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Souhrn

Pfedkladana bakalaiska prace se zaméfuje na studium vlivu aktivovaného
receptoru pro vitamin D na biotransformaéni enzym CYP1A1 v bunééné linii
odvozené z adenokarcinomu tlustého stfeva. Receptor byl aktivovan potentnim
agonistou kalcitriolem ve tfech koncentracich blizkych fyziologickému stavu. Indukce
enzymu CYP1A1 byla zprostfedkovana pomoci aryluhlovodikového receptoru, ktery
byl aktivovan modelovym induktorem 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem. Po 24
hodinach inkubace byla stanovena hladina mRNA CYP1A1pomoci polymerazové
fetézové reakce v realném Case a po 48 hodinach 7-ethoxy-O-resorufin deethylasova
katalyticka aktivita enzymu. Vysledky ukazuji na statisticky pokles katalytické aktivity
v nejvyssi zkoumané koncentraci kalcitriolu s 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem.
Pokles hladiny mRNA byl zjiStén s rostouci koncentraci kalcitriolu v kombinaci s
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem. Vysledky naznacuji funkéni interakci mezi
VDR a AhR signaliza¢ni drahou.



Summary

The bachelor thesis is focused on the study of the influence of activated
receptor for vitamin D on biotransformation enzyme CYP1A1 in adenocarcinoma-
derived cell line. Receptor was activated by potent agonist calcitriol, in doses relevant
to physiological conditions. The induction of enzyme CYP1A1 was mediated by aryl
hydrocarbon, activated by model inducer 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin. After
24 hours of incubation, the level of CYP1A1 mRNA was determined by polymerase
chain reaction in real time and after 48 hours, the 7-ethoxy-O-resorufin deethylase
aktivity was determined. The results showed a statistical decrease in catalytic activity
at the highest concentration of studied calcitriol with 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin. Decreased level of mMRNA was detected with increasing concentration of
calcitriol in combination with 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin. The results suggest

a functional interaction between VDR and AhR signaling pathway.
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Uvod

Lidsky organismus se denné potyka s nepfebernym mnoZstvim pro néj cizich
latek (xenobiotik), ktera musi zpracovat. Obklopuji nas ve vzduchu, ktery dychame
(popilek, cigaretovy kouf), v potravé (aditiva) a v neposledni fadé je také pfijimame
jako latky, které nas zbavuji rdznych uatrap, tedy IéCiva. Aby nedoslo k hromadéni
téchto pro télo cizich latek, museji byt odbourany pomoci detoxika¢nich procesu.
Tyto procesy se prevazné uskuteCnuji v jatrech, ledvinach, zazivacim traktu a také
v plicich, tedy ve vyluCovacich organech. Na detoxikaci xenobiotik se podileji
specializované proteiny oznaCované jako cytochromy P450. Tyto enzymy hraji také
dalezitou roli v metabolismu endogennich latek, nicméné pfeména cizorodych latek
je pro né u Clovéka prioritni. Metabolismus xenobiotik probiha ve tfech fazich. V prvni
fazi dochazi k zpolarnéni slouceniny vnesenim ¢i odkrytim polarni skupiny,
oxidoredukénimi a hydrolytickymi reakcemi. Ve druhé fazi dochazi ke konjugaci
molekuly z prvni faze s konjugacnim cinidlem, odtud se tato faze oznacuje jako
konjugacni. V posledni tfeti fazi je vysledna molekula pfepravena pomoci
transmembranovych pfenasecu do extracelularniho prostfedi a poté z organismu

ven.

V kazdé fazi dochazi kregulaci enzyml, jez se jich uc€astni a to pomoci
transkrip&nich faktord. Sledovanim zmén hladiny téchto enzymu je mozné zabranit

nezadoucim vlivim na lidsky organismus.



Teoreticka c¢ast

1. Metabolismus xenobiotik

V roce 1828 némecky chemik Friedrich Woehler dokazal existenci bunééného
metabolismu tim Ze, syntetizoval mo€ovinu pomoci tepelného rozkladu kyanatanu
amonneho. Do této doby panovalo presvéd&eni, Ze déje v Zivych organismech jsou

zaloZeny na zivotni sile (vital force) (Dvorak et Cvek, 2011).

Mezi zakladni vlastnosti zivych organismu patfi schopnost udrzet si stalé
vnitfni prostfedi (homeostazu). Na zakladé toho musi Zivy organismus celit pusobeni
rozlicného mnozstvi latek z vnéjSiho prostfedi, jelikoZz vysoké koncentrace nebo
dlouhé puUsobeni téchto latek vede k nevratnému poskozeni a tedy smrti jedince.
Tyto latky télu cizi jsou oznaovany jako xenobiotika. Xenobiotika nejsou nutné pro
zdravy vyvoj organismu ani nejsou vyuzivany jako zdroj energie. Za xenobiotika
muUzeme povazovat léCiva, environmentalni polutanty jako napfiklad cigaretovy kouf
nebo dioxiny, dale chemikalie pouzivané v zemédélstvi (herbicidy, pesticidy),
v potravinarstvi pfidavna aditiva (ochucovadla, barviva, stabilizatory, atd.) i pfirodni
latky (alkaloidy, flavonoidy, terpeny) a jiné necistoty ovzdusi (popilek, SO,, CO,,
atd.) (Dvorak et Cvek, 2011; Knejzlik et al., 2000).

Cizorodé latky do téla vstupuji skrz travici trakt (Zaludek, stfeva), respiracni
systém (epitely plic, nosni sliznice) a pokozku, pfi¢emz ta slouzi jako neju€inngjsi
bariéra pfi vstupu cizich latek do téla. Dale se xenobiotika dostavaji do krevniho
fecisté, kde mohou interagovat s plazmatickymi proteiny, které slouzi napfiklad jako
transportéry. Pfrikladem takového proteinu mize byt albumin. Nakonec latka vstupuje
do jednotlivych bunék. Zplsob vstupu cizorodych latek do téla zavisi na jejich

fyzikalné-chemickych vliastnostech (Dostalek et al., 2006; Knejzlik et al., 2000).

Biotransformace neboli metabolismus xenobiotik probiha zejména v jatrech.
Kromé jater se na preméné cizorodych latek podili také ledviny, plice, stfeva,
placenta i kize. Aby je organismus nasledné mohl vyloucit ven pomoci moci a
stolice, musi nejprve v prabéhu biotransformace dojit ke zpolarnéni xenobiotika, &imz
se usnadriuje jeho exkrece. Vysoce polarni latky vS8ak mohou organismem projit

beze zmény.
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Cilem biotransformace je detoxikace organismu. Ne vzdy vSak dochazi
k biodegradaci cizorodych latek. Zejména u léCiv mlze naopak dojit k jejich
bioaktivaci, kdy se stavaji farmakologicky aktivnéjSi. Ve vysledku maze vzniknout

v wviv s

2006; Dvorak et Cvek, 2011; Knejzlik et al., 2000).

Proces biotransformace probiha ve tfech fazich:
1.1 |. faze biotransformace

V prvni fazi metabolismu xenobiotik dochazi k pfeméné substratu na
polarnéjsi produkt. Toho Ize dosahnout chemickou pfeménou molekuly, kdy dojde
k odkryti polarni skupiny nebo zavedenim jiné polarni funkéni skupiny do molekuly
(napf.: -OH, -NH,, -SH, =CO, -COOH), ¢i pfeménou meéné polarni skupiny na
polarngjSi. Vtéto fazi se wuplathuji oxidoredukéni a hydrolytické reakce.
Z oxidoredukénich Ize zminit aromatickou a alifatickou hydroxylaci, epoxidaci,
dealkylaci, nitro-oxidaci, oxidativni a redukéni dehalogenaci, nitroredukce a
azoredukce. Karboxyesterazy, peptidazy, epoxihydrolazy katalyzuji reakce
hydrolytické. NejvyznamnéjSim enzymovym systémem, ktery se podili na pfeménach
|. faze jsou cytochromy P450. Katalyzuji velké mnozstvi oxidaCnich, redukénich,
dealkylaCnich a epoxidacnich reakci. Jako substraty pro cytochrom P450 slouzi jak
endogenni metabolity (steroidy, vy8Si mastné kyseliny), tak i xenobiotika (Iéky,
aditiva, atd.). VyznacCuje se tedy vysokou substratovou specifitou. Oxidacné-
redukeni reakce také katalyzuji flavin monooxidazové enzymy. Nejcastéji katalyzuiji
oxygenace dusiku, siry a dalSich latek obsahujici heteroatomy. DalSi oxidacné-
redukéni enzymy této faze jsou alkohol dehydrogenaza, aldehyd dehydrogenaza,
aldehyd oxidazy a xantin oxidazy. Peroxidaza se podili na pfeméné cizorodych latek
v jatrech a placenté. NejvySSi obsah karboxyl esterazy, ktera katalyzuje hydrolyzu
latek majici ve své struktufe esterovou nebo amidovou vazbu, je v jatrech. V8echny
tyto reakce vytvareji metabolit, ktery vstupuje do Il. faze biotransformace, kde
reaguje s konjugacnim cCinidlem. Xenobiotika, ktera jiz obsahuji ve své molekule
reaktivnéjsi skupiny, nepodléhaiji |. fazi a mohou vstoupit rovnou do Il. faze (Dostalek
et al., 2006; Dvorak et Cvek, 2011; Knejzlik et al., 2000; Vrzal et al., 2004).

11



1.1.1 Cytochromy P450 (CYP)

Prvni zminka v literature o cytochromu P450 se objevila vroce 1962. O rok
pozdéji byla objasnéna i jeho funkce (Dostalek et al., 2006). Strukturné se jedna o
hemoprotein typu b, ktery ve své molekule nekovalentné vaze protoporfyrin IX.
Oznaceni cytochromu P450 je odvozeno od jeho redukované formy enzymu, ktera
vaze oxid uhelnaty a vykazuje silné absorpéni maximum pfi vinové délce 450 nm.
CYPy jsou nestabilni, a proto snadno dochazi k pfeméné na inaktivni formu, ktera

ma maximalni absorpci pfi 420 nm (Dostalek et al., 2006; Knejzlik et al., 2000).

Pozdéji bylo zjisténo, Ze se nejedna pouze o jeden protein, ale o celou
skupinu. Evolu¢né jsou tyto proteiny velmi staré. Nékteré z nich vznikly genovou
duplikaci (napf.: u Zzivocichl jako obrana pfed rostlinnymi jedy), proto nékteré
izoenzymy (individualni enzymy) vykazuji vysoky stuperi homologie. Doposud bylo
popsano vice nez 3000 rlznych enzymud cytochromu P450 katalyzujici vice nez 40
popsano, tim nutnéjSi bylo zavedeni systémoveého nazvoslovi. VSechny cytochromy
tvofi tzv. nadrodinu (superfamily). PfFislusnost ktéto superrodiné se oznacuje
zkratkou CYP. Dale se déli do rodin a podrodin podle podobnosti aminokyselinové
sekvence. Rodiny se oznacuji arabskou Cdislici, patfi sem sekvence protein(
s minimalné 40% podobnosti. Podrodiny se pak znaci velkymi pismeny a vykazuji
nejméné 55% podobnost. Individualni enzymy (zastupci podrodin) se opét oznacuji
arabskymi Cislicemi. Pfikladem takové izoformy mlze byt tfeba CYP1A1, znamo je

vSak vice nez 150 izoforem.

Cytochromy se vyskytuji jak u ¢lovéka, tak u bakterii, rostlin, Zivoc€ichu i hub.
CYP je u eukaryot lokalizovan na membranach endoplasmatického retikula,
mitochondrii nebo jadra. Bakterie jej maji v cytosolu a to vrozpusténé formé.
V lidském genomu se pfiblizné vyskytuje 60 riznych forem CYPU, u rostlin jich bylo
objeveno na 300. U savcl se cytochromy vyskytuji ve vSech typech tkani, kromé
erytrocytll a svalovych bunék. Nejvice je zastoupen v jatrech, ale také v placenté,
stfevech, plicich a kuzi. Jeho mnozstvi v jednotlivych tkanich nelze povazovat za
absolutni, jelikoz zavisi na fadé faktoru, jako napfiklad na genetickém polymorfismu,
podminkach vnéjsiho prostfedi, koufeni, vyZivé, véku, pohlavi, atd. (Anzenbacher et
Anzenbacherova, 2001; Dostalek et al., 2006; Knejzlik et al., 2000).

12



Cytochromy P450 maji monooxygenazovou aktivitu a jsou schopny
metabolizovat lipofilni cizorodé latky. PFi hydroxylacnich reakcich, které nejCastéji
katalyzuji (Obr. 1), vazi jeden atom kysliku do struktury substratu a druhy atom tvofi
vodu. Donorem elektron tohoto enzymatického systému je NADPH. Rekci, kterou

cytochromy katalyzuji, bychom obecné mohli napsat takto:
NADPH+H" + O, + R —> NADP" +H,0 + RO

(Dostalek et al., 2006; Guengerich, 2001)

ROH RH
. }“’ S A
[ROH)Fe (RH)F

3+
(H){Fe OH) 7—/ (RH)Fe™*

O'J

RIl(le 0} 4 {RH]I-E [Dz)
[N
H:0 <« H:0:
{RH}F': "(0:27)

iy {R]I}le'(()%/ l

Obr. 1: Katalyticky cyklus CYP (pfevzato z: Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001)

Enzymaticky systém cytochromu P450 také syntetizuje endogenni latky, jako
jsou napfiklad steroidni hormony. Dale se podili na tvorbé cholesterolu, Zlu€ovych

kyselin, steroidl, prostacyklind a tromboxanu A, (Dostélek et al., 2006).

1.1.2 Podrodina CYP1A

Podrodina CYP1A ma dvé konkrétni formy, a to CYP1A1 a CYP1A2. Oba
zastupci se vyznamné podileji na biotransformaci xenobiotik u ¢lovéka. Vykazuji 70%
shodu aminokyselinové sekvence a katalyzuji podobné reakce (Dostalek et al.,

2006). Lidsky cytochrom CYP1A1 se nachazi predevSim v extrahepatalnich tkanich
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jako je epitel plic, kize a gastrointestinalni trakt. Dale byl objeven v placenté, plodu a
embryu. Jeho Kkonstitutivni exprese je vtéchto tkanich tézko zjistitelna, pokud
nedojde k jeho indukci pomoci polycyklickych aromatickych uhlovodikt (PAU), jako je
napriklad benzo[a]pyren (BaP), nebo tfeba halogenovanych aromatickych uhlovodiku
jako je 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Také metabolity vzniklé pfi
spalovani tabaku indukuji expresi CYP1A1 v plicich kufaku. Tyto indukce jsou
vétSinou fizené pomoci jadernych receptord aktivovanych pfisluSnym ligandem.
Indukci CYP1A1 zprostfedkovava aryl uhlovodikovy receptor (AhR). (Pavek et
Dvorak, 2008; Walsh et al., 2013). Inhibitorem formy CYP1A1 je a-naftoflavon
(Pelkonen et al., 2008).

vaigviv s

biotransformace, diky své Siroké substratové specifité a velkému rozSifeni po celém
téle, muze ale také produkovat karcinogenni intermediaty v prib&hu oxidace
polycyklickych aromatickych uhlovodiki (Pavek et Dvofak, 2008). ZvySena aktivita

tohoto enzymu ovliviiuje vyskyt nadoru plic, prsu a kize (Dostalek et al., 2006).

Enzym CYP1A2 se vyskytuje pfevazné v jatrech. Podili se na bioaktivaci fady
karcinogenu, ktera se mulze projevit zvySenou nachylnosti k onkologickym
onemocnénim. Jeho aktivaci zplusobuje cela fada fyziologickych a patologickych
pochodu v organismu i exogenni faktory. Indukci vyvolavaji heterocyklické aminy a
PAU (Dostalek et al., 2006). Metabolizuje latky jako kofein, fenacetin, heterocyklické
aromatické aminy a nékolik klinicky uzivanych I|éCiv (Walsh et al, 2013).
NejznameéjSim inhibitorem pro CYP1A2 je furafyllin (Pelkonen et al., 2008). Stejné tak
jako CYP1A1 i CYP1A2 zpusobuje vznik rakoviny, zejména mocového méchyre
(Dostalek et al., 2006).

1.2 Il. faze biotransformace

Druha faze procesu biotransformace byva oznaCovana jako konjugacni nebo
také jako synteticka. Oxidovany produkt neboli metabolit z prvni faze je dale
polarizovan, pro snadnéjSi vylou€eni z organismu. Dochazi k interakci s konjugaénim
¢inidlem za vzniku produktu zvaného konjugat. Jako konjugacni Cinidla slouzi latky,

které se bézné vyskytuji v organismu, tedy latky endogenni. Patfi mezi né pfedevsim
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glycin, kyselina glukoronova, glutamin, glutathion, acetat a sulfat. Mezi enzymy
ucastnici se druhé faze patfi UDP-glukuronosyltransféraza, sulfotransferaza,
glutation-s-transferaza a N-acetyltransferaza. NejvyznamnéjSi biodegradacnim
procesem druhé faze je konjugace s kyselinou glukuronovou. Glukuronidace je
katalyzovana enzymem UDP-glukuronosyltransférazou (UGT), ktery je lokalizovan na

membrané endoplasmatického retikula a jadra vedle cytochromu 450.

Na konci této faze dochazi ke snizeni toxicity meziproduktd z prvni faze
biotransformace a nasledné k jejich vylou€eni z organismu (Dostalek et al., 2006;
Vrzal et al., 2004).

1.3 lll. faze biotransformace

Dlouhou dobu byla transformace rozdélena pouze do dvou fazi. S objevem
membranovych proteind, které slouzi jako prfenaseCe xenobiotik skrz bunécnou
membranu, byla do procesu biotransformace zarazena tfeti faze. Tyto transportni
proteiny se oznaCuji jako enzymy treti faze. Transport konjugatd z bunky zajistuje
nadceled pfenasecu znamych jako OATPs (Organic anion transporting polypeptides)
(Vrzal et al., 2004). NejznamnéjSim prikladem transmembranového proteinu
s toxikologickym vyznamem je P-glykoprotein. Je zodpovédny za ochranu Zivych
organisml pred vlivem xenobiotik. Transportuje organické latky z cytoplazmy buriky
do vnéjSiho prostfedi, a tim chrani bufiku pfed vysokymi koncentracemi toxickych
latek.

Nejvétsi roli pfi exkreci hraji ledviny a také jatra. Latky, které proSly preménou
v jatrech, se mohou dostat do Zlu€e a nasledné do stfev. Pfemé&néna xenobiotika
lidsky organismus vSeobecné vylu€uje pomoci stolice, moce, potu a vydechovanim
vzduchu (Knejzlik et al., 2000).
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2.Regulace CYP1A1 a AhR

2.1 Aryl uhlovodikovy receptor (AhR)

AhR je cytosolovy protein patfici do rodiny jadernych receptor. AhR je také
¢lenem rodiny transkripénich faktorl PAS (Per-ARNT-Sim), které se podileji na
expresi detoxikaCnich gent (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, GST, UGT, NADPH -
red.) a spousty dalSich (Vrzal et al., 2004). AhR je hlavnim transkripénim faktorem
rodiny CYP1A (Fujii-Kuriyama et Kawaijiri, 2010). Mezi nejznaméjSi exogenni ligandy
aktivujici AhR patfi PAU a TCDD. Tyto planarni molekuly mohou ovSem vyvolat pro
organismus fadu toxickych u¢inkl jako napfiklad oslabeni imunitniho systému, nebo i
rakovinu. Velké mnozstvi pfirozené se vyskytujicich ligandu (karotenoidy, fenolické
latky, aj.) aktivujici AhR pfijimame i ve stravé a napojich. Pfikladem mize byt
zelenina z Celedi brukvovitych (pf.: kvétak, brokolice), ktera se pfi kyselém pH chova
jako aktivator AhR. Bilirubin, biliverdin, indirubin, derivaty tryptofanu a eikosanoidy
jsou endogennimi aktivatory AhR. (Dvorak et Cvek, 2011; Jeuken et al., 2003; Vrzal
et al., 2004). DlouhodobéjSi aktivace AhR mulze vést ke vzniku karcinogeneze
(Marlowe et Puga, 2005).

AhR se nachazi v cytoplasmé v neaktivni formé ve spojeni s chaperonovymi
proteiny (Obr. 2). Tento multiproteinovy komplex tvofi kromé AhR dva HPS90 (90-
kDa heat-shock protein) jeden maly protein p23 a protein XAP2 (immunophilin-like
protein hepatitis B virus X-associated protein 2). Po stimulaci ligandem dojde
k translokaci AhR do jadra a koddéleni komplexu s chaperonovymi proteiny.
Nasledné AhR tvofi heterodimer s ARNT (jaderny transfokator). AhR-ARNT se pak
vaze na specifické oblasti DNA zvané DRE (dioxin-responsive elements) nebo XRE
(xenobiotic-responsive elements), které obsahuji 5-TNGCGTG-3’ motiv. Po navazani

do sekvence je spusténa transkripce pfislusnych gent (Vrzal et al., 2004).
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Obr. 2: Signalizace AhR (upraveno podle: Pavek et Dvorak, 2008)

Jadro

AhR se krom indukce CYP1A1 podili také na imunitni odpovédi, diferenciaci,
vyvoji, bunééném cyklu a rozmnozovani (Fujii-Kuriyama et Kawajiri, 2010). Novym
poznatkem je také funkce AhR jako ubiquitin-E3-ligasy (Ohtake et al., 2009).
NejvysSi koncentrace AhR byla zjisténa v placenté, plicich, jatrech a brzliku
(Dostalek et al., 2006).

2.2 Regulace exprese CYP1A1

Na regulaci CYP1A1 béhem transkripce se primarné podili AhR. Enzymy
CYP1A1 jsou hlavnimi katalyzatory metabolické aktivity a inaktivity Cetnych
prokarcinogend, karcinogend, polutant( a terapeutickych ¢inidel. Hormony, &i jiné
vnitini faktory mohou ménit indukci CYP1A1 a tak pfimo ovlivnit jeho expresi nebo
také funkci AhR. Nepfimo jej mohou ovlivnit jiné transkripéni faktory. Nejznaméjsim
a nejucinnéjSim aktivatorem exprese gent CYP1A1 je TCDD, jelikoz je vysoce
afinitnim agonistou AhR (Monostory et al., 2009; Nebert et al., 2004). CYP1A1
pfeménuje své substraty, pfedevSim PAU (benzo[a]lpyren) na vysoce reaktivni
produkty (epoxidy nasledné dioly), které se mohou vazat na DNA, RNA a proteiny a

spustit tak transformaci bunék a cytotoxické procesy.

Transkripce exprese genu CYP1A1 je rychld a probiha za nepfitomnosti

syntézy bilkovin, proto je pravdépodobné, Ze veskeré proteinové faktory dllezité pro
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jeho indukci existovaly jiz pfedtim v burice. Mezi hlavni transkripéni faktory podilejici
se na regulaci exprese CYP1A1 jsou AhR a jeho nuklearni translokator (ARNT)
(Monostory et al., 2009). ARNT s AhR vytvafi heterodimer, ktery se vaze na
enhancer (zesilova€) a nasledné dochazi ke zméné struktury chromatinu a tim ke
zvySeni transkripéni aktivity cilovych genud. Tyto zmény jsou zavislé na vazbé AhR-
ARNT a probihaji zfejmé& ve dvou krocich. Nejprve vazbou heterodimeru na
enhancer, kdy dojde ke zméné lokalniho chromatinu a ve druhém kroku AhR-ARNT
nepfimo méni chromatinovou strukturu vlastniho promotoru (Fujii-Kuriyama et
Kawaijiri, 2010; Nebert et Dalton, 2006). Po indukci cilovych gent dochazi k negativni
regulaci AhR pomoci represoru (AhRR). Nastava zpétnovazebna inhibice a nasledné
je AhR v cytosolu degradovan proteasom — ubiquitinovym systémem (Monostory et
al., 2009).

Na funkci AhR ma vliv fada fyziologickych a pato-fyziologickych faktor(. Latky
jako kolchicin a nokodazol, bézné vyuzivané v klinické praxi jako protinadorova
|éCiva, naruSuji cytoskelet buriky (brani polymeraci mikrotubul(). Bylo vypozorovano,
Zze naruSenim funkce mikrotubulll pomoci téchto dvou latek dochazi k potlaceni
indukce CYP1A1 vyvolanou TCDD v lidskych bunkach HepG2 a hepatocytech
potkana. Obé slou€eniny zpusobuji pokles hladiny mRNA a bilkovin CYP1A1 a
urovné aktivity v HepG2 bunkach. NaruSenim cytoskeletu buiky dochazi k zamezeni
pfesunu aktivovaného AhR do jadra a tim k potlaceni indukce enzymu CYP1A1.
Utlumeni transkripéni aktivity AhR pomoci kolchicinu a nokodazolu mulze byt
spojovano se zastavenim bunécného cyklu v G2/M fazi v délicich se burikach.
Z tohoto duvodu byly testy provedeny v neproliferujicich primarnich hepatocytech
potkana. Byl pozorovan stejny vysledek jako v burfikach HepG2. Toto zjisténi vede
k nazoru, Ze uloha cytosketetu buriky je dulezita pro modulaci AhR-zavislé exprese
(Dvorak et al., 2006). Mezi dalsi latky narusSujici funkce mikrotubult krom kolchicinu a
nokodazolu patfi vinkristin, vinblastin a taxol. Taxol jako jediny pusobi opacnym
mechanismem a to tak, Ze mikrotubuly stabilizuje a brani jejich depolymeraci. Uginky
vSech téchto latek byly zkoumany v primarnich lidskych hepatocytech na AhR-
CYP1A2 signaliza¢ni drahu (Vrzal et al., 2007). Indukce CYP1A2 mRNA vyvolana
pomoci TCDD byla inhibovana vdemi zkoumanymi latkami, v€etné taxolu. Stejné tak
bylo zjisténo, Ze latky naruSujici funkci mikrotubult brani v pfesunu AhR do jadra.

Z toho vyplyva, zZe signalizace AhR je zavisla na dynamice mikrotubull, nikoliv na
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jejich celistvosti. Bylo také prokazano, ze kolchicin a nokodazol nejsou antagonisté
AhR. VSechny testované latky narusujici cytoskelet buriky zpusobuiji aktivaci c-Jun N
terminalni kinasy (JNK), CasteCné aktivuji protein p38, ale nemaji Zzadny vliv na
extracelularni-regulované protein kinasy (ERK). Aktivace glukokortikoidniho
receptoru (GR) dexamethasonem (synteticky ligand GR) zvySuje expresi CYP1A2
indukovanou TCDD. Podobny ucinek latek naruSujici mikrotubuly, jako na inhibici
translokace AhR do jadra, byl pozorovan i u GR, pravdépodobné prostfednictvim
aktivace JNK. Uginky latek narusujici cytoskelet burky ukazuji, Ze na AhR-CYP1A2
signalizaci se podileji GR i JNK (Vrzal et al., 2007).

2.2.1 Hormonalni regulace exprese

Dulezitou roli v regulaci transkripce CYP1A1 hraji endogenni faktory a to
v€etné hormond, které mohou ovliviiovat kaskady transkripéni exprese nebo plsobit

pfimo na geny.
2.2.1.1 Regulace glukokortikoidy

Glukokortikoidy hraji dudlezitou roli vregulaci glukoneogeneze, bunécné
proliferaci, diferenciaci a inhibici zanétu. V bunkach pusobi pfes receptor
glukokortikoidd (GR, NR3C1). Regulace exprese gend AhR je zavisla na
fyziologickych hladinach glukokortikoidu. V jatrech potkant je exprese CYP1A1
glukokortikoidy zesilena. Samy o sobé& vyrazny vliv na expresi nemaji, ale spolec¢né
s PAU ji zvyS8uji, pokud jsou obklopeny dimerem AhR-ARNT a aktivuji XRE.
Dexamethason v lidskych hepatocytech inhibuje indukci CYP1A1 na urovni proteinu
pfes GR-nezavisly mechanismus, ovSem nema vliv na transkripéni expresi tohoto
genu. Na rozdil od potkana je v lidskych jaternich bunkach exprese AhR pomoci
dexamethasonu potlacena (Monostory et al., 2009). Dexamethason tedy fidi
v lidskych hepatocytech expresi a aktivitu CYP1A1 skrz nékolik mechanismu, které

ovSem nejsou zatim znamy (Vrzal et al., 2009).
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2.2.1.2 Regulace inzulinem

Inzulin je hormon vylu€ovany 3 bufkami Langerhansovych ostrivka slinivky
bfisni, ktery snizuje hladinu cukru v krvi a je tedy antagonistou glukagonu. Bylo
zjisténo (Monostory et al., 2009), Ze inzulin negativné ovliviiuje AhR-CYP1A1
kaskady. Exprese CYP1A1 zavisla na indukci byla v primarnich hepatocytech
potkana sniZzena pomoci inzulinu o 60%. Podavani inzulinu vyrazné inhibuje na
omeprazolu zavislou CYP1A1 indukci, ale TCDD a BaP vyvolanou indukci ovliviiuje
jen Castecné (Backlund et al., 1997). Na druhé strané spolecné pusobeni TCDD a
inzulinu vede ke stimulaci mitotické aktivity a syntéze DNA v primarnich
hepatocytech potkana (Wolfle et al., 1993). Déle bylo zjisténo, Ze inhibi¢ni ucinek
TCDD na bunécné vychytavani glukézy a tvorby progesteronu je vyraznéjsi
v pfitomnosti inzulinu a D-glukézy (Enan et at., 1996). V dalSich studiich bylo
prokazano, ze vystaveni uc€inku TCCD muze byt spojovano s hyperinzulinémii a tim
zvySenému riziku vzniku diabetu typu Il. u lidi. Role AhR v regulaci inzulinu byla
zkoumana pomoci AhR-null mySi. Tyto mysSi se vyznacCovaly snizenou schopnosti
reagovat na exogenni inzulin a také byla sniZzena citlivost na vychytavani glukézy
zprostfedkovanou inzulinem, oproti kontrole (Thackaberry et al., 2003). TCDD navic
inhibuje inzulinem stimulovanou proliferaci MCF-7 bunék rakoviny prsu a fosforylaci
inzulinového receptoru. Parcialni agonista AhR a-naftoflavon blokuje inhibi¢ni u€inky
TCDD. Toto zjisténi naznacuje zapojeni AhR v TCDD indukované reakci (Liu et Safe,
1996). Indukce CYP1A1 mlze hrat roli pfi zméné sekrece B bunék pankreatu, jelikoz

indukci provazi zvySeni sekrece inzulinu (Monostory et al., 2009).

Inzulin také dokaze (Yim et al., 2003) aktivovat ARNT v phosphatidylinositol-3-
kinaze a H, O, -dependentni draze. Lez tedy pfedpokladat, zZe inzulin je schopen

zasahovat do AhR zprostfedkované aktivace genu. Je vSak nutné provést dalSi

studie.
2.2.1.3 Regulace glukagonem

Glukagon je polypeptidicky hormon vyluCovany a burikami pankreatu. Tento
hormon pUsobi pfes G-protein spojeny s adenylatcyklazovym redukénim systémem.
Oproti inzulinu, nebylo zjisténo Zadné ovlivnéni AhR — dependentni signalizace
(Monostory et al., 2009).
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2.2.1.4 Regulace androgeny

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony, které v bunkach pusobi pres
androgenni receptor (AR, NR3C4) a tim reguluji genovou expresi. NejvyznamnéjSim
androgenem je testosteron. Podili se na funkci a diferenciaci muzskych
reprodukénich organt a na vyvoji sekundarnich pohlavnich znakid. U dospélych
prasat byly zkoumany pohlavni rozdily v jaterni expresi CYP1A1 ve spoijitosti
s androgeny. U samic a kastrovanych samcl byla mRNA a hladina proteint vyssi
nez praseCich samct. U samcl tedy dochazi ke snizeni exprese CYP1A1
androgeny. Stejné tak testosteron sniZuje expresi CYP1A1 u mladat, coZz vede
k zavéru, Zze androgeny zpusobuiji inhibici exprese CYP1A1, ovSem mechanismus
neni zatim jasny (Kojima et al., 2008). Je mozné, Ze antiandrogenni uc¢inky muze
zpusobovat znecisténi ovzdusi a také PAU tim, Ze aktivuji AhR. Negativni vliv AhR
na AR — signaliza¢ni drahu testosteronu byl pozorovan v bunkach rakoviny prostaty
po pfidani TCDD. Pasobenim TCDD se snizuje testosteron zavisla transkripéni
aktivita a prostaticky - specificky antigen exprese. Testosteron pro zménu blokuje
TCDD a tim i expresi a aktivitu enzymu CYP1A1. Uginky testosteronu a TCDD
navzajem negativné reguluji svoji aktivitu. Karcinogenni metabolity produkované

CYP1A1 vedou k vyraznému poklesu AR exprese (Monostory et al., 2009).
2.2.1.5 Regulace estrogeny

Estradiol, estron a estriol jsou pohlavni hormony odvozené z estralniho cyklu,
jez reguluji. V reprodukénim obdobi Zen dominuje hormon estradiol, ktery je po
menopauze primarné nahrazen estronem. Estriol je produkovan béhem téhotenstvi.
Estrogeny napomahaji vyvoji zenskych sekundarnich pohlavnich znakl a ucastni se
také menstruaéniho cyklu. Estrogeny se vazi na estrogenové receptory (ER) a
nasledné plsobi jako ligandem aktivované transkripéni faktory. Existuji dvé rozdilné
formy tohoto receptoru [ERa (NR3A1) a ERB (NR3A2)]. Jiz nékolik studii se zabyvalo
interakci mezi AhR a ER signalnimi drahami, ale pfesny molekularni mechanismus
nebyl zatim zcela vyjasnén. Vliv estrogent a ER na expresi cilovych gent AhR se
v riznych studiich liSi. V nékterych byla pozorovana aktivace, v jinych naopak
inhibice a v dalSich dokonce nemély zadny vliv (Monostory et al., 2009). Estradiol
vyznamné inhibuje pfeménu AhR do podoby, ktera je schopna komunikovat s XRE

sekvenci a TCDD indukovanou aktivitou CYP1A1 nebo akumulaci jeho mRNA. Na
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druhé strané bylo prokazano, Zze ERa dokazZe potlacit indukci AhR-ARNT CYP1A1
prostfednictvim pfimé protein-protein interakce s AhR. Aktivovany ERa je tedy
schopen komunikovat s AhR i s ARNT a je pfitomen v enhanceru CYP1A1 pouze po
oSetfeni pomoci TCDD. Ligandem indukovany ER se pravdépodobné nevaze na
XRE v promotoru CYP1A1. Kromé toho nema estradiol v bufikdch MCF-7 a Hepa
1¢c1c7 Zadny vliv na bazalni nebo TCDD indukovanou aktivitu CYP1A1 nebo mRNA,
proto ziejmé nedochazi k modulaci AhR — zprostfedkované genové expresi CYP1A1.
Rozdilnost Ize vysvétlit testovanim rdznych bunéCnych kultur v odliSnych
podminkach a jinou metodikou (Klinge et al, 1999). V jiné studii bylo zjiSténo
rekrutovani aktivovanych ERa v enhanceru CYP1A1 vystavenych uc€inku TCDD.
V bunikach MCF-7 a T47D nema TCDD vliv na ERa obsazenost na promotoru
CYP1A1 ani na jeho zmény v expresi. OvSem v bunkach HuH7 transfektovanych
ERa doslo k podstatnému zvySeni jak v transkripci, tak v expresi mMRNA CYP1A1.
Tato odchylka spociva v disledku rozdilu ve struktufe a regulaci mezi pfechodnou
transfekci reportérového plasmidu a endogennimi promotory (Matthews et al., 2005).
Snizena citlivost AhR — estradiol deprivovanych bunék mize byt zménéna pfidanim
estradiolu do média, coZz vede knormalni urovni AhR a k opétovné inducibilité
CYP1A1. PrfestoZze mechanismus interakce mezi AhR a ER neni jasny, nékteré

studie nastinuji, Ze ER jsou nutné pro uplnou aktivitu AhR (Monostory et al., 2009).
2.2.1.6 Regulace progesteronem

Progesteron je steroidni hormon patfici do skupiny gestagenl. V pfirodé se
vyskytuje pouze hormon gestagen, zbytek zastupcl je vytvofen synteticky.
Progesteron je =zapojen do regulace menstruacniho cyklu, téhotenstvi a
embryogeneze. Na molekularni Urovni pusobi pfes progesteronovy receptor (PR,
NR3C3), ktery u lidi mGdzeme najit ve dvou formach (PR-A a PR-B). Interference mezi
progesteronem a dioxinovou signalni drahou byly zjiStény v burikach rakoviny prsu
(T47D) a karcinomu jater (HepG2), kde PR isoformy plsobi jako silny represor na
AhR funkci (Monostory et al., 2009). Progesteron zvySuje ethoxyresorufin O-
dealkylasovou aktivitu CYP1A1 a CasteCné také jeho mRNA a hladinu proteint
v bufikach Hepa 1c1c7. Nabizi se teorie, Ze steroidni struktura muze byt ligandem
AhR a vyvolat tak indukci CYP1A1 zavislou na AhR (Lee et al., 1998). Bylo zjisténo,
Ze TCDD blokuje estrogen-indukované reakce snizenim ER-inducibilni PR mRNA a

protein( v lidskych burikach rakoviny prsu MCF-7 (Harper et al., 1994). Pusobeni
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TCDD na lutealni buriky, izolované ze Zlutého téliska dospélych prasat, zpUsobuje
snizeni sekrece progesteronu a aktivity mitochondrialnich enzymu, které premeénuji
cholesterol na hormon pregnenolon. Tyto TCDD akce v lutealnich burikach jsou

zavislé na AhR mechanismu, nikoliv na ER (Gregoraszczuk et al., 2001).

2.2.1.7 Regulace thyroidy

Hormony §titné zZlazy patfi mezi steroidni hormony a pusobi pfes specifické
receptory Stitné zlazy jako hormonem aktivovany transkripéni faktor. Receptory pro
thyroidni hormony se mohou vazat do DNA bez pfitomnosti hormonu, coz obvykle
vede k transkrip¢ni represi. RozliSujeme dvé formy tohoto receptoru [TRa (NR1A1) a
TRB (NR1A2)]. Nedavno byla zjisténa fyzikalni a funkéni interakce mezi AhR-ARNT a
SMRT (Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid homone receptors)
v bunkach MCF-7. Protein SMRT inhibuje AhR-ARNT vazbu xenobiotika, a tim je
mozna modulace transkripce zprostfedkovana AhR (Nguyen et al., 1999). Objevena
byla také interakce mezi SMRT a PAS B ligand-vazajici doménou AhR. Existuje
ovSem i jiny faktor, ktery se se SMRT podili na potlaeni promotoru CYP1A1.
Retinoblastoma-interagujici protein 230 (potencionalni aktivator receptoru pro
thyroidni hormony) je schopen komunikace pfimo s ARNT a ma také zasadni
vyznam pro hypoxické a TCDD zprostfedkované transkripéni odpovéd (Rushing et
Denison, 2002). Velka fada studii, prokazala, Ze aktivace AhR-CYP1A1 signalizaéni
drahy ma negativni vliv na signalizaci TR. Pfi podavani TCDD potkaniim dochazi ke
snizeni tyroxinu, ale ne 3,5,3 '-trijodtyroninu. AhR je pravdépodobné zapojen do
TCDD zprostfedkovaného naruseni hormonalni homeostazy S§titné zlazy, coz
potvrzuje i fakt, Ze TCDD nema Zadny dopad na mySi sinaktivovanym AhR
(Monostory et al., 2009). TCDD a polychlorovany bifenyl (PBC126) inhibuje expresi
sodno-iodidového symportéru a katepsinu B. Snizenim regulace téchto dvou
enzymU pomoci aktivatord AhR pfispiva k naruseni funkce §titné zlazy (Pocar et al.,
2006).

2.2.2 CYP1A1 a signalizace jadernymi receptory

Signalizace AhR nemusi byt ovlivnéna jenom hormonalné aktivovanymi
receptory, ale mize byt také regulovana interakcemi se signalizaénimi drahami

jadernych receptorll. RUzna xenobiotika i vitaminy mohou ovlivnit jejich funkce.
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2.2.2.1 Vliv retinoidnich receptorii na AhR-CYP1A1 signalizaci

Receptor pro kyselinu trans-retinovou (RAR) a receptor pro kyselinu cis-
retinovou (RXR) jsou ligandem aktivované transkripéni faktory. Casto jsou
oznacovany jako jaderné receptory, prestoZze jejich ligandy nejsou hormony.
Retinoidni receptory jsou zapojeny do mnoha dulezitych déjd, jako jsou fyziologické a
vyvojove procesy ve vétsiné tkani vysSich obratlovcu (krvetvorba, reprodukce, tvorba
kosti) (Monostory et al., 2009). Po aplikaci kyseliny retinové na bunécnou linii
lidskych keratinocytl HaCaT dochazi ke snizeni hladiny mRNA AhR a TCDD
indukované mRNA CYP1A1. Stejna studie informovala o zvySené hladiné mRNA
AhR a ARNT béhem diferenciace, ktera byla taktéz poté inhibovana pomoci kyseliny
all-trans-retinové. Jedna se vSak o nepfimé uc€inky (Wanner et al, 1995).
V 5’regulacni oblasti genu CYP1A1 byla objevena pfitomnost vazebného elementu
pro kyselinu retinovou, ktery je transaktivovany pomoci aktivovaného RARa1
(Vecchini et al., 1994). Indukce CYP1A1 pomoci TCDD se zda byt zvySena u
divokych mysi nez u mySi s deficitem CRBP-I (Cellular Retinol Binding Protein typu
). Ov8em sniZeni indukce bylo pozorovano v hypofyze u mySi s deficitem pro CRBP-
|, oproti divokym mySim. Tento rozdil nejspi$ spoCiva ve vysSi bazalni expresi genu
AhRR v hypofyze mysi s deficitem CRBP-I (Huang et al., 2003). Zda se, Ze spojitost
mezi RAR-RXR a signalizaéni drahou AhR ma také SMRT a to interakci s AhR-
ligand vazebnou doménou PAS B. Interakce byla ovlivnéna pfitomnosti ligandu AhR,
ovSem asociace SMRT s AhR-ARNT-DNA komplexem nebyla registrovana. Vysledky
ukazaly, ze SMRT nepotlaCuje, ale naopak zvySuje signalizaci AhR v regulaéni
oblasti CYP1A1. Komplex AhR-SMRT je v burikach Caco-2 zodpovédny za potlaceni
transkripéni aktivity AhR plisobenim retinoidd. Antagonisticky uc€inek SMRT na
signalizaci AhR i na retinoidy a nasledné interakce mezi SMRT a AhR dale vedou
k oddéleni SMRT od AhR a k mozné aktivaci RARa bez pfitomnosti ligandu (Fallone
et al., 2004; Rushing et Denison, 2002).

2.2.2.2 Vliv receptoru pro vitamin D na AhR-CYP1A1 signalizaci

O této problematice pojednava kapitola 3.
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3. Receptor pro vitamin D (VDR)

VDR je lokalizovan na dlouhém raménku choromozomu 12 (Haussler et al.,
1998; Matsunawa et al., 2012) a spada mezi jaderné receptory do podrodiny NR1I,
stejné jako pregnanovy receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR).
Tyto receptory reguluji spole¢né cilové geny, jako napfiklad CYP3A4 (Matsunawa et
al.,, 2012). DalSi dulezité transkripéni cile pro VDR jsou napfiklad enzymy jako
CYP2B6, CYP2C9, CYP24 nebo také SULT1A2 (Eloranta et Kullak-Ublick, 2005;
Pascussi et al., 2003). VDR na cilové geny puUsobi jako ligandem indukovany
transkripCni faktor (Obr. 3). Po navazani ligandu dochazi k aktivaci VDR a nasledné
k jeho konformacni zméné. VDR tvofi heterodimer VDR-RXR (RXRa, RXRB, RXRy)
a nasledné se vaze do DNA (Kato, 2000). Komplex VDR-RXR se vaze do sekvence
znacené jako VDRE (Vitamin D — Responzivni Element). Tato vazba vSak neni
charakteristicka jenom pro VDR, ale vazou se do ni i PXR a CAR (Dvorak et Cvek,
2011), tedy Clenové stejné podrodiny jako VDR. Stejné tak se VDR vaze i do ER-6
(everted repeats) vazebnych elementu, které slouzi jako vazebna mista pro PXR a
CAR. VDR je tedy zapojen do regulace metabolismu xenobiotik a to zejména ve
stfevé (Dvorak et Cvek, 2011).
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Obr. 3: Molekularni mechanismus VDR (pfevzato a upraveno podle: Kato, 2000)
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Fyziologickym agonistou VDR je 1a, 25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol).
VDR je také aktivovan pomoci kyseliny litocholové (LCA) i jejich derivata (napf. LCA
acetat) a funguje jako receptor pro sekundarni Zlucové kyseliny, vCetné LCA
(Eloranta et Kullak-Ublick, 2005; Makishima et al., 2002). Pfirodni i syntetické ligandy
VDR inhibuiji proliferaci a (nebo) indukuji diferenciaci riznych typt malignich bunék,
v€etné myeloidni leukémie. VDR reguluje Cetné fyziologické a farmakologické
postupy, v€etné metabolismu vapniku a fosforu a jejich nasledné ukladani do kosti.
Dale ovliviiuje bunécny rast a diferenciaci, imunitu a kardiovaskularni funkce
(Matsunawa et al., 2012). Dale byla také zjisténa spojitost mezi polymorfizmem VDR
a diabetes mellitus typu 1. Pfedpoklada se, ze VDR je schopny ovlivnit predispozici

k tomuto onemocnéni modulaci funkce vitaminu D (De Azevédo Silva et al., 2013).

3.1 VDR a CYP1A1

Nedavno bylo zjisténo, Zze CYP1A1 je novym cilovym genem VDR podilejicim
se na metabolismu xenobiotik. Do transkripce tohoto enzymu je aktivhé zapojen AhR
i VDR. Jak jiz bylo dfive zminéno silnym fyziologickym agonistou VDR je kalcitriol.
Ten sam o sobé indukci CYP1A1 nevyvolal. OvSem Kalcitriol ve spojeni s BaP, coz je
aktivator AhR, zpusobil zvySeni hladiny mRNA CYP1A1 a to v lidskych monocytech
(U937, THP-1), v bunkach rakoviny prsu a v derivovanych bunkach ledvin, oproti
samotnému BaP. Stejného ucinku bylo dosazeno i pomoci litocholin acetatu a BaP,
coz poukazuje na to, Ze transkripce CYP1A1 je regulovana pomoci aktivace VDR.
Dale pak, pokud doslo ke snizeni VDR pomoci siRNA, nasledovalo i snizeni indukce
CYP1A1, pfestoze byl pfitomen kalcitriol s BaP. | antagonisté VDR ADTT [(25R)-25-
adamantyl-1a,25-dihydroxy-2-methylene-22,23-didehydro-19,26,27-trinor-20-epi-
vitamin D ;] a ADMI3 [(25S)-26-adamantyl-1a,25-dihydroxy-2-methylene-22,23-
didehydro-19,27-dinor-20-epi-vitamin D,] u€inné snizuji indukci CYP1A1 vyvolanou
kalcitriolem a BaP. Bunky U937 oSetfené TCDD, jakozZto vysoce afinitnim ligandem
AhR a kalcitriolem vykazovaly taktéz zvySenou expresi CYP1A1. Tato fakta proto

potvrzuji, Ze VDR se aktivné podili na indukci CYP1A1. Pokud byl pfidan a-

naftoflavon, antagonista AhR, doslo k inhibici exprese CYP1A1 indukovanou BaP
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samotnym, ¢i v kombinaci s kalcitriolem. Toto zjiSténi naznacuje, Ze ligandem
aktivovany VDR je nezbytny pro navyseni exprese CYP1A1, jeZ je regulovany AhR.
Uzitim metod EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) a ChIP (Chromatin
ImmunoPrecipitation) bylo zjist€no (Matsunawa et al., 2012), Zze VDR se ve formé
heterodimeru VDR-RXR vaze do motivu ERS8 lokalizovaném na proximalnim
promotoru lidského genu CYP1A1. Jedna se o pfimou vazbu. Kalcitriol spolu s BaP
nezvysuji nabor AhR ¢&i VDR na promotor CYP1A1. JelikoZ nebyly zjistény zadné
primé interakce mezi AhR a VDR, vychazi se z nazoru, Ze se na promotor CYP1A1
vazou nezavisle na sobé. Kombinace ligandi mulze tedy ménit hladinu mRNA
CYP1A1 s tim, ze AhR ovliviiuje VDR nepfimo. K objasnéni selektivniho pusobeni

VDR na regulaéni oblast genu CYP1A1 jsou nutné dalSi studie.
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4. Vitamin D

Vitamin D je rozpustny v tucich, stejné jako vitaminy A, E a K (Mindell, 2000).
Nejedna se vSak o jedinou chemickou latku. Vitamin D je souhrnny nazev pro
skupinu blizce pfibuznych lipofilnich 9,10-sekosteroidi (Velisek, 1999). Jsou znamy
vitaminy D,, D,, D,, D,. Vitamin D, neni jiz uvadén, jelikoz bylo zjiSténo, ze se
jedna o slouceninu vitaminu D, s lumisterolem, coz je latka chemicky velmi podobna

vitaminGm D (Zamboch, 1996).

Nejvétsi vyznam maiji vitaminy D, neboli ergokalciferol (9, 10-seko-A """
ergostatetraen-3B-ol) (Obr. 4) a vitamin D, neboli cholekalciferol (9, 10-seko-A """’

-dehydrocholestatrien-3B-ol) (Obr. 5) (Veligek, 1999). Uginky t&chto dvou vitamint na
lidsky organismus jsou viceméné shodné. Proto se €asto hovofi o vitaminu D bez

jakéhokoliv rozliseni (Zamboch, 1996).

Obr. 4: Chemicka struktura ergokalciferolu (upraveno podle: VeliSek, 1999)
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Obr. 5: Chemicka struktura cholekalciferolu (upraveno podle: Velisek, 1999)

4.1 Vznik vitaminu D pusobenim ultrafialového zareni

Vitamin D , vznikd puUsobenim ultrafialového zafeni v kazi (Obr. 6)
z ergosterolu (latky rostlinného puvodu), ktery byva oznacovan jako provitamin D, .
Stejné tak vznika vitamin D, z provitaminu zvaného 7-dehydrocholesterol (Zamboch,
1996). Z provitaminu D ,nejprve vznika za plsobeni UV zéafeni o vinové délce 280 —
320 nm tzv. previtamin D ,, ktery samovolnée isomeruje na cholekalciferol. Vitamin D,
se v plazmé vaze na specificky globulin DBP, coz je protein vazajici vitamin D a je
transportovan do jater. Cholekalciferol je v jatrech uskladrfiovan a podle potfeby
metabolizovan enzymy, které jsou ¢leny nadrodiny cytochromi P450 na cirkulujici
25-hydroxycholekarciferol (kalcidiol). Jeho koncentraci v plasmé ovliviiuje napfiklad
doba vystaveni slune¢nim paprskiim nebo ro¢ni doba. Kalcidiol se v proximalnich
tubulech ledvin dale méni na kalcitriol (1a, 25-dihydroxycholekalciferol). Biologicka

ucinnost kalcitriolu je 10x vyS$Si neZz cholekalciferolu. Kalcitriol je povazovan za vlastni
aktivni formu vitaminu (Ganong, 2005; VeliSek, 1999).
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Obr. 6: Syntéza a metabolismus vitaminu D, (podle: Mathieu et al., 2005)

4.2 Vitamin D jako hormon

Vitamin D byva také oznaCovan jako prohormon. Toto tvrzeni podtrhuje fakt,
Ze lidsky organismus neni schopny vytvafet vitaminy, hormony v8ak ano (Zamboch,
1996). Kalcitriol se spolu s kalcitoninem a parathormonem podili na metabolismu
vapniku a fosforu. ZvySuje jejich vstfebavani ve stievé. ZvySené vstfebavani vapniku
je dusledkem zvySené tvorby bilkoviny, jez vychytava vapnik ve stfevé a prenasi ho
do nitra bunék stfevni stény, odkud se pak dostava do krve a nasledné je ukladan do
kosti. DalSim uCinkem kalcitriolu je zvySené zpétné vstiebavani vapniku a fosfatu
vylu€¢ovaného v ledvinach do moci. Stejné u€inky ma i kalcidiol , ovSem se slabSimi

ucinky ve stfevé a naopak silngjSimi v ledvinach. Vitamin D se tedy uplatiuje pfi
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resorpci a ukladani vapniku a fosforu v kostech a zubech, a také se ucastni dalSiho
Fizeni velmi sloZitého osudu t&chto latek (Ganong, 2005; Mindell, 2000; Zamboch,
1996). Je také tzv. transkripcnim faktorem v genech pro vSechny procesy vyzivujici

vaziva a kosti (Oberbeil et Lenzova, 2001).
4.3 Deficit

Projevem nedostatku vitaminu D u déti je kfivice neboli rachitida a u
dospélych se projevuje, jako méknuti kosti tedy osteomalacie Obé onemocnéni jsou

nasledkem poruchy hospodareni vapniku a fosfata.

PFi¢inou hypovitaminézy muze byt jeho nedostatek v potravé, coz se
predevSim tyka veganl (pfisnych vegetarianu), ktefi odmitaji jakékoliv zivocisné
bilkoviny, nebo nedostate¢né slunéni, respektive nedostate¢né ozafovani klze

ultrafialovymi paprsky (Zamboch, 1996).
4.4 Suplementace

Za nejdulezitéjSi a nejlevnéjSi metodu suplementace je povazovano slunéni,
jelikoz bézna strava vétSinou denni davku vitaminu D nepokryje. Proto musi byt
zbyvajici mnozstvi vytvofeno v kuzi zrostlinného ergosterolu nebo ze 7-
dehydrocholesterolu pomoci UV-B. Pro dosaZeni pfiméfené produkce vitaminu D
doporucuje svétova zdravotnicka organizace (WHO) vystavovat denné obliCej a paze
slune¢nimu zareni po dobu 30 minut. Vzniklé pfrebytky mohou byt ulozeny v tukové
tkani pro pozdéjsi vyuziti. Neni v8ak mozné ziskat velké prebytky takto uloZeného
vitaminu D, jelikoz autoregulacni mechanismy zabranuji jeho nadmérné tvorbé
pomoci slune¢niho zafeni v dusledku zvySené teploty, ktera vede k prfeméné
vitaminu D na nefunkéni analogy (Ovesen et al., 2003; WHO, 2004; Zamboch, 1996).

U jedincu se snédou pleti se vitamin D vytvafi v nedostatecné mife. Jejich
silna pigmentace kuze brani priniku UV-B zafeni k burikdm syntetizujici vitamin D.
Stejné tak Casté a dukladné pouzivani opalovacich krémU( analogicky blokuje tvorbu
vitaminu D v k(zi. Pfesto jsou opalovaci krémy doporuCovany jako ochrana kize
pfed vznikem rakoviny. Vitamin D je tedy nutné pfijimat i ve stravé

(http://lwww.eufic.org/article/cs/artid/Jasna-budoucnost-vitaminu-D, 5. 6. 2012)

31



4.5 Vitamin D v potravinach

Cholekalciferol i ergokalciferol a stejné tak jejich metabolity pfijimané potravou
se vstfebavaji ve stfevech a lymfatickym cévnim systémem. Po navazani na DBP a

transportu do jater dojde k jejich uskladnéni ¢i metabolické pfeméné (VeliSek, 1999).

Cholekalciferol se vyskytuje v potravinach (Tab. ) zivo¢iSného plvodu, jelikoz
savci, ptaci i ryby jej syntetizuji stejnym zplsobem jako ¢lovék. Nejvyssi koncentrace
cholekalciferolu jsou v jaternich tucich mofskych ryb a mase tu¢nych ryb. NizSi obsah
cholekalciferolu je v mase a vnitfrnostech hospodarskych zvifat a také v jejich
produktech (mléko, vejce). Jesté niZ8i obsah vitaminu D je vtéchto produktech
v zimnim obdobi, kdy neni slunec¢ni aktivita tak vysoka. U miéka je napfiklad obsah

vitaminu az ¢tyfikrat nizsi nez v letnim obdobi (Velisek, 1999).

V potravinach rostlinného plvodu se nachazi ergokalciferol, ktery vznika za
pomoci slunecCniho zafeni z ergosterolu (provitamin D , ). Vyznamnym zdrojem
ergokalciferolu jsou houby. Jeho obsah vSak zavisi na fadé faktorl, jimiz jsou
klimatické podminky, barva tfmene houby, apod.. Samotny ergosterol je obsazen ve

vétSiné plisni a kvasinkach, jelikoz je jejich hlavnim sterolem (Velisek, 1999).

Tab. I: Obsah vitaminu D v nékterych potravinach

Obsah vitaminu D Obsah vitaminu D
Potravina (ng/1009) Potravina (ng/1009)

Olej z rybich jater 400 000 Jatra hovézi 2,5
Losos 12 Jatra veprova 2,2
Makrela 3 Maso veprové 1,1

Sardinka 10 Zloutek 8

Tunak 6 Tvaroh 0,25
Treska 1 Maslo 2,5
Uhot 40 Kakaové maslo 750
Sardinka v tomatu 8 Mléko plnotuéné 0,02
Tunak v oleji 3 Jogurt bily 3,5% 0,06

(upraveno podle: http://www.osteoporoza.cz/vitamin-d-v-potravinach, 19. 3. 2013,

Zamboch, 1996)
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4.6 Doporuc¢ena denni davka

Svétova zdravotnicka organizace doporucuje jednotnou denni davku, a to 5 pg
pro déti, dospélé do véku padesati let, v€etné kojicich Zen. S vékem nad padesat let
se zvysuje primeérné denni davka vitaminu D o 5 ug na kazdych patnact let. Hodnoté
5 pg denni davky vitaminu D odpovida 200 mezinarodnich jednotek (IU —
International Units) (WHO, 2004).

Potfeba doplfovat vitamin D zavisi na i na klimatickych a geografickych
faktorech. V zemich, kde je obsah vitaminu D v potravinach nizky, dochazi k jejich
fortifikaci ergokalciferolem. Fortifikuji se tak napfiklad margariny, miéko, cerealni
snidané i pomerancové Stavy. Vétsi potfebu suplementace vitaminu D obsazeného
v potravinach, maji lidé Zijici v severni ¢asti polokoule, kde je nedostatek slunecniho
svitu potfebného k tvorbé dostacujiciho mnozstvi vitaminu D

(http://lwww.eufic.org/article/cs/artid/Jasna-budoucnost-vitaminu-D, 5. 6. 2012).
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5. Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit roli receptoru pro vitamin D v expresi
biotransformacniho enzymu prvni faze CYP1A1 v bunécné linii LS174T pomoci
metody Real Time PCR.
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Experimentalni ¢ast
6. Material a metodika

6.1 Material

6.1.1 Biologicky material

Bunécna linie LS174T byla zakoupena od HPA (katalogové Cislo: 87060401)
(http://hpacultures.org.uk/, 10. 7. 2012).

LS174T byla kultivovana v plastové kultivaéni lahvi (75 cm?) s 15 — 20 ml
média (viz kultivacni médium pro LS174T) v inkubatoru pfi teploté 37°C a 5%
CoO,.

6.1.2 Chemikalie a pouzité roztoky

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - high glukose; with 4500 mg/L
glucose, sodium pyruvate, and sodium bicarbonate, without L-glutamine,
liquid, sterile-filtered, suitable for cell culture, D6546 — 500ML (Sigma - Aldrich)

e Fetal Bovine Serum (FBS); Heat Inactivated, sterile-filtered, cell culture tested,
F9665-500ML (Sigma - Aldrich)

e L-glutamim, G6392-10VL (Sigma - Aldrich)

e Penicilinn/Streptomycin (100ml), P11-010PAA (The Cell Culture Company)

e MEM Non-essential Amino Acid Solution (100x), M7145-100ML (Sigma -
Aldrich)

e Dimetylsulfoxid (DMSO), D8418-100ML (Sigma - Aldrich)

e Vitamin D, - 1a, 25-dihydroxycholekalciferol, D1530 (Sigma — Aldrich)

e 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), Ultra Scientific (RI, USA)

e Trypanova modfi T6146-256 (Sigma - Aldrich)

e TRI Reagent, T9424 (Sigma - Aldrich)

e Trypsin-EDTA solution; 0.25%, sterile-feltered, cell culture tested, 2.5 g
porcine trypsin and 0.2 g EDTA. 4Na per liter of Hanks' Balanced Salt Solution
with phenol red, T4049-500ML (Sigma - Aldrich)

e PBS (Phosphate buffered saline) 1x (pH 7,4); NaCl 4g, KCI 0,1g, Na, HPO

x12 H, 0 1,605g, KH, PO, 0,01g, dH, O 50ml
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e Ethanol 75%, 5032317 (Moravsky lihovarKojetin, a.s.)
e Chloroform, C2432-25ML (Sigma — Aldrich)
e Isopropanol, 20037-ATO (Lach-Ner)
e Methanol 20038-ATO (Lach-Ner)
e Light Cycler® 480 Syber Green | Master, 04 707 516 001 (Roche Diagnostic)
e Primery:
o forward: CYP1A1 (Generi Biotech, Hradec Kralové)
GAPDH (Generi Biotech, Hradec Kralové)
o reverse: CYP1A1 (Generi Biotech, Hradec Kralové)
GAPDH (Generi Biotech, Hradec Kralové)
e Random primer (6 mer), 3801 (Takara)
e Reakéni pufr M-MuLV RT, F-572B (Finnzymes)
e Reverzni transkriptaza M-MuLV RT RNase H™, F-572S (Thermo Scientific)
e RNasovy inhibitor, 2311A (Takara)
¢ RNase-free water, DD1005 (Bio Basic)
o dNTP:
o dATP, 4026 (Takara)
o dTTP, 4029 (Takara)
o dCTP, 4028 (Takara)
o dGTP, 4027 (Takara)
e 7-ethoxyresorufin, E3763 (Sigma — Aldrich)
e Dikumarol, M1390 (Sigma — Aldrich)

e Dezinfekce Isorapid (Oro-clean chemie)

Kultivaéni médium pro LS174T:

= 500 ml DMEM

= 50ml FBS

= 5 ml penicilin/streptomycin

= 5 ml neesencialnich aminokyselin

= 5 mlL - glutamin
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6.1.3 Laboratorni pristroje

e Centrifuga, 5415R (Eppendorf)

e Centrifuga, 5810R (Eppendorf)

e Inkubator, Contherm Mitre 4000 Series (Contherm Scientific)

e Flow box Bio Il Advance 4, 284000111 (Telstar)

e Mikroskop, HT-NIB-100

e Vortex, Heidolph Reax Top

e Thermo — circulator (LabTech)

e Chladni¢ka kombinovana (Whirpool)

e Skfinovy mrazici box (-80°C), SAN Sanyo, Japonsko

e Vyrobnik ledu, Icematic F100 Compact (Castel Mac)

e Spektrofotometr, NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)

e Spektrofotometr, Infinite M200 (TECAN)

e Real-time cycler, Light Cycler 480 2.0 (Roche)

e Termoblok, Accublock Digital dry bathe (Labnet International)

e Vyvéva membranova, 3182362

e Multi-kanalova pipeta o objemu 30 — 300 pl (Eppendorf)

e Pipety o objemu: 0,1 — 2,5 ul, 0,5 - 10 pl, 2 -20 p, 10 — 100 pl, 50 - 200ul,
100 — 1000 pl (Eppendorf)

e Pipetboy (Labnet)

6.1.4 Laboratorni pomticky

e Mikrozkumavky o obejmu: 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml (Tubes for you)

e Kultivacni lahve 75 cm, filter cap (Orange Scientific)

e Centrifugacni zkumavky o objemu 15 a 50 ml, konické (Orange Scientific)
e epTIPS 50 — 1000 pl, 2 x 500 Spicek (Eppendorf)

e ep TIPS 0,1-10 pl, 2 x 500 Spicek (Eppendorf)

e epTIPS 2—-200 ul, 2 x 500 Spicek (Eppendorf)

e KultivaCni desticky 96 jamkové (Orange Scientific)

e KultivaCni desti¢ky 6 jamkoveé (Orange Scientific)

e PCR desticky 96 jamkové bilé + félie, Light Cycler 480 (Roche)
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e DestiCka pro méfeni fluorescence 96 jamkova (Cernda)

e Petriho misky (Orange Scientific)

e Sklenéné sterilni pipety o objemu 2 ml, 5 ml, 10 a 25 ml

e Birkerova komurka, kryci skli¢cka, stérka, kahan, zapalovac, plastové stojany,

popisovac¢, gumové rukavice, polystyrenova krabice na led

6.2 Metodika

6.2.1 Detekce exprese genu CYP1A1 metodou RT-PCR ve strevni linii
Pracovni postup

Kultivace bunédéné linie LS174T

Adherentni bun&éna linie byla kultivovana v plastové kultivaéni lahvi (75 cm?*)
s 15 — 20 ml média (viz kultivacni médium pro LS174T) v inkubatoru pfi teploté 37°C
ab5%CoO,.

Pasazovani bunék

Z kultivacni lahve vyjmuté zinkubatoru bylo ve sterilnich podminkach
laminarniho boxu odsato staré médium. Nasledné byly buriky promyty 5 ml PBS 1x,
které bylo opét odsato. Na promyté buriky byl aplikovan 1 ml trypsinu a kultivaéni
lahev byla pfenesena na 3 minuty do inkubatoru. Po uplynuti stanovené doby bylo
k burfikam pfidano 9 ml média. Celkovy obsah byl pfepipetovan do 50 ml zkumavky.
Z této bunécné suspenze byl nasledné odebran 1 ml, ktery byl vracen zpét do
kultivaCni lahve a doplnén o 15-20 ml nového média. Pasazovani bylo nutné

opakovat pfiblizné kazdy druhy az tfeti den.

Pocitani bunék

Z 50 ml zkumavky se suspenzi bunék bylo po resuspendovani pomoci pipety
odebrano10 pl. Poté k nim bylo pfidano 90 pl trypanové modfi. Po promichani
suspenze bylo odebrano dvakrat po 5 yl a naneseno na pfichystanou Bulrkerovu
komurku s krycim sklickem. Pocitani bunék probéhlo pod mikroskopem, kde byly

pocitany buriky celkem v deseti Ctvercich ohraniCenych dvéma €arami, z nichz byl
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stanoven pramér. Pramér byl vynasoben 10°, aby vysledné &islo udavalo pocet

bunék na 1 ml suspenze.

Vysev bunék

Bunécna linie byla vyseta na dvé 6 jamkové kultivaéni desky po 2 ml
suspenze s po¢tem milién bunék na jednu jamku. Desky s vysetymi burikami byly

inkubovany pfi 37°C pfes noc.

Priprava roztoku

Do narostlych kolonii bunék byly pfidany testované latky o rizné koncentraci.

Pfehled je znazornén v tabulce (Tab. Il).

Tab. Il: Schéma pfipravy roztokl testovanych latek (s rezervou pro pipetovani)

Testovana latka Slozeni roztoku

uTt 5 ul DMSO + 2,5 ml média

VD, 10 2,5yl DMSO + 2,5 pyl VD, 10 + 2,5 ml média
VD, 75 2,5yl DMSO + 2,5 yl VD, 75 + 2,5 ml média
VD, 150 2,5 yl DMSO + 2,5 pl VD, 150 + 2,5 ml média
TCDD 2,5yl DMSO + 2,5 yl TCDD + 2,5 ml média

TCDD + VD, 10 2,5l TCDD + 2,5 ul VD, 10 + 2,5 ml média

TCDD + VD, 75 2,5l TCDD + 2,5yl VD, 75 +2,5 ml média

TCDD + VD, 150 2,5l TCDD + 2,5 yl VD, 150 +2,5 ml média

Legenda: UT — negativni kontrola (0,1% DMSOQO), VD, - vitamin D, (10, 75, 150 nM

koncentrace ve vzorku), TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) — pozitivni

kontrola (5 nM koncentrace ve vzorku)
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Aplikace testovanych latek

Jednotlivé roztoky byly pfipraveny do osmi 15 ml zkumavek. Z kultivaénich
desticek bylo postupné odsato médium a do kazdé jamky s bufikami byly
prepipetovany 2 ml roztoku z pfipravenych zkumavek. Aplikace jednotlivych roztoku

do 6 jamkovych destiCek je znazornéna pomoci tabulek (Tab. Il a IV).

Tab. Ill: Aplikace testovanych roztoku na prvni 6 jamkové desticce.

ut VD, 10 VD, 75

VD, 150

Tab. IV: Aplikace testovanych roztoku na druhé 6 jamkové desticce.

TCDD TCDD + VD, 10 TCDD + VD, 75

TCDD + VD, 150

Legenda: UT — negativni kontrola, VD, - vitamin D, (10, 75, 150 — nM koncentrace
ve vzorku), TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) — pozitivni kontrola (5 nM

koncentrace ve vzorku)

Po aplikaci testovanych roztokl na buriky byly desti¢ky inkubovany 24 hodin.
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6.2.1.1 Izolace RNA

Homogenizace

Po 24 hodinové inkubaci bylo z desti¢ek vyklepnuto médium a bunky byly
promyty PBS. Po odstranéni PBS byly bunky lyzovany v 1 ml Tri Reagentu a poté
byly seSkrabnuty z jednotlivych jamek stérkou. Lyzat byl pfepipetovan do Cistych 1,5

ml zkumavek, propipetovan a nasledné ponechan 10 min pfi pokojové teploté.

Separaéni faze

Po uplynuti doby inkubace bylo do kazdé mikrozkumavky pfidano 200 ul
chloroformu. Poté byly zkumavky ruéné protfepany po dobu 60s, nasledné
ponechany pfiblizné 8 minut v klidu pfi laboratorni teploté a centrifugovany 15 min pfi

13000 rpm/4°C. Po centrifugaci se oddélila vrchni vodni faze obsahujici RNA.

Precipitace RNA

Vodni faze byla pfenesena do Cistych zkumavek. RNA byla precipitovana
z vodné faze pfidavkem 500 pl isopropanolu a zkumavky byly lehce zvortexovany.
Zkumavky byly ponechany v klidu 5-10 min pfi laboratorni teploté a poté byly
centrifugovany 13 min pfi 13000 rpm/4°C.

Promyvani RNA

Po centrifugaci byl vyjmut supernatant a vznikly pelet byl promyt 1 ml 75%
etanolu. Zkumavky byly nyni centrifugovany 5 min pfi 13000 rpm/4°C. Poté byl pelet

znovu promyt 1 ml 75% etanolu a znovu centrifugovan. Nasledné byl pelet vysusSen.

Rozpousténi RNA

Pelet byl rozpustén v 30-50 pul RNase free water (zbavena RNA restrikCnich enzym()

a inkubovan 5 min pfi 65°C na termobloku.

Méreni koncentrace a distoty

Koncentrace a Cistota vzorki RNA byla méfena pomoci nanodropu. Pomér
absorbanci 260/280 umozfiuje hodnoceni &istoty RNA. Cistd RNA odpovida
A260/A280 = 2. Pokud je tento pomér absorbanci nizsi, nez 1,75 jsou ve vzorku

pritomny kontaminujici bilkoviny.
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6.2.1.2 cDNA syntéza

Ze vzorkl RNA byly pfipraveny roztoky o koncentraci 1000 ng/5 pl pfidanim
RNase free water. Nasledné ke kazdému roztoku byl pfidan 1 pyl random primert (c =
100 pmol/ul). Vzorky byly inkubovany 5 min pfi 65°C na termobloku, poté byly
zchlazeny na ledu a kratce zcenrifugovany. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 6 pl

premixu pro reverzni transkripci podle tabulky (Tab. V).

Tab. V: Premix pro reverzni transkripci

Slozky premixu Objem pro 1 Objem pro 10
vzorek v i vzorku v pl
M-MuLV (reverzni transkriptaza) 0,6 6
RNasovy inhibitor 0,3 3
dNTP (10mM zasobni roztok) 0,6 6
10x reakéni pufr 1,2 12
RNase free water 3,3 33
celkovy objem 6 60

Celkovy objem reakce po pfidani premixu byl 12 uyl. Zkumavky byly kratce
centrifugovany, poté inkubovany 1 hodinu pfi 42°C a poté 10 min pfi 65°C. Vzorky
s nové nasyntetizovanou cDNA byly zchlazeny po 2 min na ledu a nasledné zfedény

48 ul vody a zvortexovany. Vzorky byly uchovany pro dalsi praci v -20°C.

6.2.1.3 Real-time PCR (qPCR)

Kvantitativni real time PCR byla pouZita pro detekci exprese genu CYP1A1 v
bunécné linie LS174T. Jako referenéni gen pro kvantifikaci byl pouzit glyceraldehyd-
3-fosfat dehydrogenasa (GAPDH).

Jakmile byly vzorky cDNA rozmrazeny byly pfesunuty do polystyrenové
krabice s ledem. Reakéni smés pro RT-PCR obsahovala 2 yl cDNA a 8 pl PCR mixu
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na jednu jamku. Slozeni PCR mixu je znazornéno v tabulce (Tab. VI). Vzorky byly

pipetovany na bilou 96 jamkovou PCR destiCku vzdy v triplikatech (24 jamek pro

kazdy gen). Vzor pipetovani zobrazuje tabulka (Tab. VII). V experimentu byly pouzity

tyto primery:

CYP1A1

o forward: 5- TCCGGGACATCACAGACAGC - 3~
o reverse: 5- ACCCTGGGGTTCATCACCAA -3’

GAPDH

(@)

©)

(pFevzato z: Dvorak et al., 2008)

Tab. VI: Slozeni PCR mixu

forward: 5°- CAAAGTTGTCATGGATGACC - 3°
reverse: 5'-GGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCG-3"

Slozky mixu CYP1A1 mix GAPDH mix
Pro 1 Pro 26 Pro 1 Pro 26
vzorek vzorku vzorek vzorku
Syber Green | Master mix 5ul 130 i 5ul 130 i
CYP1A1 F + R primery (5uM) 1l 26 pl - -
GAPDH F + R primery (5uM) - - 1l 26 pl
voda 2 ul 52 ul 2 ul 52 ul
Celkovy objem 8 ul 130 pl 8 ul 130 pl
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Tab. VII: Vzor pro pipetovani 6 jamkové desticky s jednotlivymi vzorky v triplikatech

CYP1A1 GAPDH

uTt

VD, 10

VD, 75

VD, 150

TCDD

TCDD + VD, 10

TCDD + VD, 75

TCDD + VD, 150

Legenda: UT — negativni kontrola (0,1% DMSOQO), VD, - vitamin D, (10, 75, 150 nM

koncentrace ve vzorku), TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) — pozitivni

kontrola (5 nM koncentrace ve vzorku)

Po naneseni vzorku byla desticka prelepena folii a centrifugovana 3 min pfi

1500 rpm. Poté byla vloZena do LightCycleru s nasledujicim programem:

1 cyklus

Aktivace: 10 min pfi 95°C
35 cyklu

Denaturace: 10 s pfi 95°C

Annealing: 6 s pfi 65°C

Elongace: 10 s pfi 72°C
1 cyklus

Kfivka tani: 5 s pfi 95°C

1 min pfi 63°C
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1 s pfi 97°C
1 cyklus

Chlazeni: 10 s pfi 40°C

Po dokonéeni RT-PCR byla provedena Tm analyza (probiha pfi postupném
zvysSovani teploty od 63°C do 97°C, pficemz dochazi k zaznamenani fluorescence po
dobu cca 5 minut, ktera nasledné klesa s postupnym rozpadem dsDNA a uvolnénim
inerkalaéniho barviva) a stanoveni maxima druhé derivace. Nasledné byla

vypocitana relativni kvantifikace pomoci metody AACt:

ACt = @Ct CYPI4l ~ aCt GAPDH

AACt = ACt - ACt 0

vzorkit a kontrol

Déale byla vypocitana hodnota fold induction (X), coz je nasobek zvySeni

exprese oproti negativni kontrole.

X = 2 —AACt

6.2.2 7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita (EROD) na detekci
katalytické aktivity CYP1A1 v 96 jamkovém usporadani

Pro detekci katalytické aktivity byly bunky LS174T pasazovany, pocitany,
vysety a poté na né byly aplikovany testované latky, které byly inkubovany po dobu

48 hodin (viz pracovni postup, Tab. II).

Po 48 hodinach inkubace bylo odstranéno médium a do jamek kultivacéni

desky byl nasazen roztok A po 100 ul na jamku.

Roztok A (pro 96 jamek):

= 10 ml PBS 1x
= 40 pl ethoxyresorufinu (zas. roztok 2 mM v DMSO)
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= 10 pl dikumarolu (zas. roztok 10 mM v 0,1 M NaOH)

JelikoZz testované latky byly aplikovany na poloviné kultivaéni desky (48
jamek), bylo tfeba roztok A prepocitat na pouZiti pro 58 jamek (rezerva pro 10 jamek

kvuli chybé pfi pipetovani a snadnéjsi manipulaci s vicekanalovou pipetou).

Po naneseni roztoku A do jamek byla kultivacni deska vloZzena do inkubatoru
na 30 minut. Poté bylo z kazdé jamky pFepipetovano 75 ul roztoku do cerné
fluorescencni desky a pfidano 125 pl methanolu. Nasledné byla zméfena

fluorescence pfi excitaci 530 nm a emisi 590 nm.
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7. Vysledky

7.1 Detekce exprese genu CYP1A1 metodou RT-PCR ve strevni linii

Pomoci metody real time PCR byla studovana exprese genu CYP1A1 na
urovni mMRNA v bunécéné linii LS174T. Detekce byla provedena ve tfech nezavislych
opakovanich. Bunky stfevni linie byly inkubovany s vitaminem D, ve tfech rlznych
koncentracich (10, 75,150 nM) a v kombinaci s TCDD (exogenni ligand AhR
receptoru) vzdy po dobu 24 hodin. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% roztok
DMSO a jako pozitivni kontrola indukce byl pouzit 5 nM TCDD. Mira indukce byla

vypocitana pomoci AACt metody.

Ze tfi na sobé nezavislych opakovanich uvadim reprezentativni vysledek,
ktery je znazornén v podobé grafu na Obr. 7. TCDD vykazoval v nadorové linii
LS174T indukci exprese CYP1A1 na urovni mRNA 972x. Z grafu je patrné, Ze se
zvySujici se koncentraci vitaminu D ; v kombinaci s TCDD je exprese mRNA
CYP1A1 potlaCena. Pokles na indukovatelné urovni je koncentracné zavisly. Co se

tye samotného vitaminu D ;, mizZzeme pozorovat pokles indukce u 75 nM

koncentrace, oproti hodnotam s nizsi (10 nM) a vyssSi (150 nM) koncentraci.
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Obr. 7: Stanoveni hladiny CYP1A1 mRNA v bunééné linii LS174T

Bunécna linie byla vystavena ucinku vitaminu D, (VD3 10, 75, 150 nM), vitaminu D, ve spojeni

s TCDD (T + VD3 10, 75, 150 nM), negativni kontrole — 0,1% roztok DMSO (UT), pozitivni kontrole
indukce 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (5 nM TCDD), po dobu 24 hodin. Uveden je
reprezentativni vysledek. V grafu jsou hodnoty vyjadfeny jako fold induction, cozZ je nasobek zvyseni

exprese oproti negativni kontrole (DMSO).

7.2 T7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita (EROD) na detekci
katalytické aktivity CYP1A1 v 96 jamkovém usporadani

Detekce katalytické aktivity CYP1A1 ve stfevni linii byla provedena ve tfech
nezavislych méfenich vzdy po 48 hodinové inkubaci testovanych latek. Fluorescence
byla méfena pfi excitaci 530 nm a emisi 590 nm. Z naméfrenych hodnot byl vypocten
primér a hodnota fold induction vztazena k negativni kontrole (DMSO). Dale byla
vypocitana statisticka vyznamnost indukce u jednotlivych vzorkd (studentuv T-test; p
< 0,05) a smérodatna odchylka pomoci MS Office Excel. Primér hodnot ze tfi

nezavislych méfeni je uveden v grafu (Obr. 8).

Vitamin D , v bunécné linii LS174T neni induktorem katalytické aktivity.

Naopak TCDD statisticky vyznamné indukoval katalytickou aktivitu CYP1A1

v nadorové linii LS174T a v kombinaci svitaminem D ; doslo ke statisticky

vyznamnému poklesu v nejvyssi koncentraci (150 nM).
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Obr. 8: Katalyticka aktivita CYP1A1

Bunécna linie byla inkubovana s vitaminem D, (VD3 10, 75, 150 nM), vitaminem D, v kombinaci

s TCDD (T +VD3 10, 75, 150 nM), negativni kontrolou — 0,1% roztok DMSO (UT), pozitivni kontrolou
indukce 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (6 nM TCDD), po dobu 48 hodin. Vysledky ze tfi
nezavislych méreni byly zpramérovany a v grafu vyjadreny jako fold induction, tedy jako nasobek
indukce vuci negativni kontrole (DMSO). * - hodnota je statisticky vyznamné odlisna od hodnoty
negativni kontroly (DMSQ) (studentiv T-test; p < 0,05). # - hodnota je statisticky vyznamné odlisna od

hodnoty pozitivni kontroly indukce (TCDD) (studenttv T-test; p < 0,05).
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8. Diskuze

V této praci byla studovana schopnost vitaminu D,, coz je potentni aktivator

VDR, na aktivitu AhR v nadorové linii LS174T. AhR jsme aktivovali jeho exogennim
ligandem TCDD (5 nM). Aktivovany AhR se vaze do promotorové oblasti a spousti
expresi CYP1A1. Pfimou vazbou se do promotoru CYP1A1 vaze také ligandem
(kalcitriolem 10, 75, 150 nM) aktivovany VDR a to konkrétné do motivu ERS8
(Matsunawa et al., 2012). Oba dva transkripCni faktory se vazou nezavisle na sobé.

Kombinaci ligandd, aktivujici tyto faktory je mozné ménit hladinu mRNA CYP1A1.

Vysledky katalytické aktivity enzymu CYP1A1 ukazuji, ze vitamin D ; jeji
bazalni hladinu ve stfevni linii LS174T neovliviiuje. Ke statisticky vyznamné indukci
doslo v pfipadé TCDD, ktery v naSem pfipadé slouZil jako pozitivni kontrola. TCDD
v kombinaci s vitaminem D; naopak statisticky vyznamné EROD aktivitu v nejvyssi
koncentraci (VD, 150 nM) snizZil. Vitamin D, tedy mize ve vy3Sich koncentracich

snizovat katalytickou aktivitu enzymu CYP1A1 podilejiciho se na procesu

karcinogeneze.

V hodnoceni detekce exprese genu CYP1A1 pomoci RT-PCR jsme zjistili, ze
aktivace AhR vyvolana pomoci TCDD je potlaena se zvySujici se koncentraci
vitaminu D, (10, 75, 150 nM), coz se odrazi na snizeni exprese mRNA CYP1A1
v burikach stfevniho adenokarcinomu (LS174T) (Obr. 7). Uginek vitaminu D, spolu

sBaP na expresi CYP1A1 Dbyl zkouman v bunikach U937, THP-1

(monocyty/makrofagy), v bunkach rakoviny prsu MCF-7 a v derivovanych burikach

ledvin HEK23 (Matsunawa et al., 2012). Bylo zjiSténo, Ze vitamin D ; v téchto
burikach zvysuje expresi CYP1A1 indukovanou TCDD nebo BaP. Samotny vitamin D
, indukci v téchto bunkach nevyvolava. Ovsem kombinace BaP (0,3 uM) a vitaminu
D, v koncentracich 1, 3, 10, 30 a 100 nM vede k vyraznému zvySeni indukce mRNA

CYP1A1 oproti samotnému BaP. Nejvy$Si hranice exprese bylo dosazZeno, pfi

hodnoté koncentrace 30 nM vitaminu D,. Pfi 100 nM koncentraci se VDR jevi jako

saturovany. Inkubace byla provadéna vzdy po dobu 24 hodin. V mé praci byla

naopak exprese genu CYP1A1 potlaCena a to s rostouci koncentraci vitaminu D,
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(10, 75 a 150 nM), TCDD zustava neménny (5 nM). Inkubace latek byla také
provadéna po dobu 24 hodin. Vmém pokusu byly pouzity vySSi koncentrace

vitaminu D ; oproti studii Matsunawa et al., 2012 a jejich ucinek jsem sledovala

pouze ve stfevni linii, zatimco ve srovnavané studii bylo pozorovano vzajemné
zesileni u€inkd AhR a VDR na indukci CYP1A1 ve C&tyfech liniich z rdznych tkani.
Zda za snizeni hladiny mRNA CYP1A1 v buiikach LS174T je zodpovédny VDR nelze
potvrdit ani vyvratit, pokud nebude pouZit pfisludny antagonista Ci siRNA jako ve
studii Matsunawa et al., 2012. Jelikoz se jedna o stfevni linii, je mozné, Ze doslo

k aktivaci farnesoidniho receptoru pomoci vitaminu D ; (Eloranta et Kullak-Ublick,

2005; Makishima et al., 2002), coz také nelze potvrdit bez dalSich testu.

Snizeni katalytické aktivity CYP1A1 jsme mohli pozorovat u nejvysSi

koncentrace vitaminu D, (150 nM) v kombinaci s TCDD v bunéc¢né linii LS174T. Toto

snizeni se shoduje s poklesem mRNA enzymu v téZze koncentraci. Bylo by dobré
zZjistit, jestli se toho sniZeni kona i na urovni proteinu, jelikoz fidici funkci tvofi az

samostatny enzym.

Linie LS174T pochazi zorganu (stfevo) podilejicim se na metabolismu
xenobiotik pfijimanych z potravy a napojl, které mohou vyvolat indukci nebo inhibici
CYPU prostrednictvim AhR (Jeuken et al., 2003). Kazdy organ se tedy vyznacuje
specifickou expresi rliznych transkripCnich faktor(, které ve svém vysledku mohou
fidit expresi cilovych genu odliSné. Proto je nutné provést dalSi studie tykajici se
pusobeni aktivovaného VDR na regulacni oblast genu CYP1A1 i u jinych buné&énych

linii.

51



9. Zaver

Tato bakalarské prace byla zaméfena na detekci exprese genu CYP1A1 na

urovni mRNA regulovanou transkripénimi faktory AhR a VDR ve stfevni linii LS174T.

Teoreticka ¢ast popisuje metabolismus xenobitik, jehoz prvni faze se ucastni
ovlivhiovany enzym CYP1A1. Na regulaci CYP1A1 se primarné podili AhR, coz je
ligandem aktivovany transkripéni faktor. Modelovym aktivatorem AhR je TCDD.
Nedavnym poznatkem je, ze CYP1A1 je novym cilovym genem VDR podilejicim se
na metabolismu xenobiotik. Zavér teoretické Casti je vénovany vitaminu D, jakozto

fyziologickému agonistovi VDR.

Praktickd Cast je zaméfena na samotnou aktivaci VDR pomoci kalcitriolu
(aktivni forma vitaminu D) a sledovani vlivu na zménu hladiny mRNA CYP1A1 ve
stfevni linii, jejiz vyhodou je, Ze pochazi z organu, ktery se primarné podili na
metabolismu xenobiotik. Jako prvni krok ke zjiSténi ovlivnéni exprese genu CYP1A1
jsme zaradili vyhodnoceni jeho katalytické aktivity, ktera byla v nejvySsSi testové

koncentraci vitaminu D ; (150 nM) v kombinaci s TCDD vyznamné statisticky

sniZzena. Vlastni detekce exprese genu metodou RT-PCR ukazala snizeni hladiny

MRNA s rostouci koncentraci vitaminu D, spolu s TCDD ve sledovaném Case 24

hodin. Aktivovany VDR tedy ovliviiuje hladinu mRNA CYP1A1.

Je tfeba provést dalSi studii zabyvajici se ovlivnénim urovné proteinu pro

komplexnéjsi stanoveni fyziologickych dasledku.
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11. Seznam pouzitych zkratek

ADMI3

ADTT

AhR

AhRR

AR

ARNT

BaP

Caco-2

CAR

cDNA

CRBP-

CYP

DBP

DMEM

DMSO

dNTP

DRE

dsDNA

EDTA

EMSA

(25S)-26-adamantyl-1a,25-dihydroxy-2-methylene-22,23-didehydro-
19,27-dinor-20-epi-vitamin D,

(25R)-25-adamantyl-1a,25-dihydroxy-2-methylene-22,23-didehydro-
19,26,27-trinor-20-epi-vitaminD ,

Aryl uhlovodikovy receptor

Represor aryluhlovodikového receptoru

Androgenni receptor

Jaderny translokator aryluhlovodikového receptoru
Benzo[a]pyren

Bunécéna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu
Konstitutivni androstanovy receptor

Komplementarni deoxyribonukleova kyselina

Cellular Retinol Binding Protein typu |

Cytochrom P450

Protein vazajici vitamin D

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Dimetylsulfoxid

Deoxyribonukleotidtrifosfat

Dioxin responzivni element
dvouvlaknova DNA
etylendiamintetraoctova kyselina
Electrophoretic Mobility Shift Assay
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ER Estrogenovy receptor

ER6/8 Everted repeat

EROD Ethoxyresorufin-O-deethylasova aktivita
ERK Extracelularni-regulované protein kinasy
FBS Fetalni bovinni sérum

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

GR Glukokortikoidni receptor
GST Glutation-S-transferasy
HaCaT Bunécéna linie lidskych keratinocyt(

Hepa 1c1c7 Bunécéna linie mySiho hepatocelularniho karinomu

HepG2 Bunécna linie lidského hepatocelularniho karcinomu
HPA Health Protection Agency

Hsp90 Protein teplotniho Soku 90

HuH-7 Bunécna linie lidského hepatocelularniho karcinomu
ChlP Chromatin ImmunoPrecipitation

U Mezinarodni jednotka

JNK c-Jun N terminalni kinasa

LCA Kyselina litocholova

LS174T Bunécéna linie lidského adenokarcinomu tlustého stfeva
MCF-7 Bunéc¢na linie lidského adenokarcinomu prsu
mMmRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovana forma)

OATPs Organic Anion Transporting Polypeptides
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PAS Per-ARNT-Sim

PAU Polycyklické aromatické uhlovodky

PBC126 Polychlorovany bifenyl 126

PCR Polymerazova fetézova reakce
PR Progesteronovy receptor

PXR Pregnanovy X receptor

p23 prostaglandin E syntaza 3

gRT-PCR  kvantitativni reverzni transkriptdzova polymerazova fetézova reakce

RAR Receptor pro kyselinu trans-retinovou

RXR Receptor pro kyselinu cis-retinovou

SsiRNA small interfering ribonukleova kyselina

SMRT Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid homone receptors
SULT sulfotransferasa

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

THP-1 Bunéc&na linie lidskych monocytu

TRa/B Thyroidni receptor a/f3

UGT UDP-glukuronosyl transferasa

uTt Negativni kontrola

uUVv-B Ultrafialové zafeni B

U937 Bunécna linie lidskych monocytl lymfatické leukémie
VDR Receptor pro vitamin D

VD, Kalcitriol

VDRE Vitamin D responzivni element

62



WHO Svétova zdravotnicka organizace
XAP2 Hepatitis virus B X-associated protein

XRE Xenobioticky responzivni element
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