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Aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR) je ligandom aktivovany transkripény faktor,
ktory zohrava klucova ulohu v celej Skale fyziologickych procesov. Jednym z Siroko
vyuzivanych nastrojov pri Stadiu transkripénej aktivity AhR su luciferdzové reportérové
systémy.

V predkladanej diplomovej praci bola charakterizovand nova reportérova
bunkova linia LS174T-AhR-luc na stanovovanie transkripénej aktivity AhR. Na zaklade
experimentov bolo zistené, ze po aplikacii modelovych ligandov AhR doslo k indukcii
luciferazovej aktivity, ktorej intenzita bola zavisla od koncentracie ligandov. Bunky
LS174T-AhR-luc si zachovali schopnost inducibility luciferazovej aktivity ako po
kryoprezervacii auchovavani pri nizkej teplote, tak aj po dlhodobom udrzovani
v kultivaénom médiu. Rovnako doslo aj k zachovaniu morfolégie buniek v porovnani
s rodi€ovskou liniou LS174T. Testy vyuzivajuce inhibitor AhR CH-223191 potvrdili, ze
indukcia luciferazovej aktivity prebiehala Specificky, v dosledku pdsobenia AhR
ligandu. Takisto, aj testovanie vplyvu ligandov vybranych jadrovych a steroidnych
receptorov odhalilo, ze indukcia luciferazovej aktivity bola selektivna voci ligandu
AhR.

Ziskané vysledky tak ukazali, ze nova reportérova linia LS174T-AhR-luc spiia

vSetky pozadované kritéria pre jej uspesné vyuzivanie v experimentalnej praxi.
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1 UVOD

Aryl uhl'ovodikovy receptor je ligandom aktivovany transkripcny faktor, ktory je
zarad'ovany do superrodiny PAS proteinov. AhR plni Glohu v réznych biologickych
procesoch, ktoré st nevyhnutné pre spravne fungovanie l'udského organizmu. Je
kIi€ovym regulatorom rastu a vyvinu, zohrava vyznamnu funkciu pri metabolizme
xenobiotik a endogénnych latok a podiel'a sa na regulacii bunkového cyklu a apoptozy.
Transkripcnéa aktivita tohto jadrového receptoru taktiez suvisi so vznikom imunitne]
odozvy, zapalovych reakcii a karcinogenézy.

AhR, oznaCovany aj ako xenosenzor, je aktivovany rdznymi xenobiotikami,
medzi ktoré patria napriklad polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické
uhlovodiky alebo dioxiny. Najznadmej§im modelovym exogénnym ligandom aryl
uhl'ovodikového receptroru je latka TCDD, ktora je zndma svojou vysokou toxicitou.
Senzitivita AhR voci TCDD je druhovo Specificka. Perzistencia tejto zluCeniny v
réznych organoch zavisi od intenzity expresie génu pre AhR v cielovych organoch.
Typickymi endogénnymi ligandmi AhR su okrem casto pouzivaného modelového
ligandu FICZ aj bilirubin, indirubin, indol a derivaty tryptofanu. AhR je
najintenzivnejSie  experimovany v bunkdch peCene, placenty a plac av
gastrointestinalnom trakte.

Vhodnym prostriedkom na stanovenie transkripnej aktivity AhR pri §tadiu
latok schopnych ovplyviiovat expresiu jeho cielovych génov, su luciferazové
reportérové systémy. Tieto experimentalne ,,in vitro® modely su najcCastejSie vytvorené
tranzientou alebo stabilnou transfekciou cicav¢ich bunkovych linii pomocou vhodne
pripraveného reportérového plazmidu. Repotérovy plazmid nesie gén pre luciferazu,
ktory je pod kontrolou Specifického AhR-responzivneho elementu. Princip celej metody
spociva vtom, ze po pdsobeni latok s agonistickymi ucCinkami na AhR, dochadza
k indukcii expresie reportérového génu pre luciferazu a naslednej kvantifikacii

produktu.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe na tému diplomovej prace.
2. Zdokonalenie sa v technikach prace v laboratoriu tkanivovych kultur.
3. Charakterizacia novej reportérovej linie LS174T-AhR-luc:
- stanovenie indukcie luciferazovej aktivity v zavislosti od koncentracie ligandu

- zistenie schopnosti indukovat’ luciferazovu aktivitu po kryoprezervacii a pocas

dlhodobej kultivacie

- stanovenie Specificity a selektivity indukcie luciferazovej aktivity voci ligandu
AhR

4. Spracovanie a vyhodnotenie vysledkov, spisanie diplomovej prace.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR) bol objaveny roku 1976 timom doktora
Alana Polanda a oznaCeny ako dioxin viazuci protein (Poland et al., 1976). V suCasne]
dobe je definovany ako ligandom aktivovany transkripcny faktor. AhR sa radi do
superrodiny PAS proteinov. Tento nazov oznacuje proteiny obsahujuce domény typické
pre periodicky cirkadidnny protein (PER), AhR jadrovy translokator (ARNT) a single-
minded protein (SIM). PER-ARNT-SIM doména, skratene PAS doména, je Specificka
prave schopnostou reagovat na rozne endogénne, ale aj exogénne faktory (McIntosh et
al., 2010).

Clenovia PAS superrodiny hraju klu¢ova ulohu v réznych biologickych dejoch,
ako napriklad detekcia hladiny kyslika, detekcia redoxného potencialu, zmeny
v cirkadiannom rytme a kontrola adaptacie na bunkové prostredie. AhR d’alej moduluje
biologické procesy, ktoré suvisia stkanivovou homeostazou a taktiez vznikom
patologickych stavov siahajucich od indukcie zéapalu az po vznik neoplastickych
ochoreni (Rothhammer et al., 2019). Okrem iného je AhR kl'i¢ovym regulatorom rastu
avyvinu, podiela sa na metabolizme nie len xenobiotik, ale aj endogénnych latok, je
vyznamny pri vzniku imunitnej odozvy, regulacii bunkového cyklu a apoptozy.

Aryl uhl'ovodikovy receptor je produktom génu s rovnomernym nazvom, ktory
je pripadne oznacovany aj ako bHLHe76. Gén obsahuje 11 exdénov a je lokalizovany na
na kratkom ramene chromozému 7, lokus 15 (7p15). Vel'kost tohto génu je 429 794
bazi. Primarny transkript moze podliehat’ alternativnemu zostrihu, kedy vznika az 5
réznych mRNA. (Bennett et al., 1996). AhR protein sa sklada z 848 aminokyselin a ma
vel'kost’ 96 kDa (Burbach et al., 1992).

Expresia AhR génu je v organizme pomerne vysokd abezne sa exprimuje
v bunkach pluc, pecene, v cCrevnych bunkach, slezine, ale nachadza sa aj v
bunkach placenty a pokozky. AhR sa dalej vyskytuje v stromélnych bunkéach a je
exprimovany aj v lymfocytoch a ostatnych bunkéach imunitného systému (Tsay et al.,
2013).

Aj napriek tomu, ze funkcie aryl uhl'ovodikového receptoru a mechanizmy jeho
posobenia si pomerne dobre preskimané, vie sa len méalo o AhR géne samotnom.

Analyza nukleotidovej sekvencie odhalila, ze promoétor I'udského AhR génu je bohaty



na GC regiony na 5’konci rovnako ako v oblasti, ktord nepodlieha translacii. Toto
zoskupenie je typické pre tzv. housekeeping gény a gény s absenciou TATA boxu. GC
boxy tak sluzia ako vdzobné domény pre transkripcny faktor Sp1 (Eguchi et al., 1994).

3.2 Struktiara AhR

Funk¢énost AhR je odvodend najma od jeho S§truktury, ktord tvoria viaceré
domény, rovnako ako u vacSiny jadrovych receptorov (Obr. 1). Receptor pozostava z
basic helix-loop-helix domény (bHLH), obsahuje dve PAS domény a transkripcni
aktivatnu doménu oznaCovanu aj ako TAD (transcriptional activation domain). N-
koniec bHLH domény je potrebny pri vizbe na DNA a je oznaovany aj ako DNA
viazuca doména DBD (DNA-binding domain). Dalej je tato Gast proteinu zodpovedna
za vézbu s heat shock proteinom 90 (Hsp90) a dimerizdciu s AhR jadrovym
translokatorom ARNT (Ashida et al., 2008). PAS A doména sa ucCastni pri vizbe
s ARNT, zatial' ¢o PAS B doména nesie ligand viazucu doménu LBD (ligand-binding
domain), ale je potrebnd aj pri interakcii s AhR-interagujucim proteinom AIP (AhR-
interacting protein) a Hsp90. C-koniec receptoru je charakterizovany ako TAD (Abel

a Haarmann-Stemmann, 2010).

| Viazba Hsp90 l

NH2 I bHLH PAS-A PAS-B TAD COOH
M | 1
T |
NLS a vdzba Vizba ligandu

Dimerizacia
DNA

Obrizok 1: Struktra aryl uhlovodikového receptoru (upravené podla Zhu et al., 2019)

3.3 Ligandy AhR

Ako prvé ligandy aryl uhl'ovodikového receptoru boli identifikované syntetické
latky aromatického charakteru. Do tejto skupiny spadaji halogénované aromatické
uhl'ovodiky (HAH), polychlérované bifenyly (PCB), polychlérované dibenzo-p-dioxiny
(PCDD) a polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAH). Tieto skupiny zahriiaju latky
ako napriklad benzo[a]pyrén (BaP), 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin (TCDD), 3-
metylcholantrén (3-MC) alebo 2,3,7,8-tetrachlordibenzofuran (TCFD) (Denison et al.,

1988). Bezne sa nachadzaju vo vzduchu alebo v potrave, si vel'mi stabilné a niektoré sa

4



modzu akumulovat v organizme (napriklad TCDD). Dioxiny a PCB st l'ahko rozpustné
v tukoch a tym padom moézu dosiahnut’ vysoké koncentracie v mastnych jedlach, ako su
napriklad mlie¢ne produkty, ryby, méso a morské plody (Larigot et al., 2018).

Dalou skupinou xenobiotik predstavujucou ligandy AhR st lie¢iva. Ide najmi
o latky leflunomid, ktory sa pouziva pri lieCbe reumatoidnej artritidy, flutamid,
nimodipin, vyuzivany ako blokator vapenatych kanalov, d’alej mexiletin, ufinny pri
liecbe kardiovaskularnych ochoreni, a napokon omeprazol, ktory sa pouziva pri
gastrointestinalnych tazkostiach (Jin ef al., 2012).

Ako AhR ligandy st taktiez zname aj rozne prirodné zluceniny. Medzi tieto
patria flavonoidy ako napriklad kvercetin alebo revestradol, ktoré spadaju do triedy
polyfenolov abezne sa nachadzaji v ovoci azelenine. Obe latky moézu vykazovat
agonistické ale aj antagonistické G¢inky na AhR (Guyot et al., 2013). Dalsiu skupinu
AhR ligandov tvoria indoly. Jednym z predstavitel'ov je indol-3-carbinol (I3C). Tieto
latky sa prirodzene vyskytuju v zelenine ako napriklad brokolica alebo ruzi¢kovy kel a
maju protinddorové ucinky, pricom najméd v pripade I3C je ¢ast’ tychto efektov
sprostredkovana pomocou aktivacie AhR (Heath-Pagliuso et al., 1998). K derivatom
indolu mdzeme zaradit’ aj skupinu latok, ktoré vznikaju ako vysledok metabolizmu
tryptofanu ¢revnou mikrobiotou. Jedna sa o zluCeniny tryptamin, indol (Hubbard et al.,
2015), skatol (Stdpankova er al., 2018), ale patria sem aj iné derivaty indolu ako
napriklad  indol-3-acetamid, indol-3-pyruvat, indol-3-akrylat a indol-3-etanol
(Vyhlidalova et al., 2020).

Ako endogénne ligandy aryl uhl'ovodikového receptoru boli identifikované latky
ako napriklad metabolity indolovych zlicenin, medzi ktoré patria okrem iného
tryptofan, tryptamin alebo kyselina indol-3-octova. Indirubin a indigo prezentuju dalsiu
skupinu indolov, ktoré si za normalnych fyziologickych podmienok detekovatelné
v ludskom moci, z coho vyplyva, ze sa bezne nachadzaji v 'udskom organizme a su
silnymi agonistami AhR (Adachi er al., 2001). Dalsie endogénne ligandy st metabolity
vznikajuce endogénnym metabolizmom. Ide o zlaceniny formylindolo[3,2-b]karbazol
(FICZ), metabolity kyseliny arachidonovej (lipoxin A4, niektoré prostaglandiny)
metabolity kynureninovej drahy, tetrapyroly (bilirubin), hem a biliverdin (Seidel er al.,
2001; Sinal a Bend, 1997).

3.4 Toxicita AhR ligandov

Dioxiny a PCB su povazované za najtoxickejSie ligandy aryl uhl'ovodikového
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receptoru. Hlavny predstavitel dioxinov, TCDD, vznikd pri bieliacich procesoch
s pouzitim chloru v roéznych priemyselnych odvetviach. AvSak vedlajSie produkty
spalovania su taktiez vyznamnym zdrojom TCDD. PCB boli naopak celosvetovo
komer¢ne produkované a ich vyuzitie spocivalo najmé v priemyselnych odvetviach pri
vyrobe transformatorov, kondenzatorov, ale pouzivali sa aj pri vyrobe pesticidov,
adheziv a farbiv.

Viac ako 90% expozicie tymito toxikantmi tvori kontaminované jedlo. Akutnej
expozicii vo vysokych davkach su vystaveni najmé priemyselni pracovnici, kedy,
v pripade TCDD, mo6zu vzniknut' kozné 1ézie (ako napriklad chlorakné), porfyria alebo
moze dojst’ aj k prechodnej hepatotoxicite, periférnej a centralnej neurotoxicite (Geusau
et al., 2001). Chronicka expozicia vedie k rozsiahlej§im toxickym efektom, ktorymi su
napriklad imunotoxicita, vyvojové abnormality, dysfunkcia §titnej zl'azy, disrupcia
steroidnych hormoénov a negativny dopad na reprodukciu (Larigot et al., 2018).

Experimenty na zvieratach preukazali taktiez karcinogenitu, ktora bola dokazana
u pomerne velkého mnozstva réznych druhov. Medzindrodna agentira pre vyskum
rakoviny (IARC) Kklasifikovala TCDD ako karcinogén kategérie 1 a PCB ako

karcinogény kategorie 2A (pravdepodobna karcinogenita u ¢loveka).

3.5 Aktivacia AhR

Inaktivny aryl uhlovodikovy receptor sa nachadza v cytoplazme vo vézbe
s proteinovym komplexom, ktory sa sklada z diméru 90 kDa heat shock proteinu
(Hsp90), AhR-interagujuceho proteinu AIP, tiez znameho ako XAP2, ko-chaperonu p23
a proteinkinazy SRC. Tento chaperénovy komplex zaistuje spravne skladanie AhR,
zabranuje jeho degradacii v proteazome a takisto ho udrzuje vo vysoko afinitnom stave
k ligandom (Rothhammer a Quintana, 2019).

Jedna z Hsp90 molekul sa viaze do PAS B oblasti a druha molekula interaguje
s bHLH doménou, ktoré su zodpovedné za vizbu na DNA a vézbu k ligandu (Kudo et
al., 2018). AIP sa podiela na skladani a stabilizacii AhR proteinu, posiliiuje jeho
cytoplazmaticku lokalizaciu, tym ze inhibuje interakciu AhR komplexu s importinom 3,
ktory je zodpovedny za jeho transport do jadra (Ramadoss et al., 2004). AIP priamo
interaguje s Hsp90 a receptorom, taktiez sa ale javi aj ako transkripcny zosilfiova¢ AhR
aktivacie. Ko-chaperon p23 chrani AhR pred ubikvitindciou a degradaciou v
proteazome. Rovnako ako AIP, aj p23 posiliiuje cytoplazmaticka lokalizaciu

inaktivneho receptoru (Kudo e al., 2018). Proteinkinaza SRC je potrebna k iniciacii
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AhR aktivacie prostrednictvom vazby ligandu, ale taktiez sa zacastiiuje pri
nekanonickych mechanizmoch AhR signalizacie (Hwang et al., 2013).

Po viézbe agonistu, dochadza k disociacii AIP (XAP2) zkomplexu, coho
vysledkom je expozicia jadrového lokalizaéného signalu. Komplex AHR-ligand je
nasledne transportovany do jadra (Obr. 2). Tento proces je sprostredkovany pomocou
transportin a importin B-dependentnych drah (Ikuta et al., 2000). Zayjimavost'ou je, ze
interakcia AhR komplexu s importinom B je inhibovana fosforylaciou cielovych miest
AhR pomocou proteinkinazy C, ¢im nedochéadza k transportu do jadra. Tento proces je
charakterizovany ako jeden z regulaénych mechanizmov AhR signalizacie (Ikuta et al.,

2004).

Cytoplazma Jadro

Obrazok 2: Schéma signalizacnej drahy AhR (upravené podl'a Ramadoss et al., 2005)

Po translokacii do jadra AhR tvori heterodimér s ARNT (tiez znamy ako HIF 1)
a celytento komplex sa viaze do oblasti DNA oznaCovanej ako xenobioticky
responzivny element (XRE), ale je mozné sa stretnut’ aj s oznafenim dioxinovy
responzivny element (DRE; Obr. 2). AhR represor (AhRR) sutazi s komplexom AhR-
ligand o jeho interakciu s ARNT v ramci procesu negativnej regulacie expresie génov
(Sakurai et al., 2017).

Po iniciacii expresie cielovych génov je AhR exportovany z jadra a podlieha
degradacii v proteazome (Davarinos a Pollenz, 1999). Degradéacia je iniciovana

kovalentnou vézbou ubikvitinu. Su vSak zname aj d’alSie posttranslacné modifikacie a



jednou z nich je SUMOylacia. Tento proces zvysSuje stabilitu receptoru, tym ze inhibuje
ubikvitinaciu, o v§ak moze nésledne znizovat jeho transaktivacnu aktivitu (Xing et al.,
2012).

Roézne ligandy mozu aktivovat' odlisné skupiny cielovych génov AhR. Bolo
dokazané, ze v I'udskej bunkovej linii odvodenej od karcindmu pecene revestradol prili§
neovplyviiuje expresiu CYP1A1, avSak vyrazne aktivuje expresiu génu pre enzym
paraoxonaza 1 (PONT1), ktory sa mdze podiel'at na detoxikacii oxidovanych lipidov. To
by vysvetlovalo prospesné ucinky revestradolu pri kardiovaskularnych ochoreniach
(Gouédard et al., 2004). KedZze TCDD neovplyviiuje expresiu PONI1, je mozné sa

domnievat, ze rozne ligandy aktivuju rozdielne skupiny génov.

3.6 Koaktivatory a korepresory AhR

Komplex AhR-ARNT indukuje transkripciu cielovych génov v spolupraci
s rtoznymi koaktivatormi, ktoré su potrebné na aktivaciu transkripcie urcitého génu. Ich
funkcia spociva v remodelacii, preskupovani a disociacii nukleozémov, ¢im znizuju ich
represny efekt na transkripciu (Goll a Bestor, 2002). Medzi koaktivatory patri napriklad
CBP/p300 (cAMP response element-binding protein), SRC-1 (steroid receptor
coactivator 1), pl60/bHLH-PAS, NCoA2 (nuclear receptor coactivator 2), GRIP1
(Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1), TIF2 (Transcriptional Intermediate
Factor 2), p/CIP (p300/CBP/Colntegrator-associated Protein), ATP-dependentné
chromatin remodelujuce komponenty (ATP-dependent chromatin remodeling
components), medzi ktoré patri napriklad BRG-1 (Brahma Related Gene; Beischlag et
al., 2002).

Jednym z klaCovych génov aktivovanych samotnym AhR je AhR represor
(AhRR). Tento protein je Strukturalne vel'mi podobny AhR, ale nedokaze viazat’ ligandy
kvoli absencii PAS B domény na N-terminalnom konci (Baba et al., 2001). Dalou
Strukturalnou odliSnostou je C-termindlna doména, ktora u AhR a ARNT sluzi ako
transaktivatnd domeéna, u AhRR sa jednd o transrepresni doménu. Téato oblast
umoziuje vazbu korepresorov, ktoré negativne reguluju aktivitu AhR a patria medzi ne
napriklad ANKRA2, HDAC4 a HDACS (Oshima et al., 2007). AhRR dalej znizuje
aktivitu receptoru vazbou na ARNT a XRE (Hahn et al., 2009). Tento regulany proces
a proteazomalna degradacia AhR chrani biologické systémy pred nasledkami nadmernej

stimuléacie agonistami a zaistuje kontrolu signalizacie.



3.7 Gény regulované AhR

Metabolizmus xenobiotik je sprostredkovany enzymami fazy I a II. Ich transport
je zaisteny enzymami fazy III, alebo transportérmi. Enzymy fazy I predstavuje najma
superrodina cytochromov P450, ktoré katalyzuju reakcie ako napriklad oxidacia,
redukcia, dealkylacia a desulfuracia, zatial ¢o enzymy fazy II su zodpovedné za
konjugaciu s endogénnym substratom, ¢o zvySuje hydrofilitu metabolitov. Nasledne
dochédza k vylaceniu pomocou transportérov fazy III (Ashida er al., 2008).

U cloveka je superrodina CYP klasifikovana do jednotlivych rodin
oznacovanych CYP1 az CYPS5. AvsSak enzymy, ktoré su zodpovedné za metabolizmus
xenobiotik patria do rodin CYP1, 2, 3 a 4. Expresia vybranych enzymov rodiny CYP1 je
regulovana prave aryl uhlovodikovym receptorom. Tyka sa to najmid enzymov
CYP1AL, CYP1A2 a CYPIBI. Uroveii expresie CYP1A1 je vyssia v plucach, zatial’ ¢o
CYP1A2 sa nachadza najmé v peceni. Substraty CYP1A1 a CYP1A2 st napriklad BaP
a heterocyklické aminy. Ich metabolizmom vSak dochadza k vzniku reaktivnych
medziproduktov, ktoré maju karcinogénne ucinky (Talaska et al., 2006). CYP1A2
taktiez metabolizuje zluCeniny zahfilajuce kofein, teofylin a fenacetin (Murray et al.,
2001). CYPIBI1 je exprimovany najmid v bunkach oblic¢iek, maternice a prostaty.
Konvertuje chemické karcinogény do ich aktivnej formy. AhR reguluje expresiu aj
aldehyddehydrogenazy 3, ktora katalyzuje oxidaciu aldehydov na karboxylové kyseliny
(Vasiliou et al., 1999).

Medzi enzymy fazy II regulované AhR patria UDP-glukoronosyl transferazy,

oznacované ako UGT, a glutathion-S-transferazy (GST). V pripade UGT ide najmi o
enzymy UGT1A1, UGT1A4 a UGT1A6. Bezne su exprimované v bunkach pecene,
obliCiek, v bunkach tenkého a hrubého cCreva, v plticach a mozgu. Expresia tychto
enzymov je indukovana polycyklickymi aromatickymi uhl'ovodikmi a halogénovanymi
aromatickymi uhlovodikmi (Erichsen et al., 2008). Mechanizmus ucinku UGT
enzymov spociva v konjugacii xenobiotika s UDP-glukoronovou kyselinou.
Dal3ou skupinou enzymov su glutathion-S-transferazy. AhR reguluje expresiu GSTAI
a GSTA2. Glutathionové reakcie vyrazne zvySuju rozpustnost’ xenobiotik, ¢o ul'ahcuje
ich néslednu eliminaciu. Enzymy fazy II su vSak regulované aj inymi receptormi ako
napriklad PXR alebo PPAR (Xu et al., 2005).

Ked'ze metabolity II. fazy biotransformacie su hydrofilné, nemdzu byt pasivne
transportované z bunky. Na elimindciu xenobiotik st potrebné transportéry fazy III.

AhR reguluje expresiu MDR1 (multi-drug resistance 1), proteinov MRP (multi-drug
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resistance-associated proteins), BCRP (breast cancer resistance protein) a OATP
(organic anion-transporting polypeptide) (Jigorel et al., 2006)

Okrem enzymov metabolizmu xenobiotik ovplyviiuje AhR expresiu rdznych
dalSich enzymov a proteinov. Jednym z nich je NAD(P)H chinon oxidoreduktaza 1
(NQO1), ktora zohrava dolezita ulohu pri bunkovej adaptacii na stres (Ross a Siegel,
2017). Dalej ide ouz spomenuty AhR represor, cyklooxygenazu 2 (COX2), syntazu
kyseliny aminolevulinovej a inhibitor cyklin-dependentnej kinazy p27kip (Beischlag et
al., 2008).

3.8 Nekanonické signaliza¢né drahy AhR

Aryl uhlovodikovy receptor modze regulovat génovu expresiu aj pomocou
mechanizmov, ktoré nie si podmienené priamou vdzbou AhR na XRE. Takéto
regulacné drahy si oznaCované ako nekanonické. Prikadom je interakcia AhR s
estrogénovym receptorom (ER), ¢oho vysledkom je vznik komplexu AhR-ER a jeho
vdzba na estrogénovy responzivny element DNA. K tomuto javu moze dochadzat v
pripade nepritomnosti ER ligandov (Ohtake et al., 2003). Podobna interakcia bola
pozorovana aj v pripade retinoblastomového proteinu (pRB), kedy moze dojst k
nahradeniu receptoru kyseliny retinovej (RAR) v aktivnom komplexe aryl
uhl'ovodikovym receptorom (Hankinson, 2005). Tieto mechanizmy su vysledkom
interakcie AhR s KLF6 (Krippel-like factor 6), ktory sprostredkovéava vazbu AhR na
DNA sekvencie iné nez XRE, ktoré su zaroven rozpoznavané KLF6 (Wilson et al.,
2013). Okrem spomenutych prikladov, bola zistena interakcia AhR s glukokortikoidnym
receptorom GR. Ligandy AhR, ako napriklad BaP a IND (indeno[1,2,3-cd]pyrén) samé
o sebe neaktivuju GR, ale maji synergické uclinky v pripade aktivacie GR
dexametazonom. Dexametazon opat’ neaktivuje AhR, avSak mé supresné ucinky na
transaktivaciu AhR prostrednictvom PAH. Z toho vyplyva, Ze aktivovany aryl
uhl'ovodikovy receptor a GR vytvaraju komplex a dochadza k vzdjomnému crosstalku
(Wang et al., 2009).

Dal§im vyznamnym faktom je, ¢ AhR sa mdze zapajaf do ubikvitinacie
v komplexe s E3 ubikvitin ligazou, ¢im indukuje proteazomalnu degradaciu ciel'ovych
proteinov. Konkrétne, komplex AhR-ligand asociuje s komplexom cullin 4B ubikvitin
ligazou (CUL4B), ¢o dava vzniku CUL4B-AhR komplexu, ktory urcuje k degradacii
ER (Ohtake et al., 2007). Podobné mechanizmy kontroluji degradaciu aj inych
transkripénych faktorov, ako su napriklad p53, MYC, FOS, OCT4 a HIFla (Mejia-
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Garcia et al., 2015). Je vSak nutné poznamenat, ze aktivita E3 ubikvitin ligdzy sutazi
s transkripénou aktivitou AhR, €o zavisi na dostupnosti a funkEnosti ARNT. To
znamena, ze ked je uroven ARNT nizka, alebo dochadza k jeho inhibicii, aktivita AhR
ako E3 ubikvitin ligazy sa zvySuje (Luecke-Johansson et al., 2017). Dalimi
transkripnymi faktormi kontrolovanymi AhR su NF«xB a STAT proteiny, ktoré hraju
ddleziti ulohu v regulacii imunitnych odpovedi organizmu (Vogel et al., 2014). AhR
taktiez interaguje s Wnt/B-kateninom a vyrazne moduluje jeho aktivitu. Na druhej
strane, tieto transkripéné faktory taktiez ovplyviiujd AhR signalizaciu. Napriklad B-
katenin posobi ako koaktivator tohto receptoru (Vaas et al., 2014).

Bolo zistené, ze po expozicii TCDD prudko vzrasta intracelularna koncentracia
vapnika, ktory sa uvolfiuje nie len z endoplazmatického retikula, ale prechadza do
bunky aj z extracelularneho prostredia. Posobenie TCDD taktiez vedie k aktivacii
proteinkinazy SRC, tym ze ju uvol'ni z AhR komplexu (Tomkiewicz et al., 2013). Tieto
procesy mozu byt’ sprevadzané aktivaciou fokalnej adhéznej kinazy (FAK) a néslednou
modifikaciou adhéznych vlastnosti buniek (Diry et al., 2006). Aktivacia SRC moze mat
taktiez za nasledok fosforylaciu MAP kinaz, ERK1 a ERK2. VSetky tieto procesy moézu
ovplyviiovat regulaciu patofyziologickych procesov, ako je napriklad zapal (Larigot et
al., 2018).

AhR-indukovany narast koncentracie vapnika, okrem iného, sposobuje aktivaciu
proteinkinazy C, ktora fosforyluje serinové zvysky cytosolickych enzymov a
fosfolipazu A2, cCoho vysledkom je produkcia kyseliny arachidonovej. Paralelna
aktivacia MAP kinaz vedie k transkripcii cyklooxygenazy 2 (COX2). COX2 vyuziva
kyselinu arachidonovu na produkciu prostaglandinov, ktoré su zodpovedné za zapalové
reakcie (Matsumura, 2009).

V neposlednom rade sa moze AhR podielat’ na interakciach s transkripénymi
a epigenetickymi regulatormi, ktoré maju vplyv na cely genom. Medzi tieto patria
positive transcription elongation factor (P-TEFb), SWI/SNF chromatin remodelujuci
komplex a transkripény aktivator BRGI1, tiez znamy ako SMARCA4 (Wang et al.,
2004). Dalou vyznamnou ulohou AhR je kontrola dlhych nekodujucich RNA,
mikroRNA, retrotranspozonov, roznych represnych mechanizmov a kontrola acetylacie
a metylacie histonov. Tieto procesy vSak este nie su dostatoCne preskimané a vyzaduja

si podrobnejsie studium (Liu et al., 2018).
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3.9 DalSie funkcie AhR

NajpodstatnejSou ulohou aryl uhl'ovodikového receptoru je sprostredkovanie
nalezitej odpovede na pritomnost xenobiotik tym, ze je indukovany ich metabolizmus
a eliminacia prostrednictvom syntézy enzymov 1, II. a IIl. fazy biotransformacie. Tento
proces sluzi k ochrane organizmu pred xenobiotikami po ich expozicii. Okrem tejto

schopnosti sa vSak AhR ucastni mnohych inych bunkovych procesov.

3.9.1 Proliferacia buniek

Jednym z mimoriadnych aspektov AhR biologie je jeho schopnost iniciovat
alebo inhibovat' bunkovu proliferaciu. Napriklad u mysi, v ktorych bola pomocou
genetickej modifikacie deaktivovana expresia AhR génu (AhR knock-out, AhR KO),
embryonalne fibroblasty preukazali mensi rast a akumulaciu v G2/M faze bunkového
cyklu (Elizondo et al., 2000).

V l'udskej bunkovej linii odvodenej od karcindmu peCene (HepG2) komplex
AhR-siRNA znizuje hladinu cyklinu D1 a E, rovnako ako mnozstvo CDK2/4 cyklin-
dependentnych kinaz, ¢o ma za nasledok inhibiciu prechodu z G1 do S fazy bunkového
cyklu. Tento proces podporuje pre-proliferacnii tlohu receptoru (Abdelrahim et al.,
2003).

TCDD moze taktiez ovplyviiovat expresiu génov, ktoré sa podiel’aju na regulacii
bunkového cyklu (JunB a JunD; Weiss et al., 2008) alebo si zapojené do bunkovej
proliferacie (TGF-B, IL-1B, PAI-2) v suvislosti so zapalovymi procesmi (Kim et al.,
2012).

V T'udskej linii odvodenej od rakoviny prsnika (MCF-7) AhR fyzicky interaguje
s NF-xB cez jeho podjednotku RelA (Tian et al., 1999), ¢oho vysledkom je
transaktivacia c-myc protonkogénu. V zavislosti na bunkovom cykle, je spustana
expresia JunD a nasledne cyklinu Aza ucasti TCDD-aktivovaného AhR
prostrednictvom ARNT-independentnej drahy. Cyklin A je dolezity pri blokovani
inhibicie bunkového kontaktu a podpore proliferacie (Weiss et al., 2008).

Avsak bolo taktiez zistené, ze AhR mdze mat’ aj anti-proliferacné ucinky, a to
prostrednictvom stimulécie transkripcie génu nadorového supresoru p27Kipl, ktory bol
exprimovany v neproliferujucich pecefiovych bunkach alebo vo fetalnom tymuse (Puga
et al., 2000).

Aryl uhlovodikovy receptor zaroven reguluje funkciu pre-proliferativneho

faktoru E2F. E2F faktory mozu byt inhibované priamou interakciou s pRb a ich funkcia
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taktiez zavisi na pritomnosti koaktivatorov p300. AhR ich ovplyvilyje tromi moznymi
mechanizmami. Prvii moznost predstavuje sprostredkovanie fyzickej interakcie medzi
AhR apRB pomocou TCDD, coho vysledkom je vdzba tohto komplexu na E2F
a zastavenie bunkového cyklu (Huang a Elferink, 2005). Dalej moze TCDD stimulovat
interakciu medzi AhR a p300, ¢o vedie k disociacii p300 od E2F (Marlowe et al., 2004).
Poslednym mechanizmom je priama inhibi¢na interakcia medzi AhR a E2F, ¢o mdze
mat’ potencialne negativne dosledky na obnovu kmenovych buniek (Laiosa et al., 2016).

Celkovo je vSak vplyv AhR aktivity na bunkovu proliferaciu zavisly na
bunkovom type, faze bunkového cyklu a na vyvojovom S§tadiu. Receptor vykazuje
tumor supresorovu aktivitu v ¢revnych bunkach a adendomoch hypofyzy, zatial Co
v karcinomoch hlavy, krku a plic sa sprava ako promotor tumorogenézy (Chang et al.,

2007).

3.9.2 Adhézia a migracia buniek

Aryl uhl'ovodikovy receptor okrem uz spominanych javov ovplyviuje aj
adhézne procesy, Co zahffia interakcie medzi jednotlivymi bunkami a interakcie
s extracelularnou matrix. Bunkova hustota taktiez zohrava dolezitu ulohu pri
kompartmentalizacii AhR a nizka hustota vedie k nuklearnej lokalizacii receptoru (Ikuta
et., 2004). Tieto interakcie su vel'mi dolezité pri metastatickych procesoch.

AhR KO modely potvrdzuji vplyv AhR na bunkovu migraciu. Imortalizovana
bunkova linia prsnych fibroblastov, izolovand z AhR KO mysi, vykazovala nizsiu
migraciu. Tento proces suvisi so zvySenou formaciou cytoskeletarnych vlakien
a znizenou tvorbou lamelipodii (Mulero-Navarro et al., 2005). Taktiez bola pozorovana
inhibicia signalnych drah, ¢o viedlo kslabSej aktivacii FAK, proteinkinazy B
(PKB/Akt), ERK1 (extracellular signal-regulated kinase 1) a Rac-1 (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1).

Zahrnutie AhR do bunkovej mobility a plasticity bolo taktiez dokazané
v Studiach zalozenych na pdsobeni xenobiotik. Expozicia TCDD l'udskymi MCF-7
alebo HepG2 bunkami, spdsobilo morfologické zmeny, ako napriklad vzhlad
lamelipodia, C€o zapri¢inilo véacSiu bunkovu adhéziu a motilitu. Tento proces je
asociovany s reorganizaciou cytoskeletu, hlavne redistribuciou aktinu a vinculinu a

aktivaciou FAK a SRC kinaz (Diry et al., 2006).
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3.9.3 Imunita a zapalové procesy

AhR je zapojeny do mnohych imunitnych a zapalovych procesov, ako su
napriklad kardiovaskularne ochorenia (Y1 et al., 2018), skler6za multiplex (Zorlu et al.,
2019), reumatoidna artritida, depresie, obezita (Chaves et al., 2018) a alergické reakcie.
Okrem iného zohrava AhR vyznamnu ulohu v kontrole adaptivne] imunity, tym ze
moduluje diferenciaciu T-lymfocytov a pdsobi na antigén prezentujuce bunky, ktoré su
Castym prvotnym cielom environmentalnych, ale aj endogénnych ligandov AhR.
U mysi s deléciou AhR v dendrickych bunkach bola zistend zmenena intestinalna
morfogenéza, ¢im dochadzalo k znizenej diferenciacii Panethovych buniek, co viedlo
k dysfunkcii epitelialnej bariéry (Rothammer ef al., 2019). DalSou vyznamnou alohou
AhR je jeho ochrannd funkcia v zapalovych ochoreniach ¢riev, ako je napriklad
Krohnova choroba alebo ulcerozna kolitida, ktoré su asociované s intestinalnou
imunodeficienciou (Monteleone et al., 2011).

V neskor§ich vyskumoch bolo pozorované, ze u mysi s indukovanou kolitidou,
FICZ negativne ovplyviiyje funkciu ¢revne] mukdznej bariéry, tym ze aktivuje AhR, ¢o
vedie k supresii expresie IL-6 a klaudinu 2 (Ma et al., 2018). Klaudin 2 je klacovy
regulator transportu vody v proximalnych tubuloch obli¢iek a v ¢revnych bunkach.
NaruSenie jeho expresie vedie k roznym patologickym stavom, ako je napriklad zapal,

fibroza alebo dokonca karcinogenéza (Venugopal et al., 2019).

3.9.4 Vyvin organizmu

Ulohy aryl uhl'ovodikového receptoru vo vyvinovych procesoch boli stanovené
najmé na AhR KO modeloch, ktoré predstavuju hlavne mysi. Bolo pozorované, ze AhR
KO mys§ vykazuje vyvinové abnormality, ktoré potvrdzuju ulohu receptoru v samicej
fertilite (Abbott et al., 1999), perinatalnom raste (Mimura et al., 1999), regulacii
krvného tlaku a produkecii periférnych lymfocytov (Lahvis a Bradfield, 1998). Taktiez
bola u tohto modelu zistena zvysena nachylnost’ ku vzniku kolitidy (Wang et al., 2018).

U AhR KO mysi sa d’alej vyvinuli poruchy ako napriklad srdcova hypertrofia
(Fernandez-Salguero et al., 1997), kozné 1ézie, tvorba oblickovych kamenov, portalna
vaskularna hypertrofia (Schmidt et al., 1996) a pyloricka hyperplazia (Fernandez-
Salguero et al., 1997). Mysi taktiez vykazovali systematickil perzistenciu ductus
venosus, ktord sa bezne po narodeni uzatvara a po dvoch mesiacoch atrofuje (Lahvis et
al., 2005). Tato abnormalita vedie k zmenSeniu pecene, zlucenej s portalnou fibroézou

a zvySenou akumuléciou lipidov (Lee et al., 2010).
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V AhR KO mysS$iach moze taktiez dochadzat’ k defektom oka, kedy ide primarne
o horizontalny pendularny nystagmus, ktory je asociovany s defektmi ukladania
myelinu na optickom nerve a so zapalom (Juricek er al, 2017). Podobné defekty
myelinu boli taktiez identifikované v periférnom nervovom systéme (Shackleford et al.,
2018).

Napriek tymto poznatkom je nutné si uvedomit odlisSnosti medzi jednotlivymi
druhmi cicavcov. AhR KO fenotypy su druhovo Specifické a fyziologické nalezy

identifikované u mysi, nemusia byt nutne pritomné aj u inych modelov.

3.10 Reportérové bunkové systémy

Z dévodu nadmernej produkcie a akumulacie PAHs a halogénovanych
uhl'ovodikov v prirode, dochadza k ohrozeniu zdravia ¢loveka a ostatnych zivociSnych
druhov. Tieto kontaminanty, medzi ktoré spadaju dioxiny, furany, PCB a podobné
zluCeniny, su oznacované ako perzistentné organické zlaceniny (POP) podla
Stokholmského dohovoru o perzistenych organickych latkach (Porta a Zumeta, 2002).
Z dovodu uz spomenutych toxickych ucinkov tychto zlucenin je potrebna presna
detekcia tychto toxikantov v prirode.

Environmentéalne polutanty, ako napriklad TCDD, sa bezne nachadzaju
v nizkych koncentraciach od par femtogramov na gram v pddnych vzorkéach, po par
nanogramov na liter v kvapalnych vzorkach. Chemickéd analyza je spravidla vel'mi
precizna a citlivd, avSak napriek modernym technikéach je finan¢ne a Casovo narocna.
Okrem iného, chemicka analyza nedokaze poskytnut’ informacie o biologickej odozve
toxikantov, Co sa tyka posobenia bud’ iba jednej latky samostatne, alebo kombinacie
viacerych latok, ktoré moézu vzijomne interagovat a spdsobovat komplexni odozvu
organizmu (Mascarelli, 2012). V zdujme predist tymto komplikaciam sa na detekciu
zaCali vyuzivat tzv. bioeseje, ktoré su zalozené na kvantifikacii schopnosti ur€itych
latok aktivovat aryl uhl'ovodikovy receptor.

V 80. rokoch 20. storoCia boli vytvorené nové generacie reportérovych
bunkovych linii, ktoré¢ vykazovali prirodzene vysoku expresiu AhR. Princip ich
fungovania bol zalozeny na aktivacii reportérového konstruktu, ktory bol do l'udskych
rakovinovych buniek vneseny pomocou vektoru. Vektor niesol reportérovy gén,
najCastejSie gén pre luciférazu, ktorého expresia bola regulovana Specifickymi AhR
responzivnymi elementami. V prvych reportérovych linidch bola expresia luciferazy

kontrolovana Styrmi kopiami XRE z promotoru CYP1A1 génu atakyto systém
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dovoloval detekciu TCDD uz v koncentracii od 0,1 pM (Garrison et al., 1996). Tieto
linie su oznacené ako tzv. CALUX bioeseje a vyuzivaju chemicky aktivovanu
luciferazovi expresiu. Ide o rekombinantné bunkové linie, obsahujuce stabilne
transfekovany gén pre luciferazu, ktorého expresia je responzivna voc¢i urcitému
toxikantu (napriklad dioxin-responzivna luciferaza). Posobenie TCDD alebo inych
ligandov AhR na tato bioesej vedie k indukcii expresie luciferazy, ktorej intenzita
priamo koreluje s celkovou koncentraciou AhR agonistov vo vzorke (Otarola et al.,
2017).

Zatial' co CALUX bioeseje su neustale predmetom zaujmu, boli vyvinuté aj
dalSie linie zalozené na rovnakom principe, ale vyuzivajuce iné detekcné faktory.
Bioesej CAFLUX bola vytvorena nahradenim luciferazového génu génom GFP (green
fluorescent protein) a umoziiovala analyzu v zivych bunkach (Nagy et al., 2002). SEAP
bioeseje su zase zalozené na sekrécii alkalickej fosfatazy, ktora zohrava ulohu
reportérového génu. Fast-track metoda umoziiovala detekciu nanomolarneho mnozstva
TCDD v ¢asovom intervale dvoch hodin, ak bola vzorka nanesend hned po vysadeni
buniek (Kasai et al., 2005). Napokon, dnes casto vyuzivanou bioesejou je DR-
EcoScreen, ktora je zaloZena na aktivacii siedmych XRE, ¢o vedie k zvySenej senzitivite

reportérového systému (Kojima et al., 2015).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Nova reportérova linia LS174T-AhR-luc, ktora bola pripravend stabilnou

transfekciou bunkovej linie odvodenej od l'udského adenokarcindmu hrubého creva
LS174T (kat. ¢. ECACC 87060401), pomocou reprtérového plazmidu pGL-4.27-DRE
(Novotna et al., 2011).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

kultivaéné médium DMEM-FBS: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma-Aldrich, kat. €. D6546) s pridavkom 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich,
kat. ¢. G8540), 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS; Fetal Bovine Serum) a 5
ml neesencialnych aminokyselin (Gibco, kat. ¢. 11140-035)

kultivaéné médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-
Aldrich, kat. & D6546) s pridavkom 250 pg.ml™ antibiotika hygromycinu B
(Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-29067), 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich,
kat. ¢. G8540), 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS; Fetal Bovine Serum,
Sigma-Aldrich, kat. ¢. F6178) a 5 ml neesencialnych aminokyselin (Gibco, kat.
¢. 11140-035)

0,25% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T4049)

0,04% roztok trypanovej modrej v H,O (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)

fosfatovy pufor (PBS, Gibco, kat. ¢. 10010031)

oktylfenol etoxylat (Triton X-100, Serva, kat. ¢. 37240)

dimetylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, kat. ¢. D8418)

metyltetrazoliova sol' (MTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)

lyzacny pufor (Promega, kat. €. E3971)

substrat pre luciferazu: 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L9504), 9,6 mg
adenozin-5’-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419), 6,83 mg koenzym A
(CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4282), 168 mg dithiotreitol (DTT, Sigma-
Aldrich, kat. & 43819), 1,32 ml trisacetat-EDTA pufor 1 mol-1" (pH 7.8)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8280), 1,23 mg kyselina etyléndiamintetraoctova
(EDTA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. E6511), 30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. M5921) doplnené do 30 ml destilovanou H,O
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Ligandy AhR: 2,3,7.8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD, Ultra Scientific), 6-
formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ, Sigma-Aldrich, kat. ¢. SML1489)

Ligandy vybranych jadrovych receptorov a receptorov pre steroidné hormoény:
rifampicin (RIF, Sigma-Aldrich, kat. ¢. R3501), trijoédtyronin (T3, Santa Cruz
Biotechnology, kat. €. ¢s-231968), vitamin D3 (VD3, Sigma-Aldrich, kat. ¢.
PHR1237), kyselina all-trans retinova (all-trans RA, Santa Cruz Biotechnology,
kat. ¢. sc-200898), kyselina 9-cis retinova (9-cis RA, Santa Cruz Biotechnology,
kat. €. sc-205589), aldosteron (ALD, Sigma-Aldrich, kat. ¢ A9477),
dexametazon (DEX, Sigma-Aldrich, kat. ¢. D1756), estradiol (EST, Sigma-
Aldrich, kat. ¢. E1024), progesteron (PROG, Sigma-Aldrich, kat. ¢. P0130),
testosteron (TEST, Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1500)

Inhibitor AhR: 1-Methyl-N-[2-methyl-4-[2-(2-methylphenyl)diazenyl]phenyl-
1H-pyrazole-5-carboxamide (CH-223191, Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-
293991)

4.3 Laboratérne pomécky

automatické pipety v rozsahu 0,1 — 2.5 ul, 0,5 — 10 ul, 2 — 20 pl, 20 — 200 pl,
10 —100 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)

multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 30 — 300 pul (Eppendorf)
plastové $picky v rozsahu 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)
pipetor FastPette (Labnet)

sterilné plastové pipety s objemami 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

plastové kultivac¢né {fl'ase (TPP)

96 jamkové kultiva¢né dosticky (TPP)

96 jamkova biela dosticka na meranie luminiscencie (NUNC)

Petriho misky (TPP)

mikroskumavky s objemami 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOplastics)

plastové skimavky s objemami 15 ml, 50 ml a 60 ml (TPP)

Biirkerova komorka (Assistent)

krycie sklicka 22x22mm (Menzel Gléser)

plastové stojany na skimavky a mikroskimavky

bunicina (Tork)
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4.4 Pristroje
e laminarny box Labculture (ESCO)
e inkubator Mitre 4000 Series (Contherm)
e svetelny mikroskop (Novel Optics)
¢ inverzny mikroskop IX73 (Olympus)
e vortex Reax top (Heidolph)
e zariadenie na meranie luminiscencie Infinite 200 (Tecan)
e skrilovy mraziaci box MDF-U53V (Sanyo)
e trepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)
e agspirator FTA-1 (Biosan)
e vodny kupel LCB 22D (Daihan Labtech)

4.5 Pouzité metody
4.5.1 Kultivacia a pasazovanie buniek

Kultivacia buniek LS174T-AhR-luc prebiehala v sterilnom prostredi pri teplote
37 °C, vatmosfére 5% CO2 avlhkosti 95%. Bunky sa nachadzali v plastovej
kultivacnej flTasi v DMEM-FBS kultivatnom médiu. Pred pasdzovanim buniek boli
kultivacné médium, fosfatovy pufor (PBS) a 0,25% trypsin-EDTA ohriate na teplotu 37
°C vo vodnom kupeli. Kultivatna fTasa obsahujuca bunky bola prenesend do
laminarneho boxu a médium bolo odsaté. Bunky sa nechali opatrne premyvat’ 5 ml PBS.
Nasledne bolo PBS odsaté ak bunkam bol pridany 1 ml 0,25% trypsinu-EDTA.
Pdsobenie trypsinu prebiehalo v inkubatore po dobu 4 minat pri teplote 37 °C.
Kultivacna flasa bola opédt prenesend do laminarneho boxu a trypsinizécia bola
ukonc¢ena pridanim 9 ml kultivaéného média. Rozsuspendovanie buniek bolo prevedené
pomocou pipetora a nasledne boli bunky prenesené do sterilnej plastovej skimavky. 2
ml bunkovej suspenzie boli odobrané a vratené spat’ do kultivacnej fl'aSe. Objem bol
doplneny 13 ml kultivatného média abunky boli ulozené spat do inkubatora.

Pasazovanie bolo prevedené kazdé 3 az 4 dni.

4.5.2 Priprava experimentu
Pri priprave experimentu sa spociatku postupovalo ako pri pasazovani buniek.
Kultivacna fTasa bola prenesena do laminarneho boxu a kultivaéné médium bolo odsaté.

Bunky sa opatrne premyli PBS a po odsati fosfatového pufru bol na bunky aplikovany
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0,25% trypsin-EDTA. Kultiva¢na fl'asa bola umiestnena do inkubatoru, kde prebiehala
trypsinizacia po dobu 4 minut pri teplote 37 °C. Po uplynuti tejto doby bola fl'asa opat
premiestnend do laminarneho boxu a bunky boli rozsuspendované 9 ml kultiva¢ného
média. Suspenzia buniek bola premiestnend do sterilnej plastovej skumavky. 10 ul
bunkovej suspenzie bolo prenesenych do 0,5 ml mikroskimavky. Mimo laminarny box
bolo do skumavky pridanych 90 pl trypanove; modrej a suspenzia bola premiesana. 10
ul bolo nanesenych na Biirkerovu komoérku a bunky boli spocitané pod mikroskopom
v 10 Stvorcoch, zktorych bola nasledne stanovend priemerna hodnota. Vysledna
hodnota urovala pocet buniek v 1 ml bunkovej suspenzie a na zaklade tohto parametru
bola bunkovd suspenzia nariedend kultivainym médiom tak, aby sa v 1
jamke kultivacnej dosticky nachadzalo 40 000 buniek. Néasledne bola tato bunkova
suspenzia nanesena pomocou miltikanalovej pipety do jednotlivych jamiek kultivacnej
dosticky. Dosticka sa umiestnila do inkubatora, kde boli bunky ponechané pri teplote

37 °C, 95% vlhkosti a atmosfére 5% CO, do nasledujuceho diia.

4.5.3 Nanasanie latok pri luciferazovej reportérovej eseji a teste cytotoxicity

Potrebné reagencie urCené na dany typ experimentu boli rozpustené v DMSO
anasledne nariedené na pozadovani koncentraciu. Tieto parametre zodpovedali
jednotlivym typom experimentov. Pred nanasanim na kultivaéni dosticku boli dané
roztoky 1000-krat riedené DMEM-FBS kultiva¢énym médiom do pozadovanej konecnej
koncentracie.

Nasledne bola 96-jamkova kultiva¢na dosticka prenesena do laminarneho boxu,
médium bolo zjednotlivych jamiek odsaté ana bunky boli nanaSané pozadované
roztoky. Dosticka bola opéat’ umiestnena do inkubéatora, kde boli bunky kultivované po

pozadovanu dobu v zavislosti od typu experimentu.

4.5.4 Stanovenie indukcie luciferazovej aktivity v zavislosti od koncentracie
ligandu

Ako modelové ligandy boli pouzité zluceniny 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD) a 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ), ktoré boli rozpustené v DMSO
a nasledne riedené na potrebné koncentracie. V pripade TCDD iSlo o koncentracie 0,01
pm01~1'1, 0,05 pm01~1'1, 0,1 pm01~1'1, 0,5 pm01~1'1, 1 pm01~1'1, 5 pm01~1'1, 10 pm01~1'1, 25
umol-1"", 50 pmol-1", ktoré boli 1000-krat nariedené do kultivaéného média DMEM-

FBS na vysledné koncentracie 0,01 nmol-1", 0,05 nmol-1", 0,1 nmol-I", 0,5 nmol-1", 1
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nmol1”, 5 nmol-1”", 10 nmol-1"", 25 nmol-1" a 50 nmol-I"". Zasobné roztoky FICZ sa
pohybovali v rozsahu koncentracii od 0,001 mmol-1", 0,005 mmol-1", 0,01 mmol-1™,
0,05 mmol-1", 0,1 mmol-1", 0,5 mmol-1", 1 mmol1", 5 mmol-1", 10 mmol-1" do 20
mmol-1". Nasledne boli zdsobné roztoky riedené do kultivaéného média DMEM-FBS
v konecnych koncentraciach 0,001 pm01~1'1, 0,005 pm01~1'1, 0,01 pm01~1'1, 0,05 umol-1"
Lol pm01~1'1, 0,5 pm01~1'1, 1 pm01~1'1, 5 pm01~1'1, 10 |,lm01~1'1 a 20 pm01~1'1. Ako
negativna kontrola bolo pouzit¢ DMEM-FBS kultiva¢né médium s obsahom 0,1%
DMSO. Testované latky boli nanaSané do jednotlivych jamiek v objeme 200 pl
v triplikatoch.

V pripade paralelného experimentu uréeného na MTT test boli pouzité rovnaké
koncentracie oboch ligandov. Na normalizaciu vysledkov sluzilo DMEM-FBS
s pridavkom 2% Tritonu X-100.

Nasledne bola 96-jamkova dosticka umiestnena do inkubéatoru, kde boli bunky
ponechané 24 hodin pri teplote 37 °C, 95% vlhkosti a v atmosfére 5% CO,. V pripade
zistovania schopnosti buniek indukovat’ luciferazovu aktivitu po kratkodobom posobenti

ligandov, bola inkuba¢na doba skratena na 4 hodiny.

4.5.5 Zistenie schopnosti indukovat’ luciferazovi aktivitu po kryoprezervacii a
pocas dlhodobej kultivacie

Bunky LS174T-AhR-luc boli zmrazené za pouzitia 10% DMSO a umiestnené do
mraziaceho boxu po dobu 5 mesiacov pri teplote —80 °C. Nasledne boli bunky
rozmrazené a kultivované do dvadsiatej pasaze, pricom kazdu piatu pasaz bol prevedeny
experiment. Bunky boli kultivované v 3 kultivacnych fl'asiach a na kultiva¢nu dosticku
boli nanasané bunky zo vSetkych troch flias (tri nezavislé experimenty).

Modelové ligandy AhR (TCDD aFICZ) boli nanaSané v kvadruplikatoch,
pricom v pripade TCDD islo o vyslednu koncentraciu 10 nmol1" a v pripade FICZ 10
umol-1I"". Obe latky boli riedené do kultivaéného média DMEM-FBS. Ako negativna
kontrola bolo pouzité¢ kultivatné médium s pridavkom 0,1% DMSO. Kultivaéné
médium s testovanymi latkami bolo na dosti¢ku nanaSana v objeme 200 pl.

Po aplikacii latok na bunky, bola kultiva¢na dosticka umiestnena do inkubatora
(37 °C, 95% vlhkost, 5% CO,), kde bunky pretrvali po dobu 24 hodin.

4.5.6 Stanovenie t¢inku inhibitoru AhR na indukciu luciferazovej aktivity
Specificky inhibitor TCDD-indukovanej aktivity AhR, CH-223191, bol
rozpusteny v DMSO a zriedeny na koncentracie 1 pmol-1"', 10 pmol-1"", 100 pmol-1", 1
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mmol1", 10 mmol-I" a 50 mmolI". Nasledne bol 1000-krat riedeny kultivaénym
médiom DMEM-FBS, s pridavkom 10 nmol-1"! TCDD. Vysledné koncentracie boli 1
nmol-1", 10 nmol-1"", 100 nmol-1"", 1 pmol-1", 10 pmol-1" a 50 pmol-1"". Ako negativna
kontrola bolo pouzit¢ DMEM-FBS s DMSO (0,1%) a ako pozitivna kontrola sluzilo
kultivaéné médium s pridavkom 10 nmol-1" TCDD. Testované latky boli na bunky
nanasané v kvadruplikatoch, pricom pouzity objem bol 200 pl.

Paralelne s tymto experimentom prebiehal aj test cytotoxicity MTT, kedy boli
latky nanaSané na kultivaénu dosticku v rovnakych koncentraciach ako v pripade
luciferazovej reportérovej eseje. Na normalizaciu vysledkov sluzilo opit DMEM-FBS
s pridavkom 2% Tritonu X-100.

Nasledne boli kultivaéné dosticky umiestnené spit do inkubatoru, kde boli

ponechané po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C, vlhkosti 95% a v atmosfére 5% CO,.

4.5.7 Urcenie vplyvu vybranych ligandov na indukciu luciferazovej aktivity

Ligandy vybranych jadrovych receptorov (RIF, T3, VD3, all-trans RA 9-cis
RA) a receptorov pre steroidné hormony receptorov (ALD, DEX, EST, PROG a TEST)
boli rozpustené v DMSO a nariedené na poiatoéné koncentracie 10 pmol-1", 100
umol-1", 1 mmol-I" a 10 mmol-1". Tieto roztoky boli nasledne 1000-krat riedené do
kultivatného média DMEM-FBS na vysledné koncentracie 10 nmol-1", 100 nmol-1"', 1
umol-1"  a10 pmol-1". Ako negativna kontrola bolo pouzité kultivaéné médium
s pridavkom 0,1% DMSO a funkciu pozitivnej kontroly plnilo DMEM-FBS s
pridavkom TCDD v koncentracii 10 nmol-1"". Jednotlivé latky boli na bunky nanasané
v kvadruplikatoch v objeme 200 pl.

Nasledne boli kultivaéné dosticky opatovne umiestnené do inkubatora (37 °C,

95% vlhkost', 5% CO,), kde bunky pretrvali do nasledujuceho diia.

4.5.8 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej je chemiluminiscen¢nd technika urena na
kvantitativnu detekciu aktivity urcitej promotorovej regulacnej oblasti, pripadne celého
promoétoru.  Principom je oxidacia D-luciferinu v pritomnosti ATP, kysliku
a horeCnatych 16nov pomocou enzymu luciferazy. Vznika fluorescencény produkt, ktory
moze byt kvantifikovany meranim emitovaného svetla (Smale, 2010).

Po 24-hodinovej inkubacii bol obsah kultiva¢nej dostiCky vyliaty a osuSeny

bunicinou. Jednotlivé jamky boli premyté 100 ul PBS a po opédtovnom vyliati a osuseni
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bolo do jamiek pridanych 20 pl lyzaéného pufru, ktory bol riedeny 5-krat pomocou
deionizovanej vody. Nasledne bola dosticka umiestnena do mraziaceho boxu (-80 °C),
kde bola ponechand po dobu minimalne 45 minut. Po uplynuti tejto doby sa nechala
dosticka rozmrazit azkazdej jamky bolo odobranych 10 pl lyzatu. Lyzat bol
prepitetovany do bielej 96 jamkovej dosticky, nasledne bolo pridanych 40 pl
luciferazového substratu a prebehlo meranie luminiscencie na spektrofotometri Infinite
200. Namerané hodnoty luminiscencie boli stanovené ako FOLD indukcie vztiahnuté na

negativnu kontrolu, ktoru predstavovalo 0,1% DMSO.

4.5.9 Test cytotoxicity (MTT)

MTT test je vyuzivany na meranie metabolickej aktivity buniek, o sluzi ako
faktor viability, bunkovej proliferacie a cytotoxicity. Tento typ experimentu je zalozeny
na redukcii zltej metyltetrazoliovej soli na fialovy formazan. Reakcia je sprostredkovana
pomocou NAD(P)H-dependentnej oxidoreduktazy, ktora je pritomna v zivotaschopnych
bunkach. Nasledne su fialové kryStaly formazanu rozpustené vhodnym rozpustadlom
a je merana absorbancia vysledného farebného roztoku. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im je
roztok tmavs$i, tym vacsi je pocet zivych, metabolicky aktivnych buniek (Berridge
a Tan, 1993).

Po 24-hodinovej inkubéacii buniek s danymi latkami, bol obsah kultivacnej
dosticky opatrne vyliaty a dosticka bola jemne osuSend buni¢inou. Nasledne sa do
kazdej jamky napipetovalo multikanalovou pipetou 100 ul PBS a po kratkom premyti,
bola dosticka opét’ vyliata a osusena. Do jednotlivych jamiek sa pridalo 100 pl MTT,
riedeného do kultivaéného média DMEM-FBS na vyslednt koncentraciu 0,1 mg-1™.
Dosticka bola umiestnena do inkubatoru (37 °C, 95% vlhkost, 5% CO,), kde bola
ponechana po dobu 20 minat. Po uplynuti tejto doby bol obsah dosticky opat’ vyliaty
a vzniknuté krystaly boli rozpustené v 100 pl DMSO. Nasledne prebehlo meranie na
spektrofotometri Infinite 200 pri vinovej dizke 570 nm. Viabilita buniek bola stanovena

percentudlne vzhl'adom na negativnu kontrolu, ktora predstavovala 100%.

4.5.10 Mikroskopia

Mikroskopické pozorovania bunkovych linii LS174T a LS174T-AhR-luc boli
uskutocnené pomocou inverzného mikroskopu IX73 (Olympus). Mikrofotografie boli
zaznamenané digitalnou kamerou DP23 (Olympus) a spracované pomocou softvéru
cellSens (Olympus). Bunky v dvadsiate] pasazi boli pozorované priamo v kultivacne]

fTasi v nativhom stave.
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5 VYSLEDKY

5.1 Indukcia luciferazovej aktivity

Prvym krokom pri charakterizovani novej reportérovej linie LS174T-AhR-luc
bolo stanovenie miery indukcie luciferazovej aktivity v zavislosti od koncentracie
ligandu. Na bunky boli aplikované roztoky modelového ligandu TCDD
v koncentraciach 0,01 nmol-1", 0,05 nmol-1", 0,1 nmol1", 0,5 nmol-1", 1 nmol-I", 5
nmol-1", 10 nmol-I"", 25 nmolI" a 50 nmol-I"". V pripade endogénneho ligandu FICZ
boli pouzité koncentracie 1 nmol-1", 5 nmol-1”, 10 nmol-I"', 50 nmol-1"", 100 nmol-1",
500 nmol-I", 1 pmol-1", 5 pmol-1"", 10 pmol-1" a 20 pmol-1"". Ako negativna kontrola
bolo pouzité kultivaéné médium s pridavkom 0,1% DMSO. Po 24 hodinach posobenia
TCDD a FICZ prebehla lyza buniek a k bunkovému lyzatu bol pridany substrat pre
luciferazu. Namerané hodnoty luminiscencie boli prepocitané vo vztahu k negativne;j
kontrole a vysledna aktivita luciferazy bola stanovena ako FOLD indukcia. Hodnoty
uvadzané v grafoch na Obr. 3 su priemerom Siestich nezavislych experimentov.

Z nameranych hodndt po 24-hodinovom posobeni TCDD bolo mozné
pozorovat, ze s narastom koncentracie TCDD, dochéadzalo k narastu FOLD indukcie
(Obr. 3A). Maximalna hodnota luciferazovej aktivity, 17,92 + 2,64 FOLD, bola
namerana pri najvy$sej pouzitej koncentracii 50 nmol-1". Minimalna detekovatelna
hodnota luciferazovej aktivity 1,77 £ 0,16 FOLD, bola zistena pri najnizSej pouzite]
koncentracii 0,01 nmol-I". Ako referenéna hodnota bola stanovena koncentracia 10
nmol-1", pri ktorej dosahovala luciferazova aktivita 17,18 + 5,61 FOLD.

Rovnako aj v pripade pdsobenia endogénneho ligandu FICZ, bola opéat
pozorovana zavislost' indukcie luciferazovej aktivity na zvySujucej sa koncentracii
FICZ. Maximalna hodnota 16,60 = 2,73 FOLD bola zaznamenana pri koncentracii 10
umol 1", ktora bola zaroveii stanovena ako referenéna hodnota (Obr. 3B). Pri najvysse]
pouzitej koncentracii doslo k miernemu poklesu luciferazovej aktivity na hodnotu 15,27
+ 2,63 FOLD. Najnizsia hodnota 1,93 + 0,45 FOLD bola zaznamenana pri koncentracii

1 nmol-17".
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A Indukcia luciferazovej aktivity po 24 h
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Obrazok 3: Indukcia luciferazovej aktivity v bunkach LS174T-AhR-luc po 24-
hodinovom posobeni §kaly koncentracii ligandov TCDD a FICZ. nM = nmol-1"', pM =

pmol -1,

Pre vyluCenie moznosti cytotoxického vplyvu pouzitych koncentracii ligandov
na transkripcnu aktivitu AhR v bunkach reportérovej linie LS174T-AhR-luc, bola v
paralelnych experimentoch sledovana viabilita buniek pomocou MTT testu. Rovnako
ako v predchadzajucom experimente, boli bunky pocas 24 hodin vystavené posobeniu
TCDD v koncentraciach 0,01 nmol1”", 0,05 nmol-1", 0,1 nmol1", 0,5 nmol-1", 1
nmol1", 5 nmolI", 10 nmolI", 25 nmol-1" a 50 nmol-1" a FICZ, kedy sa jednalo
o koncentracie 1 nmol-1"", 5 nmol-1", 10 nmol‘I"", 50 nmol-1"", 100 nmol-1"", 500 nmol I
' 1 pmol-1", 5 pmol-1", 10 pmol-I" a 20 pmolI". Ako negativna kontrola sluzilo
kultivaéné médium s pridavkom 0,1% DMSO. Po ukonceni inkubécie boli krystaly

formazanu, vzniknuté redukciou metyltetrazoliovej soli, rozpustené v DMSO a bola
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zmerana absorbancia vysledného roztoku. Zaznamenané hodnoty boli percentualne
prepocitané vo vztahu k negativnej kontrole, ktora predstavovala 100%. Grafy na Obr.
4 reprezentuju priemerné hodnoty vysledkov Siestich nezavislych experimentov.

Z vysledkov vyplyva, ze ako v pripade pdsobenia TCDD, tak aj v pripade FICZ
doslo iba k miernemu poklesu viability na hodnoty 86,34 + 1,93% (TCDD; Obr. 4A) a
85,07 £+ 5,18% (FICZ, Obr. 4B) viability kontrolnych buniek. V obidvoch pripadoch bol
pokles viability zavisly od koncentracie ligandov a najnizsie hodnoty boli zaznamenané
pri najvyssich koncentraciach ligandov 50 nmol-1"' (TCDD), resp. 20 pmol 1" (FICZ).
Z tychto zisteni je mozné usudzovat, ze pouzité koncentracie TCDD a FICZ nemaju

vyraznejsi cytotoxicky vplyv na bunky LS174T-AhR-luc.

Vplyv ligandov na viabilitu buniek
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Obrazok 4: Vplyv skaly koncentracii ligandov TCDD a FICZ na viabilitu buniek
LS174T-AhR-luc po 24-hodinovom pdsobeni. nM = nmol-1"", pM = pmol-1™".
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V experimentalnej praxi sa ¢asto stretavame s potrebou sledovania transkripéne;j
aktivity AhR v krat§ich €asovych intervaloch ako po 24-hodinovom posobeni, hlavne
u latok, ktoré v bunkach podliehaja rychlemu metabolizmu. Na ur¢enie vhodnosti novej
reportérovej linie LS174T-AhR-luc pre takyto typ experimentov, bolo preto nevyhnutné
otestovat’ schopnost’ indukcie luciferazovej aktivity po kratkodobom posobeni ligandov.
Pri 4-hodinovej inkubacii s modelovymi ligandmi TCDD a FICZ boli na bunky
LS174T-AhR-luc aplikované koncentracie 0,01 nmol-1", 0,05 nmol-1", 0,1 nmol-1", 0,5
nmol-1”, 1 nmol-1", 5 nmol-1"", 10 nmol-1"", 25 nmol-1" a 50 nmol-1" v pripade TCDD
a 1 nmol1", 5 nmol-1", 10 nmol-1"", 50 nmol-1"", 100 nmol-1", 500 nmol 1", 1 pm01~1'1,
5 umol-1"', 10 pmol-1"", 20 pmol-1"" v pripade FICZ. Po uplynuti 4 hodin bola prevedena
lyza buniek a luciferazova reportérova esej. Hodnoty uvadzané v grafoch na Obr. 5 st
priemerom troch nezavislych experimentov.

Po inkubacii buniek LS174T-AhR-luc s TCDD bolo mozné pozorovat narast
luciferazovej aktivity v zavislosti od koncentracie ligandu, podobne ako pri 24-
hodinovom podsobeni. AvSak maximalna hodnota FOLD indukcie, ktora predstavovala
hodnotu 9,43 +0,74 FOLD, bola zaznamenana pri koncentracii 10 nmol 1" (Obr. 5A).
Nasledne doslo k miernemu poklesu na 8,14 + 0,71 FOLD pri koncentracii 25 nmol-1"
a 6,66 = 0,28 FOLD pri najvyssej pouzitej koncentracii 50 nmol-1".

Po 4-hodinovom pdsobeni FICZ, sa namerané hodnoty luciferazovej aktivity
pohybovali v rozmedzi od 5,22 + 0,34 FOLD pri najnizSej testovanej koncentracii (1
nmol-1™"), po 8,94 + 1,61 FOLD, ktora bola dosiahnuta pri koncentracii 1 pmol1”" (Obr.
5B). Rovnako ako v pripade pouzitia TCDD, pri najvysSich koncentraciach FICZ bol
taktiez pozorovany mierny pokles intenzity luciferazovej aktivity, a to na hodnotu 7,56
+ 1,99 FOLD pri koncentracii 10 pmol-1" a 6,05 = 1,02 FOLD pri najvy$iej pouZitej

koncentracii 20 pmol-1™".
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Obrazok S5: Indukcia luciferdzovej aktivity v bunkdch LS174T-AhR-luc po 4-
hodinovom posobeni §kaly koncentracii ligandov TCDD a FICZ. nM = nmol-1"', pM =

pmol -1,

5.2 Vplyv kryoprezervacie a dlhodobej kultivacie na luciferazova aktivitu

Dalsim dolezitym parametrom pri charakterizovani reportérovej linie LS174T-
AhR-luc je zachovanie si schopnosti reagovat na pritomnost’ ligandu indukciou
luciferazovej aktivity po kryoprezrvacii a dlhodobom uchovéavani buniek pri nizkych
teplotach. V bunkach LS174T-AhR-luc bola zmerana luciferazova aktivita po 24-
hodinovom pdsobeni TCDD v koncentracii 10 nmol-1" a FICZ v koncentracii 10
umol 1", Nasledne boli bunky zmrazené a po dobu 5 mesiacov uskladnené pri teplote —
80 °C. Po uplynuti tohto ¢asového intervalu boli bunky rozmrazené a v 5. pasazi bolo
meranie luciferdzovej aktivity zopakované. Graf na Obr. 6 zobrazuje priemerné hodnoty

vysledkov troch nezavislych experimentov.
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Z vysledkov bolo mozné pozorovat mierny pokles inducibility luciferazovej
aktivity po kryoprezervacii v pripade pouzitia oboch ligandov (Obr. 6). V pripade
TCDD hodnota indukcie poklesla z 15,83 + 3,81 FOLD na hodnotu 14,07 = 1,57 FOLD.
Pri pouziti FICZ bola pred zmrazenim zaznamenana hodnota 13,70 + 0,35 FOLD a po
rozmrazeni 11,48 + 1,66 FOLD. Aj ked doslo k miernemu poklesu hodnét, bunky
reportérovej linie LS174T-AhR-luc si zachovali schopnost’ indukcie luciferazove;

aktivity aj po kryoprezervacii a dlhodobom uchovavani pri nizkych teplotach.

Indukcia luciferazovej aktivity po kryoprezervacii
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Obrazok 6: Vplyv kryoprezervacie a dlhodobého posobenia nizkej teploty na indukciu
luciferazovej aktivity v bunkach LS174T-AhR-luc. Luciferazova aktivita bola merana

po 24-hodinovom pdsobeni TCDD a FICZ. nM = nmol-1", uM = pmol 1"

Okrem zmrazovania, rozmrazovania a posobenia nizkych teplot, moze na
funk¢nost’ bunkového reportérového systému vplyvat aj dlhodobé udrziavanie buniek
v kultivaénom médiu. A preto bol aj v bunkovej linii LS174T-AhR-luc sledovany vplyv
dlhodobej kultivacie na schopnost indukovat’ luciferazovu aktivitu. V kazdej piate]
pasazi boli na bunky LS174T-AhR-luc aplikované modelové ligandy TCDD
v koncentracii 10 nmolI" a FICZ v koncentracii 10 pmol-1". Po 24-hodinovom
posobeni bola v bunkovom lyzate stanovena luciferazova aktivita. Tato procedura bola
opakovana az do dvadsiatej pasaze a celkové trvanie experimentu bolo 49 dni.

Priemerné hodnoty vysledkov troch nezavislych experimentov su uvedené v Tab. 1.
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Tabul’ka 1: Vplyv dlhodobej kultivacie buniek reportérovej linie LS174T-AhR-luc na

indukciu luciferazovej aktivitu

Cislo Pocet dni v TCDD 10 nM FICZ 10 pM

pasaze kultare [fold + SD] [fold £ SD]
5 14 14,07 £ 1,57 11,48 £ 1,66
10 24 15,56 + 2,16 11,36 £ 0,45
15 35 12,45 + 6,02 12,08 + 5,94
20 49 17,74 + 5,85 17,75 + 5,87

Na zaklade vysledkov pozorovani bolo zistené, ze v pripade pdsobenia TCDD
doslo najprv k miernemu poklesu indukcie v 15. pasazi na hodnotu 12,45 + 6,02 FOLD,
avSak v 20. pasazi bol zaznamenany narast luciferazovej aktivity, a to na hodnotu 17,74
+ 5,85 FOLD, ¢o zaroven predstavuje aj najvyssiu namerant indukciu (Tab. 1). Po
aplikacii FICZ bol pozorovany postupny narast luciferazovej aktivity z pociatocnej
hodnoty 11,48 + 1,66 FOLD, ktora bola namerana v 5. pasazi, az na hodnotu 17,75 +
5,87 FOLD, zaznamenanu v 20. pasazi (Tab. 1). Z vysledkov je zrejmé, ze vykyvy
hodnét indukcie luciferazovej aktivity neboli nijako dramatické a ze dlhodobé
pasazovanie buniek tak nemalo negativny vplyv na inducibilitu luciferazovej aktivity v

bunkach reportérovej linie LS174T-AhR-luc.

5.3 Morfolégia buniek

Principom konStrukcie stabilne transfekovanej reportérovej linie je vkladanie
novej genetickej informacie do buniek. Jednym z moznych dosledkov tohto procesu je
zmena fyziologickych vlastnosti buniek, ¢o vel'mi Casto vedie k zmene ich morfoldgie
a ku komplikéciam pri adherencii buniek.

Pri porovnani buniek stabilne transfekovanej reportérovej linie LS174T-AhR-luc
s bunkami LS174T, od ktorych bola reportérova linia odvodend, neboli pozorované
ziadne zmeny v morfoldgii buniek ani vich schopnosti prichytavat sa o podklad
a vytvarat monovrstvy (Obr. 7). Tieto vlastnosti zostali zachované aj po dvadsiatich
pasazach, z ¢oho vyplyva, Ze stabilna transfekcia nemala ziadny ucinok na morfoldgiu

buniek.
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Obrazok 7: Morfoldgia reportérovej linie LS174T-AhR-luc a linie LS174T, od ktorej

bola reportérova linia odvodena. Bunky oboch linii sa nachadzaji v dvadsiatej pasazi.

5.4 Specifickost’ indukcie luciferazovej aktivity

Schopnost’ buniek LS174T-AhR-luc reagovat’ Specificky na agonistov AhR, bola
stanovend pomocou selektivneho inhibitoru TCDD-indukovanej aktivity AhR, CH-
223191. CH-223191 bol na bunky aplikovany v koncentraciach 1 nmol-1"", 10 nmol-1",
100 nmol-1", 1 pmol-1"", 10 pmol-1™"a 50 pmol-1"", a to vzdy v kombinécii s 10 nmol 1™
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TCDD, ako modelovym ligandom. Ako negativna kontrola sluzilo kultivatné médium
obsahujuce 0,1% DMSO a ako pozitivna kontrola bolo pouzité kultivacné médium
s pridavkom 10 nmol-1" TCDD. Po 24 hodinach inkubacie boli bunky zlyzované
a k lyzatu bol pridany substrat pre luciferazu. Namerané hodnoty luminiscencie boli
prepocitané a percentudlne vztiahnuté k pozitivnej kontrole, ktora predstavovala 100%.
Hodnoty uvadzané v grafe na Obr. 8 su priemerom vysledkov §tyroch nezavislych
experimentov.

Z nameranych udajov je mozné pozorovat, ze po aplikacii inhibitoru doslo k
poklesu luciferazovej aktivity indukovanej TCDD (Obr. 8). Inhibicia luciferazovej
aktivity bola zavisla od koncentracie inhibitoru, najvys§i inhibi¢ny ucinok bol
zaznamenany pri koncentracii 10 pmoll”, kedy hodnota luciferazovej aktivity
dosahovala iba 25,5 + 3,7%. Pri najvyssej pouZitej koncentracii (50 pmol-1™") poklesla
urovei TCDD-indukovane] luciferazovej aktivity na 27,0 = 2,2%. Z tychto zisteni
vyplyva, ze k poklesu indukcie luciferazovej aktivity doSlo v ddsledkom Specificke;j
inhibicie transkripénej aktivity AhR prostrednictvom selektivneho inhibitoru CH-
223191. To znamena, zZe reportérova linia LS174T-AhR-luc bola schopna Specificky
reagovat’ na modelovy ligand AhR, TCDD.

Inhibicia TCDD-indukovanej luciferazovej aktivity
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Obrazok 8: Inhibicia luciferazovej aktivity v bunkach LS174T-AhR-luc po 24-
hodinovom kombinovanom pdsobeni 10 nmol-1" TCDD a $kaly koncentracii inhibitoru

CH-223191. nM = nmol-1"", yM = pmol 1"
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Na urcenie mozného cytotoxického vplyvu inhibitoru na transkripcnu aktivitu
AhR v bunkéach LS174T-AhR-luc, boli prevedené paralelné experimenty, v ktorych bola
pozorovana viabilita buniek pomocou MTT testu. Reportérové bunky boli pocas 24
hodin vystavené kombinovanému pdsobeniu TCDD (10 nmol-1") a CH-223191 v
koncentraciach 1 nmol 1", 10 nmol-1"", 100 nmol-1™", 1 pm01~1'1, 10 |,lm01~1'1 a 50 pmol-I’
'. Ako negativna kontrola bolo pouzité kultivaéné médium s pridavkom 0,1% DMSO.
Po prevedeni MTT testu boli namerané vysledky prepocitané a percentualne vztiahnuté
k negativnej kontrole. Graf na Obr. 9 znazorfiuje priemerné hodnoty Styroch nezavislych
experimentov.

Z vysledkov experimentov vyplyva, ze po aplikacii TCDD v kombinacii s
pouzitymi koncentraciami CH-223191 nebol pozorovany ziadny cytotoxicky efekt na
bunky LS174T-AhR-luc (Obr. 9). Naopak, pri vyssich koncentraciach (10 pmol-1" a 50
umol-1™") doslo k miernemu narastu viability. Je teda zrejmé, Ze pouzitie inhibitoru CH-

223191 nemalo negativny ucinok na transkripcnt aktivitu AhR.

Vplyv inhibitoru na viabilitu buniek
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Obrizok 9: Vplyv $kaly koncentracii inhibitoru CH-223191 v kombinacii s 10 nmol-1"
TCDD na viabilitu buniek LS174T-AhR-luc po 24-hodinovom pdsobeni. nM = nmol -1,
UM = pmol 17,

5.5 Selektivita indukcie luciferazovej aktivity
Schopnost’ reportérovych buniek LS174T-AhR-luc reagovat selektivne iba na
agonistov AhR bola stanovena pomocou modelovych ligandov vybranych jadrovych

receptorov a receptorov pre steroidné hormony. Bunky L.S174T-AhR-luc boli vystavené
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posobeniu rifampicinu, kyseliny 9-cis-retinovej (9-cis-RA), kyseliny all-trans-retinove;j
(all-trans-RA), cholekalciferolu (VD3), 3,3',5-trijod-L-tyroninu (T3), aldosteronu,
dexametazonu, estradiolu, progesteronu a testosterénu. Vsetky ligandy boli pouzité
v koncentraciach 10 nmol-1", 100 nmol-I", 1 pmol-I" a 10 pmol-1". Ako negativna
kontrola sluzilo kultivaéné médium s pridavkom 0,1% DMSO a ako pozitivna kontrola
bolo pouzité kultivaéné médium obsahujice TCDD v koncentracii 10 nmol-1"'. Po 24-
hodinovej inkubacii bola prevedena luciferazova reportérova esej. Udaje uvadzané
v grafe na Obr. 10 predstavujia priemerné hodnoty vysledkov troch nezavislych
experimentov.

Po aplikacii ligandov vybranych receptorov bolo mozné pozorovat, ze ani
v jednom pripade nedoSlo k vyraznejSiemu narastu luciferazovej aktivity v bunkéach
LS174T-AhR-luc (Obr. 10). Vynimku tvorila pozitivna kontrola TCDD (10 nmol-1™"),
kedy indukcia luciferazovej aktivity dosahovala hodnotu 15,56 + 2,41 FOLD. Na
zaklade tychto zisteni je preto mozné tvrdit, Ze schopnost indukcie luciferazovej
aktivity v novej reportérovej linii LS174T-AhR-luc bola vysoko selektivna iba pre
agonistov AhR.

Vplyv agonistov vybranych receptorov na indukciu luciferazovej aktivity
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Obrazok 10: Indukcia luciferdzovej aktivity v bunkdch LS174T-AhR-luc po 24-
hodinovom posobeni Skaly koncentracii ligandov vybranych jadrovych receptorov

a receptorov pre steroidné hormoény. nM = nmol-1", uM = pumol-1™.
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6 DISKUSIA

Jednymi zo sofistikovanych a Siroko rozsirenych metod na studium transkripénej
aktivity AhR si génové reportérové eseje. Jedna sa o bunkové experimentalne modely,
ktoré su odvodené od bunkovych linii ich tranzientnou alebo stabilnou transfekciou
pomocou prislusného reportérového plazmidu. Tento plazmid nesie potrebné AhR
responzivne sekvencie DNA a reportérovy gén. Ako reportérovy gén je najCastejSie
vyuzivany gén pre luciferdzu. Stabilna transfekcia je Casovo pomerne narocny proces
s relativne vysokymi nakladmi na spotrebu materialu, ale poskytuje celt skalu vyhod
oproti tranzientnej transfekcii. V prvom rade sa jedna o fakt, ze bunky nie je nutné
podrobit transfekcii pred kazdym experimentom, ¢o znizuje nielen naklady na material,
ale vyrazne skracuje Cas potrebny na jednotlivé experimenty. Zaroven stabilna
transfekcia zarucuje vysoku citlivost’ celej eseje a spolahliva reproducibilitu vysledkov
(Novotna et al., 2011). V neposlednom rade, pri vyuzivani stabilne transfekovanych
reportérovych systémov nie je potrebnd dodatocnd normalizacia vysledkov vzhl'adom
k pripadnym rozdielom v efektivite transformécie.

Niekol'ko desatroci boli studované signalizacné drahy AhR hlavne v kontexte s
jeho ulohou v metabolizme a odburavani xenobiotik. Hlavnym orgdnom v ramci
organizmu, kde sa tieto procesy odohravaju, je peceni. Nie je preto prekvapenim, ze
v peceni bola zaznamenana aj najvysSia uroven expresie AhR. Bunky pecene preto
predstavuju idealny material pre Studium transkripcnej aktivity AhR, ¢o bolo prakticky
vyuzité aj pri konstrukcii reportérovych bunkovych linii (Novotna et al., 2011).
V poslednych rokoch sa vSak upriamila pozornost na Stadium ulohy AhR v ¢revnhom
trakte, hlavne v suvislosti s u¢inkami metabolitov ¢revnej mikrobioty. Ked'Ze expresia
AhR je pomerne vysoka aj v bunkéch traviaceho traktu, oraz CastejSie sa ako modelové
objekty vyuzivaja bunkové linie odvodené od ¢revnych buniek. Vynimkou nie je ani
konstrukcia reportérovych bunkovych linii, urenych na stadium transkripcnej aktivity
AhR. Hlavna vyhoda takychto ,,in vitro“ systémov spociva v tom, ze pri experimentoch
cielenych na zistovanie ulohy AhR v traviacom trakte, st schopné zabezpecit
podmienky viac kompatibilné s prirodzenymi podmienkami, ako pri pouziti systémov
odvodenych od inych typov buniek.

Novotna et al. (2011) vytvorili a charakterizovali reportérovu bunkovu liniu AZ-

AhR. Jedna sa o liniu odvodeni od buniek l'udského hepatokarcinomu, HepG2,
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ktoré boli stabilne transfekované reportérovym plazmidom pGL-4.27-DRE. Rovnaky
reportérovy plazmid bol pouzity aj pri konStrukcii novej stabilne transfekovanej
reportérovej linie LS174T-AhR-luc, ktora je derivatom buniek 'udského kolorektalneho
adenokarcinomu, LS174T. Podobne, ako v pripade bunkovej linie AZ-AhR, aj bunky
LS174T-AhR-luc vel'mi senzitivnhe reagovali na pritomnost modelového ligandu
TCDD. V obidvoch pripadoch doslo kindukcii luciferazovej aktivity uz pri
koncentraciach TCDD pohybujtcich sa v rozmedzi jednotiek az desiatok nmol-1".
Avsak, ubuniek AZ-AhR dosahovali maximalne hodnoty indukcie luciferazovej
aktivity viac ako 1000 FOLD (Novotna et al., 2011), na rozdiel od linie LS174T-AhR-
luc, kde maximalna hodnota nepresahovala 20 FOLD.

V pripade testovania cytotoxicity bol u buniek LS174T-AhR-luc zisteny iba
mierny pokles viability pri najvysSich pouzitych koncentraciach TCDD (10 — 50 nmol 1"
). Pokles viak nebol natolko vyrazny, aby ovplyvnil vysledky luciferazovej
reportérovej eseje. Pre porovnanie, Sul er al. (2009) Studovali cytotoxické ucinky
TCDD na liniu N2a, ktora je odvodena od buniek l'udského neuroblastomu. Testované
koncentracie TCDD sa pohybovali od 10 nmol-1" do 1000 nmol-1"". V pripade najnizsej
sledovanej koncentracie TCDD bol, podobne ako v naSom pripade, pozorovany iba
mierny pokles viability buniek. S narastajucou koncentraciou TCDD sa vsak
cytotoxicky efekt zvySoval.

Testovanie buniek AZ-AhR po kryoprezervacii nepreukazalo ziadny vyrazny
pokles luciferazovej aktivity (Novotna et al., 2011), zatial’ co v bunkach LS174T-AhR-
luc doslo k jej miernemu znizeniu. Rozdiely v hodnotach luciferazovej aktivity pred
zamrazenim a po rozmrazeni vSak boli natol'ko nizke, Ze to nemalo ziadny negativny
vplyv na funkcnost reportérovej linie. Rovnako, aj opakované pasazovanie a dlhodobé
udrzovanie buniek v kultivaénom médiu neovplyvnilo stabilitu luciferazovej aktivity, ¢i
uz v bunkach LS174T-AhR-luc, alebo v linii AZ-AhR (Novotna et al., 2011). Navyse,
bunky LS174T-AhR-luc si pocas celej 49-diiove] kultivacie zachovali nezmenenu
morfologiu.

Specifickost’ indukcie luciferazovej aktivity v bunkach linie LS174T-AhR-luc
bola dokazana prostrednictvom selektivneho inhibitoru TCDD-indukovanej aktivity
AhR, CH-223191. Ako sa ocakavalo, so zvySujucou sa koncentraciou inhibitoru doslo k
poklesu intenzity luciferazovej aktivity. Je vSak pozoruhodné, ze pri koncentracii CH-
223191 10 pmol-1" predstavovala hodnota luciferazovej aktivity 25,48 + 3,70%

z pozitivnej kontroly, avSak pri najvysSej pouzitej koncentracii (50 pmol-1") bola
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luciferazova aktivita 27,04 + 2,22%. To sice nepredstavuje vel'ky rozdiel, ale mohlo by
to suvisiet’ s vysledkami ziskanymi pomocou MTT testu, kedy bol pozorovany narast
viability buniek v zavislosti od zvySujucej sa koncentracie CH-223191. Pri najvysSe]
koncentracii dosahovala wviabilita buniek hodnotu 138,72 + 23,00% =z viability
kontrolnych buniek. Tento jav mohol byt spdsobeny potencialnymi proliferaénymi
ucinkami CH-223191. Podobné zistenie bolo publikované v stadii Choi et al. (2011),
kde po posobeni CH-223191 v koncentracii 10 pmol-1" doslo k vyraznemu zvyseniu
viability buniek. To viedlo autorov k domnienke, ze tento selektivny inhibitor AhR by
mohol podporovat proliferaciu buniek.

Celkovu charakterizaciu novej reportérovej linie LS174T-AhR-luc doplnili
experimenty vyuzivajuce modelové ligandy vybranych jadrovych receptorov
a receptorov pre steroidné hormoény. Ukdzalo sa, ze ani jeden z testovanych ligandov
nebol schopny indukovat luciferazovu aktivitu v bunkach LS174T-AhR-luc. Tieto
vysledky ukazuju, ze v reportérovej linii nedochadza k neSpecifickej krizove) aktivacie
expresie génu pre luciferazu prostrednictvom inych ligandov, ¢o sved¢i o vysokej
selektivite bunkovej linie voci agonistom AhR.

Existuju rozne dalSie Stadie zameriavajice sa na vyskum AhR signalizacie
s vyuzitim odliSnych intestinalnych bunkovych linii. Marinelli et al. (2019) pouzili
bunkovt liniu HT-29, ktora je odvodena od l'udského adenokarcindmu hrubého Creva.
Tieto bunky st zaujimavé tym, ze vykazuju charakteristiky diferencovanej intestinalnej
bunky. Vyznacuju sa velkou podobnostou s enterocytmi v tenkom Creve a su preto
vhodnym modelom hlavne na Stadium transportu xenobiotik a endogénnych zlucenin
(Martinez-Maqueda et al., 2015). Marinelli et al. (2019) bunky HT-29 stabilne
transfekovali pomocou reportérového plazmidu obsahujuceho tri képie XRE motivu
a vyuzili na sledovanie vplyvu butyratu na transkripcnu aktivitu AhR.

V studii Beukema et al. (2022), bola opat’ pouzita ¢revna bunkova linia HT-29,
avSak transfekcia prebiehala pomocou reportérového plazmidu obsahujuceho Lucia
luciferazu. Tento modifikovany reportérovy gén, vyznacujuci sa az 1000 krat vyS$§im
luminiscenénym signadlom v porovnani s klasickou luciferazou, bol pod kontrolou
responzivneho elementu pre ARNT. Po aktivacii AhR doslo k jeho dimerizacii
s ARNT, co viedlo k sekrécii luciferazového reportérového proteinu Lucia. V tejto
stadii boli na bunky HT29-Lucia™ AhR aplikované vzorky traveniny zo slepého Creva,

ktoré boli izolované z mys$i zivenych vybranymi pektinmi.
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Na §tadium AhR mechanizmov je Casto pouzivana bunkova linia Caco-2. Tato
linia je odvodena od buniek TI'udského adenokarcindému hrubého creva. V studii
Champion et al. (2013) bol do tychto buniek tranzientne vneseny luciferazovy plazmid
pomocou lipofekcie. Experiment sa zameriaval na vplyv zapalovych faktorov na
expresiu AhR a ulohu NF«B.

Nakol'ko dané §tadie sa nezaoberali priamo charakterizaciou bunkovych linii,
nebolo mozné porovnat citlivost a stabilitu jednotlivych linii s bunkovou liniou
LS174T-AhR-luc. Na zaklade prezentovanych vysledkov je vSak mozné tvrdit, zZe
bunkova linia LS174T-AhR-luc je vhodna ako na $tidium metabolizmu xenobiotik

a environmentalnych faktorov, tak aj na vyskum v oblasti ¢revnej mikrobioty.
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7 ZAVER

Cielom predkladanej diplomovej prace bolo charakterizovat’ nova reportérova
bunkovu liniu LS174T-AhR-luc. V literarnom prehl'ade bol podrobnejsie opisany aryl
uhl'ovodikovy receptor a jeho mechanizmus pdsobenia, ako aj funkcie AhR, ¢i uz na
urovni bunky, alebo celého organizmu. Zaroven bola cast’ literarneho prehl'adu
venovana problematike reportérovych bunkovych systémov.

V experimentalnej Casti boli bunky LS174T-AhR-luc podrobené viacerym
testom, ktorych uc¢elom bolo urcenie funkénosti nového experimentalneho modelového
systému. Pomocou luciferdzovej reportérove] eseje bola uréena zavislost’ indukcie
luciferazovej aktivity od koncentracie ligandu. Tento trend bolo mozné pozorovat’ ako
po 24-hodinovom pdsobeni modelovych ligandov TCDD a FICZ, tak aj po ich 4-
hodinove] aplikacii. Po kratkodobej expozicii bol vyraznejsi narast luciferazovej
aktivity zaznamenany uz pri nizSich koncentraciach ligandov, naopak, po aplikacii
najvyssich testovanych koncentraciach doslo u oboch ligandov k miernemu poklesu
schopnosti buniek indukovat’ luciferazovu aktivitu. Maximalne hodnoty luciferazove;j
aktivity dosahovali v pripade TCDD 17,92 + 2,64 FOLD po 24-hodinovom posobeni a
9,43 £ 0,74 FOLD po 4-hodinovej aplikécii. Po pdsobeni endogénneho ligandu FICZ
boli zaznamenané maximalne hodnoty 16,60 + 2,73 FOLD pre dlhodobé posobenie a
8,94 + 1,61 FOLD pre kratkodobé posobenie. Na zaklade ziskanych vysledkov boli
stanovené referenéné hodnoty oboch ligandov na 10 nmol-1" pre TCDD a 10 pmol 1"
pre FICZ. MTT testy preukazali, ze testované koncentracie pouzitych ligandov TCDD
a FICZ nemali vyrazny vplyv na viabilitu buniek.

Z vysledkov d'alej vyplyva, ze kryoprezervacia a dlhodobé uchovavanie buniek
(5 mesiacov) pri nizkej teplote (-80°C) nemali v bunkadch LS174T-AhR-luc ziadny
vyrazny vplyv na inducibilitu luciferazovej aktivity. Reportérova bunkova linia taktiez
pretrvala plne funk¢éné aj po dvadsiatich pasazach a 49 ditoch udrziavania v kultiva¢nom
médiu. Rovnako neboli pozorované ziadne morfologické zmeny v porovnani
s parentalnou liniou LS174T, a to ani po dlhodobej kultivacii buniek.

Po pdsobeni selektivneho inhibitoru TCDD-indukovanej aktivity AhR, CH-
223191, v kombinacii s 10 nmol-1' TCDD doslo, podla olakavania, k poklesu
luciferazovej aktivity, ktory bol najvyraznejsi pri najvyssSich pouzitych koncentraciach
inhibitoru. Toto zistenie sved¢i o Specificke] odpovedi reportérovej linie na pritomnost

ligandu TCDD.

39



V neposlednom rade, vysledky experimentov hodnotiacich vplyv ligandov
vybranych jadrovych receptorov a receptorov pre steroidné hormoény na bunky LS174T-
AhR-luc ukazali, ze pdsobenie ani jedného z ligandov nevyvolalo indukciu
luciferazovej aktivity, z coho vyplyva, ze nova reportérova bunkova linia je vysoko
selektivna voci agonistom AhR.

Na zaklade vSetkych tychto zisteni mdézeme konstatovat, ze nova reportérova
linia LS174T-AhR-luc poskytuje vysoko Specificky a selektivny ,.in vitro® model na
stadium transkripénej aktivity AhR a spliia vietky parametre potrebné na tspesné

zavedenie do experimentalnej praxe.
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