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BAKALÁŘSKÁ PRÁCE

Autor: Kristýna Rajchmanová

Studijní program: B1501 Biologie

Studijní obor: Experimentální biologie

Forma studia: Prezenční
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2.2 Kůže . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2.3 Epidermis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2.3.1 Stratum basale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2.3.2 Stratum spinosum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2.3.3 Stratum granulosum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2.3.4 Stratum corneum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
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2.6.1 Keratiny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.6.2 Filaggrin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.6.3 Involukrin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

2.6.4 Lorikrin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
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1 Úvod a cíle práce

Epidermální keratinocyty jsou vysoce specializované epiteliální buňky oddělující organismus

od vnějšího prostředí. Diferenciace keratinocytů je proces, při kterém kmenové buňky ba-

zální vrstvy pokožky postupují nahoru a získávají funkční schopnosti. Tím se tvoří jednotlivé

vrstvy pokožky, v nichž keratinocyty syntetizují proteiny typické pro tyto vrstvy – tzv. mar-

kery diferenciace keratinocytů. Mezi tyto markery patří např. keratiny 1, 10 a 14, involukrin,

lorikrin nebo filaggrin. Mutace genů hrajících roli v diferenciaci bývají jednou z příčin

kožních onemocnění, jakými jsou psoriáza, atopická dermatitida, epidermolytická hyperke-

ratóza, ichtyosis vulgaris, Hailey-Hailey choroba a další.

Pro správnou funkci pokožky je nezbytná také přítomnost transmembránových proteinů

akvaporinů, které tvoří kanály usnadňující transport vody a glycerolu. V kůži je nejhojněji

zastoupen akvaporin 3, jež se podílí zejména na hydrataci pokožky, hojení ran, ale také

na vývoji nádorů. Zvýšená exprese akvaporinu 3 se vyskytuje například v kůži postižené

atopickým ekzémem.

V teoretické části práce se zabývám látkami, které ovlivňují expresi markerů diferenciace

keratinocytů a akvaporinu 3, a tím i diferenciaci keratinocytů. Mezi nejznámější patří vápník,

vitamín A a vitamín D. Zmíněné látky by mohly být využity jako potenciální léčiva nebo jsou

již tímto způsobem používány. Do této skupiny lze zařadit také fytohormony cytokininy,

u nichž byly, kromě ovlivnění diferenciace, prokázány také pozitivní účinky (např. oddálení

stárnutí) na lidské kožní buňky.

Cílem této bakalářské práce bylo vypracování rešerše na téma vliv nízkomolekulárních

látek na markery diferenciace. Experimentální část byla zaměřena na optimalizaci primerů

pro dané markery diferenciace, hodnocení cytotoxicity cytokininů a imunodetekci vybraných

proteinů souvisejících s patogenezí psoriázy.
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2 Současný stav řešené problematiky

2.1 Cytokininy

Rostlinné hormony (fytohormony) patří mezi přirozeně se vyskytující látky, které jsou v rost-

linách přítomny ve velmi nízkých koncentracích. Ve většině případů jsou schopny se v rámci

rostlinného těla přemist’ovat a vázat se na specifický receptor. Mezi hlavní skupiny rost-

linných hormonů patří auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisová, etylen, brassino-

steroidy, polyaminy, jasmonáty, kyselina salicylová a strigolaktony (Frébort et al., 2011).

Hlavní funkcí fytohormonů cytokininů (CK) je regulace buněčného dělení, proto je mů-

žeme nalézt ve všech intenzivně se dělících pletivech. Mezi další funkce CK patří např.

výrazné zpomalení stárnutí, udržování vysoké metabolické aktivity pletiv nebo potlačení

apikální dominance. V závislosti na poměru koncentrace CK a auxinů dochází k různému

ovlivnění regenerace orgánů. Při vyrovnaném poměru se vytváří nediferencované pletivo,

kalus. Nadbytek CK způsobuje regeneraci prýtů a naopak nadbytek auxinů má za následek

tvorbu kořenů (Procházka et al., 1998).

2.1.1 Výskyt, struktura a přenos signálu

Cytokininy se v rostlinách vyskytují jako volné báze (aktivní formy), dále ve formě nukle-

ozidů a nukleotidů (Frébort et al., 2011). Jsou syntetizovány v embryích, mladých listech,

v pletivu vajíček, v plodech, dále je vytvářejí houby, hmyz a hlístice (Pavlová et Fischer,

2011). Hlavním místem syntézy CK jsou ovšem kořeny, odkud jsou xylémem transporto-

vány do nadzemních částí rostliny, zejména do listů. V nich přecházejí do floému a mohou

být případně transportovány do jiných orgánů (Procházka et al., 1998).

Přírodní CK jsou deriváty adeninu a podle konfigurace jejich N6-postranního řetězce

je dělíme na izoprenoidní a aromatické. Nejčastěji se vyskytují CK s izoprenoidním po-

stranním řetězcem, a to zejména ty s hydroxylovaným postranním řetězcem v poloze trans,

jako je např. trans-zeatin (Mok et Mok, 2001). CK mohou být také konjugovány se sacha-

ridy na N3, N7 a N9 pozici. Konjugáty mají různé formy. Pokud je v pozici N9 na adeninové

jádro vázána ribóza jedná se o ribozid, forma ribotidu nastává v případě, že ribóza nese fos-

fát. Další formy jsou O-glukozid (glukóza je vázána na hydroxylovou skupinu postranního
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řetězce) a N-glukozid (glukóza je vázána na N3, N7 nebo N9). O-glukozidy jsou na rozdíl

od N-glukozidů velmi biologicky aktivní (Procházka et al., 1998).

Stejně jako jiné signální molekuly, CK fungují v rostlinách při velmi nízkých koncen-

tracích (1 – 50 pmol/g čerstvé hmoty) (Galuszka et al., 2008). Aktivita cytokininů v určitém

orgánu je regulována na různých stupních včetně syntézy de novo, aktivace, konjugace a de-

gradace. Zastoupení jednotlivých typů cytokininových receptorů spoluurčuje odpověd’ jed-

notlivých tkání na působení CK. Do regulace působení CK jsou také zapojeny místní a dál-

kové transportní systémy (Kudo et al., 2010). Principem přenosu signálu CK je postupný

přenos fosfátu z receptoru na mobilní efektory v cytozolu a v jádře. Signál CK je přijímán

receptorovými histidinovými kinázami lokalizovanými v plazmatické membráně a přenášen

dvousložkovým signálním systémem (Frébort et al., 2011; Pavlová et Fischer, 2011).

2.1.2 Syntéza a degradace

Biosyntéza N6-substituovaných purinů byla poprvé pozorována u druhu hlenky D. discoi-

deum, kde hrála roli v produkci diskadeninu (2-amino-4-[6-(3-metylbut-2-enylamino)purin-

3-yl]butanová kyselina), inhibitoru klíčení spor (Taya et al., 1978). První enzym pro bio-

syntézu CK byl identifikován v bakteriích Agrobacterium tumefaciens napadajících rostliny,

které obsahují Ti plasmid, jehož malá část, známá jako T-DNA, je zapojena v biosyntéze

CK (Akiyoshi et al., 1984).

U CK existují v rostlinách dvě dráhy biosyntézy. V prvním případě dochází k navázání

izopentenylového postranního řetězce z DMAPP (dimetylallydifosfátu) na ATP nebo ADP.

Další dráha vychází z transferové RNA (Kakimoto, 2001).

K inaktivaci CK dochází degradací nebo konjugací. Degradace je katalyzována enzymem

cytokinin oxidázou/dehydrogenázou (CKX). Tento enzym, schopný štěpit N6-postranní ře-

tězec CK, byl poprvé objeven v roce 1971 v surovém extraktu tabáku (Nicotiana tabacum)

(Pačes et al., 1971).

2.1.3 Historie

První CK byl izolován v roce 1955 z autoklávovaného sledího spermatu. Jelikož tato látka

podporovala buněčné dělení neboli cytokinezi, dostala název kinetin (Miller et al., 1955).

Ve stejném roce bylo zjištěno, že kinetin (6-furfurylaminopurin) je "umělá" sloučenina vzni-
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kající při degradaci DNA (Hall et De Ropp, 1955). Tato skutečnost byla vyvrácena až o 50

let později, kdy byl kinetin spolu se svým ribozidem objeven v kokosové vodě (Cocos nu-

cifera L.) (Ge et al., 2005). První přirozený cytokinin, zeatin, byl izolován v roce 1963

z nezralého endospermu kukuřice (Zea mays L.) (Letham, 1963).

6-benzylaminopurin (BAP) a jiné aromatické CK byly dlouho považovány za synte-

tické, ale pozdější výzkum prokázal jejich přítomnost v několika rostlinných druzích (Strnad,

1997). Např. Horgan et al. izolovali první CK tohoto typu ze zralých listů topolu a identifi-

kovali jej jako 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-β-D-ribofuranozylpurin (Horgan et al., 1975).

Později byla v listech topolu objevena rodina endogenních aromatických CK. Podle rostliny,

ze které byly izolovány, dostaly tyto sloučeniny název meta-topoliny (Strnad et al., 1997).

Meta-topolin (N6-(3-hydroxybenzyl)adenin), ortho-topolin (N6-(2-hydroxybenzyl)adenin),

BAP a jejich deriváty představují přírodní aromatické cytokininy, které se od izoprenoid-

ních CK liší jak chemicky, tak svou biologickou aktivitou (Strnad, 1997).

2.1.4 Vliv cytokininů na živočišné buňky

Přestože jsou CK rostlinné hormony, mají různé účinky i na živočišné buňky. Věnuji se zejmé-

na účinkům na buňky lidské kůže - fibroblasty a keratinocyty.

Kinetin je známý pro svůj efekt zpomalující stárnutí. Při pokusu s lidskými fibroblasty

přidání 40 - 200 µM kinetinu do kultivačního média oddálilo nástup stárnutí buněk a snížilo

rozsah příznaků spojených se stárnutím jako jsou změny v morfologii, buněčné velikosti,

rychlosti, organizaci cytoskeletu a další (Rattan et Clark, 1994). Podobné účinky na fibrob-

lasty byly později prokázány také u trans-zeatinu (Rattan et Sodagam, 2005).

Trans-zeatin dále ovlivňuje expresi akvaporinu 3 (AQP3), kterému je věnována kapitola

níže. UV záření, jedna z hlavních příčin stárnutí kůže, způsobuje snížení hladiny AQP3 v ke-

ratinocytech, což vede k dehydrataci kůže a opožděnému hojení ran. V tomto procesu je za-

pojena dráha MEK/ERK, která je indukována UV zářením a zprostředkovává ztrátu AQP3.

Trans-zeatin inhibuje aktivaci této dráhy a zmenšuje tak ztrátu AQP3 vyvolanou UV zářením

(Ji et al., 2010).
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2.2 Kůže

Dále se zabývám účinkem CK a jiných nízkomolekulárních látek na markery diferenciace

keratinocytů - specifické proteiny syntetizované v jednotlivých vrstvách pokožky nutné pro

tvorbu rohové vrstvy. Nejprve ale začnu popisem anatomie a morfologie lidské kůže. Zmí-

ním se o důležitých transmembránových proteinech akvaporinech, které se v kůži podílejí

zejména na hydrataci a hojení ran. Jedna kapitola je také věnována popisu jednotlivých mar-

kerů diferenciace keratinocytů.

Kůže je největším a nejtěžším orgánem lidského těla, u dospělých tvoří cca 16 % jeho cel-

kové hmotnosti a má plošný rozsah 1,2 - 2,3 m2. Zajišt’uje mnoho životně důležitých funkcí

- chrání tělo před vnějšími fyzikálními, chemickými, mechanickými a biologickými vlivy,

má smyslové a vylučovací funkce, dále zabraňuje nadměrné ztrátě vody, podílí se na termo-

regulaci a syntéze vitamínu D. Kůže je složena ze tří vrstev: pokožky (epidermis), škáry (co-

rium) a podkožního vaziva (tela subcutanea). Epidermis je tvořena rohovějícím vrstevnatým

dlaždicovým epitelem ektodermového původu a dále obsahuje melanocyty, Langerhansovy

buňky a Merkelovy buňky. Škára je složena z hustého kolagenní vaziva a dodává kůži me-

chanickou pevnost a odolnost. Podkožní vazivo je řídká vazivová tkáň, která může obsahovat

polštář tukových buněk, panniculus adiposus. Rozlišujeme kůži tlustého typu (dlaně a cho-

didla), jejíž epidermální vrstva má tloušt’ku 400 – 800 µm, a kůži tenkého typu (ochlupené

části těla) s epidermální vrstvou silnou 75 – 150 µm. Součástí kůže jsou též kožní adnexa za-

hrnující vlasy, chlupy, nehty a kožní žlázy (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al.,

2003; Lüllmann-Rauch, 2012).

2.3 Epidermis

Epidermis je neustále se obnovující, vrstevnatý, dlaždicový a rohovějící epitel. Hlavními

buňkami pokožky jsou keratinocyty, dále se zde vyskytují pigmentové buňky melanocyty,

Langerhansovy buňky hrající roli v imunitním systému a Merkelovy buňky, které slouží jako

mechanoreceptory. Pokožka je obnovována díky epidermálním kmenovým buňkám, které

se nachází v bazální vrstvě a produkují dceřinné buňky pohybující se směrem k povrchu

kůže. Během této cesty keratinocyty prochází řadou biochemických a morfologických změn,

které vedou ke vzniku jednotlivých vrstev epidermis. K obnově epidermis dochází za nor-
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málních podmínek v průběhu 15 – 30 dnů. Hlavními vrstvami epidermis jsou stratum basale

(bazální vrstva), stratum spinosum (ostnitá vrstva), stratum granulosum (granulózní vrstva)

a stratum corneum (zrohovělá vrstva). U kůže tlustého typu lze mezi stratum granulosum

a stratum corneum rozlišit ještě pátou vrstvu – stratum lucidum (Klika, 1986; Junqueira

et al., 1997; Hach et al., 2003; Lüllmann-Rauch, 2012).

2.3.1 Stratum basale

Bazální vrstva, známá též jako stratum cylindricum, se skládá z jedné vrstvy mitoticky ak-

tivních cylindrických či kubických buněk. Jádra těchto buněk mají kulovitý až oválný tvar.

Buňky jsou mezi sebou a s buňkami vyšších vrstev propojeny četnými desmozomy. K ba-

zální lamině jsou ukotveny prostřednictvím hemidesmozomů (Klika, 1986; Junqueira et al.,

1997; Hach et al., 2003; Lüllmann-Rauch, 2012).

2.3.2 Stratum spinosum

Stratum spinosum tvoří několik vrstev polygonálních, kubických nebo lehce oploštělých bu-

něk. Výběžky těchto buněk jsou vyplněny svazky filament, které se sbíhají do velkého počtu

menších výběžků ("ostnů"). Tyto svazky končí v desmozomech, jež jsou umístěny na vrchol-

cích ostnitých výběžků. Do desmozomů se soutřed’ují svazky tonofilament, tonofibrily. Jsou

důležité při zachování soudržnosti mezi buňkami a společně s desmozomy zajišt’ují velkou

mechanickou pevnost této vrstvy. Stratum spinosum a stratum basale tvoří tzv. stratum ger-

minativum Malpighi, kde probíhají všechna mitotická dělení (Klika, 1986; Junqueira et al.,

1997; Hach et al., 2003; Lüllmann-Rauch, 2012).

2.3.3 Stratum granulosum

Stratum granolusom je složena z 3 - 5 vrstev oploštělých polygonálních buněk. Tyto buňky

mají malé centrálně uložené jádro a jejich cytoplazma je vyplněna bazofilními keratohyali-

novými granuly. Tyto granula jsou tvořena proteiny profilaggrinem, lorikrinem a filamenty

cytokeratinu, a podílejí se na stavbě zrohovělých buněk. Kromě keratohyalinových granul

se v této vrstvě vyskytují také malá oválná lamelární granula. Ta splývají s cytoplazmatickou

membránou a vypuzují svůj obsah bohatý na glykoproteiny a fosfolipidy do mezibuněčných
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prostor, kde se uplatňuje jako tmel bránící vstupu cizorodých látek z vnějšího prostředí do or-

ganizmu a naopak (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al., 2003; Lüllmann-Rauch,

2012).

2.3.4 Stratum corneum

Rohovou vrstvu tvoří 15 - 20 vrstvev buněk, které postrádají jádra i jiné cytoplazmatické or-

ganely. Buňky mají tvar polygonálních destiček a jejich membrána je zesílena keratinem na

asi 15 nm. Buňky jsou mezi sebou propojeny modifikovanými desmozomy (korneodesmo-

zomy), po jejichž proteolytickém rozvolnění se buňky jednotlivě odlupují. Tento proces

se nazývá deskvamace (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al., 2003; Lüllmann-

Rauch, 2012).

2.4 Diferenciace keratinocytů

Diferenciace je proces, při kterém progenitorové buňky získávají funkční schopnosti (Radoja

et al., 2006). Diferenciace keratinocytů neboli keratinizace je geneticky naprogramovaný

a přísně regulovaný komplex morfologických a metabolických změn. Výsledkem je termi-

nálně diferencovaný mrtvý keratinocyt (korneocyt) (Chu, 2008).

V keratinocytech jsou v průběhu diferenciace syntetizovány proteiny nutné pro tvorbu

zrohovělé vrstvy, tzv. markery diferenciace keratinocytů. Ve stratum granulosum se tvoří

protein profilaggrin, který je později štěpen na monomery filaggrinu. Tyto dva proteiny jsou

důležité pro agregaci cytokeratinových filament, díky níž vzniká chemicky a mechanicky

odolný keratin vyplňující celou zrohovělou buňku. Okolo buněk se následně tvoří neroz-

pustný, odolný a pružný proteinový zrohovělý obal (cornified envelope). Během tvorby zro-

hovělého obalu dochází k ukládání určitých proteinů, např. lorikrinu, na vnitřní straně bu-

něčné membrány. V tomto procesu hrají důležitou roli také transglutaminázy, které umožňují

vzájemné propojení jednotlivých proteinů (Lüllmann-Rauch, 2012).

Diferenciace keratinocytů je nejvíce ovlivňována koncentrací vápníku (Hennings et al.,

1980). Produkce markerů je kromě vápníku ovlivňována dalšími látkami jako jsou vitamín

A, vitamín D, glukokortikoidy nebo rostlinné hormony a polysacharidy. Změny v expresi

markerů jsou spojeny se vznikem a rozvojem různých kožních onemocnění.
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Obr. 1: Schéma epidermální diferenciace (převzato a upraveno z Sandilands et al., 2009).

Tab. 1: Prekurzory zrohovělého obalu (převzato a upraveno z Eckert et al., 2005).

Protein Velikost (kDa) Obsah v rohovém obalu (%)

Involukrin 65 5

Lorikrin 26 80

SPR 5 - 26 3 - 5

Cystatin A 12 2 - 5

Proelafin 10 < 1

Profilaggrin < 400 < 1

Keratiny typu II 56 - 60 < 1

Desmoplakin 330 / 250 < 1

Envoplakin 210 < 1

Periplakin 195 < 1

S100A10 a S100A11 12 < 1

Annexin I 36 < 1

Kornifelin 12,5
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2.5 Akvaporin-3

Akvaporiny (AQP) jsou rodinou malých hydrofobních transmembránových proteinů, které

tvoří vodní kanály usnadňující transport vody přes buněčné membrány. U savců bylo identi-

fikováno 13 akvaporinů (AQP0 – AQP12), které se liší tkáňovou expresí. Akvaporiny 3, 7,

9 a 10 fungují jako akvaglyceroporiny, které kromě vody transportují také glycerol a pří-

padně další malé rozpuštěné látky, zatímco akvaporiny 1, 2, 4, 5 a 8 slouží jako transportéry

molekul vody (Hara-Chikuma et Verkman, 2008b).

Nejhojnějším akvaporinem v kůži je AQP3, který je exprimován v plazmatických mem-

bránách bazální vrstvy keratinocytů epidermis, dále v ledvinách, plicích, slinivce břišní, ját-

rech, tlustém střevě, slezině a prostatě (Sougrat et al., 2002; Ishibashi et al., 1995). AQP3

se v kůži podílí zejména na hydrataci a hojení ran. Roli hraje také v tumorogenezi (Hara-

Chikuma et Verkman, 2008b). Myši s umlčeným genem pro AQP3 mají v porovnání s di-

vokým typem snížený obsah vody ve stratum corneum a jejich pokožka vykazuje sníženou

elasticitu (Ma et al., 2002).

Exprese AQP3 je snížena pokud keratinocyty kultivujeme v přítomnosti 1,25-dihydroxy-

vitamínu D3 a při zvýšené koncentraci extracelulárního Ca2+ (Zheng et Bollag, 2003). Ex-

presi dále snižuje například tumor nekrotizující faktor α (TNF-α), který je považován za klí-

čový mediátor zánětu kůže (Horie et al., 2009).

Kromě vápníku a vitamínu D existuje mnoho dalších látek regulujících expresi AQP3.

Aktivátory PPAR-γ (peroxisome proliferators-activated receptor) výrazně stimulují expresi

mRNA AQP3 v nediferencovaných i diferencovaných lidských keratinocytech. V menší míře

je tato exprese zvýšena také aktivací jaterního receptoru X, retinového receptoru X a recep-

toru kyseliny retinové (Jiang et al., 2011). Proliferaci a expresi keratinocytů dále zvyšuje

chemokin CCL17, jenž je produkovaný dendritickými buňkami, T-buňkami a keratinocyty,

a ve velké míře se vyskytuje v pokožce postižené atopickou dermatitidou (Reiss et al., 2001;

Nakahigashi et al., 2011).

Pozměněné hladiny AQP3 jsou spojeny s některými kožními onemocněními. Zvýšená

exprese AQP3 ve stratum corneum byla prokázána u kožních onemocnění spojených se zvý-

šenou transepidermální ztrátou vody (Brandner, 2007). Mezi tyto onemocnění patří např.

atopický ekzém (AE). U postižených lidí byla pozorována zvýšená exprese a změněná dis-
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tribuce AQP3, která přispívá ke ztrátě vody v pokožce a tím pádem ke vzniku suché kůže, což

je jeden ze znaků AE (Olsson et al., 2006). Při pokusech na myších bylo zjištěno, že AQP3

je silně exprimován v kůži postižené spinocelulárním karcinomem. Naopak myši s umlče-

ným genem pro AQP3 byly i po aplikaci nádorových iniciátorů k tvorbě nádorů rezistentní.

U těchto myší bylo také pozorováno snížení obsahu glycerolu, glycerol-3-fosfátu a ATP,

což naznačuje zapojení glycerolu, jehož transport je usnadněn AQP3, v buněčné proliferaci

během tumorogeneze (Hara-Chikuma et Verkman, 2008a). Snížená hladina AQP3 byla nao-

pak pozorována v keratinocytech depigmentované pokožky postižené vitiligem (Kim et Lee,

2010). Exprese AQP3 klesá s věkem a po vystavení pokožky chronickému slunečnímu zá-

ření (Bonté, 2011).

Obr. 2: Mechanismus hydratace kůže, hojení ran a tumorogeneze závislý na AQP3 (převzato

a upraveno z Hara-Chikuma et Verkman, 2008).
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2.6 Vybrané markery diferenciace keratinocytů

2.6.1 Keratiny

Keratiny (K) jsou hlavní strukturální proteiny epiteliálních buněk. Tvoří cytoplazmatickou

sít’ 10 - 12 nm širokých intermediálních filament. Jsou kódovány rodinou více než 50 genů,

které jsou specificky exprimovány v závislosti na odlišných vývojových drahách a fyziolo-

gických požadavcích (Coulombe et Omary, 2002; Hesse et al., 2004; Schweizer et al., 2006).

Keratiny se dělí na keratiny typu I, kam se řadí K9 – K10, K12 – K28, K31 – K40 a kera-

tiny typu II zahrnující K1 – K8 a K71 – K86 (Schweizer et al., 2006). ). Keratiny typu I a II

se v poměru 1:1 sestavují do heteropolymerů (Coulombe et Omary, 2002).

Jelikož keratiny zpevňují buňky a poskytují jim ochranu před mechanickým stresem, je-

jich ztráta vede k výraznému „změkčení“ buněk. Keratiny také brání intracelulární deformaci

buněk a zvyšují jejich elasticitu (Fuchs et Cleveland, 1998; Ramms et al., 2013). Jak je uve-

deno dále, mutace jednotlivých keratinů způsobují různá kožní onemocnění.

Důležitou roli v regulaci organizace keratinových filament hraje reverzibilní fosforylace,

což bylo pozorováno např. u K19 (Zhou et al., 1999). Hyperfosforylace keratinů se objevuje

jako odpověd’ na stres a na většinu zranění a nemocí. V případě K8 a K18 je hyperfosforylace

spolehlivým ukazatelem progrese onemocnění jater, např. cirhózy nebo virové hepatitidy

typu C. Význam hyperfosforylace v rozvoji jaterních onemocnění však není zcela jasný.

Předpokládá se, že poskytuje buňce mechanickou ochranu nebo naopak podporuje progresi

onemocnění (Toivola et al., 2004).

Degradace keratinů probíhá dvěma biochemickými drahami, a to prostřednictvím kaspáz

nebo pomocí ubikvitin-proteázového systému. Ubikvitinace je součástí obratu keratinů zpro-

středkovaného proteázami a je inhibována hyperfosforylací keratinů (Ku et Omary, 2000).

Degradace kaspázami probíhá pravděpodobně u všech keratinů typu I. Byla prokázána u K14,

K15, K17, K18 a K19 (Ku et al., 1997; Ku et Omary, 2001; Caulín et al., 1997; Badock et al.,

2001).

2.6.1.1 Keratin 14

Keratin K14 (typ I) je spolu s K5 (typ II) exprimován v mitoticky aktivních buňkách bazální

vrstvy. Při přesunu buněk ze stratum basale do dalších vrstev během epidermální diferenci-
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ace je exprese K5 a K14 postupně snižována, a naopak je indukována exprese markerů K1,

K10 nebo involukrinu (Fuchs et Green, 1980).

Zvýšené hladiny markerů diferenciace keratinocytů a výrazně snížená buněčná prolife-

race jsou pozorovány u buněk, kterým chybí K14. Další známkou K14 deficietních buněk

je zvýšená hladina klíčového regulátoru diferenciace dlaždicových buněk, Notch1. Vypnutí

exprese K14 také vede ke snížení tumorogenního potenciálu, což bylo dokázáno na buněčné

linii získané z lidského jazyka postiženého spinocelulárním karcinomem (Alam et al., 2011).

Delece K14 vede k závažnému dědičnému onemocnění epidermolysis bullosa simplex.

K14 deficientní myši mají rozsáhlé puchýře a umírají 2 dny po porodu, což naznačuje důle-

žitou roli K14 v zachování mechanické integrity epiteliálních buněk (Chan et al., 1994).

2.6.1.2 Keratin 1

Přechod keratinocytů z proliferační bazální vrstvy do postmitotické trnové vrstvy je charak-

terizován změnou v expresi keratinů. Místo bazálních keratinů K5, K14 a K15 jsou postupně

exprimovány suprabazální keratiny K1 (typ II) a K10 (typ I) (Fuchs et Green, 1980; Tseng

et al., 1982; Stoler et al., 1988). Mutace K1 jsou spojeny s různými kožními onemocně-

ními, nejznámější je epidermolytická hyperkeratóza (Rothnagel et al., 1992; Cheng et al.,

1992). Naopak vzácná jsou autozomální kožní onemocnění postihující kůži dlaní a pat, ke-

ratosis palmoplantaris striata a ichtyosis hystrix typu Curth-Macklin (Whittock et al., 2002;

Sprecher et al., 2001).

2.6.1.3 Keratin 10

K10 je spolu s K1 exprimován v suprabazálních vrstvách epidermis a společně tvoří důleži-

tou součást stratum corneum (Bowden et al., 1984). Mutace K1 a K10 jsou spojeny s epi-

dermolytickou hyperkeratózou. Při této nemoci dochází ke shlukování keratinových filament

a k degeneraci terminálně diferencovaných epidermálních buněk. Charakteristické je zčer-

venání kůže a tvorba puchýřů, které postupně mizí a začíná být patrná tlustá, ichtyotická

kůže (Rothnagel et al., 1992; Cheng et al., 1992).
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2.6.2 Filaggrin

Termín filaggrin (z angl. filament-aggregating protein) byl poprvé použit v roce 1981 a popi-

soval třídu proteinů izolovaných ze stratum corneum. Filaggrin je kationický protein bohatý

na histidin, který hraje důležitou roli při tvorbě rohového obalu (Steinert et al., 1981). Je syn-

tetizován v granulární vrstvě epidermis v pozdních fázích diferenciace, jako velký (∼400

kDa ), nerozpustný a silně fosforylovaný prekurzor profilaggrin, který se akumuluje v kera-

tohyalinových granulech (Dale et Ling, 1979; Lonsdale-Eccles et al., 1980; Harding et Scott,

1983; McKinley-Grant et al., 1989). Profilaggrin je během přechodu z granulární vrstvy

do stratum corneum defosforylován a proteolyticky štěpen na jednotlivé molekuly filag-

grinu (37 kDa). Poločas rozkladu filaggrinu je asi 6 hodin, poté je degradován na volné ami-

nokyseliny potřebné pro zachování epidermální osmolarity a flexibility (Candi et al., 2005).

Přeměna profilaggrinu na filaggrin umožňuje filaggrinu fungovat jako keratin-agregující pro-

tein v korneocytech, což má za následek sdružování keratinových filament do makrofibril.

Ty jsou stabilizovány zesít’ováním s jinými proteiny prostřednictvím transglutamináz. Shlu-

kování do makrofibril umožňuje keratinovým proteinům přežít proteolytickou remodelaci,

ke které dochází v průběhu terminální diferenciace keratinocytů (Manabe et al., 1991; Candi

et al., 1998; Steinert et Marekov, 1995).

Exprese filaggrinu v kultivovaných keratinocytech je indukována po dosažení buněčné

konfluence, extracelulárním vápníkem a nedostatkem kyslíku (Resing et al., 1993; Wong

et al., 2014). Dále jeho expresi indukuje cholesterol sulfát prostřednictvím zvýšené ex-

prese RORα (retinoid-related orphan receptor) (Hanyu et al., 2012). Akumulace filaggrinu

je regulována prostřednictvím epidermální kaspázy 14 (CASP14), dále serinovou proteázou

matriptázou (MT-SP1), která je nezbytnou složkou při zpracování profilaggrinu (Denecker

et al., 2007; List et al., 2003).

Filaggrin je jedním z klíčových proteinů zapojených do bariérové funkce kůže. Nedosta-

tek filaggrinu sám o sobě narušuje tvorbu epidermální bariéry, což má mimo jiné za následek

zvýšenou citlivost na UV záření (Mildner et al., 2010). Mutace v genu pro filaggrin byly

identifikovány jako hlavní faktor způsobující atopickou dermatitidu (AD) (Palmer et al.,

2006). Kůže postižená akutní AD je charakterizována výrazně sníženou expresí filaggrinu

a zároveň zvýšenou expresí interleukinů IL-4 a IL-13. Keratinocyty diferencované v příto-
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mnosti těchto dvou látek vykazují výrazně sníženou expresi filaggrinu (Howell et al., 2007).

Filaggrin hraje roli také při vzniku běžné kožní choroby ichtyosis vulgaris (Sybert et al.,

1985).

2.6.3 Involukrin

Rozpustný cytozolický protein involukrin (INV) je dalším z prekurzorů rohového obalu

(Rice et Green, 1979). Během tvorby tohoto obalu je INV zesít’ováň prostřednictvím transglu-

tamináz a slouží jako „kostra“ pro přidávání dalších proteinů (Steinert et Marekov, 1997).

INV je označován jako marker časné terminální diferenciace, jelikož jeho syntéza začíná

poté, co se keratinocyty přestanou dělit, ale před začátkem zesít’ování proteinů (Fiona et

Watt, 1983). Tvorba INV nastává až ve chvíli, kdy jsou keratinocyty ve značné vzdálenosti

od bazální vrstvy. Je známo, že keratinocyty se během migrace z bazální vrstvy postupně

zvětšují, iniciace syntézy INV tedy koreluje s buněčnou velikostí (Sun et Green, 1976; Watt

et Green, 1981).

Existuje mnoho látek, které pozitivně regulují expresi INV. V keratinocytech kultivo-

vaných in vitro je exprese INV indukována vápníkem, vitamínem D3, kortikosteroidy nebo

estery forbolu (Su et al., 1994b; Cline et Rice, 1983; Takahashi et Iizuka, 1993). Zvýšená

exprese byla zaznamenaná v přítomnosti interleukinů IL-13 a IL-17A (Chen et al., 2013).

Mezi další látky zvyšující hladinu INV dále patří interferon IFN-γ, tumor nekrotizující fak-

tor TNF-α a endotelin ET-1 (Takahashi et al., 1999; Chen et al., 2013). Zvýšená exprese

INV byla prokázána také u buněk, jejichž plazmatické membrány postrádaly cholesterol,

který se podílí na tvorbě rohového obalu (Jans et al., 2004).

Zvýšená exprese INV byla detekována u psoriázy. Ve zdravé kůži se INV nachází pouze

v horních vrstvách stratum spinosum, zatímco v lézích psoriatické kůže je detekován v celé

této vrstvě (Chen et al., 2013). U pacientů s AD byly naopak zaznamenány výrazně snížené

hladiny INV, s čímž souvisí také snížená exprese tohoto markeru v přítomnosti cytokinů

Th2, které jsou v kůži těchto pacientů nadměrně exprimovány (Kim et al., 2008). Snížené

hladiny INV se vyskytují také v keratinocytech postižených Hailey-Hailey chorobou (česky

benigní familiární pemfigus). Toto autozomálně dominantní kožní onemocnění bylo poprvé

popsáno bratry Haileyovými v roce 1939 a je charakterizováno tvorbou puchýřů a šupinatých
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erytematozních plaků, které se objevují v místech tření, jakými jsou třísla, krk nebo podpaží

(Aberg et al., 2007; Yordanova et Gospodinov, 2007).

2.6.4 Lorikrin

Epidermální zrohovatělý buněčný obal pomáhá udržovat strukturální integritu pokožky a je

zásadní pro správnou funkci epidermální bariéry (Hohl, 1990). Jeho hlavní složkou je lori-

krin (LOR) tvořící minimálně 70 % hmoty (Steven et Steinert, 1994). Kromě LOR obsahuje

zrohovělý obal komplex specifických proteinů, jakými jsou například involukrin, cystatin A,

trichohyalin, proteinová rodina SPRR (small proline rich protein) a dalších cca 20 proteinů

(Rice et Green, 1979; Kartasova et al., 1987; Lee et al., 1993; Kartasova et van de Putte,

1988). Exprese LOR probíhá v granulární vrstvě epidermis, kde je skladován v keratohya-

linních granulech (Mehrel et al., 1990; Steven et al., 1990; Yoneda et al., 1992). Během

terminální diferenciace se LOR z granulí uvolňuje a spolu s dalšími uvedenými proteiny

je kovalentně zesít’ován prostřednictvím transglutamináz a sestaven do zrohovělého obalu

(Steinert et Marekov, 1995; Greenberg et al., 1991).

LOR je protein bohatý na glycin, serin a cystein. Skládá se z 315 aminokyselinových

zbytků a má velikost 26 kDa (Mehrel et al., 1990; Hohl et al., 1991b). Intenzita exprese LOR

se liší podle části těla, hojně se vyskytuje např. v perianální oblasti, méně v kůži v oblasti

nohou (Hohl et Piérard, 1993).

In vitro je transkripce genu pro LOR indukována prostřednictvím vápníku, protein ki-

názy C a buněčnou konfluencí, a naopak je potlačena působením kyseliny retinové (Hohl

et al., 1991a; Dlugosz et Yuspa, 1993). Snížená exprese LOR a INV je zaznamenána v kůži

pacientů postižených AD (Kim et al., 2008). Tito pacienti mají zvýšené hodnoty interleukinů

IL-4 a IL-13 (Hamid et al., 1994). Bylo prokázáno, že keratinocyty diferencující se v přítom-

nosti těchto interleukinů, výrazně inhibují indukci LOR a INV (Kim et al., 2008). Snížená

exprese LOR byla prokázána také u psoriázy (Giardina et al., 2004).

Heterozygotní mutace LOR byly identifikovány ve dvou formách dominantně dědičných

kožních onemocnění. Prvním z nich je ichtyotická varianta Vohlwinklova syndromu a dru-

hým je specifická varianta progresivní symetrické erytrokeratodermy (erythrokeratodermia

progressiva symmetrica). Pro tyto poruchy byl zaveden souhrnný název lorikrinová kerato-

derma. Kůže pacientů trpících onemocněními spojenými s mutací LOR je postižena hyper-
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keratózou dlaní a plosek nohou (palmoplantární hyperkeratóza) a má „voštinovitý“ vzhled

(Maestrini et al., 1996; Korge et al., 1997; Ishida-Yamamoto et al., 1997; Ishida-Yamamoto

et Iizuka, 1998; Armstrong et al., 1998). Léčba těchto onemocnění není jednoduchá, nejčas-

těji se využívá systémová terapie pomocí retinoidů.
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2.7 Látky ovlivňující diferenciaci keratinocytů

Kapitola se zabývá nejrůznějšími látkami, které ovlivňují expresi markerů diferenciace ke-

ratinocytů. Některé z těchto látek jsou díky svým účinkům používány jako součást léčivých

přípravků, např. deriváty vitamínů A a D jsou využívány při léčbě psoriázy. U jiných je po-

tenciální využití v léčivech studováno.

2.7.1 Vápník

V roce 1980 Hennings a jeho kolegové dokázali, že proliferace a iniciace diferenciace ke-

ratinocytů závisí na koncentraci vápenatých iontů (Ca2+). Po zvýšení koncentrace extracelu-

lárního Ca2+ z 0,09 mM na 1,2 mM se proliferující keratinocyty začaly velmi rychle diferen-

covat (Hennings et al., 1980). Hennings pracoval s myšími epidermálními buňkami, ale jeho

závěry byly později potvrzeny i na lidských keratinocytech (Pillai et al., 1988). Ca2+ zahajuje

proces diferenciace prostřednictvím na transkripci závislých i nezávislých drah (Bikle et al.,

2012). Na transkripci nezávislým mechanismem je např. tvorba desmozomů, které pokožce

poskytují mechanickou oporu. Po zvýšení koncentrace na 1,2 mM se desmozomy začaly tvo-

řit za méně než 5 minut (Hennings et Holbrook, 1983). Na transkripci závislá dráha zahrnuje

aktivaci promotorů zodpovědných za odpověd’ na Ca2+, jako je aktivační protein 1 (AP1),

jehož přítomnost byla dokázána u INV nebo K1 (Ng et al., 1996; Huff et al., 1993).

Při nízkých koncentracích extracelulárního Ca2+ (např. 0,03 mM) se keratinocyty rychle

množí a produkují fenotyp bazálních buněk. Pokud je koncentrace zvýšena nad 0,1 mM

(tzv. vápníkový přepínač), keratinocyty se začínají diferencovat a prochází morfologickými

změnami zahrnujícími zejména tvorbu buněčných kontaktů, které jsou pro diferenciaci ne-

zbytné (Hennings et al., 1980; Bikle et al., 2012). Mezi tyto kontakty patří adherentní spoje,

těsné spoje a desmozomy (Müller et al., 2008a; Niessen, 2007). Vápenaté ionty aktivují

fosfolipázu C, která hydrolyzuje fosfatidylinozitol-4,5-bifosfát na diacylglycerol a inozitol-

1,4,5-trifosfát (IP3). IP3 aktivuje protein kinázu C (PKC) a mobilizuje intracelulární Ca2+

(Jaken et Yuspa, 1988; Tu et Bikle, 2013). Zvýšená hladina Ca2+ poté indukuje buněčnou

adhezi zprostředkovanou E-kadherinem a ta následně aktivuje další signální molekuly, které

jsou nezbytné pro správný průběh diferenciace a přežití buněk. Mezi tyto signální molekuly
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patří např. fosfatydilinozitol-3-kináza (PI3K), Akt nebo fosfolipáza C γ 1 (PLCγ1) (Pece et

Gutkind, 2000; Pece et al., 1999; Xie et al., 2005).

Změny v koncentracích vápníku keratinocyty vnímají prostřednictvím vápníkového re-

ceptoru spřaženého s G-proteinem (calcium receptor, CaR) (Bikle et al., 1996). Inaktivace

CaR zabraňuje buněčné adhezi zprostředkované E-kadheriny a následné aktivaci PLCγ1 (Tu

et al., 2008). Důležitou roli v diferenciaci hraje kromě CaR množství vápníkových kanálů,

mezi nimi i "superrodina" kanálů TRP, dělící se do 6 podskupin. Např. aktivace kanálu

TRPC6 specifickým aktivátorem hyperforinem je dostačující k zahájení diferenciace. Na-

opak umlčení tohoto kanálu prostřednictvím siRNA silně potlačuje diferenciaci keratinocytů

(Elsholz et al., 2014; Müller et al., 2008b).

Pro správný průběh diferenciace je důležitá koncentrace jak extracelulárního Ca2+, tak in-

tracelulárního. Extracelulární Ca2+ je zodpovědný za buněčnou soudržnost zprostředkovanou

tvorbou desmozomů, adherentních a těsných spojů, intracelulární signalizace má za ná-

sledek stabilitu těchto komplexů a podporuje tak proces diferenciace (Bikle et al., 2012).

Ve skutečnosti zvýšená koncentrace extracululárního Ca2+ vede ke zvýšení hladiny intrace-

lulárního Ca2+ (Bikle et al., 1996).

V epidermis existuje strmý gradient vápenatých iontů, který dosahuje maxima ve stratum

granulosum (> 20 µM) a poté směrem ke stratum corneum klesá. Velmi nízký obsah vápníku

ve stratum corneum (< 3 µM) je způsobem tím, že relativně "vysušené" buňky této vrstvy

nejsou schopny rozpouštět ionty (Menon et al., 1985; Komuves et al., 2002; Celli et al.,

2010). Většina intracelulárního Ca2+ je skladována v Golgiho aparátu (GA) a endoplazma-

tickém retikulu (ER) (Celli et al., 2010). Zabráněním exprese CaR prostřednictvím stimulace

vápníkových pump ER a GA (SERCA2 a SPCA1), dochází k redukci intracelulárních zásob

Ca2+ a k omezení množství vápníku, který může být uvolněn po přidání extracelulárního

Ca2+ (Tu et al., 2007). Mutace těchto vápníkových pump jsou příčinou Hailey-Hailey cho-

roby a Darierovy choroby, které jsou charakteristické sníženou hladinou Ca2+ v ER a GA

(Hu et al., 2000; Sakuntabhai et al., 1999).
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Obr. 3: Navrhovaný model aktivace signální dráhy diferenciace keratinocytů indukované

vápníkem (převzato a upraveno z Xie et al., 2005).

2.7.2 Vitamín D

Kůže je hlavním zdrojem vitamínu D, jehož aktivní formou je 1,25-dihydroxyvitamín D3

(1,25-(OH)2D3) (Bikle et Pillai, 1993). Vitamín D3 je v kůži tvořen dvoustupňovým me-

chanismem ze 7-dehydrocholesterolu (7-DHC). UV záření přemění 7-DHC na previtamín

D3, který následně izomerizuje na vitamín D3 neboli cholekalciferol (Holick, 1981). Tento

druhý krok tvorby vitamínu D3 zajišt’uje jeho trvalé uvolňování do těla, kde prochází meta-

bolickými reakcemi. Nejprve je v játrech přeměněn na 25-hydroxyvitamín D3 (25-(OH)2D3),

poté v různých tkáních dochází k přeměně na další metabolity, z nichž nejúčinější je 1,25-

(OH)2D3 (Bikle et Pillai, 1993). Kromě tvorby v kůži je vitamín D získáván též ve formě

D2 a D3 z potravy (Jones et al., 1998).

1,25-(OH)2D3 je známý tím, že inhibuje proliferaci keratinocytů a podporuje jejich dife-

renciaci. Tyto účinky jsou zprostředkovány receptorem pro vitamín D (VDR). 1,25-(OH)2D3

se váže na VDR a ten následně aktivuje transkripci genů, v jejichž promotorech se nachází

sekvence označovaná jako vitamín D-responzivní element (Haussler et al., 1998). Indukce
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diferenciace keratinocytů vitamínem 1,25-(OH)2D3 byla poprvé pozorována v 1983 na my-

ších buňkách (Hosomi et al., 1983).

Vitamín D má na diferenciaci keratinocytů podobné účinky jako vápník. V přítomnosti

1,25-(OH)2D3 dochází ke zvýšení hladin mRNA INV a transglutamináz (Su et al., 1994a).

Je ale důležité podotknout, že efekt 1,25-(OH)2D3 na keratinocyty závisí na dávce a na kulti-

vačních podmínkách (Su et al., 1994a; Gniadecki, 1996). Dalším důkazem, že 1,25-(OH)2D3

hraje roli v indukci diferenciace keratinocytů je fakt, že zvyšuje hladinu intracelulárního váp-

níku (Pillai et Bikle, 1991). V přítomnosti 1,25-(OH)2D3 jsou zaznamenány zvýšené hladiny

mRNA vápníkového receptoru CaR. Je pravděpodobné, že zvýšení hladin CaR zesiluje od-

pověd’ intracelulárního Ca2+ na extracelulární a přispívá tak ke zvýšenému influxu vápníku

kanály. To je jeden z možných způsobů, kterými 1,25-(OH)2D3 zvyšuje hladinu intracelulár-

ního Ca2+ a podporuje tak vápníkem indukovanou diferenciaci (Ratnam et al., 1999).

Na regulaci tvorby 1,25-(OH)2D3 se podílí několik cytokinů a růstových faktorů včetně

interferonu-γ (IFN-γ) (Bikle et al., 1989), tumor nekrotizujícího faktoru-α (TNF-α) (Bikle

et al., 1991), epidermálního růstového faktoru EGF a transformujícího růstového faktoru

TGF-α (Lehmann, 1997).

Takalcitol, kalcipotriol a maxakalcitol jsou analoga 1,25-(OH)2D3, která se úspěšně pou-

žívají k léčbě psoriázy. Bylo zjištěno, že tato analoga potlačují proliferaci keratinocytů a sti-

mulují tvorbu zrohovělého obalu s podobnou účinností jako 1,25-(OH)2D3 (Takahashi et al.,

2003).
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Obr. 4: Chemické struktury vitamínu D3, takalcitolu, kalcipotriolu a maxakalcitolu.

2.7.3 Vitamín A

Vitamín A (retinol) a jeho deriváty retinoidy mají zásadní význam pro udržování homeostázy

tkání a regulaci epiteliální diferenciace. U zvířat je deficit vitamínu A spojen s rozvojem dlaž-

dicových metaplazií epitelu oka, nosní sliznice a respiračního traktu, slinných žláz, slinivky

břišní, pohlavních a močových cest (Lotan, 1980).

Nejvyšší koncentrace vitamínu A v pokožce byly identifikovány v rohové a granulární

vrstvě (1,06 µg/g proteinu), v dalších vrstvách se jeho koncentrace postupně snižuje (Törmä

et Vahlquist, 1990). Mezi nejčastěji se vyskytující retionidy v pokožce patří kyselina re-

tinová, retinol, acylestery retinolu a 3-dehydroretinylu (Vahlquist, 1982). Bylo dokázáno,

že kyselina retinová ovlivňuje diferenciaci keratinocytů tím, že potlačuje transkripci genu

pro LOR (Hohl et al., 1991a).

Pokud epidermální keratinocyty kultivujeme v nepřítomnosti vitamínu A, buňky se shlu-

kují, jsou stratifikované a začínají syntetizovat K1, naopak syntéza keratinů K13 a K19 je re-

dukována. Po přidání retinol acetátu (přirozeně se vyskytující forma vitamínu A) do média

je syntéza K1 zcela potlačena, zatímco syntéza K13 a K19 je jeho účinkem zvýšena (Fuchs

et Green, 1981).
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Retinoidy jsou už desítky let ve velké míře využívány v dermatologii, později se ně-

které z nich začaly uplatňovat také v jiných oblastech medicíny, např. v onkologii. Příznivé

účinky retinoidů byly pozorovány v léčbě akné, psoriázy, ichtyózy, keratodermy nebo rako-

viny kůže. Uplatňují se také jako látky oddalující stárnutí kůže (Futoryan et Gilchrest, 1994).

Obr. 5: Chemické struktury derivátů vitamínu A.

2.7.4 Sfingolipidy

Během diferenciace keratinocyty akumulují velké množství lipidů, které jsou využity k tvorbě

lamel stratum corneum (Schürer et al., 1991). Přibližně 50 % lipidů stratum corneum tvoří

sfingolipidy, v rámci nichž převažují ceramidy (Paragh et al., 2008).

Některé sfingolipidy mají vliv na proliferaci a diferenciaci keratinocytů. Například v pří-

tomnosti syntetických analog ceramidů s krátkým řetězcem, N-acetylsfingosinu, N-oktanoyl-

sfingosinu a N-hexanoylsfingosinu je stimulována syntéza INV a tvorba zrohovělého obalu,

inhibována proliferace a zvýšena aktivita transglutamináz. Na druhé straně, při vhodné kon-

centraci sfingosinu může docházet k mírné stimulaci proliferace buněk (Wakita et al., 1994).

Také deriváty sfingolipidu sfinganin, hexanoylsfingosin, hexanoylfytosfingosin, sfingo-

sinsalicylát a fytosfingosinsalicylát podporují diferenciaci keratinocytů a potenciálně tak mo-

hou být využity pro kosmetické a dermatologické účely (Paragh et al., 2008).
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Obr. 6: Chemické struktury sfingolipidů.

2.7.5 Avarol

Avarol je seskviterpenoidní hydrochinon izolovaný z mořské houby Dysidea avara (Minale

et al., 1974), u kterého byly zjištěny významné farmakologické účinky včetně protizánětlivé,

protinádorové a antivirové aktivity (Ferrándiz et al., 1994; Kurelec et al., 1985; Loya et Hizi,

1990).

Bylo zjištěno, že při koncentraci 10 µM avarol potlačuje expresi K10. Ve stejném expe-

rimentu byly také použity estery avarolu označené 2 - 4, aminoderiváty 6 - 15 a derivát číslo

5, ošetřený kyselinou salycilovou. U derivátů 10, 13, 14 a 15 byla prokázána schopnost inhi-

bovat růst keratinocytů. Derivát 13 také výrazně inhiboval hladiny mRNA TNF-α. Jelikož

v léčbě psoriázy se uplatňují látky blokující signální dráhu TNF-α, byl tento benzylaminový

derivát avarolu navržen jako potencionální antipsoriatické léčivo (Amigó et al., 2006).
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Obr. 7: Chemická struktura avarolu.

2.7.6 Arzen

Chronické vystavení organismu anorganickému arzenu je spojeno s mnoha nepříznivými

účinky na zdraví, včetně rakoviny plic, kůže nebo močového měchýře. Arsen v oxidačních

stavech III+ a V+ způsobuje reverzibilní potlačení diferenciace normálních i maligních ke-

ratinocytů, což bylo dokázáno pozorováním snížené exprese INV, FLG a transglutaminázy

1. V případě INV je toto potlačení částečně zprostředkováno prvky odezvy promotoru AP-1

(Jessen et al., 2001).

2.7.7 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy hrají důležitou roli v regulaci různých fyziologických procesů jako metabo-

lismus, buněčná proliferace a diferenciace nebo zánětlivé a imunitní odpovědi. Lokální tera-

pie pomocí glukokortikoidů byla představena v roce 1952 Sulzbergerem a Wittenem a od té

doby je používána k léčbě mnoha dermatologických onemocnění včetně psoriázy, atopické

a seboroické dermatitidy, intertriga a ekzému.

Glukokortikoidy mají specifické účinky na diferenciaci keratinocytů. Aplikace glukokor-

tikoidů indukuje expresi transglutaminázy 1 a FLG.

Na expresi INV mají glukokortikoidy opačný, inhibiční efekt. Je zajímavé, že k potlačení

exprese INV dochází pouze v nižších suprabazálních vrstvách, zatímco ve vyšších granulár-

ních vrstvách ke změně nedochází. Tyto výsledky naznačují, že glukokortikoidy inhibují

časné stádia diferenciace a podporují terminální diferenciaci (Stojadinovic et al., 2007).
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2.7.8 Nikotin a acetylcholin

Do diferenciace keratinocytů jsou zapojeny také acetylcholin a nikotin. Acetylcholin reguluje

transmembránový transport a intracelulární metabolismus Ca2+. Je syntetizován, vylučován

a degradován keratinocyty. Acetylcholin je v těle rozpoznáván dvěma typy receptorů, niko-

tinovými a muskarinovými. Oba typy jsou exprimovány na povrchu keratinocytů (Grando

et al., 1993, 1995a,b). Aktivací nikotinových receptorů je stimulován vstup vápníku do kera-

tinocytů. Dále se zvyšuje počet buněk tvořících rohový obal a exprimujících K10, transglu-

taminázu I, INV a FLG, čímž dochází k urychlení procesu diferenciace (Grando et al., 1996).

Obr. 8: Chemické struktury nikotinu a acetylcholinu.

2.7.9 Geraniin

Listy rostliny Phyllanthus muellerianus (Kuntze) se v západní Africe tradičně používají

k hojení ran. Dominantní látkou v extraktu je geraniin. Geraniin je taninový derivát ze sku-

piny ellagitaninů, který pozitivně ovlivňuje diferenciaci keratinocytů. Po ošetření buněk

touto látkou byla podstatně zvýšena exprese markerů INV, K1 a K10 (Agyare et al., 2011).
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Obr. 9: Chemická struktura geraniinu.

2.7.10 Radix rubiae

Kořen rostliny Rubia cordifolia L. (mořena srdčitá) neboli Radix rubiae je v čínské medi-

cíně tradičně využíván k léčbě psoriázy. Jednou z frakcí Radix rubiae je etylacetát. Pokud

keratinocyty kultivujeme v médiu s různými koncentracemi etylacetátu více než 2 dny, do-

chází k výrazné stimulaci tvorby rohového obalu. Je zajímavé, že Radix rubiae podporuje

diferenciaci keratinocytů silněji než vápenaté ionty. Po 4 dnech kultivace je také podstatně

zvýšena exprese INV a transglutaminázy 1. Etylacetát ovlivňuje i expresi keratinů. Hladiny

K5 a K14, které jsou exprimovány v bazální vrstvě epidermis a souvisí s buněčnou prolife-

rací, jsou po 4 dnech kultivace výrazně sníženy. Na druhé straně, exprese markerů terminální

diferenciace K1 a K10 je po ošetření etylacetátem zvýšena. Tyto poznatky naznačují, že Ra-

dix rubiae je schopný zvyšovat tvorbu rohového obalu a indukovat terminální diferenciaci

keratinocytů (Zhou et al., 2012).

Obr. 10: Chemická struktura etylacetátu.
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2.7.11 Kinetin

U rostlinného hormonu kinetinu bylo zaznamenáno několik účinků na lidské buňky, včetně

zpomalení stárnutí (Rattan et Clark, 1994). Později byl dokázán jeho vliv také na diferenciaci

keratinocytů. V přítomnosti kinetinu jsou zaznamenány zvýšené hladiny K10 a INV, zatímco

vyšší koncentrace kinetinu (např. 80 µM) způsobují snížení K14. I když kinetin sám o sobě

není silným induktorem diferenciace, v kombinaci s vápníkem se jeho efekt na diferenciaci

keratinocytů zvyšuje (Berge et al., 2006).

Obr. 11: Chemická struktura kinetinu.

2.7.12 Kurkumin, apigenin a EGCG

EGCG (epigalokatechin-3-galát) je bioaktivní polyfenol s antioxidační aktivitou získaný

ze zeleného čaje. V keratinocytech zvyšuje aktivitu promotoru involukrinu, a tím i jeho

expresi. Aktivace transkripce INV je řízena p38 MAPK signální kaskádou, která zahrnuje

protein kinázu C, Ras, MEKK1, MEK3 a p38. MAPK kaskáda řídí expresi INV prostřednic-

tvím regulace hladiny faktoru AP-1, která je v přítomnosti EGCG zvýšena (Balasubramanian

et al., 2002). Bylo zjištěno, že aktivace této dráhy prostřednictvím EGCG má za následek

zvýšení hladiny proteinů vázajících se na zesilovač transkripce CCAAT (C/EBP) a zvy-

šuje tvorbu komplexu na vazebném místě C/EPB DNA promotoru INV, což je spojeno se

zvýšenou aktivitou promotoru. (Balasubramanian et Eckert, 2004).

Dalším účinkem EGCG je zvyšování počtu zrohovělých buněk, čímž napomáhá k tvorbě

zrohovělého obalu. S podporou diferenciace souvisí také snížená buněčná proliferace. Bylo
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dokázáno, že proliferace keratinocytů je v přítomnosti EGCG inhibována (Balasubramanian

et al., 2002).

Antagonistou EGCG je antioxidant kurkumin (diferuloylmetan), polyfenol izolovaný

z rosliny Curcuma longa, který je známý svými protinádorovými účinky (Aggarwal et al.,

2003). Kurkumin inhibuje nárůst hladiny C/EPB a endogenního INV, a snižuje tak aktivaci

promotoru závislou na EGCG. Kurkumin a EGCG mají tedy protichůdné účinky na genovou

expresi INV prostřednictvím regulace funkce transkripčního faktoru C/EPB (Balasubrama-

nian et Eckert, 2004).

Podobné účinky jako kurkumin má flavonoid apigenin vyskytující se v petrželi, tymiánu,

mátě peprné a dalších bylinách (Balasubramanian et Eckert, 2007). Apigenin má inhibiční

efekt na proliferaci rakovinných buněk, což naznačuje jeho možné chemopreventivní využití

(Sarkar et Li, 2004). Současná aplikace apigeninu nebo kurkuminu s EGCG potlačuje zvý-

šení v aktivitě promotoru involukrinu pINV-241, které je závislé na EGCG. Apigenin, stejně

jako kurkumin, inhibuje EGCG-dependetní aktivaci exprese endogenního proteinu INV. Api-

genin s kurkuminem tedy mohou bránit pozitivnímu účinku EGCG na diferenciaci keratino-

cytů (Balasubramanian et Eckert, 2007).

Obr. 12: Chemické struktury apigeninu, kurkuminu a EGCG.
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2.7.13 Oligosacharidy a polysacharidy

V tradiční medicíně je pro dermatologickou léčbu využíváno široké spektrum rostlin s vy-

sokým obsahem sacharidů. Mnoho z těchto látek ovlivňuje proliferaci a diferenciace kerati-

nocytů. Rostlinné polysacharidy jsou mnohdy součástí krémů, kde fungují jako stabilizující

a aktivní komponenty nebo jako složky tvořící gel. Také lidské mateřské mléko obsahuje

směs oligosacharidů, které mají vliv na diferenciaci keratinocytů (Deters et al., 2005a).

Při kultivaci buněk s polysacharidy izolovanými z orobince širokolistého (Typha latifolia

L.) a chaluhy bublinaté (Fucus vesiculosus L.), a s oligosacharidy mateřského mléka, kerati-

nocyty zastavují svůj normální růst vedoucí k typickým epiteliálním monovrstvám, a naopak

prochází silnou trojrozměrnou diferenciací, pro kterou je charakteristická tvorba tmavých

buněčných kup. Stejné chování buňky vykazují po přidání ionoforu A23187, což je typický

induktor diferenciace. Polysacharidy z uvedených rostlin a mléčné oligosacharidy výrazně

stimulují expresi INV (Deters et al., 2005a).

Polysacharidy izolované z ibišku súdánského (Hibiscus sabdariffa L.) také vyvolávají

zvýšenou expresi INV a indukují tak časnou diferenciaci keratinocytů. Kromě toho silně

stimulují proliferaci těchto buněk (Brunold et al., 2004).

Mírné zvýšení v expresi markeru diferenciace INV bylo zaznamenáno i po ošetření kera-

tinocytů polysacharidy z osemení jitrocele vejčitého (Plantago ovata Forssk.) (Deters et al.,

2005b).

Silným induktorem terminální diferenciace keratinocytů je polysacharid xyloglukan zís-

kaný ze semen lichořeřišnice větší (Tropaeolum majus L.). V přítomnosti této látky dochází

ke zvyšení hladiny INV, LOR a K10, zatímco FLG není xyloglukanem ovlivněn. Xyloglukan

inhibuje aktivaci receptoru pro epidermální růstový faktor (EGFR). EGFR signalizace vede

k aktivaci transkripčního faktoru CREB, který iniciuje přechod buňky z proliferační fáze

do stádia terminální diferenciace (Zacharski et al., 2015).
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2.8 Psoriáza

Psoriáza neboli lupénka je autoimunitní zánětlivé kožní onemocnění charakteristické hyper-

proliferací a abnormální diferenciací epidermálních keratinocytů. Toto onemocnění postihuje

přibližně 2 - 3 % populace. Existuje více typů psoriázy, z nichž nejčastější je chronická lo-

žisková psoriáza představující 85 - 90 % všech případů (Zhang et al., 2012). Na základě

rozsahu postižení a ovlivnění kvality života pacientů rozlišujeme lehkou, střední a těžkou

formu psoriázy (Krueger et al., 2000).

Psoriatická pokožka je erytematózní, zesílená a šupinatá. Tyto znaky jsou vysvětleny

zvýšeným růstem a dilatací povrchových krevních cév, a stejně působivou hyperplazií epi-

dermis. V postižené epidermis keratinocyty velmi rychle proliferují a dozrávají, ale proces

terminální diferenciace není úplný. Keratinocyty v rohové vrstvě stále obsahují neporušené

jádro (parakeratóza) a uvolňují jen několik extracelulárních lipidů, které normálně napo-

máhají adhezi korneocytů. Neschopnost psoriatických keratinocytů se hromadit a vylučovat

extracelulární lipidy způsobuje šupinatění pokožky a zhroucení ochranné bariéry, zatímco

výrazné rozšíření cév v dermis způsobuje viditelné zčervenání postižených míst.

V pokožce postižené psoriázou je počet proliferujících buněk zdvojnásoben, zatímco

buněčný cyklus je asi 8 krát kratší. Denní produkce keratinocytů je asi 28 krát vyšší než

v normální epidermis (Weinstein et al., 1985). Při vzniku onemocnění hrají důležitou roli

T-lymfocyty, které spouští řetězec buněčných a molekulárních reakcí vedoucích k tvorbě pso-

riatických lézí. Kromě T-buněk jsou pozorovány imunitní abnormality také u B-lymfocytů,

monocytů, netrofilů a erytrocytů. Psoriáza je podmíněna především Th1 lymfocyty (T hel-

per 1), jež pod vlivem interleukinu 12 (IL-12) produkují IFN-γ a TNF-α. Existuje stále více

důkazů o důležitosti nové populace T-lymfocytů, Th17, v rozvoji této choroby. Th17 buňky

jsou stimulovány IL-23 k produkci IL-17 a IL-22. Tyto 2 interleukiny jsou odpovědné za roz-

voj akantózy (rozšíření pokožky v důsledku ztluštění stratum spinosum) v psoriatické kůži.

V rozvoji onemocnění hrají důležitou roli také genetické faktory a vnější prostředí.

Klíčové procesy v udržování nemoci jsou uvolňování IL-23 kožními dendritickými buň-

kami, produkce prozánětlivých mediátorů IL-17A, IL-17F, IL-22 buňkami Th17 a Tc17

(cytotoxické buňky typu 17) a produkce IFN-γ a TNF-α Th1 a Tc1 buňkami. Tyto medi-

átory působí na keratinocyty, což vede k aktivaci, proliferaci a produkci antimikrobiálních
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peptidů, chemokinů a proteinů S100. Tyto látky působí zpětně na imunitní buňky produkující

mediátory zánětu, a tím se udržuje cyklus nemoci. I když jsou pro rozvoj psoriázy klíčové

změny v keratinocytech, deregulace funkce fibroblastů nebo endoteliálních buněk může také

k patogenezi přispívat (Balato et al., 2012).

Jak již bylo uvedeno, s psoriázou souvisí změny některých markerů diferenciace kera-

tinocytů. V pokožce postižené lupénkou jsou zaznamenány zvýšené hladiny proteinu INV.

Stejný efekt můžeme pozorovat u normálních keratinocytů kultivovaných v přítomnosti cyto-

kinů charakteristických pro psoriázu IFN-γ, TNF-α, IL-13 nebo IL-17A (Chen et al., 2013).

Odlišné účinky má psoriáza na expresi LOR, která je v psoriatické pokožce výrazně snížena.

Je ovšem zajímavé, že ve zdravé kůži byla zaznamenána podstatně nižší exprese LOR než

v oblasti lézí od stejného pacienta (Giardina et al., 2004).

K léčbě psoriázy jsou využívány různé metody, od lokálních přípravků pro mírnější

formy až po fototerapii a systémovou léčbu pro těžší formy onemocnění. Indikace pro léčbu

vychází z lokálních symptomů (bolest, svědění, snížená manuální zručnost), kosmetických

problémů nebo ze spojení obou. Cílem léčby je snížení závažnosti a rozsahu onemocnění

tak, aby pacientovi nepřekáželo v osobním, pracovním ani společenském životě. K lokální

léčbě se velmi často využívají různé zvláčňující přípravky a krémy, které hydratují a změk-

čují šupinatý povrch kůže. Pravděpodobně nejpoužívanějším keratolytickým (změkčujícím

zrohovatělou vrstvu pokožky) přípravkem je mast s obsahem kyseliny salicylové a to bud’ sa-

mostatně, nebo v kombinaci s uhelným dehtem nebo lokálními kortikosteroidy. Léčba za po-

moci přípravků s uhelným dehtem se většinou provádí společně s UVB fototerapií. Použití

těchto přípravku je ale omezené. Na normální kůži mají i v nízkých koncentracích dráž-

divý účinek, způsobují aknotické vyrážky, kromě toho nepříjemně zapáchají. Ve vzácných

případech byl po léčbě uhelným dehtem zaznamenán vznik rakoviny kůže. Dalšími látkami

využívanými k lokální léčbě jsou kalcipotrien, kortikosteroidy a anthralin. Kalcipotrien patří

mezi analoga vitamínu D a má minimální efekt na metabolismus vápníku. Používá se pro

pacienty s lehkou až střední formou psoriázy. Na systémovou léčbu psoriázy jsou využívány

např. systémové kortikosteroidy, etretinát (derivát vitamínu A) nebo cyklosporin (Greaves

et Weinstein, 1995). Psoriáza je také úspěšně léčena již uvedenými analogy 1,25-(OH)2D3,

takalcitolem a maxakalcitolem, která potlačují proliferaci a indukují diferenciaci keratino-

cytů (Takahashi et al., 2003).
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Existuje také přírodní způsob léčby psoriázy. Tradiční čínská medicína využívá k léčbě

lupénky několik bylin. Mezi nejpoužívanější patří Oldenlandia diffusa, podzemní stonek

Smilax glabra, květ světlice barvířské (Carthamus tinctorius), dále kořeny rostlin rehmá-

nie lepkavé (Rehmania glutinosa), anděliky čínské (Angelica synensis), šalvěje červenoko-

řenné (Salvia miltiorrhiza), pivoňky čínské (Paeonia lactiflora), Dictamnus dasycarpus, Li-

thospermum erythrorhizon a Glycyrrhiza uralen (Tse, 2003). Slibným léčivem je také již

zmíněný Radix rubiae, jenž inhibuje proliferaci keratinocytů a podporuje tvorbu rohového

obalu (Zhou et al., 2012).

Obr. 13: Schéma patogeneze psoriázy (převzato a upraveno z Balato et al., 2012).
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3 Materiály a metody

3.1 Seznam použitých přístrojů, zařízení a chemikálií

3.1.1 Kultivační plasty (firma TPP)

Kultivační lahve s víčkem 75 cm2

Kultivační destička 96-jamková 0,33 cm2

Kultivační misky

Škrabky

3.1.2 Přístroje a zařízení

analyzér luminiscence FLA-7000 FUJIFILM

automatické pipety Eppendorf

Bürkerova komůrka Marienfeld

CO2 inkubátor MCO-18AIC SANYO

CFX96TM Real-Time System Bio-Rad

cykler DNA Engine Peltier Thermal Cycler Bio-Rad

cykler C100 Touch Bio-Rad

destičkový spektrofotometr Sunrise (Tecan)

dokumentační systém (CCD kamera) LAS-4000 (FUJIFILM)

elektroforetická sestava Mini-Plus Hoefer

elektroforetický zdroj EC 105 E-C Apparatus Laboratories

elektroforetický zdroj EC 3000P E-C Apparatus Laboratories

flowbox s vertikálním prouděním vzduchu TC 48 Gelaire, Flow Laboratories

fluorescenční reader pro mikrotitrační destičky Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems)

chlazená centrifuga BR4i Jouan

kamera DP71 Olympus

mikroskop IX51 Olympus

NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific

stolní centrifuga Mini Spin Eppendorf

41



sestava pro elektroforézu a blot Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad)

spektrofotometr EnSpireTM Multimode Plate Reader Perkin Elmer

světlocitlivá kazeta BAS Cassette 2025 FUJIFILM

termomixér Thermomixer Comfort Eppendorf

třepací inkubátor Mixing Block MB-102 BIOER

třepačka KS 260 Basic IKA

ultrazvuk HD 2200 BANDELIN SONOPLUS

ultrazvuková lázeň RK31 BANDELIN SONOREX

váhy 440-33N Kern

vortex Minishaker MS2 IKA

vortex V-1 Plus Biosan

vývěva KIF LAB Laboport

zdroj světla TH4-200 Olympus

3.1.3 Chemikálie

2-merkaptoetanol SERVA

50bp DNA ladder BioSystems

AA - akrylamid SERVA Electrophoresis

acetát sodný Sigma

agaróza Sigma

aprotinin Sigma-Aldrich

APS - persíran amonný SERVA Electrophoresis

BIS - N,N´-metylenbisakrylamid SERVA Electrophoresis

bromfenolová modř Sigma-Aldrich

BSA - hovězí sérový albumin Sigma-Aldrich

destilovaná voda LRR Olomouc

DMEM - Dulbecco´s Modified Eagle Medium Invitrogen

DMSO - dimetylsulfoxid Sigma-Aldrich

EDTA - etylendiamintetraoctové kyselin Sigma-Aldrich
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EGTA - etylenglykoltetraoctová kyselina Sigma-Aldrich

etanol 70% Lach Ner s.r.o.

etanol 96% Lach Ner s.r.o.

fetální sérum Sigma-Aldrich

glutamin Sigma

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Thermo Fisher Scientific

chloroform Sigma-Aldrich

izopropanol Sigma

JumpStartTM Taq DNA polymeráza Sigma-Aldrich

KiCqStart R© qPCR ReadyMixTM Sigma-Aldrich

Large DNA ladder BioSystems

luminol substrát Thermo Scientific

N2 tekutý dusík Linde

n-butanol Sigma-Aldrich

penicilin-streptomycin roztok Sigma-Aldrich

Ponceau S Sigma-Aldrich

ProtoScript R© First Strand cDNA Syntesis Kit New England Biolabs

SDS - dodecylsíran sodný Lach Ner s.r.o.

Temed - tetrametyletylenediamin Sigma-Aldrich

TRIS SERVA Electrophoresis

TRITON X-100 Sigma-Aldrich

Trypsin Sigma-Aldrich

Tween 20 MP

3.1.4 Roztoky

• AA+Bis roztok (200 ml): 58,4 g AA; 1,6 g Bis+AA (rozpuštěno v objemu 200 ml

H2O)

• APS 10%: 0,1 g APS; 1 ml H2O

• blotovací pufr 10x: 30,3 g TRIS + 144 g Glycin + 1 l H2O
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• DNA nanášecí pufr 10×: 25 mg bromfenolová modř; 1 ml 10% SDS; 7 ml H2O; 3 ml

glycerol

• EDTA 0,5 mM (500 ml): 0,073 g EDTA; 450 ml PBS

• EGTA 0,5% (500 ml): 2,5 g EGTA; 500 ml PBS; úprava pH na 7,2; přefiltrováno přes

0,22 µm filtr

• ELFO pufr 10× (1 l): 30,24 g TRIS; 144 g glycin; 10 g SDS

• kultivační médium DMEM 10% (500 ml): 440 ml DMEM; 50 ml fetální sérum; 5 ml

penicilin-streptomycin roztok; 5 ml glutamin

• lyzační pufr: 1 ml RIPA pufr; 1 µl 1000× leupeptin; 1 µl 1000× aprotinin; 10 µl 100×

PMSF; 1 µl 1M DDT

• PBS (1 l): 3,58 g Na2HPO4 . 12 H2O; 0,2 g KH2PO4; 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 950 ml

H2O; úprava pH na hodnotu 7,4; doplnění do 1 l, přefiltrování přes 0,22 µm filtr

• SDS 10% : 5 g SDS + 50 ml H2O

• SDS 5x (10 ml): 3,1 ml 1M TRIS pH 6,8 + 1 g SDS + 5 ml Glycerol + 0,5 ml 1% BPB

+ 0,5 ml

• TAE pufr 10× (0.5 l): 199,8 ml 1M TRIS pH 8,8; 8 ml koncentrované ledové octové

kyseliny; 10 ml 0.5M EDTA (úprava pH na hodnotu 8 a doplnění H2O do 0,5 l)

• TBS: 4,84 g TRIS; 58,44 g NaCl; 1 l voda; úprava pH na hodnotu 7,5; doplnění do 2 l

• TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCl

• TRIS pH 8,8: 48,46 g 1M TRIS; 400 ml HCl

• trizol (100 ml): 40,65 g fenol; 9,46 g guanidine thiokyanát; 3,16 g thiokyanát amonný;

3,33 ml 3M acetát sodný (pH 5); 5 ml glycerol
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3.1.5 Testované látky

V rámci praktické části bakalářské práce byly testovány tyto látky z chemické knihovny

Laboratoře růstových regulátorů:

2-[(8,9-dihydro-7H-purin-6-ylamino)metyl]fenol, orto-topolin oT

3-[(8,9-dihydro-7H-purin-6-ylamino)metyl]fenol, meta-topolin mT

4-[(8,9-dihydro-7H-purin-6-ylamino)metyl]fenol, para-topolin pT

6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-enylamino)purin, trans-zeatin tZ

6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-enylamino)purin, cis-zeatin cZ

6-izopentenylaminopurin iP

6-izopentenylaminopurin ribozid iPR

6-benzylaminopurin BAP

6-benzylaminopurin ribozid BAPR

N6-(2-hydroxy)benzyladenozin, ortho-topolin ribozid oTR

N6-(3-hydroxy)benzyladenozin, meta-topolin ribozid mTR

N6-(4-hydroxy)benzyladenozin, para-topolin ribozid pTR

N6-(trans-4-hydroxy-3-metyl-2-buten-1-yl)adenozin, trans-zeatin ribozid tZR

N6-(cis-4-hydroxy-3-metyl-2-buten-1-yl)adenozin, cis-zeatin ribozid cZR

N6-furfuryladenin, kinetin Kin

N6-furfuryladenozin, kinetin ribozid KR

3.1.6 Protilátky

• K1 - kozí protilátka (sc-17091) proti králičímu IgG (sc-2768, Santa Cruz) s navázanou

křenovou peroxidázou, ředění 1:1000

• K10 - myší protilátka (sc-23877) proti králičímu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s navá-

zanou křenovou peroxidázou, ředění 1:1000

• K14 - myší protilátka (sc-53253) proti králičímu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s navá-

zanou křenovou peroxidázou, ředění 1:1000

45



• INV - myší protilátka (sc-21748) proti králičímu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s navá-

zanou křenovou peroxidázou, ředění 1:1000

3.1.7 Primery

• K10_F: 5´-AATCAGATTCTCAACCTAACAAC-3´ (Minner et al., 2010)

• K10_R: 5´-TTCCTCTTGCTTTGATGGG-3´(Minner et al., 2010)

• K10_F: 5´-ATGTCTGTTCGATACAGCTCAAG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

• K10_R: 5´-CTCCACCAAGGGAGCCTTTG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

• K10_F: 5´-TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC-3´ (Borowiec et al., 2013)

• K10_R: 5´-GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA-3´ (Borowiec et al., 2013)

• K1_F: 5´-TCAATCTCGGTTGGATTCGGA-3´ (Lee et al., 2009)

• K1_R: 5´-CCACCTTGGTCATATAAGCACC-3´ (Lee et al., 2009)

• K1_F: 5´-ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC-3´ (Borowiec et al., 2013)

• K1_R: 5´-CTTGGCATCCTTGAGGGCATT-3´ (Borowiec et al., 2013)

• K1_F: 5´-GGTGCTTATATGACCAAGGTGG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

• K1_R: 5´-ATGCTGTCCAGGTCGAGACT-3´ (Cherbuin et al., 2015)

• K14_F: 5´-CGATGGCAAGGTGGTGTC-3´ (Minner et al., 2010)

• K14_R: 5´-GGGTGAAGCAGGGTCCAG-3´ (Minner et al., 2010)

• AQP3 p912_F: 5´-TTTGGCTTTGCTGTCACTCTG-3´ (Pisarchik et al., 2004)

• AQP3 p913_R: 5´-AAGCACATGGCAAAGGTCAC-3´ (Pisarchik et al., 2004)

• IVL_F: 5´-TGAAACAGCCAACTCCAC-3´ (Minner et al., 2010)

• IVL_R: 5´-CTCATCCAGCACCCTACG-3´ (Minner et al., 2010)

• LOR_F: 5´-TCATGATGCTACCCGAGGTTTG-3´ (Minner et al., 2010)
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• LOR_R: 5´-CAGAACTAGATGCAGCCGGAGA-3´ (Minner et al., 2010)

• FLG_F: 5´-GGGCACTGAAAGGCAAAAAG-3´ (Minner et al., 2010)

• FLG_R: 5´-CACCATAATCATAATCTGCACTACCA-3´ (Minner et al., 2010)

3.1.8 Biologický materiál

• SVK14 - nediferencované imortalizované lidské kožní keratinocyty

• HaCaT - diferencované imortalizované lidské kožní keratinocyty

• kromě HaCaT pěstovaných ve standartních podmínkách jsem použila i buňky kulti-

vované v médiu se sníženou koncentrací vápenatých iontů, u kterých se předpokládá

ztráta diferenciace

• BJ - lidské kožní fibroblasty

Celková RNA izolovaná z linie SVK14.

3.2 Použité metody

3.2.1 Kultivace buněk

Obě buněčné linie byly kultivovány v plastových kultivačních lahvích T75 (75 cm2) vhod-

ných pro adherentní linie. Buňky byly kultivovány v živném médiu DMEM obsahující 10 %

fetálního bovinního séra, glutamin o finální koncentraci 3,97 M, antibiotika streptomycin

(100 µg/ml) a penicilin (100 IU/ml). Kultivace probíhala v inkubátoru, kde byly udržovány

tyto podmínky: teplota 36,5 - 37,5 ◦C, podíl CO2 v atmosféře 5,5 % a 100% relativní vlhkost

vzduchu. Pasážování buněk probíhalo cca při 80% konfluenci. Veškerá manipulace s buněč-

nými liniemi probíhala ve sterilním prostředí laminárního boxu.

3.2.2 Příprava buněk na experimenty

Z kultivačních láhví bylo odsáto médium. Buňky byly omyty 2 ml EGTA (0,5 mM), čímž

byly odstraněny zbytky média. K odlepení buněk ze dna lahve byl použit 1 ml trypsinu

(0,5 g prasečí protein/1 l média) a lahve byly po dobu jeho působení (cca 5 minut) umístěny
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do inkubátoru. Po odlepení byly buňky opláchnuty 4 ml média a přeneseny do zkumavky.

Následovala centrifugace při laboratorní teplotě (1 000 g, 5 min). Médium s trypsinem bylo

odsáto a pelet byl resuspendován přesně v 5 ml média. Buňky byly spočítány za pomoci

Bürkerovy komůrky. Suspenze byla vhodně zředěna médiem na požadovanou koncentraci

a buňky byly nasazeny do kultivačních lahví nebo mikrotitračních desek. Teplota média

i roztoků byla vždy cca 37 ◦C.

Do kultivačních lahví byly následující den přidány testované látky rozpuštěné v DMSO,

jehož obsah byl obvykle nižší než 0,1 %. Ke kontrolním buňkám bylo přidáno DMSO

a to ve stejném objemu jako testované látky. Buňky byly s testovanými látkami inkubovány

různě dlouhou dobu, obvykle 24, 72 nebo 168 hodin.

3.2.3 Sklízení buněk

Po dané době inkubace bylo z kultivačních nádob odsáto médium. Buňky byly seškrábány

do 1 ml trizolu a přeneseny do 1,5 ml zkumavky. Buňky byly v trizolu inkubovány 10 minut

při pokojové teplotě a poté uloženy do -80 ◦C nebo ihned zpracovány.

3.2.4 Izolace RNA klasickou metodou

Vzorek v trizolu byl rozmražen na ledu a promíchán pomocí vortexu. Ke vzorku bylo přidáno

200 µl chloroformu, po dobu 30 s byl vortexován a poté inkubován 10 minut při pokojové

teplotě. Po inkubaci byl vzorek stočen v centrifuze (12 000 rcf, 15 min, 4 ◦C) a jednot-

livé složky byly rozděleny na lipidy (spodní část), DNA (zakalený prstenec) a RNA (horní

složka). RNA byla přepipetována do nové sterilní 1,5 ml mikrozkumavky do níž bylo při-

dáno stejné množství izopropanolu a vrstvy byly krátkým protřepáním promíchány. Vzorek

byl 5 minut inkubován při pokojové teplotě a opět zcentrifugován (12 000 rcf, 10 min,

4 ◦C). Po odstranění supernatantu byl pelet promyt 1,5 ml 75% ethanolu a vzorek byl

lehce promíchán, aby došlo pouze k odlepení peletu. Vzorek byl následně stočen v centri-

fuze (12 000 rcf, 10 min, 4 ◦C). Supernatant byl odpipetován, vzorek v otevřené mikrozku-

mavce byl sušen do zprůhlednění peletu. Finálně byl vzorek rozpuštěn ve 40 µl sterilní vody

a opakovaným pipetováním byl promíchán. Následovala inkubace po dobu 10 min při 60 ◦C,

poté byl vzorek ihned ochlazen na ledové tříšti a byl uložen do mrazáku (-80◦C).
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3.2.5 Izolace RNA pomocí kolonek

Izolace RNA kolonkovou metodou probíhala za použití PureLink R© RNA Mini kitu. Ke vzor-

ku buněk v 1 ml trizolu bylo napipetováno 200 µl chloroformu a zkumavka byla důkladně

protřepána po dobu 15 s. Následovala tříminutová inkubace při laboratorní teplotě a poté

byla zkumavka stočena v centrifuze (12 000 g, 15 min, 4 ◦C). Vodná fáze s RNA byla pře-

pipetována do nové zkumavky a bylo k ní přidáno stejné množství 70% ethanolu, obsah byl

promíchán na vortexu. Poté bylo 700 µl vzorku přeneseno na kolonku, zkumavky byly sto-

čeny v centrifuze při laboratorní teplotě (12 000 g, 15 s). Ke vzorku bylo přidáno 700 µl

promývacího pufru I, zkumavka byla zcentrifugována (12 000 g, 15 s) a obsah byl přenesen

do nové zkumavky. Následně byl vzorek dvakrát promyt pomocí promývacího pufru II a zku-

mavka byla opět zcentrifugována (12 000 g, 1 min). Centrifugace probíhala při laboratorní

teplotě. Po centrifugaci bylo na střed kolonky naneseno 30 µl RNase-free vody, následovala

inkubace po dobu 60 s. Mikrozkumavka byla stočena v centrifuze při laboratorní teplotě

(12 000 g, 2 min). Vzorky byly uloženy do mrazáku (-80 ◦C). Čistota a koncentrace RNA

byla změřena na NanoDropu.

3.2.6 Reverzní transkripce pomocí ProtoScript R© First Strand cDNA Syntesis kitu

Reverzní transkripce byla provedena pomocí dvou druhů kitů - ProtoScript R© First Strand

cDNA Syntesis kitu, nebo High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu. Při použití prv-

ního zmíněného kitu byly komponenty směsi připraveny dle následující tabulky (Tab. 2).

Tab. 2: Složení RT-PCR směsi ProtoScript R© First Strand cDNA Syntesis kitu.

Objem na 1 reakci [µl]

2× reakční pufr 10

10× enzymový mix 2

d(T)23 VN 2

RNA podle koncentrace

RNase-free voda podle objemu RNA
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Před provedením reverzní transkripce byla koncentrace RNA změřena na NanoDropu.

Do reakce byla RNA naředěna s RNase-free vodou tak, aby její koncentrace byla 1 µg/µl.

Reakce probíhala v termobloku při 42 ◦C, 1 hodinu. Následně byla teplota zvýšena

na 80 ◦C po dobu 5 minut, čímž došlo k inaktivaci enzymů. Po dokončení reakce byly

vzorky ihned použity pro polymerázovou řetězovou reakci nebo uloženy do mrazáku (-20
◦C).

3.2.7 Reverzní transkripce pomocí High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu

Reverzní transkripce byla provedena za použití High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kits. Jednotlivé složky byly napipetovány do stripů (viz Tab. 3) a krátce stočeny v minicent-

rifuze.

Tab. 3: Složení RT-PCR směsi High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu.

Objem na 1 reakci [µl]

10× reakční pufr 2

25× dNTP Mix 0,8

10× RT Random primery 2

MultiScribeTM reverzní transkriptáza 1

Nuclease-free voda 4,2

RNA podle koncentrace

RNase-free voda podle objemu RNA

Koncentrace vyizolované RNA byla změřena na NanoDropu. Do RT reakce byla RNA

naředěna s RNase-free vodou tak, aby její koncentrace byla 1 µg/µl. Celkový objem RT-PCR

směsi jednoho vzorku činil 20 µl.

Reakce probíhala v cykleru pomocí programu pro RT (viz Tab. 4). Po dokončení reakce

byly vzorky uloženy do -20 ◦C nebo ihned použity pro polymerázovou řetězovou reakci.
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Tab. 4: Teplota a doba jednotlivých kroků programu pro RT.

Teplota [◦C] Čas [min]

Krok 1 25 10

Krok 2 37 120

Krok 3 85 5

3.2.8 Polymerázová řetězová reakce

Chemikálie pro polymerázovou řetězovou reakci (PCR) byly rozmraženy na ledu, promí-

chány pomocí vortexu a krátce stočeny v minicentrifuze. Následně byly připraveny podle

tabulky (viz Tab. 5).

Tab. 5: Složení PCR směsi.

Objem na 1 reakci [µl]

sterilní voda 14,52

10mM deoxynukleotidy 0,72

10× PCR pufr 2

forward primer 0,18

reverse primer 0,18

JumpStar polymeráza 0,4

cDNA 2

Uvedená množství jednotlivých složek byla napipetována do sterilních stripů. Stripy byly

krátce stočeny v minicentrifuze a umístěny do cykleru, kde prošly daným počtem cyklů

za následujících podmínek (viz Tab. 6).

Podle potřeby byl měněn počet cyklů reakce od 30 do 37. Po skončení finální extenze

byly vzorky v cykleru ochlazeny na 4 ◦C a uloženy do mrazáku (-20 ◦C) nebo ihned zpraco-

vány.
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Tab. 6: Teplota a doba jednotlivých kroků PCR.

Teplota [◦C] Čas [s]

počáteční denaturace 94 300

denaturace 94 40

annealing podle použitých primerů 30

extenze 72 90

finální extenze 72 300

3.2.9 Polymerázová řetězová reakce v reálném čase

Potřebné komponenty pro polymerázovou řetězovou reakci v reálném čase (Real-Time PCR)

byly rozmraženy na ledu a napipetovány do sterilních stripů (viz Tab. 7).

Tab. 7: Složení Real-Time PCR směsi.

Objem na 1 reakci [µl]

KiCqStart R© SYBR R© Green qPCR ReadyMixTM 10

forward primer 0,18

reverse primer 0,18

sterilní voda 8,64

cDNA 1

Po napipetování všech složek do stripů byly stripy krátce stočeny v minicentrifuze a umís-

těny do cykleru s danými podmínkami (viz Tab. 8). Po ukončení procesu byly vzorky ochla-

zeny cyklerem na 4 ◦C a poté byly ihned zpracovány nebo umístěny do mrazáku (-20 ◦C).
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Tab. 8: Teplota a doba jednotlivých kroků Real-Time PCR.

Teplota [◦C] Čas [s]

počáteční denaturace 95 180

denaturace 95 15

annealing podle použitých primerů 30

extenze 60 30

finální extenze 72 5

3.2.10 Elektroforetická separace produktů PCR a jejich detekce

Elektroforetická separace probíhala v horizontálním uspořádání v 1% agarózovém gelu, poz-

ději byl použit gel 1,5%.

Agaróza v 1× TAE pufru byla rozvařena v mikrovlnné troubě. Po zchladnutí na asi 60 ◦C

bylo k agaróze přidáno barvivo GelRed (v objemu 5 µl na 100 ml) a gel byl nalit do elektro-

foretické vany. Po ztuhnutí gelu a vyjmutí hřebínků byla vana naplněna 1× TAE pufrem.

Do první jamky bylo naneseno 3 µl markeru molekulové hmotnosti (50bp DNA ladder).

Do dalších jamek byly napipetovány vzorky z PCR (10 µl), které byly nejprve smíchány

s 10× DNA nanášecím pufrem. Elektroforéza probíhala 30 - 60 min při napětí cca 100 V.

Pro detekci a vizualizaci byl použit UV-transiluminátor FLA-4000 (Fujifilm). Byly poří-

zeny snímky gelů se zviditelněnými produkty.

3.2.11 Toxicita na buněčných liniích

Hodnocení toxicity testovaných látek bylo provedeno v 96-jamkových deskách. Nejdříve

byly nasazeny buňky v daném počtu do jamek (80 µl/ jamka), druhý den byly k buňkám při-

dány testované látky. Deska vždy obsahovala také kontrolu a slepý vzorek kvůli odečtení po-

zadí. Látky byly aplikovány v ředící řadě o 6 koncentracích, v triplikátu. Desky byly po dobu

3 dnů uloženy v inkubátoru. Poté bylo k buňkám přidáno barvivo resazurin a následovala tří-

hodinová inkubace v inkubátoru. Resazurin je v buňkách redukován na fluoreskující růžové

barvivo resorufin. Fluorescence byla změřena pomocí spektrofotometru EnSpireTM Multi-

mode Plate Reader při vlnové délce excitace 544 nm a emise 590 nm. Dále byla změřena

absorbance při vlnové délce excitace 570 nm a emise 600 nm.
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3.2.12 Sklízení buněk pro analýzu proteinů

Z kultivační lahve bylo odsáto médium. Do lahve bylo přidáno 10 ml vychlazeného 1× PBS

a buňky do něj byly seškrábány. Po stočení do zkumavek následovala centrifugace při 1620 g,

5 min, 4 ◦C. Supernatant byl odsán a pelet resuspendován v 10 ml ledového 1× PBS.

Zkumavky byly za stejných podmínek opět stočeny na centrifuze, pelet byl resuspendován

v 1 ml 1× PBS a suspenze byla opět zcentrifugována. Po odsátí supernantu byl pelet ve zku-

mavce ponořen do tekutého dusíku. Vzorek byl zamražen v -80 ◦C nebo byl ihned zlyzován.

Veškerá manipulace se vzorky probíhala na ledu.

3.2.13 Příprava proteinových lyzátů

Pro lýzování buněk byl nejprve připraven lyzační roztok dle tabulky (viz Tab. 9).

Tab. 9: Složení lyzačního roztoku.

Objem [µl]

RIPA 9987

1M DTT 1

1000× aprotinin 1

1000× leupeptin 1

100 mM PMST 10

K peletu ve zkumavce byl přidán lyzační roztok, jehož objem byl určen na základě

velikosti peletu. Pelet byl v roztoku resuspendován a poté sonifikován utrazvukovou son-

dou (10 s, 3 cykly) nebo inkubován 30 min na ledě. Suspenze byla stočena na centrifuze

(30 min, 17090 g, 4 ◦C). Supernant byl přepipetován do nové mikrozkumavky a jeho objem

byl zaznamenán. Pomocí metody Bradfordové byla stanovena celková koncentrace proteinů.

Ke vzorkům byl přidán lyzační pufr a 5× SDS s merkaptoetanolem tak, aby se docílilo

stejné koncentrace u všech proteinových vzorků.
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3.2.14 Elektroforetická separace a Western blotting

Mikrozkumavky s lyzáty byly zdenaturovány v termobloku (95 ◦C, 2 min). Separace probí-

hala pomoc vertikální elektroforézy. Objem vzorku pipetovaného do jamek 12,5% SDS-PAA

gelu (složení viz Tab. 10) záležel na koncentraci proteinů. Množství proteinů aplikované

do jamek bylo v rozmezí 25 - 40 µg. Do první jamky byl nanesen hmotnostní proteinový

standard. Elektroforéza probíhala cca 2 hodiny při napětí 70 - 120 V v 1× ELFO pufru.

Tab. 10: Složení lyzačního roztoku.

Dělící 12,5% gel Zaostřovací 5% gel

Objem [ml] Objem [ml]

H2O 0,97 1,75

AA + Bis 1,95 0,42

Tris pH 8,8 / 6,8 1,75 0,31

temed 0,0031 0,0025

10% SDS 0,047 0,025

10% APS 0,0187 0,015

Po dokončení byly proteiny za pomoci western blottingu přeneseny na nitrocelulózovou

membránu. Blotování probíhalo po dobu 2 hodin při napětí 270 mA v blotovacím aparátu.

Poté byla membrána s proteiny obarvena v roztoku Ponceau S, opláchnuta destilovanou vo-

dou a usušena.

3.2.15 Imunodetekce

Membrána s přenesenými proteiny byla nařezána na proužky dle velikosti cílového proteinu.

Následně byla promyta v PBS do úplného odbarvení Ponceau S a blokována na třepačce

v 5% mléku v PBS nebo v 5% BSA v TBS/0,1% Tween 1 hod při laboratorní teplotě. Poté

byla na membránu nanesena primární protilátka naředěná podle potřeby 100 - 2000×. Mem-

brána byla inkubována přes noc v uzavřené vlhké komůrce v lednici. K ukončení inkubace

došlo opakovaným promýváním v PBS/TBS s 0,1% Tweenem na třepačce. Membrána byla

umístěna na parafilm a byla na ni nanesena sekundární protilátka značená křenovou pero-
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xidázou (ředění 1:1000). Následovala hodinová inkubace ve vlhké komůrce při laboratorní

teplotě. Po dokončení inkubace byla membrána opět promyta v PBS/TBS s 0,1% Tweenem.

Osušená membrána byla převrstvena roztokem luminol/peroxid (1:1). Pomocí CCD kamery

byly v různých časech (1 s - 1 hod) zachyceny fotografie signálů.
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4 Výsledky

4.1 Optimalizace primerů pomocí polymerázové řetězové reakce

Pro optimalizaci primerů pro markery diferenciace keratinocytů byla použita metoda PCR

následovaná elektroforetickou separací v agarózovém gelu. Optimalizace byla prováděna

na buněčných liniích HaCaT, SVK14 a v některých případech také na linii BJ. V případě

linií BJ a HaCaT byl k optimalizaci použit pouze kontrolní vzorek, který místo testované

látky obsahoval DMSO. U linie SKV14 byly kromě kontrolního vzorku použity také vzorky

ovlivněné různými cytokininy. U všech primerů byl optimalizován počet cyklů a teplota

nasedání primerů. Rozmezí testovaných teplot bylo určeno na základě doporučené teploty

získané z programů Primer-BLAST a Primer3.

Pro jednotlivé primery byly použity různé přístupy testování (viz Tab. 11), fotografie gelů

tedy nemají jednotnou formu. Ze všech testů byl pro každou dvojici primerů vybrán pouze

jeden názorný snímek s nejlepšími výsledky.

Tab. 11: Přehled vyzkoušených teplot a buněčných linií pro optimalizaci primerů. XX -

tvorba nesprávného nebo žádného produktu, X - kromě správného produktu se vytvořil

i nespecifický produkt, OK - produkt požadované velikosti, ok - slabý produkt požadované

velikosti.
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Akvaporin 3

Pro optimalizaci byl testován následující pár primerů:

• 5´-TTTGGCTTTGCTGTCACTCTG-3´ (Pisarchik et al., 2004)

5´-AAGCACATGGCAAAGGTCAC-3´ (Pisarchik et al., 2004)

Velikost očekávaného produktu je 89 bp.

U primerů pro AQP3 byly vyzkoušeny teploty 58 - 62 ◦C a počet cyklů 30 nebo 35. Při

teplotách 58 a 59 ◦C nedošlo k tvorbě produktu. Při použití vyšších teplot (60, 61, 62 ◦C)

se u linií BJ a SVK14 vytvořil navíc druhý nespecifický produkt. Nejlepších výsledků bylo

dosaženo na buněčné linii HaCaT, kdy se po 35 cyklech při teplotě nasedání primerů 62 ◦C

vytvořil silný produkt odpovídající velikosti.

Obr. 14: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů pro AQP3. Testované linie BJ, HaCaT a SVK14.

Keratin 1

Pro optimalizaci byly testovány následující páry primerů:

• 5´-TCAATCTCGGTTGGATTCGGA-3´ (Lee et al., 2009)

5´-CCACCTTGGTCATATAAGCACC-3´ (Lee et al., 2009)

• 5´-GGTGCTTATATGACCAAGGTGG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

5´-ATGCTGTCCAGGTCGAGACT-3´ (Cherbuin et al., 2015)

Velikost očekávaného produktu primerů (Lee et al., 2009) je 155 bp, primerů (Cherbuin

et al., 2015) 173 bp.
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Pro optimalizaci byla použita linie SVK14 ošetřená vybranými cytokininy. Pro první

dvojici primerů byla vyzkoušena teplota 58 ◦C, PCR reakce proběhla v 30 cyklech. Za těchto

podmínek se vytvořil produkt o velikosti cca 1000 bp, místo požadované velikosti 155 bp.

Byly tedy vyzkoušeny primery (Cherbuin et al., 2015), pro které byla zvolena teplota 62 ◦C,

počet cyklů zůstal stejný. Velikost produktu se zmenšila na asi 350 bp, požadované velikosti

173 bp se ovšem nepodařilo docílit. Jelikož optimalizace na linii SVK14 nebyla úspěšná,

dvojice primerů (Cherbuin et al., 2015) byla použita také na kontrolním vzorku linie HaCaT,

kde se vytvořil produkt správné velikosti. Byl vyzkoušen gradient 5 teplot, počet cyklů zůstal

stejný (30).

Obr. 15: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů (Cherbuin et al., 2015) pro K1 na linii HaCaT. Gradient teplot (◦C).

Keratin 10

Pro optimalizaci byly testovány následující páry primerů:

• 5´-AATCAGATTCTCAACCTAACAAC-3´ (Minner et al., 2010)

5´-TTCCTCTTGCTTTGATGGG-3´ (Minner et al., 2010)

• 5´-TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC-3´(Borowiec et al., 2013)

5´-GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA-3´ (Borowiec et al., 2013)

Velikost očekávaného produktu primerů (Minner et al., 2010) je 162 bp, primerů (Bo-

rowiec et al., 2013) 147 bp.

Pro první dvojici primerů byly vyzkoušeny teploty 50 - 60 ◦C, počet cyklů byl vždy 30.

Primery byly testovány na liniích HaCaT i SVK14, ale k tvorbě produktu nedošlo v žádném

z experimentů. Dále byla použita dvojice primerů (Borowiec et al., 2013). Tyto primery

byly testovány na kontrolních vzorcích linií SVK14 a HaCaT za použití teplot v rozmezí

57 - 62 ◦C. PCR reakce proběhla v 30 nebo 35 cyklech. V případě linie SVK14 došlo

při nastavení 35 cyklů a při teplotách 59 a 60 ◦C k tvorbě velmi slabých produktů. Na linii
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HaCaT se při teplotě 62 ◦C vytvořil požadovaný produkt. Pro tuto linii byl tedy následně

vyzkoušen teplotní gradient 57 - 62 ◦C s dvojicí primerů (Borowiec et al., 2013). Za těchto

podmínek došlo ke tvorbě správného produktu za všech použitých teplot.

Obr. 16: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů (Borowiec et al., 2013) pro K10. Kontrolní vzorky linií SVK14 a HaCaT,

počet cyklů 35.

Keratin 14

Pro optimalizaci byl testován následující pár primerů:

• 5´-CGATGGCAAGGTGGTGTC-3´ (Minner et al., 2010)

5´-GGGTGAAGCAGGGTCCAG-3´ (Minner et al., 2010)

Velikost očekávaného produktu je 160 bp.

Primery byly testovány na kontrolním vzorku linie SVK14 v teplotním gradientu 57 -

61 ◦C. PCR reakce proběhla v 35 cyklech. Následnou gelovou elektroforézou byla ověřena

správná velikost produktů. Primery byly testovány také na linii SVK14, která byla ošetřena

různými cytokininy. V tomto experimentu byl počet cyklů snížen na 30. Výsledné produkty

měly správnou velikost, ale byly velmi slabé.

Obr. 17: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů pro K10. Kontrolní vzorek linie SVK14. Teplotní gradient (◦C).
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Filaggrin

Pro optimalizaci byl testován následující pár primerů:

• 5´-GGGCACTGAAAGGCAAAAAG-3´ (Minner et al., 2010)

5´-CACCATAATCATAATCTGCACTACCA-3´ (Minner et al., 2010)

Velikost očekávaného produktu je 80 bp.

Optimalizace primerů pro FLG byla prováděna na buněčných liniích SVK14, HaCaT

i BJ. Byly použity teploty v rozmezí 57 - 61 ◦C. Byl vyzkoušen různý počet cyklů - 30,

33, 35, 36 a 37. Optimalizace primerů pro FLG se podařila nejlépe ze všech testovaných

primerů, při teplotě 59 ◦C a použití vyššího počtu cyklů (např. 36) se vytvořily správné

a silné produkty i na linii SVK14 ošetřené cytokininy.

Obr. 18: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů pro FLG. Kontrolní vzorek linie SVK14. Teplotní gradient (◦C), 35 cyklů.

Involukrin

Pro optimalizaci byl testován následující pár primerů:

• 5´-TGAAACAGCCAACTCCAC-3´ (Minner et al., 2010)

• 5´-TTCCTCTTGCTTTGATGGG-3´ (Minner et al., 2010)

Velikost očekávaného produktu je 83 bp.

Pro optimalizaci byly použity buněčné linie SVK14, HaCaT i BJ. PCR reakce probíhala

v 30, 33 nebo 35 cyklech. Byly testovány teploty v rozmezí 52 - 60 ◦C. Při 30 cyklech se za

teploty 57 ◦C na linii SVK14 vytvořil velice slabý produkt, v ostatních případech se produkt

vůbec nevytvořil nebo došlo k vytvoření mnoha nespecifických produktů.
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Lorikrin

Pro optimalizaci byl testován následující pár primerů:

• 5´-TCATGATGCTACCCGAGGTTTG-3´ (Minner et al., 2010)

• 5´-CAGAACTAGATGCAGCCGGAGA-3´ (Minner et al., 2010)

Velikost očekávaného produktu je 87 bp.

Testování probíhalo na buněčných liniích HaCaT a SVK14. PCR reakce proběhla v 30 cyk-

lech. Byly použity teploty v rozmezí 58 - 63 ◦C. U obou linií došlo k tvorbě nespecifického

produktu, u linie HaCaT se navíc vytvořil i požadovaný produkt.

Obr. 19: Fotografie agarózového gelu s PCR produkty. Optimalizace počtu cyklů a teploty

nasedání primerů pro LOR. Kontrolní vzorky linií SVK14 a HaCaT. 30 cyklů.
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4.2 Optimalizace primerů pomocí polymerázové řetězové reakce

v reálném čase

Pro optimalizaci primerů byla kromě klasické PCR použita také metoda Real-Time PCR

(polymerázová řetězová reakce v reálném čase). Tato metoda zaznamenává množství DNA

v průběhu každého cyklu. Reakce využívá přítomnosti fluorescenčních barviv, která se in-

terkalují mezi báze DNA. Intenzita fluorescence je sledována pomocí detektoru a je přímo

úměrná množství produktu. Po proběhnutí PCR reakce byla velikost produktů ověřena elek-

troforézou v agarózovém gelu. Pro každý pár primerů byl vyzkoušen gradient 6 teplot.

Všechny experimenty byly prováděny na kontrolním vzorku (bez testované látky) buněčné

linie HaCaT. Ke zjištění případných kontaminací byla zároveň pro všechny vzorky vytvořena

negativní kontrola (NK) bez cDNA. Rozmezí testovaných teplot bylo opět určeno na základě

doporučené teploty získané z programů Primer-BLAST a Primer3.

Pro Real-Time PCR byly použity stejné dvojice primerů jako v případě klasické PCR.

Navíc byla použita dvojice primerů pro K1 (Borowiec et al., 2013) a dvojice primerů pro

K10 (Cherbuin et al., 2015).

• 5´-ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC-3´ (Borowiec et al., 2013)

• 5´-CTTGGCATCCTTGAGGGCATT-3´ (Borowiec et al., 2013)

• 5´-ATGTCTGTTCGATACAGCTCAAG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

• 5´-CTCCACCAAGGGAGCCTTTG-3´ (Cherbuin et al., 2015)

U většiny primerů se silný produkt správné velikosti vytvořil při použití všech teplot.

Nejmarkantnější rozdíl v použití různých teplot byl zaznamenán u dvojice primerů pro INV,

kdy se nejvíce produktu se vytvořilo při nejnižší použité teplotě (53 ◦C). Se zvyšující se tep-

lotou velikost produktu postupně klesala a začaly se tvořit další nespecifické produkty. V ně-

kterých případech jsou fotografie gelů kvůli přehlednosti upraveny tak, aby zobrazovaly jen

dráhy na gelu patřící k popisovanému experimentu.

63



64



65



Obr. 20: Fotografie agarózových gelů s PCR produkty. Optimalizace teploty (◦C) a nase-

dání primerů pomocí Real-Time PCR. Optimalizace primerů pro (a) AQP3 (Pisarchik et al.,

2004), (b) K1 (Lee et al., 2009), (c) K1 (Cherbuin et al., 2015), (d) K1 (Borowiec et al.,

2013), (e) K10 (Cherbuin et al., 2015), (f) K10 (Borowiec et al., 2013), (g) K14 (Minner

et al., 2010), (h) FLG (Minner et al., 2010), (ch) INV (Minner et al., 2010), (i) LOR (Minner

et al., 2010). Vedle vzorku vždy negativní kontrola (NK) bez cDNA.

Dále jsou uvedeny obrázky křivek teplot tání pro jednotlivé primery, kdy jsou barevně

odlišeny vzorky, pro které byla použita různá teplota (viz výše). Tyto grafy byly vytvořeny

v programu Bio-Rad CFX Manager. V ideálním případě by křivky jednotlivých vzorků

měly mít jeden vrchol, což se zcela nepodařilo ani u jednoho vzorku. Více vrcholů může

být způsobeno přítomností dalšího produktu, který je obvykle také viditelný na agarózovém

gelu, jak můžeme vidět např. u INV. Dalším důvodem může být tvorba dimerů primerů.

Známy jsou také případy dvoufázového tání produktu.
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Obr. 21: Grafy křivek tání produktů Real-Time PCR. Buněčná linie HaCaT s vybranými

primery. (a) AQP3 (Pisarchik et al., 2004), (b) K1 (Lee et al., 2009), (c) K1 (Cherbuin et al.,

2015), (d) K1 (Borowiec et al., 2013), (e) K10 (Cherbuin et al., 2015), (f) K10 (Borowiec

et al., 2013), (g) K14 (Minner et al., 2010), (h) FLG (Minner et al., 2010), (ch) INV (Minner

et al., 2010), (i) LOR (Minner et al., 2010).

4.3 Imunodetekce vybraných markerů diferenciace keratinocytů

Jak již bylo zmíněno, vápník je hlavním regulátorem diferenciace keratinocytů. Keratinocyty

kultivované při nízké koncentraci vápníku rychle proliferují, ale nediferencují se. Diferenci-

ace keratinocytů je iniciována, pokud je koncentrace vápníku zvýšena nad 0,1 mM (Hennings

et al., 1980).

Pro imunodetekci byly vybrány 4 markery diferenciace keratinocytů - INV a keratiny K1,

K10 a K14. Kromě HaCaT kultivovaných za standartních podmínek, byly použity i buňky

kultivované v médiu se sníženým obsahem vápenatých iontů (sérum se sníženým obsahem

vápníku pomocí chelexace). Cílem tohoto postupu provedeného podle (Deyrieux et Wilson,

2007) bylo navodit dediferenciaci těchto keratinocytů. Pracovala jsem s buňkami, u kterých

jsme již předpokládali dokončenou dediferenciaci. V případě úspěšné dediferenciace by pro-

teiny K1, K10 a INV (tedy markery diferenciace) neměly být v těchto buňkách přítomny.

Z fotografie membrány je patrné, že dediferenciace buněk nebyla úspěšná. Na membráně
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byly detekovány proteiny K10, K14 a INV. Protein K1 nebyl za daných podmínek deteko-

ván vůbec.

Obr. 22: Fotografie membrán s detekovanými proteiny. Různá doba kultivace buněčné linie

HaCaT v médiu se zvýšeným obsahem vápníku (2,8 mM; + Ca2+) a linie HaCaT

kultivované v médiu s nízkým obsahem vápníku, u kterých jsem předpokládala

dediferenciaci. (a) K14, (b) K10, (c) INV.

4.4 Hodnocení vlivů vybraných cytokininů na viabilitu keratinocytů

Cytokininy mají různé účinky na diferenciaci keratinocytů a jednotlivé markery. Pokud jsou

primární keratinocyty kultivovány v přítomnosti 40 - 200 µM kinetinu, dochází k výraz-

nému zpomalení buněčného růstu, které je spojeno s nástupem diferenciace. Kinetin zvyšuje

hladinu markerů K10 a INV. Hladina K14 je naopak po ošetření kinetinem snížena. Tyto vý-

sledky vedou k závěru, že by kinetin mohl podporovat diferenciaci keratinocytů (Berge et al.,

2006).

Pro hodnocení vlivů cytokininů na lidské keratinocyty byl použit test cytotoxicity za-

ložený na redukci barviva resazurinu. Bylo testováno několik vybraných cytokininů a je-

jich ribozidů. Pomocí spektrofotometru byly naměřeny hodnoty fluorescence a absorbance,

ze kterých byla následně vypočítána hodnota IC50. Tato hodnota udává koncentraci testo-

vané látky, při které dochází ke smrti 50 % buněk. Z testovaných cytokininů byly obecně

více toxické ribozidy, z nichž nejvyšší toxicitu vykazovaly BAPR, iPR, KR a oTR.
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Tab. 12: Vliv vybraných cytokininů na viabilitu buněčné linie HaCaT.
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Tab. 13: Vliv vybraných cytokininů na viabilitu buněčné linie SVK14.

71



5 Diskuze a závěr

Během procesu diferenciace keratinocytů dochází k syntéze proteinů nezbytných pro tvorbu

zrohovělé vrstvy epidermis. Mezi tyto tzv. markery diferenciace patří například filaggrin, in-

volukrin a některé keratiny. Jejich exprese může být ovlivněna některými látkami, jejichž ak-

tuální přehled se nachází v teoretické části této práce. Mezi tyto látky patří také fytohormony

cytokininy. Předchozí studie ukázaly, že některé cytokininy, zejména kinetin a trans-zeatin,

mají pozitivní účinky na buňky lidské kůže jakými jsou fibroblasty nebo keratinocyty (Rattan

et Clark, 1994; Rattan et Sodagam, 2005; Ji et al., 2010). U kinetinu byla prokázána schop-

nost inhibovat růst primárních keratinocytů. Tento účinek byl zesílen v kombinaci s vá-

penatými ionty. Kultivace keratinocytů v médiu se zvýšeným obsahem vápenatých iontů

a 40 µM kinetinu vedla ke snížení množství keratinu 14 exprimovaného v bazální vrstvě

epidermis a naopak byla zvýšena hladina suprabazálních markerů keratinu 10 a involukrinu.

Tyto výsledky naznačují možný diferenciační efekt kinetinu (Berge et al., 2006).

Cílem práce bylo zavést některé metody, které by umožnily hodnotit schopnost cytoki-

ninů indukovat diferenciaci keratinocytů. Jako model byly vybrány imortalizované linie Ha-

CaT a SVK14. První z nich podle literatury exprimuje markery pozdní diferenciace, druhá

ne (Boukamp et al., 1988; Bernard et al., 1985). Jako vhodná metoda se jeví detekce mar-

kerů diferenciace pomocí PCR po reverzní transkripci mRNA. Daleko pracnější imunode-

tekce po elektroforéze a westernovém přenosu může sloužit k potvrzení změn na proteinové

úrovni. Primery pro markery diferenciace keratiny 1, 10 a 14, filaggrin, involukrin a lorikrin

byly převzaty z literatury (Minner et al., 2010; Lee et al., 2009; Borowiec et al., 2013; Cher-

buin et al., 2015). Dále byla optimalizována PCR reakce pro akvaporin 3, kanál transportující

vodu a glycerol přes buněčné membrány. Primery pro akvaporin 3 byly převzaty z (Pisarchik

et al., 2004). Výchozí reakční podmínky vycházely z literatury, k nalezení vhodné teploty

nasedání primerů byl použit teplotní gradient.

Kromě keratinocytů SVK14 a HaCaT byly v některých experimentech použity i fibrob-

lasty BJ, které by neměly exprimovat geny spojené s tvorbou rohové obálky. Některé geny -

např. filaggrin, které jsou tradičně spojovány s diferenciací keratinocytů, ale exprimují, což

bylo v mých experimentech potvrzeno.
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V optimalizačních experimentech byla nejprve používaná klasická PCR s následnou

analýzou produktů na agarózovém gelu. Přestože bylo provedeno několik experimentů pro

každý pár primerů, výsledky nebyly ideální. V některých případech produkt vůbec nevznikl

nebo vznikl produkt nesprávné velikosti (např. u primerů pro involukrin a keratin 10 (Min-

ner et al., 2010)). Nejlepších výsledků bylo dosaženo s primery pro filagrin, kde se produkt

vytvořil u všech 3 testovaných linií. Zajímavé je pozorování, že produkt správné velikosti

v reakci s primery pro keratin 10 (Borowiec et al., 2013) vznikl i v linii SVK14 s naruše-

nou diferenciací. Signál byl ale velice slabý. Je možné, že buňky exprimují i malé množství

tohoto genu nebo že se v populaci buněk nachází malá frakce buněk diferencovaných. Nelze

ani vyloučit, že pozorované produkty nejsou produkty cílovými.

Protože naše laboratoř získala přístroj pro PCR v reálném čase, která nabízí oproti kla-

sické metodě řadu výhod (rychlost, snadnější možnost kvantifikace), v dalších optimaliza-

cích klasickou metodou jsem nepokračovala. PCR v reálném čase - zatím jen s cDNA s linií

HaCaT - poskytla velice rychle podstatně lepší výsledky. Produkty vznikaly pro všechny

primery napříč gradientem teplot obvykle od 57 do 66 ◦C. Ověření na agarózovém gelu po-

tvrdilo, že vzniká produkt přibližně očekávané velikosti. Ve většině případů byl přítomen

pouze cílový produkt. Problematická je zatím reakce s involukrinem, kde vznikají i produkty

nežádoucí, jak bylo patrné již z křivek tání. Nežádoucím jevem byl také v některých přípa-

dech vznik slabých produktů ve vzorcích bez cDNA. Je možné, že šlo o kontaminaci.

Další optimalizace, experimenty s ostatními liniemi a vypracování protokolu pro kvanti-

fikaci cílových cDNA bude předmětem navazující diplomové práce. Jako jedno z možných

zlepšení bych navrhla použití klonovaných sekvencí cílový amplikonů jako pozitivních kon-

trol. I moje experimenty ukazují, že přirozená kontrola se nemusí chovat dle očekávání - viz.

možná slabá exprese keratinu 10 v linii SVK14.

Dále jsem testovala možnost detekovat některé markery diferenciace pomocí imunode-

tekce po westernovém přenosu. K dispozici jsem měla protilátky proti keratinům 1, 10 a 14

a proti involukrinu. Jako biologický materiál byly použity buňky HaCaT dlouhodobě kulti-

vované v médiu s nízkou koncentrací vápenatých iontů (0,03 mM), což by mělo vést k de-

diferenciaci těchto buněk (Hennings et al., 1980). Buňky byly před sklizní kultivovány (24 -

168 hodin) v prostředí bud’ s nízkou nebo vysokou koncentrací vápenatých iontů. Použitím

imunodetekce jsem zjistila, že buňky exprimují markery keratin 10, keratin 14 a involukrin
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bez ohledu na kultivační podmínky. Přitom keratin 10 a involukrin by v případě úspěšné de-

diferenciace neměly být v této linii detekovány. Výsledky tedy ukazují, že dediferenciace

nebyla úspěšná. A to i přes to, že buňky podrobené dedifrenciačnímu protokolu měly odliš-

nou morfologii. Keratin 1 nebyl v tomto experimentu detekován vůbec, důvody jsou nejasné.

Je možné, že je třeba optimalizovat dále podmínky imunodetekce.

Dále jsem testovala vliv kinetinu a dalších přirozených cytokininů na viabilitu kerati-

nocytů. V souboru byly zastoupeny jak cytokininové báze tak ribozidy. Efekt byl sledován

pomocí testu, jehož principem bylo měření metabolické redukce modrého barviva resazu-

rinu na růžový fluoreskující resofurin. U testovaných látek byla stanovena hodnota IC50,

která byla vypočítána z naměřených hodnot fluorescence a absorbance. Experiment byl pro-

váděn na liniích keratinocytů SVK14 a HaCaT. U kinetinu byly toxické účinky zaznamenány

až při koncentracích vyšší než 100 µM. Nepodařilo se tedy potvrdit pozorování (Berge et al.,

2006), že by i nižší koncentrace kinetinu (např. 40 - 100 µM), měly na proliferaci keratino-

cytů výrazný inhibující efekt. Je nutné ale zmínit, že (Berge et al., 2006) na rozdíl ode mne

používali primární keratinocytovou linii. U obou linií byla nejvyšší toxicita pozorována u ri-

bozidů BAPR, iPR, KR a oTR, kdy pro inhibici 50 % buněk stačily koncentrace do 20 µM.

Smyslem tohoto experimentu bylo zjistit vhodné koncentrace pro budoucí diferenciační ex-

perimenty.

Výše uvedené experimenty ukazují, že používání imortalizovaných linií má významné

stinné stránky. Vhodnější by proto bylo pracovat s primárními liniemi. Jejich nevýhodou

je podstatně vyšší cena kultivačních médií a také potřeba vyčlenit speciální inkubátor, pro-

tože kultivace vyžaduje jinou koncentraci oxidu uhličitého (5,0 %) než běžná kultivace v naší

laboratoři (5,5 %).

V rámci experimentální části této práce jsem kromě vyhodnocení vlivu souboru přiro-

zených cytokininů na viabilitu keratinocytových linií také provedla sérii experimentů s cí-

lem optimalizovat protokol pro sledování diferenciace keratinocytů na úrovni transkriptomu

a proteomu. PCR v reálném čase s primery převzatými z literatury umožnila kvantitativní

detekci keratinů 1, 10 a 14, filaggrinu, involukrinu, lorikrinu a akvaporinu 3. Pomocí imu-

nodetekce po denaturační elektroforéze (SDS-PAGE) a westernovém přenosu se mi podařilo

detekovat proteiny keratin 10, keratin 14 a involukrin. Tyto metody budou po další optimali-
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zaci v rámci diplomové práce použity k hodnocení diferenciačního účinku cytokininů.
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6 Seznam zkratek

1,25-(OH)2D3 1,25-dihydroxyvitamín D3

7-DHC 7-dehydrocholesterol

AD atopická dermatitida

AE atopický ekzém

AQP akvaporin

BAP 6-benzylaminopurin

BAPR 6-benzylaminopurin ribozid

CASP14 epidermální kaspáza 14

CaR vápníkový receptor

CK cytokininy

CKX cytokinin oxidáza/dehydrogenáza

cZ cis-zeatin

cZR cis-zeatin ribozid

DMAPP dimetylallydifosfát

EGCG epigalokatechin-3-galát

ER endoplazmatické retikulum

DMSO dimetylsulfoxid

FLG filaggrin

GA Golgiho aparát

HC buněčná linie HaCaT

IFN-γ interferon γ

IL interleukin

INV involukrin

iP N6-izopentenyladenin

iPR N6-izopentenyladenozin

IP3 inozitol-1,45-trifosfát

K keratin

Kin kinetin
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KR kinetin ribozid

LOR lorikrin

mT meta-topolin

mTR meta-topolin ribozid

MT-SP1 serinová proteáza matriptáza

NK negativní kontrola

oT ortho-topolin

oTR ortho-topolin ribozid

PI3K fosfatidylinozil-3-kináza

PKC protein kináza C

PLCγ1 fosfolipáza C γ 1

pT para-topolin

pTR para-topolin ribozid

SDS dodecylsulfát sodný

SVK buněčná linie SVK14

TNF-α tumor nekrotizující faktor α

TRIS tris(hydroxymetyl)aminometan

tZ trans-zeatin

tZR trans-zeatin ribozid

VDR receptor pro vitamín D
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