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Abstrakt

Prozanétlivé cytokiny se vyznamné podili na rozvoji zanétlivé reakce. Pokud se
Z akutniho zané¢tu stava zanét chronicky, jedna je jiz Casto o patologicky jev. Chronicky zanét
doprovazi celou fadu zavaznych onemocnéni s nejasnou progndzou, jako jsou napiiklad nékteré
autoimunitni choroby. U téchto chorob neni zpravidla pfi¢ina zcela objasnéna a jejich 1éCba jen
pfevazné symptomatickd, kdy je navic snaha utlumit imunitni systém. K tomuto ucelu se
pouzivaji riznd imunosupresiva a zaroven zde nachazi uplatnéni i biologickéd lécba. Dalsi
moznosti je vyuzit bioaktivni sekundarni metabolity, které jsou produkovany raznymi
mikroorganismy. Do této skupiny patfi napfiklad makrolidova antibiotika a velky potencial
maji noveé objevené polyketidy.

Cilem této prace bylo otestovat nove ziskané sekundarni metabolity, které byly
izolovany v laboratofi molekularni biologie aktinomycet na Akademii véd CR. Testovan byl
manumycin A, manumycin B, colabomycin E, asukamycin A, asukamycin D, -rubromycin,
deoxynybomycin. Jako porovnavaci latky byla pouzita makrolidova antibiotika clarithromycin
a azithromycin dihydrate, ktera patii mezi komeréné vyrabéna 1é¢iva. Tyto latky byly testovany
na monocytarni linii THP-1. Buiiky byly stimulovany pomoci IFNy a TNFa a zaroven byla
piidana testovana antibiotika. Po inkubaci byla méfena Zivotnost bunék a povrchové znaky
CD54 a HLA-DR pomoci prutokové cytometrie. Zaroven byla stanovena koncentrace IL-1,
IL-6, IL-8, MIP-1a a RANTES v buné¢ném supernatantu. K uréeni koncentrace cytokinu byla
vyuzita metoda Luminex. Dale bylo hodnoceno jakym zplisobem polyketidova antibiotika
ovlivni proliferaci THP-1 buné¢k, zde byla pouzita elektronicka biosenzorova technologie -
xCELLigence systéem. U vybranych testovanych latek se sledovala genova exprese pomoci
kvantitativni reverzné transkripéni PCR.

U bungk, které byly stimulovany IFNy jako jediny manumycin A pfi koncentraci SpuM
vyrazné snizil expresi HLA-DR. V piipadé stimulace TNFo byl zaznamendn pokles
povrchového znaku CD54 u manumycinu B, B-rubromycinu a to ve vSech sledovanych
koncentracich. Exprese HLA-DR u téhoz stimulans byla snizena u asukamycinu D. Co se tyce
ovlivnéni cytokini v bunééném supernatantu, vétSina testovanych polyketidovych antibiotik
potlacila produkci IL-1p a to jak pfi stimulaci [FNy tak TNFa. Mimo jiné bylo zjisténo, ze SuM
manumycin A, aukamycin A a deoxynybomycin indukuji u THP-1 bunék apoptozu.
K ovlivnéni bunétné proliferace doslo zejména u manumycinu B a deoxynybomycinu.

Potlaceni antiprolifera¢niho G¢inku IFNy doslo u vsech sledovanych antibiotik. U TNFa byl



tento UCinek téZ potlacen vSemi testovanymi latkami s vyjimkou asukamycinu D. Ovlivnéni
genové exprese ruznych cytokinti byla zatim sledovano pouze u manumycinu A, kdy bunky
byly stimulovany pomoci TNFa. Bylo zjisténo snizeni mnozstvi mRNA kodujici IL-1 a IL-6.
Vysledky genové exprese potvrdily namétené koncentrace cytokinl v bunéénym supernatantu.

Vysledky potvrdily potencidlni imunomodula¢ni ucinek sekundarnich metaboliti
streptomycet. Tyto latky budou dale preklinicky studovany s ohledem na moznost ptipadného

terapeutického vyuziti.
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Abstract

Anti-inflammatory cytokines have an important role in the development of
inflammatory reactions. If an acute inflammation turns into chronical it is very often a
pathological phenomenon. Chronicle inflammations accompany a whole number of serious
diseases with an unclear prognosis, such as some of the autoimmune diseases. Usually, the
cause of these diseases is not quite clear and the treatment is mainly symptomatic with an effort
to suppress the immunity system. For this purpose we use various immunosuppressant drugs,
and biological treatment is used, too. Another possibility is to use bioactive secondary
metabolites produced by various microorganisms. In this group there are for example
macrolides antibiotics, and a big potential is also seen in the recently discovered polyketides.

The objective of this work is to test the newly acquired secondary metabolites that were
isolated in the Laboratory of Molecular Biology of Actinomycetes at the Czech Academy of
Sciences. Tested were manumycin A, manumycin B, colabomycin E, asukamycin A,
asukamycin D, B-rubromycin, deoxynybomycin. As comparative substances were used the
macrolides antibiotics clarithromycin and azithromycin dehydrate, all of them commercial
pharmaceuticals. These substances were tested on the monocytic line THP-1. Cells were
stimulated using IFNy and TNFa and at the same time the tested antibiotics were added. After
incubation the cell lifetime and surface characteristics CD54 and HLA-DR were measured
using flow cytometry. Along with that the concentrations of IL-1p, IL-6, IL-8, MIP-1a and
RANTES in the cell supernatant were determined. To determine the cytokine concentration the
Luminex method was used. Furthermore, it was evaluated how the polyketide antibiotics affect
the proliferation of THP-1 cells, using the electronic biosensor technology - xCELLigence
system. Selected tested substances were monitored for gene expression using the quantitative
reverse transcription PCR.

In cells stimulated using IFNy as the only manumycin A at a concentration of 5uM the
expression of HLA-DR decreased considerably. In the case of TNFa stimulation there was a
decrease of the surface characteristic CD54 in manumycin B and B-rubromycin in all the
concentrations monitored. The expression of HLA-DR with the same stimulant decreased in
asukamycin D. As for the interference with cytokines in the cell supernatant, most of the
polyketide antibiotics tested suppressed production of IL-1B, both in IFNy and TNFa
stimulation. Among others it was discovered that 5SuM manumycin A, aukamycin A and

deoxynybomycin induce apoptis of THP-1 cells. Cell proliferation was mainly affected in



manumycin B and deoxynybomycin. Suppression of the IFNy anti-proliferation effect was
detected in all the antibiotics monitored. In the case of TNFa the effect was also suppressed by
all the substances tested, except for asukamycin D. The effects on gene expression of various
cytokines has so far been detected only in manumycin A, where the cells were stimulated using
TNFa. A reduced number of the mMRNA coding IL-1p and IL-6 was recorded. The results of the
gene expression confirmed the cytokine concentrations measured in the cell supernatant.

The results confirmed the potential immunomodulation effect of the secondary
metabolites of streptomyces. These substances will further be studied pre-clinically in respect

of the possible therapeutic usage.
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anti-inflammatory cytokines, polyketides, THP-1, surface characteristics, cell proliferation,

gene expression
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Seznam zKratek

7-AAD
ADCC

APC
As A
As D
Azi
CD
Cla
CoE
Deo
DMSO
FBS
FITC
FS
G-CSF
GTP
HLA
HMOX1
ICAM
IFNy

IL
IL1IR1
IxB
LPS
Ma A
Ma B
MHC
NF-xB

7-aminoactinomycin D

Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity; bunécna cytotoxicita zavisla na
protilatkach

Antigen presenting cell; buiika prezentujici antigen

Asukamycin A

Asukamycin D

Azithromycin dihydrate

Cluster of differentiation; diferenciacni antigen

Clarithromycin

Colabomycin E

Deoxynybomycin

Dimethylsulfoxid

Fetal bovine serum, fetdlni bovinni sérum

Fluorescein thioisocyanate, fluorescein thioisokyanat

Forward scatter; predni rozptyl

Granulocyte - colony-stimulating factor; faktor stimulujici kolonie granulocytt
Guanosine-5'-triphosphate; guanosin-5'-trifosfat

Human leukocyte antigen; lidsky leukocytarni antigen

heme oxygenaza 1

Intercellular adhesion molecule; mezibunééna adhezivni molekula
Interferon gamma

Imunoglobulin

Interleukin

Interleukin 1 receptor, typ |

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
Lipopolysaccharide, lipopolysacharid

Manumycin A

Manumycin B

Major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni komplex

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells



NLRP12 NLR family, pyrin domain containing 12

PBS Phosphate buffered saline; fosfatovy pufr
PMA forbol-12-myristate-13-acetat

Rb B-rubromycin

SS Side scatter; bo¢ni rozptyl

TCR T cell receptor; T bunécny receptor

Th Helper lymphocyt; pomocny lymfocyt

TICAM2 Toll-like receptor adaptor molecule 2
TLR Toll-like receptor
TNFRSF10A Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a

TNFa Tumor necrosis factor alpha; faktor nekrotizujici nadory alfa






1 Uvod

Nedilnou soucésti imunitniho systému jsou cytokiny, které jsou oznacovany
jako zakladni regulatory imunitnich reakci. Prozanétlivé cytokiny se uc¢astni na rozvoji zanétu,
coz je fyziologicky d¢j pfi poruseni integrity organismu. Pokud akutni zanét piejde v chronicky,
jedna se zpravidla o patologicky stav. Chronicky zanét je plisoben pfehnanou reakci imunitniho
systému napiiklad proti vlastnim antigeniim, coz vede k rozvoji autoimunitniho onemocnéni
¢1 naopak premrs$téné reaguje na zcela bézné latky, v tomto piipad¢ alergeny. U obou ptipadt
imunosupresivni 1é¢iva ¢i se u tézkych forem zavadi biologicka 1écba. Protizanétlivy Gi¢inek
maji i n€ktera antibiotika, naptiklad makrolidy, které se uplatiuji pfi 1é¢b¢ zanétd hornich
a dolnich cest dychacich, koznich, gastrointestindlnich a genitalnich infekci. Jejich vyuziti jako
protizanétlivych 1€kt je vSak limitovano rizikem vzniku Dbakterialni rezistence,
coz by znemoznilo jejich antibiotické vyuziti. Proto jsou studovany polyketidy, bioaktivni
latky bez antibiotického ucinku ziskané od riznych producenti.

Jednim z nejvyznamnéj$ich mikroorganismti produkujicich sekundarni metabolity
je tfida Actinobacteria. Je snaha co nejvice pochopit tyto mikroorganismy a ziskat tak co nejvice
uziteénych latek. Mezi nejaktivnéj§i producenty patii grampozitivni bakterie rodu
Streptomyces. Mnoho jejich sekundarnich metabolitii vykazuje antibakterialni, protinadorové,
antifungalni a cytotoxické vlastnosti. S rozvojem genetického inzenyrstvi doslo k odhaleni
velkého poctu tak zvanych tichych biosyntetickych genovych klastri v genomech
aktinomycety. Tyto klastry koduji sekundarni metabolity, které¢ nejsou detekovany
za standardnich fermentacnich podminek. Nové poznatky jsou vyuzity pro efektivné;si
neZ slou€eniny, které jsou vyrobené synteticky.

Svou diplomovou praci jsem zpracovavala v Institutu klinické a experimentélni
mediciny na odd¢leni klinické imunologie. Co se tyce této problematiky, pracovisté se zabyva
testovanim sekundarnich metabolitt bakterii rodu Streptomyces od roku 2006. Spolupracujici
laboratoi na MBU na Akademii véd CR studuje tyto latky jiz 20 let. Konkrétné jsou zkoumana
polyketidova antibiotika, ktera se vyznacuji antibakterialnimi, antimykotickymi, protivirovymi,

protinadorovymi a imunosupresivnimi ucinky.



2 Prehled literatury
2.1 Prozanétlivé cytokiny a jejich regulace

Cytokiny hraji velmi dulezitou roli pfi imunitni odpovédi. Pokud se jednd
Mnoho téchto cytokintl je pfitomna v cytoplazmé bun¢k ve formé prekurzori, proto se mohou
V imunitni odpovédi uplatnit béhem nékolika minut az hodin. Z cytokinového prekurzoru
se pomoci specifickych proteaz stava aktivni forma, ktera mize byt ihned sekretovana do okoli.
Prozanétlivé cytokiny jsou produkovany piedevsim monocyty, makrofagy a epitelialnimi
bunikami. Tyto bunky mezi prvnimi rozeznavaji Cinitele naruSujiciho celistvost tkan¢.
Mikroorganismy jsou identifikovany pomoci povrchovych receptort (Toll-like receptory)
¢1 intracelularnich receptorti (NOD-like receptory). Sekrece cytokinli miize byt téZ vyvolana
jinymi medidtory uplatilujici se pii zanétu ¢i nekrdze, napiiklad zména teploty, chemické
a fyzikalni latky ¢i dokonce mechanicka sila. K rozvoji a zesileni zanétlivé reakce jednoznacné
ptispivd autokrinni regulace cytokinl. Builky se dostdvaji do mista poSkozeni na podnét
chemotaktickych cytokinii - chemokind. Pfi prichodu do tkédné se uplatiiuji adhezivni
molekuly, které se nachazi jak na bunikach tak endotelu. Prozanétlivé cytokiny se vsak
neuplatiiuji jen v imunitnim systému, ale také piisobi na buiitky CNS na jejichZ povrchu se také
nachazi specifické receptory pro cytokiny. Vysledkem je pak fada klinickych piiznakt
objevujicich se zejména u chronickych zanétlivych onemocnéni (DINARELLO 2000).

2.11 TNFa

TNFa je fazen do zanétlivych cytokini a je produkovan predev§im makrofagy. Lidsky
gen se nachazi na kratkém raménku 6. chromozomu (6p21,3). Tento prozanétlivy cytokin
je trimer slozeny ze tii identickych proteinovych fetézcl. Prekurzor proteinu je aktivovan
pomoci TACE (TNF-alpha converting enzyme). Aktivni molekula je vdzana k bunécné
membrané kratkou transmembranovou ¢asti. Pokud dojde k ptisobeni metaloproteindz TNFa
se z membrany uvolfiuje. Membranova i solubilni forma se vaze na TNFRSF1A/TNFR1
(CD120a) a TNFRSF1B/TNFR2 (CD120b) bunééné receptory a nasledné dochazi k aktivaci
Ras/MAPK signalni drahy (Obr. ¢.1) a NF-kappa B proteinového komplexu, ktery funguje



jako transkripéni faktor (Obr. ¢.2). Timto zpGsobem TNFa indukuje produkci dalSich
prozéanétlivych cytokint. Specifické receptory pro TNFa jsou téz asociovany s prokaspazami,

coz vede ke spusténi kaspazové kaskady vedouci k apoptdze cilovych bunék.

signalni molekuly
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prostor aktivni Ras protein

neaktivni Ras protein

intracelularni
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aktivovana signalu
receptorova

tyrosinkinaza

adaptorovy Ras-aktivujici protein
protein

Obr. ¢. 1: Pfevzato z ALBERTS et al. 1997

Signalni molekula se navaze na receptor, ¢im dochazi k aktivaci receptorovych tyrosinkinaz, ty aktivuji adaptorovy
protein, ktery nasledné aktivuje Ras protein a tim spousti reakce pfi které dochazi k postupné aktivaci celé fady
MAP kinaz. Ty nasledné aktivuji genové regulacni proteiny, které reguluji genovou expresi. Vysledkem
je bunééna proliferace a diferenciace.
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Obr. ¢&. 2: Pievzato z http://www.biomol.com/
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Pies extracelularni signaly dojde k aktivaci I-kappa B kinazy (IKK), ktera fosforyluje inhibiéni protein I-kappa Ba
nachazejici se v cytoplazmé v komplexu s NF-kappa B. I-kappa Ba je degradovan a tim dojde k aktivaci
NF- kappa B. Aktivni NF-kappa B se dostava do jadra, kde se vaze na specifické sekvence DNA a ma funkci
transkripcniho faktoru.

TNFa ma celou fadu funkci, kdy se dfive myslelo, ze se podili vyhradné na indukci
apoptozy nadorovych bunék ¢emuz odpovida nazev cytokinu. Pii fyziologické koncentraci
se TNFa uplatiiuje pii udrzovani homeostazy, cirkadialniho rytmu, podporuje reparacni funkce
fibroblastl. Pfi patologickych reakcich TNFa funguje jako G¢inny pyrogen. Stimuluje bunky
k produkci IL-1, podporuje pohyb neutrofilnich bunék a makrofagii do mista zanétu a tim
se podili na rozvoji zanétlivé reakce. TNFa je klicovy faktor pfi rozvoji septick¢ého Soku
a Ucastni se pii rozvoji kachexie (JANEWAY et al. 1999, NIE et al. 2013). Cytokin
ma schopnost proliferaci bud stimulovat ¢i inhibovat, zalezi na dané situaci. Zatimco
u zanétlivé reakce TNFo indukuje aktivaci neutrofilnich buné€k, pfi navazani na TNF-R55
receptor dochazi k indukci apoptozy (MURRAY et al. 1997). Jelikoz se TNFo uplatiiuje
pfi fad¢ patologickych reakci, naSla své uplatnéni anti-TNFoa monoklondlni protilatka,

ktera sniZuje pusobeni ¢i pln¢ inhibuje t¢inek TNFo (BEUTLER et al. 1985).

2.1.2 IL-1p

IL-1 se nachdzi ve dvou formach IL-la a IL-1P. Nejprve jsou oba syntetizovany
v neaktivni formé. U ¢lovéka je IL-1B kodovan genem IL1B nachazejici se na dlouhém
raménku 2. chromozomu (2ql4) a dava vzniknout prekurzoru IL-1B, ktery je Stépen
cytoplazmatickou kaspazou 1 za nasledného vzniku funkéniho IL-1p. K fazi dozravani dochazi
v multiproteinovém bunééném komplexu, ktery je nazyvan inflamasom. IL-1p je produkovany
aktivnimi monocyty a makrofagy. (DINARELLO 2009). Specificky receptor pro IL-1 3
je velmi podobny imunoglobulinim a nékterym adhezivnim molekulam. Po navazani IL-1p
specificky receptor se aktivuje adaptorovy protein MyD88, molekuly IRAK a dochazi
k aktivaci transkripéniho faktoru MAPK p38, soucasné¢ dochazi i k aktivaci NF-kappa B
(AHMAD et al. 2007). IL-1 indukuje expresi desitek az stovky gend, které v klidovém stavu
nejsou exprimovany. Podili se na produkci prozanétlivych cytokinii zejména IL-6 a TNFa
(YANAGIDA et al. 2004), indukuje produkci chemokinti a adhezivnich molekul na endotelu
(ZACHLEDEROVA a JEROLIM 2006). Specifické receptory pro IL-1B se nachazi téméF



na vSech bunkach lidského téla. Pokud se tedy IL-1PB nachazi ve vysSich koncentracich, miize

mit az systémovy ucinek (DINARELLO 2005).

213 IL-6

IL-6 pfedstavuje zésadni cytokinové propojeni mezi imunitnim, endokrinnim
a centralnim nervovym systémem (HORRI et al. 1988). U lidi je kodovan genem IL6 lezici
na kratkém raménku 7. chromozomu (7p21). Specifické receptory pro IL-6 patii mezi receptory
I. typu. Maji podobnou strukturu jako imunoglobuliny ¢i fibronektiny. Skladaji se z kratkého
a-fetézce a dlouhého B-fetézce. Forma tohoto receptoru mize byt jak membranova tak solubilni
(GARBES et al. 2012). IL-6 je produkovan zejména aktivovanymi monocyty, makrofagy
a T- lymfocyty a epitelovymi buiikami. IL-6 se podili na diferenciaci T-lymfocytd,
u B- lymfocytl podporuje produkcei protilatek, aktivuje NK buiiky a uplatiiuje se pti dozravani
myeloidnich bun¢k (SIMPSON et al. 1997). Jedna se o endogenni pyrogen vyvolavajici
horecku nejen u zanétd, ale také u autoimunitnich chorob a zaroven indukuje tvorbu proteinii
akutni faze. IL-6 se tvofi v misté jak akutniho tak chronického zanétu odkud je vyplavovan
do krevni plazmy, kde se da stanovit jeho zvySena koncentrace (BANKS et al. 1994). Vyssi
koncentrace IL-6 byla také pozorovana u lidi s obezitou (BASTARD et al. 1999). V jiné studii
se uvadi, ze vysoké koncentrace byla nalezena naopak u lidi s vyssi fyzickou aktivitou, kdy je
IL-6 vyplavovan ptimo z bun€k kosterniho svalstva (FEBBRAIO a PEDERSEN 2005).
ZvySené hodnoty IL-6 byly také zaznamenany u lidi v pokrocilém stadiu nadorového

onemocnéni (LI et al. 2012).

2.1.4 IFNy

IFNYy patii do rodiny interferont II. tfidy a ucastni se celé fady imunoregulacnich reakcei
(SCHRODER et al. 2004). U lidi je kodovan genem, ktery se nachazi na dlouhém raménku 12.
chromozomu (12q14). IFNy se vaze na specificky receptor, ktery je tvofen dvéma IFNGR1
fetézci a dvéma IFNGR2 fetézci. Tyto receptory jsou v cytoplazmatické ¢asti asociovany

s JAK1 a JAK2 kinazami (SADIR et al. 1998). JAK jsou tyrosinproteinkinazy,



které po aktivaci fosforyluji transmembranové receptory. Na fosforylované receptory nasedaji
STAT proteiny, které jsou také fosforylovany JAK kindzami. Nasledné se STAT proteiny
Z receptoru uvolni a dostavaji se do jadra, kde maji funkci transkripénich faktori, tedy reguluji
genovou expresi (Obr. ¢. 3) (LIU et al. 2008). Je produkovdn zejména NK bunkami
a T- lymfocyty CD4 i CDS. Podili se na vyvoji a aktivaci Thl lymfocytd, aktivaci monocytu,
chemotaxi, zvySuje expresi molekul HLA I. I II. tfidy a Gcastni se isotypového piesmyku
u B- lymfocytl. Vykazuje antivirové, antiproliferaéni a apoptické u€¢inky (SCHOENBORN
a WILSON 2007).

DNA

Obr. ¢&. 3 prevzato z ALBERTS et al. 1997

IFNy se vaze na specifické receptory. Po jeho navazani dochazi k pfibliZzeni receptort a vzajemné aktivaci JAK
tyrosinproteinovych kinaz, které se navzajem fosforyluji. Nasledné JAK kinazy fosforyluji receptory na které
se pres SH2 doménu navazi STAT proteiny a téz dojde K jejich aktivaci. Aktivované STAT proteiny se uvolni
Z receptoru a dimerizuji mezi sebou pomoci SH2 skupin. V tomto stavu se dostavaji do jadra, kde s jinymi
regulacnimi proteiny nasedaji na specifické sekvence DNA.



2.2 Terapeutické potlaceni prozanétlivych cytokini

Akutni zénét je mozno povazovat za fyziologickou reakci imunitniho systému,
ale pokud zanétliva reakce piechazi do chronického stadia, jedna se jiz o patologicky jev.
Jelikoz maji cytokiny velky vliv na rozvoj zanétlivé reakce je 1écba soustiedéna mimo jiné

na snizeni koncentraci prozanétlivych cytokini.

2.2.1 Kortikoidy

Kortikoidy jsou synteticky vyrdbéné steroidni hormony podobné hormonu kortizol,
ktery patii do skupiny glukokortikoidtu. Kortizol je u obratlovcd vyrabén v kute nadledvin
a v téle se uplatiuje pii fadé fyziologickych pochodii. Ucastni se pii zvladnuti dlouhodobé
stresové situace, tlumi imunitni systém, ¢imz reguluje i zénétlivé reakce, zvysuje hladinu
krevniho cukru (HIGASHI et al. 2011). Kortikoidy tlumi funkci transkripénich faktora, které
se podileji na genové expresi prozanétlivych cytokinti. Vysledek je snizeni koncentrace
prozanétlivych cytokinli a od toho se odviji snizend proliferace a funkce bunék, které
na cytokiny reaguji. Celkové dochédzi ke snizeni exprese adhezivnich molekul jak na
epitelovych bunkach tak bufikach imunitniho systému, potlac¢eni chemotaxe, fagocytozy,
respiraéniho vzplanuti a uvoliiovani dalSich zanétlivych mediatorti. Kortikoidy jsou vyuZivany
pro svilj imunosupresivni U€inek pii artritidé (YAZDANY et al. 2014), u t€Zkych dermatitid,
u tézkych alergickych stavii, astmatu (NORMAN et al. 2013), pti zanétlivych onemocnéni
stiev jako je naptiklad Crohnova choroba, u autoimunitnich chorob (KWAK et al. 2014)
a dalSich onemocnéni, kde je potfeba potlacit imunitni systém. Kortikoidy pouze tlumi
symptomy choroby. Po vysazeni téchto 1ékli se projevy onemocnéni velmi rychle znovu
projevuji. Kortikoidy tlumi imunitni systém jako celek. Jedince, kterému jsou tyto latky
podavany dlouhodobg je nachylngjsi k infekcim a téz ma zvysené riziko vyskytu nadorového
onemocnéni. Nebezpeci hrozi pii dlouhodobém podéavani kortikoidi, kdy télo miize prestat
vyrabét své vlastni kortikosteroidy. V tomto piipad€ vysazeni téchto 1€kt mize mit fatalni

nasledek (ARONSON 2010).



2.2.2  Imunosuprese

Imunosuprese je stav, kdy doslo ke snizeni funkce imunitniho systému v disledku
imunosupresivni 1é¢by. Téchto 1¢kti se vyuziva pii 1écb¢ autoimunitnich chorob, zanétlivych
onemocnéni neautoimunitniho ptivodu, pokud pacient neodpovidda na lécbu kortikoidy.
Pti transplantaci organti a tkani, kdy je u pfijemce potieba snizit reakci imunitniho sytému proti
transplantatu. Tyto 1éky inhibuji aktivaci T-lymfocytl, narusuji bunécné déleni tim, ze dochézi
K naruSeni syntézy DNA a RNA, tlumi produkci prozanétlivych cytokint. Mezi nezadouci
ucinky patii hlavné utlumeni imunitniho systému jako celku, coz vede jako u kortikoidi
k nachylnosti k infekcim a hrozi zvySené riziko nadorového onemocnéni (SAYEGH

a REMUZZI 2001).

2.2.3 Biologicka lécba

Biologicka lé¢ba je brana jako moderni pfistup k 1é¢bé mnoha nemoci. Biologicka 1écba
je vyuzivana ptedev§im u 1é¢by nadorovych onemocnéni (STAREN et al. 1989)
a autoimunitnich chorob, zanétlivych stfevnich onemocnéni jako je Crohnova choroba
¢i ulcerdzni kolitida (RUTGEERTS et al. 2006). Velkou vyhodou je zaméfeni se na konkrétni
buniky imunitniho systému ¢i cytokin, coz nesnizuje funkci imunitniho systému jako celku
(PALLONE a MONTEONE 1996). Pfi této 1é¢bé jsou vyuzivany polyklonalni i monoklonalni
protilatky. Nékteré polyklonalni protilatky se vazi na T-lymfocyty a aktivuji komplement,
to vede k lyze bunky. Takto poskozena bunka je odstranéna fagocytarnimi bunikami pry¢
z krevniho tecisté. Tak dochdzi ke snizeni imunitni reakce zprostiedkované bunéénou imunitou
(ROMAGNANI 1999). | zde je vsak zvySené riziko uréitych infekci. U takto 1é¢enych pacientl
se miZe také vyskytnout sérova nemoc ¢i imunokomplexova glomerulonefritida. Monoklonalni
protilatky jsou zamétfeny na konkrétni antigen v tomto pfipadé cytokin. Imunitni odpovéd’
je ovlivnéna podle toho, jaky cytokin je protilatkou inhibovan. Protilatky mohou byt
téZ namiteny proti receptorim pro dany cytokin. Tim dochazi k zablokovani receptoru a cytokin

se jiz nema kam navazat a buiiku nemize stimulovat k dalsi akci (CHAUDHARI et al. 2001).



2.2.4 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika se vyznacuji antibakteridlnim G¢inkem proti grampozitivnim
koktim. Makrolidy naruSuji syntézu proteini vazbou na 23S rRNA v 50s ribosomalni
podjednotce, ¢imz blokuji rist mikroorganismt. Grampozitivni bakterie citlivé na makrolidova
antibiotika se Casto zpiisobuji kozni a gastrointestinalni infekce, infekce hornich a dolnich cest
dychacich a infekce genitalni. Tyto antibiotika maji schopnost akumulovat ve tkanich i buiikach
imunitniho systému zejména v monocytech a makrofazich (JAIN a DANZIGER 2004). Béhem
poslednich let bylo zjisténo, ze nékteré tyto makrolidy maji téZ imunomodula¢ni ucinek.
Dochazi k potlaceni zanétlivé reakce, aniz by byla snizena funkce imunitniho systému.
Makrolidova antibiotika maji vliv na MAPK signaliza¢ni drdhu, predevs§im ptes kinazu ERK1/2
soucasn¢ ovliviluji NF-kappa B, ¢imz se vysvétluje celd fada imunomodula¢nich ucinkl

(KANOH a RUBIN 2010).

2.2.4.1 Clarithromycin

Clarithromycin patii mezi makrolidové antibiotika se stfedné Sirokym spektrem tc¢inku
na ruzné bakteridlni druhy. Clarithromycin se dnes pouziva k 1léceni infekci hornich cest
dychacich (faryngitida, sinusitida), dolnich cest dychacich (pneumonie, bronchitida) dale
Ize antibiotikem 1é¢it mirné az stiedni infekce kiize a meékkych tkani ¢i infekce zpuisobené
bakterii Helicobacter pylori, které se podileji na vzniku duodenalnich viedi
(http://farmaceutika.info/). Dalsimi pokusy bylo zjisténo, Ze clarithromycin se podili
na zlepseni funkce makrofagt, kdy doslo ke zlepSeni chemotaxe i fagocytozy in vitro (GAO et
al. 2010). Naproti tomu doslo ke snizeni produkce prozanétlivych cytokind IL-1 a IL-8
produkovanych makrofagy, coz je disledek snizené aktivity NF-kappa B (IVES et al. 2001,
KIKUCHI et al. 2002). Clarithromycin ma téZ schopnost u lidskych epitelialnich bunék potlacit
vstup z GI1 faze do S faze ¢imz zamezuje proliferaci bunék. Zde pravdépodobné dochazi
k inhibici MAPK signalni drahy pifes ERK 1/2 (SHINKAI et al. 2006). Antibiotikum
ma pravdépodobné schopnost dostavat se do buné¢k, kde se nasledné akumuluje. Vyhoda tohoto
déje muze byt to, Ze se latka dostane do mista zdnétu, kam je transportovana prostfednictvim

jiz zminénych makrofagli (BOSNAR et al. 2005).


http://farmaceutika.info/

Obr. ¢. 4

Struktura clarithromycinu
molekularni hmotnost: 747,95
sumarni vzorec: C3gHggNO13

2.1.2.2 Azithromycin dihydrate

Azithromycin dihydrate patii také mezi makrolidova antibiotika a pouziva se pfi 1é¢bé
infekci hornich a dolnich cest dychacich, pfi akutni usni infekei, infekci kize a mékkych tkani,
pii infekci mocové trubice a dé€lozniho hrdla, kterd je zpasobena chlamydiemi
(http://farmaceutika.info/). U azithromycinu dihydrate je znamy imunomodulac¢ni G¢inek,
ale jeho mechanismy nejsou zcela jasné (IKEGAYA et al. 2009). Pfi testovani tohoto
antibiotika byla zjiSténa niz8§i exprese prozanétlivych cytokini TNFo, IL-18 a IL-6
Vv supernatantech riznych bunécnych kultur oproti kontrolnim vzorkim (TONG et al. 2011).
Azithromycin dihydrate md mnohem lepsi schopnost akumulace v buiikach neZ clarithromycin,

tedy i on miZe byt transportovan pomoci bunék do mista zanétu (LEMAIRE et al. 2009).

GHs
OH N-CHj4
Obr. ¢. 5
CHg * 2H,0 Struktura Azithromycinu dihydrate
OCH3; molekularni hmotnost: 785,02

sumarni vzorec: CzgH72N2012
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2.3 Polyketidy

Polyketidova antibiotika jsou mikrobialni pfirodni produkty, které jsou produkovany
nékterymi kmeny Aktinomycet (BUNET et al. 2014). Aktinomycety jsou grampozitivni
bakterie tvorici Sirokou skalu sekundarnich metabolitl s riznymi vlastnostmi, které se vyuzivaji
mimo jiné také jako farmaceuticky cenné slouceniny (OLANO et al. 2014). Sekundarni
metabolity maji antibakterialni, antimykotické, protivirové a protinadorové, imunosupresivni
ucinky. Tyto latky mohou mit také antihypertenzni a antihypercholesterolemické vlastnosti
(OMURA et al. 2001).

Dnes se zcela bézné pouzivaji nékteré sekundarni metabolity Aktinomycet jako
je naptiklad erythromycin s antibiotickym ptisobenim, vankomycin s protinadorovou aktivitou
¢i rapamycin s imunosupresivnimi vlastnostmi (ZIEMERT et al. 2014).

Aktinomycety produkuji ur¢ité sekundarni metabolity pfirozené proti jinym
organismim ¢i jako ochranu pfed neptiznivymi podminkami (MEHRA et al. 2008). S vyvojem
genového inZenyrstvi se zacalo geneticky manipulovat i S témito kmeny bakterii za t¢elem
ziskat dalsi biologicky aktivni sekundarni metabolity (OLANO et al. 2014). Vyuziva
se rekombinace DNA pro zvySeni pocti biosyntetickych genovych klastrii bioaktivnich
metabolitt. Predpoklada se, ze nékteré kmeny maji vice nez 20 genovych klastrii, avsak
ne kazdy klastr koduje jiny sekundarni metabolit (UEKI et al. 2013). Polyketidova antibiotika
jsou syntetizovana polyketidsyntazou, kdy tato reakce je velmi podobna syntéze mastnych
kyselin (CHOPRA et al. 2008). V literatufe se téz uvadi, ze mnozstvi sekundarnich metabolitti
se da zvysit riznou koncentraci DMSO v bakterialni kultute. Zptisob u€¢inku DMSO neni znam,
ale predpoklada se, ze pusobi jiz na transla¢ni urovni (CHEN et al. 2000). Relativné malo

studovanou skupinou polyketidi predstavuji antibiotika manumycinového typu.

2.3.1 Manumycin A, manumycin B

Manumycin A i manumycin B jsou prozatim nejlépe prozkoumané sekundarni
metabolity riznych kmeni Aktinomycet, alesponi tedy mezi latkami, které jsem v rdmci
své¢ diplomové prace testovala. Jedna se o pfirodni antibiotikum, které je produkovano
bakteriemi Streptomyces parvulus (kmen Aktinomyceta). Je prokazano, ze manumycin A
i manumycin B inhibuji funkci Ras farnesyltransferazy (SACKOVA et al. 2011). Ras proteiny

patii do velké rodiny malych GTP-vazajicich proteint s jednou podjednotkou, které se ¢asto



nazyvaji monomerni GTP-vazajici proteiny (ALBERTS et al. 1997). Ras proteiny maji
dulezitou roli v signalni draze bunék, ktera se uplatiuje naptiklad pti proliferaci. Pti vzniku
mutace Ras proteinu hrozi maligni transformace bunék (SINGHA et al. 2013). Tyto specifické
Ras inhibitory snizuji funkci I-kappa B kinaz, které pii normalni funkci pies fadu reakei aktivuji
NF-kappa B proteinovy komplex (BERNIER et al. 2006). Tento proteinovy komplex se dostava
po své aktivaci do jadra, kde funguje jako transkripéni faktor, ktery mé kli¢ovou roli
pfi imunitni odpovédi, proliferaci a diferenciaci bunék (OECKINGHAUS a GHOSH 2009).
Nespravna regulace NF-kappa B je spojena s chronickym zanétlivym procesem, rozvojem
septického Soku, virovym onemocnénim, nadorovym onemocni, S autoimunitnimi chorobami
(PERKINS 2007). Z toho vyplyva, ze pii pisobeni manumycinu A i manumycinu B jakozto
Ras inhibitoru, ktery ovliviiuje funkei I-kappa B kinaz, dochazi ke sniZeni proliferace bunék a k
inhibici zanétu. Manumycin A i manumycin B téZ indukuji apoptdzu pies kaspdzu 3 a novée
se zjistilo, Ze 1 pres kaspazu 9 a maji cytotoxicky ucinek. Téchto vlastnosti by se dalo vyuzit
pfi 1é¢bé malignich onemocnéni (BERNIER et al. 2006, KOHNO et al. 1996, LI et al. 2014).

Protinddorovy ucinek manumycinu A i manumycinu B byl zatim experimentalné
prokazan u bunék lidského tlustého stfeva, u nddorovych bunck pankreatu, u nddorovych bunck
Stitné zlazy, u nadorovych bunék lymfoidni a myeloidni linie, u meduloblastomu,
u leukemickych bun¢k U937 a bunék HL-60 a u lidského karcinomu hepatocelularnich HepG2
bunék (SACKOVA et al. 2011).
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Obr. ¢. 6 Obr.¢. 7
Struktura manomycinu A Struktura manomycinu B
molekularni hmotnost: 550,64 molekularni hmotnost: 510,58

sumarni vzorec: C31H3zgN207 sumarni vzorec: CagHz4N207



2.3.2 Colabomycin E

Colabomycin E patii mezi sekundarni metabolity manumycinového typu, které jsou

produkovany bakteriemi Streptomyces aureus. Tato latka inhibuje produkci IL-1p z THP-1

Obr. ¢. 8

Struktura colabomycinu E
molekularni hmotnost; 556,61
sumarni vzorec: C3H32N207

2.3.3 Asukamycin A

Asukamycin A také spada do skupiny manumycinovych antibiotik a je produkovan
bakterii Streptomyces nodosus subsp. asukaensis ATCC 29757. Asukamycin A vykazuje
antibakterialni aktivitu, konkrétné proti grampozitivnim bakteriim (OMURA et al. 1976).
Téz se vyznaCuje antifungalni a protinddorovou aktivitou (XIE et al. 2012). Asukamycin
vykazuje silnou inhibici farnesyltransferazy, I-kappa B kinazy stejné¢ jako je tomu
U manumycint A i B a snizuje produkci IL-1p jako je tomu u colabomycinu E. Asukamycin A
diky této schopnosti je povazovan za vhodného budouciho kandidata nejen pfi 1écbe zanéta,
malignich onemocnéni, ale také naptiklad Alzheimerovi choroby (RUI et al. 2010). V jiné studii
se poukazuje na schopnost asukamycinu A aktivovat kaspazy 3 a 8. Za velkou vyhodu muze

byt brana nizka cytotoxicita in vivo tohoto sekundarniho metabolitu (SHIPLEY et al. 2009).



Obr. ¢. 9

Struktura asukamycinu
molekularni hmotnost; 546,61
sumarni vzorec: C31H3sN207

2.3.4 Asukamycin D

Asukamycin D je produkovan Streptomyces sp. E-1511. Tento sekundarni metabolit
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Obr. ¢. 10

Struktura asukamycunu D
molekulova hmotnost: 520,57
sumarni vzorec: CaoHz2N207



2.3.5 PB-rubromycin

B-rubromycin je sekundarni metabolit, ktery byl izolovan z rlznych kment
Aktinomycet za poslednich 60 let a vyznaCuje se antimikrobidlni aktivitou (ATKINSON
a BRIMBLE 2015). Bylo zjisténo, Zze f-rubromycin ma schopnost inhibovat aktivitu lidskych
telomerdz, coz by mohlo mit velky ptinos pfi 1é€bé nadorovych onemocnéni (MIZUSHINA
et al. 2012). V jiné studii se uvadi, ze rubromycin funguje jako inhibitor retrovirové reverzni
transkriptazy a téz inhiboval ¢innost savéich DNA polymeraz in vitro (MIZUSHINA et al.
2000). Komer¢né dostupny B-rubromycin je uvadén jako selektivni inhibitor HIV-1 reverzni
transkriptazy (http://www.abcam.com/). V jiném ¢lanku se uvadi, Ze tento sekundarni metabolit
m¢l inhibi¢ni G¢inky na reverzni transkriptazy, ne vSak uz na DNA a RNA polymerézy a ani na
DNA topoizomerazy a deoxyribonukledzy. Dalsi vyzkum prokazal nespecifickou cytotoxicitu

B-rubromycinu a také jeho pisobeni snizuje proliferaci nadorovych bunék (UENO et al. 2000).
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Obr ¢ 11

Struktura B-rubromycinu
molekularni hmotnost: 536,44
sumarni vzorec: C27H20012

2.3.6 Deoxynybomycin

Deoxynybomycin je produkovan bakteriemi Streptomyces. U tohoto mycinu bylo
prokazano piisobeni proti rdstu nddorovych bunck u leukemické bunécné linie THP-1,
u osteoblastického sarkomu na buiikdch Saos-2 a u karcinomu zaludku na bunikdich TMK-1.
Takeé se zjistila selektivni cytotoxicita proti plicni narodové bunééné linii. Zaroven neovliviiuje
normalni Zivotaschopnost a rist lidskych fibroblasti. Deoxynybomycin mé schopnost

indukovat apoptézu, inhibuje topoizomerazu I, ale inhibice topoizomerazy Il. nebyla


http://www.abcam.com/

prokdzana. Diky témto vlastnostem je deoxynybomycin vhodnym kandidatem pro 1écbu
nadorovych onemocnéni (EGAWA et al. 2000, PARKINSON et al. 2015).
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Obr. ¢. 12

Struktura deoxynybomycinu
molekularni hmotnost: 282,29
sumarni vzorec: C16H14N203



2.4  Principy pouzitych metod
2.4.1 Stanoveni zivotnosti bunék - Vi-CELL XR

Analyzatorem Vi-CELL XR je méfena Zivotnost a podet bunék. Zivotnost je stanovena
pomoci vitalniho barveni trypanovou modii. Pokud je bunika zivotaschopnd, nemé porusenou
bunénou membranu a trypanova modi se do builkky nedostane. U mrtvé builkky dochazi
Kk rozruseni membrany a barvicka se dostava do cytoplazmy, kterou obarvi. Vyhodou je sniméani
bunécné populace CCD kamerou, coz se na obrazovce jevi jako simulace odecitani z Bilirkerovy
komurky. Analyzator vyhodnocuje koncentraci buné€k, procentudlni zastoupeni zivych
a mrtvych bunék a velikost bun¢k (www.beckmancoulter.com).

K analyze je potfeba minimalné¢ 1ml bunééné suspenze, proto méfeni Zivotnosti bunék
na Vi-CELL XR bylo provadéno pouze pii pasazi a ptipravé bun€k na pokus. Pro méfeni

Zivotnosti v ramci pokusu byl pouzit pritokovy cytometr.

2.4.2 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie slouzi k analyze bun¢k v bunécné suspenzi. Pfistroj méa 3 hlavni
casti: fluidni systém, opticka Cast a ¢ast elektronickd. Pomoci tlaku (fluidni systém) jsou bunky
jedna po druhé hnany do prostoru, kde dochazi ke k¥iZzeni prochazejici buiiky a paprsku
monochromatického laseru. K detekci bunck se vyuZziva rozptyl svétla, které vznika pfii stietu
bunky a paprsku. V prutokové cytometrii se rozptyl svétla rozdéluje na forward scatter (FS)
a side scatter (SS). Jako forward scatter je oznaovan ptimy rozptyl svétla (thel 2°-13°), ktery
je imérny velikosti analyzované buiiky. Naproti tomu boéni rozptyl svétla (thel 90°), side
scatter dava informaci o granularité¢ méfené bunky. Soucasné dochazi k detekci povrchovych
¢i intracelularnich znakt na bunce. Na sledovany znak se navaze specificka protilatka zna¢ena
fluorescencnim barvivem, které absorbuje svétlo o urcité vlnové délce vyzarené laserem.
Fluorescencni barvivo nésledné emituje Cast absorbovaného svétla. Emitované svétlo
je zachyceno detektorem (opticka ¢ast). Z detektord je opticky signal preveden na elektricky,
ktery je digitalizovan pro poéitatovou analyzu (elektronicka ¢ast) (BARTUNKOVA et al.
2011, SHAPIRO 2005)



2.4.2.1 Zivotnost bunék

K méfeni zivotnosti bunék s pomoci prutokové cytometrie se vyuziva propidium jodid.
V piipadé¢, ze je buitka mrtva, prochazi tato fluorescen¢ni barvicka skrz porusenou membranu
bunky a vaze se na DNA. Pokud je buiika ziva, propidium jodid se do buiiky pies membranu

nedostane a bunka zustava neobarvena.

2.4.2.2 Apoptdza bunék

Pro detekci bun¢k zivych, v Casné apoptoéze, v pozdni apoptdéze a nekrotickych
se vyuziva detekce navazaného annexinu V a 7-amimoactinomycinu D (7-AAD). Annexin
se vaze na fosfatidyl serin, ktery se u zZivé bunky nachdzi na vnitini strané¢ bunééné membrany.
Annexin neprochazi bunéénou membranou, a proto se u Zivé buiiky na fosfatidyl serin nemiize
navazat. U bun€k v Casné apoptéoze bunénd membrana ztraci integritu a fosfatidyl serin
se dostava na vné&j$i stranu membrany. Dochdzi k navazéni annexinu. 7-AAD ma schopnost
se dostavat do buiky, kde se vaZze na DNA (na pary bazi guanin-cytosin). Ziva buiika ma
schopnost 7-AAD aktivné pumpovat ven z buiiky a tak nedochazi k jeho navazani na DNA
v bunice. Pokud je navazan annexin V i 7-AAD, buitkka se nachdzi v pozdni apoptoze.

Pti navazani jen 7-AAD je bunka nekroticka.

[Ungated] Annexin V-FITC / 7-AAD
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Obr. &. 13

Detekce bunek zivych (Al), v Casné apoptoze (A2), v pozdni apoptdze (A3) a nekrotickych (A4). Znaceno
annexinem V / 7-AAD.



2.4.2.3 Povrchové znaky

Jak uz bylo zminéno vyse, pro sledovani povrchovych znakd na bunkach je potieba
pouzit specifické monoklonalni protilatky, které jsou znaceny fluorescencni barvickou.
Monoklonalni protilatka se béhem inkubace navaze na receptor. Buiiky, které na svém povrchu
nenesou sledovany antigen, jsou vyhodnoceny jako negativni. Naopak bunky nesouci
sledovany antigen jako pozitivni. Analyzou jsou ziskana data jako procentualni zastoupeni

negativnich/pozitivnich bunék ¢i denzita exprimovaného receptoru na povrchu bunky

(SHAPIRO 2005).

2.4.3 Luminex

Zakladem metody jsou specifické protilatky, které jsou navazany na mikropartikule
oznacené fluorochromem. Tyto mikropartikule jsou pfidany ke vzorkiim a dochazi k navazani
analytu na specifické protilatky. V néasledujicim kroku je ptidana specifickd detekéni protilatka,
na které je navazan biotin. Protildtka s biotinem se téZ navdze na stanovovany analyt za vzniku
sendvice protilatka — antigen — protilatka. V dalsim kroku je pfidan streptavidin znaceny
fluorescencni znackou fykoerytrinem. Polystyrénové kulicky jsou detekovany pfistroji, které
vyuzivaji dvou laseri. Jeden laser detekuje fluorochrom mikrocastice specificky pro analyt,
¢imz dochazi k identifikaci analytu. Druhy laser detekuje velikost signalu fykoerytrinu, ktery
je ptfimoumérny mnozstvi navazaného analytu. K méfeni se pouzZivaji Luminex® 100 ™,
Luminex 200 ™ nebo Bio-Rad® Bio-Plex® analyzatory (JAGER et al. 2003,

https://www.rndsystems.com/).

o
»
streptavidin s fvkoerytrinem
-~

. detekéni protilatka
s biotinem
analyt

fluorescencni
mikropartikule s
protilatkou

Obr. ¢. 14
Princip metody Luminex


https://www.rndsystems.com/

2.4.4 Elektronicka biosenzorova technologie - xCELLigence systém

xCELLigence syst¢ém umoziuje sledovat chovani bun¢k v realném case, az po dobu
nekolika dni bez pouziti jakéhokoliv barveni ¢i znaceni. Principem metody je sledovani rstu
bunék v takzvanych E-plates, tedy v jamkovych destickach, kde na kazdém dné desticky
se nachazi zlata elektroda. Detekovany jsou pravé buiiky prisedlé na elektrod€. Pro toto méteni
se daji pouzit jen adherentni buniky ¢i buiiky, u kterych Ize adhezi vyvolat urcitou latkou.
Princip detekce je zaloZen na méfeni elektrického odporu na dné jamky. Cim vice bunék piiseda
na dno jamky, tim vétsi vznika elektricky odpor, ktery je méfen. Mira elektrického odporu
je vyjadrena v takzvaném bunécném indexu (bezrozmérna jednotka). Detekéni pfistroj se vlozi
do termostatu, kde jsou buiky bé&zné inkubovany (37 °C, 5% CO3). Touto metodou je mozné
sledovat bunécnou zivotaschopnost, adhezi, proliferaci, diferenciaci. BEhem pokusu je mozné
k bunkam pfidat rizné latky, které maji schopnost ovlivnit Zivotnost, adhezi ¢i morfologii
sledovanych buné¢k. Tyto zmény jsou nasledné viditelné na ktivce. Naptiklad umirani bunék se
projevi snizenim poctu pfisedlych bunék, kdy vysledkem je pokles elektrického odporu na dné
jamky. Tim dojde ke snizeni hodnot bunécného indexu. Z tvaru kiivky je mozné také posoudit
kinetiku plsobeni pfidanych latek. Touto metodou se téZ dd méfit migrace bunck v redlném
¢ase. Bunky jsou stimulovany k migraci urCitou latkou, buiniky nasledné¢ prochdzi pies
membranu, kterd se nachazi pfimo v méftici jamce. Po prichodu skrz membranu bunky ptisedaji

na dno jamky a opét dochazi k méfeni elektrického odporu (http://www.aceabio.com/).

Obr. ¢. 15
XCELLigence — vybaveni: program, pfistroj, desticka se zlatymi elektrodami


http://www.aceabio.com/

2.4.5 Reverzné transkripéni PCR

P1i této metod¢ je pouzita reverzni transkriptaza, ktera katalyzuje syntézu fetéze DNA
podle komplementarniho templatového fetézce mRNA. Vyuzivaji se bud’ primery nasedajici
na 3’-poly(A)-konec (neni potieba znat specifické sekvence zkoumané mRNA) ¢i jsou pouzity
genové specifické primery (sekvence komplementarni k testované mRNA). Vznikly fetézec
cDNA (komplementarni DNA) je jednovlaknovy a je potieba ho pievést na dvouvldknovou
DNA. K tomu slouzi reverzni primer, ktery nasedd na cDNA a novy fetézec DNA
je syntetizovan Tag-polymerazou. Po tomto kroku vznika dvouvlaknova cDNA, ktera

je nasledné amplifikovana pomoci klasické PCR (SNUSTAD a SIMMONS 2012).



Cile prace

Stanoveni vlivu polyketidii na expresi povrchovych znakl aktivace monocytarni linie
THP-1

Posouzeni vlivu polyketidi na koncentraci prozanétlivych cytokini a chemokini
V buné¢ném supernatantu

Me¢éteni bunécné proliferace za ptritomnosti testovanych polyketida

Porovnat koncentrace prozanétlivych cytokinti a chemokint S genovou expresi



4 Material a metody

4.1 THP-1 bunécna linie

THP-1 je lidskd monocytarni linie izolovana od ro¢niho pacienta s monocystickou
leukemii. Tato linie je Siroce vyuzivana pfi studiu funkce, mechanismu, signédlnich drah
monocytu a makrofagh (CHANPUT et al. 2014). THP-1 buiiky maji C3b a Fc receptory
a zaroven jim chybi povrchové a cytoplazmatické imunoglobuliny (TSUCHIYA et al. 1980).
Buiiky neadheruji k povrchu kultivaéni lahve, vSak po ptidani forbol-12-myristate-13-acetatu
¢i 1,25-dihydroxy vitaminii D3 za¢nou diferencovat a adherovat k povrchu (DAIGNEAULT
et al. 2010). Soucasné dochazi k indukcei fagocytdzy, k inhibici ristu bunék a nasledna zména
morfologie je doprovdzena zvySenou aktivitou transglutaminazy (MEHTA a BERESTEIN
1986). Bunky jsou kultivovany v RPMI 1640 mediu s 2mM L-glutaminem, 10% FBS,
1% penicilinem a 1% streptomycinem pii 37 °C s 5% COa.

4.1.1 Rozmrazovani THP-1 bunééné linie

Bunky jsou uchovavany v tekutém dusiku pii -180 °C.

1. ampule s bunikami byla pienesena v tekutém dusiku do vodni 1azné

2. po rozmrazeni se po kapkach pfidavalo medium RPMI s glutaminem a 20% FBS
do celkového objemu 20ml

3. bunky byly centrifugovany pii 1300 otackach za minutu, 5 minut pfi laboratorni teploté

4. po odstranéni supernatantu byla peleta rozttepana a bylo pfidano 20ml kultiva¢niho
média — RPMI 1640 medium s 2mM L-glutaminem, 10% FBS, 1% penicilinem a 1%
streptomycinem

5. bunky byly opét centrifugovany za stejnych podminek

6. po centrifugaci nasledovalo resuspendovani bun€k v kultivaénim mediu

7. buriky byly pfeneseny do kultiva¢ni lahve a daly se inkubovat do 37 °C s 5% COx.



4.1.2

413

Pasaz THP-1 bunék

buniky byly pfeneseny do centrifugacnich zkumavek a byly centrifugovany pii 1300
otackach za minutu, 5 minut pii laboratorni teploté

po sliti supernatantu byla bunécna peleta roztiepana a k buitkkam bylo pfidano nové
kultiva¢ni médium

byla zmétena zivotnost a koncentrace bun¢k na bunééného analyzatoru Vi-CELL XR
(Beckman Coulter)

koncentraci piiblizné 2-9 x 10° bundk/ml

Priprava THP-1 bunék na pokus

bunky byly pfeneseny do centrifugac¢nich zkumavek a byly centrifugovany pii 1300
otackach za minutu, 5 minut pii laboratorni teploté

po sliti supernatantu byla bunécna peleta roztfepana a k bunkdm bylo pfidano nové
kultivaéni médium

byla zméfena zivotnost a koncentrace bun¢k na bunééného analyzatoru Vi-CELL XR

koncentrace bun&k na pokus byla vzdy 1 x 10° bun&k/ml



4.2 Metodika

4.2.1 Priprava polyketidi a makrolidi

Polyketidy a makrolidy byly dodany v pevném stavu v ur¢itém mnozstvi (mg).

1. ke kazdé latce bylo pridano 100ul DMSO a 900ul PBS s vyjimkou clarithromycinu,
kde se misto DMSO prtidaval aceton (koncentrace mycinu je mg/ml)

2. latky byly rozpipetovany a uchovavany v mrazaku

3. pted pokusem bylo k 10ul mycinu ptidano 990ul (koncentrace mycinu je pg/pl)
Koncentraci DMSO bylo nutné natedit na 0,1%, jelikoz je pro bunky toxické.

Vypocet koncentrace:

e myciny byly pouzivany v koncentracich 0,1; 0,5; 1; 2; SuM

m=c*V*M

c... vyslednd koncentrace mycinu
V... celkovy objem
M... molérni hmotnost testovaného mycinu

pg pripraveného mycinu ................... v 1ul

vypocitana hmotnost (M) ................... v X ul

Vysledek udava kolik pl je potieba napipetovat z ptipraveného mycinu, aby byla ziskana
poZadovana koncentrace.

4.2.2 Priprava ostatnich latek

Vypocet koncentrace:
latky byly pouZzivany v koncentracich

e stimul - 10; 20; 50; 100ng/ml
e DMSO a aceton - 0,1%
e PMA —-100ng/ml



V2+*C2

V1=
C1
V1... napipetovany objem ze zasobniho roztoku
Cl... koncentrace zasobniho roztoku
V2... celkovy objem
C2... pozadovana koncentrace

4.2.3 Meéreni zivotnosti THP-1 bunék

Pro zjisténi zda myciny neplsobi cytotoxicky na THP-1 buiky, byla méfena

zivotaschopnost bunék po inkubaci s testovanymi myciny. Na pokus byla pouzita 48 jamkova

inkubacni desticka. Celkovy objem v jedné jamce €inil 400ul. Jako kontrola slouZily samotné

THP-1 buiikky a THP-1 buiky s pfidanym 0,1% DMSO ¢i 0,1% acetonem. Tato kontrola

se provadéla jelikoz myciny byly rozpustény v téchto chemikaliich a v pfipadé zjisténé

cytotoxicity bylo nutné zjistit, zda ji zpisobuji samotné myciny ¢i pouzité rozpoustédla.

nejprve se provedl vypocet potiebného mnozstvi pouzitych latek a bunck
na vysledny objem 400ul
buitky a myciny byly dle vypocitaného mnoZstvi napipetovany do kultivacni

desticky

3. nechalo se inkubovat 24h pti 37 °C v 5% CO>

do kazdé zkumavky bylo napipetovano 10ul propidium jodidu (BD Pharmingen™)
a 100ul bunécné suspenze

nechalo se inkubovat 20 minut ve tmé pfi laboratorni teploté

po inkubaci byl pfidan 1ml fediciho roztoku, aby bunky nebyly méfeny v malém
objemu

pro méfeni byl pouzit pritokovy cytometr Cyan ADP 9C - 3 lasery, 9 barev
(Beckman Coulter)

data byla vyhodnocena pomoci Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter)



4.2.4 Stanoveni apoptickych THP-1 bunék

vvvvvv

proveden test, ktery umoznil zjistit, zda u bun€k doslo k indukci apoptozy ¢i nastala nekrédza.

K praci byl pouzit komeréni kit Annexin V/7-AAD (Beckman Coulter). Veskera prace byla

provéadéna na ledu.

o > N

kontrolni buiiky a buniky s myciny byly dle vypocitaného mnozstvi napipetovany
do kultiva¢ni desti¢ky

nechalo se inkubovat 24h pti 37 °C v 5% CO>

bunécna suspenze byla prenesena do zkumavek a bylo pridano chlazené PBS
centrifugovano Smin pii 500 otackach za minutu pii 4 °C

bunécny supernatant byl slit a bunécnd peleta byla resuspendovana
v 150ul vychlazeném Binding Bufferu

do kazdé zkumavky bylo napipetovalo 10ul annexinu, 20ul 7-AAD
a 100ul pripravené bunécné suspenze

nechalo se inkubovat 15min ve tm¢ na ledu

po inkubaci bylo ptidano 400pul chlazeného Binding Bufferu

pro méfeni byl pouzit pritokovy cytometr Cytomics FC 500 (2 lasery, 5 barev)
(Beckman Coulter)

10. data byla vyhodnocena pomoci Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter)

4.2.5 Stimulace THP-1 bunék

Pro sledovani inhibi¢nich vlastnosti mycinl bylo nejprve potieba najit latku, ktera by

dostate¢n¢ stimulovala THP-1 bunéc¢nou linii. Pro sledovani stimulace byly zvoleny povrchové

znaky CD54 a HLA-DR. Ke stanoveni byly pouzity monoklonalni protilatky anti-CD54 FITC
a anti-HLA-DR PE (Beckman Coulter).

1.

2.

kontrolni buiiky a buiiky se stimuly byly dle vypocitaného mnozstvi napipetovany
do kultivacni desticky

nechalo se inkubovat 24h pii 37 °C v 5% CO:



3. do kazdé zkumavky bylo napipetovalo 10ul anti-CD54 FITC, 10ul anti-HLA-DR
PE a 100ul bunécné suspenze

nechalo se inkubovat 20 minut ve tmé pii laboratorni teploté

po inkubaci byl pfidan 1ml fediciho roztoku

pro méfeni byl pouzit pritokovy cytometr Cyan ADP 9C

N o g &

data byla vyhodnocena pomoci Kaluza Analysis Software

4.2.6 Méreni exprese povrchovych znaka na THP-1 burikach

THP-1 bunky byly stimulovany a nasledné byly ptiddny myciny. Bylo sledovano,

zda vlivem mycind dojde ke zméné exprese povrchovych znak na THP-1 bunkach.

1. kontrolni bunky, buiky se stimuly a buiky se stimuly plus myciny byly
dle vypocitaného mnozstvi napipetovany do kultivaéni desticky

2. nechalo se inkubovat 24h pii 37 °C v 5% CO>
dalsi postup je stejny jako u stimulace THP-1 buné€k (od bodu €. 3)

4. zbytek bunécné suspenze bylo centrifugovano 5 minut pii 13 000 otackach
za minutu pii laboratorni teploté

5. supernatanty byly zamraZeny

4.2.7 Stanoveni koncentrace cytokini a chemokinii

Touto metodou bylo sledovano, zda myciny inhibuji produkci prozanétlivych cytokini
a chemokinl u stimulovanych bun¢k. Ke stanoveni koncentrace cytokinl a chemokinti byla
pouzita metoda Luminex. K praci byl pouzit komercni kit Human Luminex Performance Assay

Base Kit, Panel A (R&D Systems).



10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.

kontrolni i testované supernatanty byly rozmraZeny

pfipravil se promyvaci roztok: 20ml wash buffer + 480ml destilované vody

pripravil se kalibrator: 20ml Calibrator Diluent RD5SK Concentrate se pfidalo do
20ml destilované vody

ptiprava standardi: dle ptilozené karty se natedil Standard Cocktail 1, 2 pfipravenym
Calibrator Diluent RD5K

do zkumavek se ptipravila kalibra¢ni fada:

jako blank (S0) byl pouzit ptipraveny Calibrator Diluent RD5SK

S1 - 300ul Calibrator Diluent RD5SK + 100ul Standard Cocktail 1 + 100ul Standard
Cocktail 2

S2 az S7 - 200ul Calibrator Diluent RD5K

Z S1 se do S2 pieneslo 100pl roztoku, S2 do S3 a dale se ptenasel roztok az do S7
priprava mikropartikuli: na kazdou jamku se pocitalo 5ul Micropartikule
IL + 50ul Micropartikule Diluent

mikrotitrani  desticka obsahovala memrdnu, kterou bylo nutno navlhdéit
- 100ul promyvaciho roztoku do kazdé jamky

promyvaci roztok byl odsat na odsavacce

do desticky se po 50ul napipetovaly standardy i1 vzorky

ke standardiim i1 vzorkiim bylo ptidano po 50ul ptipravenych mikropartikuli

desticka byla pfikryta stfibrnou folii a v§e se nechalo inkubovat 3 hodiny na tfepacce
pii laboratorni teploté

mezitim byl pfipraven Biotin Antibody Cocktail: na kazdou jamku se pocitalo
5ul Biotin Antibody Concentrate IL + 50u1 Antibody Diluent

po inkubaci se v§e 3x promylo — do vSech jamek bylo v kazdém promyvacim kroku
napipetovano 100ul, promyvaci roztok se vzdy odstranil pomoci odsavacky

nasledn¢ byl napipetovan po 50ul ptipraveny Biotin Antibody Cocktail

desticka se piikryla stiibrnou fo6lii a nechalo se inkubovat 1 hodinu na tfepacce
pfi laboratorni teploté

ptipravil se streptavidin-PE: na kazdou jamiCku se pocitalo 5Sul streptavidin-PE
+ 50ul promyvaciho roztoku

po inkubaci se vSe 3x promylo

do vSech jamek byl ptidan po 50ul ptipraveny streptavidin-PE

nechalo se inkubovat 30 minut na tfepacce pii laboratorni teploté

vSe se 3x promylo promyvacim roztokem



21. vzorky se resuspendovaly ve 100ul promyvaciho roztoku a byly piepipetovany
do méfici desticky

22. m¢étilo se na pristroji Luminex® 100 ™

4.2.8 Stanoveni proliferace THP-1 bunék

Dalsi test mé¢l podat informace o tom, zda myciny ovliviuji proliferaci THP-1 bunék.
K méfeni bunééné proliferace byla pouzita elektronickd biosenzorova technologie

xCELLigence systém. Nedilnou soucasti byl program RTCA Software 1.2.1.

Bunky byly dle vypocitaného mnozstvi napipetovany do specialnich desticek
do kazd¢ jamky byl dle vypocitaného mnozstvi piidan PMA (pro adherenci bun¢k)
desti¢ky se vlozily do piistroje a inkubovalo se 1 hodinu 37 °C v 5% CO>

A wnp e

po inkubaci byly pfidany stimuly a myciny a vSe se nechalo inkubovat za stejnych
podminek po dobu 72 hodin

5. vysledky méteni byly v redlném case

4.2.9 Stanoveni genové exprese

Reverzné transkripéni PCR bylo testovano, zda zména koncentrace métenych cytokini
a chemokinti koreluje se zménou koncentrace mRNA pro dané cytokiny. Genova exprese méla
byt testovana u vybranych mycind, dle zmétenych koncentracich pomoci metody Luminex.
VSak u této metody dosSlo béhem prace k technickym potizim a nékteré vzorky byly
znehodnoceny. Je potieba tyto vysledky brat pouze za orientacni a metodu je nutno zopakovat.
Béhem vypracovavani diplomové prace se jiz metoda neopakovala, jelikoZ se jedna o finan¢né
naro¢nou metodu. Zaroven je potieba dostateCny pocet vzorkli, aby se vyplatilo metodu
z finan¢niho hlediska provést. Méfeni genové exprese v ramci své prace provedla Mgr. Eva
Ceérdlova a vysledky byly se souhlasem pouzity i do této diplomové prace. K izolaci mMRNA

byl pouzit komer¢ni kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen). Pro stanoveni genové exprese byl
pouzit komeréni kit RT? Profiler PCR Arrays - Common Cytokines Array Kit a pfistroj ABI

7900HT.



Izolace mMRNA

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

kontrolni bunky a buiky se stimuly byly dle vypocitaného mnoZzstvi napipetovany
do kultiva¢ni desti¢ky

nechalo se inkubovat 4 a 8 hodin pii 37 °C v 5% CO>

bunécnd suspenze byla cetrifugovana 5 minut pifi 2 000 otackach za minutu
pii laboratorni teploté

supernatanty byly zmrazeny

k bunikam bylo pfidano odpovidajici mnozstvi lyzatu Buffer RLT Plus (dle tabulky)
suspenze se scentrifugovala 3 minuty pfi 10 000 otackach za minutu pfi laboratorni
teplote

supernatant se byl pfenesen na Eliminator spin kolonu se zkumavkou

vzorek byl centrifugovan 30 vtetin pii 10 000 ota¢kach za minutu pfi laboratorni teploté
kolona byla odstranéna a ke vzorku byl pfidan 70% etanol

do RNeasy Mini spin kolony se zkumavkou bylo napipetovano 700ul vzorku
centrifugovalo se po dobu 15 sekund pii 10 000 otackach za minutu pfi laboratorni
teploté

po centrifugaci byla zkumavka nahrazena novou

do kolony bylo napipetovano 700ul Buffer RW1

centrifugovalo se po dobu 15 sekund pifi 10 000 otdckéch za minutu pii laboratorni
teplote

do kolony bylo napipetovano 500ul RPE a centrifugovalo se po dobu 15 sekund
pti 10 000 otackach za minutu pfi laboratorni teploté

do kolony bylo napipetovano 500ul RPE a centrifugovalo se 2 minuty pii 10 000
otaCkach za minutu pfi laboratorni teploté

po centrifugaci byla zkumavka nahrazena novou a centrifugovalo se pfti plné rychlosti
po dobu 1 minuty

po centrifugaci byla zkumavka nahrazena novou do kolony bylo napipetovano
40ul RNase-free water (k eluci RNA)

centrifugovalo se 1 minutu pii 10 000 ota€kach za minutu pfi laboratorni teploté



Kvalita RNA byla métena spektrofotometrem pii absorbanci 230, 260 a 280nm. Vzorky
s pomérem Az3o / Aze0> 1.7 @ Azeo / A2go> 1,9 byly povazovany za vhodné pro kvantitativni

real-time PCR analyzu (QRT-PCR).

Reverzné transkripéni PCR

1. PCR smés byla ptipravena do zkumavky pfi laboratorni teploté (96 vzorki)

e 2x RT?2SYBR Green Mastermix 1350ul
e cDNA synthesis reaction 102pl
o RNase-free water 1248ul

2. do kazdé jamky méfici desticky se napipetuje 25ul PCR smési + 0,5ug RNA

3. vzorky byly v desticce stoceny 1 minutu pii 11 000 ota¢kach za minutu pfi laboratorni
teplote

4. cykly

e 1x 10 minut/95°C

e 40x 15 sekund/95°C
30-40 sekund/55°C
30 sekund/72°C

5. data byla vyhodnocena pomoci webového programu, ktery je poskytnut vyrobcem

4.3 Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit parovy t-test a Bonferroniho korekce hladin
vyznamnosti.

p=<0,05*
p<0,01 **
p <0,0001 ***



5 Vysledky

5.1 Meéreni zivotnosti THP-1 bunék

Pro zjisténi zda myciny neplsobi cytotoxicky na THP-1 buiky, byla méfena
zivotaschopnost bunék po inkubaci s testovanymi myciny. Testovan byl manumycin A,
manumycin B, colabomycin E, asukamycin A, asukamycin D, B-rubromycin,
deoxynybomycin, clarithromycin a azithromycin dihydrate. Pouzivané koncentrace mycini
byly 0,1; 0,5; 1; 2; SuM. U vsSech koncentraci krom¢ 5uM byla zachovana zivotaschopnost

bunék. Zivotnost bunék se pohybovala mezi 97% a 98%.

5.2 Stanoveni apoptickych THP-1 bunék

U mycint s koncentraci SuM. byl zaznamenan pokles zivych bun¢k. Na zakladé toho
byl proveden test, ktery umoznil zjistit, zda u bun¢k doslo k indukci apoptdzy ¢i nastala

nekroza.

Legenda:
Al - zivé buiky
A2 - buiiky v ¢asné apoptoze
A3 — buiiky v pozdni apoptoze
A4 - nekrotické bunky
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Obr. & 16
THP-1 buiky po inkubaci s SuM Ma A
Colabomycin E
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Obr. ¢. 18
THP-1 buiky po inkubaci s SuM Co E

Manumycin B
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Obr. ¢ 17
THP-1 bunky po inkubaci s 5uM Ma B
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Obr. ¢. 19
THP-1 buiiky po inkubaci s SuM As A



Asukamycin D
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Obr. ¢. 20
THP-1 buiky po inkubaci s SuM As D

Deoxynybomycin
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Obr. ¢. 22
THP-1 buiky po inkubaci s SuM Deo
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Obr. ¢.21
THP-1 buiky po inkubaci s 5SuM Rb

Clarithromycin

, [Ungated] Annexin V-FITC / 7-AAD

A4 : 0.08% A3 :3.10%

102
10"
10°+ -
A1 : 94.43% A2 : 2.39%

10°

ot e
Annexin V-FITC

Obr. ¢. 23
THP-1 buiky po inkubaci s 5SuM Cla



Azithromycin dihydrate
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Obr. ¢. 24
THP-1 buiiky po inkubaci s 5pM Azi

5.3 Stimulace THP-1 bunék

Pro sledovani inhibi¢nich vlastnosti mycind bylo nejprve potfeba najit latku, ktera
by dostate¢né stimulovala THP-1 bunécnou linii. Testovan byl LPS, IL-13, IL-17, IFNy
a TNFoa. Pouzivané koncentrace stimuld byly 10; 20; 50; 100ng/ml. Sledované povrchové
znaky byly CD54 a HLA- DR. Pro lepsi ptehled grafii jsou uvedeny jen koncentrace
10 a 100ng/ml. Procento udava procentualni zastoupeni pozitivnich bun¢k pro dany znak

a mean denzitu sledovaného znaku.



LPS - povrchovy znak CD54
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Obr. ¢é. 25

THP-1 bunky stimulovany LPS — povrchovy znak CD54
LPS bunky stimuloval, ale zaroven pisobil cytotoxicky.

LPS - povrchovy znak HLA-DR

15+ [ JTHP-1 + LPS 100 ng/ml [zive] HLA-DR-PE
B THP-1 + LPS 10ng/ml [zive] HLA-DR-PE
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Obr. ¢é. 26

THP-1 buiky stimulovany LPS — povrchovy znak HLA-DR



IL-13 - povrchovy znak CD54
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Obr. €. 27

THP-1 bunky stimulovany IL-13 — povrchovy znak CD54

IL-13 - povrchovy znak HLA-DR

[ JTHP-1 + IL-13 100ng/ml [zive] HLA-DR-PE
B THP-1 + IL-13 10ng/ml [zive] HLA-DR-PE
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Obr. ¢&. 28

THP-1 buiky stimulovany IL-13 — povrchovy znak HLA-DR



IL-17 - povrchovy znak CD54
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Obr. ¢. 29

THP-1 buiky stimulovany IL-17 — povrchovy znak CD54

IL-17 — povrchovy znak HLA-DR
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B THP-1 + IL-17 10ng/ml [zive] HLA-DR-PE
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=
e |
(@]
(@)
10° 10! 102 10°
Marker %Total X-AMean
] Al 93.51 4.74
B Al 92.08 4.63
B Al 94.95 4.42
Obr. ¢. 30

THP-1 buiky stimulovany IL-17 — povrchovy znak HLA-DR



IFNy — povrchovy znak CD54
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Obr. ¢&. 31
THP-1 bunky stimulovany IFNy — povrchovy znak CD54

IFNy — povrchovy znak HLA-DR
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Obr. ¢. 32

THP-1 buiky stimulovany IFNy — povrchovy znak HLA-DR



TNFa — povrchovy znak CD54
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Obr. ¢. 33

THP-1 buiiky stimulovany TNFa — povrchovy znak CD54

TNFa — povrchovy znak HLA-DR
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Obr. ¢. 34

THP-1 buiky stimulovany TNFa — povrchovy znak HLA-DR



Vybrané stimuly pro dal$i praci

IFNy 100ng/ml — povrchovy znak CD54
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Obr. ¢. 35

THP-1 bunky stimulovany IFNy 100ng/ml — povrchovy znak CD54
IFNy velmi dobfe indukuje expresi povrchového znaku CD54 u THP-1 bunék.

IFNy 100ng/ml — povrchovy znak HLA-DR
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Obr. ¢. 35

[ ]THP-1 + IFNgamma 100ng/ml [zive] HLA-DR-PE
B THP-1 [zive] HLA-DR-PE

10°

THP-1 buiky stimulovany IFNy 100ng/ml — povrchovy znak HLA-DR
THP-1 buiiky jsou rozdéleny na buiiky negativni na HLA-DR a pozitivni na HLA-DR. Po stimulaci IFNy

je HLA-DR exprimovan na vétsiné bunék.



TNFa 20ng/ml — povrchovy znak CD54
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Obr. €. 37

THP-1 buiky stimulovany TNFa 20ng/ml — povrchovy znak CD54

TNFa velmi dobfe indukuje expresi povrchového znaku CD54 u THP-1 bun¢k. Byla vybrana koncentrace
20ng/ml. Vyssi koncentrace méli na buiky jiz cytotoxické efekt.

TNFa 20ng/ml — povrchovy znak HLA-DR
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Obr. ¢. 38

THP-1 buiiky stimulovany TNFa 20ng/ml — povrchovy znak HLA-DR

Podle vysledk TNFa buiiky k expresi HLA-DR stimuloval minimalng, v§ak v odbornych ¢lancich se uvadi opak.
Proto byl tento povrchovy znak pozorovan i v dalSich pokusech.



5.4 Méreni exprese povrchovych znaki na THP-1 bunkach

THP-1 bunky byly inkubovany s vybranymi stimuly a testovanymi myciny. Bylo
sledovano, zda dojde vlivem mycint ke zmén¢ exprese povrchovych znakt na THP-1 buiikach.
Jako stimul byl pouZit IFNy 20ng/ml a TNFa 100ng/ml. U CD54 se méfil pouze mean jelikoz
vSechny bunky tvofili pouze jednu pozitivni populaci na CD54. U HLA-DR se méfil mean, a
také kolik procent bunék je pozitivni na HLA-DR. Stimulované buiiky byly porovnavany
S bunkami nestimulovanymi. Inhibi¢ni G€¢inek mycind byl porovnan viic¢i buitkam, které byly

inkubovany pouze se stimulem.
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Obr. ¢. 39
THP-1 buiky stimulovany IFNy 100ng/ml — povrchovy znak CD54
Symbol * urcuje hladinu vyznamnosti p<0,05.
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Obr. ¢. 40
THP-1 buiiky stimulovany IFNy 100ng/ml — povrchovy znak HLA-DR (%)
Symbol * uréuje hladinu vyznamnosti p<0,05; *** p<0,001.
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Obr. ¢. 41
THP-1 buiiky stimulovany IFNy 100ng/ml — povrchovy znak HLA-DR (mean)
Symbol * urcuje hladinu vyznamnosti p<0,05.



CD54 - stimul TNFa
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Obr. ¢. 42
THP-1 buiiky stimulovany TNFa 20ng/ml — povrchovy znak CD54
Symbol * uréuje hladinu vyznamnosti p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Obr. ¢. 43

THP-1 buiiky stimulovany TNFa 20ng/ml — povrchovy znak HLA-DR (%)
Symbol * uréuje hladinu vyznamnosti p<0,05; ** p<0,01.
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Obr. ¢. 44

THP-1 buiiky stimulovany TNFa 20ng/ml — povrchovy znak HLA-DR (mean)
Symbol * ur¢uje hladinu vyznamnosti p<0,05; ** p<0,01.

5.5 Stanoveni koncentrace cytokini a chemokini

Zde bylo sledovano, zda myciny inhibuji produkci prozanétlivych cytokini
a chemokintl u stimulovanych bunék. U této metody doslo béhem prace k technickym potizim
a nékteré vzorky byly znehodnoceny. Proto zde nemohla byt vypocitana smérodatna odchylka
ani statistickd vyznamnost. Tyto vysledky je nutné brat jen za orientacni. Bunky byly
stimulovany IFNy 100ng/ml a TNFa 20ng/ml. Koncentrace cytokinti a chemokinti se métila
za pouziti 0,5; 1; 5SuM mycind. U stimulu IFNy byla métena koncentrace IL-18, IL-6, MIP-1a,
RANTES a u stimultt TNFa byla méfena koncentrace 1L-18, IL-6.
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Obr. €. 45

THP-1 buiiky stimulovany IFNy 100ng/ml
Ztrata dat: As A 0,5uM; Cla 0,5uM; Azi 0,5uM
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Obr. ¢. 46

THP-1 buiky stimulovany IFNy 100ng/ml
Ztrata dat: Ma B 5uM; Cla 0,5uM; Azi 0,5uM
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MIP-10 - stimul IFNy
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Obr. ¢. 48
THP-1 bunky stimulovany IFNy 100ng/ml
Ztrata dat: Ma B 5uM; Azi 0,5uM
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Obr. ¢. 49

THP-1 buiky stimulovany IFNy 100ng/ml
Ztrata dat: Ma B 5uM; Cla 0,5 uM; Azi 0,5uM



T i
U U

60,00

50,00 46,30
— 40,00
MEEI 30,00
o 2293
. 19,91
20,00
11,77
10,00 1;53 5,03 i1
A 73
000 = L n I [
O o n G 4 N &
,\53 XA PO R
xg J;:.E::Q'i‘ @“b I Wi Ly
5 \r&“ ¥ =
SR
Aty
S
s
Obr. €. 50

THP-1 buiky stimulovany TNF 20ng/ml
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THP-1 buiky stimulovany TNF 20ng/ml
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5.6 Stanoveni proliferace THP-1 bunék

Bylo sledovano, zda maji testované myciny vliv na proliferaci THP-1 bunék. Byly
méieny buiiky bez stimulu a stimulované bunky IFNy 100ng/ml, TNFa 20ng/ml. Myciny byly
testovany v koncentracich 0,1; 0,5; 1; 2; SuM.
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Obr. ¢. 52
THP-1 buiiky byly inkubovany s manumycinem A
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Obr. ¢. 53
THP-1 buiiky byly inkubovany s manumycinem B
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Obr. &. 54

THP-1 buiiky byly inkubovany s colabomycinem E
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Obr. ¢. 55
THP-1 buiiky byly inkubovany s asukamycinem A
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Obr. ¢. 56
THP-1 buiiky byly inkubovany s asukamycinem D
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Obr. ¢. 57
THP-1 buiiky byly inkubovany s p-rubromycinem
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Obr. ¢. 58
THP-1 buiiky byly inkubovany s deoxynybomycinem
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Obr. ¢. 59
THP-1 buiiky byly inkubovany s clarithromycinem

Azithromycin dihydrate
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Obr. ¢. 60
THP-1 buiiky byly inkubovany s azithromycinem dihydrate



THP-1 bunky stimulované IFNy 100ng/ml
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Obr. ¢. 61
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a manumycinem A
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Obr. ¢. 62

THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a manumycinem B
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Obr. ¢. 63
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a colabomycinem E
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Obr. ¢. 64
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a asukamycinemA
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Obr. ¢. 65
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a asukamycinem D
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Obr. ¢. 66
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a p-rubromycinem
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Obr. ¢. 67
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a deoxynybomycinem

Clarithromycin

0.33

0.25

Baseline Cell Index
o
o

ons

Time (in Hour)

Obr. ¢. 68
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml clarithromycinem
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Obr. ¢&. 69
THP-1 buiiky byly inkubovany s IFNy 100ng/ml a azithromycinem dihydrate

THP-1 butiky stimulované TNFa 20ng/ml

Manumycin A

04 PP P P e P e :
03
b
)
=
= nz
=
L
1]
=
o 01
oy
Iy
[wa)

00 &

T R S P P I P P i
0o 120 240 30 430 B0 720

Time (in Hour)

Obr. ¢. 70
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a manumycinem A




Manumycin B

oas [ T T IR T T j
03 B
= : “.“oo SOPET PO er ST
3 E oot A iR A
cozs B
= E
[ i
o E
£ E
Fo1s B
2 E
@ E
o £
005 Bl
r’
e
YR S R B I R S|
0o 120 240 360 430 0.0 720
Tirne (in Hour)

Obr. ¢. 71
THP-1 buiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a manumycinem B
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Obr. ¢. 72
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a colabomycinem E
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Obr. ¢. 73
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a asukamycinem A
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Obr. ¢. 74
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFo 20ng/ml a asukamycinem D
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Obr. ¢. 75
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a B-rubromycinem

Deoxynybomycin

Baseline Cell Index

oo 120 240 360 450 GO0 720

Tirme (in Hour)

Obr. €. 76
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a deoxynybomycinem
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Obr. ¢. 77
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a clarithromycinem

Azithromycin dihydrate
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Obr. ¢. 78
THP-1 buiiky byly inkubovany s TNFa 20ng/ml a azithromycinem dihydrate



5.7 Stanoveni genové exprese

Stanoveni genové exprese mélo dat informaci, zda koncentrace prozanétlivych cytokinii
a chemokinii koreluje s koncentraci mRNA pro dané cytokiny a chemokiny. Méteni genové
exprese v ramci své prace provedla Mgr. Eva Ceérdlova a vysledky byly se souhlasem pouzity
1 do této diplomové prace. Ke stimulaci bun¢€k byl pouzit TNFa 20ng/ml. Genova exprese byla

prozatim méfena jen u 0,5uM manumycinu A.

Tab. ¢. 1
Geny u, kterych 0,5uM manumycin A zvySuje genovou expresi
reg. p-hodnota reg. p-hodnota
HMOX1 10,26 0 3,86 0,01
TNFRSF10A 3,53 0,03 1,35 0,24
ILIR1 3,25 0 2,09 0,02
TICAM2 2,1 0 1,2 0,47
NLRP12 2,09 0 1,38 0,29
IL8 1,33 0,01 1,5 0,23
po 4hodinach po 8hodinach
Tab. €. 2

Geny u, kterych 0,5uM manumycin A sniZuje genovou expresi

reg. p-hodnota reg. p-hodnota
IL6 -3,64 0 -14 0,21
IL1B -2,09 0 -1 0,96
IL10 -2,01 0 -1,04 0,88

po 4hodinach po 8hodinach



6 Diskuze

Prozanétlivé cytokiny jsou soucasti zanétlivé reakce a uplatiiuji se nejen v obrannych
mechanismech, ale i pfi imunopatologickych reakcich, kde dochazi k poskozeni tkan¢. K jejich
potlaceni se vyuziva zejména kortikoterapie, rizna imunosupresiva a v poslednich letech
téz biologicka 1é¢ba. Uplatnit by se mohly také bioaktivni sekundarni metabolity, které jsou
produkovany rtznymi mikroorganismy. Do této skupiny patii naptiklad makrolidova
antibiotika, zda se ze, velky potencidl maji i nové objevené polyketidy. Hlavnim cilem
této diplomové prace bylo zjistit jak polyketidy ovlivituji expresi vybranych povrchovych
znakli a koncentrace prozénétlivych cytokinii u stimulovanych bunék. Tyto vysledky byly
nasledné potvrzeny na genové trovni. TéZ se monitorovala buné¢na proliferace za pfitomnosti
testovanych polyketidi. VSechny pokusy byly provadény na THP-1 bunécné linii (nddorova
monocytarni linie). Zkoumany byly polyketidy: manumycin A, manumycin B, colabomycin E,
asukamycin A, asukamycin D, B-rubromycin, deoxynybomycin. Jako kontrolni latky byla
pouzita makrolidova antibiotika clarithromycin a azithromycin dihydrate. Myciny byly
testovany v koncentracich 0,1; 0,5; 1; 2 a SuM. Pied kazdym pokusem byla métfena Zivotnost
THP-1, ktera se pochybovala vZdy v rozmezi 97% az 98%.

Jako prvni byla méfena Zivotnost bunék po cCtyfiadvacetihodinové inkubaci
S testovanymi latkami. Ke sniZeni zivotaschopnosti THP-1 linie doSlo jen u mycinl
pii koncentraci SuM. Pro zjisténi jak buiiky umiraji, se vyuzilo testu, kdy dochazi k navazovani
annexinu V a 7-AAD. Timto bylo upfesnéno, ze u zadného s pouzitych mycinu nedochazi
k nekroze bunééné linie. Nejvétsi timrtnost bun€k byla u manumycinu A, kdy bylo 58,78%
buné¢k zivych, 21,56% v €asné apoptoze a 19,50% v pozdni apoptdze. Tim se potvrdila studie,
kde se uvadi, Ze manumycin A indukuje apoptézu (SHE et al. 2006). Deoxynybomycin snizil
zivotnost bun¢k na 57,20% v €asné apoptdze jich bylo 8,69% v pozdni 33,61%. Asukamycin
téz vykazoval sniZeni zivotaschopnosti THP-1 a to na 75,90%. V casné apoptoze se nachazelo
7,33% bunék a v pozdni 16,10%. U ostatnich mycinti byla zivotnost bunék kolem 94% az 91%.
Jde tedy o pokles jen o n€kolik procent. Dal§im krokem bylo zvolit vhodny stimul a jeho
koncentraci. THP-1 bunky byly stimulovany pomoci LPS, IL-13, IL-17, INFy a TNFa
v koncentracich 10, 20, 50, a 100ng/ml. U stimulovanych bun¢k se po 24h inkubaci sledovaly
povrchové znaky CD54 a HLA-DR.

CD54 je intercelularni adhezivni molekula také oznacovana jako ICAM-1. Jedna se

0 transmembranovy protein, ktery je u lidi kdédovan genem ICAM1, nachézejici se na kratkém



raménku 19. chromozomu (19p13,3-p13,2) (VORABERGER et al. 1991). CD54 se exprimuje
Vv nizkych koncentracich na lymfocytech a endotelu, které se nachdzi v tak zvaném klidovém
stavu. Ke zvySeni exprese dochazi po stimulaci bun¢k nékterym z prozanétlivych cytokint,
naptiklad TNFa, IFNy ¢i IL-1. Ke zvySené expresi CD54 dochazi konkrétné na aktivovanych
T i B-lymfocytech, monocytech, makrofazich, granulocytech, dendritickych buiikach a na
endotelu. Existuje také rozpustna forma této adhezivni molekuly, kde se uvoliiuje z povrchu
bunék (YANG et al. 2005). CD54 se uplatiiuje pii adhezi imunitnich bunék na endotel ¢&i pfi
diapedéze bunék v misté zanétu, ¢im se podili na rozvoji zanétlivé reakce. Jako ligandy
pro CD54 receptor slouzi B2 integriny LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18),
CD11c¢/CD18 dale hyaluronan a fibrinogen. CD54 také nachazi uplatnéni pii kontaktu mezi
antigen prezentujici buiikou (APC) a T-lymfocytem (LAWSON a WOLF 2009).

HLA-DR patii do MHC II. tfidy nachézejici se na povrchu lidskych APC (monocyty,
makrofagy, dendritické¢ buiiky, B lymfocyty). Gen pro HLA-DR se nachazi na kratkém
raménku 6. chromozomu (6p21,3). MHC systém jako takovy se vyznaCuje genetickym
polymorfismem. Molekula je transmembranovy heterodimer skladajici se ze dvou a a dvou
B domén. APC na MHC II. tfidy vystavuje extracelularni peptid, ktery fagocytovala. Peptid
je prezentovan Th-lymfocytim (CD4" lymfocytim). Th-lymfocyty pak rozeznavaji
prezentovany peptid pomoci TCR receptort. MHC jako celek ma disociaci s urcitymi
onemocnénimi (BOWMAN et al. 1990).

LPS je hlavni slozkou vnéj$i membrany gram-negativnich bakterii mikroorganismu
a fadi se mezi tepelné stabilni endotoxiny. LPS slouzi k udrzeni membranové integrity
a zaroven jako ochrana pifed pisobenim zlucovych soli a lipofilnich antibiotik. Pokud dojde
K poskozeni ¢i chybéni LPS na membrang, bakterie nejsou zivotaschopné. LPS se sklada ze tii
¢asti, z hydrofobni domény nazyvanou jako lipid A, z jadra, které je tvofeno oligosacharidem
a distalnim polysacharidem, ktery se béZné€ oznacuje jako O-antigen. Plisobeni LPS vyvolava
silnou imunitni odpovéd (RAETZ a WHITFIELD 2002, RIETSCHEL et al. 1994). LPS se vaze
na receptorovy komplex CD14 / TLR4 / MD2, ktery je pfitomen na mnoha typech bunék,
pfedevSim pak na dendritickych buikach, monocytech, makrofdzich a B lymfocytech.
Vysledkem stimulace LPS je produkce prozanétlivych cytokinti véetné¢ TNFa, IL-1 (MUROI
a TANAMOTO 2002). LPS aktivuje signalni drahu, kde dochazi k aktivaci NF-kappa B
proteinového komplexu (ZHANG et al. 2009). LPS bunky stimuloval a to ve vSech
koncentracich. Zmény byly vidét jak na CD54, ale u HLA-DR doslo jen k mirnému zvyseni
exprese. Timto pokusem byly potvrzeny vyzkumy, kde byla sledovana exprese CD54 (XU



et al. 2008) a HLA-DR (BAQUI et al. 1999) u bunék stimulovanych pomoci LPS. Velkou
nevyhodou vSak bylo, Zze LPS snizoval zivotnost bunék.

IL-13 je imunoregula¢ni cytokin produkovan aktivovanymi Th2 lymfocyty podilejici
se na zrani a diferenciaci B-lymfocytu. Tento cytokin ma dilezitou ulohu v patogenezi astmatu
indukovaného alergenem, pfesto neplisobi ptes mechanismy, které jsou zavislé na sekceci IgE.
IL-13 snizuje aktivitu makrofagl a tim inhibuje produkci prozanétlivych cytokint a chemokint.
Existuje teorie vyuziti IL-13 pii 1écbé B-bunécné chronické Ilymfocytarni leukémie
¢i Hodgkinovy choroby, kdy dochazi k indukci apoptézy nadorovych bunék (WYNN 2003).
Podle nejnovéjsich poznatkli se IL-13 uplatiluje nejen u astmatu, ale také u systematické
sklerozy a nékterych gastrointestinalnich zanétlivych onemocnéni. Po nasednuti IL-13
na specificky receptor dojde ke spusténi signalni drahy, kde je aktivovan STAT protein.
(SEYFIZADEH et al. 2015). U IL-13 nedoslo ke stimulaci THP-1 a to v zadné koncentraci.
Cimz se potvrdil jeho tlumici u¢inek ovliviiujici makrofagy (WYNN 2003).

IL-17 je produkovan Th17 lymfocyty. Patii mezi prozanétlivé cytokiny hrajici dalezitou
roli pfi zanétu, u nadorovych onemocnéni a u autoimunitnich chorob (LI Q. et al. 2014). IL-17
se vyznacuje pleotropnim G¢inkem na rizné typy bunék. Stimuluje makrofagy k produkci
TNFa a IL-1fB. U lidskych fibroblasti stimuluje produkci IL-6, IL-8 a adhezivni molekuly
ICAM-1, pii stimulaci granulocytli dochazi k tvorbé stimulujiciho faktoru G-CSF. IL-17
téz ovliviiyje epitelové a endotelidlni buiiky. Také se uvadi pritkkaz 1L-17 mRNA v bunkach
pankreatu, Zaludku a tenkého stfeva. ZvySend koncentrace IL-17 byla nalezena u pacientl
s revmatoidni artritidou, s roztrousenou sklerézou (LI H. et al. 2000). Receptor pro I1L-17
je exprimovan na celé fadé typa bunék. Receptor je heterodimer skladajici se z 1L-17 receptoru
A a IL-17 receptoru C. Po navazani I1-17 na specificky receptor dochéazi ptes signalni drahu
k aktivaci I-kappa B kinaz a tedy i k NF-kappa B. Vysledkem je produkce fady cytokint,
chemokint a rustovych faktort (LI Q. et al. 2014). Pouziti inhibitortt IL-17 by mohlo mit
V budoucnu terapeutické vyuziti u nddorovych onemocnéni ¢1 vySe zminénych autoimunitnich
chorob (ORTIZ et al. 2015). IL-17 vyznamn¢ nestimuloval THP-1 buné¢nou linii ani v jedné
koncentraci. Piesto, ze jde o prozanétlivy cytokin a specifické receptory se nachazi i na buiikach
mimo imunitni systém, stimulace THP-1 bun€k timto cytokinem nebyla prokazéna ani u
podobné studie. Zde se védci domnivaji, ze uplatnéni cytokini z rodiny IL-17 je velmi
rozmanité a velmi se 1isi svym uplatnénim v zanétlivé reakci (LI H. et al. 2000).

Jak jiz bylo vyse uvedeno (kapitola Prehled literatury), IFNy patii do rodiny interferonii
tiidy IL. a téZ spadd mezi prozanétlivé cytokiny ucastnici se celé fady imunoregulacnich reakei.

Stimulace bun€k pomoci IFNy byla velmi dobfe znatelna ve vSech koncentracich. Rist byl



zaznamenan u obou sledovanych povrchovych znakid. V jinych pokusech byl prokédzan
induk¢ni Gcinek IFNy jak u CD54 (MICKELSON et al. 1995) tak u HLA-DR (GUMINA et al.
1991). V dalsi studii byl IFNy vyhodnocen jako velmi silny induktor zanétlivych reakci.
(BAYARDO et al. 2012).

TNFa je fazen do zanétlivych cytokint a je produkovan predevSim makrofagy a ma
celou fadu funkei (viz. kapitola Pfehled literatury). U tohoto stimulu doslo ke zvySeni k vyrazné
expresi CD54. TNFa na expresi HLA-DR m¢l jen maly vliv. ZvySena exprese CD54 se shoduje
s jinou praci (MIYAZAWA et al. 2008), ale vysledky u HLA-DR nikoliv. V odborném ¢lanku
se uvadi, ze TNFa zvySuje expresi HLA-DR na APC a tim se podili na lepsi prezentaci
extracelularnich antigentt (BERTHO et al. 2001). V koncentraci 50ng/ml a 100ng/ml se jiz
zaCala projevovat cytotoxicita tohoto stimulu. Jako nejvhodnéjsi stimul pro dalsi praci byl

zvolen IFNy v koncentraci 100ng/ml a TNFa 20ng/ml.

Dalsim tkolem bylo zjistit, jak moc se zméni vysledky, pokud jsou myciny pfidavany
v riznych ¢asovych intervalech jiz ke stimulovanym bunikdm. Tento test prozradil, Ze neni
rozhodujici, za jak dlouho budou myciny pfidany ke stimulovanym THP-1. V zavéru byl
vysledek uplné stejny, i kdyz byly myciny pfidany soucasné¢ se stimulem ¢i az po 24h.
V pokusech byly proto myciny ptidavany rovnou se stimuly. Po téchto testech jiz bylo mozné
pracovat piimo s testovanymi myciny. THP-1 buiiky byly inkuboviny s danym stimulem
a mycinem a po 24h inkubace se métily povrchové znaky CD54 a HLA-DR. U CD54 se méfil
pouze mean jelikoz vSechny bunky tvofili pouze jednu pozitivni populaci na CD54. Mean udava
denzitu CD54 exprimované na buiice. U HLA-DR se méfil mean, a také kolik procent bun¢k
je pozitivni na HLA-DR. Stimulované buiiky s myciny byly porovnavany s buitkami, které byly
jen stimulovany. Pfi sledovani znaku CD54, kdy byl pouZit stimul IFNy, bylo zjiSténo, Ze jediné
statisticky vyznamné snizeni exprese nastalo uc¢inkem colabomycinu E u koncentrace 2puM.
Viditelné sniZzeni bylo také u manomycinu A v koncentraci 0,5; 1; 2; 5 uM, ale tyto vysledky
nebyly statisticky vyznamné. U exprese HLA-DR v procentech téhoz stimulu doslo ke sniZeni
jen manumycinu A a to témé&f o 50%. U HLA-DR, kde se sledoval mean vyslo statisticky
vyznamné snizeni u SuM manumycinu A a naopak zvySeni u 1 a 2uM deoxynybomycinu.
Pokles exprese jak u CD54 tak u HLA-DR nebyl zaznamenan ani u kontrolnich makrolidu.
Pii pouziti TNFa byla exprese CD54 vyrazné snizena u vétSiny mycinu. Ke statisticky
vyznamnému poklesu doslo u 0,1; 0,5; 1; 5 uM manumycinu B, u 5 uM colabomycinu E, u 0,1;
0,5; 1; 2uM asukamycinu D, u vSech koncentraci B-rubromcinu, u 0,1; 0,5; 5uM

deoxynybomycinu a u vSech koncentraci claritromycinu i azitromycinu dihydrate. Procentualni



zastoupeni HLA-DR pokleslo jen u asukamycinu D v koncentracich 0,5; 1; 2; 5uM, piiblizné
0 10%. K nartistu doslo u 5uM deoxynybomycinu o cca 40%. U méfeného meanu doslo
k poklesu u 0,1; 1uM asukamycinu D. Statisticky vyznamné zvySeni bylo zaznamenano u SuM
deoxynybomycinu. Z téchto vysledku vyplyva, Ze nejvyznamnéjsi zména nastala u exprese
CD54, kdy THP-1 linie byla stimulovana TNFa.

Za pouziti stejnych stimulii byla sledovana zména koncentrace riiznych prozanétlivych
cytokinli a chemokint v bunééném supernatantu. Méfeni se provedlo u 0,5; 1; 5SuM koncentraci
mycinQ. U ¢asti méfeni doslo k technickym potizim a nékteré vzorky byly znehodnoceny. Proto
zde nemohla byt vypocitdna smérodatnd odchylka ani statistickd vyznamnost. Je potieba tyto
vysledky brat pouze za orientacni a metodu je nutno zopakovat. Béhem vypracovavani
diplomové prace se jiz metoda neopakovala, jelikoZ se jednad o finanéné narocnou metodu.
Zaroven je potfeba dostateCny pocet vzorki, aby se vyplatilo metodu z finan¢niho hlediska
provést. Mezi monitorované cytokiny patii IL-1p a IL-6, ktery funguji jako prozanétlivé
cytokiny (viz. kapitola Piehled literatury). Dale byl sledovan MIP-10, RANTES.

MIP-1a téZ oznacovan jako CCL3 patii mezi chemokiny podilejici se na rozvoji
zanétlivé reakce. Je produkovan aktivovanymi monocyty, makrofagy, lymfocyty
a dendritickymi buiikami (MAURER a von STEBUT 2004). Gen pro tento chemokin se u lidi
nachdzi na dlouhém raménku 17. chromozomu (17q12). Jeho chemotakticky ucinek ptsobi
predevs§im na T-lymfocyty, B-lymfocyty, monocyty a eozinofily (XU et al. 20009,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). U MIP-lo. se prokazal inhibi¢ni ucinek na HIV
(CZAPLEWSKI et al. 1999).

RANTES patii mezi prozanétlivé chemokiny a je nazyvan také jako CCLS. Je
produkovan aktivovanymi T-lymfocyty, monocyty a makrofagy. Gen pro tento chemokin se
nachazi na dlouhém raménku na 17. chromozomu (17ql2). Chemotakticky pisobi na
monocyty, eozinofily a na pamétové Th-lymfocyty. RANTES potlacuje replikaci HIV
v infikovanych bunkach a téz se uplathuje se pii patogenezi astmatu (CONTI a
DiGIOACCHINO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

IFNy stimuloval THP-1 linii k produkci IL-1B vyrazné oproti kontrolnim
nestimulovanym bunikam. Hodnoty stimulovanych bunék se vsak pohybovaly jen okolo
9pg/ml. Proto by se tento vysledek mél hodnotit s opatrnosti. K poklesu IL-1B doslo
za ptitomnosti manumycinu A, manumycinu B, colabomycinu E, asukamycinu D,

- rubromycinu, deoxynybomycinu i u kontrolniho clarithromycinu. IL-6 se u nesimulovanych
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bun¢k pohyboval okolo 0,6pg/ml a u stimulovanych okolo 4pg/ml. D4 se tedy fici, ze IFNy
indukuje produkci IL-6. U nékterych mycinu doslo k poklesu mnozstvi IL-6 na 2pg/ml, ale bez
statistické vyznamnosti se tak maly rozdil neda brat za prokazatelny. Pokles nastal pouze u
0,5uM manumycinu A. Mnozstvi chemokinu MIP-1a se u kontrolnich THP-1 bunék pohyboval
okolo 10pg/ml a u stimulovanych okolo 65pg/ml. Tedy se da fici, Ze [FNy indukuje produkci
MIP- a. Pokles nastal za pritomnosti 0,5uM manumycinu A, 1; SuM colabomycinu E. IFNy
stimuluje bunky k produkci chemokinu RANTES jen minimalné a zadny vyrazny pokles za
pritomnosti mycinu nebyl zaznamenan. Pii pouziti TNFa jakozto stimulu doslo k vzestupu IL-
1B v bunééném supernatantu. U kontrolnich bun¢k byla koncentrace IL-1B okolo 1,4pg/ml
zatim co u stimulovanych cca 46pg/ml. Ke snizeni doslo u manumycinu A, manumycinu B,
B- rubromycinu, deoxynybomycinu, clarithromycinu. U vyjmenovanych mycint bylo sniZeni
u vsech koncentraci. Dale pokles bylo mozné zaznamenat u SuM colabomycinu E, 1; 5uM
asukamycinu A i D, u 1; 5SuM azithromycinu dihydrate. U IL-6 nedoslo k zddnému nardstu
u stimulovanych bun¢k. MIP-la a RANTES nebyl prozatim zméten. Pti shrnuti téchto
vysledkt se da fici, ze IFNy indukuje produkci IL- 1B, IL-6, MIP-la. To se shoduje
s predeslymi studiemi (BOSCO et al. 1994, FAGGIOLI et al. 1997, MASTERS et al. 2010).
Na produkci chemokinu RANTES se podili jen minimaln€. Ve studiich je vSak uvadéno, ze
IFNy stimuluje bunky k produkci chemokinu RANTES (WAKUGAWA et al. 2001). Pti
stimulaci pomoci IFNy kontrolni makrolidové antibiotika snizili jen produkci IL-1B, mimo to
se v tomto piipadé€ uplatnilo nejvice testovanych mycinli. TNFa indukuje produkei IL-1 to se
shoduje s vysledky jinych vyzkumi (SAKAMOTO et al. 2003, TIAN et al. 2013). IL-6 nebyl
zvysen, coz je v rozporu se studii, kde je uvedeno, ze TNFa se podili na produkci IL-6 (JIAO

et al. 2012) I u tohoto stimulu nejlépe myciny inhibovali IL-1p.

DalSim pokusem se zjiStovalo jak myciny ovliviiuji proliferaci bunék a to
nestimulovanych tak stimulovanych. Jako stimul byl pouZzit opét IFNy o koncentraci 100ng/ml
a TNFa 20ng/ml. Proliferace byla sledovana po dobu 72h. Pokles proliferace, kde nebyl pouZit
stimul, byl zaznamenan u 5uM manumycinu A. U manumycinu B doslo k poklesu
u koncentraci 0,5; 1; 2; S5uM, tim se potvrzuje inhibi¢ni uc¢inek pro rist nadorovych bunék (SHE
et al. 2007). Dale byl pokles bunétného déleni zaznamenan u 2;5uM colabomycinu E, 5uM
asukamycinu, A, 1; 2; 5uM asukamycinu D, u B-rubromycinu nebyl zaznamenan Zadny
inhibi¢ni ucinek, v piipadé deoxynybomycinu naopak inhibi¢né¢ fungovaly vSechny
koncentrace, u kontrolnich makrolidi byla proliferace snizena jen u SpM. Pii pouziti [FNy

doslo oproti nestimulovanym buiikdm k potlaceni proliferace, coZ potvrzuje antiproliferacni



ucinek tohoto stimulu (DELLACASAGRANDE et al. 2002). Tuto vlastnost IFNy zfejmé
mohou myciny potlacit. To se podafilo prokazat u vSech koncentraci manumycinu B,
colabomycinu D, asukamycinu A a kontrolniho clarithromycinu. Manumycin A, B-rubromycin
a azithromycin dihydrate inhibuji IFNy ve vSech koncentracich kromé SuM. V tomto mnozstvi
sdm manumycinu A indukuje apoptéozu. Asukamycin D pravdépodobné podporuje
antiproliferacni u¢inek IFNy, jelikoz zvySeny pocet bunek oproti samotnym THP-1 byl nalezen
jen u 0,1 a 0,5uM. Deoxynybomycin bud’ vitbec neinhibuje tc¢inek IFNy nebo sam potlacuje
rust bunék, jelikoz kiivka rustu bunék byla velmi podobna bunkam, které byly inkubovany
pouze se stimulem. TNFa také inhibuje rist bun¢k vSak v mensi mife nez IFNy (KIM et al.
2010). Pi tomto testu bylo dosaZeno stejnych vysledkil. Uginek TNFa byl inhibovan ve viech
koncentracich u manumycinu A, colabomycin E, B-rubromycinu, clarithromycinu
a azithromycinu dihydrate. Manumycin B a asukamycin A potlacuji G¢inek TNFa ve vSech
mnozstvich s vyjimkou SuM. Asukamycin D nepotlacuje antiproliferacni ucinek viibec k tomu
u 5uM je pokles proliferace jest¢ mnohem vétsi, néz u bunék, které jsou inkubované pouze
se stimulem. U deoxynybomycinu byl prokazan snizeny riist THP-1 linie. Pfi hodnoceni toho
pokusu jako celku by se dalo fict, Ze myciny inhibuji antiprolifera¢ni Ui¢inek IFNy i TNFa
alespoin v né&jaké koncentraci. Téchto vlastnosti by se dalo vyuzit u chorob, které jsou
doprovazeny chronickymi zanéty. VétSina testovanych latek v mnozstvi SuM sama snizuje

proliferaci bun€k, coz by mohlo mit uplatnéni pti 1é€bé nadorovych onemocnéni.

Posledni ¢asti této prace bylo zjistit, zda inhibice produkce prozanétlivych cytokini
bude téZ detekovatelna na genové urovni. Genova exprese byla prozatim testovdna jen u
manumycinu A za pouziti TNFa o koncentraci 20ng/ml. Testovan byl prozatim jen jeden
mycin. Vybér mycinid, u kterych bude stanovena genovéa exprese se odviji od schopnosti
inhibovat produkci prozanétlivych cytokinli a chemokinti. TNFa pies signalni drahy stimuluje
témef vSechny vySetfované geny, tudiz miize byt u€inek manumycinu A posouzen i na genové
urovni. Manumycin A o koncentraci 0,5uM po 4h inkubace ucinné inhiboval vice nez
dvojnasobné mRNA pro IL-1B, IL-6 a IL-10 u THP-1 bunééné linie. mMRNA pro EGR-1 byla
sniZena, az po 8h plisobeni manumycinu A. Zaroven bylo zjiSténo, Ze manumycin A podporuje
expresi geni HMOX1, TNFRSF10A, IL-1R1, TICAM2 a NLRP12. Vysledky genové exprese

potvrzuji pokles IL-1p v bunééném supernatantu.

Pokud by se mély testované myciny hodnotit jako celek je tézké fici, ktery z nich ma

nejlepsi potencial stat se v budoucnu lé¢ivym piipravkem. Kazdy z nich mé své uplatnéni,



alespori co se tyce provedenych testli v rdmci této prace. Velkou roli téz hraje, ¢im jsou bunky
stimulovany. Hodnotit kazdy mycin v kontextu publikovanych praci neni prozatim zcela
mozné, jelikoZ pouze nejprozkoumanéjsi manumycin A je komercné dostupny. Ostatni myciny
jsou v zacatku testovani a tudiz neni k dispozici pfili$ publikovanych vysledku, které by slouzily
k porovnani. Pokud né&jaké studie byly publikovany, vétSsinou védci voli rizné metody jak
myciny testovat. Proto porovnavat vysledky ve stejnych metodach je prozatim nemozné.
Pfi srovnani publikovanych informaci a ziskanych vysledkli v ramci této diplomové prace
se podafilo potvrdit u¢inek manumycinu A, ktery indukuje apopozu (SINGHA et al. 2013,
PRASANNA et al. 2007, YEUNG et al. 2000), inhibuje antiproliferativni vlastnost IFNy
(PETANIDIS et al. 2013, SHE et al. 2007), inhibuje produkci IL-1 (PALSSON et al. 2000).
Colabomycin E inhibuje produkci IL-18 (PETRICKOVA et al. 2014), asukamycin A indukuje
apoptozu (SHIPLEY et al. 2009), asukamycin D inhibuje produkci IL-1p (TANAKA et al.
1996, UOSAKI et al. 1996), deoxynybomycin se vyznacuje antiproliferatnim ucinkem
a indukuje apoptoézu (EGAWA et al. 2000).

Polyketidy jsou latky, které jsou studovany jen kratkou dobu, coz ddva moznost ziskavat
stale nové informace. Pokud se bude brat ohled na vybaveni laboratofe, ve které byla
diplomova préace zpracovana je tu jesté cela fada moznosti jak myciny dale testovat. Mohou byt
pouzity dals§i stimuly napfiklad cytokin IL-1B, ktery indukuje produkci IFNy. IFNy se pak
d4 nasledné sledovat v bunééném supernatantu. Jako dalsi stimul by mohl byt pouzit IL-32,
ktry indukuje v lidskych makrofazich tvorbu TNFa a IL-8 a ty se daji op&t métit v supernatantu.
Jako povrchovy znak by bylo zajimavé sledovat CD47. CD47 je exprimovan na vétSiné
lidskych bunék a pokud dojde k poklesu CD47, je u bunék indikovana apoptéza. Jednim
z ochrannych mechanizmil u nddorovych bun¢k je nadmérna exprese CD47 a tak neni u nich
vyvolavana apoptéza (WANG et al. 2015). Pokud by mély myciny inhibi¢ni u¢inek na expresi
CD47 a zéaroven doSlo ke sniZeni proliferace, dalo by se fici, Ze maji potenciondlni
protinadorovy ucinek. Velké vyuziti by mohl mit systém xCELLigence, zde je mozno méfit
nejenom proliferaci, ale také migraci bun¢k. Tak by se dala sledovat pifipadna inhibice
chemokint. Dalsi moznosti je THP-1 bunky stimulovat tak, aby diferenciovaly a staly se z nich
zralé makrofagy (DAIGNEAULT et al. 2010). Dalsi vyzkum by mohl byt sméfovan tak, aby se
co nejvice priblizil k situaci in vivo. V neposledni fadé by bylo vhodné myciny otestovat

na dalSich bunéénych liniich, zejména epitelidlniho plivodu.



7 Souhrn

Vsechny uvedené testy byly provedeny na THP-1 buné¢né linii, kterd byla stimulovana
bud’ IFNy (100ng/ml) ¢i TNFa (20ng/ml). Pfi testovani potencionalniho cytotoxického efektu,
bylo zjisténo, ze se jedna o indukci apoptodzy nikoliv o nekrozu. Nejvice indukoval apoptozu
S5uM manumycinu A, kdy bylo 58,78% bunék zivych, 21,56% v casné apoptdze a 19,50%
jich bylo 8,69% v pozdni 33,61%. SuM asukamycin téz vykazoval sniZeni Zivotaschopnosti
THP-1 a to na 75,90%, v ¢asné apoptdze se nachazelo 7,33% bunék a v pozdni 16,10%.

Pti sledovani povrchového znaku CD54 za pouziti IFNy jako stimulu bylo zjisténo,
ze jediné statistické sniZeni exprese nastalo jen u 2uM colabomycinu E. U exprese HLA-DR
v procentech a téhoz stimulu doslo ke snizeni jen u 5uM manumycinu A témét o 50%.
HLA- DR, kde se sledoval mean, vyslo statisticky vyznamné snizeni u 5uM manumycinu A
a naopak zvyseniu 1 a2uM deoxynybomycinu. Pti pouziti TNFa byla exprese CD54 vyrazné
sniZzend u vétSiny mycini. K statisticky vyznamnému poklesu doslo u 0,1; 0,5; 1; S5SuM
manumycinu B, u 5uM colabomycinu E, u 0,1; 0,5; 1; 2uM asukamycinu D, u 0,1; 0,5; 5SuM
deoxynybomycinu, u B-rubromcinu, claritromycinu a azitromycinu dihydrate ve vSech
koncetracich. Procentualni zastoupeni HLA-DR pokleslo jen u asukamycinu D v koncentracich
0,5; 1; 2; 5uM, pftiblizné o 10%. K nartstu doslo u 5uM deoxynybomycinu o cca 40%.
U méteného meanu doslo k poklesu u 0,1; 1uM asukamycinu D. Statisticky vyznamné zvySeni
bylo zaznamenano u SuM deoxynybomycinu. Z téchto vysledku vyplyva, Ze nejvyznamné;jsi
inhibice navozena testovanymi polyketidy nastala u exprese CD54, kdy THP-1 linie byla
stimulovana TNFa.

Pfi sledovani zda myciny ovliviiuji produkci prozanétlivych cytokinu, ktera byla
indukovana IFNy, byl zjistén pokles IL-1p za pfitomnosti manumycinu A, manumycinu B,
colabomycinu E, asukamycinu D, p-rubromycinu, deoxynybomycinu i u kontrolniho
clarithromycinu ve vSech sledovanych koncentracich (0,5; 1; 5uM). Mnozstvi chemokinu
MIP- 1a bylo sniZeno pouze za pfitomnosti 0,50M manumycinu A, a 1; 5pM colabomycinu E.
Pii pouziti TNFa jakozto stimulu doslo k poklesu IL-1f u manumycinu A, manumycinu B,
- rubromycinu, deoxynybomycinu, clarithromycinu ve v§ech métenych koncentracich (0,5; 1;
SuM).

Pokusy vyhodnocujici vliv mycinti na proliferaci bunék prokazaly, ze pokud jsou THP-
1 buinky inkubovany pouze S myciny bez stimulu pokles ristu bun¢k byl zaznamendn

u manumycinu B v koncentraci 0,5; 1; 2; 5uM, tim se potvrzuje jeho inhibi¢ni u¢inek pro rust



nadorovych bun¢k. Oproti tomu B-rubromycin nemél Zadny inhibi¢ni G¢inek. V piipadé
deoxynybomycinu naopak inhibi¢né fungovaly vSechny koncentrace. Vlivem IFNy doslo oproti
nestimulovanym buiikam k potlaceni proliferace, coz potvrzuje antiproliferac¢ni ucinek tohoto
stimulu. Tuto vlastnost IFNy umi v8ak myciny potla¢it. To se podafilo prokazat u vSech
koncentraci manumycinu B, colabomycinu D, asukamycinu A a kontrolniho clarithromycinu.
Antiproliferacni G¢inek TNFa byl inhibovan ve vSech koncentracich u manumycinu A,
colabomycin E, B-rubromycinu, clarithromycinu a azithromycinu dihydrate.

Genova exprese byla prozatim testovdna jen u manumycinu A za stimulace pomoci
TNFa. Manumycin A o koncentraci 0,5uM po 4h inkubace uc€inn¢ inhiboval vice
nez dvojnasobné mRNA pro IL-1 u THP-1 bunécné linie, coz koreluje s poklesem koncentrace

IL-1B v bunéném supernatantu.
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