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1. Uvod

Kuze je nejvetsi organ lidského téla. Plni dlouhou fadu dualezitych funkci a je prvni linii
obrany organismu pred vnéj§imi vlivy. Keratinocyty jsou buiky epidermalni vrstvy
stratum basale. Hraji roli v mnoha dilezitych funkcich kize, jako priklad 1ze uvést tvorbu
bariéry chranici organismus pred vnéjs§im prostiedim, v€etné€ ochrany pied UV zafenim.
UVB zafenim jsou z tryptofanu generovany ligandy aryluhlovodikového receptoru
(AhR). Tento ligandem aktivovany transkripcni faktor ma vliv zejména na metabolismu
xenobiotik, ale také hraje roli pfi proliferaci bunék, embryogenezi, diferenciaci a regulaci
imunitni odpovédi. V inaktivni formé se nachazi v cytoplazmé, je exprimovan skoro
vSemi burikami v téle. Diive se pfehlizelo mozné terapeutické vyuziti AhR diky jeho
ucasti na metabolismu xenobiotik a tvorbé genotoxickych addukti zprostfedkovanych
indukovanymi cytochromy P450. Soucasné poznani vSak favorizuje terapeutické cileni
AhR skrze aktivaci latkami s indolovou strukturou, které jsou vhodnymi kandidaty pro
modulaci imunitnich a zanétlivych reakci v disledku evolu¢ni pfitomnosti a produkce
téchto latek fyziologickou mikrobiotou. Vzhledem k tomu, ze atopickd dermatitida
1 psoriaza jsou chronicky zanétliva kozni onemocnéni, dava smysl hledat vhodné

aktivatory AhR i1 mezi mikrobialnimi indolovymi derivaty.
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3. Literarni piehled

3.1. Kuze
Kuze je nejvétsim organem lidského téla a pokryva celou jeho vnéjsi plochu. Plni velkou
fadu vyznamnych funkci, mezi které napiiklad fadime ochranu organismu ptred
Skodlivymi vnéj§imi vlivy, udrzovani homeostazy, termoregulaci, schopnost organismu
vnimat tlak, teplo a bolest, Gcast pii neverbalni pachové komunikaci a sekrece keratinu

a melaninu.
Sklada se ze tii anatomicky 1 funkEné rozdilnych Casti: epidermis, dermis a hypodermis

(Youself et al, 2017). Dalsi ¢asti kize jsou takzvané kozni adnexa, mezi které fadime

napfiiklad vlasy a nehty (www.nzip.cz, 5001, 5. 5. 2023).

L sweat pore
§ / dermal papilla
/ sensory nerve ending
for touch

stratum corneum __
pigment layer

- % EPIDERMIS

stratum germinativum
= x 34
| stratum spinosum
stratum basale —

arrector pili muscle

+DERMIS

sebaceous gland ~
hair follicle —

L. SUBCUTIS

P | g (hypodermis)
nerve fiber— :
blood and Y A& S vein
lymph vessels ] “artery

sweat gland /,/
/
pacinian corpuscle

Obrazek €. 1: Pricny fez kuzi (pfevzato z www.wikiskripta.eu)
Epidermis (Obrazek ¢. 1) je nejsvrchngjsi vrstva kiize a embryonalnim pavodem je
tvorena z ektodermu. Prevazujici builky jsou keratinocyty, které pochazeji ze stratum
basale a hraji roli pii tvorbé epidermalni vodni bariéry a regulaci absorpce vapniku pres
aktivaci cholesterolovych prekurzord UVB svétlem k tvorbé vitaminu D. Epidermis
délime na vrstvy: stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum

spinosum a stratum basale.

Stratum corneum je nejsvrchng€jsi vrstva tvofend keratinem a zrohovatélymi Supinami.
Jeji sila je kolem 20 vrstev bunék. Tato vrstva se nejvice odliSuje svoji tloustkou podle
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mista svého vyskytu. Mrtvé keratinocyty zde sekretuji latky, které hraji roli v prvni linii

imunitni obrany organismu.

Stratum lucidum je ptitomna v oblastech se silnéjsi kazi. Nachazi se tfeba v dlani nebo
na chodidle. Tyto dvé az tfi Ciré bunécné vrstvy jsou tvoreny transformovanym produktem

keratohyalinu: eleidinem.

Stratum  granulosum se skladd se zbuncék tvaru diamantu s keratohyalinovymi
a lamelarnimi granuly. Keratohyalin obsahuje prekurzory, které nakonec crosslinkuji
nebo se seskupuji. Lamelarni grana obsahuji glykolipidy, které jsou sekterovany na

povrch buriky a slouzi jako pojivo bunék.

Stratum spinosum obsahuje nékolik vrstev nepravidelnych, mnohosténnych bunék

s cytoplazmatickymi procesy. Zde mazou byt nalezeny i dendritické buriky.

Stratum basale je nejspodnéjsi vrstva oddélena od dermis bazalni lamelou, ke které je
pfipojena multiproteinovymi komplexy zvanymi hemidesmosomy. V této vrstvé se
nachazeji melanocyty, a predevsim mitoticky aktivni kmenové buiiky, které produkuji

keratinocyty. Buiiky jsou vétSinou ovalného nebo cylindrického tvaru (Bendova, 2010).

Dermis je prostiedni kozni vrstva. Vyskytuji se zde elasticka a kolagenni vlakna, ktera
zajistuji pevnost a pruznost kiize. Dale jsou zde vlakna retikulinova a kotvici fibrily.
Zaroveil je tato vrstva velmi dobfe prokrvena a nachazi se zde 1 mnoho smyslovych

receptort (www.nzip.cz, 4783, 5. 5. 2023).

Hypodermis je nejspodnéjsi vrstvou kiize. Spojuje kiizi s podkozni vazivovou tkani svalt
a kosti. Dle zdroje Lumen Learning se hypodermis sestava z areolarni pojivové a tukové
tkané, ktera uchovava tuk a tim poskytuje organismu izolaci a kiizi tlumeni. Dale se zde
nachazi napfiklad folikuly vlasi, krevni cévy a smyslové neurony

(courses.lumenlearning.com, 3. 4. 2023).
3.2. Kozni onemocnéni

3.2.1. Atopicka dermatitida
Atopicky ekzém, jinak také nazyvan atopicka dermatitida (AD), je chronické intenzivné
svédivé, recidivujici zanétlivé onemocnéni kize. Nejcast€ji propuka v raném détstvi.
Ackoliv se obvykle jedna o epizodické onemocnéni stfidajici exacerbaci a remisi, ve
vaznych pfipadech mtze byt onemocnéni kontinualni. Postihuje kolem 15-30 % déti a 2-

10 % dospélych na svéte (U.S. National Library of Medicine 2007, 3.5.2023).
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Zhruba u 70 % pripadi dochazi k propuknuti AD v prvnich 5 letech Zivota pacienta.
U 30 % nemocnych se vyskytne i astma a u 35 % senna ryma (Williams, 2005). To mize
vést pres vznik systémovych alergii az k takzvanému atopickému pochodu. Tento pochod
zaCina vnitini fazi, kdy dité ¢i dospély trpi ekzémem, ale bez senzibilizace. V dalsi, vnéj$i,
fazi dochéazi ke zvySeni citlivosti na potravinové a vné&jsi alergeny. Nakonec vznika
precitlivélost na autologni proteiny a tim vznika autoimunita. Pokud se AD projevi
u dospélych, u zhruba 30 % se jedna o prenos nemoci z détstvi. AD s pozdnim nastupem
(late-onset) se obvykle objevuje u dospélych, u kterych se v détstvi neprojevila. Je to
zavazngj$i, svédivejsi a chronictéj§i podoba AD. Mezi t€mito dospelymi se vyskytuji
jedinci bez zvySené senzibilizace a nemaji tak zvySené IgE, ale maji zvySenou hladinu
interferonu gama (IFNy), ktery vznika stimulaci bilych krvinek antigeny (Green et al,
1969). U pacientt je prokazan mirny prabéh AD a negativni osobni i rodinna anamnéza.

Takovy jedinec mize, ale nemusi prejit do dalsi faze nemoci.

Mezi primarni pfiznaky AD fadime dermatitidu, xer6zu, chronicky pribéh a chronicky
kozni zanét. Svédéni je az sekundarni projev, zejména v teple nebo pfi stresu. AD je velice

variabilni, pfiznaky u riznych pacientt se odlisuji.

Akutni ptipady AD se projevuji zaCervenalou kuzi s otokem, puchyiky a mokvanim.

U chronickych ptipadi také dochazi k zesileni postizené oblasti kiize (leichnifikace).

AD vznika interakci vice typu faktor. VétSina zdroji se shoduje, ze primarnimi
pri¢inami jsou genetické predpoklady ke Spatnému vyvoji kozni bariéry. Tim jsou
naruseny nekteré signalizacni drahy, coz ma za disledek zvyseni tvorby IgE a Th2
odpovéd’. Alergeny diky témto zménam Iépe pronikaji bariérou a zptsobuji senzibilizaci
organismu. OvSem expresi IgE a Th2 odpoveéd’ bunék spousti interakce faktora vnéjsiho

prostiedi a gent organismu (Benakova et al, 2010).

3.2.1.1. Patofyziologie

Pro zanétlivé léze AD byly objasnény 2 hypotézy, které se mohou vzajemné dopliiovat.

Prvni se tyka nerovnovahy adaptivniho imunitniho systému. Teorie tvrdi, ze AD je
disledkem nerovnovahy pomocnych T lymfocytt (Th) typt 1, 2, 17 a 22 a regulacnich T
(Treg) lymfocytt. Pii akutnim ekzému se rovnovaha Th1/Th2 priklani k Th2 odpovédi.
U chronického pievazuje Thl odpovéd. Tyto efektorové buiky jsou hlavni soucasti

imunitni odpovédi (Yang et al, 1998).



Hypotéza kozni bariéry se zaobirda mutacemi v genu pro filaggrin, ktery koduje
strukturalni proteiny vazajici v stratum corneum a stratum granulosum keratinocyty
k sobé. U jedinct s touto mutaci je zvySeno riziko vyskytu AD. Snizena tvorba filaggrinu
je pri¢inou dysfunkce kozni bariéry a ztraty vody, coz zplisobuje ekzém. Teorie
vysvétluje, ze prunik alergent do kize je usnadnén, kdyz je kozni bariéra narusena

(De Benedeto et al, 2012).

U atopikii jsou vys§i hodnoty neurotransmiterd a nervovych rastovych faktort
uvoliujicich se znervovych zakonceni v krvi nebo v kizi, které zesiluji a udrzuji
neurogenni zanét vyvolany imunitnimi buitkami (Misery et al, 2019). Neurobiologicky
pruizkum naznacuje, ze interakce perifernich i centralnich nervi s kizi ma vliv na

homeostazu kiize a protivirové pusobeni.

3.2.1.2. Lécba
AD neni mozné zcela vylécit. Existuje nékolik zpusobu 1écby a je dulezité 1éCit nejen
pfimo postizené oblasti, ale diraz se klade i na doprovodnou 1é¢bu, ktera se voli na miru
pacienta podle zavaznosti AD aktualniho rozsahu a intenzity onemocnéni a mnoha dalsich
faktori. Nejdulezitéjsi prevenci je zabranit suchosti kiize. Dale se vyuzivaji néktera
fytofarmaka. Zabaly a spreje se pouzivaji pouze v dobé, kdy je tfeba zmirnit stav AD.
V akutnich stavech byvaji vyuzivané kortikosteroidové masti na potlaeni zanétu pfi
objeveni ekzému nebo pfi zhorSeni jiz probihajiciho. Jako doplnéni povrchové 1écby se
vyuziva naptiklad fototerapie ultrafialovym svétlem typu B (UVB), systematické

imunosupresivni 1éky nebo lokalni 1écba antibiotiky (Benakova et al, 2010).

3.2.2. Psoriaza (lupénka)

Psoriaza se fadi kneinfekénim autoimunitnim chronickym zanétlivym koznim
onemocnénim a postihuje predevsim kizi. Vznika v disledku pisobeni nékolika vlivi,
mezi které fadime vlivy environmentalni a genetické. Objevuje se nejcasteji mezi 15 a 30
lety zivota a nezavisle na pohlavi. Celosvétové psoridzou trpi zhruba 2 % svétové
populace (AL-Sariay et al, 2021).

Klinicka diagnéza Casto staci k potvrzeni psoriazy. Biopsie se pouziva ziidka. Zkouma se
pfitomnost zaCervenalych Supinatych skvrn, plaki a papul, které jsou Casto svédivé
a bolestivé (Rendon a Schikel, 2019).

Typickym projevem jsou jiz zminéné zacervenalé Supinaté kozni 1éze, ale dalSimi projevy
muze byt ztlu§téni kize, zlutohnédé skvrny pod nehtovou ploténkou a Casto také postizeni
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kloubti. Naopak u psoriazy kloubt nemusi mit pacient vibec zadné kozni pfiznaky, ale
klouby jsou nateklé a zarudlé (Kim et al, 2017). Nejcastéjsi formou nemoci je chronicka
plakova psoriasis vulgaris, kterou trpi odhadem 90 % pacientt. Dale se muize projevit

napfiiklad psoriaza inverzni, guttalni, pustularni a erytrodermicka.

Casto jsou projevy psoridzy spojovany s projevy daldich nemoci jako jsou deprese,
artritida a lymfomy. Nelze predpovédét, jak bude psoriaza probihat, ale individualni
terapie muze zlepSit kvalitu zivota pacienta a také velice snizit umrtnost (Weigle

a McBane, 2013).

3.2.2.1. Patofyziologie
Psoriaza je nepfimo spusténa imunitni reakci s ur¢itou genetickou predispozici. Jedna se
o jediné chronicky zanétlivé onemocnéni se souvislosti s HLA-C. U pacientl s alelou
HLA-Cw*0602 byl prokazan nastup nemoci v niz§im véku a byly pozorovany jisté

odlisnosti v klinickych rysech nemoci.

Zanormalnich okolnosti je proliferujicich keratinocytil v kizi kolem 60 %, ale u pacientti
s psoriazou proliferuje az 100 %. Doba bunécného cyklu se tim u psoriatickych 1ézi zkrati
na 36 hodin, a kromé kmenovych bunék mohou proliferovat i buiiky suprabazalni

(Weinstein et al, 1985).

Dale jsou u psoriazy typické zmény exprese keratint, predevsim keratiny typu I, K16

a K17, ktery se nachézi v nizké koncentraci ve vlasovych folikulech.

Ackoliv je psoridza spousténa mnoha faktory, jedinym dobfe definovanym externim
spoustéem je infekce krku B-hemolytickymi streptokoky (Telfer et al, 1992). Toto se
projevuje predevsim u postizenych, ktefi jsou nositeli Cw*0602 alely (Gudjonsson et al,
1990). Superantigeny, které tyto streptokoky produkuji, usnadfiuji migraci T bunék do
kize a indukuji expresi CLA (cutaneous lymphocyte associated) antigenu. Imunitni
odpoveéd’ pravdépodobné zajistuji CD4+ a CD8+ T buriky. Tyto burnky izolované

z psoriatickych 1ézi reaguji na streptokokové antigeny (Brown et al, 2000).

V psoriatickych 1ézich prevladaji cytokiny spadajici do Th1 skupiny a jsou to IL-12, IFN-
vy a TNF-a (Gearing et al, 2010). Jak keratinocyty, tak dendritické buiikky mohou
v disledku ptsobeni IFN-y a TNF-a indukovat produkci mnoha dalSich cytokini a
rastovych faktord, které ovliviiyji produkci vysSe zminénych Thl cytokind. Cytokinova
sit’ se timto muze stat samoudrzujicim procesem, protoze produkce IFN-y dendritickymi
burikami je zvySena vlivem IL-18 a synergicky pusobicim IL-12, ktery je rovnéz
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produkovan dendritickymi burikami. IL-17 zvySuje produkci prozanétlivych cytokint
keratinocyty a tim zvySuje hladinu T bunék v kizi (Gudjonsson et al, 1990).
Hyperproliferaci keratinocytl zptsobuji autokrinni IL-20, IFN-y a mnoho dalSich
cytokini. Nekteré, jako napt. IFN-y a IL-15, zvySuji rezistenci keratinocyti k apoptdze,

zatimco pifesna role TNF-a neni jasna.

3.2.2.2. Lécba
Vyvoji biologické 1é¢by vyznamné pomohla pfitomnost dendritickych bunék, cytokina
a T lymfocytd v psoriatickych 1ézich pacientd, protoze tato 1éCiva cili na specifické
zanétlivé drahy. Aktualné se biologicka 1écba zaméfuje na osu IL-23/Th17 a TNF-a
signalni drahu (Rendon a Schékel, 2019). Pouzivaji se naptiklad komplexné upravené
molekuly a receptorové fuzni proteiny napfiklad: etanercept, infliximab a adalimumab
(Sivamani et al, 2010). Hlavnim cilem je zlepsit stav kize, kloubt a neht. Lécba musi

byt individualizovana podle rozsahu 1 typu nemoci, aby byl zajistén co nejlepsi vysledek.

Lokalni 1écba se vyuziva u pacientd s psoriazou na méné nez 5 % povrchu téla. Dal§im
kritériem jsou nezasazené genitalie, obliCej, chodidla a dlan&. Pro co nejrychlejsi oSetteni
se vyuziva lokalnich kortikosteroid, u kterych se nedoporucuje dlouhodobé uzivani.
Dale se vyuziva analogi vitaminu D3, ktery mirni symptomy blokaci T lymfocytické

aktivity pres modulaci proliferace a diferenciace keratinocytu.

Systematicka 1écba se provadi u zavaznéjsich ptipadu psoriazy a tam, kde lokalni 1écba
nezabird. Zahrnuje napiiklad fototerapii, pouziti acitretinu nebo individualizovanou
biologickou 1écbu. Acitretin je teratogen a vedlejSimi G¢inky je naptiklad fotosenzitivita,

suchost sliznic nebo gastrointestinalni potize (Kim et al, 2017).

3.3. Aryluhlovodikovy receptor
Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripcni faktor z rodiny
bHLH/PAS (basic-Heli-Loop-Helix, Per-Arnt-Sim) pro polyaromatické uhlovodiky,
dioxiny a jina xenobiotika se schopnosti ménit expresi jistych gent, nebo aktivitu jinych
transkripCnich faktor ucastnicich se bunécné proliferace, apoptozy, diferenciace
a bunécného rastu. Diky stigmatu o odpovédnosti AhR za toxicitu dioxinu se zanedbavalo

jeho terapeutické cileni.

Vliv na modulaci aktivity AhR neni vyluéné omezen vlivem antropogennich chemikalii.

Ucinek také ma slozeni potravy a endogenni latky vznikajici pfirozené v téle ¢loveka. Je



dulezity v urcitych fyziologickych procesech jako napiiklad embryogeneze nebo vyvoj

organt (Abel a Haarmann-Stemmann, 2010).

To, ze je AhR konstitutivné exprimovan v mnoha tkanich i typech bunék dokazuji mnohé
studie. U mysi a lidi byla bazalni exprese AhR pozorovana v plicich, slezing, jatrech, ale

1 v primarnich a nadorovych burikach a bunécnych liniich (Yamamoto et al, 2004).

Lidsky gen pro AhR obsahuje 12 exont, koduje tedy 848 aminokyselin dlouhy protein
a nachazi se na chromozomu 7. AhR protein obsahuje 2 hlavni funkéni domény (Obrazek
€. 2). Prvni doménou je DNA vazebna doména (AhR-DBD) obsahujici zakladni motiv
helix-loop-helix (bHLH), ktera se nachazi v N-koncové €asti proteinu, ktera specificky
pozna a interaguje s dioxin-responzivnim elementem (DRE) daného genu a napomaha pfi
protein-protein interakcich. Sklada se ze 2 a-helix(i, mezi kterymi je nadsroubovicova
smycka. Dale se na molekule AhR nachazi Per-Arnt-Sim (PAS) domény A a B. PAS-A
svym zapojenim umoziuje vznik heterodimeru s nuklearnim translokatorem (ARNT).
Vazbu ligandi zajistuje doména PAS-B, ktera se oznacuje jako ligand vazebna doména
(AhR-LBD), ktera se nachazi v pozici 230-397 aminokyselin od N-konce proteinu (Vrzal
et al, 2004). Mysi a potkani sdileji 85-87 % identitu s lidskou aminokyselinovou sekvenci
AhR-LBD. Ov§em onen maly strukturni rozdil vyznamné ovliviiuje vazbu ligandi. Na
C-konci AhR proteinu se nachazi vazebna doména transkripcni aktivace (TAD), kde ona
podobnost mysi a lidi je pouze 58 %. Tato oblast zahrnuje mensi oblasti bohaté naptiklad
na prolin, serin, nebo glutamin. Pravé oblast bohaté na glutamin je zodpovédna za rozdily
odpoveédi AhR na rtizné ligandy mezi zivocisnymi druhy (Xu et al, 2021).

Hsp 90 binding domain

27 79 182 374

Dimerization domain

DN&[”;:F’:"Q Ligand binding domain Trascriptional activation binding domain

basic helix-| 5 - Glutamine
loop-hedix a = rich

Obrizek €. 2: Funk¢ni domény AhR (Malorni et al, 2012, upraveno)

AhR je hlavnim senzorem chemickych signalt. Uroved a spektrum gend, které budou
indukovany fidi kvalita a trvani aktivace AhR riznymi ligandy. AhR se hlavné zaméfuje
na baterie geni odpovédnych za metabolismus planarnich molekul, geny souvisejici
s bunéénym cyklem, vyvojem a bunéCnou diferenciaci a geny souvisejici s imunitou.

Veétsimu zajmu védct podléha i schopnost AhR interagovat s jinymi signalnimi drahami,
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jako napt. NF-kB (nuklearni faktor kappa B), ¢imz je umoznéna vysoce diferencovana

odpoved’ (Esser et al, 2013).

3.3.1. AhR signalni drahy

Aryluhlovodikovy receptor v inaktivnim stavu v cytoplazmé tvoii komplex s nékolika
chaperonovymi proteiny, jako jsou HSP90 (heat-shock protein), P23 (kochaperon
HSP90), XAP2 (X-asociovany protein 2) nebo také c-Src kindza. Po navazani ligandu je
komplex disociovan a AhR je translokovan do bunécného jadra. V pripadé takzvané
kanonické signalni drahy tvoifi AhR heterodimer sjadernym translokatorem AhR
(ARNT). Vznikly komplex AhR/ARNT vaze xenobiotika-responzivni elementy (XRE)
na molekule DNA a tim zprostfedkovava expresi urCitych tfid gent aktivaci
transkripéniho komplexu. Nekanonické signalizace odkazuje na transkripcni funkce AhR
nezavislé na XRE mistech. Tieba aktivovany AhR/ARNT komplex se vaze ptimo
s estrogenovymi receptory, a to vede az k estrogennim tGc¢inkiim (Ohtake et al., 2003).
AhR se mize vazat i sjinymi jadernymi proteiny, jako RelB nebo KLF6. Dochazi
tak v obou pripadech k aktivaci exprese downstream gend, které reguluji tfeba bunécny
cyklus nebo diferenciaci bunék. Mohou také slouzit jako koaktivatory mnoha jadernych
transkrip¢nich faktorti. Dal§im krokem je v obou piipadech export AhR zpét do cytosolu,
kde je degradovan. Signalni draha je utlumovana AhR represorem (AhRR), kdy tento
represor soutézi s AhR o vazbu s jadernym translokatorem AhR (ARNT) (Esser et al,
2013).

Hlavnimi ligandy AhR jsou nizkomolekularni latky, které muzeme rozdélit na latky
pfirodni a latky antropogenniho pivodu. Agonisté s vysokou afinitou k AhR jsou
z vétsiny syntetického ptvodu, jako naptiklad polychlorované bifenyly (PCB) a dibenzo-
p-dioxiny (PCDD) (Denison a Nagy, 2003). Dalsimi metabolicky stabilnimi ligandy jsou
nehalogenované polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a halogenované aromatické
uhlovodiky (HAH). Tyto latky jsou Castymi kontaminanty zivotniho prostfedi a mnoho
znich vyvolava u laboratornich zvirat karcinogenezi nebo zhorSuji reprodukci.
Nejznamé)§im prikladem HAH je latka 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), ktera
je vyuzivana jako modelovy ligand pro studium aktivity tohoto receptoru. Predesl¢ studie
identifikovaly mnoho AhR ligandi strukturné, fyzikaln€ i chemicky odlisnych od vyse
zminénych HAH a PAH (Denison et al, 1998). Jako konkrétni ptiklady téchto odliSnych
ligandi muzeme uvést napiiklad thiabendazol, 1,5-diaminonaftalen nebo 1-metyl-1-

fenylhydrazin. Zaroven u vySe zminéného TCDD a dal§ich HAH plati, ze jejich toxicita
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stoupa srostouci afinitou k AhR (Busbee et al, 2013). Dal§imi ligandy jsou latky
odvozeny od esencialni aminokyseliny tryptofanu. Mezi tyto latky mizeme fadit
napiiklad 6-formylindolo[3,2-blkarbazol (FICZ), ktery svoji vazbou na AhR ziskava
imunomodulacni funkci, stejné jako jiz vySe zminény TCDD. Dusledky iniciované
jadernou translokaci AhR aktivovanou TCDD se vyrazné odlisuji od diasledka aktivaci
skrze cyklicky AMP (cAMP). Jaderné proteiny mohou byt u obou variant stejné, ale
v komplexu zavislém na cAMP mohou podléhat riznym konformacnim zmeénam
zapricinénych modulaci cAMP. Zptsob aktivace skrze cAMP je nezavisly na vazbé
exogenniho ligandu na AhR a zaroveil tato varianta receptoru netvoii komplex

AhR/ARNT (Oesch-Bartlomowicz et al, 2005).

3.3.2. AhRv kuzi
Jelikoz je klze pfimo vystavena vné€j§im vlivim, je vybavena mnoha riznymi
mechanismy, které jsou schopny reagovat a vnimat vnéj$i prostfedi. Chemické signaly
zpracovava hlavné AhR exprimovany koznimi bunkami. V kuzi se také nachazi mnoho
ligandti tohoto receptoru, které jsou generovany z tryptofanu v reakci na svétlo. Jako
piiklady mizeme uvést FICZ a kyselinu indol-3-octovou (Wei et al, 1999). AhR se podili
na detoxikaci a pigmentaci kiize, jeji imunité a bunécné homeostazi. Dale hraje roli 1 pfi
patofyziologii kiize, véetn& pigmentace, fotokarcinogeneze a zan&tu. Urovn& exprese
AhR se odliSuje podle mista vyskytu i druhu organismu. A prave vétsina bunék epidermis

a fibroblastl v dermis maji vysoké hladiny exprese AhR (Esser et al, 2013).

3.3.3. CYP1Al
Cytochrom P450 (CYP) jsou enzymy pusobici jako monooxygenaza a obsahujici hemovy
kofaktor. Cytochromy P450 byly nalezeny ve vSech formach zivota. U savci hraji
cytochromy roli pfi metabolismu 1é¢iv a xenobiotik, pfi syntéze steroidnich hormont,
v metabolismu vitamina rozpustnych v tucich a v mnoha dalSich procesech. Enzymy této
genové superrodiny jsou si mezi sebou podobné pouze z urcité Casti, a proto nejsou jasné

korelace mezi strukturou a funkci téchto cytochromti (Hasemann et al, 1995).

Mezi reakce katalyzované CYP1Al patti hydroxylace aromatického kruhu, coz je
charakteristicky znak karcinogeneze tvorbou vysoce reaktivnich produktt. Tyto produkty
mohou dale zptsobit onkogenni mutace u pokusnych zvifat a lidi (Androutsopoulos et al,

2009).
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CYP1A1l se ucastni prvni faze metabolismu xenobiotik a I1éciv. Mezi latky
metabolizované CYP1A1 patii fada aktivatora AhR, jako jsou flavonoidy, nékteré

metabolity tryptofanu a metabolity kyseliny arachidonové (Murray a Perdew, 2020).

3.3.4. Role AhR u AD a psoriazy
Kuze se brani proti velkému mnozstvi Skodlivych vnéjsich i vnitnich latek produkci
mnoha senzortl, mezi které receptory aktivované peroxisomovym proliferatorem i AhR
(Omiecinski et al, 2011) Pravé AhR je totiz spojovan s epidermalni diferenciaci,

fotostarnutim 1 imunomodulaci.

U pacientt s atopickou dermatitidou a psoriazou se nachazi polymorfismus pro AhR gen.
Urcité genotypy AhR, rs2066853 a rs10249788, piedstavuji riziko pro vznik suché kize

a jejich kombinaci riziko roste (Furue et al, 2019).

U atopické dermatitidy se vyskytuje aberace genu pro filaggrin (Flg). Tato mutace se
vyskytuje u mnoha etnickych skupin a neni jedina. Také se u pacientu s atopickou
dermatitidou vyskytuje mnoho gent nachylnosti, napiiklad Ovo-like 1 (OVOL1), ktery
u savcl koduje transkripéni faktor C2H2 obsahujici motiv zinkovych prstd a je mozné,
ze OVOLI fidi expresi proteini kozni bariéry. Studie z roku 2017 zjistila, ze OVOLI
reguluje expresi Flg a ze expresi OVOL1 zvysuje aktivace AhR, a tedy lze soudit, ze AhR
upreguluje Flg pravé pres OVOL1 (Tsuji et at, 2017). V kazi pacientd s atopickou
dermatitidou byla pozorovana niz§i uroven jaderné translokace OVOLI1. V in vitro
modelu atopické kiize a v lidskych epidermalnich keratinocytech oSetfenych cytokinem
IL-4 doslo k blokaci jaderné translokace OVOL1, ktera byla ¢astecné obnovena pomoci
FICZ (6-Formylindolo[3,2-b]carbazole) a podobny vysledek byl zajistén 1 s latkou
Glyteer (klinicky vyuzivany sojovy dehet). Proto by zaméfeni na AhR—-OVOL1-Flg
drahu mohlo poskytnout novou 1écbu atopické dermatitidy (Tsuji et al, 2017).

V psoriatickych placich je AhR pfitomen a reguluje terminalni diferenciaci T lymfocytu
i keratinocyti a jejich zanétlivou odpoveéd’. In vivo i in vitro model prokazaly, ze pfi
deficitu AhR je zvysena citlivost k prozanétlivym podnétim a nekontrolovany rozvoj
zanétu. U mySsi s AhR deficitem do$lo ve srovnani s kontrolami k psoriatickému zanétu
a k zvySené produkci IL-17 a IL-22 v modelu psoridzy indukovaném imiquimodem.
Dysregulace keratinocyti a fibroblastli byla rovnéz u tohoto mysiho modelu pozorovana
(Nogueira et al, 2022). Mnohé studie prokazaly, ze za exacerbaci zanétu je zodpoveédny

deficit AhR v nehematopoetickych burnkach, véetné keratinocyti, nikoliv v burikach
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hematopoetickych. Imiquimodem indukovany psoriaticky zanét zlepSila intraperitonealni

injekce FICZ (Furue et al, 2019).

3.4. Tryptofan a jeho metabolity
Tryptofan je jednou z esencialnich aminokyselin tvoficich proteiny, kterou si télo neumi
vytvofit, a proto ji musi pfijimat v potravé. Muze byt distribuovan do krve k tvorbé
proteini nebo muze byt degradovan v jatrech kynureninovou cestou. Tryptofan je
i prekurzorem  pro  serotonin, niacin, rovnéz je  dulezity  k syntéze

nikotinamidadenindinukleotidu (NAD +) (Moffett et al, 2003).

Stfevni bakterie produkuji mnoho metabolitt, ale hlavnimi jsou sekundarni zlucové
kyseliny, mastné kyseliny s kratkym fetézcem a ovSem katabolity tryptofanu. K dnesku
jich bylo identifikovano mnoho. Velké mnozstvi té€chto katabolit (Obrazek ¢. 3) je na
bazi indolu a jejich hlavnim cilem byva AhR (Vyhlidalova et al, 2020). Nasleduje kratky

vycet zajimavosti o jednotlivych indolech.

Quantitative ligand-receptor characterization of Tryptophan intestinal microbial catabolites at AhR
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Obrazek €. 3: Schéma mikrobidlniho katabolismu tryptofanu (Vyhlidalova et al, 2020)
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3.4.1. Kyselina indol-3-octova (IAA)
IAA je jednim znejCastéjSich rostlinnych auxinii a metabolitem v lidském téle. Je
derivatem indolu, ktery je nejcastéji produkovan aktivitou bakterii. U savci také dochazi
k endogenni produkci TAA, a to dvéma zpusoby: dekarboxylaci tryptaminu nebo
oxidativni deaminaci tryptofanu. V nizkych koncentracich se nachazi i v moci, ale pokud
je pacient postizen fenylketonurii, koncentra¢ni hladina IAA je zvySena. (PubChem,

Indole-3-acetic acid, 2023).

3.4.2. Kyselina indol-3-propionova (IPA)
i savci. Tento produkt tryptofanu se dale nepfeménuje. Diky této vlastnosti mize byt
vynikajici ochranou proti volnym radikalim zodpovédnych za oxidacni stres (Poeggeler

et al, 1999).

3.4.3. Indol-3-acetamid (IAD)
IAD je metabolitem hub, bakterii a rostlin. V lidskych stfevech vznika jako meziprodukt
pii syntéze IAA. V prvnim kroku této syntézy je tryptofan pfeménén na IAD pomoci

tryptofan-2-monooxygenazy. IAD je ve druhém kroku hydrolyzovan a vznika jiz zminéné

IAA (Lehmann et al, 2010).

3.4.4. Kyselina indol-3-pyrohroznova (IPY)
Aromaticka kyselina IPY je keto analogem tryptofanu. Je také prekurzorem nékterych
mikrobialnich agonistd AhR odvozenych od tryptofanu a sama IPY aktivuje AhR. IPY
reakci ve vodném roztoku tvoii fadu dalSich AhR agonisti (Bittinger et al, 2003) jako
napiiklad kyselina indol-3-mlécna. IPY je syntetizovana deaminaci tryptofanu nebo
plsobenim transaminaz pro aromatické aminokyseliny. Bylo prokazano, ze IPY

zabranuje poskozeni HaCaT bunék UVB zafenim (Aoki et al, 2018).

3.4.5. Kyselina indol-3-mlééna (ILA)
Prirodnim produktem Agrobacterium tumefaciens a dalsich organismu je kyselina indol-
3-mlécna (ILA). Vaze volné radikaly a brani produkci interleukinu 6 (IL-6), indukovanou
UVB a je agonistou lidského AhR. Dale indukuje pokles cAMP v lidskych monocytech
(Sakurai et al, 2019). Bylo prokazano, ze pii koncentracich 1, 5, a 20 uM byla ILA

vyrazné protizanétliva vaci stimulaci IL-1B (Meng et al, 2020).
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3.4.6. Indol-3-aldehyd (IA)
Za pritomnosti tryptofanu a aminotransferazy pro aromatické aminokyseliny produkuje
sttevni mikrofléra indol-3-aldehyd. Tento produkt aktivuje odpovéd hostitele na
xenobiotika pres aktivaci AhR. IA vytésiiuje FICZ z vazby na AhR a podporuje jadernou
translokaci (Vyhlidalova et al, 2020). IA podporuje homeostazu stievniho epitelu a tim
potencionalné omezuje systémovy zanét, ktery vznika v zavislosti na zvySujicim se véku

(Puccetti et al, 2022).

3.4.7. Tryptamin
Tryptamin (TR) se vyskytuje u lidi, mys$i i rostlin. Lze ho fadit mezi indolové alkaloidy
(PubChem, Tryptamine, 2023). Vznikd dekarboxylaci tryptofanu. Degradaci TR za
pfitomnosti monoamin oxidazy (MAO) je tvoten prekurzor FICZ, indol-3-acetaldehyd,
coz naznacuje, ze TR je zdrojem FICZ. Tato pfeména je nezavisla na pfitomnosti UV
zafeni na rozdil od vzniku FICZ piimo z tryptofanu. Prostfednictvim svého
monoaminooxidazového systému endogenné preméneény TR aktivuje AhR (Vikstrom et

al, 2012).

3.4.8. Indol
Indol (Ind) je heterocyklicka organicka sloucenina obsahujici pyrrolovy a benzenovy
kruh. V E.coli je produkovan pomoci tryptofanazy, ktera muze reverzibilné meénit
tryptofan na indol, pyruvat a amoniak. Indol slouzi jako signalni molekula a reguluje
i bakterialni fyziologii, tvorbu spor, rezistenci k antibiotiktim a dal§im. Indol byl potvrzen

jako extracelularni signal k aktivaci specifickych gent E. coli (Lee & Lee, 2010).

3.4.9. Indol-3-akrylat (IAC)
IAC je produkovan stfevnimi mikroorganismy pfimou transformaci tryptofanu nebo
castené kynureninovou cestou. Hraje roli pfi udrzovani homeostazy stfev a systémové
imunity. Mize potencialn€ ovlivnit i vyskyt a rozvoj nemoci jako napiiklad obezita i

nadory a zanétliva onemocnéni stfev. Muze podporovat diferenciaci a funkci

-----

bunek (ILC3) produkujicich IL-22 (Su et al, 2022).

3.4.10. Indol-3-ethanol (IET)
IET je metabolitem Saccharomyces cerevisiae, auxinem a rostlinnym metabolitem. IET

také byva oznaCovano jako tryptophol (PubChem, Tryptophol, 2023). Prvnim krokem
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syntézy je deaminace tryptofanu. Vznikly indol-3-pyruvat (IPY) je dale dekarboxylovan
indolpyruvatdekarboxylazou. Tento dalsi produkt je alkoholdehydrogenazou preménén

na tryptophol (Dickinson et al, 2003). IET hraje roli pii modulaci integrity stfevni bariéry.
(Scott et al, 2020).
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4. Materialy a metodika

4.1. Materialy

4.1.1.

Biologicky material
Bunécna linie lidskych imortalizovanych keratinocytd HaCaT (German

Cancer Research Centre, Heidelberg, Némecko)

Responzivni bunécna linie AhaRaCaT odvozena z HaCaT linie
FBS (fetalni bovinni sérum, Sigma-Aldrich, F7524)

Pouzité pomucky

96 jamkova prahledna desticka (TPP)

96 jamkova bil4 desticka k méfeni luciferazy (NUNC)
Automatické pipety (Eppendorf)

Plastové spicky k pipetam

Bunicina (Tork)

Parafilm M (Bemis)

Kultivaéni lahev 5 ml (TPP)

Kultivacni lahev 25 ml (TPP)

Kultivacni lahev 75 ml (TPP)

Petriho misky (TPP)

Nitrilové rukavice

Multikanalové pipety (Eppendorf)

Kartonova krabicka na vzorky do -20 °C

Plastové mikrozkumavky o objemech 0,5 a 1,5 ml (BIOplastics)
Falkonky o objemech 15 a 50 ml (TPP)

Sérologické pipety (Labnet)

Pouzité chemikalie
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Hygromycin B, 50 mg/ml (Santa cruz Biotechnology, sc-29067)
Reporter Lysis 5x Buffer (Promega, E4030, fedén v poméru 1:4 dH,0)
Neesencialni mastné kyseliny (Sigma Aldrich, M7145)

FICZ (Sigma Adrich, SML1489)

DMSO (Sigma, D4540)

PBS (Serana, BDL-001)

DMEM (Sigma Aldrich, D6546-500ML)

Trypsin 0,25% - EDTA in HBSS (Biosera, MSO0CY100B)

Indol (Sigma-Aldrich, 13408-25G)

Tryptamin (Sigma-Aldrich, 193747-10G)

Indol-3-aldehyd (Sigma-Aldrich, 129445-5G)

Kyselina indol-3-octova (Sigma-Aldrich, 13750)

Indol-3-akrylat (Na+, trans, Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-272496)
Indol-3-acetamid (Sigma-Aldrich, 286281-1G)

Kyselina indol-3-pyrohroznova (Sigma-Aldrich, 17017-1G)
Indol-3-etanol (Sigma-Aldrich, T90301-5G)

Kyselina indol-3-mlécna (Sigma-Aldrich, I5508-250MG-A)

Kyselina indol-3-propionova (Sigma-Aldrich, 57410-25G-F)
Methanol (Penta Chemicals, 21210-20005)

Trypanova modf (Sigma, T9650)

Crystal Violet 1% (Sigma-Aldrich, V5265-500ML, 0,1% roztok byl

pfipraven nafedénim v poméru 1:9 dH,0)
Isorapid Spray (Schafferova s.r.o., 0C21025)
L-Glutamin (Serana, RGL-001)

D-Luciferin (Sigma Aldrich, L9504-50MG)
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e substrat pro Firefly luciferazu [5 mg D-luciferinu; 10 mg ATP; 5 mg
koenzymu A; 168 mg DTT, 1,32 ml Tris-acetatu (1M, pH 7,8); 1,23
mg/6,6 ul 0,5 M EDTA; 3,03 mg/1,23 ml 100 mM MgSO4 - 7 H20]

4.1.3. Pristroje
e spektrofotometr Infinite M-200 (Tecan)
e vortex Reax top (Heidolph)
e trepacka MR-12 (Biosan)
e vodni lazen LCB-11D (Labtech)
e analytické vahy ABS 80-4N (Kern)
e inverzni mikroskop NIB-100 (Novel Optics)
e inkubator CO2 NB-203XL (N-Biotek)
e Labculture Class IT A2 Biological Safety Cabinet (ESCO)
e Odsavacka Flask-Trap 1 (Biosan)
e chladnicka s mrazakem (Whirlpool)

4.1.4. Pocitacové programy
e [-Control
e Microsoft excell

4.2. Metodika prace
Prvni polovina experimentalni ¢asti byla vénovana sledovani aktivity riznych indolt vici

AhR v buné¢né linii AhaRaCaT. K tomu byla vyuzita metoda Reporter Gene Assay. Déle
byly provedeny testy viability bunécné linie HaCaT metodou Crystal Violet Assay.

4.2.1. Priprava média
Do média DMEM bylo ve sterilnim prostfedi piidano 5 ml neesencialnich mastnych
kyselin, 5 ml L-glutaminu a 50 ml FBS. Poté bylo médium promichano pieklapénim a
uchovano v chladni¢ce k dal§imu pouziti. Pfed kazdym pouzitim bylo médium ohtéto ve

vodni lazni na laboratorni teplotu.
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4.2.2. Pasiz bunék
Buiiky linie HaCaT i AhaRaCaT byly rozmrazeny a preneseny na 25 cm? kultivaéni lahev
s 5 ml zivného média. Kultivacni lahev byla popsana a vlozena do inkubatoru. Buné¢na

kultura byla pribézné kontrolovana a médium bylo ménéno podle potieby.

Pasaz bun¢k byla provedena tak, ze bylo do 50 ml falkony odebrano depletované
(vyCerpané) médium, které bylo uchovano pro dal§i postup. Adherentni kultura byla
oplachnuta 5 ml PBS, které bylo nasledné odsato. Po omyti byla kultura vystavena 1 ml
trypsinu, aby doslo k uvolnéni bunék ze dna kultiva¢ni lahve. Takto pfipravena lahev byla
umisténa na 10 minut do inkubatoru. Po uplynuti ¢asu byla lahev vyjmuta z inkubéatoru,
zkontrolovana a prenesena do flowboxu. Do lahve bylo pfidano 8 ml média a lahev byla
promyta opakovanym pipetovanim bunééné suspenze. Tato suspenze byla dale
prepipetovana do cisté 15 ml falkony. Z této falkony bylo odebrano 20 pl bunécné
suspenze do Cisté 0,5ml mikrozkumavky. Tato mikrozkumavka byla pfenesena k
inverznimu mikroskopu. Zde bylo ke 20 ul suspenze pridano 80 pl trypanové modii a
objem byl propipetovan. Ze vzniklé suspenze bylo 10 ul pieneseno do Biurkerovy
komurky prekryté krycim sklickem. Takto pfipravena komurka byla vlozena do

mikroskopu a bylo provedeno pocitani bunék v suspenzi.

Do kultivacni lahve byly pipetovany 2 ml zbylé bunééné suspenze a bylo pfidano 15 ml
média. Tato kultivacni lahev byla umisténa zpét do inkubatoru. Bunétné linie byly
udrzovany az 25 pasazi a pasazovani bylo provadéno ve dvou az tfidennich intervalech.

Kazda kultivaéni lahev byla pouzita maximalné 3x.

Na vikend bylo k bunééné linii AhaRaCaT pifidano antibiotikum Hygromycin B ve
Ctyftisicinovém mnozstvi nez celkovy obsah zivného média v kultivaéni lahvi (200
ug/mL finalni koncentrace). Tim bylo zajiSténo, ze si linie AhaRaCaT udrzi reportérovy

konstrukt.

4.2.3. Pocitani bunék
V Biirkerové komtrce bylo poc¢itano mnozstvi bunék v jednotlivych polickach. Nasledné
bylo podle vzorce (Obrazek €. 4) vypocitano, jaky objem suspenze bude tfeba k vyseti

pozadovaného mnozstvi bunek na mikrotitracni desticky.
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[x1+x2+ xn]*r—b

n

Obriazek ¢. 4: Rovnice pro vypocet potiebného objemu bunécné suspenze (x-pocet bun¢k v policku

Biirkerovy komiirky, n-pocet policek, r-faktor fedéni, b-podet bunék - 10* v 1 ml bun&éné suspenze)

4.2.4. Vysev

Vysev byl proveden na 96ti jamkovou mikrotitratni desticku. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 20 tisic bun¢k. Podle vypoctu z vySe uvedeného vzorce byl pipetovan
potfebny objem suspenze do Cisté 50 ml falkony. K tomuto objemu byl pfidan objem
média, kterym natfedime suspenzi, abychom méli pozadované mnozstvi bunék na 1 ml.
Celkovy objem média spotfebovaného na 1 desticku je zhruba 10 ml. Pfipravena suspenze
byla promichéana pieklapénim. Do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl této suspenze.
Najednou byly vysazeny 4 desticky a po vysadbé byly umistény do inkubatoru na 24
hodin.

4.2.5. Priprava zasobnich roztoku

Tabulka €. 1: Navazky pro zasobni 100 mM / 50 mM roztoky

i Navazka v gna 0,1ml i
Nazev Zkratka 100 mM roztoku Pozndmka

Kyselina indol-3-octova IAA 0,0018 -
Indol-3-aldehyd IA 0,0015 -
Kyselina indol-3-pyrohroznova IPY 0,0019 -
Indol-3-acetamid IAD 0,0017 -
Kyselina indol-3-propionova IPA 0,002 -
Kyselina indol-3-mléc¢na ILA 0,0021 -

Indol-3-akrylat IAC 0,0021 maximum 50 mM
Indol IND 0,0012 -
Tryptamin TR 0,0016 -
Indol-3-etanol IET 0,0016 -

Zasobni roztoky jsou pripravovany v DMSO

Zasobni roztoky byly pfipravovany nové kazdy tyden, tedy nebylo pfipraveno vice jak
100 pl roztoku najednou. Podle tabulky ¢. 1 bylo navazeno pozadované mnozstvi pro 100
ul roztoku. Z té€chto roztoki byly dale pfipravovany dalsi o nizs$i koncentraci. Mezi
kazdym fedénim byly roztoky promichany na vortexu. V dal§im kroku byly od kazdé
latky ptipraveny koncentrace 50, 10 a 1 mM kromé Indol-3-akrylat (IAC), kde maximalni

mozna koncentrace byla 50 mM.
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4.2.6. Inkubace 24 a 4hodinova
Inkubace byla provedena 2. den po vysevu desticek. Bylo pouzito diive odebrané
depletované meédium. Kazdy pracovni roztok byl pipetovan v poméru 600 pl
depletovaného média a 0,6 ul zasobniho roztoku. Ve stejném poméru byly pipetovany 1
kontrolni latky DMSO a FICZ (10 mM). Takto pfipravené roztoky byly vortexovany a
pipetovany na vysazenou desticku tak, ze nejprve byl odsato médium a nasledné bylo
ptipipetovano 100 pl pracovniho roztoku. VSechny latky byly pipetovany ve 3
opakovanich na desticku podle schématu nize (Obrazek ¢. 5). Na kazdou desti¢ku bylo
naneseno 5 zkoumanych latek, pozitivni a negativni kontrola. Takto pfipravené desticky

byly vlozeny do inkubatoru na 4 nebo 24 hodin.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 100
B 50
C 10
D 1
E
F
G
H

100 50 10 1 1 10 50 100 FICZ DMSO
Obrazek €. 5: Schéma rozlozZeni testovanych latek pro 4h a 24h experimenty

Zastaveni inkubace bylo provedeno vyklepnutim desticek do vylevky. Dale bylo pfidano
25 wl PBS k promyti. Nasledné byl PBS vyklepnut do vylevky.

4.2.7. Reporter Gene Assay
Po ukonceni doby inkubace bunécné linie AhaRaCaT a proplachu PBS bylo pipetovano
25 wl 1x Reporter Lysis Buffer na jamku, desticky byly zalepeny a vlozeny do mrazaku.
(-78 °C) minimalné na 30 minut. Nasledn¢ byly desticky vyjmuty z mrazaku a umistény
na laboratorni tfepacku, kde byly nechany, dokud nerozmrzly. K méfeni byly pouzity bilé
mikrotitracni desticky, do kterych bylo pipetovano 6 pl lyzatu z rozmrazené desticky a 30
ul substratu. Obé slozky byly promichany krouzivym pohybem destiCcky po stole a
pfimeéreném poklepanim po krajich desticky. Daéle byla desticka vlozena do

spektrofotometru Tecan M-200, kde byla méfena luminiscence.
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4.2.8. Proliferacni analyza krystalovou violeti
K proliferacni analyze krystalovou violeti byla vyuzita plivodni bunécna linie HaCaT.
Bunécna linie byla zpasazovana a do kazdé jamky bylo vysazeno odhadem 5 tisic bunék.
Inkubace probihala ve 3 po sobé& jdoucich 24hodinovych intervalech, tedy bylo 3krat
odsato médium zdesticky a znovu byl pipetovan Cerstvy pracovni roztok. Byly
pipetovany pouze roztoky pfipraveny z nejvysSich koncentraci zasobnich roztokd. Po
uplynuti 72 hodin byla inkubace zastavena a byla stanovena cytotoxicita pomoci Crystal

Violet Assay.

Nejprve bylo vyklepnuto staré médium z desti¢ek a ty byly osuSeny na bunicing. Poté
byly desticky promyty 60 ul PBS a opét vyklepnuty a osuSeny. V dal§im kroku bylo
pridano 60 ul 0,1% roztoku krystalové violeti. Tyto desticky byly umistény na tfepacku
pti laboratorni teplot¢ na 30 minut. Po dokonceni inkubace byly desticky opatrné
vyklepnuty a osuseny na buniciné. Nasledné byly desticky promyvany PBS a suSeny na
bunicing, dokud poustély barvu. Po promyti bylo do kazdé jamky piidano 100 pl
methanolu k rozpus§téni barviva. Nakonec byly desticky méfeny spektrofotometrem

Tecan M-200 pti 595 nm s pouzitim programu I-Control.
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5. Vysledky

5.1. Reporter Gene Assay
Stabilné transfekovana linie odvozena od immortalizovanych keratinocytt HaCaT
nesouci AhR responzivni element fuzovany s reportérovym genem pro luciferazu

(AhaRaCaT) byla inkubovana s vybranymi indoly po dobu 4 a 24 hodin.

Reporter Gene Assay 4h
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Graf ¢. 1: Na AhR-zavisla luciferazova aktivita bunécné linie AhaRaCaT. Testované
indoly (1-100 uM) byly inkubovany po dobu 4h slinii AhaRaCaT. Vysledky jsou
prumérem ze 14 nezavislych experimenti a jsou vyjadfeny v procentech negativni
kontroly (DMSO, 0,1% v/v) a Studentovym t-testem byly urCeny statisticky vyznamné
hodnoty (*; p <0,05).

V prvni skupin€ testovanych latek byl zfetelny signifikantni koncentracné zavisly narast
na AhR-zavislé luciferazové aktivity pro vétsinu testovanych latek (Graf ¢.1). S vyjimkou
IA dosahovala indukce pro 100 puM koncentrace srovnatelnych hodnot s pozitivni
kontrolou FICZ o koncentraci 10 uM. Hodnota FICZ dosahovala v priméru téméf
4,5nasobku hodnoty DMSO. Nejvyssich hodnot indukce dosahoval indol v koncentracich
50 a 100 uM, kdy hodnoty lehce presahly pétinasobek negativni kontroly. VSechny
hodnoty byly urCeny jako statisticky vyznamné.
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Reporter Gene Assay 4h
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Graf ¢. 2: Na AhR-zavisla luciferazova aktivita bunécné linie AhaRaCaT. Testované
indoly (1-100 uM) byly inkubovany po dobu 4h s linii AhaRaCaT. Vysledky jsou
prumérem ze 14 nezavislych experimenti a jsou vyjadfeny v procentech negativni
kontroly (DMSO, 0,1% v/v) a Studentovym t-testem byly urCeny statisticky vyznamné
hodnoty (*; p <0,05).

V druhé sérii testovanych indolt vykazovaly vSechny latky rovnéz koncentracné zavislou
indukci luciferazové aktivity, ktera byla srovnatelna s pozitivni kontrolou (Graf ¢.2).
Vyjimku tvofil IPA, ktery dosahl saturace jiz v koncentraci 10 uM a ktera se pohybovala
ptiblizné na poloviné indukce pozitivni kontrolou (FICZ, 10 uM). VSechny hodnoty
mimo 1 uM ILA a IPA byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.

Vysledky 4hodinového experimentu prokazuji, ze vybrané mikrobidlni katabolity
tryptofanu indukuji na AhR-zavislou luciferdzovou aktivitu ve stabilné transfekovanych

keratinocytech.
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Reporter Gene Assay 24h
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Graf 3: Na AhR-zavisla luciferazova aktivita bunééné linie AhaRaCaT. Testované
indoly (1-100 uM) byly inkubovany po dobu 24h slinii AhaRaCaT. Vysledky jsou
prumérem ze 6 nezavislych experimenti a jsou vyjadieny jako procento pozitivni
kontroly, kterou byl FICZ (10 uM). Studentovym t-testem byly urCeny statisticky
vyznamné hodnoty (*; p <0,05).

Prvni série testovanych latek vykazala vyznamné niz§i hodnotu indukce luciferazové
aktivity ve srovnani s FICZ (primémé 30tinasobek negativni kontroly) za 24 h. TR, IND
a IAC, signifikantn€ indukovaly AhR-zavislou luciferazovou aktivitu, IA a IET nikoliv.
Druha série latek vykazovala podobny trend, tzn. indukovala vyrazné nizsi hodnotu
luciferazové aktivity ve srovnani s FICZ (graf ¢.4). Statisticky vyznamnou aktivitu po

24hodinové inkubaci vykazoval IPY, IAD a IPA.
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Graf 4: Na AhR-zavisla luciferazova aktivita bunééné linie AhaRaCaT. Testované
indoly (1-100 uM) byly inkubovany po dobu 24h slinii AhaRaCaT. Vysledky jsou
prumérem ze 6 nezavislych experimentd a jsou vyjadieny jako procento pozitivni
kontroly, kterou byl FICZ (10 uM). Studentovym t-testem byly urCeny statisticky
vyznamné hodnoty (*; p <0,05).

Vysledky z 24hodinového experimentu naznacuji, ze zadna z testovanych latek neni

schopna dosahnout maximalni indukce pozorované pro FICZ.

5.2. Crystal Violet Assay
Mira vlivu testovanych latek na proliferaci keratinocyti byla testovana v parentalni
HaCaT linii pomoci metody krystalové violeti. Cilem bylo zjistit, zda aktivace AhR

vybranymi indoly mize mit vliv na proliferaci.
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Crystal Violet Assay
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Graf S: Mira proliferace bunécné linie HaCaT inkuboané s testovanymi indoly.
HaCaT burky byly inkubovany s testovanymi latkami (100 uM, vyjimka IAC o 50 uM)
po 24h intervalech v celkové dobé 72 hodin. Vysledky jsou vyjadieny jako % negativni
kontroly (DMSO, 0,1% v/v). Studentovym t-testem byly urceny statisticky vyznamné
hodnoty (*; p <0,05).

Vysledky proliferace ukézaly, ze modelovy ligand AhR, FICZ, signifikantné potlacil
proliferaci ve srovnani s negativni kontrolou (Graf ¢ 5). Podobného statisticky
vyznamného ucinku bylo dosazeno i pro IA a TR, az cca 50% a 60% poklesu, v tomto
poradi. Snad s vyjimkou ILA, kdy nebyl pozorovan pokles ve srovnani s DMSO, vSechny

ostatni testované latky mirné€ potlacily proliferaci.
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6. Diskuse

Cilem této prace bylo zjistit vztah mezi mirou proliferace lidskych keratinocytl a
aktivitou aryluhlovodikového receptoru v pfitomnosti mikrobialnich katabolitt
tryptofanu. V prvni ¢asti byla testovana mira aktivace aryluhlovodikového receptoru
(AhR) na AhR-responzivni bunééné linii AhaRaCaT vybranymi katabolity tryptofanu.
Celkem bylo testovano 10 latek o 4 riznych koncentracich (1, 10, 50 a 100 uM) po dobu
4 a 24 hodin. Ve druhé casti byl zkouman vliv roztokt o nejvyssich koncentracich (100
uM, u TAC 50 puM) na proliferaci bunécné linie HaCaT, ktera byla vystavena tomuto

pusobeni s 24hodinovou periodou po dobu 72 hodin.

Z vysledka Reporter Gene Assay mizeme vyvodit, ze 4hodinova inkubace AhaRaCaT
linie s metabolity tryptofanu méla na nartist AhR-zavislé luciferazové aktivity vétsi vliv
nez 24hodinové vystaveni témto latkam. Piesnéji u 4hodinovych experimentt se toto
tykalo vSech testovanych latek, u 24hodinovych pouze 4. Zajimavym prekvapenim je
vSak skutecnost, ze proliferace byla aktivaci AhR spise potlacena, jak je patrné nejen pro

sledované latky, ale i pro modelovy ligand, FICZ.

Katabolity tryptofanu mohou byt vyuzity pifi 1é€bé né€kterych koznich nemoci jako je
napiiklad atopicka dermatitida. Naptiklad vyzkum Fang et al. (2022) naznacuje, Ze na ose
sttevo-kaze, Bifidobacterium longum CCFM1029 upreguloval metabolismus tryptofanu,
produkoval IA k potlaceni imunitni reakce zprostfedkované AhR, ¢imz byly symptomy
AD zmirény. Vyzkum Fang et al. dale naznacuje mozné vyuziti dalSich metabolitt
tryptofanu. Dle vyzkumu Yu et al. (2019) je v kizi postizené atopickym ekzémem
vyznamné snizend koncentrace IA, ktera hraje roli v regulaci atopické dermatitidy.
V atopickych 1ézich je oslabena metabolicka draha tryptofanu. Divodem muze byt suchy
a na ziviny chudy povrch kize. Z vysledk jeho studie vyplyva, Ze pfi stimulaci atopické
tkané IA dochazi k vyraznému snizeni exprese thymického stromélniho lymfopoetinu
(TSLP) a az vymizeni zanétu v koznich lézich. Mé vysledky ukéazaly, ze testované
modelové AhR ligandy, v¢etné vyse zminé€ného IA, spiSe potlacuji proliferaci bunécné
linie HaCaT (Graf ¢.5). Nicméné¢, aktivace AhR byla pasobenim IA nejmensi ze vSech
testovanych latek. Tyto vysledky tak naznacuji, ze IA ma v lidskych keratinocytech jiny
molekularni cil nez AhR, skrz ktery potlacuje proliferaci. Jisty nesoulad mezi touto in
vitro studi a in vivo (Fang et al., 2022) Ize ptisoudit jednak mezidruhovym rozdilim (mysi
vs lidsky AhR), pfipadné specifickému prostiedi bun€k imunitniho systému, které byly

pfitomny v in vivo studii, nikoliv vSak v této.
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Aoki etal. (2014) tvrdi, ze IPY z testovanych aromatickych pyrohroznovych kyselin (kys.
fenylpyrohroznova a kys. 4-hydroxyfenylpyrohroznova) nejsilné€ji aktivovalo AhR in
vitro 1 in vivo, coz souhlasi s mymi vysledky Reporter Gene Assay, kdy IPY vykazoval
u 4hodinovych experimentt druhé nejvyssi hodnoty AhR-zavislé luciferazové aktivity
a u 24hodinovych dokonce nejvyssi hodnoty. Déle by se daly aromatické pyruvaty vyuzit
pfi zmirnéni zavaznosti koznich 1ézi, snizuji totiz cytotoxicitu v HaCaT burkach

ozafenych UVB a snizuji expresi mRNA IL-6 a IL-1p.

Dle Vyhlidalova et al. (2020) jsou IAA, ILA, IPA a IA agonisty s nizkym ucinkem. IET,
IAC a TR jsou agonisty AhR se stfednim uc¢inkem a IAD a IPY jsou agonisty s vysokym
ucinkem. Mé vysledky 24hodinové expozice bunécné linie AhaRaCaT se shoduji s timto
rozdélenim. Zatimco ve zminéném vyzkumu byla pouzita linie AZ-AHR, ktera je
odvozena z jaterni tkané, ja pouzila linii odvozené z kuze. DalSim rozdilem byla
koncentrace testovanych latek, kterd v mych experimentech byla maximalné 100 uM. U
experimentu na hepatocytech byly nejvyssi pouzita koncentrace 1 mM pro indol, ostatni
latky byly testovany v koncentraci 200 uM. Odlisna byla i doba vystaveni bunécnych linii
pusobeni vybranych indold. V mych experimentech jsem vyuzila Casové useky 4 a 24
hodin na rozdil od experimentd na hepatocytech, které byly inkubovany pouze v jednom

casovém useku, a to 24 hodin (Vyhlidalova et al, 2020).

Dle c¢lanku Puga et al (2002) mize AhR v nepfitomnosti exogenniho ligandu podpofit
progresi bun€k bunéénym cyklem. Inhibice G1 faze 5L hepatomovych bunék potkana
vykazuje vyssi hladinu inhibitoru cyklin-dependentni kinaza 2 (CDK2), p27KIP1. CDK2
aktivita je nutna pro postup do S faze cyklu a inhibici se bunécny cyklus zastavi. Jednim
z cili CDK2 je fosforylace proteinu retinoblastomu (RB), ktery muze tvofit proteinové
komplexy a AhR. Koexprese AhR a RB snizuje aktivitu promotoru cyklinu A, expresi
cyklinu A a potlacuje expresi a aktivitu CDK2. Timto zptisobem lze alternativné zastavit
bunécny cyklus pies AhR s RB jako koaktivatorem. Je tedy pravdépodobné, ze doCasna
aktivace AhR metabolity tryptofanu ptsobi podobnym mechanismem. Pokles proliferace
HaCaT linie pro IA a TR mize pravdépodobné zahrnovat i jiné mechanismy nez AhR

aktivaci, ktera byla, zejména pro IA, skoro zanedbatelna.

Metody pouzité v této praci maji svoje limity. Nedaji nam uplnou predstavu, a proto by
bylo vhodné dale provést navazujici experimenty k hlubSimu poznani tykajici se aktivace

AhR.
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7. Zavér

V této préaci se zabyvam vztahem mezi aktivaci AhR katabolity tryptofanu a mirou
proliferace lidskych keratinocytu. Testovala jsem vliv riznych koncentraci vybranych
indolovych latek na AhR-responzivni bunécnou linii AhaRaCaT a na piivodni bunécnou
linii imortalizovanych keratinocyti HaCaT. Nejprve jsem provedla Reporter Gene Assay
na bunécné linii AhaRaCaT, kdy jsem danou linii vystavila po dobu 4 nebo 24 hodin
roztokiim indola (Indol, Tryptamin, Indol-3-aldehyd, Kyselina indol-3-octova, Indol-3-
akrylat, Indol-3-acetamid, Indol-3-etanol, Kyselina indol-3-mlécna, Kyselina indol-3-
propionova, Kyselina indol-3-pyrohroznova) o koncentracich 1, 10, 50 a 100 uM.
Vyjimkou byl Indole-3-acrylat, kde jsem pouzila koncentrace 1, 10 a 50 uM. Po uplynuti
pozadované doby puasobeni indold jsem stanovila, jaky vliv maji tyto latky na aktivaci
AhR. Déle jsem provedla Crystal Violet Assay, kdy jsem bunécnou linii HaCaT vystavila
po dobu 72 hodin s 24hodinovou periodou pisobeni 100 uM roztokam latek s vyjimkou
Indol-3-akrylat, kdy byla pouzita koncentrace 50 uM. Z namétenych dat jsem urcila, ze
vybrané indoly mirné potlacuji proliferaci HaCaT bunek. Aktivace AhR ma tak spiSe

negativni vliv na proliferaci keratinocytt. Cile prace byly splnény.
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