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1 UVOD

V gastrointestindlnim traktu (GIT) hraje mikrobiom kli€ovou roli pfi fizeni imunitniho
systému a udrzovani metabolické a tkdnové homeostdzy. Idedlnim stavem pro hostitele
je mikrobiom bez poskozeni a bez zanétu.

Buriky stfevni sliznice jsou vystaveny Sirokému spektru metabolicky aktivnich molekul
produkovanych mikrobioty. Tyto litky maji vyznamny dopad na funkci stfevni bariéry
ana imunitni odpovéd. Zmeény ve stievnim mikrobiomu jsou spojovdny s ndstupem
a zhorSenim pribchu Cetnych onemocnéni - napf. idiopatickych stievnich zanéth (IBD),
onemocnéni jater, nddory GIT, metabolicky podminénd onemocnéni a dalsi. Spravné slozeni
téchto mikrobidlnich metabolitt je proto zdsadni pro lidské zdravi, a identifikace molekuldrnich
cili pomdhd ur€it mechanismus nemoci a rozvoj potenciondlnich terapeutik. Vyznamnou
skupinu mikrobidlnich kataboliti tvoii indol a jeho derivaty. Tyto latky jsou produkovany
bakteridlnimi druhy z tryptofanu ziskaného z potravy - nékteré z téchto latek byly popsany jako
ligandy aryluhlovodikového receptoru (AhR). Bylo zjiSténo, Ze tento xenoreceptor
endogennich i exogennich sloucenin je jeden z kli€ovych senzori metabolitii produkovanych
sttevni mikrobiotou a podili se na regulaci slizni¢niho imunitniho systému a funkce stfevni
jedné molekuly. Je dulezité vzit v dvahu realisti¢téjsi situace v GIT, kde je biologickad odpoved’
uréena piitomnosti vice metabolitd, které tak predstavuji rezervodr potencidlni aktivity AhR.

Hlavnim cilem této price je prozkoumat potencidlni synergicky ucinek zndmych stfevnich
mikrobidlnich metabolitl tryptofanu (za pouZiti fyziologickych koncentraci) na aktivitu
lidského AhR ve stfevnim adenokarcinomovém reportérovém bunééném systému. Uéinky
smési mikrobidlnich katabolitli na aktivitu AhR doposud nebyly studovany. Ziskané vysledky
mohou pfispét k objasnéni role AhR v lidském stievnim zdravi a zavedeni novych strategii

terapie IBD.



2 CIL PRACE

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace

2. Testovani vlivu indolu a indol-3-propionové kyseliny na viabilitu bunécné linie
LS174T-AhR metodou MTT a testem neutrdlni ¢erveni

3. Studium vlivu bindrnich smési indolu a indol-3-propionové kyseliny na transkripéni
aktivitu aryluhlovodikového receptoru metodou Reporter Gene Assay

4. Vypracovani bakalaiské prace a multimedidlni prezentace k obhajob¢ bakalafské prace



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Biotransformace

Lidska populace je neustdle vystavovdna chemickym latkdm, at uZz piirodniho nebo
syntetického ptivodu, které nejsou télu vlastni. Tyto, pro lidské télo cizi latky, se nazyvaji
xenobiotika. Mezi xenobiotika se fadi 1é¢iva, latky znecistujici Zivotni prostiedi, kosmetické
piipravky, potravinovd aditiva a dal$i. Pro organismus jsou xenobiotika potencidlnim
nebezpe¢im v rdmci interakce sendogennimi ldtkami, ¢imZ mubze dojit k naruSeni
fyziologickych pochodt (Skélova, 2017). V rdmci evoluce se z tohoto diivodu u ¢lovéka
vyvinuly detoxifikaéni procesy hrajici vyznamnou roli v obran¢ proti cizorodym litkdm.
Do takovych detoxifikacnich procest patii napiiklad transportni proteiny a biotransformacni
enzymy, jejichz ¢innosti dochdzi ke zmén¢ struktury xenobiotik z hydrofobnich na hydrofilni
pro snaz8i vylouceni (Vrzal et al, 2004). Hlavni ¢4st biotransformace se odehrdva v jaternich
hepatocytech. Nékteré z enzymu reakci jednotlivych fazi se mohou také vyskytovat v tukové
tkani, stfevé, ledvindch, plicich a kidZzi. V jednotlivych burikdch je pak biotransformace
lokalizovdna v cytoplazmé, mitochondriich a endoplazmatickém retikulu (Phang-Lyn
et Llerena, 2022).

Biotransformace xenobiotik se déli na tii faze, a to fazi I, II a III. Tyto faze mohou,
ale nemusi ndsledovat za sebou. Mohou taktéZ probihat pozpdtku. Produkty reakci jedné faze
mohou byt substrity jiné faze (Phang-Lyn ef Llerena, 2022).

V prvni fézi biotransformace jsou funkéni skupiny, jako je OH nebo NH: odkryty
nebo navdzdny na molekulu xenobiotika, a to oxidaci, redukci, hydrolyzou nebo izomeraci
zaucCelem premény lipofilni slouceniny na vice polarni slou€eninu, kterd je sndze
metabolizovatelnd (Phang-Lyn ez Llerena, 2022). Téchto procesti se ucastni enzymy, jako
je NADPH-CYP-reduktasaa velké mnoZstvi dalSich enzymi zrodiny cytochromt P450
(CYP), jako je CYP1AI1, CYP1A2, CYP2C8 a mnoho dalSich (Skalov4, 2017). Cytochromy
P450 ndlezi do skupiny enzymil vidzanych na membranu a nachdzi se v endoplazmatickém
aktivitu vSech cytochromil v organismu. V prvni fazi biotransformace dochdzi s vyuzitim
cytochromi k oxidaci a redukci za vyuZiti NADPH (Phang-Lyn et Llerena, 2022). Mnoho
cytochromil je indukovdno xenobiotiky a jsou pod transkripéni kontrolou receptorli, jako
je naptiklad aryluhlovodikovy receptor (AhR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR)
nebo pregnanovy X receptor (PXR) (Vrzal et al, 2004).



Mezi reakce druhé fiaze biotransformace se fadi methylace, glukuronidace, acetylace,
sulfatace, konjugace glutathionu a aminokyselin. Souhrnné¢ dochdzi ke konjugaci
oxygenovanych produktli prvni fize biotransformace s endogennimi slouceninami, jako
je kyselina glukuronova, glutathion, sulfét, cystein nebo acetdt. Mezi enzymy, které katalyzuji
reakce druhé fize biotransformace patii glutathion-S-transferiza (GST), UDP-
glukuronyltransferdza (UGT) a N-acetyltransferdza (Vrzal et al, 2004).

Do tfeti faze biotransformace se fadi transmembranovy transport. To vyZaduje
transmembrdnové proteiny, chovajici se jako pumpy, které transportuji xenobiotika, kterd
nebyla metabolizovana, nebo slouceniny vzniklé ve druhé fazi biotransformace ven z buriky.
Tim se zvySuje koncentrace xenobiotik mimo buiiku. Rad{ se sem superrodiny enzymt ATP-
glykoproteinova pumpa (Vrzal et al, 2004).

Enzymy metabolismu xenobiotik jsou bézn¢ regulovany transkripéné receptory, kdy dojde
k navdzani ligandu na receptor v cytosolu, ktery je pak translokovan do jidra, kde se navdze

na cilovou sekvenci DNA a zahdji transkripci (Vrzal et al, 2004).

3.2 Jaderné receptory

Rodina jadernych receptori obsahuje evolu¢né piibuzné a architektonicky podobné
transkripéni faktory, které se ucastni mnoha funkci vrdmci vyvoje, ristu a homeostizy.
Efektorovou funkci jadernych receptort je transkripce, a to i mechanismy aktivace a represe
na zéakladé€ navazdani specifického ligandu do aktivacniho mista. Jaderné receptory se skladaji
z péti az Sesti domén, pojmenovanych A aZ F od N-konce po C-konec. Oblast A/B vykazuje
velkou diverzitu mezi jadernymi receptory a mize byt fosforylovdna. Oblast C je témef stejnd
u vSech jadernych receptort a je mistem fidicim rozpozndni cilového tseku DNA a navdzdnim
receptoru na toto misto. Oblast D je oznacovéna jako oblast pantu a jeji pfedpoklddanou funkci
je spojeni C a E/F domény. E doména je mistem, kde se na receptor vaze specificky ligand,
ktery je schopen aktivovat nebo potlacit transkripéni funkci jaderného receptoru. Posledni ¢4sti
je doména F, o jejiZ funkci je zndmo jen velmi mdlo (Obrizek 1). Jaderné receptory koordinuji
a reguluji velké mnoZstvi procesl pfijimanim signdlii z vnitiniho i vnéjSiho prostiedi, a tim
zajistuji homeostazu (Pawlak et al, 2012). Jaderné receptory také zprostfedkovavaji
biotransformace (Skélovd, 2017). Tyto receptory se dé€li na cytosolické a jaderné podle jejich

lokalizace pfed navdzdnim ligandu. Zastupci cytosolickych receptorti jsou glukokortikoidni

4



receptor (GR), konstitutivni androstanovy receptor a aryluhlovodikovy receptor. Mezi jaderné
se fadi pregnanovy X receptor, retinoidni X receptor (RXR), vitamin D receptor (VDR)

a receptor kyseliny retinové (RAR) (Vrzal et al, 2004).

Ligand binding
Dimerization

I |
N-C AB D E |F)-C
L

L
AF-1 AF-2
DNA binding

Obrazek 1: Obecna struktura jadernych receptort. Pievzato z ¢lanku (Aranda et Pascual,
2001)

3.2.1 Aryluhlovodikovy receptor

AhR patii do rodiny zédkladnich bazickych-helix-smy¢€ka-helix (bHLH) transkripénich
faktori z rodiny Per-ARNT-Sim (PAS). Je aktivovdn fadou xenobiotickych ligandu, které
muzZeme rozdé€lit podle piivodu do tif hlavnich skupin, a to na latky plivodu antropogenniho,
piirodniho a metabolity organismu. Mezi litky antropogenniho pilivodu muiZzeme zatadit
polychlorované bifenyly, dibenzo-p-dioxiny, polycyklické aromatické uhlovodiky
a dibenzofurany. Do skupiny latek pfirodniho pivodu patii predev§im flavony a jim pfibuzné
slouceniny. Posledni skupinou xenobiotickych ligandil jsou metabolity organismu, mezi které
se fadi deriviaty mastnych kyselin, aminokyselin a dalsi (Skdlova, 2017). Vzhledem k jejich
vlivu na AhR se ligandy déli na agonisty, parcidlni agonisty a antagonisty (Dvoftdk et al, 2021).
AhR byl pivodné charakterizovdn jako reguldtor metabolismu xenobiotik, pfesnéji
polyaromatickych uhlovodikii (PAH). Pavodni experimenty odhalily zvySenou expresi
cytochromu p450 po expozici benzo[a]pyrenu. Metabolismus PAH je zavisly na AhR, kdy
se xenobioticky ligand navdze na AhR a ten zahdji transkripci a expresi enzymi, které fidi
biotransformaci téchto xenobiotik (Stevens et al, 2009). Gen pro AhR je u ¢loveka lokalizovan

na 7 chromozomu. Nachdzi se zde 12 exontl, které koduji 848 aminokyselin, které dohromady



vytvafi protein o teoretické velikosti 96 kDa. Typickymi ligandy AhR jsou polyaromatické
uhlovodiky a 2,3,7,8,-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (Vrzal et al, 2004).
Existuji dvé signdlni dridhy AhR, kanonickd a nekanonickd. Transkripéni aktivita
v kanonické draze AhR je vZdy zahdjena navdzdnim AhR na responzivni element xenobiotik
(XRE) v jadie (Wright et al, 2017). V kanonické drize je AhR pred aktivaci v inaktivnim stavu
soucdsti proteinového komplexu, ktery se sklddd z dimeru 90kDa proteinil teplotniho Soku
(HSP90), AhR-interagujictho proteinu (AIP), X asociovaného proteinu 2 (XAP2), chaperonu
p23 a tyrozin kindzy (c-SRC). Jedna molekula HSP90 se vdze do oblasti PAS AhR, kdeZto
druhd molekula HSP90 interaguje na obou stranich AhR s bHLH a PAS oblasti, které jsou
zapojeny v navdzdni DNA aligandu. AIP stabilizuje chaperonovy komplex AhR pfimou
interakci s HSP90 a AhR, a také vykazuje funkci zesilovace AhR aktivace (Dvoték et al, 2021).
Kdyz se ligand navdze na AhR, AIP disociuje z komplexu, coz vede k obnaZeni AhR
(Rothhammer e¢ Quintana, 2019). AhR je poté uvolnén z proteinového komplexu
a translokovdan dojadra pomoci p-importint, kde vytvoii komplex s ARNT (jaderny
translokdtor pro aryluhlovodikovy receptor) (Dvoték et al, 2021). AIP se také dc¢astni skladani
a stabilizace AhR, ovliviiuje jeho lokalizaci v cytoplazmé inhibici interakce AhR komplexu
s importinem J3, ktery fidi transport do jadra. Chaperon p23 chrani AhR pfed ubikvitinaci
areguluje lokalizaci AhR v cytoplazmé. C-SRC se ucastni uvodnich kroka aktivace AhR
po navazani ligandu, a chaperonovy komplex stabilizuje AhR v cytoplazmé audrzuje
jej v konformaci, kterd m4 vysokou afinitu k ligandim. Aktivace AhR vede k translokaci
do jadra a kontrole exprese cilovych genli ukryvajicich AhR-responzivni DNA element XRE
v regulacni oblasti (Rothhammer ef Quintana, 2019). AhR/ARNT heterodimer reaguje
s koaktivatory a vznikly komplex se vdze do komplementdrniho mista XRE sekvence 5-CGTG-
3, kterd se nachdzi v regulacni oblasti cilovych genil, jako je CYP1Al. Exprese konci
uvolnénim heterodimeru AhR/ARNT z DNA a naslednou degradaci receptoru v cytosolu
(Obrézek 2) (Roman et al, 2018). V jadre se také nachdzi AhRR (represor aryluhlovodikového
receptoru), ktery neni schopen vézat ligand. AhRR je schopen interakce s ARNT za vzniku
dimeru AhRR-ARNT, ktery neni transkripéné aktivni a slouZzi jako negativni zpétnd vazba
(Vrzal et al, 2004).
Nekanonicka cesta AhR je brdna jako transkripcni cesta AhR nezdvisld na XRE. Miize
se jednat o latentni sekundarni u¢inky AhR, nebo zménu transkripce AhR prostfednictvim mista
odliSného od XRE (Wright er al, 2017). Piikladem nekanonické cesty je navazini ligandy

aktivovaného AhR/ARNT, ktery asociuje s estrogennim receptorem, a spolu s koaktivatorem



p300 dochdzi k pfemisténi do estrogen-responzivniho elementu, které vede k iniciaci
transkripce. Krom& ARNT jsou zndmy dal$i transkripéni faktory, které dokdZou asociovat
s AhR nezdvisle na XRE, jako jsou retinoblastomovy protein, RelB podjednotka nukledrniho

faktoru kappa B (NFkB) nebo Kruppeltv faktor 6 (Dvoték et al, 2021).
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Obrazek 2: Kanonicka cesta AhR. Pfevzato z ¢lanku (Zhu et al, 2019)

Diulezitym farmakologickym ukazatelem v signdlni drdze AhR je také délka aktivace.
Ligandy, jako benzo[a]pyren, indirubin a karbazol jsou velmi rychle metabolizovény, coZ vede
ke kratké aktivaci AhR. Tato aktivace vede k expresi cilovych genti AhR pouze v fddu hodin.
Naopak, TCDD je metabolizovdn pomalu a aktivuje AhR na del$i dobu a exprese cilovych genta
probihd v fddu dnt (Stevens et al, 2009). Do dne$niho dne byla identifikovdna fada strukturné
odliSnych ligandi AhR (Dvotdk et al, 2021). Nejvice studovany agonista AhR TCDD se vaze
s vysokou afinitou. Cty¥i atomy chloru, které TCDD obsahuje, brani metabolickym enzymtim
k navdzdni do aktivnich mist. Proto je TCDD metabolizovdn velmi pomalu (Stevens et al,
2009). AhR je také aktivovdn Skdlou exogennich latek, jako jsou uhlovodiky, halogenované
dioxiny, polyhalogenované uhlovodiky a furany, a endogennich litek, jako je indol,
eikosanoidy, kyselina kynurenové a indoloctova kyselina (Stejskalova et al, 2011).

AhR je povaZovén za jeden z hlavnich reguldtori metabolismu xenobiotik, kdy podporuje
expresi cilovych gent, které se ucastni faze I a Il metabolické detoxifikace. Exprese téchto genii

poskytuje lokdlni i systémovou ochranu pied xenobiotiky (Dong et al, 2020). Mezi cilové geny



kontroly exprese AhR patii CYPIAl, CYP1A2, CYPIB1 a enzymy druhé féze
biotransformace, jako je quinoneoxidoreduktdza, GST a UGT (Vrzal et al, 2004).

Lidsky AhR muiZze po navdzdni indolu vytvofit specidlni bimolekuldarni vazebnou
stechiometrii (2:1), kterd neni po navadzani jiného ligandu na AhR pozorovéna. Takto vznikld
konformace muzZe vytvofit signalizaci mezi stfevni mikroflérou a imunitnim systémem
(Hubbard et al, 2015).

AhR je exprimovdn ve vétSiné typt buncék lidského téla. VySs§i exprese pak byla
zaznamendna v plicich, brzliku, ledvinach a jatrech. Hlavni dlohou AhR je regulace proliferace
bunék a jejich preZiti, v posledni dobé je vSak zkoumdén jeho vliv na zdnéty a nddorova
onemocnéni. Mezi jeho dal$i funkce patii regulace apoptézy, bunééného cyklu, imunomodulace
a podpora funkce stfevni bariéry (Yin et al, 2016). Buiikky se neustdle adaptuji a reaguji
na zmény v prostfedi tlustého stfeva zplsobené stravou, flérou komenzdlnich bakterii
a metabolismem hostitele. Zmény v bunééném prostiedi jsou detekovany mnozstvim senzort.
Jeden ztéchto senzori je ligandy aktivovany transkripéni faktor AhR (Rothhammer
et Quintana, 2019). Exprese a aktivace AhR v buiikkdch GIT poméhd udrZzovat zdravou
rovnovdhu ve stfevni mikrofléfe, zvySuje imunitu a posiluje funkci bariéry stfev. Timto
zpusobem je mozné ptedchdzet nemocem, jako jsou rizné druhy nddorovych onemocnéni nebo
Crohnova choroba, kterd je zpiisobena zinétem vystelky stfev. Aktivace AhR také vysoce
ovliviiuje systémovou a tkanove specifickou imunitu (Dong et al, 2020).

AhR je schopnen reagovat na hladinu kysliku, redoxni potencidl, zmény v cirkadidnnim
rytmu a kontrolu bunécného prostiedi. Ovliviiuje také biologické procesy, které souvisi
s homeostdzou tkdni nebo s rozvojem patologickych stavli od zanétlivych po neoplastické
poruchy (Rothhammer er Quintana, 2019). V neddvné dob¢ doslo k potvrzeni, Ze AhR hraje
dulezitou roli ve vyvoji pomocnych T-lymfocyta (Th) Th17, které maji velky vliv v autoimunité
a v ni¢eni infek¢nich agens. Buriky Th17 jsou vyzna¢né sekreci prozanétlivych interleukinii
(IL) IL-17 a IL-22 (Stevens et al, 2009).

AhR hraje také dtlezitou roli ve velkém mnozZstvi fyziologickych procest, jako je imunita,
vyvoj organd, embryogeneze, hematopoéza a opravnd neurogeneze. Naproti tomu je AhR také
zapojen do patogeneze urcitych onemocnéni, jako jsou zdnéty stiev, steatéza jater, atopickd
dermatitida a jiZ zminénd nddorovd onemocnéni. Vzhledem k velkému vyznamu AhR v rdmci
lidské fyziologie, imunologie a plivodu nemoci se stava cilem v rdmci terapie (Dvorék et al,

2021).



3.3 Strevni mikrobiom

Kolekce bakterii, archei a eukaryot kolonizujicich gastrointestindlni trakt se souhrnné
nazyva stievni mikrobiom. U mikrobiomu probihala ko-evoluce po dobu tisicti let, az do vzniku
mutudlniho souZiti (Thursby er Juge, 2017). Lidsky stfevni mikrobiom muze byt tvofen
z priblizné€ 1150 rozdilnych druhi bakterii, kdy kazdy jednotlivec mé vlastni mikrobiom, ktery
je tvoren asi 160 druhy (Zhang et Li, 2014). Celkové mnoZstvi mikroorganismu vyskytujicich
se v GIT je odhadovano na 10* (Thursby et Juge, 2017). Stfevni mikrobiom se zaéina tvofit
béhem prvnich 2 tydnl Zivota a v pribéhu Zivota kazdého jedince se pomérn¢ vyrazné meéni.
Viceméné stabilni je az mikrobiom zdravého dospélého clovéka (Spor er al, 2011). Kolonizace
stfeva je postupnd, kdy prvni stievo obsazuji aerobni druhy ndsledované anaerobnimi druhy
(Chistiakov et al, 2015).

Sttevni mikrobiota hraji daleZitou dlohu pfi vyvoji vrozené imunity a ordlni tolerance,
coZ je schopnost organismu vyrovnat se s ndloZi antigent piijatych potravou (Chistiakov et al,
2015). Béhem mikrobialni kolonizace stfeva dozrdva mukdzni imunitni systém a vznikd ordlni
imunitni tolerance. Pochody odpovédné za vytvoreni ordlni tolerance na antigeny z potravy
nejsou zcela objasnény a obsahuji komplikované anatomické, bunééné a humordlni faktory.
Tyto faktory potlacuji imunitni reakci na antigeny piichozi do stfevni lumen, které by jinak
vyvolaly z4nétlivou reakci (Baumgart et Carding, 2007).

Sttevni mikrofléra poskytuje nekolik benefitd. V tlustém stievé napiiklad syntetizuje
esencidlni aminokyseliny a vitaminy a zpracovava jinak nestravitelné komponenty, jako jsou
rostlinné polysacharidy (Gill et al, 2006). VSechny tyto metabolické procesy vedou k produkci
nespocetného mnoZzstvi mikrobidlnich metaboliti. PrestoZe je vétSina poZitych proteinti St€épena
a absorbovédna v tenkém stfevé, znacné mnoZstvi proteinii a aminokyselin miiZe postoupit
az do tlustého stfeva, kde jsou degradovdny velkym mnoZstvim komenzdlnich bakterii.
Intenzita katabolismu komenzdlnich stfevnich bakterii je zvySena vy$§im piijmem proteinil,
vycerpanim sacharidi, zvySenym pH a prodlouZenim doby prichodu proteind tlustym stfevem.
Postupné vycerpavani sacharidovych substrati od proximalni k distdlni ¢4sti tlustého stieva
zpusobuje zménu v bakteridlnim katabolismu ze sacharolytické k proteolytické fermentaci.
V proximdlni ¢4sti tlustého stieva je Ctyfikrat vyssi koncentrace fenolickych latek z degradace
aromatickych aminokyselin neZ v distdlni ¢4sti (Roager et Licht, 2018).

Tyto metabolity mohou mit pro hostitele jak prospésné, tak i toxické tcinky. NaruSeni
rovnovéhy v zastoupeni jednotlivych druhti bakterii a metabolitl ve stifeve je spojeno s rizikem

vzniku z4néta stfev, obezity, diabetu, nddort nebo alergii. Mikrobiota produkuji l4tky, které
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slouzi jako ligandy pro specifické receptory a hraji vyznamnou roli v udrZovani homeostazy
(Holmes et al, 2011).
Metabolismus stievni mikrobioty muze ovliviiovat funkci imunitniho systém

pliisobenim na genovou expresi hostitelskych bun€k (Oliphant er Allen-Vercoe, 2019).

3.4 Mikrobiota a nemoci gastrointestinalniho traktu - Idiopatické stfevni zanéty

Moderni medicina se potykd s mnohymi problémy. V dneSni dob¢ jsou globdlnim
problémem zdnétliva stievni onemocnéni (idiopatické stievni zanéty - IBD) (Zhang er Li,
2014). Jedna se o komplexni proces, kdy 1 mirnd zmeéna stfevniho mikrobiomu vede u geneticky
predisponovanych jedincti k nepfimétené zanétlivé odezveé (Morgan et al, 2012). Mezi zastupce
IBD se radi hlavn¢ ulcerézni kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD), ale také neinfek¢ni
zanéty stiev (Strober et al, 2007).

CD poprvé pozoroval némecky chirurg Guilhelmus Fabricius Hildanus roku 1623. Ve 30.
letech 20. stoleti byla nemoc detailnéji popsdna, a to piedev§Sim zdsluhou amerického
gastroenterologa Burrilla Bernarda Crohna, po némZz je také tato nemoc pojmenovana
(Baumgart et Carding, 2007). Crohnova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni tlustého
stfeva, které postihuje lidi vSeho v€ku. Pfiznaky se obvykle za¢inaji vyskytovat v puberté€, nebo
rané dospélosti, tedy ve véku 15 az 30 let. U pacientl byly zaznamendny pfiznaky, jako je bolest
bficha, prijem, krev ve stolici a také systémové piiznaky, jako je horecka, dnava a ztrita
na vaze (Strober et al, 2007). V pocate¢nich stadiich se k 1écbé CD vyuzivaji aminosalicyléty,
pii rozvoji onemocnéni se 1é¢i pomoci kortikosteroidi a imunosupresiv, jako je azathioprin
a metotrexat. V dnesni dobé dochdzi k rozvoji biologické 1é€by, jez jsou efektivnéjsi ndhradou
1é¢by farmakologické. K ldtkdm pouZivanym k takovéto 1é€b¢ se fadi infiximab, adalimumab,
vedolizumab nebo ustekinumab. U vétSiny pacientd s CD musi byt v pribehu Zivota provedena
operace, pii které dojde k odstranéni ¢asti zasazeného stieva (Crohnova choroba).

UC poprvé popsal britsky fyzik sir Samuel Wilks, a to v roce 1859 (Baumgart er Carding,
2007). Castymi piiznaky jsou prijem a krvédceni z koneéniku. Lé¢ba je provddéna stejné
jako u CD, takze farmakologicky i biologicky. Pokud dojde nemoc do pokrocilého stddia, kdy
musi pacient podstoupit chirurgickou 1é¢bu, dochdzi vétSinou k odstranéni celého tlustého
stfeva (Crohnova choroba).

Bylo zjiSténo, Ze UC i CD jsou polygenni onemocnéni sdilejici nékteré geny, které jsou

spojovany s rozvojem téchto onemocnéni (Gaya et al, 2006).
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Po celogenomovém sekvenovani pacientll s témito onemocnénimi byly urceny oblasti
na 12 chromozomech, které by mohly byt za etiologii téchto onemocnéni (Baumgart e Carding,
2007). Nové studie uvadeji 163 genovych lokust, které jsou asociovany s IBD, z toho 110
je spojovano s UC 1 CD, 30 s CD a 23 s UC (Zhang et Li, 2014).

Podle studii je CD spojovédna s nartstem produkce IL-12, IL-23, IL-17 a interferonu gama
(IFN-y), které zptlisobuji nesouvislou tvorbu viedl v tenkém i tlustém stfevé a zdnct po celé
tloust'ce tlustého stieva, Casto spolu s granulomy. UC je také spojovana se zvySenou produkci
IL-13, ktery zpusobuje souvislé zaniceni sliznice tlustého stieva obvykle dosahujici
az po konecnik (Strober et al, 2007).

Lidé, ktefi v Zivoté prodélali infekéni onemocnéni GIT jsou vice ndchylni na vznik IBD.
Také u pacientd, kterym bylo diagnostikovdno IBD, byl zjiStén vySsi pocet bakterii ve stfevni
sliznici neZ u lidi bez diagnostikovaného IBD. Koncentrace téchto bakterii se také zvySuje
se zadvaznosti onemocnéni, a to jak v zanicené, tak nezanicené ¢asti tlustého stfeva. U pacientli
s IBD mohou ve stfevni mikrofléfe prevladat adhezivni bakterie, avSak Zadny z kment
adhezivnich bakterii nebyl identifikovdn jako spousté¢ onemocnéni (Baumgart er Carding,
2007).

Prestoze neni zvelké ¢asti pivod onemocnéni objasnén, nové studie naznacuji,
Ze se na vzniku onemocnéni mohou podilet vlivy, jako je vnéjsi prostiedi, genetickd nachylnost
jedince, stievni mikrobiom a odpovéd’ imunitniho systému (Zhang et Li, 2014). V dne$ni dob¢
pievladd ndzor, ze IBD vznikaji diisledkem nepfimétené odpovédi poruseného imunitniho
systému sliznice na pivodni mikrobidlni antigeny (Baumgart er Carding, 2007). Velké
mnozstvi vnéjSich vlivl je oznacovano jako rizikové faktory pro IBD. Mezi né€ se fadi napiiklad
koufeni, strava, 1éky, stres, psychologické faktory a geografické podminky. Predpoklad4 se také
spojitost vitaminu D na velké mnoZstvi chorob, v€etné¢ IBD, nebot’ u pacientti s IBD byl zjistén
nedostatek vitaminu D a zdroven je potvrzeno, Ze nedostatek tohoto vitaminu zvySuje riziko
IBD (Zhang et Li, 2014).

Velké mnozZstvi studii se zabyvalo stfevni mikroflérou u pacienti s CD a UC a byla zjiSténa
dysbidza jak v zanicené, tak nezanicené €ésti, a byla vyrazné sniZena biodiverzita a stabilita
mikrobiomu v porovnani s mikrobiomem zdravého ¢lovéka. Ve stfevé zdravého clovéka
pievazuji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes, kdeZto ve stievé zasazeném CD byl vyskyt kment
Firmicutes a Bacteroidetes snizen. Oproti tomu byl zaznamenén nérlst enterobakterii. U UC

bylo zaznamendno sniZeni rodu Clostridium (Zhang et Li, 2014).
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Prvni linii obrany imunitniho systému stfevniho sliznice je epitelova tkan (Zhang et Li,
2014). Charakteristickym rysem epitelidlnich tkdni je poskytovat bariéru mezi dynamickym
vngj$im prostfedim a tim zajiStovat vnitini homeostdzu (Dong et al, 2020). Stievni epitel
je jednovrstevnd tkan pokrytd sliznici (tunica mucosa) osidlend stfevni mikrobiotou. U osob
s CD nebo UC jsou zaznamendny poruchy v tvorbé této sliznice. Apikdlni povrch epitelidlnich
bunék je pokryt imunoglobulina (IgA) a glykokalyxem (Baumgart et Carding, 2007). Zdravé
sttevo je pokryto sliznici, sklddajici se ze dvou €ésti. Vné&j$i vrstva je pfilnava a vhodnd pro rist
bakterii, vnitini je oproti tomu nepfilnava a obvykle sterilni. U pacienti s IBD, pfedevS§im s CD,
byl zaznamendn nartst bakterii na pfilnavé ¢4sti stieva (Zhang et Li, 2014).

UC a CD jsou spojeny s chronickym zanétem stfev, ktery je zpusoben poruchou
homeostdzy ve stieve. Jednovrstevnd tkan bunék poskytuje fyzickou i imunitni bariéru stfevnim
lumindlnim komponentim, jako je stfevni mikrofléra nebo strava. Zanétlivd stfevni
onemocnéni se vyznacuji naruSenou funkci sttevni epitelidlni bariéry, kterd dovoluje antigenim
piistup k hloubé&ji lezici tkdni, ve které jsou buriky imunitniho systému. Toto poruSeni stievni
bariéry vede k aktivaci imunitni odpovédi hostitele a zvySeni zanétu fidici patologii
onemocnéni (Scott et al, 2020). U pacienti s CD a UC byla zaznamendna sniZend rezistence
epitelové tkdn¢ a vySS$i propustnost zanicené i nezanicené sliznice. Tyto negativni vlivy
piedchdzi nastupu klinického onemocnéni u osob, které maji rodinnou predispozici pro tato
onemocnéni. Poruchy propustnosti byly téZ zaznamendny u zdravych jedinct v bliZzSim
piibuzenském vztahu s osobami s IBD. Vyzkumem byly identifikovdny mechanismy vzniku
poruch propustnosti sliznice. Mezi né patii naruSeni proteinli té€snych spojii zpisobené T-
lymfocyty a dysfunkce enterickych neuronti. Lidé s IBD maji naruSené mechanismy vrozené
imunity epitelu. U téchto pacientii maji buriky epitelu sliznice rozdilnou expresi receptoru
podobného genu Toll (TLR). Zdravé buiiky epitelu sliznice exprimuji TLR3 a TLRS. TLR2
a TLR4 nejsou u zdravého ¢lovéka obvykle detekovatelné. U pacientli s CD je exprese TLR3
vyrazné potla¢ena. Naopak, u pacienti s UC je exprese TLR4 navysSena (Baumgart et Carding,
2007). Dostupné dikazy nasvédcuji tomu, Ze poruchy vrozené a ziskané imunity mohou
pfispivat ke vzniku zdnétlivé odpovédi u pacientti s IBD. Zaméfenim se na IBD bylo zjiSténo,
7e CD a UC zpisobuji dva odlisné typy zanétu. Zanét u CD je zpisobovan odpovédi Thl, u UC
je zénét zpusoben Th2. Noveé popsané Th17 jsou také zapojeny do IBD (Zhang et Li, 2014).
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3.4.1 Metabolismus tryptofanu

L-tryptofan (Trp) je aminokyselina, kterd obsahuje aromaticky indolovy kruh (Obrézek 3).
Radi se mezi esencidlni aminokyseliny a savéi buriky jej nedokdZi syntetizovat, proto musi byt
pfijiman potravou (Agus et al, 2018). V téle je tryptofan prekurzorem pro syntézu proteind
a biologicky aktivnich slou€enin, jako jsou neurotransmitery serotonin a tryptamin, hormon
melatonin, nebo niacin a kyselina nikotinovd. VétSina tryptofanu piijatého potravou
je zpracovdna v ruznych orgdnech a tkdnich. Malé mnozZstvi, které neni zcela strdveno
je metabolizovano stievni mikrobiotou (Tennoune er al, 2022). Metabolismus tryptofanu
ve stieveé je zaloZen na piimé transformaci tryptofanu stfevnimi mikroorganismy v mnoZstvi
molekul, v nejvétsi mife na indol (Obrazek 4) a déle na jeho derivaty jako je tryptamin, indol-
3-propionova kyselina (IPA) (Obrdazek 5), 3-methylindol, indolaldehyd, indolakrylova
kyselina, indoloctové kyselina a indolethanol (Roager et Licht, 2018). Metabolismus tryptofanu
se v GIT sklada ze tii cest. Hlavni, kynureninovd je katalyzovand indolamin-2,3-dioxygendzou.
Méné€ vyznamné jsou cesta pfimé degradace tryptofanu stfevni mikroflérou, a serotoninova
cesta, kterd je katalyzovédna tryptofan hydroxyldzou 1 (Obrazek 6) (Agus et al, 2018).
Katabolismus tryptofanu zdvisly na komensélnich mikrobech v GIT je schopen vyvinout velké
ucinky na hostitelovu fyziologii, v€etné udrzby epitelidlni bariéry a funkci imunity (Obréazek
7). Bylo prokdzano, Ze mnoZstvi metabolitl tryptofanu pochézejicich z mikrobiomu je agonisty
¢i antagonisty aryluhlovodikového receptoru (Dong et al, 2020).

Indol je syntetizovan velkou skupinou Gram pozitivnich i Gram negativnich bakterii, jako
je Escherichia coli, Proteus Vulgaris, a rody Clostridium a Bacteroides. Indol se ve stfeve
ucastni komunikace mezi bakteriemi, antibiotické rezistence a tvorby biofilmu. Mezi hlavni
producenty IPA patii Clostridium sporogenes. Podani IPA ordlni cestou vykazuje vyhodné
ucinky na funkci stfevni bariéry na mySim modelu. IPA také sniZuje propustnost sttevni bariéry
se zdravymi jedinci. Ndrist hladiny tohoto metabolitu zase znaci remisi UC (Tennoune et al,
2022).

V dneSni dobé bylo identifikovdno velké mnoZstvi stfevnich mikrobidlnich katabolit
tryptofanu, jako je indol, indol-3-propionové kyselina, skatol, tryptamin, indol-3-pyruvit,

indol-3-ethanol, indol-3-acetdt, indol-3-laktat, indol-3-akrylat a dal§i (Vyhlidalova et al, 2020).
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Obrazek 3: Chemicka struktura L-tryptofanu. Pfevzato z internetovych stranek Sigma Aldrich
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Obrazek 4: Chemicka struktura indolu. Pfevzato z internetovych stranek Sigma Aldrich
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Obrazek 5: Chemicka struktura indol-3-propionové kyseliny. Pfevzato z internetovych
strdnek Sigma Aldrich
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++ Potential AR ligand but in supraphysiological concentrations

—» Host pathway

—» Microbial pathway
3-HAA : 3-Hydroxyanthranilic Acid
FH-KYN : 3-Hydroxykynurenine
5-HTP : 5-Hydroxytryptophan
AAAD : Aromatic Amino Acid Decarboxylase
AANAT : Aralkylamine N-Acetyliransferase
acdA : acyl-CoA dehydrogenase
AraT : Aromatic amino acid aminotransferase
ASMT : Acetylserotonin O-Methyltransferase
fidBC : phenyllactate dehydratase
fidH : phenyllactate dehydrogenase
1A : Indole Acrylic Acid
1AA : Indole Acetic Acid
1AAld : Indole-3-Acetaldenhyde
1Ald : Indole-3-Aldehyde
1AM : Indole-3-Acetamide

DO : Indoleamine 2,3-Dioxygenase

ILA : Indole-3-Lactic Acid

IPA : Indole-3-Propionic Acid

IPYA : Indole-3-Pyruvate

KAT : Kynurenine aminotransferase

KMO : Kynurenine 3-Monooxygenase
KYNU : Kynureninase

MAQ . Monoamine Oxydase

NAD : Nicotinamide Adenine Dinucleotide
porB, C : pyruvate ; ferredoxin oxidoreductase B and C
TDO : Tryptophan 2,3-Dioxygenase

TMO : Tryptophan 2-Moncoxygenase
THA : Tryptophanase

TpH : Tryptophan Hydroxylase

TrD : Tryplophan Decarboxylase

Obrazek 6: Metabolismus tryptofanu. Pfevzato z ¢lanku (Agus et al, 2018)
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mikrobiotou na komunikaci mezi mikroby a t¢inky bakteridlnich metaboliti ve tkdni hostitele.
Pievzato z ¢lanku (Tennoune et al, 2022)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Biologicky material

e Stabilné transfekovand reportérovd bunécna linie LS174T-AhR. Tato linie byla
pfipravena transfekaci bunécné linie odvozené od adenokarcinomu tlustého stfeva
LS174T (ECACC 87060401) plazmidem pGL-4.27-DRE, nesouci gen pro rezistenci

hygromycinu.

4.1.2 Pouzité chemikalie

e 2.3.7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) (LGC Standards)

® Adenosin-5' trifosfat (ATP) (Sigma Aldrich, SML1489)

® D-Luciferin (Sigma Aldrich, L9504)

® Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, 20022-CT0)

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - High glucose (DMEM) (Sigma Aldrich,
D6546)

¢ Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biosera, LM-S2041)

e Fetélni bovinni sérum (FBS) (Sigma Aldrich, M5921)

e Heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4 - 7TH20) (Sigma Aldrich, M5921)

®* Hygromycin B (SantaCruz Biotechnology, SC-29067)

e Koenzym A (Sigma Aldrich, C4780)

e Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) (Sigma Aldrich, E6511)

e L-glutamin (SERANA, RGL-001)

e Lyzacni pufr: Reporter Lysis 5x Buffer (Promega, E3971)

e Methyltetrazoliova sl (MTT) (Sigma Aldrich, M2128)

¢ Neesencidlni aminokyseliny (NEAA) (Sigma Aldrich, M7145)

e Neutral red assay kit (Abcam)

e Triton X-100 (Serva, 37 240)

® Trypanovd modi (Sigma Aldrich, T6146)

® Trypsin (Biosera, LM-T1720)

e Tris-acetat (Sigma Aldrich, T8280)
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4.1.3 Testované latky

¢ Indol (SantaCruz Biotech, sc-257606)
¢ Indol-3-propionovd kyselina (IPA) (SantaCruz Biotech, sc-255215)

4.1.4 Slozeni pouzitych roztoku

® Kaultivaéni médium
o 500 ml DMEM
o 50ml FBS
o 5 ml NEAA
O

5 ml L-glutaminu

® Substrat pro luciferdzu
o 5 mg D-Luciferinu
10 mg ATP
5 mg Koenzymu A
168 mg DTT
1,32 ml Tris-acetatu
1,23 mg/6,6 ul 0,5 mol-1" EDTA
3,03mg/1,23 ml 100 mmol-1"! MgSO4 - TH20

0O O O O O O

o}

Doplnéno destilovanou vodou do 30 ml

4.1.5 Seznam laboratornich zarizeni a pristroju

e Inkubator (NB-203XL, N-Biotek)

e Laboratorni kyvacka (Rocker-Shaker MR-12, Biosan)

¢ Lamindrni flowbox (Class II Type A2, Esco Labculture)
e Mikroskop (IMT-2, Olympus)

e (dsédvacka

e Spektrofotometr (Infinite M200, Tecan)

e Vihy

¢ Vodni ldzen (LCB-11D, Labtech)

e Vortex (Relax top D-91126, Heidolph)
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4.2 METODIKA
4.2.1 Kultivace bunék

Adherentni buné¢na linie LS174T-AhR byla kultivovédna v kultiva¢ni lahvi s médiem
Dulbecco‘s Modified Eagle’s Medium - s vysokym obsahem gluk6zy (DMEM), do kterého
bylo pfiddno fetdlni bovinni sérum, neesencidlni aminokyseliny a L-glutamin Pfi kultivaci
bunék ptes vikend bylo do kultivacni lahve pfidano antibiotikum hygromycin B v koncentraci
0,3 mg/ml. Kultiva¢ni lahve s buitkami byly udrZzovany v inkubétoru pti 37 °C, 5 % CO>

a vysoké vlhkosti vzduchu.

4.2.2 Pasazovani bunék

Burky byly pasdZovany jednou za 2-3 dny. Kultiva¢ni médium bylo pfedehidtona 37 °C
ve vodni ldzni. Kultiva¢ni lahev s buiikami byla vytaZena z inkubdtoru a zkontrolovédna
pod mikroskopem k zjiSténi konfluence bunck. Poté byla lahev pifenesena do sterilniho
laminarniho boxu, kde probihala samotnd prace. Nejdiive bylo odsédto staré médium pomoci
odsavacky. Po odséti byly buriky oplachnuty 5 ml fosfatového pufru (PBS), které bylo nasledné
také odsato odsdvackou. Na bunky byl pfiddn 1 ml protedzy trypsinu, ktery uvolni adherentni
buriky z povrchu lahve. Lahev s buiikami a trypsinem byla umisténa do inkubdtoru po dobu
3 minut. Po uplynuti této doby byla lahev pfemisténa zpét do laminarniho boxu. Do lahve bylo
pfiddno 9 ml média a buriky byly nasdvanim resuspendovdny pomoci sérologické pipety.
Nasledné byla bunécna suspenze pienesena do 50ml zkumavky. Do 0,5 ml zkumavky bylo
preneseno 10 ul suspenze k pogitani. Cdst ziskané suspenze byla penesena zpét do lahve spolu

s 20 ml média a lahev byla umisténa do inkubatoru k dalsi kultivaci.

4.2.3 Podéitani bunék

Pocitdni bun€k je zaloZeno na pfiddni trypanové modii do suspenze, kdy dochdzi
k odliSeni Zivych a neZivych bundk. Zivé buriky zlstanou nenabarveny, jelikoZ nedojde
k prostoupeni barviva pies membrdnu do intracelularniho prostoru. K pocitini bunék byla
vyuZita Biirkerova komurka, kterd je rozdélena na ¢tvercové plochy, a k po€itini se vyuziva
10 téchto ploch. Bunécnd suspenze o objemu 10 ul byla ptfiddna k 90 ul trypanové modfi
avyslednd suspenze byla umisténa na Biirkerovu komirku. Po prohlédnuti komurky

pod mikroskopem byla urc¢ena koncentrace bun€k spocitdnim Zivych - nenabarvenych bunék.
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Priimér poétu bunék z 10 &tvercti byl vyndsoben hodnotou 1 - 10°, a vyslednd hodnota uddvala

pocet bunék v 1 ml suspenze.

4.2.4 Vysévani bunék

Pro metodu Reporter Gene Assay, MTT a neutrdlni ¢erveni (NR) byly pfipraveny
96 jamkové desticky, kdy v kazdé jamce bylo vyseto 40 000 bun¢k ve 200 ul média. Takto
pfipravené desticky byly umistény do inkubdtoru na 24 hodin, aby builkky narostly

do pozadované konfluence.

4.2.5 Analyza koncentrace indolu a IPA v kolonoskopickych aspiratech

Aspiraty byly kolonoskopicky odebrany od pacientii, jimZz bylo diagnostikovédno
zanétlivé onemocnéni stiev. U deviti pacient byla diagnostikovdna Crohnova choroba, Sest
pacientl trpelo ulcerdzni kolitidou (priimérny vek 52 let, 8 muzii; 7 Zen). Tieti skupina byla
tvofena pacienty s nezanétlivym onemocnénim stev, jeZ byli pozorovani na klinice stfevnich
zanétlivych onemocnéni (n= 21; primérny vék 57 let, 10 muzl; 11 Zen). Koncentrace indolu
a IPA byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).
Podrobnosti o klinické studii (NCT04089501) a analyze vzorkil byly zvefejnény témito autory
(Li et al, 2021). Hladiny indolu a indol-3-propionové kyseliny byly normalizovany na celkové

mnozZstvi proteinll v aspiratu.

4.2.6 Priprava zasobnich roztoku pouzitych latek

Testované latky, indol a indol-3-propionovd kyselina, byly fedény v dimethyl
sulfoxidu (DMSO) na zédsobni roztok o poZadované koncentraci dle tabulky (Tabulka 1).
Pripravené zasobni roztoky byly ndsledné pouzity pro dals$i fedéni tak, aby koncentrace
jednotlivych latek odpovidala koncentraci, kterd byla stanovena ve vzorcich kolonoskopickych

pacientii (P1-25). Redéni dle tabulky (Tabulka 2) bylo provedeno vedoucim bakaldiské préce.
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Tabulka 1: Priprava zdsobnich roztok testovanych latek

Objem Celkovy
Molarni Koncentrace Objem
dané latky objem
hmotnost [mM] DMSO [ul]
[ul] [ul]
Indol 117,15 2500 1000
1000 400 600 1000
500 500 500 1000
100 100 400 500
50 100 100 200
Indol-3-propionova
189,21 500 500 0 500
kyselina
50 50 450 500
10 200 800 1000
5 400 400 800
1 120 480 600
0,5 100 100 200
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Tabulka 2: Priprava zdsobnich roztokt (IND - indol, indol-3-propionova kyselina - IPA)

a jejich poméry pro studium bindrnich smési na zdklad¢ zjisténého mnoZstvi testovanych latek
v jednotlivych kolonoskopickych vzorcich pacienti (UC - ulcerézni kolitida, CD - Crohnova
choroba, NORM - normalni, do NORM zarazeno i astma)

(ng/ml-mg-1)
. . ) IPA 5X IPA1x INDS5x INDIx

Pacient Diagnoza IPA IND IND/IPA (uM) M) (M) (M)
P25 CD 3706,1 32056 9 97,94 19,59 1368,2 273,6
P14 NORM 54 22716 4236 0,14 0,03 969,5 193,9
P34 CD 8,5 22676 2671 0,22 0,04 967,8 193,6
P33 NORM 44 21977 5017 0,12 0,02 938,0 187,6
P22 CD 7,6 13500 1776 0,20 0,04 576,2 115,2
P18 UuC 49 12725 2573 0,13 0,03 543,1 108,6
P30 CD 101,1 12212 121 2,67 0,53 521,2 104,2
P29 NORM 349 12072 346 0,92 0,18 515,2 103,0
P17 NORM 236,7 11066 47 6,26 1,25 4723 94,5
P21 UC 10,6 8653 814 0,28 0,06 369,3 73,9
P4 NORM 16,7 7687 460 0,44 0,09 328,1 65,6
P15 CD 87,0 7616 88 2,30 0,46 325,0 65,0
P10 NORM 36,9 7398 201 0,97 0,19 315,7 63,1
P36 CD 13,9 7045 507 0,37 0,07 300,7 60,1
P12 NORM 743 6967 94 1,96 0,39 2974 59,5
P23 UuC 2132 6275 29 5,63 1,13 267,8 53,6
P2 NORM 439 5827 133 1,16 0,23 2487 497
P20 CD 154,8 5384 35 4,09 0,82 229.8 46,0
P6 NORM 1,2 5072 4191 0,03 0,01 216,5 433
P16 NORM 563,1 4818 9 14,88 2,98 205,6 41,1
P31 CD 102,1 4738 46 2,70 0,54 202,2 40,4
P11 NORM 6,3 4629 735 0,17 0,03 197,6 39,5
P1 NORM 205,5 4507 22 5,43 1,09 192.,4 38,5
P8 NORM 1459 4326 30 3,86 0,77 184,6 36,9
P9 NORM 1001,6 4192 4 26,47 5,29 178,9 35,8
P5 NORM 1089 3870 36 2,88 0,58 165,2 33,0
P26 NORM 191,5 3484 18 5,06 1,01 148,7 297
P19 CD 152,5 3006 20 4,03 0,81 128,3 25,7
P28 NORM 21,7 2321 107 0,57 0,11 99,1 19,8
P24 UuC 43,0 2149 50 1,14 0,23 91,7 18,3
P27 NORM 73,2 2084 28 1,93 0,39 88,9 17,8
P13 NORM 18,9 1914 101 0,50 0,10 81,7 16,3
P3 NORM 31,2 1626 52 0,82 0,16 69,4 13,9
P7 NORM 12,5 1464 117 0,33 0,07 62,5 12,5
P32 NORM 25,7 665 26 0,68 0,14 28,4 5,7
P35 CD 10,4 188 18 0,27 0,05 8,0 1,6
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4.2.7 Stanoveni viability buné¢né linie

Viabilita bunécné linie LS174T-AhR byla stanovena pomoci MTT a NR testu K MTT
a NR testu byly pouZzity testované latky - indol a IPA v koncentracich, které byly pfipraveny

postupnym fedénim ze zdsobnich roztokli a ndslednym fedénim 1000x do média.

MTT test

MTT test je zaloZzen na pfeméné Zlutého MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na tmavé fialové krystaly formazanu ((E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-1,3-diphenylformazan). Tato pfeména je katalyzovdna mitochondridlni reduktdzou
a takové pfemény je schopna buiika s funkénim metabolismem, tedy Ziva.

Do 96 jamkové desticky byly prvni den vysety buiiky v mnozstvi 25 000 bun€k na jamku
a byly kultivovany 24 hodin v inkubdtoru. Po 24 hodindch byly desti¢ky vytazeny a médium
vyklepnuto. Na desti¢ky bylo aplikovdno 200 pl média s testovanymi latkami, a po dobu 4 nebo
24 hodin plsobily na burky. Jako pozitivni kontrola slouzil Triton X-100, jako negativni
kontrola pak DMSO. Médium bylo po uplynuti daného ¢asu z desti¢ek vyklepnuto. Jamky
s buiikami byly promyty 100 ul nesterilnim PBS a znovu vyklepnuty. Do jamek bylo pfidano
100 ul MTT 10x zfedéného s médiem. Takto se desti¢ky inkubovaly asi 20 minut do vytvofeni
modrych krystali formazanu. Médium s MTT bylo vyklepnuto a krystalky rozpuStény pfidanim
50 ul DMSO. Absorbance byla zméfena ve spektrofotometru pti 570 nm.

Test neutralni ¢erveni

Test neutrdlni cCerveni je zaloZen na hromadéni cerveného barviva (3-amino-7-
dimethylamino-2-methylfenazin hydrochlorid) v lysozomech Zivych bunék. Mrtvé buiky
zlistanou neobarveny.

Test neutrdlni ¢erveni byl proveden piesné dle protokolu od vyrobce kitu. Do 96 jamkové
desti¢ky byly prvni den vysety buiiky v mnoZstvi 25 000 bunék na jamku a byly kultivovany
24 hodin v inkubétoru. Jako pozitivni kontrola byl pouZit triton, jako negativni DMSO. Po 24
hodindch byly desticky vytaZzeny a médium vyklepnuto. Na desticky bylo aplikovdno 200 ul
média s testovanymi latkami, kontrolni latky, a po dobu 4 nebo 24 hodin ptsobily na buriky.
Médium bylo po uplynuti daného casu z desti¢ek vyklepnuto. Jamky promyty 200 ul
promyvacitho roztoku a opét vyklepnuty. Nasledn¢ bylo pfiddno 150 pl roztoku neutrdlni
¢erveni nafedéné s médiem v poméru 1:99. S touto litkou byly buiiky inkubovany po dobu

2 hodin. Po uplynuti doby a vyklepnuti média byly buniky opét opldchnuty promyvacim
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roztokem o objemu 250 upl na jamku. Po vyklepnuti byly desticky s burikami ponechany
na vyschnuti. Po vyschnuti bylo do jamek pfidano 150 pl solubiliza¢niho roztoku a deska byla
umisténa na kyvacku. Ndsledné byla méfena absorbance pomoci spektrofotometru pti vinové

délce 540 nm.

4.2.8 Reporter gene assay

Metoda reporter gene assay je bioluminiscencni metoda urcend ke sledovéani genové
exprese. Vyuzivd se k tomu linie transfekovand reportérovym plazmidem, ktery produkuje
enzym luciferdzu, je-li aktivovdn AhR. Po pfidani D-Luciferinu dojde k jeho preméné
na oxyluciferin enzymem luciferdzou za vzniku méfitelného zafeni. Intenzita zafeni je pfimo
umeérnd k aktivaci receptoru.

Na 96 jamkovou desticku byly vysety buriky o poctu 20 000 bun€k na jamku.
Po 24 hodindch od vyseti bun¢k byly desticCky vytazeny zinkubdtoru a pieneseny
do lamindrniho boxu. Kombinace testovanych latek byly pfipraveny podle tabulky 2 a fedény
1000x v tzv. depletovaném médiu. Jednd se o buiikami metabolizované médium odebrané
z kultivaéni lahve po 24 hodinich. Jako negativni kontrola bylo pouZzito DMSO a jako pozitivni
kontrola TCDD (koncentrace 20 nM). Koncentrace DMSO ve vSech vzorcich byla 0,2 %.
Po 4 hodindch inkubace byly desticky vyklepnuty, promyty PBS a do kazdé jamky bylo
aplikovdno 25 ul lyza¢niho pufru. Nasledné byla desti¢ka uloZena nejméné na 20 minut
do - 0 °C. Po rozmrazeni bylo 5 ul lyzatu z kazdé jamky pteneseno do bilé 96 jamkové desticky
ur¢ené pro mefeni luminiscence. K lyzatu bylo ptiddno 30 ul substritu pro luciferdzu. Pomoci

spektrofotometru byla ve specidlnim programu meéfena intenzita luminiscence.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovani vlivu vybranych latek na viabilitu bunék bunééné linie LS174T-AhR

Pfed samotnym stanovenim aktivity AhR bylo potieba zjistit, zda testované litky
nevykazuji toxicitu vici bunééné linii LS174T-AhR. Pro stanoveni viability bylo vyuZito dvou
test, MTT a NR. Na buné¢nou linii byl aplikovan indol o koncentraci 1; 5; 10; 50; 100; 500
a 1000 uM, u IPA byly koncentrace aplikovanych latek 10; 50; 100; 500 nM a 1; 5; 10; 50
a 100 uM. Pusobeni latek bylo testovdno za 4 hodin a 24 hodin. V ptfipadé IPA jen 24 hodin.
Jelikoz indol vykazoval slabou toxicitu u nejvyssi pouZité koncentrace za 24 hodin, byl pouZit
navic alternativni test pomoci NR. Vyhodnoceni se provéddelo spektrofotometricky, kdy
intenzita zbarveni vzorku s negativni kontrolou odpovidalo 100% Zivotnosti. Porovninim
intenzit zbarveni testovanych koncentraci litek s intenzitou zbarveni negativni kontroly byla

urcena viabilita.

Viabilita bunécné linie po aplikaci indolu (4 h MTT test)
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Graf 1: Viabilita po aplikaci indolu na buné¢nou linii. Viabilita zméfena MTT testem
po 4 hodinich. Graf je reprezentativni.

MTT testem byla zjiSténa viabilita bunécné linie 4 hodiny po aplikaci indolu o pfedem
danych koncentracich (Graf 1). Niz$i koncentrace indolu neovlivnily viabilitu bunécné linie,
kdy se pohybovala kolem 100 %. Pokles viability pod 90 % byl zaznamendn az pii koncentraci
0,5 uM.
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Viabilita bunécéné linie po aplikaci indolu (24 h MTT)
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Graf 2: Viabilita po aplikaci indolu na buné¢nou linii. Viabilita zméfena MTT testem po 24
hodindch. Graf je reprezentativni.

Viabilita bunécné linie byla zjiSténa metodou MTT 24 hodin po aplikaci indolu o pfedem

danych koncentracich (Graf 2). Viabilita se pohybovala pod 100 %. Pti nejvyssi koncentraci (1
uM) klesla viabilita na 91 %.

Viabilita bunécéné linie po aplikaci indolu (4 h NR)
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Graf 3: Viabilita po aplikaci indolu na bunécnou linii. Viabilita zméfena NR testem po 4
hodindch. Graf je vyobrazenim priiméru 2 testi.
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Metodou NR byl zjistén ucinek indolu o pfedem danych koncentracich na viabilitu bunééné
linie po 4 hodinich (Graf 3). Viabilita se pfi nizkych koncentracich pohybovala kolem 100 %,
pii koncentraci 10 uM poklesla na 90 % a kolem této hodnoty se pohybovala i pii vysSich

koncentracich.

Viabilita bunécné linie po aplikaci indolu (24 h NR)
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Graf 4: Viabilita po aplikaci indolu na bunécnou linii. Viabilita zméfena NR testem
po 4 hodinich. Graf je vyobrazenim priméru 2 testq.

Utinek indolu o pfedem danych koncentracich na bun&&nou linii po 24 hodinich byl zméien
metodou NR (Graf 4) Viabilita se pii niZz§ich koncentracich indolu piili§ neménila a pohybovala

se okolo 100 %. K poklesu viability na 87 % doslo pfi koncentraci 1 pM.
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Viabilita bunécéné linie po aplikaci IPA (24 h MTT)
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Graf 5: Viabilita po aplikaci IPA na bunéCnou linii. Viabilita zméfena MTT testem
po 24 hodinédch. Graf byl vytvofen primérem hodnot dvou testi.

Viabilita bun€k byla zjiSténa metodou MTT 24 hodin po aplikaci IPA o pfedem danych
koncentracich (Graf 5). Viabilita mirn¢ klesala se zvySujici se koncentraci IPA. Celkové

se pohybovala od 95 do 85 %.

5.2 Testovani vlivu vybranych latek a jejich kombinaci na transkrip¢ni aktivitu AhR

V neddvné studii (Li e al, 2021) byly zvefejnény poméry koncentraci indolu a IPA
v aspirdtech kolonoskopickych pacientli zjiSténych plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii (GC-MS). Presné poméry indolu a IPA byly aplikovdny na stabilni reportérovou
buné€nou linii LS174T-AhR, odvozenou od adenokarcinomu tlustého stieva. Byl sledovin
ucinek téchto bindrnich smési na aktivitu AhR (Graf 6) za 4 hodiny. Vzhledem k tomu,
7e kolonoskopické aspirdty jsou ve formé tekutiny, hodnoty jednotlivych koncentraci indolu
a IPA jsou pouze orienta¢ni a neodpovidaji redlnym koncentracim ve stievé. Kromé bindrnich
smési byly na bunéc¢nou linii aplikovdny i samotné latky o maximdlni pouZzité koncentraci (IPA
19,6 uM a indol 273,6 uM), ddle negativni kontrola 0,2 % DMSO a jako pozitivni kontrola byl
pouzit modelovy ligand TCDD (20 nM). Z hodnot koncentraci indolu a IPA (Tabulka 2)
v jednotlivych vzorcich je patrné, Ze hladiny indolu a IPA byly vysoce variabilni a nebyl
pozorovdn rozdil mezi pacienty s IBD a kontrolnimi pacienty s nezdnétlivym onemocnénim
sttev. Nejvyssi pouzitd koncentrace indolu (indol max = 274 uM, 6,6x) aktivoval AhR silné&ji

nez modelovy ligand TCDD (4,9x). Samotna IPA aktivovala AhR pouze 2x. Z porovnéni
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vzorkl P25 a P14 (koncentrace IPA 19,6 uM a 0,03 uM) je patrné, Ze samostatny indol patii
mezi silné aktivatory AhR a pfitomnost IPA nema na tuto aktivaci vliv. Nebyly pozorovany
synergistické ani antagonistické ucinky na aktivitu AhR. Hodnoty aktivace AhR s klesajici
koncentraci indol zlstdvaji na podobné drovni, coZ naznacuje, Ze je receptor saturovany.
Toto pozorovéni koreluje s internimi vysledky z nasi laboratote, kdy hodnota ECs indol byla

kolem hodnoty 37 uM (Graf 8).
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Graf 6: Vliv bindrni smési na aktivitu AhR (koncentrace 1x). Vysledky jsou primérem ti{
nezdvislych experimenti. Hvézdi¢ky v grafu zndzoriuji statistickou hladinu vyznamnosti.
Jedna hvézdicka zndzorfiuje statistickou hladinu vyznamnosti p<0,05. Dvé hveézdicky
znazoriuji statistickou hladinu vyznamnosti p<0,01.

Jednotlivé poméry byly pfipraveny také v 5x koncentrovanéjsi formeé (Graf 7). Kromé
bindrnich smési byly na bunéfnou linii aplikovdny i1 samotné litky (5x koncentrovanéjsi)

o maximdlni pouZzité koncentraci (IPA 97,94 uM a indol 1368,2 uM), dédle negativni kontrola
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0,2 % DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit modelovy ligand TCDD (20 nM). Pozitivni
kontrolni ldtka TCDD indukovala transkripci 5,9x vice nez UT. NejvyS$si koncentrace IPA
indukovala transkripci 2x vice a nejvyssi koncentrace indolu indukovala transkripci 6,9x vice
nez UT. Podobné¢ jako u koncentrace latek 1x dosahovaly bindrni smési podobné aktivace jako

maximadlni koncentrace indolu, coZ znaci, Ze je receptor saturovany.
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Aktivace AhR 4 hodiny po aplikaci bindrni smési (koncentrace 5x)
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Graf 7: Vliv bindrni smési na aktivitu AhR (koncentrace 5x). Vysledky jsou primérem dvou
nezdvislych experimenti. Hvézdicky v grafu zndzornuji statistickou hladinu vyznamnosti.
Jedna hvézdicka zndzornuje statistickou hladinu vyznamnosti p<0,05. Dvé hvézdicky
znazoriuji statistickou hladinu vyznamnosti p<0,01.
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Graf 8: Zavislost aktivace AhR na koncentraci testovanych litek indolu a IPA. Stabilné
transfekovand reportérova buné¢na linie AZ-AhR plazmidem pGL-4.27-DRE byla inkubovédna
4 hodiny se zvySujici se koncentraci testovanych latek (indol 0,34 - 1000 uM, IPA 0,091 - 200
uM). Po 4 hodinové inkubaci byla méfena luciferdzova aktivita, urcujici miru aktivace AhR.

Experiment byl proveden ve tficeti nezdvislych bunécnych pasdzich. Vysledky jsou vyjadieny
jako hodnoty fold indukce (primér ze 30 experimentil) a vztazeny k negativni kontrole DMSO.

34



6 DISKUSE

V poslednich letech byly ucinky mikrobidlnich metaboliti tryptofanu na AhR rozsdhle
studovdny v mnoha védeckych pracech (Vyhlidalova et al, 2020; Hubbard er al, 2015;
Rothhammer er Quintana, 2019; Stepankova et al, 2018) a AhR byl tak zafazen mezi vyznamné
moduldtory stfevniho zdravi. Soucasnd znalost G¢inkt stfevnich mikrobidlnich katabolith
je vSak omezena na studie zabyvajici se ucCinkem jedné molekuly. Je dllezité vzit v dvahu
realisti¢téjsi situace v GI, kde je podstatnd biologickd odpovéd’ ur€ena soucasnou piitomnosti
vice metabolitii, které tak pfedstavuji rezervodr potencidlnich ligandi AhR. MoZné Gcinky
smési na aktivitu AhR dosud nebyly studovdny, ale roste dikaz, Ze aktivace AhR ve stievé
je pravdépodobné zpiisobena synergickym uc¢inkem nékolika metaboliti (Goya-Jorge et al,
2022). Prvni studie zabyvajici se synergickym ptsobenim dvou slou¢enin vézajici se spolecné
do ligand vazebné domény (LBD) byla popsdna pro pregnanovy X receptor. Byla objevena
robustni synergickd stimulace PXR smési latek, které samy o sob& vykazuji velmi nizkou
ucinnost (Delfosse et al, 2015; Delfosse et al, 2021). U mySi m¢ly agonistické tcinky IPA
v kombinaci s indolem silné protizdnétlivé Gcinky zprosttedkované PXR (Venkatesh et al,
2014).

Stejné jako v piipadé PXR je také AhR schopen vazat rGzné typy ligandl v dasledku
své rozsdhlé ligand vazebné domény a bylo popsdno, Ze je schopen vizat i vice molekul
soucasne€. In silico modelovani a dokovani poskytlo dlikaz, Ze ligand vazebnd doména lidského
AhR je schopna védzat dvé molekuly indolu prostiednictvim jedine¢ného bimolekuldrniho
mechanismu (Hubbard et al, 2015). Takovy mechanismus miiZe vést ke specifické konformaci
a nasledné modulaci aktivity AhR ligandem, kterd by mohla ovlivnit napf. tvorbu AhR ARNT
dimeru nebo jinych komplext s AhR (Soshilov ef Denison, 2014).

Cilem préace bylo sledovat potenciondlni synergicky uc¢inek indolu a IPA kyseliny
na aktivitu AhR. Litky byly aplikovany v podobé bindrnich smési na zdkladé koncentraci
zjisténych v aspirdtech kolonoskopickych pacientl. Pfed samotnym stanovenim transkrip&ni
aktivity AhR metodou Reporter Gene Assay byl sledovén vliv téchto latek na viabilitu bunécné
linie LS174T-AhR. Studované latky nevykazovaly toxicky ucinek na bunécné linie LS174T-
AhR s vyjimkou nejvyssi pouzité koncentrace indolu. Viabilita klesla po 24 h o téméf 40 %,
ovSem v piipadé 4 h inkubace nebyla tato koncentrace toxickd. Z vysledk studia transkripéni
aktivity AhR (Graf 6 a 7) je zfejmé, Ze samotnd IPA aktivovala AhR velmi slabé oproti indolu,
jehoz ucinek byl srovnatelny s modelovym ligandem TCDD. Podobné ti¢inky byly pozorovéany

v publikaci zabyvajici se sledovanim tG¢inku mikrobidlnich kataboliti tryptofanu v bunééné
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linii AZ-AhR za 24 h. V této praci indol vykazoval vysokou ucinnost viici AhR a IPA byla
zafazena mezi katabolity s velmi nizkou ucinnosti. V piipad¢ indolu nedoslo po 24 hodinich
k saturaci receptoru a hodnota ECsg byla orienta¢né stanovena na 1480 uM (Vyhlidalova et al,
2020). Porovnanim hodnot fold indukce indolu o maximdlni pouzité koncentraci (274 uM
a 1374 uM) je ziejmé, Ze po 4 hodinéch je jiZ receptor plné saturovan a vysledky naznacuji,
ze oproti TCDD je indol v buiice rychle metabolizovan. Hodnota ECso indolu byla na nasem
pracovisti stanovena na ~ 37,6 uM (Graf 8), coz je v souladu s jinou studii oznacujici hodnotu
ECso pro indol kolem 3 uM po 4 hodinidch inkubace (Hubbard et al, 2015). Potenciondlni
synergicky ucinek studovanych latek nebyl v této prici prokdzan. Ke zvySeni aktivity AhR
nedoslo ani v piipad¢, kdy byl pouZzit indol o velmi nizké koncentraci v kombinaci s vysokou
koncentraci IPA. Vzorky kolonoskopickych aspiratli pochdzely od zdravych dobrovolnika
a pacientli trpicich UC nebo CD. V naSem piipad¢ jsme nepozorovali rozdily v hladindch
jednotlivych latek mezi zdravymi a nemocnymi jedinci. V jiné studii v§ak byl pozorovén rozdil
v koncentraci IPA v krevnim séru. U pacienti s UC byla pozorovdna sniZzend hladina IPA
v krevnim séru oproti zdravym jedincim. Hladina IPA v aspirdtech pouZitych pro tuto prici
se vyrazn¢ neménila pti porovndni zdravych jedinct a jedincti s UC. ZvySend hladina IPA v této
studii vedla naopak k remisi onemocnéni (Tennoune et al, 2022).

V soucasné dobé neni zndma presnd koncentrace indolu a IPA ve stfev€. Uréenim hladiny
fekdlniho indolu u dobrovolnikili bylo zjiSténo, Ze koncentrace indolu se pohybuje v Sirokém
rozmezi, a to mezi 0,3 a 6,64 mM (Tennoune er al, 2022). V dal§ studii zabyvajici
se kvantifikaci katabolitd tryptofanu ve stteveé se koncentrace indolu pohybovala kolem 200-
500 uM v zdvislosti na stravé jedince. Autofi price dale zminuji, Ze prestoZe je indol
aktivace AhR v gastrointestindlnim traktu pravdépodobné v diisledku variabilnich hladin
ostatnich hlavnich indolovych derivati (Dong et al, 2020). Rozdily v koncentracich jsou
pravdépodobné zpiisobeny rozdily ve slozeni stfevni mikrofléry jednotlivych dobrovolnika

a riznymi drovnémi konzumace bilkovin ve stravé (Tennoune et al, 2022).
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7 ZAVER

V rdmci bakaléiské prace jsem se vénoval t¢inku bindrni smési indolu a indol-3-propionové
kyseliny na aktivaci AhR. Nejprve byla testovédna cytotoxicita studovanych latek na buné¢nou
linii LS174T-AhR metodami MTT a NR. Cytotoxicita nebyla v testovanych koncentracich
zjiSténa, aZ na nejvyssi koncentraci indolu po 24 hodindch. Bylo potvrzeno, Ze samotny indol
aktivuje AhR s vysokou ucinnosti, a naopak IPA s velmi nizkou uc¢innosti. Potencidlni
synergicky ucinek studovanych latek nebyl v této prici prokdzan. Ke zvySeni aktivity AhR
nedoslo ani v pfipadé, kdy byl pouzit indol o velmi nizké koncentraci v kombinaci s vysokou

koncentraci IPA.
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