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1. CIELE PRACE

Vypracovanie literarnej reserSe k téme prace, ktora zahtiia zapal, protizapalové
ucinky rastlin, kortikosteroidy a ich nepriaznivé ucinky, NF-kB drahu a proteiny
stivisiace so zapalovym ucinkom

Cielom experimentdlnej Casti bolo stanovit' schopnost’ rastlinnych extraktov
vyvolavat’ odpoved’ na l'udskych endotelovych bunkéch, u ktorych bol zapal
umelo vyvolany. Konkrétne bola pomocou ELISA metoédy sledovana hladina
cytokinu 1L-6 a adhéznej molekuly ICAM-1. Dalej bol sledovany mechanizmus
ucinku pomocou niektorych vybranych proteinov vyssie zmienenych signalnych

drah, ktoré boli detekované Western blottingom a prietokovou cytometriou.
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2. UVOD

Zapal je fylogeneticky aj ontogeneticky najstar§i obranny mechanizmus. (Ferencik, M.
et al., 2005) V najsirSom slova zmysle ide 0 hostitel'ski reakciu na poranenie. Styri
staroveké hlavné znamky zapalu st sc€ervenanie, teplo, opuch a bolest. (Winyard P.,
Willoughby D.A., 2003) Tymito mechanizmami sa naSe telo brani pred patogénmi ako
st parazity, baktérie, virusy a iné Skodlivé organizmy. (Yang Y. et al., 2013) Tieto
klinické zndmky zapalu s makroskopické vyvrcholenie molekularneho a bunkového
procesu, z ktorych mnohé sa stali dobre definované v priebehu poslednych 120 rokov a
mnoho z nich méze byt reprodukovanych vo vhodnom experimentalnom systéme in
vitro. (Winyard P., Willoughby D.A., 2003) Ochorenia vyvolané chronickym zapalom,
vratane gastritidy, kolitidy, dermatitidy, reumatoidne;j artritidy, pl'icnych ochoreni, a
diabetu typu II poskodzuje zdravie milionom l'udi kazdy rok. Okrem toho je stale viac
ochoreni, ako je rakovina, ateroskler6za, Alzheimerova choroba, kardiovaskularne
ochorenia, neurologické poruchy a pl'icne choroby. (Yang Y. et al., 2013)

Makrofagy v ramci tkaniv hraji zasadn(l Gilohu pri zacati, vyvoji a rieSeni zépalu.
Makrofagy st biele krvinky a ich tlohou je vyc€istenie poskodenych buniek a patogénov
prostrednictvom fagocytozy a aktivovanie imunitnych buniek ako su neutrofily,
dendritické bunky, makrofagy a monocyty Vv reakcii na patogény a choroby. M6zu byt
aktivované alebo deaktivované pocas zapalovych procesov v zavislosti na vytvorenych
signalnych molekulach. Stimula¢né signaly zahfnaji lipopolysacharid (LPS), cytokiny
(interleukin-1 (IL-1) a tumor nekrotizujuci faktor (TNFa)) a d’alSie chemické mediatory
a proteiny extracelularnej matrix. (Yang Y. et al., 2013)

Zapalové ochorenia su Vv dneSnej dobe najCastejSie lieCené prostrednictvom
kortikosteroidov a boli napriklad pouzivané na lieCenie zapalového ochorenia ¢riev od
konca 40. rokov 20. storocia. Viac ako 80 % pacientov mdze akutne reagovat’ na lieCbu
tymito lieckmi, aj ked’ priblizne 20 % moze byt odolnych, ini sa stali na uZzivani
kortikosteroidov ~ zavislymi  kvoli  potlaceniu  aktivity ochorenia. Uzivanim
kortikosteroidov sa vytvara prostredie pre mozné vazne a nezvratné problémy.
Kratkodobé uzivanie kortikosteroidov je spojené so vSeobecne miernej$imi vedlajSimi
ucinkami (kozné problémy, hypertenzia, hyperglykémia, pankreatitida, hematologické a
imunologické problémy) aj ked niekedy moze dojst ku klinicky vyznamnejSim

vedlajs$im ucinkom (napr. psychoza). Dlhodobé uZivanie kortikosteroidov je
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problematickej$ie a moze byt spojené s vaznejSimi nasledkami, ako je osteoporoza,
aseptickd nekréza kibov, problémy nadobligiek, gastrointestinilne, peefiové a
oftalmologické problémy, hyperlipidémia a potlacenie rastu. Medzi vedlajSie u¢inky
kortikosteroidov patri aj napodobniovanie exogénneho hyperkortizolizmu, ktory je
podobny klinickému syndromu Cushingovej choroby. (Buchman A.L., 2001)

Kvoli tymto mnohym neziaducim u¢inkom kortikosteroidov sa momentalne
hl'adaju za tieto lieky nahrady. Jednou z moznosti su aj prirodné produkty, ktoré
predstavuju doélezity zdroj terapeutickych latok. Prirodné produkty sluzili ako zdroj
lieckov po celé staro¢ia, pricom priblizne polovica dnes pouzivanych lieCiv je
odvodenych prave z prirodnych produktov. (Alwashili A. et al., 2012; Unger C. et al.,
2012) Skumanie biologickej aktivity tradicnych lie¢iv v ramci kontrolovanych
podmienok v laboratoriu, je moznost’ ako najst’ d’alsie aplikacie, nové formulacie alebo
hlavné $truktary pre vyvoj novych lieckov. (Madlener S. et al., 2009)

Objektom Studia tejto prace je zistit, ¢i ponuknuté rastlinné extrakty vykazuju
protizapalové ucinky na l'udskych endotelovych bunkach. Sucastou experimentilnej
Casti diplomovej prace je stanovit' schopnost’ rastlinnych extraktov zniZzovat umelo
vyvolany zapal Vtychto bunkidch svyuzitim metéd ELISA, Western blotting
a prietokova cytometria. Ziskané poznatky a vysledky z tejto prace by mohli prispiet’
k ziskaniu novych terapeutickych ciel'ov.

Tato praca bola realizovana v Laboratoriu rastovych regulatorov a Oddeleni
chemickej biologie a genetiky CRH, Prirodovedeckej fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Zapal

Zapal je fylogeneticky aj ontogeneticky najstar§i obranny mechanizmus. Je to typicka
miestna odpoved’ organizmu na poskodenie jeho buniek a tkaniv. Z patofyziologického
hl'adiska je to subor retazovych reakcii vyvolanych patogénnym podnetom, ktory
narus$il homeostazu organizmu. Jeho nazov je odvodeny z latinského slova inflammat,
¢o v preklade znaci v plamenoch. Zapalova odpoved’ pozostava z nervovej, vaskularne;j,
celularnej a humoralnej zlozky. (Ferencik, M. et al., 2005; Murphy H.S., 2011; Salat, D.
et al., 2008)

Uz v prvom storoci nasho letopoctu rimsky encyklopedista Aulus Celsus popisal
vo svojom diele De Medicina $tyri hlavné znaky zapalu. Tymi su rubor (za¢ervenanie),
calor (zvysenie miestnej teploty), tumor (opuch) a dolor (bolestivost’). Nasledne v 19.
storo¢i Rudolf Virchow ako prvy popisal zipal ako reakciu na predchadzajice
poranenia tkaniva a ku Styrom hlavnym znakom pridal piaty: functio laesa (strata alebo
porusenie funkcie). (Murphy H.S., 2011)

Odpoved organizmu na poskodenie v zavislosti na jeho rozsahu a dizke trvania
moze byt lokdlna (miestna) alebo systémova (celkovd). Tymito 5 znakmi sa klinicky
prejavuje lokalny zapal. Typickym priznakom systémového zéapalu je horucka. Tento
typ zapalu moze vyustit' az do zrutenia funkcii organizmu a spdsobit’ smrt’. (Ferencik,
M. et al., 2005)

Medzi mechanizmy, ktoré vyvoldvaji zapal patria mechanické faktory —

odreniny, porezanie; fyzikalne faktory — popalenie; chemické faktory — jedy, Zieraviny;

metabolické faktory — nedostatok kysliku, nedostatok proteinov alebo vitaminov; alebo

biologické faktory — baktérie, plesne, virusy a ich toxiny. (Ferencik, M. et al., 2005;
Salat, D. et al., 2008)

Zapal moze byt akltny alebo chronicky. Akutny zépal ma zvycajne rychly néstup
a kratke trvanie, od niekolkych minat po niekolko dni, a vyznacuje sa sekréciou
tekutiny a plazmovych proteinov, prevazne akumulaciou neutrofilnych leukocytov.
Chronicky zapal moze byt viac zakerny s prevazne dlhSou dobou trvania (dni az roky).
Je pre neho typicky priliv lymfocytov a makrofdgov so spojenou cievnou proliferaciou
a fibrézou (zjazvenie). Tieto dve zakladné formy spolu mézu koexistovat a mnoho

variacii meni ich priebeh a histologicky vzhl'ad. (Kumar, V. et al., 2012)
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Ulohou zapalu je likvidicia, zriedenie alebo odstranenie $kodliviny
Z poskodeného tkaniva popripade asponi jej ohraniCenie, aby sa d’alej nerozsirovala,
a suasna oprava — zahojenie tkaniva. (Ferencik, M. et al., 2005)

Zapalovej reakcie sa zucastiiuje vel'a buniek patriacich do imunitného systému
(predovsetkym neutrofily, makrofagy, T-lymfocyty, endotelové bunky ciev, eozinofily,
mastocysty, trombocyty), mnohoenzymové systémy krvnej plazmy (hemokoagulacné,
fibrinolytické, komplementové a kininové) amnozstvo rdznych vykonnych
a regula¢nych molekul podporujtcich alebo naopak timiacich priebeh zépalovej reakcie.
Zakladnou bunkou akutneho zapalu, ktora reguluje jeho vyvoj a dostava sa do miesta
zapalu ako prva, je neutrofil. Pri chronickom zépale sa uplatiiuju hlavne makrofagy a T-
lymfocyty. Priebeh zapalu reguluju zvlastne chemické latky — zapalové mediatory. Patri
medzi ne mnoho cytokinov vratane interleukinov, rastovych faktorov, koloniu
stimulujucich faktorov, interferénov, chemokinov, prostaglandinov a proteinov akutnej
fazy zapalu. Cytokiny produkované v miestach zapalu reguluji zapalové reakcie od
pociatoénych zmien v cievnej permeabilite k rozliseniu a obnoveniu integrity tkaniva.
Tieto molekuly st zdpalové hormoény posobiace niekolkymi spésobmi: autokrinnym -
sekretovany produkt pdsobi cez receptor na sekretujucu bunku, parakrinnym -
sekretované produkty pdsobia na blizke bunky a endokrinnym - sekretované produkty
su prenasané prostrednictvom cievneho systému na vzdialené bunky (Obrazok 1).

(Ferencik, M. et al., 2005; Murphy H.S., 2011)
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\ / susedni bunku

Endokrinny

mechanizmus
cytokin posobi na bunky
vo vzdialenom tkanive

O

Obrazok 1: Mechanizmy signalizacie cytokinov. V autokrinnom mechanizme pdsobia cytokiny
na bunky, ktoré ich vytvorili. V Parakrinnom ovplyviiuju susedné bunky a v endokrinnom
mechanizme pdsobia cytokiny prostrednictvom krvného riecista na vzdialené bunky (obrazok
prevzaty a upraveny z Murphy H.S., 2014)

Prostrednictvom produkcie cytokinov st makrofagy rozhodujice v organizovani
tkaniva zapalovej reakcie. Podl'a toho, ¢i zapal podporuju alebo tlmia, delime cytokiny
na prozapalové a protizapalové. Medzi prozapalové cytokiny patria TNF a IL-1 — su to
tzv. poplachové cytokiny, lebo spustaju akutny zapal. Priebeh zédpalovej reakcie
podporuju aj d’alSie interleukiny (IL-6, IL-11, IL-15, IL-18, IL-20), interferony (INFa,
INFpB, INFy) a chemokiny. Medzi protizdpalové cytokiny radime IL-4, IL-10, IL-13
a IL-19. Lipopolysacharid (LPS), molekula odvodena z vonkajSej bunkovej membrany
gram-negativnej baktérie, je jeden z najucinnejSich aktivatorov makrofagov. TaktieZz
aktivuje endotelové bunky a leukocyty. LPS viaze Specifické bunkové receptory bud’
priamo alebo po naviazani sérového LPS-vdzbového proteinu (LBP). To je silny podnet
pre produkciu TNFa alebo interleukinov (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 a d’alSich). Od

makrofaga odvodené cytokiny menia adhéziu medzi endotelovou bunkou a leukocytom
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(TNFa), prijimanie leukocytov (IL-8), odpoved akutnej fazy (IL-6, IL-1) a imunitné
funkcie (IL-1, IL-6, IL-12). IL-1 a TNFa, produkované makrofagmi rovnako ako inymi
bunkami, hraja Gstrednt ulohu v rozvoji a amplifikacii zapalovej reakcie. Tieto
cytokiny aktivuji endotelové bunky Kk expresnej adhézii molekl a uvolneniu
cytokinov, chemokinov a reaktivnych foriem kyslika (ROS). TNFa indukuje penetraciu
a agregaciu neutrofilov. IL-1 a TNFa su tiez medzi medidtormi horucky, katabolizmu
svalu, zmeny v syntéze bielkovin, hemodynamickych ucinkov spojenych so zapalovymi
stavmi. Interferon-y (IFN-y), d’alsi silny podnet pre aktivaciu makrofagov a produkciu
cytokinov, je produkovany T lymfocytmi ako sucast’ imunitnej odpovede. Je taktiez
syntetizovany NK bunkami v primarnej hostitel'skej reakcii na vnuatrobunkového
patogéna (napr. Listeria monocytogenes) a niektoré virusové infekcie. NK bunky
migruji do tkaniv v miestach poranenia. Ak st NK bunky vystavené IL-12 a TNFa, su
aktivované k produkcii IFN-y. (Ferencik, M. et al., 2005; Murphy H.S., 2011)

Gram-negativna Ebanky

baktéria = @
N L
IR >

LPS

| N

Endotelové bunky Odpoved’ akutnej fazy

Neutrofily
adhézne molekuly horucka
cytokiny agregdcia anorexia
eikosanoidy penetracia hypotenzia
chemokiny zvySend tepova frekvencia
kyslikové radikaly uvolnenie

kortikosteroidova ACTH

Obrazok 2: Hlavna uloha interleukinu (IL)-1 a faktoru nadorovej nekrozy (TNF)-a v zapale.
Lipopolysacharid (LPS) a interferon-y (IFN-y) aktivuju makrofagy k uvolneniu zapalovych
cytokinov, hlavne IL-1 a TNFa, zodpovednych za priame a systémové zapalové reakcie.
(obrazok prevzaty a upraveny z Murphy H.S., 2011)
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3.1.1. Fazy zapalu

Iniciatna faza - k stimuldcii endotelu a d’alSich buniek dochiddza uz v prvych
sekundach. Inicidcia zapalovej odpovede vedie k aktivacii rozpustnych medidtorov a
nabor zapalovych buniek do tejto oblasti. Mediatory uvolfiované z poskodenych
mastocystov (zirnych buniek), poSkodenych buniek a extraceluldrnej matrix menia
priepustnost’ stien prilahlych ciev pre rozpustné molekuly a cirkulujuce zapalové
bunky. Tato stereotypna okamzita reakcia vedie k rychlemu zaplaveniu poskodenych
tkaniv tekutinou, koagulacnymi faktormi, cytokinmi, chemokinmi, krvnymi
dostickami, zédpalovymi bunkami a neutrofilmi. Tento celkovy proces sa oznacuje ako
akutna cievna reakcia. (Murphy H.S., 2011; Toman, M. et al., 2009)

Amplifika¢na faza - zosilnenie zavisi na rozsahu zranenia a aktivacii mediatorov
ako su kininy a zlozky komplementu. Do tejto oblasti su prijimané d’alSie leukocyty a
makrofdgy.  Akutna bunkovd reakcia sa objavuje po niekolkych hodinach pri
infekciach, taz§im alebo dlhSie trvajicim poSkodeniam tkaniv aje charakterizovana
priestupom leukocytov (predovsetkym neutrofilov) do zapalového loziska. Tato reakcia
obvykle trvd niekol’ko hodin az dni. PoSkodenie endotelu je sprevddzané tvorbou
fibrinu, pripadne aj krvnymi vyronmi. Pokial’ je akutny fibrinovy sekrét odstraneny
skvapalnenim a fagocytézou uz v priebehu druhej fazy zapalu, ddjde vécsSinou
k obnoveniu pévodnej Struktary tkaniva — regeneracii. (Murphy H.S., 2011; Toman, M.
et al., 2009)

Destrukéna faza — prebieha za pomoci enzymatického Stiepenia a fagocytdzy,
ktoré znizuju alebo odstranuju necistoty a infekéné organizmy. V rovnakej dobe su tiez
odstranené¢ poskodené komponenty tkaniva. Chronickd bunkova reakcia nastdva az
vtedy, ked indukujiici podnet (najcastejSie infekcia) trva dostatocne dlho (niekolko
dni). Zlozenie bunkového infiltratu sa pri nej meni v prospech lymfocytov
a makrofagov. (Murphy H.S., 2011; Toman, M. et al., 2009)

Termina¢na faza - wukoncCenie zapalovej odpovede je sprostredkované
vnutornymi protizapalovymi mechanizmami, ktoré obmedzuji posSkodenie tkaniva a
umoziuju opravy a navrat k normalnej fyziologickej funkcii. Ak nie je pric¢ina
odstranena do niekolkych tyzdnov, v zavislosti od charakteru zranenia a Specificke;j
zapalovej a opravnej reakcie sa moze vyvinut' v mieste normalneho tkaniva menej
hodnotné spojivové tkanivo - jazva. Dolezité je, Ze vnitorné mechanizmy zapalového

procesu su ukoncené, zabranuju d’alSiemu prilivu tekutiny, mediatorov a zapalovych

-17 -



buniek, ¢im sa zabrani d’alSiemu poSkodeniu normalnych buniek a tkaniv. (Murphy
H.S., 2011; Toman, M. et al., 2009)

Prvé 2 fazy odpovedaju klinickému obrazu akutneho zapalu, zatial’ co d’alSie dve
vytvaraju obraz chronického zapalu. Vo vicSine pripadov ma akutny zapal charakter
nespecifickej obrannej reakcie, zatial ¢o chronicky zéapal byva Casto sprevadzany

poskodenim tkaniva. (Toman, M. et al.,, 2009)

3.1.2. Mozné liecby zapalu

Zapal je sucastou lieCebného procesu a medzi jeho hlavné znaky patri aj bolest.
Bolest’ predstavuje vel'ky problém pre verejné zdravie na celom svete, priCom chronicka
bolest’ postihuje priblizne 27 % dospelej populacie v Eurdpe a viac ako 100 miliénov
dospelych v Spojenych Statoch. Neliecend akutna bolest’ moze byt spojena so zvysenym
rizikom Skodlivych zdravotnych nasledkov (napr. spomalené hojenie ran, imunitné
dysfunkcia, kardiovaskuldarne problémy spojené s odpovedou na stres a dychacie
tazkosti ako je napr. aj zapal pluc) a rozvojom chronickej bolesti. Okrem toho,
nezmiernenie alebo neulavenie od silnej chronickej bolesti moze negativne ovplyvnit
kvalitu zivota jednotlivca. Medzi hlavné moznosti farmakologickej liecby bolesti patria
nesteroidné protizapalové lieky (NSAID), ktoré pdsobia prostrednictvom inhibicie

cyklooxygenazy (COX) izoenzymov a kortikosteroidy. (Brune K., Patrignani P., 2015)

3.1.2.1. Nesteroidné protizapalové lieky (NSAID)

Nesteroidné protizapalové lieky (NSAID) su ucinné protizapalové lieky a analgetika a
patria medzi najcastejSie pouzivanu triedu liekov na celom svete. (Goldstein J.L., Cryer
B., 2015) NSAID inhibujt aktivitu cyklooxygenazy (COX), kl'iCovy enzym pri syntéze
prostaglandinu (PG) z kyseliny arachidonovej (AA). Je zname, ze AA moéze byt tiez
metabolizovana cez lipoxygenazova a epoxygenazovu drahu, pricom ddlezitym prvkom
je, ze NSAID neblokujt tieto drahy. V skuto¢nosti, blokovanie COX metabolizmu z AA
moze presmerovat AA dole tymito alternativnymi cestami a dokonca by to mohlo
vysvetlit' niektoré z negativnych G¢inkov NSAID na rézne tkaniva. (Mackey A.L.,
2013)
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Okrem davky, terapeutickej Cinnosti a vedlajSich ucinkov vlastnosti NSAID
zavisia aj na ich absorpcii, distribucii a eliminacii. Tieto farmakokinetické parametre sa
moézu podstatne liSit medzi réznymi NSAID. Ako pri kazdej triede analgetik je
kla¢ovym faktorom pri vybere NSAID miera ich absorpcie. Tie s rychlou absorpciou su
vhodnejsie pre viacsinu pacientov, najmi tych s tazkou alebo akutnou bolestou.
Napriklad celecoxib, ktory ma pomerne pomalu rychlost’ absorpcie moze byt podavany
v beznych davkach pre ucinnu lieCbu bolesti osteoartrozy, ale nie je idealny pre liecbu
akutnej bolesti, ktord c¢asto vyzaduje narazovi davku pre dosiahnutie klinicky
vyznamnej analgézie a rychlu absorpciu lieku. (Brune K., Patrignani P., 2015)

LCudia by tieto lieky nemali uzivat’ dlhodobo bez dozoru lekara ked’ze je tu mozné
riziko vzniku zalido¢énych vredov a dokonca aj tazkého, Zivot ohrozujuceho krvacania.
NSAID mozu takisto sposobit’ poskodenie obliciek a zvysit' riziko mftvice a infarktu.
Prikladom tychto lie¢iv st aspirin, ibuprofén, naproxén alebo celecoxib. (Goldstein J.L.,

Cryer B., 2015)

3.1.2.2. Kortikosteroidy

Pojem steroidy je prili§ rozsiahly na to, aby jednoducho opisal chemické zluceniny
charakteristické ich viacnasobnou prstencovitou Strukturou a obsahuje molekuly ako je
cholesterol, pohlavné hormoény, a kortikosteroidy. Pod pojmom kortikosteroidy alebo
steroidy v uzSom slova zmysle rozumieme kortikosteroidy s 21 uhlikovymi atdomami
(glukokortikoidy a mineralokortikoidy) a 19 uhlikovymi atémami v molekule -
androgény. Nadobli¢kové kortikosteroidy sa liSia svojimi glukokortikoidnymi (regulacia
metabolizmu sacharidov) a mineralokortikoidnymi (regulacia metabolizmu mineralov)
vlastnostami, a preto sa historicky rozdel'uju na tieto 2 skupiny. (Buttgereit F et al.,
2002) Hlavnymi znakmi kortikosteroidov st ovplyvnenie retencie sodika, metabolizmu
sacharidov (ukladanie glykogénu v peceni, glukoneogenézu) a protizapalové ucinky.
Vplyv na metabolizmus gluk6zy a protizdpalovy Uc¢inok st tzko spité. Prave to je
dovod, preco sa nazov glukokortikoidy zacal pouzivat pre lieky s vyraznym
protizapalovym ti¢inkom. (Stefiové E., Koreii M., 2009)

Od ich objavenia v 40. rokoch 20. storocia, kedy boli prvykrat pouzité doktorom
Philipom Henchom pri liecbe reumatoidnej artritidy ako protizépalové lieky, sa stali

kortikosteroidy jednym z najCastejSie pouzivanych lieCebnych procesov pre rozne
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zapalové a autoimunitné choroby. Pouzivaji sa ako nihradnd terapia pri adrendlnej
insuficiencii (nedostato¢nosti nadobli¢iek) vo fyziologickych davkach, rovnako ako v
suprafyziologickych davkach u ré6znych dermatologickych, o¢nych, reumatologickych,
plicnych, hematologickych a gastrointestinalnych poruch. V respiracnej oblasti su
kortikosteroidy pouzivané na liecbu akutnej exacerbacie chronickej obstrukénej choroby
pluc (COPD) a zévaznej nekontrolovatel'nej astmy, ako aj pri zapalovych plucnych
ochoreniach, ako je hypersenzitivna pneumonitida a imunitne sprostredkovana
vaskulitida. To su len niektoré z mnohych doélezitych vyuziti tejto skupiny liekov, ktoré
st vyuzivané takmer vo vsetkych oblastiach mediciny. (Goulding N.J., Flower, R.J.,
2001; Liu D. et al., 2013)

V dnesnej dobe sa v praxi pouzivaju synteticky pripravované glukokortikoidy.
Tym chybaju mineralokortikoidné vlastnosti, ale od glukokortikoidnych vlastnosti sa
nepodarilo oddelit’ protizapalovy a imunosupresivny ucinok. U vSetkych synteticky
pripravenych  glukokortikoidov — plati, Zze ¢im VvAaCSiu maji  protizépalovu
a imunosupresivnu aktivitu, tym va¢s$i maja aj ich glokokortikoidny efekt (Tabul'ka 1).
(Spalek P., 2011) Pravdepodobne najéastejSic pouzivané syntetické kortikosteroidy
Vpraxi su prednizéon, prednizolon a metylprednizolon, ktoré maji vysoku
glukokortikoidnti  aktivitu vzhl'adom k mineralokortikoidnej aktivite a relativne
najmensie mozné riziko vzniku vedlaj§ich G€inkov. Dexametazon, ktory mé taktiez
minimalnu mineralokortikoidnt aktivitu a vyrazny protizdpalovy U¢inok, nie je vhodny
na dlhodobejsiu liecbu vzhl'adom k dlhému biologickému pol€asu a vysokému riziku
vzniku neziaducich G¢inkov a uziva sa len kratkodobo pri vel'mi vaznych, akttnych
stavoch. Kortizon a hydrokortizon nie st vhodné pre ich najnizsiu glukokortikoidnt
aktivitu a nizky polcas rozpadu. (Deshmukh C.T., 2007; Liu D. et al., 2013; §palek P.,
2011)
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Tabul’ka 1: Prehlad syntetickych glukokortikoidov a ich vlastnosti. Liecebny potencial sa
udava  ekvivalentom davky daného lieku v porovnani s hydrokortizonom. (Liu D. et al.,
2013; Steniova E., Korent M., 2009)

Syntetické Ekvivalentna Relativna Relativna Biologicky
kortikosteroidy  protizapalova  glukokortikoidna  mineralokortikoidna polcas
davka (mg) aktivita aktivita (hodiny)

Hydrokortizon 20 1,0 1,0 8-12
Kortizon 25 0,8 0,8 8-12
Prednizon 5 4.0 0,8 16 - 24
Prednizolon 5 4.0 0,8 16 - 24
Metylprednizoléon 4 5,0 0,5 16-40
Triamcinolon 4 5,0 0,0 12 - 36
Betametazon 0,6 30,0 0,0 36 - 54
Dexametazon 0,75 30,0 0,0 36-54
Fludrokortizon 1,2 15,0 200 18 - 36

Kortikosteroidy maji viacero neziaducich ucinkov, ktoré vyvolavaju dalSie
neziaduce vedl'ajsie klinické prejavy. Tieto neziaduce ucinky kortikosteroidov zavisia
od biologického pol€asu danej latky, sposobu podania a mnozZstva davky daného lieciva

ako aj od doby trvania lie¢by (Tabulka 2). (Spalek P., 2011)

Tabulka 2: Neziaduce ¢inky glukokortikoidov s moznymi klinickymi nasledkami (Spalek P.,
2011)

Neziaduci u¢inok Klinicky nasledok

regulujuci vplyv na mobilizaciu a ukladanie tukov ~ cushingoidny syndrém, nadvéha

zvysenie glukoneogenézy z bielkovin steroidny diabetes

katabolicky u¢inok na metabolizmus bielkovin osteopordza, myopatia

tlmivy vplyv na os hypotalamus - hypofyza utlm  nadoblickovych  funkcii, nedostatok
sexualnych horménov

vplyv na ¢innost’ CNS poruchy nalady, depresia, mania, poruchy spanku

zniZenie permeability a stabilizacia membran prokoagulaény stav, arterialna hypertenzia,
katarakta, glaukom, poruchy menstruécie,
myopatia
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3.2. Prirodné lie¢ivé produkty

Prirodné produkty predstavuja dolezity zdroj terapeutickych latok. Vel'kou vyhodou
prirodnych produktov je, Ze obsahuju obrovskd rozmanitost’ zlozitych Struktar, zatial’ ¢o
syntetické kniznice zvyc€ajne vykazuju podstatne menej rozmanitosti. (Koehn F.E. 2005;
Unger C. et al., 2012)

Prirodné produkty sluzili ako zdroj liekov po celé starocia, priCom v priebehu
rokov vyznamne prispeli k rozvoju modernych liekov. Viac ako 60 % konvencnych
liekov pouzivanych v zapadnej medicine je odvodenych z prirodnych latok. Niektoré z
najucinnejsich liekov (napr. aspirin, chinin a rézne antibiotikd) pochadza z rastlin,
mikroorganizmov a morskych organizmov a velké mnoZstvo potencidlne hodnotnych
prirodnych latok ostava stale este k objaveniu. (Alwashili A. et al., 2012; Calixto J.B.
et al., 2003; Madlener S. et al., 2009; Unger C. et al., 2012) Okrem toho priblizne 80%
svetove] populacie sa spolicha na lie¢ivé rastliny pri ich priméarnej zdravotnej
starostlivosti, predovSetkym v menej rozvinutych krajinach kde hra tradicnd medicina
hlavnu tlohu v zdravotnictve. (Alwashili A. et al., 2012; Unger C. et al., 2012) Rastuci
zaujem o tradi¢né lieky na rastlinnej baze (napr. Ajurvéda a ¢inska tradicnd medicina)
ako potencialnych zdrojov novych lieCiv je Ciastoéne aj preto, Ze vela beznych liekov
pochadza prave z rastlinnych zdrojov. (Madlener S. et al., 2009) Vel'ké mnozstvo
rastlinnych lieiv mé vynikajuce liecivé hodnoty a su pouZivané na lieCenie roznych
chordb. V Tudovom liecitel'stve sa so znacnym uUspechom pouzZivaju rézne povodné
lieky samostatne alebo v kombinovanej forme pre lieCenie réznych typov zapalovych a
artritickych stavov. (Abad M.J. et al., 1996) Napriklad bolo preukazané, ze zazvor a
ucinnd latka z neho ziskana, [6]-gingerol, maji antibakteridlne a antiangiogenické
¢inky in vitro a in vivo. Dalej, rastlinné extrakty ¢asto obsahujii rozne zlti¢eniny (napr.
polyhydroxyfenol kyseliny gallovej), ktoré maji vysoka =zachytavajucu aktivitu
radikalnych alebo reaktivnych foriem kyslika (ROS). Tieto latky mézu mat’ vyznamné
ucinky na zdravie, pretoze radikaly a ROS s schopné vazne poskodit’ proteiny a
nukleové kyseliny, ¢o vedie k poraneniu buniek alebo tkaniv. (Madlener S. et al., 2009)

Prirodné produkty st cennym zdrojom novych bioaktivnych sekundarnych
metabolitov. Z tohto dovodu je dolezité identifikovat’ prirodné produkty, ktoré maju
farmakologicku alebo biologicku aktivitu pre pouzitie vo farmaceutickych liecivach.

(Jang M. et al.,, 2013) Hoci pravdepodobnost najdenia nového chemotypu zo
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suchozemskych rastlin je nizka, lieciva rastlinného pdvodu casto preukazuju nové
mechanizmy pdsobenia. Preto je potrebné preskumat’ bioaktivitu sekundarnych
metabolitov rastlin a tiez by mali byt’ testované in vivo surové extrakty, ktoré vykazuju
presved¢ivé in vitro vysledky. Screening prirodnych produktov zahfia vysoku
pravdepodobnost’ duplikacie, tzv. izolovana aktivna zli¢enina moéze byt uz znama a
preto nemoze byt patentovand. Toto a problém spol'ahlivého pristupu a dodania robia
vyvoj lieCiv z prirodnych zdrojov menej atraktivny pre farmaceuticky priemysel.
V dosledku toho ostalo stadium lieCivych a inych rastlin alebo organizmov na

akademickych institaciach. (Unger C. et al., 2012)

3.2.1. ZIiceniny rastlinného povodu s protizapalovym ucinkom

Bolo preukazané, ze obrovské mnozstvo zlucenin s réznymi chemickymi Struktarami
izolovanych z rastlin vykazuje protizapalova aktivitu. Perez vo svojom ¢lanku z roku
2001 uvadza viac ako 300 zlicenin s protizépalovym ucinkom izolovanych z rastlin.
Medzi nimi aj kurkumin a kapsaicin. Kurkumin, resveratrol, kapsaicin a kolchicin patria
medzi popredné latky s protizdpalovymi ucinkami, ktoré boli v poslednych rokoch

u l'udi testované. (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014; Perez G.R.M., 2001)

3.2.1.1. Kurkumin

Kurkumin je prirodzene sa vyskytujuci zlty pigment pritomny v podzemku rastliny
Curcuma longa L.. (Calixto J.B. et al., 2003) Curcuma longa L. je trvaca bylina
z rodiny Zingiberaceae hojne pestovana v tropickych oblastiach juznej Azie. (Ammon
H.P.,, Wahl M.A., 1991; Calixto J.B. et al., 2003) Indické korenie kurkuma bolo
pouzivané po staroCia v ajurvédskej medicine proti zapalovym ochoreniam a dodnes sa
pouziva ako farbivo a ochucovadlo jedal. (Ammon H.P., Wahl M.A., 1991; Fiirst
R., Ziindorf 1., 2014; Gukovsky 1. et al., 2003) Kurkumin bol prvykrat izolovany uz
vroku 1815 avSak v jeho zneCistenej forme, nésledne bola jeho chemickd Struktara
a syntéza potvrdend Lampem v roku 1910 a prva $tudia o pouziti kurkuminu na l'udské
ochorenia bola publikovana v roku 1937. (Jurenka J.S., 2009; Zhou H. et al., 2011)
Z chemického hladiska sa jedna o bis-a,f-nenasyteny p-diketon snazvom (E,E)-
1,7 bis(4-hydroxy-3-metoxyfenyl)-1,6-heptadien-3,5-diéon. (Zhou H. et al., 2011)
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Aktivnou zlozkou kurkuminu je diferuloylmetan, hydrofébny polyfenol. (Epstein J. et
al., 2010) Patri medzi najcastejSie sledované prirodné zlti¢eniny. Kurkumin prejavuje
protizapalové, antioxida¢né, protirakovinové/proapoptotické, hepatoprotektivne a
antibakterialne u¢inky. (Calixto J.B. et al., 2003; Fiirst R., Ziindorf 1., 2014) V ramci
protizépalovych ucinkov bola u kurkuminu zaznamenand inhibicia doélezitych
prozapalovych signalnych kaskad (napriklad, NFkB- MAPK-, COX- a LOX- drédha),
znizovanie expresie sekrécie niektorych cytokinov (TNFa, IL-1B, a IL-6) a blokovanie
expresie bunkovych adhéznych molekal (napr. ICAM-1), ktoré su nevyhnutné pre
interakciu leukocytov s endotelovymi bunkami. (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014; Natarajan
C., Bright J.J., 2002)
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Obrazok 3: Chemicka Struktira kurkuminu (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014)

Bolo navrhnutych mnozstvo mechanizmov, ktorymi kurkumin mdéze prejavovat
protizépalovli aktivitu (Obrazok 4). Kurkumin moéze potlacit’ prozapalové cesty
stvisiace s vacsinou chronickych ochoreni a blokovat’ produkciu TNF a signalizaciu
bunkami sprostredkovanit TNF v réznych typoch buniek. Z in vitro a in vivo §tadii je
zname, ze kurkumin moéze byt tiez TNF blokator pri naviazani sa priamo na TNF.
Vzhladom k svojej chemickej Struktare méze kurkumin posobit’ ako tzv. prirodzeny
,»Cisti¢” volnych radikdlov. Kurkumin méze znizit' uvolfiovanie réznych interleukinov
prostrednictvom NF-«kB. (He Y. et al., 2015)

Kurkumin je pouzivany ako liek na prevenciu a liecbu mnohych ochoreni
organov a tkaniv, z ktorych vicsina je spojenych so zapalom a oxida¢nym stresom.
Kurkumin zmierniuje oxida¢ny stres, zapal u chronickych ochoreni a reguluje zapalové a
prozapalové cesty suvisiace s vac¢§inou chronickych ochoreni (Obrazok 5). (He Y. et al.,

2015)
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Obrazok 4: Vzt'ah medzi ROS, chronickym zapalovym ochorenim a antioxida¢nymi
vlastnostami kurkuminu. (Obrazok prevzaty a upraveny z He Y. et al., 2015)
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Obrazok 5: Hlavné chronické ochorenia, proti ktorym kurkumin pdsobi. (Obrazok prevzaty
aupraveny z He Y. et al., 2015)
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3.2.1.2. Resveratrol

Resveratrol  (5-[(E)-2-(4-hydroxyfenyl)etenyl]benzén-1,3-diol  alebo  trans-3,4',5-
trihydroxystilbén) je v prirode sa vyskytujuci polyfenolicky fytoalexin. (Fu D.G., 2015;
Fiirst R., Ziindorf 1., 2014; Hosseini A., Ghorbani A., 2015) Resveratrol bol znamy po
staroCia v azijskej medicine vo forme prasku z korena z rastliny Polygonum cuspidatum
Sieb. & Zucc. ako protizapalovy liek. (Fu D.G., 2015) Mézeme ho najst’ v roznych
rastlinaich a potravinovych vyrobkoch, napriklad v Supke hrozna a nasledne aj
v ¢ervenom vine, orechoch, r6znych bobuliach a inom ovoci alebo lieCivych rastlinach.
(Calixto J.B. et al., 2003; Fu D.G., 2015; First R., Ziindorf 1., 2014; Zagotta I. et al.,
2015) Resveratrol patri k podtypu fytochemickych latok zvanych flavonoidy, ktoré st
syntetizované v rastlindch. Resveratrol je fytoalexin pouzivany rastlinami na obranu
pred hubovymi a inymi formami agresie. (Fu D.G., 2015) Bolo zistené, ze spolu s
kurkuminom ma resveratrol mnozstvo pre farmakoldgiu zaujimavych ucinkov,
napriklad ma protizapalové, protialergické, antioxidacné, protinadorové/proapoptoticke,
chemopreventivne a antimikrobidlne vlastnosti a taktieZ spomaluje zraZanie krvnych
dostic¢iek. V suvislosti s chorobami spajanymi so zépalom bolo na resveratrol
vykonanych mnoho, pre neho priaznivo pdsobiacich, skisok. Rovnako je zname, ze
resveratrol inhibuje NFkB-drahu, COX-1 aj COX-2 enzymy. (Calixto J.B. et al., 2003;
Fiirst R., Ziindorf 1., 2014)
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Obrazok 6: Chemicka struktara resveratrolu (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014)
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3.2.1.3. Kapsaicin

Kapsaicin (trans-8-matyl-N-vanillyl-6-nonenamid) je v prirode sa beZne vyskytujuci
alkaloid pochadzajuci z rastlin z rodu Capsicum, lepsie znamych ako ¢ili papricky, a je
zodpovedny za typickl ostrost/pikantnost’ tychto plodov. Je ¢lenom zlucenin z rodiny
vanilloidov (ako napriklad aj vanilin z vanilky, eugenol z bobkového listu, klin¢eku
alebo zingerén zo zazvoru). Ako aj iné vanilloidy aj kapsaicin ma benzénové jadro
adlhy hydrofobny uhlikovy postranny retazec S polarnou amidovou skupinou.
Kapsaicin je hydrofébny, bezfarebny krystalicky alkaloid bez zapachu so sumarnym
vzorcom CigHz7NOs. (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014; O'Neill J. et al., 2012) Mnohé
farmaceutické Stidie a Stidie vyskumu bolesti poukazuju na viaceré ucinky kapsaicinu
v roznych fyziologickych systémoch. (O'Neill J. et al., 2012) V tradi¢nej medicine sa
pouziva na zmiernenie bolesti svalov a kibov a momentalne aj proti neuropatickej
bolesti ataktiez boli objavené jeho analgetické ucinky. (Haanpidd M., Treede R.D.,
2012) V niektorych stadiach sa okrem bolesti spomina aj protizapalovy potencial
kapsaicinu. Bolo zaznamenané, ze kapsaicin inhibuje COX-2 aktivitu, iNOS expresiu
a taktiez blokuje LPS-idukované odstranenie IkBa, ¢im inaktivuje NF-xB drahu
v makrofagoch. (Kim C.S. et al., 2003)

O

HyCO—_ @/\N/‘J\\/\/\/\r‘?' 1y
HO— Xy ill CH,

Obrazok 7: Chemicka Struktara kapsaicinu (Fiirst R., Ziindorf L., 2014)

3.2.1.4. Kolchicin

Kolchicin  (N-[(7S)-1,2,3,10-tetrametoxy-9-0x0-6,7-dihydro-5H-benzo[a]heptalen-7-
yl]acetamid), derivat tropolonu, je hlavnym alkaloidom rastliny Colchicum autumnale
L. (Colchicaceae), bezne znamej ako Octin jesenny. (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014) Uz od
davnych Cias sa extrakty ztejto rastliny pouzivali v lieCitel'stve ako protizapalové
lie¢ivd na akutnu artritidu alebo proti dne. V sucasnej dobe sa pouziva na liecbu
familiarnej stredomorskej horucky a recidivujicej perikartitidy. (Imazio M. et al., 2005)

Je zndme, Ze kolchicin inhibuje delenie a proliferaciu buniek tym, Ze nartiSa mitotické
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vretienko. V zavislosti na davke ovplyviuje dynamiku mikrotubulov inhibiciou procesu
skladby mikrotubulov tym, ze tvori komplex tubulin-kolchicin vdzbu s B-tubulinom.
(Stanton R.A. et al., 2011) Taktiez inhibuje syntézu TNFo makrofigmi a zniZuje
povrchovu expresiu TNFa receptora na makrofagoch a endotelovych bunkach. (Molad

Y.M.D., 2002)
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Obrazok 8: Chemicka Struktiara kolchicinu (Fiirst R., Ziindorf 1., 2014)
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3.3. NF-xB ajeho draha a proteiny suvisiace so zapalovym

ucinkom

Rel alebo NF-kB proteiny patria do rodiny transkripénych faktorov, ktoré sa podielaju
na regulacii velkého poctu génov kontrolujucich rozne aspekty imunitnej alebo
zéapalovej reakcie, vyvojovych procesov, bunkového rastu alebo apoptdzy. Okrem toho
st tieto transkripéné faktory trvalo aktivne v mnohych chorobnych stavoch, vratane
rakoviny, artritidy, chronického zdpalu, astmy, neurodegenerativnych ochoreni a
ochoreni srdca. (Boston University (25.6.2015)) NF-«xB rodina transkripénych faktorov
sa sklada z piatich ¢lenov: p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA), c-Rel, a RelB,
ktoré sa S$pecificky viazu ku kB motivom lokalizovanych v promotoroch alebo
zosilnovacoch cielovych génov a reguluji transkripciu prostrednictvom naboru
koaktivatorov a korepresorov. VSetky z tychto proteinov zdiel'a vysoko konzervovany
priblizne 300 aminokyselinovy homologny region zndmy ako Rel homologna doména
(RHD) nachadzajuca sa na N-konci. Tato doména je zodpovedna za vizbu s DNA,
homo- a heterodimerizaciu a interakciu s inhibi¢nymi proteinmi z IkB rodiny. (Hayden
M.S., Ghosh S., 2008; Sun S.C., 2012; Thompson J.E. et al., 1995; Whiteside S.T. et
al., 1997) Su zname 2 drahy veduce k aktivacii NF-kB nazyvané kanonicka alebo
nekanonickd draha, respektive klasicka alebo alternativna. Spolo¢nym regulaénym
krokom na hornom konci (upstream) v oboch tychto drahach je aktivacia IkB
kinazového (IKK) komplexu. (Gilmore T.D., 2006) Ubikvitinacia hra zasadna ulohu v
regulacii NF-kB drahy. Vo vicésine buniek je NF-xB udrziavana v cytoplazme
v neaktivnom stave s komplexe sIkB proteinom. Po aktivacii, ktorej predchadza
naviazanie napriklad IL-1 alebo TNFa na svoje receptory IL-1R a TNFR. Tym st
nasledne spustené odlisné signalne kaskady, ktoré sa zbiehaju na TGF-f aktivovanej
kindze 1 (TAK1), ktora fosforyluje a aktivuje IKK. Potom dochddza prostrednictvom
aktivované¢ho IKK komplexu ku fosforylacii IkB. Fosforylovany IkB je nésledne
ubikvitinovany a degradovany 26S proteazomom, ¢o umoznuje NF-«kB translokaciu do
jadra, kde reguluje expresiu velkého mnozstva génov. (Chen J., Chen Z.J., 2013;
Senftleben U. et al., 2001)
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Obrazok 9:Na obrazku mozeme vidiet' NF-kB heterodiméry zlozené konkrétne z RelA a p50
proteinov. V neaktivnom stave sa NF-kB nachadza v cytoplazme v komplexe s inhibi¢nym
proteinom IkBa. Cez medziprodukt integralnych membranovych receptorov mozu rdzne
extracelularnesignaly aktivovat’ enzym IKK. IKK najprv fosforyluje protein IkBa, ¢o ma za
nasledok ubikvitinaciu a disociaciu IkBa od NF-kB a naslednu degradaciu IkBa protezomom.
Aktivovana NF-kB je transportovana do jadra, kde sa viaze na Specifické DNA sekvencie tzv.
regulatné elementy (RE). DNA/NF-kB komplex potom regrutuje dalSie proteiny, ako su
koaktivatory a RNA polymeraza, ktord prepisuje DNA do mRNA, nésledne je mRNA prelozena
do proteinu, ¢o ma za nasledok zmenu funkcie buniek. (Obrazok prevzaty a upraveny
z Indonesian Neurobehavioural Science (8.7.2015))

3.3.1. IkBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpha — nuklearny faktor kappa
zosiPovac¢u Pahkého polypeptidového génu v B-bunkovom
inhibitore, alfa)

IxBa je regulaény protein patriaci do rodiny IkB cytoplazmatickych proteinov. IxBa
protein inhibuje NF-kB aktivitu maskovanim signalov jadrovej lokalizacie (NLS) NF-
kB proteinov audrziava NF-kB v cytoplazme. (Liu L. et al., 1998; Vancurova I.,
Vancura A., 2012) K aktivacii dochadza prostrednictvom fosforylacie IkBa na dvoch

miestach nachadzajucich sa blizko N-konca a to na Ser®? a Ser®®, Fosforylovany IxBa je
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nasledne ubikvitinovany na Lys21 a Lys*? a odchadza k proteazomom sprostredkovane;j
degradacii. Odstraneny IxkBo odmaskuje NLS z NF-kB a umozni tak translokaciu do
jadra. (Jacobs M.D.,Harrison S.C., 1998) Degradacii IkBa. a aktivacii NF-kB zabranuja
peptidové inhibitory proteazému. (Traenckner E.B. et al., 1995) Fosforylacia IkBa je
aktivovana extracelularnymi signalmi, napr. zdpalovymi cytokinmi, rastovymi faktormi
a chemokinmi. (Karin M., Ben-Neriah Y., 2000) IxBo v jadre potlaca transkripciu
prozapalovych a antiapoptickych génov zavislych na NF-xB. (Vancurova l., Vancura
A., 2012)

3.3.2. IKKa/p (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
alpha/beta — Inhibitor jadrového faktoru kappa-B Kkinazy
podjednotka alfa/beta)

NF-xB/Rel transkripéné faktory su pritomné v cytozole v neaktivnom stave v komplexe
s inhibiénymi IkB proteinmi. (Beg A.A., Baldwin A.S. Jr., 1993) Fosforylaciou IkB
dojde k oznaceniu IkB pre znicenie, ¢im déjde k zmierneniu ich inhibi¢ného uc¢inku na
NF-kB. Cytokin-aktivujuci proteinkindzovy komplex IKK (IkB kindza) fosforyluje IxB
inhibi¢né proteiny, o spdsobuje ich degradaciu a aktivaciu transkripéného faktora NF-
kB, hlavného aktivatora zapalovych reakcii. (Delhase M. et al., 1999; DiDonato J.A. et
al., 1997) IKK kinazovy komplex je kl'icovym prvkom v NF-kB kaskade. Tento
komplex je tvoreny IKKa a IKKp, ktoré sluzia ako katalytické podjednotky kinazového
komplexu, zatial' Co tretia polypeptidova podjednotka IKKy ma regulacnu funkciu.
IKKa a IKK maju vel'mi podobnu primarnu Struktiru (vySe 50% identickt sekvenciu)
a obsahuju proteinkinazové domény na ich N-konci a motivy leucinovych zipov (ich
uloha je umoznit’ homo- alebo heterodimerizaciu tychto kinaz) a helix-otocka-helix (ich
funkcia je v modulovani IKK kinazovej aktivity) v ich C-koncovych cCastiach. IKKy
neobsahuje rozpozndvaciu katalyticki doménu ale je zloZena predovsetkym z 3 velkych
a-helikalnych regionov. (Israel A., 2010; Karin M., 1999) IkB kinaza fosforyluje IkBa
a IkBp v miestach sprostredkujticich ich ubikvitinizaciu a degradaciu. Aktivita IKK je
rychlo stimulovana IL-1 a TNFa a zavisi na jeho fosforylizacii. (Zandi E.et al., 1997)
Biochemicka analyza ukazuje, Ze prevladajiica forma IKK je heterodimér IKKa:IKKf
spojeny s dimérnym alebo trimérnym IKKy. (Karin M., 1999) Na to aby sa IKKa
a IKKQ stali aktivnymi potrebuji byt fosforylované na 2 serinovych zvyskoch (Ser177 a
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Ser'®! pre IKKP a Ser'™® a Ser*® pre IKKo) lokalizovanych v aktivaénej slucke. Tato
p p y ]

fosforylacia vedie ku konformaénym zmenam a kinazovej aktivite. (Israel A., 2010)

3.3.3. mTOR (The mammalian/mechanistic target of rapamycin —
Cicav¢i/mechanicky ciel’ rapamycinu)

mTOR je velkd (2549 aminokyselin), vSadepritomne exprimovana multi-efektorova
serin/treonin kindza patriaca do rodiny kinaz pribuznych s fosfatidylinositol-3-kinazou
(PIKK), ktorda zahima velké proteiny umoziiujice organizmom vyrovnat sa
s metabolickym, genetickym stresom a stresom zo Zivotného prostredia. (Hoeffer
C.A., Klann E., 2010; Laplante M., Sabatini D.M., 2012; Zoncu R. et al., 2011) Je
vysoko konzervovanym homoldégom kvasinkového proteinu, TOR (target of
rapamycin). Rapamycin, lipofilny makrolid, bol izolovany =z pddnej baktérie
Streptomyces hygroscopicus najdenej vo vzorke pddy z Velkono¢ného ostrova.
(Hoeffer C.A., Klann E., 2010) Tato zli¢enina G¢inne inhibuje rast kvasiniek, rovnako
ako proliferaciu niekolkych typov cicavéich buniek, vratane B a T lymfocytov.
(Gingras A.C. et al., 2001) mTOR pdsobi ako centralny regulator bunkového rastu
a metabolizmu a deregulécia jeho signdlnej drahy je spdjand so starnutim a rozvojom
udskych ochoreni (rakoviny, obezity, cukrovky 2. typu a neurodegeneracie). (Laplante
M., Sabatini D.M., 2013) mTOR interaguje s nieckol’kymi proteinmi za vzniku 2
odlisnych komplexov. mTOR komplex 1 (mTORCI1) sa skladd z mTOR, Raptor, GBL a
DEPTOR a mTOR komplex 2 (mTORC2) sa skladda z mTOR, Rictor, GBL, Sinl,
PRR5/Protor-1, a DEPTOR. Mnoho funkcii mTORCI je vysoko citlivych
k rapamycinu. Je to rastovy regulator, ktory integruje s roznymi podnetmi zo Zivotného
prostredia, vratane rastovych faktorov, energetickych hladin, bunkového stresu a
aminokyselin. Spéja tieto signaly a podporuje bunkovy rast fosforylaciou substratov,
ktoré zvySuji anabolické procesy, ako je translacia mRNA a syntéza lipidov, alebo
obmedzuje katabolické procesy ako napr. autofagia. (Cell Signaling 1 (20.6.2015);
Laplante M., Sabatini D.M., 2012) mTORC2 podporuje bunkové prezitie aktivaciou
Akt, reguluje cytoskeletalnu dynamiku aktivaciou PKCa a kontroluje idnovy transport a
rast prostrednictvom SGK1 fosforylacie. mTOR hra klI'ai¢ova tlohu v raste buniek a
homeostdzy ajeho aberantna (abnormadlna) signalizacia sa podiela na mnohych
chorobnych stavoch, vratane rakoviny, kardiovaskularnych chorob a diabetes. (Cell

Signaling 1 (20.6.2015); Laplante M., Sabatini D.M., 2013)
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3.34. ICAM-1 (Intracellular cell adhesion molecule 1 -
Intracelularna adhézna molekula 1)

Intercelularna adhézna molekula 1 (ICAM-1, tiez nazyvana CD54) je silne
glykozylovany, jednoretazcovy protein patriaci do superrodiny imunoglobulinov (IgSF)
adhéznych molekul. ICAM-1 je exprimovany konstitutivne v nizkych hladinadch na
lymfocytoch, vaskularnom endotele aréznych inych typoch buniek. In vivo st
exprimované vysoké hladiny v tkanivach podielajucich sa na zapalovej odpovedi. In
vitro, je expresia ICAM-1 rychlo zvySena zapalovymi cytokinmi, ako st interferony, IL-
1, a faktorom nadorovej nekrozy (TNF-a). (Etienne S. et al., 1998; Holland J., Owens
T., 1997; Pluskota E. et al., 2000) Lokalizacia ICAM-1 na bunkach endotelu je
nevyhnutnym predpokladom pre prechod leukocytov cez endotelova bariéru. Expresia
ICAM-1 na epitelovych bunkdch sprostredkiiva invaziu patogénov rovnako ako
hostitel'ski obranu, tento vzor je tieZ pozorovany pri nadoroch. (Hopkins A.M. et al.,
2004) Epitelové bunky exprimuju ICAM-1 po aktivacii na svojom povrchu, ktory sa
pravdepodobne podiel’a aj na mechanizme obrany hostitel'a spustenim interakcie medzi
epitelovymi bunkami a leukocytmi. Niektoré zo statinov (lieiva zniZujuce hladinu
cholesterolu v plazme) sa viazu na LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1)
v ICAM-1 vézbovej doméne pricom inhibuju interakciu ICAM-1 a LFA-1. Tento
ucinok statinov prispieva k inhibicii adhézie leukocytov k vaskularnym endotelovym
bunkdm, ¢im sa zniZuje infiltracia leukocytov z krvi do zapalovych miest v tkanivéach.
To znamena, ze regulacia interakcie LFA-1 a ICAM-1 poskytuje novy ciel pre

regulaciu zapalovych ako aj imunitnych odpovedi. (Nishibori M. et al., 2003,)

3.3.5. VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1 - Cievna
bunkova adhézna molecula 1)

Cievna bunkova adhézna molekula 1 (VCAM-1) alebo tiez indukovatelnd bunkova
adhézna molekula 110 (INCAM-110) je transmembranovy glykoprotein, ktory obsahuje
viacnasobné amino-koncové extraceluldrne Ig-podobné domény, transmembranova
doménu a kratku karboxy-terminalnu cytoplazmaticki doménu. (Cook-Mills J.M.,
2011; Cybulsky M.I., 1991; Osborn L., 1989) Strukturalne je podobna s ICAM-1
a d’alsimi endotelovymi adhéznymi molekulami. (Ley K., Huo Y., 2001) VCAM-1 je

mononukledrna leukocyt-selektivna adhézna molekula exprimovana na cievnom
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endotele pocas zapalovych ochoreni po aktivacii urcitymi cytokinmi alebo
endotoxinom, vratane TNF-a, IL-1p alebo ROS. (Cook-Mills J.M., 2011; Cybulsky
M.1., 1991; Osborn L., 1989) K mononuklearnym leukocytom je VCAM-1 viazany cez
integrin VLA-4 (04p1) alebo a4B7 a sprostredkovava migraciu cirkulujucich leukocytov
z krvi cez endotel do tkaniv, kde prispieva k rozvoju aterosklerdézy a reumatoidnej
artritidy. (Elices M.J., 1990; Hession C., 1991; Lim S.T., 2012) VCAM-1 nie je
exprimovand pri zakladnych podmienkach, ale je rychlo indukovana pro-
aterosklerotickymi podmienkami. (Ley K., Huo Y., 2001) V niekolkych zapalovych
ochorenia je zapal blokovany inhibiciou leukocytov viazat sa na VCAM-1 alebo
inhibiciou signélnej transdukcie VCAM-1. Signdlna transdukcia VCAM-1 a na VCAM-
1 zavisly zapal st blokované antioxidantmi. VCAM-1 signalizacia je teda cielom pre

zasah farmakologickymi ¢inidlami a antioxidantmi pocas zapalovych ochoreni. (Cook-

Mills J.M., 2011)

3.3.6. COX-1 a COX-2 (Cyclooxygenase 1, Cyclooxygenase 2)

Cyklooxygenaza (COX), ktora bola prvykrat purifikovana pred priblizne 40 rokmi, je
kl'icovy enzym pri syntéze prostaglandinov (PG) a tromboxdnu z kyseliny
arachidonovej. Obe cyklooxygenazové izoformy, COX-1 a COX-2, su v Struktire
takmer identické, ale maji dolezité rozdiely v substratovej a inhibitorovej selektivite a v
ich vnatrobunkovom umiestneni a u l'udi vykazuju 60% homologiu. (Cell Signaling 2
(21.6.2015); Vane J.R. et al., 1998) St zname tym, Ze sa podiel'aji na zapalovych
odpovediach a normalnych neuronalnych funkciach. (Qin W. et al., 2003) COX-1 je
konsStitutivne exprimovany vo vicSine tkaniv, sprostredkovava fyziologické odpovede a
reguluje homeostazu obliciek a ciev. (Chen B.C. et al., 2004) Prostrednictvom neho su
taktiez syntetizované ochranné PG, ktoré zachovavaji integritu sliznice zaludka. (Vane
J.R. et al., 1998) COX-2 je indukovatelny gén pre syntézu buniek, pricom moze byt
zvySeny zapalovymi podnetmi, vratane IL-1B, Kkyseliny lipoteichoicovej (LTA),
a lipololysacharidov, ¢o vedie k produkcii prozapalovych prostaglandinov v zapale.
(Chen B.C. et al., 2004) Okrem vzniku COX-2 v zapalovych 1éziach, je konstitutivne
pritomny v mozgu a mieche, kde mdze byt zapojeny do nervového prenosu,
predovsetkym pre bolest’ a horacku. PG vytvorené¢ COX-2 su tiez ddlezité v ovulacii

apri porode. COX-2 umoziuje navrh lieciv, ktoré znizuju zéapal bez odstranenia
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ochrannych PG v zaludku a obli¢iek vytvorenych COX-1. (Vane J.R. et al., 1998)
Inhibicia COX udeluje wlavu od =zapalu, horackovitych, trombotickych,
neurodegenerativnych a onkologickych ochoreni. (Fitzpatrick F.A., 2004)

3.3.7. FAK (Focal adhesion kinase - Fokalna adhézna kinaza)

Fokalna adhézna kindza (FAK) je 125 kDa nereceptorovd cytoplazmaticka
tyrozinkindza podielajica sa na integrinom sprostredkovanych signalnych dréhach,
ktora bola identifikovana v roku 1992. (Chen H.C. et al., 1996; Mon N.N. et al., 2006)
FAK je exprimovana vo vicSine typov buniek a tkaniv a je evolu¢ne konzervovana
naprie¢ druhmi. Integrinom-sprostredkovana bunkovéa adhézia podporuje rychlu FAK
fosforylaciu tyrozinu, ktory rovnako ako receptor tyrozinkinaz, vedie k aktivacii
signalnych funkcii. Sest FAK tyrozinov (397, 407, 576, 577, 861, a 925) bolo

397

identifikovanych ako miesta fosforylacie zavislych na adhézii. Z nich, len Tyr™" je ako

jediny miestom autofosforylacie. Fosforyldcia v Tyr397

koreluje so zvySenou
katalytickou aktivitou FAK a tiez vytvara védzbové miesto s vysokou afinitou
rozpoznavané¢ SH2 doménou z rodiny Src kindz a vedie k prijimaniu a aktivacii Src
prostrednictvom vytvorenia komplexu. (Parsons J.T. et al., 2000; Zhang X. et al., 1999)
Nabor Src kiniz mé za nasledok fosforylaciu Tyr*®", Tyr’® a Tyr°”’ v katalytickej

871 %5 v karboxy-koncovej oblasti FAK. (Cell Signalig 3

doméne, a Tyr"'" a Tyr
(28.6.2015)) Aktivacia komplexu FAK-Src je kI'icova pre regulaciu dole smerujticich
(down-stream) signalnych drah, ktoré riadia bunkové delenie, pohyb buniek a
prezivanie buniek a adhéziu. Fokéalna adhézna kinaza je ¢asto nadmerne exprimovana v
roznych nadoroch a jej expresia vykazuje dobra korelaciu s progresiou nadoru. Okrem
tychto bunkovych funkcii hrd FAK signalizacia kriticka ulohu v produkcii matrixovych
metaloproteindz (MMP) a nésledne aktivovanej nddorovej invazii. NavySe TNFa,
prozapalovy cytokin, ktory pdsobi ako endogénny nadorovy promotor, aktivuje FAK
signalizaciu a zvySuje nadorovu invaziu taktiez su klI'ai¢ovymi regulatormi zapalu. (Lim

S.T.etal., 2012; Mon N.N. et al., 2006; Parsons J.T. et al., 2000)
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3.3.8. SAPK/INK (Stress-activated protein kinases/Jun amino-
terminal kinases - Stresom aktivovana proteinkinaza/Jun
amino-koncova kinaza)

Cicav¢ie bunky maju najmenej Sest MAP kindzovych rodin, z ktorych tri boli
charakterizované detailnejSie: ERK, stresom aktivované proteinkinazy (SAPK, tiez
oznacované ako Jun N-koncové kinazy alebo JNK) a p38. ERK draha je hlavnym dole
smerujucim (down-stream) cielom Ras proto-onkoproteinov. SAPK a p38 su
aktivované roznymi vplyvmi Zivotného prostredia (ionizujuce ziarenie, tepelny Sok,
oxidacny stres, osmoticky Sok), zapalovymi medidtormi z rodiny TNF (TNF,
interleukin-1, CD40L) a cievnymi reakciami na ischémiu, reperfuziu, a hypertenziu a
suvisiacich humoralnych faktorov (angiotenzin II, endotelin). SAPK a p38 aktivuju
niekol’ko transkripénych faktorov, najméa aktivatorovy protein-1. (Bogoyevitch M.A. et
al., 2010; Kyriakis J.M., 1999) V INK podskupine najdeme 3 gény (jnkl, jnk2 a jnk3).
(Ichijo H., 1999) Izoformy JNK1 a JNK2 st exprimované vo vSetkych typoch buniek,
ale JNK3 je exprimovana $pecificky len v srdcovom a nervovom tkanive. (Verma G.,
Datta M., 2012) Mechanizmus aktivacie JNK je sprostredkovany dualnou fosforylaciou
Tyr a Thr zbytkov lokalizovanych v Thr-Pro-Tyr motive v aktiva¢nej slu¢ke medzi VII
a VIII kinazovou doménou. (Davis R.J., 1999; Nishina H. et al., 2004) Konkrétne je to
Thri®-Pro-Tyr'®. (Kyriakis J.M., Avruch J., 2001) Této fosforylacia je sprostredkovana
dudlne Specifickymi MAP kinaza kindzami MKK4 (SEK1) a MKK?7, ktoré st schopné
katalyzovat’ fosforylizaciu oboch Thr a Tyr zbytkov a sluZia ako signalne molekuly,
ktoré integruju Siroku $kalu stimulov do aktivacie JNK signalnej drahy. (Davis R.J.,
1999; Nishina H. et al., 2004) V in vitro systéme SEK1 preferenc¢ne fosforyluje Tyr
zbytok a MKK7 Thr zbytok JNK. SAPK/INK draha je zastipena v mnohych réznych
vnutrobunkovych signalnych drahach, ktoré riadia spektrum bunkovych procesov,
vratane bunkovej proliferacie, diferencidcie, apoptdzy, transformdcie, migracie, a
integrity cytoskeletu. SAPK/JNK fosforyluje transkripéné faktory okrem c-Jun st to
napriklad ATF-2, EIK1, p53 a c-myc, rovnako ako ne-transkripcné faktory ako su Bcl-2,
Bcl-xL, paxillinu, a MAP2. (Nishina H. et al., 2004)

-36-



3.3.9. p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases)

p38 mitogén-aktivované proteinkindzy su triedou evolucne konzervovanych
serin/treonin mitogén-aktivovanych proteinkinaz. (Coulthard L.R. et al., 2009) p38 ma
4 izoformy ato p38a, p38PB, p38y (tiez znatena ako ERK6 alebo SAPK3) ap385
(SAPK4). (Zhao M. et al., 1999) Izoformy tohto proteinu vykazuji v l'udskych
tkanivach vyse 60% celkovi sekvenénii homologiu a viac ako 90% identitu v ramci
kindzovych domén, ale len 40 az 45% s d’alSimi tromi MAP kindzovymi ¢lenmi rodiny.
Napriek vysokej sekvencnej homologii maju tieto izoformy pozoruhodné rozdiely v
expresii tkaniva, aktivatorov na hornom konci (upstream) a efektorov na dolnom konci
(downstream) a taktiez sa liSia vo svojej citlivosti vo¢i chemickym inhibitorom. p38a a
p38b su exprimované vo vacsine tkaniv, a su citlivé na pyridinylimidazolové inhibitory,
zatial’ ¢o p38y a p386 su exprimované rozdielne v zavislosti od typu tkaniva. (Coulthard
L.R. et al., 2009; Zarubin T., Han J., 2005) p38 viaze pyridinylimidazolové derivaty,
ktoré st zname tym, Ze reguluju biosyntézu kI"aicovych prozapalovych medidtorov, ako
je interleukin-1 (IL-1), faktor nadorovej nekrézy alfa (TNFa) a COX-2. (Kumar S. et
al., 1999; Schieven G.L., 2005; Zarubin T., Han J., 2005) p38 ja neaktivna
v nefosforylovanom stave, aktivnou sa stava rychlo po dualnej fosforylacii na Thr-Gly-
Tyr motivoch nachddzajucich sa v rdmci regulacnej slu¢ky medzi subdoménami VII a
VIII. (Coulthard L.R. et al., 2009) Konkrétne je p38 fosforylovana na Thr'®°-Gly-Tyr'®?,
(Raingeaud J. et al., 1995) Tato fosforylacia indukuje konforma¢né zmeny v proteine
umoziujuce vizbu ATP a substratu. Fosforylovany p38 modze aktivovat cely rad
substratov, ktoré¢ zahfnaji transkripéné faktory, proteinkindzy, cytozolové a jadrové
proteiny. V cicavCich bunkéch, st tieto uzko pribuzné p38 izoformy aktivované
Vv odpovedi na extracelularne podnety, ako stt UV svetlo, teplo, osmoticky Sok, zapalové

cytokiny a rastové faktory. (Zarubin T., Han J., 2005; Zhao M. et al., 1999)
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. MATERIAL

4.1.1. Pouzité chemikalie

ABTS [2,2'-azino-bis(3-etylbenzthiazolin) sulfonova kyselina] | Sigma-Aldrich*
Akrylamid Sigma-Aldrich*
Aprotinin Sigma-Aldrich*
Bromfenolova modra Sigma-Aldrich*
Butylalkohol Sigma-Aldrich*
Etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) Sigma-Aldrich*
Formaldehyd Sigma-Aldrich*
Dihydrogénfosfore¢nan draselny (KH,POy,) Chemapol*
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich*
Dodecylsiran sodny (SDS) Lach-Ner*
Dodekahydrat hydrogénfosforecnanu sodného Penta*

Etanol Penta*
Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich*
Fluorid sodny Sigma-Aldrich*
Glycerol Lach-Ner*
Glycin M.G.P.*
Hovédzi sérovy albumin (BSA) Sigma-Aldrich*
Chemiluminiscen¢né substraty luminol a peroxid Thermo Scientific*
Chlorid draselny Penta*

Chlorid sodny Lach-Ner*
Leupeptin Sigma-Aldrich*
Kyselina chlorovodikova (HCI) Lach-Ner*
Kyselina o-fosfore¢na Penta*
2-merkaptoethanol Serva*
N,N'-methylenbisakrylamid Sigma-Aldrich*
Nonidet P-40 Sigma-Aldrich*
Peroxid vodika (H,0,) Chemapol*
Peroxodisiran amonny (APS) Sigma-Aldrich*
Ponceau S Serva*
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich*
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) MP Biomedicals*
Trypsin Sigma-Aldrich*
Tween 20 MP Biomedicals*

*Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, USA), Chemapol (Praha, CR), Lach-Ner
(Neratovice, CR), Penta (Chrudim, CR), M.G.P. (Zlin, CR), Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA), Serva (Heidelberg, Némecko), MP Biomedicals (Aurora, OH, USA)
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4.1.2. Pouzité roztoky

Trypsin/EDTA: 0,1% trypsin; 0,25 mM EDTA

PBS (Phosphate buffered saline): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
Na;HPO, - 12H,0; 2 mM KH,PO, (pH = 7,4)

TBS (Tris-buffered saline): 137 mM NaCl; 20 mM TRIS (pH = 6,8)

RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM NaF; 2 mM
EGTA; 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4); tesne pred pouzitim pridat: 1 mM DTT; 1 mM
PMSF; 0,5 ug-ml'1 leupeptin; 2 ug-ml'1 aprotinin

Cinidlo Bradfordovej: 0,01% Coomassie brilliant blue; 95% etanol; 85% kyselina
o-fosforecna

Roztok akrylamidu: 30% akrylamid; 0,8% bisakrylamid

1M TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRI1S/400 ml pH 8,8

1AM TRIS/HCI pH 6,8: 24,23 g TR1S/200 ml pH 6,8

10% SDS: 5 g SDS/50 ml H,O

10% APS: 0,1 g APS/1 ml H,O

5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8); 10% SDS; 50% glycerol; 0,05%
Bromfenolova modra; 5% 2-merkaptoethanol

Elektroforeticky pufer: 25 mM TRIS; 192 mM glycin; 0,1% SDS
Blotovaci pufer: 25 mM TRIS; 192 mM glycin

Blokovaci roztok: 3% (w/v) BSA v TBS s 0,1% Tween 20
Ponceau S: 0,2% v 1% kyseline octovej

10 mM citratovy pufer o pH=5

Blokovaci pufer: 1% BSA v PBS

Premyvaci pufer k ELISA: 0,1M PBS + 0,05% Tween 20
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4.1.3. Pouzité protilatky

V experimentalnej Casti bolo pri Western blottingu pouzitych celkom 14 primarnych
protilatok a dve sekundarne protilatky (Tabulka 3) a pri prietokovej cytometrii boli
pouzité 2 protilatky (Tabulka 4).

Tabul’ka 3: Zoznam protilatok pouzivanych pre analyzu Western blottu

Primarne protilatky

Oznacenie Vyrobca Zdroj Velkost’ Pouzité
detekovaného riedenie
proteinu (kDa)

anti-mTOR Cell Signaling Technology® R 289 1:1000
anti-ICAM-1 Peprotech’ R 150 1:5000
anti-FAK Cell Signaling Technology" R 125 1:1000
anti-pIKKo/f Cell Signaling Technology® R 85-87 1:250
anti-COX-2 Cell Signaling Technology® R 74 1:1000
anti-COX-1 Cell Signaling Technology" R 65-70 1:1000
anti-SAPK/JNK  Cell Signaling Technology® R 46 a 54 1:1000
anti-pSAPK/INK  Cell Signaling Technology® M 46 a 54 1:500
anti-p38 Cell Signaling Technology" R 43 1:1000
anti-p-p38 Cell Signaling Technology" R 43 1:1000
anti-p-actin Santa Cruz Biotechnology® M 42 1:5000
anti-IkBa Cell Signaling Technology" M 39 1:250
Sekundarne protilatky
Oznacenie Vyrobca Zdroj Velkost’ Pouzité riedenie
detekovaného
proteinu (kDa)
RAM/Px Sigma-Aldrich’  anti-M - 1:5000
SWAR/Px Sigma-Aldrich’  anti-R - 1:1000

Tabulka 4: Zoznam protilatok pouzivanych pre prietokovil cytometriu

Protilatky
Oznacenie Vyrobca Zdroj Velkost Pouzité
detekovaného riedenie
proteinu (kDa)
anti-VCAM-1- BD Biosciences Pharmingen M - 1:30
PE
anti-ICAM-1- Invitrogen M - 1:30
FITC

* Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA), Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Invitrogen (Waltham, MA,
USA), Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA), BD Biosciences Pharmingen (San Jose, CA,
USA).

0 RAM/Px (rabbit anti-mouse IgG znaceny chrenovou peroxidazou), SWAR/Px (swine
anti-rabbit IgG znaceny chrenovou peroxidazou), R (rabbit), M (mouse), PE (R-
phycoerythrin), FITC (fluorescein izotiokyanat).
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4.1.4. Biologicky material

Extrakty pouzit¢ v diplomovej praci pochadzali zrastliny zbieranej na ostrove
Kalimantan (Borneo, Indonézia). Rastlina bola urfena botanikmi z herbaria v
Palangkaraya, Bogor, Indonézia a Kew Gardens, Spojené Kralovstvo. Presné vedecké
meno rastliny v tejto praci nie je uvedené, pretoze doteraz nebolo publikované v Ziadnej
odbornej tlaci. Extrakty boli pripravené v LRR a OChBG, pricom sa jedna o vodny,
metanolovy, metanol-tetrahydrofuranovy a etanolovy extrakt z listov alebo korenov
rastlin zbieranych na ostrove Kalimantan (Borneo, Indonézia).

Pre pozorovanie vplyvu extraktov boli na in vitro experimenty vyuzité normalne
I'udské endotelové bunky z pupoénych ciev, HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells).
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4.2. METODY

4.2.1. ELISA

ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) patri k najpouzivanej$im
imunochemickym metédam V ramci zakladného vyskumu a Klinickej praxe. Medzi jej
vyhody patri rychle prevedenie a lahka aplikacia. Slazi k detekcii a kvantifikacii
antigénov a protilatok. (Lukas Z.et al., 1997)

Antigén je latka, ktori rozpozndva imunitny systém areaguje na fiu . Medzi
najCastejSie antigény patria cudzorodé latky  z vonkajSiecho prostredia (infekéné
organizmy aich produkty). Ako antigén modze pdsobit’ prakticky akakol'vek latka.
Najvyznamnej$imi antigénmi st proteiny a ré6zne komplexné polysacharidy, ale tiez
lipidy a lipoproteiny. Oblast’ antigénu rozpoznavana imunitnymi receptormi sa nazyva
epitop. (Hotejsi V., Barttnikova J., 2009)

Protilatka je protein Specificky sa viazuci na urCiti latku - antigén. Kazda
protilitka mé jedine¢nt Struktiru, ktord jej umoziuje Specificky sa viazat' na
zodpovedajuci antigén, ale vSetky protilatky maju rovnakt celkova Struktiru a st
sthrnne  zname pod pojmom imunoglobuliny. Protilaitky st produkované
diferencovanych B bunkami (plazmatickymi bunkami) v reakcii na infekciu alebo
oc¢kovanie, a viazu sa a neutralizuji patogény alebo ich pripravuji na zniCenie
fagocytmi. (Murphy K.M., 2014)

V ramci ELISA metody je znamych niekol'ko typov testov a to priama, nepriama,
sendvi¢ova a kompetitivna.

V tejto diplomovej praci bola konkrétne pouzita sendvicova ELISA metoda.
Principom sendvi¢ove] ELISA metdédy je naviazanie protilditky na polystyrénovi
matricu, ta zachytava sledovany antigén vo vzorke a dochadza medzi nimi k Specificke;j
reakcii. Tento komplex nasledne reaguje s detekénou protilatkou. Tato protilatka je
detekovana prostrednictvom Specifického enzymového konjugéatu. Po reakcii medzi

substratom a enzymom dochadza k zmene sfarbenia. (Crowther J.R., 2000)
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Enzymovy konjugét//

vy CHRPD

I ¢
Detekéna protilés —
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Sendvicova ELISA

Obrazok 10: Ukézka sendvicovej metody. Na obrazku je znazorneny imunokoplex skladajici
sa zo zachytnej protilatky (Capture antibody), ciel'ového proteinu (antigénu) detekénej
protilatky (Detection antibody) a enzymového konjugatu. Po reakcii substrat-konjugat dochadza
k zmene sfarbenia. (obrazok prevzaty a upraveny z Cell Signaling Technology (8.7.2015))

Na tito metddu boli pouzité dopredu zaktipené supravy (kity) pre Standardy
I'udského IL-6 a ICAM-1 od spolo¢nosti Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA) a96
jamkové dosky (Nunc-lmmuno™ Plate F96 MaxiSorp, Thermofisher, Rockford,
USA).

Zéachytna protilatka (capture antibody) bola nariedena roztokom PBS (riedenie
100x pre IL-6 aj ICAM-1 na koncentraciu 1 pug/ml) a po napipetovani 100 pl do kazdej
jamky bola doska inkubovana cez noc pri laboratornej teplote. Na druhy deni bola doska
premyta 4x premyvacim pufrom (rovnaky premyvaci krok bol opakovany po kazdej
inkubacii). Po premyti bolo do jamiek napipetovanych 300 pl blokovacieho pufru
a doska bola inkubovana 1 hodinu pri laboratdornej teplote. Nasledne bolo do 1. a 2. radu
jamiek napipetovanych 100 pl Standardu rekombinantného hIL-6 alebo hICAM-1
S postupne sa znizujucou koncentraciou (u hIL-6 od 1,5 ng/ml k 0,95 ng/ml s riedenim
2x v diluente a u hICAM-1 od 3 ng/ml k 1,5 pg/ml s riedenim 2x). Do zvy$nych jamiek
bolo napipetovanych po 100 pl skimanych vzoriek a doska bola inkubovana 2 hodiny.
Po 2 hodindch bolo do jamiek pridanych 100 pl detek¢nej protilatky (detection
antibody) zriedenej v diluente (riedenie 200x pre IL-6 aj ICAM-1 na koncentraciu 0,5
pg/ml) s naslednou inkubaciou 2 hodiny. Potom bolo do vSetkych jamiek

napipetovanych 100 ul konjugatu avidin-HRP nariedeni v diluente (riedenie 2000x pre
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IL-6 aj ICAM-1) a doska bola inkubovana d’alsich 30 minat. Nakoniec bolo do jamiek
napipetovanych 100 pl roztoku obsahujiceho ABTS, citratovy pufer a H,O, apo
kratkej inkubacii (cca. 10 minut) bola merana absorbancia pri vlnovej dizke 405 nm na

readri Tecan infiniteM200 PRO (Minnedorf, Svajéiarsko).

4.2.2. Ovplyvnenie buniek a ich zber

HUVEC bunky boli kultivované na Petriho miskach o priemere 100 mm (pre Western
blotting) ana 24 jamkovej doske s priemerom jamky 15 mm (pre prictokovia
cytometriu) a na 24 hodin inkubované pri teplote 37 °C. Po 24 hodinach kultivacie bolo
médium odsaté anahradené médiom obsahujicom testovany rastlinny extrakt
0 zvolenej koncentracii (1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 alebo 50 ug/ml). Nasledne sa po 30-
minutove] inkubacii ku vzorkam pridal roztok obsahujici 10 ng/ml TNFa a opit
prebichala 24 hodinova inkubacia. U buniek s oznacenim kontrola bez TNFo bolo
pridané iba médium, U kontroly s TNFo médium s nasledne pridanym roztokom TNFa.
Nasadenie a ovplyvnenie buniek bolo vykonané laborantkou v Laboratoriu rastovych
regulatorov.

Zber buniek pre dal$ie analyzy metodami Western blottingu a prietokovej
cytometrie nasledovalo po 24 hodinovom pdsobeni testovanych extraktov.

Bunky urfené pre analyzu prostrednictvom metdody Western blottingu boli
postupne zbierané mechanickym zoSkrabanim z dna Petriho misky a médium s bunkami
bolo prepipetované do skiimaviek. Po zoskrabani a prepipetovani média s bunkami zo
vSetkych misiek boli skimavky centrifugované pri 1000 g a teplote 4 °C po dobu 10
minit v centrifige BR4i (Jouan, Saint-Herblain, Francie). Nasledne bolo médium
odsaté a bunky na dne sktimavky rozsuspendované v 1 ml PBS. Skiamavky s bunkami
boli opdt zcentrifugované za rovnakych podmienok (1000 g, 4 °C, 10 mintt).
Supernatant bol znovu odsaty a k peletu buniek bol pridany 1 ml roztoku PBS, ktoré sa
v iom rozsuspendovali. Rozsuspendované bunky v PBS sa nasledne preniesli do
mikroskumavky a vzorky boli centrifugované za rovnakych podmienok (1000 g, 4 °C,
10 mintt). Napokon bol roztok PBS opdt odsaty a pelety sbunkami uschované
v mrazéku pri -70 °C. Behom celého zberu je potrebné bunky neustale uchovavat’ na

l'ade.
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U buniek uréenych na cytometrickii analyzu bolo po 24 hodinovej inkubdécii
S testovanymi rastlinnymi extraktami odliate médium a nasledne bola kazda jamka
premyta s filtrovanym PBS. Po premyti bolo do jamiek opédtovne napipetovanych 500 pl
filtrovaného PBS, ktoré sa postupne odsavalo aby sa vyhlo zaschnutiu buniek. Do
odsatych jamiek sa vzéapiti pridalo 100 pl trypsinu. Po priblizne 1 minute, kedy boli
bunky uvolnené (kontrola pod mikroskopom) sabunky zafixovali v 100 pl 4%
formalinu. Skumavky sa zvortexovali a inkubovali pri laboratornej teplote 10 mintt.
Potom bolo do skiimaviek pridanych 0,5 ml PBS a skimavky boli centrifugované pri
laboratornej teplote a 1500 rpm po dobu 5 minut. Nasledne bol supernatant odliaty a do
zvy$ného objemu (cca. 100 pl) pridana anti-ICAM-1 alebo anti-VCAM-1 protilatka
konjugovana s flourescencnou znakou FITC alebo PE. Po zvortexovani boli skimavky
inkubované v tme 45 minut pri laboratérnej teplote. Po ukonceni inkubacie bolo do
roztoku pridany 1 ml PBS askamavky boli zcentrifugované pri rovnakych
podmienkach (1500 rpm, 5 minut, laboratérna teplota). Nasledne bol supernatant zo
skiimaviek odliaty a k peletu na dne bolo pridanych 250 pl PBS. Skimavky boli
zvortexované a testované latky okamzite merané na prietokovom cytometri [Cell Lab
Quanta™ SC-MPL (Beckman Coulter, CA, USA) merané na kanali FL1 - 525nm a FL2
- 575 nm].

4.2.3. Priprava bunkovych lyzatov

Pre pripravu lyzatov boli bunky vybraté z-70 °C apo ich rozmrazeni na lade
resuspendované vo vychladenom lyza¢nom pufre RIPA podla velkosti peletu (cca. 10°
buniek v 20-50 ul). Nasledne boli bunky sonifikovné na ultrazvukovom homogenizatore
(3 cykly, 10 sekund) Sonopuls HD2200 (Bandelin, Nemecko). Po sonifikacii buniek
nasledovala centrifugacia vzoriek pri 14000 rpm a 4°C po dobu 30 mintt. Lyzat bol
preneseny do novych mikroskimaviek a prostrednictvom Bradfordovej metddy bola
zmerana koncentracia proteinov v lyzatoch pri 595 nm na UV-VIS spektrofotometru
koncentraciu proteinov prostrednictvom prislusného mnozstva lyza¢ného pufru a 5x
SDS vzorkovacieho pufru. Po premiesSani boli vzorky denaturované pri teplote 98°C

a nasledne uchované v mrazaku.
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4.2.4. Polyakrylamidova gélova elektroforéza (SDS-PAGE)

Ako prvy krok pri separovani proteinov, ktoré bolo uskuto¢nené prostrednictvom
diskontinualnej SDS-PAGE elektroforézy, bola priprava polyakrylamidovych gélov. Pre
separdciu bol pouzity 5% koncentraény gél, ktorého tlohou je zakoncentrovat’ proteiny
do uzkeho pruhu a 10% separacny gél, ktory ma za ulohu rozdelit’ proteiny podl'a ich
velkosti. Do jednotlivych jamiek bolo nanesenych 30 pg proteinu a do boc¢nej jamky 3,5
ul Standardu molekulovych hmotnosti proteinov (Spectra™ Multicolor Broad 32 Range
Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA alebo Precision Plus
ProteinTM Dual Xtra Standards, BioRad, Hercules, CA, USA). Elektroforeticka
separacia proteinov prebichala na aparatire pre vertikdlnu elektroforézu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad, Hercules, CA, USA) priblizne 30 minut pri 80 V.
Akondhle proteiny vstipili do separaéného gélu, bolo napitie pre dalsi beh
elektroforézy navysené na 120 V.

Zlozenie reakcénej zmesi pre SDS-PAGE je uvedené v tabul’ke €. 5.

Tabulka 5: ZloZenie reak¢énej zmesi pre SDS-PAGE (pre 2 gély) :

Reak¢ény komponent Objem
10% Separacny gél 5% Koncentracny gél
Voda 2,15 ml 3,51 ml
Roztok AA + Bis 2,5ml 0,84 ml
TrispH =8,8 2,8 ml -
TrispH =6,8 - 0,63 ml
10% SDS 0,075 ml 0,050 ml
10% APS 0,030 ml 0,030 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml
Celkovy objem reak¢nej zmesi 7,56 ml 5,065 mi

* AA (Akrylamid), Bis (Bis-akrylamid), Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan),
TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin), SDS (Dodecylsiran sodny), APS
(Peroxodisiran amonny).
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Obrazok 11 : Ukazka elektroforetickej aparatury (upraveny a stiahnuty z Rai University
(4.7.2015))

4.2.5. Western blotting a imunodetekcia proteinov na membrane

Po ukonceni elektroforézy boli proteiny z gélu prenesené na nitrocelul6zovlii membranu
(BioRad, Hercules, CA, USA) prostrednictvom metody Western blottingu, ktora
prebiehala v blotovacej aparature Mini Trans-Blot Cell (BioRad, Hercules, CA, USA).
Blotovaci sendvi¢ bol zostaveny v poradi od vrstvy papieru ur¢eného pre blotting,
nitrocelulézovej membrany, gélu po elektroforéze po d’alSiu vrstvu papieru ur¢en¢ho
pre blotting. Nato sa ulozi sendvi¢ do blotovacej vane a zaleje prenosovym pufrom.
Prenos proteinov prebiehal pri 270 mA, za staleho chladenia 'adom po dobu 2 hodin a
vo vychladenom 1x koncentrovanom blotovacom pufre. Membrana s prenesenymi
proteinmi bola vloZend na 5 minit do farbiaceho roztoku Ponceau S za stcasného
trepania vanicky. Nasledne sa farbiaci roztok zlial a membrana premyla vodou, nechala
sa uschnit’ na filtraénom papieri. Podl'a molekulovych hmotnosti naneseného markeru
bola narezana na prazky so sledovanymi proteinmi a pruzky boli dané do roztoku TBS,
kde sa nechali do upIného odfarbenia.

Nespecifické viazby sa nasledne blokovali v bloka¢nom roztoku (3% (w/v) BSA v
TBS s 0,1% Tweenem 20 alebo 3% (w/v) susené mlieko v TBS s 0,1% Tweenem 20)
po dobu 2 hodin pri pokojovej teplote na trepacke. Po zablokovani boli membrany

oplachnuté vroztoku TBS apotom bola uskutoénend imunodetekcia proteinov
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prostrednictvom  primarnych asekundarnych protilatok znaCenych chrenovou
peroxiddzou (viz Tabulka 3). Membrany sa nechali inkubovat' cez noc pri 4 °C
S primarnymi protildtkami zriedenymi Vv blokovacom pufri. Na druhy den po ukonceni
inkubécie boli membrany premyté (5 min v TBS, 5 min TBS s 0,1% Tweenem 20, 5
min v TBS, 10 min v TBS) a opat’ inkubované pri laboratérnej teplote 1 hodinu so
sekundarnymi protilatkami zriedenymi v blokovacom pufri. Po 1 hodine boli membrany
opat’ premyté v roztoku TBS a TBS s 0,1% Tweenem 20 (10 min v TBS, 5 min TBS s
0,1% Tweenem 20, 5 min v TBS, 10 min v TBS).

Na zaver bola vykonand vizualizacia s vyuzitim chemiluminiscen¢ného cCinidla
(roztok luminolu a peroxidu v pomere 1:1; Pierce™ Fast Western Blot Kit, ECL
Substrate, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) asignal sa detekoval
vyfotografovanim pomocou CCD kamery LAS4000 (FujiFilm, Japonsko).

4.2.6. Analyza buniek pomocou prietokovej cytometrie

Pomocou prietokovej cytometrie mozno Studovat’ jednotlivé bunky alebo aj iné Castice
v suspenzii podla ich chemickych a fyzikalnych vlastnosti. V prietokovom cytometri
prebieha vlastnd analyza bunkovej suspenzie. Bunky sii unaSané v laminarne prtdiace;j
tekutine, ktora je usmeriiovana prietokom nosnej tekutiny, do ktorej su bunky
aplikované otvorom o malom priemere. Dochddza k tzv. hydrodynamické fokusacii,
ktora zaisti, Ze meracim zariadenim budu prechadzat' jednotlivé Castice za sebou.
(Brown M., Wittwer C., 2000) Tieto Castice su potom oziarené monochromatickym
laserovym paprskom. Po interakcii laserového paprsku s Casticou dochadza k prednému
rozptylu svetla — forward scatter a bocnému rozptylu — side scatter. Forward scatter
urcuje velkost' buniek a side scatter zistuje kompaktnost' bunkového povrchu,
pritomnost’ granuli a optické vlastnosti cytoplazmy a jadra. Pre kazda bunku st typické
povrchové alebo intracelularne antigény tzv. CD-znaky. Pokial’ st tieto CD-znaky
oznacené¢ vhodnymi monoklonalnymi protilatkami konjugovanej s fluorochromom, po
oziareni laserom emituju svetlo prislusnej vlnovej dizky. Jednd sa o tzv.
imunofluorescenciu. Ziskané signdly st detekované pomocou fotonasobicov a fotodidd,

potom digitalizované a ziskané data su pocitatovo vyhodnotené. (Marinov 1., 2008)
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K vyhodnoteniu poctu buniek bola pouzitd analyza prietokovou cytometriou.
Principom tejto metody bolo meranie mnozstva proteinov ICAM-1 alebo VCAM-1
oznacenej sondou.

Po zbere buniek aich naslednom spracovani bol obsah zo skumaviek po danej
inkubdcii prepipetovany do vialieck pre prietokovy cytometer a analyzovany na
prietokovom cytometri Cell Lab Quanta™ SC-MPL (Beckman Coulter, CA, USA) na
kanali FL1 (525nm) a FL2 (575 nm).

Cely proces bol zaznamenany prostrednictvom softwaru Quanta Collection
(Beckman Coulter, CA, USA) a vyhodnoteny pomocou programu Quanta Analysis (od
tej istej firmy).
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5. VYSLEDKY

5.1. ELISA

Pomocou ELISA metdédy bola Vtejto diplomovej praci stanovovand pritomnost
a hladina cytokinov IL-6 a ICAM-1 celkovo na 35 roznych rastlinnych extraktoch
pochadzajucich z rastlin z ostrova Kalimantan. Konkrétne sa jednalo o 11 vodnych, 11
metanolovych a 11 metanol-tetrahydrofuranovych extraktov z listov alebo korenov
roznych rastlin. U poslednych 2 extraktov oznacenych ¢islom 34 a 35 islo o etanolovy
extrakt. Protizapalové ucinky tychto vzoriek boli pozorované prostrednictvom tejto
metddy na ludskych endotelovych (HUVEC) bunkach. Ako kontrola pre tento
experiment boli vybrané 3 Standardy — kurkumin, celecoxib a dexametazén, pricom
U kurkuminu sa jedna o zliceninu rastlinného pdvodu prejavujicu protizapalovy ucinok,
celecoxib patri medzi nesteroidné protizapalové liecky (NSAID) a dexametazon patri
medzi kortikosteroidy.

V tabulke 6 a7 st prehl'adne uvedené stihrnné vysledky rastlinnych extraktov
a Standardov pri roznych koncentraciach dosiahnuté pri ELISA testoch na IL-6 a ICAM-
1 protein. VSetky vzorky boli testované v triplikatoch a spriemerované hodnoty z tychto
triplikatov uvedené v tabulke st po optimalizacii porovnavané v ramci kontroly
s pridanym TNFa, kde tato kontrola predstavuje hodnotu 100 %. Nasledne u vzoriek
mozeme vidiet’ kladné €islo, o znaci, ze extrakt zvySuje hladinu zapalovych cytokinov
a neprejavuje ziadne protizapalové ucinky. Naopak pri vzorkach so zapornym c¢islom
extrakt znizoval expresiu zapalovych cytokinov a mal protizapalové ucinky.

Tabulka 6 zobrazuje rastlinné extrakty a Standardy o réznych koncentraciach

v

vve

anajvyssia 50 pg/ml. Najlepsie sa daji porovnat’ vysledky extraktov so Standardmi pri
koncentracii 10 pg/ml a 30 pg/ml, kde pri tychto koncentraciach boli testované vsetky
Standardy aj nadpolovi¢na vicSina rastlinnych extraktov. NajvyraznejSie protizapalové
ucinky sa v ramci tohto testu na IL-6 pri koncentracii 30 pg/ml prejavili u extraktov
s ¢islom 4, 6 a 21, naopak najviac zvySovali hladiny cytokinov pri tejto koncentracii
extrakty s ¢islom 10 a 15. Tento experiment bol u rastlinnych extraktoch s ¢islom 4,6

a 21 minimalne dvakrat zopakovany, pricom testy vykazovali podobné vysledky.
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Tabulka 6 : Zmena hladiny zapalového cytokinu IL-6 produkovaného HUVEC bunkami
s pridanymi extraktmi a TNFa v porovnani s kontrolnymi bunkami oSetrenymi len 10 ng/ml
TNFa (100% zapal) merana pomocou metdédy ELISA. Kladné ¢islo u extraktov znaci, ze extrakt

zvySuje hladinu

protizapalovy ucinok.

IL-6, naopak pri extraktoch so zapornym ¢islom bol zaznamenany

IL-6

1 5 10 15 20 30 40 50 pg/ml
kurkumin +3  +9 -14 -23 -31 -43
celecoxib -4 -27 -41
dexametazén -2 -10 -18
extrakt 1 -5
extrakt 2 0 -2 +7 -4 -10 -3
extrakt 3 -12
extrakt 4 -7 -8 -9 -20 -30 -43
extrakt 5 -8
extrakt 6 -5 -2 -13 -19 -33 -45
extrakt 7 -3 -6 -5 +3 +24
extrakt 8 +5 +4 +2 +10 +5
extrakt 9 0 +5 +4 +10 +8 +1
extrakt 10 +3 +8 +18 +23 +28 +34
extrakt 11 +5 +8 +11
extrakt 12 +8 +10 +16
extrakt 13 +2 +7 +5
extrakt 14 +13 +7 +14
extrakt 15 +4 +14  +25
extrakt 16
extrakt 17 -35 -5 -6
extrakt 18
extrakt 19
extrakt 20 -3 -4 -11
extrakt 21 -9 -9 -20
extrakt 22 +17
extrakt 23 +17
extrakt 24 -10
extrakt 25 +4
extrakt 26 +11
extrakt 27 -15
extrakt 28 -13
extrakt 29 -2 0 +3 -27
extrakt 30 +5 +3 -1 -24
extrakt 31 -18
extrakt 32 +5 +5 -1 -21
extrakt 33 +4 +6 +7 -33
extrakt 34 +1 -3 -12
extrakt 35 -3 -12 -26
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Ako druha bola testovana adhezivna molekula ICAM-1, ktora napomaha
prilnutiu leukocytov v zapalovom lozisku, a reakcia rastlinnych extraktov a $tandardov

na tento protein je uvedena v tabulke 7. Rovnako ako u proteinu IL-6 aj u proteinu

vwve

vwve

vykazovali S$tandardy vysSiu expresiu detekovaného ICAM-1 proteinu oproti
Standardom testovanych na IL-6. Aj v tomto pripade sa najlepSie porovnavaju vzorky so
Standardmi pri koncentraciach 10 pg/ml a 30 pg/ml, kde boli testované vsetky Standardy
a priblizne polovica rastlinnych extraktov. Najviac znizovali hladinu ICAM-1 proteinu
pri koncentracii 30 pg/ml extrakty s ¢islom 20 a 21, ktorych hodnota bola takmer
rovnaka ako hodnota §tandardov. Vyznamné zmeny hladiny ICAM-1 boli zaznamenané
aj uextraktov sc¢islom 15 al1l8. Mierne zvySovanie expresii ICAM-1 pri tejto
koncentracii sposobili len 4 extrakty s ¢islom 4, 6, 29 a 30. Tento experiment bol u
rastlinnych extraktoch s ¢islom 20 a 21 dvakrat zopakovany, pricom vysledky boli
podobné.

Na zdklade tychto vysledkov boli na d’alSie experimenty vybrané¢ 4 extrakty
S najvyraznejSie prejavujucim sa protizapalovym tac¢inkom pri koncentracii 30 ug/ml (v
teste na detekciu IL-6 i8lo o extrakty s ¢islom 4 a 6 a Vv teste na detekciu ICAM-1 o

extrakty s ¢islom 20 a 21).
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Tabul’ka 7 : Zmena hladiny adhezivnej molekuly ICAM-1 napomahajticej prilnutiu leukocytov
v zapalovom lozisku produkovaného HUVEC bunkami
vV porovnani s kontrolnymi bunkami oSetrenymi len 10 ng/ml TNFa (100% zéapal) merana
pomocou metédy ELISA. Kladné ¢islo u extraktov znaci, Ze extrakt zvysSuje hladinu ICAM-1,
naopak pri extraktoch so zdpornym ¢islom bol zaznamenany protizapalovy tc€inok.

s pridanymi extraktmi

ICAM-1

1 5 10 15 20 30 40 50
kurkumin 0 -10 -38 -44 -70 -69
celecoxib -4 -70 -76
dexametazéon +10 +5 0
extrakt 1 -3
extrakt 2 0 -5 -3
extrakt 3 -8
extrakt 4 -2 -5 +8
extrakt 5 -4
extrakt 6 +8 +4 +5
extrakt 7 -8 -7
extrakt 8 -11 -9 -4 +13 +8
extrakt 9 +2 -5 -3 +2 -7
extrakt 10 -1 -2 +8
extrakt 11 -4 -2 -7
extrakt 12 0 -3 -6
extrakt 13 0
extrakt 14 -6
extrakt 15 -15
extrakt 16
extrakt 17 -17 -13 -12
extrakt 18 -14 -15 -17
extrakt 19 -5 -14 0
extrakt 20 +3 -41 -70
extrakt 21 +6 -48 -65
extrakt 22
extrakt 23
extrakt 24
extrakt 25
extrakt 26
extrakt 27
extrakt 28
extrakt 29 +3 +5 +1
extrakt 30 -3 0 +2
extrakt 31
extrakt 32 -5 -8 -1
extrakt 33 +1 -6 -6
extrakt 34 -2 -8 +9
extrakt 35 +1 +4 -47
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5.2. Prietokova cytometria

K vyhodnoteniu poc¢tu buniek bola pouzita analyza prietokovou cytometriou.
Principom tejto metdédy bolo meranie mnozstva buniek vykazujicich pritomnost’
adhezivnych molekul ICAM-1 alebo VCAM-1, ktoré boli detekované pomocou
protilatok oznac¢enych fluorescen¢nou sondou, na svojom povrchu.

Vsetky vzorky boli testované v triplikatoch a hodnoty zobrazené na obrazku su po
spriemerovani medianu tychto hodnét pre jeden rastlinny extrakt. Ako negativna
kontrola boli pouzité bunky s médiom bez TNFa a ako pozitivna kontrola sluzili bunky
s médiom, do ktorého bol pridany roztok obsahujuci 10 ng/ml TNFa. Pri vSetkych troch
pokusoch v ramci tejto metody sme nedostali signifikantné rozdiely, ked’Zze kontroly
nevykazovali taky signal aky bol ocakavany, t.j. pri pozitivnej kontrole zvySeny a pri
negativnej kontrole znizeny.

Na obrazkoch 12 a 13 mozeme vidiet grafické znazornenie signalu
odpovedajucemu mnozstvu proteinu ICAM-1 na svojom povrchu prostrednictvom
metody prietokovej cytometrie. U obrazku 12 je to pre extrakty s ¢islom 4, 6 a 10
s koncentraciou 30 pg/ml, Standardy kurkuminu a celecoxibu s 10uM koncentraciou
a narciklasinu s 300nM koncentraciou a u obrazku 13 je to pre extrakty s ¢islom 20, 21
a 31 skoncentraciou 30 pg/ml, Standardy kurkuminu a celecoxibu s 10uM
koncentraciou a kurkuminu s 5pM koncentraciou. Tieto Standardy sluzili aj ako
pozitivna kontrola.

Na obrazku 14 je graficky znazornené¢ mnozstvo buniek vykazujtcich pritomnost’
VCAM-1 na svojom povrchu pre extrakty s ¢islom 20, 21 a 31 s koncentraciou 30
png/ml, Standardy kurkuminu a celecoxibu s 10uM koncentraciou a kurkuminu s SpuM

koncentraciou.
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&

Obrazok 12 : Hladina adhezivnej molekuly ICAM-1 merana prostrednictvom metody
prietokovej cytometrie pre extrakty s ¢islom 4, 6 a 10 s koncentraciou 30 pg/ml, Standardy
kurkuminu a celecoxibu s 10uM koncentraciou a narciklasinu s 300nM koncentraciou

a pozitivnej kontroly obsahujucej roztok s TNFa a negativnej kontroly bez TNFa. Y-0s
oznacuje priemernt vy$ku hodnoty medianu daného roztoku extraktu z triplikatu. X-0s
oznacuje poradie sledovanych vzoriek s koncentraciou; znamienko - znaci, ze k bunkam
nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a znamienko + znaci, ze k bunkdm bol pridany
10ng/ml roztok TNFa.

ICAM-1

T
-
- - - - -

Kontrola | Curcumin | Curcumin | Celecoxib | extrakt20 | extrakt2l | extrakt35

(5 uM) (1opM) | (10pM) | (30 pg/ml) | (30 pg/ml) | (30 pg/mi)

8.30

8.20

Kontrola

Obrazok 13 : Hladina adhezivnej molekuly ICAM-1 merana prostrednictvom metddy
prietokovej cytometrie pre extrakty s ¢islom 20, 21 a 31 s koncentraciou 30
ug/ml, standardy kurkuminu a celecoxibu s 10uM koncentraciou a kurkuminu s 5uM
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koncentraciou a pozitivnej kontroly obsahujucej roztok s TNFa a negativnej kontroly bez
TNFa. Y-o0s oznacuje priemernu vysku hodnoty medianu daného roztoku extraktu

z triplikatu. X-os oznacuje poradie sledovanych vzoriek s koncentraciou; znamienko - znadi,
ze k bunkam nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a znamienko + znaéi, Ze k bunkam bol

VCAM-1
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pridany 10ng/ml roztok TNFa.

Kontrola | Kontrola | Curcumin | Curcumin | Celecoxib | extrakt20 | extrakt21l | extrakt3s
(10 pM) | (30 pg/ml) | (30 pg/ml) | (30 pg/ml)

Obrazok 14 : Hladina adhezivnej molekuly VCAM-1 meran4 u prostrednictvom metody
prietokovej cytometrie pre extrakty s ¢islom 20, 21 a 31 s koncentraciou 30

pug/ml, Standardy kurkuminu a celecoxibu s 10uM koncentraciou a kurkuminu s SuM
koncentraciou a pozitivnej kontroly obsahujucej roztok s TNFa a negativnej kontroly bez
TNFa. Y-o0s oznacuje priemernu vysku hodnoty medianu daného roztoku extraktu

z triplikatu. X-os oznaéuje poradie sledovanych vzoriek s koncentraciou; znamienko - znaci,
ze k bunkam nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a znamienko + znaci, Ze k bunkam bol
pridany 10ng/ml roztok TNFa.
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5.3.  Western blotting

Pre overenie zmien v expresii sa Vv tejto diplomovej praci detekoval signal vybranych
proteinov suvisiacich so zapalom. Konkrétne sa jednalo o detekciu signalu proteinov
MTOR, ICAM-1, COX-1, COX-2 aIkBa pri vSetkych vzorkéach. Pri vzorkach 20, 21
a Standardoch kurkuminu a celecoxibu sa merala detekcia signalu aj u proteinov FAK,
IKKo/B, SAPK/JNK a p38. Po vykonani ELISA testu sa pri vybranych extraktoch
predpokladala u tychto proteinov (okrem IkBa) znizend expresia. Celkova hladina
proteinov vo vsetkych vzorkach bola detekovana pomocou expresie B-aktinu. Tento
experiment bol opakovany dvakrat s podobnymi vysledkami.

Na obrazku 15 je zobrazeny detekovany signal 5 proteinov (nTOR, ICAM-1,
COX-1, COX-2 a IxkBa) na kontrolnych bunkach bez (Kontrola -) as 10 ng/ml TNFa
(Kontrola +), bunkdch ovplyvnenych 3 roznymi rastlinnymi extraktami
oznacenymi ¢islom 4, 6 a 10, vSetky 0 koncentracii 30 ug/ml a standardom kurkuminu
0 2 koncentraciach 5 a 10 pg/ml. Rastlinné extrakty s ¢islom 4, 6 a 10 boli vybraté na
zaklade predchadzajuceho ELISA testu na expresiu IL-6, kde tieto extrakty vykazovali
najvyraznejSie protizapalové Gcinky (extrakt 4 a 6) a extrakt 10 mal oproti tymto dvom
vysledky opacné. U kurkuminu boli na zéklade predchadzajtcich vysledkov otestované
dve koncentracie, z ktorych t4 nizsia koncentracia (5 pg/ml) bola vybrana pre d’alSie
testy. Kurkumin s vy$Sou koncentraciou (10 pg/ml) mohol dosahovat’ cytotoxicka
hranicu pre bunky, ked'Ze ofakavané vysledky boli v niektorych pripadoch pri tomto
Standarde opacné. TO mozno pozorovat’ aj na obrazku, kde najvyraznejsie je to vidiet
u proteinu IkBa, COX-2 a ICAM-1. Ako moéZeme dalej vidiet na tomto obrazku
protizapalové Ucinky boli aj touto metédou potvrdené u extraktu s ¢islom 4, kde
dochéadza k zniZenej expresii proteinu ICAM-1 oproti pozitivnej kontrole, hoci vysledok
uz nie je taky vyrazny ako bol pri ELISA metdde. U extraktu s ¢islom 10 sa opacné
vysledky oproti vysledkom vykazujicim extrakty s ¢islom 4 a 6 touto metdodou len
potvrdili, kde najvyraznejSie je to mozné vidiet’ pri vel'mi zniZenej expresii proteinu

IxBa a zvySenej expresii proteinov COX-2 a ICAM-1.
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Kontrola Kontrola extrakt4 extrakt 6 extrakt 10 kurkumin kurkumin

0 3 30 5 10 ug/ml
R + + + + + +
MTOR e - — — s  289KDa
ICAM-1 e s D b a2 1501

65-70 kDa

COX-I._._—-————--—

COND o s e e (D e - 710

IxBa ..—-...—“ B 500,
o - -

B-akKtiN o w— — T — — — 42 kDa

Obrazok 15 : Detekcia proteinov na membrane prostrednictvom metody Western blottingu na
vzorkach buniek s extraktmi 4, 6 a 10, kontrolnymi vzorkami buniek so zapalom (pozitivna
kontrola = kontrola +) abez zapalu (negativna kontrola = kontrola -) a vzorkami $tandardu
kurkuminu. Na l'avo st uvedené nadzvy proteinov suvisiacich so zapalom. Celkova hladina
proteinov vo vSetkych vzorkach bola detekovana pomocou expresie 3-aktinu. Na pravo vedl'a
membrany st uvedené molekulové hmotnosti (v kDa) danych proteinov a molekulové
hmotnosti jednotlivych proteinov v pouzitom markeri su 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 a
250 kDa. Hore nad membranou su uvedené nazvy extraktov v akom poradi nasledovali, ich
koncentracia, znamienko - znaci, ze k bunkam nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a
znamienko + znaci, ze k bunkam bol pridany 10ng/ml roztok TNFa.

Na obrazku 16 méZeme vidiet’ detekciu signalu 9 proteinov podiel’ajiicich sa na
procese zapalu alebo signalnych zéapalovych drahach. Signal tychto proteinov bol
detekovany na kontrolnych bunkach bez (Kontrola -) a s 10 ng/ml TNFa (Kontrola +) a
vzorkach buniek obsahujucimi rastlinné extrakty s ¢islom 20 a 21, obe 0 koncentracii 30
ug/ml, ktoré boli vybraté na zaklade ELISA testu na ICAM-1, kde tieto extrakty
vykazovali oproti ostatnym vzorkdm vyrazne zvySeny protizdpalovy ucinok. Vysledky
vSak touto metddou pri danych vzorkach neboli preukazané tak ako sa ocakavalo po
vysledkoch v ELISA teste, naopak podla vysledkov zobrazenych na tomto obrazku sa

javi, Ze protizapalové ucinky tieto extrakty nevykazuju.
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Kontrola Kontrola extrakt 20 extrakt 21

30 30 ug/ml

MTOR. s = - — g 289kDa

ICAM-1 G B e 0 150kDa

FAK == S 10 195kDa
Pk I 5.5 (Do
COX.1 |— — 65-70kDa

COX-2 [l S S e | 74kDa
SAPK/INK » == 46,54 kDa

: 43 kDa

43 kDa

39 kDa

42 kDa

Obriazok 16 : Detekcia proteinov na membrane prostrednictvom metody Western blottingu na
vzorkach buniek s extraktmi 20 a21 a kontrolnymi vzorkami buniek so zapalom (pozitivna
kontrola = kontrola +) a bez zapalu (negativna kontrola = kontrola -). Na l'avo st uvedené nazvy
proteinov suvisiacich so zapalom. Celkova hladina proteinov vo vsetkych vzorkach bola
detekovana pomocou expresie B-aktinu. Na pravo vedla membrany su uvedené molekulové
hmotnosti (v kDa) danych proteinov a molekulové hmotnosti jednotlivych proteinov v pouzitom
markeri sa 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 a 250 kDa. Hore nad membranou st uvedené
nazvy extraktov v akom poradi nasledovali, ich koncentracia, znamienko - zna¢i, ze k bunkam
nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a znamienko + znaci, ze k bunkdm bol pridany 10ng/ml
roztok TNFa.

Na obrazku 17 je zobrazena detekcia signalu 9 proteinov podielajicich sa na
procese zapalu alebo signalnych zapalovych drdhach. Signal tychto proteinov bol
detekovany na kontrolnych bunkach bez (Kontrola -) a s 10 ng/ml TNFa (Kontrola +) a
vzorkach buniek obsahujucimi Standardy kurkuminu a celecoxibu, obe o0 koncentracii
10 pg/ml. Touto metdodou boli Standardy testované z dovodu potvrdenia mechanizmu
posobenia $tandardov oproti kontrolam (¢i uz pozitivnej alebo negativnej). Tieto
vysledky vSak ani u $tandardov nie st velmi jednozna¢né. Naopak u proteinu IkBa
mozeme pri celecoxibe vidiet’ predpokladant, o nieCo zvySent, expresiu tohto proteinu

oproti pozitivnej kontrole.
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Kontrola Kontrola Kurkumin Celecoxib

10 10 pg/ml
mTOR = « ——— —— w— .y 289 kDa
ICAM-1 A S . 2 150kDa
COX-1 i T T e ¢ 65-70kDa
COX-2 e —— T 74 ¥Da
B8 S = 43kDa

s - 0

P-aktin WS SEN—— N - ) D

Celecoxib Kurkumin Kontrola Kontrola
10 10 ug/'ml

FAK m B 12510
p— —,;. oo

SAPKINK S T 4654kDa

o wsoi

Obrazok 17 : Detekcia proteinov na membrane prostrednictvom metody Western blottingu na
vzorkach buniek so Standardami kurkuminu a celecoxibu a kontrolnymi vzorkami buniek so
zapalom (pozitivna kontrola = kontrola +) a bez zapalu (negativna kontrola = kontrola -). Na
lavo si uvedené nazvy proteinov suvisiacich so zapalom. Celkova hladina proteinov vo
vsetkych vzorkach bola detekovand pomocou expresie f-aktinu. Na pravo vedla membrany st
uvedené molekulové hmotnosti (v kDa) danych proteinov a molekulové hmotnosti jednotlivych
proteinov v pouzitom markeri su 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 a 250 kDa. Hore nad
membranou su  uvedené ndzvy extraktov ~vakom poradi nasledovali, ich
koncentracia, znamienko - znaci, ze k bunkam nebol pridany roztok s 10 ng/ml TNFa a
znamienko + znaci, ze k bunkam bol pridany 10ng/ml roztok TNFa.
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6. DISKUSIA

Ciel'om experimentalnej Casti diplomovej prace bola charakterizacia protizapalovych
ucinkov vybranych rastlinnych extraktov na 'udské endotelové bunky z pupocnych ciev
(HUVEC) in vitro. Pre tieto ucely boli vyuzité rastlinné extrakty z rastlin zbieranych na
ostrove Kalimantan (Borneo, Indonézia), konkrétne vodné, metanolové, metanol-
tetrahydrofuranové a etanolové extrakty z listov alebo korefiov danych rastlin.

Zapal je fyziologickd odpoved’ na poranenie tkaniv, ale ak nie je kontrolovana,
vedie k d’alsim komplikdcidm. V mieste poranenia moze zvySend priepustnost’ cievnej
steny, ktora je nasledovana migraciou imunitnych buniek, sposobit’ pocas zapalu tvorbu
edému. Nadmerny zapal prispieva k tvorbe mnohych akttnych a chronickych ochoreni
Cloveka. Imunitny systém nepretrzite monitoruje mikrofléru a vyuziva konstitutivne
antimikrobidlne mechanizmy na udrzanie imunitnej homeostdzy. Napriklad,
lipopolysacharid (LPS) je endotoxin a zlozka vonkajSej membrany gramnegativnych
baktérii. LPS stimuluje vrodenu imunitu prostrednictvom upravy produkcie zapalovych
mediatorov, ako je oxid dusnaty (NO), TNF-o (Tumor Necrosis Factor-alfa),
interleukin-6 (IL-6), prostanoidy a leukotriény. TNF-o je jednym z najviac
prozapalovych cytokinov produkovanych aktivovanymi T bunkami a ak tato reakcia nie
je pod kontrolou, mdze viest ku chronickym, deStruktivhym zapalom. Preto su
antioxidacné a protizapalové ucinky velmi dolezité pre kontrolu oxidacného stresu
a zapalovych procesov, ktoré vznikli v priebehu odpovede na infekéné ochorenia.
(Sagnia B. et al., 2014)

Liecivé rastliny boli pouzivané v tradi¢nych systémoch zdravotnej starostlivosti
od prehistorickych €ias a st stale najvyznamnej$im zdrojom zdravotne;j starostlivosti pre
drvivll vicSinu populdcie na celom svete, ktord eSte vzdy pouziva liecivé rastliny ako
prvy zdroj zdravotnej starostlivosti v boji proti infekénym a neinfekénym chorobam.
Rastlinné extrakty a antioxidacné latky rastlinného povodu moézu podsobit’ ako
antioxidanty alebo mo6Zu zosilfiovat’ antioxidacné a protizapalové obranné mechanizmy
organizmu. (Sagnia B. et al., 2014) Mnoho bylinnych extraktov a prirodnych produktov
predchadza alebo znizuje oxidac¢ny stres v modeloch in vitro. Mueller et al. testovali 30
rastlinnych extraktov z roznych rastlinnych rodin pre ich protizdpalové ucinky na LPS-
stimulovanych makrofdgoch. Uvadzané vysledky hovoria o tom, ze tieto zliceniny

zahfiaji v ramci ich protizdpalovych mechanizmoch redukciu prozépalovych cytokinov
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IL-6 a TNF-a, znizuju expresiu cyklooxygenazy-2 (COX-2) a oxidu dusnatého a
zvysuju protizapalova sekréciu IL-10. (Mueller M. et al., 2010; Thring T.S. et al., 2011)

V prvej Casti experimentalnej ¢innosti tejto prace bolo 35 rdéznych rastlinnych
extraktov skimanych prostrednictvom ELISA metody, kde sa stanovovala pritomnost’
a hladina cytokinu IL-6 a adhezivnej molekuly ICAM-1.

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) je jednou z najpouZzivanejSich
imunodetekénych metod sluziacich k detekcii a kvantitativnej analyze antigénov
pomocou protilatok. Pri sendvi¢ovej ELISe je imunoenzymatickou reakciou protilatka
imobilizovand na pevnu fazu (povrch jamky mikrotitratnej dosky) a zachytadva
molekulu antigénu. Na antigén sa Specifickou vidzbou viaze detek¢na protilatka a na
tento komplex sa nakoniec naviaze znaCeny enzymovy konjugdt. Reakcia je
vizualizovand substratom, ktory je pridany v poslednom kroku experimentu. V pripade
Stiepenia substratu enzymom dochadza k farebnej reakcii, ktorej intenzita je merana
pomocou spektrofotometru. (Crowther J.R., 2000)

V ramci ELISA metédy bola posudzovana expresia interleukinu IL-6
produkovany ludskymi endotelovymi bunkami oSetrenymi skGimanymi rastlinnymi
extraktmi, kde najvyraznejsie protizapalové ucinky prejavili extrakty s ¢islom 4, 6 a 21
pri koncentracii 30 pg/ml, naopak najmenej protizédpalovo sa pri tejto koncentracii javili
extrakty s ¢islom 10 a 15. Pri skimani expresie ICAM-1 po pridani tychto extraktov na
bunky sumelo vyvolanym zapalom mali najvyraznejSie protizapalové vlastnosti
extrakty scislom 20 a21 pri porovnavanej koncentracii 30 pg/ml. Taktiez dobré
protizapalové vysledky vykazovali aj extrakty sc¢islom 15 al1l8 avelmi mierny
prozapalovy u¢inok pri rovnakej koncentracii posobili extrakty s ¢islom 4, 6, 29 a 30.

Zo zistenych dat, ktoré boli ziskané pomocou ELISA metody, boli vybrané
najucinnejSie rastlinné extrakty (extrakty scislom 4, 6, 20 a 21), uktorych sa
predpokladali vyrazné protizapalové ucinky. Tieto rastlinné extrakty boli nasledne
monitorované na proteinovej Grovni prostrednictvom Western blottingu a prietokovej
cytometrie.

Prietokové cytometria je technika sliZiaca na vykonanie rychleho merania Castic
alebo buniek prudiacich v tekutine jedna po druhej cez snimaci bod. Ddlezitym rysom
prietokovej cytometrie je to, Ze merana je zvlast kazda Castica v suspenzii a vzorky nie
su vyhodnocované len ako priemerné hodnoty celej populacie. (Ormerod M.G., 2000)

Expresia adhezivnych molekul ICAM-1 aVCAM-1 zmerand pomocou

prietokovej cytometrie vykazovala slabsi signdl nez aky bol ocakavany — pri pozitivnej

-62 -



kontrole zvySeny a pri negativnej znizeny, ¢o mohlo ovplyvnit’ niekol'ko krokov pri
farbeni pomocou konjugovanych protilatok vratane ich nestability.

Western blotting je metéoda vyuzivana za Gcelom kvalitativneho zhodnotenia
reakcie Specifickych protilatok so spektrom elektroforeticky separovanych antigénov
bielkovinovej povahy. Prevedenie Western blottingu je presnejsie nez ELISA, avsak je
finan¢ne nakladnejsia, ¢asovo narocnejsia a nie tak citliva. (Dupouy-Camet J., Murrell
K.D., 2007)

Prostrednictvom metody Western blotting sa detekovala expresia vybranych
proteinov podiel’ajucich sa na procese zapalu alebo signalnych zépalovych drahach
(MTOR, ICAM-1, COX-1, COX-2, IxBa, FAK, IKKa/B, SAPK/INK a p38) po pridani
vybranych rastlinnych extraktoch. S extraktmi s ¢islom 4 a 6 bol ako extrakt s opa¢nym
pOsobenim vybraty extrakt s Cislom 10, kde sa pri tomto rastlinnom extrakte aj na
zaklade tejto metddy potvrdili negativne protizapalové ucinky (pdsobil prozapalovo)
najlepsie viditeIné pri expresii proteinov IkBa, COX-2 alCAM-1. Vysledky pre
extrakty s ¢islom 4 a 6 merané pomocou tejto metddy neboli vel'mi presved¢ivé, ¢o
dokazuje aj expresia proteinov Vv endotelovych bunkach oSetrenych rastlinnymi
extraktmi (Obrazok 15).

U kurkuminu s vys$Sou koncentraciu (10 pg/ml) bola pravdepodobne dosiahnuta
cytotoxickd hranica pre bunky, ako mozno pozorovat' aj na obrazku 15, kde je to
najvyraznejsie ViditeI'né u proteinov IkBa, COX-2 a ICAM-1. To vsak nepotvrdzuje vo
svojom ¢lanku Kim D.S.H.L. et al.,, (2001), kde boli u¢inky kurkuminu taktiez
testované na HUVEC bunkach a cytotoxicitu na nich nevykazoval ani pri koncentracii
50 pg/ml. Stadie in vitro ukazujt, ze kurkumin potlaca aktivaciu NF-kB blokovanim
fosforylacie inhibi¢ného faktoru IkB. Potlacenie aktivacie nasledne znizuje COX-2
aktivitu, ¢o vo svojom ¢lanku potvrdil aj Zhang F. et al., (1999). (Jurenka J.S., 2009;
Zhang F. et al., 1999) Ako mézeme d’alej vidiet’ na obrazku 15, protizapalové ucinky
boli aj touto metdodou potvrdené u extraktu s ¢islom 4, hoci vysledok uz nie je taky
vyrazny ako bol pri ELISA metode. U extraktoch s ¢islom 20 a 21 sa v ramci tohto testu
predpokladali este vyraznejsie rozdiely ako u extraktov s cislom 4 a6 z dovodu
vysledkov vykazujucich pri ELISA metdode na detekovaty cytokin ICAM-1. Tieto
vysledky, ako znazoriiuje obrazok 16, sa prejavili pri zniZenej expresii proteinov
SAPK/INK a ICAM-1 v pripade oboch extraktov apri extrakte s cislom 21 aj pri
zniZenej expresii proteinov pSAPK/INK a p-p38, zéarovein ich protizapalové vlastnosti

nie su vidite'né pri zvySenej expresii proteinu IkBa. Fosfo forma proteinov SAPK/JNK
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a p38 je ich aktivovana forma a aj z toho dovodu bola jeho hladina sledovana. Celkova
hladina proteinov SAPK/JNK a p38 bola sledovanad pre porovnanie, ¢i nedochadzalo
k ubytku alebo zvySeniu hladiny aj u tychto celkovych proteinov.

Pendurthi U.R. et al., (1997) vo svojom ¢lanku uvadza, ze aplikacia kurkuminu
na endotelové bunky potlagila fosforylaciu IxBa. Dalej uvadza, e v mnohych
experimentoch sa urovne IkBa v bunkach oSetrenych kurkuminom znizili po 15
minutovej expozicii s roztokom obsahujucim TNFa. Pokles hladiny IkBa naznacuje, Ze
rychlost’ rozkladu TNFa je vyssi nez rychlost” fosforylacie IkBa v bunkach oSetrenych
kurkuminom. Toto zistenie sa hodi na hypotézu, ze kurkumin potlaca fosforylaciu, ale
nie degradaciu IkBa. (Pendurthi U.R. et al., 1997)

Vzhladom k tymto vysledkom moézeme povedat, ze niektoré rastlinné extrakty
vykazujt protizapalové G¢inky, ale bolo by potrebné testy s extraktmi este zopakovat’ a
vykonat’ s nimi viacero d’al$ich testov uz aj s inymi koncentraciami. Napriklad pomocou

imunoflourescencie by sa mohla ur¢it’ zmena lokalizacie zapalovych markerov v bunke.
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7. ZAVER

Rastliny st hlavnym zdrojom novych chemickych latok s moznym terapeutickym
ucinkom, vzhl'adom k tomu, Ze v sebe obsahujii obrovské mnozstvo zlozitych Struktur,
ktoré doteraz eSte neboli objavené. Aj z toho dovodu je Studium rastlin atraktivne pre
akademické institucie aj priemysel.

Tato praca sa zaoberala charakterizaciou protizapalovych ucinkov rastlinnych
extraktov z rastlin pochadzajucich z ostrova Kalimantan (Borneo, Indonézia). 11
Studovanych  extraktov  bolo  vodnych, 11 metanolovych, 11  metanol-
tetrahydrofuranovych a2 etanolové extrakty z listov alebo koreiov rastlin z daného
ostrova. Protizapalové vlastnosti tychto extraktov z listov alebo korenov by mohli
priaznivo prispiet’ k vyuZitiu tychto rastlin pre pripravu novych lie¢iv.

Rastlinné extrakty boli skimané pomocou metdédy ELISA, Western blotting
a prietokova cytometria. Rastlinné extrakty dosahovali najpriaznivejSie protizapalové
ucinky metédou ELISA, pomocou ktorej bola skimana expresia interleukinu IL-6
a adhezivnej molekuly ICAM-1 produkované bunkami Sumelo vyvolanym zapalom
pomocou TNFa aobsahujucimi médium s roznymi extraktmi. Pomocou Western
blottingu a prietokovej cytometrie som overovala moznu signalnu drahu, ale obdrzané
vysledky boli pomerne slabé v porovnani s o¢akavanym efektom.

Vzhladom k tymto vysledkom moézeme povedat, Zze niektoré rastlinné extrakty
vykazuju protizapalové ucinky, ale pre potvrdenie ich Gc¢inkov by bolo treba testy
S danymi extraktmi eSte zopakovat. Do budicna by sa mohli v rdmci d’alSich testov
vyskuSat’ aj iné koncentracie a zistit, €1 prave tie nevyzakuju v niektorych pripadoch

lepsie protizapalové Gcinky a taktiez by sa mohla detailne Studovat’ signalna draha.
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9. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS 2,2'-azino-bis(3-etylbenzthiazolin) sulfonova kyselina (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid))

ACTH adrenokortikotropny hormon (adrenocorticotropic hormone)

Akt proteinkinaza B (protein kinase B)

APS peroxodisiran amonny (ammonium persulfate)

ATF aktivujuci transkripény faktor (activating transcription factor)

ATP adenozintrifosfat (adenosine triphosphate)

Bcl lymfém B buniek (B-cell lymphoma)

Bcel-xL extra vel'ky lymfom B buniek (B-cell lymphoma-extra large)

BSA hoviadzi sérovy albumin (bovine serum albumin)

CD54 diferencia¢ny zhluk 54 (cluster of differentiation 54)

COPD chronicka obstrukéna choroba pluc (chronic obstructive pulmonary disease)

COX cyklooxygenaza (cyclooxygenase)

DTT dithiothreitol (dithiothreitol)

EDTA etyléndiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)

ERK extracelularna signalom regulovana proteinkinaza (extracellular signal-regulated
protein kinase)

FAK fokalna adhézna kinaza (focal adhesion kinase)

GBL podjednotka podobna G proteinu beta (G protein beta subunit-like)

Gly glycin

HUVEC Pudské endotelové bunky z umbilikalnej zily (Human umbilical vein endothelial
cell)

ICAM-1 vnutrobunkova adhézna molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)

Ig imunoglobulin

IgSF imunoglobinova superrodina (immunoglobulin superfamily)

IxB inhibitor kappa B (inhibitor of kappa B)

IKK IxB kinaza (IxB kinase)

IL interleukin (interleukin)

ImSAID imunitné selektivne protizapalové derivaty (immune selective anti-inflammatory
derivatives)

INF interferén (interferon)

JNK Jun amino-koncova kinaza (Jun amino-terminal kinase)

LBP lipopolysacharid-viazbovy protein (lipopolysaccharide-binding protein)

LFA s lymfocytnou funkciou spajany antigén (lymphocyte function-associated
antigen)

LOX lipooxygenaza (lipoxygenase)

LPS lipopolysacharid (lipopolysaccharide)

LRR laboratorium rastovych regulatorov

LTA kyselina lipoteichova (Lipoteichoic acid)

Lys lyzin

MAP mitogénom aktivovany protein (mitogen-activated protein)

MAPK mitogénom aktivovana proteinkinaza (mitogen-activated protein kinase)

MKK mitogénom aktivovana proteinkinaza kinaza (Mitogen-activated protein kinase
kinase)

MMP matrixova metaloproteinaza (Matrix metalloproteinase)

mTOR cicav¢i/mechanicky ciel’ pre rapamycin (mammalian/mechanistic target of
rapamycin)

mTORC komplex cicav¢ieho ciel'u pre rapamycin (mammalian target of rapamycin
complex)

NF-«xB zosilovac I'ahkého retazca jadrového faktoru kappa aktivovanych B buniek

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
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NK bunky  prirodzené zabijacské bunky (natural killer cells)

NLS jadrové lokaliza¢né signdly (nuclear localization signals)

NSAID nesteroidné protizapalové lieky (non-steroidal anti-inflammatory drugs)

OChBG oddeleni chemickej biologie a genetiky

p3gMAPK p38 mitogénom aktivovana proteinkinaza (p38 mitogen-activated protein kinase)

p53 nadorovy protein p53 (tumor protein p53)

PBS fosfatovy pufer (phosphate-buffered saline)

PG prostaglandin

PIKK kinazy pribuzné s fosfatidylinositol-3-kinazou (phosphatidylinositol 3-kinase-
related kinases)

PKC proteinkinaza C (protein kinase C)

PMSF fenylmetylsulfonylfluorid (phenylmethanesulfonylfluoride)

Pro prolin

RE regulacné elementy (regulatory elements)

RHD Rel homologna doména (Rel homology domain)

RIPA pufer s radioaktivne znacenou protilatkou (Radioimmunoprecipitation assay
buffer)

ROS reaktivne formy kysliku (reactive oxygen species)

SAPK stresom aktivovana proteinkinaza (Stress-activated protein kinase)

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SEK SAPK/ERK kinaza (SAPK/ERK kinase)

Ser serin

SGK sérom a glukokortikoidom regulovand kindza (serum and glucocorticoid-
regulated kinase)

Sinl stresom aktivovana proteinkinaza interagujtica s proteinom 1 (stress-activated
protein kinase interacting protein 1)

Tak TGF aktivovana kinaza (TGF activated kinase)

TBS tris pufer (tris-buffered saline)

TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (tetramethylethylenediamine)

TGF transformujuci rastovy faktor (transforming growth factor)

Thr treonin

TNF faktor nadorovej nekrézy (tumor necrosis factor)

TNFR receptor faktoru nadorovej nekrézy (tumor necrosis factor receptor)

TOR ciel’ rapamycinu (target of rapamycine)

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan (tris(hydroxymethyl)aminomethane)

Tyr tyrozin

uv ultrafialové Ziarenie (ultraviolet)

VCAM-1 adhézna molekula cievnej bunky 1 (vascular cell adhesion molecule 1)
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