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Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), jako je
benzo[a]pyren (B[a]P), pfedstavuji vyznamné environmentalni
kontaminanty. Na jejich detoxikaci i metabolické aktivaci se
podileji cytochromy P450 rodiny 1 (CYP1), jejichz hladina a
aktivita je kontrolovana predevS§im pusobenim Ah receptoru
(AhR). AhR je transkripcni faktor, ktery zprostfedkovava Siroké
spektrum biologickych a toxickych U¢inkti environmentalnich
polutantd. Hladina CYP1 enzyml mize byt ovlivnéna také
patologickymi procesy v plicni tkani, jako je chronicky zanét.
Studie zkoumajici vliv prozanétlivych cytokinti na aktivitu AhR
ukazuji, Ze hladina CYP1 mlze byt v podminkach zanétlivé
reakce vyznamné ovlivnéna. Deregulace aktivity CYP1 enzymi
mize vyznamné ménit tvorbu toxickych metabolitt B[a]P. V
ramci predlozené diplomové prace byl studovan vliv
komplexnich smési zanétlivych mediatorti, kondiciovaného
média, ptipraveného aktivaci alveolarnich makrofagih MH-S.
Bylo prokazano, ze toto médium, které obsahuje téinnou smeés
prozanétlivych cytokinti a dal§ich zanétlivych mediatord, lze
vyuzit jako vhodny model indukce zanétlivé reakce v plicnich
epitelialnich burikach in vitro. Kondiciované médium v plicnich
alveolarnich buiikach typu IT (AEII; linie RLE-6TN) aktivovalo
tvorbu zanétlivych mediatord a posilovalo indukci CYPIBI,
jednoho z hlavnich enzymi podilejicich se na bioaktivaci B[a]P
na toxické reaktivni metabolity. Pasobenim zanétlivych
mediatorti doslo v pouzitém bunééném modelu AEII k posileni
tvorby stabilnich BPDE aduktii. ZvySené poskozeni DNA bylo
potvrzeno detekci zvySené fosforylace nadorového supresoru
p53. Analyzou B[a]P metabolitd bylo prokdzano, ze doslo k
urychleni metabolismu B[a]P. Podobné, jako v ptipadé pisobeni
modelového prozanétlivého cytokinu TNF-a, je v ptipadé
pusobeni smési prozanétlivych mediatorti pozorovano posileni
zanétlivé odpoveédi v buitkdch RLE-6TN a zvySend bioaktivace a
genotoxicita B[a]P. Tyto vysledky naznacuji, Ze chronicky
zanét, ktery vede k lokalnimu zvySeni produkce zanétlivych
mediatorit v plicni tkdni, mize ovlivnit metabolismus PAU a
nasledné posilovat genotoxické piisobeni PAU v AEII buiikach.
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Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), such as
benzo[a]pyrene (B[a]P), are important environmental
contaminants. Their detoxification and metabolite
activation is mediated by cytochrome P450 family 1
enzymes (CYP1), which levels and activities are primarily
controlled by the aryl hydrocarbon receptor (AhR). AhR is
a transcription factor, which mediates a broad spectrum of
biological and toxic effects of environmental pollutants.
Nevertheless, levels of the CYP1 enzymes can also be
affected by pathological processes in pulmonary tissue,
such as chronic inflammation. Studies investigating effects
of pro-inflammatory cytokines on AhR activity and
expression of his targets genes have indicated that
activities of a number of enzymes participating in
detoxification and elimination of PAHs, could be
significantly modified under inflammatory conditions.
Deregulation of CYP1 enzyme activity can significantly
change production of toxic B[a]P metabolites. Within the
present diploma thesis, we studied influence of complex
mixtures of inflammatory mediators, which were prepared
as conditioned medium from activated alveolar
macrophage MH-S cells. We confirmed that this medium,
which contains an effective mixture of pro-inflammatory
cytokines and other inflammatory mediators, can be
employed as suitable model of induction of inflammatory
response in the pulmonary epithelial cells in vitro. The
conditioned medium activated production of inflammatory
mediators and enhanced induction of CYP1B1, one of
major enzymes involved in the bioactivation of B[a]P to
toxic reactive intermediates, in alveolar type Il epithelial
cells (AE Il, cell line RLE-6TN). The action of
inflammatory mediators lead to the augmented the
formation of stable B[a]P diolepoxide-DNA adducts in
employed model AE 11 cells. Increased DNA damage was
further  confirmed by detection of enhanced
phosphorylation of tumor suppressor p53. Analysis of
B[a]P metabolites showed that metabolism of B[a]P was
accelerated. Similarly to model pro-inflammatory cytokine
TNF-a, we observed that mixtures of pro-inflammatory
mediators may potentiate inflammatory response and
increase bioactivation and genotoxicity of B[a]P in RLE-
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1  Cile diplomové prace

Ah receptor (AhR) je transkripéni faktor regulujici mnoho bunéénych procest. Jednou
z jeho hlavnich roli je regulace cytochromti P450, enzymt rodiny 1 (CYPI1), které jsou
zodpoveédné nejen za detoxikaci, ale i metabolickou aktivaci mnoha environmentalnich
kontaminantt, jako je benzo[a]pyren (B[a]P). Vznikaji tak genotoxické intermediaty, které se
kovalentné vazou na DNA a vytvafeji stabilni adukty (Beischlag et al., 2008; Dietrich a Kaina,
2010). AhR hraje dulezitou roli v regulaci imunitni odpovédi (Monteleone et al., 2011). Studie
zkoumajici vliv prozanétlivych cytokintl na aktivitu AhR a expresi jeho cilovych genl ukazuji,
ze podil fady enzymu regulovanych AhR na detoxikaci a eliminaci xenobiotik miize byt
v podminkach zanétlivé reakce vyznamné ovlivnén (Aitken et al., 2006; Gerbal-Chaloin et al.,
2013). Hlavnim cilem diplomové prace bylo studovat interaktivni 0UcCinky reaktivnich
polycyklickych uhlovodikii (PAU) se smési zanétlivych mediatorti na expresi CYP1 enzymu
regulovanych AhR, a metabolickou aktivaci B[a]P v modelové linii plicnich epitelialnich bunék.

V priabéhu feSeni diplomové prace byly postupné sledovany nasledujici cile:

1) Zpracovani literarni reSerse
2) Experimentalni ¢ast:

a) Zvladnuti a optimalizace metod kultivace makrofagii a plicnich epitelidlnich bungk;
zpracovani kondiciovaného média s obsahem zanétlivych mediatort;

b) Stanoveni aktivace alveolarnich makrofagh po pusobeni lipopolysacharidu (LPS),
detekce hladiny faktoru nekrotizujiciho nadory (TNF-a); detekce hladiny enzymu
cyklooxygenasy-2 (COX-2) a inducibilni synthasy NO (iNOS);

c) Detekce exprese enzymi metabolismu polycyklickych aromatickych uhlovodikid rodiny
CYP1;

d) Studium interaktivnich uéink B[a]P a kondiciovaného média na metabolickou aktivaci
B[a]P a tvorbu stabilnich DNA aduktt; potvrzeni poskozeni DNA pomoci stanoveni
hladiny fosforylované formy proteinu p53;

e) Detekce hladiny metabolitd B[a]P v epitelialnich alveolarnich buiikach a v médiu.



2 Teoreticka Cast

2.1 Receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR)

Receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor,
ktery zprosttedkovava siroké spektrum biologickych a toxickych u¢inkd svych ligandd v mnoha
tkanich a Zivo¢iSnych druzich (Denison a Nagy, 2003; Denison et al., 2011). Je aktivovan nejen
rozmanitou skupinou exogennich toxickych latek, ale i endogennimi ligandy, které mohou
ovliviiovat hladinu/aktivitu AhR, ¢imz ovliviwji citlivost jemu podfizenych signalnich drah.
Aktivovany AhR, jako transkripéni faktor, reguluje genovou expresi fady cilovych gent
(Dietrich a Kaina, 2010) kontrolujicich jak fyziologické funkce a fadu dulezitych bunécnych
d&ja, tak odpovéd’ organismu na toxické environmentalni polutanty (Harper et al., 2006).

Aktivace AhR fadou environmentalnich kontaminantdi, jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU), halogenované aromatické uhlovodiky (HAU), jako jsou napf.
polychlorované bifenyly a dibenzo-p-dioxiny, vede k indukci genti kodujicich biotransformaéni
enzymy. Jejich pusobenim dochazi nejen k detoxikaci a vylouceni toxickych latek z organismu,
ale také k jejich aktivaci na genotoxické metabolity (Beischlag et al., 2008; Dietrich a Kaina,
2010). AhR se tak podili na procesu karcinogeneze, ale tcastni se nejen procesti nadorové
iniciace, ale i nadorové promoce a progrese (Wang et al., 2004; Barouki et al., 2007;
Stejskalova et al., 2011).

Vétsina ligandi, které se vazou na AhR a aktivuji ho, jsou aromatické planarni
molekuly hydrofobniho charakteru. Tyto latky mohou byt rozdéleny do nékolika hlavnich
kategorii. Nejvyznamnéj$i skupinu latek tvori exogenni ligandy, kam lze zafadit toxické
environmentalni polutanty, jako jsou PAU, mezi jejichz zastupce patii naptiklad 3-
methylcholanthren, benzo[a]pyren (B[a]P) a fada dalSich. Tyto latky vznikaji zejména
neuplnym spalovanim organickych sloucenin. PAU mohou vznikat jak pfirodnimi procesy, tak
¢innosti ¢lovéka. Pfirodnimi zdroji mohou byt lesni pozary, vulkanické erupce apod., zatimco
antropogenn¢ vznikaji pfi spalovani fosilnich paliv v dopravé, primyslu i domacnostech, pii
likvidaci komunalniho odpadu, a lze je nalézt i v ropnych produktech. Mohou vznikat
i nevhodnou tepelnou upravou pokrmii (uzeni, grilovani, smazeni), velké mnozstvi PAU je také
obsazeno v cigaretovém koufi (Stejskalova et al., 2011).

Dal§im vyznamnym zastupcem exogennich ligandi AhR jsou HAU. Mezi
nejvyznamnéj$i z nich lze zafadit polychlorované dibenzo-p-dioxiny, dibenzofurany
a polychlorované bifenyly (PCB). Tyto latky mohou vznikat spalovdnim v riznych
prumyslovych procesech, pii zpracovani papiru a dievni hmoty, nebo v chemickém pramyslu

chloraci fenoli (Denison et al., 2011; Stejskalova et al., 2011; Dietrich a Kaina, 2010;



Beischlag et al., 2008; Denison a Nagy, 2003). Ttfidu nejsilngjSich vysoko-afinitnich AhR
ligandl reprezentuji zejména metabolicky stabilngjsi HAU, jejichz vazebna afinita je v rozmezi
pM az nM, zatimco vétSina metabolicky méné stabilnich PAU se vaze s relativn¢ nizsi afinitou,
v rozmezi nM az pM (Denison a Nagy, 2003). Nekteré PAU mohou ovSem aktivovat AhR i ve
velmi nizkych pikomolarnich koncentracich, jako napf. indeno[1,2,3-c,d]pyren nebo
benzo[k]fluoranthen (Machala et al., 2001).

Bylo zjisténo, ze kromé fady vySe uvedenych sloucenin, které jsou povazovany
za vyznamné induktory AhR signalni drahy, existuje mnoho ptirodnich latek, které mohou také
pusobit jako exogenni ligandy AhR, a tak aktivovat expresi jeho cilovych gend (Dietrich
a Kaina, 2010; Beischlag et al., 2008; Denison a Nagy, 2003). Vyznamnym zdrojem téchto
pfirozené se vyskytujicich ligandid mize byt potrava (Stejskalova et al., 2011). Mezi
nejvyznamnéj$i prirozen¢ se vyskytujici dietarni ligandy mizeme zatadit flavonoidy,
karotenoidy, indoly (indol-3-karbinol), kurkumin, kvercetin, berberin a dalsi AhR agonisty.
Vétsina téchto latek se zda byt relativné slabymi AhR ligandy. (Denison et al., 2011;
Stejskalova et al., 2011; Dietrich a Kaina, 2010; Beischlag et al., 2008; Denison a Nagy, 2003).
Mezi exogenni agonisty i Caste¢né agonisty AhR lze v neposledni dobé zatfadit i syntetické
polyaromatické latky jako jsou naptiklad syntetické flavonoidy (flavony), naptiklad a- a B-
naftoflavon, nebo néktera farmaka a pesticidy (Stejskalova et al., 2011).

Strukturné odli$nou skupinu aktivatori AhR ptedstavuji potencialni endogenni ligandy.
Do této kategorie latek mizeme zafadit slouCeniny, které jsou syntetizovany v téle vysSSich
organismi (Stejskalova et al., 2011). Zastupce vysoko-afinitnich endogennich ligandid se
nepodaiilo dodnes s jistotou identifikovat. Pfikladem téchto latek jsou indigoidy (indigo
a indirubin), metabolity kyseliny arachidonové neboli eikosanoidy (lipoxin A4, prostaglandiny),
metabolity hemu (bilirubin, biliverdin, hemin) a ptedev§im metabolity tryptofanu (Dietrich
a Kaina, 2010; Denison a Nagy, 2003). Derivaty tryptofanu, jako jsou kynurenin, a zejména 6-
formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ), patii mezi hlavni kandidatni endogenni AhR ligandy, které
jsou v soucasné dobé studovany piedev§im diky své mozné tuloze v regulaci diferenciace
a funkci bunék imunitniho systému (Esser et al., 2009).

Do dnesni doby bylo identifikovano vice nez Ctyfi sta exogennich AhR ligandil. Jednim
z nejsiln€jSich znamych agonisti AhR je 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), ktery je
také vyuzivan jako modelovy ligand aktivace AhR. Obecné je ptijiman nazor, Ze toxicita TCDD
a jemu strukturné podobnych sloucenin je piimym diisledkem aktivace AhR (Dietrich a Kaina,
2010). TCDD je latka metabolicky inertni a neni v organismu aktivovana na genotoxické
metabolity. Nicméné, je znamo, ze piisobi jako jeden z nejsiln€jSich nddorovych promotort
Vv jaterni tkani, ackoli nadorové promocni efekt TCDD se zatim spolehlivé objasnit nepodafilo.
TCDD indukuje zvySenou expresi geni zodpovédnych za metabolizaci xenobiotik
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a endogennich hormont, a ma fadu toxickych ucinki, jako je hepatotoxicita, imunosuprese,
teratogenita a karcinogeneze (Stejskalova et al., 2011).

Mezi dal$i modelové ligandy AhR reprezentujici skupinu PAU patii B[a]P. Plsobi jako
silny karcinogen na laboratorni zvitata a existuje fada dikazi pro podobné U¢inky B[a]P i na
¢loveka. Je chemicky a biologicky inertni. Teprve po metabolické aktivaci se z néj stava latka
s karcinogennimi  G¢inky. Reaktivni metabolity B[a]P jsou schopny interagovat
s makromolekularnimi strukturami bufiky, vCetné DNA, a iniciovat transformaci bunék
(Luetal., 2011).

Bylo zjisténo, ze AhR by mohl byt aktivovan také nezavisle na ptitomnosti ligandu.
Nékteré latky, které nejsou kompetitivné vazany na AhR, totiz mohou indukovat AhR
dependentni genovou expresi. A to cestou metabolické pfemény na ligand, nebo ovlivnénim jiné
bunééné drahy vedouci kaktivaci AhR. Mezi tyto latky fadime napiiklad omeprazol,
thiabendazol, myristicin, karbaryl, kofein, pyridiny, nikotin a dal$i (Denison a Nagy, 2003;
Beischlag et al., 2008). AhR muze byt také regulovan pomoci signalt, jako je cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP). Nicméné fyziologické a toxikologické dusledky aktivace AhR
bez vazby ligandu jsou nejasné (Dietrich a Kaina, 2010).

Duilezitou roli v aktivaci a distribuci AhR v in vitro podminkach hraje buné¢na denzita.
Pfi nizké hustoté bun¢k byl AhR lokalizovan pfednostné v jadie, pifi poloviéni hustoté byl
lokalizovan rovnomérné, vjadie i cytosolu, a v konfluentni populaci bunék byl AhR
lokalizovan zejména v cytoplazmé (Ikuta et al., 2006). Bylo prokazano, 7e denzita bunék
ovliviiuje nejen lokalizaci AhR uvniti buiky, ale také transkripéni aktivaci AhR. Lokalizace
a aktivita AhR dana buné¢nou hustotou muze byt regulovana maskovanim sekvence pro jaderny
export (NES). Pokud je sekvence maskovana, je export AhR zjadra inhibovan. Zména
lokalizace AhR vyvoland zménou hustoty bunék se jevi jako vyznamny dé&j v biologické roli
AhR (lkuta et al., 2006), ktery muze pfispivat ke kontrole odpovédi AhR na environmentalni
a fyziologické signaly (Tkuta et al., 2004).

Ackoli jsou toxické a biologické ucinky ligandi AhR dobie zdokumentovany, piesto
presné biochemické déje zodpoveédné za odlisné ucinky téchto sloucenin stale nejsou objasnény
(Denison a Nagy, 2003). PAU mohou hladinu AhR ovliviiovat rizné, v zavislosti na povaze
specifického ligandu, a na jednotlivém typu bunék nebo tkané. Navic, environmentdlni
kontaminanty v realnych podminkach nikdy nepusobi jako chemické individuum, ale vzdy
uc¢inkuji jako smési (Harper et al., 2006). B[a]P napiiklad hladinu mRNA v bunétné kultuie
mySich embryonalnich fibroblasti snizuje, zatimco 7, 12 -dimethylbenz[a]anthracen zvysuje
hladinu AhR mRNA i proteinu v potkanich jatrech (in vivo) vice nez 25-krat. Opacéné efekty

pozorované v téchto systémech ukazuji, zZe neexistuje jednoduchy universalni mechanismus,
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ktery by vysvétloval vSechny varianty regulace ligandem aktivovaného AhR (Harper et al.,
2006).

2.2 Regulace exprese a aktivace AhR

AhR  patii do DbHLH/PAS (basic-helix-loop-helix/Period-Arnt-Sim)  rodiny
transkripénich faktord (Barouki et al., 2007; Mclintosch et al. 2010; Dietrich a Kaina, 2010).
Z této rodiny proteintl je u obratlovcti pouze AhR aktivovan vazbou ligandu (Dietrich a Kaina,
2010). Proteiny obsahujici PAS doménu se podileji pfedevs§im na regulaci odpovédi organismu
na environmentalni zmény. U savcl jsou tyto proteiny zahrnuty do drah regulujicich odpovéd’
na hypoxii, cirkadianni rytmy a toxické latky, jako je dioxin (McIntosh et al., 2010). Funk¢ni
domény AhR a ARNT jsou uvedeny na Obr. 1.

bHLH PAS TAD

AHR

ARNT

Obrazek 1: Funkéni domény AhR a ARNT (Hankinson, 2005).

(TAD.. transkrip¢ni aktivacni doména)
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Obrazek 2: Klasicky mechanismus AhR dependentni aktivace genové exprese (Denison et al.,

2011).

Aktivace AhR vyzaduje vazbu ligandu a nasledny pfesun komplexu z cytoplazmy
do bunééného jadra (Obr. 2). TCDD a dalsi ligandy (agonisté) AhR vstupuji do cilovych bunék
pomoci difuze, vétSina z nich je totiz lipofilni povahy, a tak snadno prochdzeji bunécnou
membranou. Zde se specificky vazou na cytosolovy AhR. Receptor se v cytosolu nachazi
V inaktivnim stavu jako sou¢ast multiproteinového komplexu skladajiciho se ze dvou molekul
proteinu teplotniho Soku 90 (hsp90), X-asociovaného proteinu 2 (XAP2; ARA9; znamy také
jako protein interagujici s AhR — AIP), a ko-chaperonového proteinu p23. Po vazbé ligandu
dochdzi ke konformacni zméné receptoru, ¢imz se odhali N-termindlni jadernad lokalizacni
sekvence (NLS) usnadiujici pfesun AhR proteinového komplexu s navazanym ligandem
do jadra, a pravdépodobné dojde i k oddéleni XAP2 proteinu. Nasleduje pfesun proteinového
komplexu do jadra. Zde dochazi k vazbé AhR na strukturné piibuzny jaderny protein ARNT
(jaderny translokator pro AhR), ktery byl identifikovdn v jaderném extraktu, jako dalsi
komponenta nutna pro vazbu AhR na DNA, a vede k vytlaceni chaperonovych proteini hsp90
a p23 z proteinového komplexu (Denison et al., 2011; Beischlag et al., 2008).

Vznikly heterodimer AhR s navdzanym ligandem a ARNT se vdze na odpovidajici
rozpoznavaci misto na DNA - specificky responzivni element (oznacovany jako DRE, XRE
nebo AhRE) vyskytujici se v promotoru cilového genu (Denison a Nagy, 2003). To vede
k rozvolnéni chromatinové struktury nukleosomd, interakci AhR s ko-aktivatory, zvySeni

pristupnosti promotorové oblasti dal§im transkripénim faktoriim a nasledné aktivaci transkripce
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cilovych genii. Mezi nejvyznamnéjsi geny regulované AhR patfi geny kodujicich enzymy 1. a II.
faze biotransformace, kam patii zejména cytochromy P450 (CYP), chinonreduktasy (NQO1),
aldehyddehydrogenasy (ALDH), glutation-S-transferasy a UDP-glukuronosyltransferasa
(Denison et al., 2011; Nebert et al., 2000). Mezi dalsi cilové geny AhR jsou vsak také fazeny
geny kodujici proteiny regulujici bunéény cyklus, proliferaci a diferenciaci (TGF-52, IL-15,
PAI-2, p27"*, jun-B).(Mimura a Fujii-Kuriyama, 2003), DNA-polymerasa x, nebo geny
regulujici apoptozu - Bax (Ikuta et al., 2004).

Genova transkripce je ukoncena disociaci celého komplexu ligand : AhR : ARNT
z responzivniho DRE elementu a exportem AhR zjadra zpét do cytosolu zprostfedkovanym
pomoci N-terminalni jaderné sekvence. V cytosolu dochazi vyuzitim ubiquitinu k ozna¢eni AhR
pro degradaci a jeho nasledné degradaci v proteasomu (Denison a Nagy, 2003;
Denison et al., 2011).

Ah receptor také aktivuje transkripci represoru pro AhR (AhRR). Represor postrada
transaktivaéni doménu, a tak se uplathuje v negativni regulaci AhR pomoci zpétnovazebné
smyCky. AhRR dimerizuje s ARNT za vzniku neaktivniho transkripéniho komplexu AhRR :
ARNT, ktery se vaze do DRE oblasti, ¢imz brani vzniku funk¢niho dimeru AhR : ARNT, ktery
by se vazal do DRE a spoustél transkripci genti (Denison et al., 2011).

Jak jiz bylo zminéno, dulezitou roli v transkripci gend aktivovanych AhR hraje
specificky dioxinovy responzivni element (DRE) znamy také jako xenobioticky responzivni
element (XRE), ktery se nachazi v zesilova¢i promotoru cilového genu. Tato regula¢ni oblast
obsahuje typickou sekvenci 5-GCGTG-3" (Mimura a Fujii-Kuriyama 2003; Dietrich a Kaina,
2010). Identifikace téchto elementd pomohla k odhaleni novych genti regulovanych pomoci

AhR (Beischlag et al., 2008).

2.3 Funkce Ah receptoru
AhR je transkripéni faktor, ktery je fylogeneticky velmi stary (Harper et al., 2006).

Exprese AhR a jeho dimeriza¢niho partnera ARNT byla nalezena u vsSech studovanych
obratlovcti. Studie provedené u bezobratlych organismii odhalily analogy téchto proteinii
a poskytly informace o klicovych mechanismech regulujicich expresi AhR béhem vyvoje.
Homology sav¢ich AhR/ARNT byly identifikovany u Caenorhabditis elegans a Drosophila
melanogaster, modelovych organismti hojné vyuzivanych ve vyvojovych studiich. U C. elegans
se nachazi homolog oznatovany AhR-1 a jeho dimerizac¢ni partner, protein AhA-1, které
se podileji na vyvoji nervového systému. D. melanogaster obsahuje homology protein Spineless

a Tango, které kontroluji vyvoj tykadel a koncetin (Bock a Kohle 2006; Harper et al., 2006).
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AhR hraje dilezitou roli béhem ontogenetického vyvoje organismu (Wang et al., 2004),
véetn¢é podilu na vyvoji zarodecnych bunék mysi (vajicek) nebo vaskularnich struktur plodu
(lkuta et al., 2004). Deregulace vyvojovych funkci AhR muze vést k projevu teratogennich
ucinkd jeho toxickych ligandd, jako je napt. rozstép patra (Bock a Kohle, 2006).

AhR se podili na regulaci mnoha fyziologickych procest v organismu (Bock a Kohle,
2006). Fyziologické dé&je jsou ziejmé regulovany vyuzitim endogennich ligandi (Wang et al.,
2004; Harper et al., 2006). Existence endogennich fyziologickych ligand AhR byla zkoumana
aktivaci AhR signalni drahy v nepfitomnosti exogenniho ligandu. U AhR” mysi byla potvrzena
funkce AhR ve fyziologickych procesech b&hem vyvoje organismu. AhR”modely vykazovaly
fadu fyziologickych zmén a vyvojovych abnormalit (Beischlag et al., 2008), mj. byla odhalena
role AhR pfi vyvoji jater, uzavirani zilni spojky a v imunitnim systému (Beischlag et al., 2008).

AhR hraje zasadni roli v regulaci bunécné proliferace a diferenciace (Bock a Kdhle,
2006), a také buné¢ného cyklu a apoptozy (Nebert et al., 2000). AhR zprosttedkovana exprese
CYP1AL byla nalezena v mnoha typech bunék b&hem buné¢né diferenciace (Nebert et al.,
2000). AhR spolupracuje s mnoha signalnimi molekulami zodpovédnymi za pieziti bunky
a udrzeni bunécné proliferace. Jednou z téchto molekul je nuklearni faktor NF-xB, ktery
interaguje s AhR pfimo pomoci podjednotky p65/RelA, v lidské bunééné linii odvozené od
karcinomu prsu MCF-7. Tato interakce vede k transaktivaci proto-onkogenu c-myc a nabizi tak
mozny mechanismus, kterym AhR muze prispét ke zvySeni proliferace a karcinogenezi v prsni
tkani (Barouki et al., 2007). Bylo zji$téno, Ze AhR ma také anti-prolifera¢ni aktivitu, ktera je
zpusobena alespon z ¢asti interakci AhR s nadorovym supresorovym proteinem pRB vedouci
k bloku buné&¢ného cyklu (Puga et al., 2002).

V ptipad€ poskozeni buitky mtze aktivovany AhR blokovat postup bunééného cyklu
z G; do S faze tvorbou komplexu s retinoblastomovym proteinem RB1 (AhR-RB1). Tento
komplex nasledné vazbou blokuje transkripéni faktor E2F, ktery se tak nemutze vézat do
promotoru gentt S-faze bunééného cyklu a spoustét jejich transkripci (Puga et al., 2009).
Fosforylaci proteinu RB pomoci cyklin-dependentni kinasy 2 (Cdk2-cyklin E) mize byt
dosazeno uvolnéni E2F z komplexu a spusténi transkripce genti specifickych pro prechod G1/S.
AhR muze branit transkripci gend specifickych pro ptechod G1/S také spusténim exprese genu

Cdknla vazbou do jeho XRE. Vznikajici protein p21°'™

je inhibitorem kindzové aktivity
cyklin-dependentni kinasy 2 (Cdk2-cyklin E). Inhibice kinasy vede k zablokovani buné¢ného
cyklu (Bock a Kohle, 2006).

Apoptdza mize byt spusténa mnoha vné&jSimi i vnitinimi signaly bunky, mezi které lze
zahrnout aktivaci tzv. receptorii smrti, snizeni exprese riistovych faktor nebo oxidativni stres.
Oxidativni stres je v bufice vyvolan plisobenim reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou

vznikat napf. metabolizaci substratli pomoci cytochromii P450. Oxidativni stres mize zpisobit

15



poskozeni DNA vyvolavajici indukci apoptozy, zavisle nebo nezavisle na proteinu p53. AhR
a AhR-dependentni enzymy se podileji jak na vzniku oxidativniho stresu, tak na ochrané buiky

pted nim (Nebert et al., 2000).

2.4 AhR a regulace transkripce Cypl rodiny; Metabolismus

B[a]P a pribuznych sloucenin

Jednou z hlavnich roli AhR je regulace enzymi CYP1 rodiny (Bock a Kdohle, 2006).
Mnohé substraty téchto enzymu jsou zaroven jako ligandy AhR (Nebert et al., 2004). Toxické
latky tedy mohou prostfednictvim AhR indukovat metabolizaéni enzymy, a jejich
prostfednictvim i sviij vlastni metabolismus, ¢imz mohou byt odstranény z organismu
(Beischlag et al., 2008). U savcu patii do CYPI rodiny tii enzymy CYP1Al, CYP1A2
a CYPI1BI, které jsou zodpovédné nejen za detoxifikaci, ale i metabolickou aktivaci mnoha
environmentalnich kontaminantd, ptedev§im PAU, jako je B[a]P nebo aromatickych amint
obsazenych v produktech hofeni (Nebert et al., 2004; Beedanagari et al., 2010; Bock a Kohle,
2006). Enzymy CYPI1 rodiny mohou metabolizovat PAU za vzniku reaktivnich intermediatd,
které se kovalentné vazou na DNA a proteiny, a vytvareji s nimi stabilni adukty. Ty vznikaji
tkanové specificky, maji mutagenni ucinky a prispivaji ke zvySenému riziku vzniku a rozvoje
nadort (Nebert et al., 2004; Uno et al., 2005; Beischlag et al., 2008).

CYP1A1 je inducibilni enzym jehoZ exprese po indukci AhR ligandy byla nalezena
v mnoha tkanich zahrnujicich jaterni bunky, endotelialni bunky cév, epitelialni bunky pokozky
a traviciho traktu, buiiky plodu a embrya (Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005). Bylo dokéazano,
ze exprese genu CYP1AL je indukovana ptisobenim dioxinu a jinych PAU. ZvySuje se po vazbé
ligandem aktivovaného AhR na XRE v promotoru tohoto genu, jak je ukdzano na Obr. 3
(Mimura a Fujii-Kuriyama, 2003). Sekvence XRE genu CYP1ALl jsou lokalizovany v zesilovaci

promotoru na 5’- konci genu (Hankinson, 2005).
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Obrazek 3: Mechanismus transkripéni aktivace AhR dependentnich gent (napiiklad CYP1A1,
CYP1B1) (upraveno podle Mimura a Fujii-Kuriyama, 2003).

Pro iniciaci transkripce CYP1 gend je vyzadovana vazba dal$ich ko-aktivatord, jako
jsou naptiklad proteiny TBP a Sp-1 vazajici se na TATA box a BTE (zakladni transkripni
element / GC box) v promotoru genu, nebo p300, p/CIP a dalsi obecné transkripéni faktory
(GTFs). Knim piiseda RNA-polymerasa II (Pol II) dotvarejici komplex nutny k zahajeni
transkripce cilovych gent (Obr. 4). GC box a XRE sekvence se ¢asto objevuji v promotoru gend
indukovanych xenobiotiky, coz naznacuje, ze tyto elementy pravdépodobné spole¢né zvysuji
inducibilni expresi téchto gend (Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005). Bazalni hladina CYP1A1 je

vét§inou velmi nizka (Nebert et al., 2004; Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005).
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Obrazek 4: Model signalni drahy AhR (upraveno podle Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005).

Vysoké hodnoty konstitutivni exprese CYP1A2 byly nalezeny v savéi jaterni tkani.
Lidsky a potkani gen CYP1A2 je inducibilni v jatrech, gastrointestindlnim traktu, pankreatu,
epitelu nosu, mozku a plicich (Murray et al., 1997; Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005; Uno et al.,
2005).

Lidsky gen CYP1B1 byl objeven relativné nedavno ve srovnani s geny CYP1Al
a CYP1A2, které byly zkoumany vice nez dvacet let (Uno et al., 2005). Sekven¢ni analyza
potvrdila 40% homologii enzymu CYP1B1 s enzymy CYP1Al a CYP1A2 (Murray et al.,
1997). CYPIBI1 vykazuje na rozdil od CYP1A1 znacnou bazélni aktivitu. Vysoké hodnoty jeho
bazalni exprese lze nalézt zejména Vv endotelidlnich bunikach cév, kiite nadledvinek, ledvinach,
plicich, trdvicim traktu, butikach imunitniho systému, ale také v pohlavnich zldzach (vajecniky,
varlata), prsni a prostatické tkani a déloze. (Zhang et al., 2003; Uno et al., 2005; Sissung et al.,
2006). Vysoka hladina CYP1BI proteinu byla pozorovana i v mnoha nadorovych tkanich
(kolon, plice, ledviny, moCovy méchyt), i v nddorech regulovanych steroidnimi hormony
(prostata, prsni tkan, déloha a vajecniky). To naznacuje, ze CYP1B1 mutze hrat zasadni
endogenni roli v nadorovych buiikdch, a mlze se podilet na vyvoji a progresi nadoru
(Nebert et al., 2004). Bylo prokazano, ze CYP1BI1 je ucinna estrogenhydrolasa, je schopen 4-
hydroxylace estradiolu na 4-hydroxyestradiol, ktery se vyznamné podili na vyvoji nadoru
V hormonalni tkani, a na tvorbé DNA aduktd (Murray et al., 1997; Sissung et al., 2006).
Exprese CYP1B1 pouze v nadorovych tkanich by mohla poskytnout molekularni cil pro vyzkum

novych protinadorovych 1éCiv, které by byly selektivné aktivovany pfimo v nadoru (Murray et
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al., 1997). Naopak nizka konstitutivni exprese CYP1B1 je napf. v jatrech a travicim traktu, kde
je vsak detekovatelna po pasobeni PAU (Uno et al., 2005). Bylo zji§téno, ze CYP1BI je, stejné
jako CYPI1Al, zna¢né Kkatalyticky aktivni v aktivaci prokarcinogeni na karcinogenni
metabolity, které zvysSuji genotoxickou a oxidativni zatéz v buiice a zpUsobuji iniciaci bunécné
transformace v savéich pohlavnich zlazach a plicni tkani. (Sissung et al., 2006). Lidsky
CYP1B1 protein exprimovany v kvasinkdch byl schopen metabolizovat fadu domnélych
lidskych karcinogent. (Murray et al., 1997; Nebert et al., 2004). V nedavné dob¢ bylo odhaleno
nejméné Sest genetickych polymorfismi v lidském genu CYP1B1, které mohou pfispivat
k rizné citlivosti jedinct k nadorovym onemocnénim (Shimada et al., 1999; Sissung et al.,
2006).

Mira exprese CYP1Al a CYP1B1 se v mnoha tkanich li§i, pfesto inducibilni exprese
obou gent je zprostfedkovana aktivaci AhR pomoci TCDD a dalsich PAU (Obr. 3). Inducibilni
exprese lidského a potkaniho genu CYP1B1 je navic, krom¢ hlavniho transkripéniho faktoru
AhR, regulovana dal$imi drahami a transkripénimi faktory, jako jsou transkripéni faktor Spl,
transkripcni faktor CREB vyuzivajici (cAMP) responzivni element, ¢i estrogenni receptor (ER)
(Zhang et al., 2003; Sissung et al., 2006). Zesilovaci region promotoru CYP1B1 genu se sklada
ze tfi XRE sekvenci a jedné E-box domény. Transkripce CYP1B1 genu miize byt regulovana i
epigeneticky, methylaci ¢i acethylaci histonti v promotoru genu (Sissung et al., 2006).

PAU jsou aktivovany na reaktivni metabolity pomoci enzymu I. faze (oxido-redukéni
enzymy) jako jsou CYPI, a detoxikovany enzymy I. i II. faze (konjuga¢ni enzymy) (Uno et al.,
2005). V experimentech s mysim CYP1A1” modelem bylo dokdzéno, Ze po orélni expozici
B[a]P doslo k uhynu téchto mysi, zatimco zvySena exprese CYP1A1 vedla k ochrané wild-type
mys$i pfed toxickymi uc¢inky B[a]P pomoci t€inného detoxikac¢niho mechanismu CYPIA1
pusobiciho ve stfevni sliznici a jatrech (Bock a Kohle, 2006), prestoze predchozi studie
provadéné in vitro a na buné¢nych kulturach naznacovaly, ze hlavnim enzymem podilejicim se
na metabolické aktivaci B[a]P je CYPIAL. Ze studii provedenych na CYP1A1™ a wild-type
CYP1A1 mysich, kterym byl denné ordln€¢ poddvan B[a]P vyplynulo, Ze po§kozeni imunitniho
systému a tvorba B[a]P-DNA aduktt v jatrech, tenkém stievée, slezin€ a kostni dieni, byla
mnohem vy3§i v CYP1AL” mysich modelech. Navic celkové vylougeni B[a]P bylov CYP1Al
" mysich znemoznéno. Tyto vysledky u zkoumanych zvitat potvrdily, ¢ CYP1Al ma ve stieve
a/nebo jatrech dulezitéjsi roli v detoxikaci B[a]P nez pii jeho aktivaci (Uno et al., 2005). Na
detoxikaci a odstranéni B[a]P z organismu mé hlavni vliv enzym CYP1Al, ackoli v jeho
nepfitomnosti hraje dllezitou roli CYPIB1. Navic CYP1BI sezdd byt odpovédny za
metabolickou aktivaci B[a]P ve slezin€ a kostni dfeni, coz miize vést v nepfitomnosti CYP1Al

k poskozeni imunitniho systému (Uno et al., 2005). A¢koli CYP1BI sdili pouze 40% homologii
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s ostatnimi ¢leny CYP1 rodiny, bylo zjisténo, Ze se podili na metabolické aktivaci PAU
podobnou, nebo dokonce vyssi mirou nez CYP1A1 (Kim et al., 1998).

B[a]P predstavuje modelovy PAU, ktery ma silné karcinogenni Gc¢inky na laboratorni
zvitata. Z tohoto diivodu byl studovan jeho vliv i na ¢lovéka, a byly zjistény podobné efekty.
Proto byl v nedavné dobé Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikovan
jako lidsky karcinogen (Lu et al., 2011). V mnoha studiich provedenych u savcl, bylo
prokazano, ze B[a]P ma cytotoxické, teratogenni, genotoxické, mutagenni a karcinogenni
ucinky. B[a]P se vyznamné podili na karcinogenezi plic a vzniku aterosklerozy u kurakt. Je to
sloucenina biologicky a chemicky inertni, aby byl schopen interagovat s DNA a proteiny
Vv bunice, vyzaduje metabolickou aktivaci na reaktivni derivat (Lu et al., 2011). B[a]P je jednou
z hlavnich toxickych latek obsazenych v cigaretovém koufi, vyfukovych plynech a produktech
nedokonalého spalovani organické hmoty. Jeho toxické intermedidty mohou byt spojeny
se vznikem nadorovych onemocnéni (Beedanagari et al., 2010; Bock a Kohle, 2006). Prvnim
krokem metabolizace PAU pomoci enzymi CYP1Al a CYP1BI je oxidace (Beedanagari et al.,
2010). B[a]P je metabolizovan tfemi hlavnimi drahami (Obr. 5) (Lu et al., 2011).

o ;ijl P
,::1/[%& CYP1A1/1B1 PA50 peroxidasa nebo /%[ﬂ‘l@l,ﬂ‘kg
I:E}_, e P450 monooxygenasa T
B[a]P-7.8-epoxide i
l CYP1A1/1B1 T
_ J: Bl&]P-1,6-dione
Epoxid hydrolasa o J\(}H Bl&]P-1 6-dione
900
e 3-OH-B[a])F
L/ e ] o I-—:-'*-\-L ___,-\-T Epu‘xid OH e A
[’:\L" CYP1A1/1B1 E"‘H rm 1‘]/ hydrolasa  HO. -#J‘“ T ’L?*"-*l
'DH . HO\/ lj""-\-.'."-ﬂ"-\-\.f; HO" L.‘i..-Im_-,-'.?[H,_-;."-"'
Bla]F-7.8-diol COH OH
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B[a]P-7 B-dione
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Obrazek 5: Hlavni metaboliza¢ni drahy B[a]P (upraveno podle Lu et al., 2011).
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Prvni metabolicka cesta zahrnuje jednoelektronovou oxidaci B[a]P katalyzovanou P450
peroxidasou nebo monooxygenasou vedouci ke vzniku B[a]P radikalu na uhliku C6. Tento
kationtovy radikal je vysoce reaktivni a podili se na tvorbé depurinovanych DNA aduktd (Lu et
al., 2011). Nakonec podstupuje monooxygenaci za vzniku 6-hydroxy-B[a]P, ktery autooxiduje
na kone¢ny B[a]P-3,6-dion a B[a]P-1,6-dion (Lu et al., 2011).

V druhé metabolické draze je B[a]P podroben monooxygenaci cytochromem P450 za
vzniku série epoxidd. Funkéni epoxidova skupina je mikrosomalni epoxidhydrolasou
preménéna na dvé hydroxylové skupiny. B[a]P-7,8-dihydrodiol je dale opét monooxygenovan
cytochromy P450 1A1/1B1 na dihydrodiol-epoxidovy metabolit anti-7,8-dihydroxy-9,10-
epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyren (BPDE). Tento metabolit mize byt dale hydrolyzovan
epoxidhydrolasou na B[a]P-tetrol-1(Obr. 5) (Lu et al., 2011). Zaroven je vSsak BPDE vysoce
reaktivni a je schopen reagovat s nukleofilni skupinou proteinti nebo DNA. Vaze se na dusik
guaninu, a vytvari tak kovalentni adukt na DNA (Obr. 6) (Dietrich a Kaina, 2010). Tato draha
vedouci k dihydrodiol-epoxidim je nejvice studovana a pravdépodobné je zodpovédnd za
nadorové inicia¢ni G¢inky B[a]P. Schopnost aduktti vytvaret mutace dale zavisi na konformaci
aduktu uvnitt DNA helixu, a schopnosti opravného systému identifikovat toto poskozeni. DNA
adukty jsou vysoce stercospecifické. Jen jeden enantiomer (opticky izomer) z paru mize mit
karcinogenni vlastnosti (Baird et al., 2005). Dalsimi souvisejicimi metabolity generovanymi
CYPL1 enzymy jsou 3-hydroxy B[a]P, nebo B[a]P-7,8-dihydrodiol a B[a]P-9,10-dihydrodiol (Lu
et al., 2011).

Treti metabolicka draha B[a]P zahrnuje oxidaci B[a]P-7,8-dihydrodiolu na katechol
pomoci dihydrodioldehydrogenasy pattici do superrodiny lidskych aldo-keto reduktas (AKR).
Katechol nasledné podléha autooxidaci na B[a]P-7,8-dion (chinon), ktery miize sam tvorit
adukty s DNA, nebo je pomoci elektronti redukovan opét na katechol. Cyklus pfemény chinonu
na katechol a zpét vede ke vzniku ROS a oxidativnimu stresu vedoucimu k poSkozeni DNA
(Luetal., 2011).

In vitro studie vyuzivajici syntetické PAU a HAU metabolity pfinesly dukazy
0 schopnosti vazby individualnich metaboliti na DNA. Poskozeni DNA brénici postupu
polymerasy mtize pomoci objasnit, jak adukty ptispivaji ke vzniku mutaci. Vazba PAU na DNA
je esencialnim déjem iniciujicim tumorigenezi, nicméné mnoho otdzek tykajicich se vzniku

nadoru zlstava zatim nezodpovézeno (Baird et al., 2005).
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Obrazek 6: Metabolicka aktivace B[a]P na BDPE a nasledna tvorba DNA-aduktu
(upraveno podle Aimova et al., 2008).
(BPDE ...benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid)

2.5 Zanét a AhR, regulace Cypl rodiny zanétlivymi faktory

Zanét je obranna reakce organismu na poskozeni zplisobené ruznymi faktory jako jsou
napf. toxiny nebo patogenni mikroorganismy (bakterie, viry a houby) (Musah et al., 2012;
Morgan, 2009). Zanétliva odpovéd’ je spusténa pomoci vrozené imunity a lze ji rozdé€lit na
akutni a chronickou. Akutni zanét je kratkodoba fyziologicka reakce organismu doprovazena
horeckou, kterd ma pro jedince spiSe terapeutické ucinky. Naopak chronicky zanét je
dlouhodoba reakce, ktera ma pro organismus spise patologické G¢inky (Aggarwal et al., 2006).
Chronicky zanét je spojovan s fadou chorob, jako jsou kardiovaskuldrni onemocnéni, diabetes,
artritida, plicni a autoimunitni onemocnéni, karcinogeneze (Aggarwal et al., 2006). Zanét hraje
kli¢ovou roli v karcinogenezi plic, ovliviiuje bunéénou transformaci, proliferaci, invazivitu
a angiogenezi. Ze studii provedenych u kutdkl vyplyva, ze koufenim indukovany zanét plic
vyznamné zvysuje riziko vzniku nadora plic (Smith et al., 2006; Lee et al., 2008).

Imunitni odpovéd’ je spusténa aktivaci napiiklad toll-like receptorii (TLR) na povrchu
buné€k imunitniho systému vazbou patogennich komponent jako jsou nekrotické ¢asti bunék
nebo bakterialni endotoxin LPS. Po rozpoznani téchto latek dojde k fetézci udalosti, které vedou
k uvolnéni zanétlivych mediatorti z imunitnich bunék s cilem eliminovat patogen (Morgan

et al., 2009). Mezi mediatory zanétu fadime zejména prozanétlivé cytokiny jako interleukin-1p
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(IL-1B), interleukin-6 (IL-6), a faktor nekrotizujici nadory o (tumor necrosis factor o/ TNF-a),
vazoaktivni aminy (histamin), lipidové mediatory (prostaglandiny), peptidy a oxid dusnaty
(Morgan, 2009; Tao a Kobzik, 2001; Gerbal-Chaloinet al., 2013). Stresovymi podnéty
spoustéjicimi zanétlivou odpovéd’ mohou byt kromé cytokini i mnohé hormony, jako napf.
glukokortikoidy z kiry nadledvinek, nebo glukagon z pankreatu, které maji potencial regulovat
cytochromy P450 béhem zanétu (Morgan, 2000).

Na prubéhu zanétlivé reakce se podileji také zanétlivé enzymy jako (COX-2) nebo
(iNOS) (Aggarwal et al., 2006). Exprese genti pro oba enzymy je pod kontrolou transkripéniho
faktoru NF-xB a je regulovana mnoha rustovymi faktory, onkogeny a cytokiny; nejvyznamngjsi
cytokiny indukujici iNOS jsou TNF-a, IL-1p a IFN-y (Aggarwal et al., 2006).

COX-2 je inducibilni isoforma enzymu prostaglandinsynthasy (Ptgs 2), ktera se podili
na pfeméné kyseliny arachidonové na prostaglandiny. Tyto biologicky aktivni lipidy mohou
regulovat patologické procesy, jako je rozvoj karcinogeneze nebo zanétlivé reakce,
ale i onemocnéni jako tromboza, artritida a atherosklerosa (Allaj et al., 2013). Enzym COX-2
hraje zasadni roli v regulaci ristu a progrese mnoha nadort, jeho zvySena hladina byla nalezena
v nadoru prsu, plicnim adenokarcinomu, epitelialnich nadorech, jicnu a dal$ich nadorovych
tkanich (Aggarwal et al., 2006; Lee et al., 2008). K indukci COX-2 mohou pfispivat i nékteré
AhR ligandy, bylo prokazano, Ze napf. kombinace B[a]P a TNF-a vyznamné zvySovala expresi
COX-2 a produkci prostaglandini v plicnich epitelialnich burikach potkana (Umannova et al.,
2011).

iNOS je kliovy enzym generujici z aminokyseliny L-argininu NO, ktery hraje
dtilezitou roli vimunitni reakci. UGastni se obrany hostitele proti patogentim, zabiji
mikroorganismy a nitrosyluje makromolekuly, ¢imz pfispiva k pozitivni regulaci zénétu
(Aggarwal et al., 2006; Rubovitch et al., 2007). Velké mnozstvi NO je produkovano zejména
alveolarnimi makrofagy po aktivaci zanétlivymi stimuly. Bylo vSak zjiSténo, Ze po piisobeni
zanétlivych cytokinti IFN-y a/nebo IL-1B, jsou i alveolarni epitelialni bunky typu Il (AEII)
schopny produkovat NO, podileji se tedy na zanétlivé odpovedi plic na inhalované patogeny
(Punjabi et al., 1994). iNOS je stejné jako COX-2 zapojena do mnoha bunéénych pochodt
ovliviiujicich nadorovou transformaci bunék (Aggarwall et al., 2006). NO pusobi cytotoxicky,
podporuje pusobeni cytostatik a pozitivné reguluje nadorovou transformaci (Aggarwall et al.,
2006). B[a]P vyznamné zvySuje hladinu iNOS indukovanou pomoci TNF-a
(Umannova et al., 2011).

Makrofagy za normalnich podminek v bufice produkuji reaktivni formy kysliku (ROS),
které maji ochrannou funkci a slouzi k zabiti invadujiciho patogenu (Aggarwal et al., 2006).
ROS (superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal) vznikaji pfi redukci atmosferického
kysliku, ktery je rozpustén uvnitt buiiky, na vodu (Nebert et al., 2000). ZvySena produkce ROS,
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napiiklad pfi chronické zanétlivé reakci, mize zplusobovat oxidacni stres, tedy oxidacni
poskozeni DNA, které ptispiva ke vzniku a vyvoji mnoha onemocnéni véetné nadorové iniciace
(Nebert a Dalton, 2006; Vondracek et al., 2011). ROS mohou ménit signalni transdukéni drahy
a indukovat zmény v odpovédi transkripcnich faktori NF-xB a AP-lna stres v bunce
(Aggarwal et al., 2006).

Transkripce genti aktivovanych béhem zanétu je regulovana mnoha signalnimi drahami
zahrnujicimi NF-kB, AP-1, STAT3 a C/EBP (Beischlag et al., 2008). Lokalni i systémovy zanét
Vv plicnich epitelialnich buiikdch vedou k aktivaci NF- kB drahy, jejiz dlouhodobym plisobenim
dochazi k poSkozeni plic (Cheng et al., 2007). Podjednotky rodiny NF-xkB P50/RelA jsou
v neaktivni formé udrzovany v cytoplasmé interakci s inhibitorem NF-kB (IkBa). Ten zabranuje
vazb& importinu, a transportu dimeru do jadra. Translokace je umoznéna aktivaci IkB kinasy
(IKK) vazbou ligandu na toll-like receptor, kterd vede ke zvySeni aktivity IkB kinasy (IKK).
Komplex IKK nasledné fosforyluje inhibitor IxkBa, ktery je ubiquitinylovan a degradovan
v proteasomu. Uvolnény dimer p50/RelA vstupuje do jadra, kde spousti transkripci NF-kB
cilovych gent (Beischlag et al., 2008).

Dilezitou roli v regulaci imunitni odpovédi hraje AhR (Monteleone et al., 2011). Podil
fady enzymi, véetné enzymu regulovanych AhR, na detoxikaci a eliminaci xenobiotik mtze byt
bé&hem akutniho nebo chronického zanétu vyznamné snizen (Aitken et al., 2006, Gerbal-Chaloin
et al., 2013). Ze studii zkoumajicich vliv prozanétlivych cytokint na aktivitu AhR a expresi
jeho cilovych genti, zejména detoxika¢nich enzymu rodiny CYP1, vyplyva, Ze zanét a infekce
obecné vedou k redukci exprese a/nebo aktivity enzymu CYP1Al a CYP1A2 (Morgan, 2000;
Aitken et al., 2006). To bylo pozorovano jak na klasickych zvifecich modelech ovlivnénych
LPS, tak naptiklad v lidskych hepatocytech (Richardson a Morgan, 2005; Garbel-Chaloin et al.,
2013). Snizend exprese téchto enzymi mize vést k potlaeni nebo naopak posileni
terapeutickych ¢i toxickych uc€inkil xenobiotik a 1é¢iv (Morgan, 1997; Morgan, 2000; Garbel-
Chaloin et al., 2013). Snizeni exprese CYP1Al a CYP1A2 je pravdépodobné regulovano na
urovni transkripce. Za vyvolani funk¢ni represe genu CYP1Al (hladiny mRNA a aktivity
enzymu) béhem zanétlivé odpovédi je pravdépodobné zodpovédnad antagonistickd interakce
mezi AhR a transkripénim faktorem NF-kB aktivovanym vazbou cytokinu v promotoru genu
CYP1Al (Morgan, 2000; Ke et al., 2001; Beischlag et al., 2008). Interakce AhR se zanétlivymi
signdlnimi drahami tak m0ze hradt vyznamnou roli v imunitni dysfunkci, deregulaci
metabolismu xenobiotik a karcinogenezi (Gerbal-Chaloin et al., 2013). Zatimco AhR
indukovand exprese CYP1Al je v zanétlivych podminkdch sniZzena, exprese CYP1Bl
indukovand ligandy AhR (TCDD a Bl[a]P) je v jaternich bunkach potkana a plicnich
epitelidlnich bunkach po ptisobeni TNF-a vyznamné posilena (Umannova et al., 2008; 2011).
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Pti poskozeni epitelu traviciho traktu vedoucimu k zanétlivé odpovédi byla indukovana exprese
CYP1B1 v jicnu potkana (Devlin et al., 2009). Na posileni exprese CYP1B1 v podminkach
zandtu se pravdépodobné bude podilet krom& AhR dal$i signalni draha (Umannova et al., 2011;
Vondracek et al., 2011). Uloha AhR v regulaci zanétu neni jednoznaénd, mimo jiné zavisi na
typu tkan¢ (Fardel, 2013). AhR ligandy mohou indukovat sekreci prozanétlivych cytokinti jako
IL-1PB, IL-6 @ TNF-a u riznych typid bunék, ptfedev§im u primarnich makrofagi. Produkce IL-6
a TNF-o indukovana LPS byla vyrazn& snizena v mysich AhR” makrofazich ve srovnani
s wild-type makrofagy (Fardel, 2013; Gerbal-Chaloin et al., 2013). Z fady studii vSak také
vyplyva, Zze AhR miZe naopak zeslabovat zanétlivou odpovéd in vivo. Buiky ziskané
z bronchoalveolarni lavaze plic AhRR” mysi produkovaly vice prozanétlivych cytokint a indukce
zandtu byla v plicich této mysi posilena (Thatcher et al., 2007). Nékteré AhR ligandy (TCDD
a dalsi) mohou suprimovat produkci prozanétlivych cytokinti. Pro- nebo protizanétlivé uéinky
AhR ligandii mohou zaviset na druhu ligandu i na typu ovliviiovanych bunék (Vondracek et al.,
inhibi¢ni G¢inek interakce AhR s NF-xB (Tian et al., 2002). Molekularnich mechanismd,
kterymi AhR a jeho ligandy mohou regulovat produkei cytokini je nékolik. Klasicka AhR
signalni draha spociva v aktivaci XRE v promotoru genu odpovidajiciho cytokinu a spusténi
jeho transkripce, AhR vSak navic miZze piimo interagovat s dal§imi transkripénimi faktory jako

Statl, NF-kB apod. a tim ovliviiovat produkei cytokint (Fardel, 2013).

2.6 Modely plicnich bunék pouzité v diplomové praci (linie

MH-S, RLE-6TN)

Dychaci trakt ptfedstavuje snadnou cestu pro potencidlné infekéni mikroorganismy
a skodlivé latky pochazejici z inhalovaného vzduchu (McRitchie et al., 2000). Plicni epitel
vytvaii fyzikalni bariéru mezi vnéj$im prostiedim a hostitelem, kterd ho chrani pted Skodlivymi
ucinky vdechnutych ¢astic a patogent (Cheng et al., 2007). Za snadnou a efektivni vyménu
plyni (O, a CO,) vplicich jsou zodpovédné plicni sklipky (alveoli). Pravé zde dochazi
Kk propojeni vnitiniho prostiedi organismu s environmentalnimi kontaminantami z zivotniho
prostiedi (Mason, 2006). Prvni obrannou linii v plicnich sklipcich tvofi alveolarni epitelidlni
buiiky, které syntetizuji a sekretuji plicni surfaktanty; alveolarni makrofagy a malé mnozstvi
alveolarni tekutiny (McRitchie et al., 2000; Mason, 2006). Alveolarni epitel je slozen ze dvou
hlavnich typi bun€k (pneumocytti), alveolarni epitelialni buiiky typu I a typu II. Bunky L. typu
pokryvaji 95 % povrchu plicniho sklipku a slouzi jako hlavni prostfedek pro vyménu plynii
a obsahuji vSechny pumpy a iontové kanaly pro transcelularni transport sodiku. Bunky typu II
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jsou studovany vice nez tficet let, maji odlisnou morfologii a pokryvaji 5 % povrchu alveolu.
Slouzi jako progenitorové bunky plicniho epitelu a jsou odpovédné za obnovu plicniho epitelu
pti jeho poskozeni. Produkuji surfaktanty, tj. smés fosfolipidl, lipidG a proteinii snizujici
povrchové napéti a usnadiujici rozpoznani a eliminaci patogend, hraji tedy vyznamnou roli
ve vrozené imunité organismu (Mason, 2006; Rubovitch et al., 2007). Epitelidlni buitky mohou
prostiednictvim produkce cytokinti a chemokinti fungovat jako senzory invaze mikroorganismu
(McRitchie et al., 2000; Fehrenbach, 2000). Uginky inhalovanych environmentalnich &astic
vedly u experimentalnich zvifat ke zménam plicniho epitelu a vzniku zanétu. Ze studii
provedenych in vitro bylo zjisténo, Ze ¢astice jako oxid titanicity (TiO,), oxid kiemicity (SiO,),
zbytky ze spalovani ropy a dalsi toxické ¢astice obsazené ve vzduchu mohou v alveolarnich
makrofazich i plicnich epitelidlnich bunkach indukovat produkci prozanétlivych cytokind jako
jsou makrofagovy zanétlivy protein (MIP-2), TNF a, IL-8 a IL-6 (Tao a Kobzik, 2001).
Vhodnym modelem pro studium vlivu zanétlivych faktorti na aktivaci promutagend jsou bunky
RLE-6TN, plicni alveolarni epitelialni butiky typu II izolované z potkana F344. Bylo zjisténo,
ze dlouhodoba expozice plicniho epitelu aromatickymi uhlovodiky muze vést k indukci
zanétlivé odpoveédi, chronickému zanétu a poSkozeni plic u linie RLE-6TN. Vysoké davky JP-8
(smés alifatickych a PAU) indukuji tvorbu vysoké hladiny ROS, prodlouzenou aktivaci NF-kB
a zvySenou expresi TNF-o a IL-8 (Boulares et al., 2002; Espinoza et al., 2006). Na zakladé
téchto skute¢nosti byla linie RLE-6TN vyuzita v této praci pro studium indukce zanétlivych
markert, enzymu podilejicich se na metabolické aktivaci B[a]P a tvorby B[a]P metaboliti po
pusobeni smési zanétlivych mediatort produkovanych modelovou bunéénou linii odvozenou od
alveolarnich makrofagu.

Alveolarni makrofagy predstavuji jedny z nejdilezitéjsich imunitnich bunék tvoficich
prvni obrannou linii v lidskych plicich a jsou odpoveédné za aktivaci zanétlivé odpovédi vedouci
k odstranéni patogenu (Sharma et al., 2007; Rubovitch et al., 2007). Alveolarni makrofagy
se vyskytuji v té€né blizkosti plicnich epitelidlnich bunék, mohou s nimi interagovat
a spolupracovat na imunitni odpovédi (Rubovitch et al., 2007). Bylo zjisténo, ze jak alveolarni
makrofagy, tak alveolarni epitelidlni buiiky izolované z plic dospélého potkana produkovaly
TNF-a po stimulaci LPS in vitro (Tao a Kobzik, 2001). LPS je endotoxin z bunééné stény gram-
negativnich bakterii pouzivany jako model bakteridlni infekce, kterd je doprovazena
systémovymi projevy zanétu (McRitchie et al., 2000; Morgan et al., 2007). Alveolarni
makrofagy a alveolarni epitelidlni buiiky spolu interaguji v odpovédi na toxické Castice a tato
interakce je spojena se zvySenou aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB a produkei
prozanétlivych cytokint (Tao a Kobzik, 2001). K akutnimu poSkozeni a onemocnéni plic, které
je castecné indukovano TNF-a uvoliiovaného alveolarnimi makrofdgy, mohou alveolarni
epitelialni buiiky typu II aktivné ptispivat produkei chemoatraktantd. Ty ptitahuji neutrofily do
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mista poSkozeni ¢i zanétu (Sharma et al., 2007). Ze studii provedenych na ko-kulturach
alveolarnich makrofagli s alveolarnimi  epitelidlnimi  buitkami RLE-6TN  vyplyva,
ze mezibunééné interakce mezi témito bunkami jsou dalezitym faktorem ovliviujicim
prozanétlivou odpovéd plic indukovanou prachovymi ¢asticemi z ovzdus$i. Bylo zjisténo,
ze kontakt RLE-AM je nezbytny pro zvySenou produkci cytokinii a posileni prozanétlivé
odpovédi indukované prachovymi ¢asticemi. Ko-kultivace AM-RLE muze slouZit jako uzite¢ny
in vitro model pro studium biologickych ucinku toxickych ¢astic rozptylenych ve vzduchu (Tao
a Kobzik, 2001). V ramci této prace byla pro indukci tvorby smési zanétlivych mediatort
pomoci LPS izolovaného z bakterie Pseudomonas aeruginosa (vyznamného plicniho patogenu),
jako vhodny model, pouzita bunééna linie mySich alveolarnich makrofagi (AM), oznaCovana

MH-S (Mbawuike a Herscowitz, 1989).

3  Material a metody

3.1 Bunééné modely a kultiva¢ni podminky

Pro pripravu kondiciovaného média obsahujiciho zanétlivé faktory produkované
makrofagy byla pouzita bunééna linie MH-S (ATCC), odvozena od mySich alveolarnich
makrofagii. Tato bunéna linie byla ziskana z bronchoalveolarni lavaze myS$i Balb/c)
a naslednou imortalizaci bun¢k virem SV40. Vznikla imortalizovand adherentni bunééna linie
MH-S si uchovava morfologii alveolarnich makrofagh a je schopna aktivace pomoci
lipopolysacharidu (LPS) (Mbawuike a Herscowitz, 1989).

Pro studium epitelidlnich bunek byl zvolen model RLE-6TN (ATCC), bunééna linie
odvozena od alveolarnich epitelidlnich bun€k typu II potkana F344. Po izolaci byly buiky
imortalizovany genem T-antigenu SV40, ¢imz byly ziskdny 2 imortalizované netumorigenni
bunééné linie RLE-6T a RLE-6TN. PCR analyza genomové DNA odhalila, Ze gen pro T-
antigen je piitomen pouze v linii RLE-6T, z ¢ehoz vyplyva, Ze linie RLE-6TN pravdépodobné
vznikla spontanni imortalizaci a je tedy T-antigen negativni (Driscoll et al., 1995).

Bunky MH-S byly kultivovany Vv ristovém médiu DMEM (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Rakousko), se zvySenym obsahem glukosy (4,5g/l), bez fenolové Cervené, s L-
glutaminem a s piidavkem 10% inaktivovaného fetalniho teleciho séra (FBS) se sniZzenym
obsahem endotoxinu (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko).

Buiiky byly péstovany na kultivaénich miskach (S = 60,1 cm®, TPP, Trasadingen,
Svycarsko) umisténych v inkubatoru pfi teploté 37°C, vlhkosti vzduchu 95% a atmosféie 5%
CO,. Buiiky byly pasazovany dvakrat tydné. Po odsati pouzitého média byly bunky od povrchu
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uvolnény pomoci Skrabky, resuspendovany v cCerstvém médiu a nasledné¢ nafedény
na pozadovanou koncentraci. Pro vlastni ptipravu kondiciovaného média byly bunky vysévany
v hustotd 10 000 bunék/cm® do kultivaéniho média na Petriho misky (S = 9,2 cm? TPP,
Trasadingen, Svycarsko), kde rostly 24 h. Nasledné byly ovlivnény pomoci LPS ziskaného
z buné&éné stény gram-negativnich bakterii Pseudomonas aeruginosa po dobu 24 h (Sigma-
Aldrich, Praha, CR). Tato latka méla aktivovat makrofagy ke zvysené produkci zanétlivych
mediatord do okolniho rdstového média (McRitchie et al., 2000; Rubovitch et al., 2007).
Lipopolysacharid, ktery byl pouzit k aktivaci makrofagli, byl pouzit ve vysledné koncentraci
lpug/ml. Po 24 h bylo kondiciované médium odsato z kultivacnich misek, zcentrifugovano
(200g, 5 min, 25 °C) a uchovano pii -80 °C.

Bunky RLE-6TN byly kultivovany v ristovém médiu Ham’s F12 s 2mM L-glutaminem
bez antibiotik (Live Technologies, Praha, CR) s pfidavkem extraktu zbovinni hypofyzy
(10pg/ml) (Sigma P1476), insulinu (Spg/ml) (Sigma 19278), rlstového faktoru podobného
insulinu (IGF, 2,5ng/ml) (Sigma [3769), transferinu (1,25 pg/ml) (Sigma T-8158), mysiho
epidermalniho rustového faktoru (mEGF, 2,5 ng/ml) (BD 354001) a s 5% FBS (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko).

Buitky byly péstovany v kultivaénich lahvich (S = 75 cm? TPP, Trasadingen,
Svycarsko) umisténych v inkubétoru pii teploté 37 °C, vlhkosti vzduchu 95% a atmosféie 5%
CO, Bunky byly pasazovany dvakrat tydné. Po odstranéni starého média byly oplachnuty
roztokem PBS (phosphate buffered saline), nasledné byly od povrchu kultiva¢ni lahve uvolnény
pusobenim trypsinu s pifidavkem EDTA (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko).
Nasledné byly resuspendovany v Cerstvém médiu a nafedény na pozadovanou hustotu. Pro
experimenty byly buiiky vysévany v hustoté 30 000 bundk/cm’® do piipraveného kultivaéniho
média na Petriho misky (S = 9,2 cm?, TPP, Trasadingen, Svycarsko), kde rostly 48 h pfi teploté
37 °C, vlhkosti vzduchu 95% a atmosfére 5% CO, Potom byly ovlivnény pfislusnymi

zkoumanymi latkami, jak je podrobnéji uvedeno ve vysledkové Casti prace.

3.2 Experimentalni design

Bunky RLE-6TN byly v pokusech exponovany nasledujicim zptisobem. Jako negativni
kontrola byl pouzit 0,1% dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Praha, CR), ktery byl
pouzit také jako rozpoustédlo pro piipravu roztoku B[a]P. Buiky byly inkubovany s B[a]P
(Ehrenstorfer, Augsbudg, Némecko) ve vysledné koncentraci 1uM, a to bud’ samostatné, nebo
Vv pritomnosti zanétlivych mediatord. Ty byly na plicni bunky aplikovany v kondiciovaném
médiu ziskaném z MH-S makrofagl aktivovanych LPS, a to v poméru 25 % kondiciovaného

média a 75 % kultivacniho média. Tento pomér byl stanoven na zdkladé predbéznych
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experimentt. K vyvolani zanétlivé reakce v bunikach byl v nékterych experimentech také vyuzit,
jako pozitivni kontrola, modelovy prozanétlivy cytokin TNF-a (Sigma-Aldrich, Praha, CR),
0 vysledné koncentraci 20 ng/ml zvolené na zaklad¢ predchozich experimentli provadénych na
pracovisti (Umannova et al., 2011). Po skonceni expozice (6 nebo 24 h) byly bunky sklizeny
a byly z nich pfipraveny bunééné lyzaty na analyzu metodou Western blotting; byla izolovana
mRNA pro analyzu genové exprese pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
s reverzni transkripci (QRT-PCR). Dale byly také pripraveny bunécné pelety a médium pro
analyzu metabolit B[a]P na kapalinovém chromatografu metodou LC/MS/MS a pelety bun¢k
pro stanoveni mnozstvi B[a]P-adukti metodou P¥-postlabeling, vyuzivajici znageni nukleotidi

radioizotopem fosforu P¥,

3.3 Pouzité metody

Pro stanoveni hladiny proteinii v celkovych bunéénych lyzatech byl pouzit Western
blotting. K urceni hladiny mRNA v bunkach byla pouzita qRT-PCR. Pro identifikaci metabolitl
B[a]P vznikajicich pfi metabolizaci v buinkach, bylo vyuzito kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS). Vlastni stanoveni metaboliti bylo
provedeno spolupracujici laboratofi na Oddéleni chemie a toxikologie Vyzkumného ustavu
veterinarniho 1ékaistvi (VUVeL) v Brng, RNDr. Jifim Necou. Stanoveni mnozstvi BPDE-DNA
aduktt bylo provedeno P**-postlabeling metodou vyuzivajici znageni nukleotidi radioizotopem
fosforu P¥ v Laboratofi genetické toxikologie na Oddé&leni genetické ekotoxikologie Ustavu

experimentalni mediciny AV CR (UEM AV CR) v Praze, vedené Ing. Janem Topinkou, DrSc.

3.3.1 Western blotting

Western blotting je imunodetekéni semikvantitativni metoda slouzici k detekci proteint.
Je zalozena na elektroforéze, prenosu rozdélenych proteinii na membranu a jejich nasledné
detekci specifickou protilatkou.

Bunky byly po expozici studovanou latkou sklizeny a za pouziti lyza¢niho pufru z nich
byly ptipraveny bunécné lyzaty. Z Petriho misek bylo odstranéno kultivaéni médium a bunky
byly oplachnuty studenym PBS. Nasledné byl pfiddn lyzacni roztok slozeny z 1% SDS
s pfidavkem inhibitorti proteas (Protease Inhibitor Mix G) (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Némecko) a fosfatas (fluorid sodny (NaF), orthovanadat sodny (Na3VO,) (Fluka,
Praha, CR). Celkové bun&ené lyzaty byly poté 10 min inkubovany na ledu, 10 min zahtaty na
90 °C a opét ochlazeny na ledu. Pak byly vzorky zcentrifugovany a sonikovany ultrazvukem.
Celkova koncentrace proteinll byla ur¢ena pomoci komeréniho testu Bio-Rad DC protein assay
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Nasledné¢ byl pfidan 1% B-merkaptoethanol
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a 0,01% bromfenolova modf. Pro separaci jednotlivych proteinti ve vzorku bylo do vSech jamek
gelu nanaseno vzdy stejné mnozstvi proteinu (20 pg/jamka).

Pro rozdéleni proteini byla vyuzita elektroforeticka separace (SDS-PAGE
elektroforéza), ktera vyuziva principu déleni latek podle jejich mobility ve stejnosmérném
elektrickém poli, kde rychlost pohybu ¢astic je pfimo umérna jejich velikosti. Proteiny byly
naneseny do 4% zaostfovaciho gelu, kde se mohly zarovnat na stejné vychozi pozici, aby se
mohly nasledné rozdélit v 10% polyakrylamidovém gelu. Gel byl umistén do vertikalni
elektroforetické vany mini VE (Hoefer, Holliston, MAS, USA) obsahujici pufr slozeny
z (200mM glycin; 25mM Tris; 3,5mM SDS) o pH = 8,3. Nasledoval pienos proteinti z gelu na
polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) pomoci
mokrého prenosu/blotovani v blotovaci komote naplnéné transferovym pufrem (192mM glycin;
25mM Tris, 20 obj. % methanol) za pruchodu elektrického proudu. Nespecifickd mista na
membranach byla nasledné blokovana jednu hodinu Vv roztoku 2,5% odtu¢néného mléka
v promyvacim pufru (SM NaCl; 2M Tris, 10% Tween, pH = 7,4) o pH = 7,2. Déale byly
membrany inkubovany S primarni protilatkou (Tab. 1) pii 4 °C ptes noc. Poté byly membrany
oplachnuty v promyvacim pufru a jednu hodinu inkubovany se sekundarni protilatkou znacenou
kienovou peroxidasou (Tab. 2) pii laboratorni teploté. Po opétovném promyti v promyvacim
pufru byly membrany inkubovany 5 minut s chemiluminiscen¢nim substratem (ECL Plus,
Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK), které po reakci s kienovou peroxidasou
produkoval chemiluminiscenéni zafeni. Detekce byla provedena na rentgenovy film pomoci
automatického vyvolavace AGFA Curix 60 (Gevaert N. V., Belgie). Jako kontrola spravného
naneseni vSech proteind na gel slouzil f-aktin. Rovnomérné pieneseni proteinli na membranu
bylo ovéfeno jejim obarvenim v 0,15% roztoku amidové Cerni s roztokem kyseliny octové,

methanolu a vody v poméru 1:3:6.

Protein Dodavatel, katalogové Cislo Redéni Pivod
Cox-2 Santa Cruz, sc-1747 1:500 kralik
CYP1A1 Daiichi Pure Chemicals, 423635 1:1000 koza
CYP1B1 BD Pharmingen, 458511 1:3000 kralik
IxBa Santa Cruz, sc-203 1:1000 kralik
iINOS BD Biosciences, 610431 1:2000 mys$
Fosfo-p53 Cell Signaling, cs-9284 1: 3000 kralik
p-aktin Sigma-Aldrich, A5441 1:5000 mys$

Tabulka 1: Primarni protilatky pouZité pro detekci proteind.
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Typ protilatky Dodavatel, katalogové cislo Koncentrace
anti-mysi Amersham NA 931 1:3000
anti-kralic¢i Amersham NA 934V 1:3000
anti-kozi Santa Cruz sc-2020 1:5000

Tabulka 2: Sekundarni protilatky pouzité pro detekci primarnich protilatek.

3.3.2 lzolace RNA a qRT-PCR

Z bun¢k ovlivnénych zkoumanou latkou byla izolovana celkovda RNA s vyuzitim
komeréni sady NucleoSpin RNA II Purification kit (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko),
kdy bylo postupovano podle pfilozeného protokolu. Po odstranéni média byly buiiky oplachnuty
studenym PBS a pifidavkem lyza¢niho pufru zlyzovany. Centrifugaci bunééného lyzatu pres
kolonu s filtrem (11 000g /1min) do$lo k odstranéni neistot. RNA byla poté precipitovana
ethanolem a zachycena na koloné. Pro efektivngj$i pusobeni rDNasy k odstranéni DNA
ze vzorku byla RNA odsolena. Po deaktivaci DNasy doslo k vysuSeni a promyti membrany
kolony. RNA byla eluovana z kolony pomoci vody bez RNas. Koncentrace ziskané RNA byla
stanovena na spektrofotometru NanoDrop pfi vinové délce 260 nm.

Polymerazova fetézova reakce je metoda slouzici k rychlé a snadné amplifikaci
specifickych useki DNA. Pro metodu kvantitativni polymerazové fetézové reakce s reverzni
transkripci v redlném &ase (qQRT-PCR) byla pouzita komeréni sada SuperScript® I
Platinum®One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA) umoZiiujici
jednokrokovou gRT-PCR. Pii PCR s reverzni transkripci (RT-PCR) je nejprve DNA templat
pottebny pro amplifikaci ziskan reverzni transkripci z mRNA. Reverzni transkripce probéhla
spolu s wvlastni amplifika¢éni reakci v jednom kroku. Pro amplifikaci a detekci byl
pouzit termocykler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie). Reakéni smés pro
gRT-PCR byla ptipravena podle navodu piilozeného ke komer¢ni soupravé a jeji celkovy objem
¢inil 20 pl. Jednotlivé kroky/ podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 4.

Pomoci qRT-PCR byly detekovany hladiny mRNA geni Cyplal, Cyplbl, Ptgs2
(kodujici COX-2) a Tnf (kodujici TNF-a). Sekvence specifickych primerti a prob (nebo jejich
identifikaéni UPL ¢isla) jsou uvedeny v Tab. 3. Byly pouzity dvojité zna¢ené sondy (proby)
Z univerzalni knihovny prob (Universal Probe Library, Roche Diagnostics, Mannheim, SRN),
nebo proby syntetizované na zakdzku (VBC Genomics, Viden, Rakousko). Jako referencni gen

byl pouzit gen kodujici velkou podjednotku RNA polymerazy I1 (Polr2a).
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Gen

Identifikace genu

Sekvence primeru a préb

Cyplal

NM_012541

5'-ATGTCCAGCTCTCAGATGATAAGGTC-3’

5'-ATCCCTGCCAATCACTGTGTCTAAC-3’

5'-CCAGGTACATGAGGCTCCAAGAGATAGC-3’

Cyplbl

NM_012940

5'-CTCATCCTCTTTACCAGATACCCG-3’

5'-GACGTATGGTAAGTTGGGTTGGTC-3’

5’-CTCATGCAGGGCAGGCGGTCCCTCCCC-3’

Ptgs2

NM_017232

5’-CTACACCAGGGCCCTTCC-3’

5'-TCCAGAACTTCTTTTGAATCAGG-3’

#5

Tnf

NM_012675.2

5’-GCCCAGACCCTCACACTC-3’

5’-CCACTCCAGCTGCTCCTCT-3"

#119

Polr2a

XM_343922.3

5'-CCAAGTTCAACCAAGCCATT-3’

5’-AGACTGAGCAGCCAAAGCTC-3’

U|(A(M|O|0|TM|O(o|M|O|0|T|Oo(o|T

# 80

Tabulka 3: Sekvence primert a prob pouzitych pro qRT-PCR

(F) levy primer; (R) pravy primer; (P) proba

Krok Délka kroku Teplota

Reverzni transkripce 15 min 50 °C

Iniciacni krok 2 min 90 °C

Cyklovani (40 cykli) 1. Denaturace dsDNA 15s 95 °C
2. Navazani primert (annealing), 30s 60 °C
3. Elongace (extenze)

Tabulka 4: Reakéni podminky gqRT-PCR

Pro vyhodnoceni relativniho mnozstvi RNA/genu ve vzorku, byl v kazdém cyklu

amplifikace, po odstépeni fluorescenéniho zhaseCe na 3'- konci proby DNA-polymerasou,

detekovan fluorescencni signal. Ten odpovidal mnozstvi PCR produkti, a byl nepfimo umérny

Ct (threshold cycle) parametru. Ct je cyklus amplifikace, ve kterém hodnota fluorescence reakce

prekona prahovou fluorescenci (threshold). Vysledna relativni exprese genil (R) byla vypocitana

komparativni metodou, podle vztahu R =

2001).

-AACt
2

, Jak je uvedeno v literatuie (Livak a Schmittgen,
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3.3.3 Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni

spektrometrii (LC/MS/MS)

Chromatografické metody patii mezi separacni techniky slouzici k rozdéleni a analyze
slou¢enin obsazenych ve smésich. LC/MS/MS je vysoce selektivni a senzitivni metoda vhodna
napiiklad pro analyzu léCiv, sloucenin obsazenych v Zivotnim prostiedi a jejich metabolitd
(Petrovi¢ et al.,, 2005). Tato metoda umoziuje shromazd’ovat kvantitativni i strukturni
informace, a nabizi univerzalni nastroj pro provedeni vétSiny profilovacich studii metabolitt
(Theodoridis et al.,, 2012). Byly stanoveny jak metabolity B[a]P obsazené v plicnich
alveolarnich burikach RLE-6TN, tak metabolity B[a]P vylouc¢ené po metabolizaci do rstového
média, ve kterém byly bunky kultivovany. Vlastni stanoveni bylo provedeno spolupracujicim
pracovi§tém Oddéleni chemie a toxikologie VUVeL, Brno.

Pro analyzu metaboliti obsazenych v buikach byly bunky sklizeny do 1,5 ml
zkumavek, promyty pomoci fosfatového pufru (PBS) a zcentrifugovany (200g/5min).
Metabolity B[a]P byly z bunééného peletu ziskany dvojnasobnou extrakci za pouziti 2 x 700 pl
octanu ethylnatého. Extrakty byly smichany a rozpoustédlo bylo odfoukano proudem dusiku.
Odparek byl rozpustén v 50 ul methanolu a alikvot o objemu 10 pl byl nadavkovan do HPLC
kolony.

Pro izolaci B[a]P a jeho metabolitt z kultiva¢niho média byla vyuzita extrakce na pevné
fazi (SPE). Extrakce byla provedena na SPE kolonkich (Sigma-Aldrich, Praha, CR),
naplnénych nepolarnim polymerem s hydrofilni modifikaci (HLB, 30 mg, 1 ml) umozZiujici
zadrzeni nepolarnich i polarnich slou¢enin. SPE kolonky byly nejdiive vy¢istény (aktivovany)
promytim 1 ml methanolu a nasledné¢ ekvilibrovany promytim 1 ml vody. Po naneseni 2 ml
kultivaéniho média byly kolonky promyty 1 ml vody (pfecisténi vzorku) a sledované analyty
byly z kolonky eluovany 1,5 ml methanolu. Rozpoustédlo bylo odfoukano proudem dusiku
a odparek byl rozpustén v 50 pl methanolu. Do HPLC kolony bylo naddvkovéano 5 pl vzorku.

Analyty obsazené VvV médiu jsou piitomny i ve formé konjugati s kyselinou
glukuronovou a sulfatem. Proto byl alikvot vzorki média pifed SPE extrakci podroben
enzymatické a chemické hydrolyze. Pro enzymovou hydrolyzu byla pouzita smés enzymi
obsahujici B-glukuronidasu a arylsulphatasu (Merck, Darmstadt, Némecko). Vzorek
kultivacniho média byl rozdélen na dvé Casti, z nichz jedna byla podrobena enzymové a druha
chemické hydrolyze. V 1 ml média bylo upraveno pH pomoci kyseliny octové na hodnotu 5,6
a pridan 1 ml 0,2 M octanu sodného o pH 5,1. K takto upravenému médiu bylo ptidano 20 pl
enzymové smési. Vzorky byly inkubovany pfes noc (16 hodin) pti 37 °C. Po inkubaci byl
vzorek ochlazen a aplikovan na SPE kolonu. Ve druhé ¢asti média byly konjugované metabolity

hydrolyzovany chemicky pomoci kyseliny chlorovodikové. K 1 ml média bylo pfidano 200 pl 1
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M HCIL. Smés byla inkubovana 1 hodinu pii 90 °C. Po ochlazeni byl vzorek aplikovan na SPE
kolonu.

Separace a analyza metaboliti obsazenych ve vzorcich byla provedena pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS). Kapalinovy
chromatograf Agilent 1200 (Agilent Technologies, Némecko) se skladal z binarni pumpy,
vakuového degaseru, automatického davkovace vzorkl a termostatu kolon. Pro separaci byla
pouzita kolona Supelcosil LC-PAH o rozmérech 3 x 150 mm s velikosti 5 pm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Analyty byly z kolony eluovany gradientem methanolu ve vodé: 0-34
min., 40-88% methanol. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min, kolona byla vyhtivana na 45 °C.
Analyty byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupolem Agilent
6410 Triple Quadrupole LC/MS (Agilent Technologies, USA). Pro ionizaci slou¢enin byla
pouzita chemickd ionizace za atmosferického tlaku (APCI), méfeni bylo provedeno
V pozitivnim médu.

Hmotnostni spektrometr 6410 Triple Quadrupole LC/MS/MS vyuziva pro realizaci
MS/MS experimentu kolizni celu na bazi hexapoélu, ktery z moznych uspotradani piedstavuje
optimum z hlediska transmise a fokusace iontu. Nejdulezitéj$i charakteristikou kolizni cely
Vv trojitém kvadrupolu v uspofadani LC/MS/MS je rychlost provadénych MS/MS experimentd.
Trojity kvadrupol mtize pracovat v nékolika rezimech, pro kvantifikaci analyti, zejména
v oblasi nizkych koncentraci, je ale nejvhodnéjsi tzv. MRM rezim, neboli Multiple-Reaction
Monitoring. V tomto rezimu prvni kvadrupdl propousti vzdy jeden vybrany iont
S charakteristickou hodnotou m/z pro dany analyt (nejéastéji molekulovy ion), v kolizni cele
dochazi k jeho fragmentaci ,a druhy kvadrupdl pak propousti charakteristicky produktovy iont.
Jeden par prekurzorového/produktového iontu se oznacuje jako tzv. MRM ptechod. Pro
kvantifikaci sledovanych analyti byly zvoleny nasledujici MRM ptechody. Pro dihydrodioly
byl zvolen MRM ptechod s hodnotou m/z 269,1 — 239,1, pro diony m/z 283,1 — 226,1 a pro
hydroxy-B[a]P m/z 269,1 — 239,1.

3.3.4 Analyza DNA aduktii

Mnozstvi DNA-aduktii bylo stanoveno pomoci metody P¥-postlabeling vyuzivajici
znaGeni nukleotidi radioizotopem fosforu P* Laboratofi genetické ekotoxikologie UEM AV
CR. Tato metoda je vhodna pro stanoveni DNA aduktdi nesubstituovanych PAU. Pro analyzu
DNA-aduktt byla pouzita bunétna linie RLE-6TN, buriky byly sklizeny do 1,5 ml zkumavek,
promyty pomoci fosfatového pufru (PBS) a zcentrifugovany (200g/ 5Smin). Pro analyzu byl
vyuzit bunéény pelet, ze kterého byla izolovaina DNA. Vzorky DNA byly poté Stépeny smeési
mikrokokalnich endonukleas a slezinovych fosfodiesteras 4 h pti 37 °C. Znacené¢ DNA adukty
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byly poté rozliSeny dvojdimenzionalni chromatografii na tenké vrstvé (TLC). Jako mobilni faze
byly pouzity nasledujici latky: prvni rozpoustédlo 1M fosfat sodny o pH = 6,8; nasledn¢ smes
latek 3,8M lithium formiat a 8,5M mocovina o pH = 3,5 a nasledné rozpoustédlo pfipravené
z 0,8M chloridu lithného, 0,5M Tris a 8,5M mocoviny o pH = 8,0.

Autoradiografie (metoda slouzici k identifikaci, lokalizaci a méfeni mnoZstvi
radioaktivnich latek ve zkoumanych objektech) byla provedena pomoci expozice na rentgenové
filmy pfti -80 °C po dobu 6, 24 a 92 h. Radioaktivita spotu odpovidajiciho aduktu BPDE-DNA
byla méfena pomoci kapalinového scintilacniho pocitace. Tento piistroj slouzi k detekci
jednotlivych ¢astic nebo kvant energie emitovanych radioaktivni latkou.

K urceni pfesného mnozstvi DNA v kazdém vzorku byly alikvoty DNA enzymového
digestu (1 pg DNA hydrolysatu) podrobeny analyze HPLC na reverznich fazich s naslednou
UV-detekci, pomoci které byl analyzovan obsah nukleotidii ve vzorku; soucasné tato metoda
poskytovala kontrolu ¢istoty DNA. Mnozstvi detekovanych DNA aduktti bylo poté vyjadieno
jako po&et aduktii na 10° nukleotidu. Jak vzorky, tak standardy pro BPDE-DNA adukty byly
meéfeny v triplikatech pro kontrolu variability mezi jednotlivymi opakovanimi. Standardy

slouzily k normalizaci namétenych hodnot DNA-adukti.
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4  Experimentalni Cast

4.1 Stanoveni aktivace alveolarnich makrofaga (MH-S)
za pouziti LPS; priprava kondiciovaného média

Interaktivni ucinky B[a]P a smési zanétlivych mediator byly studovany na modelové
linii plicnich epitelidlnich bunék RLE-6TN. Pro ziskani smési zanétlivych mediatorti byla
pouzita modelova bunécna linii MH-S odvozena od mysich alveolarnich makrofagi. Bunécna
linie MH-S byla aktivovana pomoci lipopolysacharidu (LPS) izolovaného z povrchu gram-
negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, s cilem stimulovat makrofagy k tvorbé
prozanétlivych cytokint. Po indukci MH-S bun¢k pomoci LPS byla metodou Western blotting
stanovena zména hladiny enzymt iNOS a COX-2, které se podileji na zanétlivych procesech
a exprese jejich gent je po indukei zanétlivymi cytokiny vyznamné posilena (Aggarwal et al.,
2006; Rubovitch et al., 2007). Expozice MH-S bunék 0,1; 0,5 a 1pug/ul LPS po dobu 24 h vedla
k vyraznému zvysSeni hladiny enzym® iNOS a COX-2 ve srovnani s kontrolnim neovlivnénym

vzorkem (DMSO) (Obr. 7), coz potvrzuje aktivaci mySich alveolarnich makrofagh MH-S

k produkci zanétlivych mediatord.

LPSO,1pg/ul
LPS 0,5 pg/ul
LPS 1ug/ul

DMSO
PBS

iNOS (130 kDa)

COX-2(72 kDa)

Obrazek 7: Indukce enzymi iNOS a COX-2 po 24-hodinové inkubaci s testovanou latkou (LPS
0 koncentraci 0,1; 0,5 a 1ug/ul) v porovnani s kontrolnim vzorkem (DMSO) u buné&cné linie
MH-S. Fosfatovy pufr (PBS) byl pouzit jako rozpoustédlo LPS - negativni kontrola. Na obrazku

jsou uvedeny reprezentativni vysledky ze tfi nezavislych opakovani stanovenych metodou

Western blotting.

Po ovéteni aktivace MH-S bunék z nich bylo pfipraveno kondiciované médium. MH-S

buniky byly aktivovany LPS (1pg/ul; tato koncentrace zptisobovala maximalni indukci iNOS)
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po dobu 24 h. Poté bylo médium sesbirano z kultivaénich misek, smichano dohromady
a zcentrifugovano. Je znamo, ze bunky MH-S uvoliuji do média fadu zanétlivych cytokini
a dalSich mediatort,, zejména po aktivaci LPS (Chen et al., 2007; Zhong et al., 2008). Takto
pfipravené kondiciované médium bylo dale vyuZito jako model pro simulaci zanétlivych
podminek. Objem kondiciovaného média, které bylo pouzito pro ovlivnéni alveolarnich
epitelialnich bunek, tvotil vzdy Y objemu kultivaéniho média, ve kterém alveolarnich epitelidlni

bunky rostly. Tento pomér byl zvolen na zakladé¢ vysledka predbéznych experimentt.

4.2 Potvrzeni aktivace zanétlivé odpovédi v buiikich RLE-
6TN pomoci kondiciovaného média - detekce indukce
exprese geni Tnf (TNF-a), Ptgs2 (COX-2) a stanoveni
degradace IkBa

Aktivace zanétlivé odpovédi Vv bunikaich RLE-6TN Kondiciovanym médiem byla
stanovena pomoci analyzy aktivity signalni drahy NF-kB podilejici se na zvySené produkci
prozanétlivych cytokint jako jsou napf. TNF-a, IL-6 a IL-1p béhem zanétlivé odpovédi. Byla
provedena detekce hladiny mRNA prozanétlivého cytokinu TNF-o produkovaného buikami
RLE-6TN v zanétlivych podminkach. Ovlivnéni bunék RLE-6TN kondiciovanym médiem
po dobu 24 h vedlo K naristu hladiny TNF-o. mRNA oproti kontrole. Ve srovnani s expozici
bunék RLE-6TN kondiciovanym médiem, doSlo po expozici bunék RLE-6TN 1uM B[a]P
v kombinaci s kondiciovanym médiem Ke statisticky vyznamnému zvySeni hladiny TNF-o
MRNA (Obr. 8). Tim bylo potvrzeno, ze kombinované plisobeni B[a]P a zanétlivych mediatora

vyrazné posiluje indukci hladiny TNF-a mRNA.

V nasich experimentech bylo dale ukazano, Ze expozice bunék RLE-6TN samotnym
1uM B[a]P nebo kondiciovanym médiem po dobu 24 h vedla k mirnému zvyseni hladiny COX-
2 mRNA oproti kontrole. K vyraznému naristu hladiny COX-2 mRNA v buiikach RLE-6TN
opét doslo po 24-hodinovém pulisobeni kondiciovaného média v kombinaci s 1luM B[a]P
(Obr. 9). Analyza hladiny proteinu COX-2 pomoci metody Western blotting prokazala, ze
k posileni indukce hladiny tohoto enzymu doslo po pusobeni kondiciovaného média, nebo jeho
kombinace s 1uM BJ[a]P jiz po 6 h a zvySena hladina byla pozorovana i po 24-hodinové
inkubaci (Obr. 10).

Koneéné, pomoci metody Western blotting byla prokazana degradace inhibitoru NF-xB
(IkBa), ¢imz byla potvrzena aktivace signalni drahy NF-kB v zanétlivych podminkach
v buitkach RLE-6TN. Po 6-hodinové inkubaci bunék RLE-6TN s kondiciovanym médiem nebo
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kombinaci kondiciovaného média s 1uM B[a]P dochazelo v obou piipadech k vyraznému

snizeni hladiny proteinu IkBa (Obr. 10).
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Obrazek 8: Zména hladiny TNF-o mRNA po 24-hodinové inkubaci s testovanymi latkami
(1uM B[a]P; kondiciovanym médiem a jejich kombinaci) u bunééné linie RLE-6TN. Graf
udava relativni hladinu mRNA jednotlivych genli uvedenou v procentech maximalni indukce.
Jednotlivé sloupce grafu predstavuji prumérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ze tii
nezavislych opakovani. Symbol (*¥*) udava statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) hladiny TNF-
o mRNA mezi skupinou ovlivnénou pouze kondiciovanym médiem a buiikami ovlivnénymi
kombinaci B[a]P s kondiciovanym médiem. Stanoveni statistické vyznamnosti bylo provedeno

statistickou analyzou ANOVA za vyuziti Tukeyova testu.
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Obrazek 9: Zména hladiny COX-2 mRNA po 24-hodinové inkubaci s testovanymi latkami
(1uM B[a]P; kondiciovanym médiem a jejich kombinaci) u bunéné linie RLE-6TN. Graf
udava relativni hladinu mRNA jednotlivych geni uvedenou v procentech maximalni indukce.

Jednotlivé sloupce grafu predstavuji primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ze tii
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nezavislych opakovani. Symbol (*) udava statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) hladiny COX-
2 mRNA mezi skupinou ovlivnénou pouze kondiciovanym médiem a buitkami ovlivnénymi

kombinaci B[a]P s kondiciovanym médiem. Stanoveni statistické vyznamnosti bylo provedeno

statistickou analyzou ANOVA za vyuziti Tukeyova testu.
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Obrazek 10: Zmény hladiny proteint COX-2 a IkBa po 6- a 24-hodinové inkubaci

S testovanymi latkami (1uM B[a]P; kondiciovanym médiem a jejich kombinaci) u bunééné linie

RLE-6TN. Na obrazku jsou znazornény reprezentativni vysledky tii nezavislych opakovani.

4.3 Stanoveni hladiny proteini CYP1 rodiny podilejicich se

na metabolizaci Bla]P Vv zanétlivych podminkach

V buné¢né linii RLE-6TN

Hlavnimi enzymy regulovanymi AhR, které se podileji na biotransformaci PAU, jako je
B[a]P, jsou CYP1Al a CYP1BL1. Pomoci metody Western blotting bylo prokazano, Ze expozice
buné¢k RLE-6TN pouze 1uM Bl[a]P po dobu 6 a 24 h vedla k indukci mirn¢ zvy$ené hladiny
CYPI1A1 uz po 6 h, a k vyrazng&j§imu posileni hladiny proteinu CYP1Al po 24 h inkubace
oproti negativni kontrole (DMSO). Hladina enzymu CYP1B1 byla po 6- i 24-hodinové inkubaci
S 1uM B[a]P mirné zvySena oproti kontrolnimu vzorku (DMSQO) (Obr. 11). Pfi pouziti
kombinace B[a]P a kondiciovaného média po dobu 6 a 24 h nedochazelo k zadnym zménam

hladiny CYP1Al v porovnani se samotnym 1uM B[a]P. Naopak indukce CYP1B1 byla po
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pusobeni B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem posilena po 6- i 24-hodinové inkubaci

oproti samotnému B[a]P (Obr. 11).
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Obrazek 11: Zmény hladin enzymi CYP1Al a CYPIBI1 po 6- a 24-hodinové inkubaci
S testovanymi latkami (1pM BJ[a]P; kondiciované médium a jejich kombinace) v bunééné linii

RLE-6TN. Na obrazku jsou znazornény reprezentativni vysledky tii nezavislych opakovani.

Nasledné byla detekce hladiny enzymii CYP1Al a CYPIB1 v bunkich RLE-6TN
ovéfena i na Grovni mRNA pomoci kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR). Z vysledki
vyplyva, Ze exprese genu CYP1A1 byla jak po 6-, tak 24-hodinové inkubaci bunék s 1uM B[a]P
v kombinaci s kondiciovanym médiem vyrazn€ sniZzena oproti samotnému 1puM B[a]P
(Obr. 12). Naopak expozice B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem po dobu 6 h vedla
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu CYP1B1l v buikach RLE-6TN, oproti
samotnému B[a]P. Mirn¢ zvysena hladina CYP1B1 mRNA byla pozorovana i po 24-hodinové
inkubaci bun¢k s B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem oproti samotnému B[a]P, rozdil
vSak nebyl statisticky vyznamny (Obr. 12). Zména hladiny CYP1B1 mRNA v builkach
ovlivnénych B[a]P a jeho kombinaci s kondiciovanym médiem odpovidala zméndm CYP1B1

na trovni proteinu indukovanym za stejnych podminek (Obr.11 a 14).
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Obrazek 12: Detekce hladiny geni CYP1Al a CYPIBI1 po 6- a 24-hodinové inkubaci
S testovanymi latkami (1uM B[a]P, kondiciované médium nebo jejich kombinace) u bunétné
linie RLE-6TN. Graf udava relativni hladinu mRNA jednotlivych genti uvedenou v procentech
maximalni indukce. Jednotlivé sloupce grafu predstavuji primérné hodnoty a jejich smerodatné
odchylky nejméné ze tii nezavislych opakovani. Symboly (*; **) udavaji statisticky vyznamny
rozdil (P < 0,05; P < 0,01) hladiny CYP1AIl i CYP1B1 mRNA mezi skupinou ovlivnénou
pouze B[a]P a butikami ovlivnénymi kombinaci B[a]P s kondiciovanym médiem. Stanoveni
statistické vyznamnosti v grafu CYP1Al bylo provedeno statistickou analyzou ANOVA,
za vyuziti Tukeyova testu. Ke stanoveni statistické vyznamnosti pro graf CYP1B1 bylo vyuzito

neparametriského testu Mann-Whitney.
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4.4 Vliv Kkondiciovaného média v kombinaci s B[a]P na
metabolickou aktivaci B[a]P a tvorbu DNA adukti
spojenou s poSkozenim DNA

Prozanétlivy cytokin TNF-o vyrazné posiluje tvorbu stabilnich dihydrodiol-
epoxidovych adukti B[a]P s DNA v alveolarnich epitelialnich bunkach typu II (AEIl), coz vede
ke zvySené akumulaci a fosforylaci nadorového supresoru p53, a k indukei apopézy (Umannova
et al., 2008; 2011). Protoze zvySena produkce DNA aduktd muze souviset s deregulaci exprese
hladiny enzymut rodiny CYP1, byl dale stanoven vliv zanétlivych podminek (simulovanych
pusobenim kondiciovaného média) na tvorbu BPDE aduktt na DNA. V paralelnich
experimentech byla dale stanovena indukce CYP1 enzymu a fosforylace proteinu p53 na Serl5.
Pro potvrzeni ucinku kondiciovaného média byl jako pozitivni kontrola pouzit TNF-a (20

ng/ml), jehoz G¢inky byly jiz dfive popsany v nasi laboratofi (Umannova et al., 2008; 2011).

P*-postlabeling analyzou bylo zji§téno, Ze expozice bunék RLE-6TN 1uM B[a]P
v kombinaci s kondiciovanym médiem po dobu 24 h vedla ke zvySené tvorbé B[a]P-DNA-
aduktt v porovnani s tvorbou DNA-adukti indukovanou samotnym 1uM B[a]P (Obr. 13), coz
korespondovalo se zvysenou expresi CYP1B1 mRNA i proteinu po inkubaci bunék s kombinaci
B[a]P a kondiciovaného média oproti samotnému B[a]P (Obr. 12 a 14). ZvySena tvorba DNA
adukti vedla k posileni aktivace p53 detekované jako fosforylace na Serl5, coZ bylo prokazano
metodou Western blotting za pouziti specifické protilatky proti této posttranslaéni modifikaci
proteinu p53 (Obr. 14). Hladina fosfo-p53 byla po ovlivnéni bunék RLE-6TN kombinaci B[a]P
a kondiciovaného média po dobu 24 h vyrazné posilena oproti piisobeni samotného 1uM BJ[a]P.
V kombinaci TNF-a s 1uM B[a]P po dobu 24 h dochazelo k jesté vyraznéj§imu posileni exprese
protein p53, nez pti pouziti 1puM B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem.

Hladina proteinu CYP1B1 korelovala s hladinou proteinu p53. Po ovlivnéni bunék
kombinaci B[a]P s kondiciovanym médiem po dobu 24 h doslo ke zvyseni exprese CYP1BI,
ve srovnani s indukci samotnym B[a]P. Jako pozitivni kontrola bylo opét pouzit TNF-a, ktery
vyrazn¢ posiloval vliv B[a]P na indukci CYP1B1 (Obr. 14). Rozdilné uéinky mély
kondiciované médium a TNF-a na hladinu CYP1ALl. TNF-a snizoval jeho indukci, zatimco

kondiciované médium hladinu proteinu CYP1A1 neovlivnilo (Obr. 14).
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Obrazek 13: Vliv kondiciovaného média v kombinaci s B[a]P na tvorbu DNA aduktd po 24-
hodinové inkubaci u bunééné linie RLE-6TN. Graf udava mnozstvi DNA aduktd vztaZené na
10° nukleotidii. Jednotlivé sloupce grafu piedstavuji primérné hodnoty a jejich smérodatné
odchylky ze tfi nezavislych opakovani. Symbol (**) udava statisticky vyznamny rozdil (P <
0,01) mezi adukty vytvorenymi B[a]P a kombinaci B[a]P s kondiciovanym médiem. Stanoveni
statistické vyznamnosti bylo provedeno statistickou analyzou ANOVA, za vyuziti Tukeyova

testu.
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Obriazek 14: Zmény hladin proteinu p53 fosforylovaného na Serl5; CYP1Al; CYP1B1 po 24-
hodinové inkubaci s testovanymi latkami (1uM B[a]P; B[a]P a kondiciované¢ médium; B[a]P
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a TNF-a (20 ng/ml)) v bunécné linii RLE-6TN. Na obrazku jsou znazornény reprezentativni

vysledky tfi nezavislych opakovani.

4.5 Detekce hladiny metaboliti B[a]P v buiikach RLE-6TN
pomoci LC/MS/MS

4.5.1 Metabolity B[a]P v buiikach

Hlavni metaboliza¢ni draha, ktera byla studovana v této praci, je draha vedouci k tvorbé
vysoce reaktivnich dihydrodiol-epoxidi. Diol-epoxidy jsou jedny z nejreaktivnéj$ich metaboliti
vytvarejici adukty na DNA a indukujici mutagenni a tumorigenni Uc¢inky v cilové tkani
(Baird et al., 2005).

Po inkubaci bunék RLE-6TN s 1uM B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem po
dobu 24 h doslo ke snizeni hladiny B[a]P a jeho metaboliti dihydrodiold (DHD) a chinont
(DION) oproti expozici samotnym B[a]P (Obr. 15), coz naznacuje zrychleni metabolismu
B[a]P, a miuze pfispivat také ke vzniku véts§iho mnozstvi reaktivniho metabolitu BPDE praveé
touto drahou. Kondiciované médium mélo velmi podobny ucinek jako modelovy prozanétlivy

cytokin TNF-a.
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Obrazek 15: Stanoveni mnoZstvi B[a]P a jeho metabolitd (dihydrodiold a chinonil) po 24-
hodinové inkubaci s testovanymi latkami (1uM B[a]P; B[a]P + kondiciované médium; B[a]P +
TNF-0, (20 ng/ml)) v bunééné linii RLE-6TN. Hladina stanovovaného metabolitu je uréena
V pg/buiiky. Jednotlivé sloupce grafu piedstavuji primeérné hodnoty a jejich smérodatné
odchylky ze tii nezavislych opakovani. (Metabolit B[a]P-x,y-DHD byl klasifikovan na BaP-4,5-
DHD).

4.5.2 Metabolity B[a]P v médiu po hydrolyze konjugatu

Po metabolizaci B[a]P jsou v burice jeho metabolity pievedeny konjuga¢nimi reakcemi
pomoci enzymu II. faze biotransformace na hydrofilni slouceniny. Ty jsou nasledné pomoci
ABC transportért vylou¢eny z bunék do média. V médiu byl po dekonjugaci stanovovan obsah
nezmetabolizovaného B[a]P a jeho metaboliti, zejména hydroxylovanych metabolitt (OH)
a dihydrodioli (DHD). Po inkubaci bunék s 1uM B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem
po dobu 24 h doslo ke snizeni hladiny parentalni latky B[a]P a pfedevsim DHD (zejména B[a]P-
9,10-DHD) ve srovnani s buiikami ovlivnénymi samotnym B[a]P po dobu 24 h. Vysledky

stanovené v bunééném médiu potvrzuji efekty sledované v butikach. Naopak, v kombinaci
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B[a]P s kondiciovanym médiem nedochazelo ke snizeni hladiny hydroxylovanych metaboliti
(OH), svyjimkou 3-OH-B[a]P (Obr. 16). TNF-a slouzil jako pozitivni kontrola

ke kondiciovanému médiu a opét me¢l velmi podobné Gcinky.
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Obrazek 16: Stanoveni mnozstvi B[a]P a jeho metaboliti - hydroxy-B[a]P (OH) a dihydrodiolt

(DHD) po 24-hodinové inkubaci s testovanymi latkami (1uM B[a]P; B[a]P a kondiciované

médium; B[a]P a TNF-a (20 ng/ml)) v bunéné linii RLE-6TN. Hladina stanovovaného
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metabolitu byla urena v pg/ ml. Jednotlivé sloupce grafu predstavuji primérné hodnoty a jejich
smérodatné odchylky ze tii nezavislych opakovani. (Metabolit B[a]P-x,y-DHD Klasifikovan
na BaP-4,5-DHD).

47



5 Diskuse

AhR je transkrip¢ni faktor, ktery po aktivaci vazbou ligandu reguluje genovou expresi
fady cilovych genl (Dietrich a Kaina, 2010) kontrolujicich, jak fyziologické funkce a tadu
dulezitych bunécnych déji (proliferaci, diferenciaci, bunéény cyklu a apoptozu), tak odpoved’
organismu na toxické environmentalni polutanty (Harper et al., 2006). Aktivace AhR fadou
environmentalnich kontaminantli, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU),
zejména B[a]P, vede k indukci genti kodujicich biotransformacni enzymy (Dietrich a Kaina,
2010). AhR reguluje zejména cytochromy P450 rodiny 1 (CYP1) (Bock a Kd&hle, 2006). Jejich
pusobenim dochazi nejen k detoxikaci a vylouceni toxickych latek z organismu, ale také k jejich
aktivaci na genotoxické metabolity (Beischlag et al., 2008; Dietrich a Kaina, 2010). U savcu
byly identifikovany tfi enzymy patfici do rodiny 1, CYP1Al, CYP1A2 a CYPIB1 (Nebert et
al., 2004; Bock a Kohle, 2006; Beedanagari et al., 2010). Exprese CYP1Al a CYP1B1
je indukovana aktivaci AhR prostiednictvim PAU a HAU, jako jsou napt. TCDD a B[a]P
(Zhang et al., 2003; Mimura a Fujii-Kuriyama, 2003; Sissung et al., 2006). Tyto enzymy
se podileji na metabolizaci PAU za vzniku reaktivnich intermediatd, které se kovalentné vazou
na DNA a proteiny, a vytvareji s nimi stabilni adukty. Ty maji mutagenni G¢inky a pfispivaji
ke zvy8enému riziku vzniku a rozvoje karcinogeneze (Nebert et al., 2004; Uno et al., 2005;
Beischlag et al., 2008).

AhR, kromé regulace procesu iniciace, promoce a progrese karcinogeneze, hraje také
dulezitou roli v regulaci imunitni odpovédi, zejména zanétlivé reakce (Monteleone et al., 2011).
Chronicky zanét je spojovan s fadou chorob, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes,
artritida, plicni a autoimunitni onemocnéni, karcinogeneze (Aggarwal et al., 2006). Zanét hraje
klic¢ovou roli v karcinogenezi plic, ovliviiuje bunétnou transformaci, proliferaci, invazivitu
a angiogenezi (Smith et al., 2006; Lee et al., 2008). Podil fady enzymu, vcetné enzymu
regulovanych AhR, na detoxikaci a eliminaci xenobiotik miize byt béhem zanétu vyznamné
ovlivnén (Aitken et al., 2006, Gerbal-Chaloin et al., 2013).

Environmentalni kontaminanty  z zivotniho prostfedi se vdechnutim dostavaji
do organismu, kde jsou jim vystaveny plicni alveoly (Mason, 2006). Prvni obrannou linii
v plicnich sklipcich tvoii alveolarni epitelidlni buiky a alveolarni makrofagy (McRitchie et al.,
2000; Mason, 2006), proto byly v této praci zvoleny pravé tyto plicni bunééné modely pro
studium indukce zanétlivych markerti, enzym podilejicich se na metabolické aktivaci B[a]P,
a tvorby B[a]P metabolitd. Pro indukci tvorby smési zéanétlivych mediatori pomoci LPS
izolovaného z bakterie Pseudomonas aeruginosa, byla jako vhodny model, pouzita bunéna
linie mysich alveolarnich makrofagt (AM), oznatovana MH-S (Mbawuike a Herscowitz, 1989).

Nékteré zanétlivé medidtory mohou byt makrofagy produkovany v detekovatelném mnozstvi i
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bez aktivace, konstitutivng, napiiklad IL-1 (Mbawuike a Herscowitz, 1989; Zhong et al., 2008).
Nicméné po stimulaci LPS je produkce zanétlivych cytokint, jako je TNF-a do okolniho média
vyrazné posilena (McRitchie et al., 2000; Chen et al., 2007).

Enzymy iNOS a COX-2 se podileji na zanétlivych procesech a jejich hladina je po
indukei zanétlivymi cytokiny vyznamné zvySena (Aggarwal et al., 2006; Rubovitch et al.,
2007). Proto byly vprvni ¢asti prace vyuzity pro ovéfeni aktivace bunék MH-S. iNOS je
klicovy enzym generujici z aminokyseliny L-argininu NO, ktery hraje diilezitou roli v imunitni
reakci. Ucastni se obrany hostitele proti patogentim, zabiji mikroorganismy a nitrosyluje
makromolekuly, ¢imz ptispiva k pozitivni regulaci zanétu (Aggarwal et al., 2006; Rubovitch et
al., 2007). Velké mnozstvi NO je produkovano zejména alveolarnimi makrofagy po aktivaci
zandtlivymi stimuly (Punjabi et al., 1994). COX-2 je hlavnim enzymem odpovédnym
za produkei prostaglandintl, které hraji zasadni roli v regulaci patogeneze zanétu a nadoru plic
(Lee et al., 2008).

V této praci bylo prokazano, ze LPS zvySoval hladinu obou vySe zminénych enzymi
v buitkach MH-S (Obr. 7), coz potvrdilo aktivaci mySich alveolarnich makrofagl k produkci
zanétlivych mediatort. Z takto aktivovanych makrofagi bylo poté ptipraveno kondiciované
médium, ve kterém jsme predpokladali obsah smési riiznych cytokinti a dalSich zanétlivych
markertt produkovanych aktivovanymi makrofagy (jako jsou napf. produkty COX-2), a které
slouzilo v dalSich experimentech jako model zanétlivych podminek. Cilem bylo vyuzit tento
7e po pusobeni prozanétlivého cytokinu TNF-a dochazi k posileni metabolické aktivace B[a]P
(Umannova et al., 2008; 2011). Klicovou otazkou tedy bylo, zda ma toto médium obsahujici
komplexni smés zanétlivych mediatorh podobné ucinky jako samotny prozanétlivy cytokin.

Alveolarni makrofagy se vyskytuji v tésné blizkosti plicnich epitelidlnich bunék
a mohou s nimi spolupracovat na imunitni odpovédi (Rubovitch et al., 2007). Bylo zjisténo,
ze jak alveolarni makrofagy, tak alveolarni epitelidlni buiiky izolované z plic dosp€lého potkana
produkovaly TNF-a po stimulaci LPS in vitro (Tao a Kobzik, 2001). Kontakt mezi epitelidlnimi
buitkami a bufikami imunitniho systému je nezbytny napt. pro zvySenou produkci cytokint
a posileni prozanétlivé odpovédi plic indukované prachovymi ¢asticemi z ovzdusi (Tao
a Kobzik, 2001). Bylo také zjisténo, Ze dlouhodoba expozice plicniho epitelu aromatickymi
uhlovodiky muze vést k indukci zanétlivé odpovédi, chronickému zanétu a poskozeni plic
u linie RLE-6TN (Espinoza et al., 2006). Vysoké davky JP-8 (smés alifatickych uhlovodikt
a PAU) indukuji tvorbu vysoké hladiny ROS, prodlouzenou aktivaci NF-kB a zvySenou expresi
TNF-a a IL-8 (Boulares et al., 2002; Espinoza et al., 2006). Zvysena metabolicka aktivace PAU
v zanétlivych podminkach miize pfispét k iniciaci nadorovych onemocnéni a karcinogenezi plic
(Driscoll et al., 1995).
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Na zakladé téchto skutenosti byla vyuzita bunécna linie RLE-6TN, plicni alveolarni
epitelialni buniky typu II izolované z potkana F344, pro studium indukce zanétlivych mediatoru,
enzymu podilejicich se na metabolické aktivaci B[a]P a tvorby jeho metabolitli, véetné DNA
aduktti, po plsobeni smési zanétlivych mediatori produkovanych modelovou bunéénou linii
odvozenou od alveolarnich makrofagi.

Signalni draha NF-xB hraje kli¢ovou roli ve zvySené produkci prozanétlivych cytokint
jako TNF-q, IL-6 a IL-1B béhem zanétu. TNF-a produkovany plicnimi alveolarnimi makrofagy
je klicovym cytokinem kontrolujicim zanétlivou reakci v alveolarnich bunkach typu II (AEII)
(Driscoll et al., 1997). Detekci zvy$ené hladiny prozanétlivého cytokinu TNF-o produkovaného
bunkami RLE-6TN v zanétlivych podminkach (kondiciované medium) byla potvrzena aktivni
signalni draha NF-xB, a tim také aktivace zanétlivé odpoveédi v bunkach RLE-6TN. Vyznamné
zvySeni hladiny TNF-o mRNA bylo pozorovano po pusobeni kondiciovaného média
v kombinaci s B[a]P (Obr. 8). To naznacuje, Ze chronicka zanétlivd reakce v kombinaci
S pasobenim PAU mize zesilovat produkci prozanétlivych cytokinit v AEII burnikach.

COX-2 hraje zasadni roli v regulaci patogeneze zanétu a nadoru plic (Lee et al., 2008).
K indukci COX-2 mohou pfispivat i nékteré AhR ligandy a bylo prokazano, Ze napi. kombinace
B[a]P a TNF-a vyznamné zvySovala expresi COX-2 a produkci prostaglandinii v plicnich
epitelialnich buiikdch potkana (Umannova et al., 2011). V experimentech v ramci této prace
bylo prokazano, ze také kondiciované médium i jeho kombinace s B[a]P vyznamné zvySovaly
hladinu COX-2 u bunék RLE-6TN, a to jak na tirovni proteinu (Obr. 10), tak i na irovni mRNA
(Obr. 9). Ziskana data naznacuji, Ze zvySena aktivace COX-2 a produkce prostaglandini
indukovana zanétlivymi mediatory v kombinaci s PAU mize posilit toxické u¢inky PAU
Vv plicni tkani.

Aktivace signalni drahy NF-xB v bunikich RLE-6TN byla dale potvrzena detekci
degradace inhibitoru NF-xkB (IkBa) po pusobeni kondiciovaného média i jeho kombinace
s B[a]P pomoci metody Western blotting (Obr. 10). Aktivovany transkrip¢ni faktor mohl byt
transportovan do jadra a tam spoustét transkripci cilovych gent (Tnf, Ptgs2).

Déle byla studovana hladina proteini CYP1 rodiny podilejicich se na metabolizaci
B[a]P v zanétlivych podminkach u bunééné linie RLE-6TN. Hlavnimi AhR dependentnimi
enzymy, které se podileji na biotransformaci B[a]P jsou CYP1Al a CYPIBI1. Ze studii
zkoumajicich vliv prozanétlivych cytokini na aktivitu AhR a expresi jeho cilovych gend,
zejména detoxikacnich enzymi rodiny CYP1, vyplyva, ze zanét a infekce obecné vedou
k redukci exprese a/nebo aktivity enzymu CYP1Al a CYP1A2 (Morgan, 2000; Aitken et al.,
2006). Za vyvolani funkéni represe genu CYP1A1l (hladiny mRNA a aktivity enzymu) béhem

zanétlivé odpovédi je pravdépodobné zodpovédnd antagonisticka interakce mezi AR
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S transkripénim faktorem NF-xB aktivovanym vazbou cytokinu, v promotoru genu CYP1A1l
(Morgan, 2000; Ke et al., 2001; Beischlag et al., 2008).

Ve studii Umannova et al. (2008) bylo prokazano, ze zanét muze ovliviiovat expresi
enzymil, které jsou zahrnuty v metabolické aktivaci a detoxifikaci prokarcinogenti. TNF-a
vyznamn¢ ménil hladinu CYP1 enzymdi v jaternich epitelialnich butikach, inhiboval indukci
CYP1A1 a posiloval expresi CYP1BI1 a tvorbu kovalentnich DNA aduktti zavislou piedevsim
na CYP1BI1. Podobné efekty byly pozorovany i v plicnich epitelidlnich bunkach u linie RLE-
6TN, kde TNF-a snizoval hladinu CYP1A1 a vyznamné zvySoval B[a]P indukovanou expresi
CYP1B1,; kombinace B[a]P s TNF-a vedla k vyraznému zvyseni produkce BPDE-DNA aduktt
(Umannova et al., 2011). Bylo tedy navrzeno, ze TNF-a se muze podilet na deregulaci exprese
jednotlivych forem CYPI1 rodiny v buiikdch ovlivnénych B[a]P, ktery je sam U¢innym AhR
ligandem, a nasledné tak muze modifikovat tvorbu DNA aduktti (Umannova et al., 2008).

Na zaklad¢ studie Umannova et al., 2011 vénujici se vlivu TNF-o na vznik
genotoxickych metaboliti B[a]P poskozujicich DNA a produkci prozanétlivych mediatort,
které jsou regulovany CYP1 enzymy, byl v této praci studovan vliv B[a]P a kombinace B[a]P
s kondiciovanym médiem na hladinu metaboliza¢nich enzymi CYP1Al a CYP1BI1 v buiikach
RLE-6TN. Inkubace bunék pouze s B[a]P po dobu 6 a 24 h vedla k indukci zvySené hladiny
proteinu CYP1Al (Obr. 11), nicméné pii pouziti kombinace B[a]P a kondiciovaného média
nedochazelo k zddnym vyraznym zménam hladiny CYP1A1l v porovnani se samotnym B[a]P
(Obr. 11). Detekci CYPLAL mRNA bDbylo nicméné zjisténo, Ze kombinace B[a]P
a kondiciovaného média vedla k vyraznému snizeni hladiny CYP1A1 mRNA oproti samotnému
B[a]P (Obr. 12). Rozdilné uéinky kondiciovaného média na indukci CYP1A1 proteinu a mRNA
by mohly ¢aste¢né souviset s rozdilnou stabilitou mRNA a proteinu. Je znamo, Ze stabilita
CYP1AI mRNA vyznamné ovliviiuje hladinu CYP1A1 proteinu (Chu et al., 2009).

Hladina CYP1B1 (mRNA i proteinu) byla po pusobeni kondiciovaného média
v kombinaci s B[a]P naopak vyznamné posilena oproti samotnému B[a]P (Obr. 11 a 12).
Kondiciované médium tedy vyrazné zvySovalo hladinu CYP1BI1 indukovanou B[a]P. ZvySena
hladina enzymu CYP1B1 indukovana PAU v nékterych nddorech, stejné jako jeho vyznamna
role v karcinogenité nékterych PAH indikuje, Ze tento enzym by mohl hrat zasadni roli
v metabolické aktivaci B[a]P na jeho karcinogenni metabolity (Baird et al., 2005; Shimada et
al., 1999), zvlasté v zanétlivych podminkach, kdy je exprese CYP1Al a CYP1A2 potlacena
Umannova et al., 2008. Béhem této prace bylo prokazano, ze metabolizace B[a]P enzymem
CYP1BL1 byla v zanétlivych podminkach simulovanych smési zanétlivych mediatort vyrazné
posilena. Na posileni exprese CYP1B1 v podminkich zanétu se pravdépodobné bude podilet

kromé& AhR dalsi signalni draha (Umannova et al., 2011; Vondracek et al., 2011).
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TNF-0. se mize podilet na deregulaci exprese jednotlivych forem CYP1 rodiny

v buiikach ovlivnénych B[a]P, ktery je sam u¢innym AhR ligandem, a nasledné¢ tak muze
modifikovat tvorbu DNA aduktid (Umannova et al., 2008). Pti pouziti kondiciovaného média
obsahujiciho smes zanétlivych mediator byla pozorovana obdobna deregulace hladiny CYP1
enzymu v bunkach inkubovanych s B[a]P. Interakce AhR se zanétlivymi signalnimi drahami tak
mize hrat vyznamnou roli v imunitni dysfunkci, deregulaci metabolismu xenobiotik
a karcinogenezi (Gerbal-Chaloin et al., 2013).
TNF-a, ovéfeny model zanétlivého prostiedi, vyrazné posiluje tvorbu stabilnich dihydrodiol-
epoxidovych adukti B[a]P s DNA v jaternich epitelidlnich buiikdch nebo AEIIl bunkach,
coz vede ke zvySené aktivaci proteinu p53 a indukci apoptézy (Umannova et al., 2008; 2011).
Byl proto studovan vliv kondiciovaného média na tvorbu DNA-aduktii indukovanou metabolity
B[a]P. P*-postlabeling analyzou bylo zji§téno, Ze hladina DNA adukti stanovena v buiikach
RLE-6TN ovlivnénych kombinaci B[a]P a kondiciovaného média byla statisticky vyznamné
zvySena oproti samotnému B[a]P (Obr. 13), coz také odpovidalo zvySené hladingé enzymu
CYP1B1 (Obr. 14). Pasobenim smési zanétlivych mediatorti (pouzitim kondiciovaného média)
dochazi tedy ke zvySené metabolické aktivaci B[a]P, pravdépodobné enzymem CYP1B1,
coz vede K vysSimu vzniku reaktivnich metabolitt a nasledné k vys$si tvorbé stabilnich BPDE-
DNA-aduktt.

Ve studiich provedenych u savcl bylo prokazano, ze B[a]P ma cytotoxické, teratogenni,
genotoxické, mutagenni a karcinogenni U¢inky, které se vSak projevi, az po jeho metabolické
aktivaci na reaktivni derivat, ktery je schopen interagovat s DNA a proteiny v burice (Baird
et al., 2005; Lu et al., 2011). B[a]P je metabolizovan tfemi hlavnimi drahami. V této praci byla
studovana draha vedouci k dihydrodiol-epoxidim, ktera je pravdépodobné zodpovédna za
nadorov¢ inicia¢ni G¢inky B[a]P (Lu et al., 2011). B[a]P je touto cestou metabolizovan nejprve
monooxygenacni reakci cytochromy P450 (CYP1A1/1B1) za vzniku série epoxidi. Funkéni
epoxidova skupina je epoxidhydrolasou ndsledné preménéna na dv€ hydroxylové skupiny.
Vznikaji tak dihydrodioly; naptiklad B[a]P-7,8-dihydrodiol, ktery je dile monooxygenovan
cytochromy P450 1A1/1B1 na metabolit anti-7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydro
B[a]P (BPDE), ktery je vysoce reaktivni a je schopen interagovat s nukleofilni skupinou DNA,
a zpusobovat vznik mutaci vedoucich ke karcinogenezi (Xue a Warshawsky, 2005; Lu et al.,
2011). Nekteré metabolity B[a]P vznikajici jako produkty drahy vedouci k tvorbé dihydrodiol-
epoxidi nebo pies radikalovy kation B[a]P byly proto stanoveny v buikach RLE-6TN,
i v médiu, s cilem stanovit u¢inek smési zanétlivych mediatorti na metabolismus B[a]P.

Inkubace bunék RLE-6TN s B[a]P v kombinaci s kondiciovanym médiem vedla snizeni
hladiny samotného B[a]P i dihydrodioli a chinoni oproti expozici bun¢k samotnym B[a]P
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(Obr. 15). To naznaéilo, Ze pisobenim zanétlivych mediatort doslo ke zrychleni metabolismu
B[a]P v zanétlivych podminkach, véetné vzniku vétsiho mnozstvi reaktivniho metabolitu BPDE
pravé dihydrodiol-epoxidovou drahou. Podobnych vysledkii bylo dosazeno i v ptipadé

metabolitd stanovovanych v médiu.
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6 Zavér

Ah receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery zprostredkovava
siroké spektrum biologickych a toxickych uc¢inki svych ligandii v mnoha tkanich a zivocisnych
druzich (Denison a Nagy, 2003; Denison et al., 2011). Podili se na regulaci mnoho buné&nych
procest. Jednou z jeho hlavnich roli je v§ak regulace cytochromi P450, enzymu rodiny (CYP1),
které jsou zodpovédné nejen za detoxikaci, ale 1 metabolickou aktivaci mnoha
environmentalnich kontaminantd, jako je B[a]P. AhR hraje dileZitou roli v regulaci imunitni
odpovédi, zejména zanétlivych reakci (Monteleone et al., 2011). Studie zkoumajici vliv
prozanétlivych cytokinl na aktivitu AhR a expresi jeho cilovych genti ukazuji, ze podil fady
enzymu regulovanych AhR, na detoxikaci a eliminaci xenobiotik, miize byt v podminkach
zanétlivé reakce vyznamné ovlivnén (Aitken et al., 2006; Gerbal-Chaloin et al., 2013). Toxické
metabolity B[a]P mohou vyznamné ovliviiovat funkce plicnich bun€k ¢&i interagovat
s nukleofilni skupinou DNA, a zplsobovat vznik stabilnich aduktii a dalSich typt poSkozeni
DNA mutaci, které vedou ke karcinogenezi (Xue a Warshawsky, 2005; Lu et al., 2011).

V ramci diplomové prace bylo prokazano, ze kondiciované médium piipravené aktivaci
alveolarnich makrofagh MH-S pomoci LPS, které obsahuje Géinnou smés prozanétlivych
cytokinti a dalSich zanétlivych mediatord, lze vyuZit jako vhodny model indukce zanétlivé
reakce v plicnich epitelialnich buiikach in vitro. Kondiciované médium V plicnich alveolarnich
burikach RLE-6TN aktivovalo tvorbu zanétlivych mediatorad a posilovalo indukci CYP1B1,
jednoho z hlavnich enzymi podilejicich se na bioaktivaci B[a]P na toxické reaktivni metabolity.
Pisobenim zanétlivych mediatort dochazelo v modelu AEII bunék k posileni tvorby stabilnich
BPDE adukti, které mohou zptsobovat dalsi poSkozeni DNA, a pfispivat tak k iniciaci tvorby
nadort v plicni tkani. Zesilena tvorba DNA adukti souvisela také s pozorovanou zvysenou
fosforylaci nadorového supresoru p53. Analyzou B[a]P metaboliti bylo potvrzeno,
Ze pusobenim zanétlivych mediatorti doslo k urychleni jeho metabolismu. Bylo tak prokazano,
ze jak metabolizace B[a]P, tak tvorba DNA aduktt, katalyzované pravdépodobné zejména
enzymem CYPIBI, je vyrazné posilena v zanétlivych podminkdch simulovanych
kondiciovanym médiem. Podobné¢ jako v pfipadé plisobeni modelového prozanétlivého
cytokinu TNF-a, je v ptipadé ptsobeni smési prozanétlivych mediatord pozorovano posileni
zanétlivé odpoveédi v bunkach RLE-6TN a zvySend bioaktivace a genotoxicita B[a]P. Tyto
vysledky naznacuji, ze chronicky zanét, ktery vede k lokalnimu zvySeni produkce zanétlivych
mediatord v plicni tkani, mize ovlivnit metabolismus PAU a nasledné posilovat genotoxické
pusobeni PAU v AEII buiikach. Vysledky prace budou vyuzity v dal§i Cinnosti laboratote

a budou soucasti ptipravované publikace.
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8  Seznam pouzitych zkratek

1A1/1B1
AE I
Aha-1
AhR
AhR™
AhR-1
AhRR
AIP
AKR
ALDH
AM
AP-1
ARNT
ATCC
B[a]P
Bax
bHLH/PAS
BPDE
CAMP
Cdk2
Cdknla
c-myc
COX-2
CREBP
CYP/Cyp
Cypl
DMSO

DRE/XRE/AhRE

E2F
EDTA
EGF
ER
FBS

enzymy CYP1A1/CYP1B1

alveolarni epitelialni bunky typu II

dimerizac¢ni partner AhR-1 u bezobratlych

receptor pro aromatické uhlovodiky, Ah receptor
deficientni na AhR /knockout AhR

homolog AhR u bezobratlych

represor pro AhR

protein interagujici s AhR (ARA9, XAP2)
aldo-keto reduktasa

aldehyddehydrogenasa

alveolarni makrofag

transkripéni faktor

jaderny translokator receptoru pro aromatické uhlovodiky
Americka databaze tkanovych kultur

benzo[a]pyren

protein regulujici apoptdzu
basic-helix-loop-helix/Period-Arnt-Sim)
anti-7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyren
cyklicky adenosinmonofosfat

cyklin-dependentni kinasa 2

gen kodujici protein p21 “'**

proto-onkogen

cyklooxygenasa-2/ prostaglandinsynthasa (Ptgs 2)
protein vazajici se na element zodpovédny za odezvu na cAMP
cytochromy P450

rodina 1 cytochromti p450

dimethylsulfoxid

responzivni element pro AhR

transkrip¢ni faktor

kyselinu ethylendiamintetraoctovou

epidermalni rastovy faktor

estrogenni receptor

fetalni teleci sérum
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FITZ
HAU
hsp90
IARC
IFN-y
IGF
IxB
IKK
IL-1B
IL-6
iINOS
IxB-a
JP-8
jun-B
LC/MS/MS
LPS
MCF-7
MH-S
MIP-2
MRM

NES
NF-xB
NLS

NO
NQO1
p23
p27Kipl
p300, p/CIP
p53
p65/RelA
PAI-2
PAU
PBS

PCB

Pol 11

6-formylindolo[3,2-b]karbazol

halogenované aromatické uhlovodiky

protein teplotniho Soku 90

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

interferon y

rustovy faktor podobny insulinu

inhibitor NF-xB

IkB kinasa

interleukin 1B

interleukin-6

inducibilni NO-synthasa

inhibitor NF-xB

smgs alifatickych a PAU

gen regulujici buné¢nou diferenciaci a proliferaci
kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
bakterialni endotoxin

bunééné linii odvozené od karcinomu prsu

bunééna linie odvozena od mysich alveolarnich makrofag
makrofagovy zanétlivy protein

multiple reaction monitoring/ rezim vyuZivany pii praci s trojitym
kvadrupolem

sekvence pro jaderny export
jaderny faktor kappa B

jaderna lokaliza¢ni sekvence

oxid dusnaty

chinonreduktasa

ko-chaperonovy protein

gen regulujici bunéény cyklus
obecné transkripcni faktory (GTFs)
protein p53

podjednotka NF-xB

gen regulujici bunécnou diferenciaci a proliferaci
polycyklické aromatické uhlovodiky
fosfatovy pufr

polychlorované bifenyly
RNA-polymerasa Il
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pRB/RB1 retinoblastomovy protein

gRT-PCR polymerazova tetézova reakce s reverzni transkripei v redlném Case

RLE-6TN bunééna linie odvozena od potkanich epitelidlnich alveolarnich bun¢k
typu Il / (AE I1)

ROS reaktivnich forem kysliku

SDS-PAGE polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného

Sp-1 koaktivatorovy protein, transkripcni faktor

SPE extrakce na pevné fazi

STAT3 transkripcni faktor

TAD transkripcni aktiva¢ni doména

TATA box/ BTE zakladni transkripéni element / GC box v promotoru genu

TBP koaktivatorovy protein vazajici se do promotoru genu

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

TGF-p2 transformujici rustovy faktor B 2

TLC chromatografie na tenké vrstvé

TLR toll-like receptor

TNF-a faktor nekrotizujici nadory o (tumor necrosis factor o)

UDP uridindifosfat

XAP2 protein asociovany s virem hepatitidy B X 2 (AIP; ARA9)
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