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1 UvOD

Aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR) je ligandom aktivovany transkripény faktor zohravajaci
dolezité ulohy v organizme uz pri jeho vyvoji, ale taktiez pri metabolizme xenobiotik a latok
endogenneho pdévodu. Zaujima dolezitd Glohu pri udrZiavani homeostazy aje vyznamnou
sucast'ou imunitnej odpovede hlavne v kozi a gastrointestindlnom trakte. U ¢loveka je AhR
najviac zastlpeny v peceni, pl'acach a placente, ale je pritomny takisto v traviacom trakte a srdci.
Neaktivny sa nachadza v cytozole bunky. Po vézbe s ligandom je translokovany do jadra, kde sa
dimerizuje s jadrovym translokdtorom AhR aspolu vytvoria komplex ligand/AhR/ARNT.
Nésledne sa takto vzniknuty aktivny transkripény komplex viaze na responzivny element
V promotorovej oblasti cielového génu a spust’a jeho expresiu.

Je znamych niekol’ko skupin latok, ktoré aktivuju AhR. Su to napriklad environmentalne
polutanty, xenobiotika ako st dioxiny ¢i polychlorované bifenyly, taktiez sem patria rozne lieciva,
endogénne latky ¢i latky prirodného pdvodu. NajznamejSim modelovym ligandom aryl
uhl'ovodikového receptoru je TCDD. Medzi vyznamné endogénne ligandy patri FICZ, bilirubin
a metabolity tryptofanu. Jednym z najviac prestudovanych environmentalnych polutantov
patriacich do skupiny ligandov AhR je benzo[a]pyrén. V predkladanej bakalarskej praci bol
stanovovany vplyv styroch vybranych skupin latok ato endogénnych ligandov,
environmentalnych polutantov, latok prirodného pévodu a metabolitov ¢revnej mikrobioty na
transkripcnt aktivitu AhR.

Na stidium transkrip¢nej aktivity AhR sa v sti¢asnej dobe vyuziva viacero experimentalnych
metod. Jednym zo zékladnych nastrojov vo vyskume funkcii AhR su luciferdzové reportérové
systémy. Tato in vitro metéda vyuziva stabilne transfekované bunkové linie pomocou
reportérového plazmidu, nestceho gén pre luciferazu. Po aktivacii AhR jeho ligandom dochadza
k indukcii expresie génu pre luciferdzu atym k narastu koncentracie luciferdzy v bunkéach.
ZvySenie hladiny luciferazy je mozné po pridani substratu velmi jednoducho stanovit
spektrofotometricky, priCom intenzita luciferazovej aktivity koreluje s transkripénou aktivitou
AhR. V tejto bakalarskej praci bola pouzitd reportérova bunkova linia AZ-AhR. Tato bunkova
linia bola vytvorena transfekciou bunkovej linie HepG2 luciferazovym reportérovym plazmidom

responzivnym voci AhR.
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CIELE PRACE

Vypracovanie literarnej reserSe na tému bakalarskej prace.

Osvojenie si zakladnych technik prace v laboratoriu tkanivovych kultar.

Stanovenie u¢inku vybranych latok na viabilitu buniek reportérovej linie AZ-AhR pomocou
metddy MTT.

Urcenie vplyvu vybranych latok na transkripént aktivitu AhR prostrednictvom luciferazovej
reportérovej eseje.

Spracovanie a vyhodnotenie vysledkov, spisanie bakalarskej prace.



3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)

Aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR) je ligandom aktivovany transkripény faktor. Gén pre AhR
sa sklada z 11 ex6nov a ma celkovd dizku 50 kilobaz genémovej DNA (Bennett et al., 1996). Gén
pre l'udsky AhR bol lokalizovany na kratkom ramene siedmeho chromozomu na lokuse 15 (7p15)
(Le Beau et al., 1994).

Podl'a dostupnych informacii sa predpoklada, ze AhR protein sa vyvinul priblizne pred 450
milionmi rokov, na zaCiatku evolucie stavovcov, ale esSte pred rozdelenim kostnatych
a chrupavkovitych ryb (Hahn et al., 1994). Vd’aka fylogenetickym analyzam bolo zistené, Ze AhR
gén sa vyskytuje u vsetkych skupin stavovcov (Hahn et al., 1997).

3.1.1 Historia objavu AhR

Prvé poznatky o AhR sa objavuju od polovice 20. storo¢ia, kedy sa skumali toxické efekty
dioxinu na 'ud’och. Dioxin je toxicka latka, vznikajuca hlavne ako vedlajsi produkt pri vyrobe
pesticidov, bieleni papieroviny ale aj pri taveni. V 40. rokoch 20. storo¢ia prepukla choroba,
postihujdca hlavne pracovnikov tovarni, ktori boli vystaveni pdsobeniu dioxinu. Tato choroba,
neskor pomenovana chlorakné, bola charakteristicka pocetnymi léziami pokryvajicimi rézne casti
tela. Prejavovali sa ako malé, svetlé, uzavreté, vystipené vyrazky, ktoré sa po ¢ase vyvinuli do
tuhych podkoznych cyst. Chlorakné bolo spajané aj s mnohymi dal§imi zdravotnymi
komplikaciami ako palenie oc¢i, poruchy travenia ¢i neplodnost’ (Schwartz, 1936; Meigs et al.,
1954).

Neskor, pri stadiu Glohy aryl uhl'ovodikovej hydroxylazy (AHH) v mysiach doslo k objavu Ah
lokusu. Tato studia nacrtla, ze Ah lokus by mohol byt sucastou génového komplexu, ktory je
zapojeny do regulacie imunologickych odpovedi (Gielen et al., 1972).

Skumanim dioxinu spésobujuceho chlorakné, bolo objavené, ze tato latka sa dokaze viazat’ na
Specificky protein. V roku 1976 bol prvykrat tento protein popisany ako receptor
sprostredkovavajuci toxicitu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo—p—dioxinu (TCDD). V tejto stadii bola
pozornost’ venovana okrem TCDD aj inym halogénovanym aromatickym uhl'ovodikom (HAHS).
V priebehu vyskumu bolo zistené, Ze Studované latky sU vysoko toxické a maju spojitost’

s negativnymi vplyvmi na zdravie l'udi a zvierat ako je rakovina, imunotoxicita a taktiez



reprodukéna a vyvinova toxicita. Pri $tadiu vplyvu tychto latok na organizmus, bol popisany
cytozolovy receptor na ktory sa viaze TCDD, a ktory sa vyskytuje v rozliénych typoch buniek vo
viacerych tkanivach. Tento receptor bol pomenovany AhR, pretoZze sa vyznacoval vysokou
afinitou k aromatickym (aryl) uhlovodikom. Spominand stadia bola takisto venovana
molekularnym mechanizmom, ktoré su zodpovedné za toxické efekty TCDD a jemu podobnych
zltéenin s dérazom na ulohu AhR ako sprostredkovatela tychto dejov. Bolo dokazané, ze AhR hra
kIa¢ovU Ulohu v reguldcii génovej expresie zapojenej v metabolizme xenobiotik a taktiez v ich
detoxifikacii. Autori pozorovali, Ze po vplyve dioxinov a HAHs doslo k aktivacii AhR, ¢o malo

za nasledok znizenie toxicity tychto latok (Poland et al., 1976; Poland et Knutson, 1982).

3.1.2 Struktdra AhR

LCudsky AhR pozostdva z niekol’kych odlisnych domén, z ktorych ma kazda svoju individualnu
funkciu (Obr. ¢. 1). Sklada sa z 848 aminokyselin a jeho velkost je 96 kDa. Patri do superrodiny
,basic helix-loop-helix* (bHLH) a taktiez do superrodiny proteinov ,,Period-Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator-Single minded* (PAS) (Burbach et al., 1992; Ema et al., 1992).
Proteiny patriace do tychto superrodin sU zapojené v regulacii velkej Skaly fyziologickych
procesov (Crews, 1998). Samotna Struktira AhR je vysoko flexibilnd a umoziuje roznorodé
interakcie s mnohymi ligandami, ¢i regulacnymi proteinmi (Burbach et al., 1992).

Transkripéné faktory s motivom bHLH po vzdjomnej interakcii s inymi ¢lenmi rovnakej
rodiny vytvaraji homo- a/alebo heterodiméry. To im umozZiiuje regulovat génovu expresiu
cielovych génov v odpovedi na signaly z vonkajsieho prostredia (Murre et al., 1989). Clenovia
bHLH superrodiny st tvoreni dvomi funkéne odlisnymi doménami, ktoré pozostavaju z priblizne
60 aminokyselinovych zvyskov. Prvou z domén, nachadzajicou sa na N konci je ,,basic region«
(b), ktora sa viaze na DNA — DNA viazuca doména (DNA binding domain; DBD). Druhou
doménou je ,.helix-loop-helix region*“ (HLH). T4 sa nachadza na C konci a sprostredkovava
interakciu proteinov, pomocou ktorej sa formujd homo- a heterodimérické Struktary (Fairman et
al., 1993; Jones, 2004).

PAS doména sa nachadza vo viacerych signalnych proteinoch a transkripénych faktoroch. Tato
doména sa sklada z dvoch casti PAS A a PAS B a pozostava z 260 — 310 aminokyselin (Crews,
1998). Terciarna Struktira PAS domény umoziuje jej vdazbu s ligandami, alebo prenos signalov.

Taktiez ma za Glohu sprostredkovavat’ alebo naopak obmedzovat’ vzajomné interakcie proteinov,



&im reguluje dimerizaént schopnost bHLH domény v AhR. Specifickost’ dimerizacie AhR uréuje
PAS A doména (Pongratz et al., 1998; Bersten et al., 2013). Naopak, PAS B doména je
zodpovedna za naviazanie ligandu — ligand viazuca doména (ligand binding domain; LBD), ale aj
interakciu s inymi proteinmi a chaperénmi. Jej hlavna uloha spoéiva v tom, ze dokaze rozoznat’
environmentalne a metabolické signaly v podobe naviazania malych molekul (Bersten et al.,
2013).

Na C konci AhR sa nachadza transaktivaéna doména (transcriptional activation domain; TAD),
ktora je zodpovedna za aktivaciu transkripcie ciel'ovych génov (Ramadoss et al., 2005). TAD je
zlozena ztroch subdomén ato subdomeény s vysokym obsahom kyslych aminokyselinovych
zvyskov, subdomény bohatej na glutamin a subdomény s hojnym zastlpenim prolinu, serinu
a treoninu (Ma et al., 1995).

PAS
AhR ' ;
H,N— | bHLH PAS A PAS B I TAD l—('()O"
DNA viazica ligand viaziaca
doména doména

Obriazok ¢&. 1: Struktura aryl uhl'ovodikového receptoru (upravené podl'a Monostory et Pascussi,
2008).

3.1.3 Aktivacia AhR

Neaktivny AhR sa nachadza v cytozole, kde interaguje s 2 molekulami heat shock proteinu
(Hsp90), AhR-interagujacim proteinom (XAP2), kochaperénom p23 (kp23) a proteinkindzami
Src a vytvara tak proteinovy komplex s celkovou vel’kostou priblizne 280 kDa (Obr. €. 2). Tento
komlex je potrebny pre spravne zlozenie a Stabilizaciu AhR (Perdew, 1988; Ikuta et al., 1997; Ma
et Whitlock, 1997). V nepritomnosti ligandu umoziuje Hsp90 zachovat’ AhR v neaktivnom stave.
Okrem toho potlaca vazbu AhR na DNA a napomaha udrziavat’ konforméaciu AhR pri naviazani
ligandu (Pongratz et al., 1992; Soshilov et Denison, 2011). Pritomnost’ XAP2 stabilizuje vézbu
Hsp90 (Bell et Poland, 2000).

AhR méze aktivovat’ niekol’ko signalnych drah. Najlepsie preskimana je takzvana genomicka
dréha (Obr. ¢. 2).



Prvym krokom pri aktivacii je vazba ligandu. Pasivnou difGziou sa ligand dostane cez
cytoplazmaticki membranu do cytozolu, kde sa nasledne naviaze na PAS B doménu AhR
(Hankinson, 1995). V dbsledku tejto interakcie je komplex ligand/receptor translokovany do
jadra. V jadre doch&dza k disociacii Hsp90, rozpadu proteinoveho komplexu a naslednej vazbe
AhR Nuclear Translocator (ARNT) atvorbe aktivneho heterodiméru (Poland et al., 1976;
Hankinson, 1995). Vzniknuty komplex AhR/ARNT/ligand rozpoznava sekvenciou DNA
v promatorovej oblasti cielovych génov, na ktora sa Specificky naviaze. Téato oblast’ sa nazyva
dioxinovy (dioxin responsive element, DRE)/xenobioticky (xenobiotic responsive element, XRE)
responzivny element (Fujisawa-Sehara et al., 1988; Li et al., 2014). Po nasadnuti aktivneho
komplexu AhR/ARNT/ligand dochadza k spusteniu transkripcie cielovych génov (Panteleyev et
Bickers, 2006).

Jednym z kl'a¢ovych cielovych génov, ktoré su aktivované pomocou AhR je represor AhR
(AhRR). AhRR ma podobnu §truktaru ako AhR, neobsahuje v§ak PAS B doménu a z toho dévodu
nemoéze dojst’ k naviazaniu ligandu (Korkalainen et al., 2004). Taktiez sa 1isi od AhR a ARNT
tym, Ze jeho C-koncovd doména je transrepresorovou doménou, zatial’ ¢o pri AhR a ARNT sa
jedna o transaktivaéna doménu. AhRR preto funguje ako kompetetivny represor AhR a umoziiuje
vézbu korepresorov, ktoré sa podiel’ajii na negativnej regulacii transkripénej aktivity AhR. Princip
potlacenia aktivity AhR spoéiva vtom, ze AhRR vytvara heterodimér s ARNT (komplex
AhRR/ARNT) (Mimura et al., 1999).

Nadbyto¢né AhR je v cytoplazme degradované protedzou. K degradéacii AhR dochadza
v proteozéme v dbsledku vézby s ubiquitinom. Takato degradacia AhR iniciovana naviazanim
ubiquitinu je $pecificka tym, ze kontroluje mnozstvo ligandom aktivovaného AhR, tak aby bola
transkripcia cielovych génov udrziavana na urcitej hladine. Degradacia je Specificka, pretoze, aby
doslo k ubigiutinacii proteinu, je potrebny Specificky Struktirny element (degron). Predpoklada
sa, ze v AhR zastava tilohu degronu transaktiva¢na domena (Ma et Baldwin, 2000). Na urovni
aktivity AhR sa m6zu podiel’at’ aj iné post-translacné modifikacie, ako je napriklad SUMOylécia.
Pri tomto type modifikacie doch&dza k zvyseniu stability AhR. To v§ak mdze mat’ za nasledok
potlacenie jeho transkripcnej aktivity (Xing et al., 2012). Post-translaéné modifikacie proteinov
zohravaju doleziti tlohu v mnohych bunkovych procesoch. Délezitou z nich je modifikacia
transkripénych faktorov, ktora méa za nasledok aktivaciu alebo represiu expresie cielovych génov
(Wang et al., 2007).
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Obrazok ¢. 2: Aktivacia aryl uhl'ovodikového receptoru (upravené podl'a Haedrich et al., 2018).

Medzi negenomickeé drahy aktivované AhR mdzeme zaradit' napriklad rychle zvysenie
koncentracie vapnika, alebo aktivity Src kinazy po posobeni TCDD. To sa mo6ze podiel’at’ na
aktivacii inych signalnych drah, ako su napriklad MAPK, ¢i na zmene funkénych vlastnosti

buniek a ovplyvnit tak ich migraciu, alebo schopnost’ adhézie (Tomkiewicz et al., 2012).

3.1.4 Funkcie AhR

AhR ma v organizme rozli¢né ulohy v zavislosti na jeho lokalizacii. Jeho funkcie boli
Studované na roznych zvieracich ale aj 'udskych modeloch.

U ¢loveka je AhR najviac zastupeny v peceni, pl'icach a placente, ale aj v traviacom trakte a
srdci. V oblickach a mozgu sa vyskytuje v mensej miere (Dolwick et al., 1993).

Hlavnou funkciou AhR je metabolizmus xenobiotik. Jednou z jeho kIaGovych uloh je
regulécia expresie enzymov, ktoré si zodpovedné za degradaciu (metabolizmus) liekov a inych
xenobiotickych zlu¢enin. Metabolizmus xenobiotik je rozdeleny do 3 faz apre kazdu fazu je
charakteristicka Specifickd skupina enzymov. Medzi enzymy 1. fazy patri hlavne rodina
cytochromov P450 (CYP). CYP enzymy su zodpovedné za katalytické reakcie hlavne oxidacie,

redukcie ale aj za detoxifikaciu mnohych liekov (Ramadoss et al., 2005). Polycyklické aromatické



uhl'ovodiky (PAHSs) st metabolizované niekol’kymi cytochromami P450 na elektrofilné derivaty.
V ramci I. fazy moézu vzniknat toxické efekty, ktoré maju za nasledok mutécie v DNA, ¢im mozu
aktivovat’ protoonkogény alebo spdsobit’ inaktivaciu tumor supresorovych génov. CYP1Al je
aktivovany mnohymi ligandami PAHs po naviazani na AhR. Ligandy pre AhR taktiez aktivuju aj
niektoré enzymy II. fazy, ako sU napriklad UDP-glukuronosyl transferdza a glutation S-
transferaza, ktoré dokazu konjugovat elektrofilné derivaty s malymi molekulami, ¢im ich
inaktivujd. Taktiez zvySuju rozpustnost’ xenobiotik, ¢o ulah¢uje ich vylucenie. Zvysné latky su
enzymami III. fdzy (napr. ABCG2) transportované z organizmu (Hankinson, 1995).

AhR d’alej zohrava podstatna tlohu v imunitnom systéme. Vysiela podnety lymfocytom, ktoré
nasledne spustaji prislusnt reakciu imunitného systému nevyhnutnd na udrzanie potrebnej
homeostdzy (Wang et al., 2015). Napriklad po vystaveni organizmu environmentalnym
polutantom, ktoré ¢asto vedu k infekciam, sa AhR po jeho aktivacii podiel’a na zvyseni a reguldcii
odpovede T-buniek (Boule et al., 2015). M4 taktiez podstatnd Glohu pri kontrole diferenciécie,
rastu afunkcii mastocytov. Aj najmensia odchylka zhomeostaizy moéze viezt k zmenam
fungovania mitochondrii, ¢o moze spdsobit’ apoptdzu, deficit mastocytov a ndslednu dysregulaciu
v mastocytovovej odpovedi (Zhou et al., 2013).

AhR taktiez koordinuje komplexnii regula¢ni siet zodpovednii za udrziavanie
kardiovaskularnej homeostazy a to uz pri samotnom vyvine organizmu (Wang et al., 2013).

Svoju ulohu zohrdva AhR aj pri imunitnej odpovedi v kozi, hlavne pri koZznych infekciach
a zapaloch. Je zodpovedny za detoxikaéné procesy a ma dblezitu ulohu pri bunkovej homeostaze.
Je dokazané, Ze po vystaveni koze UVB ziareniu je odpovedou tela aktivacia AhR
Vv keratinocytoch, ¢o ma za nasledok zvySent expresiu CYP1A1 a CYP1B1. Tento proces je ale v
uzkom spojeni s fotokarcinogenézou (Esser et al., 2013). Vd’aka tomu, ze AhR hra délezita tlohu
pri regeneracii koze sa premysl'a 0 vyuziti netoxickych ligandov AhR ako potencionalnej liecby
koznych patologii ako je chlorakné, psoriaza a d’alsie (Rico-Leo et al., 2021).

Gastrointestralny trakt je denne vystavovany mnohym xenobiotikam prijatym do organizmu
Vv potrave, ale aj produktom metabolizmu mikroorganizmov pritomnych v érevnom prostredi. AhR
sa podiel'a prave na udrzani homeostazy creva a taktiez je suc¢ast'ou procesu regeneracie ¢revnych
epitelovych buniek (IECs). Bolo pozorované, ze deficit AhR suvisi so znizenym poétom TCRyd
buniek v tenkom ¢éreve, ¢o ma za nasledok znizenU obnovu ¢revného epitelu, ¢o vedie k zvysene;j

bakterialnej zatazi (Li et al., 2011). AhR pomaha bojovat’ proti roznym chorobam stvisiacim zo



zaZivacim traktom ako je napriklad Kronova choroba, pri ktorej je v postihnutom tkanive zniZzena
expresia AhR. Prave preto sa na lie¢bu rozsirilo pouzivanie 1atok, ktoré aktivuju AhR atym
regulujl imunitnt odpoved’ organizmu. Aktivaciou AhR dokazu AhR ligandy v ¢revnom prostredi

regulovat’ zapalove procesy a poskodenie ¢revného epitelu (Pinto et al., 2023).

3.2 Ligandy AhR

Ligandy st malé molekuly, ktoré st schopné viazat’ sa na receptory a nasledne ich aktivovat'.
AhR ligandy boli klasifikované do niekolkych roznych kategorii na zaklade podobnosti v ich
Struktuare, toxicite, povode (prirodzene sa vyskytujlce a syntetické). Taktiez na ich interakcii s
AhR, rychlosti ich metabolizmu, stalosti a afinite (Poland et al., 1976; Poland et Knutson, 1982).
Podl'a biologickej odpovede vyvolanej AhR sa delia na agonisty a antagonisty. Agonista je ligand,
ktory aktivuje receptor a tym vyvolava biologickt odpoved’. Naopak antagonista je ligand, ktory

blokuje vazbu agonistu a preto ziadnu biologickt odpoved’ nevyvolava.

3.2.1 Vybrané endogénne ligandy
Endogénne ligandy su prirodzene sa vyskytujice malé molekuly (Obr. ¢. 3). AZ na niektoré
vynimky, sa vyznacuji nizSou schopnost'ou vyvolat intenzivnu fyziologickti odpoved’ (Schupp et
Lazar, 2010).
6-Formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) je dblezitym fotoproduktom metabolizmu tryptofanu
(TRP) po jeho vystaveni UV svetlu. Dokaz o tom, ze sa vytvara v l'udskom tele po vystaveni
sinku je tvorba CYP enzymov (napr. CYP1Al), ako do6sledok aktivacie AhR (Bergander et al.,
2004). FICZ bol prvykrat vyizolovany ako ligand pre AhR svysokou afinitou. Vyskumy
dokazuju, ze FICZ sa vyznacuje dokonca silnejsiu vazbu s AhR ako TCDD. Po aktivacii AhR je
vSak expresia CYP1A1 indukovana iba po relativne krat$iu dobu. To je zapri¢inené tym, ze FICZ
je intenzivne metabolizovany prave enzymom CYP1A1, ¢im jeho ucinok rychlo klesa (Rannug
et al., 1995; Wincent et al., 2009). Predpoklada sa, ze FICZ aktivovanim AhR a indukciou
CYPIA1 spusta fyziologické reakcie, ktoré si odpoved’ou na UV svetlo. Tym sa reguluje
homeostaza koze a d’alsich organov. Komplex FICZ/AhR je teda sucast'ou obrannej odpovedi
organizmu na UV poskodenie (Ma, 2011).
Bilirubin (BIL) je dolezitym metabolitom hemu. Az 80 % bilirubinu je ziskavanych rozpadom

hemoglobinu v starnucich cervenych krvinkdch a predCasne rozpadajucich sa erytroidnych



bunkach v kostnej dreni. ZvySok pochadza z premeny roznych proteinov obsahujticich hem, ktoré
sa nachadzajt predovsetkym v peceni a svaloch. Ma antioxida¢né, protizapalové a vazodilatacné
u¢inky (Gupta et al., 2016; Ngashangva et al., 2019). Je to potencionalne toxicka latka. Telo si
ale vyvinulo mechanizmus, pomocou ktorého dokaze bilirubin detoxikovat’ a transportovat’
z organizmu. Je nepravdepodobné, Ze za normalnych fyziologickych podmienok by bilirubin
vyvolal intenzivnu AhR-dependentnl expresiu $pecifickych génov. Avsak, hladina bilirubinu pri
niektorych patologickych stavoch, ako napriklad pri ZItacke, stipa a koncentracia moéze byt
zvySena dostatoCne na to, aby aktivoval AhR v peceni. Tato aktivacia vedie ku zvySeniu
metabolizmu bilirubinu, ¢o moze viest’ az k jeho Uplnej elimin&cii z tela (Phelan et al., 1998;
Togawa et al., 2008; Shen et al., 2019). Bilirubin vznikajuci enzymatickou degradaciou aktivuje
génovu expresiu CYP1AL1 a inych génov regulovanych AhR (Sinal et Bend, 1997). Bilirubin tak
prostrednictvom AhR indukuje aj expresiu UGT1A1 génu. Tato expresia je kI'icova hlavne pri
narodeni. U embrii chyba enzym UGT, preto sa predpoklada, Ze nacasovanie zvySenej produkcie
bilirubinu a naslednej expresie UGT hned’ po porode, je mechanizmom na prevenciu/odstranenie
novorodeneckej zltacky (Togawa et al., 2008). Uvazuje sa aj o0 vyuziti bilirubinu pri lie¢be
ochorenia koronarnych artérii (CAD) (Schwertner et al., 1994).

Kyselina kynurénova (kynurenic acid; KYNA) je derivatom tryptofanu. Sltzi ako G¢inny
ligand I'udského AhR. K aktivacii AhR prostrednictvom KYNA dochadza prevazne v tkanivach
vystelky hrubého Creva, ale aj v dendritickych bunkach. ZvySena aktivacia AhR pomocou KYNA
je Casto pozorovana u pacientov s ochorenim obli¢iek. Kyselina kynurénova bola identifikovana
ako primarny metabolit, ktory dokaze selektivne aktivovat’ AhR v imunitnom systéme. Je taktieZ
dokazané, ze tato latka je schopnéa spustit’ génova expresiu CYP1ALl a CYP1A2. Na indukciu
expresie tychto génov je vSak potrebna vysoka koncentracia kyseliny kynurénovej, ¢o ma v zapati
za nasledok rychly metabolizmus tejto latky. V spojeni s aktivaciou AhR ma KYNA taktiez
vyznamn( Ulohu v produkcii IL6 vramci imunitnej odpovede organizmu prinadorovych
ochoreniach (DiNatale et al., 2010).

10



FICZ kyselina kynurenova bilirubin

o L
N
C >
O ey

Obrazok €. 3: Chemicka Struktura vybranych endogénnych ligandov (upravené podl'a Dvorak et
al., 2021).

3.2.2 Vybrané enviromentalne polutanty

Enviromentalne polutanty st zluceniny, Ktoré sa nachadzaju v zivotnom prostredi ako
dosledok T'udskej ¢innosti a maju rézne negativne ucinky na organizmus (Obr. ¢. 4). Na niektoré
si vie telo vytvorit’ toleranciu. Do tela sa dostavaju réznymi cestami, ¢i uz priamym kontaktom
s kozou, vdychnutim, alebo potravou a mo6zu vyvolat’ celu skalu imunitnych odpovedi organizmu
(Fairbrother et Hope, 2005).

Benzo[a]pyrén (BaP) je cyklicky aromaticky uhl'ovodik, ktory sa sklada z piatich benzénovych
jadier. Je vel'mi rozsireny v zadymenom prostredi ako je grilovanie jedla, vyfukoveé plyny z auta,
¢i cigaretovy dym. Vystavovanie sa benzo[a]pyrénu ma za nasledok znizenie po¢tu leukocytov
a taktiez zhorSenie fungovania mitochondrii, ¢o méze viest’ az k chronickym ochoreniam (Wong
et al., 2017). BaP je rozpustny v tukoch, preto sa zvycajne nachadza v tukovych tkanivéch, ale
modzeme ho najst’ taktieZz v peenovom tkanive (Eskenazi et al., 2018). Po naviazani sa na AhR
ako ligand, hra dolezita ulohu v metabolizme tukov (Bolsoni-Lopes et Alonso-Vale, 2015).
Benzo[a]pyrén zvySuje apoptozovi aktivitu buniek v plicach. Je to pravdepodobne fyziologicka
reakcia spoOsobujiica odstranenie abnormalnych buniek s poskodenou DNA, ako dosledok
posobenia prave BaP (Revel et al., 2003).

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) je vysoko toxicka latka oznaCovana aj ako
dioxin. Vznik4 ako vedl'ajsi produkt pri priemyselnej vyrobe, ¢im sa dostava do prostredia. TCDD
je karcinogénna latka, ktora poskodzuje imunitny systém. Pri kontakte s touto latkou sa u ludi

objavuje chlorakné. Je znamym modelovym ligandom s vysokou afinitou k AhR. Tento receptor
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bol vd’aka vyskumu a¢inkov TCDD aj objaveny (Poland et al., 1976; Panteleyev et Bickers, 2006).
Je to perzistentna latka, takze si svoje vlastnosti zachovava po dlht dobu (Young, 2014).

3,3, 4,4’ 5-pentachlorobiphenyl (PCB126) je synteticka zlu¢enina chlérovaného uhl'ovodiku.
Latky zo skupiny PCB boli komeréne vyrabané od roku 1920 az do roku 1977. Boli pouzivané pri
vyrobe kopirovacieho papiera alebo ako zmékcovadla do farieb. Takymto priemyselnym
pouzivanim sa dostali do zivotného prostredia, kde kontaminovali potravinové retazce. Najviac
zasiahnutou skupinou boli ryby (Kimbrough, 1995). Vystavovanie sa PBC zlu¢eninam vyvolava
mnozstvo nepriaznivych vyvojovych, imunologickych, metabolickych, reprodukcénych
a neurologickych uginkov v zavislosti od davky a dizky expozicie (WHO, 2003). Toxicky efekt
PCB126 je vyvolavany predovsetkym cez aktivaciu AhR. Predpokladany mechanizmus toxicity
vyvolanej PCB latkami je kombinaciou vysokej Specificity vazby s AhR a perzistentnej aktivacie
AhR, kvoli malo efektivnemu metabolizmu PCB prostrednictvom CYP, ¢o vedie k celej rade

maladaptivnych reakcii (Zhang et al., 2012).
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Obrazok ¢. 4: Chemicka Struktura vybranych enviromentalnych polutantov (upravené podla

Hoffman et al., 2019).

3.2.3 Vybrané latky prirodného pévodu

Ligandy prirodného pévodu sa do organizmu dostavaju prevazne prostrednictvom konzumacie
potravin v ktorych sa vyskytuja (Obr. €. 5).

Pelargonidin (PEL) je flavonoid nach&dzajuci sa hlavne v ¢ervenom a oranzovom
bobul'ovitom zrelom ovoci ako su maliny, jahody, ¢ucoriedky, Cernice a brusnice. Nachadza sa ale
aj v slivkach a grapefruitoch. Je to agonista, slaby ligand AhR, ktory aktivuje génovu expresiu
CYP1Al (Kamenickova et al., 2013). V organizme U¢inkuje Vv niekolkych biologickych
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funkciach. Hra vyrazna tlohu hlavne pre jeho antioxidacné uc¢inky. Bolo potvrdené, Ze
pelargonidin v spolupréci s AhR p6sobi v ¢revach protizapalovo. Regula¢né ucinky pelargonidinu
na ¢revny enzym ACE2 boli taktiez potvrdené pri znizovani zapalu pri infekcii SARS-CoV-2.
Zvysené hodnoty ACE2 st spojované so zvySenym rizikom zapalu v hrubom ¢reve spdsobenym
virusom SARS-CoV-2. Pelargonidin znizuje interakciu spike proteinu SARS-CoV-2 s ACE2, ¢im
ovplyviiuje vychytavanie a naslednu replikéciu tohto virusu (Biagioli et al., 2021).

Berberin (BER) je alkaloid isochinolinu nach&dzajlci sa v stonkach a korenoch rastlin rodu
berberis. Berberin aktivuje génova expresiu CYP1A1 (Lo et al., 2017). Tym, ze aktivuje AhR
podporuje bariérnu funkciu ¢riev a ma protizapalové ucinky (Jing et al., 2020). Bolo taktiez
preukazané, ze sa podiel’a na zvySovani hladiny inzulinu, ¢im napoméaha pri cukrovke 2. typu (Ye
et al., 2021). Dokonca znemoziuje rast a reprodukciu niektorych baktérii, ¢o dokazuje jeho
antibakterialne u¢inky (Peng et al., 2015).

Resveratrol (RES) je bioflavinoid, ktory sa nachddza v hroznovych Supkach, bobulovitom
ovoci, grapefruitoch a arasidoch. Bol klasifikovany aj ako fytoestrogén, pretoze sa dokaze viazat’
s estrogénovymi receptormi. Resveratrol mé protizapalové a protikarcinogénne G¢inky. TaktieZ
funguje ako lie¢ivo, ktoré zastavuje zhlukovanie krvnych buniek a tvorbu krvnych zrazenin (Gehm
et al., 1997; Jang et al., 1997). Bolo dokazané, Ze resveratrol dokaze zamedzit’ aktivacii génovej
expresie CYP1AL spbsobenej benzo[a]pyrénom, ¢im odvracia apoptézu buniek v pl'icach (Revel
et al., 2003). Resveratrol taktiez aktivuje AhR, tym potlaca zapalové reakcie koze vyvolané
polutantami nachadzajucimi sa vo vzduchu. Predpoklada sa, Ze taktiez spiia doleziti ulohu
Vv prevencii starnutia pokozky a minimalizovania koznych problémov spésobovanych znecistenym

ovzdusim (Shin et al., 2020).
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Obrazok €. 5: Chemicka Struktara vybranych latok prirodného pévodu (upravené podla Lin et

al., 2002).
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3.2.4 Vybrané metabolity ¢revnej mikrobioty

Crevna mikrobiota je tvorend mnoZstvom mikroorganizmov, ktoré hraji dolezita Ulohu
v roznych metabolickych procesoch. Ovplyviiuju taktiez hladinu inzulinu, ¢o ma pozitivny vplyv
uludi trpiacich cukrovkou arovnako bola dok&zana aj ich uloha pri kardiovaskularnych
ochoreniach (Tremaroli et Backhed, 2012). Tryptofan (TRP) je esencialna aminokyselina, ktora je
do tela prijimana hlavne potravou. Zucastiiuje sa mnohych fyziologickych a patologickych
procesov V tele, ako je regulacia rastu, metabolizmus a taktiez imunologické odpovede. Typtofan
je ligandom AhR abolo dokazané, ze aktivuje transkripciu niektorych génov ako je napriklad
CYP1Al. Pomocou niekol’kych metabolickych drah sa TRP meni na mnozstvo dal$ich
medziproduktov, ktoré si vel'mi ¢asto ligandmi AhR, liSia sa v8ak r6znou afinitou. Patria k nim
napriklad tryptamin (TA), indol-3-pyruvéat (IPY) a indol-3-acetamid (IAD) (Obr. ¢. 6). Vsetky
funguju ako ligandy AhR a taktiez aktivuju genovu expresiu CYP1A1 (Heath-Pagliuso et al.,
1988). V ¢revnom mikrobiome sa nachadzaju niektoré druhy baktérii (Escheria coli, Proteus
Penneri a i.), ktoré dokazu vyuzit’ tryptofan ako zdroj dusiku a metabolizovat’ ho na indol. Indol
je Specificky typ signalnej molekuly, ktora ma protizapalové ucinky a rovnako napomaha udrzat’

¢revnli homeostazu (Pinero-Fernander et al., 2011; Sun et al., 2020).

tryptamin indol-3-acetamid indol-3-pyruvat

H H H
' NH, N NH, 0]
| I o
O
OH

Obrazok €. 6: Chemicka Struktara vybranych metabolitov ¢revnej mikrobioty (upravené podl'a

Cassén et al., 2013).

3.3 Bunkova linia AZ-AhR (Hep-G2)

Ako in vitro modely sa pri vyskume vel'mi ¢asto vyuzivaja bunkové systémy odvodené od
rakovinovych bunkovych linii, kvoli ich dostupnosti, podobnosti s primarnym tkanivom,
jednoduchému pouZzivaniu a nizkej cene. Takéto bunky dokazu poskytnit’ neobmedzenu zasobu
materidlu bez etickych problémov spojenych s pouzivanim ludskych alebo zvieracich tkaniv
(Kaur et Dufour, 2012).
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Pecet ma vysoku regenera¢nu schopnost’ a plni radu potrebnych funkcii a kI"a¢ovych procesov
v tele. Patri medzi ne ukladanie a dopliianie energetickych zasob organizmu vo forme glykogénu,
metabolizmus Zivin, prijimanie produktov metabolizmu vo forme glukézy, aminokyselin, tukov
a glycerolu. Zohrdva nenahraditel'na Glohu pri neutralizovani a odstrafiovani toxickych latok a
metabolickych produktov ztela (Wisniewski et al., 2016; Trefs et al., 2017; Michalopoulos
et Bhusnan, 2020).

V stcastnosti existuje priblizne 40 bunkovych linii odvodenych z réznych druhov karcindmov
pecene (Nikolic et al., 2018). Jednou z najpouzivanejsich peceniovych bunkovych linii je HepG2,
kvoli moznosti jej Sirokého uplatnenia vo vyskume. Bola izolovana v roku 1975 z 15 ro¢ného
pacienta a povodne bola charakterizovana ako hepatocelularny karcinom (HCC) (Aden et al.,
1979). Toto tvrdenie vSak bolo neskér vyvratené abunky boli néasledne identifikované ako
hepatoblastom (HB) (L6pez-Terrada et al., 2009).

Transfekciou bunkovej linie HepG2 luciferdzovym reportérovym plazmidom, ktory je
responzivny vo¢i AhR, bola vytvorena stabilnd reportérovd bunkova linia na stanovenie
transkripénej aktivity AhR, AZ-AhR (Novotnd et al., 2011). Po vystaveni buniek AZ-AhR
ligandom AhR dochadza k aktivacii expresie génu pre luciferdzu a tym k narastu luciferazovej
aktivity. Indukcia luciferazovej aktivity je zavisla na Case poOsobenia a koncentracii ligandu
a koreluje s transkrip¢nou aktivitou AhR. Bunkov4 linia AZ-AhR je, okrem iného, vhodna aj na
testovanie lie¢iv ako potencionalnych ligandov AhR. Vytvorenie takejto bunkovej linie je relativne
narocny proces, ktory ale v kone¢nom dosledku Setri Cas a taktiez financné prostriedky, pretoze

pri d’alSich experimentoch uz nie je potrebné podstupovat’ opatovnu transfekciu buniek.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicka material

adherentna bunkové linia AZ-AhR, odvodend z l'udského karcinomu pecene, pripravena
transfekovanim bukovej linie HepG2 luciferazovym reportérovym plazmidom pGL-4.27-
DRE (Novotna et al., 2011)

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

kultivaéné médium Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium

- high glucose (DMEM) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom 5 ml neesencialnych
aminokyselin (Gibco, kat. ¢. 11140-035), 5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
G8540) a 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS; Fetal Bovine Serum)

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

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

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

0,04% roztok trypanovej modrej v H20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)

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

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

5 x lyzacny pufor (Promega, kat. ¢. E3971)

substréat pre luciferazu

- 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1L9504), 9,6 mg adenozin-5’-trifosfat (ATP,
Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419), 6,83 mg koenzym A (CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢.
C4282), 168 mg dithiotreitol (DTT, SigmaAldrich, kat. ¢. 43819), 1,32 ml trisacetat-
EDTA pufor 1 mol-I* (pH 7,8) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8280), 1,23 mg kyselina
etyléndiamintetraoctova (EDTA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. E6511), 30,3 mg heptahydrat
siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M5921) doplnené do 30 ml destilovanou H>O

2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD, Ultra Scientific, kat. ¢. RPE-029-10MG)

benzo[a]pyrén (BaP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. B1760)

PCB126 (PCB, Ehrenstorfer, kat. ¢. EHERC20012600)

pelargonidin (PEL, Extrasynthese, kat. ¢. 0912S)
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4.3

berberin (BER, Sigma Aldrich, kat. ¢. B3251)

resveratrol (RES, Sigma Aldrich, kat.¢. R5010)

6- formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ, Sigma Aldrich, kat.¢. SML1489)
kyselina kynurénové (KYNA, Sigma Aldrich, kat.¢. K3375)

bilirubin (BIL, Sigma Aldrich, kat.¢. B4126-1G)

tryptamin (TA, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-206065)
indol-3-pyruvat (IPY, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-218597)
indol-3-acetamid (IAD, Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-255213)

Laboratdérne pomécky

96 jamkova biela dosticka na meranie luminiscenie (NUNC)

96 jamkové kultivacné dosticky (TPP)

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

bunicina (Tork)

Biirkerova komérka (Assistent)

krycia folia (PARAFILM)

krycie sklicka 22 x 22 mm (Menzel Glaser)

liehovy kahan

mikroskimavky v objemoch 0,5 ml a 1,5 ml (BIOplastics)

multikanalové pipety v rozsahu 0,5 — 10 pl, 30 — 300 ul (Eppendorf)

ochranné rukavice

pipetor FastPette (Labnet)

plastové kultivaéné fTase pre adherentné bunky 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (TPP)
plastové Petriho misky s priemerom 60 mm a 90 mm (TPP)

plastove skimavky v objemoch 15 ml, 50 ml (TPP)

plastové stojany na skimavky a mikroskimavky

plastové $picky v rozsahu 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf)
sérologickeé pipety v objemoch 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)
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4.4 Pristroje

hlbokomraziaci box V570 s (Sanyo)

e inkubator (Biotek)

e inverzny mikroskop NIB100 (Novel Optics)
e laminarny box Labculture (ESCO)

e odsavacka FTA-1 (Biosan)

e spektofotometer Infinite 200 (Tecan)

e vodny kapel LCB11D (Daihan Labtech)

e vortex Reax top (Heildolph)

4.5 Pouzité metody

45.1 Kultivacia a pasazovanie buniek

Bunky AZ-AhR boli kultivované v plastovej kultiva¢nej fl'asi v kultivaénom médiu DMEM,
do ktorého bolo pridané FBS, L-glutamin a neesencialne aminokyseliny. Kultivacia prebiehala v
sterilnom prostredi v inkubatore. Pre optimalny rast mal inkubator kontrolovany obsah CO; a to
5 %, vlhkost’ 95 % a teplotu 37 °C.

Pasazovanie buniek prebichalo v laminarnom boxe, do ktorého boli bunky prenesené. Pred
zadiatkom bolo médium a fosfatovy pufor (PBS) zohriate na teplotu 37°C. Taktiez bol 0,25%
trypsin-EDTA vytiahnuty z mraziaceho boxu aby sa zohrial na izbovu teplotu. Pred vlozenim do
laminarneho boxu bolo vSetko vydezinfikované a vSetky hrdla flia§ boli eSte vysterilizované
kahanom, aby bolo v boxe zachované sterilné prostredie. Pasaz zacinala opatrnym odsatim média
z kultivacnej ffase pomocou sérologickej pipety a aspiratora. Po odsati boli bunky opatrne premyté
PBS. Objem PBS sa liSil podl'a velkosti kultivacnej fl'ase. Pri strednej fl'asi sa pouZzivalo na
premyvanie 8 ml a pri velkej 13 ml. PBS bolo nasledne taktiez odsaté rovnakym spésobom. Na
bunky bol potom naneseny 0,25% trypsin-EDTA. Objem bol taktiez prisposobeny velkosti fl'asi
a to na strednu flaSu bolo pridanych 1 ml a na velka flasu 2 ml. Trypsin posobil v inkubatore
4 minuty. Kultiva¢na fl'aga bola opitovne vlozena do laminarneho boxu. Trypsinizécia sa ukoncila
pridanim kultivaéného média. Pri strednej fl'asi pridanim 9 ml a pri vel’kej fl'asi pridanim 18 ml.

Nasledne boli bunky rozsuspendované pomocou pipetora. Z bunkovej suspenzie boli odobraté
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3 ml a vratené do kultivacnej flase. T4 bola este doplnena 35 ml média. PasaZzovanie sa opakovalo

kazdé 3 — 4 dni podl'a potreby.

4.5.2 Priprava buniek na experiment

Priprava zacinala rovnakym postupom ako pasazovanie buniek. Bunky v kultiva¢nej fT'asi boli
prenesené do laminarneho boxu, kde bolo odsaté médium. Dalej boli preplachnuté pomocou PBS,
ktoré bolo taktiez odsaté. Nasledne bol pridany 0,25% trypsin-EDTA a kultiva¢na fl'asa bola
premiestena do inkubatora na 4 mintty. Kultivacna fl'aSa bola znovu premiestena do lamindrneho
boxu, kde sa do nej pridalo 9 ml/18 ml kultivaéného média. Po rozuspendovani bolo odobratych
10 pl bunkovej suspenzie do 0,5 ml mikroskimavky. Mikroskimavka bola prenesena
k mikroskopu mimo laminarny box. Tam do nej bolo pridanych 90 pl trypanovej modrej
a suspenzia sa premiesala. 10 pl zo suspenzie bolo pomocou pipety prenesenych do Biirkerovej
komorky prikrytej krycim sklickom. Biirkerova komorka bola rozdelena na niekol’ko zhodnych
Stvorcov, vd’aka ktorym sa dali bunky pomocou mikroskopu spocitat. Bolo vybranych 10
Stvorcov, z ktorych bola vypocitana priemerna hodnota a bolo stanovené kolko bunick sa
nachadzalo v 1 ml bunkovej suspenzie. Vd’aka tejto hodnote sa dopocitalo kol'ko ml kultiva¢ného
média je potrebné pridat’ do bunkovej suspenzie, aby sa v kazdej jamke na kultiva¢nej dosti¢ke
nachéadzalo 40 000 buniek. Poslednym krokom bol prenos 200 pl vzniknutej bunkovej suspenzie
do jednotlivych jamiek kultiva¢nej dosticky pomocou multikanalovej pipety. Kultivacna dosticka

bola presunuta do inkubatora do nasledujuceho dia, aby doslo k stabilizacii buniek.

4.5.3 Priprava a nanasanie latok pri luciferazovej reportérovej linii a teste cytotoxicity
Studované latky boli aplikované na bunky v nasledujtcich koncentréaciach. Pre TCDD to boli
koncentracie 50,7 pmol-It, 152,0 pmol-It, 456,0 pmol-I"%, 1,4 nmol-It, 4,1 nmol-I7?,
12,3 nmol-I, 37,0 nmol-17, 111,1 nmol-I, 333,3 nmol-I"* a 1,0 pmol-I-X. Pre BaP a PCB126 to
boli  koncentracie 507,0 pmol-IY, 15 nmol-It, 46 nmol-It, 13,7 nmol-I7,
41,1 nmol-1%,123,3 nmol-1%, 370,0 nmol-1%, 1,1 pmol-I, 3,3 pumol-I%, a 10,0 pmol-I*. Pre PEL
a BER 15,2 nmol-I7, 45,7 nmol-I%, 137,2 nmol-I%, 411,5 nmol-I, 1,2 pmol-I7, 3,7 umol-17,
11,1 pmol-I, 33,3 pmol-It a100,0 pmol-It. Pre RES to boli koncentracie 507,0 pmol-I7,
1,5 nmol-I"t, 4,6 nmol-I", 13,7, nmol-I", 41,1 nmol-I"t, 123,3 nmol-I"t, 370,0 nmol-I?,
1,1 pmol-I%, 3,3 umol-It, 10,0 umol-I. Pre latky TA, IPY a IAD to boli tieto koncentrécie
15,2 nmol-It, 45,7 nmol-I"t, 137,2 nmol-I}, 411,5 nmol-I, 1,2 pmol-I7%, 3,7 pmol-I7?,
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11,1 pmol-I, 33,3 pmol-I7, 100,0 pumol-I%, 200,0 pmol-It pre 4 h a tieto koncentrécie
137,2 nmol-I", 411,5 nmol-It, 1,2 pmol-I%, 3,7 pumol-I7%, 11,1 pmol-I7, 33,3 pmol-I7%,
100,0 pmol-I%, 200,0 pmol-It pre 24 h. Pre BIL to boli koncentracie 1,4 nmol-I?,
4,1 nmol-I", 12,3 nmol-I"t, 37,0 nmol-I"t, 111,1 nmol-I"%, 333,3 nmol-It, 1,0 umol-I? a
2,0 umol-It. Pre KYNA to boli koncentracie 45,7 nmol-17t, 137,2 nmol-It, 411,5 nmol-I%,
1,2 pmol-I, 3,7 pmol-I, 11,1 pmol-I7%, 33,3 umol-I7, 100,0 umol-I"t. A pre FICZ to boli
koncentréacie 0,7 pmol-I7%, 2,1 pmol-I%, 6,3 pmol-1-%, 18,8 pmol-I-1, 56,3 pmol-I%, 169,0 pmol-I?,
507,0 pmol-I"t, 1,5 nmol-I"t, 4,6 nmol-It, 13,7 nmol-I, 41,1 nmol-I", 123,3 nmol-I?,
370,0 nmol-1%, 1,1 umol-I7%, 3,3 pumol-I%, a 10,0 pmol-1-! pre 4 h a koncentracie 507,0 pmol-I-~2,
1,5 nmol-I't, 4,6 nmol-I"t, 13,7 nmol-I"t, 41,1 nmol-I", 123,3 nmol-I"t, 370,0 nmol-I7,
1,1 pmol-I%, 3,3 pmol-I-%, 10,0 umol-I%, 20,0 umol-I pre 24 h. Latky potrebné na experiment
boli riedené pomocou DMSO na vyslednd koncentraciu, ktord bola 1000-krat vysSia ako
koncentracia pouzitd pri experimentoch. Pred samotnym nanesenim boli latky vo vSetkych
koncentraciach este 1000-kréat riedené v depletovanom médiu. Toto médium bolo pripravené tak,
ze v nom boli kultivované bunky po dobu 48 hodin.

Najprv bola 96-jamkova dosticka s bunkami prenesend do laminarneho boxu. Tam bolo
postupne odsaté médium z jednotlivych jamiek. Jednotlivé koncentracie danych latok sa nanésali
pomocou automatickej pipety v triplikdtoch po 200 ul. Kazda dosticka obsahovala pozitivnhu a
taktiez negativnu kontrolu. Pozitivhou kontrolou bol roztok TCDD v DMEM s koncentraciou
10 nmol-I"t TCDD. TCDD bolo vybraté ako pozitivna kontrola preto, lebo je modelovym
ligandom AhR a zaroven sa jednd o perzistentnu latku, ktord si zachovéva aktivitu aj po 24
hodinach, kvoli tomu, Ze nie je tak intenzivne metabolizovana. Negativnou kontrolou bolo DMSO
(0,1%), taktiez riedené v DMEM. Do dosticiek kde bola testovana cytotoxicita sa pridaval taktiez
2% Triton X-100 zriedeny v DMEM. Po napipetovani vSetkych latok bola dosticka opat

premiestend do inkubatoru na 4/24 hodin podl'a typu experimentu.

4.5.4 Luciferazova reportérova esej

Po inkubdcii, ktora trvala 4 a 24 hodin, bolo médium z kultiva¢nej dosticky odstranené a
dosticka bola osuSend pomocou buniciny. Jamky, ktoré obsahovali jednotlivé latky boli
preplachnuté 100 pl PBS, ktoré bolo nasledne odstranené a osusené. Do jednotlivych jamiek bolo
pomocou multikanalovej pipety pridanych 20 pl lyza¢ného pufru 5-krat zriedeného vo vode.

96-jamkova kultiva¢na dosticka bola nasledne prenesena do mraziaceho boxu (-80 °C) na dobu
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minimalne jednej hodiny. Po vybrati z mraziaceho boxu bolo nutné nechat’ dosticku rozmrznut’.
Po rozmrazeni bolo z jednotlivych jamiek odobratych 10 ul lyzatu. Lyzat bol premiesteny do bielej
96-jamkovej dosticky, kam bolo nasledne pridanych 40 pl luciferdzoveho substratu. So substratom
sa muselo pracovat’ rychlo pretoze je termolabilny a citlivy na svetlo. Takze hned’ po pridani bola
dosticka vlozena do spektofotometru Infinite 200 (Tecan), kde sa merala luminiscencia. Vysledné
hodnoty luciferazovej aktivity boli stanovené ako FOLD indukcia vztiahnuta na negativnu
kontrolu a to 0,1% DMSO.

455 Test cytotoxicity (MTT test)

Po inkubacii, ktora taktieZ trvala 24 hodin, bolo kultiva¢né médium z dosti¢ky odstranené. Po
premyti pomocou PBS ajeho naslednom odstraneni bola dosticka vysu$ena buni¢inou. Do
jednotlivych jamiek v dosti¢ke bol pridany 100 ul MTT, ktory bol riedeny kultivaénym médiom
na koncentraciu 0,3 mg-ml™. Dosti¢ka bola nasledne umiestena do inkubatoru na 7 mindt. Po
uplynuti bol obsah dosti¢ky vel'mi jemne odstraneny, tak aby nevypadol Ziaden vzniknuty krystal.
Krystaly boli nasledne rozpustené v 100 pul DMSO. Potom prebehlo meranie na spektofotometri
Infinite 200 (Tecan) pri vinovej dizke 570 nm. Bola stanovena Zivotnost’ (viabilita) buniek, ktora
bola vyjadrena v percentach v porovnani k negativnej kontrole ato 0,01% DMSO. Negativna
kontrola predstavovala 100% viabilitu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovanie vplyvu vybranych skupin litok na transkripéni aktivitu AhR

pomocou luciferazovej eseje

Na bunkovej linii AZ-AhR bola zistovana indukcia transkripénej aktivity AhR pomocou
luciferazovej reportérovej eseje. Vysledkom experimentov bol narast luciferazovej aktivity
prejavujuci sa zvySenim intenzity luminiscencie, ktora bola merand pomocou spektofotometra.
Bunky boli inkubované s vybranymi latkami po dobu 4 a 24 hodin. Jednotlive latky spolu
s negativnou a pozitivnou kontrolou boli aplikované v triplikatoch. Ako negativna kontrola (UT)
bolo pouzité 0,1% DMSO v DMEM a ako pozitivna kontrola slizilo 10 nmol-1": TCDD v DMEM.
Po 4 aj 24 hodinach bola zo zmeranych hodnét vypocitana FOLD indukcia luciferazovej aktivity,
ktora sa vzt'ahovala na negativnu kontrolu. Po 24 hodinovom p6sobeni boli hodnoty FOLD
indukcie pre TCDD, v porovnani so skimanymi latkami prilis vysoké, preto sa v grafoch udavaju
len FOLD indukcie testovanych latok. Experimenty pre kazda latku prebehli 3-krat a bola z nich

vypocitana priemerna hodnota, ktora je uvedena v grafoch (Obr. ¢. 7, 8, 9 a 10).

5.1.1 Vplyv vybranych endogénnych ligandov na transkripénia aktivitu AhR

Kyselina kynurénova (KYNA) mala po 4 hodinovej inkub&cii za nésledok nérast indukcie
luciferazovej aktivity, ktory bol zavisly od koncentracie (Obr. ¢. 7A). Vy$8i narast indukcie nastal
pri koncentracii 11,1 pmol-1" a to 2,92 + 0,34 FOLD. Najvys§iu hodnotu dosiahla luciferazova
aktivita pri najvyssej koncentracii 100 pmol-I™ato 6,03 + 0,56 FOLD, ¢o predstavovalo 68,52 %
z pozitivnej kontroly 10 nmol-I"t TCDD. Narast luciferazovej aktivity u pozitivnej kontroly bol
8,33+ 0,42 FOLD. Po 24 hodinach sa intenzita luciferazovej aktivity takmer vobec nezvysila (Obr.
¢. 7B). Najvicsia indukcia 1,64 + 0,35 FOLD, bola zaznamend, pri najvyssej koncentracii
100 pumol-I"L. Indukcia luciferazovej aktivity pri tejto koncentracii predstavovala iba 0,04 %
z pozitivnej kontroly 10 nmol-It TCDD, ktorej hodnota dosahovala az 1528,71 + 241,26 FOLD,
¢o bolo skoro 200 nasobne viac ako po 4 hodinach.

Pdsobenie bilirubinu (BIL) po 4 hodinach malo skér mierne klesajucu tendenciu (Obr. €. 7C).
Najvyssia hodnota luciferazovej aktivity bola zaznamenana pri koncentracii 4,1 nmol-1"! ato
1,76 + 0,81 FOLD. To zodpovedalo 10,80 % 10 nmol-I"t TCDD, pri ktorom bola stanovena
indukcia luciferazovej aktivity 8,33 £ 0,42 FOLD. Po 24 hodinach pdsobenia bilirubinu boli
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pozorované podobné vysledky (Obr. ¢. 7D). Vsetky hodnoty luciferazovej aktivity sa pohybovali
priblizne na Grovni negativnej kontroly (1 FOLD). Najvyssia hodnota indukcie bola dosiahnuta pri
koncentracii 12,3 nmol-I"tato 1,10 + 0,43 FOLD, ¢o zodpovedalo 0,01 % 10 nmol-I" TCDD, po
pdsobeni ktorého bol zaznamenany narast luciferazovej aktivity na urovnen 1528,71 + 241,26
FOLD.

Po Stvorhodinovom pdsobeni FICZ bolo pozorované, ze so zvySujucou sa koncentraciou
dochadzalo k postupnému nérastu indukcie luciferdzovej aktivity v zavislosti od koncentracie
(Obr. &. 7E). Preukdzatel'ny narast indukcie bol zaznamenany uz pri koncentrécii 56,3 pmol-I2.
Pri najvyssej pouzitej koncentracii 10,0 pmol-I"t dosiahla hodnota luciferazovej aktivity
9,88+1,08 FOLD. To predstavovalo 119,39 % z luciferazovej aktivity pozitivnej kontroly
(10 nmol-I"t TCDD), ktora bola 8,44 +0,87 FOLD. Po 24 hodinach pdsobenia FICZ doslo
k vyraznej$ej indukcii luciferazovej aktivity az pri koncentracii 370,0 nmol-I-, kedy dosahovala
hodnotu 211,20 + 41,50 FOLD (Obr. ¢. 7F). Najintenzivnej$ia indukcia bola zaznamenana pri
najvyssich koncentraciach 10,0 pmol-1ta 20,0 pmol-Ita to 1182,02 + 298,46 a 1194,81 + 100,84
FOLD. To =zodpovedalo 96,36 % a9851 % v porovnani s pozitivnou kontrolou
10 nmol-I"t TCDD, pri ktorej dosahovala hodnota luciferazovej aktivity 1214,47 + 123,33 FOLD.
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5.1.2 Vplyv vybranych latok prirodného povodu na transkripénu aktivitu AhR

Berberin (BER) po 4 hodinach nevykazoval vyraznu indukciu transkripénej aktivity (Obr. €.
8A). Najvyssia hodnota luciferazovej aktivity bola dosiahnuta pri koncentracii 11,1 pumol-I-
ato 3,96 + 0,94 FOLD, ¢o predstavovalo 10,93 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-1" TCDD, ktorej
hodnota predstavovala 29,69 + 6,32 FOLD. Po 24 hodinach bol zaznamenany vys$si narast
indukcie luciferazovej aktivity pri koncentracii 1,2 umol-1~ kedy dosahovala hodnotu 5,76 + 5,70
FOLD (Obr. ¢. 8B). Najintenzivnejsia indukcia bola zaznamenana pri najvyssej koncentrécii
100,0 pmol-It ato 79,22 + 48,55 FOLD. To zodpovedalo 1,23 % v porovnani s pozitivnou
kontrolou 10 nmol-1" TCDD, pri ktorej bol zaznamenany narast luciferazovej aktivity na troven
6156,28 + 558,90 FOLD.

Pelargonidin (PEL) mal po 4 hodinovej inkub&cii za nésledok nérast indukcie luciferazovej
aktivity, ktory bol zavisly od koncentracie (Obr. ¢. 8C). Preukézany narast indukcie nastal pri
koncentracii 1,2 pumol-Ia to 9,90 + 3,35 FOLD, ¢o predstavovalo 31,58 % z pozitivnej kontroly
10 nmol-I"t TCDD, ktora bola 29,69 + 6,32 FOLD. Najvyssia hodnota indukcie luciferazove;
aktivity 46,49 + 13,71 FOLD bola zaznamenana pri najvyssej koncentracii 100,0 pmol-I-1, ¢o
zodpovedalo 157,44 % z luciferazovej aktivity pozitivnej kontroly (10 nmol-1"t TCDD). Po 24
hodinach bol zaznamenany intenzivnejsi narast indukcie az pri koncentrécii 33,3 pmol-I"t ato
35,85 £ 17,11 FOLD (Obr. ¢. 8D). Najvyssia hodnota 353,92 + 68,81 FOLD bola dosiahnuté pri
najvyssej koncentracii 100,0 umol-I-t. To zodpovedalo 5,75 % v porovnani s pozitivnou kontrolou
10 nmol-I* TCDD, pri ktorej bol zaznamenany nérast luciferdzovej aktivity na troven
6156,28 + 558,90 FOLD.

Resveratrol (RES) po 4 hodinach nijako vyrazne neindukoval transkripénti aktivitu
(Obr. ¢. 8E). Vsetky hodnoty luciferazovej aktivity sa pohybovali pribliZzne na Grovni negativne;j
kontroly (1 FOLD). Pri najnizsej koncentracii 507,0 pmol-1-! bola zaznamenan4 najintenzivnejsia
indukcia luciferazovej aktivity 1,14 + 0,48 FOLD. To predstavovalo 0,81 % v porovnani
s luciferazovou aktivitou pozitivnej kontroly 10 nmol-I* TCDD, ktora bola 40,17 + 21,57 FOLD.
Takisto po 24 hodinovom pdsobeni resveratrolu nebol zaznamenany preukazatelny nérast
indukcie transkrip¢nej aktivity (Obr. ¢. 8F). Maximalna hodnota 4,18 + 2,79 FOLD, bola
dosiahnuta pri koncentracii 3,3 pumol-I"t. To zodpovedalo 0,04 % z 10 nmol-I"* TCDD, po

pdsobeni ktorého bola zaznamenana luciferazova aktivita 7430,89 + 121,74 FOLD.
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5.1.3 Vplyv vybranych environmentalnych polutantov na transkripénu aktivitu AhR

Po 4 hodinovom pdsobeni PCB126 bol zaznamenany prvy narast luciferazovej aktivity pri
koncentracii 41,1 nmol-1"* na hodnotu 2,07 + 0,61 FOLD (Obr. ¢. 9A). Najvyssia indukcia
7,47 + 3,25 FOLD bola dosiahnuta pri najvyssej koncentracii 10,0 pmol-It. To zodpovedalo
83,48 % z luciferazovej aktivity pozitivnej kontroly 10 pmol-I"t TCDD, ktora bola 8,67 + 3,69
FOLD. Po 24 hodinovom pésobeni PCB126 bol pozorovany rovnaky trend ako po 4 hodinach
(Obr. ¢. 9B). Vyraznejsi narast indukcie 71,01 £ 42,31 FOLD bol zaznamenany pri koncentracii
41,1 nmol-I". Maximalna hodnota indukcie 659,52 + 215,62 FOLD bola dosiahnuta pri najvyssej
koncentracii 10,0 pmol-I-%. Indukcia luciferazovej aktivity pri tejto koncentrécii predstavovala
67,73 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-It TCDD, ktorej hodnota dosahovala 988,01 + 371,70
FOLD.

Benzo[a]pyrén (BAP) mal po 4 hodinovej inkubacii za nasledok nérast indukcie luciferazovej
aktivity, ktory bol zavisly od koncentracie (Obr. ¢. 9C). K vyraznejsej indukcii 2,08 + 0,85 FOLD
doslo pri koncentracii 13,7 nmol-I"%, ¢o zodpovedalo 15,47 % z hodnoty pozitivnej kontroly
10 nmol-I"t TCDD, pri ktorej luciferazova aktivita dosahovala 8,67 + 3,69 FOLD. Najvyssia
indukcia bola zaznamenana pri najvyssej koncentracii 10,0 pmol-1"ta to 10,59 + 4,93 FOLD. To
zodpovedalo 123,64 % z luciferazovej aktivity pozitivnej kontroly 10 nmol-~* TCDD. Pri BaP bol
po 24 hodinovej inkubacii zaznamenany vyssi narast indukcie pri koncentracii 370,0 nmol-I"tato
5,36 + 1,51 FOLD (Obr. &. 9D). Pri koncentracii 10,0 pmol-It bola dosiahnuta najvyssia indukcia
305,31 + 36,22 FOLD. Indukcia luciferdzovej aktivity pri tejto koncentracii predstavovala
33,44 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-It TCDD, ktorej hodnota dosahovala 988,01 + 371,70
FOLD.

Po Stvorhodinovom posobeni TCDD bolo pozorované, ze so zvySujucou sa koncentraciou
dochédzalo k postupnému nérastu indukcie luciferazovej aktivity (Obr. ¢. 9E). Pri najvyssej
koncentracii 1,0 pumol-I-* bola zaznamenana najvyssia hodnota indukcie 10,98 + 4,40 FOLD, ¢o
zodpovedalo 125,22 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-I"* TCDD, ktora bola 8,82 + 2,56 FOLD. Po
24 hodinovom pdsobeni TCDD bol pozorovany narast indukcie transkripénej aktivity, ktory bol
zavisly od zvysujucej sa koncentracie (Obr. ¢. 9F). Najintenzivnejsia indukcia 893,13 + 276,85
FOLD bola dosiahnutd pri najvyssej koncentracii 1,0 umol-1t, ¢o zodpovedalo 124,59 %
v porovnani s luciferazovou aktivitou kontroly 10 nmol-I"* TCDD, ktorej hodnota predstavovala
708,13 + 64,43 FOLD.
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5.1.4 Vplyv vybranych metabolitov ¢revnej mikrobioty na transkripénu aktvitu AhR

Pri indol-3-acetamide (IAD) bolo po 4 hodinovej inkubacii zaznamenané zvysenie indukcie
luciferazovej aktivity pri koncentracii 1,2 pmol-I"t (Obr. & 10A). Najvyssia hodnota bola
dosiahnuta pri koncentracii 100,0 umol-1"t ato 61,59 + 21,51 FOLD, &o zodpovedalo 112,48%
z pozitivnej kontroly 10 nmol-I"t TCDD. Narast luciferazovej aktivity pozitivnej kontroly
predstavoval 55,21 + 6,67 FOLD. Po 24 hodinach pésobenia IAD bol zaznamenany narast
indukcie luciferazovej aktivity zavisly od koncentracie (Obr. ¢. 10B). Maximalna indukcia
transkripénej aktivity bola dosiahnuta pri najvyssej koncentracii 200,0 pmol-Ita to 64,46 + 13,19
FOLD. Tato hodnota zodpovedala 1,16 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-1"t TCDD, po ktorého
posobeni bol pozorovany narast indukcie luciferazovej aktivity na uroven 5487,47 + 6,56 FOLD.

Indol-3-pyruvét (IPY) mal po 4 hodinovej inkubacii za nasledok nérast transkripéne;j aktivity,
ktory bol zavisly od koncentracie (Obr. ¢. 10C). Najvyssia hodnota luciferdzovej aktivity bola
zaznamenana pri najvyssej koncentracii 200,0 umol-1*a to 71,33 + 8,56 FOLD. To zodpovedalo
131,28 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-I"* TCDD, ktorej hodnota dosahovala 55,21 + 6,67 FOLD.
Po 24 hodinovom p6sobeni IPY bol zaznamenany vyraznej$i narast pri koncentracii
11,1 pmol-I*tato 3,69 + 1,37 FOLD (Obr. &. 10D). Najvyssia hodnota 155,80 + 26,22 FOLD bola
dosiahnuta pri najvyssej koncentracii 200,0 umol-I"t. To predstavovalo 2,82 % z luciferazovej
aktivity kontroly (10 nmol-I* TCDD), pri ktorej bola zaznamenana indukcia 5487,47 + 6,56
FOLD.

Nérast luciferazovej aktivity po 4 hodinach pdsobenia tryptaminu (TA) bol zaznamenany az
pri koncentracii 1,2 umol-1"t (Obr. ¢. 10E). Maximaélna indukcia luciferazovej aktivity, ato
26,06 + 4,26 FOLD, bola dosiahnuté pri najvyssej koncentracii 200,0 pmol-1-X. To zodpovedalo
36,23 % z pozitivnej kontroly 10 nmol-1" TCDD, ktorej hodnota luciferazovej aktivity dosahovala
72,28 + 12,43 FOLD. Po 24 hodinach bol pozorovany narast indukcie pri koncentrécii
11,1 pmol-I"t (Obr. &. 10F). Najvyssia indukcia luciferazovej aktivity 90,67 + 6,24 FOLD bola
dosiahnutd pri najvyssej koncentracii 200,0 umol-1"t. To predstavovalo 2,42 % z pozitivnej
kontroly 10 nmol-It TCDD, pri ktorom bola stanovena indukcia luciferazovej aktivity na Grovni
3820,20 + 820,77 FOLD.
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Obrazok ¢. 10: Indukcia transkripénej aktivity AhR po 4h a 24h G¢inku vybranych metabolitov

¢revnej mikrobioty.
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5.2 Stanovenie vplyvu vybranych latok na viabilitu buniek pomocou metody MTT

Bunkova linia AZ-AhR bola pouzita aj na stanovenie zivotaschopnosti (viability) buniek
pomocou MTT testu. Bunky boli spolu s vybranymi latkami inkubované pocas 24 hodin.
Jednotlivé koncentracie skumanych latok spolu s kontrolami boli nanasané v triplikatoch. Ako
negativna kontrola sluzilo 0,1% DMSO v DMEM. Vysledkami experimentov boli hodnoty
zivotaschopnosti buniek v percentualnom vyjadreni vzhladom k negativnej kontrole, ktora
predstavovala 100 %. Jednotlivé experimenty pre kazdu z vybranych latok prebehli 3-kréat. Zo
ziskanych udajov bola vypocitana priemernéd hodnota, ktoré je uvedena v grafoch (Obr. ¢. 11, 12,
13 a14).

5.2.1 Vplyv vybranych endogénnych ligandov na viabilitu buniek

Po inkubéacii buniek s kyselinou kynurénovou (KYNA) nebol zaznamenany vyraznejsi vplyv
na zivotaschopnost’ buniek (Obr. &. 11A). Pri najnizsej koncentracii 45,7 nmol-I™ bola viabilita
99,73 % £ 7,25 %. Pri zvy$nych koncentraciach sa zivotaschopnost’ buniek pohybovala v rozmedzi
104,31 % + 7,45 % az 110,80 % + 10,41 %.

Po posobeni bilirubinu (BIL) na bunky bola ich zivotaschopnost v rozmedzi
102,06 % + 6,48 % do 114,33 % + 13,19 % (Obr. ¢.11B). Pri Ziadnej z koncentracii neklesla
viabilita buniek pod 100 % c¢o indikuje, ze ziadna zo skiimanych koncentracii bilirubinu nemala
cytotoxicky efekt na sledované bunky. Najvyssia hodnota viabilty 114,33 % £ 13,19 % bola
zaznamenana pri koncentrécii 1,0 pmol-I1,

Zivotaschopnost’ buniek po pdsobeni FICZ sa pohybovala v rozmedzi 101,58 % + 7,78 % az
111,81 % + 7,66 % (Obr. ¢. 11C). Viabilita buniek mala jemne narastajdcu tendenciu v zavislosti
od zvySujucej sa koncentracie. Pri koncentracii 3,3 umol-1* vsak doslo k miernemu poklesu na
najnizs§iu  hodnotu 101,58 % +7,78 %. Pri ziadnej z koncentracii neklesla hodnota
zivotaschopnosti buniek pod 100 %, ¢o naznacuje, ze FICZ v nami pouzitych koncentraciach

nepo6sobil cytotoxicky.
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Obrazok ¢. 11: Vplyv vybranych endogénnych ligandov na zivotaschopnost” bunkovej linie
AZ-AhR.

5.2.2 Vplyv vybranych latok prirodného pévodu na viabilitu buniek

Po pbsobeni berberinu (BER) bola Zivotaschopnost’ buniek v rozmedzi 104,51 % + 33,65 %
az 126,94 % £ 43,49 % (Obr. ¢. 12A). Pri 2 koncentraciach klesla viabilita pod 100 %. Pri najvysse;j
koncentracii 100,0 pmol-It klesla viabilita na hodnotu 98,62 % =+ 48,42 %. Pri najnizse;j
koncentracii 15,2 pmol-1- bola zaznamenana najnizsia hodnota 97,53 % + 38,93 %.

Pelargonidin (PEL) mal mierne proliferatné uc¢inky na sledované bunky (Obr. ¢.12B).
Zivotaschopnost’ sa pohybovala v rozmedzi 99,68 % + 35,06 % do 133,27 % £ 57,50 %. Najnizsia
hodnota 99,68 % + 35,06 % bola zaznamenana pri najnizsej koncentracii 15,2 pmol-I-t. Pri
zvy$nych koncentraciach mala viabilita rasticu tendenciu. Maximalna hodnota viability
133,27 % + 57,50 % bola pozorovana pri najvyssej koncentracii 100,0 umol-1-2.

Po inkubécii buniek s resveratrolom (RES) sa ich zivotaschopnost’ pohybovala v rozmedzi od
77,34 % £ 11,12 % do 115,93 % * 20,62 % (Obr. ¢.12C). Resveratrol spésoboval pri nizSich
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koncentraciach mierne znizenie zivotaschopnosti. Najniz$ia hodnota 77,34 % + 11,12 % bola
zaznamenana pri najnizsej koncentracii 507,0 pmol-1=1. Pri zvy$nych koncentraciach mala viabilita
buniek stipajicu tendenciu, s vynimkou koncentracie 41,1 umol-1%, kedy doslo k miernemu
poklesu na hodnotu 80,02 % + 5,02 %.
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Obrazok ¢&. 12: Vplyv vybranych latok prirodného povodu na zivotaschopnost’ bunkovej linie
AZ-AhR.

5.2.3 Vplyv vybranych environmentalnych polutantov na viabilitu buniek

Pbsobenie PCB126 malo mierne prolifera¢né u¢inky na skimané bunky. Hodnoty viability sa
pohybovali v rozmedzi od 126,63 % + 30,65 % do 153,89 % + 26,94 % (Obr. ¢. 13A). Najnizsie
hodnoty 126,63 % + 30,65 % a 126,81 % + 15,61 % boli zaznamenané pri najvyssej koncentracii
10,0 nmol-I"* a najnizsej koncentrécii 507,0 pmol-I"t. Maximalna Zivotaschopnost buniek po
posobeni PCB126, 153,89 % *+ 26,94 %, bola zaznamenana pri koncentracii 370,0 nmol-1-2.
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Podobne ako v pripade PCB126, po aplikacii benzo[a]pyrénu (BaP) boli zaznamenané mierne
prolifera¢né G¢inky. Zivotaschopnost’ buniek sa pohybovala v rozmedzi 114,43 % + 18,56 % az
151,13 % + 29,78 % (Obr. ¢. 13B). Viabilita mala narastajucu tendenciu v zavislosti od zvysujtce;j
sa koncentracie az do koncentracie 370,0 umol-I, kedy bola zaznamenana najvyssia hodnota
151,13 % + 29,78 %. Nasledne doslo k poklesu viability sledovanych buniek az na najnizsiu
hodnotu 114,43 % + 18,56 % zaznamenanU pri najvyssej koncentracii 10,0 pmol-1-2.

Rovnako ako pri predchadzajucich dvoch testovanych latkach, boli po inkubacii buniek s
TCDD pozorované mierne proliferatné uc¢inky. Viabilita sa pohybovala v rozmedzi
132,12 % + 29,30 % az 150,82 % £ 25,59 % (Obr. ¢. 13C). Najnizsie hodnoty Zivotaschopnosti
132,12 % * 29,30 % a 132,44 % £ 17,85 % boli zaznamenané pri najnizSej koncentracii
50,7 pmol-I! anajvyssej koncentracii 1,0 umol-I"t. K nérastu viability na maximélnu trovei
150,82 % * 25,59 % doslo pri koncentrécii 37,0 umol-I2.
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Obrazok ¢. 13: Vplyv vybranych environmentalnych polutantov na zivotaschopnost’ bunkove;j
linie AZ-AhR.
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5.2.4 Vplyvu vybranych metabolitov ¢revnej mikrobioty na viabilitu buniek

Zivotaschopnost’ buniek po pdsobeni indol-3-acetamidu (IAD) sa pohybovala v rozmedzi od
110,53 % + 14,86 % do 133,58 % + 19,21 % (Obr. ¢. 14A). Viabilita mala mierne narastajicu
tendenciu v zavislosti od zvysujtcej sa koncentracie IAD. Pri koncentréacii 11,1 pmol-I doglo
k miernemu poklesu na hodnotu 117,95 % = 8,84 %. Najnizsia hodnota 110,53 % * 14,86 % bola
zaznamenana pri najniz$ej koncentracii 137,2 nmol-I™* a najvyssia hodnota 133,58 % + 19,21 %
pri najvyssej koncentracii 200,0 pmol-IL,

Indol-3-pyruvat (IPY) mal na sledované bunky, podobne ako IAD, mierny proliferaény G¢inok
(Obr. ¢. 14B). Viabilita mala narastajucu tendenciu v zavislosti od zvysujtcej sa koncentracie a
pri  ziadnej ztestovanych koncentracii neklesla pod 100 %. Najnizsia hodnota
108,73 % + 11,16 % bola zaznamenana pri najniz$ej koncentracii 137,2 nmol-I"* a najvyssia
hodnota 134,24 % + 23,06 % pri najvyssej koncentréacii 200,0 pumol-I-2,

Po po6sobeni tryptaminu (TA) na sledované bunky sa Zivotaschopnost’ pohybovala v rozmedzi
93,29 % + 11,44 % az 111,12 % £ 7,52 % (Obr. &. 14C). Najvyssia hodnota 111,12 % + 7,52 %
bola zaznamena pri koncentracii 11,1 pmol-I"t a najnizsia hodnota 93,29 % + 11,44 % pri
najvyssej koncentracii 200,0 umol-1"t. Nebol zaznamenany ziadny vyraznejsi vplyv na viabilitu

sledovanych buniek.
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6 DISKUSIA

AhR je sucastou mnohych funkcii organizmu, ako st napriklad odbdravanie xenobiotik,
imunitnd odpoved’, ontogeneticky vyvin, ale podiela sa aj na metabolickych procesoch
a udrziavani homeostazy ako dolezitd sucast’ signalizatnych procesov v gastrointestindlnom
trakte. AhR moze byt aktivovany rozli¢nymi latkami (agonistami). V tejto bakalarskej praci sme
sa zamerali na 4 vybrané skupiny latok a stadium ich vplyvu na transkripénu aktivitu AhR.
Pomocou reportérovej linii AZ-AhR sme sledovali indukciu luciferazovej aktivity po pésobeni
vybranych latok. Narast luciferdzovej aktivity sme zist'ovali prostrednictvom luciferazovej eseje
a na zéklade tychto merani sme dokézali stanovit’ vplyv testovanych latok na transkripénu aktivitu
AhR.

Prvou zo sledovanych skupin boli endogénne ligandy, kde sme sa ako na prva zamerali na
kyselinu kynurénovd. V stadii Michaudel et al. (2022) taktiez sledovali vplyv kyseliny
kynurénovej na aktivitu AhR na troch rozliénych I'udskych bunkovych liniach HT-29, LS-180
aJurkat. Pouzili tri rézne metodologické pristupy ato imunofluorescenéni detekciu AhR,
gRT-PCR a ,radio ligand binding assay”, pomocou ktorych prisili k zaveru, ze kyselina
kynurénova je silnym agonistom AhR. Tento zaver bol v nasej praci na bunkovej linii AZ-AhR
potvrdeny len Ciastoéne, pretoze k indukcii luciferazovej aktivity doslo iba po 4 hodinach kedy
kyselina kynurénova vykazovala 68 % aktivity z pozitivnej kontroly 10 nmol-I"t TCDD. Dalsou
sledovanou latkou z tejto skupiny bol bilirubin, ktory bol v predkladanej praci vyhodnoteny ako
zlG¢enina, ktora nijako vyraznejsie neaktivuje AhR. Po 4 aj 24 hodinach bola indukcia
luciferazovej aktivity AhR zanedbatelna. S tym sa ale Uplne nezhoduja vysledky stadie Phelan et
al. (1998), ktori Studovali vplyv bilirubinu na transkripént aktivitu AhR pomocou niekol’kych
zvieracich aj I'udskych modelov. Aktivacia AhR bola sledovana na dvoch mysich bunkovych
linidch (H1L1.1c2 a Hepalclc7), d’alej na moréacej bunkovej linii (GPC16), potkanej bunkovej
linii (H4l1le) a l'udskej bunkovej linii (HepG2). Vysledky ich pozorovani dokazali, ze bilirubin
zvySuje transkripéntt aktivitu AhR uz aj pri najnizS§ich skumanych koncentraciach
(1-10 pmol-I1). Rozpor s nasimi vysledkami moze byt sposobeny pouzitim roznych bunkovych
linii. Tomu by nasvedcoval aj fakt, ze podl'a zisteni Phelan et al. (1998) na l'udskej bunkove;j linii
HepG2 doslo k indukcii aktivity AhR iba na troven 26 % z pozitivnej kontroly TCDD. V nasej
praci na bunkovej linii AZ-AhR dosahovala aktivita AhR po 4 hodinach p6sobenia bilirubinu

10 % z hodnoty 10 nmol-I"* TCDD. Poslednou skiimanou latkou v skupine endogénnych ligandov
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bol FICZ, ktory méze byt oznaceny za zlu¢eninu, ktora dokazala indukovat’ transkripénu aktivitu
AhR zo vsetkych testovanych latok najlepSie. Toto pozorovanie bolo potvrdené niekolkymi
experimentalnymi pracami. Jednou z nich je stadia od autorov Gan et al. (2020), kde bola pouzita
'udské bunkova linia HEP1-6. V tejto préci zistili, ze po pridani FICZ dochéadza k aktivacii génov
regulovanych prostrednictvom AhR ato konkrétne CYP1Al a CYP1B1. Toto tvrdenie bolo
potvrdené aj experimentami Tamayo et al. (2022), ktory rovnako dokazali, ze FICZ vyrazne
aktivuje AhR, ¢oho dosledkom je indukcia expresie CYP1AL.

Druhou studovanou skupinou boli latky prirodného pdévodu, kde prvou sledovanou latkou
bol berberin. Vrzal et al. (2005) skumali mechanizmy aktivacie génovej expresie CYP1AL na
l'udskej bunkovej linii HepG2. Zistili, ze po aplikacii berberinu doslo v bunkovej linii HepG2
k indukcii expresie CYP1A1, ktora bola zavisla od koncentracie a ¢asu pésobenia. Vysledkom ich
prace bolo zistenie, ze aj ked’ berberin indukuje AhR-sprostredkovanu expresiu CYP1AL, jej
intenzita nie je prili§ vysoka. To bolo potvrdené aj v nasej praci, kde sme pozorovali, Ze berberin
po 4 hodinach nijako vyrazne nezvysoval transkripéna aktivitu AhR, av§ak po 24 hodinach uz
aktivacia AhR ale zaznamena bola. Dalsou latkou bol pelargonidin, ktory v nasej praci po 4
hodinach vykazoval vyraznu indukciu luciferdzovej aktivity a to az na Groven 157 % z pozitivnej
kontroly 10 nmol-I"t TCDD. Biagioli et al. (2019) sledovali pomocou ChIP eseje a qRT-PCR
schopnost’ pelargonidinu indukovat’ expresiu CYP1A1 v HepG2 bunkéch. Zistili, Zze po pridani
pelargonidinu dochadza k tvorbe komplexu diméru AhR/ARNT a AhR responzivneho elementu
v promoétorovej oblasti CYP1A1 anaslednej aktivacii expresie tohto génu. Rovnako ako
v predkladanej praci, aj autori Kamenickova et al. (2013) sledovali vplyv pelargonidinu na
transkripénu aktivitu AhR v rovnakej bunkovej linii AZ-AhR. Pozorovali, ze pelargonidin ma
agonistické ucinky na AhR, ale indukcia transkripénej aktivity dosahuje iba 1 % z hodnoty
zaznamenanej po aplikacii 5 nmol-1X. Tento vysledok bol v stilade s nagimi zisteniami, kedy po
24 hodinach sice indukcia luciferazovej aktivity dosahovala pomerne vysoké hodnoty, tie ale
v porovani s10 nmol-I" TCDD predstavovali iba 5% tginok pozitivnej kontroly TCDD.
Resveratrol bola tretia latka zo skupiny latok prirodného povodu. V nasej praci nenastala vyssia
indukcia transkripénej aktivity AhR po 4 ani po 24 hodinach. Autori Pastorkova et al. (2017)
v svojej Stadii sledovali indukciu luciferazovej aktivity po aplikécii cis-resveratrolu a

trans-resveratrolu na dvoch Fudskych bunkovych liniach HepG2 a AZ-AhR. Ich vysledkom bola
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nizka indukcia oboch latok, ale hodnoty luciferazovej aktivity boli priblizne 5-krat vyssie
V porovnani s naSimi vysledkami.

Dal3ou $tudovanou skupinou latok boli enviromentalne polutanty, kde sme ako prvy sledovali
vplyv PCB126. Zistili sme, ze PCB126 je silnym aktivatorom AhR. Shi et al. (2019) pouzili dve
bunkové linie, 'udska HepG2 a mys$iu Hepalclc7, na sledovanie vplyvu PCB126 na transkripéna
aktivitu AhR. Pomocou gRT-PCR metddy stanovovali mnozstvo mRNA pre CYP1AL. V l'udskej
bunkovej linii HepG2 zaznamenali ovela vyraznej$i narast koncentracie mRNA ako v mySich
bunkach, ¢o potvrdzuje nase pozorovania o agonistickom uéinku PCB126. Zaroven to poukazuje
na skuto¢nost’ o medzidruhovych rozdieloch v schopnosti aktivovat AhR. Pomocou gRT-PCR
a western blot analyzy studovali Reyes-Reyes et al. (2016) vplyv benzo[a]pyrénu na transkripénu
aktivitu AhR v bunkovej linii HepG2. Vplyv BaP na aktivitu AhR skumal aj Vondracek et al.
(2017) ato pomocou luciferdzovej eseje s pouzitim reportérovej bunkovej linie AZ-AhR.
Vysledky obidvoch kolektivov dosli, podobne ako v predkladanej praci, k zaveru, ze BaP je
vyraznym agonistom AhR. V stadii Vondracek et al. (2017) dosiahla indukcia transkripénej
aktivity AhR po 6 hodinovej inkubacii s médiom obsahujtcim 10 umol-1 BaP 81 % z hodnoty
pozitivnej kontroly TCDD. V nasej praci bola po 4 hodinach p6sobenia rovnakej koncentracie BaP
dokonca zaznamenana indukcia az na trovni 123 % z hodnoty indukcie 10 nmol-I"* TCDD.
Poslednou z tejto skupiny bolo studované TCDD, ktoré sa vyuziva ako modelovy agonista AhR
a aj v nasej praci bol identifikovany ako silny aktivator transkripénej aktivity AhR. NaSe zistenia
boli potvrdené autormi Novotna et al. (2011), ktori pouzili na stanovenie transkripénej aktivity
AhR rovnakd reportérovu liniu AZ-AhR. Podl'a predpokladu, hodnoty indukcie luciferazovej
aktivity sa po aplikécii TCDD pohybovali na priblizne rovnakej urovni. Agonistické u€¢inky TCDD
boli dokazaneé aj pomocou qRT-PCR na l'udskej (HepG2) a mysej (Heplclc7) bunkovej linii (Shi
et al., 2019). Autori zistili, Ze v obidvoch liniach doslo po aplikacii TCDD k vyraznej indukcii
transkripénej aktivity AhR, ktora mala za nasledok zvySenie expresie CYP1A1 génov.

Poslednou skupinou testovanych latok boli metabolity ¢revnej mikrobioty, konkrétne sa
jednalo o indol-3-acetamid a indol-3-pyruvét a tryptamin. U¢inky vsetkych troch latok na
transkripént aktivitu AhR, Studovali aj Vrzalova et al. (2022). Pomocou dvoch reportérovych
bunkovych linii AZ-AhR a LS174T-AhR-Luc, zistili, Ze najsilnejsie agonistické G¢inky mali IAD
a TA. Z nami ziskanych vysledkov je zjavné, Ze najvysSiu schopnost’ aktivovat’ AhR vykazovali

IPY a IAD, avsak rozdiely v hodnotach jednotlivych indukcii v porovnani s vysledkami Vrzalova
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et al. (2022) boli iba malé. V dalsej stadii Vyhlidalova et al. (2020) sledovali vplyv IAD, IPY
aTA na transkripéna aktivitu AhR v ludskych bunkovych lindach LS-180 a HR-29.
Prostrednictvom gRT-PCR zistili, ze k najvyraznejSiemu narastu koncentracie mRNA pre
CYP1A1 doslo po inkubacii buniek s IPY a IAD, ¢o je v stlade s naSimi pozorovaniami. Fakt, ze
TA vykazoval nizSiu schopnost’ indukcie génovej expresie CYP1A1 pripisali autori intenzivnemu
metabolizmu tejto latky. Navyse, aktivacia AhR bola potvrdena aj pomocou sledovania nuklearne;j
translokacie a ChIP eseje. Uz kratko po aplikacii testovanych latok bol zaznamenany transport
AhR z cytozolu do jadra, kde po sformovani heterodiméru AhR/ARNT doslo k jeho naslednému
naviazaniu na AhR responzivny element v promotorovej oblasti CYP1AL génu (Vyhlidalova et
al., 2020).
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7 ZAVER

Hlavnym ciel'om predkladanej bakalarskej prace bolo uréenie vplyvu vybranych skupin latok
na transkripéni aktivitu AhR v bunkéach reportérovej linii AZ-AhR. Daldim cielom bolo
stanovenie u¢inku tychto latok na viabilitu buniek. V teoretickej Casti bola opisana historia aryl
uhlovodikového receptoru, jeho Struktira a aktivacia. Taktiez boli opisané jeho funkcie
Vv organizme a Cast’ literarneho prehl’adu bola venovana vybranym ligandom AhR.

V experimentalnej ¢asti bakalarskej prace bola na bunkovej linii AZ-AhR zistovana indukcia
transkrip¢nej aktivity AhR pomocou luciferazovej reportérovej eseje. Vysledkom experimentov
bol narast luciferazovej aktivity prejavujuci sa zvySenim intenzity luminiscencie. Bolo zistené, ze
zo skupiny endogénnych ligandov mal najvyraznejsi vplyv na indukciu transkripénej aktivity
FICZ. Po 4 hodinach vykazoval najvyssie hodnoty 9,88 + 1,08 FOLD. Po 24 hodinach to boli
hodnoty az 1182 + 298,46 FOLD. Pri kyseline kynurénovej bola zaznamenana zvysena indukcia
luciferdzovej aktivity len po 4 hodinach na hodnotu 6,03 + 0,56 FOLD. Bilirubin nevykazoval
vyrazny vplyv na transkripénua aktivitu AhR. Po 24 hodinach sa vSetky hodnoty pohybovali na
arovni negativnej kontroly (1 FOLD).

V skupine latok prirodného povodu boli najvyssie hodnoty indukcie luciferazovej aktivity
pozorované pri pelargonidine, kedy bola po 4 hodinovej inkubacii zaznamenand hodnota
46,49 £ 13,71 FOLD. Po 24 hodinach nastal nérast indukcie iba po pdsobeni jeho najvyssich
koncentréacii. Berberin pdsobil ako slaby agonista AhR. Po 4 hodinach bola zaznamenana najvyssia
indukcia 3,96 + 0,94 FOLD. Resveratrol nijako vyrazne neovplyvioval transkripént aktivitu AhR.

V skupine environmentalnych polutantov mali vSetky tri latky vyrazny vplyv na transkripéna
aktivitu AhR. Najvyssia indukcia luciferazovej aktivity bola zaznamenana pri TCDD, ktora po 4
hodinach dosahovala hodnotu 10,98 + 4,40 FOLD a po 24 hodinovej inkubacii bola zaznamenana
hodnota 893,13 £ 276,85 FOLD. Pri PCB126 bol taktiez pozorovany vyrazny vplyv na troven
luciferdzovej aktivity. Po 4 hodinach dosahovala indukcia hodnotu 8,67 + 3,69 FOLD a po 24
hodinach hodnotu 659,52 + 215,62 FOLD. Pri benzo[a]pyréne bola po 4 hodinach p6sobenia
zaznamena hodnota luciferazovej aktivity 10,59 + 4,93 FOLD. Naopak, po 24 hodinach uz nebol
pozorovany az taky vyrazny narast aktivity, indukcia dosahovala 305,51 + 36,22 FOLD.

V skupine metabolitov Crevnej mikrobioty vykazovali najvyssie agonistické ucinky IPY
alAD. Po 4 hodindch pdsobenia IAD bola zaznamenana indukcia luciferazovej aktivity
61,59 £ 21,51 FOLD av pripade IPY dosahovala hodnota 71,33 + 8,56 FOLD. Najnizsiu
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transkripént aktivitu AhR po ovplyvneni buniek vykazoval TA, kedy po 4 hodinovej inkubacii
bola zaznamena hodnota 26,06 + 4,26 FOLD. Pri vSetkych troch latkach nebol zaznamenany
vyrazny vplyv na indukciu luciferdzovej aktivity po 24 hodindch, zvySené hodnoty boli
pozorované iba pri najvyssich koncentraciach.

Zivotaschopnost’ buniek bola stanovena pomocou MTT testu. Pri Ziadnej zo skimanych latok

V nami pouzitych koncentraciach neboli zaznamenané vyraznejSie cytotoxické ucinky na testované

v

ato 77,34 % + 11,12 %. Latky BER, PEL, PCB126, BaP, TCDD, IPY a IAD vykazovali mierne
prolifera¢né G¢inky. Zvy$né latky nemali ziadny meratelny vplyv na viabilitu reportérovych

buniek.
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