Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2024 Ondrej Vrbka



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Modulace aktivity aryluhlovodikového receptoru a jeji vliv na

markery senescence ve stirevnich buiikach

Bakalariska prace

Ondrej Vrbka

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie
Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2024 Vedouci prace: doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D



UNIVERZITA PALACKEHO VV OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a prijmeni:  Ondfej VRBKA

Osobni islo: R21764
Studijni program: ~ B0511A030011 Molekulimi a bunétna biologie
Téma prace: Modulace aktivity aryluhlovodikového receptoru a jeji vliv na markery senescence ve strewich burikach

Ladavajic katedra:  Katedra bunééné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

1) Vypracowini rederie na téma bakalafské price
2) Stanoveni exprese markend senescence plsobenim vybrampch litek modulujicich aktivitu aryluhlovodikového receptoru
3) Vypracowini bakalafské price a multimediaini prezentace k obhajobé bakalifské prace

Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakaléfskeé prace: tisténa

Seznam doporutené literatury:

1) Nacarino-Palma A et ak Aryl hydrocarbon receptor blocks aging-induced senescence in the liver and fibroblast cells, 2022

?) Giménez-Bastida JA et al: The gut microbiota metabolite urolithin A, but not other relevant uralithins, induces p53-dependent cellular senescence in
humian colon cancer cells, 2020

3) Kehagias P et al: Regorafenib Induces Senescence and Epithelial Mesenchymal Transition in Colorectal Cancer to Promote Drug Resistance, 2022

4) Qin S et al: Role of senescence induction in cancer treatment. Workd Journal of Clinical Oncology, 2018

5) Collado et al: Tumour biology: senescence in premalignant tumours. Nature , 2005

Vedouci bakalarské prace: doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.
Katedra bunééné biologie a genetiky



Datum zadani bakalafske price: 5. (mora 2023
Termin odevedani bakalaiske prace:  31. kvétna 2024

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvofak, DrSc.
dékan wedoud katedry

¥ Mlomouci dne 20, dnora 2023



BIBLIOGRAFICKE UDAJE

Jméno a prijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:
Pracoviste:

Vedouci prace:

Rok obhajoby prace:

Abstrakt:

Klicova slova:

Pocet stran:
Pocet priloh:

Jazyk:

Ondrej Vrbka

Modulace aktivity aryluhlovodikového receptoru a
jeji vliv na markery senescence ve stievnich burikach

Bakalatska

Katedra buné¢né biologie a genetiky
doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.

2024

Bakalaiska prace se zabyva vlivem agonisti
a antagonistl aryluhlovodikového receptoru na expresi
senescencnich markert. V teoretické Casti je blize
popsan aryluhlovodikovy receptor, jeho ligandy
a signalni draha. Dale byla popsana senescence a jak
k ni v burikach dochézi. V experimentalni casti byla
nejdfive pomoci western blot analyzy potvrzena
absence proteinu AhR v AhR-deficientnich burikach
a nasledné bylo na zakladé qRT-PCR analyzy exprese
CDKNIA a CDKN2A. ovéfeno, zda pouziti
antagonistt AhR muze vyvolat podobny senescenci
indukujici ucinek jako knockout AhR a pfipadné ho
srovnat s u¢inkem typickych agonistu.

Aryluhlovodikovy receptor, senescence,

CDKNI1A, CDKN2A, CYP1A1

45

Cesky



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:

Department:

Supervisor:

The year of presentation:

Summary:

Keywords:

Number of pages:

Number of appendices:

Language:

Ondrej Vrbka

Modulation of arylhydrocarbon receptor aktivity and
its impact on markers of senescence in the intestinal

cells

Bachelor

Department of Cell Biology and Genetics

doc. Ing. Radim Vrzal, Ph.D.

2024

The bachelor thesis deals with the influence of
arylhydrocarbon receptor agonists and antagonists on
the expression of senescence markers. In the
theoretical part, the arylhydrocarbon receptor, its
ligands and the signaling pathway are described in
detail. Furthermore, senescence and how it occurs in
cells was described. In the experimental part, the non-
functionality of the AhR protein in AhR-deficient cells
was first confirmed by western blot analysis and then,
based on qRT-PCR analysis of CDKNIA and
CDKN2A expression, it was tested whether the use of
AhR antagonists can induce a similar senescence-
inducing effect as AhR knockout and possibly
compared it with the effect of typical agonists.

Arylhydrocarbon receptor, senescence, CDKNIA,
CDKN2A, CYP1Al

45

Czech

i



Prohlaseni

Prohlaguji, ze jsem tuto bakalafskou praci vypracoval samostatné s pouzitim uvedenych

literarnich zdroja pod vedenim doc. Ing. Radima Vrzala, Ph.D.

VOLomOoUCE, AN ..o
Ondrej Vrbka

iii



Podékovani

Na tomto misté bych rad podé€kovat svému vedoucimu prace, panu doc. Ing. Radimu
Vrzalovi, Ph.D., predev§im za odborné vedeni, trpélivost a vstiicny pfistup. Déle bych chtél
podékovat za pomoc a cenné rady pii laboratorni praci vSem pracovnikim laboratore

Molekularni toxikologie a farmakologie.

v



OBSAH

1 Uvod . cesessssssssesstssssesssssssnesrasssnesanes 1
2 CHIE PIACE ..ottt a e 2
3 Literarni prehled ....... ..o 3
3.1 AryluhlovOdiKOVY T@CEPLOT. ...cviuviuieiiiiiitiiiiiiie ittt 3
3.1.1 Signalni draha ABR .......cc.ccooiiiiiiiii 4

3.1.2 Ligandy ARR .....ccoociiiiiiiiiiiiici i 5

B 13 CYPLAL oottt sttt et et st st s bbb 6

3.2 SEIESCEIICE ..uveuirieeuieeeeiieee et ee et ee ettt e e euteeeesbeesaaeeesaas e e eaaesesaae s e eaas s e esbeaessbeaensbeeabbeeasbe e nsaeens 7
3.2.1 Cyklin-dependentni KINAZY. ........cccccoviiiiiiiniiiiniiiiici e 9

3.2.2 Inhibitory CDK .. .couieuiiieiieiiieniie ettt 12

3.2.3 Sekrecni fenotyp asociovany S€ SENESCENCI .......cuevrierirrieriiiieeriseesieeesieeeieeens 13

4 Materialy @ MEtOAY .........cccooeiiriiiiiiiiiiiiiiii e 15
4.1 Biologicky Material ........c.oooveueviiiieniiniiiiiiiiiiccie s 15

4.2 ChemMIKALIE.....oooiiecrieeeie ettt ettt et sa e s er e e abe e 15

4.3 Laboratorni POMUCKY .......c.everieiririceniiieiei it 17

O s 113 (o (=S OO OO SR UO O OPORPOUPITRPRR 18

4.5 Experimentalni Metody .........cccooviviiiniiiiiiiniieeiie e 19

4.5.1 Rozmrazeni bunéfné linie..........cccoueeueviiiiiiiiiiiiiiiniccieee e 19

4.5.2 Pasadzovani DUNEK.........cc.cecuevuiiieniiniiiiiiiiiic i 19

4.5.3 Stanoveni koncentrace bunék a vyseti na 6jamkovou kultivacni destiCku

.......................................................................................................................... 20
4.5.4 Inkubace bunék s testovanymi [atkami. ........ccccoecueviiviiiininiinininnne. 21
4.5.5 Izolace proteint a stanoveni jejich koncentrace .............ccovevieieieiiennnn 22
4.5.6 SDS-PAGE.......ccoiotieeeiieeeiietet ettt 22
4.5.7 WesStern DIOtTNG .....eevvereiieeieiecie ettt 23
4.5.8 DEteKCE PrOTEINT .. .veueieneiieeieieeie ettt e en e s 24
4.5.91201aC8 RINA ....ooiiiiiieeeeee et e 24
4.5.10 Reverzni transkripCe. .......cccecueevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
4511 qQRT-PCR ..ottt 26



SVYSIEAKY ... ettt et et et e st e s e e st e e eabe e e et 28

5.1 Exprese AhR na tirovni RNA a proteinu ..........ccecceeveieeniienieeieenieenieeeiie e eeeeneees 28
5.2 Exprese geni CDKN1A a CDKN2A na urovni RNA v bunéénych linii HT29-WT
A HT29-AhR KO ...ttt sttt e 29

5.3 Vliv agonistt a antagonistl AhR na expresi geni CYP1A1, CDKN1A a CDKN2A

NAUTOVIL RINA oo 30
O DHESKUSEC.....oeeeie ittt ettt e e e ee s et teat e eeeeeeeaeaeaa e seseeeseasaasnneeeseesessannnanens 35
T ZLAVEY ..o 38
L3 DL CS) i 1 01 ) o WU RPPPRRRRRRRRN 39

vi



SEZNAM ZKRATEK

3-MC 3-methylcholantren

AhR aryluhlovodikovy receptor
AhRR AhR represor

APS peroxodisiran amonny
ARNT jaderny translokator AhR
BaP benzo(a)pyren

BSA bovinni sérovy albumin

CDKNIA  inhibitor cyklin-dependentni kinazy 1A
CDKN2A inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2A
CKD cyklin-dependentni kinaza

CKI inhibitory cyklin-dependentni kinaz

CYPI1A1 cytochrom P450 rodiny 1, podrodiny A, €len 1

dH.O deionizovana voda

DMSO dimethylsulfoxid

FAK fokalni adhezivni kinaza

FBS fetalni bovinni sérum

FICZ 6-formylindolo[3,2-b]carbazole

FOXM1 Forkhead Box M1
GADPH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova kyselina

HSP90 Heat Shock Protein 90

IL1 inteleukin 1

IPA indol-3-propionova kyselina

ITE 2-(1'H-indole-3'-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid methyl ester
KLF6 Kriippel-like faktor 6

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinaza

MNF 3 '-methoxy-4 '-nitroflavone

NC-XRE non-canonical XRE

vii



PAS

PBS
PVDF
RB

ROS
RPMI
RT-gPCR
SA-B-gal
SASP
SDS-PAGE
TCDD
TEMED
TNFa
UT

XRE

Per-Amt-Sim

fosfatovy pufr

polyvinylidenfluorid

retinoblastomovy protein

reaktivni formy kysliku

Roswell Park Memorial Institut médium

reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci
[-galaktosidaza asociovana se senescenci

sekrecni fenotyp asociovany se senescenci

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym
2.3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin

tetramethylethylendiamid

faktor nadorové nekrozy

untreated (negativni kontrola)

xenobiotic responsive element

viil



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek ¢
Obrazek ¢
Obrazek ¢
Obrazek ¢
Obrazek ¢

. 1: Kanonicka draha AhR

. 2: Bunécny cyklus

. 3: Schéma pipetovani testovanych sloucenin do 6jamkové desticky
. 4: Casové rozvrzeni experimentu

. 5: Reprezentativni western blot detekce proteini AhR a p-aktin

X



SEZNAM TABULEK

Tabulka ¢. 1: Slozeni chemikalii k pfiprave déliciho a zaostfovaciho gelu
Tabulka ¢. 2: Slozeni reak¢ni smési pro reverzni transkripci

Tabulka €. 3: Slozeni reak¢ni smési pro RT-qPCR

Tabulka &. 4: Casovy profil pribéhu RT-qPCR reakce

Tabulka €. 5: Slozeni reakéni smési pro TagMan RT-qPCR

Tabulka &. 6: Casovy profil pribéhu TagMan RT-qPCR reakce

Tabulka ¢. 7: Naméfené Ct hodnoty RT q-PCR analyzy genu AhR



SEZNAM GRAFU

Graf ¢. 1: Exprese CDKN1A a CDKN2A mRNA pro vzorky negativni kontroly v HT29-WT a
AhR KO

Graf ¢. 2: Exprese CYP1A1 mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek

Graf ¢. 3: Exprese CYP1A1l mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek a inkubaci
72 h

Graf ¢. 4: Exprese CDKN1A mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek

Graf ¢. 5: Exprese CDKN1A mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek a inkubaci
72 h

Graf ¢. 6: Exprese CDKN2A mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek

Graf ¢. 7: Exprese CDKN2A mRNA v HT29-WT a AhR KO po 24h expozici latek a inkubaci
72 h

xi



1 UVOD

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripcni faktor, ktery hraje
dilezitou roli v bunécné fyziologii. Tento receptor spousti expresi mnoha gent, mezi nimi
i téch, které koduji fadu enzymu metabolizujicich cizorodé latky. Nedavna pozorovani odhalila
dulezitou roli AhR v diferenciaci bunek a pluripotenci, coz podporuje jeho potencial jako
terapeutického cile. V poslednich letech se zaméfily studie ohledné AhR na jeho funkci
pii bunécné senescenci., protoze roste zajem o terapeutické ovlivnéni senescence s cilem zlepsit
prubéh zdravého starnuti a onemocnéni souvisejicich s vékem. Nedavna studie uvadi
experimentalni dikaz, ze AhR je molekularnim mezistupném v signalnich drahach, které ridi
interakci mezi senescenci a bunééném preprogramovanim. V této studii byla také zjisténa
souvislost mezi AhR a expresi senescenc¢nich markert indukované v mysich fibroblastech, ktera
podporuje roli AhR jako anti-senescen¢niho a protinadorového faktoru. Pokud by se podarila
zopakovat indukce nékterych téchto senescencnich markerti pfi experimentech s lidskymi
bunécnymi liniemi, u kterych bude napodobeno prostiedi, ve kterém nebude pritomen funk¢éni
AhR, otevielo by to moznost modulace aktivity AhR pomoci novych terapeutickych postupt

aléciv.
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2. Stanoveni exprese markerd senescence pusobenim vybranych latek modulyjicich aktivitu
aryluhlovodikového receptoru

3. Vypracovani bakalafské prace a multimedialni prezentace k obhajobé bakalarské prace



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR, receptor pro aromatické uhlovodiky, zangl. ,aryl
hydrocarbon receptor,") je ligandem aktivovany transkripéni faktor patfici do rodiny PAS (Per-
ARNT-Sim) transkripénich faktord, ktery spole¢né s proteinem ARNT (jaderny translokator
AhR — | AhR nuclear translocator®) fidi expresi gent kodujicich fadu enzymi metabolizujicich
cizorodé latky (xenobiotika), jako jsou napf. cytochromy P450 rodiny 1 (napt. CYP1AI,
CYPIA2 a CYP1B1) (Whitlock Jr, 1999). Lidsky gen AhR se nachazi na chromozomu 7.
Ma 12 exont, které koduji 848 aminokyselin proteinu s teoretickou hmotnosti 96 kDa (Vrzal
et al., 2004). AhR ma dalezitou roli v toxikologii a buné¢né fyziologii. Svou funkci uplatiuje
v zakladnich signalnich drahach fidicich bunéény cyklus, kontakt mezi burikami, apoptozu,
angiogenezi, diferenciaci, pluripotenci a fungovani bunék imunitniho systému (Nacarino-
Palma et al., 2022). Deregulace téchto drah, které jsou kritické pro udrzeni homeostazy,
predisponuje organismy k rozvoji nékolika patologii, v€etné rakoviny (Nacarino-Palma et al.,

2022).

AhR je exprimovan ve veét§iné organu a tkani, a je ziejmé, Ze vedle reakce na vystaveni
organismu cizorodym latkam, hraje vyznamnou roli v kontrole fady fyziologickych procest

a udrzovani bunécné homeostazy (Murray et al., 2014).

AhR je zajimavym a hojné studovanym biologickym prvkem, protoze zdravi clovéka muze
ovliviiovat jak pozitivné, tak i negativne€. Nekteré latky, které se vazou na AhR, mohou mit

VT

a podporovat zdravi.

Jedna se o ligandem aktivovany transkripéni faktor, coz znamena, ze vaze chemické slouceniny,
tzv. ligandy, a to zpusobuje jeho aktivaci a nasledné modulaci genové exprese. AhR byl
puvodné objeven jako bunéfny protein, ktery se uplatiiuje pii detoxikaci xenobiotickych
slouCenin (napf. aromatickych a polyaromatickych uhlovodiki, které jsou pfitomné
v cigaretovém koufi, prumyslovych emisich nebo v grilovanych potravinach). Rozsahlé studie
v poslednich dvou desetiletich vSak identifikovaly mnoho endogennich ligandii AhR a odhalily
cetné fyziologické funkce receptoru (Kou ez Dai, 2021).



V lidském téle se AhR vyskytuje v Siroké Skale tkani. Nejvyraznégjsi hladina exprese mRNA
byla zaznamenéna v placenté, plicich a jatrech, naopak nizké hladiny AhR byly pozorovany

v mozku, ledvinach a kosternim svalstvu (Jiang et al., 2010).

Neaktivovana forma AhR je cytoplazmaticka a tvoii komplex s n€kolika chaperony, mezi néz
patii dva HSP90 (Heat Shock Protein 90), protein p23 a protein interagujici s AhR
(AIP/XAP2/ARA9) (Kou et Dai, 2021). Tyto proteiny udrzuji spravnou konformaci AhR,
umoziuji spravné rozpoznani ligandu receptorem a nasledné nepfimo zaji§tuji ucinny

transkripcni efekt.

3.1.1 Signalni draha AhR

Signalni drdha aryluhlovodikového receptoru je klicovym mechanismem pro regulaci
metabolismu xenobiotik a imunitni odpovédi. Je aktivovana fadou environmentalnich
a endogennich ligandu a jeji aktivace vede k indukci enzyma a transportnich latek podilejicich

se na metabolismu a eliminaci téchto slouc¢enin.

Aktivace AhR a jeji nasledna signalni transdukce je clenéna na kanonickou a nekanonickou
drahu (Wright et al., 2017). V kanonické draze tvoii AhR komplexy s molekularnimi chaperony
a zastava neaktivni v cytosolu. Po navazani ligandu prochazi AhR konformacni zménou
a komplex AhR/ligand se uvoliuje z chaperonovych proteinii. AhR je nasledné translokovan
dojadra, kde heterodimerizuje s ARNT a nasledné se komplex AhR/ARNT véaze na XRE

(,xenobiotic responsive element) cilovych gend a reguluje jejich expresi.

Fy ™ Ligandy AhR

Cytoplazma 1Adra

e, . -

Obrazek ¢. 1: Kanonicka draha AhR. Po navazani ligandu se chaperonové proteiny disociuji
z komplexu AhR/chaperon v cytoplazmé (1), coz vede k translokaci AhR s navazanym ligandem
do jadra (2), AhR/ligand se heterodimerizuje s ARNT v jadre (3), kde se vaze na cis-elementy XRE
cilovych gent, coz vede k jejich aktivaci (4) (prevzato z Kou et Dai, 2021, upraveno).

4



Jako vysoce konzervativni sekvence XRE se udava 5'-TNGCGTG-3", kde na misté N muze byt
ptitomen jakykoliv nukleotid (Yao ef Denison, 1992). Mezi cilové geny AhR patii geny kodujici
enzymy nadrodiny cytochromu P450 ¢i represoru AhR (AhRR), které hraji dulezitou roli
v detoxikaci environmentalnich karcinogeni a negativni regulaci gend zavislych na AhR
(Androutsopoulos et al., 2009). Prabéh kanonické drahy je schematicky znazornén na obrazku

v

¢. 1.

V nekanonické signalni draze nevytvaii aktivovany AhR komplexy s ARNT, ale s riznymi
transkripénimi faktory v jadfe, coz vede k jeho vazbé na jiné nez XRE DNA elementy
a k regulaci exprese cilovych gena (Jackson ez al., 2015). Mezi takové faktory se fadi protein
KLF6 (z angl. Kriippel-like factor 6). Jedna se o transkripéni faktor se strukturnim motivem
zinkového prstu, ktery se kromé potlaCovani nadort uplatiiuje napiiklad pii vyvoji ledvin. Bylo
prokazano, ze tento protein interaguje s AhR, coz vede k jeho ptipojeni do nové sekvence DNA,
kterd nema znamou strukturu XRE a oznacuje se Casto jako NC-XRE (z angl. non-canonical

XRE) (Huang et Elferink, 2012).

3.1.2 Ligandy AHR

Indukce exprese genti pro enzymy metabolizujici xenobiotika v reakci na chemicky impuls je
adaptivni reakci u vétSiny organismi (Denison ef Nagy, 2003). U obratlovci je AhR jednim
z n€kolika intracelularnich receptor, jehoz signalizace je =zavisla na chemickych
latkach/ligandech, které mohou stimulovat transkripci genti. Schopnost AhR vazat a aktivovat
se fadou strukturné odliSnych chemickych latek naznaCuje, ze AhR obsahuje pomérné
proménlivé vazebné misto pro ligandy. Pfevazna Cast latek, které se vazou na AhR a spoustéji
jeho aktivaci, patii mezi organické sloucCeniny s hydrofobni povahou. Kromé syntetickych
a environmentalnich chemickych latek vSak byla identifikovana také tada pfirozené se
vyskytujicich hydrofilnich endogennich ligandi AhR napt. FICZ, tryptofan, kynurenin, IPA,
ITE (Denison et Nagy, 2003).

Aryluhlovodikovy receptor byl poprvé identifikovan jako intracelularni protein, ktery vaze
a zprostiedkovava toxické ucinky 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD, dioxin)
a dioxinim podobnych slou¢enin (DLC). Nasledné studie ukazaly, Zze AhR je univerzalni
receptor, ktery vaze Sirokou Skalu ligandl, vCetné toxina z Zivotniho prostiedi, 1€Civ a zdravi
prospéSnych fytochemikalii. Tyto ligandy mohou vykazovat tkanove/bunikové specifickou
agonistickou a antagonistickou aktivitu, podobné jako selektivni modulatory receptora (Safe

etal., 2020). SlouCeniny na bazi indold, které pochazi primarné z pfirodnich zdrojl, byly



identifikovany jako nad€jna skupina ligandd AhR s potencialnim terapeutickym
a chemopreventivnim vyuzitim (Dvorak et al., 2021). Trvala aktivace AhR, ktera je zptisobena
perzistentnimi latkami, mezi které se radi napfiklad dioxiny a polychlorované bifenyly, a je
posilena velice pomalym ¢i zddnym metabolismem, ma skodlivé ucinky na lidsky organismus.
Oproti tomu docasné aktivace AhR endogennimi ligandy je nezbytna pro spravnou funkci
bunék. Dvoji povaha AhR, s prospéSnymi i Skodlivymi u€inky v zavislosti na ligandu, podtrhuje
dulezitost pochopeni specifickych ucinka riznych ligandt na aktivitu AhR. (Stejskalova et al.,

2011).

3.1.3 CYP1A1

Cytochrom P450 (zkratka CYP) oznacuje rozsahlou skupinu enzymu, které obsahuji hemovou
skupinu s vazanym zelezem. Své oznaceni dostaly podle schopnosti absorbovat svétlo o vinové
délce 450 nm v komplexu s oxidem uhelnatym. Klasifikacni systém cytochroma P450 je
zalozen na podobnosti v aminokyselinové sekvenci pfibuznych enzymua s oznacenim CYP.
Prestoze je u savci znamo asi 18 CYP rodin, jen 3 znich (CYPI, 2 a 3) jsou primarné
zodpovédné za metabolismus xenobiotik (Vrzal, 2014). Proteiny cytochromu P450 jsou
monooxygenazy, které katalyzuji mnoho reakci zapojenych do metabolismu 1éCiv a syntézy

cholesterolu, steroidt a dalsich lipida.

Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) je jednim ze tii ¢lent rodiny CYP1. Jedna se o extrahepatalni
enzym (zatimco napiiklad CYP1A2 je enzym jaterni) s expresi v organech jako plice, prsa
a lymfocyty, nicméné je indukovatelny a nasledné detekovatelny 1 v jatrech (Vrzal, 2014).
CYPIAI1 se podili na I. fazi biotransformace fady endogennich i exogennich sloucenin, mezi
tyto metabolické reakce patii naptiklad C-, N- a S-oxidace a dealkylace. Transkripcni aktivace

genu CYP1A1 je indukovana prostrednictvim AhR latkami znecistujici Zivotni prostiedi.

Protein kodovany timto genem je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu a jeho exprese je
indukovana nékterymi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH), z nichz nékteré se
nachazeji v cigaretovém koufi, napfiklad benzo[a]pyren (BaP), jehoz oxidaci katalyzuje
CYP1Al za vzniku BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu, ktery je karcinogenni. Mezi dalsi
prokarcinogeny a mutageny, na jejichz metabolismu se tento enzym podili, 1ze zaradit aflatoxin

B1 a 2-acetylaminofluoren.

CYPIA1 je indukovan primarné skrze signalni drahu AhR, kdy indukce genu pomoci TCDD
nebo 3-methylcholantrenu (3-MC) je tak silna (vice nez 50nasobnd), ze ji lze snadno zjistit

béznymi metodami genové exprese (Pansoy ez al., 2010), a lze ji tak vyuzit jako marker aktivace
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AhR. Mezi dal$i geny pro enzymy faze I a faze II metabolizujici 1é¢iva, o nichz je znamo, ze

jsou pod kontrolou AhR, patii geny pro CYP1A2 a CYPIBI (Goetal., 2015; Dai et al., 2001).

3.2 Senescence

Kromé mnoha genetickych pficin a pfi¢in zpisobenych zivotnim prostiedim zistava hlavnim
rizikovym faktorem pro vznik rakoviny starnuti (Kruk ez al., 2019). B&hem starnuti dochazi
k postupné degeneraci biologickych systému a k akumulaci molekularnich zmeén, které ohrozuji
a snizuji fyziologické a fertilni funkce, coz v kone¢ném disledku vede ke ztraté homeostazy
a patologickym staviim souvisejicim s vékem. Vétsina degenerativnich nebo hyperplastickych
patologii souvisejicich se starnutim je spojena se stresovou reakci zvanou senescence.
Senescence, znama také jako bunécné starnuti, je biologicky proces, ktery omezuje replikaci
bunék a vede k jejich postupné ztraté¢ schopnosti déleni. Jedna se o kliCovy aspekt starnuti

organismu a je uzce spojena s fadou biologickych a patologickych procest.

Bunécna senescence je antiproliferani program, ktery omezuje nadorové bujeni tim,
ze omezuje mnozeni a transformaci starnoucich a poskozenych bunek (Ewald ef al., 2010).
Bunécna senescence se oznacuje také jako stav trvalého zastaveni rastu bunék, kdyz dosahnou
urcitého bodu svého Zivotniho cyklu. Senescence muze byt vyvolana fadou vnitinich i vnéjsich
podnétd, vcetné zkraceni telomer, poSkozeni DNA, oxida¢niho stresu, vystaveni
chemoterapeutickym latkam, expozice ionizujicimu zafeni a aktivace onkogenu, jako je

napfiiklad Ras protein (He ez Sharpless, 2014).

Terapii indukovana bunéc¢na senescence byla navrzena jako zpusob 1é¢by rakoviny, protoze
zabrariuje progresi bunécného cyklu nadorovych bunék. Nejcastéjsi charakteristické znaky
senescentnich bunék jsou zmény bunécné morfologie (zvétSeny a zplostély tvar) a aktivace
B-galaktosidazy asociované se senescenci (SA-B-gal) (Dimri ef al.,1995). Kromé toho je
aktivace senescence doprovazena podstatnymi molekuldrnimi zménami v genové expresi
souvisejicimi s inhibici bunécného rustu, jako je up-regulace proteinu p53, inhibitora
bunééného cyklu, véetné proteind p21 a p16, a také hypofosforylované formy retinoblastomu

(Rb) (Giménez-Bastida et al., 2020).

Nedavna studie vsak odhalila, Zze senescence je vyznamnou odpovédi nékterych nadort
na terapii, pfi niz se nadorové buiky vyhybaji apoptéoze a misto toho vstupuji do stabilni
a prodlouzené zastavy bunécného cyklu (He ez Sharpless, 2014). Kromé toho se ukazalo, ze

cilena 1écba aimunoterapie rakoviny rovnéz zpusobuji regresi rakoviny prostiednictvim



indukce senescence v nadorovych burikach (Braumiiller ez al., 2013). Tato zji§téni podtrhuji

vyznamné dusledky indukce senescence pfi 1écbé rakoviny.

Senescence se aktivuje také pii poskozeni bunék jako obranny mechanismus. V ptipadé
onkogenniho poskozeni omezuje senescence progresi nadoru. Po poskozeni tkani senescence
koordinuje remodelaci tkani, ¢imz se podili na mnoha patologickych stavech, vcetné
fibrotickych onemocnéni, cévnich poruch, obezity, diabetu 2. typu, onemocnéni ledvin
a sarkopenie. U téchto onemocnéni plni bunétna senescence obvykle antagonistickou roli.
Zpocatku funguje tak, ze omezuje fibrotickou reakci (indukuje senescenci v poskozenych
bunkach a v aktivovanych fibroblastech), a také spousti imunitni reakct, ktera poskozené buiky
odstrariuje. V pokrocilych patologickych stadiich vSak nejsou senescentni buiky ucinné
odstrariovany, ale hromadi se a prispivaji ke zhorseni patologickych projevii (Mufloz ef Serrano,

2014).

Senescentni buriky Ize detekovat nejméné dvéma zpisoby. Prvni a nejpouzivan€j§i metoda
spociva v barveni bunéCnych kultur nebo tkanovych fezli specifickym postupem,
ktery vizualizuje buiky exprimujici B-galaktosidazu (B-gal) s optimem katalytické aktivity pfi
pH 6 (Dimri ef al., 1995). DalSim markerem pouzivanym pro sledovani bun€k vstupujicich
do senescence je exprese nadorového supresorového genu p16™&4 (Campisi ef Robert, 2014).
Jeho exprese je ve vétSin€ normalnich, netransformovanych bunék a tkani nizkd nebo
nedetekovatelna, ale po indukci senescence raznymi podnéty se stava snadno detekovatelnou

(Ohtani et al., 2004).

Vétsina induktorti senescence zpusobuje genomické poskozeni, coz se projevuje trvalym
poskozenim lokust DNA a signalizaci poskozené DNA (Campisi e Robert, 2014). Senescence
spociva v podstaté v nevratném zastaveni bunééného cyklu a zménéch v organizaci chromatinu
a genové expresi (Gorgoulis ez al., 2019). To vede k sekreci nékolika proteinti, znamych jako
sekrety spojené se senescenci (SAS), které zahrnuji protizanétlivé cytokiny, chemokiny, ristové
faktory a proteadzy, jez maji vyznamny vliv na stromalni bunky prostfednictvim autokrinnich
a parakrinnich mechanismu, a ¢imz vznika sekrecni fenotyp asociovany se senescenci (SASP)
(Campisi et Robert, 2014). Néasledné molekuldrni zmény umoziiuji burikam pfetrvavat
po neomezenou dobu s ponékud snizenou zivotaschopnosti, pficemz si zachovavaji moznost

opé€tovného rustu nadoru za priznivéjSich okolnosti (Faheem ez al., 2020).

Bunécna senescence tak funguje jako spousté¢ remodelace tkani, ktery pusobi bé&hem

normalniho embryonalniho vyvoje a pii poskozeni tkani. Za timto ucelem senescentni buriky



zastavuji svou vlastni proliferaci, rekrutuji fagocytujici imunitni buriky a podporuji obnovu
tkani. Tento sled udalosti nicméné nemusi byt dostatecné ucinny ve starnoucich tkanich nebo
v patologickych ptipadech, coz vede k hromadéni senescentnich bun¢k. Béhem normalniho
embryonalniho vyvoje prispiva bunécnd senescence k remodelaci tkani a morfogenezi tim,
ze odstrariuje prechodné struktury a reguluje relativni nadbytek riznych bunécnych populaci

(Mutfioz ef Serrano, 2014).

Senescence tak muze mit dvoji povahu: na jedné strané muze byt senescence uziteCna, protoze
brani vzniku rakoviny omezovanim bunécné proliferace po poskozeni DNA nebo jinych
stresovych situacich. Na druhé stran€, akumulace senescentnich bunék v tkanich mize byt
spojena s ruznymi degenerativnimi onemocnénimi a starnutim, protoze senescentni burnky

produkuji zanétlivé latky a dalsi faktory, které mohou poskozovat okolni buriky a tkané.

V soucasné dobé je senescence intenzivné zkoumana, protoze pochopeni jejich mechanismt
muze mit dulezité dasledky pro 1écbu a prevenci se starnutim souvisejicich onemocnéni.
Nekteré 1éky a terapeutické postupy jsou navrzeny tak, aby cilily na senescentni burky

a minimalizovaly jejich negativni vliv na organismus.

3.2.1 Cyklin-dependentni kinazy

Indukce senescence je hlavnim mechanismem ucinku cilenych terapeutik zalozenych
na inhibici cyklin-dependentnich kindz 4/6 (Qin et al., 2018). Cyklin-dependentni kinazy
(CDK) jsou velkou rodinou serin-threoninovych kinaz, které hraji klicovou roli v regulaci
progrese bunééného cyklu. CDK patfi mezi pozitivni regulatory vstupu buiikky do bunééného

cyklu a u vétSiny lidskych nadort jsou nadmeémeé aktivni (Anders ez al., 2011).

Na mitogenech zavisly prubéh G1 faze a zahajeni syntézy DNA (S faze) béhem cyklu
bunécného déleni savcl je kooperativné regulovan nékolika tfidami CDK, jejichz Cinnost je
naopak omezovana inhibitory cyklin-dependentni kinaz (CKI). CKI, které tyto d&je fidi, byly
na zaklade své struktury a cili CDK zafazeny do jedné ze dvou rodin. Do prvni tfidy patfi
proteiny INK4 (inhibitory CDK4), pojmenované tak pro svou schopnost specificky inhibovat
katalytické podjednotky CDK4 a CDK6. Ctyfi takové proteiny (pl6™NK# p15MNK# 5] gINKde
a p19™K4d) se skladaji z nékolika ankyrinovych repetic a vazou se pouze na CDK4 a CDKG6,
ale ne na jiné CDK nebo na cykliny typu D. Proteiny INK4 lze dat do kontrastu s rozsahleji
plsobicimi inhibitory rodiny Cip/Kip, jejichz pusobeni ovliviiuje aktivity cyklin D-, E- a A-

dependentnich kinaz. Do posledné jmenované tiidy patii p21“P! p275P! které viechny



obsahuji charakteristické motivy v ramci svych amino-terminalnich ¢asti, jez jim umoziuji

vazat se jak na podjednotky cyklint, tak na podjednotky CDK (Sherr ez Roberts, 1999).

Na rozdil od CDK1 a CDK2, které ptisobi pozd€ji v bunééném cyklu v reakci na periodické
oscilace cyklini E, A a B a koordinuji replikaci DNA s mitdzou, jsou enzymatické aktivity
CDK4 a CDK6 v prvni fazi (G1) bunétného cyklu fizeny cykliny typu D exprimovanymi
v reakci na ruzné extracelularni signaly, vCetné stimulacnich mitogend, inhibi¢nich cytokind,
induktort diferenciace, bunécnych kontaktt a dalSich prostorovych signalt (Sherr et al., 2016).
Ke vstupu do bunééného cyklu dochazi béhem faze G1, kdy se CDK4 a CDKG6 spojuji s jednim
ze tii cyklini typu D (D1, D2 nebo D3) a vytvareji enzymaticky aktivni holoenzymové
komplexy (Sherr et al., 2016).

Biochemicka a geneticka charakterizace CDK4 a CDK6 odhalila, jak sav¢i buiiky reguluji vstup
do S faze DNA cyklu bunécného déleni v zavislosti na retinoblastomovém proteinu (RB). Tato
zkoumani poskytla diikaz, ze inhibitory CDK4/6, zejména v kombinaci s koinhibici piibuznych
mitogenné zavislych signalnich drah, predevs§im signalni MAPK kaskéadou, by se mohly ukazat

jako cenné v 1écbé rakoviny (Sherr ef al., 2016).

Pocatecni funkCni charakterizace retinoblastomového proteinu po objeveni genu RB jako
prvniho nadorového supresoru se zaméfila na jeho roli ustfedniho reguldtoru progrese
bunééného cyklu. Pivodné se predpokladalo, ze funkce nadorového supresoru RB je z velké
Casti zpusobena jeho schopnosti zastavit buriky v G1 inhibici aktivity transkripnich faktort
E2F1/2. Nyni se predpoklada, ze RB ma kromé funkce kontrolniho bodu G1 mnoho dalsich
bunécnych roli, vCetné kontroly bunécné diferenciace béhem embryogeneze a v dospélych
tkanich, regulace apoptotické bunééné smrti, udrzovani trvalé zastavy bunécéného cyklu
a zachovani chromozomalni stability (Burkhart e Sage, 2008). Prabéh bunécného cyklu
a stupné fosforylace RB pii prechodu mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu jsou
schematicky znazorné€ny na obrazku €. 2. Hladina aktivity CDK je nejnizsi v rané G1 fazi
a postupné nartista pod vlivem riznych komplext cyklin-CDK, pficemz maximalni aktivita
CDK je dosazena pii vstupu buiiky do mitéozy (Malumbres er Barbacid, 2009). RB je
defosforylovan v M fazi (zelena Sipka) a postupné refosforylovan v Gl fazi, nejprve
v pfitomnosti cyklinu D-dependentni kinazy 4/6 a pozdé&ji cyklinu E-dependentni kinazy2. RB
se stava plné fosforylovanym v pozdni G1 fazi (Cervena Sipka), coz vede k inaktivaci jeho
proliferaci potlacujici funkce a spousti nasledny vstup buiky do S faze. Bod v bunééném cyklu
(nekdy nazyvany "bod restrikce"; Cervena Sipka), ve kterém se RB zcela fosforyluje, Casové

odpovida prechodu do pozdni G1 faze, kdy buriky ztraceji svou zavislost na extracelularnich
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mitogenech a zavazuji se ke vstupu do S faze a dokonceni cyklu. Béhem S a G2 fazi je
fosforylace RB udrzovana postupnou aktivaci dalsich CDK, jako napt. komplext cyklinu A-
CDK2 a cyklini A/B-CDK 1. Degradace cyklinii A a B v mitoze vede ke kolapsu aktivity CDK

a obnoveni stavu G1. Protein p16™K+4

specificky inhibuje cyklin D-dependentni kinazy 4/6,
¢imz inhibuje fosforylaci RB a zastavuji bunky ve fazi G1. Zastavené buriky se mohou po
vysazeni mitogenu vratit do necyklového, ale reverzibilniho klidového stavu (GO), v némz jsou
obvykle degradovany cykliny typu D, nebo mohou v reakci na urcité stresové podminky projit
trvalou zastavou bunécného cyklu (senescenci). Klidové buriky restimulované mitogeny
obnovuyji syntézu cyklind D a znovu vstupuji do bunécného cyklu v rané G1 fazi, zatimco

senescentni buiiky jsou odolné vici restimulaci mitogeny a vzdoruji onkogenezi (Sherr ef al.,

2016).

p16|NK4A
Cyclin A/B Cyclin D
CDK1 CDK4/6

Cyclin A
CDK2

Obrazek ¢. 2: Bunéfny cyklus; ¢tyfi faze mitotického cyklu bunééného déleni jsou naznaceny
ve vnitinim kruhu — M faze (mitéza), S faze (syntéza bunééné DNA) a jejich odd€leni dvéma

G fazemi: G1 faze (mezi fazemi M a S) a G2 faze (mezi fazemi S a M) (pfevzato z Sherr et al., 2016)
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CDK4 a CDK6 jsou nadmérmé exprimovany u vétSiny lidskych nadorovych onemocnéni
a pravdépodobné podporuji tumorigenezi potlacenim senescence v nadorovych buikach. Je
dobte znamo, ze inhibitory CDK4/6 potlacuji rast nadord indukci senescence u raznych typt
nadorovych bunék (Rader ef al., 2013). Mechanistické studie odhalily, ze CDK4/6 potlacuji
senescenci nadorovych bunék prostiednictvim fosforylace a aktivace transkripéniho faktoru
Forkhead Box M1 (FOXMI1) a ze aktivace FOXM1 muze inhibovat indukci senescence
v nadorovych buikach potlacenim oxidacniho stresu zprostiedkovaného ROS (Anders ez al.,
2011). Presné mechanismy, kterymi FOXO1 fidi ROS a oxidacni stres, vSak zlistavaji nejasné

(Qinetal., 2018).

3.2.2 Inhibitory CDK

Inhibitory CDK jsou skupinou sloucenin, které ptisobi na cyklin-dependentni kinazy, klicové
regulatory bunécného cyklu. Tyto inhibitory usnadiiuji nebo dokonce spoustéji apoptozu
u proliferujicich bunék, zatimco neurony a thymocyty pted apoptdzou chrani (Meijer, 2000).
K objeveni novych, ucinnych a selektivnich inhibitord CDK byly pouzity metody in silico
(Tutone et Almerico, 2017). Jelikoz se deregulace CDK, at’ uz pfimou, nebo nepiimou cestou,
vyskytuje u vétSiny nadorovych bunék, stala se farmakologicka inhibice CDK atraktivni
strategii pro mechanismy zalozené na negenotoxické 1é¢beé v onkologii stejné tak i pfi 1écbé
kardiovaskularnich a neurologickych onemocnéni (Fisher et Gianella-Borradori, 2003).
Napriklad Flavopiridol (alvocidib) je pfedmétem klinickych studii pro 1é¢bu leukémie a dalSich
krevnich nadort (Zhang ef al., 2021). V dnesni dobé toto 1éCivo uz ziskalo od spravy FDA
(Food and Drug Administration) status “orphan drug® (tento status definuje 1é¢ivo, které je
pouzivano pro lé¢bu vzacnych onemocnéni), je tak mozné Flavopiridol vyuzit pro 1écbu akutni
myeloidni leukémie (AML). Mezi dalsi identifikované inhibitory CDK patii roscovitin

(seliciclib) a olomoucin.

Objev vysoce specifického 16kDa polypeptidového inhibitoru CDK4 kdédovaného genem
INK4a (formalné CDKN2A) poskytl presvédCivé udaje o tom, ze CDK4 pusobi proti RB
(Serrano et al., 1993). Klicovym zjisténim bylo, ze pl6™K* se vaze na cyklin D-CDK4
kinazovou aktivitu a G€inné ji inhibuje, ale Setii holoenzymové komplexy obsahujici jiné CDK,
a zaroveti ze exprese p16™%* inhibuje fosforylaci RB a zastavuje butiky v G1 fazi bun&éného
cyklu (Koh ez al., 1995). Dale bylo podstatné, ze buiiky bez funkéniho RB byly rezistentni vici

zastaveni bunécného cyklu prostfednictvim pl6™NK+a

, coz naznacuje, ze schopnost CDK4
(a pozd¢ji CDKO6) tidit progresi ve fazi G1 vyzaduje RB, a predpovida, ze chemické inhibitory
CDKA4/6 budou ucinné pouze v pripadé, ze RB bude funkéné neporuseny.
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Gen CDKN2A, ktery koduje protein p'®™K4A se nachazi na chromozomu 9p21 (Hussussian et
al., 1994). Protein p16™K4A se nachazi prevazné v cytoplazmé, ale za urcitych podminek mize
vstupovat i do jadra. Casta delece nebo mutace CDKN2A v riznych lidskych nadorech

6 INK4a

a lidskych bunécnych linii naznacuje, ze pl pusobi jako nadorovy supresor (Boyce

6 INK4a

et Fairman, 1996). Nadmérna exprese p1 v urcitych typech bunék vede k zastavé ve fazi

G1 buné&éného cyklu (Medema et al., 1995). , Wild type* p16 N84 zastavuje zdravé diploidni

6™NK4 pikoli. Vyznamné je,

bunikky v pozdni fazi G1, zatimco nadorova mutace proteinu pl
ze schopnost p16™&4 yyvolat zastavu bunééného cyklu se ztraci v butikach bez funkéniho RB.
Ztrata p16 ™4 nadmeérna exprese D-cykling a ztrata RB maji tedy podobné i¢inky na progresi

G1 faze a mohou piedstavovat béznou cestu k nadorovému bujeni (Lukas et al., 1995).

Dalsi endogenni inhibitor cyklin dependentni kinazy, p21, je multifunkéni protein, ktery se
podili na koordinaci bunééné odpovédi na negativni ristové signaly. Indukovan poskozenim
bunky pod transkripéni kontrolou nadorového supresorového proteinu p53, p21 spolupracuje
s fadou bunécnych proteind zapojenych do kontroly rastu. Hraje klicovou roli v koordinaci
bunééné odpovédi na negativni rastové signaly, zejména v souvislosti s poSkozenim DNA,
regulaci bunécéného cyklu, apoptéozou a senescenci (Ball, 1997). P21 je flexibilni protein
s riznymi funkcemi, v€etné regulace aktivit nadorovych bunék, jako je autofagie, coz z néj Cini
potencialni cil pro radioterapii (Dowaidar, 2021). P21 se také hromadi v misté¢ 1ézi DNA
vyvolanych ionty tézkych kovi, coz je proces zavisly na jeho interakci s proliferujicim
bunécnym jadernym antigenem (PCNA), ktery hraje klicovou roli pfi replikaci a opravé DNA
(Rudolph ez al., 2005). Déle bylo zjisténo, ze je tento protein homologni s eukaryotickym
transkripénim elonga¢nim faktorem SII, coz naznacuje jeho potencidlni roli v transkripni
regulaci (Yeh et al., 1994). P21 muze nahrazovat protein pl6 pfi iniciaci senescence a jeho
ulohou v tomto procesu je vyvolat zastaveni bunééného cyklu (Leontieva et Blagosklonny,

2013).

3.2.3 Sekrecni fenotyp asociovany se senescenci

Sekre¢ni fenotyp asociovany se senescenci (SASP, z angl. ,senescence-associated secretory
phenotype") je charakteristickym znakem senescentnich bunék a zprostredkovava mnoho jejich
patofyziologickych ucinkd. SASP napiiklad posiluje aSifi senescenci autokrinnim a
parakrinnim zpuisobem a aktivuje imunitni reakce, které eliminuji senescentni buriky
(Gorgoulis et al., 2019). SkuteCnost, ze SASP ma vice parakrinnich aktivit, naznacuje, ze
senescence podporuje opravu a regeneraci tkani pfi poranéni (Nacarino-Palma ef al., 2022).

Faktory SASP zprostiedkovavaji vyvojovou senescenci, tvarnost tkani a prispivaji také
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k pretrvavajicimu chronickému zanétu. Déle faktory SASP mohou posilit nadorové bujent tim,
ze podporuji proliferaci, metastazy a imunosupresi. SASP tak mize vysvétlit nékteré skodlivé

ucinky senescentnich bunék, které podporuji starnuti (Gorgoulis ez al., 2019).

Faktory SASP pfispivaji k rozvoji nadord a remodelaci extracelularni matrix, coz usnadiuje
expanzi transformovanych bunek. V nedavné studii bylo prokazano spojeni SASP a AhR, kde
absence AhR v knockoutovanych mySich embryonalnich fibroblastech vyvolalo zvySenou
indukci pl6, p21, SA-B-gal, TNFo, ¢i IL1, stejné tak jako v AhR-deficientnich jatrech mysi
(Nacarino-Palma ez al., 2022). Zavéry této studie tak podporuji roli AhR jako anti-

senescencniho a protinadorového faktoru.

Ukolem této bakalai'ské prace bylo ovéfeni, zda pouziti antagonisti AhR miize vyvolat podobny
senescenci indukujici ucinek jako knockout AhR a porovnat ho s t€inkem typickych agonistt

na zakladé analyzy exprese CDKN1A a CDKN2A.
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MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

* adherentni bunécna linie HT29 odvozena od lidského kolorektalniho adenokarcinomu
—varianta ,,wild type* (ECACC, 91072201)

* adherentni bunécna linie HT29 odvozena od lidského kolorektalniho adenokarcinomu
— varianta ,,s knockoutovanym AhR® (knockout AhR byl proveden pomoci metody

CRISPR/CASO9 popsané v publikaci Vyhlidalova ef al., 2020)

4.2 Chemikalie

* 2x Loading Buffer (BioRad, 1610737)

» 23,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) (ULTRA Scientific, 48599)

® 3 '-methoxy-4 '-nitroflavone (MNF) (darek od Thomase Haarmann-Stemmanna)
* o6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) (Sigma Aldrich, SML149)

*  40% roztok akrylamid/bisakrylamid (Sigma Aldrich, A4058)

* Dbovinni sérovy albumin (Sigma Aldrich, A2153)

* Bradfordovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, B6916)

* deionizovana voda

* deoxynukleosidtrifosfaty: dATP, dGTP, dCTP, dTTP (TaKaRa, 4026; 4027; 4028; 4029)
* dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, D8418)

* dodecylsiran sodny (SDS) (BioRad, 1610302)

* Dulbecco’s PBS (Biosera, LM-S2041)

» ethanol (Lachner, 20026-ATO0)

» fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, F6178)

* chemiluminiscenéni substrat WesternSure® PREMIUM (Li-Cor, 926-95000)
* chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

* inhibitor fosfataz (Roche, 04906837001)

* inhibitor protedz (Roche 04693132001)

* inhibitor RN4z (New England BioLabs, M0307L)

* isopropanol (Lachner, 20037-ATO0)

» KiCqgStart Probe qPCR ReadyMix (Sigma Aldrich)

* lyzacni pufr (Promega, E3971)

* L-glutamin (Serana, RGL-001)

* methanol (Lachner, 20038-ATO0)
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* methylcarvone (Enamine, EN300-1611720)
* migracni pufr Tris-glycin-SDS, 10x koncentrovany (Bio-Rad, A0031)
* M-MuLV reverzni transkriptaza (New England BioLabs, M0253L)
* neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich, M7145)
* penicilin/streptomycin (Biosera, XC-A4122)
* persiran amonny (APS) (Sigma Aldrich, A3678)
* Ponceau S. Rouge (ChemCruz, sc-301558)
* Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, 1610374)
"  primery
o GAPDH (Sigma Aldrich)
forward primer: 5'-GAAGGAAATGAATGGGCAGC-3’
reverse primer: 5'-TCTAGGAAAAGCATCACCCG-3’
o CYPI1A1 (Sigma Aldrich)
forward primer: 5'-GGAAGTGTATCGGTGAGACC-3’
reverse primer: 5 -CATAGATGGGGGTCATGTCC-3’
o CDKNIA (Sigma Aldrich)
forward primer: 5'-ACTGTCTTGTACCCTTGTGC-3’
reverse primer: 5'-CCTCTTGGAGAAGATCAGCC-3’
o CDKN2A
Sequence Detection Primer (ThermoFisher Scientific, 4304972)
" proby
o GAPDH (Sigma Aldrich, HA16156483-002)
5-[6FAM]ACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA]-3’
o CYPIAI (Sigma Aldrich, HA17151515-002)
5 -[6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA]-3’
o CDKNIA (Sigma Aldrich, HA17017231-002)
5-[6(FAM]AACGGCGGCAGACCAGCATGACAGA[OQA]-3’
o CDKN2A
TagMan™ MGB Probe (ThermoFisher Scientific, 4316034)
* protilatky
o primarni protilatka B-aktin — mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-47778)
o primarni protilatka AhR — mouse monoclonal (Santa Cruz, sc-133088)
o primarni protilatka CYP1A1 — rabbit polyclonal (Santa Cruz, sc-393979)

o sekundarni protilatka rabbit anti-mouse (Santa Cruz, sc-358914)

16



o sekundarni protilatka mouse anti-rabbit (Santa Cruz, sc-2357)
pufr pro délici gel — 1,5 M Tris-HCI pufr; pH 8,8 (Bio-Rad, 161-0798)
pufr pro zaostfovaci gel — 0,5 M Tris-HCI puft; pH 6,8 (Bio-Rad, 161-0799)
random primers 6 (New England BioLabs, S1230S)
reak¢ni pufr M-MuLV 10x (New England BioLabs, B0253S)
RNase free water (Sigma Aldrich, W4502)
RPMI-1640 médium s 25mM HEPES (Sigma Aldrich, R5886)
suSené mléko (Laktino)
S-Carvone (Santa Cruz, sc-239480)
TagMan™ Fast Advanced Master Mix 2x (ThermoFisher Scientific, 4444557)
TagMan™ Gene Expression Assay 20x — obsahuje smés ,,pre-formulated assay*
(1 préba a 2 primery) (ThermoFisher Scientific, 4331182)
TBS pufr, 20x koncentrovany (ThermoFisher Scientific, 28358)
tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma Aldrich, T9281)
transferovy pufr Tris-glycinovy, 10x koncentrovany (Bio-Rad, 161-0771)
TriReagent® (Molecular Research Center, Inc., TR 118)
Triton X-100 (Sigma Aldrich, T9284)
Tween 20 (Sigma Aldrich, P1379)
trypanova modf: 0,4% roztok v PBS (Sigma Aldrich, T6146)
trypsin: 0,25% roztok v EDTA (Sigma Aldrich, T4049)
WesternSure®Pen (Li-Cor, 926-91000)

4.3 Laboratorni pomucky

6jamkova kultivacni desticka (TPP)

96jamkova kultivacni desticka (TPP)

96jamkova desticka pro PCR (Roche)

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

bunicina (Tork)

Biirkerova komurka (Assistent)

davkovaci automaticka pipeta Xstream (Eppendorf)

filtraCni papir pro western blotting (BioRad)

hiebinek pro elektroforézu (Biorad)

kultivaéni lahve - 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (TPP)
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kryci sklicko (Menzel Gléser)

lihovy kahan

multikanalové pipeta 20 - 200ul (Eppendorf)

nitrilové rukavice (NitriSense)

papirovéa krabicka na vzorky do -80 °C (Biologix)

parafilm

PCR folie (Roche)

pipetor Fastpette plus (Labnet)

Petriho miska (TPP)

plastové mikrozkumavky: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (BIOplastics)
plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky (TPP)

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

plastové Spicky s filtrem 100-1000 pl (Eppendorf)

plastové zkumavky - 15 ml, 50 ml (TPP)

polyvinylidenefluoridova (PVDF) membrana Immobilon-P (Millipore)
sérologické pipety: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP)

Skrabka na butiky (TPP)

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

4.4 Pristroje

analytické vahy ACJ 120-4 M (Kern)

aparatura pro western blotting Trans-Blot SD Cell (BioRad)
centrifuga 5415 R (Eppendorf)

centrifuga 5810 R (Eppendorf)

centrifuga Combi-Sin FVL-2400 (Biosan)

elektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
hlubokomrazici box MDF-US53V (Sanyo)

chladnicka s mrazicim boxem (Whirlpool)

inkubator CO2 NB-203XL (N-Biotek)

kyvacka MR-12 (Biosan)

laminarni box Labculture (ESCO)

Li-COR C-DiGitTM blot scanner (Li-Cor Biosciences)

mikrocentrifuga (Spectrafuge)
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* mikroskop NIB-100 (Novel Optics)

* minikyvacka MR-1 (Biosan)

* odsavacka Flask-Trap 1 (Biosan)

» program LightCycler 480 SW 1.5 (Roche)

* gPCR termocykler LightCycler 480 II (Roche)

* sonikacni lazenn Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic)
» spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)

* spektrofotometr NanoDrop Lite (Thermo Fisher)

» svarecka folii (Eta)

* termoblok Genius Dry Bath Incubator Md-02n (Major Science)
= tfepaCka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)

* vodni lazen LCB11D (Daihan LabTech)

* vortex Reax top (Heidolph)

= vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

* zdroj napéti EnduroTM 300V (Labnet)

4.5 Experimentalni metody
4.5.1 Rozmrazeni bunécné linie

Bunécné linie uchované v kryozkumavkach ve smési FBS a DMSO byly preneseny z mraziciho
boxu (-80°C) do vodni lazné (predem zahtaté na 37°C) na 2 min. Po rozmrazeni bunék byly
kryozkumavky umistény do laminarniho boxu. K bunécné suspenzi byl pfidan 1 ml
kultivacniho média, veskery obsah byl propipetovan a pienesen do ptipravené kultivacni lahve
(velikost 25 cm?) obsahujici 5 ml média. Kultivaéni lahev s bun&&nou suspenzi byla poté
umisténa do inkubatoru, kde byly udrzovany konstantni podminky: teplota 37°C, 5% CO»
a 95% vlhkost. Nasledujici den bylo piivodni médium nahrazeno Cerstvym z divodu odstranéni
odumfelych a neusazenych bun¢k. V dalSich dnech byly buiky pasazovany a pieneseny

do kultivacéni lahve o vétSim obsahu.

Pro kultivaci bylo pouzito komeréni kultivaéni médium RPMI-1640 s 25mM HEPES,
ke terému bylo pfidano 50 ml fetdlniho bovinniho séra, 5 ml L-glutaminu, 5 ml roztoku
neesencialnich aminokyselin a 5 ml smési penicilinu a streptomycinu.

4.5.2 Pasazovani bunék

Pasazovani se provadi k redukci bunék rostoucich v kultivacnich lahvich a z divodu vycCerpani

zivin v kultivaénim médiu. Je tak zajisténo, ze buriky netvofi shluky a zdstavaji pouze v jedné
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vrstvé na dné kultivacni lahve. Obé pouzité bunécné linie byly pasazovany kazdé 3-4 dny.

Pted kazdou pasazi byla pod mikroskopem zhodnocena mira jejich konfluence.

Ve vodni lazni bylo zahtato na 37 °C kultivacni médium, které je uchovavano v chladnicce,
a pii pokojové teploté byl rozmrazen roztok trypsinu, ktery je uchovavan v mrazicim boxu pfi
teploté -20 °C. Nasledné byly médium, roztok trypsinu a PBS, které je uchovavané pti pokojové
teploté, preneseny do laminarniho boxu a pomoci lihového kahanu byly ozehnuty hrdla lahvi.
Po preneseni kultiva¢ni 1ahve z inkubatoru do laminarniho boxu bylo pomoci odsavacky staré
kultivaéni médium odsato. Adherované buriky na povrchu lahve byly promyty 10 ml PBS,
roztok byl nasledné¢ pomoci odsavacky odstranén. K buiikdm byly pfidany 2 ml trypsinu
a kultivacni lahev byla vracena zpatky do inkubatoru dokud nedoslo k uvolnéni bunék ode dna
lahve (3-8 min). Po pfeneseni kultivaéni lahve zpét do laminarniho boxu bylo k buiikdm ptfidano
13 ml kultivatniho média a pomoci sérologické pipety byly buiiky resuspendovany, aby se
vytvorila homogenni suspenze v celém objemu. Bunécna suspenze byla pienesena do 50ml
zkumavky. Do 0,5ml mikrozkumavky bylo odebrano 20 pl této suspenze pro nasledujici
stanoveni koncentrace bunék. Z bunécné suspenze byl odebran 1 ml zpét do kultivacni lahve
a po pridani 29 ml kultivacniho média byla kultivacni lahev pfenesena zpatky do inkubatoru.

Kultivacni lahev byla vyuzivana po dobu tfi pasazi, poté byla vyménéna za novou.

4.5.3 Stanoveni koncentrace bunék a vyseti na 6jamkovou kultiva¢ni

desti¢ku

Pro spravny prubéh experimentil je nutné pracovat se stejnym obsahem buné€k, proto bylo
mnozstvi bunék stanoveno pomoci Biirkerovy komurky pod mikroskopem. Mimo sterilni
laminarni box bylo do 0,5ml mikrozkumavky s 20 ul bunééné suspenze ptidano 80 ul roztoku
trypanové modii. Na Biirkerovu komurku bylo naneseno piiblizné¢ 10 pl propipetovaného
roztoku a pomoci mikroskopu byl pfi zvétSeni 100x spocitan pocet zivych bunek. Pocet bunek
byl spocitan v péti Ctvercich komurky. Nasledné byl aritmeticky pramér téchto hodnot
prepocitan na mnozstvi bunék v 1 ml suspenze.

Buiiky byly vysety na 6jamkové desticky tak, aby v kazdé jamce byly 2 ml nafedéné bunécné
suspenze kultivaénim médiem. V téchto 2 ml byl pfiblizn€ 1 milion bun¢k. Nafedéna bunécna

suspenze byla rozpipetovana do jamek a desticky byly vlozeny do inkubatoru do dalsiho dne,

aby doslo k adhezi bunék.
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4.5.4 Inkubace bunék s testovanymi latkami

Dalsi den byly k buitkkam pfidany testované latky. Koncentrace latek byly 1000x nafedény
ze zasobnich roztokli. Schéma rozvrzeni s jednotlivymi koncentracemi testovanych latek je
znazornén na obrazku ¢. 3. Nasledujici uvedené objemy latek jsou pro pouziti do Ctyt

6jamkovych desticek.

S-carv. Met-carv.
1000 pM 1000 uM

Obrazek ¢. 3: Schéma pipetovani testovanych sloucenin do 6jamkové desticky (UT - negativni
kontrola, TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin, FICZ - 6-formylindolo|3,2-b]carbazole, MNF -
3-methoxy-4-nitroflavone, S-carv. — S-carvone, Met-carv. — methyl-carvone)

Do 15ml zkumavek bylo pfidano 8 ml kultivacniho média a 8 ul latky. Jako negativni kontrola
slouzilo kultivaéni médium, ke kterému bylo pfidano 8 ul DMSO a 8 ul 99,8% ethanolu. Tyto
latky slouzi jako rozpoustédla vSech testovanych latek. Aby bylo mozné zanedbat potencialni
vliv téchto rozpoustédel, byly rozpoustédla pfidany tak, aby ve vSech roztocich byly obé
rozpoustédla (pro DMSO je rozpoustédlo TCDD, proto k roztoku kultivacniho média a TCDD
bylo napipetovano 8 ul 99,8% ethanolu).

Odsavackou bylo z desticek odstranéno puvodni médium a do jamek byly postupné naneseny
2 ml jednotlivych roztokl. Desticky byly vlozeny do inkubatoru na 24 h. Po 24 h byl u dvou
destiCek odsat roztok meédia s latkami a k jamkam byly pfidany 2 ml Cerstvého kultivacniho
média. Desticky byly vraceny do inkubatoru na dalSich 72 h. Poté se postupovalo stejné jako
udaldich dvou desticek. Casové rozvrzeni experimentu je schematicky znazornéno

na obrazku ¢. 4.
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Obrazek ¢. 4: Casové rozvrzeni experimentu

4.5.5 1Izolace proteinu a stanoveni jejich koncentrace

Po 24 h, respektive 72 h inkubaci byly desti¢ky odebrany z inkubatoru a ptivodni médium bylo
vyklepnuto do vylevky. Jamky byly promyty vychlazenym PBS, ktery byl poté také vyklepnut.
Do jamek byl ptidan 1 ml vychlazeného PBS a pomoci skrabky byly buiiky oddéleny ode dna
jamek a preneseny do pfipravenych 1,5ml mikrozkumavek. Zkumavky byly zcentrifugovany 2
min pii 4000 rpm. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k peletu bylo pfidano 120 pl
lyza¢niho pufru s inhibitory fosfataz a protedz. Vzorky byly zvortexovany, 30 s sonikovany
a ponechany 10 min na ledu. Zkumavky byly zcentrifugovany 15 min pii 13200 rpm a pfi

teploté 4 °C. Supernatant s izolovanymi proteiny byl prenesen do Cistych zkumavek.

Pomoci Bradfordovy metody byla stanovena koncentrace izolovanych proteind. Do 0,5ml
mikrozkumavek byly vzorky nafedény 5x deionizovanou vodou. Vzorky byly méfeny
v duplikatech na 96jamkové desti¢ce. Pro pfipravu kalibracni kiivky byla vyuzita PCR voda
a roztoky BSA v koncentracich 0,2 a 0,4 mg.ml™. Do jamek desti¢ky bylo napipetovano 10 pl
vzorku a 100 pl Bradfordova ¢inidla. Pomoci spektrofotometru byla zméfena absorbance
jednotlivych vzorkt pfi vinové délce 595 nm. Nasledné byla stanovena kalibracni kiivka

a koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich.

4.5.6 SDS-PAGE

Pro spravné provedeni SDS-PAGE bylo nutné pfipravit vzorky, které budou v objemu 20 ul
obsahovat 30 pg proteini. Béhem pftipravy byly vzorky uchovavany na ledu. Vzorky byly
nafedény deionizovanou vodou do novych 0,5ml mikrozkumavek. Pro vizualizaci v gelu bylo

ke vSem vzorkim pfidano 20 pl 2x LB pufru. Pfipravené smeési byly zvortexovany,
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zcentrifugovany a 5 min denaturovany v termobloku pfi teploté 95 °C. Po denaturaci byly smési

thned vraceny na led.

Pred pripravou akrylamidového gelu bylo nutné podlozni a kryci skla ocistit ethanolem
a zkontrolovat, zda ve stojanku neprotékaji. Podle tabulky €. 1 byl pfipraven 10% separacni gel,
ktery byl prevrstven 400 ul isopropanolu. Jakmile do§lo ke ztuhnuti separa¢niho gel, tak byl
isopropanol odstranén. Na separa¢ni gel byl nanesen 10% zaostfovaci gel. Slozeni 10%
zaostifovaciho gelu je uvedena také v tabulce ¢.1. Okamzité po naneseni zaostfovaciho gelu byl
do n¢j vlozen hiebinek pro vytvoreni jamek, do kterych se budou nanaset vzorky. Po ztuhnuti
byl gel prenesen ze stojanku do elektroforetické komurky. Komurka byla naplnéna migra¢nim
pufrem a z gelu byl opatrné¢ vyjmut hiebinek. Do prvni jamky byly napipetovany 2 ul markeru
molekulové hmotnosti, do dalSich jamek byly naneseny pripravené vzorky. Elektroforeticka
komurka byla uzaviena a po pripojeni ke zdroji napéti byl nastaven konstantni proud 30 mA
nal gel. Elektroforetickd separace probihala tak dlouho, dokud separované wvzorky

nedoputovaly do vzdalenosti 2 cm pied koncem gelu.

Tabulka €. 1: Slozeni chemikalii k pripravé déliciho a zaostrovaciho gelu

10% délici gel

slozka gelu objem
40% sm¢s akrylamidu a bisakrylamidu 2,5 ml
deionizovana voda 4,9 ml
pufr pro délici gel 2,5 ml
10% SDS 100 ul
APS 100 ul
TEMED 10 pl

10% zaostrovaci gel

slozka gelu objem
40% sm¢s akrylamidu a bisakrylamidu 0,40 ml
deionizovana voda 2,56 ml
pufr pro zaostfovaci gel 1,00 ml
10% SDS 40 ul
APS 30 wl
TEMED 4l

4.5.7 Western blotting

PVDF membrana byla hydratovana 2 min v methanolu, promyta 2x po 5 min v deionizované
vodé a poté byla prenesena do transferového pufru. Po skonceni elektroforetické separace byl
také gel umistén do transferového pufru. Byla sestavena blotovaci aparatura (semi-dry).

Skladalo se v poradi od spodu: 2x filtracni papir namoceny v transferovém pufru,
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PVDF membrana, gel, 2x filtra¢ni papir namoceny v transferovém pufru. Kazda vrstva byla
dikladné uhlazena, aby nevznikaly bubliny. Aparatura byla uzaviena a zapojena
do elektrického zdroje. Byl nastaven konstantni proud 300 mA a maximalni napéti 23 V. Doba

pfenosu proteint z gelu na membranu trvala 1,5 h.

Po dokonceni pfenosu byla aparatura vypojena z elektrického zdroje a rozebrana. Membrana
s pfenesenymi proteiny byla oplachnuta 2x po 5 min v deionizované vodé a poté byla obarvena
po dobu 5 min pomoci Ponceau S. Rouge. Po obarveni byla membrana oplachnuta
v deionizované vodé pro odstranéni prebytecného barviva. Membrana byla vysuSena a podle

potieby k detekci jednotlivych proteind byla roziezana na mensi Casti dle velikosti proteint.
4.5.8 Detekce proteinu

Po nafezani byla membrany rehydratovany v methanolu, promyty v deionizované vodé
a preneseny do roztoku TBS/Tween. Byl ptipraven 5% roztok mléka v TBS/Tween, ve kterém
byla nasledné membrany inkubovany na kyvacce po dobu 1 h. Byl piipraven 5% roztok BSA
v TBS/Tween, do kterého byly pfidany primarni protilatky (pro AhR a CYP1A1 fedéni 1:500,
pro B-actin fedéni 1:2000). V téchto roztocich s jednotlivymi protilatkami byly inkubovany
prislusné membrany ptes noc na kyvacce pfi teploté 4 °C. Nasledujici den byly membrany
promyty 3x po 5 min v roztoku TBS/Tween. Byl pfipraven 2,5% roztok mléka v TBS/Tween,
do kterého byly pfidany sekundarni protilatky (pro AhR a B-actin fedéni 1:2000, pro CYP1A1
fedéni 1:4000). V té€chto roztocich s jednotlivymi protilatkami byly inkubovany pfislusné
membrany 45 minut na kyvacce pfi laboratorni teplot€. Membrany byly promyty 3x po 5 min
v roztoku TBS/Tween. Byl pfipraven chemiluminiscencni substrat pro detekci. Membrana byla
se substratem inkubovana 5 min. Pomoci LI-COR skeneru byl méfen chemiluminiscencni
substrat. Pfitomnost signali byla vzajemné porovnana mezi obéma bunéCnymi liniemi

a jednotlivymi testovanymi latkami.

4.5.9 Izolace RNA

Izolace RNA probéhla po 24 h a 72 h inkubaci desticek pomoci TRI Reagent. Piivodni médium
bylo z jamek odstranéno. Jamky byly promyty 1 ml vychlazeného PBS. Do jamek byl pfidan
1 ml TRI Reagent. Pomoci Skrabky byly adherované buriky uvolnény ode dna jamek, vytvofena
suspenze byla pfenesena do 1,5ml zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 200 pl
chloroformu. Uzaviené mikrozkumavky byly protfepany po dobu 1 min, poté byly inkubovany
pfi laboratorni teplot¢ po dobu 10 min. Po inkubaci byly mikrozkumavky zcentrifugovany

15 min pfi 13000 rpm a teploté 4 °C. Horni vodni faze, ve které se nachéazela rozpusténa RNA,

24



byla nasledné prenesena do novych 1,5ml mikrozkumavek (cca 450 pl). K jednotlivym
vzorkim bylo napipetovano 500 pul isopropanolu, mikrozkumavky byly zvortexovany
a inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany po dobu
13 min pii 13000 rpm a teploté 4 °C. Po centrifugaci se na dné¢ mikrozkumavek vytvoril
viditelny pelet RNA. Supernatant byl opatrné slit a pelet byl promyt 1 ml vychlazeného 75%
ethanolu. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany po dobu 5 min pii 13000 rpm a teplote 4 °C.
Supernatant byl opét odstranén a pelet se nechal vysusit pii laboratorni teploté (3-5 min).
K vysusenému peletu bylo pfidano 50 pl RNase free water a mikrozkumavky byly inkubovany
v termobloku pfi teploté 65 °C po dobu 5 min. Thned po inkubaci byly mikrozkumavky
preneseny na led. Obsah v mikrozkumavkach byl propipetovan. Byla zmétfena koncentrace
RNA jednotlivych vzorkli pomoci spektrofotometru NanoDrop. Nejprve bylo nutné eliminovat
pozadi, proto byla zméfena koncentrace 2 pul RNase free water (blank). Poté byly zméfeny

koncentrace 2 pl jednotlivych vzorkli. Po zméfeni byly vzorky uchovany pii teploté -80 °C.

4.5.10 Reverzni transkripce

Na zakladé naméfenych koncentracich na spektrofotometru byly jednotlivé vzorky RNA
ptipraveny fedénim PCR vodou tak, aby 5 pl roztoku obsahoval 1000 ng RNA. K nafedénym
vzorkim bylo pfidan 1 pl roztoku random primert. Mikrozkumavky byly inkubovany
na termobloku pfi 65 °C po dobu 5 min, nasledné byly ihned pfeneseny na led. Mikrozkumavky
byly kratce zcentrifugovany. Byla pfipravena reakéni smes, slozeni této smeési je uvedeno
v tabulce €. 2. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 6 pl reakéni smési. Mikrozkumavky byly kratce
zcentrifugovany, inkubovany 1 h vtermobloku pfi teploté 42 °C a poté inkubovany
v termobloku 10 min pfi teploté€ 65 °C. Po skonceni inkubace byly mikrozkumavky ochlazeny

2 min na ledu. Ziskana cDNA byla 5x natfedéna (ke 12 ul cDNA bylo ptfidano 48 pl PCR vody).

Tabulka €. 2: Slozeni reakéni smési pro reverzni transkripci

slozka reak¢ni smési objem [ul]
M-MuLV - reverzni transkriptaza 0,6
inhibitor Rnaz 0,3
smés dNTPs 0,6
reakéni pufr (10x koncentrovany) 1,2
deionizovana voda 3.3
celkem 6,0

25



4.5.11 qRT-PCR
V ramci této bakalafské prace byla detekovana exprese geni CDKN1A, CDKN2A, CYP1A1
a housekeeping genu GAPDH. Exprese geni CDKNI1A, CYP1A1 a GAPDH byla sledovana
za pouziti KiCqStart Probe Assays mixu. Smés primert byla pfipravena smichanim 10 pl
forward primeru, 10 pl reverse primeru a doplnénim 80 pl PCR vody. Reakcni smés byla
ptipravena dle tabulky ¢. 3. Do 96jamkové desticky pro PCR, ktera byla umisténa na led, bylo
postupné napipetovano 3 x 2 ul cDNA, takze kazdy vzorek mél svuj triplikat. Poté do jamek
bylo pridano 8 pl reakcni smési. 96jamkova desticka byla prekryta folii a centrifugovana 3 min
pii 1500 rpm. Nasledné byla desticka prenesena do pristroje Light Cycler a podle tabulky ¢. 4
byl nastaven profil pribéhu PCR reakce. Po ukonceni PCR reakce byla provedena analyza

naméfenych dat.

Tabulka €. 3: Slozeni reakéni smési pro qRT-PCR

slozka reak¢ni smési objem [ul]
KiCqgStart Probe gPCR ReadyMix 5,0
sm¢s forward a reverse primera 0,3
proba 0,2
PCR voda 2,5
celkem 8,0

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

cyklus teplota [°C] cas pocet cyklu
preinkubace 95 10 min 1
95 10s
amplifikace 45
60 30s
chlazeni 40 30s 1

Exprese genu CDKN2A byla sledovana za pouziti TagMan Fast Advanced mixu, kdy dle
tabulky €. 5 byla pfipravena reak¢ni smés. 96jamkova desticka pro PCR byla umisténa na led.
Meéfeni jednotlivych vzorkd probihalo v triplikatech. Do jamek bylo postupné napipetovano
2 ul cDNA, poté do jamek bylo pfidano 9 pl reakéni smési. 96jamkova desticka byla piekryta

folii a centrifugovana 3 min pfi 1500 rpm. Nasledné byla destiCka prenesena do piistroje
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LightCycler a podle tabulky ¢. 6 byl nastaven profil pribéhu PCR reakce. Po ukonceni PCR

reakce byla provedena analyza namétenych dat.

Tabulka ¢. S: Slozeni reakcéni smési pro TagMan qRT-PCR

slozka reak¢ni smési objem [ul]
TagMan Fast Advanced Master Mix (2x) 5,0
TagMan Assay (20x) 0,5
PCR voda 3,5
celkem 9,0

Tabulka & 6: Casovy profil pribéhu TagMan qRT-PCR reakce

cyklus teplota [°C] cas pocet cyklu
preinkubace 95 20s 1
95 3s
amplifikace 40
60 30s
chlazeni 40 30 1

Vysledkem analyzy bylo Ciselné vyjadieni Ct hodnot pro jednotlivé vzorky v triplikatech,
jejichz prumér byl nasledné vyhodnocen pomoci delta-delta Ct metody. Jedna se o relativni
kvantifikaci qPCR, kdy byly pfes priméry Ct hodnot referen¢niho genu (GAPDH) porovnany
pruméry Ct hodnot sledovanych geni (CYP1A1, CDKNI1A a CDKN2A) pro konkrétni vzorek
s testovanou latkou a negativni kontrolu (UT). Vysledkem byla ¢iselnd hodnota vyjadiujici
kolikrat byla ve vzorku zvySena exprese sledovaného genu v porovnani s expresi v negativni

kontrole.
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5 VYSLEDKY

5.1 Exprese AhR na tirovni RNA a proteinu

Pro experiment byly zvoleny dva typy adherentni bunécné linie HT29 odvozené od lidského
kolorektalniho adenokarcinomu. Prvni bunééna linie predstavovala linii ,,wild type®, ve druhé
bunécné linii byl nefunkéni aryluhlovodikovy receptor. Tento fakt, ze v knockoutované linii
HT29, neni funkcni AhR, bylo potfeba nejprve potvrdit. Buiiky byly ve tfech opakovanich
vystaveny pusobeni latkam, které jsou agonisty (TCDD, FICZ) a antagonisty (MNF, carvone,
methylcarvone) pro AhR po dobu 24 h. Po 24h inkubaci byla ¢ast vzorkt inkubovana dalSich
72 h v cistém kultivaénim médiu. Nasledné byla pomoci qRT-PCR u genu AhR stanovena
exprese na urovni RNA. Jednotlivé Ct hodnoty AhR transkriptu jsou souhrnné zaznamenany
v tabulce €. 7. Jelikoz byl detekovan AhR transkript i u knockoutované bunécné linie (HT29-
AhR KO), bylo nutné pomoci western blot analyzy ovéfit, ze v bunétné linii neni vibec
ptitomen AhR protein (Obrazek ¢. 5). Vysledky presvédCivé prokazaly, ze i pres pomérne
vysokou hladinu AhR transkriptu, v butikach HT29-AhR KO neni AhR protein pfitomen. Bylo
tak mozné pokracovat v dalSich analyzach. U WT linie u latky FICZ je mozné vidét, ze po 24 h
doslo k downregulaci AhR, coz prekvapivé nebylo pozorovatelné pro TCDD. Ostatni latky,

které byly charakterizovany jako AhR antagonisté, pouze mirné snizily hladinu AhR proteinu.

Tabulka ¢. 7: Namérené Ct hodnoty RT q-PCR analyzy genu AhR pro jednotlivé vzorky
bunécné linie HT29-WT a HT29-AhR KO

Délka inkubace 24h 72h
Bun. linie Typ vzorku Ct hodnoty
Negativni kontrola (UT — untreated) 21,52 22,26
TCDD [10 nM] 21,64 22,71
HT99-WT FICZ [1 uM] 22,01 22,13
MNF [5 uM] 21,66 21,61
Carvone [1000 uM] 23,04 22,29
Methyl-carvone [1000 uM] 22,02 22,07
Negativni kontrola (UT — untreated) 24,15 23,87
TCDD [10 nM] 23,47 23,69
HT29-AhR FICZ [1 uM] 24,39 24,33
KO MNF [5 uM] 23,73 23,81
Carvone [1000 uM] 24,00 23,76
Methyl-carvone [1000 uM] 24,86 25,13
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Obrazek ¢. 5: Reprezentativni western blot detekce proteintit AhR a B-aktin. Obrazek predstavuje
vysledky detekce proteinovych produkti AhR (97 kDa) a B-aktin (43 kDa). Detekce proteint probéhla
po vystaveni bunéénych linii HT29 - | wild type® (HT29-WT) a HT29 - | AhR knockout™ (HT29-AhR
KO) ptsobeni agonistu a antagonisti AhR po dobu 24 h, pismeno A znadi detekcei, ktera probéhla po
pusobeni latek, pismeno B znaci detekcei, u které byly buriky, u kterych doslo po 24 h ptsobeni latek
k vymén¢ inkubacniho média za Cerstvé a buriky byly dale inkubovany 72 h v kultivaénim meédiu
RPMI-1640. Jako negativni kontrola (UT) bylo pouzito kultivacni médium RPMI-1640. Zobrazen je
reprezentativni blot ze tfi nezavislych experimenta.

5.2 Exprese genu CDKN1A a CDKN2A na arovni RNA v bunécnych linii HT29-WT
a HT29-AhR KO

V dalsi Casti experimentu byly porovnavany exprese senescencnich gentu (CDKNIA
a CDKN2A) na urovni RNA. Byla provedena qRT-PCR analyza tfi na sob& nezavislych
experimentd. Tato analyza byla zaméfena na vzorky, u kterych nebyla pouZita zadna testovana
latka, porovnavaly se pouze negativni kontroly (UT). Mira exprese genit CDKN1A a CDKN2A
zjisténé pomoci qRT-PCR analyzy jednotlivych experimentd byly zprimérovany a souhrnné
znazornény v grafu €. 1. Pfi srovnani obou bunéénych linii je patrné, ze exprese genu CDKN2A
je vysSsi u linie s knockoutovanym AhR nez u ,wild type“ linie. Tento vysledek je
pozorovatelny, jak u vysledkt 24h inkubace, tak i u vysledki 72h inkubace v Cistém
kultivaénim médiu. Pro expresi genu CDKNIA plati, ze jeho hladina se neliSila mezi WT
a AhR-KO liniemi, dokonce tu byl nesignifikantni pokles po 72h inkubaci s Cistym médiem
Z téchto vysledka lze konstatovat, ze pro gen CDKN2A byl zaznamenan stejny vysledek
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jako ve studii, kterou provedli Nacarino-Palma ef al. (2022), pti kterém byla zjiSténa vyssi

exprese obou téchto senescen¢nich gent ve fibroblastech mysi, u kterych byl nefunkéni AhR.

Exprese CDKN1A a CDKN2A na drovni mRNA

1,79
1,00 ’
2,0 1 1,14
1,00 1,40
[
= 1,5 - 1,00
8 1,00
g
£ 1,0 - 0,52
=
=
g
% 0,5 - i
it
0,0 T T T T T T T T T
WT24h AhRKO WT72h AhRKO WT24h AhRKO WT72h AhRKO
24 h 72h 24 h 72h
CDKNI1A CDKN2A

Graf ¢. 1: Exprese CDKNIA a CDKN2A na urovni mRNA pro vzorky negativni kontroly (UT)
u bunéénych linii HT29-WT (WT) a HT29-AhR KO (AhR KO) po 24h s navazujici inkubaci dalSich 72 h
s Cerstvym kultivacnim médiem. Vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu
GAPDH, hodnoty zna¢i miru exprese vaci negativni kontrole oznac¢ené jako WT. Jedna se o zprimérované
vysledky tfi nezavislych experimenti

5.3 Vliv agonisti a antagonisti AhR na expresi genu CYP1A1l, CDKNIA
a CDKN2A na drovni RNA

Testované latky byly k bunécnym liniim HT29-WT a HT29-AhR KO pridany na 24 h. Nasledné
byla cast vzorkt inkubovana dalSich 72 h v ¢istém kultivacnim médiu. Timto zpisobem byly

provedeny tii nezavislé experimenty. Nasledné byla provedena RT q-PCR analyza experimentu.

Prvnim sledovanym genem byl CYP1AI, jehoz exprese znaci aktivaci AhR signalni drahy
(Graf €. 2 a 3). Jak TCDD, tak FICZ indukovaly CYP1A1 mRNA za 24 h, zatimco antagonisté
indukovaly velmi slabé v HT29-WT linii. Oproti tomu, v HT29-AhR KO, indukce CYP1A1
nebyla vibec pfitomna. Po 72 h inkubaci v Cistém kultivatnim médiu bez testovanych latek
byla exprese CYP1A1l mRNA jesté vyss$i nez za 24 h a to jak pro TCDD, tak i pro FICZ,
coz vzhledem k jeho metabolické labilité bylo prekvapujici (Graf ¢.3). Takto vysoké hodnoty
exprese nebyly zaznamenany v bunécné linii HT29-AhR KO, jelikoz neni pfitomen funkcni
protein AhR Slaba indukce CYP1A1 nicmén€ naznacuje jiné mechanismy pusobeni nez skrze

AhR (napf. ovlivnéni jinymi receptory).
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Graf ¢. 2: Exprese CYP1A1 na urovni mRNA u bunéénych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH,
hodnoty zna¢i miru exprese vacéi negativni kontrole (UT), jedna se o zprimérované vysledky tfi
nezavislych experimenti
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Graf ¢. 3: Exprese CYP1A1 na urovni mRNA u bunécnych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vzorky byly nasledné inkubovany dalSich 72 h s Cistym kultivacnim
meédiem, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH, hodnoty znaci
miru exprese viuci negativni kontrole (UT), jedna se o zprumérované vysledky tfi nezavislych
experimentu

Dale byla provedena analyza exprese senescencnich gend. Prvnim sledovanym genem byl
CDKNI1A, ktery koduje protein p21 (Graf ¢. 4 a 5). Prekvapivym vysledkem analyzy vzorka
bunécné linie HT29-WT byla indukce exprese genu CDKN1A agonisty, predpokladalo se totiz,
ze k indukci nedojde a bude zaznamenana niz§i exprese ve vzorcich agonistickych latek nez
u latek antagonistickych. Pfi analyze bunécné linie HT29-AhR KO se ofekavalo, ze antagonisté
expresi tohoto genu nijak neovlivni (pfipadné zesili efekt skrze n€jaky ,,off-target™) a bude tedy

zaznamenana zvySena exprese ve vzorcich s agonisty. Z graft 1ze vSak vycist, ze tato teorie,
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kterou wvznesli Nacarino-Palma ef al. (2022) béhem své studie senescen¢nich genu
ve fibroblastech mysi, nebyla potvrzena. Tfi dny po odstranéni média a snahy indukovat
markery senescence, nebyl nalezen viditelny rozdil mezi WT a AHR-KO linii, a nebyl zde

patrny rozdil mezi ligandy charakterizovanymi jako agonisté ¢i antagonisté AhR (Graf €. 5).
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Graf ¢. 4: Exprese CDKNI1A na urovni mRNA u bunécénych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH,
hodnoty zna¢i miru exprese vuci negativni kontrole (UT), jedna se o zpriumérované vysledky tii
nezavislych experimenti
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Graf ¢. S: Exprese CDKN1A na urovni mRNA u bunéénych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vzorky byly nasledné¢ inkubovany dalSich 72 h s Cistym kultivacnim
meédiem, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH, hodnoty znaéi miru
exprese vuci negativni kontrole (UT), jedna se o zprumérované vysledky tfi nezavislych experimentu.
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Dal§im sledovanym genem byl CDKN2A, ktery koduje protein p16 (Graf €. 6 a 7). Jelikoz se
také jedna o senescencni gen, oCekavaly se obdobné vysledky jako pti detekce genu CDKN1A.
Nicméné 1 v tomto piipadé o¢ekavana teze nebyla potvrzena. V obou testovanych linii, jak pfi
24h inkubaci, tak 1 nasledné 72h inkubaci, nebyla v zadném pfipadé zaznamenana indukce

tohoto senescentniho markeru, ktera by odpovidala mite aktivity AhR.
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Graf ¢. 6: Exprese CDKN2A na trovni mRNA u bunéénych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH,
hodnoty zna¢i miru exprese vaci negativni kontrole (UT), jedna se o zpramérované vysledky tfi
nezavislych experimentil.
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Graf ¢. 7: Exprese CDKN2A na trovni mRNA u bunéénych linii HT29-WT a HT29-AhR KO po 24h
pusobeni testovanych latek, vzorky byly nasledné¢ inkubovany dalSich 72 h s ¢istym kultivaénim
médiem, vysledky byly normalizovany podle exprese housekeeping genu GAPDH, hodnoty znac¢i miru
exprese vuci negativni kontrole (UT), jedna se o zpraimérované vysledky tfi nezavislych experimentt.
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Jelikoz nebyla zaznamendna souvislost mezi typem Cinitele (agonista vs. antagonista AhR)
a mirou exprese geni CDKN1A a CDKN2A, lze konstatovat, ze expresi t€chto senescencnich
gentt v lidskych nadorovych stfevnich burikach aktivace aryluhlovodikového receptoru
pravdépodobné neovliviiyje stejnym zpusobem, jak to bylo popsano v piipadé studie Nacarino-

Palma et al. (2022) v mysSich fibroblastech.
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6 DISKUSE

Tato bakalaiska prace zkouma vliv agonistd nebo antagonistd aryluhlovodikového receptoru
na expresi senescencnich markert v burikach kolorektalniho adenokarcinomu. Pro experiment
byly pouzity dva typy bunécné linie HT29, aby bylo mozné srovnat vliv latek jak na buriky,
kde je AhR funkéni (HT29-WT), tak i na buiiky, u kterych byla funkce/existence proteinu AhR
potlacena (HT29-AhR KO).

Bunécné starnuti zvySuje vyskyt mnoha zivota ohrozujicich onemocnéni, vcetné
kardiovaskularnich a onkogennich chorob, které omezuji délku zivota. Stale vice studii uvadi
funkce AhR pfi bunécném starnuti (Eckers ef al., 2016; Brinkmann ef al., 2020), které maji
pozitivni nebo negativni roli v zavislosti na druhu, typu buiiky a hladiné receptoru (Mulero-
Navarro et Fernandez-Salguero, 2016; Roman ez al., 2018). Nacarino et al. (2022) uvadi
experimentalni dikaz, ze AhR je molekularnim mezistupném v signalnich drahach, které tidi
interakci mezi senescenci a buné€ném pieprogramovanim. Dale tvrdi, ze AhR by mohl slouzit
jako limitujici faktor v fizeni senescence 1 pluripotence, coz by mohlo vést k omezeni vyvoje
nadoru s narustajicim vékem, jelikoz se jim podarilo prokazat spojeni SASP a AhR, kde absence
AhR v knockoutovanych mySich embryonalnich fibroblastech a v AhR-deficientnich jatrech
my$i vyvolala zvySenou indukci p16, p21, SA-B-gal a cytokini TNFa, ¢i IL1. Proto ukolem
této bakalarské prace bylo se pokusit zopakovat indukci nékterych téchto senescencnich
markerl pomoci napodobeni (mimikry) genetické absence AhR proteinu pusobenim latek

s antagonistickou aktivitou.

Na zac¢atku studie byl pomoci metody qRT-PCR zjistén transkript AhR v bunécné linit HT29-
AhR KO, nicméné AhR protein nebyl v této linii detekovan ve srovnani s WT protéjSkem

(Obrazek ¢. 5) pomoci metody western blotu.

Pisobeni FICZ, nikoliv v§ak TCDD, dvou typickych modelovych ligandii a aktivatord AhR,
vyvolalo pokles AhR proteinu. Nedostatek downregulace AhR dioxinem je pozorovatelny
v ruznych liniich a i tento vysledek tak odrazi nejen kvantitu, ale i kvalitu ligandu, nebot rizné
studie downregulaci AhR pomoci TCDD potvrdily (Pollenz, 1996; Davarinos ef Pollenz, 1999;
Ma et Baldwin, 2000). Pfitomnost samotnych antagonistli neméla viditelny vliv na hladinu AhR

proteinu v HT29-WT linii.

Funk¢nost AhR signalni drahy pomoci ligandia jako je TCDD a FICZ byla potvrzena indukci
exprese CYP1ALl, ktery se bézné pouziva jako marker aktivity tohoto receptoru (Hankinson

etal., 1991; Rosenberg ef Leff, 1993; Komura ez al., 2001). Pozoruhodnym vysledkem analyzy
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provedené pomoci qRT-PCR bylo zaznamenani vyssi exprese CYP1A1 mRNA indukované
latkou FICZ po navazujici 72 h inkubaci v ¢istém kultivacnim médiu bez této latky nez pfi
plsobeni latky za 24 h, coz se vzhledem znamé metabolické labilité FICZ (Wincent ef al., 2009)
neocekavalo. Toto pozorovani v§ak mohlo byt pravdépodobné zptisobeno tim, ze vzorky, které
byly navic inkubovany 72 h skultivaénim médiem bud’ nebyly dostatecné promyty
od testovanych latek anebo lze predpokladat akumulaci testovanych latek uvniti bunek a tim
padem dlouhodobé;jsi stimulaci AhR a indukci CYP1A1. Slaba indukce CYP1A1 zaznamenana
v bunécné linii HT29-AhR KO naznacuje jiné mechanismy plsobeni nez skrze AhR, které by
mohly byt pfedmétem dalSich experimentt. Pouziti antagonista vyvolalo pouze mirnou indukci
CYP1A1 mRNA ve WT linii, ktera vsak nebyla, s vyjimkou methylcarvonu reprodukovana
v AhR-KO linii. Slaba indukce CYP1A1 zptsobena antagonisty mize naznaCovat, Ze se tyto
testované latky chovaji jako parcialni agonisté. Podporovalo by to tak studii Zhou ez Gasiewicz
(2003), ktera popisuje zvysenou transkripci CYP1A1 po plsobeni 3 '-methoxy-4 "-nitroflavonu
(MNF). Stanovenim detekce exprese CYP1A1 mRNA indukované TCDD a FICZ v bunécné
linii HT29-WT byla potvrzena aktivace a funkcnost signalni drahy AhR a bylo tak umoznéno
analyzovat vliv AhR na indukci senescen¢nich markert CDKN1A a CDKN2A.

Pfi experimentu, ktery pomoci qRT-PCR analyzy sledoval expresi CDKN1A, CDKN2A
a GAPDH na trovni RNA, byla zaznamenéna vyS§si exprese CDKN2A u linie HT29-AhR KO
nez u linie HT29-WT. Tento vysledek byl zaznamenan pro vzorky jak s 24 h inkubaci,
tak 1 s 72 h inkubaci. Tedy je zde konzistentni nalez ve srovnani se studii Nacarino et al. (2022).
Nicméng¢ stejny ucinek, v ramci dané studie, byl zaznamenan i pro expresi CDKNIA. V mé
praci vsak tento vysledek nebyl zaznamenan a exprese CDKN1A byla stejna ¢i nizsi ve srovnani
s WT linii za 24, respektive 72 h. Odlisnost téchto vysledkti mohla byt zptisobena tim, Ze muj
experiment byl proveden na lidskych nadorovych burikach, zatimco citovana studie vyuzivala
myS$i fibroblasty. Samotné pusobeni latek, at’ agonistd ¢i antagonistl, mélo v podstaté
srovnatelny ucinek na oba geny, bez ohledu na pfitomnost AhR. Nedostate¢né ovlivnéni

senescen¢nich markert t€émito latkami 1ze potencialné pricitat metabolismu latek.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze absence funk¢niho aryluhlovodikového receptoru v buiikach
lidského kolorektalniho karcinomu vyvolava vyssi expresi genu CDKN2A, ktery koduje
protein pl6 a je povazovan za klicovy a typictejsi marker senescence nez gen CDKNI1A, ktery
kéduje protein p21 a je povazovan predev§im za marker poSkozeni DNA s naslednym
zastavenim bunécéného cyklu (Leontieva ef Blagosklonny, 2013). Nicméné takika nulovy

dopad absence AhR na zvySenou hladinu CDKNI1A ve srovnani s WT linii naznacuje jiny
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mechanismus v ramci kolorektalniho karcinomu nez tomu bylo u mySich fibroblasti. Vzhledem
k tomu, Ze buriky rakovin maji ¢asto mutovany pS53, ktery fidi CDKNIA expresi, je mozné,
Ze tato skuteCnost muze negativné ovlivilovat indukci senescence v nadorovych liniich.
Pro potvrzeni této skutecnosti bude potieba provést dalsi studie zaméfené na detekci exprese
nejen té€chto senescencnich markert, predevsim na urovni proteint. Dale bude nutné ovéfit, zda
ke stejnym vysledkim dochazi v dalSich bunéénych linii nebo zda je to typické pouze pro

bunécénou linit HT29 odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu.
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7 ZAVER

V této bakalarské praci jsem se zabyval modulaci aktivity aryluhlovodikového receptoru
a jejim vlivem na markery senescence v burikach lidského kolorektalniho adenokarcinomu.
Nejprve byl pomoci qRT-PCR analyzy detekovan AhR transkript v bunécné linii
s knockoutovanym AhR, bylo proto nasledné potieba prokazat, ze i pres pomérné vysokou
hladinu transkriptu v bunécné linii neni pfitomen AhR protein. Pfi stejném postupu
pii analyze bunécné linie s funkénim AhR proteinem byla zaznamenana downregulace
tohoto proteinu latkou FICZ. U dalsi agonistické latky TCDD downregulace pozorovatelna
nebyla. V dalsi Casti experimentu byla pomoci qRT-PCR analyzy detekovana vyssi exprese
senescen¢niho markeru CDKN2A v bunécné linii s knockoutovanym AhR ve srovnéni
s bunécnou linii s funkénim AhR proteinem. Stejny vysledek se vSak nepodafil zaznamenat
pro senescencni marker CDKN1A. V neposledni fadé se experiment zabyval ovéfenim, zda
pouziti antagonisti AhR mize vyvolat podobny senescenci indukujici a¢inek jako knockout
AhR a porovnat ho s ucinkem typickych agonisti pomoci qRT-PCR analyzy CYP1Al,
CDKNIA a CDKN2A. Indukci CYP1A1 latkami TCDD a FICZ byla potvrzena aktivace
AhR signalni drahy v bunéné linii s funkénim AhR proteinem. Slaba indukce byla
zaznamenana pii pusobeni antagonistl, coz nasvédcuje k tomu, Ze se tyto latky chovaji jako
parcialni agonisté. V bunécné linii s knockoutovanym AhR nebyly zaznamenany vysoké
hodnoty exprese CYP1A1. Z vysledkl analyzy CDKN1A a CDKN2A neni viditelny rozdil
mezi obéma testovanymi bun&cnymi liniemi, nebyl zde patrny rozdil mezi ligandy
charakterizovanymi jako agonisté Ci antagonisté AhR a nebyla tak ani zaznamenana

souvislost mezi typem ligandu a mirou exprese gent CDKN1A a CDKN2A.
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