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Abstrakt

Tato prace vychazi ze dvou prilozenych prvoautorskych publikaci, které se zabyvaji vlivem
ptirodnich latek rostlinného plivodu na transkripéni aktivitu jadernych a steroidnich receptort
ajejich vlivu na expresi cytochromu P450, podrodiny CYP1A. Studovanymi latkami jsou
anthokyanidiny a stilbeny, patfici do Siroké kategorie fenolickych latek.

Cilem prvni studie bylo vyhodnotit vliv nejbéznéjSich anthokyanidinti (kyanidinu,
delfinidinu, malvidinu, pelargonidinu a peonidinu) na transkripéni aktivitu jadernych
a steroidnich receptort.. Transkripcni aktivita jadernych receptorti: receptor vitaminu D (VDR),
retinoidni X receptor (RXR), receptor kyseliny retinové (RAR), pregnanovy X receptor (PXR)
a thyroidni receptor (TR) a steroidnich receptorii: progesteronovy receptor (PR), estrogenovy
receptor (ER), androgenovy receptor (AR), glukokortikoidni receptor (GR) byla hodnocena bud’
pomoci stabilné nebo transientné transfekovanych bunécnych linii s luciferazovym
reportérovym genem (gene reporter assay). Testy cytotoxicity a gene reporter assay byly
provedeny po 24h inkubaci s testovanymi anthokyanidiny s rostouci koncentraci v rozsahu
od 10 nM do 50 uM. Vysledky experimentii ukdzaly, ze zadny ze zkoumanych anthokyanidinti
v testovanych koncentracich nezplisobuje vyznamnou zménu v transkripcni aktivite
studovanych steroidnich receptorti. Avsak transkripéni aktivita jadernych receptor indukovana
modelovym agonistou byla s rostouci koncentraci anthokyanidinti mirn¢ inhibovana.

Cilem druhé studie bylo popsat G¢inky tfinacti riznych hydroxy- a methoxystilbend véetné
jejich cis/trans isomerti na transkripcni aktivitu aryl hydrokarbonového receptoru (AhR)
aexpresi geni CYPIA v jaternich nadorovych bunkach HepG2 a primarnich lidskych
hepatocytech. Byly vyuzity metody, jako gene reporter assay, qRT-PCR, Simple Western
blotting pomoci Sally Sue ™ a electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Viechny testované
latky aktivovaly AhR, ale jejich ucinnosti, potence a profily zavislosti G¢inku na koncentraci se
podstatné lisili. Nejsilngjsim aktivatorem AhR a induktorem CYP1A1 v HepG2 buiikach byly
latky DMU-212 ((E)-3,4,5,4 -tetramethoxystilben), trans-piceatanol, cis-piceatanol, trans-
trismethoxyresveratrol a trans-pinostilben. DMU-212 a trans-trismethoxyresveratrol také
indukovali CYP1A1 a CYP1A2 v primarnich lidskych hepatocytech, na rozdil od trans-
piceatanolu, cis-piceatanolu a trans-pinostilbenu, kde jiz uc¢inek nebyl pozorovan. Na druhou
stranu, trans-4-methoxystilben byl silnym induktorem CYP1A v primérnich hepatocytech, ale
ne v HepG2 buikach. Rozdily mezi UCinkem stilbend v HepG2 buiikdch a primarnich
hepatocytech jsou pravdépodobné zpiisobeny extenzivni fazi I a II metabolismu xenobiotik

u primarnich hepatocytii. Tato ziskand data mohou mit toxikologicky vyznam.



Abstract

This work is based on two attached first authors' publications dealing with the effect
of natural substances of plant origin on transcriptional activity of nuclear and steroid receptors
and their action on cytochrome P450 expression, CYP1A subfamily. The studied substances are
anthocyanidins and stilbenes, belonging to a broad group of phenolic compounds.

The aim of the first study was to evaluate the effect of the most common anthocyanidins
(cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, and peonidin) on the transcriptional activity
of nuclear and steroid receptors. The activities of nuclear receptors: vitamin D receptor (VDR),
retinoid X receptor (RXR), retinoic acid receptor (RAR), pregnane X receptor (PXR), thyroid
receptor (TR), and steroid receptors: progesterone receptor (PR), estrogen receptor (ER),
androgen receptor (AR), and glucocorticoid receptor (GR) were assessed using either stable
or transiently transfected luciferase gene reporter cell lines. The cytotoxicity assays and gene
reporter assay were performed after the 24h treatment of cells with increasing range
of concentrations (10 nM to 50 puM) of selected anthocyanidins. The results of experiments
indicate that none of the studied anthocyanidins in all tested concentrations caused remarkable
changes of transcriptional activity of examined steroid receptors, but their increasing
concentrations slightly inhibited transcriptional activity of nuclear receptors induced by model
agonists.

The aim of the second study was to describe the effects of thirteen different hydroxy- and
methoxystilbenes, including their cis/frans isomers on the transcriptional activity of aryl
hydroxycarbon receptor (AhR) and the expression of CYP1A genes in hepatic cancer cells
HepG2 and primary human hepatocytes. Techniques of gene reporter assay, qRT-PCR, Simple
Western blotting by Sally Sue™ and electrophoretic mobility shift assay (EMSA) were
employed. All compounds activated AhR, but their efficacies, potencies and dose-response
profiles differed substantially. The strongest activator of AhR and inducers of CYP1Al
in HepG2 cells were DMU-212 ((E)-3,4,5,4 -tetramethoxystilbene), trans-piceatannol,
cis-piceatannol, trans-trismethoxyresveratrol and frans-pinostilbene. While DMU-212 and
trans-trismethoxyresveratrol also induced CYP1Al and CYPIA2 in primary human
hepatocytes, the effects of trans-piceatannol, cis-piceatannol and trans-pinostilbene weaned off.
On the other hand, trans-4-methoxystilbene was strong CYP1A inducer in primary hepatocytes
but not in HepG2 cells. Differences between effects of stilbenes in HepG2 cells and primary
hepatocytes are probably due to the extensive phase I and phase II xenobiotic metabolism

in primary hepatocytes. The data obtained may be of toxicological relevance.
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1. Uvod do problematiky

Tato prace vychazi ze dvou prvoautorskych publikaci: Pastorkova B, Illés P, Dvotak Z.
Profiling of anthocyanidins against transcriptional activities of steroid and nuclear receptors.
Drug Chem Toxicol. 2017; 41(4):434-440. (IF 1.53) a Pastorkova B, Vrzalova A, Bachleda P,
Dvorak Z. Hydroxystilbenes and methoxystilbenes activate human aryl hydrocarbon receptor
and induce CYPIA genes in human hepatoma cells and human hepatocytes. Food Chem
Toxicol. 2017; 103:122-132. (IF 3.98).

Publikace se zabyvaji vlivem ptirodnich latek rostlinného ptivodu na transkripcni aktivitu
jadernych a steroidnich receptorti a jejich vlivem na expresi cytochromu P450, podrodiny
CYPI1A. Studovanymi latkami jsou anthokynidiny a stilbeny, patfici do Siroké kategorie
fenolickych latek, které mohou putisobit baktericidn€ nebo jako endogenni disruptory. Prvni
prace se zaméfuje na prozkoumani vétStho mnozstvi jadernych a steroidnich receptort
a poskytnuti komplexnéjsich informaci o u€inku anthokyanidind na jejich transkripcni aktivitu.
Druha prace se zabyva hodnocenim uc¢inka tfinacti riznych hydroxystilbenti a methoxystilbent,
véetn¢ jejich cis/trans izomerl na transkripcni aktivitu aryl hydrokarbonového receptoru (AhR)
a expresi CYPIA gend v jaternich nadorovych bunkach HepG2 a primarnich lidskych
hepatocytech.

1.1. Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou rostlinné pigmenty ¢ervené, modré a fialové barvy, které zplisobuji
typické zbarveni kvéti a plodi ovoce a zeleniny. Patii do kategorie polyfenolii, zvanych
flavonoidy. Anthokyanidiny jsou aglykony anthokyanintl, tedy struktury bez sacharidové slozky
(Welch et al., 2008). V pfirod¢ se nejcastéji vyskytuje kyanidin, pelargonidin, delfinidin,
peonidin, petunidin a malvidin (Ghosh D et al., 2007) (Obr. 1).

Farmakologické vlastnosti anthokyanidind mohou ovliviiovat lidsky organismus. Kromé
proti obezité¢ (Kong et al., 2003; Prior et al., 2006; Kruger et al., 2014). Navic se ukazalo, ze
anthokyanidiny ovliviiuji aktivitu nékterych jadernych a steroidnich receptort. Napftiklad Jia et
al. (2013) popsal kyanidin jako agonisticky ligand pro PPAR-alpha receptor (peroxisome
proliferator-activated receptor-aplha). Pelargonidin, a v mensi mife také kyanidin, aktivuji AhR
a indukuji CYP1Al (Kamenickova et al., 2013a). Pelargonidin a delfinidin, vSak inhibuje
katalytickou aktivitu CYP1A1 (Kamenickova et al., 2013b). Rovnéz bylo prokazano, ze
jednotlivé anthokyanidiny maji rzny efekt na expresi enzymu faze II v metabolismu xenobiotik
(Dvotak et al., 2014), na transportni systém organickych aniontti (OATP) (Riha et al., 2015)
a CYP2AG6 (Srovnalova et al., 2014).
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Obr. 1: Chemické struktury anthokyanidini (Yuan et al., 2012)

1.2. Stilbeny

Druhou studovanou skupinou latek jsou hydroxylované a methoxylované derivaty
stilbenu, které se rovnéz fadi k fenolickym latkdm. Hydroxylované derivaty stilbenu, téz zvané
stilbenoidy, sdili biosyntetickou drahu s chalkony, které jsou soucasti mnoha vyznamnych
biomolekul. Nejznaméjsim stilbenoidem je resveratrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilben), ktery je
produkovan nékterymi rostlinami jako fytoalexin, slouzici k obrané¢ proti mikrobialnimu
napadeni (Obr. 2). Je znamo, Ze Cervené vino obsahuje resveratrol, ale vyskytuje se také

v jinych bobulovinach a ofesich, stejné jako ostatni stilbeny (Riviere et al., 2012).
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Obr. 2: Chemicka struktura resveratrolu (trans-3,4',5-trihydroxystilben) (Malaguti et al., 2013)

Resveratrol je intenzivné studovana latka. Bylo zjisténo, Ze jeho biologicka aktivita ma
Siroky rozsah: pusobi proti vysokému krevnimu tlaku (Huang et al., 2013), chrani srdecni

soustavu (Yang et al., 2016), ma anti-apoptotické (Renaud et al., 2014) a anti-proliferativni



ucinky (Cui et al., 2010), coz naznacuje, Ze pusobi také proti rakoviné (Chimento et al., 2016).
Resveratrol ma také protizanétlivé ucinky (Tao et al., 2016) a hraje roli v 1écbé diabetu (Oyenihi
et al., 2016). Tento pleiotropni biologicky efekt znamena, Ze resveratrol ovliviiuje velké
mnozstvi bunéénych cilii, naptiklad: protein kinazu aktivovanou AMP (AMPK) (Wang et al.,
2017), jaderny faktor kappa B (Kubota et al., 2009), sirtuiny (SIR), coZ jsou deacetylazy zavislé
na NAD" (Howitz et al., 2003), protein kindzy aktivované mitogeny (MAPK) (Yuan et al.,
2016), extracelularni kinazy regulované signalem (ERK) (Cao et al. 2016), estrogenovy receptor
(Gehm et al., 1997) a dalsi (Britton et al., 2015; Kurkaini et al., 2015).

Hojné€ jsou také studovany derivaty resveratrolu, at’ uz ptirodniho nebo syntetického
puvodu. Bylo zjisténo, ze methylaci resveratrolu se zvySuje jeho schopnost anti-proliferativni
aktivity. Vlastnosti derivati resveratrolu se také meéni jejich izomerizaci (Cardile et al., 2007).
Methylace hydroxylovych skupin v molekule resveratrolu vede ke zlepSeni biologické

dostupnosti, a tedy i ke zvySeni biologické ucinnosti (Walle et al., 2007; Aldawsari et al., 2015).

1.3. Farmakologické interakce

1.3.1. Lékové interakce

Lékové interakce mohou nastat mezi dvéma a vice soucasné pouzitymi lécivy, které se
navzijem ovliviluyji a meéni tak ucCinek jednoho znich. Miuze dojit bud’ ke sniZeni
farmakoterapeutického ucinku, tzv. antagonismus ¢i kompetice o cilové misto
farmakodynamického ucinku, nebo mize dojit ke zvySeni farmakoterapeutického ucinku,
tzv. synergismu, kdy se jeden z 1ékti miize akumulovat v organismu a puisobit tak toxicky nebo
mize jeden 1ék nasobit t¢inek druhého 1éku. Léciva se také mohou ovliviiovat ve vedlejsich
ucincich, véetné téch nezadoucich nebo mohou vznikat nové vedlejsi ucinky.

Lékové interakce se daji také rozdélit podle pievazujicich interakénich mechanismd na:

1) farmaceutické interakce, kdy dochazi k interakci mezi jednotlivymi 1é¢ivymi latkami v jedné
1ékové forme (mapt.v infuzni lahvi), tedy jeSté pfed podanim pacientovi, jedna se spiSe
o farmaceutickou inkompatibilitu 2) farmakokinetické interakce, u kterych sledujeme, kde pii
cesté¢ na misto ucinku dochazi ke vzajemnym interakcim, tj. na trovni absorpce z traviciho
systému, biodistribuce, biotransformace ¢i renalni exkrece. 3) farmakodynamické interakce,
které plsobi na receptorové urovni, kdy dochéazi kinterakci mezi léCivy az na cilovém
recepcnim misté biologického systému, na jehoz konci je farmakologicky ucinek (Kvétina et al.,
2003). Farmakologickych interakci se dotykd i tato studie, interagujicimi latkami s léCivy
mohou byt také latky vyskytujici se v bézné stravé, jako jsou anthokyanidny a stilbeny, kdy

dochazi k tzv. potravinovym interakcim.



1.3.2. Potravinové interakce

K potravinové interakci dochazi pti konzumaci urcité stravy, napoje ¢i potravinového
dopliiku, které méni aktivitu enzymli metabolizujici 1é¢iva, coz vede ke zméné farmakokinetiky
souCasné¢ metabolizujicich se 1é¢iv (Schulz, 2006). Dodnes jiz bylo zaznamendno velké
mnozstvi téchto potravinovych interakci. Potraviny obsahujici komplexni smés fytochemickych
latek jako je ovoce, zelenina, bylinky, kofeni a ¢aje, maji nejveétsi potencidl indukovat nebo
inhibovat aktivitu enzymt metabolizujici 1é¢iva (Foster et al., 2003). Pfi vyzkumu latek, které
jsou za tyto interakce zodpovédné, byly nalezeny i takové, které jsou v rostlinné 1isi zcela bézné
a nejsou povazovany za toxické, napt. flavonoidy a polyfenolické latky (Tsunoda et al., 2001),
mezi které patfi studované anthokyanidiny a stilbeny. Hlavnimi enzymy metabolizujici 1é€iva

jsou cytochromy P450, které jsou zodpoveédné za biotransformacni reakce.

1.4. Cytochrom P450

Cytochrom P450 (CYP) piedstavuje velkou skupinou enzymi metabolizujici 1éCiva, ale
také endogenni latky jako jsou steroidy, eikosanoidy, vitaminy aj. Vyskytuji se u vSech eukaryot
(rostliny, houby, Zivocichové) i nékterych prokaryot. Cytochromy P450 ptedstavuji hlavni
systém enzymi metabolizujici cizi latky, ktery hraje hlavni roli v ochran¢ organismu proti
potencionalné Skodlivym latkam z prostfedi (polutanty, pesticidy aj.). Regulace cytochromu
P450 probiha na transkripcni Grovni. Jaderné a steroidni receptory jsou kli¢ovymi mediatory
v kontrole enzymt metabolizujici 1éciva. Jejich ligandy jsou jak exogenni tak endogenni
molekuly, které mohou sniZzovat ¢i zvySovat regulaci téchto transkripénich faktor. Pisobenim
1ékd nebo xenobiotik, které jsou agonisty ¢i antagonisty jadernych receptord, muize dojit
k zavazné toxicité, ztraté terapeutického ucinku nebo poruse metabolismu endogennich latek.
Skupinu cytochrom P450 koduje 57 genti a jejich geneticky polymorfismus hraje dileZitou roli
v aktivité téchto enzymd, na coz by mél byt dan zietel pii podavani 1éka. Aktivita cytochromu
P450 tedy zavisi na genotypu a prostiedi. Proto jsou tyto enzymy pouzivany jako biomarkery
k ur€eni pilsobeni environmentalnich latek na clovéka nebo k predpovidani néchylnosti
k urcitym patologiim (Guéguen et al., 20006).

Cytochromy P450 ziskaly svlij nazev podle toho, Ze jejich redukovana forma v komplexu
s oxidem uhelnatym vykazuje vyrazné absorpcni maximum ve viditelném spektru pfi 450 nm,
tzv. Soretiv pik. Jsou také nazyvany hem-thiolatové proteiny, jelikoz nesou hemovou
prosthetickou skupinu, pfi¢emz iont Zeleza je vazan ptes cystein do porfyrinového jadra

(Werck-Reichhart et al., 2000) (Obr. 3).



Obr. 3: Struktura cytochromu P450 s typickym vazebnym mistem hem-thiolatovych proteini (Groves, 2015)

Tyto enzymy jsou silnymi oxidanty, které jsou schopny katalyzovat hydroxylaci vazeb
nasycenych uhlovodiki, epoxidaci dvojnych vazeb, oxidaci heteroatomt, dealkylacni reakce,
oxidace aromatickych slouCenin atd. Prostfednikem oxidace je zde molekularni kyslik, kdy
jeden z atomil kysliku je vyuzit substratem a druhy je redukovan na molekulu vody za vyuziti
dvou elektront, které poskytuje NAD(P)H z cytochrom P450 reduktazy. Tato reakce probiha na
membrané mitochondrii nebo endoplasmatického retikula (ER). Protoze zlistava v oxidovaném
substratu pouze jeden z atomi kysliku z pivodni molekuly O,, jsou cytochromy P450 nazyvany
monooxygenazy (Obr. 4). Hydrofobni exogenni latky jsou modifikovany a nasledné vyluovany
ve forme rozpustné ve vodé. Tyto dva odlisné kroky jsou popisovany jako faze I (oxidacni krok)
a faze Il (konjugacni krok), kde oxidacni krok zajiStuji pravé cytochromy P450 a konjugacni
krok uskute¢niuji aryl-sulfatdzy, UDP-glukuronyl transferazy a glutation S-transferazy (Meunier
et al., 2004).

Reductase Cytochrome P450
NADPH+H* | .
", FAD FMNH, « |- N
Heme R-OH
NADP* 02
FADH, FMN H,O
Heme-O- R-H

ER membrane

Obr. 4: Schéma oxida¢né-redukéni reakce cytochromu P450

(http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Metabolism/DrugMetabolism.html ke dni 4.6.2019)
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Cytochromy P450 tvofi velkou superrodinu enzymi, které miizeme rozdélit do podrodin
a rodin podle homologie v sekvenci gentll, potazmo aminokyselin. Nomenklatura cytochromu
P450 pouziva oznaceni CYP, za nimz nasleduje Cislo, napt. CYP1, které oznacuje rodinu (vice
nez 40% shoda v aminokyselinové sekvenci) a dale nasleduje pismeno, které oznacuje
podrodinu, napi. CYP1A (vice nez 55% shoda v aminokyselinové sekvenci) a nakonec oznaceni
konkrétniho genu opét pismenem, napt. CYP1A1 (Nebert et al., 1999). Pro metabolismus 1é¢iv
je nejdilezitéjsi polymorfismus v genech kodujici CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4/5,
které mohou vést k terapeutickému selhani nebo k zdvaznym nezddoucim ucinkim. Geny
kédujici CYP1AL, CYP1A2, CYPIB1 a CYP2El jsou zase nejvice zodpovédné za
biotransformaci chemickych latek, zejména pii metabolické aktivaci pre-karcinogemil (Bozina

at al., 2009).

1.4.1. Cytochromy P450 1A (CYP1A)

NejvyznamnéjSimi cytochromy ztéto podrodiny jsou CYP1Al, CYP1A2 a CYPIBI.
CYP1AL1 se nejvice nachéazi v extrahepatickych tkanich, zejména epitelialni tkani. Dilezitym
rysem tohoto enzymu je schopnost katalyzovat prvni krok metabolismu polycyklickych
aromatickych uhlovodikti (PAH), obsazenych také v tabdkovém koufi, coz miize vést k tvorbé
elektrofilnich karcinogennich molekul. CYP1A1 také oxiduje xenobiotika (7-ethoxyresorufin,
theofylin, 7-ethoxykumarin a chlorzoxazon) a endogenni latky (17B-estradiol a estron)
(Shimada, 1997). Polymorfismus CYP1A1 ovliviiuje jak jeho regulaci, tak strukturu. Regulace
probihd vazbou ligandu na jaderny receptor AhR. Tento vysoce afinitni receptor je spojen
s vysokou inducibilitou CYP1AL.

CYP1A2 je exprimovan prevazné v jatrech. Jeho hladina se pohybuje mezi 10-15%
z celkového mnoZstvi cytochromti P450 v jatrech dospélého &lovéka. Uroven exprese se milze
mezi jednotlivei liSit az Ctyficetinasobné. CYP1A2 katalyzuje metabolickou aktivaci rtiznych
aryli a heterocyklickych amind jako jsou 2-aminantracen a 2-acetylaminofluoren. CYP1A2
katalyzuje aktivaci polycyklickych aromatickych diold mnohem pomaleji nez CYP1Al
aCYP1BI. CYP1A2 oxiduje dal§i xenobiotika vcetné¢ paracetamolu, antipyrinu, lidokainu,
fenacetinu, R-warfarinu a kofeinu. CYP1A2 ma vice nez 16 polymorfickych alel (Bozina at al.,

2009).
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1.5. Jaderné a steroidni receptory

1.5.1. Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou jednou z nejcetnéjSich skupin transkripcnich faktori u Zivocichi.
Reguluji rozmanité procesy jako homeostazu, reprodukci, vyvoj a metabolismus. Jaderné
receptory funguji jako transkripéni faktory indukované ligandem a tak poskytuji ptimé spojeni
mezi signdlni molekulou, kterd kontroluje tyto procesy a transkripéni odpovédi. Velké mnozstvi
receptorii bylo identifikovano pies shodnou sekvenci zndmého receptoru, ale nejsou zndmy
jejich pfirozené ligandy, tyto receptory se nazyvaji sirotéi. Ligandy jadernych receptord jsou
slibnymi farmaceutickymi cili, jelikoz jsou to malé molekuly, které jsou snadno
modifikovatelné pti navrhu 1éCiv a kontroluji funkce spojené s chorobami jako je rakovina,
osteoporoza ¢i diabetes (Robinson-Rechavi et al., 2003).

Vsechny jaderné receptory se skladaji zpéti az Sesti odliSnych oblasti a domén,
oznacenych A-F od N-koncové po C-koncovou oblast (Obr. 5). Domény jsou rozdéleny na
zakladé konzervativnosti sekvenci a jejich funkci. DNA vazebnad doména (oblast C) a ligand
vazebna doména (oblast E) jsou vysoce konzervativni domény. Tyto dvé domény jsou
konzervativni, to znamena, ze zde existuji i variabilni sekvence. C-koncova oblast F neni

pritomna u vSech receptort a jeji funkce neni zcela znama (Germain, 2006).

DBD LBD
| A
[ \ [ \
o B e o
\ )
\—Y—} Y
AF1 AF2

Obr. 5: Schéma stavby jaderného receptoru. DBD: DNA binding domain (DNA vazebnd doména), LBD: ligand
binding domain (ligand vazebna doména), AF1: ligand independent transactivation domain (doména nezavisla na

transaktivaci ligandem), AF2: ligand dependent transactivation domain (doména zavisla na transaktivaci ligandem)

Tato prace se zamétuje hlavné na jaderné receptory: AhR, VDR, RXR, RAR, PXR a TR.
AhR (aryl hydrokarbonovy receptor) je transkripcni faktor, ktery se nachazi v inaktivni forme
v cytoplazmé v komplexu s chaperonovymi proteiny. Po aktivaci ligandem se pfemistuje do
jéadra, kde tvofi heterodimer s AhR jadernym translokatorem (ARNT). Heterodimer AhR/ARNT
se vaze na DNA do responzivniho elementu pro xenobiotika (XRE) a umoznuje tak transkripci
napt. CYP1Al genu (Denison et al., 2002). AhR je zapojen do mnoha bunécnych
a biologickych procesti, véetné regulace bunécného cyklu, reparace DNA, imunitni odpovédi,

apoptdzy a ochrané proti xenobiotikim (Abel et al., 2010; Esser et al., 2013; Brush et al., 2015;
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Dittmann, 2016). Exogennimi aktivatory AhR jsou environmentalni polutanty jako polycyklické
aromatické uhlovodiky, dibenzodioxiny a dibenzofurany; léky jako omeprazol (Quattrochi et
al., 1993) ketokonazol a itrakonazol (Korashy et al., 2007); syntetické slouCeniny jako TSU-16
(Matsuoka-Kawano et al., 2010), SP600125 (Dvorak et al., 2008), U0126 (Andrieux et al.,
2004) a ptirodni slouceniny jako kurkuma (Rinaldi et al., 2002), berberin (Vrzal et al., 2005),
genistein a quercetin (Zhang et al., 2003). Endogenni ligandy AhR jsou indirubin, bilirubin,
tryptamin, indolové kyseliny, prostaglandiny a dals§i (Denison et al., 2003; Stejskalova et al.,
2011).

VDR (receptor vitaminu D) je jaderny transkripcni faktor, ktery zprostfedkovava tcinek
1,25-dihydroxyvitaminu D3, coz je hormonalné aktivni forma vitaminu D. Jeho mechanismus
ucinku spociva v piimé vazbé na VDR, ktery se spolu s RXR (retinoid X receptor)
v heterodimernim komplexu vadze do specifické sekvence DNA (Christakos et al., 2016).
Biologicky ucinek zahrnuje udrzeni minerdlni homeostazy tim, ze VDR reguluje genovou
expresi v cilovych tkanich (Lee et al., 2018; Pike et al., 2012). Ackoliv bylo zjisténo, Ze mnoho
typlt bun¢k a tkani exprimuje VDR a byly navrzeny jako cil 1,25-dihydroxyvitaminu D3,
endokrinni systém vitaminu D primarné reguluje homeostazu vapniku a fosfatu plsobenim
ve stfevech, ledvinach, kostech a pristitnych téliskach (Jones et al., 1998).

RAR (receptor kyseliny retinové) je ligandem kontrolovany transkripéni faktor, ktery
plsobi v heterodimeru s RXR (retinoidni X receptor) jako regulator velkého mnozstvi
fyziologickych procesti, od embryonalniho vyvoje po organovou homeostazu. Oba receptory
existuji visoformach a, B, y. Na bunééné Urovni vykonavaji tyto receptory svoji funkci
ve vzajemné interakci s dal$imi signalnimi drahami regulujicimi genovou sit’, ktera kontroluje
rust, diferenciaci, smrt a preziti bunék. Na molekularni urovni heterodimery RAR-RAX reaguji
velice dobte na ligandy RAR. RXR heterodimerizuji i s jinymi jadernymi receptory, viz VDR.
Nekteré z nich se stavaji transkripéné aktivni pouze za ptitomnosti selektivniho ligandu RXR.
RAR-RXR heterodimer nereaguje pouze na rexinoidy, avSak transkripce je t€émito agonisty
RAR velmi dobie aktivovana (Altucci et al., 2007).

PXR (pregnanovy X receptor) je jaderny receptor povazovany za hlavni xenobioticky
receptor, ktery reguluje expresi genli kodujicich enzymy metabolizujici 1éciva (cytochrom
P450) a transportéry 1éciv, které zajist'uji eliminaci xenobiotik a endotoxinil v téle (Oladimeji &
Chen, 2018). PXR tedy ptisobi jako takovy senzor xenobiotik vyvinuty k rozpoznévani a vazbé
Sirokého spektra strukturné rtznych ligandt, a to diky svému velkému a flexibilnimu
vazebnému mistu (Watkins et al., 2001). Bylo vsak zjisténo, Ze PXR hraje také roli i pfi
bunécné odpoveédi na zanét, proliferaci a migraci bunék. PXR prispiva k dysregulaci téchto
procesu u patologickych stavii (Oladimeji & Chen, 2018).

TR (thyroidni receptor) je hormonem aktivovatelny transkripcni faktor, ktery

zprostiedkovava a¢inky hormont $titné zlazy a je kodovan geny thyroidniho receptoru alfa
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(TRa) a thyroidniho receptoru beta (TRf). Hlavni isoformy thyroidniho receptotu jsou TRal,
TRP1 a TRP2, které jsou pievazné zodpovédné za Ucinek triiodothyroninu (T3), ktery je
rozhodujici pro normalni vyvoj, rist a metabolismus. Vazba T3 na TR miZze vést bud ke
snizeni, nebo zvyseni transkripcni rychlosti cilovych genti. Thyroidni receptor vSak mize byt
také aktivni nezavisle na vazb¢ ligandu, takze transkrip¢ni rychlost cilovych genti pak neni

zavisla na tom, zda je ¢i neni T3 vazan na receptor (Ortiga-Carvalho et al., 2014).

1.5.2. Steroidni receptory

Steroidni receptory zprostfedkovavaji mnoho zisadnich biologickych procest a jsou
povazovany za transkripéni faktory piasobici v jadfe. Podle klasického modelu signalizace
steroidnich receptorti vstupuji steroidy do buiiky pies plasmatickou membranu a vazi se na své
receptory lokalizované bud’ v cytoplazmé, napt. androgenovy receptor (AR), glukokortikoidni
receptor (GR), nebo v jadie napt. estrogenovy receptor (ER). Poté jsou aktivované receptory
translokovany do jadra, kde nasedaji na specifickou jadernou DNA do svého responzivniho
elementu a reguluji transkripci cilovych gent. Poptipadé mohou steroidni receptory regulovat
transkripci tak, ze interaguji s koregulatory nebo jinymi transkripénimi faktory, které se vazi na
DNA. Ukazalo se vSak, ze vétSina steroidnich receptort se vyskytuje v extracelularnim prostoru
a plasmatické membrané, coz vysvétruje rychlou reakci steroidi v mnoha organech, ktera
nemuze byt zprostfedkovana pomalou genovou regulaci. Steroidni ligandy rychle aktivuji
signaly, které ovliviiuji rizné aspekty bunééné biologie (Levin & Hammes, 2016). Tato prace se
zametuje hlavné na steroidni receptory: PR, ER, AR a GR.

PR (progesteronovy receptor) je transkripéni faktor exprimovany hlavné v reprodukéni
tkani zen a v centralnim nervovém systému. Jeho ligandem je steroidni hormon progesteron
a odpovédi jeho vazby na PR je regulace exprese gent, které kontroluji vyvoj, diferenciaci
a proliferaci cilové tkané béhem reprodukéniho cyklu a téhotenstvi. PR reguluje také
patologické procesy pii rakoviné endokriniho systému. Variabilita biologickych ucinka
progesteronu je zavisla na faktorech jako jsou tkanovy a bunécny typ a dostupnost koregulatorta
interagujicich s PR v zavislosti na vyvojovém stadiu. Uginek progesteronu je také ovlivnén
dostupnosti cilovych genll v chromatinové oblasti pro interakci s PR a také dostupnosti protein-
signalni drahy specifické pro bunéény typ, ktera bud’ aktivuje, nebo deaktivuje ucinky PR
(Grimm et al., 2016).

ER (estrogenovy receptor) existuje ve dvou subtypech ERa a ERP, pficemz se jejich
hladina 1i$i podle typu tkadné. ER je intracelularni protein fungujici jako transkripéni faktor
aktivovany ligandem, estrogenem (Katzenellenbogen et al., 2000). Vazba tohoto agonisty vede

ke konforma¢nim zménam, které umoznuji vazbu koaktivatorti a naslednou vazbu receptoru do
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DNA (Skowron et al., 2019). Estrogeny maji vyrazny vliv na rast, diferenciaci a fungovani
mnoha reprodukénich tkani. Ovliviiuji vSak Cinnost i kostni a jaterni tkané€, kardiovaskularniho
systému a mozku (Katzenellenbogen et al., 2000).

AR (androgenovy receptor) zprostiedkovava ucCinek androgenti jako je testosteron
a dihydydrotestosteron, coz jsou muzské pohlavni hormony zodpovédné za vyvoj muzského
reprodukéniho systému a sekundarnich pohlavnich znakli. AR ptisobi jako transkripcni faktor,
zavisly na ligandu. Vzhledem k jeho rozsahlé expresi v mnoha tkanich a buiikéch, ma také
Siroky rozsah biologickych ucinki véetné dulezité role pfi vyvoji a chodu reprodukéniho,
pohybového, kardiovaskuldrnicho, imunitniho a hemopoetického systému. AR signalizace mtize
byt také zahrnuta do vyvoje nadorti prostaty, mocového méchyie, jater, ledvin a plic.
Androgeny mohou putsobit pfes AR bud’ vazbou na DNA a regulovat transkripci cilového genu,
nebo zplisobem bez vazby na DNA kinicializaci rychlych bunéénych pochodii jako je
fosforylace druhého posla v signaliza¢ni kaskadé¢. Navic bylo nedavno zjisténo, ze AR mutze byt
aktivni nezavisle na ligandu (Davey et al., 2016).

GR (glukokortikoidni receptor) je intracelularni protein pfitomny témét ve vSech typech
lidskych bunék. Phsobi primarné jako traksripéni faktor zavisly na ligandu a pozitivné
i negativné reguluje expresi cilovych gend. V nepfitomnosti ligandu se GR nachazi v cytosolu
v komplexu s chaperonovymi proteiny véetné heat shock proteinti. Po vazbé ligandu, komplex
chaperont disociuje a odhali tak sekvenci jaderné lokalizace, coZ napomaha translokaci do
jadra. Tam se GR vaze jako homodimer do glukokortikoidniho responzivniho elementu (GRE)
v promotorové oblasti cilového genu a zajiStuje tak jeho aktivaci nebo potlaeni v zavislosti na
GRE sekvenci a kontextu promotoru (Nicolaides et al., 2010; Ratman et al., 2013; Gulliver,
2017). Prirozenymi ligandy jsou glukokortikoidy, coz jsou lipofilni steroidni hormony odvozené
od cholesterolu, produkované nadledvinkami. Endogenné produkované glukokortikoidy jsou
kortison, kortisol a kortikosteron. Hladiny hormonii se méni v prubéhu cirkadialniho rytmu
(Biddie et al., 2012). Endogenni glukokortikoidy se také mohou vazat na mineralokortikoidni
receptor (MR) a mineralokortikoidy (aldosteron) zase na GR (Farmana & Rafestin-Oblin,
2001). GR je také aktivovan Sirokym rozsahem nedavno objevenych nesteroidnich agonisti (De

Bosscher, 2010).
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1.6. Interakce mezi stilbenoidy a AhR-CYP1A signalni drahou

Existuje velké mnozstvi diikazu o interakci mezi stilbenoidy a AhR-CYP1A signalni
drahou. Mnoho stilbenoidli vcetné resvetarolu (Potter et al., 2002), trans 3,4,5,4°-
tetramethoxystilbenu (D) (Mikstacka et al., 2012), 2,3¢,4,5° tetramethoxystilbenu (E) (Chun et
al., 2001), pterostilbenu a pinostilbenu (Mikstacka et al., 2007) bylo popsano jako substraty
a inhibitory enzymti CYP1A1, CYP1A2 a CYPIBI1. Resveratrol méni transkripéni aktivitu AhR
mnohocetnymi mechanismy. Naptiklad byl proveden experiment, kde byla vyvolana exprese
CYP1AL v jaternich nadorovych buitkdch HepG2 pomoci modelového agonisty AhR (dioxinu)
a nasledn€¢ byla resveratrolem inhibovana. Resveratrol neovliviloval vazbu dioxinu na AhR,
avsak blokoval transformaci AhR do jeho DNA vazebné formy (Ciolino et al., 1998). Casper et
al. (1999) popsali resveratrol jako kompetitivniho antagonistu dioxinu a dalsich ligandd AhR
v HepG2 a T47D bunkach. Aktivovany AhR se sice pfemistil do jadra a vazal se do
responzivniho elementu, avSak nasledné jiz nedoslo k transaktivaci (aktivaci transkripce genu).
Pozdéji bylo ukazano, ze resveratrol inhibuje geny CYP1A indukované dioxinem, a to pfimym
nebo nepifimym zamezenim piisunu AhR a ARNT k responzivnimu elementu téchto gentl
(Beedanagari et al., 2009). Lee & Safe at al. (2001) navrhli, Ze resveratrol snizuje transkripci
CYP1A1 v T47D a MCF7 buikach diky post-transkripénimu mechanismu nezavislém na AhR.
Mechanismus nepiimé aktivace AhR resveratrolem je vysvétlovan inhibici metabolické
ptemény FICZ (6-formylindolo(3,2-b)karbazol), coz je endogenni ligand AhR (Mohammadi-
Bardbori et al., 2012). Gouedard et al. (2004) pozorovali, ze resveratrol indukuje
AhR-dependetni gen paraoxogenazy v HuH7 hepatocytech. Tento jev vysvétluji agonistickym
ucinkem resveratrolu, ktery je specificky pro gen paraoxogenazy, ne vSak pro klasicky AhR
responsivni element. Naproti tomu Aluru & Vijayan (2006) popisuji resveratrol jako efektivniho
antagonistu AhR, avSak v malych davkach také induktora CYP1Al v hepatocytech pstruha
duhového, coz naznaGuje projev parcialniho agonisty. Utinek resveratrolu jako parcialniho
agonisty byl také potvrzen v lidskych hepatocytech a HepG2 bunikach (Dvotak et al., 2008).
Obecné bylo prokazano, Ze mnoho pfirodnich i syntetickych stilbenoidd inhibuje nebo aktivuje

AhR signalni drahu (Licznerska et al., 2016; de Medina et al., 2005; Guyot et al., 2012).
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2. Souhrn vysledki

2.1. Vliv anthokyanidini na transkrip¢ni aktivitu jadernych a steroidnich

receptoru

Tato cast prace se zabyva hodnocenim nejbéznéjsich anthokanidinl: kyanidinu,
delfinidinu, malvidinu, pelargonidinu a peonidinu na transkripéni aktivitu jadernych
a steroidnich receptortl. Z jadernych receptorti byly testovany: VDR, RXR, RAR, PXR a TR.
Steroidni receptory byly zastoupeny témito receptory: PR, ER, AR a GR. Transkrip¢ni aktivita
receptoril byla zjiStovana pomoci tranzientné nebo stabilné transfekovanych bunécnych liniich
s luciferazovym reportérovym genem (gene reporter assay). Anthokyanidiny byly testovany se
vzristajicim rozsahem koncentraci (10 nM - 50 uM). Témto testim piredchazely testy

cytotoxicity v danych bunéénych liniich ve stejném koncentracnim rozsahu.

2.1.1. Cytotoxicita anthokyanidini v lidskych bunéénych kulturach

Cytotoxicita anthokyanidinti byla testovana na bunéénych liniich HEK293 (embrionalni
buiiky ledvin), HeLa (bunikky nadoru délozniho hrdla), HepG2 (hepatoblastomové bunky),
LS180 (bunky adenokarcinomu tlustého streva), MCF-7 (buniky nadoru prsu) a 22Rv1 (bunky
karcinomu prostaty). Nejprve byly bunky vysety na 96-jamkové kultivacni desky v rizné
hustoté v zavislosti na dané¢ bunécné linii. Po 16h stabilizaci byly k bunkam aplikovany
testované latky se vzristajicim rozsahem koncentraci (10 nM - 50 uM), jako negativni kontrola
byl pouzit 0,1% dimethylsulfoxid (DMSO), v némz byly latky rozpuStény a pozitivni kontrolu
predstavoval detergent Triton X-100. Nasledné byly buiiky inkubovany 24 h pfi 37 °C a 5%
atmosfére CO,. Pro zjisténi viability bun€k byl pouzit konvencni MTT test, zalozeny na tvorbé
fialového formazanu v prezivSich bunkach po ptidani zluté tetrazoliové soli (MTT). Intenzita
zbarveni odpovida mife viability a je métfena spektrofotometricky pti 540 nm.

Ukézalo se, ze ani jedna testovand latka nejevi cytotoxicky efekt v daném rozsahu

koncentraci vii¢i zadné pouzité bunécné linii (Obr. 6 a 7).
2.1.2. Vliv anthokyanidini na transkrip¢ni aktivitu jadernych receptori

VDR, RXR, RAR, PXR a TR v lidskych bunéénych kulturich

Transkripcni aktivita thyroidniho receptoru (TR) byla stanovovdna pomoci stabilné
transfekované reportérové linii PZ-TR (HepG2). Transkripcni aktivita vSech ostatnich

zkoumanych jadernych receptory byla hodnocena pomoci transientné transfekovanych
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bunécnych linii. Plasmidy receptoru vitaminu D (VDR), retinoidniho X receptoru (RXR),
receptoru kyseliny retinové (RAR) a pregnanového X receptoru (PXR) byly transfekovany do
bunéénych linii: LS180-VDR, HEK293-RXR, HEK293-RAR, LS180-PXR.

Experimenty v agonistickém modu byly provedeny tak, ze k bunéénym liniim byly
aplikovany testované latky (kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin a peonidin)
v koncentracnim rozsahu od 10 nM do 50 uM a inkubovany 24 h. Pozitivni kontrola byla
reprezentovana modelovymi agonisty: VD3 (1,25-dihydroxyvitamin D3) pro VDR, cisRA
(kyselina 9-cis retinovd) pro RXR, transRA (kyselina all-trans retinova) pro RAR, RIF
(rifampicin) pro PXR a T3 (3,3,5-trijodo-L-thyronin) pro TR. Jako negativni kontrola bylo
pouzito rozpoustédlo 0,1% DMSO. Po aplikaci modelovych agonistii k bunéénnym liniim doSlo
k nasledujicim indukcim luciferazové aktivity, vyjadieno jako ndsobek v porovnani s negativni
kontrolou: LS180-VDR (50nM VD3) — 187,4x, HEK293-RXR (1uM cisRA) — 18,2x, HEK293-
RAR (5uM transRA) — 49,9x, LS180-PXR (10nM RIF) — 10,4%, a PZ-TR (10nM T3) — 3,7x.
V ptipadé¢ testovanych anthokyanidini nebylo pozorovano Zzadné vyznamné zvySeni
luciferazové aktivity s vyjimkou LS180-PXR bunék po aplikaci kyanidinu o koncentraci
25 uM, kdy luciferazova aktivita vzrostla trojndsobné. Mirné zvyseni luciferazové aktivity bylo
zaznamenano také u bunék LS180-VDR po aplikaci peonidinu o koncentraci 50 uM a to s 2,3
nasobnou indukci. AvSak v porovnani s modelovymi antagonisty nejsou indukce
anthokyanidinll vyznamng relevantni (Obr. 6).

Paralelné byly provedeny experimenty v antagonistickém moédu. Bunééné linie byly
inkubovany 24 h s anthokyanidiny v koncentra¢nim rozsahu od 10 nM do 50 uM v kombinaci
s jejich modelovymi agonisty (VD3, cisRA, transRA, RIF a T3) ve stejné koncentraci jako
v agonistickém modu. Obecné muzeme fici, Ze byla pozorovana mirna inhibice luciferazové
aktivity zplsobena testovanymi latkami u vSech studovanych bunéénych linii. Indukce
luciferazové aktivity klesala s rostouci koncentraci anthokyanidind. Nejvetsi pokles u bunééné
linie LS180-VDR byl zaznamenan v pfipadé¢ 50uM malvidinu na 49,4 % maximalni mozné
indukce zptisobené modelovym agonistou VD3 (50 nM). Podobné inhiboval luciferazovou
aktivitu 50uM delfinidin v bunééné linii HEK293-RXR na 49,3 % luciferazové aktivity
indukované modelovym agonistou cisRA (1 uM). Mirny pokles luciferazové aktivity zptsobil
50uM malvidin a 50uM pelargonidin v bunécné linii LS180-PXR, kde oba anthokynidiny
zpusobily 52% pokles maximalni indukce lucifezdrové aktivity indukované RIF (10 nM).
Zatimco v bunécné linii HEK293-RAR zpusobil 50uM malvidin 38% pokles a 50uM
pelargonidin 39,4% maximalni indukce zpisobené modelovym agonistou transRA (5 pM).
Nejméné inhibovaly luciferazovou aktivitu testované latky v bunééné linii PZ-TR. Hodnoty se
pohybovaly od 77,2% (50 uM malvidin) po 118% (1 uM kynanidin) maximalni indukce
zpusobené T3 (10 nM) (Obr. 6).
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2.1.3. Vliv anthokyanidini na transkrip¢ni aktivitu steroidnich receptora PR,

ER, AR a GR v lidskych bunécnych kulturach

Transkripcni aktivita glukokortikoidniho receptoru (GR) a adrogenového receptoru (AR) byla
hodnocena ve stabiln¢ transfekovanych reportérovych liniich AZ-GR (HeLa) a AIZ-AR
(22Rvl). Tranzientné transfekované linie MCF-7-ER a 22Rv1-PR byly pouZity pro posouzeni
transkripéni aktivity estrogenového receptoru (ER) a progesteronového receptoru (PR).

Experimenty v agonistickém modu byly provedeny stejné jako u jadernych receptorti.
K bunéénym liniim byly aplikovany testované latky (kyanidin, delfinidin, malvidin,
pelargonidin, a peonidin) v koncentraénim rozsahu od 10 nM do 50 uM a inkubovany 24 h.
Jako modelovy agonista byl pro PR pouzit progesteron (P4), pro ER 17B-estradiol (E2), pro AR
Sa-dihydrotestosteron (DHT) a pro GR dexametazon (DEX). Negativni kontrolu pfedstavovalo
op¢t rozpoustédlo 0,1% DMSO. Indukce luciferdzové aktivity v bunééné linii 22RvI1-PR po
aplikaci P4 (100 nM) dosahovala osmindsobku negativni kontroly, avSak zadny z testovanych
linie MCF-7-ER s modelovym agonistou E2 (100 nM) vzrostla indukce 3,8 nasobné. Testované
latky zptsobovaly jen mirné zmény v luciferazové aktivité, rizn¢ u vSech anthokyanidini od
0,4 nasobku indukce (100 nM kyanidin) po dvojnasobek indukce (25 uM delfinidin). Zadna
vyznamna indukce luciferazové aktivity nebyla pozorovana ani v bunécéné linii AIZ-AR
v porovnani s modelovym agonistou DHT (100 nM), ktery indukoval luciferazovou aktivitu
22,6 nasobné. Nakonec ani bunétna linie AZ-GR po aplikaci testovanych anthokyanidini
nevykazovala zadné zmény v indukci luciferazové aktivity, zatimco modelovy agonista DEX
(100 nM) zptisobil 54,2 nasobnou indukci (Obr. 7).

Experimenty byly provedeny také v antagonistickém modu stejné jako u jadernych receptort.
Bunééné linie byly inkubovany 24 h s anthokyanidiny v koncentra¢nim rozsahu od 10 nM do
50 uM v kombinaci s jejich modelovymi agonisty (P4, E2, DHT a DEX). Buné¢na linie 22Rv1-
PR po aplikaci anthokyanidinii projevovala mirné zmény luciferazové aktivity indukované P4
(100 nM) v rozmezi od 58,9 % (25uM delfinidin) do 117.2 % (1uM peonidin). U bunécné linie
MCF-7-ER nebyly pozorovany vyrazné zmény indukce luciferazové aktivity u zadné testované
latky. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 86 % (10uM malvidin) do 137 % (50uM kyanidin)
maximalni indukce zptisobené E2 (100 nM). Indukce luciferazové aktivity v bunécné linii AlZ-
AR byla mirné snizovana se vzrustajici koncentraci testovanych anthokyanidint a to na nejnizsi
hodnotu 68,9 % (50 uM malvidin) vztaZzenou ke 100nM DHT. Nejvyssi hodnota luciferazové
aktivity v této linii byla naméfena po aplikaci 1uM malvidinu (111,8 %). Podobné také velmi
nepatrné zmény v luciferazové aktivité byly zaznamenany pii testovani anthokyanidn
v buné¢né linii AZ-GR. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 78,6 % (50uM delfinidin) do
127,6 % (10uM malvidin) maximalni luciferazové indukce, dosazené DEX (100 nM) (Obr. 7).
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Obr. 6: Vliv anthokyanidind na transkripéni aktivitu jadernych receptori. Carové grafy v levém sloupci ukazuji cytotoxicitu

anthokyanidini na buné¢nych liniich Hek293, LS180 a HepG2. Prostfedni sloupec ptedstavuje luciferazou aktivitu téchto bunek

transfekovanych reportérovym plazmidem pro receptor vitaminu D (VDR), retinoidni receptor X (RXR), receptor kyseliny retinové

(RAR), pregnanovy receptor X (PXR) a thyroidni receptor (TR) v agonistickém moédu a pravy sloupec predstavuje antagonisticky

mod. Data reprezentuji primérnou hodnotu + SD méfeni v triplikatech a jsou vyjadfeny bud’ jako procenta viability (cytotoxicita),

nebo jako nasobek indukce (fold induction) v porovnéni s negativni kontrolou DMSO (agonisticky modd), nebo jako procenta

maximalni indukce zplisobené modelovym agonistou (antagonisticky mod).
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Obr. 7: Vliv anthokyanidini na transkripéni aktivitu steroidnich receptori. Carové grafy v levém sloupci ukazuji cytotoxicitu
anthokyanidinii na bunéénych liniich HeLa, 22Rv1l a MCF-7. Prostfedni sloupec piedstavuje luciferdzou aktivitu téchto bunék
transfekovanych reportérovym plazmidem pro progesteronovy (PR), estrogenovy (ER), androgeni (AR) a glukokortikoidni receptor
(GR) v agonistickém modu a pravy sloupec piedstavuje antagonisticky mod. Data reprezentuji primérnou hodnotu + SD méfeni
v triplikatech a jsou vyjadfeny bud’ jako procenta viability (cytotoxicita), nebo jako nasobek indukce (fold induction) v porovnani
s negativni kontrolou DMSO (agonisticky mod), nebo jako procenta maximalni indukce zplisobené modelovym agonistou

(antagonisticky méd).
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2.2. Vliv hydroxystilbeni a methoxystilbeni na aktivitu AhR a indukci
CYPI1A gent v jaternich nadorovych buiikich a primarnich lidskych
hepatocytech

Tato cast studie se zabyvd hodnocenim ucinku tfinacti rGznych hydroxystilbenti a
methoxystilbenl, véetné jejich cis/trans izomerd A-M (Obr. 8) na transkripcni aktivitu aryl
hydrokarbonového receptoru (AhR) a expresi genu cytochromu P450, podrodiny CYP1A jak
v jaternich nadorovych bunkach HepG2, tak v primarnich lidskych hepatocytech. K vyzkumu
byla vyuzita stabiln¢ transfekovana bunécna linie (HepG2) s reportérovym genem pro AhR
(AZ-AhR) a také metody jako gqRT-PCR, Simple Western blotting pomoci piistroje Sally Sue™
a test posunu elektroforetické mobility (electrophoretic mobility shift assay - EMSA).

,,G“ (CAS # 10083-24-6) oH
»A” (CAS # 501-36-0) * trans-piceatannol Q . N
e trans-resveratrol * (E)-3,5,3',4'-tetrahydroxystilbene He O

¢ (E)-3,4',5 trihydroxystilbene

#H“ (CAS # 106325-86-4) " O =

“« ¢ cis-piceatannol
»B _(CAS#?1T34_67_1) * (2)-3,5,3',4'-tetrahydroxystilbene en O oH
* cis-resveratro OH
¢ (2)-3, 4',5-trihydroxystilbene x on oH

J1“ (CAS # 29700-22-9) no— )

“« * trans-oxyresveratrol _
»C“ (CAS # 58436-28-5 Ve :
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¢ 5-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]- H
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Hy * trans-trismethoxyresveratrol

D (CAS # 134029-62-2) M7 « (E)-3,4' 5-trimethoxystilbene W W, '

« DMU-212 e -
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Obr. 8: Chemické struktury, ¢islo CAS, trivialni a strukturni nazvy derivati stilbenu.
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2.2.1. Vliv derivati stilbenu na transkrip¢ni aktivitu AhR

Nejprve byly provedeny konvenéni MTT testy pro stanoveni cytotoxicity derivati
stilbent na bunécnou linii AZ-AhR, ktera je odvozena od HepG2 bunck. AZ-AhR bunky byly
inkubovany 24 h s testovanymi latkami (A-M) v koncentracnim rozsahu 10 nM az 100 pM,
negativni kontrolou (0,1% DMSO) a pozitivni kontrolou (Triton X-100). Na zakladé téchto dat
byla pro dalsi in vitro experimenty pouzita nejvyssi koncentrace testovanych latek 50 uM
(Obr. 9).

Vliv derivati stilbenti na transkripcni aktivitu AhR byl testovan na stabilné transfekované
bunéénd linii s reportérovym genem pro AhR (AZ-AhR). V tomto pfipadé byly bunky
inkubovany 24 h s testovanymi latkami v koncentracnim rozsahu 10 nM az 50 pM za absence
(agonisticky mdd) a v pfitomnosti (antagonisticky mod) modelového agonisty TCDD (2,3,7,8-
tetrachlordibenzo-dioxin) o koncentraci 5 nM. Primérna indukce luciferazové aktivity
zpisobena 5nM TCDD byla namétfena jako 1953 ndsobek indukce vztazené k negativni
kontrole (0,1% DMSO). VSechny testované derivaty stilbenu urcitym zpusobem aktivovaly
AhR, avsak jejich potence, tedy schopnost latky vyvolat méfitelnou funkéni zménu (ECs),
ucinnost, tedy mira tvorby komplexu ligand-receptor (nasobek indukce) a profil zavislosti
koncentrace a Gi¢inku se podstatné lisili (Obr. 10).

Podle velikosti indukce testovanych latek o koncentraci 50 uM mizeme latky rozdélit do
tfi skupin podle porovnatelné ucinnosti (aktivity): silné aktivujici (nasobek indukce > 100; D, G,
H, J, M) stfedné aktivujici (nasobek indukce 10-100; A, B, I, K) a slab¢ aktivujici (nasobek
indukce < 10; C, E, F, L). Hodnota poloviny maximalni G¢inné koncentrace (ECsy) se
pohybovala v rozmezi od 3,4 uM do 28 uM. Obecné lze fici, ze zde dochazi k inverzni korelaci
mezi potenci a UCinnosti, coZ je bézné pro parcialni agonisty, ktefi nevyvolavaji maximalni
odezvu ani pii obsazenosti vSech receptorl. VétSina testovanych stilbeni zptisobovala se
vzristajici koncentraci vyssi aktivaci AhR. Pfi koncentraci 50 uM dosahly plato latky B, F, I, K,
L nebo zlstaly rostouci latky A, D, G, H. Testovana latka E aktivovala AhR pouze pii
koncentraci 5 uM (25x%) a latka C aktivovala AhR pouze zanedbatelné (2x%).

V antagonistickém modu, kde byly latky inkubovany spole¢né s modelovym agonistou
TCDD, inhibovaly AhR vSechny testované derivaty stilbenu (Obr. 11). Hodnota poloviny
maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICsy) se pohybovala v rozmezi od 1 uM do 25 pM. Jednotlivé
testované latky tvoftily riizné profily zavisloti koncentrace a ucinku: sigmoidni profil (A, B, C,
F, H, J, K, L, M), profil obracen¢ho pismena U (I, K) nebo atypické profily (D,G,E) odhalujici

jak agonisticky, tak antagonisticky G¢inek testovanych latek.
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Cytotoxicity in AZ- AhR
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Obr. 9: Cytotoxicita derivatu stilbenu (A-M) na bunéénou linii AZ-AhR. Viabilita bunék byla zjisténa pomoci
MTT testu, kde byla méfena absorbance pfi 540 nm. Data jsou vyjadfeny jako procenta viability vztazené ke

kontrolnim bunikdm a pfedstavuji primérnou hodnotu + SD reprezentativnich experimentti.
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Obr. 10: Vliv derivati stilbenii (A-M) na transkripéni aktivitu AhR - agonisticky mod. Data jsou vyjadieny jako

nasobek indukce luciferazové aktivity (fold induction) vztazeny k negativni kontrole (DMSO) a ptedstavuji

prumérnou hodnotu + SD reprezentativnich experimentii. Ve vlozené tabulce je prezentovana hodnota poloviny

maximalni u¢inné koncentrace (ECsg), vypocitana ze tfi nezavislych bunéénych pasazi a Gc¢innost latek v procentech.

Horizontalni sloupcovy graf porovnava uéinnost testovanych latek pii 50 uM koncentraci.
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Inhibition of AhR in AZ-AhR
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Obr. 11: Vliv derivata stilbeni (A-M) na transkrip¢ni aktivitu AhR - antagonisticky mod. Data jsou vyjadieny

jako procenta maximalni indukce dosazené TCDD a piedstavuji primérmou hodnotu + SD reprezentativnich

experimentti. Ve vloZené tabulce je prezentovana hodnota poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICsq)

vypocitana ze tff nezavislych bunéénych pasazi.

26



2.2.2. Vliv derivati stilbenu na expresi CYP1A1 v HepG2 buiikach

Utinek hydroxystilbenii a methoxystilbenii na expresi cytochromu P450, CYPIA1 byl
v HepG2 bunkach studovéan jak na Grovni genu (mRNA), tak na trovni proteinu (Obr. 12).
HepG2 bunky byly inkubovany spolecné s testovanymi latkami o koncentraci 50 pM po dobu
24 h pro mRNA analyzu a 48 h pro analyzu na tGrovni proteinu. Buiiky byly také inkubovany
s 0,1% DMSO, jako negativni kontrola (UT) a 5nM TCDD jako pozitivni kontrola. Primérna
indukce CYP1A1 mRNA zptsobena TCDD ve tfech po sob¢ jdoucich pasazich bunék byla 605
nasobn¢ vys$i nez negativni kontrola, Podle velikosti indukce CYP1A1 mRNA zptisobené
testovanymi latkami o koncentraci 50 uM je mlzeme rozliSit na silné¢ indukujici (nasobek
indukce > 100; D, G, H, J) a slabé indukujici (nasobek indukce 10-100; B, F, I, L, M).
Naurovni proteinu byla primérnd indukce CYP1A1l zpiisobena TCDD ve tfech po sob¢

jdoucich pasazich bun€¢k 13 néasobnd. Vyznamnou indukci CYP1Al na proteinové Urovni

vyvolaly testované latky G (13x), H (9%) aJ (2,5%).

CYP1A1 induction in HepG2
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Obr. 12: Vliv derivati stilbenu na expresi CYP1A1 v HepG2 buiikiach. HepG2 buiky byly inkubovany
s testovanymi latkami (A-M) o koncentraci 50 pM; 0,1% DMSO (UT) a 5SnM TCDD. Data jsou vyjadieny jako
nasobek indukce luciferazové aktivity (fold induction) vztazeny k negativni kontrole (DMSO) a pfedstavuji
prumérnou hodnotu + SD z experimentii provedenych ve dvou po sobé jdoucich bunéénych pasazich. Horni graf
znazoriiuje qRT-PCR analyzu CYP1A1l mRNA. Data jsou normalizovany na uroven GAPDH mRNA. Spodni graf
znézoriiuje analyzu proteinu CYP1AI pomoci Simple Western Blotting Sally Sue™. Data jsou normalizovany na

uroven fB-aktinu.
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2.2.3. Vliv derivati stilbenu na tvorbu komplexu AhR-DNA

Pomoci testu posunu elektroforetické mobility (EMSA) bylo zjistovano, jakou roli hraji
studované latky pii vazbé AhR do vazebného mista jaderné DNA, ke které dochazi po aktivaci
AhR ligandem. Vyznamna tvorba komplexu AhR-DNA byla pozorovana v jadernych extraktech
z bun¢k inkubovanych s testovanymi latkami K, G, H, M, I a F. Niz§i mira tvorby komplexu

byla zaznamenana u latek B, C a E (Obr. 13).

e Ut TCDD A B ] K G H D ur L M C E F
DMA binding
AhR/ARNT
e e -
1T
Free prabe
DRE-biot + + + + + + + + + + + + + + + + +
DRE-unlabelled = z P = = Z < = + 2 E 3 = - e z +
(200%)

Obr. 13: Vliv derivati stilbenu na tvorbu komplexu AhR-DNA (EMSA). MCF-7 buriky byly ve 100% konfluenci
inkubovany 2 h s testovanymi latkami (A-M) o koncentraci 50 uM, rozpoustédlem 0,1% DMSO (UT) jako negativni
kontrola a 5nM TCDD jako pozitivni kontrola. Jaderné extrakty byly inkubovany se sondou znacenou biotinem
obsahujici dioxin responzivni element (DRE) a podrobeny elektroforéze v 5% polyakrylamidovém gelu. Komplex
proteinu a DNA byl elektricky blotovan na pozitivné nabitou nylonovou membranu a detekovan pomoci konjugatu
streptavidinu s kfenovou peroxiddzou a chemiluminiscentnim substratem. Experiment byl proveden ve ctyfech

nezavislych bunéénych pasazich; ukazan je reprezentativni experiment.

2.2.4. Vliv derivata stilbenu na expresi CYP1A1 a CYP1A2 v primarnich
lidskych hepatocytech

K tomuto experimentu byly vyuzity primarni lidské hepatocyty ziskdné od péti riznych
darct tkani (HH65, HH66, HH71, Hep200525 a Hep200529). Primarni kultury byly inkubovany
s testovanymi latkami po dobu 24 h pro analyzu mRNA a 48 h pro analyzu proteind. Pozitivni
kontrola TCDD zptsobila indukci CYP1A1/CYP1A2 na tirovni mRNA v kulturach lidskych
hepatocyti  HH6 (543%x/54x), HH66 (189%/179%), HH71 (1020%/122%), Hep200525
(702%x/461x) a Hep200529 (454x/202x). Mira u¢inku testovanych latek na expresi CYP1A gend
byla ovlivnéna individualni variabilitou v zavislosti na konkrétnich lidskych hepatocytech.
Derivaty stilbenu A, C a M neidukovaly CYP1A geny ani v jedné kultuie hepatocytd. Latky B,
G, I a H slabé indukovaly CYP1A geny, ale pouze pii 100 uM koncentraci a pouze v jedné
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kultufe hepatocyt. Slaba indukce CYPI1A genl zpisobend nejméné ve trech kulturdch
hepatocytli byla pozorovana u latek E, Ka L. Silna indukce CYP1A1l a CYP1A2 mRNA
v zavislosti na koncentraci byla vyvolana derivaty stilbenu D, F a J (Obr. 14)

Analyza proteini CYP1Al a CYP1A2 byla provedena ve tfech primarnich kulturach
lidskych hepatocytii. Dioxin zvySil hladinu proteint CYP1A1/CYP1A2 v hepatocytovych
kulturach HH71 (22x/18x), Hep200525 (30%/45x) a Hep200529 (37%/22x). Vyznamné indukce
CYP1A1l a CYP1A2 proteinii bylo dosazeno piisobenim latek D, F a J, coz koreluje s mRNA
analyzou (Obr. 15).
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Obr. 14: Vliv derivata stilbenu na expresi CYP1A1 a CYP1A2 na trovni mRNA v primarnich kulturach
lidskych hepatocyti. Buiiky byly inkubovany 24 h s testovanymi latkami (A-M) o koncentraci 10 uM a 100 uM;
0,1% DMSO (UT) a 5nM TCDD. Sloupcové grafy piedstavuji qRT-PCR analyzu exprese CYP1Al a CYP1A2
mRNA. Data pfedstavuji primérnou hodnotu + SD z méfeni v triplikatech u kazdé kultury a jsou vyjadfeny jako
nasobek indukce vztazeny k negativni kontrole DMSO (UT). Data jsou normalizovany na urovein GAPDH mRNA.
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Obr. 15: Vliv derivati stilbenu na expresi CYP1A1 a CYP1A2 na urovni proteinu v primarnich kulturach
lidskych hepatocyti. Bunky byly inkubovany 48 h stestovanymi latkami (A-M) o koncentraci 100 uM;
0,1% DMSO (UT) a 5nM TCDD. Sloupcové grafy predstavuji Simple Western blot analyzu proteini CYP1ALl
aCYP1A2. Data jsou vyjadfeny jako nésobek indukce vztaZzeny k negativni kontrole DMSO (UT) a jsou

normalizovany na uroven f-aktinu. K obrazku je vlozen ilustrativni zdznam ze zatizeni Sally Sue.
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3. Diskuze

3.1. Vliv anthokyanidinii na transkrip¢ni aktivitu jadernych a steroidnich

receptoru

Jiz dfive bylo zjisténo, Ze anthokyanidiny ovliviiuji transkripcni aktivitu nékterych
receptortl (Jia at al., 2013; Kamenickova et al., 2013a, 2013b), schazela vSak komplexni studie
popisujici §irsi rozsah receptort. Proto se tato prace zamétuje na prizkum potencialniho vlivu
nejbéznéjsich anthokyanidinii na transkripéni aktivitu dvou skupin receptord — jaderné
asteroidni. Pomoci tranzientné nebo stabilné¢ transfekovanych bunécnych liniich
s luciferazovym reportérovym genem (gene reporter assay) bylo zji§téno, ze v agonistickém
moédu zadny z testovanych anthokyanidinti vyznamné neovlivituje indukci luciferdzové aktivity
jak u jadernych, tak u steroidnich receptorovych bunéénych linii (viz Obr. 6 a7). Obdobné ani
v antagonistickém modu testované latky nezptisobovali vyraznou zménu luciferazové aktivity
u steroidnich receptorti, pfesto bylo pozorovdno urcité kolisani luciferazové aktivity (viz
Obr. 7). V ptipadé jadernych receptorti byl v antagonistickém modu zjistén mirny pokles
luciferazové aktivity po aplikaci testovanych latek (viz Obr. 6). Luciferazova aktivita klesala
v zavislosti na koncentraci testovanych latek. Nejvyssi koncentrace anthokyanidind zptsobily
pokles pod polovinu aktivace modelovym agonistou. Tato zjisténi ukazuji, Ze nejbéznéji se
vyskytujici anthokyanidiny (kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin a peonidin) neovliviiuji
podstatnym zplisobem transkripéni aktivitu jak jadernych, tak steroidnich receptorti. Vyjimku
predstavuje potencialni inhibice transkripéni aktivity jadernych receptorti indukovanych jejich
ptirozenymi ligandy.

Nekteré nedavné studie popisuji priznivy vliv anthokyanidinii na rakovinu prostaty
zahrnujici rizné mechanismy, které nejsou zavislé na AR. Kyanidin snizuje expresi genu
cyklooxygenazy 2, coz vede k snizeni tvorby prostaglandinti (Munoz-Estada & Watkins, 2006).
Delfinidin indukuje apoptdézu bunék rakoviny prostaty jak u bunék zavislych, tak u nezavislych
na androgenu. Princip spociva v aktivaci kaspaz a také tento efekt miize podporovat inhibice
signalni drahy jaderného receptoru kappa B (Bin Hafeez et al., 2008). Kyanidin-3-glukosid
a pelargonidin-3-glukosid snizuji hladinu cyklidnu D1 a inhibuji rst bun€k rakoviny prostaty
v G1 fazi bunééného cyklu (Long et al., 2013).

Dalsi protektivni G€inky anthokyanidind byly ukazany ve studii zabyvajici se extraktem
ze zimolezu modrého, ktery vykazoval ochranné u¢inky pfi chemicky indukované hypertyredze
u laboratornich krys. Pfedpokladanym mechanismem ucinku je naruseni TR signélni dréhy
anthokyanidiny (Park et al., 2016). Delfinidin a kyanidin byly oznaeny jako slabé ligandy
VDR a také slabé aktivatory VDR u tranzietné transfekovanych keratinocytt (Hoss et al., 2013;

Austin et al, 2014). Existuje také velké mnozstvi zprdv o estrogennich uCincich
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anthokyanidinl, avSak vazebna afinita k ERa je az 20 000% niz$i nez estradiolu (Schmitt &
Stopper, 2001). Estrogenni ucinek anthokyanidini bez ohledu na resveratrol (Klinge at al.,
2003) a alkohol (Simoncini et al., 2011) byl také popsan u extrakti z ¢ervené¢ho a bilého vina.
Utinek anthokyanidini na ER je vSak kontroverzni. Zatimco nékteré studie ukazuji, Ze se
anthokyanidiny vazi na ER a aktivuji jej (Chalopin et al., 2010; Nanashima et al., 2015), jiné
studie demonstruji estrogenni ucinek ptes aktivaci AMP kinazy, ktery neni zavisly na ER (Park

at al., 2015).

3.2. Vliv hydroxystilbenii a methoxystilbenii na aktivitu AhR a indukci
CYP1A genu v jaternich nadorovych buiikach a primarnich lidskych
hepatocytech

Pii této studii byl popsan ucinek tiinacti riznych derivati stilbenu A-M (Obr. 8) na
transkripcni aktivitu AhR a expresi CYP1A genti v lidskych jaternich buiikach. V zavislosti na
koncentraci vykazovala veétSina testovanych latek aktivaci AhR v testech s luciferazovym
reportérovym genem (gene reporter assay). Zatimco aktivace AhR zplisobena derivaty stilbenu
B, F, I, J, Ka L dosahla plato, kiivka zavislosti Gi¢inku na koncentraci méla stale vzestupny
charakter u latek A, D, G, H a M i v nejvyssi testované koncentraci. V kazdém piipadé nejvyssi
hodnota (~10°M) poloviny maximalni u¢inné koncentrace (potence, ECsy) ukazuje spise na
nepiimy ucinek derivatd stilbenu na AhR nez na pfimy disledek tvorby komplexu receptoru
s ligandem. VSechny testované latky také vykazovaly antagonistickou aktivitu na AhR, ale
jejich profil zavislosti koncentrace a €inku se podstatné liSil: sigmoidni kiivka (A, B, F, H, J,
L, M), kiivka obracené¢ho pismena U (LK) a atypicka kiivka (D,G,E). Testy s luciferazovym
genovym reportérem odhalily kombinaci agonistického a antagonistického ucinku derivatt
stilbenu nebo jejich parcialné agonisticky ucinek. Latka C nevykazovala zadnou aktivitu, coz je
jediny derivat stilbenu, ktery ma nasycenou ethanovou strukturu misto nenasycené ethenové.
Zda se tedy, Ze pritomnost ethenové struktury je nezbytna pro aktivaci AhR. Co se tyce cis
atrans isomert derivati stilbenu (pary A-B, G-H, J-K), nebyly mezi nimi systematicky
pozorovany rozdily v aktivité vi¢i AhR. Derivat stilbenu E aktivoval AhR pouze pfi
koncentraci 5 uM (25x), kdezto latka D se jevi jako nejsilnéjsi aktivator AhR ze vsech
testovanych derivati stilbenu. To je zajimavé, jelikoz obé€ tyto latky jsou pozi¢ni isomery trans-
tetramethoxystilbenu (E = 2,4,3",5'-; D = 3,4,5,4’-). Obecné byla pozorovana mnohem vyssi
potence, avSak ne uc¢innost, methoxylovanych stilbenti v porovnani s jejich hydroxylovanymi
protéjsky. Ptikladem jsou latky A vs. J a B vs. K.

Vsechny derivaty stilbenu, kromé latky C, indukovaly CYP1A1 v jaternich nadorovych
bunkach HepG2 a to tak, Ze velikost exprese mRNA CYP1A1 byla srovnatelnd s aktivaci AhR

32



v testech s luciferazovym genovym reportérem. Na rozdil od toho, indukce CYP1A1 a CYP1A2
v kulturach lidkych hepatocyti neodpovidaly zcela G¢inkiim derivati stilbenu v HepG2 ani
v AZ-AhR bunkach, pouze u nékterych latek. Tento nesoulad mohou vyvolavat zejména tyto
dvé skuteCnosti: 1) Interindividudlni variabilita — kultury primarnich lidskych hepatocytii jsou
pfipravovany =z jaterni tkan¢ darct rtzného ve&ku, pohlavi, rasy, epigenetického vlivu,
fyziologického a patologického stavu (Dvorak, 2016). Bunky se tak na molekularni bazi 1isi
v expresi a funkci enzymil biotransformace faze I/IL, transportéri xenobiotik a regulacni drahy
detoxifikace. Tyto rozdily v indukcich enzymi CYP1A jsou v této studii ziejmé, proto bylo
vyuzito péti riznych kultur primarnich lidskych hepatocytl pro snizeni vlivu interindividualni
variability a spolehlivé interpretaci dat. 2) Metabolicky aparat — na rozdil od bunck rakoviny
jater, primarni hepatocyty jsou =z hlediska intermedidrniho metabolismu a metabolismu
xenobiotik vybaveny komplexnim plné funkénim metabolickym aparatem. Molekularni uc¢inek
testovanych latek také mohou ovliviiovat jejich metabolity, které vznikaji ve fazi I a II
biotransformace. Metabolity mohou vést k aktivaci nebo inaktivaci zkoumaného bunécného cile
(Dvoték, 2016). V této studii byly pozorovany podstatné odli$nosti mezi burikami rakoviny jater
a lidskymi hepatocyty. Nejsilngj$imi aktivatory AhR (v AZ-AhR bunkach) a induktory
CYPI1AL1 (v HepG2 bunkach) byly derivaty stilbenu D, G, H a J. Zatimco latky D a J zlstaly
silnymi induktory CYP1A1/CYP1A2 v primarnich kulturach lidskych hepatocytd, latky G a H
svij ucéinek ztratily. Strukturné jsou totiz latky D a J plné¢ methoxylované derivaty stilbenu,
kdezto G a H jsou plné hydroxylované derivaty stilbenu. Pravdépodobnym vysvétlenim snizeni
ucinku latek G a H by mohla byt jejich inaktivace pti glukoronidaci, kterd probiha v lidskych
hepatocytech a je popsana pro latku G zde (Setoguchi etl al., 2014). Testovana latka F byla
nejslabsim aktivatorem AhR a nejslab$im induktorem CYP1A1 mRNA v HepG2 bunkach,
avSak velmi silnym induktorem CYP1A1/CYP1A2 na urovni mRNA i proteinu v nékolika
kulturdch lidskych hepatocytt. Strukturné je tato latka jedind mono-substituovana ze vSech
tfinacti testovanych derivath stilbent. Jelikoz je hydroxylace benzenového jadra obvyklym
metabolickym vzorcem aromatickych sloucenin, je pravdépodobné, ze latka F se stava
induktorem CYPIA az v lidskych hepatocytech metabolickou aktivaci zahrnujici hydroxylaci

benzenového jadra.
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4. Zavér

V prvni studii byl zkouman vliv nejbéznéjsich anthokyanidind vyskytujicich se v ptirode
(kyanidinu, delfinidinu, malvidinu, pelargonidinu a peonidinu) na transkripéni aktivitu
jadernych (VDR, RXR, RAR, PXR a TR) a steroidnich receptort (PR, ER, AR a GR)
v nadorovych bunécnych liniich. Obecné mlzeme fici, ze zadny z testovanych anthokyanidini
ani vjedné bunécné linii nezplsobil dramatické zmény v luciferazové aktivité, tedy jak
v indukci (agonisticky mod), tak v inhibici (antagonisticky mod) transkripéni aktivity.

V piipadé druhé studie byla demonstrovana aktivace AhR a indukce CYPIA geni
strukturné odlisSnymi hydroxylovanymi a methoxylovanymi derivaty stilbenu, véetné jejich
cis/trans izomerd. Indukce CYP1A se liSila u nadorovych HepG2 bunék a u lidskych
hepatocytl nejspiSe kvili narusenému metabolismu nadorovych bunék. Zatimco mezi cis
a trans isomery stilbenti nebyly pozorovany systematické odliSnosti, methoxylované derivaty
byly siln€jSimi aktivatory AhR v porovnani s hydroxylovanymi.

Anthokyanidiny a derivaty stilbenu jsou latky vyskytujici se v ovoci, zelenin€ a jinych
plodech. Nedavné objevy klicové role AhR ve stfevni fyziologii a imunité (Schiering et al.,
2017; Qiu et al., 2012; Li et al., 2011) naznacuji, Ze data ziskand v této studii mohou mit

toxikologicky vyznam v oblasti potravin a prohloubit znalosti v tomto odvétvi.
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5. Seznam pouZitych zkratek

22Rv1- bunééna linie odvozena od karcinomu prostaty
AhR - aryl hydrokarbonovy receptor

AMP - adenosinmonofosfat

AMPK - protein kinaza aktivovana AMP

AR - androgenovy receptor

ARNT - AhR jaderny translokator

cisRA - kyselina 9-cis retinova

CYP - cytochrom P450

DEX - dexametazon

DHT - Sa-dihydrotestosteron

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DRE - dioxin responzivni element

E2 - 17B-estradiol

ECs - hodnota poloviny maximalni u¢inné koncentrace
EMSA - electrophoretic mobility shift assay, test posunu elektroforetické mobility
ER - estrogenovy receptor

ERK - signalem regulované extracelularni kinazy

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

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GR - glukokortikoidni receptor

GRE - glukokortikoidni responzivni element

HEK293 - bunééna linie odvozena od embrionalnich bunék ledvin
HeLa - bunécna linie odvozeni od nadoru délozniho hrdla
HepG2 - bunééna linie odzvozena od rakoviny jater

HH - lidské hepatcyty

HuH7 - bunécna linie odzvozend od hepatokarcinomu
ICs4 - hodnota polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
LS180 - bunécna linie odvozena od adenokarcinomu tlustého stfeva
MAPK - mitogenem aktivovana protein kinaza

MCF-7 - bunécna linie odvozena od nadoru prsu

MR - mineralokortikoidni receptor

mRNA - messenger ribonukleotidova kyselina

MTT - 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

35



NAD(P)H - fosforylovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

OATP - organic anion transporting peptides, peptidy transpotujici organické anionty
P4 - progesteron

PAH - polycyklicky aromaticky uhlovodik

PPAR-alpha - peroxisome proliferator-activated receptor-aplha

PR - progesteronovy receptor

PXR - pregnanovy X receptor

gqRT-PCR - kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case
RAR - receptor kyseliny retinové

RIF - rifampicin

RXR - retinoidni X receptor

SD - smérodatna odchylka

SIR - sirtuiny

SP600125 - 1,9-pyrazoloantron

T3 - 3,3,5-trijodo-L-thyronin

T3 - trijodothyronin

T47D - bunécna linie odvozena od rakoviny prsu

TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-dioxin

TR - thyroidni receptor

transRA - kyselina all-trans retinova

TSU-16 - (2)-3-[(2,4-dimethylpyrrol-5-yl)methylidenyl]-2-indolinon
U0126 - 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadien
UT - untreated, bez aplikace latky

VD3 - 1,25-dihydroxyvitamin D3

VDR - receptor vitaminu D

XRE - reseponzivni element pro xenobiotika
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