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1. Uvod

Lidské télo pfichazi denné do styku s nepfebernym mnozstvim exogennich latek, které ho
mohou riznym zpiisobem ovliviiovat. Tyto latky mohou své ucinky na bunécéné trovni realizovat
prostfednictvim riznych proteini. Cetnym cilem exogennich latek, jinak Feeno xenobiotik, je
aryluhlovodikovy receptor. Ten miize byt aktivovan fadou latek, od environmentalnich polutantli pies
pfirodni latky az po mikrobialni metabolity. Pfestoze byl tento protein plivodné popsan jako
xenoreceptor zprostiedkujici ucinky 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu a jinych polutantti a jeho
fyziologicka role byla nejasna, je dnes vice nez evidentni, ze ma velky vyznam v homeostazi kize,
traviciho traktu ¢i v imunitnim systému. Deregulace signalizace timto receptorem se zde, dle
soucasnych poznatktli, miize projevovat naptiklad rozvojem autoimunitnich chorob.

V této souvislosti lze vSak uvaZovat i o vyuziti receptoru jako terapeutického cile, za
predpokladu, ze dané latky nebudou vykazovat toxické Uc¢inky, které jsou pro fadu tzv. klasickych
ligandi tohoto receptoru charakteristické. Jelikoz byla popsana fada ligandi mezi flavonoidy a jinymi
pfirodnimi latkami, je piithodné v tomto sméru obratit pozornost k rostlindm a produktim jejich
metabolismu.

Tato prace si klade za cil prozkoumat terapeuticky potencial AhR-aktivnich pfirodnich latek

obsazenych v esencialnich olejich.



2. Cile prace

Cilem této prace je analyza vlivu minoritnich slozek jasminového esencidlniho oleje na
transkripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru metodou Reporter gene assay, dale pak
charakterizace vlastnosti vybrané komponenty esencialniho oleje ve vztahu k receptoru — hodnoceni
schopnosti indukovat typicky cilovy gen cytochrom P450 1A1, a dale analyza vlivu dané slozky na

aryluhlovodikovy receptor a jeho dimeriza¢niho partnera.



3. Literarni prehled

3.1. Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandy-aktivovany transkripéni faktor, ktery nalezi do
rodiny Per-ARNT-Sim (PAS) proteind, jeZ se podili na integraci podnéti z prostiedi (Gu et al., 2000).
AhR byl plvodné identifikovan jako  receptor  zprostfedkujici  toxické  uCinky
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (TCDD),  vedlejsiho  produktu  syntézy  herbicidu
2,4 5-trichlorfenoxyoctové kyseliny (Poland et al., 1976).

Gen kodujici receptor je lokalizovan na chromozomu 7p21 (Ema et al., 1994) a je tvofen
celkem 11 exony (obrazek 1A). Receptor je exprimovan takika ve vSech tkanich, pficemz nejvyssi
mnozstvi je v plicich, placenté a sleziné (Yamamoto et al., 2004). Je obecné pfijimano, Ze mira
exprese AhR v dané tkani reflektuje vyuziti této signalni drahy (Abel et Haarmann-Stemmann, 2010).
Vysoka exprese v tkdnich, které ptichazeji do styku s podnéty z vnéjs$iho prostiedi, vypovida o jeho

chemoprotektivni funkci.

A
) PAS L
bHLH \BD Q
— — —

5' _E’x1 ExZ2 Ex3 Exd4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9 Ex10 Ex11 3’
—{TS HHF {1
B

33 87 1M 273 275 386 490 TAD 805

1—|bHLH— PAS A PAS B et aCidic Q P/S/T =848

Obrazek 1: Struktura AhR. A — struktura lokusu (upraveno podle Cauchi et al., 2001), B — struktura proteinu (upraveno podle
Schulte et al., 2017). PAS — Per-ARNT-Sim doména, bHLH — basic helix-loop-helix doména, LBD — ligand-vazebna doména, Q — sekvence
bohata na glutamin, Ex1-11 — exony 1-11, ATG — START kodon, TAD - transaktiva¢ni doména, acidic — sekvence kyselych aminokyselin,

P/SIT — sekvence bohata na prolin/serin/threonin.



AhR je tvofen 848 aminokyselinovymi zbytky a sklada se z nékolika funk¢nich domén
(obrazek 1B). Domény maji vyznam pro interakci S jinymi proteiny (viz kapitola 3.1.1.). VV N-koncové
¢asti se nachazi tzv. bHLH (basic helix-loop-helix) doména — tvofi ji sekvence bazickych
aminokyselin, nasledovana dvéma o-helixy propojenymi smyckou, ktera zprostiedkovava vazbu na
DNA. Tato doména je konzervovana napfi¢ eukaryoty a je pfitomna v proteinech ucastnicich se
riznych vyvojovych procesi (Jones, 2004). Soucasti N-terminalni ¢asti je také jaderny lokaliza¢ni
ajaderny exportni signal (Tkuta et al., 1998). Dalsimi funk¢énimi prvky receptoru jsou dvé PAS
domény, PAS-A a PAS-B, ty se spole¢né¢ s bHLH doménou tucastni dimerizace s ARNT (aryl
hydrocarbon nuclear translocator) (Gu et al., 2000). Rovnéz HSP90 (heat shock protein 90) vyzaduje
pro vazbu bHLH a PAS domény (Fukunaga et al., 1995). PAS-B se tc¢astni vazby ligandu (Fukunaga
et al., 1995). C-koncova zoOna, tzv. transaktivacni, obsahuje sekvenci bohatou na kyselé
aminokyseliny, na glutamin a na prolin/serin/threonin, kde dochazi k vazbé koaktivatori (Jain et al.,
1994; Ko et al., 1997). Rizné ligandy zpusobuji v riznych bunéénych typech asociaci s riznymi
koaktivatory (Zhang et al., 2008).

AhR vaze hydrofobni nizkomolekularni latky exogenniho ptivodu Sirokého spektra chemické
struktury, od planarnich aromatickych uhlovodiki (halogenovanych a polyaromatickych), jez jsou
povazovany za tzv. klasické ligandy, aZz po piirodni latky ¢i metabolity arachidonové kyseliny
(Denison et Nagy, 2003). Mnoho ligandi se nachazi mezi ptirodnimi polyfenoly, jako jsou resveratrol,
quercetin nebo kurkumin. Tyto latky vykazuji jak agonistické, tak antagonistické Gc¢inky véetné
selektivnich modulaénich G¢inki (Xue et al., 2017).

Receptor byl dlouho povazovan za tzv. sirotCi receptor, tedy receptor s nezndmym ¢i
neexistujicim fyziologickym ligandem, pfestoze prace o pritomnosti tryptofanovych fotoproduktt se
silnou afinitou vi¢i AhR, tedy potencialnimi ligandy, se datuji do 80. let minulého stoleti (Rannug
etal., 1987). V roce 1995 pak byla popsina sloucenina, ktera ma znich nejvySsi afinitu,
6-formylindol[3,2-b]karbazol (FICZ) (Rannug et al., 1995). Vyznam tryptofanovych fotoproduktt
jako ptirozenych ligandi zacal byt obecné pfijiman aZ mnohem pozdéji (Nguyen et Bradfield, 2008).
Methylester kyseliny 2-(1‘H-indol-3‘-karbonyl)-thiazol-4-karboxylové (ITE), ktery byl izolovan
z praseci plicni tkang, je diky jeho velké afinité vii¢i AhR rovnéz povazovan za potencialni endogenni
ligand, jeho vyznam v organismu je vSak zatim nejisty (Song et al., 2002; Henry et al., 2006).
K endogennim, ale nizkoafinitnim latkdm vdazajicim se na AhR patfi takové latky jako indigo,

indirubin nebo kynurenin (Hubbard et al., 2015a).

3.1.1.Signalni draha AhR
AhR je pfitomen v cytosolu v komplexu s dvéma HSP90, AIP (AhR interacting protein) a p23.
AIP se podili na ochrané receptoru pied ubikvitinaci (Kazlaukas et al., 2000). HSP90 brani samovolné

vazbé AhR na DNA aumoziiuje vazbu ligandu (Pongratz et al., 1992), ko-chaperon p23 umoziiuje



AhR reagovat na ligand (Kazlaukas et al., 1999). Spole¢né se pak komplex HSP90 a p23 ucastni
intracelularni lokalizace AhR (Kazlaukas et al., 2001).

Vazbou ligandu na receptor dochazi k translokaci do jadra a dimerizaci s ARNT, spole¢né pak
spousti transkripci cilovych geni receptoru (obrazek 2). Heterodimer AhR-ARNT rozeznava sekvenci
5¢-TINGCGTG-3* (kde ,N*“ znaci kterykoliv nukleotid), nazyvanou XRE (xenobiotic response
element) pfi¢emz AhR se vaze do 5-‘T/NGC-3¢, zatimco ARNT do 5°-GTG-3° (Swanson et al., 1995).
Signalni draha je ukonéena proteasomalni degradaci receptoru (Davarinos et Pollenz, 1999).

Gen pro cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) je prototypem cilového genu AhR (Whitlock, 1999).
AhR téZ reguluje expresi represoru AhRR (AhR repressor), ¢imz negativné zpétnovazebné reguluje
vlastni signalizaci. D&je se tak kompetici s AhR 0 vazbu na ARNT, jelikoz je AhRR strukturné
podobny AhR s vyjimkou domény PAS-B, ktera u AhRR chybi, a nemtize tak vazat ligand (Mimura et
al., 1999). Dalsim cilovym genem s podobnou funkci je TCDD-indukovatelna poly-ADP-riboza-
polymeraza (Ma et al., 2001), ktera se ucastni transkripéni represe AhR (MacPherson et al., 2013).

Mimo tuto klasickou, tzv. kanonickou drahu, funguje AhR téz jako E3-ubikvitin ligaza

v komplexu CUL4B (Ohtake et al., 2007).
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Obrazek 2: Signalni draha AhR (upraveno podle Monostory et al., 2009). Vazbou ligandu na receptor dochazi k disociaci pfidruzenych

proteint (1), AhR vstupuje do jadra a v komplexu s ARNT spousti transkripci cilového genu (2), zde genu pro CYP1A1, ¢imz dochazi ke
zvySeni hladingy mRNA a nasledné i proteinu CYP1A1l (3). Dimer AhR s ARNT rovnéz indukuje expresi represoru AhRR (4), ktery
dimerizuje s AhR namisto ARNT a dalsi transkripce je utlumena (5).

AhR — aryluhlovodikovy receptor, AhRR — AhR represor, XRE — xenobiotic response element, HSP90 — heat-shock protein 90, AIP — AhR
interacting protein.



3.1.2.Role v biotransformaci

AhR indukuje koordinované regulovanou skupinu detoxifika¢nich gentli, takzvanou
aryluhlovodikovou genovou baterii, do které lze zaradit enzymy I. faze biotransformace, jako
CYP1A1 a 1A2, NAD(P)H:chinon oxidoreduktazu a aldehyddehydrogenazu 3, a téz enzymy II. faze,
jako UDP-glukuronosyltransferazu 1A6 a glutathion-S-transferazu A1 (Nebert et al., 2000). Indukce
téchto enzymtl je typickd pro expozici fadou toxickych environmentalnich polutantl, jako jsou
polychlorované dibenzo-p-dioxiny, dibenzofurany a bifenyly. Zavislost mezi chemickou strukturou
téchto latek a jejich aktivitou na receptoru vedla k ustaveni konceptu tzv. toxickych ekvivalenénich
faktorti pro odhad rizik spojenych s expozici (Safe, 2008).

AhR reguluje expresi rodiny 1 cytochromii P450, jmenovité 1A1 (Whitlock, 1999), 1A2
(Lietal,, 1998) a 1B1 (Sutter et al., 1994). Geny pro CYP1A2 a 1B1 vznikly z 1A1 genovou
duplikaci — 1A2 pied 380 miliony let, zatimco evolu¢né star$i 1B1 v obdobi pied 400-600 miliony let
(Nelson et al., 1996). Geny CYP1A1 a CYP1A2 spolu sdili dvousmérny promotor (Jorge-Nebert et
al., 2010). Substratova specifita CYP1A1 a CYP1BI se ¢aste¢né pickryva — podili se na metabolismu
planarnich polyaromatickych uhlovodikil, zatimco CYP1A2 se spiSe ucastni metabolismu arylamint
a heterocyklickych amint (Shimada, 2006). Pro CYP1A2 je charakteristickd témét vyhradni jaterni
exprese, zatimco CYP1Al a 1Bl jsou exprimovany vfadé mimojaternich tkani. CYP1Al je
exprimovan hlavné v plicich a pridusnci, CYP1B1 ma vysokou expresi v prostatické tkani, déloze,
ledvinach ¢i sleziné (Biéche et al., 2007). Enzymy metabolizuji fadu xenobiotik, jako je kofein,
theofylin, paracetamol, lidokain ¢i warfarin (Shimada, 2006). Endogennimi substraty t€chto enzymu
jsou eikosanoidy (Nebert et Karp, 2008), melatonin (Hértter et al., 2001) nebo estrogeny (Zhu et Lee,
2005).

K agonistim AhR patii produkt spalovani benzo[a]pyren (BaP) (Denison et Wilkinson, 1985).
AhR se metabolickou aktivaci pomoci CYP1A1 podili na jeho karcinogenité (Shimizu et al., 2000).

3.1.3.Role v kiizi

O vyznamu AhR v kuzi neni pochyb uz od spojeni expozice TCDD s rozvojem chlorakné
(Suskind, 1985). Kennedy et al. (2013) uvadi, Ze TCDD pozménuje expresi 40 % genu v Klastru na
chromozomu 1, které se podileji na diferenciaci pokozky.

Receptor je v kizi exprimovan v riznych bunéénych typech — keratinocytech, melanocytech,
fibroblastech ¢i sebocytech, a rovnéz také v rozptylenych imunitnich bunkach, jako jsou
Langerhansovy bunky, zirné bunky a yd T-lymfocyty (Esser et al., 2013). V keratinocytech je
signalizace receptorem nezbytna k jejich spravné diferenciaci (van de Bogaard et al., 2015). Mimoto
TCDD indukuje pfeménu mazovych Zlaz do tkané podobné keratinocytim (Ju et al., 2011). Aktivace
AhR vede také k indukci aktivity tyrosinazy, enzymu podilejicimu se na tvorbé melaninu, a rovnéz
zvySuje mnozstvi melaninu v melanocytech (Luecke et al., 2010). AhR ma vliv na integritu ochranné
kozni bariéry (Haas et al., 2016).



FICZ, pravdépodobny fyziologicky ligand receptoru, ma pro AhR signalizaci (nejen) v kuzi
velky vyznam. Jeho pfitomnost byla prokazana v extraktech z imortalizovanych keratinocytd
ozatenych UVB zafenim (Fritsche et al., 2007), tvorbu FICZ in vivo potvrzuje i skutecnost,
ze metabolity FICZ byly detekovany v lidské moci (Smirnova et al., 2016). FICZ se tvofi spontanné
z tryptofanu po ozafeni viditelnym svétlem ¢i UV zafenim a je substratem pro CYP1A1, 1A2 a 1B1,
¢imz dochazi k transientni aktivaci AhR (Wincent et al., 2009). Jiz byly popsany i potencialni drahy
tvorby FICZ na svétle nezavislé (Smirnova et al., 2016, obrazek 3).

Ligandy AhR mohou produkovat také mikroorganismy osidlujici kizi. Patogenni kvasinky
rodu Malassezia (Malassezia sp.) jsou schopny vytvafet FICZ, indol[3,2-b]karbazol (ICZ) a indirubin.
Také u jinych produktd téchto kvasinek byla prokazana aktivace AhR, jmenovit¢ u malassezinu
a pityriacitrinu (Magiatis et al., 2013).

AhR se zda byt slibnym terapeutickym cilem pro lé¢bu zanétlivych onemocnéni ktize. Uhelny
dehet, jenz se historicky pouzival pro 1écbu atopického ekzému, aktivuje AhR, indukuje diferenciaci
epidermalnich bunék, obnovuje tvorbu proteint kozni bariéry a snizuje typické projevy ekzému (van
de Bogaard et al., 2013). Podobné projevy byly pozorovany pti aplikaci FICZ ¢i klinicky uzivaného
sojového dehtu (Tsuji et al., 2017). Také indol-3-aldehyd, mikrobialni metabolit tryptofanu, snizuje
zanét spojeny s atopickym ekzémem a jeho pfitomnost je asociovana s fyziologickym stavem kiize
(Yuetal., 2019).

FICZ snizuje zanét v koznim $tépu pacientti S lupénkou, zatimco antagonista AhR, slou¢enina
CH-223191 zanét zvySuje. Zanétlivou reakci, dle Di Meglio et al. (2014), zde zprostiedkovaji
predevsim keratinocyty, z mensi ¢asti kozni fibroblasty.

V soucasné dobé je vyvijen piipravek snazvem tapinarof pro lécbu atopického ekzému
(Peppers et al., 2019) a lupénky (Robbins et al., 2019), u né¢hoz je deklarovan mechanismus u¢inku
skrz AhR.

Monoaminoxidaza

Tryptamin i Indol-3-octova kyselina

Try pt:::fa n-

dekarboxylaza Aldehydoxidaza

Svétlo nebo H.O,

Try P"Lﬂfaﬁ —_— Indol-3-acetaldehyd
Oxi |d aza {
L-aminokyselin !
Indolpyruvat-
Indol-3- dekarboxylaza
pyrohroznova —_— 0
kyselina
FICZ

Obrizek 3: Tvorba FICZ (upraveno podle Rannug et Rannug, 2018). Cerveng jsou zaznaGeny enzymy Géastnici se reakci, modie dalii

faktory ovliviiujici chemické pfemény.



3.1.4.Role v gastrointestinalnim systému

Vysoka exprese AhR je v tenkém stievé, sestupném traéniku a konecniku (Frericks et al.,
2007). AhR se podili na diferenciaci intestinalnich epitelidlnich bun¢k, jako jsou enterocyty
a poharkové bunky, z kmenovych bun¢k ve strevnich kryptach (Metidji et al., 2018). Aktivace AhR se
projevuje zvySenim poctu poharkovych bunek, které zajist'uji tvorbu mucinu, zatimco delece receptoru
vede Kkjejich ztrat¢ (Yin et al.,, 2019). Urcitou funkci ma AhR nejen v poharkovych, ale
i v Panethovych buiikach, jenz sekretuji rizné obranné latky (Park et al., 2018). Aktivita AhR je
klicova také pro pfirozené lymfoidni buiiky RORyt", které se usazuji ve shlucich lymfoidni
tkan¢, tzv. cryptopatches, a indukuji tvorbu izolovanych lymfoidnich folikuli ve stfevech (Kiss et al.,
2011). Receptor se dale podili na udrZzovani intraepitelialnich lymfocyti — T-lymfocyti rozesetych
mezi bunkami epitelu stieva (Li et al., 2011). AhR se dale podili se na fyziologickém stavu sliznic
tlustého stieva tim, Zze napomaha udrzovat integritu té€snych spoji (Yu et al., 2018).

V travicim traktu hraji duleZitou roli ligandy pfijimané ve stravé — fada AhR-aktivnich latek
pochazi z kostalové zeleniny (Brassica sp.). Prekurzorem takovych sloucenin, tzv. glukosinolatu, je
glukobrassicin. Prvni krok tvorby je katalyzovan myrosinazou, enzymem, ktery se uvoliuje
z rostlinnych pletiv mechanickym rozmélnénim. DalS§imi neenzymatickymi reakcemi vznikaji za
riznych podminek indol-3-karbinol (I3C), 3,3°-diindolylmethan a ICZ. VSechny tyto produkty jsou
silnymi ligandy AhR (Loub et al., 1975; Bjeldanes et al., 1991). Flavonoidy, polyfenolické latky
obsazené v lidském jidelnicku v podob€ ovoce a zeleniny (Ross et Kasum, 2002), také vykazuji
spektrum agonistickych a antagonistickych aktivit, piestoze jsou jejich ucinky slab$i nez
u glukosinolatt (Zhang et al., 2003). Typickymi ptiklady takovych latek jsou quercetin a kaempferol
(Ciolino et al., 1999).

Radu ligandd produkuji rovndz stievni mikroorganismy (Lamas et al., 2018).
K mikrobidlnim ligandim AhR se tak fadi takové latky, jako je indol a 3-methylindol (Hubbard et al.,
2015b), indol-3-acetat a tryptamin (Jin et al., 2014), kyselina indol-3-mlé¢na (Cervantes-Barragan et
al., 2017), indol-3-pyruvat (Aoki et al., 2018), indol-3-aldehyd a indol-3-acetaldehyd (Zelante et al.,
2013). Producenty ligandd AhR jsou Lactobacillus sp. (Zelante et al., 2013, Lamas et al., 2016),
Peptostreptococcus russellii (Wlodarska et al., 2017) a Propionibacterium freudenreichii (Fukumoto
et al.,, 2014). Produkce indolu byla zaznamenana u celé fady stfevnich bakterii, kupiikladu
u Escherichia coli, Clostridium sp., Bacteroides sp., Enterococcus faecalis a dalsich, rody Clostridium
a Bacteroides produkuji i fadu dalSich ligandi AhR jako 3-methylindol, indol-3-acetat a indol-3-
mléénou kyselinu, na pfitomnosti poslednich dvou se podili tieba i Bifidobacterium sp. (Roager
et Licht, 2018).

Exprese AhR je snizena u pacienti trpicich chronickymi stfevnimi zanéty (Monteleone et al.,
2011), 1 zde Ize tak uvazovat o vyuziti AhR jak terapeutického cile. Ke studiu chronickych sttevnich
zanétl se vyuziva hlodavéich modelt s chemicky vyvolanou kolitidou, nejcastéji dextransulfatem

sodnym ¢i trinitrobenzensulfonovou kyselinou (Randhawa et al., 2014). Piikladem mize byt



preklinicka studie, ve které podanim lignanu magnololu my$im doSlo ke zvySeni sérové hladiny
tryptofanovych metabolitl, jez jsou aktivatory AhR, coz ve vysledku vedlo ke zmirnéni kolitidy
indukované dextransulfatem sodnym (Zhao et al., 2017). Zanét je rovnéz mozné zmirnit pfitomnosti
bakterii, které dovedou metabolizovat tryptofan na ligandy AhR, ¢i v pfitomnosti ligandd AhR
samotnych (Lamas et al., 2016). Podani FICZ také zmirnilo pfiznaky chemicky indukované kolitidy
u mysi, coz bylo provazeno snizenou hladinou interferonu y a indukei interleukinu-22 (IL-22), zatimco
podani antagonisty, 2-methyl-2H-pyrazol-3-karboxylové kyseliny, vedlo k prohloubeni projevi
kolitidy ak niz8i arovni IL-22 (Monteleone et al.,, 2011). AhR je totiz nezbytny pro expresi
interleukinu-22 Th17 bunikami (Veldhoen et al., 2008), patfi mezi cilové geny AhR (Yeste et al.,
2014).

Zmirnéni projevi indukované kolitidy u mysi zptsobil také flavonoid alpinetin diky aktivaci
AhR spojenou s diferenciaci regulaénich T-lymfocytu (Lv et al., 2018), jelikoz se AhR na diferenciaci
téchto lymfocyti podili, a to riznym zpisobem v zavislosti na pouZzitém ligandu (Quintana et al.,
2008).

3.2. Esencialni oleje

Esencialni oleje nachazeji vyuziti v potravinafstvi, ve vyrobé parfémi, kosmetiky a prostiedk
do domacnosti, v tabakovém prumyslu ¢i v alternativnim 1é¢itelstvi (de Groot et Schmidt, 2016a).
Norma ISO 9235:2013 definuje esencidlni olej jako ,,produkt ziskany ze surového piirodniho
materialu rostlinného piivodu parni destilaci, mechanickymi procesy z epikarpu citrusovych ploda ¢i
suchou destilaci, a to po oddéleni pfipadné vodné faze fyzikalnimi procesy”. Tato pomérn¢ tzka
definice esencialniho oleje omezuje ptipravu esencialnich olejii na konkrétni zptisoby produkce, tedy
destilaci a lisovani za studena, jinak se produkt neda povazovat za esencialni olej (obrazek 4).

Esencialni oleje obvykle obsahuji 2—-3 hlavni komponenty, zastoupené ve vysoké koncentraci,
které jsou doprovazeny 20-60 dal$imi latkami v malych mnozstvich (Bakkali et al., 2008). Zejména
jsou zde zastoupeny dvé skupiny sekundarnich metabolitt rostlin — terpeny a fenylpropanoidy
(Tisserand et Young, 2014). Tyto molekuly mohou obsahovat fadu riznych funkénich skupin.

Terpeny vznikaji spojovanim tzv. izoprenovych jednotek. Pokud je navic v molekule obsazen
kyslik, mluvime o tzv. terpenoidech. Monoterpeny tvofi az 90 % obsahu esencialnich oleji (Bakkali
et al., 2008), zatimco diterpeny a terpeny s vy$§im poétem izoprenovych jednotek se v esencialnich
olejich vyskytuji jen zfidka. Typickymi ptiklady terpenti obsazenych v esencialnich olejich jsou
(+)-limonen a a-pinen (Tisserand et Young, 2014). Fenylpropanoidy jsou produkty tzv. Sikimatové
drahy, jejich prekurzorem je fenylalanin nebo tyrosin. Pfikladem fenylpropanoidnich latek je napft.
kyselina skoficova nebo safrol (Tisserand et Young, 2014). V esencialnich olejich dale mohou byt

vV menSich mnoZstvich obsazeny také dusikaté a sirné latky, jako jsou glukosinolaty a isothiokyanaty
(Bakkali et al., 2008).
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Parni destilace
Extrakce Extrakce
rozpoustédlem alkoholem
2 Extrakce
- Esencidlni olgj 4 + Zivocisnym tukem
Concrete Resinoid
hd Pomad
Vodni destilace Extrakce Y
alkoholem
Extrakce
Extrakce alkcholem
rozpoustédlem Absolute
Pomady
Vodni absolute absolute

Obrazek 4: Produkty ziskdvané z piirodniho materidlu (upraveno podle Weiss, 1997b).

U esencialnich oleju byly pozorovany uéinky anxiolytické (de Sousa et al., 2015),
Silveira e Sa et al., 2017) ¢i antimikrobialni (Chouhan et al., 2017).

Esencialni oleje jsou S$iroce vyuzivané k primyslovému ochucovani napoji a potravin.
K dochucovani nealkoholickych napojd, ale i cukrovinek, peciva, dezerti ¢i mléénych vyrobku, se
pouzivaji hlavné oleje z citrusovych plodt, zazvoru, skofice, hfebicku a maty. Produkce alkoholickych
napojl vyuziva téz esencialni oleje z bylin. Velké vyuziti nachazeji esencialni oleje také v rychlém
obcerstveni, zde se uzivaji oleje z koteni jako koriandr, pept, paprika sladka, bobkovy list, kardamom

¢i bazalka (Brud, 2015).

3.2.1.Jasminovy esencialni olej

Jasmin (Jasminum sp.) je rod z ¢eledi olivovnikovitych (Oleaceae). V ramci rodu existuje
mnoho druhi, pro vyrobu esencialnich oleji se vSak pouziva zejména jasmin velkokvéty (Jasminum
grandiflorum L.) a jasmin arabsky (Jasminum sambac (L.) Aiton) (de Groot et Schmidt, 2017).

Jasminovy olej lze ziskat extrakci rozpoustédly, hlavné tekutym CO,. Pfi tomto procesu
(obrazek 4) se nejdiive vytvoii tzv. concrete promytim kvétd rozpoustédlem. Ten se poté necha
destilovat, aby se odstranilo rozpoustédlo, kterym byva nejcastéji hexan ¢i petroléter. Samotny olej se
pak ziska pomoci alkoholu, vyslednym produktem je tzv. absolute (téz absolue) (Weiss, 1997a), jenz
kromé& vonnych sloZek obsahuje i latky lipidového charakteru (de Groot et Schmidt, 2016b). Absolute
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tak obsahuje fadu netékavych latek, které se jinak v esencialnich olejich nevyskytuji, jako je fytol,
indol ¢i benzenoidy, pomér tékavych latek je naopak snizen (Tisserand et Young, 2014).

Destilace, jez se pro pfipravu esencialnich olejii bézné pouziva, neni vhodnad kvuli riziku
rozkladu nékterych latek obsazenych v jasminovych kvétech (de Groot et Schmidt, 2017).
Alternativné lze olej pfipravit tzv. enfleurazi, avSak tento proces je znaéné pracny (Weiss, 1997a).
V ptipadé jasminového oleje se tedy nejednd 0 esencidlni olej v pravém slova smyslu. Jednotlivé
komponenty jasminového oleje a jejich procentualni zastoupeni je popsano v tabulce 1.

Jasminovy olej ma antioxida¢ni ucinky (Wei et Shibamoto, 2007; Wang et al., 2017). Pasobi
proti bakteriim Campylobacter jejuni a Listeria monocytogenes (Friedman et al., 2002). Rovnéz
pusobi cytotoxicky proti nadorovym bunéénym liniim PC-3 a A549, méné pak vi¢i MCF-7 (Zu et al.,
2010). Jasmin ma Siroké vyuziti v asijské lidové medicing a tradiénim indickém lékafstvi ajurvéda
(Arun et al., 2016). V kulinafstvi se jasmin vyuziva hlavné v podobé caje. Kvéty lze dale pouzit
k dochucovani jinych ¢aju ¢i dezertu, a to hlavné v podob¢ sirupu, k dochucovani se uziva i jasminovy

vvvvv

(de Groot et Schmidt, 2017).

Tabulka 1: SloZeni jasminového oleje. (Kompletni seznam slozek viz piiloha 1.)

Slozka Obsah [%0]
Fytol 14,48
Benzylacetat 13,45
Benzylbenzoat 10,72
Isofytol 7,09
Skvalen 6,08
Fytylacetat 5,37
Geranyllinalool 4,37
Linalool 3,75
Kyselina linolenova 3,37
Kyselina palmitova 2,52
(E,E)-a-farnesen 2,43
Trans-jasmon 2,35
Methyllinolenat 2,10
Eugenol 1,91
Cis-jasmon 1,74
Indol 1,33
Z-jasmonolakton 1,32
Benzylalkohol 1,27
Epoxyskvalen 1,80
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3.2.2.Biologicka aktivita a vyznam sloZek jasminového esencialniho oleje

TERPENOIDY

Monoterpeny

Linalool se vyskytuje jako vonna slozka v az 60 % prosttedkll pouzivanych v domacnosti
(Rastogi et al., 2001). Vycet jeho biologickych uc¢inki je Siroky — byla u né&j zjisténa protinadorova
aktivita (Loizzo et al., 2007; Gu et al., 2010; Cherng et al., 2014), protizanétlivé ucinky (Huo et al.,
2013; Wu et al., 2014) a antimikrobialni u¢inky (Hsu et al., 2013; Duarte et al., 2016). Linalool je také
ligandem receptoru pro peroxizomové proliferatory o (PPARa) (Jun et al., 2014).

Jasmon je t€kavy rostlinny hormon rodiny jasmonatt, které jsou studovany jako potencialni
protinadorova terapie (Flescher, 2005). 1 konkrétné u jasmonu byly zjiStény protinddorové ucinky
(Kubo et Morimitsu, 1995; Rotem et al., 2005; Yeruva et al., 2009). Jeho ptisobenim dale dochazi
k potenciaci odpovédi receptoru pro kyselinu y-aminomaselnou tiidy A (GABA,) (Hossain et al.,
2014) a také ovliviiuje Ca?*-ATP4zu sarkoplasmatického retikula v kosternim svalstvu (Starling et al.,
1994).

Jasmonolakton, podobné jako jasmon, zptsobuje potenciaci odpovédi receptori GABAA,

a¢ v mensi mife (Hossain et al., 2014).

Seskviterpeny

Farnesen ma pro nékteré rostliny vyznam pfi lakani opylovact (Nieuwenhuizen et al., 2014)
aje reakci na napadeni hmyzem (Kollner et al., 2009), zatimco u hmyzu ma funkci varovného
feromonu (Bowers et al., 1972). Funkci feromonu ma rovnéz u mysi (Novotny et al., 1990). Farnesen
je dale inhibitorem enzymi CYP2C9, 2D6 a 3A4 (Ganzera et al., 2006).

Diterpeny

Fytol se v rostlinach vyskytuje jako soucast molekuly chlorofylu a vykazuje Siroké spektrum
PPARa (Goto et al., 2005) a jeho metabolity jsou také ligandy retinoidniho X receptoru (Kitareewan
etal., 1996). Porucha metabolismu fytolu vede k vzniku neurologického onemocnéni Refsumovy
nemoci (van den Brink et Wanders, 2006).

Isofytol je vyuzivan jako vonna komponenta v kosmetice (McGinty et al., 2010).

Fytylacetat se objevuje jako slozka v nékterych ptirodnich pryskyficich a esencialnich olejich
z nich vyrobenych (Burdock, 2010).

Geranyllinalool se pouziva jako vonna slozka do prostiedkii do domacnosti, kosmetiky

a toaletnich potieb (Lapczynski et al., 2008).

Triterpeny
Skvalen, meziprodukt syntézy cholesterolu, ktery je ve vysoké mife obsazen ve Zralocich

jatrech a olivovém oleji. Je spojovan s protinddorovym pusobenim (Newmark, 1999). Skvalen se
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vyuziva pro piipravu emulzi, jako adjuvantni latka ve vakcinach ¢i jako systém pro doruceni 1é¢iv do
mista u¢inku (Reddy et Couvreur, 2009). Je ligandem PPARa (Hoang et al., 2016).

Epoxyskvalen je rovnéz meziproduktem biosyntézy steroll (Rabelo et al., 2017).

FENYLPROPANOIDY

Eugenol se v zubaiské praxi vyuziva ve smési S oxidem zineénatym jako cement (Lee et al.,
2016). Eugenol neni schvalenym léCivem, ale miize byt obsazen v nékterych volné prodejnych
medikamentech (Guggenheimer, 2002). Na bunééné tirovni eugenol cili na AhR (Kalmes et al., 2006;
Bartonkova et Dvordak, 2018), receptor pro estrogeny (Howes et al., 2002) a androgeny (Ogawa et al.,
2010), a na receptory z rodiny TRP (transient receptor potential)-kationtovych kanala (Calixto et al.,
2005). Eugenol je také inhibitorem monoaminoxidazy A a B (Tao et al., 2005).

BENZENOIDY

Benzylalkohol se uziva jako konzervacni prostiedek v injekénich medikamentech (Novak
etal., 1972). Krémy s obsahem benzylalkoholu se uspé$né pouzivaji k hubeni v§i (Meinking et al.,
2010).

Benzylacetat se vyskytuje jako vonna slozka v fad¢ rostlin (Knudsen et al., 2006). U véel ma
funkci varovného feromonu (Wang et Tan, 2019). Benzylacetat nachazi Siroké uziti jako vonna slozka
Vv kosmetickych produktech (McGinty et al., 2012).

Lokaln¢ podavany benzylbenzoat se pouziva pro 1é¢bu svrabu (Buffet et Dupin, 2003). Byla

U néj zjisténa estrogenni aktivita in vitro (Charles et Darbre, 2009).

MASTNE KYSELINY A JEJICH ESTERY

Kyselina linolenova je ligandem farnesoidniho X receptoru (Zhao et al., 2004). Jeji isomer
y-linolenova kyselina je pak ligandem PPARy (Jiang et al., 2000).

Kyselina palmitova je ligandem PPARa (Murakami et al., 1999).

Methyllinolenat je rostlinny metabolit slouzici pro lakani hmyzu (Ozawa et al., 2008).
Je aktivatorem proteinkinazy C (Fan et al., 1990).

DUSIKATE LATKY

Indol je Siroce rozsifeny mikrobialni metabolit, ktery jsou schopny vyuZzivat i eukaryotni
organismy (Lee et al., 2015). Je ligandem AhR specificky pisobicim na lidskou formu receptoru
(Hubbard et al., 2015b). Indol mize byt vyznamny pro signalizaci pomoci AhR v lidském organismu
vzhledem k tomu, Ze koncentrace indolu jakozto produktu degradace tryptofanu ve stfevech dosahuje

hodnot v fadu jednotek milimola (Darkoh et al., 2015).
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3.3. Terpeuticky potenciial AhR

Imunosupresivni u¢inky TCDD jsou znamy jiz dlouhou dobu (Vos et Moore, 1974). Ackoli
jsou tyto uc¢inky TCDD obvykle vnimany jako projev imunotoxicity, existuji preklinické studie, ve
kterych imunosuprese navozena TCDD ptlisobi u experimentalnich zvifat pozitivné proti rozvoji
autoimunitnich chorob (Quintana et al., 2008; Kerkvliet et al., 2009; Takamura et al., 2010; Yang et
al., 2016; Huang et al., 2018). Ehrlich et Kerkvliet (2017) ptichazeji s mySlenkou vyuziti liganda
AhR, které sdileji s TCDD imunosupresivni ucinky, avSak nepfinaseji toxické projevy spojené
S pouzitim prakticky nemetabolizovatelného ligandu. Tyto latky by mély vyvolavat totoznou
biologickou odpovéd’, jako TCDD, zaroven by mély byt ale snadno a rychle degradovatelné a nemély
by mit tendenci se vtéle akumulovat. Schopnost napodobit ucinky TCDD byla jiz difive
demonstrovana u ITE (Henry et al., 2010) a benzimidazoisochinolint (Punj et al., 2014).

U nékterych esencialnich oleji zbylin a kofeni byla prokdzdna schopnost aktivace
aryluhlovodikového receptoru (Bartonkova et Dvotak, 2018). Zatimco u oleju, které vykazovaly
parcialné agonistické a antagonistické ucinky se podafilo identifikovat slozku zodpovédnou za tuto
aktivitu mezi majoritnimi (> 10 % objemu) komponenty oleje, u esencialnich oleju vykazujicich plné
agonistickou aktivitu (kmin fimsky, jasmin, vanilka, bobkovy list) takovd slozka nebyla
identifikovana. Cilem této prace tedy bylo prozkoumat minoritni (1-10 % objemu) komponenty
jasminového esencialniho oleje, zda se mezi nimi nachazi latky aktivujici aryluhlovodikovy receptor,

a prozkoumat jejich potencialni vyuziti coby vySe popsand mimetika TCDD.
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

Adherentni lidské nddorové bunééné linie:

Linie AZ-AhR konstruovand zbunééné linie HepG2 odvozené od hepatocelularniho
karcinomu jater, stabiln¢ transfekovana reportérovym plasmidem obsahujicim 4 kopie XRE

z mysiho genu pro CYP1A1 a luciferazovy reportérovy gen (Novotna et al., 2011).

Bunééna linie AZ-AhR byla kultivovana v Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
obohaceném 010 % (v/v) fetalniho teleciho séra (FBS), 1% (V/V) neesencidlnich
aminokyselin a 2 mmol x I glutaminu. Jednou tydné byla provadéna selekce transfekovanych

bunék hygromycinem B ve findlni koncentraci 200 pg x ml™.
Linie HepG2 odvozena od hepatocelularniho karcinomu jater (ECCAC 85011430)

Bunééna linie HepG2 byla péstovana v médiu DMEM obohaceném o 10 % (v/v) FBS,

1 % (v/v) neesencialnich aminokyselin a 2 mmol x I'* glutaminu.

Vsechny bunééné linie byly péstovany v inkubatoru pii 37 °C v atmosféte se stalou vlhkosti

a5 % CO,.

4.2. Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

TCDD (ULTRA Scientific, 48599)

BaP (Sigma, B1760)

FICZ (Sigma, SML149)

a-linolenova kyselina (Santa Cruz Biotechnology, sc-205545)
Benzylalkohol (Sigma, 305197)

Mesylatova sul desferrioxaminu (Sigma, D9533)
Epoxyskvalen (Sigma, 41719)

Eugenol (Santa Cruz Biotechnology, sc-203043)
Farnesen (Santa Cruz Biotechnology, sc-294585)
Geranyllinalool (Santa Cruz Biotechnology, sc-228246)
Indol (Santa Cruz Biotechnology, sc-257606)

Isofytol (Santa Cruz Biotechnology, sc-228373)
Jasmine absolute (Pranarom International)
Jasmonolakton (Haihang Industry, 25524-95-2)

Jasmon (Santa Cruz Biotechnology, sc-250208)
Linalool (Santa Cruz Biotechnology, sc-250250)
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Methyllinolenat (Santa Cruz Biotechnology, sc-280983)

Palmitova kyselina (Santa Cruz Biotechnology, sc-203175)

Fytylacetat (Santa Cruz Biotechnology, sc-296086)

Skvalen (Santa Cruz Biotechnology, sc-281155)

DMEM (Sigma D6546)

FBS (Sigma, F6178)

L-glutamin (Biosera, XC-T1715)

Roztok neesencialnich aminokyselin, 10x (Sigma, M7145)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS) ( Serva, BDL-001-500ML)
Trypsin-EDTA (Sigma, T4049)

Roztok hygromycinu B (50 mg x mlI™* v PBS) (Santa Cruz Biotechnology, sc-29067)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, D8418)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, T6146)

Reporter Lysis Buffer, 5x (Promega, E3971)

D-luciferin (Santa Cruz Biotechnology, sc-207478A)

Koenzym A (Sigma-Aldrich, C4780)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich, E9884)
ATP (Sigma-Aldrich, A9062)

Tris (Bio Basic, TB0194)

Ledové kyselina octové (99,8 %) (Penta, 607-002-00-6)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (LACHEMA, a. s.)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, X100)

Methylthiazolyldifenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma-Aldrich, M2128)
Tri-Reagent (Molecular Research Center, Inc., TR 118)

Chloroform (Sigma-Aldrich ,C2432)

Isopropanol (Sigma, 19516)

Ethanol absolutni (Penta, 71380-11000)

Voda bez RNaz (Sigma, W4502)

Nahodné primery 6 (New England Biolabs, S1230S)

Light Cycler 480 Probes Master (Roche Diagnostics, 04 887 301 001)
Pufr pro M-MuLV reverzni transkriptazu (New England Biolabs, M0253L)
Inhibitor RNaz (New England Biolabs, M0307L)

dATP (Takara, 4026)

dCTP (Takara, 4028)

dGTP (Takara, 4027)
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dTTP (Takara, 4029)

LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche, 04 707 516 001)
Inhibitor fosfataz (Roche, 04 906 837 001)

Inhibitor proteaz (Thermo Scientific, 78430)

Bradfordovo ¢inidlo, 5x (Serva, 39222.03)
Akrylamid-bisakrylamid (AA/Bis) (40%, 29:1) (Bio Basic, 0007)
Resolving gel buffer (Bio-Rad, 161-0798)

Stacking gel buffer (Bio-Rad, 161-0799)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, L3771)
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin (TEMED) (Bio Basic, TB0508)
Persiran amonny (APS) (Sigma, A3678)

Glycerol (Sigma-Aldrich, G2025)

Bromfenolova modt (Sigma-Aldrich, B0126)

Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, 43819)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, 161-0374)
10x Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad, 161-0732)

10x TG Buffer (Bio-Rad, 161-0734)

Methanol (Penta, 603-001-00-X)

Ponceau S (Biotium, 22001)

Tris Buffered Saline (TBS) (Thermo Scientific, 28358)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma, A2153)

Nizkotu¢né mléko (Laktino)

Re-blot Plus Strong Antibody Stripping Solution (Millipore, 2504)
Chemiluminiscenéni substrat WesternSure PREMIUM (LI-COR, 926-95000)
Formaldehyd (Sigma-Aldrich, 47608)

Agaroza (Serva, 11380.02)

Low melting point agar6za (Promega, VV3841)

GelRed (Biotium, 41003)

100 bp DNA Ladder (Promega, G210a)

DNA nanaseci barvivo, 6x (Thermo Scientific, r0611)

Tris Acetat EDTA (TAE) pufr, 10x (Sigma, T9650)
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Protilatky

O

O

O

O

O

O

Anti-AhR (Santa Cruz Biotechnology, sc-133088)

Anti-ARNT (Santa Cruz Biotechnology, sc-17812)

Anti-CYP1A1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-393979)

Anti-p-aktin (Cell Signaling Technology, 3700)

Anti-mysi (Cell Signaling Technology, 7076)

Anti-AhR (D5S6H, ChlP-validated) (Cell Signaling Technology, 83200)

Primery (Generi Biotech)

O

O

O

CYP1Al_F (CCAGGCTCCAAGAGTCCA)
CYP1Al R (GATCTTGGAGGTGGCTGCT)
ANR_F (CAGAGTCTGGACAAGGAATTGA)
ANR_R (TCTGGAGGAATCTGGTCTGG)
CYP1AL_ChIP_F (AGCTAGGCCATGCCAAAT)
CYP1AL_ChIP_R (AAGGGTCTAGGTCTGCGTGT)
GAPDH_F (CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC)
GAPDH_R (ACGACCAAATCCGTTGACTC)

CYP1A1 — UPL33 (Roche, 04 687 663 001)
AhR — UPL54 (Roche, 04 688 511 011)
ARNT (Roche, 102546)

GAPDH — UPL60 (Roche, 04 688 589 001)
VEGF-A (Roche, 140396)

PouzZité soupravy

P450-Glo CYP1ALl Assay (Promega, V8752)

SimpleChIP Plus Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads) (Cell Signaling Technology,

9005)

Pouzité roztoky a jejich priprava

0,4% (w/v) roztok trypanové modii v PBS

10% (w/w) roztok SDS

10% (w/w) roztok APS

75% (v/v) ethanol

Lyzaéni pufr (pH 7,5): 50 mmol x I'* HEPES, 5 mmol x 1" EDTA, 150 mmol x I NaCl,
1 % Triton X-100

Nanaseci pufr, 2x (LB): 2,5 ml Stacking Gel Buffer; 4 ml 10% (w/w) SDS; 2 ml glycerol;

2 mg bromfenolova modf; 0,31 g DTT; doplni se deionizovanou vodou do 10 ml
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TBS-Tween: 50 ml 20x TBS; 950 ml deionizovana voda; 0,5 ml Tween 20
Transferovy pufr: 100 ml 10x TG Buffer, 200 ml methanol, 700 ml deionizovana voda
3mg x ml* MTT

Substrat pro luciferazu: 5 mg D-luciferin; 10 mg ATP; 5 mg koenzym A; 168 mg DTT,;

1,32 ml Tris-acetat (1 mol x I, pH 7,8); 1,23 mg EDTA; 3,03 mg MgS0,.7 H,0

4.3. Seznam pouzitych pristojui a zarizeni

Pouziti pristroje:

Blotovaci aparatura Trans-Blot SD Cell (BioRad)

CO; inkubator NB-203XL (N-BIOTEK)

Cela pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra (BioRad)

Kyvacka MR-12 (Biosan)

Rotator RS-24 (Biosan)

Laminarni box Labculture Class II, Type A2  (Esco)

Inverzni mikroskop IMT-2 (Olympus)

Chemiluminiscenéni skener pro western blotting C-DiGit Blot Scanner (LI-COR)
Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 ( BANDELIN electronic)
Spektrofotometr Infinite m200 (Tecan)

Spektrofotometr Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

Sucha lazen Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)

Vodni lazefi LCB-11D (Daihan Labtech)

Zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd.)

Tiepacka TS-100C (Biosan)

Blok SC-24NC (Biosan)

Dokumentac¢ni zafizeni G:BOX (Syngene)

Elektroforeticka vana HU10 MINI (Scie-Plas)

Pouzity software:

Image Studio Digits Ver 3.1 (Li-Cor)

i-control 1.11 (Tecan)

Light Cycler 480 SW 1.5 (Roche)

Microsoft Excel 2010 (Microsoft)

R 3.5.3 (R Foundation for Statistical Computing)
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4.4. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1.Reporter gene assay

Stanoveni aktivity sloZek jasminového esencialniho oleje. Bunécéna linie AZ-AhR byla
vyseta na 96jamkovou desku v mnozstvi 10 tis. bunék na jamku. Jasminovy esencialni olej byl
aplikovan ve finalnich koncentracich 1, 10, 50, 100 a 250 pg x ml™, jednotlivé obsahové slozky tohoto
oleje v koncentracich 1, 10, 50 a 100 ug x ml™ po dobu 4 a 24 h. Jako negativni kontrola bylo pouZito
rozpoustédlo (0,1% v/v abs. ethanol), jako pozitivni kontrola TCDD (5 nmol x I™).

Stanoveni antagonistickych t¢inki jasmonu. Pro hodnoceni antagonistickych uéinkl byla
linie AZ-AhR vyseta v mnozstvi 10 tis. bun¢k na jamku. Jasmon byl aplikovan v koncentracich 1, 10,
50 a 100 pg x ml™ v kombinaci se tiemi riiznymi agonisty AhR za 4 a 24 h: TCDD (20 nmol x I'* pro
4 h inkubace a 13,5 nmol x I" pro 24 h inkubace), BaP (7 pmol x 1™ pro 4 h inkubace a 15,8 pmol x I™
pro 24 h inkubace) a FICZ (8 nmol x I"* pro 4 h inkubace a 22,6 umol x I pro 24 h inkubace).
Uvedené koncentrace piedstavuji 80% efektivni koncentraci (EC80) ligandu v daném case; hodnoty
EC80 byly drive stanoveny v Laboratoti molekularni farmakologie a toxikologie.

Po uplynuti doby inkubace bylo kultiva¢ni médium odstranéno, buiiky byly lyzovany pfidanim
25 ul 1x pufru Reporter Lysis Buffer a zamrazenim (-80 °C) na minimalné 20 min. Po rozmrazeni
bylo 5 pl lyzatu pieneseno do bilé 96 jamkové mikrotitraéni desky a k tomuto objemu bylo pfidano
30 pl substratu pro luciferazu a nasledn€ byla stanovena mira luminiscence na pfistroji Tecan pomoci
softwaru iControl 1.11.

Metoda byla provedena vzdy v minimalné 3 nezavislych biologickych opakovanich

a 4 technickych opakovéanich.

442 MTT assay

Zivotaschopnost bunééné linie AZ-AhR po osetieni slozkami jasminového esencialniho oleje
byla hodnocena metodou MTT. Pro toto testovani byly vybrany pouze ty slozky, které byly aktivni pfi
stanoveni metodou Reporter gene assay. Latky byly testovany v koncentracich 1, 10 a 100 pg x ml™
po 24 h inkubace, v ptipadé AhR-aktivnich latek pfi 4 h byla provedena také inkubace po dobu 4 h.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% v/v abs. ethanol, pozitivni kontrolou byl 1% Triton-X100.

Po ukongeni inkubace bylo do jamek piidano 100 ul roztoku MTT (0,3 mg x I'* v PBS)
a buniky byly ponechany pii 37 °C minimalné 20 min, nez se doslo k utvoteni barevnych krystalt. Poté
byl roztok z jamek odstranén a krystaly byly rozpustény ve 100 ul DMSO. Nésledné byla stanovena
absorbance roztoku pii 570 nm na pfistroji Tecan pomoci softwaru iControl 1.11.

Stanoveni Zzivotaschopnosti bylo provedeno v minimalné 4 biologickych replikatech

a 3 technickych replikatech.
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4.4.3.Real-time PCR

Izolace celkové RNA. Bunécna linie HepG2 byla vyseta v mnozstvi 1 mil. bun¢k na jamku.
Treatment byl proveden aplikaci jasmonu (1, 10 a 100 pgx ml™) samotného & v kombinaci
s 13,5 nmol x I TCDD, 22,6 pmol x I FICZ nebo 200 pmol x I desferrioxaminu (DFX) po dobu
24 h (negativni kontrola 0,1% v/v abs. ethanol s 0,1% DMSO). Izolace byla provedena s pouzitim
TriReagentu dle pokynti vyrobce s drobnymi upravami. Byl aplikovan 1 ml TriReagentu na 1 milion
vysetych bunék pro lyzu bunék aobsah byl pfenesen do mikrozkumavky, kde byl nasadvanim
a vypousténim pipetou dale homogenizovan. Poté byl inkubovan 10 min pii laboratorni teplot¢.
K roztoku bylo pfidano 200 pl chloroformu a smés byla promichana tiepanim po dobu 1 min,
nasledovala 5 min inkubace pfi laboratorni teploté a centrifugace pti 16 700x g po dobu 15 min pfi
4 °C. Do nové mikrozkumavky bylo pfeneseno 500 pl vzniklé vodné faze, k té byl pfidan stejny objem
isopropanolu a roztok byl intenzivné promichan na vortexu po dobu 10 s. Néasledné byly vzorky
inkubovany 7 min pfi laboratorni teploté a odstfedény pii 16 700x g 13 min pfi 4 °C. Dvakrat byl
odstranén supernatant, pelet byl promyt 1 ml chlazeného 75% (v/v) ethanolu a 5 min centrifugovan pti
16 700x g a 4 °C. Nasledn¢ byl supernatant opét odstranén a zbytky ethanolu byly odpafeny zahtatim
vzorku v suché lazni pii 65 °C po dobu 60 s. Pelet byl rozpustén v 50 pl vody zbavené RNaz,
koncentrace a kvalita RNA byla stanovena spektrofotometricky s pouzitim ptistroje NanoDrop.

Reverzni transkripce. Pro syntézu cDNA bylo pouzito 1000 ng RNA, nafedéno do objemu
5 ul. K objemu byl piidan 1 pl ndhodnych hexamerd (100 pmol x ul™) a vzorky byly inkubovany
5 min pfi 65 °C a nasledné prudce zchlazeny. K objemu bylo poté piidano 6 ul reakéni smési (0,6 ul
200 U x plI* M-MuLV reverzni transkriptazy, 0,3 ul 40 U x pl™* inhibitort RNaz, 1,2 ul 10x reakéniho
pufru, 0,6 pl 100 mmol x I"* roztoku dNTPs, a 3,3 pl vody/1 vzorek). Reverzni transkripce prob&hla
1h inkubaci pti 42 °C, nasledné byly smési inkubovany 10 min pti 65 °C pro zastaveni reakce.
Vzorky byly poté nafedény 10x.

Real-time PCR. Pro detekci genové exprese byly vyuzity dva typy komerénich sond. Sondy
Universal Probe Library (UPL) byly uzity pro detekci exprese glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy
(GAPDH, UPL60), CYP1A1 (UPL33) a AhR (UPL54). Reakéni smés byla v tomto pfipadé pripravena
smichanim 5 pl 2x Probes Master, 0,2 ul piislusné UPL sondy, 0,8 pl smési primert (5 pmol x I
forward + 5 pumol x I”' reverse primer) a 2 ul vody na 1 vzorek. Sondy RealTime Ready Assay byly
vyuzity pro detekci ARNT a vaskuldrniho endotelového ristového faktoru A (VEGF-A). Reakéni
smes byla pfipravena z5 pl 2x Probes Master, 0,5 pl prislusné sondy RealTime Ready Assay
a2,5ulvody na 1vzorek. Kobéma typim reakéni smési byly pfidany 2 pl vzorku cDNA.
Amplifikace byla provedena za nésledujicich podminek: 1 cyklus preinkubace (10 min pii 95 °C),
45 cyklt amplifikace (10 s pii 95 °C, 30 s pii 65 °C), 1 cyklus zchlazeni (30 s pfi 40 °C). Data byla
zpracovana metodou 2 *“Cr dle Livak et Schmittgen (2001).

Stanoveni genové exprese pomoci Real-time PCR bylo provedeno ve 4 biologickych

replikatech, vlastni PCR pak ve 3 technickych replikatech na vzorek.
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4.4.4 \Western blotting (WB)

Priprava vzorka a SDS-PAGE. Vyseti bunék a jejich treatment byl proveden analogicky
jako Real-time PCR, s vyjimkou kombinace s DFX, ktera zde nebyla pouzita. Buriky byly lyzovany ve
100 pl lyza¢niho pufru s pridavkem inhibitorG proteaz a fosfatdz a uchovavany na ledu. Byla
provedena homogenizace ultrazvukem a michanim na vortexu. Poté byly vzorky centrifugovany
13 min pii 16 700x g a 4 °C a byl odebran supernatant. Celkova koncentrace proteind byla zmétena
Bradfordovou metodou. Pro pfipravu vzorkli byl bunécny lyzat nafedén tak, aby obsahoval
25 ng proteind, a byl smichan se stejnym objemem 2X nanaseciho pufru. Vzorky byly rozdéleny
v 8 % polyakrylamidovém gelu za denaturujicich a redukujicich podminek (délici gel: 1,9 ml
40% roztoku AA/Bis, 5,5 ml vody, 2,5 ml Resolving Gel Buffer, 100 ul 10% SDS, 100 ul 10% APS
a 10 ul TEMED; zaosttovaci gel: 400 pl 40% roztoku AA/Bis, 1 ml Stacking Gel Buffer, 2,6 ml vody,
40 pl 10% SDS, 30 ul 10% APS a 4 pl TEMED) za konstantniho proudu 30 mA na 1 gel.

WB. Proteiny byly pieneseny z gelu na polyvinylidendifluoridovou membranu polosuchym
pfenosem za pouziti transferového pufru. Pfenos byl proveden za konstantniho proudu 350 mA po
dobu 1 h. Pfitomnost proteinii na membrané byla ovétena reverzibilnim barvenim pomoci Ponceau S.
Poté bylo provedeno blokovani membrany 5% roztokem nizkotu¢ného mléka v TBS-Tween po dobu
1 h na kyvaéce. Primarni protilatka (CYP1A1 a AhR v fedéni 1:500, ARNT 1:250 a B-aktin 1:5000;
vSe mysiho pivodu) byla pfidana do 5% roztoku BSA v TBS-Tween a inkubovana pfi 4 °C pfes noc
na kyvacce, s vyjimkou [B-aktinu, ktery byl inkubovan pii laboratorni teplot¢ 3 h. Nasledné byly
membrany promyty TBS-Tween 3x po 5 minutach. Sekundarni anti-mys$i protilatka byla pouzita
v fedéni 1:2000 v 2,5% roztoku mléka v TBS-Tween a inkubovana 45 min za laboratorni teploty. Poté
byly membrany znovu tiikrat promyty TBS-Tween po 5 minutdch. Na membrany byl aplikovan
chemiluminiscenéni substrat po dobu 5 min a detekce byla provedena na chemiluminiscenénim
skeneru Li-COR za pouziti softwaru Image Studio Digits Ver 3.1.

Stanoveni mnozstvi proteinu pomoci WB bylo provedeno v 5 nezavislych biologickych

replikatech.

4.4.5.P450-Glo CYP1A1 assay

Indukce CYP1Al v HepG2 byla stanovena pomoci soupravy P450-Glo CYP1ALl assay dle
protokolu vyrobce. Do 96jamkové desticky bylo vyseto 50 tisic bunék na jamku. Buiiky byly po dobu
24 h inkubovany s roztokem jasmonu ve finalni koncentraci 1, 10 a 100 ug x mlI* samotné ¢&i
v kombinaci s TCDD (13,5 nmol x I™) nebo FICZ (22,6 pmol x I™"), jako negativni kontrola byl pouzit
0,1% abs. ethanol. Po uplynuti doby inkubace bylo médium s latkami z jamek odsato, burniky byly
promyty sterilnim PBS a poté byly inkubovany v 50 pl média s proluminiscencnim substratem
luciferin-6°-chlorethyletherem (luciferin-CEE) ve finalni koncentraci 100 pmol x I p#i 37 °C po dobu

3 h. Poté bylo 25 pl média prepipetovano do bilé mikrotitra¢ni desti¢ky a pridano 25 ul detekéniho
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¢inidla a roztok byl inkubovan 20 min ve tm¢. Luminiscence byla méfena na piistroji Tecan pomoci
programu iControl 1.11.

Stanoveni indukce CYP1A1 byla provedena ve 3 biologickych i technickych replikatech.

4.4.6.Chromatinova imunoprecipitace (ChIP)

Analyza vazby AhR do promotoru CYP1AI1 byla provedena s pouzitim soupravy SimpleChIP
Plus Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads) dle pokyni vyrobce s upravami.

Zesit'ovani a priprava vzorki. Bunécna linie HepG2 byla vyseta v mnozstvi 6 mil. bunék na
Petriho misku. Builky byly oSetfeny 0,1% v/v abs. ethanolem (negativni kontrola) a jasmonem
(100 pug x mI™) v kombinaci s TCDD (13,5 nmol x ") nebo FICZ (22,6 umol x I™), jako pozitvni
kontrola slouzily vzorky TCDD a FICZ bez ptidavku jasmonu. Inkubace trvala 90 min, po jejim
uplynuti bylo do 4 ml média ptidano 108 pl formaldehydu. Po 9 min inkubace pfi laboratorni teploté
byla reakce zastavena ptidanim 400 pl roztoku glycinu a inkubaci dal$ich 5 min. Dale bylo médium
Z misek odstranéno a buitky byly dvakrat promyty chlazenym PBS, poté byly seskrabnuty do
1 mlI PBS s pfidavkem Protease Inhibitor Coctail (PIC). Vzorky byly centrifugovany 3 min pfi
2000% g pii 4 °C.

Priprava jader a digesce chromatinu. Supernatant byl odstranén a bunky byly
resuspendovany v 1 ml pufru A (250 pl 4x pufru A, 750 pl vody, 0,5 pl 1 molxI* DTT,
5ul 200x PIC na 1 vzorek). Vzorky byly ponechany na ledu po dobu 9 min a prubézné byly
promichdvany pievracenim mikrozkumavek kazdé 3 minuty. Nasledn¢ byla provedena centrifugace
pii 3000% g pii 4 °C po dobu 3 min. Supernatant byl opét odstranén a pelet byl resuspendovan v 1 ml
pufru B (275 pl 4x pufru B, 825 ul vody, 0,55 ul 1 mol x I'* DTT) a vzorky byly znovu odsttedény pii
3000x g 4 °C po dobu 3 min. Pelet byl resuspendovan ve 100 pl pufru B s 0,66 pul nukleazy a poté
byla provedena digesce inkubaci 20 min pti 37 °C za stalého tfepani (1000 otadek x min™). Reakce
byla zastavena ptidavkem 10 ul 0,5 mol x I EDTA a zchlazenim. Vzorky byly odstiedény 1 min pfi
13 000% g po dobu 1 min, pelet byl resuspendovan ve 100 ul ChIP pufru (10 pul 10x ChIP pufru,
90 pl vody, 0,5 pl 200% PIC) a inkubovan 9 min na ledu. Dale byla provedena sonikace vzorkid —
5% po 30 s, nasledované vzdy 30 s inkubace na ledu. Poté byla provedena centrifugace pii 10 000x g
a4 °C po dobu 9 min. Supernatant byl ponechan a byl zméten vytézek chromatinu.

Chromatinova imunoprecipitace. Vzorky chromatinu byly nafedény tak, aby v objemu
500 pl bylo obsazeno 5 pg chromatinu, libovolny vzorek byl pfipraven dvakrat a pouzil se jako
kontrola specifity vazby protilatky (dale jen ,,vzorek 19G*). Ze vSech vzorki bylo odebrano 10 pl jako
vnitini kontrola (2% input genomické DNA). K vzorkim bylo pfidano 5 pl primarni protilatky proti
AhR, k vzorku IgG pak 1 ul nespecifického IgG. Nasledné byly inkubovany pii 4 °C na rotatoru pies
noc. Poté bylo do v8ech vzorku ptidano 30 pl magnetickych ¢astic s navazanym proteinem G a byly
inkubovany 1 h na rotatoru pii 4 °C. Po inkubaci byly vzorky umistény do magnetického separatoru,

roztok byl odstranén, magnetické Castice byly promyty 500 ul pufru s nizkym obsahem soli
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(80 ul 10x ChIP pufru, 450 ul vody) a inkubovany 5 min na rotatoru pii 4 °C. Toto promyti bylo
provedeno celkem 3%, nasledovalo promyti 800 ul pufru s vysokym obsahem soli (80 ul 10x ChIP
pufru, 720 ul vody, 56 pl 5 mol x I'* NaCl) za stejnych podminek. Po odd&leni magnetickych &astic
byl supernatant odstranén.

Eluce navazaného chromatinu a rozruseni zesit’ovani. Ke vSem vzorkiim vcetné 2% inputu
bylo piidano 150 pl 1x ChIP elu¢niho pufru. 2 % input byl ponechan pfi laboratorni teploté a ostatni
vzorky byly inkubovany 30 min pti 65 °C za tiepani 1200 ot. x min™. Poté byly imunoprecipitované
vzorky umistény do magnetického separatoru a supernatant s eluovanym chromatinem byl odebran do
nové mikrozkumavky. Ke viem vzorkiim véetnd 2% inputu bylo pfidano 6 pl NaCl (5 mol x I')
a2 pl proteindzy K (20 mgx ml™) a byla provedena digesce 15 min pfi 65 °C za tfepani
1200 ot. x min™.

PieciSténi DNA. Nasledné bylo ptidano 750 pl DNA-vazebného pufru a roztoky byly
promichdny. Tento objem byl postupné nanesen na kolonu a centrifugovan 30 s pii 16 700x g,
protekly objem byl odstranén. Dale byla kolona promyta pfiddnim 650 pl DNA wash pufru
a centrifugaci za stejnych podminek, zbytky roztoku byly odstranény dalsi centrifugaci. DNA byla
eluovana pouzitim 45 pul DNA eluéniho pufru a centrifugaci 30 s pii 16 700x g.

Real-time PCR. Reakéni smés pro detekci obohaceni promotoru CYP1AI byla ptipravena
smichanim 5 pl SYBR Green | Master, 1 pl smési primerd (5 pmol x I”' forward +
5 umol x ' reverse primer) a 2 pl vody, k niz byly ptidany 2 pl eluované DNA. Amplifikace byla
provedena za téchto podminek: 1 cyklus preinkubace (10 min pti 95 °C), 40 cyklu amplifikace
(15 s pti 95 °C, 60 s pii 65 °C), 1 cyklus zchlazeni (30 s pii 40 °C) a nasledna analyza teploty tani za
ucelem verifikace vzniku jednoho amplikonu. Real-time PCR byla provedena ve 4 technickych
replikatech, data byla zpracovana metodou 2 **Cy dle Livak et Schmittgen (2001) s normalizaci vii¢i
2% inputu.

Agarozova elektroforéza. Pro ovéefeni specifity amplifikace byla provedena PCR
0 31 cyklech, ostatni podminky jak byly uvedeny vyse. PCR produkty byly smichany s 6x nanasecim
barvivem a rozdéleny v agarézovém gelu s obsahem 1 % bézné agardzy a 1 % low-melting point
agarozy v 0,5x TAE pufru s pfidavkem barviva GelRed. Elektroforeticka separace byla provedena za

konstantniho napéti 70 V. Amplikony byly vizualizovany pomoci ptistroje G:BOX.
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5. Vysledky

5.1. Analyza aktivity sloZek jasminového esencialniho oleje

Stanoveni vlivu jednotlivych sloZek na bazalni aktivitu AhR

Jelikoz mezi sloZzkami jasminového esencialniho oleje zastoupenymi v podilu 10 a vice
procent nebyla nalezena slozka zodpovédna za zjisténou transkripcni aktivitu, byla metodou Reporter
gene assay analyzovana transkrip¢ni aktivita AhR slozek zastoupenych v objemovém rozmezi 1-10 %.
Analyzovano bylo celkem 15 latek, rovnéz byly ovéfeny uCinky samotného jasminového oleje. Latky
byly testovany ve 4 koncentracich — 1, 10, 50 a 100 pg x ml™, s vyjimkou kyseliny palmitové, ktera ve
dvou nejvyssich koncentracich nebyla ve vodé¢ rozpustna.

Latky byly testovany ve dvou ¢asech — 24 h, jelikoz tento Cas byl pouzit v ptvodni studii,
a4 h, pro zachyceni mozné kratkodobé aktivace AhR, na coZ bylo uz dfive poukazano (Stépankova
et al., 2018). Jako pozitivni kontrola aktivace transkripce bylo pouzito TCDD (5 nmol x I, indukce
timto ligandem dosahovala primérné 6,6 (+ 2,1 [smérodatna odchylka]) nasobku negativni kontroly
v pfipadé 4 h inkubace a 2343x (+ 964) v pfipad¢ 24 h inkubace. Bazilni hodnoty byly po
4 h inkubace asi 30x vyssi nez pii 24 h inkubacem, to je pravdépodobné zptisobeno ptitomnosti FICZ
v médiu (Oberg et al., 2005), ktery je pii delsi inkubaci takika iplné metabolizovan. Nékteré latky
zpusobovaly snizeni této bazalni aktivity, bez pfitomnosti pfidaného ligandu.

U dvou latek bylo zaznamenano na davce zavislé zvySeni transkripcni aktivity AhR oproti
negativni kontrole — u indolu v obou ¢asech, u eugenolu pouze po 24 h, zatimco pfi 4 h inkubace doslo
ke snizovani aktivity (obrazky 5 a 6). Indol Ize tedy oznadit za plného agonistu, zatimco eugenol
vykazuje ucinky parcidlniho agonisty. Snizeni transkripéni aktivity oproti bazalnim hodnotdm bylo
zaznamenano po 4 h u farnesenu, jasmonu, linaloolu a jasmonolaktonu (obrazek 5), po 24 h byly tyto
latky neaktivni (obrazek 6) s vyjimkou jasmonu, kde doslo ke snizeni bazalni aktivity, které ale bylo
na davce nezavislé. Zbyvajici latky byly v tomto systému neaktivni.

Agonistické a antagonistické aktivity latek v kontextu 4 a 24 h inkubace jsou shrnuty
v tabulce 2.
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Jasminovy esencialni olej Eugenol Geranyllinalool

[ug x ml™]

Nasobky indukce

Isofytol Methyllinolenat Kyselina a-linolenova
[ug x ml™]

Nasobky indukce
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Farnesen Benzylalkohol Jasmon
[ug x ml™]

Nasobky indukce
=

Kyselina palmitova Fytylacetat Epoxyskvalen Jasmonolakton
[ug x ml™]

Obriazek 5: Transkripéni aktivita AhR v bunééné linii AZ-AhR po 4 h inkubace s minoritnimi sloZkami jasminového esencialniho
oleje. Svisla ¢ara zna¢i hodnoty negativni kontroly. Data jsou vyjadiena jako primér z 3-5 experimentdl (+ smérodatna odchylka)
S vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou Reporter gene assay. Hvézdicky znaci statistickou vyznamnost (P < 0,05)

proti negativni kontrole na zakladé¢ analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu. NT — netestovano.
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Obriazek 6: Transkripéni aktivita AhR v bunééné linii AZ-AhR po 24 h inkubace s minoritnimi sloZkami jasminového esencialniho
oleje. Svisla ¢ara zna¢i hodnoty negativni kontroly. Data jsou vyjadiena jako primér z 3-5 experimentl (+ smérodatna odchylka)
S vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou Reporter gene assay. Hvézdicky znaci statistickou vyznamnost (P < 0,05)

proti negativni kontrole na zaklad¢ analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu. NT — netestovano.
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Tabulka 2: Klasifikace testovanych latek ve vztahu k AhR

Aktivita .

Latka TR Klasifikace
Eugenol - + | Parcialni agonista
Skvalen / /| Neaktivni
Geranyllinalool / /| Neaktivni
Isofytol / /| Neaktivni
Methyllinolenat / /| Neaktivni
Kyselina a-linolenova | / /| Neaktivni

Indol + + | Plny agonista
Farnesen - /| Antagonista
Benzylalkohol / /| Neaktivni
Jasmon - /| Antagonista
Linalool - /| Antagonista
Kyselina palmitova / /| Neaktivni
Fytylacetat / /| Neaktivni
Epoxyskvalen / /| Neaktivni
Jasmonolakton - /| Antagonista

Vysvétlivky: (+) — aktivace, (-) — inhibice, (/) — bez aktivity.

5.1.1.Stanoveni Zivotaschopnosti po oSetieni AhR-aktivnimi latkami

Latky, které byly metodou Reporter gene assay oznaceny za aktivni, byly dale podrobeny
analyze viability metodou MTT v bunécné linii AZ-AhR, aby byl zohlednén piipadny vliv
zivotaschopnosti bunék na zménu v transkripéni aktivit¢ AhR. Pro stanoveni viability byly pouzity
stejné Casy inkubace jako U Reporter gene assay — 24 h pro vSechny latky, u latek aktivnich pii kratké
inkubaci rovnéz 4 h.

Po 4 h inkubace doslo k statisticky vyznamnému snizeni viability u vSech latek, signifikanci
vsak lze pfisoudit nizkym odchylkam, jelikoz u linaloolu a farnesenu doslo ke snizeni viability nejvyse
o desetinu negativni kontroly, a to i v maximalni koncentraci 100 pg x ml™ (obrazek 7). V ptipadé
jasmonu doslo ke snizeni viability v nejvyssi koncentraci az o 30 %, v piipadé jasmolaktonu o pétinu.

SniZeni viability o 30 % bylo dale zjisténo u eugenolu po 24 h u nejvyssi koncentrace této
latky, stejné tak tomu bylo u jasmonu (obrazek 8). V ptipadé indolu doslo k 15% poklesu viability

U nejvyssi koncentrace.
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Obriazek 7: Viabilita bunééné linie AZ-AhR po 4 h inkubace s AhR-aktivnimi sloZkami jasminového esencialniho oleje. Data jsou

vyjadiena jako primér z 4-6 experimentt (= smérodatna odchylka) s vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou MTT.

Hvézdicky znadi statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti negativni kontrole na zakladé analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.
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Obriazek 8: Viabilita bunééné linie AZ-AhR po 24 h inkubace s AhR-aktivnimi sloZkami jasminového esencialniho oleje. Data jsou
vyjadiena jako prumeér z 5 experimentii (= smérodatnd odchylka) s vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou MTT.

Hvézdicky znadi statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti negativni kontrole na zakladé analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.
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5.2. Analyza antagonistickych ucinkii jasmonu

Jelikoz obé nalezené slozky s agonistickou aktivitou, indol a eugenol, byly ve vztahu k AhR
jiz diive v literatufe popsany (Kalmes et al., 2006; Hubbard et al., 2015b; Bartoiikova et Dvorak,
2018), byla pro dalsi analyzu vybrana latka s nejvyrazngj$imi antagonistickymi uG¢inky — jasmon.
Latka byla podrobena analyzam souvisejicimi S riznymi aspekty antagonistického plsobeni na
receptor, aby se potvrdily ¢i vyvratily G¢inky zjisténé metodou Reporter gene assay.

Piestoze ve vysSich koncentracich jasmonu dochazelo k poklesu viability, byly tyto
koncentrace i nadale uzivany pro dalsi analyzy, protoze existuji dikazy o tom, Ze jasmon na bunécné
urovni cili na mitochondrie (Rotem et al., 2005) a je tak mozné, ze MTT Assay jakozto metoda

zaloZena na mitochondrialnim metabolismu poskytuje falesné pozitivni vysledky.

5.2.1.Vliv na transkrip¢ni aktivitu indukovanou riznymi ligandy

Jako prvni byla hodnocena schopnost jasmonu antagonizovat ruzné ligandy receptoru.
Vybrany byly tfi agonist¢ — TCDD, ktery je prototypem ligandu AhR a reprezentuje
nemetabolizovatelnou toxickou slouceninu, BaP, jeZ je rovnéz toxickou latkou, kterd je ale v téle
metabolizovana, a FICZ, domnély endogenni ligand s kratkym polo¢asem. Uvedené latky byly
testovany v ¢asech 4 h a 24 h, a to v koncentracich odpovidajici EC80 v pfislusnych ¢asech v bunécné
linii AZ-AhR.

V ptipadé TCDD (20 nmol x I'") béhem 4 h inkubace dosahovala primérna indukce
10,5% (+ 4,9) hodnoty negativni kontroly, pii 24 h inkubace (13,5 nmol x I TCDD) byly hodnoty
vV priméru az 1995x% (= 308) vy$$i nez negativni kontrola. K vyznamnému poklesu transkripcni
aktivity po 4 h doglo pi aplikaci jasmonu v koncentraci 10 pg x ml™ na asi 40 % (obrazek 9), po 24 h
doslo k poklesu na 70 % indukované aktivity jiz v koncentraci 1 ug x ml™ (obrazek 10). V nejvyssi
koncentraci 100 pg x ml™ klesla aktivita pod 1 % (v pfipadé 4 h inkubace) a na 2,5 % (v piipadé 24 h
inkubace).

BaP v koncentraci 7 pmol x I indukoval transkripéni aktivitu po 4 h praim&mg 7,6x (£ 3,5),
v koncentraci 15,8 pmol x I'* to bylo 1203x (+ 354). V piipadé BaP doslo k vyznamnému poklesu
transkripéni aktivity v obou &asech pii koncentraci jasmonu 1 pgxml™, a to oasi 30 % (4 h,
obrazek 9) a 40 % (24 h, obrazek 10). Nejvyssi koncentrace jasmonu zpusobila po 4 h pokles na
necela 2 % plivodné indukované aktivity, po 24 h na 12 %. Celkové byl profil podobny jako u TCDD.

U FICZ po 4 h (8 nmol x I™") byly zjistény hodnoty indukce v priméru 16,0x (£ 8,7) vy3si nez
hodnoty bazalni, po 24 h (22,6 pmol x I') vy3si 3048x (+ 818). Po 4 h inkubace doslo ke statisticky
vyznamnému poklesu transkripéni aktivity az u koncentrace 50 pg x ml™, a to na 45 % (obrazek 9).
V nejvyssi koncentraci jasmonu, 100 pg x ml™, klesla aktivita na 17 %. Pii deldi inkubaci byly
antagonistické ucCinky jasmonu jeSt¢ méné¢ vyrazné — vyznamné snizeni aktivity AhR bylo
zaznamenano u koncentrace 10 pg x ml™, aviak pouze o pétinu, a v nejvyssi koncentraci jasmonu

klesla transkrip¢ni aktivita pouze o polovinu (obrazek 10).
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50% inhibi¢ni koncentrace (IC50) pro jednotlivé ligandy v daném Case je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3: 50% inhibi¢ni koncentrace jasmonu

Ligand TCDD BaP FICZ
Cas 4h 24 h 4h 24 h 4h 24 h
Koncentrace 20 13,5 7 15,8 8 22,6
ligandu nmol x I | nmol x I'* | pmol x I | pmol x I'* | nmol x I'* | pmol x I
IC50 jasmonu
(= smérodatna 7,1 2,6 2,7 2,5 27,6 93,7
odchylka) (=2,0) (= 1,5) =12 =10 (x15,4) (£ 24,5)
[ug x mI”]

4 h

120 1 —e— 20 nmol x -1 TCDD
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Obrazek 9: Inhibice indukované transkripéni aktivity AhR po 4 h inkubace s jasmonem v bunééné linii AZ-AhR. Data jsou vyjadfena
jako primér z 4-5 experimentl (£ smérodatna odchylka) s vylou¢enim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou Reporter gene

assay. Hvézdicky znadi statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti piislusné pozitivni kontrole na zakladé analyzy variance s uzitim Tukey
HSD post-hoc testu.
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Obrizek 10: Inhibice indukované transkripéni aktivity AhR po 24 h inkubace s jasmonem v bunééné linii AZ-AhR. Data jsou
vyjadiena jako pramér z 4-5 experimentl (£ smérodatna odchylka) s vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano metodou
Reporter gene assay. Hvézdicky znadi statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti pfislusné pozitivni kontrole na zakladé analyzy variance

s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.

5.2.2.Vliv na expresi CYP1Al

Vliv jasmonu na typicky cilovy gen AhR, CYP1A1l, byl studovan také na RNA a proteinové
urovni. Byl sledovan efekt jak na bazalni expresi, tak na indukovanou pomoci TCDD a FICZ.
Vzhledem k podobnosti u¢inkti jasmonu na TCDD a BaP nebyl BaP k dal$im analyzdm pouzivan.
Exprese byla sledovana po 24 h za pouziti TCDD o koncentraci 13,5 nmol x I'* a FICZ o koncentraci
22,6 pumol x I, Exprese danych genii byla sledovana metodou Real-time PCR a Western blotting
V bunééné linii HepG2 po 24 h inkubace.

V rozporu s ptedchozimi vysledky ze stanoveni bazélni transkripcni aktivity AhR po 24 h
(obrazek 6) doslo u nejvyssi koncentrace jasmonu ke Ctyfndsobnému zvySeni hladiny RNA oproti
negativni kontrole (obrazek 11A). Tento efekt se vSak neprojevil na urovni proteinu (obrazek 12).

V piipadé indukované exprese pomoci TCDD dosahovala exprese CYP1Al na urovni RNA
primémée 204x (+ 67) hodnot negativni kontroly. Zde doslo se zvySujici se koncentraci jasmonu
k potladeni exprese CYP1A1, dle ptedpokladu (obrazek 11B), statisticky vyznamné hodnoty dosahl
ovSem az v nejvySsi koncentraci jasmonu. Efekt byl, konzistentné s RNA, patrny také na Urovni

proteinu (obrazek 12).
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Pti pouziti FICZ jako induktoru dosahovala exprese hodnot primérné 389x (+ 217) bazalnich
hodnot RNA. Zde se antagonistické u¢inky jasmonu neprojevily, naopak opé€t v nejvyssi koncentraci
doslo k asi dvojnasobnému zvyseni exprese CYP1A1 oproti FICZ samotnému (obrazek 11B). Rovnéz
na urovni proteinu se antagonisticky charakter latky neprojevil, zvySeni hladiny proteinu vSak nebylo

pozorovano (obrazek 12).

Bazalni exprese Indukovana exprese
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Obrazek 11: Bazalni (A) a indukovana (B) exprese CYP1A1 po oSeti‘eni jasmonem v bunééné linii HepG2 po 24 h na vrovni RNA.
Data jsou vyjadfena jako pramér ze 4 experimentd (= smérodatna odchylka) s vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano pomoci
Real-time PCR. Hodnoty jsou normalizovany na expresi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy. Hvézdi¢ky znaci statistickou vyznamnost
(P < 0,05; proti negativni kontrole v piipadé bazalni exprese, proti pozitivni kontrole v ptipadé indukované exprese) na zakladé analyzy

variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.

TCDD 13,5 nmol x |1 - - - -+ o+ O+ o+ - s « .

FICZ 22,6 pmol x |1 - - - - - - - + % & 4

Jasmon [ug x ml?] - 1 10 100 - 1 10 100 - 1 10 100
CYP1A1 -— — — —

B-aktin P e e — —————

Obriazek 12: Bazilni a indukovana exprese CYP1A1l po oSetieni jasmonem v bunécéné linii HepG2 po 24 h na irovni proteinu.

Reprezentativni snimek. Provedeno celkem 5 experimenttl, analyzovano metodou Western blotting. Normalizovano viiéi expresi B-aktinu.
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5.2.3.Vliv na aktivitu CYP1Al

Pro doplnéni tidajii o vlivu jasmonu na mnozstvi enzymu CYP1A1 byly antagonistické u¢inky
jasmonu hodnoceny také podle vlivu na bazalni a indukovanou aktivitu tohoto enzymu po 24 h
inkubace.

Jasmon nemél efekt na bazalni aktivitu CYP1A1 (obrazek 13A), zatimco aktivita indukovana
TCDD reflektovala ptedchozi nalezy. TCDD indukoval aktivitu CYPIAl prumérné 135x (+9).
K signifikantnimu poklesu aktivity doslo ve vSech testovanych koncentracich jasmonu, v nejvyssi
koncentraci to bylo az na 3 % ptvodni indukované aktivity (obrazek 13B). FICZ aktivitu indukoval
116x (£ 38) oproti negativni kontrole. Na rozdil od vysledki ze stanoveni exprese CYP1A1 byl
VvV tomto pfipad¢ pozorovan na davce zavisly pokles aktivity CYP1A1, pokles vSak nebyl statisticky
vyznamny. Pfestoze je toto ve shod¢ s transkripéni aktivitou AhR, tak pokles lze pravdépodobné
prisoudit snizené Zivotaschopnosti bun¢k (jak bylo zjisténo metodou MTT, viz obrazek 9), jelikoz

metoda Reporter Gene Assay neumoziiuje normalizaci méfené aktivity.
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Obrazek 13: Bazalni (A) a indukovana (B) aktivita CYP1A1 po oSetfeni jasmonem v buné¢né linii HepG2 po 24 h na irovni RNA.
Data jsou vyjadiena jako primeér z 3 experimentl (+ smérodatna odchylka) s vyloucenim nereprezentativnich hodnot, analyzovano pomoci
Glo-Assay. Hvézdicky znadi statistickou vyznamnost (P < 0,05; proti negativni kontrole v pfipadé bazalni aktivity, proti pozitivni kontrole

Vv piipadé indukované aktivity) na zakladé analyzy variance s uZitim Tukey HSD post-hoc testu.

5.2.4.Vliv na expresi AhR a ARNT
Dale byla testovana hypotéza, zda jasmon neovliviiuje hladinu samotného AhR ¢i ARNT, a to

jak na transkrip¢ni, tak translacni arovni. Evaluovana byla jak bazalni exprese, tak indukovana pomoci
TCDD a FICZ.
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Zatimco TCDD ani FICZ nemély na hladinu jak AhR, tak ARNT efekt, jasmon v nejvyssi
koncentraci (100 pug x ml™) zpasobil vyznamné zvyseni hladiny AhR aZ o &tyinasobek na arovni RNA
(obrazek 14). Tento efekt byl pozorovan i na trovni proteinu, s vyjimkou kombinace 100 ug x ml™*
a FICZ (obrazek 15). Analogicky doslo ke zvyseni hladiny ARNT pfi této koncentraci jasmonu,
ovSem v mensi mife, zvySeni nebylo na urovni RNA statisticky signifikantni (obrazek 16). Na urovni
proteinu byly detekovany 3 rizné formy ARNT (obrazek 17), jez jsou pravdépodobné sestfihovymi
variantami ARNT (Gardella et al., 2016). Mirné zvySeni mnozstvi RNA se do zvySeni mnozstvi

proteinu nepromitlo.

AhR

Nasobky indukce
o = N w N (9] (o)}

Jasmon 1 pg x ml-1

Jasmon 1 ug x ml-1 _—1
Jasmon 1 pg x ml-1 _—1
Jasmon 10 pg x ml-1 _—1

Jasmon 10 pg x ml-1
Jasmon 10 pg x ml-1

Jasmon 100 pg x ml-1
Jasmon 100 pg x ml-1
Jasmon 100 pg x ml-1

13,5 nmol x [-1 TCDD | 22,6 umol x |-1 FICZ

Obrizek 14: Ovlivnéni exprese AhR jasmonem samotnym ¢i v kombinaci s TCDD nebo FICZ v bunééné linii HepG2 po 24 h na
arovni RNA. Data jsou vyjadiena jako primér ze 4 experimenti (+ smérodatnd odchylka) s vylouenim nereprezentativnich hodnot,
analyzovano pomoci Real-time PCR. Hodnoty jsou normalizovany na expresi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy. Hvézdicky znaci

statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti negativni kontrole na zaklad& analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.

TCDD 13,5 nmol x I - - - -+ o+ o+ o+ - - - -
FICZ 22,6 pmol x |2 - - - - - - - - + + O+ +
Jasmon [ug x ml?] - 1 10 100 - 1 10 100 - 1 10 100

Bakiin A ——————

Obriazek 15: Ovlivnéni exprese AhR jasmonem samotnym ¢i v kombinaci s TCDD nebo FICZ v bunééné linii HepG2 po 24 h na
urovni proteinu. Reprezentativni snimek. Provedeno celkem 5 experimentt, analyzovano metodou Western blotting. Normalizovano vuéi

expresi f-aktinu.
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ARNT

Nasobky indukce

Jasmon 1 pg x ml-1
Jasmon 1 pg x ml-1
Jasmon 1 pg x ml-1

Jasmon 10 pg x ml-1
Jasmon 100 pg x ml-1
Jasmon 10 pg x ml-1
Jasmon 100 pg x ml-1
Jasmon 10 pg x ml-1
Jasmon 100 pg x ml-1

13,5 nmol x -1 TCDD | 22,6 umol x |-1 FICZ

Obriazek 16: Ovlivnéni exprese ARNT jasmonem samotnym ¢&i v kombinaci s TCDD nebo FICZ v bunééné linii HepG2 po 24 h na
urovni RNA. Data jsou vyjadfena jako primeér ze 4 experimentll (+ smérodatnd odchylka) s vylouc¢enim nereprezentativnich hodnot,

analyzovano pomoci Real-time PCR. Hodnoty jsou normalizovany na expresi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy.

TCDD 13,5 nmol x I - - - -+ o+ o+ o+ « . . &

FICZ 22,6 pmol x |2 - - - - g B & = % ¥ F +

Jasmon [ug x ml?] - 1 10 100 - 1 10 100 - 1 10 100
ARNT W B O R S e e

B-aktin — — ——— — — — — —

Obrizek 17: Ovlivnéni exprese ARNT jasmonem samotnym ¢i v kombinaci s TCDD nebo FICZ v bunééné linii HepG2 po 24 h na
arovni proteinu. Reprezentativni snimek. Provedeno celkem 5 experimentti, analyzovano metodou Western blotting. Normalizovano vici

expresi B-aktinu.

5.2.5.Cross-talk s hypoxickou signalizaci

Déle byl hodnocen mozny vliv hypoxické signalni drahy, reprezentované receptorem
indukovanym hypoxii HIF-1a, na signalizaci pomoci AhR, jelikoz receptory spolu sdili dimeriza¢niho
partnera ARNT, a pii soucasné aktivaci obou drah tak mtze potencialn¢ dochazet k vyCerpani tohoto
proteinu a zpiisobovat pokles aktivace AhR. Jako mimetikum hypoxickych podminek byl pouzit DFX

(200 pmol x I, a aktivace HIF-1o byla sledovana pomoci indukce VEGF-A na transkripéni tirovni.
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Mira exprese VEGF-A byla sledovana v bunééné linii HepG2 pomoci Real-time PCR po 24 h
inkubace.

Jasmon zpiisobil dvojnasobné zvyseni exprese VEGF-A V nejvyssi koncentraci 100 ug x ml™,
DFX indukoval expresi VEGF-A pramérné pouze 2,1x (+ 0,7) oproti bazalnim hodnotam, jasmon na
DFX-indukovanou expresi nemé¢l zadny dalsi vliv (obrazek 18). Dale byl hodnocen vliv DFX a jeho
kombinace s jasmonem na geny CYP1A1, AhR a ARNT. DFX v piipadé¢ CYP1A1 a ARNT zpusobil
mirny pokles hladiny RNA, pficemz u CYP1Al, ne vSak u ARNT, jasmon tento efekt dale
podporoval. Naopak u AhR doslo uc¢inkem DFX k asi dvojnasobnému zvySeni exprese na urovni

RNA, a se zvySujici se koncentraci jasmonu se mnozstvi RNA mirné snizovalo (obrazek 19).
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Obrazek 18: Bazalni (A) a indukovana (B) exprese VEGF-A po oseti‘eni jasmonem v bunééné linii HepG2 po 24 h na vrovni RNA.
Data jsou vyjadiena jako pramér z 4-6 experimentl (+ smérodatna odchylka) s vylou¢enim nereprezentativnich hodnot, analyzovano pomoci
Real-time PCR. Hodnoty jsou normalizovany na expresi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy. Hvézdi¢ky znaci statistickou vyznamnost
(P < 0,05; proti negativni kontrole v piipadé bazalni exprese, proti pozitivni kontrole v pfipadé indukované exprese) na zakladé analyzy

variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.
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Obriazek 19: Vliv jasmonu na expresi CYP1A1, AhR a ARNT p¥i koinkubaci s desferrioxaminem v bunééné linii HepG2 po 24 h na
urovni RNA. Data jsou vyjadfena jako primeér ze 4 experimentll (+ smérodatnd odchylka) s vylouc¢enim nereprezentativnich hodnot,
analyzovano pomoci Real-time PCR. Hodnoty jsou normalizovany na expresi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy. Hvézdi¢ky znaci

statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti negativni kontrole na zaklad¢ analyzy variance s uzitim Tukey HSD post-hoc testu.

5.2.6.Vliv na vazbu do promotoru CYP1Al

Metodou chromatinové imunoprecipitace byl hodnocen vliv jasmonu na miru vazby AhR do
promotoru genu CYP1A1 indukovaného bud’ TCDD (13,5 nmol x I'*), nebo FICZ (22,6 pmol x I™) po
90 min inkubace. I zde vysledky potvrzuji piedchozi zjisténi — vlivem inkubace TCDD s 100 pg x ml™

jasmonem doslo k vyznamnému snizeni vazby, zatimco v kombinaci s FICZ efekt nebyl pozorovan

(obrazek 20 a 21).
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Obriazek 20: Analyza vazby AhR do promotoru CYP1A1 po oSeti‘eni jasmonem v bunééné linii HepG2 po 90 min. Data jsou vyjadiena
jako primér z5 experimenti (+ smérodatna odchylka) s vylouCenim nereprezentativnich hodnot, stanoveno pomoci chromatinové
imunoprecipitace. Hvézdicky znaci statistickou vyznamnost (P < 0,05) proti negativni kontrole na zakladé analyzy variance s uzitim Tukey

HSD post-hoc testu.

TCDD 13,5 nmolx It - - + + - -
FICZ 22,6 pmol x |1 .- - -+ o+
Jasmon [ug x ml?] - - - 100 - 100

1gG AhR

Promotor CYP1A1

2% input

Obrazek 21: Reprezentativni snimek analyzy vazby AhR do promotoru CYP1A1 po oSeti‘eni jasmonem v bunééné linii HepG2 po
90 min. Provedeno celkem 5 experimentl. Precipitovand DNA analyzovana pomoci Real-time PCR s naslednou vizualizaci PCR produkti

pomoci agarézové elektroforézy. Normalizovano viuci 2% inputu genomické DNA.
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6. Diskuze

Tato prace se zabyva vlivem minoritnich obsahovych slozek jasminového esencialniho oleje
na aryluhlovodikovy receptor. A¢ byl tento receptor ptivodné popsan jako mediator toxickych Gcinku
TCDD a jinych syntetickych environmentalnich polutantd, tak je schopen vazat i celou fadu pfirodnich
latek a stale vice je zduraziovana jeho fyziologicka role v organismu. Jeho vyznam zejména ve
fyziologii a patologii imunitniho systému vedlo kuvahdm o moznosti vyuzit jej jako novy
terapeuticky cil. Ehrlich et Kerkvliet (2017) naptiklad navrhuji hledani takovych ligandd AhR, které
by vyvolavaly podobné imunosupresivni ucinky jako TCDD, ale na rozdil od TCDD by byly
organismem plné odbouratelné a neptedstavovaly by riziko dalsi toxicity spojené s jeho perzistentnim
charakterem.

Potencialni terapeutické vyuziti AhR se ve vétSiné ptipadlti zamérovalo na aktivaci receptoru.
Agonisté AhR se v preklinickych studiich ukazuji byt uziteni v pfedchazeni reakci Stépu proti
hostiteli prostfednictvim indukce regula¢nich T-lymfocyti (Hauben et al., 2008; Punj et al., 2014).
PrestoZze nékteré studie ukazuji, Ze antagonisté AhR zpUsobuji spiSe zhorSeni dané patologie
(Di Meglio et al., 2014), jiné preklinické modely uspésné vyuzivaji i inaktivaci signalizace AhR.
Naptiklad zminéné branéni reakce §tépu proti hostiteli bylo popsano i u knock-outu AhR a jeho
farmakologické inhibice antagonistou (Dant et al., 2017).

Mimo plsobeni na regulacni T-lymfocyty zpusobuji antagonisté AhR také inhibici
diferenciace Th17 lymfocyti (Mohinta et al., 2015). Pfestoze se takova inhibice AhR mtize projevovat
Skodlivé ve vztahu Kk nachylnosti k infekci, existuji patologie, kde je sniZena aktivita téchto bunck
zadouci, napt. U autoimunitnich chorob jako revmatoidni arthritida ¢i Stillova nemoc dospélych (Waite
et Skokos, 2012).

Své misto v této problematice ma také StemRegenin 1, antagonista AhR, ktery je jiz
Vv klinickém testovani. StemRegenin 1 se ukézal jako uZite¢ny nastroj pro expanzi hematopoetickych
kmenovych bun¢k (Boitano et al., 2010). Muze také pomoci generovat megakaryocyty a nasledné
tzv. pro-desticky (Strassel et al., 2016), ¢i dendritické bunky (Thordardottir et al., 2014).

Ackoli, v souvislosti s metabolismem ligandi AhR, je k dispozici minimum dat o chovani
jasmonu v organismu a jeho toxicité, a nelze tak piedpokladat, Ze je pro vyuziti bezpecny, zvlast
s ohledem k absenci jakychkoli dat in vivo, je jasmon povazovan za jen mirné toxicky po poziti,
s oralni LDsg u potkanii 5 g x kg™ (Lewis et Sax, 2004).

Antagonisticky charakter ligandu je mozné vyuzit také ke kompetici S perzistentnimi
toxickymi ligandy a potlacovanim jejich $kodlivych Gcinkl. Takovy efekt byl naptiklad popsan na
mySich po podani antagonisty CH-223191, kdy byla tato latka schopna potlacovat u¢inky TCDD
in vivo (Kim et al., 2006). Jasmon, dle zde prezentovanych vysledkd, u¢inné blokuje ucinky toxickych
ligandi AhR, jako jsou TCDD a BaP, zatimco u¢inky fyziologického ligandu FICZ zistavaji ve

veétsing piipadi nezménény. To je vlastnost, ktera mize byt potencialné vyhodna pro zmirnéni toxicity
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zprostiedkované AhR pfi expozici environmentalnimi polutanty. Otazkou nicméné zistava, proc
V souvislosti s jasmonem existuji tak markantni rozdily mezi t€émito ligandy.

Jiz drive byla predlozena myslenka, Ze ve vztahu k AhR je kli¢ovou vlastnosti délka aktivace
AhR, tedy rozdil mezi persistentni aktivaci pomoci TCDD a transientni aktivaci pomoci FICZ. Zde se
ovsem ukazuje, ze vysoké koncentrace FICZ, které by mély pieklenout ucinky jeho rychlého
metabolismu, zfejmé nejsou feSenim této otazky, s ohledem na to, Ze k aktivaci AhR i po 24 h pomoci
FICZ dochazi, ale antagonismus (s vyjimkou Reporter gene assay) se neprojevuje. Na podobny jev
poukazali Wheeler et al. (2014), kdy zkoumali reakci mysi v modelu infekce virem chiipky na TCDD
a FICZ. Zatimco TCDD zpusobil ofekavané zmény v AhR-zprostiedkované imunitni odpovédi,
tj. v pulmonarni neutrofilii, wrovni indukovatelné syntazy oxidu dusnatétho a odpovédi
CD8" T-lymfocytii, jednorazova davka FICZ Zadnou z téchto zmén nezpiisobila. Pii prodlouzené
aktivaci AhR davkovanim FICZ mikroosmotickymi pumpami pak doslo ke zméné jediného ze
sledovanych parametrti, konkrétné k modulaci funkce T-lymfocytl, a to v podobné mife jako
u TCDD. To potvrzuje zde prezentované vysledky, ze kratkodoba aktivace AhR neni tim hlavnim
divodem rozdilnych ucink téchto dvou ligandd.

Podobny panel ligandt jako v této diplomové praci byl pouzit v praci Boule et al. (2018).
V této studii byl analyzovan vliv riznych ligandiit AhR rovnéz na mysi model virové infekce chiipkou.
Porovnavan byl efekt 4 ligandl — perzistentniho, takika nemetabolizovatelného TCDD, pomalu
metabolizovaného polutantu PCB126, a dvou potencialnich endogennich ligandt AhR — FICZ a ITE,
pricemz FICZ je metabolizovan rychle, zatimco metabolismus ITE je neznamy, ale pfedpoklada se
polocas delsi nez u FICZ. V tomto ptipadé doslo k modulaci reakce na infekci u v§ech ligandi, avsak
ne stejnym zpisobem — zatimco vliv TCDD, PCB126 a ITE byl v mnoha ohledech (odpovéd
CD8" T-lymfocytt, Giroveti IgG, mnozstvi Thl a Thf lymfocytii) podobny, efekt FICZ byl odlisny. Na
rozdil od prace Wheeler et al. (2014) byly vSak tyto rozdily pfisouzeny transientni aktivaci FICZ,
jelikoz v CYP1A1 knock-out mysich, ve kterych je rychla metabolickd inaktivace FICZ znaéné
omezena, se tyto rozdily smazavaly.

Bez ohledu na in vivo ucinky, kde mtize v souvislosti s biologickou funkei pfislusnych ligandta
hrat roli mnoho faktorti, se FICZ ukazuje jako sloucenina s unikatnimi vazebnymi vlastnostmi ve
vztahu k AhR (Soshilov et Denison, 2014).

Mimo rozdilii v biologické aktivité¢ ligandl se nabizi vysvétleni, Zze je jasmon antagonistou
specificky pro urcité typy ligandd. To bylo popsano v piipadé slouceniny CH223191, ktera
antagonizuje pouze TCDD a dal$i halogenované aromatické uhlovodiky, ale ne polyaromatické
uhlovodiky, flavonoidy a indirubin (Zhao et al., 2010).

Jasmon byl v prvni fazi identifikovan jako antagonista metodou Reporter gene assay. Pfi
analyze genové exprese jak pomoci Real-time PCR, tak Western blottingu, vSak v nejvyssi
koncentraci 100 ug x ml™ zptsobil zvyseni exprese CYP1AL. Tento efekt je charakteristicky pro

tzv. parcialni agonisty/antagonisty, tedy latky, které v nizSich koncentracich plisobi antagonisticky,
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zatimco ve vysokych vykazuje agonistickou aktivitu, jak to ve vztahu k AhR bylo popsano u fady
latek, naptiklad u 3°-methoxy-4°-nitroflavonu (Zhou et Gasiewich, 2003). ZvySeni exprese CYP1A1
bylo vsak pozorovano pouze v nepfitomnosti exogenniho ligandu ¢i pti expresi indukované FICZ, kdy
jasmon zadné antagonistické U¢inky nevykazoval, zatimco v ptitomnosti TCDD ke zvysSené expresi
CYP1A1 nedochazelo. Nejvyssi koncentrace jasmonu navic neindukovala aktivitu CYP1AL.
Vzhledem k témto skute¢nostem a také tomu, Ze stejna koncentrace jasmonu zvySovala expresi AhR

Ke zvySeni exprese AhR doslo jiz na transkripéni Grovni, lze tedy pomyslet na indukci
receptoru jinym regulatorem. Promotor AhR obsahuje nékolik responzivnich elementdi, mimo jiné pro
transkripéni faktory Spl (Specificity protein 1), AP-1 (Activation protein 1) ¢i PPARa (Takahashi
et al., 1994). Regulace exprese AhR transkripénim faktorem Spl byla jiz diive popsana (Racky et al.,
2004; Wang et al., 2015). Methyljasmonat, jina sloucenina ze skupiny rostlinnych hormont
jasmonatt, které je jasmon strukturné podobny, je schopen snizovat expresi AhR a jeho naslednou
vazbu do promotoru genu pro matrixovou metaloproteinazu 14 v nadorovych liniich Zaludku
SGC-7901 a MKN-45 prostiednictvim Spl (Zheng et al., 2013). Piestoze zde jsou piedkladana
protichidné data oproti praci této védecké skupiny, je ziejmé, ze latka strukturn€ blizka jasmonu je
schopnd ovlivnit AhR skrz Spl, a nelze vyloucit, Ze tento efekt zavisi na bunééném typu, ve kterém se
odehrava. Spl se navic podili i na expresi CYP1A1 (Kobayashi et al., 1996), a je tak mozné vztahnout
vliv tohoto transkripcniho faktoru i na zvysSeni exprese tohoto enzymu.

V promotoru AhR je rovnéz piitomen responzivni element pro PPAR, a PPARa je schopen
AhR indukovat (Fallone et al., 2005; Villard et al., 2007), stejné jako CYP1A1 (Sérée et al., 2004;
Villard et al., 2011). PPARa je, podobné jako AhR, aktivovan mnozstvim latek rdznych struktur.
Fallone et al. (2005) zjistili, Ze v bunééné linii Caco-2 ligand PPARa (WY-14643) sam, ci
v kombinaci s ligandem AhR 3-methylcholantrenem, indukuje AhR. Kombinace téchto dvou latek pak
mela v nizsi koncentraci WY-14643 aditivni efekt na indukci CYP1A1, ve vyssi dokonce synergicky.
Naproti tomu v bunééné linii HepG2, ve které byla provadéna zde piedkladana studie, vedla aplikace
klofibratu, ligandu PPARa, v kombinaci s latkou Sudan III, ligandem AhR, ke sniZeni exprese AhR
(Shaban et al., 2004), coz mluvi proti interakci téchto dvou signalnich drah ve vztahu k up-regulaci
CYP1A1, AhR a ARNT.

Rotem et al. (2005) popsali, Ze jasmonaty véetné jasmonu cili na mitochondrie. S ohledem na
to, ze indukce AhR a CYP1A1 byla pozorovana pouze v nejvyssi koncentraci jasmonu, kterd byla jiz
na zéklad¢ MTT stanovena jako pomérné cytotoxicka, 1ze pomyslet také na mozny vliv volnych
radikali uvolnénych z mitochondrie. Tuto domnénku podporuje skutecnost, ze desferrioxamin,
ktery je, mimo funkci mimetika hypoxického prostiedi, schopen také neutralizovat volné radikaly
(Hartley et al., 1989), tento jev rusi. Jiz zminény methyljasmonat je v bunééné linii odvozené od
adenokarcinomu plic A549 skute¢né schopen produkci reaktivnich kyslikovych intermediati spustit

(Kimet al., 2004).
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Na produkci volnych radikalt je schopen reagovat transkripéni faktor AP-1, ktery se podobné
jako Sp1 mutze podilet na expresi AhR (Kobayashi et al., 1996; Spink et al., 1998). Indukce AP-1 byla
implikovana také v souvislosti s methyljasmonatem (Rotem et al., 2003). V souvislosti s pfitomnosti
volnych radikali je mozna i Ucast transkripéniho faktoru Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2), jehoz responzivni element je rovnéz v promotoru AhR pfitomen (Shin et al., 2007). Pro Nrf2
je navic charakteristicky zna¢ny cross-talk s AhR (Kohle et Bock, 2007). Vsechny tyto proteiny
mohou navic samoziejmé pusobit v kombinaci.

Jasmon, dle dosavadnich vyzkumi, je spolecné s dalSimi jasmonaty slibnou protinadorovou
latkou, u které byly popsany cytotoxické ucinky na nadorové bunécné linie rakoviny délozniho Cipku
(Kubo et Morimitsu, 1995), hormon-nezavislé prostatické rakovinné buiiky (Yeruva et al., 2008)
a na leukemické bunky (Rotem et al., 2005). Jako mozny mechanismus uéinku bylo navrZeno
poskozeni mitochondrii, konkrétné depolarizace mitochondrialni membrany ¢i uvolnéni cytochromu c
(Rotem et al., 2005), nebo aktivace kaspazy 3 a receptoru pro tumor-nekroticky faktor 1 (Yeruva
et al., 2008). Role AhR v karcinogenezi je dlouho znama a existuji snahy vyuzit tento receptor jako
potencialni terapeuticky cil (Kolluri et al., 2017). Tato prace tak piedklada dalsi, s AhR spojeny,

pohled na mechanismus piisobeni této latky v nddorovych bunécnych liniich.
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7. Zavér

V této diplomové praci byly analyzovany slozky jasminového esencialniho oleje pro jejich
schopnost ovliviiovat transkripéni aktivitu aryluhlovodikového receptoru. Testovany byly minoritni
komponenty, tj. slozky zastoupené v mnozstvi 1-10 % objemu. Z celkem 15 latek se jich 6 ukazalo
jako AhR-aktivni — indol, eugenol, farnesen, linalool, jasmon a jasmonolakton. Indol byl
charakterizovan jako latka s plné agonistickymi tu¢inky a eugenol jako parcialni agonista, zbylé 4 latky
vykazovaly vii¢i AhR antagonistické ucinky.

Pro dal$i zkouméani byl vybrdn jasmon a byly analyzovany rtzné aspekty jeho
antagonistického ptisobeni. Byla prokdzana jeho schopnost snizovat transkripéni aktivitu AhR
indukovanou riznymi ligandy — TCDD, BaP a FICZ, ackoliv u posledniho zminéného byl pokles jen
mirny. Dalsi analyzy antagonismus FICZ nepotvrdily — jasmon nezplsoboval pokles exprese
CYP1ALl, typického cilového genu AhR, na transkripéni a transla¢ni Grovni, stejné jako miru vazby
AhR do promotoru CYP1Al, zatimco schopnost antagonizovat ucinky TCDD byla ve vSech
zjisStovanych aspektech konzistentni s poklesem transkripéni aktivity.

Jasmon se dale ukazal jako modulator exprese AhR a jeho dimeriza¢niho partnera ARNT,
jelikoz vysoka (100 pg x ml™) koncentrace jasmonu zptsobovala zvyseni jejich exprese jak na turovni
RNA, tak proteinu. Rovnéz bylo poukdzano na to, Ze tato latka muze ovliviiovat hypoxickou
signalizaci.

Uvedena data naznacuji, Ze jasmon, jakoZzto latka, kterd antagonizuje AhR-zprostfedkované
ucinky toxického environmentalniho polutantu TCDD, ale zaroven neovliviiuje signalizaci domnélého
fyziologického ligandu FICZ, ma vyhodné vlastnosti, které mohou byt potencidlné terapeuticky

vyuzitelné naptiklad jako néstroj pro zvladani toxicity zprostiedkované AhR.
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9. Pfilohy

Piiloha 1: Katalogovy list jasminového esencialniho oleje

PRANAROM

international

FICHE D'ANALYSE — ANALYSIS SHEET
Absolue

Nom botamique - botanicalnam Jasminum officinalis

Nom commun — french name: JASMIN OFFICINAL (ABSOLUE)
Numéro du lot — lot mumber: 0F12302

Origine - orign: —— PRANAROM - MAROC

Partie de 1a plante — part of the plant- FLEUE

Date de distillation — distillation date : 0672013

Date de peremption — out of date : 04/2021

Caractéristigues d’analvse - analvsischaracteristics:
CPG - 5M HEWLETT PACEARD / CPG-FID
Colonne : HP INNOWAX §0-0.5-0.25

Programmation de tempéranme - 6 mm & 50 °C -2 *C/mn—s250 *C-100 om & 250 °C
Gaz vecteur He : 22 psis

Caractéristiques physigues — physicalcharacteristics:

As — ical state Liguide legé VisQuewu

Couleur - colour ange

Odewr - odour Jasminee, caracteristique

Densite a 20°C - density 0,050

Densité & 15°C - density 0,853

Indice de réfraction 4 20°C - _refractive index 1.402 8

Fouvoir rotataire & 20°C - optical rotation + 2.5 ° (dilution au 11157}
Miscibilité 3 ['éthanol & 00% -_miscibility Soluble jusgu'a 1.5 volumes 3 00 % puis trouble
[Point d'&clair : SETAFLASH - flashpoint 1123 °C

Analyses pesticides — pesticide analysis :

Pesticides Organochlorés - Dosage par GC M5 détecteur X5D [mathoos multirssidus Résultats
Interne walldée sslon i norms MF VO3-110

Liste des pesticides recherchés [Pharmacopés Européenne): Alachior, Aldrine, Bromophos Ethyl, Bromophos
Methyl, Chiordane, Chiofenvinphos, Chiorpyriphos, Chiorpyrphos Methyl, Chiorthal Dimetryt, Cyfluth re.,
Cyrakthrne amibda, Cypemettrine, Dichiofluanide, Dichionos, Dicofol (Keithane), Disldrine, Endosullan, = LMR*
Endosufan sulfate, Endrine, FEI'IHﬂ:lrpI‘I:tE (Ronnel), Fﬂ'ﬂﬂ:l'pr[ts-ﬂm Fenvaierate, Fluvalinate, Heplachion,
Hepmmur epoxine, Hexachiombenzens, 1, Hexachiomoyciohexane B,

ne E, Lindane, Mem:ctruﬂum Mirex, Naled, o,p-D00 , op*-DDE,

ne o, I-lemnmm:qm
|:| p'-[:ﬂT Crychioans, p.p-D00, pp-DOE, p.p'-DOT, Pentachiomaniling, Penachiomanisoie, Parmathiine , - LimEe Mariaie de
Phosalone, Procymidone, Profenophos, Prothiofos, Quintozens, 5421, Tecnazene, Tetradion, Vinclozolne A ——

Pesticides Organophosphorés - Dosage par GC MS détecteur FPD [méthods muitinssious | Résultats:
Interne valldés sslon k2 norms MF V0E-110)

Liste des pesticides recherchés (Phanmacopés Eurcpéenns). Acephate, Azinphos Ethyl, Azinphos Methyl,
Bmmophos Etfyl, Bromaphos Methyl, ChioMenvinphos, Chiomyiphos, Chicrpyriphos Methyl, Diazinon, Dchioreos,
Dimethoate, Efion, Efmphoes, Fenchiomnos (Ronnel), Fenchiomphos-oxon, Fenttrothion, Fensufottilon [Dasanit), < LMR*
Fensusathion-omon, Fersulfothion-pxon-sulfone, Fensulfiothion-sufsne, Fenthion, Femthlon-omon, Fenthion-oumn-
sulfone, Fenthion-oxon-sulfoxyde, Fenthion-sulfone, Femthion-sufoxyde, Fonofos, Malaoson, Malathion, Mecarbam,
Methacrifos, Mefamidophos (Monfior), Methidathion, Monocmiophos, Maled, Omethoate, Paraoon, Paraoon
Methyl, Parathion Ethyl, Parathion Methyl, Phosalone, Phosmet, Pirmiphos Ettyl, Piimiphos Médhyl, Profenophas, = Lime Maiaie de
Pothicdos, Guinalphes. Fitsidus. auiorisee
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Tableau de résultats 1 : ABSOLUE DE JASMIN

LOT N® OF22302

Pics | Temps de Constituants %
rétention
1 5.5 ACETATE D'ETHYLE 0,05
7 .0 ETHANGL 0,04
3 15,3 LIMONENE 0,02
4 232 B-METHYL-5-HEPTEM-2-OMNE 0,02
5 257 J3HEXEM-1-0L 0,01
[+ 289 PENTADECANE 0,09
7 3.7 Trans-0XYDE DE LINALOL 0,02
B 362 LINALOL 3,75
9 415 BENZOATE DE METHYLE 0,05
10 47,5 Z E-a-FARMESENE 0,05
11 47 7 ACETATE DE BENZYLE 13,45
12 489 E.E_o FARNESENE 243
13 50.9 SALICYLATE DE METHYLE 0,02
14 o224 ACETATE DE 2-PHEMNYLETHYLE 0,03
15 529 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,08
16 4.9 TETRAMETHYL HEXADECENOL ISOMERE 0,07
17 59,2 E-GERANYL ACETOME 0,11
18 56.0 ALCOOL BENZYLIQUE 127
19 57 B MNOMADECANE 0,03
20 281 PHENYLACETOMNITRILE + ALCOOL PHENYLETHYLIQUE 0,07
21 590 Cis-JASMOMNE 1,74
22 606 Trans-JASMONE 235
23 60,7 2 6-DIMETHYL-3 F-OCTADIENE-Z 6-DIOL 0,42
24 623 TETRAMETHYL HEXADECENOL ISOMERE 0,65
25 65,0 NWEROLIDOL 0,18
76 B7.1 D-CRESOL 0,24
27 67 4 BENZOATE D'HEXYLE 0,04
28 [E] HENEICOSANE 0,08
29 691 TIGLATE DE BENZYLE 0,03
30 69,7 TRIMETHYLPENTADECANONE 1,20
k) 699 BENFZOATE DE cis-3-HEXENYLE 1,12
32 70.5 HENEICOSANE 0,03
33 70.9 ESTER BEMSYLIQUE 0.08
34 716 EUGEMOL 1,91
35 74.0 7 6 DIMETHYL-2.7-0CTADIENE-1.6-DIOL 0,04
36 744 PALMITATE DE METHYLE 0,95
ar FEN PALMITATE DETHYLE 0,07
38 769 F-JASMOLACTONE 1,32
39 776 1ISOPHYTOL 7,09
40 782 CHANICOL 0,12
41 78.9 26 DIMETHYL -2 F-OCTADIENE-2 6-DICL 0.06
42 79.3 TETRAMETHYL PALMITATE DE METHYLE 0,04
43 T-E,E HEFTADECANOATE DE METHYLE 0,06
44 802 JASMOMATE DE METHYLE 0,78
45 804 HEPFTADECANOATE DE METHYLE 0,14




Tableau de résultats 2 : ABSOLUE DE JASMIN

LOT N° OF22302

Pics | Temps de Constituants %
rétention

a5 [ JESMONATE DE METHYLE 0,05
47 B2.6 ESTER ALIPHATIQUE 0,08
48 B4.1 STEARATE DE METHYLE 0,16
49 BT INDOLE 1,33
50 B5.1 OLEATE DE 9-METHYLE 043
51 B5.5 OLEATE DE 10-METHYLE 0,10
3] BB.7 N-METHYLACETYL ANTHRANILATE 0,62
53 B7 2 COMPOSE METHYLESTER ALIPHATIQUE 0.15
54 B7.3 LINOLEATE DE METHYLE 0,35
55 BB,2 ACETATE DE PHYTYLE 5,37
TE 889 GERANYL LINALOL 437
57 B5.9 LINOLEATE DETHYLE 0,04
58 90,2 LINOLENATE DE METHYLE 2,10
59 o0 4 GERANYLLINALOL ISOMERE 0,10
50 o907 METHYLHEXACOSANE 0,09
51 917 COSANOATE DE METHYLE 0,05
52 5922 PHYTOL 14,48
53 693 4 BENZOATE DE BENZYLE 10,72
54 952 EICOSENOATE DE METHYLE 0,11
65 06,4 COMPOSE AROMATIQUE 0,12
] 00 4 EICOSATRIENOATE DE METHYLE 0,05
67 95,9 SALICYLATE DE BENZYLE 0,13
58 1006 HEPTACOSANE 0,07
59 101.0 SQUALENE ISOMERE 0,30
70 105.5 ACIDE PALMITIQUE 2,52
71 111.2 TETRAMETHYL HEFTADECANOLIDE Mw=324 0,20
72 17,7 SQUALENE 5,08
73 124 4 HENTRIACONTANE 0,45
74 125.0 ESTER PHENYLETHYLIQUE 0,21
75 1268 Bis{2-ETHYLHEXYL)PHTHALATE 0,10
76 1202 ACIDE LINOLEIQUE 0.44
77 137.5 ACIDE LINOLEMIQUE 3,37
78 144 5 COMPOSE AROMATIQUE 0,20
BE 1516 COMPOSE CA0H500 Mw=426 : EPOXYSQUALENE 1,80
80 1662 COMPOSE C30H500 Mw=426 : EPOXYSQUALENE ISOM, 0,34
B1 179.1 LINOLEATE DE PHENYLMETHYLE 0,34
TOTAL 00,84

Date de I"analyse — date of the analysis : Avnl 2016,

Pranardim Int.
C. Schulze
Controle qualite




