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1 UVOD

Psoriaza a atopicka dermatitida patria medzi najrozsirenejSie kozné zapalové ochorenia
aich liecba je moznd aj cez aktivaciu aryl uhlovodikového receptora (AhR) jeho
agonistami. Aryl uhlovodikovy receptor je ligandom aktivovany transkripcny faktor,
nachadzajuci sa pred jeho aktivaciou ligandom v cytoplazme réznych typov buniek.
Po jeho aktivacii ligandom translokuje do jadra, kde sa viaze do dioxin-responzivnych
elementov (DRE) a ovplyviluyje transkripciu cielovych génov. Aryl uhlovodikovy
receptor je esencialnym biosenzorom, ktory reaguje na xenobiotické podnety zvonka aj
zvnatra organizmu, reguluje metabolické isoenzymy cytochromu P450, imunitu
a bunkovu diferenciaciu. Je exprimovany aj v bunkach koze, kde sa podiel'a na udrziavani
integrity epidermalnej bariéry. Ide o sirotsky receptor, medzi ktorého ligandy patria
hlavne polyaromatické a halogénované aromatické uhl'ovodiky, ktoré ovplyviuja jeho
transkripcnu aktivitu. Pre udrzanie integrity epidermalnej bariéry koze je nutna spravna
expresia hornerinu (HRNR), filagrinu (FLG) a involukrinu (IVL). AhR zacina byt
v poslednej dobe ciel'om mnohych vyskumov, ktoré sa zaoberaju problematikou koznych
zapalovych ochoreni. Triptany st klinicky rozSirené farmakoterapeutika vyuzivané
pri lie€be akatnych migrénovych stavov. Tato bakalarska praca je zamerana na Studium
vplyvu triptanov na aktivitu AhR a expresiu génov proteinov epidermalnej bariéry

HRNR, FLG a IVL na arovni mRNA.



2 CIELE PRACE

Teoreticka cast’
Vypracovanie reSerSe k téme bakalarskej prace

Vypracovanie bakalarskej prace a multimedialnej prezentacie

Experimentalna cast’
Stanovenie cytotoxického posobenia triptanov na AhR- responzivnu AhaRaCaT
bunkovt liniu MTT testom viability
Stanovenie transkripcnej aktivity aryl uhlovodikového receptora v pritomnosti
triptanov metodou Gene Reporter Assay
Stanovenie expresie cielovych cielovych génov aryl uhl'ovodikového receptora

metddou RT-qPCR



3 LITERARNY PREHLAD

3.1. Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhl'ovodikovy receptor (AhR), inak nazyvany aj dioxinovy receptor, je ligandom
aktivovany transkripény faktor, ktory kontroluje expresiu rozli¢nych skupin génov. Bol
objaveny v roku 1976 a popisany ako dioxin-viazuci protein (Poland et al., 1976). AhR
a aryl uhlovodikovy receptorovy jadrovy translokator (ARNT) spolu tvoria aryl
uhl'ovodikovy receptorovy komplex AhRC (Beischlag et al., 2008). AhR a ARNT patria
do bHLH-PAS (basic-Helix-Loop Helix, Per-Armt-Sim) rodiny transkripénych
regulacnych proteinov. Tento receptor reguluje gény pre enzymy metabolizujice
xenobiotika, ako napriklad formy cytochromu P450 1A a 1B (Chiaro et al., 2007). Dalsie
gény regulované AhR su napriklad aj aldehyddehydrogenaza 3 (Asman et al., 1993),
UGT1A1 (UDP-glukuronozyltransferaza) (Yueh et al., 2003), AhR represorovy gén
AhRR (Baba et al., 2001) alebo OVOL1 gén regulujuci expresiu filagrinu (Tsuji et al.,
2017). Ide osirotsky receptor, ktory moze byt aktivovany velkym mnozstvom
Strukturalne rozliénych chemikalii. Medzi ligandy s najvysSou afinitou pre AhR patria
polyaromatické uhl'ovodiky (PAHs) ako napriklad 3-metylcholantrén a benzo(a)pyrén
(Shimada a Guengerich, 2006) alebo halogénované aromatické uhl'ovodiky (HAHs) ako
napriklad 2,3,7 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) — obe skupiny vyskytujice sa
hlavne ako kontaminanty zivotného prostredia (Beischlag et al., 2008). Medzi d’alSie
identifikované ligandy AhR patria napriklad indoly (Hahn, 1998), metabolity tryptofanu
vratane indol-3-acetatu, indol-3-acetaldehydu, tryptaminu (Cheng et al., 2015),
serotoninu (Manzella et al., 2018) a kyseliny kynurenovej (DiNatale ef al., 2010).

Prakticky aktivacia AhR funguje tak, ze najskor chemikalia indukujuca odpoved” AhR
difunduje skrz plazmatickii membranu a naviaze sa na cytozolicky AhR, ktory existuje
ako multiproteinovy komplex obsahujuci dve molekuly hsp90 (heat-shock protein),
X-asociovany protein 2 (XAP2) akochaperon p23 (Petrulis aPerdew, 2002).
Po naviazani ligandu AhR podstupi konformaénu zmenu, ¢im uvol'ni N-koncovu jadrovu
lokaliza¢nu sekvenciu, ¢o vedie k translokacii komplexu AhR-ligand do jadra (Hord
a Perdew, 1994). Disociacia AhR z AhRC ajeho dimerizacia s ARNT premenia aryl
uhl'ovodikovy receptorovy komplex na jeho vysoko afinitni DNA-viazucu sa formu
(Hankinson, 1995). Naviazanie ligand-AhR-ARNT komplexu do dioxin-responzivnych
elementov (DRE) v DNA vedie k zvysenej transkripcii génov pod jeho kontrolou (Ma,

2001). Niektoré z tychto génov kéduju enzymy zucastiiujuce sa metabolickej aktivacie

~
o)



PAHs na ich mutagénne derivaty. HAHs sami o sebe nie st génotoxické, ich patogenicita
zalezi na AhRC. Napriklad toxicita TCDD je takmer vylu¢ne dana len skrz tento receptor
(Hankinson, 1995).

AhR protein je exprimovany s najvy$sim poctom v plucach, peceni, tymuse,
semennikoch, c¢revach a oblickach (Gasiewicz aRucci, 1984). Niektoré Studie
identifikuju najvyssie levely exprimovanej AhR mRNA v placente, peCeni a plicach,
zatial' Co najniz§ia expresia bola sledovana v mozgu, oblickach a prie¢ne-pruhovanom

svalstve (Jiang et al., 2010).

Vdaka charakterizacii AhR-null mys$i bolo zistené, ze AhR vykazuje nevyhnutnu
fyziologicku funkciu, no dodnes jeho endogénny ligand nebol objaveny (Beischlag ez al.,
2008). Expresia AhR je podl'a niektorych §tadii nevyhnutnd aj pre spravny embryonalny
vyvin, pretoze je schopny aktivovat’ mechanizmy modulujuce pluripotenciu kmenovych

buniek (Ko a Puga, 2017).

U l'udi je gén pre AhR lokalizovany na chromozome 7 a sklada sa z 12 exonov, ktoré
koduju protein s 848 aminokyselinami a hmotnostou 96,147 Daltonov (Obrazok €. 1) (Le
Beau et al., 1994).

Hsp 90 viizobna doména

27 79 182 374
Dimerizacna doména
40 79 121 289
DNA viaZuca ) . e
domsan Ligand viaZuca doména Viizobna doména pre transkripcné faktory

39 230 397 490 805
basic helx- Glutamine
loop-helix PAS-A PAS-B rich

Obrazok ¢. 1: Aryl uhlovodikovy receptor. Funkéné domény aryl uhl'ovodikového
receptoru su vysoko konzervativne pre celi rodinu tychto receptorov. Na N-konci sa
nachadza bHLH DNA-vdzobna doména, za fou nasleduji domény PAS-A (protein-
protein interakcie) a PAS-B doména (védzba ligandu). C-koniec je charakteristicky
doménou bohatou na glutamin, interagujucou s transkripénymi koaktivatormi (obrazok
prevzaty z Malorni et al., 2012; upraveny).

27

bHLH doména, nachadzajuca sa v regione na N-konci, je zodpovedna za naviazanie DNA
a dimerizaciu proteinu. PAS doména, skladajuca sa z PAS-A a PAS-B domén (Gu ez al.,
2000) sa nachadza vedla bHLH domény a medzi jej funkcie patri viazanie ligandov
(PAS-B doména) a protein-proteinové interakcie (PAS-A doména) (Schmidtez al., 1996).
Na C-konci sa nachadza oblast bohata na glutamin, ktord je nevyhnutna pre aktivaciu

cielového génu, hlavne vd’aka jej interakcii s transkripénymi koaktivatormi (Rowlands
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et al., 1996). Spolu teda domény bHLH, PAS a oblast’ bohata na glutamin predstavuju
konzervativnu Struktiru AhR (Wang e al., 2018).

3.1.1. CYP1A1

CYP enzymy patria do hém-tiolatove] proteinove] rodiny a katalyzuju fazu 1
metabolizmu xenobiotik. Ich primarnou funkciou je monooxygenazova reakcia (Coon
et al., 1996). V eukaryotickych bunkach existuju ako membranové hémproteiny. Kazdy
z nich obsahuje priblizne 500 aminokyselin s zelezom naviazanym na protoporfyrin IX
ako prosteticku skupinu enzymu (Hasler ez al., 1999). Objavené boli v roku 1958
Martinom Klingenbergom, ktory pri S§tidiu pigmentov v mikrozomalnej frakcii
pripravenej z potkanich peceni objavil latky sunikatnou maximalnou absorbanciou

450 nm po vizbe s oxidom uhol'natym (Klingenberg, 1958).

Ludsky gén pre cytochrom P450 1A1 koduje enzym, ktory hra dolezita ulohu
v metabolizme polycyklickych aromatickych uhl'ovodikov ako napriklad benzo(a)pyrén
(BaP) a aktivacii prokarcinogénov na ich kone¢ny reaktivny karcinogénny medziprodukt
(Petersen et al., 1991). Enzym CYP1Al patri do superrodiny enzymov cytochromov
P450, ktoré boli zatial objavené v kazdom zivom systéme a vSeobecne sa zucastiiuju
metabolizmu mastnych kyselin, steroidov a oxidacie mnoho xenobiotik (Beresford,
1993). ZvySend expresia CYP1Al je pouzivana ako marker aktivacie aryl
uhl'ovodikového receptora (AhR) (Hu et al., 2007).

3.2.Koza
Koza pokryva cely vonkaj$i povrch l'udského organizmu, a je jeho najvacsim organom.
Zastava radu funkcii, najvyznamnejSimi z ktorych st obrana pred fyzikélnymi,
chemickymi a biologickymi Skodlivinami z prostredia, hospodarenie s vodou,

termoregulacia, syntéza vitaminu D a detekcia podnetov z okolia.

Pozostava z troch zakladnych vrstiev: hypodermis, dermis a epidermis, a koznych adnex.
Hypodermis, podkozné vézivo, je najvnutornejSou vrstvou koze, ktora sa nachéadza
medzi dermis a hlbSie ulozenymi organovymi sustavami. Jedna sa o zmes tukového
a areolarneho véziva, ktoré tkanivam poskytuji mechanickt oporu a izolaciu (Kim a Dao,

2021).



stratum corneum
stratum lucidum

stratum granulosum
stratum spinosum

Langerhansova — epidermis
bunka

Merkelova bunka

melanocyt

bazilna membrina

= dermis
krvna cieva

stratum basale

Obrazok ¢. 2: Prierez zdravou Pudskou epidermis a dermis. (obrazok prevzaty
z Farage et al., 2007, upraveny).

Dermis, zamSa, je viazivova Struktira ulozena medzi hypodermis a epidermis
(Obrazok ¢. 2). Zaklad tejto bohato vaskularizovanej a inervovanej vrstva predstavuju
kolagénne a elastické vlakna, suspendované v extracelularnej matrix obsahujuce]

glykosaminoglykany, proteoglykany a glykoproteiny (Brown a Krishnamurthy, 2021).

Epidermis, pokozka, je najvrchnejSou vrstvou koze (Obrazok ¢. 2). Dominantnt
populaciu buniek tvoria keratinocyty, na zaklade §tadia dozrievania ktorych delime
epidermis do piatich vrstiev. S nimi stratum basale, spinosum, granulosum, lucidum
a corneum. Keratinocyty postupne vytlacané k povrchu tela postupne rohovateju, az

dojde k ich deskvamacii (Yousef ez al., 2021).

Stratum basale obsahuje mitoticky aktivne bunky hemidesmozomami ukotvené
k bazalnej membrane oddelujucej epidermis od dermis (Obrazok ¢. 2). Bunky stratum
basale sa delia asymetricky, teda jedna dcérska bunka ostane v stratum basale, zatial' ¢o
druha zapocne produkciu keratinovych tonofilament a je postupne vytla¢ana apikalne.
Kmefiové bunky tejto vrstvy su kvadrového az stipcovitého tvaru, mitoticky aktivne
a kon§tantne produkujuce nové keratinocyty. V stratum basale sa okrem keratinocytov
nachadzaju melanocyty (Obrazok €. 2) - bunky neuroektodermového pévodu zodpovedné
za produkciu melaninu, pigmentu, ktory vo forme granul dlhymi vybezkami odovzdavaju
susednym keratinocytom (Cichorek ef al., 2013). Keratinocyty vznikajuce v stratum

basale produkuju keratin a st zodpovedné za tvorbu epidermalnej vodnej bariéry
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syntézou a vylu¢ovanim lipidov. Taktiez reguluju vstrebavanie vapnika skrz aktivaciu
cholesterolovych prekurzov UVB ziarenim za vzniku vitaminu D. Pritomné st aj ovalne
modifikované epidermalne bunky, ktoré sa nachadzaju hned na bazdlnou membranou
anazyvaju sa Merkelove bunky (Obrazok ¢. 2). Tieto bunky funguji ako
mechanoreceptory pre svetlo a dotyk a najviac sa ich nachadza v koncekoch prstov.
So susediacimi keratinocytmi st spojené desmozomami a obsahuju intermediarne
keratinové filamenty. Ich membrany interaguju s vol'nymi nervovymi ukonceniami v kozi

(Yousef et al., 2021).

Stratum spinosum (Obrazok ¢. 2) dostalo svoje meno pre charakteristicky mikroskopicky
obraz pripominajuci triiovité vybezky z buniek tejto vrstvy. Tato Cast sa sklada z asi
8-10 bunkovych vrstiev. Keratinocyty su nepravidelné a polyedrické. Vo vysSich
vrstvach stratum spinosum uz keratinocyty produkuju keratohyalinové granula
obsahujuce proteiny trichohyalin a filagrin, napoméhajice s organizaciou filament
keratinu do fibril. Keratinocyty okrem prekurzorov keratinu produkuju lamelarne
telieska, obsahujtce glykolipidy. Tieto glykolipidy budi neskor secernované na povrch
buniek, kde budu sluzit na zachovanie sudrznosti buniek. Okrem keratinocytov tu
nachadzame dendritické bunky inak nazyvané aj Langerhansove bunky (Obrazok €. 2).
V kozi funguju ako prva obranna linia a su dolezité aj pri prezentovani antigénu. Patria
medzi jednojadrovy fagocyticky systém a obsahuji Birbeckove granula —
cytoplazmatické organely so Specifickym tvarom tenisovej rakety. Langerhansove bunky
exprimuju MHC I a MHC II molekuly, vychytavaju antigény v kozi a transportuju ich
do lymfatickych uzlin (Yousef ez al., 2021).

Bunky v stratum granulosum, Casti epidermis tvorenej asi 3—5 vrstvami buniek, sa
oplostuju a nadobudaju kosostvorcovy tvar (Obrazok €. 2). Tato vrstva sa vyznacuje
granularne imponujucim mikroskopickym obrazom, zapri¢inenym pritomnost'ou
vysokého mnozstva keratohyalinovych  granul, akumulyjacich sa medzi
intracytoplazmatickymi tonofibrilami. Keratohyalinové granula obsahuju prekurzory
keratinu, zatial' ¢o lamelarne granula obsahuju glykolipidy, ktoré po sekrécii na povrch

drzia bunky pohromade.

Stratum Iucidum (Obrazok €. 2) je vrstvou, ktoru nachadzame na dlaniach a chodidlach

nodh, teda v oblastiach s hrubSou kozou. Za mikroskopicky svetly obraz je zodpovedna



pritomnost” eleidinu, ktory je transformacnym produktom keratohyalinu (Yousef ef al.,

2021).

NajapikalnejSiou vrstvou je stratum corneum, pozostavajuce z dvadsiatich az tridsiatich
vrstiev buniek, ktoré stratili organely a jadra (Obrazok €. 2). Obsah keratohyalinovych
granul premenil tonofibrily na homogénnu keratinovi matrix. Medzi oploStené
keratinocyty sa tu vmedzeruje abundantna, na lipidy bohata, extracelularna matrix, ktora
spolu s nimi zodpoveda za vznik epidermélnej bariéry (Boer er al, 2016). Mrtve
keratinocyty uvol'niuju defenziny, antimikrobialne peptidy, ktoré su sucast'ou prirodzenej

imunity (Seo et al., 2001)

Na tuplnom povrchu pokozky je nizkym pH aktivovana KLK - serinova peptidaza
zodpovedna za degradaciu dezmozomov a deskvamaciu keratinocytov (Yousef ef al.,

2021).
3.2.1. Aryl uhl’ovodikovy receptor v kozi

AhR je exprimovany vo vSetkych typoch buniek koze. Odpovedd na exogénne
a endogénne chemikalie bud’ indukciou alebo represiou expresie viacero génov, ktoré
maju toxické alebo ochranné ucCinky. V zdravej kozi AhR signalizacia prispieva
k diferenciacii keratinocytov, funkcii koznej bariéry, pigmentacii koze a sprostredkovava
oxidativny stres (Esser et al, 2013). AhR ma v kozi taktiez Specialnu ulohu

pri fotostarnuti, fotokarcinogenéze a zapaloch (Napolitano a Patruno, 2018).

Expresia AhR v bariérovych epitelialnych bunkach koze ajeho tuloha v bunkovej
diferenciacii pravdepodobne vedie k zlepSeniu bariérovej funkcie. Dokazom su §tudie,
ktoré pri sledovani AhR™" pozorovali zvysenu transepidermélnu stratu vody v porovnani
s AhR™* my3ami (Haas et al., 2016). V kultire AhR”- mysich keratinocytov alebo AhR*"*
keratinocytov oSetrenych AhR antagonistom je epidermalna diferenciacia narusena (van
den Bogaard er al., 2015). AhR antagonizmus v kultarach T'udskych keratinocytov
inhibuje expresiu bariérovych proteinov, epidermalnu stratifikdciu a tvorbu stratum
corneum (van den Bogaard et al., 2013). Niekol'ko studii sledovalo schopnost AhR
zvySovat’ expresiu proteinov epidermalnej bariéry ako napriklad filagrinu (Tsuji ez al,,
2017) a lorikrinu (Hashimoto-Hachiya ef al., 2018) skrz aktivaciu OVOL1 (OVO-like 1
transkripcny faktor) a priamo zvySovat expresiu involukrinu vézbou ligandu na AhR

(van den Bogaard ef al., 2013). AhR aktivacia v kozi moze viest aj k zvySenej produkcii



T buniek exprimujucich IL22, o moze zhorSovat’ priznaky atopickej dermatitidy (Trifari

etal., 2009).

V epidermis je UVB ¢ast’ UV (ultrafialového) ziarenia absorbovana tryptofanom, o
vedie k tvorbe fotoproduktov ako napriklad 6-formylindolo(3,2-b) karbazolu (FICZ),
ktory sa s vysokou afinitou viaze na AhR a indukuje expresiu CYP1A1 (Fritsche ez al.,
2007).

Kvoli svojej lipofilnej Struktire, vdaka ktorej mozu vol'ne difundovat’ skrz bunkové
membrany, PAH pritomné v tabakovom dyme, znecistenom ovzdusi alebo strave, nie len
ze moOzu prenikat’ skrz odhalené bariérové organy a aktivovat’ AhR takymto sposobom,
mozu sa taktiez dostat’ do obehu a sekundarnych organov a aktivovat AhR v kozi (Kao

etal., 1985; VanRooij et al., 1993).

AhR je zapojeny aj do patogenézy inych koznych chordb, ako su napriklad vitiligo alebo
rakovina. Na zaklade roznych faktorov a zameru vyuzitia AhR, dizka a intenzita
vystavenia AhR environmentalnym, pracovnym a stravovacim faktorom, genetické
predispozicie alebo typ kozného ochorenia urcuju ¢i bude prospesna AhR aktivacia alebo

inhibicia (Haarmann-Stemmann ez al., 2015).

Zatial’ co blokovanie AhR signalnej aktivity by mohlo napomdct’ prevencii alebo liecbe
rakoviny koze, aktivacia sa zda byt vyhodna pri rieSeni zapalovych koznych ochoreni

ako napriklad psoriaza alebo atopicka dermatitida (Furue e al., 2019).

3.3.Proteiny epidermalnej bariéry

3.3.1. Hornerin (HRNR)

Protein hornerin bol objaveny a popisany v roku 2001, ako novy pro-filaggrin-like
protein izolovany z koze embryi mysi (Makino et al., 2001). Ludsky gén pre hornerin
(HRNR) bol identifikovany na chromozome 1q21.3, medzi génom pre trichohyalin
a filagrin. Exprimovany protein hornerin patri medzi S100 fuzne proteiny, s po¢tom
aminokyselin v sekvencii stanovenym na 2850 a predpokladanou molekularnou
hmotnost'ou 280 kDa. S100 fuzne proteiny maju na N-konci EF-hand domény, kde sa
viazu vapenaté i6ny, za ktorymi nasleduju spacer sekvencie a velké repetitivne domény.
C-koniec obsahuje iba jedinecné sekvencie. Konkrétne repetitivna doména hornerinu je
bohat4 na serin, glycin a glutamin (Takaishi ef al., 2005). Vapenaté i6ny su pre kozu

obzvlast dolezité, pretoze spustaju procesy rohovatenia (Hennings ef al., 1980).



Na rozdiel od mysieho hornerinu, expresia l'udského hornerinu nebola v skorsich §tadiach
detekovana v zdravej kozi trupu, no bol exprimovany v regenerujucej sa a psoriatickej
kozi (Takaishi et al., 2005). Ludsky hornerin ma teda podobnu no v istom rozmere lisiacu
sa funkciu ako profilagrin, prekurzor filagrinu (Takaishi ez al., 2005). Neskorsie Studie
dokazali, ze HRNR je exprimovany v ludskych epidermalnych keratinocytoch aje
sucastou zrohovatenych bunkovych obalov, nie je pritomny len v hyperproliferativnych
T'udskych keratinocytoch. HRNR je teda exprimovany v zdravej epidermis, nezavisle
na etnickom pdévode. Nachadza sa v cytoplazme granularnych keratinocytov
v pritomnosti s pro-filagrinom, detekovany je hlavne na ich periférii, ¢o naznacuje, ze
pro-filagrin je v procese diferenciacie keratinocytov syntetizovany skor ako hornerin.
Tuto hypotézu potvrdzuje aj fakt, ze nizsie ulozené granularne keratinocyty sice obsahuju
profilagrin, no hornerin vobec (Henry et al., 2011). Mnozstvo exprimovaného HRNR
v zdravych bunkach koze bolo vSak aspori o Styri rady nizSie ako mnozstvo
exprimovaného FLG. S100 fuzne proteiny, medzi ktoré patri aj HRNR, su pravdepodobne
prepajané transglutaminazami, aby udrziavali neporusent fyzikalnu bariéru koze, ktora
je charakteristicky rezistentna a nepriepustna (Wu ef al., 2009). HRNR je teda zapojeny
do procesov organizacie zrohovatenych bunkovych obalov — keratinizacie (Henry et al.,
2011) a spravnej funkcie koznej bariéry (Pellerin ef al., 2013). Jeho zvySena expresia je
indukovana UVB ziarenim (Makino et al., 2014).

3.3.2. Filagrin (FLG)

Gén pre filagrin (FLG, filamenty-agregujuci protein) sa, ako mnohé ostatné gény
zapojené do terminalnej diferenciacie, nachadza v epidermalnom diferenciaénom
komplexe na chromozéme 1q21. Prvym produktom FLG génu je jeho prekurzor protein
pro-filagrin (proFLG) - 400 kDa polyprotein skladajtci sa z 10—12 tandemovych repeticii
filagrinu (Irvine a McLean, 2006). Je to vysoko fosforylovany polypeptid syntetizovany
v granularnych keratinocytoch, ktory je bohaty na histidin. Na N-konci ma S100 vézobnu
doménu pre vapenaté iony, v strede obsahuje velku repetitivhu doménu filagrinu
a na C-konci sa nachadza unikatna doména. Jednotlivé peptidy filagrinu o hmotnosti
priblizne 37 kDa su proteolyticky uvol'nené a nasledne defosforylované, ¢o napomaha
agregacii keratinovych filamentov. Nazov filagrinu teda pochadza z jeho funkcie:
filamenty-agregujuci protein (McGrath, 2008). Agregaciou keratinu vznika vlaknita
matrica korneocytov. Vo vySssie ulozenych granularnych bunkach su peptidy filagrinu

pevne zakotvené do bunkove] membrany zvySenim mnozstva desmozomalnych
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proteinov. Filagrin teda ruti cytoskelet keratinocytov, ¢im vznikaju ploché Supiny
paralelné k vonkajsej vrstve epidermis. Tento komplex je prepojeny transglutamindzami
¢im je vytvorena kozna bariéra (Irvine a McLean, 2000). V najvysSej vrstve stratum
corneum je FLG proteolyzovany na volné aminokyseliny, ktoré su nevyhnutné
pre fotoochranu koze a pre acidifikaciu (Pellerin ez al., 2013) a hydrataciu stratum
corneum (Rawlings a Harding, 2004). Naopak, nedostatok FLG je spojeny s klinickymi
prejavmi koze postihnute] atopickou dermatitidou, napriklad nedostatok volnych
aminokyselin v stratum corneum (Kezic et al., 2008), narast pH stratum corneum
a suchost’ (Mlitz et al., 2012). Filagrin a keratin, hlavné proteiny keratinocytov, tvoria
priblizne 80-90% celkovej hmotnosti epidermis (McGrath, 2008). FLG je exprimovany
v kozi, tymuse, zaludku, mandliach, semennikoch, placente, oblickach, pankrease,
mliecnych zl'azach, moCovom mechure, Stitnej zl'aze a priedusnici. Nebol detekovany
v srdci, mozgu, pecCeni, plicach, kostnej dreni, tenkom cCreve, prostate, slepom Creve
alebo nadoblickach (Wu ef al., 2009). V kozi je FLG exprimovany hlavne v stratum
corneum pokozky (Presland ef al., 1992).

Jeho expresia je v kozi pri zapalovych ochoreniach pozitivne regulovand GATA3
transkripénym faktorom (Zeitvogel ef al., 2017), zvySena expresia bola zaznamenana aj
po aktivacii AhR (Furue et al., 2015). Znacne expresiu FLG skrz AhR zvySuje konkrétne
v HaCaT imortalizovanych keratinocytoch aj FICZ (Kiyomatsu-Oda ef al., 2018) alebo
TCDD (Loertscher et al., 2002). Medzi d’alSie zname ligandy AhR, ktoré zvysSuju
expresiu FLG a inych proteinov epidermalnej bariéry patri napriklad uhl'ovy decht
(Bogaard et al., 2013), ketokonazol (Tsuji et al., 2012) alebo Glyteer — decht zo sojovych
bdbov, ktory obnovoval expresiu FLG po jej inhibicii Th2 cytokinmi (Takei et al., 2015).
Dalsie §tadie preukazali, ze pozitivne expresiu profilagrinu v kultire ludskych
keratinocytov alebo v mySacich keratinocytoch ovplyviiuju aj aktivatory receptorov
aktivovanych proliferatormi peroxizomov (PPAR) a peceriovych X receptorov (LXR),
napriklad GW1514 (selektiviny PPAR-B/d agonista) (Schmuth ef al., 2004; Komiives
etal., 2002).

Naopak, IL17 expresiu filagrinu znizuje (Gutowska-Owsiak et al., 2012) a jednym
z hlavnych genetickych faktorov znizujucich expresiu FLG st mutacie v géne pre filagrin,

ktoré vedu k strate jeho funkcie a vyvinu atopickej dermatitidy (Paternoster ez al., 2015).
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3.3.3. Involukrin (IVL)

Involukrin je ddlezitym markerovym protein-kodujucim génom, ktory sluzi ako model
pri snahe pochopit mechanizmy regulujuce procesy diferenciacie koznych buniek (Eckert
et al., 2004). Gén pre involukrin sa nachadza na chromozome 1q21-22 (Simon et al.,
1989). Involukrin je protein keratinocytov, ktory je najskor pritomny v bunkovom
cytosole a neskor prepojeny s bunkovou membranou transglutamindzami za vzniku
koznej bariéry (Eckert a Green, 1986). Ide o 68kDa prekurzor zrohovatenej obalky
keratinocytov, s poctom aminokyselin odhadnutym na 460. Involukrin je vd’aka jeho
predizenej molekularnej Struktare tyinky schopny spajat viacero prekurzorovych
molekul v zrohovatenej keratinocytove] obalke (Yaffe er al, 1992). Priblizne 46%
aminokyselinovych zvyskov involukrinu je tvorenych glutaminom alebo kyselinou
glutamovou. Involukrin nie je syntetizovany v bazalnej vrstve, no par vrstiev nad fou.
Nastup syntézy involukrinu teda naznacuje, Ze zapo€ina rané §tadium terminalnej
diferenciacie, pretoze zaCina az ked sa keratinocyty prestavaju delit (Rice a Green,
1979). V zdravej l'udskej kozi je involukrin charakteristicky distribuovany — pritomny je

hlavne v hornej vrstve stratum spinosum a v granularnej vrstve (Murphy ez al., 1984).

Viacero fytochemikalii je schopnych aktivovat AhR alebo OVOL1 atym zvySovat
expresiu bariérovych proteinov koze, medzi ktoré patri aj IVL. Extrakty z korefiov
rastliny Rhodiola crenulata maju silné antioxidacné ucinky a st zndme tym, ze dokazu
inhibovat’ oxidativny stres, ktory bol v epidermalnych keratinocytoch indukovany
ultrafialovym a y-ziarenim. Hashimoto-Hachiya ez al. vo svojej Studii zistili, ze tieto
extrakty zvySuju expresiu IVL a FLG skrz AhR a OVOL1, zatial' ¢o expresia IVL nebola
zavisla na OVOL], ale len na AhR (Hashimoto-Hachiya et al., 2018). V §tudii s HaCaT
keratinocytmi s nadmerne exprimovanymi glukokortikoidnymi receptormi (GR) bola
pozorovana vysSia expresia involukrinu, av§ak bez nutnej pritomnosti GR ligandov

(Yoonetal., 2014).

GNF351 a SGA360 (antagonisti AhR) maju po naviazani na receptor schopnost’ potlacat’
expresiu IVL (van den Bogaard ez al., 2015). Rovnako expresiu IVL in vitro znizuju aj
cytokiny IL4 allL13, pravdepodobne cez signalizaciu signalneho transduktora
a aktivatora transkripcie 6 (STAT6) (Kim ef al., 2008). Pre spravnu aktivitu promotora

T'udského IVL je nevyhnutna pritomnost DNA-vidzobného miesta pre aktivacny protein
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1 (AP-1). Inhibicia AP-1 funkcie vedie k strate funkcie promoétora IVL, ¢o vedie
k znizenej expresii IVL (Adhikary et al., 2004).

3.4.0chorenia koze

3.4.1. Psoriaza

Psoriaza je chronické zapalové ochorenie s hyperproliferativnym ucinkom a genetickym
zakladom. Medzi jej zakladné prejavy patria epidermalna hyperplazia a pozmenena
diferenciacia keratinocytov (Gudjonsson a Elder, 2007). Psoriaza vulgaris je zatial
najlepSie prestudovanou l'udskou chorobou, ktora je sprostredkovavana T bunkami
a dendritickymi bunkami. Patri medzi najcastejSie formy psoridzy (85-95% pacientov
postihnutych psoridzou) a zapajaju sa do jej patogenézy obe formy imunitného systému
—vrodena aj ziskana. Je charakteristicka pritomnost’ou zaCervenanych oblasti koze s jasne
definovanymi okrajmi a bielymi Supinkami, ¢asto sa nachadzajicimi na laktoch,
kolenéch, pokozke hlavy a chrbte. Medzi menej Casté, no napriek tomu pritomné typy
psoriazy patria psoriaza guttata, pustulosa, inverzna psoriaza, erytrodermicka psoriaza

alebo palmoplantarna psoriaza (Griffiths a Barker, 2007).

Biele Supinky st sposobené hyperproliferativitou epidermis s predCasnym dozrievanim
keratinocytov a neuplnym rohovatenim so zachovanymi jadrami v stratum corneum.
Zalervenanie je sposobené zvySenym mnozstvom dilatovanych kapilar, ktoré dosahuju
az na povrch koze skrz stenceny epitel (Nestle ez al., 2009). Histologicky ide o zhrubnutie
zivych vrstiev epidermis (akantoza) v dosledku az desatkrat vyssej mitotickej rychlosti
bazéalnych keratinocytov (Lowes et al., 2014), zhrubnutie zrohovatenych vrstiev
epidermis (hyperkeratoza) a pritomnost bunkovych jadier v zrohovatenej vrstve
(parakerat6za). Dilatované a skrutené krvné cievy zasahuju az do vrcholov dermalnych
papil. V dermis a epidermis je pritomné zvySené mnozstvo makrofagov, mastocytov,
neutrofilnych granulocytov a tzv. zapalovy infiltrat obsahujuci T-lymfocyty. Hromadenie
tychto buniek v epidermis vedie k vzniku Kogojovych pustil alebo subkornealnych
mikroabscesov tiez znamych ako Munroove mikroabscesy (Boehncke a Schon, 2015).
Kedze nedochadza k prirodzenym procesom diferenciacie buniek, dochadza k strate
normalnej granularnej vrstvy a hromadeniu keratinu v epidermis. V dermis su hojne

pritomné jednojadrové myeloidné bunky a T bunky (Lowes et al., 2014).



3.4.1.1. Patogenéza psoriazy

Charakteristickym znakom psoriazy je zapal, ktory vedie k nekontrolovanej proliferacii
a nefunk¢nej diferenciacii keratinocytov. Nad vyssie spominanym zapalovym infiltratom

lezia psoriatické Supinky zhrubnutej epidermis (Rendon a Schékel, 2019).

Za rozvoj apretrvavanie psoriatického zapalu su zodpovedné poruchy v koznych
imunitnych odpovediach ziskanej avrodenej formy imunity (Harden et al., 2015).
Patogenéza psoriazy moze byt zhrnutd do dvoch bodov: inicia¢na faza pravdepodobne
vyvolana urcitou koznou traumou (zname tiez ako Koebnerov fenomén) (Thorarensen
et al., 2017), infekciou (Fry a Baker, 2007) alebo lieCivami (Abel et al., 1986) a faza
manifestného ochorenia charakteristicka chronickou progresiou s klinickymi prejavmi

(Rendon a Schikel, 2019).

Antigén-prezentujuce bunky (dendritické bunky) hraju dolezitu ulohu v pociato¢nych
Stadiach psoriazy, no ich aktivacia nie je dodnes uplne jasna. Jeden z navrhnutych
mechanizmov zahffia rozpoznanie antimikrobialnych peptidov (AMPs) sekrétovanych
keratinocytmi ako odpoved’ na zranenie, ktorych expresia je zvysend v psoriatickej kozi.
Medzi najpreStudovanejSie z nich patria LL37 (katelicidinovy protein), B-defenziny
a S100 proteiny, medzi ktoré patri aj profilagrin (Morizane et Gallo, 2012; Eckert ez al.,
2004).

LL37 uvol'neny poSkodenymi keratinocytmi tvori komplexy s genetickym materialom
z inych poskodenych buniek. Po naviazani na DNA stimuluje toll-like receptory (TLR) 9
v plazmacytoidnych dendritickych bunkach (pDCs) (Lande ez al., 2007). Aktivacia pDCs
je klacova pri rozvoji psoriatickych Supiniek aje charakteristickd produkciou
interferonov (IFN) typu I — IFN-a a IFN-B (Nestle ef al., 2005; Gregorio et al., 2010).
IFN typ signalizacie podporuje fenotypické dozrievanie myeloidnych dendritickych
buniek (mDC) a podiela sa na diferenciacii a funkcii Thl a Th17, vratane produkcie

IFN-y a interleukinu 17 (IL-17) (Santini et al., 2011).

LL37-DNA komplexy stimuluju pDCs skrz TLR9, no LL37-RNA komplexy stimuluju
pDCs skrz TLR7 a mDCs skrz TLRS8 (Ganguly ez al., 2009). Aktivované mDCs migruju
do lymfatickych uzlin, kde sekrétuju faktory nadorovej nekrozy o (TNF-a), IL-23 a IL12.
IL23 a IL12 modulyju diferenciaciu a proliferaciu Th17 a Th1 buniek. Medzi d’alSie pro-

zapalové bunky nachadzané v léziach psoriatickej koze patria slan” monocyty, ktoré
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na LL37-RNA aktivaciu odpovedaju sekréciou velkého mnozstva TNF-a, IL12 a IL23
(Hénsel ez al., 2011).

Aktivacia odpovede ziskanej imunity skrz T-bunky udrzuje fazu manifestného ochorenia
psoriazy (Nestle et al., 1994). Th17 cytokiny, hlavne IL17, IL21 aIL22 aktivuju
proliferaciu keratinocytov v epidermis (Lai et al., 2018). Zapalové prostredie aktivuje
proliferaciu keratinocytov skrz TNF-qo, IL17 a IFN-y, ktoré po aktivovani komplexom

LL37-DNA zvyS$uju produkciu IFN typu I (Morizane ef al., 2012).

Psoridza ma vsak aj genetické zlozky — u blizkych pribuznych pacientov s psoriazou je
zvySeny vyskyt vzniku ochorenia, kde jednovajecné dvojCatd v porovnani

s dvojvajeCnymi maju dva az trikrat vyssiu Sancu byt postihnuté (Farber ez al., 1974).
3.4.2. Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida (AD), inak nazyvana aj atopicky ekzém, je svrbivé zapalové
ochorenie vyskytujuce sa prevazne v koznych zahyboch (Aoki ef al, 1992). Je
charakteristickd slabo ohraniCenym zaCervenanim koze sprevadzanym opuchmi,
pritomnostou pluzgierov, mokvanim v akitnom $tadiu a hrubnutim koze v chronickom
Stadiu ochorenia (Williams, 2005). Priblizne 70 % pripadov ochorenia zacina u deti
mladsich ako 5 rokov (Williams, 2000) zatial ¢o asi 10 % pripadov v nemocni¢nom

prostredi zacina u dospelych I'udi (Bannister a Freeman, 2000).

U priblizne 30 % detskych pacientov s atopickou dermatitidou sa vyvinie aj astma alebo

alergicka rinitida s frekvenciou 35 % (Luoma et al., 1983).

Koza pacientov s atopickou dermatitidou obsahuje infiltrat T buniek, indikujuci
pritomnost’ zapalu (Mihm ef al., 1976). Akutne papularne 1ézie koze su charakteristické
vnutrobunkovymi  opuchmi (spongiéza) epidermis, mokvanim a zafervenanim
(Girolomoni et al., 2021). Langerhansove bunky v kozi s 1éziami a menej v kozi bez lézii
na svoj povrch viazu IgE molekuly v IgE-asociovanej forme. V dermis akutnych 1ézii je
pritomny infiltrat T buniek s makrofagmi. Lymfocyticky infiltrat sa sklada hlavne
z aktivovanych pamatovych T buniek nestcich CD3 (cluster of differentiation 3), CD4
(cluster of differentiation 4), HLA-DR (Tudsky leukocytovy antigén, izotyp DR), CD25
(cluster of differentiation 25) a CD45RO (cluster of differentiation 45, kratsia izoforma)

(Bieber, 2010). Pritomné su aj eozinofily, no bazofily a neutrofily sa v akatnych léziach
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nachadzaju len vzacne. Rovnako st pritomné aj mastocyty v roznych S§tadiach

degranulacie (Mihm ez al., 1976).

Chronické 1ézie su charakteristické hyperplastickou epidermis, zna¢nou hyperkeratozou,
minimalnou  spongiozou, dyspigmentaciou, suchostou koze alichenifikaciou
(Girolomoni et al., 2021). V epidermis sa nachadza viac dendritickych buniek nesucich
IgE a v dermis je pritomny infiltrat skladajtci sa hlavne z makrofagov. Pocet mastocytov
je vyssi, no vSeobecne ide o plne granulované bunky. NeviditeIné histologicky,
no pravdepodobne pritomné v dermis su aj eozinofily, ktorych produkty ako napriklad
eozinofilny kationicky protein alebo toxiny odvodené od eozinofilov boli detekované
imunofarbenim. Eozinofily teda pravdepodobne prispievaju k alergickému zapalu koze
vylu€ovanim cytokinov a mediatorov, ktoré zapal rozsiruju a indukuji poranenie tkaniva
pri atopickej dermatitide skrz produkciu reaktivnych foriem kyslika auvolnenie

toxickych granularnych proteinov (Bieber ez al., 2010).
3.4.2.1. Patogenéza atopickej dermatitidy

Deti rodicov s historiou alergickych ochoreni maju vyssie riziko byt postihnuté atopickou
dermatitidou (Apfelbacher ez al., 2011). Pokial je postihnuty len jeden z rodicov, riziko,
ze jeho diet'a bude postihnuté tiez je trikrat vysSie, zatial' Co pokial su postihnuti obaja

rodicia, riziko je vySsie az patkrat (Torres et al., 2019).

Za patogenézou tohto ochorenia stoji viacero spolupracujucich génov, no nejde
o jednoduchu Mendelovsku dedicnost. Medzi d’alSie faktory spadaju aj epigenetické
zmeny alebo dysregulacia vrodenej a ziskanej formy imunitného systému. Susceptibilné
gény pre AD boli lokalizované na 31 réznych chromozdémovych lokusoch (Paternoster
et al., 2015). Medzi najddlezitejsie z nich patria gény kodujuce Struktarne a funkéné
proteiny epidermis - ako napriklad FLG - a gény kddujuce proteiny, ktoré reguluju
odpovede ziskanej a vrodenej formy imunity (Nedoszytko et al., 2020). Génové mutacie
v Strukturnych a funkénych proteinoch epidermis vedu k poskodeniu bariérovej funkcie
epidermis, ako napriklad o mutaciu vo filagrine (Sroka-Tomaszewska a Trzeciak, 2021).
FLG 2282del4 aR501X mutacie su hlavnymi Eurdpskymi variaciami a nevedu
k produkcii celého proteinu kddovaného génom. Obe mutécie vedu k skrateniu translacie
FLG tvorbou pred¢asnych termina¢nych kodonov (Smith et al., 2006). FLG mutécie su

vysoko rizikovym faktorom pre atopicki dermatitidu a vdcS§inou suvisia so skorym
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nastupom a tazkym prejavom ochorenia. Avsak, nepritomnost’ mutacie neznamena, ze

k ochoreniu nemoze dojst (Weidinger ef al., 2000).

Mutacie vedu k zvySenej transepidermalnej strate vody, nadmernej suchosti pokozky,
vy$siemu pH na povrchu koze a poruSeniu rovnovahy volnych mastnych kyselin,
ceramidov a triglyceridov. Bariérovy defekt vedie k degradacii vnutrobunkovych spojent,
vyS$Sej aktivite proteaz, vysSe] epidermalnej priepustnosti, infiltracii a prezentacii
antigénov na Langerhansovych bunkach a stimulécii prozapalovych cytokinov (Sroka-

Tomaszewska a Trzeciak, 2021; De Benedetto ez al., 2011).

Avsak, genetické zmeny samotné nemodzu vysvetlit taky rapidny narast pripadov AD
za posledné dekady. Zodpovedné su aj meniace sa environmentalne faktory, zapadny
zivotny S§tyl, industrializacia, znecCistenie ovzdu$ia, zmena stravy, obezita, zvySené
pouzivanie antibiotik alebo faj¢enie. NajpravdepodobnejSie je, ze tieto faktory
ovplyviiujii bunky skrz epigenetické zmeny, ktoré mimo iné ovplyviiuji schopnost

buniek produkovat cytokiny (Bin a Leung, 2016).

S vysokou pravdepodobnostou bolo potvrdené, ze epigeneticka regulacia je jednym
z determinantov rozvoja AD, rovnako ako polymorfizmus FLG génu a génov spojenych
s imunitnym systémom a epidermalnou bariérou (Martin ef al., 2020). Pri epigeneticke;j
studii dospelych pacientov s AD boli objavené znacné rozdiely v metylacii CpG oblasti
(cytozin-fosfat-guanozin) v porovnani s kontrolami zdravych l'udi. Ide hlavne o gény
zapojené do diferenciacie keratinocytov, proliferacie a odpovede vrodenej imunity,
vratane S100 génov (Rodriguez et al., 2014). Aktivacia GATAS3 transkripéného faktoru
v Th2 lymfocytoch sposobuje produkciu IL4, IL5 a IL13 demetylaciou promotorov
génov pre IL13 a IL4 a metylaciou H3 histonov tohto regionu. Dalej dochadza k zvysenej
metylacii promotoru génu pre IFN-y a znizeniu acetylacie H3 histonov v tomto regione

(Nedoszytko et al., 2020).

Dalsim mechanizmom je miRNA-sprostredkovana post-transkripéna regulacia. Pri AD
su miRNA zapojené do regulacie expresie génov urCujucich Th2 polarizaciu, funkcie
regulacnych T lymfocytov, zapalovych procesov, tesnych spojeni, proliferacie
a apoptozy epidermalnych keratinocytov a syntézy cytokinov a chemokinov (Nedoszytko
etal., 2020). Pri porovnani zdravej a AD koze bolo zistené, ze miR-155 vykazuje znacne
vyS§Siu expresiu v infiltrujucich T-lymfocytoch v AD koznych 1éziach (Sonkoly et al.,
2010). Hlavny typ bunky zodpovedny za zvySené mnozstvo miR-155 v koznych 1éziach
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boli CD4" T bunky. MiR-155 moze aktivovat’ T bunky, ¢o vedie k udrzovaniu
chronického zéapalu (Chang a Lu, 2020).

Pri AD su dolezité aj posSkodenia imunitnej regulacie. Navrhnuté boli dve hypotézy, ktoré
popisuju vznik ochorenia. Prvou je, Ze imunologické chyby su primarnou udalost'ou
v rozvoji AD a stimulacia alergénmi vedie k oslabeniu epidermalnej bariéry. Druhou
hypotézou je, ze prvym krokom pri patogenéze AD je poskodenie epidermalnej bariéry,

ktoré je nevyhnutné pre priebeh imunitnej dysregulacie (Silverberg a Silverberg, 2015).

V akutnej faze AD, vysoké mnozstvo alergénov vstupuje skrz poskodent epidermalnu
bariéru a stimuluje mastocyty. Mastocyty degranuluji a uvoltiuji zapalové mediatory
ako histamin, prostaglandin D2 (PGD2), IL6, IL8, TNF-a a IL31. Poskodené epitelialne
bunky koze uvolfiyju tymusovy stromalny lymfopoetin (TSLP), ktory podporuje kozny
zapal sprostredkovany Th2. Ako odpoved’ na vniknuté alergény a antigény kozné
lymfoidné bunky a keratinocyty uvoltiuju zapalové cytokiny IL12, IL18 a chemokiny
privolavajuce dalSie typy imunitnych buniek ako bazofily, eozinofily, neutrofily
a T bunky. Th2 odpovede sprostredkivaju druhé stadium zapalu koze (Peng a Novak,
2015).

Do patogenézy chronickej AD su zapojené Thl, Th2, Th17 aTh22 lymfocyty.
Prozapalové cytokiny IL12 allL18 sekrétované koznymi dendritickymi bunkami
podporuju aktivaciu Thl. IFN-y sekrétovany Thl bunkami indukuje apoptozu
keratinocytov. Aktivacia Th22 indukuje prestavbu koze a charakteristicku hrubku koze

pri chronickej AD (Gittler ef al., 2012).

3.4.3. Uloha aryl uhPovodikového receptora pri psoridze a atopickej

dermatitide

Koza je ako najvacsi vonkajsi organ tela citliva na velké mnozstvo exogénnych
chemikalii awvnutornych latok. Pre udrzanie homeostdzy musia kozné bunky -
keratinocyty, sebocyty, fibroblasty, dendritické bunky ainé imunitné bunky -—
exprimovat niekol'ko chemickych senzorov, ako napriklad AhR (Jones a Reiners, 1997),
pregnanovy X receptor (Bikle, 2015), konstitutivny androstanovy receptor (Avouac et al.,

2014) a receptory aktivované proliferatormi peroxizomov (Rivier ef al., 1998).

AhR, pri vysoko-afinitnej védzbe na environmentalne polyaromatické uhlovodiky

a dioxiny indukuje oxidativny stres generovanim reaktivnhych foriem kyslika
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(Furue et al., 2014). AhR reguluje hlavne imunitnu rovnovahu Th17/22 a T buniek, ¢ize
hré pri psoriaze a atopickej dermatitide doleziti ulohu (Kimura ez al., 2008). V modele
psoriazy indukovanej imikvimidom, nedostatok AhR zhorSuje kozné zapaly u mysi
zvySenim expresie 1L22, IL17a a IL23. Rovnako je nedostatkom AhR zvyraznena aj
oneskorena bunkova reakcia (hypersenzitivita typu 4) (Di Meglio ef al., 2014). Tapinarof
a 6-formylindolo(3,2-b)karbazol (FICZ) redukovali kozné zapalové priznaky psoriazy
indukovanej imikvimidom inhibiciou expresie génov IL17a, IL17f, IL19, IL22, IL23a
a IL1b (Smith ez al., 2017). Dokaz, ze terapeuticky efekt tapinarofu a FICZ-u bol zavisly
na AhR je, ze tento efekt nebol odsledovany v mysSiach, ktoré boli AhR-deficientné.
V ex vivo experimentoch s ludskou kozou sice tapinarof znizoval expresiu IL17a
o priblizne 50%, no zvySoval expresiu IL22 (Smith ef al., 2017). Expresia AhR, ARNT
a CYP1ALl je v psoriatickej kozi zvySena (Kim et al., 2020).

AhR je taktiez vysoko exprimovany v Th17 bunkéch, kde hra ddlezitt tlohu pri ich
tvorbe in vivo a in vitro. Th17 bunky bez AhR maji porusent schopnost’ produkovat

IL17A atakmer nepritomnu schopnost’ produkovat IL22 (Veldhoen et al., 2008).

3.4.4. Vyznam proteinov epidermalnej bariéry a CYP1A1l pri psoriaze

a atopickej dermatitide

Podl'a star§ich §tadii sa uludi hornerin v zdravej dospelej a fetdlnej kozi trupu
neexprimuje. Jeho expresia sa spaja hlavne s kozou regenerujicou sa po zraneni alebo
v psoriatickej a AD kozi, o naznaCuje, ze je pravdepodobne zavisla
na hyperproliferativnom §tadiu epidermis pri chronickom a akiitnom zapalovom ochoreni
(Takaishi et al., 2005). Avsak, neskorsie §tidie potvrdzuja pritomnost HRNR aj v zdravej
kozi, na zaklade jeho izolacie zo stratum corneum. Dalej bol najdeny aj v kozi v inych
oblastiach tela, ako napriklad hlave, nohach, rukach a chodidlach. V bunkovej kulture
epidermalnych l'udskych keratinocytov bola expresia HRNR mRNA indukovana pocas
Ca”*-dependentnej diferenciacie (Wu et al., 2009).

V zdravej kozi bol filagrin néjdeny v stratum granulosum a stratum corneum, jeho
distribucia vSak nebola kontinudlna. Stratum basalum a stratum spinosum boli
na pritomnost filaggrinu negativne. Psoriatickd koza pritomnost’ filagrinu v stratum
corneum a stratum granulosum nevykazovala vobec. Jeho absencia alebo redukované
mnozstvo teda potvrdzuju nepritomnost typicke] granularnej vrstvy zdravej koze

(Watanabe et al., 1991).
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Vysledky imunohistochemického farbenia odhalili Specificki distribuciu involukrinu
v zdrave] a psoriatickej epidermis. V zdravej] kozi sa involukrin nachadzal vylucne
v granularnej vrstve, zatial ¢o v psoriaticke] kozi involukrin vychadzal az z polovice
stratum spinosum do vrstvy zrohovatenych buniek. V psoriatickych zrohovatenych
bunkach bola pritomnost’ involukrinu prominentna hlavne v periférii buniek, na rozdiel
od zdravych buniek. Na zaklade vysledkov imunoelektronovej mikroskopie je mozné
povedat, ze vzdrave] kozi je involukrin difuzne distribuovany v cytoplazme
granularnych buniek a nizsie ulozenych zrohovatenych buniek. V psoriatickej pokozke
sa involukrin nachéadzal vo vrstve zivych buniek, v zrohovatenej vrstve sa involukrin
nachadzal v zrohovatenej obalke a vnutrobunkova pritomnost bola zriedkava (Ishida-

Yamamoto a Izuka, 1995).

CYP1A1 enzymaticka aktivita bola identifikovana ako kriticky regulator prospesnej AhR
signalizacie pri koznych zapalovych ochoreniach. ZvySend expresia a enzymaticka
aktivita CYPIAl vkozi my$i viedla k zhorSenej aktivacii imunitnych buniek
a k patologickym stavom koze. Inhibicia enzymatickej aktivity CYP1A1 zlepsila koznu
imunopatologiu hlavne tym, ze v nej obnovila prospesnu AhR signalizaciu. Pacienti
s psoriazou vykazuju redukovanu aktivaciu AhR drahy a zvySent enzymaticku aktivitu

CYP1A1 v porovnani so zdravymi pacientami (Kyoreva et al., 2021).

3.5. Triptany
Triptany su lie€iva na baze tryptaminu s indolovym jadrom, ktoré su dnes povazované
za liecbu prvej vol'by pri rieSeni migrén. Konkrétne frovatriptan (FRO) a naratriptan
(NARA) vel'mi poméhaju pri uvolneni bolesti pri menstruaénych migrénach (Macone
a Perloff, 2017). Ide o skupinu liekov, ktoré sa chovaji ako potentni agonisti
serotoninovych receptorov 5-HTig a5-HTip v krvnych cievach ana nervovych
zakonCeniach. Sposobuju konstrikciu bolestivych dilatovanych kranidlnych ciev
skrz 5-HTs receptory inhibiciou inervacii ciev dury mater . Vykazuju rychly nastup
ucinku a nizky vyskyt nepriaznivych a€inkov (Tepper ez al., 2002). VSeobecne su triptany
metabolizované monoaminoxidazami fazy 1 (MAOs) ardznymi enzymami
cytochromami P450. Kazdy triptan ma vSak unikatny metabolicky profil. VSetky triptany
maju velmi podobnu farmakodynamicku charakteristiku, liSia sa vSak hlavne
farmakokineticky (Armstrong a Cozza, 2002). VicSina triptanov je derivovana

z N,N-dimetyltrypatminu.
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3.5.1. Signalizacia skrz S-HT1 receptory

5-HT; receptory su metabotropné receptory spojené s G-proteinmi s inhibujucou
funkciou (Gi/o) (De Vivo a Maayani, 1986). Po vdzbe agonistu na receptor, je GDP
zameneny za GTP na a podjednotke Gi/o (Birnbaumer, 2007), adenylat cyklaza je
inhibovana, c¢o vedie k zniZenej produkcii  cyklického adenozinmonofosfatu
(cAMP), znizenej aktivite proteinkinazy A (PKA) (Cooper a Londos, 1982) a celkovému

znizeniu neuronalnej aktivity (Hannon a Hoyer, 2008).

Aktivacia 5-HT; receptorov taktiez aktivuje dovnutra-smerujuce draslikové kanaly
spojené s G-proteinom (GIRKSs) (Liischer ef al., 1997), o znizuje rychlost prenosu

vzruchu neurénov rafedlnych jadier (Blier ef al., 1998).
V tejto praci bola sledovana biologicka aktivita nasledujucich triptanov.

3.5.2. Sumatriptan (1-[3-[2-(dimethylamino)ethyl]-1H-indol-S-yl]-NV-

methylmethanesulfonamide)

Sumatriptan (SUMA) je triptanom prvej generacie, ktory bol objaveny ako prvy, no kvoli
jeho slabej oralnej biologickej dostupnosti a lipofilite boli vyvijané triptany druhe;j
generacie (Armstrong a Cozza, 2002). Ide osulfonamid skladajuci sa
z N,N-dimetyltriptaminu, ktory nesie N-metylmetansulfoamidovu skupinu v pozicii 5.
Zaraduje sa do tryptaminov afunguje ako selektivny serotonergicky agonista
a vazokonstriktivne agens. Vo forme praskovej sukcinatovej soli sa pouziva ako akatna
lieCba migrény u dospelych (Cady ef al., 1991). Patri do farmakoterapeutickej skupiny
analgetik a selektivnych agonistov 5-HT1p receptora. Ku klinickej odpovedi dochadza
priblizne 30 minut po peroralnom podani 100 mg davky. Odporucana peroralna davka
pre tablety je 50 mg. Po peroralnom podani 100 mg davky je maximalna koncentracia
v plazme v priemere 54 ng/ml (Deleu a Hanssens, 2000), u pacientov s insuficienciou
peCene je koncentracia vysSia. Pol€as eliminacie je priblizne 2 hodiny a ide primarne
o vyluCovanie oxidacnym metabolizmom sprostredkovanym monoaminooxidazou A.
Hlavnym metabolitom je kyselina indoloctova, ktora je do mocu vylu¢ovana vo forme
vol'nej kyseliny alebo glukuronidovych konjugatov. Davky prevySujuce 400 mg
peroralne a 16 mg subkutanne su spojené s Castymi neziaducimi reakciami ako zavraty,
ospalost, prechodné zvysenia krvného tlaku, navaly tepla alebo dyspnoe. Sumatriptan
nemal genotoxicky ani karcinogénny ucinok v in vitro systémoch a Stidiach na zvieratach
(SUKL).
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Obrazok ¢. 3: Chemicka Struktira sumatriptanu. Prvy objaveny triptan - sumatriptan,

ktory funguje ako selektivny serotonergicky agonista (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.3. Almeotriptan (N,N-dimethyl-2-[S-(pyrrolidin-1-ylsulfonylmethyl)-1H-

indol-3-yl]ethanamine)

Almotriptan (ALM) je zluCenina, nesuca v tretej pozicii 2-(dimetylamino)etylova
skupinu a (pyrrolidin-1-ylsulfonyl)metylovii skupinu v pozicii 5. Zarad'uje sa medzi
indoly, sulfonamidy a terciarne aminy. Je to triptan druhej generacie. Vo forme tabliet
almotriptan malatu sa pouziva ako antimigrenikum a analgetikum. Odporucana davka je
12,5 mg almotriptanu, no druhtl davku je mozno podat’ ak je medzi jednotlivymi davkami
interval najmenej dve hodiny. Maximalna odporucand davka je teda dve tablety
v priebehu 24 hodin. Pacienti s tazkou poruchou obli¢iek nesmu uzit’ viac ako 12,5 mg
almotriptanu v priebehu 24 hodin. Medzi najcCastejSie neziaduce ucinky pri terapeutickej
davke patria zavraty, somnolencia, nauzea, vracanie a unava. Najvyssia podavana davka
lieCiva je 150 mg. Almotriptan je selektivny agonista 5-HTigp receptorov a polcas
eliminacie bol stanoveny na 3,5 hodiny. Maximalna plazmaticka koncentracia sa po uziti
12,5mg davky dosiahne priblizne po 1,5 az 3,0 hodinach od podania a ¢ini priblizne
443 + 10,9 ng/ml (Fleishaker ef al., 2001). Hlavnym spdsobom biotransformécie je
oxidativna deamindcia monoaminooxidazou A na kyselinu indoloctovi. Nevykazuje
ziadnu mutagenicka aktivitu v Standardnych in vifro ain vivo §tudiach genotoxicity

a karcinogenity (SUKL).
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Obrazok ¢. 4: Chemicka Struktira almotriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.4. Eletriptan (5-[2-(benzenesulfonyl)ethyl]-3-[[(2R)-1-methylpyrrolidin-
2-yllmethyl]-1H-indole)

Eletriptan (ELE) je triptanom druhej generacie a vo svojej druhej pozicii nesie {5-[2-
(fenylsulfonyl)etyl]-1H-indol-3-yl ymetylova skupinu. Patri medzi N-alkylpyrrolidiny,
indoly a sulfony. Je selektivnym agonistom 5-HTigp receptorov, no vyznacuje sa aj
afinitou k receptoru 5-HTir. Ako lieCivo sa podava v tabletaich vo forme praskového
eletriptanium-hydrobromidu. Podava sa v davkach 20 alebo 40 mg. NajvysSia denna
davka by nemala prekroCit 40 mg. Medzi najcastejSie neziaduce ucinky patria
somnolencia, bolest havy, zavraty alebo nauzea. K predavkovaniu dochadza po poziti
viac ako 120 mg v jednorazovej davke, avSak bez vyznamnych vedl'ajSich ucinkov.
Pol¢as eliminacie bol stanoveny na priblizne 4 hodiny a maximalna plazmaticka
koncentracia eletriptdnu po podani 60 mg davky bola stanovena na 127 ng/ml a bolo jej
dosiahnuté priblizne po 1,5 hodine od podania (SUKL). In vitro §tudie dokazuju, Ze
metabolizmus eletriptanu prebieha primarne v peceni enzymom CYP3A4. Jedinym

znamym aktivnym metabolitom eletriptanu je jeho N-demetylovana forma (SUKL).

Obrazok ¢. 5: Chemicka Struktira eletriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)



3.5.5. Frovatriptan ((6R)-6-(methylamino)-6,7,8,9-tetrahydro-SH-

carbazole-3-carboxamide)

Frovatriptan (FRO), ako tryptan druhej generacie, patri medzi karbazoly a je extra u€inny
pri liecbe migrén asociovanych s menstruaénym cyklom (Macone a Perloff, 2017). Patri
medzi karbazoly a tryptaminy. Je selektivnym agonistom 5-HTigp receptorov. Ako
lieCivo je v tabletach pritomny vo forme praskového sukcinatu monohydratu.
Odporacand denna davka by nemala prekro€it 5 mg, s2,5 mg na jednu davku.
Najcastejsie sa vyskytujuce neziaduce uc¢inky su zavraty, unava, bolest’ hlavy, nauzea
a sCervenanie pokozky. O predavkovani frovatriptanom je obmedzené mnozstvo udajov,
no maximalna jednorazova davka bola 100 mg a nebola spojena s inymi vyraznymi
vedlajsimi ucCinkami ako si spomenuté vysSSie. PolCas elimindcie bol stanoveny
na priblizne 26 hodin. Po aplikacii jednorazovej 2,5 mg davky bola stredna maximalna
koncentracia frovatriptanu v krvi dosiahnutda medzi 2—-4 hodinou po podani a bola
stanovena na 4,2 ng/ml u muzov a 7,0 ng/ml u zien (Deleu a Hanssens, 2000). Po in vitro
Stadiach bolo preukédzané, ze primarny enzym zapojeny do biotransformécie frovatriptanu
je CYP1A2 (SUKL).

Obrazok ¢. 6: Chemicka Struktira frovatriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.6. Zolmitriptan ((45)-4-[[3-[2-(dimethylamino)ethyl]-1H-indol-5-
ylJmethyl]-1,3-o0xazolidin-2-one)

Zolmitriptan (ZOL) je N,N-dimethyltriptamin, ktory v pozicii 5 indolového jadra nesie
[(4S)-2-0x0-1,3-0xazolidin-4-yllmetylovu skupinu. Patri medzi tryptaminy a indoly, je
to oxazolidinén a je triptinom druhej generacie. Je selektivnym agonistom 5-HTigp

receptorov no s mensou afinitou sa viaze aj na 5-HT1a receptory. Ako liecivo je podavany
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v tabletach obsahujucich praskovy zolmitriptan. Celkova denna davka nesmie presiahnut
10 mg podavanim jednorazovych 5 mg a 2,5 mg davok. Medzi Casté neziaduce ucCinky
patria zavraty, bolesti hlavy, somnolencia, navaly tepla, palpitacia, nauzea a zvracanie.
Predavkovanie nastava po jednorazovej peroralnej davke 50 mg a obvykle ho sprevadza
utlm. Maximalna plazmaticka koncentracia bola dosiahnuta po 3 hodinach od uzitia.
Polcas eliminacie zolmitriptanu bol stanoveny na 2,5-3 hodiny. Eliminuje sa hlavne
biotransformaciou v peceni za vzniku troch hlavnych metabolitov — kyseliny indoloctove;j
a N-oxidovych a N-desmetylovanych metabolitov. Metabolizovany je hlavne
skrz CYP1A2, za vzniku N-desmetylzolmitriptanu, ktory je d’alej metabolizovany

MAO-A systémom (Emc — electronic medicines compendium; medicines.org.uk).
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Obrazok ¢. 7: Chemicka Struktira zolmitriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.7. Rizatriptan (V,N-dimethyl-2-[5-(1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1H-indol-

3-yl]lethanamine)

Rizatriptan (RIZA) je triptanom druhej generacie a patri medzi triptaminy. Je to zliCenina
derivovana z N,N-dimetyltryptaminu. Ako lieCivo byva vo forme tabliet ako praskova
benzoatova sol. Patri do farmakoterapeutickej skupiny analgetik, antimigrenik
a selektivnych agonistov 5-HTisp receptorov. Odporuc¢ana davka je 10 mg a interval
medzi jednotlivymi davkami by mal byt minimalne 2 hodiny. Pacienti
s nedostato¢nostou peCene alebo obliCiek maju odporucané uzivat davku 5 mg.
Najcastejsie vedl'ajsie ucinky identifikované pocas klinickych §tadii boli zavraty, fyzicka
slabost aunava, nespavost, palpiticia anauzea. Po predavkovani rizatriptanom
v celkove] kumulativnej davke 80 mg v priebehu Styroch hodin bola pozorovana
bradykardia, zavraty a vracanie. Po peroralnom podani 5 mg déavky sa rychlo a uplne

absorbuje a priemerné maximalne plazmatické koncentracie ¢inia 21,5 ng/ml ak bola
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davka podana pocas migrénového stavu a 15,0 ng/ml ak bola davka podana medzi
migrénovymi stavmi (Cutler et al, 1999). Maximalnej koncentracie je dosiahnuté
priblizne za 1,58 hodiny od podania davky. Primarne sa metabolizuje oxidativnou

deaminaciou monoaminooxidazou A na metabolit kyselinu indoloctovi (SUKL).
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Obrazok ¢. 8: Chemicka Struktira rizatriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.8. Naratriptan (N-methyl-2-[3-(1-methylpiperidin-4-yl)-1H-indol-5-

yl]ethanesulfonamide)

Naratriptan ~ (NARA), triptan  druhej generacie, patri medzi triptaminy
a heteroarylpiperidiny. LieCivo je podavané vo forme tabliet obsahujucich naratriptan
hydrochlorid. Patri do farmakoterapeutickej skupiny antimigrenik. Najvys§siu afinitu ma
k 5-HTsp receptorom. Doporucena davka je jedna 2,5 mg tableta, zatial Co celkova
denna davka by nemala presiahnut’ dve 2,5 mg tablety. U pacientov s poruchami pecene
je maximalna celkova denna davka stanovena na 2,5 mg. Medzi Casté neziaduce ucinky
patria zavraty, ospalost’, brnenie, nauzea, zvracanie a navaly tepla. Podanie jednorazovej
25 mg davky zdravému dobrovol'nikovi, Co je povazované ako predavkovanie, viedlo
k zvySeniu krvného tlaku az o 71 mmHg a k pocitom na omdlenie, zvySeniu Uunavy
a strate koordinacie. Maximalna ucinnost byva dosiahnutd za 4 hodiny po uziti
a maximalnej plazmatickej koncentracie je dosiahnuté po dvoch az troch hodinach
od uzitia. Po podani 2,5 mg tablety bola pozorovana maximalna plazmaticka koncentracia
priblizne 7,8-14,4 ng/ml (Deleu a Hanssens, 2000). Polcas eliminacie bol stanoveny
na priblizne 6 hodin. /n vitro je metabolizovany hlavne skrz izoenzymy Cytochromu P450

(SUKL).
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Obrazok €. 9: Chemicka Struktira naratriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.9. Avitriptan (1-[3-[3-[4-(5-methoxypyrimidin-4-yl)piperazin-1-
yl]propyl]-1H-indol-5-yl]-N-methylmethanesulfonamide)

Avitriptan (AVI) patri medzi triptany druhej generacie a 5-HTipip receptorovych
selektivnych agonistov vykazujucich antimigrénovu aktivitu, no nikdy sa nedostal na trh

(Saxena et al., 1997). Dodavany je vo forme praskového avitriptan fumaratu.
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Obrazok ¢. 10: Chemicka Struktara avitriptanu. (obrazok prevzaty z PubChem)

3.5.10. Donitriptan (4-[4-|2-][[3-(2-aminoethyl)-1H-indol-5-
yl]oxy]acetyl]piperazin-1-yl]|benzonitrile)

Donitriptan (DONI) patri medzi 5-HTip receptorovych selektivnych agonistov
vykazujucich antimigrénovu aktivitu. Vysledky vyskumu naznacuju, ze by mohlo ist
o selektivnejSie lieCivo ako sumatriptain no ultimatne sa na trh nikdy nedostal.

Toto liecivo bolo vyvijané vo Franctuzsku firmou bioMérieux-Pierre Fabre a dostalo sa
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v Eurdpe do druhej fazy klinického testovania (Dukat, 2001), predtym ako bol jeho vyvin
zruSeny (Fleischhacker a Brooks, 2011).
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Obrazok ¢. 11: Chemicka Struktara donitriptianu. (obrazok prevzaty z PubChem)
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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)

* AhR-responzivna bunkova lina AhaRaCaT odvodena z HaCaT bunkovej linie
transfekovanim reportérového plazmidu pGL-4.27-DRE. Plazmid bol pripraveny
pridanim dvoch kopii sekvencii F miesta a jednej kopie sekvencie B a D miesta
mySieho CYP1A1 génu nasyntetizovanymi a vlozenymi pomocou Kpnl-Xhol
enzymov do klonovacieho miesta pGL4.27 [luc2P/minP/Hygro] vektora
(Promega, E8451) pred promotor a luc2P sekvenciu reportérového génu (Novotna

etal.,2011).
4.1.2. Pouzity material

* 6 jamkové kultivaéné dosticky (TPP)

* 96 jamkové biele dosticky pre meranie luminiscencie (NUNC)

* 96 jamkové biele dosticky pre PCR (Roche)

* 96 jamkové kultivacné dosticky (TPP)

* 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)

* kultiva¢na fTasa o obsahu 150 cm? (TPP)

* kultivacna fTasa o obsahu 25 cm? (TPP)

* kultivacna 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)
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plastové skimavky o objemoch 15 a 50 ml (TPP)
plastové stojany na skimavky a mikroskamavky (TPP)
plastové §picky 0,1-10pl; 10-200pl; 10-1000ul
sérologické pipety 0,1-2ml; 1-5ml; 1-10ml; 1-25ml (TPP)
sklenena kadicka (Simax)
Skrabka na bunky (TPP)
0,25% trypsin-EDTA (Sigma Aldrich. T4049)
almotriptan malat (Sigma Aldrich, SML1210)
avitriptan fumarat (Sigma Aldrich, BM0009)
deionizovana voda (dH20)
deoxynukleozidtrifosfaty (Takara)

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)
fosfatovy Dulbecco’s pufor PBS (Serana, BDL-001)
frovatriptan sukcinat monohydrat (Sigma Aldrich, SML1291)
Hygromycin B 50 mg/ml, na bunky aplikované 4 tisiciny objemu média, finalna
koncentracia 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-ATO)
komeré¢né médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM (Sigma
Aldrich, D6546)
L-glutamin (Serana, RGL-001)
LightCycler 480 Probes Master, 2x koncentrovany (Roche, 04 887 301 001)
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MTT ¢inidlo - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromid
(Sigma Aldrich, M2128)

naratriptan hydrochlorid (Sigma Aldrich, N1415)

neesencialne aminokyseliny (Gibco, 11140-035)

primery pre PCR, 100uM zasobny roztok (Generi Biotech)

o CYPlAl
* forward: 5° GGTCAAGGAGCACTACAAAACC 3¢
= reverse: 5° TGGACATTGGCGTTCTCAT 3°
o GAPDH
» forward: 5° CTCTGCTCCTCCTCTTCGA 3°
» reverse: 5° ACGACCAAATCCGTTCACTC 3¢

proby Custom Assay (Roche)
o FLG (144206)
o HRNR (144207)
o IVL (149204)
proby Universal Probe Library (Roche)
o probac. 33 —CYP1A1 (04 687 663 001)
o proba ¢. 60 — GAPDH (04 688 589 001)
random primers 6 (New England BioLabs, S1230S)
reakény pufor pre M-MuLV reverznu transkriptdzu (New England BioLabs,
B0253S)
Reporter Lysis Buffer (Promega, E397A)
reverzna transkriptiza M-MuLV (New England BioLabs, M0253L)
rizatriptan benzoatova sol’ (Sigma Aldrich, SML0247)
substrat pre Firefly luciferdzu (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 MgSO; . 7 H,0
sumatriptan sukcinat (Sigma Aldrich, S1198)
TriReagent (Molecular Research Center, Inc., TR 118)
Triton X-100 (Serva, 37240)
trypanova modra (0,4% Trypan blue v PBS, Sigma Aldrich, T6146-25G)
zolmitriptan (Sigma Aldrich, SML0248)



4.1.3. Pristroje

* analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

» centrifuga 5418 R (Eppendorf)

= centrifiga Spectrafuge mini (Labnet)

* hlbokomraziaci box MDF-U53V

» 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)

» spektrofotometer Infinite M200 (Tecan Trading AG)
» 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 Casti bola pomocou metody MTT zistovana hodnota
cytotoxického pdsobenia triptanov na HaCaT alebo AhaRaCaT bunkové linie. Dalej bola
stanovena transkripcna aktivita AhR v pritomnosti triptinov metdédou Reporter Gene
Assay. HaCaT a AhaRaCaT bunky boli v nativhom stave udrziavané v kultivaénych

fTasiach pri 37 °C, 5% COz a 95% vlhkosti.



4.2.1. Priprava kultiva¢ného média

Pre bunky je nutné pripravit zivné médium. Do komeréného DMEM o objeme
500 ml priddme 5 ml L-glutaminu (uchovavany pri —20 °C), 5 ml neesencialnych
aminokyselin a 50 ml FBS (uchovavané pri —20 °C). Po premieSani je nutné takto
pripravené médium predhriat’ vo vodnej kapeli na 37 °C. Po celu dobu pripravy média

pracujeme v sterilnom laminarnom boxe.
4.2.2. Pasizovanie buniek

Pasazovanie je proces, ktory sa vyuziva k redukovaniu populacie udrzovanych buniek,
¢im sa zabrafiuje ich premnozeniu v kultivatnom médiu. Skontrolovanie bunkovej
konfluencie v kultivacnej fl'asi sa robi mikroskopicky. K rozruseniu medzibunkovych
kontaktov a kontaktu buniek s povrchom kultivacnej fTase sa vyuziva Specificka proteaza
trypsin. Pasdzovanie sa opakuje obvykle kazdé 2-3 dni. PoCet a datum pasaze su
zaznamenavané. HaCaT bunky boli udrziavané do 20 — 25 pasazi, priCcom sa ich aktivita

s vySSou pasazou vyrazne nemenila.
4.2.2.1. Pasazovanie buniek HaCaT a AhaRaCaT bunkovej linie

Pred pasazovanim boli vo vodnom kupeli zohriate zasobné fl'ase s kultivacnym médiom
DMEM a PBS na 37 °C. Kultivacna fl'asa s bunkovou suspenziou bola z inkubatoru
prenesena na mikroskop abola skontrolovana konfluencia buniek. Dalej bola flasa
prenesena do laminarneho boxu a vSetky nasledujiice kroky prebiehali za sterilnych
podmienok. Staré kultivacné médium bolo pomocou odsavacky z kultivacnej fTase odsaté
a bunky na povrchu kultivacnej fTase boli premyté 5 ml roztoku PBS. Po premyti bol
odsavackou odstraneny aj roztok PBS a k bunkam bol pridany 1 ml 0,25% trypsinu.
Kultivacna fl'asa sa zavrela a bola prenesena naspat’ do inkubatoru. Bunky boli pdsobeniu
trypsinu vystavené po dobu 10-15 minut. Kultivatna fTasa bola premiestnena
do laminarneho boxu a pdsobenie trypsinu bolo zastavené pridanim 9 ml DMEM.
Vzniknuté viditeI'né zhluky buniek boli resuspendované sérologickou pipetou, ¢im bola
dosiahnutd homogénnost bunkovej suspenzie v celom objeme. Takato bunkova
suspenzia bola prenesena do sterilnej 15 ml skimavky. Pre potreby pocitania buniek bolo
do plastove] mikroskimavky prenesenych 10 pl bunkovej suspenzie. Po vypocitani
mnozstva buniek potrebnych na vysev bola zvyskova bunkova suspenzia vratena
do kultivacnej fTase a doplnenda DMEM na 15 ml. Kultivacna flaSa bola vlozena

do inkubatoru, kde bola vystavena teplote 37 °C, 5 % CO2 a vlhkosti 95 %.
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V pripade transfekovanej bunkovej linie AhaRaCaT bolo k bunkam raz za tyzden pridané
antibiotikum hygromycin B (HygB) v mnozstve 4 tisiciny média, Cize jeho vysledna

koncentrécia v bunkovej suspenzii bola 0,2 mg/l.

4.2.3. Pocitanie buniek a vysatie na Kkultiva¢na doSticku pre MTT

a Reporter Gene Assay

Bunky sa pocitaju za pouzitia Biirkerovej komorky a proces prebieha mimo sterilny
laminarny box. Z HaCaT a AhaRaCaT bunkovej suspenzie bolo v laminarnom boxe
odobranych 10 pl, ktoré boli zmieSané s 90 ul 0,4% (w/v) roztoku trypanovej modrej
v PBS. Do vrchnej a spodnej Casti Biirkerovej komorky bolo nanesenych spolu priblizne
10 ul bunkovej suspenzie premieSanej s trypanovou modrou. Pomocou mikroskopu bol
spocCitany pocet zivych buniek (mrtve bunky boli sfarbené namodro, kvoli nefunk¢ne;j
membrane, ktora dovnutra prepusta farbivo) v desiatich §tvorcoch. Tento pocet bol
prepocitany na mnozstvo zivych buniek v 1 ml bunkovej suspenzie. HaCaT bunky
pre MTT a transfekovana linia AhaRaCaT pre RGA boli vysiate tak, aby sa v kazdej
jamke 96 jamkovej dosticky nachadzalo priblizne 20 000 buniek v objeme 100 pl.
Jednotlivé koncentracie boli vysievané v triplikate, ¢ize na cely MTT experiment bolo
treba priblizne 2,5 milidéna buniek v 12,5 ml DMEM s pripocitanou rezervou a na RGA
experiment bolo treba priblizne 1,92 miliéna buniek v 10 ml DMEM s pripoc€itanou

rezervou.

Po vysati nasledovala inkubacia dosti¢iek pre MTT po dobu 48 hodin a pre RGA po dobu
24 a 48 hodin pri 37 °C, 5 % CO; a vlhkosti 95 %.

4.2.4. Vysatie buniek na kultiva¢nu dosticku pre izolaciu RNA

Transfekované AHaRaCaT bunky boli na 6 jamkové dosticky vysievané tak, aby sa
v kazdej jamke nachadzalo priblizne pol miliona buniek v2 ml DMEM. Na cely
experiment teda bolo treba priblizne 48 milionov buniek v 195 ml DMEM s pripoc€itanou

rezervou.

Po vysati nasledovala inkubéacia dosti¢iek po dobu 24 hodin pri 37 °C, 5 % CO> a vlhkosti
95 %.

4.2.5. Treatment pre MTT

Po inkubécii boli dostiCky prenesené z inkubatoru do laminarneho boxu, staré médium

bolo odsaté a nahradené novym, v ktorom boli rozpustené testované latky v danych
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koncentraciach. Testované boli triptany o vyslednych koncentraciach v roztoku
pre eletriptan, almotriptdn, zolmitriptan, frovatriptan, naratriptan, rizatriptan
a sumatriptan 1 pM, 10 uM, 50 uM a 100 uM a pre avitriptan a donitriptan 1 puM,
10 uM a 50 uM. Ako negativna kontrola oznacend UT (untreated) bolo pouzit¢ DMSO
v DMEM v pomere 1:1000. Ako pozitivna kontrola bol pouzity Triton X-100 v DMEM

v konecnej koncentracii 4 %.

Po pridani rozpustenych chemikalii k bunkam boli dosticky prenesené spat
do inkubatoru, kde boli bunky vystavené pdsobeniu testovanych latok po dobu 48 hodin
pri 37 °C, 5 % CO; a vlhkosti 95 %.

4.2.6. Treatment pre RGA

Testované boli triptany o vyslednych koncentraciach v roztoku pre eletriptan,
almotriptan, zolmitriptan, frovatriptan, naratriptan, rizatriptan a sumatriptan
1 uM, 10 uM, 50 uM a 100 pM a pre avitriptan a donitriptan 1 uM, 10 uM a 50 uM. Ako
UT bolo pouzit¢ DMSO v DMEM v pomere 1:1000. Ako pozitivha kontrola bol
pouzivany FICZ v kone¢nej koncentracii 22,6 pM. Po pridani rozpustenych chemikalii
k bunkam boli dosticky prenesené spiat do inkubatoru, kde boli bunky vystavené
posobeniu testovanych latok po dobu 24 a 48 hodin pri 37 °C, 5 % CO; a vlhkosti 95 %.

4.2.7. Treatment pre izolaciu RNA

Pouzité boli triptany o vyslednych koncentraciach v roztoku pre eletriptan, avitriptan
a donitriptan 1 uM, 10 uM a 50 uM apre rizatriptan a naratriptan 1 pM, 10 pM
a 100 pM. Ako UT bolo pouzit¢t DMSO v DMEM v pomere 1:1000. Ako pozitivna
kontrola bol pouzivany FICZ v konecnej koncentracii 22,6 pM. Po pridani rozpustenych
chemikalii k bunkdm boli dosticky prenesené spat do inkubatoru, kde boli bunky
vystavené pdsobeniu testovanych latok po dobu 24 hodin pri 37 °C, 5 % CO; a vlhkosti
95 %.

4.2.8. MTT test viability

MTT test viability je kolorimetricky test zalozeny na spravnom fungovani Specifickych
dehydrogenéaz v mitochondriach metabolicky aktivnych — zivych buniek. Dehydrogenazy
mitochondrii redukuju Zzlté rozpustné MTT cinidlo (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyl-2H-tetrazolium bromid) na nerozpustny formazan modrého sfarbenia.



Cytotoxické posobenie triptanov bolo pomocou MTT testu sledované na HaCaT bunkach
a transfekovanych AhaRaCaT bunkach. Po treatmente boli kultivaéné dosky vymaté
zinkubatoru a staré médium bolo opatrne vyklepnuté. Dosticky boli osusSené
na bunicine a do kazdej jamky bolo pridanych 100 pl pripraveného MTT ¢inidla v PBS
pufri s kone¢nou koncentraciou 0,3 mg/ml. Kultivacné dosticky boli uzavreté
a umiestnené spit do inkubatoru. Inkubacia s posobiacim MTT c¢inidlom prebiehala
po dobu 30 minut, pokym nedoSlo k vytvoreniu modrych krystadlov formazanu.
Prebytocné MTT cinidlo bolo z dosti¢iek opatrne odstranené a dosticky boli osusené
na bunicine. Do kazdej jamky bolo pridanych 100 ul DMSO na priblizne 5 minut, ¢im
boli rozpustené krystaly formazanu. Vysledky boli hodnotené spektrofotemetricky

pri vinovej dizke 565 nm pomocou pristroja Tecan Infinite M200.
4.2.9. Reporter Gene Assay

V tejto metode bola testovana transkripéna aktivita AhR skrz meranie aktivity luciferazy.
Reportérovy plazmid ma vo svojej Strukture zakodovanu Specifickt vazobnu sekvenciu
pre AhR a gén pre luciferazu. Takto upraveny plazmid je nasledne vlozeny do bunky.
Sekvencia reportérového génu byva umiestnena za prométor Studovaného génu, aby
mohla byt lahSie detekovatelna a kvantitativne vyhodnotitelna expresia Studovaného
génu. Po pridani Firefly substratu pre luciferazu k takto oSetrenym bunkam dochadza
k enzymatickej reakcii, ktorej vysledkom je wviditelné luminiscencné Ziarenie
zaznamenavané luminometrom. Emisia svetla stanovuje aktivitu luciferazy, pricom miera
aktivity reportérového génu je priamo Umerna transkripénej aktivite (v tomto pripade)

AhR.

Po treatmente bola vykonana lyza buniek. Kultivacné dosticky boli vynaté z inkubatora,
staré médium bolo opatrne odstranené a dosticky boli osuSené na bunicine. Jamky boli
opatrne premyté PBS pufrom o objeme 30 pl na kazda jamku. Pufor bol opatrne
odstraneny a dosticky znova osusené na bunicine. Do kazdej jamky dosti¢iek bolo
pridanych 25 ul pripraveného 1x lyzacného pufru (5x Reporter Lysis Buffer riedeny
dH>0 v pomere 1:4). Dosticky boli uzavreté, prelepené lepiacou paskou a umiestnené
do —80 °C na dobu priblizne 20 minut. Nasledne boli dosticky umiestnené na kyvacku,
kde boli ponechané pri laboratornej teplote az do uplného roztopenia bunkového lyzatu.
Po zhomogenizovani lyzatu v jamkach bolo 6 pl zkazdej jamky prenesenych

do 96 jamkovej bielej dosticky, kde bolo nésledne pridanych 30 pl substratu na jednu



jamku. Luminiscencia stanovujuca aktivitu luciferazy bola merana pomocou pristroja

Tecan Infinite M200.
4.2.10.1zolacia mRNA

Izolacia mRNA bola vykonavana za pouzitia TRI Reagent®. Po 24 hodinovej inkubacii
buniek s pdsobiacimi chemikaliami bolo zjamiek opatrne vyklepnuté staré médium
a dosticky boli osuSené na bunicine. Nasledne bol do kazdej jamky pridany 1 ml TRI
Reagent® a pomocou skrabky boli adherované bunky oddelené od povrchu jamky.
Homogenat bol dalej preneseny do pripravenych a popisanych plastovych
mikroskimaviek o objeme 1,5 ml. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 200 ul chloroformu
a mikroskimavky boli dokladne pretrepavané po dobu jednej minuty. Nasledne boli
vzorke ponechané stat’ pri laboratornej teplote po dobu 10 minut, aby doslo k oddeleni
jednotlivych faz. Vzorky boli d’alej centrifugované pri najvysSich otackach za minutu
pri 4 °C po dobu 15 minut. Mikroskimavky boli opatrne vyraté z centrifugy a vrchna
vodnd faza zkazdej vzorky bola prenesena do novych pripravenych oznacenych
mikroskimaviek o objeme 1,5 ml. PrenaSany objem Ccinil vSeobecne okolo 500 pl.
Precipitacia RNA pokracovala pridanim 0,5 ml vychladeného izopropanolu do kazde;
vzorky a kazda mikroskimavka bola zvortexovana po dobu 10 sekund. Vzorky boli takto
ponechané pri laboratornej teplote po dobu 7 minut a nasledne znova centrifugované
pri maximalnych otac¢kach za minutu a 4 °C po dobu 13 minut. Tymto do$lo k vyzrazaniu
RNA na dne mikroskimaviek. Supernatant bol opatrne odliaty, tak aby
v mikroskumavkach ostal pelet, ktory bol nasledne premyty 1 ml 75% etanolu
vychladeného na —20 °C. Vzorky boli opit’ centrifugované pri maximalnych otackach
za minutu a 4 °C po dobu 5 minut, supernatant znova opatrne odliaty a pelet premyty
I ml 75% etanolu. Znova boli vzorky centrifugované pri maximalnych otackach
za minutu a4 °C po dobu 5 minut a supernatant odstraneny. Pre uplné odstranenie
zvyskového etanolu boli otvorené mikroskimavky inkubované v termobloku pri 65 °C
po dobu jednej minuty. K peletu kazdej vzorky bolo pridanych 30 ul ultracistej vody
zbavene] nukledz. Pre zvySenie rozpustnosti peletu boli vzorky znova inkubované
v termobloku pri 65 °C, tentokrat so zavretymi mikroskimavkami a po dobu 5 mintt.
Po inkubécii boli vzorky mierne zvortexované a okamzite presunuté na I'ad. Nakoniec
bola pomocou pristroja NanoDrop Lite spektrofotometricky zmeranad Ccistota

a koncentracia izolovanej RNA.



4.2.11. Reverzna transkripcia

Na zéklade zmeranych koncentracii RNA vo vzorkach boli ultracistou vodou bez nukleaz
nariedené vzorky pre reverznu transkripciu tak, aby kazda o objeme 5 pl obsahovala
1000 ng izolovanej RNA. Do kazdej vzorky bol nasledne pridany 1 pl roztoku Random
Primers 6 (koncentracia 100 pmol/l) a vzorky boli inkubované pri 65 °C na termobloku
po dobu 5 minut. Po inkubacii boli vzorky prenesené na I'ad a centrifugované (short spin).
Reak¢na zmes pre reverznu transkripciu bola pripravend podl'a tabul'ky ¢. 1 a 6 ul z nej
bolo pridanych ku kazdej vzorke. Takto pripravené vzorky boli znova centrifugované
(short spin) a inkubované pri 42 °C v termobloku po dobu jednej hodiny. Nasledne boli
prenesené na inkubaciu pri 65 °C do termobloku po dobu 10 minut. Po oboch inkubéciach
boli vzorky prenesené na I'ad, kde sa chladili po dobu 2 minut. Do kazdej vzorky ziskane;j
cDNA bolo pridanych 108 pl ultracistej vody bez nukledz, ¢im bola vzniknutd cDNA

nariedena 10x.

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 3.3
Celkom 6

4.2.12. RT-qPCR

Priprava reakénych zmesi pre RT-qPCR bola vykonavand dvoma spdsobmi.
Pre sledovanie expresie génov GAPDH a CYP1A1 boli vyuzité Specifické UPL sondy.
Zmes primerov pre tieto gény bola pripravené zmieSanim 10 ul forward primeru (F),
10 pl reverse primeru (R) a 180 pl ultracistej vody zbavenej nukleaz. Pre Studium
expresie génov HRNR, FLG a IVL boli pouzité komercne pripravené zmesi primerov
a Specifickej] UPL sondy (Custom Assay). Reakcné zmesi boli pripravené podla tabuliek
¢. 2 (CYPIA1 a GAPDH) a3 (HRNR, FLG aIVL). 96 jamkova biela mikrotitratna

dosticka bola umiestnena na 'ad a do kazdej jamky bolo napipetovanych 8 ul reakcnej



zmesi a 2 ul cDNA vzorky. Kazda z vzoriek bola pipetovana v triplikate. Dosticka bola

prelepena priehl'adnou foliou a centrifugovana pri 1500 otackach za minatu pri 4 °C

po dobu 3 minut. Dosticka s vzorkami bola opatrne vynatd z centrifugy a vlozena

do pristroja Light Cycler, podmienky PCR boli nastavené podl'a tabul'ky ¢. 4 a reakcia

bola spustena.

Tabul’ka ¢. 2: Zlozenie reakénej zmesi pre GAPDH a CYP1A1l pre RT-qPCR.
Uvedené objemy st pre reak¢nu zmes pre 1 vzorku.

Reagencie Objem [pl]
Probes Master (2x koncentrovany) 5,0
Ultracista voda zbavena nukleaz 2,0
Zmes primerov F+R 0,8
§peciﬁckz’1 UPL préba 0,2
Celkom 8,0

Tabul’ka ¢. 3: Zlozenie reakénej zmesi pre HRNR, FLG a IVL pre RT-qPCR.
Uvedené objemy st pre reakéna zmes pre 1 vzorku.

Reagencie Objem [pl]
Probes Master (2x koncentrovany) 5,0
Ultracista voda zbavena nukleaz 2,5
Real-Time Ready Custom Assay
(primery + UPL proba) s
Celkom 8,0

2

Tabul’ka ¢. 4: Nastavenie RT-qPCR reakcie.

Format detekcie Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probe
Celkovy objem
10 ul
reakcie
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Preinkubacia 95 10 min 1
95 10s
Amplifikicia 45
60 30s
Chladenie 40 30s 1




5 VYSLEDKY

5.1.MTT test viability

Pomocou MTT testu viability bola stanovena cytotoxicita skimanych koncentracii
jednotlivych triptanov. Testované boli HaCaT bunky a bunky AhR-responzivnej linie
AhaRaCaT, ktoré boli vystavené koncentraciam jednotlivych triptanov — eletriptan,
frovatriptan, almotriptan, zolmitriptan, naratriptan, rizatriptdn a sumatriptan
v koncentraciach 1 pM, 10 pM, 50 pM a 100 uM aavitriptan a donitriptan
v koncentraciach 1 pM, 10 pM a 50 uM (koncentracia 100 uM nebola testovana z dovodu
obmedzenej rozpustnosti AVI a DONI). Spektrofotometrické vyhodnotenie experimentu
pri vlnovej dizke 565 nm bolo vykonané po 48-hodinovom pdsobeni latok na bunky.

Z vysledkov jednotlivych experimentov bola stanovena percentualna viabilita buniek.

Vysledky naznacuja, ze prva skupina triptanov (ELE, FRO, ALM, ZOL) najvyraznejSie
ovplyvnila viabilitu buniek pri najvyssSej koncentracii 100 pM. Pri niektorych triptanoch
bola pozorovana viabilita pri koncentraciach 1 puM a 10 uM vyssia ako 100%, no neslo
o Statisticky vyznamny vysledok. Najvyraznej§i pokles viability bol sledovany
pri 100 uM koncentracii ELE, kde dosahoval hodnotu pod 80 % (Graf ¢. 1). Hodnotu
100 % predstavuje negativna kontrola (v grafe oznacena ako UT — untreated) — Cisté
DMEM s DMSO. Aj napriek S§tatisticky vyznamnému poklesu viability pri ELE a ZOL
boli vetky testované koncentracie d’alej vyuzité pre posudenie aktivacie AhR metdédou

Gene Reporter Assay.
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Graf ¢. 1: Vysledky MTT testu na HaCaT bunkovej linii. Tento graf znazoriuje
percentualnu viabilitu buniek HaCaT po vystaveni t¢inku sledovanych triptanov po dobu
48 hodin. Vysledky su vztiahnuté k negativnej kontrole (DMEM a DMSO), ktora
predstavuje 100% hodnotu viability. Pomocou Statistického T-testu boli urcené aj
Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05), ktoré boli oznadené symbolom % . Koncentracie
pouzitych triptanov st uvedené v jednotkach uM.

Vysledky experimentu s druhou skupinou triptanov (AVI, DONI, RIZA a NARA)
na AhaRaCaT linii naznaCuju, ze pri ziadnom z triptinov nedoslo k vyraznému
cytotoxickému pdsobeniu (Graf €. 2). Z vysledkov teda mozeme usudit’, ze vSetky mozu

byt d’alej pouzité pri metode Gene Reporter Assay.

Viabilita linie AhaRaCaT

140,0
120,0
100,0
9
- 80,0
s
60,0
I
” 10,0
20,0
0,0
UT 1 10 50 1 10 50 10 50 100 10 50 100 1 10 50 100
AVI DONI RIZA NARA SUMA

Graf ¢. 2: Vysledky MTT testu na AhaRaCaT bunkovej linii. Tento graf znazoriuje
percentudlnu viabilitu buniek AhaRaCaT po vystaveni u¢inku sledovanych triptanov
po dobu 48 hodin. Vysledky st vztiahnuté k negativnej kontrole (DMEM a DMSO), ktora
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Graf ¢. 2 (pokracovanie): predstavuje 100% hodnotu viability. Koncentracie pouzitych
triptanov su uvedené v jednotkach uM.

5.2.Reporter Gene Assay
Vysledky 24 a 48-hodinovych Reporter Gene Assays boli vyhodnotené, spriemerované
a vynesené do grafov ¢&. 3 a &. 4. Dalej bol vykonany Statisticky T-test, aby bolo zistené,
ktoré hodnoty mozu byt povazované za Statisticky vyznamné a znacne ovplyviiujuce

aktivitu AhR.

Reporter Gene Assay 24h
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Graf ¢. 3: Vysledky Gene Reporter Assay na AhaRaCaT bunkovej linii po 24
hodinovom poésobeni triptanov. AhR-responzivna bunkova linia AhaRaCaT bola
vystavend posobeni triptanov o roznych koncentraciach po dobu 24 hodin. Vysledky
su nasobkom (fold induction; FI) negativnej kontroly UT (DMEM a DMSO). Pomocou
Statistického T-testu boli urcené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené
symbolom . Koncentracie pouzitych triptanov st uvedené v jednotkach pM.

Z vysledkov 24-hodinového experimentu je mozné usudit, ze signifikantne ovplyviiuju
funkciu AhR len niektoré triptany. Eletriptan v koncentracii 100 uM AhR aktivoval
menej ako UT, pricom podla vysledkov MTT testu viability ide pravdepodobne
o vysledok dany toxicitou 100uM koncentracie ELE. Najviac eletriptan aktivoval AhR
v koncentracii 50 pM, takmer 2,5 krat viac ako samotné UT. Hodnoty aktivacie AhR
pri koncentraciach eletriptanu 1 uM a 10 pM sa pohybovali priblizne okolo hodnoty UT.
Frovatriptan, almotriptan, zolmitriptan a sumatriptan nevyvolali koncentracne zavisly
narast AhR-kontrolovanej luciferazovej aktivity. Signifikantni indukciu aktivity som

zaznamenala pre AVI, DONI, RIZA a NARA (Graf ¢. 3).
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Reporter Gene Assay 48h
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Graf ¢. 4: Vysledky Gene Reporter Assay na AhaRaCaT bunkovej linii po 48-
hodinovom poésobeni triptanov. AhR-responzivna bunkova linia AhaRaCaT bola
vystavena pdsobeni triptanov o roznych koncentraciach po dobu 48 hodin. Vysledky su
nasobkom (fold induction; FI) negativnej kontroly UT (DMEM a DMSO). Pomocou
Statistického T-testu boli urcené Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené
symbolom . Koncentracie pouzitych triptanov st uvedené v jednotkach pM.

Z vysledkov 48-hodinového experimentu je mozné usudit’, ze signifikantne ovplyviiuje
funkciu AhR z triptanov uz len donitriptan. Ostatné triptany nemali signifikantny vplyv

na AhR-sprostredkovanu aktivitu luciferazy (Graf ¢. 4).

Na zéklade vysledkov Reporter Gene Assay boli pre d’alSiu experimentalnu metodu
pouzité eletriptan, avitriptan a donitriptan v koncentraciach 1 uM, 10 uM a 50 uM
a rizatriptan a naratriptan v koncentraciach 1 pM, 10 uM a 100 uM s dobou inkubacie 24
hodin.

5.3.Expresia na irovni RNA v AhR-responzivnej bunkovej linii
AhaRaCaT
Indukcia expresie CYP1Al, merana ako fold induction (FI) negativnej kontroly,
ligandom aryl uhl'ovodikového receptora FICZ-om bola priblizne 427 krat vyssia ako UT,
¢o naznacuje aktivaciu AhR. Vysledky naznacuju, ze srasticou koncentraciou
avitriptanu, donitriptanu, rizatriptanu a naratripranu rastie aj expresia CYP1A1 (Graf €.5).
Pri eletriptane najviac indukovala expresiu CYP1A1 koncentracia 10 uM, ktora bola
s koncentraciou 50 uM vyhodnotena ako Statisticky vyznamna. Avitriptan indukoval

CYP1A1 mRNA koncentrane-zavislo, priCom v koncentraciach 1 uM a 10 uM bola
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indukcia vyhodnotena ako Statisticky vyznamna. Podobny trend bol zaznamenany aj pre
donitriptan, priCom indukcia expresie donitriptanom v koncentracii 10 uM bola
vyhodnotena ako Statisticky vyznamna. Najvyssia koncentracia donitriptanu (50 pM)
indukovala expresiu CYP1A1 priblizne 9,5 krat viac ako UT. Rizatriptan indukoval
expresiu CYP1AI (cca 6x) signifikantne len v 100 uM koncentracii (Graf ¢. 5). Hodnota
indukcie expresie CYP1A1l naratriptanom bola pri koncentraciach 1 pM a 10 uM
vyhodnotena ako Statisticky signifikantna. Najvyssia koncentracia naratriptanu (100 pM)
indukovala expresiu CYP1A1 priblizne len 2,1 krat viac ako UT, no bez Statisticke]

vyznamnosti.
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Graf ¢. S: Expresia génu CYP1A1 na urovni RNA v AhaRaCaT bunkovej linii.
Bunkova linia bola po dobu 24 hodin vystavena pdsobeni triptanov o koncentraciach
pre eletriptan, avitriptan a donitriptan 1 pM, 10 uM a 50 uM a rizatriptan a naratriptan
1 uM, 10 uM a 100 uM. Vysledky st vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT).
Ziskané vysledky boli normalizované vzhl'adom k referencnému génu GAPDH a su
priemerom 4 nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené
Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) ozna&ené symbolom % . Koncentracie triptanov
st uvedené v jednotkach pM.

Indukcia expresie HRNR ligandom aryl uhlovodikového receptora FICZ-om bola
priblizne 1,2 krat vysSia ako negativna kontrola, avSak nebola Statisticky vyznamna.
S vynimkou rizatriptanu, ktory signifikantne znizil expresiu HRNR, nemali ostatné

triptany vplyv na jeho expresiu (Graf €. 6).
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Graf ¢. 6: Expresia génu HRNR na urovni RNA v AhaRaCaT bunkovej linii.
Bunkova linia bola po dobu 24 hodin vystavena pdsobeni triptanov o koncentraciach
pre eletriptan, avitriptan a donitriptan 1 pM, 10 uM a 50 uM a rizatriptan a naratriptan
1 uM, 10 uM a 100 uM. Vysledky st vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT).
Ziskané vysledky boli normalizované vzhl'adom k referencnému génu GAPDH a su
priemerom 4 nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené
Statisticky vyznamné hodnoty (p<0,05) ozna&ené symbolom % . Koncentracie triptanov
st uvedené v jednotkach pM.

Indukcia expresie FLG ligandom aryl uhl'ovodikového receptora FICZ-om bola priblizne
4,1 krat vyssia ako negativna kontrola a dosiahla §tatistickej vyznamnosti. Mierny narast
indukcie bol zaznamenany pre vSetky testované triptany s vynimkou eletriptanu (Graf ¢.
7). Signifikantnej zmeny dosiahli koncentracie 10 pM pre AVI a DONI
a 100 uM pre RIZA.
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Graf €. 7: Expresia génu FLG na turovni RNA v AhaRaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobeni triptanov o koncentraciach pre eletriptan,
avitriptan a donitriptan 1 pM, 10 uM a 50 uM a rizatriptan a naratriptan 1 uM, 10 uM
a 100 uM. 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 . Koncentracie triptanov su uvedené
v jednotkach pM.

V pripade IVL, ligand aryl uhlovodikového receptora FICZ nemal vplyv na jeho
expresiu. Zo vSetkych testovanych triptanov vykazovali koncentraéne zavisly pokles
expresie IVL len DONI a NARA, ktory bol signifikantny len pre DONI v koncentracii
50 uM (Graf ¢. 8).
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Graf ¢. 8: Expresia génu IVL na irovni RNA v AhaRaCaT bunkovej linii. Bunkova
linia bola po dobu 24 hodin vystavena posobenti triptanov o koncentraciach pre eletriptan,
avitriptan a donitriptan 1 pM, 10 uM a 50 uM a rizatriptan a naratriptan 1 uM, 10 uM a
100 uM. Vysledky su vyjadrené ako nasobok negativnej kontroly (UT). Ziskané vysledky
boli normalizované vzhladom k referencnému génu GAPDH ast priemerom
4 nezavislych experimentov. Pomocou Statistického T-testu boli urcené Statisticky
vyznamné hodnoty (p<0,05) oznacené symbolom % . Koncentracie triptanov su uvedené

v jednotkach pM.
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6 DISKUSIA

Tato praca sa zaobera ucCinkom triptanov na aktivaciu aryl uhl'ovodikového receptora
(AhR). V bunkach koze zaujima AhR vyznamnu ulohu bionsenzora — je asociovany
s odpoved’ami organizmu na environmentalne kontaminanty. Medzi jeho d’alSie dolezité
fyziologické funkcie patri napriklad podpora bunkovej diferenciacie alebo rastu
v rdznych tkanivach. Testované boli ucinky deviatich triptanov o réznych koncentraciach
(1 uM, 10 uM, 50 uM a 100 uM) na AhR-responzivnu liniu AhaRaCaT imortalizovanych
T'udskych keratinocytov. Ciel'om prace bolo dokéazat ¢i dané triptany, potencialne ligandy
AhR, m6zu ovplyvnit funkciu tohto receptora a tym aj expresiu proteinov epidermalne;
bariéry koze — hornerinu, filagrinu a involukrinu.

Sledované triptany (s vynimkou avitriptanu a donitriptanu) sa v klinickej praxi ako
selektivni agonisti 5-HT1s/1p receptorov vyuzivaju k liecbe akitnych migrén.

V stadii Smith et al., (2017) bolo potvrdené, ze Tapinarof, topikalne lie€ivo vyuzivané
pri liecbe psoriazy a atopickej dermatitidy, sprostredkuva svoje protizapalové vlastnosti
skrz aktivaciu AhR. Tapinarof aktivuje AhR v bunkéch réznych tkaniv, vratane buniek
l'udskej koze, moderuje expresiu prozapalovych cytokinov a ovplyviiuje expresiu
epidermalnych bariérovych génov v primarnych l'udskych keratinocytoch. Dokazom, ze
skutocne i§lo o protizapalové vlastnosti Tapinarofu sprostredkované cez AhR je, Ze toto
lieCivo nevykazovalo ziadny ucinok pri pouziti na AhR-deficientnych mysiach
s priznakmi kozného zapalu.

Na zaklade faktu, ze AhR je v bunkach koze abundantne exprimovany a hra dolezitu
ulohu aj pri vyvoji a udrziavani integrity koznej epidermalnej bariéry (Furue ez al., 2015)
a medzi jeho agonistov patria aj latky s indolovym jadrom (Vyhlidalova ez al., 2020) bola
navrhnuta hypotéza tejto bakalarskej prace. Triptany su lieCiva obsahujuce indolové
jadro, potencialne teda mézu aktivovat’ aj AhR v kozi.

V studii Kiyomatsu-Oda et al., (2018) bol pozorovany narast expresie CYP1A1 po 3 a 5-
hodinovom posobeni FICZ-u v koncentracii 100 nM na HaCaT bunkowvu liniu, ktora bola
takmer 35 krat vysSia ako negativna kontrola Po vyhodnoteni RT-qPCR som zistila, Ze
po 24-hodinovom posobeni FICZ-u na AhR responzivnu bunkova liniu AhaRaCaT
odvodenu od HaCaT bunkovej linie, aj ked’ vo vyssej koncentracii aka bola pritomna
v stadii Kiyomatsu-Oda et al., (2018), FICZ indukoval expresiu CYP1A1 az 427 krat viac
v porovnani s negativnou kontrolou, ¢o nie je v rozpore s vysledkami §tadie Kiyomatsu-

Oda et al., (2018). Pri porovnani doby podsobenia FICZ-u v mojich experimentoch
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so studiou Kiyomatsu-Oda ef al., (2018) je pravdepodobné, ze dlhsia doba pdsobenia
vyustila do vysSej hodnoty expresie CYP1A1. Ddlezitym faktorom, ktory tito hodnotu
expresie mohol zvysit v porovnani so Studiou Kiyomatsu-Oda ez al., (2018) bola aj vysSia
pouzita koncentracia FICZ-u v mojich experimentoch (22,6 uM).

Kiyomatsu-Oda et al., (2018) taktiez sledovali vplyv aktivacie AhR pomocou FICZ-u
na hladiny expresie FLG v HaCaT bunkovej linii. Zatial' ¢o FICZ neindukoval expresiu
HRNR a IVL, pri pozorovani expresie FLG bol odsledovany jej narast. HaCaT bunkova
linia bola po dobu 5 hodin vystavena 3 koncentraciam FICZ-u (1, 10 a 100 nM) a bolo
zistené, ze indukoval expresiu FLG koncentratne zavisle a Statisticky signifikantne
pri koncentraciach 10 a 100 nM. V mojich experimentoch FICZ taktiez vykazoval
indukciu expresie FLG, no po 24-hodinovom pdsobeni a pri vyS§Sej pouzitej koncentracii.
Kolektiv van den Bogaard et al., (2015) priniesli jeden z dokazov, ze AhR je aktivny
pocas epidermalnej diferenciacie. Po oSetreni kultury [ludskych diferencujucich
primarnych keratinocytov AhR antagonistami GNF351 a CH223191 pozorovali
v porovnani s negativnou kontrolou Statisticky vyznamne zredukovanu expresiu FLG
a HRNR. Pri pouziti AhR agonistu indirubinu v koncentracii 50 nM pozorovali priblizne
dvojnasobny narast expresie HRNR v porovnani s negativnou kontrolou, avSak neslo
o Statisticky signifikantny vysledok.

Kennedy ez al. (2013) vo svojej Stadii mimo iné sledovali aj modulaciu expresie HRNR
aktivaciou AhR jeho ligandom TCDD v koncentracii 10 nM po dobu 24 hodin.
Pozorovana Statisticky vyznamna expresia HRNR v NHEK bunkovej linii (norméalne
I'udské epidermalne keratinocyty) bola priblizne 2 krat vy$sia v porovnani s negativnou
kontrolou.

Vo vysledkoch zmojich experimentov som pri expresii HRNR ligandom aryl
uhl'ovodikového receptora FICZ-om pozorovala minimalnu indukciu expresie HRNR —
len 1,2 krat vyssiu ako tomu bolo pri negativnej kontrole. Dalej, pri triptanoch nebol
sledovany ziadny nérast expresie HRNR, jedine pri RIZA bol sledovany jej signifikantny
pokles. Moje vysledky a vysledky van den Bogaard ez al., (2015) a Kennedy et al., (2013)
sa mdzu lidif aj zddvodu, ze pri mnou vykonanych experimentoch boli pouzivané
imortalizované I'udské keratinocyty, zatial' Co van den Bogaard ef al., (2015) a Kennedy
etal., (2013) pracovali s primarnymi 'udskymi keratinocytmi.

Lee et al., (2019) pri aktivacii AhR v HaCaT bunkovej linii botanickym extraktom
z Actinidia arguta a Perilla frutescens pozorovali, ze nedochadzalo k zvySenej expresii

IVL. Rovnaky vysledok bol pozorovany aj v mojich experimentoch, kde FICZ taktiez
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nemal vplyv na expresiu IVL, aj napriek tomu, ze v experimente Lee ef al., (2019) bola
doba pdsobenia botanického extraktu na HaCaT bunky dvakrat vysSia ako v mojich

experimentoch.

Na zéklade porovnania vysledkov predoslych a mojich experimentov je pravdepodobné,
ze aktivacia AhR je sice spojena s expresiou FLG a do istej miery aj HRNR, no nie s IVL.
Pre lepSie posudenie aktivacie AhR a expresie HRNR, FLG a IVL pomocou triptanov su

nutné d’alSie vyskumy, ktoré by mali zahriiat’ napr. primarne l'udské keratinocyty.
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7 ZAVER

V mojej bakalarskej praci som sa zaoberala modulaciou expresie bariérovych génov
v koznych bunkach réznymi triptanmi, ktoré sa v sucasnosti pouzivaju k liecbe akutnych
migrén. Prvym krokom bolo zistenie cytotoxického ucinku skimanych triptanov
po 48-hodinovom posobeni pomocou MTT testu viability. Experimenty prebiehali
s pouzitim HaCaT bunkovej linie imortalizovanych keratinocytov a AhR-responzivnej
AhaRaCaT bunkovej linie odvodenej od HaCaT, na ktoré boli aplikované triptany
(eletriptan, almotriptan, zolmitriptan, frovatriptan, rizatriptan, naratriptan, sumatriptan)
v koncentraciach 1 pM, 10 pM, 50 pM a 100 uM aavitriptan a donitriptan
v koncentraciach 1 uM, 10 uM a 50 pM. Pri stanovovani vplyvu triptanov na transkripénu
aktivitu AhR pomocou Gene Reporter Assay bola stanovena doba ich pdsobenia
na 24 a 48 hodin. Avitriptan, donitriptan, rizatriptan a naratriptan prejavili po 24 hodinach
signfikantni koncentrac¢ne zavislu zvySenu aktivaciu AhR, ktord po 48 hodinach sice
vykazovala rovnaky trend, no Statisticky vyznamne uzlen pre donitriptan. Expresia génov
bariérovych proteinov (HRNR, FLG, IVL) a CYP1A1 na trovni mRNA bola stanovena
pomocou RT-qPCR. V pripade CYP1A1 doslo po 24 hodinach pdsobenia triptanov
k Statisticky vyznamnému nérastu expresie, konkrétne pri avitriptane, donitriptane,
rizatriptane a naratriptane. Pri géne HRNR nedoslo k vyznamnému nérastu expresie.
Vynimkou bol rizatriptan, ktory expresiu HRNR signifikantne znizil. Expresia FLG bola
Statisticky vyznamne pozitivne ovplyvnena FICZ-om, avitriptanom, donitriptanom
a rizatriptanom. Mierny narast indukcie bol sledovany pri pouziti vSetkych triptanov,
okrem eletriptanu. V pripade IVL bol sledovany koncentracne zavisly pokles expresie
pri donitriptane a naratriptane, ktory bol pri donitriptane signifikantny. Pre jednoznacnu
odpoved’ na otazku ¢i triptany ovplyviluju expresiu bariérovych proteinov koze je

potrebny d’alsi vyskum. Ciele bakalarskej prace boli naplnené.
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