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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Jana Hekrlova

Skolitel: Mgr. Martina Moravcova, Ph.D.
RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Funkce a stanoveni sulfotransferazy v kazi

Sulfotransferdzy jsou enzymy nachdzejici se v tenkém stfeveé, svalech, prostaté
a v mensi mife v placenté, pridusnici, plicich a kuzi, které se podileji na sulfonaci
steroidnich hormonti, neurostransmitertt a dalSich endogennich molekul. Vyznamnou
roli hraji pti biotransformaci xenobiotik. Mezi nejdulezitéjsiho zastupce skupiny
transferaz v kuzi fadime cholesterolsulfotransferazu (SULT2BI1b), jejiz funkci je
katalyzovat pienos sulfoskupiny na cholesterol. SULT2B1b hraje vyznamnou roli

ve tvorb¢ kozni bariéry a také ve starnouci kazi.

Sulfonaci cholesterolu katalyzovanou SULT2B1b vznika v epidermis cholesterol sulfat
(CHS). CHS je vyznamnou komponentou lipidi v epidermis. CHS ma regulac¢ni roli
vV procesu formovani kozni bariéry a deskvamace kiiZze, tedy pfi intercelularnich
adhezivnich interakcich. Cilem prace bylo najit vhodnou metodu a optimalni podminky
pro méfeni aktivity SULT2BIb tak, aby byla metodika pouzZitelna pro stanoveni
v bezbunécném a rovnéz v bunééném systému. Z dostupnych moznych metodik jsme
zvolili dvoustupiiové reakce, kdy vysledny produkt jedné z reakci 4-methylumbelliferon
(MU) je detekovatelny fluorescenénim spektrometrem a u druhé reakce jsme vyuzili

stanoveni fosfatu spektrofotometricky s malachitovou zeleni.

V prvnim piipadé¢ vyuziti detekce MU fluorescencné se nepodafilo najit optimalni
podminky pro prubéh reakce. Oproti tomu detekce za vyuziti malachitové zelené
se ukazala jako vhodnd metoda pro sledovani SULT2BIb aktivity vin Vvitro
experimentech. Stanoveni aktivity SULT2B1b je dulezit¢ pro budouci experimenty

zabyvajici se ulohou sulfotransferdzy v keratinocytech epidermis zralé¢ a mladé ktize.
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Title of diploma thesis: Function and determination of sulfotransferase in the skin

Sulfotransferases (SULTSs) are enzymes that are expressed in small intestine, muscles,
prostate and also in smaller amounts in placenta, trachea, lungs and skin, where they
participate on sulfonation of steroid hormones, neurotransmiters as well as other
endogenous molecules. SULTSs are important for biotransformation processes of many
xenobiotics. Cholesterol sulfotransferase (SULT2B1b) is one of the significant
transferases in the skin, whose function is to catalyze transfer of sulfo group
to cholesterol molecule. SULT2B1b plays an important role in skin barrier formation

and also in skin aging.

Cholesterol sulphate (CHS) is a product of sulfonation of cholesterol by SULT2B1b
in epidermis. CHS belongs to epidermal lipids. CHS participates on forming of skin
barrier and on desquamation. The aim of study was to find an optimal method
and conditions for measuring the activity of SULT2B1b. It was necessary to find
a method for determination of enzyme activity in also acellular and cellular systems.
Two types of reaction from available methodics were chosen, one where final product
MU is detectable by fluorescent spectrophotometry and another type of reaction where

phosphate is detected with malachit green in spektrophotometr.

We were not able to find good condition for fluorescent method with MU whereas the
second method with malachite green was proved as conveniet for determination
of SULT2B1b activity. Determination of SULT2B1b activity is crucial for future
research and experiments dealing with the role of sulfotranasferase in epidermis

of young and aging skin.
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1. UVOD

Kize je vyznamnym organem lidského téla. Ma Sirokou skalu funkci jako je smyslové
vnimani, termoregulace, vylucovani i resorpce latek. Velice dilezitd je jeji funkce
ochranna. V dne$ni dobé nemuizeme opomenout estetické hledisko, a tedy snahu
uchovat i u kiize co nejdéle mladistvy vzhled, poptipadé snizit dopady vlivit vn&jsiho
prostiedi vCetné¢ UV zafeni. S tim souvisi hledani moznosti, jak piedejit nebo snizit
negativni pochody a zmény, ke kterym dochdzi béhem starnuti ktize, v€etné viditelnych
projevd, jako jsou vrasky ¢i pigmentové skvrny. Dnes uz je dostupnych mnoho metod
zaméfenych na navraceni mladistvého vzhledu & upravy textury pokozky. Zeny pii boji
s vraskami vyuzivaji plastické chirurgie nebo laserovych procedur. Laserové zakroky
pomahaji pfi boji nejen s vraskami, ale Ize je podstoupit za ucelem odstranéni jizev
¢ipigmentace a zlepSeni textury pokozky. KdneSni dobé patfi neodmyslitelné
kosmetické preparaty. Tyto produkty se ¢asto zaméfuji na podporu produkce kolagenu,
hydrataci a zvla¢novani nebo se snazi snizit vliv sluneéniho zatfeni na kiizi. Zaméfuji se
také na udrzeni fungujici kozni bariéry. Defekty kozni bariéry zplsobuji drazdéni

az S moznym rozvojem zanétu.

Na strukturu vrchni vrstvy kiize epidermis ma vliv také soucast lipidového spektra
epidermis, cholesterol sulfat (CHS). Nachazi se v epidermis s nejvétsi koncentraci
v granularni vrstvé a zda se, Ze jeho vznik za casti enzymu cholesterolsulfotransferazy
(SULT2B1b) vramci epidermis je kliCovym modulatorem kozni bariéry
a epidermalniho obratu. Ovlivnénim hladin této molekuly by tedy bylo mozné

zasdhnout do vlastnosti a struktury pokozky.
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2. TEORETICKA CAST
2.1. KUZE

Kuze je tiivrstevny organ, ktery tvoii bariéru vuci vnéjSimu prostfedi patiici mezi
epitelialni systém téla. Kiize, jejiz plocha ¢ini zhruba 1,5-2 m? a tloustka se pohybuje
okolo 1,5-4,0 mm v zavislosti na lokalizaci na t€le, zaujima okolo 6 % lidské vahy. Plni
Sirokou S$kalu funkci, jako je smyslové vnimani, termoregulace, imunitni funkce,
vyluCovani, skladovani i resorpce latek. Je metabolicky aktivni, podili se na zpracovani
tuk®, sacharidi i1 bilkovin, vlivem UV zafeni se podili na tvorbé vitaminu D
(cholekalciferol). Mezi jeji nejdulezitéjsi tkoly patii tvorba bariéry fyzikalni, biologické
i chemické. Brani télo pred mechanickym piisobenim i pted tepelnymi vlivy prostiedi.
Diky jeji struktufe neni pro latky z vnéjs$iho prostiedi jednoduché prekonat zdravou kizi
Clovéka s tim, Ze samoziejmé zdlezi na konkrétni struktute penetrujici latky. Povrch
pokozky je mirn€ kysely, coz spolu s mikroflorou, ktera ji bézn¢ osidluje, tvofi obranny
val vuci neptatelskym mikroorganismim (Franz a Lehman 2000, Lillmann-
Rauch 2012).

Nelze opomenout esteticky vyznam kize, coz je v dne$ni dob& velmi aktudlni nejen
U nas v Evropé. Velka cast populace se o svou pokozku pravidelné stard a vénuje ji péci
ve snaze udrzet si co nejdéle mladistvy vzhled. To neni jednoduché, protoze u kiize,

stejné jako u zbytku lidského téla, dochazi s postupem casu ke zménam.

2.1.1. STRUKTURA KUZE

Kize se sklada z tii vrstev, jak je patrno na obrazku 1. Pod svrchni epidermis se nachazi

dermis a podkozni vazivo neboli hypodermis.

2.1.1.1. Epidermis

Pokozka neboli epidermis je tvofena mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem, jehoz
bunky, Keratinocyty, jsou postupné vytlacovany smérem k povrchu, rohovati a odlupuji
se. V tomto procesu dochazi k diferenciaci keratinocytl, smérem k povrchu kiize se
meéni ze zivych cylindrickych az kubickych bunek na ploché bezjaderné korneocyty, jak
je znazornéno na obrazku 2. Méni se nejen jejich struktura, ale dochdzi ke zménam
Vv mezibunéénych prostorach. Cely proces diferenciace vyusti ve tvorbu nejsvrchngjsi
vrstvy epidermis zvané stratum corneum (SC), kterd je stéZejni pro tvorbu funkéni

bariéry ktize. Jednotlivé vrstvy epidermis jsou neustale obnovovany, proces obnovy celé
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epidermis trva okolo 40 — 56 dni (Koster 2009). Epidermis se postupné zbavuje vrchni
vrstvy korneocyti v procesu deskvamace cili odlupovani SC. Mezi znamé faktory
podilejici se na deskvamaci patii: slozeni intercelularnich lipidé, Ca?* nebo pH. Dale
jsou Vv epidermis pritomny glykoproteinové struktury desmozomy spojujici a udrzujici
keratinocyty pospolu. Desmozomy tvoii mechanicky spoj mezi bunikami. Skladaji se
z ¢asti intercelularni a intracelularni, kterd interaguje s keratinovymi vldkny a slouzi
jako ukotveni. Pfi procesu odlupovani dochazi k poruse jejich struktury pusobenim

serinovych proteaz (Franz a Lehman 2000, Thakur a kol. 2008, Liillmann-Rauch 2012).

. Epidermis

Hypodermis

Obrazek 1. Rez kiizi se znazornénim tfech hlavnich vrstev (Internet 1, upraveno).

Keratinocyty jsou bunky z velké casti vyplnéné keratinem, ve vod€ nerozpustnym
proteinem tvofenym alfa-helikalni strukturou. Spravné uspotfadané keratinové vlakno je
tvofeno parem keratini. V normalni zdravé epidermis jsou pifitomny hlavni Ctyfi typy
keratinu: KS a K14 pfedevsim v bazalni vrstvé, K1 a K10 ve svrchngjSich vrstvach
(Lane a McLean 2004).

Vedle keratinocyti se v epidermis vyskytuji v menSim poctu dal$i bunky se

specifickymi funkcemi. Melanocyty tvofici melanin, ktery chrani DNA pte Skodlivym
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vlivem UV zafeni. Langerhansovy buiky jsou jakozto dendritické bunky soucasti
imunitniho systému, patifi mezi antigen-prezentujici bunky. Buiky Merkelovy maji
mechanoreceptorovou funkci predevSim v oblasti dlani, plosek nohou a rti. Jsou

ptritomny také ve folikulech chlupti (Franz a Lehman 2000, Thakur a kol. 2008).

= Korneocyty
Stratum corneum
Stratum lucidum
Straum granuosum
» - - | = Zivé keratinocyty
- [ &
S - 4
& ' e 5% ~ Dendriticka
L buiika
Stratum spinosum ‘ < N z 4
¢ N & A Melanocyt
y Délici se
Stratum basale 4 % " —# 75— Kkeratinocyt
. —-———Q — Merkelova bunka
Dermis Nerv

Obrazek 2. Struktura epidermis rozdélena na jednotlivé vrstvy liSici se stupném

diferenciace (Internet 2, upraveno).

Epidermis lze rozd€lit na 5 vrstev podle postupnych zmén ve struktufe bunék

i extracelularni matrix:
Stratum basale

Nejspodnéjsi vrstva se skladd z bohaté se délicich (proliferujicich) kubickych
¢1 cylindrickych kmenovych bunék chudych na organely, ale bohatych na intermedidrni
filamenta zvana tonofilamenta. Tyto bunky spojené s bazdlni membranou
hemidesmozomy jsou zdrojem pro neustale se obnovujici epidermis. Bazalni membrana

tvofi pfepazku mezi epidermis a dermis (Franz a Lehman 2000, Zahajensky 2007).
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Stratum spinosum

Bunky této vrstvy se také Cile de€li, jsou mezi nimi Siroké mezibunécné prostory,
ve kterych jsou patrné vybézky, diky kterym jsou bunky v kontaktu. Syntetizuji se zde
keratiny o vysSi molekularni hmotnosti. Zacdinaji se formovat granularni lamely,

organely obsahujici zna¢né mnozstvi lipidi.

V této vrstvé se zaCina syntetizovat involucrin, rozpustny protein oznacovany jako
Casny ukazatel diferenciace. Je takto oznacovan z toho divodu, Ze jeho syntéza za¢ina
hned poté, co se keratinocyty piestavaji délit, ale také pred tim, nez dojde k zesiténi
proteinovych fetézci a Ktvorbé proteinovych obali bunek (Watt a Green 1981,

Franz a Lehman 2000).

Enzym transglutaminaza zacind byt syntetizovan také ve stratum spinosum a i dale
ve vy$§i vrstvé stratum granulosum. Jeji role pii formovani SC je zasadni, protoZe
katalyzuje zesiténi proteinii ve vrstvé stratum granulosum. Vznikaji pak polymerni
produkty mechanicky ichemicky odolné, které jsou umistény na vnitini strané

plasmatické membrany keratinocytl (Watt a Green 1981).
Stratum granulosum

Stratum granulosum se sklddd z 1 az 5 wvrstev zplostélych bunék obsahujicich
cytoplazmatickd bazofilni keratohyalinovd granula. Granula obsahuji profilaggrin,
na histidin bohaty prekurzor filaggrinu i dal$i produkty diferenciace keratinocytd,
napf. proteiny involucrin, loricrin, cystatin-a. V této vrstvé jsou patrné postupné
degrada¢ni zmény jadra a kondenzace tonofilament. Filaggrin poslouzi jako matrix
pro spletena vlakna keratinu ve SC. Loricrin se stane spolu s dal§imi proteiny soucasti
proteinového obalu keratinocytu. V této vrstvé dochazi k piesunu involucrinu
z cytoplazmy do bunééné membrany a K jeho =zesiténi pomoci transglutaminazy
(Franz a Lehman 2000, Thakur a kol. 2008).

Stratum lucidum

Tato vrstva je patrné jako souvisla vrstva u tlustsi klize napt. na ploskach nohou nebo
dlanich. Jednd se o velice tenkou az prusvitnou vrstvu plochych, téSné¢ k sobé

pfiléhajicich bunék pfevazné bez jader i ostatnich organel. Stratum lucidum poméha
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snizovat dopady mechanického namahani epidermis na pomezi stratum granulosum

a stratum corneum, kde tvoii elastickou vrstvu (Internet 10).
Stratum corneum

SC je zrohovatéla vrstva, slozena z tésné¢ k sobé priléhajicich odumielych plochych
korneocytd ve zhruba 10-25 vrstvach. Obrat bunék této vrstvy, tedy Cas, za ktery je SC
zcela obnoveno, je zhruba 10 az 15 dni. SC ma vyznamnou roli v tvorbé bariéry

a pfi transdermalnim vstfebavani.

SC byva casto schematicky pfirovnavano ke zdi slozené z cihel a malty. Cihly
reprezentuji termindln¢ diferencované keratinem vyplnéné korneocyty a maltu lipidové
dvouvrstvé lamely umisténé intercelularné. S postupujici diferenciaci keratinocytl roste
1 celkova masa lipid. Lamelarni granula jsou organely vyplnéné plochymi vacky, které
obsahuji lipidové slozky. Tato granula jsou syntetizovana v postupné zrajicich
keratinocytech anasledné¢ jsou exocytovana do mezibunéénych prostor. V Ccase
exocytozy, ke které dochazi na hranici stratum granulosum a corneum, granula obsahuji
prevazn¢ fosfolipidy, glykolipidy, cholesterol a také hydrolytické enzymy.
Po enzymatickych pfeménach se hlavnimi obsahovymi slozkami stdvaji ceramidy (tvofi
zhruba 50% z pfitomnych slozek), volné mastné kyseliny (15%) a cholesterol (25%).
Lipidy umisténé v mezibunéénych prostorach se podili nejen na tvorb¢ bariéry, ale také

na deskvamaci.

Obsazené mastné kyseliny jsou nasycené, nevétvené o nejcastéji se vyskytujici délce
22 az 24 uhlikl. Kyseliny mohou byt syntetizovany pfimo v epidermis nebo ziskavany
ze systémové cirkulace. Esencialni mastné kyseliny jako napf. kyselina linoleova musi
byt piijimany v potravé, jelikoz si je télo nedokaze samo syntetizovat. Ceramidy
postupné nahrazuji plazmatickou membranu, pod kterou se formuje jiz zminéna
proteinova sit. V SC jsou pfitomny ceramidy I az VI, které jsou fazeny podle rostouci
polarity. Ceramidy patii mezi sfingolipidy, jsou tvofeny aminoalkoholem sfingosinem,
ktery je pfes amidovou skupinu navazan na karboxylovou kyselinu
(Franz a Lehman 2000, Wertz 2000, Madison 2003, Zahajensky 2007).
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2.1.1.2. Dermis

Dermis je odpovédna za pevnost a pruznost kiize a také za vyzivu epidermis. Nachdzi se
pod epidermis, se kterou je spojena bazalni membranou. Bazalni membrana neni rovna,

ale vybiha do epidermis v ¢etnych papilach.

Dermis obsahuje fibroblasty, buiiky které jsou soucasti pojivové tkané a ucastni se
procesu hojeni. Produkuji extraceluldrni matrix zastoupenou piedevsim kolagenem
(hlavng typem I a III), elastinem, proteoglykany a kyselinu hyaluronovou, kterd ma
vyznamnou schopnost véazat vodu. Tyto komponenty udrzuji pokozku pruznou
a odolnou proti mechanickému namahani. Dale ma v dermis misto krevni zasobeni,
lymfatické cévy, smyslova téliska, vlasové kofinky, mazové a potni zlazy

(Franz a Lehman 2000, Liillmann-Rauch 2012).

2.1.1.3. Hypodermis

Podkozni vazivo je tvofeno z velké cCasti tukovymi buikami (adipocyty), jejichz
mnozstvi se dle umisténi na téle rizni. Slouzi k tlumeni nérazi, tepelné izolaci vnitiniho
prostfedi i jako energetickd zasoba. Adipocyty tvoii vacky obklopené pojivovou tkani.

Tkan je dobie cévné zasobena (Franz a Lehman 2000, Lillmann-Rauch 2012).

2.2. STARNUTI KUZE

V prubéhu let dochézi v lidském téle k nevyhnutelnym zménam, které 1ze pojmenovat
slovem starnuti. Pfi starnuti dochazi k sniZeni maximdlni funkéni schopnosti organt

a tim k zvySené nachylnosti organismu k poSkozeni, nemocem 1 smrti.

Stejné€ jako zbytek téla starne i lidskéd kize (obrazek 3). Starnuti probiha individualné
Vv zéavislosti na vnitfnich vlastnostech organismu i na okolnim prostiedi. Starnuti kize se
v mnohych zdrojich rozdéluje na starnuti postupné v zavislosti na Case
atzv. photoaging, tedy zmény kiize vyvolané opakovanym vystavovanim slune¢nimu
zafeni a plisobeni UV zafeni. Vyraz photoaging poprvé pouzil Kligman, pfi zkoumani
vlivu slune¢niho zafeni na kazi farmaid a namoiniki (Kligman a Kligman 1986).
Ukazuje se, ze oba ptipady maji mnoho znakii spolecnych a UV zéafeni muze projevy

chronologického starnuti uspisit.

Na rozdil od vnitinich organi je ale kiize orgdnem povrchovym, a tim padem jsou jeji

zmény i okem patrné. Proto je o péci o pokozku velky zajem, hlavné co se udrzeni
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mladistvého vzhledu tyka. Mezi vnitini faktory ovliviiujici starnuti kize se daji
zahrnout zmény na genetické, metabolické i1 hormonélni wrovni. Dale nemiiZeme
opomenout vlivy vnéjsiho prostiedi, kterym je klize vystavena ptimo. Pisobeni faktorti

se casem kumuluje a zplisobuje zmény rizného rozsahu.

2.2.1. Viditelné znaky starnuti

Zmeény starnouci kiize jsou na pohled patrné, starnouci pokozka je bleda, méné pruzna
S jemnymi vraskami, miZze byt i suchd a vyjimkou nejsou ani rlizné vétSinou benigni
utvary. Pocit tenké az papirové pokozky u star$i populace neni dan piimo tencim
profilem epidemis, ale spiSe ztratou pruznosti (Thakur a kol. 2008). U kiize vystavené
UV zafeni dochazi ke zménam pigmentace, kromé jemnych vrasek jsou vice pfitomny
ity hlubsi (Lagaa Murphy 2009), mohou se také objevit pavucinky zplsobené

roz§ifenymi cévami ¢ili tzv. teleangiektazie (Yaar a Gilchrest 2007).

Schopnost regenerace a odolnost kuze vici infekcim jsou s rostoucim vékem také
zasazeny. Podrazdéné ¢i poSkozené starnouci pokozce trva delsi dobu, nez nabude
svych ptvodnich vlastnosti. To je zpusobeno celkové pomalej$i obnovou bungk,
keratinocytt  iostatnich a niz§i syntetickou aktivitou (Ghadially 1995,
Thakur a kol. 2008).

VEK 30+ VEK 40+ VEK 50+ _ VEK 60+

Obrazek 3. Prifez starnouci kuzi v priubéhu ¢ty dekad. (Internet 3, upraveno)
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2.2.2. Mechanismy zpusobujici a doprovazejici starnuti
kiize

V soucasné chvili existuje vice teorii 0 starnuti kize. Starnuti je komplexni d¢j a je
pravdépodobné, Ze kazdad z teorii na ném ma svij podil. Na starnuti ma zajisté¢ vliv
genetickd vybava, okolni prostfedi a probihajici hormonalni a metabolické procesy.
Ne zcela objasnéna je teorie zalozend na zvySené apoptdze bunék. Ke zvySené
apoptotické ¢innosti u bun¢k sice dochazi, ale neni jasné, zda v disledku genetického
naprogramovani nebo vlivu okolnich ptsobki. Je zkouman také vliv oxida¢niho stresu
a tvorby reaktivnich pfedevsim kyslikovych forem, kterévznikaji jak v duasledku bézné
¢innosti organismu, tak jako reakce na podnéty z vnéjsiho prostiedi. Dale ke starnuti
ziejm¢& prispivaji 1 Svekem se zkracujici koncové ¢asti chromozomi telomery

(Callaghan a Wilhelm 2008).

2.2.2.1. Volné radikaly

Volné radikdly (VR) jsou casto zminovanym faktorem v souvislosti se starnutim
a uplatiuji se velkou mérou ziejmé i1 v ktizi. Tyto molekuly maji také v organimsu svou
fyziologickou roli afunkci napt. bézné vznikaji Cinnosti bunéénych systémil
v mitochondriich nebo pii fagocytoze. Enzymy jako cytochrom P450, xantinoxidazy,
cyklooxygenazy i dalsi se podili na vzniku téchto radikala (Callaghan a Wilhelm 2008).
Ziejmée proto organismus disponuje Sirokym spektrem pfirozenych antioxidantl, které
maji schopnost volné radikdly zneSkodnit. Existuji enzymy s antioxidacni aktivitou
(superoxiddismutaza, katalaza, glutathionperoxidaza atd.) i mensi molekuly

antioxidantl (vitamin C, vitamin E, kyselina mocova, glutathion, bilirubin atd.).

Jednim z prvnich prukopniki teorie podporujici ucast volnych radikald na starnuti byl
uz v padesatych letech minulého stoleti Denham Harman (Harman 1993). Radikaly
(napt. hydroxylovy radikal, superoxid, peroxid) mohou vznikat v disledku oxida¢niho
stresu. Na pokozku puasobi vnéjsi prostiedi, jako UV =zafeni a polutanty. Aktivita
antioxida¢nich mechanismu s vékem klesa, a to mize ptispivat ke zvySenym hodnotam
VR ve starnouci pokoZce, prestoze epidermis jakoZto nejsvrchnéj$i vrstva kuze
disponuje relativné vysokou koncentraci antioxidanti (Rhie 2001). Hlavnim problémem
zasahovat do signalnich drah bunék. Piisobenim oxidac¢niho stresu dochazi ke kumulaci

mutaci jaderné i mitochondrialni DNA (Callaghan a Wilhelm 2008). Tim padem
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dochdzi i k chybam v expresi proteinti zde kodovanych, mlze byt porusen dychaci
fetézec 1 dalSi mitochondridlni enzymatické systémy. Diky oxida¢nimu stresu miize
dochazet k oxidaci makromolekul proteini, které se stavaji odolnéjsi viacéi degradaci

v proteazomech (Yaar a Gilchrest 2007).

U kiize poskozené¢ UV =zafenim Ize najit abnormality jako variabilni tloustku,
nepravidelnosti kolagenni i elastinové sité, zvySenou ¢innost degradacnich enzymovych
systémul ¢i zanétlivé zmény. Vyrazné jsou zmény pigmentace i tvorba predcasnych
hlubokych vrasek (Rhie 2001, Callaghan a Wilhelm 2008). UV =zafeni zpusobuje
zvysenou aktivaci nékterych povrchovych receptorii s naslednym ovlivnénim signalnich
drah (napft. receptory EGF, IL-1). Indukuje se exprese prozanétlivych cytokinti. Dochazi
k poskozeni membranovych struktur, mize dojit k uvolnéni kyseliny arachidonové
a k navazujicimu rozvoji znakt zanétu. Vliv na transkripéni faktory se projevi negativné
v syntéze kolagenu. V keratinocytech dochazi plsobenim UV zafeni k syntéze
granzymu B a perforinu, proteini typicky pfitomnych v cytotoxickych lymfocytech
a NK burikach (Yaar a Gilchrest 2007).

2.2.2.2. Zkracovani telomer
Telomery jsou nukleotidové struktury pifitomné na koncich chromozomu. Jelikoz

nedochazi k dokonalé replikaci telomer, s kazdym dal§im bunécnym délenim dochazi
K jejich zkracovani. Existuje domnénka, ze pokud dojde k pfilisnému zkraceni telomer,
buiika uz neni schopna dal§iho déleni a tim je tedy urCena i jeji Zivotnost. Bunky
neomezené se délici obsahuji telomerdzy, enzymy schopné syntetizovat telomery.
Telomerazy jsou obsazené predev§im v kmenovych a nadorovych burnikach. Ukazalo se,
ze telomerazy mohou byt ptitomny také v epidermis. Prozatim neni zcela jasné, jaky je
jejich ptivod ani co piesné muze pusobit na jejich aktivitu. Navrhovanymi piivodci jsou
kmenové buiiky bazalni vrstvy nebo leukocyty infiltrujici epidermis. Aktivni enzymy
byly zaznamenany jak u normalni pokozky, tak u rakovinnych utvard. Zajimavym
zjiSténim bylo zaznamenani zvySené aktivity telomerazy u pokozky vystavované
slune¢nimu zéfeni oproti pokoZce bézné€ zakryté. Toto zjiSténi naznacuje, ze UV zéfeni
by mohlo byt modulatorem aktivity telomeraz (Taylor 1996, Ueda 1997,
Callaghan a Wilhelm 2008, Wilson 2008).
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2.3. SULFONACE

Sulfonace je dulezitou reakci uplatiujici se v metabolismu ¢lovéka. Slouzi z velké ¢asti
k inaktivaci molekul, sulfonaci se zvySuje jejich hydrofilita a tim se usnadnuje jejich
exkrece z organismu. Sulfonaci katalyzuji enzymy zvané sulfotransferazy (SULTS).
Bylo identifikovano dohromady nékolik desitek genti pro SULTs u savcl, hmyzu
i urostlin (Nimmagadda a kol. 2006). Z toho nejméné dvanact bylo nalezeno u lidi
(Falany a kol. 2006). Tyto sulfotransferazy lze rozdélit do podrodin: fenol- (SULT1A,
SULT1B, SULTI1C), estrogen— (SULT1E1l) a hydroxysteroidsulfotransferazy
(SULT2A1, AULT2B1). Ctvrta skupina obsahuje sulfotransferazy o nezname aktivité.
Toto déleni, kdy zakladem je nejéastéj$i substrat enzymu, neni striktni. Dal$i pohled

na déleni sulfotransferaz nalezneme naptiklad ve ¢lanku Gamage a kol. (20006).

Geny kodujici SULTs byvaji ¢asto polymorfni, coz mize vyustit v izoformy enzymu
s pozménénou biochemickou aktivitou (Geese a Raftogianis 2001). SULTs nebyvaji
uzce specifické, vykazuji Sirokou substratovou specifitu a jejich pole plsobnosti se
mohou navzijem prekryvat. Naptiklad Zensky hormon estrogen muze byt konjugovan
se sulfitem pomoci nejméné tii rozdilnych SULTs, a to SULT1Al, SULTI1E1l
a SULT2AL. V bunkach dochazi k sulfonaci hormont, neurotransmiterd, 1é¢iv 1 dalSich
xenobiotik. Predpoklada se, Ze steroidni hormony napf. estrogeny i androgeny
v sulfonované form¢ slouzi jako neaktivni zasoba, jelikoz sulfoskupina je
za fyziologického pH ionizovana abrani molekule ve vazbé na receptor
(Geese a Raftogianis 2001). K jejich aktivaci dojde jednoduse hydrolyzou. Na druhou
stranu sulfonaci mohou vznikat naopak biologicky aktivni elektrofilni molekuly.
Piikladem muze byt latka s vazodilatacnim a rlst vlasi podporujicim potencidlem
minoxidil, ktery svou roli plni aZ po konjugaci se sulfatem na minoxidil sulfat
(Falany a kol. 2006). Aktivovany mohou byt prokancerogeny, které se diky elektrofilni
molekule mohou vazat na DNA a zpusobit jeji posSkozeni (Falany 1997).

2.3.1. Reakce

SULT preménuje substrat za ptitomnosti kofaktoru na sulfonovany produkt (obrazek 4).
Dochazi k pfenosu sulfoskupiny SOz u vétSiny reakci predev§im na hydroxyl
a minoritné také na aminoskupinu. Nejéastéjsim kofaktorem sulfokojugacnich reakci je
jednozna¢n¢ molekula 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfatu (PAPS). Pii reakci dochazi

k navazani donoru i akceptoru sulfoskupiny na konkrétni enzym, které nasledn¢ vyusti
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v uvolnéni molekuly 3’-fosfoadenosin-5'-fosfatu (PAP) a sulfonovaného produktu
(Gamage a kol. 2000).

Obecné schéma sulfonace

ROH ROSO3

nebo

L — ]

RNHSO3"
Sulfotransfraza

PAPS PAP

Obrazek 4. Schéma sulfonace.

PAPS je velice vyznamnou molekulou, ucastnici se metabolickych reakci v lidském
téle. Tato molekula oznacovana také jako ,aktivni sulfat“ muze byt syntetizovana
ve vSech bunkach lidského téla v jejich cytoplazmé. Syntéza probihd ve dvou krocich
za ucasti anorganického sulfaitu a ATP. V prvnim kroku za ucasti ATP-sulfuryldzy
vznikne adenosinfosfosulfat a nasleduje reakce katalyzovana kinazou za vniku findlniho
PAPS. Tato reakce je relativné energeticky narocnd a proto se PAPS v bunétné
cytoplazmé vyskytuje v nizkych koncentracich. V prvnim kroku ovSem vznika
pyrofosfat, ktery je rychle hydrolyzovan, a tim padem reakce nemiize probihat
V opaéném sméru a predevSim proto syntéza PAPS miZe probihat relativné rychle.
Sulfonace byva ¢asto limitovana pravé mnozstvim PAPS v cytoplazmé a syntéza PAPS

zase mnozstvim anorganického sulfatu (Venkatachalam 2003).

2.3.2. SULT2B1b
2.3.2.1. Zarazeni SULT2B1b do rodiny SULTSs

Podrodina sulfotransferaz SULT2, nazyvana také hydroxysteroidsulfotransferazy
zahrnuje dva geny pro SULT2A a SULT2B. Proteiny kédované SULT2B sdili 48%
ze svych aminokyselinovych sekvenci se SULT2A. Prvni z gent koduje skupinu
SULT2A  konkrétngji SULT2AI1, ktera se podili napiiklad na sulfonaci
dehydroepiandrosteronu  (DHEA). DHEA je prekurzor jak androgennich
tak estrogennich hormonti produkovany v nadledvinkach. Diky uzzminéné Siroké

substratové specifit¢ je SULT2A1 schopna sulfonovat i hydroxylovou skupinu
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testosteronu i estrogenu, a také léciva jako tibolon (uziti u hormonalni substitu¢ni

terapie) a kortikosteroid budesonid (Falany a kol. 2006).

Pred kratSi dobou doslo k objevu druhé skupiny SULT2B. Gen pro SULT2B1
nachazejici se na 19. chromozomu koduje dva enzymy SULT2Bla a SULT2BIb.
Rozdilnost dvou izoforem je dana rozdilnym zacatkem transkripce genu a alternativnim
splicingem mRNA. To se projevuje piedevS§im v rozdilnosti jejich N-konct. Obé
izoformy vykazuji specifitu smérovanou predev§im na 3f-hydroxylovou skupinu
na steroidnim skeletu, méné na 3a-hydroxysteroidy a estrogeny. SULT2B1b katalyzuje
sulfonaci zejména cholesterolu, zatimco SULT2Bla sulfonaci pregnenolonu.

Pregnenolon sulfat 1ze oznalit za neurosteroid modulujici aktivitu neurotransmiteri

(Gamage a kol. 2005, He a Falany 2006).

SULT2B1b obsahuje na N-konci 23 aminokyselin, které jsou dulezité pro jeho aktivitu
vici cholesterolu a na C-konci tisek 53 aminokyselin bohaty na prolin, o jehoz roli se
Vv soucasné dobé¢ spekuluje. Bylo prokézéano, ze na aktivitu enzymu vliv nemad, ale mohl
by hrat roli v odolnosti vici degradaci a stabilit¢ proteinu (He a Falany 2006).
SULT2BI1b je slozena z 365 aminokyselin, z ¢ehoz 344 aminokyselin tvofi identickou
sekvenci se SULT2Bla odvozenou od totoznych exonu (Falany a kol, 2006).
Falany a kol. (2006) popsali problémy s izolaci aktivniho enzymu SULT2BIb jak

Z bunéénych linii, tak ze savc¢ich tkani.

2.3.2.2. Lokalizace SULT2B1b

SULT2B1b je hojné exprimovana v krevnich destickach, prostaté, dychacich cestach,
placenté a kuzi. Na subcelularni trovni je protein SULT2B1b lokalizovan v cytosolu
bunék 1 v jejich jadie. To, kde je enzym pfitomen vice se 1i§i u jednotlivych tkani.
Naptiklad v placenté je pfitomen v cytosolu i v jadie, v epitelu prostaty pouze
Vv cytosolu. U rakovinovych bunék prsni tkdné je enzym piitomen pievazné v cytosolu
aukdzalo se, ze je 1 vice exprimovan nez uzdravych bunck této tkané

(Falany a kol. 2006).

2.3.2.3. Role SULT2B1b v kiizi

SULT2BI1b je jedinou sulfotransferdzou sulfonujici steroidni molekuly, jejiZz exprese
byla doposud zaznamenédna v epidermis. Jeji hlavni roli v kiizi je syntéza cholesterol
sulfatu, coz koreluje s jejich spolenym majoritnim vyskytem v granuldrni vrstvé

epidermis. Ve stejné vrstvé je piitomen filaggrin, coz naznacuje ze SULT2BIb
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¢i cholesterol sulfat (CHS) by mohly rovnéz patfit mezi pozdni markery diferenciace

keratinocytt (Higashi a kol. 2004).

2.3.3. Cholesterol sulfat
2.3.3.1. Struktura CHS

Chemicka struktura CHS vychazi z jeho prekurzoru cholesterolu a ta zase
z cyklopentanoperhydrofenantrenu, jak je vidét na obrazku 5. Na steroidnim skeletu je
Z jedné strany navazan nepolarni uhlovodikovy fetézec v poloze 178 a v poloze 3p
polarni hydroxylova skupina. Polarni ¢ast cholesterolu je relativné mald a proto ma
molekula celkové hydrofobni charakter. Cholesterol je steroidni alkohol slouzici nejen
jako soucast bunéfnych membran zivociSnych bunék, ale je také prekurzorem
steroidnich hormont nebo Zluovych kyselin. V bunéénych membranach zajistuje
optimalni fluiditu (tekutost) ¢irigiditu v zavislosti na obsahu dalSich komponent

membrany i na jeho mnozstvi. Jeho funkce v SC bude zfejmé obdobného charakteru

(Wertz a Michniak 2000).

CHj CHj

Obrazek 5. VVzorec cholesterolu (Internet 4, upraveno).

Bunky bazalni vrstvy epidermis obsahuji LDL (low density lipoprotein) receptory a jsou
schopny vychytavat cholesterol ze systémové cirkulace, zatimco dalsi vrstvy uz jsou
nuceny si cholesterol i dalsi lipidové slozky vytvaret sami de novo. Energii na syntézu

lipidt bunky ziskéavaji pfedevS§im z anaerobni glykolyzy za vzniku pyruvatu ¢i laktatu.
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Zakladni krokem pfisyntéze cholesterolu je tvorba p—hydroxymethylglutaryl-CoA
(HMG-CoA) ze tfech molekul acetyl-CoA. Krok, na kterém zavisi rychlost syntézy, je
redukce HMG-CoA na mevalonat-CoA za ucasti HMG-CoA-reduktazy. Aktivita tohoto
stézejniho enzymu je regulovéna fosforylaci, kdy defosforylovany enzym je aktivni.
Syntéza cholesterolu je slozitd a energeticky naro¢nd metabolicka dréha probihajici
v mnoha krocich, jak je zjednoduSené¢ zndzornéno na obrazku 6 (Wertz a Michniak
2000).

HMG-CoA syntaza HMG-CoA reduktiza
Acetyl CoA —m Acetoacetyl-CoA —m~ 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

Skvalen svntdza +
Skvalen —ll— Fames}'[difﬂsfﬁt -— Mevalonat

+ 7-dehydrocholesterol syntiza
7-dehydrocholesterol —#=  Cholesterol

Obrazek 6. Zjednodusené schéma syntézy cholesterolu.

Z nepolarni molekuly cholesterolu vznikd sulfonaci cholesterol sulfat, ktery ma
amfifilni charakter. CHS ma schopnost zpétnou vazbou blokovat syntézu cholesterolu

inhibici HMG-CoA-reduktazy.

2.3.3.2. CHS obrat a funkce v epidermis

K sulfonaci CH dochazi piedevsim ve spodnich vrstvach epidermis stratum spinosum
a stratum basale. Nejvyssi koncentrace CHS je dosazena ve vrstvé stratum granulosum
av SC jeho mnoZstvi klesa. Ve stratum granulosum tvoii az 5% pfitomnych lipidi.
S postupnou diferenciaci keratinocytd dochazi k presunu CHS na wvnéj$i stranu
cytoplazmatické membrany. Ve SC dochdzi k jeho hydrolyze steroidni sulfatdzou, ¢imz

je dokoncen cyklus CHS v pokozce (Strott a Higashi 2003, Elias a kol. 2014).

CHS stimuluje diferenciaci keratinocyti. M4 pozitivni vliv na transkripci
transglutamindzy I, enzymu stéZejniho pro zesiténi proteinli v prib¢hu diferenciace
keratinocytl, i na aktivitu izoforem proteinkindzy C. CHS m4 ziejmé vliv na hladiny
proteinu AP—1, transkripéniho faktoru, ktery sam ovliviiuje diferenciaci. CHS funguje

jako transkripéni faktor genu pro involukrin, proteinu, ktery je jednou z hlavnich
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soucasti obalu rohovatéjicich bunék. CHS ma své misto v procesu deskvamace neboli
Olupovani bun¢k. Zpomaluje deskvamaci diky inhibici serinové protedzy zodpoveédné
za degradaci desmozomid, a tim desmozomy stabilizuje. SniZenim mnozstvi CHS diky
hydrolyze steroidsulfatazou a naslednym zvySenim koncentrace cholesterolu dochazi
k ovlivnéni stability lipidovych dvojvrstev, konkrétné je snizena adheze mezi bunikami
(Strott a Higashi 2003, Elias a kol. 2014). Vys§i mnozstvi cholesterolu ve svrchnich

vrstvach epidermis tak ovliviiuje spravny prub¢h deskvamace.

2.3.3.3. Role CHS v lidském téle

Sulfonace steroida byla popséna uz na pielomu 30. a 40. let 19. stoleti. Ke zkoumani
aizolaci CHS doslo o néco pozdéji, v 60. letech. Po objeveni molekuly zacal vyzkum
role CHS v organismu. Z lidské plazmy byl CHS izolovan jiz v roce 1965 Drayerem.
Je nejbéznéjSim sulfatem piitomnym v lidské plazmé. Jeho plazmatické hladiny byvaji
uvadény v rozmezi zhruba 100-300 pg/ml. Transportovdn je pfevazné jako soucést
LDL. CHS muze slouzit jako zékladni steroidni sulfat pro vznik dalSich sloucenin
(napf. pregnenolon sulfatu). Stejné€ jako cholesterol ma i CHS roli v udrzovani integrity

bunéénych membran. Zvysené hladiny mohou poukazovat na patologicky proces jako

napf. cirhoza jater, hypercholesterolémie, hypothyreoza (Strott a Higashi 2003).

CHS je pfitomen v riznych koncentracich napi. v jatrech, ledvinach, nadledvinéch,
plicich, mozku 1 v nehtech a vlasech. Nalezen byl také v aterosklerotickych platech
(Strott a Higashi 2003). Vyznamna se jevi jeho pfitomnost v krevnich destickach
a cervenych krvinkdch. Ma misto v koagulaéni kaskadé pii tvorb& srazenin, coZ spolu
S pfitomnosti v aterosklerotickém platu ukazuje na jeho moZny protromboticky
potencidl (Merten a kol. 2001). CHS je pfitomen relativné Siroce v mnoha typech
biologickych membran, kde se mliZe uplatiiovat pfi formovani jejich struktury a podilet
se na jejich stabilité a fyzikalnich vlastnostech. CHS je z téla vylucovan spolu s dal§imi
slouc¢eninami zluci, ale vyskytuje se také v moci, coz ukazuje vyuziti obou elimina¢nich

cest (Strott a Higashi 2003).

2.3.3.4. Kozni patologie a podil cholesterol sulfatu
2.3.3.4.1. X-vazana ichtyoza

Ichty6zy obecné patii mezi dermatdzy, souvisejici s poruchami rohovaténi kize
(Williams a Elias 1981). Nazev etymologicky vychazi z feckého ,,ichtys* neboli ryba.

Tato onemocnéni se mohou projevovat v rizné intenzité¢ v zavislosti na genetickych
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faktorech a puisobeni okolniho prostiedi. Vyznacuji se zménou struktury SC. Pokozka
byva Supinatd. X-vazand ichtyoza (XLI, X-linked ichtyosis) patfim mezi relativné Casté
ichtyozy. K projeviim XLI dochazi po narozeni a byvaji individualni. Podkladem XLI je
mutace genu kodujiciho steroidsulfatazu (SS), jehoz lokus se za normalnich okolnosti
nachazi na kratkém raménku chromozomu X. Onemocnéni je recesivni, ke klinickym

obtizim dochazi skoro vyhradné u muzt (Elias a kol. 2014).

Diky snizené aktivit¢ SS nebo absenci jeji aktivity dochazi ke kumulaci cholesterol
sulfatu a snizeni obsahu cholesterolu ve SC. Hladina CHS byva az desetkrat vyssi nez
za normalnich podminek. To mé za nasledek zvySenou stabilitu desmozomu a stejné
tak zvySenou soudrznost intercelularni lipidové vrstvy. SC byva tlustsi, byva pfitomna

hyperkeradza (Williams a Elias 1981).

Klinicky se XLI muze zacit projevovat uz po narozeni nejprve jemnymi Supinkami
a olupovanim. Nasledn¢ postizend loziska tmavnou, coz je zpusobeno kumulaci
melanosomi, které nejsou spravné degradovany SS. Funkce koZni bariéry vykazuje
abnormality za béznych podminek 1 pii podrazdéni (Zettersen a kol. 1998,
Elias a kol. 2014). Zajimavé se jevi, Ze pfi topické aplikaci cholesterolu na poSkozenou
pokozku pacientd s XLI dochazi ke zrychleni regenerace. Stejné tak tomu je u zdravé
starnouci pokozky, zatimco na normdlni mladou epidermis mé aplikace cholesterolu
maly vliv. Pokud se naopak na zdravou pokozku aplikuje smés s CHS, dochazi

Kk projeviim ichtydzy, tedy k Supinaténi (Zettersen a kol. 1998).

2.3.3.4.2. Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida patii mezi vétSinou chronicka zanétliva kozni onemocnéni. Kize
byva charakteristicky sucha a nachylna k podrazdéni. Na ptivodu i pribéhu onemocnéni
se podili velmi mnoho faktort. Casté je stfidani fize bez klinickych projevil a relapsi.
PokoZka pacientil trpicich AD ale vykazuje poruchy koZni bariéry i za klidové féze.
Podil na onemocnéni ma také porusena lipidova struktura. Byva snizen obsah ceramidu,
predevsim ceramidu I a III. Naopak koncentrace cholesterolu mize byt zvySend a pomér
ceramidy/cholesterol u pacientii trpicich AD vyrazné niz8§i neZ u b&zné populace.
Ukazalo se, ze SC u AD obsahuje méné CHS. Nedostatecné mnozstvi CHS muze mit

podil na zvySeném olupovani pokozky (Nardo a kol. 1998).
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2.3.3.4.3. Lupénka

Lupénka neboli psoriasis vulgaris patii mezi ¢asta chronicka kozni onemocnéni. Déle se
lupénka muze charakterizovat jako neinfek¢éni zanétlivé autoimunitni onemocnéni se
sklonem k recidivam. Jeji vyskyt roste, je oznacovana za civiliza¢ni chorobu. Lupénka
je charakteristicka velmi rychlym obratem koznich bun¢k. Dochazi ke zvySené aktivaci
lymfocytt T, které se podileji na zanétlivych zménach. Epidermalni buiiky se rychleji
mnozi, ale nedokonale se diferencuji. Involuckrin byva normélné exprimovan, zatimco
profillagrin ¢i loricrin se vyskytuji v malych nebo nulovych koncentracich. Typickym
znakem je chybégjici stratum granulosum a korneocyty obsahujici jadro. Stejné jako
pozdni markery diferenciace je exprese SULT2BIb prakticky nedetekovatelna
(Higashi a kol. 2004).

2.3.3.4.4. Lichen planus

Lichen planus je zanétlivé onemocnéni postihujici kizi a sliznice. Charakteristickym
projevem jsou ploché lesklé ovalné a svédivé pupinky. K vysevu pupinkli dochazi
nejcastéji mezi 40. az 60. rokem zivota. Etiologie neni znama (Taylor 2003). Lichen
planus disponuje nadstandardné Sirokou granuldrni vrstvou, kdy SULT2BIb je

exprimovana v celé $iii epidermis vyjma SC (Higashi a kol. 2004).

2.3.4. SULT2B1b a starnuti kuze

Jak bylo napsano vyse, v prabéhu let dochazi v pokozce ke zménadm funkénim
I strukturalnim a to v rizném rozsahu. Ani cyklus CHS v epidermis ziejmé nezustava

béhem starnuti lidského organismu beze zmén.

Uz syntéza prekurzoru CHS cholesterolu byva i za normalnich podminek u starnouci
ktze sniZzena. U starnouci kiize mize byt pocet vrstev SC mirn€ zvySen, napiiklad
Vv oblasti tvafi ¢i zad. Kuze se muze zdat drsnéjsi s vétSim sklonem k Supinaténi.
Ukazalo se, ze plocha keratinocytii zavisi na rychlosti prichodu buiky jednotlivymi
stadii diferenciace a je znamo, Ze obrat bun¢k epidermis s vékem klesa. Keratinocyty
star§i epidermis mivaji vétsi plochu oproti mladé (Sauermann a kol. 2002,
Haratake a kol. 2006).

Pti studii provedené na mySich bylo zjisténo, Ze SC u starnoucich jedincli ma vice

vrstev a zarovenn deskvamace neprobihd stejné rychle jako u mladych mysi, byva
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pomalejsi. Hladiny cholesterolu ve svrchnich vrstvach epidermis klesaji, zatimco
mnozstvi CHS muze rist. Tudiz dochéazi s vékem ke zvySeni poméru CHS/CH, a tim
ke zvySeni vlivu CHS. Cholesterol, jakozto produkt hydrolyzy CHS v SC, ukoncuje
inhibi¢ni vliv CHS na deskvamaci. Ukazalo se, ze zatimco hladiny CHS mohou byt
vyssi, aktivita steroidsulfatdzy ziistava piiblizné na stejné urovni. Mnozstvi CHS
Vv epidermis by mélo korelovat s aktivitou SULT2B1b, coz by hypoteticky mohlo
znamenat, ze aktivita SULT2B1b s vékem muze nartstat. Pti této studii byl zkouman
také vliv topické aplikace mevalonatu na starnouci pokozku. Po aplikaci mevalonatu
doslo k navyseni syntézy cholesterolu, a tim i jeho obsahu, zatimco obsah CHS zustal
nezménén. Po pouziti mevalonatu také doslo ke snizeni poctu vrstev SC. Ale u pokozky
mladych mysi nevyvolala aplikace mevalonatu zmény poméru CHS/CH jak tomu bylo
u starnoucich jedinct. Aplikace pfimo cholesterolu na starnouci mysi pokozku sice
nevyvolala zvyseni syntézy cholesterolu, ale vysledny stav pokozky byl srovnatelny se

stavem po aplikaci mevalonatu (Haratake a kol. 2006).

2.4. METODY STANOVENI AKTIVITY SULT

Enzymy jsou latky bilkovinné povahy uplatiiujici se v organismu jako katalyzatory
biochemickych reakci. Pro praci s enzymy a studium jejich vlastnosti je potieba zvolit
vhodnou analytickou metodu, schopnou dostate¢né piesné a specificky zméfit nami

pozadované veli¢iny.

Enzymy byvaji v biologickém materidlu pfitomny ve velice malych mnoZstvich, a proto
se vétsinou neurcuji ptimo. K detekci pfitomnosti i méteni dalSich charakteristik mtze
byt vyuZzita specifita enzymatickych reakci. Enzymy obecné totiz vykazuji relativné
uzkou substratovou specifitu a jednotlivé typy enzymi umoznuji katalyzu jen urcitého
druhu reakci. Jednou z hlavnich veli¢in charakterizujicich ¢innost enzymu je enzymova
aktivita Cili mnozstvi uUbytku substratu ¢i pfirGstku produktu za jednotku casu.
Konstanty typické pro enzym jsou maximalni reakéni rychlost Vmax @ Michaelisova
konstanta Km (mnozstvi substratu, pti kterém probiha reakce rychlosti polovi¢ni oproti
Vmax). Vybér metody pro stanoveni aktivity enzymu pak zalezi na vlastnostech substratu
¢i produktu katalyzované reakce. Diulezit¢ je provadét meéfeni pii optimalnich
podminkach pro pribéh reakce, jako je teplota, pH, dostatek kofaktord, koenzymu

I dal$ich iond a nasyceni substratem (Murray 2002).
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2.4.1. Analytické metody

Analytické metody Ize rozd¢lit dle pribéhu méfeni na:

a. Kontinualni, kdy se mé&fi zmény koncentraci substratu ¢i produktu b&Zzici
reakce v prubehu casu.
b. ,End point*, kdy probihajici reakci v daném case zastavime a zmé&fime

koncentraci substratu ¢i produktu.

Dle principu detekce na:

o Optické
Nejcastéji pouzivané metody vyuzivajici interakce hmoty a elektromagnetického
zafeni.

e Spektrofotometrie

e Spektrofluorimetrie

e Luminimetrie

o Separacni

Dochézi pfi nich primarné k separaci stanovovanych slozek na zdkladé jejich

vlastnosti i vlastnosti prostiedi, diky ¢emuz mohou byt specificky identifikovany.

e Chromatografie

e FElektroforéza

o Elektrochemické

Zmeény koncentraci substratu ¢i produktu jsou ptimo umérné nékteré z elektrickych

velié¢in.

e Potencimetrie
e Amperometrie

e Polarografie
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o Radiometrické

Vyuziva se znafeni nékteré z komponent reakce radionuklidem. Molekula
s radionuklidem byva zpravidla pti katalyze ptenesena a nasledn¢ se méii

koncentrace radioaktivniho produktu (Internet 8).

Radiometricka méfeni patii v urCovani aktivity sulfotransferdz k nejpouzivanéjSim.
Vyuziva se pii nich PAP®S sulfoskupiny, ktera je pfi reakci pfenasena z kofaktoru
na molekulu substratu. Diky tomu je tato metoda u SULTS az univerzalné pouzitelna.
Reakci ale neni mozné méfit priibézné, vzdy je nutné ji ukoncit a separovat znaceny
produkt a nasledné zjistit hodnoty radioaktivity (maximaln¢ je mozné pribézné odebirat
vzorky a u nich postupovat, jak je napsano). To déla toto méfeni zdlouhavé. Mimo to je
metoda naro¢na na ptistrojové vybaveni a dale existuji rizika pii praci s radioaktivnim

materialem (Paul a kol. 2012).

2.4.2. Spektrofluorimetrie

2.4.2.1. Fluorescence

Fluorescence je jev, pfi kterém dochézi k emisi zafeni z molekuly na zaklad¢é pfechodu
elektronii z excitovaného stavu do normadlnich hladin. Fluorescence je typem
luminiscence, pfi kterém dojde k wvelice rychlému piechodu -elektroni mezi
energetickymi hladinami. Doba fluorescence je obvykle blizka 10 ns. Oproti tomu
pfi fosforescenci emise zafeni trvd 1 nékolik sekund. Obecné se do vysSich
energetickych hladin ¢astice dostava pohlcenim energie zafeni a nasledné se molekula
energie zbavuje zpétnym vyzafenim (Internet 9). Se zavislosti absorbance vzorku
na vysledné emitované vinové délce souvisi také pojem Stokesiiv zakon. Cambridgesky
profesor G. G. Stokes pozoroval pies sklenici bilého vina sklenici s roztokem chininu,
na kterou dopadalo ptes okenni tabuli denni svétlo. Pozoroval, jak se z UV svétla stava
svétlo viditelné, neboli jak se méni energie fotonu absorbovaného oproti fotonu
emitovanému. Rozdil téchto energii se nazyva Stokestv zakon ¢i posun. Stokesiv
posun je charakteristicky pro kazdou castici a vyplyva z n¢&j, ze vlnova délka
emitovan¢ho zafeni by meéla byt delSi oproti vlnové délce zafeni absorbovaného

(Internet 9).
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2.4.2.2. Fluorofory

Kazda latka neni schopna fluoreskovat. K tomu je zapotiebi vhodna stabilni chemicka
struktura. Fluoroforem muze byt molekula schopna absorbovat zafeni z viditelné nebo
UV oblasti, kterd nasledné emituje zaieni vétSinou o jiné vinové délce. Fluorofory
muzeme rozdé¢lit na vlastni (tryptofan, tyrosin, 4 - methylumbelliferon), coz jsou
molekuly sami schopné emise (Internet 7) a nevlastni (fluorescein, rhodamid), které se
vazi na nefluoreskujici latku, kterou urCujeme. Nevlastni fluorofory lze dale rozd¢lit
na sondy, které se vazi nekovalentné, a znac¢ky vazané kovalentni vazbou (Internet 7).

Fluorofory Casto byvaji aromatické slouceniny.

2.4.2.3. Fluorescen¢ni metody

Fluorescencni metody se Siroce vyuzivaji nejen pii biochemickych stanovenich.
Vyhodou stanoveni je relativné vysoka citlivost srovnatelna s radiometrickym meéfenim
a moznost rychlého provedeni i vyhodnoceni. Dal§im kladem je moznost kontinualniho
zaznamenavani hodnot meénicich se s Casem, napf. rostouci pfiristek produktu
pfi enzymatickych reakcich. Pristrojové vybaveni i narocnost prace jsou v porovnani

s radiometrickymi metodami méné naro¢né (Paul a kol. 2012).

Mezi charakteristiky spektrofluorimetrie patii:
o Intenzita fluorescence
Pocet fotonll prochazejicich jednotkovou plochou za jednotku casu.

o Emisni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce pii konstantni vlnové délce budiciho

zafeni.
o Excita¢ni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na vilnové délce pii konstantni délce emitovaného

zateni (Internet 7)
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Pro méfeni fluorescence se pouzivaji fluorescencni spektrofotometry. Mezi jejich
zakladni ¢asti patii zdroj svétla, excitacni monochromator, tichyt pro vzorek, emisni
monochromator a fotondsobi¢. Jako fotonasobice jsou pouzivané detektory viditelného
i UV zafeni, které pievadéji elektromagnetické zafeni na méfitelnou elektrickou
velicinu (Internet 7). Jednotkou pro méfeni intenzity fluorescence byva RFU (relative

fluorescent units).

2.4.2.4. Vyuziti spektrofluorimetrie pii méreni aktivity SULTS

2.4.2.4.1. Detekce 4 — methylumebelliferonu
Pti sulfonaci cholesterolu katalyzované SULT2BI1b vznika CHS, ktery bohuzel neni

pfimo detekovatelny ani spektrofluorimetricky ani spektrofotometricky. Pfesto existuji
moznosti, jak tuto reakci kvantifikovat, a to vyuzitim naslednych reakci
(Chen a kol. 2005, Paul a kol 2012). 4-methylumbelliferyl sulfat (MUS) by mohl byt
moznym substratem nasledné reakce. Pienosem sulfoskupiny z MUS na vhodnou
molekulu vznika 4-methylumbelliferon (MU) a ten uz je detekovatelny fluorescenéni
spektrometrii. Pfi této nasledné reakci by mélo dojit k pfenosu sulfoskupiny z MUS
na PAP a tim k regeneraci kofaktoru prvni reakce. Enzymem katalyzujicim reakci je
fenolsulfotransferaza SULT1A1l. Mnozstvi MU je ekvimolarni CHS a tim padem
by toto stanoveni mohlo slouzit k vypoctu enzymové aktivity SULT2BIb
(Chen a kol. 2005).

CH + PAPS — CHS + PAP

PAP + MUS — PAPS + MU

2.4.3. Spektrofotometrie

Spektrofotometrie neboli absorpéni spektrometrie ve viditelné oblasti je casto
vyuZivanou metodou pro stanovovani koncentraci latek. Principem je absorpce zéateni
ve viditelné oblasti (zhruba 390 nm — 760 nm) vzorkem. MnozZstvi absorbovaného
zéfeni ptimo zavisi na mnozstvi ptitomné latky. Barevné slouc¢eniny vykazujici absorpci
ve viditelné oblasti je mozné stanovit pfimo. Pro stanoveni bezbarvych sloucenin touto
metodou je nutné je pievést na stabilni barevné slouceniny. Koncentrace latky vétSinou
ve formé roztoku se meéfi ve spektrofotometru, jehoz zjednoduSené¢ schéma je

na obrazku 7 (Internet 11).
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Stanoveni koncentrace uréované latky vyuziva platnosti Lambertova-Beerova zédkona.

A... méfena absorbance
c... koncentrace ur¢ované latky
l... tloustka métené vrstvy

Absorbance se prométuje pii vinovych délkach, ve kterych stanovovana latka vykazuje
absorp¢ni maximum. Svétlo prochazejici vzorkem se vyuzivda monochromatické, tedy
0 stanovené vinové délce. Pii pruchodu kyvetou dochdzi k zeslabeni intenzity zafeni

(Internet 11).

Stérbina §tér’oi:1a

+i-0--l-=

Zdroj svétla Monochromator Kyveta Detektor

Obrazek 7. Schéma spektrofotometru.

2.4.3.1. Vyuziti spektrofotometrie pri méreni aktivity SULTS

Spektrofotometrie disponuje mezi metodami vyuZivanymi pro uréovani enzymové
aktivity mnoha vyhodami. Je relativné casov€é 1 pfistrojové méné narocnd. Dalsi
vyhodou je mozZnost kontinualniho méteni hodnot v pribéhu reakce. Nevyhodou byva
niz8§i citlivost. Spektrofotometrie je jednou z moznosti pro méfeni aktivity

sulfotransferdz, ovSem nebyva tak ¢asto vyuzivana (Paul a kol. 2012).

2.4.3.1.1. Detekce volného fosfatu pomoci malachitové zelené
Bylo zminéno, Zze produkt sulfona¢ni reakce katalyzované SULT2B1b CHS nedisponuje

vlastnostmi  vhodnymi pro piimé spektrofluorimtercké ani spektrofotometrické
stanoveni. Jednou z moznosti pro spektrofotometrické stanoveni by mohlo byt vyuziti

nasledné reakce, pii které by se ziskal volny fosfat (Pi) oddélenim od PAP a ten by se
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poté detekoval. Vysledné mnozstvi Pi by bylo ekvimolarni CHS. Enzymem
katalyzujicim reakci je napt. fosfataza (gPAPP - Golgi-resident PAP-specific 3'-
phosphatase). Enzym gPAPP specificky odd¢li 3'-fosfat od PAP (Prather a kol. 2012).

CH + PAPS — CHS + PAP
PAP — 5-AMP + Pi

Volny fosfat je detekovatelny spektrofotometricky metodou, kterd vyuziva cinidel
molybdenanu amonného a oxalatu malachitové zelené. Stanoveni volného fosfatu je
zalozeno na tvorbé komplexu fosfomolybdenanu malachitové zelené¢ v kyselém

prosttedi kyseliny sirové jak je znazornéno na obrazku 8.

Enzyme + Substrate —p [ES] ——> Enzyme + P,

P +(NH‘)2M004 L" Hi:PMo01;040
HiPMo;,0; HMG** H* )(H:PMo, H*
31PM01,049 + .G 5 (MG™)(H2PM0;2040) + 2
(yellow) {malachite green) {green, A... 640 nm)

(yellow, A... 446 nm)

Obriazek 8. Tvorba komplexu fosfomolybdenanu malachitové zelené vyuzivaného pro

detekci fosfatu (Internet 5).

2.4.3.1.2. Detekce p - nitrofenolu (NP)

Pro spektrofotometrické stanoveni se také jevi mozné vyuZiti nésledné reakce
katalyzované¢ SULTI1A1 (Frame a kol. 2000). Tato fenol sulfotransferdza je schopna
katalyzy sulfonace PAP ptenesenim sulfoskupiny z p — nitrofenylsulfatu (p-NPS).

CH + PAPS — CHS + PAP
PAP + p-NFS — PAPS + p-NF

Vznikly p-NF uZ je detekovatelny spektrofotometricky.
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3. CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo charakterizovat funkci SULT2B1b v kuzi,
vysvétlit mechanismy, kterymi se podili na formovani a fungovani kozni bariéry a také

zabyvat se jeji roli ve starnouci Ci patologicky narusené kuzi.

Hlavnim cilem experimentdlni Casti prace bylo navrhnuti a optimalizace podminek
pro spektrofluorimetrické stanoveni aktivity sulfotransferazy 2B1b vhodné jak pro in

vitro, tak pro in vivo model.
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A SOFTWARE

4.1.1. Chemikalie:
SULT2B1b (My Bio Source)

SULT1A1 (RaD Systems)

PAPS (Sigma—Aldrich)

MU (Sigma—Aldrich)

MUS (Sigma—Aldrich)

Cholesterol (Sigma—Aldrich)

Cholesterol — water soluble (Sigma—Aldrich)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
BSA (Sigma—Aldrich)

MCDB medium 153

Ostatni pouzité bézné chemikalie Cistoty p. a. byly zakoupeny u béznych dodavatela.

4.1.2. Pripravené zasobni roztoky:

Koncentrace zasobnich roztokt, kdy latky byly rozpustény ve vodném roztoku
100 mM fosfatového pufru o pH 7,0:

200 uM PAPS
100 mM 2-merkaptoetanol

40 mM MUS

Roztok cholesterolu v etanolu:

1 mM cholesterol

K enzymim SULT2B1b a SULT1A1, které byly dodané ve formé lyofilizati byl ptidan
100 mM fosfatovy pufr a po nafedéni byly rozpipetovany po 10 ug a zmrazeny pii
teplto¢ -20°C.
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4.1.3. Biologicky material:
HaCaT linie

4.1.4. Pristroje
Tecan, model Infinite M200 (Tecan Trading AG)

ELISA Reader (BioTek)

4.1.5. Software
Megallan
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4.2. METODIKA

4.2.1. Stanoveni excitacniho a emisni spektra MU
Pro méfeni emisniho a excitatniho spektra byl ptipraven roztok MU o koncentraci

100 uM ve vod¢ a byly pouzity vinové délky pro stanoveni emisniho spektra v intervalu
Aem = 400-640 nm a excitaéniho spektra Aex = 280-420 nm. Spektra byla meétena
pfi tiech ruznych hodnotach pH, a to v 100mM pufrech o pH 6,0 a 7,0 (fosfatovy pufru)
a pH 8,0 (Tris). Slepy vzorek obsahoval vodny roztok jednotlivych pufrti. Proméfovani

probihalo v 96 jamkovém transparentnim panelu.

4.2.2. Stanoveni kalibrace pro MU

Pro stanoveni kalibra¢ni fady MU byly pfipraveny roztoky ve fosfatovém pufru
(pH 7,0) o koncentracich 100-0,195 uM. Jejich fluorescence byla zméfena pii vinovych
délkach Aex = 360 nm, Aem = 450 nm.

4.2.3. Inicialni méreni

Prvni zkouska reakce za rtizného pH
Reakce byla provedena v 96 transparentni jamkové desticce a fluorescence métena

Vv piistroji Tecan. Pii méfeni byly pro porovnani pouzity také Cerné panely. Celkovy
objem vzorku byl 200 pl. Inicidlni reakce obsahovala SULT2B1b a SULT1A1l
vmnozstvi 0,1 ug, 20 uM PAPS, 100 uM cholesterol, 2 mM MUS, 5 mM
merkaproethanol a jednotlivé pufry 100 mM o pH 6,0 a 7,0 (fosfatovy pufr), 8,0 a 9,0
(Tris Base). Jako posledni byl do reakéni smési piidavan roztok cholesterolu jakozto
substratu. Slepy vzorek byl bez SULT2B1b a druhy bez SULT1A1. Hodnota RFU byla
zjisténa odectenim blanku bez SULT2BI1b od vyslednych hodnot vzorkd. Vzorky byly
inkubovany 30 min pii 37°C, Aex = 360 nm, Aem = 450 nm.

4.2.4. Enzymova kinetika

4.2.4.1. Stanoveni rychlosti reakce v zavislosti na obsahu

enzymu
Vzorek o objemu 200 pl obsahoval 20 uM PAPS, 100 uM cholesterolu, 2 mM MUS,

5 mM merkaproethanolu a fosfatovy pufr 100 mM o pH 7,0 a mnozstvi sulftoransferaz
dle tabulky 1. Hodnoty RFU byly odecitany po dobu 60 min v pétiminutovych

intervalech. Inkubovano pti 37°C.
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Tabulka 1. Mnozstvi SULT2B1b a SULT1A1 obsaZené ve vzorcich.

SULT2B1b (ug) SULT 1A1 (ng)
0,1 ng SULTIAL* 0,1 ug SULT2B1b*
0,01 0,01

0,05 0,05

0,1 0,1

0,3 0,25

0,7 0,5

* stabilni koncentrace enzymu pro ménici se mnozstvi prvniho

Z enzymu

Reakce byla také zkousena za pfitomnosti Mg?* ionti pidanim 5 mM MgCl,.

4.2.4.2. Stanoveni rychlosti enzymatické reakce v zavislosti

na obsahu substratu a kofaktoru
Reakce byla provedena za obdobnych podminek a s obdobnym slozenim reakéni smési

jako v ptedeslych piipadech tedy 2 mM MUS, 5 mM merkaproethanolu, 0,1 nug
SULT2B1b a 0,1 pg SULT1A1, 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, inkubovano 45 min
pii 37°C. Mnozstvi substratu cholesterolu (CH) a kofaktoru PAPS je uvedeno
v tabulce 2.

Tabulka 2. MnozZstvi substratu cholesterolu a kofaktoru PAPS ve vzorcich.

CH(uM) [PAPS (uM)
1 01

25 1

50 5

100 20

200 50

500 100
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4.2.4.3. Stanoveni hodnoty RFU v zavislosti na rizné
koncentraci MUS

Reakce byla provedena za obdobnych podminek a s obdobnym slozenim reakcni smési
jako v piedeslych ptipadech 20 puM PAPS, 100 uM cholesterolu, 5 mM
merkaproethanolu, 0,1 pg SULT2B1b a 0,1 pg SULTIAI1, 100mM fosfatovy pufr
0 pH 7,0 a inkubovéno pti 37°C. Mnozstvi pfidaného MUS 0,2 mM, 1 mM, 4 mM,
6 mM, 8 mM, 10 mM.

4.2.4.4. Modifikace spektrofluorimetrické reakce pouzitim

substratu ve formé cholesterol-methyl-p-cyclodextrin
Reakce byla provedena za obdobnych podminek a s obdobnym slozenim reakéni smési

jako v piedeslych ptipadech 20 uM PAPS, 5 mM merkaproethanolu, 0,1 ug SULT2B1b
a 0,1 pg SULT1A1, 100 mM fosfatovy pufr o pH 7,0 a inkubovano pii 37°C. Misto
cholesterolu pouzitého v predeslych piipadech byl k vzorku pifidan substrat ve formé

roztoku cholesterol-methyl-B-cyclodextrin o koncentraci100 pM.

4.2.4.5. Stanoveni a porovnani RFU u nekompletnich

reakei
Hodnoty RFU byly stanoveny u reakci, kde jsme vynechali vzdy jednu slozku reakce.

Ugelem bylo zjistit hodnoty intenzity fluorescence nekompletni reakéni smési. Byly
vynechany SULT2B1b, CH, MUS a dale také PAPS, SULT1Al. Pro porovnani byly
pfidané roztoky obsahujici samostatny MUS v riznych koncentracich (4 mM, 1 mM,
0.5 mM). U nekompletnich reakci byla koncentrace MUS 4 mM. Inkubovano pii 37 °C.

4.2.4.6. Stanoveni aktivity SULT1Al

Ovéteni aktivity u enzymu SULT1A1 bylo provedeno kolorimetrickou reakci
(Frame a kol. 2000). Stanovily jsme zavislost rychlosti reakce na obsahu enzymu.
Reakéni smés byla ve slozeni SULT1A1 v mnozstvi 1,0 pug, 0,65 pg, 0,35 pg, 0,2 ng,
0,1 ng, 0,05 pg, 0,01 pg,, 20 mM PAPS, 5 mM p-nitrofenylsulfat, 100 mM fosfatovy
pufr o pH 6,55 mM MgCl,, 0.1 mM 2-naftol,. Reakce provedena v 96 transparentnim
panelu o0 objemu reakéni smési 200 pl. Inkubovano 45 min za teploty 37°C. Zavérecny
produkt p—nitrofenol je detekovatelny spektrofotometricky. Absorbance byla méfena

pti 401 nm.
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4.2.5. Ovéreni funkénosti reakce s bunéénymi lyzaty linie
HaCat

4.2.5.1. Kultivace a lyzace bunék HaCaT

Celkové byly nasazeny ¢tyfi 6 jamkové desti¢ky, dvé pro dobu kultivace 96 hodin a dvé
pro 120 hodin. V prvni desti¢ce bylo nasazeno rostouci mnozstvi bun¢k v rozmezi
150 000400 000 v HaCaT médiu. Dale byla pouzita uvedend HaCaT a MCDB média
také s pridavkem CaCly, ktera byla k buitkam o nasadé¢ 300 000 piidana béhem druhého

dne kultivace.

Tabulka 3. Rozpis panelu s rostouci nasadou bunék.

150 000* 250 000* 350 000*
HaCaT médium HaCaT médium HaCaT médium
200 000* 300 000* 400 000*
HaCaT médium HaCaT médium HaCaT médium

* pocet nasazenych bun¢k

Tabulka 4. Rozpis panelu s nasadou bun¢k 300 000 ve vSech jamkach, ovlivnéni
kultivace ionty Ca?* a médii HaCaT a MCDB.

o CaCl;1.2 mM CaCl>2.8 mM
HaCaT médium . .
HaCaT medium HaCaT medium
L CaCl;1.2 mM CaCl;2.8 mM
MCDB médium ] .
MCDB medium MCDB medium

Po kultivaci byly bufiky lyzovany. Prvnim krokem byl oplach 2 ml PBS pufru
a seSkrabani bunék v jednotlivych jamkach v 1 ml PBS média. Jednotlivé vzorky byly
dany do 15 ml zkumavek a stoeny 10 min pii 2400 rpm a 4 °C. Médium bylo slito
a nahrazeno 1 ml PBS média, bunééné suspenze byly preneseny do 1,5 ml zkumavek
aopét sto¢eny. Supernatant byl odstranén a vzorky byly zamrazeny pii -80°C.
Po rozmrazeni byl pfidan pfipraveny lyzacni pufr (LP). Pro pfipravu 100 ml LP bylo
pouzito 0,8766 NaCl, 0,1 g SDS, 0,6057 g Trisma base, 99 ml demineralizované vody,
1 ml Triton X-100, pH upraveno 35% HCI na 8,0. Pro ptipravu LP s inhibitory proteaz
byla rozpusténa tableta Complete mini protease inhibitor v 10 ml LP. Zkumavky byly
ulozeny na led po doby 40 min v prab¢hu tfi krat sonikovany (cyklus 0.5, amplituda 60,
deset krat opakovano), poté centrifugovany 30 min pii 12 800 rpm a 4°C. Supernatant
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byl pfenesen do novych zkumavek 0,5 ml a z nich bylo odebrano 5 pl na stanoveni

obsahu proteini. Zbytek lyzath byl zmraZen pii teploté -20°C.

4.2.5.2. Stanoveni koncentrace proteint v lyzatech HaCaT
BCA metodou

Ve vsSech vzorcich lyzath bylo stanoveno mnozstvi proteini BCA metodou. V cas
potieby bylo piipraveno Cinidlo smisenim padesati dili zasaditého roztoku sodné soli
kyseliny bicinchoninové (BCA, Reagent A) a jednim dilem roztoku CuSO4 (Reagent B).
Koncentrace byla ur¢ena porovnanim s fadou standardi hovéziho sérového albuminu
(BSA). Byly pouzity piipravené standardy BSA v lyza¢nim pufru o0 koncentraci
5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 2 mg/ml, 1.5 mg/ml, 1 mg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 png/ml,
125 pg/ml, 25 pg/ml. Ke standardiim, vzorkiim HaCaT i slepym vzorkiim (lyzacni pufr)
bylo ptidano 100 pl Cerstvé ptipravené reakéni smési o pomeéru Reagent A a Reagent B
50 : 1. V8e bylo inkubovano 30 min pii 37°C, nasledné byla zmétena absorbance

na ELISA readeru pii 562 nm.

4.2.5.3. Stanoveni rychlosti reakce s lyzaty HaCaT a

bovinnim fetalnim sérem jako katalyzatory sulfonace
Reakce ve slozeni reakéni smési 20 puM PAPS, 5 mM merkaptoetanol,

100 puM cholesterol, 2 mM MUS, SULT1A1 0,1 pg, 25 upl lyzatu nebo bovinniho
fetalniho séra (BOFES) do kazdé jamky, inkubovano 45 min pii 37°C s odectem hodnot
RFU po 5 min.
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5. VYSLEDKY

5.1. Stanoveni emisnino a excita¢niho spektra MU

Bylo zméfeno emisni spektrum MU pii konstantni délce excitacniho zaifeni 360 nm
a pfi riznych hodnotach pH (obrazek 9). Nejvyssi hodnoty RFU byly naméieny
pti 450 nm. Hodnoty RFU se vyznamné¢ 1i8i v zévislosti na pH, pficemz hodnoty maxim
se vyrazné&ji neodchyluji. Nejvyssi hodnoty jsou u pH 8,0 nicméné hodnoty pro pH 6,0

a 7,0 jsou dostatecné vysoké pro dalsi pouziti.

Emisni spektrum MU
120000

100000

80000 ——pH6.0

——pH 7.0
60000

RFU

pH 8.0
40000

o &
0

C & & & & & & & & & & & &
S & & & &£ & & & & & & & &£
LA S R R A S S N SV

Vinova délka A

Obrazek 9. Emisni spektrum methylumbelliferonu.

Excita¢ni spektrum MU
250000

200000

150000

RFU

100000

50000

——pH 6.0
—pH7.0
pH 8.0

280nm  300nm  320nm  340nm 360nm 380nm 400nm 420nm

VInova délka A

Obrazek 10. Excitacni spektrum methylumbelliferonu.
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Excitacni spektrum MU bylo zméfeno pfi konstantni délce emisniho zafeni 450 nm
ataké pri riznych hodnotach pH (obrazek 10). Maxima RFU pro pH 6,0 a 7,0 byla
piiblizné pii 330 nm, pro pH 8,0 pti 380 nm. RFU pfi pH 8,0 vykazuje vyrazné vyssi
hodnoty oproti pH 7,0 a 6,0, pfi¢emz pfi naSem pokusu dosahoval vzorek o pH 6,0

ve svém maximu dokonce vys$si hodnoty RFU nez vzorek o pH 7,0.

5.2. Stanoveni kalibrace pro MU

Byly stanoveny hodnoty RFU u fady vzorkiit MU s postupné rostouci koncentraci
v rozmezi 0,195 — 50 uM. Ruast hodnot RFU v zavislosti na rostouci koncentraci MU,
jak je patrné z obrazku 11, ma linearni charakter. Hodnoty intenzity fluorescence jsou
pfimo umérné koncentraci MU, coz umoznuje tvorbu kalibra¢ni ptfimky. Kalibracni
kfivka nam umoznila stanoveni koncentrace MU respektive CHS dle detekovanych

hodnot RFU v dal$im méfeni.

Graf zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci MU

50000 y =910,27x + 1101,5
R?=0,9911
45000
40000 ® pHEO
35000
® pH7.0
30000
25000 pH 8.0
=321,5x + 205,13
20000 v ’ e inearni
R? = 0,9952 Linearni (pH
15000 | e e ° 6.0)
---------------- Linearni (pH
10000 et ° 7.0)
5000 @ e PR y =214,72x - 49,046
g R?=0,9998
0 &8
0 10 20 30 40 50 60

Koncentrace MU (uM)

Obrazek 11. Graf zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci MU,

Stanoveni bylo provedeno pii pH 6,0, pH, 7,0 a pH 8,0. Z grafu na obrazku 8 vyplyva,
ze hodnoty RFU zavisi na pH, tedy pfi ndmi zvoleném nejvyssim pH 8,0 byly hodnoty
RFU ve vsech bodech ktivky vyssi nez u pH 7,0 a 6,0.
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5.3. Inicialni méreni rychlosti reakce za rizného pH
Prvotni zkouska rychlosti reakce byla provedena za hodnot pH 6,0 a 7,0 (fosfatovy

pufr), 8,0 a 9,0 (Tris ). Vysledné hodnoty po odecteni slepého vzorku byly, jak je patrné
z tabulky 4, velmi nizké, coz nam naznacilo, Ze reakce probihd velmi pomalu nebo
vibec. Nemétené hodnoty RFU se stoupajicim pH stoupaly, nejvy$si hodnoty RFU byly

zaznamenany pii pH 9,0.

Tabulka 4. Hodnoty koncentraci MU a hodnoty RFU reakci probihajicich za rizného pH.

pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0
c (MU) | nedetek. 0,3284 uM 1,4882 uM 43616 uM
RFU -606 177 948 2640

5.4. Enzymova Kinetika

5.4.1. Stanoveni rychlosti reakce v zavislosti na obsahu
enzymu

Koncentrace findlniho produktu reakce MU roste v zavislosti na Case (obrazek 12)
I Srostouci koncentraci enzymt. Z obrazku 13 je patrné, ze u vzorku s nejvys$im
obsahem SULT2BIb 1,3 pg doslo nejrychleji k dosaZzeni maximalni koncentrace MU
1,4 uM. Ostatni vzorky dosdhly po 40 minutach inkubace hodnot 1,2 — 1,4 uM MU,
tedy hodnot dvojnasobnych oproti za¢atku méfeni. Ktivky vzorkd o obsahu SULT2B1b
0,1 ug a 0,3 pg se blizi svym tvarem linedrni pfimce. Kfivky ostatnich vzorkli maji
esovity tvar. Na obrazku 12 je patrny nejvyraznéj$i nartustu koncentrace MU
azna 1,8 uM u vzorku s nejvyssim obsahem SULT1A1 0,5 pg. U ostatnich vzorkl se

koncentrace MU také zhruba zdvojnasobily.
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Narust koncentrace MU v ¢ase v zavislosti na mnozstvi
obsazeného enzymu SULT2B1b

=9—0,01 pg
1,4
=—0,05 pg
g 1,2 -
2 =4—0,1 pg
R
2 ==0,3 ug
ir'é 0,8 -
206 - =#=0,7 pg
¥ 0,4 - =01 pg
0,2 b —|—1,3 ug

O min 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min 35 min 40 min 45 min

Cas

Obrazek 12. Narast koncentrace MU v ¢ase v zavislosti na koncentraci

enzymu SULT2B1b.

Narust koncentrace MU v Case v zavislosti na mnozstvi
obsazen¢ho enzymu SULTITA1

> -
1,8 - L K
16 - -
214 - ——0,01 g
212 - —8-0,05 pg
§ 1 —4—0,1 pg
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g 06 - =>¢=(0,25 pg
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0
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Obrazek 13. Narust koncentrace MU v ¢ase v zavislosti na koncentraci

enzymu SULT1AL.
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Zavislost rychlosti reakce na koncentraci SULT2B1b
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Obrazek 14. Zavislost rychlosti sulfonacni reakce na obsahu SULT2B1b.

Zavislost rychlosti reakce na koncentraci SULT1A1
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Obrazek 15. Zavislost rychlosti sulfona¢ni reakce na obsahu SULT1AL.

Z obrazkl 12 az 15 ovSem nevyplyvaji zasadngj$i a vypovidajici rozdily v hodnotach
koncentrace findlniho produktu MU u reakci s ménicimi se koncentracemi pfitomnych
enzymti SULT2B1b a SULT1A1 (rozdily v fadu jednotek uM) ani pti méfeni rychlosti
reakce, ktera se pohybovala v fadu nM/min. Doslo k relativné velmi malému zvyseni
intenzity fluorescence. Z obrazki 14 a 15 je patrné, ze reakce probihaji velice pomalu,
eventudlné¢ dochazi k nartstu RFU zjinych divoda a reakce neprobihd dle naseho
navrhu. Pfi nejvy$§im obsahu SULT2B1b 1,3 pg probihala reakce rychlosti
0,035 pM/min (obrazek 14) a pfi nejvysSim obsahu SULTI1A1 0,5 pg rychlosti
0,045 uM/min (obrazek 15). Ureakci provedenych v pifitomnosti Mg?* nebyly

zaznamenany zmeény oproti reakcim bez hote¢natych iond.
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5.4.2. Stanoveni rychlosti reakce v zavislosti na obsahu

substratu a kofaktoru
Ani obmény koncentraci substratu cholesterolu a kofaktoru PAPS nepfinesly

vyznamnéj§i zménu Kk lepSimu. Ptfi pokusu doSlo ke snizovani rychlosti reakce
s rostoucimi koncentracemi cholesterolu (obrazek 16). Vyssi hodnoty RFU u vzorki
sniz§im obsahem cholesterolu nas nevedly k reakcim s jest¢ niz§imi hodnotami.
Ale ani fedéni cholesterolu postupné az na pikomolarni mnozstvi opét nemélo vyrazny
efekt. Reakce sobsahem cholesterolu 1 pM probihala rychlosti 0,033 uM/min.
U pokusu s rostoucimi koncentracemi kofaktoru PAPS doslo rovnéz ke sniZeni rychlosti
reakce. Prikoncentraci PAPS 0,1 puM probihala reakce rychlosti 0,0483 pM/min,
pti koncentraci PAPS 100 uM rychlosti 0,0439 pM/min.

Zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu reakce
cholesterolu
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Obrazek 16. Zavislost rychlosti sulfonac¢ni reakce na koncentraci

substratu cholesterolu.

5.4.3. Stanoveni hodnot RFU v zavislosti na ruzné
koncentraci MUS

Pfi porovnani vzorki obsahujicich rlizné koncentrace MUS doslo po 40 min inkubace
k ziskani hodnot RFU zvySujicich se postupné s rostouci koncentraci MUS, jak je
patrné z tabulky 5. RFU u vzorku s 0,2 mM MUS byla po 40 minutach inkubace
s narustem RFU o041 na hodnoté 510, zatimco u 10 mM koncentrace MUS doslo
K nartistu o 457 na RFU 1298. Zajimalo nas, zda nedochazi ke zménam RFU u vzorka
obsahujicich samostatny MUS a dle dalsiho stanoveni jsme zjistili, ze minimalné

(obrazek 17).
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Tabulka 5. Hodnoty RFU jednotlivych sulfona¢nich reakci s rostoucimi koncentracemi

MUS (mnozstvi enzymt SULT2B1b 0.1 ug, SULT1A1 0.1 ug).

&as 5min [10min |[15min [20 min |25 min [30 min |35 min |40 min
konc. (RFU)

10 mM | 841 831 787 814 832 904 1072 1298
8mM |785 801 776 943 1167 1275 1272 1274

6 mM [1025 1097 1091 1107 1142 1136 1139 1136
4mM |1006 1033 1035 1056 1053 1065 1051 1078
1mM |595 644 627 627 650 659 616 644
0.2 mM | 469 510 486 489 502 528 482 510

5.4.4. Modifikace spektrofluorimetrické reakce pouzitim
substratu ve formé cholesterol — methyl — g — cyclodextrin

Problémovou ¢asti reakce mohla byt dostupnost substratu cholesterolu, ktery jakoZzto

hydrofobni molekula neni rozpustny ve vodé¢. Jako rozpoustédlo jsme vyuzili ethanol.

Vyuzitim komplexu cholesterolu s cyklodextrinem jsme chtéli zjistit, zda by tato forma

nebyla pro prib¢h reakce vhodné&js$i. Hodnoty RFU pfi pouziti bézného a ve vodé

rozpustného komplexu cholesterolu s cyklodextrinem jakozto substratu reakce se lisily

velice malo (tabulka 6). Po 60 min inkubace dosahly hodnoty RFU u bé&zného

cholesterolu 960 a u ve vod¢ rozpustného cholesterolu 932. Z hodnot v tabulce 6

vyplyva, ze rozpustnost cholesterolu nemusela byt hlavnim problémem nefunkénosti

sulfonaéni reakce.

Tabulka 6. Hodnoty RFU pfi pouziti ve vodé rozpustného cholesterolu a bézného
cholesterolu

Omin 10 min 20 min 30 min 40min 50 min 60 min
(RFU)

Cholesterol ve vodé

rozp.

Cholesterol

858 939 934 930 945 878 932

951 977 990 985 993 915 960
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5.4.5. Stanoveni a porovnani RFU u nekompletnich reakci
Jelikoz vysledky predeslych stanoveni ukazovaly, ze reakce ziejm¢e stile neprobiha

podle navrzeného schématu, rozhodli jsme se to ovéfit provedenim série reakci, kde
vzdy chybéla néktera ze slozek ucastnicich se rakce. Nejvyssi hodnoty RFU blizké 1000
vykazoval roztok obsahujici samostatny 4 mM MUS, dale kompletni reakce a na tirovni
byla také reakce neobsahujici substrat cholesterol (obrazek 17). Kompletni reakce méla
stiidavé stoupajici a klesajici tendenci hodnot RFU. Reakce neobsahujici SULT2BI1b
méla mirné stoupajici tendenci a dosahovala RFU az 920. Nejnizsi hodnoty RFU 450
mély vzorky neobsahujici MUS, vzorky 0,5 mM MUS maji RFUmax 580 a 1ImM MUS
0 RFUmax 630. Zvysledkii vyplyvd, Ze na hodnoty RFU ma vliv pfedevSim

koncentrace MUS a ne prib¢h vlastni sulfona¢ni reakce.

Priibéh nekompletnich reakci
1200 - =4¢=—FKompl. rce bez

SULT2B1b
1000 -
m == Komleptni reakce
800 -

== Kompl. rce bez MUS

o —o—o—0—0—0— ——9
2 600 -
I fyf———f\  —¢=Kompl. rce bez CH
400 -
=== MUS 4mM
200 A
0 =0=MUS 1mM
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas (min)

Obrazek 17. Graf znazoriujici pribéh nekompletnich reakci.

5.4.6. Stanoveni aktivity SULT1Al

Na zékladé predchozich méteni se zd4, Ze reakce stale nefunguje. Rozhodli jsme se
ovétit zda SULT1AT katalyzujici druhou z parovych reakei je aktivni. Kolorimetrickou
metodou zalozenou na méfeni absorbance p — nitrofenolu pfi 401 nm jsme ovéfili, ze
SULT1AL1 je aktivni (obrazek 18). Po 40 minutach inkubace dosahl vzorek obsahujici
1 ug SULT1A1 absorbance 530 a vzorek obsahujici 0,2 nug 0,097. Dalsi moznosti bylo
ovéfeni aktivity hlavniho enzymu SULT2BI1b, k ¢emuz jsme ale neméli potiebné

prostiedky.

50



Rostouci absorbance probihajici reakce
se SULT1Al v case
06 -

04 -
——SULTIA10,2 ug

< 0,3 A SULT1A11 ug

o W

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Cas (min)

Obrazek 18. Zavislost absorbance na ¢ase u sulfonacni reakce obsahujici SULT1A1

ve dvou mnozstvich

5.5. Ovéreni funk¢nosti reakce s bunéénym lyzatem linie
HaCat

Jelikoz parova reakce za vyuziti komeréné odstupného SULT2B1b nefungovala,
rozhodli jsme se pro vyuziti linie lidskych imortalizovanych keratinoct. U této linie
dochazi v pribéhu kultivace k diferenciaci keratinocytd. Diky této skuteCnosti jsme
predpokladali, Ze buiikky by mély byt schopné exprimovat SULT2B1b. Kultivaci
bunécné linie HaCaT dle rozpisu uvedeného v tabulkach 3 a 4 byly ziskany vzorky

0 celkovém obsahu proteint uvedené v tabulce 7.

Tabulka 7. Celkova koncentrace proteint (mg/ml) stanovena BCA metodou u lyzatt

bunék linie HaCaT nasazenych dle rozpisu na tabulkach 3 a 4.

A. -0,2657909 -0,1735606 0,1394634 0,4318055 0,6162661 0,6162661
B. -0,3065959 -0,2043041 0,166294 0,3250419 0,5637228 0,6816657
C. 0,0198435 -0,2182784 0,2479039 0,1495249 0,1925657 0,1092789
D. -0,0008385 -0,1400224 0,2288988 0,2003913 0,1601453 0,25461151
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Graf zavislosti absorbance na koncentraci BSA

0,8
0,6
<
0,4
0,2
O L
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Koncentrace proteini (mg/ml)

Obrazek 19. Zavislost absorbance na koncentraci BSA.

Pro stanoveni aktivity SULT2BI1b, kdy jsme piedpokladali jeji obsah v HaCaT
bunééném lyzatu jsme vybrali vzorky o nejvy$sim obsahu proteinli, vzorek oznaceny
jako ,,Lyzét 1* o celkovém obsahu proteini 0,6163 mg/ml a ,,Lyzat 2 0,6817 mg/ml.
Pro tieti vzorek jsme pouzili 25 ul BOFES. Jak je patrné z grafu na obrazku 20, nebyly
zaznamenany vyraznéjsi rozdily oproti slepému vzorku RFU u ,,Lyzatu 1 a ,,Lyzatu 2
i blanku se pohybovaly mezi 700 az 800. U vzorku, ktery obsahoval BOFES doslo
ke zvyseni RFU z 770 na 960. To, Ze ani vyuziti linie HaCaT jako zdroje aktivniho
enzymu neprokazalo funkcénost reakce, miize znamenat, Ze slozeni reakéni smési
a podminky stale nejsou optimalni nebo ze lyzaty kultivované linie neobsahovaly
dostatecné mnozstvi aktivniho enzymu. To mohlo byt zplisobeno jak nedostatecnou

expresi, tak poSkozenim enzymu v prubchu ziskavani lyzatu.

Hodnoty RFU u reakce s lyzaty HaCaT a BOFESem

1000 -
Lvz4
800 - > P ———— —lyzat
-— o \ 4 1
600 - Lyzat
2 2
&
400 - Bofes
200 A
0

0 min 5 min 10 min15 min20 min25 min30 min35 min40 min45min 50min
Cas

Obrazek 20. Hodnoty RFU v ¢ase u reakce probihajici s lyzaty linie HaCaT a fetalnim

bovinnim sérem.
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6. DISKUZE

Sulfotransferdza 2B1b patfi mezi enzymy, které prozatim nejsou zcela podrobné
prostudovany. Je vSak patrné, Ze ma vyznamné misto mezi enzymy podilejicimi se
na formovani a fungovani epidermis (Falany a kol. 2006). Potencial jejiho dalSiho
zkoumani tak tkvi pfedev§im v moznostech lepé porozumét roli i slozeni kozni bariéry
a moznosti jeji modifikace. Znalost role cholesterol sulfatu a také moznost ovlivnit jeho
hladiny v kuzi muze napomoci pii zvladani jak kosmetickych, tak patologickych
koznich problému. Inhibitory enzymu SULT2B1b by se tak ziejmé mohly podilet
na feseni problému tykajicich se hyperkeratézy a nadmérného Supinaténi. Prozatim se
pokozka trpici Supinatosti fesi predev$im aplikaci emoliencii, kdy se vyuziva jejich
okluzivniho Uc¢inku (vazelina, ZivociSné i rostlinné oleje) ¢i schopnosti vazat vodu
adodavat ji pokozce (mocovina, kyselina hyaluronova, ceramidy, cholesterol).
Moznosti je vyuziti mechanického ¢i chemického peelingu, ktery casto zpusobuje
drazdéni pokozky (Finsterlova 2006). Vyhodou by tedy mohlo byt vyuziti latek

schopnych ovlivnit pfirozeny proces deskvamace.

Jednim ze smérti zkoumani by mohl byt odlisny obsah CHS i aktivita SULT2B1b
v mladé a starnouci pokozce. ZvySeny obsah CHS ve starnouci pokoZce byl zatim
prokazan u mysi (Haratake a kol. 2006). Zda je tomu tak i u lidské pokozky je potieba
dukladngji ovéfit. Ovlivnéni obratu CHS v epidermis by mohlo pfispét v boji proti
pfedCasnému starnuti pokozky, ale rovnéz ke zmirnéni projevi znamek typickych
pro starsi epidermis. Latky ovliviiyjici deskvamaci by mohly najit uplatnéni spolu s jiz
tradiénim vyuZivanim prostfedki chranicich pfed plsobenim slune¢niho zafeni,
nutraceutik zajistujicich vyzivu téla 1 pokozky, antioxidantl a latek pisobicich proti

vraskam, ztraté pruznosti a dyspigmentaci (Dayan 2008).

Pro rutinni praci s enzymem a zkoumani moznosti ovlivnéni jeho exprese je vhodné mit
k dispozici jednoduchou, rychlou, finanéné méné naroénou metodu pro stanoveni
enzymové aktivity. Proto jsme chtéli takovouto metodu zavést do praxe.
U sulfotransferaz se pro urCovani aktivity vyuziva predevsim radiometrické stanoveni,
které¢ bohuZzel nespliiuje vSechny vysSe zminénd kritéria. Vyhodou radiometrického
stanoveni je univerzalni vyuziti u sulfonacnich reakci a vysoka citlivost (Paul 2012).
Pro jednu ze sulfotransferaz, konkrétné DHEA-ST, je popsana spektrofluorimeticka
metoda, ktera nas inspirovala (Chen 2005). Stejn¢ jako u detekce aktivity DHEA-ST

jsme vyuzili parovou reakci vyuzivajici fluorescenci MU jakozto kone¢ného produktu.

53



OvSem pfihledani optimalnich podminek pro stanoveni aktivity SULT2BI1b
spektrofluorimetricky se nam je bohuzel nepodafilo najit, a tim padem ani popsat

fungujici parovou reakci. Toto selhani mize mit hned n¢kolik divodu.

Jednim z hlavnich divoda nefunk¢nosti reakce miize byt neaktivni enzym. Zakoupeny
enzym pouzivany pii naSich experimentech byl dle vyrobce uréen predevsim
pro separaci proteini metodou SDS-PAGE, a tim padem nemél deklarovanou
katalytickou ucinnost. Je tedy mozné, ze enzym neobsahoval ¢asti stéZejni pro priubéh
sulfonaéni reakce (He aFalany 2006). ReSenim tohoto problému by mohlo byt
vytvoreni vlastniho rekombinantniho enzymu. OvSem tento postup je naro¢ny a ziskani
stoprocentn¢ Ufinného enzymu také neni =zajiSténo, jelikoz enzym se jevi
citlivy a pti snaze o0 ziskani cCistétho enzymu podléha relativné snadno zméndm
vedoucim ke ztraté aktivity (Falany a kol. 2006). Pro dalsi experiment jsme vyuzili linii
lidskych imortalizovanych keratinocytli HaCaT, kdy buné¢ny lyzat mél v reakéni smési
nahradit zakoupeny enzym. Tato linie je vyznamnd svou zachovalou schopnosti
diferenciace (Boukamp 1988). Piedpokladali jsme obsah alesponn malého mnozstvi
aktivni SULT2B1b v lyzatech, coz ale neni literaturou podloZeno. Bylo by proto
do budoucna vhodné ovéfit pfitomnost proteinu SULT2B1b eventualné jeho aktivitu
Vv linii. Ani pfi pouziti lyzatu jsme nezaznamenali uspéch a reakce stale nefungovala.
Problémem by mohla byt uz vySe zminéna nestabilita enzymu. Pfi kultivaci byl ziskan
relativné nizky vytézek celkového proteinu, coz by mohlo vedle nepfitomnosti enzymu
znamenat nedostatecné mnozstvi SULT2B1b nutné pro pribéh reakce. Moznosti by
bylo vyuziti bunék oznafovanych jako normalni lidské epidermalni keratinocyty
(normal human epidermal keratinocyte, NHEK), u kterych je pfitomnosti aktivniho

enzymu SULT2B1b prokazana (Higashi 2004).

Dal$im problémem by mohla byt rozpustnost substratu cholesterolu, ackoliv jsme
pro reakci vyuzili také formu ve vodé rozpustného cholesterolu. Substrat ve formé
cholesterol-methyl-pB—cyclodextrin jsme vyuzili v podstaté jako nahradu za metodu
vyuzivajici rozpusténi cholesterolu v roztoku p—cyclodextrinu Tento zpisob Setrného
pfevedeni do vodného roztoku je vyuZzivan pii méfeni enzymové aktivity
napt. U cholesterol-27-hydoxylazy (Xiaobo a kol. 2006). Pro reakce jsme povétsinou
vyuzivali cholesterol rozpustény v etanolu. Neptepokladali jsme vliv etanolu na pribéh
reakce ani mozné vysrazeni cholesterolu v reakéni smési, ovSem problém s dostupnosti

substratu je mozny. Jako rozpoustédlo jsme vyuzili rovnéZ dimethylsulfoxid,
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ale bez pozitivniho efektu. Pfi zkouSeni jsme zaznamenaly rostouci fluorescenci
Vv zavislosti na rostouci koncentraci MUS. To je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno
obsahem MU v komer¢né dodavaném MUS, coz uvadi i vyrobce Sigma-Aldrich. MUS
sam o sobé vykazuje fluorescenci (Internet 6), ale s maximy pii jinych vlnovych
délkach i pH (Aex=334 nm, Aem=370 nm, pH 10,4). Moznosti by mohlo byt vyuziti
parové reakce, vyuzivajici rovnéz fenolsulfotransferazu, ale jiny fluoreskujici produkt.
Mezi sulfaty, které po hydrolyze vykazuji fluorescenci, patii napi. naftyl sulfat
(Paul a kol. 2012).

Neuspéch spektrofluorimetrické metody stanoveni aktivity SULT2BIb nasméroval
pracovniky Contipra jinym smérem. Dokazali uspésné stanovit podminky pro méteni
aktivity této sulfotransferazy vyuzitim spektrofluorimetrické detekce konecného
produktu jiné parové reakce. Finalni a méfitelny produkt fosfat je uvolnén z PAP diky
fosfatize a je mozné ho detekovat diky tvorbé komplexu fosfomolybdenanu
malachitové zelené (Prather a kol. 2012). Vyhodou tohoto stanoveni je moznost vyuziti

pro Sirokou skalu SULTs, jelikoz PAP vznika pti vétsing sulfonacnich reakei.
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7. ZAVER

SULT2BI1b patii mezi vyznamné enzymy kozni bariéry. Je zatim jedinym zndmym
enzymem, ktery katalyzuje sulfonaci steroidni molekuly, konkrétné cholesterolu, v kazi.
Funkce SULT2B1b v lidské epidermis neni zatim dopodrobna popsana. Ukazuje se,
ze produkt sulfonace CHS, by se mohl zaradit vedle filaggrinu mezi pozdni markery
diferenciace keratinocytli. Vedle podilu na stimulaci diferenciace keratinocyti se
ukazuje byt jeho hlavni roli ovlivnéni deskvamace pokozky. V hlubsich vrstvach
epidermis pusobi CHS jako inhibitor deskvamace. Nejvyssich koncentraci dosahuje
SULT2BI1b spolu s CHS ve stratum granulosum, kde tvoii az 5 % z ptitomnych lipida.
Smérem k povrchu pokozky zakonceného vrstvami mrtvych bunék strata cornea
mnozstvi CHS diky hydrolyze klesd, dochazi k degradaci desmozomt a diky zvySené
koncentrace cholesterolu k destabilizaci lipidovych dvojvrstev. Postupné se snizuji
adhezivni sily mezi korneocyty a dochazi k jejich odlupovani, ¢imz je ukonéen proces
zrani bunék epidermis. Ovlivnéni obratu CHS v epidermis také skrze ovlivnéni aktivity
SULT2B1b by mohlo byt nastrojem v boji s nadmérnym Supinaténim, hyperkeratézou
¢1 patologiemi jako X-vdzand ichtydza. Pti pokusech na mySich se zjistilo, ze také
Vv pritbéhu starnuti pokozky dochézi ke zméndm v cyklu CHS a zvySuje se jeho obsah.
Jelikoz nebyly zaznamenany zmény v aktivité steroidsulfatdzy degradujici CHS,
mnozstvi CHS v epidermis by mélo korelovat s aktivitou SULT2B1b, coz by

hypoteticky mohlo znamenat, Ze aktivita SULT2B1b s vékem muiZe nariistat.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo navrhnuti a stanoveni optimalnich podminek
pro chod spektrofluotrimetrické metody. Nevrzené parova reakce, vyuZzivajici stanoveni
finalniho produktu MU spektrofluorimetricky, se nam 1 pies veskerou snahu nepodaftila
rozbéhnout. Jako hlavni mozné problémy jsme urcili neaktivni enzym SULT2BI1b
a Spatnou dostupnost substratu cholesterolu pro enzym. Dostupnost cholesterolu jsme
chtéli zvysit pouzitim jeho komplexu s B-cyklodextrinem, ktery ndm umoznil ho prevést
do vodného roztoku. Nedoslo ale ke zlepSeni vysledkd. Problémem tedy mohl byt
neaktivni zakoupeny enzym, coz jsme si vzhledem k narocnosti radiometrické metody
bézné pouzivané pro stanoveni aktivity tohoto enzymu neovéfili a v dalSich pokusech
nam zabranilo vyCerpani mnoZstvi enzymu. Problémem mohla byt také nekompatibilita

celého reakéniho systému ¢i nevhodny vybér metody pro tento konkrétni enzym.

Vyzkumny tym spole¢nosti Contipro se timto enzymem nadale zabyval a podaftilo se

jim vyvinout vhodnou relativné nenaro¢nou metodu pro stanoveni aktivity SULT2B1b
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spektrofotometricky. Pfi této metod¢ je detekovan jako finalni produkt anorganicky
fosfat, ktery vznikd oddélenim od desulfonovaného kofaktoru reakce PAP. Tento fosfat
tvofi reakci s malachitovou zeleni komplex fosfomolybdenanu malachitové zelen¢

detekovatelny spektrofotometricky.
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8. SEZNAM ZKRATEK

5- AMP —5’- adenosinmonofosfat
AD — atopicka dermatitida

ATP — adenosin trifosfat

BOFES — bovine fetal serum

BSA — bovine serum albumin

HMG CoA — hydroxymethylglutaryl coenzyme A
CH — cholesterol

CHS — cholesterol sulfat

LDL — low density lipoprotein

LP — lyza¢ni pufr

MU — methylumbelliferon

MUS — methylumbelliferyl sulfat
p-NFS — para - nitrofenolsulfat
p-NF — para - nitrofenol

PAPS — 3" - fosfoadenosin - 5" - fosfosulfat
PAP — adenosin 3',5" - difosfat

PBS — phosphate buffered seline

Pi — anorganicky fosfat

RFU — relative fluorescent unit

SC — stratum corneum

SULT - sulfotransferaza

XLI — X-vazand ichtyoza
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