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Souhrn

Kofein je vyznamnou slozkou lidské stravy, a pfestoze ma fadu prospésnych u¢inkli na zdravi,
je spojovan také surCitymi zdravotnimi riziky, jako je napiiklad riziko vzniku osteoporozy
a podobnych onemocnéni. Jednim z vyznamnych reguldtorii kostniho metabolismu je receptor pro
vitamin D. Tato prace se zabyva vlivem kofeinu na expresi cilovych gent tohoto receptoru, které
potencialné mohou souviset s vznikem takovych onemocnéni. Studovan byl vliv kofeinu o koncentraci
0,1; 1; 10 a 100 pmol x 1" v koinkubaci s ligandem receptoru, kalcitriolem, o koncentraci
75 nebo 1 nmol x I”' v bun&nych liniich LS180 a HOS a v lidskych osteoblastech. Exprese byla
stanovovana na urovni RNA pomoci Real-Time PCR a na irovni proteinu pomoci Western blottingu,
mezi sledovanymi geny byly geny souvisejici s metabolismem kalcitriolu (CYP24A1 a CYP27BI)
a s tvorbou kostni matrix (BGLAP, SPP1 a TNFSF11). V bunécné linii LS180 nebyly zaznamenany
zmény v expresi genll. V bunééné linii HOS a v kultufe osteoblastli byly zaznamenany mirné

modulaéni u¢inky na expresi gend, které vyzaduji dalsi zkoumani.
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Summary

Caffeine is an important part of human diet. Even though it has a number of beneficial health
effects, it is associated with certain health hazards such as the development of osteoporosis and similar
diseases. Vitamin D receptor is one of the major regulators of bone metabolism. This thesis is focused
on the effect of caffeine on the receptor’s target genes that potentially may be related to the
development of such disecases. The effect of caffeine was studied at concentrations of
0,1; 1; 10 and 100 umol x 1! in coincubation with the ligand, calcitriol, at a concentration of either
75 or 1 nmol x 1" in LS180 and HOS cell lines and human osteoblasts. The expression was assayed at
RNA Ievel by Real-Time PCR and at protein level by western blotting. The selected genes were
associated with calcitriol metabolism (CYP244] and CYP27BI) and with bone matrix formation
(BGLAP, SPPI1 and TNFSF11). There were no changes in gene expression in the LS180 cell line. In
the HOS cell line and osteoblast culture there were some modulatory effects detected but they need

further analysis.
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Seznam symboli a zkratek

1,25D5-MARRS

AA/BIS
APS
ATM
BGLAP
BSA
CBP
DBP
DMEM
DMSO
DR

ER

FBS
FBS-CS
FOXO1
GAPDH
HEPES-BSS
IOM

LB

LCA
M-CSF
MEDI1
NCoA62
NCOR
OCN
OPG
OPN
PBS
RANKL
RXR
SDS
SIBLINGSs
SPP1
SRC-1

1,25(0OH),D; membrane-associated rapid response binding protein
Akrylamid/bisakrylamid

Persiran amonny (ammonium persulfate)

Ataxia telangiectasia

Bone y-carboxyglutamate protein

Teleci sérovy albumin (bovinne serum albumin)
CREB-vazebny protein

Vitamin D vazajici protein

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Dimethylsulfoxid

Piima repetice (direct repeat)

Obracena repetice (everted repeat)

Fetalni teleci sérum (fetal bovinne serum)

Charcoal stripped fetalni teleci sérum (fetal bovinne serum)
Forkhead box Ol

Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

HEPES buffered saline solution

Institute of Medicine

Loading buffer

Litocholova kyselina

Riastovy hormon pro makrofagy (macrophage colony-stimulating factor)

Mediator complex subunit 1

Nuclear receptor coactivator 62 kDa

Nuclear receptor co-represor

Osteokalcin

Osteoprotegerin

Osteopontin

Phosphate buffered saline

Receptor activator of nuclear factor kB ligand
Retinoidni X receptor

Dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)
Small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins
Secreted phosphoprotein 1

Steroid receptor co-activator 1
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TBS Tris buffered saline

TNS Trypsin neutralizing solution

TRPV6 Transient receptor potential cation channel subfamily V member 6
uUT Untreated

VDR Receptor pro vitamin D

VDRE Vitamin D responzivni elementy
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1. Uvod

Kofein je nedilnou soucasti lidské stravy v zdpadnim svété a lze se s nim setkat bézné
v riznych forméch, od tradi¢nich jako je kéva nebo ¢aj az po energetické ndpoje, které za posledni
dobu zazily silny rozmach. Pfestoze ma tato latka své pozitivni G€inky na udrzeni bdélosti
a pozornosti, diky kterym jsou napoje a potraviny s obsahem kofeinu tak rozsifené, je konzumace
kofeinu spojovana s uréitymi riziky pro lidské zdravi — ¢etné studie popisuji vliv kofeinu na vznik
kardiovaskularnich chorob ¢i negativni ucinky na reprodukci a vyvin plodu v téle matky, piestoze jiné
studie spojitost s konzumaci kofeinu v téchto ptipadech vylucuji.

Konzumace kofeinu je také povazovana za rizikovy faktor pro vznik osteoporozy ¢i snizeni
kostni denzity u Zen starSiho v€ku, prestoze jsou vysledky klinickych studii zaméfenych na tuto
problematiku rovnéz mnohdy protichiidné. Molekularni mechanismus, ktery by mohl za tim stat, nebyl
dosud dostatecné studovan. Potencialnim aktérem v takovém procesu muize byt receptor pro
vitamin D, jez se mimo jiné vyznamn¢ podili na regulaci metabolismu vapniku a fosforu, ovliviiuje
resorpci kosti a tvorbu proteint, které tvofi organickou slozku kostni hmoty. Tato prace si klade za cil
prozkoumat ucinky kofeinu na geny spadajici pod regulaci tohoto receptoru, které by mohly mit vliv

na vznik osteopordzy a podobnych onemocnéni.



2. Cile prace

Cilem této prace je stanovit expresi gentt CYP24A41, CYP27B1, BGLAP, SPPI a TNFSF11 po
koinkubaci kalcitriolu a kofeinu — na tirovni RNA metodou Real-Time PCR a na trovni proteinu
pomoci western blottingu, a to v nadorovych bunéénych liniich LS180 a HOS a v primarni kultute

lidskych osteoblastt.



3. Literarni prehled

3.1. Receptor pro vitamin D

Receptor pro vitamin D (VDR) zprostiedkovava biologické uc€inky vitaminu D (Haussler et
Norman, 1969). Jeho ligandem je 1a,25-dihydroxyvitamin D, biologicky aktivni, hormonalni forma
vitaminu D (Haussler et al., 1968; Myrtle et al., 1970; Norman et al., 1971). VDR se podili na
homeostazi mineralti a méa fadu jinych biologickych Gginkt. Radi se mezi jaderné receptory a spoleénd
s konstitutivnim androstanovym receptorem a pregnanovym X receptorem nalezi do podskupiny
jadernych receptorit NR11 (Moore et al., 2006).

Funkéni domény VDR tvoii N-koncovd DNA vazebnd doména, ktera se sklada ze dvou
zinkovych prsti, ligand-vazebna doména, sestdvajici z minimalné 12 Sroubovic a 3 -sklddanych listi,
a pantova doména, kterd tyto dvé oblasti propojuje (Christakos et al., 2016). Mimo nejb&znéjsi
variantu dlouhou 427 aminokyselin (tzv. VDRA isoformu) existuji i jiné varianty VDR. Popsana byla
VDRBI isoforma, kterd ma vyssi molekulovou hmotnost nez VDRA diky prodlouzeni proteinu na
N-konci (Sunn et al., 2001). Tato isoforma ma pravdépodobné podil na charakteru odpovédi VDR
v riznych typech bun€k a na rizné typy ligandu (Esteban et al., 2005). Tieti znama isoforma je dana
proteinu o 3 aminokyseliny a vys$i biologickou aktivitu (Arai et al., 1997). Tato varianta byla
pojmenovana Fokl podle restrikéni endonukleazy, kterou se tento polymorfismus da rozeznat
(Gross et al., 1996).

VDR se vyskytuje v mnoha tkanich. Nejvyssi exprese VDR je ve tkanich, ve kterych realizuje
svou funkci v metabolismu vapniku — ve stfevé, ledvinach, ptistitnych téliscich a kostech. Pfitomen je
také v hypofyze, mlééné zlaze, muzskych reprodukénich organech arovnéz v buiikach imunitniho

systému, zatimco v jatrech a pfi¢né pruhované svaloving jej nelze detekovat (Wang et al., 2012).

3.1.1. Mechanismus piisobeni VDR

VDR primarné funguje jako transkripcni faktor. Vazba 1a,25-dihydroxyvitaminu D na VDR
zpisobuje asociaci receptoru s nékterou zisoforem retinoidnitho X receptoru (RXR) a vznikly
heterodimer rozpoznava vitamin D responzivni elementy (VDRE) v promotoru cilovych gent
ve velkém zlabku dvousroubovice DNA, kde se chova jako aktivator ¢i represor transkripce. VDRE ve
vétsSin€ pripadd tvoii piima repetice (DR, direct repeat) dvou hexanukleotidovych sekvenci
(tzv. halfelements) s tfinukleotidovou mezerou (oznacovano jako DR3), fid¢eji se vyskytuje obracena
repetice (ER, everted repeat) s Sestinukleotidovou mezerou (ER6). V piipade nejbéznéjsiho DR3 se do
sekvence na 5° konci vaze RXR a do sekvence na 3 konci VDR. VDRE se v promotoru genu mohou
vyskytovat v jedné kopii (napf. mySi osteokalcin, kutfeci parathormon ¢i lidsky p21), dvou (lidsky
cytochrom P450 24A1 a 3A4) ¢i vice (lidsky RANKL, receptor activator of nuclear factor kB ligand,



¢i TRPV6, transient receptor potential cation channel subfamily V member 6), pficemz pro maximalni
indukeci je nutné vazba heterodimeru do vSsech VDRE (Haussler et al., 2011a).

Aktivace transkripce cilovych genli je umoznénd asociaci heterodimeru VDR-RXR
s koaktivatory zajistujici acetylaci histond, mezi jaké patii NCoA62 (nuclear receptor coactivator
62 kDa), SRC-1 (steroid receptor co-activator 1), CBP (CREB-vazebny protein) ¢i P300. Nasledné
dochazi k asociaci dimeru s MEDI (mediator complex subunit 1), coz umoziiuje pfipojeni RNA
polymerazy II a dalSich bazalnich transkripcnich faktord a miZze dojit k transkripci genu. Represe
transkripce je mozna asociaci s korepresory, jako jsou NCOR (nuclear receptor co-represor)
a histondeacetylazy (Ryan ef al., 2015).

Aktivita VDR miize byt ovliviiovana nékterymi posttranslaénimi modifikacemi. Dosud byla
popséna regulace pomoci fosforylace, sumoylace a ubikvitinace (Zenata et Vrzal, 2017).

Fosforylace VDR umoziiuje jak zvyseni, tak snizeni transkripéni aktivity v zavislosti na
serinovém reziduu, na které se pfipojuje fosfatovy zbytek. Naptiklad fosforylaci serinu 208 a 222 je
mozné zvysit transkripéni aktivitu VDR, coz je zprostiedkovano kindzou ATM (ataxia telangiectasia)
(Ting et al., 2012). Kasein kindza Il rovnéz umoziiuje zvyseni transkripcni aktivity, a to fosforylaci
serinu 208 (Jurutka et al., 1993). Naopak snizeni transkripni aktivity je realizovano fosforylaci
serinu 51 proteinkinazou C-f (Hsieh et al., 1991) ¢i skrz proteinkindzu A fosforylaci serinu 182
(Hsieh et al., 2004). Jinou moznou posttranslacni modifikaci VDR je sumoylace. Lee et al. (2014)
prokazali sumoylaci lysinu 91, disledkem je snizeni transkripcni aktivity VDR. Rovnéz byla zjisténa
ubikvitinace VDR, jez mlze za nasmérovani receptoru k degradaci v proteazomu (Chi et al., 2009;
Peleg et Nguyen, 2010), lysinovy zbytek zodpoveédny za tuto modifikaci v§ak dosud nebyl spolehlivé
identifikovan (Zenata et Vrzal, 2017).

Mimo genomické ucinky mize VDR zprostiedkovavat i rychlé Uc¢inky, které nesouviseji
s transkripci genti — v porovnani s genomickymi Ucinky, které jsou realizovany v fadu hodin az dni,
negenomické U€inky funguji vfadu jednotek az desitek minut (Haussler et al., 2011b). Rychlé
odpovedi se prisuzuji VDR umisténému mimo jadro bunky, ve vchlipeninach plazmatické membrany,
tzv. kaveolach (Huhtakangas et al., 2004). Membranové formy byly popsany i u jinych jadernych
a steroidnich receptortl, takze VDR neni v tomto sméru vyjimkou (Pietras ef al., 2001; Norman et al.,
2004). Bravo et al. (2006) dokazali, Ze se nejedna o jiny receptor, nez ktery umoznuje transkripci
gend. Pfesto i jinému receptoru, 1,25(OH),D; membrane-associated rapid response binding proteinu
(1,25D;-MARRS), se pfisuzuje schopnost védzat a realizovat své UCinky prostiednictvim
la,25-dihydroxyvitaminu D (Nemere et al., 2004).

Rychlé odpovédi spojené s negenomickymi ucinky VDR byly prokdzany pouze v hrstce
ptipadd. Poprvé byly popsany na rychlé absorpci Ca®" v kufecim stievé, tzv. transkaltachii (Norman
et al., 1997). Dale 1ze uvést modulaci nap&tové fizenych Cl™ a Ca®* kanall v osteoblastech (Zanello

et Norman, 2004) a Cl” kanalti v Sertoliho buitkdch (Menegaz et al., 2010). Rychlé odpoveédi VDR
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jsou spojovany také se zvySenou sekreci inzulinu B-buiikami pankreatu a zvySenym tokem Ca’" do

nich (Kajikawa et al., 1999) a migraci bun¢k hladkého svalstva (Rebsamen et al., 2002).

3.1.2. Vitamin D

Pfirozenym ligandem VDR je la,25-dihydroxyvitamin D, ktery se tvofi metabolickou
pfeménou z vitaminu D. Ten mtze vznikat bud’ endogenné preménou prekurzoru v kiizi, nebo byt
ptijimén potravou ve formé vitaminu D; (cholekalciferol) ¢i D, (ergokalciferol).

Vitamin D5 se nachédzi zejména v potravé z zivoc¢isnych zdroji. Nejvyssi obsah Ize detekovat
v rybach, pficemz nejhojnéji se vyskytuje v jatrech. Obecné se ve vnitinostech nachdzi vice nez
10x vy$si obsah vitaminu D; nez ve svaloving€, a mnozstvi se 1isi druh od druhu a od tkané. Vitamin Ds
je dale obsazen i ve zloutku. Mléko a mlécné produkty jsou rovnéz zdrojem vitaminu Ds, jedna se
ovSem o produkty obohacené (fortifikované), jinak je obsah vitaminu D3 v téchto potravinach nizky.
Vitamin D, je také pfijiméan v jidelnicku, pro tvorbu 25-hydroxyvitaminu D je vSak upfednostiiovan
vitamin D3 (Schmid et Walther, 2013). Vitamin D, pochazi zejména z hub, pfi¢emz obsah vitaminu D,
v nich je ovlivnén UV zatenim (Liu, 2012).

V kizi vychazi syntéza z 7-dehydrocholesterolu (provitaminu D;). Pisobenim UV zafeni
dochazi k jeho izomerizaci na previtamin D;. Neenzymatickou cestou termalni izomerizace se pak
tvoti vitamin Dj, ktery vstupuje do krevniho ob&hu, kde je prenasen ve vazbé na vitamin D vazajici
protein (DBP). V jatrech se vitamin D hydroxyluje na 25-hydroxyvitamin D pisobenim enzymi
s vitamin D 25-hydroxylazovou aktivitou, z nichz mikrosomalni cytochrom CYP2R1 je povazovan za
fyziologicky nejvyznamnéjsi, ackoliv je mozna ucast také mitochondridlniho CYP27A1 ¢i 2D25
(Christakos et al., 2016).

Z jater je 25-hydroxyvitamin D (kalcifediol) transportovan do ledvin, kde transmembranovy
protein megalin zprostfedkovava endocytézu 25-hydroxyvitaminu D vazaného na DBP.
25-hydroxyvitamin D je pak v bunkich proximdlniho tubulu hydroxylovan mitochondrialnim
CYP27BI na la,25-dihydroxyvitamin D (kalcitriol), biologicky aktivni formu vitaminu D, ktera je
krvi pfenasena k cilovym tkanim. Ledvina tak slouzi jako endokrinni organ (Christakos et al., 2016).

Inaktivaci kalcitriolu po realizaci svych biologickych tucinkli zajiStuje 24-hydroxylaza
CYP24A1, kterd je exprimovdna ve vSech tkénich sexpresi VDR. Produkt reakce,
1a,24,25-trihydroxyvitamin D, je 10x méné€ aktivni nez kalcitriol. CYP24A1 je také zodpovédny za
celkovou degradaci kalcitriolu pétikrokovou, tzv. C24 oxidacni dréhou degradace kalcitriolu, ktera se
déje Stépenim postranniho fetézce molekuly na kyselinu kalcitroovou, jez se vyluCuje Zluéi.
Alternativni cesta degradace hormonu je mozna i C23 hydroxyla¢ni drahou, kdy dochazi k vytvoreni
laktonu z postranniho fetézce, koneénym produktem je pak 1a,25-dihydroxyvitamin D-26,23-lakton

(St. Arnaud, 2011). Metabolismus vitaminu D je shrnut v obrazku 1.
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Obrazek 1: Metabolismus vitaminu D. Vitamin D; je hydroxylovan v pozici C25 pomoci CYP2R1 ¢&i CYP27Al na
25-hydroxyvitamin D3 (25-OH-D;), ktery je krvi pfenaSen ve vazbé na vitamin D vazajici protein (DBP).
25-hydroxyvitamin D; mtze byt dale hydroxylovan bud v pozici C24 enzymem CYP24A1 na neaktivni
24R,25-dihydroxyvitamin Ds; (24R,25-(OH),-D;), nebo pomoci CYP27B1 na hormonalni formu vitaminu D
la,25-dihydroxyvitamin D; (1,25-(OH),-D;), ktera své biologické ucinky realizuje skrz receptor pro vitamin D (VDR). Tato
forma je nasledné inaktivovana sérii reakci katalyzovanych pomoci CYP24Al, které usti ve vytvofeni dvou moznych
kone¢nych produkti — kalcitroové kyseliny (vysledek tzv. C24 oxida¢ni drahy), ktera je vyluCovana zluci, nebo
la,25-dihydroxyvitamin D-26,23-laktonu (1,25-(OH),-D;-26,23-lakton, vysledek tzv. C23 laktonové drahy). Piekresleno
podle Jones et al., 2013.



Jako marker statutu vitaminu D se pouziva hladina 25-hydroxyvitaminu D v krvi (Holick,
2009). Nazory na optimalni hladinu této latky v krvi se rizni. Organizace Institute of Medicine (IOM)
definuje deficienci 25-hydroxyvitaminu D jako sérovou hladinu <20 ngx ml™ (50 nmol x "),
normalni hladinu jako >20 ng x ml™' a nadbytek jako > 50 ng x ml™' (125 nmol x 1I'") (Ross et al.,
2011). Alternativni doporu¢eni pochazi od Endocrine Society, kdy je koncentrace <20 ng x ml™'
(50 nmol x 1"") povazovéna za deficientni, jelikoz hrozi riziko vzniku osteomalacie nebo kiivice,
rozmezi 20-30 ng x ml™" (75 nmol x I'") je povazovano za nedostate¢né a hodnoty > 30 ng x ml™' za
optimalni, jelikoz se snizuje riziko vzniku nadorovych onemocnéni, autoimunitnich chorob, diabetu
II. typu, kardiovaskularnich chorob a infekénich nemoci (Holick ef al., 2011).

Na zaklad¢ metaanalyzy 394 studii bylo zjisténo, Ze globalni primér sérové koncentrace
25-hydroxyvitaminu D je asi 54 nmol x I, coZ je vyhovujici hodnota dle doporuceni IOM, ale
nedostatecnd dle doporuceni Endocrine Society. Zaroveii jen v 19,6 % ptipadi byla primérné hladina
vyssi nez doporucovanych 75 nmol x 1!, a vy3&i nez 100 nmol x "' byla u pouhych 4,2 % (Hagenau
et al., 2009). Jina studie, zamé&Fena na Evropu, ukazala, e hodnoty nizsi nez 30 nmol x "' se vyskytuji
u 13 % populace, mensi nez 50 nmol x 1" jsou u 40,4 % (Cashman et al., 2016). Z celosvétového
hlediska jsou hodnoty 25-hydroxyvitaminu D nejnizsi na Blizkém a Stiednim vychod¢, v zemich jako
je Mongolsko nebo Indie je Casty vyskyt kiivice z nedostatku vitaminu D. Rizikovymi skupinami jsou

adolescenti a seniofi, zvlaste ti v ustavni péci (Lips, 2010).

3.1.3. Ostatni ligandy VDR

Mimo 1a,25-dihydroxyvitaminu D byla zjisténa schopnost aktivace VDR i u jinych lipofilnich
latek. Tito agonisté maji nizsi afinitu k VDR nez pfirozeny ligand, mohou ale byt lokalné vyznamné
(Haussler ef al., 2008).

Prvni latkou, u které se prokazala aktivace VDR vcetné biologickych ucinkti, byla kyselina
litocholova (LCA) a jeji metabolit 3-keto-LCA. LCA je sekundarni zlucova kyselina
s hepatotoxickymi, mutagennimi a potencidlné¢ karcinogennimi uc€inky, kterd se vyskytuje v tlustém
sttevé, VDR se tak mlize podilet na jeji detoxikaci (Makishima ef al., 2002). LCA ma asi o ¢tyfi fady
nizsi afinitu k VDR nez kalcitriol (Haussler ef al., 2008).

Agonistické ucinky jsou pfipisovany i nékterym slozkdm rostlin — kurkumin, polyfenol
obsazeny v kari s protinadorovymi uc€inky, rovnéz aktivuje VDR (Bartik et al., 2010; Jurutka et al.,
2007) a podobny efekt byl zaznamenan i u dalSich kurkuminoid (Masoumi et al., 2009). Schopnost
aktivace VDR byla popsana i u nékterych esencidlnich polynenasycenych mastnych kyselin —
dokosahexaenové a arachidonové (Jurutka et al., 2007) a u derivatu vitaminu E, y-tokotrienolu
(Haussler ef al., 2008).

Nakonec mezi ligandy VDR patii také terapeuticky vyuzivané analogy vitaminu D pro 1é¢bu
sekundarniho hyperparathyroidismu (parikalcitol, doxerkalciferol, maxakalcitol a falekalcitriol),
osteoporozy (eldekalcitol a alfakalcidol) ¢i psoriazy (kalcipotriol a takalcitol) (Christakos et al., 2016).
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3.1.4. Cilové geny

Cilové geny VDR primarn¢ souviseji s kostnim metabolismem — ucastni se absorpce vapniku
a fosforu a remodelace kosti. Jiné maji funkci i v detoxikaci endogennich i cizorodych latek, reguluji
diferenciaci a proliferaci nebo maji roli v imunitnim systému.

Kost se skladd z anorganické slozky, kde nejvétsi roli hraje hydroxyapatit, Ca;o(PO4)sOH,
(Fujisawa et Tamura, 2012). Organicka slozka kosti je z 90% tvofena kolagenem, zbyvajicich 10 %
tvoifi nekolagenni proteiny, z nichZ nejvice zastoupeny je osteokalcin (Neve et al., 2013). Osteokalcin
(OCN), produkt genu BGLAP (bone y-carboxyglutamate protein), patii mezi cilové geny VDR. VDR
jednak zptisobuje zvyseni transkripce (Kerner ef al., 1989; Lian et al., 1997), jednak ma podil také na
stabilizaci vzniklé mRNA (Mosavin et Mellon, 1996). OCN je maly, vitamin K-dependentni protein
specificky pro osteoblasty a odontoblasty (Fujisawa et Tamura, 2012). Translaci mRNA vznikd
prepromolekula, ze které se odstépuje signalni sekvence. Pro vznik findlntho OCN se protein
karboxyluje — karboxylace je vitalni pro vazbu Ca>" (Neve et al., 2013). OCN véaze hydroxyapatit
a inhibuje tak tvorbu jeho krystalti (Price ef al., 1976). Podili se rovnéz na regulaci tvorby matrix
(Fujisawa et Tamura, 2012). OCN ma také funkci hormonu regulujiciho glukdézovy metabolismus
(Lee et al., 2007).

Pod regulaci VDR spada téz osteopontin (OPN), produkt genu SPPI (secreted
phosphoprotein 1), jehoz transkripce se pisobenim VDR zvysuje (Noda et al., 1990). VDR se zaroven
ucastni i regulace fosforylace tohoto proteinu (Safran et al., 1998). OPN ndlezi do rodiny small
integrin-binding ligand N-linked glycoproteins (SIBLINGs). Pro OPN je charakteristické velké
mnozstvi posttranslacnich modifikaci — fosforylace, glykosylace a sulfatace (Sodek et al., 2000).
OPN nese sekvenci aminokyselin Arg-Gly-Asp (tzv. RGD sekvenci) pro vazbu nékterych integrinti
a umoziuje tak pfipojeni osteoklastti ke kostni matrix a tim iresorpci kosti (Fujisawa et Tamura,
2012). Brani také mineralizaci kosti vazbou na hydroxyapatitové krystaly (Steitz et al., 2002; Hunter
et al., 1996), pticemz fosforylace je klicovd pro schopnost inhibice rstu krystalti (Gericke et al.
2005). Mimo funkci v kostni matrix md i mnoho jinych vyznamii — c¢astni se tvorby mocovych
kamend, dtlezity je pro tvorbu hladkého svalstva cév a exprimovan je také v bunikdch imunitniho
systému pii patologickych stavech (Kazanecki et al., 2007). Ma také vyznamnou roli v nadorové
transformaci bunék (Gimba et Tilli, 2013).

Cilovym genem VDR je t¢Z RANKL (Kim et al., 2006; 2007). RANKL (receptor activator of
nuclear factor kB ligand) byl nejprve popsan na T-lymfocytech, funkce v kostnim metabolismu byla
zaznamenana az pozdé€ji (Anderson et al., 1997). RANKL je spole¢né s rastovym hormonem pro
makrofagy (M-CSF, macrophage colony-stimulating factor) klicovym faktorem pro diferenciaci
osteoklast (Nakagawa et al., 1998). Existuji dva receptory pro RANKL — RANK (Anderson et al.,
1997), ktery se vazbou svého ligandu podili na diferenciaci osteoklasti (Nakagawa et al., 1998),

a osteoprotegerin (OPG), ktery slouzi jako solubilni fale$ny receptor pro RANKL tim, ze vaze a tak



inaktivuje RANKL, ¢imz napomaha regulaci resorpce kosti (Tsuda ef al., 1997; Simonet et al., 1997).
Hodnoty RANKL a OPN v krvi se proto nékdy pouzivaji jako marker kostnich onemocnéni (Rogers et
Eastell, 2005; Hofbauer, 2004). Mimo kostniho metabolismu se RANKL ucastni také vyvoje
lymfatickych uzlin a mlé¢nych Zlaz nebo regulace horecky (Sigl et Penninger, 2014).

Pod regulaci VDR spadaji téz nékteré enzymy spojené s detoxikaci cizorodych latek, jako je
CYP3A4 (Thummel et al., 2001; Thompson et al., 2002) a SULT2A1 (Echchgadda et al., 2004). Dale
jsou mu pfisuzovany také CYP2B6 a 2C9 (Drocourt et al., 2002). Kromé enzymil detoxikace
xenobiotik je cilem i CYP24A1, takze se VDR podili na inaktivaci vlastniho ligandu (Ohyama et al.,
1994; Zierold et al., 1994; Zou et al., 1997). VDR ovliviiuje expresi nékterych regulatorii bunééného
cyklu — transkripéniho faktoru FOXO1 (forkhead box O1) nebo tumorsupresorovych genti p53 a p21.
Zaroven ovliviluje imunitni systém indukci kathelicidinu, jez souvisi s vrozenou imunitou, ¢i represi

interleukinu-17, cyklooxygenazy 2 nebo nuclear factor kB (Haussler ef al., 2011b).



3.2. Kofein

Kofein (1,5,7-trimethylxanthin) je pfirozené¢ se vyskytujici alkaloid zndmy svymi
povzbuzujicimi ucinky. Je obsazen v kadve a v €aji, dale pak v kolovych ¢i energetickych néapojich,
mala mnozstvi se vyskytuji také v cokoladé. Kofein je se spolecné s pifibuznymi alkaloidy
theobrominem a theofylinem nachdzi v fadé rostlin zrodu kévovnik (Coffea spp.) — ekonomicky
zdrojem kofeinu je také rod kamélie (Camellia spp.), kde hlavnim zastupcem je Cajovnik cinsky
(Camellia sinensis). Mezi dalsi, méné vyznamné zdroje patii kakaovnik pravy (Theobroma cacao),
kola zaspicatéld (Cola acuminate), paulinie napojna (Paullinia cupana), jejiz semena jsou znama pod
nazvem guarana, a cesmina paraguayska (Ilex paraguariensis), ktera se vyuziva k ptipravé ¢aje maté
(Ashihara et Suzuki, 2004).

Primérny denni pfijem kofeinu je v soucasnosti 186 mg na den, pficemz 98 % je piijato
napoji, z toho 64 % ¢ini kava, 16 % caj a 18 % nealkoholické napoje (Fulgoni et al., 2015). Hodnoty
se vsak lisi regionalné dle mistnich zvyklosti, proto konzumace mtize dosahovat i 390 mg na den, jako
je tomu v pripad¢ Danska (Fredholm et al., 1999).

Obsah kofeinu v kavé je zavisly na zptsobu piipravy. Espreso obsahuje nejvice kofeinu — ve
240 ml salku je obsazeno 320 mg kofeinu, pficemz mnozstvi muze dosahovat hodnot 240—720 mg.
Piekapavana kava obsahuje ve stejném objemu prumérn€ 133 mg (rozsah 102-200 mg), instantni
93 mg (rozsah 27-173 mg). Malé mnozstvi se vyskytuje i v kavé bez kofeinu — primérné 5 mg ve
240 ml (Heckman et al., 2010).

Obsah kofeinu v ¢aji, podobné jako u kavy, zavisi na vice faktorech, napftiklad se zvySuje
s délkou louhovani (Chin et al., 2008). Mnozstvi kofeinu ve vyluhu se odviji i od teploty vody, kterou
byl ¢aj spafeny — nejvice kofeinu se uvolni pii pouziti vrouci vody. S ohledem na typ Caje je nejvyssi
obsah vbilém &aji — 335 mgx1"'. V&aji Oolong je obsazeno 316 mg x 1", v zeleném Caji
309 mg x 1", nejmensi obsah je v Gerném &aji — 294 mg x 1" (Horzi¢ et al., 2009).

Obsah kofeinu v n€kterych komeréné dostupnych vyrobcich je uveden v tabulce 1.

Ackoliv je uzivani kofeinu spojeno predevsim s lidskou stravou, je tato latka obsazena
1 v nékterych 1é¢ivech. Kofein se mimo jiné pouziva jako adjuvantni latka v kombinaci s analgetiky,
jako je kyselina acetylsalicylova, ibuprofen ¢i paracetamol, jelikoz zlepSuje analgeticky Gc¢inek (Derry

et al., 2014). Dale je indikovan v ptipadech apnoe u nedonosenct (Kreutzer et Bassler, 2014).
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Tabulka 1: Obsah kofeinu ve vybranych komer¢né dostupnych napojich a volné dostupnych lécich

Vyrobek Davka  MmnoZstvi kofeinu Zdroj

Kava
Starbucks Frappuchino Mocha 285 ml 71,8 mg McCusker et al., 2006
Starbucks Doubleshot 195 ml 105,7 mg

Nealkoholické napoje
Coca Cola 360 ml 29,5 mg
Pepsi 360 ml 31.7 mg McCusker et al., 2006
Mountain Dew 360 ml 45,4 mg

Energetické napoje
Red Bull 250 ml 80 mg )
Semtex 250 ml 78 mg Liotta et al., 2012
Shock 500 ml 144 mg

Caj
Nestea Cool Lemon Iced Tea 360 ml 11,5 mg McCusker et al., 2006
Lipton Brisk Lemon Iced Tea 360 ml 6,5 mg

Volné prodejné léky
Ataralgin tableta 70 mg Grundmann, 2001
Coldrex tableta 25 mg

3.2.1. Farmakokinetika

Farmakokinetika odpovida jednokompartmentovému modelu. Pro kofein je charakteristicka
nelinedrni, na davce nezavisla farmakokinetika ve fyziologickych davkach (2-10 mg x kg "), pfi
vys$sich davkach se kinetika méni na linearni (Arnaud, 2011).

Kofein se z gastrointestinalniho traktu vstiebava upln€, bez vyznamnéjsiho efektu prvniho
prichodu jatry (first-pass effect). Za pétinu absorpce je zodpovédny zaludek, zbytek je vstieban
v tenkém stieveé. 99 % davky se obvykle vstfeba do 45 minut, rychlost absorpce ale mize zaviset na
potraving ¢i napoji, ve kterém je kofein obsazen — z kolovych napoju a cokolady je vsttebani opozdéné
(Arnaud, 2011). Kofein se na plazmatické proteiny vaze z asi 35 % (Blanchard, 1982). Detekovat jej
1ze ve vSech télnich tekutinach i tkanich, nema ale tendenci se v orgdnech akumulovat. Volné prochézi
hematoencefalickou bariérou i placentou (Arnaud, 2011). Distribu¢ni objem se pohybuje v rozmezi
0,5-0,8 litra x kg1 (Arnaud, 1987; Cheng et al., 1990).

Kofein je v téle metabolizovan téméf kompletné. Spolecné s jeho primarnimi metabolity
podléha reabsorpci v ledvinach, proto se méné nez 2 % kofeinu vylou¢i moci nezménény (Arnaud,
2011). CYP1A2, ptitomny v jatrech, zajistuje 95 % veSkerych pfemén primarniho metabolismu
kofeinu. Prvni krok se déje demethylaci molekuly. Majoritnim metabolitem (asi 70% podil) je

paraxanthin (1,7-dimethylxanthin), ktery vznikd N-3-demethylaci kofeinu. Ze 7-8 % se pak tvofi
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N-4-demethylaci theobromin (3,7-dimethylxanthin) a pfiblizn¢ stejné procento piipadda na
N-7-demethylaci na theofylin (1,5-dimethylxanthin). Zbyvajicich asi 15 % kofeinu je hydroxylovano
v pozici C8 na 1,3,7-trimethylmocovou kyselinu. Mensi mérou se téchto pfemén mohou ucastnit také
CYP2E1 (pfeména na theobromin, theofylin a 1,3,7-trimethylmocovou kyselinu), CYP3A4, 2C8
a 2C9 (pteména na theofylin a 1,3,7-trimethylmocovou kyselinu) (Thorn et al., 2012).

Sekundarniho metabolismu kofeinu se mimo CYP1A2 ucastni také CYP2A6,
N-acetyltransferdza 2 a xanthin dehydrogendza. Paraxanthin se dale metabolizuje pomoci CYP1A2
a2A6 na 1,7-dimethylmoCovou kyselinu nebo N-acetyltransferdzou 2 na 5-acetylamino-6-
formylamino-3-methyluracil. Mozné je téz pfeména paraxanthinu na 1-methyluracil, ktery mize byt
xanthin dehydrogendzou pfeménén na 1-methylmocovou kyselinu. Podobné mize byt enzymem
CYP1A2 na 1-methylxanthin pfeménén theofylin. V moci se pak vyluCuji 1-methylxanthin,
I-methylmocova kyselina, 5-acetylamino-6-formyl-amino-3-methyluracil a 1,7-dimethylmocova
kyselina (Thorn et al., 2012).

Pro clearance je charakteristickd zna¢nd interindividualni variabilita, kterd je dana
genetickymi a environmentalnimi faktory. Pfevazuje vylucovani ledvinami, stolici se vylucuje pouze
2-5 % davky. Clearance muze byt ovlivnéna pritomnosti jidla v zaludku. Polocas je obvykle 2,5-5 h,
muze ale dosahnout az 2,3-9,9 h, coz je dano znac¢nou interindividualni variabilitou (Arnaud, 2011).

Rozmezi uéinki kofeinu je 10~100 umol x 17" (Francis et al., 2011) a spodni hranice miize byt
i niz§i nez 10 umol x I”' (Daly et al., 1994). Koncentrace kofeinu v krvi se odviji od piijatého
mnozstvi 1 od formy pfijeti. 180 ml rozpustné kavy s obsahem 96,34 mg kofeinu dava maximalni
plazmatickou koncentraci 2,47 pg x ml™' (12,72 pmol x 1), této hodnoty bylo dosazeno v priméru po
26 min (Teekachunhatean et al., 2013). Smés rozpustné prazené a zelené kavy s obsahem 70,69 mg
kofeinu poskytuje maximalni plazmatickou koncentraci 10,50 pmol x 1", a to primérné po 72,6 min
(Martinez-Lopez et al., 2014). Mumford et al. (1996) naméfili po poziti 72 mg kofeinu formou
800 ml koly maximélni plazmatickou koncentraci kofeinu 1,57 pug x ml™' (8,08 umol x 1"") a formou
82 g ¢okolady koncentraci 1,5 pg x ml™' (7,72 pumol x I""), v obou ptipadech bylo hodnoty dosazeno
po asi 2 h. Vjiné studii byla po poziti 248 ml energetického napoje odpovidajici davce
100 mg kofeinu naméfena koncentrace 1,939 pg x ml™' (9,99 pmol x 1), dosaZeno ji bylo primérng
po 53 min (Laizure et al., 2017). Je-li kofein pfijiman formou tablet (v tomto pifipadé se jedna
0 komer¢ni potravinovy doplnék NoDoz s obsahem 100 mg kofeinu, jez se prodava za ti¢elem udrzeni
bdélosti), pak je maximélni plazmatické koncentrace 1,5 pg x ml™" (7,72 umol x 1) dosaZeno po
30 minutach (Perera ef al., 2011).

Data ohledné plasmatickych koncentraci ve vysSich davkach jsou spora. Poziti asi
565 mg kofeinu obsazeném v litru &erné kavy vedlo k naméfeni 4 ug x ml™' (20,60 pmol x ™) kofeinu
vkrvi po 10 hodinach, pii¢emz pocateéni koncentrace kofeinu byla odhadnuta na 16 pg x ml™

(82,39 pmol x 171, dle piipadové studie rhabdomyolyzy zpiisobené vysokou davkou kofeinu (Chiang
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et al., 2013). Gramové davky kofeinu jsou toxické a byvaji smrtelné, piijeti takového mnozstvi je
spojovano s pozitim ¢istého kofeinu ¢i kofeinu formou tablet a to bud nedopatienim,
&i v sebevrazedném pokusu. Popsany byly plasmatické koncentrace v rozmezi 33-567 pg x ml™'
(0,17-2,92 mmol x 1""), namétené post mortem (Jones, 2017). Napiiklad koncentrace 237 pg x ml™'

(1,22 mmol x ") byla v krvi naméfena po poziti 15,6 g kofeinu (Ishigaki et al., 2014).

3.2.2. Farmakodynamika

Charakteristické biologické ucinky kofeinu se dé&ji skrz blokadu adenosinovych receptort
(obrazek 2). Ty jsou hlavnim bunéénym cilem kofeinu pii plazmatickych koncentracich, kterych lze
dosdhnout jeho béznou konzumaci (Fredholm, 1979; Snyder et al., 1981; Daly et al., 1994).
Nejcitlivejsi vici kofeinu jsou receptory A; a Aya (Fredholm ef al., 1999).

Adenosinové receptory jsou receptory spiazené s G-proteinem. A; receptor je obvykle spojeny
s G; nebo G,-proteiny, mohou tudiz inhibovat adenylatcyklazu a nékteré napétové fizené Ca®" kanaly
nebo aktivovat K'-kanaly a fosfolipazu C & D. A, receptory jsou umistény ve vSech ¢astech mozku,
nejvice v hippokampu, mozkové kiife a kiite mozecku a nékterych thalamickych jadrech. A, receptory
jsou sprazeny se stimula¢nimi G-proteiny, vysledkem tedy jsou protichtidné akce viici A, receptorim
— aktivace adenylatcyklazy a aktivace nékterych Ca®" napétové Fizenych kanalt — zalei tudiz na
lokaci receptoru. A,, receptory jsou umistény v ¢astech mozku s nejvétsi koncentraci dopaminu —
striatum, nucleus accumbens, tuberculum olfactorium. Inhibice A, receptorii ma za vysledek zvySené
uvolnovani neurotransmitterii a zvyseni rychlosti akéniho potencialu, inhibici A, receptorti dochazi
ke zvyseni neurotransmise na dopaminovych D, receptorech (Fredholm et al., 1999).

Adenosinové receptory se mimo centralni a periferni nervovou soustavu vyskytuji téz
v kardiovaskularnim, dychacim, vyluCovacim a gastrointestinalnim systému a v tukové tkani
(Benowitz, 1990) a jsou exprimovany také v bunikach kostni dfené, osteoblastech a osteoklastech
(Mediero et Cronstein, 2013).

Kofein ovliviiuje i fadu jinych cili v bunice. Koncentrace, které dané receptory ¢i enzymy
vyzaduji, jsou vSak vétSinou piiliS vysoké na to, aby mohly mit u¢inek na organismus pii bézné
konzumaci kofeinu (Fredholm et al., 1999). Kromé ucinkd na adenosinové receptory ma kofein branit
hydrolyze cyklického AMP inhibici fosfodiesterazy, a to na zakladé stanoveni aktivity fosfodiesterazy
v mozku samct potkani (Choi et al., 1988). Jina studie na potkanech ukazala, Ze existuje interakce
mezi kofeinem a GABA receptory v mozku (Marangos ef al., 1979). Dal§im bunécnym cilem kofeinu
jsou podle McPherson ef al. (1991) také ryanodinové receptory v kralicim mozku. Zaznamenana byla
rovnéz schopnost kofeinu inhibovat 5-a-reduktazu v lidskych vlasovych folikulech (Fischer et al.,
2007). Inhibi¢ni efekt kofeinu byl detekovan i na glycinovych receptorech, a to v sitnici mloka
a v bunécné linii HEK293 (Duan et al., 2009). VSechny zminéné studie studovaly ucinek kofeinu na

dané receptory ¢i enzymy pouze in vitro.
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Obrazek 2: Mechanismus ucinku kofeinu. Kofein (1,5,7-trimethylxanthin) G¢inkuje jako antagonista adenosinovych
receptord. Blokada adenosinového receptoru zptisobuje zménu v koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP)
v bunce, jez ovliviiyje aktivitu proteinkinazy A. Vysledkem je Siroka $kala biologickych ti¢inkt — od mentélniho povzbuzeni

pfes zvyseni tepové frekvence az po bronchodilataci. Pfevzato ze Zulli et al., 2016.

v

Nejvyrazngjsi uc¢inky ma kofein na nervovou soustavu, kde ptisobi stimula¢né — povzbuzuje,
zkracuje reakéni dobu, zmirfiuje Unavu a zvySuje bdélost, zaroven ale mize narusovat spanek. Pii
pravidelné konzumaci kofeinu se rychle vyviji tolerance. Mimo tyto G¢inky snizuje prutok krve
mozkem, také zpisobuje zvySeni krevniho tlaku a dechové frekvence, snizeni tepové frekvence
a systétmové vyplaveni adrenalinu, noradrenalinu a reninu. Vylucovani vody asodiku se jeho
pusobenim zvysuje, v zaludku pak napomaha sekreci pepsinu a zaludecnich §tav. Zvysuje rychlost
metabolismu a glykémii, rovnéz zvySuje mnozstvi volnych mastnych kyselin a kortizolu. Konzumace

kofeinu je také spojend s moznym zvySenim hladiny cholesterolu (Benowitz, 1990).
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3.2.3. Kofein a vznik onemocnéni

Kofein je asociovan také s nékterymi negativnimi U¢inky na organismus. Byva spojovan
s vznikem kardiovaskularnich chorob, jeho vliv vtomto sméru je ale sporny, nebot vysledky
epidemiologickych studii jsou protichtidné. Zda se, ze kofein mize mit pozitivni i negativni efekt na
vznik kardiovaskuldrnich onemocnéni v souvislosti s pfijmem této latky, jelikoz tuto zavislost je
mozné popsat nepiimou zédvislosti ¢i U- nebo J-kiivkou. Podobné nejednoznacné jsou studie spojujici
konzumaci kofeinu s reprodukénimi riziky, jako jsou sniZzend plodnost, riziko potratu, rastova
retardace, pfedCasny porod ¢i vznik malformaci — ¢ast studii vyvozuje slabou souvislost, Cast
souvislost nezaznamenava. Vyraznéj$i efekt byl popsan pouze pro riziko potratu a vznik rdstové
retardace plodu (Doepker et al., 2016).

Data tykajici se vlivu kofeinu na zdravi kosti si také odporuji — n€které studie vliv kofeinu na
vyskyt osteoporozy c¢i ukazatele, jako je kostni denzita nebo riziko vzniku fraktur, zamitaji
(Harter et al., 2013; Grainge et al., 1998; Cumming et Klineberg, 1994), jiné ale souvislost ukazaly
(Hallstrom et al., 2006; Rapuri et al., 2001; Hansen et al., 2000; Kiel et al., 1990). Z dostupnych dat je
nicméné patrné, ze kofein skuteéné negativné ovliviiuje homeostazu vapniku, a¢ mirn¢, a mize tim
potencialné vést k rozvinuti osteopordzy a jinych souvisejicich onemocnéni. Pfi¢ina je pfipisovana
zvySenému vylucovani vapniku moci a riziko se odviji od konzumace kofeinu v pribéhu Zivota.
Prispivajicim faktorem je také piijem vapniku a vétsi riziko kofein predstavuje pro zeny
(Nawrot et al., 2003).

Mozna role VDR v této souvislosti byla dosud jen malo studovana. Jeden z vyzkumt ukazal,
Ze mezi zenami piijimajicimi vice nez 300 mg kofeinu na den dochazi k vétSimu ubytku kostni hmoty
u ucastnic nesoucich specificky polymorfismus VDR v homozygotni konstituci (Rapuri et al., 2001).
Rapuri et al. (2007) také ukazali, ze v pritomnosti kofeinu dochazi mimo potlaceni aktivity alkalické
fosfatdzy v osteoblastech také ke snizovani mnozstvi proteinu VDR.

Nawrot et al. (2003) udavaji, Ze konzumace kofeinu je v davkach do 400 mg na den bezpecna
bez rizika toxicity nebo negativniho efektu na kardiovaskularni systém, kostni metabolismus, status
vapniku, plodnost, chovani ¢i vznik rakoviny. Mezi rizikové skupiny vSak patii déti, kde by pfijata
davka kofeinu neméla piesdhnout 2,5 mg x kg ' télesné hmotnosti na den, a Zeny v reprodukénim

veku, jez by se mely vyvarovat konzumaci kofeinu vyssi nez 300 mg denné.
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4. Material a metody
4.1. Biologicky material

Adherentni nadorové bunééné linie:
— Lidsky bélossky adenokarcinom tlustého stieva LS180 (ECACC 87021202)
— Lidsky bélossky osteosarkom HOS (ECACC 87070202)
Nédorové bunééné linie byly péstovany na kultivaénich lahvich o obsahu 75 ¢m® v kultivaénim
médiu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium s piidavkem 10 % fetalniho teleciho séra (FBS),

1 % roztoku neesencialnich aminokyselin a 2 mmol x 1" L-glutaminu.

Primarni bunécné kultury:
— Normalni lidské osteoblasty (Lonza, kat. ¢. CC-2538)
Osteoblasty byly péstovany na kultivaénich lahvich o obsahu 25 cm’ v kultivaénim médiu
Osteoblast Basal Medium s piidavkem 10 % FBS, 25,5 ugxml"' kyseliny askorbové,

30 pg x ml™' gentamicinu a 15 ng x ml™" amfotericinu B.

Vsechny buiiky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosféte s 5 % CO,.

4.2. Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie:

- 40% (w/v) roztok akrylamid/bisakrylamid (AA/BIS; 29:1) (Bio Basic, katalogové ¢islo 0007)

- Absolutni ethanol (Penta, kat. ¢. 71380-11000)

- Bradfordovo ¢inidlo, 5x koncentrované (Serva, kat. ¢. 39222.03)

- Clonetics OGM BulletKit — Osteoblast Basal Medium, FBS, kyselina askorbova
(25,5 mg x ml™"), roztok gentamicin/amfotericin B (30 mg x ml™', 30 pgx ml™") (Lonza,
kat. ¢. CC-3207)

- dATP (Takara, kat. ¢. 4026)

- dCTP (Takara, kat. ¢. 4028)

- Deionizovana voda

- dGTP (Takara, kat. ¢. 4027)

- Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, kat. ¢. D8418)

- dTTP (Takara, kat. ¢. 4029)

- Fetalni teleci sérum (Sigma, kat. ¢. F6178)

- Fetalni teleci sérum, charcoal-stripped (FBS-CS) (Sigma, kat. ¢. F6765)

- Chemiluminiscenéni substrat WesternSure PREMIUM — Luminol Enhancer Solution, Stable
Peroxidase Solution (LI-COR, kat. ¢. 926-95000)

- Chloroform (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C2432)

- Inhibitor fosfataz (Roche, kat. ¢. 04 906 837 001)
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Inhibitor proteaz, 100x koncentrovany (Thermo Scientific, kat. ¢. 78430).
- Inhibitor ribonukleaz (New England BioLabs, kat. ¢. M0307L)

Isopropanol (Sigma, kat. ¢. [9516)

Kalcitriol (Sigma, kat. ¢. D1530)

- Kofein (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C0750)

Kultiva¢ni médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma, kat. ¢. D6546)

L-glutamin, 100x koncentrovany (Biosera, kat. ¢. XC-T1715)

LightCycler =~ 480  Probes Master, 2x  koncentrovany (Roche  Diagnostics,
kat. ¢. 04 887 301 001)

Methanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20038-ATO0)

Nizkotu¢né mléko (Laktino)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Biosera, kat. ¢. LM-S2041)

Pufr do déliciho gelu, 4% koncentrovany (Bio-Rad, kat. ¢. 161-0798)

Pufr do zaosttovaciho gelu, 4x koncentrovany (Bio-Rad, kat. ¢. 161-0799)

Primery (Generi Biotech):
- GAPDH
- Forward: 5> CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 3¢
- Reverse: 5> ACGACCAAATCCGTTGACTC 3¢
- CYP2441
- Forward: 5> TCATCATGGCCATCAAAACA 3¢
- Reverse: 5 GCAGCTCGACTGGAGTGAC 3¢
- BGLAP
- Forward: 5> CCAGCCCTATGGATGTGG 3°
- Reverse: 5 TTTTCAGATTCCTCTTCTGGAGTT 3°
- Proby Universal Probe Library:
- Proba ¢. 35 — BGLAP (Roche Diagnostics, kat. ¢. 04 687 655 001)
- Proba ¢. 60 — GAPDH (Roche Diagnostics, kat. ¢. 04 688 589 001)
- Proba¢. 88 — CYP24A1 (Roche Diagnostics, kat. ¢. 04 689 135 001)
- Proby RealTime ready Assay:
- CYP27BI (Roche Diagnostics, kat. ¢. 114244)
- SPPI (Roche Diagnostics, kat. ¢. 101170)
- TNFSF11 (Roche Diagnostics, kat. ¢. 144633)
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Protilatky:
- Mysi primarni protilatka proti B-aktinu (Cell Signaling Technology, kat. ¢. 3700S)
- Mys8i primarni protilatka proti osteokalcinu (Santa Cruz Biotechnology,
kat. ¢. sc-74495)
- Mysi primarni protilaitka proti osteopontinu (Santa Cruz Biotechnology,
kat. ¢. sc-73631)
- Konskd anti-myS$i sekundarni protildtka znaCend kienovou peroxiddzou
(Cell Signaling Technology, kat. ¢. 7076S)
Random Primers 6 (New England BioLabs, kat. ¢. S1230S)
ReagentPack Subculture Reagents — Trypsin-EDTA, Trypsin Neutralizing Solution (TNS),
HEPES Buffered Saline Solution (HEPES-BSS) (Lonza, kat. ¢. CC-5034)
Reakéni pufr pro M-MuLV reverzni transkriptazu (New England BioLabs, kat. ¢. B0253S)
M-MuLV reverzni transkriptaza (New England BioLabs, kat. ¢. M0253L)
Roztok neesencialnich aminokyselin, 100x koncentrovany (Sigma, kat. ¢. M7145)
Roztok trypsin-EDTA, 0,25% (Sigma, kat. ¢. T4049)
Standard molekulové hmotnosti PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific,
kat. ¢. 26616)
Teleci sérovy albumin (BSA, bovinne serum albumin) (Sigma, kat. ¢. A2153)
TEMED (Bio Basic, kat. ¢. TB0508)
Tris-glycinovy pufr (transferovy pufr), 10x koncentrovany (Bio Basic, kat. ¢. A0029)
Trisbase-glycin-SDS pufr (migracni pufr), 10x koncentrovany (Bio Basic, kat. ¢. A0031)
TriReagent (Sigma, kat. ¢. T9424)
Tris Buffered Saline (TBS), 20x koncentrovany (Thermo Scientific, kat. ¢. 28358)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P1379)
Voda zbavena ribonukleaz (Sigma, W4502)

Pouzité roztoky:

0,1% (w/v) roztok Ponceau S v 5% kyseliné octové

0,4% (w/v) roztok trypanové modii v PBS

10% (w/w) roztok dodecylsiranu sodného (SDS)

10% (w/w) roztok peroxodisiranu amonného (APS)

75% (v/v) ethanol

Lyzaéni pufr (pH 7,5): 50 mmol x I'' HEPES, 5 mmol x I'' EDTA, 150 mmol x 1" NaCl,
1 % Triton X-100

Nanaseci puftr, 2% koncentrovany (LB, loading buffer): 2,5 ml 4x pufru do zaostfovaciho gelu;
4 ml 10% (w/w) SDS; 2 ml glycerolu; 2 mg bromfenolové modii; 0,31 g dithiotreitolu; doplni

se deionizovanou vodou do 10 ml
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TBS-Tween: 50 ml 20x TBS; 950 ml deionizované vody; 0,5 ml Tweenu 20
Transferovy pufr: 100 ml 10x transferového pufru, 200 ml methanolu, 700 ml deionizované

vody

4.3.Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

Automaticka pipeta Reference 2 (Eppendorf)

Blotovaci aparatura Trans-Blot SD Cell (BioRad)

Centrifuga 5418 R (Eppendorf)

Centrifuga 5810 R (Eppendorf)

CO, inkubator Mitre 4000 Series (Contherm)

Elektroforeticka cela Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)
Kyvacka MR-12 (Biosan)

Laminarni box Labculture Class II, Type A2 (Esco)

Light Cycler 480 II (Roche)

Mikrocentrifuga 5415 R (Eppendorf)

Mikroskop inverzni IMT-2 (Olympus)

Minikyvacka MR-1 (Biosan)

Multikanalova pipeta Research Plus (Eppendorf)

Odsavacka FTA-1 (Biosan)

Pipetovaci nasadec Fastpette V2 (Labnet International, Inc.)

Skener pro chemiluniniscen¢ni western blotting C-DiGit Blot Scanner (LI-COR)
Sonikaéni lazent Sonorex Digitec Ultrasonic baths DT-31 (BANDELIN electronic)
Spektrofotometr Infinite m200 (Tecan)

Spektrofotometr Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

Termoblok Genius Dry Bath Incubator md-02n (Major Science)

Vodni lazeit LCB-11D (Daihan Labtech)

Vortex Reax top (Heidolph)

Vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

Zdroj napéti MP-500V (Cleaver Scientific Ltd.)
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4.4. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1. Pasazovani a vyseti bunéénych linii

PasaZovani a vyseti adherentnich nadorovych bunéénych linii:

1.

2
3.
4

10.

11.

12.

Kultivacni lahev se vyjme z inkubatoru a pfenese se do sterilniho prostiedi.
Odsaje se staré kultivacni médium.
Vrstva bunek se promyje 5 ml PBS a roztok se odsaje.
Pro uvolnéni bun€k zpovrchu kultivacni lahve se na vrstvu bunék rovnomérné nanese
1 ml roztoku trypsinu a ldhev se na 3 min umisti do inkubatoru.
Po vyjmuti z inkubatoru se do stény kultivacni lahve lehce udefi rukou pro uvolnéni zbytku
bunek.
K roztoku trypsinu se ptida 9 ml DMEM s FBS-CS.
Bunécéna suspenze se promicha a pienese do centrifugacni zkumavky.
Odebere se 20 pl homogenni suspenze do mikrozkumavky a tento objem se smicha
s 80 ul roztoku trypanové modii.
Obarvena suspenze se nanese po 10 pl z kazdé strany Biirkerovy komtrky a provede se
pocitani bunek.
Z bunécné suspenze se odebere takovy objem, aby po natfedéni kultivatnim médiem
obsahoval celkovy objem roztoku (24 ml):

a. 1 x 10° bungk (v piipadé bun&éné linie LS180), nebo

b. 5 x 10’ bunék (v piipadé bun&né linie HOS)
na kazdé 2 ml DMEM s FBS-CS a 1 jamku v Sestijamkové desticce.
Natedéna suspenze se napipetuje po 2 ml do Sestijamkovych kultivacnich desek. Desky se
umisi do inkubatoru a nechaji ptes noc adherovat k povrchu desek.
Zbytek bunécné suspenze se vrati na kultivacni lahev, doplni kultivaénim médiem DMEM

s FBS do objemu 20 ml a umisti zpét do inkubatoru.

Pasazovani a vyseti primarni kultury osteoblasti:

1.

2
3.
4

Z kultivacni 1ahve se odstrani médium.

Vrstva bunék se promyje roztokem HEPES-BSS a roztok se odsaje.

Burnky se ptrevrstvi 2 ml roztoku trypsin-EDTA.

Bunky se nechaji uvolnit z povrchu 1adhve po dobu 2—6 min, poté se do stény kultivacni ldhve
lehce udefi rukou pro uvolnéni zbytku bunék.

K roztoku trypsinu se ptidaji 4 ml roztoku TNS, roztok se promicha a prenese do centrifugacni
zkumavky.

Kultivacni lahev se vyplachne 2 ml roztoku HEPES-BSS a zbytek suspenze se ptida do
centrifugacni zkumavky.

Bunééna suspenze se centrifuguje pii 220x g po dobu 5 min.
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10.

11.

12.

13.

Odsaje se vétsina supernatantu, pelet se uvolni poklepanim na sténu zkumavky.

Bunky se resuspenduji ve 2 ml kultivaéniho média.

Ze suspenze se odebere 20 pl do mikrozkumavky, k objemu se prida 80 pul roztoku trypanové
modfi a po promichani se provede pocitani bunék v Biirkerové komirce.

Bunécna suspenze se natedi tak, aby po nafedéni kultivacnim médiem na celkovy objem
(12 ml) a naneseni do jamek na dvanactijamkové kultiva¢ni desce obsahoval roztok 10" bunék
v 1 ml na 1 jamku.

Vyseté buiiky se nechaji adherovat pfes noc a poté se kultivuji, dokud nejsou témér
konfluentni.

Zbyla bunééna suspenze se vyseje na kultivaéni lahve v mnozstvi 125 x 10’ bunék na lahev
o0 obsahu 25 ¢cm’. Doplni se 1 ml kultivaéniho média na kazdych 5 c¢m® kultivaéni plochy

a bunky se umisti zpét do inkubatoru.

4.4.2. Treatment

Jako zasobni roztoky slouzi logaritmickd koncentrac¢ni fada roztokii kofeinu o koncentraci

0,1;1; 102 100 mmol x 1!, rozpu§téného vDMSO, a roztoky kalcitriolu o koncentraci

75 a 1 pmol x 17, rozpusténého rovnéz v DMSO.

Pracovni roztoky kofeinu a kalcitriolu se 1000x fedi v médiu DMEM s FBS-CS (bunécné linie

LS180 a HOS) ¢i Osteoblast Growth Medium (osteoblasty) nasledovné:

L
I1.
I1I.
Iv.

VI.
VIL
VIII.
IX.

XI.
XII.

2 ml média + 4 ul DMSO

2 ml média + 2 pl 75 pmol x 1”' kalcitriolu + 2 pl DMSO

2 ml média + 2 pl 75 pmol x 1™ kalcitriolu + 2 ul 0,1 mmol x 1" kofeinu
2 ml média + 2 pl 75 pmol x 1™ kalcitriolu + 2 ul 1 mmol x "' kofeinu
2 ml média + 2 ul 75 pmol x 1™ kalcitriolu + 2 ul 10 mmol x 1" kofeinu
2 ml média + 2 pl 75 pmol x 1™' kalcitriolu + 2 ul 100 mmol x ' kofeinu
2 ml média + 4 ul DMSO

2 ml média + 2 pul 1 pmol x 1" kalcitriolu + 2 pl DMSO

2 ml média + 2 pl 1 pmol x 1" kalcitriolu + 2 pl 0,1 mmol x I"' kofeinu
2 ml média + 2 pl 1 pmol x 1" kalcitriolu + 2 pl 1 mmol x 1" kofeinu

2 ml média + 2 pl 1 pmol x 1" kalcitriolu + 2 pl 10 mmol x 1! kofeinu

2 ml média + 2 ul 1 umol x "' kalcitriolu + 2 pl 100 mmol x 1™ kofeinu

Tyto roztoky se nechaji na bunikach inkubovat po dobu 24 h (vSechny roztoky) ¢i v piipadé

stanoveni Casové zavislosti po dobu 2, 4, 6 a 8 h (pouze roztoky I, [T a IV, V).
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4.4.3. Izolace RNA

Nize uvedeny postup plati pro bunky vyseté na Sestijamkové kultivacni desky, v piipad¢ vyseti

na dvanactijamkové desky byl pouzit vzdy polovi¢ni objem uvedenych reagencii.

1.

=

L ® A

10.
11.

12.

13.

14.

15.

AN

o

Po uplynuti doby inkubace se zjamek odstrani kultivaéni médium s pfidavkem kofeinu
a kalcitriolu.

Bunky se lyzuji pfidanim 1 ml TriReagentu na jamku.

Obsah jamky se seskrabne stérkou a poté prepipetuje do mikrozkumavek.

Roztok se pomoci automatické pipety dikladné zhomogenizuje a nechd se inkubovat 10 min
pti pokojové teplote.

Ptida se po 200 pl chloroformu a mikrozkumavkami se tfepe po dobu 1 min.

Roztok se ponecha inkubovat 5 min pti pokojové teplote.

Vzorky se 15 min centrifuguji pii teplot& 4 °C rychlosti 13 200 otadek x min .

Po oddéleni fazi se 500 ul vodné faze prenese do Cisté mikrozkumavky.

RNA se precipituje pfidanim 500 ul isopropanolu, roztok se po dobu 10 s promicha pomoci
vortexu a ponechd 7 min pfi pokojové teplote.

Roztok se centrifuguje 13 min pfi teploté 4 °C rychlosti 13 200 ot. x min"'.

Supernatant se odstrani, zbytky kapaliny se osusi oklepanim o bunicinu, pelet se promyje
1 ml chlazeného ethanolu a provede se centrifugace po dobu 5 min pii 4 °C rychlosti
13200 ot. x min .

Zopakuje se sliti supernatantu, promyti a centrifugace (bod 11).

Supernatant se opét odstrani, kapalina se osusi o buni¢inu a pelet se necha vysusit zahfatim
v suché lazni po dobu 1 min pfi 65 °C.

Ptida se 50 pl vody zbavené ribonukledz a RNA se rozpusti inkubaci pti 65 °C po dobu 5 min,
nasledné se roztok dikladné promicha a zchladi v ledové tfisti.

Koncentrace ziskané RNA se stanovi pomoci spektrofotometru NanoDrop.

4.4.4. Reverzni transkripce
Vzorky RNA se do novych mikrozkumavek natedi tak, aby v objemu 5 pl bylo obsazeno
1000 ng izolované RNA.
K nafedéné RNA se piida 1 pl roztoku Random Primers 6 (100 pmol x 171).
Mikrozkumavky se inkubuji pii 65 °C po dobu 5 min.
Po inkubaci se vzorky zchladi na ledu a poté sto¢i v centrifuze.
Ptipravi se reakéni smés podle tabulky 2 pro piislusny poc¢et vzorkl a napipetuje se do nich
po 6 ul.
Mikrozkumavky se kratce stoci v centrifuze.
Roztoky se inkubuji pii 42 °C po dobu 1 h.
Enzym se inaktivuje inkubaci pii 65 °C po dobu 10 min.
22



Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci 1 vzorku

Reagencie Objem [pl]
Reverzni transkriptaza 0,6
Inhibitor ribonukleaz 0,3
dNTPs (100 mmol x 1) 0,6
10x koncentrovany reakéni pufr 1,2
PCR voda 3,3
Celkem 6,0

Tabulka 3: SloZeni reak¢ni smési pro Real-Time PCR 1 vzorku

Typ préby Reagencie Objem [pl]
Probes master, 2% 5,0
UPL proba 0,2
UPL Smés forward + reverse primer 038

(kazdy po 5 pmol x 1)

Voda 2,0
Celkem 8,0
Probes master, 2x 5,0
Real-Time Real-Time Ready Assay 0,5
Ready Assay Voda 2.5
Celkem 8,0

9. Vzorky cDNA se kratce zchladi na ledu.

10. cDNA se 10x natedi ptidanim 108 ul vody a roztok promicha na vortexu.

4.4.5. Real-Time PCR
1. Pripravi se reakéni smés pro sledované geny (prislusny pocet vzorki v triplikatu) v zavislosti
na typu pouzité proby (tabulka 3) a smés se promicha.
2. Reakéni smés se napipetuje do 96 jamkové mikrotitraéni desky po 8 ul pro kazdy vzorek
v triplikatu.
Vzorky cDNA se promichaji na vortexu.
cDNA se do jamek pipetuje k reakéni smési po 2 pl.

Mikrotitraéni deska se prelepi folii a centrifuguje se pti 1500 ot. x min' po dobu 3 min.

S B koW

Desticka se umisti do Light Cycleru s nastavenim dle tabulky 4 a necha se probihat PCR

amplifikace.
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Tabulka 4: Podminky PCR reakce

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pre-inkubace 95 10 min 1
95 10s
Amplifikace 45
60 30s
Ochlazeni 40 30s 1

A o

o

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.

4.4.6. lIzolace proteini, priprava vzorka pro SDS-PAGE

Z kultivacnich desek se po uplynuti doby inkubace odstrani kultivacni médium s piidavkem
kofeinu a kalcitriolu.

Jamky se promyji vychlazenym roztokem PBS a pufr se opét odstrani.

Do jamek se napipetuje po 1 ml vychlazeného PBS a bunky se dtikladné seskrabou skrabkou.
Suspenze se prenese do mikrozkumavek.

Roztok se centrifuguje po dobu 2 min pii 4000 ot. x min~"' a teploté 4 °C.

Supernatant se odstrani.

Do mikrozkumavek se ptida asi 100 pl lyzacniho pufru s pfidavkem inhibitorti fosfataz
a proteaz a roztok se dikladné zhomogenizuje.

Vzorky se znovu homogenizuji na vortexu.

Mikrozkumavky se ponechaji 2—5 min stat na ledu.

Provede se homogenizace v sonikac¢ni lazni.

Lyzaty se opét promichaji na vortexu.

Vzorky se centrifuguji 13 min pii 13 200 ot. x min™' pii teploté 4 °C.

Supernatant se pienese do Cistych mikrozkumavek.

Z jednotlivych vzorki se odebere 2x po 5 ul do jamek 96 jamkové mikrotitracni desky.

Do dalsich jamek se nanese stejny objem roztokti BSA (0,2; 0,4; 0,6 ug x ml™") v duplikatu
pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky.

Prida se po 20 pl Bradfordova ¢inidla.

Spektrofotometricky se zméti absorbance roztoki pii vinové délce 595 nm.

Pomoci kalibra¢ni zavislosti se stanovi koncentrace proteinti obsazenych v roztoku.

Do novych mikrozkumavek se vzorky natedi tak, aby ve 20 ul bylo obsazeno 20 ug proteind.
K danému objemu se piida po 20 ul 2x LB a vzorky se promichaji.

Roztoky se nechaji 5 min denaturovat pii 95 °C a poté se prudce zchladi v ledové tristi.

4.4.7. SDS-PAGE

Skla na SDS-PAGE se odmasti ethanolem, upevni do ramu a ram ptipne do stojanu.
Ptipravi se smés pro délici gel (tabulka 5), roztok se promiché a nalije mezi skla ptiblizné po

aroven ramu.
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Tabulka 5: SloZeni déliciho gelu

Objem
Reagencie
10% gel 15% gel
40% (w/w) roztok AA/BIS (29:1) 2,50 ml 3,75 ml
Deionizovana voda 4,90 ml 3,65 ml
4x pufr do déliciho gelu 2,50 ml
10% (w/w) roztok SDS 100 pl
10% (w/w) roztok APS 100 pl
TEMED 10 pl
Tabulka 6: SloZeni zaostiovaciho gelu
Reagencie Objem
40% (w/w) roztok AA/BIS (29:1) 400 pl
4x pufr do zaostfovaciho gelu 1,00 ml
Deionizovana voda 2,56 ml
10% (w/w) roztok SDS 40 ul
10% (w/w) roztok APS 30 pl
TEMED 4l

Roztok déliciho gelu se prevrstvi isopropanolem a necha se zatuhnout.

Po ztuhnuti se isopropanol odmyje deionizovanou vodou.

Ptipravi se smés pro zaostiovaci gel (tabulka 6) a nalije se na stavajici vrstvu gelu.
Mezi skla se vlozi hiebinek a gel se necha zatuhnout.

Skla s gelem se zasunou do stojanu a vlozi do elektroforeticke cely.

e A A

Prostor mezi skly se vyplni Cerstvym migracnim pufrem, zbytek cely se doplni pufrem

pouzitym.

9. Z gelu se vyjme hiebinek a jamky se opatrn€ proplachnou Cerstvym migra¢nim pufrem.

10. Do prvni jamky se nanesou 2 pl standardu molekulové hmotnosti.

11. Do ostatnich jamek se nanesou piipravené vzorky po 40 pl.

12. Elektroforeticka cela se uzavie a kabely se ptipoji ke zdroji elektrického napéti.

13. Spusti se elektroforeticka separace pii konstantnim proudu 30 mA na jeden gel. Separace
probihd, dokud celo téméf nedosahuje spodniho okraje gelu.

14. Po ukonceni elektroforetické separace se zdroj napéti se vypne, skla s gelem se vyjmou

z komurky a opatrné se od sebe oddéli lopatkou.

15. Odstrani se zaostfovaci gel a zbytek gelu se presune do transferového pufru na asi 5 min.
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4.4.8. Western blotting
PVDF membréna se hydratuje v methanolu, vyplachne se deionizovanou vodou a umisti se do
transferového pufru na kyvacku.
Na elektrodu blotovaci aparatury se navrstvi (zdola nahoru):

a. 2 filtra¢ni papiry navlhcené transferovym pufrem,

b. hydratovana membréna,

c. gel,

d. 2 filtracni papiry.
Jednotlivé vrstvy povali valeckem, aby se zamezilo vzniku bublin.
Ptilozi se druhd elektroda a viko, aparatura se zapoji do zdroje.
Spusti se blotting pfi konstantnim proudu 350 mA po dobu 90 min.
Po dokonceni blotovani se membrana ponofi na 5 min do barviva Ponceau S.
Nespecifické obarveni membrany se vymyje deionizovanou vodou.
Membrana se odfizne v mistech, ktera odpovidaji molekulové hmotnosti stanovovanych
proteint.
Membrana se rehydratuje v methanolu, vyplachne se deionizovanou vodou a poté se ponoii do
pufru TBS-Tween na kyvacce.
Pripravi se 5% (w/v) roztok nizkotu¢ného mléka v TBS-Tween a 5% (w/v) roztok BSA
v TBS-Tween.
Membrana se prevrstvi roztokem nizkotuéného mléka a necha se blokovat po dobu 1 h pfi
pokojové teploté na kyvacce.
Do roztoku BSA se napipetuje primarni protilatka dle ptislusného fedéni (tabulka 7).
Po uplynuti ptislusného casu se roztok vyméni za roztok BSA s protilditkou a membrana se
necha inkubovat pfes noc pii 4 °C na kyvacce.
Naésledujici den se membrana 3x promyje pufrem TBS-Tween na kyvacce vzdy po 5 min.
Ptipravi se 2,5% (w/v) roztok nizkotu¢né¢ho mléka v TBS-Tween a do né se napipetuje
sekundarni protilatka v fedéni 1:2000.
Membrana se necha inkubovat s timto roztokem 45 min pii pokojové teploté na kyvacce.
Po uplynuti inkubacni doby se membréna 3% promyje pufrem TBS-Tween na kyvacce vzdy

po 5 min.

Tabulka 7: Redéni pouZitych primarnich protilatek

Protilatka Redéni
[B-aktin 1:6000
Osteokalcin 1:100
Osteopontin 1:200
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17. Chemiluminiscencni substrat a enhancer se smichaji v poméru 1:1, timto roztokem se
prevrstvi membrana a necha se inkubovat 5 min.
18. Zbytky roztoku na membrané se osusi o filtracni papir.

19. Provede se detekce proteintl v skeneru pro western blotting.
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5. Vysledky

5.1. Viabilita bunék v pritomnosti kofeinu
K wurceni netoxickych koncentraci kofeinu byla stanovena viabilita bunék v pfitomnosti
kofeinu pomoci metody MTT na nadorové bunécné linii LS180 odvozené od adenokarcinomu tlustého
stieva (obrazek 3). Pro test byly pouZity koncentrace 0,01—100 mmol x 1" po dobu 24 h.
Pii o$etfeni bunék kofeinem o koncentraci 0,1 a 1 mmol x "' neklesala Zivotaschopnost bunék
pod 90 %, pii zvyseni molarni koncentrace kofeinu na 10 mmol x 1" uz doslo k poklesu viability asi
o &tvrtinu oproti negativni kontrole (UT), pii daldim zvy$ovani koncentrace na 50 mmol x 1™

a 100 mmol x "' klesla viabilita bunék téméf na hodnotu pozitivni kontroly (Triton X-100).

100
*
80
60
40
20 % +
*
% é 1

Obrizek 3: Viabilita bunéné linie LS180 po 24h inkubaci s kofeinem o koncentraci 0,1-100 mmol x I'". Viabilita byla

Viabilita [%]

T
0,1 mM kofein
I mM kotein
10 mM kofoin
50 mM kofein
100 mM kofein
Trton X-100

stanovena metodou MTT. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka ze 4 experimentl s vyloucenim
nereprezentativnich hodnot. Vzorky oznacené (¥) jsou statisticky signifikantni vii¢i negativni kontrole (P < 0,05) na zakladé

dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola, Triton X-100 — pozitivni kontrola.
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5.2. Transkrip¢ni aktivita VDR v pritomnosti kofeinu

Po vylouceni toxickych koncentraci byl ke stanoveni transkrip¢ni aktivity VDR v pfitomnosti
kofeinu v linii LS180 metodou Reporter Gene Assay pouzit kofein o koncentraci 0,1-5000 pmol x 1!
po dobu 24 h. Kofein samotny nebyl schopen aktivovat transkripci prostfednictvim VDR, jak je patrné
z vysledkt Reporter Gene Assay v agonistickém moddu (ebrazek 4) — u vSech pouzitych koncentraci
kofeinu byla zjisténa hodnota luminiscence odpovidajici hodnoté negativni kontroly (UT), zatimco
v ptipadé kalcitriolu (75 nmol x 17, pozitivni kontrola) byly naméiené hodnoty 10x vyssi.

V pfipad€ antagonistického moédu Reporter Gene Assay (obrazek 5) byl kofein (ve vysSe
uvedenych koncentracich) koinkubovan s kalcitriolem (75 nmol x 1"'). V tomto piipadé doslo ke
statisticky vyznamnému zvyseni transkripéni aktivity vici pozitivni kontrole. Koncentrace kofeinu

0,1-10 pmol x I"" a 5000 umol x 1" v kombinaci s kalcitriolem zptisobily zvy3eni transkripce zhruba

o pétinu oproti kalcitriolu samotnému, v piipadé 100-1000 umol x 1" kofeinu doslo ke zvyseni az

0 40 %.

*
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Obrazek 4: Transkrip&ni aktivita VDR v p¥itomnosti kofeinu o koncentraci 1-5000 pmol x I po dobu 24 h v buné&éné

[ [
) (2]

()

MNasobky negativni kontroly
I

ur
| pM kodein
10 pM kotzin
100 pbd kofeim
1000 M kotein
S000 b kofein
T5 nM kalcitriol

linii LS180. Transkripéni aktivita VDR byla stanovena metodou Reporter Gene Assay v agonistickém modu. Hodnoty jsou
vyjadieny jako primér + smérodatnd odchylka z 3 experimentl. Vzorky oznacené (*) jsou statisticky signifikantni vici

negativni kontrole (P < 0,05) na zdkladé dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola, 75 nM kalcitriol —

pozitivni kontrola.
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Obrazek 5: Transkripéni aktivita VDR p¥i 24h koinkubaci kofeinu (0,1-5000 pmol x 'Y s Kalcitriolem (75 nmol x I'")

=

75 nM kaloitriol
0,1 pM kofein +
75 nM kalitriol
75 nM kaleitriol

1000 M kefisin +
75 oM kaloitriol

SO00 P kofiin -+
75 nM kalitriol

10 pM kafein +
100 pM kotein +

1 pM kofein+
T5 nM kalcitriol
T5 nM kalcitriol

v bunééné linii LS180. Transkripéni aktivita VDR byla stanovena pomoci Reporter Gene Assay v antagonistickém modu.
Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka z 8 experimentl s vylou¢enim nereprezentativnich hodnot. Vzorky
oznatené (*) jsou statisticky signifikantni vaéi pozitivni kontrole (P < 0,05) na zakladé dvouvybérového t-testu.

75 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.
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5.3.Genova exprese v pritomnosti kofeinu

Vliv kofeinu na indukci exprese vybranych cilovych gent VDR byl zkouméan v rozmezi
koncentraci 0,1-100 pmol x I, které lze povazovat za fyziologicky relevantni, v koinkubaci
s kalcitriolem (jakoZto pozitivni kontrolou) o dvou koncentracich — 75 nmol x "', jeZ se povazuje za
dostatednou ze zdravotniho hlediska, a 1 nmol x 17/, reprezentujici deficienci vitaminu D. Jako
negativni kontrola (UT) slouzi vzorky, kde byly bunky namisto piisluSnych roztokd kofeinu
a kalcitriolu oSetfeny pouze rozpoustédlem (DMSO) v odpovidajicim mnozstvi. Vzorky UT byly
ptipraveny zvlast pro vzorky vyssi a nizs$i koncentrace kalcitrolu, aby bylo mozné evaluovat vliv
ruzné hladiny kalcitriolu nezdvisle na sobé. V urcitych ptipadech byly hodnoty namisto negativni
kontroly pfepocitany na pozitivni kontrolu, a to z divodu velkych rozdild v mife exprese jednotlivych
genll mezi experimenty.

Sledovana byla exprese genit CYP24A1, CYP27B1, BGLAP, SPP1 a TNFSF1I. Exprese na
urovni RNA byla stanovovana pomoci Real-Time PCR a ziskana data byla normalizovana na expresi
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy (GAPDH), exprese na tUrovni proteinu byla stanovovana

pomoci western blottingu a data byla normalizovana na expresi B-aktinu.

5.3.1. Exprese na irovni RNA po 24 h v bunééné linii LS180

Exprese genii byla stanovovana vbunécéné linii LS180, na zikladé detekce zvysené
transkripéni aktivity VDR v pfitomnosti kofeinu.

CYP24A1. Osetreni kofeinem nemélo vyraznéjsi vliv na expresi mRNA CYP2441 v zadné
z pouzitych koncentraci kofeinu v ptipadé koinkubace s kalcitriolem o koncentraci 75 nmol x I
(obrazek 6). P¥i pouziti kalcitriolu o koncentraci 1 nmol x I"' byla zaznamenana o néco vyrazngji
snizena exprese mRNA oproti pozitivni kontrole, a to aZ o tietinu v piipadé 10 pmol x 1! kofeinu,
tento pokles vSak nebyl statisticky vyznamny.

CYP27B1. Po aplikaci kofeinu bylo mozné pozorovat pouze nevyznamné zmény v expresi
mRNA daného enzymu, a to sohledem na ob& pouzité koncentrace kalcitriolu (obrazek 7).
U pozitivni kontroly, kalcitriolu, v§ak nedoslo k o¢ekdvanému poklesu v expresi genu CYP27B1 ani
u jedné z pouzitych koncentraci hormonu. Regulace tohoto genu skrz VDR je zfejmé v této bunécéné
linii nefunk¢ni.

BGLAP. V piipadé koinkubace kofeinu se 75 nmol x 1™ roztokem kalcitriolu byl pozorovan
mirny nartist v mnozstvi mRNA ve vSech testovanych koncentracich kofeinu oproti ocekdvané indukci
samotnym kalcitriolem (obrazek 8). Pii niZ§i koncentraci kalcitriolu (1 nmol x I"") nedoslo k zméné
v expresi mRNA, pouze u nejvyssi koncentrace kofeinu doslo k mirnému naristu. Zadna ze zjisténych
zmén v expresi nebyla statisticky vyznamna.

Exprese gentt SPP1 a TNFSF11 nebyla v bunééné linii LS180 na urovni mRNA detekovana.
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Obrazek 6: Exprese genu CYP24A1 na arovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x 1"") s kalcitriolem

Podil exprese pozitivni kontroly [%6]
L=

0,1 pM kofein +
75 oM kalgitriol
1 uM kofein +
75 oM kalgitriol
10 pM kofein +
75 nM kalgitriol
75 nM kalgitriol
uT
1 nM kalcitriol
0,1 pM kofsin +
| nM kalcitriol
1 uM kofein +
1 nM kaleitriol
10 uM kofein +
1 nM kalcitriol
1 M kaleitriol

T
75 nM kaleitriol

100 M kofein +
100 M kofsin +

(75a1nmol x1"") vbunééné linii LS180. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka z 5 experimenti s vylouc¢enim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 7: Exprese genu CYP27BI na iirovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x 1Y) s kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbunééné linii LS180. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vici GAPDH. Data jsou vyjadfena jako primeér + smérodatna odchylka z 5 experiment. UT, untreated —

negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 8: Exprese genu BGLAP na turovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbunééné linii LS180. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vuéi GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér +smérodatnd odchylka z 5 experimenti s vyloucenim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.

5.3.2. Exprese na urovni proteinu po 24 h v bunééné linii LS180
Vzhledem k absenci vyraznéjsiho efektu na urovni RNA nebyla exprese na Grovni proteinu

u zadného z genii zkoumana.

5.3.3. Casova zavislost exprese na urovni RNA v bun&né linii LS180

Po zhodnoceni vlivu kofeinu v koinkubaci s kalcitriolem na vybrané cilové geny VDR po
inkubaci po dobu 24 h byla zhodnocena exprese také po kratSich ¢asovych intervalech — po 2-8 h.
V tomto piipadé byly testovany pouze vzorky 1 a 10 umol x "' kofeinu se 75 nmol x "' kalcitriolem
a geny CYP24A41 a BGLAP, jejichz exprese byla v této bunééné linii indukovana.

CYP24A1. Pti studiu ovlivnéni exprese mRNA genu CYP24A41 v Case byly pozorovany pouze
mirné modulace exprese ve vSech c¢asovych intervalech, které nebyly statisticky vyznamné
v porovnani s kalcitriolem samotnym (obrazek 9).

BGLAP. V ptipadé mRNA genu BGLAP bylo v nékterych ptipadech pozorovano mirné
zvySeni exprese po aplikaci kofeinu oproti pozitivni kontrole, obvykle u vyssi koncentrace kofeinu
s vyjimkou 2h inkubace (obrazek 10). Ke zvyseni doslo i u niz§i koncentrace kofeinu, a to po 2 a 8 h.
Po 4 h vSak efekt nebyl pozorovan a po 6 h byla exprese mirn¢ snizend. Zmény v expresi tohoto genu

rovnéZz nebyly statisticky signifikantni.
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Obrazek 9: Casova zavislost exprese genu CYP24A1 na urovni RNA po 2-8h koinkubaci kofeinu (1 a 10 pmol x I'")
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s kalcitriolem (75 nmol x I'") v bun&&né linii LS180. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty
jsou normalizovany vuci GAPDH. Data jsou vyjadiena jako pramér + smérodatna odchylka z 5 experimenti. UT, untreated —

negativni kontrola; 75 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrizek 10: Casova zavislost exprese genu BGLAP na iirovni RNA po 2-8h koinkubaci kofeinu (1 a 10 pmol x 1)

Nasobky exprese negativni kontroly
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75 nM kaleitriol
10 M kofein +
75 nM kaleitriol
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s kalcitriolem (75 nmol x I'") v buné&éné linii LS180. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty
jsou normalizovany viici GAPDH. Data jsou vyjadfena jako primér + smérodatna odchylka z 5 experimentd s vylouc¢enim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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5.3.4. Casova zavislost exprese na tirovni proteinu v bun&éné linii LS180
Na urovni proteinu nebylo mozné detekovat ptitomnost osteokalcinu (produktu genu BGLAP),

exprese gentt CYP24A1 a CYP27BI nebyla na Grovni proteinu stanovovana.

5.3.5. Exprese na arovni RNA po 24 h v bunécné linii HOS

Pro dal$i stanoveni zmén v expresi sledovanych genli po zisahu kofeinem byla pouzita
nadorova bunécna linie HOS odvozend od osteosarkomu, tedy vhodnéj$i model pro studium exprese
kostnich proteinti.

CYP24A1. Pi o3etieni kalcitriolem o koncentraci 75 nmol x 1" dolo v kombinaci s kofeinem
k mirnému sniZeni exprese mMRNA CYP24A1 pii koncentracich 0,1-10 umol x 1™, v piipadé nejvyssi
koncentrace nebyla pozorovana zmeéna (obrazek 11). U nizs$i koncentrace kalcitriolu doslo
k statisticky vyznamnému (P = 0,0236) sniZeni exprese vici pozitivni kontrole v piipadé koncentrace
kofeinu 1 pmol x 17, v mensi mite byla sniZena exprese téZ u koncentrace 100 umol x 1!, nebyla vak
signifikantni. U ostatnich koncentraci nebyla pozorovana zména.

CYP27BI1. Koinkubace vyssi hladiny kalcitriolu s kofeinem zptisobila snizeni exprese mRNA
CYP27BI u koncentrace 10 pmol x ', u ostatnich koncentraci nedoslo ke zmén& v expresi
(obrazek 12). Koinkubace s nizsi hladinou kalcitriolu méla za vysledek snizovani exprese mRNA
v koncentracich 1-100 pmol x 1", v posledni zminéné koncentraci byla zména statisticky signifikantni
(P =0,0029) vii¢i pozitivni kontrole. Stejn¢ jako u linie LS180 (obrazek 7) nebyla u této bunécné linie
exprese CYP27B1 dle ocekavani pozitivni kontrolou snizena.

BGLAP. Osetteni kofeinem zptisobilo pouze mirné modulace exprese tohoto genu s ohledem
na ob& pouzité hladiny kalcitriolu, jen u koncentrace 100 pmol x 1" kofeinu v kombinaci
se 75 nmol x 1! kalcitriolem bylo zaznamenano zvy$eni mnozstvi mRNA, které ale nebylo statisticky
vyznamné (obrazek 13). V piipad¢ bunétné linie HOS vSak nedo$lo k vyraznéjsi indukci exprese
mRNA u pozitivni kontroly oproti kontrole negativni, a to ani u kalcitriolu o koncentraci
75 nmol x ",

SPPI. Kombinace 75 nmol x "' kalcitriolu s kofeinem zptisobila mirny nartist v mRNA genu
SPPI v testovanych koncentracich, kombinace 1 nmol x I"' kalcitriolu a kofeinu méla pak jen mirné
modulaéni uginky na expresi (obrazek 14). Uginky kofeinu na expresi SPPI nebyly v zadném
ze zminénych ptipadl signifikantni.

TNFSF11. Pti vyssi koncentraci kalcitriolu kofein zptisobil mirné snizeni exprese mRNA
TNFSF11 ve viech koncentracich s vyjimkou 100 pmol x I”', zmény vsak rovnéz nebyly statisticky
vyznamné (obrazek 15). Ogetfeni bunék kofeinem v kombinaci s 1 nmol x I kalcitriolem nemélo

vliv na hladinu mRNA.
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Obrazek 11: Exprese genu CYP24AI na urovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x 1"") s kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbunéné linii HOS. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér = smérodatna odchylka z 3 experimenti s vyloucenim
nereprezentativnich hodnot. Vzorky oznacené (*) jsou statisticky signifikantni viéi ptislusné pozitivni kontrole (P < 0,05) na

zakladé dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 12: Exprese genu CYP27BI na turovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x 1"") s Kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbun&né linii HOS. MnoZstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér + smeérodatnd odchylka z 3 experimentii s vyloucenim
nereprezentativnich hodnot. Vzorky oznacené (¥*) jsou statisticky signifikantni vici pfislusné pozitivni kontrole (P < 0,05) na

zaklad€ dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM Kkalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 13: Exprese genu BGLAP na tirovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s kalcitriolem

Nasobky exprese negativni kontroly
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(75a1nmol x1"") vbunéné linii HOS. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér =+ smérodatna odchylka z 3 experimenti s vyloucenim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 14: Exprese genu SPPI na trovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s Kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbunéné linii HOS. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vu¢i GAPDH. Data jsou vyjadfena jako primeér +smérodatnd odchylka z3 experimentl s vyloucenim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 15: Exprese genu TNFSF1I na virovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s Kalcitriolem
(75a1nmol x1"") vbunéné linii HOS. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadfena jako prumér +smérodatnd odchylka z 3 experimentl s vyloucenim

nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.

5.3.1. Exprese na urovni proteinu po 24 h v bunééné linii HOS

Po zhodnoceni efektu kofeinu na mRNA bylo zjistovano, zda se efekt nasledné promitd i do
proteinového produktu.

Osteopontin. Stanoveni proteinového produktu genu SPPI, osteopontinu (OPN), vedlo
k detekci dvou produkti (obrazek 16). Protein, jehoz molekulovou hmotnost 1ze odhadnout na asi
70 kDa, byl jen mirn€, konzistentné s mRNA, indukovan vyssi koncentraci kalcitriolu, pfi¢emz
koinkubace s kofeinem neméla zadny vyznamny tcinek na hladinu proteinu (obrazek 17). U nizsi
koncentrace kalcitriolu rovnéz téméf nedoslo ke zménam.

U proteinového produktu s niz$i molekulovou hmotnosti (asi 35 kDa) doslo pfi pouZiti vyssi
koncentrace kalcitriolu k mirnému nesignifikantnimu snizeni mnozstvi proteinu ve vSech
koncentracich kofeinu. V pfipadé nizs$i koncentrace kalcitriolu byl pozorovan trend nartstajiciho
mnozstvi proteinu, ktery dosahl hodnoty asi o 60 % vyssi oproti kalcitriolu samotnému v koncentraci
100 pmol x 1!, v tomto piipadé bylo zvyseni statisticky signifikantni (P =0,03202) viiéi pozitivni
kontrole.

Osteokalcin, produkt genu BGLAP, v této bunééné linii rovnéz nebyl detekovan. Exprese genti

CYP24A41, CYP27B1 a TNFSF11 (proteinovy produkt RANKL) nebyla stanovovana.
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Obrazek 16: Reprezentativni western blot detekce osteopontinu v bunééné linii HOS po 24h inkubaci. Detekovany byly

dvé varianty osteopontinu, jejichz molekulova hmotnost byla odhadnuta na 35 a 70 kDa. Jako kontrola davkovani byl pouzit

-aktin. OPN — osteopontin.
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Obrazek 17: Semikvantifikace exprese osteopontinu na tirovni proteinu po koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I™")
s Kalcitriolem (75 a 1 nmol x I'") v buné&&né linii HOS po dobu 24 h. MnoZstvi proteinu bylo stanoveno metodou western
blottingu, pfislusné hodnoty denzitometricky. Hodnoty jsou normalizovany vuc¢i B-aktinu. Data jsou vyjadfena jako
prumér + smérodatna odchylka z 3 experimenti. Vzorky oznacené (*) jsou statisticky signifikantni vi¢i pozitivni kontrole
(P < 0,05) na zakladé dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol —

pozitivni kontrola.
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5.3.2. Exprese na urovni RNA po 24 h v lidskych osteoblastech

Poté byla hodnocena exprese cilovych gend v primarni kultute lidskych osteoblastd, jez maji
z pouzitych modelovych systému nejveérnéji reflektovat realnou situaci v lidském téle. Vliv kofeinu
byl testovan na kultufe osteoblastii pochazejicich ze dvou riznych déarct (znaceno A a B), proto jsou
vysledky evaluovany zvlast.

CYP24A1. V piipadé darce A doslo po osetieni kalcitriolem o koncentraci 75 nmol x 1™
v kombinaci s kofeinem k postupnému snizovani mnozstvi mRNA genu CYP24A41 v koncentraci
0,1 pmol x 1" 0 asi 40 %, u 1 pmol x 1" az 0 60 % (obrazek 18). Ve vyssich koncentracich kofeinu se
exprese opét zvysila na 54 % hodnoty pozitivni hodnoty, v ptipadé 100 pmol x ! kofeinu vzrostla az
na témét 90 % exprese pozitivni kontroly. Po ofetfeni kofeinem v kombinaci s1 pmol x 1
kalcitriolem vzhledem k vysokym odchylkdm mezi naméfenymi hodnotami neni vliv kofeinu patrny.

V ptipadé darce B lze pozorovat vzhledem k velkym odchylkam pouze nevyznamné modulace
exprese genu ve viech koncentracich kofeinu, a to jak v kombinaci se 75 nmol x 17, tak s 1 nmol x 1™
kalcitriolem.

CYP27B1. Stejn¢ tak jako v pripadé bunéénych linii LS180 (obrazek 7) a HOS (obrazek 12)
nedoslo k ocekdvanému poklesu exprese u pozitivni kontroly oproti negativni kontrole. Vzhledem
k této skutecnosti a rovnéz k faktu, Ze exprese tohoto genu byla u darce A naméfena pouze sporadicky
v nékterych vzorcich, nebyla exprese tohoto genu dale stanovovéana.

BGLAP. U darce A nebyla exprese tohoto genu uspé$né naméiena. V pripadé darce B pak
byly zaznamenany pouze mirné modulace v expresi u obou hladin kalcitriolu a vSech pouzitych
koncentraci kofeinu, tyto zmény nebyly statisticky signifikantni (obrazek 19). Nicméné u tohoto
bunécného modelu doslo oproti diive pouzivanym ke koncentra¢né zavislé indukci exprese BGLAP
genu.

SPPI1. Exprese tohoto genu byla kalcitriolem indukovana jeho vyss§i koncentraci, konkrétné
2,3-10,4%, u nizsi koncentrace vSak nebyla indukce mRNA patrna (obrazek 20). V piipad¢ darce A
byla u kalcitriolu o koncentraci 75 nmol x 1" pozorovana mirna zména v expresi vykazujici podobnou
zavislost, jaka byla popsana u CYP2441 (obrazek 18). U nizsi hladiny kalcitriolu byly pozorovany
mirné modulace.

V piipadé darce B doslo ke sniZeni exprese pii koncentraci 0,1 umol x "', v ostatnich
koncentracich byla zména téméf neznatelnd od pozitivni kontroly. U niz§i koncentrace kalcitriolu
doglo ke zvy3eni exprese ve viech koncentracich mimo 1 pmol x I”' kofeinu. Ke statisticky vyznamné
zméné v expresi (P =0,0234) oproti samotnému kalcitriolu doSlo v pfipadé nejvyssi koncentrace

kofeinu 100 pmol x 17",
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TNEFSF11.V ptipadé genu TNFSF1 byla exprese na trovni mRNA tspésné naméfena pouze
u vzorkl z darce B (obrazek 21). Indukce zde byla zaznamenana u obou hladin kalcitriolu, konkrétné
4,7-11,6% u kalcitriolu o koncentraci 75 nmol x 1" a 1,6-1,8x u kalcitriolu o koncentaci 1 nmol x 1.
V piipadé vy$$i hladiny Kkalcitriolu zptsobila aplikace kofeinu v koncentraci 0,1—1 pmol x 17!
nesignifikantni snizeni exprese, ve vys$ich koncentracich kofeinu naopak mirny narast oproti pozitivni
kontrole, rovnéz nesignifikantni. Analogicky efekt byl pozorovan po oSetfeni kofeinem i pfi nizsi

hladiné€ kalcitriolu.
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Obriazek 18: Exprese genu CYP24AI na urovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x 1”") s Kalcitriolem
(75 a1 nmol x I'") v lidskych osteoblastech. MnoZstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vici GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatnd odchylka z 2 experimentt (darce A) ¢i

3 experimenttl (darce B). UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 19: Exprese genu BGLAP na tirovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s kalcitriolem
(75a1nmol x1'") v lidskych osteoblastech. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vi¢i GAPDH. Data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka z 3 experimentt, konkrétné z darce B.

UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM Kkalcitriol — pozitivni kontrola.
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Obrazek 20: Exprese genu SPPI na trovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s Kalcitriolem
(75 a1 nmol xI'") v lidskych osteoblastech. MnoZstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
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75 nM kalcitriol

1 uM kofein +

normalizovany vuéi GAPDH. Data jsou vyjadfena jako pramér + smérodatnd odchylka z 2 experimentd (darce A) ¢i
3 experimentt (darce B). Vzorky oznacené (*) jsou statisticky signifikantni vici pozitivni kontrole (P < 0,05) na zdkladé

dvouvybérového t-testu. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni kontrola.

42



[
(=]
h

100

(R
h

Obrazek 21: Exprese genu TNFSF1I na virovni RNA po 24h koinkubaci kofeinu (0,1-100 pmol x I'") s Kalcitriolem
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(75a1nmol x1'") v lidskych osteoblastech. Mnozstvi RNA bylo stanoveno pomoci Real-Time PCR. Hodnoty jsou
normalizovany vu¢i GAPDH. Data pochazi z darce B a jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka z 3 experimentt
s vylou¢enim nereprezentativnich hodnot. UT, untreated — negativni kontrola; 75 nM kalcitriol, 1 nM kalcitriol — pozitivni

kontrola.

5.3.1. Exprese na urovni proteinu po 24 h v lidskych osteoblastech

Detekce proteinovych produkti zkoumanych genti nebyla z ¢asovych divodi stanovena.
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6. Diskuse

Tato prace demonstruje Gcinky kofeinu na expresi cilovych gent VDR souvisejicich s kostni
matrix ¢i s metabolismem kalcitriolu, a to s ohledem na efekt riznych koncentraci tohoto hormonu.
Vliv kofeinu na expresi téchto geni miize mit za dasledek patologické zmény, které mohou
potencialné vést k vzniku osteoporézy a podobnych onemocnéni, u kterych byla v minulosti
v nékterych studiich popséana spojitost s konzumaci kofeinu.

Jednim zmoznych mechanismli, jakym by kofein mohl ovliviiovat uc¢inky VDR, je
ovlivnénim koncentrace aktivni formy vitaminu D, kalcitriolu, v krvi. Nabizi se dvé moznosti, jakym
se toto mize dit — jednak je to ovlivnéni premény kalcifediolu na kalcitriol, nebo naopak ovlivnéni
inaktivace kalcitriolu. Tyto ucinky byly zde testovany analyzou indukce exprese mRNA dvou enzymt
— CYP24A1, ktery hormonalni formu vitaminu D inaktivuje, a CYP27B1, ktery hormon tvofi.
Vysledky neukazaly signifikantni zmény exprese CYP24A41 v zadném zpouzitych modelovych
systémd mimo jednoho piipadu (koncentrace 1 pmol x 1" kofeinu koinkubovaného s 1 nmol x 1™
kalcitriolem v bunééné linii HOS), stejna situace je v piipad¢ CYP27BI, kde rovnéz doslo
k ojedinélému piipadu signifikantniho snizeni exprese (koncentrace 100 umol x 1" kofeinu
koinkubovaného s 1 nmol x 1" kalcitriolem v bun&éné linii HOS). Na data ziskana studiem zmén
exprese CYP27B1 by vsak pravdépodobné nemél byt bran zietel vzhledem ke skutecnosti, ze v zadné
znadorovych linii ani v kultufe osteoblastli nedoslo k oCekdvané represi exprese tohoto enzymu
ucinkem kalcitriolu.

Studie zabyvajici se uc¢inkem kofeinu na expresi téchto enzymi nebyly nalezeny, Yeh et Aloia
(1986) vsak zjistili, ze u mladych potkant se nasledkem podani kofeinu zvysuje sérova koncentrace
kalcitriolu, tato zména vSak nebyla pozorovana u potkanti dospélych. Taft et al. (1984) pak in vitro
detekovali inhibic¢ni efekt kofeinu na tvorbu kalcitriolu z kalcifediolu v ledvinovych tubulech kurat.
Zaveéry z téchto studii zcela neodpovidaji vysledkiim prezentovanym v této praci, obé prace vSak pro
experimenty vyuzivaly mnohem vy$$i koncentrace kofeinu, nez zde — v prvnim ptipadé byly
potkantim podavany davky, které odpovidaji asi 16 salkim kavy na den pro ¢lovéka, v druhém ptipadé
in vitro studie byl inhibi¢ni efekt zaznamenan u koncentraci 5-10 mmol x I kofeinu, tedy
koncentracim mnohonasobné ptekracujicim fyziologicky moznou plazmatickou koncentraci kofeinu.
Neshoda mulize pramenit rovnéz z velmi odlisnych modelovych systémil, na kterych byly tcinky
kofeinu testovany.

Jinou potencialni moznosti UCinku kofeinu na VDR s ohledem na vznik osteopordzy
a podobnych onemocnéni mize byt ovlivnéni exprese genti kdédujicich proteiny, jez se néjakym
zpusobem uUcastni formovani kosti. Jednim z proteint, ktery tvoii vyznamnou cast organické slozky
kosti a podili se na mineralizaci kosti, je osteokalcin (produkt genu BGLAP). Tento protein je rovnéz

markerem funkce osteoblastl. Kofein nemél na expresi BGLAP, at uz mRNA ¢i proteinu,
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signifikantni efekt v zaddném z modelovych systéml a rozdil nebyl zaznamenan ani u rtznych
pouzitych koncentraci kalcitriolu.

Existuje fada studii, jez analyzuji expresi tohoto genu po oSetfeni kofeinem, v Zadné z nich
vsak nebyl zohlednén vliv hladiny kalcitriolu. Tato skutecnost znacn€ ztézuje porovnavani,
pravdépodobné je mozné potencialni efekt kofeinu piirovnat zde k expresi genu pfi pouziti kalcitriolu
o koncentraci 1 nmol x I”', tedy hladiné odpovidajici nedostatku vitaminu D, jeZ se vyskytuje u velké
¢asti populace. ZvySeni exprese osteokalcinu zaznamenali Zhou et al. (2010) pti studiu exprese
mRNA i proteinu tohoto genu v potkanich mezenchymalnich stromalnich builkdch odvozenych
zkostni diend. Zvyseni mnozstvi mRNA pii koncentraci kofeinu 100 a 300 umol x I”' a naopak
snizeni pii koncentraci 1000 pmol x 1! detekovali také Su et al. (2013) v my3i nadorové bunééné linii
M2-10B4 odvozené od stromdlnich bunek kostni diené. Naopak Tassinari et al. (1991) zjistili snizeni
mnozstvi osteokalcinu zavislé na davce v kultuie kufecich osteoblastd, snizeni exprese mRNA pak
zaznamenali i Barone et al. (1993) v nékterych stadiich maturace potkanich osteoblastt. Vysledky
jsou tedy znacné protichidné a neshoduji se se zde ptedkladanymi daty. Ve vSech studiich byly vs§ak
pouzity koncentrace kofeinu v rozmezi 100 pmol x I"' a vice, které tedy zcela neodpovidaji
koncentracim pouzitym zde. Je tedy mozné, Ze kofein miiZze mit vliv na expresi osteokalcinu, ptipadny
efekt v§ak mize byt jiny s ohledem na rizné bunééné typy ¢i pouzitou davku kofeinu.

Osteopontin  (produkt genu SPPI) je dalSim zkostnich proteinti podilejicich se na
mineralizaci, rovnéz ma zprosttedkovavat resorpci kosti poskytnutim vazebnych mist pro osteoklasty.
V tomto piipadé nebyly detekovany zmény v expresi s vyjimkou koncentrace 100 umol x 1! kofeinu
koinkubovaného s 1 nmol x I”' kalcitriolem v bun&né linii HOS na tirovni proteinu, kdy byla hladina
jednoho z detekovanych proteinovych produkti zvysena. Stejna koncentrace také zpusobila
signifikantni zvySeni exprese u jednoho z darci v lidskych osteoblastech. Lze se tedy opatrné
domnivat, Ze tato koncentrace kofeinu v kombinaci s nizkou hladinou kalcitriolu v krvi muize mit
urcity biologicky vyznam, je vSak sporné, zda je takovy zavér skutecné relevantni, jelikoz dosazeni
koncentrace 100 pmol x 1" kofeinu je peroralni cestou fyziologicky nemozné. Dalsim faktorem
mluvicim v neprospéch vyznamu zvySeni exprese mRNA SPPI je nizky pocet opakovani téchto
experimentd a absence dajui o hlading proteinu v pfipadé€ stanoveni exprese v kultuie osteoblasti.

RANKL (produkt genu TNFSF11) se ucastni rekrutovani osteoklastli, ¢imz umoziiuje resorpci
kosti. V piipad€ tohoto genu nebyly detekovany zadné statisticky vyznamné zmény v jeho expresi.
V praci Yi et al. (2016), kde byla sledovana exprese genu TNFSF1I na urovni mRNA i proteinu
v tkanovém modelu lidskych bunék periodontalniho vazu, rovnéz nebyly zjistény zmény v expresi, ve
shod¢ s vysledky prezentovanymi zde. Piestoze podobné jako v pfipadé vyzkumi zminénych vyse,
které se zabyvaly expresi osteokalcinu, ani zde nebyl bran ohled na hladinu kalcitriolu, je pfednosti
prace této védecké skupiny pouziti takové koncentrace kofeinu, ktera je fyziologicky dosazitelna

(10 umol x 171, a ktera tak umoziuje lepsi srovnani se zde prezentovanymi vysledky.
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Lze tedy konstatovat, e kofein vrozmezi koncentraci 0,1-100 pmol x I"' v kombinaci
s kalcitriolem (bez ohledu na jeho koncentraci), nema vliv na expresi stanovovanych genti v pouzitych
bunéénych modelech. Ovlivnéni VDR pomoci kofeinu bylo vsak jiz diive demonstrovano (Rapuri et
al., 2007). V této studii bylo metodou western blottingu zjisténo, Ze nasledkem zvySujicich se
koncentraci kofeinu v kombinaci s kalcitriolem o koncentraci 100 nmol x 1" dochazi ke koncentraéné
zavislému snizovani mnoZzstvi proteinu VDR, které autofi pfisuzuji jeho snizené expresi. Vzhledem ke
skute¢nosti, ze mnozstvi mRNA nebylo v této studii stanovovano, neni jasné, zda efekt kofeinu
skute¢né spociva ve snizeni exprese VDR jako takového, ¢i jde o potencidlni ovlivnéni stabilizacnich
ucinkt ligandu na VDR, jez bylo u kalcitriolu jiz diive popsano (Kongsbak et al., 2014; Arbour et al.,
1993; Wiese et al., 1992). Bez ohledu na pravou pfi¢inu snizeni mnozstvi proteinu VDR, vysledky
prezentované zde nejsou ve shod€¢ s uvedenou studii. Sledovana vSak byla exprese jinych genil
a rovnéz koncentrace kofeinu, které k tomuto stanoveni byly pouZity (0,2—10 mmol x 1""), vice neZ
dvacetinasobné prekracuji koncentrace, které Ize detekovat v krvi po bézném pfiijimani kofeinu ve
stravé, a spiSe odpovidaji koncentracim pro lidi toxickym. Je tedy otazkou, zda je sniZzeni mnozstvi
VDR nasledkem oSetieni kofeinu fyziologicky relevantni.

Vzniklé rozpory lze pravdépodobné ptisuzovat i volbé modelového systému. Pii zkoumani
vlivu kofeinu na expresi danych genli v bunééné linii LS180 nebyly zjistény zadné statisticky
signifikantni rozdily v mnozstvi mRNA, piestoze prave v této linii bylo zvySeni transkripcni aktivity
metodou Reporter Gene Assay opakované detekovano. Tato linie vSak nepfedstavuje pfili§ piesny
modelovy systém pro studium vlivu kofeinu na kostni tkan, coz Ize konstatovat rovnéz vzhledem
k faktu, ze exprese SPP1 a TNFSF11 nebyla v téchto butikach detekovana vibec, a v piipadé BGLAP
byla detekovana pouze mRNA. V dalsi fazi prace byl vliv kofeinu testovan na bunécné linii HOS,
ktera je nadorovou linii odvozenou od osteosarkomu a je tedy pro ucely této studie vhodnéjsi.
U tohoto modelového systému v nékterych ojedinélych ptipadech bylo mozné nékteré zmeény
v genové expresi vyhodnotit jako statisticky signifikantni, linie HOS vSak v nékterych piipadech
nevykazovala uspokojivou miru indukce cilového genu VDR kalcitriolem, vyvozovani zavért je proto
1 tady znacné omezené. Naposledy kultura lidskych osteoblastd byla pouzita jako finalni modelovy
systém nejvice se blizici redlné situaci, prestoze v tomto piipadé rovnéz chybi kontext celého
organismu. Zde roli v zjisténych rozporech miize hrat také genotyp daného déarce a rovnéz pocet
replikaci experimentu, jelikoz bylo mozné pfipravit pouze 2 experimenty v piipadé darce A
a 3 experimenty v piipad¢ darce B, coz znacné zt€Zuje vyvozovani fyziologicky relevantnich zaveéru.

Zvysenou aktivitu VDR v pfitomnosti kofeinu a kalcitriolu, ktera byla zakladem pro tuto
praci, lze pfirovnavat ke zvySeni transkripéni aktivity nasledkem oSetfeni kofeinem, ktera byla
popsana u glukokortikoidniho receptoru v nadorové linii SaOS-2 odvozené od lidského osteosarkomu
(Focking et al., 2005). ZvySeni transkripéni aktivity autofi studie pfi¢itaji zvySené hladin€ cyklického
AMP v disledku inhibice fosfodiesterazy kofeinem. Toto vysvétleni se nabizi i zde, pravdépodobné

vSak neni aplikovatelné pro tento piipad ze dvou divodi — jednak jsou za spodni hranici inhibice
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fosfodiesterazy kofeinem povazovany koncentrace v rozmezi 100—1000 pmol x 1! (Francis et al.,
2011), a zde byla transkripcni aktivita signifikantné zvySena i pii koncentraci kofeinu 1000% nizsi.
Dale pak fosforylace proteinkinazou A, ktera byla popsana u VDR, ma transkripcni aktivitu receptoru
naopak snizovat (Hsieh et al., 2004). Rovn&Z potencidlni zvyseni hladiny Ca®*, které bylo popsano
jako nasledek vysoké koncentrace kofeinu (Kirino e Shimizu, 1982) by skrz fosforylaci
proteinkinazou C-p (Hsieh et al., 1991) vedlo ke sniZeni, ne zvySeni aktivity VDR. Uvolnéni Ca®>" bylo
navic detekovano ve svalovych buiikdch a zde pouzitd koncentrace kofeinu je pro tento ucinek také
ptilis nizka. Neni tedy zfejmé, co zplisobuje zvySeni transkripcni aktivity VDR kofeinem, ani z jakého

divodu se zvyseni transkripéni aktivity nepromitd do zmén exprese sledovanych genti.
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7. Zavér

V této praci byl testovan vliv kofeinu na expresi cilovych gent receptoru pro vitamin D.
Kofein byl pouzit v koncentracich 0,1; 1; 10 a 100 umol x 1, tedy v koncentracich, které je mozné
detekovat po bézné konzumaci kofeinu, a to vzdy v kombinaci kalcitriolem o koncentraci bud’
75 nmol x I"' — koncentraci, jejiz dosazeni se doporuduje ze zdravotniho hlediska, nebo 1 nmol x 17,
ktera predstavuje stav deficience vitaminu D. Testovan byl vliv téchto latek na expresi gend, které se
ucastni inaktivace a aktivace hormonalni formy vitaminu D, gentt CYP24A41 a CYP27BI1, a dale gen
souvisejicich s tvorbou kostni matrix, gentt BGLAP (protein osteokalcin), SPPI (protein osteopontin)
a TNFSF11 (protein RANKL). Jejich exprese byla stanovovana v nadorovych bunéénych liniich
LS180 a HOS a v kultufe lidskych osteoblasti — mnozstvi mRNA bylo stanovovano metodou
Real-Time PCR, mnoZstvi proteinu pomoci western blottingu.

Kofein v koinkubaci s kalcitriolem nemél vliv na expresi genil v bunécné linii LS180.
V piipadé bunécné linie HOS byly zjistény mirné modulace exprese — snizeni na irovni mRNA u genu
CYP24A1 pii pouziti koncentrace 1 pmol x "' kofeinu s 1 nmol x "' kalcitriolem, a u genu CYP27BI1
pti koncentraci 100 pmol x 1" kofeinu s 1 nmol x 1™ kalcitriolem, na Grovni proteinu pak u stejné
koncentrace kofeinu bylo detekovano signifikantni zvySeni mnozstvi jedné z detekovanych forem
osteopontinu. Pfi analyze exprese v osteoblastech byla detekovana rizna mira modulace exprese gend,
v pfipadé genu SPPI na urovni mRNA pak bylo zaznamendno zvySeni exprese pii koncentraci
100 pmol x I"" kofeinu s 1 nmol x 1" kalcitriolem u jednoho z darcti. Zhodnoceni vlivu kofeinu
expresi gend v lidskych osteoblastech vyzaduje z divodu malého poctu opakovani dalsi vyzkum.

Z dostupnych udaja Ize usuzovat, ze exprese gent, které spadaji pod regulaci receptoru pro

vitamin D, neni kofeinem vyrazngji ovliviiovana.
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