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ABSTRAKT

Kyselina indol-3-octova je jednim z nejCastéji se vyskytujicich fytohormonil patticich
do skupiny auxind, zaroven je vSak také metabolitem stfevni a kozni mikroflory. Na riznych
tkanich a modelech byla popsana fada jejich zajimavych ucinkti, v soucasnosti vSak

neexistuje studie, ktera by popisovala vliv této kyseliny na normalni, zdravou kizi.

K charakterizaci efektu kyseliny indol-3-octové na kiizi byly vyuZity experimentalni modely
bunéénych kultur a prase€ich koznich explantatii. Pomoci béznych metod molekularni
biologie, jako je qRT-PCR, fluorescencni mikroskopie a dalsi, bylo prokazéano, ze se
kyselina indol-3-octova podili na aktivaci aryl hydrokarbonového receptoru, ktery posiluje
bariérovou funkci kiize, a zvySuje odolnost proti oxidacnimu stresu vyvolanému UV

zafenim, které je jednou z nejcastéjSich pficin starnuti ktize.

Klicova slova: kyselina indol-3-octova, tryptofan, aryl hydrokarbonovy receptor, genova

exprese, kozni bariéra, oxidacni stres, starnuti ktize.

ABSTRACT

Indole-3-acetic acid is one of the most common phytohormones belonging to the auxin
group, but it is also a metabolite of the intestinal and skin microflora. Many of its interesting
effects have been described in various tissues and models, but there is currently no study

describing the effect of this acid on normal, healthy skin.

Experimental cell culture models and porcine skin explants were used to characterize the
effect of indole-3-acetic acid on skin. Using conventional molecular biology methods such
as qRT-PCR, fluorescence microscopy and others, indole-3-acetic acid was shown to be
involved in the activation of the aryl hydrocarbon receptor, which enhances the barrier
function of the skin, and increases resistance to UV-induced oxidative stress, one of the most

common causes of skin aging.

Keywords: indole-3-acetic acid, tryptophan, aryl hydrocarbon receptor, gene expression,

skin barrier, oxidative stress, skin aging.
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UvVOoD

a chrani ho pred vnéjsimi vlivy. Jedna se o vicevrstvou strukturu, ktera plni mnoho funket,
od obrany téla pted Skodlivymi patogeny, regulace teploty, vylu¢ovani Skodlivych latek,
vnimani doteku, tlaku a bolesti, ale také psychosocialni funkci, kdy stav a vzhled pokozky

vyznamné ovlivituje sebevédomi a celkové sebevnimani jednotlivei [1-3].

Dulezitou roli v udrzovani zdravi a celkového stavu kiize plni kosmeticka péce, ktera mize
pomoci vylepsit vzhled klize, minimalizovat projevy starnuti, chrénit ji pted Skodlivymi
vlivy zivotniho prostiedi a udrzovat ji v optimalnim stavu. Mezi hlavni cile kosmetické péce
patii hydratace, vyziva, fotoprotekce, regenerace, udrzeni mladistvého vzhledu, vyhlazeni

pleti nebo posileni kozni bariéry [4].

Stale vétsi popularitu mezi spotiebiteli ziskavaji kosmetické ptipravky obsahujici pfirodni
suroviny, které maji potencidl poskytnout efektivni péci o klizi a zaroveil minimalizovat
negativni u¢inky spojené s pouzivanim syntetickych latek [5]. Rada pouzivanych p¥irodnich
surovin v kosmetice se pfirozen¢ nachéazi 1 v kazi. Jejich vyhodou byva obecné dobra
snasenlivost 1 pro citlivou a problematickou plet. Mezi takové suroviny patii napi. kyselina
hyaluronova, kolagen, elastin, vitaminy, antioxidanty nebo aminokyseliny a dalsi [6].
Jednou z aminokyselin bézné se vyskytujicich v kiizi je tryptofan, ktery je pomoci kozniho
mikrobiomu metabolizovan na zajimavé latky, mezi néZz patii i kyselina indol-3-octova

(IAA) [7].

Tato diplomova prace se zabyva vlivem IAA na normdlni zdravou kizi se zaméfenim
na funkci kozni bariéry nebo na odolnost proti oxida¢nimu stresu, jenz se velkou mérou
podili na pfedCasném starnuti kize. A pravé posileni kozni bariéry nebo prevence

pred¢asného starnuti ktize jsou jedny z hlavnich cilii kosmetické péce.
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1 KUZE A JEJI BARIEROVA FUNKCE

Kuze je jednim z nejvétsich organt lidského téla, ktery tvofi jeho uceleny zevni povrch
a vytvari tak bariéru organismu pred nejriiznéj$imi vlivy okolniho prostiedi. Kromé toho
zastava 1 mnoho jinych funkci, od regulace télesné teploty, ptes ochranu pted ultrafialovym
(UV) zéfenim, aZ po tvorbu dulezitého vitaminu D. Navic je také naSim nejvétSim
smyslovym organem a prostiednictvim nervovych zakonceni v ni ulozenych ziskavame

spoustu informaci o okolnim prostfedi [1].

1.1 Stavba kuze

Kize dospélého ¢lovéka ma plochu 1,5-2 m? a vazi 3 kg, s tukovou vrstvou vSak mize
v extrémnich pfipadech dosahovat hmotnosti az 20 kg. Tloustka kiize se udava 0,54 mm.
Nejtenci je na o¢nich vickach a nejtlustsi na zadech a stehnech. Je tvofena dvéma hlavnimi
vrstvami, pokozkou (epidermis) a Skarou (dermis, corium), viz Obr. 1. Pod kizi se nachézi
podkozi (tela subcutanea, hypodermis). V kiizi se nachazi i ptidatné kozni orgény neboli
kozni adnexa, které se déli na keratinizovana (nehet, vlas) a zlazova (mazova, potni a mlécna

slaza) [2-3].

Stratum comeum

Epidermis St. granulosum
5t. spinosum
St. cormneum
Musculus arrector
Demmis — pili
Potni flaza
Hypodermis—| e
Vegse
- S

Senzoricky nerv

Obrazek 1 Prifez lidskou kiizi, upraveno podle [8]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1.1.1 Epidermis

Epidermis je vrchni a nejtenci vrstvou kiize. Je tvofena prevazné z keratinocytli, coz jsou
buniky rohovéjiciho vicevrstevného dlazdicového epitelu ektodermalniho pavodu. Tyto
buniky postupné zraji, nejdiive v nich vznikaji granula, postupné ztraceji jadra, a nakonec
odumiraji a odlucuji se. Tento proces od bazalni membrany po vrstvu rohovou trva piiblizné
28 dni a v rdmci tohoto procesu bunky projdou v§emi 5 vrstvami epidermis: od nejspodné;jsi
stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum po nejsvrchnéjsi

stratum corneum [1], viz Obr. 2.

shra ki rm o ru
— sir. digjunctum
— EIF. COMJUACTLM

stratum lucidum

straturm granulosum

strabum spimosur

straturm basale
pars papilaris

pars reticularis

Obrazek 2 Struktura epidermis [3]

Stratum basale se sklada z jedné vrstvy keratinocyti, které jsou pomoci hemidesmozomu
pfipojeny k bazilni membrané, ve které dochazi k bunéénému déleni a vzniku novych

bunék, jenz doplituji odlupujici se butiky z vrchni vrstvy.

Na stratum basale navazuje 2—5 vrstev keratinocytl polyedrického ostnitého tvaru tvoricich
stratum spinosum. Smérem k povrchu se postupné oploStuji. V horni Casti této vrstvy

dochazi k diferenciaci bunék.

Stratum granulosum se sklada z 1-3 vrstev oplostélych buné€k, obsahujicich keratohyalinova
granula, skladajici se z prekurzorti keratinu a profilaggrinu, ktery se postupné, béhem

rohovaténi bunék, pfeménuje na filaggrin.
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Stratum lucidum je prechod mezi nezrohovatélymi a zrohovatélymi bunkami epidermis.
Buiiky, oznacované jako tranzitni keratinocyty, ztraceji jadro a organely a dochazi k bunécné

smrti. Keratohyalinova granula se zde pfeménuje na keratin.

Stratum corneum je vrstva plné zrohovatélych odumfelych bunck (korneocyttlt), které
neobsahuji jadra a které jsou na sebe husté navrstveny. Vrchni vrstvy se neustale odlupuji.

Tento proces se nazyva deskvamace [1-3].

Krome¢ keratinocytl se v epidermis také vyskytuji melanocyty, Merkelovy a Langerhansovy
buniky. Melanocyty se nachazi ve stratum basale a ve vlasovych folikulech. Jednotlivé
bunky maji dendritické vybezky, které se vétvi mezi keratinocyty, a pomoci endocytdzy jim
predavaji pigment melanin. Melanocyty jsou po téle rovhomérné zastoupeny (cca 1200
bunék/mm?) nezavisle na rase, vyjimkou jsou silné pigmentované prsni bradavky a jejich
dvorce a oblast zevniho genitdlu. Pigment melanin se podili na fotoprotekci kiize, nebot’ je

Sirokospektralnim absorbentem UV zateni [9-10].

Langerhansovy buiiky jsou ulozeny ve stratum spinosum. Vznikaji v kostni dfeni. Jejich
hlavni funkci je prezentovat antigen lymfocytiim, jsou tedy soucasti imunitniho systému.
Merkelovy buniky jsou ulozeny v bazédlni vrstvé a jsou volné spojeny se synapsemi

nervovych zakonéeni. Maji funkci mechanoreceptort [10].

1.1.2 Dermis

Dermis je tvotena vazivovou tkani, kterd je bohaté cévné i nervové zasobena. Tloustka
se udava od 0,6 do 3 mm. Sklada se z povrchové, tenci Casti pars papillaris, ktera papilami

vybiha do epidermis, a hloub&ji ulozené pars reticularis.

Dermis se sklada z nékolika typt bunék obklopenych mezibunéénou hmotou, ktera
se nazyva extracelularni matrix. Nejhojnéji zastoupenymi builkkami v dermis jsou
fibroblasty, které maji vietenovity tvar a produkuji slozky extraceluldrni matrix, jako je
kolagen, elastin nebo glykosaminoglykany (kyselina hyaluronovéa, chondroitin sulfat apod.).

Mezi dalsi buniky v dermis patii fibrocyty, monocyty, astrocyty, makrofagy, lymfocyty atd.

Tkan v dermis ma vlaknitou strukturu. Nejcast&ji zastoupend vldkna jsou kolagenni
a elastickd. Kolagenni vlakna jsou zodpovédna za pevnost kiize, vyskytuji se ve formeé

snopctl a tvoii 75 % suché hmotnosti dermis. Stejné Cetnad jako kolagenni vldkna jsou
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1 vlakna elasticka, kterd jsou ale ten¢i. V prvni fadé zajist'uji pruznost kiize a nachazeji se

okolo klubicek a vyvodi potnich zlaz a vlasovych folikuli [1-3].

1.1.3 Tela subcutanea

Tela subcutanea neboli podkozni vazivo spojuje dermis s povrchovou fascii. Zakladnimi
stavebnimi bunikami jsou adipocyty — tukové bunky, které tvoii podkozni tuk. Na jeho
mnozstvi ma vliv pohlavi, v€k, vyziva, Zivotni styl, genetické predispozice, ale i hormonalni
pusobeni. Tuk je nejvice ukladan v oblasti bficha, hyzdi a stehen, kde tvofi tzv. tukovy
polstar. Podkozni vazivo je hojné cévné zdsobeno a mezi jeho funkce patii skladovani

zasobnich latek, izolace a termoregulace nebo ochrana vnitinich organt [2-3].

1.2 Kozni bariéra

V pribéhu fylogenetického vyvoje suchozemskych zivoCichi bylo nutné vytvofit
jedine¢nou obranu vici riznym vlivim zivotniho prostfedi, kterd se souhrnné nazyva kozni
bariéra. Jedna se o specifické usporadani slozek ve vrchnich vrstvach pokozky, které kiizi
chrani pfed nejriznéjSimi vlivy, jako je UV =zafeni, oxidacni stres, patogenni

mikroorganismy, alergeny, xenobiotika a zadrzuje dostatecné mnoZzstvi vody [11-12].

Pro spravnou funkci kozni bariéry je klicova rohova vrstva epidermis — stratum corneum,
kterd svou strukturou pifipomind cihlovou zed. Pomyslnymi cihlami jsou korneocyty
navzajem pospojované korneodesmozomy. Prostor mezi nimi je vyplnén mezibunécnou

lipidovou substanci [13].

Na Obr. 3 jsou zvyraznéné dulezité slozky pro fungovani kozni bariéry, mezi které patii [14]:
e keratin, filaggrin a jeho degradacni produkty,
e zrohovatéla bunééna obalka,

e lipidova obélka korneocytu.
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zrohovatéli bunééna obalka  lipidova obilka korneocyti  mezibunééna
lipidova

substance
:
., korneodesmozom

lamelirni granula
jadro desmozom
tésné spojeni

keratohyalinova granula

Obrazek 3 Slozky kozni bariéry v epidermis, upraveno podle [14]

Filaggrin je protein bohaty na aminokyselinu histidin, syntetizovany v keratohyalinovych
granulich stratum granulosum jako profilaggrin. Béhem pfechodu zral¢ granularni bunky
v korneocyt je profilaggrin rychle defosforylovan za vzniku filaggrinu. Pti dozrdvani
korneocyti dochazi kuplné proteolyze filaggrinu na kyseliny trans-urokanovou
a pyrolidon-5-karboxylovou, ¢imz vznika uvniti korneocyti pfirozeny zvlhcujici faktor,
ktery udrzuje optimalni obsah vody a osmotickou rovnovéhu ve stratum corneum a ptispiva
k pruznosti kiize. Ptirozeny zvlhcujici faktor obsahuje mimo jiné i mocovinu, kyselinu
mlécnou, aminokyseliny (alanin, glycin, prolin, serin), glycerol a spoustu dalSich latek.
Nacasovani celého procesu degradace filaggrinu je casteéné fizeno jeho asociaci
s keratinem, ktery pravdépodobné chrani filaggrin pfed jeho predCasnou proteolyzou.
Filaggrin v korneocytech také umoZiluje spojeni keratinu v polymerizovana vlakna.
Kyselina trans-urokanova, kterd vznikd jeho proteolyzou, je navic vyznamnym

chromatoforem podilejici se na ochrané kiize pfed UV zéatenim [13—14].

Bunécna obélka korneocytu je tvorena siti kovalentné vazanych proteinti, zejména lorikrinu,
keratolininu nebo involukrinu. Jsou do ni integrovany korneodesmozomy, které navzajem
spojuji jednotlivé korneocyty. Na involukrin v zrohovatélé bunécné obalce je dale
kovalentn¢ navazana lipidova obdlka nachazejici se wvné bunky, ktera je tvofena

z hydroxyceramidli a hydroxy-mastnych kyselin s vice nez 20 uhliky. Bunécna obalka
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zaroven slouzi jako jakési leseni pro ukotveni mezibunécné lipidové substance. Ta je slozena
predevs§im z ceramidi, cholesterolu, acylceramidi, esterti cholesterolu a volnych mastnych
kyselin a vytvaii pfisn¢ organizované lameldrni struktury, které zabranuji nadmérné

transepidermalni ztraté vody [15].

Na povrchu stratum corneum se nachazi tenka vrstva ochranného mastného filmu. Kromé
kyselin, které¢ vznikly degradaci filaggrinu, obsahuje odlupujici se korneocyty, produkty
mazovych zlaz a slozky potu jako je kyselina mlé¢na nebo mastné kyseliny s kratSim
uhlovodikovym fetézcem. Tento film vytvaii diky svému pfirozené kyselému pH 4-6
ptiznivé prosttedi pro komenzalni bakterie, jako napt. Staphylococcus epidermidis,
a zabrafiuje usazovani patogennich mikroorganismt, jako je Staphylococcus aureus

a dalgich[16-17].

Kozni bariéra se vytvari i propojenim zivych bun€k epidermis dobie definovanymi
strukturami zvanymi mezibunécné spoje, coz jsou tésné spoje, desmozomy a adhezni spoje.
Tyto spoje vytvari ptiblizné¢ 40 riznych proteini vcéetné klaudinti, okludinu (OCLN)
a adhezivnich molekul tvoficich spoje (JAMs — Junctional Adhesion Molecules). Uvniti
bunck se nachdzeji intraceluldrni proteiny zonula occludens, které s transmembranovymi
proteiny interaguji. N&které proteiny, napt. OCLN, se vyskytuji pouze ve stratum
granulosum, jiné, jako napi. zonula occludens a klaudiny, jsou lokalizovany ve vSech

epidermalnich vrstvach [18—19].

Mezibunééné spoje hraji vyznamnou roli pfi vytvafeni a udrZovani paracelularni
permeability molekul (tvoii selektivni bariéru, ktera tidi paracelularni pohyb molekul
po elektrochemickych gradientech), udrzuji iontovou propustnost a polaritu membran.
Urcitou roli hraji 1 v kontrole bunécné proliferace a diferenciace. ZvySena paracelularni
propustnost spolu s jinymi faktory zptisobuje fadu koznich onemocnéni, jako je psoridza,

atopickd dermatitida a dalsi [18].

1.3 Kozni mikrobiom

Jak jiz bylo naznaceno v ptfedchozi kapitole, povrch kiize je trvale osidlen koZznim
mikrobiomem, ktery pomaha udrzovat integritu kozni bariéry a je nezbytny pro homeostazu
tohoto organu. Jedna se o rozmanity ekosystém tvoieny pifevazné bakteriemi, ale
1 kvasinkami, plisnémi, viry nebo rozto€i, které kolonizuji lidskou kizi v rizné hustoté

a slozeni jiz od narozeni. V soucasnosti je kozni mikrobiom povazovan za funkéni a aktivni
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soucast epidermalni bariéry, coz je zajisténo jednak osidlenim komenzalnich bakterii, které
kompetitivné brani rlstu patogennich mikroorganisml, a také schopnosti vytvaret
a vylucovat riizné latky, jako napf. antimikrobidlni peptidy, mastné kyseliny s kratkym
uhlovodikovym fetézcem, metabolity aminokyseliny tryptofanu a mnoho dalSich. Zminéné

latky pomahaji aktivovat imunitni systém a zmirfiovat zanétlivé reakce.

Obecné¢ mezi nejhojnéji zastoupené bakterialni kmeny v kGzi patii Actinobacteria,
Firmicutes, Proteobacteria a Bacteroidetes. Mezi nejcastéji pritomné bakteridlni rody
potom patii Corynebacteria a Cutibacteria pattici do kmene Actinobacteria
(napt. Cutibacterium acnes) a Staphylococcus Ttadici se do kmene Firmicutes
(napt. Staphylococcus epidermidis nebo Staphylococcus hominis). Mezi nejCastéji se
vyskytujici kvasinky a mykotické mikroorganismy v kizi patii Malassezia a Candida (napf.
Malassezia furfur nebo Candida albicans), které se Castéji vyskytuji na trupu a hornich
koncetinach, na dolnich koncetinach je potom cetnéjsi vyskyt Aspergillus, Cryptococcus
nebo Rhodotorula. Mezi viry patii napt. Papillomavirus nebo Polyomavirus. V oblasti
vlasovych folikuli a mazovych zldz se mohou nachazet i roztoci, jako Demodex

folliculorum, Demodex brevis atd.

Slozeni kozniho mikrobiomu vsSak zavisi na mnoha faktorech, zejména na mist¢ na téle. Na
ktzi se vyskytuji jak suchad mista, tak mista vlhka nebo bohatd na mazové zlazy. Ve vlhkych
oblastech se Castéji vyskytuji druhy Corynebacterium a Staphylococcus, zatimco s vySsi
produkci kozniho mazu (typicky oblicej ¢i horni polovina zad) je charakteristicka pfitomnost
Cutibacterium acnes nebo kvasinky Malassezia. Suchd mista v kiizi jsou potom spise
osidlena druhem Staphylococcus. VEk, pohlavi, vlhkost, koncentrace kysliku, teplota,
hygienické ndvyky, pouzivani kosmetiky a obecné na zivotni styl hostitele také silné
ovliviiuji kozni mikrobiom. Dokonce i sloZeni stfevniho mikrobiomu ma vliv na slozeni
populace na kizi, nebot” sttevo — klize je oboustranné komunikujici systém, a dysbioza
sttevni mikroflory mtze vést i k naruSeni kozni homeostazy a vzniku koznich onemocnéni

[20-22].
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2 STARNUTI KUZE
Starnuti kiize je nevyhnutelny proces souvisejici s vy€erpanim fyziologickych funkei jeji

obnovy. Zacina ptiblizné kolem 25. roku zivota a postupné pii ném dochazi ke zménadm

vzhledu, ale 1 funkcim kliZe, a to ve vSech jejich vrstvach [23].

Starnuti kiize je vyvolano ptisobenim ptirozenych vnitinich faktort (vnitini neboli intristické
starnuti) a zaroven je vyrazné€ ovlivnéno ucinky okolniho prostiedi a Zivotnim stylem (vné&jsi

neboli extrinsické starnuti) [24].

2.1 Vnitini starnuti

Vnitini stdrnuti probihd jako vysledek vice endogennich procesti spojenych se starnutim

celého organismu, napt. genetickych, hormonalnich ¢i metabolickych [25].

2.1.1 Genetické faktory

Bunky v organismu béhem starnuti pfirozen¢ podléhaji senescenci, tedy ztraceji schopnost
se dale délit. Béhem bunécného déleni se postupné zkracuje délka telomer — specialnich
struktur tvofenych kratkou, nékolikrat se opakujici sekvenci deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) — TTAGGG nachéazejici se na koncich chromozomti. Telomery chrani chromozomy
pfed degradaci nukledzami a udrzuji jejich strukturdlni stabilitu. Pii kazdém bunécném
déleni se telomera na konci chromozomu zkrati pfiblizné o 30-200 parhi bazi, coz postupné

vede k jejich kritickému zkraceni a nasledné k zastavé bunécného cyklu a senescenci [26].

Kromé zpomaleni obnovy bun¢k zpiisobené zastavou bunééného cyklu v senescentnich
fibroblastech napi. postupné dochdzi ke zvySeni exprese matrixovych metaloproteindz
(MMP), coz spolu se snizenou expresi tkanovych inhibitorti metaloproteindz (TIMPs) vede

ke snizené obnov¢ proteinovych slozek v extracelularni matrix, napt. kolagenu [25-26].

2.1.2 Hormonalni piisobeni

Béhem starnuti dochazi v organismu ke snizeni hladiny mnoha hormonti. Nejvyznamnéjsi
je pokles pohlavnich steroidd, jako je estrogen a testosteron, ale i dal§ich hormoni, napft.
melatoninu, inzulinu, kortizolu nebo tyroxinu. Soucasné klesaji i indukované hladiny
nekterych signalnich molekul, jako jsou cytokiny a chemokiny. Estrogenové receptory
se nachazeji v keratinocytech, fibroblastech a dalSich bunikach jak epidermis, tak 1 dermis,

a proto je pokles hladiny pohlavnich hormontll vyznamny i pro fyziologii kiize [27].
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Béhem menopauzy a po ni dochazi ke ztenceni a atrofii epidermis, zejména v oblasti stratum
spinosum. Vlivem zmenSené adheze mezi epidermis a dermis se mezi nimi sniZuje pienos
zivin. Postupné se zkracuje zivotnost keratinocytli, coz vede ke snizeni epidermalni obnovy
az o 50 %. Nedostatek estrogenu postihuje také fibroblasty, a tim 1 komponenty
extracelularni matrix. Kolagenni vldkna se stavaji vyrazné tenc¢imi, fragmentovanymi
a dochazi v nich k ukladani vapniku, coz snizuje jejich mechanickou odolnost. Do péti let
od nastupu menopauzy primérné poklesne mnozstvi kolagenu az o 30 %. Nedostatek
estrogenu zpusobuje redukci mnozstvi a fragmentaci elastickych vldken. To se projevi
snizenim elasticity dermis, zvySenou ochablosti kiize a tvorbou vrasek. Béhem menopauzy
se dale snizuje ¢innost Zlaznatych adnex, zmensuje se sekrece potu 1 kozniho mazu. Dochazi
k utlumu melanogeneze, coZ mé za nasledek blednuti klize a mensi schopnost ochrany proti
UV zéfeni. Deficitem estrogenii je rovnéz negativné ovlivnéna produkce kyseliny
hyaluronové. To spolu s poruchou sekrece mazu a potu snizuje hydrataci dermis a jeji

schopnost vazat vodu [28].

2.2 Vnéjsi starnuti

Faktory s jednozna¢né exogennim ptivodem jako je koufeni, znecisténé Zivotni prostiedi,
Spatnd vyziva a zejména vliv slunecniho zafeni jsou hlavnimi pfi¢inami vnéjsiho,

predcasného starnuti kiize a z podstaty a definice mu lze do zna¢né miry pfedchazet [29].

2.2.1 Fotostarnuti

Ptirozen¢ starnouci kiize je hladkd, bez pigmentace a projevuje se ztenCenim a ztratou
pruznosti. Naproti tomu kiize nadmérné vystavovana slunecnimu zafeni vykazuje mnoZzstvi
vrasek a pigmentovych skvrn. Nejvyznamnéjsi rozdily mezi projevy ptirozeného, vnitiniho
starnuti a fotostarnuti kiize jsou popsany v Tab. 1. Nachylnost k fotostarnuti se vSak
u kazdého jedince 1isi a je siln€ ovlivnéna endogennimi ochrannymi systémy piitomnymi

v ki, jako napt. pigmentace v zavislosti na fototypu jedince atd. [30].
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Tabulka 1 Vliv vnitiniho starnuti a fotostarnuti na kizi, upraveno podle [26].

Projevy Vnitini starnuti Fotostarnuti
Klinické projevy Sucha a ochabla kiize, jemné Drsn4, sucha a ztlustela
vrasky ktize, hluboké¢ a silné
vrasky

Nezhoubny nddor (hemangiom, | Nezhoubny nebo zhoubny
fibrom), seboroicka keratdza nador (dlazdicobunéény
karcinom, maligni
melanom), solarni keratoza

Histologické projevy ZtenCeni epidermis a dermis a Ztlusténi epidermis a
snizeni jejich adheze dermis
Elasticka vlakna jsou tenci Degenerace elastickych
a méné pocetna vlaken a jejich abnormalni
ukladani
Kolagenova vlakna se Degradace kolagenovych
narovnavaji a ztraceji strukturu vlaken
Redukce cév mezi tkanémi Cévy se rozsifuji a ohybaji
a jejich stény se zesiluji
SniZeni poctu vlasovych Rozsiteni vlasovych
folikuli a 714z folikuli a atrofie mazovych
714z

Fotostarnuti klize je vyvolano nadmérnou expozici slune¢nimu zafeni. Spektrum slune¢niho
svétla se sklada z UV zareni, viditelného svétla a infracerveného zéareni. Na kazi dopada
vétSina tohoto spektra, viz Obr. 4. Ultrafialové zafeni tvoii 5 % celkového slune¢niho spektra
a déli se na tii skupiny: kratkovinné UV zéteni (UVC, 100-280 nm), sttednévinné UV zéieni
(UVB, 280-315 nm) a dlouhovinné¢ UV zateni (UVA, 315-400 nm). Viditelné svétlo
(400740 nm) tvoii 50 % celkového slunecniho spektra a infracervené zafeni

760—1000 nm) piedstavuje zbyvajicich 45 %.
( )p je zbyvaj

Zareni UVC vykazuje silnou mutagenitu, ale jeho dopad na zemsky povrch blokuje ozonova
vrstva. Zateni UVB pronikd k bazalni vrstvé epidermis. Zéateni UVA se d€li na UVA2
(315-340 nm) a UVAL1 (340—400 nm), které pronika hloub¢ji do kiize a dosahuje az do
dermis. Urcita cast viditelného svétla a infraterveného zafeni dokdze proniknout az do tela

subcutanea, viz Obr. 4 [30].
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FOTOSTARNUTI

VIDITELNE INFRA
SVETLO  ZARENI |

UVA2 UvA1

Obrazek 4 Spektrum slune¢niho svétla
a jeho dopad na ktzi, upraveno podle [30]
Zateni UVB vyvolava erytém a novotvorbu pigmentu. V kiizi umoziuje tvorbu vitaminu D.
Zaroven je vSak také mutagenem — v keratinocytech a melanocytech vyvolava formovani
thymidinovych dimerti. Hromadéni mutaci se pozd¢ji mize projevit vznikem aktinickych
keratdz, karcinomu nebo melanomu. Také UVA =zafeni muze vyvolat erytémovou
a pigmentacni odpovéd’, ale se 100—1000krat nizsi efektivitou, nez je tomu v piipadé¢ UVB.
Zateni UVA se vSak vyznamné& podili pravé na pred€asném starnuti kize, nebot’ je silnym
iniciatorem tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je napt. superoxid nebo
hydroxylovy radikal, které jsou jinak pfirozenym vedlej§im produktem bunééného dychani
probihajicitho v mitochondriich. Vystaveni bunék nadmérmému oxida¢nimu stresu vede
k vyCerpani enzymatické (glutathion peroxidaza, superoxid dismutdza 2 — SOD2, kataladza
atd.) a neenzymatické (vitamin E, vitamin C, glutathion atd.) antioxidacni kapacity.
Vznikajici ROS napiiklad iniciuji peroxidaci lipidd v plazmatickych membranach
¢1 stimulyji uvolnovani prozanétlivych mediatort. Vlivem ROS generovanych UV zédfenim
dochazi v dermalnich fibroblastech prostfednictvim sekrece interleukinti 1 (IL-1) a 6 (IL-6)
¢i aktivaci c-Jun-N-terminalni kinadzy ke stimulaci exprese kolagendazy (MMP1), coz

postupné vede k celkovému poklesu mnozstvi kolagenu v dermis [27, 31-32].
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Dlouho se m¢lo za to, ze viditelna oblast slune¢niho spektra a infracervené zareni maji
na pokozku minimalni vliv, kromé pocitu tepla, ktery infracervené zateni vyvolava. Bylo
vsak zjisténo, ze v dermis vyvoléavaji produkci MMP, a tim negativné ovliviiuji mnozstvi
slozek extracelularni matrix [30]. Studie [33] na lidskych keratinocytech prokazaly, Ze

modré svétlo (380—500 nm) i infracervené zareni indukuji vznik ROS.

2.2.2 Koureni

Vztah mezi koufenim cigaret a starnutim kiize je podlozen jak epidemiologickymi studiemi,
tak mechanismy popsanymi in vitro. Plet’ kutaki se vyznacuje vyraznym vrasnénim obliceje,
zejména v okoli ust a horniho rtu a o¢i. V obliceji se Casto vyskytuji cetnéj$i pigmentove
1éze. Cigaretovy koui obsahuje vice nez 3 000 riiznych Skodlivych chemickych latek,
zejména nikotin, oxid uhelnaty, formaldehyd, kyselinu kyanovodikovou, amoniak, rtut,
olovo, kadmium a polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU). Jednim z bezprosttednich
ucinkl vdechovani koufe je snizeni pritoku krve v mikrocirkulaci s maximalnim a¢inkem
po prvnich dvou minutdch po konzumaci, a to bez ohledu na koncentraci obsazeného
nikotinu. Extrakt z cigaretového koute zhorSuje rist a proliferaci fibroblastii a vede k dal$im
negativnim efektiim, jako je indukce exprese MMP. Krom¢ toho PAU prostfednictvim aryl
hydrokarbonového receptoru (AhR) vyznamné zvySuji i expresi transkripéniho faktoru
spojen¢ho s melanogenezi (MITF — Melanocyte Inducing Transcription Factor), coz vede
k vyssi produkci melaninu. Na procesu starnuti vyvolaném cigaretovym koufem se podili
1 poSkozeni oxidacnim stresem. Do jaké miry je zména biologickych procesti a podpora
starnuti ktize zptisobena ptimou expozici kiize nebo systémovou expozici po vdechnuti neni

dosud pIn¢ objasnéno [30, 34-35].

2.2.3 Znecisténi ovzdusi

Obdobné¢ jako u cigaretového koute mezi hlavni znecist'ujici latky z ovzdusi plisobici na
ktzi patii PAU, tékavé organické slouceniny, oxidy dusiku, téZké kovy a arsen. Tyto latky
nejen Ze v kiizi zpiisobuji tvorbu ROS, a tim zvySuji oxidacni stres, ale mnohé jsou
1 vyznamnymi mutageny. Dlouhodobé a opakované vystaveni stresortim Zivotniho prostiedi
muze narusit funkci kozni bariéry, coz vede ke vzniku riznych koznich onemocnéni, jako je
kontaktni ¢1 atopickd dermatitida, psoridza, akné nebo rakovina kuze. Zdrojem PAU jsou
zbytky po spalovani dfeva a uhli, vyfukové plyny automobilii, metalurgicky priimysl, vyroba

plastl, pesticidl, barviv nebo cigaretovy kout. Bez ohledu na cestu vstupu do lidského téla
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se nachdzeji témét ve vSech vnitfnich organech, zejména v plicich a travicim traktu.
Polycyklické aromatické uhlovodiky, absorbované na povrchu suspendovanych castic,
se prostfednictvim cytochromu p450 (CYP1A1l) pomoci aldo-keto reduktiz ¢i
epoxid hydrolaz pfeménuji na chininy a ROS, a proto se podili i na pfed¢asném starnuti

ktize. Typickym ptedstavitelem PAU je napt. benzo[a]pyren (B(a)P) [36-38].

Dalsi vSudypfitomnou znecist'ujici latkou v méstském prostiedi je 0zon. Jedna se o plynny
oxidant, ktery se bézn¢ vyskytuje ve stratosféte a troposféte, ale po interakci s UV zéaienim,
uhlovodiky, tékavymi organickymi slouc¢eninami a oxidy dusiku tvoii hlavni aktivni slozku
fotochemického smogu. Jeho koncentrace v ovzdusi se navic v poslednich letech neustéle
zvySuje. Ozon vyvolava oxidacni stres, a tim pfispiva 1k predCasnému starnuti kize

[39-40].

2.2.4 Vyziva

Také strava miize podporovat mechanismy spojené s pred¢asnym starnutim kize. Napiiklad
nadmérna konzumace cukru a alkoholu spousti proces znadmy jako endogenni neenzymaticka
glykace, pfi kterém se cukr (napf. glukoza, fruktdza) v krevnim fecisti vaze na bilkoviny,
lipidy ¢i nukleové kyseliny a vytvaii skodlivé molekuly nazyvané glyka¢ni produkty (AGEs
— Advanced Glycation Endproducts). Jednéd se heterogenni skupinu, do které patii napf.
karboxymethyllysin, pentozin, methylglyoxallysin dimer, vesperlysin, imidazolony atd.
Tyto slouceniny jednak modifikuji vySe uvedené makromolekuly a méni jejich fyzikdlni
a chemické vlastnosti, ataké maji ucinky zprostfedkované pies receptory, znichz
nejznaméjsi je receptor pro koneéné produkty pokrocilé glykace (RAGE — Receptor for
Advanced Glycation Endproducts). Vazba AGEs na tento receptor aktivuje fady signalnich
cest v€etné indukce oxidac¢niho stresu, jenz je vyvolan zvySenou tvorbou ROS a néslednou
aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB), ktery stimuluje transkripci zanétlivych
cytokini. V kiizi byla nalezena loziska AGEs ve slozkach extracelularni matrix, jako je napf.
fibronektin, elastin nebo kolagen, které nésledné nelze degradovat pomoci MMP.
K exogenni glykaci dochdzi také pfi poziti potravin obsahujicich AGEs, vznikajici

pusobenim vysokych teplot napft. pii peCeni, grilovani nebo smazeni [30].

Naopak strava bohatd na antioxidanty muize oddalit u¢inky starnuti. V epidemiologické

studii [41] byl vyssi pfijem vitaminu C spojen s niz§i pravdépodobnosti vzniku vrasek.
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3 METABOLISMUS TRYPTOFANU

Tryptofan neboli 2-amino-3-[3-indolyl] propionova kyselina patii mezi 20 zékladnich,
standardn¢é kodovanych a-aminokyselin, tvoficich primarni strukturu bilkovin. Patfi mezi
nepolarni aminokyseliny obsahujici aromatickou heterocyklickou strukturu — indol,
viz Obr. 5. Poprvé byl izolovan z kaseinu, hlavniho proteinu obsazené¢ho v mléce. Tryptofan
je dilezita aminokyselina, kterd hraje nespornou roli v né€kolika fyziologickych procesech,

vcetné funkce neuronti a imunity [7, 42—43].

Patii mezi esencialni aminokyseliny, tedy lidsky organismus jej nedokaze sam syntetizovat
a musi byt pfijiman potravou. Mezi zdroje s vysokym obsahem tryptofanu patii krati, kuteci
a vepfové maso, ryby, mléko, fazole, ofechy, vejce, banany, ovesné vlocky a cokolada.
Svétova zdravotnicka organizace stanovila doporuceny piijem tryptofanu na 4 mg/kg/den.

Doposud nebyly zaznamenany zZadné neptiznivé uCinky jeho nadbytku ve stravé [43].

Studie [7, 44-47] v poslednich letech prokézaly, Ze tryptofan je v lidském organismu
metabolizovan stfevnim a koznim mikrobiomem na zajimavé latky, mezi které patii
1 indolové derivaty. Tyto latky maji v t€le mnoho prospesnych Gc€ink, jako je napt. podpora

sttevni homeostazy, a tim 1 imunitniho systému. Mnoh¢ jsou také ligandy pro AhR.
o]
N\—OH
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Obrazek 5 Strukturni vzorec
tryptofanu [vlastni zdroj]

Metabolismus tryptofanu probihé v organismu tfemi hlavnimi cestami, viz Obr. 6 [7]:

e kynureninovou drdhou v imunitnich 1 epitelidlnich bunikach prostfednictvim
indoleamin-2,3-dioxygenazy 1 (IDO1),
e serotoninovou drdhou v enterochromafinnich bunkdch traviciho traktu

prostiednictvim tryptofan-hydroxylazy 1 (TpH1),

e piimou pfeménou tryptofanu na indolové slouceniny prostiednictvim stievni a kozni

mikroflory.
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Obrazek 6 Metabolismus tryptofanu, upraveno podle [7]
3.1 Kynureninova draha

Vice nez 90 % tryptofanu je v organismu metabolizovano v jatrech prostfednictvim
tryptofan-2,3-dioxygenazy (TDO). Metabolismus tryptofanu vSak probihad 1 ve stfevech
a je zprosttedkovan rychlost limitujicim enzymem IDO1. Oboji vede k produkci kynureninu

a jeho navazujicich produkti [7, 44].

Koncové produkty kynureninu se v organismu podileji na regulaci fady biologickych
procest zahrnujicich neurotransmitery, zanétlivé a imunitni reakce. Nékteré metabolity maji
ve stievé specifické ucinky. Konkrétné kyselina kynureninova vykazuje ochranné
a imunoregula¢ni ucinky na sliznici, pravdépodobné prostiednictvim svého receptoru
GPR35 (G protein-coupled receptor 35), ktery je vétSinou exprimovan v epitelidlnich
a imunitnich bunikdch. Dal§im produktem kynureninové drahy je i kyselina chinolinova,

ktera je  prekurzorem  kyseliny nikotinové. Ta je soucasti koenzymu
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nikotinamidadenindinukleotidu a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, jenz se v organismu

podileji na pfenosu elektronli v oxida¢né-redukénich reakceich [7].

3.2 Serotoninova draha

K syntéze neurotransmiteru serotoninu (5-hydroxytryptaminu) dochézi v mozku pomoci
enzymu tryptofan-hydroxylazy 2 (TpH2). V centralni nervové soustaveé plisobi serotonin
jako kli¢ovy neurotransmiter, ktery se podili na modulaci kontroly emoci, pfijmu potravy,
spanku a zpracovani bolesti. V epifyze je serotonin déale pfemeénovan na melatonin

[7, 44-45].

Centralni serotonin vSak tvofi pouze malou ¢ast celkového serotoninu v téle, vice nez 90 %
serotoninu je totiz produkovano ve stfeve, a to zejména v enterochromafinnich bunkach —
specializovaném podtypu stfevnich epitelidlnich bunék, prostfednictvim enzymu TpHI,
ktery produkuje 5-hydroxytryptofan, jenz je dale metabolizovan pomoci aromatické
L-aminodekarboxyldzové kyseliny (AAAD) pravé na serotonin. Za normalnich
fyziologickych podminek nemiZze periferni serotonin prochazet hematoencefalickou
bariérou, coz dokazuje odlisné rezervoary centralniho a periferniho serotoninu. Periferni
serotonin je diilezitou signalni molekulou, jenz se diky aktivaci jeho specifickych receptort
podili na celé fadé fyziologickych funkci v gastrointestindlnim traktu. Ovliviiuje napf.

sttevni peristaltiku, motilitu, sekreci, vazodilataci a absorpci zivin [7, 44].

Hlavnim aktérem produkce periferniho serotoninu je stievni mikrobiota, av§ak mechanismy,
kterymi k tomu dochazi, dosud nejsou zcela objasnény. Predpoklada se, urcitou roli hraji
mastné kyseliny s kratkym uhlovodikovym fetézcem, které vznikaji jako hlavni metabolity
bakterialni fermentace vlakniny a rezistentniho Skrobu v tlustém stfevé a které stimuluji
expresi TpH1. Syntézu serotoninu mohou stimulovat 1 nékteré sekundarni zlu¢ové kyseliny,

jako je deoxycholat vznikajici mikrobialni biotransformaci cholatu [7].

3.3 Indolova draha

Pfimy metabolismus tryptofanu zahrnuje jeho pfeménu pomoci stfevni mikroflory
na nékolik molekul, jako je indol a jeho derivaty. Indol je mezidruhovou signalni molekulou
schopnou fidit aspekty bakteridlni fyziologie, jako je rezistence vici antibiotiklim, sporulace

a tvorba biofilmu. Mezi dalsi metabolity tryptofanu patii napf. neurotransmiter
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tryptamin [7]. Ptiklady konkrétnich metaboliti a jejich mikrobialnich producentl jsou

uvedeny v Tab. 2.

Tabulka 2 Druhy bakterii produkujici metabolity tryptofanu, upraveno podle [46].

Metabolit Producenti

Indol Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Clostridium
limosum, Clostridium bifermentans, Clostridium malenomenatum,
Clostridium  lentoputrescens, Clostridium tetani, Clostridium
tetanomorphum,  Clostridium  ghoni,  Clostridium  sordellii,
Desulfovibrio vulgaris, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Fusobacterium nucleatum, Haemophilus influenza,
Peptostreptococcus asscharolyticus

Indolaldehyd Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus murinus, Lactobacillus

(TAld) reuteri

IAA Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides eggerthii, Bacteroides
ovatus, Bacteroides  fragilis, Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,
Clostridium  bartlettii, Clostridium  difficile, Clostridium
lituseburense, Clostridium paraputrificum, Clostridium perfringens,
Clostridium putrefaciens, Clostridium saccharolyticum, Clostridium
sticklandii, Clostridium subterminale, Escherichia coli, Eubacterium
hallii, Eubacterium cylindroides, Parabacteroides distasonis,
Peptostreptococcus asscharolyticus

Kyselina Clostridium botulinum, Clostridium caloritolerans, Clostridium

indolpropionova | paraputrificum, Clostridium sporogenes, Clostridium cadvareris,

(IPA) Peptostreptococcus asscharolyticus, Peptostreptococcus russellii,
Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus stomatis

Kyselina Clostridium sporogenes, Peptostreptococcus russellii,

indolakrylova Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus stomatis

(IA)

Tryptamin Clostridium sporogenes, Ruminococcus gnavus

Obdobné probiha ptimy metabolismus tryptofanu prosttednictvim kozni mikroflory i v kizi.

Oproti stievu je sice povrch klize vysusenym a na ziviny chudym prostiedim, piesto se zde

nachazi velké mnozstvi aminokyselin vcetné tryptofanu, a to ptedevsim ve stratum corneum

prostiednictvim rozkladu keratinu a odumfelych korneocytti. V kiizi byl prokazan vyskyt

derivatl indolu jako napt. IAA nebo IAld [47].
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4 ARYL HYDROKARBONOVY RECEPTOR

Mezi nejcastéjs$i bunééné receptory nékterych mikrobidlnich metabolitii tryptofanu, véetne
IAA, vorganismu patii AhR. Aryl hydrokarbonovy receptor je ligandem aktivovany
transkripcni faktor patfici do rodiny Per-ARNT-Sim proteinil, ktery mlzZe byt aktivovan
Sirokou skupinou ligandil, coZ jsou jak xenobiotika, tak 1 endogenni slouceniny, a jejich
spektrum sahd od environmentalnich polutanti (napf. B(a)P), polyhalogenovanych
aromatickych uhlovodiki (napft. 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin — TCDD), pies endogenni
derivaty aminokyselin, chemické latky v potravé, jako jsou indoly nebo glukosinolaty,
aZ po ptirodni latky, které se nachéazeji v kvasinkach a bakteriich nebo dokonce v moiskych

houbach [48-51].

Historicky byl AhR vétSinou povazovan za klicového prostfednika toxickych,
karcinogennich a mutagennich U¢inkl polutantii z zivotniho prostfedi na organismus nebo
tvorbu ROS, avsak po objevu funkci zprostiedkovanych AhR v riiznych burnikach a také
po objeveni netoxickych ligandi AhR se tento nazor zacal meénit a napf. studium mysi
s deficitem AhR odhalilo mnozstvi dlleZitych prospéSnych funkci spojenych s jeho aktivaci

[52].

Aryl hydrokarbonovy receptor se totiz ukazuje byt vyznamnym reguldtorem zajist'ujici
sttevni homeostazu mezi hostitelem a stfevnim mikrobiomem, diisledkem ¢ehoz se zvysSuje
1 funk¢nost stievnich imunitnich bunék. Bylo prokazano, Ze aktivace AhR posiluje funkci
sttevni epitelové bariéry udrzovanim integrity tésnych bunécnych spojii (zprostiedkovanych
proteiny jako napf. klaudiny nebo OCLN). Signalizace AhR je také potfebna pro udrZeni
intraepitelidlnich lymfocyti produkujicich interleukin 22 (IL-22), jenz se ve sliznicich
ucastni procesu hojeni ran a v builkdch stfevniho epitelu napomahd produkci
antimikrobialnich peptidl, coz hraje vyznamnou roli v obran¢ hostitele proti mikrobialnim
patogentim. Aryl hydrokarbonovy receptor se déle podili na regulaci dalSich typl imunitnich
bunék, jako jsou Th17 lymfocyty, makrofagy, dendritické buniky nebo neutrofily. Neddvno
byly popsany i dalsi funkce AhR, vcetné¢ kontroly vyvoje jater a cév, krvetvorby,
perinatalniho ristu a proliferace kmenovych bunék. Signalizace AhR je v soucasnosti
povazovana za kli¢ovou soucast imunitni odpovedi v bariérovych organech jako je stievo,
plice i kiize, ama zdsadni vyznam nejen pro stievni, ale i pro celkovou homeostazu
organismu. Z toho diivodu je v soucasnosti signalizace AhR zkoumdna pro svilij potencial

pfi 1écbé zanétlivych, autoimunitnich nebo dokonce i nddorovych onemocnéni [53—-55].
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Signalizace AhR miize probihat dvéma zpiisoby v zévislosti na povaze a struktuie ligandu:

kanonickou a nekanonickou signalni dradhou popsanou v kap. 4.1-4.2 [52].

4.1 Kanonicka signalni draha

V neptitomnosti ligandu se AhR nachazi v cytoplazmé jako soucast chaperonového
komplexu, ktery zahrnuje heat—shock protein Hsp90 spolu s ko-chaperonem p23
a proteinem XAP2 (hepatitis B virus X-associated protein) [50].

Ligandy
(PAH, HAH)

DRE  Ciové geny

Vazba ligandu
na receptor

DRE Ciowvé geny

P-
' MNove
Proteozom proteiny —=-— Translace
r o — 2
Degradace CYP1A1/1A2/1B1, Daldi
AHRR, Bax, p21, proteiny
p27, UGT1A

Obrazek 7 Schéma kanonické signalni drahy AhR [56]

Jak je znazornéno na Obr. 7, navazédnim ligandu na AhR dojde k jeho konformacni zméné,
ktera zplisobi odhaleni jaderné lokaliza¢ni sekvence na N-konci AhR, a nasledné translokaci
celého komplexu do bunééného jadra. Aryl hydrokarbonovy receptor se disociuje ze svého
chaperonového komplexu AHR-Hsp90-p23-XAP2 a v jadie vytvori heterodimer s jeho
jadernym translokatorem (ARNT — Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator).
To vede k postupnému vytésiiovani Hsp90 a dalSich podjednotek z komplexu AhR
a usnadnéni dalsi interakce dimeru AhR-ARNT a jeho pfeménu na vysoce afinitni formu
vazajici se na DNA, konkrétné na regulacni oblasti fetézce svych cilovych gend (napf.
CYP1Al). Cilové geny obsahuji specifické sekvence AhRE (Aryl hydrocarbon receptor
Responsive Element), znamé také DRE (Dioxin Responsive Element) ¢i XRE (Xenobiotics
detoxikaci

Responsive Element). Krom¢ fyziologické tlohy pfi polycyklickych
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aromatickych slouCenin mize vSak byt aktivita enzymu CYPIA1l Skodlivd, a to
prostiednictvim tvorby mutagennich metaboliti nebo ROS. Enzym CYP1A1 se vSak podili
1 na odbouravani fyziologickych AhR ligandi, véetné TAA [55-59].

4.2 Nekanonicka signalni draha

V disledku molekuldrni interakce mezi aktivovanym AhR a jinymi proteiny bylo obecné
popsano nékolik prikladi nekanonickych signalnich drah. Bylo napiiklad zjisténo, Ze v jadie
se AhR spojuje s fosforylovanou formou retinoblastomového proteinu, coz vede k zastaveni
rustu ve fazi G1/S bunécéného cyklu [60]. Aryl hydrokarbonovy receptor se také mitize
navazat na transkripéni faktor c-Maf, ktery je dllezity pro regulaci diferenciace
T-lymfocytl typu 1 [61]. Kromé toho byly popsany interakce AhR pro estrogenovy receptor,
b-catenin nebo NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor), coz je klicovy transkripéni
faktor, ktery sepodili na regulaci antioxidatnich enzyma, jako je SOD2
nebo hemooxygendza 1 (HMOX1). Vazba ligandu na AhR také vyvolava alternativni
ucinky, jako je rychlé zvyseni nitrobunécné koncentrace vapenatych iontl, coz vede
k naslednym prozanétlivym reakcim zprosttedkovanym c-src (proto-oncogene tyrosine-
protein kinase), cyklooxygenazou 2 a CCL1 (chemokine (C—C motive) ligand 1). Mnoh¢

podrobnosti a fyziologicky vyznam jsou vSak dosud stale neobjasnény [57].

4.3 Aryl hydrokarbonovy receptor v kiizi

V epidermis je AhR exprimovan v keratinocytech, Langerhansovych bunkach nebo
melanocytech. V dermis je AhR rGznou mérou exprimovan ve fibroblastech, sebocytech,

makrofazich, zirnych buiikdch, dendritickych buiikédch nebo T-lymfocytech.

Je prokazano, Ze AhR hraje prostfednictvim piimé a nepiimé transkripéni regulace
prozanétlivych genil ptiznivou protizanétlivou roli jak pfi autoimunitnim, tak pii alergickém
zanétu kiize. Na bunécné linii lidskych keratinocyti bylo popsano, ze se disledkem
signalizace AhR zvySuje genova exprese nékterych proteini nezbytnych pro spravné
fungovani kozni bariéry, jako je napft. filaggrin nebo lorikrin, a také se urychluje termindlni
diferenciace keratinocytli, coz ma za nasledek rychlejsi obnovu epidermis. Na modelu AhR
deficitnich mysi byl popsan také jeho vyznam pro proliferaci melanocytl, a tim 1 pro
pigmentaci. Na stejném modelu lokéaIni nebo systémova aplikace jeho ligandt (napt. TCDD)

ukazala, ze se signalizace AhR podili na degranulaci a produkci cytokind Zirnych bunék
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a diferenciaci sebocytd. V keratinocytech se AhR podili na stresové odpovédi na UV zéfeni
a jeho pfitomnost snizuje prostfednictvim lokdlni imunosuprese erytém vyvolany UV
zétenim. Poznatky o fyziologii AhR v kazi se v poslednich letech nesmimné rozsitily
a zdiraznily, Ze se AhR podili na mnoha aspektech fyziologie kiiZe jako je detoxikace, bunééna

homeostaza, pigmentace a kozni bariéra [62—-66].
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5 KYSELINA INDOL-3-OCTOVA

Kyselina indol-3-octova je bila krystalickd latka, citliva na svétlo, kterd patii mezi slabé
kyseliny s hodnotou pKa okolo 4,75. Je dobie rozpustna v ethanolu, methanolu
a dimethylsulfoxidu (DMSO), hlife rozpustna v chloroformu a nerozpustna ve vod¢. Molarni

hmotnost IAA je 175 g/mol a bod tani 165 °C. Strukturni vzorec IAA je znazornén na Obr. 8.
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Obrazek 8 Strukturni vzorec IAA
[vlastni zdroj]

Kyselina indol-3-octova je vibec prvni objeveny a zaroven jeden z nejéastéji
se vyskytujicich fytohormonii patficich do skupiny auxinti. K jejimu objevu vedla série
pokusti Charlese Darwina jiZ kolem roku 1880. V roce 1934 byla chemikem Kdglem poprveé
izolovana z lidské moci a identifikovana jako ristovy stimulator. V rostlinném materialu
byla poprvé objevena v roce 1946, kde plisobi jako ristovy hormon, a nachazi se predevsim
v mladych a rychle rostoucich stoncich a listech, do ostatnich ¢asti rostlin je nasledné
transportovana. Spolu s cytokininy jsou auxiny zodpovédné za stimulaci bunééného délent,
rust a bunécénou diferenciaci. ZajiStuji vétveni a tvorbu postrannich kofend. Kyselina
indol-3-octova zpiisobuje prodluzovani bunék, coz hraje vyznamnou roli v pohybovych
reakcich odrazejicich pozici zdroje vnéjsiho podnétu, jako napt. ohybani nadzemnich organt
rostlin za svétlem (fototropismus), ohyby kofentd béhem ptrekonavani prekazek ve sméru
gravitace (gravitropismus) nebo riist rostliny v reakci na fyzicky kontakt s pevnym objektem

(thigmotropismus) [67—69].

Kyselina indol-3-octova se vSak pfirozen¢ nachézi i v lidském organismu, kdy vznika jako
produkt mikrobidlniho metabolismu tryptofanu popsaného v kap. 3. Na riznych tkanich
a modelech byla popséna fada jejich zajimavych ucinkt, které by mohly byt relevantni

1 pro kazi. Vétsina z nich souvisi se skutecnosti, ze IAA je ligandem pro AhR.
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Vyhlidalova a kol. [51] ve studii na bunécné linii hepatocytii se stabiln¢ transfekovanym
reportérovym genem pro AhR podrobné charakterizovali efekt stfevnich mikrobidlnich
metabolith tryptofanu (véetné IAA) a dospéli k zavéru, ze tyto metabolity v rizné miie
aktivuji AhR, spoustéji jadernou translokaci AhR, indukuji tvorbu heterodimeru
AhR-ARNT a zvysuji vazbu AhR na promotor CYP1A1, ¢imz indukuji jeho expresi. Tyto
vysledky potvrzuji schopnost IAA aktivovat AhR prostfednictvim kanonické signalni drahy.

V souvislosti s nekanonickou signalni drahou AhR byl na kmenovych bunkéch lidské zubni
dfené zkouman ochranny ucinek IAA vici oxidaénimu stresu vyvolanému peroxidem
vodiku. Vlivem IAA se totiz v kmenovych buiikach zvysila exprese NRF2, coz je kli¢ovy
transkrip¢ni faktor, ktery zodpovédny za regulaci antioxida¢nich enzymi SOD2 a HMOX1.
Za normalnich podminek je NRF2 vazan na Kelch-like epichlorohydrin-associated protein
1 (Keap-1) a tento komplex se nachazi v cytoplazmég. V podminkach oxida¢niho stresu se
NRF2 z Keap-1 uvolni a ptemisti do jadra, kde rozpoznava element antioxida¢ni odpovédi
(ARE — Antioxidant Response Element) a reguluje expresi antioxida¢nich enzymu. Draha
NRF2-ARE je pro ochranu pfed oxida¢nim stresem klicova. Na zaklad¢ této studie se da
ptedpokladat, Ze by IAA mohla prostfednictvim nekanonické signalni drahy AhR aktivovat
drahu NRF2-ARE i v kuzi, coz by mélo za nésledek ochranu pied oxidativnim poskozenim

ROS, které se vyznamné podili na predCasném starnuti ktize [70].

Ve studii [71] provadéné na stievnich epitelidlnich buitkach mysi byla v disledku aktivace
AhR pomoci IAA inhibovéna signalni draha NF-kB, ¢imZ se snizila i exprese jeho
naslednych cilt — prozanétlivych markeri IL-6, interleukinu 8 (IL-8) nebo faktoru nddorové
nekrdzy o (TNFo — Tumor Necrosis Factor a). Protizanétlivé €inky IAA byly také popsany
ve studii [72] provadéné na bunétné linii mySich makrofagl, kde po stimulaci zanétlivé
odpovédi vyvolané lipopolysacharidem IAA vyznamné zmirnovala expresi [L-1, IL-6, jakoz
1 tvorbu ROS. V mySich makrofazich, které¢ byly ovlivnény IAA, byla v zavislosti na jeji

koncentraci zvySena exprese antioxidacniho enzymu HMOX1.

Stale vice dlikazi potvrzuje, ze tryptofan a jeho mikrobidlni metabolity ve stfevech
vyznamn¢ pomahaji udrzovat rovnovahu mezi hostitelem a sttevnim mikrobiomem, coz je
nezbytné pro spravné fungovani imunitniho systému. Tyto metabolity ve stievech ovliviiuji
ruzné fyziologické procesy, vcetné rychlejsi obnovy epitelu nebo snizeni paracelularni
permeability, a mohou pfispivat nejen ke stfevni, ale 1 k systémové homeostdze. Podrobné

ucinky IAA, které by potvrzovaly tyto poznatky, byly sledovany napt. na modelech mysi se
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sttevnim zanétem. Zanétlivé cytokiny totiz narusuji funkci stfevni bariéry tim, Ze méni
uspotadani proteinti tésného spojeni, které je pfitom hlavni slozkou fyzické bariéry stievniho
epitelu. V této studii vedlo injek¢ni peritonealni podani IAA v mnozstvi 50 mg/kg ve sliznici
stiev k vyS8i expresi proteinl zajiStujicich tésné bunééné spoje, jako je napt. klaudin 1,
OCLN nebo zonula occludens 1 zndmy také jako Tight junction protein 1 (TJP1). Timto
zpusobem IAA posiluje sttevni bariéru a mohla by takto plsobit i na bariérovou funkci

v kizi [71].

Dalsi ucinky IAA byly popsany ve studii [73] provadéné na larvach had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans), kde byl zkouman vliv IAA na stres endoplazmatického retikula.
Ten v bunkach nastavd béhem nepfiznivych podminek vyvolanych riznymi faktory
(genetické, enviromentalni atd.). B€hem tohoto stavu dochazi k naruseni schopnosti bun¢k
spravn¢ skladat proteiny, které se potom v endoplazmatickém retikulu hromadi. Bylo
zjisténo, ze IAA zvySuje odolnost vici stresu endoplazmatického retikula a posiluje
odpovéd’ na Spatné€ slozené proteiny, kterda spociva v expresi mnoha genu zvySujicich

velikost a funkci endoplazmatického retikula ve snaze obnovit jeho homeostazu.

W

5.1 Vyznam p¥i lé¢bé koznich onemocnéni

V souvislosti s kiizi je IAA v soucasnosti zkoumana napf. pro svij potencidl pii 1é€bé
atopické dermatitidy. Jednd se o chronické neinfekéni zanétlivé onemocnéni, pro které
je charakteristické silné svédéni klze. Mezi pfi¢iny vzniku nebo zhorSeni tohoto
onemocnéni patii prehnané silnd patologickd imunitni odpovéd’ na urcity alergen nebo
zmény Vv tvorb¢ lipidové vrstvy pokoZzky, kterd potom neni schopna vazat vodu. Nasledkem
toho je koZzni bariéra naruSena a umoziuje prinik riznych alergenti. Atopickou dermatitidu
mohou rovnéz ovlivilovat stfevni mikrobialni choroby, a to prostfednictvim aberantni
imunitni odpovédi. Ve srovnani se zdravymi jedinci byl u pacientt s atopickou dermatitidou
nalezen rozdil v diverzité a slozeni stfevni mikrobioty, kdy ubyva prospésnych strevnich
bakterii, jako jsou Lactobacillus a Bifidobacterium, a ptibyva patogennich mikroorganismil
jako je Staphylococcus aureus, Clostridium difficile atd. Bylo zjiSténo, ze vlivem pozménéné
sttevni mikrobioty je u pacientti s ekzémem oslabena i metabolick4 dréha tryptofanu a jeho
metabolitl, véetné IAA. Ty se pfitom podili na regulaci stfevni imunity, a to prostfednictvim

signalizace AhR, ktera hraje dilezitou roli v imunitni odpovédi na bariérovych mistech,

véetn¢ klze. Zaroven, bylo prokazéno, Ze u pacientli s atopickou dermatitidou je
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metabolickd drdha tryptofanu oslabena i v kozni mikrobioté a vyskyt IAA a dalSich
metabolitl je u nich v pokoZce v porovnani se zdravymi jedinci niz8i. Na zaklad¢ téchto
poznatk se vliv metaboliti tryptofanu, véetné IAA, a signalni draha AhR zda byt pro 1écbu

atopického ekzému zajimava [47, 74-75].

Nedavno byla TAA popsana také jako potencionalni fotosenzibilizator pti fotodynamické
terapii akné, seboroické dermatitidy ¢i aktinickych kerat6z. Fotodynamicka terapie obecné
spociva v reakci fotosenzibilizatoru se zdrojem svétla o specifické vinové délce zavislé
na daném fotosenzibilizatoru za piitomnosti kysliku. Fotosenzibilizator se po priniku
do cilové bunky aktivuje v reakci na energii piijatou ze svételného zdroje a po reakci
s kyslikem produkuje cytotoxické latky, véetné ROS, které vyvolavaji slozZité biochemickeé
intracelularni kaskady vedouci ke smrti bunky bud’ apoptézou, nebo nekrézou. Z riznych
vlnovych délek viditelného svétla aktivuje IAA nejucinnéji zelené svétlo o vinové délce
520 nm, které zaroven pro kizi neni Skodlivé. Lécba spociva v aplikaci
0,015% lipozomalniho gelu IA A na postiZend mista, inkubaci po dobu 15 minut a nasledném
ozafenim zelenym svétlem o vlnové délce 520 nm a intenzité 9 J/m?. Lécba akné touto
metodou je U€innd prostfednictvim antimikrobidlniho pisobeni na Cutibacterium acnes
aucinku snizujicim tvorbu kozniho mazu, jenz jsou povazovany za jedny z hlavnich
patogennich faktort zptisobujicich toto onemocnéni. Za stejnych podminek 1ze IAA vyuzit
1 pfi fotodynamické terapii seboroické dermatitidy, kdy dochazi ke snizeni tvorby kozniho
mazu a snizeni vyskytu kvasinky Malassezia furfur. Tato terapie rovnéz vykazuje
vyznamnou kratkodobou ucinnost pfi snizovani primérného poctu 1ézi aktinickych keratoz

[76-79].

V poslednich dobé je IAA zkouména i pro sviij potencial v oblasti 1écby koZzniho nddorového
onemocnéni maligniho melanomu. Bylo totiz zjiSténo, Ze IAA po ozafeni UVB vlivem
vzniklych volnych radikalt snizuje zivotaschopnost bun¢k lidského melanomu a indukuje

fragmentaci DNA, coz je charakteristicky znak apoptozy [80].
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6 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Kyselina indol-3-octova patii mezi nejcastéji se vyskytujici fytohormony ze skupiny auxint,
zaroven je také metabolitem stievni a kozni mikroflory [7, 47]. V souCasnosti je [AA
zkoumana pro sviij potencidl v 1écbé nékolika zndmych koznich onemocnéni, jako je napf.
fotodynamicka terapie akné [77] seboroické dermatitidy [78] a aktinickych kerat6éz [79],
¢i v 1é€bé zanétlivych koznich onemocnéni jako je napt. atopickd dermatitida [47]. VIiv [AA
na normalni, zdravou kiizi vS§ak dosud nebyl nikde popsan. Nekteré studie, provadéné na
jinych tkanich a modelech, vSak naznacuji fadu jejich zajimavych uc¢inkt, které by mohly

fungovat i na kuzi.

Kyselina indol-3-octova se napiiklad ve stfevnich buiikach podili na aktivaci AhR, ktery
je nezbytny pro spravnou bariérovou funkci nejen stievniho, ale i kozniho epitelu [12, 51].
Kromé¢ této klasické kanonické signalni drahy AhR IAA spousti také jeho dalsi,
nekanonickou signalni drdhu, kterd vede k expresi genu NRF2. Timto zpGsobem [AA
podporuje endogenni antioxidacni systém bunék, nebot’ NRF2 je zodpovédny za regulaci
antioxidacnich enzymi HMOX1 nebo SOD2 [70]. Dalsi studie [73] napiiklad popisuje
schopnost IAA snizovat stres endoplazmatického retikula posilenim odpovédi na Spatné
sloZené proteiny. Diky témto studiim se dé& predpokladat, Ze by IAA ve zdravé kiizi mohla
zlepsovat kozni bariéru nebo odolnost proti oxida¢nimu stresu, coZ je jedna z nejcastejSich

pficin starnuti kize.
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7 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bylo vypracovat literarni reSersi se zaméfenim na IAA jako
metabolit tryptofanu produkovany stfevnim a koznim mikrobiomem. Pozornost byla
vénovana charakterizaci jejiho potencialu v oblasti zlepSovani kozni bariéry a odolnosti proti
oxida¢nimu stresu v procesu starnuti kiize, které se ukazuji byt vyznamné pro aplikace

v kosmetologii a dermatologii.

V praktické casti prace bylo cilem charakterizovat efekt IAA na kiizi se zaméfenim na
aktivaci AhR receptoru, expresi slozek tésnych spojii a kozni bariéry a antioxidacnich
enzymil. Ukolem bylo také sledovat efekt IAA na experimentalni modely vystavené UVA
a UVB zafenim, kterému je kiize denné vystavena a které patii mezi nejvyznamné;jsi faktory
ptispivajici k pred¢asnému starnuti kiize. Jako experimentalni model byly pouzity bunécné
kultury a praseci kozni explantaty. Pro sledovani efekti byly vyuzivany bézné metody

molekularni biologie.
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II. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIALY A PRiSTROJE

8.1 Pouzité materialy a chemikalie

Kyselina indol-3-octova; Sigma Aldrich (USA)

Bunécéna linie lidskych keratinocyti HaCaT; Cell Lines Service, (Némecko)
Bunécéna linie lidského hepatomu HepG2-Lucia™ AhR; InvivoGen (Francie)
Cerstvé prase¢i usi; Masoeko s.r.o. (Ceské republika)

Dubelcco’s modified Eagle’s medium; Biosera (Francie)

Bovinni fetalni sérum; Diagnovum (Némecko)

Roztok L-glutaminu (200 mM); Capricorn Scientific (Némecko)

Roztok penicilinu (10 000 U-ml") a streptomycinu (10 mg-ml!'); Sigma Aldrich
(USA)

Eagle’s minimum essential medium; ATCC (USA)

Non-essential amino acids medium; Capricorn Scientific (Némecko)
D-glukoéza; Sigma Aldrich (USA)

Normocin (50 mg-ml'); InvivoGen (Francie)

Zeocin (100 mg-ml™"); InvivoGen (Francie)

Dimethyldulfoxid pure; Lach-ner (Ceské republika)

Kyselina ethylendiamintetraoctova p.a.; Lach-ner (Ceska republika)
Chlorid sodny p.a.; Lach-ner (Ceské republika)

Chlorid draselny p.a.; Lach-ner (Ceska republika)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a.; Lach-ner (Ceské republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.; Lach-ner (Ceska republika)
Sterilni Trypsin/EDTA solution 10x; Sigma Aldrich (USA)

Pufr CASYton; Omni Life Science (Némecko)
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e Dezinfekce pro ofetieni ploch postiikem Guttar; MPD Plus s.r.0. (Ceska republika)
e Diethyl pyrokarbonat; Sigma Aldrich (USA)

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; Glentham Life Science (Velka Britanie)

e Isopropanol; Sigma Aldrich (USA)

e Triton-X-100; Thermo Fisher Scientific (USA)

e Dezinfekce ve spreji Softasept N; B. Braun (Némecko)

e Injek¢ni voda; B. Braun (Némecko)

e Lyzacni pufr RLT; Qiagen (Némecko)

e Rnase-Free Water; Qiagen (Némecko)

e Pufr RWI1; Qiagen (Némecko)

e Promyvaci pufr RPE; Qiagen (Némecko)

e High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems (USA)

e Pufr TagMan Universal PCR Master Mix; Applied Biosystems (USA)

e Sondy PrimePCR™ Probe Assay Bio-Rad; Bio-rad spol. s r.0. (Ceska republika)

Tabulka 3 Pouzité¢ PrimePCR™ Probe Assays

Nazev Unique Assay ID
CYPI1AI, Human qHsaCEP0058439
FLG2, Human qHsaCIP0031118
IL-6, Human qHsaCEP0051939
OCLN, Human qHsaCEP0041012
RPLI13A, Human qHsaCEP0052324
SOD2, Human qHsaCEP0039142
TJP1, Human qHsaCIP0031627
CYPI1AL, Pig qSscCIP0026937
FLG2, Pig qSscCEP0043559
IL-8, Pig qSscCEP0036027
RPL13A, Pig qSscCEP0038457
SOD2, Pig qSscCEP0043531
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Sondy TagMan™ Gene Expression Assay; Applied Biosystems (USA)

Tabulka 4 Pouzit¢ TagMan™ Gene Expression Assays

Nazev Unique Assay ID
OCLN, Pig Ss03373514 ml
TJP1, Pig Ss03377507 ul

Chloroform p.a.; Lach-ner (Ceska republika)

Ethanol 96%; Ing. Petr Svec—PENTA (Cesk4 republika)
Dodecylsiran sodny; Sigma Aldrich (USA)

Triglycerid kyseliny kaprinové/kaprylové; ACE Trade (Ceské republika)
Glycerin bezvody p.a.; Lach-ner (Ceska republika)

Agar; Merck (Némecko)

TRI Reagent; Sigma Aldrich (USA)

2,7’ -dichlorodihydrofluorescein diacetat; Sigma Aldrich (USA)
QUANTI-Luc™ 4 Lucia/Gaussia reagent; InvivoGen (Francie)
AhR inhibitor CH-223191; InvivoGen (Francie)
Benzo[a]pyren; Sigma Aldrich (USA)

Trolox; Merck (Némecko)

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl; Glentham Life Science (Velka Britanie)

8.2 Pouzité pristroje a pomtcky

Laminarni box Mars Pro Cytosafe Class 2; LaboGene (Dansko)
Inkubator IGO 150; Jouan (Francie)

Analytické vahy Mettler Toledo ME204; Mettler Toledo (USA)
Predvazky KERN EMB 200-3; Kern & Sohn (Némecko)

Zatizeni pro méfeni koncentrace a viability bun€k Cell Counter & Analyzer CASY;

Omni Life Science (Némecko)
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e Stolni tfepacka s pouzitim pro kultivaéni panely Orbi—Shaker XL; Benchmark

Scientific (USA)

e Stolni mikroskop Nikon Eclipse Ts2; Nikon Instruments (USA)

e Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5702; Eppendorf (Rakousko)

e Multifunkéni reader EnSight; Perkin Elmer (USA)

e UV lampa Oriel 69921 + 1000 W zdroj 66920; Oriel Instruments (USA)

e UV filtry UG5 (1 mm — tmavé modry) a WG280 (2 mm — prithledny); Schott (Velka
Britanie)

e ME¢fici ptistroj pro intenzitu UV zafeni Photometer/Radiometer PMA2100V + UVA
detektor a Erythema detektor (UVB); Solar Light Company (USA)

e Zafizeni pro izolaci RNA QIA Cube; Qiagen (USA)

e Mikroobjemovy UV—Vis spektrofotometr pro méieni koncentrace RNA NanoDrop

OneC; Thermo Fisher Scientific (USA)
e Vortex mixer BenchMixer V2; Benchmark Scientific (USA)
e Centrifuga Eppendorf Mini—spin; Eppendorf (Rakousko)
e Termocykler Biometra TOne 96 G; Analytik—Jena (Némecko)

e Piistroj QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System + software QuantStudio 3/5 Real-
Time PCR; Applied Biosystems (USA)

e Magneticka michacka s ohfevem a teplotnim ¢idlem Heidolph MR 3001 K; Heidolph

Instruments (Némecko)

e Homogenizator Tissue Lyzer II; Qiagen (USA)

e Chlazena mikrocentrifuga Prism R C2500-R; Labnet (USA)

e Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse Ti2 E + zobrazovaci software Nikon NIS-
Elements; Nikon Instruments (USA)

e Autoklav Systec — VX150; Systec (Némecko)

e Spotiebni material do pfistroje QIAcube, jenz je souc¢asti RNeasy Mini QIAcube Kit
(specialni $picky a minikolonky); Qiagen (USA)
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e Specialni plast pro qRT-PCR reakce (stripy pro 8 vzorkl o objemu 100 pl, vicka na
stripy pro 8 vzorki, adaptéry na stripy, mikrozkumavky Safe-Lock atd.); Applied
Biosystems (USA) nebo Eppendorf (Rakousko)

e Franzovy difizni komiirky; SES Analysesysteme (Némecko)
e Mikropipety a multikanalové pipety Eppendorf; Eppendorf (Rakousko)

e Bézné pomicky a plast potfebny pro kultivaci bun¢k; Eppendorf (Rakousko) nebo
TPP (Svycarsko)

e B¢zné laboratorni sklo a pomiicky
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9 METODIKA PRACE

Stézejni metodou v praktické ¢asti bylo sledovani vlivu IAA na expresi vybranych gent,
podilejicich se na bariérové funkci ktize, redukci ROS a dalSich, v lidskych keratinocytech
a praseci epidermis s vyuzitim kvantitativni polymerazové fetézové reakce v redlném Case
(qQRT-PCR). Jest¢ piedtim vsak bylo potieba u obou experimentalnich modelti ovéfit
koncentraci IAA, kterd nemd vliv na viabilitu bun¢k. Pro detekci ROS v epidermis byla
zvolena metoda fluorescencni mikroskopie, ktera vyuziva latky
2,7’ -dichlorodihydrofluorescein diacetatu (DCFH-DA), antioxida¢ni kapacita [AA potom
byla stanovena na bezbunééném modelu spektrofotometrickou metodou s pouzitim radikalu

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH).

9.1 Kultivace bunék

Pro charakterizaci vlivu IAA na ktzi byla jako jeden z experimentalnich modelt zvolena
bunécna linie lidskych imortalizovanych keratinocyti HaCaT. Pro stanoveni vlivu [AA
na aktivitu AhR byla pouzivana bunécna linie lidského imortalizovaného karcinomu jater

(hepatomu) HepG2-Lucia™AhR (HepG2) [81-82].

9.1.1 Pouzivané roztoky a média
e Sterilni roztok D-glukézy o koncentraci 400 mg-ml!

Pro pfipravu tohoto roztoku bylo na pfedvazkidch do sklenéné lahve navazeno 80 g
D-glukozy a toto mnozstvi bylo na magnetické michacce rozpusténo v 200 ml destilované
vody. Roztok byl nasledn¢ v laminarnim boxu pomoci injek¢ni stiikacky a filtru s velikosti
p6rt 0,2 um prefiltrovan do sterilnich plastovych zkumavek po objemech 10 ml a uchovavan

v mrazicim boxu pii —20 °C.
e Sterilni fosfatovy pufr (PBS)

Pro pfipravu sterilniho PBS bylo na ptfedvazkach do sklenéné lahve navézeno 8 g NaCl,
0,2g KCIl, 2,85 g NaaHPO4+12H>O a 0,2 g KH>POs4. Tyto chemikalie byly poté
na magnetické michacce rozpuStény v 1 1 destilované vody a vznikly roztok byl

vysterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.
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e Sterilni roztok 0,05% kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) v PBS

Do sklenéné lahve bylo na piedvazkach navazeno 0,1 g EDTA, které bylo rozpusténo na
magnetické michacce v200 ml PBS. Vznikly roztok byl vysterilizovan v autoklavu

pii 121 °C po dobu 20 minut a poté uchovavan v lednici pii 4 °C.
e Sterilni roztok Trypsin/EDTA 1x

Komeréné vyrabény sterilni roztok Trypsin/EDTA solution 10x o objemu 100 ml byl
natedén 900 ml sterilniho PBS. Takto pfipraveny roztok byl néasledné pomoci pipety
rozdélen do sterilnich zkumavek po objemech 10 ml a uchovéavan pii —20 °C v mrazicim

boxu. Prace probihala asepticky v laminarnim boxu.
e Sterilni kultiva¢ni medium pro keratinocyty HaCaT

Pro ptipravu kultivacniho media byly v laminarnim boxu ve sterilni sklenéné lahvi pomoci
odmérného valce a automatické pipety smichdny komeréné vyrabéné sterilni roztoky
Dubelcco’s modified Eagle’s medium, Bovinni fetdlni sérum, L-glutamin
a Penicilin/Streptomycin s pfipravenym sterilnim roztokem D-glukdézy o koncentraci
400 mg-ml!. Jednotlivy objem slozek a jejich koncentrace ve vysledném mediu jsou

uvedeny v Tab. 5. Medium bylo uchovavano v lednici pii 4 °C.

Tabulka 5 Ptiprava kultiva¢niho media pro HaCaT

Slozka Objem slozky Koncentrace slozky
[ml] v mediu

Dubelcco’s modified Eagle’s medium 435 87 %

Bovinni fetalni sérum 50 10 %

D-gluko6za 5 4 mg-ml!

L-Glutamin 5 2mM

Penicilin/Streptomycin 5 100 U-ml//100 ug-ml!

e Sterilni kultivacni medium pro buiiky HepG2

Pro piipravu media byly stejnym zplisobem jako u media pro keratinocyty HaCaT smichany
komer¢né vyrabéné sterilni roztoky Eagle's minimum essential medium, Bovinni fetalni
sérum, Non-essential amino acids medium, Penicilin/Streptomycin, Normocin a Zeocin.
Objem a koncentrace slozek a ve vysledném mediu jsou uvedeny v Tab. 6. Medium bylo

rovnéz uchovavano v lednici pii 4 °C.
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Tabulka 6 Ptiprava kultiva¢niho media pro HepG2

Slozka Objem slozky [ml] Koncentrace slozky
v mediu
Eagle’s minimum essential medium 435 87 %
Bovinni fetalni sérum 50 10 %
Non-essential amino acids medium 5 1 %
Penicilin/Streptomycin 5 100 U-mlI'//100 pg-ml-!
Normocin 1 100 pg-ml!
Zeocin 0,5 100 pg-ml!

9.1.2 Kultivace bunééné linie HaCaT

Bunécna linie keratinocyti HaCaT byla kultivovana v inkubatoru pii 37 °C, 5 % CO
a 97-99% humidité. VeSkera prace probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu
Mars Pro Cytosafe Class 2, ktery byl vzdy pfedem vytien dezinfekci Guttar a vysvicen

UV zafenim minimalné po dobu 15 minut vCetné¢ veskerych pomiicek.

Buriky byly kultivovany v plastovych kultivaénich lahvich o plose 75 c¢cm? v 10 ml
kultiva¢niho media, které jim bylo kazdy 3. — 5. den ménéno. V intervalu 5-10 dni byly
buiky pasazovany. Pti pasazovani bunék bylo vzdy nejprve odsato staré kultivacni medium.
Monovrstva bunék byla nasledné kratce oplachnuta v 10 ml sterilniho PBS. Po jeho odsati
byl pfidan 1 ml 0,05% EDTA v PBS a buniky byly ponechény inkubovat po dobu 15 minut
v inkubatoru pifi 37 °C. Po odsati media EDTA v PBS byl pfiddn 1 ml roztoku
Trypsin/EDTA 1%, vlivem ¢ehoz se buiikky uvolnily ze dna nadoby, coz bylo pribézné
kontrolovano pod mikroskopem Nikon Eclipse Ts2. Nasledné bylo do lahve pfidano 9 ml
kultiva¢niho media a vznikld suspenze bunék byla kvantitativné pfevedena do plastové
centrifugacni zkumavky. Z bunééné suspenze bylo odebrano 100 pl a pfidano do méfici
zkumavky obsahujici 10 ml specidlniho pufru CASYton za Gcelem stanoveni celkového
mnoZstvi a viability bun€k na pfistroji Cell Counter & Analyzer CASY. Jedna se o vysoce
presny analyzator bunéénych kultur, ve kterém ¢astice a buiiky prochazejici pory definované
velikosti generuji odporovy signal, ktery se li§i podle jejich velikosti a vodivosti. Zivé buiiky
s polarizovanou membranou generuji signal vysokého odporu, zatimco umirajici nebo mrtvé
buniky vykazuji mnohem niz$i odpor diky své depolarizované nebo zcela narusené bunécné

membrané [83].
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Zbyla suspenze bunck byla stoCena v centrifuze Eppendorf pii 1200 ot./min po dobu
5 minut. Nasledné byl opatrné slit supernatant a peleta bunék na dné plastové zkumavky byla
pomoci automatické pipety rozsuspendovana v 1 ml kultivacniho media. Dle potieby a na
zaklade vysledku z ptistroje Cell Counter & Analyzer CASY bylo z této suspenze nasazeno

potifebné mnozstvi bunék na novou kultivacni lahev a doplnéno 10 ml kultivacniho media.

9.1.3 Kultivace bunééné linie HepG2

Postup pfti kultivaci bun¢k HepG2 byl téméft totozny jako u kultivace keratinocytit HaCaT.
Buriky vsak byly kultivovany v mediu odlisného slozeni. Pfi pasdzovani bun¢k HepG2 byl
také vynechan krok inkubace s 0,05% EDTA v PBS. K buiikam byl tedy po oplachu PBS
pfidan rovnou 1 ml roztoku Trypsin/EDTA 1x. Dalsi postup jiz byl stejny s kultivaci
keratinocytti HaCaT.

9.2 Stanoveni vlivu kyseliny indol-3-octové na viabilitu bunék

Pro ovéfeni vlivu TAA na viabilitu bun€k byl zvolen test vyuZivajici barvivo
3-[4,5-dimetylthiazol-2-y1]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT). Zivé buiiky pomoci
mitochondrialnich dehydrogenaz metabolizuji ve vodé rozpustné Zlut¢ MTT na nerozpustné
fialové krystaly formazanu. Po jejich rozpusténi v solubilizatnim roztoku se proméii
absorbance vzniklych roztoki. Intenzita fialového zbarveni téchto roztokt je pfimo imérna

metabolické aktivité bunék [84].
9.2.1 Pouzivané roztoky

e Roztok MTT o koncentraci 5 mg-ml-!' PBS

Pro ptipravu roztoku bylo na analytickych vahach do plastové zkumavky navazeno 50 mg
MTT s ptesnosti na 0,1 mg. Toto mnozstvi bylo pomoci vortexu rozpuSténo v 10 ml
sterilniho PBS. Vznikly roztok byl nasledné skladovan v lednici pti 4 °C chranén alobalem

pfed vlivem svétla.
e Solubilizaéni roztok

Pro pfipravu 1 1 solubiliza¢niho roztoku bylo ve sklenéné lahvi pomoci odmérného valce
smichano 450 ml isopropanolu, 450 ml DMSO a 100 ml Tritonu-X-100. Vysledny roztok
byl skladovan v lednici pii 4 °C.
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e Zasobni roztok IAA o koncentraci 100 mg-ml'! DMSO

Pro pfipravu zésobniho roztoku IAA bylo na analytickych vahidch do plastové
mikrozkumavky navazeno 100 mg IAA s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo pomoci
vortexu rozpusténo v 1 ml DMSO. Vznikly roztok byl uchovavan zabaleny v alobalu

v lednici pfi 4 °C a bylo nutné jej pfi praci chranit pfed svétlem.
e Roztok 0,1 mM B(a)P

Pro ptipravu 0,1 M roztoku B(a)P bylo do plastové mikrozkumavky na analytickych vahach
navazeno 25,2 mg B(a)P s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo pomoci vortexu
rozpusttno v1 ml DMSO. Takto ptipraveny roztok byl uchovavan v mrazicim
boxu pii —20 °C. V pfipad¢ potfeby byl v plastové mikrozkumavce z tohoto roztoku
pfipraven roztok 0,1 mM B(a)P smichanim 2 pl roztoku 0,1 M B(a)P s 1998 pul kultiva¢niho
media pro HepG2.

e Roztok 0,1 mM CH-223191

Jedna komeréné doddvand lahvicka s CH-223191 obsahuje 10 mg. Toto mnoZstvi bylo
v laminarnim boxu pfimo v originalni lahvicce rozpusténo v 1 ml DMSO. Vznikly 30 mM
roztok byl uchovéavan pii 4 °C v lednici. V ptipadé¢ potieby byl 0,1 mM roztok CH-223191
pfipraven v plastové mikrozkumavce smichdnim 6,7 pl roztoku 30 mM CH-223191

s 1993,3 ul kultivaéniho media pro HepG2.
e Testovany roztok IAA o koncentraci 1000 pg-ml-! pro keratinocyty HaCaT

Roztok IAA o koncentraci 1000 pg-ml-!' byl pomoci automatické pipety pfipraven v plastové
zkumavce smichanim 100 pl zasobniho roztoku IAA o koncentraci 100 mg-ml'! DMSO
$ 9900 ul kultivacniho media pro HaCaT. Nasledn¢ byl tento roztok pomoci injekcni

sttikacky a filtru s velikosti pora 0,2 pm piefiltrovan do sterilni plastové zkumavky.
e Testované roztoky IAA o koncentraci 100 ug-ml! a 0,1% DMSO pro HepG2

Roztok IAA o koncentraci 100 pg-ml! byl pfipraven v plastové zkumavce smichanim 10 ul
zasobniho roztoku IAA o koncentraci 100 mg-ml'! DMSO s 9990 pl kultivaéniho media pro
buniky HepG2. Nasledné& byl tento roztok pomoci injekéni stiikacky a filtru s velikosti port

0,2 um prefiltrovan do Cisté sterilni zkumavky.

Roztok 0,1% DMSO byl vlaminarnim boxu pomoci automatické pipety piipraven

v plastové zkumavce smichdnim 5 pl DMSO s 4995 ul kultivacniho media pro HepG2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

9.2.2 Vliv na viabilitu keratinocyti HaCaT

V rédmci tohoto stanoveni byly testovany roztoky IAA o koncentraci 10, 50, 100, 500 a 1000
ug-ml!. Jako kontrola rozpoustédla bylo do experimentu zahrnut i 1% roztok DMSO.
Nejdtive bylo pomoci multikanélové pipety na 96jamkovy panel nasazeno mnozstvi 10 000
bun¢k na jamku. Buiky byly v potfebném mnozstvi odebrany ze suspenze zbylé po
pasazovani bunék (3 Sarze) a k nim bylo ptidéno ptislusné mnozstvi kultivatniho media tak,
aby vysledny objem v kazdé jamce byl 200 pl. Z kazdé Sarze byly bunky nasazeny do
28 jamek. Zbylé jamky byly ponechiany bez bun¢k jako blank. Panel s buitkami byl poté
inkubovéan po dobu 24 hodin pii 37 °C. Poté bylo pomoci multikandlové pipety medium
odsato a bunky v jamkach byly ovlivnény testovanymi roztoky o objemu 200 pl, vzdy

ve 4 opakovanich.

Testované roztoky IAA o koncentraci 10, 50, 100 a 500 pg-ml!a 1% DMSO byly pfipraveny
pomoci multikanalové pipety smichanim kultivacniho media pro HaCaT s roztokem [AA

o koncentraci 1000 pg-ml-!' pfimo v jamkach 96jamkového panelu dle Tab. 7.

Tabulka 7 Ptiprava roztokli pro ovlivnéni HaCaT v jamkéach 96jamkového panelu

Roztok Objem roztoku IAA Objem kultiva¢niho
1000 pg-ml! [pl] media [pl]

Kontrola (jamky s buiikami) 0 200

IAA 10 pg'ml! 2 198

IAA 50 pg-ml! 10 190

TAA 100 pg'ml! 20 180

IAA 500 ug'ml! 100 100

IAA 1000 pg-ml! 200 0

DMSO 1% 0 198 + 2 ul DMSO

Blank (jamky bez bun¢k) 0 200

Poté byl panel s buitkami opét ponechéan kultivovat 24 hodin pii 37 °C.

Po uplynuti této doby byl do viech jamek p¥idan roztok MTT o koncentraci 5 mg-ml-' PBS
v mnozstvi 10 % piivodniho objemu (tzn. 20 pl). Nésledné byl panel zabalen do alobalu
a ponechan po dobu 2,5 hodin kultivovat pti 37 °C. Poté se medium s MTT z panelu opatrné
vykleplo a do vSech jamek byl pomoci multikanalové pipety piidan solubiliza¢ni roztok

o objemu 220 ul. Panel s buitkkami byl nasledné ponechan trepat na tiepacce Orbi—Shaker
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XL po dobu 1,5 hodiny pfi 120 ot./min zabaleny v alobalu. Ve vzniklych roztocich byla poté
na multifunk¢énim readeru EnSight, viz Obr. 9, zmétfena absorbance pii1 570 a 690 nm.
Viabilita bunék byla vyjadiena v procentech viici neovlivnéné kontrole (primeér alespon

ze 3 opakovani + stfedni chyba priméru — SEM).

Obrazek 9 Multifunk¢ni reader EnSight

9.2.3 Vliv na viabilitu bunék HepG2

Vliv IAA na viabilitu bun¢k byl sledovan i na bunééné linii HepG2, ktera byla zvolena
za ucelem stanoveni vlivu IAA na aktivaci signalizace AhR. Buiikky HepG2 totiz obsahuji
transfekovany reportérovy gen Lucia inkorporovany do genu pro AhR. Aktivitu luciferazy
Lucia v supernatantu bunééné kultury 1ze sledovat pomoci fluorimetru za pouziti specidlniho
detek¢niho ¢inidla QUANTI-Luc™ 4 Lucia/Gaussia a na zdklad¢ intenzity fluorescen¢niho

zéieni lze timto zplisobem aktivitu AhR kvantifikovat [82].

Testovany byly roztoky IAA o koncentraci 10, 50 a 100 pg-ml!. Pro porovnani byl testovan
iroztok zndmého a silného ligandu AhR 1 uM B(a)P a oproti tomu i specifického antagonisty
AhR 1 pM CH-223191 (chemicky 2-methyl-2H-pyrazol-3-karboxylovéa kyselina). Jako
kontrola rozpoustédla byl do experimentu zahrnut 1 0,1% roztok DMSO. Veskera prace

probihala za sterilnich podminek v lamindrnim boxu.

Nejdiive bylo pomoci multikanalové pipety na 96jamkovy panel nasazeno mnozstvi 20 000
bunék na jamku stejnym postupem, jenz byl popsan u keratinocytti HaCaT. Panel s buiikami

byl poté inkubovan po dobu 24 hodin pti 37 °C.
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Nésledné bylo medium odsato a buiiky v jamkach byly ovlivnény testovanymi roztoky

o objemu 200 pul, vzdy ve 4 opakovanich.

Roztoky IAA o koncentraci 10 a 50 pg-ml-!' byly pfipraveny smichanim kultivaéniho media
pro buiiky HepG2 a zasobniho roztoku IAA o koncentraci 100 ug-ml! p¥imo v jamkach
96jamkového panelu dle Tab. 8.

Rovnéz roztok 1 uM B(a)P byl pfipraven pomoci multikanalové pipety pfimo v jamkéach
96jamkového panelu, a to smichanim 2 ul 0,1 mM roztoku B(a)P se 198 ul kultivacniho
media pro HepG2. Stejnym zpiisobem byl pfipraven i roztok 1 uM roztok CH-223191.

Tabulka 8 Ptiprava roztokt pro ovlivnéni HepG2 v jamkéach 96jamkového panelu

Roztok Objem roztoku IAA o Objem kultiva¢niho
koncentraci 100 pg-ml’! media [pl]
[ul]

Kontrola (jamky s buiikami) 0 200

IAA 10 pg'ml! 20 180

IAA 50 pg'ml™! 100 100

TAA 100 pg'ml! 200 0

Blank (jamky bez bun¢k) 0 200

Poté byl panel s buitkami opét ponechéan kultivovat po dobu 24 hodin pfti 37 °C.

Nasledné byl do jamek 96jamkového panelu k bunikdm ptidan roztok MTT v mnozstvi 10 %
puvodniho objemu. Dalsi pracovni postup byl stejny jako u keratinocytli HaCaT. Viabilita
bunék byla vyjadiena v procentech vi¢i neovlivnéné kontrole (primér alespon

ze 3 opakovani = SEM).

9.3 Vliv kyseliny indol-3-octové na aktivitu aryl hydrokarbonového

receptoru

Béhem testu viability provadéném na bunécné linii HepG2 bylo 24 hodin po ovlivnéni
testovanymi roztoky z jamek 96jamkového panelu odebrano 20 pl supernatantu bunék do
bilého 96jamkového panelu vhodného k méteni fluorescence. K supernatantu bylo pfidano
50 pl 20x zfedéného QUANTI-Luc reagentu, jenz byl pfedem pfipraven v laminarnim boxu
v plastové zkumavce smichdnim 0,5 ml reagentu s 9,5 ml destilované vody. Bezprostiedné

poté byla ve vzniklych roztocich proméfena intenzita fluorescence na multifunkénim readeru
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EnSight. Aktivita AhR byla vyjadfena v procentech vici neovlivnéné kontrole (pramér

alespon ze 3 opakovani + SEM).

9.4 Vliv kyseliny indol-3-octové na viabilitu praseci epidermis

Jako dalsi experimentalni model pro stanoveni vlivu IAA byla pouzivana praseci epidermis
z koznich explantati z divodu zna¢né podobnosti praseci a lidské klize. Praseci epidermis
byla ziskana z prasecich usnich boltcli, kde se nachazi podobné mnozstvi mazovych Zlaz
jako v lidské kazi v oblasti obliceje [85]. Na viabilitu epidermis byl ramci tohoto
experimentu sledovan vliv IAA o koncentraci 5 a 10 mg-ml-!. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit roztok dodecylsiranu sodného (SDS) o koncentraci 10 mg-ml-!, ktery se ¢asto pouziva
jako modelova latka pro navozeni zanétu. Jako kontrola rozpoustédla byl do experimentu

zatazen i triglycerid kyseliny kaprinové/kaprylové.

9.4.1 Pouzivané roztoky

e Testované roztoky IAA o koncentraci 5 a 10 mg'ml’' a SDS o koncentraci

10 mg-ml!

Pro ptipravu roztoku IAA o koncentraci 10 mg-ml-!' bylo na analytickych vahach do plastové
zkumavky navazeno 30 mg IAA s ptesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo pomoci vortexu

rozpusténo v 3 ml triglyceridu.

Roztok IAA o koncentraci 5 mg-ml!' byl pfipraven v plastové mikrozkumavce smichanim

1 ml roztoku IAA o koncentraci 10 mg-ml! s 1 ml triglyceridu.

Roztok SDS o koncentraci 10 mg-ml! byl pfipraven v plastové zkumavce navazenim 30 mg

SDS s ptesnosti na 0,1 mg a rozpusténim v 3 ml destilované vody.

9.4.2 Pracovni postup

Cerstvé prasedi usni boltce byly o¢istény pod tekouci vodou a oholeny. Poté bylo pomoci
skalpele vykrojeno 15 kust koznich explantatli o rozmérech cca 2x2 cm. Vybrany byly
pouze vzorky bez jakykoliv defektii. VSechny vzorky byly vyfezavany vzdy na stejném
misté boltce — uprostied a smérem k vnitini strané ucha. Vzorky byly poté inkubovany
pii 4 °C po dobu 2 hodin v kultiva¢nim mediu pro keratinocyty HaCaT s vy$§im obsahem

antibiotik (500 U-ml! penicilinu a 500 pg-ml! streptomycinu), jenz bylo sterilné pfipraveno
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v plastové zkumavce smichdnim 19,2 ml kultivaéniho media pro keratinocyty HaCaT

s 800 ml komeréné vyrabéného roztoku Penicilinu/Streptomycinu.

Dalsi prace jiz probihala asepticky v laminarnim boxu. Jednotlivé vzorky byly oplachnuty
sterilnim PBS a vloZeny do Franzovych cel, do jejichz akceptorového prostoru bylo piedem
napipetovano 320 pl kultivaéniho media pro HaCaT. Na povrch epidermis v donorovych

otvorech cel bylo v tripletech aplikovano vzdy 500 pl testovaného roztoku, viz Obr. 10.

Vzorky v celach byly nasledn¢ inkubovany ve vlhké komurce pii 37 °C po dobu 18 hodin.
Poté byly vzorky oplachnuty PBS a epidermis byla od dermis oddélena pomoci tepelného
Soku ponotenim vzorku na 90 sekund do destilované vody o teploté 60 °C. Oddéleno bylo
vzdy pouze kolecko, které bylo vytlaceno donorovym prostorem Franzovych cel. Jednotlivé
vzorky epidermis byly poté vlozeny do 24jamkového panelu. Do kazdé jamky bylo ke
vzorklim pfiddno 240 pl kultivacniho media pro HaCaT a 60 pl roztoku MTT o koncentraci
5 mg-ml! PBS. Vzorky byly nésledné ponechany inkubovat po dobu 3 hodin pii 37 °C
zabalené v alobalu. Poté bylo medium s MTT pomoci pipety opatrné odsato tak, aby nebyly
nasaty i vzorky epidermis, a misto néj byl ke vzorklim ptidan 1 ml solubiliza¢niho roztoku.
Naésledné byly vzorky v 24jamkovém panelu 2 hodiny ponechany zabalené v alobalu tiepat
na tiepacce Orbi—Shaker XL pfi 120 ot./min. Od kazdého vzorku po vytfepani, viz. Obr. 11,
bylo poté 200 ul roztoku v tripletech pfeneseno do 96jamkového panelu a multifunkénim
readerem EnSight byla vroztocich zmétfena absorbance pfi 570 a 690 nm. Viabilita
epidermis byla vyjadfena v procentech vi¢i neovlivnéné kontrole (primeér alespoii

ze 3 opakovani £ SEM).

Donorovy prostor

Obrazek 10 Vzorky prasecich koZnich explantati ve Franzovych celach
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Obrazek 11 Vzorky praseci epidermis
po vyttepani v solubilizaénim roztoku

9.5 Vliv kyseliny indol-3-octové na expresi genti v keratinocytech

HaCaT a v praseci epidermis

Ke stanoveni vlivu IAA na expresi vybranych genii v keratinocytech HaCaT a praseci
epidermis byla zvolena qRT-PCR, kterd je zalozena na detekci fluorescenéniho signélu
ziskdvaného z mnoziciho se (amplifikovaného) templatu (cDNA — komplementarni DNA).
Soucasti pracovniho procesu je nejprve izolace mediatorové ribonukleové kyseliny
(mRNA), poté transkripce mRNA do cDNA a nésledné qRT-PCR. Cilova sekvence gent
v cDNA byla vtomto piipadé detekovana pomoci kombinace specifickych primeri
a fluorescencn€ znacené sondy. Sonda je na svém 5’konci fluorescencné znacena
ana 3’konci nese zhase€. V piipad¢, ze jsou tyto dvé molekuly spojeny vldknem sondy
blizko u sebe, zhaSe¢ absorbuje emitované svétlo z fluorescenéniho barviva a sondu nelze
detekovat. Sonda hybridizuje v oblasti DNA amplifikované specifickou sadou primerti
abéhem reakce polymerdza prodluzuje primer a syntetizuje vysledné vldkno smérem
od 5' ke 3'. Vlivem toho degraduje hybridizovanou sondu, ¢imZ uvolni fluorescenc¢ni barvivo

od zhésece, a to vede k emisi fluorescencniho signalu [86].
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9.5.1 PouZivané roztoky
e Voda osetiena diethyl pyrokarbonatem (DEPC voda)

Pro ptipravu DEPC vody, bylo ve sklenéné lahvi smichano 50 pl diethyl pyrokarbonatu
s 50 ml injekéni vody. Vznikly 0,1% roztok byl ponechan pfes noc inkubovat v oteviené
a alobalem ptekryté lahvi pti 37 °C. Druhy den byl tento roztok vysterilizovan v autoklavu
pti 121 °C po dobu 20 minut a poté uchovavan v lednici pii 4 °C. Vysledna DEPC voda

neobsahuje ribonukleazy.
e 70% ethanol

Pro ptipravu 1 litru 70% ethanolu bylo v laminarnim boxu ve sterilni sklenéné lahvi pomoci

odmérného valce smichdno 729 ml 96% ethanolu a 271 ml DEPC vody.
e Testovany roztok IAA o koncentraci 10 pg-ml! pro keratinocyty HaCaT

Roztok TAA o koncentraci 10 pg-ml! byl pfipraven pomoci automatické pipety v plastové
zkumavce smichanim 14 pl zasobniho roztoku IAA o koncentraci 100 mg-ml! DMSO
s 13986 pl kultivaéniho media pro HaCaT. Nasledné byl tento roztok pomoci injekcni

sttikacky a filtru s velikosti pora 0,2 pm piefiltrovan do sterilni plastové zkumavky.
e Testované roztoky IAA o koncentraci 10 a 100 pg-ml!' pro praseéi epidermis

Pro piipravu roztoku IAA o koncentraci 100 pg-ml! byl do plastové zkumavky
na analytickych vahach navazen 1 mg IAA s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo

pomoci vortexu rozpusténo v 10 ml triglyceridu.

Roztok IAA o koncentraci 10 pg-ml! byl pfipraven v plastové mikrozkumavce smichanim

100 pl roztoku TAA o koncentraci 100 pg-ml! s 900 ul triglyceridu.

9.5.2 Vliv na expresi genii v keratinocytech HaCaT

V ramci tohoto stanoveni byla v keratinocytech HaCaT sledovana zména genové exprese
vlivem TAA u gent IL-6, OCLN, SOD2, CYPIAI1, TJPI a filaggrinu 2 (FLG2). Jako
housekeeping gen byl pouzit RPL13A. Obecné jsou housekeeping geny charakteristické tim,
Ze mira jejich exprese nebyva ovlivnéna zménou stavu buiiky ani ostatnimi okolnostmi, které
jsou v experimentu sledovany [86]. V ramci této metody byl testovan roztok IAA
o koncentraci 10 pg-ml'. Pro kontrolu rozpoustédla byl do experimentu zahrnut

10,1% DMSO.
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Na tfi 6jamkové panely bylo pomoci automatické pipety nasazeno mnozstvi 300 000
keratinocytti HaCaT na jamku ze suspenze zbylé po pasazovani bunék (3 Sarze). Kazda Sarze
byla nasazena na jiny panel. K tomu bylo pfidano pfislusné mnozstvi kultivacniho media
tak, aby vysledny objem v kazdé jamce byl 2 ml. Buriky byly ponechany 48 hodin kultivovat
pti 37 °C.

Poté bylo ve vSech jamkach pomoci automatické pipety odsato medium a vymeénéno za 1 ml
sterilniho PBS. Na polovinu jamek s buiikami bylo nasledn€ pomoci UV lampy Oriel a filtra
UG5 a WG280 aplikovano UVA a UVB zafeni o davce 10 mJ/cm? UVB za cilem navozeni
prozanétlivych procest a oxida¢niho stresu. Pfed samotnym ozafenim bunék byl nejdiive
proméien skute¢ny vykon UV lampy pomoci pfistroje Photometer/Radiometer PMA2100V
s detektorem UVB zéieni, kdy byla naméfena hodnota 175 pW/cm? (s vickem 6jamkového

panelu). Pro vypocet doby ozéfeni byl pouZit vzorec (1).

1000*E
= 1000°F )

t (1)

Kde:
t — doba vyjadiena v sekundach, po kterou je nutné dany objekt ozarovat,
E — pozadovana davka zafeni v mJ/cm?, ktera bude na objekt aplikovéna,

P — namé&feny vykon UV zdroje v uW/cm?, ktery byl naméfen ptistrojem PMA2100 pomoci

UVB detektoru ve stejné vysce a za stejnych podminek jako ozafovany objekt.

Pro dosazeni intenzity UVB zafeni 10 mJ/cm? byly buiky v 6jamkovém panelu s vickem
ozatovany po dobu 57 sekund. Ozafovana byla vzdy jen jedna jamka, ostatni byly mezitim
zakryty alobalem, viz Obr. 12. Builky po ozafeni byly ponechiny po dobu 10 minut
kultivovat pii 37 °C a poté byly ovlivnény 2 ml testovanych roztoki IAA a DMSO.
Pro ptipravu 0,1% DMSO bylo pfimo v jamkach 6jamkového panelu smichano 1998 pl
kultiva¢niho media pro HaCaT s 2 pl DMSO. Ke kontrolnim roztokim byly pfidany pouze
2 ml kultivacniho media pro HaCaT. Po ovlivnéni byly buiiky ponechdny inkubovat

pii 37 °C po dobu 24 hodin.
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Obrazek 12 Ozareni bunck v 6jamkovém panelu UV zafenim

Po uplynuti této doby bylo medium v jamkach odsato a k buitkam byl ptfidan pufr RLT
(soucast izola¢niho kitu RNEasy Mini kit) pro lyzu bun¢k o objemu 350 ul, ktery byl
ponechan minutu pusobit. Jednotlivé bunééné lyzaty byly poté pomoci automatické pipety

sklizeny do mikrozkumavek Safe—Lock, jenz neobsahuji ribonukleazy.

Izolace ribonukleové kyseliny (RNA) byla provedena na pfistroji QlAcube, viz Obr. 13, do
kterého byly pfedem doplnény pufry RW1, RPE a Rnase—free water, jenz jsou soucasti
RNeasy Mini Kit, a 70% ethanol. Pro izolaci byl pouzit protokol Animal tissues and cells—
Standart.

Pomoci mikroobjemového UV—Vis spektrofotometru NanoDrop OneC, viz. Obr. 13, byla
poté ve vzorcich zméfena koncentrace RNA. Do pfistroje bylo pomoci automatické pipety
nadavkovano vzdy 1,5 pl vzorku a zmétena absorbance pii vinové délce 260-280 nm. Jako

blank byla pouzita DEPC voda.
Optimalni vstupni mnozstvi RNA, ktera byla pouzivana jako templat pro prepis do cDNA,
bylo 1-2 pg celkového mnozstvi RNA ve vzorku. Do zkumavky o objemu 200 pl byl

napipetovan objem vzorku RNA, vypocitany pomoci vzorce (2), a k tomu byla doplnéna

DEPC voda tak, aby vysledny objem byl 14,2 pul.

V=" [ @)

Kde:

¢ — koncentrace RNA ve vzorku v ng-ul! naméfena pomoci mikroobjemového UV—Vis

spektrofotometru NanoDrop OneC,

V — objem vzorku RNA, ktery je potieba nafedit DEPC vodou.
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Vedle toho byl z reagencii, které jsou soucasti komeréné vyrabéného High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kitu, pfipraven mastermix v poméru uvedeném v Tab. 9, vzdy

v dostatecném mnozstvi pro vsechny vzorky.

Tabulka 9 Ptiprava mastermixu pro jeden vzorek

Komponenta Objem jedné reakce [ul]
10x RT Buffer 2

25x ANTP Mix (100 mM) 0,8

10x RT Random Primers 2
Multiscribe Reverse Transcriptase 1

Celkovy objem 5,8

Ke kazdému vzorku nafedéné RNA bylo pfidano 5,8 pl mastermixu, poté byly vzorky kratce
promichany pomoci vortexu a stoceny na centrifuze Eppendorf Mini—spin pti 1200 ot./min
po dobu 30 sekund. Reverzni transkripce, béhem niZ se vzorky RNA ptepsaly do cDNA,
byla provedena v pfistroji Termocykler, viz Obr. 14. Teplotni profil reakce je uveden
v Tab. 10. Predpoklada se 100% ucinnost reverzni transkripce, tudiz koncentrace cDNA se

rovna koncentraci RNA vlozené do reakce

Tabulka 10 Teplotni profil reverzni transkripce

Krok ¢. Teplota [°C] Doba vystaveni teplotou [min]
1 37 60

2 95 5

3 4 do vypnuti programu

Jako templat pro qRT-PCR byly pouzity vzorky cDNA, které byly nejdiive 15% nafedény
injek¢ni vodou (42 pl injekéni vody + 3 pl vzorku). Reakéni smés byla pfipravena
smichanim TagMan Universal PCR Master Mixu se sondami PrimePCR™ Probe Assay —
Human (IL-6, OCLN, SOD2, TJIP1, CYP1A1, FLG2 a housekeeping RPL13A), viz Tab. 3,
v poméru 10:1. Pro vSechny vzorky bylo dostatecnym mnoZzstvim smichéni vzdy 260 pl

Mastermixu s 26 pl kazdé sondy.

Poté byly pfipraveny jednotlivé vzorky pro qRT-PCR, a to smichanim 5,5 pl reakéni smési
s 4,5 ul nafedéného vzorku cDNA. Vzorky byly pomoci automatické pipety v duplikatech



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

nadavkovany do specidlnich stripti o objemu 100 pl a uzavieny vickem. Nakonec byly stripy
vloZeny do pfistroje QuantStudio3, kde byly podrobeny qRT-PCR, jejiz teplotni profil je

uveden v Tab. 11.

Tabulka 11 Teplotni profil gqRT-PCR

Krok Teplota [°C] Trvani [s] Opakovani
1 95 1 40x
2 60 20 40x

Relativni exprese mRNA byla nasledné stanovena metodou delta-delta Ct (AACt) podle
vzorce (3) a byla vyjadiena v nasobcich neovlivnéné UV' kontroly (primér alespon

ze 3 opakovani £ SEM).

R = p—hAct 3)
kde:
Ct — pocet cykli, ve kterych fluorescence dosdhne prahové hodnoty,

R — (ratio) relativni zména exprese, neboli nasobek zmény exprese cilového genu mezi

kontrolou a cilovym genem,

AACt testovaného vzorku — rozdil ACt testovaného vzorku a ACt kontrolniho vzorku, jejichz

hodnoty byly vypocitany pomoci vzorce (4) [87].

ACtl:estovaného vzorku = thilového genu — Cthousekeeping genu (4)
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Obrazek 13 Pfistroje vyuzivané pro izolaci RNA a méfeni jeji koncentrace ve vzorku
(vlevo QIAcube, vpravo spektrofotometr NanoDrop OneC)

Obrazek 14 Ptistroje pouzivané pro reverzni transkripci a qRT-PCR (vlevo termocykler
Biometra TOne 96 G, vpravo piistroj QuantStudio 3)
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9.5.3 Vliv na expresi genti v praseli epidermis

V praseci epidermis byl pomoci qRT-PCR sledovan vliv IAA na expresi genid IL-8, OCLN,
SOD2, TJP1, CYPI1A1 a FLG2. Jako referenc¢ni gen byl pouZit opét housekeeping gen
RPL13A. Testovany byly roztoky IAA o koncentraci 10 a 100 pg-ml!. Jako kontrola

rozpoustédla byl do experimentu zatazen triglycerid kyseliny kaprinové/kaprylové.

Cerstvé prase¢i usni boltce byly zpracovéany stejnym postupem popsanym v kap. 9.3. Poté se

pomoci kovové raznice, kladivka a skalpelu vykrojily disky kiize o priméru 19 mm,

viz Obr. 15, které byly inkubovany stejnym postupem jako v pfedchozim experimentu.

Obrazek 15 Odd¢leni prasecich koznich explantati od uSnich boltcti pomoci kladivka
a kovové raznice

Mezitim byl ptipraven 24jamkovy panel s agarem. Do sklenéné lahve bylo na piedvazkach
navazeno 0,25 g agaru a k tomu bylo pfidano 25 ml PBS. Na vodni 14zni byl potom tento
roztok kratce povaren do rozpusténi agaru. Po mirném zchladnuti bylo v laminarnim boxu
k roztoku pfidano 25 ml kultivaéniho media. Po dikladném promichani byl roztok
temperovan v inkubatoru na teplotu 37 °C. Nésledné bylo do kazdé jamky v 24jamkovém
panelu pomoci automatické pipety nadavkovano 0,5 ml tohoto roztoku. Pfipravené mnozstvi
roztoku agaru vystacilo celkem na 4 panely, které byly nasledné skladovany v lednici
pii 4 °C.

Ptipravené vzorky praseci kiize byly v laminarnim boxu oplachnuty sterilnim PBS a vloZeny
do 24jamkového panelu. Jesté predtim vSak byla polovina vzork v 6jamkovém panelu
pomoci UV lampy Oriel a filtri UG5 a WG280 ozafena UV zafenim o davce 80 mJ/cm?

UVB, viz Obr. 16. Po proméfeni skute¢ného vykonu lampy pomoci pfistroje
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Photometer/Radiometer PMA2100V s detektorem UVB zafeni byly jednotlivé vzorky kiize

v 6jamkovém panelu bez vicka ozafovany po dobu 1 minuty a 46 sekund.

Obrazek 16 Ptiprava vzorki pro stanoveni vlivu IAA na genovou expresi v
praseci epidermis (vlevo ozateni vzorku UV zéfenim, vpravo ovlivnéné vzorky
v 24jamkovém panelu s agarem)

Na kozni disky umisténé do 24jamkového panelu bylo poté, s vyjimkou kontrolnich vzork,
v tripletech aplikovano 100 pl testovanych roztokl, viz Obr. 16. Vzorky byly nasledné
ponechany 24 hodin inkubovat pii 37 °C.

Poté byly vzorky oplachnuty PBS a pomoci metody tepelného Soku popsané v kap. 9.3, byla
epidermis oddélena od dermis. K tomu byla pouzita jednordzova biopticka raznice a pinzeta,

viz Obr. 17.

Jednotlivé vzorky epidermis byly vlozeny do plastové mikrozkumavky Safe—Lock s 500 pl
Tri Reagentu. Ke kazdému vzorku byla pfidana nerezova homogenizacni kulicka o primeéru
3 mm, kterd byla pfedem vydezinfikovana v 96% ethanolu. Poté byly vzorky ve zkumavkach
po dobu 5 minut homogenizovany v pfistroji Tissue Lyzer II pti frekvenci 25 kHz. Nasledné
byly v laminarnim boxu ze zkumavek vynddny homogenizacni kulicky a ke vzorkiim bylo
pfidano 100 pl chloroformu, vzorky byly kratce ru¢né promichany a poté byly ponechany
3 minuty inkubovat pii laboratorni teploté. Nakonec byly vzorky sto¢eny pomoci chlazené
mikrocentrifugy Prism—R C2500-R pii 12 000 ot./min a 4 °C po dobu 25 minut. Diky tomu
se vzorky rozdé¢lily na 3 faze: vrchni vodni fazi obsahujici RNA, interfdzi obsahujici
necistoty, jako napf. tuky nebo sacharidy a spodni, organickou fazi s rozpusténymi proteiny

a DNA.
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Z vrchni faze bylo pomoci automatické pipety do cistych mikrozkumavek Safe—Lock
odebrano 150 ul vzorku, ze kterych byla poté v pfistroji QIAcube vyizolovana RNA,
stejnym zplUsobem jako u keratinocytl HaCaT. Transkripce RNA do cDNA a nasledna
gRT-PCR za pouziti sond PrimePCR™ Probe Assay — Pig a TagMan™ Gene Expression
Assay — Pig, viz Tab. 3 a 4, prob¢hla stejn¢ jako v pfedchozim experimentu. Relativni

exprese vypocitand podle metody AACt byla vyjadiena v nasobcich exprese neovlivnéné

UV™ kontroly (pramér alesponi ze 3 opakovani + SEM).

Obrazek 17 Oddéleni epidermis od dermis
9.6 Vliv kyseliny indol-3-octové na tvorbu reaktivnich forem kysliku

K detekci ROS v praseli epidermis cilené¢ vyvolanymi UV zafenim bylo pouzito
fluorescencni barvivo DCFH-DA, jenz je lipofilni a snadno prochazi pasivni difuizi
bunéénou membranou, kde podléha deacetylaci intracelularnimi esterdzami. Vysledny
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCFH) reaguje s intracelularnim peroxidem vodiku nebo
jinymi ROS za vzniku vysoce fluorescenc¢niho 2,7 -dichlorofluoresceinu (DCF) dle reakce,
viz Obr. 18, ktery lze detekovat na fluorescenénim mikroskopu. V ramci tohoto stanoveni
byl v praseéi epidermis na tvorbu ROS testovan vliv IAA o koncentraci 10 a 100 pg-ml!
[88].
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Obrazek 18 Schéma reakce DCFH-DA vedouci k fluorescenénimu DCF,
upraveno podle [89]

9.6.1 PouZivané roztoky
e Roztok 30 uM DCFH-DA

Pro ptipravu tohoto roztoku bylo na analytickych vahéach do plastové zkumavky navdzeno
4,9 mg DCFH-DA s ptesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo pomoci vortexu rozpusténo
v 10 ml DMSO. Vysledny roztok byl nasledné uchovavdn mrazicim boxu pii -20 °C
zabaleny v alobalu. V pfipad¢ potfeby byl tento roztok rozmrazen a 300 pl bylo smichéno

s 10 ml sterilniho PBS. Roztok bylo po celou dobu prace nutné chranit pfed svétlem.
e Roztok 50% glycerinu

Pro ptipravu tohoto roztoku bylo do plastové zkumavky napipetovano 5 ml glycerinu a toto

mnozstvi bylo pomoci vortexu smichano s 5 ml destilované vody.
e Testované roztoky IAA o koncentraci 10 a 100 pg-ml!

Pro pfipravu roztoku IAA o koncentraci 100 ug-ml-! byl na analytickych vahach do plastové

zkumavky navazen 1 mg IAA s piesnosti na 0,1 mg a rozpustén v 10 ml triglyceridu.
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Roztok IAA o koncentraci 10 ug-ml! byl pfipraven v plastové zkumavce smichanim 300 pl

roztoku IAA o koncentraci 100 ug-ml! s 2700 pl triglyceridu.

9.6.2 Pracovni postup

Osm kusil koZnich explantati o rozméru 2x2 cm z prasecich usnich boltcti bylo pfipraveno
stejnym postupem uvedenym v kap. 9.3. Vzorky byly poté umistény do Franzovych cel,
do jejichz akceptorového prostoru bylo pfedem napipetovano 320 pl kultivaéniho media pro
keratinocyty HaCaT. Na povrch vzorkii do donorového prostoru cel bylo aplikovano
v duplikatech vzdy 500 pl testovaného vzorku IAA. Ke kontrolnim vzorkiim (UV-a UV™)
bylo ptidano 500 pl triglyceridu kyseliny kaprinové/kaprylové.

Vzorky byly poté inkubovany ve vlhké komtirce po dobu 18 hodin pti 37 °C. Nasledné byly
testované roztoky z donorového prostoru odstranény, kiize byly oplachnuty sterilnim PBS
a do donorového prostoru Franzovych cel bylo pfidano 500 pl roztoku 30 uM DCFH-DA.
Vzorky byly poté ponechany 30 minut inkubovat pii 37 °C.

Po uplynuti této doby byly vzorky zcel vyjmuty, oplachnuty ve sterilnim PBS, mirn¢
osuSeny netkanou textilii a umistény do 6jamkovych paneli, viz Obr. 19, a ponechany
1 hodinu schnout za laboratorni teploty. Sest z celkovych osmi kusti vzorki bylo nasledng
ozafeno UV zafenim o davce 80 mJ/cm? UVB pomoci UV lampy Oriel s filtry UG5
a WG280 stejnym zplisobem, jenz byl popsan v kap. 9.4.3. Vynechany byly 2 kusy vzork,
které byly ovlivnény pouze triglyceridem a tyto vzorky byly ponechany jako UV~ kontrola.
Po ozéfeni byly vzorky opét preneseny do 6jamkového panelu a ponechany jesté 10 minut

inkubovat pti 37 °C.

Epidermis byla poté oddélena od dermis metodou tepelného Soku popsanym vyse.
Z jednotlivych vzorkl epidermis byly pfipraveny preparaty v 50% glycerolu tak, aby
stratum corneum ptiléhalo k podloznimu sklicku. Preparaty byly poté pozorovany pod
inverznim fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse Ti2 E, viz Obr. 20, za pouZiti

objektivu se zvétsenim 100x%.
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Obrazek 19 Vzorky ovlivnénych prasecich koznich
explantatd po vyndani z Franzovych difaznich cel

Obrazek 20 Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse Ti2 E

9.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity kyseliny indol-3-octové pomoci 2,2°-
difenyl-1-pikrylhydrazylu

Jednou ze zakladnich metodik pro posouzeni antioxida¢ni kapacity Cistych latek i riznych
smésnych vzorkl je povaZovana metoda vyuzivajici DPPH. Jedn4 se o stabilni radikal
se silnym fialovym zbarvenim a maximem absorbance kolem 515-520 nm. Pfi reakci
s antioxidantem pfijimd DPPH atom vodiku nebo elektron a dochazi k redukci radikalu
za vzniku 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazinu (DPPH-H) dle reakce viz Obr. 21, pfiCemz

DPPH-H ma4 Zluté zbarveni. Cim siln&j$i ma latka antioxida¢ni uéinky, tim vice molekul
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DPPH je redukovano a odbarveni roztoku je intenzivnéjsi. Reakce je nejéastéji sledovana
spektrofotometricky. Antioxidaéni kapacita testovanych latek mize byt vyjadfena napf.
v ekvivalentech kyseliny askorbové nebo v jednotkach standardu Trolox (chemicky kyselina
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova), coZz je analog vitaminu E a silny
antioxidant [90]. V ramci tohoto stanoveni byla testovana antioxida¢ni aktivita roztokd [AA

v rozmezi 57-11400 uM a porovnavéna s roztoky Troloxu v rozmezi 6,25-400 pM.

H
NO, 9
E M
Mf” + antioxidant —= N @
2.2 -Difenyl- 1 -pikrylhydrazyl 2.2"-Difenyl- 1-pikrylhydrazin

Obrazek 21 Reakce DPPH s antioxidantem za vzniku redukovaného
DPPH-H, upraveno podle [91]

9.7.1 PouZivané roztoky
e Roztok DPPH o koncentraci 100 pg-ml!

Pro ptipravu tohoto roztoku bylo na analytickych vahach do odmérné baiiky o objemu 50 ml
navazeno 5 mg DPPH s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo doplnéno 96% ethanolem
po rysku. Do banky bylo vloZzeno magnetické michadlo a bafika byla uzaviena zatkou.
Roztok byl ponechan michat na magnetické michacce po dobu 2 hodin pti 150 ot./min
zabaleny v alobalu. Vysledny roztok byl uréen k okamzité spotieb¢ a bylo nutné jej chranit

pred svétlem.
e Kalibra¢ni fada Troloxu

Zasobni roztok 400 uM Troloxu byl pfipraven v odmérné batice o objemu 25 ml, do které
bylo na analytickych vahach navazeno 2,5 mg Troloxu s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnoZzstvi
bylo doplnéno 96% ethanolem po rysku. Do banky bylo vloZzeno magnetické michadlo
a baiika byla uzaviena zatkou. Roztok byl ponechan michat na magnetickém michadle po
dobu 30 minut do upIného rozpusténi. Kalibra¢ni fada Troloxu byla piipravena dvojkovym
fedénim. V plastové mikrozkumavce bylo vzdy smichano 500 pl koncentrovanéjsiho

roztoku Troloxu s 500 pl 96% ethanolu. Timto zpiisobem byly pfipraveny roztoky 6,25;
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12,5; 25; 50; 100 a 200 uM Troloxu. Pro diikladnou homogenizaci byly vSechny roztoky

kratce promichany pomoci vortexu.
e Testované roztoky IAA

Pro ptipravu roztoku 11400 uM IAA byly do plastové mikrozkumavky na analytickych
vahach navaZzeny 2 mg IAA s pfesnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi bylo pomoci vortexu
rozpusténo v 1 ml 96% ethanolu. Dalsi roztoky byly ptipraveny v plastové mikrozkumavce

smichanim koncentrovanéjSiho roztoku IAA s 96% ethanolem dle Tab. 12.

Tabulka 12 Ptiprava koncentracni fady roztoki IAA

Pripravovany roztok Mnozstvi fedéného roztoku Objem 96% ethanolu
k naredéni [pl]
5700 uM TAA 500 pl 11400 uM T1AA 500
2850 uM T1AA 500 pl 5700 uM TAA 500
1140 uM TAA 400 pl 2850 uM TAA 600
570 uM 1AA 500 ul 1140 uM TAA 500
285 uM TAA 500 ul 570 uM TAA 500
142,5 uM TAA 500 ul 285 uM TAA 500
57 uM TAA 400 pl 142,5 uM TAA 600

9.7.2 Pracovni postup

Do 96jamkového panelu bylo pomoci automatické pipety v tripletech nadavkovano 100 pl
vSech roztoku kalibra¢ni fady Troloxu a vSech testovanych roztokd IAA. Jako blank byl
pouzit 96% ethanol. Na multifunkénim readeru EnSight byla nasledn¢ proméifena
absorbance roztokii bez ptidavku DPPH pii vinové délce 517 nm. Poté bylo do vSech jamek
s roztoky pomoci multikanalové pipety pfidano 100 ul roztoku DPPH a po 15 minutach od
ptidavku DPPH byla opét proméfena absorbance pfi stejné vlnové délce. Z naméfenych
hodnot absorbanci kalibra¢ni fady Troloxu byla sestrojena kalibra¢ni pfimka, z jejiz rovnice
byla vypocitana antioxida¢ni aktivita IAA v ekvivalentnim mnozstvi Troloxu (pramér

alesponi ze 3 opakovani + SEM).
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10 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Veskerd naméfend data byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel (Microsoft

Corporation, USA). Vsechny vysledky byly vyjadieny jako aritmeticky primér £ SEM.

Pro porovnani sledovanych parametra s kontrolou byl pouzivan oboustranny parovy t-test.
Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti o = 0,05
a v grafech byly oznaceny: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. VSechny experimenty

zahrnovaly minimaln¢ tfi nezavisla opakovani.
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11 VYSLEDKY A DISKUZE

11.1 Vliv kyseliny indol-3-octové na viabilitu bunék

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem IAA na kiizi se zaméfenim na produkcei slozek
kozni bariéry a antioxidac¢nich enzyml za vyuziti in vitro metod. Jako jeden
z experimentalnich modelt byla zvolena bunécna linie lidskych keratinocyti HaCaT.
Keratinocyty jsou zdkladni slozkou epidermis a jeji rohova vrstva — stratum corneum je

z hlediska bariérové funkce klicova.

Nejprve bylo nutné nalézt koncentraci IAA, ktera nebude ovliviiovat viabilitu téchto bunck
a bude vhodna pro dal$i pouzivani. Vzhledem k tomu, Ze se aminokyselina tryptofan a jeho
mikrobidlni metabolity vcetné¢ IAA bézné¢ nachazeji v kizi (vlivem rozkladu keratinu
a odumfelych korneocytl), nebyl zde ptedpoklad, ze by IAA méla byt pro keratinocyty
HaCaT siln€ cytotoxicka. V soucasnosti vSak neexistuje studie, kterd by se zabyvala
pfesnym mnozstvim IAA v kiizi bézné populace. V rdmci stanoveni vlivu IAA na viabilitu
keratinocytt HaCaT pomoci MTT byly testovany roztoky IAA v rozmezi koncentraci
10-1000 ug-ml!, a také rozpoustédlo 1% DMSO.
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Obrazek 22 Vliv IAA na viabilitu keratinocytli HaCaT vyjadieny v procentech kontroly
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)
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Vysledky zobrazené v sloupcovém grafu na Obr. 22 ukazuji, Ze oproti kontrole se na hlading
vyznamnosti a = 0,05 statisticky vyznamné snizila viabilita keratinocytd HaCaT az
u koncentraci roztoki IAA 500 a 1000 pug-ml! (p <0,001). V piipadé koncentrace IAA
500 pg'ml! se viabilita keratinocyti HaCaT oproti kontrole snizila o 15 % a v pfipadé
koncentrace 1000 ug.ml!' 0 32 %. Ostatni testované koncentrace IAA 10, 50 a 100 pg-ml’!
vSak pokles viability bun¢k nezptsobily a jsou zcela na urovni s kontrolou (100 % nebo
dokonce vice). Rozpoustédlo DMSO o koncentraci 1 % na viabilitu keratinocyti HaCaT

rovnéz nemeélo statisticky vyznamny vliv.

Jako dalsi experimentalni model byla pouzivana praseci epidermis ziskana z kiize prase¢ich
usnich boltct. I u tohoto experimentalniho modelu byl nejdiive ovéfen vliv IAA na viabilitu
pomoci MTT. Sledovan byl vliv IAA o koncentraci 5 a 10 mg-ml'. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit roztok SDS o koncentraci 10 mg-ml-!. Povrchové aktivni latka SDS je totiZ ve

studiich Casto vyuzivana jako modelova latka pro podrazdéni kiize nebo navozeni zanétu.

Vysledky jsou zndzornény na Obr. 23. Z grafu je patrné, ze SDS skutecné vyznamné snizil
viabilitu epidermis (p <0,001), a to témét polovinu (0 45 %). I béhem samotné prace byla
manipulace se vzorky epidermis ovlivnénymi pravé SDS obtizna, jednotlivé vzorky byly
oproti ostatnim vyrazné ten¢i a Spatné se oddélovaly od dermis. Roztoky TAA vSak snizeni
viability epidermis ani v jedné z testovanych koncentraci nezplisobily, naopak viabilitu
epidermis mirné podpofily. V piipadé roztoku IAA o koncentraci 5 mg-ml! vychazela
relativni viabilita bun€k v procentech kontroly 128 % a v pfipadé roztoku I[AA
10 mg-ml! byla vysledna hodnota 130 %. Ovlivnéni epidermis samotnym rozpoustédlem
triglyceridem nemélo na viabilitu bun€k Zadny vliv vzhledem k vysledku 101 %, ktery

je téméf totozny s kontrolou.
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Obrazek 23 Vliv IAA na viabilitu praseci epidermis vyjadieny v procentech kontroly (* p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)

Jako posledni experimentdlni model, na kterém byl sledovan vliv IAA, byla pouzivana
bunécna linie lidského hepatomu HepG2-Lucia™ AhR. Tato linie byla zvolena z diivodu
sledovani vlivu IAA na aktivaci AhR v zavislosti na jeji koncentraci. Testovany byly roztoky
TAA v rozmezi 10-100 ug-ml!. Pro porovnani byl testovan i roztok znamého agonisty AhR
B(a)P vkoncentraci 1 uM a oproti tomu i silného antagonisty CH-223191, taktéz
v koncentraci 1 uM. Jako posledni bylo testovano rozpoustédlo 0,1% DMSO.

I u tohoto experimentdlniho modelu byl ovéfen vliv IAA a dalSich testovanych latek
na viabilitu pomoci MTT, jehoz vysledky jsou zobrazeny na Obr. 24. Z grafu je patrné,
ze ani jeden z testovanych roztoku statisticky vyznamné viabilitu bunék HepG2 nesnizil.
Viabilita bun¢k ovlivnénych vSemi testovanymi koncentracemi IAA byla procentudlné
mirné vyssi, neZ kontrola. Konkrétn¢ viabilita bun€k ovlivnénych IAA o koncentraci
10 ug'ml! vykazovala hodnotu 112 % kontroly, IAA o koncentraci 50 pg.ml!' 110 %
kontroly a IAA o koncentraci 100 pg.ml! vykazovala hodnotu 112 % kontroly. Nejvyssi
pokles viability byl zaznamenén u roztoku inhibitoru AhR 1 uM CH-223191, a to
o necelych 9 % ve srovnani s kontrolou, avSak na hladiné vyznamnosti a = 0,05 tento pokles

nebyl statisticky vyznamny.
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Obrézek 24 Vliv IAA na viabilitu bunécné linie HepG2 vyjadieny v procentech kontroly
(* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)

11.2 Vliv kyseliny indol-3-octové na aktivaci aryl hydrokarbonového

receptoru

Béhem testu viability byla na bun&tné linii HepG2 v supernatantu bun€k 24 hodin po
ovlivnéni métena aktivita AhR. Vysledky jsou zndzornény na Obr. 25. Nejvyssi aktivita AhR
byla detekovana u skupiny bunék ovlivnénych roztokem B(a)P, coz vSak bylo ocekavano,
nebot’ jak jiz bylo feceno, B(a)P je zndmym a silnym ligandem AhR. Aktivita AhR se vlivem
B(a)P oproti kontrole zvysila o 1262 %. Naopak pokles aktivity AhR byl taktéz ocekavané
zaznamenan u inhibitoru a antagonisty AhR CH-223191, kdy aktivita AhR vlivem tohoto

inhibitoru poklesla ve srovnani s kontrolou o vice nez 50 %.

V literatufe [51] jsou tryptofan a jeho metabolity popisovany spiSe jako ligandy AhR, které
zpusobuji v porovnani s polutanty zivotniho prostiedi (jako je pravé B(a)P nebo TCDD)
slabou aktivaci AhR, pfesto je uvedeno mnoho zajimavych uc¢inkd, které souvisi prave
s aktivaci signalizace AhR. V tomto testu byl méfen vliv IAA na aktivaci AhR v rozmezi
koncentraci 10-100 pg-ml!'. VSechny testované roztoky IAA zplsobily statisticky
vyznamné zvySeni aktivity AhR (p <0,001). Konkrétni hodnota relativni aktivace AhR
signalizace je u roztoku IAA o koncentraci 10 pg-ml! 191 % kontroly, u roztoku TAA
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o koncentraci 50 pg-ml! je to 378 % kontroly a u roztoku IAA o koncentraci 100 pg.ml! je
to 552 % kontroly. Poznatky uvedené v odborné literatute [7, 51], Ze IAA je ligandem AhR,
byly potvrzeny i v ramci tohoto stanoveni. Samotné rozpoustédlo DMSO o koncentraci
0,1 % zpusobilo statisticky vyznamny pokles aktivace AhR (p <0,05) o necelych 19 % oproti

kontrole.
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Obrazek 25 Kvantifikace relativni aktivace AhR v supernatantech bunék HepG2
odebranych 24 hodin po ovlivnéni vyjadiena v procentech kontroly (* p <0,05; ** p <0,01;
*#% p <0,001)

11.3 Vliv kyseliny indol-3-octové na expresi vybranych genii

StéZejni ¢asti diplomové prace bylo sledovani vlivu IAA na expresi gent kodujicich proteiny
podilejici se na spravném fungovani kozni bariéry a expresi antioxida¢nich enzymii metodou
gRT-PCR. Testy byly provadény na dvou experimentalnich modelech — buné¢né linii
lidskych keratinocyti HaCaT a prase¢i epidermis. Polovina vzorkli byla vzdy za cilem

navozeni zanétlivych stavi a oxida¢niho stresu vystavena UV zéfeni.
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11.3.1 Vliv na genovou expresi v keratinocytech HaCaT

Pomoci qRT-PCR byla v keratinocytech HaCaT ovlivnénych IAA sledovana zména genové
exprese u geni IL-6, FLG2, OCLN, TJP1, SOD2 a CYP1A1 v porovnani s kontrolnimi
vzorky. Jako referen¢ni gen byl pouzity housekeeping gen RPL13A.

[lustracni snimky bunééné monovrstvy potizené 24 hodin po ozareni UV zéafenim a aplikaci
testovanych latek jsou shrnuty v Obr. 26 a je evidentni, zZe oproti buitkam, které ozareny
nebyly, bylo mnozstvi ozafenych bunék daleko mensi. Mezi kontrolnimi vzorky a vzorky

bunék ovlivnénymi roztokem IAA naopak nebyl vyrazny rozdil v celkovém mnoZstvi.

Obrazek 26 Mikroskopické snimky keratinocyti HaCaT béhem metody qRT-PCR
24 hodin po ovlivnéni a ozateni bunék UV zafenim; a) UV~ kontrola, b) UV* kontrola, c)
UV-TAA, d) UV' TAA (zvétSeni 10x)

Interleukin 6 je jeden z prozanétlivych markerd. V tomto pifipad¢ byla zanétliva reakce

v builkkdch vyvolana UV zafenim. Predpokladem bylo, Ze by IAA mohla pulsobit

w1

studiich [70-71]. V tomto experimentu byla hodnota genové exprese prozanétlivého
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markeru IL-6 vztazena vu¢i UV™ kontrole (hodnota 1), viz Obr. 27. Naopak exprese 1L-6
v neozafenych buiikach byla oproti ozafené kontrole byla vyrazné nizsi (0,22), coz potvrdilo
funk¢nost modelu. U bun€k ozafenych UV zarenim a ovlivnénych IAA pak byla hodnota
genove exprese IL-6 o téméf polovinu nizsi (0,56) nez u kontrolniho ozéateného vzorku, takze
IAA v keratinocytech zmirnila prozanétlivou reakci vyvolanou UV zéfenim a tento vysledek

byl statisticky vyznamny (p <0,05).

Jako dalsi byla sledovana zména genové exprese FLG2, viz Obr. 27. Filaggrin je nezbytnym
proteinem podilejicim se na vzniku kozni bariéry a epidermalni diferenciaci keratinocytd,
viz kap. 1. Snizené hladiny filaggrinu v epidermis jsou popisovany b&éhem né&kterych
chronickych ¢i zénétlivych koznich onemocnéni spojenych s naruSenou bariérovou funkci
ktze, jako je napi. atopicka dermatitida [92]. Zatimco UV zareni nemélo vyznamny vliv na
hladinu exprese FLG2, IAA vyvolala statisticky vyznamny nartst exprese FLG2 jak
u neozatrenych bun¢k (2krat; p <0,01), tak i bunék ozarenych UV zatenim (1,7krat; p <0,01).
Stejny efekt v keratinocytech je popsan v odborné literatufe v souvislosti s aktivaci AhR
receptoru [63, 92]. S ohledem na vysledky v literatuie a také prikaz aktivace AhR
signalizace v HepG2 po inkubaci s IAA, Ize uvazovat, ze IAA zvysuje expresi FLG2 prave
timto zptisobem prostfednictvim AhR receptoru. Podporou exprese FLG2 by IAA mohla

prispivat ke spravné bariérové funkci kiize.

Dalsi proteiny podilejici se na spravné funkci kozni bariéry jsou OCLN a TJPI. Ty jsou
soucasti tésnych bunéénych spoji v epidermis a jsou nezbytné pro jeji integritu a zajiSténi
spravné paracelularni permeability [12—19]. V pfipad¢ keratinocytd neozéienych UV
zéatenim, viz Obr. 28, se exprese genil proteinti tésnych spoji po inkubaci s [AA vyznamné
zvysila. U OCLN to bylo 1,7krat a u TJIP1 to bylo 1,8krat. Oba vysledky jsou statisticky
vyznamné (p <0,05). Podobné ucinky byly v souvislosti s [AA popsany 1 v buiikach
sttevniho epitelu, kde tryptofan a jeho metabolity zvySenim exprese proteini pro tésné
bunécné spojeni posilovaly stfevni bariéru, jeji integritu a odolnost vii¢i riznym patogentim
[71]. Zd4 se tedy, Ze by IAA posilenim tésnych bun&cnych spoji v epidermis, mohla
obdobnym zptsobem podpofit bariérovou funkci i v kiizi.

Jako dalsi byla sledovana exprese antioxidacniho enzymu SOD2, viz Obr. 28, ktera se

vlivem [A A rovnéz statisticky vyznamné zvysila (p <0,05), a to 1,5krat oproti kontrole. To je

ostatné¢ v souladu 1 se studii, kterd se zabyvd ochrannym u¢inkem IAA proti ROS
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v kmenovych bunkach lidské zubni dfené, kde IAA zvySovala expresi NRF2 a jemu
podftizenych genit SOD2 nebo HMOX1 [70].

Keratinocyty obecné exprimuji AhR ve vysoké mife. Béhem qRT-PCR byla proto také
sledovana zména genové exprese u CYP1Al, jenz je indukovan prostiednictvim kanonické
signalni drdhy AhR, at’ uz béhem metabolismu riznych xenobiotik, nebo i vlivem riznych
fyziologickych ligandd, jako je pravé IAA, coz jiz bylo v ramci této diplomové prace ostatné
potvrzeno pii metode provadéné na bunécné linii HepG2. Z vysledk qRT-PCR vyplyva, ze
vlivem [AA se exprese CYP1Al zvysila vice nez dvojndsobné (2,1krat), coz bylo

pravdépodobné praveé zpiisobené aktivaci AhR.

Rozpoustedlo 0,1% DMSO expresi vSech téchto sledovanych gent statisticky vyznamné

neovlivnilo — jejich exprese méla podobné hodnoty jako kontrolni vzorky.
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Obrazek 27 Vliv IAA na expresi IL-6 a FLG2 v keratinocytech HaCaT ozafenych
i neozafenych UV zafenim vyjadieny v nasobcich UV* kontroly (* p <0,05; ** p <0,01;
**% p <0,001)
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Obrazek 28 Vliv IAA na expresi OCLN, TJP1, SOD2 a CYP1A1 v keratinocytech HaCaT
neozéafenych UV zafenim vyjadieny v nasobcich kontroly (* p <0,05; ** p <0,01;
*#% p <0,001)

11.3.2 Vliv na genovou expresi v praseci epidermis

Jako dalsi experimentalni model pro sledovani vlivu IAA na genovou expresi byla pouZita
praseci epidermis, ve které byla v porovnani s kontrolnimi vzorky sledovana zména genové
exprese vlivem IAA u gend IL-8 FLG2, OCLN, TJPl, SOD2 a CYPIlAI.
Jako housekeeping byl opét pouzit RPL13A.

Ultrafialové zafeni vyvolalo v epidermis téméf dvojndsobnou expresi prozanétlivého
markeru IL-8, viz Obr.29, ve srovnani s neozafenou kontrolou, coz znaci, ze stejné jako
u keratinocytd, i1 v epidermis byla vlivem UV zéfeni navozena zanétliva reakce. Kyselina
indol-3-octova vSak prokdzala schopnost sniZit tuto expresi o polovinu (0,52 v piipadé
10 pg-ml'; 0,44 v ptipadé 100 pg-ml! TAA), coZ jsou hodnoty na Girovni neozafené kontroly
(0,53). Oba vysledky byly statisticky vyznamné (p <0,01). Zajimavé je, ze IAA snizila
i expresi IL-8 v epidermis nevystavené UV zafenim. UIAA o koncentraci 10 pg-ml!
se genova exprese IL-8 snizila oproti UV™ kontrole témér o polovinu (z 0,53 ndsobku exprese
na 0,29). V ptipad¢ vyssi testované koncentrace byla tato hodnota jeste niz$i (z 0,53 nasobku

exprese na 0,23). I vtomto ptipadé byly oba vysledky statisticky vyznamné (p <0,01).
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Podobné protizanétlivé ucinky IAA byly béhem stejné metody prokazany i u keratinocytt

-----

ginky TAA [70-71].

V ptipadé genové exprese FLG2, viz Obr. 29, byl patrny pokles u UV ozatené epidermis.
Avsak aplikace TAA vedla jak u ozafenych, tak i1 u neozafenych vzorkl epidermis
k signifikantnimu naristu exprese tohoto genu, coz odpovidd jak vysledkiim
na keratinocytech, tak 1 vysledkim dalSich studii [63, 92], které jsou diskutovany
v souvislosti s aktivaci AhR. Konkrétné u neozéatené epidermis byla hladina genové exprese
u kontroly 2,12krat vys$§i nez u UV ozafené kontroly. Vlivem IAA o koncentraci
10 pg-ml! se navic tato hodnota vice nez dvojnasobné zvysila (tedy na 4,35krat) a vlivem
IAA o koncentraci 100 ug-ml! se tato hodnota zvysila dokonce na 5,36krat. Oba vysledky
byly statisticky vyznamné (p <0,05). U ozatfenych vzorkl se genova exprese FLG2 vlivem
IAA o koncentraci 10 pg'ml! oproti UV™ kontrole zvysila 1,6krat a v pfipadé TAA
o koncentraci 100 pg-ml! témé&f dvojnasobné (1,9krat), coz témé&f vratilo expresi na hladinu
neozéaiené kontroly. Tento vysledek byl statisticky potvrzen jako vyznamny (p <0,05).
Ziskané vysledky naznacuji, Ze IAA ma potencidl vyrazné zlepsit bariérovou funkci jak

u nenarusené, tak i u podrazdéné pokozky.

U proteint tésnych spojit OCLN a TJP1 se také jejich genova exprese zvySovala v zévislosti
na koncentraci IAA, viz Obr. 30. Pfestoze zde nebyl (kromé vlivu IAA o koncentraci
100 pg'ml! na expresi TIP1) prokdzan statisticky vyznamny rozdil ve srovnani
s kontrolnimi vzorky, je zde pozorovan u vzorka ovlivnénych IAA rostouci trend exprese
vSech sledovanych gent v zavislosti na koncentraci IAA. V ptipadé¢ IAA o koncentraci
10 ug'ml! se genova exprese OCLN v porovnani s kontrolou zvysila 1,3krat a u TJPI
1,2krat. V piipadé koncentrace IAA 100 pg-ml! se exprese u OCLN zvysila 1,4krat
auTJP1 rovnéz 1,4krat, zde vSak byl 1 potvrzen statisticky vyznamny rozdil oproti
kontrolnim vzorktim (p <0,05). Podobné ucinky IA A na proteiny tésnych spojui byly popsany
1 v odborné literatufe [71] a byly prokazany i béhem této metody u keratinocyti HaCaT.

V piipadé¢ antioxida¢niho enzymu SOD2 byl opét pozorovan rostouci trend jeho exprese
v zavislosti na koncentraci IAA, viz Obr. 30, ackoliv se ve srovnani s kontrolnim vzorkem
nepodafil prokazat statisticky vyznamny rozdil. U IAA o koncentraci 10 pg-ml! se genova
exprese SOD2 oproti kontrolnimu vzorku zvySila 1,5krdt a u IAA o koncentraci

100 ug'ml! dokonce 1,9krat. Opét byly podobné uc¢inky IAA pozorovany u keratinocyti
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HaCaT a podobné uc¢inky byly popsany i ve studiich na kmenovych bunkéch lidské zubni

diené [70] nebo na buné¢né linii mysich makrofagi [72].

I genova exprese CYP1AI1, viz Obr. 30, se vlivem IAA zvySovala, u IAA o koncentraci
10 pg'ml! to bylo 1,2krat a u IAA o koncentraci 100 pg-ml! to bylo 1,6krat. Vysledky

vychazeji obdobné jako u pfedchoziho experimentalniho modelu — keratinocytii HaCaT.

Ani v tomto ptipadé¢ nemélo rozpoustédlo DMSO na expresi téchto gent vyznamny vliv

a hodnoty expresi pozorovanych genii byly téméf totozné s kontrolou.
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Obrazek 29 Vliv IAA na expresi IL-8 a FLG2 ve vzorcich praseci epidermis ozatenych
1 neozédfenych UV zafenim vyjadieny v nasobcich kontroly (* p <0,05; ** p <0,01;
**% p <0,001)
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Obrazek 30 Vliv IAA na expresi OCLN, TJP1, FLG2 a CYP1A1 ve vzorcich praseci
epidermis, které nebyly ozateny UV zafenim, vyjadfeny v nasobcich kontroly (* p <0,05;
**p <0,01; *** p <0,001)

11.4 Antioxidac¢ni ucinky kyseliny indol-3-octové

Krom¢ prtikazu schopnosti IAA podpofit endogenni antioxidacni systém v buiikach
zvySenim exprese SOD2 pomoci qRT-PCR, byla testovana i pfima antioxidacni aktivita IAA
metodou vyuzivajici stabilni radikal DPPH. Kalibra¢ni kfivka antioxida¢ni kapacity Troloxu
je zobrazena na Obr. 31. Z jeji rovnice piimky bylo dosazenim absorbance TAA nasledné
vzdy vypocitano jeji ekvivalentni mnozstvi dle vzorce (5).

_ A-0,7012 [uM]
~ (~0,0026)

(5)
Kde:

¢ — koncentrace IAA v jednotkach uM v ekvivalentnim mnozstvi standartu Troloxu,

A — absorbance v jednotlivych roztocich TAA naméfend pii vinové délce 517 nm

po 15 minutach reakce s DPPH.
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Obrazek 31 Zavislost koncentrace Troloxu na absorbanci pti vinové délce 517 nm

Na Obr. 32 je zobrazen graf znazoriiujici antioxidacni ucinky IAA v porovnani
se standardem Trolox. Na prvni pohled je patrné, ze IAA na zaklad€ vysledkl této metody
ma prokazatelné antioxidacni U€inky, i kdyz slabsi, nez je tomu v piipad¢ roztokt Troloxu.
U nejkoncentrovangjSich roztoki IAA bylo ostatné v jamkach 96jamkového panelu
po 15 minutich  reakce =~ okem  pozorovatelné  mirné  zesvétleni  roztoki.
U nejkoncentrovanéjSich roztokt Troloxu bylo mozno zpozorovat uplné odbarveni roztoku
DPPH, coz Ize ostatn¢ vidét i na Obr. 33. Z grafu na Obr. 32 je patrné, ze antioxidac¢ni u¢inky

IAA stoupaji spolu s jeji rostouci koncentraci v roztoku, avSak nelinearn¢.

Piima antioxidacni aktivita IAA v rozmezi koncentraci 0,01-5 mM pomoci testu vyuZivajici
DPPH byla popsdna i v odborné literature [93]. Jeji antioxidacni aktivita zde nebyla
porovnavana s Troloxem, ale s derivatem [AA — kyselinou 2-methyl-indol-3-octovou.
I v této studii byly antioxida¢ni u¢inky IAA v porovnani s jejim derivatem popisovany jako

slabsi, presto vSak byly pritkazné.
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Obrazek 32 Antioxidacni G€inky testovanych roztokl IAA vyjadiené v ekvivalentnim
mnozstvi standartu Troloxu

Obrézek 33 Roztoky DPPH po 15 minutach reakce s roztoky Troloxu
(sloupce 1-3) a roztoky IAA (sloupce 4-6)
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Posledni metodou, ktera se zabyvala schopnosti IAA chréanit epidermis pied volnymi
radikaly, byla metoda fluorescenéni mikroskopie, kterd vyuziva DCFH-DA. Tato molekula
pronikd do bunék, kde je metabolizovana na DCFH. Ultrafialové zafeni ve vzorcich
indukovalo vznik ROS, které pteménily DCFH na jeho vysoce fluorescen¢ni formu — DCF.
V téchto vzorcich byl ndsledné¢ pomoci fluorescenéniho mikroskopu pii zvétSeni 100%

pozorovan fluorescenéni signadl DCF v bunkach.

a) b)

250 pm

Obrazek 34 Sledovani ROS vyvolanych UV zéfenim v prase¢i epidermis pomoci metody
fluorescenéni mikroskopie vyuzivajici DCFH-DA; a) UV-kontrola; b) UV~ kontrola; c)
UV*IAA 10 pg'ml'; d) UVF TAA 100 pg-ml! (zvétSeni 100x)
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Na Obr. 34 se nachézeji snimky z fluorescencniho mikroskopu, které zobrazuji (a) kontrolni
vzorek, ktery nebyl ozafeny UV zafenim (UV- kontrola), (b) kontrolni vzorek, ktery byl
ozafeny UV zafenim (UV™ kontrola), a také vzorky které byly ozafeny UV zafenim

a ovlivnény roztoky IAA ((¢) UV* TAA 10 pg'ml! a (d)UV* IAA 100 pg-ml?).

Na snimku (a) lze pozorovat bunky prasei epidermis ve vzorku UV~ kontroly, kde
je viditelna velmi slabd intenzita fluorescen¢niho zafeni, coz znaci nizkou koncentraci ROS
v bunikach. Na snimku (b) je zobrazen vzorek UV™ kontroly a v porovnani se snimkem (a)
je na prvni pohled patrny rozdil v intenzité¢ fluorescencniho zéatfeni. Na snimku (b)
se vyskytuje pomérné velké mnozstvi fluorescencné zaricich korneocytli, v nichz je
pritomny DCF vlivem ROS vyvolanych UV zéafenim. Na snimcich (c) a (d) Ize potom vidét
vzorky, které byly ovlivnény roztoky IAA o koncentraci 10 a 100 pg-ml' a nasledné
vystaveny UV zafeni. Na snimku (c) je zobrazen vzorek epidermis, jenZ byl ovlivnén
slab$im roztokem IAA (UV' IAA 10 pug'ml!'). I na ném lze vidét ur¢ité mnozstvi
fluorescencné zaricich korneocytil, a tedy pfitomnych ROS v bunkéch, ale v porovnani
s UV™ kontrolou je jejich mnozstvi niz$i. Na snimku (d) je potom zobrazen vzorek ovlivnény
koncentrovangj$im roztokem IAA (UV* IAA 100 pg-ml'), kde je viditelny pokles
fluorescen¢niho zafeni, a tim padem i nizsi vyskyt ROS v korneocytech. Skute¢na intenzita
fluorescencniho zéfeni na jednotlivych snimcich vSak nebyla kvantifikovana a hodnoceni

snimkl je pouze subjektivni.

Vliv IAA na snizenou tvorbu ROS byl ostatné popsan i ve studii [94] na jaterni tkani mys$i
se steardzou (ztukovaténi jater), kterd byla zamérné vyvolana vysokym obsahem tuki
v krmivu. Mysi, kterym byla podavéana potrava s vysokym obsahem tuku mély mnohem
vy$si hladiny ROS v jaterni tkani, neZ mysi s normalni potravou. Injekéni podavani IAA

(mnozstvi 50 mg/kg) vsak hladiny ROS ve ztu¢nél¢ jaterni tkdni mys$i vyznamné snizovalo.

Diky této metod¢ byly podobné ucinky TAA na tvorbu ROS zamérné vyvolanymi

UV zatfenim pozorovany i v praseci epidermis.
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ZAVER

Piedkladana diplomova prace se zabyva vlivem IAA na kizi. Kyselina indol-3-octova
je znamy fytohormon ze skupiny auxint, zaroven se bézn¢ vyskytuje i v lidském organismu
jako vysledek mikrobialniho metabolismu tryptofanu probihajiciho ve stfevech, a jak se
pozd¢ji zjistilo, 1 v klizi. V literatufe je hojné diskutovéna souvislost tryptofanu a jeho
metabolitl s udrzovanim homeostazy mezi hostitelem a jeho stievnim mikrobiomem, jenz
je nezbytny pro spravné fungovani imunitniho systému, ale i udrzeni celkové homeostazy
organismu, coZ souvisi s tim, ze mnohé metabolity tryptofanu vcetné IAA jsou ligandy pro
AhR. Aryl hydrokarbonovy receptor byl v minulosti povazovan piedevsim za prostfednika
Skodlivych ucinki latek spojenych se znecisténym Zivotnim prostfedim, jako je napt. B(a)P
nebo TCDD. V soucasnosti je vSak AhR povazovan za klicovy receptor, ktery hraje
dtlezitou roli v imunitni odpovédi na bariérovych mistech, jako je sttevo i1 klize. Zajimavé
ucinky [AA byly popsdny na mnoha tkanich a modelech anaznacuji, Ze by I[AA
prostiednictvim AhR mohla v kiizi zlepSovat kozni bariéru nebo odolnost proti oxida¢nimu
stresu, jenz se vyznamn¢ podili na pfed¢asném starnuti ktize. V1iv IAA na zdravou kuzi vSak
dosud nebyl nikde popsan, a proto se tato diplomova prace zabyvala charakterizaci jejiho
efektu na produkci sloZzek koZni bariéry nebo antioxidacnich enzymi za vyuZiti in vitro

metod molekuladrni biologie.

Utinky IAA byly sledovany na nékolika experimentalnich modelech, pfedevsim na bun&éné
linii lidskych keratinocyti HaCaT a praseci epidermis. Pomoci metody qRT-PCR bylo
zjisSté€no, Ze IAA v keratinocytech i v epidermis zvySuje expresi genli kodujicich slozky kozni
bariéry jako je OCLN, TJP1 nebo FLG2, které jsou soucasti tésnych spojii keratinocytli
v epidermis nebo se podili na epidermalni diferenciaci. Déle bylo prokazano, ze TAA
podporuje endogenni antioxidacni systém keratinocyti i epidermis, a to zvySovanim exprese

antioxida¢niho enzymu SOD2.

V ramci této diplomové prace byl rovnéz zkouman vliv IAA na aktivaci AhR receptoru.
Schopnost IAA aktivovat AhR byla potvrzena jednak béhem qRT-PCR metody pomoci
sledovani genové exprese CYP1A1, kdy se vlivem [AA se exprese tohoto genu zvySovala
v keratinocytech HaCaT 1 v praseci epidermis, tak 1 na bunééné linii HepG2, ktera obsahuje
reportérovy gen, pomoci né¢hoz lze aktivitu AhR detekovat a kvantifikovat v supernatantu
téchto bunék. Aktivita AhR se vlivem [AA v bunikach HepG2 zvySovala spolu s jeji rostouci

koncentraci.
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Navic byly prokazany i protizanétlivé ti¢inky IA A, kdy se u bun¢k poskozenych UV zatenim
vlivem [AA snizovala exprese prozanétlivych markert IL-6 v keratinocytech HaCaT a IL-8
v praseci epidermis. VSechny vyse uvedené efekty jiz byly popsany na jinych tkanich nebo
modelech, bud’ pfimo v souvislosti s IAA, nebo s AhR, a pomoci této diplomové prace byly

potvrzeny i v kizi.

Krom¢ pozitivniho efektu IAA na expresi sledovanych genti byla v ramci této diplomové
prace ovéfena 1 antioxidacni kapacita TAA jak v bezbunécném modelu, tak i1 v praseci

epidermis.

Kyselina indol-3-octova produkovana komenzalnimi mikroorganismy by tedy mohla byt
potencialni zajimavou surovinou v kosmetickych piipravcich. Bylo prokdzano, Ze pomaha
podporovat bariérovou funkci nebo je u¢inna proti oxida¢nimu stresu, a tim i1 pfed¢asnému
starnuti ktize. Uvedené benefity patii v soucasnosti k stéZejnim strategickym cilim

v kosmetické péci.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
AAAD
AGEs
AhR
AhRE
ARE
ARNT

B(a)P

CCLI1
cDNA
cm
cm
c-Maf

CO,

C-src

Ct

CYPI1Al
DCF

DCFH
DCFH-DA
DEPC voda
DMSO

DNA

Absorbance v roztocich

Aromaticka L-aminodekarboxylazova kyselina
Produkty pokrocilé glykace

Aryl hydrokarbonovy receptor

Prvky reagujici na aryl uhlovodikové receptory
Element antioxida¢ni odpovédi

Jaderny translokator aryl hydrokarbonového receptoru
Benzo[a]pyren

Koncentrace

Chemokinovy ligand 1 motivu CC
Komplementéarni deoxyribonukleova kyselina
Centimetr, jednotka délky

Centimetr ctverecni, jednotka obsahu
Transkrip€ni faktor

Oxid uhlicity

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase

Pocet cykld, ve kterych fluorescence dosahne prahové hodnoty

Gen pro cytochrom P450

2’,7"-dichlorofluorescein
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetat

Voda oSetfena diethyl pyrokarbonatem bez nukleéaz
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina
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DPPH
DPPH-H

DRE

EDTA

FLG2

GPR35
G1/S
HaCaT
HepG2
HMOX1
Hsp90
IA
IAA
IAld
IDO1
IL-1
IL-6
IL-8
1L-22

IPA

JAMs

KCl

2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl

2,2’ -difenyl-1-pikrylhydrazin

Prvky reagujici na dioxiny

Pozadovana davka zareni

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Filaggrin 2

Gram, jednotka hmotnosti

G protein-coupled receptor 35

Ptechod buiiky z obdobi ristu do faze replikace DNA
Buné¢na linie lidskych imortalizovanych keratinocyta
Bunécna linie lidského imortalizovaného hepatomu
Hemooxygenaza 1

Heat-shock protein

Kyselina indolakrylova

Kyselina indol-3-octova

Indol-3-aldehyd

Indoleamin-2,3-dioxygenaza 1

Interleukin 1

Interleukin 6

Interleukin 8

Interleukin 22

Kyselina indol-3-propionova

Joule, jednotka prace a energie

Adhezivni molekuly tvoftici spoje

Chlorid draselny
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Keap-1 Kelch-like epichlorohydrin-associated protein 1
kg Kilogram, jednotka hmotnosti

KH>PO4 Dihydrogenfosfore¢nann draselny

1 Litr, jednotka objemu

M Mol, jednotka latkového mnozstvi

m? Metr ¢tverecni, jednotka obsahu

mg Miligram, jednotka hmotnosti

min Minuta, jednotka ¢asu

MITF Transkripéni faktor spojeny s melanogenezi
mJ Milijoule, jednotka préace a energie

ml Mililitr, jednotka objemu

mm Milimetr, jednotka délky

mM Milimol, jednotka latkového mnozstvi

mm? Milimetr ¢tverecni, jednotka obsahu

MMP Matrix metaloproteinazy

MMP1 Matrix metaloproteindza 1 (kolagenaza)
mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

MTT Barvivo Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
NaCl Chlorid sodny

Na;HPO4 12H,0 Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat

NF-kB Nukleérni faktor kappa B

ng Nanogram, jednotka hmotnosti

nm Nanometr, jednotka délky

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor

OCLN Okludin
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ot./min
p

P

p23
PAU
PBS

Per-ARNT-Sim

ROS

RPL13A

SDS
SEM

SOD2

TCDD
TDO
TIMPs
TJP1

TNFo

Otacky za minutu

Statisticky ukazatel ndhodnosti vysledku

Vykon

Protein, ko-chaperon

Polycyklické aromatické uhlovodiky

Fosfatovy pufr

Proteinovéa doména

Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych ionti
Zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty kyseliny
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case
Ratio

Receptor pro pokrocilé glyka¢ni produkty

Ribonukleova kyselina

Reaktivni formy kysliku

Referen¢ni housekeeping gen

Sekunda, jednotka casu

Dodecylsiran sodny

Stiedni chyba priméru

Superoxid dismutdza 2

Cas

2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin

Tryptofan-2,3-dioxygenaza

Tkanové inhibitory metaloproteinaz

Tight junction protein 1

Faktor nadorové nekrozy
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TpHI1
TpH2
TTAGGG
uv

uv-

uv*
UVA
UVB

uvC

XAP2

XRE

AACt

ng

pum

uM

%

°C

Tryptofan-hydroxylaza 1
Tryptofan-hydroxylaza 2

Sekvence dusikatych bazi telomery
Ultrafialové zateni

Vzorky neozéfené ultrafialovym zéaifenim
Vzorky ozatfené ultrafialovym zafenim
KratkovInné ultrafialové zateni
Stfednévinné ultrafialové zareni
Dlouhovinné ultrafialové zatreni

Objem

Hepatitis B virus X-associated protein
Prvky reagujici na xenobiotika

Hladina vyznamnosti

Metoda pro stanoveni relativniho mnozstvi mRNA
Mikrogram, jednotka hmotnosti
Mikrolitr, jednotka objemu

Mikrometr, jednotka délky

Mikromol, jednotka latkového mnoZzstvi
Mikrowatt, jednotka vykonu

Procento

Stupeii Celsia, jednotka teploty
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