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1 UVOD

Rakovina pl'uc patri medzi najrozsirenejSie formy rakoviny a je sposobena genetickymi
zmenami DNA plucnych buniek. Jednym z dovodov vzniku tychto zmien je i vdychovanie
cigaretového dymu ¢i inych Skodlivych latok, ktoré obsahuju viaceré pneumotoxiny,
ako napriklad benzo[a]pyren (B[a]P), nikotin ¢i 3-metylindol (3MI). Tieto latky mozu byt
nasledne aktivované enzymami cytochromu P450, o vedie k tvorbe DNA aduktov a nasledne
mutaciam tumor supresorovych génov, medzi ktoré patri i protein p53. Prave mutéacie génu
koédujuceho tento protein su pri¢inou vzniku véacSiny rakovin u ludi. K aktivacii placnych
karcinogénov dochéadza napriklad prostrednictvom aryl uhl'ovodikového receptora (AhR) alebo
glukokortikoidneho receptora (GR) ktorych aktivacia vedie kindukcii expresie
biotransformacnych enzymov, vratane enzymov cytochrému P450. Tie su ¢asto zodpovedné

za bioaktivaciu xenobiotik.



2 CIELE PRACE

Teoreticka cast’
Vypracovanie reSerSu na téma bakalarskej prace

Vypracovanie bakalarskej prace a multimedialnej prezentacie k obhajobe bakalarskej prace

Experimentalna ¢ast’
Stanovenie markerov genotoxického poskodenia metoddou western blotting vo vybranej pl'iicnej

linii



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Plica

Pluca su parové organy kuzelovitého tvaru, ktoré predstavuju zaklad dychacieho
systému, zabezpecujuceho vymenu kyslika a oxidu uhli¢itého medzi vonkaj§im prostredim
akrvou (Wagner, 2007). Systém je rozdeleny na horné dychacie cesty, ktoré sa skladaju
znosovej dutiny a nosohltanu, a dolné dychacie cesty zloZené z hrtanu, priedusnice, priedusiek
a pluc (Patwa er Shah, 2015). Pl'ica st lokalizované v hrudnej dutine po oboch stranach srdca.
Od brusnej dutiny ich oddel'uje branica. Obe pltca su pokryté tenkou blanou nazyvanou
popltcnica. Ta postupne prechddzana vnutornu stranu hrudnika ako pohrudnica.
Medzi poplticnicou a pohrudnicou je malé mnozstvo tekutiny, ktora pri dychani zabezpecuje
spravny pohyb pluc voéi okolitym Struktaram (Cihak, 2016, Hoffman, 2021). Tked ide
o parovy organ, prava alava strana plic nie su tvarovo avelkostou uplne symetrické. Lava
strana pl'ic je mierne dlhSia nez prava s vyraznym otlackom srdca na povrchu. Prava strana
pl'ic ma vsak onieCo vacsiu hmotnost (Newman, 2021). Obe pltuca sa taktiez liSia poctom
lalokov. Zatial’ Co prava strana pozostava z troch, 'ava strana ma len dva. Laloky sa d’alej delia
na lalociky, jednotlivé segmenty nazyvané podl'a prislusnych vetiev priedusiek (bronchov),
ktoré do nich vstupuju adalej sa v nich delia (Chaudhry, 2021). Najmensie priedusky sa
v pl'icach oznacuju ako priedusnic¢ky (bronchioli), ktoré sa v plicach stromovito rozvetvuja
az do terminalnych vetiev, ktoré ventiluju jednotlivé plucne lalogiky (Cihak, 2016).

Ventilacia prebieha prostrednictvom dvoch aviac respiracnych priedusniciek,
vznikajucich z terminalnych vetiev. Ich steny obsahujui vyklenky nazyvané pl'icne mechuriky,
ktoré predstavuju zéaklad plicnej respiracie. Su miestom vymeny kyslika a oxidu uhli¢itého
medzi vonkajsim prostredim a krvou. Maja vakovity tvar s priemerom 200 um a su zodpovedné
za §pongiovy vzhlad plac. Plica dospelého jedinca obsahuju okolo 400 milionov mechurikov
s plochou priblizne 75 m?. Medzi jednotlivymi mechtrikmi st tenké septa, ktoré obsahuju
elastické aretikularne vlakna. Tie zabezpeCuju spravne rozt'ahovanie aspitné stahovanie
mechurikov pocas dychania, bez ohrozenia vzniku pneumotoraxu (nahromadenie vzduchu
v pleurdlnej dutine). Septa su poérovitého charakteru, ktory prepaja jednotlivé mechuriky
avyrovnava v nich tlak vzduchu. Taktiez umoziiuji vedl'ajsi priebeh vzduchu v pripade, ze
ddjde kuzatvoreniu priedusnic¢iek. Negativom tychto porov je vSak rychlejSie prenikanie
mikroorganizmov pri zapalovych reakciach (Cihék, 2016; Mescher, 2018; Noppen et De
Keukeleire, 2008). Epitel plucnych mechurikov tvori vrstva pneumocytov (alveolarnych

buniek) typu I aIl, ako aj makrofagy a lymfocyty.



Existuje signifikantné mnozstvo chemikalii, ktoré selektivne poSkodzuji pltcne
tkaniva cicavcov bez vyrazného poskodenia d’alSich organov. Selektivna pneumotoxicita tychto
xenobiotik moze byt vysvetlena na zaklade spdsobu, akym sa dostali do tela organizmu.
Toxické latky ako Oz, NO», H2CO ¢i akrolein, ktoré sa do tela dostavaju inhalovanim, moézu
sposobovat’ priame poskodenie uz prvého tkaniva, s ktorym sa dostani do kontaktu. Prave
preto sa tento sposob mechanizmu povazuje za jednu z hlavnych pricin poskodenia pl'uc u I'udi.
Iné zluceniny, ako napriklad paraquat, sa selektivne akumuluju v plicnych bunkach
a ich pneumotoxicita je spdsobend prave vysokymi koncentraciami v tychto bunkach.
Medzi vyznamné pneumotoxikanty patri vSak i 3-metylindol, ktory primarne poskodzuje

plicne tkaniva po systematickej cirkulécii a v pl'ucach sa neakumuluje (Yost, 1989).

3.1.1 Alveolarne bunky typu I

Tento typ plucnych buniek predstavuje velké, vysoko diferencované ploché bunky
bez schopnosti delit’ sa. Pokryvaja vacsinu povrchu mecharika ako velmi tenka vystelka,
pri¢om najvacsiu hrabku maja v oblasti jadra, kde sa zhlukuja vSetky organely. Prave fakt, ze
pokryvaju takmer cely povrch mechurika je jednym zddvodov, preco su nachylnejSie
na poskodenie roznymi faktormi (Cihak, 2016; Haschek er al., 2002). Zdiel'ajii membranu
s plicnym kapilarnym endotelom, ¢im dochadza k vzniku vzduchovo-krvnej bariéry, ktord je
miestom vymeny plynov. Bunky su tesne spojené dezmozémami, Co zabranuje, aby sa
do priestoru placnych mechurikov dostal tkanivovy mok zpluc (Brandt er Mandiga, 2022;
Mescher, 2018). Dezmozémy st medzibunkové spojenia, ktoré prostrednictvom spojenia
s intermediarnymi filamentami cytoskeletu adhezivne spajaji bunky a dodavaju im mechanicku
pevnost’ (Garrod et Chidgey, 2008). Po naplneni mechuriku vzduchom, dochadza k prechodu
kyslika vzduchovo-krvnou bariérou do krvi. V krvi sa kyslik viaze na hemoglobin, ktorym je
transportovany do zvysku tela. Po uvolneni kyslika je naviazany oxid uhlicity, ktory je krvou
vracany cez bariéru spiat do mechuarika, kde je prostrednictvom vydychovania postupne

vytlacany dychacimi cestami von z tela (Terjung, 2011).

3.1.2 Alveolarne bunky typu IT

Alveolarne bunky typu II si malé kubické bunky s povrchovymi mikroklkmi.
Su roztrisené pomedzi alveolarne bunky typu I, s ktorymi st tesne prepojené dezmozdémami.
Ich cytoplazma obsahuje viaceré vakuoly slamelarnymi telieskami, ktoré obsahuju rozne
lipidy, proteiny, fosfolipidy ainé. Tieto telieska sa vytvaraju kontinuélne a ich obsah sa vylieva

na povrch bunky. Tym sa vytvara povrchovy film pokryvajuci vnutro mechurikov, ktory znizuje



ich povrchové napitie a tym zabraniuje ich kolapsu. Taktiez ul'ahcuje vymenu kyslika a oxidu
uhli¢itého cez vzduchovo-krvni bariéru. Na rozdiel od alveolarnych buniek typu Imaju
alveolarne bunky typu II schopnost delit sa (Brandt er al., 2022; Cihak, 2016; Mescher, 2018).
Poskytuju taktiez 1iantioxidaéni ochranu proti Skodlivym oxidantom z ovzdusia,
a to vylu¢ovanim glutathionu (Cantin et al., 1987). Medzi d’alSie schopnosti tohto typu buniek
patria metabolizmus cudzorodych latok a obnova vystelky alveolarneho epitelu (Castranova

et al., 1988).

3.1.3 Alveolarne makrofagy

Alveolarne makrofagy su bunky nachadzajuce sa vo vnutri plucnych mechurikov,
ako aj v septach, ktoré ich prepajaju. Ide o fagocyty neSpecifického imunitného systému, ktoré
zbavuju mechurikovy priestor od alergickych ¢iastociek, ako aj d’al§ich infekénych ¢i toxickych
Castic. Vtom im napoméha i mnozstvo cytokinov, chemokinov a metabolitov kyseliny

arachidonovej, ktoré makrofagy vylucuja a iniciuja tak zapalové reakcie (Rubins, 2003).

3.1.4 Rakovina plac

Rakovina pltc je jednou znajrozsirenejsich foriem rakoviny na svete (Minna et al.,
2002). Je sposobena niekol'’konasobnymi genomovymi zmenami pl'icnych buniek, ktoré moézu
nastat’ ako dosledok vdychovania karcinogénov z tabakového dymu ¢i priemyslu (Sekido et al.,
2003). Medzi zmeny, ktoré vyrazne prispievaju k transformacii zdravych buniek v rakovinové
patria najméd metylacia DNA, modifikdcia histonovych achromatinovych proteinov
amikro-RNA. VSetky tieto procesy sa podielaju na potlacani tumor supresorovych génov
a zvySovani expresie onkogénov (Brambilla er Gazdar, 2009).

Medzi najcastejSie karcinogény, ktorym je clovek wvystaveny patria napriklad
benzo[a]pyren (B[a]P) anitrozaminy, obsiahnuté v cigaretovom dyme. Enzymy cytochromu
P450 su schopné aktivovat’ tieto karcinogény, ¢o ma za nasledok ich naviazanie na DNA
atvorbu aduktov. Chronickd tvorba tychto aduktov moéze viest az k mutdciam tumor
supresorovych génov ako je p53 (MacKinnon et al., 2010).

Dalsim faktorom prispievajucim ku vzniku rakoviny je i nikotin, ktory ma mimo iné
i schopnost’ inhibovat’ apoptozu indukovanu chemoterapeutickymi latkami ako su opioidy,
cisplatina ¢i UV ziarenie v bunkdch rakoviny plac. Tento inhibi€ny ucinok suvisi
so schopnostou nikotinu aktivovat a fosforylovat' antiapoptotické proteiny Bcl-2 (lymfom
B buniek), indukovat’ komplexy NF-«kB (jadrovy faktor kB), aktivovat’ Akt (protein kinaza B)

drahu, ako aj na schopnosti inaktivovat proapoptotické proteiny Bax (Bcl-2-asociovany



X protein) a Bad (Bcl-2 asociovany agonista bunecnej smrti) v rakovinovych bunkach pluc
(Dasgupta et al., 2006). V niektorych pripadoch méze dokonca zastavat’ i funkciu nadorového
promotora v plucnych bunkach prostrednictvom nikotin acetylcholinového receptoru
(nAChR). Predpoklada sa, ze nAChR je schopny funkcne sa prepojit’ s B-AR (B-adrenergny
receptor) a EGFR (receptor epidermalneho rastového faktoru) a koexistovat’ s nimi na bunkach
rakoviny pl'uc a endotelialnych a epitelialnych bunkéach dychacich ciest. Po naviazani nikotinu
dochadza k aktivacii a7 nAChR, ktory nasledne stimuluje sekréciu jednak rastovych faktorov,
ako je EGF, ktoré aktivuju EGFR, tak aj adrenalinu a noradrenalinu, ktoré sa viazu na -AR
a aktivuju ho. Ten nasledne stimuluje EGF (epidermalny rastovy faktor) sekréciu ¢im dochadza
k zvySenej transaktivacii EGFR. Vsetky tieto komponenty prispievaju k rozvoju a progresii

rakoviny pl'uc (Schaal er Chellappan, 2014).

3.2 3-Methylindol

3-methylindol (3MI), nazyvany taktiez ako skatol, je prchava indolova zli¢enina
rozpustna vo vode. Prirodzene sa vyskytuje v zivoc¢iSnych vykaloch, rastlinach ataktiez je
vyznamnym prekurzorom v tvorbe potravinarskych aditiv a priemyselnych chemikalii (Ma
et al., 2021). Napriek tomu, ze je zodpovedny za Specificky zapach vykalov, v nizkych
koncentraciach ma kvetinovu voru, ktora posobi ako silny feromoén pritahujuci samcov
viacerych druhov orchideovych v¢iel, ako aj komare. To moze viest k prenosu viacerych
chordb (Ji Ram er al., 2019; Qu et al., 2020).

3MI-sprostredkované poskodenie plic je druhovo Specifické. U prezivavcov, ktoré su
vysoko nachylné na tento pneumotoxin, mala intravenézna davka uz 30—40 mg/kg u kozy
fatalne ucinky. U hlodavcov bolo toto poskodenie pozorované pri ovela vysSich davkach,
kedy LD50 mysi predstavovalo 578 mg/kg 3MI. Podstatne nizsiu toxicitu ma 3MI u kralikov,
u ktorych bola letalita sposobena az pri davkach nad 900 mg/kg (Yost, 1989).

3.2.1 Syntéza 3MI

V tele Cloveka sa 3MI vyskytuje dvomi spdsobmi. Prvym je bakterialna fermentéacia
tryptofanu v hrubom creve, pricom baktérie zodpovedné za jeho vznik su prirodzenou sucast'ou
crevne] mikroflory (Obrazok ¢. 1) (Deslandes et al., 2001; Qu et al., 2020). Hodnoty 3MI
v hrubom c¢reve vSak moézu kolisat’ nielen v zavislosti od obsahu proteinov obsahujucich
tryptofan, ale aj od obsahu vlaknin ¢i polyfenolov, ktorych fermentacia vedie k znizenému
vyskytu baktérii podiel’ajucich sa na jeho tvorbe (Ose et al., 2018; Wang et al., 2019). Vicsina

tryptofanu je v hrubom creve degradovana v kynureninovej (NAD, kynurenin, kyselina



pikolinova ainé) aserotoninovej (serotonin, melatonin) drahe (Gao et al, 2018).
Baktériami-sprostredkovana syntéza 3MI je iniciovana deaminéciou tryptofanu katalyzovanou
enzymom tryptofanaza, produkovanym kmenom K12 baktérie Escherichia coli (UniProt,
2021). Indol-3-pyrohroznova kyselina (IPY), ktora vznika ako produkt tejto reakcie podlieha
dekarboxylacii za vzniku indol-3-karbaldehydu, priCom tato reakcia je katalyzovana
indol-3-pyruvat dekarboxylazou baktérie Enterobacter cloacae (Koga et al., 1992; Vyhlidalova
et al., 2020).
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Obrazok ¢. 1: Metabolizmus tryptofanu za vzniku 3MI (obrazok prevzaty od Zgarbova er Vrzal, 2023; upraveny).

Naslednou dehydrogenaciou vzniké indol-3-octova kyselina (IAA), ktora predstavuje jeden
z hlavnych prekurzorov 3MI v hrubom creve (Gao et al., 2018; Yokoyama et Carlson, 1979).
Ten vzniké jej dekarboxylaciou katalyzovanou enzymom indolacetat dekarboxyldza (IAD).
U cloveka boli sekvencie pre tento enzym najdené iba u dvoch baktérii, Olsenella uli
a Faecalicatena contorta (Liu et al., 2018). Olsenella uli sa stala vel'kou témou pre viaceré
studie, po zisteni jej mozného zapojenia pri zapale pluc (Yan et al., 2022). Taktiez bola
detekovana v krvnom riecisku I'udi s gastrointestinalnymi ochoreniami ako cholangiokarciném

¢i choledochalna cysta (Lau et al., 2004).



Okrem jeho prirodzenej produkcie v 'udskom tele vznika 3MI i pyrolyzou tryptofanu
pri horeni tabaku (Deslandes et al., 2001; Qu et al., 2020). Studie ukazali, ze pri koncentracii
skatolu 0,4-1,4 pg/cigareta, moze byt silny fajéiar vystaveny vacsim koncentraciam skatolu,
nez boli objavené udvoch  karcinogénov  cigaretového dymu -  B[a]P
a 4- (metylnitrozamino)- 1- (3- pyridyl)-1-butanon (Weems et al., 2009). 3MI v§ak moze byt
spojeny 1 s vyskytom viacerych ochoreni, ked'ze zvySené koncentracie jeho metabolitov boli
najdené v plazme l'udi trpiacich schizofréniou ¢i réznymi poruchami pecene, ako i vo vykaloch
'udi s rakovinou hrubého Creva. Tieto metabolity vSak boli najdené 1 v l'udskom moci. Tieto
zistenia naznacuju, ze 3MI moze predstavovat’ jeden z biomarkerov detekcie viacerych

patologickych stavov v tele ¢loveka (Rasmussen et al., 2016; Zgarbova et Vrzal, 2023).

3.2.2 Posobenie 3MI

Stadie na prezivavcoch zroku 1979 (Bray, Carlson) ukazali, e toxicita 3MI je
sposobena jeho bioaktivaciou, pricom nevyhnutym krokom je prave oxidacia/dehydrogenacia
indolu (Weems et al., 2010; Weems et Yost, 2010; Yost, 1989). Rada enzymov ludského
cytochromu P450 exprimovanych v plucach vratane 1A1, 2F1, 2A13 ¢i 4B1, katalyzuju
metabolizmus 3MI na jeden z jeho reaktivnych medziproduktov, 3-metylindolenin (3MEIN)
(Weems et Yost, 2010). Ten sa kovalentne viaze na bunecné makromolekuly a dochadza
tak k tvorbe DNA aduktov, DNA zlomom a indukcii programovanej bunecnej smrti. V stadii
z roku 2003, bola schopnost akou elektrofilné metabolity 3MI indukuju apoptodzu, posudzovana
v bunecnej linii BEAS-2B (bronchidlne epitelové bunky), meranim externalizacie
fosfatidylserinu a fragmentacie DNA (Nichols, 2003). Testovanie tejto linie bolo vykonané
na zaklade predoslych studii, v ktorych boli BEAS-2B inkubované s vysokymi koncentraciami
3M]I, ¢o viedlo ako k apoptodze, tak aj bunkovej nekréze (Nichols er al., 2000; Nichols, 2003).
BEAS-2B boli inkubované s 1mmol-1"" 3MI po dobu 12-48 hodin, kedy bolo pozorované
progresivne zvySovanie DNA fragmentacie ubuniek vystavenych 3MI v porovnani
s kontrolou. Tato DNA fragmentacia vSak bola detekovana uz pri nizkych koncentraciach 3MI
(10-100 pmol-1"). Tym sa potvrdila myslienka, e BEAS-2B exprimuju enzymy P450, ktoré
metabolizuju uz nizke koncentracie 3MI na reaktivny metabolit indukujuci apoptézu (Nichols,
2003). Dalsie §tudie, vykonané na bunkach hrubého &reva (Caco2), ktoré boli inkubované
s 1-10umol-I"" 3MI, potvrdili 3MI-sprostredkovant aktivaciu AhR a naslednt transkripciu
CYPI1A (Hubbard et al., 2015). Nachylnost' na pl'ucne poskodenie bola taktiez porovnavana
u troch typov plicnych buniek u kralika: Clarove bunky, alveolarne bunky typu II a alveolarne

makrofagy. Bunky boli vystavené 0,25; 0,5 a 1,0mmol-1"" koncentraciam 3MI a ich viabilita



bola pozorovana v hodinovych intervaloch po dobu 4 hodin. Po 3 hodinovej inkubacii bola
toxicita pozorovana pri 0,25 a0,5mmol-1"" koncentraciach len u Clarovych buniek.
U alveolarnych buniek typu II a alveolarnych makrofagov bolo pozorované signifikantné
zniZenie viability len u Immol-1" koncentracie 3MI, &o indikovalo poradie zvy$ovania
nachylnosti na 3MI Clarove bunky > alveolarne bunky typu II1> alveolarne makrofagy. (Nichols
et al., 1990). 3MI je vSak schopny poskodzovat’ pl'ica aj d’alsim sposobom. V studii Kirklanda
a Braya boli kozie pl'ucne rezy vytavené 40 mg/kg hmotnosti tela 3MI, pri€om bolo pozorované
znizenie obsahu lamelarnych teliesok, ako aj schopnosti surfaktantu znizovat povrchové
napitie pluc (Kirkland et Bray, 1989).

Jednou z moznosti ako predist poskodeniu DNA ¢i apoptéze je pouzitie
1-aminobenzotriazolu (ABT). ABT je samovrazedny inhibitor cytochromu P450, ktory inhibuje
tvorbu 3-methylénindoleninu a kovalentnych véazieb vIludskych plicnych bunkéach. Bunky
su tak menej nachylné skatol-sprostredkovanej cytotoxicite (Nichols, 2003; Weems et al.,
2009). Dalsou moznostou ako zabranit 3MI-sprostredkovanému poskodeniu je i glutathion
(GSH), ktory dokaze 3-methylénindolenin nukleofilne vychytavat prostrednictvom glutathion
S- transferazy. Glutathion S-transferaza je enzym schopny katalyzovat’ konjugaciu redukovanej
formy glutathionu s 3-methylénindoleninom, ¢o vedie k jeho uspesnej detoxikacii (Nichols,

2003; Sheehan et al., 2001).

3.3 Protein p53

Tvorba aduktov (viz 3.2) predstavuje pociatocny krok genotoxického stresu.
Vyznamnym markerom poSkodenia DNA je prave protein p53. Tumor supresorovy p53
je jadrovy fosfoprotein o molekulovej hmotnosti 53 kDa, kédovany génom TP53, ktory
sa nachadza na malom ramene 17. chromozomu (Isobe et al., 1986; Lamb et Crawford, 1986).
Stal sa zaujmom viacerych §tadii po zisteni, ze viac ako polovica rakovin u l'udi je sposobena
mutaciami prave tohto génu. NajCastejSie ide omutacie sposobené zaradenim odliSnej
aminokyseliny, ¢o vedie ku vzniku chybného proteinu, neschopného vizby na DNA
(Jayaraman et Prives, 1999). Aktivita p53 ma niekolko biologickych dosledkov, akymi su
napriklad regulacia bunkového cyklu, indukcia apoptozy, diferenciacia, amplifikacia génov,

chromozomalna segregécia ¢i starnutie buniek (Oren ef Rotter, 1999).

3.3.1 Struktiira p53
Protein p53 je transkripény faktor obsahujuci 393 aminokyselin a sklada sa z troch

funkénych oblasti (Obrazok ¢. 2) (Jayaraman et Prives, 1999; Levine, 1997). N-terminalny



koniec tvoria dve oblasti: transaktivacni oblast, ktora je schopnd viazat sa na radu
transkripcnych faktorov vratane acetyltransferaz a MDM2 (u l'udi identifikovana ako HDM?2),

¢im aktivuje transkripciu, a oblast’ bohatu na prolin (Kaelin, 1999).
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mutdcie

R175, G245, R248 R249, R273, R282

- >
- »

N-terminaly koniec Centrdlna oblast’ C-terminaly koniec
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Obrazok ¢&. 2: Struktara p53 (obrazok prevzaty z Kaelin, 1999; upraveny).

V pripade naviazania MDM2 na transaktivacnu oblast’ pS3 a naslednému vytvoreniu
triméru zlozeného z p53, p300 a MDM2, dochadza k naruSeniu transaktivacnej funkcie,
vysledkom ¢oho je ubiquitin-dependentna degradacia proteinu p53 (Grossman et al., 1998).
DNA-vézobna oblast’ sa Specificky viaze na DNA a je najcastejSim miestom vzniku mutacii
pS53. C-terminalny koniec obsahuje dve oblasti: tetramerizacnii oblast, zodpovednu
za konformacné zmeny p53, potrebné pre spravnu funkciu tohto proteinu, a regula¢nu oblast’
(Kim et al., 2012; Levine, 1997). C-koniec moze taktiez negativne regulovat’ funkciu
DNA-vizobnej oblasti jej ,,uzamknutim* do latentnej konformécie, o zabrailuje naviazaniu
DNA. V pripade, Ze je interakcia medzi tymito dvoma oblastami naruSend posttranslacnymi
modifikaciami (fosforylacia, acetylacia), DNA-vazobna oblast’ sa stava aktivnou a dochadza
k zvySeniu transkripcnej aktivity (Kaelin, 1999). Viaceré §tadie poukazuju na to, ze fosforylacia
serinov 15 a 20 proteinu p53 moze sposobit’ konformacné zmeny N-konca, ¢o moze zohravat

ddleziti ulohu v regulacii stability p53 ajeho schopnosti viazat' sa na DNA (Chao, 2000).

3.3.2 Fyziologicka funkcia p53

Svojou tumor supresorovou aktivitou zabranuje nevhodnej proliferacii buniek a podiel'a
sa na udrziavani celistvosti genomu po genotoxickom poskodeni (Kaelin, 1999). Protein sa
vbunke za normalnych okolnosti vyskytuje vnizkych koncentraciach so zivotnostou
niekol'kych minut. V niektorych typoch buniek sa méze taktiez vyskytovat v latentnej forme,
ktora nie je schopna transkripcie. Z tohto dovodu je nutné, aby doslo k jeho aktivacii prijatim
stresového signalu. Pri poSkodeni DNA, aktivacii onkogénu, €i inej skutocnosti, ktora ma

negativny dopad na bunku (teplotny Sok, hypoxia), dochadza k rychlemu zvySeniu koncentracie
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p53 ajeho aktivacii ako transkripéného faktoru (Levine, 1997; Pietsch et al., 2008). Dochadza
tak k aktivacii ATM protein kinazy, co vedie k aktivacii Chk2 kinazy. Obe tieto kinazy
nasledne fosforyluju Specifické miesta pS3 (Kaelin, 1999). Protein nasledne iniciuje jeden
z dvoch procesov. Moze pozastavit bunecny cyklus vo fazi G1, ¢o poskytuje ¢as pre opravu
poskodenia, alebo, ak poskodenie nie je mozné opravit’, protein zah4ji programovanu bunkovu
smrt’ - apoptozu (Goodsell, 1999). Po aktivacii p53 ako transkripéného faktoru, tak dochadza
k jeho hromadeniu v jadre, kde sa viaze na Specifické miesta v regulacnych oblastiach génov

1 Wafl/Ciel " Gadd45 &i gény Bel-2 génovej rodiny (Kaelin,

nim transkribovanych ako napriklad p2
1999; Kern et al., 1991). Transkripcia génu kodujiceho protein p21 vedie k jeho vézbe
na cyklin-dependentné kinazy (CDK), potrebné pre kontinuitu bunecného cyklu, ¢im
ich inhibuje. Tym dochédza k zastaveniu bune¢ného cyklu v G1 bode (Bertoli ez al., 2013;
Levine, 1997). Bolo dokazané, ze vlozenie vektorov wild-type p53 do plicnych nadorov,

viedlo k zastaveniu ich rastu a neskor i k apoptoze (Sekido et al., 2003).

3.4 Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor (AhR) je ligandom aktivovany transkripcny faktor
(Barouki et al., 2012), podielajtci sa na viacerych fyziologickych procesoch vratane tvorby
nadorov (Powell, 2018), metabolizme xenobiotik (Bock, 2017) ¢i imunitnych reakciach
(Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018). Tvori spolu s aryl uhlovodikovym jadrovym
transportérom (ARNT) aryl uhl'ovodikovy receptorovy komplex (AhRC) (Beischlag et al.,
2008), ktory je sucastou bHLH-PAS (basic helix-loop-helix-PER-ARNT-SIM) rodiny
transkripénych faktorov (Bersten et al., 2013).

Neaktivovany AhR sa nachadza v cytosole v komplexe s chaperonmi (HSP90, XAP2,
p23) Mimura et Fujii-Kuriyama, 2003), ktoré udrzuja jeho vysoku afinitu pre ligandy. Viaceré
Studie taktiez naznacili, ze na AhR-chaperon neaktivovany komplex je naviazana i tyrosin
kinaza (Src), ktorej disociacia ma viest k aktivacii AhR (Blankenship er Matsumura, 1997;
Dong et al., 2011).

Ide o sirotsky receptor, ktory mdze byt aktivovany ako endogénnymi zli¢eninami,
tak i xenobiotikami (Adachi ef al., 2001; Weems et al., 2010; Weems et Yost, 2010). Prikladom
ligandov s vysokou afinitou k AhR su naprikad polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAHs),
vyskytujice sa mimo iné i v cigaretovom dyme (B[a]P) (Shimada er Guengerich, 2006),
¢i halogénové aromatické uhl'ovodiky (HAHS), ku ktorym patri i jeden z najznamejSich AhR
agonistov 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (Beischlag er al., 2008). Jednym
z jeho aktivatorov jei 3MI, ktory tak iniciuje napriklad transkripciu CYP1A1l v ludskych
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bronchialnych epitelialnych bunkach a v bunkach hrubého ¢reva (Caco2) (Hubbard et al., 2015;

Rasmussen et al., 2016).

3.4.1 Struktara AhR

AhR je tvoreny N-terminalnym koncom pozostavajucim zbHLH domény,
zodpovedajucej za naviazanie AhR:ARNT komplexu na XRE (DNA element responzivny
na xenobiotika) sekvencie v promotorovych oblastiach cielovych génov. AhR d’alej tvoria dve

PAS domény (A a B) a C-terminalna transaktivacna doména (Obrazok ¢. 3) (Denison ef Nagy,

2003; Schulte et al., 2017).

N-terminaly koniec T C-terminaly koniec
bHLH | PAS-A PAS-B Transaktivacia =

DNA-viizobna
oblast’

Dimerizicia sDNA a  AhR ligand a HSP90-
ARNT vizobna oblast’

Obrazok €. 3: Aryl uhl'ovodikovy receptor (obrdzok prevzaty z E.S. Mosa et al., 2022; upraveny)

Obe PAS domény interaguju s ARNT, za vzniku heterodimérneho komplexu AhR:ARNT,
avSak iba PAS B doména sa funk¢ne podiel'a na viazani AhR ligandov (Wu et al., 2013).
C-terminalna doména obsahuje oblast’ bohatu na glutamin, ktora je zodpovedna za aktivaciu

transkripcie cielovych génov (Rowlands et al., 1996).

3.4.2 Signalna draha AhR

Inaktivovany cytosolicky AhR je teda sucastou komplexu proteinov - dimérneho
HSP90, XAP2, p23 a Src kinazy. Jedna z molekul HSP90 je naviazana na PAS A receptoru
AhR, zatial' ¢o druhé interaguje s jeho bHLH a PAS B doménami. Cely proteinovy komplex je
stabilizovany proteinom XAP2, ktory zvySuje aktivitu AhR a zabratiuje, aby bol neaktivovany
AhR translokovany do jadra, inhibovanim vdzby AhR simportinom-f3. Protein p23
zabezpecuje, aby nedoslo k ubiquitin-sprostredkovanej proteolyze AhR receptoru a Src kindza
je zapojena do aktivacie receptoru (Rothhammer er Quintana, 2019). Po naviazani ligandu
na PAS B receptoru AhR, dochadza k disociacii proteinu XAP2 a AhR i s naviazanym
ligandom su transportované do jadra (Obrazok €. 4) (Ikuta et al., 2004). AhR v jadre nasledne
vytvara heterodimérny komplex s ARNT, ktory sa viaze na XREs sekvencie (Rothhammer et
Quintana, 2019) aspolu s d'al§imi koaktivatormi indukuje transkripciu viacerych génov

(Murray et al., 2014).
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Obrazok €. 4: Ligandom-sprostredkovana aktivacia AhR (obrdzok prevzaty z Murray et al., 2014; upraveny).

3.4.3 Cytochrom P450

Cytochrom P450 predstavuje skupiny enzymov obsahujucich hém, ktoré katalyzuju
Fazu I metabolickych reakcii xenobiotik, ako napriklad C-, N- a S- oxidacia a dealkylacia
(Androutsopoulos et al., 2009). Primarne su exprimované v pe€eni, sekundarne v tenkom creve
a oblickach, d’alej v plticach a d’alSich organoch, kde sa podielaju na biotransformaci, ktora
moze viest k bioaktivacii a tvorbe reaktivnych metabolitov. Bioaktivacia endo- a exogénnych
zliCenin v plticach zohrava vyznamnu tlohu u réznych chorob vratane rakoviny pluc, kedy
inhalované polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAHs), ktoré za normalnych podmienok nie
su karcinogénne, mozu byt bioaktivované enzymamy cytochromu P450 na metabolity, ktoré
nasledne alkylujd DNA (Weems et al, 2010). V eukaryotickych bunkéach existuji ako
membranovo-viazané (ER, mitochondria) hemoproteiny zlozené z priblizne 500 aminokyselin.
Ich prosteticku skupinu tvori protoporfyrin IX s naviazanym zelezom (Hasler et al., 1999;

Srejber et al., 2018).

3.4.3.1 CYP1A1

CYPIAL1 je jednym z dvoch ¢lenov rodiny CYP1 (Kim, 2004), ktord sa nachadza
predovSetkym v extrahepatickych tkanivach, kde katalyzuje rbézne reakcie, vratane
hydroxylacie aromatického kruhu iniciujucej karcinogenézu (Androutsopoulos et al., 2009).

Medzi jeho inhibitory patri hesperidin (Briguglio et al., 2018), fluorochinolony a makrolidy

13



ajeho induktory predstavuji polycyklycké aromatické uhlovodiky (PAHs), ako i3MI
(Beresford, 2008; Hubbard er al., 2015). Jeho expresia je regulovana heterodimérom
AhR:ARNT, ¢im sa CYP1A1 stava markerom aktivacie AhR (Hu, 2007). Aby sa dokazalo, ze
CYP1A1 je indukovany i v primarnych l'udskych bunkach, bola vykonana §tadia, v ktorej boli
NHBE bunky (normalne l'udské bronchialne epitelové bunky) vystavené 10umol-1" 3MI
po dobu 24 hodin. I ked’ sa po 8 hodinach expresia CYP1A1 vratila na hodnoty kontroly (0,5%
DMSO), pocas 6. hodiny bolo pozorované signifikantné zvysenie CYP1A1 expresie (Weems
et al., 2010).

3.4.3.2 CYP2A6

CYP2AG6 je protein kodujuci gén, nachadzajuci sa na dlhom ramienku 19. chromozému
(GeneCards, 2008). Je exprimovany prevazne v peceni, kde tvori len 4% z celkovych
hepatickych CYP P450 (Chen et al., 2007; Tutka et al., 2005). Na zaklade zistenia, ze Cast’
promotorove] oblasti CYP2A6 génu obsahuje GRE sekvencie, bolo konS§tatované, ze CYP2A6
modze byt regulovany glukokortikoidnym receptorom (GR) (viz 3.4) (Onica et al., 2007).
Podobne ako CYP1AL1, aj CYP2AG6 sa podiel'a na metabolizme xenobiotik, vratane nikotinu
a kumarinu (Chen et al., 2007; Tutka et al., 2005). Podiela sa taktiez i na degradacii 3MI
u prasiat, i ked’ v ovel'a mensSej miere, nez s akou dochadza k akumulacii 3MI v ich tukovych
tkanivach (Chen et al., 2007). Jednym z ligandov, ktoré sa viazu na GR a spustaju expresiu
proteinu CYP2AG6 je i dexametason (DEX). V studii z roku 2007 bolo preukazané, ze DEX
v koncentracnej rade 1-100 nmol-1"! zvy3oval expresiu CYP2A6 mRNA a proteinu v l'udskych
hepatocytoch (Onica et al., 2007).

3.5 Glukokortikoidny receptor

Glukokortikoidny receptor (GR) je transkripcny faktor, ktorého aktivacia je indukovana
naviazanim steroidného hormoénu (Bledsoe ef al., 2002). Je zodpovedny za regulaciu génov
viacerych fyziologickych procesov, ako napriklad diferenciacia buniek, regulacia hladiny
glukozy v krvi €1 zapojenie v zapalovych reakciach (Reichardt ef al., 1998). Medzi jeho d’alSie
ligandy vSak patria 1 DEX a prednisolon, ktoré sa podavaju pri astme, reumatickej artritide
a leukémii (Barnes et al., 1998). Jeho mutéacie si spojené s mnohymi ochoreniami, vratane
roznych druhov rakovin, autoimunitnych ochoreni ¢i Cushingovho syndromu (Werner
et Bronnegard, 1996). Prave z toho dévodu sa GR povazuje za dolezity ciel’ v lieCbe (Bledsoe

et al., 2002).
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3.5.1 Struktira GR

Gén kodujuci GR, NR3CI (jadrovy receptor, Subrodina 3, Skupina C, Clen 1),
je lokalizovany na dlhom ramienku 5. chromozému a tvori ho 10 exénov (Chrousos et Kino,
2005). GR sa sklada z troch funkénych domén: N-terminalna doména (NTD), ligand-vézobna
doména (LBD) a DNA-vdzobna doména (DBD) (Obrazok ¢. 5). NTD obsahuje Specialnu
oblast’ bohati na aminokyselinové zvysky, AF-1 (oblast’ aktivacnej funkcie 1), ktora posobi
ako zosiliiovac¢ transkripcie a moéze fungovat’ i v nepritomnosti LBD (Kumar et Thompson,
2005). Nasleduje DBD, ktora obsahuje dva motivy zinkovych prstov, prostrednictvom ktorych
sa GR viaze na Specifické GRE (glukokortikoid-responzivne DNA elementy) sekvencie
cielovych génov (Nader et al., 2009), aktoré taktiez stabilizuyja DBD:GRE komplex.
C-terminalna LBD zodpoveda za rozpoznanie a naviazanie ligandu a obsahuje malu aktiva¢nu
oblast AF-2, ktora sa sklad4 tak, aby umoznila naviazanie d’al§ich proteinov ako napriklad
koaktivatorov ¢i korepresorov (Kumar e Thompson, 2005). Medzi DBD a LBD sa mimo iné
nachadza i tzv. pantova oblast’ (HR, hinge region), ktora zabezpecuje flexibilitu GR (Nader et

al., 2009).

NH2- NTD BBOHR|( LBD )-COOH

AF1 AF2

Obrazok ¢. 5: Struktara glukokortikoidneho receptora (obrazok odvodeny z Ratman e al., 2013).

3.5.2 Signalna draha GR

Neaktivovany GR je v cytoplazme sucast'ou vel'kého proteinového komplexu zlozeného
z chaperénov HSP90, HSP70 (proteiny tepelného Soku), p23 aimunofilinov FKBP51
a FKBP52 (FK506-vdzobny protein 51-kDa a 52-kDa). Ich ulohou je udrziavanie GR
v transkripcne neaktivnej konformacii, no s vysokou afinitou k ligandom (Oakley et Cidlowski,
2013; Zgajnar et al., 2019). Po naviazani ligandu na LBD GR, dochadza k zmene
jeho konformécie, o vedie k disociacii proteinového komplexu a translokacii GR cez jadrové
pory do jadra. Tam dochadza k naviazaniu DBD GR na GRE sekvencie cielovych génov
a zah4jeniu transkripcnej aktivity/represie. Ubikvitin-proteazomalna draha néasledne degraduje
ligandom viazany GR, ¢im ul'ah¢uje jeho uvolnenie z GRE sekvencii. Uvol'nena Cast’ receptoru
sa tak vracia spat do cytolazmy, kde opat' tvori komplex s chaperonovymi proteinmi

(Nicolaides et al., 2018; Oakley et Cidlowski, 2013).
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Material

4.1.1 Biologicky material
* Adherentna bunkova linia A549 (CCL-18), odvodena a izolovana z buniek l'udského

karcinému pl'uc, prostrednictvom explantatovej kultary.

4.1.2 Pouzity material
* 96 jamkové kultivacné dosticky (Techno Plastic Products)
* 6 jamkové kultiva¢né dosticky (Techno Plastic Products)
» automatické pipety 0,1-2,5ul; 0,5-10ul; 2-20ul; 20-200ul; 10-100pl; 100-1000ul
(Eppendorf)
* Dbunicina (Tork)
» Birkerova komorka (Assistent)
» filtracny papier pre Western blotting (BioRad)
» fixka WesternSure® Pen (LI-COR)
= hrebienok na ELFO (BioRad)
» krycie sklicka 22x22mm (Menzel Glaser)
» kultivaéné fTase s plochou dna 25 cm?; 75 cm?; 150 cm? (Techno Plastic Products)
* multikanalova pipeta 20-200ul (Eppendorf)
* nitrilové rukavice (Mercator Medical)
* papierova krabicka na vzorky do —80 °C (Biologix)
= Petriho misky (Techno Plastic Products)
» plastova skrabka na bunky (Techno Plastic Products)
* plastové mikroskimavky o objemoch 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; 5 ml (BIOplastics)
* plastové skimavky o objemoch 15 a 50 ml (Techno Plastic Products)
» plastové stojany na skimavky a mikroskimavky (Techno Plastic Products)
* plastové Spicky 0,1 - 10ul, 10 - 200ul, 100 - 1000ul (Eppendorf)
* PVDF membrana (Thermo Scientific)
» sérologické pipety 0,1-2ml; 1-5ml; 1-10ml; 1-25ml (Techno Plastic Products)
» skl4 pre western blotting 1,5 mm Mini-PROTEAN® (BioRad)

* sklenena kadicka (Simax)
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4.1.3 Chemikalie

2x koncentrovany Laemmli Sample Buffer (BioRad, 1610737)
4x koncentrovany pufor do deliaceho gélu (BioRad, 161-0798)
4x koncentrovany pufor do zaostrovacieho gélu (BioRad, 161-0799)
5x koncentrované Bradfordovo ¢inidlo (Serva, 39222.03)
10x koncentrovany migracni pufor Tris/glycin/SDS (Bio Basic, 1610732)
10x koncentrovany reblotacny pufor Re-blot Plus Strong Solution (MilliporeSigma,
2504)
10x koncentrovany transferovy pufor Tris/glycin (Bio Basic, 1610771)
20x koncentrovany Tris Buffered Saline (Thermo Scientific, 28358)
0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich, T4049)
10% dodecylsiran sodny (BioRad, 1610302)
40% roztok akrylamid/bisakrylamid (Sigma Aldrich, A2792)
96% etanol (Lach-ner, 20025-A99)
2,3,7,8-tetrachlérdibenzodioxin, TCDD (ULTRA Scientific, 48599)
3-metylindol (Sigma Aldrich, M51458)
bovinny sérovy albumin (Sigma Aldrich, A2153)
bromfenolova modra (Sigma Aldrich, BO126)
deionizovana voda, ddH>O
dexametason (Sigma Aldrich, D4902)
dimetylsulfoxid, DMSO (Sigma Aldrich, D8418)
DL-Ditiotreitol, DTT (Sigma Aldrich, 43819)
dodecylsiran sodny, SDS (Sigma Aldrich, L3771)
doxorubicin (10 mmol-1"'zasobny roztok) (Abcam, ab234039)
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (Sigma Aldrich, D6546)
fetalne bovinné sérum, FBS (Sigma Aldrich, F6178)
fosfatovy pufor, PBS (Serana, BDL-001)
glycerol (Lach-ner, kat. ¢. 40058-ATO)
chemiluminiscencny substrat Western Sure Premium Chemiluminiscent Substrate:
o Stable Peroxide Solution (LI-COR, 826-13462)
o Luminol Enhancer Solution (LI-COR, 826-13460)
inhibitor fosfataz PhosSTOP™ (Roche, 04906837001)
inhibitor proteaz cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini (Roche, 04693159001)
Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025)
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izopropanol (Sigma Aldrich, 19516)
L-glutamin (Sigma Aldrich, F6178)

lyzaény pufor (Promega, E3971)
metanol (Penta, 67-56-1)

neesencialne aminokyseliny (Sigma Aldrich, M7145)
N,N,N',N'-tetrametyléndiamin, TEMED (Merck Millipore, 110-18-9)
persiran amonny, APS (Sigma Aldrich, A3678)

Ponceau S. Rouge (Sigma Aldrich, P7170)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, 1610374)

protilatky:

o

o

o

primarna protilatka B-aktin, mouse monoclonal (Cell Signaling Technology,
3700S)

primarna protilatka CYP1A1, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology,
sc-393979)

primarna protilatka CYP2A6, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology,
sc-53615)

primarna protilatka p-53, mouse monoclonal (Cell Signaling Technology,
48818S)

primarna protilatka p-p53 (S15), rabbit polyclonal (Cell Signaling Technology,
9284S)

sekundarna protilatka anti-mouse (Cell Signaling Technology, 7076S)
sekundarna protilatka anti-rabbit (Cell Signaling Technology, 7074S)

suSené mlieko (Laktino)

trypanova modra (Sigma Aldrich, T6146)

Tween® 20 (Sigma Aldrich, P1379)

WesternSure® Pen (LI-COR, 926-91000)

WesternSure® Pre-stained Chemiluminescent Protein Ladder (LI-COR, 926-98000)
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4.1.4 Pristroje

analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

aparatura pre western blot Trans-Blot SD Cell (BioRad)

centrifuga 5418 R (Eppendorf)

centrifiga Spectrafuge mini (Labnet)

digitalny mikroskop (Novel Optics)

elektroforeticka cela Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
hlbokomraziaci box MDF-U53V (Sanyo)

chladnicka (Gorenje)

chemiluminiscenény skener Li-COR C-DiGit™ (Li-Cor Biosciences)
inkubator NB-203XL (N-Biotek)

kyvacka MR-12 (Biosan)

laminarny box Labculture® (ESCO)

mikrocentrifuga 5414 R (Eppendorf)

minikyvacka MR-1 (Biosan)

platova aparatura na pripravu gélov pre SDS-PAGE (BioRad)
pristroj na vyrobu 'adu F100 Compact (Icematic)

sonikacna lazen Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (Bandelin electronic)
spektrofotometr Infinite M200 (Tecan Trading AG)

termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)
vodna lazent LCB11D (Daihan LabTech)

vortex Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)

zdroj napitia Enduro™ 300V (Labnet)

zvaracka folii (Eta)

4.1.5 Pocitacové programy

Image Studio Digits

i-Control
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4.2 Metodika prace

V experimentalnej Casti boli bunky A549 dlhodobo vystavované 3-metylindolu (3MI)
v koncentraénej rade 0,1-100 nmol-1"!. Vramci tohto &asového obdobia boli postupne
odoberané vzorky, ktoré boli zamrazené v —80°C a neskor vyhodnotené prostrednictvom
western blot metddy. Touto metddou bola taktiez stanovena expresia génov CYPIAl
a CYP2AG6, ktora odraza transkripcnu aktivitu AhR a GR. Bunky boli kultivované v plastovych
flasiach v inkubatore pri teplote 37°C, 5% CO2 a 95% vlhkosti.

4.2.1 Pasazovanie buniek

Bunky sa neustale mnozia a postupom casu su ¢oraz konfluentnejsie, nasledkom ¢oho
dochadza k ubytku zivin v kultivatnom médiu. Proces pasazovania sluzi na zredukovanie poctu
buniek, kedy podsobenim proteazy trypsin, dochadza k rozruseniu ako medzibunecnych
kontaktov, tak aj kontaktu s povrchom kultivacnej fl'aSe.

V ramci pasazovania bolo v lamindrnom boxe odsaté staré médium z kultivacnej fTase
o velkosti 25 cm? a bunky usadené na povrchu boli jemne premyté s 4 ml PBS. Nasledne boli
inkubované po dobu 5 minut s 0,5 ml trypsinu v inkubatore. Po oddeleni buniek od povrchu
fl'ase bolo pridanych 4,5 ml nového zivného média a suspenzia bola zhomogenizovana pipetou.
4 ml suspenzie boli prenesené do plastovej skimavky a pripravené na zamrazenie. K zvySnému
1 ml suspenzie, ktory zostal v kultivacnej fTasi, boli pridané 4 ml nového zivného média
a kultivacna flTasa bola inkubovana 3-5 dni v inkubétore.

Pri pasazovani sa vyuzivalo komercéné médium DMEM, do ktorého bolo pridanych
50 ml 10% FBS, 5 ml 1% neesencialnych aminokyselin a 5 ml L-glutaminu na 500 ml média.
V prvej polovici experimentalnej Casti sa pracovalo s piatimi DMEM médiami - Cisté zivné
médium, kontrolné médium s DMSO a zvysné tri obsahovali kazdé ini koncentraciu 3MI
(0,1 nmol-I"", 1 nmol-1"" a 10 nmol-1'!). V druhej polovici sa vyuzivali iba dve DMEM média,
jedno s pridanym DMSO a druhé cisté zivné médium, priCom koncentracna rada 3MI

(1 nmol-1"!, 10 nmol-1"! a 100 nmol-I"") bola aplikovana priamo na bunky po&as pasazovania.

4.2.2 Mrazenie vzoriek pre Western blot

Suspenzia, ktora bola odobratd pocas pasazovania bola centrifugovana pri 1500 rpm
po dobu 2 minut. Po scentrifugovani bol odobraty supernatant a k bune¢nému sedimentu bol
pridany 1 ml nesterilného PBS. Tento roztok bol nésledne zhomogenizovany pipetou,
preneseny do 1,5ml mikroskimaviek a dalej centrifugovany 1 minatu pri 4000 rpm.

Supernatant bol nasledne odpipetovany a mikroskimavka s peletom bola vlozena do —80 °C.
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4.2.3 Pocitanie a vysadzanie buniek na kultivacni dosti¢ku pre pozitivnu
a negativnu kontrolu

Pocas pasazovania bolo do plastovej mikroskimavky odobratych 10 pl bunecnej
suspenzie z kultivacnej flaSe s cCistym zivnym médiom. K bunecnej suspenzii bolo
pripipetovanych 90 ul 0,4% (w/v) roztoku trypanovej modre; v PBS a vysledny roztok bol
pipetou dokladne premieSany. Nasledne z neho bolo odobranych priblizne 10 pl, ktoré boli
nanesené na Burkerovu komdrku a pomocou mikroskopu bol spocitany pocet zivych buniek
v deviatich §tvorcoch Biirkerovej komorky. Pocitané boli len nezafarbené zivé bunky, ktoré
maju na rozdiel od mrtvych buniek neporuseni membranu, a neprepustaju tak do svojho
intracelularneho priestoru farbivo. Pocet zivych buniek bol prepocitany na pocet buniek v 1 ml
bunecnej suspenzie. Bunky boli vysiate do troch jamiek 6 jamkovej kultiva¢nej dosticky,
1 milién buniek na jamku v objeme 1 ml.

Po vysiati nasledovala 24 hodinova inkubacia, po ktorej nasledovalo vystavenie buniek
testovanym latkam - DMSO v pomere 1:1000 (negativna kontrola) a 10 pmol-1"" doxorubicin

(zasobny roztok 10 mmol 1!, pozitivna kontrola).

4.2.4. Pocitanie a vysddzanie buniek na kultiva¢ni dosti¢ku pre stanovenie
aktivity AhR a GR

Do 6 jamkovych kultivacnych dosti¢iek boli vysiate 2 miliony buniek na jamku
v objeme 2 ml. Experiment sa vykonaval v troch opakovaniach, 8 jamiek na jedno opakovanie.
Na cely experiment tak bolo treba priblizne 48 milionov buniek v 52 ml DMEM s prepocitanou
rezervou.

Po vysiati boli kultivaéné dosticky inkubované po dobu 24 hodin, po ktorych

nasledovala d’alSia 24 hodinova inkubacia s testovanymi latkami.

4.2.5 Inkubacia buniek s testovanymi latkami

Po vysiati buniek na kultivacné dosticky a ich 24 hodinovej inkubacii v inkubatore, boli
bunky v jednotlivych jamkéach, v ramci jedného opakovania, vystavené vybranym latkam
nasledovne:

o 4 jamky s DMSO v pomere 1:1000 ako negativna kontrola

o 2jamky s TCDD o vyslednej koncentracii 10 nmol 1" (zasobny roztok 10 pmol-1')

o 2 jamky s dexametasonom o vyslednej koncentracii 100 nmol-1"! (z4sobny roztok

100 pmol 1)

Staré médium v kultivaénych dostickach bolo v laminarnom boxe odsaté a nahradené novym

médiom s uz rozpustenymi testovanymi latkami v danych koncentraciach. Kultiva¢né dosticky
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boli nasledne vlozené do inkubatora a inkubované po dobu 24 hodin.
3 * 3

Obrazok ¢. 6: Schéma 6 jamkovych dostiiek po aplikacii testovanych litok v ramci jedného opakovania.

A

>
vs}

Jamka A1 predstavuje pozitivnu kontrolu, jamky A2, A3, B1, B2 a B3 obsahuju kultivacné médium s rozpustenymi
testovanymi latkami. Jamky Al a B1 % predstavuju negativnu kontrolu.

Po inkubacii bolo staré¢ médium opiat’ odsaté a nahradené novym s rozpustenymi testovanymi
latkami, ku ktorym boli ale tentokrat pridané 10umol 1" doxorubicin ako pozitivna kontrola
a 3MI o vyslednej koncentracii 100 nmol 1" (zasobny roztok 100 umol-1"") (Obrazok ¢&. 6).
Po aplikovani testovanych latok boli kultivacné dosticky inkubované po dobu 24 hodin

v inkubatore.

4.2.6 Mrazenie vzoriek pre Western blot po inkubacii s testovanymi latkami

Po 24 hodinach v inkubéatore bolo staré médium 1 s rozpustenymi testovanymi latkami
odsaté a kultivacné dosticky boli premyté PBS. Do kazdej jamky bol nasledne napipetovany
1 ml PBS aobsah jamky bol pomocou plastovej Skrabky zoSkrabany do 1,5ml plastove]
mikroskimavky. Vzorky boli pocas procesu izolacie udrziavané na lade, aby sa zabranilo
degradacii proteinov. Mikroskiimavky boli centrifugované vo vychladenej centrifuge (4 °C)
pri 4600 rpm po dobu 5 minut. Supernatant bol nasledne odpipetovany a do kazdej
mikroskimavky bol k bunecnému sedimentu pridany 1 ml PBS. Nasledovala centrifugacia
v predom vychladenej centrifige pri 1500 rpm po dobu 2 minat. Supernatant bol opéat
odpipetovany a sediment uskladneny do —80 °C.

4.2.7 Izolacia proteinov a stanovenie ich koncentracie

Po vytiahnuti z —80 °C boli vzorky ponechané na I'ade k rozmrazeniu a nasledne bolo
do kazdej mikroskumavky pridanych 150 pl lyzaéného pufru. Kazda vzorka bola dokladne
zvortexovana, sonifikovana a nasledne opitovne zvortexovana. Vzorky boli ponechané
po dobu 5 minuat na lade a d’alej scentrifugované (13000 rpm, 4 °C, 13 min). Supernatant bol
nasledne prepipetovany do novych 1,5ml mikroskimaviek a cely roztok bol dokladne

premieSany. Z kazdej vzorky bolo odobratych 5 ul, ktoré boli v 0,5ml mikroskimavkach
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5x nariedené vodou a nasledne zvortexované. Pomocou Bradfordovho cinidla bola stanovena
koncentracia jednotlivych vzoriek, kedy do 96 jamkovej kultiva¢nej dosticky bolo z kazde;j
nariedenej vzorky napipetovanych po 10 pl na jamku. Nasledne bola napipetovana kalibra¢na
krivka BSA o koncentraciach 0,2; 0,4 a 0,6 mg/ml, a do kazdej jamky bolo pridanych 100 ul

Bradfordovho ¢inidla.

4.2.8 Priprava vzoriek pre SDS-PAGE

Vzorky boli nariedené do 0,5ml mikroskiimaviek tak, aby roztok o objeme 30 pul
obsahoval 28-32 ng proteinov. K jednotlivym vzorkam bo pridany odpovedajici objem 2x
koncentrovaného vzorkovacieho LB pufru. Vzorky boli nasledne dokladne zvortexované
a denaturované pri 95 °C na termobloku po dobu 5 minut. Po denaturacii boli schladené na l'ade

a nasledne stoené na minicentrifiige.

4.2.9 SDS-PAGE

Do plastovej aparatiry na pripravu gélov boli umiestnené krycie a podlozné sklicka,
ktoré boli dopredu ocistené 96% etanolom. Nasledne bol pripraveny 10% deliaci gél, ktorého
zlozenie je popisané v tabul'ke €. 1. Po pripraveni bol gél premieSany a napipetovany pomocou
10ml sérologickej pipety medzi pripravené skla priblizne 1 cm od vrchného okraja krycieho
skla. Deliaci gél bol prevrstveny 400 pl izopropanolu, ktory bol po spolymerizovani gélu
odstraneny a gél bol 5x premyty deionizovanou vodou. Dalej bol pripraveny 4% zaostrovaci
gél podl'a tabul'ky €. 2, ktory bol 5 ml sérologickou pipetou naneseny na deliaci gél medzi skla,
a do ktorého bol vlozeny plastovy hrebienok. Po spolymerizovani bol gél vytiahnuty z plastove;j

aparatury a vlozeny do elektroforetickej cely naplnenej migraénym pufrom.

Tabulka €. 1: ZloZenie 10% deliaceho gélu s hribkou 1,5 mm

Zlozky gélu Objem
40% roztok akrylamid/bisakrylamid 2,5 ml
ddH>O 4.9 ml
4x pufor do deliaceho gélu (Tris/HCI, pH 8.8) 2,5 ml
10% SDS 100 pl
APS 100 pl
TEMED 10 wl
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Tabulka €. 2: ZloZenie 4% zaostrovacieho gélu s hribkou 1,5 mm

Zlozky gélu Objem
40% roztok akrylamid/bisakrylamid 0,40 ml
ddH>O 2,56 ml
4x pufor do deliaceho gélu (Tris/HCI, pH 8.8) 1,00 ml
10% SDS 40 wl
APS 30wl
TEMED 4 ul

Hrebienok bol vytiahnuty a do vytvorenych jamiek boli napipetované dopredu pripravené
vzorky, pricom do prvej jamky bol naneseny Standard molekulovej hmotnosti. Elektroforeticka
cela bola zapojena do zdroja elektrického napitia a za konstantného pradu 30mA/gél boli

vzorky separované po dobu 1,5 h.

4.2.10 Prenos proteinov na PVDF membranu (Semi-Dry)

PVDF membrana bola 2 minuty hydratovand v metanole a nasledne 2x po 10 minut
premyvana v ddH»O a vlozena do transfer pufru. Néasledne bola zostavena blotovacia aparatura,
do ktorej sa na elektrodu vrstvilo v poradi: 2x filtracny papier navlhéeny transfer pufrom, PVDF
membrana, gél s proteinmi, 2x filtraény papier navlhceny transfer pufrom. Aparatara bola
zapojena do zdroja elektrického napétia a za konstantného prudu 380 mA boli proteiny
blotované na membranu priblizne 2 h. Po skonceni bola membréana 3x po 5 minut premyvana
v ddH20 a nasledne farbena pomocou Ponceau S. Rouge po dobu 3 minut. Po zafarbeni bola
membrana opat’ premyta v ddH->O a po vysuseni bola popisana, orezana a pripravena na d’alSie

pouzitie.

4.2.11 Detekcia proteinov

Membrana s proteinmi bola rehydratovana v metanole a premyta v ddH»O. Nasledne
bola 3x po 5 minut premyvana v pripravenom roztoku TBS/Tween (50 ml 2x koncentrovaného
TBS, 950 ml ddH20 a 500 pl Tween 20). Po premyti bola umiestnena do predom pripraven¢ho
roztoku 5% mlieka v TBS/Tween a inkubovana na kyvacke po dobu 1 h. Po inkubacii v mlieku
bola membrana vlozena do roztoku 5% BSA v TBS/Tween, v ktorom bola podl'a tabul'ky ¢. 3
rozpustena prislusna primarna protilatka. Membrana bola inkubovana na kyvacke cez noc

pri 4°C.
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Na druhy deii bola membrana premyvand 3x po 5 minut v TBS/Tween a nasledne

inkubovana na kyvacke v roztoku 2,5% mlieka v TBS/Tween i s rozpustenou sekundarnou

protilatkou (viz Tabulka ¢. 3) po dobu 1 h. Po inkubacii bola premyvana 3x po 5 minut

v TBS/Tween avlozena na 5 minit do pripraveného chemiluminiscen¢ného substratu,

pomocou ktorého bol nasledne v pristroji Li-Cor detekovany prislusny signal.

Tabulka €. 3: Riedenie jednotlivych protilitok

Protilatka

Riedenie

primarna B-aktin, mouse monoclonal
primarna CYP1A1, mouse monoclonal
primarna CYP2A6, mouse monoclonal
primarna p-53, mouse monoclonal
primarna p-p53 (S15), rabbit polyclonal
sekundarna anti-mouse

sekundarna anti-rabbit

1:2000
1.500
1.250
1:750

1:1000

1:2000

1:5000

Po zdetekovani proteinov bola membrana 5 minut premyvana v roztoku TBS/Tween a nasledne

inkubovana v 10x nariedenom reblotadnom pufri po dobu 15 minut. Dalej bola 2x po 5 minut

premyvana v 5% mlieku, ¢im bola pripravena na inkubaciu v 5% BSA s d’al§imi protilatkami.
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4.3 Vysledky

4.3.1 Detekcia genotoxického markeru poskodenia - p53

Pomocou Western blot metody bola zistovana cytotoxicita placnych buniek A549
po ich dlhodobom vystavovani jednotlivymi koncentraciami skatolu (3MI). V prvom
opakovani experimentalnej Casti boli bunky vystavované pocas 16 tyzdiov koncentracnej rade
0,1 nmol-1"!, 1 nmol1' a 10 nmol-1"! (Obrazok &. 7). Pozitivna kontrola doxorubicin (DOX)
indukovala protein p53, ktory je markerom poskodenia DNA. Iked bol pocas 3. tyzdia
(19. den) pozorovany menS$i narast v expresii proteinu p53, celkové navySenie cytotoxicity
u buniek pozorované nebolo (Graf €. 1). V druhom opakovani experimentu boli bunky po dobu
13 tyzdtiov vystavované koncentracidm 1 nmol-1"!, 10 nmoll"! a 100 nmol-1"! (Obrazok ¢&. 8),
kedy podobne ako v prvom opakovani nebolo okrem 2. tyzdiia (14. defl) pozorované zvySenie
v expresii pS3 (Graf €. 2).
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Obrazok ¢&. 7: Efekt 3MI o koncentriciach 0,1 nmol-I'!; 1 nmol-l'! a 10 nmol‘l'! na expresiu proteinu p53
u bunecnej linie A549. Obrazok zobrazuje detekciu B-aktinu (43 kDa) a proteinu p353 (53 kDa), u ktorého boli
pozorované d’alSie signaly v oblasti 50 kDa. Stanovenie expresie tychto proteinov prebichalo po vystaveni
bunecnej linie A549 3MI po dobu 16 tyzdilov. Ako negativna kontrola (UT) bolo pouzit¢ DMSO v DMEM médiu

(v pomere 1:1000) a ako pozitivna kontrola 10umol-1"' doxorubicin.
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Expozicia A549 3MI - Prvy experiment
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Graf ¢. 1: Kvantifikacia western blottingovej detekcie proteinu pS3 po vystaveni buniek AS49 3MI
o koncentraciich 0,1 nmoll'',1 nmoll''a 10 nmol-I' '. Rakovinova bune¢na linia A549 vystavena pdsobeniu
3MI po dobu 16 tyzdiiov. Vysledky predstavujii 10 jednotlivych experimentov, vztahujucich sa k negativnej
kontrole (UT), ktord predstavuje hodnotu 1. Ako pozitivna kontrola bol pouzity 10pmol-1! doxorubicin.

Hviezdickou je oznacCeny 3. tyzden (19. detl), pocas ktor¢ho doslo k miernemu narastu expresie proteinu p53

po vystaveni bunick 3MI.
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Obrazok ¢. 8: Efekt 3MI o koncentraciich 1 nmol‘l' 1, 10 nmol-I'! a 100 nmol‘I' ! na expresiu proteinu p53
u bunecnej linie A549. Obrazok zobrazuje detekciu p-aktinu (43 kDa) a proteinu p53 (53 kDa), u ktorého boli
pozorované d’alSie signaly v oblasti 50 kDa. Stanovenie expresie tychto proteinov prebichalo po vystaveni
bunecnej linic A549 trom ré6znym koncentracidm 3MI po dobu 13 tyZdiiov. Ako negativna kontrola (UT) bolo

pouzité DMSO v DMEM médiu (v pomere 1:1000) a ako pozitivna kontrola 10pmol-1"! doxorubicin.

27



Expozicia A549 3MI - Druhy experiment
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Graf €. 2: Kvantifikicia western blottingovej detekcie proteinu pS3 po vystaveni buniek AS49 3MI
o koncentraciach 1 nmol-1',10 nmol-1' ' a 100 nmol-I- 1. Rakovinova bune¢na linia A549 vystavena pdsobeniu
3MI po dobu 13 tyzdiiov. Vysledky predstavujii 10 jednotlivych experimentov, vztahujucich sa k negativnej
kontrole (UT), ktora predstavuje hodnotu 1. Ako pozitivna kontrola bol pouzity 10umol-1"' doxorubicin.
Hviezdickou je oznaceny 2. tyzdeni (14. deti), poCas ktorého doslo k miernemu narastu expresie proteinu p53
po vystaveni bunick 3MI.

Pri detekcii proteinu p53 boli okrem samotného proteinu pozorované i d’alSie signaly v oblasti

50 kDa, ktoré vSak uz dalej Studované neboli. Mohli by vSak predstavovat niektoru

z hypofosforylovanych ¢i splicingovych foriem proteinu p53.

Pretoze hladina proteinu p53 nebola navySena ku koncu experimentu, rozhodla som sa
zdetekovat fosforylovani formu p53, Co funguje ako citlivejsi marker genotoxického
poskodenia. Bola zvolena vzorka z 87. diia druhého experimentu. Vysledky z Western blot
analyzy ukazali, ze u bunecnej linie A549 bola detekovana fosforylovana forma proteinu p53

na serine 15 len pre pozitivnu kontrolu, doxorubicin, nie pre skatol. (Obrazok ¢. 9).
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Obrazok ¢. 9: Western blot detekcia p-p53 (Ser15). Na obrazku je mozné vidiet, Ze u pozitivnej kontroly
(DOX), ktora nebola vystavena 3MI, dochddza u proteinu p53 k fosforylacii na serine 15.

28



Protein p53 bol dalej detekovany taktiez u buniek A549, ktoré boli inkubované
so 100nmol-I"! 3MI a sligandami AhR a GR - TCDD (10 nmol-1"!) a dexametason
(100 nmol-1"!) (DEX) po dobu 24 h, aby sa zistilo, & tato inkubacia moze viest' ku zmene
metabolizmu skatolu a indukovat p53. Vysledky predposobenia TCDD a DEX na bunky A549
(Obrazok ¢. 10, Graf €. 3) ukazuju, ze skatol (3MI) znizil hladinu p53, a t4 bola len mierne
obnovena pdsobenim TCDD. Oproti tomu samotny DEX znizil hladinu p53 skoro o 30%

a v kombinacii s 3MI nemal ziaden vplyv.

p53 (~53 kDa)

B-aktin (~43 kDa)

Obrazok ¢. 10: Western blot detekcia proteinu pS3 u buniek AS49 inkubovanych s 3MI, TCDD a DEX.
Obrazok zobrazuje detekciu B-aktinu (43 kDa) a proteinu p53 (53 kDa) ubunick A549 inkubovanych
s 3MI (100 nmol-I'"), TCDD (10 nmol-1"') a DEX (100 nmol-1-') po dobu 24 h. Ako negativna kontrola bol
pouzity DMSO v DMEM médiu (v pomere 1:1000).

Pdsobenie TCDD a DEX 3MI vystavenym A549
1,6
1,4
1,2

0,8 T

0,6

FOLD INDUCTION

0,4
0,2

uUT 3MI TCDD TCDD+3MI DEX DEX+3MI

Graf €. 3: Kvantifikdcia western blottingovej detekcie proteinu p33 u buniek A549 inkubovanych s TCDD
a DEX s pritomnostou abez pritomnosti 3MI. Bunecni linia A549 bola vystavend pdsobeniu 3MI
(100 nmol-1- 1), TCDD (10 nmol-1" ') a DEX (100 nmol-I'!) po dobu 24 h. Nasledne k nim bol pridany aj 3ML
Vysledky tohto experimentu su ndsobkom negativnej kontroly (UT), ktorti tvorilo DMSO v DMEM médiu
v pomere 1:1000, a ktord predstavuje hodnotu 1. Vysledky st priemerom 2 opakovani a vznikli normalizaciou

signalu pre p353 voci signalu pre aktin.
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4.3.2 Stanovenie expresie CYP1A1 a CYP2A6 génov
Aby sa preukazala funkénost’ signalnych drah pre AhR a GR, boli pomocou metody

Western blottingu stanovené hladiny proteinov CYP1A1 a CYP2AG6. Tieto proteiny boli

detekované v bunkach A549 inkubovanych so 100nmol-1"! 3MI a agonistami tychto
receptorov - TCDD (10 nmol-1"!) pre CYP1A1 a DEX (100 nmol-1"!) pre CYP2A6 po dobu
24 h (Obrazok ¢. 11).

~58 kDa

~43 kDa

CYPIAL

B-aktin

~56 kDa

~43 kDa

CYP2A6

B-aktin

Obrazok €. 11: Western blot detekcia CYP1A1 a CYP2A6 u buniek A549 vystavenych 3MI, TCDD a DEX.
Obrazok zobrazuje detekciu p-aktinu (43 kDa) a proteinov CYP1A1 (58 kDa) a CYP2A6 (56 kDa). Protein
CYP1AL1 bol detekovany u bunick A549 inkubovanych s 3MI (100 nmol-1"!) a TCDD (10 nmol-I'!) a protein
CYP2A6 u buniek inkubovanych s 3MI (100 nmol-1'!) a DEX (100 nmol-1') po dobu 24 h. Ako negativna
kontrola bolo pouzit¢ DMSO v DMEM médiu (v pomere 1:1000).
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Expresia proteinu CYP1A1 v bunkach A549
vystavenych 3MI
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Graf ¢. 4: Kvantifikacia expresie proteinu CYP1A1 u buniek A549 vystavenych 3MI za posobenia TCDD.
Bune¢na linia A549 bola vystavena pdsobeniu 3MI (100 nmol-1-') a TCDD (10 nmol-1" ) po dobu 24 h. Vysledky
tohto experimentu st nasobkom negativnej kontroly (UT), ktora tvorilo DMSO v DMEM médiu v pomere 1:1000,

a ktora predstavuje hodnotu 1. Vysledky su priemerom 2 opakovani.
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Graf ¢. 5: Kvantifikacie expresie proteinu CYP2A6 u buniek A549 vystavenych 3MI za posobenia DEX.
Bune¢na linia A549 bola vystavena pésobeniu 3MI (100 nmol-1-') a DEX (100 nmol-1" ') po dobu 24 h. Vysledky
tohto experimentu su nasobkom negativnej kontroly (UT), ktora tvorilo DMSO v DMEM médiu v pomere 1:1000,
a ktora predstavuje hodnotu 1. Vysledky su priemerom 2 opakovani.

Vysledky posobenia TCDD a DEX na bunky A549 ukazuju, ze zatial ¢o TCDD len mierne
navysil expresiu proteinu CYP1A1 (Graf ¢. 4), DEX nemal na hladinu CYP2AG6 ziaden vplyv

(Graf €. 5), ¢i uz sam alebo v kombinacii s 3MI.
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S DISKUSIA

Tato bakalarska praca sa zaobera otazkou mozného genotoxického poskodenia
plicnych buniek po ich chronickom vystaveni skatolu. Skatol je indolova zlu€enina, ktora
je prirodzene vytvarana v hrubom creve Cloveka aktord je spdjana s vyskytom viacerych
ochoreni. U niektorych prezivavcoch malo vystavenie skatolu (30—40 mg/kg) dokonca fatalne
ucinky pneumotoxického charakteru.

Genotoxické poskodenie vyvolané skatolom o koncentraénej rade 0,1-100 nmol-1",
malo byt u plicnych buniek A549 reprezentované indukciou proteinu p53, no okrem pozitivne]
kontroly, doxorubicinu, skatol nemal na indukciu p53 takmer ziaden vplyv. Mierne navySenie
expresie proteinu p53 pocas 3.tyzdna (1. opakovanie) a 2. tyzdna (2. opakovanie) d’alej
Studované nebolo, no ked'ze k dalSiemu navySeniu uz nedoslo, je mozné, ze u bunkovej linie
A549 mohlo dojst’ k vytvoreniu ur€itého druhu rezistencie voci pouzitym koncentraciam
skatolu. Zo ziskanych vysledkov, genotoxicky uc¢inok skatolu na bunky linie A549 tak
potvrdeny nebol. Avsak, studie Nichols er al., (2003) a Weems et al., (2010) potvrdili
skatolom-sprostredkované poskodenie u bunkovych linii BEAS- 2B ¢i NHBE, ktoré vSak boli
namiesto chronickej expozicie jednorazovo inkubované s 10umol-1"" a 100pmol-1"" skatolom.
Moznym dévodom, preco toto poSkodenie nebolo detekované u bunkovej linie A549 moze byt
jednak radovy rozdiel v pouzitych koncentraciach skatolu, ako aj rozdiel v samotnej expozicii
buniek skatolom. Dal§im dévodom méze byt i pévod jednotlivych bunkovych linii. Na rozdiel
od fyziologickych bronchidlnych BEAS-2B a NHBE buniek, A549 su patologickou liniou
odvodenou z I'udského plucneho adenokarcindému a predstavuju model alveolarnych buniek
typu II. Okrem detekcie proteinu p53 som vo vysledkoch z Western blot metody pozorovala
i d'alSie signaly v oblasti 50 kDa, ktoré podrl'a studije Filyak ef al., (1999) mdzu predstavovat
bud’ hypofosforylované alebo mutantné formy proteinu p53. Ako citlivej§i marker aktivacie
proteinu p53 sa obCas vyuziva jeho Specifickej fosforylacie, ktora reguluje stabilitu a aktivitu
proteinu p53. Vysledky ukazali, ze u bunkovej linie A549 bola detekovana fosforylacia
proteinu p53 na serine 15, avSak iba u pozitivnej kontroly, doxorubicinu. Nebolo tak dokazané,
ze by skatol u bunkovej linie A549 sposoboval genotoxické poskodenie tychto buniek. V sudii
Weems et al., (2010) vSak na bronchialnych bunkach NHBE detekovali po 1 h od ich expozicie
0,1-10pmol-1"! skatolu nielen zvy3enie jadrovej lokalizacie proteinu p53, ale aj zvySenie
fosforylacie jeho serinu 20.

Pre verifikaciu, ¢i na pdsobenie skatolu nemaju vplyvu i niektoré biotranformacné
enzymy, bola sledovana indukcia proteinov CYP1A1l a CYP2AG6 po vystaveni bunkovej linie
A549 TCDD a DEX. TCDD je latka, ktora sa prostrednictvom aktivacie AhR podiela
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na viacerych rakovinovych procesoch v tele ¢loveka. Po vystaveni buniek A549 10nmol 1!
TCDD bolo pozorované len mierne navySenie v expresii proteinu CYP1AIl, ktoré bolo
najvacsie prave u buniek vystavenych ako samotnému TCDD, tak aj sjeho kombinaciou
so skatolom. Napriek tomu, ze tieto vysledky boli ziskané len z dvoch experimentov
a sledované rozdiely v indukcii proteinu CYP1A1 neboli nijak signifikantné, dokazuju, ze
skatol u bunkovej linie A549 indukuje prostrednictvom AhR expresiu biotransformacného
enzymu CYP1Al. Tato skuto€nost bola potvrdena iv studit Weems et al., (2010)
u bronchialnych buniek BEAS-2B. Bunky A549 boli d’alej vystavené DEX o 100nmol 1!
koncentracii. Dexametason je glukokortikoid aktivujuci GR, ktorého terapeutickym ucinkom
patri liecba viacerych autoimunnych a zapalovych ochoreni. Po 24 h pdsobeni DEX na bunky
A549 nebolo pozorované navysSenie v expresii proteinu CYP2A6, dokonca ani v kombinacii
DEX

so skatolom. Tato skuto€nost moze suvisiet i s moznou fyziologickou pritomnost'ou enzymov
II. faze biotransformacie v bunkovej linit A549, ktoré mozu skatol metabolizovat’ este predtym,
nez vznikne jeho genotoxicky metabolit, 3-metylenindolenin. Pritomnost’ enzymov II. faze
biotransformacie v bunkach A549 bola dokazana i v stadii Castell et al., (2005). Funk¢nost GR
drahy tak sice v tomto vyskume potvrdena nebola, no zo §tudii Greenberg et al., (2002) a Patki
et al., (2014) je zrejmé, ze u bunkovej linie A549 je GR draha funk¢na.

V tejto praci bolo taktieZ zistované, &i preinkubécia buniek A549 s 10nmol-1"! TCDD,
100nmol 1" DEX a 100nmol 1" skatolom, vyvola indukciu genotoxického produktu, p53.
Vysledky ukazali, ze 1 napriek funkénym AhR a GR draham v linii A549, 24 hodinova indukcia
p53 vyvolana nebola, naopak, u buniek vystavenych skatolu mierne poklesla. Potlacenie tohto
efektu bolo pozorované u buniek preinkubovanych s TCDD, no toto navysenie nebolo nijak
signifikantné. Najvacsie znizenie bazalnej hladiny p53 v ramci tohto vyskumu bolo pozorované
u buniek preinkubovanych s DEX, ¢o moze suvisiet s jeho pdsobenim na aktivitu proteinu p53.
V stadii Sengupta e al., (2000), bol na bunkach neuroblastomu (NB) skiimany negativny
cross-talk medzi proteinom p53 adexametason-aktivovanym GR, kde sa potvrdila
ich vz4jomna antagonisticka aktivita.

I ked tato Studia nepreukazala vplyv chronickej expozicie skatolu na poskodenie
pl'icnych buniek A549, tieto vysledky st spajané len s pouzitou bunkovou liniou. Pre ziskanie
adekvatnych vysledkov, ktoré by potvrdili ¢i vyvratili moznost’ genotoxického vplyvu skatolu
na pl'icne bunky, by bolo nutné vykonat d’alSie vyskumy, najlep§ie na bunkach fyziologickych

bunkovych linii, popripade buniek, ktoré su sucastou komplexnejsieho 3D modelu.
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6 ZAVER

V mojej bakalarskej praci som sa zaoberala moznym genotoxickym poskodenim
plucnych buniek A549 po ich chronickej expozicii skatolom. Plicne bunky AS549 boli
vystavené skatolu v dvoch opakovaniach, kazdé v inej koncentracnej rade. V prvom opakovani
boli bunky inkubované s 0,1nmol-lI"!, Inmol-I"! a 10nmol-lI"" skatolom a jeho efekt na bunky
A549 bol prostrednictvom Western blot metody pozorovany v indukcii proteinu p53. K mierne
zvySenej indukcii pS3 doSlo len pocas 19. dia od expozicie buniek skatolu, avSak toto
navySenie nebolo nijak signifikantné. V druhom opakovani boli bunky vystavené Inmol-l"!,
10nmol-1"" a 100nmol-1"! skatolu, no k indukcii proteinu p53 viak okrem 14. diia od expozicie
nedoslo. V ramci tejto prace sa tak nepotvrdilo, ze by skatol vyvolaval genotoxické poSkodenie
plticnych buniek. Bunky A549 preinkubované s Inmol1"!, 10nmol-1! a 100nmol-1"! skatolom
boli d’alej testované pre fosforylované formy proteinu p53, kedy bola detekovana fosforylacia
iba na serine 15, avSak iba u pozitivnej kontroly (DOX). Pre stanovenie aktivity AhR a GR boli
bunky A549 preinkubované s 10nmol-1"" TCDD, 100nmol-1'! DEX a 100nmol-1"! skatolom
po dobu 24 h. Nasledne bola Western blot metddou detekovana indukcia proteinov CYP1Al
a CYP2A6. Zatial ¢o TCDD len mierne navysil hladinu proteinu CYP1Al, u buniek
preinkubovanych s DEX kindukcii proteinu CYP2A6 nedoslo. U takto preinkubovanych
buniek bol napokon detekovany i protein p53. Vysledky vSak nepotvrdili, ze by inkubacia
s tymito latkami vyvolala indukciu proteinu, naopak, u buniek vystavenych DEX doslo
k miernemu zniZeniu jeho bazélnej hladiny. Pre jasné vyvratenie hypotézy, ze chronicka
expozicia skatolom genotoxicky poskodzuje pl'icne bunky, je vSak nutny d’alsi vyskum. Ciele

bakalarskej prace boli splnené.
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