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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyva sledovanim transkripéni aktivity aryl uhlovodikového
receptoru s vyuzitim nové stabilné transfekované reportérové linie odvozené od koznich bunék
HaCat. V teoretické ¢asti jsou ptiblizeny reportérové systémy a jejich geny, které se pouzivaji.
Nasledné se také teoreticka ¢ast zabyva aryl uhlovodikovym receptorem (AhR), je zde popsana
struktura, ligandy, které AhR aktivuji. V neposledni fadé jsou zminény i srovnani AhR
reportérovych systému, které jsou dostupné.

V praktické Casti bylo nejdiive dilezité stanovit koncentracni rozmezi latek, které by nebyly
pro danou bunéfnou linii toxické a nasledné toto koncentrani rozmezi bylo pouZito
pro sledovani transkripéni aktivity AhR v buné¢né linii. Buitky AhRaCat byly vystaveny
plsobenti latek a byla sledovana jejich proliferacni aktivita pomoci krystalové violeti. Nasledné
byly buniky podrobeny luciferazové reportérové eseji, pomoci které byla zjisténa transkripéni
aktivita AhR, dale byla stanovena transkripéni aktivita AhR Vv zavislosti na Case a také
V pfitomnosti antagonistd. V neposledni ftadé¢ bylo sledovdno wudrzeni inducibility

po dlouhodobém udrzovani bun¢k v kultivaénim médiu.
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1 Uvod

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor,
ktery zprosttedkovava toxicitu $iroké fady xenobiotik, ale v poslednich letech bylo objeveno,
7ze AhR také hraje dulezitou roli ve fyziologickych a patofyziologickych procesech.
Z tohoto duivodu je dulezité sledovat transkripéni aktivitu AhR a identifikovat tak latky,
které jsou schopné ho aktivovat. Sledovani transkripni aktivity receptoru pusobicich
jako transkripcni faktory umoziiuje metoda Reporter Gene Assay neboli reportérova genova
esej, kdy je métena aktivita reportérového genu pfimo umeérna transkripcni aktivité receptoru.

Aryl uhlovodikovy receptor je vysoce exprimovan v lidskych buiikkach a tkanich
a po nasledné aktivaci ligandy je translokovan do jadra buiky. AhR se fadi mezi hlavni senzory
chemickych signali v kizi. Kize je nejvétsim organem lidského téla, ktera je v neustalém
kontaktu s riznymi faktory. Pokud je ktize zdrava, tak je znamé, ze aryl uhlovodikovy receptor
prispivd k diferenciaci keratinocytl, k funkci kozni bariéry a také k pigmentaci kuZe.
Tento cyklus je pravdépodobné dosazen diky piechodné aktivaci AhR pomoci rychle
metabolizovanych AhR ligandu jako je napt. FICZ (6 formylindol[3,2 b]karbazol).

Tato bakalarskad prace se zabyva charakterizaci nové stabilné transfekované reportérové
linie AhRaCat odvozené od koZnich bun€k HaCat. Tato linie bude slouzit jako nastroj
ke sledovani transkripéni aktivity AhR a k identifikaci potencionalnich AhR aktivnich latek

v kozi.



2 Cile prace

N o a b~ wDd e

Literarni reSerSe zamé&fujici se na in vitro experimentalni reportérové systémy
Stanoveni prolifera¢ni aktivity bunék pomoci krystalové violeti

Stanoveni transkripéni aktivity modelovych aktivatorl v zavislosti na koncentraci
Stanoveni transkripcni aktivity modelovych aktivatort v zavislosti na Case
Sledovéani inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po piisobeni antagonisti

Udrzeni luciferazové aktivity pii dlouhodobé kultivaci

Vyhodnoceni vysledki a jejich interpretace



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Reportérové systémy pro sledovani aktivity transkrip¢nich faktori

Reportérové systémy pouzivané pro sledovani aktivity receptori pusobicich
jako transkripéni faktory, jsou casto zaloZzené na stabilné transfekovanych reportérovych
bunéénych liniich (Sedldk et al. 2011). Transfekce je metoda pro vneseni cizi DNA
do eukaryotnich bun¢k, napi. lipofekce, nukleofekce a elektroporace. Lipofekce neni
univerzalné uspésna transfekce, jelikoz Gc¢innost jak transientni, tak i stabilni transfekce
exogennimi geny se v jednotlivych bunécnych liniich 1isi. Lipofekce je Uc¢inna
napi. u transfekce primarnich kultur nebo kultur s diferenciovanymi buikami
(Kumar et al. 2019). Elektroporace vyuziva elektrické pulsy, diky tomu miZze byt pouzita
k vneseni cizi DNA do zivo¢isnych, rostlinnych bunék i bakterii. Nukleofekce je specializovana
forma elektroporace, ktera vnasi NK pfes jadernou membranu piimo do jadra
(Kumar et al. 2019). Reportérové plazmidy nesou reportérové geny a upstream
jsou zaklonovany regula¢ni sekvence, kam se transkripéni faktory vazou. Aktivita
reportérového genu je pak pfimo umérna transkripcni aktivit€¢ sledovaného receptoru
(Kang et al. 2008).

Reportérovy plazmid dale obsahuje gen pro rezistenci k antibiotiku pro prokaryota,
napt. ampicilin, gen pro rezistenci Kk antibiotiku pro eukaryota, napt. hygromycin,
dale reportérovy gen a multiklonovaci misto, kam se klonuje regulaéni sekvence pro vazbu
receptoru. Dale obsahuje minimalni promotor, upstream, downstream, synteticky polyA,
ktery slouzi pro zacatek transkripce (Novotna et al. 2011). Reportérova metoda kdduje protein
nebo peptidovou znacku, kterou Ize nasledné snadno detekovat a zméfit na pozadi hostitelské
bunky, jelikoZ poskytuje snadno méfitelny signal. Reportérovy gen by mél byt v buiice snadno
rozliSitelny od pozadi endogenni buniky a nemél by ovliviiovat fyziologii hostitelské bunky.
(Boy et al. 2022). Luciferazova esej je typem reportérové eseje. Tato esej se pouziva ke studiu
intracelularni signalizaci, expresi gend, transkripcni aktivity receptorti a skladani proteini
(Nair et. 2018).

Reportérové geny mohou byt intraceluldrni 1 extracelularni povahy. Intracelularni produkty
jsou v burnce zadrzeny pro kvantifikaci in situ nebo po lyze bunek. Typickymi intracelularnimi
reportérovymi geny jsou chloramfenikol acetyl transferaza, B-galaktosidaza, luciferaza, ekvorin
a GFP. Oproti tomu extracelularni produkty se vylucuji do extracelularniho média k testovani,

to umoziuje odbér vzorkli bez naruSeni bun€k a opakované experimentovani. Extracelularni



reportérové geny jsou napi. sekretovana alkalicka fosfatdza, sekretovana luciferaza

nebo B-laktamaza (Liu et al. 2009).

3.1.1 Transfekce transientni a stabilni

Transfekce je zavedeni cizi nukleové kyseliny do vnitra bun¢k za Géelem ziskani geneticky
modifikovanych bun¢k (Kim et al. 2010). Byla vyvinuta pro definovani transkripéné
regulacnich prvka jako jsou napt. promotory, enhancery a také silencery. Transfekce slouzi
k pozorovani fragmentu DNA, ktery je umistén upstream reportérového genu a pomoci méfeni
transkripéni  aktivity reportérového genu Ize urcit regulacni potencidl sekvence
(Yin et al. 2005). Transfekce transientni neboli pfechodna a transfekce stabilni neboli trvala
patii mezi nastroje molekularni a bunééné biologie pfi zkoumani genovych a proteinovych
funkci. V pripraveném plazmidu se mize vyskytovat gen pro rezistenci vuci antibiotiku.
Pomoci selek¢niho tlaku s danym antibiotikem v kultivaénim médiu lze pfipravit bunécnou
linii, ktera je stabilné transfekovana danym plazmidem. U této stabilni transfekce je plazmidova
DNA integrovana do genomu hostitelskych bunék. (Kim et al. 2010, Stepanenko et al. 2017).
Pii ptipravé kazdé stabilné transfekované linie by méla byt pfipravena i bunécna linie,
ktera bude slouzit jako negativni kontrola a bude obsahovat reportérovy plazmid
bez klonovaného DNA produktu (Stepanenko et al. 2017). Stabilné transfekovana bunééna linie
je oproti transientni transfekci ¢asové a materialové naro¢na, ale i tak v laboratofi patii
mezi hojné pouzivané transfekce, a to zeyjména diky tfem vyhodam. Prvni vyhodou stabilné
transfekované linie je, Ze neni potieba pied kazdym provadénym experimentem transfekovat
bunky, diky tomu je ¢as 1 material Setfen. Druha vyhoda je ta, Ze neni nutné normalizovat udaje
na B-galaktosiddzu a to vzhledem k proménlivé G¢innosti transfekce, z tohoto diivodu jsou
udaje homogennéjsi. A V neposledni fadé¢ treti vyhoda stabilni transfekce je ta, ze test ma
mnohem vys§i citlivost, jelikoz jsou vSechny buiky jiz transfekované (Novotna et al. 2011).
Stabilni transfekce je také ucinné vyuZzivana k identifikaci novych ligandii pro specifické
signalni drahy (Lai et al. 2006).

U transfekce transientni, je plazmidovd DNA pfechodné¢ udrzovana v jadie a neni
integrovana do genomu, jelikoz plazmid je pro konkrétni experiment vloZen
ad hoc. Z tohoto divodu se muze transientni transfekce kdykoli ztratit, a to napf. vlivem
bunééného déleni (viz Obrazek ¢. 1) (Stepanenko et al. 2017, Boy et al. 2022,
Kim et al. 2010). U¢innost transfekce je snadno ovlivnitelna napf. typem buiiky, pfijmem
vektoru a jeho vlastnostmi konkrétné velikosti, kvalitou ale i dodanym mnozstvim
(Yin et al. 2005).
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Obrazek ¢. 1: Schematicky ndkres stabilni a transientni transfekce. Prevzato z ¢lanku
Kim et al. (2010). A) U stabilni transfekce je cizi DNA vlozena do jadra prichodem bunééné
a jaderné laminy, DNA je tak integrovana do hostitelského genomu. B) U piechodné transfekce

je cizi DNA dodévana do jadra, ale neni integrovdna do genomu.

3.1.2 Reportérové geny

3.1.2.1 Luciferaza

Proces, béhem kterého je viditelné svétlo emitovano plsobenim enzymatické reakce
katalyzované enzymem luciferdzou, se nazyva bioluminiscence. Luciferaza byla identifikovana
zejména z moiskych zivoc¢ichd (Waidmann et al. 2011). Nyni se nejvice pouzivaji luciferazy
odvozené od severoamerické svétlusky (Photinus pyralis) (Smale et al. 2010). Mezi nejlépe
prostudované gramnegativni bioluminiscen¢ni bakteridlni systémy se fadi lux systémy
Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi, Vibrio harveyi a Photorhabdus
luminescens. V podstaté v§echny tyto bakterialni systémy jsou kddovany operonem luxA, luxB,
luxC, luxD a luxE. LuxA a luxB geny koduji a-podjednotky i B-podjednotky heterodimerni
luciferazy, oproti tomu geny luxC, luxD a IuxE koduji reduktazu mastnych kyselin, které jsou
potiebné pro regeneraci mastného aldehydu, ktery nasledné slouzi jako luciferin
(Waidmann et al. 2011).

Bakterialni luciferazy jsou heterodimerni enzymy, které jsou slozeny z o-podjednotky
i B-podjednotky. Tyto podjednotky vykazuji zhruba 32% sekvenéni identitu na proteinové

urovni. Bakteridlni luciferdza katalyzuje oxidaci redukovaného flavinmononukleotidu



(FMNH>) a alifatického aldehydu s dlouhym fetézcem v piitomnosti molekularniho kysliku
na FMN a odpovidajici mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Heterodimerni luciferaza vaze
jednu molekulu FMNHo>, ¢imz chrani FMNH? pied autooxidaci (Waidmann et al. 2011).

U svétlusky (Photinus pyralis) bylo zjisténo, Ze proces zvany bioluminiscence
je produkovan ve specialnim organu, ktery se nachazi v zadni casti bficha, zvaném lucerna.
Tento orgdn krom¢ luminiscence také slouzi jako pfitahovaci mechanismus pro parici
se partnery. Luciferaza se u svétluSek nachézi v peroxizomech ve specializovanych butikach
luceren, které jsou nazyvany jako fotocyty!. Luciferaza koduje protein, ktery katalyzuje
dvoustupniovou enzymatickou oxidaci D-luciferinu za pfitomnosti ATP, O a Mg, ¢imZ vznika
fluorescenéni produkt oxyluciferin a emise svétla o vlnové délce 550-570 nm. D-luciferin
je nejprve aktivovan adenylaci na luciferyl-adenylat, ktery je Vv poslednim kroku oxidovan
na oxyluciferin (viz Obrazek ¢. 2). Oxyluciferin pusobi jako silny inhibitor luciferazy
(Waidmann et al. 2011, Smale et al. 2010).

0,, ATP

C["H]wr“* ~——— T, )

CO,, AMP, PP;

D-luciferin oxyluciferin

Obrazek ¢. 2: Reakce vyzafujici svétlo od svétlusky Photinus pyralis. Pievzato z ¢lanku
Waidmann et al. (2011)

Mezi luciferdzovymi testy jsou pouzivané rizné druhy luciferdz. Mezi nejvice zkoumané
a pouzivané luciferazy patii jiz zminéna luciferaza u svétlusky (Photinus pyralis). Dale velmi
pouzivanou luciferazou je Gaussia luciferaza (Gluc), ktera je klonovana z Gaussia princeps.
Tato luciferaza katalyzuje oxidaci substratu koelentrazinu v reakci za i¢elem vytvoreni svétla.
Nové vyvinutd luciferdza NanoLuc (Nluc) katalyzuje oxidaci nového substratu
imidazopyrazinonu také za ucelem vyroby svétla. Tato luciferaza se jevi jako nejvice citlivy
reportér ze vSech reportérovych gent, jelikoz se rychle v buiice rozklada a nedochazi tak K jeji
akumulaci (Cevenini et al. 2016).
fluorescenénimu proteinu (GFP) je kratsi polo¢as rozpadu. To umoziuje opakované online

méfeni nejen u nastupu genové exprese, ale také u snizené exprese pii vysokém casovém

! Jedna se o bufiky, které jsou schopny katalyzovat enzymy k produkci svétla neboli k luminiscenci.
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rozliSeni. Dal$i vyhodou pouziti luciferaz je vinova délka emitovaného svétla, kterd je delsi
a tim je i energie nizsi. Ve srovnani s acetyltransferazou, pB-galaktosidazou, glukuronidazou
a alkalickou fosfatdzou je luciferdza rychlejsi, méné¢ pracna a také méné¢ draha
(Waidmann et al. 2011). Mezi dalsi vyhody luciferazového systému patii neizotopicky test
bioluminiscence, vysoky stupenn citlivosti, nepfitomnost endogenni enzymové aktivity
Vv eukaryotickych buiikach, velké rozmezi kvantifikace a v neposledni fadé snadnost a také
rychlost vykonu (Yin et al. 2005).

Jako hlavni nevyhoda pouziti luciferazy je velka potieba kysliku pii reakci emitujici svétlo,
proto se luciferaza nesmi pouzivat pro online méfeni za anaerobnich podminek. Online métfeni
pomoci luciferdzy se vyuzivd k méfeni biologickych procest v redlném case, vcetné

promotorovych testii @ monitorovani bakterii v komplexnich matricich (Waidmann et al. 2011).

3.1.2.2 B-galaktosidaza

Enzym B-galaktosidaza byl izolovan z bakterie, hub a kvasinek. -galaktosidaza, téZ znama
jako laktdza, je enzym, ktery hydrolyzuje laktéozu a také se fadi mezi jedny z primérnich
hydrolytickych enzymid u zivo€ichu, rostlin a mikroorganizmi (Sagib et al. 2017,
Zhu et al. 2020). Podle databaze aktivnich enzymu jsou B-galaktosidazy rozdéleny do Ctyft
glykosid hydrolazovych rodin (GH rodin), které se oznacuji jako GH1, GH2, GH35 a GH42
(Zhu et al. 2020). Ptitomnost nadmérného mnozstvi laktozy ve stieveé vede k dehydrataci tkani
a dochazi tak ke snizenému vstfebavani vapniku, a to v disledku nizké kyselosti, kterd mize
zpusobit stievni potiZze. Nedostatek enzymu laktazy ve stfevé vede k lakt6zové intoleranci
(Sagib et al. 2017). B-galaktosidaza je fazena mezi kliCové enzymy, a to diky své schopnosti
uvolnovat galaktozu z oligosacharidii a nasledné poskytovat zdroj uhliku pro mikrobidlni rist.
K velkym vyhodam B-galaktosiddzovych reportérovych systému patii pomérné nizka cena,
velmi snadna detekce a bezpecnost pracovnikil, jelikoZ tento enzym nevyzaduje radioaktivni
detekci a ani jiné ptipravné kroky. Mezi nevyhody tohoto systému se fadi velka velikost
enzymu a endogenni exprese v nekterych bunéénych liniich, jako jsou napf. makrofagy
(Boy et al. 2022). Aktivita tohoto enzymu je detekovana fluorometricky v Zivych burikach
se syntetickym substratem fluorescein-p-digalaktopyranosidem (FDG) (Qureshi et al. 2007).

3.1.2.3 p-laktamaza

B-laktamaza (BLA) patii mezi strukturalné rozmanité skupiny enzymu, které produkuji
chromogeny z hydrolyz p-laktamovych antibiotik, jako je penicilin a cefalosporin.

Tyto chromogeny mohou byt detekovany bud pritokovou cytometrii, fluorescencni
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mikroskopii anebo kolorimetrickymi testy. Hlavni vyhodou tohoto enzymu je jeho citlivé
detekovani v buiice a také ho lze vyuzit pro studium genové exprese v zivych buiikach,
avSak tento enzym ma i velkou nevyhodu, a to velmi pomaly a slozity detekcni proces
(Boy et al. 2022, Qureshi et al. 2007). B-laktamazovy reportérovy systém vyuziva enzym
TEM-1 B-laktamazu, kterému chybi N-termindlni 23 aminokyselinovd periplazmaticka
sekrecni sekvence. Enzym BLA je kodovany rezistentnim genem na ampicilin,
ktery je nasledné aktivni bud’ jako monomer nebo dimer pii terminalnim spojeni N nebo také
C konct s heterolognim proteinem a nasledné dokaze $tépit molekuly, které obsahuji B-laktam,
jako jsou napf. jiz zminéné peniciliny anebo cefalosporiny, s jednoduchou kinetikou a vysokou

katalytickou u¢innosti (Qureshi et al. 2007).

3.1.2.4 Chloramfenikol acetyl transferaza

Enzym chloramfenikol acetyl transferaza (CAT) patii mezi nejstarSi reportérové geny
(Qureshi et al. 2007). CAT se v minulosti fadil mezi velmi vyuZzivany reportérovy gen, ale dnes
se pouziva jen zfidka, a to kvili tomu, Ze je mnohem méng¢ citlivy, nez je jiz zminéna luciferaza
(Smale et al. 2010). Chloramfenikol acetyl transferaza ma bakterialni ptivod a nevyskytuje
se VvsavCich bunkach, tudiz interference endogenniho enzymu téméf neexistuje
(Lai et al. 2006). Bunky transfekované reportérovym plazmidem s CAT se lyzuji
opakovatelnymi cykly mrznuti a rozmrznuti. Bunééné zbytky, které pfi tomto postupu
vzniknou, se odstranuji pomoci centrifugy. Dale se lyzat inkubuje s chloramfenikolem
a acetyl-koenzymem A. CAT nasledné katalyzuje acetylaci chloramfenikolu. Acetylace
se zviditeliuje pomoci autoradiografie po tenkovrstvé chromatografii (TLC)

(Smale et al. 2010).

3.1.2.5 Alkalicka fosfataza

Alkalicka fosfatdza je reportérovy enzym, u kterého je protein sekretovan z bunky do média,
tudiz se nemusi bunky lyzovat. Sekretovana alkalicka fosfataza (SeAP) ma obecné velmi nizké
pozadi, ale nemusi byt vhodna pro detekci bunék s vysokou aktivitou endogenni fosfatazy
(Lai et al. 2006). Sekretovana alkalicka fosfataza detekuje ,,svétlo®, které vznika rozkladem

dioxetanu za pusobeni enzymu. (Qureshi et al. 2007).

3.1.2.6 Zeleny fluorescencni protein

Zeleny fluorescencni protein (GFP) z meduzy Aequorea victoria je dalsi enzym,

ktery se bézné¢ pouziva jako reportérovy gen. Hlavni vyhoda tohoto enzymu je,
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ze je tento enzym fluorescen¢ni, coz znamena, ze nevyzaduje zaddny substrat pro detekci.
Zaroven také umoznuje sledovat expresi dvou a vice genti v jedné bunice (Qureshi et al. 2007).
GFP je pomérné maly protein, ktery stabilné fluoreskuje jako monomer. Reportérovym genem
se stal diky jeho stalosti, snadné detekci v neporusenych bunkach a také diky nizkym detekénim
limitim. To ze jeho aktivita mize byt detekovana pfimo v neporusenych bunkach
bez jakéhokoli pouziti specifickych substratti, tak zkracuje pottebu ¢asové narocné extrakce
proteinti, enzymatickych reakci ale i imunoblott. Z téchto divodi se GFP vyuziva zejména

k pfimému sledovani urovné exprese, skladani a stability proteint (Belardinelli et al. 2017).

3.1.2.7 Ekvorin

Ekvorin je svételny monomerni protein, ktery byl puvodné charakterizovan svétélkujici
medazou Aequorea victoria. Ekvorin je odlisny od ostatnich luminiscen¢nich organismu,
a to konkrétn¢ ze tfi dlivodii. Za prvé se jedna o luciferazu, ktera je schopna katalyzovat oxidaci
specialnich luciferini s nizkou molekulovou hmotnosti zvanych jako koelentraziny (CTZ).
Druhy davod je ten, ze se jednad o protein, ktery se vaze na luciferin, a proto je nazyvan
jako fotoprotein. CTZ nabity ekvorinem ma tii vazebné domény pro Ca®* ionty. Po navazani
vapniku se koelentrazin oxiduje na koelenteramid a vznikly protein prochazi konformacni
zménou, za které se uvoliiuje oxid uhli¢ity a emise modrého svétla. Bioluminiscence ekvorinu
proto vzajemné souvisi se skute¢nou koncentraci volnych iontd Ca?*, jelikoz ekvorin
je bioluminiscenénim indikatorem pro Ca?* ionty. Ekvorin Ize spojit s dal$imi reportérovymi
proteiny jako je napt. GFP, a tim zjednodusit lokalizaci exprimovaného rekombinantniho

ekvorinu fluorescen¢ni mikroskopii (Plieth et al. 2006).

3.2 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) Dbyl objeven jako prvni xenosenzor,
ktery zprosttedkovava indukci aryl uhlovodikové hydroxylazy polycyklickymi uhlovodiky
a halogenovanymi polyaromaty (Dvordk et al. 2021). Aryl uhlovodikovy receptor je ligandem
aktivovany transkripéni faktor, ktery je vysoce exprimovan v lidskych bunkach a tkanich
(Novotna et al. 2011, Degrelle et al. 2022).

AhR je aktivovan fadou rtznych ligandi, jako jsou napi. exogenni ligandy, mezi které
piislusi syntetické slouceniny (dioxiny, polyaromatick¢ aminy a uhlovodiky), slouceniny
pfirodniho ptivodu (berberin a flavonoidy) a 1éCiva. Dale je aryl uhlovodikovy receptor
aktivovan endogennimi ligandy, mezi které se fadi bilirubin, biliverdin, indoly, derivaty

tryptofanu a kyseliny arachidonové. AhR se také fadi mezi regulatory genli zapojenych
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do metabolismu 1éku, které jsou zatazeny do nadrodiny cytochromu P450 (CYP), konkrétné
patii do podrodiny CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, kde ¢islo 1 za CYP je rodina, pismena A i B
za cislici 1 je podrodina a posledni Cislo znamend individualni isoformu enzymu.
Také je zapojen do regulaci buné¢ného cyklu a proliferaci, imunitni reakci a propagaci nadora
(Novotna et al. 2011). Mezi prototypicky exogenni ligand aryl uhlovodikového receptoru
se tadi TCDD (2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin). Mezi nejcharakteristiCt€jsi planarni
aromatické a hydrofobni ligandy AhR s vysokou afinitou patii halogenované dioxiny,
polycyklické aromatické uhlovodiky a halogenované bifenyly (Gargaro et al. 2021).

Mezi nejvice studované ligandy AhR patii endogenni ligandy, které jsou odvozeny
od tryptofanu. Tyto ligandy muzeme rozdélit mezi tfi hlavni tryptofanové derivaty,
které nejvice pfispivaji k vysledku regulace genovych transkripci pomoci AhR. Nalezi
sem kynurenin (KYN), ktery se vyskytuje v dendritickych butikach u mysi v lymfoidnich tkani,
dale do této skupiny patii 6 formylindol[3,2,b]karbazol (FICZ), ktery je syntetizovan
Vv keratinocytech lidské kize (Gargaro et al. 2021).

Mezi dals$i studované endogenni ligandy se zafazuji eikosanoidy jako napf. lipoxin
anebo hemové metabolity, mezi které nélezi bilirubin a biliverdin. Bilirubin je zndmy tim,
7Ze je u novorozencl velmi neurotoxicky, ale na druhou stranu ma dulezit¢ antioxidacni
vlastnosti. Hlavni enzym, ktery detoxikuje bilirubin u novorozence je UGTIAL
Pro dal$i antioxida¢ni vlastnosti bilirubinu mize vést redoxni cyklovani mezi zminénym
bilirubinem a biliverdinem (Bock et al. 2018).

Aryl uhlovodikovy receptor patii do zakladni rodiny helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim
(bHLH/PAS). V neaktivnim stavuje se AhR vyskytuje v cytosolu, kde je obklopen
chaperonovymi proteiny HSP90, kochaperonem p23, protoonkogenem SRC a proteinu 2,
ktery aktivuje virus hepatitidy B (Dvordk et al. 2021 a Gargaro et al. 2021). Po aktivaci ligandd
dochazi k disociaci chaperonti a k translokaci do jadra, kde formuluje heterodimer s jadernym
translokatorem AhR (ARNT) pattici do bHLH/PAS rodiny (Dvordik et al. 2021
a Degrelle et al. 2022). V této formé se vaze do DNA sekvence cilovych gent, zvanych
jako xenobioticky responzivni element (XRE), kde spousti expresi cilovych gentit CYP1 rodiny
(Dvoridk et al. 2021).

AhR funkéni doména obsahuje bHLH doménu, kterda umoznuje dimerizaci s ARNT, vazbu
DNA a interakci s chaperony. Dale obsahuje PAS doménu, ktera je slozena ze dvou
strukturalnich opakd A a B, konkrétné PAS A se také podili na dimerizaci s ARNT a PAS B
umoznuje vazani ligandi. AhR funkéni doména také obsahuje C-terminalni doménu, kteréd

je sloZzena ze tfi subdomén. Prvni subdoména je obohacena o kyselé zbytky, konkrétné
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o glutamat nebo asparat, druha subdoména je obohacena o glutamin Q-rich a tieti subdoména

je obohacena o serin, threonin a prolin (viz Obrazek ¢. 3) (Larigot et al. (2018).

ARNT hinding
u =
ARR b HLH PAS A PAS B Transactivation Domain = z &
q -5
i - - *
DA binding Ligand bindirg Coactivator binding

Obrazek €. 3: Schematicka struktura funkénich domén aryl uhlovodikového receptoru. Pievzato

z ¢lanku Larigot et al. (2018).

AhR je dilezity v mnoha fyziologickych procesech, jako je napf. imunita, vyvoj organd,
embryogeneze a regenerani neurogeneze (Dvordak et al. 2021 a Gargaro et al. 2021).
Dale je nezastupitelny v xenobiotickém metabolismu, imunitni reakci, proliferaci bunck,
diferenciaci a apoptoze bunék (Gargaro et al. 2021). Na druhou stranu se AhR podili
na patogenezi Skodlivych onemocnéni, jako jsou rakovina, jaterni steatdoza a atopickd
dermatitida (Dvordk et al. 2021).

Aryl uhlovodikovy receptor muze také mit i alternativni biologické role kromé jiz znamé
regulace xenobiotického metabolismu. AhR funguje jako ligand dependentni E3 ubikvitinova
ligdza konkrétnich nuklearnich receptori. AhR ma také dilezitou funkci pii potlaceni stfevni
karcinogeneze, také muze ucinné slouzit pro modulaci stfevniho imunitniho systému.
Aryl uhlovodikovy receptor také fidi udrZzovani a diferenciaci stfevnich lymfatickych bunék
(Satsu et al. 2015). AhR se také pouziva pro regulovani cilovych gentt NFkB, které predevsim
fidi prozanétlivou odpovéd’. Hladina exprese aryl uhlovodikového receptoru je velmi vysoka
Vv jatrech a v bariérovych organech napt. plice, stfeva a kize. Tato exprese dobfe spada
do jiz zminénych funkci AhR v xenobiotickém metabolismu, tak i do nové objevenych roli,

jako je napf. imunitni odpovéd’ a bunééna hemostaze (Esser et al. 2013).

3.2.1 Funkce AhR v kiuzi

Kuze je nejvétsim organem lidského téla, které je v neustalém kontaktu s riiznymi faktory,
jako je napt. teplo, chlad, piisobeni chemickych latek, bakterie, viry a mnoho dalSich. Pokozka
tak vytvaii G¢innou bariéru proti pisobeni cizorodych latek a zaroven také chrani integritu
celého téla (Esser et al. 2013). Mezi hlavni senzor chemickych signali v ktzi se fadi
Jiz zminény aryl uhlovodikovy receptor, ktery je dilezitym regulatorem funkce koZzni bariéry

(Fernandez-Gallego et al. 2021).
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Kiize se sklada ze tfi Casti, a to epidermis, dermis a subcutis. Epidermis neboli pokozka
slouzi k ochrané téla, zejména se jedna o mechanickou, chemickou a biologickou bariéru.
Pokozka také chrani télo pfed velkymi ztratami vody, bojuje proti mikrobim a virGm,
vrozenymi 1 adaptivnimi imunitnimi reakcemi. Dale také metabolizuje a vylucuje vnéjsi
chemické latky a chrani se pted poSkozenim DNA ultrafialovym zarenim, a to prostiednictvim
pigmentace a detekce, popf. eliminace nadorovych bun¢k. V dermis neboli Skéfe jsou zejména
umistény senzorické organy pro teplotu a dotek, mazové zlazy, vlasové cibulky, nervové bunky,
cévy a lymfatika, které slouzi jako porty pro migraci leukocyti do anebo z kiize. Subcutis neboli
podkoZi je tfeti vrstva kiize, ktera se nachazi pod Skarou (Esser et al. 2013).

Pokud je kiize zdrava, tak je znamé, ze aryl uhlovodikovy receptor ptispiva k diferenciaci
keratinocytd, k funkci kozni bariéry a také k pigmentaci kize. Tento cyklus je pravdépodobné
dosazen diky ptechodné aktivaci AhR pomoci rychle metabolizovanych AhR ligandi
jako je napt. FICZ. Oproti tomu je napi. TCDD pomalu metabolizovan, a tak vede Kk trvalé
aktivaci AhR a k omezeni regulacnich zasahi tohoto systému, coz muize vést K zanétu
a také ke karcinogennim pochodim v bunice. Aktivace AhR v zavislosti na ligandu TCDD
dokadze bud zanétlivou odpovéd zmirnit anebo naopak zvysit, tedy mize zpusobit
prozanétlivou 1 protizdnétlivou odpoveéd. Je to ligand specifickd odpovéd, tudiz v kazdych
bunkach TCDD puisobi jinak. Mezi chronicka zanétliva kozni onemocnéni se fadi napt. atopicka
dermatitida a psoriaza neboli lupénka. U téchto onemocnéni se aktivuje AhR a ten muze vést
i kpotlaceni zanétlivé odpovédi. Jako podpora pro atopickou dermatitidu a lupénku
se po urcitou dobu pouZziva uhelny dehet, ktery je schopen aktivovat aryl uhlovodikovy receptor
a tim zmirnit pfiznaky kozniho onemocnéni (Bock et al. 2018).

AhR je zkouman v souvislosti s onemocnénim lupénka. Jedna se o komplexni chronickou
autoimunitni poruchu kize (Neavin et al. 2018). Dtive bylo toto onemocnéni zkoumano
Vv koznich buiikdch u mysi. Tyto burniky byly vystaveny ptisobeni FICZ, ktery zvysil transkripéni
aktivitu AhR a tim snizil zavaznost zanétu lupénky u mysich bunék (Kyoreva et al. 2021).
Lupénka se u muzl vyskytuje az dvakrat ¢astéji nez u zen. Jedna se o kosmetické onemocnéni
na téle, které narusuje kvalitu Zivota pacientli. Vzhledem k tomu, ze aryl uhlovodikovy receptor
reguluje pfevazné imunitni rovnovahu pomocnych bunék (Th), konkrétné Th1l7, Th22 a Treg,
tak se ocekava, Ze AhR bude mit zdsadni vyznam pfi tomto onemocnéni. Studie prokézaly,
7ze za zhorSeni tohoto zanétu je pravdépodobné zodpovédny nedostatek AhR
v nehematopoetickych bunkach véetné keratinocyt (Furue et al. 2019). Dale je AhR zkoumam
také spolecné s atopickou dermatitidou. Atopickd dermatitida (AD) je bézné ekzémové

onemocnéni, které je svédivé a chronicky se opakujici zanétlivé koZzni onemocnéni
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(Furue et al. 2019 a Hidaka et al. 2017). Zatim neni znan cilovy reportérovy gen AhR,
ktery je zodpovédny za fenotypy podobné AD a jeho funkce u AD (Hidaka et al. 2017).

3.3 AhR reportérové systémy

V soucasnosti je transkripéni aktivita aryl uhlovodikového receptoru testovana
pomoci klasického luciferazového testu, ktery je vétSinou zalozeny na piechodné transfekci
plazmidu v burice anebo na stabilné transfekovanych bunéénych liniich (Degrelle et al. 2022).
Jako prvni gen pro sledovani transkripéni aktivity byl pouzit reportérovy gen CAT
(Wider et. 2017).

Latka TCDD vyvolava sirokou skalu toxickych a biologickych ucinka specifickych
pro jednotlivé druhy organismu a jejich tkani (Garrison et al. 1996). TCDD se nachazi
Vv nizkych koncentracich, jejich chemicka analyza je velmi citliva, ale je finan¢né a Casové
naro¢nd. Chemicka analyza nedokaze poskytnout informace o biologickych reakci latek a jejich
pusobeni. Z toho divodu se zacali vyuZivat tzv. bioeseje, které jsou schopné aktivovat AhR
po pusobeni urcitych latek, jako je napf. jiz zminény TCDD (Otarola et al. 2018).

V 80. letech byly vytvoiené nové reportérové bunééné linie jako jsou napt. LS180 odvozené
od adenokarcinomu tlustého stfeva a buniky odvozené od lidského hepatomu HepG2. Tyto linie
vykazovali vysokou expresi AhR (Garrison et al. 1996). Reportérové systémy,
které jsou pouzivané pro sledovani aktivity receptori plisobicich jako transkripéni faktory,
jsou zalozené na transfekovanych reportérovych bunécnych liniich (Sedldk et al. 2011).
Transfekce je metoda pro vneseni cizi DNA do eukaryotnich bunék (Kumar et al. 2019).
Transfekce slouzi k pozorovani fragmentu DNA, ktery je umistén upstream reportérového
genu, napf. luciferdza a pomoci méfeni transkripéni aktivity reportérového genu Ize urcit
regulaéni potencial sekvence (Yin et al. 2005). Exprese reportérového genu byla regulovana
AhR responzivnimi elementy. V téchto liniich byla exprese luciferazové aktivity kontrolovana
¢tyimi kopiemi XRE. Pomoci téchto linii bylo prokazano, ze 2,2",5,5 -tetrachlorbifenyl mtize
pusobit jako druhové specificky antagonista AhR. Tyto rekombinantni buné¢né linie l1ze pouZit
pro detekci a kvantifikaci AhR agonisti nebo antagonisti (Garrison et al. 1996). Tyto bunééné

linie jsou oznacovany jako tzv. CALUX testy, jelikoz vyuzivaly chemicky aktivovanou expresi

vvvvvv

(Otarola et al. 2018).
CALUX test byl pribézné rozvijen a charakterizovan, ale na druhou stranu inspiroval fadu
dalsich biologickych zkousek, které byly zalozené na stejném principu, ale vyuzivali jiné

detek¢ni faktory, jako napt. chemicky aktivovana fluorescen¢ni exprese. Ktera byla navrzena
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tak, aby zjednoduSila postup méfeni a umoznila analyzu odezvy v Zivych buikach.
Luciferazovy gen byl tak nahrazen GFP genem (Otarola et al. 2018). Dale byla vytvotfena
bioesej seAP, ktera byla zalozena na seAP reportérového genu (Kasai et al. 2005). Dale byla
vyuzivana dudlni reportérova esej, kterd vyuzivala dva reportérové geny, a to luciferazu a seAP,
pomoci téchto reportérovych genii byla méfena transkripéni aktivita AhR v stabilné
transfekovych bunéénych linii (Sato et al. 2010). N¢kolik lidskych stabilné transfekovanych
reportérovych linii bylo pfipraveno pro sledovani transkripéni aktivity AhR. Linie AZ-AhR
byla ptipravena stabilni transfekci buné¢k odvozenych od lidského hepatocelularniho karcinomu
HepG2 reportérovym plazmidem nesoucim 4 kopie DRE (deoxin responzivni element)
pro vazbu AhR. Tato bunétna linie je vhodnd pro objevovani dalSich ligandi AhR
(Novotna et al. 2011). Pro zlepseni studii a ke sledovani aktivity AhR byly sestrojeny dvé nové
reportérové linie, jedna vyuzivala gen fluorescencni histon 2B a druhd vylu€ovanou

nanoluciferazu v BeWo lidskych placentarnich buiikach (Degrelle et al. 2022).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Stabilné transfekovana bunééna linie AhRaCat, ktera je odvozena od lidskych keratinocytt

HaCat. Jedna se o adherentni bunéénou linii.

4.2 Laboratorni pomicky

96jamkové cerné desticky pro méfeni luminiscence (NUNC)

96jamkové kultivacni desticky (Techno Plastic Products)

Automatické pipety v rozsahu 0,1 — 2,5 ul, 0,5 — 10 ul, 2 — 20 pl, 10 — 100 pl,
20— 200 pl, 100 — 1 000 ul (Eppendorf)

Bunicina (Tork)

Biirkova komiirka (Assient)

Kryeci sklicka 22x22mm (Manzel Gléser)

Kultiva¢ni 1ahev s obsahem 25 cm?a 75 cm? (Techno Plastic Products)

Mulltikanalova pipeta 30 — 300 ul (Eppendorf)

Nitrilové rukavice (Mercator Medical)

Petriho misky (Techno Plastic Products)

Pipetor FastPette (Labnet)

Plastové centrifugaéni zkumavky s objemem 15 ml a 50 ml (Techno Plastic Products)
Plastové mikrocentrifuga¢ni zkumavky s objemem 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml a 5 ml
(BIOPIastics)

Plastové stojanky na zkumavky (Techno Plastic Products)

Plastové $pic¢ky v rozsahu 0,1 — 10 ul, 10 — 200 pl, 10 — 300 pl, 100 — 1 000 pl
(Eppendorf)

Sérologické pipety 0,1 —2ml, 1 -5ml, 1—-10mla 1 - 25 ml (Techno Plastic Products)

4.3 PouZzité chemikalie a roztoky

Antagonisty AhR: CH223191 (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo C8124), MNF (kind gift
from Thomas Haarmann-Stemmann)

Deionizovana voda (dH20)

Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, katalogové ¢islo D4540)

Isopropanol (Sigma Aldrich, katalogové Cislo 19516)
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Kultivaéni médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma Aldrich,
katalogové ¢islo D6429) s L-glutaminu (Serana, katalogové C¢islo RGL-001),
10% fetalniho bovinniho séra (FBS, Sigma Aldrich, katalogové cislo F7524),
neesencialnich  aminokyselin  (Sigma  Aldrich, katalogové ¢Cislo M7145)
a antibiotika penicilin - streptomycin (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo P4333)
Methanol (Penta Chemicals Unlimited, katalogové ¢islo 21210-20005)

Substrat pro luciferazu 30 ml: 5 mg D-luciferin (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo
L9504-50MG), 10 mg adenozin-5’-trifosfat (ATP, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo
A2383-5G), 5 mg koenzymu A (CoA, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo C4780-100MG),
168 mg dithiotreitol (DTT, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo 43819), 1,32 ml
trisacetat-EDTA pufr 1 mol.I't (pH 7.,8; Sigma Aldrich, katalogové ¢&islo T9650),
1,23 mg/6,6 ul 0,5 mol.I"t kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA, Sigma Aldrich,
katalogové ¢islo E9884), 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol.I™* heptahydrat siranu hofe&natého
(MgSOs. 7 H20, LACHEMA) a doplnit do 30 ml destilovanou vodou.

Trypanova modr (Sigma, katalogové ¢islo T9650)

Ligandy AhR: 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin (TCDD, ULTRA Scientific, katalogové
Cislo 48599), 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo
SML149), benzo[a]pyren (BaP, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo B1760)

Fosfatovy pufr PBS (BioConcept, katalogové Cislo 305F291)

0,1% roztok krystalové violeti: bylo pfipraveno smichdnim 40 ml deionizované vody
a 10 ml 0,5% krystalové violeti (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo V5265)

0,25% trypsin-EDTA (Biosera, katalogové ¢islo MSO0CY 100B)

10x zfedény RLB: bylo pfipraveno smichanim 40 ml deionizované vody a 10 ml

Reporter Lysis 5x Buffer (Promega, katalogové ¢islo E3971)

4.4 Pristroje

Chladnicka (Gorenje)

Inkubator Mitre 4000 Series (Contherm)

Laminarni box Labculture (ESCO)

Mrazici box MDF-U53V (Sanyo)

Odsavacka Flask-Trap 1 (Biosan)

Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)
Svételny mikroskop (Novel Optics)

16



e Tiepacka MR-12 (Biosan)
e Vodni lazen LCB22D (Daihan LabTech)
e Vortex Reax top (Heidolph)

5 Metodika prace

V praktické casti bakalarské prace byla sledovéana transkripéni aktivita AhR ve stabilné
transfekované reportérové bunééné linii AhRaCat odvozené od koznich bunék HaCat.
Proliferacni aktivita byla stanovovana pomoci barveni krystalovou violeti, transkripcni aktivita
AhR byla testovana po pusobeni modelovych aktivatorii TCDD, BaP a FICZ v zavislosti
na koncentraci a ¢ase. Buiiky byly kultivovany v plastové 1ahvi v inkubatoru pii teploté 37 °C,
95% vlhkosti a 5% CO2. Na kultivaci bun¢k bylo pouzito DMEM médium, jehoz slozeni
je popsané v kapitole 4.3.

5.1 Pasazovani bunék

Na pasaz bun¢k bylo pouzito DMEM médium, PBS a trypsin. Nejdiive bylo DMEM
médium vytdhnuto z ledni¢ky a bylo dano do vodni lazn¢, aby se zahtalo na 37 °C. Trypsin
byl nechén rozmrznut pti pokojové teploté. VSe se dezinfekci ocistilo a nasledné bylo vlozeno
do laminarniho boxu. Kultiva¢ni lahev s buikami byla vytadhnuta zinkubatoru, byla
zkontrolovdna pod mikroskopem, zda jsou buiiky dostate¢né narostlé. Poté byla lahev
vydezinfikovand a vloZena do lamindrniho boxu. Z kultivaéni lahve bylo odsato médium
a bunky byly proplachnuty 5 ml PBS. Nasledné bylo PBS odsato odsavackou a do kultiva¢ni
lahve byl pfidan 1 ml trypsinu, ktery rozrusi mezibunééné kontakty. Lahev byla uzaviena
a opatrnym naklanénim lahve bylo docileno rovnomérného rozprostieni roztoku trypsinu
po celé kultivaéni ploSe. Kultivacni lahev byla vlozena do inkubdtoru cca na 5 minut,
dokud se buiiky nezacaly odlepovat od povrchu lahve. Kultivaéni ldhev byla opakované
naklanéna a poklepavana, aby se docililo odlepeni bunék od kultiva¢niho podkladu. Po uvolnéni
bunék byla kultivac¢ni ladhev vlozena zpét do laminarniho boxu. K1 ml trypsinu bylo
do kultivaéni lahve pfidano 9 ml média. Pomoci sérologické pipety byly buiiky resuspendovany
a to postupnym nasavanim do pipety a zpétnym vypousténim do lahve. Nasledné byl objem
v lahvi pfenesen do 15ml plastové falkony. Do kultivacni lahve bylo pfeneseno z 15ml falkony
2 ml suspenze a objem byl doplnén DMEM médiem do 20 ml. Poté byla lahev vloZena
do inkubatoru. Zbyla bunétna suspenze v 15ml plastové falkoné byla vyuzita na experiment
(viz kapitola 5.2) anebo byla suspenze odsavackou odséta, pokud suspenze nebyla jiz potieba

k dalsimu vyuziti. Pasazovani bylo provedeno dvakrat nebo tiikrat tydne.
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5.2 Pocitani a vyseti bunék

Pro provedeni experimentli bylo nejdiive nutné bunky spocitat a provést jejich nasledné
vyseti na kultivacni 96jamkovou desku. Z bunééné suspenze, ktera byla pfipravena podle
kapitoly 5.1 bylo odebrano 10 pl do 0,5ml mikrozkumavky a bylo pfidano 90 ul trypanové
modii. Tato suspenze byla pipetou promichdna postupnym nasavanim a vypousténim. Nasledné
byla suspenze aplikovana dvakrat po 10 ul na Biirkovu komurku pod kryci sklicko. Poté byly
bunky spocitany pod svételnym mikroskopem, a to v deseti polich. Byl spocitan primérny
pocet bunék vjednom &tverci a poté byl vysledek vyndsoben 10°. Bun&ni suspenze
pro sledovani prolifera¢ni aktivity bunék AhRaCat pomoci krystalové violeti byla vyseta podle
tabulky ¢. 1, pro sledovani transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandt podle
tabulky €. 2, pro ¢asovou analyzu aktivity AhR podle tabulky ¢. 3, pro sledovani transkrip¢ni
aktivity AhR po ptsobeni antagonisty podle tabulky ¢. 4 a pro udrzeni luciferazové inducibility
modelovymi ligandy AhR podle tabulky €. 5. U v§ech metod byly buiiky vysety na 96jamkovou
desku. Pro v§echny experimenty krom¢ experimentu pro udrZeni inducibility ligandi AhR bylo
provedeno vyseti bunék ve ctyfech opakovanich, pro experiment udrzeni inducibility liganda
AhR bylo vyseti provedeno v péti opakovanich. Nasledné bylo potiebné mnozstvi bunék
a DMEM média smichéno, bylo pfelito do Petriho misky a multikandlovou pipetou byla
bunécné suspenze rozpipetovana do jednotlivych jamek po 200 pl. Po vyseti byly kultivaéni

desky inkubovany v inkubatoru do dal$iho dne.

Tabulka ¢ 1: Vyseti bunék pro sledovani prolifera¢ni aktivity AhRaCat pomoci

krystalové violeti

Doba inkubace Poéet bunék
24 hod 25 000
48 hod 15 000

Tabulka ¢. 2: Vyseti bunék pro sledovani transkripéni aktivity AhR v zavislosti

na koncentraci modelovych aktivatoru

Doba inkubace Pocet bunék
4 hod 25 000
24 hod 25000
48 hod 15 000
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Tabulka ¢. 3: Vyseti bunék pro sledovani transkripéni aktivity AhRaCat v zavislosti

na Case
Doba inkubace Pocet bunék
4 hod 25000
8 hod 25000
12 hod 25000
20 hod 25000
24 hod 25 000

Tabulka ¢. 4: Vyseti bunék pro sledovani transkripéni aktivity AhRaCat po pusobeni

antagonisti

Doba inkubace Pocet bunék
24 hod 25 000

Tabulka €. 5: Vyseti bunék pro udrZeni luciferazové inducibility ligandi AhR

Doba inkubace Pocet bunék
24 hod 25 000

5.3 Aplikace latek

Nasledujici den po vyseti bunék byly bunky v kultivacni 96jamkové desce piipraveny
pro aplikaci latek. Zasobni roztoky jednotlivych latek (TCDD, BaP a FICZ) byly rozpusténé
v DMSO a nasledné nafedéné na pozadovanou koncentraci podle Tabulky ¢. 6, 7 a 8.
Latky byly nésledné fedéné 1 000x do kultivaéniho média pro ziskdni finalni koncentrace,
ktera je aplikovana na bunky. Pred aplikaci latek byla deska vytahnuta z inkubatoru a byla
zkontrolovana pod mikroskopem. Deska byla vydezinfikovana a byla vloZena do laminarniho
boxu. Aplikace latek byla provedena tak, ze se kultivaéni médium v jamkach odsalo a bylo
ptidano 200 pl nového média, které obsahovalo jednotlivé latky o finalnich koncentracich.

Po dokonceni byly desky vlozeny do inkubatoru po uréeny ¢as experimentu.
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Tabulka & 6: P¥iprava koncentraci TCDD ze zasobniho roztoku 500 pmol.l*

Zkumavka | Redéni | MnoZstvi MnozZstvi Koncentrace Finalni koncentrace
DMSO TCDD zasobniho roztoku TCDD
TCDD
1 10x 54 ul 6 ul 50 umol.It 50 nmol I
2 5x 48 ul 12 ul 10 pmol.I*? 10 nmol.It
3 2X 30 ul 30 ul 5 umol.I*t 5 nmol.It
4 5X 48 pl 12 pl 1 pmol.I* 1 nmol.I"2
5 10x 54 ul 6 ul 100 nmol.I* 100 pmol.I*
6 10x 54 ul 6 ul 10 nmol.I* 10 pmol It
7 10x 54 ul 6 ul 1 nmol.I* 1 pmol.I*

Tabulka & 7: Priprava koncentraci BaP ze zasobniho roztoku 50 mmol.I!

Zkumavka | Redéni | MnoZstvi | MnoZstvi BaP Koncentrace Finalni koncentrace
DMSO zasobniho roztoku BaP
BaP
N R e e 50 mmol.I*t 50 umol.It
2 5X 48 ul 12 pl 10 mmol It 10 umol. I
3 2% 30 pl 30 pl 5 mmol.It 5 umol.It
4 1,7x 25 ul 35 ul 3 mmol.It 3 umol.It
5 3x 40 pl 20 pl 1 mmol.I* 1 umol.I
6 2% 30 pl 30 pl 500 umol.I* 500 nmol.It
7 5X 48 pl 12 ul 100 umol.I* 100 nmol. I
8 10x 54 ul 6 ul 10 pmol.It 10 nmol.I*
9 10x 54 ul 6 ul 1 umol I 1 nmol.It
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Tabulka & 8: PFiprava koncentraci FICZ ze zasobniho roztoku 25 mmol.I*

Zkumavka | Redéni | Mnoistvi MnoZstvi Koncentrace Finalni koncentrace
DMSO FICZ zasobniho roztoku FICZ
FICZ
I T e 25 mmol. I 50 umol.It
2 2,5x 36 ul 24 ul 10 mmol.I* 10 umol. I
3 2X 30 ul 30 ul 5 mmol.It 5 umol.It
4 1,25x 12 ul 48 ul 4 mmol.I* 4 umol.I*
5 4x 45 pl 15 ul 1 mmol It 1 umol.I
6 2X 30 ul 30 ul 500 pmol It 500 nmol.I*
7 5X 48 ul 12 pl 100 pmol.It 100 nmol.I*
8 10x 54 ul 6 pl 10 pmol I 10 nmol.I*
9 10x 54 ul 6 ul 1 umol It 1 nmol.I"
10 2X 30 pl 30 ul 500 nmol.It 500 pmol.It
11 5X 48 ul 12 ul 100 nmol I 100 pmol.I*t
12 2X 30 pl 30 ul 50 nmol.I% 50 pmol.I*t
13 5X 48 ul 12 ul 10 nmol.I* 10 pmol It

Pro stanoveni prolifera¢ni aktivity bunék pomoci krystalové violeti byl TCDD testovan
v koncentracich od 1 pmol.I"t do 50 nmol.I", BaP byl testovan v koncentracich od 1 nmol.I*
do 50 umol.I' a FICZ byl testovan v koncentracich od 1 nmol.I* do 50 pmol.I?.
Jedina koncentrace u FIZCE 50 umol.It byla ze zasobniho roztoku fedéna 500x. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit Triton, ktery byl také ziedén 1 000x s DMEM médiem. Jako negativni
kontrola byl pouzit roztok DMSO, ktery byl také 1 000x zfedén s DMEM médiem.

Pro stanoveni transkripéni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandi pomoci
reportérové eseje byly pfipraveny zasobni roztoky testovanych latek, které byly fedéné 1 000x
v depletovaném médiu. Pro ziskani koncentrace 50 pmol.I"t FICZ byl zasobni roztok fedén
500x. TCDD byl testovan v koncentracich podle Tabulky ¢. 6 po dobu 4 hod, 24 hod a 48 hod.
Pisobeni BaP po 4 hod bylo testovano v koncentracich podle Tabulky ¢. 7 kromé koncentrace
500 nmol.I"ta 3 umol.I"%, pro pisobeni latek 24 hod a 48 hod byly pouzity viechny uvedené
koncentrace kromé 3 pmol.I"t. Pisobeni FICZ po 4 hod bylo testovano v koncentracich
podle Tabulky ¢&. 8 kromé koncentraci od 50 pmol.I"t do 1 pmol.I*, pro pisobeni latek 24 hod
a 48 hod byly pouzity vSechny uvedené koncentrace kromé& 50 pmol.I"t, 500 pmol.I?,
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4 umol.It a 50 pmol.I™%. Jako negativni kontrola byl pouzit roztok DMSO, ktery byl také 1 000x
zfedén v depletovaném médiu.

Pro sledovani transkripcni aktivity AhR Vv zavislosti na ¢ase pomoci reportérové eseje byly
piipraveny zasobni roztoky testovanych latek, které byly fedéné 1 000X v depletovaném médiu.
Jednotlivé koncentrace byly stanoveny programem Graphpad, kde byly vypocteny hodnoty
ECso a ECso. Pro TCDD byla stanovena koncentrace 5 nmol.I" podle Tabulky &. 6, pro BaP
3 umol.I" podle Tabulky ¢. 7 a pro FICZ 4 umol.I" koncentrace podle Tabulky ¢&. 8. Jedna
se 0 hodnoty ECso. Jako negativni kontrola byl pouzit roztok DMSO, ktery byl také 1 000x
ziedén v depletovaném médiu.

Pro sledovani inhibice transkripéni aktivity AhR byly buriky vystaveny po dobu 24 hod
ptsobeni modelovych ligandid (TCDD 5 nmol.l?, BaP 3 umolI® a FICZ 4 pmol.I?Y)
v kombinaci s rostouci koncentraci AhR antagonistt CH223191 a MNF v koncentracnim
rozmezi 10 nmol.I" — 10 pmol.I"! (viz Tabulka &. 9). Latky byly fedény do kultivaéniho média
1 000x. Jako negativni kontrola byl pouzit roztok DMSO, ktery byl také 1 000x ziedén
v DMEM médiu.

V posledni sad¢ experimentid byl sledovan vliv AhR ligandl na udrzeni luciferdzové
aktivity pifi dlouhodobé kultivaci. Byly pfipraveny zasobni roztoky testovanych latek
v depletovaném médiu. Redéni bylo provedeno 1 000x. Pro TCDD byla pouzita koncentrace
5 nmol.I"%, pro BaP 3 pmol.I"t a pro FICZ 4 umol.I"%. Jako negativni kontrola byl pouZit roztok
DMSO, ktery byl také 1 000x zfedén v depletovaném médiu.

Tabulka €. 9: Priprava koncentraci u testovanych antagonisti CH223191 a MNF

Zkumavka | Redéni | MnoZstvi MnoZzstvi Koncentrace Finalni koncentrace
DMSO antagonisty | zasobniho roztoku antagonisty
antagonisty

1 T ] I 10 mmol.I* 10 pmol I

2 2X 30 ul 30 ul 5 mmol.It 5 umol.It

3 5X 48 ul 12 ul 1 mmol.I* 1 pmol It

4 10x 54 ul 6 ul 100 pmol.It 100 nmol.I*

5 10x 54 ul 6 ul 10 pmol I 10 nmol.I*
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5.4 Meéfeni proliferacni aktivity bunék AhRaCat pomoci krystalové violeti

Po vyseti bunék a nasledné aplikaci latek (viz kapitola 5.2 a 5.3) byly desky uloZeny
do inkubatoru. V inkubatoru byly ulozeny pro pusobeni latek 24 hod a 48 hod. Po uplynuti dané
inkubaéni doby, bylo kultivacni médium v desce opatrné vyklepano do specidlni nadoby
pro toxicky odpad, deska byla osusena na bunic¢in€. Jednotlivé jamky byly proplachnuty 100 pl
nesterilnim PBS. Desky s PBS byly vyklepnuty do odpadu a byly osuSeny na buniciné.
Do jamek bylo k buiikam pfidano 60 ul krystalové violeti o koncentraci 0,1 %. Nasledné byly
kultivaéni desky inkubované na tiepacce po dobu 1 hod — 1,5 hod. Po uplynuti doby inkubace
bylo vyklepnuto barvivo, desticka byla osuSena na buni¢in¢. Nasledné byly buniky promyvany
60 ul roztoku PBS, a to minimalné¢ 5x. Byly promyvany, dokud se vymyvala barva.
Po poslednim promyti byla deska osuSena na buni¢in€¢. Navazané barvivo na bunkach
bylo rozpusténo ptidanim 200 pl methanolu. Pokud nebyl roztok v jamkach homogenni,

byl propipetovan. Vysledek byl zméten na spektrofotometru pii vinové délce 595 nm.

5.5 Stanoveni transkrip¢ni aktivity bunék AhRaCat v zavislosti na koncentraci ligandu

Po vyseti bunck a nasledné aplikaci latek (viz kapitola 5.2 a 5.3) byly desky uloZeny
do inkubatoru a inkubovany po dobu 4 hod, 24 hod a 48 hod. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo
kultiva¢ni médium v desce opatrné vyklepano do specialni nadoby pro toxicky odpad, deska
byla osuSena na buni¢ing. K buitkdim do jednotlivych jamek bylo aplikovdano 30 pl
reportérového lyza¢niho pufru. Kultivaéni desky byly ulozeny do mrazaku (-80 °C) min.
po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby byly kultiva¢ni desky poloZeny na tiepacku po dobu
cca 20 minut, dokud nebyl bunéény lyzat v jamkach rozmrazeny. Nasledné bylo z kultivac¢nich
desek odebrano 6 pl bunééného lyzatu do Cistych Cernych 96jamkovych desek urcenych
k méfeni luminiscence. K lyzatu bylo ptidano 30 pl substratu pro luciferazu a byla zmétena

luminiscence pomoci spektrofotometru pti vinové délce 595 nm.

5.6 Sledovani transkripéni aktivity AhR v zavislosti na ¢ase

Po vyseti bunék a nasledné aplikaci latek (viz kapitola 5.2 a 5.3) byly desky inkubovany
pti 37 °C v inkubatoru po dobu 4 hod, 8 hod, 12 hod, 20 hod a 24 hod. Po uplynuti inkubacni
doby bylo kultiva¢ni médium v desce opatrné vyklepano do specialni nadoby pro toxicky odpad
a deska byla osusena na buni¢iné. K bunkam do jednotlivych jamek bylo pfidano po 30 pl
reportérového  lyzaéniho pufru. Kultivaéni desky byly vlozeny do mrazéku
(-80 °C) min. po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby byly kultivaéni desky polozeny
na tiepacku po dobu cca 20 minut, dokud nebyl bunécny lyzat v jamkach rozmrazeny. Nasledné
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bylo z kultiva¢nich desek odebrano 6 pl bunécného lyzatu do Cistych ¢ernych 96jamkovych
desek urc¢enych k méteni luminiscence. K lyzatu bylo pfidano 30 ul substratu pro luciferazu

a byla zméfena luminiscence pomoci spektrofotometru pti vinové délce 595 nm.

5.7 Sledovani inhibice transkrip¢éni aktivity AhR po pisobeni antagonisti

Po vyseti bunék a nasledné aplikaci latek (viz kapitola 5.2 a 5.3) byly desky inkubovany
pii 37 °C v inkubatoru po 24 hod. Po uplynuti inkubaéni doby bylo kultivaéni médium v desce
opatrné vyklepano do specialni nadoby pro toxicky odpad a deska byla osusena
na bunicing. K buitkam do jednotlivych jamek bylo aplikovano 30 pl reportérového lyza¢niho
pufru. Kultivaéni desky byly ulozeny do mrazaku (-80 °C) min. po dobu 20 minut. Po uplynuti
této doby byly kultivaéni desky polozeny na tiepacku po dobu cca 20 minut, dokud nebyl
bunéény lyzat v jamkach rozmrazeny. Nasledné bylo z kultivacnich desek odebrano 6 pl
bunééného lyzatu do Cistych Cernych 96jamkovych desek urenych k méfeni luminiscence.
K lyzatu bylo ptfiddno 30 pl substratu pro luciferdzu a byla zméfena luminiscence pomoci

spektrofotometru pii vinové délce 595 nm.

5.8 Udrzeni luciferazové aktivity pii dlouhodobé kultivaci

Po vyseti bunék a nasledné aplikaci latek (viz kapitola 5.2 a 5.3) byly desky inkubovany
pii 37 °C v inkubatoru po 24 hod. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo kultiva¢ni médium v desce
opatrné¢ vyklepano do specidlni nadoby protoxicky odpad a deska byla osuSena
na buni¢iné. K bunikdm do jednotlivych jamek bylo aplikovano 30 pl reportérového lyzaéniho
pufru. Kultiva¢ni desky byly uloZzeny do mrazaku (-80 °C) min. po dobu 20 minut. Po uplynuti
této doby byly kultivac¢ni desky poloZeny na tiepacku po dobu cca 20 minut, dokud nebyl
bunécny lyzat v jamkach rozmrazeny. Nasledné bylo z kultivacnich desek odebrano 6 pl
bunécného lyzatu do Cistych ernych 96jamkovych desek urcenych k méfeni luminiscence.
K lyzatu bylo pfidano 30 pl substratu pro luciferdzu a byla zméfena luminiscence pomoci

spektrofotometru pii vinové délce 595 nm.
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6 Vysledky

6.1 Proliferacni aktivita bunék AhRaCat pomoci krystalové violeti

Buiikky AhRaCat byly vystaveny ptisobeni TCDD, BaP a FICZ po dobu 24 hod a 48 hod
a byla sledovana jejich proliferacni aktivita pomoci krystalové violeti. TCDD byl testovan
v koncentra¢nim rozmezi 1 pmol.I"t — 50 nmol.I"t (viz Tabulka ¢&. 6 a Kapitola 5.3) a za 24 hod
nebyl v zadné testované koncentraci pozorovan pokles prolifera¢ni aktivity. TCDD
v koncentraci 50 nmol.I"* snizil proliferaéni aktivitu bunék AhRaCat na 91,6% proti nejnizsi

testované koncentraci 1 pmol.I" (viz Graf ¢. 1).

Prolifera¢ni aktivita AhRaCat po ptisobeni TCDD
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Graf ¢. 1: Stanoveni proliferaéni aktivity AhRaCat po pisobeni TCDD po 24 hod a 48 hod
inkubace. Graf znazornuje proliferaéni aktivitu bunééné linie AhRaCat po ptisobeni TCDD. Buriky byly
vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku pro 24 hod pusobeni TCDD a 15 000 bunék na jamku
pro 48 hod pisobeni TCDD. TCDD byl aplikovéan v koncentracich 1 pmol.I'* — 50 nmol.I"%. Vysledky
jsou vztaZeny k nejniz§i koncentraci 1 pmol.I"%, ktera piedstavuje 100% prolifera¢ni aktivitu. Zobrazené
vysledky jsou prumérem Ctyt nezavislych experiment. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné

hodnoty (p<0,05), které byly uréeny pomoci T.TESTU.

BaP byl testovan v koncentracich 1 nmol.I"t— 50 umol.I? (viz Tabulka ¢&. 7 a Kapitola 5.3).
Prolifera¢ni aktivita bunék AhRaCat po pusobeni BaP za 24 hod byla v koncentracich
5 pmol.I"t, 10 pmol.I"t a 50 pmol.I"t mirné sniZena, zhruba o 10 %, proti nejnizsi koncentraci
1 nmol.It. Za 48 hod BaP v koncentraci 1 pmol.I"! snizil prolifera¢ni aktivitu 0 20 %

Cvwr

proti nejnizsi koncentraci 1 nmol.I", v koncentraci 5 pmol.I"t snizil prolifera¢ni aktivitu
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0 26 %, vkoncentraci 10 pmol.I? snizil proliferaéni aktivitu o 31 % a v koncentraci

50 umol.I? snizil prolifera¢ni aktivitu o 28 % proti nejniz§i koncentraci 1 nmol.I?
(viz Graf €. 2).

Proliferaé¢ni aktivita AhRaCat po plisobeni BaP
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Graf ¢&. 2: Stanoveni prolifera¢ni aktivity AhRaCat po piisobeni BaP po 24 hod a 48 hod inkubace.
Graf znédzornuje proliferacni aktivitu bunééné linie AhRaCat po plsobeni BaP. Buiky byly vysety
v koncentraci 25 000 bun¢k na jamku pro 24 hod pusobeni BaP a 15000 bunék na jamku
pro 48 hod piisobeni BaP. BaP byl aplikovan Vv koncentracich 1 nmol.I'* — 50 umol.I*. Vysledky
jsou vztazeny k nejnizsi koncentraci 1 nmol.1", kterd piedstavuje 100% proliferacni aktivitu. Zobrazené
vysledky jsou prumérem Ctyt nezavislych experiment. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné

hodnoty (p<0,05), které byly ur¢eny pomoci T.TESTU.

FICZ byl testovéan v koncentracich 1 nmol.I"t — 50 pmol.I* (viz Tabulka ¢&. 8 a Kapitola 5.3).
FICZ neovliviioval prolifera¢ni aktivitu AhRaCat bun¢k v zadné z testovanych koncentracich
po 24 hod. Po 48 hod jsme pozorovali signifikantné snizenou proliferacni aktivitu po plisobeni
FICZ v koncentracich 10 pmol.I* a 50 umol.I*}, kdy FICZ v koncentraci 10 pmol.I* zpisobil
snizeni 0 24 % a v koncentraci 50 umol.I"! sniZil prolifera¢ni aktivitu bunék o 35 %

cvwvr

proti nejnizsi koncentraci 1 nmol.I"t (viz Graf &. 3).
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Proliferacni aktivita AhRaCat po ptusobeni FICZ
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Graf ¢. 3: Stanoveni prolifera¢ni aktivity AhRaCat po piusobeni FICZ po 24 hod a 48 hod
inkubace. Graf znazornuje proliferacni aktivitu bunééné linie AhRaCat po pisobeni FICZ. Buiiky byly
vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku pro 24 hod ptsobeni FICZ a 15 000 bun¢k na jamku
pro 48 hod pasobeni FICZ. FICZ byl aplikovan v koncentracich 1 nmol.I* — 50 umol.I. Vysledky
jsou vztazeny k nejnizsi koncentraci 1 nmol.I", ktera piedstavuje 100% proliferacni aktivitu. Zobrazené
vysledky jsou primérem Ctyf nezavislych experimentl. Hvézdi¢kou jsou oznaceny statisticky vyznamné

hodnoty (p<0,05), které byly ur¢eny pomoci T.TESTU.

6.2 Sledovani transkripéni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandu

Pomoci luciferazové reportérové eseje byla stanovena transkripéni aktivita AhR v bunééné
linii AhRaCat. Buiiky byly vystaveny ptsobeni TCDD, BaP a FICZ po dobu 4 hod, 24 hod
a 48 hod. TCDD byl testovan Vv koncentracich 1 pmol.I* — 50 nmol.I"?! (viz Tabulka &. 6
a Kapitola 5.3). U testované latky TCDD po 4 hod inkubace aktivita AhR rostla se zvysujici
se koncentraci. Nejvyssi aktivita byla zaznamendna u tii nejvyssich koncentraci a to konkrétné
u 5 nmol.I"t, 10 nmol.I"t a 50 nmol.I? (viz Graf ¢. 4). Po 24 hod inkubace (viz Graf &. 5)
a 48 hod inkubace (viz Graf €. 6) byla také zaznamenana vzrustajici aktivita AhR se zvySujici

se koncentraci. Nejvyssi byla 5 nmol.I"%, 10 nmol.I"ta 50 nmol.IL,
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Indukce luciferazové aktivity po 4 hod pisobeni TCDD
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Graf ¢. 4: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 4 hod piisobeni TCDD. Graf znazornuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po pisobeni TCDD. Buiky byly vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku
a inkubovany s rostouci koncentraci TCDD (1 pmol.I* — 50 nmol.IY) po dobu 4 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 50 nmol.I 2, ktera piedstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem ctyf nezavislych experimentt.
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Graf €. 5: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24 hod pisobeni TCDD. Graf znazoriuje
transkripéni aktivitu AhR po psobeni TCDD. Buiiky byly vysety v koncentraci 25 000 bun€k na jamku
a inkubovény s rostouci koncentraci TCDD (1 pmol.I* — 50 nmol.I'*) po dobu 24 hod. Vysledky
jsou vztazeny K nejvy3ssi koncentraci 50 nmol.I7%, ktera predstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem péti nezavislych experimentd.
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Indukce luciferazové aktivity po 48 hod pisobeni TCDD
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Graf ¢. 6: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 48 hod pisobeni TCDD. Graf znazorfiuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po ptisobeni TCDD. Buiky byly vysety v koncentraci 15 000 bunék na jamku
a inkubovény s rostouci koncentraci TCDD (1 pmol.I* — 50 nmol.I'*) po dobu 48 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 50 nmol.I*, kterd piedstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem Ctyf nezavislych experimenta.

BaP byl testovan v koncentracich 1 nmol.I"t— 50 umol.I* (viz Tabulka ¢&. 7 a Kapitola 5.3).
U testované latky BaP po 4 hod inkubace (viz Graf ¢. 7) a po 24 hod inkubace
(viz Graf ¢. 8) aktivita AhR rostla se zvysujici se koncentraci, kromé druhé nejvyssi koncentrace
10 umol.I*, zde je mirny pokles v aktivité. Nejvyssi aktivita AhR byla zaznamenina
u koncentrace 5 umol.I'* a 50 pmol.It. BaP zpisobil po 48 hod zvysenou aktivitu AhR,
ktera byla pfimo imérna zvysujici se koncentraci. Nejvyssi aktivita byla méfena u koncentrace

50 umol.I"! (viz Graf &. 9).
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Indukce luciferazové aktivity po 4 hod piisobeni BaP
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Graf ¢. 7: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 4 hod piisobeni BaP. Graf znazoriiuje transkripéni
aktivitu AhR po pusobeni BaP. Buinky byly vysety v koncentraci 25000 bunék na jamku
a inkubovéany s rostouci koncentraci BaP (1 nmol.I* — 50 pmol.I'*) po dobu 4 hod. Vysledky
jsou vztazeny Kk nejvyssi koncentraci 50 pmol I, ktera predstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem ctyf nezavislych experimentt.
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Graf ¢. 8: Stanoveni transkripcni aktivity AhR po 24 hod pisobeni BaP. Graf znazoriuje
transkripéni aktivitu AhR po ptisobeni BaP. Buiiky byly vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku
a inkubovany s rostouci koncentraci BaP (1 nmol.l? — 50 umol.I'Y) po dobu 24 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 50 pmol.I"%, ktera predstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem tii nezavislych experimentu.
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Indukce luciferazové aktivity po 48 hod pusobeni BaP
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Graf ¢. 9: Stanoveni transkripcni aktivity AhR po 48 hod pisobeni BaP. Graf znazoriuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po pusobeni BaP. Buiky byly vysety v koncentraci 15 000 bunék na jamku
a inkubovany s rostouci koncentraci BaP (1 nmol.I? — 50 umol.I"Y) po dobu 48 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 50 pmol.I?, ktera piedstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem tii nezavislych experimenta.

FICZ byl testovan v koncentracich 10 pmol.I* — 500 nmol.I* pro 4 hod ptisobeni
a v koncentracich 10 pmol.I"* — 10 pmol.I" pro 24 hod a 48 hod puisobeni (viz Tabulka &. 8
a Kapitola 5.3). FICZ zptsobil v koncentraci 500 pmol.I™t po 4 hod plisobeni maximalni aktivaci
AhR a ve vySSich koncentracich jiz nedochdzelo ke zvySeni luciferdzové aktivity
(viz Graf €. 10). Po 24 hod inkubace se aktivita AhR zvySovala s rostouci koncentraci, nejvyssi
hodnota aktivity AhR byla naméfena u 10 umol.I" koncentrace (viz Graf ¢. 11). Po 48 hod
inkubace aktivita AhR rostla se zvySujici se koncentraci. Nejvyssi aktivita byla zaznamenana u
5 umol.I"t koncentrace, kde aktivita dosahovala az 105 % (viz Graf &. 12).
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Indukce luciferazové aktivity po 4 hod pisobeni FICZ
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Graf ¢. 10: Stanoveni transkripcéni aktivity AhR po 4 hod piisobeni FICZ. Graf znazornuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po pusobeni FICZ. Bunky byly vysety v koncentraci 25 000 bun¢k na jamku
a inkubovéany s rostouci koncentraci FICZ (10 pmol.I* — 500 nmol.I"*) po dobu 4 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 500 nmol.l%, kterd piedstavuje 100% maximalni indukci.

Zobrazené vysledky jsou primérem tfi nezavislych experimentt.
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Graf ¢ 11: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24 hod pisobeni FICZ. Graf znazorfuje
transkripéni aktivitu AhR po pisobeni FICZ. Buiky byly vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku
a inkubovény s rostouci koncentraci FICZ (10 pmol.l* — 10 umol.IY) po dobu 24 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 10 pmol.I"%, ktera predstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem Ctyf nezavislych experimentt.
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Indukce luciferazové aktivity po 48 hod piisobeni FICZ
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Graf ¢. 12: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 48 hod piisobeni FICZ. Graf znazoriuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po ptsobeni FICZ. Buiiky byly vysety v koncentraci 15 000 bunék na jamku
a inkubovény s rostouci koncentraci FICZ (10 pmol.I'* — 10 umol.I) po dobu 48 hod. Vysledky
jsou vztazeny k nejvyssi koncentraci 10 umol.I?, ktera piedstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené

vysledky jsou primérem Ctyf nezavislych experimentd.

6.3 Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na ¢ase

Pomoci luciferazové reportérové eseje byla stanovena transkripcni aktivita modelovych
aktivatorti v zavislosti na Case v bunééné linii AhRaCat. Buiiky byly vystaveny ptisobeni
TCDD, BaP a FICZ po dobu 4 hod, 8 hod, 12 hod, 20 hod a 24 hod. TCDD byl testovan
v koncentraci 5 nmol.I%, BaP v koncentraci 3 pmol.I* a FICZ v koncentraci 4 pmol.I*
(viz Tabulka ¢. 6,7,8 a Kapitola 5.3). Transkripéni aktivita AhR se po pisobeni vSech ligandi

S rostoucim ¢asem zvySovala (viz Graf €. 13).
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Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na ¢ase
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Graf ¢. 13: Stanoveni transkripéni aktivity modelovych aktivatora v zavislosti na ¢ase. Graf
znazoriuje transkripéni aktivitu AhR po pisobeni TCDD, BaP a FICZ. Buiiky byly vysety v koncentraci
25 000 bunék na jamku pro 4 hod, 8 hod, 12 hod, 20 hod a 24 hod ptisobeni TCDD, BaP a FICZ. TCDD
byl aplikovan v koncentraci 5 nmol.I", BaP v koncentraci 3 umol.I"ta FICZ v koncentraci 4 pmol.I™.
Vysledky jsou vztaZzeny k nejvyS$simu casu 24 hod, ktery predstavuje 100% maximalni indukci.

Zobrazené vysledky jsou primérem Ctyf nezavislych experimentt.

6.4 Sledovani inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po plisobeni antagonisti

Pomoci luciferazové reportérové eseje byla stanovena transkripéni aktivita modelovych
aktivator o jedné koncentraci spole¢né se dvéma antagonisty AhR v bunééné linii AhRaCat.
Buiiky byly vystaveny ptisobeni TCDD, BaP, FICZ v kombinaci s modelovymi antagonisty
AhR, CH223191 a MNF, po dobu 24 hod. TCDD byl testovan v koncentraci 5 nmol.I", BaP
v koncentraci 3 umol.I"ta FICZ v koncentraci 4 umol.I* (viz Tabulka &. 6,7,8 a Kapitola 5.3),
antagonist¢é AhR CH223191 a MNF byly na buiiky aplikovany Vv koncentraénim rozmezi
10 nmol.I"t - 10 umol.I** (viz Tabulka €. 9).

Po aplikaci CH223191 byla pozorovana inhibice TCDD indukované transkripéni aktivity
AhR, kterd byla zavisld na koncentraci CH223191. CH223191 v koncentraci 100 nmol.I*
zpusobil snizeni TCDD indukované luciferazové aktivity o 50 %, ve vysSich koncentracich
CH223191 nebyla luciferdzova aktivita po plsobeni TCDD prakticky detekovatelna.
Luciferazova aktivita indukovana BaP byla snizena o 80 % v kombinaci s CH223191
v koncentraci 5 umol.I't a 0 87 % v koncentraci 10 umol.I"t. CH223191 v koncentracich
5 umol.It a 10 pmol.I* snizil FICZ indukovanou luciferdzovou aktivitu pfiblizné o 40 %
(viz Graf ¢. 14).
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Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni CH223191
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Graf ¢. 14: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po piusobeni antagonisty CH223191. Graf
znazoriuje transkrip¢ni aktivitu AhR po ptisobeni TCDD, BaP, FICZ a antagonisty CH223191. Bunky
byly vysety v koncentraci 25 000 bunék na jamku pro 24 hod pusobeni TCDD, BaP. FICZ a CH223191.
TCDD byl aplikovan v koncentraci 5 nmol.I%, BaP v koncentraci 3 pmol.I*, FICZ v koncentraci
4 umol.I"t a CH223191 v koncentraénim rozmezi 10 nmol.1"t — 10 pmol.I"t. Vysledky jsou vztazeny
k nejnizsi koncentraci 10 umol.I", kterd pfedstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené vysledky
jsou prumerem tii nezavislych experiment. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty

(p<0,05), které byly ur¢eny pomoci T.TESTU.

Podobny profil inhibice luciferazové aktivity indukované modelovymi ligandy TCDD, BaP
a FICZ byl pozorovan v kombinaci s MNF. TCDD indukovana luciferazova aktivita byla
snizena o 21 % po paisobeni MNF v koncentraci 100 nmol.I" a ve vyssich koncentracich MNF
jiz nebyla detekovatelna. Piisobeni MNF v koncentraci 100 nmol.I* a 1 pmol.I* zvysilo BaP
indukovanou luciferazovou aktivitu o 50 %, ale po piisobeni MNF v koncentraci 5 umol.I*
snizilo BaP indukovanou luciferdzovou aktivitu na 58 % a MNF v koncentraci 10 pmol.I" snizil
luciferazovou aktivitu na 39 %. MNF v kombinaci s FICZ nezpisobil inhibici luciferazové

aktivity, naopak bylo pozorovano jeji mirné zvySeni (viz Graf ¢. 15).
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Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po pisobeni MNF
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Graf ¢. 15: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po ptisobeni antagonisty MNF. Graf znazorfiuje
transkrip¢ni aktivitu AhR po pusobeni TCDD, BaP, FICZ a antagonisty MNF. Bunky byly vysety
v koncentraci 25 000 bunék na jamku pro 24 hod pisobeni TCDD, BaP. FICZ a MNF. TCDD byl
aplikovan v koncentraci 5 nmol.I%, BaP v koncentraci 3 umol.I"t, FICZ v koncentraci 4 pmol.I*
a MNF v koncentraénim rozmezi 10 nmol.I? — 10 pmol.I%. Vysledky jsou vztazeny k nejnizsi
koncentraci 10 pmol.I%, kterd predstavuje 100% maximalni indukci. Zobrazené vysledky
pro MNF + TCDD a MNF + FICZ jsou primérem tii nezavislych experimentti, pro MNF + BaP jsou
pramérem ze Ctyt nezavislych experimenti. Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné hodnoty

(p<0,05), které byly urc¢eny pomoci T.TESTU.

6.5 UdrzZeni luciferazové aktivity pri dlouhodobé kultivaci

Pomoci luciferazové reportérové eseje byla zjiStovana transkripéni aktivita AhR
po dlouhodobém udrzovani bun¢k v kultivaénim médiu v buné¢né linii AhRaCat. Aktivita byla
sledovana po péti, Ctyt anebo po tfech pasazich. Bunky byly vystaveny ptisobeni TCDD, BaP
a FICZ po dobu 24 hod. TCDD byl testovan v koncentraci 5 nmol.I"t, BaP v koncentraci
3 umol.I" a FICZ v koncentraci 4 umol.I" (viz Tabulka ¢. 6,7,8 a Kapitola 5.3). Transkrip&ni
aktivita byla méfena od desaté pasaze, kdy byly bunky dvacet Sest dni v kultufe. Posledni
méfeni bylo provedeno ve dvacaté tieti pasazi, kdy byly bunky Sedesat jedna dni v kultuie
(viz Tabulka ¢. 10).

Z Grafu €. 16 Ize pozorovat, Ze patnacta pasaz vykazuje mnohem vyssi transkripéni aktivitu
nez zbylé pasaze. Zbylé pasdze vykazuji zhruba stejnou transkripéni aktivitu. Z vysledku
vyplyva, ze dlouhodobé pasazovani buné¢k nemd negativni vliv na luciferdzovou aktivitu

v bunééné linii AhRaCat.
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Tabulka €. 10: Sledovani dlouhodobé kultivace bunék v bunééné linii AhRaCat na indukci

luciferazové aktivity

TCDD5nM BaP 3 uM FICZ 4 uM
Cislo |Pocet dni v
pasaze | kultuie | Fold indukce | SD fold | Fold indukce | SD fold | Fold indukce | SD fold
10. 26 12,6 1,50 17,7 0,47 25,4 2,43
15. 40 28,5 1,38 44,7 4,42 41,4 2,63
19. 49 59 1,09 22,4 2,87 23,8 3,18
23. 61 4,8 4,76 16,6 6,44 25,0 2,19
26. 68 6,1 0,90 20,3 1,70 25,4 1,04

Transkrip¢ni aktivita AhR po dlouhodobé kultivaci

60 - mTCDD mBaP mFICZ

Fold indukce

10. 15. 19. 23. 26.

Cislo pasaze

Graf ¢. 16: Sledovani transkripéni aktivity AhR bunék po dlouhodobé kultivaci. Graf znazoriuje
transkripéni aktivitu AhR po pusobeni TCDD, BaP a FICZ. Buiiky byly vysety v koncentraci 25 000
bun€k na jamku pro 24 hod pusobeni TCDD, BaP a FICZ. TCDD byl aplikovan v koncentraci
5 nmol.I*t, BaP v koncentraci 3 umol.I%, FICZ v koncentraci 4 pmol.I. Bylo mé&feno celkem pét pasazi,

celkova doba bunék v kultufe ¢inila 68 dni.
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7 Diskuze

Tato bakalaiska prace se zabyva sledovanim transkripéni aktivity aryl uhlovodikového
receptoru s vyuzitim nové stabilné transfekované reportérové linie AhRaCat odvozené
od koznich HaCat bunék. Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany
transkripéni faktor, ktery byl prvné objeveny jako xenosenzor zprostfedkovavajici toxicitu
Siroké tady xenobiotik, avSak v poslednich letech byla objevena jeho zasadni role
ve fyziologickych a patofyziologickych procesech. Je znamé, ze AhR je dulezity pro spravnou
funkci kitize a jeho aktivace muze vyrazné piispivat ke zmirnéni projevii nemoci,
jako je napt. atopicka dermatitida nebo lupénka. Z tohoto diivodu je dulezité sledovat
jeho transkrip¢ni aktivitu a identifikovat latky, které jsou schopné ho V koznich burkach
aktivovat nebo inhibovat. To je mozné provadét diky reportérové eseji, ktera je zalozena
na méfeni odpovédi reportérového genu, jehoz odpoved’ je pfimo umérna transkripéni aktivité
AhR.

Ptiprava stabiln€ transfekované linie je sice ¢asové i materidloveé naro¢ny proces, nicméné
proti transientné transfekovanym buitkdm ma nékolik vyhod. Zaprvé neni nutné pred kazdym
experimentem provadét transfekci bunck, ¢imz se vyrazné zkrati Cas i snizi néaklady
na provadéni experimentl. JelikoZ jsou vSechny bunky transfekované, neni nutné provadét
normalizaci dat kviili rozdilné u¢innosti transfekce. Tyto buiilky se vyznacuji vysokou citlivosti
a ziskana data jsou v porovnani s transientni transfekci homogennéjsi (Novotna et al. 2011).
Neékolik lidskych stabilné transfekovanych reportérovych linii bylo pfipraveno pro sledovani
transkrip¢ni aktivity AhR. Linie AZ-AhR byla pfipravena stabilni transfekci bun€k odvozenych
od lidského hepatocelularniho karcinomu HepG2 reportérovym plazmidem nesoucim 4 kopie
DRE pro vazbu AhR. Linie LS174T-AhR-luc byla pfipravena stabilni transfekci s vyuzitim
stejného reportérového plazmidu, ale parentni buiiky jsou odvozené od lidského
adenokarcinomu tlustého stfeva. V mé praci jsem charakterizovala stabilni reportérovou linii,

Na zaklad¢ prolifera¢ni aktivity bylo nastaveno koncentra¢ni rozmezi pro luciferazovou
reportérovou esej, kde za 24 hod nebylo u Zadné testované latky pozorovano sniZeni proliferacni
aktivity, kter¢ by mélo vliv na luciferazovou aktivitu. Za 48 hod u BaP v koncentracich
1 umol.I%, 5 pmol.I?, 10 pmol.I* a 50 umol.I* a u FICZ v koncentracich 10 pmol.I*
a 50 pmol.I"t doslo ke sniZeni proliferaéni aktivity. Pomoci luciferdzové reportérové eseje byla

sledovana transkrip¢ni aktivita AhR pomoci modelovych ligand TCDD, BaP a FICZ.
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Transkrip¢ni aktivita AhR rostla se zvySujici se koncentraci jednotlivych ligandu. Indukce
luciferdzové aktivity byla v bunééné linii AhRaCat pozorovana po pisobeni TCDD
v koncentracich od 1 nmol.I", coz je srovnatelné s liniemi AZ-AhR a LS174T-AhR-Luc.
Maximalni hodnoty FOLD indukce se pro TCDD po 24 hod pohybovaly v rozmezi od 15-38.
Tyto vysledky odpovidaji hodnotam FOLD indukci ziskanych po pusobeni TCDD
Vv reportérové linii LS174T-AhR-Luc. Ve studii Novotna et al. (2011) byla bunécna linie
AZ-AhR vystavena piisobeni TCDD po dobu 24 hod v koncentracich 1 nmol.I"— 100 nmol.I*,
Vv téchto koncentracich doslo k signifikantni indukeci luciferazové aktivity, konkrétné se jednalo
0 FOLD indukci v rozmezi od 4x do 1262x. Z téchto dat vyplyva, ze TCDD indukovana
transkripéni aktivita AhR v bunétné linii AZ-AhR je pfiblizn¢ 100krat vyssi nez v linii
AhRaCat.

Dale byla v bunééné linii AhRaCat stanovena transkrip¢ni aktivita modelovych aktivatord
Vv zavislosti na ¢ase. TCDD aktivoval AhR po 8 hod inkubace, kdy luciferazovi aktivita dosahla
ptiblizné 40% maximalni indukce FICZ, 30% maximalni indukce TCDD a 19% maximalni
indukce BaP. Tyto vysledky jsou srovnatelné s TCDD indukovanou luciferazovou aktivitou
po 8 hod pusobeni v buné¢né linii AZ-AhR (Novotna et al. 2011). Z téchto vysledku vyplyva,
7e bunééna linie AhRaCat je velice senzitivni a umoziiuje hodnoceni transkripéni aktivity AhR
po 8 hod inkubace.

Inhibice luciferazové aktivity selektivnimi antagonisty CH223191 a MNF umozZznila
sledovat specifitu aktivace AhR modelovymi ligandy. Luciferazova aktivita AhR indukovana
TCDD a BaP klesala se zvySujici se koncentraci CH223191 a MNF. TCDD indukovana
luciferazova aktivita byla zcela inhibovana ptisobenim CH223191 a MNF v koncentracich
1 umol.I"t, 5 pmol.I* a 10 umol.I"t. CH223191 v nejvyssi koncentraci zpGsobil snizeni BaP
indukované luciferdzové aktivity na 13 % a MNF v nejvyssi koncentraci na 39 %. CH223191
V nejvyssi koncentraci zplsobil snizeni FICZ indukované luciferazové aktivity na 58 % a MNF
nezpusobil snizeni FICZ v Zadné testované koncentraci. Také pomoci luciferazové reportérové
eseje byla zjiStovana transkripni aktivita AhR po dlouhodobém udrzovani bunék
v kultiva¢nim médiu.

Ve studii Zhou et. (2003) byla sestrojena mysi bunééna linie Hepa.2DLuc.314 stabilné
transfekovana luciferazovym plazmidem P2DLuc. V této studii byla testovana inducibilita
luciferazové aktivity modelového aktivatoru AhR TCDD s pouzZitim antagonisty AhR
3’-methoxy-4’-nitroflavon (MNF). Na buiiky byl aplikovan TCDD v koncentraci 150 pmol.I*
v kombinaci s MNF v koncentraénim rozmezi 0,1 nmol.I" — 1 umol.I"%. Po 4 hod inkubaci byla

inducibilita luciferdzové aktivity snizovana se zvySujici se koncentraci MNF. V buné&éné linii
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AhRaCat bylo také sledovano potlaceni transkrip¢ni aktivity AhR pomoci antagonistického
ptsobeni MNF v kombinaci s TCDD. TCDD byl aplikovan v koncentraci 5 nmol.I*
v kombinaci s MNF, ktery je znam jako selektivni AhR antagonista. MNF byl aplikovan
v koncentraé¢nim rozmezi 10 nmol.I't — 10 pmol.I"t. Transkripéni aktivita AhR byla snizovana
se zvySujici se koncentraci antagonisty MNF.

Ve studii Degrelle et al. (2022) sestrojili dvé nové reportérové linie, jedna vyuzivala gen
fluorescencni histon 2B a druhd vylucovanou nanoluciferdzu ke sledovani aktivity AhR
v BeWo lidskych placentarnich bufikach. Na bunéénou linii byl aplikovan BaP v koncentraci
2 umol.I't v kombinaci s CH223191 v koncentraci 3 umol.I* a bylo sledovano sniZeni
luciferazové aktivity. Vysledky odhalily, Ze BaP zvySuje luciferazovou aktivitu AhR
a antagonista CH223191 v kombinaci s BaP snizuje luciferazovou aktivitu AhR. Tyto vysledky
jsou shodné s luciferdzovou reportérovou metodou vyuzivajici svétluSkovou luciferdzu, kterd
byla provedena v AhRaCat burikach. Na buiiky byl aplikovan BaP v koncentraci 3 umol.I™
v kombinaci s CH223191 v koncentraénim rozmezi 10 nmol.lI* — 10 pmol.It. CH223191
V nejvyssi koncentraci zpusobil snizeni BaP indukované luciferdzové aktivity na 13 %
V bunééné linii AhRaCat.

Ve studii Novotna et al. (2011) byla sledovana transkripéni aktivita AhR po dlouhodobém
udrzovani buné¢k AZ-AhR v kultufe. Bunééna linie AZ-AhR byla vystavena pisobeni po dobu
24 hod TCDD v koncentraci 5 nmol.I"t. Buiiky byly celkem 30 dni v kultufe, coz odpovidalo
15 pasazim. Po aplikaci TCDD nedochazelo ke sniZeni transkripéni aktivity AhR. Transkripéni
aktivita AhR po dlouhodobém udrZovani bunc¢k v kultivacnim médiu byla také sledovana
v bunééné linie AhRaCat. Bunécna linie AhRaCat byla vystavena piasobeni TCDD po dobu
24 hod v koncentraci 5 nmol.I"t. Buiiky byly celkem 68 dni v kultui'e a bylo méfeno pét pasazi.
FOLD indukce po jednotlivych pasazich dosahovaly podobnych hodnot, tudiz dlouhodobé
udrZzovani bun€k v kultufe nemd negativni vliv na luciferazovou aktivitu v buné&né linii

AhRaCat.
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8 Zavér

V této bakalédiské praci byla charakterizovana nova stabilni transfekovand reportérova
bunécna linie odvozend od koznich AhRaCat bunék. V teoretické casti byly popsany
reportérové systémy pro sledovani aktivity transkripcnich faktort,, rozdil mezi transfekci
transientni a stabilni, reportérové geny, mezi které¢ patii napt. luciferaza, B-galaktosidaza,
B-laktamaza, chloramfenikol acetyl transferaza, alkalicka fosfataza, zeleny fluorescenc¢ni
protein a také ekvorin. Dale byl popsan aryl uhlovodikovy receptor (AhR), jeho ligandy
endogenniho a exogenniho pivodu, funkce AhR v kiizi a AhR reportérové systémy.

V praktické Casti bakalarské prace byla charakterizovana nova stabiln¢ transfekovana
bunécnd linie AhRaCat, kterd slouzi pro sledovani transkripéni aktivity AhR.
Pro charakterizaci byly pouzity 3 modelové AhR ligandy, TCDD, BaP a FICZ. Nejdfive byla
sledovana proliferacni aktivita AhRaCat bunék po plsobeni modelovych AhR liganda
a na zaklad¢ téchto vysledkii bylo pro jednotlivé latky nastaveno koncentra¢ni rozmezi.
Po nastaveni testovaciho koncentraéniho rozmezi pro jednotlivé ligandy byla testovana
aktivace AhR pomoci luciferazové reportérové eseje. Bylo prokazano, ze TCDD, BaP a FICZ
zvySuji luciferazovou aktivitu v zavislosti na koncentraci. Na zéklad¢ analyzy transkripcni
aktivity v zavislosti na Case bylo ukazano, Ze charakterizovana linie je vysoce senzitivni
a umoznuje hodnoceni transkripéni aktivity AhR po 8 hod inkubace. Inhibice ligandy
indukované luciferazové aktivity selektivnimi antagonisty AhR dokazuje specifickou odpovéd
bunék na ptritomnost AhR ligandi. Inducibilita luciferdzové aktivity byla sledovana v priabéhu
dlouhodobé kultivace bun¢k v kultivaénim médiu a z vysledkl vyplyva, Ze linie zistala plné
funkéni 1 po 68 dnech v kultute, coZ odpovidalo 26 pasazim.

Na zaklad¢é uvedenych vysledkli mizeme shrnout, ze charakterizovana linie pfedstavuje

novy, senzitivni a specificky in vitro systém pro sledovani transkrip¢ni aktivity AhR.
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