ki

CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

FAKULTA BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva

Vliv manumycinu A na zménu genové
exprese cytokinu v mononuklearni frakci

leukocyta pupecnikoveé krve

Effect of manumycine A on gene
expression in mononuclear fraction of

leukocytes in cord blood

Bakalarska prace

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi

Studijni obor: Zdravotni laborant

Autor bakalaiské prace:  Lenka Ceska
Vedouci bakalafské prace: doc. RNDr. Jifi Hrdy, Ph.D.

Kladno 2021



cvur ZADANI BAKALARSKE PRACE

Cesxt vysont
wlEnl TRCHNICKE
v PRAZE

1. OSOBNI A STUDIJNi UDAJE

~

Pfijmeni: Ceska Jméno: Lenka Osobni ¢islo: 483315

Fakulta: Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Garantujici katedra: ~ Katedra zdravotnickych oborli a ochrany obyvatelstva

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi

Studijni obor: Zdravotni laborant

)

Il. UDAJE K BAKALARSKE PRACI
(Nézev bakalafské prace: s

Vliv manumycinu A na zménu genové exprese cytokini v mononuklearni frakci leukocytii pupeénikové
krve

Nézev bakalafské prace anglicky:

Effect of manumycine A on gene expression of cytoki in lear fraction of leukocytes in cord
blood

Pokyny pro vypracovani:

Predmétem bakalai'ské prace bude efekt riiznych koncentraci manumycinu A na zménu genoveé exprese cytokin(i v
mononukleami frakci leukocyt pupecnikové krve. Manumycin A patfi mezi sekundérni metabolity syntetizované
Streptomycetami. V teoretické ¢asti prace budou shrnuty poznatky o rlznych sekunddrnich produktech Streptomycet
napi.: jejich rozdilné chemické sloZeni zavislé na produkci riznymi druhy Streptomycet a jejich rozdilny
imunomodulaini potencidl. Prakticka ¢ast bude zaméiena na imunomodulaéni schopnost manumycinu A na
mononukledmi frakci pupednikové krve, Buiky pupecnikové krve budou stimulovany rliznymi koncentracemi
manumycinu A po dobu 1 hodiny a 4 hodin, Nasledné bude stanovena genava exprese cytokind pomoci kvantitativni
PCR v redlném &ase,

Seznam doporucené literatury:

[1] Hrdy ), Stkenikova L, Petrdskova P, Novotna O, Kahoun D, Petficek M, Chrofakova A, Petfickova, Inhibition of Pro-
Inflammatory Cytokines by Metabolites of Streptomycetes-A Potential Alternative to Current Anti-Inflammatory Drugs,
Microorganisms, PubMed Central (NIH/NLM), €islo PMID: 32344935 , 2020, ISSN: 2076-2607

[2] Herbrik A, Corretto E, Chrondkova A, Langhansova H, Petraskova P, Hrdy ), Cihak M, Kristifek V, Bobek |, Petficek
M, Petfickova , A Human Lung-Associated Streptomyces sp. TR1341 Produces Various Secondary Metabolites
Responsible for Virulence, Cytotoxicity and Medulation of Immune Response, Frantiers in Microbiology, PubMed
Central [NIH/NLM), &islo PMID: 32010093, 2020, ISSN: 1664-302X

3] Chen LY, Cul HT, Su C, Bai FW, Zhao XQ, Analysis of the complete genome sequence of a marine-derived strain
Streptomyces sp. S063 CGMCC 14582 reveals its biosynthetic potential to produce novel anti-complement agents and
peptides, Peer)., PubMed Central (NIH/NLM), ¢islo PMID: 30627488, 2019, I1SSN: 2167-8359

Jméno a pfijmeni vedouci(ho) bakalafské prace:
RNDr. Jifi Hrdy, Ph.D.
Jméno a pfijmeni konzultanta(ky) bakaldiské prace;

Datum zadani bakaléfské prace: 21.9.2020
Platnost zadan! bakalafské prace: 18.09.2022

prof. MUDr, Leo3 Navratil, CSc,, MBA, dr.h.c.
podpis vedoudi(no) katedry




PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakaldfskou praci s nazvem VIiv manumycinu A na zménu
genové exprese cytokini v mononuklearni frakci leukocyti pupecnikové krve

vypracovala samostatné pouze s pouzitim prament, které uvadim v seznamu

bibliografickych odkazi.

Nemam zavazny divod proti uziti tohoto skolniho dila ve smyslu § 60 zdkona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym

a o zméné nékterych zdkont (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Kladné dne 06.05.2021

Lenka Ceska



PODEKOVANI

Rada bych podékovala svému vedoucimu bakalafské prace doc. RNDr. Jifimu
Hrdému, Ph.D. za jeho cenné rady, konstruktivni pfipominky a za veskery jeho
vénovany ¢as. Dale dékuji Mgr. Olze Novotné a Ing. Petfe Petraskové za pomoc
pfi zpracovani praktické ¢asti bakalarské prace a za jejich trpélivost. Také dékuji
Ustavu imunologie a mikrobiologie pfi 1. 1ékatské fakulté University Karlovy

za umoznéni realizace bakaladfské prace.



ABSTRAKT

Téma bakalafské prace pojednava o riiznych kmenech bakterii zrodu
Streptomyces, jejich sekundarnich metabolitech a imunomodula¢nich
vlastnostech téchto metaboliti. Bakalarska prace se zaméfuje predevsim na
produkty, které se v klinické praxi jiz nyni pouzivaji, nebo jsou ve stadiu
vyzkumu a maji pro pouziti ve zdravotnictvi potencial. Dale se teoreticka cast
prace zabyva cytokiny. Nejprve je popsana jejich obecna funkce, vlastnosti
a rozdéleni. Nasledné se specificky vénuje vybranym cytokintim, které jsou
studovany v praktické casti bakalafské prace. Posledni cast teoretické casti
bakaldfské prace popisuje jednotlivé typy leukocytli mononuklearni frakce

a jejich ulohu v imunitnim systému organismu.

Praktickd cast bakalafské prace popisuje presné postupy laboratorni prace,
pouzité reagencie, materidly a pfistroje nezbytné ke stanoveni zmény genové
exprese cytokint. Vlastni experimentdlni ¢ast bakalarské prace se vénuje vlivu
riznych koncentraci manumycinu A na zménu genové exprese cytokintl
v leukocytech mononuklearni frakce pupecnikové krve. Konkrétné se jedna
o cytokiny 1I1b, 14, Il6, 1110, Tnfa a Ifng. Manumycin A patfi mezi sekundérni

metabolity produkované bakteriemi rodu Streptomyces.

Ziskané vysledky ukdzaly, Ze u vétSiny sledovanych cytokini nedoslo
k signifikantni zméné genové exprese po pridani rtznych koncentraci
manumycinu A na rozdil od naseho predpokladu. Nami sledované prozanétlivé
cytokiny nebyly pfitomnosti manumycinu A ovlivnény, ovSem urcité cytokiny
charakteristické pro T bunécnou populaci leukocytli vykazovaly jisté efekty
rtiznych pridanych koncentraci manumycinu A. Zda se, Ze manumycin A nema
az tak velké ucinky na zménu genové exprese cytokinti mononukledrni frakce
bunék pupecnikové krve, jak jsme predpokladali na zdkladé predchozich dat

ziskanych zbunéénych linii. Ziskané vysledky bude tfeba ovéfit na



mononuklearni frakci leukocytti izolovanych z periferni krve dospélych darcti

s vyuzitim polyklonalniho stimuldtoru fytohematoglutininu.

Klic¢ova slova

mononukledrni frakce leukocyti; pupecnikovd krev; imunomodulace;

manumycin A; genova exprese; cytokiny; kvantitativni PCR v realném case



ABSTRACT

The topic of the bachelor thesis deals with different strains of from the bacterial
genus Streptomyces, their secondary metabolites, and the immunomodulatory
properties of these metabolites. Bachelor thesis focuses mainly on products that
are already used in clinical practice or are in the research stage and have the
potential to be used in health care. Further, the theoretical section focuses on
cytokines. First, general function of cytokines is described, their characteristics,
and classification. Subsequently, the thesis focus specifically on selected
cytokines which are studied in the practical part of the bachelor thesis. The last
part of the theoretical part of the bachelor thesis describes the particular types of
leukocytes of the mononuclear fraction and their role in the immune system of

organism.

The practical part of the bachelor thesis describes the exact procedures of
laboratory work, the reagents used, the materials and instruments necessary to
determine the change in gene expression of cytokines. The own experimental
part of the bachelor thesis is devoted to the effect of different concentrations of
manumycin A on the alteration of gene expression of cytokines in leukocytes of
the mononuclear fraction of cord blood. Specifically, 1I1b, 114, Il6, 1110, Tnfa and
Ifng were investigated. Manumycin A belong to secondary metabolites produced

by bacteria of genus Streptomyces.

The results obtained showed that gene expression of the majority of studied
cytokines was not significantly changed after the addition of different
concentrations of manumycin A, contrary to our assumption. The
pro-inflammatory cytokines, we investigated, were unaffected by the presence
of manumycin A, however certain cytokines characteristic for the T cell
population of leukocytes showed some effects of different added concentrations

of manumycin A. It seems, manumycin A does not have as strong effect on



altering the gene expression of cytokines in the mononuclear fraction of cells of
cord blood as we thought based on previous data obtained from cell lines.
Obtained results will have to be confirmed using mononuclear fraction of
leukocytes isolated from peripheral blood of adult volunteers with utilization of

phytohametoglutinin as a polyclonal stimulator.

Keywords

mononuclear fraction of leukocytes; cord blood; immunomodulation;

manumycine A; gene expression; cytokines; quantitative real-time PCR
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1 UVOD

Bakalarska prace shrnuje poznatky o rtznych kmenech bakterii rodu
Streptomyces a jejich sekundarnich metabolitech. Dale obecné popisuje cytokiny
jako heterogenni skupinu latek s mnoha rtiznymi funkcemi. Néasledné pojednava
o leukocytech mononuklearni frakce pupec¢nikové krve, které jsou vyznamnymi

producenty rtiznych cytokint.

Lidska spolecnost se stale potyka svelkym mnozZstvim onemocnéni
imunitniho systému, které se vyznacuji vznikem chronického zanétu. V soucasné
dobé se k1écbé chronického zanétu vyuzivd, mimo jiné, aplikace cytokind,
monoklonalnich protilatek a latek schopnych inhibovat urcité zanétlivé procesy.
Tato 1écba je v nékterych piipadech spjatd s vyskytem rtznych nezadoucich
i zadvaznych vedlejSich ucink{. Sekundarni metabolity Streptomycet predstavuiji
slibnou alternativni cestu k soucasnym protizanétlivym léktim. Vyhodou téchto
metabolitth je niZsi cena, 1ze je ¢asto aplikovat ordlné a stdle si zachovavaji svoji
vysokou specificnost cile. Nékteré sekunddrni metabolity Streptomyces se
v klinické praxi jiz pouZivaji jako imunomodulatory a kancerostatika.
Pfedmétem této prace je ovéfeni protizanétlivého tucinku dalsiho sekundéarniho

produktu Streptomycet, a to manumycinu A.

Vime, Ze manumycin A ma schopnost potlacovat genovou expresi urcitych
cytokind, a tim sniZovat jejich produkci. Buriky mononukledrni frakce leukocytti
byly vystaveny rtiznym koncentracim (5; 1; 0,25; a 0,125 pM) manumycinu A po
dobu jedné a ¢tyf hodin. Predpokladdme, Ze nejvyssi koncentrace piidaného
manumycinu A bude mit nejvétsi ucinek na sniZeni genové exprese sledovanych

cytokind.
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2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakaldfské prace je shrnuti poznatkti o rdznych
sekundarnich metabolitech produkovanych jednotlivymi kmeny bakterii rodu
Streptomyces. Tyto metabolity se vyznacuji svymi protizdnétlivymi
a apoptotickymi t¢inky. Diky nim se nékteré z nich uz vyuzivaji v klinické praxi
jako imunomoduldtory a kancerostatika. Dalsi metabolity jsou ve stadiu
vyzkumu. Dale je v teoretické casti prace shrnuta funkce, vlastnosti a ucinky
cytokinli na bunky organismu. V posledni ¢asti jsou pak popsdny jednotlivé
leukocyty mononuklearni frakce, které jsou schopny produkovat velké mnozstvi

rtznych cytokinti.

Experimentdlni ¢ast prace je zaméfena na imunomodulaéni vlastnosti
manumycinu A na mononukledrni frakci leukocytti pupecénikové krve. Ke
kultufe mononuklearni frakce leukocyti byl, pfi jejich soucdasné stimulaci
lipopolysacharidem (déle LPS), pfiddn manumycin A o rtiznych koncentracich.
Na zdkladé nasich pfedchozich zkuSenosti jsme pfedpokladali, Ze manumycin A
by mél mit schopnost potlacovat produkci prozanétlivych cytokint
a nepotlacovat produkci protizanétlivych cytokinti. Tento pfedpoklad byl
ovéfen pomoci stanoveni zmény genové exprese cytokinti pomoci kvantitativni

PCR v realném case.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Streptomycety

Sterptomycety patfi mezi vlaknité gram pozitivni bakterie z tfidy aktinomycet
(Actinomycetes). V dnesni dobé zname, diky védeckym poznatktim, vice nez 500
popsanych druhti Streptomycet. VétSina se rozmnoZuje pomoci spor a tvori
mycelium podobné houbdm. Vyskytuji se prevazné v pudé a rozpadajici se
vegetaci diky jejich schopnosti Stépit chitin a celulézu. Obyvaji i mnoho dalSich
biotopti, jako jsou mofské vody, pldni substraty, a jsou schopny prezit
i v extrémnich podminkach. Plisobi také jako symbionti s riznymi druhy rostlin
i zvifat (od hmyzu az po obratlovce). Témét ve vSech ptipadech Streptomycety
produkuji urcité latky, které jsou tcinné proti patogennim druhtim hub. Az na
Streptomyces scabei, kterd pulsobi jako fytopatogen u bramborovych hliz
a zpusobuje tak jejich strupovitost. Neddvné studie prokazaly, ze Streptomycety
jsou soucasti i lidské mikrobioty. Vyskytuji se napiiklad ve zdravé kiizi,

gastrointestindlnim traktu a dychacim traktu [1; 2; 3].

Streptomycety se vyznacuji pomérné velkym genomem, ktery piedstavuje 8 az
10 Mbp, jednd se tak o nejvétsi znadmy genom bakteridlni fiSe. Genom je tvofen
pro bakterie netypickym linedarnim chromozomem, ktery obsahuje az 70 % part
C-G bazi. Syntéza sekundarnich metaboliti je kédovana velkym mnozstvim

gend, coz vysvétluje jejich rozsahle genomy [3].

Streptomycety maji schopnost produkovat velké mnozstvi sekundarnich
metabolitti, které specificky ovliviiuji jednotlivé lidské burky. Tyto metabolity
predstavuji ldkavou alternativni cestu protizanétlivé 1écby bez velkého mnozstvi
vedlejsich ticink{i. Nékteré z nich se v mediciné pouzivaji jako imunomodulatory
(rapamycin, takrolimus, daptomycin) a kancerostatika (mitomycin C,

aktinomycin, bleomycin a dalsi). Témér dvé tfetiny dnes pouZivanych antibiotik
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jsou zalozeny na sekundarnich produktech Streptomycet. Motské Streptomycety
produkuji sekunddrni metabolity, které maji antikomplementovou aktivitu.
Zminéné metabolity jsou velkym potencidlem pro lécbu onemocnéni, u kterych
dochdzi k neadekvatni aktivaci komplementu. Mezi tato onemocnéni fadime
napri.: vaskulitidy nebo systémovy lupus erythematodes. Dalsimi metabolity

Streptomycet jsou polyketidy manumycinového typu [2; 4; 5].

3.1.1 Sekundarni produkty Streptomycet — pouzivané imunomodulatory

Rapamyrcin je sekundarni metabolit Streptomyces hygroscopicus s fungicidnim
ucéinkem. Piisobi jako inhibitor komplexu mTOR 1 (sav¢i cil rapamycinového
komplexu 1). Zminény komplex ptisobi jako serin/threoninova kinadza a reguluje
bunécény rust, proliferaci a metabolismus. Nasledné byly zjistény jeho
imunosupresivni a antiproliferativni ucinky v savcéich burikach. Na zakladé
studii se dale potvrdilo, Ze rapamycin ma schopnost oddalovat onemocnéni
souvisejici se stdrnutim u modelovych organismti, véetné mysi. Bohuzel u lidi se
nedoporucuje uzivat rapamycin dlouhodobé, jelikoz zptlisobuje zdvazné vedlejsi
ucinky. Mezi tyto vedlejsi ucéinky patfi potlaceni funkce imunitniho systému

(imunosuprese) a intolerance glukosy [6; 7].

Daptomycin spadd do skupiny cyklickych lipopeptidt, ktery produkuje
Streptomyces roseosporus. Klinicky se pouziva zejména proti vybranym infekcim
Staphylococcus aureus a Enterococcus spp. Aktivita daptomycinu zavisi na
pritomnosti vdpenatych iontd. Rezistence bakterii proti daptomycinu se objevuje
jen velmi zfidka. Pravdépodobné kvili jeho schopnosti vazat se vice na
membranu bakterie neZ na jeji receptor. V posledni dobé je pouzivani

daptomycinu legislativné omezeno [8].

15



Mezi dalsi zastupce lze fradit také makrocyklicky lakton takrolimus,
produkovany Streptomyces tsukubensis. Klinicky se pouziva jako imunosupresivni
latka pro pacienty po organové transplantaci jako prevence
a lécba rejekce alogenniho transplantatu. Takrolimus vyrazné zvysuje Sanci na
preZiti transplantatu v prijemci a je u¢innou alternativou k cyklosporinu. Obé
latky ptisobi jako inhibitory kalcineurinu. Stejné tak maji podobné medicinské
uplatnéni, kdy se podavaji pri lécbé autoimunitnich onemocnénti, jako je atopicka
dermatitida nebo revmatoidni artritida. VedlejSimi ucinky takrolimu jsou

neurotoxicita a nefrotoxicita [9; 10].

3.1.2 Sekundarni produkty Streptomycet — pouzivana kancerostatika

Aktinomyciny jsou chromopeptidové laktonové metabolity prevazné
mortskych Streptomyces. Zatim z dostupnych zdroji zndme asi 42 aktinomycinti,
které byly pozorovany u velkého mnozstvi bakteridlnich druhti. Aktinomycin D
se vyznacuje svoji protinddorovou aktivitou a ptisobi jako blokator transkripce.
Klinicky se pouziva klécbé rhznych typlh onkologickych onemocnéni.
Aktinomycin D se vSak musi podavat jen v malych davkach, a to kvuli jeho
hepatotoxickym ucinkam. Jeho aktivita ve spolupraci s dalSimi léky je velmi
specifickd a podstatna pro aktivaci p53 (tumor protein 53). Tento protein funguje
v burikdch jako senzor poskozeni DNA, ktery v nddorovych burikach indukuje
apoptozu na zdkladé charakteristickych mutaci a poskozeni DNA a ve zdravé
tkani reverzibilni zdstavu bunécného cyklu. Vznikajici nddory maji schopnost
inaktivovat biochemické drahy regulované proteinem p53 a tim podporovat sviij
riist. Podstata Actinomycinu D spociva v obnoveni funkce p53 a tim nasledné

zvysi mnozstvi nadorovych bunék podlehlych apoptéze [11; 12; 13].

Dalsim dilezitym metabolitem je aktinomycin V, kterymda také
protinddorovou aktivitu. Aktinomycin V snizuje Zivotaschopnost rakovinnych
bunék karcinomu prsu. Vyznacuje se svoji schopnosti agregace, kdy shlukuje
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karcinogenni buniky a zaroven blokuje jejich migraci i invazi do okolnich tkani za
ucelem tvorby novych loZisek (metastdz). Také je schopen inhibovat proces
epitelidlné-mezenchymalniho pfechodu (EMT), coz je klicovy vicefazovy proces,

pri kterém dochdzi k invazi a metastdzovani karcinomu [14].

Bleomyciny jsou metalo-glykopeptidy produkované Streptomyces verticillis.
Bleomycin v kombinaci s dalsimi léky se klinicky pouziva pfi lécbé malignich
nadort zarodecnych bunék, Hodgkinova lymfomu, karcinomu kiaiZe a rakoviny
varlat a vajecnikt. Tyto latky potfebuji pro svoji aktivitu ionty prechodného
kovu, se kterymi tvori komplex, ktery je pak schopen Stépit molekulu DNA.
Timto kovem je obvykle Fe?. Pferuseni vazeb dvouretézcové i jednoretézcové

DNA vede k apoptdze bunék s vyssi proliferacni aktivitou [15].

Mitomycin C je metabolit produkovany Streptomyces caespitosus. Tato latka ma
schopnost poskodit dvouvlaknovou DNA, ¢imz brani jeji replikaci a znemoznuje
tak mitédzu. Mitomycin kromé zminéné schopnosti také potlacuje syntézu RNA
a proteosyntézu. Klinicky se mitomycin C pouZziva jako antibakteridlni 1éc¢ivo
a pfi chemoterapii. Jeho pouziti ma velky potencial pfi 1écbé rtiznych typt
rakoviny, jako je karcinom mlééné zlazy, tlustého stfeva, zaludku, konecniku
a mocového méchyfe. Mitomycin se vyznacuje i svym toxickym uéinkem, ktery
indukuje apoptozu bunék a tim i produkci mnozstvi zanétlivych cytokinti, které

nasledné poskozuji danou tkan [16; 17].

17



3.1.3 Sekundarni produkty Streptomycet — polyketidy manumycinového
typu

Kratké polyketidy manumycinového typu produkuje velké mnozZstvi
nejriznéjSich druha Streptomycet. Valna vétSina téchto produktd vznika
v minoritnim mnoZstvi jako vedlejsi sloucenina jiné latky. Z duvodu takto
malého mnozstvi neni mozné dané latky ziskat v Cisté formé a podrobné
zkoumat jejich ucinky. Jen nékolik produktd je tvofeno v takovém mnozstvi,
které je dostatecné a vhodné k vyzkumnym utcéeliim. Mezi zminéné produkty
patfi manumycin A, manumycin B, asukamycin a nové objeveny colabomycin E.
Uvedené latky se vyznacuji ndpadnou strukturni podobnosti. Lisi se pfedevsim
v hornim polyketidovém fetézci poctem uhlik(i a dvojnych vazeb [5; 18]

viz Obrazek 1.

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

Obrazek 1 - Latky manumycinového typu [5]

Tyto latky maji silné protizdnétlivé a apoptotické ucinky. Protizanétlivy
ucinek spociva na schopnosti inhibice enzymu kaspazy 1, ktery umoznuje
preménu cytokinu z pro-IL-1 na aktivni formu IL-1 a z pro-IL-18 na aktivni IL-18.
Apoptotické ptisobeni se zaklada na inhibici enzymu Ras-farnesyltransferazy,
ktera se podili na posttranslacni modifikaci bunéénych proteint. Ras proteiny se
stavaji aktivnimi po navazani fernesylové skupiny, coz zajistuje pravé
fernesyltransferdsa, a uplatiuji se v buné¢né signalizaci a komunikaci. Dale se
také podili na inhibici cytosoldrni thioredoxinové reduktazy (TrxR-1), kterd vede

k nadprodukci reaktivnich forem kysliku. Antibiotické vlastnosti téchto latek
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jsou vSak velmi slabé. Diky popisovanym vlastnostem by mohly tyto latky byt

vhodnou alternativou makrolida [5].

Komer¢éné nejdostupnéjsi a nejvice studovanou latkou manumycinového typu
je manumycin A. Jeho protinadorovy tucinek byl testovdn na riiznych typech
nadort. Napftiklad byl aplikovan pfi testovani anaplastického karcinomu $titné
zlazy, u kterého ma pouziti manumycinu A v kombinaci s dal$imi latkami dobré
vysledky na mysim experimentalnim modelu. Protizadnétlivé vlastnosti byly
vSak zanedbavany. Prokdzalo se, Ze manumycin A svym ucinkem inhibuje
genovou expresi prozanétlivych cytokinti a sniZuje tak jejich produkci. Tento
proces inhibice ovliviiuje hodnota koncentrace pfidaného manumycinu A, ktera
se pohybuje vjednotkdch uM. Prili§ vysoké koncentrace manumycinu A by
negativné ovlivnily zivotaschopnost bunék, které tyto cytokiny produkuji. Pfi
cetnych pokusech na mysim modelu se doslo k zavéru, Ze manumycin A inhibuje
neutrdlni sfingomyelindzu a tim zpomaluje uklddani amyloidniho proteinu
v mozku, coz pfispiva ke zpomaleni neurodegenerace. Manumycin A ma také
urcity terapeuticky potencidl v1écbé humdnni granulocytarni anaplazmozy.
Dal$im nové komercéné dostupnym polyketidem je manumycin B a asukamycin.
Tyto latky také ucinné snizuji produkci prozanétlivych cytokinti, mezi které
fadime napft.: IL-1B a TNF-a. Maji vSak niZsi apoptoticky tcinek neZ manumycin

A [5;18;19].
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3.2 Cytokiny

Cytokiny jsou proteiny produkované leukocyty a dalsimi bunikami, které slouzi
jak ke komunikaci mezi burikami a vzniku imunitnich odpovédi tak k regulaci
imunitnich reakci. Cytokiny ovliviiuji hematopoézu, komunikaci mezi
jednotlivymi burikami imunitniho systému, odpovéd na pfitomnost infekéniho
agens a zanétlivée markery. Cytokiny ptisobi v tzv. ,sitich” a maji schopnost
ovlivnit vice cilovych bunék. Vzajemna interakce cytokini mtize byt aditivni
(jejich ucinek se skladd), synergicky (vzdjemné se podporuji), antagonisticky

(ptisobi proti sobé) nebo urdity cytokin indukuje tvorbu jiného cytokinu [20].

Jednotlivé bunky reaguji na cytokiny prostfednictvim cytokinovych receptord,
které se mohou vyskytovat na jejich membranovém povrchu nebo jsou pfitomny
v rozpustné formé. Rozpustna forma receptorti reguluje aktivitu cytokint diky
schopnosti podporovat tcinek cytokinu a pusobit jako agonista reakce nebo
tlumit acéinek cytokinu a zaroven ptisobit jako antagonista. Tento jev brani stavu,
ktery se nazyva cytokinova boufe neboli hypercytokinemie, kterd mutZe mit

fatalni nasledky [20; 21].

Cytokiny predstavuji riznorodou skupinu proteinti. Lisi se zejména ve svych
funkcich, chemickém sloZeni i molekulovych hmotnostech, které mohou byt od
6 do 70 kDa. Fyziologické hodnoty cytokinil v tekutindch a tkdnich u zdravych
jedinct jsou v jednotkach pg/l z davodu jejich vysoké biologické aktivity
a kratkého polocasu rozpadu. Zvysené hodnoty cytokind mohou poukazovat
pritomnost zanétlivé reakce a progresi urcitych onemocnéni. Cytokiny se diky
této schopnosti vyuzivaji jako markery ucinki lécby nebo odhadu progrese
urcitého onemocnéni, kterou charakterizuje pfitomnost specifickych cytokinti.
V soucasné dobé stale roste pocet nové objevenych cytokinii a jejich specifickych

funkci [20; 21].
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3.2.1 Rozdéleni cytokinii

Cytokiny délime do urcitych skupin podle nékolika vlastnosti. Podle

mechanismu uéinku, hlavni funkce a chemické struktury.

Podle mechanismu tcinku rozdélujeme cytokiny dale do tfech podskupin:
autokrinni, endokrinni a parakrinni. V pripadé autokrinniho téinku cytokinu
dochézi k ovlivnéni stejné burniky, kterd dany cytokin produkuje. Endokrinni
podskupina zahrnuje cytokiny, jeZ se vyplavuji do krevniho fecisté a plisobi na
vzdalené tkané. Naopak pfi parakrinnim plisobeni dochazi k ovlivnéni bunék

nachdzejici se v tésné blizkosti buriky tvorici dany cytokin [20; 21].

Podle nazvii clenime cytokiny na interleukiny, chemokiny, interferony, faktory
stimulujici kolonie, faktory nekrotizujici nddory a riistové faktory. Interleukiny
zahrnuji heterogenni skupinu cytokinti, jenz ptisobi pfevazné na leukocyty (IL-1
az IL-42). Do skupiny chemokinti nélezi cytokiny s chemotaktickou aktivitou (IL-
8, MIP: chemotakticky faktor pro monocyty). Interferony jsou dutlezité pro
mechanismy antivirové neadaptivni imunity (IFN-a, IFN-B). IFN-y se tcastni
adaptivni antivirové imunity. Faktory stimulujici kolonie patfi mezi latky, které
podporuji diferenciaci krevnich elementti v kostni dfeni (G-CSF: faktor
stimulujici granulocyty, M-CSF: faktor stimulujici monocyty). Faktory
nekrotizujici nddory ptisobi cytotoxicky a regulac¢né (TNF-q,[3). Transformujici

riistové faktory ptisobici na bunééné déleni (TGF-a,(3) [20; 21].

Na zdkladé hlavni funkce mutZzeme délit cytokiny na prozanétlivé

a protizanétlivé. Prvni zminénd podskupina vyvolavd zanét a ma

cytokiny prevazné zanét inhibuji (IL-4, IL-10, TGF-f). Dale na cytokiny s aktivitou
ristovych faktora krvetvornych bunék (IL-2, IL-3, G-CSF), ty které se uplatriuji
v bunééné imunité (IL-13, IL-2, IFN-y, TNF-a) a humordlni imunité (IL-4, IL-5,
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IL-10, TGF-p). Posledni skupinou jsou cytokiny s antivirovym uc¢inkem (IFN-q,f3,
IL-28, IL-29) [20; 21].

3.2.2 Prozanétlivé cytokiny: IL-1pB, IL-6, IFN-v, TNF-a

IL-1B

Pleiotropni prozanétlivy cytokin interleukin-1( se uplatriuje v pfirozené a také
adaptivni imunité. Hlavnimi producenty IL-1 [ jsou monocyty, makrofagy
a neutrofily, které produkuji IL-13 ve formé neaktivniho pro-interleukinu-1f3.
Pro-interleukin-1p se aktivuje pomoci enzymu kaspazy-1. IL-13 je jednim
prozanétlivych cytokintt TNF-a. IL-1 3 téZ aktivuje IL-6, a zaroven podporuje
schopnost fagocytozy leukocytli, funkci Tul lymfocyti a tim i vznik Tc
lymfocytti. IL-13 se dale uplatfiuje pfi procesech rtznych nemoci, jako je
degenerativni  onemocnéni = sitnice, roztrousend skleréza a  dalsi

neurodegenerativni onemocnéni [22; 23; 24].

IL-6

Jedna se o pleiotropni, prozanétlivy cytokin uplatiiujici se jak v bunécné, tak
protilatkové imunité. IL-6 je produkovan Sirokym spektrem bunék, mezi nejvétsi
producenty patii kromé makrofagti, neutrofild, Tu2 lymfocytd také burlky
hladkych svalt cév, tukové burky a bunky kosti. Dilezitost zminovaného
cytokinu spociva v nékolika nezbytnych funkcich. Indukuje tvorbu proteinti
akutni faze pri setkani organismu se specifickymi antigeny. Indukuje produkci
CRP (C-reaktivni protein) a fibrinogenu. Pasobi na B-lymfocyty a podporuje
jejich pfeménu ve zralé plasmatické bunky, které jsou schopné produkovat
protilatky. IL-6 také stimuluje Tu2 lymfocyty, ovliviiuje i hematopoézu, reparaci

kostni tkané, endokrinni systém a kardiovaskuldrni systém. Kromé jeho
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pusobeni v raznych fyziologickych procesech, ma IL-6 dtlezitou roli
i vnervovém systému, kde je schopen ovliviiovat neurony a gliové bunky

[25; 26].

Fyziologicka hodnota cirkulujiciho IL-6 u zdravych jedinct s vy$sim vékem
stoupa, neni vZdy zcela zfejmé, pro¢ tomu tak je. ZvySend hodnota IL-6 se
vyskytuje pfedevsim u kardiovaskuldrnich onemocnéni, cukrovky a rakoviny.
IL-6 se pouziva jako jeden z markerti progrese aterosklerdzy, poruchy

krvetvorby a dalSich onemocnéni [25; 26].
IFN-y

Interferon-y je pleiotropni prozanétlivy cytokin, uplatriujici se jak v pfirozené,
tak adaptivni imunité. Radi se do skupiny interferonti II-t¢idy. Hlavnimi
producenty jsou NK bunky a Tul lymfocyty. Mezi dals$i bunky se schopnosti
produkovat IFN-y patii Tc lymfocyty, makrofdgy a DC. Zminované bunky
produkuji IFN-y v reakci na pfitomnost IL-12 a mikrobidlnich podnétti, kterymi
jsou napft. bakteridlni lipopolysacharidy. IFN-y tvofi zdsadni slozku obrany proti
téméf vSem druhiim patogenti. Brani organismus proti extracelularnim
i intraceluldrnim bakteriim, virovym, houbovym i parazitarnim infekcim. IFN-y
se také uplatiiuje v protinddorové imunité indukci tvorby TNF-a, se kterym
spolecné zvysSuji schopnost makrofagi fagocytovat. Podporuje proliferaci
a diferenciaci Tul lymfocyt, ¢imz ovliviiuje i vznik Tc lymfocythh a zaroven
inhibuje vyvoj Tu2 lymfocyt. Napomaha pfi diferenciaci bunék prezentujicich
antigen (APC, antigen presenting cells) a prezentaci antigenti na jejich povrchu,
¢imz zvysuje schopnost imunitniho systému reagovat na antigen. V neposledni

fadé ma urdity vliv na vznik komplementové kaskady [27; 28].
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Chemickou strukturu IFN-y tvori dvé polypeptidové jednotky, které jsou na
sebe antiparalelné navazany. Tato symetrie naznacuje, Ze jedna molekula je

schopna se navazat na dva receptory zaroven, a tudiz zesilit jeho reakce [29].

IFN-vy se klinicky pouziva k 1é¢bé rtiznych druhti malignit. Tato lécba ma vsak
smiSené vysledky a objevuje se i mnozstvi nezadoucich vedlejsich ucinkda.
Podava se i jako preventivni pripravek u pacientd s granulomatéznim
onemocnénim a funkéni nedostatecnosti fagocytd, ale i zde jsou pfinosy omezené

[28; 30].

TNF-a

Jedna se o dalSiho zastupce pleiotropnich cytokinti, ktery se nazyva faktor
nekrotizujici nddory a pusobi jako klicovy regulator zanétlivé reakce. TNF-a
patfi mezi fadu cytokinti, které odpovidaji za reakci akutni faze. Ddle ovliviiuje
bunéény cyklus, rast a diferenciaci bunék a jejich apoptozu. Také podporuje
expresi adhezivnich molekul, proces fagocytoézy a reguluje genovou expresi.
Protinddorovy ucinek TNF-a je velmi zdsadni v boji imunitniho systému proti
vznikajicim nddorim. Pokud neni dostatek TNF-a, aby znicil vSechny
abnormdlni tumorové bunky, zptsobuje nedostatek TNF-a zavazné klinické
pfiznaky spojené s nadorovym onemocnénim. Hlavnimi producenty TNF-a jsou
aktivované makrofadgy a NK bunky. Mezi dalsi burky, které jsou schopny
produkovat TNF-a, se fadi lymfocyty, neutrofily, endotelové bunky, zirné
buriky, kardiomyocyty, fibroblasty, neurony a tukova tkan. Hladké svalové

buriky také produkuji TNF-q, a to jako odpovéd na jejich poskozeni [31; 32].

TNEF-a se v organismu vyskytuje v rozpustné a membranové formeé. Obé tyto
formy jsou biologicky aktivni a jejich specifické funkce jsou predmétem

kontroverze [31].
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3.2.3 Protizanétlivé cytokiny: IL-4, IL-10

IL-4

Interleukin-4 patii mezi pleiotropni protizanétlivé cytokiny a je produkovany
predevsim aktivovanymi Tu2 lymfocyty. Dalsimi producenty IL-4 jsou bazofily,
eosinofily a mastocyty. Molekulova hmotnost IL-4 se pohybuje v rozmezi 12 az
20 kDa, diky jeho pfirozené vlastnosti glykosylace (navazani cukerné slozky).
IL-4 stimuluje tvorbu Tu2 lymfocytfi, a tim také podporuje tvorbu B lymfocytii
a jejich diferenciaci na plasmatické burnky produkujici protilatky. Zaroven tak
inhibuje vznik a vyvoj Tul lymfocytt. Také potlacuje sekreci prozanétlivych
chemokint a cytokin, jako jsou napf.: TNF-a a IL-1B. Nezbytnou funkci IL-4 je
schopnost pfispivat k opravé a regeneraci bunék poskozenych zdnétem.
Pfitomnost IL-4 je nedilnou soucasti pfi opravé bilé hmoty po mozkové mrtvici.
Dale IL-4 reguluje apoptoézu a expresi mnoha gent v rtiznych typech bunék.
Napftiklad ptlisobi na lymfocyty, makrofagy, fibroblasty, epitelidlni a endotelidlni
bunky [20; 33; 34; 35].

IL-10

Interleukin-10 se fadi mezi pleiotropni protizanétlivé cytokiny, které jsou
produkovany velkym mnozstvim bunék. Hlavnimi producenty IL-10 jsou
makrofagy a dendritické bunky. DalSimi producenty IL-10 jsou Tu2, Treg,
Tc lymfocyty, B lymfocyty a Zirné bunky. IL-10 mtZe byt také produkovan
uréitymi typy malignich nador@i, které takto inhibuji imunitni systém, a tim
vytvareji idedlni podminky pro svij rist. IL-10 pisobi na velké mnozstvi riznych
bunék a reguluje jejich funkce. V makrofdzich snizuje produkci zanétlivych
cytokind a inhibuje prezentaci antigenu na jejich bunécném povrchu. Podporuje
proliferaci Trec, které tlumi funkci ostatnich druhtt T lymfocyta. Inhibuje NK

buriky (natural killer cell), inhibuje diferenciaci nezralych T bunék na efektorové
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a B lymfocytim brani v apoptdze. IL-10 mad vyznam v prevenci a omezeni
prehnanych imunitnich reakci, které by mohly vést k chronickym zanétim

a nasledné k poskozeni organismu [36; 37].

Koncentrace IL-10 musi byt za kazdych okolnosti vyvadzenda. Pfi sniZenych
hodnotach IL-10 dochdzi k neadekvatnim az autoimunitnim reakcim. Naopak pfi
vysokych koncentracich IL-10 neni imunitni systém schopen spravné a rychle
reagovat na pfitomnost patogentl iniciaci imunitni odpovédi vedouci k eliminaci

daného infek¢éniho agens [38].
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3.3 Lymfocyty

Lymfocyty jsou druhem leukocyti (bilych krvinek), které pfedstavuji
nezbytnou c¢ast specifické casti imunity. Jako vSechny leukocyty vznikaji
lymfocyty z kmenovych bunék, s charakteristickou adhezivni molekulou CD34,
pritomnych v kostni dfeni. Z kmenovych bunék se diferencuji dvé vyvojové
linie: myeloidni a lymfoidni. Z lymfoidni linie vznikaji lymfocyty B, lymfocyty
T a NK bunky (natural killer cell). Z myeloidni linie se pod vlivem cytokint
diferencuji erytrocyty, trombocyty a vSechny dalsi druhy leukocytd, jako jsou

neutrofily, bazofily, eozinofily a monocyty [20] viz Obrazek 2.

Celkovy pocet leukocytt v lidské krvi je 4 az 10 - 10° bunék/l, z toho lymfocyty
tvori 20 az 40 %. Toto zastoupeni se v pritbéhu Zivota méni. Dle dostupnych
zdrojii vime, Ze do prvnich péti dni Zivota ditéte prevazuje v jeho krvi znacné
zastoupeni neutrofilti, které je az do patého roku zivota ditéte vystfidano
zastoupenim lymfocytd. V tomto patém roce se opét vraci pifevaha neutrofilii.
Az ve ¢trndcti letech ma dité standardni pocet leukocytt jako dospély jedinec.
Tento fakt miize za normalnich podminek napomoci pfi urceni véku ditéte.
Populaci lymfocytd T a B lze od sebe rozlisit specidlnimi imunochemickymi
metodami. Pfi provedeni klasického krevniho natéru nelze od sebe obé populace

lymfocytt odlisit [39; 40].
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Obrazek 2 - Hematopoeéza [20]
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3.3.1 Vznik a populace lymfocytii B

Lymfocyty B se vytvareji pfimo v kostni dfeni. Nezralé lymfocyty jsou nasledné
vyplaveny do krevniho fecisté a v sekunddrnich lymfatickych organech, jako
jsou lymfatické uzliny, Peyerovy plaky a dalsi organy, pfichazeji do styku
s uréitym antigenem. Nasledné se diferencuji na zralé plasmatické burky, které
jsou schopné produkovat protilatky. Cast B lymfocytii ma schopnost diferenciace

na tzv. pamétové burky, jenZ zodpovidaji za imunologickou pamét [20].

B lymfocyty mutZeme rozliSit na dvé hlavni populace. Lymfocyty Bl
s charakteristickou adhezivni molekulou CD5, které tvori cca 5 % vsSech
B lymfocytt a lymfocyty B2. Buriky Bl produkuji protilatky, které rozpoznavaji
antigeny télu vlastni a antigeny s opakujicimi se epitopy, jako jsou sacharidy.
Buniky B2 se nachazeji v sekundarnich lymfatickych organech a jsou povaZzovany
za mediatory adaptivni imunity. B2 lymfocyty maji schopnost diferencovat se na
pamétové burky. Bl lymfocyty se pravdépodobné na vzniku pamétovych bunék
nepodili. Svelkou pravdépodobnosti vznikaji tyto populace z odlisSnych

progenitorti [20].

3.3.2 Funkce lymfocytia B

Zralé plasmatické buriky maji schopnost produkovat rizné druhy protilatek,
které predstavuji humoralni slozku specifické imunity. B lymfocyty interaguiji
s antigenem na povrchu APC a tvofi proti témto antigenim razné druhy
protilatek. K tvorbé rtiznych protilatek prispivaji i Tu2 lymfocyty produkci

urcitych cytokint, na které B lymfocyty reaguji [20].

Cést B lymfocyti se diferencuje na pamétové buriky, které jsou zodpovédné za
imunologickou pamét. Pokud dojde k dalSimu setkani se stejnym antigenem,
pamétové bunky jsou rychle aktivovany a zahdji sekunddrni (anamnestickou)

odpovéd. Nasledna druhotna odpovéd nastupuje mnohem rychleji a efektivnéji
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nez odpovéd primdarni. Pfi prvnim setkdni surditym antigenem zacnou
plasmatické burnky produkovat protilatku izsotypu IgM, kterd ma vice
vazebnych mist pro antigen (jednd se o pentamer), ale nedosahuje takové
schopnosti interakce s ostatnimi sloZkami imunitniho systému jako protilatka
IgG, kterou zacnou plasmatické buriky tvofit pozdéji. Pamétové bunky maji tu
vyhodu, ze pri opétovném setkani s antigenem zacnou produkovat rovnou

protilatku IgG [41; 42; 43].

3.3.3 Vznik a populace lymfocyti T

Lymfocyty T vznikaji jako pfedchozi zminovana populace v kostni dfeni a jejich
maturace se u vétSiny T lymfocytdh dokoncuje vthymu (brzliku). Tyto
T lymfocyty nesou na svém povrchu TCR (receptor T lymfocytu) typu of.
T lymfocyty s TCR typu yd tvori mensinovou populaci a vyviji se mimo thymus.
Z thymu se poté uvoliuji odliSné populace T bunék. Populace zahrnuje Tu
lymfocyty (pomocné) s charakteristickym koreceptorem CD4 a Tc lymfocyty
(cytotoxické) s charakteristickym koreceptorem CD8. T lymfocyty se diferencuiji
na zralé lymfocyty az po setkdni s antigenem na povrchu APC (antigen

prezentujici buniky — makrofdgy a dendritické buriky) a na povrchu B bunék [20].

Lymfocyty s koreceptorem CD4 miiZeme rozlisit na zdkladni subpopulace Tul
a Tu2 lymfocyty. Tyto dvé subpopulace se navzajem ovliviiuji pomoci cytokindi,
zaroven kazda komunikuje s jinymi APC a ovliviiuje dalsi procesy v téle. Pro
diferenciaci prekurzort Tu lymfocytt na klony zralych efektorovych bunék je
nutny kontakt s fragmenty antigenti prezentovanych na MHC I/ MHC II na
povrchu APC. MHC (major histocompability complex) déli na MHC 1. tfidy
(MHC I), ktery se nachdazi na vsech jadernych bunkach a na MHC II. tfidy (MHC
I), ktery se za fyziologickych podminek nachdzi zejména na APC. Zakladni
funkci MHC komplexu je vézat bilkovinné fragmenty proteindi, které jsou
produkovany vlastnimi burikami organismu nebo pohlcenymi cizorodymi

29



burikami a vystavovat je na povrsich bunéénych membran. Dalsi subpopulaci
lymfocytti s koreceptorem CD4 jsou Tu3 a Trec (regulacni) lymfocyty. Tu3 se
uplatiiuji ve slizniéni imunité. Pfitomnost koreceptorové molekuly CD8

charakterizuje zpravidla skupinu Tc (cytotoxickych) lymfocytt [20; 44; 45].

V epitelech sliznic se nachdzi zvlastni populace T lymfocytt tzv. IEL
(intraepitelidlni T lymfocyty) a tzv. LPL (lymfocyty v lamina propria). VétSina
téchto bunék neprochazi vyvojem v thymu. IEL T lymfocyty se predevsim
nachdazeji v klcich tenkého stfeva. Zatim neni dostatecné zndma jejich funkce,
ale zfejmé lymfocyty s typem TCR af se téastni regulace imunitni odpovédi
proti potravinovym alergeniim a lymfocyty stypem TCR yd se podili na
udrZovani integrity sliznic. 80 % IEL nese koreceptor CD8 a u LPL T lymfocyt
prevazuje pritomnost koreceptoru CD4. Celkové zastoupeni slizni¢nich

lymfocytii se také 1isi u riznych zZivocisnych druhti [20; 44].

3.3.4 Funkce CD4 lymfocytu

Primarni funkci Tul lymfocyt je spoluprace s makrofagy (jedny z APC), kde se
setkavaji s antigenem a zdroven stimuluji makrofadgy k pfeméné na aktivované
makrofagy. Takto aktivované makrofdgy maji schopnost produkovat dalsi
baktericidni produkty, které se uplatriuji pfi destrukci pohlceného infekéniho
agens. Neékteré pohlcené bakterie maji schopnost piezivat ve fagosomu
makrofagt, kde se pro né nachazi idedlni prostiedi. Pfikladem takové bakterie je
Mycobacterium tuberculosis. Pfeména v aktivovany makrofdg je podporovana
pritomnosti cytokinu IFN-y. Dalsi cytokiny produkované Tl burtkami jsou IL-2
a IL-3. IL-2 funguje jako autokrinni rtstovy faktor, ktery je nutny k mnozeni
lymfocytti s CD4 koreceptorem. Tul lymfocyty také spolupracuji s Tclymfocyty.
Obé skupiny se setkdvaji santigenem na povrchu APC, pfedevSim na

makrofazich [20].

30



Primarni funkci Tu2 lymfocytt je spoluprace s B lymfocyty, které byly predem
aktivovany urcitym antigenem na povrchu APC, predevsim na dendritickych
burikach. Po kontaktu stimulovanych B lymfocyt(i s Tu2 se B buriky diferencuji
na zralé plasmatické buriky. Vzniklé bunky pak produkuji protilatky proti
danému antigenu. Kontakt Tu burikky a dendritickych bunék probiha
v pritomnosti cytokinu IL-4, diky kterému dochdzi k opakovanému mnoZeni
a diferenciaci na zraly efektorovy klon Tu2. Mezi typické cytokiny produkované
Tu2 patfi IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13. VSechny zminované cytokiny stimuluji
B lymfocyty a naslednou tvorbu protilatek. IL-4 inhibuje procesy Tul lymfocyta
a makrofagti. Tedy potlac¢uje Tul imunitni odpovéd. Produkce protilatek je

optimalnim feSenim pfi extraceluldrnich infekcich [20].

Aktivity Tul a T2 bunék jsou vzajemné regulovany, jak z vnéjsku jinymi
burikami, tak i vzdjemné samotnymi Tu burikami. Jde o jeden z dulezitych
imunoregula¢nich mechanismt. Vyvoj Tul nebo Tu2 lymfocytli z prekurzorové
burtkky CD4 zavisi na pomeéru koncentraci cytokint IL-12 a IL-4. Makrofagy
a dendritické bunky produkuji IL-12, ktery stimuluje tvorbu Tul bunék. IL-4,
ktery stimuluje tvorbu Tu2 bun€k, je produkovany hlavné bazofily a mastocyty.
Tul lymfocyty nasledné produkuji IFN-y, ktery dale podporuje proliferaci
a diferenciaci Tul a zdroven silné inhibuje vyvoj Tu2. Také ale produkuji IL-2,
ktery ptisobi na Tu2 stimulaéné. Tu2 lymfocyty zase tvori IL-4 a IL-10, které
inhibuji vznik a vyvoj Tul. Regulace imunitnich odpovédi Tul a T2 je velmi
dtilezitd, jak mtze byt dokumentovano v pripadé intraceluldrnich mikrobialnich
infekci. Typickym pfikladem byva onemocnéni zptisobené Mycobacterium leprae.
Pokud vznikaji pfi této infekci Tul lymfocyty, které maji schopnost aktivovat
makrofagy, vjejichz fagosomech bakterie ziji, pribéh infekce je mirny,
projevujici se nékolika cernymi puchyiky na kizi. V pfipadé, Ze vznikaji

prevazné Tu2 lymfocyty, pak protilatky produkované B burikami nemaji
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schopnost bakterie uvnitf makrofdgti eliminovat a onemocnéni se projevuje

diseminovanou formou [20; 46].

3.3.5 Funkce CD8 lymfocyti

Tc lymfocyty se vyznacuji svou primarni funkci rozeznavat a nicit buriky
napadené viry, bakteriemi a dalsimi parazity. Také nici jinak poskozené buriky
a nékteré nadorové buriky. Tc buriky se setkavaji s antigenem pfimo na povrchu
dendritickych bunék i makrofagi vétSinou v lymfatické uzliné. Proliferaci
a diferenciaci Tc napomahaji Tul lymfocyty sekreci IL-2, jenz podporuje jejich
aktivitu. Cytotoxicky ucinek na cilovou burniku miiZze probihat kontaktné nebo
produkci cytokind. Tc lymfocyty obsahuji granula, ve kterych jsou uloZeny
specializované proteiny - perforiny a protedzy - granzymy. Pfi kontaktu Tc
s poskozenou bunkou dojde k degranulaci. Perforin tvofi v membrané
poskozené bunky pdry, kterymi do bunky proniknou granzymy a zapficini
apoptotickou smrt buriky. Podobné funguje i Fas-ligand protein na povrchu Tc,
ktery se vaze na apoptoticky receptor na povrchu poskozené bunky. Tc buniky
syntetizuji cytokin TNF-B, ktery indukuje apoptézu. TNF-{ je méné specificky
nez predchozi dva systémy, ale neni knému potfeba tak velkd populace

efektorovych Tc pfitomnych ve tkani [20].
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3.4 Monocyty

Dalsim zdruht leukocytdi jsou monocyty, které tvorfi nezbytnou cast
nespecifické imunity. Vznikaji v kostni dfeni zkmenovych bunék CD34
a diferencuji se z myeloidni linie. Procentualni zastoupeni monocytii v celkovém
poctu leukocytti lidské periferni krve predstavuje 2 az 12 %. Stadia dozravani
monocytd jsou: monoblast, promonocyt a monocyt, z kterého déle v tkdnich
vznikaji makrofadgy nebo dendritické buriky. V soucasné dobé se prokazalo, Ze
existuji urcité populace dendritickych bunék, které nevznikaji z monocytu ale
pfimo z progenitoru v kostni dfeni a nejsou zavislé na aktivité monocytt.
Monocyty cirkuluji v krvi nékolik hodin/dni a poté procesem zvanym diapedéza
pronikaji do tkani, kde uplatniuji svoji schopnost fagocytdzy. DalSimi fagocyty

jsou naptiklad neutrofily [20; 45].

Diapedéza je chemotakticky fizena latkami, které jsou uvolnovany burikami
v misté poskozeni. Mezi zminované latky patfi zanétlivé cytokiny, produkty
komplementu a bakteridlni produkty. Pro neutrofily je hlavni chemotaktickou
latkou IL-8, pro monocyty MIP-a,3 (makrofdgovy zanétlivy protein).
Do postizenych tkdni se fagocyty dostdvaji mezi jednotlivym endotelidlnimi
burikami cév. Na povrchu endotelidlnich bun€k se nachdzi protein mucin, ktery
se vaze na adhezivni molekulu selektin nachdzejici se na povrchu fagocytu.
Dochdzi k reverzibilnimu zachyceni fagocytu v cévnim fecisti. Pokud jsou
pritomny napf. zanétlivé cytokiny, dojde k navazani adhezivni molekuly
integrinu na povrchu fagocytu na povrchovy glykoprotein VCAM-1 (vaskuldrni
adhezivni molekula) pfitomny na povrchu endotelii. U neutrofili se jedna
o glykoprotein ICAM-1 (mezibunécna adhezivni molekula). Vznikla vazba je
ireverzibilni a zptlisobuje vycestovani fagocytu z cévniho fecisté do tkani skrz

stérbinu mezi endotelidlnimi bunkami [20].
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3.4.1 Funkce makrofagu a dendritickych bunék

Monocyty cirkulujici v krvi nemaji kromé produkce urcitych cytokinti velky
vyznam na rozdil od svych tkanovych forem. Cytokiny produkované monocyty

jsou IL-19 a IL-20, které indukuji produkci TNF [20].

Hlavni funkci makrofagti je schopnost fagocytozy infikovanych nebo jinak
poskozenych bunék. Buniku postupné obklopuji pseudopodie makrofagu, az
okolo ni vznikne nova vakuola neboli fagosom. Uz béhem tvorby fagosomu
dochdzi ke spojeni s lysosomy a vznikd tzv. fagolysosom. Lysosomy obsahuji
fadu baktericidnich latek v prostfedi s nizkym pH. Na povrchu makrofagt se
nachdzeji proteiny - lektiny, které interaguji se sacharidovymi casti
mikrobialnich glykoproteinti a polysacharidi. Nejvyznamnéjsi lektin na povrchu
fagocytli je mandzovy a galaktézovy receptor. Makrofag také slouzi jako APC,
kterda se vyznacuje schopnosti exprimovat antigeny na svém povrchu
a predkladat je lymfocytim. Makrofdgy pifevdzné komunikuji s Tc a Tul
lymfocyty. Dal$imi dilezitymi receptory na makrofazich jsou tzv. Fc receptory,
které jsou schopny vazat Fc konec imunoglobulinti. Makrofdgy také produkuji
cytokiny, které ptisobi na fadu raznych procesti (napf. IL-1 stimulujici

T lymfocyty k produkci TNF a IL-8, ktery slouzi jako hlavni chemokin).

Urcité makrofagy ,trvale” osidluji jisté tkané, od nichz se odviji jejich
specifické nazvy. Makrofdgy pfitomné v jatrech jsou oznacovany jako

Kupfferovy bunky, v kostech osteoklasty a v mozku mikroglie [20].

Dendritické buriky (DC, dendritic cells) jsou povazovany za profesionalni APC,
které komunikuji a predkladaji antigeny, exprimované na svém povrchu na
MHC, Tul i Tu2 lymfocytiim. Dendritické bunky se vyskytuji v organismu ve
zralé a nezralé formé. Nezralé formy se nachdzeji predevsim ve tkdnich, kde se

vyskytuji na rozhrani tkdné a okolniho prostfedi, a to z davodu pfimého
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kontaktu s antigeny. Nejvétsi pocet DC se vyskytuje v kiizi, a ve sliznicich
dychaciho a travicitho ustroji, kde DC vystrkuji své vybézky do okolniho
prostiedi a aktivné odebiraji vzorky antigent. Nezralé DC za normalnich
podminek likviduji pfirozené odumfelé bunky tkani, pokud ale rozpoznaji
antigen, ktery by mohl ohrozit organismus, aktivuji se a diferencuji na zralé DC.
Zralé DC migruji z tkani do lymfatickych uzlin a stanou se z nich zralé APC
exprimujici konstimula¢ni molekuly CD80 a CD86. DC také produkuji fadu
cytokinti. Naptiklad IL-23, ktery podporuje proliferaci pamétovych T bunék
a zvysuje produkci IFN-y [20; 47].
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4 METODIKA

4.1 Odbér pupecnikové krve

Priblizné 30 ml pupecnikové krve bylo odebrano do sterilnich transfuznich
odbérovych nadob obsahujicich 0,3 ml heparinu (10j/ml). Krev byla a promichana
a skladovéna cca 1 hodinu p#i 20°C. Krev byla odebrana v Ustavu pro pééi

o matku a dité v Praze Podoli.

4.2 Izolace mononuklearni frakce

Mononukledrni frakce leukocytii byla separovana centrifugaci za vyuZiti
hustotniho gradientu. Tato centrifugace zptlisobi, Ze erytrocyty a zralé neutrofily
klesnou na dno a mezi vrstvou plasmy a Ficollu se vytvofi prstynek tvoreny
mononukledrnimi leukocyty, coZ jsou monocyty, lymfocyty a nezralé neutrofily
viz Obrazek 3 a 4 niZe. Centrifugace musi probéhnout se samovolnym dojezdem,

tzv.: bez brzdéni, aby nedoslo k promichéani jednotlivych oddélenych fazi.

4.2.1 Material a pristrojové vybaveni

e 4 az 6 zkumavek s vickem; 15ml;

* pipety;

e centrifuga.

4.2.2 Reagencie a biologicky material

e Pupecnikova krev;

e TFicoll - Paque™ PLUS.
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4.2.3

D)

2)
3)
4)

5)
6)

8)

9)

Pracovni postup

Prevrstveni krve na Ficoll — Paque™ PLUS (GE Healthcare), do 15ml
zkumavek 3 ml Ficollu a pfevrstvit 8 ml pupecnikové krve (na jednu krev
4-6 zkumavek).

Centrifugace: 30 min, 1 800 ot./min, (300g), 20°C, bez brzdéni

Odsat plasmu az k prstynku leukocytt.

Odsat prstynek leukocyt(i s minimalnim objemem Ficollu sterilni pipetou,
prenést do nové zkumavky a doplnit zkumavky do objemu cca 12 ml
fyziologickym roztokem.

Centrifugace: 10 min, 2 500 ot./min, (1050g), 20°C

Slit supernatant, roztfepat peletu a pridat 4-8 ml fyziologického roztoku,
pipetou promichat, prenést peletu bunék ze dvou zkumavek do jedné
a doplnit zkumavky do cca 12 ml fyziologickym roztokem.

Centrifugace: 10 min, 1 800 ot./min, (300g), 20°C

Slit supernatant, roztfepat peletu a ptidat 4-8 ml fyziologického roztoku,
pipetou promichat, pfenést peletu bun€k ze dvou zkumavek do jedné
a doplnit zkumavky do cca 12 ml fyziologickym roztokem.

Centrifugace: 10 min, 1 800 ot./min, (300g), 20°C

10) Slit supernatant, roztfepat peletu.

11) Z pelety odebrat 2 pl bunééné suspenze na urceni Zivotnosti.

12) K peleté ptidat 5-6 ml pfipraveného kultivaéniho média RPMI 1640

(Sigma Aldrich).
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Pupecnikova krev — 8 ml

Ficoll - Paque — 3 ml

Obrdzek 3 - Prevrstvend pupecnikovd krev na Ficollu pfed centrifugaci [vlastni zdroj]

Plasma s trombocyty

Mononukledrni frakce leukocytti

| Ficoll - Paque

F Erytrocyty a zralé granulocyty

Obrazek 4 - Pupecnikovad krev po centrifugaci [vlastni zdroj]

4.2.4 Piiprava kultivacniho media RPMI

e Medium RPMI - 1640 Medium (Sigma-Aldrich) With L-glutamine and
sodium bicarbonate, liquid, sterile-filtered, suitable for cell culture
(katalogové ¢islo R8758-500ML);

e Pufrovaci ¢inidlo kyseliny sulfonové, dale jako Hepes (Sigma-Aldrich
H3375); ptidavano z dtivodu udrzeni optimalniho pH prostredi;

e Gentamycin (Sandoz a Novartis company) 80mg/2ml; priddvano

z divodu mozné kontaminace z okolniho prosttedi;
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e Fetalni bovinni sérum, dale jako FBS (Bio sera) FB-1101/500; pfidavano

z divodu optimalizace kultivacniho media.

Veetkovy = 99,3 ml

VRPMI = 89 ml

Viepes = 200 pul

Veentamycin = 100 ul
VFBS =10 ml

4.3 Stanoveni zivotnosti a poctu bunék

Zivotnost bun€k se urcuje kvili zaruceni dostateéného mnozstvi zivych bunék
ve vzorku pro nasledné stimulace in vitro. Pokud je zivotnost bunék mensi nez

75 %, tento vzorek mononuklearni frakce leukocytt se do pokusu nezahrnuje.

Suspenze se pipetuje do Tiirkova roztoku, protoZe je schopen lyzovat zbylé
erytrocyty ve vzorku. Pocet bunék se stanovuje z divodu zjisténi zastoupeni
bunék obsazenych v jednom ml kultivaéniho media, nebot pfi stanoveni vlivli
riznych koncentraci manumycinu A na expresi v bunikdch pupecnikové krve
probihaji tyto stimulace v kultivacnich destickach, kde v kazdé jamce jsou

2 miliony bunék.

4.3.1 Material a ptistrojové vybaveni

e Podlozni sklicka;

o kryci sklicka;

e Dpipeta;

e mikroskop;

e Biurkerova komurka;

e eppendorfova zkumavka;
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vortex;

mikroskop Olympus bx41.

4.3.2 Reagencie

e Turkav roztok;

e trypanova modf.

4.3.3 Postup stanoveni zivotnosti bunék

4.3.4

1) Z pelety odebrat 2 ul suspense a prenést je na podlozni sklicko.

2) Kbunééné suspenzi na sklicku pridat 2 pl trypanové modri, Spickou
promichat a pfilozit kryci sklicko.

3) Preparat vlozit do mikroskopu, pocitat do 100 bunék (buriky, které jsou
modfe obarvené jsou mrtvé).

4) Podle poctu mrtvych a zivych bunék uréime Zivotnost v %.

Postup stanoveni poctu bunék

1) Z promichané suspenze bunék s kultivacnim cinidlem odebrat 50 ul
a prenést do eppendorfovy zkumavky s 950 ul Tiirkova roztoku.

2) Nechat 10 minut stat.

3) Promichat na vortexu a napipetovat do Biirkerovy komiirky.

4) Spocitat 2 x 50 poli, systémem L.

5) Pramér vysledki z obou 50ti poli = koncentrace bunék/ml x 10°.

6) Promichat na vortexu a nechat 10 minut stat.

40



4.4 Stimulace bunék manumycinem A in vitro

V tomto pokusu byly bunlky inkubovany po dobu jedné a ctyf hodin
s manumycinem A o koncentraci 5; 1; 0,25; 0,0125 umol/l, pfi¢emz zasobni roztok
manumycinu A mél koncentraci 1000 umol/l. Jako stimulator byl pouzit
lipopolysacharid, déle jako LPS, o koncentraci 1 mg/ml, objem jamky v kultivacni
desticce byl doplnén do celkového objemu 2 ml suplementovanym kultivacnim
médiem RPMI obsahujiccho 2 x 10° bunék. (vyslednad koncentrace

lipopolysacharidu v kultivacni jamce je 1 ug/ml).

4.4.1 Material a ptistrojové vybaveni

e Kaultivaéni desticky o objemu jedné jamky 3 ml;
e Dpipeta;

e termostat.

4.4.2 Reagencie

e Vzorky;

e kultivaéni médium RPMI;

e manumycin A (Sigma-Aldrich) M6418;

e lipopolysacharid, dale jako LPS (Sigma-Aldrich) z Escherichia coli;
026:B6.

4.4.3 Pracovni postup stimulace

1) K stimulaci do kazdé jamky vzdy 2 x 10° bunék.
2) Do kazdé jamky kromé Kontrol (K) pfidat 2 ul lipopolysacharidu (LPS).
3) Do jamek pfidat uréité mnozZstvi roztoku manumycinu A o razné

koncentradi.
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4) VSechny jamky doplnit do celkového objemu 2 ml kultivaénim
roztokem RPMI.

5) Inkubovat v termostatu pti 37°C a 5,5% CO: po dobu jedné a ¢ty hodin.

4.5 Izolace RNA

Po uplynuti inkubacni doby je zapotiebi odebrat supernatant a rozrusit
bunéénou membranu pomoci lyza¢niho roztoku, aby zbunék mohla byt
izolovana RNA. RNA byla izolovdana pomoci RNeasy Mini Kit 250 (Qiagen,

Germany)

4.5.1 Material a pristrojové vybaveni

Pipety;

e centrifuga;

e eppendorfovy zkumavky 1,5ml;
e eppendorfovy zkumavky 2ml;

e stojan na zkumavky.

4.5.2 Reagencie

75% ethanol;

e vzorky;

merkaptoethanol (Sigma Aldrich);

RLT lysis buffer (Qiagen, Germany) RNeasy Mini Kit 250
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4.5.3 Ptiprava lyzacniho roztoku

merkaptoethanol
RLT lysis buffer

Vroztoku na jeden vzorek — 350 Hl

Nyzorka = 7

Vcelkovy = 2450 pul

Veir buffer — 2500 ul

Vmercaptoethanol =25 ul

4.5.4 Pracovni postup izolace RNA

1) Veskery objem pfenést z jamek do eppendorfovych zkumavek 2ml.
2) Centrifugace: 10 min, 1 800 ot./min, 20°C (300 g)
3) Odebrat supernatant do zvlastni zkumavky a ulozit pro pfipadné dalsi
stanoveni.
4) Z pelety urcit zivotnost viz 4.3
5) K peletam ptidat 350 ul pfipraveného lyzaéniho roztoku.
6) Promichat na vortexu, nechat 5 minut stat.
7) Zamrazit na -80°C.
8) Po rozmrazeni vzorkt pridat 350 pl chladného 75% ethanolu, diikladné
$pi¢kou promichat a pfemistit na kolonky.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 15 sekund, 20° C
Odlit prosly roztok ze spodniho dilu a vratit kolonku zpét.
9) Pridat 350 pl roztoku RW1.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 15 sekund, 20° C

Odlit prosly roztok ze spodniho dilu a vratit kolonku zpét.
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10) Pridat 75 pl roztoku DNazy.
Priprava roztoku DNazy na jeden vzorek ze zasobniho roztoku: 10 pl
DNazy + 70 ul RDD pufru, 10 x promichat pfeklapénim.
Nechat 15 minut stat.
11) Pfidat 350 ul roztoku RW1.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 15 sekund, 20° C
Odlit prosly roztok ze spodniho dilu a vratit kolonku zpét.
12) Pridat 500 ul roztoku RPE.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 15 sekund, 20° C
Odlit prosly roztok ze spodniho dilu a vratit kolonku zpét.
13) Pridat 500 ul roztoku RPE.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 15 sekund, 20° C
Odlit prosly roztok ze spodniho dilu a vratit kolonku zpét.
14) Vyménit spodni dil.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 60 sekund, 20° C
15) Vyménit spodni dil za eppendorfovu zkumavku a pfidat 25 ul RNA-free
H-O.
Centrifugace: 15 000 ot./min (4000 g), 60 sekund, 20° C

16) Eppendorfovu zkumavku s izolovanou RNA zamrazit na -80°C.

4.6 Meéreni koncentrace RNA - Nanodrop

Pristroj Nanodrop-1000 je spektrofotometr, ktery je schopen presné stanovit
velmi malé koncentrace latek za pouziti miniméalniho objemu vzorku. U tohoto
méfeni nejsou za potiebi kyvety nebo kapilary, vzorek se nanasi pfimo na métici
plochu, kde vytvofi kapku a pomoci pfiklopeni horniho raménka vznikne
kapalinovy sloupec. Tato metoda vyuziva vlastnosti povrchového napéti kapalin.

Systém vyuziva kratkych vlnovych délek UV spektra za pouziti optickych
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vldken. Koncentrace RNA se méfi pfi vlnové délce 260 nm, kde se nachdzi

nejvyssi absorbance RNA/DNA. Zobrazené pomérové indexy 260/280 a 260/230

udavaji Cistotu stanovovaného vzorku. Index 260/280 by mél byt kolem 1,8 a vyssi

index

260/230 ma byt vrozmezi 18 - 2,2. Odchylené hodnoty znamenaji

znecisténi vzorku [48].

4.6.1

4.6.2

4.6.3

D

2)

3)

4)
5)

6)

Material a pfistrojové vybaveni

Pipeta;
spektrofotometr Nanodrop-1000 (Thermo Scientific, USA).

Reagencie

Vzorky;
RNasy free H20 (Qiagen, Germany).

Pracovni postup

Na monitoru poéitace spustit program ND-1000 V 3.8.1 a zvolit funkci
Nucleic Acid.

Odklopit raménko s optickym kabelem a ubrouskem otfit horni i dolni
¢ast plochy pro nanaseni vzorku.

Na dolni plochu nanést 2 pl RNasy free H-O a zaklopit raménko
s optickym kabelem, Nestlacovat!

Po stisknuti OK probéhne inicializace pfistroje.

Odklopit raménko, ubrouskem otfit horni i dolni ¢ast plochy pro nanaseni
vzorku.

Nanést 2 pl RNasy free H20, zaklopit raménko.

Stisknout Blank, probéhne vynulovani pfistroje a na obrazovce se zobrazi

koncentrace 0,0 ng/ul.
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8) Odklopit raménko, otfit horni i dolni ¢ast plochy pro nanaseni vzorku.

9) Nanést 2 ul vzorku, zaklopit raménko a vybrat z nabidky méfeni RNA.

10) Stisknout Measure, objevi se kiivka s maximem na 260 nm, koncentrace
stanovované RNA v ng/ ul, index 260/280 a index 260/230 viz Obrazek 5.

11) Odklopit raménko, otfit horni i dolni ¢ast plochy pro nanaseni vzorku.

12) Nanést 2 pl dalsiho vzorku, zaklopit raménko a stisknout Measure.

13) Tento postup opakovat do naméreni vsech vzorki.

14) Po skonceni méfeni nanést 4 pl RNasy free H>O, zavfit raménko a nechat
3 minuty stat.

15) Odklopit raménko, osusit a nechat zavfené.

= Nucleic Acids g|§||2|
(Fle Edt Hep
p==- | Re-blank | Print Screen || Recording Measurement 17.9.2020 13:57 )
= complete Exit
Measurel Blank | Print Report | Show Report User Default
Sample
e Overlay control  Clear graph each Sample | Type RNA-40 T‘
2,20 /""‘\
2,00 / \ Sample c+s41h A§
1,30 / \ 1D
1,60
g 1,40 / \
g1
2 Sample # I 14
§ 1,20 LY uj \\ P
'E 1,00 \ Ao 230 Abs.| 1173
£
s % \ A-260 10 mm path | 2.232
0,60
0,40 \ A-280 10 mm path I 1.020
0,20 \\— ZEI],"ZBIJI 2.19
0,00
280,"230' 1.90
-0,25, 1 | | | | | | | | | 1 1
220 230 240 250 260 270 230 290 300 310 320 0 330 340 350
Wavelength nm
ngful I
3.3 B9380 -052/4128/24 9 89f3

Obrizek 5 - Graf z pfistroje Nanodrop-1000 [vlastni zdroj]
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4.7 RT-PCR

Reverzni transkripce (RT-PCR; reverse transcription polymerase chain
reaction) je jednou z mnoha modifikaci klasické polymerazové fetézové reakce
(PCR). Tato metoda umoznuje pfepis genetické informace ve formé izolované
RNA na komplementarni fetézec DNA (cDNA). Tento proces probiha za pouZiti

enzymu reverzni transkriptazy [49; 50].

4.7.1 Material a pristrojové vybaveni

e M]J RESEARCH - Peltier Thermal Cycler —200;
e folie na PCR desticky (Sealing Foil; Roche);
e PCR desticky (Multiwell Plate 96, white; Roche).

4.7.2 Reagencie

e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems);
e vzorky RNA.

4.7.3 Pracovni postup RT-PCR

Reverzni transkripce probéhne v objemu 10 pl.

1) Prepocitat vyrovnani koncentraci jednotlivych vzorkd podle koncentrace
RNA z Nanodropu.

2) K5 ul RNA pridat 5 pl premixu viz Tabulka 1.

3) Pridat 40 pl H20.

4) Promichat pomoci vortexu.

5) Vlozit desticku do Thermo cycleru — MJ] RESARCH.
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Tabulka 1- Slozeni premixu [vlastni zdroj]

slozky premixu objem slozek (ul)
10x RT buffer 1

25x dANTP mix 04

10x ndhodné primery 1

RT 0,5

RNase inhibitor 0,5

H:O 1,6
celkem 5 ul

Prepocet vyrovnani koncentraci:

Crva = 72,04 ng/ul
Vcelkovy =50 P-l

Do reverzni transkripce je potfeba 250 ng RNA v objemu 5 pl.

250

x = —— =347 pl RNA => do celkového objemu 5 pl doplnit 1,53 pl H20



4.8 q-PCR

Kvantitativni PCR je dal$i z mnoha modifikaci klasické PCR reakce. Tato
metoda umozZznuje sledovat pfirtistek produktu po kazdém cyklu v redlném case.
Vyuziva se fluorescence tzv.: fluorescen¢nich sond (téZ nazyvanych hydrolyzacni
sondy), které se vdZou na urcity usek amplifikované DNA. Fluorescen¢ni sondy
jsou oligonukleotidy, které jsou na jednom konci znaceny fluorescenc¢ni znackou
a na druhém konci zhaSecem. Vlastni PCR probiha obvyklym zptisobem az do
chvile, kdy DNA polymeraza syntetizovaného fetézce narazi na navazanou
sondu. Polymerdza tuto sondu vytésnuje svoji exonukledzovou aktivitou,
dochazi k odstépeni fluorescencni znacky a tim k vlastni fluorescenci, ktera je
detekovana pfistrojem na konci kazdého cyklu. Hodnota prahové fluorescence
udava hodnotu cyklu, pti kterém dojde k prekroceni fluorescence nad zvolenou

prahovou hodnotu [49; 50].

4.8.1 Material a ptistrojové vybaveni

Pipeta;

folie na PCR desticky (LightCycler 480 Sealing Foil; Roche);

PCR desticky (LightCycler 480 Multiwell Plate 384, white; Roche);

LightCycler 480 Real-Time PCR Instrument.

4.8.2 Reagencie

e Sonda I11b (Hs00174097_m1);
e sonda [14 (Hs00174122_m1);
e sonda Il6 (Hs00174131_m1);
e sonda [110 (Hs00174086_m1);
e sonda Ifng (Hs00174143_ml);
e sonda Tnfa (Hs00174128_m1);
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e sonda Actb (Hs99999903_ml);

e Luna Universal Probe qPCR Master Mix (BioLabs Inc.);

e RNase free H20.

4.8.3 Pracovni postup

Na kvantitativni PCR je potieba 2 ul cDNA. Objem 50 pl z RT-PCR staci na

25 jamek. Pouzité sondy obsahuji kromé vlastni proby i forward a reverse

primery specifické pro dany gen.

1) Ke 2 pl cDNA ptidat 8 ul smési MasterMix, RNase free H20 a Sonda viz

Tabulka 2.

2) Vlozit desticku do pfistroje LightCycler 480 Real-Time PCR.

Tabulka 2 - Slozeni reakéni smési [vlastni zdroj]

sloZeni smési objem slozek (ul)
MasterMix 5

Sonda 0,5

RNase free H-0O 2,5
celkem 8 ul
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4.9 Analyza a statistika

Z mononukledrni frakce leukocyti pupecnikové krve byla izolovana RNA,

ktera byla nasledné pomoci reverzni transkripce pfepsana na cDNA. Dale byla

pomoci PCR v readlném case stanovena hodnota ct. Tato hodnota udava, pfi

kterém cyklu dochdzi k prekroceni intenzity fluorescence nad zvolenou

prahovou hodnotu. Hodnoty ct byly ziskany pro I11b, 114, 116, 1110, Tnfa, Ifng a Actb.

Kédujici protein pro beta-aktin (Actb) byl pouzit jako referencni gen. ACTB patfi

do rodiny tzv. house-keeping genti. Hodnoty ct jednotlivych cytokini bylo nutné

zprimérovat a prepocitat na hodnoty relativni kvantifikace (exprese) pomoci

jednotlivych vzorct viz Tabulka 3 a 4.

Actyie = ctye — Ctacen

Alcty g = Actye — PACtyie kontrot

exprese = 2~

Tabulka 3 - Hodnoty ct Actb [vlastni zdroj]

AActpe

Actb 1h ctl. | ctIl ct

K1 18,97 | 19,06 | 19,02
LPS 19,24 | 19,44 | 19,34
A5 18,72 | 18,94 | 18,83
Al 19,26 | 19,27 | 19,27
A0,25 19,12 | 19,23 | 19,18
A0,125 19,15 | 19,22 | 19,19
K2 18,51 | 18,49 | 18,50
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Tabulka 4 - Hodnoty ct a exprese 116 [vlastni zdroj]

116 1h ctI. ct IL. ct Act AAct |exprese
K1 30,92 | 30,97 | 30,95 | 11,93 0,40 0,76
LPS 23,38 | 23,05 | 25,74 3,88 -7,65 | 201,41
A5 2596 | 25,51 | 23,27 6,91 -4,62 | 24,66
Al 23,43 | 23,11 23,27 4,01 -7,52 | 184,06

A0,25 23,39 | 23,20 | 23,29 4,12 -7,41 | 170,54
A0,125 | 23,24 | 23,10 | 23,17 3,99 -7,54 | 186,63

K2 30,78 30,58 30,68 12,18 0,65 0,64
®DAct vsech
kontrol 116 11,53

Exprese cytokinti byla stanovena ve ¢tyfech vzorcich mononukledrni frakce
leukocytli pupecnikové krve. Leukocyty byly stimulovdny rdznymi
koncentracemi (5 pmol/l; 1 umol/l; 0,25 pmol/l a 0,125 umol/l) manumycinu A po
dobu jedné a c¢tyf hodin. Hodnoty expresi jednotlivych cytokinti byly
zprimeérovany a urcena jejich stfedni chyba priméru. Grafy jednotlivych expresi
byly analyzovéany a graficky zpracovany v programu GraphPad, pficemz ke
statistickému vyhodnoceni bylo vyuZito Anova testu. Hodnoty statistické

vyznamnosti jsou uvedeny takto: * p< 0,05; ** p< 0,0L

Veskeré pouzité metodické postupy byly zavedeny Ustavem imunologie

a mikrobiologie pfi 1. 1ékafské fakulté, University Karlovy.
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5 VYSLEDKY

Leukocyty mononuklearni frakce pupecénikové krve (CBMC; cord blood
mononuclear cells) byly inkubovany po dobu jedné a ¢tyf hodin s manumycinem
A o rtaznych koncentracich (5; 1; 0,25; 0,0125 uM). Jako stimulator produkce
cytokinti byl pouZit lipopolysacharid (LPS) o koncentraci 1 ug/ml. Po jedné ¢i
¢tyfech hodinach kultivace CBMC s LPS a riznymi koncentracemi manumycinu
A byla zbunék izolovand RNA, kterd byla pomoci reverzni transkripce
prevedena na komplementdrni DNA (cDNA). Hladina genové exprese cytokinti
pak byla stanovena pomoci kvantitativni PCR v redlném case. Tento pokus byl
proveden u tfi az ¢tyf vzorki pupecénikové krve. Stanovovanymi cytokiny byly

IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a a IFN-y.

Jako kontrola byly pouzity CBMC, které nebyly stimulovdny ani LPS a ani
k nim nebyl pfiddn manumycin A (K). Jako pozitivni kontrola byly pouzity
CBMC stimulované pouze LPS. Predpokladali jsme, Ze budeme pozorovat
koncentraéné zavisly imunosupresivni vliv manumycinu A na genovou expresi
sledovanych cytokinti. Tedy genova exprese v CBMC stimulovanych LPS by se
méla zvySovat s klesajici koncentraci manumycinu A aZ na uroven genové
exprese CBMC stimulovanych LPS v pfipadé nejnizs§i koncentrace

manumycinu A.

Jednotlivé sloupce grafi pfedstavuji priimér ziskanych dat zjednotlivych
experimentt a chybové tisecky hodnotu stfedni chyby praméru. Za statisticky
signifikantné rozdilné vysledky byla povaZovana data, kdy p hodnota byla rovna

¢i nizsi nez 0,05.
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5.1 Exprese cytokintt v CBMC po jedné hodiné kultivace
s LPS a manumycinem A

Stimulace CBMC LPS vedla k signifikantnimu zvySeni genové exprese oproti
nestimulované kontrole. U CBMC stimulovanych LPS a zdroven rtznymi
koncentracemi manumycinu A nedoslo k vyznamnému poklesu genové exprese
111b. Tedy genova exprese [11b v CBMC stimulovanych LPS a zaroven rtiznymi
koncentracemi manumycinu A je srovnatelnda sgenovou expresi CBMC

stimulovanych pouze LPS, Obrazek 6.
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Obrizek 6 - Vliv stimulace manumycinem A na zménu genové exprese I11b v buiikdch
mononukledrni frakce leukocytii pupecnikové krve po jedno-hodinové stimulaci [vlastni
zdroj] * p< 0,05; K1 —nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 - manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A
0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.
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Genova exprese [l4 v CBMC stimulovanych LPS je signifikantné zvySena
oproti nestimulované kontrole. 5 uM koncentrace manumycinu A vyznamné
snizila genovou expresi [l4. U 1 uM koncentrace manumycinu A doslo
ke statisticky vyznamnému zvy3eni genové exprese 14 oproti 5 uM koncentraci
manumycinu A ale tato hodnota neni statisticky signifikantné nizsi v porovnani
s genovou expresi [[4 v CBMC stimulovanych pouze LPS. Stejna situace nastala
i pfi stimulaci CBMC 0,25 uM a 0,0125 uM koncentracemi manumycinu A, kdy
doslo k signifikantnimu zvySeni genové exprese [I4 oproti 5 uM koncentraci
manumycinu A, ale tyto hodnoty nejsou statisticky vyznamné odlisné od hodnot
genové exprese [14 v CBMC stimulovanych samotnym LPS. Tedy genova exprese
114 v CBMC stimulovanych LPS a zaroven rtiznymi koncentracemi manumycinu

A se lisi pouze u vzorku A5, Obrazek 7.
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Obrazek 7 - Zména genové exprese 114 po jedné hodiné piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] * p< 0,05, ** p<0,0, K1 — nestimulovand kontrola, LPS -
lipopolysacharid, A5 — manumycin A o koncentraci 5 uM, Al — manumycin A o
koncentraci 1 uM, A0,25—manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin
A o koncentraci 0,0125 M.
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CBMC po stimulaci LPS vykazuji statisticky signifikantni zvysSeni genové
exprese [l6 v porovnani snestimulovanymi CBMC. Pouzité koncentrace
manumycinu A vSak nemaji v tomto pripadé Zadny vliv na sniZeni genové

exprese 116, Obrazek 8.
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Obrazek 8 - Vliv stimulace manumycinem A na zménu genové exprese 116 v butikdch
mononukledrni frakce leukocytii pupecnikové krve po jedno-hodinové stimulaci
[vlastni zdroj] ** p< 0,0, K1 — nestimulovand kontrola, LPS -lipopolysacharid,
A5 — manumycin A o koncentraci 5 uM, Al — manumycin A o koncentraci 1 uM,
A0,25 — manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci

0,0125 M.
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Pfi stanoveni genové exprese 110 nedoslo ke zvysSeni genové exprese I/10
u CBMC stimulovanych LPS oproti nestimulované kontrole. U CBMC
kultivovanych s rtiznymi koncentracemi manumycinu A nebyly pozorovany
zadné signifikantni rozdily v genové expresi [II0 v porovnani jak

s nestimulovanymi CBMC, tak CBMC stimulovanymi LPS, Obrazek 9.
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Obrazek 9 - Graf genové exprese 1110 po jedné hodiné piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 - manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A
o0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.
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U CBMC stimulovanych LPS pozorujeme vyznamné zvySenou genovou
expresi Tnfa v porovnani s nestimulovanymi CBMC. Nami pouZité koncentrace
manumycinu A nevykazuji Zadnou zménu genové exprese Tnfa v porovnani
s expresi v bunikach stimulovanych LPS. Tedy genova exprese Tnfa v.CBMC
stimulovanych LPS a zdroven rdznymi koncentracemi manumycinu A je

srovnatelnd s genovou expresi CBMC stimulovanych pouze LPS, Obrazek 10.
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Obrazek 10 - Genovd exprese Tnfa po jedné hodiné piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] * p< 0,05, K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid,
A5 — manumycin A o koncentraci 5 uM, Al — manumycin A o koncentraci 1 uM,
A0,25 — manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci
0,0125 uM

58



Ackoliv mutZeme pozorovat indukci genové exprese Ifng u CBMC
stimulovanych LPS ve srovnani s nestimulovanymi CBMC, tento rozdil nedosahl
statisticky vyznamného rozdilu. Podobné miiZeme pozorovat trend ke sniZeni
genové exprese Ifng pfi pouZiti nejvyssi koncentrace manumycinu A,

ale pozorované potlaceni genové exprese nedosahlo statisticky signifikantniho

rozdilu, Obrazek 11.
Ifng

257
[+P]
&

ﬁ 20
=
I

S 15+
>
~

‘2 10
2
®

s O
L]

0_

Obrazek 11 - Vliv stimulace manumycinem A na zménu genové exprese Ifng
v burikdch mononukledrni frakce leukocytii pupecnikové krve po jedno-hodinové
stimulaci [vlastni zdroj] K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 —
manumycin A o koncentraci 5 uM, A1 —manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 —
manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125
uM.
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5.2 Exprese cytokinit v CBMC po ¢tyfech hodinach kultivace
s LPS a manumycinem A

Pfi stanoveni genové exprese 111b po ctyfech hodinach kultivace CBMC s LPS
nedodlo k signifikantnimu zvySeni genové exprese v porovnani
snestimulovanymi CBMC. CBMC vystavené rtznym koncentracim
manumycinu A nevykazuji Zadné zmény genové exprese II1b v porovnani
s genovou expresi u CBMC stimulovanych pouze LPS. Genova exprese Il1b
v CBMC stimulovanych LPS a zaroven riiznymi koncentracemi manumycinu A
je tedy srovnatelnd sgenovou expresi CBMC stimulovanych pouze LPS,

Obrazek 12.
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Obrazek 12 - Genovd exprese Il11b po ctyfech hodindch piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 - manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A

0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.
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Stimulace CBMC LPS nevedla k vyznamnému zvyseni genové exprese [I4
oproti nestimulované kontrole. 5 uM koncentrace manumycinu A signifikantné
snizila genovou expresi [l4 v porovnani s expresi v CBMC stimulovanych LPS.
U1 uM koncentrace manumycinu A doslo k podstatné zméné genové exprese /4
oproti koncentraci manumycinu 5 uM. Pfi niZSich koncentracich manumycinu A
k potlaceni exprese [14 nedoslo. Tedy genova exprese [l14 v CBMC stimulovanych

LPS a zaroven rtiznymi koncentracemi manumycinu A se lisi pouze u vzorku A5,

Obrazek 13.
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Obrizek 13 - Vliv stimulace manumycinem A na zménu genové exprese 114 v buiikdch
mononukledrni  frakce leukocytii pupecnikové krve po Ctyi-hodinové stimulaci
[vlastni zdroj] * p< 0,05, K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid,
A5 — manumycin A o koncentraci 5 uM, Al — manumycin A o koncentraci 1 uM,
A0,25 — manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci
0,0125 uM.
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Genova exprese 16 v CBMC stimulovanych LPS neni signifikantné zvysena
oproti nestimulované kontrole. CBMC stimulované jak LPS a zaroven rtznymi
koncentracemi manumycinu A také nevykazovaly Zaddné zmény v genové

expresi 116 ve srovnani s hladinou genové exprese u CBMC stimulovanych pouze

LPS, Obrazek 14.
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Obrazek 14 - Genové exprese 116 po ctyfech hodindch piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] K1 — nestimulovana kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 — manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A
0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.
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Buriky stimulované LPS vykazuji trend k vysSim hodnotdm genové exprese
1110 bez statisticky vyznamného rozdilu. Ackoliv miiZeme pozorovat sniZeni
exprese [110 v CBMC stimulovanych LPS a zaroven 5 uM manumycinem A,
nebylo dosaZeno statisticky vyznamného rozdilu. Ani dalsi pouzité koncentrace
manumycinu A nevedly ke zméné genové exprese v porovnani s CBMC

stimulovanymi LPS, Obrazek 15.
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Obrizek 15 - Graf genové exprese 1110 po ¢tyiech hodindch piisobeni manumycinu A
[vlastni zdroj] K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 —manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A

o0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.

63



CBMC po stimulaci LPS nevykazuji Zadné zvySeni genové exprese Tnfa oproti
nestimulované kontrole. PouZité koncentrace manumycinu A také nemaji zadny
vliv na zménu genové exprese Tnfa. Tedy genova exprese Tnfa v CBMC
stimulovanych LPS a zdroven rdiznymi koncentracemi manumycinu A je
srovnatelna s genovou expresi CBMC stimulovanych pouze LPS ¢i samotnymi

nestimulovanymi CBMC, Obrazek 16.

Tnfa

relativni kvantifikace

Obrizek 16 - Vliv stimulace manumycinem A na zménu genové exprese Tnfa
v butikdch mononukledrni frakce leukocytii pupecnikové krve po ctyr-hodinové stimulaci
[vlastni zdroj] K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid, A5 — manumycin
A o koncentraci 5 uM, A1 — manumycin A o koncentraci 1 uM, A0,25 — manumycin A
o0 koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci 0,0125 uM.
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Zatimco CBMC stimulované LPS po dobu ¢tyf hodin maji signifikantné
zvySenou genovou expresi Ifng, nami pouzité koncentrace manumycinu A
nevykazuji Zadny efekt na zménu genové exprese Ifng v CBMC stimulovanych

zaroven LPS, Obrazek 17.

Ifng
25—
(0]
[¥)
S 20+
Q'::
-_: *
§ 15
v
‘2 104
2
w
= 27
L=
0_

Obrazek 17 - Zména genové exprese Ifng po ctyrech hodindch piisobeni manumycinu
A [vlastni zdroj] * p< 0,05, K1 — nestimulovand kontrola, LPS —lipopolysacharid,
A5 — manumycin A o koncentraci 5 uM, Al — manumycin A o koncentraci 1 uM,
A0,25 — manumycin A o koncentraci 0,25 uM, A0,0125 — manumycin A o koncentraci
0,0125 uM.
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6 DISKUZE

Predmétem bakaldfské prace bylo ovéfeni protizdnétlivych schopnosti
manumycinu A, jednoho zmnoha sekundarnich metaboliti bakterii rodu
burikdch pupecénikové krve jako zména genové exprese vybranych
prozanétlivych a protizdnétlivych cytokind metodou kvantitativni PCR
v realném case. Konkrétné se jednalo o charakterizaci vlivu manumycinu A na
zménu genové exprese cytokint podporujici zanétlivou odpovéd (11b, 116, Tnfa),
typickych pro Tul (Ifng) a Tu2 (Il4) imunitni odpovéd a imunoregula¢niho
cytokinu IL-10.

Piekvapivé jsme nepozorovali statisticky signifikantni vliv manumycinu A na
supresi genové exprese prozanétlivych cytokintt (II1b, Il6, Tnfa) v builkach
pupecnikové krve, jak bylo popsano v predchozich studiich charakterizujici vliv
manumycinu A na bunky bunécéné linie THP-1. [5] Naopak v této praci doslo
k ovlivnéni genové exprese cytokinti charakteristickych pro subpopulace
T bunék (lI4, 1110, Ifng) vbunkdch pupecnikové krve stimulovanych

manumycinem A.

Manumycin A pouze nesignifikantné potlacil expresi Ifng v burikdch
pupecnikové krve. Podobny vliv na sniZzeni genové exprese Ifng ma
takrolimus, dalsi produkt Streptomycet, a latka zvana cyklosporin A. Obé tyto
slouceniny ptisobi jako antagonisté kalcineurinu zejména na T lymfocyty. Jejich
ucinek byl zkouman ve studii [51] s vyuzitim mononuklearnich buné€k periferni
krve. Dalsi vyzkum potvrdil, Ze takrolimus a cyklosporin A potlacuji produkci
IFN-y z T lymfocytt. Nasledujici studie zabyvajici se vlivem takrolimu na
genovou expresi a produkci IFN-y jsou studie [52] a [53]. Ve studii [52] zjistovali
vliv takrolimu na zlepSeni trombocytopenie a produkce IFN-y u mysi. Studie [53]

se zameéfila na vliv takrolimu na potlaceni proliferace T bunék u mysi. Obé studie
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také potvrdily schopnost takrolimu potlacovat produkci IFN-y. Zda se, Ze by se
metabolity Streptomycet mohly vyuzivat pfi terapii onemocnéni, kde dochazi
k neadekvatni imunitni odpovédi Tul. Nicméné je tfeba dalSich studii zejména
s vyuZzitim experimentdlnich zvifecich modelli pro ovéfeni schopnosti

vybranych metaboliti Streptomycet potlacovat neadekvatni tvorbu IFN-y.

Pokud by se vbudoucnu potvrdila schopnost manumycinu A tlumit Tsl
imunitni odpovéd, tedy produkci IFN-y, mohl by byt manumycin A pouzit pfi
navrhu novych terapeutickych protokoli snizujici zanétlivou imunitni odpovéd
napriklad u nespecifickych stfevnich zanétti, kde byla popsana praveé klicova role
IFN-y pfi progresi IBD (zdnétlivé onemocnéni stfev) jak u lidi, tak

u experimentdlniho mysiho modelu kolitidy [54].

Podle naSich pfedpokladt se u genové exprese 114 potvrdilo, Ze nejvyssi
koncentrace pouzitého manumycinu A, v naSem ptipadé 5 uM, nejvice potlacuje
genovou expresi [14 v mononukledrni frakci leukocytti ziskanych z pupecnikové
krve. Neadekvatni imunitni odpovéd na relativné neskodné antigeny vnéjsiho
prostiedi (alergeny) je podkladem imunopatologické imunitni reakce ¢asnych
hypersenzitivit, kdy dochdzi k tvorbé specifického IgE proti konkrétnimu
alergenu. ZvySené hladiny cytokinu IL-4 jsou popisovany u pacientii
s alergickym onemocnénim [20; 55]. Vliv manumycinu A na sniZeni genové
exprese by mohl byt potencialné vyuzit ke snizeni zdvaznosti onemocnéni, jejichz
podkladem je imunopatologickd reakce zahrnujici nepfiméfenou aktivaci Tu2
imunitni odpovédi (napf. urcitd alergickd onemocnéni jako je alergickd ryma

nebo konjunktivitida) [20].

Vysledek stanoveni genové exprese Il4 v mononukledrnich burikach
pupecnikové krve nds v nasi praci velmi zaujal. Zménu genové exprese I4

v mononukledrni frakci pupecnikové krve by bylo dobré ovéfit dalsim
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vyzkumem s vyuzitim mononuklearni frakce bunék z dospélych jedincti. Studie
by ndm mohla ukdzat, jestli je toto potlaceni genové exprese 114 typické prave pro
mononuklearni leukocyty pupecnikové krve nebo by manumycin A mél
podobné tucinky i na zralé mononukledrni buriky periferni krve dospélych
jedincti. Vliv manumycinu A na zménu genové exprese [/4 nebyl dfive studovan.
Nicméné autori studie [56] se zabyvali vlivem jiného metabolitu Streptomycet
(takrolimu) na zménu genové exprese 14 u lymfocytt periferni krve izolovanych
z pfijemcti transplantovanych ledvin. Jejich vyzkum také ukazuje regulacni
ucinek takrolimu a cyklosporinu A na genovou expresi [/4 jako naSe prace.
Schopnost takrolimu potlacovat neZaddouci imunitni reakce byla studovana
u pacientt po transplantaci ledvin, kde podani takrolimu vedlo k indukci Trec
a zvySené sekreci IL-4 a IL-10 [57], cozZ je v kontrastu s nasim pozorovanim, kdy
manumycin A naopak snizoval expresi 114 in vitro. Zménou genové exprese 4
vlivem takrolimu se také zabyva jiz zminéna studie [52], ve které byl testovan
efekt takrolimu na zlepSeni trombocytopenie u mysi. Plasmatickd hladina IL-4
u mysi, kterym byl poddn takrolimus, byla zvySena, avSak v porovnani
s kontrolni skupinou nebyla statisticky vyznamnda. Z této studie tedy nelze
s jistotou potvrdit ¢i vyvratit vliv takrolimu na hladinu IL-4. MtiZeme ale fici, Ze

nedoslo k potlaceni jeho produkce jako v nasi praci.

Pfi porovnani ucinki plisobeni manumycinu A na mononukledrni frakci
pupecnikové krve po dobu jedné a ¢tyt hodin se prokazalo, ze delsi ptisobeni
manumycinu A ma celkové mensi vliv na snizeni genové exprese mononuklearni
frakce pupecnikové krve u viech pozorovanych cytokinti, kromé genové exprese
1110. Efekt manumycinu A na genovou expresi 1110 v CBMC byl pozorovatelny
pouze po ¢tyf hodinové inkubaci s manumycinem A. Stimulace CBMC
manumycinem A po dobu jedné hodiny neméla na genovou expresi 1110 zadny
vliv. Diivodem pozorovanych zmén v genové expresi 1110 v pozdéjsim casovém

intervalu je fakt, Ze IL-10 patfi do skupiny tzv. pozdnich cytokind [20].
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Proto pravdépodobné inkubace bun€k po dobu jedné hodiny nebyla dostatecna
k navozeni urcité zmény genové exprese tohoto cytokinu. Stimulace bunék
pupecnikové krve manumycinem A po dobu ¢tyt hodin vedla k potlaceni genové

exprese [110.

Daldi studie vénujici se charakterizaci imunomodulac¢nich vlastnosti
metabolith  Streptomycet se zaméfila na vyuziti metaboliti Streptomycet
v transplantologii [58]. V tomto vyzkumu se autofi zabyvali vlivem takrolimu na
buniky transplantovaného alostépu srdce s vyuzitim experimentdlniho mysiho
modelu. Charakteristickymi znaky pokracujici rejekce aloStépu je znacna lokalni
infiltrace mononukledrnich bunék imunitniho systému a stim i spojena
produkce cytokinti, kterd ma za nasledek destrukci transplantovaného alostépu.
Autofi studie zjistili, Ze takrolimus vyrazné potlacuje lokalni genovou expresi 1110
a také reguluje lokalni infiltraci CD4+ a CD8+ bunék vcetné jimi produkovanych
cytokinti. Takrolimus také sniZuje uvolfiovani cytotoxickych faktord (perforinti
a granzymu). Naopak ve vySe diskutované studii [57] pozorovali efekt takrolimu
potlacovat nezddouci imunitni reakce u pacientt po transplantaci ledvin. Studie
ukdzala, Ze po podani takrolimu doslo k indukci Trec a zvySené sekreci IL-4
a IL-10. Z vysledkt téchto studii miZeme usuzovat, ze takrolimus ptisobi odlisné
na urcité druhy organismii a také na urcité druhy transplantované tkané, coz

muZze byt ddno odliSnym nastavenim imunitniho systému v dané tkani.

Jiz zminovany vyzkum [53] se také zajimal o vliv takrolimu na genovou
expresi 110 tentokrate u artritidy. Vysledky studie [53] také potvrdily regulacni
vliv takrolimu. Takrolimus ma schopnost zvySovat produkci regulacniho
cytokinu IL-10, a tim inhibovat progresi artritidy u experimentalniho mysiho
modelu. Diivéjsi studie [59] zkoumala vliv lipopolysacharidu, ktery byl v nasi
praci pouzit jako stimulator produkce cytokinti, na produkci a genovou expresi

11710 v monocytech a neutrofilech ziskanych z periferni krve novorozence.
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Tento vyzkum ukdzal, Ze schopnost produkovat IL-10 maji jen mononukledrni
buniky novorozence, zatimco neutrofily IL-10 neprodukuji, ale jsou schopny
produkce IL-8. Mononukledrni buriky byly schopné produkovat IL-10 aZ po ¢tyf

hodinové stimulaci LPS. Tento vysledek je ve shodé s vysledkem nasi prace.

V piipadé, Ze by probihaly dalsi studie a ovéfila se schopnost manumycinu A
potlacovat genovou expresi I110, pfedstavoval by manumycin A dalsi potencialni

moznost 1é¢by a prodlouZeni Zivotnosti transplantovaného alostépu.

Ve vyzkumu [60] také studovali protizanétlivé ucinky manumycinu A
sohledem na jeho regula¢ni schopnosti genové exprese cytokini a také
s ohledem na jeho cytotoxicitu. Studie probihala na monocytech lidské periferni
krve a na burikach bunécné linie THP-1. Ve zminované studii byl pouzit jako
stimulator produkce cytokinti TNF-a v koncentraci 20 ng/ml. Burky byly
vystaveny uéinkiim TNF-a a zaroven rtiznym koncentracim manumycinu A po

razné dlouhou dobu.

U sledovanych cytokinti, v tomto pfipadé se jednalo o cytokiny I/1b a 116, doslo
ke sniZeni jejich genové exprese po inkubaci bunék s manumycinem A. NasSe
studie vSak tento pokles u téchto sledovanych cytokini nezaznamenala.
Stanoveni hladiny cytokinti metodou ELISA potvrdilo vysledky genové exprese
cytokini I1b a Il6 a prokdzalo schopnost manumycinu A snizovat tvorbu
prozanétlivych cytokint. Stanoveni cytokinti metodou ELISA v supernatantech
bunécnych kultur by bylo zajimavé vyuzit i v nasi praci pro ovéfeni, zda nami
pozorovany efekt manumycinu A na tirovni genové exprese se odrazi i ve vlastni
sekreci cytokinti, zejména z diivodu, Ze pfitomnost mRNA pro dany cytokin jesté
neznamena jistotu produkce proteinu, ktery md vlastni biologickou funkci.

Tato dalsi data by pravdépodobné mohla zpfesnit vysledky naseho pozorovani.
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Vysledky nasi prace mohou poukazovat na nezralost imunitniho systému
novorozence a tim i ndmi pouzité pupecnikové krve. Dale je nepravdépodobné,
Ze by nase vysledky genové exprese prozanétlivych cytokint ovlivnila nevhodné
zvolenda délka inkubace bunék s manumycinem A. OdliSné vysledky nasi a této
studie také nezpuisobilo pfipadné pouZiti nizké koncentrace manumycinu A.
Vyssi davky manumycinu A ptsobi na buniky cytotoxicky. Z této zminované
studie, na rozdil od nasi, vyplyva, Ze manumycin A predstavuje potencialni
alternativni cestu k aktudlné pouzivanym protizanétlivym lé¢iviim. Bylo by vsak
vhodné ovéfit ucinky manumycinu A na genovou expresi a produkci IL-1B
a IL-6 na dalSich burikach ¢i experimentalnich zvifecich modelech. Dalsi studii
zabyvajici se genovou expresi a produkci IL-13 a IL-6 je dfive zmifiovana studie
[56], ktera ovéfuje regulacni vlastnosti takrolimu a cyklosporinu A. Vysledky
opét potvrzuji tcinky takrolimu a cyklosporinu A na sniZeni genové exprese

prozanétlivych cytokinti I/1b a I16.

Ve studii [5] se autofi zaméfili na studium protizanétlivych a cytotoxickych
vlastnosti ¢tyf sloudenin ze skupiny manumycinii. Jednalo se o znamy
manumycin A, méné zndmy manumycin B a o dvé nové latky produkované
Streptomycetami - asukamycin a kolabomycin E. K jejich vyzkumu byla pouzita
bunééna linie THP-1. Autofi se zaméfili na schopnost metaboliti
manumycinového typu potlacovat genovou expresi a produkci IL-1B a TNF-a.
Jako stimulator byl pouZit lipopolysacharid o koncentraci 1 pg/ml. Pfi stanoveni
cytotoxicity pouzitych sloucenin po jedné a ctyfech hodindch, nevykazoval
zadny pouzity metabolit cytotoxicky ucinek ani pfi pouziti jeho nejvyssi
koncentrace (5 uM). Proto byla tato nejvyssi koncentrace pouzita i v nasi praci

pti kultivaci bunék po dobu jedné a ¢tyt hodin.



Zména genove exprese [11b a Tnfa byla pozorovana po stimulaci THP-1 bunék
LPS a nasledné jednotlivymi druhy latek manumycinového typu. Manumycin A
a manumycin B vyrazné sniZily genovou expresi Il1b a Tnfa v burikach THP-1.
Dal3i studované metabolity tak uéinné jiz nebyly. V pfipadé nasi prace nedoslo
k potlaceni genové exprese Il1b a Tnfa ani prfi pouZiti nejvyssi 5 uM koncentraci
manumycinu A. Tyto odlisné vysledky mtizou byt opét zplisobeny nezralosti
bunék imunitniho systému novorozence nebo malym poctem opakovani
experimenti charakterizujicich vliv manumycinu A na CBMC. Stanoveni
koncentrace uvolnénych cytokint do supernatantu kultivovanych bunék
metodou ELISA, potvrdilo vysledky genové exprese Il1b a Tnfa zmifované
studie. Vysledky této studie potvrdily, Ze manumycin A md, oproti ostatnim
pouzitym latkdm manumycinového typu, nejvétsi schopnost potlacovat genovou

expresi 111b a Tnfa.

Latky schopné potlacovat genovou expresi a produkci cytokinu TNF-a se jevi
jako potencialni nové 1écivé latky v souvislosti s riznym zavaznymi zdnétlivymi
onemocnénimi jako je napf. revmatoidni artritida ¢i lupenka [61]. Vliv takrolimu
na snizeni genové exprese Tnfa u artritidy byl studovan na mysim modelu (b),
kde byl potvrzen pozitivni vliv takrolimu na sniZzeni genové exprese Tnfa.
Ve vyzkumu [62] také studovali inhibici rtistu Triple — negativniho karcinomu
prsu vlivem manumycinu A. Studie naznacuje, Ze manumycin A je schopen
zpusobit v burikach tohoto karcinomu takzvanou neapoptickou, neautofagickou
cytoplazmatickou smrt a tim 1écit tento obtizné l1écitelny typ nadoru prsu. Tedy

tato studie poukazuje na mozné cytotoxické ti¢inky manumycinu A.

Vliv na zménu genové exprese a produkce cytokini nemaji jen produkty
Streptomycet. D¥ivéjsi studie se zabyvaly ucinky napf. glutaminu — studie [63]
nebo chlorochinu - studie [64]. Ve vyzkumu [63] byl ovéfen vliv glutaminu na

genovou expresi Tnfa, 111b, 114, 116 a 1110 v mononuklearnich burikdch periferni
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krve, pfi¢emz byl jako stimulator pouzit opét LPS. Glutamin vyrazné potlacoval
genovou expresi téchto cytokinti. Studie [64] k supresi genové exprese Tnfa, 111b
a 116 v bunikach lidskych monocytli po stimulaci LPS pouzila chlorochin. Zavér
studie naznacuje, Ze chlorochin inhibuje genovou expresi téchto studovanych

cytokind.

Nové popsané sekundarni produkty Streptomycet maji opravdu znacny
potencial k SirSimu vyuZziti v klinické praxi, jak dokumentuji jizZ v dnesni dobé
bézné pouzivané metabolity (napf. takrolimus). Manumycin A by mohl byt
v budoucnu také studovan v podobnych pokusech in vivo pro ovéfeni jeho
schopnosti sniZzovat prozanétlivou imunitni reakci. Jedna z mala dfivéjsi studii,
ktera se zabyvala efektem manumycinu A in vivo je studie [65]. Autofi se zde
zaméfili na schopnost manumycinu A zvySovat cytotoxicky ucinek paklitaxelu
na anaplastické burnky karcinomu Sstitné zlazy. V pfipadé takrolimu doslo
k potlaceni produkce jak prozanétlivych cytokint (IL-1B, IL-6), tak
protizanétlivych cytokinti (IL-4). V nasi praci pfi zjiStovani ucinkdt manumycinu
A na mononukledrni frakci leukocyti pupecénikové krve se sice neprojevil
potlacujici i¢inek manumycinu A na prozanétlivé cytokiny, ale naopak na

protizanétlivy cytokin IL-4, ktery je produkovan hlavné Tu2 lymfocyty.

Vysledky, ke kterym jsme dospéli, nebyly natolik signifikantni, aby
stoprocentné potvrdily imunosupresivni vliv manumycinu A na zménu genové
exprese nami studovanych cytokind v mononukledrni frakci leukocytt
pupecnikové krve. Nasi hypotéze odpovidal jen vysledek zmény genové exprese
protizanétlivého cytokinu [I4. Pro prokdzani efektu manumycinu A na genovou
expresi v CBMC by bylo vhodné zopakovat experimenty na vétsim poctu vzorkt
pupec¢nikovych krvi. Rovnéz je tfeba mit na paméti vSeobecnou nezralost

novorozeneckého imunitniho systému, proto by bylo Zadouci porovnat dosaZené
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vysledky s vlivem manumycinu A na mononuklearni buriky leukocytt periferni

krve dospélych jedincti.

Pupecnikova krev byla jako vychozi material pouzita diky jeji relativné snadné
dostupnosti a nezralosti imunitniho systému novorozence. Diky této nezralosti
je mozné, Ze mononukledrni buniky budou vykazovat niZsi imunitni odpovéd po
stimulaci LPS. U novorozenctu je také vétsi zastoupeni neutrofilli oproti
lymfocytiim. VétSina téchto novorozeneckych neutrofili je ve stadiu
s nesegmentovanym jadrem (tzv. low density neurotrophils, LDN -
nizkohustotni neutrofily), a proto dochdzi k separaci této subpopulace neutrofilt
spolu s mononukledrnimi burikami pupecnikové krve, jako jsou lymfocyty
a monocyty. Neutrofily tudiZ nemusely reagovat na pfitomnost manumycinu A
stejné jako mononukledrni leukocyty, a tim mohlo dojit ke zkresleni vysledkii
genoveé exprese. Schopnosti mononukledrnich leukocytti a neutrofili produkovat
rtizné druhy cytokinti po jejich stimulaci LPS se jiz dfive zabyvala studie [66].
Pouziti fytohematoglutininu jako pozitivniho stimuldtoru by mohlo pfinést
vyraznéjsi vysledky, nebot ndmi pouzité LPS stimuluje pfevdzZné monocyty,
kterych je v CBMC mensina. Pupecénikova krev byla také vybrdna z divodu, Ze
jsme chtéli zjistit, jestli i¢inek manumycinu A pude podobny jako v jinych

studiich [5; 60].

Zda se, ze manumycin A nema az tak vyznamné ucinky na zménu genové
exprese prozanétlivych cytokintit mononuklearni frakce pupecnikové krve oproti
nasi hypotéze, ale ovliviiuje genovou expresi cytokint typickych pro T buriky

mononuklearni frakce pupecnikové krve.
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7 ZAVER

Cilem bakaldfské prace bylo ovéfeni protizanétlivych vlastnosti rtaznych
koncentraci manumycinu A na mononukledrni frakci leukocyti pupecnikové
krve po stimulaci lipopolysacharidem. Uéinky manumycinu A na CBMC byly
sledovdny na urovni genové exprese prozanétlivych (Il1b, Il6, Tnfa a Ifng)
a protizanétlivych (Il4 a 1I10) cytokini metodou kvantitativni PCR v realném

Case.

Predpokladali jsme, Ze manumycin A by mél mit schopnost potlacovat
genovou expresi prozanétlivych cytokint v mononuklearni frakci leukocytii
pupecnikové krve, jak bylo popsano v predchozich studiich na jinych bunéénych
typech. Analyza ziskanych dat vSak tento pfedpoklad v nasi praci nepotvrdila.
K signifikantnimu sniZeni genové exprese nami sledovanych prozanétlivych
cytokint vétsinou nedoslo ani pfi stimulaci manumycinem A v jeho nejvyssi
pouzité koncentraci. Naopak se ukdzalo, Ze mononukledrni buriky pupecnikové
krve po stimulaci lipopolysacharidem a zaroven nejvyssi pouZzitou koncentraci
manumycinu A vykazuji supresivni efekt na genovou expresi cytokinti typickych
pro T lymfocyty. Vradmci naSich experimenti jsme pozorovali zejména

signifikantni sniZeni genové exprese [/4.

Pro jednoznacné zavéry o vlivu manumycinu A na zménu genové exprese
CBMC je tfeba dalSich experiment(i. Zejména by bylo vhodné porovnat ziskana
data z CBMC sefektem manumycinu A na builkky mononukledrni frakce
leukocytt periferni krve dospélych jedincti. Metabolity Streptomycet se zdaji byt
slibnymi kandidaty pro vyvoj lé¢iv schopnych ovliviiovat imunitni systém

a snizovat zadvaznost nékterych onemocnéni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACTB

APC

CBMC

CD

cDNA

CRP

DC

DNA

G-CSF

EMT

FBS

Hepes

gen pro beta-aktin

burika prezentujici antigen

antigen presenting cell

mononuklearni leukocyty pupecnikové krve

cord blood mononuclear cells

diferenciacni antigen

clusters of differentiations

komplementdrni deoxyribonukleova kyselina

complementary DNA

c reaktivni protein

dendritické bunky

dendritic cells

deoxyribonukleova kyselina

faktor stimulujici granulocyty

granulocyte colony stimulating factor

epitelidlné mezenchymalni pfechod

fetalni bovinni sérum

pufrovaci ¢inidlo kyseliny sulfonové
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ICAM-1

IEL

IFN-y

IeG

IgM

IL

LDN

LPL

LPS

M-CSF

MCP-1

MHC

MIP-a,B

mezibunécna adhezivni molekula

intercellular adhesion molecule 1

intraepitelialni lymfocyty

interferon gama

imunoglobulin G

imunoglobulin M

interleukin

nizkohustotni neutrofily

low density neutrophils

lymfocyty v lamina propria

lipopolysacharid

faktor stimulujici monocyty

macrophage colony stimulating facor

monocytovy chemoatraktorovy protein

hlavni histokompatibilni komplex

major histocompatibility komplex

makrofagovy zanétlivy protein

macrophage inflammatory protein


https://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule

m-TOR-1

NK burnika

p53

PCR

g-PCR

RNA

RT-PCR

Tc lymfocyt

TCR

TGF

Tu lymfocyt

THP-1

TNF-a

Trec lymfocyt

sav¢i cil rapamycinového komplexu

mammalian target of rapamycin complex 1

prirozeny zabijec

natural killer

tumorovy protein 53

polymerazova retézova reakce

polymerase chain reaction

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

reverzni transkripce

cytotoxicky T lymfocyt

receptor T lymfocytti

transformuyjici rastovy faktor

transforming growth factor

pomocny T lymfocyt

bunécnad linie podobnd monocytiim

faktor nekrotizujici nadory alfa

regulacni T lymfocyt
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TRXr-1

VCAM-1

cytosolarni thireodoxinova reduktaza

thioredoxin reductase

vaskularni adhezivni molekula

vascular cell adhesion protein 1
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