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CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace bylo sepsat literarni reSersi zamétenou na:

charakterizaci struktury a funkce lidské kize

popis signalni drahy fizené transkripénim faktorem Nrf2

charakterizaci vybranych proteint kontrolovanych proteinem Nrf2

shrnuti aktualnich poznatkt o studovanych flavonoidech, taxifolinu a kvercetinu,

se vztahem k aplikaci v dermatologii

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo:

vyhodnotit vliv opakované aplikace taxifolinu a kvercetinu na vybrané
parametry v lidskych koznich explantatech

porovnat ucinek obou latek, taxifolinu a kvercetinu

diskutovat mozné riziko spojené s opakovanou aplikaci studovanych latek

osvojit si techniku western blot



1 UVOD

Kuze predstavuje bariéru, ktera chrani t€lo pred mechanickym, chemickym a fyzikalnim
poskozenim (RySava et al., 2020). Poskozeni kiize mize byt vnitiniho ¢i vnéjsiho ptavodu,
které v obou pfipadech mize vyvolat nadmémy oxidacni stres v koznich bunkach
a hovofime tedy o predCasném starnuti kiize. ZvySena mira oxidacniho stresu, diky
hromadeéni reaktivnich forem kysliku a elektrofili ma v kiizi za nasledek zvyseni rizika
vyskytu koznich onemocnéni a snizeni integrity nebo fyziologické funkce kuze
(Kammeyer & Luiten, 2015).

Aby kozni buriky odolavaly Sirokému spektru oxidacnich a chemickych Ciniteld,
vyvinuly si adaptivni obranny systém skladajici se z cytoprotektivnich gend,
jejichz produkty zajistuji adaptaci na razné stresory. Tyto cytoprotektivni geny obsahuji
antioxidaCni responzivni element ARE, jehoz prostfednictvim dochdzi k modulaci
transkripce vazbou transkripéniho faktoru bazické domény a leucinového zipu Nrf2
(Ulasov et al., 2022). Bazalni hladiny Nrf2 v buniach jsou obvykle nizké za nestresovych
podminek, a to vlivem ubikvitinace a proteazomalni degradace zpostredkované
regulacnim proteinem Keapl. Béhem oxida¢niho stresu reaguji elektrofily a reaktivni
formy kysliku s cysteinovymi zbytky Keapl, cozZ umozni proteinu Nrf2 oddisociovat
od Keap1 a translokovat se z cytosolu do jadra. V disledku translokace se Nrf2 hromadi
vjadie a aktivuje expresi cytoprotektivnich gent vCetné hemoxygenasy-1, katalasy
a glutathion S-transferasy (He et al., 2020).

Pro podporeni ochrannych mechanismi koznich bunék pfed oxidacnim stresem
pfitahuji stale vétsi pozornost prirodni flavonoidy ze skupiny polyfenold. Flavonoidy jsou
znamé zejména pro své antioxidacni a protizanétlivé vlastnosti a staly se proto slozkou
nékolika dermatologickych pripravkl. Flavonoidy dokazou vazat kovy, vychytavat volné
radikaly nebo prispivat k posileni kozni bariéry. V nékterych ptipadech je vSak jejich
pusobeni spojovano s prooxidacni aktivitou (Prochazkova et al., 2011).

Bakalaiska prace se zaméfuje na pusobeni dvou vybranych flavonoidi, taxifolinu
a kvercetinu, na hladinu proteint signalni drahy transkrip¢iho faktoru Nrf2. Kvercetin je
flavonoid obsazeny v rtiznych druzich ovoce a zeleniny. Bylo zjisténo, ze molekula
kvercetinu ma Cetné biologické ucinky, mezi které patii antioxidacni a protizanétlivé
vlastnosti (Rajnochova Svobodova et al., 2022). Taxifolin, strukturné pfibuzny flavonoid
kvercetinu, je zndmy pro své silné antioxidacni a antiradikalové vlastnosti. Taxifolin je

ve veétsim mnozstvi obsazen v cibuli a ostropestici (Micek et al., 2021).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Struktura a funkce lidské kiize

Celé lidské télo je pokryto kizi, nejrozsahlejsim organem, ktery dosahuje plochy
1,2-2,3 m?. V zavislosti na télesné lokalizaci se kiize li§i svou tloustkou a obsahem
ptidatnych koznich derivatd jako jsou vlasy, chlupy, kozni zlazy a nehty. Celkova
tloustka ktizeje az 4 mm. Jeji specificka stavba dovoluje kazi prizpusobovat se pohybim
téla nebo zvétSovani objemu (otoky). Kize je slozena z pokozky, Skary a podkozniho
vaziva (Obr. 1). Jednotlivé vrstvy obsahuji specifické buriky, které zajistuji potiebné

funkce a vlastnosti ktize (Rajnochova Svobodova, 2012; Honari et al., 2017).

«— pokozka

«— Skara

«— podkozi

Obr. 1: Struktura lidské kuze. Upraveno podle Abdo et al., 2020.



2.1.1 Pokozka
Nejsvrchnéjsi vrstvou kize je pokozka (fec. epidermis), ktera pfichazi do piimého
kontaktu s okolnim prostfedim. Diky obsahu lipida (intracelularn€), ceramidd,
cholesterolu a volnych mastnych kyselin (extracelularn¢), funguje pokozka jako bariéra
propustnosti pro vodu. Dulezitou funkci pokozky je také tvorba antimikrobialni bariéry,
protoze je pokryta mirné€ kyselym filmem (pH 4-6), zaroveri je chuda na urcité ziviny
(organické latky) aumoziuje tak vyskyt pouze nékterym druhiim mikroorganismu
(Rysavaetal., 2021; de Szalay & Wertz, 2023). Pokozka neobsahuje cévy a je vyzivovana
difuzi zivin ze Skary (viz kapitola 2.1.7). Kompletni obnova pokozky trva primérné
28 dni, délka regenerace je vSak promeénliva podle veéku a oblasti na téle
(Rajnochova Svobodova, 2012).

Pokozka zahrnuje 4-5 vrstev bunék (Obr. 2) v zavislosti na télesné lokalizaci.
Nejhloubgji ulozena je bazalni vrstva a dale smérem k povrchu je vrstva ostnitd,
granularni, svétla a rohova (nejsvrchngjsi ¢ast pokozky). Vrstvy pokozky se navzajem lisi

morfologii nejhojnéji zastoupenych bunék, keratinocytt (Yousef et al., 2024).

odlupujici se buiiky

]— rohova vrstva
}- svétla vrstva

——3 % — granularni vrstva

{
|

— ostnita vrstva

———— =3 ,(’ — keratinocyt
& »: ]
R = |
' . = bazalni vrstva

i ' — bazalni lamina

— Skara

Langerhansova kolagenové melanocyt fibroblast
burika vlakno

Obr. 2: Vrstvy lidské pokozky. Upraveno podle Fuchs & Blau, 2020.



2.1.2 Bazalni vrstva

Zakladni neboli bazélni vrstva (lat. stratum basale) je nejvnitin€jsi vrstva pokozky,
kterou od Skary oddéluje bazéalni lamina. Bazalni vrstva je tvofena jednou fadou
bazofilnich cylindrickych nebo kubickych keratinocytt s velkymi jadry a tonofilamenty
cytokeratinu. Pfitomné bunky, nazyvané jako bazalni, mizeme také oznacit jako
kmenové. Jsou mitoticky aktivni a neustdle produkuji nové keratinocyty, které jsou
usporadany kolmo na zakladni laminu (Kanitakis, 2001; Rajnochova Svobodova, 2012).
Bazalni keratinocyty maji schopnost zvysit miru své replikace v obdobi zanétu, nemoci
nebo poranéni. V bazalni vrstvé se nachazi 1 melanocyty, coz jsou buriky
s charakteristickymi vybézky neboli dendrity pro kontaktovani keratinocytt
az za ostnitou vrstvou (Alabanna & Holmes IV, 2016). Melanocyty jsou zodpovédné
za produkci pigmentu melaninu, a proto ovliviiuji zbarveni kiize. Melanocyty dopravu;ji
pigment melanin do keratinocyti v podob€ melaninovych granuli, ktera se shromazduji
kolem jadra a chrani DNA pfed Skozenim vlivem UV zéfeni (Rajnochovd Svobodova,

2012).

2.1.3 Ostnita vrstva

Ostnita vrstva (lat. stratum spinosum) je tvorena 5-10 fadami keratinocytu
mnohothelnikového nebo mirné oplostélého tvaru, které maji tendenci se zvétSovat
a zplostovat ve sméru k povrchu kize. Pfitomné keratinocyty obsahuji takzvané ostny
tvorené cytoplazmatickymi vybézky. Ostny jsou vyplnény filamenty a desmosomy,
kterymi jsou v kontaktu s ostatnimi keratinocyty (Rajnochova Svobodovéa, 2012; Yousef
et al, 2024). Tloustka ostnité vrstvy, tedy i poCet desmosomu a filament, je vétsi
v oblastech téla, kde je kuze vystavena dlouhodobému tlaku a tfeni. Pfitomné
keratinocyty jsou rovnéz mitoticky aktivni, ale v mensi mife nez v bazalni vrstve.
V ostnité vrstvé se navic nachazi Langerhansovy buiky (LC), které maji hvézdicovity
tvar alaloCnaté jadro. LC jsou mobilni dendritické buriky, které exprimuji antigeny
(Kanitakis, 2001; Yousef et al., 2024). Dal§imi burikami v ostnité vrstvé jsou Merkelovy
bunky (MC), které maji funkci mechanoreceptort, protoze jsou uzce spjaty s filamenty

koznich nervii a podileji se na citlivosti kiize (Alabanna & Holmes, 2016).



2.1.4 Granularni vrstva

Tloustka granularni vrstvy (lat. stratum granulosum) se pohybuje v rozmezi 1-2 mm
(Barbieri et al.,, 2014). Granularni vrstva je slozena ze3-5 vrstev plochych
mnohouhelnikovych keratinocytu, které zde zacinaji migrovat k povrchu kize. Latinské
pojmenovani této vrstvy je podle silné bazofilnich granuli obsazenych v cytosolu
keratinocytl. Granula jsou bohatd na protein keratohyalin, ktery je prekurzorem
pro tvorbu keratinu (Rajnochova Svobodova, 2012). V granularni vrstvé dochazi
k postupné degradaci organel v keratinocytech (Losquadro, 2017). Keratinocyty
v granularni vrstvé také uvoliiuji Odlandova téliska (lamelarni granula) a keratinozomy,
které hraji roli pfi vytvafeni bariéry propustnosti provodu ausnadiuji adhezi

keratinocytt k rohové, pripadné svétlé vrstvé (Barbieri et al., 2014).

2.1.5 Svétla vrstva

Na rohovou vrstvu v nékterych pripadech navazuje tenka a Cira vrstva, nazyvana jako
svétla (lat. stratum lucidum). Tuto vrstvu tvoii dvé az tfi fady extrémné oplostélych
eosinofilnich keratinocyta. Sousedici keratinocyty jsou opét spojeny desmozomy. Svétla
vrstva je nejvyrazngji vyvinuta na dlanich a chodidlech. Ulohou svétlé vrstvy je tvorba

ucinné kozni bariéry, ktera nepropousti vodu (Rajnochova Svobodova, 2012; Yousef

et al., 2024).

2.1.6 Rohova vrstva

Rohova vrstva (lat. stratum corneum) je slozena z keratinocytl, které jsou zcela zbaveny
jader a organel. Piitomné keratinocyty se prodluzuji a zplostuji a vytvari tak lamelarni
uspofadani bun€k nazvanych korneocyty. Korneocyty jsou vyplnény nerozpustnymi
keratinovymi proteiny, keratiny (Alabanna & Holmes, 2016). Po dokonceni procesu
keratinizace neboli rohovéni (posun keratinocytl zbazalni do rohové vrstvy
za prubézného dozravani keratinocyti az k bunécné smrti), korneocyty obsahuji jen
amorfni a fibrilarni proteiny a silngjsi cytoplazmatické membrany. Korneocyty se vrstvi
piiblizné ve dvaceti fadach. Extracelularni matrix (ECM) je sloZena z lipidu (ceramidy
tvofi az polovi¢ni obsah mezibunéné hmoty), cholesterolu (asi Ctvrtina matrix)
a volnych mastnych kyselin. Rohova vrstva ma vyznam pii propousténi latek pres kizi
apii jeji obnove, nebot dochazi k neustalé exfoliaci korneocytli z povrchu kuze.

Na rozdil od vétSiny vrstev pokozky a Skary, které spiSe limituji prostup hydrofobnich



latek, rohova vrstva zamezuje vstup latkdm hydrofilnim (Rajnochova Svobodova, 2012;

Alabanna & Holmes, 2016).

2.1.7 Skara

Prostiedni vrstvou kiuze je skara (fec. dermis), vrstva slozena z vaziva, ktera zajiStuje
zpevnéni pokozky, jeji podporu a propojeni s prilehlym podkozim. Tloustka Skary
se odviji od lokace na téle, pohybuje se okolo 1-4 mm (Kanitakis, 2001; Rajnochova
Svobodova, 2012). Skéra je vybavena siti lymfatickych a krevnich cév, které zajistuji
vyzivu a napomahaji spravné termoregulaci t€la. Ve Skafe se nachéazi potni, mazové
a pachové 7lazy. Skara obsahuje vlasové folikuly, svazky bun&k hladké svaloviny, nervy
anervova zakonCeni. K nervovym zakonCenim patfi Meissnerova téliska
(receptory hmatu), Vater-Pacciniho téliska (receptory tahu, tlaku a vibraci), Krauseho
téliska (receptory na chlad) a Ruffiniho téliska (receptory nateplo) (Rajnochova
Svobodova, 2012).

Ve skare je mozné rozlisit tenkou papilarni vrstvu, ktera priléha na pokozku a ma
charakter pojivové tkané. Pod papilarni vrstvou je siln€jsi retikularni vrstva,
ktera obsahuje méné bunek a hustsi pojivovou tkan, diky pfitomnosti kolagenovych
vlaken (Yousef et al., 2024). V retikularni vrstve je mezibunéény prostor vyplnény vlakny
proteoglykant a glykoproteini, mezi kterymi se nechazi zirné bunky a dendrocyty
s imunologickou funkci a zejména fibroblasty (Rajnochova Svobodova, 2012; Barbieri
et al., 2014). Fibroblast je burika protahlého tvaru s ovalnym jadrem a velmi vyvinutym
drsnym endoplazmatickym retikulem. Diky nému fibroblasty syntetizuji veskera vlakna
a slozky ECM piitomné ve Skare, jako je napfiklad kolagen (Barbieri et al., 2014; RySava
et al., 2021). Fibroblasty hraji dualezitou roli pii hojeni ran aregulaci proliferace

keratinocyti (Rajnochova Svobodova, 2012; Barbieri et al., 2014).

2.1.8 Podkozni vazivo

Podkozni vazivo (podkozi, fec. hypodermis) je nejhlubsi vrstva kaze tvofena fidkym
vazivem. Od skary neni podkozni vazivo jasné oddéleno, zatimco od prilehlych organt
je izolovano vazivovou blanou. K organim podkozi pfiléha volné, a proto se kiize muze
pohybovat (Rajnochova Svobodovéa, 2012).

Podkozi obsahuje adipocyty (tukové buiky), které poskytuji izolaci pfed chladem,
jsou zasobarnou energie a vitamina rozpustnych v tucich, a také fungu;ji jako endokrinni
organ (Alabanna & Holmes, 2016). Specializované tukové buriky hromadi tuk,
ktery ukladaji mezi tramecky vaziva. Mnozstvi tuku je rizné v zavislosti na lokalizaci
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(malo tuku se vyskytuje na nosu, usnich boltcich, ocnich vickach) a vyzivé ¢lovéka

(Rajnochova Svobodova, 2012).

2.2 Signalni draha Nrf2 v kuzi

K potlaceni skodlivych uc¢inkl exogennich Cinitelt si kozni bunky vyvinuly hierarchii
sofistikovanych systémua slozenych ze senzorickych a signalizacnich mechanisma
(Rysava et al., 2021). Jedna se o adaptivni ochranny systém skladajici se z desitek
cytoprotektivnich gent, jejichz produkty zajistuji potlaCeni pusobeni riznych stresord
(Ulasov et al., 2022). Jednou zhlavnich bunétnych reakci na pusobeni Cinitelt
s oxida¢nim charakterem je aktivace transkripniho faktoru Nrf2 (angl. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), ktery se vaze na oblast DNA nazyvanou antioxidacni
responzivni element (ARE) s naslednou transkripci genti zajistujicich ochranu bunky

(Rysava et al., 2021; Ulasov et al., 2022).

2.2.1 Transkrip¢ni faktor Nrf2

Pred oxida¢nim stresem chrani lidské kozni buriky, keratinocyty, fibroblasty i melanocyty,
signalni draha aktivovana transkripénim faktorem Nrf2 (Chen & Maltagliati, 2018).

Lidsky protein Nrf2 tvoti 605 aminokyselin obsazenych v sedmi funkénich doménach
(Tuetal., 2019). Protein Nrf2 je kodovan genem NFE2L2 a patii do Cap'n’Collar (CNC)
podrodiny transkripénich faktori leucinového zipu (bZIP) (He et al., 2020). Do CNC
podrodiny dale patfi napfiklad transkripni faktory Nrfl a Nrf3, pojmenované
po proteinech vyskytujicich se u rodu Drosiphila a CNC homology 1 a2 (Bachl
a Bach2) (Ahmad et al., 1998; Tonelli et al., 2018).

Nrf2 se sklada ze sedmi homolognich domén Nrf2-ECH (Neh) s riznymi funkcemi
pro kontrolu transkripéni aktivity Nrf2 (He et al., 2020; Rysava et al., 2021). Doména
Nehl obsahuje oblast CNC-bZIP, ktera je nezbytna pro vazbu s DNA a asociaci Nrf2
s dimerizaCnimi partnery ¢i malymi proteiny muskuloaponeurotického fibrosarkomu
(sMaf) (Tonelli et al., 2018). Dulezitou funkci domény Nehl je tvorba jaderného
komplexu s enzymem S-ubikvitinyl-[E1 ubikvitin-aktivujici]-L-cystein:[E2
ubikvitin-konjugujici] ubikvitinyl transferasou (ubikvitin-konjugujici enzym E2,
EC 2.3.2.23) (Ahmed et al., 2017). bZIP v domén¢ Nehl heterodimerizuje 1 s dalSimi
bZIP proteiny, aby rozpoznal oblast ARE pro aktivaci genové exprese (He et al., 2020;
RysSava et al.,, 2021). Napiiklad heterodimer Bachl/Maf soutézi s heterodimerem
Nrf2/Maf o vazbu na ARE, coz vede k represi nebo aktivaci cilovych genl za riznych

bunécnych podminek (Yu & Xiao, 2021). N-terminalni doména Neh2 je vazebnym
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mistem pro protein Kelch-like ECH-asociovany protein 1 (Keapl), ktery inhibuje aktivitu
proteinu Nrf2 (Ahmed et al.,, 2017; Tuetal., 2019). Keapl se vaze prostfednictvim
sedm lysinovych zbytka a stimuluje ubikvitinaci a naslednou proteazomalni degradaci
Nrf2 (Tonelli et al., 2018). Domény Neh3, Neh4 a Neh5 interaguji s intracelularnimi
koaktivatory a stimuluji transkripci cytoprotektivnich genti jako je napfiklad
protohem,NADPH-hemoprotein reduktasa:kyslik oxidoreduktasa (hemoxygenasa-1,
HO-1, EC 1.14.14.18) (Ulasov et al., 2022; Esteras & Abramov, 2022). Absence
C-terminalni domény Neh3 rusi schopnost Nrf2 aktivovat genovou expresi
zprosttedkovanou ARE, pfi¢emz zachovava neporusenou dimerizaci Nrf2 s Maf proteiny
a schopnost vazat se na DNA (Ulasov et al., 2022). Doména Neh6 je oblast bohata
na serin apodili senanegativni regulaci stability Nrf2 nezavisle naKeapl
prostfednictvim zvySeni ubikvitinace (RySava et al., 2021; George et al., 2022). Doména
Neh7 zprostfedkovava interakci s retinoidnim X receptorem alfa, ktery potlacuje aktivitu
Nrf2 (He et al., 2020).

Aktivita a mnozstvi Nrf2 jsou pfisné regulovany na transkripcni, post-transkripcni
a post-translacni urovni (Tonelli et al., 2018). Nrf2 je produkovan ve vSech typech bunek
a jeho bazalni hladiny jsou obvykle nizké diky neustalé degradaci (He et al., 2020).
Za nestresovych podminek je Nrf2 lokalizovan v cytosolu a vytvaii komplex s Keapl
(Ulasov et al., 2022). Na Keapl se vaze protein cullin3 (Cul3), vznika funkcni
[E2 ubikvitin-konjugujici]-S-ubikvitinyl-L-cystein:[Nrf2] ubikvitin transferasa
(E3 ligasa, EC 2.3.2.27), ktera zprostiedkovava ubikvitinaci Nrf2 a protein Nrf2
je nasledné degradovan (Obr. 3A) (George et al., 2022). Za podminek oxidacniho stresu
mohou byt reaktivni SH-skupiny cysteinovych zbytki Keapl pifimo oxidovany,
coz snizuje aktivitu ubikvitin E3 ligasy komplexu Keap1/Cul3 (inaktivace Keapl) a vede
ke stabilizaci Nrf2, coz mé za nasledek translokaci Nrf2 do jadra (Obr. 3B) (Yamamoto
et al., 2018). Protein Nrf2 je translokovan z cytosolu do jadra pomoci cytosolického
importinu, ktery je slozen z a a p podjednotky (Ishii et al., 2023). Pro import Nrf2 do jadra
jsou klicové tfi funkéni motivy Nrf2, takzvané jaderné lokalizacni signaly (NLS)
v doménach Nehl, Neh2 a Neh3. Podjednotka o importinu rozpoznava a vaze motivy
NLS Nrf2 a podjednotka B zpostiedkovava vazbu NLS na jadernou membranu,
kde se vyskytuje energeticky zavisla GTP fosfohydrolasa (GTPasa Ran, EC 3.6.5.2).
Prostrednictvim GTPasy Ran nasledné Nrf2 prochazi pérem jaderné membrany do jadra
(Gorlich et al., 1995). V jadre Nrf2 heterodimerizuje s jednim z malych proteind Maf,
komplex Nrf2/Mat se vaze na ARE/EpRE (antioxidacni nebo elektrofilni responzivni
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element) (Obr. 3B) a aktivuje expresi podiizenych gent (kapitola 2.2.3) jako jsou
NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa (NADPH dehydrogenasa 1, NQO1, EC 1.6.5.10),
HO-1, peroxid vodiku:peroxid vodiku oxidoreduktasa (katalasa, KAT, EC 1.11.1.6),
glutathion S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18) aj. (Obr. 3) (Yamamoto et al., 2018; Tonelli
et al., 2018; Chen & Maltagliati, 2018).

A cytosol
Cul3 Cul3
Keapl Keapl — Keapl Keapl
podminky
IDLG \ / ETGE DLG\ / ETGE — *
rf2

Nrfz x N

ubikvitinace proteazomalni degradace
B cytosol | jadro
Cul3 Culd
Keapl Keapl idacni | Keapl Keapl
p p oxidaéni p eap Nrf2 <sMafr> genovi
stres m exprese Iizena
DLG ETGE ARE

N &

Nrf2 /

Nrf2

Obr. 3: Regulace Nrf2 za bazalnich podminek a pfi oxida¢nim stresu v kozni bunice. Za bazalnich
podminek (A) je Nrf2 prostfednictvim motivii DGL a ETGE navazan na regulacni protein Keap1,
coz vede k ubikvitinaci zprostfedkované Cul3 s naslednou proteazomalni degradaci v cytosolu.
Za podminek oxida¢niho stesu (B) je protein Nrf2 stabilizovan a translokuje se z cytosolu
do jadra, kde fidi expresi cilovych gent.

Za bazalnich podminek je hladina exprese Nrf2 u jednotlivych bunék v kiizi odlisna.
U fibroblasti amelanocytl je pfiblizné dvakrat niz$i nezu keratinocyti (Ikehata
& Yamamoto, 2018). V keratinocytech povrchovych vrstev pokozky se vyskytuje vyssi
hladina antioxidacnich enzymi exprimovanych na =zakladé aktivace Nrf2,
protoze pritomné keratinocyty jsou nejvice vystavovany vngjsim faktorim produkujicim
ROS aty mohou ovliviiovat proces starnuti a diferenciaci keratinocyti (Gegotek
& Skrzydlewska, 2015). Z pohledu hlubsich vrstev pokozky je syntéza Nrf2 od bazalni
ke granularni vrstvé rovnomeérna (Obr. 4) (Lee et al., 2014). Ve fibroblastech je aktivace

Nrf2 klicova v modulaci jejich diferenciace, ochrané pred fibrozou a pii hojeni ran

(Gegotek & Skrzydlewska, 2015).
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—
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Obr. 4: Hladiny proteinu regulovanych signalni drahou fizenou proteinem Nrf2 ve zdravé kuzi
(A) a kazi starnouci, vystavované oxida¢nimu stresu (B). (A) Syntéza Nrf2 v pokozce zdravé
kuze je od bazalni ke granulami vrstvé stejna. Naproti tomu hladina proteinu Keapl se snizuje
smérem od bazalni vrstvy pokozky k povrchu kiize, coZ ma za nasledek vyssi miru translokace
Nrf2 z cytosolu do jadra kvali intenzivnéj§Simu vystavovani vyssich vrstev pokozky oxida¢nimu
stresu. ZvySena aktivace Nrf2 ma pak za nasledek rist hladiny HO-1 a KAT se zvySujici se
diferenciaci keratinocytii v pokozce. Je vyznacena bazalni hladina GSTM1 v melanocytu zdravé
kaze. (B) Ve stamouci kizi opakované vystavované oxidacnimu stresu je enzym HO-1 ve vEtsi
mife exprimovan v burikach skary (fibroblastech) ve srovnani s buitkkami pokozky. Aktivita KAT
se bunkach skary snizuje a v buiikach pokozky nariistd. Po nahromadéni ROS v burice dochazi
ke zvyseni hladiny GSTM1 v melanocytu, coz vede k jeho poskozeni. Upraveno podle Lorencini
etal., 2014 v programu BioRender.com.
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2.2.2 Vybrané regulacni proteiny transkrip¢niho faktoru Nrf2
Vzhledem k mnozstvi regulovanych procesi a podiizenych gent je aktivita
transkripcniho faktoru Nrf2 regulovana nékolika proteiny. Nejvyznamnéji se uplatiiuje
Keapl, dale pak Bachl a ATP:[Fyn]-L-tyrosin O-fosfotransferasa (Fyn kinasa, FynK,
EC 2.7.10.2) (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014).

2.2.2.1 Protein Keapl
Lidsky protein Keapl tvofi 624 aminokyselin sbohatym vyskytem cysteinu.

Homodimerni Keapl s povahou zinkového prstu je adaptérem pro komplex
Cul3/RING-box 1 ubikvitin E3 ligasy (Tu et al., 2019; Esteras & Abramov, 2022). Keap1
byl identifikovan jako Nrf2-vazebny protein prostfednictvim BTB domény v N-koncové
oblasti, intervenujici oblasti uprostied a Sesti Kelch proteinovych motivi obsahujici
glycin v C-koncové oblasti (DGR) (George et al., 2022). Keapl homodimerizuje
prostiednictvim BTB domén béhem interakce s Cul3. Homodimerizace ponechava
dvé Kelch domény volné a umoziuje interakci dvou molekul Keapl s motivy DLG
a ETGE nalezici doméné Neh2 v Nrf2 (Obr. 3) (Chen & Maltagliati, 2018). Sekvence
mezi motivy DLG a ETGE tvoti a-Sroubovici, ve které sedm lysinovych zbytkl na jedné
strané Sroubovice predstavuji potencidlni cile proubikvitinaci. Nrf2 se tak vaze
ve spravné orientaci a usnadfiuje se ubikvitinace komplexem ubikvitin E3 ligasy zavislé
na Keapl (Tonelli et al., 2018; Baird & Yamamoto, 2020).

Keapl obsahuje vysoce reaktivni cysteinové zbytky, které pusobi jako senzory
reagujici na elektrofilni centra endogennich a exogennich ROS (Yu & Xiao, 2021).
Plisobenim oxidacnich latek se motiv DLG v Nrf2 uvoliiuje z domény DGR v Keapl,
¢imz zablokuje ubikvitinaci a degradaci Nrf2 (Bellezza et al., 2018). Za téchto stresovych
podminek podléhaji cysteinové zbytky kovalentni modifikaci, coz umozni nové
nasyntetizovanému Nrf2 obejit vazbu na Keapl, translokovat se do jadra a aktivovat
genovou expresi zavislou na ARE (Baird & Yamamoto, 2020). Nrf2 vazbou na ARE
podpoii transkripci  cytoprotektivnich  enzymi, vcetné glutathionu (GSH),
superoxid:superoxid oxidoreduktasy (superoxiddismutasy, SOD, EC 1.15.1.1), HO-1
a NQOI1 (Li et al., 2022). Kromé regulace zavislé na Keapl muze byt Nrf2 fosforylovan
prostfednictvim UDP-glukosa:glykogen 4-a-D-glukosyltransferasy (kinasy
glykogensynthasy 3, GSK-3p, EC 2.4.1.11) pfes doménu Neho interakci s proteinem
B-TrCP, coz vede k ubikvitinaci a nasledné proteazomalni dergadaci proteinu Nrf2 (Tu

et al., 2019; RySava et al., 2021).
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Hladina proteinu Keapl je nejvyssi v bazalni a ostnité vrstvé pokozky ve srovnani
s vys§imi vrstvami kuze. Z toho lze odvodit, ze smérem k povrchnu kize roste mira
translokace Nrf2 do jadra spolecné s diferenciaci keratinocytd (Obr. 4A) (Lee et al.,
2014).

Ve studii Wakabayashi et al. (2003) je popsana nepostradatelna role Keapl
s represorovou funkci pro Nrf2. U mysi s deficitem proteinu Keapl byla pozorovana
nadmérna kumulace Nrf2 vjadrech keratinocytd, coz vedlo k nadprodukcim
cytoprotektivnich enzymu a ovlivnéni exprese diferencianich gend, a to i bez vystaveni
keratinocytd oxidacnimu stresu. V disledku nedostatku Keapl v keratinocytech
a korneocytech mys$i pokozky pozorovali abnormalné vysokou keratinizaci a kornifikaci

v oblasti jicnu a predzaludku, coz mize vést ke vzniku obstrukce.

2.2.2.2 Fyn kinasa

Enzym FynK patii do Src rodiny tyrosinkinas a ve srovnani s ostatnimi ¢leny rodiny
je exprimovana ubikvitné. FynK se jako Clen fady signalnich drah castni fizeni Siroké
Skaly procesu (Stephens et al., 2017). Mimo jiné pusobi FynK jako negativni regulator
Nrf2. V reakci na oxidacni stres dochazi k aktivaci enzymu GSK-3p, ktery fosforyluje
FynK na threoninovych zbytcich a fosforylovanad FynK je importovana do jadra (Jain
& Jaiswal, 2007). V jadie enzym fosforyluje Nrf2 v pozici tyrosinu 576, coz stimuluje
jaderny export transkripéniho faktoru Nrf2 do cytosolu pomoci exportinu 1. V cytosolu
je Nrf2 nasledné degradovan proteazomem (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Culbreth
etal., 2017; RySava et al., 2021).

2.2.2.3 Transkrip¢ni faktor Bachl
Protein Bachl patii do rodiny transkripcnich faktort s motivem bZIP a reguluje kolisani
hladin intracelularniho hemu (Silva-Palacios et al., 2018; Lignitto et al., 2019). Bachl
obsahuje 739 aminokyselin. V N-termindlni oblasti proteinu Bachl je lokalizovana
doména BTB/POZ, ktera funguje jakomotiv pro interakci s proteiny,
zatimco C-terminalni doména bZIP se vaze na DNA a zprostfedkovava heterodimerizaci
Bachl s Maf proteinem (Zhang et al., 2018). Komplex Bachl/Maf pusobi jako
transkripni represor proteinu Nrf2 a soutézi s heterodimerem Nrf2/Maf o vazebné misto
ve stejném oblasti DNA (ARE) (Davudian et al., 2016; Silva-Palacios et al., 2018).
Bachl obsahuje Sest cystein-prolinovych (CP) motivi. Pii zvySeni hladiny hemu
je protein Bach1 inaktivovan interakci se dvéma z CP motiva v blizkosti C-konce, prerusi

se vazba proteinu Bachl na DNA a dojde k indukci jeho exportu z jadra s naslednou
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ubikvitinaci a proteazomalni degradaci. Jaderny export proteinu Bachl muze byt
spoustén 1 kadmiem, které aktivuje cytoplazmaticky lokalizovany signal umistény
na C-konci proteinu Bachl (Zhang et al., 2018; Nishizawa et al., 2023). V reakci
na oxidacéni stres se Nrf2 hromadi v jadie v dusledku inaktivace Keap1 a tehdy zvySena
hladina volného hemu podpofi degradaci proteinu Bachl v proteazomu. Nrf2 néasledné
dimerizuje s Maf a indukuje transkripci cilovych gena véetné HO-1, ktera katabolizuje

volny hem (Lignitto et al., 2019).

2.2.3 Vybrané antioxidacni a detoxikacni enzymy regulované

proteinem Nrf2
Protein Nrf2 reguluje expresi vice nez 500 cilovych gend, které se podili
jak na metabolismu sacharidg, lipida ¢i hemu, tak na ochrané bunék a udrzovani redoxni
rovnovahy (RySava et al., 2021). Geny, jenz jsou fizené prostiednictvim proteinu Nrf2,
obsahuji ve svych promotorech sekvenci ARE (Chen & Maltagliati, 2018). Typickymi
piiklady gent jsou HO-1, NQO1, KAT a GST a dalsi enzymy metabolismu GSH (Chen
& Maltagliati, 2018).

2.2.3.1 Glutathion S-transferasa
GST predstavuji rodinu proteint, které spadaji do skupiny enzymu faze II, které reguluji
toxické, mutagenni a neoplastické ucinky karcinogenu katalyzou nukleofilni aromatické
substituce, Michaelovy adice na o- a P-nenasycené ketony nebo reakct,
pti kterych dochazi k otevirani epoxidovych kruht (Sheehan et al., 2001; Pool-Zobel
etal., 2005). GST katalyzuji redukci hydroperoxidii polynenasycenych (linolovych
a arachidonovych) mastnych kyselin a fosfolipida (Kalinina et al., 2014). GST pouzivaji
pii redukcnich reakcich antioxidant GSH jako substrat za vzniku GSH konjugatu.
Pfi zvySeni hladiny reaktivnich elektrofild se zvySuje hladina GST zprostiedkovana
aktivaci transkripcniho faktoru Nrf2 (Sau et al., 2010). Pokles bazalni hladiny GSH mize
indikovat naruseni bunéfné redoxni rovnovahy a vyvolat zménu exprese
redox-senzitivnich genit GST (Kalinina et al., 2014).

Lidské cytosolarni GST se deli do sedmi tiid: Alfa, Mu, Pi, Omega, Theta, Zeta (Sau
et al., 2010). GST jednotlivych tfid se od sebe lisi velikosti a strukturou intronu/exonu
(Townsend & Tew, 2003). Tato bakalaiska prace je v experimentalni Casti zaméfena

na podjednotku M1 spadajici do tfidy Mu (GSTM1).
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2.2.3.2 Hemoxygenasa-1
HO-1 je lokalizovana v endoplazmatickém retikulu a zodpovida za regulaci katabolismu
hemu (Ulasov et al., 2022). HO-1 patii do rodiny proteina teplotniho Soku, protoze

je stimulovana teplem, ale i mnoha dal§imi podnéty v¢etné UVA zafeni (RySava et al.,
2021). Poskozeni tkané¢ v dusledku piasobeni ROS casto zpusobuje hemolyzu

hemoproteind, ktera ma za nasledek akumulaci volného hemu (Chen & Maltagliati, 2018,;
Consoli etal., 2021). Degradace hemu méa vsSak zanasledek uvolnéni Fe®',
ktery se u€astni Fentonovy reakce. Touto reakci dochazi k preméné peroxidu vodiku
(H202) na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (OH-). Aby se zabranilo tvorbé OH-
ve spojeni se zvySenou expresi HO-1, Nrf2 indukuje expresi genti kodujicich slozky
feritinového komplexu, ktery vaze Fe’" a ten se stava nedostupnym pro Fentonovu reakci
(Tonelli et al., 2018; Wang et al., 2022).

Pti pfeméné hemu pomoci HO-1 vznika oxid uhelnaty (CO) a biliverdin (BV), ktery je
poté redukovan bilirubin:NAD(P)" oxidoreduktasou (biliverdin reduktasou, EC 2.7.10.1)
za ucasti NADPH a molekularniho kysliku. Vysledkem je produkce bilirubinu (BR)
(Consoli et al., 2021). BV a BR jsou silné antioxidanty a pfispivaji k odstraiiovani ROS,
HO-1 prostfednictvim Nrf2 jsou regulovany dalsi antioxidacni enzymy, jakoje SOD,
KAT a glutathion:peroxid vodiku oxidoreduktasa (glutathion peroxidasa EC 1.11.1.12).
Tyto enzymy mohou rozkladat ROS v téle na vodu a molekularni kyslik ¢i snizovat
poskozeni vzniklé oxidanim stresem (Wang et al., 2022).

Bazalni syntéza HO-1 v keratinocytech pokozky se zvySuje sjejich rostouci
diferenciaci a nejvyssi hladina HO-1 se nachazi v granularni vrstvé (Obr. 4A) (Numata
et al., 2009). Po vystaveni HO-1 lidské ktize oxida¢nimu stresu dochazi k aktivaci exprese
HO-1 v dermélnich fibroblastech a MC, zatimco v pokozce indukce syntézy HO-1
v reakci na ROS klesa (Obr. 4B) (Applegate et al., 1995; RySava et al., 2020).

2.2.3.3 Katalasa
KAT je enzym nachazejici se pfevazné v peroxizomech, ktery preméniuje H20O2 na vodu
a kyslik. H,O» je pro buriky toxicky, protoze umoziuje tvofit dalsi vice reaktivni ROS,
napfiklad hydroxylovy radikal prostfednictvim Fentonovy reakce (viz kapitola 2.2.3.2)
(Sies, 2017).

KAT se sklada ze ctyt identickych podjednotek a kazdd podjednotka obsahuje

ctyti odli§né domény a jednu prostetickou hemovou skupinu (Rinnerthaler et al., 2015).
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Ctyii domény kazdé podjednotky KAT zahrnuji N-koncové rameno, které obsahuje
histidin (esencialni aminokyselinu pro katalasovou reakci); doménu B-barelu; spojovaci
doménu zahrnujici tyrosinovy zbytek, ktery vaze hemovou skupinu a a-helikalni doménu
pro vazbu NADPH (Glorieux & Calderon, 2017).

Hladina enzymu KAT ve zdravé kizi roste ve sméru zvysujici se diferenciace bunék
v pokozce aje proto nejméné syntetizovana v bazalni vsrtvé a nejvice v povrchovych
vrstvach (Obr. 4A) (Piao et al., 2012). Béhem starnuti kize se aktivita KAT snizuje
v oblasti Skary a v pokozce naopak roste z divodu nadmérné produkce ROS (Obr. 4B)
(Rinnerthaler et al., 2015).

2.3 Polyfenolové latky v dermatologii

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin hojné zastoupené v ovoci, zelening,
obilovinach a fadé dostupnych napoju. Priklady vysoce rozsifenych napoji bohatych
na polyfenoly jsou vino, kava, kakao a ¢aj (Pérez-Jiménez et al., 2010). Polyfenoly jsou
znamé svymi biologicky prospéSnymi ucinky pro ¢lovéka (Rajnochova Svobodova,
2012). Maji zejména protizanétlivé, antifungalni, antialergické, antioxidacni
a protinadorové ucinky (Obr. 5) (Donald et al., 2012). Silné antioxida¢ni uCinky
polyfenolt souvisi s jejich schopnosti vychytavat ROS a chelatovat vysoce redox-aktivni

tranzitni kovy jako je Fe?*, ¢imz brani ve Fentonové reakci a oxida¢nim poskozeni

2

bunéénych struktur (Phan et al., 2019). Z fyzikaln&-chemickych vlastnosti je vyznamnou

schopnosti polyfenolt absorbovat UV zarfeni (Rajnochova Svobodova, 2012).

antioxidacni
protizanétlivé protinadoroveé
: zpomaleni
antifungalni POLYFENOLY Zpoma-eiil
starnuti bunék
antibakterialni antialergické
imunomodula¢ni

Obr. 5: Prehled ucinku polyfenolovych latek. Upraveno podle Cai et al., 2013.
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Dosud bylo identifikovano pies 8 000 pfirodnich polyfenolovych sloucenin
charakteristickych jednim strukturnim znakem, kterym je aromaticky kruh nesouci
alespon dvé hydroxylové skupiny (Rajnochova Svobodova, 2012). Na zaklad¢é povahy
uhlikatych skelett jsou polyfenoly rozdéleny do Sesti kategorii: fenolové kyseliny a jejich
derivaty, stilbeny, kurkuminoidy, lignany, taniny a flavonoidy (Phan etal., 2019).
Flavonoidy jsou nejpocetnéjsi skupinou polyfenold. Jsou schopné vychytavat ROS
pfimym poskytnutim atomu vodiku. Antioxidacni aktivita flavonoidd in vitro zavisi
na celkovém poctu 1 usporadani hydroxylovych skupin v zakladni strukture. Flavonoidy
rovnéz pusobi jako induktory detoxikacnich enzymu faze Il jakoje napfiklad GST.
Nékteré flavonoidy maji prooxidacni vlastnosti, které vSak zavisi na koncentraci latky
(Prochazkova etal., 2011). Kvuali rostoucimu trendu nahrazovani syntetickych
chemickych latek pfirodnimi slouCeninami, polyfenoly pfitahuji znacnou pozornost
pro jejich potencialni pouziti v dermatologickych pripravcich (Rajnochova Svobodova
etal., 2022). Pro tuto bakalafskou praci byly vybrany a studovany dva flavonoidy,

a to kvercetin a taxifolin.

2.3.1 Kvercetin

Kvercetin (3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavon, KV, Obr. 6) jejednim z nejrozsirenéjsich
ptirodnich flavonoidid. KV je obsazen v bézné dostupné zeleniné a ovoci (napiiklad
v cibuli, listové zeleniné, jablkach a citrusech), pfiCemz primérny denni pfijem
je odhadovan na 25 mg (Erden Inal et al, 2001; Anand David etal., 2016).
KV se v rostlinach vyskytuje zejména ve formé glykosidu (Mukai et al., 2010).

KV jezluta krystalicka latka Spatné rozpustna ve vodé, ale dobfe rozpustna
v organickych rozpoustédlech jako je ethanol nebo dimethylsulfoxid (DMSO).
KV je syntetizovan rostlinami metabolickou cestou vychazejici z AMK fenylalaninu
(Phe) a pro lidské télo KV predstavuje esencialni flavonoid (lidské télo si KV nedokaze
samo syntetizovat) (Anand David et al., 2016; Singh et al., 2021).

Vedle dobfe znamych antioxidacnich ucinkti KV popsali Lim & Kim (2007) schopnost
KV inhibovat indukci matrix metaloproteinasy-1 (EC 3.4.24.7) v lidskych dermalnich
fibroblastech, ktera pfispiva k degradaci molekul kolagenu ve Skare. Schadich et al.
(2016) popsali zvySeni hladiny transkripcniho faktoru Nrf2 v bunécné linii keratinocytu
HaCaT a fibroblasti BJ. KV ma antioxidacni vlastnosti a prostfednictvim vychytavani
ROS snizuje oxidacni stres vyvolany napiiklad UVA zafenim (Rajnochova Svobodova

etal., 2022). KV také ucinn€ inhibuje melanogenezi zpostiedkovanou UVA zafenim
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v melanomovych bunkach B16F10, coz muze byt vyuzito v potlaeni hyperpigmentace
ktize (Chaiprasongsuk et al., 2016).

Diky antioxida¢nim a protizanétlivym vlastnostem se KV pouziva jako uc¢inna slozka
kosmetickych pripravki, a to bud’ jako Cista slouCenina, nebo rostlinny extrakt (ve smési
s jinymi latkami). Nekteré studie vSak poukazuji 1 na mozny (foto)toxicky ucinek KV,
ktery muze souviset s jeho prooxidacni aktivitou (Fahlman & Krol, 2009; Rajnochova
Svobodova et al., 2022), coz koreluje s rizikem pievySeni ochranné schopnosti KV

(Rajnochova Svobodova et al., 2022).

Obr. 6: Strukturni vzorec kvercetinu.
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2.3.2 Taxifolin
Taxifolin neboli dihydrokvercetin (5,7,3',4'-flavanonol, TA) je flavonoid bézné

se vyskytujici v hroznech, citrusovych plodech, cibuli, zeleném ¢aji, olivovém oleji, viné
a mnoha dalSich potravinach. Pro ¢loveka je TA esencialnim flavonoidem a pfijima jej
prostfednictvim rostlin, které syntetizuji TA z AMK Phe (Verhoeyen, 2002). Doporu¢ena
denni davka TA se pohybuje okolo 100 mg (Das et al., 2021; Saito et al., 2021).
Pro vysokou koncentraci TA v jehli€nanech, byva TA izolovan napiiklad z modiinu
sibifského (Larix sibirica) nebo dahurského (Larix gmelini) (Diwakar et al., 2012; Turck
etal., 2017).

Molekula TA obsahuje dvé stereocentra (Obr. 7). TA je diky strukturnim vlastnostem
dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech jako je aceton, methanol nebo DMSO,
ale je Spatné rozpustny ve vod€. Hydrofobni charakter TA vede k omezenému transportu
bunécnou membranou. O- nebo C-glykosylace TA vede k vyssi rozpustnosti, stabilité
a biologické dostupnosti (Thuan et al., 2022).

TA se vyznacuje antioxida¢nimi (Topal et al., 2016) a protinadorovymi (Pantouris
& Mowat, 2014; Kuang et al., 2017) ucinky. Védecka data ukazuji, ze TA muze
v dermatologii pusobit jako protizanétliva latka, ktera je schopna snizovat oxidacni
poskozeni DNA v lidskych keratinocytech, zpusobené UV zarenim (Zhang et al., 2022).
Studie Micek et al. (2021) testovala biologicky uc¢inek dvou krému s 3% extraktem
z rostliny Stizopolus balsamita a 3% extraktem TA na pokozce zen s klinickymi pfiznaky
starnuti ktize. U obou pfipravki bylo prokazano, ze nejsou drazdivé vuci pokozce.
Pripravek s3% extraktem S. balsamita redukoval hyperpigmentaci a zalervenani
pokozky, zatimco krém s 3% obsahem TA se 1épe vstiebaval. TA se pro tyto vysledky jevi

jako slibna slozka koznich ptipravku pro starnouci plet’.

Obr. 7: Strukturni vzorec taxifolinu (Cervené je zvyraznéna ¢ast molekuly rozdilna oproti KV).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Vzorky kozni tkané byly poskytnuty Oddélenim Plastické a estetické chirurgie
ve Fakultni nemocnici v Olomouci. Nadbytecna kize byla odebrana z oblasti prsou
zdravym dospélym zenam (18-60 let), které podstoupily redukéni mammaplastiku
v obdobi roka 2021 az 2023 a podepsaly informovany souhlas. Odbér a prace s lidskou
kozni tkani byly provedeny se souhlasem a dle pozadavki Etické komise Fakultni
nemocnice v Olomouci a Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (evidencni

&islo 41/09),

3.2 Testované latky, chemikalie, pristroje a vybaveni

3.2.1 Testované latky

Taxifolin (TA; T4512; cistota > 90 %), kvercetin (KV; Q4951; > 95 %), DMSO
a sulforafan (SFN; S6317; > 95 %) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR).
Sterilizace latek byla provedena pomoci UV zafeni v laminarnim boxu. Nasledné byly
TA, KV a SFN rozpustény v DMSO tak, aby koncentrace zdsobniho roztoku odpovidala
100 pumol 1.

3.2.2 Chemikalie

Primarni protilatky: mysi monoklonalni anti-Nrf2 (EP1808Y) (Abcam, Velka Britanie),
persiran amonny (APS) (BioChemika Fluka, CR), Trans-blot Turbo 5x Transfer Buffer
(Bio-Rad Laboratories, USA), primarni protilatky: kralici monoklonalni anti-GAPDH
(D16H11) (Cell Signaling Technology, USA), projasiiovaci roztoky pro primarni (A)
a sekundarni (B) protilatku SignalBoost™ Immunoreaction Enhancer kit (Calbiochem,
USA), fetalni hovézi sérum (FBS, HyCyclone™) (Life Technologies s.r.o., CR), smés
akrylamidu a bisakrylamidu (40 %, v/v), dodecylsulfat sodny (SDS) (Merck s.r.o., CR),
methanol, isopropanol (Penta, CR), fenoxypolyetoxyetanol (NP-40), tablety inhibitor
proteas (Roche Diagnostic, Némecko), susené odtuénéné mléko (Samantha, CR), luminol
reagent ImmunoCruz™, primarni protilatky: krali¢i monoklonalni anti-HO-1 (A-3,
sc-13690), mysi monoklonalni anti-GSTM1 (1H4F2, sc-517262), mysi monoklonalni
anti-KAT (H-9, sc-271803), mysSi monoklonalni anti-Nrf2 (A-10, sc-365949),
10x Running Buffer, sekundarni protilatky: kozi proti mysi (sc-2005) a kozi proti krali¢i
(sc-2004) konjugované s kienovou peroxidasou (HRP) (Santa Cruz Biotechnology Inc.,

USA), bovinni sérovy albumin (BSA) (Serva, Némecko), adenin, amfotericin B,
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apotransferin, Dulbeccem modifikované Eaglovo médium (DMEM) s obsahem glukosy
45 g/l al-glutaminem, epidermalni rustovy faktor (EGF), hydrokortison, inzulin,
kyselina octova, médium Ham F12 a smés zivin pro médium Ham F12, NaCl, Ponceau S,
stabilizovany roztok penicilinu (10 000 U/ml) a streptomycinu (10 mg/ml), Tris-HCI,
Tween-20®  (Sigma-Aldrich, CR), bromfenolova modi, dithiothreitol (DTT),
ethanol (96%, v/v), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA),
ethylenglykol-bis(aminoether)-N,N,N’,N -tetraoctova kyselina (EGTA),
fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF), glycerol, glycin, KCl, KH2PO4, NaF, NaH>POu,
Na3VO4, N,N,N’ N’—tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100 (Sigma-Aldrich
nebo Lachner, CR), BCA kit pro stanoveni koncentrace proteinti, marker molekulové

hmotnosti PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, CR).

3.2.3 Roztoky

Roztoky pro kultivaci lidské kiize

Fosfatovy pufr (PBS):

Zasobni roztok PBS (10x fedény): Na;HPO4 (8,96 mmol-1™"), KH,PO4 (1,47 mmol-17),
NaCl (137 mmol-1"), KCI (2,68 mmol1") a deionizovana voda, pH 7,4; sterilizace
autoklavem

Pracovni roztok PBS (1x fedény): 10x zfedény zasobni roztok; sterilizace filtraci
za pouziti 0,22um filtru

Roztok k odebrani a transportu kozni tkané: pracovni roztok PBS (1x fedény)
obohaceny o antibiotika: amfotericin B (1,25 mg-ml™), penicilin (500 U-ml™),
a streptomycin (500 mg-ml™)

Médium pro kultivaci kuze: smés média DMEM a Ham F12 (3:1) s FBS (10 %; v/v),
adenin (26,4 ug'ml™), amfotericin B (0,25 pg'ml™), EGF (1 ng-ml™), hydrokortison
(0,8 ug'ml™), inzulin (0,12 U-ml™?), trijodtyronin (136 ng'ml™") a apotransferin
(0,25 ug'ml™"), smé&s Zivin pro médium Ham F12, stabilizovany roztok penicilinu
se streptomycinem (1 %; v/v)

Experimentalni médium: médium DMEM, stabilizovany roztok penicilinu

se streptomycinem (1 %; v/v)
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Roztoky pro homogenizaci lidskych koznich explantatii

Lyzaéni pufr: Tris-HCI (50 mmol-1™"), NaCl (150 mmol-1""), EGTA (1 mmol-1""), EDTA
(1 mmol-1""), NaF (20 mmol-1™"), NasVOs4 (100 mmol-1""), NP-40 (0,5 %), Triton X-100
(1 %), PMSF (1 mmol-1™") rozpustény v ethanolu (96 %, v/v), 1 tableta inhibitorii proteas
(Roche Diagnostics, Némecko) na 50 ml lyzaéniho pufru; pH 7,4

Roztoky pro stanoveni proteinii
Roztok pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA):
smés ¢inidel A a B smichanych v poméru 50:1 (v/v) (Thermo Fisher Scientific, CR)

Standardni roztoky BSA: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,075; 0,0375; 0,01875 mg-ml"! v PBS

Roztoky pro elektroforézu a western blot

4x Fedény separaéni pufr: Tris-HCI (1,5 mol-1™"), pH 8,8

4x Fedény zaostirovaci pufr: Tris-HCI (0,5 mol-1™"), pH 6,8

Migracéni pufr:

Zasobni roztok (10x fedény): Running Buffer (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA)
Pracovni roztok (1% fedény): zasobni roztok (10x fedény), deionizovana voda

10% roztok SDS: SDS (10 %, m/v), deionizovana voda

10% roztok APS: APS (10 %, m/v), deionizovana voda

Transferovy (blotovaci) pufr:

Zasobni roztok (5% fedény): Trans-Blot Turbo 5x Transfer Buffer (Bio-Rad Laboratories,
USA)

Pracovni roztok (1x fedény): zasobni roztok (5x fedény), ethanol (20 %, v/v),
deionizovana voda

TBS pufr:

Zasobni roztok (10x fedény): Tris (100 mmol-17), NaCl (0,9 %, m/v), deionizovana voda;
pH 7,5

Pracovni roztok (1% fedény): zdsobni roztok (10x fedény), deionizovana voda

TBS/T pufr: pracovni roztok TBS, Tween-20 (0,1 %; v/v)

5x vzorkovy pufr: zaostfovaci pufr (10x), SDS (0,35 mol1"), DTT (0,5 mol-1"),

bromfenolova modi (0,746 mol-1), glycerol (50 %, v/v), deionizovana voda

Roztoky pro imunodetekci
Ponceau S: Ponceau S (0,1 %, m/v), kyselina octova (5 %, v/v), deionizovana voda

Blokovaci pufr: pracovni roztok TBS, Tween-20 (0,1 %; v/v)
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Blokovaci pufr/BSA: blokovaci pufr, BSA (5 %, m/v)
Blokovaci pufr/mléko: blokovaci puft, susené odtucnéné mléko (5 %, m/v)

Luminol reagent: sme¢s Cinidel A a B smichanych v poméru 1:1 (v/v)

3.2.4 Pristroje

Aparatura pro Mini Trans-Blot a zdroj napéti PowerPac Basic Power, aparatura
pro SDS-PAGE elektroforézu  Mini-Protean®™ Tetra Cell, transferovy systém
Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad Laboratories, USA), tfepacka ShakerRocker MR-12
(BioSan, Lotyssko), centrifuga MiniSpin®, termomixér Comfort (Eppendorf, Némecko),
odséavaci aparatura Aspiration Station (Gilson, USA), tfepacka Duomax 1 030 (Heidolph,
Némecko), laboratorni homogenizator Ultra-Turrax T 25 basic (IKA-Werke, Némecko),
laminarni box MSC 9 (Jouan, Francie), laboratorni mikrolitrova centrifuga HERMLE
7216 MK (LAB-MED sro., CR), Vortex Mixer (Labnet International, USA),
ultrazvukova vodni lazenn PS 01000A s termostatem (NotusPowersonic, Slovensko),
laboratorni vahy Laborator Sartorius typ 1205 MP8 (Sartalex, CR), laboratorni vahy
ACB 600 H (Schoeller instruments, CR), spektrofotometr Infinite M200 Pro pro méfeni
na mikrotitra¢nich destickach (Tecan, Rakousko), inkubator Forma™ Direct Heat, parni
sterilizator VARIOKLAVR (Thermo Scientific, USA), dokumentacni systém Syngene G
box Chemi XX6 (Avantor) (VWR International, USA).

3.2.5 Ostatni vybaveni

ValeCek (Bio-Rad Laboratories, USA), sterilni Petriho misky o priméru 10 cm, sterilni
6-jamkové kultivaéni desky, 96-jamkové mikrotitraéni desky (Biotech, CR), buni&ina,
ubrousky (Dispolab, CR), automatické pipety, jednorazové $picky, 1,5; 2; 10; 15ml
Eppendorf zkumavky (Eppendorf, Némecko), nizky a pinzeta Extra Fine Graefe Forceps
(Fine  Science Tools, Heidelberg, Némecko), 0,22um filtr  Millipore,
polyvinylidendifluoridova membrana Immobilon®P (Merck, CR), gazy (Millipore,
USA), filtra¢ni papir Whatman (Whatman, USA).

3.3 Metody a pracovni postupy

3.3.1 Priprava a kultivace lidskych koznich explantatu

Kuze byla béhem operace na operacnim sale vlozena do sterilniho ledem chlazeného
transportniho roztoku (fosfatovy pufr s antibiotiky), a poté byla v roztoku inkubovana
pfiblizn€ 1 h. Odebrana kozni tkan byla nasledné tiikrat promyta ve sterilnim pracovnim

roztoku PBS v laminarnim boxu. Klize byla osusena a nastfihana na pfiblizné 1x1 cm
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velké kousky, které byly nasledné naskladany do 6-jamkovych kultivacnich desek
a ponechany na suchu 5 min, aby doslo k jejich pfichyceni na povrch desky. Poté byly
kousky kiaze zality nahfatym kultivacnim koznim médiem pod jejich povrch. Inkubace
fragmentt ktze probihala ve zvlhcené atmosfére pii 37 °C a za ptitomnosti CO2 (5 %,

v/v) do druhého dne.

3.3.2 Aplikace testovanych latek

Zasobni roztoky TA a KV byly nafedény na vyslednou koncentraci 5 a 50 umol-1"
experimentalnim médiem. SFN, ktery byl pouzivan jako pozitivni kontrola byl nafedén
na koncentraci 5 pmol-1" v DMSO a experimentalnim médiu. Koncentrace DMSO
v pripravenych roztocich odpovidala 0,5 % (v/v). Po odstranéni kultivaéniho kozniho
média z desek byly na kozni explantaty naneseny roztoky TA, KV a SFN v objemech
1,5 ml/jamku. Latky byly aplikovany paralelné na tfech 6-jamkovych deskéach.
Kazda deska obsahovala TA a KV o dvou koncentracich (5250 pmol 1),
SFN (5 pmol-1") a DMSO. Médium s latkami bylo ménéno kazdych 24 h po dobu
az 1 tydne. Experiment tak simuloval opakovanou nékolikadenni topickou aplikaci.
Inkubace s latkami probihala po dobu 24, 72 a 168 h pti 37 °C. Po uplynuti ptislusné doby
inkubace bylo odstranéno médium a kozni explantaty byly oplachnuty sterilnim PBS.

Poté byly explantaty osuseny gazou a zamrazeny pii -80 °C.

3.3.3 Priprava homogenatua koznich explantatu

Princip: Pfi mechanické homogenizaci koznich tkani mixérem dochézi k rozruseni tkané
a uvolnéni proteind do lyza¢niho pufru. Z pripravenych homogenati kize se odstrani
pevné soucasti jako je vazivo pomoci centrifugace (Goldberg, 2008).

Pracovni postup: Vzorky klize byly zvazeny, nastfihany ntizkami na mensi kousky
a bylo k nim pfidano odpovidajici mnozstvi vychlazeného lyza¢niho pufru, tak aby vznikl
10% homogenat (tj. na 0,1 g tkané 1 ml pufru). Nasledné byly vzorky homogenizovany
pomoci laboratorniho mixéru. Homogenaty byly inkubovany (30 min na ledu)
a centrifugovany (14 000 g; 20 min; 4 °C). Supernatant byl odpipetovan do novych

zkumavek a zamrazen pii -80 °C.

3.3.4 Stanoveni koncentrace proteini v homogenatech

Princip: Ke kvantifikaci proteini ve vzorcich byla pouzita metoda vyuzivajici reakci
s BCA. Reakci peptidové vazby s CuSO4 dochzi k redukci iontéi Cu'l na Cu'. Sodna sl

BCA v alkalickém prostiedi chelatuje vzniklé Cu' ionty a dochazi ke vzniku zbarventi,
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jehoZz intenzita je imérna koncentraci obsazenych proteind. Intenzita zbarveni se méfi
pfi 562 nm (Olson, 2016).

Pracovni postup: Nejprve byla piipravena kalibracni fada standardd BSA v pracovnim
roztoku PBS. Rozsah kalibra¢ni fady &inil 0,5-0,0078 mg-ml™'. Vzorky byly volné
ponechany rozmrznout a poté byly nafedény 20x pracovnim roztokem PBS. Standardy
BSA a pripravené vzorky byly napipetovany do 96-jamkové desticky v tripletech
0 objemu 10 pl/jamku. Jako blank byl pouZit pracovni roztok PBS. Cinidlo pro stanoveni
bylo pfipraveno smichanim roztoku A (sodna sil BCA v alkalickém prostiedi)
a B (CuSO4) vpoméru 50:1 (dle instrukci vyrobce). Poté bylo 100 pl cinidla
napipetovano ke standardim a vzorkim. Po promichani v termomixéru byly vzorky
na desti¢ce inkubovany (10 min; tma; 37 °C) a poté byla zmétrena absorbance ptfi 562 nm.

Koncentrace proteint byla stanovena pomoci kalibra¢ni kiivky standardii v MS Excel.

3.3.5 Priprava vzorku pro elektroforézu a western blot

Princip: Pro SDS-PAGE elektroforézu je nutné piipravit vzorky proteinii s nanasecim
denaturaénim vzorkovym pufrem. Jde o pufr obsahujici zeyména SDS pro udéleni
zaporného naboje proteinim a methylenovou modf pro vizualizaci migrace proteint
v gelu pfti elektroforéze (Brunelle & Green, 2014).

Pracovni postup: Po stanoveni koncentrace proteini v jednotlivych vzorcich byly
vzorky nafedény vzorkovym pufrem v poméru 1:4 tak, aby dany obsah proteinu
ve vzorku odpovidal 30 pg na jamku v gelu, kdy bylo odebrano 100 pl vzorku a k nému
ptidano 25 ul vzorkového pufru. Nasledné byly vzorky denaturovany inkubaci pti 95 °C

v termomixéru po dobu 5 min.

3.3.6 Elektroforeticka separace proteinu

Princip: Metoda SDS-PAGE je elektroforéza provedena v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti SDS. Proteiny jsou separovany na zaklade jejich molekulové hmotnosti.
Po denaturaci proteini dochazi k nekovalentnimu navazani SDS, ktery udéli molekulam
proteinu celkovy zaporny naboj a zaporné nabité molekuly v gelu migruji ke kladné
elektrodé (anodé) ve stejnosmérném elektrickém poli (Brunelle & Green, 2014).
Pracovni postup: Nejprve byly pfipraveny 10% polyakrylamidové gely o tloustce
1,5 mm s 10 jamkami pro aplikaci vzorki. Pro diskontinualni elektroforézu bylo poteba
pfipravit gely ze dvou pufri — separa¢niho (dolniho) a zaostfovaciho (horniho). Jako
prvni byl pfipraven separacni gel, ktery byl zalit vrstvou isopropanolu. Po zatuhnuti

separacniho gelu a odstranéni isopropanolu byl piipraven gel zaostfovaci, ktery byl nalit
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nad separacni gel. Jamky pro naneseni vzorkd byly vytvofeny pomoci hiebinku
aplikovaného do zaostfovaciho gelu.

Vzorky byly pozvolné rozmrazeny, zvortexovany a inkubovany pifi 37 °C
v termobloku. Gely byly vlozeny do elektroforetické aparatury, ktera byla naplnéna
migracnim pufrem. Z geld byly odstranény hiebinky a do jamek byl postupné nanesen
marker molekulové hmotnosti (5 pl) a jednotlivé vzorky ve vypocitanych objemech,
tak aby bylo aplikovano 30 pg proteind. Proud stejnosmérného napéti pro elektroforézu
byl zvolen podle po¢tu gelt. Pro dva gely byl pouzit proud 20 mA v zaostiovacim gelu

a 40 mA v separac¢nim gelu.

3.3.7 Western blot

Princip: Metoda Western blot slouzi k pfenosu proteinii separovanych pomoci
SDS-PAGE z gelu na odolnéjsi PVDF membranu (Kurien & Scofield, 2006).

Pracovni postup: Membrany byly aktivovany methanolem a promyty transferovym
pufrem. Pro pfipravu takzvané Blotovaciho sendvice byly pfipraveny Watmenovy papiry
a gazy, které byly namoceny do transferového pufru. Sendvi¢ pro prenos byl slozen
v nasledujicim poradi: Watmentv papir — gazy — membrany — gely se separovanymi
proteiny — gazy — Watmenav papir. Z kazdé vrstvy byly odstranény bubliny pomoci
valecku. Sendvi¢ byl uzavien a vloZen do pfistroje Trans-Blot Turbo. Pfenos proteint
na membranu probihal 25 min pfi 15 °C s napétim 25 V a proudem 1 A.

Po pfenosu byly membrany promyty v roztoku TBS/T. Vizualizace proteint
na membranach byla provedena pomoci jejich inkubace v roztoku barviva
Ponceau S za mirného tfepani po dobu 3 min. Nabarvené membrany byly ususeny
a nastfihany na prouzky podle velikosti cilového proteinu (dle markeru molekulové

hmotnosti).

3.3.8 Imunodetekce

Princip: Detekce vybranych proteint byla provedena za pouziti primarni a sekundarni
protilatky. Primarni protilatka je specificka vici cilovému proteinu — antigenu
a sekundarni  protilatka je  specificka proti  imunoglobulinim  Zivocicha,
ze kterého pochazi primarni protilatka. Sekundarni protilatka obsahuje navazanou
kifenovou peroxidasu, coz je enzym, kteryrozklada substrat pouzivany k detekci.
Po specifické interakci antigen-protilatka je mozné identifikovat cilovy protein diky

chemiluminiscen¢nimu signalu, ktery je detekovan autoradiografii (Ni et al., 2017).
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Pracovni postup: Prouzky membran s jednotlivymi proteiny byly hydratovany
methanolem a promyty v TBS/T. Nasledné byly pfipraveny blokovaci pufry — mléko
nebo BSA (5 %, m/v) v TBS/T. Membrany umisténé v miskach na tfepacce byly
blokovany po dobu 2 hv pfislusnych blokovacich pufrech. Poté byly na membrany
naneseny specifické primarni protilatky natfedéné v blokovacich pufrech (viz nize)
a inkubace probihala pfes noc v chladu pii 4 °C v uzavienych vlhéenych komarkach.
Proteiny byly inkubovany s nasledujicimi  protilatkami s fedénim  1:1000
pro anti-GAPDH (37 kDa, mléko/TBS/T) nebo 1:500 pro anti-Nrf2 (100 nebo 61 kDa,
projasiiovaci roztok), anti-GSTMI1 (28 kDa, BSA/TBS/T), anti-KAT (64 kDa,
BSA/TBS/T) a anti-HO-1 (32 kDa, BSA/TBS/T). Po inkubaci byly membrany promyty
v TBS/T a byla nanesena sekundarni protilatka v blokovacich pufrech o fedéni 1:5000
v pufrech mléko/TBS/T (pro GAPDH), BSA/TBS/T (pro GSTMI1, KAT a HO-1)
a projastiovacim roztoku (pro Nrf2). Membrany byly inkubovany s ptislusnou kralici
nebo mysi sekundarni protilatkou (kapitola 3.2.2) po dobu 2 h pii pokojové teploteé
a pozdeji promyty v TBS/T. Pro detekci proteini byl pfipraven substrat smichanim
¢inidel A aB zdetekéniho kitu luminol reagent ImmunoCruzTM (luminol reagent
ImmunoCruz™) vpoméru 1:1. Substrst byl napipetovan na membrany
a chemiluminiscencni signal byl detekovan pomoci systému Syngene G box Chemi XX6

(Avantor). Pro kvantifikaci proteind byl pouzit Software pro denzitometrickou analyzu

ImageJ (National Institutes of Health, USA).

3.3.9 Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Denzitometrickd data ziskana pro jednotlivé proteiny Nrf2, GSTM1, KAT, HO-1,
a D-glyceraldehyd-3-fosfat: NADP" oxidoreduktasa (GAPDH, EC 1.2.1.13) z analyzy
v programu ImageJ byla nasledné zpracovana a hodnocena v programu MS Excel.
Relativni hodnoty sledovanych proteint byly normalizovany na hodnoty referencniho
proteinu GAPDH. Vysledné hodnoty byly vyjadreny jako % negativni kontroly (DMSO).
Ziskana data jsou prezentovana jako prumér £ SD. Statisticka analyza byla provedena
pomoci programu GraphPad Prism 8.0.1. Pro statistické porovnani vzorka byl vyuzit APA
test s jednokrokovou ANOVOU. Test byl proveden ze tii nebo dvou nezavislych
opakovani na hladin€ vyznamnosti ns 0,12; *0,033; **0,002; ***<0,001.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv opakované aplikace taxifolinu a kvercetinu na kozni tkan

ex vivo
Vzhledem k omezené Zivostnosti koznich explantatd, byla pro experiment zvolena
maximalni doba inkubace 7 dni, po kterou si tkan zachovéava viabilitu a dalsi vlastnosti
(Vostalova et al., 2019). Cilem experimentu bylo stanovit vliv vybranych polyfenolt
na signalni drahu fizenou proteinem Nrf2, ktera ma nejen dulezité postaveni v ochrané
proti oxidaCnimu stresu, ale také vyznamné ovliviiuje fyziologické funkce kuze,
zejména pokozku (Gegotek & Skrzydlewska, 2015). Testované latky byly aplikovany
na lidské kozni explantaty opakované kazdy den po dobu 7 dni. K posouzeni ucinku
testovanych latek byly zvoleny cilové proteiny, jejichz exprese je kontrolovana proteinem

Nrf2 (Nrf2, GSTM1, HO-1, KAT) (Rygavé et al., 2021).
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4.1.1 Stanoveni hladiny transkripéniho faktoru Nrf2

Vliv opakované aplikace flavonoidu TA a KV ve dvou zvolenych koncentracich
(5 a 50 pmol-1") na hladinu transkrip&niho faktoru Nrf2 je znazornén na Obr. 8. TA mél
nejvétsi efekt na hladinu proteinu Nrf2 po 24h inkubaci v koncentraci 50 umol-1"!
(~ 148 % negativni kontroly) — po 72 h v koncentraci 5 umol-1"" (~ 143 % negativni
kontroly). V ptfipadé¢ 7-denni aplikace doslo ke snizeni hladiny Nrf2 vlivem nizsi
koncentrace TA (~ 69 % negativni kontroly), ale k mirnému zvySeni vlivem vySsi
koncentrace TA ( ~ 132 % negativni kontroly). U explantati vystavenych pusobeni KV
bylo patrné zvySeni proteinu Nrf2 u niz§i testované koncentrace (5 pmol-17)
po24a72h~ 145 a 155 % negativni kontroly. Po 7-denni aplikaci doslo naopak
ke snizeni hladiny Nrf2 proteinu na 68 % negativni kontroly u niz8i koncentrace KV
ana86 % negativni kontroly u vySsi koncentrace KV. Vyssi koncentrace KV
(50 umol 1), stejné jako pozitivni kontrola SFN (5 pmol-1") mély minimalni vliv
na hladinu proteinu Nrf2 v koznich explantatech ve vSech sledovanych casovych

intervalech (Obr. 8).
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Obr. 8: Efekt TA a KV na hladinu proteinu Nrf2 v lidskych koznich explantatech. Hladina proteinu
Nrf2 v koZnich explantatech vystavenych uéinku TA a KV (5 a 50 pumol-1") byla stanovena
pomoci Western blotu v éasovych intervalech 24, 72 a 168 h. SFN (5 pmol-1") reprezentuje
pozitivni kontrolu. Data byla normalizovana na referenéni protein GAPDH a vyjadiena jako
% kontroly (explantaty vystavené ptisobeni DMSO (0,5 %; v/v)). Zobrazena data WB predstavuji
reprezentativni vysledky ze tfi nezavislych experiment (explantaty od 3 darkyii). Vysledky
v grafech jsou vyjadifeny jako primér + SD ze tfi nezavislych experimentl. Statisticka
signifikance byla urena pfi p < 0,033 (*0,033; **0,002; *** <(,001). * Signifikantni rozdil
od negativni kontroly (DMSO) a # signifikantni rozdil od pozitivni kontroly (SFN).

28



4.1.2 Stanoveni hladiny glutathion S-transferasy M1

Vliv vybranych polyfenolti TA a KV na aktivaci enzymu GSTM1 je znazornén na Obr. 9.
U obou flavonoida 1ze pozorovat stejny trend v ucinku na hladinu GSTM1 v koznich
explantatech. Nejprve TA a KV zvySovaly hladiny GSTM1 po 24 h inkubaci; nejvyssi
a signifikantni narGst byl patrny po inkubaci s TA 5 pmol-1! (~ 200 % negativni
kontroly). Po 72 h aplikace doslo ke snizeni hladiny u obou studovanych flavonoidu
pfi obou koncentracich (5 a 50 pmol-17"), pokles byl vyrazng&jsi u TA pii 5 pmol-1"
( ~ 43 % negativni kontroly) a pfi 50 umol 1" ( ~ 57 % negativni kontroly). V nejdel$im
Casovém intervalu 168 h obé latky vyvolaly zvySeni hladiny proteinu, které bylo vyssi
uTA pii 50 umol-1"" (~ 204 % negaitvni kontroly) a KV pii 5 pumol 1" (~ 178 %
negativni kontroly). V piipad& pozitivni kontroly SFN (5 umol-1™") byl pozorovan opaény
trend, kdy k mirnému narastu hladiny GSTM1 (~ 131 % negativni kontroly) doslo
po 72 h ak poklesu po 24 a 168 h, pficemz v nejdel§im Casovém intervalu byl pokles

velmi vyrazny ( ~ 19 % negativni kontroly) (Obr. 9).
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Obr. 9: Efekt TA a KV na hladinu proteinu GSTMI1 v lidskych koznich explantatech. Hladina
proteinu GSTMI v koZnich explantatech vystavenych uéinku TA a KV (5 a 50 pmol-1") byla
stanovena pomoci Western blotu v ¢asovych intervalech 24, 72 a 168 h. SFN (5 umol-1?)
reprezentuje pozitivni kontrolu. Data byla normalizovana na referencni protein GAPDH
a vyjadriena jako % kontroly (explantaty vystavené pasobeni DMSO (0,5 %; v/v)). Zobrazena
data WB predstavuji reprezentativni vysledky ze dvou nezavislych experimenti (explantaty
od 2 darkyn). Vysledky v grafech jsou vyjadfeny jako primér + SD ze dvou nezavislych
experimentu. Statisticka signifikance byla uréena pfi p < 0,033 (*0,033; **0,002; *** <0,001).
* Signifikantni rozdil od negativni kontroly (DMSO) a # (signifikantni rozdil od pozitivni
kontroly (SFN).
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4.1.3 Stanoveni hladiny hemoxygenasy-1

Ovlivnéni hladiny HO-1 studovanymi polyfenoly je znazornéno na Obr. 10. Z vysledku
experimentu je ziejmé, ze 24 h po aplikaci obou flavonoidi doslo k vyraznému snizeni
hladiny proteinu HO-1 vuaci kontrole (~az 29 % negativni kontroly v pfipadé
50 umol-1"' KV). Obdobny efekt mél i SFN. Po 72 h aplikace doslo k nariistu hladiny
na uroven negativni kontroly v pfipadé KV i SFN, kdy u koznich explantatli vystavenych
pusobeni TA byla hladina mirné zvySena nad uroveri negativni kontroly u obou pouzitych
koncentraci ( ~ 153 a 137 % negativni kontroly). Pti nejdelsi opakované aplikaci (168 h)
KV (5 a 50 umol-1"") zvySoval hladinu HO-1 (~ 148 % a 171 % negativni kontroly).
Stejny trend vykazoval i SFN ( ~ 153 % negativni kontroly) (Obr. 10).
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Obr. 10: Efekt TA a KV na hladinu proteinu HO-1 v lidskych koznich explantatech. Hladina
proteinu HO-1 v koZnich explantatech vystavenych u¢inku TA a KV (5 a 50 pumol-1") byla
stanovena pomoci Western blotu v asovych intervalech 24, 72 a 168 h. SFN (5 pmol-1?)
reprezentuje pozitivni kontrolu. Data byla normalizovana na referencni protein GAPDH
a vyjadriena jako % kontroly (explantaty vystavené pusobeni DMSO (0,5 %; v/v)). Zobrazena
data WB predstavuji reprezentativni vysledky ze tfi nezavislych experimentiu (explantaty
od 3 darkyn). Vysledky v grafech jsou vyjadfeny jako pruimér + SD ze tfi nezavislych
experimentu. Statisticka signifikance byla uréena pfi p < 0,033 (*0,033; **0,002; *** <0,001).
* Signifikantni rozdil od negativni kontroly (DMSQO) a # signifikantni rozdil od pozitivni
kontroly (SFN).
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4.1.4 Stanoveni hladiny katalasy

Vliv testovanych flavonoid na hladinu KAT je zobrazen na Obr. 11, kdy u TA i KV
v obou pouzitych koncentracich je mozné pozorovat stejny trend ucinku na mnozstvi
KAT v kozni tkéni ex vivo. Hladina KAT byla zvySena po 24h inkubaci s TA, KV
(5a50 umol-1™") az na 150 % negativni kontroly v ptipadé koncentrovanéjsiho KV
ai SFN (5 umol-1™") na hladinu 133 % negativni kontroly. V dal§im ¢asovém intervalu
(72 h) hladina KAT klesala, v pfipadé TA 50 umol-1" a KV 5 umol 1" byla mirné zvysena
oproti negativni kontrole (~ 119 a 123 %) au TA 5 umol-1"' a KV 50 umolI"' dosahovala
hladiny negativni kontroly. Po 168 h aplikaci byla hladina KAT srovnatelna s negativni
kontrolou u explantati vystavenych pasobeni TA, po aplikaci KV a SFN byla hladina

proteinu nizsi nez v kontrolnich tkanich ( ~ 85 % negativni kontroly) (Obr. 11).
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Obr. 11: Efekt TA a KV na hladinu proteinu KAT v lidskych koznich explantatech. Hladina
proteinu KAT v koZnich explantatech vystavenych ucinku TA a KV (5 a 50 pmol-1) byla
stanovena pomoci Western blotu v asovych intervalech 24, 72 a 168 h. SFN (5 pmol-1?)
reprezentuje pozitivni kontrolu. Data byla normalizovana na referencni protein GAPDH
a vyjadriena jako % kontroly (explantaty vystavené pusobeni DMSO (0,5 %; v/v)). Zobrazena
data WB predstavuji reprezentativni vysledky ze tfi nezavislych experimenti (explantaty
od 3 darkyn). Vysledky v grafech jsou vyjadfeny jako primér = SD ze tfi nezavislych
experimentu. Statisticka signifikance byla uréena pfi p < 0,033 (*0,033; **0,002; *** <0,001).
* Signifikantni rozdil od negativni kontroly (DMSO) a # signifikantni rozdil od pozitivni kontroly
(SFN).
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S DISKUZE

Zdravi lidské ktize ovliviiuje fada faktord. K poskozeni kozni tkan€, respektive koznich
bunék (keratinocyti, fibroblasti a melanocytl), ale i slozek ECM (kolagenu a elastinu),
muze prispivat oxidacni stres (OS) vyvolany nadmémou produkci ROS. Jednou
ze strategii, které buniky vyuzivaji v boji proti OS, je aktivace transkripniho faktoru
Nrf2. V disledku zvysené produkce ROS dochazi k modifikaci redoxné citlivych molekul
jako je napfiklad Keapl. Nasledkem oxidace sulthydrylovych skupin v proteinu Keap1
dochazi k uvolnéni Nrf2 z komplexu Nrf2/Keap1. Uvolnény protein Nrf2 se translokuje
z cytosolu do jadra buiiky, kde jako transkripcni faktor aktivuje expresi cytoprotektivnich,
antioxidaCnich a detoxikacnich proteint (Rysava et al., 2020).

Jelikoz lidska kize poskytuje ochranu pied pisobenim environmentalnich faktord,
nezbytnou pro zivot, je snahou odborniki z oblasti dermatologie a kosmetologie
podporovat dlouhodobé zdravi kiize a chranit ji pred poSkozenim vlivem vnéjSich faktort.
Z tohoto pohledu se v dermatologii jevi jako vhodné vyuziti pfirodnich latek,
tkan€. Velkou skupinu fytochemikalii s témito vlastnostmi piedstavuji polyfenoly.
Mezi nejhojnéjnéji se vyskytujici polyfenoly patii flavonoid KV. Tato molekula vykazuje
Siroké spektrum biologickych ucinkti napiiklad antioxidacnich, antimikrobialnich,
sledujicich jeho ucinky na kozni buiiky a tkan v in vifro 1 in vivo experimentech (de Lima
Cherubim et al., 2020; Anand David et al., 2016; Casagrande et al., 2006, Rajnochova
Svobodova et al., 2022). Podobné jako u KV, tak i u jeho derivatu TA bylo popsano
ptiznivé pusobeni na kozni buniky (Liu et al., 2023).

TA, ale zejména KV jsou jiz prakticky vyuzivany v dermatologickych pftipravcich,
at uz pro béznou péci (napriklad toner od =znacky Mirra, https://mirra.eu/)
nebo v pripravcich proti starnuti nebo k ochrané proti ucinkim UV zafeni (naptiklad
krém od znacky EltaMD, https://www.dermstore.com/). Vzhledem k tomu, zZe tyto
pfipravky jsou opakované a dlouhodobé aplikovany na kazi, je dulezité overit bezpecnost
slozek pripravki. U KV byla popsana nestabilita, ktera je akcelerovana UVA zafenim.
Z tohoto pohledu sejevi TA, ktery byl shledan (foto)stabilni, jako vhodnéjsi
pro dlouhodobé pouziti (Rajnochova Svobodova et al., 2017). U nékterych piirodnich
latek véetné KV (Zamanian et al., 2023) a TA (Liang et al., 2013; Kuang et al., 2017) byla

popsana schopnost aktivovat signalni drahu fizenou transkripcnim faktorem Nrf2. Bylo
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ale rovnéz popsano, ze dlouhodoba aktivace této signalni drahy farmakologicky
nebo genetickym zasahem vyvolava fadu nezadoucich ucinka v kozni tkani, zejména
v pokozce. Napfiklad u mysi s opakovanou aplikaci SFN a terc-butylhydrochinonu
(2-krat denné, 10 dni) farmakologicka aktivace Nrf2 vedla ke zhorSené deskvamaci kize,
kiehkosti korneocytt, zménam v lipidové bariéfe pokozky, zanétu a nadmérné expresi
mitogenu, které vyvolaly hyperproliferaci keratinocytl, coz se projevilo zesilenim
pokozky a hyperkeratozou (Schifer et al., 2012). Z uvedenych divodu tato prace mize
prispét k posouzeni vlivu opakované 7-denni aplikace vybranych polyfenolovych latek
TA a KV na lidské kozni explantaty. Jako pozitivni kontrola byl pouzit SFN,
ktery po opakované aplikaci u mysi vyvolal fadu nezadoucich zmén (Schifer etal., 2012).

Na modelu lidské kize ex vivo opakovana aplikace SFN nevedla ke zvysSeni hladiny
Nrf2 na rozdil od diivéjsi studie provedené na mysSich (Schéfer et al., 2012). Tento rozdil
muiize souviset s podminkami experimentu (ex vivo vs. in vivo), ale také s odlisnymi
vlastnostmi lidské a mysi kize. Vedle tloustky pokozky (zejména rohové vrstvy),
je to skuteCnost, ze v pokozce zdravé lidské kuze je hladina proteinu Nrf2 srovnatelna
od bazalni po granularni vrstvu, zatimco v my$i epidermis byl zji§tén gradient exprese
a aktivity Nrf2 (RySava et al., 2021). U studovanych flavonoida byly zmény v hladiné
Nrf2 malé (Obr. 8). Tomuto vysledku odpovidaji také pouze mirné ufinky TA a KV
na vybrané proteiny fizené transkripénim faktorem Nrf2 (HO-1, KAT a GST).
Na posledni jmenovany protein byly ucinky nejvyssi (Obr. 9). Podobné jako v naSich
experimentech aplikace TA na lidské fibroblasty jen mirné zvySovala hladinu Nrf2 a méla
minimalni vliv na mnozstvi proteinu HO-1 1 NQO1 (Rysava et. al., pfipraveny rukopis).
Naproti tomu v jiné studii byl popsan vyrazny efekt na translokaci proteinu Nrf2 do jadra
pii aplikaci KV a TA na lidské kozni fibroblasty a keratinocyty. U keratinocytu
doslo ke zvySeni hladiny HO-1 i KAT. U fibroblasti bylo pozorovano zvyseni KAT
po aplikaci KV, ale minimalni vliv na HO-1 u obou flavonoidii (Rajnochova Svobodova
et al., 2022).

Z dosud provedenych experimentid se jevi efekt obou latek spiSe mimy.
Ale vzhledem k velké interindividudlni variabilité mezi darkynémi a malému poctu
provedenych experimenti (n = 3) nelze zatim jednoznacn€ potvrdit nebo vyvratit
bezpecnost opakované aplikace KV a TA. Proto budou provedeny experimenty
na explantatech od dalSich darkyn a studium bude rozSifeno o dalsi proteiny,
které se podili na regulaci aktivity proteinu Nrf2 (napiiklad Keapl, Bachl, FynK),

ptipadné fosforylovanou formu proteinu Nrf2.
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6 ZAVER

slozky dermatologickych pfipravka, které pii bézné péCi opakované aplikujeme
na pokozku. Kize je souCasné vystavovana ruznym stresorum zpusobujicim OS
v koznich bunikach. Nékteré studie naznacuji, Ze polyfenolové latky mohou pusobit
1 prooxidacn€, zejména ve vysSich koncentracich, a vyvolavat poskozeni koznich bunék
¢i struktur. Z téchto davodi byl studovan ucinek TA a KV na hladinu proteinu Nrf2,
ktery je soucasti bunééné signalni drahy reagujici na redoxni zmény, a dale na hladiny
vybranych cilovych proteind (HO-1, KAT a GSTMI) této signalni drahy. Uginky obou
flavonoidu byly sledovany v lidskych koznich explantatech po 1-, 3- az 7-denni aplikaci.
Z vysledka vyplynuly tyto zaveéry:

» Na hladinu proteinu Nrf2 mély TA a KV vliv jiz pfi aplikaci nizsi testované
koncentrace (5 pmol-1"") po 1 dni a pii opakované aplikaci po 3 dnech. Pfi aplikaci
po dobu 7 dni doslo ke sniZeni uginku flavonoidi (5 umol-1") na tento protein.

> Na protein GST méla opakovana aplikace TA a KV (5 a 50 umol-1") nejvétsi Ginek
po 7 dnech. Vyjimkou bylo signifikantni zvySeni hladiny GST plasobenim TA
(5 umol-17) jiz po 1 aplikaci (1 dni).

> Hladina proteinu HO-1 se zvysila vlivem KV (5 a 50 pumol-1"Y) po 7 dnech aplikace,
na rozdil od TA (5 a 50 umol-1™"), ktery zvysil hladinu proteinu HO-1 v koZnich
explantatech uz po 3-denni aplikaci.

> Oba flavonoidy (5 a 50 pmol1") zvysily hladinu KAT nejvice po 1 aplikaci

a s opakovanim aplikace se efekt latek snizoval.

Ze ziskanych pilotnich vysledkli neni mozné jednoznacné vyloucit ani potvrdit riziko
spojené s opakovanou aplikaci studovanych flavonoidi na lidskou kazi, zejména
vzhledem k poctu opakovani provedenych experimentt. Pro stanoveni rizika/bezpe¢nosti
pouzivani TA a KV v dermalnich pfipravcich bude potfeba opakovat experimenty
na koznich tkanich od dalSich darkyti a doplnit studii o dalsi proteiny, napfiklad regulacni

proteiny transkripcniho faktoru Nrf2 jako je Keap1l, Bachl ¢i FynK.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ARE Antioxidacni responzivni element

Bachl Transkripcni faktor patfici do CNC-podrodiny

Bach2 Transkripcni faktor patfici do CNC-podrodiny

BCA Bicinchoninova kyselina

BR Biliverdin

BTB Broad komplex, Tramtrack, Brick-a-brack

BV Bilirubin

bZIP Strukturni motiv leucinového zipu

CNC Podrodina transkripcnich faktortt Cap'n’Collar

Cul3 Ubikvitin E3 ligasa (cullin3)

DGR Kelch doména na C-konci proteinu Keapl

DLG Motiv nalezici doméné Neh2 v Nrf2 (pro vazbu Keap1)
DMEM Dulbeccem modifikované Eaglovo médium

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

ECM Extracelularni matrix

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoether)-V,N,N,N -tetraoctova kyselina
EGF Epidermalni ristovy faktor

ETGE Motiv nalezici doméné Neh2 v Nrf2 (pro vazbu Keap1)
FBS Fetalni hovézi sérum

FynK Fyn kinasa

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa

GSH Redukovany glutathion

GSK-3p Kinasa glykogensynthasy 3

GST Glutathion S-tranferasa

GSTM1 Glutathion S-transferasa (podjednotka M1 tfidy Mu)
HO-1 Hemoxygenasa-1

KAT Katalasa

Keapl Kelch-like ECH-asociovany protein 1

KV Kvercetin

LC Langerhansovy butiky

MC Merkelovy buiky

Neh Homologni domény Nrf2-ECH

Nrf Rodina jadernych transkripcnich faktort

NLS Jaderné lokalizacni signaly v doménach proteinu Nrf2
NQO1 NAD(P)H chinonoxidoreduktasa 1

OS Oxidacni stres

PBS Fosfatovy pufr

POZ Poxvirus zinkovy prst

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

SFN Sulforafan

sMaf Malé proteiny muskuloaponeurotického fibrosakromu
SOD Superoxiddismutasa

B-TrCP Protein B-transducinu z komplexu ubikvitinligasy E3
TA Taxifolin

WB Western blot
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