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ABSTRAKT

Teoreticka cast bakaldfské prace se zabyva skupinou aktinomycetarnich
bakterii — streptomycet, kterda je vyznamnd svou schopnosti produkovat
sekundarni metabolity. Zminéné sekundarni metabolity streptomycet zahrnuiji
vybrana klinicky vyznamna antibiotika a latky manumycinového typu
(s hlavnim zdstupcem manumycinem A), jeZ by se pro své imunomodulacni
ucinky mohly v blizké budoucnosti vyuzit k terapii nékterych
imunopatologickych stavii nebo nadorovych onemocnéni. Dale se teoreticka ¢ast
bakalafské prace vénuje detailni charakteristice bunék imunitniho systému
s dirazem na subpopulace T lymfocytii (pfedeviim Thl a Th2). Nakonec jsou
predstaveny vybrané cytokiny jako prostfedek mezibunééné komunikace
aregulace imunitnich déja. Specidlni pozornost je vénovdna zejména
interleukiniim, protoZe stanoveni jejich genové exprese je pfedmétem praktickeé

c¢asti bakalarské prace.

Praktickd cast bakalafské prace popisuje metodické postupy pouzité
pfiizolaci mononukledrni frakce leukocytd z buffy coatu a stimulaci bunék
manumycinem A, lipopolysacharidem (LPS) a fytohemaglutininem (PHA).
Nasledné je charakterizovan vliv rtiznych koncentraci manumycinu A na zménu
genové exprese cytokint, kterd je stanovena pomoci kvantitativni polymerazové

fetézové reakce v redlném case (qPCR).

Zjistili jsme, Ze genova exprese cytokinti v leukocytech mononukledrni frakce
periferni krve (PBMC) nebyla statisticky signifikantné ovlivnéna stimulaci
polyklondlnim stimuldtorem fytohemaglutininem a manumycinem A o réiznych
koncentracich, coz nebylo v souladu s nasim predpokladem. Manumycin A ma
podle cetnych studii imunosupresivni efekt na genovou expresi zvlasté
prozanétlivych cytokintt Thl lymfocyti. V ramci naseho experimentu jsme ale

nepozorovali Zadny statisticky vyznamny efekt. Pro vyvozeni jednoznacnych



zavérua o imunomodulac¢nich  vlastnostech sekundarnich metabolit

streptomycet budou muset byt provedeny dalsi studie.

Klicova slova

mononuklearni frakce leukocyt®; periferni krev; imunomodulace; Thl a Th2
lymfocyty; sekundarni metabolity streptomycet; genova exprese; kvantitativni

PCR v realném case



ABSTRACT

The theoretical part of the bachelor thesis deals with a group of actinomycete
bacteria — streptomyces, which is important for its ability to produce secondary
metabolites. Secondary metabolites of streptomyces listed include selected
clinically important antibiotics and manumycin-type substances (with the main
agent manumycin A), which could be used in the near future for the treatment of
certain immunopathological disorders or cancerous diseases. Furthermore,
the theoretical part of the bachelor thesis is devoted to detailed characteristics
of immune system cells with an emphasis on subpopulation of T cells (especially
Thl a Th2). Finally, selected cytokines are introduced as a mean of intercellular
communication and immune responses regulation. Special attention is paid
to interleukins, because the determination of their gene expression is the subject

of the practical part of the bachelor thesis.

The practical part of the bachelor thesis describes the methodological
procedures used in the isolation of the mononuclear fraction of leukocytes from
the buffy coat and the stimulation of cells with manumycin A, lipopolysaccharide
(LPS) and phytohemagglutinin (PHA). Subsequently, the effect of different
concentrations of manumycin A on the alteration of cytokine gene expression is
characterized and determined by real-time quantitative polymerase chain

reaction (qPCR).

We found out that cytokine gene expression in peripheral blood mononuclear
cell (PBMC) was not statistically significantly affected by stimulation with
polyclonal stimulator phytohemagglutinin and manumycin A at different
concentration levels, which differed from our hypothesis. According to
numerous studies, manumycin A has an immunosuppressive effect on the gene
expression, particularly on Thl lymphocytes proinflammatory cytokines.

However, in our experiment we have observed no statistically significant effect.



Further studies will be needed to draw definite conclusions regarding the

immunomodulatory properties of streptomycete secondary metabolites.

Keywords

mononuclear fraction of leukocytes; peripheral blood; immunomodulation; Thl
and Th2 lymphocytes; secondary metabolites of streptomyces; gene expression;

quantitative real-time PCR
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1 UVOD

Bakalarska prace podava uceleny piehled o sekundarnich metabolitech
bakterii streptomycet. Kromé toho se také zamétuje na popis cytokind, specialni
pozornost vénuje interleukiniim. Interleukiny zastavaji v imunitnim systému
nezastupitelnou roli pfi vzniku a regulaci imunitni odpovédi. V dalsi kapitole
predstavuje buriky mononuklearni frakce leukocytt izolovanych z buffy coatu,

které plni diilezité imunitni funkce a produkuji cytokiny.

V poslednich desetiletich nartista po celém svété pocet osob s autoimunitnimi
chorobami na tkor chorob infekénich, které se vyznamnymi medicinskymi
pokroky dafi pomérné uspésné léc¢it. Autoimunitni zdnét mohou potlacit
imunosupresiva. Imunosupresiva jsou léky tlumici imunitni déje probihajici
v organismu, uzivaji se i v pfipadé organovych transplantaci za ticelem potlaceni
pripadné rejekce Stépu. Jako dals$i vhodnd terapeutickd moznost se jevi
sekundéarni metabolity streptomycet, jmenovité manumycin A. Manumycin A
disponuje imunosupresivnimi, protizanétlivymi, proapoptotickymi
a protinddorovymi ti¢inky. Ma obrovsky imunomodulaéni potencidl, ale detailni

mechanismus ptlisobeni neni dosud dostatecné probadany.

Pro objasnéni mozného vlivu manumycinu A na imunitni burnky jsme
stimulovali buniky mononukledrni frakce leukocytti ziskané z buffy coatu
rtiznymi koncentracemi manumycinu A (5; 1; 0,25 a 0,0125 umol/l) po dobu jedné
a ¢tyf hodin in vitro. V pfedchozich studiich byla popsana schopnost
manumycinu A potlacovat genovou expresi nékterych cytokint. Pfedpokladali
jsme, ze vzavislosti na pouzité koncentraci manumycinu A dojde
ke koncentra¢né zavislému utlumu tvorby prozanétlivych cytokintit spojenych

s ¢innosti Thl a Th17 lymfocytt.
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2 CILE PRACE

V teoretické casti bakaldiské prace je provedena literarni reSerse tykajici
se schopnosti bakterii z rodu Streptomyces tvorit sekundarni metabolity, které
nachazi uplatnéni v klinické praxi, nebo se jedna o teprve nedavno objevené
latky — antibiotika manumycinového typu. Tyto latky maji prozanétlivy
a antibakteridlni tucinek. Teoretickd c¢ast bakaldfské prace se dale zabyva
funkénim popisem bunék imunitniho systému. Bakalafska prace se podrobné
vénuje Thl a Th2 lymfocytiim a rovnéz regula¢nim T lymfocytim (Treg) a Th17
lymfocytim. V posledni ¢asti bakalafské prace jsou charakterizovany vybrané
cytokiny, které jsou s témito bunécnymi populacemi T lymfocyt(i asociovany.
Bakalarska prace podavd wuceleny pohled na slozZitou problematiku

imunoregulace v lidském organismu.

Praktickd ¢ast bakalafské prace se zaméfuje na izolaci mononuklearni frakce
leukocytti zbuffy coatu periferni krve (PBMC) metodou gradientové
centrifugace. Takto ziskand bunécna frakce bilych krvinek byla stimulovana
riznymi koncentracemi sekunddarniho metabolitu streptomycet
manumycinem A. Jako pozitivni kontroly byly pouzity PBMC stimulované
samotnym lipopolysacharidem (LPS) ¢i PHA. Efekt manumycinu A na alteraci
genové exprese Thl, Th2, Thl7 a Treg cytokind byl kvantifikovan polymerazovou
fetézovou reakci v redlném case. Pfedpokladali jsme, Ze genova exprese Thl
a Th17 cytokind, jez se podili na pribéhu zanétlivé reakce, bude vyrazné sniZena.
Vychézeli jsme z vysledkti pfedchozich experiment(i provedenych se vzorky
periferni a pupecnikové krve, kde byl popsan protizanétlivy efekt

manumycinu A.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Streptomycety

Streptomycety jsou bakterialni rod patfici do kmenu aktinobakterii, svou
morfologii pfipominaji houby. Stavebnimi jednotkami té€l — mycelii streptomycet
jsou vétvena filamenta a hyfy. Jejich buriky jsou velké pfiblizné jeden mikrometr.
Radi se mezi strikiné aerobni a chemoheterotrofni mikroorganismy. V laboratofi
jsou obvykle kultivovany na ptidach s pfimési glukozy ¢i laktatu a za pristupu

kysliku [1].

Pfi studiu streptomycet se zjistilo, Ze se jednd o grampozitivni bakterie
s vysokym podilem part bazi guanin — cytosin v genomu. U streptomycet je
obsazeno 70 % dvojic G — C, u stafylokokt1 je obsazeno pouze 36 % dvojic G - C.
K pfesné identifikaci bakterii se po zhodnoceni procentualniho zastoupeni

guaninu a cytosinu v genomu provadi hybridizace DNA [1].

Streptomycety zptisobuji onemocnéni pfedevsim zvifat a rostlin. U psa byl
popsan piipad pyogranulomatdézni dermatitidy s ptvodcem Streptomyces
cyaneus. Streptomyces scabies je hlavni fytopatogen, ktery zapficinuje strupovitost

brambor — pfitomnost ¢ernych skvrn na hlizach [1, 2, 3].

Dal$im vyznamnym zastupcem streptomycet je Streptomyces avidinii.
Streptomyces avidinii exprimuje protein — streptavidin, ktery nachdazi Siroké
uplatnéni v imunologii (napfiklad v metodé ELISA — enzymové imunoanalyze).
Streptavidin se ochotné vdze kvitaminu Br (biotinu) a zdatné odolava
extrémnim teplotnim a pH podminkdm. Ve formé kulicek se streptavidin

pouziva k oznaceni protilatek a nasledné vizualizaci pfitomného antigenu [1, 4].

Pro nékteré streptomycety je typickd produkce pigmentt. Napitiklad

Streptomyces coelicolor tvofi zluty coelimycin Pi, modré actinorhodinové
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substance, cerveny undecylprodigiosin a Sedy pigment spor. Antibiotika
se spolené s pigmenty fadi mezi sekundarni produkty metabolismu

streptomycet [6].

Streptomycety zahrnuji kolem péti set druhti a disponuji zajimavymi
biochemickymi vlastnostmi. Streptomycety maji rovnéz velky ekologicky
vyznam. Syntetizuji enzymy (protedzy, amylazy, celuldzy a chitindzy), které
degraduji organické latky pfitomné v ptadé (proteiny, Skrob, celulézu a chitin).
Nékteré streptomycety jsou navic schopné rozklddat pektin, latex, lignin
a keratin. AZ dvacet procent hmotnosti plidy tvoii streptomycety, které patii
mezi vyznamné saprofyty [1]. Mezi konecné produkty metabolismu
streptomycet patfi oxid uhlicity, voda a soli. Dalsim metabolitem téchto bakterii
je geosmin — netoxickd tékava sloucenina na bazi terpent podilejici se na tvorbé
typického zapachu ptdy. Geosmin produkuje napfiklad Streptomyces

coelicolor [1, 5].

Streptomycety se neuplatiuji pouze v Zivotnim prostfedi jako
dekompozitory, ale zastdvaji diilezité misto ve farmaceutickém primyslu. Jsou
vyznamnymi producenty antibiotik rtiznych farmakologickych skupin. Vybrana
antibiotika produkovana streptomycetami jsou popsana v kapitole 3.2.1. Souhrn
informaci o vybranych klinicky vyznamnych antibiotikdch poskytuje

Tabulka 1 [1].
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3.2 Sekundarni metabolity streptomycet

3.2.1 Klinicky vyznamna antibiotika

Amfotericin B

Amfotericin B nachazi uplatnéni pfi 1é¢bé mykotickych a protozoalnich
infekci. Je syntetizovany bakterii Streptomyces nodosus. Svou chemickou
strukturou se fadi mezi polyeny. Jedna se o lipofilni molekulu, ktera je
v prostfedi koloidni disperze s deoxycholdtem sodnym rozpustnd ve vodé. Vaze

se na lipozomy a molekuly cholesterolu za vzniku derivatnich 1éciv [7, 8].

Amfotericin B narusuje integritu bunécné membrany mikromycet. Bunécna
membrana hub a prvoku je tvofend ergosterolem, na ktery se amfotericin B
ochotné vaze. Amfotericin B také iniciuje produkci reaktivnich kyslikovych
intermediatd  zpusobujicich destrukci lipidovych komponent bunécné

membrany mikromycet [8].

Amfotericin B je Sirokospektré antibiotikum, u néhoz se ojedinéle vyskytuji
rezistence. Klinicky vyznam m4d pfi terapii aspergil6z, kandiddz a leishmanio6z;
disponuje antimykotickym tcinkem. Po podani se amfotericin B vétSinou vaze
na plazmatické proteiny a hromadi se v tkanich, pozdéji se Zluc¢ovymi cestami

dostava do stfevnich prostor [8].

U amfotericinu B navdzaného na tukovou castici byly prokazany nefrotoxické
ucinky. Amfotericin se vledvindch vaze na cholesterol tubulti glomeruluy,
zplisobuje hypokalémii a rendlni insuficienci. Méné casto se projevuje
hematotoxicita, pfedevsim ve formé anémie. Amfotericin B poskozuje buriky

kostni dfené a snizuje syntézu erytropoetinu [8].

15



Chloramfenikol

Chloramfenikol je Sirokospektré antibiotikum izolované z kmene Streptomyces
venezuelae. Ma bakteriostaticky uc¢inek a inhibuje proteosyntézu navazanim
na peptidyltransferdzové misto 50S velké podjednotky prokaryotniho

ribozomu [9].

Chloramfenikol ucinkuje proti mnoha grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim, vcetné spirochet a ricketsii. Obvykle se uziva pfi terapii zavaznych
infekci Salmonella typhi, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae

a Neisseria meningitidis [9].

Mezi vzacné nezadouci ucinky aplikace chloramfenikolu u dospélé populace
patfi rozvoj apldzie kostni dfené spojené s aplastickou anémii. Tyto obtiZe
se rozvijeji pravdépodobné z dtivodu naruseného metabolismu jater. Vyhradné
novorozence postihuje v souvislosti s podavanim chloramfenikolu ,syndrom
Sedého ditéte”. Nezralé hepatocyty nejsou schopné antibiotikum efektivné
detoxifikovat. Symptomy tohoto onemocnéni zahrnuji abdomindlni distenzi,
cyanozu (nemocni jedinci maji Sedou barvu kiize), zvraceni, poruchy krevniho
obéhu a v krajnim pfipadé smrt. Z téchto dtivodd je uziti chloramfenikolu

omezené [9, 10].

Kyselina klavulanova

Kyselina klavulanova je inhibitorem B-laktamaz (zptisobujicich rezistenci na
peniciliny) a sekunddrnim metabolitem Streptomyces clavuligerus. Obvykle je
predepisovana v kombinaci s B-laktamovymi antibiotiky (napfiklad
s amoxicilinem v pfipavku Augmentin). Mezi dalsi f-laktamova antibiotika patti
cefamycin C, jenz Streptomyces clavuligerus také syntetizuje. Cefamycin C chrani

kyselinu klavulanovou pfed enzymatickym rozkladem [11, 12].
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Augmentin se uziva klécbé zanéti vedlejsich dutin nosnich, pradusek,
sttedniho ucha, kiize a komunitné ziskanych pneumonii zptsobenych
rozlicnymi bakteridlnimi patogeny produkujicimi B-laktamdazu. Mezi nejcastéjsi
vedlejsi tcinky podavani Augmentinu patfi priijem, zvraceni a nevolnost. Byly
popsany ptipady, kdy Augmentin poskodil jaterni bunky pacienti a zpusobil

cholestazu. Tato aktivita se pfipisuje pouze kyseliné klavulanové [12].

Erytromycin

Erytromycin je klasifikovany jako makrolidové antibiotikum, zptisobuje
inhibici proteosyntézy navazanim na podjednotku 50S bakteridlniho ribozomu
(podobné jako chloramfenikol). Je tvoreny Streptomyces erythreus (novéjsim
nazvem Saccharopolyspora erythraea). V pritomnosti zaludecni kyseliny podléha
erytromycin hydrolyze, mda schopnost stimulovat motilinové receptory

v zaludku. MuZe zptisobovat gastrointestindlni potiZe — prjmy a kiece [13, 14].

Pouziva se mimo jiné k lécbé infekci zptisobenych streptokoky skupiny A,
mezi které patti Streptococcus pyogenes jako ptivodce faryngitidy a impetiga.
V terapii proti témto onemocnénim je indikovan v pfipadé vyskytu alergie
na penicilin. Déle mda prokdzany ucinek proti pneumoniim vyvolanym
Mycoplasma pneumoniae nebo Legionella pneumophila. Erytromycin nachdzi
uplatnéni v 1é¢bé nékterych dalsich infekci zptisobenych naptiklad Campylobacter
jejuni,  Corynebacterium  diphtheriae,  Bordetella  pertussis a  Chlamydia

trachomatis [14, 15].

Neomycin

Neomycin je produkovan Streptomyces fradize a fadi se mezi zastupce

aminoglykosidovych antibiotik. Inhibuje proteosyntézu na turovni 30S
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podjednotky bakteridlniho ribozomu a narusuje cinnost bakteridlni DNA

polymerazy [16].

Neomycin se obvykle aplikuje topicky na kiizi ke zhojeni nékterych ran (bylo
prokdzano, Ze podporuje reepitelizaci tkani) a tuberkuldznich lozisek. Ma
bakteriostaticky tucinek proti mnoha grampozitivnim a gramnegativnim
bakteriim, vcetné kment  Mycobacterium  tuberculosis  rezistentnich
na streptomycin. Uplatriuje se naptiklad pti 1é¢bé ndkaz Escherichia coli,

Haemophilus influenzae nebo Staphylococcus aureus [16, 17].

Mezi zavazné nezadouci ucinky zpuisobené uzZivanim neomycinu patfi
ototoxicita (zvlasté u pacientti s naruSenou funkci ledvin) ¢i hypersenzitivita
manifestujici ve formé kontaktni dermatitidy. Neomycin mtiZze zapficinit

degranulaci zirnych buné€k s naslednou exkreci histaminu [16].

Nystatin

Nystatin 1ze charakterizovat jako polyenové makrolidové antibiotikum
s funkci ionoforu syntetizované Streptomyces noursei. Svou chemickou strukturou

je nystatin podobny amfotericinu B, ktery ma také antimykotické ucinky [18, 19].

Nystatin se pouziva k 1é¢bé koznich a slizni¢nich kvasinkovych infekci, které
mutZzeme rozdélit na ordlni, vulvovagindlni a andlni kandidézy. Phsobi proti
Candida albicans. V kombinaci s metronidazolem je nystatin indikovan v terapii

kombinované nakazy s Trichomonas vaginalis [18, 19].

Nystatin disponuje jak fungistatickymi, tak fungicidnimi téinky. Vaze se na
ergosterolovou slozku bunééné membrany kvasinek. Rozvraci iontovou

rovnovahu buriky, ze které nasledné unikaji nékteré intracelularni komponenty.
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U parenteralné uzivaného nystatinu byla prokazana spojitost se systémovou

toxicitou [18, 19].

Streptomycin

Streptomycin je aminoglykosidové antibiotikum s baktericidnim tcinkem
tvorené Streptomyces griseus. Pouziva se pfi lécbé zadvazné formy tuberkuldzy —
diive letdlni tuberkul6zni meningitidy u déti, kdy se etiologické agens dostava
do likvoru. Streptomycin objevili v roce 1944 Selman Walksman a Albert Schatz,

za coz jim byla pozdéji udélena Nobelova cena za lékatstvi [20, 21].

Mycobacterium tuberculosis se postupem casu stava rezistentni na streptomycin,
proto se wuzivda vkombinaci sdalSimi antituberkulotiky (izoniazidem,
rifampicinem, pyrazinamidem a etambutolem) po dobu nékolika mésica.
Streptomycin se uplatiiuje i v boji s mnoha dal$imi patogeny, naptiklad Yersinia
pestis, Francisella  tularensis, Calymmatobacterium  granulomatis, Klebsiella

pneumoniae, Streptococcus viridans nebo Enterococcus faecalis [20, 21].

Streptomycin ~ ptisobi  silné  neurotoxicky,  nevratné  poskozuje
vestibulokochledrni aparat. Mtze zptisobit ztratu sluchu az hluchotu. Byly
popsany piipady, kdy streptomycin zapricinil exantém a anafylaxi. Po terapii
streptomycinem byla u nékterych pacientti pozorovana proteinurie a zvysena

hladina mocoviny v krvi [20, 21].

Tetracykliny

Tetracykliny jsou antibiotika tvorena jako sekundarni metabolity Streptomyces
aureofaciens. Inhibuji vazebné misto aminoacyl-tRNA (transferové tRNA)

na ribozomalni podjednotce 30S nebo celém ribozoému 70S. Maji bakteriostaticky
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a protizanétlivy ucinek. Inhibuji enzymatickou aktivitu metaloproteinaz,

zpomaluji procesy angiogeneze a apoptozy [22, 23].

Tetracykliny se obvykle uZivaji oralné. Patfi mezi né prirozeny zastupce
tetracyklinti chlortetracyklin a jeho syntetické derivaty doxycyklin (obvykle
vyrabény v hydratované formé) a minocyklin. VSechny tetracykliny se zapiji
sklenici vody, aby nedoSlo ke vzniku jicnovych vied. Z dGvodu nartstu
rezistence byly laboratorné vytvofeny glycylcykliny. Zastupcem glycylcyklinti je
napriklad tigecyklin [22, 23].

U tetracyklinu jiz bylo popsdno velké mnozstvi nezadoucich vedlejsich
ucinkt. V zavislosti na ddvce se miize u pacienta rozvinout fotosenzitivita nebo
nastat stav zavraté. PotiZze v oblasti traviciho tstroji koreluji s pH 1ékové formy.
Minocyklin se vyznacuje tim, Ze indukuje syntézu autoprotilatek proti slozkdm
bunécného jadru (ANA — antinuclear antibodies), proti cytoplazmé neutrofilt
(ANCA - antineutrophilic cytoplasmic antibodies) nebo antifosfolipidovych
protilatek (APA — antiphospholipid antibodies). Tigecyklin se uziva pfi terapii
kozZnich a intraabdomindlnich infekci. Tetracykliny podporuji vznik vagindlnich
aordlnich kandidéz a mohou nalézt uplatnéni v lécbé nékterych infekci

zptisobenych gramnegativnimi bacily [22, 23].

Mimo Streptomyces aureofaciens je syntéza tetracyklinti charakteristickd i pro
Streptomyces rimosus. Tento kmen produkuje antibiotikum oxytetracyklin.
Oxytetracyklin je nepostradatelny predevsim ve veterindrni mediciné pri lécbé
infekci prasat a dalSich zvifat, které zpusobuji Brucella spp., Vibrio spp.

¢i chlamydie, mykoplazmata a ricketsie [1, 24, 25, 26].
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Kanamycin

Kanamycin patfi do skupiny aminoglykosidovych antibiotik. Je syntetizovany
Streptomyces kanamyceticus ve dvou hlavnich formach. Kanamycin B je vedlejsim
produktem vzniku kanamycinu A, vzdjemné se liSi pouze umisténim
hydroxyskupiny a aminoskupiny na C2' atomu uhliku. Kanamycin interaguje
s podjednotkou 30S prokaryotického ribozomu, ¢imz zplisobuje inhibici

proteosyntézy. Nejcastéji se uziva ve forme sulfatu [28].

Kanamycin ptisobi proti mnoha bakteriim, naptiklad Escherichia coli,
Enterobacter — aerogenes,  Klebsiella — pneumoniae ¢ Serratia  marcescens.
Aminoglykosidy jsou vhodné predevsim klécbé infekci zptlisobenych
gramnegativnimi aerobnimi bakteriemi a Mycobacterium tuberculosis. Dfive byly

indikovany spolecné s peniciliny v pfipadé streptokokové endokarditidy [29].

Amikacin se jako derivat kanamycinu hromadi v proximalnich tubulech
ledvin, které mtize poskodit. Jeho akumulace probiha také v tekutinach vnitiniho
ucha, kde dochazi k poruse vlaskovych bunék hlemyzdé a ampuldrni kristy.
Pacienti ztraci sluch nejprve v oblasti vysokych frekvenci. UZzivanim amikacinu
muzZze dojit i k naruSeni funkce vestibulokochlearniho nervu s pfiznaky zavraté.
Z divodu mnoha zdvaznych vedlejich tucinkt se doporucuje délka terapie

maximalné dva tydny [29, 30].

Rifampicin

Rifampicin patfi do rodiny antibiotik rifamycint. Jednd se o produkt
sekunddrniho metabolismu pfimofského druhu Streptomyces mediterranei
(nové&jsSim ndazvem Amycolatopsis mediterranei). Rifampicin se fadi mezi
antituberkulotika, plisobi proti vétsiné mykobakterii. Jeho mechanismus té¢inku

se uplatiiuje na urovni transkripce, jelikoz zastavuje ¢innost enzymu DNA
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dependentni RNA polymerdzy v bakteridlni burnce. Pokud v tomto enzymu
dojde kmutaci v {3 fetézci u mikrobidlni DNA polymerazy, rozviji

se rezistence [9, 31].

Rifampicin se vstfebava do traviciho traktu po perordlnim podani. Poté
se distribuuje do téla a dava napriklad moci nebo sputu cervenou az oranZzovou
barvu. Dostava se az do jater a tenkého stfeva sekreci Zluci. V jatrech podléha

deacetylac¢ni reakci a nasledné je vyloucen moci nebo stolici [9, 31].

Rifampicin je vhodny k 1é¢bé ndkazy Mycobacterium tuberculosis rezistentni
na izoniazid a Mycobacterium leprae. Pouziva se v komplikovanéjsich pripadech

infekci Streptococcus pneumoniae a meticilin-rezistentnich stafylokoku [9, 31].

NejcastéjsSim  vedlejsSim tucinkem je poskozeni jater. V souvislosti
s imunologickymi poruchami byly popsany pfipady dysfunkce T lymfocytarnich
populaci nebo lokalni alergické reakce v oblasti ustni dutiny. V pfipadé uzivani
hormonalni antikoncepce nebo glukokortikosteriodti byla reportovana snizena

udinnost rifampicinu, jelikoz dochdzi k zvyseni tvorby mikrozomalnich enzymu

pusobenim antibiotika [9].

Vankomycin

Vankomycin je klinicky vyznamné antibiotikum syntetizované bakterii
Streptomyces orientalis (nyni Amycolatopsis orientalis). Vzorek tohoto pudniho
patogena byl ziskan pfed vice nez Sedesati lety v dZungli Bornea za ucelem
nalezeni latky s aktivitou proti stafylokoktim, jelikoz byl zaznamenan prudky
nartst rezistence mikroorganismt na peniciliny. O tento objev se zaslouzili
E. Kornfeld a E. Lilly. Izolovand substance ziskala ndzev vankomycin podle

anglického vanquish, coz v predkladu z angli¢tiny znamena porazit [32].
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Chemickou strukturou se fadi vankomycin mezi tricyklické glykopeptidy.
Mechanismus tucinku vankomycinu spociva v inhibici syntézy bunécné stény
grampozitivnich bakterii, kterd se sestava z peptidoglykanu. Vankomycin
zabranuje zafazeni N-acetylmuramové Kkyseliny a N-acetylglukosaminu

do peptidoglykanu [33, 34].

Prvotni studie prokazaly ototoxické a nefrotoxické ucinky vankomycinu,
proto se nejdfive stal lékem , druhé” volby po meticilinu. Pozdéji se zjistilo,
Ze k poskozeni vnitfniho ucha nebo ledvin dochdzi pfedevsim v kombinaci
s aminoglykosidy. V dnesni dobé jsou obrovskym problémem meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) a vankomycin rezistentni enterokoky
(VRE) zptisobujici obtizné lécitelné nozokomidlni infekce. Uziva se také
pfi terapii prajmu zptsobeného Clostridium dificille, ktery se muzZe rozvinout

po oslabeni organismu MRSA [32, 34].

Linkomycin

Linkomycin je produkovan Streptomyces lincolnensis. Linkomycin patfi
do mensi skupiny linkosamidovych antibiotik, obsahuje aminokyselinovou
(kyselina propylhygrovd) a sacharidovou slozku (metylthiolinkosamid).
Linkosamidy syntetizuji i Streptomyces roseolus a Streptomyces caelestis.
Linkomycin se spole¢né s derivatem klindamycinem uzivd k1écbé infekci
hornich dychacich cest u pacienti s prokdzanou rezistenci na penicilin.
Ve vysokych davkach mtize zptlisobit imunopatologickou kozni reakci -

erythema exsudativum multiforme [35, 36].

Terapie linkomycinem je obvykle indikovdna k zdstavé tvorby proteinti
u grampozitivnich kokii a anaerobnich mikroorganismt (naptiklad Clostridium
tetani). Mezi bakterie citlivé na linkomycin patfi Bacillus anthracis, Staphylococcus

aureus, Streptococcus pneumoniae a Streptococcus pyogenes. Klindamycin disponuje
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antiprotozoalnim ucinkem; ptisobi proti Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii

nebo Pneumocystis carinii [35, 37].

Takrolimus

Takrolimus  je  makrolidové  antibiotikum s imunosupresivnim,
protizanétlivym ucinkem a metabolit Streptomyces tsukubaensis. Funguje jako
inhibitor kalcineurinu, ktery napomdha zejména syntéze interleukinu 2 (IL-2)
Thl lymfocyty. Ma vysokou afinitu k erytrocyttim, stanovuje se obvykle v plné
krvi [38, 39].

Kalcineurin je enzym lokalizovany v cytoplazmé. Defosforylaci NFAT
(jadernych faktort aktivovanych T bunék) umoznuje transport tohoto souboru
transkripcnich faktort do bunécéného jadra T lymfocytd aktivovanych
antigenem. Na kalcineurin se vadze takrolimus v komplexu s proteinem FKBP12
a potlacuje expresi cytokind (mimo IL-2 také IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF - faktor
stimulujici kolonie granulocytti a monocytti, TNF-a — tumor nekrotizujici faktor
alfa a IFN-y — interferon gama). Pro spravnou ¢innost kalcineurinu musi byt
intracelularné  pfitomny dostatek vdpenatych kationtt a  protein

kalmodulin [38, 39].

Interleukin 2 ovliviiuje nejen Th lymfocyty, ale i dalsi bunécné populace —
Tc lymfocyty, prirozené zabijece (NK, natural killers), makrofdgy, dendritické
buriky a B lymfocyty. Zajistuje interakci MHC II glykoproteinti pfitomnych na
burtkkdch  prezentujicich antigeny (APC, antigen presenting cells)
s T- bunéénymi (TCR) receptory Th lymfocytti a kostimulaci signalu molekulami
B7 na APC a CD28 pfitomnych na T lymfocytech. Naptiklad Thl cytokin IL-2
podnécuje klondlni expanzi Thl a Th2 bunék nebo aktivaci NK bunék a B
lymfocytli (za produkce imunoglobulind a vzniku pamétovych bunék).

Dendritické buriky epidermis nebo mastocyty s receptory pro imunoglobulin E
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(IgE) a Th2 lymfocyty se svym vzdjemnym putsobenim podili na patogenezi

atopické dermatitidy [38, 40, 41].

Takrolimus se uziva v kombinaci s kortikosteroidy nebo jinymi pfipravky
(podobnou farmakokinetiku ma cyklosporin) k potlaceni rozvoje akutni rejekce
Stépu po transplantaci jater, plic, ledvin, pankreatu (f bun€k Langerhansovych
ostriivkil), tenkého stfeva a kostni dfené. Samostatné je uZzivan k terapii
nékterych autoimunitnich onemocnéni — jiz zminéné atopické dermatitidy,

revmatoidni artritidy, psoridzy a endogenni uveitidy [38, 39].

Mezi vedlejsi uéinky patfi nefrotoxicita (projevuje se zvysenou koncentraci
kreatininu v plazm€), neurotoxicita a  diabetogenicita  (zplisobuje
postransplantacni diabetes mellitus). Méné casto se manifestuje hypertenze
a hyperlipoproteinémie, které poukazuji na poruchu kardiovaskuldrniho

systému [38, 39].

Takrolimus pronikd placentou a dostava se do matefského mléka, proto neni
doporuceno podavani léku v obdobi téhotenstvi a kojeni. Katabolismus
takrolimu probihd v jatrech s pomoci cytochromu P-450, a proto soubézné
uzivand farmaka ovliviiujici tento membranovy enzym podporuji vznik
nezadoucich lékovych interakci. Jako u ostatnich imunosupresiv je nevhodna

aplikace zivé (atenuované) vakciny [38, 39].
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Tabulka 1— Vybrand klinicky vyznamnd antibiotika a antimykotika [vlastni zdroj,
upraveno podle 1a 27]

Antibiotikum

Producent

Uéinek, efekt

Amfotericin B

Streptomyces nodosus

Proti mykozam
a protozodzam

Chloramfenikol | Streptomyces venezuelae Bakteriostaticky
Kyselina Streptomyces clavuli Inhibice p-laktam
reptomyces clavuligerus | Inhibice -laktamaz
klavulanova promy &
i Baktericidni na Streptococcus
Erytromycin Streptomyces erythreus
pyogenes
Neomycin Streptomyces fradiae Bakteriostaticky
Nystatin Streptomyces noursei Antimykoticky
Streptomycin Streptomyces griseus Baktericidni na Mycobacterium
promy prommyces 8 tuberculosis
Streptomyces aureofaciens, . L,
Tetracykliny promeyees o 4 Bakteriostaticky
Streptomyces rimosus
, Streptomyces Baktericidni na Mycobacterium
Kanamycin . .
kanamyceticus tuberculosis
: . , . | Baktericidni na Mycobacterium
Rifampicin Streptomyces mediterranei .
tuberculosis
, , Baktericidni na Staphylococcus
Vankomycin Streptomyces orientalis Py
aureus a enterokoky
, .| Proti grampozitivnim kokiim
Linkomycin Streptomyces lincolnensis 5 p ./
a anaerobnim bakteriim
.| Imunosupresivni,
Takrolimus Streptomyces tsukubaensis L, vp L,
protizanétlivy
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3.2.2 Latky manumycinového typu

Manumycin A a B, asukamycin a colabomycin E se fadi mezi nové objevené
polyketidové sekundarni metabolity Streptomyces parvulus, Streptomyces
asukaensis a Streptomyces aureus, které maji vyznamny protizanétlivy ucinek
a teprve Cekaji na plné vyuziti svého imunomodulacniho potencialu v klinické
praxi. Jsou chemicky odliSné stavbou svého horniho fetézce, coZ je patrné

z Obrazku 1 [42].

manumycin A (manA) manumycin B (manB) asukamycin (asu) colabomycin E (col)

Obrazek 1 — Sekundarni metabolity streptomycet manumycinového typu [42]

V nedavné dobé byla provedena stimulace monocyto-makrofdgové bunécné
linie THP-1 témito latkami, jejichz koncentrace se pohybovala v rozmezi
0,25-0,5 pmol/l. Nejvyznamnéjsim zastupcem téchto metabolitti je manumycin
A. Manumycin A pusobi protinadorové a protizanétlivé, potlacuje genovou

expresi nékterych cytokint a podporuje priibéh apoptotickych procesti [42].

Sekundarni metabolity streptomycet manumycinového typu interaguji
s leukocyty riznymi mechanismy. Neprokazal se u nich vyrazny antibioticky
efekt, ale v urcitych pfipadech by mohly zastoupit makrolidy, napfiklad

erytromycin [42].
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Protinadorovd a proapoptoticka aktivita je zprostfedkovana inhibici
farnesyltransferazy, ¢imz dochazi k zabranéni aktivace Ras proteinti, ovlivnéni
metabolismu GTP (guanosintrifosfatu) a naruSeni signalizacni drahy MAPK
(mitogenem aktivovanych proteinkindz). Tento mechanismus lze pouZit k 1écbé
akutni T lymfoblastické leukémie (ATLL). Na podobném principu funguje
inhibice cytozolické thioredoxin reduktazy (TrxR-1), ktera podnécuje vznik
superoxidového radikalu s vyuzitim NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) oxidazy [42, 43, 44].

Protizanétlivé ucinky jsou podminény inhibici kaspazy 1 a kindzy IKK-B
(inhibitoru jaderného faktoru). Kaspaza1se podili na syntéze IL-1B a IL-18, kindza
IKK-B produkuje TNF-a s vyuzitim transkripéniho faktoru NF-kf. Manumycin
A také participuje vinhibici neurdlni sfingomyelindzy, kterd zmirnuje
neurodegenerativni zmény zplisobené ukladanim amyloidu v mozku, coz bylo

demonstrovano na experimentalnim mysim modelu [42, 45, 46].

Na mysim modelu bylo také potvrzeno, Ze kombinace manumycinu A
a paklitaxelu ptisobi proti vzniku anaplastického karcinomu S$titné Zzlazy
bez vyrazné toxicity. Manumycin A potencuje cytotoxické ucinky paklitaxelu
a potlacuje angiogenezi spojenou s neoplastickymi zménami v organismu.
Paklitaxel je cytostatikum, které inhibuje mikrotubuldrni struktury. Také bylo
zjisténo, Ze manumycin A je vhodny k terapii kolorektdlniho karcinomu

a indukuje apoptdzu syntézou reaktivnich kyslikovych intermediati [47, 48, 49].
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3.3 Bunky imunitniho systému

Buriky imunitniho systému se nazyvaji leukocyty. Vznikaji z pluripotentni
kmenové buniky v kostni dfeni, kterd ma na svém povrchu molekulu CD34.
RozliSujeme myeloidni a lymfoidni vyvojovou vétev leukocytti. Z myeloidniho
progenitoru vznikaji megakaryocyty (prekurzory trombocytli — krevnich
desticek), erytroblasty (prekurzory erytrocyti — ¢ervenych krvinek), monocyty
a granulocyty (neutrofily, eozinofily a bazofily). Z myeloidni linie se rovnéz
vyvijeji monocyty (nachazi se v krvi), tkanovou formou monocytd jsou
makrofagy. Z monocyti se mohou diferencovat myeloidni dendritické burnky,
které jsou schopné prezentace antigenu T lymfocytiim. Lymfoidni progenitor
dava vzniknout NK burikkdm - pfirozenym zabije¢im a populacim B a T

lymfocytti [40].

Periferni krev lze centrifugaci v hustotnim gradientu rozdélit do nékolika fazi
na zakladé jejich hustoty. Svrchni vrstvu tvofi plazma, ve spodni vrstvé jsou
usazené erytrocyty spolu s granulocyty. Mezi plazmou a erytrocyty se nachdazi
prstencita vrstva — bufty coat, jez se sklada z trombocytti a mononuklearni frakce
leukocytt. Z buffy coatu ziskaného z transfuzni stanice mtizeme izolovat PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) — frakci mononukledrnich bunék periferni
krve sloZzenou z monocyti a lymfocytii. Mononukledrni buriky predstavuji

22-48 % celkového poctu leukocytt v krvi [50, 52].

3.3.1 Monocyty, makrofagy

Monocyty se nachdzi v krevnim fecisti, patii mezi agranulocyty. Pokud
se dostanou procesem diapedézy do tkané (kde nesou specialni nazev), oznacuji
se jako makrofagy. Osidluji jatra (Kupfferovy burky), centrdlni nervstvo
(mikroglie) a resorbuji kostni matrix (osteoklasty). Plni funkci antigen

prezentujicich a fagocytujicich bunék. Nic¢i bakterie ptisobenim oxidu dusnatého,
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reaktivnich kyslikovych intermedidti a lysozomalnich enzymiu. Po aktivaci
Thl lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny TNF-o, IL-1, IL-12 a IFN-y. TNF-a
a IL-1 atrahuji leukocyty do mista zanétu, IL-12 podporuje diferenciaci

Thl lymfocytt a indukuje syntézu IFN-y [50, 51].

3.3.2 B lymfocyty

B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni — primarnim lymfatickém organu.
V sekunddrnim lymfatickém organu (mizni uzlina, Peyerovy platy, slezina)
se setkaji s antigenem a dozravaji v plazmatické bunky schopné syntézy
imunoglobulint. Nékteré B a T lymfocyty se pfeménuji v pamétové bunky, které
zajistuji rychlejsi a efektivnéjsi imunitni odpovéd po opétovném styku

s antigenem [40].

Chemickym sloZenim jsou antigeny nejcastéji proteiny nebo sacharidy.
T-dependentni antigeny maji bilkovinnou povahu a vyvolavaji tvorbu protilatek,
u kterych je nutnd spoluprace B lymfocyti s Th2 lymfocyty. T-independentni
antigeny maji cukernou ¢i lipidovou povahu a vyskytuji se napiiklad u bakterii
(naptiklad lipopolysacharid ¢i flagelin) a vyvolavaji tvorbu protilatek, u kterych
neni nutna spoluprace B lymfocytd sTh2 Ilymfocyty. Novorozenci
s nevyvinutym imunitnim systémem a nezralymi B lymfocyty tvori protilatky
proti T-dependentnim antigentim a nékterym T-independentnim antigentim
(napriklad LPS). Nezralé B lymfocyty novorozencii nejsou schopné spravné
syntetizovat protilatky proti polysacharidovym antigenim (MAMP, struktury
asociované s mikroby). Novorozenci jsou proto nachylnéjsi k infekcim, IgG
specifické proti mikrobidlnim antigeniim jsou pfendSeny prenatalné
pres placentu do krevniho obéhu novorozence a postnatalné kojenim. Matefské
mléko obsahuje mimo IgG i vysoké koncentrace IgA poskytujici dalsi ochranu

novorozence proti infekcim [40, 41].
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B lymfocyty mohou mimo Th lymfocyti spolupracovat i s folikuldrnimi
dendritickymi burikami. Folikuldrni dendritické burikky na svém povrchu
ukladaji imunokomplexy, které mohou byt rozpoznany pamétovymi

bunkami [40].

Mezi vyznamné populace B lymfocytt patfi Bl, B2, BI0 a Bmz bunky
(B lymfocyty margindlni zény). Po interakci T-independentniho antigenu s Bl
nebo Bmz lymfocytem je indukovédna syntéza nizkoafinitniho IgM. V piipadé
styku T-dependentniho antigenu s B2 lymfocytem jsou v rizné mife tvoreny
vSechny izotypy imunoglobulinti. Podle druhu antigenu se na signalizaci
spojenou s B lymfocyty podili TLR (toll-like receptory), CD21, C3d (slozka
komplementu) a celd fada cytokinti. Cytokiny se podili napfiklad na diferenciaci

B lymfocyt{i nebo izotopovych presmyki protilatek [41].

3.3.3 T lymfocyty

Tc lymfocyty

Tc lymfocyty jsou typické svou cytotoxickou aktivitou. Podobnou funkci maji
také NK burky. Ni¢i virem napadené nebo nadorové buriky lidského organismu.
Obvykle ptisobi na cilové bunky pfimym kontaktem nebo skrze sekrecni
produkty. Spolupracuji s antigen prezentujicimi burtkami (dendritickymi
burikami a makrofagy). V cytoplazmé Tc lymfocythi se nachazi granula obsahujici
perforiny a granzymy. Perforiny jsou proteiny, které zpusobuji tvorbu pori
do cytoplazmatické membrany bunék. Granzymy patfi mezi protedzy, které
spousti programovanou bunécnou smrt (apoptdzu). V signalizaéni draze
apoptozy je vyznamny komplex CD95 a FasL. Tc lymfocyty produkuji mediator
apoptozy — lymfotoxin (TNF-B) [40].
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Th lymfocyty

T lymfocyty, které maji na svém povrchu umisténou molekulu CD8 (CD -
shluk odlisSnosti, cluster of differentiation), se oznacuji jako cytotoxické
T lymfocyty (Tc). T lymfocyty, které maji na svém povrchu umisténou molekulu
CD4, se oznacuji jako pomocné T lymfocyty (Th, helper). Mezi vyznamné
populace Th lymfocytt patii pfedevsim Thl, Th2, Thl7 a regula¢ni T lymfocyty
(Treg). Vlastnosti Th lymfocytti jsou shrnuty v Tabulce 2 [40, 41].

Thl lymfocyty maji transkripéni faktor T-bet, jehoz exprese zajistuje
fenotypovy projev Thl (produkci cytokinti IFN-y a IL-2). Thlse ticastni boje proti
intracelularnim parazitim. Mezi intracelularni parazity patfi napfiklad
Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium leprae. Mykobakterie dokdZe odolat
fagocytdze a je schopna prezivat v nehostinném prostfedi hostitelské buriky
uvnitf fagozoému. Charakteristicky Thl cytokin IL-2 podporuje proliferaci CD4+
T lymfocytti. Dalsi typicky cytokin produkovany populaci lymfocyta Thl IFN-y
podporuje aktivaci makrofagli. Makrofagy patfi mezi fagocyty a antigen
prezentujici bunky, syntetizuji oxid dusnaty, ktery ma baktericidni ucinek.
Thl lymfocyty hraji diileZitou roli v zdnétlivé imunopatologické reakci ¢tvrtého
typu, kterd je charakterizovana opozdénou piecitlivélosti na antigen. Patologicky
se podili také na prabéhu autoimunitnich déji a spolupracuji s Tc lymfocyty,

naptiklad v boji proti infekénimu agens [40, 41].

Th2 lymfocyty maji transkripéni faktor GATA3. Populace Th2 secernuje
cytokiny IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13. B lymfocyty mohou byt aktivovany
na plazmatické bunky na zdkladé prezentace T-dependentniho antigenu
dendritickymi burikami a nasledné pomoci od Th2 lymfocytti. Tohoto procesu
se zucastni signalni molekuly TCR a CD28 T lymfocytt a MHC II glykoproteinti
aB7 antigen prezentujicich bunék (APC) v prosttedi Thl cytokinu IL-2.
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B lymfocyty mohou byt aktivovany na plazmatické buriky na zdkladé prezentace
T-dependentniho antigenu dendritickymi burikami. Plazmatické buriky poté
produkuji rtizné izotypy protildtek spomoci Th2 lymfocyti a cytokind
ovliviiujicich izotypovy presmyk. T-dependentni antigeny jsou zavislé na thymu
(T lymfocytech), maji charakter proteinti. Imunitni odpovéd na T-dependentni
antigeny zahrnuje afinitni maturaci, izotypovy presmyk a vznik pamétovych
bunék. Cytokin IL-4 se podili na izotypovém presmyku na IgE, IFN-y se podili
na tvorbé IgGs, TGF-B (transformujici ristovy faktor) se podili na syntéze IgA
spolecné sIL-5. Také vznikajici IgE poskytuje ochranu proti extracelularnim
parazitim — erviim a tcastni se alergické reakce u vnimavych jedincti. V rdmci

imunitni odpovédi na antigen se jako prvni tvofi protilatky izotypu IgM [40, 41].

Z rozdilnych funkci Thl a Th2 lymfocyt vyplyva, Ze aktivita bunék musi byt
v organismu udrZovadna v kfehké rovnovaze, aby nedoslo kjeho poskozeni.
Jakym smérem se imunitni odpovéd bude ubirat, zalezi na mikroprostfedi
cytokintt IFN-y a IL-4. V pfipadé mykobakteridlni ndkazy dochdzi k aktivaci
makrofagti Thl lymfocyty a produkci IFN-y. Naopak k pfekondni helmintézy je
potfeba syntetizovat IgE plazmatickymi burikami s podporou Th2 lymfocytt,
¢emuZz napomaha potlaceni ¢innosti Thl lymfocytt tvorbou IL-4, jenZ podporuje
expresi GATA3. V souvislosti se vzajemnou regulaci Thl a Th2 prostfednictvim
cytokini se hovofi o IL-12, ktery ale spiSe napomaha expresi transkripcniho
faktoru T-bet podporujictho Thl fenotyp. Podobnou funkci jako IL-4 ma IL-13.
Nicméné v soucasné dobé vime, ze populace CD4+ T lymfocyti neni
reprezentovana pouze Thla Th2 subpopulacemi, ale i dalsimi (Th3, Th9, Thi7,
Th22, Tth, Trl ¢ Treg), coz <cini problematiku imunoregulace

komplikovanéjsi [40, 41].

Folikularni pomocné T lymfocyty (Tth, follicular helper cells) pomahaji
B lymfocytiim, podobné jako Th2 lymfocyty. Nachazi se ve folikulech
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a zarodecnych centrech B lymfocytii. Efektorovymi cytokiny Tth lymfocytii jsou
IL-6 a IL-21. Pfedpoklada se, Ze jejich transkripénim faktorem je Bcl-6. Syntéza
Bcl-6 inhibuje tvorbu jinych transkripcnich faktori (T-bet, RORyt, GATAS3),
a proto dochazi k potlaceni diferenciace naivnich Th lymfocytt v subpopulace

Thl, Th2 a Th17 ve prospéch Tfh bunék [40].

Th17 lymfocyty maji transkripcni faktor RORyt. Syntetizuji cytokin IL-17, podle
kterého dostaly svlij ndzev. Tvorba cytokinu IL-17 je dtileZita pfi imunitni obrané
proti bakteriim a plisnim ¢i se podili na rozvoji autoimunitnich a zanétlivych
reakci v pfipadé dysregulace imunitnich odpovédi vedoucich k rozvoji
imunopatologickych reakci. Ac¢koliv Th17 lymfocyty mohou podporovat vznik
autoimunitnich onemocnéni, jsou dulezité i pro udrZzeni homeostatickych
interakci mezi mikrobiotou a imunitnim systémem hostitele. U mysi
s chybéjicimi Thl7 lymfocyty se rozvinula roztrouSend skleréza [41]. IL-17
podporuje Thl imunitni odpovéd, mimo to stimuluje neutrofily. Dalsim
cytokinem Th17 lymfocytti je IL-22, jenZ napomdhad funkci NK buné€k a inhibuje
Th2 imunitni odpovéd. IL-22 je dtlezity pro udrzeni homeostazy stfeva, kde
podporuje tvorbu antimikrobidlnich peptid(i regulujicich jeho mikrobidlni

slo¥eni [40, 41].

Treg lymfocyty maji supresorovou a regulacni funkci. RozliSujeme pfirozené
a indukované Treg. Pfirozené Treg vznikaji v thymu, zajistuji centralni toleranci
viéi autoantigenim. Indukované Treg vznikaji v sekunddrnich miznich
organech (lymfatickych uzlindch a slezin€) po setkdni s antigenem a jsou
zodpovédné za nastaveni a udrzeni periferni tolerance. Jejich transkripénim
faktorem je FOXP3 (forkhead box P3). Treg udrzuji rovnovahu mezi jednotlivymi
subpopulacemi CD4+ T lymfocytt. Typické efektorové imunoregulacni cytokiny
Treg (IL-10, IL-35 a TGF-B) tlumi zanétlivé a neadekvatnim autoimunitni reakce.

Treg ovliviuji ¢innost dendritickych bunék obdobné jako Tc lymfocyty skrze
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sekreci perforint a granzymu [40]. Jsou schopné pfeménovat jiné T lymfocyty
na buriky sobé podobné prostfednictvim cytokinti, tento jev se nazyva infekéni
tolerance. Vyssi zastoupeni Treg u pacientli s nddorovym onemocnénim je
spojeno s horsi progndzou a nizsi tcinnosti 1é¢by téchto onkologickych pacientu.
Treg zastavaji nepostradatelnou funkci pfi navozeni tolerance matky vuci

plodu [40, 41].

Pfi regulaci Th17 a Treg aktivity je diilezity TGF-B a dalsi cytokiny, které s nim
spolupracuji. Jestlize se v organismu nachazi TGF-f bez IL-6, je preferovana
indukce Treg s potlacenim autoimunity. Pokud je TGF-B pfitomny s IL-6, rozviji
se preferencné Thl7 imunitni odpovéd s potencidlni schopnosti podporovat
vznik autoimunitnich onemocnéni. IL-6 umocniuje zanétlivy proces a je
asociovan s Th2 lymfocyty. TGF-B se podili na expresi transkrip¢nich faktorti

RORyt a FOXP3 [40, 41].

Tabulka 2 — Th lymfocyty [vlastni zdroj]

Subopopulace
Transkripéni faktor | Efektorové cytokiny | Autoimunita
T lymfocyti
Thl T-bet IFN-y, IL-2 +
Th2 GATA3 IL-4, IL-13 -
Thl7 RORyt IL-17, IL-22 +
Treg FOXP3 TGEF-B, IL-10, IL-35 -
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3.4 Cytokiny

Buriky imunitniho systému spolu vzdjemné komunikuji prostfednictvim
cytokinti. Cytokiny mtizeme charakterizovat jako proteinové hormony, které
se vazi na vysoce specifické, zpravidla membranové receptory na cilovych
bunikdch. Tvorba a sekrece cytokini je pfisné regulovana. Schopnost rychlé
sekrece cytokinti s vétsinou kratkym polocasem rozpadu se vyznamnou mérou
podili jak na vzniku, tak pribéhu imunitnich procest. Cytokiny mohou ptisobit
autokrinné (secernovany cytokin ovliviiuje buriku, kterd jej tvori), parakrinné
(secernovany cytokin ovliviiuje funkce bunék v tésné blizkosti bunky
produkujici dany cytokin) nebo endokrinné (nejméné casta moznost, kdy cytokin
ovliviiuje cilové buriky vzdéalené od buriky secernujici dany cytokin). Na vétsi
vzdalenost musi byt transportovany krevnim fecistém k cilové tkani. Nékteré
cytokiny spolu spolupracuji (synergismus, zesiluji dany efekt), jiné a¢inkuji proti

sobé (antagonismus, jedny cytokiny potlacuji funkci druhych cytokinti) [40, 51].

Cytokiny lze klasifikovat podle mnoha parametri. Velkou a rozmanitou
skupinu tvofi interleukiny. Interleukiny jsou nezbytné pro cinnost a regulaci
funkce leukocytt. Dalsi skupinou jsou interferony, které maji antivirovy ucinek.
Rozdélujeme je na interferony 1. tfidy (IFN-a, IFN-B) a interferony 2. tfidy
(IFN-y). Interferony 1. tfidy se vice uplatriuji jako inhibitory virové replikace.
Podle funkce se cytokiny casto déli na prozanétlivé a protizanétlivé. Syntéza
cytokini muze byt typickd pro urcité bunécné populace. Nize je strucné

pojednano o cytokinech studovanych v rdmci této bakalarské prace [40, 51].

36



3.4.1 Interleukiny

Interleukin 2

IL-2 je cytokin, jehoZ molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 15-20 kDa.
Patfi do skupiny rtistovych faktort T lymfocytt. Na jeho produkci se vyznamné
podili Thl lymfocyty. IL-2 podporuje aktivaci T lymfocyt(i, B lymfocytd a NK
bunék. Stimulaci téchto bunék nepfimo ovliviiuje tvorbu jinych cytokint,
naptiklad IFN-y a TGF-B. Stimuluje také LAK (lymfokiny aktivované zabijece),
které jsou spolecné s TIL (tumor infiltrujicimi lymfocyty) vyuzivany pfi podpore

protinddorové bunécné imunity [41, 51, 53].

Interleukin 4

IL-4 se fadi mezi typické Th2 cytokiny. Jeho molekulovd hmotnost je
variabilni, nabyva hodnot 15-19 kDa. IL-13 se strukturné podoba Th2 cytokinu
IL-4. Minoritné ma vliv na makrofdgy a endotelie. Plisobi pfedevsim na B
lymfocyty, konkrétné podporuje expresi povrchové receptorové molekuly CD23.
Dale hraje dtlezitou roli v izotypovém piesmyku protilatek z IgG na IgE.
Z tohoto daivodu se dé IL-4 oznacit jako medidtor alergickych reakci. Uvazuje
se o jeho terapeutickém vyuziti — inhibici IL-4 v rdmci 1é¢by astma bronchiale [41,

51, 53].

Interleukin 5

IL-5 je zodpovédny za fenotypovy projev Th2 lymfocytid. Jeho molekulova
hmotnost je 15 kDa. Podili se na vyvoji mastocyttl, bazofild a eozinofili. Tyto
bunécné populace jsou schopné degranulaci ptisobkti (naptiklad histaminu nebo
granzymu) moderovat imunopatologické reakce. IL-5 se ucastni i maturace B

lymfocyt [41, 51, 53].
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Interleukin 6

IL-6 je charakteristicky svym pleiotropnim ptisobenim. M4 molekulovou
hmotnost 26 kDa. Nejvice ovliviiuje B a T lymfocyty, ale ptisobi i na gliové bunky,
keratinocyty nebo hepatocyty. Reguluje spravny prabéh hematopoézy,
patologicky indukuje tvorbu plazmocytomu. Jedna se o prozanétlivy cytokin
spyrogenni funkci, ktery podporuje syntézu proteinti akutni faze

v jatrech [41, 51, 53].

Interleukin 10

Molekulovd hmotnost IL-10 je 35-40 kDa. Jde o zastupce -cytokina
s imunoregulacni funkci tvofenych napriklad Treg lymfocyty, ktery vyrazné
inhibuje syntézu IFN-y. Ve spolupraci s TGF-f podnécuje B lymfocyty k produkci
IgA. Phsobi na vétsinu T lymfocytarnich subpopulaci, ale i makrofagy
a dendritické burky. Lokalné se uplatiiuje v podpofe funkce Langerhansovych
bunék. IL-10 ma protizdnétlivy ucinek, mirni pribéh potransplantaéni rejekce

$tdpu [41, 51, 53].

Interleukin 12

IL-12 je heterodimer, sklada se ze dvou podjednotek o obvyklych
molekulovych hmotnostech 35 kDa a 40 kDa. Nalezi k Thl cytokintim, spolecné
s IFN-y zastiva prozanétlivou funkci. UCcastni se imunitni obrany
proti intraceluldrnim bakteriim prostfednictvim aktivace makrofagti dohromady

s IFN-y. Je klicovy pro aktivitu NK bunék a Tc lymfocytt [41, 51, 53].
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Interleukin 13

IL-13 ma molekulovou hmotnost 10 kDa. Strukturou a funkci se pfili§ nelisi
od dalsiho Th2 cytokinu IL-4. Podili se na vzniku protilatek izotypu IgE, ticastni
se alergickych a atopickych reakci, ale stéZejni je jeho schopnost tlumit zanétlivé
procesy spojené s Thl imunitni odpovédi. V pfitomnosti IL-13 je syntetizovan

eotaxin — chemotakticky faktor eozinofila [41, 51, 53].

Interleukin 17

Charakteristickou vlastnosti Th17 lymfocyti je produkce cytokinu IL-17
o molekulové hmotnosti 28-31 kDa. Pod pojmem IL-17 rozumime cytokinovou
rodinu s hlavnim a v soucasné chvili nejvice prostudovanym zastupcem IL-17A.
IL-17 interaguje s nekonvenénimi T lymfocyty s TCR yd nebo intraepitelidlnimi
T lymfocyty. TCR yd buriky syntetizuji IL-17. IL-17 zvySuje produkci cytokint
IL-6 ¢i TNF-a (a mnohych dalSich), skrze chemokiny atrahuje monocyty

a neutrofily do mista zanétu [41, 53].

Interleukin 22

IL-22 je homodimericky Th17 a Th22 cytokin s molekulovou hmotnosti 25 kDa.
Patfi do rodiny cytokinti IL-10 a podili se na udrzeni homeostatickych interakci
na stfevni sliznici. M& podil na patogenezi onemocnéni koZzniho, traviciho
a dychaciho ustroji. Plisobi jako hepatoprotektivum, inhibuje syntézu IL-4 Th2
lymfocyty [41, 53].
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3.4.2 Interferony, transformujici riistové faktory

Interferon y

IFN-y se vyskytuje v monomerni a dimerni forme, které se lisi svymi
molekulovymi hmotnostmi (17 kDa a 40 kDa). Jedna se o glykoprotein, ktery je
asociovany sbunécnou populaci Thl. Zprostfedkovava izotypovy presmyk
protilatek na IgG. Podporuje tvorbu MHC glykoproteinti II. tfidy a aktivuje
makrofagy k fagocytdze. Uplatiiuje se pfedevSim v boji proti virovym

patogentim. Ve spolupraci s TNF-a disponuje antiproliferacni aktivitou [41, 53].

Transformujici rastovy faktor B

Molekulova hmotnost TGF-B je pfiblizné 25 kDa. TGF-f patii mezi typické
Treg cytokiny, jeho syntéza vSak byla popsana i u trombocytii. MiZe existovat
v aktivni nebo neaktivni formé. Funguje zejména jako inhibitor diferenciace
a proliferace lymfocyti, monocytli a makrofdgti. Potlacuje zanétlivé procesy
a svou pritomnosti tvofi vhodné mikroklimatické podminky k hojeni tkani.
Svym ptisobenim se podili na izotypovém pfesmyku protilatek na IgA.

Ve spoluprdci s IL-6 indukuje vznik Th17 bunék [41, 53].
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4 METODIKA

4.1 Izolace mononuklearni frakce leukocytt z buffy coatu

Izolaci mononuklearnich bunék periferni krve (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) jsme provedli z transfaznich pripravkil — buffy coatti, které nam
laskavé poskytlo Transfazni oddéleni Fakultni Thomayerovy nemocnice
a VSeobecné fakultni nemocnice. V buffy coatu jsou obsazeny monocyty,
lymfocyty, granulocyty a trombocyty. K separaci mononuklearni frakce jsme

pouzili techniku gradientové centrifugace [52].

1. Do kadinky jsme odebrali cca 25 ml objemu buffy coatu.

2. 25 ml buffy coatu jsme naredili 25 ml Dulbeccova fyziologického roztoku
pufrovaného fosfatem (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, D-PBS; Sigma
Aldrich, USA).

3. Do deseti 5 ml zkumavek jsme pridali 3 ml Ficoll-Paque Plus (Cytiva, USA)
a prevrstvili 5 ml zfedéné krve z buffy coatu.

4. Centrifugovali jsme vzorky pfi 500 g, 30 min, 21 °C, bez brzdéni.

5. Odpipetovali jsme plazmu a odsali prstynek leukocytti, ktery jsme prenesli
do nové zkumavky a doplnili do objemu 10 ml fyziologickym roztokem.

6. Centrifugovali jsme vzorky pti 900 g, 10 min, 20 °C.

7. Odlili jsme supernatant a roztfepali peletu, vzniklou suspenzi bunek jsme
promichali pipetou.

8. Prenesli jsme pelety z deseti zkumavek do péti a doplnili do objemu 10 ml
tyziologickym roztokem.

9. Centrifugovali jsme vzorky pti 500 g, 10 min, 20 °C.

10. Odlili jsme supernatant a roztfepali peletu, vzniklou bunécnou suspenzi
jsme promichali pipetou.

11. Pfenesli jsme pelety z péti zkumavek do dvou a doplnili do objemu 10 ml

tyziologickym roztokem.
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12. Centrifugovali jsme vzorky pfi 500 g, 10 min, 20 °C.

13. Odlili jsme supernatant a spojili pelety ze dvou zkumavek do jedné, vznikla
bunécéna suspenze byla resuspendovana v 5 ml kultivacniho média.

14. U 2 pl bunécné suspenze jsme urcili jejich Zivotnost a koncentraci bunék

ve vzorku.

Na pfipravu 400 ml kultivacniho média jsme pouZili:

e 90 ml média RPMI 1640 sobsahem L-glutaminu a hydrogenuhli¢itanu
sodného (Sigma Aldrich, USA);

¢ 10 ml fetalniho bovinniho séra (FBS; Biosera, South America);

e 100 pl antibiotika gentamycin (Sandoz, Slovenia);

e 200 ul pufrovaciho ¢inidla kyseliny sulfonové — HEPES (Sigma Aldrich, USA).

4.2 Stanoveni viability a poctu bunék

Stanoveni viability a poctu bunék jsme provedli pred stimulaci
mononuklearnich buné€k periferni krve sekundarnimi metabolity streptomycet.
Alespon 80 % bunék by mélo byt Zivych a v kazdé jamce mikrotitrac¢ni desticky

by se mélo nachdzet presné 2 - 10° bunék v celkovém objemu 2 ml [54].

Stanoveni viability bunék

1. Ke 2 pl bunééné suspenze jsme pridali 2 pl trypanové modfi.

2. Spomoci kryciho a podlozniho sklicka jsme pripravili preparat
k mikroskopovani.

3. Stanovili jsme procentudlni zivotnost na sto bun€k (modfe obarvené buiiky

byly mrtvé).
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Stanoveni poctu bunék

1. K 50 pl bunééné suspenze jsme pridali 950 pl Tiirkova roztoku
v mikrozkumavece.

2. Nechali jsme probéhnout inkubaci — lyzu erytrocytti po dobu 10 min.

3. Promichali jsme obsah mikrozkumavky na vortexu a spocitali burky
v Biirkerové komtirce v jednom mililitru.

4. Vypocitali jsme koncentraci bunék. Stanovili jsme objem bunécné suspenze

obsahujici pravé dva miliony bunék.

4.3 Stimulace bunék manumycinem A, lipopolysacharidem
(LPS) a fytohemaglutininem (PHA)

V ramci naSeho experimentu jsme provedli inkubaci bunék v kultiva¢nim
médiu s pfidavkem manumycinu A, LPS a PHA v termostatu po dobu

1 a 4 hodiny. Inkubace probéhla v prostfedi 5,5% CO: pri 37 °C [42].

Jako stimulatory jsme pouzili:

e manumycin A, v tabulce téZ A (Sigma Aldrich, USA) — koncentrace zasobniho
roztoku byla 1000 pmol/l a v jamkach mikrotitraéni desticky byla koneénd
koncentrace manumycinu A 5; 1; 0,25 a 0,0125 umol/l;

e lipopolysacharid (LPS; Sigma Aldrich, USA) o koncentraci 1 pg/ml;

e fytohemaglutinin (PHA; Sigma Aldrich, USA) o koncentraci 5 mg/ml.

Kazda jamka mikrotitracni desticky méla objem 2 ml. Obsah stimulatorti

v jednotlivych jamkach mikrotitra¢ni desticky je uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3 — Stimulace bunék manumycinem A (A), LPS a PHA [vlastni zdroj]

E;fr(jtitraéni iﬁmulétor ::;nuwor Is)zn:létor Buiiky | RPMI
desticky

K (kontrola) - - - 200 pl 1800 pl
PHA - - 10 pl 200l | 1790 pl
PHA + As 50 ul - 10 ul 2000l | 1740 pl
PHA + As 50 ul - 10 ul 200 0l | 1740 pl
PHA + Aoas 50 pl - 10 pl 200l | 1740 pl
PHA + Aoons 50 pl - 10 pl 200l | 1740 pl
LPS - 2l - 2000l | 1798 ul

PHA - fytohemaglutinin, A — manumycin A (dolni index udava jeho koncentraci

v umol/l), LPS - lipopolysacharid, RPMI - kultiva¢ni médium

44 Izolace RNA

Po stimulaci bunék ndsledovala izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Germany). V této fazi experimentu jsme pouzili jesté lyzacni roztok pro
lyzu bunééné membrany za ucelem uvolnéni RNA (soucdast komercniho kitu).
V rdmci izolace byl pouzit doporucéeny krok zahrnujici aplikaci DN4zy za ticelem
rozstépeni genomické DNA, kterd by mohla zptsobit znecisténi RNA (falesné

vysoké hodnoty koncentrace RNA pfi méfeni na pfistroji NanoDrop) [55, 56].

Lyzacni roztok jsme pfipravili z 2500 pl RLT Lysis Buffer (Qiagen, Germany)
a 25 pl B-merkaptoetanolu (Sigma Aldrich, USA). Pripraveny roztok vystacil

na sedm vzork.

44



DNazu jsme pfipravili z 10 pl DNazy a 70 pl RDD Buffer ze RNase Free DNase
Set (Qiagen, Germany). Objem 10 ul DNazy vystacil na jeden vzorek. Celkovy

objem pfipraveného roztoku obsahujictho DNazu byl 80 ul na jeden vzorek.

1. Bunky jsme pipetou pfenesli z mikrotitracni desticky do 2 ml zkumavky.

2. Centrifugovali jsme pfi 500 g, 10 min, 21 °C a opatrné jsme odsali
supernatant.

3. Kpeleté jsme ptidali 350 pl lyzacéniho roztoku a nechali jsme inkubovat
5 min.

4. Ptidali jsme 350 ul 75% chlazeného etanolu.

5. Prfeneslijsme 700 pl roztoku do RNeasy Mini Kit setu 2 ml zkumavky v dolni
casti a kolonky se semipermeabilni membranou v horni ¢asti.

6. Centrifugovali jsme pii 8000 g, 15 s, 21°C a proteklou kapalinu jsme vylili
do odpadni nadoby.

7. Ptidalijsme 350 pl RW1 Buffer.

8. Centrifugovali jsme pfi 8000 g, 15 s, 21°C a proteklou kapalinu jsme vylili
do odpadni nadoby.

9. Prfidali jsme 80 pl DN4zy a nechali jsme inkubovat 15 minut.

10. Pfidali jsme 350 pl RW1 Buffer.

11. Centrifugovali jsme pfi 8000 g, 15 s, 21°C a proteklou kapalinu jsme vylili
do odpadni nadoby.

12. Ptidali jsme 500 pul RPE Buffer.

13. Centrifugovali jsme pfi 8000 g, 15 s, 21°C a proteklou kapalinu jsme vylili
do odpadni nadoby.

14. Zopakovali jsme kroky 12 a 13.

15. Kolonku jsme pfenesli do nové 2 ml zkumavky a centrifugovali jsme
pri 8000 g, 60 s, 21°C.

16. Kolonku jsme pfenesli do nové 1,5 ml zkumavky bez RNazy.

17. Ptidali jsme 20 pl vody bez RN4z a centrifugovali jsme 8000 g, 60 s, 21°C.
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18. Ziskanou RNA jsme zmrazili na =80 °C pro dalsi pouZiti.

4.5 Stanoveni koncentrace RNA

Ke stanoveni koncentrace RNA jsme pouzili NanoDrop One¢ (Thermo
Scientific, USA). NanoDrop One€ je UV spektrofotometr, ktery slouzi k méfeni
absorbance vzorku nukleové kyseliny pfi vinové délce 260 nm podle
Lambert- Beerova zakona. Pfistroj také méfi absorbanci vzorku pfi vinové délce
230 nm a 280 nm, ze ziskanych hodnot stanovuje poméry cistoty RNA jako
pomeér Azo/Azo0 a Azo/Axs. Vlnovd délka 230 nm je vhodnd pro detekci
organickych c¢inidel (fenolu, izothiokyanatu a dalSich); vinova délka 280 nm je
vhodna pro detekci absorbance proteinti, které tvorfi hlavni kontaminanty vzorku
RNA. Hodnoty pomérii ¢istoty RNA by se mély optimalné pohybovat kolem
2,0 [57].

1. Podstavec a rameno pfistroje jsme ocistili ubrouskem.

2. Na obrazovce pfistroje jsme z nabidky vybrali New Experiment, Nucleic
Acids a zvolili stanoveni RNA.

3. Napipetovali jsme 2 ul vody bez RN4az (Qiagen, Germany) na podstavec
a sklopili jsme rameno pfistroje.

4. Na obrazovce pristroje jsme vybrali Blank a nechali jsme probéhnout méfenti.

5. Zvedli jsme rameno pristroje a osusili jsme podstavec ubrouskem.

6. Napipetovali jsme postupné 2 pl jednotlivych vzorkti RNA na podstavec
a poté jsme sklopili rameno pfistroje.

7. Provedli jsme méfeni koncentrace RNA ve vzorcich v jednotkach ng/pl.

8. Po kazdém méfeni jsme zvedli rameno pfistroje a osusili jsme podstavec
ubrouskem.

9. Pro ukonceni méfeni jsme na obrazovce pristroje zvolili End Experiment.

10. Zvedli jsme rameno pfistroje a vycistili jsme podstavec ubrouskem.
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11. Napipetovali jsme 2 pl vody bez RNaz na podstavec, ktery jsme osusili

a rameno pfistroje jsme ponechali odklopené.

4.6 RT-PCR

Pro prabéh kvantitativni PCR (qPCR, quantitative polymerase chain reaction)
je potfeba izolovanou RNA pfepsat na komplementarni DNA (cDNA). K tomu
slouzi metoda reverzni transkripce (RT-PCR, reverse transcription polymerase
chain reaction), kterd vyuzivd enzym reverzni transkriptdzu. Reverzni
transkriptdza vytvari jednofetézcovou komplementarni DNA (cDNA), ktera
neobsahuje useky intronti a je vhodna ke kvantifikaci genové exprese cytokint
pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce v redlném case. Druhy

fetézec cDNA je dosyntetizovan polymerazovou fetézovou reakci [58, 59].

K provedeni RT-PCR jsme pouzili:

o pristroj MJ] Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Marshall Scientific,
USA);

e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

Lithuania).

1. Provedli jsme pfepocet pro vyrovnani koncentraci u jednotlivych vzorku
RNA.

2. VSechny vzorky jsme nafedili vodou tak, aby v 5 pl roztoku obsahovaly
250 ng RNA.

3. K5 ul vzorku RNA v mikrozkumavce jsme pfidali 5 ul premixu pro reverzni
transkripci, jehoZ sloZeni je uvedeno v Tabulce 4.

4. 'V reakcni smési probéhla reverzni transkripce.

5. VSechny mikrozkumavky se vzorky RNA jsme umistili do pfistroje

M]J Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler.
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6. Nechali jsme probéhnout RT-PCR. Reakéni smés jsme inkubovali pfi 37 °C
60 min, poté jsme ji zahtali na 95 °C 5 min.

7. Polymerazovou fetézovou reakci vzniklo 10 ul cDNA.

8. Po skonceni reverzni transkripce jsme ke vzorku pridali 40 pl vody

a ziskanou cDNA jsme zmrazili na —80 °C pro dalsi pouZiti.

Tabulka 4 — Slozeni premixu RT-PCR [vlastni zdroj]

Slozka Objem (ul)

Pufr reverzni transkriptazy 1,0

Mix deoxyribonukleotidtrifosfata (ANTP) | 0,4

Néahodné primery 1,0

Reverzni transkriptaza 0,5

Inhibitor RNazy 0,5

Voda 1,6

Celkem 5,0
4.7 qPCR

Kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (qPCR) jsme pouzili
ke kvantifikaci genové exprese cytokint v redlném case. Na amplifikovany tsek
DNA cilového genu nasedaji primery oznacené jako forward a reverse primer,
které jsou svoji sekvenci oligonukleotid@t komplementarni s templatovou cDNA.
gPCR se dale ucastni polymeraza s exonukledzovou aktivitou a TagMan proba

(hydrolyzaéni sonda) [60].

TagMan proba se specificky vaze na amplifikovany tisek DNA ohraniceny
primery a je nositelkou dvou znackovych molekul - reportéru (fluoroforu)

a quencheru (zhasece), se kterymi interaguje polymeraza. V urcitych momentech

48



pribéhu qPCR TaqgMan proba prekazi polymeraze v ¢innosti, a proto v ramci
exonukleazové aktivity polymerazy dojde k rozstépeni spojeni mezi reportérem
zhaSecem. Nastava okamzita emise fluorescence charakterizujici probéhly

cyklus. Tento nartist fluorescence je nasledné detekovan [60].

Jako referencni gen jsme zvolili B-aktin, ktery patfi mezi tzv. housekeeping
geny. Housekeeping geny by mély byt vburkach lidského organismu
exprimovany konstanté a nezdvisle na stimulaci ¢i genové expresi nami

sledovanych cytokinti. Uplatriuji se jako endogenni kontroly priitbéhu qPCR [61].

K provedeni qPCR jsme pouZili:

e pristroj LightCycler 480 Real-Time PCR Instrument (Roche, Switzerland);

e desticky s foliemi Light Cycler 480 Multiwell Plate 384 (Roche, Switzerland);

e TagMan eseje pro IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22, IFN-y a B-aktin
(Thermo Fisher, USA);

e probu s forward a reverse primery TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, USA);

¢ Luna Universal Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs, USA).

1. Do kazdé jamky jsme napipetovali 2 ul cDNA a 8 pl premixu, jehoz sloZeni je
uvedeno v Tabulce 5.

2. Desticku jsme prekryli folii a umistili do pfistroje LightCycler 480 Real-Time
PCR Instrument.

3. Nechali jsme probéhnout qPCR — denaturacni cyklus jedenkrat 50 °C 2 min,
annealingovy cyklus jedenkrat 95 °C 10 min a elongacni cyklus ctyficetkrat

95 °C 15 s a nasledné 60 °C 1 min.
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Tabulka 5 — SloZeni premixu qPCR [vlastni zdroj]

Slozka Objem (ul)
Master Mix 5,0
TagMan esej 0,5
Voda bez RNaz | 2,5
Celkem 8,0
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5 VYSLEDKY

Frakci mononuklearnich bunék periferni krve (PBMC) jsme stimulovali
po dobu jedné a ¢étyf hodin rliznymi koncentracemi manumycinu A (5; 1; 0,25
a 0,0125 umol/l). Jako pozitivni kontroly jsme pouzili polyklondlni stimulatory
produkce cytokinti lipopolysacharid (LPS) a fytohemaglutinin (PHA), oba
o koncentraci1 pg/ml. Po ukonceni stimulace jsme z bunék izolovali RN A, kterou
jsme pomoci RT-PCR (polymerazové fetézové reakce sreverzni transkripci)
prepsali na komplementarni DNA (cDNA). Hladinu genové exprese cytokinti
jsme stanovili kvantitativni PCR v redlném case (qPCR). Experiment jsme
provedli pro vzorky periferni krve od ¢tyf rtiznych darct pro cytokiny IL-2, IL- 4,
IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22 a IFN-y. Jako referencni gen jsme zvolili $-aktin.

Jako negativni kontrolu jsme pouzili PBMC, které nebyly stimulovany
manumycinem A, LPS nebo PHA. Predpokladali jsme, Ze manumycin A bude

mit koncentra¢né zavisly vliv na genovou expresi zkoumanych cytokini.

Z gqPCR jsme ziskali hodnoty ct (cycle of treshold, cyklus prahu) pro jednotlivé
cytokiny, které 1ze interpretovat jako pocet cykli nutnych k pfekroceni prahové
hladiny fluorescence. Z nich jsme vypocitali relativni genovou expresi cytokint
metodou 274, Ze dvou ziskanych hodnot ct pro kazdy gen jsme vypoditali
primérnou hodnotu Act pro vSechny geny. Hodnotu Act genu pro cytokin jsme
odecetli od hodnoty Act referenéniho genu (B-aktinu). Vyslednou hodnotu jsme
odecetli od primérné hodnoty Act nestimulovanych kontrol a ziskali jsme

hodnotu AAct. Podle vzorce 24 jsme vypocitali relativni genovou expresi.

Vysledky jsme statisticky a graficky zpracovali v programu GraphPad.
K otestovani normality dat jsme vybrali Shapiro-Wilkiv test. K dalsimu
statistickému zpracovani dat jsme pouzili Kruskal-Wallis(iv test, jako post-hoc
test jsme vybrali Dunntiv test. Vysledky jsme vyjadfili sloupcovymi grafy
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ve formé priméra a stfednich chyb priimért. Za statisticky vyznamné vysledky
jsme povazovali ty, u kterych jsme zjistili hodnotu p < 0,05 (v grafech

oznaceno *). Hodnota p < 0,1 je v grafech oznacena m.
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5.1 Genova exprese cytokini v PBMC po jednohodinové
stimulaci LPS, PHA a manumycinem A

Pro ovéfeni schopnosti manumycinu A indukovat imunitni odpovéd Thl typu
jsme stimulovali PBMC rtiznymi koncentracemi manumycinu A za soucasné
stimulace fytohemaglutininem (PHA). Jako pozitivni kontroly jsme pouZili
lipopolysacharid (LPS) a samotny PHA. Po jedné hodiné stimulace PBMC jsme
nepozorovali zadny statisticky vyznamny vliv ndmi pouzitych latek na genovou

expresi IFN-yv porovnani s nestimulovanymi burikami, Obrazek 2.
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Obrizek 2 — Genovi exprese IFN-y po jednohodinové stimulaci riiznymi

koncentracemi manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem)
[vlastni zdrojl; K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich
bunék periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1 — PBMC stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pimol/l)
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Také jsme testovali imunomodulac¢ni schopnost manumycinu A ovlivnit
genovou expresi IL-2 po stimulaci trvajici jednu hodinu. Nezaznamenali jsme
vSak Zadny koncentracné zavisly efekt manumycinu A na zménu genoveé exprese

tohoto cytokinu typického pro Th1 imunitni odpovéd, Obrazek 3.
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Obrizek 3 — Genovd exprese IL-2 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K —nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononuklearnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, = PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pamol/l)
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Pro studium tc¢inku manumycinu A na Th2 imunitni odpovéd jsme vybrali
cytokin IL-4. Jednohodinovd stimulace cytokinu IL-4 sLPS, PHA
a manumycinem A nevedla v Zadné ze sledovanych situaci ke statisticky

signifikantni modulaci intenzity genové exprese IL-4, Obrazek 4.
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Obrizek 4 — Genovd exprese IL-4 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, = PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo udduvd jeho koncentraci v pimol/l)
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Dal$im zkoumanym zastupcem cytokinti byl IL-6, ktery je asociovany
s ¢cinnosti Th2 lymfocytt. Z grafu je patrné, Ze po stimulaci PBMC manumycinem
A, ale i samotnym PHA nebo LPS o délce jedné hodiny, nedoslo ze statistického
hlediska k vyznamné zméné v genové expresi [L-6 v porovnani

s nestimulovanou kontrolou, Obrazek 5.
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Obrazek 5 — Genovd exprese IL-6 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K —nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni krve)
stimulované lipopolysacharidem, PHA1 — PBMC stimulované fytohemaglutininem, A —

manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pmol/l)

56



Sledovali jsme vliv riznych koncentraci manumycinu A na genovou expresi
IL-10  vPBMC po jednohodinové stimulaci. IL-10 je charakteristicky
imunoregulaéni cytokin sekretovany Treg, u jehoZ genové exprese v PBMC
stimulovanych nami zvolenym sekundarnim metabolitem streptomycet
v porovnani s LPS, PHA a nestimulovanou kontrolou nepozorujeme statisticky

vyznamny rozdil, Obrazek 6.
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Obriazek 6 — Genovd exprese IL-10 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdrojl;
K- nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, = PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pmol/l)
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Mezi cytokiny, které jsou spjaty s aktivitou Th2 bunék, patfi IL-13. Hodnota
genové exprese pro IL-13 po jednohodinové stimulaci manumycinem A a dal$imi
latkami nebyla statisticky signifikantné zvySend nebo snizend oproti hodnoté

genové exprese [L-13 v nestimulovanych PBMC, Obrazek 7.
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Obrizek 7— Genovd exprese IL-13 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, = PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pmol/l)
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Th17 lymfocyty syntetizuji cytokin IL-17. Po jedné hodiné stimulace PBMC
manumycinem A o rtznych koncentracich jsme dosli k zavéru, Ze genova
exprese IL-17 v mononukledrni frakce perifernich krve neni statisticky
signifikantné zmeénéna, ve srovnani s PBMC stimulovanymi jinymi latkami

a kontrolnim vzorkem, Obrazek 8.
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Obrazek 8 — Genovd exprese IL-17 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj;
K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, © PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo udduvd jeho koncentraci v pimol/l)
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Poslednim studovanym cytokinem byl IL-22, ktery patfi mezi hlavni
efektorové cytokiny Thl7. I vtomto prfipadé se vliv rdaznych koncentraci
manumycinu A na zménu genové exprese [L-22 v PBMC stimulovanych jednu
hodinu LPS & PHA nebo v kontrolnim vzorku vyrazné neliSil a nedosahl

statisticky vyznamnych hodnot, Obrazek 9.
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Obrazek 9 — Genovd exprese IL-22 po jednohodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni
krve)  stimulované  lipopolysacharidem, © PHA1 -  PBMC  stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo udduvd jeho koncentraci v pimol/l)
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52 Genova exprese cytokinh v PBMC po c¢tyrhodinové
stimulaci LPS, PHA a manumycinem A

Stimulovali jsme PBMC po dobu c¢tyf hodin s riznymi koncentracemi
manumycinu A a zjistili jsme trend zvySeni genové exprese IFN-ypri srovnani
nestimulované kontroly a bunék mononukledrni frakce leukocytti periferni krve
po plisobeni manumycinu A o koncentraci 0,25 pmol/l. Vysledek miiZeme

povazovat pouze za nalezeny trend, jelikoz p < 0,1 (konkrétné p = 0,08),
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Obrizek 10 — Genovi exprese IFN-y po ctythodinové stimulaci riiznymi

koncentracemi manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem)
[vlastni zdrojl, m p < 0,1, K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce
mononukledrnich bunék periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1— PBMC
stimulované fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené Cislo uddvd jeho

koncentraci v pmol/l)
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Zjistili jsme, Ze vysledek nartistu genové exprese IL-2 je statisticky vyznamny
(p = 0,04) po stimulaci manumycinem o koncentraci 0,25 pmol/l v porovnani
s kontrolou, u které jsme neprovedli Zddnou stimulaci. Znamena to, ze v takto
stimulovanych PBMC byla podnicena prekvapivé cesta prozanétlivé imunitni
odpovédi moderovand Thl lymfocyty. U ostatnich koncentraci manumycinu

nebyl v tomto pripadé stejny imunomodulaéni efekt pozorovan, Obrazek 11.
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Obrazek 11 — Genovd exprese IL-2 po ctythodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj],
*p < 0,05, K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék
periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1 - PBMC stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo udduvd jeho koncentraci v pimol/l)
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ProdlouZeni stimulace PBMC rGznymi latkami, véetné manumycinu A,

na dobu ¢tyf hodin nevedlo k alteraci genové exprese IL-4 v téchto burikach.

MtiZeme konstatovat, Ze manumycin A zfejmé nema statisticky vyznamny vliv

na tvorbu tohoto cytokinu v mononuklearni frakci periferni krve, Obrazek 12.
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Obrizek 12 — Genovd exprese IL-4 po ¢tyfhodinové stimulaci riiznymi koncentracemi

manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];

K —nestimulovana kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni krve)

stimulované lipopolysacharidem, PHA1 — PBMC stimulované fytohemaglutininem,

A —manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v umol/l
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Pfi vyhodnocovani genové exprese IL-6 po stimulaci PBMC manumycinem A
a LPS jsme zaznamenali urcité trendy, které by bylo vhodné ovéfit dalSimi
experimenty. V porovnani skontrolou doslo vramci naseho pozorovani
k nartistu genové exprese IL-6 u bunék stimulovanych LPS (p = 0,07)
a manumycinem o koncentraci 0,25 umol/l (p = 0,09). Tento poznatek neni
v souladu snaSim pfedpokladem o sniZeni genové exprese prozanétlivych

cytokintt v PBMC po stimulaci manumycinem A, Obrazek 13.

IL-6
[ |
| |
m

150

2 1

o

Q

5

- 100

>

(o)

c

(]

o)

~E 50—

>

©

()]

S

Obrizek 13 — Genova exprese IL-6 po ctyfhodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj],
mp < 0,1 K- nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék
periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1 - PBMC stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddva jeho koncentraci v pmol/l)
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Delsi doba stimulace PBMC manumycinem A po dobu c¢tyfi hodiny nejspisSe
nema zasadni vliv na sledovanou zménu genové exprese IL-10. Nespatfili jsme
zadny signifikantni rozdil mezi genovou expresi bunék stimulovanych riznymi
koncentracemi manumycinu A ve srovnani s nestimulovanou kontrolou nebo

PBMC stimulovanymi LPS ¢i PHA, Obrazek 14.
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Obrazek 14 — Genovd exprese 1L-10 po ctythodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj];
K —nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék periferni krve)
stimulované lipopolysacharidem, PHA1 — PBMC stimulované fytohemaglutininem,

A —manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pmol/l)
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U cytokinu IL-13 jsme opét pozorovali jisté trendy, a to pri sledovani zvy3Seni
genové exprese IL-13 po stimulaci manumycinem A o koncentraci 0,25 pmol/l
ve vztahu k negativni kontrole (p = 0,08) a také pfi srovnani negativni kontroly
s PBMC, které byly stimulovany pouze LPS (p = 0,09). Bylo by na misté nase

zavéry potvrdit dalsim pokusem, Obrazek 15.
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Obrazek 15 — Genovd exprese 1L-13 po ctythodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj],
mp < 0,1 K- nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék
periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1 - PBMC stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo udduvd jeho koncentraci v pimol/l)
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Genovou expresi IL-17 jsme stimulovali LPS, PHA a manumycinem A
v nékolika koncentracich a sledovali jsme tcinek téchto stimulantt na genovou
expresi tohoto Th17 cytokinu, kdyZ stimulace probihala v ¢asovém intervalu ctyft
hodin. Nejednd se o statistickou signifikanci, ale spatfili jsme ndznak trendu
zvysSeni genové exprese ve dvou pripadech. Prvni vyplyva z porovnani kontroly
bez stimulace a PHA (p = 0,10) a druhy vyvstava ze srovnani nestimulované
kontroly se stimulaci PBMC manumycinem A o koncentraci 0,25 pmol/l

(p =0,06), Obrazek 16.
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Obrazek 16 — Genova exprese IL-17 po ctyrhodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj],
mp < 0,1 K- nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce mononukledrnich bunék
periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1 — PBMC stimulované

fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené ¢islo uddvd jeho koncentraci v pmol/l)
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Zajimavé vysledky jsme objevili u cytokinu IL-22. Genova exprese IL-22 po
¢tyfthodinové stimulaci PBMC manumycinem A o koncentraci 0,25 pmol/l je
statisticky vyznamné zvySend vuci kontrole, na kterou manumycin A nebyl
aplikovan (p = 0,04). V tomto pfipadé jsme zaregistrovali podobny trend nartistu
genové exprese [L-22 u bunék stimulovanych PHA v porovnani s kontrolou
(p =0,08). V ramci imunitni odpovédi byla preferovana indukce Th17 lymfocyt(i

v prozanétlivém smyslu, Obrazek 17.
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Obrizek 17 — Genovd exprese IL-22 po ctythodinové stimulaci riiznymi koncentracemi
manumycinu A za soucasné stimulace PHA (fytohemaglutininem) [vlastni zdroj],
*p <005 w p < 01 K — nestimulovand kontrola, LPS — PBMC (frakce
mononukledrnich bunék periferni krve) stimulované lipopolysacharidem, PHA1— PBMC
stimulované fytohemaglutininem, A — manumycin A (uvedené Cislo uddvd jeho

koncentraci v pmol/l)
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6 DISKUZE

Vramci této bakalaiské prace jsme zkoumali ovlivnéni genové exprese
cytokintt v mononuklearni frakci leukocytti (PBMC) ziskanych z buffy coatii
po stimulaci manumycinem A, lipopolysacharidem a fytohemaglutininem.
Manumycin A patfi mezi sekundarni metabolity streptomycet s protizanétlivym
ucinkem, a proto jsme predpokladali, Ze jeho plisobenim dojde ke sniZzeni genové
exprese u prozanétlivych cytokinti ze skupiny Thl, Th2 a Th17 cytokint (IFN-y,
IL-2, IL-6, IL-17). Sledovali jsme také zménu genové exprese imunoregulacniho

cytokinu IL-10 a protizanétlivych cytokina (IL-4, IL-13, IL-22).

Z vysledkti vyplyva, Ze genova exprese cytokinti v mononuklearni frakci
periferni krve nebyla vyrazné ovlivnéna rtiznymi koncentracemi manumycinu A
po jednohodinové nebo ¢tythodinové kultivaci. Po ¢tyfhodinové kultivaci jsme
pozorovali urcité trendy, kdy genova exprese nékterych prozanétlivych (IFN-y,
IL-2, IL-6, IL-17) a protizanétlivych cytokinti (IL-13, IL-22) byla pfi srovnani
nestimulované  kontroly a bunék s pfidavkem fytohemaglutininu
a manumycinu A o koncentraci 0,25 umol/l zvySena. Tento poznatek je v rozporu
snasim predpokladem a pro jeho jednoznaéné potvrzeni by bylo vhodné
experiment za stejnych podminek zopakovat, abychom ziskali dostatecny pocet

experimentti pro validni statistické zpracovani.

Jednohodinova a ¢tyfhodinova stimulace monocyto-makrofdgové linie bunék
THP-1 ve studii Hrdého a spol. [42] potvrdila proapoptoticky a protizanétlivy
ucéinek manumycinu A, jelikoZ doslo ke snizeni genové exprese prozanétlivych
cytokinti IL-18 a TNF-a. Jako dalsi stimulator byl pouZzit lipopolysacharid. Studie
Ceérdlové a spol. [45] prokazala imunosupresivni efekt manumycinu A
v kombinaci s TNF-a. Buriky THP-1 byly stimulovany TNF-a o koncentraci
20ng/ml a zaroven raznymi koncentracemi manumycinu A v rozmezi

0,25-5 pmol/l. Doslo ke sniZeni genové exprese prozanétlivych cytokinti IL-1f,
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IL-6 a imunoregula¢niho cytokinu IL-10. Stimulace probihala po dobu ¢tyf a osmi
hodin. Vradmci studie Herbrika a spol. [62] byl =ze sputa
imunokompromitovaného pacienta vyizolovan kmen streptomycet TR1341, ktery
byl po kultivaci in vitro pfidan k bunééné linii THP-1. Doslo k indukci syntézy
cytotoxickych, hemolytickych a protizanétlivych substanci, které se zfejmeé podili
na invazi téchto bakterii do plicniho parenchymu clovéka. Z vétsi ¢asti jsme
genovou expresi stejnych cytokinti uvedenych ve studiich Hrdého, Ceérdlové,
Herbrika a kolektivu autorti [42, 45, 62] nezkoumali, ale s ohledem na vysledky
téchto experimentt jsme zvolili leukocyty mononukledrni frakce periferni krve
pro charakterizaci vlivu manumycinu A na polarizaci jednotlivych subpopulaci

CD4+ T lymfocytti a predpokladali jsme ttlum prozanétlivé imunitni odpovédi.

Podobnym zptisobem probihala studie Mahmoudiho a spol. [63]. V ramci ni
byla provedena inkubace leukocytii mononukledrni frakce periferni krve
(PBMC) po dobu dvou dnti se sekunddrnimi metabolity Streptomyces calvus
(z textu vyplyva, Ze se nemuselo jednat vyhradné o ndmi pouzity manumycin A)
o koncentracich 10-50 pg/ml. Jako pozitivni kontrola byl pouzit fytohemaglutinin
(PHA), v negativni kontrole nebyl k testovanym PBMC pfidan Zadny stimulator.
Stimulace probihala ¢étyficet osm hodin, coz je vyrazné delsi ¢asovy usek nez
vnasem experimentu pouzitd doba jedné a ctyf hodin. Byl prokdzan
koncentracné zavisly vliv sekunddrnich metabolitl Streptomyces calvus
na genovou expresi mRNA. U Thl prozanétlivych cytokinti IL-2 a IFN-y doslo
ke statisticky signifikantnimu zvySeni genové exprese, u imunoregula¢niho
cytokinu IL-10 doslo ke statisticky signifikantnimu sniZeni genové exprese. Tento
vysledek — sniZeni imunoregulac¢ni funkce a soucasnd podpora Thl imunitni
odpovédi — je nejvice ve shodé ve srovnani se vSemi studiemi uvedenymi
v diskuzi snasim pozorovanim, i kdyZ podminky prabéhu porovnavanych
experimenti nebyly zcela identické. Autofi se domnivaji, ze jejich zavéry

poukazuji na schopnost sekundarnich metabolita Streptomyces calvus pusobit
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jako imunostimulanty na vSechny slozky adaptivni bunécné imunity, tedy

nejenom subpopulace Th lymfocyti.

Mezi sekundarni metabolity streptomycet nepatfi pouze manumycin A.
Sekunddrni metabolity streptomycet zahrnuji rtzné latky na bazi
polyketidovych antibiotik - napfiklad manumycin A, manumycin B,
kolabomycin E, asukamycin A a D, B-rubromycin nebo deoxynybomycin.
Uvedené metabolické produkty byly v koncentracich 0,5; 1 a 5 umol/l vyuZzity
ke stimulaci bunééné linie THP-1 ve vyzkumu Kopecké [64], spolecné
s kostimulatory IFN-y o koncentraci 100 ng/ml a TNF-a o koncentraci 20 ng/ml.
V modelovém Thl prostfedi indukovaném TNF-a o koncentraci 20 ng/ml byla
stanovena genova exprese IL-6, IL-15, IL-10 a IL-8, vysledné vyhodnoceni vSak
probéhlo vyhradné pro stimulaci 0,5 pmol/l manumycinem A po ¢tyfech a osmi
hodindch inkubace. Pouze v pfipadé chemokinu IL-8 doslo ke zvySeni genové
exprese, v ostatnich situacich byla genova exprese sniZzena. Tento zavér
koresponduje se zjisténim vyplyvajicim ze studie Ceérdlové a spol. [45], Ze

manumycin A snizuje genovou expresi proinflamatornich cytokind.

Pfi realizaci praktické casti vyzkumu jsme vychdazeli také zneddvno
provedeného vyzkumu Ceské [65], ktery byl zaméfen na butiky pupecnikové
krve (CBMC, cord blood mononuclear cells). CBMC byly stimulovany
manumycinem A o ruznych  koncentracich  (0,0125-5  pmol/l)
a lipopolysacharidem o koncentraci 1 pg/ml po dobu jedné hodiny a ¢tyf hodin.
Vysledky tohoto pokusu naznacovaly, Zze manumycin A ma koncentra¢né zavisly
tlumivy vliv na genovou expresi nékterych cytokina typickych pro T bunécné
populace (konkrétné IL-4, IL-10 a IFN-y), ktery by bylo vhodné ovéfit
zopakovanim experimentu na leukocytech mononukledrni frakce periferni krve
(PBMC). Zvysledkti experimenti provedenych s CBMC dale vyplyvalo, ze

vhodnym stimulatorem pro PBMC bude spiSe fytohemaglutinin, ktery byl pouzit
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rovnéz ve studii Mahmoudiho a spol. [63], nez lipopolysacharid. Pfi pouziti
bunék periferni krve a fytohemaglutininu jsme nedospéli ke stejnym vysledkim
jako v experimentu realizovaném s pupecnikovou krvi. Je tfeba zdtiraznit, Ze
novorozenec ma méné vyvinuty imunitni systém oproti dospélému clovéku,
nesetkal se ve svém kratkém Zivoté s tolika antigeny a umi si hife poradit
s infekcemi z dtivodu mensiho poctu zralych lymfocyt pfitomnych organismu.
Tedy obecna nezralost bunék imunitniho systému novorozence mtize vysvétlit
pozorované rozdily v pfipadé pouziti PBMC izolovanych =z buffy coatii

dospélého jedince.

Manumycin A tedy nedisponuje pouze protizanétlivymi ucinky, coz bylo
ovéfeno studiemi na mysich modelech. Sir$i spektrum jeho ucinkii vychazi
z inhibice enzymu Ras farnesyltransferazy. Ve studii Sahy a spol. [66] byla
nejprve testovanym subjektim podana davka 400 mg/kg acetaminofenu
anasledné 1 mg/kg manumycinu A scasovym odstupem jedné hodiny.
Z histologického  obrazu  mySich jater a  sérovych  koncentraci
alaninaminotransferdzy v dobé Sest a dvanact hodin po podani acetaminofenu
bylo prokdzdno, ze manumycin A zmirnuje hepatotoxicky ucinek
acetaminofenu. V pozdéjsi fazi tohoto patologického procesu sehrava dulezitou
roli produkce medidtord oxidativniho stresu mitochondriemi, jejichz produkce
byla manumycinem A také sniZena. Déle bylo zjisténo, Ze manumycin A inhibuje

prozanétlivou cytokinovou odpovéd na tirovni IFN-y a TNF-o.

Studie Solara a spol. [67] se zaméfila na objasnéni protinddorového ucinku
manumycinu A s vyuzitim experimentalniho mysiho modelu karcinomu prsu
vpravenim nadorové bunéc¢né linie 4T1 do pokusnych zvirat. Po detekovaném
nartistu tumoru byl vybrané skupiné mysi ptiblizné kazdy druhy den po dobu
jedenacti dni poddvan manumycin A v davce 100 ug/mys. Po ukonceni terapie

byl odebran pokusnym zvifatim vzorek krve ke stanoveni nékterych
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hematologickych parametri. Ve skupiné mysi s malignitou lécenou
manumycinem A byl zaznamendn vyrazny pokles poctu monocytii (oproti
skupiné mysi s nelé¢enou malignitou). Autofi se domnivaji, Ze monocyty byly
z periferni krve mobilizovany a aktivovany na makrofagy typu Ml pro vykon
efektorové fagocytarni funkce v nadorové tkani. Tato transformace nejspise
probihda pod vlivem prozanétlivého cytokinového mikroprostfedi s vyssim

zastoupenim IFN-y [68].

Vyzkum Petanidise a spol. [69] se tykal vlivu manumycinu A na priibéh
tumorigeneze, konkrétné u kolorektalniho karcinomu. Podobné jako ve studii
Sahy a spol. [66] byl charakterizovan vztah tohoto sekundarniho metabolitu
streptomycet k priitbéhu bunécné signalizace cestou Ras proteinti. Inkubace
nadorovych bunék Caco-2 s manumycinem A o koncentraci 300 umol/l po jeden
den vedla kindukci proapoptotickych procesti a vyznamné sniZila jejich
viabilitu. V enterocytech pacientt v pokrocilém stadiu rakoviny tlustého streva
po ¢tyfiadvacetihodinové stimulaci manumycinem A o koncentraci 10 pmol/l
byla na drovni mRNA zjisténa sniZzend exprese IL-17, IL-22 a neocekdvané
zvysena exprese IFN-y. Podle ¢lanku Jorgovanovicové a spol. [70] by mohl byt
tento stav zapfic¢inény progredujicim stavem choroby. Znamena to tedy, Ze IFN-y
nezastava za vSech okolnosti vylu¢né antitumorézni roli, ale vzdy zalezi

na podminkach in situ.

Dilezitym hracem na poli Thl imunitni odpovédi je IFN-y, ktery se ticastni
rozli¢cnych imunopatologickych procesti probihajicich v lidském organismu
a uplatiiuje se casto jako medidtor zanétlivé reakce. Nejnovéjsi poznatky
ze studie Gadottiové a spol. [71] ukazuji, Ze zvySuje riziko umrti pacientti
s tézkym priibéhem koronavirového onemocnéni Covid-19. Prestoze disponuje
antivirovym tcinkem a podnécuje cytotoxickou aktivitu CD8* T bunék proti

infekénimu agens, pfilis vysoka koncentrace IFN-y v séru (podle zminéné studie
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s medidnem 323 pg/ml) zplsobuje disbalanci ve vtdcich mechanismech Thl
a Th2 imunitni odpovédi. Terapie manumycinem A s antivirotiky by mohla
prinést slibné vysledky. V posledni dobé se dostava zaslouZené pozornostiilL-2,
dal$imu prozanétlivému cytokinu asociovanému s ¢innosti Thl lymfocytii. Role
IL-2 v imunopatogenezi autoimunitnich onemocnéni neni prozatim zcela
objasnéna. Ze soucasnych poznatkil je ziejmé, Ze je nesmirné komplikovana,
protoze IL-2 ovliviiuje kazdou subpopulaci Thl, Th2 a Treg rozdilnymi
mechanismy. Funkci IL-2 vimunitni odpovédi podrobné studovali

Rossova a spol. [72].

V souvislosti s Th2 imunitni odpovédi se hovofi o cytokinu IL-6, i kdyz
s leukocyty neni vyhradné spjat, je tvofeny i dal$imi burttkami mimo imunitni
systém. Aktudlni vyzkumy postuluji, Ze pokud je ve zvySeném mnoZstvi
syntetizovan neurony v mozkové tkdni, dochdzi v kombinaci s patologicky
zménénou signalizaci (na trovni receptoru) ke vzniku zdvaZnych
neurodegenerativnich onemocnéni - napfiklad Alzheimerovy nebo
Parkinsonovy choroby, coz bylo zjisténo ve vyzkumu Rothaugové a spol. [73].
V nynéjsi dobé se realizuje i studium ostatnich Th2 cytokind, jmenovité IL-4
a IL-13, jejichZ nizsi hladiny v plicni tkéni jsou kli¢ové pro zmirnéni pt¥iznaki
astma bronchiale. Ve studii realizované Liravim a spol. [74] byly jako pokusna
zvifata vybrany ovce, jejichz plicni parenchym byl senzibilizovan béznymi
roztoc¢i domaciho prachu. Ve vzorku lymfocytti ziskanych z bronchoalveoldrni
lavaze ctyfi hodiny po expozici alergenem doslo ke zvySeni genové exprese
predevsim u cytokint IL-4 a IL-13, coz svédéi pro polarizaci imunitni odpoveédi

cestou Th2 lymfocytt.

Regulaci imunitnich déji na trovni Thl a Th2 lymfocyt zprostfedkovavaji
Thl7 a Treg lymfocyty, které jsou schopné syntetizovat cytokiny IL-10, IL-17
a IL-22. IL-17 je obvykle klasifikovan jako prozanétlivy cytokin. Thl7 a Treg
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lymfocyty peclivé dohlizi na to, aby se imunitni odpovéd prostfednictvim Thl
aTh2 lymfocytd ubirala po expozici antigenem sprdvnym smérem a byla
adekvatniho rozsahu. Dle ¢lanku Skye a spol. [75] vSak pfi vhodné stimulaci TCR
receptord mohou IL-10 tvofit i Thl a Th2 lymfocyty, které podporuji vznik
efektorovych Thl lymfocyt a aktivovanych dendritickych bunék v diisledku
inhibice sekrece protizanétlivého cytokinu IL-4. IL-10 lze tedy v urcitych
souvislostech klasifikovat jako Th2 cytokin. Také byl Eyerichem a spol. [76]
popsan synergismus IL-17 a IL-22 s Thl cytokinem TNF-a. Zminéné cytokiny
se ruznymi zplisoby ucastni zanétlivych procesti probihajicich na stfevni sliznici
ve spojitosti s nespecifickymi stfevnimi zdnéty nebo revmatoidni artritidou.
Zejména u IL-22 byl ve studiich provedenych Eyerichem, Valeriovou

a kolektivem autorti reportovan protektivni ucéinek [76, 77].

Nepodarilo se nam prokdazat statisticky signifikantni imunosupresivni vliv
manumycinu A na produkci pfedevsim prozanétlivych cytokintt v PBMC, pro
ucéinéni jednoznacnych zavérti by bylo vhodné experiment provést s vétSim
mnozstvim vzorku periferni krve. V nasi pilotni studii byly pouzity pouze ctyfi
vzorky buffy coatli. Zajimavé by bylo provést podrobnéjsi analyzu komplexniho
cytokinového mikroprostfedi v jednotlivych vzorcich, jelikoz vSechny geny
kédujici dalsi cytokiny nebudou exprimovany ve vSech pfipadech stejnou
mérou. Prozatim tedy mutZeme konstatovat, Ze ve vysledcich pozorujeme
pomérné ziejmé trendy, které poukazuji zejména na schopnost manumycinu A
ne zcela jednoznacéné inhibovat genovou expresi cytokini asociovanych s Thl
lymfocyty (IFN-y, IL-2, IL-6) a Th17 lymfocyty (IL-17, IL-22). V. mnoha pokusech,
se kterymi jsme se snazili nase zavéry porovnat, byla pouzita nadorova bunécna
linie THP-1. MtZeme se domnivat, Ze imunitni procesy v téchto burikach
probihaji odlisné nez v PBMC. Také genova exprese studovanych cytokinti

v laboratornich podminkach nemusi zcela odpovidat realné situaci in vivo.
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7 ZAVER

Cilem praktické casti bakalafské prace bylo zjistit, jestli ma sekundarni
metabolit streptomycet manumycin A pouzity jako stimulator v rtznych
koncentracich spolecné s fytohemaglutininem vliv na genovou expresi cytokinii
v leukocytech izolovanych z mononuklearni frakce periferni krve. Zaméfili jsme
se na charakterizaci cytokinti, které se uplatiiuji v pribéhu imunitni odpovédi
prozanétlivé (IFN-y, IL-2, IL-6, IL-17) nebo protizadnétlivé ¢i imunoregulacné (IL-4,
IL-10, IL-13, IL-22). Vysledek byl stanoven amplifikaci cDNA kvantitativni

polymerdzovou fetézovou reakci v redlném case.

Predpokladali jsme, Ze dojde ke sniZzeni genové exprese prozanétlivych
cytokint v leukocytech mononuklearni frakce periferni krve, které jsou
asociované s lymfocyty Thl a Thl7, jelikoz takovy uc¢inek manumycinu A byl
popsan v predchozich studiich zaméfenych zejména na bunécnou linii THP-1.
Tuto hypotézu se v ramci naseho experimentu nedafilo potvrdit, neziskali jsme
zadné statisticky signifikantni vysledky (ani pfi nejdelsi dobé stimulace bunék
a nejvyssi pouzité koncentraci manumycinu A). Z namérenych dat vyplyva, ze
manumycin A md pravdépodobné vliv na leukocyty mononuklearni frakce
periferni krve, ale vnaSem experimentu jsme nezaznamenali jeho
imunosupresivni ucinek. Po c¢tyfech hodinach stimulace s manumycinem A
o koncentraci 0,25 pmol/l doslo v porovnani s nestimulovanou kontrolou
v nékolika ptipadech ke zvySeni genové exprese (nejvyraznéji IL-2 a IL-22), ale
ocekavali jsme, Ze budou prokdzany imunomodulacni t¢inky manumycinu A
ve vétsim rozsahu. Vliv manumycinu A na Thl a Th2 odpovéd bude muset byt

ovéren dalsimi studiemi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANA autoprotilatky proti jadru

ANCA autoprotilatky proti cytoplazmé neutrofilti

APA antifosfolipidové protilatky

APC antigen prezentujici burika

ATLL akutni T lymfoblasticka leukémie

B7 kostimulaéni molekula antigen prezentujicich bunék

Bmz lymfocyty B lymfocyty marginalni zony

C3d slozka komplementu

CBMC mononukledrni frakce pupecénikové krve

CD shluk odlisnosti

cDNA komplementarni DNA

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

D-PBS Dulbectiv fyziologicky roztok pufrovany fosfatem

ELISA enzymova imunoanalyza

FasL Fas ligand, apoptoticky transmembranovy protein T bunék
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FBS

GM-CSF

GTP

HEPES

IFN

IKK

IL

LAK

LPS

MAMP

MAPK

MHC

MRSA

NADPH

NFAT

NK bunky

fetalni bovinni sérum

faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagu

guanosintrifosfat

pufrovaci ¢inidlo kyseliny sulfonové

interferon

imunoglobulin, protilatka

inhibitor jaderného faktoru

interleukin

lymfokiny aktivovani zabijeci

lipopolysacharid

struktury asociované s mikroby

mitogenem aktivované proteinkinazy

hlavni histokompatibilni komplex

meticlin rezistentni Staphylococcus aureus

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni faktor aktivovanych T lymfocytt

prirozeni zabijeci
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PBMC

PCR

PHA

qPCR

RNA

RT-PCR

Tc lymfocyt

TCR

Tth

TGF

Th lymfocyt

THP-1

TIL

TLR

TNF-a

TNF-B

Trl lymfocyty

frakce mononukledrnich bunék periferni krve

polymerazova fetézova reakce

fytohemaglutinin

kvantitativni polymerazova retézova reakce v redlném case

ribonukleova kyselina

reverzni transkripce s polymerazovou fetézovou reakci

cytotoxicky T lymfocyt

T-bunécny receptor

folikuldrni pomocné bunky

transformujici riistovy faktor

pomocny T lymfocyt

monocytarni bunééna linie

tumor infiltrujici lymfocyty

toll-like receptory

tumor nekrotizujici faktor alfa

tumor nekrotizujici faktor beta, lymfotoxin

subpopulace Treg lymfocytii
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Treg lymfocyt

TrxR-1

VRE

regulacni lymfocyt

cytozolicka thioredoxin reduktaza

vankomycin rezistentni enterokoky
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