni
spolehlivého, selektivniho, citlivého a vysoce propustného nastroje umoznujiciho detekci
ligandti glukokortikoidniho receptoru. Za timto ucelem byla zkonstruovana bunécna linie
s reportérovym genem luciferazou, AZ-GR. Tato linie je odvozena od HeLa bunék, coz
jsou lidské rakovinové buiniky délozniho &ipku. Ty byly stabilné transfekovany
reportérovym plasmidem, ktery zahrnuje 3 kopie GRE, ktery byl vlozen proti sméru
luciferazového reportérového genu. AZ-GR bunky vykazovaly vysokou specificitu
acitlivost vic¢i glukokortikoidiim, velice nizkou také vi¢i mineralokortikoidim.
Na estrogeny, gestageny nebo androgeny nebyly pozorovana zadné reakce.
Kryokonzervace nijak neovlivnila funk¢nost této linie. Byla tak sestrojena stabilné
stransfektovana linie AZ-GR, kterd umoziuje méfeni transkripéni aktivity GR (Novotna
etal., 2012).

3.2.2 AZ-AhR

Protoze ma AhR mnoho dulezitych funkci v organismu, vznikla i zde potfeba
sestrojit silny a spolehlivy néstroj pro identifikaci AhR ligandG a aktivatord. Pomoci
HepG2 bunék, coz jsou buiiky lidského hepatocelularniho karcinomu, byla zkonstruovana
bunééna linie AZ-AhR. Buriky Karcinomu byly transferovany plasmidem nesoucim nékolik
AhR vazebnych mist proti sméru genu luciferdzy. Bun&cna linie byla testovana l1ébou
riznych AhR ligandii a odpovédi byla na davce a Casu zavisla indukce luciferazové
aktivity. Po zmrazeni a roztati byla reportérovd AZ-AhR bunécnd linie pln€¢ funkcni
acitliva na AhR ligandy. Byla tedy sestrojena stabilné transferovana linie AZ-AhR
reportérového genu, ktera umozhuje meéfit transkripéni aktivitu aryluhlovodikového

receptoru (Novotna et al., 2011).
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3.3 CHEMIKALIE

Chemikalie a latky vyuzité pii testovani jsou spolecné s dodavateli uvedenymi v tabulce.

Tab. 1 Dodavatelé vyuzivanych prostifedki (v abecednim poradi podle prostiedkii)

ATB (Penicilin/Streptomycin)

Sigma-Aldrich (P433)

ATP Sigma-Aldrich

Bunécné linie HepG2 a Hela ECACC

Casy Ton Roche AG

CoA Sigma-Aldrich

DEX Sigma-Aldrich
D-Luciferin Sigma-Aldrich (L9504)
DMEM Sigma-Aldrich (D6546)
DMSO Lach-Ner (PP/2012/07253)
DTT Sigma-Aldrich

EDTA Sigma-Aldrich

FBS Sigma-Aldrich

HygB Sigma-Aldrich

Lyzac¢ni pufr Promega (E3971)

MEM NEAA Sigma-Aldrich (M7145)
MeOH Sigma-Aldrich (65542)
MgSQ,.7H,0 Sigma-Aldrich

MTT Sigma-Aldrich

PBS (pH 7.4) Gibco (10010-015)
Pufr-trisacetat Sigma-Aldrich
Resveratrol Sigma-Aldrich

RU486 Sigma-Aldrich

TCDD LgcStandards (CIL-ED-901-c)
Triton Sigma-Aldrich (N150)
Trypsin Sigma-Aldrich

Nékteré z latek uvedenych v tabulce byly vyuZzity pro pfipravu kultivaéniho média

a substratu.

Priprava kultivaéniho média:

DMEM

FBS (-20°C)

MEM NEAA

ATB (Penicilin/Streptomycin) (-20°C)

500 ml
50 ml
5mi
5mi
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Priprava substratu pro méfreni luciferazy:

D-Luciferin 5 mg

ATP 9,6 mg

CoA 6,83 mg

DTT 168 mg

Pufr-trisacetat 1M (pH 7,8) 1,32 ml

EDTA 1,23 mg (v 6,6 ml 0,5M EDTA)
MgSO4 . 7TH,O 30,3 mg

Vse doplnit do 30 ml destilované vody.

3.4 PRISTROJE

Prace by se neobeSla bez vyuZiti potiebnych pfistroji. Pro pocatecni piipravu
jednotlivych koncentraci bylo potfeba vytvofit homogenni suspenze sloucenin, k cemuz
byla vyuzita Cisti¢ka ultrazvukova Bandelin Sonorex RK 31 H. Pro kazdy experiment bylo
potiebné spocitat mnozstvi bunék v ml suspenze, ktomu slouzil ptistroj CASY TT
od firmy Roche AG. Flow-box (Safe Fast Top) byl vyuzit pro praci vyzadujici sterilni
prostiedi. Pro méfeni absorbance a luciferazové aktivity byl pouzit spektrofotometr Infinite
M200 od firmy Tecan Trading AG. K mrazeni bun€k na -80°C byl vyuzit hlubokomrazici
skiiovy box SANYO MDF-U53V. Latky byly inkubovany v inkubatoru Mitre 4000

(Conterm).
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4. METODIKA PRACE

U testovanych sloucenin byla zjistovana cytotoxicita a schopnost aktivace/inhibice
vybranych receptori pro zminéné bunécné linie. Pro moznost opakovanych pokusit byly

buiky neustale pasazovany.

4.1 PASAZOVANIi BUNEK

Pasazovany byly buinky v kultivacnich lahvich. Tento proces byl vyuzivan
k nafedéni bun€k, aby se nepfemnozily v kultivatnim médiu (viz kapitola 3) a mély
dostatek prostoru i zivin ke svému rustu. Prace probihala sterilné ve flow-boxu.

Bunky se nachéazely v kultivacnich lahvich o plose 75 cm?. Z lahvi bylo odséto
star¢ kultivacni médium a vrstvy bunék byly omyty 6 ml sterilniho fosfatového pufru
(PBS). Nasledné byl do lahvi k buikdm pfidan 1 ml 0,25% trypsinu, ktery byl pfedehtat
na teplotu 37°C. Po jeho ptidani byly kultivacni 1ahve uzavieny a enzym plisobil na buniky
Vv inkubatoru po dobu 3 minut. Jeho vlivem doslo k odadherovani bunék ode dna kultivacni
lahve. Po vytazeni z inkubatoru bylo ptidano 9 ml kultiva¢niho média rozehtatého na 37°C
a bunky byly pomoci pipety resuspendovany, ¢imz bylo zabranéno jejich shlukovani a byla
vytvofena homogenni suspenze.

Ze suspenze bylo odebrano 100 pl a pfidano 10 ml CasyTonu. Tento roztok byl
vloZzen do pfiistroje CASY, ktery urcil pocet zivych bunék. Diky tomuto udaji bylo
odebrano ze vzniklé suspenze ur€ité mnozstvi, které bylo po ptidani kultivaéniho média
(do objemu 15 ml) vraceno do inkubatoru. Na vikend byl celkovy objem navySen na 25 ml
a do kultivaéni ldhve bylo pfidano antibiotikum Hygromycin B (HygB) o finalni

koncentraci 50 mg.I™. Pasazovani bylo provadéno vzdy v pondéli, stiedu a patek.

4.2 ZJISTOVANI CYTOTOXICITY (MTT TEST)

Ptfed zahajenim samotnych testi ohledné aktivace/inhibice receptorti bylo potieba
zjistit, zda testované derivaty nevykazuji toxicitu vii¢i pouzitym bunénym liniim. Pomoci
MTT (methyltetrazoliova stl) byla zjistovana cytotoxicita latek. Pomoci této metody bylo
mozné stanovit netoxické rozmezi koncentraci.

Opét byl vyuzit pristroj CASY pro spocitani bun€k. Pro testovani byly vyuzity 96
jamkové desticky. Do kazdé desticky bylo sterilné pfidano mnozstvi suspenze odpovidajici

20 000 bungk, které bylo doplnéno kultivacnim médiem, predehiatym na teplotu 37°C,
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doobjemu 200 pl na jamku. Pomoci multikandlové pipety byla desticka naplnéna
bunéénymi liniemi a nasledné stabilizovana do druhého dne po dobu 24 hodin pfi teploté
37°C.

Nasledujici den bylo staré kultivatni médium odsato a nahrazeno piedehiatym
kultivaénim médiem S uréitymi koncentracemi testovanych latek (viz tab. 1). Prvni
aposledni tada kultivacni desticky byla vyuzita pro negativni a pozitivni kontrolu.
Jako negativni kontrola byl vyuzit metanol (MeOH) o koncentraci 0,1%; v/v, ve kterém
byly latky rozpustény. Na misto pozitivni kontroly byl pouzit triton, ktery prokazatelné
pusobi cytotoxicky i pifi nizkych koncentracich. Veskery postup byl provadén sterilné
ve flow-boxu. Desticky byly poté uzavieny a do dals§iho dne inkubovany 24 hodin
pti 37°C.

MeOH
0,01%; v/v
0,1uM
KAC 62

0,1uM 1uM
KAC 42 1uM 10uM
10uM 0,1uM

0,luM KAC 36 WM
KAC 38 1M 10uM
10uM 100uM

Triton 2%

Obr. 8 Testované derivaty a pouzité koncentrace (rozloZeni odpovida rozlozeni 96 jamkové destiéce - pro
kazdy vzorek 6 jamek).

Posledni den jiz nebylo tfeba sterilni prostiedi. Desticky byly po vytazeni
z inkubatoru vyklepnuty do vylevky. Kapky kultivatniho média zachycené na okrajich
jamek byly osuseny bunic¢inou. Do jamek byl po 200 pl nepipetovan roztok MTT,
o koncentraci 0,3 mg.l™", pfedehiaty na 37°C. Na 30 minut byly destiky vloZeny
do inkubatoru, kde setrvavaly pii teplot¢ 37°C. Princip této metody je zaloZen na tom,

ze Vv zivych bunkach funguji mitochondridlni dehydrogendzy, které redukuji MTT
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na formazan, jez méni barvu ze zluté na fialovou. Mrtvé buiiky tuto schopnost ztraci. Proto
narQstajici intenzita zbarveni vzorku znaci vyssi viabilitu. Desticky byly vyklepnuty
a kapky MTT zachycené na okrajich opét osuseny buniCinou. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 50 pl nefedéného dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery rozpousti fialové
krystaly redukovaného MTT. Doba pliisobeni DMSO byla za ob¢asného protiepavani cca
5 minut. Nasledné¢ je pomoci spektrofotometru méfena absorbance.

Pomoci programu Tecan I-Control (Infinite 200) méfime absorbanci svétla
redukovanymi krystaly MTT, pfi vinové délce 570 nm. U pozitivni kontroly by m¢la byt
pozorovatelnd maximalni propustnost svétla a minimalni absorbance, protoze triton
viabilitu bunék maximalné snizuje. Cim niz§i absorbance svétla je naméfena, tim vysii je
toxicita testovanych latek. Pii negativni kontrole (MeOH) ptezily prakticky vSechny bunky
a proto je propustnost tohoto vzorku minimalni — MTT je redukovano zivymi buikami,

zmeni barvu a zabranuje svétlu pruchod.

4.3 GENE REPORTER ASSAY

Testovani aktivity receptorti bylo provadéno nepfimo méfenim luciferazové
aktivity, kterd s aktivitou receptort pfimo koreluje. Bun&¢né linie, na kterych byly latky
testovany, byly uzpisobeny tak, Ze mista pro vazbu receptoril jsou umisténa pred genem
pro luciferazovou aktivitu. Navazani ligandu na receptor a nasednuti na DNA
tedy spoustélo transkripci luciferazového genu a naslednou indukci luciferazy. Testovana

byla aktivace i inhibice receptorli testovanymi derivaty.

4.3.1 Priprava vzorkua pro méreni

V piipad€ agonistického i antagonistického modu probihd postup velmi obdobné.
Ve druhém kroku se ovsem lisi. Piiprava vzorki probiha steriln¢ ve flow-boxu.

Prvni den byly, stejné jako v pfedeslém ptipade, spocCitdny bunky a spolecné
s kultivatnim médiem napipetovany do 96 jamkovych desticek po 200 pul o mnozstvi

20 000 bunc¢k na jamku. Poté byly inkubovany pti 37°C do druhého dne.

4.3.1.1 Agonisticky mod

V této fazi byla testovana schopnost vybranych derivatii o riiznych koncentracich,

nakolik jsou schopné aktivovat receptory.
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Druhy den bylo staré kultivacni médium odstranéno a do desticek bylo k bunikam
ptidano nové predehiaté kultivacni médium spolecné s testovanymi derivaty o vybranych
koncentracich. Jako negativni kontrola byl u obou bunécnych linii vyuzit MeOH, ktery
nijak receptory neovliviiuje. V piipadé testovani AZ-GR buné¢né linie je jako pozitivni
kontrola pouzit dexamethason (DEX) o koncentraci 100nM a v ptipadé¢ AZ-AhR bunécné
linie je touto kontrolou TCDD o koncentraci 5nM. Tyto latky pisobi jako aktivatory GR,
respektive AhR. Po piidani média a latek jsou destiCky vlozeny do inkubatoru,

kde ztstavaji pii teploté 37°C 24 hodin.
4.3.1.2  Antagonisticky méd

V piipad¢ antagonistického modu byla méfena schopnost latek inhibovat
jiz aktivované receptory.

Druhy den bylo, stejn¢ jako V ptfedchozim ptipad€, odstranéno staré kultivacni
médium, a do jamek bylo pifiddno nové piedehiaté kultivaéni médium spolecné
S vybranymi derivaty o urcitych koncentracich. U bunétné linie AZ-GR byl do média
pfidan DEX o koncentraci 100nM, ktery receptory aktivuje, u bunééné linie AZ-AhR plni
tento kol TCDD o koncentraci 5SnM. Z tohoto divodu byly tyto latky také pouZity jako
negativni kontroly. Jako pozitivni kontrola poslouZil v ptipadé bunécné linie AZ-GR DEX
spole¢né s RU486 o koncentraci 5uM, u bunééné linie AZ-AhR byl k TCDD piidan
Resveratrol o koncentraci 100uM. Tyto latky pusobily antagonisticky vici DEX/TCDD
a inhibovali aktivitu receptor. Desticky byly také inkubovany pfi teplot¢ 37°C po dobu
24 hodin.

4.3.2 Méreni aktivity receptori

Samotné meéfeni je stejné u obou bunéénych linii, v pfipadé agonistického
I antagonistického modu. Staré médium bylo z desti¢ek vyklepnuto a jamky byly omyty
PBS. Do kazdé jamky bylo pfidano 22 pl lyza¢niho pufru pro AZ-GR bunéénou linii a 30
ul lyzaéniho pufru pro AZ-AhR bunécnou linii. Poté byly buiky vlozeny na 20 minut
do -80°C. Po uplynuti dané doby se nechaly buiiky s pufrem roztat pii pokojové teploté.

Pro méteni luciferdzové aktivity bylo potieba ptidat substrat (viz kapitola 3).
U AZ-GR bunééné linie bylo ptepipetovano 20 pl kazdého vzorku do cerné desticky,
kde bylo pfidano 100 pl substratu. V pfipadé AZ-AhR linie byly piepipetovany 3 ul,
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a ptidano 30 pl substratu. Pomoci I-Control byla méfena luminiscence urcujici aktivitu

luciferazy.

4.4 MERENI AKTIVITY LUCIFERAZY

Po ukonceni testovani receptort bylo tieba ovéfit, zda vysledky, zejména z méteni
V antagonistickém uspotadani, nejsou dany pouze schopnosti latek inhibovat luciferazovou
aktivitu, bez vlivu na receptory samotné. Prvni den byly vysety buiky z linie AZ-AhR
na Petriho misku a pfi teploté 37°C byly inkubovany po dobu 24 hodin.

Po uplynuti doby bylo star¢é médium z misky odstranéno a bylo pfidano 8 ml
kultivaéniho média spolecné s 8 ul TCDD. Opét byly nechany 24 hodin pfi teploté 37°C
Vv inkubatoru. Posledni den bylo médium odlito, misto néj pfidano 7 ml lyza¢niho pufru
a vzorek byl vlozen do -80°C po dobu 20 minut. Po roztati pii pokojové teploté byl
seSkraban a pfenesen do centrifugani zkumavky, kde byl smichan s lyzaénim pufrem.
Vznikly TCDD lyzat byl rozdélen do mikrozkumavek — na 1 ml TCDD lyzatu ptipadal 1l
nejvyssi pouzité koncentrace nami testovanych latek. V jedné ze zkumavek zlstal
kontrolni vzorek ¢isttho TCDD lyzatu. Vzniklé vzorky byly po 20 ul pifepipetovany
do Cerné desticky a po pifidani 30 pl substratu byla méfena luciferazova aktivita. Pokud
hodnoty testovanych latek odpovidaly hodnoté TCDD lyzatu, byly vysledky Gene reporter

assay dany schopnosti latek aktivovat/inhibovat receptory.
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5. VYSLEDKY
5.1 CYTOTOXICITA ZKOUMANYCH SLOUCENIN

Pomoci MTT testu byla testovana viabilita bunéénych linii pfi pisobeni urcitych

koncentraci zkoumanych derivati. Diky tomu bylo ureno netoxické koncentraéni

rozmezi.
Viabilita AZ-GR
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Obr. 9 Viabilita bunék AZ-GR linie p¥i pisobeni vybranych pfirodnich derivatii o rozdilnych koncentracich.
(Syntetické latky byly v riznych koncentracich vysety do 96 jamkové desti¢ky k bun&né linii AZ-GR a po 24 hodinach
inkubace byla méfena jejich viabilita prostfednictvim méfeni svételné absorbance. Procenta viability jsou vztazeny
k negativni kontrole MeOH.* oznacuje signifikantni vysledky (p<0,05). Hodnoty jsou primérem &tyt méfeni.)

U AZ-GR bunécné linie nebyl pozorovan zadny vyrazny pokles zZivotnosti bunék
(Obr. 9). Jak je vidét v grafu, hodnoty Zivotnosti se drzi ptevazné kolem 100 % a zadna
z hodnot neklesla pod 80 %. Statisticky nevyznamné sniZeni bylo pozorovano pouze
pro KAC 36 100 uM, proto vSechny testované koncentrace vybranych derivéatii mohou byt

pouzity pro dal§i metodu — Gene reporter assay.
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Viabilita AZ-AhR
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Obr. 10 Viabilita bunék AZ-AhR linie p¥i piisobeni vybranych pFirodnich derivati o rozdilnych koncentracich.
(Syntetické latky byly v riiznych koncentracich vysety do 96 jamkové desticky k bunééné linii AZ-AhR a po 24 hodinach
inkubace byla métena jejich viabilita prostfednictvim méfeni svételné absorbance. Procenta viability jsou vztaZeny
k negativni kontrole MeOH.* oznacuje signifikantni vysledky (p<0,05). Hodnoty jsou méfeny praimérem ¢ty méfeni.)

U AZ-AhR bunééné linie ovSem jisté poklesy zivotnosti pozorovatelné jsou
(Obr. 10). U KAC 42 se hodnoty pohybuji na stejné trovni, latka tedy neovliviiuje
zivotnost v zadné pouzité koncentraci. U KAC 38 10 uM (viabilita 94 %) doslo
K nepatrnému poklesu viability, ktery ovSem neni statisticky vyznamny. Pfesto
pfi nasledujicich testech byla pouzita nizsi koncentrace. Oproti tomu KAC 62 10uM
(viabilita 78 %) a KAC 36 100uM (viabilita 69 %) statisticky vyznamné snizuji Zivotnost
bunék v dané bunécné linii. Proto pii dalSich testech byly také pouZity niz$i maximalni

koncentrace.
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5.2 INTERAKCE DERIVATU S GLUKOKORTIKOIDNIM RECEPTOREM

Meéfenim luciferazové aktivity (LA) byla nepfimo métena aktivace receptort. Miru

urovni aktivace urcoval pomér luciferazové aktivity v daném vzorku ve vztahu k negativni

kontrole.

_ Aktivace GR zavisejici na LA
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Obr. 11 Mira aktivace GR v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (Do 96 jamkové desticky byly k bunééné linii
AZ-GR vysety syntetické latky o riznych koncentracich a po 24 hodinové inkubaci byla méfena luciferazova aktivita,
uréujici miru aktivace GR. Hodnoty jsou primérem tii méfeni a jsou udany vzhledem k negativni kontrole MeOH. *
oznacuje signifikantni vysledky (p<0,05).)

Jako prvni krok byla testovana schopnost latek aktivovat GR. Z grafu (Obr. 11) lze
vycist, Ze zadna z latek signifikantné neaktivuje GR. Poméry v grafu jsou udany vzhledem
k negativni kontrole, tedy MeOH. Hodnoty luciferazové aktivity u testovanych derivata
se neodliSuji od hodnoty negativni kontroly. Jako pozitivni kontrola byl pouzit synteticky
glukokortikoid dexamethason (DEX) o koncentraci 100 nM, ktery signifikantn¢ zvysil

luciferazovou aktivitu, coz je obrazem aktivace GR (Obr. 11).
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Druhym krokem bylo testovani, zda dané latky inhibuji aktivaci GR v pfitomnosti
pozitivni kontroly DEX

Inhibice GR zavisejici na LA
g 140 -~
= 120 -
£ 100 -
[= *
S 80 -
g 60 -
¥ 40 -
>
X~ 20 - *
Q2
g o
£ 100 0,1 1 10 01 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10 100 5
3
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Testované derivaty (koncentrace [uM])

Obr. 12 Mira inhibice GR v zavislosti na mire luciferazové aktivity. (Syntetické latky o rozliSnych koncentracich
byly vysety k bunééné linii AZ-GR s aktivovanym GR pomoci DEX do 96 jamkové desti¢ky a po 24 hodinové inkubaci
byla méfena luciferdzova aktivita, urCujici miru inhibice GR testovanymi latkami. Hodnoty jsou primérem tii méfeni a
jsou vyjadieny jako procenta negativni kontroly DEX. * oznacuje signifikantni vysledky (p<0,05).)

Jak zobrazuje obr. 12, inhibice receptoru je nejvyrazngjsi jen u nejvyssich
pouzitych koncentraci, v pfipadé KAC 36 u poslednich dvou nejvysSich koncentraci,
protoze zde, jakozto u jediného vzorku, byla pouzita i koncentrace 100 uM. Vsechny
ostatni vzorky vykazuji hodnoty kolem 100 %. Urcity pokles aktivity je viditelny
I U nizSich koncentraci, oviem tyto vysledky nejsou statisticky vyznamné, protoze nebyly
prokazany T-testem. Nejmensi inhibi¢ni G¢inek vykazuje KAC 42 pii koncentraci 10 uM
(82 %). Pouze u KAC 36100 uM (64 %) byla prokazana pomoci T-testu statisticka
vyznamnost, 1ze tedy fici, Ze KAC 36 100 uM c¢astecné snizuje aktivaci GR. U ostatnich
latek se 1ze pouze domnivat, studentiv T-test hypotézu neprokdzal. Uvedené vysledky jsou
vyjadieny jako procenta negativni kontroly (DEX). Jako pozitivni kontrola byla vyuzita
latka s GR antagonistickym chovanim (RU486 o koncentraci 5 uM) — inhibovala aktivaci

GR a tim dochazi k nulové expresi luciferazy a nizkému signélu.
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5.3 INTERAKCE DERIVATU S ARYLUHLOVODIKOVYM RECEPTOREM

Pouzitim stejné metodiky — tedy nepfimé méfeni aktivace/inhibice receptort

pomoci luciferdzové aktivity — byly ziskany vysledky i pro AZ-AhR buné¢nou linii.

Aktivace AhR zavisejici na LA
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Obr. 13 Mira aktivace AhR v zavislosti na mife luciferazové aktivity. ((Do 96 jamkové desti¢ky byly k bun&né linii
AZ-AhR vysety syntetické latky o riznych koncentracich a po 24 hodinové inkubaci byla méfena luciferazova aktivita,
urcujici miru aktivace AhR. Hodnoty jsou pruimérem tii méfeni a jsou udany vzhledem k negativni kontrole MeOH. *
oznacuje signifikantni vysledky (p<0,05).)

Oproti AZ-GR bunécné linii je zména v aktivaci receptorti pozorovatelna. Nepatrné
je viditelné zvySeni aktivity u KAC 42 10 uM (4x), KAC 38 5 uM (3x), a KAC 62 5uM
(6x). Vsechna tato zvySeni se jevi jako statisticky vyznamna. Dal§i zvySeni lze vidét
neprokazatelné u KAC 36 10 uM (6x) a KAC 36 50 uM (53x), kdy statistickd vyznamnost
byla prokdzdna pomoci studentova T-testu. U této bunécné linie jsou pouZity nizsi
koncentrace latek, nez u AZ-GR, divodem je naméfeni toxicity pomoci MTT testu

(viz obr. 10).
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Inhibice AhR zavisejici na LA
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Obr. 14 Mira inhibice AhR v zavislosti na mife luciferazové aktivity. (Syntetické latky o rozlisnych koncentracich
byly vysety k buné¢né linii AZ-AhR s aktivovanym AhR pomoci TCDD do 96 jamkové desticky a po 24 hodinové
inkubaci byla méfena luciferazova aktivita, ur¢ujici miru inhibice AhR.testovanymi latkami. Hodnoty jsou primérem tii
méfeni a jsou vyjadieny jako procenta negativni kontroly TCDD. * oznaluje signifikantni vysledky (p<0,05).)

Pii testovani antagonistického modu, tedy schopnosti latek snizit aktivitu receptoru,
je zfetelné snizovani aktivity AhR (Obr. 14). Takovy ucinek vyvolavaly ty latky, jez
ve stejné koncentraci ovliviiovaly aktivitu pfi testovani agonistického modu. Hodnoty jsou
uvadény jako procenta pozitivni kontroly (TCDD). Negativni kontrolou byl Resveratrol
o0 koncentraci 100 uM. KAC 42 10uM (59,9 %) vykazuje nejvétsi snizeni. Dale mély
inhibi¢ni G¢inek KAC 38 5 uM (65,9 %), KAC 62 5 uM (76 %) a KAC 36 10 uM (76,2
%) a 50 uM (70,3 %). Statisticky vyznamny pokles byl prokazan pomoci studentova
T-testu.
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5.4 SLEDOVANI AKTIVITY LUCIFERAZY

Posledni méfeni pomaha zhodnotit predchozi vysledky.

Aktivita luciferazy
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Obr. 15 Indukee luciferazy u nejvyssich koncentraci testovanych derivati. (Pomoci luciferazu obsahujic lyzatu byla
meétena schopnost latek inhibovat samotny enzym luciferazu bez vlivu na receptory. Méfeni probéhlo pouze jedenkrat a
vysledky jsou vztazeny k luciferazové aktivité za pusobeni lyzatu z TCDD-indukovanych AZ-AhR bunék. * oznacuje
signifikantni vysledky (p<0,05).)

Testované latky byly inkubovany s luciferazu obsahujicim lyzatem (Obr. 15)
za ucelem prokézat, ze dané latky neinhibuji aktivitu enzymu, ale vykazuji antagonistické
chovani vuci AhR/GR. Vysledky méfeni byly hodnoceny procentualné k lyzatu
z TCDD-indukovanych AZ-AhR bungk, kde byla luciferazova aktivita hodnocena jako
100%. Testované latky vykazuji hodnoty okolo 100 %, tedy je pravdépodobné, ze nemaji
vliv na luciferazovou aktivit. Pouze u KAC 36 100uM je viditelné nepatrné snizeni
luciferazové aktivity, kterd byla snizena na 88 %. T-test vyhodnotil toto snizeni

jako statisticky vyznamné.
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6. DISKUSE

Tato prace se vénuje ovlivilovani aryluhlovodikového a glukokortikoidniho
receptoru, které jsou dilezité v mnoha fyziologickych pochodech a podle situace je poticba
tyto receptory aktivovat nebo inhibovat. VSe zalezi na okolnostech a problému daného
organismu. Byly testovany latky KAC 42, KAC 38, KAC 62 a KAC 36 (struktury viz
Obr. 7) na buné&¢nych liniich HepG2 a HeLa.

Latky pfi testovani na ovlivnéni GR nevykédzaly zadnou cytotoxicitu
ani agonistickou aktivitu, coz je dilezitou informaci pro dalsi vyzkum. Pokud by néktera
z latek méla byt vyuzita jako léCivo, neni tieba se obdvat interakce s jinymi léCivy
ovliviiyjici aktivitu glukokortikoidniho receptoru. Antagonistickd aktivita, ktera byla
zaznamenana u vSech latek v nejvyssSich koncentracich, by mohla byt vyuZzita pro 1écbu
stresu a podobnych psychickych stavi, vyzadujicich snizeni glukokortikoidi v Krvi
(Wang et al., 2015). Problémem ovSem je, ze ac¢koliv u KAC 36 100 uM, kromé toho,
ze zde byla zaznamenana 20% cytotoxicita (nesignifikantni), kterda mohla vysledky
ovlivnit, tak bunécné linie, na kterych byly latky testovany, nezahrnuji metabolismus
celého téla, a tedy v celém organismu by pokles aktivity receptortt mohl klesnout podstatné
méné. Informace o této inhibici tedy mize byt zajimava pro dal$i vyzkum, pii tvorbe
novych syntetickych latek, ovSem jako 1é€iva jsou latky pro svou antagonistickou aktivitu
nevyuzitelna, protoZe inhibice nebyla dostate¢na. Dal§im divodem jejich nevyuZitelnosti
je fakt, ze pro jakékoliv vyvolani G¢inkl byla potieba vysoka koncentrace latek — pfi
aplikaci na organismus by byla potiebna pfilis velkéa koncentrace.

Pti testovani vlivu na aryluhlovodikovy receptor byla zaznamenana rozmanitéjsi
data. U téméf vSech je ovSem potieba pocitat s korelaci na cytotoxicitu, ackoliv
signifikantni byla pouze pro KAC 62 (10 uM) a KAC 36 (100 pM) a nameéfena byla také
pro KAC 38, ale hodnota cytotoxicity byla nizka a nesignifikantni. V ptipadé¢ KAC 42 10
UM doslo ovSem k antagonistické aktivité, ktera snizila aktivitu receptoru na 59 %
v porovnani se samotnym TCDD, coz by jiz mohlo byt povazovano za vyznamnou
inhibici, kterd mize byt nadale zajmem vyzkumu. Podobné inhibice dosahla sloucenina
FFP-3 pii koncentraci 10 pM, ktera inhibovala AhR aktivovany pomoci DMBA a aktivita
jeho plsobenim klesla zhruba na 50 % oproti DMBA. Ob¢ z antagonisticky pusobicich
latek — KAC 42 i FFP-3 — obsahuji pyridin (viz 2.2.3).
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Agonistickd aktivita v nejvySSich koncentracich se ukdzala byt prakticky
zanedbatelnd, ovsem u KAC 36 50uM se aktivace receptoru dostala na 53x vyssi hodnotu
oproti metanolu, coz je hodnota kterd odpovida zhruba 1/3 aktivace pomoci TCDD.
Takové hodnoté odpovida také omeprazol pii koncentraci 100uM (Jin et al., 2014),
cozmize byt velmi dulezitd informace pro dalsi vyzkum. Ackoliv KAC 36 100 uM
snizoval zivotnost bunék na 69 %, je tato agonisticka aktivita srovnatelna se znamym
a vyuzivanym lékem, a proto by méla byt tato latka dale testovana. Jako velmi silny
agonista se ukazal také 2-Br-BfQ nebo 10-CI-BBQ, které pii koncentraci 10nM vyvolal
indukci luciferazy ve stejnych hodnotach jako TCDD o koncentraci 1nM (Pun jet al.,
2014). Tyto slouceniny obsahovaly mimo jiné quinolin, coz je spojuje S KAC 42.
Spole¢nou strukturou KAC 42 a omeprazolu je pyridin. Tato informace by mohla byt
uzitecna pii dalsi syntéze novych latek.

Krom¢ schopnosti aktivace byla u této slouceniny prokézdna také schopnost
inhibice AhR, coZz ovSem muze zahrnovat mirny cytotoxicky ucinek v kombinaci
se schopnosti latky inhibovat aktivitu samotné luciferazy bez ohledu na aktivaci receptoru.
Pro dal$i vyzkum bude vyznamnéj$i vyuzit nizsi koncentraci testované slouceniny KAC 36
a to 10uM, protoze pii této koncentraci vykazala latka stejny inhibi¢ni u¢inek na AhR,

nevykazovala ov§em Zadnou cytotoxicitu.
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7. ZAVER

Tato bakalarska prace se vénovala vlivu nové syntetizovanych sloucenin KAC 42,
KAC 38, KAC 62 a KAC 36 na aryluhlovodikovy a glukokortikoidni receptor, které maji
dulezitou roli v organismu. Byla testovana jejich cytotoxicita pomoci MTT testu
a agonisticky a antagonisticky vliv pomoci Gene reporter assay, tedy metodou zalozenou
na méfeni luciferazy. Jednotlivda méfeni méla trvani tfi dn. Hodnoty uvedené v bakalaiské
praci jsou primérem nékolika méteni (ve vétsSing€ piipadii se jedna o primér tii méfent).
Vliv na GR byl testovan pomoci bunécné linie HeLa. Vliv na AhR byl testovan pomoci
bunécné linie HepG2.

V ptipadé GR Zzadna ztestovanych latek neprojevila schopnost tento receptor
aktivovat a jen sloucenina KAC36 vykazala antagonistické chovani pii nejvyssi
koncentraci 100 uM (cca 36%). Pii potencialnim vyuziti této latky jako 1é¢iva se neni tiecba
obavat interakci S jinymi 1éCivy skrze dany receptor. U AhR byla vyznamna antagonisticka
aktivita KAC 42 10 uM (cca 40%) a vyznamna agonisticka aktivita pro KAC 36 50 uM
(cca 1/3 aktivace dioxinem).

Cile prace byly splnény — byla otestovdna cytotoxicita i aktivita receptort. Nekteré
z vysledkii mohou byt predmétem dalSitho vyzkumu, ohledn€¢ vlivu této aktivity

na fyziologické pochody v télech organismda.
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