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Souhrn: 

 Aryl uhlovodíkový receptor (AhR) je ligandy aktivovaný transkripční faktor zodpovědný nejen 

za metabolismus xenobiotik, ale i za správnou funkci několika fyziologických procesů. Receptor  

je exprimován v mnoha tkáních jedinců několika živočišných druhů, a přestože jsou mezi organismy 

jeho struktura a funkce fylogeneticky vysoce konzervovány, dochází v případě některých látek k jeho 

druhově specifickému působení. V několika výzkumných pracích byly takové rozdíly již dříve 

zaznamenány mimo jiné i ve spojitosti s indolovými deriváty tryptofanu, které jsou schopny modulace 

aktivity AhR. Velké množství z nich jsou produkty mikrobiálního metabolismu této aminokyseliny  

a hrají tak důležitou roli v endogenní AhR signalizaci. Tato bakalářská práce se zaměřuje na srovnání 

vlivu vybraných katabolitů tryptofanu na transkripční aktivitu aryl uhlovodíkového receptoru v myší  

a lidské buněčné linii odvozené od hepatocelulárního karcinomu. Data získaná z experimentů prokázala 

druhově specifický účinek na aktivitu AhR u všech testovaných látek, přičemž nejvýraznější rozdíly 

byly pozorovány v jeho aktivaci látkami FICZ a indirubin. Tato práce tak poskytuje informace  

o rozdílné úrovni aktivace myšího a lidského AhR identickými látkami, které jsou důležitou znalostí  

pro vyhodnocení výsledků studií týkajících se tohoto receptoru.  
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 Aryl hydrocarbon receptor is a ligand-dependent transcription factor responsible not only  
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The receptor is expressed in many tissues of individuals of several animal species and although its 

structure and function are highly conserved among organisms, it is species-specific in the case of certain 

substances. In several research works, such differences have been observed before, including  

in association with indole derivatives of tryptophan, which are capable of modulating AhR activity. 

Large numbers of these are products of the microbial metabolism of this amino acid and thus play  

an important role in endogenous AhR signalling. This Bachelor thesis focuses on comparing the effect 

of selected tryptophan catabolites on the transcription activity of the aryl hydrocarbon receptor in mice 

and human cell line derived from hepatocellular carcinoma. Data obtained from the experiments showed  
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1 ÚVOD 

Aryl uhlovodíkový receptor (AhR) je ligandy aktivovaný transkripční faktor zodpovědný 

především za metabolismus xenobiotik. Receptor reguluje expresi genů pro biotransformační enzymy, 

jako jsou cytochromy P450, přispívá k regulaci buněčného cyklu, normální funkci imunitního systému, 

tumorigenezi a má důležitou funkci v endogenním metabolismu. Mezi exogenní ligandy tohoto 

receptoru řadíme zejména environmentální polutanty, ale i některé přírodní látky, jako třeba flavonoidy. 

V posledních letech bylo popsáno také mnoho látek endogenního charakteru interagujících s AhR,  

kterými jsou katabolity a deriváty tryptofanu, bilirubin či eikosanoidy.  

Katabolity tryptofanu vznikají v našem těle třemi metabolickými dráhami – kynureninovou, 

serotoninovou a přímou transformací střevními mikroorganismy. U některých z těchto látek byla 

prokázána schopnost aktivace aryl uhlovodíkového receptoru. Je známo, že mikrobiální metabolity tak 

mohou ovlivnit homeostázu střevní mikrobioty, která je velmi důležitá pro udržení integrity bariéry 

střevní sliznice a normální funkci imunitního systému. Narušení této rovnováhy může vést k různým 

patofyziologickým jevům, jako jsou zánětlivá onemocnění střev, obezita, cukrovka nebo poruchy 

kardiovaskulárního systému. 

Většina ligandů vykazuje v rámci různých druhů odlišný účinek na AhR. Struktura receptoru  

je mezi druhy podstatně konzervovaná, avšak sekvence některých domén receptoru se liší. Již malá 

změna může způsobit dramatický rozdíl ve vazbě ligandu k receptoru. Tyto rozdíly byly pozorovány  

i mezi AhR lidských a myších hepatomových linií. Mezi těmito dvěma druhy byly také zjištěny odlišné 

konformační změny receptoru vyvolané jeho aktivací některými ligandy.  

Hlavním cílem této práce je shromáždit a analyzovat údaje týkající se úrovně aktivace lidského  

a myšího AhR specifickými endogenními ligandy tohoto receptoru. Tato studie je důležitá pro budoucí 

experimenty, jelikož poukazuje na potenciální rozdíly ve výsledcích experimentů při testování 

identických látek. Porozumění těmto rozdílům je zásadní pro interpretaci a porovnání výsledků v rámci 

studií souvisejících s AhR. 
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2 CÍL PRÁCE 

1. Vypracování literární rešerše na téma bakalářské práce. 

2. Osvojení si základních technik práce v laboratoři tkáňových kultur. 

3. Stanovení účinku vybraných látek na viabilitu buněk reportérové linie AZ-AHR a Aherepa 

metodou MTT. 

4. Určení vlivu vybraných látek na transkripční aktivitu AhR prostřednictvím metody „Reporter 

Gene Assay“. 

5. Zpracování a vyhodnocení výsledků, sepsání bakalářské práce. 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Aryl uhlovodíkový receptor 

Aryl uhlovodíkový receptor (receptor pro aromatické uhlovodíky, AhR) je transkripční faktor 

aktivovaný látkami exogenního a endogenního původu. Gen pro tento receptor se skládá z 11 exonů 

ležících na chromozomu 7 lidského genomu (Ema et al., 1994, Le Beau et al., 1994) a na chromozomu 

12 genomu myšího (Schmidt et al., 1993). Aktivace receptoru vede prostřednictvím různých 

signalizačních drah k expresi cílových genů, jako jsou například biotransformační enzymy, konkrétně 

enzymy její první a druhé fáze (Bock et Köhle, 2006), a AhR represor (AHRR). Receptor  

je fylogeneticky vysoce konzervován u bezobratlých i obratlovců a je exprimován v mnoha typech 

buněk a tkání savců, ryb a ptáků, zejména potom v myších a lidských plicích, játrech, ledvinách, slezině 

a placentě, ale také v několika primárních a od nádorů odvozených buněk a buněčných linií  

(Li al., 1994). Mimo biotransformace tak receptor díky jeho vlivu na proliferaci, adhezi, apoptózu  

a migraci buněk v těchto orgánech ovlivňuje řadu fyziologických procesů (Hahn, 2002). 

3.1.1 Chemická struktura AhR 

 AhR, stejně jako jaderný translokátor uhlovodíkového receptoru (ARNT) a AhR represor 

(AHRR), spadá do rodiny bHLH/PAS (basic-Helix-Loop-Helix/Per-Arnt-Sim) transkripčních faktorů 

(Abel et Haarmann-Stemmann, 2010). Receptor má dvě terminální domény lišící se aminokyselinovou 

sekvencí i funkcí v procesu aktivace receptoru. Vazba DNA a následná dimerizace proteinu  

se uskutečňuje prostřednictvím N-terminální bHLH domény receptoru (Gu et al., 2000),  

zatímco C-terminální oblast AhR obsahuje tzv. transaktivační doménu (TAD) skládající se ze tří 

subdomén. První z nich obsahuje kyselé zbytky glutaminu a asparátu, druhá velké množství glutaminu 

(Q) a třetí subdoména je bohatá na serin, threonin a prolin (P/S/T). Právě na glutamin bohatá oblast TAD  

je nepostradatelná pro aktivaci cílových genů, jelikož interaguje s transkripčními koaktivátory 

(Rowlands et al., 1996). Mezi těmito dvěma oblastmi receptoru se nachází PAS doména sestávající  

ze dvou strukturních opakování A a B. PAS A doméma je stejně jako N-terminální bHLH doména 

zapojena do procesu dimerizace receptoru a je vazebným místem pro molekuly proteinu teplotního šoku 

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

Vazba DNA Vazba ligandu Vazba koaktivátoru 

Vazba ARNT 

K
y

se
lá

 

Q
 Transaktivační 

doména 

Obrázek 1: Sekundární struktura aryl uhlovodíkového receptoru (AhR). Převzato z článku (Hu et al., 

2023). 
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3.1.2 Ligandy AhR  

Mnoho látek exogenního i endogenního původu je schopno vazby na aryluhlovodíkový receptor 

a regulace transkripce jeho cílových genů. Tyto látky mají původ především v přírodních polutantech, 

stravě a produktech mikrobiálního metabolismu. Ligandy je možno také podle mechanismu jejich 

účinku rozdělit do tří kategorií na agonisty, parciální agonisty a antagonisty. 

Dosud nejlépe charakterizovanou skupinou exogenních AhR ligandů jsou environmentální 

toxiny dělící se na halogenované aromatické uhlovodíky (HAHs) a nehalogenované polycyklické 

aromatické uhlovodíky (PAHs). HAHs jsou metabolicky více stabilní, a proto reprezentují hlavní 

skupinu exogenních AhR ligandů, které jsou schopny vazby na receptor již v množství o jednotkách pM 

a nM. Jako zástupce lze v první řadě uvést 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), který je již 

dlouhou dobu modelovým AhR ligandem (Denison et Nagy, 2003). Z PAHs mají poté velký význam 

látky benzo(a)pyren (BaP), 3-methylchlorantren a aromatické aminy. I některé sloučeniny přírodního 

charakteru jsou exogenními ligandy AhR. Příkladem jsou flavonoidy hojně obsažené v ovoci a zelenině 

a rostlinné sekundární metabolity alkaloidy (Denison et al., 1998). Je však známo také několik 

antagonisticky se chovajících přírodních sloučenin, mezi něž patří fytochemikálie kyselina 

brevifolinkarboxylová (Amakura et al., 2003). Také katechiny, produkty zeleného čaje,  

který představuje usušené listy čajovníku čínského, se ukázaly být inhibitory genů regulovaných  

aryl uhlovodíkovým receptorem (Fukuda et al., 2015). Dalším příkladem antagonistických ligandů jsou 

neobvyklé methylované a methoxylované formy indolů zahrnující sloučeniny  

2,3-dimethylindol a 2,3,7-trimethylindol (Stepankova et al., 2018), u kterých byla při in vitro 

experimentech pozorována inhibice transkripční aktivity AhR. 

Mimo látky vyskytující se v přírodě byly objeveny i ligandy syntetického původu užívané  

jako léčiva. Nejzajímavější a první takovou popsanou látkou je agonista omeprazol. Během jeho 

metabolické degradace dochází k přeměně na omeprazol-sulfid, který se na rozdíl od jeho prekurzoru 

chová jako antagonista myších a lidských buněk (Gerbal-Chaloin et al., 2006). Vzhledem  

k potenciálnímu využití AhR v terapii různých onemocnění je nyní věnována pozornost objevování  

a vyvíjení i mnoha xenobiotik s antagonistickým účinkem. Pomocí strukturních modifikací prováděných 

za účelem zlepšení jejich farmakologických vlastností jsou vybíráni antagonisté vhodní jako kandidáti 

pro předklinický a klinický výzkum (Lin et al., 2022). 

Endogenní ligandy AhR mají význam především v regulaci fyziologických dějů. Jejich největší 

skupinou jsou metabolické a UV zářením generované deriváty aminokyseliny tryptofanu. Mezi zástupce 

endogenních aktivátorů řadíme indirubin a jeho izomer indigo (Adachi et al., 2001), indol-3-acetamid, 

indol-3-pyruvát (Vyhlidalova et al., 2020) a fotoprodukt tryptofanu 6-formylindolo[3,2-b]karbazol 

(FICZ) (Wincent et al., 2009). Také při endogenním metabolismu hemu na biliverdin a jeho následné 
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konverzi na bilirubin byla pozorována změna hladiny CYP1A1 mRNA v myší buněčné linii  

Hepa 1c1c7. Sinal et Bend (1997) v této studii uvedli, že všechny zmíněné látky jsou schopny indukce 

CYP1A1 enzymů, přičemž bilirubin se ukázal být nejvíce potentním a účinným. Vazby na receptor jsou 

schopny i eikosanoidy, sloučeniny odvozené od nenasycených mastných kyselin s hlavním řetězcem 

obsahujícím dvacet atomů uhlíku. Zástupci této skupiny, kteří našli své místo mezi ligandy AhR, jsou 

lipoxin A4 a některé z prostaglandinů G (Seidel et al., 2001).  

3.2 Metabolismus tryptofanu 

L-tryptofan (Trp) je esenciální aminokyselina, tudíž je třeba věnovat pozornost jeho 

pravidelnému příjmu z potravin, například masa, ryb, vejcí, mléčných výrobků či ořechů. Její 

metabolismus není klíčový jen v roli prekurzoru proteosyntézy, ale vzniká při něm mnoho bioaktivních 

látek povahy neurotransmiterů a signálních molekul důležitých pro lidské tělo. Tyto látky jsou 

produkovány prostřednictvím postupných přeměn Trp třemi katabolickými cestami vedoucími 

k rozdílným produktům v různých částech zažívacího traktu a v malé míře také v imunitních buňkách  

a centrální nervové soustavě (CNS).  

 

3.2.1 Kynureninová dráha metabolismu tryptofanu 

Většina přijatého Trp je metabolizována tzv. kynureninovou cestou za prvotní katalýzy enzymy 

indolamin 2,3-dioxygenáza (IDO) a tryptofan 2,3-dioxygenáza (TDO). Tyto enzymy se liší strukturou, 

substrátovou specifitou, potřebnými kofaktory i funkcí, a proto se vyskytují v různých tkáních, kde je 

jejich exprese přísně regulována. Zatímco IDO je všudypřítomný enzym a roli v metabolismu tryptofanu 

plní jak v játrech, tak v CNS i imunitních buňkách, TDO je lokalizována převážně jen v játrech. 

Rychlost metabolické dráhy závisí právě na aktivitě těchto dvou enzymů, tedy na konverzi L-Trp  

na N-Formyl-L-kynurenin, který je poté kynurenin formamidázou přeměněn na kynurenin (Le Floc’h 

et al., 2011). Při různých onemocněních bývá u některých jedinců často pozorováno zrychlené 

Obrázek 2: Chemická struktura L-tryptofanu. Převzato z internetové stránky MedChemExpress. 
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odbourávání Trp doprovázené zvýšením koncentrace kynureninů v krevním séru, mozkomíšním moku 

či mozkové tkáni. Mezi patologické jevy způsobující upregulaci kynureninové dráhy, která má v rámci 

těchto onemocnění protektivní roli, řadíme například HIV a neurologické a afektivní poruchy, jako jsou 

alzheimer, huntingtonova choroba, schizofrenie, deprese a úzkost. Vysoké hladiny kynureninů 

v krevním séru jsou také indikací vzniku revmatoidní artritidy, kterou řadíme k onemocněním 

autoimunitním. (Chen et Guillemin, 2009). Z výčtu chorob je evidentní jejich spojitost s tkáňovou 

lokalizací enzymů katalyzujících tuto metabolickou dráhu. 

3.2.2 Serotoninová metabolická dráha  

5-hydroxytryptamin (5-HT), jiným názvem serotonin je významný neurotransmiter vznikající 

dvoukrokovou transformací Trp tzv. serotoninovou cestou. První krok je uskutečněn za katalýzy 

enzymem tryptofan hydroxyláza (TPH) na 5-hydroxytryptofan, přičemž jsou známy 2 jeho izoformy: 

TPH1 a TPH2 (Le Floc’h et al., 2011). V CNS má při vzniku této sloučeniny zásadní význam enzym 

tryptofan hydroxyláza 2 (TPH2), avšak více než 90 % 5-HT vzniká činností enzymu tryptofan 

hydroxyláza 1 (TPH1) v GIT, konkrétně ve specializovaném subtypu buněk intestinálního epitelu 

zvaných enterochromafinní buňky (Agus et al., 2018). Druhým krokem je dekarboxylace  

5-hydroxytryptofanu za nutné pomoci vitamínu B6 na serotonin (Le Floc’h et al., 2011), který je mimo 

jiné také prekurzorem melatoninu produkovaného epifýzou. Mnohé výzkumy potvrdily existenci 

obousměrné komunikační sítě mezi mozkem a zažívacím traktem, kde serotonin vystupuje jako klíčová 

signalizační molekula jak v enterickém, tak centrálním nervovém systému (Mawe et Hoffman, 2013). 

Tato možnost významného ovlivnění hladiny serotoninu v CNS metabolismem Trp probíhajícím v GIT 

je důvodem úzké souvislosti duševního zdraví se složením střevního mikrobiomu. 

3.2.3 Indolová metabolická dráha 

 Neopomenutelné je také odbourání tryptofanu na látky indolové povahy a jejich deriváty. 

Metabolickou dráhu nazýváme indolová cesta a účastní se jí mikroorganismy střevního mikrobiomu. 

Schopnost produkce indolových derivátů mají však jen některé z komenzálních druhů bakterií,  

jako je Lactobacillus spp. Oxidativní a redukční reakce, za které jsou tyto mikroorganismy zodpovědné, 

vedou mimo jiných produktů k tvorbě kyseliny indoloctové (IAA) a indolpropionové (IPA), dvou 

metabolitů, u kterých je znám vliv na permeabilitu střevní stěny a imunitní systém hostitele (Lamas  

et al., 2016). 
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Vysvětlení zkratek: 

1-MT, 1-methyltryptofan; 3-HAA, kyselina 3-hydroxyanthranilová; 3-HAO, kyselina  

3-hydroxyanthranilová-3,4-dioxygenáza; 3-HK, 3-hydroxykynurenin; 5HIAA, kyselina  

5-hydroxyindoloctová; 5-HT, serotonin; ACMS, 2-amino-3-karboxymukonátsemialdehyd; ACMSD,  

2-amino-3-karboxymukonátsemialdehyd dekarboxyláza; AhR, aryl uhlovodíkový receptor; AMSD,  

semialdehyd 2-aminomukonové dehydrogenázy; IDO, indolamin 2,3-dioxygenáza; KAT, kynurenin 

aminotransferáza; KMO, kynurenin monooxygenáza; KYNA, kyselina kynureninová; KYNU, kynurenináza;  

L-kyn, L-kynurenin; L-Trp, L-tryptofan; MT, melatonin; NAD, nikotinamid; PICA, kyselina pikolinová; QPRT, 

chinolinát fosforibosyltransferáza; QUIN, kyselina chinolinová; TDO, tryptofan 2,3-dioxygenáza; TPH1, 

tryptofan hydroxyláza 1; XANA, kyselina xantureninová 

  

Obrázek 3: Schématické znázornění metabolismu tryptofanu. Převzato z článku (Modoux et al., 2021) 

Metabolismus hostitele:     Metabolismus střevní mikrobioty: 
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3.2.4 Deriváty indolu jako agonisté AhR 

 Mnohé katabolity tryptofanu mají vliv na transkripční aktivitu AhR a vystupují tak jako jeho 

endogenní ligandy (Obrázek 1). Z kynureninů má schopnost vazby na AhR L-kynurenin (L-kyn), 

kyselina kynureninová (KYNA) a kyselina xanthurenová (XANA) (Michaudel et al., 2023). Větší 

pozornost je však věnována produktům indolové dráhy, jelikož řada z nich byla ve fyziologických 

koncentracích klasifikována jako slabě potentní ligandy tohoto receptoru. Jejich účinek na receptor  

je však podstatně odlišný. Mohou se chovat nejen jako plnohodnotní, nebo parciální agonisté, 

ale i jako ligand-selektivní antagonisté (Vyhlidalova et al., 2020). Skutečnost, že mikrobiální 

metabolismus Trp ovlivňuje aktivitu AhR byla potvrzena deficiencí AhR agonistů u myší 

s disbiotickým, nebo úplně amikrobiotickým složením GIT. U těchto jedinců s DSS-indukovanou 

kolitidou byla zaznamenána snížená koncentrace mikrobiálního metabolitu tryptofanu IAA, která je 

ligandem AhR, avšak hladina L-Kyn metabolizovaná enzymem IDO zůstala nezměněná. Z toho 

vyplývá, že mikrobiota je zodpovědná za metabolismus Trp na agonisty AhR (Lamas et al., 2016). 

Jedny z prvních studií týkající se derivátů indolu se zaměřovaly na indukci enzymu CYP1A1 

po ozáření tkáňových kultur UV světlem. Bylo zjištěno, že tento proces vyžaduje přítomnost tryptofanu, 

aminokyseliny silně absorbující v blízké UV oblasti (Paine, 1976). Po ozáření buněk dochází ke vzniku 

několika UV generovaných látek, z nichž se ideálním induktorem exprese genů kódujících proteiny 

CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1 ukázal být FICZ, který se také na receptor váže s nejvyšší afinitou a je 

tak modelovým ligandem pro demonstraci endogenní AhR signalizace. Navíc již velmi nízké 

koncentrace této látky jsou schopny aktivovat receptor jak in vivo, tak in vitro. Při dlouhodobé expozici 

však byla pozorována inhibice metabolismu této sloučeniny, což znamená, že ve vyšších koncentracích 

je FICZ sám o sobě inhibitorem CYP1 enzymů (Wincent et al., 2009). 

Také methylované a methoxylované formy indolu jsou schopny indukovat či inhibovat expresi 

AhR cílových genů. Jedním z nich je i metabolit střevního mikrobiomu 3-methylindol neboli skatol. 

Tento indol je slabým aktivátorem a parciálním agonistou AhR v lidských hepatocytech,  

jenž v závislosti na koncentraci a době expozice zvyšuje indukci CYP1A1/2 a CYP1B1 enzymů.  

Ve srovnání s plnohodnotným agonistou TCDD je však exprese CYP1A1 mRNA téměř desetkrát nižší. 

Vliv skatolu je také závislý na jeho metabolické konverzi na další indoly, jako je indol-3-karbinol,  

který je již více potentním aktivátorem AhR (Rasmussen et al., 2016). Existují i další formy  

mono-methylovaných indolů jako je 4-methylindol, 5-methylindol, 6-methylindol a 7-methoxyindol, 

které jsou silnými agonisty AhR. V tomto případě se však již nejedná o látky endogenního původu,  

ale o xenobiotika. Stepankova et al. (2018) se zabývali testováním jejich synergického účinku a dospěli 

k několika překvapivým zjištění. Zatímco 7-methoxyindol a 4-methylindol každý vyvolávají při vazbě 

na AhR funkční odpověď srovnatelnou s modelovým agonistou TCDD, spojení jejich substituentů 

do molekuly 7-methoxy-4-methylidol působí na receptor antagonisticky. Při následné kombinaci těchto 
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dvou látek do směsi však již očekávaný synergický účinek na receptor nastal a byla pozorována jeho 

zesílená aktivace.  

Indol-3-karbinol (I3C), již zmíněný metabolit 3-methylindolu, je přirozeným proligandem AhR 

pocházejícím ze stravy (Rasmussen et al., 2016). Aktivace receptoru tímto ligandem také souvisí s jeho 

pozitivním vlivem na mnoho fyziologických procesů, jako je regulace buněčného cyklu, navození oprav 

DNA, inhibice zánětu a indukce apoptózy nádorových buněk (Rogan, 2006). Tyto vlastnosti udávají 

sloučenině protirakovinné a protizánětlivé účinky, které jsou důvodem zájmu o využití I3C při terapii 

různých nádorových a chronických zánětlivých onemocnění, například ulcerózní kolitidy (Peng et al., 

2021). U lidí má I3C navíc schopnost metabolizovat estrogeny, což bylo potvrzeno studií na ženách 

s vysokým rizikem rozvoje estrogeny vyvolané rakoviny prsu, kdy I3C indukoval přeměnu těchto látek 

na karcinogeny metabolizující enzymy (Reed et al., 2005). U obou zmíněných experimentů byla  

také pozorována vysoká i indukce CYP1A1/A2 a CYP1B1, což potvrdilo, že I3C působí prostřednictvím 

AhR.  

Vyhlidalova et al. (2020) odhalili, že metabolit intestinálních mikroorganismů indol-3-acetamid 

(IAD) je ve fyziologických koncentracích jedním z nejúčinnějších mikrobiálních agonistů AhR.  

Po 24hodinové inkubaci IAD se střevními buňkami byla zaznamenána silná indukce CYP1A1 mRNA.  

Při použití AhR KO buněčné linie již žádný signál pozorován nebyl, což potvrzuje jeho roli 

agonistického ligandu tohoto receptoru. V rámci studie bylo navíc zjištěno, že látka indukuje formaci 

heterodimeru AhR-ARNT a s podobnou intenzitou jako TCDD spouští jeho translokaci do buněčného 

jádra. Při následném testování jeho antagonistického vlivu byl však překvapivě pozorován dvojí efekt 

na receptor aktivovaný látkami TCDD, BaP a FICZ. IAD antagonizoval odpověď vyvolanou TCDD,  

ale zesiloval aktivaci receptoru vyvolanou FICZ a BaP. Na základě výsledků z této studie bylo usouzeno, 

že IAD je stejně jako ostatní mikrobiální metabolity v souvislosti s AhR zapojen do mnoha 

fyziologických funkcí v našem těle, a proto má význam věnovat se jeho účinkům i v dalších studiích. 

Agonistický účinek indirubinu a jeho izomeru indiga na lidský AhR prokázali Adachi et al. 

(2001) ze vzorků lidské moči, kde se tyto dvě látky vyskytují přibližně v 0,2nM koncentracích. Interakce 

látek s AhR byla sledována pomocí kvasinkové reportérové eseje a míra jejich aktivity byla následně 

srovnána s modelovým ligandem TCDD. V případě indiga byla transkripční aktivita AhR srovnatelná 

s TCDD a u indirubinu vyšlo najevo, že je dokonce přibližně padesátkrát více potentní než použitý 

modelový ligand. Jelikož je tedy koncentrace indirubinu a indiga v lidské moči dost vysoká na vyvolání 

funkční odpovědi AhR, byly obě látky identifikovány jako endogenní ligandy tohoto receptoru.  

Tato bakalářská práce je zaměřena na testování vlivu vybraných katabolitů tryptofanu  

na transkripční aktivitu AhR ve dvou druhově odlišných buněčných liniích.  Jedná se o látky FICZ, 3MI, 

indirubin, I3C a IAD, jejichž chemická struktura je znázorněna níže na obrázku 4. 
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6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ) 

 

Indirubin 

3-methylindol (3MI) Indol-3-karbinol (I3C) Indol-3-acetamid (IAD) 

Obrázek 4: Chemická struktura jednotlivých testovaných látek. Převzato z internetové stránky 

MedChemExpress. 
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3.3 AhR signalizace 

Po navázaní ligandu k receptoru projde inaktivní komplex několika konformačními změnami, 

zahrnujícími především disociaci chaperonových kofaktorů, a dochází k aktivaci různých signalizačních 

drah. Ty dělíme podle mechanismu působení a typu proteinů, se kterými AhR v procesu signalizace 

interaguje, na dráhu genomickou a negenomickou. Genomická signalizace se dále dělí na dráhu 

kanonickou a nakanonickou.  

3.3.1 Neaktivní stav receptoru 

V klidovém stavu se receptor nachází v cytoplazmě, kde tvoří komplex s několika chaperony 

udržujícími jej v ligand-afinitní konformaci. Mezi tyto kofaktory patří dvě molekuly proteinu HSP90 

vázané na N-terminální bHLH doménu, 23 kDa velký ko-chaperon p23 a AhR interagující protein 

příbuzný immunofilinu (AIP) neboli XAP molekula 2 (XAP2; hepatitis B Virus X-associated protein 2) 

(Kazlauskas et al., 2000; Pongratz et al., 1992). Hlavní vliv na udržení receptoru ve formě schopné 

interagovat s ligandy mají dvě molekuly proteinu HSP90, které navíc zamezují jeho nekontrolovatelné 

translokaci do jádra v absenci ligandu (Pongratz et al., 1992). Jejich vazbu na receptor stabilizuje  

ko-chaperon p23, zatímco molekula XAP2 zesiluje AhR signalizaci posílením správného prostorového 

složení receptoru v cytoplazmě, a navíc chrání celý komplex před ubiquintací a jeho následnou 

degradací v proteosomu (Kazlauskas et al., 2000). S výše popsaným komplexem je spojena také 

cytosolická tyrosin kináza (c-Src) (Enan et Matsumura, 1996). Udržení multiproteinového komplexu 

v dané konformaci pomocí zmíněných molekul je tedy klíčové pro možnost následné aktivace receptoru 

ligandy a zahájení transkripce cílových AhR genů. 

3.3.2 Kanonická dráha AhR  

V kanonické signalizaci vystupuje jako heterodimerizační partner AhR jaderný translokátor 

uhlovodíkového receptoru (ARNT). Navázání ligandu na PAS B doménu receptoru způsobí odkrytí 

jaderného lokalizačního signálu (NLS), což má za následek rychlou translokaci receptoru s navázaným 

ligandem do jádra. Zde dochází k jeho heterodimerizaci s jaderným translokátorem uhlovodíkového 

receptoru (ARNT) prostřednictvím PAS a N-terminálních bHLH domén obou proteinů (Probst et al., 

1993). Vytvořený transkripčně aktivní heterodimer AhR/ARNT je schopný exprese genů po vazbě  

do xenobiotického responzivního elementu (XRE) vyznačujícího se konsenzuálním sekvenčním 

motivem 5’-GCGTG-3’ v promotorových a enhancerových oblastech cílových genů (Abel  

et Haarmann-Stemmann, 2010). Vazba dimeru AhR/ARNT na DNA vede k stimulaci několika 

koaktivačních molekul napomáhajících lokálnímu rozvolňování chromatinu, změnám prostorového 

uspořádání histonů a rekrutaci obecných transkripčních faktorů (Rowlands et al., 1996). Prostřednictvím 

kanonické dráhy AhR dochází expresi genů kódujících například enzymy s monooxygenázovou 

aktivitou, které zodpovídají za metabolismus xenobiotik, cytochromy P450 (CYP). Geny kódující 
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enzymy z rodiny CYP1 (CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1) je možné identifikovat již v raných stádiích 

expozice buněk ligandem TCDD, jinými látkami dioxinové povahy a organickými halogeny.  

Také některé enzymy 2. fáze, jako třeba chinon oxidoreduktáza 1 (Jaiswal, 1991), glutathion-S-

transferáza A2 (Rushmore et Pickett, 1990) a některé UDP-glukuronosyl transferázy (UGT) jsou 

indukovány v rámci kanonické AhR signalizace. Jako další je z klíčových cílových genů aktivován AhR 

represor (AhRR), protein svou strukturou velmi podobný AhR, avšak z důvodu absence PAS B domény 

není schopný vazby ligandů. Jeho C-terminální oblast obsahuje na rozdíl od transaktivační domény AhR 

doménu transrepresní a umožňuje vazbu korepresoru, který je zapojen do negativní regulace AhR 

signalizace, tedy je schopen potlačit aktivitu tohoto receptoru jeho transportem z jádra a okamžitou 

degradací v proteasomu (Mimura et al., 1999). Transkripční aktivita AhR je dále vlivem AhRR 

potlačována tak, že AhR represor soutěží s receptorem o ARNT a potlačuje funkci komplexu  

AhR-ARNT rekrutací korepresorů na XRE (Panda et al., 2023). 

3.3.3 Jiné než kanonické signální dráhy AHR 

V nekanonické signální dráze působí AhR nezávisle na přítomnosti ARNT a tvoří dimery 

s jinými proteiny, či ligandy neobsazenými receptory. Do této skupiny řadíme například estrogenový 

receptor (Ohtake et al., 2003), protein Krüppel-like faktor 6 (KLF6) (Wilson et al., 2013) a nukleární 

faktor kappa B (NF-κB) (Tian et al., 1999). Bylo pozorováno, že po formaci takového transkripčně 

aktivního komplexu nedochází k jeho vazbě do XRE sekvence DNA typické pro kanonickou signalizaci, 

ale do tzv. non-konsenzuální XRE sekvence (NC-XRE). Huang et Elfering (2012) se zabývali analýzou 

genu inhibitoru plazminogenového aktivátoru (PAI-1), který je genem exprimovaným po působení 

TCDD jinou než kanonickou AhR signalizací. V promotorové oblasti tohoto genu byl charakterizován 

non-konsenzuální XRE motiv 5’-GGGA-3’, který podporuje přímou vazbu AhR na DNA nezávisle  

na proteinu ARNT (Huang et Elferink, 2012, Patel et al., 2023). Cílená delece N-terminální domény 

AhR nezbytné pro vazbu dimeru receptoru s ARNT do XRE sekvencí DNA navíc v rámci nekanonické 

signalizace neměla žádný vliv na jeho navázání do NC-XRE sekvence. Tato skutečnost poukazuje  

na nezávislost receptoru na ARNT, která je tedy zásadním rozdílem mezi nekanonickou a kanonickou 

AhR signalizací (Wilson et al., 2013). NC-XRE sekvence byla nalezena především v promotorech genů 

kódujících inhibitory cyklin dependentních kináz p21Cip1 a p27Kip1 zodpovědných za vývoj orgánů 

(Barnes-Ellerbe et al., 2004), enzymy obrany před mikroorganismy, kam patří podjednotka p40phox 

NADPH oxidázy (Wada et al., 2013) a proteiny účastnící se imunitních a zánětlivých reakcí,  

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

Negenomická AhR signalizace pak nastává uvolněním c-Src z neaktivního komplexu receptoru 

do cytoplazmy po jeho aktivaci ligandem (Enan et Matsumura, 1996). Tato tyrosin kináza díky své 

schopnosti fosforylovat molekuly podněcuje signalizaci receptoru epidermálního růstového faktoru 

(EGFR), který spadá do skupiny tyrozinkinázových receptorů (RTK) (Randi et al., 2008). Aktivací 
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EGFR pak dochází k ovlivnění proliferace, diferenciace a apoptózy buněk prostřednictvím dalších 

signálních drah zahrnujících například fokální adhezivní kinázu (FAK) (Tomkiewicz et al., 2013)  

a některá dráhy mitogen aktivovaných proteinkináz (MAPK) (Xie et al., 2012).  

3.3.4 Interakce AhR s různými signalizačními drahami 

Jako heterodimerizační partner pro ligandem aktivovaný AhR může vystupovat estrogenový 

receptor (ER). V tomto případě dochází k vazbě komplexu AhR/ARNT na ligandem neobsazený ER, 

což vede k vytvoření transkripčně aktivního komplexu dále se translokujícího do estrogenových 

responzivních elementů (Ohtake et al., 2003). Stejným způsobem může AhR interagovat  

s proteinem p300, retinoblastomovým proteinem (pRb) a transkripčním faktorem E2F a potlačovat tak 

například expresi genů v S-fázi buněčného cyklu (Puga et al., 2000).  

 Signální kaskáda AhR může významně ovlivňovat i jiné dráhy, například Wnt signalizaci 

(zkratka z anglického Wingless-related integration site). V kanonické Wnt signalizaci vystupují ligandy 

zvané Wnt a klíčovým mediátorem této dráhy je protein β-katenin působící jako aktivátor transkripce 

cílových genů (Clevers, 2006). Proto je dráha často označována jako Wnt/β-katenin signalizace.  

Po navázání Wnt ligandů na transmembránové koreceptory Fz/LRP (Frizzled receptory/lipoproteinové 

receptory) spouští β-katenin kanonickou Wnt signalizaci (Bhanot et al., 1996, Pinson et al., 2000).  

Ta se podílí například na regulaci embryonálního vývoje, sebeobnově diferencovaných tkání a udržení 

normálního počtu kmenových buněk v těle (Clevers, 2006). Cílové geny této dráhy jsou regulovány 

transkripčními faktory TCF/LEF (T-buněčný faktor/lymfoidní spouštěcí faktor) iniciujícími transkripci 

stejnojmenných genů (tcf/lef), které jsou nezbytné pro vazbu β-kateninu (van de Wetering et al., 1997). 

Najdeme mezi nimi geny zapojené do procesu karcinogeneze, onkogen c-Myc a cyklin D1 (Clevers, 

2006), dále negativní regulátor Wnt signalizace Axin2 (Jho et al., 2002) a transkripční faktor SP5 

(Weidinger et al., 2005). Procházková et al. (2011) popsali možnou spolupráci AhR a Wnt/β-katenin 

signalizace na indukci vybraných AhR cílových genů, především genů CYP1A1 a CYP1B1. Při aktivaci 

AhR ligandem TCDD zaznamenali změny ve Wnt signalizaci, konkrétně downregulaci výše zmíněných 

genů řízených kateninem v jaterních progenitorových buňkách. Aktivace AhR v těchto buňkách 

způsobila také změnu jejich fenotypu a narušení adheze, což opět nasvědčuje ovlivnění dráhy  

Wnt/β-katenin AhR signalizací. Tyto poznatky mohou být důležité především v oblasti onkologie, 

jelikož již dříve byla prokázána souvislost aberantní aktivace β-kateninu s rozvojem několika typů 

nádorů jater (Thompson et Monga, 2007). 

Mnohé výzkumy potvrdily také aktivitu proteinu KLF6 (z anglického Krüppel-like faktor 6) 

indukovanou ligandem TCDD in vivo i in vitro (Wilson et al., 2013, Jackson et al., 2014). Bureau et al. 

(2009) předpokládají význam KLF6 jako nádorového supresoru působícího prostřednictvím regulace 

inhibitoru cyklin dependentních kináz p21cip1. Jeho downregulace, mutace a ztráta heterozygotnosti  
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je navíc spojena s rozvojem rakoviny prostaty a vznikem hepatocelulárního, kolorektálního a primárního 

nemalobuněčného karcinomu plic a glioblastomu. Přechodná exprese tohoto inhibitoru během jaterní 

regenerace je závislá na regulaci aktivity AhR-KLF6 indukované ligandem TCDD a zprostředkované 

vazbou s NC-XRE (Jackson et al., 2014). Data navíc potvrzují, že tato signalizace reguluje normální 

funkci buněčného cyklu a poukazují na škodlivé účinky TCDD vedoucí mimo jiné k narušení  

již zmíněné jaterní regenerace. Vzhledem k již několikrát zdokumentované roli KLF6 a AhR v regulaci 

buněčného cyklu (Bureau et al., 2009, Huang et Elferink, 2005), lze předpokládat významný příspěvěk 

komplexu AhR-KLF6 ke karcinogenezi zprostředkované dioxiny (Wilson et al., 2013). 

Několik studií ukazuje, že složky signální dráhy AhR fyzicky interagují se složkami dráhy  

NF-κB a navzájem ovlivňují svoji aktivitu.  Transkripční faktor NF-κB hraje kritickou roli v mnoha 

buněčných procesech včetně vrozené a adaptivní imunity, buněčné proliferace a diferenciace a indukce 

apoptózy. Transkripčně aktivní homo- či heterodimer se tvoří kombinovanou vazbou dvou z pěti 

různých podjednotek, kterými jsou proteiny p50, RelA (p65), p52, c-Rel a RelB (Chen et al., 1998). 

Kanonickou dráhu signalizace spouští dimer p50-RelA, jehož formace je indukována především signály 

z cytokinových receptorů, jako je tumor nekrotizující faktor (TNFα) a interleukinový receptor 1 (Il1)  

a vede k expresi velkého množství cílových genů, například genu pro chemokin produkovaný  

T lymfocyty RANTES, intracelulární adhezivní molekulu 1 (ICAM-1), Il8, protoonkogen Bcl-2  

a mnoho dalších (Oeckinghaus et al., 2011). Několik funkcí regulovaných tímto pleiotropním 

transkripčním faktorem je ovlivňováno také působením xenobiotik, především TCDD, což nasvědčuje 

existenci vzájemné interakce NF-κB a AhR signalizace (Tian et al., 1999).  Po transfekci buněk 

exprimujících AhR plazmidem nesoucím gen pro velké množství RelA proteinu bylo zjištěno, že tato 

podjednotka NF-κB efektivně potlačuje aktivitu AhR indukovanou TCDD, což naznačuje, že již dříve 

pozorovaná inhibice exprese CYP1A1 a CYP1A2 cytokiny probíhá prostřednictvím indukce NF-κB 

signalizace. Stejná represe byla pozorována i z hlediska vlivu AhR na funkci NF-κB. Pro zjištění přímé 

formace dimeru AhR s RelA byla v rámci této studie provedena ko-imunoprecipitační esej a následná 

Western blot analýza jejich komplexu. Výsledkem obou experimentů bylo potvrzení fyzické interakce 

těchto proteinů (Tian et al., 1999). V další studii provedení této eseje vedlo ke zjištění, že AhR  

je schopný fyzicky interagovat také s podjednotkou RelB jak po aktivaci TCDD, tak za nepřítomnosti 

tohoto ligandu (Vogel et al., 2007). V této laboratoři bylo také zjištěno, že vzniklý komplex RelB-AhR 

se váže do RelB/AhR responsivního elementu v promotoru genu pro interleukin 8 (Il-8), který doposud 

zůstával bez povšimnutí. Následně spouští dimer dvě cesty signalizace, jednu aktivovanou ligandem 

TCDD a druhou protein kinázou A (PKA). Tím je zahájena indukce exprese CYP1A1 a iniciace 

transkripce některých zánětlivých chemokinů, tedy RelB cílových genů, mezi které patří již zmíněný  

Il-8. 
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Obrázek 5: Schématické znázornění kanonické a nekanonické AhR signalizace. Převzato z článku 

(Grishanova et al., 2023) 
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3.4 Role AhR v biologických procesech 

 AhR se prostřednictvím různých signalizačních drah účastní několika biologických procesů. 

Řadíme mezi ně například ovlivnění imunitních reakcí, kdy v experimentech u AhR KO myší nebyla 

pozorována správná diferenciace T-lymfocytů, což mělo za následek větší náchylnost těchto jedinců 

k bakteriálním infekcím. AhR totiž pravděpodobně ovlivňuje vývoj T-lymfocytů na úrovni transkripce, 

čemuž nasvědčuje právě jeho funkce jakožto transkripčního faktoru (Stevens et al., 2009). Vysoká 

hladina exprese a aktivace AhR je pozorována i v nádorových liniích, jako je například lidská epiteliální 

linie karcinomu prsu MCF, kde probíhá ovlivnění rozvoje tumorigeneze prostřednictvím kontaktu AhR 

se signální dráhou estrogenového receptoru (Wong et al., 2009). Další důležitou rolí AhR je udržení 

homeostázy intestinálních kmenových buněk a integrity epiteliální bariéry, čímž ji chrání  

před poškozením zánětem, který byl vyvolán v reakci na různá onemocnění (Metidji et al., 2018). 

Intestinální epiteliální bariéra je prvním místem kontaktu AhR ligandů získaných ze stravy 

s tělem živočichů. Nejvyšší hladina exprese tohoto receptoru je u myší pozorována ve vrchní části 

tenkého střeva přiléhající k žaludku (Ireland et al., 2004), kde dochází k transformaci některých stravou 

přijatých látek, které jsou proligandy AhR, na aktivní ligandy. Mezi tyto látky patří například  

již zmíněný I3C (Bjeldanes et al., 1991). Indukce CYP1A1 a CYP1B1 vyvolaná aktivací receptoru 

těmito ligandy je navíc klíčovým krokem regulace hladiny ligandů v celém těle jedince. Případná 

konstitutivní exprese CYP1A1 v buňkách intestinálního epitelu (IEC) pak vede ke vzniku AhR 

deficientního fenotypu. Ten je projevem negativní zpětnovazebné regulace AhR, která je v tomto 

případě způsobena úplnou degradací ligandu aktivujícího receptor enzymy CYP1, což vede utlumení 

jeho signalizace (Chiaro et al., 2007). Účinek je reverzibilní suplementací proligandu I3C,  

což naznačuje, že deficientní fenotyp receptoru je způsoben nadměrným metabolismem těchto liganů. 

Dalším důležitým následkem konstitutivní expresse CYP1A1 v IEC buňkách je ovlivnění intestinálních 

imunitních buněk střev, jejichž funkce je zcela závislá na ligandech AhR (Schiering et al., 2017). 

V intestinálním epitelu je mechanismus působení pravděpodobně AhR zprostředkován Wnt/β-katenin 

signalizací popsanou v předchozí kapitole. Prostřednictvím této dráhy se pak receptor ovlivněním 

proliferace a diferenciace kmenových buněk podílí na udržení správné funkce střevní bariéry. Opravení 

poškozeného střevního epitelu má velmi zásadní význam z hlediska rezistence proti patogenům 

způsobujícím střevní onemocnění. Neúspěšné dosažení této obnovy bylo pozorováno u myších jedinců 

s defektním AhR, u nichž docházelo k nadměrné indukci CYP1A1 enzymů (Metidji et al., 2018).   

 Dysregulace AhR v kmenových buňkách intestinálního epitelu vede také k aberantnímu zánětu 

a zesílení jejich proliferace, což jsou jevy běžně asociované s maligní transformací buněk a rozvojem 

vzniku kolorektálního karcinomu. U starších myší s AhR deficientními intestinálními kmenovými 

buňkami byla zaznamenána jejich abnormální proliferace. Po expozici mutagenu azoxymethanu  

se u těchto jedinců do čtyř měsíců vyvinuly rozsáhlé nádory, avšak u wild type myší nebyly pozorovány 
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žádné náznaky tumorigenní buněčné aktivity. Správná funkce AhR má tak společně s dostatečným 

příjmem protektivních agonistů, jako je I3C, důležitý příznivý vliv na inhibici vzniku intestinálních 

karcinomů (Metidji et al., 2018). 

3.4.1 Střevní mikroflóra 

Střevní mikrobiom (mikrobiota, mikroflóra) je soubor mikroorganismů, jako jsou bakterie, 

archea, viry a jiné eukaryotní mikroby, osídlujících lidské střevo. Tyto organismy žijí s lidským tělem 

v symbióze a jejich počet v gastrointenstinálním traktu (GIT) zdravého dospělého člověka dosahuje  

až 100 bilionů, tedy 1014 (Thursby et Juge, 2017). Obsah bakteriálních buněk v jednom mililitru 

mikrobiální suspenze získané ze vzorku tlustého střeva je odhadován od 1011 do 1012, což z něj dělá 

jedno z nejhustěji osídlených mikrobiálních stanovišť na světě. Většina druhů těchto bakterií pochází  

z relativně málo známých bakteriálních populací, kterým významně dominují kmeny Bacteroidetes  

a Firmicutes (Ley et al., 2006).  

Není však možné definovat přesné druhové zastoupení mikrobů mezi jedinci stejného 

živočišného druhu. Největší podobnost mikrobiálního osídlení GIT je u jednotlivců v prvních týdnech 

po narození. Mikrobiom poté přirozeně podléhá změnám během celého života primárně vývojem  

a stárnutím jedince, ale i působením vnějších vlivů, jako je strava, pohyb a frekvence užívání antibiotik. 

Složení mikrobioty se množstvím a taxonomickou diverzitou liší také v každé části lidského zažívacího 

ústrojí, především z hlediska funkce, kterou dané mikroorganismy vykonávají. Důvodem je specifita 

anatomické stavby jednotlivých částí trávicího traktu, které zároveň vykazují rozdílné hladiny 

parciálního tlaku kyslíku a oxidu uhličitého (Flint et al., 2012), jejichž fyziologické hodnoty  

jsou pro jednotlivé skupiny mikrobů odlišné. Všechny tyto faktory způsobují, že se střevní mikrobiom 

může různit také mezi jednotlivými zjevně zdravými osobami, aniž by u nich docházelo k jakémukoliv 

rozvoji patologických jevů. 

Bylo prokázáno, že zdravá mikrobiota je velmi důležitá pro udržení správné funkce imunitního 

systému, ochranu proti patogenům a přímo i nepřímo ovlivňuje většinu fyziologických funkcí v našem 

těle. Mikroby jsou také nedílnou součástí metabolismu a jsou schopny rozložit a absorbovat z přijaté 

potravy prospěšné živiny, které jsou pro lidské tělo jinak nestravitelné. Nejčastěji se jedná  

o trávení polysacharidů rostlinného původu, celulózy a hemicelulózy, či o metabolismus látek pro tělo 

esenciálních, jako je například aminokyselina tryptofan. Mikroby také odštěpují z vlákniny mastné 

kyseliny s krátkými řetězci, čímž vytváří nenahraditelné energetické zdroje pro funkci intestinální 

sliznice, zvláště pro vyvolání imunitní odpovědi a řízení tumorigeneze (Shreiner et al., 2015). 

Nerovnováha těchto symbiotických vztahů může vést k mnoha zdravotním komplikacím, jako jsou 

idiopatické střevní záněty (IBD), ale i další závažná onemocnění týkající se ostatních orgánových 

soustav (Sivaprakasam et al., 2017). 
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3.4.2 Onemocnění způsobená narušením střevní mikrobioty 

 Užívání antibiotik především v dětství a nevyvážená strava jedince způsobují dysbiózu 

mikroorganismů v GIT. Tyto vnější faktory jsou momentálně nejvíce sledovanými aspekty souvisejícími 

s vyvoláním autoimunitních a zánětlivých onemocnění střev. 

Nejčastějším patologickým projevem narušení rovnováhy střevního mikrobiomu je skupina 

chronických zánětlivých onemocnění označovaných jako idiopatické střevní záněty (IBD).  

Mezi nejvíce globálně se vyskytující onemocnění spadající do této kategorie řadíme Crohnovu chorobu 

(CD) a ulcerózní kolitidu (UC). Při zkoumání mikrobiálního osídlení zažívacího traktu pacientů s IBD 

byla ve srovnání se zdravými jedinci pozorována snížená taxonomická diverzita bakterií. U pacientů 

trpících CD jsou typické také výrazné posuny v počtu mikrobů ve prospěch aerobních a fakultativně 

anaerobních kmenů, a naopak snížení četnosti obligátně anaerobních populací, které jsou při tomto 

onemocnění z těla vylučovány. Bylo zjištěno, že tuto mikrobiální dysbiózu podporuje užívání antibiotik, 

které běžně představují první fázi léčby CD (Gevers et al., 2014). Takové porušení integrity střevní 

bariéry, která je za fyziologických podmínek přísně regulována, vede k translokaci symbiontů  

do slizniční vrstvy GIT, což způsobí mechanické poranění s následným zanícením tkáně a navození 

nežádoucí imunitní odpovědi jedince (de Souza et Fiocchi, 2016). To má za následek nástup vnějších 

symptomů, obvykle horečky, bolesti břicha, průjmu a úbytku na váze. 

Zvažován je také vztah mikrobiomu ke vzniku nádorových onemocnění. Byly zaznamenány 

rozdíly v činnosti střevních bakterií mezi zdravými jedinci a osobami s kolorektálním karcinomem. 

Jedná se především o redukci počtu bakteriálních producentů butyrátu, látky s prokazatelnou 

protirakovinnou aktivitou, a nárůst oportunních patogenů produkujících různé druhy toxinů,  

které můžou významně přispívat k rozvoji tohoto onemocnění. Celá problematika je však zatím nejasná, 

jelikož při výzkumu byly použity vzorky tkání pacientů, kterým již byla rakovina diagnostikována  

a změny mikrobioty tak mohou být až projevem tohoto onemocnění (Wang et al., 2012). 

 Pro člověka však může nepříznivá struktura mikrobiomu způsobovat mnoho zdravotních 

komplikací mimo gastrointestinální trakt, jako jsou různá neurologická, metabolická a kardiovaskulární 

onemocnění či obezita (Sivaprakasam et al., 2017). 

3.4.3 AhR jako terapeutický cíl při léčbě IBD  

 Jak již bylo několikrát zmíněno, látky produkované intestinálními mikroorganismy aktivují 

AHR. Jelikož se tento receptor podílí na regulaci zánětlivých procesů a tumorigenezi, není žádným 

překvapením, že se mnohé výzkumy věnují jeho potenciálnímu využití právě v terapii chronických 

střevních zánětů. 
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 Má se za to, že kynureninová cesta metabolismu tryptofanu hraje roli v zánětlivých procesech. 

Při bližším zkoumání jejího vlivu na samicích myší s kolitidou vyvolanou dextranem sulfátem sodným 

(DSS) byla zaměřena pozornost na metabolity KYNA a XANA, ligandy AhR. Mezi zvyšujícími se 

koncentracemi těchto látek v krevním séru a intenzitou zánětu v průběhu kolitidy byla pozorována. 

Stejně tak tomu bylo i u myší v souvislosti s úbytkem na váze, což je jeden z hlavních příznaků tohoto 

onemocnění. Pro ověření zlepšení popsaných příznaků byly následně testovaným jedincům tyto dvě 

látky podány orálně, což vedlo ke zvýšení jejich koncentrace v krevním séru. Ve srovnání s kontrolními 

jedinci byla opět pozorována signifikantní redukce v úbytku váhy, zkrácení délky tlustého střeva  

a ve snížení jeho histologického skóre. Tím byl potvrzen protizánětlivý vliv XANA a KYNA, který je 

na molekulární úrovni vyvolán prostřednictvím AhR, kdy jeho signalizací dochází k obnovení 

energetického metabolismu v zánětem poškozených pomocných T lymfocytech a intestinálních 

epiteliálních buňkách. Experiment byl následně aplikován i na vzorky lidských pacientů s IBD a bylo 

dospěno ke stejnému závěru, jako v případě předchozích pokusů na myších modelech (Michaudel et al., 

2023). 

 Peng et al. (2021) prováděli tentýž výzkum jako Michaudel et al., avšak zkoumanou látkou byl 

indol-3-karbinol (I3C), z potravy získávaný agonista AhR. Myši s DSS-indukovanou kolitidou stejně 

jako v případě vlivu látek XANA a KYNA po vystavení I3C přibývaly na váze, došlo k utlumení exprese 

proteinů doprovázejících nekroptózu intestinálních epiteliálních buněk, snížení jejich histologického 

skóre a k prodloužení jejich tlustého střeva. Na histologických řezech byla patrná redukce infiltrace 

zánětlivých buněk do tlustého střeva a snížení poškození střevní tkáně vyvolaného onemocněním. UC 

je doprovázena také narušením intestinální homeostázy, která byla po aplikaci I3C zmírněna a jeho 

vlivem došlo dokonce k prevenci odumírání buněk střevního epitelu a k zachování jejich proliferace.  

I v případě I3C bylo zjištěno, že redukce nekroptózy a zánětu bylo docíleno aktivací AhR, kdy 

prostřednictvím jeho signální dráhy interagující s nukleárním faktorem kappa B došlo k poklesu 

produkce zánětlivých cytokinů v buňkách jak myších, tak lidských. Z těchto důvodů je I3C vhodným 

kandidátem na terapii UC a z důvodu jeho hojné přítomnosti v košťálové zelenině by mohl být přijímán 

dokonce jako doplněk stravy. Před zavedením této látky jako léčiva je však třeba více porozumět 

molekulárnímu mechanismu tohoto onemocnění a přesnému působení doposud užívaných léčiv. 

3.5 Druhové rozdíly mezi účinky ligandů AhR  

 I když jsou struktura a mechanismus působení AhR fylogeneticky vysoce konzervovány  

(Hahn, 2002), chemické složení jeho ligand vazebné domény či dioxinových responsivních elementů 

(DRE) se může v rámci různých živočišných druhů lišit. Rozdílný může být také transaktivační 

potenciál receptoru, specifita cílových genů a relativní afinita vazby k HSP90 a XAP2. Lidský AhR  

je například in vitro méně stabilní než AhR myší a pro udržení konformace vázající ligand je třeba 

přítomnosti solí kyseliny molybdenové (Manchester et al., 1987). Receptor také váže asi o 50 % HSP90 
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než receptor myší (Hogenesch et al., 1997) a i v případě vazby molekuly XAP2 je její afinita 

pravděpodobně nižší, což vede k rozdílné subcelulární lokalizaci receptorů (Ramadoss et al., 2004). 

Všechny tyto rozdíly způsobují, že následná míra odpovědi na aktivaci receptoru ligandem není mezi 

organismy shodná. Na afinitě ligandů k receptorům se podílí navíc i různá konformace molekul společně 

s konformací, které receptor po navázání ligandu zaujme. Nejčastěji využívanými modelovými 

organismy pro studium aktivity AhR jsou člověk, myš a krysa. Zjištěný fakt, že ve funkci AhR existují 

mezi těmito druhy rozdíly vede k tomu, že některá data získaná z laboratorních experimentů na velice 

často používaných buněčných liniích hlodavců nelze analogicky aplikovat u lidí. 

3.5.1 Aminokyselinové složení LBD domén 

 Pomocí místně cílené mutageneze in vitro se povedlo identifikovat některé z rozdílů 

v aminokyselinových zbytcích ligand vazebných domén AhR.  Nejvíce studovaným reziduem je alanin 

v pozici 375 (Ala375) u myšího AhR, jelikož právě ten zprostředkovává vazbu dioxinových ligandů 

k receptoru, mezi které patří i nejvíce využívaný modelový agonista TCDD (Poland et al., 1994).  

Jeho místně cílená mutace na valin způsobila snížení afinity k tomuto ligandu. Stejný fenomén byl 

pozorován v rámci evoluce lidského AhR, kde u primátů a neandrtálců tuto vazbu zprostředkovával 

alanin v pozici 381 (A381). Během evoluce došlo k jeho mutaci na valin, což vedlo ke snížení afinity 

TCDD k AhR dnešního člověka a ke zmírnění následků jeho toxických projevů (Aarts et al., 2021). 

Příkladem druhově specifického účinku AhR ligandů je i mikrobiální metabolit indirubin, který je více 

potentním aktivátorem lidského receptoru obsahujícího v pozici 375 na rozdíl od myšího AhR valin.  

Ve stejné studii byla věnována pozornost i C-terminální části receptoru.  Tato tzv. transaktivační doména 

vykazuje v rámci lidského a myšího AhR pouze 58% podobnost v aminokyselinových sekvencích, 

přičemž nejzásadnějšími jsou rozdíly v oblasti bohaté na glutamin. To může mít za následek vazbu 

rozdílných kofaktorů v rámci aktivace obou receptorů stejnými ligandy a následnou detekci jejich 

odlišných funkčních odpovědí (Flaveny et Perdew, 2009).  

3.5.2 Dioxin responsivní elementy 

 Vedle různých struktur receptoru byly mezi živočišnými druhy identifikovány rozdíly mezi 

počtem, distribucí a umístěním dioxinových responsivních elementů (DRE). Dere et al. (2011) provedli 

srovnávací analýzu TCDD-indukované exprese AhR genů v hepatomových liniích člověka (HepG2), 

myši (Hepa1c1c7) a krysy (H4IIE). Metoda DNA microarray odhalila odlišné sekvence DRE elementů 

v rámci stejných genů GSTA5, CCND1 a ID3 napříč těmito druhy. Jejich počet v jednotlivých genech 

byl navíc přímo úměrný stupni aktivace receptoru. Ta byla po 24 hodinách inkubace s TCDD nejvyšší 

u lidského AhR (9,9 %), poté u AhR krysího (5,2 %) a nejnižší indukce byla pozorována u myší linie 

Hepa1c1c7 (1,1 %). Rozdílná míra aktivace receptoru v daných liniích tak měla za následek odlišnou 

indukci transkripce AhR cílových genů zahrnujících například CYP1A1 a UGT1A6. 
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4 MATERIÁL A METODY  

4.1 Biologický materiál 

• Stabilně transfekovaná reportérová buněčná linie Aherepa odvozená od parentální myší 

hepatomové linie Hepa1c1c7. 

• Stabilně transfekovaná reportérová buněčná linie AZ-AhR odvozená od parentální lidské 

hepatomové linie HepG2. 

• Plazmid pGL-4.27-DRE – plazmid použitý pro stabilní transfekci Hepa1c1c7 a HepG2 nesoucí 

dioxinový responsivní element (DRE) a gen pro rezistenci proti hygromycinu použitý  

pro transfekci obou buněčných linií. 

4.2 Použité chemikálie 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 1489-5MG) 

• Antibiotika penicilin (10 000 U/ml) a streptomycin (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, P4333) 

• Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, 20022-CT0) 

• D-luciferin (Sigma-Aldrich, L9504) 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose (DMEM) – glukóza (4500 mg/l); 10 % 

FBS; L-glutamin (2 mM); antibiotika penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 µg/ml), 1 % 

neesenciálních aminokyselin (Sigma-Aldrich, D6546) 

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

• Fetální bovinní 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, I7256) 

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

• Lyzační pufr (Promega, E3971) 

• Methyltetrazoniová sůl (MTT; 5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, M2128) 

• Neesenciální aminokyseliny (100x) (Sigma-Aldrich, M7145) 

• Triton X-100 (Serva, 37 240) 

• Trypanová modř (Sigma-Aldrich, T6146) 

 



22 

 

4.3 Složení použitých roztoků 

• Kultivační médium: 500 ml komerčního média DMEM; 50 ml 10% FBS; 5 ml roztoku 

antibiotik penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu (100 µg/ml); 5 ml 2mM L-glutaminu; 5 ml 

1% neesenciálních aminokyselin 

• Substrát pro luciferázu: 168 mg DTT; 10 mg ATP; 5mg koenzymu A; 5 mg D-luciferinu;  

3,03 mg heptahydrátu síranu hořečnatého; 1,23 mg EDTA; 1,32 ml Tris-acetát-EDTA pufru 

(1M, pH 7,8); objem doplněn destilovanou vodou na 30 ml 

4.4 Seznam laboratorních přístrojů a zařízení 

• Spektrofotometr (Infinite M200, Tecan) 

• CO2 inkubátor (NB-203 XL, N-Biotek) 

• Laboratorní třepačka (Rocker-Shaker MR-12, Biosan) 

• Laminární box (Labculture Class II Type A2, Esco) 

• Mikroskop (NIB-100, Novel Optics) 

• Odsávačka (Flask-Trap 1, Biosan) 

• Vodní lázeň (LCB-11D, Labtech) 

• Vortex (Reax top, Heidolph) 

4.5 Rozmrazování buněk  

Před zahájením experimentu bylo nutné potřebné buněčné linie zamražené na -80 °C  

nebo v tekutém dusíku rozmrazit. Při rozmrazování je nutné pracovat rychle, aby bylo zabráněno tvorbě 

ledových krystalů v buňkách a nedocházelo tak k jejich poškození. 

1. V laminárním boxu bylo do kultivační láhve o ploše 25 cm2 napipetováno 5 ml kultivačního média 

předehřátého na tepotu 37 °C. 

2. Buňky byly inkubovány 2 minuty ve vodní lázni (37 °C). 

3. 1 ml média z kultivační lahve byl přepipetován k buňkám, které byly ihned poté přepipetovány 

zpět do kultivační lahve. 

4. Kultivační lahev s buňkami přemístit do inkubátoru (37 °C, 5% atmosféra CO2) 

5. Následující den bylo v kultivační nádobě vyměněno médium. 

4.6 Kultivace a pasážování buněk 

Buněčné linie byly kultivovány v kultivačních lahvích o ploše 75 a 150 cm2 v inkubátoru  

při teplotě 37 °C a 5 % atmosféře CO2. 
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 Po nárůstu buněk do dostatečné konfluence, tedy kdy buňky zaplnily celý povrch dna kultivační 

nádoby, bylo nutné buňky zpasážovat. Pasáž je nezbytná pro započetí experimentů a také k zabránění 

tzv. kontaktní inhibice, která spočívá v zastavení buněčného dělení z důvodu nedostatku prostoru  

pro buněčný růst. Pasáž byla prováděna každé 2–3 dny. 

1. Médium a fosfátový pufr byly nahřáty ve vodní lázni (37 °C). Mezitím byl při pokojové teplotě 

rozmražen trypsin. 

2. Buňky byly vytaženy z inkubátoru a prohlédnuty pomocí světelného mikroskopu. 

3. Buňky byly společně s vydesinfikovanými nahřátými chemikáliemi přeneseny do laminárního 

boxu. 

4. Z kultivační lahve o ploše 75 cm2 bylo odsáto staré kultivační médium. Buňky v lahvi byly 

promyty 5–7 ml fosfátového pufru, který byl opět odsát. 

5. Na buňky byl aplikován 1 ml pracovního roztoku trypsinu a kultivační lahev byla na 5 minut 

přenesena do inkubátoru, aby došlo k oddělení buněk od kultivačního povrchu. 

6. Po inkubaci bylo působení trypsinu zastaveno přidáním 9 ml média. Pro dosažení rovnoměrné 

suspenze bylo médium s buňkami opakovaně nasáváno a vypouštěno pomocí sérologické 

pipety. 

7. Buněčná suspenze byla přenesena do 50 ml plastové centrifugační zkumavky a část buněčné 

suspenze byla vrácena do kultivační nádoby.  

8. K tomuto objemu bylo přidáno 20 ml kultivačního média a láhev s buňkami byla vrácena  

do inkubátoru. 

4.7 Počítání buněk a vysetí na desky 

1. Ze suspenze získané pasážováním buněk bylo mikropipetou odebráno 10 µl do 0,5 ml 

mikrozkumavky. 

2. K obsahu zkumavky bylo přidáno 90 µl Trypanové modři a suspenze byla promíchána 

opakovaným nasáváním mikropipetou. 

3. Bürkerova komůrka byla překryta krycím sklíčkem a byla do ní aplikována buněčná suspenze 

obarvená Trypanovou modří tak, aby se suspenze dostala do prostoru pod krycí sklíčko.  

4. Pod mikroskopem byly spočítány buňky v pěti zorných polích horní části komůrky a následně 

v pěti zorných polích její dolní části.  

5. Z počtu buněk ve všech zorných polích byla spočítána koncentrace buněk v jednotkách mil./ml. 

6. Byly vypočítány objemy suspenze a média potřebné k jejímu naředění na koncentraci 

požadovanou pro provedení experimentu. 

7. Buňky o koncentraci 25 000 buněk na jamku byly po 190 µl vysety na kultivační 96-jamkové 

desky, které byly následně na 24 hodin umístěny do inkubátoru. 

8. Takto připravené buňky byly následně použity pro provedení MTT testu a Reporter gene assay. 
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4.8 Příprava testovaných látek 

Po 24 hodinách od vysetí buněk na desky následovala aplikace testovaných látek FICZ, 

indirubin, I3C, IAD a 3MI. Pro testování látek bylo nutné nejprve připravit jejich požadované 

koncentrace. Zásobní roztoky byly připraveny rozpuštěním v DMSO a následně byly metodou 

postupného ředění namíchány koncentrační řady jednotlivých látek podle rozpisů v Tabulkách 1–5. 

Koncentrace zásobních roztoků činily 20 mM pro FICZ, 10 mM pro indirubin, 1000 mM pro látky I3C 

a IAD a 200 mM pro 3MI.  

Pro stanovení cytotoxicity látek pomocí MTT testu byly takto připravené vzorky 1000x ředěny 

do kultivačního média. Jako negativní kontrola bylo v experimentu použito 0,1% DMSO a jako kontrola 

pozitivní 2% Triton X-100. Při stanovení transkripční aktivity AhR metodou Reporter gene assay byly 

látky ředěny do depletovaného média obsahujícího buněčné metabolity, které bylo pravidelně odebíráno 

z kultivační lahve s buňkami během pasáží. Jako negativní kontrola zde bylo opět použito 0,1% DMSO. 

Pro provedení obou experimentů byly použity tytéž koncentrace testovaných látek. 

 

Tabulka 1: Příprava koncentrační řady FICZ ze zásobního roztoku o koncentraci 20 mM. 

Ředění 
Objem roztoku 

látky [µl] 

Objem 

DMSO 

[µl] 

Koncentrace 

naředěného roztoku 

[µM] 

Ředění  

do média 

Konečná koncentrace 

v médiu [nM] 

2x 100 100 10000 

1000x 

10000 

10x 20 180 1000 1000 

10x 20 180 100 100 

10x 20 180 10 10 

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: Příprava koncentrační řady Indirubinu ze zásobního roztoku o koncentraci 10 mM. 

Ředění 
Objem roztoku 

látky [µl] 

Objem DMSO 

[µl] 

Koncentrace 

naředěného 

roztoku [µM] 

Ředění  

do média 

Konečná koncentrace 

v médiu [nM] 

----- 200 0 10000 

1000x 

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 

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: Příprava koncentrační řady I3C ze zásobního roztoku o koncentraci 1000 mM. 

Ředění 
Objem roztoku 

látky [µl] 

Objem DMSO 

[µl] 

Koncentrace 

naředěného 

roztoku [mM] 

Ředění  

do média 

Konečná koncentrace 

v médiu [µM] 

----- 200 0 1000 

1000x 

1000 

2x 100 100 500 500 

5x 40 160 100 100 

2x 100 100 50 50 

5x 40 160 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 
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Tabulka 4: Příprava koncentrační řady IAD ze zásobního roztoku o koncentraci 1000 mM. 

Ředění 
Objem roztoku 

látky [µl] 

Objem DMSO 

[µl] 

Koncentrace 

naředěného 

roztoku [mM] 

Ředění  

do média 

Konečná koncentrace 

v médiu [µM] 

----- 200 0 1000 

1000x 

1000 

2x 100 100 500 500 

5x 40 160 100 100 

10x 20 180 10 10 

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: Příprava koncentrační řady 3MI ze zásobního roztoku o koncentraci 200 mM. 

Ředění 
Objem roztoku 

látky [µl] 

Objem DMSO 

[µl] 

Koncentrace 

naředěného 

roztoku [mM] 

Ředění  

do média 

Konečná koncentrace 

v médiu [µM] 

----- 200 0 200 

1000x 

200 

2x 100 100 100 100 

10x 20 180 10 10 

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 

 

 

4.9 MTT test 

 Jako první byl sledován účinek jednotlivých koncentrací látek na viabilitu buněk za účelem 

stanovení jejich toxicity. Vyhodnocení bylo provedeno na základě MTT testu, kdy byly buňky 

inkubovány s roztokem methyltetrazoniové soli. Test využívá aktivity buněčných mitochondriálních 

dehydrogenáz, které jsou v živých buňkách aktivní a jejich prostřednictvím dochází k redukci 

methyltetrazoniové soli na tmavě fialový formazan. Tyto enzymy však v poškozených či mrtvých 

buňkách ztrácí svoji aktivitu, a tak jejich mitochondrie nejsou takové přeměny schopny a vznik fialového 

produktu nenastává.  
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1. Ředěním zásobních roztoků do média byly připraveny koncentrační řady testovaných látek, 

negativní kontrola (0,1% DMSO) a pozitivní kontrola (2% Triton X-100). 

2. Buňky byly vytaženy z inkubátoru a pomocí mikroskopu byla zkontrolována jejich konfluence. 

3. V laminárním boxu bylo z jamek s buňkami odsáto staré médium a na buňky byly aplikovány 

připravené roztoky testovaných látek. 

4. Látky byly na buňky aplikovány vzestupně po koncentracích, přičemž každá z nich byla 

na desku pipetována v pěti opakováních. Do první řady jamek byla nanesena negativní kontrola 

a do poslední kontrola pozitivní. 

5. Desky byly na 24 hodin přeneseny do inkubátoru. 

6. Po uplynutí stanovené doby inkubace byl připraven roztok MTT ředěním 10x s PBS  

ze zásobního roztoku o koncentraci 5 mg · ml-1. 

7. Desky byly vytaženy z inkubátoru a jejich obsah byl vyklepnut do výlevky. 

8. Buňky, které zůstaly přisedlé na dnech jamek destičky byly promyty 100 µl 1x PBS, který byl 

následně opět vyklepnut. 

9. Do každé jamky bylo aplikováno 100 µl připraveného roztoku MTT s 1x PBS. 

10. Buňky byly inkubovány při 37 °C do doby, než se žlutý MTT roztok nepřeměnil na fialový. 

11. Obsah desek byl vyklepnut do výlevky a vzniklé krystalky formazanu byly rozpuštěny 

v DMSO. 

12. Byla změřena absorbance roztoků v jednotlivých jamkách pomocí programu I-Controll  

na spektrofotometrickém readru. Měření probíhalo při vlnové délce 570 nm s protřepáním 

desky každých 10 s. 

4.10 Reporter gene assay 

 Druhou částí této bakalářské práce bylo stanovení transkripční aktivity AhR pomocí reportérové 

eseje. K provedení této metody je třeba transfekovat buňky plazmidem obsahujícím reportérový gen. 

Buněčné linie sloužící k provedení experimentů byly již stabilně transfekovány plazmidem nesoucím 

AhR responsivní element (DRE) a gen pro luciferázu. Tento enzym oxiduje substrát D-luciferin  

na oxyluciferin a během reakce dochází k emisi světla. Míra emitované chemiluminiscence je přímo 

úměrná transkripční aktivitě sledovaného genu. 

Při sledování transkripční aktivity AhR byly experimenty vyhodnocovány po 24 a 4 hodinách 

inkubace buněk s testovanými látkami.  

1. Ředěním zásobních roztoků do depletovaného média byly připraveny koncentrační řady 

testovaných látek a negativní kontrola (0,1% DMSO).  

2. Buňky byly vytaženy z inkubátoru a pod mikroskopem byla zkontrolována jejich konfluence. 

3. V laminárním boxu bylo z jamek s buňkami odsáto staré médium a na buňky byly aplikovány 
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připravené roztoky testovaných látek. 

4. Látky byly na buňky aplikovány vzestupně po koncentracích, přičemž každá z nich byla  

na desku pipetována v pěti opakováních. Do první řady jamek byla nanesena negativní kontrola. 

5. Desky byly inkubovány po dobu 4 nebo 24 hodin. 

6. Po uplynutí stanovené doby inkubace byl připraven roztok lyzačního pufru 50x ředěním 

zásobního roztoku destilovanou vodou. 

7. Desky byly vytaženy z inkubátoru a jejich obsah byl vyklepnut do výlevky. 

8. Do jamek mikrotitrační desky bylo aplikováno 30 µl 1x lyzačního pufru.  

9. Desky byly minimálně na dobu 30 minut umístěny do mrazáku s teplotou -80 °C, aby došlo 

k jejich lýzi. 

10. Po vytažení z mrazáku byly desky rozmraženy na stolní třepačce.  

11. Byly připraveny speciální desky pro měření luminiscenčního signálu. 

12. Do každé jamky desky bylo pipetováno 6 µl lyzátu a 30 µl substrátu D-luciferinu. 

13.  Byla změřena míra luminiscence v jednotlivých jamkách pomocí programu I-Controll  

na spektrofotometrickém readru. Měření probíhalo v programu bioluminiscence určeném pro 

luciferázovou reportérovou esej. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Stanovení cytotoxicity testovaných látek pomocí MTT testu 

 Po inkubaci buněk s testovanými látkami byl pomocí MTT testu stanoven jejich potenciální 

cytotoxický účinek. Zjištění, zda některá z testovaných koncentrací látek je či není cytotoxická  

je důležité pro následující provedení experimentu sledujícího transkripční aktivitu AhR. Takové 

koncentrace, po jejichž 24hodinovém působení na buněčné linie Aherepa a AZ-AhR klesla životnost 

buněk pod 50 %, byly pro následující experiment vyřazeny. 

 Expozice buněk látce FICZ nezpůsobila u žádné z koncentrací cytotoxický efekt na buněčné 

line Aherepa (Graf 1) ani AZ-AhR (Graf 2). Hodnoty viability se u nižších koncentrací pohybovaly 

kolem 100 %, u nejvyšší koncentrace (10000 nM) byl zaznamenán lehký pokles na 80,8 ± 2,6 % u linie 

Aherepa a 68,8 ± 9,9 % u linie AZ-AhR. Mezi toxickým vlivem FICZ na tyto dvě linie nebyly 

pozorovány zásadní rozdíly. 
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Graf 1: Viabilita buněčné linie Aherepa po aplikaci látky FICZ stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,01 nM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100  

a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. 
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V případě indirubinu nebyl u žádné z linií po 24 hodinách působení pozorován výrazný pokles 

viability buněk. Ta se pohybovala v rámci testovaných koncentrací 1–10000 nM v rozmezí 93–105 %. 

Mezi experimenty provedenými na buněčných liniích Aherepa (Graf č. 3) a AZ-AhR (Graf č. 4) nebyly 

opět pozorovány podstatné rozdíly v hodnotách procent viability. 
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Graf 2: Viabilita buněčné linie AZ-AhR po aplikaci látky FICZ stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,01 nM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100  

a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. 
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Graf 3: Viabilita buněčné linie Aherepa po aplikaci látky indirubin stanovená MTT testem po 24 hodinách 

inkubace. Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 1 nM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton  

X-100 a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů 
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Po 24 hodinách působení látky I3C na testované buněčné linie byl zaznamenán signifikantní 

pokles viability buněk u nejvyšší koncentrace (1000 µM). Viabilita v tomto případě u buněčné linie 

Aherepa (Graf 5) i AZ-AhR (Graf 6) klesla pod 20 %. U lidské buněčné linie byl pokles životnosti lehce 

pod 50 % pozorován i u koncentrace 500 µM, a to konkrétně na hodnotu 46,2 ± 11,7 %. V toxicitě 

nižších koncentrací I3C však nebyly mezi buněčnými liniemi pozorovány další podstatné rozdíly. 
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Graf 4: Viabilita buněčné linie AZ-AhR po aplikaci látky indirubin stanovená MTT testem po 24 hodinách 

inkubace. Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 1 nM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton  

X-100 a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. 
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Graf 5: Viabilita buněčné linie Aherepa po aplikaci látky I3C stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,1 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100 a jako 

kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Výsledky byly 

statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. Významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde 

*p<0,01 a **p<0,001. 
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Životnost obou testovaných buněčných linií se po vystavení vlivu IAD po dobu 24 hodin 

pohybovala mezi 90–100 %. Až u nejvyšší koncentrace této látky (1000 µM) byl pozorován mírný 

pokles viability buněk na 81,8 ± 7,1 % u linie Aherepa (Graf 7). V případě buněčné linie AZ-AhR pokles 

viability u nejvyšší koncentrace IAD nenastal (Graf 8).  
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Graf 6: Viabilita buněčné linie AZ-AhR po aplikaci látky I3C stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,1 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100 a jako 

kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Výsledky byly 

statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. Významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde 

*p<0,01 a **p<0,001. 
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Graf 7: Viabilita buněčné linie Aherepa po aplikaci látky IAD stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,1 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100  

a jako kontrola negativní 0,1%  DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů.  
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Taktéž u 3MI nebyl pozorován cytotoxický vliv na testované buněčné linie u žádné z koncentrací. 

U prvních z nich (0,001 – 5 µM) se procenta viability pohybovala kolem 90 %. Postupný pokles této 

hodnoty byl zaznamenán od koncentrace 10 µM. U buněčné linie Aherepa dosáhla její viabilita nejnižší 

hodnoty 66,4 ± 4,3 % (Graf 9) a u AZ-AhR 55,8 ± 5,1 % (Graf 10).  Tento zaznamenaný pokles byl tedy 

u buněčné linie AZ-AhR výraznější než u linie Aherepa. 
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Graf 8: Viabilita buněčné linie AZ-AhR po aplikaci látky IAD stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,1 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100 a jako 

kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. 
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Graf 9: Viabilita buněčné linie Aherepa po aplikaci látky 3MI stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,001 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100 

 a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Výsledky byly 

statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. Významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde 

*p<0,01 a **p<0,001. 
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 Na základě výše uvedených výsledků bylo usouzeno, že pouze látka I3C v koncentraci  

1000 µM má na obě line cytotoxický účinek, a proto byla vyřazena pro následující experimenty pomocí 

luciferázové reportérové eseje. 

5.2 Srovnání vlivu katabolitů tryptofanu na transkripční aktivitu AhR pomocí 

luciferázové reportérové eseje 

Účinek testovaných látek na aktivitu AhR v buněčných liniích AZ-AhR a Aherepa byl určen 

provedením luciferázové reportérové eseje (Grafy 11–15). Buňky byly s látkami inkubovány po dobu  

4 a 24 hodin. Naměřené hodnoty chemiluminiscenčního signálu byly vztaženy k negativní kontrole 

0,1 % DMSO, čímž byly převedeny do formy násobků indukce (Fold induction). Cílem tohoto 

experimentu bylo také vypočítat hodnoty EC50 látek, tedy koncentraci dané látky, která vyvolá právě 

50% odpověď receptoru. Hodnoty EC50 byly stanoveny vedoucí práce z průměru několika experimentů 

v programu GraphPad Prism 9 a jsou uvedeny níže v Tabulce 6. U některých z Grafů 11–15,  

které představují experiment reprezentativní, jsou dále uvedeny hodnoty EC50 získané z těchto 

konkrétních experimentů. Účinky testovaných látek mezi sebou byly nakonec vzájemně porovnány,  

a to jak v rámci jedné linie s rozdílným inkubačním časem, tak mezi liniemi se stejnou dobou působení 

látek. Porovnání výsledků mezi dvěma druhově odlišnými buněčnými liniemi sloužilo k zjištění 

potencionálního rozdílu v aktivaci AhR mezi myší linií Aherepa a lidskou AZ-AhR tryptofanovými 

katabolity. 
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Graf 10: Viabilita buněk linie AZ-AhR po aplikaci látky 3MI stanovená MTT testem po 24 hodinách inkubace. 

Procenta viability byla vztažena ke koncentraci 0,001 µM. Jako pozitivní kontrola byl použit 2% triton X-100  

a jako kontrola negativní 0,1% DMSO. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. významné 

hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001. 
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Aplikace látky FICZ na buněčnou linii Aherepa v koncentraci 1 nM po čtyřech hodinách  

(Graf 11A) vyvolala nejvyšší nárůst transkripční aktivity receptoru a bylo dosaženo tzv. fáze plateau 

(oblast křivky, kde obecně již nedochází ke zvýšení odpovědi). S dalším zvyšováním koncentrací již 

nedocházelo k nárůstu transkripční aktivity AhR, ba naopak k jejímu postupnému poklesu od 1µM 

koncentrace. U linie AZ-AhR byl pozorován velmi podobný průběh transkripční aktivity receptoru,  

kdy při koncentraci FICZ okolo 10–100 nM došlo v reprezentativní experimentu k vyvolání nejvyšší 

odpovědi receptoru (Graf 11B). U následující testované koncentrace látky (1µM) byl opět zjevný 

nápadný pokles v aktivitě AhR. Průměrné hodnoty EC50 po 4hodinovém působení látkou FICZ  

se rovnaly 43 ± 8.3 pM a 0.4 ± 0.5 nM v liniích Aherepa a AZ-AhR. Po 24 hodinách inkubace FICZ 

s buněčnou linií Aherepa nedocházelo zprvu u nižších koncentrací k významnému zvýšení indukce 

(Graf 11C). Od koncentrace 1 nM však začal signál postupně narůstat, přičemž nejsilnější odpověď 

receptoru látka vyvolala v koncentraci 10 µM. U lidské buněčné linie byl sledován stejný průběh 

aktivace AhR, avšak je zde viditelný velký skok v aktivitě receptoru mezi koncentracemi 0,1 a 1 µM 

(Graf 11D). Indukce transkripční aktivity lidského receptoru navíc dosáhla hodnot desetkrát vyšších,  

než tomu bylo u linie Aherepa. Po 24hodinové inkubaci s látkou FICZ byl pozorován výrazný nárust 

hodnot násobků indukce, ovšem ani u jedné buněčných linií nebylo dosaženo plateau a průměrné 

hodnoty EC50 uvedené v tabulce 6 jsou pouze orientační. 

Po 4 hodinách inkubace buněčné linie Aherepa s indirubinem dosáhla tato látka nejvyšší indukce 

v koncentraci 1µM (Graf 12A), kdy bylo dosaženo plateau (koncentrace 5 µM není v grafu uvedena, 

jelikož nebyla testovaná ve všech nezávislých experimentech), podobně tomu tak bylo u buněčné linie 

AZ-AhR (Graf 12B). Stejný průběh aktivace receptoru v rámci obou testovaných linií byl pozorován  

i u 24hodinových experimentů. Nejsilnější indukci vyvolal indirubin v nejvyšší testované koncentraci 

5000 nM, avšak u buněčné linie AZ-AhR (Graf 12C) byly její hodnoty od koncentrace 100 nM až stokrát 

vyšší než u linie Aherepa (Graf 12D). Nižší než 100nM koncentrace této látky vyvolaly u obou 

buněčných linií srovnatelnou funkční odpověď receptoru. Průměrné hodnoty EC50 indirubinu u linie 

Aherepa činily 13 ± 18 nM po 4 hodinách a 1.2 ± 0.39 µM po 24 hodinách inkubace. V případě linie 

Az-AhR byla průměrná hodnota EC50 po 4 hodinách působení 0.18 ± 0.15 nM a po 24 hodinách  

1.0 ± 0.54 µM. 
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(A) Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. EC50 = 0.04 ± 0.008 nM. 

(B) Graf byl vybrán jako reprezentativní z 5 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 0.1 nM, průměrná EC50 = 0.4 ± 0.5 nM. 

(C) Graf byl vybrán jeko reprezentativní ze 7 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 122 nM, průměrná EC50 = 59 ± 48 nM. 

(D) Graf byl vybrán jako reprezentativní z 6 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 500 nM, průměrná EC50 = 220 ± 240 nM.

Graf 11: Transkripční aktivita AhR v buněčných liniích Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinách inkubace s testovanou látkou FICZ. Jako negativní 

kontrola bylo použito 0,1% DMSO. Výsledky byly statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. Významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,01  

a **p<0,001 
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(A) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazením průměru šesti nezávislých experimentů. EC50 = 13 ± 18 nM 

(B) Graf byl vybrán jako reprezentativní z 6 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 0,078 nM, průměrná EC50 = 0.18 ± 0.15 nM. 

(C) Graf byl vybrán jako reprezentativní ze 7 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 1,08 µM, průměrná EC50 = 1.2 ± 0.39 µM. 

(D) Graf byl vybrán jako reprezentativní z 6 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 0,93 µM, průměrná EC50 = 1.0 ± 0.54 µM.

Graf 12: Transkripční aktivita AhR v buněčných liniích Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinách inkubace s testovanou látkou Indirubin.  

Jako negativní kontrola bylo použito 0,1% DMSO. Výsledky byly statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. Významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, 

kde *p<0,01 a **p<0,001 



38 

 

Působení látky I3C je prezentováno ve skupině grafů č. 13. Po 4 hodinách působení I3C  

o koncentraci 10 µM na buněčnou linii Aherepa byl pozorován nárust transkripční aktivity AhR  

(Graf 13A), která dosáhla maximální hodnoty při koncentraci 100 µM. Podobný trend byl pozorován  

u buněčné linie AZ-AhR, kdy u 500 µM koncentrace hodnoty násobku indukce v rámci nezávislých 

experimentů mírně narůstaly (graf 13B je prezentován jako průměr ze čtyř experimentů). Vystavení linie 

Aherepa látce I3C po dobu 24 hodin nevedlo v žádné z koncentrací k významně vysoké indukci 

transkripční aktivity AhR (Graf 13C). V případě AZ-AhR se indukce vyvolaná nižšími koncentracemi 

I3C výrazně nelišila od linie Aherepa, avšak u 100µM koncentrace došlo v lidské buněčné 

liniik významnému zesílení odpovědi receptoru. Nejvyšší koncentrace (500 µM) vyvolala signifikantní 

pokles indukce, a to na polovinu hodnoty vyvolané předchozí koncentrací testované látky. Během  

24 hodin inkubace I3C s buněčnou linií Aherepa nedošlo ke zvýšení aktivity receptoru oproti 4 hodinám 

inkubace, ba naopak naměřený signál byl u všech testovaných koncentrací o více než polovinu nižší. 

Průměrné hodnoty EC50 pro I3C v buněčné linii Aherepa činily 11 ± 6.5 µM po 4 hodinách působení  

a 11 ± 5.7 µM po 24 hodinách. U lidské buněčné linie vyvolala 4hodinová i 24hodinová inkubace s touto 

látkou přibližně stejnou odezvu receptoru, až na již zmíněný pokles v transkripční aktivitě  

po 24 hodinách inkubace s její nejvyšší koncentrací. Průměrná hodnota EC50 u 4hodinového 

experimentu je 16 ± 10 µM. U 24hodinového experimentu je EC50 pouze orientační a činí 110 ± 65 µM, 

jelikož se mezi jednotlivými experimenty výrazně lišila.  

Aplikace látky IAD vedla k nárustu transkripční aktivity AhR v obou buněčných liniích  

a výsledky jsou prezentovány ve skupině grafů č. 14. Účinek této látky v linii Aherepa byl po 4h a 24h 

velmi podobný (14A,B), kdy maximální odpověď receptoru vyvolala látka v koncentraci 500–1000 µM. 

Hodnoty násobků indukce u linie AZ-AhR po 4 h působení byly v průměru 2,5x vyšší než tomu bylo  

v případě myší buněčné linie (Graf 14B) nicméně průběh nárustu aktivity je velmi podobný, což se 

odráží také na podobných průměrných hodnotách EC50 (Tabulka 6). V případě 24 hodin inkubace IAD 

s testovanými buněčnými liniemi došlo u linie AZ-AhR postupně od koncentrace 100 µM k vyvolání 

mnohonásobně silnější odpovědi receptoru oproti linii Aherepa (Graf 14D a 14C). Během 24 hodin 

působení došlo u linie Aherepa k výraznému nárůstu indukce působením IAD o koncentraci  

500 a 1000 µM. Průměrné hodnoty EC50 po 24h inkubaci s IAD se mezi buněčnými liniemi příliš neliší 

a jsou pouze orientační, jelikož nebylo dosaženo plateau (Tabulka 6).  

3MI vyvolal po 4 a 24 hodinách působení na buněčnou linii Aherepa maximální odpověď 

receptoru v koncentraci 200 µM (Graf 15A, C). Podobný trend byl pozorován u buněčné linie AZ-AhR 

(Graf 15B, D), čemuž nasvědčují i podobné průměrné hodnoty EC50. Ty byly po 4 hodinách inkubace 

17 ± 2.2 µM (Aherepa) a 5.8 ± 7.4 µM (AZ-AhR) a po 24 hodinách činily 3.1 ± 4.2 µM (Aherepa) 

 a 60 ± 34 µM (Az-AhR).  
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(A) Graf je vyobrazením průměru čtyř nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,05 a **p<0,01.  

EC50 = 11 ± 3.5 µM. 

(B) Graf je vyobrazením průměru čtyř nezávislých experimentů. EC50 = 16 ± 10 µM. 

(C) Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,001 a **p <0,0001. 

EC50 = 11 ± 5.7 µM. 

(D) Graf byl vybrán jako reprezentativní z 5 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 95 µM, průměrná EC50 = 110 ± 65 µM. 

Graf 13: Transkripční aktivita AhR v buněčných liniích Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinách inkubace s testovanou látkou I3C. Jako negativní 

kontrola bylo použito 0,1% DMSO. Výsledky byly statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. 
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(A) Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,05 a **p<0,01. 

 EC50 = 9.6 ± 3.4 µM. 

(B) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 µM. Graf byl vybrán jako reprezentativní z 6 nezávislých experimentů. EC50 reprezentativního experimentu = 

4,13 µM, průměrná EC50 = 2.6 ± 1.4 µM. 

(C) Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001.  

EC50 = 210 ± 43 µM. 

(D) Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu označeny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001. 

 EC50 = 477 ± 79 µM. 

Graf 14: Transkripční aktivita AhR v buněčných liniích Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinách inkubace s testovanou látkou IAD. Jako negativní 

kontrola bylo použito 0,1% DMSO. Výsledky byly statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. 



41 

 

(A) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. EC50 = 17 ± 2.2 µM 

(B) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazením průměru pěti nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu 

označeny symbolem *, kde *p<0,01 a **p<0,001. EC50 = 5.8 ± 7.4 µM. 

(C) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazením průměru tří nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu 

označeny symbolem *, kde *p<0,01. EC50 = 3.1 ± 4.2 µM. 

(D) Hodnoty fold induction byly vztaženy ke koncentraci 0,001 nM. Graf je vyobrazením průměru šesti nezávislých experimentů. Statisticky významné hodnoty jsou v grafu 

označeny symbolem *, kde *p<0,05 a **p <0,001. EC50 = 60 ± 34 µM.

Graf 15: Transkripční aktivita AhR v buněčných liniích Aherepa (A, C) a AZ-AhR (B, D) po 4 (A, B) a 24 (C, D) hodinách inkubace s testovanou látkou 3MI. Jako negativní 

kontrola bylo použito 0,1% DMSO. Výsledky byly statisticky zpracovány pomocí Studentova t-testu. 
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Tabulka 6: Souhrnný přehled hodnot EC50 testovaných látek po 4 a 24 hodinách působení 

 

Testovaná látka Doba Inkubace 
EC50 

Aherepa AZ-AhR 

FICZ 
4 h 43 ± 8.3 pM 0.4 ± 0.5 nM 

24 h 59 ± 48 nM 220 ± 240 nM 

Indirubin 
4 h 13 ± 18 nM 0.18 ± 0.15 nM 

24 h 1.2 ± 0.39 µM 1.0 ± 0.54 µM 

I3C 
4 h 11 ± 6.5 µM 16 ± 10 µM 

24 h 11 ± 5.7 µM 110 ± 65 µM 

IAD 
4 h 9.6 ± 3.4 µM 2.6 ± 1.4 µM 

24 h 210 ± 43 µM 477 ± 79 µM 

3MI 
4 h 17 ± 2.2 µM 5.8 ± 7.4 µM 

24 h 3.1 ± 4.2 µM 60 ± 34 µM 

Hodnoty jsou uvedeny jako průměr několika nezávislých experimentů ± směrodatná odchylka. 
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6 DISKUZE 

 Zjištění, že některé z katabolitů tryptofanu jsou schopny modulace činnosti aryl uhlovodíkového 

receptoru hraje významnou roli v mnoha fyziologických procesech (Adachi et al., 2001, Michaudel  

et al., 2023). Jedním z nich je udržení zdraví střev, jelikož část metabolismu tryptofanu mají na starost 

právě bakterie tvořící náš střevního mikrobiom (Schiering et al., 2017, Sivaprakasam et al., 2017, Lamas 

et al., 2016, Lamas et al., 2018, Metidji et al., 2018, Vyhlidalova et al., 2020). Některé z těchto látek  

by se tak daly po podrobnějším prozkoumání využít jako potencionální léčiva pro terapii různých 

chronických zánětlivých a nádorových onemocnění (Peng et al., 2021, Rogan, 2006, Reed et al., 2005). 

Již dříve bylo zjištěno, že při provádění laboratorních experimentů je důležité dbát na druhové rozdíly 

v působení testovaných látek (Dere et al., 2011, Flaveny et Perdew, 2009, Faber et al., 2018).  

Ty by v některých případech mohly vést k potencionálním nesrovnalostem ve výsledcích testování 

identických sloučenin. Z tryptofanových katabolitů jsou tyto odlišnosti v aktivaci AhR charakteristické 

především pro některé indoly a indigoidy (Hubbard et al., 2015, Faber et al., 2018). Cílem této 

bakalářské práce bylo shromáždit data o druhových rozdílech týkajících se aktivace AhR vybranými 

katabolity tryptofanu v myší hepatomové linii Aherepa a lidské AZ-AhR.  Před začátkem experimentu 

byl proveden test cytototoxicity látek a následně byla ke sledování transkripční aktivity receptoru 

použita metoda reporter gene assay. 

Po provedení MTT testu nebyl u buněčných liní Aherepa a AZ-AhR inkubovaných s látkami 

FICZ, Indirubin a IAD pozorován prudký pokles životnosti buněk v kterékoliv z testovaných 

koncentrací značící její cytotoxicitu. FICZ má však zajímavý vliv na viabilitu buněk. Bylo zjištěno,  

že v liniích HepG2 a Hepa1 působí hormeticky, což znamená, že v nižších koncentracích (nejčastěji  

0,01 nM) stimuluje jejich růst, zatímco ve vysokých koncentracích má postupný cytotoxický účinek 

(Mohammadi-Bardbori et al., 2017). V buněčné linii Aherepa došlo po 24hodinovém působení 1000µM 

koncentrace I3C ke snížení životnosti buněk pod 20 %. V případě buněčné linie AZ-AhR však klesla 

viabilita již u 500µM koncentrace této látky, a to lehce pod 50 % a u koncentrace 1000 µM byla opět 

nižší než 20%. Velmi podobný, mírně cytotoxický efekt 500µM I3C na lidskou buněčnou linii 

pozorovali i Arellano-Gutiérrez et al. (2022), kteří ve své studii uvádí u této koncentrace hodnotu 

viability 50 %. Po vystavení buněk 1000µM koncentraci I3C ale již žádný další pokles životnosti 

nezaznamenali. Tento rozdíl byl pravděpodobně způsoben tím, že byl experiment prováděn na buněčné 

linii HeLa, která je odvozená od karcinomu děložního hrdla, a ne od karcinomu hepatocelulárního.  

Po aplikaci 100 a 200 µM 3MI byl v obou liniích pozorován pokles viability buněk. U linie Aherepa 

klesla životnost buněk přibližně o 30 % a v linii AZ-AhR byla viabilita buněk po působení těchto 

koncentrací 55,8 ± 5,1 % (AZ-AhR). Oproti tomu v práci zabývající se účinkem methylovaných  

a methoxylovaných forem indolů působil 3MI na linii AZ-AhR zcela netoxicky (Stepankova et al., 

2018).  
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 Nejvyšší transkripční aktivita receptoru byla po 4 hodinách působení FICZ na linii Aherepa 

zaznamenána u koncentrace 1 nM. Vyšší koncentrace látky již nevedly k nárůstu indukce, ba naopak 

začala aktivita receptoru v těchto koncentracích postupně klesat. Po 24hodinové inkubaci pak vyvolala 

maximální odpověď nejvyšší testovaná koncentrace látky (10000 nM). Velmi podobné výsledky jsou 

uvedeny ve studii Vrzal et al. (2023), kde po dosažení 100% aktivity AhR vlivem 4hodinového 

působení 1nM koncentrace FICZ už dále nebyl pozorován nárůst transkripční aktivity. Po 24 hodinách 

byla transkripční aktivita v nižších koncentracích FICZ minimální. Od koncentrace 10 nM začala 

hodnota indukce narůstat, až dosáhla při 1000nM koncentraci maxima. Stanovené hodnoty EC50 byly 

22.4 ± 1.2 nM po 24 hodinách inkubace a 21.8 ± 1.2 pM po 4 hodinách, což se podobá výsledku v této 

práci 59 ± 48 nM a 43 ± 8,3 pM. V linii AZ-AhR měla koncentračně závislá transkripční aktivita stejný 

průběh jako u linie Aherepa, avšak po 24 hodinách inkubace došlo ve srovnání s myší buněčnou linií 

k vyvolání více než stokrát silnější odpovědi receptoru. V práci Ondrova et al. (2023) byl také sledován 

vliv FICZ na transkripční aktivitu AhR v buněčné linii AZ-AhR. Vystavení buněk 24hodinovému vlivu 

vyšších koncentrací této látky rovněž vyvolalo na rozdíl od kratší doby působení mnohonásobně vyšší 

transkripční aktivitu receptoru. V rámci experimentů byly stanoveny EC50 0.8 ± 0.8 nM po 4 hodinách 

inkubace s testovanou látkou a 1.7 ± 0.4 µM po 24 hodinách. Hodnotu stanovenou v této práci  

po 4 hodinách působení 0.4 ± 0.5 nM tak lze brát vzhledem k směrodatné odchylce jako relevantní.  

U 24hodinového experimentu se již hodnota EC50 od výše zmíněné publikace odchyluje, jelikož činí 

220 ± 240 nM.  

 Na rozdílnou míru aktivace AhR indirubinem v myší hepatomové linii H1L6.1c3 a lidské 

HG2L6.1c1 již poukázali ve své výzkumné práci Faber et al. (2018). Na základě dat z výzkumu bylo 

zjištěno, že indirubin je schopný po 4 hodinách působení aktivovat v koncentraci 1 nM lidský receptor 

dokonce více než modelový agonista TCDD, což je jev, který v myší buněčné linii pozorován nebyl. 

Nejvyšší účinnost 1nM indirubinu vůči koncentraci TCDD vyvolávající maximální indukci tak měla  

u lidského AhR hodnotu přibližne 120 %, avšak ve vyšších koncentracích (10 nM) byl indirubin stejně 

účinným agonistou, jako TCDD.  U myšího AhR byly naopak hodnoty účinnosti obou ligandů 

srovnatelné a pohybovaly se kolem 100 %. Také určené EC50 byly v rámci buněčných linií velmi 

rozdílné, a to 0.04 ± 0.02 nM u lidského receptoru a 15.60 ± 3.52 nM u myšího. Ve studii byly také 

identifikovány aminokyselinové zbytky v ligand vazebné doméně receptoru, konkrétně tyrosin v pozici 

326, threonin 349 a valin 375, které tuto zvýšenou afinitu látky k lidskému AhR způsobují. Stejný 

fenomén byl pozorován i v této bakalářské práci. Při testování vlivu indirubinu byla zřetelná časově, 

koncentračně i druhově závislá transkripční aktivace AhR. Ve všech experimentech vyvolala testovaná 

látka nejsilnější aktivitu receptoru v koncentraci 1 µM. Po přepočítání hodnot získaných z experimentů 

na procenta účinnosti vůči 20nM TCDD byl také mezi oběma liniemi viditelný rozdíl v těchto 

hodnotách. V linii AZ-AhR byla nejvyšší transkripční aktivita zaznamenána při 1µM koncentraci 

indirubinu, jehož účinnost činila 90 %, kdežto u linie Aherepa ani nebyla procenta účinnosti této 
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koncentrace srovnatelná s 20nM TCDD a dosáhla pouze hodnoty 60 %. Zvýšenou citlivost lidského 

AhR k indirubinu naznačují i hodnoty EC50 stanovené v rámci 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 EC50 

určenými v publikaci Faber et al., jelikož experimenty byly provedeny na jiných buněčných liniích.  

Po 24 hodinách působení jsou potom EC50 indirubinu srovnatelné (1.0 ± 0.54 µM pro lidský AhR  

a 1.2 ± 0.39 µM pro myší), avšak hodnota účinnosti jeho 5µM koncentrace je stále vyšší pro receptor 

lidský (100 %) než pro myší (70 %). 

 I3C je ve studiích charakterizován jako slabý aktivátor AhR (Arellano-Gutiérrez et al., 2022). 

Agonisty tohoto receptoru jsou až produkty jeho metabolické konverze vyvolané nízkým pH v žaludku 

(Bjeldanes et al., 1991). Proto samotný I3C nevedl bez další metabolické konverze k vyvolání vysoké 

indukce transkripční aktivity AhR v testovaných buněčných liniích. Během 4 hodin působení došlo  

s ohledem na odchylky mezi experimenty v obou buněčných liniích k vyvolání srovnatelné transkripční 

aktivity receptoru. Po 24 hodinách tato transkripční aktivita především v myší linii Aherepa prudce 

klesla na hodnoty blízké negativní kontrole. Snížení indukce CYP1A1 na hodnotu téměř rovnou 

negativní kontrole zaznamenali metodou qPCR po 24 hodinách působení I3C u myších buněk 

izolovaných z tenkého střeva i Kahalehili et al. (2021). Ti předpokládají, že katabolity I3C aktivující 

AhR byly u myší rychle metabolizovány, čímž navodily zpětnovazebnou regulaci receptoru.  

Toto snížení transkripční aktivity vlivem I3C bylo pozorováno po 24 hodinách i u linie AZ-AhR, avšak 

ne v takové míře jako u linie Aherepa. Výrazný pokles indukce v lidské buněčné linii způsobený 500µM 

koncentrací látky souvisí s jejím mírně cytotoxickým vlivem potvrzeným dříve provedeným MTT 

testem. Jelikož byl tento test vyhodnocován po 24 hodinách, je pravděpodobné, že čtyřhodinová 

expozice lidské buněčné linie I3C v této koncentraci ještě není cytotoxická, což dokazuje absenci 

poklesu v aktivitě AhR během 4 hodin inkubace. 

 Po 4 hodinách působení 1000µM koncentrace IAD došlo k vyvolání nejsilnější odpovědi AhR 

jak u buněčné linie Aherepa, tak u linie AZ-AhR. U obou linií byl pozorován podobný trend 

v transkripční aktivitě receptoru, avšak u linie AZ-AhR byly naměřeny vyšší hodnoty fold indukce. 

Hodnoty EC50 však byly u obou linií podobné, a to 9.6 ± 3.4 µM (Aherepa) a 2.6 ± 1.4 µM (AZ-AhR). 

Zkoumáním 4hodinového vlivu této látky na AhR v lidské buněčné linii se zabývali i Vrzalova et al. 

(2022). Ti pozorovali maximální indukci vyvolanou IAD přibližně v koncentraci 100 µM. EC50 byla 

stanovena na 4.5 ± 1.7 µM, což je podobný výsledek jako v této práci. Při 24hodinovém působení IAD 

indukovala nejvyšší míru transkripční aktivity receptoru v obou buněčných liniích koncentrace  

1000 µM. V případě linie AZ-AhR tomu bylo stejně i ve studii Vyhlidalova et al. (2020), kde tato 

koncentrace vyvolala přibližně 200x větší indukci než negativní kontrola. Hodnota EC50 stanovená 

v rámci jejich experimentu byla 99.95 ± 2.86 µM, což se liší od hodnoty EC50 477 ± 79 µM naměřené 

v této práci. Nicméně je třeba dodat, že ani v jednom ve srovnávaných experimentů nebylo dosaženo 
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plateau a hodnoty EC50 jsou pouze orientační. Vyhlidalova et al. dále provedením ligand binding assay  

za použití buněčné linie Hepa 1c1c7 zjistili, že IAD se s nízkou afinitou váže i na myší AhR. 

 Látka 3-MI vyvolala po 24 i 4 hodinách působení nejvyšší indukci v koncentraci 200 µM.  

Stejný průběh transkripční aktivity AhR vyvolané 3-MI s podobnými hodnotami indukce pozorovali  

po 4 a 24 hodinách působení u lidské buněčné linie i Ondrová et al. (2023). EC50 látky stanovené v již 

dříve provedených studiích činily 3.7 ± 2 µM po 4 hodinách působení (Ondrová et al. 2023)  

a 103.17 ± 1.78 µM po 24 hodinách (Vyhlidalova et al., 2020), zatímco v rámci této práce byly 

provedením stejných experimentů stanoveny hodnoty 5.8 ± 7.4 µM a 60 ± 34 µM. Hodnota EC50 určená 

po 4hodinovém vlivu 3MI je vzhledem k odchylce velmi podobná jako ve výše zmíněné publikaci. 

Výraznější odchylka je viditelná v hodnotě EC50 stanovené během 24 hodin působení. Jelikož po takové 

době inkubace nebylo u látky 3MI dosaženo fáze plateau, stanovené hodnoty EC50 jsou pouze orientační. 

Výsledky experimentu na linii Aherepa se lišily od linie AZ-AhR nižšími hodnotami násobků indukce. 

Ta byla výraznější po 24 hodinách působení 3-MI, kdy koncentrace 100 a 200 µM navodily poloviční 

hodnotu indukce vyvolané v linii AZ-AhR. Srovnávací analýzu vlivu 3MI prováděli také Hubbard et al. 

(2015) na AhR v myší buněčné linii Hepa1 a lidské HepG2. Na základě výsledků usoudili, že 3MI je 

druhově specifickým agonistou AhR aktivujícím lidský receptor, ale jen omezeně indukujícím 

transkripční aktivitu receptoru myšího. Tento fenomén preference vazby lidského AhR byl zpozorován 

jako charakteristický pro více derivátů indolu, jako je již zmíněný indirubin, vykazujících vysokou 

podobnost v chemické struktuře molekul (Flaveny et al., 2009). Nicméně výše zjištěné poznatky jsou 

v rozporu s daty získanými z experimentů v této bakalářské práci. Po vztažení hodnot indukce k 20nM 

TCDD byla spočítána účinnost 200µM 3MI u myšího AhR 143 %, zatímco u lidského pouze 83 %. 

Hubbard et al. ale uvádí své výsledky v hodnotách RLU (relative light units) s jiným expresním 

vektorem a 3MI bylo testováno pouze v rozsahu koncentrací 1–10 µM, tudíž by bylo třeba výsledky 

ověřit dalšími experimenty. 
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7 ZÁVĚR 

 V této bakalářské práci byla srovnána transkripční aktivita AhR ve stabilně transfekované myší 

buněčné linii Aherepa a lidské AZ-AhR vyvolaná katabolity tryptofanu FICZ, indirubinem, I3C, IAD  

a 3MI. Pomocí MTT testu byla pouze nejvyšší koncentrace látky I3C stanovena jako cytotoxická  

pro obě buněčné linie, a byla tedy vyřazena z koncentrací sloužících pro sledování transkripční aktivity 

AhR pomocí luciferázové reportérové eseje. Z výsledků experimentů týkajících se transkripční aktivity 

AhR bylo zjištěno, že FICZ, indirubin, IAD a 3MI vyvolaly po 24 hodinách působení v obou buněčných 

liniích vyšší hodnoty násobků indukce než po 4. Pouze v případě I3C se vzhledem k odchylkám zdá být 

jeho účinnost na myší a lidský receptor v obou časech inkubace stejná. Nejdůležitějším zjištěním však 

je, že u většiny indolových derivátů byla pozorována také druhově závislá aktivace AhR, patrná 

především z rozdílných hodnot EC50 po 4 hodinách jejich působení. Nejvýrazněji se takto projevily látky 

FICZ a indirubin, zatímco u ostatních byly rozdíly v potenci látek mezi studovanými liniemi méně 

nápadné, nebo dokonce vůbec žádné, jak tomu bylo u látky I3C. 
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