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Souhrn

Cytochrom CYP1A1 je enzym tucastnici se 1. faze biotransformace xenobiotik
u cloveka. Bakalafskd prace se zaméfila na vliv rapamycinu, inhibitoru komplexu
MTORC1, ktery je soucasti kinazy mTOR, na indukovatelnou expresi CYP1Al
ptes aryl uhlovodikovy receptor (AhR). Jako induktor exprese byl pouzit
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). U¢inek rapamycinu byl sledovan ve dvou
koncentracich — 1 ng/ml a 20 ng/ml.

Exprese enzymu CYP1Al byla zkoumana na bunééné linii odvozené
od hepatocelularniho  karcinomu pomoci metod real-time PCR, elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu sodného s naslednym Western
blottingem a pomoci fluorimetrie. Po inkubaci bunék s rapamycinem nebyla detekovana
zvySena hladina mRNA, ani katalytické aktivity CYP1AI1. Srostouci koncentraci
rapamycinu v kombinaci s TCDD dochazi ke zvySeni hladiny mRNA CYPI1AL.
Katalyticka aktivita byla taktéz zvySena v kombinaci TCDD s rapamycinem, nejvice
vsak Vv niz$i koncentraci rapamycinu. Vysledky naznacuji, ze mTOR kindza ovliviiuje

signalizaci AhR v ptitomnosti jeho ligandu.



Summary

Cytochrome CYP1ALl is a biotransformation enzyme involved in the phase I
of drug metabolism in humans. This thesis focuses on the influence of rapamycin,
an inhibitor of mTOR Kkinase, on inducible expression of CYP1A1 mediated by aryl
hydrocarbon receptor (AhR) in hepatoma cell line HepG2. The expression was induced
by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). The effect of rapamycin was examined
in concentrations 1 ng/ml and 20 ng/ml.

The expression of CYP1A1 was monitored by a real-time polymerase chain
reaction, sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, Western blotting
and fluorimetry. The TCDD-incucible level of CYP1A1 mRNA was increased
significantly in the presence of rapamycin in dose-dependent manner. The catalytic
activity was increased as well but the bigger increase was detected for the lowest
concentration of rapamycin. The results suggest that mTOR Kkinase affects AhR

signaling in the presence of its ligands.
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1. Uvod

Lidska populace je kazdy den vystavena velkému mnozstvi latek at' uz
ptirodniho nebo syntetického pivodu. Mohou to byt napiiklad 1é¢iva, potravinova
aditiva, kosmetické produkty, primyslové exhalaty i navykové latky, které vstupuji do
téla pres travici trakt, respiracni systém ¢i pokozku a poté jsou rozvadény krvi. Ne
vSechny slouceniny jsou pro organismus vyuzitelné, nejsou nutné pro jeho vyvoj a ani
neslouzi jako zdroj energie. Organismus se s nimi snazi vyporadat, aby si udrzel své
stalé vnitini prostiedi (homeostazu), coz je pro jeho pieziti kliCové. Velka vétSina
cizorodych latek (xenobiotik) jsou latky s lipofilnim charakterem, které jsou Spatné
rozpustné ve vodég, snadno difunduji pfes membrany a jsou téZce eliminovany.

Aby se organismus mohl branit pfed neptiznivymi vlivy okoli, dala evoluce
vzniknout detoxifikatnimu dé&ji zvanému biotransformace. Biotransformace neboli
metabolismus xenobiotik se déli do tfi fazi. V prvni fazi je zvySovan polarni charakter
xenobiotika vnesenim ¢i odkrytim substituentt, které jsou schopny dale reagovat
senzymy druhé faze. Mezi dulezit¢é enzymy prvni faze Dbiotransformace patii
cytochromy P450 metabolizujici mnozstvi endogennich a exogennich slouéenin.
V neméné podstatné druhé fazi dochazi ke zvySovani polarity konjugacnimi reakcemi
s endogenni molekulou. Vysledkem je inaktivované xenobiotikum neboli hydrofilni
metabolit snadno rozpustny ve vodé, ktery Spatné prochdzi membranami bunék a je
nasledné rychle eliminovan moc¢i z organismu. Tieti faze zahrnuje export metabolitd
Z buniky ven.

Genova exprese cytochromi P450 je transkripéné regulovana. Indukce CYP1A1
probiha prostfednictvim aryl uhlovodikového receptoru a ovliviluje rychlost

detoxifikace organismu a s tim spojeného ovlivnéni ucinku 1é¢iva.



2. Biotransformace

Organismus se musi neustale potykat s cizorodymi latkami, které mohou vést pfi
dlouhodobém ptisobeni Kk jeho nevratnému poskozeni. T¢€lo se s nimi snazi vypoiadat
pomoci detoxifikac¢nich procest. Xenobiotika se nejprve dostanou do krevniho fecisté
organismu a poté dochazi k jejich vstupu do cilovych bunék. Transport latek do bunék
probiha volnou ¢i zprostfedkovanou difuzi (pfenos molekul pfes membranu po sméru
gradientu koncentrace), endocytosou (pienos molekuly pomoci endosomu) nebo
aktivnim transportem (pfenos molekuly proti koncentra¢nimu gradientu) za pomaoci
energie ve form¢ ATP. Organismy Si proti cizorodym latkdm Vv pribéhu evoluce
vytvotily detoxifika¢ni mechanismy, kterymi se pted jejich negativnim pusobenim
chrani (Dostalek et al., 2006; Knejzlik et al., 2000). Tento proces se nazyva
metabolismus xenobiotik neboli biotransformace. Organismus se snazi $kodlivé latky
z organismu eliminovat tim, ze zvysi polarni charakter slou¢eniny, ktera je poté z jeho
téla odstranéna (Croom, 2012; Gibson et Skett, 2001).

Dlouhou dobu se biotransformace délila do dvou fazi. Nyni hovoiime i o fazi III,

ktera se zabyva transportem molekuly z buniky ven (Vrzal et al., 2004).

2.1. Faze 1

V prvni fazi se zvySuje polarity latky za pomoci oxidaénich, redukénich,
a hydrolytickych reakci. Dochazi k odhaleni nebo tvorbé novych funkénich skupin
(napt. -OH, -NH,, -SH, =CO, -COOH) (Dostalek et al., 2006). Tyto reakce zahrnuji
N- a O-dealkylace, alifatické a aromatické hydroxylace, N- and S-oxidace
a deaminace. Na katalyze prvni faze biotransformace se podili velké mnozstvi enzymu.
Dulezitou roli zde hraji cytochromy P450 (CYP), kterymi se budu zabyvat detailné
Vv nasledujici kapitole 2.1.1 a kapitole 3. Mezi dal§i vyznamné enzymy patii flavinové
monooxidasy, alkoholdehydrogenasy, reduktasy, hydrolasy aj. (Vrzal et al., 2004;
Fukasawa et al., 2007; Jancova et al., 2010).



2.1.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450, zkracené CYP, predstavuji enzymy obsahujici esencidlni
hemovou skupinu. Patii mezi monooxygenasy a Katalyzuji oxida¢ni reakce. Jedna se
0 hemoprotein typu b, ktery ve své molekule obsahuje nekovalentné¢ vazany
protoporfyrin IX (Knejzlik et al., 2000; Dostalek et al., 2006). Lokalizovany jsou
predevsim v jatrech (Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001).

P450 maji Sirokou substratovou specifitu, indukovany mohou byt exogennimi
(potravinova aditiva, 1éky) i endogennimi (mastné kyseliny, steroidy, prostaglandiny)
metabolity, které se do organismu dostavaji potravou pies travici trakt, dale také pres
ktzi ¢i plice. Byly nalezeny témét ve vSech zivych organismech, u plisni, bakterii,
rostlin i savcl (Knejzlik et al., 2000).

U eukaryot jsou cytochromy P450 lokalizované na cytosolické strané
v membrané¢ endoplazmatického retikula (Vrzal et al., 2004), v membran¢ jadra ci
mitochondrii. U bakterii se nachazi v rozpustné formé& v cytosolu (Dostalek et al.,
2006).

Pojem P450 byl poprvé zaveden v roce 1962. O rok pozdéji byla popsana jeho
funkce (Dostalek et al., 2006). Nazev P450 je zalozen na identifikaci tohoto enzymu.
Redukovana forma ¢erveného pigmentu (P) v jatrech S vazanym oxidem uhelnatym je
schopna absorbovat svétlo o 450 nm (Croom, 2012; Glue et Clement, 1999).

Cytochrom P450 je nestabilni. Inaktivni forma vznik4 naptiklad nahrazenim
thiolatové skupiny cysteinu imidazolem, serinem ¢i histidinem, coz se projevi posunem
absorpéniho maxima komplexu redukované formy s oxidem uhelnatym na 420 nm
(Dostalek et al., 2006).

Bylo charakterizovano vice nez 50 izoforem, ovSem pouze pét znich je
zodpov&€dnych za vétSinu aktivity P450. Nejvice se podilejicim enzymem
na metabolismu xenobiotik v lidském organismu je CYP3A4/5 (36 %), dale CYP2D6
(19 %), CYP2C8/9 (16 %), CYP1A1/2 (11 %) a CYP2C19 (8 %) (Fukasawa et al.,
2007).

V soucasnosti je u clovéka popsano 57 genu a vice nez 58 pseudogentl, které
jsou rozdeleny do 18 rodin a 43 podrodin gentit CYP (Pavek et Dvoiak, 2008), z nichz
Ctrnact genlt se podili na metabolismu steroidii vcetné Zlucovych kyselin
(napt. CYP7A1, CYP7B1 a CYP8B1), ¢tyfi na metabolismu vitamini rozpustnych

Vv tucich (napt. CYP24Al) a devét na metabolismu mastnych kyselin a eikosanoidi
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(napt CYP2C9 a CYP2J2). Celkem patnact genii se podili na metabolismu IéCiv
a jinych cizorodych latek (napt. CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 a CYP3A4) (Guengerich,
2003; Nakata et al., 2006; Spector et Kim, 2015, Annalora et al., 2010). Velké mnozstvi
CYP poukazuje nejen na odlisnou aminokyselinovou sekvenci jednotlivct, na rozdilnou
odpoveéd’ na xenobiotika, ale i na velice rozdilné potieby jednotlivych organismu. Lisi
se navzajem strukturou, nukleotidovou sekvenci a vlastnostmi jejich aktivnich mist

(Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001; Vrzal et al., 2004).

Nazvoslovi CYP

Nomenklatura CYP je zalozena na homologii v AK sekvencich. K objasnéni
nazvoslovi CYP slouzi oznaceni pomoci arabskych ¢islic a pismen. Rodina je oznacena
arabskou c¢islici za pismeny CYP, napt. CYPI1. Sekvence piekryvajicich se casti
U enzymu patftici do stejné rodiny se shoduje ve 40 %. Podrodiny jsou znaceny pismeny
a maji nejméné 55% homologii, napi. CYP1A. Daéle uZ jsou jednotlivé enzymy znaceny
Cislici, napt. CYPIAI1, v tomto piipadé¢ se musi sekvence liSit ve vice nez 3 %

(Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001).

Katalyticky cyklus

CYP jsou enzymy zavislé na nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH),
ktery je zdrojem elektroni pro katalytickou reakci. VSechny CYP vazi dva atomy
kysliku. Jeden atom se vaze do molekuly substratu (R), s nimz poté vytvari produkt

(ROH), a druhy do molekuly vody. Mechanismus reakce mtizeme vyjadrit:
RH + NADPH + H" + O, = ROH + NADP" + H,0 .

Katalyticky cyklus zahrnuje navéazani substratu (RH) na oxidovanou formu Fe®*.
Na vznikly komplex Fe*'(RH) je ptenesen elektron pomoci enzymu NADPH-P450
reduktasy, &imz vznikne Fe”*(RH). Dojde k navazani molekuly kysliku do komplexu.
NADPH-P450 reduktasa je oxidovana, komplex ptijima elektron, ktery je zabudovéavan
a vznikd Fe**-Oy(RH). V daldim kroku se uvoliuje voda (prvni produkt), jeliko
dochazi k reakci protonu s komplexem. Tvofi se komplex Fe**(RH) a rozpada se vazba

0O-0. Kyslik, diive vazany v komplexu s Fe, se dale vaZze na molekulu RH. Z reakce
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se uvoliiuje 1 ROH (druhy produkt) a dochazi k uzavieni cyklu vytvofenim oxidované

formy enzymu s Fe** (Isin et Guengerich, 2007; Zuber et al., 2002)

‘g H( ),
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e
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! : Wil
8) /" i \"ﬁne' \Z)
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FaOH* Re AH A
.,
(7. T Fe?* RH
Fm::ﬂ;'r AH“ 7/ &
/ Oz 3
b =ML ! vy
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Fe'-O0H_ Fe?*-0, AH
AH™ = =
o “Fe?t.0y RH. I/;;; "\ NADPH-PASD reductase™
I'\E'.-'I L -y

NADPH-P450 reductass™
Obr. 1: Katalyticky cyklus cytochromu P450 (ptevzato z: Isin et Guengerich, 2007).

2.2. Faze 11

Druha faze biotransformace se oznacuje jako konjugaéni. Dochazi ke zvySeni
polarity produktu prvni faze pfipojenim polarni molekuly. Mezi tyto reakce fadime
glukoronidaci, glykosylaci, sulfataci, methylaci, acetylaci, kondenzaci a konjugaci
s aminokyselinami a glutathionem. Reakce této faze jsou katalyzovany pomoci enzymu
UDP-glukoronyltransferasy (UGT), sulfotransferasy (SULT), glutathion-S-transferasy
(GST), N-acetyltransferasy (NAT) a methyltransferasy (pfedev§im thiopurin
S-methyltransferasy (TPMT) a katechol O-methyltransferasy (COMT) (Xu et al., 2005;
Jancova et al., 2010).
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GST NAT

Obr. 2: Podil nékterych enzymu ucastnicich se II. faze metabolismu xenobiotik. UGT,
UDP-glukoronyltransferasy; SULT, sulfotransferasy; NAT, N-acetyltransferasy; GST,
glutathion-S-transferasy; TPMT, thiopurin S-methyltransferasy (pievzato a upraveno
podle: Jancova et al., 2010).

Glutathion S-transferasy (GST)

detoxikace elektrofilnich sloucenin a je dilezita pii obrané organismu pied oxidativnim
stresem. Rodina GST katalyzuje konjugaci glutationu s xenobiotikem. Tyto enzymy
maji dialezitou roli pfi odbourdvani epoxidli odvozenych od polycyklickych
aromatickych uhlovodiki (Jancova et al., 2010). Sav¢i GST délime do osmi

skupin — Alpha, Mu, Pi, Theta, Sigma, Zeta, Omega a Kappa (Sheehan et al., 2001).

Sulfotransferasy (SULT)

Sulfotransferasy jsou enzymy ucastnici se O-, N- nebo S-sulfata¢nich reakci,
kdy dochazi ke konjugaci nukleofilni akceptorové skupiny s 3’-fosfoadenosin
5’-fosfosulfatem (PAPS). Sulfatace hraje vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik
a Dbiotransformaci nizkomolekularnich latek (napt. steroidy, katecholaminy,
eikosanoidy, retinol, vitamin D, serotonin aj.) (Jancova et al., 2010).

U savci rozliSujeme dvé tfidy SULT. Prvni skupina je lokalizovana
na membranach Golgiho aparatu a metabolizuje endogenni slouceniny. Do druhé ttidy
patii cytosolické SULT, které se podili na metabolismu xenobiotik a malych

endogennich sloucenin jako jsou hormony ¢i neurotransmitery (Glatt, 2001).
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UDP-glukoronosyltransferasy (UGT)

UDP-glukoronosyltransferasy jsou enzymy zodpovédné za metabolismus
vetsiny endogennich (napf. bilirubin, steroidni a thyroidni hormony aj.) i exogennich
sloucenin a jsou klicové pro proces zvany glukuronidace. Jedna se o membranové
vazané enzymy katalyzujici tvorbu chemickych vazeb mezi nukleofilnimi atomy
(O-, N-, S- nebo C-) suridin 5’-difosfoglukuronovou kyselinou (UDPGA). Rodina
UGT obsahuje 117 ¢lent (Jancova et al., 2010).

N-acetyltransferasy (NAT)

N-acetyltransferasa je cytosolicky jaterni enzym katalyzujici pfenos acetylové
skupiny acetyl koenzymu A na volnou amino skupinu xenobiotika. U c¢lovéka
rozeznavame dvé formy, které se li§i substratovou specifitou — N-acetyltransferasa 1
(NAT1) a N-acetyltransferasa 2 (NAT2). Tyto dvé skupiny maji nukleotidovou
sekvenci shodnou v 85 % (Sim et al., 2008; Jancova et al., 2010).

Thiopurin S-methyltransferasy (TPMT)

Thiopurin S-methyltransferasa je cytosolicky enzym katalyzujici S-methylaci
aromatickych heterocyklickych slouc¢enin s thiolovou skupinou, které obsahuji
thiopuriny (napt. 6-metkaptopurin, azothioprin nebo 6-thioguanin). Ve vysoké
koncentraci se nachazi v ledvinach a jatrech, naopak nizka koncentrace je v plicich

a mozkové tkani (Jancova et al., 2010).

Katechol O-methyltransferasy (COMT)

Intracelularni  katechol ~O-methyltransferasy jsou enzymy lokalizované
V postsynaptickém neuronu. Mezi substraty se fadi norepinefrin, epinefrin, dopamin
a léky, jejichz struktura je na bdzi katecholaminu. Tyto enzymy katalyzuji ptenos

methylové skupiny z S-adenosylmethioninu na katecholamin (Jancova et al., 2010).
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2.3. Faze 111

Tato faze zahrnuje export metaboliti z buiiky a nasledné jejich vylouceni moci
nebo zlu¢i z organismu (Gibson et Skett, 2001). Této faze se ucastni transmembranové
proteiny (pumpy), diky kterym se snizuje koncentrace xenobiotik v intracelularnim
prostoru buiiky. Radi se mezi n& P-glykoprotein, OATP (organické anionty prenasejici
polypeptidy) a OCT (organicky kationtovy pienase¢) (Vrzal et al., 2004).

P-glykoprotein je ATP-dependentni membranovy pienase¢ organickych iontd,
ktery zodpovida za tzv. mnohocetnou 1ékovou rezistenci (multidrug resistence) a chrani
zivé organismy pied nepfiznivym vlivem latek. Nejcastéji je exprimovan
v endoteliarnich  bunikach traviciho traktu. P-glykoprotein snizuje koncentraci
xenobiotika v cytoplasmé pomoci transportu organické latky z intracelularniho
do extracelularniho prostiedi bunky (Vrzal et al., 2004; Knejzlik et al., 2000). Sklada
ze dvou velmi podobnych polovin, kazda obsahuje Sest transmembranovych segmentu,
a intracelularniho vazebného mista pro ATP (Schinkel et Jonker, 2012).

Déale mohou byt kojugaty s kyselinou glukoronovou, sulfitem a glutathionem
exportovany pomoci OATP (peptidy pienasejici organické anionty). Tyto pumpy
transportuji amfipatické latky a jsou exprimovany v jatrech, tenkém stfevé, plicich,
srdci, placenté¢ a viadé jinych tkani (Vrzal et al., 2004). V jatrech jsou OATP
lokalizovany na bazolaterdlni membrang a transportuji latky z krve do Zluce. Bilirubin,
cholecystokinin, Zlu¢ové kyseliny, steroidy a thyroidni hormony jsou substraty

pro OATP (Tirona et Kim, 2002).
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3. Podrodina CYP1A
K podrodiné CYP1A se fadi dva mikrosomalni isoenzymy, CYP1Al a CYP1AZ2.

Oba tyto enzymy hraji kliCovou roli v aktivaci metabolismu karcinogennich
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAH) a heterocyklickych aromatickych
amini a amida (HAA), které vedou Kk toxicit¢ a vzniku rakovinového bujeni
(Ma et Lu, 2007). Enzymy CYP1Al a CYP1A2 jsou Vv primarni aminokyselinové
sekvenci v 72 % identické (Walsh et al., 2013). Exprese obou enzymu je indukovana
PAH, naptiklad benzo[a]pyrenem a 3-methylchloranthrenem (3-MC) a dioxiny pies aryl
uhlovodikovy receptor (AhR) (Pavek et Dvorak, 2008).

3.1. CYP1Al

Cytochrom CYP1Al je biotransformaéni enzym lokalizovany pfedevsim
vV mimo jaternich tkanich jako jsou plice, mozek, travici trakt a srdce, ale i v malém
mnozstvi jej nalezneme v jatrech. Vykazuje substratovou specifitu, coz z n¢j déla jeden
z nejdulezitéjsich detoxifika¢nich enzyma (Pavek et Dvorak, 2008). Nejznaméjsi
induktor pro CYP1A1, a vysokoafinitni ligand pro AhR, je 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (TCDD) (Ma et Lu, 2007). Dal§im vyznamnym induktorem exprese je 3-MC.
Inhibitorem formy CYP1A1 je a-naftoflavon (Walsh et al., 2013).

CYP1A1 katalyzuji pfeménu PAH do reaktivnich metaboliti, které mohou
indukovat poskozeni DNA. Naptiklad v plicich ¢lovéka dochazi ke zvySené expresi
CYP1ALl z ¢ehoz vyplyva zvysené riziko vzniku nadoru (Tekpli, 2012). Hladina mRNA
je vysokd v plicich kufdka na rozdil od nekuidka, kde je obvykle nedetekovatelna
(Walsh et al., 2013).

Gen CYPI1AI1 je lokalizovan na chromozomu 15¢022—024 (Dostalek et al., 2006).
Rozeznavame Ctyti typy jednonukleotidovych polymorfisma tohoto genu — m1, m2, m3
a m4. Frekvence Cetnosti polymorfismii m1 a m2 je vys$s$i, neZ u zbylych dvou variant.
Mutace alely ml CYP1Al je zpusobena zménou thyminu (T) na cytosin (C)
na 3" nekodujici oblasti. Tranzice adeninu (A) za guanin (G) v exonu 7 je vysledkem
mutace alely m2 CYP1A, coz vede k substituci aminokyseliny valinu (Val) za isoleucin
(lle) v misté, kde se vaze hem. Obé dvé mutace maji za nasledek zvyseni aktivity

enzymu (Hussein et al., 2014).
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3.2. CYP1A2

Jaterni isoenzym CYP1A2 je taktéz zapojeny do metabolismu xenobiotik,
napiiklad kofeinu, paracetamolu nebo theofylinu (Anzenbacher et Anzenbacherova,
2001). Tento enzym ma Sirokou substratovou specifitu a je exprimovan konstitutivné
(Ingleman-Sundberg et al., 2007). Stejn¢ jako u CYP1Al, tak i u tohoto enzymu
zvysena aktivita muze vést k tadé patologickych stavii a i jeho indukce probiha
shodnym zptisobem.

Cigaretovy kouf je u této formy typickym induktorem. U kufakl je navic
zvysena incidence rakoviny tlustého stieva (Wei et al., 2002; Dostalek et al., 2006).

17



4. Regulace exprese enzymu metabolizujicich xenobiotika

Pisobenim latek na organismus muze dojit ke zvySeni enzymatické aktivity,
tzn. indukci, nebo ke sniZeni, tzn. inhibici. Regulaci enzymi metabolizujicich
xenobiotika ovliviluji reakéni podminky, koncentrace substratli nebo piitomnosti
a koncentraci kofaktort (Skalova et al., 2011).

Za regulaci exprese jsou zodpovédné nuklearni receptory, mezi které se fadi aryl
uhlovodikovy receptor (AhR), pregnanovy X receptor (PXR), receptor pro kyselinu
cis-retinovou (RXR), glukokortikoidni receptor (GR), receptor pro kyselinu
trans-retinovou (RAR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a receptor pro
vitamin D (VDR) (Vrzal et al., 2004).

4.1. Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)

Receptor pro polyaromatické uhlovodiky je transkripéni faktor patfici k PAS
roding, pro které je spoleénym znakem tzv. PAS doména (Per-ARNT-Sim).
AhR reguluje expresi lidskych CYP1A1/2 a CYP1BL1 a nékterych enzymi druhé faze
biotransformace (Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004) a kontroluje odpovéd
organismu na environmentalni polutanty, které na néj pasobi jako chemické smési
(Harper et al., 2006). Mezi cilové geny jsou fazeny i geny zapojené do regulace
buné¢ného cyklu, apoptézy a proliferace bunék (Mimura et Fujii-Kuriyama, 2003;
Nebert et al., 2000). Je aktivovan specifickymi ligandy, mezi které fadime PAH a
TCDD (Skalova et al., 2011; Vrzal et al., 2004).

Gen AhR je lokalizovan na chromozomu 7 (Vrzal et al., 2004) a sklada se ze tii
domén. Doména bHLH (basic helix-loop-helix) se nachazi na N-terminalnim konci
a je zodpovédnd za vazbu na specifickou sekvenci DNA. Druhou doménou je PAS
doména, ktera zajistuje vazbu ligandi AhR, napiiklad TCDD, a naslednou interakci
s proteiny v jadie a cytoplasmé&. Na C-terminalnim konci proteinu je lokalizovana
transaktivacni doména s velkym mnozstvim glutaminovych zbytkd, které jsou klicové
pro transkrip¢ni aktivitu AhR (Gu et al., 2000; Skalova et al., 2011).

V cytoplasmé se nachazi AhR v inaktivni formé v komplexu s proteiny Hsp90,
XAP2 a p23. Po vazbé ligandu na receptor dojde ke zméné konformace, uvolni se
Hsp90 a XAP2. Nasleduje presun receptoru do jadra, kde tvoii heterodimer
s nuklearnim translokatorem (ARNT) (Skalova et al., 2011; Marlowe et Puga, 2005).

Poslednim krokem je vazba heterodimeru do specifické oblasti DNA, na xenobioticky
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(XRE) nebo dioxinovy responzivni element (DRE), které se nachazi v promotorové
oblasti DNA definované sekvenci 5'- CACGCNA-3’, ¢imzZ je spusténa transkripce genti
(Vrzal et al., 2004; Hankinson, 2005).

Vyznamné jsou i posttranslaéni modifikace pro regulaci genové exprese.
Fosforylace hraje kli¢ovou roli v transformaci inaktivniho AhR do aktivniho
heterodimeru AhR/ARNT (Li et Dougherty, 1997) a ovliviiuje i vazebnou aktivitu
heterodimeru AhR/ARNT (Puga et al., 2002). Probiha na C-terminalnim konci peptidu
in vitro a je katalyzovana kinazami, napiiklad proteinkinazou C a mitogeny
aktivovanymi protein kinazami (MAPKS). Proteiny AhR a ARNT jsou fosforylovany
na threoninovych zbytcich, z ¢ehoz vyplyvd, ze Serin/threoninova kinidza se muze
vyznamné podilet na regulaci funkce AhR (Vrzal et al., 2004; Henklova et al., 2008).
Jeji inhibici se vyrazné zvysi genova exprese fizena pomoci AhR (Puga et al., 2002).
Bylo dokazano, ze serin/threoninové fosfatazy mohou ovlivnit vazbu heretodimeru
do XRE a inhibovat schopnost AhR/ARNT stimulovat transkripci (Li et Dougherty,
1997). Serin/threoninovou kinazou mTOR se budu detailné zabyvat v kapitole 5.

4.2. Pregnanovy X receptor (PXR)

Nuklearni pregnanovy X receptor je ligandem aktivovany transkripcni faktor,
ktery aktivuje transkripci cilovych genti, které koduji rizné enzymy a proteiny ucastnici
se biotransformacnich mechanismii. Ve vysoké mife je exprimovan piedev§im
Vv jaternich bunikach. Ligandy PXR jsou steroidy a xenobiotika. Mezi aktivatory PXR
fadime endogenni slouceniny jako bilirubin a zlu¢ové kyseliny (Konno et al., 2008; Gao
et Xie, 2010). PXR byl poprvé objeven a popsan u mysi. Tento receptor je klicovy
pro regulaci exprese gena podrodiny CYP3A (Mani et al., 2013).

V cytoplasmé je lokalizovan volng, naopak po vazbé ligandu na PXR dochézi
k jeho transportu do jadra, kde nasleduje tvorba stabilniho heterodimeru s receptorem
pro kyselinu cis-retinovou alpha (RXRa). Vznikly heterodimer PXR- RXRa se poté
vaze na specifickou oblast DNA (Dostalek et al., 2006; Konno et al., 2008).
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4.3. Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)

CAR je, stejné jako PXR, nuklearni jaterni receptor ucastnici se metabolismu
xenobiotik (Gao et Xie, 2010). V inaktivni formé se CAR vyskytuje v cytoplasmé
v komplexu s chaperony, s proteiny Hsp90 a ko-chaperonem CCRP (Konno et al.,
2008). Po vazb¢ ligandu dojde k aktivaci receptoru a transportu do jadra. Ke komplexu
CAR/CCRP/HSP90 s navazanym ligandem se pfipojuje proteinova fosfataza 2A (PP-
2A). Nasleduje pripojeni RXR za vzniku heterodimeru CAR-RXRo. Komplex se
za pomoci koaktivatori a soucasného uvolnéni chaperonti vaze do CAR regula¢ni
oblasti (CARRE) (Pavek et Dvorak, 2008). K aktivaci mtze dojit i bez ptitomnosti
exogenni latky (Dostalek et al., 2006).

4.4. Glukokortikoidni receptor (GR)

Glukokortikoidni receptor hraje duleZitou roli v regulaci transkripce cizorodych
latek. RozlisSujeme dva subtypy GRa a GR B. Izoforma GRa je transkripéné aktivni
a sklada se ze 777 aminokyselin. GR B je tvofena 742 aminokyselinami a nevaze
exogenni ani endogenni glukokortikoidy. Vaze transkripni faktory uvolnéné pfi
aktivaci GRa a zpétnovazebné inhibuje jeho aktivitu (McMaster et Ray, 2007).

V inaktivnim stavu se nachazi v cytoplasmé¢, kde tvori komplex s jednou
molekulou Hsp70 a Hsp56, dvéma molekulami Hsp90 a dalSimi slozkami proteinové
struktury. Vazba ligandu na receptor zptisobi odstépeni chaperonti a jiz v cytoplasmé
dochazi k dimerizaci za vzniku homodimeru GR/GR. Vznikly komplex je az poté
transportovan do jadra a je schopny se vazat do specifického mista ve struktute DNA.
Homodimer GR/GR se vaZe na vazebné misto pro glukokortikoidy (GRE) (Dostalek et
al., 2006; McMaster et Ray, 2007). GRE je lokalizovan v promotoru genu a rozliSujeme
pozitivni (pGRE) a negativni (nGRE). Vazba homodimeru na nGRE zpisobi inhibici
transkripce, zatimco interakce S pGRE indukuje transkripci.

Dexametazon je nejznamé&jsim  aktivatorem, ktery zvySuje  aktivitu
biotransformacnich enzyma P450, piedevsim izoenzymu CYP3AS (Dostalek et al.,
2006). Jeho zvysena exprese je vyvolana skrze indukci PXR a CAR (Pascussi et al.,
2001).
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5. mTOR

Protein mTOR, sav¢i rapamycinovy cil, je serin/threoninova kindza, ktera
funguje jako dulezity regulator bunécného rustu a proliferace bun¢k. Ovliviyje celou
fadu bunécnych procest véetné autofagie, spravné funkce mitochondrii, metabolismu,
diferenciace a preziti bunék. Vyskytuje se ve form¢ dvou funkéné odliSnych komplext
MTORC1 a mTORC2 (Laplante et Sabatini, 2012; Nascimento et al., 2010). Poprvé byl
identifikovan ve kvasinkach rodu Saccharomyces cerevisiae (Heitman et al., 1991).

Deregulace mTOR signaliza¢ni drahy je pfi¢inou lidskych nemoci vcetné
rakoviny, obezity, diabetes mellitus 2. typu, metabolickych poruch nebo

neurodegenerace, dokonce i alkoholismu a depresi (Dazert et Hall, 2011).

5.1 Komplexy mTORC1 a mTORC2

Komplexy mTORC1 mTORC2 sdileji katalytickou jednotku mTOR
(serin/threoninovou kindzu), mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8, GBL),
deptor (DEP domain containing mTOR-interacting protein) a Ttil/Tel2 complex.
Pro mTORCL1 je typicky protein raptor (regulatory-associated protein of mTOR)
obsahujici velké mnozstvi konzervovanych opakujicich se motivi HEAT a protein
pras40 (proline-rich Akt substrate 40 kDa). Naproti tomu rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSinl (mammalian stress-activated map kinase-interacting
protein) a protor 1/2 (protein observed with rictor 1 and 2) jsou typické pro mTORC2
(Laplante et Sabatini, 2012).

MTORC1 fosforyluje S6K1 (ribosomal protein S6 kinase-1) a 4EBP1
(elongation factor 4E binding protein 1), které jsou zodpovédné za translaci
a sni spojenou syntézou proteinu (Chiang et Abraham, 2007). Fosforylaci je S6K1
aktivovana, naopak 4EBP-1 je inhibovana (Thomas et Hall, 1997). Komplex mTORC1
podporuje rist bunék indukei ¢i inhibici katabolickych a anabolickych procesii, syntézu
lipidli a také fidi bunéény cyklus. Signalni draha mTORCI1 reaguje na intraceluldrni
(ristové faktory) i1 extracelularni podnéty (kyslikovy stav, stresové faktory) (Chiang et
Abraham, 2007; Laplante et Sabatini, 2012) a je obzvlast citliva na rapamycin, ktery
inhibuje funkci komplexu (Chiang et Abraham, 2007).

V aktivnim stavu komplexu mTORCI dochdzi k syntéze proteini a lipidi
a intenzivnimu metabolismu, naopak pokud je kindzova aktivita inhibovana, dojde

k autofagii, degradaénimu procesu buriky (Laplante et Sabatini, 2012).
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Obr. 3: Schématické znazornéni mTOR kinazy a jeji interakéni mista (nakresleno podle
Laplante et Sabatini, 2012).

mTORC?2 fosforyluje ¢leny rodiny AGC kindz véetné¢ Akt, SGK1 a PKC a tim
dochazi k ovlivnéni glykolyzy bunék (Hagiwara et al., 2012). MuzZe byt inhibovan
LY294002 and PtdIns-103 (Chiang et Abraham, 2007). Komplex mTORC2 reaguje
narustové faktory, reguluje metabolismus a organizaci aktinového cytoskeletu
(Hagiwara et al., 2012; Chiang et Abraham, 2007). Je rezistentni k inhibici
rapamycinem, FKBP12-rapamycin se na n¢j nemize vazat (Sarbassov et al., 2004).
Ovsem pii dlouhodobému plsobeni rapamycinu muize byt narusena jeho struktura
(Laplante et Sabatini, 2012).

Rapamycin se pouziva jako imunosupresivum znamé pod nazvem sirolimus.
Poprvé byl izolovan v 70. letech 19. stoleti z pidnich vzorkli z aktinomycety
Streptomyces hygroscopicus na Velikonoénim ostrové (Viklicky et al., 2008).
Sirolimus vede kdisociaci komplexu mTORCI1 a nasledné kinhibici mTOR
signalizacni drahy. Jeho plisobenim dochdzi ke zpomaleni az zastaveni piechodu
T lymfocytd z G1 do S faze bunééného cyklu. V dnesni dobé se sirolimus vyuziva
Vv transplantaéni medicin¢ jako prevence nepfijeti transplantované¢ho organu
organismem (Girman et Saudek, 2002). Vyznamnou vlastnosti je i antiproliferacni

uc¢inek na nadorové bunky (Hidalgo et Rowinsky, 2000).
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6. Cil prace
Cilem bakalafské prace bylo zjistit vliv mTOR signalizacni drahy na indukovatelnou
expresi enzymu CYP1Al na bunééné linii HepG2 pouzitim metod Real-time PCR,

Western blotting a fluorimetrické detekce katalytické aktivity.
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7. Material a pristroje

7.1 Biologicky material

Buné¢na linie HepG2 odvozend od hepatocelularniho karcinomu (ECACC,
85011430)

7.2 Laboratorni pomucky

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

Multikanalové pipety o rozsahu 0,5 — 10 ul, 30 — 300 ul, 10 — 100 wl
(Eppendorf)

Plastové $pic¢ky o rozsahu 0,1 — 10 pl, 10 — 200 pl a 100 — 1000 pl (Eppendorf)
FastPette (Labnet)

Sterilni sklenéné pipety o objemech 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)
Kultivaéni lahev o obsahu 75 cm? (TPP)

6 jamkov¢ kultiva¢ni desti¢ky (TPP)

96 jamkov¢ kultiva¢ni desticky (TPP)

PCR 96 jamkové bilé desticky (Roche, LightCycler 480)

Folie na PCR 96 jamkové bilé desticky (Roche, LightCycler 480)

96 jamkova ¢erna desticka pro méfeni fluorescence (NUNC Denmark)

Petriho misky (TPP)

Mikrozkumavky o objemech 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (BlOplastics)

Zkumavky o objemech 15 a 50 ml (TPP)

Biirkerova komirka (Assistent)

Kryci sklicka

Plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky

Polystyrenova krabice na led

Plastova Skrabka 24 cm (TPP)

7.3 Chemikalie a pouZité roztoky

Komeréni médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma
Aldrich, D6546) s pridanymi 5 ml roztoku antibiotik penicilinu a streptomycinu
(Sigma Aldrich, P4333), 5 ml L-glutaminu (Sigma Aldrich, G8540), 50 ml
fetalniho bovinniho séra (Sigma Aldrich, F6178) a 5 ml neesencialnich
aminokyselin (Gibco, 11140-035)

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

2,3,7,8-tetrachlordibeno-p-dioxin (ULTRA Scientific, 48599)

Rapamycin (Sigma Aldrich, R8781)

Dimethylsulfoxid (Lach-Ner s.r.0., 20022-CT0)
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Bradfordovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, B6916)
TRI reagent (Sigma Aldrich, T9424)
Chloroform (Sigma Aldrich, C2432)
Izopropanol (Lab-Nev s.r.0., 20037-ATO0)
75% ethanol (Sigma Aldrich, 459844)
Deionizovana voda (dH;0)
Trypanova modt (0,4% Trypan blue v PBS)
dNTP 10 mM (Takara; dATP (B1053A), dTTP (B1048A), dGTP (B1058A),
dCTP (B1050A))
Pufr reverzni transkripce M-MuLV (BioLabs, B0253S)
Random Primer (TaKaRa, 3801)
Inhibitor RNA (BioLabs, M0307L)
M-MuLV reverzni transkriptaza (BioLabs, M0253L)
Primery pro CYP1A1 (GeneriBiotech, Hradec Kralové)
o Sekvence primeru (forward): 5’- CCAGGCTCCAAGAGTCCA -3’
o Sekvence primeru (reverse): 5°’- GATCTTGGAGGTGGCTGCT - 3’
Primery pro GAPDH (GeneriBiotech, Hradec Kralové)
o Sekvence primeru (forward): 5’- CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC - 3’
o Sekvence primeru (reverse): 5’- ACGACCAAATCCGTTGACTC -3’
UPL sondy 60 (Roche, 04688589001) a 33 (Roche, 04687663001)
Probes Master (Roche, 04707494001)
7-ethodyresorufin 2mM (Sigma-Aldrich, E3763)
Dikumarol 10 mM (Sigma-Aldrich, M1390)
Tablety PhosSTOP (Roche, 04906837001)
Tablety complete Mini (Roche, 04693124001)
Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma-Aldrich, A2153)
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin (Bio Basic, TB0508)
10% dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, L3771)
40% Akrylamid/bis-akrylamid (Bio Basic, A0007)
Lyzaéni pufr pH=7,5 (50 nm HEPES; 5 nM EDTA; 150 nM NaCl; 1% Triton
X-100)
1 x fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,5) (500 ml dH20; 4 g NaCl; 0,1 g KClI; 1,605 g
Na;HPO, - 12H,0; 0,1g KH,POy,)
2x loading pufr (2,5 ml 4x zaostfovaci puftr; 4 ml 10% SDS; 2 mg bromfenolova
modf; 2 ml glycerol; 0,31 g DTT; 10 ml dH20)
Ix transferovy pufr (100 ml Tris-glycin pufr 10x; 200 ml methanol; 700 ml
dH,0)
4x zaostrovaci pufr (pH = 6,8; 24 g 0,5M Tris/HCI; 400 ml dH,0)
4x délici pufr (pH = 8,8; 72,6 g 1,5M Tris/HCI; 400 ml dH,0)
Ix migraéni pufr (100 ml 10x Tris-glycin-SDS pufr; 900 ml dH,0)
10x tris-glycin pufr (Bio Basic, A0029)
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e 10x tris-glycin-SDS pufr (Bio Basic, A0031)

e Ponceau S (Sigma Aldrich, P3504)

e Methanol (Sigma-Aldrich, 65542)

e Susené¢ mléko (Laktino)

e 1x TBS/Tween (900 ml dH,0O; 100 ml 10x TBS; 0,5 ml Tween20)

e 10x TBS (pH =7,5; 500ml dH,0; 15,1 g Tris; 58,4 g NaCl)

e Primarni protilitka CYP1A1 (H-70), krali¢i polyklonalni IgG (Santa Cruz
Biotechnology, sc-20772)

e Primarni protilatka aktin (I-19), kozi polyklonalni IgG (Santa Cruz
Biotechnology, sc-1616)

e Sekundarni protilatka kozi proti krali¢i IgG (Santa Cruz Biotechnology,
sc-2004)

e Sekundarni protilatka kralici proti kozi IgG (Santa Cruz Biotechnology,
Sc-2768)

7.4 Laboratorni pristroje

e Laminarni flowbox Biohazard SafeFAST Top (Chemos)
e Mikroskop IMT-2 (Olympus)

e Vodni lazen LCB11D (LabTech)

e Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e Centrifuga 5810 R (Eppendorf)

e Stolni centrifuga 5415 R (Eppendorf)

e Termoblok MD-02N (BioTech)

e LightCycler 480 11 (Roche)

e Dry Bath Incubator (Major Science)

e Laboratorni houpacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)
e Vortex Relax top D-91126 (Heidolph)

e Analytické vahy ABS 80-4 (Kern)

e Spektorfotometr Infinite F200 (Tecan)

e Spektorfotometr Infinite M200 (Tecan)

e Vyvolavaci automat XR 24 PRO (Diirr Dental)

e C-Digit Blot Scanner (LI-COR)
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8. Metodika

Kultivace bunék HepG2

Adherentni buné¢na linie HepG2 byla kultivovana v plastové kultiva¢ni lahvi s 20 ml
média (viz chemikalie a pouzité roztoky) Vv inkubatoru pii 37 °C v atmosféfe s obsahem
5% COs..

Pasazovani bunék

1)
2)
3)

4)

5)

Kultivacni lahev s bunéénou linii HepG2 jsem prenesla z inkubatoru
do sterilniho laminarniho boxu.

Odsala jsem staré kultivaéni médium. Poté jsem lahev promyla roztokem
1x fosfatového pufru a opét jsem roztok odsala.

Na buiiky jsem aplikovala 1 ml trypsinu a ptenesla jsem lahev na 5 minut do
inkubatoru.

Po uplynuti stanovené doby doslo k rozruseni kontaktu bun¢k s kultivatnim
povrchem. K bunkam jsem pfidala 9 ml nového média, ¢im jsem zastavila
pusobeni trypsinu. Suspenzi jsem promichala opétovnym nasédvanim pipety
a zpétnym vypousténim.

Obsah lahve jsem pienesla do nové plastové zkumavky. Dostala jsem suspenzi,
ze které jsem odebrala 2 ml a ty jsem poté nanesla na dno kultiva¢ni lahve.
Pfidala jsem 20 ml nového ptedehiatého kultivaéniho média a lahev dala
do inkubatoru. Pasazovani bunék bylo nutné opakovat ptiblizné kazdé tii dny.

Pocitani bunék a vyseti bunék na kultiva¢ni desticku

1)
2)
3)
4)

5)
6)

Z plastové zkumavky se suspenzi jsem odebrala 10 pl roztoku, ktery jsem
v mikrozkumavce smichala s 90 ul roztoku trypanové modfi.

Takto pfipraveny roztok jsem nanesla na Birkerovu komurku a pod
mikroskopem jsem spocitala mnozstvi bunék v deseti étvercich.

Spocitala jsem primérny pocet bunck ve cCtverci a ten jsem vyndsobila
ztedovacim faktorem 10°. Vysledné ¢islo udavalo mnozstvi bun¢k v 1 ml
suspenze.

Pro 6 jamkovou desticku jsem vysela 1 milion bunék na jamku v 2 ml média.

Pro 96 jamkovou desticku jsem vysela 25 000 bunék na jamku v 200 ul média.
Kultivacni desticky jsem vratila zpét do inkubatoru.

Piiprava roztoki a jejich aplikace

1)

Po 24 hodinach jsem v kultiva¢nich deskdch vyménila médium za nové,
ke kterému jsem piidala pozadované chemikalie. Mnozstvi a slozeni roztoki je
uvedeno v Tab. 1.
a. Pro 6 jamkovou desticku jsem potiebovala 2 ml média s pozadovanymi
chemikaliemi na jamku. Aplikace testovanych latek je zndzornéna na
Schématu 1.
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b. Pro 96 jamkovou desticku jsem potiebovala 200 pl média
s pozadovanymi chemikaliemi na jamku. Aplikace testovanych latek je
znazornéna na Schématu 2.
2) Takto oSetfené buriky jsem dala inkubovat na 24 hodin pro izolaci RNA a na 48
hodin pro metody RT-PCR a fluorometrickou detekci katalytické aktivity.

Tab. 1: Piiprava roztoku s testovanymi latkami pro dvé 6 jamkové a jednu 96 jamkovou
kultivacni desticku (s rezervou pro pipetovani)

Testovana latka SlozZeni roztoku

uT 11 ul DMSO + 5,5 ml média

5,5 1l TCDD + 5,5 ul DMSO

TCDD + 5,5 ml média

5,5 ul rapamycinu + 5,5 ul DMSO

Rapamycin o koncentraci 1 ng/ml +5.5 ml média

5,5 ul rapamycinu + 5,5 ul DMSO

Rapamycin o koncentraci 20 ng/ml +'5.5 ml média

TCDD + Rapamycin o koncentraci 55ul TCDD + 5,5 pul rapamycinu
1 ng/ml + 5,5 ml média
TCDD + Rapamycin o koncentraci 55ul TCDD + 5,5 ul rapamycinu
20 ng/ml + 5,5 ml média

Legenda: UT - negativni kontrola (0,1% roztok DMSQO), TCDD - pozitivni kontrola
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; 5nM)

Schéma 1: Aplikace testovanych latek na 6 jamkové kultivacni desticce

uT Rapamycin TCDD + Rapamycin
(1 ng/ml) (1 ng/ml)

Rapamycin TCDD + Rapamycin
LGple (20 ng/ml) (20 ng/ml)

Legenda: UT - negativni kontrola (0,1% roztok DMSQO), TCDD - pozitivni kontrola
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; 5 nM)
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Schéma 2: Systém aplikace testovanych latek na 96 jamkové kultiva¢ni desticce

TCDD + Rapamycin (1 ng/ml)
TCDD + Rapamycin (20 ng/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

uT

TCDD

Rapamycin (1 ng/ml)
Rapamycin (20 ng/ml)

I @ T m oo o @ >

Legenda: UT - negativni kontrola (0,1% roztok DMSQO), TCDD - pozitivni kontrola

(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; 5 nM)

Izolace RN A a méreni koncentrace

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)
9)

K izolaci RNA jsem pouzila 6 jamkovou kultiva¢ni desticku.

Do jamek bez média jsem aplikovala 1 ml TRI Reagentu a homogenat jsem
prenesla do mikrozkumavek.

Do kazdé mikrozkumavky jsem piidala 200 pl chloroformu a obsah jsem
protiepala po dobu 1 minuty. Poté jsem mikrozkumavky nechala stat pii
laboratorni teploté 5 minut.

Poté jsem provedla centrifugaci (13 000 RPM/15 min/4 °C).

Do c¢istych mikrozkumavek jsem odebrala supernatant (obsahuje RNA)
a k nému jsem poté ptidala 500 pl isopropanolu a vzorek jsem kratce promichala
na vortexu.

Vzorky jsem inkubovala 5 minut pii pokojové teploté a poté jsem provedla
centrifugaci (13 000 RPM/13 min/4 °C). RNA se vysrazela na dné zkumavky
(pelet).

Odstranila jsem supernatant jeho slitim a k peletu jsem pfidala 1 ml 75%
ethanolu (vychlazeny na - 20 °C).

Provedla jsem centrifugaci (13 000 RPM/5 min/4 °C).

Opét jsem odstranila supernatant jeho slitim a k peletu jsem pfidala 1 ml
75% ethanolu (vychlazeny na - 20 °C).

10) Provedla jsem centrifugaci (13 000 RPM/5 min/4 °C).
11) Opét jsem odstranila supernatant jeho slitim a k peletu jsem ptidala 50 p vody

(mnozZstvi vody je umérné velikosti peletu).

12) Nasledovala inkubace po dobu 5 minut pfi 65 °C.
13) Na piistroji NanoDropl000 jsem zméfila koncentraci RNA a cCistotu RNA

(podil hodnot absorbanci pti 260 nm a 280 nm).
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Piepis na cDNA

1)
2)
3)

4)
5)

6)

7)

Podle naméfené¢ koncentrace RNA jsem pfipravila roztoky RNA tak, aby
v novych mikrozkumavkach bylo 5 ul/1000 ng RNA.

Do mikrozkumavek jsem pfidala 1 pl ndhodnych primert (koncentrace
100 pmol/ul) a uchovavala jsem je na ledu.

Vzorky jsem inkubovala 5 minut pii 65 °C, poté jsem je ochladila na ledu
a kratce centrifugovala.

Ke kazdému vzorku jsem piidala 6 pl MIXu (viz Tab. 2).

Kratce jsem vzorky centrifugovala a poté inkubovala 1 hodinu pii 42 °C a poté
10 minut pii 65 °C.

Piepsané vzorky na cDNA jsem vlozila na led a pfidala jsem 48 ul vody
a promichala pomoci vortexu.

Pokud jsem vyslednou cDNA nepouzila ihned na metodu PCR, tak jsem ji
vlozila do mrazédku na - 80 °C.

Tab. 2: Piiprava MIXu pro reverzni transkripci

Reagencie Objem pro 1 vzorek [ul]
M-MuLV (reverzni transkriptaza) 0,6
Inhibitor RNAs 0,3
dNTP (10 mM zasobni roztok) 0,6
10x reakéni pufr 1,2
Pfecisténa voda 3,3
Celkem 6

Real-time PCR (Polymerazova Fetézova reakce v realném case)

1)

2)

3)
4)
5)

Pro tuto metodu jsem pouzila 96 jamkovou bilou PCR desticku. Detekovala
jsem geny CYP1Al a GAPDH, a to pro kazdou testovanou latku ve tfech
opakovanich (viz Schéma 3).

Vytvofila jsem si PCR smés (viz Tab. 4 a 5) a tu jsem nasledné aplikovala
po 8 ul na jamku.

Do kazdé jamky jsem piidala 2 pl ptislusné cDNA a ptelepila jsem desku folii.
Provedla jsem centrifugaci desti¢ky (1500 RPM/3 min/4 °C).

Poté jsem vlozila PCR desticku do LightCycler 480 II s programem viz
Tab. 3.
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Tab. 3: Nastaveni PCR

Format detekce Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probes
Objem 10 pl
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Preinkubace 95 10 min 1
- 95 10s
Amplifikace 60 305 45
Chlazeni 40 30s 1

Tab. 4: Slozeni PCR smési pro detekci genu CYP1AL pro jeden vzorek

Reagencie Objem [ul]
UPL 33 0,2
Smés primerti F+R pro CYP1A1 0,8
2x Probe Master 5
Voda 2

Tab. 5: Slozeni PCR smési pro detekci genu GAPDH pro jeden vzorek

Reagencie Objem [ul]
UPL 60 0,2
Smés primerti F+R pro GAPDH 0,8
2x Probe Master 5
Voda 2

Schéma 3: Systém aplikace testovanych latek na 96 jamkové kultivacni desti¢ce

Rapamycin (1 ng/ml)
Rapamycin (20 ng/ml)

TCDD + Rapamycin (1 ng/ml)
TCDD + Rapamycin (20 ng/ml)

GAPDH

CYP1A1 7 8

9 10 11

12

uT

TCDD

I @ T m oo @ >

5) Vysledna data jsem zpracovala pomoci metody AACt, diky které jsem dostala
srovnani urovné exprese RNA jednotlivych vzork. Dale jsem vypocitala
hodnotu fold induction, kterd reprezentuje zvySeni exprese oproti negativni
kontrole a poté ji pouzila k vytvoteni grafu.
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7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita (EROD) na detekci katalytické aktivity
CYP1A1 v 96 jamkovém usporadani

1) Pro detekci katalytické aktivity CYP1Al jsem pouzila buiky vyseté
na 96 jamkovou desticku s aplikovanymi testovanymi latkami, které byly
inkubovany 48 hodin (viz Schéma 2).

2) Odstranila jsem médium, buné¢nou kulturu jsem promyla chladnym 1x PBS,
které jsem také odstranila a do vSech jamek jsem aplikovala nové médium
s ethoxyresorufinem a dikumarolem (viz Tab. 6).

Tab. 6: Slozeni média pro detekci katalytické aktivity CYP1A1 pro 96 jamkovou
desticku

Reagencie Objem
Médium (viz chemikalie a pouZité roztoky) 10 ml
Ethoxyresorufin 2 mM (zésobni roztok 2 mM 40 ul
v DMSO) H
Dikumarol (zasobni roztok 10 mM v 0,1 M NaOH) 10 pl

3) Po naneseni nového média s pozadovanymi latkami jsem vlozila desticku
do inkubatoru na 30 minut.

4) Po uplynuti doby jsem pienesla 75 pl obsahu vSech jamek do cerné
fluorescencni desky a poté jsem piidala 125 ul methanolu do kazdé jamky.

5) Zmg¢tila jsem fluorescenci (excitace 530 nm, emise 590 nm).

Izolace proteint

1) Pro izolaci proteini jsem pouzila buiky vyseté na 6 jamkovou desku
s testovanymi latkami (viz Schéma €. 1), které byly inkubovany 48 hodin.

2) Odstranila jsem médium a bunénou kulturu jsem omyla chladnym 1x PBS
a opét jsem ho odstranila.

3) Do kazdé jamky jsem ptidala 1 ml chladného 1x PBS a bunky jsem z podkladu
seSkrabla a poté jsem obsah pienesla do 1,5ml mikrozkumavek.

4) Provedla jsem centrifugaci (13 000 RPM/3 min/4 °C).

5) Odstranila jsem pelet a mikrozkumavky s peletem jsem uchovavala na ledu.

6) Pfidala jsem 200 pl lyza¢niho pufru a opakovanym propipetovanim jsem roztok
promichala. Vzorky jsem promichala vortexem pii nizkych otackach.

7) Provedla jsem centrifugaci (13 000 RPM/13 min/4 °C).

8) Supernatant jsem piepipetovala do novych 1,5 ml mikrozkumavek.

Stanoveni koncentrace proteini metodou Bradfordové a priprava vzorkia pro
SDS-PAGE

1) Ze supernatantu (viz bod 8 izolace proteind) jsem odebrala 5 ul do 1ml
mikrozkumavky a pfidala jsem 20 pl vody. Smés jsem promichala na vortexu.
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2) Vzorky, vodu a bovinni sérovy albumin o koncentracich 0,25 ug/ul a 0,5 ug/ul
jsem napipetovala do sterilni 96 jamkové desky a poté jsem piidala do kazdé
jamky 200 pul Bradfordové ¢inidla.

3) Zmeéfila jsem absorbanci (586 nm).

4) Vysledna data jsem vyhodnotila a pouzila pro piipravu vzorku SDS-PAGE.
Vzorky jsem naiedila vodou na vysledny objem 15 ul a poté jsem ke smési
ptidala 15 ul 2x loading pufru.

5) Vzorky jsem umistila do termobloku (5 min/95 °C).

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE)

1) Ptipravila jsem si polyakrylamidovy gel smichanim potifebnych reagencii
(viz Tab. 7). TEMED a APS jsem pfidala nakonec. Nejprve jsem si pfipravila
délici gel, ktery jsem nalila mezi pfipravena skla pro elektroforézu.

2) Tuto vrstvu gelu jsem prevrstvila 200 pl izopropanolu, tim jsem vyhladila
nerovnosti na gelu.

3) Po ztuhnuti déliciho gelu jsem pfipravila zaostfovaci gel, kterym jsem jej
prevrstvila.

4) Thned jsem vlozila hiebinek, ktery vytvofil jamky.

5) Piipravené gely jsem pienesla do elektroforetické aperatury a zalila migracnim
pufrem.

6) Do prvni jamky jsem aplikovala 3 pl markeru molekulové hmotnosti a poté
29 ul kazdého ptipraveného vzorku.

7) Elektroforetickou aparaturu jsem pfipojila ke zdroji elektrického napéti.
Pro zakoncentrovani proteinii jsem nastavila proud 15 mA/gel a poté jsem
zvysila proud na 30 mA/gel. Separace probihala asi 1 hodinu.

Tab. 7: Reagencie pro pfipravu dvou 1mm gelti na SDS-PAGE

Reagencie Délici gel (10%) Zaostiovaci gel (4%)
4x délici pufr 2ml -
4X zaostrovaci pufr - 0,75 ml
40% Akrylamid/bis- 2mi 0,3ml
akrylamid
dH,0 3,9 ml 1,92 ml
10% SDS 80 ul 30 ul
10% APS 80 ul 15 ul
TEMED 8 ul 15l

Western blotting a vizualizace proteini fixovanych na membrané

1) Polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu jsem hydratovala v methanolu
a poté 10 minut v dH,O na tfepacce.
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2)

Po ukonceni elektroforézy jsem vyjmula gel, ze kterého jsem odiizla zaostfovaci
gel a zbyly délici gel jsem umistila do vanicky s blotovacim pufrem.

3) Filtra¢ni papiry jsem namocila do blotovaciho pufru.

4) Na spodni elektrodu (anodu) blotovaci aparatury jsem skladala tzv. sendvic.
Nejprve dva filtracni papiry, poté membranu, gel a nahoru dva filtracni papiry.

5) Vse jsem piiklopila druhou elektrodou (katodou) a pfipojila ke zdroji. Nastavila
jsem proud 350 mA. Blotting probihal asi 1,5 hodiny.

6) Po uplynuti této doby jsem membranu promyla v dH,O a poté ji obarvila
5 minut v Ponceau S Rouge.

7) Membranu jsem poté n¢kolikrat promyla v dH,O a nechala na filtranim papife
vyschnout.

Imunodetekce

1) Zmembrany jsem odfizla oblast odpovidajici proteinim o molekulové
hmotnosti v rozmezi 35-72 kDa .

1) Vytiznuty kus PVDF membrany jsem hydratovala v methanolu a poté promyla
\' deO .

2) Membranu jsem promyla v 1x TBS/Tween na tfepacce.

3) Piipravila jsem si 5% roztok BSA a 5% roztok suSeného mléka
v 1x TBS/Tween.

4) Poté jsem membranu blokovala 10 ml 5% roztoku suSeného mléka
v 1x TBS/Tween.

5) K 5% roztoku BSA v 1x TBS/Tween jsem napipetovala primarni protilatku proti
CYP1Al (fedici pomér viz Tab. 8) a tento roztok jsem nalila k membrané a
nechala na tfepacce 1 hodinu.

6) Po uplynuti doby jsem membranu promyla 3x 5 minut v 1x TBS/Tween.

7) Pripravila jsem si 2,5% roztok suSené¢ho mléka, ke kterému jsem napipetovala
sekundarni protilatku a tento roztok jsem nalila k membrané na tfepacce.

8) Po 1 hoding jsem membranu promyla 3x 5 minut v 1x TBS/Tween.

9) Membranu jsem inkubovala 5 minut s detekénim substratem luminol, ktery jsem

pfipravila smichdnim roztok A a B v poméru 1:1.

10) Poté jsem substrat odstranila @ membranu detekovala na vyvolavacim automatu

a C-Digit Blot Scanneru.

11) Pro ovéfeni spravnosti pipetovani jsem postup zopakovala i pro detekci aktinu

(fedici pomér viz Tab. 8).

Tab. 8: Redici poméry protilatek pro imunodetekci CYP1A1 a aktinu

Detekované proteiny Redici pomér
Primarni protilatka Sekundarni protilatka
CYP1Al 1:500 1:6000
Aktin 1:500 1:5000
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9. Vysledky

V bunééné linii HepG2 odvozené od hepatocelularniho karcinomu byl testovan
vliv rapamycinu, inhibitoru mTOR signaliza¢ni drahy, na indukovatelnou expresi
MRNA genu CYP1Al. Bunky byly inkubovany s rapamycinem 0 koncentraci
1 a 20 ng/ml a 5 nM TCDD, ligandem Ah receptoru. Detekce byla provedena pomoci
metod Real-time PCR, Western blotting a ethoxyresorufin-O-deethylasové aktivity.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Buiiky byly inkubovany se
sledovanymi latkami 24 hodin pro metodu Real-time PCR a na 48 hodin pro
fluorometrickou detekci katalytické aktivity S naslednou SDS-PAGE.

Vysledky exprese CYP1AL mRNA i katalytické aktivity uvadim jako pramér tii

nezavislych experimentt.

CYP1A1l mRNA za 24h v HepG2
1000,0 830,3*#
770,9%#
800,0
C
S
S 600,0 419,9*
©
£
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2
200,0 -
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Graf 1: Vliv rapamycinu na expresi CYP1A1 mRNA v bunécné linii HepG2.

Bunééna linie byla inkubovana 24 hodin s rapamycinem o koncentraci 1 a 20 ng/ml
(Rap 1, Rap 20), s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM) a srapamycinem Vv obou
koncentracich v kombinaci s TCDD (TCDD + Rap 1, TCDD + Rap 20). Data v grafu
jsou normalizovana na expresi GAPDH a jsou vyjadiena jako fold induction, nadsobek
indukce oproti kontrolnimu vzorku (UT). Hodnoty oznafené [*] jsou statisticky
vyznamné (P<0,05) oproti UT. Hodnoty oznafené [#] jsou statisticky vyznamné
(P<0,05) oproti TCDD.
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Graf 1 znazornuje ucinek samotného rapamycinu a rapamycinu v kombinaci
sinduktorem TCDD na bunéénou odpovéd AhR. Samotny rapamycin v obou
koncentracich téméf neindukuje CYP1A1 mRNA, v porovnani s TCDD jsou
to zanedbatelné hodnoty. OvSsem v kombinaci rapamycinu s TCDD dochazi k vyrazné
indukci genové exprese a to v zavislosti na rostouci koncentraci rapamycinu Ve srovnani
s pozitivni kontrolou, TCDD. Narist oproti samotnému TCDD je téméf dvojnasobny.

Mnozstvi exprimovanych proteinli jsem si ovéfila pomoci imunodetekce
CYP1A1l (viz Obr. 4), pro verifikaci jsem provedla i detekci aktinu. Uvadim
reprezentativni vysledek ze dvou detekci. Vysledky jsem kvantifikovala a predkladam
je jako pramér ze dvou méfeni (viz Tab. 8).

CYP1A1 ———

aktin - — - - - —

%‘b' $‘D'Q (‘C) XQ:D‘ X$®Q

» P
&

Obr. 4: Vliv rapamycinu na expresi proteinit CYP1A1 v bunééné linii HepG2.

Bunééna linie byla inkubovana 48 hodin s rapamycinem o koncentraci 1 a 20 ng/ml
(Rap 1, Rap 20), s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM) a srapamycinem Vv obou
koncentracich v kombinaci s TCDD (TCDD + Rap 1, TCDD + Rap 20).

Tab. 8: Kvantifikace vysledkit Western blotu

o CYP1A1 Procentualni
Chemikalie Fold induction navyseni oproti
TCDD
uT 1,0 .
Rap 1 0,7 -
Rap 20 0,9 -
TCDD 69,4 0,0
TCDD +Rap 1 79,7 14,8
TCDD + Rap 20 83,5 20,3

Bunécna linie byla inkubovana 48 hodin s rapamycinem o koncentraci 1 a 20 ng/ml
(Rap 1, Rap 20), s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5nM) a srapamycinem v obou
koncentracich v kombinaci s TCDD (TCDD + Rap 1, TCDD + Rap 20). Data v grafu
jsou normalizovana na aktin a jsou vyjadiena jako fold induction, nasobek indukce
oproti kontrolnimu vzorku (UT). Vysledky byly potizeny C-Digit Blot Scannerem.
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Na Obrazku 4 je patrny vliv rapamycinu na uroven exprimovanych proteint
CYP1Al. Vysledek potvrzuje korelaci s mRNA detekovanou metodou RT-PCR.
Zvysena hladina byla detekovana u obou koncentraci rapamycinu v kombinaci s TCDD,
kdy doslo k nartstu indukce CYP1Al o 15 — 20%.

Dale jsem provedla detekci katalytické aktivity CYP1A1 metodou EROD.

Vysledky uvadim jako pramér ze tfi nezavislych experimentu (viz Graf 2).

Katalyticka aktivita CYP1A1, 48 hodin
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Graf 2: Vliv rapamycinu na katalytickou aktivitu CYP1AL v bunééné kultufe HepG2.
Bunééna linie byla inkubovana 48 hodin s rapamycinem o koncentraci 1 a 20 ng/ml
(Rap 1, Rap 20), s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
5nM  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD) a srapamycinem Vv obou
koncentracich v kombinaci s TCDD (TCDD + Rap 1, TCDD + Rap 20). Data v grafu
jsou vyjadiena jako fold induction, ndsobek indukce oproti kontrolnimu vzorku (UT).
Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT.

Z Grafu 2 je patrné, Ze samotny rapamycin neni induktorem katalytické aktivity,
naopak TCDD ji vyrazné indukoval. V kombinaci rapamycinu s TCDD doslo jesté
k vyraznéj$imu vzrustu katalytické aktivity CYP1A1, nejvys$si hodnotu vykazoval
rapamycin o koncentraci 1 ng/ml s TCDD. Naopak u rapamycinu Vv koncentraci
20 ng/ml s TCDD je patrny mirny pokles hladiny katalytické aktivity, ktera je vSak stale

vétsi nez u TCDD.
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10. Diskuze

V bakalaiské praci byl sledovan vliv rapamycinu, inhibitoru mTOR signaliza¢ni
drahy, na indukci biotransforma¢niho enzymu CYP1Al regulovaného aryl
uhlovodikovym receptorem (AhR). Pro tyto ucely byla vyuzita bunécna linie HepG2
odvozena od hepatocelularniho karcinomu. U¢inek rapamycinu byl zkoumén ve dvou
koncentracich — 1 ng/ml a 20 ng/ml. Jako induktor exprese CYP1Al a pozitivni
kontrola byl pouzit 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).

V mém experimentu samotny rapamycin nevykazoval ucinek na hladinu
CYP1A1 mRNA ani na katalytickou aktivitu enzymu. OvSem v jeho kombinaci
s TCDD doslo k vyraznému vzestupu hladiny mRNA a to o 20 az 70% v zavislosti
na koncentraci rapamycinu. Vysledky byly potvrzeny detekci exprese proteinil
CYP1Al, kdy je patrna korelace s vysledky detekce CYPIAI mRNA. Indukce
CYP1A1 proteinu narostla o 15 — 20%. Rapamycin v obou koncentracich v kombinaci
s TCDD zvysoval katalytickou aktivitu enzymu CYP1A1l, nicméné v koncentraci
1 ng/ml doslo k jejimu nejvy$Simu ndrlstu. Vyznamny byl mirny pokles katalytické
aktivity u rapamycinu o koncentraci 20 ng/ml s TCDD.

Fosforylace reguluje aktivitu AhR, ovliviiuje vazbu heterodimeru AhR/ARNT
do DNA ¢i jeho translokaci do jadra. Serin/threoninova kinaza katalyzuje fosforylaci,
ktera ma vliv pravé na regulaci funkce AhR (Puga et al., 2002). Mezi popsané kli¢ové
regulatory AhR patii naptiklad mitogeny aktivované protein kinazy (MAPKS), které
fosforyluji dilezité transkripéni faktory pfimo nebo pomoci MAP kinazové signalni
drahy (Henklova et al., 2008). Dalsim regulatorem AhR je protein kindza C. Jeji down
regulace zpisobi pokles aktivity dimeru AhR/ARNT a snizi akumulaci receptoru v jadie
(Li et Dougherty, 1997).

Inhibici aktivity serin/threoninovych fosfataz (protein fosfatazy 1, protein
fosfatazy 2A a protein fosfatazy 2B) dochazi ke zvyseni genové exprese fizené pomoci
AhR. Ke zkoumani u¢inku inhibitori fosfatazy (calyculin A, kyselina okadaiova
a cyklosporin A) na transkripci genti byly pouzity mysi jaterni buiiky Hepa-1. Tyto
inhibitory zvySovaly transkripci gent v pfitomnosti TCDD, naopak pii jeho absenci
nani nemély zadny vliv. Ziskané vysledky naznacuji mozny vliv serin/threoninové
kinazy na schopnost dimeru AhR/ARNT stimulovat transkripci (Li et Dougherty, 1997).
Diky zjisténym informacim lze usuzovat, ze fosforylace ma vliv na rychlost

transformace AhR do aktivni formy, a tim i na rychlost jeho pfemisténi do jadra.
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V soucasné dob¢ je upfena pozornost také na inhibitory serin/threoninové kinazy
MTOR, které mohou byt inovaci v 1écbé rakoviny. Existuji dikazy o schopnosti
rapamycinu zvysit citlivost bun¢k k apoptoéze inhibici mTOR. Tento vliv byl napiiklad
sledovan na bunécéné linii T-lymfocytt CEM-C1 a CEM-C7 regulované pies
indukovany GR dexametazonem. Kombinace dexametazonu a rapamycinu se projevila
inhibici ristu bunék, zastavenim bunécného cyklu v G1 fazi a apoptdzou (Guo et al.,
2013). Lécba rapamycinem ma také pozitivni ucinek na supresi rakovinného bujeni
bunék plic. Cigaretovy kouf je zdrojem prokarcinogenu benzo[a]pyrenu, ligandu AhR,
ktery piedstavuje zvysené riziko rozvoje rakoviny plic pro aktivni i pasivni kutraky (Yan
et al., 2006, Pal et al. 2008). Vyzkum byl veden na mysich, kterym byl samostatné
podavan benzo[a]pyren a nasledné rapamycin. Terapie zpusobila inhibici progrese
nadoru o 84% (Pal et al. 2008).

Podobné ucinky posttranslaéni modifikace jako u AhR byly pozorovany i u GR.
Predmétem vyzkumu byl vliv rapamycinu na MAPKs, piedevs§im c-Jun N-terminalni
kinazy (JNK). K tomuto experimentu byla pouzita bunééna linie CEM. Bylo zji§téno, ze
rapamycin snizuje aktivitu fosforylované JNK (Miller et al., 2007), coz ma za nasledek
nizsi fosforylaci GR na Ser246 (Rogatsky et al., 1998), a tim padem vyssi aktivitu GR.
Nadorova linie tak byla citlivéjsi k apoptdze po stimulaci kortikoidy.

Vysledky naznacuji, Ze mTOR kindza vyznamné ovliviiuje signalizaci AhR

Vv ptfitomnosti jeho ligandi.
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11. Zavér

V bakalatské praci jsem se zaméfila na detekci vlivu inhibitoru mTOR na bazalni
a indukovatelnou expresi genu CYP1AIl na urovni mRNA, proteinu a katalytické
aktivity enzymu v hepatomové bunééné linii HepG2.

V teoretické Casti jsem popsala biotransformaci a regulaci exprese enzymu
metabolizujicich xenobiotika. Podrobnéji jsem se zaméiila na biotransforma¢ni enzym
CYPIAI1 jehoz exprese je regulovana AhR, ligandy aktivovanym transkripénim
faktorem. Zavérem jsem se vénovala kindze mTOR, jejim funkcim a moznostem jeji
deregulace.

V experimentalni ¢asti jsem sledovala vliv rapamycinu na expresi CYP1Al
V bunééné linii odvozené od hepatocelularniho karcinomu. Jako aktivator AhR jsem
pouzila TCDD. Zjistovala jsem hladinu mRNA a katalytickou aktivitu CYP1Al,
mnozstvi exprimovanych proteinti jsem ovéfila pomoci SDS-PAGE. Expresi genu jsem
detekovala metodou Real-time PCR, ktera ukazala statisticky vyznamnou indukci
hladiny mRNA CYP1A1 pii kombinaci rapamycinu s TCDD po 24 hodinach. Nejvyssi
indukce byla zaznamenana u bun¢k oSetfenych rapamycinem o koncentraci 20 ng/ml
s TCDD. Detekce exprese proteinti ukazala indukci CYP1Al o 15 — 20 % wvyssi
v kombinaci rapamycinu s TCDD nez se samotnym TCDD. Samotny rapamycin neni
induktorem mMRNA CYP1Al ani katalytické aktivity enzymu. Hladina katalytické
aktivity byla vyznamné statisticky zvySena v kombinaci rapamycinu s TCDD,
nejvice rapamycinem o koncentraci 1 ng/ml. Mirny pokles katalytické aktivity byl
zaznamenan u rapamycinu o koncentraci 20 ng/ml s TCDD.

Tato prace ukézala, Ze latka pouZivand k inhibici serin/threoninové kindzy
mTOR potencuje ucinek aktivace AhR ligandem dioxinem. Nicméné, piesny
molekularni mechanismus vlivu mTOR na signalizaci AhR mutze byt predmétem

dalsiho vyzkumu.
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13. Seznam pouZzitych zkratek a symbolu

3-MC
4EBP1
A

AhR
Akt
APS
ARNT
ATP
bHLH
BSA

C

CAR
CARRE
CCRP
cDNA
CO;
dH,0
DMEM
DMSO
COMT
CYP
deptor
dNTP
DRE
EROD
FAT
FATC
FKBP12
FRB

G
GAPDH
GR
GST
HAA
HEAT

HepG2
Hsp56
Hsp70
Hsp90
lle
MAPKSs
mLST8
M-MuLV
mSinl
MRNA
mTOR

3-methylchloranthren

elongation factor 4E binding protein 1
adenin

aryl uhlovodikovy receptor

protein kinase B

persiran amonny

AhR nuklearni translokator

adenosintrifosfat

basic helix-loop-helix transkrip¢ni faktor
bovinni sérovy albumin

cytosin

konstitutivni androstanovy receptor

CAR regulacni oblast

cytoplasmic CAR retention protein
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
oxid uhlicity

deionizované voda

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
dimethylsulfoxid

katechol O-methyltransferasy

cytochrom P450

DEP domain containing mTOR-interacting protein
deoxyrubonikleotidtrifosfat

dioxinovy responzivni element
7-cthoxyresorufin deethylasova aktivita
FAT-carboxy terminal doména
FRAP-ATM-TTRAP doména

intracellular 12-kDa FK506-binding protein
FKBP12-rapamycin binding doména

guanin

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
glukokortikoidni receptor
glutathion-S-transferasy

heterocyklické aromatické aminy a amidy
Huntingtin-Elongation factor 3-regulatory subunit A of PP2A-
TOR1 repeats

bunécna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
56 kDa heat-shock protein

70 kDa heat-shock protein

90 kDa heat-shock protein

izoleucin

mitogeny aktivované protein kinazy
mammalian lethal with sec-13 protein 8
reverzni transkriptaza

proline-rich Akt substrate 40 kDa
mediatorova ribonukleova kyselina

sav¢i rapamycinovy cil, serin/threoninova kindza
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NADP
NADPH
NAT
OATP
OCT
p23
PAH
PAS
PKC
pras40
protor 1/2
PVDF
PXR
Rap
raptor
rictor
S6K1
SDS
Ser246
RNA
RPM
RXRa
SGK1
SULT
T

TBS
TEMED
TCDD
TPMT
Tris
UGT
uT
Val
VDR
XAP2
XRE

nikotinamidadenindinukleotidfosfat — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat — redukovana forma
N-acetyltransferasy

organické anionty pfenasejici polypeptidy
organicky kationtovy pienasec

ko-chaperon pro Hsp90, prostaglandin E syntasa 3
polycyklické aromatické uhlovodiky
Per-ARNT-Sim doména

protein kinaza C theta

proline-rich Akt substrate 40 kDa

protein observed with rictor 1 and 2
polyvinylidendifluorid

pregnanovy X receptor

rapamycin

regulatory-associated protein of mTOR
rapamycin-insensitive companion of mMTOR
ribosomal protein S6 kinase-1

dodecylsiran sodny

serin 246

ribonukleova kyselina

otacky za minutu, rychlost rotoru centrifugy
receptor pro kyselinu cis-retinovou alpha
serum/glucocorticoid regulated kinase 1
sulfotransferasy

thymin

Tris pufr
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
thiopurin S-methyltransferasy
2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
UDP-glukoronyltransferasy

negativni kontrola (untreated)

valin

receptor pro vitamin D

aryl hydrocarbon receptor interacting protein
xenobioticky responzivni element
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