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ligandi TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), FICZ (6-formylindolo[3,2b]karbazol) a
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transkripcni aktivita AhR v zavislosti na Case a také byla sledovana jeji inhibice puisobenim
antagonistd. Na zavér byl sledovan vliv dlouhodobé kultivace buné€k na transkripcni aktivitu

AhR.
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1 UVOD

Aryluhlovodikovy receptor je ligandem aktivovany transkripcni faktor, ktery ma zéasadni
roli v regulaci odpovédi na environmentalni toxiny, a endogenni latky. Patti do bHLH/PAS
rodiny transkripénich faktort, které reguluji genovou expresi v odpovédi na rizné bunécné
signaly.

AhR se ucastni metabolismu riznych exogennich latek, jako jsou dioxiny, polycyklické
aromatické uhlovodiky a jiné environmentalni polutanty. OvSem vaze i endogenni ligandy, mezi
které patii FICZ (6-formylindolo[3,2b]karbazol), indirubin a rtzné derivaty tryptofanu.
Pfi navazani na tyto ligandy AhR meéni svou konformaci a presouva se do jadra, coz vede k jeho
aktivaci.

Funkce AhR sahaji ale nad raimec metabolismu xenobiotik. Dnes je jiz zndmo, ze je AhR
vysoce exprimovan v ruznych organech, jako jsou jatra, plice, stieva, kize, placenta, ale také i
srdce. Hraje klicovou roli ve spravné funkci kiize, intestinalnim traktu, reguluje imunitni
odpoveédi, je spojen se zanéty a podili se na vyvoji a homeostaze nebo také ovliviuje cirkadianni
rytmus.

K zjisténi miry transkripéni aktivity AhR byly vyvinuty bunécné reportérové systémy,
které pouzivaji reportérové geny, jako je naptiklad luciferaza, GFP nebo sekretovana alkalicka
fosfataza. Tyto reportérové systémy jsou nejcastéji vytvoreny pomoci transfekce savcich bunék
nebo 1 kvasinek pomoci plazmidu obsahujici reportérovy gen, ktery obsahuje kopie dioxin
responzivnich elementd. Pii expozici patficnému ligandu dochazi k indukci transkripcni
aktivity AhR spolecné s reportérovym genem, pticemz vznikne produkt, jehoz kvantifikace je

pfimo umeérna expresi AhR.



2 CILE PRACE
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Literarni reSerSe na téma in vitro experimentalnich reportérovych systémua.

Stanoveni proliferacni aktivity bun€k pomoci krystalové violeti

Stanoveni transkripéni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci modelovych aktivatort
Casova analyza transkripéni aktivity AhR.

Sledovani inhibice transkripéni aktivity AhR po ptisobeni vybranych antagonista.
Udrzeni luciferazové aktivity pii dlouhodobé kultivaci.

Vyhodnoceni vysledku a jejich interpretace



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Reportérové geny

Hodné fyziologickych fenomént, jako jsou naptiklad: bunécna komunikace, bunécny
vyvoj, regulace rustu, proliferace a v neposledni fadé onkogeneze, mize byt spjato s rozli¢nou
genovou expresi, kterd je pevné a presné regulovana v ramci vnittnich a vnéjSich bunéénych
signalti. Ke zjisténi informaci o vztahu mezi aktivaci ¢i inhibici jednotlivych regulacnich drah
a jejich efektd na genovou expresi jsou fuzovany specifické responsivni elementy s geny
kodujicimi reportéroveé proteiny. Tyto geny se pak mohou vyuzit jako indikatory v monitorovani
transkripéni aktivity v buiikdch (Rosenthal 1987). Za normalnich okolnosti jsou promotorova
oblast nebo responzivni elementy upstream reportérového genu v reportérovém plasmidu, ktery
je nasledné prenesen do bunék. Vysledkem uspésného prenosu je ptritomnost reportéru piimo
stanovenim mnozstvi bud reportérové mRNA, reportérovych proteini nebo méfeni
enzymatické aktivity té€chto proteinii (Gambhir et al. 1999). Obecné by reportérové geny nejen
meély mit snizenou aktivitu na pozadi, ale mely by byt schopné i amplifikovat signal z buiky
tak, aby produkovaly rychlou, senzitivni, reprodukovatelnou, a hlavné lehce detekovatelnou
odpovéd (Jiang et al. 2008). V dnesni dobé jsou reportérové geny hojné vyuzivany jak v in
vitro, tak 1 v in vivo aplikacich. Zejména jsou pak reportérové systémy pouzivany ke studiu
promotorovych a enhancerovych sekvenci, trans-acting mediatori' v transkripci, mRNA uprav

a translace (Alam a Cook 1990; Ignowski a Schaffer 2004).

3.1.1 Chloramfenikol acetyltransferasa (CAT)

Gen pro CAT je derivovany z transpozonu 9 E. coli (Alton a Vapnek 1979) a koduje
trimerni protein slozeny ztfech 25 kDa podjednotek (Leslie et al. 1988). Tento enzym
v bakteriich zajistuje rezistenci proti antibiotiku chrolamfenikolu jeho acetylaci (Shaw 1975).
CAT je uziteCny jako reportérovy gen pro savci buriky, protoze v téchto burikach neexistuji
zadné endogenni proteiny vykazujici podobné vlastnosti. Kodujici region pro CAT je pomérné
maly usek (660 bp), coz znamena, ze vektory, které nesou tento gen, mohou byt lehce
modifikovany (Selbert a Rannie 2002). Zviditelnéni aktivity CAT reportéru je dosazeno diky

radioaktivniho znaceni ['*C]Cloramfenikol v pfipadé vyhodnoceni chromatografickou eseji

! Trans-acting medidtory jsou specifické regula¢ni faktory genové exprese, které narozdil od cis-acting mediatora
reguluji genovou expresi i na jinych molekuldch DNA, nez na které se samy nachazeji.

3



nebo [*CJacetyl nebo [*HJacetyl CoA v piipadé vyhodnoceni pomoci kapalinové scintila¢ni

spektrometrie (Shaw 1967; 1975).

3.1.2 Alkalicka fosfataza (AP)

Termin alkalickd fosfatdza je oznaCeni pro rodinu fosfomonoesteraz, které¢ vykazuji
optimalni aktivitu v alkalickém pH. Jedna se o relativné stabilni protein produkovany jak
bakteriemi, tak sav€imi burikami. Existuje nékolik zptisobtl, jak méfit jejich aktivitu. Klasickym
pfistupem je hydrolyza substrati AP k vybuzeni zmény absorbance pii spektrofotometrickém
stanoveni. = Mezi  bézné  pouzivané  substraty pro  tento  pfistup  jsou
p-nitrofenylfosfat (PNPP) (Schenborn a Groskreutz 1999) nebo flavinadenindinukleotidfosfat
(FADP) (Harbron et al. 1992). Vylepsenou metodou, diky které neni tfeba lyzovat buiky pro
zjisténi aktivity AP, je sekretovana alkalicka fosfataza (SEAP). Jedna se o pfidani terminacniho
kodonu po kodonu 489, ¢imz se docili ziskani plné aktivniho sekretovaného enzymu, ktery by
jinak nemohl byt sekretovan a byl by zadrzovan na buné¢nych membranach (Cullen a Malim

1992).

3.1.3 Green fluorescent protein (GFP)

GFP je jednim z nejrozsitenéjsich reportérovych gent v biologickych systémech. Tento
protein existuje v mnoha zahavcich, jako jsou napt. Adequorea, Obelia nebo Phialidium a mnoho
dalsich (Tsien 1998; Prasher et al. 1992). Vizualizace svételného signalu zprostiedkovaného
pomoci GFP je dana excitaci tohoto proteinu pfi rozhrani modré a blizké ultrafialové (UV-A)
oblasti svétla a nasledné emisi svétla v zelené oblasti spektra. K maximalni absorpci svétla tak
dochazi pfi vinové délce 395 nm a k emisi svételného signalu dochazi pii vinové délce 509 nm.
Latkou, kterd je zodpovédna za fluorescencni aktivitu tohoto proteinu je
p-hydroxybenzylidenimidazolinon (Cubitt et al. 1995).

Védecky potencial fluorescentniho proteinu se neustale zvétSoval po jeho klonovani.
Primarné jsou fluorescencni proteiny pouzivany jako sondy pro detekci znaCenych bunék
in vivo. Fluorescencni proteiny zakodované v plazmidu jsou k dispozici pro klonovani proteina
bud’ na N- nebo C-konci. Tyto plazmidy umoziiuji kontrolovanou expresi v riznych typech
bunék a organismu, vCetné bakterii, kvasinek a sav¢ich bunek (Rizzo et al. 2004). GFP se tak
stal dilezitou alternativou k jiz existujicim reportérovym gentim jako jsou: lacZ (Lac operon),
CAT (Chloramfenikol acetyltransferaza) a luciferaza, které pro méfeni aktivity museji byt

podrobeny vicestupriovému zpracovani jako naptiklad chemicka fixace, pfidani exogenniho



substratu nebo protilatkovym znacenim. Uziti fluorescentniho chromoforu nepotiebuje dalsi

faktory a je obecné dost stabilni v denaturujicich podminkach (Chalfie et al. 1994).

3.1.4 P-galaktosidaza

B-galaktosidaza je enzym kodovany genem bakterie LacZ v bakterii E. coli.
B-galaktosidaza je jednim z nejvice vSestrannych genovych reportért, jelikoZ ma vyuziti jak
pro in vivo, tak i in vitro formaty eseji. Tento enzym katalyzuje hydrolyzu raznych
B-galaktosida vcetné né€kolika specializovanych substratti zvolenych pro odlisné typy analyz.
Pouziva se zejména jako vnitini kontrola k normalizovéani variability jinych reportérovych
eseji, zejména pak pro CAT nebo luciferazové eseje (Alam a Cook 1990). Pro in vitro sledovani
aktivity B-galaktosidazy byly vyvinuty kolorimetrické eseje pouzivajici substrat o-nitrofenyl-
B-D-galaktopyranosid (OPNG) a fluorimetrické eseje pouzivajici
4-metyllumbelliferyl-p-D-galaktosid (MUG), které byly pozd&i nahrazeny mnohem
senzitivn€jSi metodou pouzivajici chemiluminiscentni substraty 1,2-dioxetanu (Young et al.
1993; Kain a Ganguly 2001). Jindy se [P-galaktosidaza vyuziva i ke stanoveni uspéSné
transfekce. Usp&sné transfekované buiiky exprimuiji tento enzym, ktery v pfitomnosti substratu
X-Gal produkuje syté modry produkt (Alam a Cook 1990).

V in vivo analyzach se -galaktosidaza vyuziva naptiklad v kombinaci s fluorescencni
sondou k monitorovani enzymové aktivity ve vybranych rakovinnych buikach (Kim et al.

2017).

3.1.5 Luciferaza

Luciferaza je obecny termin pro skupinu bioluminiscentnich proteint, které generuji
svétlo skrze enzymatickou reakci spolu se substratem a kyslikem. Tento enzym je nyni jednim
z nejCasté]ji pouzivanych reportéri. Mezi dnes nejcastéji vyuzivané luciferazy patii luciferazy
izolované ze zemnich nebo moiskych bakterii (Photobacterium phosphoreum, Vibrio logei),
alternativné pak ze svétlusek (Photinus pyralis) nebo mekkych koralt (Renilla reniformis)
(Hastings 1996). Bakterialni luciferazy jsou strukturné heterodimerické enzymy skladajici se
zjedné 40 kDa a-jednotky a jedné 37 kDa B-jednotky. Tyto jednotky jsou kdédovany pomoci
luxA a luxB genu (Baldwin et al. 1995). Tyto bakterialni luciferazy pak katalyzuji oxidaci
redukovaného flavinmononukleotidu (FMNH;) a dlouhého fetézce alifatického aldehydu
v pfitomnosti kysliku za vzniku modrého svétla (Bronstein et al. 1994). Bohuzel tyto typy
luciferaz nedokazou dostatecné zajistit kontinualni svételnou emisi kvili FMNH>, které rapidné

oxiduje na vzduchu. Duasledkem je pak naroCnost pouziti téchto proteind
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pro expresi v savcich bunkach. (Jiang et al. 2008).

Dal§im ¢lenem luciferazové rodiny je renilla luciferaza (Rluc) izolovana z organismu
Renilla reniformis, ta pro svou katalytickou funkci nepotifebuje na rozdil od luciferazy
izolované ze svétlusek ATP a pouziva jiny substrat s ndzvem koelenterazin. Vysledkem této
oxidace je pak emise modrého svétla o vinové délce 480 nm (Hastings 1996).

Jednou =z nejpouzivanéjSich luciferaz jakozto reportérového genu je svétluskova
luciferaza (Luc), ktera je nejrozsifenejsim Clenem luciferazové rodiny. Aktivita tohoto enzymu
spociva v premeéne specifického substratu, D-luciferinu, na oxyluciferin a uvolnéni energie ve
forme¢ viditelného svétla Zlutozelené barvy v Sirokém spektru vinovych délek

530-640 nm s maximem pii 560 nm (Obr. 1) (Rice et al. 2001).

1) Luciferaza + D-luciferin + ATP-Mg?* < [Luciferaza - D-luciferin-AMP] + PPi-Mg®*

2) [Luciferaza - D-luciferin-AMP] + 02 — Luciferaza + AMP + CO; + oxyluciferin + foton

Obrazek 1: Reakcni schéma luciferazy a D-luciferinu pro vznik svételného signalu (Upraveno

podle: McElroy 1947)

Luciferazy jsou skvélymi markery genové exprese, protoze postradaji posttranskripéni
modifikace, maji nepfitomné endogenni proteiny nebo enzymy a vykazuji rychlé enzymatické
interakce. VSechny tyto atributy pfispivaji k analyze promotert s transientni expresi (Selden et
al. 1986). Dnes je luciferazova aktivita v sirokém spektru pouzivana pro vizualizaci bunék in
vivo (Choy et al. 2003), k monitorovani transkripéni aktivity a nebo k detekci protein-

proteinovych interakci (De a Gambhir 2005).

3.2 Transfekce, stabilni a transientni typ

Transfekce je proces, pii kterém je introdukovana cizi nukleova kyselina
do eukaryotickych, specificky, savCich bunék tak, aby byly produkovany geneticky
modifikované buriky. Je analytickou pomuckou, diky které je mozné studovat regulaci a funkci
genu ¢i funkci jejich produktd. Introdukovany geneticky material pak v burikach existuje
stabilné nebo transientné (Recillas-Targa 2000). Mezi idealni podminky kazdé transfekce patii
vysoka efektivita transfekce, nizka bunécna toxicita, minimalni efekty na normalni fyziologii
bunék a jednoduchost a reprodukovatelnost dané transfekce (Kim a Eberwine 2010). Vneseni

nukleové kyseliny do vybranych bunék lze docilit metodami biologickymi, chemickymi a
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fyzikéalnimi. Mezi biologické metody se fadi viroveé zprostfedkovana transfekce (transdukce)
(Pfeifer a Verma 2001). Chemické metody spocivaji v pouziti pozitivné nabitych polymera,
aminokyselin nebo lipida k tvorbé komplexu s negativné nabitou DNA a naslednému pfenosu
bun&énou membranou. Uinnost t&chto metod zavisi na faktorech jako je pH, pomér pouzité
latky s nukleovou kyselinou a naboj bunééné membrany. Vyhodami této metody jsou poméerné
nizka cytotoxicita, nizkd mutageneze anebo oproti transdukci volny vybér velikosti insertované
nukleové kyseliny (Kim a Eberwine 2010). Fyzikalni metody jsou nejnovéj$imi pouzivanymi
metodami transfekce, které vyuzivaji rozlicnych fyzikalnich nastroji k vneseni nukleovych
kyselin do bunék. Mezi tyto metody patfi pfima mikroinjekce, biolisticky ptfenos, laserem
zprostiedkovana transfekce a elektroporace. Metoda piimé mikroinjekce spociva v piimé
injekci nukleové kyseliny do cytoplasmy nebo jadra. Je velmi a¢innou, avSak pracnou metodou,
ktera muze zpisobit mimo jiné i buné¢nou smrt. Metoda biolistického pfenosu (‘Gene-gun®)
vyuziva Castice t€zkych kovi jakoZzto nosi¢t nukleovych kyselin urychlenych pomoci vysoko
napétové elektrické jiskry nebo heliového vyboje. Laserem zprostiedkovana transfekce
(optoporace, fototransfekce) vyuziva pulsniho laseru k ozafeni bunécné membrany k vytvoreni
docasného poru, kterym muZze nukleova kyselina voln€ osmoticky prostoupit. Elektroporace
vyuziva silnych elektrickych pulzt, diky kterym se bunécna membrana docasné destabilizuje a
nukleova kyselina tak muze prostoupit dovniti buniky (Mehier-Humbert a Guy 2005).

V zavislosti na povaze experimentu se voli bud’ stabilni nebo transientni transfekce. Obé
z téchto metod maji své vyhody i nevyhody. Novotna et al. popisuji stabilni transfekci jako
Casové a materialné naroCny proces, jehoz uziti v experimentech ma fadu vyhod oproti
transientni transfekci. Mezi tyto vyhody patii: (1) neni nutnosti transfekovat buiky pred
kazdym experimentem, coz Setfi Cas a material; (2) neni nutnosti normalizovat data na f-Gal
diky wvariabilni efektivnosti transfekce, tim padem jsou vyslednd data vice homogenni; (3)
v pouzité eseji je dosazeno daleko vétsi sensitivity diky tomu, Ze jsou vSechny piitomné buiky
transfekované a v neposledni fadé€ (4) kombinaci boda 1-3 stabiln€ transfekované bunécné linie
umoziuji meéfeni v 96-jamkovych mikrotitracnich destickach (Novotna et al. 2011). Oproti
tomu transientni transfekce poskytuje rapidni analyzu funkci genti, pokud muaze byt tato funkce
detekovana v ramci 72 hodin od probéhlé exprese. Je tedy vhodné zkoumat funkce gent
nejdiive pomoci eseji vychazejicich z transientnich transfekci, ty jsou totiz rychlou a podstatné
levngjsi alternativou k zjisténi, zdali je zvolena bunécna linie vhodnym typem pro studovany
gen. Dal§im uplatnénim transientni transfekce je pii studiu genti vyvolavajicich programovanou

bunécnou smrt (PCD, apoptdza), protoze takové geny vétSinou indukuji apoptéozu béhem



nékolika hodin jejich exprese a je tak Casto velmi tézké ¢i nemozné etablovat stabilni bunécné

linie obsahujici apoptotické geny (Miura a Yuan 2000).

3.3 Reportérové systémy

Uz od dob markantniho industrialniho pramyslu se zacal zvySovat podil skodlivych
latek typu dioxinu a latkam jim podobnym, které predstavuji znacné nebezpeci pro lidské zdravi
(Bansal a Kim 2015). Dioxiny, furany a polychlorované bifenyly jsou velmi toxické latky, u
kterych rozsahly vyzkum poukazal na jejich spojitost s riznymi zdravotnimi problémy od
hormonalni nerovnovéahy (Pohjanvirta a Tuomisto 1994) az po rakovinu (Kogevinas 2001).
Specificky dioxiny jsou pak prevazné obsazeny v potravé zvifeciho ptivodu. Zpocatku byly tyto
latky identifikovany chemickymi analyzami, které, ackoliv jsou velmi precizni a citlivé, jsou
také velmi drahé, Casoveé narocné a vyzaduji sofistikované laboratorni vybaveni. Pro usnadnéni
a zefektivnéni identifikace téchto latek byly vyvinuty metody, které vyuzivaji schopnosti téchto
Skodlivych latek vazat se na aryluhlovodikovy receptor (Mascarelli 2012).

Zacatkem pro bioeseje pouzivajici savéi buinky ke kvantifikaci dioxini byla metoda
EROD v bunéénych liniich H4Ile krysiho hepatomu. Tato metoda spoc¢iva v indukci exprese
genu CYPIAI1 asociovanym s enzymovou aktivitou etoxyresorufin-O-deetylazy (EROD)
v AhR dependentnim zptsobu. Mira indukce této aktivity je tedy pfimo umérna koncentraci
ligandu indukujici aktivitu enzymu (Bradlaw a Casterline 1979). Dal§im posunem ve vyvoji
bylo pouziti rekombinantnich savCich bunék s pouzitim reportérovych geni, jako jsou
placentalni alkalicka fosfataza, obohaceny zeleny fluoreskujici protein (EGFP) nebo luciferaza.
Vystaveni téchto rekombinantnich bunék dioxinim nebo jinym AhR agonistim zptsobi expresi
transfekovaného reportérového genu. Nejvyznamnéjsimi systémy pak byly bioeseje CALUX
(chemically activated luciferase expression) nebo PASOHRGS (Denison et al. 2004; Han et al.
2004). Dalsi novou alternativou pro CALUX bioesej se stala takzvand CAFLUX (chemically
activated fluorescence expression) bioesej, kterd vyuziva EGFP misto luciferazy. Ackoliv obé
tyto metody maji velmi podobny minimalni detek¢ni limit, tak EGFP ma velkou vyhodu oproti
luciferaze jakozto reportérovy gen, protoze dovoluje méfeni ptimo v zivoucich buiikéach bez
nutnosti odstranéni média nebo lyze bunék (Nagy et al. 2002). Alternativné existuji i eseje
kombinujici dva typy luciferaz, a to Renilla luciferazu (R-Luc) a firefly luciferazu (F-Luc)
s vy$§i citlivosti nez klasickda CALUX esej (Liu et al. 2009), eseje vyuzivajici sekretovanou
alkalickou fosfatazu (SEAP) (Kasai et al. 2005) nebo relativné novou metodu DR-EcoScreen
esej, ktera spoCiva v aktivaci 7 dioxin responzivnich elementd ke zvySeni citlivosti méfeni

(Kojima et al. 2018).



3.4 AhR, jeho exprese a funkce v riuznych organech
3.4.1 Stavba a role AhR v organismu

Organismy si vyvinuly varietu molekularnich mechanismti k adaptaci pro jak
endogenni, tak exogenni stimuly. Expozice xenobiotikim muZze indukovat prenosy signalt
v burice, které mohou vést k riznym odpoveédim vcetné vzniku fyziologického stresu a
bunécnych odpovédi jako jsou proliferace, diferenciace, apoptdéza nebo dokonce nekroza.
K minimalizovani poskozeni zpisobenému takovou expozici maji organismy velkou Skalu
enzymu metabolizujicich 1é¢iva nebo xenobiotika (DMEs nebo XMEs), které hraji hlavni roli
v detoxifikaci a/nebo biotransformaci xenobiotickych latek. DMEs jsou piitomny v nadbytku
bud’ vbazalni hladiné nebo jsou indukované ve vétSin€ tkani a organech po expozici
odpovidajicim ligandim (Rushmore a Kong 2002). Aktivace AhR ligandy je jednim
z mechanismU, pomoci kterych organismy reaguji na environmentalni xenobiotika, primarné
diky schopnosti AhR indukovat nebo upregulovat DMEs. AhR je ¢lenem bHLH/PAS rodiny
transkripcnich regulatort, skupiny klicovych vyvojovych a environmentalnich senzorickych
proteina (Furness et al. 2007). Nejtypi¢téjsimi ligandy AhR jsou 2.3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD), benzo[a]pyren (BaP) a polychlorované bifenyly (PCB), které indukuji Sirokou
skalu nepfiznivych toxikologickych nasledkd v lidskych populacich. Vjadru téchto
toxikologickych efekti figuruje AhR signalni draha.

Ve své inaktivované formeé AhR existuje jako cytosolicky proteinovy komplex
s dimerem 90 kD heat-shock proteinu (hsp90), hsp90 asociovanym kochaperonem p23 a XAP2
(hepatitis B virus X asociovany protein 2) (Chen a Perdew 1994; Denis et al. 1988; Cox a Miller
2004; Carver a Bradfield 1997). Hsp90 vaze jak ligand vazici PAS doménu, tak i bHLH DNA
vazici doménu a pomaha tak udrzovat spravné skladani a stabilitu proteinového komplexu
(Antonsson et al. 1995). K udrzeni stability AhR také pomahd XAP2, jehoz hlavni role
v asociaci s AhR spoc€iva v zabranéni dynamickému nukleo-cytoplazmatickému Elunkovani
receptoru ve stavu bez navazaného ligandu (Pollenz et al. 2006). Po navazani ligandu se cely
AhR komplex translokuje do jadra vlivem konformacéni zmeény a formuje heterodimer s ARNT
(aryl uhlovodikovy receptor-nuklearni translokator). Spolu s navazanim ARNT soucasné ztraci
hsp90-p23-XAP2 komplex (McGuire et al. 1994; Reyes et al. 1992). Nasledné se AhR-ARNT
heterodimer vaze na DNA v miste dioxin responzivniho element (DRE, znamé také jako XRE,
AhRE), které obsahuje hlavni rozpoznavaci motiv 5°‘-GCGTG-3° (Swanson et al. 1995). Po

navazani na tyto elementy je spusténa transkripce cilovych gend, mezi které patii zejména geny



koédujici enzymy metabolizujici 1é¢iva (DMEs) patfici do CYP1 rodiny, jmenovité pak
CYPIAI1, CYP1A2, CYP1B1a CYP2S1 (Obr. 2) (Nebert et al. 2000; Mimura a Fujii-Kuriyama
2003).

QOO0 Ligand (TCDD, BaP)

Pleiotropic effects

Cytoplasma

Cyp1al, Ngol,
Ahrr, p27, efc.

Obrazek ¢. 2: Schématické znazornéni signalni drahy AhR. I: AhR setrvava v inaktivni formé
v komplexu s chaperony, p23 a XAP2, II: vlivem vazby ligandu AhR meéni konformaci a ztraci
proteiny tvorici komplex; pomoci importini se dostava do jadra a diky uvolnéni XAP2
dimerizuje s ARNT. Cely heterodimer se pak vaze na AhRE cilovych gend. Upraveno podle
(Mimura a Fujii-Kuriyama 2003).

AhR je exprimovan ve velké Skale organu a v téchto specifickych organech nabyva
raznych funkci. Nejvétsi uroven exprese AhR je pozorovana v placenté, plicich, srdci, slinivce
a v neposledni fade v jatrech; naopak nejméné exprimovan je v ledvinach, mozku a v kosternim
svalstvu. Pritomnost AhR je ve vétsiné tkani zptisobena jeho provazanosti s imunitou, zejména

pak v bariérovych organech, jako jsou kiize, stfeva, plice a o¢i (Esser a Rannug 2015).
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3.4.2 AhRv kuzi

Kuze poskytuje obranu proti environmentalnimu stresu jako jsou dehydratace, UV
svétlo, mechanické trauma a rizné infekce (Esser a Rannug 2015). V buinkach kize
(keratinocyty, fibroblasty) lze pozorovat vysokou uroven exprese AhR, ktera je spjata
s fyziologickymi funkcemi téchto bunék. Hledani takovych funkci je dvojiho typu: (1) pouziti
zvysené indukce AhR a (2) uziti AhR deficientnich mysich modeld. Studie zabyvajici se AhR
deficientnimi myS$mi indikovaly, ze AhR je potiebny pro proliferaci melanocyta a tim padem
jejich pigmentaci (Jux et al. 2011). U lidi bylo naopak zji§téno, ze poluce vzduchu sazemi je
spjata se zvySenou urovni vnéjsiho starnuti kuize (Vierkotter et al. 2010). Studie s topickymi
nebo systémovymi aplikacemi ligandi AhR (TCDD, FICZ) demonstrovaly, ze AhR signalizace
je spjata s degranulaci mastocytt (Sibilano et al. 2012). V keratinocytech je AhR zapojen v UV-
B stresové odpovédi (Fritsche et al. 2007) a jeho pfitomnost v kiizi mize pusobit jako obrana
proti UV indukované erythemé nebo zmeénit profil genové exprese keratinocyti (Navid et al.

2013).

3.4.3 AhRve strevech

Ve stfevé hraje AhR dllezitou roli v udrzovani integrity a funkce stfevni bariéry.
Ovliviyje rizné aspekty stfevnich epitelialnich bunék (IECs) zahrnujici proliferaci IECs a
produkci IEC-derivovanych molekul. Studie ukazaly, ze u AhR deficientnich mysi doslo
k naruSeni proliferace kmenovych bunék Lieberkiihnovy krypty, coz upozoriiuje na roli AhR
v obnove a ‘turnoveru‘ epitelialnich bun€k (Stockinger et al. 2014). Zaroven bylo na mySich
modelech demonstrovano, ze aktivace AhR pomoci FICZ branila vzniku bariérové dysfunkce
IECs zpuisobenou hypoxii in vitro (Han et al. 2016). Podobné byl pozorovan ucinek bakterialné
derivovaného indolu na funkci bariéry stievnich epitelidlnich bun€k ve formé& zvySeni jeji
integrity a zvySeni odolnosti viuci kolonizaci patogeny (Bansal et al. 2010). V neposledni fadé
bylo pozorovano, ze mys$i s deficienci AhR v intestindlnich epitelialnich burikach byly vice
senzitivni k DSS (dextran sodium sulfat) indukované kolitidé nez kontrolni myS$i a mély tak
zvySenou uroven apoptozy, poukazujice na fakt, ze AhR ma vliv na integritu IECs (Chinen et
al. 2015).

AhR je dale dualezity v kontextu imunitniho systému stfev. Jeho aktivace zvysuje
diferenciaci Th17 bunék, jeZ jsou podtypem CD4" T bunék, které exprimuji cytokiny jako jsou
IL-17, IL-17A, IL-17F a IL-22. IL-22 indukuje produkci antimikrobialnich peptidi a mucind,

které napomahaji udrzovat integritu sliznice (Aujla et al. 2008). Novéjsi studie ukazuji, ze IL-
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22 je produkovan NK-22 (Natural killer buiiky typu 22) butikami a LTi (buriky podporujici
vznik lymfoidni tkédn€) bunikami (dohromady se obecné oznacuji jako ILCs — Pfirozené
lymfoidni bunky). Tyto buriky exprimuji RORyt, dulezity transkrip¢ni faktor fidici jejich vyvoj
a tak 1 produkci IL-22 (Sawa et al. 2010). Role AhR v tomto pfipadé spociva v regulaci
akumulace RORyt"ILCs ve stfevé. Qiu et al. prokazali, ze RORyt" ILCs mé&ly zvySenou Urovei
apoptodzy a jejich pocet byl vyznamné nizs§i u dospélci AhR deficientnich mysich modeli.
Zaroverni u téchto modelt bylo pozorovano zhorSeni exprese IL-22, coz mélo za nasledek vyssi
susceptibilitu vici bakterialnim infekcim jako napfiiklad Citrobacter rodentium. Exogenni
expresi IL-22 pak bylo dosazeno obranyschopnosti AhR deficientnich modelti vici témto
infekcim, coz poukazuje na fakt, ze AhR zaujimé4 ochrannou funkci v organizaci vrozené

imunity stfev (Qiu et al. 2012).

3.4.4 AhRYv plicich

Plicni epitelialni tkar je, podobné jako stievni, jednovrstevna. V plicich existuje nékolik
typt bunék, jako jsou bazalni bunky, fasinky, poharkovité buriky tvofici hlen a karta¢ové buriky.
Tyto utvary spolecné tvoti dychaci cesty na tkanové trovni. Epitel a jeho hlenova vrstva jsou
postupné uzsi smérem k alveolim a pod epitelem se nachazi bazalni matrix, ve kterém jsou
ptitomny buniky imunitniho systému (mastocyty, lymfocyty a ILCs skupin 1, 2 a 3). Ve vSech
téchto typech bunék je pfitomna vysoka uroven exprese AhR (Frericks et al. 2007). Funkce
AhR v plicni tkani je rozli€na. Kromé funkce v imunitni odpovédi pfi vystaveni vzduSnym
Casticim (cigaretovy kouf, zplodiny dieselovych spalovacich motort, popi. prach), kdy je
zvySena produkce IL-17 prostfednictvim aktivace AhR (van Voorhis et al. 2013), bylo také
demonstrovano, ze AhR pomaha chranit fibroblasty pred apoptdzou zpisobenou cigaretovym
koufem (Rico de Souza et al. 2011). V dalsi studii bylo zjisténo, ze pusobenim B[a]P na
epitelialni buriky plic, a tim padem aktivaci AhR, byla zvySena exprese MUCSAC genu a
nadprodukce mucinu (Chiba et al. 2011).

3.4.5 AhRv srdci

AhR znatelné ovliviiuje srdecni funkci. Studie ukazuji, ze deficience AhR vede
k srdecni hypertrofii a kardiomyopatii, které jsou pravdépodobné ovlivnény faktory, jako jsou
VEGF (vaskularni endotelialni rustovy faktor), ET-1 (endothelin-1) a Ang II (Angiotensin II)
(Kim et al. 2000; Yi et al. 2018). Mimoto je AhR signalni drdha nezbytnad pro vyvoj srdce.
Aktivaci AhR dioxinem doslo k naruseni signalnich drah TGF-/BMP (transformujici ristovy
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faktor/kostni morfogenicky protein) a WNT, ¢imz dosSlo k  zastaveni diferenciace

kardiomyocytt a v rané diferenciaci byla i narusena kardiogeneze (Zhu et al. 2012).

3.4.6 AhRVv jatrech

AhR je vysoce exprimovan v jatrech (specificky v hepatocytech nebo Kupfferovych
bunkach stejné jako u jinych bariérovych organi. OvSem zatimco jeho role v regulaci imunitni
odpovédi je jiz popsana v mukoznich tkanich, jeho vyznam v jatrech je stile predmétem
vyzkumu. Studie vSak naznacuji jeho kliCovou roli pro normalni vyvoj jater, dikazem toho
mohou byt mensi velikost jater a hepatocytt, jejich naruSena polyploidizace nebo znatelny
portosystemovy zkrat u mysi s knockoutovanym AhR (Moreno-Marin et al. 2018; Walisser et
al. 2005; Lahvis et al. 2000). Dalsi studie ukazaly, ze administrace TCDD ‘wild-type® myS§im
vede k zanétu jater a k jejich fibroze (Pierre et al. 2014). V ramci AhR dependentni imunitni
regulace jsou v jatrech konstantné produkovany tryptofanové derivaty kyseliny kynureninové,
u kterych bylo zji§téno, ze indukuji imunosupresi v jak T burikach, tak i v antigen prezentujicich

burnikach (Gutiérrez-Véazquez a Quintana 2018).

3.5 Rozdily mezi lidskym a mySim AhR

Pro studium a pfiblizeni G¢inku environmentalnich polutanti ¢i endogennich ligandii na
aryl uhlovodikovy receptor se pouzivaji modely riznych organismu, at uz krysi, mysi, lidské
¢i jiné za ucelem komparativnich analyz napti¢ druhy (Hahn 1998). Nejcastéji se vSak pro
studium AhR vyuzivaji my$§i modely diky jejich podobnosti slidskymi modely a jejich
dostupnosti. OvSem i pfes jistou podobnost se mysi a lidsky AhR lisi v riznych aspektech.
Hlavni rozdily 1ze pak hledat v odli§né struktute, ktera vede k jinym funkcim AhR v danych
modelech a v afinité jednotlivych ligandl, které mohou byt v jednom organismu velmi silnymi
agonisty a v druhém naopak slabymi agonisty (Murray et al. 2014).

Lidsky AhR se strukturalné 1isi od mysSiho, jak jiz bylo zminé€no. Prvnim rozdilem je
snizena stabilita lidského komplexu AhR-HSP90 (Manchester et al. 1987). Porovnani
aminokyselinovych sekvenci odhalilo 85% sekvenc¢ni homologii v N-terminalni poloving
receptoru a pouze necelou 60% homologii v C-termindlni poloviné receptoru s vétSinou
nekonzervovanych zmeén v oblasti transaktivacni domény (Obr. 3). Dale studie, ve kterych bylo
pouzito lidskych, mysich a humanizovanych mysich hepatocyti, ukazaly, ze lidsky a mysi AhR
razné reguluji genovou expresi v hepatocytech (Flaveny et al. 2010; Forgacs et al. 2013).

Mira odpovédi k AhR ligandim se li§i napii¢ druhy diky jiz zminénym rozdilnym
strukturam AhR mezi druhy, ale je také zavisla na biochemickych a fyziologickych
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charakteristikach (zejména pak kvuli rozdilné farmakokinetice, farmakodynamice a
metabolismu riznych druht organisma). OvSem i pfes to je specifita vazby a potence vétSiny
ligandti podobna pro AhR jak mezi druhy, tak i mezi riznymi tkanémi, ale nikdy neni identicka
(Denison et al. 2011). Napiiklad nejmarkantnéjsi rozdil ve vazbé ligandi mezi lidskymi a
myS$imi burikami je mira afinity TCDD, ktera je u mySich hepatocyti az desetkrat vyssi nez u
lidskych hepatocyti na zakladé zmény pouze jedné aminokyseliny v PAS-B doméné
(Ramadoss a Perdew 2004). Naopak lidské AhR vykazuje vyssi afinitu pro endogenni indolové
derivaty, jako jsou indirubin a indoxyl sulfat (Schroeder et al. 2010; Flaveny et al. 2009). Dalsim
zajimavym rozdilem je neschopnost aktivace AhR u mySich hepatocyti benzimidazolovym
1écivem pouzivanym pro 1é€bu GERD (refluxni choroba jicnu), omeprazolem (Kikuchi et al.

1996).

HSP90-binding HSP90-binding
domain (27-79aa) domain (182-374aa)
Al | R | o
Mysi AhR —{[bHH ] FASA [— PAS-B | P/S 805
DNA-binding Dimerization domain Transactivation domain
domain (27-39aa) (123-289aa) (490-805aa)
Dimerization domain Ligand-binding
(40-79aa) domain (230-397aa)
NLS domain XAP2-binding
(13-39aa) domain (380-419aa) .
85% homologie 58% homologie
- dskv — I - |
Lidsky AhR —{[oHLH —{PASAT}— PAsB | A Q-rich | _P/S 848
|
Key dioxin-binding determinant
A~ 0 __~__d
N S T U

Obrazek 3: Schéma rozdilné struktury mysiho a lidského AhR (Upraveno podle Murray et al.
2014).

14



4 MATERIALA METODY

4.1 Biologicky material

Adherentni stabilné¢ transfekovand myS$i bunéfna linie AhRepa pfipravena stabilni

transfekci bun¢k Hepa-1clc7 odvozenych od mysiho hepatalniho karcinomu.

Reportérovy plasmid pGL-4.27-DRE pouzity pro konstrukci linie obsahuje 4 kopie DRE pro
vazbu AhR.

4.2 Laboratorni pomucky

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

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

sterilni sérologické pipety s objemy 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

stfedni a velké plastové kultivacni lahve (TPP)

96 jamkové kultivacni desticky (TPP)

bila 96 jamkova desticka na métfeni luminiscence (NUNC)

Petriho misky (TPP)

mikrozkumavky s objemy 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BIOplastics)

plastové zkumavky s objemy 15 ml, 50 ml a 60 ml (TPP)

Biirkerova komurka (Assistent)

kryci sklicka 22x22mm (Menzel Gléser)

plastové stojany na zkumavky

bunicina (Tork)

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

deionizovana voda

dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D4540)

kultiva¢ni médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma Aldrich, kat.
¢.D429) s 2 mmol.I"! L-glutaminu (Serana, kat. . RGL-001), 50 ml fetalniho bovinniho
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séra (Sigma Aldrich, kat. €. F7524), 5 ml neesencialnich aminokyselin (Sigma Aldrich,
kat. €. F7524) a antibiotikem penicilin — streptomycin (Sigma Aldrich, kat. ¢. P4333)
o fosfatovy pufr (BioConcept, kat. €. T9650)
e 0,1% roztok krystalové violeti; pfiprava smichanim 40 ml deionizované vody s 10 ml
0,5% krystalové violeti (Sigma Aldrich, kat. ¢. V5265)
e trypanova modf (Sigma Aldrich, kat. ¢. T9650)
o 0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)
e substrat pro luciferazu 30 ml: 5 mg D-luciferin (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo L9504-
50MGQG), 10 mg adenozin-5"-trifostat (ATP, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo A2383-5G),
5 mg koenzymu A (CoA, Sigma Aldrich, katalogové ¢islo C4780-100MG), 168 mg
dithiotreitol (DTT, Sigma Aldrich, katalogové Cislo 43819), 1,32 ml trisacetat-EDTA
pufr 1 mol-1-1 (pH 7,8; Sigma Aldrich, katalogové cislo T9650), 1,23 mg/6,6 ul 0,5
mol-1-1 kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, Sigma Aldrich, katalogové Cislo
E9884), 3,03 mg/1,23 ml 100 mmol-1"" heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4 . 7
H20, LACHEMA) a doplnit do 30 ml destilovanou vodou
e metanol (Penta Chemicals Unlimited, kat. ¢. 10047-A80)
e triton X-100 (Serva, kat. €. 37240)
e ligandy AhR:
o 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin (TCDD, ULTRA Scientific, kat. ¢. 48599)
o 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ, Sigma Aldrich, kat. ¢. SML149)
o omeprazol (Supelco, kat. ¢. 12262)
e antagonisté AhR:
o GNF-351 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 182707)
o CH223191 (Sigma Aldrich, kat. ¢. C8124)

4.4 Pristroje

e laminarni box Labculture (ESCO)

e mrazici box MDF-U53V (Sanyo)

e lednice (Gorenje)

e inkubator Mitre 4000 Series (Contherm)

e odsavaci nadoba Flask-Trap 1 (Biosan)

e spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)
e svételny mikroskop (Novel Optics)
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e tfepaci deska MR-12 (Biosan)
e vodni lazeit LCB22D (Daihan LabTech)

e vortex Reax top (Heidolph)

4.5 Metodika pracovnich postupu
4.5.1 Pasazovani bunék

Kultivace bunék probihala v plastovych kultivacnich lahvich v DMEM médiu ve
sterilnim prostredi inkubatoru pfi podminkach 37 °C, 5% atmosfére CO> a vlhkosti 95 %. Pro
pasaz bunék bylo zahidto médium a PBS na 37 °C ve vodni lazni a trypsin byl rozmrazen pfi
pokojové teploté. Kultivacni ldhev s DMEM, PBS a trypsinem byly dezinfikovany a pfeneseny
do laminarniho boxu, kde bylo nejdfive odsato médium z lahve, poté byla lahev promyta 10 ml
PBS, znovu doslo k odsani a poté k piidavku 2 ml trypsinu. Lahev s trypsinem byla prenesena
do inkubatoru na zhruba 5 minut, aby se trypsin nechal pasobit. Po pfeneseni lahve zpét do
laminarniho boxu byla trypsinizace ukoncena ptfidavkem 18 ml cistého kultivaéniho média a
bylo provedeno rozsuspendovani bunék. Z vysledné suspenze byly odebrany 4 ml zpét do
kultivacni lahve, do které bylo doplnéno 26 ml kultivacniho média. Pasazovani bun¢k probihalo
3x tydné, a to v pondéli, stfedu a patek.

Zaroven bylo pravidelné odebirano médium, oznaované jako depletované, z kultivacni
lahve vzdy po 24 hodinach od pasaze. Depletované médium bylo pouzito pro stanoveni

transkripcni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandu (bod 4.5.5).

4.5.2 Vyseti bunék pro experimenty

Pro ptipraveni bunék na experimenty byl postup stejny jako pfi pasazovani do kroku
rozsuspendovani bunék, kdy byl cely objem suspenze pienesen do 50ml zkumavky, ze které
bylo odpipetovano 10 pl suspenze do 0,5 ml mikrozkumavky. Do mikrozkumavky bylo
nasledné ptidano 90 pl trypanové modii a noveé vznikla smés byla nekolikrat propipetovana.
Poté bylo naneseno 10 pl smési suspenze s trypanovou modii na Birkerovu komurku a bylo
spocitano 5 poli bunék z horni strany Biirkerovy komtrky a 5 ze spodni strany. Nasledné byl
spocitan primér bunék, ktery byl vynasoben koeficientem 10° a vznikly vysledek udaval pocet
bunék v jednom mililitru. Pro dalsi praci s butikami byla suspenze nafedéna médiem tak, aby
byl pocet bunek roven 40 000 vjedné jamce mikrotitraéni desticky (pro dobu inkubace
4 a 24 hodin), v ptipadé doby inkubace 48 hodin byla suspenze nafedéna na 25 000 bunék pro
jednu jamku. Takto pripravené desticky pak byly ponechany v inkubatoru do dals§iho dne.
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4.5.3 Aplikace jednotlivych AhR ligandu ¢i antagonisti na bunky

K pfipravenym buikam z kroku 4.5.2 byly druhy den pfipraveny potiebné ligandy nebo
antagonistické latky s pfidavkem kultivatniho média tak, aby jejich finalni koncentrace byla
fedéna 1000x. Takto nafedéné latky byly napipetovany na mikrotitraéni desticku po 200 ul na
jednu jamku, kazda koncentrace byla pipetovana v pentaplikatu. Jednotlivé koncentrace

ligandt ¢i antagonisti AhR pouzitych pii riznych analyzach jsou uvedeny v tabulkach 1-4.

Tabulka 1: Koncentra¢ni fady jednotlivych ligandt pro stanoveni proliferacni aktivity bunek

pomoci krystalové violeti.

Ligand Zasobni koncentrace Finalni koncentrace
1 nmol-1"! 1 pmol-I"!
10 nmol-1"! 10 pmol-1"!
100 nmol-1"! 100 pmol-1"!
TCDD 1 pmol-1"! 1 nmol-1"!
5 pumol- 1! 5 nmol-1!
10 pmol-1'! 10 nmol-1"!
50 umol-1"! 50 nmol-1"!
100 nmol-1'! 100 pmol-1"!
1 umol-1! 1 nmol-1"!
10 pmol-1'! 10 nmol-1"!
FICZ 100 umol-1" 100 nmol-1"!
1 mmol 1" 1 pmol-1'!
5 mmol-1"! 5 umol-1'!
10 mmol 1" 10 umol-1"!
100 nmol-1"! 100 pmol-1"!
1 mmol-1"! 1 pmol-1"!
10 mmol-1"! 10 umol- 1!
Omeprazol 50 mmol-I" 50 pmol 1"
100 mmol-1"! 100 pmol-1"!
200 mmol-1"! 200 pmol-1"!
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Tabulka 2: Koncentracni fady jednotlivych ligandl pro stanoveni transkripcni aktivity AhR

v zavislosti na koncentraci ligandu.

Ligand Ziasobni koncentrace Finalni koncentrace
1 nmol-1"! 1 pmol-I"!
10 nmol-1'! 10 pmol-1"!
100 nmol-1'! 100 pmol-1"!
TCDD 1 umol-1"! 1 nmol-1"!
5 umol-1"! 5 nmol-1"!
10 pmol-1"! 10 nmol-1"!
50 pmol-1'! 50 nmol-1"!
1 nmol-1"! 1 pmol-I"!
10 nmol-1'! 10 pmol-1"!
100 nmol-1"! 100 pmol-1"!
1 umol-1! 1 nmol-1"!
FICZ 10 pmol-1"! 10 nmol-1"!
100 umol 1" 100 nmol-1"!
1 mmol 1" 1 pmol-1'!
5 mmol-1"! 5 umol-1'!
10 mmol 1" 10 umol-1"!
100 umol 1" 100 nmol-1"!
1 mmol-1"! 1 pmol-1"!
10 mmol 1" 10 umol-1"!
Omeprazol 50 mmol-I" 50 pmol 1"
100 mmol-1"! 100 pmol-1"!
200 mmol-1! 200 umol 1!

Tabulka 3: Koncentrace jednotlivych ligand(i pro stanoveni transkripcni aktivity AhR

v zavislosti na Case a pii dlouhodobé kultivaci

Ligand Zasobni koncentrace Finalni koncentrace
TCDD 200 nmol-1'! 200 pmol-1'!
FICZ 2 mmol-]’! 2 umol-1!

Omeprazol 140 mmol-1'! 140 umol-1'!
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Tabulka 4: Koncentracni fada vybranych antagonistickych latek pro sledovani inhibice

transkripéni aktivity AhR.

. “r - Koncentrace Finélni koncentrace
Antagonista Pritomny ligand . .
antagonisty antagonisty
1 umol-1"! 1 nmol-1"!
10 umol-1"! 10 nmol-1'!
TCDD (200 pmol-1') 100 pmol 1! 100 nmol-1!
250 pumol-1"! 250 nmol-1"!
500 umol 1! 500 nmol-1"!
1 pmol-1"! 1 nmol-1"!
10 umol-1"! 10 nmol-1'!
100 umol-1! 100 nmol-1"!
-1
GNF351 FICZ (2 pmol %) 1 mmol-1" | pmol-1"
5 mmol-1"! 5 pumol- 1!
10 mmol-1"! 10 pmol-1"!
1 pmol-1"! 1 nmol-1"!
10 umol-1'! 10 nmol-1"!
o | (140 L1 100 pmol-1"! 100 nmol-1'!
meprazol (140 pmo 1 mmol 1" 1 umol-1!
5 mmol-1"! 5 umol-1"!
10 mmol-1! 10 umol-1!
10 umol-1"! 10 nmol-1'!
100 pmol-1"! 100 nmol-1'!
CH223191 TCDD/FICZ/omeprazol 1 mmol 1" 1 umol-1!
5 mmol-1"! 5 umol-1"!
10 mmol-1! 10 pmol-1'!

4.5.4 Meéreni prolifera¢ni aktivity bunék pomoci krystalové violeti

Buiky byly vysety podle bodu 4.5.2 a druhy den byla provedena aplikace jednotlivych
ligandt se zvySujici se koncentraci podle Tabulky 1. Kazda koncentrace dané latky byla fedéna
1000x DMEM a vysledné roztoky byly pipetovany na mikrotitrani desti¢ku vzdy v péti
opakovanich po 200 pl. Jako negativni kontrola slouzil 1000x zifedény roztok DMSO v DMEM
a jako pozitivni kontrola slouzil triton, ktery byl fedén 10x pomoci DMEM k dosazeni 2%
koncentrace. Poté byly jednotlivé desticky ponechany v inkubatoru po dobu 24 a 48 hodin. Po
tomto intervalu byla smés kultivacniho média a ligandu vyklepnuta do odpadu (v pfipadé latek

FICZ, omeprazol) nebo do vyhrazené lahve urené pro toxicky odpad (TCDD) a desticka byla
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osusena na buni¢in€. Jednotlivé jamky byly poté promyty 60 pl PBS a po jejich osuSeni
na buniciné bylo k buiikdm piidano 60 pl 0,1% krystalové violeti a buriky se nechaly inkubovat
30 — 60 minut na tfepacce. Po inkubaci byl z desti¢ek vyklepnuty roztok krystalové violeti a
buriky byly posléze promyty 60 ul PBS tak dlouho, dokud bylo evidentni vymyvani barviva
(minimalné 5x). Buiiky byly po poslednim kroku promyti PBS osuSeny a navazané barvivo
bylo rozpusténo piidavkem 200 upl metanolu. Vznikly roztok vjamkéach byl nékolikrat
propipetovan, dokud nebyl homogenni. Takto pfipravené desticky byly vlozeny do

spektrofotometru a byla méfena absorbance pii vinové délce 595 nm.

4.5.5 Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandu

Bunky byly nejdiiv vysety (bod 4.5.2) a dalsi den byly pfipraveny zasobni roztoky
ligandu, které byly 1000x fedény pomoci depletovaného média (podle Tabulky 2). Negativni
kontrolou byl roztok 1000x fedéného DMSO v depletovaném médiu. Po napipetovani
jednotlivych ligandt byly pfipravené desticky vloZeny do inkubatoru po dobu 4, 24 a 48 hodin.
Po inkubaci byl obsah desti¢ek vyklepan do odpadu, popt. do toxického odpadu a poté byly
desky promyty 50 ul PBS a osuseny na bunic¢iné. V dal$im kroku bylo k burikam ptidano 30 pl
lyza¢niho pufru a poté byly buiikky zmrazeny pii -80 °C po dobu minimalné 20 minut. Nasledné
byly jednotlivé mikrotitraéni desky ponechany na tfepaci desce, dokud zcela nerozmrzly. Po
jejich rozmrazeni bylo odebrano 6 pl lyzatu do bilych mikrotitracnich desticek, ke kterym bylo
ptidano 30 pl substratu pro luciferazu. Jednotlivé desticky byly opatrné proklepany, aby se
nanesena smes homogenné smisila. Poslednim krokem bylo zméfeni luminiscence ve

spektrofotometru.

4.5.6 Stanoveni transkripéni aktivity AhR v zavislosti na ¢ase

Bunky byly vysety na mikrotitra¢ni desku podle bodu 4.5.2 a dalsi den byly pfipraveny
zasobni roztoky ligandl, které byly 1000x fedény v depletovaném médiu a jako negativni
kontrola slouzil roztok 1000x fedéného DMSO v depletovaném médiu. Jednotlivé ligandy o
koncentraci uvedené v Tabulce 3 a negativni kontrola byly aplikovany na buiky vzdy v péti
opakovanich. Poté byly buiiky vlozeny do inkubatoru po dobu 4, 8, 12, 16 a 24 hodin. Po
uplynuti inkubacni doby jednotlivych desek byly provedeny stejné kroky jako v bodé 4.5.5 a

nakonec byla pomoci spektrofotometru zméfena luminiscence.
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4.5.7 Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR v pritomnosti antagonistu

Buriky byly vysety na mikrotitra¢ni desku podle bodu 4.5.2 a dal$i den byla pfipravena
kultivaéni média obsahujici jednotlivé agonisty (TCDD s koncentraci 200 pmol-1"!, FICZ
s koncentraci 2 umol-1"! a omeprazol s koncentraci 140 pmol-1"). Pomoci t&chto pfipravenych
médii byly pfipraveny zasobni roztoky antagonistt, které byly 1000x fedény na koncentrace
uvedené v Tabulce 4. Pripravené roztoky byly naneseny na mikrotitracni desky a ty byly
inkubovany po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly provedeny stejné kroky jako v bod€ 4.5.5 a

posléze byla pomoci spektrofotometru zméfena luminiscence.

4.5.8 Sledovani udrzeni luciferazové aktivity pri dlouhodobé kultivaci

Bunky byly vysety na mikrotitracni desticku podle bodu 4.52 a dalsi den byly
pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych liganda, které byly 1000x fedény kultivacnim médiem
do pozadované koncentrace uvedené v Tabulce 3. Jako negativni kontrola bylo pouzito
kultivacnim médiem 1000x zfedéné DMSO. Po aplikaci jednotlivych liganda a kontroly byly
desticky ulozeny do inkubatoru po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly provedeny stejné kroky

jako v bodé€ 4.5.5 a poté byla pomoci spektrofotometru zméfena luminiscence.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni proliferac¢ni aktivity bunék AhRepa pomoci krystalové violeti

Na buiikky AhRepa byly aplikovany ligandy TCDD, FICZ a omeprazol. Byla sledovana
jejich proliferacni aktivita pomoci eseje krystalové violeti v casovém formatu
24 a 48 hodin. TCDD byl aplikovan v koncentraénim rozmezi 1 pmol-1"! — 50 nmol-1"! podle
tabulky 1, FICZ byl aplikovan v koncentraénim rozmezi 100 pmol-1"'! — 10 pmol-1"! podle
tabulky 1 a omeprazol byl aplikovan v rozmezi 100 pmol-1"! — 200 umol "' podle tabulky 1.
Jako negativni kontrola slouzily nejnizsi koncentrace danych liganda, které predstavuji 100%
proliferacni aktivitu.

Z namétenych hodnot vyplyva, ze u vSech pouzitych liganda doslo pouze k mirnému
poklesu proliferacni aktivity bun€k, konkrétné u TCDD na 96 + 15 % v koncentraci
50 nmol-1"! po 24 hodinach (Graf 1), u FICZ na 93 + 8 % v koncentraci 1 pmol-1"" po
48 hodinach (Graf 2) a u omeprazolu na 94 + 6 % v koncentraci 100 pmol 1! po 24 hodinach
(Graf 3). Naopak u jediného ligandu TCDD doslo ke zvySeni proliferacni aktivity
na 130 + 13 % v koncentraci 50 nmol-1"! po 48 hodinach (Graf 1).

Proliferacni aktivita bunék AhRepa po pusobeni TCDD
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Graf 1: Sledovani vlivu TCDD na prolifera¢ni aktivitu bunék AhRepa po 24 a 48
hodinach. Graf schematicky znazoriiuje pusobeni TCDD na buriky AhRepa. Buriky AhRepa byly
vysety v koncentraci 40 000 bun¢k na jamku pro 24 hodinové pasobeni (oranzova) a 25 000 bun¢k na
jamku pro 48 hodinové pusobeni (modra). TCDD byl aplikovan v koncentracich
1 pmol-1"" — 50 nmol-1'". Vysledky jsou vztazeny k nejnizsi koncentraci 1 pmol 1", ktera pfedstavuje
100% proliferacni aktivitu. Pomoci hvézdicky jsou oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci

studentova t-testu. Uvedené hodnoty jsou primérem 4 nezavislych experimentu.
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Graf 2: Sledovani vlivu FICZ na proliferacni aktivitu bunék AhRepa po 24 a 48 hodinach.
Graf schematicky znazomuje pusobeni FICZ na buiiky AhRepa. Buiiky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40 000 bun¢k na jamku pro 24 hodinové pusobeni (oranzova) a 25 000 bun¢k na jamku
pro 48  hodinové  plsobeni  (modra). FICZ byl  aplikovan v koncentracich
100 pmol 1" — 10 umol 1. Vysledky jsou vztaZeny k nejnizsi koncentraci 100 pmol 1", ktera pfedstavuje
100% proliferacni aktivitu. Pomoci hvézdicky jsou oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci

studentova t-testu. Uvedené hodnoty jsou primérem 4 nezavislych experimentu.
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Graf 3: Sledovani vlivu omeprazolu na prolifera¢ni aktivitu bunék AhRepa po 24 a 48
hodinach. Graf schematicky znazorriuje pusobeni omeprazolu na buriky AhRepa. Buiiky AhRepa byly
vysety v koncentraci 40 000 bun¢k na jamku pro 24 hodinov¢ pasobeni (oranzova) a 25 000 bun¢k na
jamku pro 48 hodinové plsobeni (modra). Omeprazol byl aplikovan v koncentracich
100 pmol-I"" — 200 umol-1"". Vysledky jsou vztazeny k nejniz§i koncentraci 100 pmol-1", ktera
predstavuje 100% proliferacni aktivitu. Pomoci hvézdic¢ky jsou oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05)

pomoci studentova t-testu. Uvedené hodnoty jsou prumérem 4 nezavislych experimentu.

5.2 Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na koncentraci ligandu

Vybrané ligandy TCDD, FICZ a omeprazol byly aplikovany na buitkky AhRepa za ucelem
stanoveni zmeény transkripéni aktivity v zavislosti na koncentraci ligandu. Burky byly
v piitomnosti ligandt inkubovany 4, 24 a 48 hodin. TCDD byl testovan v rozmezi koncentraci
1 pmol-1! az 50 nmol-I"! podle tabulky 2. Ve 4hodinovém formatu znatelné vzristala
transkripéni aktivita AhR jiz pfi koncentraci 10 pmol-1"! a svého maxima dosahla jiz pfi
koncentraci 1 nmol-1"! s tim, Ze spole¢né s nasledujicimi koncentracemi 5, 10 a 50 nmol-1"! bylo
dosazeno pfiblizné stejné aktivity (Graf 4). U 24hodinového formatu byl zaznamenan
kontinualni nariist transkripéni aktivity AhR s maximem v koncentraci 50 nmol-1"! (Graf 5).
Ve 48hodinovém formatu byla taktéz zaznamenana zvySujici se transkripéni aktivita AhR
v z4vislosti na koncentraci s maximem opét v koncentraci 50 nmol-I"!. Ov§em v koncentraci
5 nmol-1I"! byl pozorovan propad na 74 = 11 % oproti piedchozi koncentraci 1 nmol-1"!, ktera

vykazovala 83 + 16% maximalni odpoved’ (Graf 6).
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Graf 4: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 4 hodinach pusobeni TCDD. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buiiky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunék na jamku. TCDD bylo aplikovano v koncentracich
1 pmol-1"' - 50 nmol-1"". Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace TCDD vztaZena ke
koncentraci 10 nmol 1", ktera piedstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou pramérem tii

nezavislych experimentii.
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Transkrip¢ni aktivita AhR po 24 hodinach puisobeni
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Graf S: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 24 hodinach pusobeni TCDD. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunék na jamku. TCDD bylo aplikovano v koncentracich
1 pmol-1"' - 50 nmol-1"". Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace TCDD vztaZena ke

koncentraci 50 nmol-1", ktera piedstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou pramérem tii

nezavislych experimentii.
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Graf 6: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 48 hodinach pusobeni TCDD. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 25000 bunék na jamku. TCDD bylo aplikovano v koncentracich
1 pmol-1"! — 50 nmol-I"!. Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace TCDD vztaZena ke
koncentraci 50 nmol-1"!, ktera predstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou prumérem tfi

nezavislych experimentii.

FICZ byl testovan v rozmezi koncentraci 1 pmol-I"' az 10 pmol-1"! po 4 hodinach
inkubace. Po 24 a 48 hodinach inkubace byl testovan v rozmezi koncentraci 100 pmol-1! az 10
umol-1"!. Po 4 hodinach inkubace byla zaznamenan znatelny nartist transkrip&ni aktivity jiz
v koncentraci 10 pmol 1" a maximalni indukce bylo dosazeno v koncentraci 5 pmol-1"!, po které
uz mira indukce opét klesla na 88 + 8 % v koncentraci 10 pmol-1"! (Graf 7). Po 24 hodinach
inkubace byl pozorovéan znatelny nariist indukce v koncentraci 10 nmol-1"! a nejvyssich indukei
bylo dosazeno v koncentracich 5 a 10 pmol-1"! (Graf 8). Po 48 hodinach inkubace se oproti 24
hodinam inkubace koncentrace 100 nmol-1"" a 1 pmol-1"! pohybuji v 60% maximalni odpovédi

a az koncentrace 5 a 10 pmol-1"! pfedstavuji maximum (Graf 9).
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Graf 7: Stanoveni transkripcni aktivity AhR po 4 hodinach pusobeni FICZ. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunék na jamku. FICZ byl aplikovan v koncentracich
1 pmol-1"' — 10 umol-1"". Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace FICZ vztaZena ke
koncentraci 5 pmol-1", ktera pfedstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou prumérem tii

nezavislych experimentii.
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Graf 8: Stanoveni transkripcéni aktivity AhR po 24 hodinach pusobeni FICZ. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunék na jamku. FICZ byl aplikovan v koncentracich
1 pmol-1"' — 10 umol-1"". Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace FICZ vztaZena ke

koncentraci 10 pmol-1"', ktera pfedstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou praimérem tii

nezavislych experimentii.
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Graf 9: Stanoveni transkripéni aktivity AhR po 48 hodinach pusobeni FICZ. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 25000 bunék na jamku. FICZ byl aplikovan v koncentracich
1 pmol-1"' — 10 umol-1"". Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace FICZ vztaZena ke
koncentraci 10 pmol-1"', ktera pfedstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou praimérem tii

nezavislych experimentii.

Omeprazol byl testovan v rozmezi koncentraci 100 nmol-I"! az 200 umol-1"! podle
Tabulky 2 ve vSech Casech inkubace. Po 4 hodinach inkubace se transkripéni aktivita AhR
pohybovala v rozmezi 50-60 % maximalni aktivace u prvnich tfi koncentraci (100 nmol-1"!, 1 a
10 pmol-1"") a maxima bylo dosazeno u koncentraci 50, 100 a 200 pmol-1"!. Po 24 hodinach
inkubace byl zaznamenan nariist luciferazové aktivity v koncentracich 50 a 100 pmol-1"!
s maximem v koncentraci 200 pmol-1"'. Po 48 hodinach inkubace byla pozorovana kontinualné

se zvysujici indukce luciferazové aktivity s maximem opét v koncentraci 200 pmol-1.
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Graf 10: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 4 hodinach piasobeni omeprazolu. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukei transkripéni aktivity AhR. Buniky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunck na jamku. Omeprazol byl aplikovan v koncentracich
100 nmol 1" — 200 umol-1"'. Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace omeprazolu

vztazena ke koncentraci 200 umol-1"!, ktera predstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou

pramérem tfi nezavislych experimentu.
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Graf 11: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 24 hodinach pusobeni omeprazolu. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukci transkripéni aktivity AhR. Buiikky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40000 bunck na jamku. Omeprazol byl aplikovan v koncentracich
100 nmol-1"" — 200 pmol-1"'. Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace omeprazolu
vztaZzena ke koncentraci 200 pmol-1", ktera predstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou

pramérem tfi nezavislych experimentu.
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Transkrip¢ni aktivita AhR po 48 hodinach pusobeni
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Graf 12: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR po 48 hodinach pusobeni omeprazolu. Graf
schematicky znazoriiuje zvySujici se indukci transkripéni aktivity AhR. Buiikky AhRepa byly vysety
v koncentraci 25000 bunék na jamku. Omeprazol byl aplikovan v koncentracich
100 nmol-1"" — 200 pmol-1"'. Indukce luciferazové aktivity je pro jednotlivé koncentrace omeprazolu
vztaZzena ke koncentraci 200 pmol-1", ktera predstavuje 100% indukci. Zobrazené vysledky jsou

pramérem tfi nezavislych experimentu.
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5.3 Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR v zavislosti na ¢ase

Pro stanoveni transkripcni aktivity AhR v Case byly pouzity koncentrace jednotlivych
latek odpovidajici jejich hodnotam ECso v Case 24 hodin, které byly stanoveny na zakladé
vysledkti z predeslych analyz pomoci programu GraphPad. TCDD bylo aplikovano
v koncentraci 200 pmol-1"!, FICZ v koncentraci 2 pmol-1" a omeprazol v koncentraci 140
umol I (viz. Tabulka 3). Buiiky byly testovany v éasech 4, 8, 12, 16, 20 a 24 hodin.
Transkripéni aktivita se zvySovala se zvySyjicim se Casem inkubace u TCDD s maximalni
indukci 40 + 13,54 FOLD v Case 24 hodin (Graf 13). U omeprazolu doslo ke zvySovani
transkripcni aktivity do 16 hodin, kdy bylo dosazeno maximalni odpovédi 11,79 = 1,22 FOLD
(Graf 14). U latky FICZ bylo dosazeno maximalni indukce v ¢ase 20 hodin, konkrétné 62 + 17
FOLD (Graf 13).
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Graf 13: Stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR pomoci ligandu TCDD a FICZ v ¢ase. Graf
schematicky znazomuje transkripéni aktivitu AhR v zavislosti na case. Buiiky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40 000 na jamku pro 4, 8, 12, 16, 20 a 24 hodin pisobeni TCDD
v koncentraci 200 pmol-1" (oranZova) a FICZ v koncentraci 2 umol-1"' (modrd). Tyto vysledky jsou

pramérem tfech nezavislych experimenti.
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Graf 14: Stanoveni transkripcni aktivity AhR pomoci ligandu omeprazol v case. Graf
schematicky znazomuje transkripéni aktivitu AhR v zavislosti na ¢ase. Buiiky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40 000 na jamku pro 4, 8, 12, 16, 20 a 24 hodin pasobeni omeprazolu v koncentraci

140 pmol-1". Zobrazené vysledky jsou primérem tiech nezavislych experimentu.

5.4 Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni antagonistu

Pouzitim luciferazové reportérové eseje byla stanovena inhibicni aktivita vybranych
antagonist GNF-351 a CH223191 v piitomnosti ligand TCDD (koncentrace 200 pmol-1'!),
FICZ (koncentrace 2 pmol-1"!) a omeprazolu (koncentrace 140 pmol-11).

Latka GNF-351 byla testovana v koncentracich 1, 10, 100, 250 a 500 nmol-1"
v piitomnosti TCDD. V piitomnosti FICZ byla testovana v koncentracich 1, 10, 100 nmol-1",
1, 5 a 10 pmoll! a vpfitomnosti omeprazolu byla testovana v koncentracich
10, 100 nmol-I', 1, 5 a 10 umol-1'. Latka GNF-351 zpisobila v koncentracich
250 a 500 nmol 1! signifikantni a tém&F 100% inhibici TCCD indukované luciferazové aktivity
(Graf 15). Luciferazova aktivita vyvolana FICZ byla v piitomnosti 10 umol-1"' GNF-351
signifikantn€ snizena na 46 % (Graf 16). V pritomnosti omeprazolu byl sledovan pokles
transkripéni aktivity AhR u koncentraci 1, 5 a 10 pmol-I""! GNF-351, z ¢ehoz snizeni pfi
koncentracich 1 a 10 umol 1" bylo signifikantni (Graf 17).
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Graf 15: Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni antagonisty
GNF-351 v pritomnosti TCDD. Graf schematicky znazorfiuje inhibici transkripéni aktivity AhR
antagonistou GNF-351 v pfitomnosti TCDD v koncentraci 200 pmol-1'. GNF-351 byl aplikovan
v koncentracich 1 nmol-1"" - 500 nmol-1"" po dobu 24 hodin. Buitky AhRepa byly vysety v koncentraci
40 000 na jamku. Hvézdi¢kou jsou oznaéeny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci studentova t-testu.

Zobrazené vysledky jsou prumérem tfech nezavislych experiment.
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Graf 16: Stanoveni inhibice transkripcni aktivity AhR po pusobeni antagonisty
GNF-351 v pritomnosti FICZ. Graf schematicky zndzorfiuje inhibici transkripéni aktivity AhR
antagonistou GNF-351 v pfitomnosti FICZ v koncentraci 2 pmol-1'. GNF-351 byl aplikovan
v koncentracich 1 nmol-1"'— 10 umol-1"' po dobu 24 hodin. Buiiky AhRepa byly vysety v koncentraci
40 000 na jamku. Hvézdi¢kou jsou oznaéeny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci studentova t-testu.

Zobrazené vysledky jsou prumérem tfech nezavislych experiment.
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Graf 17: Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni antagonisty
GNF-351 v pritomnosti omeprazolu. Graf schematicky znazorfiuje inhibici transkripéni aktivity
AhR antagonistou GNF-351 v pfitomnosti omeprazolu v koncentraci 140 pumol-1"'. GNF-351 byl
aplikovan v koncentracich 1 nmol-I"' — 5 umol-I"! po dobu 24 hodin. Buiiky AhRepa byly vysety
v koncentraci 40 000 na jamku. Hvézdickou jsou oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci

studentova t-testu. Zobrazené vysledky jsou prumérem tiech nezavislych experimenta.

Latka CH223191 byla testovana ve stejnych koncentracich 10, 100 nmol-1'', 1,5 a 10
umol-1"! pro TCDD, FICZ i omeprazol. Latka CH223191 je selektivnim antagonistou TCDD a
jinych halogenovanych aromatickych uhlovodikli a znatelné inhibovala transkripcni aktivitu
AhR v ptitomnosti TCDD jiz pii koncentraci 1 pmol 1. Pii koncentracich 5 a 10 pmol-1"! byla
pozorovana signifikantni inhibice TCDD-indukované luciferazové aktivity, kterd dosahovala
ptiblizné 95 % maximalni aktivace (Graf 18). V pfitomnosti latky FICZ nebyla pozorovana
zadna inhibice transkrip¢ni aktivity AhR (Graf 18) a v pfitomnosti omeprazolu byl pozorovan
lehky, nicméné signifikantni pokles indukce v koncentraci 10 pmol-1'1 na 2,31 + 0,33 FOLD
oproti 3,42 + 0,39 FOLD u omeprazolu v koncentraci 140 pmol-1"! bez ptitomného CH223191
(Graf 20).
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Graf 18: Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni antagonisty CH223191
v pritomnosti TCDD nebo FICZ. Graf schematicky znazorfiuje inhibici transkripéni aktivity AhR
antagonistou CH223191 v pfitomnosti *TCDD o koncentraci 200 pmol-1"' (modra) nebo *FICZ o
koncentraci 2 pmol-1"! (oranzova). CH223191 byl testovan v koncentracich 10 nmol 1" — 10 pmol-1"! po
dobu 24 hodin. Buiikky AhRepa byly vysety v koncentraci 40 000 bun¢k na jamku. Hvézdickou jsou
oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci studentova t-testu. Zobrazené vysledky jsou primérem

tfech nezavislych experimentd.
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Graf 19: Stanoveni inhibice transkrip¢ni aktivity AhR po pusobeni antagonisty CH223191
v pritomnosti omeprazolu. Graf schematicky znazorfiuje inhibici transkripéni aktivity AhR
antagonistou CH223191 v pfitomnosti omeprazolu v koncentraci 140 pmol-1"'. CH223191 byl testovan
v koncentracich 10 nmol-1"' — 10 pmol-1"" po dobu 24 hodin. Buiiky AhRepa byly vysety v koncentraci
40 000 bungk na jamku. Hvézdickou jsou oznaceny hodnoty signifikance (p<0,05) pomoci studentova

t-testu. Zobrazené vysledky jsou primérem tfech nezavislych experimentu.

5.5 Vliv dlouhodobé kultivace na luciferazovou aktivitu

Dlouhodobou kultivaci bunék muze dojit k ovlivnéni funkce dané reportérové linie,
prikladem je ztrata luciferazové aktivity. Na buriky byly v kazdé tieti pasazi aplikovany ligandy
TCDD v koncentraci 200 pmol-1', FICZ v koncentraci 2 pmol-1"! a omeprazol
v koncentraci 140 umol-1"! a po 24hodinové inkubaci byla stanovena luciferazova aktivita.
Dohromady byl tento experiment proveden Sestkrat a celkova doba kultivace bun¢k byla 58
dni. Vysledné hodnoty indukci jsou uvedeny v Tabulce 5 a jsou graficky znazornény v Grafech

20 a21.
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Tabulka 5: Vliv dlouhodobé kultivace bunék AhRepa na luciferazovou aktivitu.

potet dni v TCDD FICZ Omeprazol
pasaz kultuie
[FOLD + SD] [FOLD = SD] [FOLD + SD]

7. 21 37.34+3,08 46,68 +£2.89 3.45+0,.26
10. 28 35,33 +2,08 48.50£2,55 3,53+0,58
13. 35 26,30 + 3,43 32,06 + 3,55 524+1,07
16. 42 3548 +£2.02 44,45 £ 4,63 2,91+0,56
19. 49 10,34 £ 1,41 16,88 £2.16 2,44 £ 0,07
23. 58 44,53+ 1,77 68,76 £ 7,56 8.38 £ 0,65

Transkrip¢ni aktivita AhR pri dlouhodobé kultivaci
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Graf 20: Vliv dlouhodobé kultivace bunék AhRepa na luciferazovou aktivitu po pusobeni
TCDD nebo FICZ. Graf znazoriuje transkripéni aktivitu AhR po 24 hodinach pusobeni TCDD
v koncentraci 200 pmol-1'! (oranZova) a FICZ v koncentraci 2 umol-1"' (modra). Buiiky AhRepa byly

vysety v koncentraci 40 000 na jamku. Celkem bylo méfeno 6 pasazi a doba kultivace ¢inila 58 dni.
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Transkripéni aktivita AhR pri dlouhodobé kultivaci
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Graf 21: Vliv dlouhodobé kultivace bunék AhRepa na luciferazovou aktivitu po pusobeni
omeprazolu. Graf znazoriuje transkripéni aktivitu AhR po 24 hodinach pusobeni omeprazolu

v koncentraci 140 umol-1"'. Buriky AhRepa byly vysety v koncentraci 40 000 na jamku. Dohromady

bylo méfeno 6 pasazi a celkova doba kultivace Cinila 58 dni.

Na zaklade vysledki experimentu méfeni luciferazové aktivity byl sledovan mirny
pokles indukce v 13. pasazi u ligandi TCDD a FICZ a prudky pokles indukce v 19. pasazi
u vSech testovanych liganda. U ligandu TCDD se ve 13. pasazi snizila indukce z pavodnich
37,34 + 3,08 FOLD ze 7. pasaze na 26,30 + 3,43. Podobny pokles v 13. pasazi byl pozorovan i
u FICZ, kdy se indukce snizila na 32,06 = 3,55 FOLD z 46,68 + 2,89 v 7. pasazi.
V 19. pasazi byl pozorovan prudky pokles indukce u TCDD, FICZ i omeprazolu (Graf 20 a 21).
Na zaklade toho, ze u 19. pasaze indukce luciferazové aktivity vyrazné klesla u vSech téchto
ligandd, byl proveden experiment jeste¢ ve 23. pasazi pro zajisténi faktu, ze bunécna linie
neztratila luciferazovou aktivitu v dlouhodobé kultivaci. Naméfené indukce ukazuji, ze se
v pfipadé 19. pasaze mohlo jednat o pipetovaci chybu, jelikoz pozorované indukce se v 23.
pasazi opét zvysily na podobné hodnoty, jako v pasazich predchozich. Konkrétné pro TCDD
44,53 + 1,77 FOLD, FICZ 68,76 + 7,56 FOLD a omeprazol 8,38 + 0,65.

Na zakladé zjisténych vysledka je tedy evidentni, ze dlouhodoba kultivace bunék

AhRepa neovliviiyje luciferazovou aktivitu.
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6 DISKUSE

AhR je ligand dependentni transkrip¢ni faktor, kterym disponuji témer vSichni obratlovci.
AhR reguluje biologické a toxické procesy indukované toxickymi environmentalnimi
kontaminanty nebo ligandy endogenniho puvodu (Denison a Whitlock 1995). Ke zjisténi, zda
dana latka aktivuje tento receptor, byly vyvinuty transgenni bunécné reportérove systémy, které
se vyznacuji plazmidem nesoucim sekvence pro vazbu pfislusného receptoru s reportérovym
genem, nejcastéji luciferazou, ktery je vlozen do dané bunécné linie. Takovému vlozeni ciziho
genu do zvolené bunécné linie se fika transfekce. Existuji bud’ pfechodné nebo stabilné
transfekované bunécné reportérové linie. Stabilni bunécné linie, ackoliv Casové a materialné
naro¢né na konstrukci, maji oproti transientni transfekci mnoho vyhod, zejména pak to, ze neni
nutnosti transfekovat buriky pred experimentem a diky antibiotické selekci je zajisténo, ze
vSechny buriky v kultufe jsou transfekované (Novotna et al. 2011).

Existuje nékolik bunéénych reportérovych linii pro stanoveni transkripéni aktivity AhR.
Z toho vétsina pochazi z hlodav¢ich rakovinnych bunek. Nejznaméjsimi systémy odvozenymi
od hlodav¢ich bunék jsou CALUX systém pouzivajici krysi H4IIE buriky (Murk et al. 1996)
nebo systémy vyuzivajici my$i buriky Hepa-1clc7, jako je Dr-EcoScreen (Kojima et al. 2018)
nebo CALUX (G3) tfeti generace (He et al. 2011). Protoze mezi lidskym a hlodavéim AhR
existuji strukturalni rozdily, které ovliviyji afinitu nékterych ligandi a miru transkripéni
aktivity AhR (Ramadoss a Perdew 2004), byla v této praci charakterizovana stabilné
transfekovana reportérova linie AhRepa odvozena od myS$i bunécné linie Hepa-lclc7 a
srovnana s jinymi reportérovymi systémy, bud’ s hlodav¢imi ¢i lidskymi.

Transkripcni aktivita AhR rostla se zvySujici se koncentraci u vSech pouzitych ligandu.
Indukce luciferazové aktivity v buntkach AhRepa byla pozorovana po pisobeni TCDD, FICZ a
omeprazolu. U TCDD byl pozorovan nartst luciferazové aktivity blizici se 100% odpovédi uz
pfi koncentraci 1 nmol-1"' v &asech 4, 24 i 48 hod. Podobné vysledky byly publikované
i ve studii popisujici CALUX G3 linii, kde byla stanovena maximalni luciferazova aktivita také
v koncentraci 1 nmol-1"' po 24 hodinach plsobeni TCDD (He et al. 2011). Pro srovnéni
s lidskou bunécnou linit AZ-AhR byla téméf maximalni luciferdzova aktivita po 24 hodinach
piisobeni TCDD sledovana az v koncentraci 10 nmol-1"! (Novotna et al. 2011), tedy o cely fad
vyS$. Zajimavy je také fakt, ze ve studii Kikuchi et al. 1996 testovali indukci transkripéni aktivity
AhR pomoci omeprazolu v mysSich buiikach Hepa-1 a zjistili, ze vlivem tohoto ligandu
nedochézi k indukci transkripéni aktivity (Kikuchi et al. 1996). V této praci se nam vsak

podarilo pozorovat vliv omeprazolu na transkripcni aktivitu AhR, ktera vSak byla v porovnani
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s TCDD nebo FICZ vyrazné nizi. Konkrétné omeprazol v koncentraci 200 pmol-1"! vyvolal po
48 hod plsobeni indukce od 4,3 po 10,4 FOLD, coz odpovidalo pfiblizné 5 — 10 % indukce
vyvolané TCDD ¢i FICZ. FICZ zvysoval transkripéni aktivitu AhR s rostouci koncentraci.
Ve srovnani s bunécnou linii HaCat odvozenou od lidskych koznich bunék byl nartst
luciferazové aktivity pozorovan v AhRepa linii jiz v koncentraci 1 nmol-1"' po 24 hodinach
piisobeni oproti 100 nmol-1"! po 24 hodinach plisobeni v AhRaCat linii (Rogozanova 2023).

V bunécné linii AhRepa byla také sledovana transkripéni aktivita po ptisobeni modelovych
ligandti v zavislosti na case. U ligandd TCDD a omeprazolu bylo mozno pozorovat indukci
luciferazové aktivity uz po 4 hodinach ptisobeni oproti 6 hodinam v lidskych burikach AZ-AHR
odvozenych od HepG2 (Novotna et al. 2011). FICZ indukoval luciferazovou aktivitu také po 4
hodinach pusobeni s maximem indukce po 24 hodinach. Podobnou FICZ-indukovanou
luciferazovou aktivitu v Case sledovala ve své praci z roku 2023 Lucie Rogozanova v bunécéné
linii AhRaCat (Rogozanova 2023).

Dale byla sledovana inhibice luciferazové aktivity pomoci antagonisti GNF-351 a
CH223191. GNF-351 inhiboval luciferazovou aktivitu u liganda TCDD, FICZ i omeprazolu.
U TCDD doslo k témé&f 100 % inhibici aktivity AhR jiz p¥i koncentraci 250 nmol-1"! GNF-351.
U latek FICZ a omeprazolu pak byl sledovan pokles transkripéni aktivity o 46 % v koncentraci
10 umol 1! pro FICZ a 0 85 % v koncentraci 1 umol-1"! pro omeprazol. Smith et al. publikovali
vroce 2011 studii zaméfujici se na rozdilny antagonisticky efekt GNF-351 v pfitomnosti
TCDD v mysich H1L1.1c2 bunkach a lidskych HepG2 burikach. V jejich studii GNF-351
zacalo antagonizovat TCDD-indukovanou luciferazovou aktivitu u mySich bunék pfi
koncentraci 150 nmol-1"! a podobné jako v této praci téméf kompletné antagonizovalo pii
koncentracich 250 a 500 nmol-1"l. V lidskych buiikich GNF-351 antagonizovalo jiZ
v koncentraci 15 nmol 1!, coz podporuje fakt, ze mysi butiky maji zhruba 10x vyssi afinitu
k vazbé¢ TCDD na AhR nez buiky lidské (Smith et al. 2011). CH223191 je selektivni
antagonista vu¢i TCDD a antagonizoval TCDD-indukovanou luciferazovou aktivitu
v koncentracich 1, 5 a 10 umol-1"!. V experimentech s omeprazolem byla pozorovana pouze
Caste¢na inhibice v koncentraci 10 pmol-1"! a v ptitomnosti latky FICZ dochazelo dokonce
k nartstu transkripni aktivity AhR po soubézném pusobeni s CH223191 v koncentracich 1, 5
a 10 umol-I"'. Podobny efekt byl popsaniv praci Ondrové et al., 2023, kdy v lidskych buiikach
AZ-AHR také pozorovali narast FICZ-indukované luciferazové aktivity v pfitomnosti
CH223191 v koncentraci 10 pmol- 1! (Ondrova et al. 2023). Pii¢inou zvySeni indukce
luciferazové aktivity by v tomto pfipad€é mohla byt zvySena proliferace bunék po ptsobeni

CH223191 ve vyssich koncentracich (Choi et al. 2012). Ve studii publikované v roce 2010 byl
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sledovan vliv CH223191 na inhibici TCDD-indukované transkripcni aktivity AhR v mySich
burikach H1L1.1c2. V této publikaci byl CH223191 aplikovan na burky v koncentraci 10
umol-I"! a inhiboval TCDD v koncentracich od 10 nmol-1"! po 100 pmol-1"!. V koncentraci
100 pmol-I"! TCDD byla v pfitomnosti 10umol-1"! CH223191 sledovana 100% inhibice
transkripéni aktivity AhR (Zhao et al. 2010), coz je srovnatelné s linii AhRepa, kdy byla také
sledovana témér 100% inhibice TCDD-indukované transkripéni aktivity AhR po plsobeni
CH223191 v koncentraci 10 pmol-1.

Poslednim bodem charakterizace linie AhRepa bylo sledovani luciferazové aktivity po
pusobeni TCDD, FICZ a omeprazolu pii dlouhodobé kultivaci bunék. Bunécna linie AhRepa
si, podobné jako linie AZ-AhR (Novotna et al. 2011), linie AhRaCat (Rogozanova 2023) nebo
linie LS174-AhR (Sirotova 2022), stabiln€é udrzela luciferdzovou aktivitu 1 po dobu 58 dni
v kultufe, kdy kromé par vykyvi FOLD indukci nedoslo k viditelnému poklesu transkripéni
aktivity AhR.
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7 ZAVER

Cilém této bakalarské prace bylo charakterizovat novou reportérovou bunécnou linii
AhRepa derivovanou z mysich bunék Hepa-1clc7. V teoretické Casti prace byly popsany typy
pouzivanych reportérovych gent a reportérovych systému, byl vysvétlen rozdil mezi transfekci
transientni a stabilni a byl popsan AhR vcetné jeho exprese v riznych organech a odlisnosti
mezi jeho lidskou a mysi formou.V praktické Casti této prace byla charakterizovana bunécna
linie AhRepa slouzici ke stanoveni transkripcni aktivity AhR. Pomoci krystalové violeti byla
uréena proliferacni aktivita buné€k pro pouzité ligandy TCDD, FICZ a omeprazol. Nasledné
byla pomoci luciferazové reportérové eseji stanovena zavislost indukce luciferazové aktivity na
koncentraci ligandu. Na zakladé téchto vysledkt byly ureny hodnoty ECso pro jednotlivé
ligandy po 24 hod pisobeni: TCDD 200 pmol-1"!, FICZ 2 pmol-1! a pro omeprazol
140 pmol-1"'. Ligandy v téchto koncentracich byly podrobeny ¢asové analyze, kdy se ukazalo,
ze bunky maji zvySenou transkripéni aktivitu jiz po 4 hodinach expozice ligandem. Déle byla
sledovana inhibice luciferazové aktivity zpasobena selektivnimi antagonisty, kdy bylo zjisténo,
7e CH223191 v koncentracich 1, 5 a 10 umol 1" selektivng inhibovalo TCDD a také byla
pozorovana inhibice omeprazolu v koncentraci 10 pmol-1"!. GNF-351 inhibovalo vSechny
pouzité ligandy. Inhibice byla sledovana u TCDD indukované luciferazové aktivity jiz pfi
koncentraci 250 nmol-1"!, FICZ pti koncentraci 10 pmol-1"' a omeprazol pii koncentraci
1 umol-1"". Nakonec byl sledovan vliv dlouhodobé kultivace bun&ené linie na jeji luciferazovou
aktivitu, kdy bylo stanoveno, ze je linie zcela funk¢ni 1 po 58 dnech v kultute, coz odpovida 23

pasazim.
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