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1 UvVOD

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) je ligandy aktivovany transkripéni faktor zodpovédny
predevs§im za metabolismus xenobiotik. Receptor reguluje expresi genti pro biotransformacéni enzymy,
jako jsou cytochromy P450, ptispiva k regulaci bunééného cyklu, normalni funkei imunitniho systému,
tumorigenezi a mé dualezitou funkci v endogennim metabolismu. Mezi exogenni ligandy tohoto
receptoru fadime zejména environmentalni polutanty, ale i n€které ptirodni latky, jako tfeba flavonoidy.
V poslednich letech bylo popsano také mnoho latek endogenniho charakteru interagujicich s AhR,

kterymi jsou katabolity a derivaty tryptofanu, bilirubin ¢i eikosanoidy.

Katabolity tryptofanu vznikaji v naSem téle tfemi metabolickymi drahami — kynureninovou,
serotoninovou a pifimou transformaci stfevnimi mikroorganismy. U né€kterych z téchto latek byla
prokazana schopnost aktivace aryl uhlovodikového receptoru. Je znamo, ze mikrobialni metabolity tak
mohou ovlivnit homeostazu stfevni mikrobioty, ktera je velmi dilezita pro udrZeni integrity bariéry
stievni sliznice a normalni funkci imunitniho systému. Naruseni této rovnovahy muze vést k riznym
patofyziologickym jeviim, jako jsou zanétlivd onemocnéni stfev, obezita, cukrovka nebo poruchy

kardiovaskularniho systému.

Vétsina ligandd vykazuje v ramci riznych druhd odlisny U¢inek na AhR. Struktura receptoru
je mezi druhy podstatné konzervovana, avSak sekvence nékterych domén receptoru se lisi. Jiz mala
zmeéna miize zpusobit dramaticky rozdil ve vazbé¢ ligandu k receptoru. Tyto rozdily byly pozorovany
i mezi AhR lidskych a mysich hepatomovych linii. Mezi t€émito dvéma druhy byly také zjistény odlisné

konformacni zmény receptoru vyvolané jeho aktivaci nékterymi ligandy.

Hlavnim cilem této prace je shromdzdit a analyzovat tdaje tykajici se urovné aktivace lidského
a mysiho AhR specifickymi endogennimi ligandy tohoto receptoru. Tato studie je diilezita pro budouci
experimenty, jelikoz poukazuje na potencidlni rozdily ve vysledcich experimentl pii testovani
identickych latek. Porozuméni t€émto rozdiliim je zasadni pro interpretaci a porovnani vysledkti v ramci

studii souvisejicich s AhR.



2 CIL PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalatské prace.

2. Osvojeni si zakladnich technik prace v laboratofti tkdniovych kultur.

3. Stanoveni G¢inku vybranych latek na viabilitu bun¢k reportérové linie AZ-AHR a Aherepa
metodou MTT.

4. Urceni vlivu vybranych latek na transkripéni aktivitu AhR prostfednictvim metody ,,Reporter
Gene Assay*.

5. Zpracovani a vyhodnoceni vysledkt, sepsani bakalaiské prace.



3 LITERARNI PREHLED

3.1  Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (receptor pro aromatické uhlovodiky, AhR) je transkripcni faktor
aktivovany latkami exogenniho a endogenniho ptivodu. Gen pro tento receptor se sklada z 11 exond
lezicich na chromozomu 7 lidského genomu (Ema et al., 1994, Le Beau et al., 1994) a na chromozomu
12 genomu mysiho (Schmidt et al., 1993). Aktivace receptoru vede prostfednictvim riznych
signaliza¢nich drah k expresi cilovych gend, jako jsou napiiklad biotransformacni enzymy, konkrétné
enzymy jeji prvni a druhé faze (Bock er Kohle, 2006), a AhR represor (AHRR). Receptor
je fylogeneticky vysoce konzervovan u bezobratlych i obratlovcl a je exprimovan v mnoha typech
bunék a tkani savcei, ryb a ptaki, zejména potom v mysich a lidskych plicich, jatrech, ledvinach, slezin¢
a placenté, ale také v nékolika primarnich a od nadorG odvozenych bunék a bunécnych linii
(Li al., 1994). Mimo biotransformace tak receptor diky jeho vlivu na proliferaci, adhezi, apoptézu

a migraci bun€k v téchto organech ovliviiuje fadu fyziologickych procest (Hahn, 2002).

3.1.1 Chemicka struktura AhR

AhR, stejné jako jaderny translokator uhlovodikového receptoru (ARNT) a AhR represor
(AHRR), spada do rodiny bHLH/PAS (basic-Helix-Loop-Helix/Per-Arnt-Sim) transkripcnich faktord
(Abel et Haarmann-Stemmann, 2010). Receptor ma dvé termindlni domény liSici se aminokyselinovou
sekvenci 1 funkci v procesu aktivace receptoru. Vazba DNA a nasledna dimerizace proteinu
se uskutectiuje prostfednictvim N-terminalni bHLH domény receptoru (Gu et al., 2000),
zatimco C-termindlni oblast AhR obsahuje tzv. transaktivacni doménu (TAD) skladajici se ze tii
subdomén. Prvni z nich obsahuje kyselé zbytky glutaminu a asparatu, druha velké mnozstvi glutaminu
(Q) atreti subdoména je bohata na serin, threonin a prolin (P/S/T). Prave na glutamin bohata oblast TAD
je mnepostradatelnd pro aktivaci cilovych genti, jelikoZ interaguje s transkripénimi koaktivatory
(Rowlands et al.,, 1996). Mezi témito dvéma oblastmi receptoru se nachazi PAS doména sestavajici
ze dvou strukturnich opakovani A a B. PAS A doméma je stejné jako N-termindlni bHLH doména
zapojena do procesu dimerizace receptoru a je vazebnym mistem pro molekuly proteinu teplotniho Soku

(HSP90), zatimco PAS B doména je mistem vazby ligandu na receptor (Coumailleau et al., 1995).

Vazba ARNT
=
Transaktiva¢ni 2 =
b PAS A PAS B iy ©
AHR doména ,\_? =
<> I
Vazba DNA Vazba ligandu Vazba koaktivatoru

Obrazek 1: Sekundarni struktura aryl uhlovodikového receptoru (AhR). Prevzato z ¢lanku (Hu et al.,
2023).



3.1.2 Ligandy AhR

Mnoho latek exogenniho i endogenniho ptivodu je schopno vazby na aryluhlovodikovy receptor
a regulace transkripce jeho cilovych gend. Tyto latky maji ptivod pfedevs§im v piirodnich polutantech,
stravé a produktech mikrobidlniho metabolismu. Ligandy je mozno také podle mechanismu jejich

ucinku rozdélit do tii kategorii na agonisty, parcialni agonisty a antagonisty.

Dosud nejlépe charakterizovanou skupinou exogennich AhR ligandi jsou environmentalni
toxiny délici se na halogenované aromatické uhlovodiky (HAHs) a nehalogenované polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAHs). HAHs jsou metabolicky vice stabilni, a proto reprezentuji hlavni
skupinu exogennich AhR ligandu, které jsou schopny vazby na receptor jiz v mnozstvi o jednotkach pM
a nM. Jako zastupce lze v prvni fadé uvést 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), ktery je jiz
dlouhou dobu modelovym AhR ligandem (Denison et Nagy, 2003). Z PAHs maji poté velky vyznam
latky benzo(a)pyren (BaP), 3-methylchlorantren a aromatické aminy. I n€které slouceniny ptirodniho
charakteru jsou exogennimi ligandy AhR. Piikladem jsou flavonoidy hojné obsazené v ovoci a zeleniné
a rostlinné sekundarni metabolity alkaloidy (Denison et al, 1998). Je vSak znamo také nékolik
antagonisticky se chovajicich pfirodnich sloucenin, mezi néz patii fytochemikélie kyselina
brevifolinkarboxylova (Amakura et al, 2003). Také katechiny, produkty zeleného Ccaje,
ktery predstavuje usuSené listy Cajovniku ¢inského, se ukézaly byt inhibitory genti regulovanych
aryl uhlovodikovym receptorem (Fukuda et al., 2015). Dal§im ptikladem antagonistickych ligandi jsou
neobvyklé  methylované a  methoxylované  formy  indoli  zahrnujici  slouceniny
2,3-dimethylindol a 2,3,7-trimethylindol (Stepankova et al., 2018), u kterych byla pii in vitro

experimentech pozorovana inhibice transkrip¢ni aktivity AhR.

Mimo latky vyskytujici se v piirodé¢ byly objeveny i ligandy syntetického ptvodu uZivané
jako 1é¢iva. Nejzajimavéjsi a prvni takovou popsanou latkou je agonista omeprazol. Béhem jeho
metabolické degradace dochazi k pfemén¢ na omeprazol-sulfid, ktery se na rozdil od jeho prekurzoru
chova jako antagonista mySich a lidskych bunék (Gerbal-Chaloin et al, 2006). Vzhledem
k potencialnimu vyuziti AhR v terapii riznych onemocnéni je nyni vénovana pozornost objevovani
a vyvijeni i mnoha xenobiotik s antagonistickym a¢inkem. Pomoci strukturnich modifikaci provadénych
za ucelem zlepSeni jejich farmakologickych vlastnosti jsou vybirani antagonisté vhodni jako kandidati

pro predklinicky a klinicky vyzkum (Lin ef al., 2022).

Endogenni ligandy AhR maji vyznam predevsim v regulaci fyziologickych déja. Jejich nejvetsi
skupinou jsou metabolické a UV zafenim generované derivaty aminokyseliny tryptofanu. Mezi zastupce
endogennich aktivatorii fadime indirubin a jeho izomer indigo (Adachi et al., 2001), indol-3-acetamid,
indol-3-pyruvat (Vyhlidalova et al., 2020) a fotoprodukt tryptofanu 6-formylindolo[3,2-b]karbazol

(FICZ) (Wincent et al., 2009). Také ptfi endogennim metabolismu hemu na biliverdin a jeho nasledné



konverzi na bilirubin byla pozorovana zména hladiny CYPIAI mRNA vmysi bunééné linii
Hepa 1clc7. Sinal ef Bend (1997) v této studii uvedli, Zze vSechny zminéné latky jsou schopny indukce
CYP1A1 enzymt, pficemz bilirubin se ukazal byt nejvice potentnim a u€innym. Vazby na receptor jsou
schopny 1 eikosanoidy, slouc¢eniny odvozené od nenasycenych mastnych kyselin s hlavnim fetézcem
obsahujicim dvacet atomu uhliku. Zéstupci této skupiny, kteti nasli své misto mezi ligandy AhR, jsou

lipoxin A4 a nékteré z prostaglandind G (Seidel et al., 2001).
3.2  Metabolismus tryptofanu

L-tryptofan (Trp) je esencidlni aminokyselina, tudiz je tfeba vénovat pozornost jeho
pravidelnému piijmu z potravin, napiiklad masa, ryb, vejci, mléénych vyrobkt ¢i ofecht. Jeji
metabolismus neni kliovy jen v roli prekurzoru proteosyntézy, ale vznika pii ném mnoho bioaktivnich
latek povahy neurotransmitertt a signalnich molekul dilezitych pro lidské télo. Tyto latky jsou
produkovany prostiednictvim postupnych premén Trp tfemi katabolickymi cestami vedoucimi
k rozdilnym produktim v riznych ¢astech zazivaciho traktu a v malé mife také v imunitnich buiikach

a centralni nervové soustavé (CNS).

Obrazek 2: Chemicka struktura L-tryptofanu. Pfevzato z internetové stranky MedChemExpress.

3.2.1 Kynureninova driaha metabolismu tryptofanu

Vétsina prijatého Trp je metabolizovana tzv. kynureninovou cestou za prvotni katalyzy enzymy
indolamin 2,3-dioxygenaza (IDO) a tryptofan 2,3-dioxygenaza (TDO). Tyto enzymy se lisi strukturou,
substratovou specifitou, potiebnymi kofaktory i funkci, a proto se vyskytuji v riznych tkanich, kde je
jejich exprese prisné regulovana. Zatimco IDO je vSudypfitomny enzym a roli v metabolismu tryptofanu
plni jak v jatrech, tak v CNS i imunitnich buiikach, TDO je lokalizovana pievazné jen v jatrech.
Rychlost metabolické drahy zavisi pravé na aktivité téchto dvou enzymd, tedy na konverzi L-Trp
na N-Formyl-L-kynurenin, ktery je poté kynurenin formamidazou pfeménén na kynurenin (Le Floc’h

et al., 2011). Pfi riznych onemocnénich byva u nékterych jedinct ¢asto pozorovano zrychlené



odbouravani Trp doprovazené zvysenim koncentrace kynureninti v krevnim séru, mozkomisnim moku
¢i mozkové tkani. Mezi patologické jevy zpiisobujici upregulaci kynureninové drahy, ktera ma v ramci
téchto onemocnéni protektivni roli, fadime naptiklad HIV a neurologické a afektivni poruchy, jako jsou
alzheimer, huntingtonova choroba, schizofrenie, deprese a uzkost. Vysoké hladiny kynurenini
v krevnim séru jsou také indikaci vzniku revmatoidni artritidy, kterou fadime k onemocnénim
autoimunitnim. (Chen et Guillemin, 2009). Z vyctu chorob je evidentni jejich spojitost s tkanovou

lokalizaci enzymt katalyzujicich tuto metabolickou drahu.

3.2.2 Serotoninova metabolicka draha

5-hydroxytryptamin (5-HT), jinym nazvem serotonin je vyznamny neurotransmiter vznikajici
dvoukrokovou transformaci Trp tzv. serotoninovou cestou. Prvni krok je uskutecnén za katalyzy
enzymem tryptofan hydroxylaza (TPH) na 5-hydroxytryptofan, pficemz jsou znamy 2 jeho izoformy:
TPHI1 a TPH2 (Le Floc’h et al., 2011). V CNS ma pfi vzniku této slouceniny zasadni vyznam enzym
tryptofan hydroxyldza 2 (TPH2), avSak vice nez 90 % 5-HT vznikd Cinnosti enzymu tryptofan
hydroxylaza 1 (TPHI1) v GIT, konkrétné¢ ve specializovaném subtypu bun€k intestinalniho epitelu
zvanych enterochromafinni bunky (Agus et al, 2018). Druhym krokem je dekarboxylace
5-hydroxytryptofanu za nutné pomoci vitaminu B6 na serotonin (Le Floc’h et al., 2011), ktery je mimo
jiné také prekurzorem melatoninu produkovaného epifyzou. Mnohé vyzkumy potvrdily existenci
obousmérné komunikacni sit€ mezi mozkem a zazivacim traktem, kde serotonin vystupuje jako klicova
signalizani molekula jak v enterickém, tak centralnim nervovém systému (Mawe et Hoffman, 2013).
Tato moZnost vyznamného ovlivnéni hladiny serotoninu v CNS metabolismem Trp probihajicim v GIT

je divodem uzké souvislosti duSevniho zdravi se sloZzenim stfevniho mikrobiomu.

3.2.3 Indolova metabolicka draha

Neopomenutelné je také odbourdni tryptofanu na latky indolové povahy a jejich derivaty.
Metabolickou drahu nazyvame indolova cesta a U€astni se ji mikroorganismy sttevniho mikrobiomu.
Schopnost produkce indolovych derivati maji vSak jen nekteré z komenzalnich druhd bakterii,
jako je Lactobacillus spp. Oxidativni a reduk¢ni reakce, za které jsou tyto mikroorganismy zodpovédné,
vedou mimo jinych produktt k tvorbé kyseliny indoloctové (IAA) a indolpropionové (IPA), dvou
metabolitli, u kterych je znam vliv na permeabilitu stfevni stény a imunitni systém hostitele (Lamas

etal., 2016).
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Obrazek 3: Schématické znazornéni metabolismu tryptofanu. Pievzato z ¢lanku (Modoux et al., 2021)

Vysvétleni zkratek:

1-MT, I-methyltryptofan; 3-HAA, kyselina 3-hydroxyanthranilova; 3-HAO, kyselina
3-hydroxyanthranilova-3,4-dioxygenaza; 3-HK, 3-hydroxykynurenin; SHIAA, kyselina
5-hydroxyindoloctova; 5-HT, serotonin; ACMS, 2-amino-3-karboxymukonatsemialdehyd; ACMSD,
2-amino-3-karboxymukonatsemialdehyd dekarboxylaza; AhR, aryl uhlovodikovy receptor; AMSD,
semialdehyd 2-aminomukonové dehydrogenazy; IDO, indolamin 2,3-dioxygenaza; KAT, Kkynurenin
aminotransferaza; KMO, kynurenin monooxygenaza; KYNA, kyselina kynureninova, KYNU, kynureninaza;
L-kyn, L-kynurenin; L-Trp, L-tryptofan; MT, melatonin; NAD, nikotinamid; PICA, kyselina pikolinova; QPRT,
chinolinat fosforibosyltransferaza; QUIN, kyselina chinolinova; TDO, tryptofan 2,3-dioxygenaza; TPHI,
tryptofan hydroxylaza 1; XANA, kyselina xantureninova



3.2.4 Derivaty indolu jako agonisté AhR

Mnohé katabolity tryptofanu maji vliv na transkripcni aktivitu AhR a vystupuji tak jako jeho
endogenni ligandy (Obrazek 1). Z kynureninli ma schopnost vazby na AhR L-kynurenin (L-kyn),
kyselina kynureninova (KYNA) a kyselina xanthurenova (XANA) (Michaudel et al, 2023). Vétsi
pozornost je vSak vénovana produktim indolové drahy, jelikoz fada z nich byla ve fyziologickych
koncentracich klasifikovana jako slabé potentni ligandy tohoto receptoru. Jejich ucinek na receptor
je vSak podstatné odlisny. Mohou se chovat nejen jako plnohodnotni, nebo parcidlni agonisté,
ale 1 jako ligand-selektivni antagonisté (Vyhlidalova et al., 2020). SkuteCnost, ze mikrobialni
metabolismus Trp ovliviiuje aktivitu AhR byla potvrzena deficienci AhR agonisti u mysi
s disbiotickym, nebo upIn¢ amikrobiotickym slozenim GIT. U téchto jedinci s DSS-indukovanou
kolitidou byla zaznamenana sniZzena koncentrace mikrobialniho metabolitu tryptofanu IAA, ktera je
ligandem AhR, avSak hladina L-Kyn metabolizovand enzymem IDO zlstala nezménénd. Z toho

vyplyva, ze mikrobiota je zodpovédna za metabolismus Trp na agonisty AhR (Lamas ef al., 2016).

Jedny z prvnich studii tykajici se derivatd indolu se zamétovaly na indukci enzymu CYP1A1
po ozéteni tkdnovych kultur UV svétlem. Bylo zjisténo, Ze tento proces vyzaduje piitomnost tryptofanu,
aminokyseliny siln¢ absorbujici v blizké UV oblasti (Paine, 1976). Po ozateni bun¢k dochazi ke vzniku
nékolika UV generovanych latek, z nichZ se idedlnim induktorem exprese genti kodujicich proteiny
CYP1AI, CYP1A2 a CYP1BI ukézal byt FICZ, ktery se také na receptor vaze s nejvyssi afinitou a je
tak modelovym ligandem pro demonstraci endogenni AhR signalizace. Navic jiz velmi nizké
koncentrace této latky jsou schopny aktivovat receptor jak in vivo, tak in vitro. Pii dlouhodobé expozici
vSak byla pozorovana inhibice metabolismu této slouceniny, coz znamena, ze ve vys§ich koncentracich

je FICZ sam o sobé¢ inhibitorem CYP1 enzymut (Wincent ef al., 2009).

Také methylované a methoxylované formy indolu jsou schopny indukovat ¢i inhibovat expresi
AhR cilovych gent. Jednim z nich je i metabolit stfevniho mikrobiomu 3-methylindol neboli skatol.
Tento indol je slabym aktivatorem a parcidlnim agonistou AhR v lidskych hepatocytech,
jenz v zavislosti na koncentraci a dobé expozice zvySuje indukci CYP1A1/2 a CYP1B1 enzymdl.
Ve srovnani s plnohodnotnym agonistou TCDD je vSak exprese CYP1A1 mRNA téméf desetkrat nizsi.
Vliv skatolu je také zavisly na jeho metabolické konverzi na dalsi indoly, jako je indol-3-karbinol,
ktery je jiz vice potentnim aktivatorem AhR (Rasmussen et al, 2016). Existuji i dalsi formy
mono-methylovanych indolt jako je 4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol a 7-methoxyindol,
které jsou silnymi agonisty AhR. V tomto piipad€ se vSak jiz nejedna o latky endogenniho pivodu,
ale o xenobiotika. Stepankova ef al. (2018) se zabyvali testovanim jejich synergického ucinku a dospéli
k nekolika prekvapivym zjisténi. Zatimco 7-methoxyindol a 4-methylindol kazdy vyvolavaji pti vazbé
na AhR funk¢ni odpoveéd’ srovnatelnou s modelovym agonistou TCDD, spojeni jejich substituentl

do molekuly 7-methoxy-4-methylidol ptisobi na receptor antagonisticky. Pti nasledné kombinaci t€chto



dvou latek do smési vSak jiz ocekavany synergicky uc¢inek na receptor nastal a byla pozorovana jeho

zesilena aktivace.

Indol-3-karbinol (I3C), jiz zminény metabolit 3-methylindolu, je pfirozenym proligandem AhR
pochazejicim ze stravy (Rasmussen et al., 2016). Aktivace receptoru timto ligandem také souvisi s jeho
pozitivnim vlivem na mnoho fyziologickych procesti, jako je regulace bunééného cyklu, navozeni oprav
DNA, inhibice zanétu a indukce apoptoézy nddorovych bunck (Rogan, 2006). Tyto vlastnosti udavaji
sloucening protirakovinné a protizanétlivé tcinky, které jsou ditvodem zajmu o vyuziti I3C pfi terapii
riznych nadorovych a chronickych zanétlivych onemocnéni, naptiklad ulcerdzni kolitidy (Peng et al.,
2021). U lidi ma I3C navic schopnost metabolizovat estrogeny, coz bylo potvrzeno studii na zenach
s vysokym rizikem rozvoje estrogeny vyvolané rakoviny prsu, kdy I3C indukoval pieménu téchto latek
na karcinogeny metabolizujici enzymy (Reed et al., 2005). U obou zminénych experimentd byla
také pozorovana vysoka i indukce CYP1A1/A2 a CYPIBI, coz potvrdilo, ze I3C piisobi prostiednictvim
AhR.

Vyhlidalova et al. (2020) odhalili, ze metabolit intestinalnich mikroorganismt indol-3-acetamid
(IAD) je ve fyziologickych koncentracich jednim z nejucinngjSich mikrobialnich agonisti AhR.
Po 24hodinové inkubaci IAD se stievnimi buiikami byla zaznamenana silné indukce CYP1A1 mRNA.
Pii pouziti AhR KO bunécné linie jiz zadny signal pozorovan nebyl, coz potvrzuje jeho roli
agonistického ligandu tohoto receptoru. V ramci studie bylo navic zjisténo, Ze latka indukuje formaci
heterodimeru AhR-ARNT a s podobnou intenzitou jako TCDD spousti jeho translokaci do buné¢ného
jadra. Pfi nasledném testovani jeho antagonistického vlivu byl vSak ptekvapivé pozorovan dvoji efekt
na receptor aktivovany latkami TCDD, BaP a FICZ. IAD antagonizoval odpovéd’ vyvolanou TCDD,
ale zesiloval aktivaci receptoru vyvolanou FICZ a BaP. Na zakladé¢ vysledki z této studie bylo usouzeno,
ze IAD je stejné jako ostatni mikrobidlni metabolity v souvislosti s AhR zapojen do mnoha

fyziologickych funkci v naSem téle, a proto mé vyznam vénovat se jeho ucinktim i v dalsich studiich.

Agonisticky tc€inek indirubinu a jeho izomeru indiga na lidsky AhR prokézali Adachi et al.
(2001) ze vzorku lidské moci, kde se tyto dvé latky vyskytuji ptiblizné v 0,2nM koncentracich. Interakce
latek s AhR byla sledovana pomoci kvasinkové reportérové eseje a mira jejich aktivity byla nasledné
srovnana s modelovym ligandem TCDD. V pftipad¢ indiga byla transkripcni aktivita AhR srovnatelna
s TCDD a u indirubinu vyslo najevo, Ze je dokonce ptiblizné padesatkrat vice potentni nez pouzity
modelovy ligand. JelikoZ je tedy koncentrace indirubinu a indiga v lidské moci dost vysoka na vyvolani

funkéni odpoveédi AhR, byly obé¢ latky identifikovany jako endogenni ligandy tohoto receptoru.

Tato bakalaiska prace je zaméfena na testovani vlivu vybranych katabolitt tryptofanu
na transkrip¢ni aktivitu AhR ve dvou druhové odlisnych bunéénych liniich. Jedna se o latky FICZ, 3MI,

indirubin, I3C a IAD, jejichz chemicka struktura je znazornéna niZze na obrazku 4.



H
N H 5
/ N N
NH, / Y%
O OH

Indol-3-acetamid (IAD) Indol-3-karbinol (I3C) 3-methylindol (3MI)
H
N
i y 0
HN
N
H
N
O
6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ) Indirubin

Obrazek 4: Chemicka struktura jednotlivych testovanych latek. Pfevzato z internetové stranky
MedChemExpress.
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3.3  AhR signalizace

Po navézani ligandu k receptoru projde inaktivni komplex nekolika konformacnimi zménami,
zahrnujicimi pfedevsim disociaci chaperonovych kofaktorti, a dochdzi k aktivaci riiznych signalizacnich
drah. Ty délime podle mechanismu piisobeni a typu proteint, se kterymi AhR v procesu signalizace
interaguje, na drdhu genomickou a negenomickou. Genomicka signalizace se dale déli na drahu

kanonickou a nakanonickou.

3.3.1 Neaktivni stav receptoru

V klidovém stavu se receptor nachazi v cytoplazmé, kde tvoii komplex s nékolika chaperony
udrzujicimi jej v ligand-afinitni konformaci. Mezi tyto kofaktory patii dvé molekuly proteinu HSP90
vazané na N-terminalni bHLH doménu, 23 kDa velky ko-chaperon p23 a AhR interagujici protein
pfibuzny immunofilinu (AIP) neboli XAP molekula 2 (XAP2; hepatitis B Virus X-associated protein 2)
(Kazlauskas et al., 2000; Pongratz et al., 1992). Hlavni vliv na udrzeni receptoru ve formé schopné
interagovat s ligandy maji dvé molekuly proteinu HSP90, které navic zamezuji jeho nekontrolovatelné
translokaci do jadra v absenci ligandu (Pongratz et al., 1992). Jejich vazbu na receptor stabilizuje
ko-chaperon p23, zatimco molekula XAP2 zesiluje AhR signalizaci posilenim spravného prostorového
sloZeni receptoru v cytoplazmé, a navic chrani cely komplex pfed ubiquintaci a jeho naslednou
degradaci v proteosomu (Kazlauskas et al, 2000). S vySe popsanym komplexem je spojena také
cytosolicka tyrosin kinaza (c-Src) (Enan e Matsumura, 1996). UdrZeni multiproteinového komplexu
v dané konformaci pomoci zminénych molekul je tedy klicové pro moznost nasledné aktivace receptoru

ligandy a zahajeni transkripce cilovych AhR gent.

3.3.2 Kanonicka draha AhR

V kanonické signalizaci vystupuje jako heterodimerizacni partner AhR jaderny translokator
uhlovodikového receptoru (ARNT). Navazani ligandu na PAS B doménu receptoru zptsobi odkryti
jaderného lokalizac¢niho signdlu (NLS), coz ma za nasledek rychlou translokaci receptoru s navazanym
ligandem do jadra. Zde dochézi k jeho heterodimerizaci s jadernym translokatorem uhlovodikového
receptoru (ARNT) prostfednictvim PAS a N-termindlnich bHLH domén obou proteini (Probst ef al.,
1993). Vytvoreny transkripcné aktivni heterodimer AhR/ARNT je schopny exprese gend po vazbé
do xenobiotického responzivniho elementu (XRE) vyznacujiciho se konsenzudlnim sekvencnim
motivem 5’-GCGTG-3" v promotorovych a enhancerovych oblastech cilovych gend (Abel
et Haarmann-Stemmann, 2010). Vazba dimeru AhR/ARNT na DNA vede k stimulaci nékolika
koaktivaénich molekul napoméahajicich lokalnimu rozvolfiovani chromatinu, zménam prostorového
usporadani histont a rekrutaci obecnych transkripénich faktord (Rowlands ef al., 1996). Prostfednictvim
kanonické drahy AhR dochazi expresi gend kodujicich napiiklad enzymy s monooxygenazovou

aktivitou, které zodpovidaji za metabolismus xenobiotik, cytochromy P450 (CYP). Geny kodujici
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enzymy z rodiny CYP1 (CYP1A1, CYP1A2 a CYP1BI) je mozné identifikovat jiz v ranych stadiich
expozice bunék ligandem TCDD, jinymi latkami dioxinové povahy a organickymi halogeny.
Také nékteré enzymy 2. faze, jako tfeba chinon oxidoreduktaza 1 (Jaiswal, 1991), glutathion-S-
transferdza A2 (Rushmore er Pickett, 1990) a nékteré UDP-glukuronosyl transferazy (UGT) jsou
indukovany v rdmci kanonické AhR signalizace. Jako dalsi je z kli¢ovych cilovych gent aktivovan AhR
represor (AhRR), protein svou strukturou velmi podobny AhR, avSak z diivodu absence PAS B domény
neni schopny vazby ligandi. Jeho C-termindlni oblast obsahuje na rozdil od transaktivacni domény AhR
doménu transrepresni a umoznuje vazbu korepresoru, ktery je zapojen do negativni regulace AhR
signalizace, tedy je schopen potlacit aktivitu tohoto receptoru jeho transportem z jadra a okamzitou
degradaci v proteasomu (Mimura et al, 1999). Transkripcni aktivita AhR je dale vlivem AhRR
potlacovana tak, ze AhR represor soutézi sreceptorem o ARNT a potlacuje funkci komplexu

AhR-ARNT rekrutaci korepresorti na XRE (Panda et al., 2023).

3.3.3 Jiné nez kanonické signalni drahy AHR

V nekanonické signalni draze ptisobi AhR nezavisle na pfitomnosti ARNT a tvoii dimery
s jinymi proteiny, ¢i ligandy neobsazenymi receptory. Do této skupiny fadime naptiklad estrogenovy
receptor (Ohtake et al., 2003), protein Kriippel-like faktor 6 (KLF6) (Wilson ef al., 2013) a nuklearni
faktor kappa B (NF-«xB) (Tian et al., 1999). Bylo pozorovano, ze po formaci takového transkripéné
aktivniho komplexu nedochazi k jeho vazbé do XRE sekvence DNA typické pro kanonickou signalizaci,
ale do tzv. non-konsenzuélni XRE sekvence (NC-XRE). Huang ef Elfering (2012) se zabyvali analyzou
genu inhibitoru plazminogenového aktivatoru (PAI-1), ktery je genem exprimovanym po pusobeni
TCDD jinou nez kanonickou AhR signalizaci. V promotorové oblasti tohoto genu byl charakterizovan
non-konsenzualni XRE motiv 5’-GGGA-3’, ktery podporuje pfimou vazbu AhR na DNA nezavisle
na proteinu ARNT (Huang et Elferink, 2012, Patel et al., 2023). Cilena delece N-terminalni domény
AhR nezbytné pro vazbu dimeru receptoru s ARNT do XRE sekvenci DNA navic v ramci nekanonické
signalizace neméla zadny vliv na jeho navazani do NC-XRE sekvence. Tato skute¢nost poukazuje
na nezavislost receptoru na ARNT, ktera je tedy zasadnim rozdilem mezi nekanonickou a kanonickou
AR signalizaci (Wilson et al., 2013). NC-XRE sekvence byla nalezena pfedevsim v promotorech gent
kodujicich inhibitory cyklin dependentnich kinaz p21€P! a p27%P! zodpovédnych za vyvoj organii
(Barnes-Ellerbe et al., 2004), enzymy obrany pfed mikroorganismy, kam patii podjednotka p40phox
NADPH oxidazy (Wada et al, 2013) a proteiny UCastnici se imunitnich a za&nétlivych reakci,

kterymi jsou enzymy IDO a TDO (Opitz et al., 2011) a interleukiny Il-1p, I1-6 (Lahoti et al., 2013).

Negenomicka AhR signalizace pak nastava uvolnénim c-Src z neaktivniho komplexu receptoru
do cytoplazmy po jeho aktivaci ligandem (Enan ez Matsumura, 1996). Tato tyrosin kindza diky své
schopnosti fosforylovat molekuly podnécuje signalizaci receptoru epidermalniho riistového faktoru

(EGFR), ktery spada do skupiny tyrozinkindzovych receptorti (RTK) (Randi et al., 2008). Aktivaci
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EGFR pak dochazi k ovlivnéni proliferace, diferenciace a apoptézy bunck prostiednictvim dalSich
signalnich drah zahrnujicich naptiklad fokalni adhezivni kindzu (FAK) (Tomkiewicz et al., 2013)
a nékterd drahy mitogen aktivovanych proteinkindz (MAPK) (Xie et al., 2012).

3.3.4 Interakce AhR s riiznymi signaliza¢nimi drahami

Jako heterodimerizacni partner pro ligandem aktivovany AhR miiZze vystupovat estrogenovy
receptor (ER). V tomto pfipad¢ dochazi k vazbé komplexu AhR/ARNT na ligandem neobsazeny ER,
coz vede k vytvoreni transkripén¢ aktivniho komplexu dale se translokujiciho do estrogenovych
responzivnich element (Ohtake er al, 2003). Stejnym zplsobem mize AhR interagovat
s proteinem p300, retinoblastomovym proteinem (pRb) a transkripénim faktorem E2F a potlacovat tak

napiiklad expresi genti v S-fazi bunécného cyklu (Puga et al., 2000).

Signalni kaskada AhR miize vyznamné ovliviiovat i jiné drahy, napfiklad Wnt signalizaci
(zkratka z anglického Wingless-related integration site). V kanonické Wnt signalizaci vystupuji ligandy
zvané Wnt a klicovym mediatorem této drahy je protein B-katenin pisobici jako aktivator transkripce
cilovych genii (Clevers, 2006). Proto je drdha Casto oznaCovana jako Wnt/B-katenin signalizace.
Po navazani Wnt ligandtl na transmembranové koreceptory Fz/LRP (Frizzled receptory/lipoproteinové
receptory) spousti -katenin kanonickou Wnt signalizaci (Bhanot et al., 1996, Pinson et al., 2000).
Ta se podili naptiklad na regulaci embryonalniho vyvoje, sebeobnové diferencovanych tkani a udrzeni
normalniho poctu kmenovych bunék v téle (Clevers, 2006). Cilové geny této drahy jsou regulovany
transkripénimi faktory TCF/LEF (T-bunécny faktor/lymfoidni spoustéci faktor) iniciujicimi transkripci
stejnojmennych geni (tct/lef), které jsou nezbytné pro vazbu p-kateninu (van de Wetering et al., 1997).
Najdeme mezi nimi geny zapojené do procesu karcinogeneze, onkogen c-Myc a cyklin D1 (Clevers,
2006), dale negativni regulator Wnt signalizace Axin2 (Jho et al., 2002) a transkrip¢ni faktor SP5
(Weidinger et al., 2005). Prochazkova et al. (2011) popsali moznou spolupraci AhR a Wnt/B-katenin
signalizace na indukci vybranych AhR cilovych gend, predev§im genit CYP1A1 a CYP1BI. Pii aktivaci
AhR ligandem TCDD zaznamenali zmény ve Wnt signalizaci, konkrétné downregulaci vyse zminénych
gend fizenych kateninem v jaternich progenitorovych builkach. Aktivace AhR v téchto bunkach
zpusobila také zménu jejich fenotypu a naruSeni adheze, coz opét nasvédCuje ovlivnéni drahy
Wnt/B-katenin AhR signalizaci. Tyto poznatky mohou byt dilezité predevSim v oblasti onkologie,
jelikoz jiz diive byla prokazana souvislost aberantni aktivace B-kateninu s rozvojem nékolika typd

nadort jater (Thompson ef Monga, 2007).

Mnohé vyzkumy potvrdily také aktivitu proteinu KLF6 (z anglického Kriippel-like faktor 6)
indukovanou ligandem TCDD in vivo i in vitro (Wilson et al., 2013, Jackson et al., 2014). Bureau et al.
(2009) ptedpokladaji vyznam KLF6 jako nadorového supresoru pilisobiciho prostfednictvim regulace

inhibitoru cyklin dependentnich kindz p21°P!. Jeho downregulace, mutace a ztrata heterozygotnosti
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je navic spojena s rozvojem rakoviny prostaty a vznikem hepatocelularniho, kolorektalniho a primarniho
nemalobunééného karcinomu plic a glioblastomu. Prechodna exprese tohoto inhibitoru béhem jaterni
regenerace je zavisla na regulaci aktivity AhR-KLF6 indukované ligandem TCDD a zprosttedkované
vazbou s NC-XRE (Jackson et al., 2014). Data navic potvrzuji, ze tato signalizace reguluje normalni
funkci bunééného cyklu a poukazuji na Skodlivé tcinky TCDD vedouci mimo jiné k naruseni
jiz zminéné jaterni regenerace. Vzhledem k jiz nékolikrat zdokumentované roli KLF6 a AhR v regulaci
bunécéného cyklu (Bureau ef al., 2009, Huang et Elferink, 2005), 1ze predpokladat vyznamny piispévek
komplexu AhR-KLF6 ke karcinogenezi zprostiedkované dioxiny (Wilson ef al., 2013).

Nekolik studii ukazuje, Ze slozky signalni drahy AhR fyzicky interaguji se slozkami drahy
NF-«kB a navzajem ovliviuji svoji aktivitu. Transkripéni faktor NF-kB hraje kritickou roli v mnoha
bunécnych procesech veetné vrozené a adaptivni imunity, bunééné proliferace a diferenciace a indukce
apoptdzy. Transkripéné aktivni homo- ¢i heterodimer se tvofi kombinovanou vazbou dvou z péti
riznych podjednotek, kterymi jsou proteiny p50, RelA (p65), pS2, c-Rel a RelB (Chen et al., 1998).
Kanonickou drahu signalizace spousti dimer p50-RelA, jehoz formace je indukovana ptedevsim signaly
z cytokinovych receptort, jako je tumor nekrotizujici faktor (TNFa) a interleukinovy receptor 1 (I11)
a vede kexpresi velkého mmnozstvi cilovych gent, napiiklad genu pro chemokin produkovany
T lymfocyty RANTES, intracelularni adhezivni molekulu 1 (ICAM-1), 118, protoonkogen Bcl-2
a mnoho dalSich (Oeckinghaus et al, 2011). Neékolik funkci regulovanych timto pleiotropnim
transkripénim faktorem je ovliviiovano také piisobenim xenobiotik, pfedevsim TCDD, cozZ nasvédCuje
existenci vzajemné interakce NF-kB a AhR signalizace (Tian et al., 1999). Po transfekci bunck
exprimujicich AhR plazmidem nesoucim gen pro velké mnozstvi RelA proteinu bylo zjisténo, ze tato
podjednotka NF-«xB efektivné potlacuje aktivitu AhR indukovanou TCDD, coZ naznacuje, Ze jiz dfive
pozorovana inhibice exprese CYP1A1l a CYP1A2 cytokiny probiha prostfednictvim indukce NF-xkB
signalizace. Stejna represe byla pozorovana i z hlediska vlivu AhR na funkci NF-xB. Pro zjiSténi piimé
formace dimeru AhR s RelA byla v ramci této studie provedena ko-imunoprecipitacni esej a nasledna
Western blot analyza jejich komplexu. Vysledkem obou experimentii bylo potvrzeni fyzické interakce
téchto proteind (Tian et al, 1999). V dalsi studii provedeni této eseje vedlo ke zjisténi, ze AhR
je schopny fyzicky interagovat také s podjednotkou RelB jak po aktivaci TCDD, tak za neptitomnosti
tohoto ligandu (Vogel ef al., 2007). V této laboratofi bylo také zjisténo, Ze vznikly komplex RelB-AhR
se vaze do RelB/AhR responsivniho elementu v promotoru genu pro interleukin 8 (I11-8), ktery doposud
zustaval bez povSimnuti. Nasledné spousti dimer dvé cesty signalizace, jednu aktivovanou ligandem
TCDD a druhou protein kinazou A (PKA). Tim je zahajena indukce exprese CYPIA1 a iniciace
transkripce nékterych zanétlivych chemokind, tedy RelB cilovych gend, mezi které patfi jiz zminény

11-8.
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Obrazek 5: Schématické znazornéni kanonické a nekanonické AhR signalizace. Prevzato z ¢lanku
(Grishanova et al., 2023)
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3.4  Role AhR v biologickych procesech

AhR se prostfednictvim rtiznych signalizanich drah c¢astni ne€kolika biologickych procest.
Radime mezi né napiiklad ovlivnéni imunitnich reakci, kdy v experimentech u AhR KO mysi nebyla
pozorovana spravnd diferenciace T-lymfocytl, coz mélo za nasledek vétsi nachylnost téchto jedinct
k bakteridlnim infekcim. AhR totiz pravdépodobné ovliviiuje vyvoj T-lymfocyt na rovni transkripce,
¢emuz nasvédcuje praveé jeho funkce jakozto transkripéniho faktoru (Stevens et al, 2009). Vysoka
hladina exprese a aktivace AhR je pozorovana i v nadorovych liniich, jako je naptiklad lidska epitelialni
linie karcinomu prsu MCF, kde probiha ovlivnéni rozvoje tumorigeneze prostfednictvim kontaktu AhR
se signalni drahou estrogenového receptoru (Wong et al., 2009). Dalsi dilezitou roli AhR je udrzeni
homeostazy intestindlnich kmenovych bunck a integrity epitelidlni bariéry, ¢imz ji chrani

pred poskozenim zanétem, ktery byl vyvolan v reakci na rizna onemocnéni (Metidji et al., 2018).

Intestinalni epitelidlni bariéra je prvnim mistem kontaktu AhR ligandd ziskanych ze stravy
s télem zivocCichli. Nejvyssi hladina exprese tohoto receptoru je u mysi pozorovana ve vrchni ¢asti
tenkého stieva ptiléhajici k zaludku (Ireland et al., 2004), kde dochazi k transformaci neékterych stravou
prijatych latek, které jsou proligandy AhR, na aktivni ligandy. Mezi tyto latky patii naptiklad
jiz. zminény 13C (Bjeldanes et al., 1991). Indukce CYP1A1 a CYP1BI1 vyvolana aktivaci receptoru
témito ligandy je navic klicovym krokem regulace hladiny ligandi v celém téle jedince. Ptipadna
konstitutivni exprese CYP1A1l v buiikach intestindlniho epitelu (IEC) pak vede ke vzniku AhR
deficientniho fenotypu. Ten je projevem negativni zpétnovazebné regulace AhR, ktera je v tomto
ptipadé zpiisobena uplnou degradaci ligandu aktivujiciho receptor enzymy CYP1, coz vede utlumeni
jeho signalizace (Chiaro et al, 2007). Utinek je reverzibilni suplementaci proligandu I3C,
coz naznacuje, ze deficientni fenotyp receptoru je zptisoben nadmérnym metabolismem téchto ligand.
DalSim dulezitym nasledkem konstitutivni expresse CYP1A1 v IEC buiikach je ovlivnéni intestinalnich
imunitnich buné€k stfev, jejichz funkce je zcela zdvisla na ligandech AhR (Schiering et al., 2017).
V intestinalnim epitelu je mechanismus ptisobeni pravdépodobné AhR zprostiedkovan Wnt/B-katenin
signalizaci popsanou v predchozi kapitole. Prostfednictvim této drahy se pak receptor ovlivnénim
proliferace a diferenciace kmenovych bunék podili na udrzeni spravné funkce stfevni bariéry. Opraveni
poskozeného stfevniho epitelu ma velmi zasadni vyznam z hlediska rezistence proti patogeniim
zpusobujicim stfevni onemocnéni. Neuspésné dosazeni této obnovy bylo pozorovano u mysich jedinc

s defektnim AhR, u nichz dochézelo k nadmérné indukci CYP1A1 enzymt (Metidji et al., 2018).

Dysregulace AhR v kmenovych bunkach intestinalniho epitelu vede také k aberantnimu zanétu
a zesileni jejich proliferace, coz jsou jevy bézn¢ asociované s maligni transformaci bunék a rozvojem
vzniku kolorektalniho karcinomu. U starSich mySi s AhR deficientnimi intestinalnimi kmenovymi
buiikkami byla zaznamenana jejich abnormalni proliferace. Po expozici mutagenu azoxymethanu

se u téchto jedincil do ¢tyf mésict vyvinuly rozsahlé nadory, avsak u wild type mysi nebyly pozorovany
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zadné naznaky tumorigenni bunécné aktivity. Spravna funkce AhR ma tak spole¢n¢ s dostateCnym
pfijmem protektivnich agonisti, jako je I3C, dualezity ptiznivy vliv na inhibici vzniku intestinalnich

karcinomu (Metidji et al., 2018).

3.4.1 Strevni mikroflora

Stievni mikrobiom (mikrobiota, mikrofléra) je soubor mikroorganismi, jako jsou bakterie,
archea, viry a jiné eukaryotni mikroby, osidlujicich lidské stfevo. Tyto organismy ziji s lidskym télem
v symbidze a jejich pocet v gastrointenstinalnim traktu (GIT) zdravého dospé€lého cloveka dosahuje
az 100 biliond, tedy 10 (Thursby er Juge, 2017). Obsah bakterialnich bun&k v jednom mililitru
mikrobialni suspenze ziskané ze vzorku tlustého stieva je odhadovan od 10! do 10'%, coz z ng&j d&la
jedno z nejhustéji osidlenych mikrobialnich stanovist na svété. Veétsina druhd téchto bakterii pochazi
z relativné malo znamych bakterialnich populaci, kterym vyznamné dominuji kmeny Bacteroidetes

a Firmicutes (Ley et al., 20006).

Neni vSak mozné definovat pfesné druhové zastoupeni mikrobl mezi jedinci stejného
zivocisného druhu. Nejvetsi podobnost mikrobidlniho osidleni GIT je u jednotliveil v prvnich tydnech
po narozeni. Mikrobiom poté piirozené podléhd zménam béhem celého Zivota primarn€ vyvojem
a starnutim jedince, ale i ptisobenim vnéjSich vlivi, jako je strava, pohyb a frekvence uzivani antibiotik.
Slozeni mikrobioty se mnoZstvim a taxonomickou diverzitou lisi také v kazdé casti lidského zazivaciho
ustroji, predevsim z hlediska funkce, kterou dané mikroorganismy vykonavaji. Divodem je specifita
anatomické stavby jednotlivych casti traviciho traktu, které zaroven vykazuji rozdilné hladiny
parcialniho tlaku kysliku a oxidu uhli¢itého (Flint et al., 2012), jejichz fyziologické hodnoty
jsou pro jednotlivé skupiny mikrobti odlisné. VSechny tyto faktory zplsobuji, Ze se stfevni mikrobiom
muze riznit také mezi jednotlivymi zjevné zdravymi osobami, anizZ by u nich dochazelo k jakémukoliv

rozvoji patologickych jevi.

Bylo prokazano, Ze zdrava mikrobiota je velmi didlezita pro udrZeni spravné funkce imunitniho
systému, ochranu proti patogeniim a pfimo i neptimo ovliviuje vétsinu fyziologickych funkci v nasem
téle. Mikroby jsou také nedilnou soucasti metabolismu a jsou schopny rozlozit a absorbovat z ptijaté
potravy prospé$né ziviny, které jsou pro lidské télo jinak nestravitelné. Nejcastéji se jedna
o traveni polysacharidu rostlinného ptivodu, celuldzy a hemiceluldzy, ¢i o metabolismus latek pro télo
esencialnich, jako je napfiklad aminokyselina tryptofan. Mikroby také odStépuji z vlakniny mastné
kyseliny s kratkymi fetézci, ¢imz vytvari nenahraditelné energetické zdroje pro funkci intestinalni
sliznice, zvlasté pro vyvolani imunitni odpovédi a fizeni tumorigeneze (Shreiner et al., 2015).
Nerovnovéaha téchto symbiotickych vztahli miize vést k mnoha zdravotnim komplikacim, jako jsou
idiopatické stfevni zanéty (IBD), ale i dalSi zdvazna onemocnéni tykajici se ostatnich organovych

soustav (Sivaprakasam ef al., 2017).
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3.4.2 Onemocnéni zpusobena narusenim stievni mikrobioty

Uzivani antibiotik pfedevSim v détstvi a nevyvazena strava jedince zptsobuji dysbidézu
mikroorganismi v GIT. Tyto vnéjsi faktory jsou momentalné nejvice sledovanymi aspekty souvisejicimi

s vyvolanim autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni stiev.

Nejcastéjsim patologickym projevem naruseni rovnovahy stfevniho mikrobiomu je skupina
chronickych zanétlivych onemocnéni oznacovanych jako idiopatické stievni zanéty (IBD).
Mezi nejvice globalné se vyskytujici onemocnéni spadajici do této kategorie fadime Crohnovu chorobu
(CD) a ulcerdzni kolitidu (UC). Pii zkoumani mikrobialniho osidleni zazivaciho traktu pacient s IBD
byla ve srovnani se zdravymi jedinci pozorovana snizena taxonomicka diverzita bakterii. U pacientl
trpicich CD jsou typické také vyrazné posuny v po¢tu mikrobli ve prospéch aerobnich a fakultativné
anaerobnich kmeni, a naopak snizeni Cetnosti obligatné anaerobnich populaci, které jsou pii tomto
onemocnéni z téla vyluCovany. Bylo zjisténo, Ze tuto mikrobialni dysbidzu podporuje uzivani antibiotik,
které bézne predstavuji prvni fazi lécby CD (Gevers et al., 2014). Takové poruseni integrity stfevni
bariéry, kterd je za fyziologickych podminek ptisné regulovdna, vede k translokaci symbiontl
do slizni¢ni vrstvy GIT, coZ zplisobi mechanické poranéni s ndslednym zanicenim tkané a navozeni
nezédouci imunitni odpovédi jedince (de Souza et Fiocchi, 2016). To ma za nésledek néstup vnéjSich

symptomtl, obvykle horecky, bolesti biicha, priijmu a ubytku na véze.

Zvazovan je také vztah mikrobiomu ke vzniku nadorovych onemocnéni. Byly zaznamenany
rozdily v ¢innosti stfevnich bakterii mezi zdravymi jedinci a osobami s kolorektalnim karcinomem.
Jedna se predevS§im o redukci poctu bakteridlnich producenti butyratu, latky s prokazatelnou
protirakovinnou aktivitou, a narGst oportunnich patogent produkujicich rizné druhy toxind,
které muzou vyznamné piispivat k rozvoji tohoto onemocnéni. Cela problematika je vSak zatim nejasna,
jelikoz pii vyzkumu byly pouzity vzorky tkani pacientd, kterym jiz byla rakovina diagnostikovana

a zmény mikrobioty tak mohou byt aZ projevem tohoto onemocnéni (Wang et al., 2012).

Pro ¢loveéka vSak muze nepfizniva struktura mikrobiomu zptuisobovat mnoho zdravotnich
komplikaci mimo gastrointestinalni trakt, jako jsou riizna neurologicka, metabolicka a kardiovaskularni

onemocnéni ¢i obezita (Sivaprakasam et al., 2017).
3.4.3 AhR jako terapeuticky cil pri l1é¢bé IBD

Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, latky produkované intestindlnimi mikroorganismy aktivuji
AHR. Jelikoz se tento receptor podili na regulaci zanétlivych procesti a tumorigenezi, neni zadnym
prekvapenim, Zze se mnohé vyzkumy vénuji jeho potencialnimu vyuziti pravé v terapii chronickych

stfevnich zanétu.
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Ma se za to, ze kynureninova cesta metabolismu tryptofanu hraje roli v zanétlivych procesech.
Pti bliz§im zkoumdni jejiho vlivu na samicich mysi s kolitidou vyvolanou dextranem sulfdtem sodnym
(DSS) byla zamétfena pozornost na metabolity KYNA a XANA, ligandy AhR. Mezi zvySujicimi se
koncentracemi téchto latek v krevnim séru a intenzitou zanétu v pribéhu kolitidy byla pozorovana.
Stejné tak tomu bylo i u my$i v souvislosti s ibytkem na véze, coz je jeden z hlavnich ptiznakl tohoto
onemocnéni. Pro ovéfeni zlepSeni popsanych ptiznakli byly nasledné testovanym jedincim tyto dvé
latky podany oralné, coz vedlo ke zvyseni jejich koncentrace v krevnim séru. Ve srovnani s kontrolnimi
jedinci byla opét pozorovana signifikantni redukce v tbytku vahy, zkraceni délky tlustého stfeva
a ve snizeni jeho histologického skore. Tim byl potvrzen protizanétlivy vliv XANA a KYNA, ktery je
na molekuldrni trovni vyvolan prostiednictvim AhR, kdy jeho signalizaci dochdzi k obnoveni
energetického metabolismu v zanétem poskozenych pomocnych T lymfocytech a intestinalnich
epitelidlnich bunkach. Experiment byl nasledn€ aplikovan i na vzorky lidskych pacientti s IBD a bylo
dospéno ke stejnému zaveéru, jako v pripadé predchozich pokusti na mys§ich modelech (Michaudel et al.,

2023).

Peng et al. (2021) provadéli tentyz vyzkum jako Michaudel et al., av§ak zkoumanou latkou byl
indol-3-karbinol (I3C), z potravy ziskavany agonista AhR. Mysi s DSS-indukovanou kolitidou stejné
jako v pripad¢ vlivu latek XANA a KYNA po vystaveni [3C ptibyvaly na vaze, doslo k utlumeni exprese
proteinti doprovazejicich nekroptézu intestinalnich epitelidlnich bune€k, snizeni jejich histologického
skore a k prodlouzeni jejich tlustého stfeva. Na histologickych fezech byla patrna redukce infiltrace
zanétlivych bunék do tlustého stfeva a sniZzeni poSkozeni stfevni tkané vyvolané¢ho onemocnénim. UC
je doprovazena také narusenim intestindlni homeostdzy, ktera byla po aplikaci I3C zmirnéna a jeho
vlivem doslo dokonce k prevenci odumirani bunék sttevniho epitelu a k zachovani jejich proliferace.
I v ptipadé I3C bylo zjisténo, ze redukce nekroptdozy a zénétu bylo docileno aktivaci AhR, kdy
prostiednictvim jeho signalni drahy interagujici s nuklearnim faktorem kappa B doslo k poklesu
produkce zanétlivych cytokinii v burnikach jak mysich, tak lidskych. Z téchto divodl je I3C vhodnym
kandidatem na terapii UC a z ditvodu jeho hojné pritomnosti v kost’alové zelenin€ by mohl byt piijiman
dokonce jako doplnék stravy. Pied zavedenim této latky jako 1éCiva je vSak tfeba vice porozumét

molekularnimu mechanismu tohoto onemocnéni a presnému pisobeni doposud uzivanych 1é¢iv.
3.5  Druhové rozdily mezi ucinky ligandii AhR

I kdyz jsou struktura a mechanismus pisobeni AhR fylogeneticky vysoce konzervovany
(Hahn, 2002), chemické slozeni jeho ligand vazebné domény ¢i dioxinovych responsivnich elementi
(DRE) se muZe vramci riznych zivociSnych druht liSit. Rozdilny mutze byt také transaktivacni
potencial receptoru, specifita cilovych gent a relativni afinita vazby k HSP90 a XAP2. Lidsky AhR
je napriklad in vitro méné stabilni neZ AhR mysi a pro udrzeni konformace vazajici ligand je tieba

pritomnosti soli kyseliny molybdenové (Manchester ef al., 1987). Receptor také vaze asi o 50 % HSP90
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nez receptor mysi (Hogenesch et al, 1997) a i vptipadé vazby molekuly XAP2 je jeji afinita
pravdépodobné nizsi, coZz vede k rozdilné subcelularni lokalizaci receptorti (Ramadoss ef al., 2004).
Vsechny tyto rozdily zplsobuji, ze nasledna mira odpovédi na aktivaci receptoru ligandem neni mezi
organismy shodna. Na afinité ligandil k receptoriim se podili navic i riizna konformace molekul spole¢né
s konformaci, které receptor po navazani ligandu zaujme. NejCastéji vyuzivanymi modelovymi
organismy pro studium aktivity AhR jsou ¢lovek, mys a krysa. Zjistény fakt, ze ve funkci AhR existuji
mezi témito druhy rozdily vede k tomu, ze nektera data ziskand z laboratornich experiment na velice

casto pouzivanych bunéénych liniich hlodavci nelze analogicky aplikovat u lidi.

3.5.1 Aminokyselinové slozeni LBD domén

Pomoci mistné cilené mutageneze in vitro se povedlo identifikovat nékteré zrozdilt
v aminokyselinovych zbytcich ligand vazebnych domén AhR. Nejvice studovanym reziduem je alanin
v pozici 375 (Ala375) u mysSiho AhR, jelikoz pravé ten zprostfedkovava vazbu dioxinovych ligandl
k receptoru, mezi které patii i nejvice vyuzivany modelovy agonista TCDD (Poland et al, 1994).
Jeho mistné cilena mutace na valin zpiisobila snizeni afinity k tomuto ligandu. Stejny fenomén byl
pozorovan v ramci evoluce lidského AhR, kde u priméatii a neandrtalcii tuto vazbu zprosttedkovaval
alanin v pozici 381 (A381). Béhem evoluce doslo k jeho mutaci na valin, coz vedlo ke snizeni afinity
TCDD k AhR dne$niho ¢lovéka a ke zmirnéni nasledki jeho toxickych projevi (Aarts et al., 2021).
Ptikladem druhovée specifického ucinku AhR ligandi je i mikrobialni metabolit indirubin, ktery je vice
potentnim aktivatorem lidského receptoru obsahujiciho v pozici 375 na rozdil od mysiho AhR valin.
Ve stejné studii byla vénovéana pozornost i C-terminalni ¢asti receptoru. Tato tzv. transaktivacni doména
vykazuje v ramci lidského a mysiho AhR pouze 58% podobnost v aminokyselinovych sekvencich,
pri¢emz nejzasadnéjsimi jsou rozdily v oblasti bohaté na glutamin. To mize mit za nasledek vazbu
rozdilnych kofaktord v ramci aktivace obou receptord stejnymi ligandy a naslednou detekci jejich

odlisnych funk¢nich odpovédi (Flaveny ef Perdew, 2009).

3.5.2 Dioxin responsivni elementy

Vedle rtznych struktur receptoru byly mezi zivociSnymi druhy identifikovany rozdily mezi
poctem, distribuci a umisténim dioxinovych responsivnich elementi (DRE). Dere et al. (2011) provedli
srovnavaci analyzu TCDD-indukované exprese AhR gentli v hepatomovych liniich ¢loveéka (HepG2),
mysi (Hepalclc7) a krysy (H41IE). Metoda DNA microarray odhalila odlisné sekvence DRE elementt
v ramci stejnych gentt GSTAS, CCNDI1 a ID3 napfi¢ témito druhy. Jejich pocet v jednotlivych genech
byl navic pfimo imérny stupni aktivace receptoru. Ta byla po 24 hodinach inkubace s TCDD nejvyssi
u lidského AhR (9,9 %), poté u AhR krysiho (5,2 %) a nejnizsi indukce byla pozorovana u mysi linie
Hepalclce7 (1,1 %). Rozdilnd mira aktivace receptoru v danych liniich tak méla za nasledek odlisnou

indukeci transkripce AhR cilovych geni zahrnujicich naptiklad CYP1A1 a UGT1A6.
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4 MATERIAL A METODY

4.1

4.2

Biologicky material

Stabiln¢ transfekovana reportérova bunécnd linie Aherepa odvozend od parentalni mysi
hepatomové linie Hepalclc7.

Stabiln¢ transfekovana reportérova bunécnd linie AZ-AhR odvozend od parentalni lidské
hepatomové linie HepG2.

Plazmid pGL-4.27-DRE — plazmid pouzity pro stabilni transfekci Hepalclc7 a HepG2 nesouci
dioxinovy responsivni element (DRE) a gen pro rezistenci proti hygromycinu pouzity

pro transfekci obou bunéénych linii.
Pouzité chemikalie a roztoky

0,25 % Trypsin-EDTA (Biosera, LM-T1720)

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (LGC Standards)

3-methylindol (3MI) (SantaCruz Biotechnology, sc-256535)
6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ) (Sigma-Aldrich, SML 1489-5MGQG)

Antibiotika penicilin (10 000 U/ml) a streptomycin (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, P4333)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, 20022-CTO0)

D-luciferin (Sigma-Aldrich, L9504)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (DMEM) — glukéza (4500 mg/1); 10 %
FBS; L-glutamin (2 mM); antibiotika penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml), 1 %
neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, D6546)

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biosera, LM-S2041)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma Aldrich, F6765)

Hygromycin B (SantaCruz Biotechnology, SC-29067)

Indirubin (SantaCruz Biotechnology, SC-201531)

Indol-3-acetamid (IAD) (SantaCruz Biotechnology, SC-255213)

Indol-3-karbinol (I3C) (Sigma-Aldrich, 17256)

L-glutamin (200 mM) (SERANA, RGL-001)

Lyza¢ni pufr (Promega, E3971)

Methyltetrazoniova sl (MTT; 5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, M2128)

Neesencialni aminokyseliny (100x) (Sigma-Aldrich, M7145)

Triton X-100 (Serva, 37 240)

Trypanova modr (Sigma-Aldrich, T6146)
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4.3

4.4

4.5

SloZeni pouZzitych roztoku

Kultivacni médium: 500 ml komeréniho média DMEM; 50 ml 10% FBS; 5 ml roztoku
antibiotik penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu (100 pg/ml); 5 ml 2mM L-glutaminu; 5 ml
1% neesencialnich aminokyselin

Substrat pro luciferazu: 168 mg DTT; 10 mg ATP; 5mg koenzymu A; 5 mg D-luciferinu;
3,03 mg heptahydratu siranu hotecnatého; 1,23 mg EDTA; 1,32 ml Tris-acetdt-EDTA pufru
(1M, pH 7,8); objem doplnén destilovanou vodou na 30 ml

Seznam laboratornich pristroji a zarizeni

Spektrofotometr (Infinite M200, Tecan)

CO; inkubator (NB-203 XL, N-Biotek)

Laboratorni tfepacka (Rocker-Shaker MR-12, Biosan)
Laminarni box (Labculture Class II Type A2, Esco)
Mikroskop (NIB-100, Novel Optics)

Odsavacka (Flask-Trap 1, Biosan)

Vodni lazen (LCB-11D, Labtech)

Vortex (Reax top, Heidolph)

Rozmrazovani bunék

Pfed zahijenim experimentu bylo nutné potfebné bunétné linie zamrazené na -80 °C

nebo v tekutém dusiku rozmrazit. Pfi rozmrazovani je nutné pracovat rychle, aby bylo zabranéno tvorbé

ledovych krystalti v buiikach a nedochazelo tak k jejich poskozeni.

1.

4.6

V laminarnim boxu bylo do kultivaéni ldhve o plose 25 cm? napipetovano 5 ml kultivaéniho média
piedehratého na tepotu 37 °C.

Bunky byly inkubovany 2 minuty ve vodni lazni (37 °C).

1 ml média z kultiva¢ni lahve byl ptepipetovan k buiikam, které byly ihned poté piepipetovany
zpét do kultivacni lahve.

Kultivaéni lahev s bunkami piemistit do inkubatoru (37 °C, 5% atmosféra CO,)

Nasledujici den bylo v kultivaéni nadobé vyménéno médium.

Kultivace a pasaZovani bunék

Buné&éné linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich o plose 75 a 150 cm? v inkubatoru

pfti teploté 37 °C a 5 % atmostére CO;.
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Po nartstu bun¢k do dostatecné konfluence, tedy kdy bunky zaplnily cely povrch dna kultivacni

nadoby, bylo nutné bunky zpasdzovat. Pasaz je nezbytna pro zapoceti experimentt a také k zabranéni

tzv. kontaktni inhibice, kterd spociva v zastaveni bunécného dé¢leni z diivodu nedostatku prostoru

pro bunécny rist. Pasaz byla provadéna kazdé 23 dny.

4.7

Médium a fosfatovy pufr byly nahtaty ve vodni 14zni (37 °C). Mezitim byl pti pokojové teplote
rozmrazen trypsin.

Bunky byly vytazeny z inkubatoru a prohlédnuty pomoci svételného mikroskopu.

Bunky byly spolecné s vydesinfikovanymi nahiatymi chemikaliemi pieneseny do laminarniho
boxu.

Z kultivaéni lahve o plose 75 cm? bylo odsato staré kultivaéni médium. Buiky v lahvi byly
promyty 5—7 ml fosfatového pufru, ktery byl opét odsat.

Na buiiky byl aplikovan 1 ml pracovniho roztoku trypsinu a kultiva¢ni lahev byla na 5 minut
prenesena do inkubatoru, aby doslo k oddéleni bun¢k od kultiva¢niho povrchu.

Po inkubaci bylo piisobeni trypsinu zastaveno piidanim 9 ml média. Pro dosaZeni rovnomérné
suspenze bylo médium s buiikami opakované nasavano a vypousténo pomoci sérologické
pipety.

Bunécna suspenze byla prenesena do 50 ml plastové centrifugacni zkumavky a ¢ast bunécné
suspenze byla vracena do kultiva¢ni nadoby.

K tomuto objemu bylo pfidano 20 ml kultiva¢niho média a lahev s bunkami byla vracena

do inkubatoru.
Pocitani bunék a vyseti na desky

Ze suspenze ziskané pasazovanim bun€k bylo mikropipetou odebrano 10 pl do 0,5 ml
mikrozkumavky.

K obsahu zkumavky bylo pfidano 90 pl Trypanové modii a suspenze byla promichana
opakovanym nasavanim mikropipetou.

Biirkerova komtrka byla ptekryta krycim sklickem a byla do ni aplikovana bunécna suspenze
obarvena Trypanovou modii tak, aby se suspenze dostala do prostoru pod kryci sklicko.

Pod mikroskopem byly spocitany buiiky v péti zornych polich horni ¢asti komtrky a nasledné
v péti zornych polich jeji dolni ¢asti.

Z poctu bun¢k ve v§ech zornych polich byla spocitana koncentrace bunék v jednotkach mil./ml.
Byly vypoditany objemy suspenze a média potiebné k jejimu nafedéni na koncentraci
pozadovanou pro provedeni experimentu.

Bunky o koncentraci 25 000 bun¢k na jamku byly po 190 ul vysety na kultiva¢ni 96-jamkové
desky, které byly nasledné na 24 hodin umistény do inkubatoru.

Takto pfipravené buiiky byly nasledné€ pouZity pro provedeni MTT testu a Reporter gene assay.
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4.8  Priprava testovanych latek

Po 24 hodindch od vyseti bun¢k na desky ndsledovala aplikace testovanych latek FICZ,

indirubin, I3C, IAD a 3MI. Pro testovani latek bylo nutné nejprve ptipravit jejich pozadované

koncentrace. Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim v DMSO a nasledné byly metodou

postupného fedéni namichany koncentra¢ni fady jednotlivych latek podle rozpisti v Tabulkach 1-5.

Koncentrace zasobnich roztoki ¢inily 20 mM pro FICZ, 10 mM pro indirubin, 1000 mM pro latky 13C

a IAD a 200 mM pro 3MI.

Pro stanoveni cytotoxicity latek pomoci MTT testu byly takto ptipravené vzorky 1000x fedény

do kultivacniho média. Jako negativni kontrola bylo v experimentu pouzito 0,1% DMSO a jako kontrola

pozitivni 2% Triton X-100. Pii stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR metodou Reporter gene assay byly

latky fedény do depletovaného média obsahujiciho bunééné metabolity, které bylo pravideln¢ odebirano

z kultiva¢ni lahve s bunikami béhem pasazi. Jako negativni kontrola zde bylo opét pouzito 0,1% DMSO.

Pro provedeni obou experimentti byly pouzity tytéz koncentrace testovanych latek.

Tabulka 1: Pfiprava koncentra¢ni fady FICZ ze zasobniho roztoku o koncentraci 20 mM.

) Objem Koncentrace y
. Objem roztoku Redéni Kone¢na koncentrace
Redéni DMSO nafedéného roztoku . )
latky [ul] do média v médiu [nM]
[ul] [uM]
2x 100 100 10000 10000
10x 20 180 1000 1000
10x 20 180 100 100
10x 20 180 10 10
1000x
10x 20 180 1 1
10x 20 180 0,1 0,1
10x 20 180 0,01 0,01
10x 20 180 0,001 0,001
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Tabulka 2: Priprava koncentracni fady Indirubinu ze zasobniho roztoku o koncentraci 10 mM.

] ] Koncentrace y
y Objem roztoku | Objem DMSO Redéni | Konecna koncentrace
Redéni nafedéného . .
latky [pl] (] do média v médiu [nM]
roztoku [uM]
----- 200 0 10000 10000
2x 100 100 5000 5000
5x 40 160 1000 1000
10x 20 180 100 100
2x 100 100 50 50
2x 100 100 25 25
1000x
2,5x 80 120 10 10
2x 100 100 5 5
5x 40 160 1 1
10x 20 180 0,1 0,1
10x 20 180 0,01 0,01
10x 20 180 0,001 0,001

Tabulka 3: Ptiprava koncentra¢ni fady I3C ze zasobniho roztoku o koncentraci 1000 mM.

) ) Koncentrace .
. Objem roztoku | Objem DMSO Redéni | Kone¢na koncentrace
Redéni nafedéného _ _
latky [ul] (] do média v médiu [puM]
roztoku [mM]
————— 200 0 1000 1000
2x 100 100 500 500
5x 40 160 100 100
2x 100 100 50 50
5x 40 160 10 1000x 10
2x 100 100 5 5
5x 40 160 1 1
10x 20 180 0,1 0,1
10x 20 180 0,01 0,01
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Tabulka 4: Ptiprava koncentracni fady IAD ze zasobniho roztoku o koncentraci 1000 mM.

) ] Koncentrace y
y Objem roztoku | Objem DMSO Redéni | Konecna koncentrace
Redéni nafedéného . .
latky [ul] [] do média v médiu [uM]
roztoku [mM]
----- 200 0 1000 1000
2x 100 100 500 500
5x 40 160 100 100
10x 20 180 10 10
1000x
10x 20 180 1 1
10x 20 180 0,1 0,1
10x 20 180 0,01 0,01
10x 20 180 0,001 0,001

Tabulka 5: Ptiprava koncentra¢ni fady 3MI ze zasobniho roztoku o koncentraci 200 mM.

] ] Koncentrace .
y Objem roztoku | Objem DMSO Redéni | Konecna koncentrace
Redéni nafedéného ) .
latky [ul] [u] do média v médiu [uM]
roztoku [mM]
----- 200 0 200 200
2x 100 100 100 100
10x 20 180 10 10
10x 20 180 1 1000x 1
10x 20 180 0,1 0,1
10x 20 180 0,01 0,01
10x 20 180 0,001 0,001
49  MTT test

Jako prvni byl sledovan ucinek jednotlivych koncentraci latek na viabilitu bun¢k za ucelem

stanoveni jejich toxicity. Vyhodnoceni bylo provedeno na zékladé MTT testu, kdy byly buiky

inkubovany s roztokem methyltetrazoniové soli. Test vyuziva aktivity bunécnych mitochondrialnich

dehydrogenaz, které jsou v zivych bunkach aktivni a jejich prostiednictvim dochazi k redukci

methyltetrazoniové soli na tmavé fialovy formazan. Tyto enzymy vSak v poskozenych ¢i mrtvych

bunkach ztraci svoji aktivitu, a tak jejich mitochondrie nejsou takové premény schopny a vznik fialového

produktu nenastava.
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1. Redénim zasobnich roztokii do média byly ptipraveny koncentraéni fady testovanych latek,
negativni kontrola (0,1% DMSOQO) a pozitivni kontrola (2% Triton X-100).

2. Bunky byly vytazeny z inkubatoru a pomoci mikroskopu byla zkontrolovana jejich konfluence.

3. 'V laminarnim boxu bylo z jamek s buiikami odsato staré médium a na buniky byly aplikovany
pfipravené roztoky testovanych latek.

4. Latky byly na bunky aplikovany vzestupné¢ po koncentracich, pficemz kazda z nich byla
na desku pipetovana v péti opakovanich. Do prvni fady jamek byla nanesena negativni kontrola
a do posledni kontrola pozitivni.

5. Desky byly na 24 hodin pfeneseny do inkubatoru.

6. Po uplynuti stanovené¢ doby inkubace byl pfipraven roztok MTT fedénim 10x s PBS
ze zésobniho roztoku o koncentraci 5 mg - ml™.

7. Desky byly vytazeny z inkubatoru a jejich obsah byl vyklepnut do vylevky.

8. Bunky, které zistaly pfisedlé na dnech jamek desticky byly promyty 100 pl 1x PBS, ktery byl
nasledn¢ opét vyklepnut.

9. Do kazdé jamky bylo aplikovano 100 pl ptipraveného roztoku MTT s 1x PBS.

10. Bunky byly inkubovany pii 37 °C do doby, nez se zluty MTT roztok nepfeménil na fialovy.

11. Obsah desek byl vyklepnut do vylevky a vzniklé krystalky formazanu byly rozpustény
v DMSO.

12. Byla zméfena absorbance roztokd v jednotlivych jamkach pomoci programu I-Controll
na spektrofotometrickém readru. Méteni probihalo pfi vinové délce 570 nm s protfepanim

desky kazdych 10 s.
4.10 Reporter gene assay

Druhou ¢ésti této bakalai'ské prace bylo stanoveni transkripcni aktivity AhR pomoci reportérové
eseje. K provedeni této metody je tieba transfekovat buniky plazmidem obsahujicim reportérovy gen.
Bunécné linie slouzici k provedeni experimentl byly jiz stabilné transfekovany plazmidem nesoucim
AhR responsivni element (DRE) a gen pro luciferazu. Tento enzym oxiduje substrat D-luciferin
na oxyluciferin a béhem reakce dochazi k emisi svétla. Mira emitované chemiluminiscence je ptimo

umeérna transkripcni aktivité sledovaného genu.

Pti sledovani transkrip¢ni aktivity AhR byly experimenty vyhodnocovany po 24 a 4 hodinach

inkubace bungk s testovanymi latkami.

1. Redénim zasobnich roztokti do depletovaného média byly pfipraveny koncentraéni fady
testovanych latek a negativni kontrola (0,1% DMSO).
2. Bunky byly vytaZeny z inkubatoru a pod mikroskopem byla zkontrolovana jejich konfluence.

3. 'V laminarnim boxu bylo z jamek s buitkami odsato staré médium a na buiiky byly aplikovany
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10.
11.
12.
13.

pripravené roztoky testovanych latek.

Latky byly na bunky aplikovany vzestupn€ po koncentracich, pfi¢emz kazda z nich byla
na desku pipetovana v péti opakovanich. Do prvni fady jamek byla nanesena negativni kontrola.
Desky byly inkubovany po dobu 4 nebo 24 hodin.

Po uplynuti stanovené doby inkubace byl pfipraven roztok lyza¢niho pufru 50x fedénim
zasobniho roztoku destilovanou vodou.

Desky byly vytazeny z inkubétoru a jejich obsah byl vyklepnut do vylevky.

Do jamek mikrotitracni desky bylo aplikovano 30 pl 1x lyza¢niho pufru.

Desky byly minimalné na dobu 30 minut umistény do mrazéku s teplotou -80 °C, aby doslo
k jejich lyzi.

Po vytaZzeni z mrazaku byly desky rozmrazeny na stolni tfepacce.

Byly pfipraveny specialni desky pro méteni luminiscencniho signalu.

Do kazdé jamky desky bylo pipetovano 6 ul lyzatu a 30 ul substratu D-luciferinu.

Byla zméfena mira luminiscence v jednotlivych jamkach pomoci programu I-Controll
na spektrofotometrickém readru. Méfeni probihalo v programu bioluminiscence uréeném pro

luciferazovou reportérovou ese;j.
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5 VYSLEDKY

5.1  Stanoveni cytotoxicity testovanych latek pomoci MTT testu

Po inkubaci bungk s testovanymi latkami byl pomoci MTT testu stanoven jejich potencidlni
cytotoxicky ucinek. Zjisténi, zda néktera z testovanych koncentraci latek je ¢i neni cytotoxicka
je dulezité pro nasledujici provedeni experimentu sledujiciho transkripéni aktivitu AhR. Takové
koncentrace, po jejichz 24hodinovém pisobeni na bunécné linie Aherepa a AZ-AhR klesla Zivotnost

bunék pod 50 %, byly pro nésledujici experiment vyfazeny.

Expozice bun€k latce FICZ nezptisobila u zadné z koncentraci cytotoxicky efekt na bunécné
line Aherepa (Graf 1) ani AZ-AhR (Graf 2). Hodnoty viability se u nizSich koncentraci pohybovaly
kolem 100 %, u nejvyssi koncentrace (10000 nM) byl zaznamenan lehky pokles na 80,8 2,6 % u linie
Aherepa a 68,8 = 9,9 % u linie AZ-AhR. Mezi toxickym vlivem FICZ na tyto dv€ linie nebyly

pozorovany zasadni rozdily.

Vliv FICZ na viabilitu bunééné linie Aherepa
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Graf 1: Viabilita bunécné linie Aherepa po aplikaci latky FICZ stanovena MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,01 nM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100

a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priimeéru tfi nezavislych experimentu.
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Vliv FICZ na viabilitu bunécné linie AZ-AhR
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Graf 2: Viabilita bunécné linie AZ-AhR po aplikaci latky FICZ stanovena MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,01 nM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100

a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru tfi nezavislych experimenti.

V ptipad¢ indirubinu nebyl u zadné z linii po 24 hodinach ptisobeni pozorovan vyrazny pokles
viability bun¢k. Ta se pohybovala v rdmci testovanych koncentraci 1-10000 nM v rozmezi 93-105 %.
Mezi experimenty provedenymi na bunécénych liniich Aherepa (Graf €. 3) a AZ-AhR (Graf €. 4) nebyly

opét pozorovany podstatné rozdily v hodnotach procent viability.

Vliv Indirubinu na viabilitu bunécéné linie Aherepa
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Graf 3: Viabilita bunécné linie Aherepa po aplikaci latky indirubin stanovend MTT testem po 24 hodinach
inkubace. Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 1 nM. Jako pozitivni kontrola byl pouZzit 2% triton

X-100 a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru tfi nezavislych experimentii
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Vliv indirubinu na viabilitu bunéc¢né linie AZ-AhR
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Graf 4: Viabilita bunééné linie AZ-AhR po aplikaci latky indirubin stanovena MTT testem po 24 hodinach
inkubace. Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 1 nM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton

X-100 a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru tif nezavislych experimentti.

Po 24 hodinach pusobeni latky 13C na testované bunécné linie byl zaznamenan signifikantni
pokles viability bunék u nejvyssi koncentrace (1000 pM). Viabilita v tomto pfipadé u bunééné linie
Aherepa (Graf 5) i AZ-AhR (Graf 6) klesla pod 20 %. U lidské bunécné linie byl pokles Zivotnosti lehce
pod 50 % pozorovan i u koncentrace 500 uM, a to konkrétné na hodnotu 46,2 = 11,7 %. V toxicité

nizsich koncentraci 13C v§ak nebyly mezi bunéénymi liniemi pozorovany dalsi podstatné rozdily.

Vliv I3C na viabilitu bunécéné linie Aherepa
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Graf 5: Viabilita bunécné linie Aherepa po aplikaci latky I3C stanovena MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,1 uM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100 a jako
kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru tii nezavislych experimentli. Vysledky byly

statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu. Vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *; kde
*p<0,01 a **p<0,001.
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Vliv I3C na viabilitu bunék linie AZ-AhR
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Graf 6: Viabilita bunééné linie AZ-AhR po aplikaci latky I3C stanovend MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,1 pM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100 a jako
kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim primeéru tii nezavislych experimentt. Vysledky byly

statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu. Vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *, kde
*p<0,01 a **p<0,001.

Zivotnost obou testovanych bundénych linii se po vystaveni vlivu IAD po dobu 24 hodin
pohybovala mezi 90-100 %. AZ u nejvyssi koncentrace této latky (1000 puM) byl pozorovan mirny
pokles viability bunék na 81,8 £ 7,1 % u linie Aherepa (Graf 7). V piipadé bunécné linie AZ-AhR pokles
viability u nejvyssi koncentrace IAD nenastal (Graf 8).

Vliv IAD na viabilitu bunécéné linie Aherepa
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Graf 7: Viabilita bunécné linie Aherepa po aplikaci latky IAD stanovena MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,1 uM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100

a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru téi nezavislych experimentt.
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Vliv IAD na viabilitu bunécné linie AZ-AhR
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Graf 8: Viabilita bunécné linie AZ-AhR po aplikaci latky IAD stanovend MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,1 pM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100 a jako

kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priimeéru tii nezavislych experimenti.

Taktéz u 3MI nebyl pozorovan cytotoxicky vliv na testované bunécné linie u zadné z koncentraci.
U prvnich z nich (0,001 — 5 uM) se procenta viability pohybovala kolem 90 %. Postupny pokles této
hodnoty byl zaznamenan od koncentrace 10 uM. U bunécné linie Aherepa dosahla jeji viabilita nejnizsi
hodnoty 66,4 + 4,3 % (Graf 9) au AZ-AhR 55,8 £ 5,1 % (Graf 10). Tento zaznamenany pokles byl tedy

u bunééné linie AZ-AhR vyrazngjsi nez u linie Aherepa.
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Graf 9: Viabilita bunééné linie Aherepa po aplikaci latky 3MI stanovena MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,001 pM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100
a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim pruméru tii nezavislych experimenti. Vysledky byly

statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu. Vyznamné hodnoty jsou v grafu oznafeny symbolem *, kde
*p<0,01 a **p<0,001.
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Vliv 3MI na viabilitu bunécné linie AZ-AhR
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Graf 10: Viabilita bun¢k linie AZ-AhR po aplikaci latky 3MI stanovend MTT testem po 24 hodinach inkubace.
Procenta viability byla vztazena ke koncentraci 0,001 uM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% triton X-100
a jako kontrola negativni 0,1% DMSO. Graf je vyobrazenim priméru tii nezavislych experimentll. vyznamné

hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001.

Na zakladé vySe uvedenych vysledkli bylo usouzeno, Ze pouze latka I3C v koncentraci
1000 uM ma na ob¢ line cytotoxicky ucinek, a proto byla vytazena pro nasledujici experimenty pomoci

luciferazové reportérové eseje.

5.2  Srovnani vlivu kataboliti tryptofanu na transkripéni aktivitu AhR pomoci

luciferazové reportérové eseje

Utinek testovanych latek na aktivitu AhR v bunéénych liniich AZ-AhR a Aherepa byl uréen
provedenim luciferazové reportérové eseje (Grafy 11-15). Buiky byly s latkami inkubovany po dobu
4 a 24 hodin. Naméfené hodnoty chemiluminiscenéniho signalu byly vztazeny k negativni kontrole
0,1 % DMSO, ¢imz byly pievedeny do formy nasobkti indukce (Fold induction). Cilem tohoto
experimentu bylo také vypocitat hodnoty ECs latek, tedy koncentraci dané latky, ktera vyvola praveé
50% odpoveéd’ receptoru. Hodnoty ECs byly stanoveny vedouci prace z priméru nékolika experimenti
v programu GraphPad Prism 9 a jsou uvedeny nize v Tabulce 6. U nckterych z Grafi 11-15,
které predstavuji experiment reprezentativni, jsou dale uvedeny hodnoty ECsy ziskané z téchto
konkrétnich experimentii. Uéinky testovanych latek mezi sebou byly nakonec vzajemné porovnany,
a to jak v rdmci jedné linie s rozdilnym inkuba¢nim ¢asem, tak mezi liniemi se stejnou dobou pisobeni
latek. Porovnani vysledkd mezi dvéma druhové odliSnymi bunéénymi liniemi slouzilo k zjisténi
potencionalniho rozdilu v aktivaci AhR mezi mysi linii Aherepa a lidskou AZ-AhR tryptofanovymi

katabolity.
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Aplikace latky FICZ na bunécnou linii Aherepa v koncentraci 1 nM po ¢Etyfech hodinach
(Graf 11A) vyvolala nejvyssi nartst transkripéni aktivity receptoru a bylo dosazeno tzv. faze plateau
(oblast kiivky, kde obecné jiz nedochazi ke zvySeni odpovédi). S dal§im zvySovadnim koncentraci jiz
nedochdzelo k nartstu transkripéni aktivity AhR, ba naopak k jejimu postupnému poklesu od 1uM
koncentrace. U linie AZ-AhR byl pozorovan velmi podobny pribéh transkripéni aktivity receptoru,
kdy pti koncentraci FICZ okolo 10-100 nM doslo v reprezentativni experimentu k vyvolani nejvyssi
odpovédi receptoru (Graf 11B). U nésledujici testované koncentrace latky (1pM) byl opét zjevny
napadny pokles v aktivit¢ AhR. Primérmé hodnoty ECso po 4hodinovém pulsobeni latkou FICZ
se rovnaly 43 = 8.3 pM a 0.4 £ 0.5 nM v liniich Aherepa a AZ-AhR. Po 24 hodinéach inkubace FICZ
s bunécnou linii Aherepa nedochdzelo zprvu u nizSich koncentraci k vyznamnému zvySeni indukce
(Graf 11C). Od koncentrace 1 nM vsak zacal signal postupné nardstat, ptiCemz nejsilngjsi odpoved’
receptoru latka vyvolala v koncentraci 10 uM. U lidské bunééné linie byl sledovan stejny pribéh
aktivace AhR, avsak je zde viditelny velky skok v aktivité receptoru mezi koncentracemi 0,1 a 1 uM
(Graf 11D). Indukce transkrip¢ni aktivity lidského receptoru navic dosahla hodnot desetkrat vyssich,
nez tomu bylo u linie Aherepa. Po 24hodinové inkubaci s latkou FICZ byl pozorovan vyrazny narust
hodnot nasobkl indukce, ovSem ani u jedné bunécénych linii nebylo dosazeno plateau a primérné

hodnoty ECso uvedené v tabulce 6 jsou pouze orientacni.

Po 4 hodinach inkubace bunécné linie Aherepa s indirubinem dosahla tato latka nejvyssi indukce
v koncentraci 1uM (Graf 12A), kdy bylo dosaZeno plateau (koncentrace 5 uM neni v grafu uvedena,
jelikoz nebyla testovand ve vSech nezavislych experimentech), podobné tomu tak bylo u bunécné linie
AZ-AhR (Graf 12B). Stejny prab¢h aktivace receptoru v ramci obou testovanych linii byl pozorovan
i u 24hodinovych experimentii. Nejsilngjsi indukci vyvolal indirubin v nejvyssi testované koncentraci
5000 nM, avsak u buné¢né linie AZ-AhR (Graf 12C) byly jeji hodnoty od koncentrace 100 nM az stokrat
vy$$i nez u linie Aherepa (Graf 12D). Niz§i nez 100nM koncentrace této latky vyvolaly u obou
buné¢nych linii srovnatelnou funkéni odpoveéd receptoru. Primérné hodnoty ECsy indirubinu u linie
Aherepa Cinily 13 £ 18 nM po 4 hodinach a 1.2 = 0.39 uM po 24 hodinach inkubace. V piipad¢ linie
Az-AhR byla primérna hodnota ECso po 4 hodinach puisobeni 0.18 + 0.15 nM a po 24 hodinach

1.0+ 0.54 uM.

35



Vliv FICZ na transkripcni aktivitu AhR Vliv FICZ na transkripcni aktivitu AhR

v bunécné linii Aherepa po 4 hodinach pusobeni v bunécné linii AZ-AhR po 4 hodinach plsobeni
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Graf 11: Transkrip¢ni aktivita AhR v bunéénych liniich Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinach inkubace s testovanou latkou FICZ. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu. Vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *, kde *p<0,01
a **p<0,001

(A) Graf je vyobrazenim praméru tif nezavislych experiment. ECso= 0.04 + 0.008 nM.

(B) Graf byl vybran jako reprezentativni z 5 nezavislych experimentt. ECs reprezentativniho experimentu = 0.1 nM, primérna ECso = 0.4 + 0.5 nM.

(C) Graf byl vybran jeko reprezentativni ze 7 nezavislych experimentl. ECso reprezentativniho experimentu = 122 nM, primeérna ECso = 59 + 48 nM.

(D) Graf byl vybran jako reprezentativni z 6 nezavislych experimentil. ECsy reprezentativniho experimentu = 500 nM, primérna ECso = 220 + 240 nM.

Koncentrace [nM]
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A Vliv Indirubinu na transkrip¢ni aktivitu AhR B Vliv indirubinu na transkrip¢ni aktivitu AhR

v bunécné linii Aherepa po 4 hodinach plsobeni v bunééné linii AZ-AhR po 4 hodinach pasobeni
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Graf 12: Transkripcni aktivita AhR v bunéénych liniich Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinach inkubace s testovanou latkou Indirubin.
Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu. Vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *,
kde *p<0,01 a **p<0,001

(A) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazenim primeéru Sesti nezavislych experimentl. ECso= 13 + 18 nM

(B) Graf byl vybran jako reprezentativni z 6 nezavislych experimentt. ECsy reprezentativniho experimentu = 0,078 nM, pramérna ECso = 0.18 £ 0.15 nM.

(C) Graf byl vybran jako reprezentativni ze 7 nezavislych experimentl. ECso reprezentativniho experimentu = 1,08 uM, primérna ECso = 1.2 £ 0.39 uM.

(D) Graf byl vybran jako reprezentativni z 6 nezavislych experimentl. ECso reprezentativniho experimentu = 0,93 uM, praimérna ECso = 1.0 £ 0.54 uM.
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Piisobeni latky I13C je prezentovdno ve skupiné grafii ¢. 13. Po 4 hodindch ptisobeni 13C
o koncentraci 10 pM na bunécnou linii Aherepa byl pozorovan ndrust transkripéni aktivity AhR
(Graf 13A), kterd dosahla maximalni hodnoty pii koncentraci 100 pM. Podobny trend byl pozorovan
u bunééné linie AZ-AhR, kdy u 500 pM koncentrace hodnoty nasobku indukce v rdmci nezavislych
experimentd mirné nartstaly (graf 13B je prezentovan jako prumeér ze ¢ty experimentit). Vystaveni linie
Aherepa latce I3C po dobu 24 hodin nevedlo v Zadné z koncentraci k vyznamné vysoké indukci
transkripéni aktivity AhR (Graf 13C). V ptipadé AZ-AhR se indukce vyvolana niz§imi koncentracemi
I3C vyrazné neliSila od linie Aherepa, avSak u 100uM koncentrace doslo v lidské bunécné
liniik vyznamnému zesileni odpovédi receptoru. Nejvyssi koncentrace (500 uM) vyvolala signifikantni
pokles indukce, a to na polovinu hodnoty vyvolané pfedchozi koncentraci testované latky. Béhem
24 hodin inkubace I3C s buné¢nou linii Aherepa nedoslo ke zvySeni aktivity receptoru oproti 4 hodinam
inkubace, ba naopak naméfeny signal byl u vSech testovanych koncentraci o vice nez polovinu nizsi.
Primémé hodnoty ECso pro I3C v bunécné linii Aherepa Cinily 11 = 6.5 pM po 4 hodinach pisobeni
a11=£5.7 uM po 24 hodinéch. U lidské bunécné linie vyvolala 4hodinova i 24hodinova inkubace s touto
latkou pfiblizné stejnou odezvu receptoru, az na jiz zminény pokles v transkripéni aktivité
po 24 hodinach inkubace sjeji nejvyssi koncentraci. Primérnd hodnota ECso u 4hodinového
experimentu je 16 = 10 uM. U 24hodinového experimentu je ECso pouze orientacni a ¢ini 110 £ 65 uM,

jelikoz se mezi jednotlivymi experimenty vyrazne¢ lisila.

Aplikace latky IAD vedla k narustu transkripéni aktivity AhR v obou bunécnych liniich
a vysledky jsou prezentovany ve skuping grafii &. 14. Uinek této latky v linii Aherepa byl po 4h a 24h
velmi podobny (14A,B), kdy maximalni odpovéd’ receptoru vyvolala latka v koncentraci 500-1000 M.
Hodnoty nasobki indukce u linie AZ-AhR po 4 h ptisobeni byly v priméru 2,5x vyssi nez tomu bylo
v piipadé mysi bunécné linie (Graf 14B) nicméné pribéh narustu aktivity je velmi podobny, coz se
odrazi také na podobnych prumérnych hodnotach ECso (Tabulka 6). V ptipadé 24 hodin inkubace IAD
s testovanymi bunécnymi liniemi doslo u linie AZ-AhR postupné od koncentrace 100 uM k vyvolani
mnohonasobné silnéj$i odpoveédi receptoru oproti linii Aherepa (Graf 14D a 14C). Béhem 24 hodin
pusobeni doSlo u linie Aherepa k vyraznému narustu indukce pasobenim IAD o koncentraci
500 a 1000 pM. Primémé hodnoty ECso po 24h inkubaci s IAD se mezi bunécnymi liniemi piili§ nelisi

a jsou pouze orientacni, jelikoz nebylo dosazeno plateau (Tabulka 6).

3MI vyvolal po 4 a 24 hodinach plsobeni na bunécnou linii Aherepa maximalni odpovéd’
receptoru v koncentraci 200 uM (Graf 15A, C). Podobny trend byl pozorovan u buné¢né linie AZ-AhR
(Graf 15B, D), cemuz nasvédéuji 1 podobné primérné hodnoty ECso. Ty byly po 4 hodinach inkubace
17 £ 2.2 uM (Aherepa) a 5.8 + 7.4 uM (AZ-AhR) a po 24 hodinach ¢inily 3.1 + 4.2 uM (Aherepa)
a 60 =34 uM (Az-AhR).
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A Vliv 13C na transkripcni aktivitu AhR B Vliv I3C na transkripéni aktivitu AhR

v bunééné linii Aherepa po 4 hodinach plsobeni v bun&éné linii AZ-AhR po 4 hodinéch pisobent
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Graf 13: Transkrip¢ni aktivita AhR v bunéénych liniich Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinach inkubace s testovanou latkou I13C. Jako negativni

kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu.

(A) Graf je vyobrazenim priméru Ctyf nezavislych experimenti. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaCeny symbolem *, kde *p<0,05 a **p<0,01.
ECso=11+3.5 MM.

(B) Graf je vyobrazenim primeéru ¢tyi nezavislych experimentl. ECso=16 = 10 uM.

(C) Graf je vyobrazenim prumeéru tii nezavislych experimentil. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *, kde *p<0,001 a **p <0,0001.

ECso=11+5.7 MM.
(D) Graf byl vybran jako reprezentativni z 5 nezavislych experimentl. ECso reprezentativniho experimentu = 95 uM, primérna ECso= 110 + 65 pM.
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A Vliv IAD na transkripéni aktivitu AhR B Vliv IAD na transkripéni aktivitu AhR

v bunééné linii Aherepa po 4 hodinach pusobeni v bunééné linii AZ-AhR po 4 hodinach pusobeni
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Graf 14: Transkripéni aktivita AhR v buné¢nych liniich Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinach inkubace s testovanou latkou IAD. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu.

(A) Graf je vyobrazenim pruméru tii nezavislych experimentd. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaeny symbolem *, kde *p<0,05 a **p<0,01.
EC50=96+34 uM.

(B) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 uM. Graf byl vybran jako reprezentativni z 6 nezavislych experimentti. ECso reprezentativniho experimentu =
4,13 pM, primérna ECso=2.6 £ 1.4 uM.

(C) Graf je vyobrazenim primeéru tii nezavislych experimentd. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaceny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001.

ECs0=210+43 pM.
(D) Graf je vyobrazenim prumeéru tii nezavislych experimentl. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu oznaCeny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001.

ECso=477 + 79 uM.
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Vliv 3MI na transkripéni aktivitu AhR

A Vliv 3MI na transkripéni aktivitu AhR B
v bunécné linii Aherepa po 4 hodinach plsobeni v buné&éné linii AZ-AhR po 4 hodinach pisobeni
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Graf 15: Transkripéni aktivita AhR v bunéénych liniich Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinach inkubace s testovanou latkou 3MI. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu.

(A) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazenim prumeéru tii nezavislych experimenti. ECso= 17 £2.2 uyM

(B) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazenim primeéru péti nezavislych experimentl. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu

oznaceny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001. EC5o=15.8 £ 7.4 uM.
(C) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazenim priméru tii nezavislych experimentl. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu

oznaceny symbolem *, kde *p<0,01. ECso=3.1 + 4.2 uM.
(D) Hodnoty fold induction byly vztazeny ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazenim primeéru Sesti nezavislych experimentt. Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafu

oznaceny symbolem *, kde *p<0,05 a **p <0,001. ECso= 60 + 34 uM.
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Tabulka 6: Souhrnny ptehled hodnot ECso testovanych latek po 4 a 24 hodinach ptisobeni

Testovana latka Doba Inkubace
Aherepa AZ-AhR
+ +
FICZ 4 h 43 £ 8.3 pM 04 +0.5nM
24 h 59 + 48 nM 220 + 240 nM
L. 4 h 13 £ 18 nM 0.18+0.15nM
Indirubin
24 h 1.2+0.39 uM 1.0 +£0.54 uM
3C 4h 11+6.5uM 16 = 10 uM
24 h 11£5.7uM 110 £ 65 uM
IAD 4h 9.6 +3.4 uM 2.6+ 1.4 uM
24h 210 + 43 uM 477 £ 79 uM
M 4h 17+£2.2 uM 5.8+ 7.4 uM
24 h 3.1+42 uM 60 + 34 uM

Hodnoty jsou uvedeny jako primér n€kolika nezavislych experimentti + smérodatna odchylka.
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6 DISKUZE

Zjisténi, Zze nékteré z katabolitl tryptofanu jsou schopny modulace ¢innosti aryl uhlovodikového
receptoru hraje vyznamnou roli v mnoha fyziologickych procesech (Adachi et al., 2001, Michaudel
et al., 2023). Jednim z nich je udrzeni zdravi stiev, jelikoz ¢ast metabolismu tryptofanu maji na starost
pravé bakterie tvorici nas stfevniho mikrobiom (Schiering et al., 2017, Sivaprakasam et al., 2017, Lamas
et al., 2016, Lamas et al., 2018, Metidji ef al., 2018, Vyhlidalova et al., 2020). Nékteré z téchto latek
by se tak daly po podrobngj$im prozkoumani vyuzit jako potencionalni lé¢iva pro terapii riznych
chronickych zanétlivych a nadorovych onemocnéni (Peng et al., 2021, Rogan, 2006, Reed et al., 2005).
Jiz diive bylo zjisténo, ze pii provadeni laboratornich experimentt je dulezité dbat na druhové rozdily
v pusobeni testovanych latek (Dere et al., 2011, Flaveny et Perdew, 2009, Faber et al., 2018).
Ty by v nékterych ptipadech mohly vést k potenciondlnim nesrovnalostem ve vysledcich testovani
identickych sloucenin. Z tryptofanovych katabolitl jsou tyto odli$nosti v aktivaci AhR charakteristické
predevsim pro nekteré indoly a indigoidy (Hubbard et al., 2015, Faber et al, 2018). Cilem této
bakalaiské prace bylo shromazdit data o druhovych rozdilech tykajicich se aktivace AhR vybranymi
katabolity tryptofanu v mysi hepatomové linii Aherepa a lidské AZ-AhR. Pted zac¢atkem experimentu
byl proveden test cytototoxicity latek a nasledné byla ke sledovani transkripcni aktivity receptoru

pouzita metoda reporter gene assay.

Po provedeni MTT testu nebyl u bunéénych lini Aherepa a AZ-AhR inkubovanych s latkami
FICZ, Indirubin a IAD pozorovan prudky pokles zivotnosti bunék v kterékoliv z testovanych
koncentraci znacici jeji cytotoxicitu. FICZ ma vSak zajimavy vliv na viabilitu bunék. Bylo zjisténo,
ze v liniich HepG2 a Hepal ptsobi hormeticky, coZz znamena, ze v niZSich koncentracich (nejcastéji
0,01 nM) stimuluje jejich rist, zatimco ve vysokych koncentracich ma postupny cytotoxicky uc¢inek
(Mohammadi-Bardbori ef al., 2017). V bunééné linii Aherepa doslo po 24hodinovém puisobeni 1000uM
koncentrace 13C ke snizeni zivotnosti bun¢k pod 20 %. V ptipadé bunécné linie AZ-AhR vsak klesla
viabilita jiz u 500uM koncentrace této latky, a to lehce pod 50 % a u koncentrace 1000 uM byla opét
nizs§i nez 20%. Velmi podobny, mirné cytotoxicky efekt 500uM I3C na lidskou bunéénou linii
pozorovali i Arellano-Gutiérrez et al. (2022), ktefi ve své studii uvadi u této koncentrace hodnotu
viability 50 %. Po vystaveni bun€k 1000uM koncentraci 13C ale jiz zZadny dalsi pokles Zivotnosti
nezaznamenali. Tento rozdil byl pravdépodobné zplisoben tim, Ze byl experiment provadén na bunécné
linii HeLa, ktera je odvozena od karcinomu délozniho hrdla, a ne od karcinomu hepatocelularniho.
Po aplikaci 100 a 200 puM 3MI byl v obou liniich pozorovan pokles viability bun€k. U linie Aherepa
klesla Zivotnost bun¢k pfiblizné o 30 % a v linii AZ-AhR byla viabilita bun¢k po plsobeni téchto
koncentraci 55,8 + 5,1 % (AZ-AhR). Oproti tomu v praci zabyvajici se U¢inkem methylovanych
a methoxylovanych forem indolti ptisobil 3MI na linii AZ-AhR zcela netoxicky (Stepankova et al.,
2018).
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Nejvyssi transkripcni aktivita receptoru byla po 4 hodinach ptisobeni FICZ na linii Aherepa
zaznamendna u koncentrace 1 nM. Vyssi koncentrace latky jiz nevedly k narastu indukce, ba naopak
zacala aktivita receptoru v téchto koncentracich postupné klesat. Po 24hodinové inkubaci pak vyvolala
maximalni odpovéd’ nejvyssi testovanad koncentrace latky (10000 nM). Velmi podobné vysledky jsou
uvedeny ve studii Vrzal et al. (2023), kde po dosazeni 100% aktivity AhR vlivem 4hodinového
pusobeni InM koncentrace FICZ uz déle nebyl pozorovan nértst transkripéni aktivity. Po 24 hodinach
byla transkripéni aktivita v nizSich koncentracich FICZ minimdlni. Od koncentrace 10 nM zacala
hodnota indukce naristat, az dosahla pfi 1000nM koncentraci maxima. Stanovené hodnoty ECs byly
22.4 + 1.2 nM po 24 hodinach inkubace a 21.8 + 1.2 pM po 4 hodinach, coz se podoba vysledku v této
praci 59 £ 48 nM a 43 + 8,3 pM. V linii AZ-AhR méla koncentra¢né zavisla transkrip¢ni aktivita stejny
prabéh jako u linie Aherepa, avSak po 24 hodinach inkubace doslo ve srovnani s mys$i bunéénou linii
k vyvolani vice nez stokrat siln€jsi odpovédi receptoru. V praci Ondrova et al. (2023) byl také sledovan
vliv FICZ na transkripéni aktivitu AhR v bunécné linii AZ-AhR. Vystaveni bunék 24hodinovému vlivu
vyssich koncentraci této latky rovnéz vyvolalo na rozdil od kratsi doby plisobeni mnohonasobné vyssi
transkripéni aktivitu receptoru. V ramci experimentt byly stanoveny ECs 0.8 = 0.8 nM po 4 hodinach
inkubace s testovanou latkou a 1.7 = 0.4 uM po 24 hodinach. Hodnotu stanovenou v této praci
po 4 hodinach ptisobeni 0.4 + 0.5 nM tak Ize brat vzhledem k smérodatné odchylce jako relevantni.
U 24hodinového experimentu se jiz hodnota ECsy od vySe zminéné publikace odchyluje, jelikoz ¢ini

220 + 240 nM.

Na rozdilnou miru aktivace AhR indirubinem v mys$i hepatomové linii H1L6.1c3 a lidské
HG2L6.1cl jiz poukézali ve své vyzkumné praci Faber ef al. (2018). Na zaklad¢ dat z vyzkumu bylo
zjisténo, ze indirubin je schopny po 4 hodinach ptisobeni aktivovat v koncentraci 1 nM lidsky receptor
dokonce vice nez modelovy agonista TCDD, coz je jev, ktery v mys$i bunécné linii pozorovan nebyl.
Nejvyssi €innost 1nM indirubinu vii¢i koncentraci TCDD vyvolavajici maximalni indukci tak méla
u lidského AhR hodnotu pfiblizne 120 %, avsak ve vyssich koncentracich (10 nM) byl indirubin stejné
ucinnym agonistou, jako TCDD. U mysiho AhR byly naopak hodnoty ucinnosti obou ligandl
srovnatelné¢ a pohybovaly se kolem 100 %. Také uréené ECso byly v ramci bunécnych linii velmi
rozdilné, a to 0.04 + 0.02 nM u lidského receptoru a 15.60 £ 3.52 nM u mysiho. Ve studii byly také
identifikovany aminokyselinové zbytky v ligand vazebné doméné receptoru, konkrétné tyrosin v pozici
326, threonin 349 a valin 375, které tuto zvySenou afinitu latky k lidskému AhR zpisobuji. Stejny
fenomén byl pozorovan i v této bakalatské praci. Pi testovani vlivu indirubinu byla zfetelna casové,
koncentra¢né i druhové zavisla transkripéni aktivace AhR. Ve vSech experimentech vyvolala testovana
latka nejsilné;si aktivitu receptoru v koncentraci 1 uM. Po pfepocitani hodnot ziskanych z experimentd
na procenta ucinnosti vi¢i 20nM TCDD byl také mezi obéma liniemi viditelny rozdil v téchto
hodnotach. V linii AZ-AhR byla nejvySsi transkripéni aktivita zaznamenana pii 1uM koncentraci

indirubinu, jehoz ucinnost ¢inila 90 %, kdezto u linie Aherepa ani nebyla procenta ucinnosti této
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koncentrace srovnatelna s 20nM TCDD a dosahla pouze hodnoty 60 %. ZvySenou citlivost lidského
AhR k indirubinu naznacuji i hodnoty ECsy stanovené v ramci 4hodinového experimentu, které jsou
0.18 £ 0.15 nM u linie AZ-AhR a 13 + 18 nM u linie Aherepa. Hodnoty nejsou zcela identické s ECs
urcenymi v publikaci Faber et al., jelikoz experimenty byly provedeny na jinych bunécnych liniich.
Po 24 hodinach ptsobeni jsou potom ECsy indirubinu srovnatelné (1.0 + 0.54 uM pro lidsky AhR
a 1.2 +£ 0.39 uM pro mysi), avSak hodnota ucinnosti jeho SuM koncentrace je stale vyssi pro receptor

lidsky (100 %) nez pro mysi (70 %).

I3C je ve studiich charakterizovan jako slaby aktivator AhR (Arellano-Gutiérrez et al., 2022).
Agonisty tohoto receptoru jsou az produkty jeho metabolické konverze vyvolané nizkym pH v zaludku
(Bjeldanes et al., 1991). Proto samotny I3C nevedl bez dalsi metabolické konverze k vyvolani vysoké
indukce transkripcni aktivity AhR v testovanych bunécnych liniich. Béhem 4 hodin plsobeni doslo
s ohledem na odchylky mezi experimenty v obou bunéénych liniich k vyvolani srovnatelné transkripéni
aktivity receptoru. Po 24 hodinach tato transkripcni aktivita pfedev§im v mysi linii Aherepa prudce
klesla na hodnoty blizké negativni kontrole. Snizeni indukce CYP1A1 na hodnotu téméf rovnou
negativni kontrole zaznamenali metodou qPCR po 24 hodinach plsobeni I3C u mySich bunck
izolovanych z tenkého stfeva i Kahalehili et al. (2021). Ti ptredpokladaji, ze katabolity 13C aktivujici
AhR byly u mysi rychle metabolizovany, ¢imZ navodily zpétnovazebnou regulaci receptoru.
Toto snizeni transkripcni aktivity vlivem I3C bylo pozorovano po 24 hodinach i u linie AZ-AhR, avSak
ne v takové mife jako u linie Aherepa. Vyrazny pokles indukce v lidské bunécné linii zptisobeny 500uM
koncentraci latky souvisi s jejim mirné cytotoxickym vlivem potvrzenym dfive provedenym MTT
testem. Jelikoz byl tento test vyhodnocovdn po 24 hodinach, je pravdépodobné, ze Ctyfhodinova
expozice lidské bunécné linie 13C v této koncentraci jesté neni cytotoxicka, coz dokazuje absenci

poklesu v aktivité¢ AhR béhem 4 hodin inkubace.

Po 4 hodinach ptisobeni 1000pM koncentrace IAD doslo k vyvolani nejsilngjsi odpovédi AhR
jak u bunécné linie Aherepa, tak u linie AZ-AhR. U obou linii byl pozorovan podobny trend
v transkripcni aktivité receptoru, avSak u linie AZ-AhR byly naméfeny vyssi hodnoty fold indukce.
Hodnoty ECsy v8ak byly u obou linii podobné, a to 9.6 + 3.4 uM (Aherepa) a 2.6 + 1.4 uM (AZ-AhR).
Zkoumanim 4hodinového vlivu této latky na AhR v lidské bunécné linii se zabyvali 1 Vrzalova et al.
(2022). Ti pozorovali maximalni indukci vyvolanou IAD pfiblizn¢ v koncentraci 100 pM. ECso byla
stanovena na 4.5 £ 1.7 uM, coz je podobny vysledek jako v této praci. Pii 24hodinovém puisobeni IAD
indukovala nejvy$$i miru transkripéni aktivity receptoru v obou bunéénych liniich koncentrace
1000 uM. V ptipadé linie AZ-AhR tomu bylo stejné i ve studii Vyhlidalova et al. (2020), kde tato
koncentrace vyvolala pfiblizn¢ 200x vétsi indukei nez negativni kontrola. Hodnota ECsy stanovena
v ramci jejich experimentu byla 99.95 + 2.86 uM, coz se lisi od hodnoty ECso 477 = 79 uM naméfené

v této praci. Nicmén¢ je tfeba dodat, Ze ani v jednom ve srovnavanych experimentd nebylo dosazeno
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plateau a hodnoty ECs jsou pouze orienta¢ni. Vyhlidalova et al. dale provedenim ligand binding assay

za pouziti bunééné linie Hepa 1clc7 zjistili, Ze IAD se s nizkou afinitou vaze i na mysi AhR.

Latka 3-MI vyvolala po 24 i 4 hodinach ptsobeni nejvyssi indukei v koncentraci 200 uM.
Stejny prubeh transkripéni aktivity AhR vyvolané 3-MI s podobnymi hodnotami indukce pozorovali
po 4 a 24 hodinach ptsobeni u lidské bunécné linie i Ondrova et al. (2023). ECso latky stanovené v jiz
diive provedenych studiich ¢inily 3.7 £ 2 pM po 4 hodindch ptsobeni (Ondrovéa et al. 2023)
a 103.17 = 1.78 uM po 24 hodinach (Vyhlidalova et al, 2020), zatimco v ramci této prace byly
provedenim stejnych experimentt stanoveny hodnoty 5.8 = 7.4 uM a 60 + 34 uM. Hodnota ECsourcena
po 4hodinovém vlivu 3MI je vzhledem k odchylce velmi podobnd jako ve vySe zminéné publikaci.
Vyraznéjsi odchylka je viditelna v hodnoté ECso stanovené béhem 24 hodin piisobeni. Jelikoz po takové
dob¢ inkubace nebylo u latky 3MI dosazeno faze plateau, stanovené hodnoty ECso jsou pouze orientacni.
Vysledky experimentu na linii Aherepa se liSily od linie AZ-AhR niz§imi hodnotami nasobki indukce.
Ta byla vyraznéjsi po 24 hodinach piisobeni 3-MI, kdy koncentrace 100 a 200 uM navodily polovi¢ni
hodnotu indukce vyvolané v linii AZ-AhR. Srovnavaci analyzu vlivu 3MI provadéli také Hubbard et al.
(2015) na AhR v mysi bunééné linii Hepal a lidské HepG2. Na zakladé vysledkt usoudili, ze 3MI je
druhové specifickym agonistou AhR aktivujicim lidsky receptor, ale jen omezen¢ indukujicim
transkripéni aktivitu receptoru mysiho. Tento fenomén preference vazby lidského AhR byl zpozorovan
jako charakteristicky pro vice derivati indolu, jako je jiz zminény indirubin, vykazujicich vysokou
podobnost v chemické strukture molekul (Flaveny et al., 2009). Nicméné vyse zji§téné poznatky jsou
v rozporu s daty ziskanymi z experimentl v této bakalafské praci. Po vztazeni hodnot indukce k 20nM
TCDD byla spocitana €innost 200uM 3MI u mysiho AhR 143 %, zatimco u lidského pouze 83 %.
Hubbard et al. ale uvadi své vysledky v hodnotach RLU (relative light units) s jinym expresnim
vektorem a 3MI bylo testovano pouze v rozsahu koncentraci 1-10 uM, tudiz by bylo tfeba vysledky

ovétit dalSimi experimenty.
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7 ZAVER

V této bakalarské praci byla srovnana transkripcni aktivita AhR ve stabilné transfekované mysi
bunééné linii Aherepa a lidské AZ-AhR vyvolana katabolity tryptofanu FICZ, indirubinem, 13C, IAD
a 3MIL. Pomoci MTT testu byla pouze nejvyssi koncentrace latky I3C stanovena jako cytotoxicka
pro ob¢ bunécné linie, a byla tedy vyfazena z koncentraci slouzicich pro sledovani transkripéni aktivity
AhR pomoci luciferazové reportérové eseje. Z vysledkli experimentt tykajicich se transkripéni aktivity
AhR bylo zjisténo, Zze FICZ, indirubin, IAD a 3MI vyvolaly po 24 hodinach pisobeni v obou buné¢nych
liniich vyss§i hodnoty nasobki indukce nez po 4. Pouze v ptipadé 13C se vzhledem k odchylkam zda byt
je, ze u veétsiny indolovych derivati byla pozorovana také druhové zavisla aktivace AhR, patrna
predevsim z rozdilnych hodnot ECsopo 4 hodinach jejich piisobeni. Nejvyraznéji se takto projevily latky
FICZ a indirubin, zatimco u ostatnich byly rozdily v potenci latek mezi studovanymi liniemi mén¢

napadné, nebo dokonce viibec zadné, jak tomu bylo u latky I13C.
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