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1 UVOD

Aryl uhl'ovodikovy receptor je dolezity, ligandom aktivovany transkripény faktor, ktory
sa Vv neaktivnej forme nachadza v cytozole bunky. Po naviazani ligandu je translokovany do
jadra apreto je zaradovany medzi jadrové receptory. V jadre sa viaze so svojim
heterodimerickym vdzobnym partnerom — jadrovym translokatorom aryl uhlovodikového
receptoru. Takto vzniknuty transkripne aktivny komplex sa podiela na regulacii expresie
cielovych génov. AhR je exprimovany takmer vo vSetkych tkanivach, v najvi¢Som mnozstve
sa nachadza v bunkéch pluc, placenty, Criev, peCene a koze. V organizme hra doleziti tilohu
v mnohych biologickych procesoch, ako je metabolizmus xenobiotik, modulacia imunitného
systému Ci procesy spojené s ontogenézou organizmu.

Medzi zname ligandy AhR patria okrem endogénnych aktivatorov, prirodzene sa
vyskytujucich v l'udskom organizme, aj roézne heterogénne skupiny latok, ako su
enviromentalne polutanty, lieciva, prirodné latky, ¢i metabolity ¢revnej mikrobioty. Medzi
enviromentalne polutanty sa zarad'uju toxické latky, ktoré st okrem Zivotného prostredia,
hrozbou aj pre l'udské zdravie . Medzi najznamejsie patria napriklad benzo[a]pyrén alebo
dioxiny. Naopak existuje viacero lieciv, ktoré st preukdzanymi ligandmi AhR a zaroven sa
pouzivaji pri lie€be beznych ochoreni, ako je napriklad antimykotikum ketokonazol. Zo
skupiny ligandov patriacich medzi latky prirodného povodu, a ktoré sa bezne nachadzaji
Vv zelenine ¢1 ovoci, ma mnoho z nich priaznivé ucinky na organizmus. Ako priklad méze sluzit
kurkumin s jeho antioxida¢nymi tuinkami. Metabolity c¢revnej mikrobioty vznikaja
V intestinalnom trakte z tryptofanu posobenim ¢revnych baktérii. Prave niektoré z tychto latok,
ako je napriklad indol a niektoré jeho derivaty, boli popisané ako ligandy AhR. Medzi zname
endogénne ligandy AhR sa zarad’uje napriklad FICZ alebo bilirubin. V stucasnej dobe st mnohé
zo spominanych latok predmetom intenzivneho vedeckého vyskumu, zaoberajiceho sa ich
potencialnym terapeutickym vyuzitim, prostrednictvom ovplyviiovania transkripénej aktivity
AhR.

Jednou z metdd, pomocou ktorej je mozné stanovit transkripcnti aktivitu AhR, je
vhodne navrhnuty reportérovy systém. Tento in vitro experimentalny systém pracuje s modelmi
odvodenymi od vybranych bunkovych linii, ktoré s stabilne transfekované reportérovym
plazmidom. Stabilnd reportérova linia tak nesie reportérovy gén, ktorym je vel'mi ¢asto gén pre
luciferazu, a ktory je pod transkripcnou kontrolou AhR responzivneho elementu. Po posobeni
latok, ktoré st aktivatormi AhR, vznika produkt expresie reportérového génu, v tomto pripade

enzym luciferdza. Po pridani substratu pre luciferazu je mozné na zéklade kvantifikacie



vznikajucej luminiscencie stanovit' transkripénu aktivitu AhR. Takymto reportérovym
systémom je aj nova stabilne transfekovana bunkova linia LS174T-AhR-luc, ktora bola

predmetom stadii v predkladanej bakalarskej praci.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe na tému bakalarskej prace.

2. Osvojenie si zakladnych technik prace v laboratoriu tkanivovych kultur.

3. Urcenie vplyvu vybranych skupin latok na transkripéntl aktivitu AhR pomocou nove;j,
stabilne transfekovanej reportérovej bunkovej linie LS174T-AhR-luc.

4, Stanovenie u¢inkov vybranych skupin latok na zivotaschopnost’ buniek reportérove;j
bunkovej linie LS174T-AhR-luc.

5. Spracovanie a vyhodnotenie vysledkov, spisanie bakalarskej prace.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Aryl uhPovodikovy receptor

3.1.1 Objav AhR

Vroku 1949 doslo k neumyselnému vypusteniu halogénovanych aromatickych
uhlovodikov (HAH) v chemickom zdvode Monsanto v Zapadnej Virginii. Nésledok tejto
chemickej havarie spdsobil vyskyt chlorakné, ochorenia krvi, ochorenia obli¢iek a vznik
nadorov u l'udi Zijicich v okoli tovarne. Neskor sa ukézalo, Ze tieto problémy suvisia s latkou
2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioxinu (TCDD), ktora unikla spolu s HAH. (Zack a Suskind,
1980). Prvy, kto syntetizoval TCDD v laboratornych podmienkach cielene, bol Wilhelm
Sanderman (Sandermann akol., 1957). V snahe objasnit’ mechanizmy uc¢inku TCDD, bol
v roku 1976 objaveny aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR). Pri vyskume s pouzitim mysSich
bunkovych linii bol skimany enzym AHH (aryl uhl'ovodikova hydroxyldza), produkt génu
CYPIA1l. Tento enzym bol indukovany pdsobenim latok 3-metylcholanthrén a
benzo[a]pyrén. V bunkéch skiimanych mysich linii spdsobila indukciu rovnakého enzymu aj
latka TCDD, ¢o naznacovalo, Ze pozorované¢ mySie bunky musia obsahovat’ gén, ktorého
produkty su zodpovedné za indukciu AHH. Tymto génom bol prave gén pre AhR (Poland
a kol., 1976). Neskor bola v roku 1993 popisana 'udska DNA pre aryl uhl'ovodikovy receptor,
ktora bola najviac zastipena v placente, srdci a pl'acach. (Dolwick a kol., 1993).

3.1.2 Struktiira AhR

AhR patri do superrodiny bHLH-PAS (basic helix-loop-helix — period/ARNT single
minded) proteinov. Proteiny zarad'ujuce sa do tejto skupiny sa podielaji na vyznamnych
fyziologickych a vyvojovych procesoch v organizme, ako napriklad neurogenéza, cirkadialne
rytmy a odpoved’ tela na hypoxiu (Crews, 1998). AhR sa zarad’uje medzi jadrové receptory,
ktoré sa podiel’aju na regulacii expresie Specifickych génov. V neaktivnej forme sa nachadza sa
v cytozole bunky a v tejto podobe sa teda jedna o cytozolicky protein. Jeho primarnu Struktiru
tvoria tri domény: N-terminalna bHLH doména, PAS doména a C-terminalna transaktivacna
doména (TAD). Doména bHLH umoZiuje naviazanie DNA a dimerizaciu s aryl
uhl'ovodikovym nuklearnym translokatorom (ARNT). Taktiez umoznuje aj interakciu
S chaperénmi. PAS doména je zlozena z dvoch subdomén PAS A a PAS B. Je zodpovedna za

dimerizaciu s ARNT, podobne ako bHLH doména. PAS B doména okrem toho umoznuje aj



viazbu ligandu. C-terminalna doména obsahuje tri subdomény. Prvd subdoména je bohata
na kyslé¢ aminokyseliny, ako je glutamat a aspartat, druhd subdoména obsahuje prevazne
glutamin a tretia subdoména je bohata na aminokyseliny serin, threonin a prolin (Obr. ¢. 1).
Prostrednictvom C-terminalnej domény interaguje AhR s koaktivatormi a korepresormi (Jain
a kol., 1994; Whitelaw a kol., 1995).

Vizba ARNT
¢ 5 K
Ah R b HLH PAS A PAS B Transaktivacna doména § é £
> 4“——> 4+
Vizba DNA Vizba ligandu Vizba koaktivatora

Obrazok ¢.1: Struktara AhR a jeho funkéné domény (upravené podla Larigot a kol., 2018).

3.1.3 Proteinovy komplex AhR a aktivacia AhR

V neaktivnom stave je AhR sucast’ou proteinového komplexu, ktory pozostava z diméru
tvoreného dvomi molekulami ,,heat shock” proteinu s vel'’kostou 90 kDa (Hsp90), kochaperonu
p23, tyrozin protein kindzy (SRC), AhR interagujuceho proteinu (AIP) tiez znameho aj ako
protein asociovany s virusom hepatitidy B (XAP2) (Dull akol., 2002; Nukaya akol.,
2010). Tento chaperénovy komplex stabilizuje AhR v cytozole a taktiez ho udrziava v takej
konformacii, ktora ma vysoku afinitu k jeho ligandom. V ramci komplexu AhR ma Hsp90
hlavnu funkciu v rozpoznévani a naviazani sa na novo nasyntetizované a ¢iasto¢ne zlozené
polypeptidy. Uéelom je zabranit' nespravnemu zloZeniu a agregacii tychto polypeptidov. SRC
je protoonkogén, ktory sa uplatiiuje v iniciacnom S$tadiu aktivacie AhR hned’ po véizbe ligandu
na AhR (Roskoski, 2004). Kochaperén p23 hra doélezitG ulohu v procese stabilizacii
konformécie Hsp90 a zarovenn ochranuje AhR pre degradaciou sprostredkovanou
ubikvitinaciou (Biebl, 2021). AIP sa zcastiiuje na tvorbe a stabilizadcii AhR proteinu,
inhibiciou interakcie AhR komplexu s importinom-f3, Co nasledne vedie k zvySeniu cytozolove;j
lokalizacie AhR. AIP zaroven vykazuje aktivitu pozitivneho modulétoru transkripénej aktivity
AhR (Bell a Poland, 2000).

Prostrednictvom AhR mdzu byt’ aktivované rozne signaliza¢né drahy. RozliSujeme dva
zékladné typy drah, genomicku a negenomicku. Pri genomickej signalizanej dréhe najprv

dochadza k vidzbe ligandu na PAS B doménu aryl uhl'ovodikového receptora. Nasledne sa



vytvori ligand-receptorovy komplex, dochadza k disociacii proteinov a kochaperonov
a k translokacii ligand-receptorového komplexu do jadra. V jadre sa AhR naviaze na ARNT,
dojde k vzniku aktivneho komplexu heterodiméru s ligandom. Tento komplex sa potom viaze
na Specifické DNA sekvencie, ktoré sa nachadzaji v promotoérovych oblastiach ciel'ovych
génov nazyvané xenobiotické responzivne elementy (XRE) alebo dioxinové responzivne
elementy (DRE). Komplex AhR-ARNT potom indukuje transkripciu cielovych génov ako
napriklad CYP1A1, aryl uhl'ovodikovy receptorovy represor (AhRR) a interleukin 1 (I1L-1)
(Obr. ¢.2). Po ukonceni transkripénej aktivity AhR a naslednom exporte z jadra, je AhR
degradovany Vv proteazéme. Tomuto kroku predchadza kovalentné naviazanie ubikvitinu, ktoré

umoznuje jeho degradaciu (Davarinos a Pollenz, 1999).
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Obrazok €. 2: Genomicka signalizaéna draha AhR (upravené podl'a Zhu a kol., 2019).

Negenomickd signalizacnd drdha nevyZaduje naviazanie ligandom aktivovaného
receptorového komplexu na responzivne elementy v promoétorovej oblasti génu. Prikladom
tejto signalizacnej drahy moézZe byt reguldcia koncentracie vnltrobunkového vépnika.
K vysokému narastu koncentracie vnutrobunkového vapnika moze dojst’ po vystaveni bunky
posobeniu TCDD. Daldim prikladom moéZe byt aktivacia SRC, kedy prostrednictvom
posobenia TCDD dochadza k jej uvolneniu z komplexu AhR. (Tomkiewicz a kol., 2013).
Okrem aktivacie SRC bola pozorovana aj aktivacia MAP kinaz ERK1 a ERK2 (extracellular

signal regulated kinase 1, 2), o mdéze mat’ za nasledok patofyziologické prejavy ako je
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napriklad zapal (Matsumura, 2008). Dal§im prikladom negenomickej drahy je degradacia
ubikvitinovanych proteinov v proteazome. Tato proteolyticka degradacia sa vyskytuje po

exporte z jadra prostrednictvom proteazomovej drahy 26S (Pollenz a Barbour, 2000).

3.1.4 Funkcie AhR

V spojitosti s u¢inkom TCDD a inych toxickych latok, bola za hlavna funkciu AhR dlhy
Cas povazovana jeho ucast’ na metabolizme xenobiotik a zmierneni ich toxickych vplyvov.
S odstupom ¢asu sa vsak zistilo, ze AhR mdzu okrem xenobiotik aktivovat’ aj latky prirodného
povodu a rézne syntetické ligandy a AhR sa tak uplatituje ako dolezity faktor pri imunitnych

procesoch, ontogenenéze, bunkovej adhézii, angiogenéze a inych d’alSich tilohach v organizme.
3.1.4.1 Metabolizmus xenobiotik a detoxifikacia organizmu

AhR je ako jediny z proteinov zPAS rodiny schopny naviazat prirodzene sa
vyskytujuce xenobiotika. Plni doéleziti ulohu pri regulacii metabolizmu xenobiotik
a detoxifikacii enviromentalnych polutantov, a to indukciou expresie génov zo skupiny
cytochromov P450. Cytochromy P450 patria medzi dolezité biotransformacné enzymy, ktoré
katalyzuji hlavne oxidéaciu xenobiotik. Indukcia génov pre cytochromy P450 zohrava rovnako
dolezita tlohu aj v metabolizme lieCiv. Tieto procesy su realizované prostrednictvom enzymov
I. fazy biotransformécie ako st CYP1A1, CYP1A2 a CYP1BI, ktoré vo svojich promoétoroch
obsahuji XRE. Tieto enzymy katalyzuju oxidaéné, redukéné alebo hydrolytické reakcie. Dalej
nasleduje II. fdza biotransformacie, kde hraji dominantni ulohu enzymy glutation-S-
transferaza (GST) a UDP-glukuronosyltransferaza (UGT), st zodpovedné za konjugaciu
s endogénnymi latkami za vzniku hydrofilnych metabolitov. Nasledovne sa tieto metabolity
eliminuju z organizmu pomocou transportérov III. fazy.

Medzi najznamejsie ligandy AhR patria toxické enviromentalne polutanty a chemické
kontaminanty potravin, ako st napriklad polycyklické aromatické uhl'ovodiky (PAH), dioxiny
alebo polychlorované bifenyly (PCB). PAH st zname tvorbou reaktivnych kyslikovych
radikdlov (ROS) v réznych bunkach a tkanivach. Taktiez indukuju oxidativne posSkodenie

DNA, lipidov a d’alsich bunkovych makromolekul. (Grishanova a Perepechaeva, 2022).
3.1.4.2 Zapalové procesy a modulicia imunitného systému

AhR sa vyskytuje vo vdcSine typov buniek imunitného systému. Je to dolezity faktor,
ktory umoziuje imunitnym bunkdm adaptovat’ sa okolitym podmienkam. Zmeny v aktivite

AhR mézu byt spajané s rakovinou alebo s autoimunitnymi ochoreniami. NajCastejSie vSak



zvysena aktivita AhR poukazuje na suvislost’ so zapalovymi ochoreniami. Zaroven je AhR
kIiCovym enviromentalnym senzorom a mechanickym reguldtorom imunity epitelidlnych
bariér. AhR sa v suvislosti s imunitou ¢asto oznacuje aj ako dvojsecny mec, pretoze sa spaja
S procesmi, ktoré mozu mat’ na 'udsky organizmus prospesné, ale rovnako aj negativne dopady.

Po vystaveni gastrointestinalneho traktu a koze dioxinom, ktoré st silnymi aktivatormi
AhR, vykazovali tieto organy zapalové reakcie. Tento zapal bol iniciovany zvySenou hodnotou
vnitrobunkového Ca?*, aktivaciou fosfolipazy A2 a cyklooxygenazy 2 (Cox-2), nasledkom
c¢oho doslo k tvorbe zapalovych prostaglandinov, katalyzovanej fosfolipazou A2 a Cox-2.
Cox-2 bola zaroven identifikovana ako ciel’ AhR (Matsumura, 2008). V zdravej koZi prispieva
AhR k diferenciacii keratinocytov, pigmentacii a spravnemu fungovaniu koznej bariéry. To je
pravdepodobne spdsobené prechodnou aktivaciou AhR prostrednictvom ligandov, ktoré sa
rychlo metabolizujt, napriklad 6-formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ). Naopak, pritomnost’
perzistentného TCDD vedie Casto k trvalej aktivacii AhR a k vzniku zapalovych ochoreni
a karcinogenéze. AvSak v chronickych zapalovych koznych ochoreniach ako je napriklad
psoriaza a atopicky ekzém, bolo dokazané, Ze aktivaciou AhR moze dojst’ k imunosupresii
(Kim a kol., 2014). Preto bol napriklad uhol'ny decht, obsahujuci ligandy, ktoré aktivuju AhR,
po dlht dobu pouzivany na lie¢bu atopickej dermatitidy (Van den Bogaard, 2013).

3.1.4.3 Vyvin organizmu

AhR zohréva délezitt llohu vo vyvine a formovani roznych tkaniv, ako st srdce, pece,
oblicky a reprodukéné organy (Harrill akol.,, 2013). Taktiez plni vyznamnt funkciu v
tkanivovo Specifickom embryondlnom vyvine a diferenciacii kmenovych buniek (Gasiewicz,
2014). Na stadium tejto tlohy AhR v organizme boli pouzité knockout (KO) mysie linie, ktoré
neexprimovali proteinovy receptor anasledne ani cielové gény AhR. V sledovanych
modelovych organizmoch bolo objavené vel'ké mnozstvo abnormalit. KO mysi vykazovali
srdcovu hypertrofiu s fibr6zou srdcového svalu. Na kozi boli pozorované lokalizované
epidermalne hyperplazie a taktieZz zvySend expresia cytokinov, keratinov a integrinov.
U starSich mysi (11 az 12 mesiacov) sa objavili nddory na peceni a plucach (Gonzales a
Fernandez-Salguero, 1998). Tieto zistenia naznacuju, ze prave absencia AhR je kriticky faktor

vzniku tychto abnormalit.

3.2 Ligandy AhR

AhR ligandy st latky, ktoré st schopné viazat’ sa na AhR a nasledne vyvolat’ bunkova

odpoved’. Po naviazani na receptor sa mozu prejavit’ agonistickymi alebo antagonistickymi
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ucinkami na transkripént aktivitu AhR, a tym pozitivne alebo negativne regulovat’ expresiu
génov, ktoré st pod kontrolou AhR. R6zne ligandy mozu indukovat’ transkripény profil pri tom
istom type buniek odlisne. Naopak, ten isty ligand moze mat’ iny transkripény profil v r6znych
typoch buniek (Abel a Haarmann-Stemmann, 2010). Medzi najznamejSie a najskor objavené
exogénne AhR ligandy patria syntetické Skodlivé latky, oznaované aj ako enviromentalne
polutanty. DalSou skupinou exogénnych ligandov st prirodné latky, z ktorych mnohé maju
prospesné ucinky na l'udsky organizmus. Najcastejsie sa nachddzaju v rastlinach a moézeme ich
prijimat’ v potrave. Medzi ligandy AhR taktiez patri mnoho lie¢iv vyznacujuicich sa réznymi
terapeutickymi ucinkami. K ligandom AhR moézZeme rovnako zaradit’ aj latky vznikajlce
metabolickou aktivitou C¢revnej mikrobioty. Samostatnii skupinu tvoria latky, ktoré su

produkované bunkami 'udského tela a pdsobia ako endogénne ligandy AhR.

3.2.1 Exogénne ligandy
3.2.1.1 Enviromentalne polutanty

Do tejto skupiny patria syntetické latky, ktoré zneCistujii zivotné prostredie a maju
Skodlivy vplyv na zdravie. Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), halogénované
aromatické uhlovodiky (HAH), polychlérované bifenyly (PCB), dioxiny aim pribuzné
zltéeniny boli popisané ako zname exogénne ligandy AhR (Obr. ¢. 3).

V toxicite polycyklickych aromatickych uhl'ovodikov hra dolezit ulohu aktivacia AhR.
Aryl uhl'ovodikovy receptor je hlavny transkripény faktor kontrolujici expresiu génov pre
enzymy zo skupiny cytochromov P450, ktoré sa podiel'ajii na metabolizme PAH. Polycyklické
aromatické uhlovodiky sa zarad’uju do skupiny organickych polutantov. Su obsiahnuté vo
vzduchu, vode, pdde a taktiez aj v spracovanom jedle. Maji mutagénne a karcinogénne ucinky.
(Bostrom a kol., 2002). Momentélne su podl'a Internacional Agency for Research on Cancer
zarad'ované do troch skupin. Skupina 1 —karcinogénne pre l'udi, kam patri benzo[a]pyrén,
skupina 2A — pravdepodobne karcinogénne, sem sa zarad’'uje dibenz[a,h]anthracén. Skupina
2B — mozno karcinogénne, do tejto skupiny patria benzo[b]fluoranthén, benzo[j]fluoranthén,
benzo[k]fluoranthén, chrysén a indeno[1,2,3-cd]pyrén. Do skupiny 3 patria latky, ktoré nie st
identifikované ako karcinogénne pre l'udi a zPAH sem patri acenaphtén, anthracén,
benzo[e]pyrén, benzo[ghi]perylén, fluoranthén, fluorén, phenanthrén a pyrén. (IARC, 2010).
Polycyklické aromatické uhl'ovodiky musia byt metabolicky aktivované na to, aby ziskali
mutagénne vlastnosti. Po aktivacii metabolickymi cestami vznikaju genotoxické metabolity,

ktoré sa priamo naviazu na DNA. Tym vytvoria DNA addukty a taktiez m6zu zvysit produkciu



vol'nych kyslikovych radikalov veducich k oxidativnemu poSkodeniu DNA (Baird a kol.,
2005).

Dioxinové latky, patriace medzi perzistentné organické polutanty (POP), st netimyselné
vedlajsie produkty priemyselnych procesov. LCudia vsak mézu byt vystaveni dioxinom hlavne
prostrednictvom potravin ako je miso, vajcia alebo mlieCne vyrobky, pretoze sa tieto latky
akumulujt v tuku, kde mozu dosahovat’ vysokych koncentracii (IARC, 2016). Vznikaju aj pri
spalovani fosilnych paliv a odpadu. Taktiez vznikaji aj prirodzene pri sope¢nych erupciach
alebo lesnych poziaroch. Najznamej$im ligandom AhR a zaroven najtoxickej$im dioxinom je
TCDD. Tvori sa ako vedI'ajsi produkt pri vyrobe herbicidu kyseliny 2,4,5-trichlorfenoxyoctovej
(Linhart, 2022). TCDD sa l'ahko akumuluje v Zivo¢isnych tkanivach vd’aka jeho rozpustnosti
v lipidoch, jeho chemickej stabilite a tiez rezistencii voci biodegradacii (Larsen, 2006; Chen
a kol., 2021). TCDD sa spéja s mnohymi negativnymi u¢inkami na organizmus. Intoxikacia
TCDD sposobuje reprodukéné problémy, ochorenie chlorakné, gastrointestindlne symptomy
(Gesau a kol., 2001). Chlorakné je kozné ochorenie, na ktoré su najviac nachylné oblasti v okoli
o¢i, chrbtu, hrudniku a genitalii, kde vznikaju kozné 1ézie. Pri mensSej intoxikécii vznikaju
priméarne lézie, ktoré su tvorené komedoénmi, €o si upchaté mazové zlazy. Pri tazSich
intoxikéaciach vznikaju cysty, vd’aka ktorym dostiva pokozka sivi farbu. Dalej sa tvoria
zapalené lézie a abcesy. Po expozicii moze chlorakné pretrvavat’ aj niekol'ko rokov (Tindall,
1985).

Medzi POP st zarad’'ované aj PCB, ktoré boli po prvykrat syntetizované v roku 1881.
Neskdr bolo preukazané, ze sposobuju kontamindciu zivotného prostredia. Hlavna cesta
vystavenia sa posobeniu PCB je konzuméciou kontaminovanych potravin alebo
kontaminovanej vody. Medzi hlavné U€inky intoxikacie patria zmeny nervového a imunitného
systému, vyskyt chlorakné, hepatotoxicita, taktiez sa prejavuju aj negativne dopady na o¢i. PCB
st zaradované aj medzi endokrinné disruptory a mézu ovplyviiovat napriklad transport
hormonov stitnej Zl'azy k cielovym organom. Takiez spdsobujt poruchy vyvinu a reprodukcie.
Podl'a IARC patria medzi preukdzané 'udské karcinogény kategorie 1. Posobia na aktivaciu

AhR, ¢oho nasledkom je deregulacia bunkového cyklu a inhibicia apoptdzy (Linhart, 2022).

10



Cl
cl
Cl o) Cl | O
T OQ BOAA
Cl I al
TCDD Benzo[a]pyrén PCB126

Obrazok ¢.3: Chemicka S$truktira vybranych enviromentalnych polutantov (upravené

podPa Erdemli, 2020).

3.2.1.2 Latky prirodného povodu

Pre beznu populéciu je jednym z najrozsirenejSich spdsobov expozicie ligandom AhR
konzumécia potravin sich obsahom. Niektoré prirodné latky, beZzne sa vyskytujuce
Vv potravinach, dokazu aktivovat’ AhR (Obr. ¢. 4). Pritomnost’ tychto ligandov bola zistena
napriklad v réznych druhoch zeleniny, ovocia a bylin. Do tejto skupiny latok patria hlavne
flavonoidy, alkaloidy a indoly (Grishanova a Perepechaeva, 2022).

Flavonoidy sa nachddzaju priméarne v ovoci a zelenine. St to malé planarne molekuly
so schopnostou aktivacie alebo antagonizmu AhR. Ich antagonistickd funkcia je spojena
s rozdielnou schopnostou interakcie s PAS B doménou AhR. Konkrétne s tymito
antagonistickymi latkami resveratrol a quercetin (Ciolino a kol., 1999; Zhang a kol., 2003;
Beedanagari a kol., 2009). Pozitivny vplyv flavonoidov bol popisany v suvislosti s prevenciou
niektorych typov rakoviny. Na zaklade vysledkov niekol'kych $tudii sa zistilo, Ze denny prijem
flavonoidov v potrave ma vyznamny preventivny a antiproliferatny vplyv voci rakovine
(Neuhouser a kol., 2004; Amawi a kol., 2017; Abotaleb a kol., 2018). Znamy ligand AhR
diosmin je prirodzene sa vyskytujici flavonoid, ktory sa nachadza hlavne v citrusovych
plodoch.  Vyznacuje sa  protizdpalovymi, antioxidacnymi, hepatoprotektivnymi,
neuroprotektivnymi a protinadorovymi ucinkami (Carballo-Villalobos a kol., 2016; Naso
a kol., 2016; Berkoz, 2019; Singh a kol., 2019).

Indoly, ako je napriklad indol-3-karbinol (I3C), je schopny organizmus ziskat' zo
zeleniny z cel'adi kapustovité, kam patri napriklad brokolica ¢i kapusta (Larigot a kol., 2018).
Na modeloch neobéznych diabetickych mySi (NOD), ktoré st pouzivané ako modelové
organizmy na Studium diabetes 1. typu bolo zistené, Ze 13C vyrazne indukuje transkripcna
aktivitu AhR v ¢reve (Kahalehili a kol., 2021). Po konzumacii sa 13C posobenim kyslého

prostredia v zaludku premeni na vedlajsie produkty, ktorymi si vysoko afinitné ligandy
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3,3’-diindolylmetan (DIM), 2-(indol-3-ylmetyl)-3'3-diindolylmetan (Ltr-1) a ICZ (indolo[3,2-
blkarbazol) (Sarkar a Li, 2004).

Z alkaloidov je dolezitym ligandom AhR berberin. Je to isochinolinova alkaloidova
zlozka korenov a stoniek v rastlinach z rodu Berberis a Coptis, ako napriklad B. croatica,
B. vulgaris alebo C. chinensis (Kosalec a kol., 2009). Rastliny s obsahom berberinu boli po
dlhi dobu pouzivané k liecbe rdéznych ochoreni, od hepatitidy, hnacky, uplavice az po
gastroenteritidu (Zhou and Mineshita, 2000; Li a kol., 2008; Lee a kol., 2010; Qin a kol., 2010).
Bolo dokazané, Ze in vitro je berberin schopny diferenciacie Treg buniek (regulacné T
lymfocyty) prostrednictvom aktivacie AhR a zvySenia expresie CYP1Al génu (Dinesh
a Rasool, 2019).

Kurkumin, prirodny ligand AhR, je latka obsiahnuta v kurkume pravej (Curcuma longa)
z ¢elade d’'umbierovité (Zingiberaceae). Ma protizapalové, antioxida¢né, antikoagula¢né
a neuroprotektivne ucinky (Koeberle a Werz, 2014; Keihanian a kol., 2018; Jakubczyk a kol.,
2020).

Existuje vel'a d’al$ich prirodzene sa vyskytujucich latok, u ktorych bolo preukazang, ze
st agonistami AhR. Jedna sa napriklad o antokyaniny ako je pelargonidin, d’alej ginsenozidy,
flavipin, lupinalbin A a methysticin (Li a kol., 2011; Hu akol., 2013; Ateba a kol., 2014;
Biagioli a kol., 2021).

HO

Kurkumin Berberin

Obrazok ¢. 4: Chemicka Struktara vybranych prirodnych latok (upravené podla Lin a kol.,
2022).
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3.2.1.3 Lie¢iva

V poslednom obdobi sa ¢oraz viac vedcov zameriava na vyuzitie terapeutickych
ucinkov AhR. Okrem prirodzene sa vyskytujucich ligandov sa zacali hl'adat’ a produkovat’ aj
nové syntetické ligandy (Obr. ¢. 5). LieCivo avitriptan, pouzivané na liecbu migrény, je
dokazany aktivator 'udského AhR, ¢o bolo pozorované pomocou stabilne transfekovanej
reportérovej bunkovej linie AZ-AhR. Na bunkach tejto linie boli skimané latky zo skupiny
triptanov. Zistilo sa, Ze spomedzi vSetkych testovanych latok aktivovali AhR v zavislosti od
koncentracie iba avitriptan, donitriptan a naratriptan. Ostatné triptany boli neaktivne.
Zo ziskanych vysledkov bolo zrejmé, ze avitriptan pdsobil ako slaby agonista a slabo afinitny
ligand AhR, ktory taktiez indukoval expresiu CYP1A1 v ¢revnych a pecenovych bunkovych
liniach (Vyhlidalova a kol., 2020).

Na bunkovych liniach rakoviny prsnika MDA-MB-231 bol testovany AhR ligand
omeprazol, ktory sa pouziva na liecbu kratkodobych priznakov refluxu a pracuje na principe
inhibicie protonovej pumpy. Na zaklade vysledkov ziskanych z in vitro experimentov sa zistilo,
ze omeprazol znizil invaziu buniek do okolitého prostredia. V knockout AhR modeloch bola
naopak pozorovana zvysSend bunkova invazia, ¢o potvrdzuje, Ze tento mechanizmus je AhR-
dependentny (Jin a kol., 2014).

Azoloveé antimykotikum ketokonazol bolo skiimané pre jeho schopnost’ aktivovat’ AhR.
Jeho hlavnou funkciou je inhibicia niektorych enzymov, ako napriklad lanosterol 14-a-
demetylazy, ktord premiena lanosterol na ergosterol. To ma za nasledok akumuléciu 14-a-
metylsterolov a inhibiciu rastu hub. Ketokonazol je taktieZ schopny inhibovat u¢inok
testosteronu a preto sa pouziva aj ako podporny medikament pri lie€be rakoviny prostaty (Pont
a kol., 1984). Na l'udskej bunkovej linii AZ-AhR boli testované dva enantioméry ketokonazolu,
ktoré st zastlipené v tomto liecive. Zistilo sa, ze ketokonazol aktivuje AhR a nésledne indukuje

expresiu génu CYP1A1, ako na tirovni mRNA, tak aj na tirovni proteinu (Novotna a kol., 2014).
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Obrazok ¢. 5: Chemicka struktira vybranych lieciv (upravené podla Lin a kol., 2022).
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3.2.2 Metabolity ¢revnej mikrobioty

NajintenzivnejSie osidlenou oblastou l'udského tela mikroorganizmami je crevo,
v ktorom sa nachadza priblizne 70 % vsetkych mikrobov. Crevna mikrobiota ma délezity vplyv
na rozne fyziologické funkcie organizmu ako je napriklad metabolickd homeostdza, dozrievanie
imunitného systému alebo mozgova aktivita (Zhang a Davies, 2016; Zmora a kol., 2019).

Esencidlna aminokyselina tryptofan (Trp), ktora si l'udské telo nedokdze samo
syntetizovat, sa do organizmu prijima v potrave. Primarne sa podiel’a na syntéze proteinov, ale
je taktiez substratom pre tvorbu rozli¢nych Trp metabolitov (Fan a kol., 2015). Jeho nedostatok
spdsobuje znizenie koncentracie tychto metabolitov v organizme, ¢o mdze mat’ za nasledok
naruSenie ¢revnej rovnovahy. Nerovnovaha traviaceho traktu moze nasledne viest’ k zépalovym
ochoreniam ¢riev, ako je napriklad idiopaticky zapal ¢riev (IBD) (Chen a kol., 2015). Bolo
zistené, ze tryptofanové metabolity vznikajuce v ¢reve hraju doleziti ulohu v aktivacii AhR
(Sun akol., 2019). Trp sa moze metabolizovat’ tromi hlavnymi drahami, a to kynureninovou,
serotoninovou a indolovou. Pomocou indolovej drahy, ktora je sprostredkovana metabolickou
aktivitou ¢revnej mikrobioty, vznikaju rozne derivaty indolu, ako su kyselina indol-3-octova
(IAA), tryptamin (TA), indol-3-aldehyd (I3A), kyselina indol-3-propionova (IPA), kyselina
indol-3-mlie¢na (ILA), skatol (3MI), kyselina indol-3-pyruvatova (IPY), indol-3-etanol (IET),
indol-3-acetamid (IAD) a indol-3-akrylat (IAC) (Vyhlidalova a kol., 2020) (Obr. €. 6). Trp st
schopné metabolizovat’ urcité baktérie nachaddzajice sa v gastrointestinalnom trakte. Konkrétne
sa jedna o Escherichia coli, ktora premiefia Trp na indol, Bacteroides spp. schopné
metabolizovat’ Trp na IAA, Bifidobacterium spp. premieniajice Trp na ILA a Clostridium
sporogenes, ktorého metabolickou ¢innostou vznika tryptamin (Smith, 1897; Russell a kol.,
2013; Williams a kol., 2014)
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Obrazok ¢. 6: Mikrobialne metabolity tryptofanu (upravené podl'a Roager a Licht, 2018).

3.2.3 Endogénne ligandy

Existencia endogénnych ligandov AhR bola dokazana experimentami vo viacerych
vedeckych stadiach, pri ktorych bolo zistené, ze k aktivacii AhR signalizacnej drahy moéze
dochadzat’ aj bez pritomnosti exogénnych ligandov. Jednym z argumentov, ktoré podporuju
existenciu endogénnych aktivatorov, boli vysledky Stadie uskutocnenej na bunkovej linii c¢37
odvodenej z hepatdbmovych mysich buniek pomocou luciferdzovej reportérovej eseje a metody
,»gel mobility shift assay”. Bolo zistené, Ze tieto bunky, aj napriek tomu, ze neboli vystavené
posobeniu exogénnych ligandov, obsahovali transkripne aktivny komplex AhR-ARNT.
(Chang a Puga, 1998). Vicsinu znamych endogénnych ligandov AhR predstavuji metabolity
a fotoprodukty aminokyseliny Trp, u ktorych bola preukdzana aktivacia AhR signalnych drah
(Heath-Pagliuso a kol., 1998; Wei a kol., 1999; Heath-Pagliuso a kol., 2000) (Obr. ¢. 7).

Vysoko afinitny endogénny ligand FICZ vzniké z tryptofanu po jeho vystaveni UV
ziareniu, pripadne posobeniu viditeného svetla, a jedna sa tak o fotoprodukt. (Rannug a kol.,
1987). V bunkovej linii HaCaT odvodenej z l'udskych keratinocytov bolo pozorované, ze
spomedzi viacerych skimanych endogénnych aktivatorov AhR, bol FICZ najefektivnej$im
induktorom génovej expresii CYP1Al. K vyraznej indukcii expresie doSlo uz po jeho
kratkodobom posobeni (0,5 h) a bolo dokonca dokazané, ze FICZ sa na AhR viaze s va¢Sou

afinitou nez TCDD (Wei a kol., 1998).
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Tryptofanové metabolity indigo a indirubin patria medzi kondenzované oxindoly, ktoré
sa prirodzene nachadzaju v I'udskom moci. Tieto latky boli identifikované ako potentné
endogénne aktivatory AhR. Pomocou kvasinkovej reportérovej eseje bolo zistené, Ze indukcia
transkrip¢nej aktivity AhR indirubinom je priblizne 50 krat vyssia ako po posobeni TCDD. Iné
Stadie v8ak ukazali, Ze v cicav¢ich bunkach nedosahuje aktivita AhR po posobeni FICZ takych
hodnét, ako v kvasinkovom systéme (Adachi a kol., 2001).

Dal§im z produktov metabolizmu Trp, ktory bol pozorovany ako aktivator AhR je
kynurenin (Heath-Pagliuso a kol., 2000). Neskor sa v8ak zistilo, ze samotny kynurenin nie je
schopny aktivovat AhR. Bolo dokazané, Ze latkou, ktora vykazovala vysoky agonisticky
ucinok voc¢i AhR bol aromaticky kondenzat kynureninu, oznac¢ovany ako TEACOP270. Z toho
dovodu sa uvadza, ze kynurenin je pro-ligand, ktory sa musi premenit’, aby sa choval ako
receptorovy aktivator. Na rozdiel od ostatnych ligandov AhR, ma kynurenin aj rozdielnu
Strukttru. Je to ovel'a menSia, poldrnejSia a nabitad molekula (Seok a kol., 2018). Kynurenin sa
zucastiiuje na procesoch reguldcie imunitného systému aréznych neurologickych funkecii.
Poruchy metabolizmu kynureninu mézu viest’ k vzniku réznorodych ochoreni, od hypertenzie
¢i chronického zapalu, az po vznik malignych nadorov (Stone a Darlington, 2002; Oxenkrug,
2010; Jasiewicz a kol., 2016).

V stadii v roku 1998 boli skimané produkty degradacie hému, biliverdin a bilirubin, v
stvislosti s ich moZnou tlohou endogénnych ligandov AhR. Fyziologické koncentracie tychto
latok boli aplikované na 'udské, mysie, morcacie a potkanie bunkové linie. Obe latky aktivovali
AhR signalizaéni drahu ajeho vdzbu na DRE. Okrem toho kompetitivne vytesnovali
radioaktivne znaceny [3H]TCDD z jeho Specifickej vizby na cytozolicky AhR, ¢im potvrdili,
ze su ligandmi AhR (Phelan a kol., 1998).
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Kyselina kynurénova FICZ Indirubin

Bilirubin

Obrazok ¢. 7: Chemicka Struktara vybranych endogénnych ligandov AhR (upravené podl'a
Lin a kol., 2022).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

o Stabilne transfekovana reportérova bunkova linia LS174T-AhR-luc odvodena z buniek
I'udského kolorektalneho adenokarcinomu LS174T (kat. ¢. ECACC 87021202)

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

o Kultivaéné médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose (DMEM)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546 ) s pridavkom 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS),
5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540) a 5 ml neesencialnych aminokyselin
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. M7145)

o Kultivaéné médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose (DMEM)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. D6546) s pridavkom 50 ml fetalneho bovinného séra (FBS),
5 ml L-glutaminu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G8540), 5 ml neesencialnych aminokyselin
(Sigma-Aldrich, kat. & M7145), 250 pg. ml™! hygromycinu (Santa Cruz
Biotechnology, kat. ¢. sc-29067) a5 ml antibiotika penicilin/streptomycin (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. P4333)

o Fosfatovy pufor (PSB) (BioConcept, kat. ¢. 3-05F29-1)

o Trypsin-EDTA 0,25 % (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4049)

o Dimetylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, kat. ¢. 20022-CTO0)

o Metyltetrazoliova sol’ (MTT) (Sigma Aldrich, kat. €. M2128)

o Roztok trypanovej modrej (Sigma Aldrich, kat. ¢. T6146)

o Oktylfenol etoxylat (Triton X-100) (Serva, kat. €. 37240)

o Reportérovy lyza¢ny pufor (Promega, kat. ¢. E3971)

o Luciferazovy substrat: 5 mg D-luciferin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L9504), 6,83 mg
koenzym A (CoA) ( Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4282), 9,6 mg adenozin-5’-trifosfat (ATP)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6419), 168 mg dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, kat.
43819), 1,32 ml trisacetat-EDTA pufor 1 mol-171 (pH 7,8) (Sigma-Aldrich, kat.
T8280), 1,23 mg kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA, Sigma-Aldrich, kat. ¢.
E6511), 30,3 mg heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M5921),
doplnené destilovanou H,0 do 30 ml

o TCDD (Ultra Scientific, kat.¢. RPE-029-10MG)

o PCB126 (Ehrenstorfer, kat. ¢. EHERC20012600)

p<

Cx
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Benzo[a]pyrén (Sigma Aldrich, kat. ¢. B1760)

FICZ (Sigma Aldrich, kat. ¢. SML1489)

Kyselina kynurénova (Sigma Aldrich, kat. ¢. K3375)

Bilirubin (Sigma Aldrich, kat. ¢. B4126-1G)

Resveratrol (Sigma Aldrich, kat. ¢. R5010)

Pelargonidin (Extrasynthese, kat. ¢. 0912S)

Berberin (Sigma Aldrich, kat. ¢. B3251)

Indol-3-acetamid (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-255213)
Indol-3-pyruvat (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-218597)
Tryptamin (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-206065)

4.3 Pouzité laboratérne pomocky

o

Automatické pipety v rozsahu 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-20 ul, 20-200 ul, 10-100 pl,
100-1000 pl (Eppendorf)

Multikanalové pipety v rozsahu 0,5-10 ul, 5-50 pl, 10-100 pl, 30-300 pl (Eppendorf)
Pipetor (Labnet)

Plastové $picky s objemom 10 ul, 200 ul, 300 ul, 1000 pul (Eppendorf)

Sterilné sérologické pipety s objemom 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (SPL)
Mikroskumavky s objemom 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml (BlOplastics)

Plastové skamavky s objemom 15 ml, 50 ml (TPP)

Petriho misky (TPP)

Plastové kultivacné fl'ase (TPP)

96 jamkov¢ kultivacné dosticky (TPP)

96 jamkové biele kultiva¢né dosticky (NUNC)

Biirkerova komorka (Assistent)

Krycie sklicka (Menzel Glaser)

Ochranné gumené rukavice (NitriSense)

Bunicina (Tork)

4.4 PouZzité pristroje

©)

o

o

Inkubator (N-Biotek)
Vodny kiipel' LCB11D (Daihan Lab-tech)

Hlbokomraziaci skriniovy box (Sanyo)
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o Laminarny box (ESCO)

o Vortex REAX top (Heidolph)

o Svetelny mikroskop NIB-100 (Novel Optics)
o Spektrofotometer Infinite 200 (Tecan)

o Aspirator FLASK TRAP FTA (Biosan)

4.5 Metody
4.5.1 Kultivacia a pasaZovanie buniek

Bunkova linia LS174T-AhR-luc bola kultivovana v inkubatore pri teplote 37 °C,
v atmosfére 5 % CO,, pri 95% vlhkosti v sterilnych podmienkach. Tato adherentna bunkova
linia bola kultivovana v plastovej kultiva¢nej fl'asi v DMEM médiu. Bunky boli pasazované
dvakrat do tyzdina. Pasazovaniu predchadzalo zahriatice DMEM média a PBS pufru vo vodnom
kapeli na 37 °C. Kultiva¢na flasa s bunkami bola premiestnend do laminarneho boxu do
sterilnych podmienok a nasledne bolo médium odsaté aspirdtorom. Do fl'ase bolo opatrne
napipetovanych 13 ml PBS pufru s ucelom premytia buniek. Potom bolo PBS odsaté a k
bunkdm bolo napipetované 2 ml trypsinu. Trypsinizacia prebiehala v inkubatore po dobu 3
minut. Nasledne bola kultivacnd fl'asa prenesena naspit do laminarneho boxu a pdsobenie
trypsinu bolo ukoncené pridanim 18 ml DMEM média. Bunky boli pomocou pipetora
rozuspendované a prenesené do plastovej skumavky. Spiat’ do kultivacnej flaSe bolo
napipetovanych 2,5 az 3 ml bunkovej suspenzie v zavislosti od mnozstva buniek. K suspenzii

bolo doplnenych 35 ml DMEM média. Kultivaéna fl'aSa bola vratend naspét’ do inkubatoru.
4.5.2 Pocitanie a vysievanie buniek na experiment

Najprv  bolo prevedené pasdZzovanie buniek srovnakym postupom ako
Vv predchadzajucom pododdieli (4.5.1 Kultivacia a pasazovanie buniek). Z bunkovej suspenzie,
ktora bola ziskana pasazovanim, bolo odobratych 10 ul do 0,5 ml mikroskiimavky. K suspenzii
bolo pridanych 90 ul roztoku trypanovej modrej. Zmes bola premieSana a nasledne nanesena
do Biirkerovej komorky. Pomocou Biirkerovej komorky boli vo svetelnom mikroskopom
spocitané bunky v desiatich Stvorcoch. Z tychto 10 hodndt bola vypocitana priemerna hodnota,
na zaklade ktorej bola bunkova suspenzia nariedend v DMEM médium tak, aby jedna jamka
Vv kultiva¢nej dosticke obsahovala 40 000 buniek v 200 ul kultivaéného média. Nariedena
bunkova suspenzia bola multikanalovou pipetou napipetovana do 96 jamkovych kultivaénych

dosticiek, ktoré boli nasledne prenesené do inkubatoru do nasledujuceho dna.
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4.5.3 NanaSanie latok kompletnej koncentracnej rady pre test cytotoxicity (MTT)

a luciferazovu esej

Na d’al$i deni od vysiatia buniek do 96 jamkovych dosticiek boli testované latky nariedené

v DMSO Vv potrebnych koncentraciach do mikroskumaviek. Latky boli potom 1000 krat
nariedené v depletovanom médiu. Pre test cytotoxicity bola pripravend kontrola pre
normalizaciu vysledkov 2% roztok Tritonu a negativna kontrola 0,1% DMSO. Pre luciferazova
esej pozitivna kontrola predstavovala 10 nmol-171 TCDD a negativna kontrola 0,1% DMSO.
Tieto latky boli pripravené nariedenim na pozadovanu koncentraciu v depletovanom médiu.
Kontroly a testované latky boli na bunky v dosti¢ke nanasané v triplikatoch. Pre luciferazovi
esej boli pouzité dva rézne ¢asy pdsobenia latok na bunky a to 4 hodiny a 24 hodin. Pre MTT
test bol Casovy interval aplikacie latok 24 hodin. Pocas pdsobenia boli dosticky premiestnené
do inkubétoru.

Zo skupiny endogénnych ligandov bol FICZ pripraveny v koncentraciach: 1 pmol-171,
10 pmol-171, 100 pmol-17%, 1 nmol-1~%, 10 nmol-17%, 100 nmol-17%,1 pmol-17%, 10 pmol - 171
a 20 umol-171. Kyselina kynurénova bola nariedena na koncentricie: 1 p mol-171, 10 pmol-171,
100 pmol-171, 1 nmol-1"t, 10 nmol-17*, 100 nmol-171, 1 pmol-171, 10 pmol- 171
a100 pmol- 171 . Bilirubin bol pripraveny v koncentracidch: 1 pmol- 171, 10 pmol- 171,
100 pmol-171, 1 nmol-17%, 10 nmol-17%, 100 nmol-17%, 1 pmol-17* a 2 pmol-171.

V skupine prirodnych latok bola koncentratna rada pre berberin a pelargonidin:
1 pmol-171, 10 pmol-17%, 100 pmol-1~1, 1 nmol-17%, 10 nmol-171, 100 nmol-17%, 1 umol-171
a10 pmol-171 a 100 umol-1"1. Pre resveratrol boli pripravené koncentracie: 1 pmol-171,
10 pmol-171, 100 pmol-1~1, 1 nmol-171, 10 nmol-171, 100 nmol-17%, 1 pmol-171 a 10 pmol-171,
100 umol-17* a 200 umol-171.

Zo skupiny ¢revnych metabolitov, konkrétne latky indol-3-pyruvat, indol-3-acetamid
a tryptamin, boli pripravené V koncentraciach: 1 p mol-171, 10 pmol-17*, 100 pmol-171,
1nmol- 171, 10 nmol- 171, 100 nmol-171, 1 umol-1"! a10 umol-171, 100 pmol- 171
a 200 pmol-171.

Koncentratna rada pre skupinu enviromentidlnych polutantov TCDD, PCB126 a
benzo[a]pyrén bola: 1 pmol-171, 10 pmol-171, 100 pmol-17%, 1 nmol-1"1, 10 nmol-171,
100 nmol-171 a 1 pmol-171.
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4.5.4 NanaSanie latok vybranych Kkoncentracii pre test cytotoxicity (MTT)

a luciferazovu génovu esej

Na zéaklade predbeznych vysledkov ziskanych po poOsobeni latok v kompletnych
koncentracnych radach, boli pre d’alSie experimenty vybrané intervaly koncentracii testovanych
latok, pri ktorych dochédzalo k zmenam v transkripénej aktivite AhR. Pri priprave vybranych
koncentracii jednotlivych latok sa postupovalo rovnako ako v pripade kompletnej
koncentracnej rady s rozdielom zmenenych koncentracii pre dané latky.

Zo skupiny endogénnych ligandov bol FICZ v ¢asovom mode 4 hodiny aplikovany
v koncentraciach: 0,69 pmol- 1", 2,09 pmol- 17!, 6,26 pmol- 1", 18,77 pmol- 171,
56,33 pmol-11, 169 pmol-1-1, 507 pmol-1-1, 1,5 nmol-17%, 4,6 nmol-17%, 13,7 nmol-171,
41,1 nmol-171, 123,3 nmol-17%, 370 nmol-17%, 1,11 pmol-17%, 3,33 pumol-171, 10 umol-171.
V ¢asovom mode 24 hodin bol FICZ v koncentraciach: 507 pmol- 171, 1,5 nmol- 171,
4,6 nmol-171, 13,7 nmol-17%, 41,1 nmol-17%, 123,3 nmol-17%, 370 nmol-17%, 1,11 umol-171,
3,33 umol-171, 10 pmol-17! a 20 umol-171. Kyselina kynurénova bola pri 4 aj 24 hodinach
v koncentraciach: 45,7 nmol-171, 137,2 nmol-17%, 411,5 nmol-17%, 1,2 pmol-171, 3,7 pmol-171,
11,1 pmol- 171, 33,3 pumol- 171, 100 pmol- 171, Bilirubin bol pri 4 aj 24 hodinach
v koncentraciach: 1,37 nmol-17%, 4,1 nmol-17%, 12,3 nmol-17%, 37,0 nmol-17%, 111,1 nmol-171%,
333,3 nmol-17%, 1 umol- 17t a 2 umol-171.

Z prirodnych latok boli berberin a pelargonidin v koncentraciach: 15,24 nmol-171,
45,7 nmol-171, 137,2 nmol-171, 411,5 nmol-17%, 1,2 pmol-171, 3,7 umol-17%, 11,1 umol-172,
33,3 umol-171, 100 umol-1~1. Resveratrol bol v koncentraciach: 507 pmol-1~1, 1,5 nmol-171,
4,6 nmol-171, 13,7 nmol-171, 41,1 nmol-171, 123,3 nmol-17%, 370 nmol-171, 1,11 umol-171,
3,33 umol-17* a 10 umol-171.

Z crevnych metabolitov IPY, IAD a tryptamin Vv ¢asovom mode 4 hodiny boli
v koncentraciach: 15,24 nmol- 171, 45,7 nmol- 171, 137,2 nmol- 1%, 411,5 nmol- 171,
1,2 umol-171, 3,7 pmol-171, 11,1 umol-171, 33,3 pmol-171, 100 pmol-171, 200 pmol-172. Pri 24
hodinach: 1372 nmol-17%, 411,5 nmol-17%, 1,2 umol-171, 3,7 pmol-171, 11,1 umol-171,
33,3 umol-171, 100 pmol-171, 200 umol-172.

Zo skupiny enviromentalnych polutantov TCDD bolo v oboch ¢asovych mddoch
v koncentraciach: 50,0 pmol-1~1, 150,0 pmol-171, 460,0 pmol-171, 1,37 nmol-17%, 4,1 nmol-171,
12,3 nmol-171, 37,0 nmol-17%, 111,1 nmol-17%, 333,3 nmol-1"* a 1 pmol-1"1. PCB126

a benzo[a]pyrén boli pripravené v koncentraciach: 0,5 nmol- 171, 1,5nmol- 171 |
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4,6 nmol-171, 13,7 nmol-17%, 41,1 nmol-171, 123,3 nmol-17, 370 nmol-17%, 1,11 umol-171,
3,33 umol-171, 10 umol 171,

4.5.5 Test cytotoxicity (MTT)

MTT test je kolorimetricka esej, ktora bola popisana v roku 1983 T. Mosmannom.
(Mosmann., 1983). Je zalozend na principe redukcie Zltej metyltetrazoliovej soli za vzniku
fialového formazanu. Redukciu katalyzuje enzym NAD(P)H-dependentnd oxidoreduktéza,
ktora sa nachadza len vo viabilnych bunkach. V tomto teste sa meria intenzita sfarbenia
vzniknutého formazanu, ktora je zavisla na Zivotaschopnosti a metabolickej aktivite buniek.
Pouziva sa teda ako indikator viability a prolifera¢nej aktivity buniek, alebo ako ukazovatel
cytotoxického vplyvu latok (Berridge a Tan, 1993).

Po 24 hodinovej inkubacii buniek s testovanymi latkami bol obsah dosticiek vyliaty
a jamky boli premyté 100 ul PBS. Obsah bol znova vyliaty a dosti¢ky boli osusené buni¢inou.
MTT roztok bol pripraveny nariedenim MTT s koncentraciou 3 mg-ml~! v DMEM médiu, tak
aby bola vysledna koncentracia 0,3 mg-ml~1. Médium s obsahom MTT bolo napipetované na
dosticku v objeme 100 ul na jednu jamku. Dosti¢ky boli premiestnené do inkubatoru na 8-10
minut, do vzniku fialovych krysStalov. Po uplynuti asu bol obsah opatrne vyklepnuty a dosticky
boli opat’ usuSené buni¢inou. Aby boli kryStaly formazanu rozpustené, do jednotlivych jamiek
bolo napipetované DMSO v objeme 100 ul. V takto pripravenych vzorkach bola pomocou
spektrofotometru Infinite 200 zmerana absorbancia pri vinovej dizke 570 nm. Z vysledkov bola

stanovena percentudlna viabilita buniek.
4.5.6 Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej sa pouziva na urenie, ¢i je skimana latka aktivatorom
alebo represorom expresie cielového génu. Principom eseje je luciferazou sprostredkovana
oxidacia D-luciferinu na oxyluciferin za uvol'nenia luminiscen¢ného Ziarenia, ktorého intenzita
je zmerana spektrofotometricky.

Obsah dosticiek bol po 4 hodinovej a 24-hodinovej inkubacii vyliaty a dosticky boli
ususené buni¢inou. Na premytie bolo do jamiek napipetovanych 100 ul PBS. Po premyti bol
obsah znovu vyliaty adosticky boli usu$ené buniCinou. Nasledne bolo do jamiek
napipetovanych 20 pl lyzaéného pufru. Lyzacny pufor bol pripraveny nariedenim
deionizovanou vody v pomere 1 : 4. Dosticky boli premiestnené do hlbokomraziaceho boxu
a uchované pri teplote -80 °C po dobu minimalne 1 hodiny. Po uplynuti tohoto ¢asu boli

dosticky vybraté a rozmrazené. Z jednotlivych jamiek bolo odobraté 10 ul lyzatu, ktory bol
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prepipetovany do bielych 96 jamkovych dosti¢iek uréenych na meranie luminiscencie
a nasledne bolo pridané 40 ul luciferazového substratu. Pomocou spektrofotometru Infinite 200
bola zmerana luminiscencia v jednotlivych jamkéch. Z vysledkov merani bola stanovena
vysledna luciferazova aktivita, ktord bola vyjadrena ako FOLD indukcia luciferazove;j aktivity

po posobeni skimanych latok, v porovnani s luciferazovou aktivitou negativnej kontroly.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovanie vplyvu vybranych skupin liatok na transkripénu aktivitu

AhR

Bunkova linia LS174T-AhR-luc bola inkubovana spolu s testovanymi latkami po dobu
4 hodin a 24 hodin. Transkripcna aktivita AhR bola stanovend prostrednictvom luciferazove;j
reportérovej eseje, kde bola pomocou spektrofotometru zmerand luminiscencia. Z vyslednych
hodnét bola vypocitand FOLD indukcia luciferazovej aktivity pre jednotlivé koncentracie
skimanych latok v porovnani s negativnou kontrolou (UT). Pre vSetky skupiny latok bol ako
negativna kontrola pouzity roztok 0,1% DMSO v DMEM a ako pozitivna kontrola sluzilo
10 nmol-1"! TCDD v DMEM. Jednotlivé grafy na obrazkoch (Obr. ¢ 8, 9, 10 a 11) su
priemernou hodnotou vysledkov troch nezavislych experimentov, pdsobenie kazdej
koncentracie latok prebiehalo v triplikatoch.

V prvom kroku bol prevedeny pilotny experiment s pouzitim kompletnej koncentracnej
Skaly testovanych latok, od 1 pmol- 17! az po 1-200 umol-1"! (v zavislosti od rozpustnosti
jednotlivych latok). Na zéklade takto ziskanych vysledkov boli pre d’alSie experimenty vybrané
iba koncentracie, pri ktorych bolo moZzné pozorovat' zmeny v transkripénej aktivite AhR.

Vysledky pilotného experimentu nie st zahrnuté v tejto bakalarskej praci.

5.1.1 Testovanie vplyvu endogénnych ligandov na transkripéni aktivitu AhR

Kyselina kynurénova (KYNA) abilirubin (BIL) boli pripravené v rovnakych
koncentraciach pre ¢asovy méd 4 hodin aj 24 hodin. FICZ bol aplikovany na bunky
Vv rozliénych koncentraciach pre ¢asovy mod 4 hodiny a pre ¢asovy méd 24 hodin.

Pri inkubécii po dobu 4 hodin, mala intenzita luciferazovej aktivity po posobeni kyseliny
kynurénovej stupajucu tendenciu (Obr. €. 8A). K zvyseniu indukcie nad hodnotu 1 FOLD doslo
pri koncentracii 11,1 umol-171. Najvyznamnejsi narast indukcie bol zaznamenany pri najvyssej
koncentricii 100 pmol-171, kde bola indukcia az 2,45 + 0,15 FOLD, ¢o predstavuje 64 % z
pozitivnej kontroly TCDD. Pri 24 hodinovej inkubacii nebol po pésobeni kyseliny kynurénove;j
zaznamenany Ziadny vyrazny narast indukcie, av§ak hodnota luciferazovej aktivity po aplikécii
TCDD sa oproti 4 hodinovej inkubdcii zvysila takmer 3-nasobne (Obr. ¢. 8B). So stupajiicou
koncentraciou kyseliny kynurénovej mala indukcia klesajucu tendenciu, v Ziadnom pripade
nebola vyssia ako negativna kontrola. V tomto pripade teda kyselina kynurénova neindukovala

transkripén aktivitu AhR.
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Po podsobeni bilirubinu poc¢as 4 hodin (Obr. ¢. 8C) a 24 hodin (Obr. ¢. 8D) nebola
pozorovana ziadna vyrazna indukcia luciferazovej aktivity. Po 4 hodinovej aplikacii sa indukcia
pri kazdej z koncentracii pohybovala okolo hodnoty 1 FOLD, rovnako ako aj po 24 hodinovom
ovplyvneni.

FICZ vykazoval pri posobeni pocas 4 hodin (Obr. ¢. 8E) stupajici, na koncentracii
zavisly, nérast indukcie luciferazovej aktivity. Indukcia zacala vyraznejSie stupat’ pri
koncentracii 56,3 pmol-171, ato konkrétne na hodnotu 1,59 + 0,52 FOLD. Pri koncentracii
1,1 pmol-1~1 bola zaznamenana najvyssia hodnota indukcie 4,22 + 0,60 FOLD, &o predstavuje
az 150 % z pozitivnej kontroly TCDD. Po 24 hodinovom po6sobeni vykazoval uc¢inok FICZ
taktiez stupajucu tendenciu (Obr. ¢. 8F). Hodnoty zacali postupne narastat’ od koncentracie
4,6 nmol-171. Vyraznejsi ndrast indukcie bol pozorovany pri 123,3 nmol-171 kde dosahovala
indukcia hodnotu 2,74 + 0,37 FOLD. To predstavuje priblizne 21 % z pozitivnej kontroly.
Maximum luciferdzovej aktivity bol zaznamenany pri najvysSej koncentracii
20,0 umol-171, kedy hodnota indukcie dosahovala 8,64 + 1,03 FOLD, ¢o je 94 % z hodnoty po
aplikécii 10 nmol-17* TCDD.
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Transkripcna aktivita AhR po pésobeni endogénnych ligandov
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Obrazok ¢. 8: Vplyv endogénnych ligandov na transkripcnu aktivitu AhR po pdsobeni 4 hodin
a 24 hodin.

5.1.2 Testovanie vplyvu enviromentalnych polutantov na transkripénu aktivitu

AhR

PCB126, benzo[a]pyrén (BAP) aj TCDD boli pouzité v rovnakych koncentraciach pre
casovy mod 4 hodin aj 24 hodin.
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Po 4 hodinovom pdsobeni PCB126 na bunky LS174T-AhR-luc sa so zvySujicou
koncentraciou zvysovala aj indukcia luciferdzovej aktivity (Obr. €. 9A). Vyraznejsi nérast sa
zacal pri koncentracii 13,7 nmol-1"! PCB126 sindukciou 1,78 + 0,35 FOLD. Najvyssie
hodnoty indukcie boli pozorované pri najvys$sich koncentraciach (1,11 umol- 171 |
3,33 umol-17t a 10 pmol-171), kedy dosahovali 90 az 95 % z pozitivnej kontroly. Najvyssia
indukcia 3,38 = 0,58 FOLD bola zaznamenana pri koncentracii 3,33 umol- 171 . Po
24 hodinovom pdsobeni PCB126 zacala indukcia vyraznejSie stapat uz pri koncentracii
4,6 nmol-17! a jej hodnotou dosahovala 1,75 = 0,31 FOLD (Obr. ¢&. 9B). Najvyssia indukcia
9,94 + 1,26 FOLD bola zaznamenana pri koncentracii 10 pmol-171, ¢o predstavovalo priblizne
105 % z pozitivnej kontroly TCDD.

Utinok benzo[a]pyrénu mal po 4 hodinovom pdsobeni rasticu tendenciu a zavisel na
zvysujucej sa koncentracii (Obr. €. 9C). Mierny nérast indukcie luciferazovej aktivity bol
pozorovany uz pri koncentracii 4,6 nmol-17* s hodnotou indukcie 1,41 + 0,09 FOLD. Najvyssi
narast indukcie 4,30 + 1,07 FOLD bol zaznamenany pri najvy$Sej pouZzitej koncentracii
10,0 pmol-171. Luciferdzova aktivita pri tejto koncentracii dosahovala az 127 % z 10 nmol-171
TCDD. Po 24 hodinovom posobeni PCB126 zacala indukcia vyrazne narastat’ az pri vyssich
koncentriciach, konkrétne pri koncentracii 1,1 pmol-171 (Obr. &. 9D). Pri najvyssej testovanej
koncentricia 10 pmol-1= bol zaznamenany nérast indukcie az na hodnotu 12,65 + 3,05 FOLD,
¢o predstavovalo 137 % z pozitivne] kontroly. Aplikacia nizSich koncentracii s vynimkou
370,0 nmol-1~1, mali za nasledok indukcie mensie ako negativna kontrola DMSO.

Pri TCDD po 4 hodinach posobenia za¢ala indukcia mierne narastat’ uZ pri najnizsej
koncentracii 50,7 pmol- 171, kde dosahovala hodnotu 1,23 + 0,15 FOLD (Obr. ¢&. 9E).
Najvyraznejsi narast indukcie bol zaznamenany pri koncentréacii 37,0 nmol-17%, kedy dosiahla
hodnotu 3,56 = 0,62 FOLD, ¢o predstavovalo 105 % z pozitivnej kontroly. Rovnaka hodnota

bola zaznamenana aj pri koncentracii 333,3 nmol-171,
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Transkripcna aktivita AhR po p6sobeni enviromentalnych polutantov
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Obrazok ¢. 9: Vplyv enviromentalnych polutantov na transkripénu aktivitu AhR po posobeni 4

hodin a 24 hodin.

5.1.3 Testovanie vplyvu latok prirodného povodu na transkripéni aktivitu AhR

Berberin (BER), pelargonidin (PEL) a resveratrol (RES) boli pouzité v rovnakych
koncentraciach pre casovy mod 4 hodin aj 24 hodin.
Po 4 hodinovom pdsobeni berberinu bola indukcia luciferazovej aktivity nizka (Obr.

¢. 10A). Vsetky hodnoty sa pohybovali vrozmedzi 1,01 + 0,09 az 1,31 + 0,29 FOLD
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s vynimkou koncentracie 11,1 pumol-171, kedy bola pozorovana najvyssia indukcia a to 1,52 +
0,37 FOLD. To predstavuje iba priblizne 9 % z pozitivnej kontroly. Dal3ou vynimkou bola aj
najvyssia pouzita koncentracia 100 umol-171, kedy indukcia dosahovala iba hodnotu 0,61 +
0,10 FOLD. V casovom mode 24 hodin dosahovala intenzita luciferazovej aktivity po posobeni
berberinu podobné hodnoty ako po jeho §tvorhodinovom posobeni, avSak indukcia pozitivnej
kontroly bola takmer 3-nasobne vyssia (Obr. ¢. 10B). Graf mal opét’ iba vel'mi mierne rastiicu
tendenciu aZ po koncentriciu 33,3 umol-171, kedy hodnota indukcie dosahovala 1,91 + 0,55
FOLD. Pri najvy33ej testovanej koncentracii 100 umol-171, klesla indukcia na 1,34 + 0,46
FOLD, ¢o predstavovalo 1,8 % z pozitivnej kontroly. Naopak, luciferazova aktivita pri nizsej
koncentrécii 33,3 umol-1~1 predstavovala 5,6 % z pozitivnej kontroly.

Po 4 hodinovom pdsobeni pelargonidinu (Obr. €. 10C) mala indukcia luciferdzovej

aktivity od koncentracie 137,2 nmol-171 po koncentraciu 33,3 umol 171 stiipajicu tendenciu.
Pri koncentracii 33,3 pmol-171 bola zaznamenan4 aj najvysia indukcia 5,21 + 0,99 FOLD, ¢o
predstavovalo 72 % z pozitivnej kontroly TCDD. Pri najvys$Sej pouzitej koncentracii
100 umol-171 bola hodnota indukcie 3,72 + 0,81 FOLD, ¢&o tvorilo priblizne 49 % z pozitivnej
kontroly. V ¢asovom mode 24 hodin zacal pelargonidin vyraznejSie indukovat’ luciferazovu
aktivitu az od koncentracie 11,1 umol-17%, kedy jej hodnota dosahovala 1,41 + 0,17 FOLD
(Obr. ¢. 10D). Najvyssia indukcia 3,97 + 1,16 FOLD bola pozorovana pri najvyssej testovanej
koncentracii 100 pmol 1~ a predstavovala asi 17 % z hodnoty pozitivnej kontroly.
507,0 pmol-1~! hodnotu indukcie 1,72 £ 0,46 FOLD, ¢o predstavovalo 12,6 % z hodnoty
indukovanej pomocou 10 nmol-171 TCDD (Obr. & 10E). Od koncentracie 1,5 nmol-171 po
3,3 umol-1~* sa hodnoty indukcie pohybovali v rozmedzi 1,05 + 0,02 az 1,36 £ 0,51 FOLD. Pri
najvysSej koncentracii resveratrolu 10 umol- 171 bola zaznamenani najmensia hodnota
indukcie, ato 0,99 + 0,27 FOLD. V ¢asovom modde 24 hodin bol u resveratrolu pozorovany
narast indukcie iba pri dvoch najvyssich pouzitych koncentraciach (Obr. ¢. 10F). Pri
koncentricii 3,3 umol-17! dosahovala indukcia luciferazovej aktivity hodnotu 1,96 + 0,90
FOLD apri 10 umol-171 4,20 £ 2,21 FOLD. To predstavovalo 7 %, respektive 23 % z hodnoty
pozitivnej kontroly TCDD.

30



Transkrip¢na aktivita AhR po p6sobeni prirodnych latok
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Obrazok ¢. 10: Vplyv latok prirodného pdvodu na transkripént aktivitu AhR po posobeni 4
hodin a 24 hodin.

5.1.3 Testovanie vplyvu metabolitov ¢revnej mikrobioty na transkripéni aktivitu

AhR

Indol-3-acetamid (IAD), indol-3-pyruvat (IPY) a tryptamin (TA) boli pouzité

Vv rozdielnych koncentraciach po posobeni 4 hodin aj 24 hodin.
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Pri 4 hodinovom posobeni IAD bola pozorovana narastajuca indukcia luciferazove;j
aktivity v zavislosti od koncentracie IAD (Obr. ¢. 11A). Zadiatok narastu indukcie bol
pozorovany od koncentracie 137,2 nmol-171, kedy jej hodnota dosahovala 1,40 + 0,45 FOLD.
Najvicsia indukcia 5,16 + 2,96 FOLD bola zaznamenana pri najvyssej testovanej koncentracii
200 pmol-171, a predstavovala az 152 % z pozitivnej kontroly TCDD. Po 24 hodinovom
posobeni IAD bol narast intenzity indukcie pozorovany aZ od koncentracie 3,7 pmol-171, kedy
indukcia luciferazovej aktivity dosahovala hodnotu 1,22 + 0,18 FOLD (Obr. ¢. 11B). Pri
najvyssej skiimanej koncentracii 200 pmol-171 bola pozorovana aj najintenzivnejsia indukcia
3,80 + 0,70 FOLD, ¢o zodpovedalo 34 % z hodnoty indukcie po aplikacii 10 nmol-1-* TCDD.

U IPY bol po Stvorhodinovom pdsobeni pozorovany ndrast indukcie luciferazovej
aktivity v zavislosti od jeho koncentracie (Obr. ¢. 11C). Prejav na zmene v indukcii bol
pozorovany v rozmedzi koncentracii 1,2-100 pmol-171. Najvyssia hodnota indukcie 4,44 +
1,23 FOLD bola zaznamenana pri koncentracii 100 pmol-171, a tito hodnota predstavovala
zhruba 133 % z pozitivnej kontroly TCDD. Pri najvyssej sledovanej koncentracii 200 pmol-1~1
bol narast indukcie iba na hodnotu 4,01 + 1,74 FOLD, ¢o zodpovedalo 102 % z hodnoty
indukcie 10 nmol-1"* TCDD. Aj po aplikicii IPY pocas 24 hodin bol narast indukcie
pozorovany od koncentricie 1,2 umol-171, pri¢om jej hodnota dosahovala 1,59 + 0,30 FOLD
(Obr. €. 11D). Najvyraznejsiu indukciu 3,69 + 0,41 FOLD spdsobilo vystavenie buniek
LS174T-AhR-luc Gi¢inkom najvyssej testovanej koncentracie IPY 200 pmol-17t. Tato hodnota
zodpovedala takmer 33 % z pozitivnej kontroly.

V ¢asovom mode 4 hodin u TA bol pozorovany narast indukcie luciferazovej aktivity
hlavne pri vyssich koncentraciach TA (Obr. €. 11E). Vyraznejsi nérast sa zacal prejavovat’ od
koncentricie 11,1 umol-171, s hodnotou indukcie 1,78 + 1,06 FOLD. Najvyssie hodnoty
indukcie 3,73 + 2,45 a3,76 = 2,32 FOLD boli zaznamenané pri koncentraciach TA
100 umol-171 a 200 umol-172. Tieto hodnoty predstavovali 85 % a 90 % z pozitivnej kontroly.
V pripade pouzitia koncentracii 15,24-411,5 nmol-1~! neindukoval tryptamin takmer Ziadnu
luciferazova aktivitu. Pri pésobeni TA po dobu 24 hodin bol vyraznejsi narast indukcie
sledovany az pri koncentracii 33,3 pmol-171, a hodnota indukcie dosahovala 1,78 + 0,29 FOLD
(Obr. & 11F). Najvyssia skimana koncentracia 200 pmol- 17! sa vyznadovala najvi&Sou
schopnostou indukovat’ luciferazovt aktivitu, ktorej hodnota dosahovala 4,21 + 0,57 FOLD,

¢o predstavovalo skoro 40 % z pozitivnej kontroly.
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Obrazok €. 11: Vplyv metabolitov ¢revnej mikrobioty na transkripéntl aktivitu AhR po

posobeni 4 hodin a 24 hodin.

5.2 Testovanie vplyvu vybranych skupin latok na Zivotaschopnost’ buniek

Na bunkovu liniu LS174T-AhR-luc boli aplikované skupiny latok po dobu 24 hodin,

s Gicelom zistit’ ich vplyv na Zivotaschopnost’ buniek. Zivotaschopnost’ buniek bola stanovena

pomocou MTT testu. Vysledné hodnoty po pdsobeni jednotlivych koncentracii latok st

percentudlnym vyjadrenim Zivotaschopnosti negativnej kontroly. Ako negativna kontrola bolo



pouzité 0,1% DMSO nariedené¢ v DMEM. Jednotlivé grafy (Obr. ¢. 12, 13, 14 a 15) st
vysledkom troch nezévislych experimentov, v ktorych aplikdcia kazdej koncentracie

skumanych latok prebehla zakazdym v triplikate.

5.2.1 Testovanie vplyvu endogénnych ligandov na Zivotaschopnost’ buniek

Zivotaschopnost’ buniek po pdsobeni kyseliny kynurénovej sa pohybovala v rozmedzi
102,72+9,80 % do 112,19 + 7,93 % (Obr. ¢. 12A). Viabilita neklesla ani pri jednej koncentracii
pod 100 % ¢o znaci, ze kyselina kynurénova nemala na bunky cytotoxické ucinky, naopak
mohla mat’ mierny prolifera¢ny tc¢inok, ked’Ze vSetky vysledné hodnoty prevysuja 100 %.

Posobenie bilirubinu na bunky malo podobny efekt ako pri kyseline kynurénovej (Obr.
¢. 12B). Percento viability sa pohybovalo v rozmedzi 104,69 + 3,02 % az 113,59 + 4,21 %.
Bilirubin taktiez mierne indukoval proliferaciu buniek.

Po podsobeni FICZ bola Zivotaschopnost’ buniek v rozmedzi od 97,79 + 4,47 % po
116,50 + 5,76 % (Obr. ¢.12C). 97,79 + 4,47 % zivotaschopnost’ bola pozorovana pri
koncentricii 10 umol- 171 . Naopak najvys§ia Zivotaschopnost 116,50 + 5,76 % bola
zaznamenana pri koncentracii 41,1 nmol-17!. Podla vyslednych hodnot nemala Ziadna
Z testovanych koncentracia FICZ cytotoxicky ucinok, niektoré z koncentracii vSak mohli mat’

mierne proliferativne U¢inky.
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5.2.2 Testovanie vplyvu enviromentalnych polutantov na Zivotaschopnost’ buniek

Po posobeni PCB126 na bunky sa ich Zivotaschopnost’ pri niz§ich koncentraciach
(507,0 pmol-171-1,11 pmol-171) pohybovala v rozmedzi od 103,79 + 8,32 % do 109,13 +
13,24 % (Obr. ¢. 13A). Dve najvyssie pouzité koncentracie sposobili mierny pokles viability.
Pri koncentréacii 3,33 pmol-171 klesla viabilita na 98,65 + 10,93 %. O nieto vyraznejsi bol
pokles pri koncentracii 10 umol-171, kde dosiahla viabilita 82,41 + 12,30 %.

Viabilita buniek po pdsobeni benzo[a]pyrénu pri vsetkych koncentracidch, s vynimkou
najvyssej 10 umol-171, neklesla pod 100 % a pohybovala sa v rozmedzi od 101,43 £ 1,40 % do
108,54 £ 1,28 % (Obr. & 13B). Pri 10 umol-1-* BAP klesla viabilita buniek na hodnotu 66,01
+ 0,61 %, o bolo zapricinené Ciastoénym cytotoxickym vplyvom tejto latky.

U TCDD sa po jeho posobeni na bunky pohybovala zivotaschopnost’ v rozmedzi 96,94
+ 10,98 % az 114,97 £ 17,14 % (Obr. ¢. 13C). Najnizsia viabilita 96,94 + 10,98 % bola
zaznamenana pri najvys$Sej koncentracii 1 pmol-171. Najvyssie hodnoty viability 114,97 +
1714% a 11403 + 13,81 % boli zaznamenané pri koncentraciach TCDD
4,1 nmol- 1"t a 12,3 nmol- 171 . S vynimkou najvy$Sej koncentracie mal TCDD mierny

prolifera¢ny efekt na bunky.
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5.2.3 Testovanie vplyvu liatok prirodného p6vodu na Zivotaschopnost’ buniek

Po posobeni berberinu na bunky boli pozorované zvysené hodnoty viability, co mdze
naznadovat’ mierny proliferaény Gi¢inok tejto latky pri niz8ich koncentraciach (15,24 nmol-171—
11,1 umol-171) (Obr. &. 14A). V rozmedzi tychto koncentracii sa Zivotaschopnost’ pohybovala
medzi 119,10 £ 26,04 % a 133,99 + 22,62 %. Pri koncentracii 33,3 umol-171 bola hodnota
zivotaschopnosti na trovni 102,52 + 20,95 %. Naopak, pri najvysSej testovanej koncentracii
100 pmol-171 sa prejavil cytotoxicky G¢inok berberinu a Zivotaschopnost’ buniek dosahovala
iba 53,46 + 7,82 %. Tato skuto¢nost’ sa mohla negativne odrazit’ aj vo vysledku prislusne;
luciferazovej reportérovej eseje.

Zivotaschopnost’ buniek po pdsobeni pelargonidinu sa pri vetkych koncentraciach,
s vynimkou najvysSej pouzitej, pohybovala v intervale od 123,32 + 10,73 % do 138,27 +
27,59 % (Obr. ¢. 14B). Tieto koncentracie mali mierne proliferativne ucinky na bunky.
VyraznejSi pokles Zivotaschopnosti buniek bol pozorovany pri najvysSej testovanej
koncentracii 100 umol-171, kedy jej hodnota dosahovala iba 66,31 + 11,51 %. V tomto pripade
sa pravdepodobne jednalo o dosledok cytotoxického vplyvu pelargonidinu na bunky.

Resveratrol mal na bunky mierny proliferacny ucinok, po jeho pdsobeni bol
zaznamenany narast zivotaschopnosti pri vSetkych skiimanych koncentraciach (Obr. ¢. 14C).

Najvyssiu hodnotu 142,66 = 17,50 % dosahovala viabilita pri koncentracii 1,1 pmol-171.
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5.2.4 Testovanie vplyvu metabolitov ¢revnej mikrobioty na Zivotaschopnost’

buniek

Po pdsobeni IAD na bunky presahovali namerané hodnoty viability pri vSetkych
koncentraciach 100 % a pohybovali sa v uzkom rozmedzi od 107,41 + 3,37 % do 115,57 +
8,06 % (Obr. ¢. 15A). Najvyssia pozorovana hodnota 115,57 + 8,06 % bola zaznamenana pri
najnizSej testovanej koncentrécii 137,2 nmol-1~1 a naopak, najnizsia Zivotaschopnost’ 107,41 +
3,37 % bola zistena pri najvyssej sledovanej koncentracii 200 pmol-171,

Podobne aj po pdsobeni IPY na bunky sa namerané hodnoty zivotaschopnosti
pohybovali nad 100 % (Obr. ¢&. 15B). Od koncentracie 137,2 nmol-171 po 1,2 pmol-171 bol
pozorovany nizky nérast hodnot viability a od koncentracie 1,2 pmol-1"1 bol zaznamenany
10,32 % dosiahli bunky po pdsobeni IPY v koncentracii 200 pmol- 171 | najvyssia
zivotaschopnost bola zistena pri koncentracii 1,2 pmol-171.

Hodnoty Zivotaschopnosti po pdsobeni tryptaminu sa pohybovali v rozmedzi od 116,82
+ 14,15 % do 129,70 + 20,43 % (Obr. ¢. 15C). Najnizsia hodnota viability 116,80 + 14,15 %
bola pozorovana pri koncentracii 411,5 nmol-171, naopak najvyssia hodnota viability 129,70 +
20,43 % bola stanovend pri koncentracii 3,7 umol- 171 . Vsetky hodnotené koncentracie
spOsobili mierny narast viability buniek, v Ziadnom pripade nebol po pdsobeni tryptaminu

zaznamenany cytotoxicky ucinok.
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6 DISKUSIA

Jednou z najzname;jsich a najprebadanejsich funkcii AhR je jeho tiloha v metabolizme
xenobiotik. Detoxifikacia cudzorodych latok prebiecha najmd v peCeni a preto, pri snahe
0 vytvorenie stabilného reportérového systému uréeného na stanovovanie transkripcnej aktivity
AhR, boli ¢asto vyuzivané prave bunkové linie odvodené od buniek pecene. V roku 2011 bola
takto z ludskej bunkovej linie HepG2 pripravena stabilne transfekovana bunkova linia
AZ-AhR, ktorej u¢elom bolo skimanie transkripénej aktivity AhR (Novotna a kol., 2011).
V tejto stadii bola pouzita luciferazova reportérova esej, pri ktorej bola pozorovana indukcia
luciferdzovej aktivity latkou TCDD po dobu pdsobenia 24 hodin. Pozorovana indukcia
luciferazovej aktivity narastala v zdvislosti s narastajucou koncentraciou TCDD. Avsak,
Vv bunkovej linii AZ-AhR dosahovali hodnoty indukcie radovo tisice FOLD, zatial’ ¢o v hami
dosiahnutych vysledkoch, v bunkovej linii LS174T-AhR-luc bola zaznamenana hodnota
indukcie luciferazovej aktivity maximalne 20 FOLD.

V stadii Shi a kol. (2019) bola taktiez skimana indukcia luciferazovej aktivity po
posobeni TCDD, ale okrem bunkovej linie HepG2 bola pouzitd aj mysSia linia Hepalclc7,
odvodena takisto zpeCenovych buniek. Pri porovnani vysledkov sa ukazalo, ze v
pripade buniek HepG2 bola indukcia luciferdzovej aktivity vyssia (maximalne 83 FOLD), nez
U buniek Hepalclc7 (maximélne 2,2 FOLD). Okrem TCDD bola skimand aj zlicenina
PCB126, pri ktorej boli taktieZ pozorované vysSSie hodnoty indukcie v HepG2 bunkéach
(maximalne 31,6 FOLD), nez v mySej bunkovej linii Hepalclc7 (maximalne 5,9 FOLD) po 24
hodinovom posobeni (Shi akol., 2019). Podobny trend sme zaznamenali aj pri pouziti
reportérovej linie LS174T-AhR-luc, kedy po 24 hodinovom pésobeni TCDD dosahovali
hodnoty indukcie maximalne 13,4 FOLD, kym u PCB126 to bolo maximalne 9,9 FOLD.

Reportérova linia AZ-AhR bola pouZitad aj pri analyze vplyvu benzo[a]pyrénu na
transkripéni aktivitu AhR po jeho 6 a24 hodinovom pdsobeni. Na zdklade vysledkov
luciferazovej eseje bolo zistené, Ze po 6 hodindch dosahovala uroven luciferazovej aktivity
indukovanej BAP hodnotu 81 % z hodnoty indukcie vyvolanej pésobenim TCDD, a po 24
hodinach sa hodnota zvysila na 84 % (Vondracek a kol., 2017). Z naSich pozorovani je zrejmé,
ze v bunkach LS174T-AhR-luc mal BAP vyraznejsi vplyv na indukciu luciferazovej aktivity
Vv porovnani s TCDD a jej hodnota po 24 hodinach dosahovala az 137 % z aktivity po aplikacii
TCDD.

V najnovSich studiach bola pouzitda bunkova linia LS174T, odvodena od

buniek adenokarcinomu hrubého ¢reva, na $tadium metabolitov ¢érevnej mikrobioty s cielom
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ich identifikacie ako potencialnych ligandov AhR (Vrzalova kol., 2022). Z I'udskych ¢revnych
bunkovych linii bola k podobnym ucelom vyuzita aj pribuzna linia LS180, ktora bola odvodena
od rovnakych buniek, ale inym postupom (Vyhlidalova a kol., 2020). Autori pouzili bunky
LS180, spolu s uz spominanymi liniami AZ-AhR a linia Hepalclc7, na $tadium indolovych
derivatov aich ulohy v aktivacii AhR. Pomocou metdédy umoziujicej sledovanie jadrovej
translokacie, luciferazovej reportérovej eseje, kompetetivnej ,,radio-ligand binding* eseje a
gRT-PCR zistili, ze tryptamin, IAA aj IPY ucinkovali ako preukazané ligandy AhR a zaroven
ako silné induktory génovej expresie ciel'ového génu AhR CYP1A1 (Vyhlidalova a kol., 2020).

V studii, ktoré sa zoberala vplyvom antokyanidinov na transkripénu aktivitu AhR, bola
pouzita bunkova linia AZ-AhR (Kamenickova a kol., 2013). V luciferazovej reportérove;j eseji
bola pouzitd ako pozitivna kontrola 5 nmol-1"! TCDD. Aj ked doslo po 24 hodinovom
posobeni pelargonidinu k preukaznej indukeii, luciferdzova aktivita bola v porovnani s TCDD
velmi nizka a dosahovala iba 1 % zhodnoty aktivity indukovanej TCDD. V naSich
experimentoch sme pozorovali, Zze v bunkach LS174T-AhR-luc ovplyvnenych pelargonidinom
dosahovala maximélna hodnota indukcie 17 % z indukcie po posobeni 10 nmol-1~* TCDD.

V experimentoch sledujicich vplyv berberinu na aktivaciu AhR a naslednti expresiu
génu CYP1AI, boli pouzité bunkové linie HepG2 a H4IIE (Vrzal akol., 2005). Na oboch
linidch bola prevedend luciferazova reportérova esej, s pouzitim 5 nmol-1"! TCDD ako
pozitivnej kontroly. Po 6 hodinach pdsobenia berberin aktivoval AhR s u¢innostou podobnou
TCDD. Po 24 hodinach bola indukcia transkripénej aktivity AhR vyrazne niz$ia a dosahovala
priblizne 30 % z hodnoty TCDD. Po 48 hodinach nebol pozorovany ziadny efekt na indukciu
luciferazovej aktivity. Taktiez bola pomocou MTT testu stanovovana viabilita buniek, kde sa
zistilo, Ze berberin v koncentraciach od 0,1 nmol-171 po 50 pmol-1~! nemal takmer Ziadny
cytotoxicky vplyv na bunky. Viabilita klesla maximalne o 10 %. V naSom pripade klesla
viabilita buniek LS174T-AhR-luc az na 53 %, ale aZ pri najvysSej testovanej koncentracii 100
umol-171 (Vrzal a kol., 2005).

V studii Pastorkova a kol. (2017) boli skimané dva izoméry resveratrolu na bunkovej
linii AZ-AhR. Ani trans-resveratrol ani cis-resveratrol nemali cytotoxické ucinky na bunky, ¢o
potvrdilo nase vysledky zistené na linii LS174T-AhR-luc. Po posobeni 24 hodin dosahovala
indukcia maximalne hodnoty priblizne 20 FOLD (trans-resveratrol) a28 FOLD (cis-
resveratrol) pri najvyssej testovanej koncentracii 50 umol-171 (Pastorkova a kol., 2017).
V naSich experimentoch bola pozorovana maximalna indukcia 4,20 FOLD po poOsobeni

resveratrolu v koncentracii 10 umol-171.
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S pouzitim bunkovej linie HepG2-XRE-luc bol testovany vplyv FICZ na transkripcnu
aktivitu AhR v suvislosti s epigenetickymi zmenami (Ghaedi a kol., 2019). Luciferazova esej
bola prevadzana na bunkach vystavenych posobeniu FICZ po dobu 6 a 24 hodin. Po 6 hodinach
dosahovala indukcia luciferazovej aktivity priblizne 8500 FOLD, po 24 hodinach predstavovala
tato hodnota uz iba maximalne 1000 FOLD. Indukcia bola koncentracne zavisld, najvyssie
hodnoty boli pozorované pri najvyssej koncentracii. Rovnaky trend sme zaznamenali aj
Vv pripade bunkovej linie LS174T-AhR-luc po pdsobeni 24 hodin avsak s tym rozdielom, ze
maximalna indukcia bola 8,60 FOLD.

Dalsim z endogénnych ligandov $tudovanych v predkladanej bakalarskej prace bola
kyselina kynurénova, ktora bola s pouzitim troch bunkovych linii: LS180, HT-29 ('udska
intestinalna linia) a Jurkat ('udska T-bunkova linia) skiimana aj v $tudii Michaudel a kol.
(2022). Pomocou gRT-PCR, ,radio-ligand binding* eseje a imunofluorescenénej detekcie
translokacie AhR do jadra autori zistili, ze rovnako ako v pripade bunieck LS174T-AhR-luc,
bola kyselina kynurénova vyraznym induktorom transkripénej aktivity AhR. Vysledky tejto
prace navyse poukdazali, ze zacielenie na kynurénovy metabolizmus by mohol mat’ terapeutické
vyuzitie pre pacientov s IBD (Michaudel a kol., 2022).

Na zéklade vysledkov naSich experimentov mozeme tvrdit’, Ze v bunkach LS174T-
AhR-luc neindukoval bilirubin Ziadnu luciferazovu aktivita po 4 ani po 24 hodinach. Toto
pozorovanie je v rozpore so zisteniami Phelan a kol. (1998), ktori zaznamenali koncentracne
zavislu indukciu transkripénej aktivity AhR po posobeni bilirubinu na bunky mySsej bunkove;j
linie H1L1.1c2. Maximalna indukcia predstavovala priblizne 40 % z hodnoty indukcie
dosiahnutej po pdsobeni 1 nmol-1~! TCDD ako pozitivnej kontroly. Bilirubin bol testovany aj
na morc¢acich (G16L1.1¢8), potkanich (H4L1.1c4) a l'udskych (HepG26.1) bunkovych liniach
kde dosahovala indukcia 83 % , 74 % a 100 % z hodnoty indukcie pomocou TCDD (Phelan a
kol., 1998). Rozdielne vysledky by bolo mozné vysvetlit tym, ze sa jednalo o rozdielne
experimentalne systémy. Je zname, ze jedna a t4 ista latka je schopna indukovat transkripént
aktivitu AhR rdznej intenzity, v zavislosti od modelového systému, hlavne ¢o sa tyka jeho
povodu. NajmarkantnejSie rozdiely boli zaznamenané prave medzi l'udskymi bunkami

a bunkami pochadzajicimi z hlodavcov.
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7 ZAVER

Ciel'om predkladanej bakalarskej prace bolo stanovenie vplyvu vybranych skupin latok
na transkripnu aktivitu AhR pomocou novej, stabilne transfekovanej reportérovej linie
LS174T-AhR-luc. Dal§im ciePom bolo taktiez uréenie u¢inku tychto latok na Zivotaschopnost’
buniek a zistenie ich pripadného cytotoxického vplyvu. V teoretickej Casti bola popisana
Struktara AhR, jeho aktivacia a vybrané funkcie v organizme. Vyrazna pozornost bola
venovana jednotlivym skupindm ligandov AhR.

V experimentdlnej Casti prace bola stanovena transkripna aktivita AhR meranim
indukcie luciferazovej aktivity pomocou luciferazovej reportérovej eseje. S pouzitim bunkovej
linii LS174T-AhR-luc bolo zistené, ze zo skupiny endogénnych ligandov dosahovala najvyssie
hodnoty indukcie luciferazovej aktivity v zavislosti na koncentracii latka FICZ, a to ako po 4,
tak aj po 24 hodinach pdsobenia. Kyselina kynurénova pdsobila ako slaby aktivator AhR pri
vyssich koncentraciach a podla ziskanych vysledkov bola pravdepodobne v priebehu 24 hodin
intenzivne metabolizovana. Bilirubin neindukoval transkripénu aktivitu AhR ani v jednom z
casovych intervalov. V skupine enviromentalnych polutantov bola pozorovana silna indukcia
luciferazovej aktivity v pripade vSetkych troch latok, z toho najsilnej$im aktivatorom AhR bol
TCDD. TCDD aPCB126 su perzistentné latky a preto si aj po 24 hodinach zachovali
nezmenenu aktivitu. Najvyssie hodnoty indukcie luciferdzovej aktivity u zli€enin zo skupiny
latok prirodného pdvodu boli zaznamenané po Stvorhodinovom pdsobeni pelargonidinu, avSak
po 24 hodinach bola indukcia luciferdzovej aktivity pozorovand uz iba pri vysSich
koncentraciach. Resveratrol a berberin posobili ako vel'mi slabé aktivatory transkripénej
aktivity AhR. V pripade metabolitov ¢revnej mikrobioty bola pozorovana vyrazna indukcia
transkripCnej aktivity AhR pri vSetkych troch testovanych latkach po ich pdsobeni pocas 4
hodin. Najvyssia hodnota indukcie bola dosiahnuta po aplikécii IAD. Po 24 hodinach posobenia
vSak bola u vSetkych troch skumanych latok zaznamenand nizSia schopnost’ indukovat
luciferdzovl aktivitu, ¢o mohlo byt pravdepodobne spojené s intenzivnym metabolizmom
tychto latok.

Zivotaschopnost’ buniek po aplikacii testovanych latok bola stanovena pomocou MTT
testu. Zo vSetkych 12 latok mali mierne cytotoxické ucinky iba benzo[a]pyrén, PCB126,
berberin a pelargonidin. Pri najvyssej koncentracii benzo[a]pyrénu bol pozorovany pokles
viability na 66 + 0,61 %. Pri PCB126 bol pozorovany len mierny pokles viability na
82 + 12,30 % pri najvyssej koncentracii. Berberin v koncentracii 100 pmol-17! znizoval

zivotaschopnost’ buniek na hodnotu 53 + 7,82 %, ¢o bola najnizSia namerand hodnota zo
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vSetkych testovanych latok. Pelargonidin znizil viabilitu na 66 + 11,51 %. Ostatné latky nemali
na zivotaschopnost’ buniek takmer ziadny meratelny vplyv, pripadne sposobovali jej vel'mi

mierny narast.
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