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1 UVOD

Zapalové a autoimunitné ochorenia koze ako psoridza a atopicka dermatitida su
velmi roz§irenymi ochoreniami vyznamne znizujucimi kvalitu zivota Tudi na nich
trpiacich. Ich liecba je stustredena mimo iné aj na aktivaciu aryl uhlovodikového
receptora, €o je ligandom aktivovany transkripcny faktor. V bunkach koze sa chova ako
biosenzor reagujuci na vonkajsie alebo vnutorné podnety transkripciou ciel'ovych génov
a podiela sa taktiez na udrziavani epidermalnej bariéry. Spravna funkcia epidermalnej
bariéry je podmienena rovnovaznou expresiou bariérovych génov, medzi ktoré patri aj
hornerin, filagrin a involukrin. Zapalové ochorenia koze si charakteristické expresiou
roznych cytokinov, ktoré sa podielajd na ich patogenéze. Okrem aktivacie
aryluhl'ovodikového receptora sa k liecbe takychto ochoreni vyuziva aj modulécia
expresie cytokinov, ktoré sa zucastiiuju vich patogenéze. Tato diplomova praca sa
zameriava na posobenie triptanov (antimigrenik aligandov aryluhlovodikového
receptora) na obnovovanie expresie bariérovych génov koze, ktord je po pdsobeni

cytokinov znizena.
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3 LITERARNY PREHI’AD
3.1. Imunitny systém koze
Koza je najvacsim l'udskym organom a jej hlavnou funkciou je, ze tvori fyzikalne-
mechanickil bariéru braniacu organizmus pred vplyvom vonkajSieho prostredia. Jej
d’alSou nevyhnutnou funkciou je tvorba mnozstva roznych biologicky aktivnych latok
imunitného systému, ktora sa vyvinula ako doplnkova forma obrany organizmu (Bos et
Kapsenberg, 1986). Koza ako organ obsahuje viacero typov imunitnych buniek, ktoré sa
zucCastiuju ako v procesoch vrodenej imunity, tak aj v procesoch imunity ziskanej.
Imunitny systém koze zahfia kozné bunky a Specialne imunitné bunky, ¢im tvori SALT
— slizni¢ny imunitny systém koze (skin-associated lymphoid tissue) (Quaresma, 2019).
Bunkové zlozky SALT tvoria dendritické bunky, mastocyty, B aT lymfocyty
a keratinocyty (Nestle et al., 2009).

3.1.1. Bunky podielajice sa na fungovani imunitného systému koze
3.1.1.1. Keratinocyty

Keratinocyty su epitelialne bunky prepojené tesnymi spojeniami (tight junctions)
a maju dolezitt ulohu pri udrziavani mechanickych a bariérovych funkcii epidermis.
Produkuju cytokiny a v urcitych pripadoch exprimuju MHC II glykoproteiny (major
histocompatibility complex), ¢im sa zicCastiiuju infekénych a zapalovych procesov v kozi
(Nickoloff et Turka, 1994). Dokazu rozoznat potencidlne patogény a vysoko
konzervované Struktiry zname ako PAMPs — molekularne vzory patogénov (pathogen-
associated molecular patterns) (Nestle et al., 2009). PAMPs st rozpoznavané receptormi
vSeobecne znamymi ako vzory-rozpoznavajuce receptory (PPRs — pattern recognition
receptors), medzi ktoré patria aj toll-like receptory (TLR). Epidermalne keratinocyty
exprimuju niekol'ko druhov toll-like receptorov — na bunkovom povrchu hlavne TLRI1,
TLR2, TLR4, TLRS a TLR6 av endozomoch exprimuju TLR3 a TLR9 (Lebre et al.,
2007). Aktivacia TLR signalnych drah nastava po vdzbe PAMPs a spusta kaskadu
imunitnych odpovedi ziskanej a vrodenej imunity. Aktivacia TLR keratinocytov vedie
k odpovedi hlavne Thl buniek (T — pomocné bunky) a naslednej aktivacii interferonov o
a B (Lai et Gallo, 2008). Produkuju antimikrobidlne peptidy (AMPs) defenziny
a katelicidiny, ktoré eukaryotickym bunkam sluzia ako vysoko konzervovany obranny
mechanizmus. AMPs sa  exprimuju v poSkodenom  epiteli  a pdsobia

proti mikroorganizmom aktivaciou imunitnych buniek a modulovanim hladiny cytokinov



(Gilliet er Lande, 2008). Keratinocyty produkuju hlavne IL-1, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18,
IL-22 a tumor nekrozovy faktor o (TNFa) (Albanesi et al., 2005).

3.1.1.1.1. HaCaT bunkova linia

HaCaT bunkova linia je linia imortalizovanych l'udskych keratinocytov vyuzivana
pre Stadium epidermalne; homeostdzy a patofyziologie, avSak oproti normalnym
I'udskym keratinocytom (NHK) ma svoje limity. HaCaT bunky maja v bunkovej kulture
vysoky diferenciacny potencial, Co vedie k ich pouzivaniu ako alternativy k NHK. HaCaT
aNHK bunky maju rozdielny transkripny profil epidermalnych diferenciacnych

markerov zavisly na cytokinoch Th buniek (Seo et al., 2012).
3.1.1.2. Melanocyty

Melanocyty su odvodené z buniek neuralnej listy (Park et Yaar, 2012). Produkuju
pigment melanin, ktory kozi dodava farbu a chrani keratinocyty pred UV radiaciou, ktora
moze indukovat' DNA zlomy (Brenner e Hearing, 2008). St schopné kontrolovat lokalne
odpovede vrodenej i ziskanej imunity, iniciuju fagocytozu patogénov a produkciu IL-1,
IL-6, TNFa a chemokinov (Mattei et al., 1994). Po kontakte s infekénymi Casticami st
schopné exprimovat niekol’ko druhov TLR (TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR7 a TLR9)
(Yu et al., 2009).

3.1.1.3. B lymfocyty

B lymfocyty st hlavné bunky humorélne; zlozky imunitnej odpovede —
syntetizuju protilatky (Laffleur et al., 2017). Mozu taktiez fungovat ako antigén-
prezentujuce bunky (APCs) a produkovat cytokiny (Rodriguez-Pinto, 2005). Exprimuju
B antigénovy receptor (BCR) — imunoglobulinova molekula skladajtca sa zo 4 retazcov
— 2 l'ahké a 2 tazké — spojenych disulfidickymi mostikmi. BCR deteguje antigén priamo,
akazda B bunka exprimuje Specificky BCR (Leichner er Kambayashi, 2014).
B lymfocyty sa v zdravej kozi vyskytuju len zriedka, migruja do nej ak je pritomny nejaky
antigén skrz endotel a interaguju s receptormi selektinov, integrinov s chemokinov
(Shimizu et al., 1992). Pri infekénych a zapalovych koznych procesoch (napriklad
atopicka dermatitida) m6zu B lymfocyty vykazovat prozapalové, no aj inhibi¢né efekty.
Mechanizmus uc¢inku B lymfocytov je sprostredkovany ich interakciou s T lymfocytmi

a zlozkami vrodenej imunity (Geherin ez al., 2012).



3.1.1.4. T lymfocyty

T lymfocyty st hlavnymi bunkami ziskanej imunity a produkuju vysoko
polymorfné antigénoveé receptory, ktorymi su schopné rozpoznat’ antigény. Po rozpoznani
antigénu, tzv. aktivacii, podstupuju klonalne preskupenie a postupne nadobudaju
schopnost’ zabijat patogénmi napadnuté bunky s vysokou presnostou (von Boehmer,
1997). T bunky, rovnako ako B bunky vznikaji v kostnej dreni, avSak T bunky nasledne
eSte migruju do tymusu, kde dospievaju. Dospelé T bunky sa povazuju za ,naivné®
dokym neddjde kich stretu s antigénom. Po maturacii T bunky zacni na povrchu
exprimovat unikatnu antigén viazucu molekulu — T bunkovy receptor (TCR — T cell
receptor). Zatial' ¢o B bunky vo svojom povrchu viazu protilatky, ktoré samotné dokazu
rozpoznat’ antigén, vac§ina TCR rozpoznava antigén vo forme komplexnych ligandov —
antigénne peptidy naviazané na MHC molekulu (major histocompatibility complex) inej
bunky (Moss et al., 1992; Andersen et al., 2006). Dospelé T lymfocyty exprimuju
bud’ CD4 alebo CDS8 glykoproteiny, na zaklade ¢oho st rozdelené do dvoch zakladnych
efektorovych subpopulacii: CD4+ pomocné (Th) a CD8+ cytotoxické (Tc) bunky
(Andersen et al., 2006). Fakt, ze aj zdrava koza obsahuje T bunky je znamy uz
od osemdesiatych rokov (Bos et al., 1987), ide cca o 1 milion T buniek na cm? koze (Clark
et al., 2006) Populacia lymfocytov v kozi je vel'mi heterogénna a skladd sa hlavne
z pamétovych T buniek (>95%) (Bos et al., 1987). V epidermis sa nachadzaja v stratum
basale, v blizkosti Langerhansovych buniek (Foster et al., 1990). V dermis sa T bunky
zhlukuju v okoli kapilar, no je mozné ich najst’ aj v zone dermoepidermalnej junkcie
a v okoli koznych priveskov — nechtov, vlasov, potnych a mazovych zliaz. CD4+ a CD8+
T lymfocyty sa v kozi vyskytuji v podobnych mnozstvach a vac¢Sina z nich je taktiez
pamitova (Bos er al., 1987). V kozi sa nachadzaju rozne T lymfocyty zucastiiujuce sa
klasickych imunitnych odpovedi, hlavne pomocné T lymfocyty (helper T cells) Th1, Th2,
Th17 aregulaéné T lymfocyty (Treg), ktoré boli v kozi najdené pri roznych infekénych
¢i zapalovych ochoreniach ako je psoriaza alebo atopicka dermatitida (Nestle et al.,

2009).
3.1.14.1. Th lymfocyty (CD4+ bunky)

Pomocné Th lymfocyty su nevyhnutné pre takmer vSetky odpovede ziskaného
imuntného systému. Pomahaju aktivovat B bunky, ktorych funkciou je vylucovat

protilatky a taktiez pomahaju aktivovat’ cytotoxické T bunky, ktoré zabijaji infikované



cielové bunky (Alberts et al., 2002). Th17 lymfocyty st hlavnym zdrojom IL-17
areguluji tkanivové zapaly (Park et al., 2005). Su taktiez klaCovymi bunkami
pri patogenéze psoridzy a atopickej dermatitidy askrz IL-17 zvySuji expresiu
keratinocytovych AMPs (Liang et al., 2006). Th22 bunky produkuju hlavne IL-22
a zucastiuju sa imunopatologickych procesov autoimunitnych ochoreni koze (Nograles

et al., 2009).
3.1.1.4.2. Cytotoxické T lymfocyty (CD8+ bunky)

Cytotoxické T bunky exprimuju glykoprotein CDS8, rozpoznavaju peptidy
naviazané na MHC triedy I a hraja kI"aCovu tlohu pri potlacani az eradikovani viralnych

infekcii (Bjorkman et al., 1987).
3.1.1.4.3. Treg lymfocyty

Existencia a supresorova funkcia Treg buniek boli postulované uz v roku 1970.
V tom cCase neboli tieto bunky ani ich vylucované , faktory” charakterizované a na cely
koncept supresorovych T buniek sa na par rokov zabudlo (Gershon et Kondo, 1970).
V roku 1995 boli tieto bunky popisané a pomenované ako Treg lymfocyty — podskupina
periférnych CD4+ Th buniek exprimujuca CD25 (Sakaguchi er al., 1995). Su kritické
pre spravny vyvin audrziavanie ,,samotolerancie (prevencia autoimunity), potlacajua
aktivaciu a proliferaciu ostatnych T buniek a produkciu cytokinov (Sakaguchi, 2005).
V zdravej, nezapalenej kozi su Treg distribuované preferencne v blizkosti vlasovych

folikul a vSeobecne v kozi s vysSou hustotou ochlpenia (Rodriguez et al., 2014).
3.1.1.44. v6 T lymfocyty

vd T bunky boli objavené v roku 1986 (Bank ef al., 1986) a ide o epitelialny typ
buniek (Nielsen et al., 2017). Rovnako ako B a T lymfocyty exprimuju TCR uz v tymuse
(Jin et al., 2009). yd T lymfocyty v kozi tvoria intraepitelialnu populéciu lymfocytov
(IEL) a nazyvaju sa taktiez dendritické epidermélne T bunky (DETC). Svojim TCR
rozpoznavaju nezname ligandy poSkodenych keratinocytov. Aktivované DETC sa
schopné cytolyzy, proliferacie in vitro, produkcie fibroblastového rastového faktora 7
(potrebny pri hojeni ran) a produkcie cytokinov (Jameson et al., 2004). Rovnako
produkuju aj IL-17, zG¢astriujlci sa v patogenéze psoriazy a moézu byt teda potencialnym

buducim ciel'om pri lieceni tohto ochorenia (Cai et al., 2011).



3.1.1.5. NKa NKT bunky

NK bunky st lymfocyty, ktoré neexprimuju T a B receptory (Kumar et al., 2017).
Su sacastou vrodenej aj ziskanej imunitnej odpovede a mozu produkovat’ granzym,
perforin a granulyzin, ¢im sa taktiez zucastiiuju priamej degradacie mikroorganizmov
(Trapani, 1995). Aktivuju makrofagy, ¢o vedie k fagocytdoze mikroorganizmov (Kumar

etal., 2017).

NKT bunky st typom NK buniek, ktoré vykazuju vlastnosti NK a T buniek a su
schopné uvoltiovat interferon y (IFNy), IL-22 a IL-17. Tieto cytokiny su dodlezité
pri aktivacii makrofagov a udrziavani integrity epidermalnej bariéry (Rachitskaya et al.,

2008; Witte et al., 2010; Mocchiegani et Malavolta, 2004).
3.1.1.6. Neutrofily

Neutrofily su najpocetnej§imi myeloidnymi bunkami. Ide o mobilné, kratkozijuce
fagotické leukocyty, ktoré patria do prvej linie obrany pri akatnych zapalovych stavoch.
Vznikaju v kostnej dreni a su naplnené granulami. Ich funkcie pohlcovania, zabijania
a metabolizovania patogénov si zavislé na proteinoch v primarnych a sekundarnych
granulach. Primarme granuld obsahuji najtoxickejSie mediatory - kationické
defenziny, myeloperoxidazu alebo elastazu, zatial ¢o sekundarne granula obsahuju
chelatory zeleza, laktoferin a iné metaloprotedzy. Mftve neutrofily v miestach zapalu

prispievaju k tvorbe hnisu (Lacy, 2006; Actor, 2012).
3.1.1.7. Monocyty a makrofagy

Monocyty a makrofagy patria medzi mononuklearne fagocytujuce imunitné
bunky. Cirkuluja krvnym obehom a v pripade zéapalu cestujii do zasiahnutého miesta
(Olingy et al., 2019). Makrofagy su terminalne diferencované, dlho-zijuce monocyty
zijuce v pojivovom tkanive kde tvoria mononuklearny fagocytovy systém (MPS) -
populaciu buniek odvodenych od progenitorovych buniek z kostnej drene, ktoré
diferencuju na krvné monocyty, z ktorych v tkanivach vznikaju makrofagy (Van Furth,
1992). Specializované makrofagy v koZi sa nazyvaju Langerhansove bunky (Actor,

2012).
3.1.1.8. Bazofily

Bazofily boli objavené pred viac ako 140 rokmi (Ehrlich, 1879)

a v sedemdesiatych rokoch dvadsiateho storocia bolo pozorované, ze mézu vylucovat
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histamin po cross-linkovani s vysoko afinitnym receptorom pre IgE (Ishizaka et al.,
1972). Prispievaju k patogenéze koznych alergickych ochoreni a zapalov (Mukai et al.,
2005; Obata et al., 2007). Su schopné infiltracie do zapalenych tkaniv, hlavne u l'udi
s atopickou dermatitidou (AD) (Stone et al., 2010).

3.1.1.9. Zirne bunky

Zirne bunky su tkanivové zapalové bunky hematopoietického povodu. Reaguju
na signaly vrodeného a ziskaného imunitného systému okamzitou alebo oneskorenou
sekréciou zapalovych mediatorov. Nachadzaju sa prevazne v blizkosti pojivového
tkaniva. Zapajaja sa do patogenézy hypersenzitivity, astmy, mastocytozy

a autoimunitnych ochoreni a taktiez pri hojeni ran (Yong, 1997; Stone et al., 2010).
3.1.1.10. Eozinofily

Eozinofily, ako vacSina imunitnych buniek, su produkované v kostnej dreni
z pluripotentnych kmeniovych buniek, ktoré najskor diferencuji na hybridného
prekurzora. Tento hybridny prekurzor nesie vlastnosti bazofilov a eozinofilov. Nasledne
bunky d’alej diferencuju do samostatnej eozinofilovej linie, kde kI'i¢ovym faktorom ich
vyvoja je cytokin IL-5. Ten je zaroven produkovany v miestach alergického zapalu
alebo infekcii a distalne pdsobi na kostnu drefi ¢o vedie k uvol'neniu eozinofilov (Boyce
et al., 1995, Rosenberg et al., 2007). Eozinofily si spajané s patogenézou alergii
respiracného traktu, ktoré sa modze vyvinut' az do bodu alergickej astmy (Bochner

et Busse, 2005).
3.1.1.11. Endotelialne bunky

Endotelialne bunky, rovnako ako hematopoietické bunky, vysoko pravdepodobne
vznikaju zrovnakej prekurzorovej bunky — hemangioblastu (Choi er al., 1998). Su
dolezitou sucastou srdcového a cievneho systému a zabezpeCuju dodlezité prepojenie
medzi kardiovaskularnym a imunitnym systémom (Sturtzel, 2017). Pomahaja udrzovat’
cievne steny aobehové funkcie. Tvoria bariéru nazyvani endotel, ktora je
semipermeabilna a ma na starosti prenos malych i velkych molekul (Sumpio ez al., 2002).
V imunitnom systéme a pri zapalovych reakciach endotelidlne bunky reguluju pohyb
lymfocytov  aleukocytov do tkaniv. Pri  zapalovych stavoch dochadza
k hemodynamickym zmenam v mieste zapalu. Vd'aka dilatacii ciev sa zvySuje prudenie

krvi a mediatory pdsobiace na endotel su uvolnené. Aktivované endotelialne bunky



syntetizuju IL-8, ktory pritahuje neutrofily a stimuluje ich degranulaciu (Sumpio et al.,
2002). V pociato¢nych fazach zapalu, kedy este prevladaju funkcie vrodenej imunity,
bunky endotelu aktivuju TLR proteiny, ktoré sprostredkavaji imunitné odpovede (Imhof

etal., 2017).

3.1.2. Iné bunkové a nebunkové zlozky podiel’ajiice sa na fungovani

imunitného systému koze

Fibroblasty sice nepatria do prvej linie obrany pri napadnuti imunitného systému,
no spolupracuji snim (Quaresma, 2019). St dolezité pri hojeni ran a tvorbou
extracelularnej matrix (ECM) ovplyviluju zapalové stavy v kozi (Jordana et al., 1994;
Werner et al., 2007). Yao et al dokézali, ze kozné fibroblasty exprimuju 10 réznych TLR,

a ze su funkcne aktivne (Yao et al., 2015).

Mazové zl'azy su holokrinné a sekretuji sebum —maz — do vrchnej ¢asti vlasovych
folikul. Maz je nasledne distribuovany po povrchu koze (Thody er Shuster, 1989).
Exprimuju TLR-2 a TLR-4 (Oeff et al., 2002). NaruSenie mazovej lipidovej bariéry moze
byt faktorom pri patogenéze acne vulgaris, atopickej dermatitide, psoridze, rosacee

alebo seboreickej dermatitide (Shi ef al., 2015).

Riol-Blanco et al. poukazali na blizky vztah nociceptorov a dermalnych
dendrocytov. Nociceptory su ich interakciou s dermalnymi dendrocytmi schopné
regulovat’ drahu IL-23/IL-17 a kontrolovat imunitni odpoved’ koze (Riol-Blanco et al.,

2014).
3.1.3. Kozny zapal

Zapalové reakcie organizmu vSeobecne su sucastou nespecifickej imunitnej
odpovede na akykol'vek typ zranenia. Medzi hlavné priznaky zapalu patria zvySené
prudenie krvi, zvySend miera bunkového metabolizmu, vazodilatacia, uvolnovanie
rozpustnych mediatorov, unik tekutin a prival buniek. Zapalovy proces organizmu je
pri normalnych podmienkach regulovany, no pri chronickych zapalovych ochoreniach sa
stava trvalym. Jednym z najdolezitejSich rozpustnych mediatorov zacastiujucich sa
zapalového procesu je IL- — potentny pro-zapalovy cytokin, ktory vyvolava zvysSenu
teplotu, hypotenziu a produkciu dal§ich cytokinov. Akuatny zapalovy stav je
charakteristicky infiltraciou buniek vrodeného imunitného systému, konkrétne

neutrofilmi a makrofagmi, zatial’ o chronicky zapalovy stav je charakteristicky prisunom



T-lymfocytov a plazmatickych buniek a eventualne vedie az k strate tkanivovej funkcie
nasledkom fibrézy (Ferrero-Miliani er al., 2007). Koza, ako ,najvonkaj$i“ organ
I'udského tela je exponovana roznym environmentalnym faktorom, ktoré ovplyviuju
homeostazu jej fyziologickych funkcii. Niekedy tieto environmentéalne faktory v kozi
indukuju zapalové odpovede, ktoré su istou formou adapticie na vonkajsie stimuly
(Sawada et al., 2021). Nasledujuca cCast’ je venovana popisaniu reprezentativnych

koznych zapalovych ochoreni.
3.1.3.1. Psoriaza

Psoriaza je chronické zapalové kozné ochorenie vykazujuce autoimunitné
patogénne znaky, ktoré je typické silnou genetickou predispoziciou. Rozsirenost’ vo svete
¢ini okolo 2 %, no lisi sa vramci roznych regionov (Christophers, 2001).
Najrozsirenej§im typom je psoriasis vulgaris, ktora ¢ini okolo 90 % incidencii psoriazy
celkovo. Je charakteristicka pritomnostou ostro ohrani¢enych, zaclervenanych
a svrbivych lozisiek — plakov — ktoré su pokryté striebristymi Supinkami. Takéto plaky sa
mozu zhlukovat a pokryvat’ vel'ké oblasti koze, vratane trupu, koncatin a pokozky hlavy
(Nestle et al., 2009). Inverzna psoridza je variaciou psoriazy, pri ktorej sa loziska
nachadzaju v oblastiach koznych zadhybov alebo anogenitalnej oblasti (Micali et al.,
2019). Psoriaza guttata je typickd akatnym nastupom malych zacervenanych plakov
a zvy&ajne postihuje deti a adolescentov. Casto mdze byt spustena streptokokalnymi
infekciami a neskor prerast az do psoriasis vulgaris (Martin et al., 1996). Medzi prejavy
pustularnej psoriazy patri pritomnost’ viacerych zlucujucich sa sterilnych pustal. Moze
byt lokalizovana — napriklad palmoplantarna pustularna psoridza, alebo generalizovana,
ktora postupuje akutne, sposobuje difizne zaCervenanie, subkornealne pustuly a ¢asto ju
sprevadzaju systémové symptomy (Navarini et al., 2017). Erytrodermicka psoridza patri
medzi vzacne akutne ochorenia, pri ktorom je minimalne 75 % povrchu tela
zacCervenanych a zapalenych. Moze sa vyvinut z ktoréhokol'vek typu psoridzy a vyzaduje
si nudzové osSetrenie (Singh et al., 2016). Psoridza typicky postihuje kozu, no modze
taktieZ zasiahnut aj kiby, pri¢om zapal moze postihnat rozne organové systémy (Gerdes

et al., 2016).
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Obrazok ¢. 1: Klinické prejavy psoriasis vulgaris. (obrazok prevzaty z Rendon

et Schikel, 2019)

Klucovym priznakom psoriazy je trvaly zapal, ktory vedie k nekontrolovanej
proliferacii keratinocytov a ich dysfunk¢nej diferenciacii. Zapalovy infiltrat dermalnych
dendritickych buniek, makrofagov, T buniek a neutrofilov je prekryty zmnozenymi
keratinocytmi (Griffiths er Barker, 2007). Dolezitym faktorom taktiez je, ze tvorba
psoriatickych plakov nie je limitovana do epidermalnej vrstvy no prechadza az do dermis.
Patogenéza psoriazy moze byt rozdelena do dvoch zékladnych faz —iniciacnej fazy a fazy
udrziavania. Iniciana faza moze byt spustena traumou (Koebnerov fenomén), infekciou
alebo liekmi. Faza udrziavania je charakteristicka chronickym postupom ochorenia (Di
Meglio et al., 2014). V pociatocnej faze hraju doleziti ulohu hlavne dendritické bunky
a ich schopnost’ prezentovania antigénu, avsak ich aktivacia v ramci tohto ochorenia este
nie je uplne objasnenym fenoménom. Jednym z navrhovanych mechanizmov je
rozpoznavanie AMPs, ktoré su sekrétované keratinocytmi ako odpoved’ na poranenie
a ktoré su v psoriatickej kozi Casto nadexprimované. Konkrétne LL37 je vyluCovany
poskodenymi keratinocytmi a nésledne tvori komplexy s DNA a RNA fragmentami,
ktoré st uvolnované inymi poskodenymi bunkami. LL37/DNA komplex stimuluje toll
like receptor 9 plasmacytoidnych dendritickych buniek, ktorych aktivacia je kltic¢ova
pri pociato¢nom vyvine psoriatického plaku a je charakteristicka produkciou IFN typu L.
IFN typu Ia cytokiny produkované aktivovanymi keratinocytmi (IL-1pB, IL-6 a TNF)
moézu aktivovat myeloidné dendritické bunky. LL37/RNA komplex stimuluje
plasmacytoidné dendritické bunky skrz toll like receptor 7 a myeloidné dendritické bunky

skrz toll like receptor 8. Aktivované myeloidné dendritické bunky migruju
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do lymfatickych uzlin auvolfiujd TNF-a, IL-23 allL-12. IL-23 alIL-12 moduluju
diferenciaciu a proliferaciu Th17 a Thl buniek. Aktivacia dermalnych dendritickych
buniek aich interakcia s T bunkami je kritickd pri tvorbe plakov, pretoze vytvara
IL-23/1L-17 zéapalové prostredie, v ktorom IL-23 podporuje efektorové funkcie Th17
buniek a cytotoxickych Tcl7 buniek, ¢o udrzuje psoriaticky zapal v chronickej faze.
Tento patogénny crosstalk medzi keratinocytmi, dendritickymi bunkami a T bunkami
udrzovany TNF, IL-23 alL-17 (klinicky relevantné pre psoriazu hlavne IL-17A
aIL-17F) stoji za neusporiadanou imunitnou odpovedou sledovanou u pacientov
s psoriazou (Di Meglio et al., 2014; Rendon er Schikel, 2019). Dolezitost’ IL-23/1L.-17
osi v ramci imunopatogenézy psoriazy bola potvrdena sledovanim mySieho modelu,

kde bola psoriaza indukovana pouzitim imiquimodu (Yoshiki et al., 2014).
3.1.3.2. Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida (AD) je komplexné acelkom casté zapalové kozné
ochorenie, pre ktoré je typicky imunitne sprostredkovany zapal a dysfunkcia
epidermalnej bariéry a svrbenie. Primame postihuje deti aje taktiez charakteristicka
kombinaciou environmentalnych a genetickych faktorov. Gény implikované
v patogenéze AD koduju regulacné proteiny zucastiiujuce sa terminalnej diferenciacie
keratinocytov ako aj faktory vrodeného a ziskaného imunitného systému (Guttman-
Yassky et al., 2017). NajcastejSie popisované mutacie sa tykaju variacii génu pre filagrin,
ktoré su nachadzané u 10 — 50 % jedincov s AD na svete. Varidcie v expresii funkéného
filagrinu m6ézu modulovat’ vyvin avaznost AD (Irvine et al., 2011). Odhliadnuc
od filagrinu sa do patogenézy AD =zapajaju aj dalSie bariérové gény kddované
epidermalnym diferenciatnym komplexom (lokus na chromozome 1q21) — lorikrin,
involukrin a podobne (de Guzman Strong et al., 2010). V ramci stratum corneum je
filagrin esencialny pre bariérovu funkciu koze, pretoze sa vo forme monomérov integruje
do lipidovej obalky. Vo vrchnej vrstve stratum corneum je degradovany za uvolnovania
vol'nych aminokyselin, ktoré pomahaja udrzovat’ vlhkost koze (Thyssen et Kezic, 2014).
Poskodenie koznej bariéry aktivuje keratinocyty a Langerhansove bunky, ktoré obratom
zacnu produkovat’ pro-zapalové cytokiny ako TSLP (thymic stromal lymphoprotein),
IL-25 a IL-33, ktoré nasledne spustaja aktivaciu Th2 buniek, IL-5 alL-13.
Langerhansove bunky a zapalové dendritické epidermalne bunke priamo spracovavaju
antigény a prezentuju ich Th2 bunkam. Zapalové dendritické bunky taktiez uvoltiuju

chemokiny CCL17, CCL18 a CCL22, ktoré privolavaju d’alsSie Th2 bunky a zosiltiuju ich
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odpovede. Rovnako zosiltiuji produkciu cytokinov Th2 a Th22 buniek (IL-4, 1L.-13, IL-
31 alL-22), ktoré downreguluju termindlnu diferenciaciu keratinocytov, expresiu
proteinov epidermélnej bariéry a proteinov tesného spojenia. IL-31, konkrétne

zintenziviiuje svrbenie a znizuje kvalitu zivota 'udi s tymto ochorenim (Guttman-Yassky

et al.,2014; Sawada et al., 2021).

Obrazok ¢. 2: Zacervenana koza ako prejav atopickej dermatitidy. (obrazok prevzaty

zo Spergel et Paller, 2003)

3.2. Cytokiny

Cytokiny su rozpustné proteiny produkované prevazne leukocytmi, no aj inymi
typmi buniek. Funguju ako chemické medzibunkové komunikatory, sami o sebe nie su
efektorovymi molekulami. Ich hlavnou ulohou je regulacia obrany organizmu
pred patogénmi alebo zapalovymi reakciami. Véac¢§ina je sekretovand, no niektoré z nich
mozu byt exprimované na povrchu buniek. Viazu sa na $pecifické receptory na povrchu
cielovych buniek, ¢o nasledne spusta signalnu transdukciu. Vacsina z nich moze byt
rozdelena do zakladnych skupin: rastové faktory, pro alebo protizapalové molekuly alebo
polarizatory imunitnej odpovede. Cytokiny taktiez vykazuju dve zékladné vlastnosti.
Za prvé, jeden cytokin Casto spusta sekréciu d’alSieho cytokinu ciel'ovou bunkou, ¢omu
sa hovori cytokinova kaskada. Po druhé, jednotlivé cytokiny mézu modulovat’ tc¢inok
d’alSich cytokinov pdsobiacich na rovnaku cielova bunku (Pober et Cotran; 1990;

Dinarello, 2007).

Cytokiny sa zucastiiuju vrodenych imunitnych odpovedi. Zatial o takéto

odpovede st pre prezitie organizmu nevyhnutné, moze sa stat, ze sa vymknu kontrole.
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Cize jeden cytokin, ktory pri nejakom ochoreni pracuje ako obranny, pri inom, trebars

autoimunitnom ochoreni sa moze zic¢astiiovat prave jeho patogenézy (Dinarello, 2007).

Nasledujuca cast je venovana popisu cytokinov, ktorych posobenie bolo

sledované v experimentalnej Casti tejto diplomovej prace.
3.2.1. TNF-a — tumor necrosis factor a

Tumor necrosis factor (TNF-a) bol prvykrat objaveny v roku 1985. V §tudiach
Aggarwal a kolektivu boli izolované dva cytotoxické faktory — jeden z makrofagov
o molekulovej hmotnosti 17 kDa neskor nazvany TNF a jeden odvodeny z lymfocytov
nazvany lymfotoxin o hmotnosti 20 kDa. Zistené taktiez bolo, ze su tieto proteiny
homolégne, co viedlo k pomenovaniam TNF-o a TNF-B (Aggarwal et al., 1984;
Aggarwal et al., 1985; Aggarwal et al., 1985).

TNF je protein zloZeny zo 157 aminokyselin a je prvotne syntetizovany ako pro-
TNF viazany na membranu. Z membrany je nasledne uvolneny pomocou TNF
konvertujuiceho enzymu TACE (metaloproteinaza), ktory sprostredkovava jeho

odstiepenie (Aggarwal et al., 1985).

TNF patri do superrodiny, ktord pozostava z 19 ligandov a 29 receptorov, ktoré
v organizme nesu rozdielne funkcie. VSetky TNF patriace do tejto superrodiny vykazuju
prozapalovu aktivitu, sCasti aj skrz aktivaciu transkripcného faktora NF-kB. Mnoho TNF
pdsobi na hematopoietické bunky proliferacne a niektoré hraju svoju ulohu v apoptoze
(Gaur et Aggarwal, 2003). Vacsina TNF ma vSak aj podporné no aj potencialne Skodlivé

ucinky na organizmus (Aggarwal, 2003).

TNF-a moéze byt exprimovany dvoma sposobmi — bud vjeho 26 kDa
transmembranovej forme, alebo v jeho rozpustnej 17 kDa forme (Li ef al., 2006). Sada
na dva zakladné receptory TNFR1 a TNFR2. TNFRI1 je exprimovany na povrchu vacsiny
buniek v tele, no TNFR2 je exprimovany primarne na hematopoietickych bunkach. Zatial
¢o TNFR1 je aktivovany rozpustnym ligandom, TNFR2 je primarne aktivovany
transmembranovym TNF (Balkwill, 2009). Aj ked’ s TNF-a interaguji oba receptory,
hlavnym receptorom sprostredkujicim bunkové efekty TNF je vo véacSine buniek prave
TNFR1. TNFR1 obsahuje doménu smrti (DD), jedna sa teda o dolezity receptor smrti,
ktory je schopny indukovat apoptézu. TNRF2 sice DD neobsahuje, no dokaze
sprostredkovat’ signal na usmrtenie bunky nepriamo skrz TNFR1 (Wajant et al., 2003).
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Po naviazani TNF (prirodzeny homotrimér) na TNFRI1 (tento receptor tiez tvori
homotrimér), dojde k vizbe domény smrti a adaptorového proteinu TRADD (TNFR-
associated death domain). TRADD sa naviaze na downstreamové adaptorové proteiny,
konkrétne s receptormi interagujuci protein (RIP), faktor 2 asociovany s TNFR (TRAF-
2) a doménu smrti asociovanu s Fas (FADD). TNFR1, TRADD, TRAF-2 a RIP spolu
tvoria komplex I (Wang er Lin, 2008). Ku komplexu I néasledne TRAF-2 privola
inhibitorova kB kindzu (IKK) (Devin et al., 2000). IKK aktivacia je sprostredkovana RIP,
ktory reaguje s MEKK3 (tiez MAP3K3 — mitogénom aktivovana protein kinaza kinaza
kinaza), ktora fosforyluje a tym aktivuje IKK (Yang et al., 2001). Aktivovana IKK
fosforyluje IkB (inhibitor kB), ktory je rapidne polyubikvitonovany a degradovany.
Degradacia «B vedie k ohaleniu jeho jadrového Ilokalizacného signalu NF-kB,
co spdsobuje jeho translokaciu do jadra, kde je spustend transkripcia jeho cielovych
génov. Medzi cielové gény NF-«kB patria antiapoptotické A20, cIAP-1, cIAP-2, Bcl-xL,
XIAP a IEX-1L (Karin et al., 2004).

Apoptotickd draha TNF je iniciovand ked” TNRF1 signalizuje komplexu I
aby formoval komplex II. Komplex II sa sklada z TRADD, RIP, FADD a kaspazy-8.
Kaspaza-8 aktivuje kaspazy 3 a7 aendonukleazy. Toto vedie k zni¢eniu bunkovych
proteinov, fragmentacii DNA a konecne az k apoptotickej smrti bunky (Wang et Lin,

2008).

TNF moze taktiez indukovat’ nekroticka bunkovu smrt, pri ktorej hraju kriticku
ulohu aj ROS (kyslikové radikaly — reactive oxygen species) (Lin et al., 2004). TNF
indukovana nekroza vyzaduje RIP kindzovu aktivitu a dochadza k aktivacii NADPH
oxidazy Nox1 formaciou komplexu s TRADD, RIP1 a Racl (Kim et al., 2007).

Sérova koncentracia TNF je zvySena u pacientov s rakovinou (Ferrajoli et al.,
2002), no taktiez bola jeho zvySena expresia pozorovana v rdznych preneoplastickych
a tumorovych tkanivach (Ferrajoli er al., 2002; Szlosarek et al., 2006; Ahmed et al.,
2001). Cize TNF preukazatelne podporuje tvorbu nadorov, no viaceré §tudie potvrdili,
ze v niektorych experimentalnych systémoch vykazuje antirakovinotvorné ucinky.
Napriklad TNF-/- mys$i boli v stadii Swann et al., signifikantne viac nachylné
na 3‘-metylcholantrénom indukovany kozny sarkom nez wild-type mysi (Swann et al.,

2008).
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TNF-o je vkozi sice primamne produkovany aktivovanymi makrofagmi,
no vylucuju ho aj epidermalne keratinocyty (Kock et al., 1990). Nizke hodnoty TNF-a st
pritomné v najvrchnejSe; Casti zdravej epidermis, no jeho syntéza a sekrécia
keratinocytmi je zvySena hlavne pri zraneniach, infekcii alebo UV radiacii (Griffiths
et al., 1991; Kock et al., 1990; Kondo er Ohshima, 1996). Z TNF-a receptorov
keratinocyty exprimuji hlavne TNFR1 (Kondo et Sauder, 1997). Viazba TNF-a
na TNFR1 spusta kaskadu procesov veducich k aktivacii transkripénych faktorov vratane
NF-xkB a AP-1 (activator protein 1) (Baud er Karin, 2001). TNF-o taktiez aktivuje
imunitni odpoved’ skrz indukciu produkcie dodatocnych , signalov* keratinocytmi, ako
napriklad IL-1 a IL-8 alebo TGF-f (transformacny rastovy faktor typu ) (Barker et al.,
1991). TNF superrodina je taktiez spajana s autoimunitnymi ochoreniami, medzi ktoré
patri aj psoriaza, pri ktorej liecbe sa uz zacali pouzivat TNF-a blokatory (Yost

et Gudjonsson, 2009).
3.2.2. Interleukin 17A (IL-17A)

IL-17A bol prvykrat popisany v roku 1993, kedy bol pomenovany ako CTLAS
a o par rokov neskor bol aj naklonovany. Neskor bol premenovany na IL-17 a eventualne
na IL-17A a ide o cytokin sekretovany aktivovanymi T-bunkami. Zaujimavé je, ze je
homologny s otvorenym c¢itacim ramcom 13 T-lymfotropného Herpesvirusu saimiri
(HSV13) (Rouvier et., 1993; Yao et al., 1996). Produkt I'udského IL-17A génu je protein
0 155 aminokyselinaich s molekularnou hmotnostou 15 kDa. Je vylucovany
ako homodimér spojeny disulfidovymi viazbami (Fossiez et al., 1996). Skrz databazové
vyhl'adavanie a degenerativnu RT-PCR boli identifikované d'alSie blizke cytokiny
zdiel'ajuce 20-50% homologiu s IL-17. IL-17 bol teda pomenovany ako IL-17A —
zakladatel’ IL-17 cytokinovej rodiny, do ktorej patria cytokiny IL-17A az F (Li et al.,
2000; Starnes et al., 2002; Lee et al., 2001; Hymowitz et al., 2001). Zdielanou
vlastnostou IL-17 cytokinov su konzervované cysteiny, ktoré pri IL-17F aIL-17A

vykazuju Struktarny motiv cystinového uzla rastovych faktorov (Hymowitz et al., 2001).

Priméarnym zdrojom IL-17 st Th17 lymfocyty, no sekrétuja ho aj y8T bunky, NKT
bunky, CD8+ bunky, neutrofily a zirne bunky (Yao et al., 1995; Infante-Duarte ef al.,
2000; Sutton et al., 2009). Vynimkou je IL-17C, ktory je produkovany prevazne

epitelidlnymi anie hematopoietickymi bunkami (Peng er al., 2017) aje taktiez
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produkovany keratinocytmi a v mySich modeloch sa pouziva pri indukovani

psoriatického zapalu (Peng et al., 2017; Johnston et al., 2013).

Cytokiny superrodiny IL-17 sa viazu na 5 moznych receptorov IL-17RA
az IL-17RE na povrchu cielovych buniek, ¢im vykonéavaja svoje biologické funkcie
(Moseley et al., 2003). IL-17RA je exprimovany takmer vSetkymi typmi buniek a bolo
dokéazané, ze IL-17 viaze s prekvapivo nizkou afinitou (Yao et al., 1995). Jeho pritomnost’
je pre spravnu funkciu IL-17A alIL-17F nevyhnutnd (McAllister er al., 2005). Ide
o transmembranovy receptorovy glykoprotein typu I, ktorého extracelularna doména sa
sklada z 293 aminokyselin, transmembranova doména z 21 aminokyselin a méa 525
aminokyselin dlhy cytoplazmaticky , chvostik™ (Yao et al., 1997). IL-17RB — IL-17RE
su taktiez transmembranové glykoproteinové receptory typu I, ide vSak o izoformy,

ktoré si presli vyraznym alternativnym splicingom (Moseley e al., 2003).

Vsetky IL-17R vo svojej extracelularnej Casti obsahuju fibronektinové domény
typu IIl a v cytoplazmatickych , ,chvostikoch* obsahuja unikatny Struktirny motiv SEFIR
doménu — expresiou podobnd génom fibroblastovych rastovych faktorov aIL-17R
(similar expression to fibroblast growth factor genes and IL-17R). SEFIR domény st
do istej miery homologické s Toll/IL-1 receptorovymi doménami TLR (Toll-like
receptory) a IL-1R (IL-1 receptory) (Novatchkova et al., 2003).

IL-17A signalizuje skrz heteroméricky receptorovy komplex zIL-17RA
aIL-17RC (Toy et al., 2006). Pre IL-17 signalnu drahu a na IL-17 zavislé imunitné
odpovede je nevyhnutny Actl — multifunkény signalny protein, ktory taktiez obsahuje
SEFIR doménu. SEFIR doména je nutnd pre vytvorenie spojenia IL-17R-Actl
skrz SEFIR-SEFIR doménovu interakciu (Qian et al., 2007). Actl ma E3 ubikvitin
ligazovu aktivitu a v ramci signalizacie IL-17 rapidne privolava a ubikvitinuje faktor 6
asociovany s TNF receptorom (TRAF6), Co je tiez E3 ubikvitin ligaza (Liu et al., 2009).
IL-17 tymto spusta NF-xB drahu, skrz aktivaciu IKK a degradaciu IkBa (Schwandner et
al., 2000). NF-xB upreguluje expresiu Bcl3 (B cell lymphoma 3 encoded protein) a IkB(,
ktoré d’alej spustaju expresiu roznych s IL-17-NF-kB drahou spojenych prozéapalovych
a antimikrobialnych génov (Karlsen et al., 2010; Tohyama et al., 2018).

V keratinocytoch sa IL-17 signalnej transdukcie pravdepodobne zacastiiuje
aj tyrozin kinaza. Naviaze sa na Actl a TRAF6 a vedie k expresii chemokinu CCL20

(ligand receptoru CCRO, ktory sa nachadza na povrchu vacSiny Th17 buniek) co moze
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potencialne viest' k Th17 riadenym zapalom (Wu et al., 2015). V keratinocytoch IL-17
taktiez skrz Actl signalizaciu indukuje proliferaciu o je jednym z hlavnych faktorov

pri psoriaze (Chiricozzi et Krueger, 2013; Wu et al., 2015).

IL-17A aIL-17F indukuju produkciu AMPs (defenziny, S100 proteiny) (Liang
et al., 2006), cytokinov (IL-6, faktor stimulujuci granulocytarne kolonie G-CSF, faktor
stimulujuci granulocytarne makrofagne kolonie GM-CSF) (Fossiez et al., 1996;
Numasaki et al., 2004; Numasaki et al., 2004), chemokinov (CCL2, CCL7, CXCLI1,
CCL20, IL-8) (Park et al., 2005; Kawaguchi et al., 2003) a matrixovych metaloproteinaz
(MMP3, MMP13) fibroblastmi, endotelidlnymi bunkami a epitelalnymi bunkami (Park
et al., 2005). IL-17A taktiez reguluje medzibunkové adhézne molekuly 1 (ICAM-1)
v keratinocytoch (Albanesi e al., 1999). Nadmerna expresia IL-17F v pl'icach vedie
k zvySeniu expresie prozapalovych cytokinov achemokinov, ¢o vedie k zapalu
asociovanému s neutrofilovym infiltratom (Oda er al., 2005). Je teda vysoko
pravdepodobné, ze IL-17A a IL-17F maju podobné biologické funkcie. Oba cytokiny
mozu byt sekrétované ako homodiméry alebo heterodiméry, pricom bolo zistené,
ze heterodimér IL-17A-F je pri indukcii chemokinovej expresie potentnejsi

ako homodimér IL-17F, no menej ako homodimér IL-17A (Liang et al., 2007).
3.2.3. Interleukin 1 (IL-1)

Interleukin 1 bol skupinou Gery ef al. prvym identifikovanym interleukinom,
avSak na pociatku bol nazvany lymfocyty aktivujuci faktor (Gery et al., 1972). Patri
do IL-1 superrodiny cytokinov, ktora spolu obsahuje 11 ¢lenov. IL-1 superrodina sa
skladd z ,,podrodin® IL-1, IL-18, IL-33 (Dinarello, 2009), IL-36, IL-37 a IL-38 (Hiz
et al., 2020), ktoré su si pribuzné pévodom, Struktirou receptora a signalnymi drahami
(Arend et al., 2008). Cytokiny IL-1 rodiny su vyrazne viac ako ostatné cytokiny spojené
so zapalovymi stavmi, no taktiez zvysuju neSpecificku rezistenciu k infekciam a imunitnu
odpoved’ ako reakciu na cudzie antigény, Cize vSeobecne zvySuju reakcie vrodenej aj
ziskanej imunity (Dinarello, 2018). Doélezitost’ IL-1 superrodiny pre vrodené imunitné
odpovede zacala byt hypotetizovana, ked’ bolo zistené, ze cytoplazmaticka doména IL-1
receptora typu Isa nachadza tiez v Toll proteine ovocnej musky Drosophila
melanogaster (Gay et Keith, 1991). Funkéna doména cytozolickej Casti IL-1R sa nazyva

Toll interleukin-1 receptorova (TIR) doména a je vysoko homologna s TIR doménami
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vSetkych TLR. IL-1 a TLR ligandy teda vykazuju nerozliSitelné odpovede (Dinarello,
2018).

IL-1 podrodina sa sklad4 z ligandov IL-1a, IL-1B aIL-1Ra (IL-1 receptorovy
antagonista) (Arend, 2002) advoch transmembranovych receptorov IL-1R typu I
(IL-1RI) aIL-1IR typu II (IL-1RII) (Ricote et al., 2004). S vynimkou IL-1Ra chyba
vSetkym Clenom podrodiny IL-1 signalny peptid a nachadzaja sa v cytoplazme vo forme
prekurzorov. Kazdy prekurzor obsahuje konzervovanu sekvenciu 3 aminokyselin A-X-D
(kde A moze byt akakol'vek alifatickd aminokyselina nasledovana X — akoukol'vek
aminokyselinou a D - kyselina asparagova), ktora sa nachaddza 9 aminokyselin
za miestom S§tiepenia pre dosiahnutie skladania cytokinu do formy kde vykazuje
optimalnu bioaktivitu (Mantovani et al., 2019). Ani IL-1o aani IL-1p nie st z buniek
uvolniované obvyklym mechanimzom vezikularneho transportu z Golgiho aparatu

(Arend et al., 2008).

Vplyv IL-1 na CNS zahfiia zvySenu teplotu (Dinarello, 2009) a aktivaciu
hypotalamo-hypozarne-nadobli¢kovej (HPA) osi (Dunn, 2000). Clenovia IL-1 podrodiny

sa taktiez zucastiuju pri diferenciacii T buniek (O’ Shea et Paul, 2010).

IL-1o alL-1B st syntetizované monocytmi, makrofagmi, neutrofilmi,
hepatocytmi a tkanivovymi makrofagmi (Arend et al., 2008). V I'udskych bunkach je
IL-1a v cytoplazme v asociacii s mikrotubulmi syntetizovany ako plne bioaktivny
prekurzor pro-IL-1a o hmotnosti 31 kDa (Stevenson et al., 1992). Pro-IL-1a mdze byt
Stiepeny calpainom, ¢o je membranova cysteinova protedza, ktora pre svoju funkciu
vyzaduje vapnik, za vzniku 17kDa IL-lo (Kobayashi er al., 1990). IL-p sa taktiez
syntetizuje v cytoplazme za vzniku prekurzorovej 31kDa molekuly pro-IL-1B
ako odpoved’ na patogénmi prinaSané PAMPs. Jeho konecnd forma je vysledkom
mechanizmu vyuzivajuceho IL-1B konvertujuci enzym ICE, dnes znamy ako kaspaza-1
(Lopez-Castejon et Brough, 2011; Thornberry et al., 1992). Pro-IL-1B je biologicky
inaktivny, Cize pre ziskanie svojej funkcie musi byt konvertovany na 17kDa koneény

produkt IL-1B (Black et al., 1988; Afonina et al., 2011).

IL-1aje cytokin s takzvanou dualnou funkciou, ¢o znamena, ze je schopny viazat’
sa na DNA v jadre avykonavat svoju funkciu, no rovnako sa modze viazat aj
na membranové receptory ainiciovat signalne drahy (Luheshi er al., 2009).

V prekurzorovom regione IL-1a je jadrova lokalizacna sekvencia a v jadre ma IL-1a
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funkciu transkripéného faktora, ktory zvysuje génovu expresiu IL-8 (Werman et al.,
2004). V praxi to mdze znamenat’, ze ked’ je bunka vystavena proapoptotickému signalu,
IL-1a je schopny opustit cytozol a rapidne prejst do jadra, kde sa pevne naviaze
na chromatin a nespusti zapal. Naopak, v pripade, Ze je bunka vystavena nekrotickému
signalu IL-1a prejde z jadra do cytozolu. Pri nekrotickej smrti bunky je IL-1a uvolneny
az do extracelularnych priestorov, kde stimuluje produkciu chemokinov, ktoré ultimatne
vedu k infiltracii neutrofilov a monocytov a findlne az k vzniku sterilného zapalu (Cohen
et al., 2010). Jeho prekurzor sa nachadza na povrchu monocytov a B-lymfocytov
vo forme membranového IL-1a (Kurt-Jones et al., 1985), no jeho obehova forma je aj
u pacientov s vaznymi infekciami detekovana len zriedka (Berda-Haddad et al., 2011).
Na rozdiel od ostatnych ¢lenov IL-1 podrodiny sa cytokin IL-lo nachadza prevazne
v zdravych bunkach a tkanivach (Di Paolo ef Shayakhmetov, 2016). Endotelialne bunky
obsahuju IL-1a vo vezikulach endotelialnej membrany, ktoré sa nazyvaju apoptotické
telieska a si vysoko zapalové a prispievaju k vaskulitide (Berda-Haddad et al., 2011).
IL-1a je DAMP (s poskodenim suvisiaci molekularny vzor) a funkciou sa podoba
alarminom (endogénne, chemotaktické a imunitu-aktivujuce proteiny a peptidy,
vylu¢ované ked dochadza k degranulacii, poruseniu alebo smrti bunky alebo v ramci
imunitnej odpovede organizmu (Yang et al., 2017)), pretoze uz jeho samotny prekurzor

je aktivny (Kim et al., 2013).

Po syntéze pro-IL-1p primarne ostava v cytozole do jeho §tiepenia na finalnu
formu, kedy je transportovany zbunky (Dinarello, 1997). IL-1f nema znamu
membranovu formu a jeho prekurzor je aktivny len minimalne (Jobling et al., 1988). Je
produkovany hematopoietickymi bunkami ako su krvné monocyty, tkanivové makrofagy,
kozné dendritické bunky a mozgové mikroglie ako odpoved’ na aktivaciu TLR
alebo ostatné cytokiny alL-1 (Dinarello 2011). Spominané Stiepenie prekurzoru
na koneCny produkt sprostredkované kaspazou-1 vedie kjeho uvolneniu
do extracelularnych priestorov. Kaspaza-1 vznikd z proenzymu prokaspazy-1, ktory
najskor vyzaduje Stiepenie inflamozomom a klIi€ovou sucast'ou tohto mechanizmu je
makromolekularny komplex obsahujuci protein-nukleotid viazucu doménu a protein
NLRP3 (protein 3 obsahujuci na leucin bohaté opakovania a pyrin) (Hoffman et al., 2001;
Kang et al., 2017). Mutacie jednej aminokyseliny v NLRP3 vedu k nadmernej sekrécii
IL-1pB, €oje u pacientov s touto mutaciou spojené s autozapalovymi ochoreniami (Mao et

al., 2018).
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Rozdiely medzi IL-1a a IL-1 su z vdc¢Sej Casti sposobené rozliénymi bunkovymi
zdrojmi aréznymi mechanizmami uvolfiovania a Stiepenia (Garlanda et al., 2013).
Pri karcinogenéze je rozdiel zjavny taktiez —u mysi deficientnych na IL-1f sa tvori mene;j
tumorov ako u IL-1a deficientnych mysi a wild-type my$i (Krelin ez al., 2007). IL-1B
indukuje tumorovu angiogenézu a metastatické §irenie tumorov (Carmi et al., 2013).
IL-1 podrodina vSeobecne sa uplatiiuje aj pri zapalovych ochoreniach, ktoré zvysuju
incidenciu rakovin (Salcedo et al., 2013). Oba su kédované rozlicnymi génmi, no viazu
sa na rovnaky receptor (IL-1RI) a zdielaju isté biologické vlastnosti (Garlanda et al.,
2013). IL-1 vSeobecne su najpotentnejSie induktory zvySenej teploty ato uz
v koncentracii 1-10 ng/kg (Tewari et al., 1990; Ogilvie et al., 1996).

IL-1Ra sa Strukturne podoba ostatnym IL-1 ligandom, no podstupil mutacie, kvoli
ktorym je neschopny interakcie s IL-1RacP (Arend et Evans, 2003). Efektivne sa teda
viaze na oba typy IL-1R, no neaktivuje bunky a funguje skor ako Specificky inhibitor.
Jeho hlavnou izoformou je sekretovany sIL-1Ra, ktory je syntetizovany v Golgiho
aparate a sekretovany rovnakymi bunkami ako IL-1B anenesie veducu sekvenciu.
Medzi jednu zjeho vnutrobunkovych variant patri icIL-1Ra typu 1, ktory vznika
alternativnym zostrihom. Jeho hmotnost’ ¢ini 18 kDa a je to jeden z hlavnych proteinov
v keratinocytoch, endotelidlnych bunkach, fibroblastoch a makrofagoch (Arend et al.,

2008).

Kozna bariéra by bez IL-1 nebola schopna svojich funkcii. VSetci Clenovia IL-1
podrodiny su exprimované v 'udskej epidermis a maju svoje konkrétne ulohy v ramci
koznej imunopatologie. Dodatocne k ich patologickej ilohe udrzuju koznti imunologicki
bariéru, hojenie ran a funguju v kozi ako alarminy (Macleod et al., 2021). IL-1a je
konstitutivne exprimovany keratinocytmi, no je udrziavany vo vnutrobunkovych
zasobarniach (Di Paolo et Shayakhmetov, 2016). IL-1B je v kozi exprimovany
keratinocytmi, fibroblastmi a myeloidnymi bunkami (Watanabe et al., 2007; Tardif et al.,
2004) a pomaha v kozi diskriminovat medzi patogénmi a komensalnymi baktériami
(Leech et al., 2019). IL-33 v kozi prispieva k downregulécii filagrinu (Seltmann et al.,
2015) a keratinocyty zvysuju jeho produkciu pri hypoosmotickom strese (Pietka et al.,
2019). Nespravne Stiepenie IL-1a, IL-1P a IL-36 protedzami vyluCovanymi neutrofilmi
v psoriatickych 1éziach vedie k zosilfiovaniu zapalového prostredia (Clancy et al., 2018).
IL-1PB taktiez stimuluje dospievanie a migraciu Langerhansovych buniek (Cumberbatch

et al., 1997) aspolu sIL-la aktivuju neutrofily aindukuji degranulaciu zavisla
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na véapniku (Smith et al., 1986). IL-1Ra je vkozi produkovany keratinocytmi,
infiltrujucimi neutrofilmi a infiltrujucimi alebo rezidentnymi APC (MacLeod et al.,
2021). Mimo iné keratinocyty taktiez exprimuju aj IL-1RI a IL-1RII (Rauschmayr et al.,
1997). IL-1 cytokiny sa taktiez zic¢astiiuju zapalovych ochoreni ako je psoridza a atopicka
dermatitida (Sims et al., 2006). IL-1a a IL-1p ul'ah¢uja hojenie ran indukciou proliferacie
fibroblastov a keratinocytov ¢i produkciou a degradaciou proteinov extracelularne;

matrix (Hiibner et al., 1996).

3.3. Receptory
3.3.1. Toll-like receptory

Vrodeny imunitny systém ma vysSiu mieru Specificity ako ofom bolo
predpokladané. Ide o univerzalnu aevoluéne stard formu obrany organizmu
pred infekciami. Je zalozeny na limitovanom pocte receptorov kodovanych uz
v zarodocnej linii, ktoré sa vyvinuli tak aby boli schopné rozpoznat' ,vlastné*
od ,,cudzieho. V tomto mechanizme hraju ddlezita ulohu prave Toll-like receptory
(TLR), ktorych stimulacia mikrobidlnymi produktmi mimo iné vedie k aktivacii
signalnych drah, ktoré indukuju antimikrobidlne gény a zapalové cytokiny (Janeway

et Medzhitov, 2002).

TLR st evolu¢ne konzervované a uplatiiuji sa hlavne v ranych stadiach obrany
organizmu pred patogénmi (Beutler et Rietschel, 2003) ato aj pre ich schopnost
rozpoznavania PAMPs alebo poskodenia, ktoré su tieto patogény schopné spdsobit
(Behzadi et al., 2021). Patria do rodiny vzory-rozpoznavajucich receptorov (PRR)
(Takeuchi et Akira, 2010). Ako uz bolo spomenuté¢, skimanie TLR rodiny zacalo ked’ bol
identifikovany transmembranovy protein Toll — receptor exprimovany hmyzom, ktory je
esencialny pri urCovani dorzoventralnej polarity v ramci embryogenézy (Hashimoto
et al., 1988). Neskorsie studie potvrdili jeho rozhodujucu tlohu v hmyzej vrodenej

imunitnej odpovedi konkrétne na fungélne infekcie (Lemaitre et al., 1996).

TLR rodina sa uludi sklada z 10 ¢lenov — TLR1-TLR10, ide o integralne
membranové glykoproteiny typu I (Kawasaki er Kawai, 2014; Takeda er al., 2003)
a kazdy rozpoznava a je aktivovany rdznou skupinou molekul (Moresco et al., 2011).
Na zaklade homologie sekvencii mézu byt TLR stavovcov rozdelené do 6 podrodin —
TLR1/2/6/10, TLR3, TLR4, TLRS, TLR7/8/9 a TLR11/12/13/21/22/23 (Matsushima
et al., 2007; Roach et al., 2005). TLR2 sa nachadza na plazmatickych membranach, kde
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viaze lipidy obsahujuce PAMPs formovanim dimérnych komplexov s TLR1 alebo TLR6
(Takeda et al., 2003). TLR1/2 komplex rozpoznéva hlavne triacylované lipopeptidy
a komplex TRL2/6 rozpoznava ligandy diacylované (Botos et al., 2011). Na rozdiel
od ostatnych TLR, TLR10 je povazovany za sirotsky receptor, ktory este nie je dobre
pochopeny (Henrick et al., 2019). TLR3 rozpoznava dsRNA produkovanu mnozstvom
virusov vramci ich reprodukéného cyklu (Takeda et al., 2003). TLR4 viaze
lipopolysacharidy (LPS), ktoré si esencialnou sucastou vonkaj§ich membran gram
negativnych baktérii. Signalizacia TLR4 po naviazani LPS prebieha za pomoci
koreceptoru MD-2 (Beutler et Rietschel, 2003; Kim ez al., 2007). TLRS je jeden z mala
TLR, ktory rozpoznava bakterialny flagelin (Hayashi et al., 2001). Je vysoko
exprimovany v Crevach kde reguluje zlozenie ¢revnej mikroflory (Uematsu er Akira,
2009; Vijay-Kumar et al., 2010). TLR7, 8 a9 sa nachadzaji v endozomoch
a rozpoznavaju PAMPs nukleovych kyselin (Hemmi ez al., 2000; Bell er al., 2003)
a medzi agonistov TLR7 a 8 patri aj imiquimod (Wang et al., 2005; O’Neill et Bowie,
2007). Konkrétne TLRO rozpoznava ssDNA s nemetylovanymi CpG sekvenciami
bakterialnej a virusove] DNA (Hemmi et al., 2000).

Vsetky TLR su syntetizované v endoplazmatickom retikule, prepravované
Golgiho aparatom a napokon lokalizované bud’ na plazmatickej membrane alebo
vo vnutrobunkovych endozomoch (Gay et al., 2014). TLR mRNA je exprimovana nie len
v imunitnych tkanivach, no vo vSetkych tkanivach, vratane periférnych krvnych
leukocytov, srdca, pecCene, pankreasu, slepého Creva, tenkého creva, pluc, obliciek,
vajecnikov, placenty, semennikov, prostaty, kostného svalstva a mozgu (Zarember
et Godowski, 2002). Exprimuji ich na povrchu vsetky imunitné bunky vratane
makrofagov, NK buniek, monocytov ako aj T a B lymfocytov a neimunitné bunky

ako endotelialne bunky a fibroblasty (Delneste et al., 2007).

Rozozonavanie mikrébov pomocou TLR je ulahfené ich dimerizaciou, kde uz
spominany TLR2 tvori heterodiméry s TLR1 a TLR6, no pri ostatnych TLR dochadza
k tvorbe homodimérov (Akira et Takeda, 2004; Saitoh et al., 2004). Ich dimerizacia
spusta aktivaciu signalnych drah a podla typu TLR dochadza k rozlicnym expresnym
profilom. Existuju dve zakladné signéalne drahy — na MyD88 zavisla ana MyDS88
nezavisla (Takeda et Akira, 2005).
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3.3.2. Aryluhlovodikovy receptor (AhR)

Aryluhl'ovodikovy receptor je Clenom Period-Arnt-Single (PAS) superrodiny
transkripénych faktorov, ktoré sa podielaju na prijimani environmentalnych signalov.
V skratke ide o chemicky senzor, ktory je po naviazani ligandu schopny pretlmocenia
vonkajsieho alebo vnutorného signalu na bunkovi odpoved’. Zapaja sa do metabolizmu
lieCiv, karcinogénnych a toxikologickych odpovedi organizmu na environmentalne
kontaminanty, obrany organizmu, homeostazy alebo udrziavania kmeiiovych buniek
a bunkovej diferenciacie (Kawajiri e Fujii-Kuriyama, 2017). Medzi typické ligandy AhR
patria TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), halogénované aromatické zluceniny,
dibenzofurany, polychlorované bifenyly a polycyklické aromatické uhl'ovodiky,
pricom vsetky sa liSia v miere atype indukovanej odpovede (Safe er al., 2018).
Neaktivovany AhR sa nachadza v cytoplazme ako sucast komplexu, ktory tvori dimér
heat-shock proteinu (HSP90), s AhR interagujuci protein AIP (taktiez znamy ako XAP2),
kochaperon p23 ac-SRC protein kinaza. HSP90 udrzuje AhR v takej konformacii,
v ktorej ma najvacsiu afinitu pre ligandy a AIP zabrariuje ubikvitinacii a degradacii AhR,
¢im v bunkéch udrzuje jeho dostatoné mnozstvo. Po aktivacii ligandom sa z komplexu
uvoliuje AIP, ¢o mé za nasledok konformacné zmeny v AhR, ktoré odhaluju jeho
jadrovy lokaliza¢ny signal — AhR je teda z cytoplazmy translokovany do jadra bunky.
Zmeny v konformacii komplexu taktiez odhal'uju cielové miesto pre protein kinazu C,
ktoré ak je fosforylované zabratiuje sjadrovou translokaciou AhR. Ide teda o jeden
z kontrolnych mechanizmov AhR. Po translokacii do jadra nastava vdzba AhR s ARNT
(AhR jadrovy translokator). Komplex AhR/ARNT v DNA rozpoznava dioxin
responzivne elementy DRE, na ktoré sa nasledne viaze a to vedie ku kontrole transkripcie
cielovych génov. Medzi cielové gény AhR patria predovSetkym viaceré enzymy
metabolizujuce xenobiotika, konkrétne rodina cytochromov P450 — CYP1A1, CYP1A2,
CYPI1B1 a NAD(P)H-chinoén oxidoreduktaza (Gutiérrez-Vazquez et Quintana, 2018).

Vycitenie areagovanie koze na externé fyziologické a chemické stimuly hra
dolezita ulohu pri udrzovani jej homeostazy. Keratinocyty, fibroblasty, melanocyty,
endotelialne bunky a Langerhansove bunky exprimuju AhR a patologické a fyziologické
procesy koznej homeostazy a diferenciacie sa scasti spoliehaji na ligandom aktivované
spustenie AhR drahy (Furue er al., 2014). Expresia AhR keratinocytmi pacientov s AD,
psoriazou alebo inym koznym zapalovym ochorenim je vyssia ako u zdravych pacientov

(Kim et al., 2014). Uz pred minimalne 2000 rokmi sa na lieCenie priznakov atopického

24



ekzému a koznych zapalovych ochoreni vSeobecne pouzival uhol'ny decht, avSak nasi
predkovia nevedeli, ze tento spdsob lieCby vyuziva aktivaciu signalnej drahy AhR
(McLean et Irvine, 2013). Aktivacia AhR vyuzitim uhol'ného dechtu vedie v kultarach
primarnych keratinocytov od pacientov s AD k indukcii epidermalnej diferenciacie
upregulaciou expresie bariérovych génov (filagrinu (FLG), lorikrinu (LOR) a hornerinu
(HRNR)) a k zhrubnutiu kornifikovanej vrstvy. U pacientov s AD uhol'ny decht dokonca
kompletne obnovuje expresiu filagrinu (van den Bogaard et al., 2013). Nie len uhol'ny
decht ajeho zlozky ako ligandy AhR napomahaju s epidermélnou diferenciaciou
a bariérovou funkciou koze, Co je jednym z dévodov preCo sa praktickd cast tejto
diplomove] prace sustredovala na jeho aktivaciu. TCDD, kanonicky ligand AhR,
v jednovrstvovych a organotypickych kultarach keratinocytov zvysSuje mnozstvo
zrohovatenych obalok, zvysuje expresiu filagrinu, involukrinu, transglutaminazy a IL-1f3
a signifikantne ovplyviiuje expresiu mRNA ostatnych génov epidermalneho
diferenciaéného komplexu (repetin, hornerin) (Loertscher et al., 2001; Sutter et al., 1991;
Sutter er al., 2011). Naopak, odstranenie ARNT z mySace] epidermis vedie k vaznym
defektom deskvamaécie a bariérovej funkcie epidermis (konkrétne znizena expresia FLG)
(Geng et al., 2006). Expozicia extrémne vysokym koncentraciam dioxinov (ligandy AhR)
vSak uludi indukuje chlorakné, ktorého pravdepodobnou pri¢inou je mimo iné

aj udrzovanie AhR v hyperaktivovanom stave (Furue et al., 2014).

AhR hra vSeobecne doleziti ilohu v imunitnom systéme a zapalovych procesoch.
Je kritickym reguldtorom rovnovahy medzi populdciami prozéapalovych Th17 buniek
a imunosupresivnych Treg buniek, ¢o je ovplyvnené bunkovym mikroprostredim
alebo pritomnostou urcitych ligandov AhR (Fernandez-Gallego et al., 2021). AhR
aktivacia pomocou TCDD spusta transaktivaciu génu FoxP3 in vitro aexpanziu
CD4+CD25+FoxP3+ Treg buniek in vivo. Aktivacia AhR taktiez vedie k epigenetickym
zmenam lokusu FoxP3 a expresii dodatkovych transkripénych faktorov nutnych pre
indukciu funkénych FoxP3+ Treg buniek (Singh et al., 2011; Quintana et al., 2008).
Taktiez AhR ul'ahc¢uje RORyt-sprostredkovanu transkripciu IL-22 Th17 bunkami
(Fernandez-Gallego et al., 2021; Veldhoen et al., 2008) a je esencialny pre sekréciu
IL-22 lymfocytmi vrodeného imunitného systému, vratane yd T buniek a populacii
lymfocytov vrodeného imunitného systému 3 (Cibrian et al., 2016, Martin et al., 2009).
Expresia AhR je taktiez nevyhnutné pre udrziavanie dendritickych epidermalnych yo T

buniek v mySacej kozi a prispieva k udrziavaniu pritomnosti koznych rezidentnych T
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pamétovych buniek (CD8+ alebo CD4+ T bunky, ktoré vstupuju do epidermis a dermis
pocas infekcie alebo zapalu a stanu sa z nich dlhozijuce v tkanivach rezidentné populacie
buniek) (Kadow et al., 2011; Zaid et al., 2014). Problémom vSak je, ze aberantna
aktivacia tychto pamét'ovych buniek prispieva k chronicite koznych zapalovych ochoreni
typu AD a psoridzy, pretoze ostavaju vo vylieCenych psoriatickych 1éziach, sekretuju IL-
17A a IL-22, ¢o moze sposobit’ relaps ochorenia (Cheuk et al., 2014). Mys$i s kompletnou
genetickou deléciou AhR rovnako ako mys$i exprimujuci konSitutivne aktivny AhR
v keratinocytoch vykazuji zmeny v epidermis a koznom zapale, ktoré pripominaju AD,
o len prispieva k myslienke relevancie AhR signalnej drahy v kozi (Fernandez-Salguero
et al., 1997; Tauchi et al., 2005). Tapinarof (3,5-dihydroxy-4i-izopropylstilbén, prirodne
derivovana mala molekula produkovana bakteridlnymi symbiontmi entomopatogénnych
nematod) sa viaze priamo na AhR a vedie k downregulacii zapalovych cytokinov vratane
IL-17A, IL-17F, IL-19, IL-22, IL-23 aIL-1P v psoriatickom modele indukovanom
imiquimodom. Mimo iné tapinarof indukuje aj expresiu koznych bariérovych génov
skrz AhR singéalnu drahu, vratane filagrinu a lorikrinu, €o z tapinarofu robi lieck na AD

a psoriazu (Smith et al., 2017; Vu et al., 2020).

3.4. Zluceniny
3.4.1. Imiquimod

Imiquimod (IMQ), ako synteticka nizkomolekularna zlu€enina, patri medzi
heterocyklické imidazoquinoliny (PubChem) a pouziva sa ako lokalny imunomodulator,
ktory zvySuje mieru imunitnej odpovede (Hengge et al., 2001) hlavne skrz indukciu
cytokinov (Gerster et al., 2005). V sicasnosti sa pouziva hlavne ako lie¢ivo na genitalne
a perianalne kozné bradavice, aktinicka keratézu a pri povrchovom bazocelularnom
karcinome koze (CLINICAL INFO, HIV.org). U imunokompetentnych pacientov
stimuluje produkciu zapalovych cytokinov a vykazuje nepriamu antiviralnu aktivitu

(Perry et Lamb, 1999).
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Obrazok ¢. 3: Chemicka Struktira imiquimodu. (obrazok prevzaty z PubChem)
3.4.1.1. Farmakokinetika
3.4.1.1.1. Absorpcia, distribucia a vylucovanie

Peroralna biodostupnost’ imiquimodu po podani 100mg davky je priblizne 47 %,
pricom jeho absorp¢ny polCas (doba, za ktor sa vstreba polovina latky) je priblizne
1 hodina (Soria et al., 2000). Lokéalne podavany imiquimod vo forme krému
v koncentracii 5 % po jednej davke nebol detekovany v sére ani v moci
a v stolici bolo detekovanych menej ako 0,9 % nezmeneného, rychlo vyluceného lieCiva
a jeho metabolitov (Owens et al., 1998; HSDB). Po perkutannom podani sa imiquimod
distribuuje hlavne medzi epidermis a dermis, kde jeho udrzané mnozstvo zalezi hlavne

na obsahu vody (Telo et al., 2017).
3.4.1.1.2. Metabolizmus

Biologicky polcas imiquimodu po perkutannom podani je 20 hodin, po podani
subkutannej davky ide o 2 hodiny (DrugBank). V l'udskych keratinocytoch je imiquimod
primarne metabolizovany izoformami CYP1A — pricom ide hlavne o CYP1A1a CYP1A2
— a pravdepodobne taktiez zasahuje do CYPI1Al-sprostredkovanej degradacie
endogénnych AhR agonistov. Degradaciou imiquimodu enzymami CYP1A vznikaju jeho

monohydroxylované metabolity (Mescher et al., 2019; Wincent et al., 2012).
3.4.1.2. Farmakodynamika

Imiquimod stimuluje produkciu a sekréciu pro-zapalovych cytokinov, ktoré d’alej
indukuju bunkova imunitni odpoved’ (Reiter et al., 1994). Funguje ako agonista toll-like
receptoru 7 a 8 (TLR7, TLR8) monocytov, makrofagov a dendritickych buniek (Hemmi
et al., 2002). Avsak, vykazuje taktiez apoptotické efekty na bunky tumorov ako napriklad
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kozné metastazy 'udského maligneho melanému (Schon et Schon, 2004; Schon et al.,
2004) - TLR-nezavislu stimulaciu expresie génov a interferuje so signalnou drahou

adenozinového receptoru (AR) (Schon et al., 2006).
3.4.1.2.1. Mechanizmus ucinku skrz aktivaciu TLR7 a TLRS

Imiquimod aktivuje vrodeny imunitny systém, kde si jeho cielom kozné
dendritické bunky, ktoré st nafi obzvlast’ responzivne. Reakciou koznych dendritickych
buniek na stimulaciu IMQ je rozsiahla antitumorova imunitna odpoved (Stanley, 2002).
Mimo iné bolo prekdzané, Zze perkutdnne podavany IMQ indukuje dozrievanie
epidermalnych Langerhansovych buniek in vivo astimuluje taktiez ich migraciu
do lokalnych lymfatickych uzlin, kde dochadza k Specifickej imunitnej odpovedi
sprostredkovanej T-bunkami (Suzuki ef al., 2000).

Biologicky efekt IMQ je primarne sprostredkovany agonistickou interakciou
s TLR7 a TLR8 (Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002), medzi ktorych prirodzené ligandy
patria sSRNA bohaté na guanozin a uridin (Heil ez al., 2004). Stimulacia TLR signalnej
drahy imiquimodom vedie k aktivacii nuklearneho faktoru kappa B (NF-«xB), ktory patri
do rodiny dimerickych proteinov/transkripénych faktorov, kam patri napriklad poS5,
p50/p105 alebo RelB. Vsetky z tychto proteinov obsahuju Rel homolognu doménu, ktora
je nevyhnutna pre dimerizaciu, védzbu inhibi¢nych kB proteinov (IkB), jadrova
translokaciu a vizbu na DNA (Karin er Lin, 2002). Ked” NF-«B nie je potrebny, je
ako dimér udrziavany v neaktivnej forme v cytoplazme za pomoci IkB. Po stimulacii
TLR, IxB kinadzovy komplex fosforyluje IxB, o mé za nasledok uvol'nenie NF-kB a jeho
naslednu translokaciu do jadra. V jadre NF-kB indukuje transkripciu vel'kého mnozstva
génov suvisiacich so zdpalovymi stavmi alebo virusovymi a bakterialnymi infekciami
(Rothwarf er Karin, 1999). Medzi gény transkribované po aktivacii TLR imiquimodom
patria zapalové cytokiny IFNa, TNFa, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 ardzne chemokiny
ako napriklad makrofagovy zépalovy protein 1 a (Weeks er Gibson, 1994; Reiter et al.,
1994). Prikladom bunkovych odpovedi na IMQ je funkcénd stimulacia cytotoxickych T
buniek alebo uz spominana migracia dendritickych buniek aich prekurzorov
k aplikacnému miestu IMQ, ¢o ma za nasledok zvysenu Th1-bunkovu imunitni odpoved
(Urosevic et al., 2005). Aktivacia TLR imiquimodom sa taktiez podiel'a na oprave zmien

funkcie epidermalnej bariéry (Barland er al., 2004). VSeobecne, IMQ vykazuje
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v imunitnych bunkach Siroké spektrum stimula¢nych efektov a funguje ako exogénny

spojovnik medzi ziskanou a vrodenou imunitou (Hurwitz et al., 2003).

V HaCaT bunkovej linii imortalizovanych keratinocytov, ktoré neexprimuju
TLR7 a TLRS, bola po expozicii IMQ sledovana aktivacia NF-xB a zvySena expresia
IL-6, IL-8, TNFa a IL-1p. Na zaklade tychto pozorovani sa v §tidii Schon et al. kolektiv
sustredil na identifikovanie TLR7 a TLR8 nezévislej signalnej drahy IMQ, priCom sa
zistilo, ze za urcitych podmienok je IMQ schopny interagovat’ aj s AR. Podl'a vysledkov
tejto Stadie sa v experimentoch zalozenych na kompetitivne] radioligandovej vizbe IMQ
viazal na AR, pricom vykazoval najvysSiu afinitu pre receptor A2A kde fungoval
ako parcidlny agonista. Rovnako bola odsledovand aj mierna inhibicia adenylyl
cyklazovej aktivity imiquimodom nezavisla na AR, no nie jej mechanizmus. Je teda
mozng, ze TLR-nezavisla aktivita IMQ a naopak TLR-zavisla aktivita IMQ spolupracuju

a prispievaju k silnému zapalu (Schon et al., 2006).
3.4.2. Triptany

Triptany si v prvom rade potentni a selektivni agonisti serotoninovych (5-HT) 1B
a 1D receptorov. Ich vdzba na serotoninové receptory vedie k vazokonstrikcii kranialnych
tepien, ¢o vedie k zmierneniu bolesti pri migrénovych zachvatoch. V dnesnej dobe su
teda triptany triedou liekov patriacich do antimigrenik (Armstrong et Cozza, 2002).
Chemicky ide o zliceniny s indolovym jadrom, ktoré sa medzi sebou lisia vedl'ajSimi
retazcami. VSetky triptany zdielaju podobné farmakodynamické vlastnosti a lisia sa
prevazne farmakokineticky. Tento fakt je sposobeny rozdielnymi hodnotami
biodostupnosti jednotlivych triptanov. VSetky triptany podstupuju prva fazu
biotransformacie, kde nastavaju oxidacné reakcie transformujuce dané lieCivo na jeho
rozpustnejSiu/polarnejsiu verziu. Ide prevazne o reakcie sprostredkované cytochromami
P450 alebo monoaminooxidazami A aB (MAO-A, MAO-B) - triptany mézu byt
metabolizované jednym z tychto dvoch systémov alebo oboma (Armstrong et Cozza,

2002; Nicolas et Nicolas, 2023).

Niektoré triptany su taktiez schopné aktivovat AhR v pecenovej bunkovej linii
a ¢revne] bunkovej linii a na zéklade vysledkov mojej bakalarskej prace aj v HaCaT
koznej bunkovej linii. Aktivacia AhR drahy mimo iné vykazuje aj pozitivne efekty

na expresiu cytokinov a bariérovych génov koze a prave preto je vyhladavanie jeho
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d’alsich potencialnych ligandov v ramci liecby zapalovych koznych ochoreni lukrativnou

stratégiou (Vyhlidalova et al., 2020; Trofimenkova, 2021).
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Obrazok ¢ 4: Chemické Struktiry znamych triptanov. (Obrazky prevzaté

z PubChem, upravené)
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MATERIAL A METODY

4.1.Material
4.1.1. Biologicky material

* Adherentnd bunkova linia l'udskych imortalizovanych keratinocytov HaCaT

(darované P. Boukampovou, IUF Diisseldorf, Nemecko)
4.1.2. Pouzity material

* 6 jamkové kultivaéné dosticky (TPP)

* 96 jamkové biele dosticky pre PCR (Roche)

* automatické pipety 0,1-2,5ul; 0,5-10ul; 2-20pl; 20-200ul; 10-100pl;
100-1000ul (Eppendorf)

* Dbunicina (Tork)

» Birkerova komorka (Assistent)

= folie pre PCR (Roche)

» krycie sklicka 22x22mm (Menzel Gléser)

»  kultivaéna fTasa o obsahu 150 cm? (TPP)

» kultivaéna fTasa o obsahu 25 cm? (TPP)

»  kultivaéna fTasa o obsahu 75 cm? (TPP)

* multikanalové pipety 0,5-10ul; 30-300ul; 20-200ul (Eppendorf)

* nitrilové rukavice (Mercator Medical)

» papierova krabicka na vzorky do —80 °C (Biologix)

»  Petriho misky (TPP)

» plastové mikroskimavky o objemoch 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; 5 ml (BIOplastics)

* plastové skimavky o objemoch 15 a 50 ml (TPP)

» plastové stojany na skimavky a mikroskamavky (TPP)

»  plastové $picky 0,1-10pl; 10-200pl; 10-1000pul

* sérologické pipety 0,1-2ml; 1-5ml; 1-10ml; 1-25ml (TPP)

* sklenend kadicka (Simax)

» Skrabka na bunky (TPP)

" 0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich. T4049)

* avitriptan fumarat (Sigma Aldrich, BM0009)

» deionizovana voda (dH20)

* deoxynukleozidtrifosfaty (Takara)
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o dATP (4026)
o dCTP (4028)
o dGTP (4027)
o dTTP (4029)
dimetylsulfoxid DMSO (Sigma Aldrich, D8418)
DNAse/RNAse free water (Invitrogen, 10977-035)
donitriptan monohydrochlorid (Sigma Aldrich, D9071)
eletriptan hydrobromid (Sigma Aldrich, SML3032)
etanol (Sigma Aldrich, 459844)
fetalne bovinné sérum FBS (Sigma Aldrich, F6178)
FICZ (Sigma Aldrich, SML 1489)
TagMan™ Gene Expression Assay (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific)
o IL-1B (Hs01555410_ml)
o TNFa (Hs9999904_m1)
fosfatovy Dulbecco’s pufor PBS (Serana, BDL-001)
Hygromycin B 50 mg/ml, na bunky aplikované 4 tisiciny objemu média, finalna
koncentrécia 0,2 mg/l (ChemCruz, SC-29067)
chloroform (Sigma Aldrich, C2432)
inhibitor ribonukleaz (New England BioLabs, M0O307L)
Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025)
izopropanol (Lach-Ner, 20037-ATO0)
komeré¢né médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM (Sigma
Aldrich, D6546)
L-glutamin (Serana, RGL-001)
neesencialne aminokyseliny (Gibco, 11140-035)
random primers 6 (New England BioLabs, S1230S)
reakény pufor pre M-MuLV reverznu transkriptdzu (New England BioLabs,
B0253S)
reverzna transkriptaza M-MuLV (New England BioLabs, M0253L)
TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, kat. &. 4444557)
rizatriptan benzoatova sol’ (Sigma Aldrich, SML0247)
TriReagent (Molecular Research Center, Inc., TR 118)
trypanova modra (0,4% Trypan blue v PBS, Sigma Aldrich, T6146-25G)
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» KiCqgStart® Probe qPCR ReadyMix™ (Sigma Aldrich, kat. . KCQS04)

» cytokiny (Peprotech)

o

o

o

TNFa (kat. & 300-01A-10UG)
IL-1B (kat. & 200-01B-50UG)
IL-17A (kat. &. 200-17-100UG)

* primery pre PCR, 100 uM zéasobny roztok (Sigma Aldrich)

o

IVL

* Forward: 5'-CAGGTCCAAGACATTCAA-3¢

= Reverse: 5'-GGTGGTTATTTATGTTTGGG-3°
FLG

* Forward: 5'-CCSSGAGCAATCGGTAGA-3*

=  Reverse: 5°-GCCSTCTCCTGATTGTTC-3°
HRNR

* Forward: 5°-GGCTTAGGTCACCAAGAG-3*

*» Reverse: 5°-CGATGACTGTCCTGATGTA-3¢
GAPDH

* Forward: 5°-GAAGGAAATGAATGGGCAGC-3*

* Reverse: 5°-“TCTAGGAAAAGCATCACCCG-3¢
CYP1A1

* Forward: 5'-GGAAGTGTATCGGTGAGACC-3°

* Reverse: 5°-CATAGATGGGGGTCATGTCC-3°

* Hydrolyza¢né proby pre KiCqStart® ReadyMix™ (Sigma Aldrich)

o

o

o

o

o

IVL: 5°-[6FAM]TTCTGCTGCTGGTGCTCACA[OQA]-3¢
FLG: 5°-[6FAM]TCTCATCACAGCCACACCACA[OQA]-3¢

HRNR: 5‘-[6FAM]TCCTCTGGCT)ACGGTCAACAC[OQA]-3¢
CYP1A1l: 5°-[6FAM]GCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCA[OQA]-
3¢

GAPDH: 5°-[6(FAM]JACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA]-3¢

4.1.3. Pristroje

» analytické vahy ABS 80-4N (Kern)
» centrifuga 5418 R (Eppendorf)

= centrifiga Spectrafuge mini (Labnet)

=  hlbokomraziaci box MDF-U53V
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» chladnicka (Gorenje)

* inkubator CO> NB-203XL (N-Biotek)

* inverzny mikroskop (Novel Optics)

* kyvacka MR-12 (Biosan)

* Jaminarny box Labculture® (ESCO)

* Light Cycler 480 II (Roche)

* mikrocentrifuga 5414 R (Eppendorf)

* Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

* odsavac Flask-Trap 1 (Biosan)

* pristroj na vyrobu 'adu F100 Compact (Icematic)
* termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)
* vodna kapel LCB22D (Daihan LabTech)

» vortex Reax top (Heidolph)

4.1.4. Pocitacové programy

= j-control 2.0

* LightCycler® 480 SW 1.5

4.2.Metodika prace

V prvej polovici experimentalnej ¢asti bola sledovana expresia bariérovych génov
HRNR, IVL aFLG po posobeni IMQ a cytokinov IL-17, IL-1B a TNF-a. V druhej
polovici experimentalnej Casti bola opat sledovana expresia bariérovych génov, tentokrat
vSak aj po aplikécii jednotlivych triptanov — avitriptanu, donitriptanu, eletriptanu
a rizatriptanu, a ich kombinacii s jednotlivymi cytokinmi. HaCaT bunky boli v nativhom

stave udrziavané v kultiva¢nych flasiach pri 37 °C, 5% CO2 a 95% vlhkosti.
4.2.1. Priprava kultiva¢ného média

Pre bunky je nutné pripravit zivné médium. Do komeréného DMEM o objeme
500 ml bolo pridanych 5 ml L-glutaminu (uchovéavany pri —20 °C), 5 ml neesencialnych
aminokyselin, 50 ml FBS (uchovavané pri —20 °C) a 2 ml antibiotika Hygromicinu B
(uchovavany pri —20 °C) . Po premiesani je nutné takto pripravené médium predhriat
vo vodnej kapeli na 37 °C. Po celi dobu pripravy média sa pracuje v sterilnom

laminarnom boxe.
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4.2.2. Pasazovanie buniek

Pasazovanie sa vyuziva k redukovaniu populacie udrzovanych buniek, ¢im sa zabrariuje
ich prerasteniu v kultivacnom médiu. Skontrolovanie bunkovej konfluencie v kultivacnej
flasi sa vykonava mikroskopicky. Po kontrole konfluencie pri potrebe pasaze dochadza
k trypsinizacii - rozru§eniu medzibunkovych kontaktov a kontaktu buniek s povrchom
kultivacnej fTase za pouzitia trypsinu (Specifickd protedza). Pasazovanie sa opakuje
obvykle kazdé 2-3 dni, na zaklade rychlosti rastu bunkovej kultury alebo potreby buniek
pre nasledujucu experimentalnu pracu. Pocet a datum pasaze su zaznamenavané. HaCaT
bunky boli udrziavané do 30. — 35. pasaze, priCom sa ich aktivita s vy§Sou pasazou

vyrazne nemenila.
4.2.2.1. Pasazovanie buniek HaCaT bunkovej linie

Pred pasazovanim boli vo vodnom kupeli zohriate zasobné fl'ase s kultivacnym médiom
DMEM a PBS na 37 °C a medzitym bola mikroskopicky skontrolovana konfluencia
buniek v kultivaénej fTa&i. Dalej bola kultivaéna flasa sbunkami prenesena
do laminarneho boxu a vSetky nasledujuce kroky prebiehali za sterilnych podmienok.
Staré kultivatné médium bolo pomocou odsavacky a sérologickej pipety odsaté a bunky
na dne kultivacnej fTase boli premyté cca 5 ml roztoku PBS. Po premyti bol odsavackou
odstraneny roztok PBS a k bunkam bol pridany 0,25% trypsin (1 ml na fTasu s povrchom
75 cm?). Kultivaéna fTasa bola uzavreta a prenesena do inkubatoru. Bunky boli pdsobeniu
trypsinu vystavené po dobu 10-15 minut. Po trypsinizacii bola kultivacna flTasa
s bunkami premiestnend do laminarneho boxu a pdsobenie trypsinu bolo zastavené
pridanim DMEM (9 ml pre flasu spovrchom 75 cm?). Zhluky buniek boli
resuspendované sérologickou pipetou, ¢im bola dosiahnuta homogénnost bunkovej
suspenzie v celom objeme. Takto pripravend bunkova suspenzia bola prenesena
do sterilnej 15 ml skumavky. Pre potreby pocitania buniek bolo do plastovej
mikroskimavky prenesenych 10 pl bunkovej suspenzie. Po vypocitani mnozstva buniek
potrebnych na vysev bola zvyskova bunkova suspenzia vratena do kultivacnej fTase
a doplnena DMEM na cca 15 ml. Kultiva¢na fTasa bola vlozena do inkubatoru, kde bola

vystavena teplote 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti 95 %.
4.2.3. Pocitanie buniek

Bunky boli pocitané za pouzitia Biirkerovej komdrky a proces prebiehal mimo sterilny

laminarny box. Z HaCaT bunkovej suspenzie bolo v laminarnom boxe odobranych 10 pl,
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ktoré boli zmieSané s 90 pl 0,4% (w/v) roztoku trypanovej modrej v PBS. Do vrchnej
a spodnej casti Biirkerovej komorky bolo nanesenych spolu cca 10 ul bunkovej
suspenzie, ktord bola premieSana s trypanovou modrou jemnym opakovanym
pipetovanim. Pomocou mikroskopu bol spocitany pocet zivych buniek (mrtve bunky boli
sfarbené namodro, kvoli nefunkénej membrane, ktorda dovnutra prepusta farbivo)
v desiatich Stvorcoch. Tento pocet bol prepocitany na mnozstvo zivych buniek v 1 ml

bunkovej suspenzie.
4.2.4. 1. experiment — vplyv IMQ
4.24.1. Vysev pre izolaciu RNA

HaCaT bunky boli na 6 jamkové dosticky vysievané tak, aby sa v kazdej jamke
nachadzalo priblizne 2 miliony buniek v 2 ml DMEM. Na cely experiment teda bolo treba
priblizne 12 milionov buniek v 24 ml DMEM. Po vysati nasledovala inkubacia dosti¢iek

po dobu 24 hodin pri 37 °C, 5 % CO3 a vlhkosti 95 %.
4.24.2. Treatment pre izolaciu RNA

V prvom experimente bol sledovany vplyv roznych koncentracii IMQ (1; 10; 50
a 100 uM) v roztoku s DMEM na HaCaT bunkovu liniu. Ako negativna kontrola (UT)
bolo pouzit¢ DMSO v DMEM v pomere 1:1000 a ako pozitivna kontrola bol pouzivany
FICZ vo finélnej koncentracii 22,6 puM. Po pridani roztokov chemikalii do jednotlivych
jamiek bola dostiCka prenesena naspit do inkubatoru, kde boli bunky vystavené
posobeniu testovanych latok po dobu 24 hodin pri teplote 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti
95 %.

4.2.5. 2. experiment — vplyv IMQ a cytokinov
4.2.5.1. Vysev pre izolaciu RNA

HaCaT bunky boli opat’ vysievané na 6 jamkové dosticky tak, aby sa v kazdej jamke
nachadzalo priblizne 2 miliény buniek v 2 ml DMEM. Na cely experiment bolo treba
priblizne 48 milionov buniek v 96 ml DMEM. Po vysati boli dosticky inkubované
24 hodin pri 37 °C, 5 % COz a vlhkosti 95 %.

4.2.5.2. Treatment pre izolaciu RNA

V druhom experimente bol sledovany vplyv cytokinov IL-17A (v koncentraciach

1; 10 a 100 ng/ml), IL-1p (v koncentraciach 1; 10 a 20 ng/ml) a TNFa (v koncentraciach
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1; 10 a 20 ng/ml) na HaCaT bunkovu liniu. Ako UT bolo opat’ pouzité DMSO v DMEM
v pomere 1:1000 a ako pozitivna kontrola FICZ v konecnej koncentracii 10 uM. Po
pridani roztokov chemikalii boli bunky vystavené posobeniu testovanych latok po dobu

24 a 48 hodin pri 37 °C, 5 % COz a vlhkosti 95 %.
4.2.6. 3. experiment — co-treatment s cytokinmi a triptanmi
4.2.6.1. Vysev pre izolaciu RNA

HaCaT bunky boli vysievané na 6 jamkové dosticky tak, aby sa v kazdej jamke
nachadzalo priblizne 2 miliény buniek v 2 ml DMEM. Na cely experiment bolo treba
priblizne 24 miliénov buniek v 48 ml DMEM. Po vysati boli dosticky inkubované
24 hodin pri 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti 95 %.

4.2.6.2. Treatment pre izolaciu RNA

V ramci tohto experimentu bol sledovany vplyv jednotlivych vybranych triptanov
— avitriptanu (v koncentracii 50 uM) , donitriptanu (v koncentracii 50 uM), eletriptanu
(v koncentracii 50 pM) a rizatriptanu (v koncentracii 100 uM) — a ich vplyv v kombinacii
s roztokom cytokinov (IL-17A v koncentracii 10 ng/ml, IL-1p v koncentracii 10ng/ml
a TNFa v koncentracii 20 ng/ml) na HaCaT bunkovu liniu. Ako UT bolo pouzit¢ DMSO
v DMEM v pomere 1:1000 a ako pozitivna kontrola bol pouzity FICZ v konecnej
koncentracii 10 uM. Roztok cytokinov bol taktiez vyuzity samostatne a v kombinacii
s FICZ-om. Po oSetreni buniek jednotlivymi roztokmi boli bunky wvystavené ich

posobeniu po dobu 24 hodin pri 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti 95 %.
4.2.7. Izolacia mRNA

RNA bola izolovana metddou vyuzivajucou TRI Reagent®. Po inkubacii buniek
z kazdého typu experimentu bolo zjamiek odstranené staré médium, dostickyy boli
osuSené na buniCine a do kazdej jamky bol pridany 1 ml TRI Reagent®. Za pouzitia
Skrabky boli bunky oddelené od dna jamiek aich homogenat bol preneseny
do mikroskimaviek oobjeme 1,5 ml. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 200 ul
chloroformu a mikroskiimavky s vzorkami boli dokladne pretrepavané po dobu 1 minuty,
po ¢om boli vzorky ponechané pri laboratornej teplote po dobu cca 10 minuat, pokial
nedoslo k oddeleniu jednotlivych faz roztoku. Néasledne boli vzorky centrifugované
pri 14 000 rpm a 4 °C po dobu 15 minut. Po centrifugécii bola z kazdej vzorky odnata

vrchnd vodna faza (o objeme priblizne 400-500 pl), ktord bola néasledne prenesena
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do novych 1,5ml mikroskimaviek. RNA bola precipitovand pridanim 0,5 ml
vychladeného izopropanolu do kazdej vzorky, pricom po jeho pridani bola kazda vzorka
dokladne zvortexovana. Vzorky boli opat’ ponechané pri laboratornej teplote po dobu
7-8 minat a nasledne opat’ centrifugované pri 14 000 rpm s 4 °C po dobu 13 minut.
Toto malo za Uc¢inok vyzrazanie RNA na dne mikroskamaviek. Z kazdej vzorky bol
odstraneny supernatant a nasledujicim krokom bolo premyvanie RNA peletu za pouzitia
1 ml 75% etanolu vychladeného na —20 °C. Vzorky s etanolom boli centrifugované
po dobu 5 minat pri 14 000 rpm a 4 °C. Proces premyvania bol opakovany dvakrat.
Po premyti bol z mikroskimaviek odpipetovany etanol a otvorené mikroskumavky boli
inkubované v termobloku pri 65 °C po dobu maximalne jednej minuty. Do kazdej
mikroskimavky s peletom bolo pridanych 30 ul precistenej vody zbavenej nukleaz
a pre zvySenie rozpustnosti peletu boli vzorky inkubované v termobloku, tentokrat
uzavreté, pri teplote 65 °C po dobu 5 minuat. Nakoniec boli vzorky mierne zvortexované
a okamzite prenesené na 'ad. Pomocou pristroja NanoDrop Lite bola spektrofotometricky

zmerana Cistota a koncentracia izolovane] RNA.
4.2.8. Reverzna transkripcia

RNA vo vzorkach bola nariedena pre ucely reverznej transkripcie tak, aby kazda
vzorka o objeme 5 pul obsahovala 1 000 ng RNA. Ku kazdej vzorke bol pridany 1 ul
Random Primers 6 (o koncentracii 100 pmol/l) a vzorky boli prenesené na inkubaciu
v termobloku po dobu 5 minut pri 65 °C. Nasledne boli vzorky kratko zcentrifugované
a prenesené na 'ad. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 6 pl reakénej zmesi pre reverznu
transkripciu (pripravena podla tabulky €. 1) a vzorky boli opat’ kratko zcentrifugované.
Vzorky s reakénou zmesou boli inkubované pri 42 °C po dobu 1 hodiny a nasledne boli
prenesené do termobloku o teplote 65 °C na 10 minutovu inkubaciu. Po inkubéaciach boli
mikroskimavky so vzorkami prenesené na l'ad, kde sa chladili 2 minuty. Kazdéa vzorka

s takto ziskanou cDNA bola 10x nariedend 108 pl ultracistej vody.
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Tabul’ka ¢. 1: Zlozenie reakénej zmesi pre reverznu transkripciu. Uvedené objemy
su pre reakénu zmes pre 1 vzorku.

Reagencie Objem [pl]
Reverzna transkriptaza M-MuLV 0,6
Inhibitor ribonukleaz 0,3
dNTPs (10mM stock) 0,6
Reakény pufor (10x koncentrovany) 1,2
Ultracista voda zbavena nukleaz 33
Celkom 6

4.2.9. RT-qPCR
4.2.9.1. TagMan Gene Expression Assay

Pre sledovanie expresie génov TNFa, IL-17A aIL-1f bola vyuzita TagMan Gene
Expression Assay. Reakénd zmes bola pripravena podla tabulky ¢. 2. Na l'ad bola
umiestnend 96 jamkova biela mikrotitracna dosticka a do potrebného mnozstva jamiek
bolo napipetovanych 9 ul reakénej zmesi a 2 pl vzorky cDNA. VSetky vzorky boli
pipetované v triplikate. Dosticka bola prekryta priehl'adnou foliou a centrifugovana
pri 1500 rpm pri 4 °C. Po centrifugécii bola dosticka vlozena do Light Cycler-a
a podmienky PCR boli nastavené podl'a tabulky ¢. 3.

Tabul’ka ¢. 2: Zlozenie reakénej zmesi pre TNFa, IL-17A a IL-1B pre RT-qPCR.
Uvedené objemy st pre reak¢nu zmes pre 1 vzorku.

Reagencie Objem [pl]
Master Mix (2x koncentrovany) 5,0
TaqMan Gene Expression Assay (20x
koncentrovana) 0
Ultracista voda zbavena nukleaaz 3,5
Celkom 9,0
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Tabul’ka ¢. 3: Nastavenie RT-qPCR reakcie pre TagMan Gene Expression Assay.

Format detekcie Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probe
Celkovy objem
v o 11 pul
reakcie
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Preinkubacia 95 20's 1
95 Is
Amplifikacia 45
60 20 s
Chladenie 40 30s 1

4.2.9.2. KiCqStart Probe Assays

Pre sledovanie expresie génov HRNR, FLG, IVL a CYP1Al bola vyuzita
KiCqgStart Probe Assay. Reak¢na zmes bola pripravend podla tabulky ¢. 4. Proces
pripravy bol rovnaky ako pri TagMan Gene Expression Assay, av§ak objem reakcnej
zmesi v jednej jamke ¢inil 8 pul a objem cDNA ¢inil 2 pl. Po centrifugacii bola dosticka

vlozena do Light Cycler-a a podmienky PCR boli nastavené podl'a tabulky ¢. 5.

Tabul’ka ¢. 4: Zlozenie reakcnej zmesi pre HRNR, FLG a IVL pre RT-qPCR.
Uvedené objemy st pre reak¢nu zmes pre 1 vzorku.

Reagencie Objem [pl]
KiCqStart Probe qPCR ReadyMix 5,0
Ultracista voda zbavena nukleaz 2.5
F + R primer (10 pM) 0,3
Préoba (10 pM) 0,2
Celkom 8,0
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Tabul’ka ¢. S: Nastavenie RT-qPCR reakcie pre KiCqStart Probe Assays.

Format detekcie Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probe
Celkovy objem
v o 11 pul
reakcie
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Preinkubacia 95 10 min 1
95 10s
Amplifikacia 45
60 30s
Chladenie 40 30s 1
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5 VYSLEDKY

5.1. 1. experiment — vplyv IMQ na expresiu bariérovych génov a
cytokinov v HaCaT bunkovej linii na drovni mRNA
Prvym krokom bolo otestovat’ ¢i je mozné chemicky vyvolat zapalu podobny stav
posobenim latky imiquimodu (IMQ), ktora sa Casto pouziva v in vivo Studiach (Choi
et al., 2021; van der Fits et al., 2009). Bolo teda nutné zistit’ ¢i IMQ potlacuje expresiu
epidermalnych bariérovych génov a¢i indukuje markery zapalu. Indukcia expresie
hornerinu (HRNR) bola merana ako fold induction (FI) negativnej kontroly (UT). FICZ
(ligand AhR) nemal na expresiu HRNR ziadny vplyv. S rasticou koncentraciou IMQ

bolo sledované mierne navysenie expresie (1,5x), ktoré vsak nebolo koncentracne zavislé.
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Graf €. 1: Expresia génu HRNR na drovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni imiquimodu o koncentraciach 1 uM,
10 uM, 50 uM a 100 pM. Vysledky su predstavené ako nasobok negativnej kontroly (fold
induction UT) a boli normalizované vzhladom k referencnému génu GAPDH a st
priemerom dvoch nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli uréené
Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené symbolom *.
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Dalsi z bariérovych génov, filagrin (FLG) bol FICZ-om indukovany priblizne
3,7 krat oproti negativnej kontrole aindukcia bola vyrazna, aj ked nie Statisticky

signifikantna. Imiquimod nemal na expresiu FLG ziadny vplyv.
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Graf ¢. 2: Expresia génu FLG na trovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni imiquimodu o koncentraciach 1 uM,
10 uM, 50 uM a 100 uM. Vysledky su predstavené ako nasobok UT a boli normalizované
vzhladom kreferenénému génu GAPDH asi priemerom dvoch nezavislych
exerimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené Statisticky vyznamné hodnoty
(p<0,05) oznacené symbolom *.

Hladina expresie posledného sledovaného bariérového génu involukrinu (IVL)
bola ligandom Ahr FICZ-om znizen4, avsak nie Statisticky vyznamne. IMQ expresiu

mierne zvy$il, av§ak taktiez nie Statisticky vyznamne.
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Expresia IVL na Girovni RNA
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Graf ¢. 3: Expresia génu IVL na dirovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni imiquimodu o koncentraciach 1 uM,
10 uM, 50 uM a 100 uM. Vysledky su predstavené ako nasobok UT a boli normalizované
vzhladom kreferenénému génu GAPDH asi priemerom dvoch nezavislych
experimentov. Pomocou S§tatistického T-testu boli urCené statisticky vyznamné hodnoty
(p<0,05) oznacené symbolom *.

Medzi sledovanymi cytokinmi, ktoré mali byt indukované chemickou cestou
pomocou IMQ boli interleukin 1 B (IL-1B) a tumor necrosis factor oo (TNFa). Cytokin
IL-1B bol FICZ-om indukovany Statisticky vyznamne priblizne 6,8 krat viac ako UT.
IMQ v ziadnej koncentracii vyznamne neovplyviioval expresiu IL-1PB, v koncentraciach

50 a 100 pM ju dokonca mierne znizoval.
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Graf ¢. 4: Expresia génu IL-1B na irovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni imiquimodu o koncentraciach 1 uM,
10 uM, 50 uM a 100 uM. Vysledky su predstavené ako nasobok UT a boli normalizované
vzhladom kreferenénému génu GAPDH asi priemerom dvoch nezavislych
experimentov. Pomocou S§tatistického T-testu boli urCené statisticky vyznamné hodnoty
(p<0,05) oznacené symbolom *.

Expresia TNFa bola FICZ-om mierne, aj ked nie Statisticky vyznamne, zniZena.
Vysledky naznacuju, zZe s rasticou koncentraciou IMQ rastie aj expresia TNFa, ktora bola
IMQ v koncentracii 100 uM indukovana 1,6 krat viac ako negativna kontrola, no ani tento

vysledok nebol Statisticky preukazny.
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Expresia TNFa na irovni RNA
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Graf ¢. 5: Expresia génu TNFa na irovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni imiquimodu o koncentraciach 1 uM,
10 uM, 50 uM a 100 pM. Vysledky su predstavené ako nasobok UT a boli normalizované
vzhladom kreferenénému génu GAPDH asi priemerom dvoch nezavislych
experimentov. Pomocou S§tatistického T-testu boli urCené statisticky vyznamné hodnoty
(p<0,05) oznacené symbolom *.

Na zéklade vysledkov prvého experimentu bol pre d’al§i experiment pouzity
imiquimod o koncentracii 10 uM s dobami inkubacie 24 a 48 hodin, aby sa zistilo ¢i
dlhsia doba m6ze mat vplyv na chemicky indukovany zapal. AvSak, nebola zaznamenana
vyznamna indukcia expresie ani jedného z danych cytokinov — z tohto dévodu bol
experiment s IMQ opusteny a neprebehla ani zamys$lana co-inkubécia s triptanmi, ¢o bol
jeden z ciel'ov prace. Z vysSie uvedenych dévodov sa preslo k indukcii zapalového stavu

za pouzitia vybranych cytokinov IL-17A, IL-1p a TNFao.

5.2. 2. experiment — vplyv cytokinov na expresiu bariérovych génov

Pouzitie prozapalovych cytokinov malo preukazatelny vplyv na expresiu
bariérovych génov. IL-1B ovplyviioval expresiu HRNR podobne vo vsetkych troch
koncentraciach — Statisticky vyznamne konkrétne v koncentraciach 1 a 20 ng/ml a to
priblizne z dvoch tretin tak ako UT. IL-17 v koncentraciach 1 a 10 ng/ml znizoval
expresiu HRNR na priblizne rovnaku aroven. Najvyznamnejsi dopad mal TNFa — s jeho
rasticou koncentraciou dochadzalo k Statisticky vyznamnému poklesu v expresii HRNR.

Po 48 hodinovej inkubacii bol trend v expresii HRNR podobny ako za 24 hodin — TNFa
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vo svojej najnizsej koncentracii expresiu takmer neovplyviioval. Najviac expresiu HRNR

znizoval TNFa v koncentrécii 20 ng/ml a to na menej ako tretinu UT.

Expresia HRNR na Grovni mRNA 24h a 48h
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Graf €. 6: Expresia génu HRNR na drovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 a 48 hodin vystavena posobeniu cytokinov IL-1f (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml), IL-17 (o koncentraciach 1, 10 a 100 ng/ml) a TNFa (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml). Vysledky st vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT). Ziskané
vysledky boli normalizované vzhl'adom k referenénému génu GAPDH a st priemerom 4
nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené Statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené symbolom *.

Zatial ¢o FICZ expresiu FLG po 24 hodinovej inkubacii zvySoval takmer 2,5 krat,
po 48 hodinovej inkubacii FICZ uz nemal na expresiu FLG takmer ziadny vplyv. VSetky
tri cytokiny expresiu znizovali v porovnani s negativnou kontrolou za 24 aj 48 hodin.
Podobne ako pri HRNR, IL-1f a IL-17 znizili expresiu na podobnua uroven, bez ohl'adu
na pouzitu koncentraciu. NajmarkantnejSie znizoval expresiu FLG koncentracne zavisle

TNFa. a to az na priblizne tretinu hodnoty UT pre koncentraciu 20 ng/ml.
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Expresia FLG na Grovni mRNA 24h a 48h
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Graf ¢. 7: Expresia génu FLG na durovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 a 48 hodin vystavena posobeniu cytokinov IL-1p (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml), IL-17 (o koncentraciach 1, 10 a 100 ng/ml) a TNFa (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml). Vysledky su vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT). Ziskané
vysledky boli normalizované vzhl'adom k referenénému génu GAPDH a st priemerom 4
nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené Statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené symbolom *.

FICZ expresiu IVL po 24 hodinovej inkubécii Statisticky vyznamne redukoval az
na menej ako polovicu hodnoty UT. VSetky tri cytokiny signifikantne znizili expresiu
IVL, najviac opat’ TNFa, tentokrat pre koncentracie 20 a 10 ng/ml az na troven FICZ-u.
Po 48 hodinach uz vsetky cytokiny wvykazovali rovnaky trend, kde s rasticou
koncentraciou dochadzalo k poklesu expresie IVL. Tento trend bol jasnejsi ako
pri 24 hodinovej inkubacii. Najvacsi pokles expresie bol opat’ zaznamenany po posobenti

TNFa. v koncentracii 20 ng/ml kde islo o Statisticky vyznamna hodnotu.
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Graf ¢. 8: Expresia génu IVL na durovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 a 48 hodin vystavena posobeniu cytokinov IL-1p (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml), IL-17 (o koncentraciach 1, 10 a 100 ng/ml) a TNFa (o koncentraciach
1, 10 a 20 ng/ml). Vysledky su vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT). Ziskané
vysledky boli normalizované vzhl'adom k referenénému génu GAPDH a st priemerom 4
nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené Statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené symbolom *.

Na zaklade vysledkov druhého experimentu boli pre d’al§i experiment pouzité
IL-1B o koncentracii 10 ng/ml, IL-17 o koncentracii 10 ng/ml a TNFa o koncentracii
20 ng/ml vo forme , mixu® a v kombindcii s avitripitanom, donitriptinom a eletriptanom

o koncentracii 50 uM a rizatriptanom o koncentracii 100 uM, kde dané koncentracie boli

zvolené na zaklade mojej bakalarskej prace (Trofimenkové, 2021).

5.3. 3. experiment — vplyv cytokinov a triptanov vo forme co-
treatmentu na expresiu bariérovych génov na irovni mRNA
Takmer 2840 krat vyssia indukcia expresie CYP1A1 FICZ-om v porovnani s UT
Statisticky signifikantne potvrdila funkénost AhR. FICZ s mixom cytokinov indukoval
expresiu CYP1A1 priblizne 559 krat viac ako UT a taktiez Statisticky vyznamne, zatial
¢o mix cytokinov samotny indukoval jeho expresiu viac ako tri krat viac ako negativna
kontrola. Teda pritomnost mixu cytokinov znizila expresiu CYP1A1 indukovanu FICZ-
om priblizne na Sestinu. Miernu signifikantnu indukciu CYP1AT1 vyvolali aj avitriptan

(AVI), donitriptan (DONI) a rizatriptan (RIZA). Kombinacia triptinov s mixom
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cytokinov nemala takmer ziadny vyznamny vplyv na indukciu CYP1A1l v porovnani

s triptdnmi samotnymi.

Expresia CYP1A1 na trovni mRNA
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Graf ¢. 9: Expresia génu CYP1A1l na durovni mRNA v HaCaT bunkovej linii.
Bunkova linia bola po dobu 24 hodin vystavend pdsobeniu avitriptanu, donitriptanu
a eletriptdnu o koncentracii 50 pM a rizatriptanu o koncentracii 100 uM a nésledne
jednotlivym triptanom v kombindacii s mixom cytokinov (IL-17 a IL-1B o koncentracii
10 ng/ml a TNFa o koncentracii 20 ng/ml). Vysledky st vyjadrené ako nasobok
negativnej kontroly (UT). Ziskané vysledky boli normalizované vzhladom
k referenénému génu GAPDH a su priemerom 5 nezavislych experimentov. Pomocou
Statistického T-testu boli urcené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) v porovnani
s negativnou kontrolou ozna¢ené symbolom * av porovnani s mixom oznacené
symbolom +.

Hladina mRNA pre HRNR nebola ovplyvnena ligandom AhR, ale mix cytokinov
znizil expresiu asi na 20 % negativnej kontroly. Pritomnost FICZ-u nemala na znizenie
vplyv. Samotné triptiny nemali S§tatisticky vyznamny vplyv na expresiu HRNR.

Ich kombinacia s mixom cytokinov hladinu mRNA rovnako neovplyvnila.
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Graf ¢. 10: Expresia génu HRNR na udrovni mRNA v HaCaT bunkovej linii.
Bunkova linia bola po dobu 24 hodin vystavend pdsobeniu avitriptanu, donitriptanu
a eletriptdnu o koncentracii 50 pM arizatriptanu o koncentracii 100 uM a nésledne
jednotlivym triptanom v kombindacii s mixom cytokinov (IL-17 a IL-1B o koncentracii
10 ng/ml a TNFa o koncentracii 20 ng/ml). Vysledky st vyjadrené ako nasobok
negativnej kontroly (UT). Ziskané vysledky boli normalizované vzhl'adom
k referenénému génu GAPDH a su priemerom 5 nezavislych experimentov. Pomocou
Statistického T-testu boli urcené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) v porovnani
s negativnou kontrolou ozna¢ené symbolom * av porovnani s mixom oznacené
symbolom +.

Expresia FLG bola FICZ-om asi 2,1 krat indukovana a redukovana samotnym
mixom cytokinov na priblizne patinu hodnoty UT. Kombinacia FICZ-u a mixu viedla
k narastu v porovnani s mixom, ktora vSak nebola v porovnani s mixom Statisticky
vyznamna, ¢o naznacuje participaciu aktivovaného AhR v obnove expresie bariérového
génu filagrinu. Pritomnost’ ziadneho z testovanych triptanov v§ak neviedla k podobnému

efektu a ich pritomnost’ tak nemala na cytokinmi indukovany pokles FLG mRNA ziadny

vplyv.
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Graf ¢. 11: Expresia génu FLG na durovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeniu avitriptanu, donitriptanu a eletriptanu
o koncentracii 50 uM arizatriptanu o koncentracii 100 uM a nasledne jednotlivym
triptanom v kombindcii s mixom cytokinov (IL-17 a IL-1B o koncentracii 10 ng/ml
a TNFa o koncentracii 20 ng/ml). Vysledky su vyjadrené ako nasobok negativnej
kontroly (UT). Ziskané vysledky boli normalizované vzhladom k referenénému génu
GAPDH a st priemerom 5 nezavislych experimentov. Pomocou §tatistického T-testu boli
urCené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) v porovnani s negativnou kontrolou
oznacené symbolom * a v porovnani s mixom oznacené symbolom +.

Pri expresii IVL bola opit pozorovand jej markantnd redukcia pdsobenim
FICZ-u ¢i mixu cytokinov. Prekvapivo, FICZ v kombinacii s cytokinmi dokonca
redukoval expresiu IVL eSte viac ako mix samotny a to §tatisticky vyznamne v porovnani
s UT. Samotné triptany znizili expresiu IVL na 60-80 % negativnej kontroly a pri ich
kombinacii s mixom cytokinov s vynimkou AVI a DONI do$lo k signifikantnému
synergickému efektu, kde bol podobne ako pre FICZ pozorovany pokles vacsi nez pre

mix samotny.
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Expresia IVL na Girovni RNA
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Graf ¢. 12: Expresia génu IVL na drovni mRNA v HaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeniu avitriptanu, donitriptanu a eletriptanu
o koncentracii 50 uM arizatriptanu o koncentracii 100 uM a nasledne jednotlivym
triptanom v kombindcii s mixom cytokinov (IL-17 a IL-1B o koncentracii 10 ng/ml
a TNFa o koncentracii 20 ng/ml). Vysledky su vyjadrené ako nasobok negativnej
kontroly (UT). Ziskané vysledky boli normalizované vzhladom k referencnému génu
GAPDH a st priemerom 5 nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli
uréené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) v porovnani s negativnou kontrolou
oznacené symbolom * a v porovnani s mixom oznacené symbolom +.
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6 DISKUSIA

Tato diplomova praca sa zaobera vplyvom indukovaného chemického zéapalu
buniek koze na expresiu epidermalnych bariérovych génov a jej obnovenie triptanmi skrz
aktivaciu aryl uhl'ovodikového receptora (AhR). Dysfunkcia expresie bariérovych génov
v kozi je asociovana so zapalovymi ochoreniami ako je atopickd dermatitida a psoriaza,
ktoré su charakteristické svojimi cytokinovymi profilmi. Testované boli ulinky
imiquimodu (o koncentracii 1, 10, 50 a 100 uM) na expresiu cytokinov TNFa a IL-1,
cytokinov IL-17A (o koncentraciach 1, 10 a 100 ng/ml), IL-1B (o koncentraciach 1, 10
a 20 ng/ml) a TNFa (o koncentraciach 1, 10 a 20 ng/ml) na expresiu bariérovych génov
HRNR, FLG alIVL avybranych triptdnov avitriptanu, donitriptanu, eletriptanu
(o koncentracii 50 uM) a rizatriptanu (o koncentracii 100 uM) v kombinacii s mixom
cytokinov (IL-17 a IL-1PB o koncentracii 10 ng/ml a TNFa o koncentracii 20 ng/ml)
na expresiu bariérovych génov HRNR, FLG alIVL v HaCaT bunkovej linii
imortalizovanych l'udskych keratinocytov. Imiquimod sa v klinickej praxi vyuziva ako
lieCivo na genitalne a perianalne kozné bradavice, aktinicka keratozu a pri povrchovom
bazalnom karcinéme koze a triptany (okrem avitriptanu a donitriptanu) su vyuzivané ako
selektivni agonisti 5-HT1B/1D receptorov pri liecbe akatnych migrenickych stavov.
Ked'ze medzi agonistov AhR patria aj zluCeniny s indolovym jadrom, medzi ktoré patria
aj triptany (Vyhlidalova er al., 2021, Trofimenkova, 2021) a aktivacia signalnej drahy
AhR savyuziva pri liecbe zapalovych ochoreni koze, zdkladnym cielom tejto diplomove;
prace bolo overit’ hypotézu, ze tieto latky budu schopné obnovit chemicky indukovanym

zapalom znizenu expresiu bariérovych génov koze.

Vstudii  Choi er al. bol sledovany model psoriaze podobnému zéapalu
indukovaného IMQ v mysacich modeloch. Koza mysi bola denne oSetrovana 25 mg
komer¢ne dostupného IMQ krému (5%) a nasledne bola sledovand mRNA expresia
cytokinov v kozi pomocou RT-PCR. Pozorovana bola indukcia expresie IL-13 a TNFa
(viac ako dvakrat vyssia ako pri kontrole, v oboch pripadoch). V mojej diplomovej praci
nebolo sledované signifikantné ¢i uz pozitivne alebo negativne ovplyvnenie expresie
cytokinov po posobeni IMQ, v ktorejkol'vek koncentracii. Tento fakt mohol byt
sposobeny tym, ze rozpustnost IMQ v polarnych zluceninach je vyrazne limitovana
a modely stavov podobného psoridze su zalozené na pouzivani IMQ vo forme krému,

kde je jeho rozpustnost markantne vyssia a moznost’ jeho aplikacie jednoduchsia a tym
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padom pravdepodobne aj efektivnejsia v sprostredkovavani jeho imunomodulécie (Choi

etal., 2021).

Varma et al. vo svojej studii posobili IMQ v koncentracii 100 pM na HaCaT
bunkovu liniu po dobu 96 hodin a sledovali expresiu FLG a IVL na urovni mRNA.
Expresia filagrinu po pdsobeni IMQ narastla po 96 hodinach na priblizne dvojnasobok
negativnej] kontroly, pricom expresia IVL bola indukovand o nieCo menej ako
dvojnasobok negativnej kontroly (Varma et al., 2017). Z mojich vysledkov je zjavné, ze
IMQ expresiu FLG takmer neovplyviioval a expresiu IVL zvySoval len minimalne. Tento
maly rozdiel medzi mojimi vysledkami a vysledkami studie Varma et al. byt spdsobeny
aj faktom, ze Varma et al. vo svojej Studii vystavovali HaCaT bunkovu liniu CaCl» eSte

pred treatmentom samotnym, z dovodu indukovania diferenciacie.

V studii Varma et al. bola taktiez sledovana expresia vybranych cytokinov
na urovni mRNA v HaCaT bunkovej linii po 24 hodinovom pdsobeni 100uM IMQ.
Indukcia expresie TNFa sa blizila stonasobku negativnej kontroly, priCom v mojich
vysledkoch bola sledovana iba 1,6 nasobna indukcia expresie TNFa po poésobeni 100uM
IMQ. Tento vyrazny rozdiel moze byt taktiez spdsobeny tym, ze pdsobenie IMQ
na HaCaT bunkovej linii, v ktorej bola pouzitim CaCl; indukovana ich diferenciacia

(Varma et al., 2017)

Tanaka et al. vo svojej stadii indukovali expresiu IL-13 posobenim 100nM FICZ-
u po dobu 3 a6 hodin vHaCaT bunkovej linii. Po trojhodinovej inkubécii FICZ
indukoval expresiu IL-1B priblizne dvakrat viac ako negativna kontrola a po Sest
hodinovej inkubécii narastla jeho expresia na takmer Stvornasobok negativnej kontroly.
V praktickej Casti mojej diplomovej prace bola namerana expresia IL-1f po pOsobeni
FICZ-u viac ako 6,5 krat vyssia ako negativna kontrola. Mnou namerané vysledky su
v sulade s vysledkami Stadie Tanaka er al. aj ked su vyssie, ¢o bolo pravdepodobne
spOsobené tym, ze v praktickej Casti mojej diplomovej prace i§lo o 24 hodinovu inkubaciu

a FICZ bol pouzity vo vysSej koncentracii (10 uM) (Tanaka et al., 2018).

Objav schopnosti Tapinarofu viazat sa na AhR atym ovplyviiovat expresiu
bariérovych génov bol vyznamnym pilotny krokom pri vyvijani novych foriem liecby
koznych zapalovych ochoreni. Fakt, ze tapinarof aktivuje moduluje AhR sprostredkovanu
expesiu bariérovych génov vedie k hypotéze, ze iné molekuly (napriklad triptany),

obsahujuce podobné Struktury (aromatické cykly) mozu taktiez viest k aktivacii AhR
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a ovplyvneniu expresie bariérovych génov. Vplyv tapinarofu na expresiu bariérovych
génov filagrinu a lorikrinu bol sledovany v §tadii Vu et al., kde bola pouzitd bunkova
linia normélnych Tudskych epidermalnych keratinocytov oSetrend tapinarofom
o koncentracii 500 nM po dobu 24, 48 a 72 hodin. Po 24 hodinach zvySoval expresiu FLG
na viac ako patnasobok negativnej kontroly. V mojich vysledkoch indukoval ligand AhR
FICZ expresiu FLG o nieCo viac ako 2 krat v porovnani s negativnou kontrolou. FICZ aj
tapinarof ovplyviuju expresiu FLG skrz AhR, vysledky mojej experimentalnej prace
a Stadie Vu et al., sa liSia pravdepodobne hlavne z dovodu, ze v mojej experimentalnej
praci bola vyuzivana HaCaT bunkova linia imortalizovanych keratinocytov (Vu et al.,

2020).

Tapinarof bol taktiez v §tadii Smith er al. vyuzity pri obnovovani expresie
bariérovych génov filagrinu, hornerinu a involukrinu, av§ak na bunkovej linii primarnych
T'udskych keratinocytov pocCas 72 hodinovej inkubacie. Expresia IVL po poOsobeni
tapinarofu o koncentracii 1 pM bola po 72 hodinach priblizne Styri krat vysSia ako
pri negativne] kontrole s DMSO. V mojej experimentalnej praci som nepozorovala
navySenie expresie IVL ani jednym z pouzitych ligandov AhR (FICZ a triptany).
Expresia FLG bola pdsobenim tapinarofu v rovnakej koncentracii indukovana viac ako
pat krat viac ako negativna kontrola, pricom v mojom experimente som sledovala
navySenie jeho expresie len pri pouziti FICZ-u, eletriptanu a rizatriptanu a aj to menej
ako v §tadii Smith et al.. NajvyraznejSie 1uM tapinarof ovplyviioval expresiu HRNR,
kedy doslo k viac ako stonasobnému navySeniu v porovnani s negativnou kontrolou.
V ramci mojich experimentov indukoval expresiu HRNR len rizatriptan a aj to len
minimalne. Tieto rozdiely mozu byt sposobené jednak pouzitim inych bunkovych linii,

alebo moznostou, Ze pouzité triptany nedostato¢ne aktivovali AhR (Smith er al., 2017).

Gutowska-Owsiak et al. vo svojej Studii vyuzivali IL-17A o koncentracii 200
ng/ml na HaCaT bunkovej linii a sledovali downregulaciu mRNA profilagrinu po jeho
dvanast’ hodinovom posobeni. Expresia profilagrinu bola pdsobenim IL-17A znizena
o viac ako polovicu v porovnani s negativnou kontrolou. Vo vysledkoch mojich
experimentov bola zaznamenana priblizne rovnako znizend expresia mRNA FLG po
pdsobeni IL-17A v koncentraciach 1, 10 a 100 ng/ml a to na priblizne polovinu hodnoty
negativnej kontroly. Moje vysledky a vysledky §tidie Gutowska-Owsiak sa vyrazne
neliSia (Gutowska-Owsiak ef al., 2012).
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Uhol'ny decht ako aktivator AhR signalnej drahy bol vyuzity v stadii Bogaard et al.,
kde boli pouzité kozné ekvivalenty generované z keratinocytov pacientov s AD, ktoré
vykazovali heterozygotnu mutaciu FLG. UZ po 3 diioch aplikacie uhol'ného dechtu zacala
expresia filagrinu a hornerinu narastat a po 7 diioch uz dosahovala hodnoty expresie
pripominajice hodnoty expresie tychto proteinov v zdrave] kozi (Bogaard et al., 2013).
V mojich experimentoch ani jeden z triptanov nebol schopny obnovit expresiu hornerinu
a filagrinu znizent prozépalovym mixom cytokinov. Tento fakt mdze byt spdsobeny
viacerymi faktormi — vyrazne kratSia doba expozicie bunkovej linie triptinom, pouzitie

inej bunkovej linie alebo nedostato¢na aktivacia AhR

Na zéklade porovnania mojich vysledkov a vysledkov inych §tadii je mozné
tvrdit, ze expresia bariérovych génov nie je spojend len s aktivaciou AhR. Interleukiny
pouzité v praktickej Casti tejto diplomovej prace sice znizovali expresiu bariérovych
génov, no jej obnova vybranymi aktivatormi AhR triptanmi, nebola Gspe$na. Ale aj
napriek nedostatocnej komplexite vyuzitého modelu, slabym aktivatorom AhR
a jednorazovej aplikacii nemozno vylucit, ze aktivacia AhR je spravnym smerom v liecbe

vybranych koznych ochoreni, ako studie s Tapinarofom ¢i uhol'nym dechtom naznacuju.
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7 ZAVER

V ramci mojej diplomovej prace som sa venovala vplyvu chemicky indukovaného zapalu
koze ajeho potlaCenia triptinmi na expresiu bariérovych génov v koznych bunkéch.
V prvej Casti som pozorovala vplyv imiquimodu na expresiu bariérovych génov koze
(hornerinu, filagrinu a involukrinu) a cytokinov spojenych so zapalovymi procesmi
v kozi (IL-1p a TNFa). Expresia HRNR, IVL ani FLG nebola pdsobenim IMQ
ovplyvnena, rovanko tak nebol pozorovany signifikantny vplyv na expresiu vybranych
cytokinov (IL-1B a TNFa). Preto bol experiment s IMQ opusteny a preslo sa k indukcii
zapalového stavu pouzitim cytokinov. Pouzitie IL-17A, IL-1p a TNFa vyvolalo pokles
expresie bariérovych génov, kde najsilnej§im induktorom poklesu bol TNFa, a to ako
za 24 hodin, tak za 48 hodin. Na zaklade tychto vysledkov bol pre nasledujuce
experimenty pouzity mix cytokinov (IL-1pB, 10 ng/ml; IL-17, 10 ng/ml; TNFa 20 ng/ml).
Triptany aich koncentracie (avitriptan, donitriptan a eletriptan v koncentracii 50 puM,
rizatriptan v koncentracii 100 uM) boli zvolené na zaklade vysledkov mojej bakalarske;
prace. Expresia CYP1A1 indukovana bola mixom cytokinov znizena asi na jednu pétinu.
Avitriptan, donitriptan a rizatriptan vyvolali miernu signifikantni indukciu expresie
CYPI1ALl, pritomnost’ mixu nemala na expresiu CYP1A1 ziadny vyznamny vplyv. Mix
cytokinov znizoval expresiu HRNR na asi pitinu negativne] kontroly, pri¢om jeho
kombinécia s FICZ-om ¢i triptanmi nemala na zniZenie ziadny vplyv. Pri expresii FLG,
pridanie FICZ-u k mixu cytokinov spdsobilo narast expresie FLG a naznacilo spolupracu
AhR na obnove jeho expresie. Ani jeden z triptanov na cytokinmi indukovany pokles
expresie FLG nemal ziadny vplyv. Pri expresii [IVL bolo prekvapivé, ze kombinacia mixu
s FICZ-om S$tatisticky vyznamne redukovala expresiu IVL viac ako samotny mix
cytokinov. Jednotlivé triptany expresiu IVL znizovali a v ich kombinacii s cytokinmi
dochddzalo k markantnému synergickému efektu — expresia IVL bola
za pritomnosti triptanov a cytokinov naraz redukovana viac ako pri cytokinoch zvlast’.
Ani jednému ztriptanov sa vramci co-treatmentu nepodarilo obnovit' expresiu
bariérovych génov. Pre jednoznacnejSiu odpoved ¢i by wvybrané triptany mohli
obnovovat’ expresiu bariérovych génov koze skrz aktivaciu AhR drahy by mozno bolo

vhodné predizit dobu inkubacie alebo pracovat s inou bunkovou liniou keratinocytov.
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