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Souhrn:

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor, podilejici
se na expresi velkého mnozstvi genli ve fyziologickych i1 patofyziologickych procesech v téle
organismu. V poslednich letech se kvili své pritomnosti v riznych procesech AhR zkouma
jako mozny terapeuticky cil pro velké mnozstvi nemoci vcetné¢ rakoviny. Cela tada
publikovanych studii prokazuje vyrazné druhové rozdily v afinit¢ AhR ligand mezi hlodavci
a ¢lov€kem. V této bakalaiské praci byl testovan vliv TCDD, BaP, PCB-126 a omeprazolu
na transkripcni aktivitu AhR pomoci luciferdzové reportérové eseje v mysi a lidské
hepatomov¢ linii. Na zaklad¢ dose-response analyzy byly stanoveny hodnoty ECso a t¢innost
pro jednotlivé latky. Z experimentalnich dat je patrné, Ze po 24hodinovém plisobeni
modelového ligandu TCDD byla maximalni indukce dané latky ptiblizné 60x vyssi u lidské
linie nez u mysi. Hodnoty ECso po 24hodinovém plisobeni TCDD vysly 4,9 + 2.4 nM u linie
lidské a 0,06 £0,01 nM u linie mys$i. U BaP ziskané hodnoty ECso ukdzaly na velky



mezidruhovy rozdil v aktivaci lidského a mysiho AhR. Po 24 hodinach inkubace s touto latkou
se hodnota ECso na lidské linii rovnala 1500 + 10 nM a na mysi 103 £ 57 nM. Vysledné
hodnoty ECso pro testovanou latku PCB-126 opét poukdzaly na velky mezidruhovy rozdil
mezi mySim a lidskym AhR. ECso u lidské linie po 24hodinovém ptisobeni se rovnala
230 £ 170 nM, zatimco u mysi linie byla po stejné¢ dlouhé dobé¢ inkubace ECso rovna
0,67 £ 0,2 nM. Vysledné ECso omeprazolu byly v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami
nejvyssi. Po 24 hodinach plisobeni omeprazolu na mysi linii hodnota ECso rovna 43 £ 45 uM,

po 4hodinovém plisobeni omeprazol na mysi linii neaktivoval AhR.
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The aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-activated transcription factor
involved in the expression of a large number of genes in physiological and pathophysiological
processes in the body. In recent years, due to its presence in various processes, AhR has been
investigated as a potential therapeutic target for a large number of diseases including cancer.
A number of published studies demonstrate significant species differences in the affinity
of AhR ligands between rodents and humans. In this undergraduate thesis, the effect of TCDD,
BaP, PCB-126 and omeprazole on AhR transcriptional activity was tested using a luciferase
reporter assay in mouse and human hepatoma cell lines. ECso values and efficacy for each
substance were determined by dose-response analysis. From the experimental data, it can be
seen that after 24 h of exposure to the model ligand TCDD, the maximum induction
of the substance was approximately 60 times higher in the human line than in the mouse line.
The ECso values after 24 h exposure to TCDD were 4.9 = 2.4 nM for the human line
and 0.06 £ 0.01 nM for the mouse line. For BaP, the ECso values obtained showed a large

interspecies difference in the activation of human and mouse AhR. After 24 h of incubation
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with this substance, the ECso value was 1500 £ 10 nM in the human line and 103 + 57 nM
in the mouse line. The obtained ECs¢ values for the tested compound PCB-126 once again
pointed to a large interspecies difference between mouse and human AhR responses.
Following 24 hours of exposure, the ECso for the human cell line was 230 + 170 nM, whereas
for the mouse cell line, the ECso after the same incubation time was 0.67 = 0.2 nM. The
resulting ECso of omeprazole was the highest compared to the other test substances. After
24 hours of treatment with omeprazole on the mouse cell line, the ECso value equaled
to 43 + 45 uM, while omeprazol failed to activate AHR in the mouse cell line after 4 hours

of treatment.
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1 UVOD

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem-aktivovany transkripéni faktor regulujici
genovou expresi genl kodujicich enzymy metabolizujici xenobiotika, jako jsou CYP1Al
aCYPIBI. Jedna se o druhové specificky receptor, ktery byl primarné¢ spojeny
s metabolismem xenobiotik. AhR je exprimovan v mnoha orgédnech, jako jsou plice, jatra,
ledviny, mozek, srdce a placenta, kde je zapojen do dilezitych fyziologickych funkci
a regulacnich drah.

AhR vaze velké mnozstvi prirodnich i syntetickych ligandl, exogennich i endogennich.
U exogennich ligandl se jedna o polutanty zivotniho prostfedi, 1éCiva, nebo jiné syntetické
prumyslové produkované slouceniny. Mezi nejucinngjsi ligandy AhR patii TCDD, ktery patii
mezi toxické latky. Jedna se o prvniho objevené¢ho agonistu AhR, ktery je stale bran jako
nejucinnéjsi a modelovy a Casto byva toxicita ostatnich latek srovnavana prave s toxicitou
TCDD.

V poslednich letech doslo k objevu dalSich dulezitych fyziologickych funkci AhR, které
se staly velkym z4jmem studii. Mnoh¢ vyzkumy zkoumaji AhR jako mozny terapeuticky cil,
ktery by mohl byt z4sadni v 1é€bé rakoviny a riznych zanétlivych onemocnéni. Ke studiu
receptoru AhR se pouzivaji rtizné modelové organismy, napiiklad mysi, coz usnadiiuje
vyzkum slozitych biologickych interakei a fyziologickych procesti. Zatimco zvifeci modely
poskytuji poznatky o zakladni funkci receptoru, lidské bunky maji zdsadni vyznam
pro primarni screening sloucenin interagujicich s AhR a podrobnou molekularni analyzu
vzhledem k rozdilim v aktivaci ligand a genové expresi mezi jednotlivymi druhy.
Ackoli zékladni funkce AhR jsou u hlodavcil a lidi podobné, existuji strukturni, expresni
a funk¢ni rozdily. Pochopeni téchto rozdili mize nabidnout cenné poznatky pro 1é¢bu rtiznych

onemocnéni.



2 CILPRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalafské prace.

2. Osvojeni si zakladnich technik prace v laboratofi tkanovych kultur.

3. Stanoveni vlivu vybranych latek na viabilitu bun¢k reportérovych liniich AZ-AhR
a Aherepa.

4. Urceni vlivu vybranych latek na transkripéni aktivitu AhR prostfednictvim metody
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3 LITERARNI PREHLED
3.1 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je na ligandu zavisly transkripcni faktor regulujici
genovou expresi. Funkéni ortology AhR genu jsou pfitomné u savci, obojzivelnikl, plazi
a ptakl a jsou eprimovany v mnoha organech jako jsou plice, jatra, ledviny, placenta, srdce,
slinivka a mnohé dalsi (Dolwick et al., 1993; Sondermann et al., 2023). AhR byl pivodné
objeven a popsan jako protein podilejici se na zprostiedkovavani detoxikace xenobiotickych
sloucenin (Conney et al., 1956). V poslednich letech byly objeveny dalsi dilezité funkce AhR
spojené s normalni fyziologii kardiovaskularniho, gastrointestindlniho, nervového
nebo imunitniho systému (Denison et Nagy, 2003; Kou et al., 2021). AhR je zapojen
do zakladnich bunéénych regula¢nich drah a mé dilezitou roli ve vyvojovych procesech.
Dulezita funkce AhR je pfi kontrole rovnovdhy v procesu proliferace, diferenciace
a v programované smrti bunék — apoptdze. Naruseni téchto procest pak ptispiva k negativnim
udalostem ve formé rakovinného bujeni a tvorby nadort (Gasiewicz et al., 2008, Huang et

al., 2021).
3.1.1 Struktura AhR

Aryluhlovodikovy receptor patii do rodiny bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix/ Per-
ARNT-SIM minded). Na obrazku 1 je schématicky znazornéna struktura AhR, N-terminalni
doména bHLH, centralni PAS doména a C-terminalni doména (C-konec).

Doména bHLH umoziuje dimerizaci se strukturné piibuznymi proteiny zndmymi
jako nuklearni translokatory aryluhlovodikového receptoru (ARNT), vazbu DNA a interakci
s chaperony. Také obsahuje sekvence diilezité pro nuklearni import a export. Centralni PAS
doména (Per-ARNT-Sim) je tvofena dvéma degenerovanymi repeticemi A a B (Fujisawa-
Sehara et al., 1988, Burbach et al., 1992; Jain et al., 1994, Whitelaw et al., 1995). PAS A
doména zprostiredkovava heterodimerizaci s ARNT a PAS B doména je oznacovana
jako ligand-vazebnd doména, jelikoZ pravé zde bylo zmapovano vazebné misto ligandu na
AhR (Manchester et al., 1987, Soshilov et Denison, 2008). PAS-B ligandova vazebna doména
AhR funguje nejen jako senzor environmentalnich a fyziologickych signald, ale také
poskytuje vazebné rozhrani pro Hsp90 a PAS-B doménu ARNT. Diky neddvnému stanoveni
krystalové struktury domény PAS B Drosophila AhR, véetné forem vazanych na apoenzym,
ligandy a ARNT, byla detailn¢ pochopena vazba AhR-ligand (Dai et al., 2022). Ve stejném

roce byla publikovana i studie, kde byla pomoci kryoelektronové mikroskopie poprvé



experimentalné vizualizovana AhR PAS B doména s navazanym ligandem a byla tak odhalena
unikatni organizace vazebného mista a strukturalni determinanty specifi¢nosti a promiskuity
vazby ligandu na AhR receptor (Gruszczyk et al., 2022), coz ma velky vyznam pro budouci
vyvoj terapeutik spojenych s AhR (Dai et al., 2022; Gruszczyk et al., 2022).

C-konec je variabilni a obsahuje transaktivacni doménu (TAD) odpovédnou za aktivaci
transkripce po navazani do DNA (Fujisawa-Sehara et al., 1988, Burbach et al., 1992, Jain et
al., 1994; Whitelaw et al., 1995). Transaktivacni doména TAD na C-konci je slozena ze tii
odlisnych subdomén, a to subdoménu bohatou na P/S/T (prolin/serin/threonin), druhou
bohatou na Q (glutamin) a tieti kyselou subdoménu. Subdoména bohatd na Q je klicova
pro uéinnou interakci s koaktivatorem steroidniho receptoru 1 (SRC-1, slouzici
jako koaktivator. Delece P/S/T nebo kyselé domény vede sice k poklesu vazby se SRC-1,
nicmén¢ slab4 vazba mezi SRC-1 a TAD je stale zachovana (Kumar et Perdew, 1999; Kumar
etal., 2001).

Koaktivatory jsou diilezité slozky zapojené do genové regulace a transkripéni aktivity.
Aktivace transkripce konkrétniho genu obecné vyzaduje koaktivatory, které interaguji
s transaktivacni doménou a patii mezi né€ jiZ zminény SRC-1 nebo jaderny koaktivator 2
(NCoA-2, SRC-2). V neptitomnosti ligandu AhR je interakce mezi SRC-1 a timto receptorem
pouze slaba, zatimco po pfidani exogenniho ligandu se vazba na AhR zvysi. Pro interakci
SRC-1 s AhR jsou nezbytné motivy LXXLL, coz jsou oblasti koaktivatoru usnadnujici ligand-
dependentni interakci s jadernymi receptory (Kumar et Perdew, 1999; Beischlag et al., 2002).
LXXLL motivy (L znacici leucin, X ptedstavujici jakoukoli jinou aminokyselinu) jsou kratké
a-helikalni sekvence z konzervovanych leucinovych zbytkt ohrani¢enych nekonzervovanymi
zbytky. Koaktivatory obsahuji casto vice LXXLL motivil v riznych nukledrné receptorovych
(NR) boxech, které mohou interagovat s riznymi receptory (Heery et al., 1997, Kumar et

Perdew, 1999).

bHLH PAS doména Transaktivaéni doména

un (T )

Obrazek 1: Struktura aryluhlovodikového receptoru (upraveno podle Stevens et al., 2009)




3.1.2 Ligandy AhR

AhR byl plivodné objeven jako cilovy receptor pro dioxiny (napt. 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxin, TCDD) (Poland et al., 1976). Predpokladalo se, ze vytvari vazbu
s xenobiotiky a podili se na jejich metabolismu. Nicméné v poslednich letech je AhR spojovan
1 s dalSimi ligandy a hraje dilezitou roli ve fyziologickych i patofyziologickych procesech
(Denison et Nagy, 2003; Stevens et al., 2009). Ligandy AhR Ize rozd¢lit na exogenni
a endogenni. Exogenni jinak také xenobiotika zahrnuji 1éky (napf. avitriptan, semaxinib),
polutanty Zivotniho prostiedi (napi. dioxiny, PAH), syntetické slouceniny (napi. SP600125,
karbaryl) a rizné dalsi slouceniny (napft. kvercetin, kurkumin). Endogenni ligandy zahrnuji
slouceniny produkované lidskym télem (napf. lipoxin A4, tryptamin) a stfevni nebo kozni
mikroflorou (napft. kyselina kynurenova, indol) (Denison et Nagy, 2003, Nguyen et Bradfield,
2008, Sladekova et al., 2023).

Aktivace AhR ligandem miize byt trvala, udrZzovana persistentnimi latkami
antropogenniho pivodu (dioxiny, PCB, nékteré¢ PAH) a vede k toxickym dtsledkiim. Na druhé
strané¢ se mnoho agonisti (FITZ, derivaty tryptofanu) velice rychle metabolizuje a ma
jen docasné ucinky. Na zaklad¢ toho je mozné usoudit, Ze AhR nebyl evolu¢né cilen
na dlouhodobé pusobeni latek zneciStujici Zivotni prostfedi, které by byly spojeny
s akumulaci. Typ ligandu pak mtze ovlivnit, zda aktivace AhR vyvola nebo utlumi zanétlivé
¢i rakovinné procesy (Lin et al., 2022).

Mezi exogenni ligandy AhR se fadi priméarné environmentalni polutanty, kam spadaji
nehalogenované (PAH) a halogenované aromatické uhlovodiki (HAH). Metabolicky
stabilnéjsi HAH jsou hlavnim typem ligandi AhR, zatimco PAH jsou labilngj$i a maji
relativné nizsi afinitu k AhR. Mezi HAH se fadi polychlorované dibenzo-p-dioxiny,
dibenzofurany a bifenyly (PCBs). Nejvice zkoumanym zastupcem HAH je TCDD, ktery patii
do tfidy dioxintl. Jedna se o nejucinngjsi HAH, ktery ma rtizné tkanovée specifické toxické
a biologické ucinky, véetné¢ podpory rastu nadoril, teratogenity a riiznych typl organoveé
specifickych toxicit (Denison et Nagy, 2003). Mezi PAH patii benzo(a)pyren (BaP), antracen
a 3-methylchlolantren, jedna se o latky znecistujici prostiedi, které se nachazeji v produktech
primyslového spalovani, cigaretovém kouii a v potravinach grilovanych na dievéném uhli
(Miller et Ramos, 2001). Jako dalsi exogenni ligandy jsou brany rtzné typy léciv
(napt. omeprazol) nebo napiiklad i razné latky vyskytujici se pfirozené v ovoci a zelening
jako jsou kurkumin a kvercetin ( Nguyen et Bradfield, 2008; Sladekova et al., 2023). VSechny

zminéné exogenni ligandy jsou spolu s dal§imi pfiklady uvedeny v tabulce 1.



Tabulka 1: Piiklady exogennich ligandti AhR

Typy ligandua Puvod Zastupci
HAHs 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD)
3,3',4,4',5-pentachlorbihpenyl

1,2,3,6,7,8-
hexachlordibenzo[b,d [furan

2,3,7,8-tetrachlorodibenzofuran
(TCDF)
PAHs 3-methylcholantren (3MC)

B-naftoflavon
Exogenni

benzo(a)pyren (BaP)

benzo(k)fluoranthen

Ptirozen¢ slouceniny kurkumin

kvercetin

Farmaceutika aminoflaviny

avitriptan

karbidoba

omeprazol

semaxinib

Prevzato z publikaci: Lin et al., 2022; Safe et Zhang, 2022; Kou et al., 2023, Sladekova et al., 2023

Jak jiz bylo zminéno vySe, endogenni ligandy zahrnuji slouceniny syntetizované
organismem samotnym a stfevni nebo kozni mikroflorou. VSechny v textu zminéné endogenni
ligandy jsou spolu s dalSimi piiklady uvedeny nize v tabulce 2. Napftiklad v lidské moci se
nachazi indigo a indirubin. Mezi endogenni ligandy patii také produkty metabolismu
tryptofanu, oxindolu, nebo hemu (bilirubin, biliverdin). FICZ je agonista AhR a fotooxida¢ni
produkt tryptofanu, ktery je produkovan po vystaveni kiize UV nebo viditelnému zateni (Lin
et al., 2022). Metabolismus tryptofanu probihd v gastrointestinalnim traktu a ma tfi hlavni
cesty. Prvni je pfima transformace tryptofanu, kterd je zprostfedkovand mikroorganismy
a dochézi k tvorbé ligandi pro AhR (Zelante et al., 2013; Agus et al., 2018). Druha,
kynureninova draha, je hlavni metabolickou drahou tryptofanu. Do této drahy vstupuje 95 %

tryptofanu a probiha v imunitnich a epitelidlnich bunikach gastrointestinalniho traktu (Badawy,



2017). Tieti serotoninova drdha zahrnuje nejprve pieménu tryptofanu na 5-HT
(5-hydroxytryptamin) (Matthes et Bader, 2018) a po jeho dekarboxylaci vznika serotonin,
ktery nasledné vykonava funkci neurotransmiteru (Walther et al., 2003). Pfima metabolicka
dréha tryptofanu pomoci mikroorganismti zahrnuje transformaci tryptofanu na nékolik
molekul jako jsou indoly a jejich derivaty. Bylo zjisténo, Ze fada téchto sloucenin aktivuje
AhR, napftiklad indol-3-aldehyd, nebo kyseliny indol-3-octova (IAA) a indol-3-propionova
(IPA). Mezi dal$i metabolity tryptofanu se fadi indirubin, kyselina kynurenova nebo kyselina

xanthurenova (Agus et al., 2018).

Tabulka 2: Piiklady endogennich ligandi AhR

Typy ligandi Pivod Zastupci
6,12-diformylindolo[3,2-
blkarbazol (dFICZ)
indirubin
Metabolity tryptofanu

kyselina cinnabarinova

kyselina kynurenova

kyselina xanthurenova

3-indoxylsulfat
3-methyl-indol (skatol)

indol
indol-3-aldehyd
Endogenni Mikrofléra indol-3-karbinol (I3C)
kyselina indol-3-octova (IAA)

kyselina indol-3-propionova

(IPA)

tryptamin

bilirubin

biliverdin

dopamin
Dalsi ligandy

indigo

lipoxin A4

prostaglandiny

Prevzato z publikaci: Agus et al., 2018; Lin et al., 2022; Safe et Zhang, 2022; Kou et. al, 2023; Sladekova et al.,
2023



3.1.3 Signalizace AhR

Od svého objevu, byl aryl uhlovodikovy receptor hlavnim zajmem vyzkumu
z hlediska jeho ucinku v toxikologii. Studie se pfevazné zamérovaly na toxickou indukci AhR
pomoci ligandu TCDD v kanonické neboli genomické signalni draze, kterd zahrnuje
translokaci AhR do jadra (Okey et al., 1979) a heterodimerizaci s ARNT (Elferink et al., 1990,
Reyes et al., 1992). Vysledny dimer se pak vaze na xenobioticky responzivni element (XRE)
(Hankinson, 1995). XRE je specifickd sekvence v promotorovych oblastech cilovych gent
5’-TA/TGCGTG-3"), jehoz aktivaci dojde k cilovych genii (Denison et al., 1988).

V riznych laboratofich byla klepSimu pochopeni plisobeni TCDD na AhR
a identifikaci jeho cilovych genli pouZzita metoda DNA microarray (Puga et al., 2000, Frueh
etal., 2001; Boverhof'et al., 2005). Pomoci této metody byla identifikovana cela fada cilovych
genll AhR a védci dosli k zajimavému zjiSténi, Ze mnoho responzivnich genii neobsahovalo
vazbu s XRE. Zjisténi naznacovalo, Zze AhR muze indukovat expresi jiné sekvence, nez je

XRE, coz postupné vedlo k objevu nekanonické signalni drahy (Dere et al., 2011b).
3.1.4 Kanonicka signélni drdha

Pribéh kanonické signalni drahy je vidét na obrazku 2. Aryl uhlovodikovy receptor je
v neaktivni formé lokalizovan v cytoplazmé bunky, kde tvofi proteinovy komplex spolu se
dvéma proteiny Hsp90 (Heat shock protein 90), které jsou spojeny molekulou XAP2
(X-asociovany protein 2), dale ko-chaperonem p23 a proteinkinadzou c-SRC (Perdew, 1988).
Zminéné proteiny zajist'uji spravné sbaleni AhR a rozpoznani ligandu receptorem. Hsp90 se
podili na skladani nové syntetizovaného AhR, XAP2 ukotvuje AhR na cytoskeletu a brani
jeho inkorporaci do nukleoproteinti. Tyto molekularni chaperony také mohou inhibovat
ubiquintinaci a degradaci AhR, ¢imz udrzuji urcité mnozstvi AhR v cytoplazmé (Fujisawa-
Sehara et al., 1988; Jain et al., 1994, Whitelaw et al., 1995).

Po navazani vhodného exogenniho nebo endogenniho ligandu na AhR dojde
k odpojeni XAP2 a SRC a translokaci AhR do jadra. V jadie dochéazi k disociaci
chaperonovych proteinli a heterodimerizaci AhR s ARNT. Aktivni heterodimer AhR-ARNT
reguluje expresi cilovych gent tak, Ze se vaze na DNA pfes specifickou sekvenci XRE
(5'-CACGCNA-3") v promotorovych oblastech cilovych genii ( (Denison et al., 1988, Jackson
etal, 2015; Larigot et al., 2018; Hu et al., 2023).

Komplex AhR-ARNT-XRE reguluje expresi mnoha genti véetné biotransformacnich

enzymu I. a II. faze, jako jsou naptiklad cytochromy P450: CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI1



(Morgan et al., 1998; Sakuma et al., 1999). Tyto geny jsou spojené s adaptivni nebo toxickou
odpovédi na exogenni agonisty (Wright et al., 2017). Adaptivni odpovéd’ probiha tak, ze AhR
se vaze na xenobiotické ligandy a aktivuje transkripci enzyma, které zprostiedkuji jeji
biotransformaci a vylucovani (Conney, 1982). Toxickd metabolickd odpovéd’ nastava,
kdyz vazba ligandu s AhR vede k vyvolani toxickému plsobeni latky v téle. Napiiklad
toxicita dioxint zahrnuje hepatocelularni poskozeni, chlorakné, nebo zvyseny rust nadori
(Pitot et al., 1980; Poland et Knutson, 1982). Urcité formy cytochromli P450 jsou schopny
metabolizovat chemické latky tak, Ze po biotransformaci jsou latky toxictéj$i nez ve stavu,
v jakém se dostali do téla (Conney, 1982). Reakce katalyzované CYP1 mohou mit také
za nasledek produkci reaktivnich metabolitii vyvolavajici oxidacni stres, ktery by mohl narusit
fyziologické fungovani DNA a buné¢k v téle organismu. Coz potvrzuje naptiklad i vyzkum,
ve kterém bylo prokézano, ze mysi s deficitem AhR vykazuji rezistenci vici nadorim
vyvolanych polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH) (Sondermann et al., 2023).

Transkripcni aktivita AhR je regulovana na né€kolika urovnich, napt. degradaci ligandu
enzymem CYP1AI, pomoci AhR represoru AHRR (Baba et al., 2001) nebo degradaci 26S
proteazomem. Jednim z dilezitych cilovych genii v genomické draze je AhR represor
(AHRR). AHRR soutézi o vazbu s AhR, ovSem nedokaze vazat ligandy, jelikoz mé na rozdil
od AhR, porusenou PAS B doménu v N-koncové oblasti. Rozdil je také v C-koncové
transaktivacni doméné. AHRR muze kompetitivné potlacovat transaktivaci AhR vazbou
na ARNT za tvorby neaktivniho heterodimeru AHRR-ARNT. Timto zptisobem mtize ARNT
regulovat transkripci u AhR-dependentnich genti (Jackson et al., 2015; Hu et al., 2023).

Po disociaci komplexu AhR/ARNT miiZze byt uvolnény AhR prostiednictvim NES
sekvence exportovan z jadra, ubikvitinovén a degradovan 26S proteazémovou drdhou (Hu et
al., 2023). Mechanismus degradace 26S proteazomovou drdhou byl studovan napf. pomoci
imunologické analyzy potkanich hladké svaloviny, mySich bun¢k Hepa-1 a lidskych bunék
HepG2. Bylo zjiSténo Ze degradace proteinu je kritickou slozkou drédhy a ptipadné
zablokovani degradace pomoci inhibitoru preteazomu ma za nasledek zvySeni koncentrace

komplextit AhR-ARNT v jadie (Davarinos et Pollenz, 1999).
3.1.5 Nekanonicka signalni draha

Nekanonickd signalni draha (viz obrazek 2) ma velice podobny prubéh jako dlouho
jedind znama kanonickd, srozdilem, Ze u nekanonické muize AhR interagovat s jinymi
heterodimeriza¢nimi partnery, nez je ARNT. Heterodimerizacnim partnerem pro AhR muze

byt naptiklad Kriippel-like factor 6 (KLF6) (Wilson et al., 2013), retinoblastomovy protein



(pRB) nebo nuklearnim faktorem kappa B (NF-«xB) (Vogel et al., 2007b). Heterodimer se
nasledn¢ vaze do sekvence NC-XRE (non-consensus XRE), s motivem 5-GGGA-3),
kde dojde k iniciaci transkripce cilovych genti, kterymi jsou naptiklad IL-6, IL-8, c-Myc
serpine-1, cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (p21cipl) (Jackson et al., 2015).

endogenni nebo
exogenni ligand
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Obrazek 2: Kanonicka a nekanonicka signdlni draha AhR (upraveno podle Guerra-Ojeda et

al., 2023)

3.1.6 Negenomicka signalni draha

U negenomické drahy, kterd je popsdna 1 niZze na obrazku 3, dochazi k odstépeni
cytosolické tyrosin kynazy (c-SRC) z komplexu s receptorem a nasledné je schopna aktivovat
jiné neZ kanonické signdlni drahy AhR. Negenomicka signalni drdha nezahrnuje translokaci
AhR do jadra, ale dochazi ke sledu signaliza¢nich udélosti v¢etné fosforylace mitogenem
aktivovanych proteinkindz (MAPK), enzymatickd aktivace cytosolové fosfolipazy A2
(cPLA2), zvySeni mnozstvi intraceluldrniho véapniku, uvolnéni kyseliny arachidonové
a indukce zanétlivych mediatorti. Negenomickad signalni draha je sou¢ésti riznych bunéénych
procest, vcetné regulace imunity, zanétu a fizeni bunéného cyklu (Bock, 2020; Hu et al.,

2023).
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Obrazek 3: Genomicka a negenomicka signani draha AhR (upraveno podle Matsumura, 2008)

3.1.7 Srovnani lidského a mySiho AhR

Za celem studia receptoru AhR se vyuziva cela fada modelovych organisma (mysi,
krysy), které jsou vhodné ke studiu komplexnich biologickych interakci a fyziologickych
procest. Nékteré biologické procesy nejsou u zvitecich modeltl Gplné€ identické s t€mi u lidi
a je potieba zahrnout i lidské buniky, které jsou vSak vhodné spiSe pro primarni screening
slouCenin interagujicich s AhR a pro detailngjsi analyzu bunécnych a molekuldrnich
mechanismi. Naptiklad nékteré ligandy mohou aktivovat lidsky AhR jinak neZ mySi AhR
a naopak. To mlze mit disledky pro odpovéd’ na toxiny a exprese gent (Ware et al., 2020).
Zakladni funkce AhR u hlodavci i ¢lovéka jsou velmi podobné, ale stile existuji rozdily
ve struktufe, expresi a funk¢nich rolich. Dikladné pochopeni rozdili ve struktufe, aktivaci
a mechanismu by nam mohly pfinést dilezité poznatky, které by se daly vyuzit pti 1écbé
ruznych typt onemocnéni (Quintana et Sherr, 2013; Mulero-Navarro et Fernandez-Salguero,
2016).

U mysi je AhR dlouhy 805 aminokyselin, u lidi pak 848 aminokyselin a je kodovan
genem lezicim na chromozomu 7p15 u lidi a 12 A3 u mysi (Seldin, 1989, Le Beau, 1994).
Rozdily v molekulové hmotnosti mAhR a hAhR jsou vysledkem hypervariability
aminokyselinovych sekvenci na karboxylovych koncich, kdy odli$né pouziti stop kodonii
vytvaii proteiny s molekulovou hmotnosti rozdilnou o 6 kDa (Dolwick et al., 1993).

Z hlediska struktury maji mAhR a hAhR 86% identitu aminokyselinového slozeni
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na N-termindlnim konci, zatimco u C-terminalniho domény obsahuji pouze 58 % sekvence
stejné. U mysiho a lidského AhR maji subdomény TAD rGzné role v transaktiva¢nim
potencidlu pro C-doménu. Napiiklad bylo zjiSténo, Ze delece subdomény Q, zptisobuje
u lidského AhR zablokovani transkrip¢ni aktivity hAhR, zatimco u mysiho receptoru doslo
pouze k snizeni (Kumar et al., 2001, Flavely et al., 2008).

Po porovnani aminokyselinové sekvence bylo zjisténo, ze sekvence mAhR je nejvice
podobna s Per (protein cirkadidlniho rytmu) a Sim (single-minded) proteiny Drosophily
a s lidskym ARNT. Primarni oblast podobnosti mezi témito ¢tyimi proteiny byla na N-konci
a obsahovala 200-350 aminokyselin. Vysledky studie odhalily, ze v N-termindlni oblasti je
mysi AhR ze 31 % shodny s proteinem Sim, z 19 % s ARNT a 15 % ma stejnych s Per.
Kromé sekvenéni podobnosti mé mAhR, Sim, ARNT také C-termindlni doménu bohatou
na glutamin (Burbach et al., 1992).

Jiz v roce 1994 ve studii Okey et al., 1994 uvedli, Ze se obecné zda, zZe lidsky AhR funguje
podobné jako u hlodavcl, nicméné u hAhR je afinita, s jakou se ligand vaZe na receptor, niz$i
neZ u hlodav¢iho receptoru. S pfibyvajicimi vyzkumy se potvrzovalo, ze aktivace receptoru
je riznd mezi jednotlivymi druhy zivocichti (Zeiger et al., 2001). V roce 2006 byl vydan
rozsahly prehled rozdilii na pisobeni TCDD mezi n¢kolika druhy, véetné clovéka. Shrnutim
bylo, Ze studie potvrdily, Ze lidsky AhR sdili kli¢ové mutace s mAhRY, které maji za nasledek
vznik AhR s niz8i reaktivitou. V souvislosti s tim, vyzadovaly lidské bunky pfiblizné 10x
vys$i koncentrace TCDD nez bunky hlodavct (Connor et Aylward, 2006). Lokus AhR je
u mysi polymorfni, kmeny nesouci alelu AhR® exprimuji receptor s vysokou afinitou a jsou
citlivé na receptorové agonisty, zatimco kmeny nesouci alelu AhRY maji nizsi afinitu receptoru
a jsou méng citlivé na agonisty (Poland et al., 1987). U mysi s nizkou afinitou k ligandu
s alelou mAhRY je pozorovana vyssi odolnost viiéi toxicité zptisobené TCDD. Tato alela ma
ligand-vazebné doméné substituci aminokyseliny alaninu za valin, ktery pak narusuje vazbu
typickych ligandd AhR (Ema et al., 1994). Mezidruhové rozdily AhR a jejich schopnost
reagovat na ligandy mé u riznych druhl jiné projevy. Napiiklad u hlodavci mé expozice
TCDD za néasledek imunotoxicitu, reprodukéni toxicitu, rakovinu kize a jater,
zatimco u ¢lovéka zpisobi kontakt s TCDD pouze chlorakné (Watson et al., 1995; Agency for
Toxic Substances and Disease Registry). Jedny z nejvice citlivych obratloveil na expozici
TCDD jsou ryby, kde se opét vyskytuji cetné rozdily mezi jednotlivymi druhy (Peterson et
al., 1993; King-Heiden et al., 2012). Naopak bezocasi obojzivelnici jsou na piisobeni TCDD
velmi necitlivé (Collier et al., 2008).
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Jinym ptikladem, kdy byl pozorovan mezidruhovy rozdil AhR na ligandy, jsou indigo
a indirubin, agonist¢ AhR, pouzivajici se v klinické medicin¢ k 1é€bé ulcerdzni enteritidy
(chronicky typ zanétu travici trubice). U ¢lovéka mohou tyto ligandy AhR zptisobit vyskyt
krve ve stolici a plicni arteridlni hypertenzi, zatimco u mysi toto piisobeni neni pozorovano

(Nishio et al., 2016, Cho et al., 2020; Ozawa et al., 2020).
3.1.8 AhR anadorova onemocnéni

Rakovinné buiiky maji narusené regulacni obvody, které tidi fyziologickou bunécnou
proliferaci a homeostazu. Bylo navrhnuto Sest zakladnich zmén, které musi nastat, aby se
buika stala rakovinnou, a to: produkce vlastnich ristovych signalii, necitlivost na ristové
inhibi¢ni signaly, vyhybani se apoptoze, neomezeny replikacni potencial, stala angiogeneze
atkénova invaze s tvorbou metastaz (Hanahan et Weinberg, 2000). K témto zakladnim
vlastnostem byly pfidany dalsi, a to deregulovany metabolismus, obchazeni imunitniho
systému, nestabilni genom a zanét (Hanahan et Weinberg, 2011).

AhR reguluje expresi genl zapojenych do metabolismu cizorodych latek, imunitni
odpovédi, bunééného cyklu, diferenciace, metabolismu lipida a sacharidi. Je proto klicovym
faktorem nejen ve fyziologii cloveka, ale také ve vyskytu, vzniku a progresi
patofyziologickych  procesti, vcéetné¢ karcinogeneze, zanétu, infekce, diabetu
a kardiovaskularnich onemocnéni. Kvili jeho hojnému zastoupeni v riznych procesech se
posledni dobou AhR stava velice Casto vyhleddvanym terapeutickym cilem (Kou et Dai,
2021).

U riznych typi rakoviny bylo prokazano, Ze AhR slouZici jako transkripéni faktor je
schopen inhibovat expresi onkogenu, nebo aktivovat expresi tumor supresorovych gent,
jako jsou naptiklad p53, BRCA-1 (Jeffy et al., 1999; Su et al., 2009). Ve vyzkumu Phillips et
al.,, 2022 pozorovali vliv AhR na vyskyt p53 a preziti mysi s deficientem p53. Vysledky
ukazaly, Ze AhR ma tumor supresivni funkce 1 v nepfitomnosti supresoru p53. Jednim
z vysvétleni by mohlo byt, ze AhR a p53 nezéavisle fidi bun&ny cyklus a apoptozu. Uginky
AhR na rakovinu mohou byt zavislé na kontextu a lisit se v zdvislosti na konkrétnim typu
tkan¢ a faktorech prostfedi. Zatimco aktivace AhR muize v né&kterych souvislostech
podporovat karcinogenezi, v jinych situacich mtize mit také ochranné t¢inky tim, ze indukuje
detoxikacéni drahy (Conney, 1982, Yang et al., 2005).

Aktivace AhR mnoha xenobiotickymi ligandy je obvykle ptechodnd (Mitchell et
Elferink, 2009). Expozice TCDD a dalSich perzistentnich polutantii vS§ak vede k trvalé aktivaci

receptoru, ktery se akumuluje v téle, je velice t€Zko metabolizovan a vaze se s vysokou
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vazebnou afinitou (Budinsky et al., 2013). Rada diikazi potvrzuje, Ze trvala aktivace AhR je
ustfednim a pocateCnim faktorem nadorového ptlisobeni. Studie dokézaly, ze ligandy AhR
s nizsi afinitou jsou méné ucinné v souvislosti s nddorovym onemocnénim (Buchmann et al.,
1994, Budinsky et al., 2006). Déle bylo zjisténo, ze mutace AhR zabranujici translokaci
a dimerizaci s ARNT chréni pted chemickou toxicitou podobnou dioxinim (Walisser et al.,
2005). V nékterych piipadech mize samotna aktivita AhR vést k nddorovému bujeni, kdy bylo
zjiSténo, ze konstitutivné aktivni AhR zvySuje vyskyt nadorti jater a zaludku u mysi
(Andersson et al., 2002; Moennikes et al., 2004, Brunnberg et al., 2000).

Aktivace AhR muze pfispivat ke vzniku nadorovych onemocnéni riznymi
mechanismy, véetné metabolismu environmentalnich karcinogeni a modulace imunitnich
reakci. Kontextoveé zavisla povaha signalizace AhR zdiraziiuje potfebu dalSiho vyzkumu,
ktery by objasnil jeho piesnou tlohu u riznych typt rakoviny. AhR se podili na metabolismu
karcinogenii, v¢éetné PAH obsazenych v cigaretovém kouii a latkdch znecistujici zivotni
prostiedi. Aktivace AhR vede k indukci enzymd, jako jsou enzymy cytochromu P450 (CYP),
které tyto slouceniny metabolizuji na reaktivni meziprodukty, jeZ mohou poskozovat DNA
a potencialné ptispivat ke vzniku rakoviny (Bukowska et at., 2022).

Zménou funkce imunitnich bun¢k, jako jsou T-lymfocyty a dendritické buiky,
v disledku aktivace nebo inhibice AhR mitiZze byt zplisobena dysregulace imunitnich reaket,
coz je nasledné spojovano s rozvojem a progresi rakoviny (Stevens et al., 2009). V poslednich
letech jsou velice rozsahlé testy imunoterapie, které jsou zaloZeny na schopnosti nekterych
nadord odolavat G¢inkiim protinddorovym T lymfocytim (Boon et al., 2006). Za rezistenci
proti T lymfocytim miZe byt zodpovédnd celd fada mechanismi. Jednim znich je
mechanismus zaloZzeny na katabolismu tryptofanu prostfednictvim IDO (indolamin
2,3-dioxygendzy), ktera je Casto exprimovana v nadorech. IDO degraduje tryptofan a tim je
inhibovana proliferace T lymfocytd, kterd je jinak zavisla na ptfitomnosti tryptofanu. Pokud
by se ale pomoci inhibitoru zastavila aktivita IDO mohlo by dojit k ¢aste¢nému zvraceni
rezistence a mohl by tak byt nalezen ptfipadny zpiisob 1é€by nadorti prostiednictvim
imunoterapie (Uyttenhove et al., 2003). Jinym piikladem mechanismu miize byt produkce
TDO (tryptofan 2,3-dioxygenazy), enzymu, ktery degraduje tryptofan. TDO je béZné
exprimovan v jatrech a v menSim mnozstvi i v mozku (Miller et al., 2004). Pti testovani TDO
bylo zjiSténo, Ze je exprimovan v lidskych glioblastomech a podporuje rhst nadoru,
prostfednictvim produkce kynureninu. Kynurenin pisobi jako endogenni ligand pro AhR,

coz vede k vyssi odolnosti nddoru a ke snizeni protinadorové imunitni odpovédi (Opitz et al.,
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2011). Byl vyvinut inhibitor TDO, ktery byl nasledn¢ pouzit u imunizovanych mysi proti P815
(Van den Eynde et al., 1991). Po systémové 1€cbé timto inhibitorem dosSlo k obnoveni
schopnosti mys$i odmitnout nador exprimujici TDO. Indhibice TDO by v budoucnu mohla byt
bezpecnou cestou pii 1écbé nadorového onemocnéni, tak ze by se podpofilo imunitni
odmitnuti nadoru a posileni imunoterapie (Pilotte et al., 2012).

Modulace aktivity AhR by mohla byt potencidlné vyuzita ke zvySeni ucinnosti
chemoterapie nebo k inhibici riistu nadoru zdsahem do procest, jako je angiogeneze (tvorba
novych cév), které jsou klicové pro preziti nddoru. AhR ma terapeuticky potencial naptiklad
u rakoviny prsu, prostaty, plic, stfeva a kone¢niku, kiize, nebo lymfatického systému (Loaiza-
Pérez et al., 2004, Fritz et al., 2007; Vogel et al., 2007a; Nothdurft et al., 2020; Shah et
Itzkowitz, 2022; Ondrova et al., 2023).

Studie naznacuji, ze aktivace AhR miize u n¢kterych druhi rakoviny podporovat rist
nadori a jejich metastazovani. Napriklad signalizace AhR se podili na podpote proliferace
a invazivity bun¢k rakoviny prsu (Goode et al., 2013). Jako mozZny terapeuticky cil k 1é¢eni
rakoviny prsu se testoval omeprazol, ktery se bézné pouziva jako lék proti zanétlivym
onemocnénim gastrointestinalniho traktu. Ve studii bylo zjisténo, ze omeprazol inhibuje
migraci a invazi bunék zhoubného naddoru prsu a ptimo cilil na metastazované nadory. Zaroven
bylo prokézano, ze downregulace onkogenli omeprazolem v nadorovych buitkach rakoviny
prsu je zavisla na AhR (Jin et al., 2014).

U rakoviny plic byl vliv AhR testovan pomoci mySiho modelu. AhR pisobil

proti potencialnimu onkogenu K-Ras®!2P

v plicich a tim potlacoval nemalobuné¢ny karcinom
plic (Nacarino-Palma et al., 2021). Pti aktivaci AhR omeprazolem doslo k indukci exprese
aktivaniho transkripcniho faktoru 4 (ATF4) a upregulaci asparaginsyntdzy (ASNS),
ktera zvysila hladiny asparaginiu na tikor sniZeni hladin aspartatu, coz vedlo k potlaceni riistu
bunék plicniho karcinomu (Nothdurft et al., 2020).

V nedavné studii bylo zjisténo, Zze TCDD zvySuje toxické u€inky CCls v mySich
jatrech pravdépodobné zvySenim exprese cytochromu CYP2EI, zavislym na AhR. Nedostatek
AhR podpofil regeneraci mysich jater po akutnim toxickém poSkozeni, ale zaroven se zvysil
rozvoj hepatokarcinomu (Moreno-Marin et al., 2017).

Pii testovani ucinku AhR u rakoviny prostaty byl pouzit mys$i model TRAMP

(transgenic adenocarcinoma of mouse prostate). U mysi, které postradaly jednu nebo obé

alely pro AhR, byl vyskyt nadorti prostaty v priméru vyssi nez u mysi, které mély piitomné
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ob¢ alely pro AhR (wild type). Vysledky vyzkumu naznacovaly, Ze vzniklé nadory prosly
neuroendokrinni diferenciaci, ktera je regulovana AhR (Fritz et al., 2007).

U pacientti trpici IBD (zanétlivé onemocnéni stiev) je zvySené riziko vyvoje
kolorektalniho karcinomu (CRC), pficemz toto riziko narlista se zavaznosti zanctu a s délkou
trvani IBD. Mnoho patogennich mikrobii (napt. Bacteroides fragilis, Helicobacter pylori) je
schopno indukovat produkci SMO (sperminooxidaza) a to vede k produkci reaktivnich
kyslikovych radikalti a poSkozeni DNA (Xu et al., 2004). Bylo zjisténo, Ze enterotoxigenni
bakterie Bacteroides fragilis vytvaii patogenni toxin BFT, ktery se vaze na specificky receptor
epitelidlnich bungk tlustého stfeva a aktivuje signalni drahu zprostiedkovanou AhR (Shah et
Itzkowitz, 2022).

Ve riznych studiich se védci zamétili na mozny vliv TCDD na bunécné linie rakoviny
lymfomu. Vysledky ukazaly, ze aktivace AhR vede k rezistenci proti apoptické odpovédi u tii
ruznych bunéénych linii lidského lymfomu. Aktivace pomoci TCDD vedla ke snizeni
apoptdzy a indukovala expresy protizadnétlivych a anti-apoptickych proteinti (COX-2, C/EBPf
a Bcel-x) (Vogel et al., 2007a).

Klicovym aspektem terapeutického vyuziti AhR je kontextova specificnost zavisla
na molekularnim zdkladu onemocnéni. Naptiklad cetné studie uvadéji pfiznivé ucinky
agonistl AhR pifi 1écbé zéanétlivych stievnich onemocnéni. V tomto piipadé vedla
farmakologicka aktivace AhR agonisty (vCetné mikrobidlnich metaboliti tryptofanu)
k potlaceni imunitni odpovédi a zlepSeni stavu zanétlivého onemocnéni, piedevSim
prostfednictvim zvysené transkripce IL-22 a obnovené slizni¢ni odpovédi (Lamas et al. 2016,
Zelante et al., 2013). Na druhé stran€ u rakoviny nesouvisejici se zanétem, jako je duktalni
adenokarcinom pankreatu, byla aktivace AhR mikrobidlnimi metabolity tryptofanu
identifikovana jako faktor zhorSujici vysledek onemocnéni, zatimco farmakologicka inhibice
AhR antagonisty vedla k obnoveni funkci makrofagt, zvyseni infiltrace T-bunék, a nasledné

ke zlepSeni onemocnéni a potlaceni ristu nadoru (Hezaveh et al., 2022)

3.2 Studované slouceniny
3.2.1 TCDD

2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) spada mezi skupinu dioxint, které se fadi
mezi POPs (perzistentni organické polutanty). VSechny dioxiny jsou slozeny ze dvou
benzenovych kruht, spojenych jednim nebo dvéma atomy kysliku a mohou se vazat se ¢tyimi

az osmi atomy chloru. TCDD je bezbarva az bila krystalicka pevna latka a jedna se o jednu
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z ekologicky nejucinnéjSich toxickych sloucenin. S TCDD jsou spojovana nebezpeci akutni
toxicity, je vysoce toxicky pro vodni organismy jak u akutniho, tak dlouhodobého piisobenti,
fadi se mezi karcinogeny a teratogeny (Patrizi et Siciliani de Cumis., 2018, National Center
for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary for CID 15625,
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-P-dioxin).

Dioxiny se mohou dostat do atmosféry prevazné jako vedlejsi produkty rtiznych
spalovacich a primyslovych procest pracujici se slouceninami chloru a nasledné dostavaji
do pidy a vody a hromadi se v potravnim fetézci, kde se ukladaji v tukovych tkanich zvitat
ve znecCisténém prostiedi, a timto zptisobem se mohou dostat do tkéni Cloveéka (Von Burg,
1988, Breivik et al., 2004). Expozice dioxinli zahrnuje Siroké mnozstvi toxickych dusledkii,
jako je chlorakné, snizeni plodnosti, teratogenitu, imuno-, hepatoto-, kardio a dermalni
toxicitu, podporu riistu nadord, letalitu, zmény v endokrinni homeostaze a stimuluje expresi
velkého mnozstvi gent (Denison et al., 2011).

TCDD je agonista AhR a do responzivni bunky vstupuji difazi, kde dochézi k vysoce
afinitni vazbé s cytosolickym AhR a AhR nésledné vstupuje do kanonické signdlni dréhy.
Genova exprese TCDD zprostfedkovana AhR je druhove specifickd, kdy u hlodavet mize byt
citlivost receptoru k TCDD mnohem mensi, nez u ¢loveéka a nedaji se tedy pfimo vyvodit

mozné nasledky TCDD pro ¢lov€ka (Denison et al., 2011; Dere et al., 2011a).
Clt : :D : Cl
Cl o Cl
Obrazek 4: Chemicka struktura TCDD
3.2.2 BaP
Benzo(a)pyren (BaP) je ¢lenem skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodikt
(PAH), nachazejici se v pevném skupenstvi ve formé zlutych krystalt. Jedna se o toxickou
latku, Spatné rozpustnou ve vode a snadno v organickych rozpoustédlech (toluen, benzen,
chloroform). Je fazen mezi tabakové, environmentélni a chemicky karcinogen, ktery je Castym

inicidtorem nadorového bujeni (Hecht, 2002, National Center for Biotechnology Information

(2024). PubChem Compound Summary for CID 2336, Benzo[a[pyrene).
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BaP je produktem neefektivniho spalovani fosilnich paliv, dfeva a dalSich organickych
materidlli, nachazi se také v cigaretovém koufi. Miize se ale nachazet také v potravinach,
které byly zpracovavany pii vysokych teplotach. BaP spolu s ostatnimi PAH se uvoliluje
do atmosféry a nasledn¢ se uklada v ptid¢ a ve vod¢. Prostfednictvim vody se kontaminuji
vodni zdroje potravin, zeméd¢lské plodiny a rostliny (Dipple, 1983). Expozice BaP u zvirat
muZze mit po metabolické aktivaci za nasledek tvorbu nadort plic, jater, klize lymfatickych
tkani, pradusnic a predzaludku. U ¢lovéka je puisobeni BaP spojeno se zvySenym vyskytem
rakoviny plic a kGze (Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR).
Polychlorinated dibenzoparadioxins).

Tumorogenni aktivita PAH je zprostfedkovana metabolickou aktivaci na chemicky
reaktivni slouCeniny. BaP je metabolizovan pievazné cytochromy P450 CYP1Al a CYPIBI
a epoxidovou hydroladzou, kdy vznikne kone¢ny reaktivni produkt BaP-7,8-diol-9,10-epoxid
(BPDE) (4rlt et al., 2008). BPDE tvoti adukty s DNA, které maji mutagenni a karcinogenni
ucinky a podili se na tvorbé methylované DNA a zméné DNA metyltransferazy

(Wojciechowski et Meehan, 1984).

Obrazek 5: Chemicka struktura BaP
3.2.3 PCB-126-3,3",4,4",5-pentachlorbifenyl

PCBs neboli polychlorované bifenyly jsou smési az 209 jednotlivych chlorovanych
sloucenin (kongenert). Zakladem slouceniny je bifenyl, na kterém je navazano 1-10 atomu
chloru. Nejsou zadné ptirodni zdroje PCB, jedné se bud’ o olejovité kapaliny nebo o pevné
latky bezbarvé az svétle zluté barvy. Chemicky jsou inertni a stabilni pfi hydrolyze a oxidaci
v primyslovém pouziti. Po zahtati dochazi k uvoliiovani toxickych plynt chloru (Lewis,
2004, National Center for Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary
for CID 63090, 3,3",4,4' 5-Pentachlorobiphenyl).
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Komerc¢ni polychlorované bifenyly se skladaji ze smési kongenertit a u zivocichii
mohou vyvolat skalu biochemickych a toxickych reakci. Nékteré z polychlorovanych bifenyla
maji ucinky a strukturu podobnou TCDD, proto se jim jinak {iké dioxinim podobné (dioxin-
like) a druhou kategorii jsou dioxinim nepodobné (non-dioxin-like) (Safe, 1994). Expozice
PCB miize zpisobit nepfiznivé neurologické, reprodukéni, vyvojové, imunologické
a metabolické Ucinky. Vliv sloucenin je zavisly na davce a délce expozice (Who, 2003). PCB
podobn¢ jako dioxiny uplatiiuji své toxické plisobenim prostiednictvim aktivace AhR
a nasledné cile indukované transkripce zahrnuji nékolik ¢lenti rodiny cytochromu P450 —
CYPy, zajistujici metabolismus xenobiotik (Zhang et al., 2012).

PCB-126 je nejtoxictéjsi sloucenina patiici mezi polychlrované bifenyly a vykazuje
silnou afinitu k AhR. SloZeni a vlastnosti jsou podobné TCDD, chemické struktura ma
zakladni strukturu bifenyl, na ktery je ptipojenych pét atomu chloru v pozicich 3,3, 4,4 a 5.
Toxické ptisobeni PCB-126 je velice podobné pisobeni TCDD. Z vyzkumi bylo dale zjisténo,
ze PCB-126 ma hepatotoxicky ucinek a snizuje obsah bazalniho glykogenu v priméarnich
mySich hepatocytech. PCB-126 inhibuje glukoneogenzi (GNG) zlaktatu a pyruvatu
potlacenim transkripce genu PEPCK (fosfoenolpyruvatkarboxykinaza), zatimco GNG
z glykogenu neni ovlivnéna, jelikoz je fizena jinymi geny (Zhang et al., 2012). V dalsi studii
se doslo k zavéru, ze PCB-126 narusuje stievni mikrobiom, a pfispivé ke stfevnim zanétim

a metabolickym porucham (Petriello et al., 2018).

il
I Cl

Cl Cl
Cl

Obrazek 6: Chemicka struktura PCB-126

3.2.4 Omeprazol

Omeprazol patii mezi benzimidazolové slouceniny, ve své chemické struktute nese
substituovany benzimidazolovy kruh a substituovany pyridinovy kruh, které jsou spojeny

fetézcem obsahujici sulfoxid. Diky asymetrickému chiralnimu atomu siry se miiZze nachézet
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ve formé R- nebo S- izomeru (esoomeprazol). Jednd se o bily krystalicky prasek, snadno
rozpustny v ethanolu a methanolu, tézko v acetonu, isopropanolu a ve vodé. Omeprazol je
pomérné stabilni v kyselém pH, ale rychle se odbourava v pH kyselém (National Center for
Biotechnology Information (2024). PubChem Compound Summary for CID 4594,
Omeprazole).

Jedna se o inhibitor protonové pumpy (PPI) a silny inhibitor Zalude¢ni acidity.
V I€katstvi se pouziva pro 1écbu zanétlivych onemocnéni gastrointestindlniho traktu, vcéetné
1é¢by zaludeénich viedt. Caste¢na pieména omeprazolu probihd v ledvinach a wplny
metabolismus probiha v jatrech, prostiednictvim cytochromu P450, ktery je také odpovédny
za vznik jeho hlavnich metaboliti (Andersson et al., 1993, Sachs et al., 1993). Omeprazol
ktery se pouziva pti 1€cbé epilepsie (Howden, 1991).

Omeprazol se vyuziva nejen kléCeni zanétlivych onemocnéni traviciho traktu,
ale v poslednich letech se masivné testuji jeho terapeutické G€inky v oblasti karcinogeneze
(viz kapitola 3.1.8 AhR a nadorova onemocnéni). Bylo prokazano, Ze omeprazol indukuje
expresi genu CYP1A1 v bunkach lidského hepatomu a primarnich lidskych hepatocytech
(Curi-Pedrosa et al., 1994). Ve studii Shiizaki et al., 2014a ukazuji, Ze reakce mysiho AhR
na omeprazol je zpisobena metabolitem omeprazolu generovanym kvasinkami ve stfevech
mys$i a lidi. Jak dale v ¢lanku uvadéji, aktivace AhR omeprazolem je také zavisla na druhové
specifité receptoru, kdy mySi hepatomové buiiky jsou necitlivé vi¢i omeprazolu,
zatimco lidské na omeprazol reaguji. Molekuldrni mechanismy indukce CYPI1A1/2
omeprazolem (i dal§imi benzimidazolovymi inhibitory protonové pumpy) vSak nezahrnuji
pfimou vazbu 1é€iv na receptor AhR a nejsou tak fazeny mezi ligandy pro AhR (Dauwjat et al.,
1992; Lesca et al., 1995).

Aktivace AhR omeprazolem neni zcela objasn€na, nicméné Cetné vyzkumy se touto
problematikou v priibéhu let podrobné zajimaly. Aktivace omeprazolem je druhové specificka
a indukce CYP1A1 bylo identifikovano v lidskych primérnich hepatocytech ale ne v mySich
bunikach (Kikuchi et al., 1996). Dalsi vyzkumy odhalily, Ze OMS (omeprazol-sulfid),
degradacni metabolit omeprazolu, je antagonistou AhR v hepatomovych bunéénych liniich
lidského nebo mysiho plivodu, ale v Cerstveé vysetych hepatocytech se chova jako agonista.
Vysledkem vyzkumu byl ditkaz, ze sloucenina se mize zménit z antagonisty na agonistu AhR,
a naopak modulaci aktivity metabolismu 1éCiv hostitelské bunky (Gerbal-Chaloin et al.,

20006). Shiizaki et al., 2014b zjistili, ze aktivace reportérového genu fizeného XRE
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zprostiedkovana omeprazolem je zavisla na druhu, ze kterého AhR pochazi, ale nezavisla

na druhu hostitelské buniky, ve které je AhR exprimovan.

CH, H

O CH;  O—CH,

N2
< )=

CHj
\_7

Obrazek 7: Chemicka struktura omeprazolu
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Stabiln¢ transfekovand bunécna linie AZ-AhR, odvozend od lidskych hepatomovych
bun¢k a stabiln¢ transfekovana bunécna linie AheRepa , odvozena od mysSich hepatomovych
bunck hepalclc7. Ob¢ bunéené linie jsou adherentni.

Bunééna linie AZ-AhR umoznuje sledovat transkripéni aktivitu receptoru AhR. Vznikla
stabilni transfekaci lidskych hepatomovych bunék linie HepG2 pomoci koplexniho plazmidu
pGL-4.27-DRE, ktery nese gen pro rezistenci na hygromycin a plazmid nesouci DRE (dioxin-
responsive element), diky kterému se vaze na AhR a spousti transkripci luciferazy (Novotna
etal., 2011).

Hepalclc7 je jaterni bunécna linie izolovanéd z mysi s hepatomem. Jednd se o parentalni
linii, od niZ byla odvozena linie Aherepa, u které byla testovdna transkripcni aktivita AhR.
Aherepa vznikla stabilni transfekaci bunécné linie hepalclc7 plazmidem pGL-4.27-DRE,

nesouci gen rezistence na hygromycin.
4.2 Pouzité chemikalie, soupravy, roztoky

o 0,25% trypsin-EDTA (Biosera, kat. ¢. V5265)

e 2.3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD, ULTRA Scintific, kat. ¢. 48599)

e Decionizovana voda (dH,0)

e Benzo(a)pyren (BaP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. B1760)

e Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, kat. ¢. D4540)

e Fosfatovy pufr PBS (Biosera LM-S2041)

e Kultivaéni médium DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich,
kat. ¢. D6546)
- 2mM L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. RGL-001)
- 1 % neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)
- 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomicinu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P4333)
- 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS, Sigma-Aldrich, kat. ¢. F7524)

e Lyzaéni pufr (5x Reporter Lysis buffer, Promega, kat. ¢. E3971)

e Methyltetrazoliova stl (MTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. M2128)

e Oktylfenol etoxylat (Triton X-100, Serva, kat. ¢. 37240)

e Omeprazol (Supelco, kat. ¢. 12262)
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e PCB-126 (Ehrenstorfer, kat. ¢. EHERC20012600)
e Substrat pro luciferazu:
- 1,23 mg kyselina ethylendiamintetraoctovda (EDTA, Sigma-Aldrich, kat.
¢. E6511)
- 1,32 ml Tris-acetat-EDTA pufr (1 mol-1"', pH 7,8) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8280)
- 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L9504)
- 6,83 mg koenzym A (CoA, Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4282)
- 9,6 mg adenosin-5’-trifosfat (ATP, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419)
- 30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M5921)
- 168 mg dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, kat. ¢. 43819)
- Doplnéno do 30 ml deionizovanou vodou

e Trypanova modf (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T6146)
4.3 Laboratorni pomicky

e 96-jamkova bila deska na méteni luminiscence (NUNC)

e 96-jamkov¢ kultivacni desky (TPP)

e Automatické pipety srozsahem 0,1-2,5 upl, 0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl (Eppendorf)

e Biirkerova komiirka (Assistent)

¢ Bunicina (Tork)

e Jednorazové sérologické pipety s objemy 2 ml, 5 ml, 10 ml a 25 ml (TPP)

e Kiryci sklicka 22x22 mm (Menzel Gléser)

e Mikrozkumavky s objemy 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml (BIOplastics)

e Multikandlové pipety s rozsahem 0,5-10 upl, 10-100 pl, 20-200 pl, 30-300 ul
(Eppendorf)

e Petriho misky o objemu 60 ml (TPP)

e Pipetor (FastPette, Labnet)

e Plastovad nddoba s objemem 125 ml (TPP)

e Plastové kultivacni ldhve 75 ml a 150 ml (TPP)

e Plastové stojany na mikrozkumavky a zkumavky

e Plastové Spicky srozsahem 0,1-10 pl, 2-200 upl, 20-300 pl, 100-1000 pl
(Eppendorf)

e Plastové zkumavky s objemy 15 ml a 50 ml (TPP)
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4.4 Pristroje

e (CO; inkubator (NB-203, N-Biotek)

e Hlubokomrazici box (Schoeller)

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

e Laminarni box Labculture (Labculture Class II Type A2, Esco)
e Multifunkéni modulérni reader (Infinite M200, Tecan)

e Odsavacka (Flask-Trap 1, Biosan)

e Svételny mikroskop (NIB100, Novel Optics)

e Vodni lazen (LCB-11D, Labtech)

e Vortex (Reax top, Heidolph)

4.5 Pouzité metody
4.5.1 Kultivace a pasazovani bunék

Bunky linie Aherepa a AZ-AhR byly kultivovany v plastovych lahvich o plose
75 nebo 150 cm?. Buiiky byly uloZeny v inkubatoru pii 37 °C a atmosféte obsahujici 5 % COs..

Pasadzovani bunék, provadéné jednou za 3—4 dny, probihalo za sterilnich podminek
v laminarnim boxu. Pasdzovani slouzi k ziskani bunécné suspenze k experimentu a zaroven
k zamezeni nadbyte¢ného nartistu bun¢k na dno kultivacni 1ahve, které by mohlo zpisobit

naslednou smrt bunék z nedostatku Zivného média.

1. DMEM médium a fosfatovy pufr PBS byly ve vodni lazni nahtaty na 37 °C
a 0,25% trypsin byl rozmrazen pii pokojové teploté.

2. Kultivaéni 1dhev s bunécnou linii byla pfenesena z inkubatoru a pod svételnym
mikroskopem byla sledovana konfluence bun¢k. Nasledné byla ldhev pienesena
do sterilniho laminarniho boxu.

3. Nahtaté kultivaéni médium, PBS a trypsin byly zdesinfikovany a pfeneseny
do laminarniho boxu.

4. Pavodni kultivaéni médium bylo odsato a lahev byla promyta 5-7 ml 1x PBS,
ktery byl nasledné opét odsat.

5. Na bunky byl aplikovan 1 ml trypsinu a ldhev byla pfenesena na 5 minut
do inkubatoru (37 °C, 5% COy). Plsobenim trypsinu doslo k odlepeni bun¢k

z povrchu kultivaéni ldhve.
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6.

Kultivacni lahev byla pfenesena zpét do laminarniho boxu a k buitkkam bylo
piidano 9 ml média, ve kterém byly resuspendovany opakujicim se nasavanim
a vypousténim sérologickou pipetou.

Obsah ldhve byl pfenesen do 50ml centrifugacni zkumavky. 10 pl suspenze bylo
preneseno do 0,5 ml mikrozkumavky k pocitani bun¢k.

2 ml suspenze byly pipetou odebrany a pfeneseny zpét na lahev. K buitkam bylo

ptfidano 20 ml nového média a lahev byla umisténa do inkubéatoru.

Pfi pasdzovani bunék na vétsich kultivaénich lahvich (150 cm?) byly pouzity

dvojnasobné objemy reagencii.

4.5.2 Pocitani buné¢k a vyseti na desky

Pocet bun€k v suspenzi byl urCen spocitanim bunc¢k v Biirkerové komtrce

v 10 zornych polich. Na zviditelnéni bun¢k v suspenzi byla pouzita 0,04% trypanova modf,

ktera se dostane pouze do mrtvych bun¢k nebo bun¢k s narusenou membranou. Zdravé zivé

buiiky nejsou zabarveny a ve svételné mikroskopu se jevi jako bezbarvé.

1.

Bunécnd suspenze byla prenesena do plastové zkumavky, zniz bylo 10 pl
odebréno a ptepipetovano do 0,5 ml mikrozkumavky.

K bunécné suspenzi bylo ptidano 90 pl 0,04% trypanové modfi.

. Biirkerova komiirka byla ptekryta krycim sklickem a nasledné byla aplikovana

suspenze do Biirkerovy komurky pipetou tak, ze se suspenze dostala do prostoru
pod kryci skli¢ko kapilarnimi silami.
Buiiky spocitany pod mikroskopem v deseti riznych zornych polich. Z priméru

ziskanych hodnot byla spocitana hustota bun¢k v suspenzi.

. Z poctu bungk v jednotlivych polich Biirkerovy komtirky byl spocitan aritmeticky

pramér a koncentrace bunék v 1 ml suspenze.

. U MTT testu bylo do 96jamkové desky aplikovano 190 pl suspenze s hustotou

bunék 25 000 bunék/1 jamku a stejné tak i1 u luciferdzové eseje.
Desky s vysetymi buiikami byly inkubovany 24 hodin pfi 37 °C v atmosféte
obsahujici 5 % CO». Po inkubaci bylo médium odsato a byly aplikovany testovaci

latky.
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4.5.3 Ptiprava a aplikace testovanych latek na buiky

Byla vytvofena zasobni koncentracni fada roztoki TCDD, BaP, PCB-126
a omeprazolu, rozpusténim téchto latek v DMSO na pozadované koncentrace. U MTT testu
byly latky i kontroly fedény v kultivaénim médiu. Jako negativni kontrola bylo aplikovano
0,1% DMSO rozpusten¢é v DMEM médiu a jako pozitivni kontrola 2% Triton X-100
v DMEM médiu. Pred aplikaci latek na desku s vysetymi bunkami byly roztoky zasobni
koncentra¢ni fady nafedény 1 000x v DMEM médiu (viz tab. 3).

U luciferazové reportérové eseje (RGA), kde byla testovana aktivace AhR se latky
koncentracni fady (viz tab. 3) fedily 1 000x v depletovaném médiu jednotlivych bunéénych
linii. Depletovand médiua DMEM byla pribézné odebirana z kultivacnich lahvi s bunikami
linii AZ-AhR a Aherepa. Jako negativni kontrola byl pouzit roztok 0,1% DMSO
v depletovaném DMEM médiu AZ-AhR nebo Aherepa. Latky i pozitivni kontrola byly
aplikovany na 96-jamkové desky a byly vlozeny na 4 nebo 24 hodin do inkubatoru.

Tabulka 3: Redéni testovanych latek k MTT a GRA

Koncentrace
Koncentrace Koncentrace
Zasobni Zasobni ziedénych Zasobni
ziedénych ziedénych
roztoky roztoky BaP, roztoku roztoky
roztoku roztoki
TCDD PCB-126 BaP, PCB- | omeprazolu
TCDD omeprazolu
126
0,1 nM 0,1 pM 10 nM 10 pM 10 nM 10 pM
1 nM 1 pM 100 nM 100 pM 1 nM 1 pM
10 nM 10 pM 500 nM 500 pM 1 uM 1 nM
100 nM 100 pM I uM 1 nM 10 uM 10 nM
I uM 1 nM 10 uM 10 nM 100 uM 100 nM
2,5 uM 2,5nM 100 uM 100 nM I mM 1 uM
S5uM 5nM I mM I uM 5 mM 5uM
10 uM 10 nM 10 mM 10 uM 10 mM 10 uM
25 uM 25 nM 50 mM 50 uM
50 uM 50 nM 100 mM 100 uM
200 mM 200 uM
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4.5.4 MTT test

MTT test je kolorimetricky test, stanovujici viabilitu bunék s funkénimi

mitochondriemi. Test je zalozeny na barevné zméné zlut¢ého MTT na fialovy formazan.

Tetrazolium-bromid (MTT) je redukovan na fialové krystaly formazanu pii katalyze

mitochondrialni sukcinat dehydrogenazou u zivych bun¢k. Mrtvé buiiky krystaly nevytvari.

Krystaly MTT-formazanu jsou nésledné rozpustény v DMSO a spektrofotometricky se méfi

absorbance v jednotlivych jamkach. Mnozstvi absorbance je pifimo Umérné mnozstvi

zivotaschopnych bun¢k.

1.

Po provedené pasazi, spocitani bun€k a vyseti bunék na 96jamkovou desku se
bunky nechaly inkubovat do druhého dne pii 37 °C, 5% COa.

Testované latky, pozitivni (DMSO) a negativni (Triton X-100) kontroly nafedény
DMEM médiem.

. Z desky bylo pomoci odsavacky odstranéno médium a byly aplikovany ptipravené

roztoky testovacich latek. Kazda koncentrace dané latky byla pipetovana po 190 pl
do 5 jamek desky.
Po aplikaci testovanych latek byly desky inkubovany 24 hodin ve 37 °C

a atmosfére obsahujici 5 % COa,.

. Po inkubaci bylo médium v jamkach vyklepnuto a jamky byly promyty 100 ul

Ix PBS. PBS bylo také odstranéno, deska byla osusena buni¢inou a bylo
napipetovano 100 pl 10x fedéného MTT ze zasobniho roztoku 5 mg-ml™.

Deska byla inkubovéna ve 37 °C, pti 5 % CO2z do vzniku modrych krystald.
Po vzniku modrého zbarveni byla deska vyklepnuta a do jamek bylo pfidano 50 pl
DMSO, ve kterém byly krystaly rozpustény.

. Desky byly zlehka protfepany a po rozpusténi krystali byla zméfena jejich

absorbance pomoci spektrofotometru Infinite M200 pfi vinové délce 570 nm.

Ze zmétenych hodnot byla vypocitana viabilita bun€k vztazend k DMSO
jako k negativni kontrole, ktera tedy predstavovala 100 % Zivotaschopnost bunék.
Z vysledkti byly sestaveny grafy znazornujici viabilitu bunck v zavislosti

na koncentraci testovanych latek.

4.5.5 Reporter gene assay

Luciferazova reportérova esej je metoda vyuzivajici se ke zjisténi, zda je urcity ligand

schopen aktivovat receptor nebo transkripcni faktor, ktery se vaze do cilového promotoru
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a spousti expresi cilovych genl. Princip metody je zalozeny na enzymatické pireméné

luciferazy a substratu D-Luciferinu. Gen pro luciferazu je obsazen v plazmidu, ktery byl

transfekaci prenesen na bunéc¢nou linii. Nasledné po ptidani substratu dochéazi k enzymatické

reakci, oxidaci D-Luciferinu aemisi svétla, které lze méfit. Z namétenych hodnot

luminiscence lze stanovit miru aktivace testovaného receptoru.

Testy byly provadény na stabilné transfekovanych mysSich (Aherepa) a lidskych (AZ-

AhR) bunéénych liniich sjiz koplexnim plazmidem pGL-4.27-DRE, ktery nese gen

pro rezistenci na hygromycin a kopie DRE (dioxin-responsive element), diky kterym se vaze

na AhR a spousti transkripci luciferazy (Novotna et al., 2011).

Provadéné RGA byly vyhodnocovany po 4 a 24hodinové inkubaci latek s buiikami

ve Ctyfech validnich opakovanich.

1.

Po provedeni pasaZze a spocitani bunék byly buiiky vysety na 96jamkové desky
a byly inkubovany do druhého dne pii 37 °C, 5 % CO».

Po inkubaci byly aplikovany piipravené testované latky, kde byla kazda
koncentrace dané latky pipetovana po 190 ul do 5 jamek desky. Desky byly
inkubovany dalsi 4 nebo 24 hodin, ve 37 °C, pii 5 % COx.

. Nasledn¢ byly desky vyklepnuty a osuSeny buni¢inou a bylo pifiddno 30 pl

lyza¢niho pufru. Desky byly vlozeny do hlubokomrazicitho boxu na — 80 °C
minimalné po dobu 20 minut.
Poté byly zmraZené desky vyjmuty z hlubokomraziciho boxu a byly uloZeny

na tfepacku k rozmrazeni.

. Na bilou 96-jamkovou desku pro méfeni luminiscence bylo napipetovano po 6 pl

lyzatu z kazdé jamky. Do jamek bylo k 6 ul lyzatu ptidano po 30 pl substratu
s D-Luciferinem.

Pomoci spektrofotometru Infinite 200 byla u jednotlivych desek zmeétena
luminiscence. V programu i-control byl nastaven program pro RGA na méfeni

luminiscence.

Ze vsech opakovani byla vypocitdna primérnd FOLD indukce, ktera byla v zavislosti

na koncentraci latky vlozena do grafii latek. U vSech testovanych latek na obou liniich byly

pomoci programu GraphPad Prism 10.0 spocitany hodnoty ECso.
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5 VYSLEDKY
5.1 Stanoveni cytotoxicity testovanych latek pomoci metody MTT

Bunééné linie AZ-AhR i1 Aherepa byly vystaveny pusobeni TCDD, BaP, PCB-126
a omeprazolu. Cilem bylo testovat tyto latky na transkripcni aktivitu AhR, coz by ale nebylo
mozné, pokud by byly latky pro bunky toxické. Prvnim ukolem v praktické casti tedy bylo
urceni vhodné koncentracni fady roztokli pomoci metody MTT. Z namétenych hodnot byla
stanovena viabilita bun¢k a byla vyjadiena jako procentudlni hodnota zavisla na nejnizsi
koncentraci testované latky. VSechny vysledné grafy pro metodu MTT jsou vyjadieny jako
primér ze tfech opakovani.

Viabilita bun¢k po 24hodinové kultivaci s TCDD byla u obou linii vztaZzena k nejnizsi
testované koncentraci TCDD 10 pM. Nize v grafu 1 jsou zndzornény vysledky MTT testd
linie AZ-AhR. Nejniz$i viabilita bunék byla métena u koncentraci 25 a 50 nM, kdy se hodnoty
pohybovaly okolo 80 %. U ostatnich hodnot koncentra¢ni fady se viabilita bunék pohybovala
okolo 100 %. Graf 2 vyjadiuje vysledky MTT testl linie Aherepa. Nejvyssi hodnota viability
100% byla namétena u TCDD s koncentraci 10 pM. Viabilita bun¢k po aplikaci ostatnich

roztokli koncentra¢ni fady se pohybovaly okolo 90 %.

Viabilita buné¢k linie AZ-AhR pfti
pusobeni TCDD
120,00

100,00 T *
80,00 T
60,00
40,00
20,00

0,00

10pM 100pM 1nM 5nM 10nM 25nM 50nM
Koncentrace TCDD

Viabilita bunék (%)

Graf 1: Viabilita bunék linie AZ-AhR po 24hodinovém ptisobeni TCDD v rozmezi koncentraci 10 pM — 50 nM.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton. Viabilita bun¢k
byla vztaZzena k nejnizsi koncentraci 10 pM, ktera predstavovala 100 %. Graf je primérem ze tfi na sobé
nezavislych meétenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky ptredstavuji

standartni chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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Viabilita bun€k linie Aherepa pii plisobeni
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Graf 2: Viabilita bungk linie Aherepa po 24hodinovém ptisobeni TCDD v rozmezi koncentraci 10 pM — 50 nM.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton. Viabilita bun¢k
byla vztazena k nejnizsi koncentraci 10 pM, ktera pfedstavovala 100 %. Graf je primérem ze tii na sobé
nezavislych méfenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky piedstavuji

standartni chybu, hvézdi¢ky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.

Pfi kultivaci obou linii s benzo(a)pyrenem se vysledky opét vztahovaly k nejnizsi
koncentraci BaP, ktera byla 10 pM. V grafu 3 jsou zaznamenany vysledky MTT testd pro linii
AZ-AhR. U aplikace vétsiny roztokli koncentra¢ni fady se viabilita bun€k pohybovala okolo
100 %. Nejnizsi hodnota viability 91 % + 20,5 % byla namétena pfi aplikaci 100nM roztoku
BaP. V nésledujicim grafu 4 jsou shrnuty vysledky MTT testu pfi ptisobeni BaP u linie
Aherepa. Viabilita bun€k s rostouci koncentraci BaP klesala a nejniz$i namétena hodnota
v aplikaci 10uM BaP byla 58 % + 1,3 %. U roztoku BaP s koncentraci 10 pM byly u mysi
linie zaznamenany vys$i cytotoxické u€inky nez u lidské, kde viabilita bunck nebyla

vyznamn¢ ovlivnéna.

Viabilita buné¢k linie AZ-AhR pfti plisobeni
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Graf 3: Viabilita bunék linie AZ-AhR po 24hodinovém plsobeni BaP v rozmezi koncentraci 10 pM — 10 uM.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton. Viabilita bunc¢k
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byla vztaZzena k nejnizsi koncentraci 10 pM, kterd piedstavovala 100 %. Graf je primérem ze tfi na sobé

nezavislych métenich.
Viabilita bun¢k linie Aherepa pii piisobeni BaP
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Graf 4: Viabilita bunék linie Aherepa po 24hodinovém ptisobeni BaP v rozmezi koncentraci 10 pM — 10 uM.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton. Viabilita bun¢k
byla vztaZzena k nejnizsi koncentraci 10 pM, ktera predstavovala 100 %. Graf je primérem ze tfi na sobé
nezavislych méfenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky piedstavuji

standartni chybu, hvézdi¢ky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.

Pfi testovani viability bun¢k po aplikaci PCB-126 byly vysledky MTT testd u obou linii
vztazeny k nejnizs$i aplikované koncentraci 10 pM. V grafu 5 jsou vysledky MTT testu
pfi pusobeni koncentracni fady PCB-126 na linii AZ-AhR. Viabilita bun€k se az na posledni
aplikovanou koncentraci pohybovala okolo 100 %. V posledni koncentraci byla
Zivotaschopnost bunék po aplikaci 10uM PCB-126 rovna 86 % + 9 %. MTT testy mysi linie
Aherepa jsou znazornéné v grafu 6. Viabilita bunck se po aplikaci vSech latek kromé posledni
pohybovala mezi 90-100 %. Zivotaschopnost bungk se v zavislosti na nejvyssi koncentraci

PCB-126 10 uM rovnala 85 % =+ 7,4 %.

Viabilita buné¢k linie AZ-AhR pii piisobeni
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Graf 5: Viabilita bun€k linie AZ-AhR po 24hodinovém pusobeni PCB-126 v rozmezi koncentraci
10 pM — 10 pM. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton.
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v

na sobé nezavislych méfenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky

predstavuji standartni chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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Graf 6: Viabilita bunék linie Aherepa po 24hodinovém pilisobeni PCB-126 v rozmezi koncentraci 10 pM — 10 uM.
Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton. Viabilita bun¢k

v

Studentova t-testu. Graf je primérem ze tfi na sob¢é nezavislych méfenich. Chybové tsecky predstavuji standartni

chybu, hvézdicky (**) oznacuji p < 0,01, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.

U testovani cytotoxickych u¢inkli omeprazolu byly vysledky MTT testti u obou linii
vztazeny k nejniz$i aplikované koncentraci 0,1 nM. V grafu 7 jsou vysledky MTT testt
s aplikaci omeprazolu na lidskou bunécnou linii. U testovani Ctyf nejniZSich koncentraci
roztoku omeprazolu, se viabilita bun&k pohybovala okolo 100 %. Zivotaschopnost bungk
pii testovani tfech nejvice koncentrovanych roztokt klesla a pohybovala se okolo 85 %.
Nejniz§i mira viability byla v zavislosti na roztoku 200uM omeprazolu, kdy klesla
na73 % * 4,4 %. Graf 8 zndzornuje vysledky MTT testl pii aplikaci omeprazolu na mysi
bunécnou linii. Viabilita v8ech bun¢k pii aplikaci riznych koncentraci omeprazolu se
pohybovala okolo 100 %, u nékterych koncentraci (100 nM, 100 uM) byla viabilita bunék
10 10 % vyssi nez hodnota srovnavaci. Nejnizsi viabilitu mély buiiky po aplikaci 200 pM
roztoku omeprazolu a dosahovaly hodnoty 96 % + 12,5 %.
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Viabilita bun¢k linie AZ-AhR pfi plisobeni
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Graf 7: Viabilita bunc¢k linie AZ-AhR po 24hodinovém pilisobeni omeprazolu v rozmezi koncentraci
100 pM — 200 pM. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2%
Triton. Viabilita bun¢k byla vztazena k nejniz§i koncentraci 100 pM, ktera predstavovala 100 %. Graf je
primérem ze tfi na sob& nezavislych méfenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu.
Chybové usecky predstavuji standartni chybu, hvézdicka (*) oznaéuje p < 0,01, hvézdicky (**) oznacuji

p <0,001, kde p zndzoriuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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Graf 8: Viabilita bunék linie Aherepa po 24hodinovém pisobeni omeprazolu v rozmezi koncentraci
100 pM — 200 pM. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO a jako pozitivni kontrola byl pouzit 2%
Triton. Viabilita bun¢k byla vztazena k nejnizsi koncentraci 100 pM, ktera predstavovala 100 %. Graf je
prumérem ze tfi na sobé nezavislych méfenich. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu.
Chybové tsecky predstavuji standartni chybu, hvézdicky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znézoriiuje nejmensi

hladinu vyznamnosti.

5.2 Vliv vybranych xenobiotik na transkrip¢ni aktivitu mySiho a lidského AhR

Pomoci luciferazové reportérové eseje byla méfena mira indukce transkripcni aktivity
AhR v bunéénych liniich AZ-AhR a Aherepa po aplikaci TCDD, BaP, PCB-126 a omeprazolu.

Po provedenych testech GRA byly namétfené hodnoty chemiluminiscenéniho signalu
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luciferazové aktivity prepocitany na nasobky indukce vztazené k negativni kontrole DMSO
(fold induction). GRA byly u obou linii provadény po 4 a 24hodinové inkubaci latek
s bunkami. K vysledkiim byly také spocitdny hodnoty ECso, které znézoriiuji koncentraci
testované latky, kdy je dosazeno 50 % maximalniho uc¢inku. Hodnoty ECso byly s pomoci

vedouci ur¢eny v programu GrafPad Prism 9.

Pti testovani TCDD na lidskou linii byla po 4 hodinach maximalni odpovéd’ pti aplikaci
25 nM roztoku TCDD a dosahovala hodnoty nasobku indukce 12,18 + 1,32 (graf 9A).
Po 24hodinovém ptisobeni TCDD byla maximalni odpovéd’ 3429,08 + 632,68 pii koncentraci
50 nM (graf 9B). U testovani mysi linie byla luciferdzova aktivita po 4 hodinach nejvyssi
pti koncentraci 50 nM a dosahovala hodnoty nasobku indukce 4,33 + 2,42 (graf 9C).
Po 24hodinové inkubaci byla maximalni odpovéd’ pfti koncentraci 25 nM a rovnala se
56,17 + 3,68 (graf 9D).

Hodnoty ECso ur€eny pro jednotlivé grafy testi s TCDD jsou uvedeny v tabulce 4. U linie
AZ-AhR byla hodnota ECso po 4hodinovém ptisobéni TCDD 1,9 + 1,0 nM a po 24hodinovém
pusobeni 4,9 + 2,4 nM. U mysi linie Aherepa se ECso znac¢né lisila a po 4 hodinach piisobeni

TCDD se rovnala 0,2 £ 0,1 nM, po 24 hodinach pak 0,06 £ 0,01 nM.

Tabulka 4: ECso k jednotlivym testim GRA pii ptisobeni TCDD

ECso
4 hodiny 24 hodin
AZ-AhR 1,9+ 1,0nM 4,9 + 2,4 nM
Aherepa 0,2+0,1 nM 0,06+ 0,01 nM
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Graf 9: Vliv pusobeni TCDD na transkripéni aktivitu AhR u lidské a mysi linie po 4 a 24 hodinach

Bunécné linie byly inkubovany s TCDD v koncentra¢ni fadé v rozmezi 0,1 pM — 50 nM. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Namétené hodnoty aktivace
receptoru byly vztazeny k negativni kontrole, ktera tedy predstavovala 100 %. Vysledné hodnoty jsou u 4hodinového testu linie AZ-AhR primérem ze Ctyf na sobé nezavislych
experimentli a u 24hodinového testu z péti na sob& nezavislych experimentti. U linie Aherepa jsou hodnoty v grafu 4hodinodinového testu primérem ze tfi na sobé nezavislych
experimentli a u 24hodinového testu ze Ctyt na sobé nezavislych experimentech. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky piedstavuji standartni
chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, hvézdicky (¥*) oznacuji p < 0,001, kde p znazoriiuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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Pti testovani BaP, byla luciferazova aktivita u linie AZ-AhR po 4 hodinach nejvyssi
uroztoku 10 uM BaP a dosahovala hodnoty nasobku indukce 13,91 + 3,33 (graf 10A).
V grafu 10A 1 10B je vidét, ze luciferazova aktivita rostla s rostouci koncentraci BaP.
Po 24hodinovém pisobeni BaP byla viditelnd zména indukce luciferazové aktivity
az pti koncentraci roztoku 1 uM. Nejvyssi luciferazova aktivita u linie AZ-AhR
po 24hodinovém pusobeni BaP byla méfena u nejvyssi koncentrace 10 uM a dosahovala
zde hodnoty 1163,71 + 295,5. Po 4 hodinach byla nejvyssi naméfena hodnota indukce
pii koncentraci BaP 1 uM a dosahovala hodnoty 5,2 + 1,5 (graf 10C). Po 24 hodinéach byla
nejvyssi meéfena luciferazova aktivita opét u roztoku s1 puM BaP, kdy dosahovala
13,67 £ 1,54 (graf 10D).

Jednotlivé ECso pro grafy testi s BaP jsou uvedeny v tabulce 5. Hodnota ECso u lidské
linie AZ-AhR bylo po 4hodinovém pisobeni BaP méla hodnotu 135 + 47 nM, po 24hodinové
inkubaci s BaP pak 1500 + 10 nM. Hodnota ECsp u AZ-AhR po 24hodinovém plisobeni BaP
je vSak pouze orientacni, jelikoZ nebylo dosazeno plateau (plateau = oblast kiivky, kde obecné
jiz nedochazi ke zvySeni odpovédi) a pro stanoveni piesnéjsi hodnoty EC50 by bylo potiteba
aplikovat vyssi koncentraci testované latky, napt 100uM. U mysi linie byla po 4 hodinach
ECso rovna 7,9 + 7,1 nM. Po 24hodinovém plisobeni BaP na mysi linii byla latka v nejvyssi

koncentraci pro buiiky jiz toxicka, a proto pozorujeme pokles.

Tabulka 5: ECso k jednotlivym testim GRA pii ptisobeni BaP

ECso
4 hodiny 24 hodin
AZ-AhR 135+ 47 nM 1500+ 10 nM
Aherepa 79+7,1 nM 103 £ 57 nM
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Graf 10: Vliv pusobeni BaP na transkripéni aktivitu AhR u lidské a mysi linie po 4 a 24 hodinach

Bunécné linie byly inkubovany s BaP v koncentracni fadé v rozmezi 10 pM — 10 uM. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Namétené hodnoty aktivace receptoru
byly vztazeny k negativni kontrole, ktera tedy pfedstavovala 100 %. Vysledné hodnoty jsou u 4hodinového testu linie AZ-AhR primérem ze tii na sob€ nezavislych
experimentl a u 24hodinového testu ze ¢tyfech na sobé nezavislych experimentti. U linie Aherepa jsou hodnoty v grafu 4hodinodinového testu primérem z péti na sobé
nezavislych experimentd a u 24hodinového testu ze Ctyf na sob& nezavislych experimentech. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové tsecky
predstavuji standartni chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, hvézdicky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znazoriuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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Graf 11 ukazuje vysledky reportérovych eseji po aplikaci PCB-126. U lidské linie byla
6,83 + 1,53 (graf 11A). Pii koncentraci 10uM PCB-126 po 24 hodinidch dosahovala
maximalni indukce 2538,96 + 451,95 (graf 11B). U mysi linie byla po 4 hodinach ptisobeni
PCB-126 byla nejvyssi namétena indukce v posledni testované koncentraci 10 uM a rovnala
se 2,58+ 1,27 (graf 11C). Po 24hodinovém plsobeni PCB-126 byla maximalni naméfena
luciferdzova aktivita pii koncentraci 10 nM, kde dosahovala hodnoty 42,85 + 15,31 (graf
11D).

Urcené hodnoty ECso jsou uvedené nize v tabulce 6. U lidské linie AZ-AhR byla hodnota
ECso po 4hodinovém pitisobeni PCB-126 rovna 16 + 5,2 nM. Po 24hodinovém plisobeni
PCB-126 byla hodnota ECso opét pouze orientacni, jelikoz nebylo dosazeno plateau a vysla
230 £ 170 nM. U linie Aherepa hodnota ECso nabyvala 3,0 + 1,4 nM po 4hodinovém
pusobeni latky a po 24hodinovém pak 0,67 + 0,2 nM.

Tabulka 6: ECso k jednotlivym testim GRA pfi piisobeni PCB-126

ECso
4 hodiny 24 hodin
AZ-AhR 16 £5,2 nM 230+ 170 nM
Aherepa 30+£1,4nM 0,67+0,2 nM
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Graf 11: Vliv pusobeni PCB-126 na transkripéni aktivitu AhR u lidské a mysi linie po 4 a 24 hodinach

Bunécné linie byly inkubovany s PCB-126 v koncentracni fad€ v rozmezi 10 pM — 10 pM. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Naméfené hodnoty aktivace
receptoru byly vztazeny k negativni kontrole, ktera tedy predstavovala 100 %. Vysledné hodnoty jsou u 4hodinového testu linie AZ-AhR primérem ze Ctyf na sob€ nezavislych
experimentll a u 24hodinového testu ze dvou na sobé nezavislych experimentti. U linie Aherepa jsou hodnoty v grafu 4hodinodinového testu primérem ze Ctyt na sobé
nezavislych experimentll a u 24hodinového testu ze tfi na sob€ nezavislych experimentech. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové tsecky
predstavuji standartni chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, hvézdicky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znazoriuje nejmensi hladinu vyznamnosti.
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V grafu 12 jsou zobrazeny vysledky GRA u mysi a lidské linie pii ptisobeni omeprazolu.
Jak je vidét u linie AZ-AhR byla po 4hodinovém plisobeni omeprazolu nejvyssi indukce
u roztoku s koncentraci 10 uM, kde byla rovna 9,46 + 2,07 (graf 12A). Po 24 hodinach
inkubace lidské linie s omeprazolem byla maximalni luciferazova aktivita pii nejvyssi pouzité
koncentraci 200 uM, kde dosahovala hodnoty 810,79 + 211,79 (graf 12B). U mysi linie byla
po 4hodinovém pulisobeni omeprazolu aktivita luciferazy srovnatelna s negativni kontrolou
(graf 12C). Po 24 hodinach pak byla indukce nejvyssi pti 200 uM, kde dosahla 8,66 + 4,19
(graf 12D).

ECso urc¢ené k jednotlivym experimentim s omeprazolem jsou uvedeny nize v tabulce 7.
Hodnota ECso u linie AZ-AhR po 4hodinové inkubaci s omeprazolem byla 2,5 + 1,0 uM.
Po 24hodinovém ptisobeni pak orientacné 36 + 19 uM. U mysi linie Aherepa po 4 hodinach
plusobeni omeprazolu nebylo mozné stanovit, jelikoz nebyl zaznamendn na koncentraci
zavisly narust aktivity luciferazy . Po 24 hodinach se hodnota ECso se pohybuje orientacné

kolem 43 + 45 uM.

Tabulka 7: ECso k jednotlivym testim GRA pfi plisobeni omeprazolu

ECso
4 hodiny 24 hodin
AZ-AhR 2,5+ 1,0 uM 36 £ 19 uM
Aherepa OME neaktivoval AhR 43 £45 yM

40



A GRA buné¢né linie AZ-AhR pfti pisobeni C GRA bunécné linie Aherepa pii plisobeni

omeprazolu po 4 hodinach omeprazolu po 4 hodinach
14,00 1,50
S 12,00 5 T
S 10,00 S 100 =
E oo . -
: T T T — -
8 400 0 050
Q 200 * — - o
000 W . HN m 0,00
01% 100pM 1nM  10nM 100nM 1yM  10uM 100uM 200uM 0% 100pM 1nM  10nM 100nM 1pM  10uM  100uM 200uM
DMSO DMSO
Koncentrace omeprazolu Koncentrace omeprazolu
B GRA bunééné linie AZ-AhR pfi plisobeni D GRA bunééné linie Aherepa pii plisobeni
omeprazolu po 24 hodinach omeprazolu po 24 hodinach
_ 120000 . _ 1400
S 1000,00 * s 1598 I
5 S 78,00
S 80000 S 50 -
£ 600,00 £ 200 £ O
o 20 - - — ==
5 2000 g 0 .
! 0
- 0,00 — — = . Q@%’ \Q“§\ QQQ ANy \Q§\ \Q@“ N 5§\ \Q§\ QQ§\ @§
01% 100pM 1nM 10nM 100nM 1uM  10uM 100uM 200pM o A S
DMSO >
Koncentrace omeprazolu Koncentrace omeprazolu

Graf 12: Vliv ptisobeni omeprazolu na transkripéni aktivitu AhR u lidské a mys$i linie po 4 a 24 hodinach

Bunééné linie byly inkubovany s omeprazolem v koncentracni fadé v rozmezi 100 pM — 200 pM. Jako negativni kontrola bylo pouzito 0,1% DMSO. Naméfené hodnoty
aktivace receptoru byly vztazeny k negativni kontrole, ktera tedy pfedstavovala 100 %. Vysledné hodnoty jsou u 4hodinového testu linie AZ-AhR primérem ze dvou na sobé
nezavislych experimentti a u 24hodinového testu ze tif na sob& nezavislych experimentd. U linie Aherepa jsou hodnoty v grafu 4hodinodinového testu primérem ze dvou
na sobé nezavislych experimentt a u 24hodinového testu ze ¢tyf na sobé nezavislych experimentech. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci Studentova t-testu. Chybové usecky
ptedstavuji standartni chybu, hvézdicka (*) oznacuje p < 0,01, hvézdicky (**) oznacuji p < 0,001, kde p znazornuje nejmensi hladinu vyznamnosti.

41



Nize v tabulce 8 jsou pro lepsi orientaci uvedeny vSechny ziskané hodnoty ECso

z jednotlivych experimentt.

Tabulka 8: Souhrnna tabulka pro EC50 vSech testovanych latek po 4 a 24hodinovych

inkubacich
Testovana latka Doba inkubace ECso
AZ-AhR Aherepa
TCDD 1,9+1,0nM 0,2+0,1 nM
BaP 135 £ 47 nM 7,9+7,1 nM
PCB-126 4 hodiny 16 £52nM 3,0+ 1,4 nM
OME neaktivoval
Omeprazol 2,5+ 1,0 uM
AhR
TCDD 49+24nM 0,06 £0,01 nM
BaP 1500 + 10 nM 103 + 57 nM
24 hodin
PCB-126 230+ 170 nM 0,67+ 0,2 nM
Omeprazol 36 £19 uM 43 +£45 yM

Poznamka: hodnoty ECsp jsou primérné hodnoty z jednotlivych na sobé nezavislych experimentti + smérodatné

odchylky.
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6 DISKUZE

Role AhR je slozitd a méni se v zavislosti na typu tkan€, vyvojovém stadiu
a environmentalnim kontextu. Jeho aktivace riznymi ligandy mize mit rizné fyziologické
1 patofyziologické dusledky, a proto je dilezité porozumét funkcim AhR pro objasnéni piinosu
tohoto receptoru k zdravi a nemoci.

V této bakalafské praci byl sledovan vliv rGznych xenobiotik (TCDD, BaP, PCB-126
a omeprazol) na transkripcni aktivitu AhR v lidské a mys$i hepatomové linii modifikované tak,
aby exprimovaly luciferdzu pod kontrolou XRE, coz umoziuje studovat, jak tyto bunky
reaguji na xenobiotické slouCeniny méienim aktivity luciferazy jako indikatoru genové
exprese. Pomoci MTT testu byla nejprve posouzena toxicita jednotlivych latek na tyto
bunécné linie. Zvolené koncentrace testovanych latek nevykazovaly vyrazny toxicky ucinek,
naméfené hodnoty viability se pohybovaly kolem 90 %. Pokles viability byl zaznamenan
u linie Aherepa po aplikaci 10uM BaP, kdy Zivotaschopnost kleslana 58 % + 1,3 %. Ve studii
Gan et al., 2020 byl testovan cytotoxicky ucinek BaP na mySi buné¢né linii Hepa 1-6
po 24hodinové inkubaci BaP. V této studii byl zaznamend pokles viability o 20 % respektive
50% po aplikaci 10 uM a 100 uM BaP. Nasledné pomoci metody reporter gene assay byl
sledovan ucinek téchto latek na transkrio¢ni aktivitu AhR a z vyslednych dat byla stanovena
hodnota ECso (potence) a G¢innost.

TCDD jakozto nejtoxi¢t§jsi a nejlépe prostudovand slouCenina ze skupiny
polychlorovanych aromatickych dibenzodioxintl je ve vétsiné studii vyuzivana jako modelovy
ligand s nejvyssi afinitou vic¢i AhR a slouzi také k porovnni relativni toxicity sloucenin
s podobnym ucinkemin. Pfi srovnani testll na obou liniich s TCDD je z vysledki vidét,
Ze hodnoty maximalni indukce jsou u linie AZ-AhR 60x vys§i po 24hodinovém plisobeni
50 nM TCDD v porovnani s linii Aherepa (viz graf 9B a 9D). Ze stanoveny hodnot ECs je
zfejmé, ze mysi AhR je citlivéjsi na ptitomnost TCDD nez lidsky AhR (viz tabulka 4).
Ve vyzkumu He et al., 2011 pracovali s metodou CALUX, kdy méfili luciferazovou aktivitu
po 24hodinové inkubaci TCDD v koncentracich od 0,01 pM — 1 nM u mysi bunééné linii
HI1L1.1c2. Uvadéji, ze hodnota ECso odpovida piiblizné 70 pM a maximalni indukce AhR
byla pfi 0,InM TCDD. V porovnani s vysledky v bakalatské praci, kdy ECso u my$i linie
po aplikaci TCDD je pfiblizn¢ 60 pM a maximalni indukce pfi 1nM, mliZeme brat, Ze se tyto
vysledky shoduji. Novotna et al., 2011 ve svém ¢lanku uvadi vysledky luciferazovych eseji

pii testovani TCDD v koncentracich 10 pM — 100 nM. Experimenty provadény na péti
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klonech bunécné linie AZ-AhR. Po 24 hodinovéch ptisobeni TCDD u testovanych klona byla
vysledkem typickd sigmoidni kiivka davka-odpovéd pro kazdy =z testovanych klona
a hodnoty ECso u vSech klonti se pohybovaly v rozmezi 1,64-3,93 nM. Hodnota ECso v moji
préaci pro 24hodinové experimenty s TCDD byla 4,9 + 2,4 nM a vzhledem k odchylce by
mohly byt vysledky uznany jako relevantni. Ve studii Budinski et al., 2010 sledovali t¢inek
TCDD po 24hodinovém pusobeni na expresi CYP1A1 mRNA v primarnich lidskych a krysich
hepatocytech. Ve studii uvadéji, ze vysledna hodnota ECso u lidskych hepatocytii byla
0,37 £ 0,08 nM a ECso u krysich hepatocyti byla pfiblizné¢ 10x nizS§i a rovnala se
0,013 £ 0,002 nM. Ve srovnani se ziskanymi vysledky v bakalaiské praci, je hodnota ECso
u lidské linie pfiblizné 10x vétsi nez u linie mysi, stejné tak jak tomu bylo ve studii Budinski
et al., 2010. Ve vyzkumu Ondrova et al., 2023 opét pouzita bunécnd linie AZ-AhR za ucelem
sledovani antagonistického uc¢inku karvonu. Vyslednd hodnota ECso byla 5,1 + 1,4 nM.
V korelaci s touto publikaci je ziskana hodnota v bakalaiské praci (4,9 + 2,4 nM) témét
totoZna.

Z grafu €. 10 je patrné, ze po 4 hodinach inkubace BaP byla na lidské linii pfiblizné 2x
vy$$i hodnota nasobku indukce neZ u linie mysi. Co se tyka Gc¢innosti BaP po 4hodinové
inkubaci, v koncentracich 100 nM — 10 uM byla U¢innost vztazena k 10nM TCDD vy§si
umysi linie nez u lidské. U¢innost BaP s koncentraci 1 pM byla u my33i linie 149 % vigi
10nM TCDD, zatimco u linie lidské byla ti¢innost nizsi a dosahovala 93 % vac¢i 10nM TCDD.
Po 4 hodinach pisobeni BaP, kdy u lidské linie s rostouci koncentraci indukce rostla, u mysi
linie doSlo v nejvyssi koncentraci 10 pM k poklesu pravdépodobné z dlivodu cytotoxického
ucinku BaP na bunéc¢nou linii Aherepa. V této koncentraci 10 uM Uc€innost BaP vztazena
k 10nM TCDD klesla na 133 %. Ve studii Ondrova et al.,, 2023 studovali aktivaci AhR
v bunééné linii AZ-AhR pomoci luciferazovych reportérovych eseji po 24hodinovém
pusobeni BaP v rozmezi koncentraci 10 pM — 100 nM. Vysledna ECso z publikace se rovnala
7,4 £ 0,1 uM, zatimco ziskana hodnota v bakalatské praci 1,5 £ 0,01 uM. Hodnota ECso
v bakaléfské praci je pouze orientacni a bylo by potieba upravit koncentra¢ni fadu roztoka
BaP, aby byla ECso ptesnéjsi. LepSich vysledka by bylo dosazeno napiiklad jiz po ptidani
roztokli BaP s koncentracemi 500 nM, 2,5 uM a 5 uM. Vyzkum Trielicova et al., 2011 se
zabyval stanovenim transkripéni aktivity AhR po aplikaci BaP pomoci metody CALUX
v krysi hepatomové linii H4IIE. Ve studii uvadéji po 24hodinové inkubaci BaP ziskanou
hodnotu ECso 87 nM. Tato hodnota neni vzdalena od ziskané hodnoty v bakalatské praci,

ktera byla 103 £+ 57 nM.
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Vysledky GRA s PCB-126 ukazaly, ze testovana latka velice dobfe indukovala transkripéni
aktivitu AhR. U lidské linie po 24hodinové inkubaci v nejvyssi testované koncentraci se
hodnota maximalni aktivace receptoru nejvice pfiblizila hodnotam aktivace pomoci TCDD.
Ve vyzkumu Shi et al.,2019 zkoumali luciferazovou aktivivu a expresi genové rodiny CYP1A
aktivovanou PCB-126. Indukci AhR méfili na liniich HepG2 a Hepalclc7 pti 24hodinové
inkubaci PCB-126 s koncentra¢ni fadou 1 nM — 10 uM. Koncentrace testované latky, kdy je
dosazeno 50 % maximalniho ucinku byla u lidské linie HepG2 250 £+ 150 nM a u mysi linie
Hepalclc7 se hodnota rovnala 4,7 + 3,2 nM. Hodnoty ECso u lidské i mysi linie
po 24hodinové aplikaci PCB-126 jsou témét shodné s vysledky studie od tymu Shi et al.,
2019.

Ve studii Dzeletovic et al., 1997 testovali uCinky omeprazolu a TCDD bé&hem
dlouhodobého (24-48 h) testu GRA. Bylo prokazano, ze 50uM omeprazol indukuje
pravdépodobné v disledku rychlého metabolismu hladiny mRNA cytochromu CYPIA1
v bunikach HepG2 na pftiblizné 30 % odpovédi pozorované u 10nM dioxinu. S timto tvrzenim
by se dalo vzhledem k dosazenym vysledkim souhlasit, jelikoz indukce omeprazolem
po 24 hodinach u linie AZ-AhR byla pfiblizné¢ 23 % v poslednich dvou nejvysSich
koncentracich. Musi se vSak brat v ivahu, Ze ve studii se zamétovaly na expresi cytochromu
CYP1A1 mRNA. Jak je vidét z grafu 12C u mysi linie po 4 hodinach plisobeni omeprazolu
nebyla méfitelnd indukce AhR. U lidské linie byla indukce po 4hodinovém pusobeni
omeprazolu méfitelnd a vysledek se tedy shoduje se zminénou studii. Co se tyka hodnot ECso,
u omeprazolu se pohybovaly v jednotkdch pM, zatimco u ostatnich testovanych latek byla
hodnota 50 % maximalniho u¢inku v nM. To miuize byt zpisobeno naptiklad nizsi afinitou
k receptoru, poptipad¢ metabolismém latky. Proto je pro dosazeni hodnoty 50 % maximalniho
ucinku AhR potiebna vys$si koncentrace dané latky. Ve studii Novotna et al., 2014 probéhlo
testovani lidské linie AZ-AhR pomoci metody GRA. Bunky byly inkubovany 24 hodin
s S-omeprazolem, R-omeprazolem, nebo rac-omeprazolem v koncentracich
100 pM — 250 uM. Autoti uvadéji v téchto podminkéach nastala maximalni indukce AhR u R-
omeprazolu pii 250 uM. ECso u R-omeprazolu byla piiblizné¢ 35 + 3,7 uM a Ucinnost
vici SnM TCDD byla ptiblizné 50 %. V porovnéni jsou ziskana ECso 36 = 19 uM a uc¢innost
vuci TCDD v bakalaiské praci v souladu s vysledky vyzkumu.
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7 ZAVER

V této bakalarské praci byl testovan vliv TCDD, BaP, PCB-126 a omeprazolu
na transkripéni aktivaci AhR receptoru ve stabilné transfekované mysi hepatomové linii
Abherepa a stabiln¢ transfekované lidské hepatomové linii AZ-AhR. Pomoci MTT testu bylo
urceno, ze latky v testovanych koncentracich nemaji ve zvoleném koncentraCnim rozmezi
cytotoxické ucinky na bunééné linie. Nasledné byla pomoci reportérovych luciferazovych
testll vyhodnocena transkripéni aktivita AhR u bunéénych linii po 4 a 24hodinové aplikaci
testovanych latek. U vSech testii na obou liniich byla aktivace po 4 hodinach podstatné nizsi
nez po 24 hodinach. Z vysledk je také velice dobie vidét mezidruhovy rozdil indukce AhR,
kdy potence u mysiho AhR byla u vSech testovanych latek podstatné nizsi nez u lidského AhR.
Po 24hodinovém piisobeni modelového ligandu TCDD byla maximalni indukce dané latky
pfiblizné€ 60x vyssi u lidské linie neZ u mysi. Hodnoty ECso po 24hodinovém piisobeni TCDD
vySly 4,9 = 2,4 nM u linie lidské a 0,06 + 0,01 nM u linie my$i. U BaP ziskané hodnoty ECso
ukdzaly na velky mezidruhovy rozdil v aktivaci lidského a myS$iho AhR, kdy se
po 24 hodinach inkubace hodnota ECso na lidské linii rovnala 1500 = 10 nM a na mysi
103 +£57 nM. Vysledné hodnoty ECso u PCB-126 opét poukazaly na velky mezidruhovy
rozdil v aktivaci receptoru. ECso u lidské linie po 24hodinovém pusobeni se rovnala
230 + 170 nM, u mysi linie byla po stejné dlouhé dob¢ inkubace ECso rovna 0,67 £+ 0,2 nM.
Vysledné ECso omeprazolu byly v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami nejvyssi.
Po 24 hodinach pisobeni omeprazolu na mys$i linii hodnota ECso rovna 43 + 45 uM,

po 4hodinovém pisobeni omeprazol na mysi linii neaktivoval AhR.
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