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1 UVOD

Telomeraza, respektive jeji katalyticka podjednotka hTERT s funkci reverzni transkripce,
je zodpovédna za syntézu telomerovych sekvenci de novo, ¢imZ je schopna kompenzace
zkracovani linedrnich chromozomt na 5" konci, ke kterému dochazi pti kazdé replikaci. Diky
tomu je telomeraza spojovana s imortalizaci bun€k a jeji aktivita je ve vysoké mite detekovana
v rakovinnych buiikach. Objasnéni kompletni regulace exprese jeji podjednotky hTERT, ktera
je povazovana za marker aktivity celého enzymu, by tak vedlo k moznosti cilené represe
enzymu jako formé& nadorové terapie. Prestoze zékladni regulace exprese skrze transkripcni
faktory c-Myc a Sp1 je jiz znama, jsou neustale popisovany nové mechanismy jako je regulace
skrze aktivaci aryl uhlovodikového receptoru (AhR). Tento cytosolicky receptor v buice
funguje jako ligandy aktivovany transkripéni faktor, ktery spousti expresi gent, v jejichz
promotoru se nachazi specifické XRE oblasti, které byly popsany pravé i v promotoru hTERT.
Mezi ligandy AhR patii mnoho indolovych derivati, které se v téle vyskytuji jako produkty
metabolismu tryptofanu vytvarené stfevni mikrobiotou. Buiky stfevniho epitelu jsou tak
na aktivaci AhR velmi citlivé, diky ¢emuz je v nich mozné stanovit souvislost mezi slozenim
metabolit, aktivaci AhR a indukci exprese hTERT. Na zakladé téchto vztaht by mohlo

zastoupeni indolovych latek ve stfeveé rizné ovliviiovat proliferaci sttevni rakoviny.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Telomery

Geneticka informace eukaryotickych organismil je uloZzena v bunéném jadie ve strukturach
zvanych chromozomy, které jsou slozeny z DNA a proteinti histonové a nehistonové povahy.
Na konci jejich chromatid se nachazi specialni strukturni oblasti zvané telomery tvoiené
konstitutivnim heterochromatinem. Hlavnimi funkcemi téchto struktur je zabranéni fize mezi
chromozomy a ochrana genetické informace pted poskozenim zptisobenym netiplnou replikaci
DNA na 5" konci, kvali které dochazi piikazdém d¢leni ke zkracovani chromozomu

(Blackburn, 1994; Blasco, 2003).

3.1.1 Historie vyzkumu telomer

Osobou, ktera stala na pocatku studia telomer, byla Barbara McClintock, kterd se ve svém
vyzkumu zabyvala cytologickymi jevy u kukufice seté (Zea mays), jako je déleni triploidnich
jedinc nebo chovani prstencovych chromozomu, které se €asto v jadrech kukufice tvofi
(McClintock, 1929; 1938). V ramci toho vypozorovala, Ze prirozené konce chromozomu jsou
svymi vlastnostmi a chovanim velmi odlisné od konct, které v chromozomu vzniknou
vnitinimi zlomy. Chromozomové konce vykazuji vysokou miru intaktnosti, zatimco konce
V misté zlomu jsou schopné pfilnout k jiné ¢asti chromozomu, ¢ehoz je v buiikach vyuzivano
bud’ pravé pti vzniku prstencovych chromozomti nebo pii meiotickém déleni v procesu
crossing-overu (McClintock, 1941). V roce 1964 bylo pfi pozorovani rastu riznych bunéénych
kultur popsano, Ze kazda buika dosahuje jen urc¢itého limitniho poctu déleni, nez pfechazi
do apoptozy (Hayflick, 1965). Tento pocet byl pozdé€ji pojmenovan po svém objeviteli jako
Hayflicktiv limit a byla popsana souvislost s jeho velikosti a se zkracovanim chromozomi
v pribéhu kazdé replikace, kdy neni DNA polymerdza schopné ptepsat kompletni sekvenci
a produkt je o ¢ast nukleotidové sekvence na konci chromozomu kratsi. Pocet replikaci, které
vedou Kk takovému limitnimu zkraceni chromozomi odpovida Hayflickovu limitu a tseky,

0 které burika prichazi, byly oznaceny jako telogeny (Olovnikov, 1973).

3.1.2 Struktura telomer

Zakladnim motivem telomer jsou tandemové repetice, jednoduché sekvence nukleotidl, které
se ve velkém mnozstvi opakuji neustale za sebou a nekéduji zadny protein (Blackburn et Gall,
1978). Podoba této sekvence se 1isi mezi skupinami organismi, nicméné pro konkrétni druh

nebo veEtsi taxonomickou skupinu jde o vysoce konzervativni oblast chromozomu. U ¢lovéka



jsou telomery tvoieny sekvenci TTAGGG, coz bylo zjisténo srovnanim sekvenci vV neupravené
lidské DNA a DNA nastipané exonukledzou Bal-31. V nastipané DNA bylo zastoupeni
sekvenci TTAGGG tak malé, ze se sekvence musela objevovat pouze v koncovych oblastech
DNA, které¢ byly exonukleazou odstranény. Tato hypotéza byla nasledné potvrzena pomoci
FISH (fluorescencni in situ hybridizace), kde se sonda dosedajici pravé na TTAGGG sekvence

zachytila pouze v oblasti telomer vSech chromozomii (Moyzis et al., 1988).

Ze zacatku studia telomer se ptedpokladalo, Ze jsou konce chromozomu tvofeny pouze
telomerovymi sekvencemi, které jsou linearné zakoncené tak, Zze 3 vldkno DNA bohaté
na guanosin tvofi pfesah nad vlaknem druhym (Gravel et al., 1998). Pozdéji se ale diky vyuziti
elektronové mikroskopie podafilo odhalit, ze se v této oblasti nachdzi komplikovangjsi
struktura pojmenovana jako T-smycka. Dulezitou roli ve formovani smycky hraji proteiny,
které se podileji jak na jejim vytvareni, tak na jeji stabilit€. Jednim znich je TRF2
(telomeric repeat binding factor 2), nachazejici se u baze smycky, kde zprosttedkovava vazbu
mezi koncovym presahujicim vlaknem bohatym na G a pavodnim dvojvlaknem DNA
(Griffith et al., 1999). Tento zapoj je specificky tim, Ze se zde nachazi komplementarni
telomerové sekvence, diky kterym se v misté zapojeni volného vldkna vytvari jesté dalsi mensi
D-smyc¢ka. Kratsi 5 vlakno bohaté na cytosin je tedy soucasti pouze velké T-smycky
a do tvorby druhé smycky a interakce s TRF2 se nezapojuje (Greider, 1999).

Hlavni vyhoda uspotadani telomerovych sekvenci do T-smycky na koncich chromozomi
je v tom, ze udrzuje konce intaktni a stabilni, coz zajist'uje spravnou funkci telomer. Z tohoto
diivodu je spravna stavba smycky v butice peclivé hlidana a pokud dojde k poruseni funkce
TRF2 (naptiklad pouzitim specifickych inhibitori), je v buiice indukovana apoptoza
(Karlseder et al., 1999).

3.1.3 ZKkracovani telomer p¥i replikaci DNA

Mechanismus neuplné syntézy DNA pomoci DNA polymerdzy zkracujici chromozomy
Vv oblasti telomer je oznacovéan jako ,,end replication problem* a souvisi Cist¢ s linedrnimi
chromozomy, diky ¢emuz se telomery nevyskytuji u kruhovych chromozomi prokaryotnich
organismil nebo jinych cirkularnich molekul DNA (Lingner et al., 1995). DNA polymerazy
jsou enzymy schopné propojovat nukleotidy do podoby nového fetézce na zakladé
komplementarity s vlaknem ptvodni (matetské) molekuly DNA, syntéza ale probiha pouze ve
sméru 5°'—3", a tak je syntéza druhého vlakna DNA (tzv. opozd’ujici vlakno) ve sméru 3'— 5’
o néco pomalejsi. Na tomto vlakné jsou nejprve pomoci primazy vytvoieny RNA primery,

za kterymi jsou formovany Okazakiho fragmenty, jez jsou spojovany do vlakna DNA



za odbouravani primeri. Po dokonceni syntézy celého opozd'ujicitho vldkna je odstranén
ptivodni RNA primer na 5" konci. Tim, ze je DNA polymeraza schopna prodluzovat fetézce jen
ve sméru 5'—3’, neexistuje zpusob, jak tento tsek nahradit, nové vlakno DNA je tak o tento
usek kratsi (Wynford-Thomas et Kipling, 1997). Pti kazdé replikaci se délka telomerové
sekvence V lidskych burnikach zkracuje pramérné o 30 — 50 bazi, u lidskych fibroblasti bylo
pozorovano zkracovani dokonce o 50 — 100 bazi v jednom bunééném cyklu (Allsopp et al.,
1992; Sfeir et al., 2005). Prestoze vétsSina bun¢k vykazuje na Case zavislé zkracovani délky
telomer, existuji v lidském organismu bunky, u nichz je béhem Zivota zkracovani telomerovych
délek prakticky nepozorovatelné. Jednim z ptikladl jsou nervové bunky, které se béhem zivota
prakticky nedé€li a zkracovani tak neprobihd. I tak na nervové buniky nepfimo dopadéd vliv
zkracovani telomer skrze dé€lici se bunky, se kterymi jsou v kontaktu (Panossian et al., 2003).
Dal$imi buiikami s témétf nepozorovatelnym zkracovanim jsou bunky kmenové, v nichz je
udrzovani délky zplisobeno aktivitou enzymu telomeréza, ktery dokaze syntetizovat telomeroveé

sekvence de novo (De Lange et al., 1990).

Pokud v bunce probéhne tolik replikaci, ze se telomery dostanou do délky, ktera jiz nezarucuje
dostate¢nou ochranu genetické informace chromozom, je v buiice spusténa draha senescence,
ktera ji muze dovést az do apoptdzy. Jedna se o dvoufazovy mechanismus kontroly senescence,
ktery nastava i v piipadé poskozeni DNA a spoc¢iva v indukci kontrolnich bodi (checkpoints)
M1 a M2. Nejdilezitgjsimi faktory M1 (first mortality stage) jsou retinoblastomovy protein
a protein p53, jejichz porucha je v burikach vétsiny rakovin spojovana s rozvojem proliferace.
Druhy kontrolni bod M2 (second mortality stage), je jiz na pS53 nezavisly a vice nez
se senescenci je pojen s bunéénou smrti. Diky tomu dokaze odstranit i bunky, kterym se pies

poskozeni podatilo projit prvnim kontrolnim bodem (Wright et Shay, 1992).

3.2 Telomeraza

Telomeréza je enzym vykazujici reverzné transkriptazovou aktivitu a je schopny kompenzovat
replikaéni problém se zkracovanim telomer pfidavanim novych telomerovych sekvenci
na 3" konec. Tim dokaze bunka s aktivni telomerazou piekro¢it Hayflicktv limit, oddalit svoji
senescenci a apoptdézu a pii vyrazné aktivité je telomeraza schopna dovést bunku az
k imortalizaci. Enzym je slozeny ze dvou zakladnich podjednotek, samotné enzymatické
podjednotky TERT a RNA vldkna nesouciho sekvenci komplementdarni k telomeram (TER),
podle kterého TERT nové sekvence syntetizuje (Greider et Blackburn, 1987,
Lingner et al., 1997). Cely enzymaticky komplex lidské telomerazy funguje jako strukturni



a funkéni homodimer a kromé dvou hTERT o velikosti 127 kDa a dvou hTER o velikosti
153 kDa jsou jeho soucasti i dvé sady s telomerazou asociovanych proteini dyskerinu a Nop10
(Sauerwald et al., 2013). Ptesto byly popsany i pfipady buné€k, které mély telomerazu aktivni
ve formé monomeru, tyto vyjimecné ptipady jsou ale spojovany piedevsim s riznymi mutacemi

nebo geneticky podminénymi chorobami (Errington et al., 2008).

3.2.1 Historie vyzkumu telomerazy

Mechanismus prodluzovani telomer byl poprvé popsan diky experimentu na telomerach
Tetrahymena. Experiment vychazel z ptedpokladu, Ze je pro de novo syntézu zapotiebi volného
3’-OH konce a vhodného oligonukleotidu (TTGGGG)s, ktery odpovida sekvenci telomer
studovanych bungk. Po ptidani tohoto jednovlaknového fetézce k extraktu bun€k Tetrahymena
byl pozorovan narast sekvenci na vladkné, a to vzdy o 6 nukleotidi odpovidajicich jedné
telomerové sekvenci. Pokud se ale do reakce misto vldkna bohatého na G a T pfidalo DNA
vlakno nesouci komplementarni sekvenci bohatou na A a C nebyla elongace telomer
pozorovana. Funk¢nost prodluzovaciho mechanismu byla rovnéz testovana vyménou sekvence
pouzivaného oligonukleotidu, ktery nenesl sekvenci telomer Tetrahymena, ale telomerovou
sekvenci kvasinek. PfestoZze mé tato sekvence o jeden guanin navic, repetice, které se béhem
reakce na oligonukleotid navazovaly, odpovidaly Sesti nukleotidové sekvenci telomer
Tetrahymena a ptebyvajici guanin v kvasinkovém oligonukleotidu tak pro syntézu nehral
zadnou roli (Greider et Blackburn, 1985). Tim bylo jednozna¢né prokazano, Ze se mechanismus
prodluzovani telomer liSi od bézné elongace DNA fetézcli DNA polymeradzami a Ze je zde
ptitomny specificky enzym s telomerovou terminalni transferdzovou aktivitou, pozdéji zkracen

na dnes bézné pouzivané pojmenovani telomeraza (Greider et Blackburn, 1987).

Po popisu prodluzovani telomer v jednodusSich organismech byla pozornost obracena
na telomerazu v lidskych burkach. Ta byla poprvé popsana v buikach linie HeLa, coZ je linie
odvozena od maligniho karcinomu délozniho ¢ipku. Bunky byly vystaveny tzv. telomerazové
eseji pouzivané i v ptipadé Tetrahymena, vtomto piipadé byl piidavan oligonukleotid
odpovidajici v té dobé jiz znamé sekvenci lidskych telomer (TTAGGG)4. Vysledky tohoto
experimentu vedly k popsani ¢tyt zakladnich rozdilii mezi elongaci telomer katalyzovanou
telomerazou a béznym prodluzovanim DNA vlakna DNA polymerazou. Prvnim z nich byla
citlivost na predptisobeni RNazami, po némz nebyla telomerazova aktivita detekovana. Tim se
potvrdilo, ze je telomeraza na rozdil od DNA polymeraz ribonukleoproteinem, ktery kromé
proteinové slozky obsahuje 1 usek RNA nesouci pfisluSnou telomerovou sekvenci (vldkno

bohaté na C a A), slouzici jako templat. Pii elongaci polymerazou by také stacila pritomnost



komplementarni sekvence telomer (CCCTAA) chromozomalniho ptivodu, ktera by se navazala
na telomerovou sekvenci oligonukleotidu a slouzila jako templatové vlakno pro elongaci. Tento
mechanismus byl ale opét vyvracen, a to pouzitim oligonukleotidu s jinou sekvenci, na které se
1 tak ptridavala sekvence odpovidajici lidskym telomeram, stejné¢ jako tomu bylo v pfipadé
elongace telomer Tetrahymena. Dalsim rozdilem byla rychlost syntézy sekvenci, ktera byla
po celou dobu reakce konstantni, v piipad¢ rekombinace by se rychlost syntézy neustale
zvySovala diky navySujicimu se mnozstvi nové syntetizovanych sekvenci, které mohou slouzit
jako templat. Posledni rozdil byl popsan po ptidani oligonukleotidu se sekvenci CCCTAA.
Kdyby se ve vzorku vyskytovala tato sekvence v DNA bézné, existovala by zde i jeji
komplementarni sekvence, kterd by poslouzila jako templat pro elongaci oligonuleotidu
bohatého na C a A. V takovych podminkéch ale nebyly v reakci zddné produkty (prodlouzené
fetézce CCCTAA sekvenci) detekovany. V pribéhu syntézy novych lidskych telomerovych
sekvenci bylo pozorovano, Ze se jejich syntéza vétSinou zastavi po prvnim G v sekvenci a az
s urcitou prodlevou pokracuje v pfidavani dalSich nukleotidd, coz vedlo k predikci sekvence
hTER na sekvenci CUAACCCUA... (Morin, 1989).

3.2.2 Lidské buriky s aktivni telomerazou

V experimentech provadénych na jednodussich organismech, byla telomeraza aktivni ve vSech
typech bunék v pomérné vysoké mife, napiiklad u Tetrahymena dokazala vlozeny
oligonukleotid prodluzovat az o 8 000 nukleotidu (Blackburn et al., 1989). Tim se zasadné lisi
od lidské telomerazy, ktera dokéazala ve stejné navrzeném experimentu prodluzovat piislusny
oligonukleotid pouze 0 65-80 nukleotidi (Morin, 1989). Ve fyziologickém stavu je navic lidska
telomeraza aktivni pouze v kmenovych bunkach a bunkach zarode¢nych linii, patologicky
je pak nejmarkantnéjsi ve vétSin¢ rakovinnych bunikach. V lidském téle je tak telomeraza spjata
pouze s takovymi bunikami, jejichz dlouhd Zivotnost a zachovani nepoSkozené DNA je pro
organismus kli¢ova. Jedna se napt. o myeloidni progenitory nachézejici se v kostni dieni, které
jsou dilezité pro hematopoézu, kdy slouzi jako prekurzory vSech krevnich bunék. Cim vice
jsou nasledn¢ krevni buniky diferenciované, tim je v nich nizsi aktivita telomerazy (Chiu et al.,
1996). Dalsimi kmenovymi bunikami S popsanou aktivitou telomerazy jsou mezenchymalni
kmenové buiiky, které jsou v téle zodpovédné za obnovu mezenchymalni a krvetvorné tkané

a podili se na interakci s imunitnim systémem (Niu et al., 2009).
Jinym piikladem bun¢k lidského téla, u kterych je vyzadovan vysoky pocet déleni bez jejich
poskozeni, jsou zarode¢né a embryondlni bunky. Aktivita telomerdzy byla zjisténa v lidskych

vajeCnicich a varlatech, zatimco ve zralych pohlavnich buiikach uz aktivita detekovana nebyla.



Pfestoze ani zraly neoplozeny oocyt ani spermie nevykazovaly zadnou telomerazovou aktivitu,
u zarodku ve stadiu blastocysty (kdy probihd intenzivni déleni) byla jiz jeji aktivita opét
detekovana. Aktivita v embryu postupné klesala s diferenciaci do jednotlivych tkani
a po porodu nebyla detekovana jiz v Zzadnych somatickych tkanich jako jsou svaly, jatra, plice
apod. (Wright et al., 1996).

3.2.3 Telomeraza v rakovinnych buikach

Prestoze se v normalnich tkanich aktivni telomerdza az na vyjimky nevyskytuje, byla jeji
aktivita popsana témet ve vSech znamych nadorech (85 %) a diky obnové telomer a oddéleni
apoptozy souvisi s imortalizaci a proliferaci, které jsou pro rakovinné bunky typické. Studie na
aktivitu telomerazy vSak byly vétSinou provadény pouze v odvozenych rakovinnych liniich,
které jsou tvofeny bunikami jednoho typu, kvili ¢emuz muize byt situace v nadorech in vivo
trochu odli$na. Na vzniku nddoru se totiz podili vice typt bunck a ne vSechny z nich musi mit
telomerdzu aktivni, i tak je ale primérna telomerazova aktivita celého nddoru vyrazné vyssi nez
ve zdravé tkani (Kim et al., 1994). Kromé aktivni telomerazy jsou pro chromozomy nadorovych
bun¢k typické velmi kratké telomery, které se tak i pies jejich de novo syntézu telomerazou
blizi limitni délce. Rozdil mezi délkou telomer rakovinnych a ptislusnych somatickych bunck
byl popsan napt. u kolorektalnich karcinomt, kde udrZzovani téchto kratkych telomer vede
ke vzniku chromozomovych fuzi a podobnych anomalii, které jsou pro rakovinné buiky
typické (Hastie et al., 1990). Tato souvislost mezi karcinogenezi a aktivni telomerazou otevira
moznosti rakovinné 1écby, ktera by mohla vyuZivat telomerazu jako specificky ter¢ nadorové
terapie. Pro testovani této teorie byl vytvofen model z mySich embryonalnich kmenovych
bunék, u kterych byl knockoutovany gen pro mysi Ter, ktery stejné jako gen pro Tert slouzi
jako marker celého enzymatického komplexu (Blasco et al., 1995). Na zakladé toho mohly byt
popsany dva zakladni principy, kterymi inhibice telomerazy (respektive jeji podjednotky)
ovliviiuje tumorogenezi. V prvnim z nich vede ztrata aktivity ke zkracovani telomer, coz vede
k dosaZeni jejich limitni délky a nasledné aktivaci p53 vedouci k apoptoze bunky. Pokud je ale
kontrolni draha p53 poskozena, nedochazi k indukci apoptézy a kratké telomery naopak
zpiisobuji vétsi frekvenci mutaci a rychlejsi tumorogenezi. Rakovinna terapeutika zaloZena
na inhibici telomerazy by tak mohla byt aplikovany pouze v ptipad€ nadorti, jejichz bunky maji
zachované funkéni kontrolni mechanismy (De Lange et Jacks, 1999).

Telomerazova kompenzace ale neni jedinym mechanismem, ktery rakovinné buiky vyuzivaji,

aby zabranily zkracovani telomer. Jiz na pocatku studia replikaéniho problému byl vedle

predikce telomerdzy predikovéan i zplisob pfidavani novych sekvenci na zakladé homologni



rekombinace (Blackburn et al., 1983). Tento mechanismus byl pozdé&ji skute¢né popsan jako
alternativni prodluzovani telomer (ALT) a byl poprvé pozorovan v kvasinkach (Kluyveromyces
lactis). | ptes deleci genu pro TER zde dochazelo k vyraznému nardstu telomer, které byly
vyrazné delsi nez ve standardnich buiikach (McEachern et Blackburn, 1996). Mezi lidskymi
nadorovymi bufikami tento mechanismus vykazuje asi 15 % linii, oznacovanych jako ALT+.
U nékterych z nich je mechanismus detekovan az druhotné jako reakce na piedchazejici
rakovinnou lécbu. ALT probihd na zdkladé homologni rekombinace mezi telomerovym
vladknem daného chromozomu nebo telomerovymi sekvencemi zjiného chromozomu
a prodluZzovanym vlaknem. Elongace pomoci ALT je tak daleko mén¢ regulovana nez pti
syntéze telomerazou, coz vede ke vzniku velmi dlouhych telomer, které i v rdmeci jedné buiky

vykazuji velkou variabilitu (Dunham et al., 2000).

3.2.4 Podjednotka hTERT

Prvni poznatky, které vedly k blizSimu popisu enzymatické slozky telomerdzy, byly zjiStény
na zéklad¢ studia kvasinkovych mutantt, diky kterym byl jako gen pro kvasinkovou TERT
identifikovan gen EST2. Sekvence genu EST2 se projevila jako vysoce konzervativni naptic
riznymi skupinami organismu a jeho funkéni i strukturni homolog se podaftilo identifikovat
napt. u krouzkovcu (Lingner et al., 1997). Kodovani lidské telomerové reverzni transkriptazy
(hTERT) bylo o néco komplikovanéjsi. Jeji jednotlivé motivy totiz nejsou kvili pfitomnosti
inzertu neznamého ptivodu uspofadany v jednom ¢étecim ramci, jako tomu je u EST2 a jeho
homologii. Shoda byla ale popsana mezi proteinovym produktem EST2 a lidskym pGRN121,
diky ¢emuz se nasledné podafilo identifikovat i samotny gen, ktery byl alternativné nazyvan
jako hEST2 (Nakamura et al., 1997). Gen, ktery katalytickou podjednotku telomerazy koduje,
je umistény na S5p15.33 a je slozen z 15 intronti a 16 exonl. Samotna slozka slouzici jako
reverzni transkriptaza je kodovana v exonech 5 az 9. Diky velkému mnozstvi intronli bylo
dosud popsano 22 variant alternativnich sestfiht "\TERT MRNA, coz umoznuje vznik velkého
mnozstvi isoforem enzymu (Akincilar et al., 2016; Hrdlickova et al., 2012). Umisténi tohoto
genu u konce kratkého raménka chromozomu 5 neni ndhodné, ale souvisi s regulaci exprese
hTERT a téméf vsichni velci savci dozivajici se vysokého véku maji genovy lokus TERT
v subtelomerické oblasti. Telomery o dostate¢né délce vytvari v oblasti lokusu hTERT smycku,
ktera zabranuje expresi genu. Pokud se ale telomery zkrati, nejsou jiz schopné tuto strukturu
udrzet funk¢ni a tim je umoznéno zvySeni exprese. Krome toho je pfitomnost smycky spojena
s methylaci hTERT ptedevsim v oblasti promotoru a vazebnych mist nékterych proteind, coz
se opét podili na regulaci exprese hTERT (Kim et al., 2016).



3.2.5 Promotor hTERT a transkrip¢ni faktory c-Myc a Spl

Promotor hTERT dosahuje velikosti 260 bp a zakladnimi regulacnimi elementy jsou zde
E-box a na GC bohaté oblasti. E-box, element typicky sekvenci CACGTG, se nachazi v oblasti
-165 a +44 a pii deleci promotoru v oblasti 5, ve které se E-box vyskytuje, dochazi k vyrazné
redukci exprese, kviili Cemuz je tento element povazovan za kli¢ovou regulacni ¢ast promotoru.
Transkripnim faktorem, ktery se na element, vaze je c-Myc, ktery tvofi heterodimer s Max
a vaze se predevSim na E-box v oblasti -165. Vazba na promotor vede ke zvySeni exprese
hTERT, ktera je ptfes c-Myc zprostiedkovavana histonovymi acetyltransferazami. Kromé
c-Myc se ale na E-box muzZe navazovat i jeho strukturni homolog Mad, ktery vazbou (opét
v heterodimeru s Max) zablokuje regula¢ni oblast pro vazbu s c-Mye, ¢imz dojde k redukci
exprese hTERT. Indukci exprese ptes c-Myc napomaha druhy vyznamny transkripéni faktor
Sp1 (Specifity protein 1), ktery se vaze do GC oblasti (Kyo et al., 2000). Oba zminované faktory
jsou povazovany za klicové komponenty regulace exprese hTERT. Indukce exprese pies faktor
c-Myc muze byt kromé Sp1 aktivovana i mnoha proteiny, které jsou spojovany se specifickymi
typy nadorq, jako je estrogen, survivin, ETS proto-onkogen 2 nebo Colony stimulating factor 1
(Ramlee et al., 2016).

3.2.6 Epigeneticka regulace exprese NnTERT

Regulace exprese hTERT neprobiha jen pomoci rtiznych transkripénich faktord a jinych
signalnich latek, ale i na urovni epigenetiky, jak bylo jiz naznaceno v souvislosti s regulaci
exprese telomerazy pomoci délky telomer a stim souvisejici methylaci. Pravé methylace
je jednim ze zékladnich epigenetickych vlivi, které na promotor hTERT pisobi a jeji navyseni
zpusobuje vyrazny pokles transkripce tohoto genu. Hlavnimi enzymy zodpovédnymi za
methylaci jsou DNA methyltransferazy, z nichz je nejvyrazngjsi Dnmtl (popsano v bunikach
odvozenych od lidského teratokarcinomu), ktera pravée i v oblasti promotoru hTERT vykazuje
nejvys$si methylaéni aktivitu (Lopatina et al., 2003). Dalsim epigenetickym vlivem
pozorovanym v promotorové oblasti jsou zmény na Grovni histontl. Jedna se pfedevsim o jejich
acetylaci, kterd s popsanou methylaci velmi tzce souvisi. Pfi pouziti TSA (inhibitor
histonovych deacetylaz) bylo pozorovano nejen navySeni exprese hTERT ale i pokles
methylace katalyzované Dnmt1 (Fuks et al., 2000).

Na epigenetické regulaci exprese hTERT se mohou rovnéz podilet i rizné funkéni RNA,
predev§im miRNA. Na bunécné linii HeLa byl popsan vliv miR-138 (microRNA-138), ktera
piimo napada 3"UTR oblast \TERT mRNA. Diky tomuto mechanismu funguje miR-138 jako

tumor supresorovy faktor, ktery vyrazné snizuje rychlost proliferace (Zhou et al., 2016).
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Opacnou zavislost na expresi hNTERT vykazuje INCRNA BC032469 v prostiedi bunétné linie
odvozené od nadoru zaludku, jejiz zvysSend hladina korelovala jak s vy$$i mirou exprese
hTERT, tak s rychlosti ristu nadoru a jeho velikosti (Lii et al., 2016). Regulaci skrze funkéni
RNA bylo popsano velké mnozstvi a vétsina z nich vykazuje tkanovou specifitu, ¢ehoz lze
vyuzit pro specifickou detekci nadoru. Jednd se napt. o miR-1207-5p (rakovina zaludku),
miR-21 (glioblastom) nebo miR-491-5p (rakovina délohy) a mechanismus vSech spociva
ve vazb¢ na 3'UTR oblasti \TERT mRNA (Dogan et Forsyth, 2021).

3.2.7 Specifické regulace exprese NTERT v rakovinnych buiikach

Exprese hTERT v rakovinnych buiikach je obecné spojovana s jejich proliferaci a imortalizaci,
z toho dtivodu je pravdépodobné, Ze i jeji regulace bude souviset s proteiny, které se na téchto
procesech podili. Takovou skupinou proteint jsou napt. IAP (rodina proteint inhibujicich
apoptézu), mezi které patii survivin. Pfitomnost survivinu byla detekovana témét vyhradné
v rakovinnych bunkach, kde je schopny stejné€ jako jiné inhibitory apoptdzy blokovat kaspazy.
Survivin rovnéz blokuje uvoliiovani mitochondridlniho APAF1, coz je faktor schopny aktivovat
apoptické proteazy (Wheatley et Altieri, 2019). Souvislost exprese survivinu a hTERT byla
popséana na nékolika bunéénych liniich odvozenych od stfevnich adenokarcinomi (napf. linie
LS180, HT-29, Caco2). Tyto buiiky byly transfekovany vektorem pcDNA3-myc-survivin, coZ
vedlo k nartstu exprese survivinu, se kterym korelovalo zvysSeni exprese hTERT. Survivin je
navic schopny indukovat fosforylaci transkripénich faktort c-Myc a Spl, coZ posiluje jejich

vazbu na promotor (Endoh et al., 2005).

Specifickou regulaci vyskytujici se zejména v nadorech vajecniku je mechanismus fungujici
pies estrogen, respektive estrogenovy receptor. Estradiol (E2) funguje jako aktivator exprese
hTERT, ktera se v buiikach rakoviny vajeCniku bohatych na estrogen vyrazné zvysuje.
Toto navyseni je zplsobeno estrogenovou aktivaci c-Myc, ¢imz estrogen nahrazuje funkci
transkripéniho faktoru Spl a umoziuje expresi hNTERT. Dalsi propojeni signalnich drah ER
a telomerazy bylo popsano v promotoru hTERT, kde se nachazi sekvence fungujici jako ERE
(Estrogen response element). V burnikach s dostate¢nou hladinou estrogenu se estrogenovy
receptor o (ERP nevykazoval s ERE v promotoru hTERT zadnou aktivitu) specificky vaze
do ERE v promotoru hTERT, ¢imz je opét indukovana exprese (Misiti et al., 2000).
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3.2.8 Regulace exprese hTERT v souvislosti s AhR

Souvislost mezi aktivaci AhR a expresi hTERT byla poprvé popsana v buiikach rakovinné linie
BeWo (odvozena od bungk placenty pacientky s choriokarcinomem), které byly vystaveny
modelovému aktivatoru AhR 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (TCDD). Efekt na expresi
hTERT po pusobeni TCDD odpovidal vlivu, ktery mél na expresi estrogenovy receptor
aktivovany E2. V promotoru hTERT byly navic popsany AhR responsivni elementy (XRE),
které se tak zde vyskytuji spolecné s ERE jak je zobrazeno na Obrazku ¢. 1. Na zakladé toho
tak bylo ptedpokladano, Ze se oba receptory podili na regulaci exprese stejné, a to skrze aktivaci
transkripéniho faktoru c¢-Myc. Tato hypotéza byla nasledné¢ potvrzena vyskytem
antagonistickych vztaht pfi soubézné aktivaci obou receptor. Bunky vystavené TCDD i E2
totiz vykazovaly nizsi expresi nez v pripadé bunék vystavenych aktivatoraim samostatné. Piesto
se ale ukazala ¢astecna spoluprace obou receptori na regulaci jako nezbytna. Pokud totiz doslo
Vv burice k deaktivaci estrogenového receptoru, nebyl samotny aktivator AhR schopny vyvolat
navySeni exprese hTERT. (Sarkar et al., 2006).
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‘.
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E2/ER e,
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c-myc
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Obrazek €. 1: Schématické rozloZzeni ERE a XRE v promotoru hTERT (ptevzato z Sarkar et al, 2006)

Zvyseni exprese hTERT pomoci AhR bylo ovéfeno i za vyuziti BaP (benzo(a)pyren), coz
je vedle TCDD jeden z nejznaméjsich agonistit AhR. Vlivu BaP byly vystaveny bunky plicni
rakovinné linie, které opét vykazovaly signifikantni narlst exprese v porovndni s negativni
kontrolou. Kromé toho bylo rovnéz pozorovano, Ze sila indukce exprese zavisi na poctu XRE
V promotoru, ¢im vice jich bylo do promotoru pfiddno (maximalni pocet byl 6), tim byla
exprese vyraznéji indukovana (Shelpev et al., 2019). Jako vyznamny ukazatel naristu exprese
hTERT spojeny s AhR aktivaci se ukdzal CYP1A1. Ten jako jediny z detoxifikacnich enzymu
indukovanych AhR vykazoval v bunécné linii A549 obdobny profil exprese jako hTERT.
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Teorie zavislosti exprese hTERT na expresi CYP1A1 byla navic podpofena snizenim exprese
hTERT pfi specifickém blokovani CYP1A1 pomoci siRNA (Shervington et al., 2007).

3.3 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor byl popsdn na zdklad¢é aktivace pomoci TCDD, diky cemuz
je rovnéz nazyvan dioxinovy receptor. TCDD je vysoce toxické xenobiotikum, které se hromadi
primarn¢ v jatrech, kde byla také po expozici organismu pozorovana zvySenad aktivita
uhlovodikovych hydroxylaz, kterd byla specifickou odpovédi na TCDD. Kromé dioxinu
vykazovalo stejné chovani i velké mnozstvi jeho strukturné ptibuznych latek, které se do nove
popsané¢ho receptoru navazovaly s riiznou afinitou. Absolutni vétSina navazaného TCDD byla
navic detekovana v cytosolu, z ¢ehoz bylo usouzeno, Ze misto se specifickou vazbou k TCDD
se nenachazi na povrchu bunky jako né&jaky membranovy receptor, ale v cytosolu, kam
se TCDD dostava osmoticky (Poland et al. 1976). AhR je tak do momentu navazani ligandu
voln¢ piitomny v cytoplazmé v tetramerickém komplexu sdimerem hsp90 a XAP2
(immunophilin-like X-associated protein 2). Funkce XAP2 je pfedevs§im ve vazbé obou zbylych
slozek, ¢imz drzi cely komplex pohromadé, zatimco hsp90 zabranuje predcasné dimerizaci
AhR s ARNT a podili se na spravné struktuie nové vznikajicich receptoru (Petrulis et Perdew,
2002). AhR se v bunce podili na regulaci exprese urCitych geni jako ligandy aktivovany
transkripéni  faktor, ktery je soucasti bHLH-PAS rodiny (basic Helix-Loop-
Helix — Period/ARNT/Single minded) a sklada se tak ze tfi zakladnich ¢asti zobrazenych
na Obrazku ¢. 2. Prvni je bHLH doména, kterou se AhR vaze do DNA a rovnéz se vaze na
ARNT, s nimz vytvaii dimer. Druhou oblasti je PAS, jeji podjednotka PAS A slouZi stejné jako
bHLH k vazbé na ARNT, zatimco PAS B vaze ligandy. Posledni oblast je tvoiena subdoménou
bohatou na glutamat a aspartat, subdoménou bohatou na glutamin a subdoménou bohatou
na serin, threonin a prolin. Jedna se o regula¢ni ¢ast, do které se navazuji rizné koaktivatory
nebo korepresory (Jain et al., 1994; Ko et al., 1997; Whitelaw et al., 1995). Pfikladem
takovychto regulatort miiZze byt napt. ERAP-140 jako zastupce koaktivatorti nebo SMRT jako
korepresor (Nguyen et al., 1999). Soucasti heterodimeru v jadfe je vedle AhR i ARNT
(AhR nuclear translocator), ktery je AhR strukturné velmi podobny (viz Obrazek ¢. 2) a bez

jeho piitomnosti by nebyla vazba do XRE v promotoru genu viibec mozna (Reyes et al., 1992).
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Obrazek €. 2: Schématické znazornéni funkénich domén AhR a ARNT (pifevzato z Larigot et al, 2018)

3.3.1 Regulace transkripce AhR

Komplex, ve kterém se v cytoplazmé AhR nachazi, je aktivovan navazanim ligandu do PAS B
oblasti a po této vazbé je aktivovana c-Src protein kinaza, ktera umozni pfesun komplexu
do jadra (Kohle et al., 1999). Zde se od komplexu uvolituje hsp90, coz umoziuje tvorbu dimeru
s ARNT, ktery se navazuje v PAS a bHLH oblastech (Corrada et al., 2017). Tento dimer se
vaze jako transkripéni faktor v promotoru spousténych geni do XRE neboli DRE, na zakladé
této vazby se pozméni usporadani chromatinu a umozni se navazani druhého transkripéniho
faktoru Spl, ¢imz se spusti piislusna transkripce (Ko et al., 1996). Vysoce konzervativni
sekvence XRE je uddvéana jako 5'-TNGCGTG-3", kde na misté N mtlize byt jakykoliv nukleotid,
nicméné nejvyraznéjsi transkripci po aktivaci AhR vykazuje pfitomnost guaninu (Li et al.,
2014). Po odpojeni z XRE nastava degradace, ktera se ale v bunce tyka pouze AhR.
Po pisobeni jeho ligandt totiz dochazi k prudkému poklesu AhR v buiice (v zavislosti na typu
bunek o 85 — 90 %), zatimco zastoupeni ARNT neni nijak ovlivnéno (Giannone et al., 1998).
Jak bylo zminéno, AhR se do jadra dostava v komplexu s hsp90, ktery ale po vstupu do jadra
od AhR oddisociuje. Tim se na proteinu odhaluje NES misto (nuclear export signal) a pokud
nedojde Kk jeho maskovani pomoci ARNT nebo je naopak rozpojenim dimeru AhR-ARNT
odhaleno, odchazi diky této sekvenci AhR pomoci exportinu 1 do cytoplazmy. Timto
mechanismem je regulovana mira odpovédi na aktivaci ligandem a v piipadé velkého mnozstvi
translokovanych aktivovanych AhR v jadfe jednodus$e nedochazi k vazbé s ARNT. Receptor je
tak zjadra odvadén k degradaci diive, nez indukoval transkripci pfisluSnych enzymu.
V cytoplazmé probihd jeho ubiquitinace a samotna degradace je provadéna v proteazomu

(Davarinos et Pollenz, 1999).

NejtypictéjSimi geny, na jejichz transkripci se AhR podili, jsou geny detoxifika¢nich enzymd,

predevsim cytochromt P450. Zatimco ¢len této skupiny CYP1A2 vykazuje tkanovou specifitu
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V jatrech, druhy zastupce této skupiny CYP1A1 je spojovan s metabolismem xenobiotik nejen
V jaternich bunkach ale i v tkanich jako jsou stieva, placenta, ledviny apod. Na transkripci
tohoto enzymu se vedle AhR podili také transkripéni faktor Spl. Piestoze je role CYP1A1 pro
detoxifikaci organismu kli¢ova, jeho nadmérna exprese byva spojovana s nadorovym bujenim,
piipadné bioaktivaci riznych protoonkogenu (Ye et al., 2019). Dalsim typickym genem, jehoz
transkripci AhR indukuje je AhRR, tedy AhR represor, diky kterému dochézi ke zpétné regulaci
AhR. Rozdil mezi AhRR a AhR je v nepfitomnosti PAS B oblasti, AhRR tak neni schopny
vazat ligandy, je ale schopny tvofit v jadie dimer s ARNT, ¢imz snizuje indukci exprese, kterou
by jinak zptsoboval AhR (Hahn et al., 2009). XRE oblasti se ale krom¢ promotori standardnich
detoxifikacnich enzymi vyskytuji i v mnoha dalSich promotorech, jako je napi. promotor
telomerazy nebo PON-1 (paraoxonaza 1). U tohoto enzymu byla popsana souvislost pouze
s nékterymi ligandy AhR. Zatimco expozice TCDD zpisobovala malé navySeni PON-1 po
pusobeni quercetinu nebo jinych polyfenolovych AhR aktivatort dochézelo k velkému nartastu
jeho exprese. Na zaklad¢ toho je tak patrné, ze ne vSechny oblasti XRE jsou zcela stejné a AhR

aktivovany rozdilnymi ligandy k nim vykazuje riznou afinitu (Gouédard et al., 2004).

3.3.2 Vliv AhR na bunééné i organové urovni

Vliv AhR na bunééné urovni je pozorovan piedevsim v souvislosti s detoxifikaci, ovlivnénim
proliferace bunék (pozitivné nebo negativne) a vztahy buiiky se svym okolim, at’ uz se jedna
o buné¢nou migraci nebo adhezi mezi bunikami (Larigot et al., 2018). Role AhR byla popsana
i v souvislosti s riznymi onemocnénimi sledovanymi pfedevsim v tkanich, ke kterym se 1épe
dostavaji ligandy AhR. Jedna se tak o jatra, kterd maji klicovou detoxifikacni funkci v téle,
brzlik, kam se mohou dostavat skrz imunitni systém nebo plice a stieva, do kterych se mohou
bud’ dostavat xenobiotika z vnéjSiho prostiedi nebo mohou byt v rdmci stfev produkovany
mikroorganismy. Pokud byly tyto tkdné¢ (mysSiho plvodu) vystaveny TCDD, byly zde
pozorovany zmény jako rozvoj atrofie brzliku, nekrézy na jatrech apod. V ptipadé jedinci, ktefi
m¢éli gen pro AhR knockoutovany, nebyly tyto zmény viibec detekovany, coz ukazuje, ze za
rozvojem téchto komplikaci stoji pravé AhR aktivovany TCDD. Nicmén¢ pii dostate¢né velké
davce TCDD (vétSi nez 200 pg/kg jedince) muizZze k poSkozeni bun€k dochazet
I v knockoutovanych bunkach, toxicita zptisobena TCDD tak funguje i jinou drahou, nez je ta
pres AhR (Fernandez-Salguero et al., 1996).

3.3.3 Derivaty tryptofanu jako aktivatory AhR

Velkou skupinou endogennich ligandi AhR jsou rGzné derivaty indolu, které ve stievech

vznikaji rozkladem tryptofanu komenzalnimi bakteriemi. SloZeni stfevni mikrobioty tak mtize
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mit vliv na zastoupeni jednotlivych derivata a tim padem i na regulaci aktivace AhR. Tryptofan
je pro stievni bakterie kli¢ovy jakozto zdroj dusiku a jeho degradaci vznikaji ve stitevech mono-
substituované indolové derivaty (Hubbard et al., 2015). V bunkach kvasinek, do kterych byl
vlozen plazmid s geny pro lidsky AhR i ARNT, byla aktivace AhR popsana u indolu,
indol-3-karbinolu, indoloctové kyseliny a tryptaminu (Miller, 1997). Tyto poznatky byly
nasledné preneseny do prostfedi lidského stfeva, respektive bunéénych linii odvozenych od
rakovin stfev, kde byla aktivace AhR ptes indolové derivaty rovnéz detekovana. Specifickou
odpovéd’ ale ve stfevni linii Caco2 vykazoval samotny indol, ktery se zde choval pii vysSich
koncentracich, které jsou ve stievech bézné, jako antagonista AhR. Vzhledem k tomu, Ze je
indol produktem metabolismu mikrobioty snejvy$$im zastoupenim, muize se jednat
0 mechanismus, kterym se kompenzuje navySovani aktivity AhR ostatnimi derivaty

(Jinetal., 2014).

Degradace tryptofanu ve stfevé probihd hned nckolika metabolickymi drahami, jejichz
vyslednymi produkty jsou serotonin, indol, tryptamin nebo kynurenin. Rozklad vedouci
ke vzniku kynureninu je vibec nejrozsifenéjsi a absolutni vétSina tryptofanu prochazi praveé
jim. Z pohledu stfevnich mikroorganisma je ale podstatna indolova dréha, kterd je pravé
bakteriemi zprostfedkovédna a kterou je na indol zpracovano 4 — 6 % celkového tryptofanu
(Wyatt et Greathouse, 2021). Escherichia coli produkuje Mtr, TnaB a AroP permeazy, které
jsou schopné transportovat tryptofan pfes membranu, uvnitt bunky je pak tryptofan rozlozen na
zminovany indol, pyruvat a amoniak, kromé¢ toho ale mohou vznikat i rizné jiné indolové
derivaty, které slouzi jako aktivatory AhR. Katalyzatorem této reakce je tryptofanaza, kterd je
ale rovnéz schopna katalyzovat i opacnou reakci, pfi které je tryptofan syntetizovan z indolu
nebo serinu. Syntéza vSech téchto podilejicich se enzymi je regulovana pomoci tryptofanového
operonu, fizeného na zékladé koncentrace tryptofanu v okoli. Diky tomu je bakterie schopna
rozeznat, jestli ma tryptofan degradovat za vzniku indolu, nebo ho naopak syntetizovat

(Yanofsky et al., 1991).

Indol tvoteny mikrobiotou zastava ve stfevech hned nékolik dulezitych funkci, kvili kterym je
zde v tak vyrazném zastoupeni v porovnani s ostatnimi metabolity tryptofanu. Pisobenim
indolu totiz dochazi k indukci genti v epitelidlnich bunkach stfeva, které souvisi s posilenim
epitelové bariéry. Z toho také vyplyva potfeba udrzovat zdravy stievni mikrobiom, jeho
poskozenim totiz dochazi ke sniZeni této bariéry a tim i1 snizené odolnosti stfev a nachylnosti
K riznym typtim onemocnéni v¢etné rozvoje rakoviny (Shimada et al., 2013). Druha vyznamna

funkce indolu je dualezitd pfimo pro samotné komenzéalni bakterie, u kterych slouzi jako
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mezibunécna signalni molekula a podili se na synchronizaci déji v ramci bakterii, které tak
nepracuji jako zcela odd€leni jednotlivei. Komunikace je navic mozna i mezi riznymi druhy,
protoze indol je z tryptofanu produkovan témét vSemi grampozitivnimi i gramnegativnimi

bakteriemi pritomnymi ve stievé (Lee et al., 2010).

3.3.4 AhR ve stievnich burikach

Prvni stfevni bunky, ve kterych byla aktivita AhR pozorovana, byly buiiky rakovinna linie
LS180, v nichz dochazelo k aktivaci pomoci TCDD. Zjisténa vysoka aktivita receptoru,
projevujici se standardné navysSovanim exprese cytochromii P450 potvrdila, ze jsou stfevni
bunky na aktivaci AhR velmi citlivé (Harper et al., 1991). Tato citlivost je zpisobena velmi
Castym kontaktem s aktivatory AhR, které se ve stfevech bézné vyskytuji, jak bylo popsano
vySe. AhR se ve stievnich buitkéch podili na velkém mnozstvi déji, tykajicich se spravného
fungovani imunity, metabolismu apod. Pfi jeho knockoutu ve stievnich rakovinnych liniich
HCT116 a HT-29, dochdzi k vyraznému poklesu exprese enzymdi, které se podileji
na metabolismu mastnych kyselin nebo lipidi (Karasova et al., 2022). Vzhledem
k souvislostem s mnoha pochody ve stievech je zvySena nebo sniZzena aktivita AhR spojovana
S riznymi onemocnénimi a poruchami traviciho traktu. Pfikladem nemoci, u které byla popsana
souvislost s AhR, je i autoimunitni Crohnova choroba projevujici se zanétlivou tkani ve
sttevech. Mysi jedinci, kteti byli vystaveni TCDD vykazovali lepsi vysledky nez kontrolni
jedinci, coz se projevovalo zejména mensim ubytkem na vaze nebo lepSim uzdravovanim
zanicené tkané. Aktivovany AhR byl totiZ v modelu schopny cilené potlacovat produkci

prozanétlivych cytokinint (IL-6, IL-12, IL-10 a IL-17) (Benson et Shepherd, 2011).

Disledky aktivace AhR ve stfevnich buiikach jsou také pozorovany na trovni priabéhu nebo
rozvoje rakoviny. Na bunécéné linii LoVo bylo pozorovano, Ze pokud byly buiiky vystaveny
vlivu aktivatoru aryl uhlovodikového receptoru FICZ, dochazelo v nich k signifikantnimu
poklesu proliferace. K t¢ dochazelo snizenim moznosti ptechodu z GO respektive G1 faze
bunécéného cyklu do S faze diky AhR regulovanym sniZenim cyklinu D1 a naopak navySenim
p27 (Yin et al., 2016). Opacny efekt byl ale pozorovan u bunétné linie LS174T, ve které
dochazelo po aktivaci AhR pomoci TCDD k naristu BCRP/ABCG2. Jedn4 se o protein
rezistence vici rakoviné prsu, jehoz exprese je naopak spojovana s rozvojem proliferace
(Tompkins et al., 2010). Vzhledem k popisu mnoha dalsich vlivi, které aryl uhlovodikovy
receptor na rakovinné stfevni buiikky mé a které¢ jsou Casto velmi protichiidné, jak je vidét na
popsanych dvou ptipadech, je vyuzivani agonistii nebo antagonisti AhR jakozto nadorovych

terapeutik zatim velmi komplikované (Kolluri et al., 2017).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Adherentni bunécné linie LS180 odvozena od lidského adenokarcinomu tlustého stieva
(ECACC, 87021202)
Adherentni bunécna linie Caco-2 odvozena od lidského kolorektalniho adenokarcinomu
(ECACC, 86010202)
Adherentni bunécéné linie HT29 odvozena od lidského kolorektalniho adenokarcinomu

(ECACC, 91072201)

4.2 Chemikalie

2-oxoindol (Sigma Aldrich, 09808)

3-methyl-2-oxoindol (Sigma Aldrich, 493937)

3-methylindol (ChemCruz, sc-255215)

deionizovana voda bez nukleaz

deoxynukleosidtrifosfaty: dATP (TaKaRa, 4026)
deoxynukleosidtrifosfaty: dCTP (TaKaRa, 4028)
deoxynukleosidtrifosfaty: dGTP (TaKaRa, 4027)
deoxynukleosidtrifosfaty: dTTP (TaKaRa, 4029)

DMSO (Sigma-Aldrich, D8418)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose (Sigma Aldrich, D6546)
Dulbecco’s PBS (BioConcept, 3-05F29-1)

ethanol (Sigma Aldrich, 459844)

primery CYP1A1 (Sigma Aldrich)

F primer: 5'-GGA AGT GTA TCG GTG AGA CC-3" (ST04795193-004)
R primer: 5-CAT AGA TGG GGG TCA TGT CC-3" (ST04795182-004)
primery GAPDH (Sigma Aldrich)

F primer: 5'-GAA GGA AAT GAA TGG GCA GC-3" (SY210803057-095)
R primer: 5°-TCT AGG AAA AGC ATC ACC CG-3(SY210803057-096)
primery hTERT(Generi Biotech)

F primer: 5"-ACG GCG ACA TGG AGA ACA A-3" (2337R2)

R primer: 5'-CAC TGT CTT CCG CAA GTT CAC-3" (2337R3)

fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, F6178)
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FICZ (Sigma-Aldrich, SML1489)

chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

indol (ChemCruz, sc-257606)

indol-3-acetamid (ChemCruz, sc-255213)

indol-3-akrylat (ChemCruz, sc-272496)

indol-3-butyrova kyselina (SigmaAldrich, 57310)

indol-3-ethanol (Sigma Aldrich, T90301)

indol-3-karbaldehyd (Sigma Aldrich, 129445)
indol-3-karboxylova kyselina (Sigma Aldrich, 284734)
indol-3-mlé¢na kyselina (ChemCruz, sc-489732)

indol-3-octova kyselina (ChemCruz, sc-254494A)
indol-3-propionova kyselina (ChemCruz, sc-255215)
indol-3-pyrohroznova kyselina (ChemCruz, sc-218597)

inhibitor RNaz (New England BioLabs, M0307L)

isopropanol (Lachner, 20037-ATO0)

KiCqStart Probe gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich)

L-glutamin (Serana,a RGL-001)

MEM Roztok neesencialnich aminokyselin (100x) (Sigma-Aldrich, M7145)
M-MuLV reverzni transkriptaza (New England BioLabs, M0253L)
proba CYP1A1 (Sigma Aldrich, HA15943029-002)

5-[6FAM] GCA ACG GGT GGA ATT CAG CGT GCC A [OQA]-3"
proba GAPDH (Sigma Aldrich, HA15943026-002)

5’-[6FAM] ACT AAC CCT GCG CTC CTG CCT CGA T [OQA]-3’
proba hTERT (Generi Biotech, 2337R4)
5-CTCCTGCGTTTGGTGGATTTCTTG TTG-3’

Random Primers 6 (New England BioLabs, S1230S)

reakéni pufr M-MuLV 10x (New England BioLabs, B0253S)
TCDD (Ultra Scientific, RPE-029)

TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc., TR 118)
trypanova modi: 0,4% roztok v PBS (Sigma Aldrich, T6146)
trypsin: 0,25% roztok v EDTA (Sigma Aldrich, T4049)

tryptamin (ChemCruz, sc-206065)
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4.3 Laboratorni pomiicky

6jamkové kultivacni desky (TPP)

bunicina (Tork)

Biirkerova komurka (Assistent)

davkovaci automaticka pipeta Xstream (Eppendorf)

jednorazové sérologické sterilni pipety: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP)
kryci sklicka (Menzel Gliser)

lihovy kahan

nitrilové rukavice (Mercator Medical)

papirova krabicka na vzorky (Biologix)

PCR 96jamkova desti¢ka (Roche)

PCR f6lie (Roche)

pipetor Fastpette plus (Labnet)

plastové sterilni zkumavky: 15 ml, 50 ml (TPP)

sterilni Skrabka na buné¢né kultury (TPP)

stojanek na mikrozkumavky (TPP)

tésnici film (Parafilm)

kultiva¢ni lahve: 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (TPP)

$picky na davkovaci pipetu 0,2 ml (Eppendorf)

plastové mikrozkumavky: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (BlOplastics)
automatické pipety 100 — 1000 pl, 20 — 200 ul, 10 — 100 pl, 2 — 20 pl, 0,5 — 10 ul,
0,1 - 2,5 ul (Eppendorf)

plastové $picky k automatickym pipetam: 0,1 — 10 ul, 10 — 200 ul, 100 — 1000 pl
(Eppendorf)

4.4 Pristroje

analytické vahy ACJ 120-4 M (Kern)

centrifuga 5415 R (Eppendorf)

centrifuga 5810 R; rotory F-34-6-38, A-4-61 (Eppendorf)
hlubokomrazici box MDF-U53V (Sanyo)

chladnicka s mraznickou (Whirlpool)

inkubator Coz NB-203XL (N-Biotec)

kyvacka MR-12 (Biosan)
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laminarni box Labculture Class Il Type A2 (ESCO)

mikrocentrifuga (Spectrafuge)

mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

odsavacka Flask-Trap 1 (Biosan)

gPCR termocykler LightCycler 480 Il (Roche) a program LightCycler 480 SW 1.5
spektrofotometr NanoDrop Lite (Thermo Fisher)

termoblok Genius Dry Bath Incubator Md-02n (Major Science)

vodni lazen LCB11D (Daihan LabTech)

vortex Reax top (Heidolph)

vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

4.5 VyuZzivané experimentalni metody

451 Priprava kultiva¢niho média

Vsechny tfi bunécné linie byly kultivovany ve stejném kultivaénim médiu DMEM, které
je dodavano v 500 ml baleni a bylo obohaceno o 5 ml L-glutaminu, 5 ml neesencialnich
aminokyselin a 50 ml FBS. Pfiprava média stejné jako veskera manipulace s buitkami a latkami,

které s nimi ptfichdzely do kontaktu, byla provddéna v laminarnim boxu.

45.2 Rozmrazeni bunééné linie

Bunécéné linie byly uchovany v kryozkumavkach v prostfedi tekutého dusiku nebo mraziciho
boxu (-80 °C) ve smési FBS a DMSO, které slouzi jako kryoprotektivum. Nejprve bylo
Vv laminarnim boxu pfeneseno 5 ml DMEM do 25 cm? kultivaéni lahve. Kryozkumavka byla
vyjmuta z tekutého dusiku (mraziciho boxu) a pfenesena na 3 min do vodni lazné vyhiaté
na 37 °C. V ptipadé vzorkl z tekutého dusiku byl v boxu pied vlozenim do lazné povolen
uzavér kryozkumavky a opét uzavien, aby doslo k eliminaci nahromadéného dusiku. V boxu
byl Kk rozpusténé suspenzi ptidan 1 ml média z kultivacni lahve, obsah byl propipetovan
a prenesen nazpét do kultivacni lahve, ktera byla vlozena do inkubatoru. Druhy den bylo v lahvi

vyménéno médium za Cerstve, aby se odstranil zbytkovy DMSO a neuchycené buiiky.

45.3 Pasazovani bunék

Pasazovani bunék je proces, kdy se redukuje pocet bunck dané linie v kultivacni lahvi,
aby veskeré¢ ptitomné bunky mély dostateCny prostor pro rast a dalsi déleni. Pasazovanim
adherentni linie je také zajiSténo, Ze builky skutecné zlstavaji pouze v jedné vrstvé na dné

kultivacni lahve a netvofi shluky, ptipadné se neuvoliuji do média. Vzhledem k tomu,
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ze vSechny tii pouzivané bunécné linie maji pifiblizné¢ stejné¢ dlouhy bunécny cyklus, byly
pasdzovany vzdy se stejnym intervalem, a to kazdy tfeti nebo ¢tvrty den, kdy bunky dosahovaly

téméf Gplné konfluence. Mira konfluence byla pred kazdou pasazi zhodnocena mikroskopicky.

Buiikky byly uchovavéany v inkubatoru, ve kterém byly udrzovany konstantni podminky:

95% vlhkost, teplota 37 °C a 5% atmosféra CO..

Nejprve bylo ve vodni lazni zahtato DMEM (uchovéavané v chladni¢ce) a PBS (uchovavané
pti pokojové teploté) na 37 °C, aby mély roztoky stejnou teplotu jako je teplota v inkubétoru
a bunky tak nebyly vystaveny teplotnimu Soku. Pii pokojové teploté byl rozpustén alikvot
roztoku trypsinu, ktery je uchovavan pii teploté¢ -20 °C. VSechny pouzivané latky byly
preneseny do laminarniho boxu a hrdla lahvi byla ozehnuta pomoci lihového kahanu, aby byla
zajisténa sterilita. Do boxu byla pienesena i kultiva¢ni lahev (nasledujici uvedené objemy latek
jsou pro inkubaéni lahev o velikosti 75 cm?) s pasazovanou linii z inkubatoru a pomoci
serologické pipety napojené na odsavacku bylo zlahve odsato médium. Néasledné bylo
k bunkam pfidano 5 ml PBS na promyti bun¢k a odstranéni zbytkti média, které obsahuje latky
zabranujici ptisobeni trypsinu. PBS bylo poté opét pomoci odsavacky odstranéno. Do kultivaéni
lahve byl automatickou pipetou pfidan 1 ml roztoku trypsinu a kultiva¢ni lahev byla pfenesena
zpét do inkubdatoru pfiblizn€ na 10 min, nez byly buiiky uvolnéné ode dna lahve. Po uvolnéni
bun¢k byla kultivacni lahev pfenesena zpét do laminarniho boxu, kde bylo k roztoku bunék
V trypsinu serologickou pipetou piidano 9 ml DMEM, ve kterém byly buiiky resuspendovany
do podoby homogenniho roztoku, ktery byl nasledné pfenesen do plastové zkumavky o objemu
15 ml. Ze zkumavky byla vracena suspenze do kultiva¢ni lahve (0,5 — 1 ml, podle koncentrace
bunék) a byla doplnéna DMEM na celkovy objem 20 ml. Lahev byla nasledné popsana datem
a Cislem pasdze a byla vracena do inkubatoru. V jedné kultiva¢ni lahvi byla linie uchovavéana
vzdy po dobu tii pasazi, pfi ctvrté byla lahev vyménéna za novou. Pokud bunécnd suspenze
nebyla na nic dal$iho vyuZivana, byla ze zkumavky odsata odsavackou. PouZivané lahve

S roztoky byly opét oZehnuty a sterilné uzavieny.

4.5.4 Odbér depletovaného média

Pro experimenty bylo zapotifebi eliminovat mozné faleSné pozitivni signaly, které¢ by mohlo
cerstvé DMEM zpiisobovat. Vyuzivalo se tak depletovaného média, které bylo odebrano
od bunécné linie v kultivacni lahvi po nékolikadenni inkubaci (bylo odebirano po ctyiech
dnech) a doslo v ném, diky metabolismu buné¢k, k redukci potencialné interferentnich latek.
Star¢ médium proto bylo pfi pasazi odebrano serologickou pipetou a preneseno do sterilni

50ml zkumavky. Toto médium bylo nasledné zcentrifugovano (3 000 rpm, 3 min), aby doslo
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k usazeni buné¢nych fragment. V laminarnim boxu byl supernatant slit do nové sterilni
zkumavky, ve které byl nésledn¢ uchovavan v ledni¢ce. Vicko zkumavky bylo zajisténo

parafilmem.

455 Stanoveni koncentrace bunék v bunééné suspenzi

Pro experimenty bylo dulezité mit vSechny vzorky se stejnym obsahem bunék, aby jejich
nerovnomérnost neovliviiovala vysledky. Obsah bun¢k byl stanoven mikroskopicky pomoci
Biirkerovy komurky. Z resuspendované smeési zpasazovanych bunék bylo do plastové
mikrozkumavky odebrano 10 pl, a mimo laminarni box bylo doplnéno o 90 ul roztoku
trypanové modii a cely roztok byl propipetovanim zhomogenizovan. Na Biirkerovu komtirku
bylo umisténé kryci sklicko, pod které bylo na kazdou polovinu napipetovano 10 pl obarvené
bunécné suspenze. Nasledné byla komtrka vlozena do mikroskopu a pfi zvétSeni 100x byl
spoc€itan pocet bunék v deseti ¢tvercich komurky. Z téchto hodnot byl vypocitan aritmeticky
priimér, ktery byl nasledn& vynasoben 10 (faktor fedéni) a 10* (piepocet z obsahu jednoho
¢tverce komurky). Vysledkem byla koncentrace bunck v suspenzi udavana v jednotkach

milion bunék v 1 ml.

4.5.6 Vysivani bunék do 6jamkové desky

Pro piipravu dostateéné velkych vzorki, ze kterych je nasledné mozné izolovat RNA, bylo
vyuzivano 6jamkové desticky, jejiz jamky maji plochu dna pfiblizné 9 cm?. Do kazdé jamky
bylo pipetovano 2 ml nafedéné bunécné suspenze, ktera se z ptivodni suspenze nafedila DMEM
natolik, aby ve 2 ml suspenze bylo 1,5 milionu bunék. Po rozpipetovani suspenze do jamek

byla desticka vlozena do inkubatoru, kde byla nechana do druhého dne.

4.5.7 Priprava zasobnich roztoki testovanych indolovych latek

Ze viech testovanych latek (piehled je uveden v Tabulce ¢. 1) byl piipraven 100 mmol-I*
zasobni roztok v DMSO o objemu 1 ml. Jedinou vyjimkou byl FICZ, ktery aktivuje AhR
intenzivnéji nez zbylé latky a byl tak pfipraven roztok o koncentraci 10 mmol-I"t. Vzniklé
roztoky byly rozpipetovany do tii alikvotd a uchovany pii teploté -20 °C. Vyjimkou byl roztok
indol-3-pyrohroznové kyseliny, jeji alikvoty byly kvili vyssi nestabilit¢ uchovany pii
teploté -80 °C.
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Tabulka €. 1: Piehled vsech testovanych indolovych latek

¢esky nazev latky anglicky nazev latky zkratka MW

2-oxoindol 2-oxindole 201 133,15
3-methyl-2-oxoindol 3-methyl-2-oxindole 3M20I 131,17
3-methylindol 3-methylindole 3MI 147,17
6-formylindolo(3,2-b)karbazol 6-formylindolo(3,2-b)carbazole FICZ 384,31
Indol indole IND 117,15
indol-3-acetamid indole-3-acetamide IAD 174,20
indol-3-akrylat indole-3-acrylate IAC 209,18
indol-3-butyrova kyselina indole-3-butyric acid IBA 203,24
indol-3-ethanol indole-3-ethanol IET 161,20
indol-3-karbaldehyd indole-3-aldehyde 1A 145,16
indol-3-karboxylova kyselina indole-3-carboxylic acid 13C 161,16
indol-3-mlééna kyselina indole-3-lactic acid ILA 205,21
indol-3-octova kyselina indole-3-acetic acid I1AA 175,18
indol-3-propionova kyselina indole-3-propionic acid IPA 189,21
indol-3-pyrohroznova kyselina indole-3-pyruvic acid IPY 203,19
tryptamin tryptamin TRY 160,22

4.5.8 Inkubace bunék L.S180 s indolovymi latkami

Bunky vyseté v 6jamkové desticce byly po 24 h od vyseti vystaveny ptisobeni testovanych
latek. Koncentrace latek, ve které byly pridavany k butikdam, byla 100 umol-I%, jednalo se tedy
0 1000x natedény zasobni roztok (pouze u FICZ byla koncentrace zasobniho roztoku
10 mmol-I* a vyslednd koncentrace tak byla 10 pmol-I*). Do mikrozkumavek byly
napipetovany 2 ml depletovaného média a byly doplnény o 2 pl latky. Kromé roztoka
testovanych latek byly sou€asti experimentu také kontroly pfipravované stejnym fedénim jako
ostatni roztoky. Jako negativni kontrola slouzZil roztok DMSO, ktery byl pouzit jako
rozpoustédlo vSech ostatnich latek a mohl tak odstinit potencialni vliv rozpoustédla. Pozitivni

kontrolou bylo TCDD, ktery se k butikdm piidéval ve findlni koncentraci 10 nmol-I. Z desky
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S vysetymi buiikami bylo sterilni $pi¢kou napojenou na odsavacku odsato ptiivodni médium a na
buiiky byly naneseny 2 ml pfisluSnych roztoki. Jednotlivé jamky byly popsany a deska byla
vlozena do inkubatoru na 4 h (v pfipad¢ optimalizacnich experimentt byly buniky vystaveny

pusobeni latek i po dobu 8, 12, 16, 24 a 48 h).

Krom¢ testovani jednotlivych latek byl také studovan vliv ekvimolarnich smési vSech latek,
ato o koncentracich 100, 10 a 1 umol-It. Nejprve byly zasobni roztoky latek nafedény
na koncentrace 10 a 1 mmol-I"! (kromé& FICZ, ktery se do smési neptidaval). Z téchto roztoki
byly pfipraveny tfi smési, kdy se na 2 ml depletovaného média pipetovaného k buitkam
pridavaly vzdy 2 pl od vSech latek piislusSné koncentrace. Aby doslo k vyrovnani mnozstvi
rozpoustédla v negativni kontrole, bylo do ni pipetovano 30 ul, coz odpovida 1,5% obsahu
DMSO v negativni kontrole. Jako pozitivni kontrola opét slouzil roztok TCDD. Buiiky byly

pusobenim smési vystaveny po dobu 4 h.

4.5.9 lzolace RNA pomoci TRI Reagent

Izolace RNA byla zahajena ihned po ukonéeni inkubace. Z 6jamkovych desek bylo vyklepnuto
médium a do kazdé jamky byl napipetovan 1 ml vychlazeného PBS na promyti, ktery byl opét
vyklepnut. Do jamek bylo nasledné napipetovano po 1 ml TRI Reagent a desky byly do zahéjeni
izolace RNA uchovany pfi teploté -80 °C.

Vzorky s TRI Reagent byly nejprve pii pokojové teploté rozmrazeny na kyvacce. Pomoci
Skrabky byly vSechny builky uvolnény ode dna jamek do suspenze, kterd byla nasledné
pfenesena do popsanych 1,5ml mikrozkumavek. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,2 ml
chloroformu. Vzorky byly uzavieny a po dobu 1 min protfepavany, nasledné byly vzorky
ponechany 2 min pii pokojové teploté. Vzorky byly centrifugovany v centrifuze vychlazené
na 4 °C po dobu 15 min a 14 000 rpm. Po centrifugaci byly ve vzorcich jasné patrné tfi oddélené
vrstvy. U dna byla patrna riizova organicka faze, ve které se nachazely proteiny, nahotfe byla
vodna faze srozpuSténou RNA a mezi fazemi se nachazela bila vrstva obsahujici DNA.
Proizolaci RNA je tak relevantni pouze vrchni vrstva, ktera byla odebrana do Ccisté
mikrozkumavky tak, aby nedoslo ke kontaminaci zbylymi fazemi (bylo pfenaseno 3 x 150 pl).
Do mikrozkumavky bylo pfidano 0,5 ml vychlazeného isopropanolu a obsah mikrozkumavek
byl zvortexovan a ponechan 5 min pfi pokojové teploté. Poté byla opét provedena centrifugace
(14 000 rpm, 13 min, 4 °C), po které byl u dna patrny svétly pelet RNA. Aniz by doslo k jeho
poruseni byl isopropanol slit a hrdla mikrozkumavek byla osusena o buni¢inu. K peletu byl

pfipipetovan 1 ml 75% ethanolu vychlazeného na -20 °C. Mikrozkumavky byly opét
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zcentrifugovany (14 000, 5 min, 4 °C) a stejnym postupem jako u isopropanolu byl ethanol od
peletu odstranén. Aby se alkohol od RNA zcela odpafil, byly oteviené mikrozkumavky vlozeny
na 1 min do termobloku nastaveného na 65 °C. K vysusenému peletu bylo pfipipetovano 50 pl
deionizované vody (objem vody byl ptfizpiisoben velikosti peletu RNA) a mikrozkumavky byly
vloZeny zpét na termoblok vyhtaty na 65 °C na dobu 5 min. Nésledné byly mikrozkumavky

preneseny do ledové tfiste a jejich obsah byl propipetovan.

Po ukonceni izolace byla stanovena koncentrace ziskaného roztoku RNA. Spektrofotometr
NanoDrop byl nastaven na stanoveni koncentrace RNA a nejprve na néj bylo naneseno
2 ul deionizované vody, aby doslo k eliminaci signali rozpoustédla (pozadi). Nasledné byly
prométeny vSechny ziskané roztoky RNA (vzdy nandseno 2 pl) a byla odectena jak koncentrace
RNA, tak pomér absorbanci pii 260 a 280 nm, ktery odrazi Cistotu vyizolované nukleové

kyseliny. Roztok RNA byl uchovavan pii teploté -80 °C.

4.5.10 Reverzni transkripce

Pro ptipravu vzorkd na PCR byly potieba vzorky DNA. Vyizolovana jednovlaknova RNA
tak musela byt piepsana do dvouvlaknové DNA oznacované jako cDNA, k cemuz slouzil

proces reverzni transkripce.

Prvnim krokem bylo nafedéni vzorkit RNA vodou tak, aby bylo ziskano 5 pl roztoku s obsahem
1000 ng RNA. Objemy roztoku RNA a deionizované vody byly vypoctem stanoveny
Z koncentrace roztoku RNA ziskané spektrofotometrickym stanovenim na NanoDropu.
K natedéné RNA bylo pfidano po 1 pl roztoku random primerd a mikrozkumavky se smési
byly vlozeny do termobloku zahiatého na 65 °C na 5 min. Vzorky byly pfeneseny na led
a nasledné byly kratce zcentrifugovany na mikrocentrifuze. Ke vzorkiim bylo pfipipetovano
po6 pl piipravené reakéni smeési, jejiz slozeni je uvedeno v Tabulce ¢. 2. Smés
v mikrozkumavkach byla kratce zcentrifugovana a vzorky byly umistény do termobloku
nastaveného na 42 °C na 1 h, aby mohla probihat samotné reverzni transkripce. Po uplynuti
Casu byly mikrozkumavky piemistény do termobloku vyhtatého na 65 °C, kde byly inkubovany
po dobu 10 min, ¢imZ byl proces reverzni transkripce zastaven. Roztok s nov€ nasyntetizovanou
cDNA byl pfenesen do ledové tfist€¢ (minimaln€ na 2 min) a byl 5 x nafedén pfidanim 48 pl

vody. Roztok byl fadné propipetovan a uchovan pii teploté -80 °C.

Roztok dNTPs piidavany do reakéni smési byl ptipraven ze 100 mmol-1" roztokt jednotlivych
dNTPs (dTTP, dATP, dGTP, dCTP). Vysledny roztok dNTPs je 10x fedény, z roztokti dTTP,
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dATP,dGTP a dCTP tak bylo debrano po 100 ul a objem byl 600 pl deionizované vody doplnén
na objem 1 ml, ten byl rozalikvotovany po 200 pl a uchovéan pii teploté -20 °C.

Tabulka ¢. 2: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci (na jeden vzorek)

sloZka reak¢ni smési koncentrace objem (ul)
inhibitor RNaz 40 000 U-ml* 0,3
M-MULYV - reverzni transkriptaza 200 000 U-ml+? 0,6
smé&s dNTPs 10 mmol-I* 0,6
reakéni pufr 10x 1,2
deionizovana H20 - 3,3

4511 qRT-PCR

V ramci experimentu byla sledovana exprese genti NTERT a CYP1AL, kromé nich byl sledovan
také gen GAPDH, ktery slouzi jako housekeeping gen. GAPDH by mél byt ve vSech buiikach
exprimovan ve stejné mife nezdvisle na plsobeni testovanych latek, pfes miru jeho exprese

je tak mozné objektivné srovnavat rozdily v expresi studovanych gent.

Vsechny tii geny byly detekovany pomoci KiCqStart Probe Assays mixu. Pro gen hTERT byly
nejprve prichystany zasobni roztoky primerii a proby, které jsou dodavané v lyofilizovaném
stavu. Primery i proba pro hTERT byly rozpustény v deionizované vodé tak, aby vzniklé
roztoky mély koncentraci 100 umol-I. Proba ale byla do reakce ddvana v koncentraci
10 pmol-I?, ze zasobniho roztoku tak byl vytvoren jesté 10x fedény roztok (10 pl 200 pmol-I*
roztoku proby + 90 pul vody). Pro vSechny geny byly vytvoieny roztoky primert, ve kterych
mél F i R primer koncentraci 10 pmol-I" (10 pl R primeru + 10 ul F primeru + 80 pl vody).

Podle poctu vzorkl byly pfipraveny reakéni smési pro jednotlivé geny, jejich slozeni je uvedeno
v Tabulce €. 3. PCR probihalo v bilé 96jamkové desti¢ce, na jednu jamku bylo pipetovano 8 ul
reakéni smési, ke kterym byly pfidany 2 pl roztoku cDNA daného vzorku. Pro kazdy vzorek
byla PCR provadéna v triplikdtu a jako kontrola byl zatazen i triplikat, kde k reakéni smési
nebyl pfidan zadny vzorek DNA, ale pouze voda. Pro kazdy vzorek tak bylo v rdmci jednoho
experimentu 9 jamek, tedy triplikat pro kazdy ze studovanych genti. V pribéhu ptipravy PCR
byly po celou dobu jak vSechny slozky reakéni smési, tak samotna desti¢ka, do které se reakce

pipetovala, uchovavany na ledové tfisti, aby nedochéazelo k aktivaci pfitomnych enzyma.
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Tabulka €. 3: Slozeni RT-gPCR reak¢ni smési na jednu jamku

slozka reakéni smési koncentrace objem (ul)
KiCqStart mix - 50
F + R primery 10 umol-I* 0,3
proba 10 umol-I*? 0,2
voda - 2,5

Po napipetovani celé desky byla jeji vrchni ¢ast prekryta pruhlednou PCR f6lii a uhlazena tak,
aby nepfesahovala hrany desky. Deska byla poté centrifugovana 3 min pii 4 °C a 1 500 rpm.
Nasledné byla deska pienesena do qPCR termocykleru, v programu LightCycler 480 SW 1.5
byl nastaveny profil priibéhu PCR reakce, jak uvadi Tabulka ¢. 4. V programu byl také nastaven
format detekce na Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probe a celkovy objem reakce v jedné

jamce na 10 pl.

Tabulka ¢&. 4: Casovy profil pribéhu qRT-PCR

teplota (°C) ¢as pocet cykli
preinkubace 95 10 min 1

95 10s
amplifikace 45

60 30s
chlazeni 40 30s 1

Po ukonceni PCR byla v softwaru LightCycler 480 SW 1.5 provedena analyza naméfenych dat
(quantitative analysis/2nd derivate). Vysledkem této analyzy bylo ¢iselné vyjadieni Ct hodnot
pro jednotlivé jamky, tzn. tfi Ct hodnoty pro jeden gen kazdého vzorku, jejichz pramér byl
nasledné¢ vyhodnocen pomoci delta-delta Ct metody. Jedna se o relativni kvantifikaci qPCR,
kdy byly pies priméry Ct hodnot referencniho genu (GAPDH) porovnany priméry Ct hodnot
sledovanych genti (CYP1Al nebo hTERT) pro konkrétni vzorek a negativni kontrolu (UT).
Vysledkem tak byla ¢iselnd hodnota vyjadiujici kolikrat byla ve vzorku zvySena exprese
studovaného genu v porovnani s expresi v negativni kontrole. Signifikance téchto rozdila napii¢
experimenty byla nasledné ovétena pomoci T-testu (parametry: oboustranné rozdéleni; vybéry

s riznym rozptylem, hladina vyznamnosti 5 %).
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace bunécné linie na stanoveni exprese NTERT mMRNA

Pro experiment byla dilezita volba bunééné linie, ve které bude zména exprese NTERT mMRNA
po pridani aktivator AhR nejvyraznéjsi. Vzhledem ke studiu vlivu indolovych derivatu,
Znichz se mnohé vyskytuji ve stfevech jako metabolity stfevnich mikroorganismi, byly
vSechny testované linie odvozené od lidskych adenokarcinomt stteva. Jednalo se o adherentni

linie LS180, HT-29 a Caco-2.

Tyto buiikky byly ve dvou opakovanich vystaveny ptisobeni aktivatoru AhR (TCDD,
10 nmol-IY) po dobu 4, 24 a 48 h. Experiment byl nasledné vyhodnocen srovnanim indukce
exprese testovanych vzorkl a negativni kontroly (fold induction to UT). Prvnim sledovanym
genem byl CYP1A1l, jehoz exprese odrazi funkénost AhR signalni drahy (Graf ¢. 1). Jeho
nejvyrazng€jsi indukce byla pozorovana u bunééné linie LS180, u které rostla s ¢asem piisobeni
TCDD, a tak byla nejvyssi hodnota indukce CYP1Al pozorovana po 48 h expozici (prumérny
narast vaci UT = 6960). U linii HT-29 a Caco-2 byla relativni indukce CYP1A1 ve srovnani

s indukci v LS180 niZ8i a obé€ linie dosahly maximalni hodnoty ve vzorcich vystavenych TCDD

CYP1A1 dosahovala bunécna linie Caco-2 a to ve vSech testovanych casech.

Kinetika exprese CYP1A1 mRNA po expozici TCDD
v bunéénych liniich LS180, HT-29, Caco-2
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Graf & 1: Indukce exprese CYP1AL1 mRNA u bunéénych linii LS180, HT-29 a Caco-2 po 4, 24 a 48 h pisobeni TCDD,
vyjadiena pomoci primérnych hodnot relativni indukce exprese vici negativni kontrole (untreated, UT; fold induction = 1),

experiment byl provadén ve dvou nezavislych opakovanich

Nejvyraznéjsi narast exprese hTERT ve vSech testovanych ¢asech vykazovala bunééna linie
LS180 (Graf¢. 2), kde bylo maximalni zvysSeni exprese (7,34 proti negativni kontrole) dosazeno

za 24 h. U bunécné linie HT-29 byl pouze u 4 h expozice TCDD pozorovan nevyznamny narust
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exprese, u zbylych ¢asovych intervalti exprese hTERT Vv porovnani s negativni kontrolou
dokonce klesla. U bunééné linie Caco-2 byla indukce hTERT méné vyznamna nez u LS180

a maxima dosahla v ¢ase 48 h.

Kinetika exprese nTERT mRNA po expozici TCDD
v buné¢nych liniich LS180, HT-29, Caco-2
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Graf &. 2: Indukce exprese hTERT mRNA u bunéénych linii LS180, HT-29 a Caco-2 po 4, 24 a 48 h ptisobeni TCDD, vyjadiena
pomoci pramérnych hodnot relativni zmény exprese vii¢i negativni kontrole (untreated, UT; fold induction = 1), experiment

byl provadén ve dvou nezavislych opakovanich

Na zaklad¢ indukce exprese CYP1AL a hTERT byla pro nasledujici experimenty zvolena linie
LS180, ktera vykazovala pro oba geny jednoznacné nejvyssi fold induction vici negativni

kontrole.

5.2 Casova optimalizace stanoveni exprese nTERT mRNA

Cilem druhého experimentu byla optimalizace ¢asu, po ktery bude bunéfna linie LS180
vystavovana indolovym derivatim. Na zakladé toho, Ze jsou vSechny testované latky odvozeny
od indolu (IND), byl v tomto experimentu vedle negativni (DMSO) a pozitivni (10 nmol-I*
TCDD) kontroly za¢lenén pravé indol (100 pmol-I") a buriky LS180 byly vlivu téchto latek
vystaveny po dobu 4, 8, 12, 16, 24 a 48 h. Cely optimaliza¢ni experiment byl proveden ve dvou

opakovanich.

U vyjadreni exprese CYP1A1 mRNA nejsou hodnoty uvadény piimo ve fold induction
(Graf ¢. 3) a to z diivodu velké rozmanitosti dat mezi jednotlivymi experimenty. Aritmetické
praméry jejich hodnot by tak nebyly dostateéné¢ vypovidajici. Hodnoty v grafu jsou proto
vyjadreny jako prumér procentualnich poméra miry indukce exprese CYP1A1 mRNA indolem
a TCDD vramci jednotlivych experimentti. Nejvyssi indukeci exprese vykazovaly bunky
LS180, které byly vystaveny ptisobeni IND po dobu 4 h (63 % indukce zptisobené TCDD),
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Vv ostatnich ¢asech dochazelo k prudkému poklesu indukce a u 12, 16, 24 a 48 h inkubace byla
indukce dokonce nizsi nez 1 % indukce TCDD (Graf ¢. 3).

Kinetika indukce exprese CYP1A1 mRNA po expozici indolu
v bunééné linii LS180
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Graf & 3: Indukce exprese CYP1A1 mRNA v bunééné linie LS180 po rizné dlouhych expozicich indolu, vyjadiena jako

procento indukce TCDD (100 % v daném ¢ase), experiment byl provadén ve dvou nezavislych opakovanich

Indukce hTERT byla ptisobenim indolu maximalni po 4 h (fold induction to UT =2,76) a poté
postupné klesala az k hodnotam negativni kontroly (Graf €. 4). Rozdilny profil indukce exprese
hTERT vykazoval TCDD, u kterého dochazelo k mirnému navySovani miry indukce od 4 h
po 48 h, kde bylo dosazeno maxima (fold induction to UT = 6,31).

Kinetika indukce exprese hTERT mRNA po expozici indolu
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Graf ¢. 4: Indukce exprese NTERT mRNA u bunééné linie LS180 po rtizné dlouhych expozicich indolu a TCDD, vyjadifena
pomoci primérnych hodnot indukce exprese vii¢i negativni kontrole (untreated, UT; fold induction = 1), experiment byl

provadén ve dvou nezavislych opakovanich

Jako idedlni délka expozice IND bunécné linie LS180 byl stanoven cas 4 h, ktery pro oba

sledované geny vykazoval jednozna¢né nejvyssi navyseni exprese.
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5.3 Vliv indolovych derivati na expresi NTERT a CYP1A1 mRNA

Vsechny latky byly k bunééné linii LS180 piidavany na 4 h ve 100 pmol-I* koncentraci

Vv depletovaném médiu a pro kazdou latku bylo provedeno pét opakovani.

Pro srovnani indukce exprese CYP1A1 mRNA vyvolané indolovymi derivaty byly opét hodnoty
nartistu proti negativni kontrole vztazeny do poméru k indukci TCDD, aby se eliminovaly
fadové rozdily indukce exprese mezi jednotlivymi experimenty. Hodnoty fold induction
pro TCDD se pohybovaly v rozmezi od 4,61 — 28,7x s primérem 11,22x a byla zde pozorovana
snizujici se mira indukce v zavislosti na stafi bunééné linie LS180. Nejvyssi nartust byl
pozorovan u IAD (94,7 %), FICZ (93,8 %) a IAC (90,3 %), naopak nejnizsi u 3MI (24,5 %).
U vSech ostatnich latek byl u CYP1Al pozorovan procentualni narist indukce v rozmezi

30 — 80 % indukce TCDD (Graf &. 5).

Zména exprese CYP1AL1 mRNA po 4 h plisobeni indolovych
latek v bunécéné linii LS180
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Graf &. 5: Indukce exprese CYP1A1 mRNA u bunécné linie LS180 po 4 h pisobeni indolovych latek, vyjadiena jako procento
indukce TCDD (indukce TCDD = 100 %), signifikantni nartst exprese viaci UT ovéfeny T-testem (p < 0,05) je oznacen
experiment byl provadén v péti nezavislych opakovénich

Nejvyssi praimérné relativni indukce exprese hnTERT mRNA viéi negativni kontrole (Graf ¢. 6)
dosahovaly latky TIAC (3,78x) aFICZ (3,77x). Statisticky nevyznamnou miru exprese
vykazoval 3MI (1,14x). Relativné nizkého, ale statisticky vyznamného nartstu exprese hTERT
dosahovaly také latky 13C (1,64x) a IBA (1,76x), u kterych indukce odpovidala ptiblizné
50 — 60 % exprese indukované TCDD. Nartist exprese indukovany pisobenim ostatnich latek
(3M20l, 20, IPA, IA, IAC, TRY, IAA, IAD, ILA, IET, IND, IPY) se pohyboval v rozmezi
70 — 90 % indukce TCDD. Indukce exprese hTERT mRNA byla na zakladé vysledka T-testu

stanovena jako signifikantni vici negativni kontrole u vSech latek s vyjimkou 3MI.
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Hladina hTERT mRNA po 4 h ptisobeni indolovych latek
v bunééné lini1 LS180
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Graf ¢&. 6: Indukce exprese hTERT u bunééné linie LS180 po 4 h plisobeni indolovych latek, vyjadiena pomoci primérnych
hodnot indukce exprese vuci negativni kontrole (untreated, UT; fold induction = 1), signifikantni narist exprese vaci UT

ovéteny T-testem (p < 0,05) je oznaCen *, experiment byl provadén v péti nezavislych opakovanich

5.4 Vliv ekvimolarnich smési na expresi hTERT a CYP1A1 mRNA

Posledni ¢ast prace se zabyvala sledovanim vlivu, ktery mohou mit na vyslednou expresi
hTERT ¢i CYP1AL1 mRNA smési testovanych indolovych latek, v ramci, kterych se mohou latky
rizné ovliviovat. Pro experiment byly pfipraveny ekvimolarni smési ze vSech latek kromé
FICZ o koncentracich 100, 10 a 1 umol-I*, kterym byly buiiky LS180 vystaveny po dobu 4 h.
Po ukonceni inkubace bunc¢k se smésmi nebyla ani vjednom vzorku na bunécné linii
mikroskopicky pozorovéana jakakoliv morfologickd zména ve srovnani s buiikami negativni

kontroly.

Vysledky pro CYP1Al byly opét vztazeny k indukci zplisobené TCDD a vyjadieny
v procentech (Graf &. 7). Nejvyraznéjsi zde byla indukce u 10 umol-It smési (56,71 %), poté
u 1 pmol-I" (36,36 %) a nejmensi u 100 pmol-I"t smési (33,69 %). Hodnota indukce exprese

CYP1A1 mRNA dioxinem se pohybovala v rozmezi 85 — 580x exprese v negativni kontrole.

U exprese hTERT mRNA dosahla nejvyssi indukce indolova smés o koncentraci 10 pmol-I*
(Graf &. 8), jeji hodnota (2,52x) odpovid4 priméru hodnot naristu exprese viech 100 umol-I*
indolovych latek z predchoziho experimentu, ktery je 2,50x. Nejnizsi indukce doséhla exprese
hTERT mRNA po pouziti 100 pmol-I" smési (1,78x), profil indukci ekvimolarnich smési
indolovych latek u hTERT tak odpovidal indukcim u CYP1A1.
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Hladina CYP1A1 mRNA po 4 h ptisobeni indolovych smési
v bunécné linii LS180
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Graf & 7: Indukce exprese CYP1AL mRNA u bunééné linie LS180 po 4 h pusobeni smési indolovych latek, vyjadiena jako
procento indukce TCDD (indukce TCDD = 100 %), signifikantni nartst exprese vac¢i UT ovéfeny T-testem (p < 0,05)

je oznacen *, experiment byl provadén ve étyfech nezavislych opakovanich

Hladina hTERT mRNA po 4 h ptisobeni smési indolovych latek
v bunééné linii LS180
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Graf ¢. 8: Indukce exprese hTERT u bunécné linie LS180 po 4 h pisobeni smési indolovych latek, vyjadiena pomoci
primérnych hodnot indukce exprese vici negativni kontrole (untreated, UT; fold induction = 1), signifikantni nariist exprese

vici UT ovéfeny T-testem (p < 0,05) je oznacen 7, experiment byl provadén ve ¢tyfech nezavislych opakovanich
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6 DISKUSE

Bakalarska prace se zabyva studiem vlivu aktivatora AhR, které se v téle vyskytuji jako
produkty metabolismu stfevni mikrobioty (indolové derivaty), na expresi hTERT mRNA
Vv prostiedi stfevnich rakovinnych bunéénych linii. Indukce exprese hTERT je povazovana za
ukazatele aktivity telomerdzy v bunikach, diky které dochazi ke kompenzaci zkracovéni
telomer, coz muze vést az k imortalizaci bun¢k. Po aktivaci AhR pfisluSnymi agonisty se

receptor vaze do XRE nachazejicich se v promotorové oblasti genu hTERT a indukuje expresi.

Aktivita aryl uhlovodikového receptoru je primarné spjata s detoxikaci buniky a metabolismem
raznych xenobiotik, polutantli a aromatickych uhlovodikl. V prostiedi stfev se nachazi velké
mnozstvi AhR aktivatort, které zde vznikaji jako produkty metabolismu stievni mikrobioty,
a tak je zde AhR vysoce aktivni. U vyuzivanych buné¢nych linii LS180, Caco-2 a HT-29 byla
jiz dfive aktivita AhR popsana pomoci exprese CYP1A1 mRNA, ktera se bézn¢ pouziva jako
maker aktivity receptoru (Burczynski et al., 1999; Probst et al., 1993; Rosenberg et Leff, 1993).
U vsSech tii linii byla rovnéz detekovana pritomnost aktivni telomerdzy, kterd se
v nerakovinnych burikach sttevniho epitelu nevyskytuje a ve studii Endoh et al. (2005) byla
navic prokazana indukce exprese nTERT mMRNA v buikach LS180 prostfednictvim survivinu.
Souvislost mezi aryl uhlovodikovym receptorem a zménou exprese NTERT mRNA byla poprvé
popsana Vv Sarkar et al. (2006) na bunééné linii BeWo vystavené aktivatoru TCDD. Aktivovany
AhR v téchto buiikach aktivoval c-Myc (zasadni transkrip¢ni faktor pro expresi hTERT), ¢imz
dochazelo k navyseni exprese NTERT mRNA. Popsany mechanismus je pfedpokladan i v tomto
experimentu, nicméné indolové derivaty byly k buiikam ptiddvany ve vysoké koncentraci a tim,
ze nebyl proveden geneticky knockout AhR, nelze vyloucit, Ze k indukci exprese hTERT
nemohlo dochézet i1 jinym mechanismem. Exprese katalytické podjednotky telomerazy je sice
brana jako marker celkové aktivity telomerazy (Counter et al., 1998), nicméné v této praci
nebylo nijak ovéfeno, zda navySeni exprese hTERT mRNA skute¢né vede az ke vzniku
funkéniho enzymu, ktery je schopny syntézy novych telomerovych sekvenci. Pokud by se ale
podatilo prokazat narist aktivity enzymu v butikach, bylo by mozné vyvozovat souvislost mezi
zastoupenim indolovych derivati ve stievech a rychlosti proliferace rakoviny, se kterou aktivni
telomeraza souvisi. Komplikaci aplikace pozorovaného vlivu indolovych derivatt in vitro do
in vivo prostfedi je rovnéz komplexnost realného stievniho epitelu, kde se na rozdil od
rakovinné stfevni linie nevyskytuje pouze jediny druh buné€k, reagujici na aktivaci AhR

uniformné.
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Linie byly nejprve vystaveny ptisobeni pouze TCDD, aby bylo zjisténo, v které z nich je nartst
exprese hTERT mRNA nejmarkantnéjsi za pfedpokladu, Ze v této linii bude nasledné vykazovat
nejveétsi rozdily i pfi testovani jednotlivych aktivatorat AhR. Na zéklad¢ toho byla pro
nasledujici experimenty zvolena jen linie LS180 a vyloucené linie HT-29 a Caco-2 nebyly
viibec podrobeny puisobeni indoli. Profily zmén exprese hTERT mRNA po pusobeni TCDD
u bunécnych linii LS180, HT-29 a Caco-2 neukazovaly zadny spole¢ny, na Case zavisly trend.
U exprese CYP1A1 mRNA vykazovala linie LS180 kontinualni nartist exprese s ¢asem, zatimco
linie HT-29 a Caco-2 dosahly maximalni indukce po 24h expozici, po které hladina exprese ke
48 h klesala. Divod tohoto poklesu zlstal neobjasnény, protoze vSechny dosud provadéné
experimenty na zminovanych liniich v souvislosti s aktivaci AhR pomoci TCDD uvadi data
pouze pro 24 h expozici. Zajimava je i skute¢nost, ze zatimco indukce exprese CYP1A1 mRNA
u linie LS180 rostla s ¢asem, indukce hTERT dosahla maxima za 24 h a dale jiz nerostla. Oproti
tomu indukce exprese CYP1A1 mRNA u Caco-2 dosahla maxima za 24 h a nasledn¢ klesala, u
exprese hTERT mRNA indukce rostla s ¢asem. Odlisny byl vysledek i u linie HT-29, kde byl
trend exprese CYP1AL mRNA stejny jako u Caco-2, zatimco exprese nTERT mRNA Kklesala
v ¢ase. To miliZze naznaCovat, Ze 1 pfesto, ze se jednd o velmi podobny typ bunck, regulace
zprostiedkovana TCDD aktivovanym aryl uhlovodikovym receptorem v nich neprobihd stejné.
K vysvétleni tohoto jevu by bylo zapotiebi napt. metody chromatinové imunoprecipitace, ktera

by prokazala, zda se AhR pfipadné c-Myc, vazi do promotoru hTERT.

Indol a od né¢ho odvozené slouceniny jsou v bunice rychle metabolizovany a ztraci jejich
schopnost aktivovat AhR, ¢imz se li§i od stabilniho TCDD. Pfestoze v linii LS180 byla nejvyssi
indukce exprese hnTERT mRNA po ptuisobeni TCDD pozorovana az po 48 h, po piisobeni indolu
nastaval nejvyssi narist po 4 h. Tim Ze jsou ostatni testované latky od indolu odvozené, bylo
i jejich plisobeni testovano pouze po 4 h inkubaci. Je tak mozné, Ze by nékteré derivaty (napf.
3MI) v jiné Casové expozici mohly vykazovat vyrazngjsi indukci exprese obou sledovanych
gend. Aby byl minimalizovan vliv interferujicich latek, byly aktivatory AhR k bunkam
piidavany v depletovaném médiu. Ve studii Oberg et al. (2005) bylo totiZ popsano, Ze se
v médiu, a pfedevsim ve fetalnim bovinnim séru kterym se médium obohacuje, vyskytuji rizné
produkty metabolismu tryptofanu, coz by mohlo zpiisobovat aktivaci AhR mimo zdmérnou
aktivaci zpiisobenou pfidavanym indolem nebo jeho derivaty. Depletované médium se od
bunék LS180 odebiralo vZdy po ¢tyfech dnech, nicméné pocet bunck nebyl vzdy plné stejny

a roli mohlo také hrat stafi linie (médium bylo odebirano v rtiznych pasazich). Tato rozmanitost

mohla zptisobit rtizné zastoupeni latek v depletovaném médiu a néslednou variabilitu vysledkt
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mezi experimenty, pozorovanou zejména pii indukci exprese CYP1A1 mRNA. Aby bylo mozné
tato data vibec porovndvat musela byt exprese tohoto genu vyjadiovana jako procento

maximalni indukce (TCDD), nikoliv jako nasobek indukce v negativni kontrole.

Z prezentovanych vysledka Shervington et al. (2007) bylo pfevzato navrzeni experimentu, kdy
se v ramci qRT-PCR sledovala exprese hTERT, CYP1A1 a GAPDH mRNA. V této studii byla
rovnéz popsana prima souvislost mezi expresi NTERT a CYP1A1 mRNA. Pti poklesu exprese
CYP1A1 mRNA zpusobenou interferenci CYP1A1 s siRNA totiz dochazelo i k odpovidajicimu
poklesu na urovni hTERT. Tato souvislost ale nebyla na sttevnich bunikach v ramci této prace
potvrzovana. Testovanim vlivu aktivace AhR jednotlivymi indolovymi derivaty na expresi
hTERT mRNA bylo stanoveno, ze v§echny derivaty expresi proti negativni kontrole navySovaly
srovnatelné s pozitivni kontrolou (TCDD). Jediny aktivator, ktery nevykazoval signifikantni
narast exprese hTERT byl 3MI, u néhoz mohla byt tato nizka indukce zptisobena délkou
expozice, ve Vyhlidalova et al. (2019) byl totiz popsan signifikantni nartst exprese CYP1Al
mRNA u monomethylovanych indolovych derivati az po 24 h. V ramci indukce exprese
CYP1Al mRNA sice 3MI vykazoval signifikantni nartst proti negativni kontrole, ale exprese
byla pfi porovnani s ostatnimi latkami velmi nizkd. Je tak mozné Ze by se pfti delsi expozici

prokazala signifikantni indukce také u hTERT mRNA.

Testované smési byly pfipraveny jako ekvimolarni roztoky vSech indolovych derivati
s vyjimkou FICZ (ktery v lidském téle nevznika primarn¢ ve stievech ale v ktizi). Ekvimolarni
smési neodpovidaly redlnému zastoupeni metabolitl ve stfevech, které bylo na zékladé¢ rozboru
lidské stolice popsano v Dong et al. (2020). Pfiprava smési, ktera by odpovidala popsané realité
stiev by byla komplikovana s ohledem na velmi nizké koncentrace nékterych latek a také na
pritomnost metabolitl, jejichZz samostatny vliv nebyl v ramci prace testovan. Pouzitim smési
se stejnym zastoupenim vSech latek tak bylo alesponi demonstrovdno, Ze smés latek
o 100 umol-I" indukovala expresi hTERT mRNA slabgji nez jednotlivé roztoky latek o této
koncentraci, coZ ukazuje na pfitomnost antagonistickych vztahli mezi jednotlivymi indoly.
Antagonistické chovani bylo v Rasmunssen et al. (2016) popsano u 3MI, ktery samostatné
aktivoval AhR, nicméné v kombinaci s TCDD indukci exprese CYP1A1 mRNA snizoval
vV porovnani s indukci zptsobenou Cist¢ TCDD. Mohl tak zplisobovat sniZzeni aktivity AhR
zpusobené ostatnimi latkami v ekvimolarni smési, nicméné antagonistické chovani mohly

vykazovat i jiné derivaty.

Zavérem lze tedy fict, Ze mikrobidlni derivaty indolu az na vyjimky aktivuji AhR a vyvolavaji

indukci exprese hTERT mRNA, ktera klesa, pravdépodobné v disledku metabolismu, s Casem.
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Navic, vzdjemna kombinace latek poukazuje na agonisticko-antagonistické chovani v ramci
ekvimolarni smési testovanych latek. To, zda je jediny indolovy derivat schopen antagonismu
nebo se jedna o souhrnné pasobeni vicero latek, bude tieba ovéfit dal§imi experimenty. Stejné
tak, zda opakovana expozice témto indolim ¢i jejich smési ma vliv na proliferaci nadorovych

sttevnich linii LS180, HT-29 ¢i Caco-2 nebo dokonce na fyziologické stievni enterocyty.
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7 ZAVER

V ramci této prace byla zjisténa indukce exprese hnTERT MRNA pies aktivaci AhR Vv prostiedi
stfevnich buné¢nych linii HT-29, Caco-2 a LS180, z nichz nejvyraznéjsi narust vykazovala
posledni z nich. Hlavni detek¢ni metodou, kterou byla tato exprese detekovana, byla qRT-PCR,
v ramci které se vedle exprese nTERT MRNA rovnéz sledovala exprese CYP1AL1 mRNA, ktery
slouzil jako marker aktivity AhR. VyuZivanymi ligandy byl indol a 15 jeho derivatd, u kterych
se pouzivaly 100 pmol-I"* roztoky s vyjimkou FICZ o koncentraci 10 pmol-I", a které viechny
vykazovaly po 4 h pisobeni u buné¢né linie LS180 signifikantni korelujici nartst exprese obou
sledovanych geni viCi negativni kontrole. Jedinou latkou, ktera signifikantni expresi
nevyvolala, byl 3-methylindol. Nasledné byly testovany i smési v§ech latek s vyjimkou FICZ,
které byly studovany v koncentracich 100, 10 a 1 pmolI}, kde nejvyrazn&jsi aktivaci
vykazovala smés o koncentraci 10 umol-I?. SniZen4 aktivace exprese ve 100 pmol-I" smési

naznacuje pritomnost antagonistického chovani nékterych testovanych latek.
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