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1 Uvod a cile prace

Epidermalni keratinocyty jsou vysoce specializované epitelidlni buiiky odd€lujici organismus
od vnéjsiho prostredi. Diferenciace keratinocytll je proces, pfi kterém kmenové buiiky ba-
zalni vrstvy pokoZzky postupuji nahoru a ziskdvaji funkéni schopnosti. Tim se tvoii jednotlivé
vrstvy pokozky, v nichz keratinocyty syntetizuji proteiny typické pro tyto vrstvy — tzv. mar-
kery diferenciace keratinocytli. Mezi tyto markery patfi napf. keratiny 1, 10 a 14, involukrin,
lorikrin nebo filaggrin. Mutace genl hrajicich roli v diferenciaci byvaji jednou z pfiCin
koznich onemocnéni, jakymi jsou psoridza, atopicka dermatitida, epidermolyticka hyperke-
ratoza, ichtyosis vulgaris, Hailey-Hailey choroba a dalsi.

Pro spravnou funkci pokozky je nezbytna také pfitomnost transmembranovych proteinii
akvaporinti, které tvoii kandly usnadnujici transport vody a glycerolu. V kiiZi je nejhojnéji
zastoupen akvaporin 3, jeZ se podili zejména na hydrataci pokozky, hojeni ran, ale také
na vyvoji nddord. ZvySend exprese akvaporinu 3 se vyskytuje napiiklad v kiZi postizené
atopickym ekzémem.

V teoretické Casti prace se zabyvam latkami, které ovliviiuji expresi markerd diferenciace
keratinocytl a akvaporinu 3, a tim i diferenciaci keratinocyti. Mezi nejznaméjsi patii vapnik,
vitamin A a vitamin D. Zminéné latky by mohly byt vyuZity jako potencidlni 1éCiva nebo jsou
jiZz timto zptisobem pouzivany. Do této skupiny lze zatadit také fytohormony cytokininy,
u nichz byly, kromé ovlivnéni diferenciace, prokdzany také pozitivni ucinky (napt. oddaleni
starnuti) na lidské koZni bunky.

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovani reSerSe na téma vliv nizkomolekuldrnich
latek na markery diferenciace. Experimentalni ¢ast byla zaméfena na optimalizaci primert
pro dané markery diferenciace, hodnoceni cytotoxicity cytokinind a imunodetekci vybranych

proteind souvisejicich s patogenezi psoridzy.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Cytokininy

Rostlinné hormony (fytohormony) patii mezi prirozené se vyskytujici latky, které jsou v rost-
lindch pfitomny ve velmi nizkych koncentracich. Ve vétSiné pripadi jsou schopny se v rdmci
rostlinného téla premist'ovat a vazat se na specificky receptor. Mezi hlavni skupiny rost-
linnych hormont patfi auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova, etylen, brassino-
steroidy, polyaminy, jasmonaty, kyselina salicylova a strigolaktony (Frébort ef al., 2011).
Hlavni funkci fytohormonii cytokinini (CK) je regulace bunééného déleni, proto je mi-
Zzeme nalézt ve vSech intenzivné se délicich pletivech. Mezi dalsi funkce CK patii napf.
vyrazné zpomaleni stidrnuti, udrZovani vysoké metabolické aktivity pletiv nebo potlaceni
apikdlni dominance. V zdavislosti na poméru koncentrace CK a auxinli dochdz{ k riznému
ovlivnéni regenerace organu. Pfi vyrovnaném poméru se vytvafi nediferencované pletivo,

kalus. Nadbytek CK zptisobuje regeneraci pryti a naopak nadbytek auxinii ma za nasledek

tvorbu kofend (Prochézka et al., 1998).

2.1.1 Vyskyt, struktura a prrenos signalu

Cytokininy se v rostlindch vyskytuji jako volné béaze (aktivni formy), dale ve formé nukle-
ozidl a nukleotidi (Frébort et al., 2011). Jsou syntetizovany v embryich, mladych listech,
v pletivu vajicek, v plodech, déle je vytvareji houby, hmyz a hlistice (Pavlova et Fischer,
2011). Hlavnim mistem syntézy CK jsou ov§em koteny, odkud jsou xylémem transporto-
vany do nadzemnich ¢asti rostliny, zejména do listii. V nich prechazeji do floému a mohou
byt pripadné transportovany do jinych organt (Prochdzka et al., 1998).

Pifrodni CK jsou derivéty adeninu a podle konfigurace jejich N®-postranniho fetézce
je délime na izoprenoidni a aromatické. Nejcastéji se vyskytuji CK s izoprenoidnim po-
strannim fetézcem, a to zejména ty s hydroxylovanym postrannim fetézcem v poloze trans,
jako je napt. trans-zeatin (Mok et Mok, 2001). CK mohou byt také konjugovany se sacha-
ridy na N*, N7 a N pozici. Konjugaty maji rizné formy. Pokud je v pozici N° na adeninové
jadro vdzana rib6za jednd se o ribozid, forma ribotidu nastava v ptipadé, Ze rib6za nese fos-

fat. Dalsi formy jsou O-glukozid (glukdza je vazéna na hydroxylovou skupinu postranniho
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fetézce) a N-glukozid (glukéza je vdzédna na N3, N7 nebo N?). O-glukozidy jsou na rozdil
od N-glukozidl velmi biologicky aktivni (Prochazka et al., 1998).

Stejné jako jiné signélni molekuly, CK funguji v rostlindch pfi velmi nizkych koncen-
tracich (1 — 50 pmol/g Cerstvé hmoty) (Galuszka et al., 2008). Aktivita cytokininli v ur¢itém
organu je regulovana na riznych stupnich véetné syntézy de novo, aktivace, konjugace a de-
gradace. Zastoupeni jednotlivych typt cytokininovych receptort spoluurcuje odpoveéd’ jed-
notlivych tkani na pisobeni CK. Do regulace ptisobeni CK jsou také zapojeny mistni a dal-
kové transportni systémy (Kudo et al., 2010). Principem pfenosu signdlu CK je postupny
prenos fosfatu z receptoru na mobilni efektory v cytozolu a v jadfe. Signdl CK je pfijiman
receptorovymi histidinovymi kindzami lokalizovanymi v plazmatické membriné a prenaSen

dvouslozkovym signdlnim systémem (Frébort et al., 2011; Pavlova et Fischer, 2011).

2.1.2 Syntéza a degradace

Biosyntéza N°-substituovanych purindi byla poprvé pozorovana u druhu hlenky D. discoi-
deum, kde hrala roli v produkci diskadeninu (2-amino-4-[6-(3-metylbut-2-enylamino)purin-
3-yl]butanova kyselina), inhibitoru kliceni spor (Taya et al., 1978). Prvni enzym pro bio-
syntézu CK byl identifikovén v bakteriich Agrobacterium tumefaciens napadajicich rostliny,
které obsahuji Ti plasmid, jehoz mald ¢éast, zndma jako T-DNA, je zapojena v biosyntéze
CK (Akiyoshi et al., 1984).

U CK existuji v rostlindch dvé drahy biosyntézy. V prvnim piipadé dochdzi k navdzani
izopentenylového postranniho fetézce z DMAPP (dimetylallydifosfatu) na ATP nebo ADP.
Dalsi dréha vychdzi z transferové RNA (Kakimoto, 2001).

K inaktivaci CK dochdzi degradaci nebo konjugaci. Degradace je katalyzovdna enzymem
cytokinin oxiddzou/dehydrogendzou (CKX). Tento enzym, schopny §t&pit N°-postranni fe-
tézec CK, byl poprvé objeven v roce 1971 v surovém extraktu tabdku (Nicotiana tabacum)

(Paces et al., 1971).

2.1.3 Historie

Prvni CK byl izolovédn v roce 1955 z autoklavovaného slediho spermatu. JelikoZ tato l4tka
podporovala bunécné déleni neboli cytokinezi, dostala ndzev kinetin (Miller et al., 1955).

AN

Ve stejném roce bylo zjiSténo, Ze kinetin (6-furfurylaminopurin) je "uméla" slouCenina vzni-
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kajici pti degradaci DNA (Hall er De Ropp, 1955). Tato skute¢nost byla vyvracena az o 50
let pozdéji, kdy byl kinetin spolu se svym ribozidem objeven v kokosové vode (Cocos nu-
cifera L.) (Ge et al., 2005). Prvni pfirozeny cytokinin, zeatin, byl izolovdn v roce 1963
z nezralého endospermu kukufice (Zea mays L.) (Letham, 1963).

6-benzylaminopurin (BAP) a jiné aromatické CK byly dlouho povaZovany za synte-
tické, ale pozdéjsi vyzkum prokazal jejich pritomnost v nékolika rostlinnych druzich (Strnad,
1997). Napt. Horgan et al. izolovali prvni CK tohoto typu ze zralych listt topolu a identifi-
kovali jej jako 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-5-D-ribofuranozylpurin (Horgan et al., 1975).
Pozdéji byla v listech topolu objevena rodina endogennich aromatickych CK. Podle rostliny,
ze které byly izolovany, dostaly tyto slouceniny nazev meta-topoliny (Strnad et al., 1997).
Meta-topolin (N®-(3-hydroxybenzyl)adenin), ortho-topolin (N°-(2-hydroxybenzyl)adenin),
BAP a jejich derivaty predstavuji pfirodni aromatické cytokininy, které se od izoprenoid-

nich CK 1i§{ jak chemicky, tak svou biologickou aktivitou (Strnad, 1997).

2.1.4 Vliv cytokininui na Zivocisné bunky

PrestoZe jsou CK rostlinné hormony, maji riizné Gi¢inky i na Zivoc¢isné buriky. Vénuji se zejmé-
na uc¢inkiim na buriky lidské kizZe - fibroblasty a keratinocyty.

Kinetin je zndmy pro svij efekt zpomalujici starnuti. Pfi pokusu s lidskymi fibroblasty
pridani 40 - 200 M kinetinu do kultivaéniho média oddalilo nastup starnuti bunék a sniZilo
rozsah pfiznakl spojenych se starnutim jako jsou zmény v morfologii, bunécné velikosti,
rychlosti, organizaci cytoskeletu a dalsi (Rattan er Clark, 1994). Podobné ucinky na fibrob-
lasty byly pozdéji prokdzany také u trans-zeatinu (Rattan et Sodagam, 2005).

Trans-zeatin déle ovliviiuje expresi akvaporinu 3 (AQP3), kterému je vénovdana kapitola
nize. UV zafeni, jedna z hlavnich priCin starnuti kiiZe, zptsobuje sniZeni hladiny AQP3 v ke-
ratinocytech, coz vede k dehydrataci kiiZe a opozdénému hojeni ran. V tomto procesu je za-
pojena draha MEK/ERK, kterd je indukovdna UV zafenim a zprostfedkovava ztratu AQP3.
Trans-zeatin inhibuje aktivaci této drahy a zmenSuje tak ztradtu AQP3 vyvolanou UV zifenim

(Jietal., 2010).
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2.2 Kize

Dile se zabyvam t¢inkem CK a jinych nizkomolekuldrnich ldtek na markery diferenciace
keratinocytl - specifické proteiny syntetizované v jednotlivych vrstvach pokozky nutné pro
tvorbu rohové vrstvy. Nejprve ale zaénu popisem anatomie a morfologie lidské kize. Zmi-
nim se o dileZitych transmembranovych proteinech akvaporinech, které se v klizi podileji
zejména na hydrataci a hojeni ran. Jedna kapitola je také vénovana popisu jednotlivych mar-
kert diferenciace keratinocyta.

KuzZe je nejvétsim a nejtéZsim orgdnem lidského téla, u dospélych tvoii cca 16 % jeho cel-
kové hmotnosti a m4 plo$ny rozsah 1,2 - 2,3 m?. Zaji$t uje mnoho Zivotné dilezitych funkci
- chrani télo pred vnéjsimi fyzikdlnimi, chemickymi, mechanickymi a biologickymi vlivy,
ma smyslové a vyluCovaci funkce, déle zabranuje nadmérné ztraté vody, podili se na termo-
regulaci a syntéze vitaminu D. KiZe je sloZena ze ti{ vrstev: pokozky (epidermis), $kary (co-
rium) a podkozniho vaziva (tela subcutanea). Epidermis je tvotena rohovéjicim vrstevnatym
dlazdicovym epitelem ektodermového ptivodu a déle obsahuje melanocyty, Langerhansovy
buiiky a Merkelovy buiiky. Skéra je sloZena z hustého kolagenni vaziva a doddva kiizi me-
chanickou pevnost a odolnost. Podkozni vazivo je fidka vazivova tkan, kterd mize obsahovat
polstar tukovych bun€k, panniculus adiposus. RozliSujeme kizi tlustého typu (dlané a cho-
didla), jejiz epidermalni vrstva ma tloust'ku 400 — 800 pm, a kizi tenkého typu (ochlupené
Casti téla) s epidermdlni vrstvou silnou 75 — 150 um. Soucdsti kiiZe jsou téZ kozni adnexa za-
hrnujici vlasy, chlupy, nehty a koZni zlazy (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al.,
2003; Lillmann-Rauch, 2012).

2.3 Epidermis

Epidermis je neustdle se obnovujici, vrstevnaty, dlazdicovy a rohovéjici epitel. Hlavnimi
buiikami pokoZky jsou keratinocyty, dale se zde vyskytuji pigmentové buiiky melanocyty,
Langerhansovy buiiky hrajici roli v imunitnim systému a Merkelovy buriky, které slouZzi jako
mechanoreceptory. PokoZka je obnovovana diky epidermdlnim kmenovym buiikdm, které
se nachdzi v bazalni vrstvé a produkuji dcefinné buiiky pohybujici se smérem k povrchu
kize. Béhem této cesty keratinocyty prochazi fadou biochemickych a morfologickych zmén,

které vedou ke vzniku jednotlivych vrstev epidermis. K obnové epidermis dochazi za nor-
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malnich podminek v priibéhu 15 — 30 dnii. Hlavnimi vrstvami epidermis jsou stratum basale
(bazalni vrstva), stratum spinosum (0stnita vrstva), stratum granulosum (granulézni vrstva)
a stratum corneum (zrohovéla vrstva). U ktze tlustého typu lze mezi stratum granulosum
a stratum corneum rozlisit jeSté patou vrstvu — stratum lucidum (Klika, 1986; Junqueira

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

2.3.1 Stratum basale

Bazalni vrstva, zndma téz jako stratum cylindricum, se skldda z jedné vrstvy mitoticky ak-
tivnich cylindrickych ¢i kubickych bunék. Jadra téchto bunék maji kulovity az ovélny tvar.
Buriky jsou mezi sebou a s buiikkami vysSich vrstev propojeny Cetnymi desmozomy. K ba-
zalni laminé jsou ukotveny prostfednictvim hemidesmozomi (Klika, 1986; Junqueira et al.,

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

2.3.2 Stratum spinosum

Stratum spinosum tvori nékolik vrstev polygondlnich, kubickych nebo lehce oplostélych bu-
nék. Vybézky téchto bunék jsou vyplnény svazky filament, které se sbihaji do velkého poctu
mensich vybézku ("ostnti"). Tyto svazky kon¢i v desmozomech, jeZ jsou umistény na vrchol-
cich ostnitych vybézkii. Do desmozomi se soutfed’ uji svazky tonofilament, tonofibrily. Jsou
ditlezité pri zachovani soudrznosti mezi buiikami a spole¢né s desmozomy zajist'uji velkou
mechanickou pevnost této vrstvy. Stratum spinosum a stratum basale tvoii tzv. stratum ger-
minativum Malpighi, kde probihaji vSechna mitoticka déleni (Klika, 1986; Junqueira et al.,
1997; Hach et al., 2003; Liilllmann-Rauch, 2012).

2.3.3 Stratum granulosum

Stratum granolusom je slozena z 3 - 5 vrstev oploStélych polygondlnich bunék. Tyto bunky
maji malé centralné uloZené jadro a jejich cytoplazma je vyplnéna bazofilnimi keratohyali-
novymi granuly. Tyto granula jsou tvofena proteiny profilaggrinem, lorikrinem a filamenty
cytokeratinu, a podileji se na stavbé zrohovélych bunék. Kromé keratohyalinovych granul
se v této vrstvé vyskytuji také mald ovalnad lamelarni granula. Ta splyvaji s cytoplazmatickou

membranou a vypuzuji sviij obsah bohaty na glykoproteiny a fosfolipidy do mezibunéénych
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prostor, kde se uplatiiuje jako tmel branici vstupu cizorodych latek z vnéjSiho prostredi do or-
ganizmu a naopak (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al., 2003; Liillmann-Rauch,
2012).

2.3.4 Stratum corneum

Rohovou vrstvu tvoii 15 - 20 vrstvev bunék, které postradaji jadra i jiné cytoplazmatické or-
ganely. Buiiky maji tvar polygondlnich desticek a jejich membrana je zesilena keratinem na
asi 15 nm. Bunky jsou mezi sebou propojeny modifikovanymi desmozomy (korneodesmo-
zomy), po jejichZ proteolytickém rozvolnéni se buiky jednotlivé odlupuji. Tento proces
se nazyva deskvamace (Klika, 1986; Junqueira et al., 1997; Hach et al., 2003; Liillmann-
Rauch, 2012).

2.4 Diferenciace keratinocytu

Diferenciace je proces, pfi kterém progenitorové bunky ziskdvaji funkcni schopnosti (Radoja
et al., 2006). Diferenciace keratinocytii neboli keratinizace je geneticky naprogramovany
a prisné regulovany komplex morfologickych a metabolickych zmén. Vysledkem je termi-
ndlné diferencovany mrtvy keratinocyt (korneocyt) (Chu, 2008).

V keratinocytech jsou v prub&hu diferenciace syntetizovany proteiny nutné pro tvorbu
zrohovélé vrstvy, tzv. markery diferenciace keratinocytd. Ve stratum granulosum se tvori
protein profilaggrin, ktery je pozdé€ji St€épen na monomery filaggrinu. Tyto dva proteiny jsou
dilezité pro agregaci cytokeratinovych filament, diky niZ vznikd chemicky a mechanicky
odolny keratin vypliujici celou zrohovélou buiiku. Okolo bunék se nésledné tvoii neroz-
pustny, odolny a pruzny proteinovy zrohovély obal (cornified envelope). Béhem tvorby zro-
hovélého obalu dochazi k ukladani urcitych proteinti, napt. lorikrinu, na vnitini stran¢ bu-
nééné membrany. V tomto procesu hraji dilezitou roli také transglutamindzy, které umoznuji
vzdjemné propojeni jednotlivych proteinil (Liillmann-Rauch, 2012).

Diferenciace keratinocytll je nejvice ovliviiovana koncentraci vapniku (Hennings et al.,
1980). Produkce markeri je kromé vapniku ovliviiovana dal§imi latkami jako jsou vitamin
A, vitamin D, glukokortikoidy nebo rostlinné hormony a polysacharidy. Zmény v expresi

markerd jsou spojeny se vznikem a rozvojem riznych koznich onemocnéni.
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Stratum corneum

Lorikrin
Involukrin
Trichohyalin
Proteiny S100

SPRR proteiny
Stratum granulosum

Keratiny 1a 10
Keratin 2

Profilaggrin

Transglutaminaza 3

Stratum spinosum

Transglutaminazy 1a 5

Stratum basale
Keratiny 5a 14
Keratin 15

Bazélni lamina

Obr. 1: Schéma epidermdlni diferenciace (prevzato a upraveno z Sandilands et al., 2009).

Tab. 1: Prekurzory zrohovélého obalu (prevzato 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 [ 36 <1
Kornifelin 12,5
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2.5 Akvaporin-3

Akvaporiny (AQP) jsou rodinou malych hydrofobnich transmembranovych proteinti, které
tvori vodni kandly usnadnujici transport vody pres bunécné membrany. U savci bylo identi-
fikovano 13 akvaporinti (AQPO — AQP12), které se lisi tkanovou expresi. Akvaporiny 3, 7,
9 a 10 funguji jako akvaglyceroporiny, které kromé vody transportuji také glycerol a pfi-
padné dalsi malé rozpusténé latky, zatimco akvaporiny 1, 2, 4, 5 a 8 slouZi jako transportéry
molekul vody (Hara-Chikuma et Verkman, 2008b).

Nejhojnéj$im akvaporinem v kizi je AQP3, ktery je exprimovan v plazmatickych mem-
branach bazalni vrstvy keratinocytl epidermis, ddle v ledvinach, plicich, slinivce bfisni, jat-
rech, tlustém stfevé, sleziné a prostaté (Sougrat et al., 2002; Ishibashi et al., 1995). AQP3
se v kidzi podili zejména na hydrataci a hojeni ran. Roli hraje také v tumorogenezi (Hara-
Chikuma et Verkman, 2008b). MySi s umléenym genem pro AQP3 maji v porovnani s di-
vokym typem sniZeny obsah vody ve stratum corneum a jejich pokozka vykazuje sniZzenou
elasticitu (Ma et al., 2002).

Exprese AQP3 je sniZena pokud keratinocyty kultivujeme v pfitomnosti 1,25-dihydroxy-
vitaminu Ds a pfi zvySené koncentraci extraceluldrniho Ca®* (Zheng et Bollag, 2003). Ex-
presi déle sniZuje naptiklad tumor nekrotizujici faktor o (TNF-«), ktery je povaZzovan za kli-
covy mediator zanétu kize (Horie et al., 2009).

Kromé vapniku a vitaminu D existuje mnoho dalSich latek regulujicich expresi AQP3.
Aktivatory PPAR-v (peroxisome proliferators-activated receptor) vyrazné stimuluji expresi
mRNA AQP3 v nediferencovanych i1 diferencovanych lidskych keratinocytech. V mensi mife
je tato exprese zvysSena také aktivaci jaterniho receptoru X, retinového receptoru X a recep-
toru kyseliny retinové (Jiang et al., 2011). Proliferaci a expresi keratinocyti ddle zvySuje
chemokin CCL17, jenZ je produkovany dendritickymi buiikami, T-buiikami a keratinocyty,
a ve velké mife se vyskytuje v pokoZce postizené atopickou dermatitidou (Reiss et al., 2001;
Nakahigashi et al., 2011).

Pozménéné hladiny AQP3 jsou spojeny s nékterymi koZnimi onemocnénimi. ZvySend
exprese AQP3 ve stratum corneum byla prokdzana u koznich onemocnéni spojenych se zvy-
Senou transepidermdlni ztratou vody (Brandner, 2007). Mezi tyto onemocnéni patii napf.

atopicky ekzém (AE). U postiZzenych lidi byla pozorovana zvySend exprese a zménéna dis-
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tribuce AQP3, kterd prispiva ke ztraté vody v pokoZce a tim padem ke vzniku suché kiiZe, coz
je jeden ze znakti AE (Olsson et al., 2006). Pfi pokusech na mysich bylo zjisténo, ze AQP3
je siln€ exprimovan v kdZi postizené spinocelularnim karcinomem. Naopak mysi s umlce-
nym genem pro AQP3 byly i po aplikaci nddorovych inicidtorti k tvorbé nadorti rezistentni.
U téchto mysi bylo také pozorovdno sniZeni obsahu glycerolu, glycerol-3-fosfatu a ATP,
coz naznacuje zapojeni glycerolu, jehoz transport je usnadnén AQP3, v bunécné proliferaci
béhem tumorogeneze (Hara-Chikuma et Verkman, 2008a). SniZena hladina AQP3 byla nao-
pak pozorovana v keratinocytech depigmentované pokozky postizené vitiligem (Kim et Lee,

2010). Exprese AQP3 klesa s vékem a po vystaveni pokozky chronickému slune¢nimu za-

reni (Bonté, 2011).

AQP3
Transport glycerolu Transport vody
‘ Obsah glycerolu ‘ Syntéza lipidd
\ E"_
Proliferace Migrace
Hydratace stratum corneum Tumorogeneze Hojeni ran
Elasticita Obnova pokozky

Obr. 2: Mechanismus hydratace kiiZe, hojeni ran a tumorogeneze zdvisly na AQP3 (pfevzato

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

2.6.1 Keratiny

Keratiny (K) jsou hlavni strukturdlni proteiny epitelidlnich bunék. Tvofi cytoplazmatickou
sit’ 10 - 12 nm Sirokych intermedidlnich filament. Jsou kédovany rodinou vice nez 50 gent,
které jsou specificky exprimovény v zavislosti na odliSnych vyvojovych drahach a fyziolo-
gickych pozadavcich (Coulombe e Omary, 2002; Hesse et al., 2004; Schweizer et al., 2006).
Keratiny se déli na keratiny typu I, kam se fadi K9 — K10, K12 — K28, K31 — K40 a kera-
tiny typu II zahrnujici K1 — K8 a K71 — K86 (Schweizer et al., 2006). ). Keratiny typu I a I
se v poméru 1:1 sestavuji do heteropolymerti (Coulombe et Omary, 2002).

JelikoZ keratiny zpeviiuji buriky a poskytuji jim ochranu pfed mechanickym stresem, je-
jich ztrata vede k vyraznému ,,zmékceni‘ bunék. Keratiny také brani intracelularni deformaci
bunék a zvySuji jejich elasticitu (Fuchs ef Cleveland, 1998; Ramms et al., 2013). Jak je uve-
deno dale, mutace jednotlivych keratind zptisobuji riiznd koZni onemocnéni.

Dilezitou roli v regulaci organizace keratinovych filament hraje reverzibilni fosforylace,
coz bylo pozorovano napf. u K19 (Zhou et al., 1999). Hyperfosforylace keratinti se objevuje
jako odpovéd’ na stres a na vétSinu zranéni a nemoci. V piipadé K8 a K18 je hyperfosforylace
spolehlivym ukazatelem progrese onemocnéni jater, napt. cirhdzy nebo virové hepatitidy
typu C. Vyznam hyperfosforylace v rozvoji jaternich onemocnéni vSak neni zcela jasny.
Predpoklada se, Ze poskytuje bunice mechanickou ochranu nebo naopak podporuje progresi
onemocnéni (Toivola et al., 2004).

Degradace keratinti probihd dvéma biochemickymi drahami, a to prostfednictvim kaspaz
nebo pomoci ubikvitin-protedzového systému. Ubikvitinace je soucasti obratu keratinti zpro-
stredkovaného protedzami a je inhibovana hyperfosforylaci keratini (Ku ez Omary, 2000).
Degradace kaspazami probiha pravdépodobné u vSech keratinti typu I. Byla prokdzanau K14,
K15,K17,K18 aK19 (Ku et al., 1997; Ku et Omary, 2001; Caulin et al., 1997; Badock et al.,
2001).

2.6.1.1 Keratin 14

Keratin K14 (typ I) je spolu s K5 (typ II) exprimovén v mitoticky aktivnich buiikdch bazilni

vrstvy. Pfi presunu bunék ze stratum basale do dalsich vrstev béhem epidermalni diferenci-

19



ace je exprese K5 a K14 postupné snizovdna, a naopak je indukovana exprese markert K1,
K10 nebo involukrinu (Fuchs et Green, 1980).

Zvysené hladiny markert diferenciace keratinocytl a vyrazné sniZzend bunécna prolife-
race jsou pozorovany u bunék, kterym chybi K14. Dal§i zndmkou K14 deficietnich bunck
je zvySend hladina klic¢ového reguldtoru diferenciace dlazdicovych bunék, Notchl. Vypnuti
exprese K14 také vede ke sniZeni tumorogenniho potenciélu, coz bylo dokdzano na bunécné
linii ziskané z lidského jazyka postiZeného spinocelularnim karcinomem (Alam et al., 2011).

Delece K14 vede k zdvaznému dédicnému onemocnéni epidermolysis bullosa simplex.
K14 deficientni mysi maji rozsahlé puchyfe a umiraji 2 dny po porodu, coZ naznacuje dile-

zitou roli K14 v zachovani mechanické integrity epitelidlnich bunék (Chan et al., 1994).

2.6.1.2 Keratin 1

Prechod keratinocytt z proliferani bazalni vrstvy do postmitotické trnové vrstvy je charak-
terizovan zménou v expresi keratinti. Misto bazdlnich keratini K5, K14 a K15 jsou postupné
exprimovany suprabazdlni 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 rtiznymi koznimi onemocné-
1992). Naopak vzacnd jsou autozomdlni koZni onemocnéni postihujici kizi dlani 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 exprimovan v suprabazalnich vrstvach epidermis a spolecné tvoii dileZi-
tou soucdst stratum corneum (Bowden et al., 1984). Mutace K1 a K10 jsou spojeny s epi-
dermolytickou hyperkeratézou. Pfi této nemoci dochdzi ke shlukovéni keratinovych filament
a k degeneraci termindlné diferencovanych epidermdlnich bunék. Charakteristické je zcer-
vendni kilize a tvorba puchyfi, které postupné mizi a zacind byt patrnd tlustd, ichtyotickd

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

Termin filaggrin (z angl. filament-aggregating protein) byl poprvé pouZzit v roce 1981 a popi-
soval tfidu proteini izolovanych ze stratum corneum. Filaggrin je kationicky protein bohaty
na histidin, ktery hraje dulezitou roli pfi tvorbé rohového obalu (Steinert et al., 1981). Je syn-
tetizovan v granuldrni vrstvé epidermis v pozdnich fazich diferenciace, jako velky (~400
kDa ), nerozpustny a silné¢ fosforylovany prekurzor profilaggrin, ktery se akumuluje v kera-
tohyalinovych granulech (Dale et Ling, 1979; Lonsdale-Eccles et al., 1980; Harding ef Scott,
1983; McKinley-Grant et al., 1989). Profilaggrin je béhem piechodu z granularni vrstvy
do stratum corneum defosforylovdn a proteolyticky St€pen na jednotlivé molekuly filag-
grinu (37 kDa). Polocas rozkladu filaggrinu je asi 6 hodin, poté je degradovéan na volné ami-
nokyseliny potfebné pro zachovani epidermalni osmolarity a flexibility (Candi et al., 2005).
Preména profilaggrinu na filaggrin umoZziuje filaggrinu fungovat jako keratin-agregujici pro-
tein v korneocytech, coZ ma za nasledek sdruZzovani keratinovych filament do makrofibril.
Ty jsou stabilizovédny zesit’ ovdnim s jinymi proteiny prostfednictvim transglutamindz. Shlu-
kovani do makrofibril umoziuje keratinovym proteiniim pieZit proteolytickou remodelaci,
ke které dochdzi v pribéhu termindlni diferenciace keratinocytii (Manabe et al., 1991; Candi
et al., 1998; Steinert er Marekov, 1995).

Exprese filaggrinu v kultivovanych keratinocytech je indukovdna po dosazeni bunécné
konfluence, extracelularnim vdpnikem a nedostatkem kysliku (Resing e al., 1993; Wong
et al., 2014). Déle jeho expresi indukuje cholesterol sulfat prostiednictvim zvySené ex-
prese ROR« (retinoid-related orphan receptor) (Hanyu et al., 2012). Akumulace filaggrinu
je regulovéna prostrednictvim epidermélni kaspazy 14 (CASP14), dale serinovou protedzou
matriptdzou (MT-SP1), kterd je nezbytnou sloZkou pfi zpracovani profilaggrinu (Denecker
et al., 2007; List et al., 2003).

Filaggrin je jednim z klicovych proteinid zapojenych do bariérové funkce ktize. Nedosta-
tek filaggrinu sdm o sobé naruSuje tvorbu epidermalni barié€ry, coZ ma mimo jiné za nasledek
zvySenou citlivost na UV zéarfeni (Mildner et al., 2010). Mutace v genu pro filaggrin byly
identifikovany jako hlavni faktor zptsobujici atopickou dermatitidu (AD) (Palmer et al.,
2006). Kize postizend akutni AD je charakterizovana vyrazné sniZzenou expresi filaggrinu

a zarovein zvySenou expresi interleukint IL-4 a IL-13. Keratinocyty diferencované v pfito-
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mnosti téchto dvou latek vykazuji vyrazné sniZenou expresi filaggrinu (Howell ez al., 2007).
Filaggrin hraje roli také pii vzniku bézné koZni choroby ichtyosis vulgaris (Sybert et al.,

1985).

2.6.3 Involukrin

Rozpustny cytozolicky protein involukrin (INV) je dalSim z prekurzorG rohového obalu

(Rice et Green, 1979). Béhem tvorby tohoto obalu je INV zesit ovan prostfednictvim transglu
tamindz a slouzi jako ,.kostra“ pro pridavani dalSich proteint (Steinert er Marekov, 1997).
INV je oznaCovan jako marker Casné termindlni diferenciace, jelikoZ jeho syntéza zacind
poté, co se keratinocyty prestanou délit, ale pred zacitkem zesit'ovani proteinii (Fiona et
Watt, 1983). Tvorba INV nastdvd az ve chvili, kdy jsou keratinocyty ve znacné vzdalenosti
od bazalni vrstvy. Je zndmo, Ze keratinocyty se béhem migrace z bazalni vrstvy postupné
zvétsuji, iniciace syntézy INV tedy koreluje s bunécnou velikosti (Sun et Green, 1976; Watt
et Green, 1981).

Existuje mnoho latek, které pozitivné reguluji expresi INV. V keratinocytech kultivo-
vanych in vitro je exprese INV indukovdna vapnikem, vitaminem Dj3, kortikosteroidy nebo
estery forbolu (Su et al., 1994b; Cline et Rice, 1983; Takahashi et lizuka, 1993). ZvySena
exprese byla zaznamenand v pritomnosti interleukint IL-13 a IL-17A (Chen ef al., 2013).
Mezi dalsi latky zvySujici hladinu INV déle patii interferon IFN-v, tumor nekrotizujici fak-
tor TNF-a a endotelin ET-1 (Takahashi et al., 1999; Chen et al., 2013). ZvySena exprese
INV byla prokazana také u bunék, jejichZ plazmatické membrany postradaly cholesterol,
ktery se podili na tvorbé rohového obalu (Jans et al., 2004).

Zvysend exprese INV byla detekovdna u psoridzy. Ve zdravé kizi se INV nachdzi pouze
v hornich vrstvach stratum spinosum, zatimco v 1ézich psoriatické kiize je detekovéan v celé
této vrstvé (Chen et al., 2013). U pacienti s AD byly naopak zaznamendny vyrazné sniZzené
hladiny INV, s ¢imZ souvisi také sniZzena exprese tohoto markeru v pfitomnosti cytokint
Th2, které jsou v kuzi téchto pacientli nadmérné exprimovany (Kim et al., 2008). Snizené
hladiny INV se vyskytuji také v keratinocytech postizenych Hailey-Hailey chorobou (Cesky
benigni familidrni pemfigus). Toto autozomalné dominantni koZni onemocnéni bylo poprvé

popséno bratry Haileyovymi v roce 1939 a je charakterizovano tvorbou puchyit a Supinatych
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erytematoznich plakt, které se objevuji v mistech tfeni, jakymi jsou tfisla, krk nebo podpazi

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

2.6.4 Lorikrin

Epidermdlni zrohovatély bunécny obal pomah4 udrZzovat strukturdlni integritu pokozky a je
zasadni pro spravnou funkci epidermélni bariéry (Hohl, 1990). Jeho hlavni slozkou je lori-
krin (LOR) tvorici minimélné€ 70 % hmoty (Steven et Steinert, 1994). Kromé LOR obsahuje
zrohovely obal komplex specifickych proteint, jakymi jsou naptiklad involukrin, cystatin A,
trichohyalin, proteinova rodina SPRR (small proline rich protein) a dalSich cca 20 proteinti
(Rice et Green, 1979; Kartasova et al., 1987; Lee et al., 1993; Kartasova et van de Putte,
1988). Exprese LOR probihd v granuldrni vrstvé epidermis, kde je skladovan v keratohya-
linnich granulech (Mehrel et al., 1990; Steven et al., 1990; Yoneda et al., 1992). B€hem
termindlni diferenciace se LOR z granuli uvolfiuje a spolu s dal§imi uvedenymi proteiny
je kovalentné zesit'ovan prostfednictvim transglutamindz a sestaven do zrohovélého obalu
(Steinert et Marekov, 1995; Greenberg et al., 1991).

LOR je protein bohaty na glycin, serin a cystein. Skldda se z 315 aminokyselinovych
zbytkd a md velikost 26 kDa (Mehrel et al., 1990; Hohl et al., 1991b). Intenzita exprese LOR
se lis{ podle cCasti téla, hojné se vyskytuje napf. v periandlni oblasti, méné v klizi v oblasti
nohou (Hohl et Piérard, 1993).

In vitro je transkripce genu pro LOR indukovéna prostfednictvim vapniku, protein ki-
nazy C a bunécnou konfluenci, a naopak je potlatena ptisobenim kyseliny retinové (Hohl
et al., 1991a; Dlugosz et Yuspa, 1993). Snizend exprese LOR a INV je zaznamenana v kizi
pacientl postizenych AD (Kim et al., 2008). Tito pacienti maji zvySené hodnoty interleukind
IL-4 aIL-13 (Hamid et al., 1994). Bylo prokazano, Ze keratinocyty diferencujici se v piitom-
nosti téchto interleukini, vyrazné inhibuji indukci LOR a INV (Kim et al., 2008). SniZzena
exprese LOR byla prokdzana také u psoridzy (Giardina et al., 2004).

Heterozygotni mutace LOR byly identifikovany ve dvou formédch dominantné dédi¢nych
koznich onemocnéni. Prvnim z nich je ichtyotickd varianta Vohlwinklova syndromu a dru-
hym je specifickd varianta progresivni symetrické erytrokeratodermy (erythrokeratodermia
progressiva symmetrica). Pro tyto poruchy byl zaveden souhrnny nazev lorikrinova kerato-

derma. Kize pacientt trpicich onemocnénimi spojenymi s mutaci LOR je postiZena hyper-

23



keratézou dlani a plosek nohou (palmoplantdrni hyperkeratéza) a ma ,,voStinovity* vzhled
(Maestrini et al., 1996; Korge et al., 1997; Ishida-Yamamoto et al., 1997; Ishida-Yamamoto
et lizuka, 1998; Armstrong et al., 1998). Lécba téchto onemocnéni neni jednoducha, nejcas-

téji se vyuziva systémova terapie pomoci retinoidi.

24



2.7 Latky ovliviujici diferenciaci keratinocytia

Kapitola se zabyva nejriznéjsimi latkami, které ovliviiuji expresi markerti diferenciace ke-
ratinocytil. Nékteré z téchto latek jsou diky svym téinkiim pouZivany jako soucast 1éCivych
piipravki, napf. derivaty vitamind A a D jsou vyuZzivany pfi 1é¢bé psoriazy. U jinych je po-

tencidlni vyuZiti v 1é¢ivech studovéno.

2.7.1 Vapnik

V roce 1980 Hennings a jeho kolegové dokdzali, Ze proliferace a iniciace diferenciace ke-
ratinocytd zavisi na koncentraci vdpenatych ionti (Ca®*). Po zvy3eni koncentrace extracelu-
larniho Ca?* z 0,09 mM na 1,2 mM se proliferujici keratinocyty zacaly velmi rychle diferen-
covat (Hennings et al., 1980). Hennings pracoval s mySimi epidermdlnimi burikami, ale jeho
zavéry byly pozdé&ji potvrzeny i na lidskych keratinocytech (Pillai et al., 1988). Ca** zahajuje
proces diferenciace prostrednictvim na transkripci zavislych i1 nezavislych drah (Bikle e? al.,
2012). Na transkripci nezdvislym mechanismem je napr. tvorba desmozomd, které pokoZce
poskytuji mechanickou oporu. Po zvySeni koncentrace na 1,2 mM se desmozomy zacaly tvo-
fit za mén€ neZ 5 minut (Hennings ef Holbrook, 1983). Na transkripci z4visla draha zahrnuje
aktivaci promotorti zodpovédnych za odpovéd’ na Ca**, jako je aktivacni protein 1 (API),
jehoz pritomnost byla dokdzdna u INV nebo K1 (Ng et al., 1996; Huff et al., 1993).

Pii nizkych koncentracich extraceluldrniho Ca?* (napt. 0,03 mM) se keratinocyty rychle
mnozi a produkuji fenotyp bazélnich bunék. Pokud je koncentrace zvySena nad 0,1 mM
(tzv. vapnikovy prepinac), keratinocyty se zacinaji diferencovat a prochiazi morfologickymi
zménami zahrnujicimi zejména tvorbu bunéénych kontaktd, které jsou pro diferenciaci ne-
zbytné (Hennings et al., 1980; Bikle et al., 2012). Mezi tyto kontakty patii adherentni spoje,
tésné spoje a desmozomy (Miiller et al., 2008a; Niessen, 2007). Vépenaté ionty aktivuji
fosfolipazu C, kterd hydrolyzuje fosfatidylinozitol-4,5-bifosfat na diacylglycerol a inozitol-
1,4,5-trifosfat (IP3). IP3 aktivuje protein kindzu C (PKC) a mobilizuje intraceluldrni Ca>*
(Jaken et Yuspa, 1988; Tu et Bikle, 2013). ZvySend hladina Ca?* poté indukuje bun&énou
adhezi zprostfedkovanou E-kadherinem a ta ndsledné aktivuje dal$i signdlni molekuly, které

jsou nezbytné pro spravny prub¢h diferenciace a preziti bunék. Mezi tyto signalni molekuly
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patfi napt. fosfatydilinozitol-3-kindza (PI3K), Akt nebo fosfolipdza C v 1 (PLCv1) (Pece et
Gutkind, 2000; Pece et al., 1999; Xie et al., 2005).

Zmény v koncentracich vapniku keratinocyty vnimaji prostfednictvim vapnikového re-
ceptoru sprazené¢ho s G-proteinem (calcium receptor, CaR) (Bikle et al., 1996). Inaktivace
CaR zabranuje bunécné adhezi zprostfedkované E-kadheriny a ndsledné aktivaci PLC~1 (Tu
et al., 2008). Dilezitou roli v diferenciaci hraje kromé CaR mnozstvi vapnikovych kanald,
mezi nimi i "superrodina” kanald TRP, délici se do 6 podskupin. Napr. aktivace kandlu
TRPC6 specifickym aktivatorem hyperforinem je dostacujici k zahdjeni diferenciace. Na-
opak umlceni tohoto kandlu prostiednictvim siRNA silné potlacuje diferenciaci keratinocytt
(Elsholz et al., 2014; Miiller et al., 2008b).

Pro spravny priib&h diferenciace je diileZitd koncentrace jak extraceluldrniho Ca?*, tak in-
traceluldrniho. Extraceluldrni Ca®* je zodpovédny za buné&nou soudrznost zprostiedkovanou
tvorbou desmozomii, adherentnich a té€snych spojt, intraceluldrni signalizace ma za na-
sledek stabilitu téchto komplext a podporuje tak proces diferenciace (Bikle et al., 2012).
Ve skute¢nosti zvy$ena koncentrace extraculularniho Ca** vede ke zvySeni hladiny intrace-
luldrniho Ca®* (Bikle et al., 1996).

V epidermis existuje strmy gradient vapenatych iontl, ktery dosahuje maxima ve stratum
granulosum (> 20 uM) a poté smérem ke stratum corneum klesa. Velmi nizky obsah vapniku
ve stratum corneum (< 3 uM) je zplisobem tim, Ze relativné "vysuSené" buiky této vrstvy
nejsou schopny rozpoustét ionty (Menon et al., 1985; Komuves et al., 2002; Celli et al.,
2010). Vétina intraceluldrniho Ca®* je skladovana v Golgiho aparétu (GA) a endoplazma-
tickém retikulu (ER) (Celli et al., 2010). Zabranénim exprese CaR prostfednictvim stimulace
vapnikovych pump ER a GA (SERCA2 a SPCA1), dochazi k redukci intracelularnich zasob
Ca®* a k omezeni mnozstvi vapniku, ktery miiZe byt uvolnén po pfidani extraceluldrniho
Ca?* (Tu et al., 2007). Mutace t&chto vapnikovych pump jsou pfi¢inou Hailey-Hailey cho-
roby a Darierovy choroby, které jsou charakteristické snizenou hladinou Ca®* v ER a GA

(Hu et al., 2000; Sakuntabhai et al., 1999).
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Obr. 3: Navrhovany model aktivace signdlni drdhy diferenciace keratinocytit indukované

vdpnikem (prevzato a upraveno z Xie et al., 2005).

2.7.2 Vitamin D

Kize je hlavnim zdrojem vitaminu D, jehoz aktivni formou je 1,25-dihydroxyvitamin Dj
(1,25-(OH),D3) (Bikle et Pillai, 1993). Vitamin Dj je v kiZi tvofen dvoustupniovym me-
chanismem ze 7-dehydrocholesterolu (7-DHC). UV zéfeni pfeméni 7-DHC na previtamin
D3, ktery nésledn€ izomerizuje na vitamin D3 neboli cholekalciferol (Holick, 1981). Tento
druhy krok tvorby vitaminu Dj zajist'uje jeho trvalé uvoliiovani do téla, kde prochazi meta-
bolickymi reakcemi. Nejprve je v jatrech pfeménén na 25-hydroxyvitamin D3 (25-(OH),D5),
poté v riznych tkanich dochazi k pfeméné na dalsi metabolity, z nichZ nejucingjsi je 1,25-
(OH),D5 (Bikle et Pillai, 1993). Kromé tvorby v kiiZi je vitamin D ziskdvan téZ ve formé
D, aDj z potravy (Jones et al., 1998).

1,25-(OH),D; je znamy tim, Ze inhibuje proliferaci keratinocyti a podporuje jejich dife-
renciaci. Tyto GCinky jsou zprostiedkovany receptorem pro vitamin D (VDR). 1,25-(OH),D;
se vaze na VDR a ten nésledné aktivuje transkripci gend, v jejichZ promotorech se nachazi

sekvence oznacovand jako vitamin D-responzivni element (Haussler et al., 1998). Indukce
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diferenciace keratinocytd vitaminem 1,25-(OH),D; byla poprvé pozorovdna v 1983 na my-
Sich bunkach (Hosomi et al., 1983).

Vitamin D ma na diferenciaci keratinocyti podobné ucinky jako vapnik. V pritomnosti
1,25-(OH),D5; dochézi ke zvySeni hladin mRNA INV a transglutamindz (Su et al., 1994a).
Je ale dulezité podotknout, ze efekt 1,25-(OH),D; na keratinocyty zavisi na ddvce a na kulti-
vaénich podminkach (Su et al., 1994a; Gniadecki, 1996). Dalsim dikazem, Ze 1,25-(OH),D;
hraje roli v indukci diferenciace keratinocytt je fakt, Ze zvySuje hladinu intracelularniho vap-
niku (Pillai ef Bikle, 1991). V ptitomnosti 1,25-(OH),Dj; jsou zaznamendny zvysené hladiny
mRNA vapnikového receptoru CaR. Je pravdépodobné, ze zvySeni hladin CaR zesiluje od-
povéd’ intraceluldrniho Ca?* na extraceluldrni a pfispiva tak ke zvy$enému influxu vdpniku
kandly. To je jeden z moZnych zptsobd, kterymi 1,25-(OH),D; zvySuje hladinu intracelular-
niho Ca** a podporuje tak vapnikem indukovanou diferenciaci (Ratnam et al., 1999).

Na regulaci tvorby 1,25-(OH),Dj5 se podili nékolik cytokinil a ristovych faktorti véetné
interferonu-y (IFN-v) (Bikle et al., 1989), tumor nekrotizujiciho faktoru-ao (TNF-«) (Bikle
et al., 1991), epidermdlniho ristového faktoru EGF a transformujiciho rstového faktoru
TGF-a (Lehmann, 1997).

Takalcitol, kalcipotriol a maxakalcitol jsou analoga 1,25-(OH),Ds3, ktera se uspés$né pou-
Zivaji k 1é¢bé psoriazy. Bylo zjiSténo, Ze tato analoga potlacuji proliferaci keratinocytd a sti-
muluji tvorbu zrohovélého obalu s podobnou tcinnosti jako 1,25-(OH),D; (Takahashi et al.,

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

2.7.3 Vitamin A

Vitamin A (retinol) a jeho derivéty retinoidy maji zdsadni vyznam pro udrzovani homeostazy
tkani a regulaci epitelidlni diferenciace. U zvifat je deficit vitaminu A spojen s rozvojem dlaz-
dicovych metaplazii epitelu oka, nosni sliznice a respira¢niho traktu, slinnych Zlaz, slinivky
btisni, pohlavnich a mocovych cest (Lotan, 1980).

Nejvyssi koncentrace vitaminu A v pokoZce byly identifikovany v rohové a granuldrni
vrstvé (1,06 pg/g proteinu), v dalSich vrstvach se jeho koncentrace postupné snizuje (TOrmé
et Vahlquist, 1990). Mezi nejcastéji se vyskytujici retionidy v pokoZce patfi kyselina re-
tinov4, retinol, acylestery retinolu a 3-dehydroretinylu (Vahlquist, 1982). Bylo dokéazéano,
Ze kyselina retinova ovliviiuje diferenciaci keratinocytii tim, Ze potlacuje transkripci genu
pro LOR (Hohl ef al., 1991a).

Pokud epidermdlni keratinocyty kultivujeme v nepfitomnosti vitaminu A, buriky se shlu-
kuji, jsou stratifikované a zaCinaji syntetizovat K1, naopak syntéza keratinti K13 a K19 je re-
dukovana. Po pfidani retinol acetatu (pfirozené se vyskytujici forma vitaminu A) do média
je syntéza K1 zcela potlacena, zatimco syntéza K13 a K19 je jeho tcinkem zvySena (Fuchs

et Green, 1981).
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Retinoidy jsou uz desitky let ve velké mife vyuZivany v dermatologii, pozdé€ji se né-
které z nich zacaly uplatiiovat také v jinych oblastech mediciny, napf. v onkologii. Pfiznivé
ucinky retinoidii byly pozorovany v 1écbé akné, psoriazy, ichtyézy, keratodermy nebo rako-

viny ktze. Uplatiiuji se také jako latky oddalujici starnuti kiiZze (Futoryan ef Gilchrest, 1994).
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Obr. 5: Chemické struktury derivdtii vitaminu A.

2.7.4 Sfingolipidy

Béhem diferenciace keratinocyty akumuluji velké mnozstvi lipidd, které jsou vyuzity k tvorbé
lamel stratum corneum (Schiirer et al., 1991). Ptiblizné€ 50 % lipidi stratum corneum tvori
sfingolipidy, v rdmci nichZ pfevazuji ceramidy (Paragh et al., 2008).

Nekteré sfingolipidy maji vliv na proliferaci a diferenciaci keratinocytt. Napriklad v pii-
tomnosti syntetickych analog ceramidi s kratkym fet€zcem, N-acetylsfingosinu, N-oktanoyl-
sfingosinu a N-hexanoylsfingosinu je stimulovana syntéza INV a tvorba zrohovélého obalu,
inhibovana proliferace a zvySena aktivita transglutamindz. Na druhé strané, pfi vhodné kon-
centraci sfingosinu miZe dochdzet k mirné stimulaci proliferace bun¢k (Wakita et al., 1994).

Také derivaty sfingolipidu sfinganin, hexanoylsfingosin, hexanoylfytosfingosin, sfingo-
sinsalicylét a fytosfingosinsalicyldt podporuji diferenciaci keratinocytt a potencidlné tak mo-

7z sv

hou byt vyuZity pro kosmetické a dermatologické ucely (Paragh et al., 2008).
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Obr. 6: Chemické struktury sfingolipidii.

2.7.5 Avarol

Avarol je seskviterpenoidni hydrochinon izolovany z moiské houby Dysidea avara (Minale
etal., 1974), u kterého byly zjiSt€ny vyznamné farmakologické ucinky vcetné protizadnétlivé,
protinddorové a antivirové aktivity (Ferrandiz et al., 1994; Kurelec et al., 1985; Loya et Hizi,
1990).

Bylo zjisténo, Ze pfi koncentraci 10 pM avarol potlacuje expresi K10. Ve stejném expe-
rimentu byly také pouZity estery avarolu oznaCené 2 - 4, aminoderivaty 6 - 15 a derivét Cislo
5, oSetfeny kyselinou salycilovou. U derivati 10, 13, 14 a 15 byla prokdzana schopnost inhi-
bovat rdst keratinocytd. Derivat 13 také vyrazné inhiboval hladiny mRNA TNF-a. Jelikoz
v 1é¢bé psoridzy se uplatiiuji latky blokujici signédlni drahu TNF-«, byl tento benzylaminovy

derivét avarolu navrZzen jako potenciondlni antipsoriatické 1écivo (Amigo et al., 2006).
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Obr. 7: Chemickd struktura avarolu.

2.7.6 Arzen

Chronické vystaveni organismu anorganickému arzenu je spojeno s mnoha nepfiznivymi
ucinky na zdravi, véetné rakoviny plic, kiize nebo mocového méchyre. Arsen v oxidacnich
stavech III+ a V+ zptisobuje reverzibilni potlaceni diferenciace normalnich i malignich ke-
ratinocytd, coZ bylo dokdzano pozorovanim sniZené exprese INV, FLG a transglutamindzy
1. V pripadé INV je toto potlaceni ¢astecné zprostiedkovano prvky odezvy promotoru AP-1

(Jessen et al., 2001).

2.7.7 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy hraji dtlezitou roli v regulaci riiznych fyziologickych procest jako metabo-
lismus, bunécnd proliferace a diferenciace nebo zanétlivé a imunitni odpovédi. Lokaln{ tera-
pie pomoci glukokortikoidi byla pfedstavena v roce 1952 Sulzbergerem a Wittenem a od té
doby je pouZzivdna k 1é¢bé mnoha dermatologickych onemocnéni véetné psoridzy, atopické
a seboroické dermatitidy, intertriga a ekzému.

Glukokortikoidy maji specifické ucinky na diferenciaci keratinocytti. Aplikace glukokor-
tikoidt indukuje expresi transglutaminazy 1 a FLG.

Na expresi INV maji glukokortikoidy opacny, inhibi¢ni efekt. Je zajimavé, Ze k potlaceni
exprese INV dochdzi pouze v nizsich suprabazalnich vrstvach, zatimco ve vyssich granular-

nich vrstvdch ke zméné nedochdzi. Tyto vysledky naznacuji, Ze glukokortikoidy inhibuji

casné stidia diferenciace a podporuji termindlni diferenciaci (Stojadinovic et al., 2007).
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2.7.8 Nikotin a acetylcholin

Do diferenciace keratinocytt jsou zapojeny také acetylcholin a nikotin. Acetylcholin reguluje
transmembranovy transport a intraceluldrni metabolismus Ca?*. Je syntetizovan, vylu€ovén
a degradovan keratinocyty. Acetylcholin je v téle rozpoznavan dvéma typy receptorti, niko-
tinovymi a muskarinovymi. Oba typy jsou exprimovany na povrchu keratinocyti (Grando
etal., 1993, 1995a,b). Aktivaci nikotinovych receptort je stimulovan vstup vapniku do kera-

tinocytl. Ddle se zvySuje pocet bunék tvoricich rohovy obal a exprimujicich K10, transglu-

tamindzu I, INV a FLG, ¢imZ dochézi k urychleni procesu diferenciace (Grando et al., 1996).
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Obr. 8: Chemické struktury nikotinu a acetylcholinu.

2.7.9 Geraniin

Listy rostliny Phyllanthus muellerianus (Kuntze) se v zdpadni Africe tradi¢né pouZivaji
k hojeni ran. Dominantni latkou v extraktu je geraniin. Geraniin je taninovy derivat ze sku-
piny ellagitaninti, ktery pozitivné ovliviiuje diferenciaci keratinocytd. Po oSetfeni bunék

touto latkou byla podstatné zvysena exprese markert INV, K1 a K10 (Agyare et al., 2011).
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Obr. 9: Chemicka struktura geraniinu.

2.7.10 Radix rubiae

Kofren rostliny Rubia cordifolia L. (mofena srdcCitd) neboli Radix rubiae je v Cinské medi-
ciné tradicné vyuZzivan k 1é¢bé psoridzy. Jednou z frakci Radix rubiae je etylacetat. Pokud
keratinocyty kultivujeme v médiu s riiznymi koncentracemi etylacetatu vice nez 2 dny, do-
chézi k vyrazné stimulaci tvorby rohového obalu. Je zajimavé, Ze Radix rubiae podporuje
diferenciaci keratinocytl siln€ji neZ vapenaté ionty. Po 4 dnech kultivace je také podstatné
zvySena exprese INV a transglutaminazy 1. Etylacetat ovliviiuje i expresi keratinti. Hladiny
K5 a K14, které jsou exprimovany v bazalni vrstvé epidermis a souvisi s bunécnou prolife-
raci, jsou po 4 dnech kultivace vyrazné sniZeny. Na druhé strané, exprese markert termindln{
diferenciace K1 a K10 je po oSetfeni etylacetitem zvySena. Tyto poznatky naznacuji, Ze Ra-
dix rubiae je schopny zvySovat tvorbu rohového obalu a indukovat termindlni diferenciaci

keratinocytt (Zhou et al., 2012).

PPN

etylacetat

Obr. 10: Chemickd struktura etylacetdtu.
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2.7.11 Kinetin

U rostlinného hormonu kinetinu bylo zaznamenano nékolik ucinkl na lidské buiiky, v¢etné
zpomaleni starnuti (Rattan ef Clark, 1994). Pozdéji byl dokdzan jeho vliv také na diferenciaci
keratinocytd. V pfitomnosti kinetinu jsou zaznamendny zvysené hladiny K10 a INV, zatimco
vyssi koncentrace kinetinu (napt. 80 4M) zpisobuji snizeni K14. I kdyzZ kinetin sdm o sobé
neni silnym induktorem diferenciace, v kombinaci s vdpnikem se jeho efekt na diferenciaci

keratinocytl zvySuje (Berge et al., 20006).
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Obr. 11: Chemickd struktura kinetinu.

2.7.12 Kurkumin, apigenin a EGCG

EGCG (epigalokatechin-3-galat) je bioaktivni polyfenol s antioxidacni aktivitou ziskany
ze zeleného Caje. V keratinocytech zvySuje aktivitu promotoru involukrinu, a tim i jeho
expresi. Aktivace transkripce INV je fizena p38 MAPK signdlni kaskddou, kterd zahrnuje
protein kindzu C, Ras, MEKK1, MEK3 a p38. MAPK kaskada fidi expresi INV prostfednic-
tvim regulace hladiny faktoru AP-1, kter4 je v pritomnosti EGCG zvysSena (Balasubramanian
et al., 2002). Bylo zjisténo, Ze aktivace této drdhy prostfednictvim EGCG méd za néasledek
zvyseni hladiny proteind vézajicich se na zesilova¢ transkripce CCAAT (C/EBP) a zvy-
Suje tvorbu komplexu na vazebném mist¢ C/EPB DNA promotoru INV, coZ je spojeno se
zvySenou aktivitou promotoru. (Balasubramanian er Eckert, 2004).

Dalsim ucinkem EGCG je zvySovani poctu zrohovélych bunék, ¢imZ napoméha k tvorbé

zrohovélého obalu. S podporou diferenciace souvisi také snizend bunécna proliferace. Bylo
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dokazéno, Ze proliferace keratinocytd je v pfitomnosti EGCG inhibovédna (Balasubramanian
etal., 2002).

Antagonistou EGCG je antioxidant kurkumin (diferuloylmetan), polyfenol izolovany
z rosliny Curcuma longa, ktery je zndmy svymi protinidorovymi uc¢inky (Aggarwal et al.,
2003). Kurkumin inhibuje nartist hladiny C/EPB a endogenniho INV, a sniZuje tak aktivaci
promotoru zavislou na EGCG. Kurkumin a EGCG maji tedy protichtidné i¢inky na genovou
expresi INV prostiednictvim regulace funkce transkripéniho faktoru C/EPB (Balasubrama-
nian et Eckert, 2004).

Podobné ucinky jako kurkumin m4 flavonoid apigenin vyskytujici se v petrZeli, tymidnu,
maté peprné a dalSich bylinach (Balasubramanian et Eckert, 2007). Apigenin ma inhibi¢ni
efekt na proliferaci rakovinnych bunék, coZ naznacuje jeho mozné chemopreventivni vyuZiti
(Sarkar et Li, 2004). Soucasnd aplikace apigeninu nebo kurkuminu s EGCG potlacuje zvy-
Seni v aktivité promotoru involukrinu pINV-241, které je zavislé na EGCG. Apigenin, stejné
jako kurkumin, inhibuje EGCG-dependetni aktivaci exprese endogenniho proteinu INV. Api-
genin s kurkuminem tedy mohou branit pozitivnimu i¢inku EGCG na diferenciaci keratino-

cytli (Balasubramanian et Eckert, 2007).
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Obr. 12: Chemické struktury apigeninu, kurkuminu a EGCG.
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2.7.13 Oligosacharidy a polysacharidy

V tradi¢ni mediciné je pro dermatologickou 1écbu vyuZivéano Siroké spektrum rostlin s vy-
sokym obsahem sacharidii. Mnoho z téchto latek ovliviiuje proliferaci a diferenciace kerati-
nocytd. Rostlinné polysacharidy jsou mnohdy soucasti krémii, kde funguji jako stabilizujici
a aktivni komponenty nebo jako slozky tvorici gel. Také lidské matefské mléko obsahuje
smés oligosacharidii, které maji vliv na diferenciaci keratinocytl (Deters et al., 2005a).

Pti kultivaci buné€k s polysacharidy izolovanymi z orobince Sirokolistého (Typha latifolia
L.) a chaluhy bublinaté (Fucus vesiculosus L.), a s oligosacharidy matetského mléka, kerati-
nocyty zastavuji svij normalni rist vedouci k typickym epitelidlnim monovrstvdm, a naopak
prochdzi silnou trojrozmérnou diferenciaci, pro kterou je charakteristickd tvorba tmavych
bunécnych kup. Stejné chovani buiiky vykazuji po pfidani ionoforu A23187, coz je typicky
induktor diferenciace. Polysacharidy z uvedenych rostlin a mlécné oligosacharidy vyrazné
stimuluji expresi INV (Deters et al., 2005a).

Polysacharidy izolované z ibisku sidanského (Hibiscus sabdariffa L.) také vyvolavaji
zvySenou expresi INV a indukuji tak ¢asnou diferenciaci keratinocyti. Kromé toho silné
stimuluji proliferaci téchto bun€k (Brunold et al., 2004).

Mirné zvySeni v expresi markeru diferenciace INV bylo zaznamendno i po oSetfen{ kera-
tinocytl polysacharidy z osement jitrocele vejCitého (Plantago ovata Forssk.) (Deters et al.,
2005b).

Silnym induktorem termindln{ diferenciace keratinocytt je polysacharid xyloglukan zis-
kany ze semen lichotefiSnice vétsi (Tropaeolum majus L.). V pritomnosti této latky dochazi
ke zvySeni hladiny INV, LOR a K10, zatimco FLG neni xyloglukanem ovlivnén. Xyloglukan
inhibuje aktivaci receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). EGFR signalizace vede
k aktivaci transkripéniho faktoru CREB, ktery iniciuje pfechod buniky z proliferacni faze

do stadia termindlni diferenciace (Zacharski et al., 2015).
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2.8 Psoriaza

Psoridza neboli lupénka je autoimunitni zanétlivé koZni onemocnéni charakteristické hyper-
proliferaci a abnormalni diferenciaci epidermalnich keratinocytd. Toto onemocnéni postihuje
pfiblizné 2 - 3 % populace. Existuje vice typll psoridzy, z nichZ nejcastéjsi je chronicka lo-
Ziskova psoriaza predstavujici 85 - 90 % vsSech pripadli (Zhang et al., 2012). Na zakladé
rozsahu postiZeni a ovlivnéni kvality Zivota pacientl rozliSujeme lehkou, stiedni a téZkou
formu psoridzy (Krueger et al., 2000).

Psoriatickd pokoZzka je erytematdzni, zesilend a Supinatd. Tyto znaky jsou vysvétleny
zvySenym rustem a dilataci povrchovych krevnich cév, a stejné ptisobivou hyperplazii epi-
dermis. V postizené epidermis keratinocyty velmi rychle proliferuji a dozrdvaji, ale proces
termindlni diferenciace neni Uplny. Keratinocyty v rohové vrstvé stdle obsahuji neporusSené
jadro (parakerat6za) a uvoliiuji jen n€kolik extraceluldrnich lipidd, které normdlné napo-
mahaji adhezi korneocytli. Neschopnost psoriatickych keratinocytti se hromadit a vylucovat
extracelularni lipidy zplsobuje Supinaténi pokozky a zhrouceni ochranné bariéry, zatimco
vyrazné rozsiteni cév v dermis zplisobuje viditelné zCervendni postiZzenych mist.

V pokozce postizené psoridzou je pocet proliferujicich bunék zdvojniasoben, zatimco
bunéény cyklus je asi 8 krat kratsi. Denni produkce keratinocytd je asi 28 krat vySsi nez
v normdlni epidermis (Weinstein et al., 1985). Pfi vzniku onemocnéni hraji dulezitou roli
T-lymfocyty, které spousti fetézec bunéénych a molekuldrnich reakei vedoucich k tvorbé pso-
riatickych 1ézi. Kromé T-bunék jsou pozorovany imunitni abnormality také u B-lymfocytd,
monocytl, netrofilii a erytrocytl. Psoridza je podminéna predevsim Th1 lymfocyty (T hel-
per 1), jez pod vlivem interleukinu 12 (IL-12) produkuji IFN-v a TNF-«. Existuje stale vice
dikazii o dilezitosti nové populace T-lymfocytti, Th17, v rozvoji této choroby. Th17 buiiky
jsou stimulovany IL-23 k produkci IL-17 a IL-22. Tyto 2 interleukiny jsou odpovédné za roz-
voj akantézy (rozsiteni pokozky v disledku ztlusténi stratum spinosum) v psoriatické kizi.
V rozvoji onemocnéni hraji diileZitou roli také genetické faktory a vnéjsi prostiedi.

Kli¢ové procesy v udrzovani nemoci jsou uvoliiovani IL-23 koZnimi dendritickymi bui-
kami, produkce prozanétlivych mediatora IL-17A, IL-17F, IL-22 bunikami Th17 a Tcl7
(cytotoxické bunky typu 17) a produkce IFN-vy a TNF-o Thl a Tcl bunikami. Tyto medi-

atory pusobi na keratinocyty, coz vede k aktivaci, proliferaci a produkci antimikrobidlnich
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peptidu, chemokinti a proteini S100. Tyto latky piisobi zp€tné na imunitni buniky produkujici
medidtory zanétu, a tim se udrzuje cyklus nemoci. I kdyz jsou pro rozvoj psoridzy klicové
zmény v Keratinocytech, deregulace funkce fibroblasti nebo endotelidlnich bunék mize také
k patogenezi prispivat (Balato et al., 2012).

Jak jiz bylo uvedeno, s psoridzou souvisi zmény nékterych markert diferenciace kera-
tinocyti. V pokoZce postiZzené lupénkou jsou zaznamendny zvySené hladiny proteinu INV.
Stejny efekt miizeme pozorovat u normalnich keratinocyti kultivovanych v pfitomnosti cyto-
kint charakteristickych pro psoridzu IFN-v, TNF-q, IL-13 nebo IL-17A (Chen et al., 2013).
Odlisné ucinky ma psoridza na expresi LOR, ktera je v psoriatické pokoZce vyrazné sniZena.
Je ovSem zajimavé, Ze ve zdravé kiizi byla zaznamendna podstatné nizsi exprese LOR nez
v oblasti 1ézi od stejného pacienta (Giardina et al., 2004).

K 1écbé psoridzy jsou vyuzivany rtizné metody, od lokdlnich pfipravkd pro mirnéjsi
formy az po fototerapii a systémovou 1écbu pro tézsi formy onemocnéni. Indikace pro 1é¢bu
vychdzi z lokdlnich symptomi (bolest, svédéni, snizena manudlni zru¢nost), kosmetickych
problémii nebo ze spojeni obou. Cilem 1é¢by je sniZzeni zdvaznosti a rozsahu onemocnéni
tak, aby pacientovi nepfekdzelo v osobnim, pracovnim ani spole¢enském zivoté. K lokalni
1éCbé se velmi Casto vyuzivaji rizné zvlacnujici piipravky a krémy, které hydratuji a zmek-
¢uji Supinaty povrch kize. Pravdépodobné nejpouzivanéj$im keratolytickym (zmékcujicim
zrohovatélou vrstvu pokozky) pfipravkem je mast s obsahem kyseliny salicylové a to bud’ sa-
mostatn€, nebo v kombinaci s uhelnym dehtem nebo lokdlnimi kortikosteroidy. LéCba za po-
moci pripravki s uhelnym dehtem se vétSinou provadi spolecné s UVB fototerapii. PouzZiti
téchto pripravku je ale omezené. Na normdlni kiZi maji i v nizkych koncentracich draz-
divy ucinek, zplisobuji aknotické vyrazky, kromé toho neprijemné zapachaji. Ve vzacnych
piipadech byl po 1é¢bé uhelnym dehtem zaznamenan vznik rakoviny kize. Dalsimi latkami
vyuzivanymi k lokalni 1é¢bé jsou kalcipotrien, kortikosteroidy a anthralin. Kalcipotrien patii
mezi analoga vitaminu D a m4 minimdlni efekt na metabolismus vdpniku. PouZziva se pro
pacienty s lehkou az stfedni formou psoridzy. Na systémovou 1écbu psoridzy jsou vyuZzivany
napi. systémové kortikosteroidy, etretinat (derivat vitaminu A) nebo cyklosporin (Greaves
et Weinstein, 1995). Psoridza je také dspésné 1éCena jiz uvedenymi analogy 1,25-(OH ), D3,
takalcitolem a maxakalcitolem, kterda potlacuji proliferaci a indukuji diferenciaci keratino-

cytl (Takahashi et al., 2003).
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Existuje také prirodni zplsob 1écby psoridzy. Tradi¢ni ¢inskd medicina vyuZziva k 1é¢bé
lupénky nékolik bylin. Mezi nejpouzivan€jsi patii Oldenlandia diffusa, podzemni stonek
Smilax glabra, kvét svétlice barvitské (Carthamus tinctorius), déle kofeny rostlin rehma-
nie lepkavé (Rehmania glutinosa), andéliky ¢inské (Angelica synensis), Salvéje Cervenoko-
tenné (Salvia miltiorrhiza), pivoniky ¢inské (Paeonia lactiflora), Dictamnus dasycarpus, Li-
thospermum erythrorhizon a Glycyrrhiza uralen (Tse, 2003). Slibnym 1é¢ivem je také jiz
zminény Radix rubiae, jenZ inhibuje proliferaci keratinocytii a podporuje tvorbu rohového

obalu (Zhou et al., 2012).
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Obr. 13: Schéma patogeneze psoridzy (prevzato a upraveno z Balato et al., 2012).
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3 Materialy a metody

3.1 Seznam pouZzitych pristroju, zarizeni a chemikalii

3.1.1 Kultivacni plasty (firma TPP)

Kultiva¢ni lahve s vickem 75 cm?
Kultiva¢ni desti¢ka 96-jamkova 0,33 cm?
Kultivacni misky

Skrabky

3.1.2 Pristroje a zarizeni

analyzér luminiscence FLA-7000

automatické pipety

Biirkerova komtirka

CO, inkubdtor MCO-18AIC

CFX96™ Real-Time System

cykler DNA Engine Peltier Thermal Cycler
cykler C100 Touch

destickovy spektrofotometr

dokumentacni systém (CCD kamera)
elektroforetickd sestava Mini-Plus
elektroforeticky zdroj EC 105

elektroforeticky zdroj EC 3000P

flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48
fluorescencni reader pro mikrotitracni desticky
chlazend centrifuga BR4i

kamera DP71

mikroskop IX51

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

stoln{ centrifuga Mini Spin
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FUJIFILM

Eppendorf

Marienfeld

SANYO

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Sunrise (Tecan)

LAS-4000 (FUJIFILM)
Hoefer

E-C Apparatus Laboratories
E-C Apparatus Laboratories
Gelaire, Flow Laboratories
Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems)
Jouan

Olympus

Olympus

Thermo Scientific

Eppendorf



sestava pro elektroforézu a blot Mini-PROTEAN
spektrofotometr EnSpire™ Multimode Plate Reader
svétlocitlivd kazeta BAS Cassette 2025
termomixér Thermomixer Comfort

trepaci inkubdtor Mixing Block MB-102
trepaCka KS 260 Basic

ultrazvuk HD 2200

ultrazvukova ldzent RK31

vahy 440-33N

vortex Minishaker MS2

vortex V-1 Plus

vyvéva KIF LAB

zdroj svétla TH4-200

3.1.3 Chemikalie

2-merkaptoetanol

50bp DNA ladder

AA - akrylamid

acetat sodny

agardza

aprotinin

APS - persiran amonny

BIS - N,N "-metylenbisakrylamid
bromfenolovd modf

BSA - hovézi sérovy albumin
destilovana voda

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - dimetylsulfoxid

EDTA - etylendiamintetraoctové kyselin
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Tetra System (Bio-Rad)
Perkin Elmer

FUJIFILM

Eppendorf

BIOER

IKA

BANDELIN SONOPLUS
BANDELIN SONOREX
Kern

IKA

Biosan

Laboport

Olympus

SERVA

BioSystems

SERVA Electrophoresis
Sigma

Sigma

Sigma-Aldrich

SERVA Electrophoresis
SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

LRR Olomouc
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



EGTA - etylenglykoltetraoctova kyselina
etanol 70%

etanol 96%

fetdlni sérum

glutamin

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits

chloroform

izopropanol

JumpStart™ Taq DNA polymeréza
KiCqStart® qPCR ReadyMix™
Large DNA ladder

luminol substrat

N, tekuty dusik

n-butanol

penicilin-streptomycin roztok
Ponceau S

ProtoScript®) First Strand cDNA Syntesis Kit
SDS - dodecylsiran sodny

Temed - tetrametyletylenediamin
TRIS

TRITON X-100

Trypsin

Tween 20

3.1.4 Roztoky

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

H,0)

e APS 10%: 0,1 g APS; 1 ml H,O

Sigma-Aldrich

Lach Ner s.r.o.

Lach Ner s.r.o.
Sigma-Aldrich
Sigma

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BioSystems

Thermo Scientific
Linde

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
Lach Ner s.r.o.
Sigma-Aldrich
SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

MP

e blotovaci pufr 10x: 30,3 g TRIS + 144 g Glycin + 1 1 H,O
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DNA nanéseci pufr 10x: 25 mg bromfenolovd modf; 1 ml 10% SDS; 7 ml H,O; 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; tuprava pH na 7,2; pfefiltrovdno pfes
0,22 pm filtr

ELFO pufr 10x (11): 30,24 g TRIS; 144 g glycin; 10 g SDS

kultiva¢ni médium DMEM 10% (500 ml): 440 ml DMEM; 50 ml fetalni sérum; 5 ml

penicilin-streptomycin roztok; 5 ml glutamin

lyzaéni pufr: 1 ml RIPA pufr; 1 x1 1000 leupeptin; 1 p1 1000 aprotinin; 10 1 100 %
PMSF; 1 pl IM DDT

PBS (1 1): 3,58 g Na,HPO, . 12 H,0; 0,2 g KH,PO,; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 950 ml
H,O; tprava pH na hodnotu 7,4; doplnéni do 1 1, ptefiltrovani pfes 0,22 pm filtr

SDS 10% : 5 g SDS + 50 ml H,O

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

TAE pufr 10x (0.5 1): 199,8 ml 1M TRIS pH 8,8; 8 ml koncentrované ledové octové
kyseliny; 10 ml 0.5M EDTA (dprava pH na hodnotu 8 a doplnéni H,O do 0,5 1)

TBS: 4,84 ¢ TRIS; 58,44 g NaCl; 1 1 voda; dprava pH na hodnotu 7,5; doplnéni do 2 1
TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCI1
TRIS pH 8,8: 48,46 g IM TRIS; 400 ml HCI

trizol (100 ml): 40,65 g fenol; 9,46 g guanidine thiokyanét; 3,16 g thiokyanat amonny;
3,33 ml 3M acetét sodny (pH 5); 5 ml glycerol
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3.1.5 Testované latky

V ramci praktické Casti bakalarské prace byly testovany tyto latky z chemické knihovny

Laboratore ristovych regultora:

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
N®-(2-hydroxy)benzyladenozin, ortho-topolin ribozid oTR
NS-(3-hydroxy)benzyladenozin, meta-topolin ribozid mTR
NS-(4-hydroxy)benzyladenozin, para-topolin ribozid pTR
N°-(trans-4-hydroxy-3-metyl-2-buten-1-yl)adenozin, trans-zeatin ribozid tZR
N°-(cis-4-hydroxy-3-metyl-2-buten-1-yl)adenozin, cis-zeatin ribozid cZR
NO-furfuryladenin, kinetin Kin
N6—furfuryladenozin, kinetin ribozid KR

3.1.6 Protilatky

e K1 - kozi protilatka (sc-17091) proti kralicimu IgG (sc-2768, Santa Cruz) s navdzanou

kfenovou peroxidazou, fedéni 1:1000

e K10 - mysi protildtka (sc-23877) proti krdlicimu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s nava-

zanou kfenovou peroxidazou, fedéni 1:1000

e K14 - mysi protilatka (sc-53253) proti kralicimu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s nava-

zanou kfenovou peroxidazou, fedéni 1:1000
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3.1.7

INV - mysi protilatka (sc-21748) proti kralicimu IgG (sc-358914, Santa Cruz) s navé-

zanou kifenovou peroxidazou, fedéni 1:1000

Primery

K10_F: 5-AATCAGATTCTCAACCTAACAAC-3" (Minner et al., 2010)
KI10_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)
KI1_F: 5-TCAATCTCGGTTGGATTCGGA-3" (Lee et al., 2009)

KI1_R: 5-CCACCTTGGTCATATAAGCACC-3" (Lee et al., 2009)

KI1_F: 5-ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC-3" (Borowiec et al., 2013)
K1_R: 5-CTTGGCATCCTTGAGGGCATT-3" (Borowiec et al., 2013)

KI1_F: 5"-GGTGCTTATATGACCAAGGTGG-3" (Cherbuin et al., 2015)
KI1_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 Biologicky material

e SVK14 - nediferencované imortalizované lidské kozni keratinocyty
e HaCaT - diferencované imortalizované lidské kozni keratinocyty

e kromé HaCaT péstovanych ve standartnich podminkéch jsem pouZzila i bunky kulti-
vované v médiu se sniZzenou koncentraci vapenatych ionti, u kterych se predpoklada

ztrata diferenciace

e BJ - lidské koZni fibroblasty

Celkova RNA izolovana z linie SVK14.

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Kultivace bunéek

Obé bunééné linie byly kultivovéany v plastovych kultivaénich lahvich T75 (75 cm?) vhod-
nych pro adherentnf{ linie. Buriky byly kultivovany v Zivném médiu DMEM obsahujici 10 %
fetalntho bovinniho séra, glutamin o findlni koncentraci 3,97 M, antibiotika streptomycin
(100 pg/ml) a penicilin (100 IU/ml). Kultivace probihala v inkubatoru, kde byly udrzovany
tyto podminky: teplota 36,5 - 37,5 °C, podil CO, v atmosfére 5,5 % a 100% relativni vlhkost
vzduchu. PasdZovéni bunék probihalo cca pti 80% konfluenci. VeSkerd manipulace s bunéc-

nymi liniemi probihala ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.

3.2.2 Priprava bunék na experimenty

Z kultivacnich lahvi bylo odsidto médium. Buniky byly omyty 2 ml EGTA (0,5 mM), ¢imz
byly odstranény zbytky média. K odlepeni bunék ze dna lahve byl pouzit 1 ml trypsinu

(0,5 g praseci protein/1 1 média) a lahve byly po dobu jeho piisobeni (cca 5 minut) umistény
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do inkubétoru. Po odlepeni byly buiiky oplachnuty 4 ml média a pfeneseny do zkumavky.
Niésledovala centrifugace pfi laboratorni teploté (1 000 g, 5 min). Médium s trypsinem bylo
odséato a pelet byl resuspendovén presné v 5 ml média. Bunky byly spocitdny za pomoci
Biirkerovy komiirky. Suspenze byla vhodné zfedéna médiem na pozadovanou koncentraci
a bunky byly nasazeny do kultivanich lahvi nebo mikrotitracnich desek. Teplota média
i roztoki byla vzdy cca 37 °C.

Do kultivacnich lahvi byly nasledujici den pridany testované latky rozpusténé v DMSO,
jehoZ obsah byl obvykle nizs§i nez 0,1 %. Ke kontrolnim bunikdm bylo pfidino DMSO
a to ve stejném objemu jako testované latky. Buiiky byly s testovanymi latkami inkubovéany

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

3.2.3 Sklizeni bunék

Po dané dobé€ inkubace bylo z kultiva¢nich nddob odsato médium. Buriky byly seSkrabany
do 1 ml trizolu a pfeneseny do 1,5 ml zkumavky. Buiiky byly v trizolu inkubovéany 10 minut

pri pokojové teploté a poté uloZeny do -80 °C nebo ihned zpracovany.

3.2.4 Izolace RNA Kklasickou metodou

Vzorek v trizolu byl rozmraZen na ledu a promichdn pomoci vortexu. Ke vzorku bylo pfiddno
200 pl chloroformu, po dobu 30 s byl vortexovéan a poté inkubovan 10 minut pfi pokojové
teploté. Po inkubaci byl vzorek stoen v centrifuze (12 000 rcf, 15 min, 4 °C) a jednot-
livé slozky byly rozdéleny na lipidy (spodni ¢ast), DNA (zakaleny prstenec) a RNA (horni
sloZka). RNA byla pfepipetovdna do nové sterilni 1,5 ml mikrozkumavky do niZ bylo pfi-
dano stejné mnozstvi izopropanolu a vrstvy byly kratkym protfepanim promichéany. Vzorek
byl 5 minut inkubovan pfi pokojové teploté a opét zcentrifugovan (12 000 rcf, 10 min,
4 °C). Po odstranéni supernatantu byl pelet promyt 1,5 ml 75% ethanolu a vzorek byl
lehce promichdn, aby doslo pouze k odlepeni peletu. Vzorek byl ndsledné stoen v centri-
fuze (12 000 rcf, 10 min, 4 °C). Supernatant byl odpipetovén, vzorek v oteviené mikrozku-
mavce byl susen do zpriihlednéni peletu. Findlné byl vzorek rozpustén ve 40 ul sterilni vody

a opakovanym pipetovanim byl promichdn. Nésledovala inkubace po dobu 10 min pfi 60 °C,

poté byl vzorek ihned ochlazen na ledové tiisti a byl uloZen do mrazaku (-80°C).
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3.2.5 Izolace RNA pomoci kolonek

Izolace RNA kolonkovou metodou probihala za pouZiti PureLink(®) RNA Mini kitu. Ke vzor-
ku bunék v 1 ml trizolu bylo napipetovano 200 ul chloroformu a zkumavka byla diikladné
protfepana po dobu 15 s. Nasledovala tfiminutova inkubace pii laboratorni teploté a poté
byla zkumavka stocena v centrifuze (12 000 g, 15 min, 4 °C). Vodnd faze s RNA byla pre-
pipetovana do nové zkumavky a bylo k ni pfidano stejné mnoZstvi 70% ethanolu, obsah byl
promichdn na vortexu. Poté bylo 700 il vzorku pfeneseno na kolonku, zkumavky byly sto-
Ceny v centrifuze pfi laboratorni teploté (12 000 g, 15 s). Ke vzorku bylo pfiddano 700 pl
promyvaciho pufru I, zkumavka byla zcentrifugovéana (12 000 g, 15 s) a obsah byl prenesen
do nové zkumavky. Nasledné byl vzorek dvakrat promyt pomoci promyvaciho pufru II a zku-
mavka byla opét zcentrifugovana (12 000 g, 1 min). Centrifugace probihala pfi laboratorni
teploté. Po centrifugaci bylo na stied kolonky naneseno 30 pl RNase-free vody, ndsledovala
inkubace po dobu 60 s. Mikrozkumavka byla stoena v centrifuze pti laboratorni teploté
(12 000 g, 2 min). Vzorky byly uloZeny do mrazdku (-80 °C). Cistota a koncentrace RNA

byla zméfena na NanoDropu.

3.2.6 Reverzni transkripce pomoci ProtoScript®) First Strand cDNA Syntesis kitu

Reverzni transkripce byla provedena pomoci dvou druhii kitd - ProtoScript®) First Strand
cDNA Syntesis kitu, nebo High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu. Pfi pouZziti prv-

niho zminéného kitu byly komponenty smési pfipraveny dle nasledujici tabulky (Tab. 2).

Tab. 2: SloZeni RT-PCR smési ProtoScript®) First Strand cDNA Syntesis kitu.

Objem na 1 reakci [ul]

2x reakCni pufr 10
10x enzymovy mix 2
d(T)23 VN 2
RNA podle koncentrace
RNase-free voda podle objemu RNA
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Pted provedenim reverzni transkripce byla koncentrace RNA zméfena na NanoDropu.
Do reakce byla RNA nafedéna s RNase-free vodou tak, aby jeji koncentrace byla 1 ug/pul.

Reakce probihala v termobloku pii 42 °C, 1 hodinu. Nésledné byla teplota zvySena
na 80 °C po dobu 5 minut, ¢imz doslo k inaktivaci enzymil. Po dokonceni reakce byly
vzorky ihned pouZity pro polymerdzovou fetézovou reakci nebo uloZeny do mrazdku (-20

°C).

3.2.7 Reverzni transkripce pomoci High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu

Reverzni transkripce byla provedena za pouZiti High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits. Jednotlivé slozky byly napipetovany do stripti (viz Tab. 3) a kratce stoCeny v minicent-

rifuze.

Tab. 3: SloZeni RT-PCR smési High-Capacity cDNA Reverse Transcription kitu.

Objem na 1 reakci [ul]

10x reakéni pufr 2

25x dNTP Mix 0,8

10x RT Random primery 2
MultiScribe™ reverzni transkriptaza 1
Nuclease-free voda 4,2

RNA podle koncentrace
RNase-free voda podle objemu RNA

Koncentrace vyizolované RNA byla zméfena na NanoDropu. Do RT reakce byla RNA
nafedéna s RNase-free vodou tak, aby jeji koncentrace byla 1 ug/ul. Celkovy objem RT-PCR
smési jednoho vzorku €inil 20 pl.

Reakce probihala v cykleru pomoci programu pro RT (viz Tab. 4). Po dokonceni reakce

byly vzorky uloZeny do -20 °C nebo ihned pouZity pro polymerdzovou fetézovou reakci.
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Tab. 4: Teplota a doba jednotlivych krokii programu pro RT.

Teplota [°C] Cas [min]

Krok 1 25 10
Krok 2 37 120
Krok 3 85 5

3.2.8 Polymerazova retézova reakce

Chemikalie pro polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) byly rozmraZeny na ledu, promi-
chdny pomoci vortexu a kritce stoeny v minicentrifuze. Nésledné byly pfipraveny podle

tabulky (viz Tab. 5).

Tab. 5: SloZeni PCR smési.

Objem na 1 reakci [p1]

sterilni voda 14,52
10mM deoxynukleotidy 0,72
10x PCR pufr 2
forward primer 0,18
reverse primer 0,18
JumpStar polymeriza 0,4
cDNA 2

Uvedena mnozstvi jednotlivych sloZek byla napipetovana do sterilnich stripi. Stripy byly
kratce stoCeny v minicentrifuze a umistény do cykleru, kde prosly danym poctem cykld
za néasledujicich podminek (viz Tab. 6).

Podle potieby byl ménén pocet cykll reakce od 30 do 37. Po skonceni findlni extenze
byly vzorky v cykleru ochlazeny na 4 °C a uloZeny do mrazédku (-20 °C) nebo ihned zpraco-

vany.
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Tab. 6: Teplota a doba jednotlivych krokii PCR.

Teplota [°C]

Cas [s]

pocatecni denaturace 94
denaturace 94
annealing podle pouzitych primert
extenze 72
findlni extenze 72

300

40
30
90

300

3.2.9 Polymerazova retézova reakce v realném case

Potfebné komponenty pro polymerazovou fet€zovou reakci v redlném Case (Real-Time PCR)

byly rozmraZeny na ledu a napipetovany do sterilnich stripti (viz Tab. 7).

Tab. 7: SloZeni Real-Time PCR smési.

Objem na 1 reakci [1l]

KiCqStart® SYBR® Green gPCR ReadyMix™
forward primer
reverse primer

sterilni voda

cDNA

10
0,18
0,18
8,64

1

Po napipetovani vSech sloZek do stript byly stripy kratce sto¢eny v minicentrifuze a umis-

tény do cykleru s danymi podminkami (viz Tab. 8). Po ukonéeni procesu byly vzorky ochla-

zeny cyklerem na 4 °C a poté byly ihned zpracovany nebo umistény do mrazaku (-20 °C).

52



Tab. 8: Teplota a doba jednotlivych krokii Real-Time PCR.

Teplota [°C] Cas [s]
pocatecni denaturace 95 180
denaturace 95 15
annealing podle pouzitych primert 30
extenze 60 30
findlni extenze 72 5

3.2.10 Elektroforeticka separace produkti PCR a jejich detekce

Elektroforeticka separace probihala v horizontdlnim usporadéni v 1% agar6zovém gelu, poz-
déji byl pouzit gel 1,5%.

Agaréza v 1 x TAE pufru byla rozvarena v mikrovinné troub€. Po zchladnuti na asi 60 °C
bylo k agardze pridano barvivo GelRed (v objemu 5 i1 na 100 ml) a gel byl nalit do elektro-
foretické vany. Po ztuhnuti gelu a vyjmuti hfebinkii byla vana naplnéna 1x TAE pufrem.

Do prvni jamky bylo naneseno 3 1 markeru molekulové hmotnosti (50bp DNA ladder).
Do dalSich jamek byly napipetovany vzorky z PCR (10 pul), které byly nejprve smichany
s 10x DNA nanéSecim pufrem. Elektroforéza probihala 30 - 60 min pfi napéti cca 100 V.

Pro detekci a vizualizaci byl pouzit UV-transilumindtor FLA-4000 (Fujifilm). Byly pofi-

zeny snimky gell se zviditelnénymi produkty.

3.2.11 Toxicita na bunéénych liniich

Hodnoceni toxicity testovanych latek bylo provedeno v 96-jamkovych deskach. Nejdiive
byly nasazeny burniky v daném poctu do jamek (80 pl/ jamka), druhy den byly k buiikdm pfi-
déany testované latky. Deska vZdy obsahovala také kontrolu a slepy vzorek kvili odecteni po-
zadi. Latky byly aplikovany v fedici fadé o 6 koncentracich, v triplikdtu. Desky byly po dobu
3 dnti uloZeny v inkubatoru. Poté bylo k burikdm pfiddno barvivo resazurin a nasledovala tii-
hodinovéa inkubace v inkubatoru. Resazurin je v burnikach redukovan na fluoreskujici rizové
barvivo resorufin. Fluorescence byla zméfena pomoci spektrofotometru EnSpire™ Multi-
mode Plate Reader pfi vinové délce excitace 544 nm a emise 590 nm. Déle byla zméfena

absorbance pii vinové délce excitace 570 nm a emise 600 nm.
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3.2.12 Sklizeni bunék pro analyzu proteinu

Z kultivacni lahve bylo odsdto médium. Do lahve bylo pfiddano 10 ml vychlazeného 1x PBS
a buniky do néj byly seSkrabdny. Po stoceni do zkumavek nasledovala centrifugace pti 1620 g,
5 min, 4 °C. Supernatant byl odsidn a pelet resuspendovdan v 10 ml ledového 1x PBS.
Zkumavky byly za stejnych podminek opét stoceny na centrifuze, pelet byl resuspendovédn
v 1 ml 1x PBS a suspenze byla opét zcentrifugovana. Po odsati supernantu byl pelet ve zku-
mavce ponofen do tekutého dusiku. Vzorek byl zamrazen v -80 °C nebo byl ihned zlyzovan.

Veskera manipulace se vzorky probihala na ledu.

3.2.13 Priprava proteinovych lyzatu

Pro lyzovani bunék byl nejprve pfipraven lyzacni roztok dle tabulky (viz Tab. 9).

Tab. 9: SloZeni lyzacniho roztoku.

Objem [ 1]
RIPA 9987
IM DTT 1
1000 aprotinin 1
1000 x leupeptin 1
100 mM PMST 10

K peletu ve zkumavce byl pfiddn lyzacni roztok, jehoZ objem byl uren na zakladé
velikosti peletu. Pelet byl v roztoku resuspendovan a poté sonifikovan utrazvukovou son-
dou (10 s, 3 cykly) nebo inkubovan 30 min na ledé. Suspenze byla stocena na centrifuze
(30 min, 17090 g, 4 °C). Supernant byl prepipetovan do nové mikrozkumavky a jeho objem
byl zaznamenan. Pomoci metody Bradfordové byla stanovena celkovd koncentrace protein.
Ke vzorkiim byl pridan lyzacni pufr a 5x SDS s merkaptoetanolem tak, aby se docililo

stejné koncentrace u vSech proteinovych vzork.
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3.2.14 Elektroforeticka separace a Western blotting

Mikrozkumavky s lyzéty byly zdenaturovany v termobloku (95 °C, 2 min). Separace probi-
hala pomoc vertikdlni elektroforézy. Objem vzorku pipetovaného do jamek 12,5% SDS-PAA
gelu (sloZeni viz Tab. 10) zdleZel na koncentraci proteinti. Mnozstvi proteint aplikované
do jamek bylo v rozmezi 25 - 40 pg. Do prvni jamky byl nanesen hmotnostni proteinovy

standard. Elektroforéza probihala cca 2 hodiny pfi napéti 70 - 120 V v 1x ELFO pufru.

Tab. 10: SloZent lyzacniho roztoku.

Délici 12,5% gel Zaostrovaci 5% gel

Objem [ml] Objem [ml]
H,O 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 dokonceni byly proteiny za pomoci western blottingu pfeneseny na nitrocelulézovou
membrénu. Blotovéni probihalo po dobu 2 hodin pfi napéti 270 mA v blotovacim aparatu.
Poté byla membréna s proteiny obarvena v roztoku Ponceau S, opladchnuta destilovanou vo-

dou a usuSena.

3.2.15 Imunodetekce

Membréna s prenesenymi proteiny byla nafezana na prouzky dle velikosti cilového proteinu.
Nasledné byla promyta v PBS do tplného odbarveni Ponceau S a blokovédna na tiepacce
v 5% mléku v PBS nebo v 5% BSA v TBS/0,1% Tween 1 hod pfi laboratorni teploté. Poté
byla na membranu nanesena primarni protilatka nafedéna podle potieby 100 - 2000 x. Mem-
brana byla inkubovana pfes noc v uzaviené vlhké komirce v lednici. K ukonceni inkubace
doslo opakovanym promyvanim v PBS/TBS s 0,1% Tweenem na tfepace. Membrédna byla

umisténa na parafilm a byla na ni nanesena sekundarni protildtka znac¢end kienovou pero-
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xiddzou (fedéni 1:1000). Nasledovala hodinova inkubace ve vlhké komiirce pii laboratorni
teploté. Po dokonceni inkubace byla membrana opét promyta v PBS/TBS s 0,1% Tweenem.
OsuSend membrana byla prevrstvena roztokem luminol/peroxid (1:1). Pomoci CCD kamery

byly v riznych Casech (1 s - 1 hod) zachyceny fotografie signald.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace primera pomoci polymerazové retézové reakce

Pro optimalizaci primert pro markery diferenciace keratinocyti byla pouzita metoda PCR
nasledovand elektroforetickou separaci v agar6zovém gelu. Optimalizace byla provadéna
na bunécnych liniich HaCaT, SVK14 a v nékterych piipadech také na linii BJ. V ptipadé
linii BJ a HaCaT byl k optimalizaci pouzit pouze kontrolni vzorek, ktery misto testované
latky obsahoval DMSO. U linie SKV14 byly kromé kontrolniho vzorku pouzity také vzorky
ovlivnéné rliznymi cytokininy. U vSech primerti byl optimalizovan pocet cykli a teplota
naseddni primeri. Rozmezi testovanych teplot bylo uréeno na zdkladé doporucené teploty
ziskané z programil Primer-BLAST a Primer3.

Pro jednotlivé primery byly pouzity rizné piistupy testovani (viz Tab. 11), fotografie gelii
tedy nemaji jednotnou formu. Ze vSech testli byl pro kazdou dvojici primert vybran pouze

jeden nazorny snimek s nejlepSimi vysledky.

Tab. 11: Prehled vyzkouSenych teplot a bunécnych linii pro optimalizaci primerii. XX -
tvorba nesprdavného nebo Zdadného produktu, X - kromé sprdavného produktu se vytvoril

i nespecificky produkt, OK - produkt poZadované velikosti, ok - slaby produkt poZadované

velikosti.
Testované primery Bunééna linie 50°C 51°C 52°C 53°C 54°C 55°C 56°C 5F°C 58 °C 58 °C 60 °C 61°C 62°C 63°C
AQP3 (Pisarchik et al., 2004) SVK14 XX XX X X X
HaCaT 0K OK
BJ X X
K1 (Lee et al., 2009) SVK14 XX
K1 {Cherbuin et al., 2015) SVK14 XX
HaCaT 0K OK OK 0K OK
K10 (Minner et al., 2010) SVK14 XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
HaCaT XX XX XX XX XX XX
K10 (Borowiec et al., 2013) SVK14 ok ok ok ok ok ok
HaCaT OK OK OK OK 0K OK
K14 (Minner et al., 2010) SVK14 OK QK 0K QK OK
FLG (Minner et al., 2010) SVK14 QK 0K OK 0K 0K
HaCaT OK
BJ OK
INV (Minner et al., 2010) SVK14 X X X X X ok XX XX XX
BJ XX
LOR (Minner et al., 2010) SVK14 XX XX XX XX XX XX
HaCaT X X X
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Akvaporin 3

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-TTTGGCTTTGCTGTCACTCTG-3" (Pisarchik et al., 2004)
5"-AAGCACATGGCAAAGGTCAC-3" (Pisarchik et al., 2004)

Velikost ocekdvaného produktu je 89 bp.

U primert pro AQP3 byly vyzkouseny teploty 58 - 62 °C a pocet cykld 30 nebo 35. Pri
teplotdch 58 a 59 °C nedoslo k tvorbé produktu. Pfi pouziti vysSich teplot (60, 61, 62 °C)
se u linif BJ a SVK14 vytvoril navic druhy nespecificky produkt. Nejlepsich vysledkl bylo
dosazeno na bunécné linii HaCaT, kdy se po 35 cyklech pfi teploté nasedani primerti 62 °C

vytvortil silny produkt odpovidajici velikosti.

HC BI SVK HC BJ] SVK HC BJ SVK HC BJ SVK

61°C 62°C 61°C 62°C

30 cykla 35 cvkla

Obr. 14: Fotografie agardozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poctu cyklii a teploty
naseddni primerit pro AQP3. Testované linie BJ, HaCaT a SVKI4.

Keratin 1

Pro optimalizaci byly testovany nasledujici pary primeru:

o 5-TCAATCTCGGTTGGATTCGGA-3" (Lee et al., 2009)
5"-CCACCTTGGTCATATAAGCACC-3" (Lee et al., 2009)

o 5-GGTGCTTATATGACCAAGGTGG-3" (Cherbuin et al., 2015)
5"-ATGCTGTCCAGGTCGAGACT-3" (Cherbuin et al., 2015)

Velikost ocekdvaného produktu primert (Lee ef al., 2009) je 155 bp, primera (Cherbuin
et al.,2015) 173 bp.
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Pro optimalizaci byla pouZita linie SVK14 oSetfend vybranymi cytokininy. Pro prvni
dvojici primerii byla vyzkousena teplota 58 °C, PCR reakce prob&hla v 30 cyklech. Za téchto
podminek se vytvoril produkt o velikosti cca 1000 bp, misto pozadované velikosti 155 bp.
Byly tedy vyzkouSeny primery (Cherbuin et al., 2015), pro které byla zvolena teplota 62 °C,
pocet cykla zustal stejny. Velikost produktu se zmensila na asi 350 bp, poZadované velikosti
173 bp se ovsem nepodafrilo docilit. JelikoZ optimalizace na linii SVK14 nebyla Gspésna,
dvojice primerti (Cherbuin ef al., 2015) byla pouzita také na kontrolnim vzorku linie HaCaT,
kde se vytvoril produkt spravné velikosti. Byl vyzkousen gradient 5 teplot, pocet cykli ztstal

stejny (30).

58 59 60 61 62

Obr. 15: Fotografie agarozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poctu cyklit a teploty
naseddni primerit (Cherbuin et al., 2015) pro K1 na linii HaCaT. Gradient teplot (°C).

Keratin 10

Pro optimalizaci byly testovany nasledujici pary primeru:

e 5-AATCAGATTCTCAACCTAACAAC-3" (Minner et al., 2010)
S-TTCCTCTTGCTTTGATGGG-3" (Minner et al., 2010)

o 5"-TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC-3"(Borowiec et al., 2013)
5"-GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA-3" (Borowiec et al., 2013)

Velikost oc¢ekavaného produktu primert (Minner et al., 2010) je 162 bp, primert (Bo-
rowiec et al., 2013) 147 bp.

Pro prvni dvojici primerti byly vyzkouseny teploty 50 - 60 °C, pocet cyklu byl vzdy 30.
Primery byly testovdny na liniich HaCaT i SVK14, ale k tvorbé produktu nedoslo v Zddném
z experimentl. Ddle byla pouzita dvojice primeri (Borowiec et al., 2013). Tyto primery
byly testovany na kontrolnich vzorcich linii SVK14 a HaCaT za pouZiti teplot v rozmezi
57 - 62 °C. PCR reakce probéhla v 30 nebo 35 cyklech. V piipadé€ linie SVK14 doslo

pii nastaveni 35 cykli a pii teplotach 59 a 60 °C k tvorbé velmi slabych produktii. Na linii
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HaCaT se pfi teploté 62 °C vytvoril pozadovany produkt. Pro tuto linii byl tedy ndsledné
vyzkousen teplotni gradient 57 - 62 °C s dvojici primera (Borowiec et al., 2013). Za téchto

podminek doslo ke tvorbé spravného produktu za vSech pouZzitych teplot.

. “' ” |
i . E——— N -

62 57 58 59 60 61 62

HC SVK

Obr. 16: Fotografie agarozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poc¢tu cyklii a teploty
naseddni primerii (Borowiec et al., 2013) pro K10. Kontrolni vzorky linii SVK14 a HaCaT,

pocet cyklii 35.

Keratin 14

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-CGATGGCAAGGTGGTGTC-3" (Minner et al., 2010)
5"-GGGTGAAGCAGGGTCCAG-3" (Minner et al., 2010)

Velikost ocekdvaného produktu je 160 bp.

Primery byly testovdny na kontrolnim vzorku linie SVK14 v teplotnim gradientu 57 -
61 °C. PCR reakce probéhla v 35 cyklech. Naslednou gelovou elektroforézou byla ovéiena
spravna velikost produkti. Primery byly testovany také na linii SVK14, kterd byla oSetfena

riznymi cytokininy. V tomto experimentu byl pocet cykld sniZen na 30. Vysledné produkty

mély sprdvnou velikost, ale byly velmi slabé.

57 58 59 60 61

Obr. 17: Fotografie agarozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poctu cyklit a teploty
naseddni primeri pro K10. Kontrolni vzorek linie SVK14. Teplotni gradient (°C).
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Filaggrin

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5"-GGGCACTGAAAGGCAAAAAG-3" (Minner et al., 2010)
5"-CACCATAATCATAATCTGCACTACCA-3" (Minner et al., 2010)

Velikost o¢ekdvaného produktu je 80 bp.

Optimalizace primerti pro FLG byla provadéna na bunécnych liniich SVK14, HaCaT
i BJ. Byly pouzity teploty v rozmezi 57 - 61 °C. Byl vyzkouSen rizny pocet cykla - 30,
33, 35, 36 a 37. Optimalizace primeri pro FLG se podafila nejlépe ze vSech testovanych

primerd, pri teploté 59 °C a pouziti vyssiho poctu cykli (napi. 36) se vytvorily spravné

a silné produkty i na linii SVK14 oSetené cytokininy.

57 58 59 60 61

Obr. 18: Fotografie agarozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poctu cyklii a teploty
naseddni primeri pro FLG. Kontrolni vzorek linie SVK14. Teplotni gradient (°C), 35 cyklii.

Involukrin

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:

o 5-TGAAACAGCCAACTCCAC-3" (Minner et al., 2010)

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

Velikost o¢ekdvaného produktu je 83 bp.

Pro optimalizaci byly pouZity buné¢né linie SVK14, HaCaT i BJ. PCR reakce probihala
v 30, 33 nebo 35 cyklech. Byly testovany teploty v rozmezi 52 - 60 °C. Pfi 30 cyklech se za
teploty 57 °C na linii SVK14 vytvoril velice slaby produkt, v ostatnich pfipadech se produkt

vibec nevytvofil nebo doslo k vytvoreni mnoha nespecifickych produkti.
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Lorikrin

Pro optimalizaci byl testovan nasledujici par primert:
o 5-TCATGATGCTACCCGAGGTTTG-3" (Minner et al., 2010)

o 5"-CAGAACTAGATGCAGCCGGAGA-3" (Minner et al., 2010)

Velikost o¢ekdvaného produktu je 87 bp.
Testovani probihalo na bunéénych liniich HaCaT a SVK14. PCR reakce probéhla v 30 cyk-
lech. Byly pouzity teploty v rozmezi 58 - 63 °C. U obou linii doslo k tvorbé nespecifického

produktu, u linie HaCaT se navic vytvoril 1 pozadovany produkt.

SVK HC SVK HC SVK HC SVK HC SVK HC SVK HC

58 °C 59 °C 60 °C 61 °C 62 °C 63 °C

Obr. 19: Fotografie agarozového gelu s PCR produkty. Optimalizace poctu cyklit a teploty
naseddni primeri pro LOR. Kontrolni vzorky linii SVK14 a HaCaT. 30 cykli.
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4.2 Optimalizace primerti pomoci polymerazové retézové reakce

v realném case

Pro optimalizaci primert byla kromé klasické PCR pouzita také metoda Real-Time PCR
(polymerazova fetézova reakce v redlném Case). Tato metoda zaznamenava mnozstvi DNA
v prubéhu kazdého cyklu. Reakce vyuziva pritomnosti fluorescencnich barviv, ktera se in-
terkaluji mezi bdze DNA. Intenzita fluorescence je sledovdna pomoci detektoru a je ptimo
umérnd mnozstvi produktu. Po probéhnuti PCR reakce byla velikost produktli ovéiena elek-
troforézou v agar6zovém gelu. Pro kazdy par primert byl vyzkousen gradient 6 teplot.
VSsechny experimenty byly provadény na kontrolnim vzorku (bez testované l4tky) bunécné
linie HaCaT. Ke zjisténi pfipadnych kontaminaci byla zaroven pro vSechny vzorky vytvoiena
negativni kontrola (NK) bez cDNA. Rozmezi testovanych teplot bylo opét uréeno na zdkladé
doporucené teploty ziskané z programi Primer-BLAST a Primer3.

Pro Real-Time PCR byly pouZity stejné dvojice primert jako v piipadé klasické PCR.
Navic byla pouzita dvojice primertd pro K1 (Borowiec et al., 2013) a dvojice primert pro

K10 (Cherbuin et al., 2015).

5S"-ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC-3" (Borowiec et al., 2013)

5"-CTTGGCATCCTTGAGGGCATT-3" (Borowiec et al., 2013)

S"-ATGTCTGTTCGATACAGCTCAAG-3" (Cherbuin et al., 2015)

5"-CTCCACCAAGGGAGCCTTTG-3" (Cherbuin et al., 2015)

U vétsiny primeru se silny produkt spravné velikosti vytvoril pfi pouziti vSech teplot.
Nejmarkantnéjsi rozdil v pouziti rliznych teplot byl zaznamenan u dvojice primert pro INV,
kdy se nejvice produktu se vytvorilo pfi nejnizsi pouZzité teploté (53 °C). Se zvySujici se tep-
lotou velikost produktu postupné klesala a zacaly se tvofit dalsi nespecifické produkty. V né-
kterych pripadech jsou fotografie geld kvili prehlednosti upraveny tak, aby zobrazovaly jen

dréhy na gelu patfici k popisovanému experimentu.
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Obr. 20: Fotografie agarozovych gelit s PCR produkty. Optimalizace teploty (°C) a nase-
ddni primeru pomoci Real-Time PCR. Optimalizace primerii 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
etal., 2010), (h) FLG (Minner et al., 2010), (ch) INV (Minner et al., 2010), (i) LOR (Minner
et al., 2010). Vedle vzorku vZdy negativni kontrola (NK) bez cDNA.

Déle jsou uvedeny obréazky kiivek teplot tani pro jednotlivé primery, kdy jsou barevné
odliseny vzorky, pro které byla pouzita rizna teplota (viz vyse). Tyto grafy byly vytvoreny
v programu Bio-Rad CFX Manager. V idedlnim piipadé by kiivky jednotlivych vzorkd
mély mit jeden vrchol, coz se zcela nepodafilo ani u jednoho vzorku. Vice vrcholi miize
byt zptsobeno pritomnosti dal$iho produktu, ktery je obvykle také viditelny na agar6zovém
gelu, jak miZeme vidét napt. u INV. Dalsim divodem miiZe byt tvorba dimerti primerd.

Znamy jsou také pripady dvoufdzového tani produktu.
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Obr. 21: Grafy krivek tdni produktit Real-Time PCR. Bunécnd linie HaCaT s vybranymi
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
etal., 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 vybranych markeru diferenciace keratinocytia

Jak jiz bylo zminéno, vapnik je hlavnim reguldtorem diferenciace keratinocytd. Keratinocyty
kultivované pfi nizké koncentraci vapniku rychle proliferuji, ale nediferencuji se. Diferenci-
ace keratinocytli je iniciovdna, pokud je koncentrace vapniku zvySena nad 0,1 mM (Hennings
et al., 1980).

Pro imunodetekci byly vybrany 4 markery diferenciace keratinocytt - INV a keratiny K1,
K10 a K14. Kromé HaCaT kultivovanych za standartnich podminek, byly pouZity i1 bunky
kultivované v médiu se sniZzenym obsahem vdpenatych ionti (sérum se sniZzenym obsahem
vapniku pomoci chelexace). Cilem tohoto postupu provedeného podle (Deyrieux et Wilson,
2007) bylo navodit dediferenciaci té€chto keratinocytli. Pracovala jsem s burikami, u kterych
jsme jiz predpokladali dokoncenou dediferenciaci. V piipadé uspésné dediferenciace by pro-
teiny K1, K10 a INV (tedy markery diferenciace) nemély byt v téchto burikich pfitomny.

Z. fotografie membrany je patrné, zZe dediferenciace bun€k nebyla ispésnd. Na membrané
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byly detekovany proteiny K10, K14 a INV. Protein K1 nebyl za danych podminek deteko-

van vubec.

— - — - - ]

(a)
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Obr. 22: Fotografie membrdn s detekovanymi proteiny. Riiznd doba kultivace bunécné linie
HaCaT v médiu se zvySenym obsahem vdpniku (2,8 mM; + Ca’*) a linie HaCaT
kultivované v médiu s nizkym obsahem vdpniku, u kterych jsem predpoklddala

dediferenciaci. (a) K14, (b) K10, (c) INV.

4.4 Hodnoceni vliva vybranych cytokininu na viabilitu keratinocytu

Cytokininy maji rizné G¢inky na diferenciaci keratinocyti a jednotlivé markery. Pokud jsou
primarni keratinocyty kultivovany v pfitomnosti 40 - 200 M kinetinu, dochdzi k vyraz-
nému zpomaleni bunécného ristu, které je spojeno s nastupem diferenciace. Kinetin zvySuje
hladinu markerti K10 a INV. Hladina K14 je naopak po oSetfeni kinetinem sniZena. Tyto vy-
sledky vedou k zavéru, Ze by kinetin mohl podporovat diferenciaci keratinocytt (Berge et al.,
2006).

Pro hodnoceni vlivii cytokinind na lidské keratinocyty byl pouZit test cytotoxicity za-
lozeny na redukci barviva resazurinu. Bylo testovano né€kolik vybranych cytokinint a je-
jich ribozidt. Pomoci spektrofotometru byly naméfeny hodnoty fluorescence a absorbance,
ze kterych byla ndsledné vypocitina hodnota IC50. Tato hodnota uddva koncentraci testo-
vané latky, pri které dochazi ke smrti 50 % bunék. Z testovanych cytokinind byly obecné

YV s

vice toxické ribozidy, z nichZ nejvySsi toxicitu vykazovaly BAPR, iPR, KR a oTR.
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Tab. 12: Vliv vybranych cytokininii na viabilitu bunécné linie HaCaT.

Prumeér IC50 | Smérodama odchylka
Latka Test [uM] IC50 [uM] Poéet méfeni
BAPR | absorbance 3.85 0,03 2
fluorescence 4.63 0,30
cZ absorbance =100 - 1
fluorescence =100 -
cZR absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
1PR absorbance 5,91 0.16 2
fluorescence 6,60 0,02
Kin absorbance =100 - 4
fluorescence =100 -
KR absorbance 8.48 0,25 2
fluorescence 11.67 0.6
mT absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
mTR absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
oT absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
oTR absorbance 6,83 2.10 4
fluorescence 9.15 3.46
pT absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
pTR | absorbance =100 - 1
fluorescence =100
A absorbance =100 - 1
fluorescence =100 -
IZR. absorbance =100 - 2
fluorescence =100 -
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Tab.

13: Vliv vybranych cytokininu na viabilitu bunécné linie SVKI14.
Prumér IC50 | Smérodama odchylka
Latka Test [uM] IC50 [uM] Poéet méfeni
BAPE | absorbance 5.53 0,19 2
fluorescence 6,40 0,06
cZ absorbance =100 - 2
fluorescence =100
cZR absorbance =100 2
fluorescence =100 -
1PR. absorbance 6.10 0.57 2
fluorescence 7.92 1,48
Kin absorbance =100 - 2
fluorescence =100
KR absorbance 1314 02 .
fluorescence 1623 0.55
mT absorbance =100 2
fluorescence =100
mTR absorbance =100 1
fluorescence =100
oT absorbance =100 2
fluorescence =100 -
oTR absorbance 3.75 0.57 4
fluorescence 6.39 0,78
pT absorbance =100 - 2
fluorescence =100
pTE | absorbance =100 1
fluorescence
1Z absorbance =100 2
fluorescence =100
7R absorbance =100 2
fluorescence =100
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5 Diskuze a zaver

Béhem procesu diferenciace keratinocytd dochazi k syntéze proteinti nezbytnych pro tvorbu
zrohovélé vrstvy epidermis. Mezi tyto tzv. markery diferenciace patii napiiklad filaggrin, in-
volukrin a nékteré keratiny. Jejich exprese muze byt ovlivnéna nékterymi latkami, jejichz ak-
tudlni prehled se nachazi v teoretické Casti této prace. Mezi tyto latky patii také fytohormony
cytokininy. Predchozi studie ukdzaly, Ze nékteré cytokininy, zejména kinetin a trans-zeatin,
maji pozitivni i€inky na buriky lidské kiize jakymi jsou fibroblasty nebo keratinocyty (Rattan
et Clark, 1994; Rattan et Sodagam, 2005; Ji et al., 2010). U kinetinu byla prokdzana schop-
nost inhibovat rdst primarnich keratinocyt. Tento tucinek byl zesilen v kombinaci s va-
penatymi ionty. Kultivace keratinocytli v médiu se zvySenym obsahem véapenatych iontd
a 40 uM kinetinu vedla ke snizeni mnozstvi keratinu 14 exprimovaného v bazalni vrstvé
epidermis a naopak byla zvySena hladina suprabazalnich markert keratinu 10 a involukrinu.
Tyto vysledky naznacuji mozny diferenciacni efekt kinetinu (Berge et al., 2006).

Cilem prace bylo zavést nékteré metody, které by umoznily hodnotit schopnost cytoki-
ninti indukovat diferenciaci keratinocytd. Jako model byly vybrany imortalizované linie Ha-
CaT a SVK14. Prvni z nich podle literatury exprimuje markery pozdni diferenciace, druha
ne (Boukamp et al., 1988; Bernard et al., 1985). Jako vhodna metoda se jevi detekce mar-
tekce po elektroforéze a westernovém prenosu muze slouzit k potvrzeni zmén na proteinové
trovni. Primery pro markery diferenciace keratiny 1, 10 a 14, filaggrin, involukrin a lorikrin
byly pfevzaty z literatury (Minner et al., 2010; Lee et al., 2009; Borowiec et al., 2013; Cher-
buin et al., 2015). Déle byla optimalizovdna PCR reakce pro akvaporin 3, kandl transportujici
vodu a glycerol pres bunécné membrany. Primery pro akvaporin 3 byly pfevzaty z (Pisarchik
et al., 2004). Vychozi reakéni podminky vychdzely z literatury, k nalezeni vhodné teploty
nasedani primert byl pouZit teplotni gradient.

Kromé keratinocyti SVK14 a HaCaT byly v nékterych experimentech pouZity i fibrob-
lasty BJ, které by nemély exprimovat geny spojené s tvorbou rohové obdlky. Nékteré geny -
napf. filaggrin, které jsou tradicné spojovany s diferenciaci keratinocytt, ale exprimuji, coz

bylo v mych experimentech potvrzeno.
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V optimalizacnich experimentech byla nejprve pouZzivand klasickd PCR s ndslednou
analyzou produktl na agarézovém gelu. PrestoZe bylo provedeno nékolik experimentli pro
kazdy par primerd, vysledky nebyly idedlni. V n€kterych piipadech produkt viibec nevznikl
nebo vznikl produkt nespravné velikosti (napf. u primert pro involukrin a keratin 10 (Min-
ner et al., 2010)). Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno s primery pro filagrin, kde se produkt
vytvoril u vSech 3 testovanych linii. Zajimavé je pozorovani, Ze produkt spravné velikosti
v reakci s primery pro keratin 10 (Borowiec et al., 2013) vznikl i v linii SVK14 s naruSe-
nou diferenciaci. Signdl byl ale velice slaby. Je mozné, Ze buniky exprimuji i malé mnoZzstvi
tohoto genu nebo Ze se v populaci bunék nachdzi mala frakce bun€k diferencovanych. Nelze
ani vyloucit, Ze pozorované produkty nejsou produkty cilovymi.

ProtoZe naSe laboratot ziskala pfistroj pro PCR v redlném case, kterd nabizi oproti kla-
sické metodé fadu vyhod (rychlost, snadnéj$i moznost kvantifikace), v dal$ich optimaliza-
cich klasickou metodou jsem nepokracovala. PCR v redlném Case - zatim jen s cDNA s lini{
HaCaT - poskytla velice rychle podstatné lepsi vysledky. Produkty vznikaly pro vSechny
primery napfic¢ gradientem teplot obvykle od 57 do 66 °C. Ovéfeni na agar6zovém gelu po-
tvrdilo, Ze vznika produkt pfiblizné ocekdvané velikosti. Ve vétsiné piipadd byl pfitomen
pouze cilovy produkt. Problematicka je zatim reakce s involukrinem, kde vznikaji i produkty
nezadouci, jak bylo patrné jiz z kiivek tani. Nezddoucim jevem byl také v nékterych ptipa-
dech vznik slabych produktt ve vzorcich bez cDNA. Je mozné, Ze $lo o kontaminaci.

Dalsi optimalizace, experimenty s ostatnimi liniemi a vypracovani protokolu pro kvanti-
fikaci cilovych cDNA bude pfedmétem navazujici diplomové prace. Jako jedno z moznych
zlepSeni bych navrhla pouZiti klonovanych sekvenci cilovy amplikont jako pozitivnich kon-
trol. I moje experimenty ukazuji, Ze prirozena kontrola se nemusi chovat dle ocekavani - viz.
moznd slabé exprese keratinu 10 v linii SVK14.

Déle jsem testovala mozZnost detekovat nékteré markery diferenciace pomoci imunode-
tekce po westernovém prenosu. K dispozici jsem méla protilatky proti keratinim 1, 10 a 14
a proti involukrinu. Jako biologicky materidl byly pouzity buiiky HaCaT dlouhodobé kulti-
vované v médiu s nizkou koncentraci vapenatych iontt (0,03 mM), coz by mélo vést k de-
diferenciaci téchto bunék (Hennings et al., 1980). Bunky byly pfed sklizni kultivovany (24 -
168 hodin) v prostiedi bud’ s nizkou nebo vysokou koncentraci vapenatych iontd. PouZitim

imunodetekce jsem zjistila, Ze buniky exprimuji markery keratin 10, keratin 14 a involukrin
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bez ohledu na kultivaéni podminky. Pfitom keratin 10 a involukrin by v ptipadé¢ tspésné de-
diferenciace nemély byt v této linii detekovany. Vysledky tedy ukazuji, Ze dediferenciace
nebyla uspésna. A to i pres to, Ze bunky podrobené dedifrenciaénimu protokolu mély odlis-
nou morfologii. Keratin 1 nebyl v tomto experimentu detekovéan viibec, diivody jsou nejasné.
Je mozné, Ze je tfeba optimalizovat ddle podminky imunodetekce.

Dale jsem testovala vliv kinetinu a dalSich pfirozenych cytokinint na viabilitu kerati-
nocytl. V souboru byly zastoupeny jak cytokininové baze tak ribozidy. Efekt byl sledovan
pomoci testu, jehoZ principem bylo méfeni metabolické redukce modrého barviva resazu-
rinu na rizovy fluoreskujici resofurin. U testovanych latek byla stanovena hodnota IC50,
ktera byla vypocitdna z namérenych hodnot fluorescence a absorbance. Experiment byl pro-
vadén na liniich keratinocytit SVK14 a HaCaT. U kinetinu byly toxické Gc¢inky zaznamenany
az pri koncentracich vyssi nez 100 M. Nepodafilo se tedy potvrdit pozorovani (Berge et al.,
2006), Ze by i nizsi koncentrace kinetinu (napf. 40 - 100 M), mély na proliferaci keratino-
cytl vyrazny inhibujici efekt. Je nutné ale zminit, Ze (Berge et al., 2006) na rozdil ode mne
pouzivali primdrni keratinocytovou linii. U obou linii byla nejvyssi toxicita pozorovéna u ri-
bozidi BAPR, iPR, KR a oTR, kdy pro inhibici 50 % bunék stacily koncentrace do 20 uM.
Smyslem tohoto experimentu bylo zjistit vhodné koncentrace pro budouci diferenciacni ex-
perimenty.

Vyse uvedené experimenty ukazuji, Ze pouzivani imortalizovanych linii ma vyznamné
stinné stranky. Vhodné&jsi by proto bylo pracovat s primdrnimi liniemi. Jejich nevyhodou
je podstatné vySsi cena kultivaénich médii a také potieba vyclenit speciélni inkubator, pro-
toZe kultivace vyzaduje jinou koncentraci oxidu uhli¢itého (5,0 %) nez béZzn4 kultivace v nasi

laboratofi (5,5 %).

V ramci experimentélni Casti této prace jsem kromé vyhodnoceni vlivu souboru pfiro-
zenych cytokinind na viabilitu keratinocytovych linii také provedla sérii experimentt s ci-
lem optimalizovat protokol pro sledovani diferenciace keratinocytd na drovni transkriptomu
a proteomu. PCR v redlném Case s primery pfevzatymi z literatury umoznila kvantitativni
detekci keratinti 1, 10 a 14, filaggrinu, involukrinu, lorikrinu a akvaporinu 3. Pomoci imu-
nodetekce po denaturacni elektroforéze (SDS-PAGE) a westernovém pfenosu se mi podarilo

detekovat proteiny keratin 10, keratin 14 a involukrin. Tyto metody budou po dalsi optimali-
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zaci v ramci diplomové prace pouzity k hodnoceni diferenciacniho t¢inku cytokinint.
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6 Seznam zKkratek

1,25-(OH),D;
7-DHC
AD

AE
AQP
BAP
BAPR
CASP14
CaR

CK
CKX

cZ

c/ZR
DMAPP
EGCG
ER
DMSO
FLG
GA

HC
IFN-~
IL

INV

iP

iPR

IP3

Kin

1,25-dihydroxyvitamin D3
7-dehydrocholesterol
atopickd dermatitida
atopicky ekzém

akvaporin
6-benzylaminopurin
6-benzylaminopurin ribozid
epidermdlni kaspdza 14
vapnikovy receptor
cytokininy

cytokinin oxid4dza/dehydrogenaza
cis-zeatin

cis-zeatin ribozid
dimetylallydifosfat
epigalokatechin-3-galat
endoplazmatické retikulum
dimetylsulfoxid

filaggrin

Golgiho aparat

bunécna linie HaCaT
interferon ~y

interleukin

involukrin
Nb-izopentenyladenin
Né-izopentenyladenozin
inozitol-1,45-trifosfat
keratin

kinetin
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KR
LOR
mT
mTR
MT-SP1
NK

oT
oTR
PI3K
PKC
PLCH1
pT
pTR
SDS
SVK
TNF-«
TRIS
tZ

tZR
VDR

kinetin ribozid

lorikrin

meta-topolin

meta-topolin ribozid
serinova protedza matriptiza
negativni kontrola
ortho-topolin

ortho-topolin ribozid
fosfatidylinozil-3-kindza
protein kindza C

fosfolipdza C ~y 1
para-topolin

para-topolin ribozid
dodecylsulfat sodny
bunécnd linie SVK14

tumor nekrotizujici faktor «
tris(hydroxymetyl)aminometan
trans-zeatin

trans-zeatin ribozid

receptor pro vitamin D
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