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Cile prace

1. Provedeni literarni reSerSe a shromazdeni relevantniho textu ohledné problematiky
zanétu, protizanétlivych 1é¢iv, mechanismu a exprese ucinku téchto 1é¢iv a signalnich
molekul, jez slouzi jako média pro aktivace zanétu

2. Provedeni a nasledné vyhodnoceni vysledkt laboratornich metod: western blotting,
enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA), imunofluorescence

3. Zhodnoceni mechanismu uc¢inku sledovanych protizanétlivych 1é¢iv pouzivanych v
medicing€, na endotelovych buikach (HUVEC) in vitro



1 Uvod

Zanét je piirozenou odpoveédi organismu na poskozeni tkané, kterou je imuntni systém schopen
rozeznat, odstranit §kodlivé a cizi podnéty a zacit 1é¢ebny proces. Zanét, zvlasteé pak chronicky,
muze vSak byt i patologicky a vést k trvalému poskozeni tkan€, vyskytu vazného onemocnéni
nebo 1 smrti. Proto hralo zmirnéni nebo uplné potlaceni stavu zanétu vzdy vyznamnou roli
v mediciné. Za timto ucelem byly vyvinuty razna protizanétliva 1éCiva (tzv. antiflogistika),
s rtiznym mechanismem a efektivnosti ucinku. Srovnani téchto parametrii (mechanismus,

ucinek) je predmétem této bakalarské prace.

V této bakalarské praci se budu zabyvat porovnanim ucinku protizanétlivych léciv, bézné
uzivanych v mediciné (prednisolon, dexamethason, testosteron, kyselina acetylsalicylova,
ibuprofen, nimesulid) na endotelovych buiikach pupecnikové zily (HUVEC), a to
v laboratornich podminkach in vitro. K tomuto ucelu byly pouzity metody western blotting

(WB), ELISA a imunofluorescence.



2 Teoreticka cast

2.1 Zanét

Zanét je odpoveédi organismu na poskozeni tkané. Timto zptisobem je imuntni systém schopen
rozeznat a odstranit §kodlivé a cizi podnéty a zagit 1éGebny proces. Ctyii vyznamné piiznaky
projevu zanétu (rubor, tumor, calor, dolor) popsal jiz v 1. stoleti fimsky 1ékat Cornelius Celsus
(Medzhitov, 2010). Paty vyznamny piiznak functio laesa, tedy zrata funkce byl pfidan
Rudolphem Virchowem roku 1858 v jeho knize Cellularpathologie (Majno, 1975). Zanét

rozdélujeme na zanét akutni nebo zanét chronicky.

Zanét akutni je pocateCni stav zanétu, ktery je mediovan aktivaci imunitniho systému,
tento stav pomaha télu vyporadat se s infekcemi, trva kratkou dobu a obecné je povazovan za
lécebny zanét (Aggarwal et al., 2009). Jestlize vSak zanét pretrvava delsi dobu, spousti se

sekundarni stadium zanétlivé odpovédi, tedy zanét chronicky (Lin, Karin 2007).

Chronicky zanét byl spojen s vétsinou chronickych onemocnéni, zahrnujici rakovinu
(tumorogenezi), kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, obezitu, plicni a neurologické
onemocnéni (Aggarwal et al., 2006). Vzhledem k tomu suprese chronického zanétu (presnéji
prozanétlivych drah, jeZ zanét zpusobuji) muZze poskytnout moznosti prevence ¢i 1éCby

rakoviny a jinych onemocnéni spojenych s chronickym zanétem (Aggarwal et al., 2009).

Typicka zanétliva odpoveéd spociva ve Ctyfech komponentech, ty jsou: spoustéce
zanétu, senzory, jez je detekuji, mediatory zanétu vyvolané senzory a cilova tkan, ktera je

ovlivnéna mediatory zanétu (Medzhitov, 2010).

Zanét, ke kterému dochazi v reakci na poskozeni pusobiciho stimulu, je povazovan za
obecné zdravi prospeésnou udalost, ktera vede k odstranéni poskozujiciho faktoru z téla, a k
obnoveni struktury a funkce tkdn¢. Charakteristickym znakem uspésné zanétlivé reakce tak nent
jen vymizeni Skodlivych podnéta, ale také obnova normalni fyziologie.

Vymizeni podnétl je zprostfedkovano celou fadou signali, které fidi zanétlivou reakci
systematickym zpusobem, pfi némz dochazi napfiklad ke zvySeni regulace bunécnych
adheznich molekul a chemokind, coz ma za nasledek nahromadéni zanétlivych leukocyta v
misté poranéni tkané. Poté, co byl zanétlivy stimul neutralizovan, zanét mize polevit. Toto
zmirnéni zanétu vSak nenastava pasivnim zpusobem, jak bylo pivodné chapano. Naopak,
zmirnéni zanétlivé reakce je dnes popisovano jako aktivni udalost fizena zvySujicim se poctem

rozpustnych mediatori. Mediatory zapoji mechanismy, které vyvrcholi vypnutim zanétu a
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navrati stromalni tkan, ktera byla hostitelem reakce do jejiho fyziologického stavu (Nathan,
2002, Serhan, Savill, 2005).

Lze proto predpokladat, ze selhani imunitniho systému adekvatné vyftesit v téle stav
akutniho zanétu, mize predchazet autoimunitnim onemocnénim, chronickému zanétu a

nadmérnému poskozeni tkdn¢ (Manderson et al., 2004).

2.2 Molekularni mechanismus chronického zanétu

Chronicka zanétlivd onemocnéni, jako je astma, revmatoidni artritida, chronicka obstrukcni
plicni nemoc (CHOPN) a zanétlivé stfevni onemocnéni, zahrnuji infiltraci a aktivaci mnoha
zanétlivych a imunitnich bunék, které uvolnuji vice zanétlivych mediatord, jez interaguji a
aktivuji strukturdlni butiky v mist€ zanétu. Charakter zanétu se zfetelné liSi mezi té€mito
nemocemi, se zapojenim mnoha riznych bunék a mediatort (Barnes et al., 1998, Barnes, 2004),
ale vSechny se vyznacuji zvySenou expresi mnohocetnych zanétlivych proteint, z nichz nékteré
jsou spolecné pro vSechna zanétliva onemocnéni, zatimco jiné jsou specifictéj§i pro konkrétni
onemocnéni.

ZvySena exprese vetsiny téchto zanétlivych proteint je regulovana na urovni genové
transkripce aktivaci prozanétlivych transkripcnich faktord, jako je jaderny faktor kB (NF-kB)
a aktivacni protein-1 (AP-1). Tyto prozanétlivé transkripcni faktory jsou aktivovany u vSech
zanétlivych onemocnéni a hraji zasadni roli pfi zesilovani a udrzovani zanétlivého procesu. NF-
kB se tak aktivuje v dychacich cestach astmatickych pacient a pacientd s CHOPN (Hart et al.,
1998; Di Stefano et al., 2002) a je aktivovan v kloubech pacientd s revmatoidni artritidou
(Muller-Ladner et al., 2002) a cévach pacientu s aterosklerozou (Monaco, Paleolog, 2004).

Pro hlubs$i pochopeni problematiky zanétu je tedy tieba alesponl CasteCné porozumét
problematice mediatori mozného zanétu, jimiz jsou ¢astice piitomné v krevnim tecCisti, které
bychom z chemického hlediska nazvali proteiny. Z hlubsiho poznani struktury, funkce a
biochemickych drah zanétlivych mediatora v lidském organismu je taktéz mozné ziskat velmi
vyznamné informace pro vyvoj protizanétlivych 1éCiv, a to jak klasickych antiflogistik, které
muzeme rozdé€lit na latky steroidni (obsahujici steroidni strukturu, primamné tedy
kortikosteroidy) a latky nesteroidni (NSAIDs), tak 1 latek, které primarné plni jinou biologicky
vyznamnou roli, ale soucasné vykazuji moznou protizanétlivou aktivitu. Mezi tyto latky maze

patfit naptiklad testosteron (Kanda et al., 1996).
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2.3 Zanét jako predchudce rakoviny

Jak bylo vySe naznaceno, vyzkum za tcelem 1écby chronického zanétu soucasné slouzi jako
vyzkum prevence rakoviny, nebot’ ristu nadoru veét§inou predchazi praveé chronicky zanét
(Aggarwal et al., 2009). Bronchitida, kolitida, cervicitida, gastritida, a hepatitida, napfiklad,
odrazeji zanét prudusek, tlustého stieva, délozniho Cipku, zaludku a jater. Zda se, ze vétSiné
nadort, (zejména solidnich), pfedchazi zanét daného organu. Napfiklad u lidi, ktefi pravidelné
koufi cigaretu, douchazi bézné k rozvinu bronchitidy a u 15 az 20 % téchto lidi se objevi
rakovina plic (Wingo et al. 1999). Podobné jsou lidé, kteti maji kolitidu, vystaveni vysokému
riziku vzniku rakoviny tlustého stieva (Itzkowitz , Yio, 2004). Podobné gastritida, vyvolana
infekci bakterie Helicobacter pylori (Marshall, Warren, 1982), mtze ve své chronické formé

vést az k rakoviné zaludku (Peter, Beglinger, 2007).

Bylo prokazano, ze prozanétlivé stimuly (taktéz tkzv. mediatory zanétu) jako TNFa, IL-1, IL-
6, cyklooxygenaza-2 a 5-lipooxygenaza, vSechny regulované NF-kB drahou, jsou exprimovany
v prubéhu bronchitidy, kolitidy, cervicitidy, gastritidy nebo hepatitidy. Nadméma exprese
cyklooxygenazy-2 byla prokazéana naptiklad u kolitidy, bronchitidy a gastritidy (Dannenberg et
al., 2005). Bylo taktéz prokazano, ze TNF je nadmérné exprimovan v oblasti spinocelularniho
karcinomu hlavy a krku a zprostfedkovava proliferaci nadorovych bunék (Jackson-Bernitsas et
al., 2007). Podobné byla exprese TNF a jeji proliferativni role prokazana u lymfomu z
plastovych bunék (Shishodia et al., 2005), akutni myeloidni leukémie (Estrov et al., 1993),
kozniho T-bunécného lymfomu (Giri, Aggarwal, 1998) a glioblastomu (Aggarwal et al., 1996).
Nasledné bylo taktéz prokazano, ze IL-6, jehoz exprese je regulovana transkripnim faktorem
NF-xB, indukuje proliferaci bun€k mnohocetného myelomu aktivaci STAT3 (signal transducer

and activator of transcription 3) drahy (Akira, Kishimoto, 1992).

2.4 Mediatory zanétu

Jedna se o latky, jez reguluji pribéh vzniklé zanétlivé reakce organismu. Patii zde jak enzymy

a cytokiny, tak 1 transkripéni faktory. Ve své praci se budu zaméfovat na praveé ty mediatory

-----

proteiny (viz experimentalni cast), a to jsou: cyklooxygenaza-2 (COX-2), inhibitor kappa B alfa
(IkBa), interleukin-6 (IL-6), glukokortikoidni receptor (GR), nuklearni faktor kappa B (NF-kB)

a tumor nekrotizujici faktor a (TNFa).
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2.4.1 NF-xB

Transkripcni faktor NF-xB byl objeven v roce 1986 jako jaderny faktor, ktery se vaze na
zesilovaci oblast kB fetézce imunoglobulinu v B burikach. Od doby objevu se vSak ukazuje, ze
se jedna o vSudypfitomny transkripcni faktor, ktery je pfitomny ve vSech typech bunék. Ve
svém klidovém stadiu tento faktor spoc¢iva v cytoplazmeé jako heterotrimeru skladajicimu se z
pS0, p65 a IkBa. Pii aktivaci projde protein IkBa, ktery je inhibitorem NF-«xB, fosforylaci,
ubikvitinaci a degradaci, p50 a p65 se nasledn€ uvolni k translokaci do jadra, navazou se na
specifické sekvence DNA piitomné v promotérech riznych genti a zahaji transkripci (Aggarwal
et al., 2009).

NF-kB hraje zasadni roli v fadé klicovych fyziologickych procesi. Ackoli je nejvice
studovan pro svou ustfedni roli ve vyvoji, homeostaze a aktivaci imunitniho systému, NF-«xB
je také dulezity ve svalovém a kosternim systému a je dilezitym regulatorem epitelialni
homeostazy (Ghosh, Hayden, 2012). Na bunécné trovni hraje NF-xB dalezitou roli v regulaci
bunééného cyklu, proliferace a bunécné smrti a byl oznacen za klicovy faktor starnuti (Hayden,
Ghosh, 2012). Tyto fyziologické funkce NF-kB jsou doprovazeny stejné¢ dulezitou roli u
onemocnéni, beéhem kterého je Casto zjiSténa dysregulace aktivity NF-xB. NF-«B tak hraje
kritickou patologickou roli u zanétlivych onemocnéni vCetné onemocnéni autoimunitnich a
aterosklerdzy, stejné jako u rakoviny a neurodegenerace.

Terapeutické zacileni NF-xB je dulezitym cilem soucasného vyzkumu NF-«B, ale
dosavadni usili bylo vyrazné¢ zkomplikovano vyznamem NF-kB pro normalni tkarovou
homeostazu a imunitu (Gasparini, Feldmann, 2012). Kli¢ k vyfesni téchto komplikaci vSak
muize spocivat v pochopeni regulacnich procest, které kontroluji funkci NF-xB, zejména tedy
fosforylaci.

Bylo zjisténo, ze kyselina acetylsalicylova 1 salicylat sodny tlumi aktivaci NF-xB
(Kopp, Ghosh, 1994). Nov¢&jsi studie dokazuji, ze k mechanismu inhibice kyselinou
acetylsalicylovou 1 salicylatem sodnym dochazi prostfednictvim vazby a blokovani vazebného
mista ATP IxB kinazy (Yin et al., 1998). Zajimavé je, ze exprese genu kodujiciho COX-2, ktera
je pravdépodobné zodpovédna za masivni produkci prostaglandinii na mistech zanétu, je

transkripcné regulovana transkripénim faktorem NF-xB (D’ Acquisto et al., 1997).

2.4.2 IKBa

Transkripéni faktory NF-«xB jsou regulovany prostfednictvim interakci s IkB, které plni roli
inhibi¢nich proteint v bunce (Beg, Baldwin, 1993; Gilmore, Morin, 1993). S vyjimkou zralych
B-lymfocytt, kde jsou konstitutivné nuklearni, se ve vSech ostatnich typech bunék drzi dimery
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NF-xB v cytoplazmé diky spojeni s IkB, které maskuji jejich jadernou lokaliza¢ni sekvenci
(Beg, Baldwin, 1993; Gilmore, Morin, 1993).

V reakci na rozmanité extracelularni podnéty, vCetn€ prozanétlivych cytokint, virové
infekce, oxidantt, esterti forbola a ultrafialového ozafovani, jsou IkB rychle fosforylovany pti
dvou serinech ve svych amino-koncovych regulacnich oblastech. Ve dvou IkB proteinech
identifikovala na misté fizend mutageneze (Brockman et al., 1995; DiDonato et al., 1996;
Traenckner et al., 1995) a biochemické mapovani (DiDonato et al., 1996) tyto seriny jako S32
a S36 v IkBa a S19 a S23 v IxkBf.

Tti proteiny IkB (alfa, beta, epsilon) maji odlisSné vlastnosti rozkladu a syntézy, a proto
maji odliS§nou ulohu pii formovani dynamiky aktivity NF-xB (Basak et al., 2012; O’Dea et al.,
2009). Na podnéty reaguje IkBa nejen nejrychleji (Beg et al., 1993; Henkel et al., 1993), ale
také zprostiedkovava silnou negativni zpétnovazebnou smycku, ktera mize z DNA (Dembinski
et al., 2017) odstranit NF-xB a vyustit v oscila¢ni NF-xB aktivitu (Hoffmann et al., 2002).

NF-«kB se sklada z heterodimernich a homodimernich komplext p65 (RelA), p50 (NF-
kB1), p52 (NF-kB2), RelB a c-Rel proteina (Blank et al., 1992; Goldberg, 1995) a vaze se na
misto kB, coz je 10 parovych bazovych konsenzualnich sekvenci (Hoffmann et al., 2003). V
cytoplazmé se vazou a uchovévaji tfi inhibi¢ni kB (IkBa, IxkBf a IxkBg). Po stimulaci TNF jsou
fosforylovany a degradovany, coz umoziuje, aby se NF-kB dostal do jadra, navazal na DNA a
aktivoval transkripci (Hoffmann et al., 2002).

Bylo také prokazano, ze aktivace transkripniho faktoru NF-kB mediatorem TNFa je
nutna pro transkripéni aktivaci adheznich molekul endotelovych bunék (HUVEC) in vitro
(Collins et al., 1995). Je tedy znamo, ze NF-«B hraje dilezitou roli v regulaci zanétlivé reakce.
Aktivace NF-«xB je pfimo spojena s fosforylaci a degradaci IkB-a a s transportem proteinu p65

do jadra (Pahl, 1999).

2.4.3 Cyklooxygenaza (COX-2)
Cyklooxygenaza (COX), znama také jako prostaglandin (PG) H syntaza, katalyzuje krok
omezujici rychlost tvorby zanétlivych PG. Cyklooxygenaza hraje vyznamnou regulacni roli v
biosyntéze PG. Aktivitu cyklooxygenaz indukuji rustové faktory, cytokiny a nadorové
stimulatory (Hla, Neilson, 1992)

COX-1 a COX-2 jsou izoenzymy (Fu et al., 1990). Vzhledem k tomu, Ze izoenzymy
jsou geneticky nezavislé bilkoviny, geny u Clovéka pro tyto dva enzymy se nachazeji na
raznych chromozomech a vykazuji rizné vlastnosti (Tazawa et al., 1994). COX-1 je vyjadien

konstitutivné v mnoha tkanich a zprostfedkovava ,uklidové“ funkce, jako je cytoprotekce
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zalude¢ni sliznice, regulace pratoku krve ledvinami a agregace krevnich desticek. Naopak
COX-2 neni detekovan ve vétSiné normalnich tkani, ale jeho exprese je rychle indukovana
podnéty, jako jsou prozanétlivé cytokiny (IL-1B, TNFa), lipopolysacharidy, mitogeny a
onkogeny (estery forbolu), rustové faktory (fibroblastovy rastovy faktor, rustovy faktor
krevnich desticek, epidermalni rtustovy faktor), hormony (luteinizacni hormon) a poruchy
hemostazy vodnich elektrolytd. Indukovatelny izoenzym byl tedy zapleten do patologickych
procest, jako jsou zanéty a rizné druhy rakoviny (Williams, Dubois, 1996; Konturek et al.,
2005).

Nedavné studie vSak ukézaly, ze vztah mezi obéma izoformami neni tak pfimocary.
COX-1 muaze skuteCné prispivat k zanétlivym procesim, zatimco COX-2 je konstitutivné
exprimovan v nékolika tkanich a organech, jako je mozek (Yamagata et al., 1993), ledviny

(Ferreri et al., 1999) a pohlavni organy (Kniss, 1999).

2.4.4 Prostaglandiny

Prostaglandiny (PG) jsou hormoniim podobné bioaktivni latky zprostiedkovavajici autokrinni
a parakrinni signalizaci na kratké vzdalenosti a ucastnici se mnoha fyziologickych a
patologickych procest. Pusobi prostfednictvim receptort s vysokou afinitou spfazenych s G

proteinem (Hata, Breyer 2004). Uastni se imunitnich a zanétlivych procest.

2.4.51L-6
IL-6 je rozpustny mediator zanétu s pleiotropnim ucfinkem na zanét, imunitni odpovéd a
hematopoézu. V minulosti byly studovany razné funkce IL-6, které dostaly odli$na jména na
zakladé jejich biologické aktivity, bylo vSak zjisténo, ze molekuly s riznymi nazvy zkoumané
riaznymi védeckymi skupinami jsou ve skute¢nosti identické, coz vedlo k jedinému nazvu IL-
6 (Kishimoto, 1989). Lidsky IL-6 se sklada z 212 aminokyselin, vCetné 28-aminokyselin
dlouhého signalniho peptidu, a jeho gen byl mapovan na chromozom 7p21. Ac¢koli v jadru je
protein o hmotnosti cca 20 kDa, diky glykosylaci tvofi hmotnost pfirozeného IL-6 21-26 kDa.
Poté, co je IL-6 syntetizovan v lokalnim misté poskozeni (I€zi) v pocatecnim stadiu
zanétu, presouva se krevnim recistém do jater, po cemz nasleduje rychld indukce rozsahlého
spektra proteinii akutni faze, jako je C-reaktivni protein (CRP), sérovy amyloid A (SAA),
fibrinogen, haptoglobin a al-antichymotrypsin (Heinrich et al., 1990). Na druhou stranu vS§ak
IL-6 snizuje produkci fibronektinu, albuminu a transferinu. Tyto biologické ucinky na

hepatocyty byly zprvu zkoumany jako ucinky pattici k HSF (heat-shock factor). Kdyz vysoké
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koncentrace SAA pretrvavaji po dlouhou dobu, vede to k vazné komplikaci nékolika
chronickych zanétlivych onemocnéni prostfednictvim vzniku amyloidni A amyloidozy
(Gillmore et al. 2001). Vysledkem je depozice amyloidu fibrilu, ktera zptasobuje postupné
zhorSovani stavu riznych organud. IL-6 se rovnéz podili na regulaci sérovych hladin Zeleza a
zinku prostfednictvim kontroly jejich transportéri. U sérového zeleza indukuje IL-6 tvorbu
hepcidinu, ktery blokuje ptsobeni transportéru zeleza feroportinu 1 na stfeva a tim snizuje
hladinu zeleza v séru (Nemeth et al., 2004). To znamena, ze osa IL-6-hepcidin je zodpoveédna
za hypoferrémii a anémii spojenou s chronickym zanétem. IL-6 také zvySuje expresi pienasece
zinku ZIP14 na hepatocytech, a tak indukuje hypozinkemii pozorovanou pfi zanétu (Liuzzi et
al., 2005). Kdyz se IL.-6 dostane do kostni dien€, podporuje zrani megakaryocytt, coz vede k
uvolnovani krevnich desticek (Ishibashi et al., 1989). Tyto zmény hladin proteint akutni faze a
poctu erytrocyti a krevnich destiCek se pouzivaji pro hodnoceni zanétlivé zavaznosti pfi
béznych klinickych laboratornich vysetfenich.

V nedavné studii (Kandhaya-Pillai et al., 2022) byly endotelové buiiky (HUVEC)
vystavené pusobeni samotného IL-6, in vitro. Tyto bunky nezaznamenaly zadnou zasadni
zménu exprese sledovanych SARS-CoV-2 receptort, coz ukazuje, ze IL-6 vyzaduje kombinaci

s TNF-o/IFN-y pro zvyseni exprese SARS-CoV-2 receptorti.

2.4.6 Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) je transkripcni faktor zodpovédny za fizeni vyvojovych a
metabolickych procest v reakci na glukokortikoidy (Buckingham, 2006; Yamamoto, 1995).
Dale také GR hraje roli pti koordinaci velkych stresovych reakci v€etné imunitni odpovédi
(Sapolsky et al., 2000). Pred vazanim ligandu je GR pfevazné cytoplazmaticky a je navazan na
heat shock protein 90-p23 chaperon komplex (Segnitz, Gehring, 1997; Picard, 2006), o kterém
se predpoklada, ze inaktivuje vazaci a transkripéni regulacni funkce GR DNA, a to vSe pfi
zachovani receptoru schopného pro vazbu ligandi s vysokou afinitou (Picard et al., 1990;
Hutchison et al., 1992).

Kortikoidy se snadno rozptyluji buné€nymi membranami a vazou se na
glukokortikoidni receptory v cytoplazmé. Existuje jediny gen kodujici lidsky GR, ale v
soucasnosti je rozpoznano nékolik variant jako vysledek alternativniho splicingu transkriptu a
alternativni iniciace piekladu (Rhen, Cidlowski, 2005).

Stejné jako mnoho jinych regulatort je i GR fosfoprotein (Dalman et al., 1988; Bodwell
et al.,, 1991). Receptor bez ligandu je fosforylovany, dalsi fosforylace se objevuji ve spojeni s

vazbou ligandu (Ismaili, Garabediana, 2004).
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GR se nachazi v cytoplazmé v komplexu s heatshockovymi proteiny (Pratt, Toft, 1997)
a po navazani ligandu prochéazi receptor konformacnimi zménami, odhaluje nuklearni
lokaliza¢ni signaly (Kauppi et al., 2003) a posttranslacni modifikace na ligandové vazbé.
Aktivovany receptor je hyperfosforylovany a translokuje se do jadra (Krstic et al., 1997), kde
se vaze na chromatin nebo vytvaii interakce protein-protein za u€elem piimé i nepiimé regulace
transkripce.

Represe zanétlivych genti pomoci glukokortikoidi je terapeuticky zadouci; proto bylo
vynalozeno zna¢né vyzkumné usili na urceni, jak k ni dochézi. Sou€asné uvazovani je takové,
ze odlisné sekvence DNA se vazou na GR, ktery v reakci na toto zaujima jinou konformaci, ve
které je bud receptor samotny nebo s jinymi mistn€ vazanymi transkripcnimi faktory. Nova
konformace GR podporuje odlisny multiproteinovy komplex s transkripéni represivni funkci
(Hudson et al.,, 2013). Existuji také rychlé, negenomické ucinky glukokortikoida
prostfednictvim interakci s intracelularnimi signalnimi drahami (Stahn et al., 2007). Navzdory
snaham mnohych zistavaji detaily téchto ucinkt nejisté, coz brani vyvoji novych, vice
specifickych 1éka zaméfenych na zanét.

Protein GR se skladd ze tfi domén. N-termindlova transaktivacni doména zahrnuje
aktiva¢ni doménu AF-1 potfebnou pro transkripéni vylepSeni a spojeni receptoru s bazalnimi
transkripénimi faktory (Kumar, Thompson, 2003). Centralni, vazebnd doména DNA, je
konzervovana mezi jadernymi receptory. Sklada se ze dvou oblasti zinkovych prstt (zinc finger
region), které jsou kritické pro dimerizaci receptoru a cilovou vazbu. C-termindl je mistem
hormonalni vazby a slouzi také jako vazebné misto pro bilkoviny tepelného Soku. Tato doména
vazby hormonti obsahuje jaderné lokalizacni signaly a také doménu aktivacni funkce zavislou

na ligandu (AF-2) (Kumar, Thompson, 1999; Coghlan et al., 2003).

2.4.7 TNFa

Jedna se o cytokin (oznaceni pro skupinu mensich signalnich proteint, u€astnicich se vyznamné
v imunitni odpovédi) odvozeny od makrofagi a T lymfocytl, ktery je rozpoznan jako
vyznamny agonista ve velkém mnozstvi zanétlivych a imunologicky mediovanych odpovédi
(Larrick, Kunkel, 1988; Tracy, 1988).

Je to endogenni pyrogen, patfici mezi tzv. proteiny akutni faze (jako protein akutni faze
je oznacovan jakykoliv protein, jehoz koncentrace stoupa o alespor 25 % béhem tzv. akutni
faze, tedy beéhem zanétu, po vazném zranéni nebo béhem nadorového bujeni). Tento cytokin
produkuje zaznamenané zmeény v srdci (Natanson et al., 1989), plicich (Simpson, Casey, 1989),

centralnim nervovém systému (Kimball, 1991), jatrech (Shedlofsky, McClain, 1991), stievech
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(Tracy et al.,1986), ledvinach (Moritz et al., 1989), a kosternim systému (Mundy, 1992). TNF
byl taktéz implikovan v patogenezi velkého vybéru neinfekénich onemocnéni, zahrnujici
revmatoidni artritidu (Saxne et al., 1988), systémovy lupus erythematosus (Maury, Teppo,
1989), alkoholicka hepatitida (Bird et al., 1990), billiarni cirhoza (Miller, Kaplan, 1992),
nekroza stiev (Sun, Hsueh, 1988) a roztrousena sklerdza (Sharief, Hentges, 1991). ZvySené
hodnoty TNF v obé&hu byly nalezeny u pacientd s méstnavym srde¢nim selhanim (Levine et al.,
1990) a jedna se o marker zvySené mortality pro pacienty jez prezili kardiopulmonalni
resuscitaci (Basha et al., 1991). Existuje i domnénka, ze zvySené mnozstvi TNF muze
predpovidat diivéjsi smrt u starSich pacienti (Mooradian et al., 1991).

Pfi nizké produkci je vSak TNF zodpovédny za udrzeni fyziologické homeostazy a
reguluje mnozstvi obvyklych fyziologickych déju jako je cirkadianni rytmus télesné teploty,
spanek a apetit (Kunkel et al., 1989).

Prvni latkou inhibujici TNFa schvalenou FDA byl Etanercept, ktery byl pivodné urcen
k 1écbé revmatoidni artritidy. V souvislosti s timto schvalenim existuje pét riznych anti-TNF
latek a pokraCuji expanze v jejich indikacich a pouziti u riznych onemocnéni (Meroni et al.,
2015; Komaki et al., 2017). Pouzivaji se taktéz jako neznaCené latky u riznych onemocnéni,

veetné reakce Stépu proti hostiteli, pustularni psoriazy, sarkoidozy a Behcetovy choroby.

2.5 Protizanétliva léciva

Historicky mély protizanétlivé 1éky svij pavod v objevu blahodarnych ucinkia nékterych rostlin
a jejich extrakty byly aplikovany na ulevu od bolesti, horecky a zanétu. Kdyz byly v poloviné
19. stoleti objeveny salicylaty jako aktivni slozky vrby, umoznilo to syntetizovat tyto
slouceniny a z nich byla vyvinuta kyselina acetylsalicylova. Stejné tak chemicky pokrok 19. -
20. stoleti vedl k vyvoji nesteroidnich protizanétlivych 1€kt (NSAID), z nichz vétSinu zpocatku
tvotily organické kyseliny, ale pozd¢ji byly objeveny i nekyselé slouceniny (Rainsford, 2007).

NSAID byly tradi¢né klasifikovany na zakladeé svych chemickych vlastnosti, pficemz
vétsina popularnich NSAID je kategorizovana jako hlavni derivaty kyseliny salicylové,
kyseliny octové, kyseliny enolové, kyseliny anthranilové nebo kyseliny propionové. S
pokrokem védeckych poznatkl vSak byla klasifikace také posunuta na zakladé jejich selektivity
k potlaceni enzymii cyklooxygenazy/prostaglandin-endoperoxidsyntazy (PGHS), které jsou
hlavnim cilem téchto 1éka. Kromé toho byl také vypracovan klasifikaéni systém pro
kategorizaci NSAID na zakladé jejich poloCasu rozpadu. Navzdory rozmanitosti mezi tfidami

jsou si nicméng jejich funkce pomérné€ podobné. NSAID se vétSinou pouzivaji k 1é¢bé pacientd
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trpicich bolestmi a zanétlivymi stavy, jako jsou chronické bolesti, osteoartroza, revmatoidni
artritida, pooperacni chirurgické stavy, menstruacni kiece, a dokonce se ve velké mite pouzivaji

jako analgetika a antipyretika (Gupta, Bah, 2016; Budoff, 1979).

2.5.1 Kortikosteroidy
Kortikosteroidy (znamé taky jako glukokortikosteroidy nebo glukokortikoidy) patii
k nejpouzivangj§im lékim na svét€é a jsou ucinné u mnoha zanétlivych a imunitnich
onemocnéni. Nejcastéjsi pouziti kortikosteroidi je pii 1écbe astmatu, kde se inhalované
kortikosteroidy staly terapii prvni volby a zdaleka nejucinnéjSim protizanétlivym prostredkem
1écby (Barnes, 2006).

V poslednich letech dosSlo k vyznamnému pokroku v pochopeni molekularnich
mechanismu, kterymi kortikosteroidy tak Gi¢inn€ potlacuji zanét pfi astmatu i jinych zanétlivych
onemocnénich, a to na zakladé nedavného vyvoje chapani zakladnich mechanismt genové
transkripce a bunécné signalizace pti zanétech (Barnes, Adcock, 2003; Rhen, Cidlowski, 2005).
Toto nové chapani téchto molekularnich mechanismt také pomaha vysvétlit, jak mohou
kortikosteroidy vypnout mnozstvi zanétlivych signalnich cest, a stale zustat bezpeCnym
1écivem. Také to poskytuje vhled do situaci, kdy kortikosteroidy nefunguji u pacientd s uréitym
zanétlivym onemocnénim, jako je chronicka obstrukéni plicni nemoc a cysticka fibréza (Barnes
et al., 2004).

Mezi kortikosteroidy se fadi i nékteré z lé¢iv uzitych v praktické ¢asti mé bakalarské
prace. Jedna se o dexamethason a synteticky kortikosteroid prednisolon.

Béhem zanétu sekretuji aktivované lymfocyty nebo makrofagy zanétlivé cytokiny, jako
jsou TNFa nebo IL-1B. Tyto cytokiny nasledné nejen aktivuji slozky zanétlivého systému, ale
také indukuji expresi a uvoliiovani hormonu uvoliiyjiciho kortikotropin (CRH). CRH nasledné
zvySuje produkci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), ktery stimuluje bunky kiry
nadledvin k syntéze a vylucovani glukokortikoid. Glukokortikoidy zase maji protizanétlivé
ucinky na mnoho typt bunék véetné T buné€k, makrofagu, eosinofild, neutrofild, zirnych bunék,
endotelovych a epitelovych buné€k, ¢imz vytvareji klasickou endokrinni zpétnovazebni smycku.
Glukokortikoidy dosahuji té€chto G€inkid predevsim prerusenim prozanétlivych signalnich drah
zprostredkovanych cytokiny a také indukci apoptdzy v urcitych burikach imunitniho systému.

Glukokortikoidy se taktéz diky své lipofilni povaze snadno pasivnim procesem diftizuji
plazmatickou membranou a vazou se na intracelularni GRo, kterd se v cytoplazmé ziejmé

izoluje jako neaktivni komplex, skladajici se z bilkovin tepelného Soku 90 (hsp90), hsp70,
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hsp56, hsp40, bilkovin s nizkou molekulovou hmotnosti (p23) a nékolika imunofilint (Dittmar
et al., 1997, 1998). Po navazani na ligand (glukokortikoid) se GRa stava aktivovanym
transkripEnim faktorem, ktery se disociuje od proteini multimerniho komplexu, zejména hsp90,
¢imz umoziuje rychlou translokaci do jadra. Zde komplex ligand-receptor moduluje (stimuluje
nebo potlacuje) transkripni reakce zanétlivych gent bud’ pfimo vazbou na DNA, nebo protein-
proteinovymi interakcemi, o nichz se do znacné miry predpoklada, ze odrazeji interakce s
jinymi transkripénimi faktory, které reguluji prozanétlivé geny.

Kortikosteroidy jsou taktéz znamé svymi nezadoucimi ucinky, které se mohou lisit mezi
kratkodobym uzivanim kortikosteroidi a dlouhodobou 1écbou. Mezi nezadouci ucinky
kratkodobého uzivani téchto latek patii: hypokalémie, myopatie, glukoézova intolerance,
pankreatitida, hypertenze a ovlivnéni psychiky pacienta. Mezi nezadouci u€inky dlouhodobého
uzivani téchto latek patfi: osteoporoza, hyperlipidémie, potlaeni rastu a mirné vrozené
malformace u déti matek, jez uzivaly tyto latky (Buchman, 2001).

Studie (Logie et al., 2010) dospéla k zaveru, ze glukokortikoidy pfimo interaguji s
glukokortikoidovymi receptory na cévnich endotelovych buiikach (HUVEC) in vitro za Gcelem
potlaceni tvorby tubuld.

2.5.2 NSAID

Nesteroidni protizanétlivé 1éky (NSAID) jsou l1éky, které se Siroce pouzivaji k ulevé od bolesti,
snizeni zandtu a snizeni vysoké teploty. Casto se pouZivaji k tlevé od piiznakd bolesti hlavy,
bolestivé menstruace, vyrond, nachlazeni a chfipky, koronaviru (COVID-19) a onemocnéni
jako artritida, ktera mize zpasobit dlouhodobé bolesti.

Popularita NSAID trva uz od izolace salicylatu z vrbové kary kolem roku 1830,
nasledované objevem aspirinu Felixem Hoffmanem v roce 1897 (Montinari et al., 2019).
V dnesni dobé patii NSAID mezi nejpopularnéjsi volné prodejné 1éky po celém svété, tvorici 5
% vSech predepsanych 1€kt (Tsutsumi et al., 2004).

NSAID byly tradi¢né klasifikovany na zakladeé svych chemickych vlastnosti, pficemz
vétsina popularnich NSAID je kategorizovana jako derivaty kyseliny salicylové, kyseliny
octové, kyseliny enolové, kyseliny anthranilové nebo kyseliny propionové. S pokrokem
védeckych poznatkti vSak byla klasifikace také posunuta na zakladé jejich selektivity k
potlaceni enzymua cyklooxygenazy / prostaglandin-endoperoxidsyntazy (PGHS), které jsou
hlavnim cilem téchto 1éki. Kromé toho byl také vypracovan klasifikacni systém pro
kategorizaci NSAID na zakladé jejich poloCasu rozpadu. Navzdory rozmanitosti mezi tfidami
jsou si nicméné jejich funkce pomérné podobné. NSAID se vétsinou pouzivaji k 1€¢be pacientu,
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kteti trpi bolestmi a zanétlivymi stavy, jako jsou chronické bolesti, osteoartréza, revmatoidni
artritida, pooperacni chirurgické stavy, menstruacni kiece, a taktéz se ve velké mife pouzivaji
jako analgetika a antipyretika (Gupta, Bah, 2016; Budoff, 1979).

L

Nadrazenost typickych NSAID (se silnym protizanétlivym ucfinkem) nad
slabym, nespecifickym cyklooxygenazou/ PGHS inhibi¢nim a antipyretickym t¢inkem) (Furst,
Prakash, 2012; Grosser, Fitzgerald, 2018) a dalSimi antipyretickymi analgetiky, jako jsou
opioidy, byla klinicky prokazana. Slepé, nahodné kontrolni studie prokazaly ucinnost NSAID
oproti acetaminofenu (Ong et al., 2007). Problém s uzivanim analgetik na bazi opioida tkvi
v otazce bezpeCnosti. Mnozstvi problému se zavislosti na opioidech ve skuteCnosti zacina
terapeutickym uzivanim 1ékt proti bolesti na bazi opioidi. Proto je 1é¢ba opiody mnohem

nebezpecnéjsi nez 1écba NSAID vzhledem k navykové povaze téchto 1é¢iv (Dhalla, 2012).

2.5.3 Prednisolon

Prednisolon je antiflogistikum, jez tlumi imunitni reakci organismu. Jedna se o synteticky
glukokortikoid, ktery je Siroce uzivan k fizeni mnozstvi klinickych stav, mezi které patii
kongenitalni adrenalni hyperplazie, tezké astma a urcité hematologické, revmatické,
gastrointestinalni a zivot ohrozujici nemoce (Pickup, 1979).

Byla provedena studie (Bratt, Heimbiirger, 1999) za uCelem zjisténi, zda glukokortikoid
prednisolon muze snizovat adhezi neutrofild i poranéni lidskych endotelovych bunék
zprostifedkované neutrofily, kdyz byly polymorfonuklearni neutrofilni granulocyty stimulovany
riznymi agonisty. V ramci studie bylo prokazano, ze prednisolon v zavislosti na davce snizuje
N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalaninem indukovanou adhezi polymorfonuklearnich
neutrofild na HUVEC. Prednisolon navic inhiboval endotelové poranéni navozené N-formyl-
methionyl-leucyl-fenylalaninem a fyziologicky se vyskytujicim produktem lipoxygenazy
kyseliny arachidonové, lipoxinem A4, svymi ucinky na efektorovou buiiku, tj. neutrofil, ale také
ucinky regulace transkripce vazbou na glukokortikoidni receptor v cilové bunice HUVEC (Bratt,

Heimbirger, 1999).

2.5.4 Dexamethason
Dexamethason je potentni glukokortikoid, s mizivou mineralokortikoidni aktivitou (nezasahuje

tedy negativné do metabolismu minerala v organismu) (Brinks et al., 2018). Dexamethason ma
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Siroké vyuziti v oblasti mediciny, jako 1€¢ivo byl vyuzit pii lécbé akutni exacerbace roztrousené
sklerozy, alergii, mozkového otoku, zanétu i Soku (Johnson et al., 2018).

Jeho efekt na organismus spoCiva v supresi migrace neutrofilti, snizeni proliferace
kolonii lymfocyt, snizeni prostupnosti membran kapilar a zvySeni stability membran
lyzozomu, inhibici nékterych cytokint (IL-1, IL-12, IL-18, TNF) a zvySeni mnozstvi
surfaktantu v plicich, jakozto i celkové zlepSeni plicni aktivity (Johnson et al., 2018). Latka je
metabolizovana v jatrech a vyluCovana prevazné moci (Johnson et al., 2018).

CD28, ¢imz silné potlacuje proliferaci a diferenciaci T bunek (Giles et al., 2018).

V nedéavné studii (Langendorf et al., 2021) zkoumajici efekt tohoto 1é¢iva na endotelové

buriky bylo zjisténo, ze dexamethason v bunécné kulture HUVEC in vitro zptisobuje represi

angiogennich genu a proteind, a v dasledku toho v téchto burikach potlacuje angiogenezi.

2.5.5 Testosteron a androgenovy receptor

Testosteron (T) je steroidni hormon ze skupiny androgend. Radi se mezi anabolické steroidy a
je to muzsky pohlavni hormon (androgen). Androgeny byly prokazany jako supresory
produkce IL-6 monocyty a stromalnimi butikami (odvozenymi od kostni dfen¢) (Kanda et al.,
1996). K tomu byly testosteron i dihydrotestosteron prokazany jako inhibitory genové exprese
IL-6 (Bellido et al., 1995).

Androgenovy receptor (AR) je ligandem zprostiedkovany transkripéni faktor, ktery
patii do skupiny jadernych receptorti (Zilliacus et al., 1995), a jez se aktivuje navazanim
jakychkoli androgennich hormont, véetné testosteronu a dihydrotestosteronu (Roy et al., 1999).
Androgeny se v cytoplazmé buriky vazou na androgenovy receptor. Aktivace AR je spojena jak
se sexualnim vyvojem u muzg, tak i s lidskou karcinogenezi (Chen et al., 2004). Zajimavosti
je, ze krom androgent taktéz cytokin IL-6 ovliviiuje signalni drahu AR. Pfi absenci androgenu
muze byt totiz AR aktivovan alternativnimi cestami, mezi které patii mimo jiné i zminény
interleukin-6 (Chen et al., 2000). Taktéz je zkouman vztah mozné souvislosti mezi signalizaci
androgenniho receptoru a karcinogenezi ve slinivce bfisni (Okitsu et al., 2010). U pacientd s
karcinomem slinivky bfi$ni byly taktéz pozorovany vyssi hladiny cytokinu IL-6.

Nizké hodnoty testosteronu u muzu jsou vyznamné asociovany s vysokym mnozstvim
zanétlivych markert v riznych klinickych podminkach jako je napt. obezita (Tremellen et al.,
2018). Rozvoj a postup chronickych onemocnéni koreluje s nizkou hladinou T a zanétlivymi
biomarkery, ale jejich specifické mechanismy zistavaji nedokonale pochopeny. T deficit

(znamy také jako hypogonadismus) byl u stasich muzi spojovan s metabolickym syndromem
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(Bianchi, 2015), neurodegeneraci (Kurth et al., 2014), zvySenym rizikem kardiovaskularnich
onemocnéni a mortality ze vSech pficin (Araujo et al., 2011) nezavisle na dalSich Cetnych
rizikovych faktorech (Haring et al., 2010). Podobné vysledky pozorovani byly hlaseny i u
mladych muza (Sinclair et al., 2016). I mimo jakékoliv soub€zné projevy kardiovaskularniho
onemocnéni nebo jinych systémovych onemocnéni koreluje nizkd hladina T se zvySenou
hladinou C-reaktivniho proteinu (CRP) (Kaptoge et al., 2010), makrofagového zanétlivého
proteinu 1—a, makrofagového zanétlivého proteinu 1-f a TN-o u mladych i starSich muzi
(Bobjer et al., 2013). CRP je citlivym ukazatelem zanétu produkovaného jatry (Pepys,
Hirschfield, 2003) a koreluje s ischemickou chorobou srde¢ni a pfedCasnym umrtim z jinych
pfic¢in (Kaptoge et al., 2010).

Ve velkém mnozstvi studii byla zji§t€éna negativni korelace mezi nizkymi hladinami T
a CRP, zatimco korelaci mezi T a IL-6 (Tremellen et al., 2018; Maggio et al., 2006) nebo TNFa.
(Bobjer et al., 2013; Hall et al., 2002) zkoumalo jen nekolik studii. Béhem studie skupiny
Haring a kol., 2012, byla zji§téna negativni korelace mezi plazmatickou hladinou pohlavnich
steroidd u muzl a hladinou markerti zanétu (Haring et al., 2012).

Taktéz bylo potvrzeno (Xie et al., 2017), ze fyziologickd koncentrace testosteronu u
endotelovych bunék HUVEC zmiriuje apoptozu, oxidacni stres a zanéty navozené produkty

pokrocilé glykace.

2.5.6 Kyselina acetylsalicylova

Dalsim srovnavanym léc¢ivem byla kyselina acetylsalicylova (mezi jejiz komercni nazvy patii
Aspirin, Acylpyrin, Anopyrin aj.). Tato aromaticka, karboxylova kyselina je znamym
antiflogistikem, analgetikem a antipyretikem. Snizovani bolesti, zdnétu a horecky pomoci
salicylaty obsahujicich rostlinnych extrakt je mozné sledovat skrz lidskou historii (Dinarello,
2010).

Kyselina acetylsalicylova je také nejcCastéji predepisovanym Iékem v kategorii
zabranéni agregace krevnich desticek (Berg et al., 2012). Kyselina ptsobi ireverzibilni acetylaci
serinového zbytku cyklooxygenazy 1 (COX-1), ¢imz inhibuje uvolilovani tromboxanu A
(TXA2), silného mediatoru agregace krevnich desticek. Tento klinicky vyznamny ucinek dal
kyseliné acetylsalicylové primarni roli v prevenci kardiovaskularnich chorob (Berg et al.,
2012).

Nicméne¢ prospesné ucinky kyseliny acetylsalicylové nejsou omezené pouze na inhibici
krevnich desticek, mezi jeji dalSi uziti patfi mechanismy jako je inhibice vazokonstrikce

(Mehta, 2009), zmirnéni zanétu a formace prostaglandinu F2a (Helmersson et al., 2005).
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Ptiznivé ucinky kyseliny acetylsalicylové na snizeni oxidativniho stresu mohou byt taktéz
vyuzity na lécbu vazokonstrikce a zanétu (Kvietys, Granger, 2012), zminéné mnozstvi
moznosti uziti tohoto léku vyvolaly stale rostouci zajem o tuto latku (Bhatt, 2008).

Bylo prokazano (Park et al., 2007), ze kyselina salicylova, snizuje pfilnavost a
invazivitu S. aureus k lidskym vaskularnim endotelovym butikam in vitro (HUVEC) a snizuje

produkci IL-6 endotelovymi buiikami.

2.5.7 Ibuprofen

Ibuprofen je Siroce uzivan k 1é¢bé poruch pohybového ustroji a jinych poruch, zpusobujici
mirnou az stfedni bolest (Pohjolainen et al., 2000). Pasobi symptomaticky rusenim bolesti,
snizovanim zanétu, a to jak v kloubech (Goldlust, Rich, 1981), tak i v mékké tkani a snizovanim
horecky. Klinicky muaze tato aktivita vést ke zvySeni funk¢ni Cinnosti s naslednym zlepSenim
v kvalité zivota pacientll s chronickym revmatickym onemocnénim (Busson, 1986).

Ibuprofen se také ukazal v epidemiologickych studiich jako bezpecny a dobfe
tolerovany (Henry, 1996). Mimo jiné, byl ibuprofen prokazan jako ucinny pii ulevé od
symptomu beéhem akutni bolesti dolni ¢asti zad (Hosie, 1994).

Béhem studie protizanétlivého efektu ibuprofenu na endotelové buiky in vitro byly
vyuzity butiky HUVEC. Ukazalo se, ze dvoutydenni peroralni podavani 600 mg ibuprofenu
denné snizuje adhezi monocytd na klidové a TNFo stimulované endotelové bunky. Navic
ibuprofen inhibuje metabolickou aktivaci monocyti méfenou jako intracelularni produkce Oz a
H>0: (Zapolska-Downar et al., 2000).

Hlavnim mechanismem tG¢inku ibuprofenu je neselektivni, reverzibilni inhibice enzymu

cyklooxygenazy COX-1 a COX-2 (Davies, 1998).

2.5.8 Nimesulid
Nimesulid je nesteroidni protizanétlivé 1écivo (NSAID), vykazujici protizanétlivé, analgetické
a antipyretické vlastnosti s preferen¢ni inhibici cyclooxygenasy (COX) — 2. typu (Davis, 1994).
Spolecné s jinymi farmakologickymi pociny (Davis, 1994) tato selektivita viici COX-2 ma za
vysledek ekvivalentni uCinnost proti bolesti a zanétu jako ostatni NSAID, ale s vyssi
bezpecnosti, specificky na gastrointestinalni trovni (Vago, 1995). Doporucend denni davka
Nimesulidu je 100-300 mg rozdélena do dvou davek (Pohjolainen et al., 2000).
Polymorfonuklearni leukocyty (PMN) reaguji na materialy bakterialniho nebo virového

pavodu respiracnim vybojem, ktery vytvaii toxické metabolity kysliku (Roos, 1991). V téle tak
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mohou leukocyty poskodit okolni tkan€ tim, Ze uvoliiuji kyslikové radikaly, které unikaji z
fagolyzomu. Nadmérna nebo nevhodna odpovéd’ leukocyti proto muze vyustit v bolestivy
zanét, bronchialni hyperreaktivitu a poSkozeni tkané (Weiss, 1989).

Inhibice respiracniho vyboje leukocyti a snizeni uvolfiovani zanétlivych mediatora
muze byt dosazeno podanim latek, které zvySuji cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)
(Nielson et al., 1990). Specifického ucinku na hladinu leukocytarniho cAMP lze navic
dosahnout inhibici hlavniho enzymu zodpovédného za jeho degradaci v té€chto bilych
krvinkach: fosfodiesterazy (PDE) typu IV (Nielson et al., 1990; Schudt et al., 1991).

Nimesulid v témét terapeutickych koncentracich potlacuje produkci superoxidovych
aniontt (Bevilacqua et al., 1988; Capsoni et al., 1987) a vykazuje inhibi¢ni u¢inek na PDE typ
IV (Bevilacqua et al., 1991).

2.6 Endotelové bunky

Témér vSechny tkané jsou zavislé na krevnim zéasobeni a krevni zasobeni zavisi na
endotelovych buiikach, které tvori vystelky krevnich cév. Endotelové buriky maji schopnost
upravit svij pocet a usporadani tak, aby vyhovovaly mistnim pozadavkim. Vytvareji
adaptabilni systém podpory zivota, rozsifujici se migraci bunék témér do vSech oblasti téla.
Nebyt endotelovych bunék rozsifujicich a remodelujicich sit’ krevnich cév, rist a naprava tkani
by byla nemozna. Rakovinna tkan je zavisla na krevnim zasobeni stejné€ jako normalni tkan,
coz vedlo k nartstu zajmu o biologii endotelovych bunék. Vzhledem k moznosti, ze
blokovanim tvorby novych cév pomoci 1éka, které puisobi na endotelové buriky, by mohlo byt
mozné blokovat rist nadord (Alberts, Johnson, 2002).

Stény krevnich cév tvori selektivni bariéru pro transport molekul mezi krvi a tkanémi.
Endotelova vrstva predstavuje velkou plochu pro tuto vyménu materiald mezi krvi a tkanémi
(Baldwin, Thurston, 2001). Endotel je tedy spojitd vrstva tvorena burikami navzajem
propojenymi riznymi typy adhezivnich struktur nebo mezibunécnych spojii. Jedna se o slozité
struktury tvofené transmembranovymi adhezivnimi molekulami napojenymi na sit
cytoplazmatickych/cytoskeletalnich  proteini. Na zakladé morfologické a funkcni
charakterizace byly v endotelovych buiikach popsany tii typy spojeni (Dejana et al., 1995;
Schnittler, 1998): té€sna spojeni, adhezni spojeni a skulinové spojeni.

Tesna spojeni uzaviraji bunéénou vrstvu endotelu a jsou tvofeny tésné protilehlymi
sousednimi plazmatickymi membranami, které se zdaji byt Caste€né spojené. Hlavni
transmembranovou slozkou tésnych spojeni jsou okludiny, které jsou spojeny s nékolika

cytosolickymi proteiny, ale podrobna struktura tohoto komplexu neni dosud urcena (Bazzoni

25



et al., 1999; Vestweber, 2000). Adhezni spojeni jsou tvofena kadheriny. VE-kadherin je
pfitomen na povrchu endotelovych bunek. Kadheriny jsou bunécné adhezni molekuly, které
jsou se svym cytoplazmickym ocasem ukotveny k siti intracelularnich cytoplazmatickych

proteind, katenind, které jsou napojeny na systém aktinovych mikrofilamenti (Dejana, 1996).

2.6.1 Reakce endotelu na zanét a rolovani

Endotel se taktéz ucastni rozvoje a regulace zanétu. Leukocyty béhem imunitni odpovédi
migruji z krve do tkani. V misté zanétu migruji pres aktivovany endotel leukocyty vrozeného
imunitniho systému jako prvni. Zatimco neaktivované lymfocyty (dosud se nesetkaly s
pfisluSnym antigenem) migruji do drenaznich perifernich miznich uzlin prostfednictvim
specializovanych endotelovych bunék slozenych z bunek s velkym mnozstvim endotelovych
venul. V perifernich lymfatickych uzlinach jsou aktivovany antigenové specifické lymfocyty.
Tyto lymfocyty se dostavaji do mist zanétu, kde migruji pres aktivované endotel exprimujici
adhezni molekuly.

Adhezni molekuly reguluji adhezi leukocytl a migraci leukocyti do tkané. Béhem
tohoto procesu se endotelova burika aktivné podili na regulaci migrace leukocytd. Po interakci
mezi leukocyty a endotelovymi burikami, podporuje endotelova buiika migraci leukocyta
prostiednictvim signall ,,outside-in“ z adheznich molekul nebo odstranuje leukocyty, které jsou
v pocateénim stadiu apoptdzy. Kromé toho kiizové propojeni nekterych adheznich molekul
endotelovych bunék stimuluje signaly, které jsou v souladu s potencialem zvySeného pfipojeni
k bazalnimu povrchu endotelovych bunék nebo indukci exprese gend.

Infiltrace tkani cirkulujicimi leukocyty je tiifdzovy proces zahrnujici rolovani endotelu,
pfipojeni k endotelu, nasledované transmigraci ptes endotelialni buiiky lemujici stény krevnich
cév. Migrace leukocytd z krve je iniciovana leukocytem valicim se na luminalni strané
endotelu, zprostfedkovanou selektiny a adresiny nizkoafinitnich receptort (McEver, 2002;
Vestweber, 2003). Zdravé endotelové buriky jsou taktéz mistem deaktivace mnohych
zanétlivych mediatord. Endotel tedy hraje dilezitou roli pfi imunitni odpovédi organismu na

cizorodé latky zprostfedkovanim regulace migrace leukocytu.

2.6.2 Endotelové bunky lidské pupecnikové zily (HUVEC)
Endotelové buriky lidské pupeCnikové zily (angl. human umbilical vein endothelial cells -
HUVEC) jsou endotelové buiky zendotelu zily pupecniku. Jsou Siroce uzivany jako

laboratorni model pro studium funkce, regulace a patologie endotelovych buné¢k in vitro (Park
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et al., 2006). I v této bakalaiské prace bylo uzito téchto bunék ke studiu vlivu riznych

Pupecnik je jednim z nejvyznamnéjSich zdroji cévnich endotelovych bunék.
Dostupnost téchto bune¢k hrala vyznamnou roli v oblasti cévni biologie. Vysledkem perfuze
lidské pupecnikové zily s kolagenasou je Cista vrstva endotelovych bunék, které tuto cévu
vystylaji (Gimbrone et al., 1976). PocateCni pasaze téchto bunék, péstovanych v ptitomnosti
heparinu a hypofyzarniho extraktu, si zachovavaji téméf vSechny funkce nativnich,
vaskularnich, endotelovych buné€k, zahrnujici expresi markeri pro endotelové buriky
specifické, jaké jsou napiiklad tumor nekrotizujici faktor (TNF) — a, cytokiny, Willebranduv
faktor, angiotensin 2 a endotelovy rastovy faktor (Goldberger et al., 1994; Muscella et al.,
1997).

HUVEC poskytuji vyznamny in vitro model, pro prilomové objevy v molekularni
medicin€. Vyzkum na téchto buiikdch dopomohl ziskat zasadni poznatky ohledné bunécnych a
molekularich dé&ju v patofyziologii aterosklerozy a také mechanismi pro kontrolu
angiogeneze nebo neovaskularizace jako odpovéd’ na hypoxii a zanét v nadorech, ischemické

tkani a béhem embryogeneze (Burns et al., 2005; Zhang et al., 2003).

Vysledky studie (Chen et al., 2020) ukazaly, ze exprese NF-«xB a aktivacniho proteinu-
1 byla v buitkkdch HUVEC vyrazné zvysena indukci cytokinem TNFa v porovnani s kontrolni
skupinou. Synteticky kortikosteroid prednisolon byl i dfive uzivan k inhibici sekrece mediatort
zanétu v endoletovych buiikdch HUVEC indukovanych cytokinem TNFa (Heimbiirger et al.,
2000), ¢imz inhibuje cytokinem navozené adhezivni a cytotoxické interakce mezi endotelovymi
bunikami a neutrofily in vitro. Ve studii (Yamamoto et al., 2004) byl taktéz vyuzit kortikosteroid
dexamethason na endotelové buiiky HUVEC ovlivnéné cytokinem TNFa, za tcelem urcit
ucinky kortikosteroidii na vaskularni endotelové bunky in vitro, které se nachazeji v
podminkach uméle indukovaného stavu zanétu. Vliv androgenu testosteron na endotelové
buinky HUVEC in vitro, ovlivnéné cytokinem TNFa byl taktéz stanovovan ve studii Zhang a
kol., 2002. Vysledkem této studie bylo zjisténi, Ze testosteron muze zvySovat expresi E-
selektinu a vaskuldrni bunéfné adhezni molekuly-1 (VCAM-1) u endotelovych bunék
ovlivnénych TNFa. Tyto skutecnosti by mohly naznaCovat mechanismus, kterym muize tento
hormon nepiimo posilovat imunitni reakce v butice (Zhang et al., 2002). Taktéz pfi zkoumani
vlivu kyseliny acetylsalicylové na endotelové buitkky HUVEC in vitro, ovlivnéné cytokinem
TNFa, bylo zjisténo, ze kyselina acetylsalicylova inhibuje v téchto buiikach expresi mediatort

zanétu, specificky pak enzymu COX-2 (Jiang et al., 2009). Lécivy vliv sloCeniny ibuprofen na
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endotelové butiky HUVEC in vitro, ovlivnéné cytokinem TNFa je opacny, nez zminény vliv
hormonu testosteron. Ibuprofen se totiz ukazal jako potentni inhibitor vaskularni bunécna
adhezni molekuly-1 (VCAM-1) u endotelovych bun¢k ovlivnénych TNFa, avsak nebyl zjistén
zadny vliv ibuprofenu na expresi E-selektinu (Kapiotis et al., 1996). Vliv protizanétlivé
slouCeniny nimesulid na endotelové butiky HUVEC in vitro ovlivnéné cytokinem TNFa byl

zkouman. Nimesulid se ukazal jako ucinné 1é¢ivo pro inhibici transmigrace a pfilnavosti

neutrofild na endotelové bunky (Dapino et al., 1994).
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3.Experimentalni ¢ast
3.1 Materialy

3.1.1 Pfistrojové vybaveni

Aparatura pro vertikalni elektroforézu
Aparatura pro western blotting
Centrifuga

COz inkubator MCO-17AIC
Chemiluminiscen¢ni kamera LAS4000
Kyvacka

Magneticka michacka VELP
Termoblok

Ultrazvukovy homogenizator
UV-VIS spektrofotometr UV-1800
Vakuova pumpa Vacusafe

Vodni lazen

Vortex

Zdroj napéti PowerPac Basic

ELISA plate reader Infinite M200 Pro

inverzni fluorescencni mikroskop

3.1.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid
Aprotinin

Bis akrylamid
Bromfenolova modft

Butanol

Dimethylsulfoxid (DMSO)
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Bio-Rad (USA)
Bio-Rad (USA)
Thermo Fischer (USA)
Sanyo (Japonsko)
Fujifilm (Japonsko)
Biosan (Loty$sko)
Scientifica (Italie)
Thermo Fischer (USA)
Bandelin (Némecko)

Shimadzu (Japonsko)

Integra Biosciences (Svycarsko)

GFL (Némecko)

Heidolph Instruments (Némecko)

Bio-Rad (USA)
Tecan (Svycarsko)

Olympus (Japonsko)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Lach-ner (CR)

Sigma-Aldrich (USA)



Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Ethanol 96 %

Fluorid sodny (NaF)

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Chemiluminiscenéni ¢inidlo luminol-peroxid (1:1)
Leupeptin

Ponceau S

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS)
Tween 20

Fluorsave reagent

Prednisolon

Dexamethason

Testosteron

Kyselina acetylsalicylova

Ibuprofen

Nimesulid

3.1.3 Pouzité roztoky

Sigma-Aldrich (USA)
Lach-ner (CR)

Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Thermo Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Serva (Némecko)
Thermo Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
MP Biomedicals (USA)
MP Biomedicals (USA)
Merck (Némecko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Cayman Chemical (USA)

Sigma-Aldrich (USA)

PBS: 137 mM Na(Cl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO4 . 12 H>0; 2 mM KH2PO4 pH 7.4
RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7.4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA; 0,2%
Nonidet P-40 (pH = 7,4), tésn¢ pred pouzitim pfidano: 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 0,5 pg/ml

leupeptin; 2 pg/ml aprotinin, 2 mM NaF

Cinidlo Bradford: 0,01 % Coomassie brilliant blue; 95% ethanol; 85% kyselina o-fosforecna
AA+Bis: 30% Akrylamid (AA) + 0,8% Bisakrylamidu (Bis AA): 58,4 g AA + 1,6 N'N Bis

AA/200ml

30



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

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

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

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

Elektroforeticky pufr: 37,8 g TRIS, 180 g Glycin, 12,5 g SDS /2,51 H20

5x SDS vzorkovy pufr: 0,3 M TRIS pH 6,8; 10 % SDS, 50% glycerol, 0,05% bromfenolova
modf; 5% 2-Merkaptoethanol

TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS pH 6,8

TBS s 0,1 % Tweenem 20: 500 ml TBS + 500 ml 0,1 % Tween 20
Blokovaci roztok a: 5 % BSA v TBS s Tweenem 20: 2,5 g BSA /50 ml TBS s Tweenem 20
Blokovaci roztok b: 5 % mléko v TBS s Tweenem 20: 2,5 g suSené mléko / 50 ml TBS s

Tweenem 20

Blotovaci pufr: 30,3 g TRIS, 144 g Glycin/ 1 litr H2O
Ponceau S: 0,2 % v 1 % kyseliné octové

Promyvaci pufr: 0,05 % Tween 20 v PBS

Blokovaci puft: 1 % BSA v PBS

Diluent: 0,05 % Tween 20, 0,1 % BSA v PBS

ABTS substrat: ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), (2mg/ml) +
citratovy pufr, 5,5ml + 30 % H>O», 5 ul

Permeabilizaéni rotok: 0,2 % Triton v PBS

3.1.4 Pouzité protilatky
Primarni protilatky

Tabulka 1 — prehled primdrnich protildtek

protilatka klon zdroj fedéni vyrobce
COX-2 D5HS5 kralik 1:500 Cell Signaling
IkBa L35A5 myS$ 1:500 Cell Signaling
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plkBa 14D4 kralik 1:500 Cell Signaling
IL-6 D5W4V kralik 1:500 Cell Signaling
pNF-xB 93H1 kralik 1:500 Cell Signaling
pGR D9D3V kralik 1:100 Cell Signaling
GR NR3C1 myS$ 1:100 Santa Cruz
Biotechnologies
[-aktin C4 my$§ 1:50 Santa Cruz
Biotechnologies
a-tubulin DMI1A myS$ 1:100 Sigma Aldrich
pIKK o/ 16A6 kralik 1:500 Cell Signaling
IKK o 3G12 myS$ 1:500 Cell Signaling
TNFR1 H-5 myS$ 1:250 Santa Cruz
Biotechnologies
NF-kB p65 DI14E12 myS$ 1:500 Cell Signaling

Sekundarni protilatky
RAM/Px (krali¢i proti-mys$i, fedéni 1:1000), Sigma-Aldrich
SwAR/Px (praseci proti-kralici, fedéni 1:1000), Cell Signaling

RAM Alexa fluor 488 (krali¢i proti-mysi, fedéni 1:500), Thermo Fischer

3.1.5 Pouzité buriky
HUVEC - lidské endotelové buriky z pupecnikové zily

HelLa — lidské epitelové butiky odvozené z karcinomu délozniho hrdla
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3.2 Metody

3.2.1 Ovlivnéni bunék a sklizeni

Zaucelem pripravy vhodnych vzorkd pro nasledné experimenty, byly buiiky béhem svého ristu
ovlivnény pfislusnymi latkami a sklizeny. Byla taktéz provedena variace ve zptisobu ovlivnéni
bunécné linie (rozdil v Case ovlivnéni cytokinem TNFa — 24 h / 30 min). Prvni varianta

ovlivnéni a sklizeni bunécné linie probihala nasledovne¢:

Bunky HUVEC byly kultivovany v Petriho miskach (100 mm, 8 misek celkem) pfi
teploté 37 °C v atmosféie obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého a 100% vlhkost, po dobu 24 hodin.
Po ukonceni inkubace byly k burikdm ptidany latky (sledovana lé¢iva) v dané koncentraci
(vSechny o uniformni koncentraci = 10 uM, pouze koncentrace Dexamethasonu = 1 uM) po
dobu 30 minut. Nasledné bylo k buiikam (s vyjimkou negativnich kontrolnich bunék Ko — TNF)
ptfidano TNFa (c = 10 ng/ml) indukujici v butikach zanét a aktivujici NF-kB. Do kontrolnich
vzorkd (pozitivni, negativni), bylo taktéz pfidano DMSO (totozna koncentrace jako pfidané
latky). Po dal§i 24hodinové kultivaci bylo odebrano kultivaéni médium pro danou

analyzovanou metodu (ELISA) a buriky sklizeny pro pouziti béhem metody western blotting.

Druha varianta ovlivnéni bunék méla témer totozny postup, lisila se pouze v Case
ovlivnéni bunék TNFa (¢ = 10 ng/ml), které bylo v tomto pfipad€é 30 minut. Tyto buiky byly
pouzity jak pro metodu western blotting tak i pro metodu imunofluorescence (za timto ticelem

byly bunky zafixovany 10% formaldehydem).

3.2.2 Lyzovani bunék

Butiky pupecnikové zily (HUVEC) byly lyzovany za G€elem pfipravy na provedeni metody
western blotting. Pro resuspendaci peletu byl pouzit lyzaéni pufr RIPA (pfed pouzitim bylo
k peletu taktéz pitidano: DTT, leupeptin, aprotinin, PMSF a NaF). Do zkumavek obsahujici
pelet bylo pfidano adekvatni mnozstvi lyzacniho pufru (v rozmezi 30-50 pl — urCeno na zakladé
velikosti peletu). Nasledné byly vzorky sonikovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru
(zékladni nastaveni: 3 cykly, 10 sekund, 30 % max.). Poté byly vzorky centrifugovany po dobu
30 minut pfi otackach 14 000 x rpm a teploté 4 °C. Supernatant (definovany objem, maximum)
byl nasledné prepipetovan do pripravenych a popsanych zkumavek. Do pfipravenych
sklenénych zkumavek bylo odméfeno Bradfordovo Cinidlo (1 ml) a k tomu byl pfidan 1 pl
vzorku. Zkumavky byly ponechany inkubovat (10 min) pfi laboratorni teploté. Po inkubaci

doslo ke stanoveni koncentrace celkovych proteinti ve vzorku metodou Bradford (Bradford,
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1976) pii 595 nm na UV-VIS spektrofotometru. Nasledné byly vzorky nafedény lyza¢nim
pufrem, a to tak, aby dosahovaly stejné koncentrace proteint. Nasledné bylo ke vzorkim
pridano vypoctené mnozstvi Sx SDS, aby proteiny ziskaly negativni naboj a byly denaturovany.
Poté byly lyzaty zahtaty pfi teploté 96 °C po dobu 2 minut, za i€elem denaturace proteinti a
nafedéni struktury vzorku a uschovany pro SDS-PAGE elektroforézu a Western blotting v

mrazaku o teploté -80°C.

3.2.3 SDS-PAGE, Western blotting a imunodetekce proteinu

Separace proteina probé&hla pomoci vertikalni polyakrylamidové elektroforézy v 12,5% (10%)
délicim gelu a 5% zaostfovacim gelu (sloZeni — viz tabulka 2). Do jamek bylo napipetovano
pfislusné mnozstvi (35 pg na jamku — vypocet ul na zakladé zjisténé koncentrace) vzorku
proteinu a do bocni jamky bylo napipetovano 3 pl standardu molekulovych hmotnosti proteint
(markeru). Na zdroji elektrického napéti (PowerPac Basic, Bio-Rad) bylo nastaveno 80 V po
dobu vertikalniho postupu vzorkli a molekulového markeru v zaostfovacim gelu. Nasledny
postup vzorkt a markeru v délicim gelu pokracoval pfi napéti 120 V. Po tom, co molekulovy
marker postoupil na konec déliciho gelu, byla elektroforéza ukoncena (elektroforeticka komora
odpojena od zdroje). Gel byl vyjmut z komory, zaostfovaci gel byl oddélen od gelu déliciho

(ptiprava na gelu) a gel délici byl pfenesen na nitrocelulosovou membranu.

Nasledné probihal western blotting a pienos proteind z gelu na nitrocelulosovou
membranu. Pfenos probihal pfi proudu 270 mA po dobu 3 hodin pii stalém michani a chlazeni
blotovaciho pufru v blotovaci komote. Poté byla membrana obarvena v roztoku Ponceau po
dobu 5 minut, aby doSlo k nabarveni pfeblotovanych proteini, nasledné oplachnuta
destilovanou vodou a ususena na filtracnim papife. Membrana byla nasledné nafezana na mensi
prouzky v zavislosti na velikosti (molekulové hmotnosti) sledovanych proteint a prouzky byly
nasledné odbarveny v roztoku TBS. Nasledovalo zablokovani nespecifickych vazeb proteint v
5% roztoku BSA s TBS a Tweenem 20 (nebo v 5% roztoku mléka s TBS a Tweenem 20) po
dobu 1 hodiny na kyvacce pfi laboratorni teploté. Poté byly membrany proplachnuty v TBS.
Imunologicka detekce sledovanych proteina probihala ve dvou krocich nanesenim specifickych
protilatek (primarni a sekundarni). Primarni protilatky byly nafedéné v 5% roztoku BSA s TBS
a Tweenem 20 (nebo v 5% roztoku mléka v TBS s Tweenem 20, v zavislosti na roztoku uzitého
k blokaci). Nasledné byly prouzky s nanesenymi primarnimi protilatkami ponechany inkubovat
ptes noc pii teplot¢ 4 °C. Dalsi den byly prouzky promyty, aby byly odmyty nezadouci

zbytkové primarni protilatky, a to zpisobem 5 minut v TBS, 5 minut v TBS s 0,1% Tweenem
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20, 5 minut v TBS a poté 10 minut v TBS. Poté byly piislusné sekundarni protilatky (RAM/Px
— krali¢i proti-mysi, od firmy Sigma-Aldrich a SWAR/Px — praseci proti-krali¢i, od firmy Cell
Signaling) nafedény blokovacim pufrem a naneseny na prouzky membran. Nasledovala
hodinova inkubace prouzku pii laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byly prouzky znovu
promyty, nyni 10 minut v TBS, 5 minut v TBS s 0,1% Tweenem 20, 5 minut v TBS a 10 minut
v TBS.

Jako posledni byla provedena detekce pomoci chemiluminiscence, za pouziti
substratu ¢inidla peroxidu vodiku a luminolu v poméru 1:1. Detekovany signal byl zaznamenan

CCD kamerou a snimky byly nasledné analyzovany v programu Image reader.

Tabulka 2 — priprava gelu (délici, zaostrovaci) na elektroforézu

Chemikalie 12,5% délici gel, 2 gely 10% délici gel, 2 gely | 5% zaostfovaci gel, 2 gely
AA+Bis 3,9 ml 3,125 ml 840 ul
H>O 1,94 ml 2,67 ml 3,51 ml
TRIS pH 8,8 3,5ml 3,5ml 630 ul
SDS 10 % 94 ul 94 w 50 ul
TEMED 6,25 ul 6,25 ul 5 ul
APS 37,5 37,5 ul 30 ul
3.2.4 ELISA

Byla provedena imunoanalytickd analyza vlivu danych lé¢iv na aktivitu cytokinu IL-6.
Vybranou metodou byla standartni sendvi¢ova ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno
sorbent assay). K provedeni byl vyuzit kit a navod pouziti spolecnosti Peprotech, ,,Human IL-
6 ELISA development kit®.

Nejprve byla do desticky nanesena protilatka, ktera se vaze na polystyrenovou matrici
(koncentraci 1 pg/ml). Poté byla 96jamkova deska uzaviena parafilmem (jako prevence
vysychani jamek) a ponechana inkubovat pres noc.

Dal§i den (po ukonceni inkubace) byly jamky trikrat promyty roztokem k tomu
uréenym — tzv. promyvaci pufr (PBS + Tween-20 0,05%). Nasledn¢ bylo pfidano 300 pl
blokovaci pufr (1% BSA + PBS) do kazdé¢ jamky a 96jamkova deska byla ponechana inkubovat
1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po ukon¢eni inkubace byly jamky opét promyty promyvacim
pufrem (3x). Do prvnich 2 fadkti desky byly naneseny vzorky (100 ul). Poté bylav 3. a 4. fadku
vytvorena koncentra¢ni fada roztoku IL-6 (standard) + diluent (0,05% Tween 20, 0,1% BSA
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v PBS), v kazdé jamce bylo opét 100 ul roztoku. Jamky koncentracni fady mély naslednou
koncentraci IL-6: 3000 pg/ml, 1500 pg/ml, 750 pg/ml, 375 pg/ml, 187,5 pg/ml, 93,75 pg/ml,
46,88 pg/ml, 23,44 pg/ml, 11,72 pg/ml. Celkove tedy koncentra¢ni fadu tvorilo 9 jamek. Deska
byla nasledné ponechana inkubovat po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po ukonceni
inkubace byly jamky opét promyty promyvacim pufrem (3x). Poté bylo do kazdé jamky
napipetovano 100 ul roztoku detekcnich protilatek + diluent a 96jamkova deska byla opét
ponechana inkubovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byly jamky opét
promyty promyvacim pufrem (3x). Do kazdé¢ jamky bylo nasledné napipetovano 100 pl roztoku
Avidin-HRP (HRP — horseradish peroxidase) konjugat + diluent (v poméru 1:2000) a deska
byla ponechéana inkubovat po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Béhem inkubace byl
pfipraven ABTS (2,2'-azino-bis - [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] - diammonium salt)
substrat (viz tabulka 3). Po ukonceni inkubace byli jamky opét promyty promyvacim pufrem
(3x). Do kazdé sledované jamky bylo pfidano 100 ul ptipraveného ABTS substratu a deska
byla ponechéana inkubovat pii laboratorni teploté, az do vyvoje zbarveni substratu (zelené, cca
15 min).

Zbarveni bylo nasledné pozorovano, méfeno a vyhodnoceno pomoci piistroje ELISA

plate reader pfi vinové délce 405 nm. Vysledky byly vyhodnoceny a zaneseny do grafu (viz

graf 1).
Tabulka 3 — slozeni ABTS substratu
Objem (na 4 tadky jamek)
ABTS (2 mg/ml) 0,5 ml
Citratovy pufr 5,5 ml
30% H20: S5ul

3.2.5 Imunofluorescence
P, dexamethason - D, testosteron - T, kyselina acetylsalicylova - A, ibuprofen - I, nimesulid —
N, v koncentracich: D=1 umol; P, T, A, I, N= 10 umol) po dobu 30 minut, nasledn¢ pak TNFa
po dobu 30 minut. Poté byly buriky zafixovany v roztoku 10 % formaldehyd a zafixované buiky
ptipravené na imunofluorescenci byly ulozeny do lednice.

Pred samotnou imunodetekci byla nejprve odstranéna fixace (fixa¢ni roztok — 10%
formaldehyd), poté byly zavodnény skla slidu (se zafixovanymi, ovlivnénymi a kontrolnimi

burikami na dné jamek) roztokem PBS, o objemu 250 pl po dobu 3 minut. Nésledné byly jamky
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zablokovany roztokem 1 % BSA v PBS + Tween 20 po dobu 30 minut (v kazdé jamce opét 250
ul roztoku). Po dokonceni blokace byly jamky slidu promyty roztokem PBS + Tween 20 (250
ul, 3 minuty). Nasledné byla aplikovana primarni protilatka (rozpusténa v roztoku 1% BSA
v PBS+ Tween 20) v objemu 150 pl na jamku. Slid byl nasledné ulozen do lednice a ponechan
inkubovat pes noc pii teploté 4 °C. Po dokonceni inkubace (dalsi den) byly jamky opét promyty
roztokem PBS + Tween 20 (250 pl, promyti probéhlo 5x po dobu 3 minut). Poté byla aplikovana
sekundarni protilatka konjugovana s fluorescenéni znackou (rozpusténa v roztoku 1% BSA
v PBS + Tween 20) v objemu 150 ul na jamku a jamky byly ponechany promyvat na kyvacce
za tmy po dobu 90 minut. Od tohoto bodu byly dalsi kroky provadény za tmy vzhledem
k neporuseni fluorescencni znacky pritomné v sekundarni protilatce, jejiz neporuseni je nutné
pro spravné provedeni metody. Nasledné byly jamky opét promyty roztokem PBS + Tween 20
(250 wl na jamku, promyti probéhlo 5x po dobu 3 minut) a potom byly jamky promyty
destilovanou vodou (250 pul na jamku promyti 2x po dobu 3 minut). Nakonec byla do kazdé
jamky nakapano Cinidlo Fluorsave reagent za uCelem zabranéni vysviceni fluorescencni znacky
ptitomné v sekundarni protilatce béhem dalsi manipulace se slidem a jamky byly pozorovany
fluorescenénim mikroskopem pod UV vybojkou, fluorescencni znacka v burikach byla

excitovana pii vinové délce 488 nm.
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4.Vysledky

testosteron, kyselina acetylsalicylova, ibuprofen, nimesulid), byla porovnavana na
endotelovych buikach pupecnikové zily HUVEC pomoci metody western blotting. Taktéz byl
metody ELISA. Pomoci metody imunofluorescence byla také pozorovana translokace

transkripcniho faktoru NF-kB z cytoplazmy do jadra, na epitelovych buiikach HeLa.

4.1 Western Blotting

Metoda Western blotting (WB) byla vyuzita za ulelem porovnani efektu sledovanych
protizanétlivych 1é¢iv na sledované mediatory zanétu (COX-2, I-KBa, pI-KBa, IL-6, GR, pGR,
pNFKB, pIKK o/B, IKK a, TNFR1) v endotelovych burikach, in vitro. Latky byly aplikovany
uniformné v koncentraci 10 uM, pouze dexamethason byl aplikovan v niz§i koncentraci nez
ostatni latky, a to 1 pM. Rozdily ve vlivu latek na sledované proteiny byly porovnany
s kontrolnimi burikami (kontrolni neovlivnéné/ovlivnéné buriky), které byly oznaceny jako K.
Kontrolni buriky byly rozdéleny jako: K-, kontrolni butiky + DMSO bez ptidaného TNFa, tedy
negativni kontrolni buiikky a K+, kontrolni butiky + DMSO s pfidanym TNFa, tedy kontrolni
buriky pozitivni. U v§ech bunék s vyjimkou negativnich kontrolnich bunék (K-) byl proveden
min) cytokinem TNFa, jez v endotelovych burikach spousti sekreci mediatort zanétu (Mackay
et. al, 1993) a efektivné tak v bunikach vyvolava zanét.

30 minut + indukovanych cytokinem TNFa po dobu 24 hodin (obrazek 1) byly nasledujici:
nejnizs§i hladina exprese enzymu COX-2, tedy nejvyssi inhibice 1é¢ivem, byla detekovana
v bunkach ovlivnénych lé¢ivem dexamethason, naopak nejvyssi exprese byla detekovana
v bunkach ovlivnénych kyselinou acetylsalicylovou. Nejvyssi exprese proteinu IkBo byla
detekovana v negativnich kontrolnich burikach, vzhledem k absenci indukovaného stavu zanétu
v téchto burikach, nasledné pak v burikach ovlivnénych 1€civy ibuprofen a nimesulid. Pfi
stanovovani cytokinu IL-6 byla nejvyssi hladina exprese detekovana v buiikach ovlivnénych
hormonem testosteron, tento vysledek koreluje s vysledkem nasledného experimentu (viz graf
1). U glukokortikoidnich receptorti, a to jak GR, tak i pGR (Ser226) byla nejvyssi hladina
exprese detekovana taktéz v burikach ovlivnénych hormonem testosteron. Nejvyssi exprese

pNF-«B byla detekovana v buikach ovlivnénych 1écivy prednisolon a testosteron. Jako protein
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kontrolojici rovnomérné naneseni vzorki do gelu pfi provedeni metody WB byl vyuzit
globularni strukturni protein B-aktin.

Detekovany rozdil exprese mezi negativnimi a pozitivnimi kontrolnimi bunkami (K-
/K+) byl ziejmy u téchto mediatorti zanétu: enzym COX-2, kde bylo mozné detekovat vyssi
expresi tohoto enzymu v pozitivnich kontrolnich burikach. Naopak pfi stanoveni proteinu IkBa
byla vyssi exprese v kontrolnich butikach negativnich, protoze negativni kontrolni buiky jako
jediné nebyly ovlivnény cytokinem TNFa, nedoslo zde tedy k degradaci proteinu IkBa. Pii
stanoveni fosforylovaného receptoru pGR byla vys$si exprese v kontrolnich burikach
pozitivnich. U ostatnich sledovanych mediatorti zanétu nebyl detekovany rozdil exprese mezi

negativnimi a pozitivnimi kontrolnimi butikami (K-/K+) dostatecné ziejmy.

+ TNFa (10 na/ml)

K- K+ P D T A 1 N

0 0 10 1 10 10 10 10 (pmol)
74kDa —> COX-2
39 kDa IKBa
95 kDa pGR

GR

90 kDa
65 kDa — pNF-KB
45 kDa — B-actm

treatment 30 minut sledovanymi léCivy (P-prednisolon, D-dexamethason, T-testosteron, A-kys. acetylsalicylova, I-ibuprofen,
N-nimesulid), v koncentracich: D = 1 umol, P, T, A, I, N = 10 umol + ovlivnéni 24 hodin cytokinem TNFa v koncentraci: 10
ng/ml.
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30 minut + indukovanych cytokinem TNFa po dobu 30 minut (obrazek 2) byly nasledujici:
nejvyssi exprese receptoru pGR (Ser226) byla detekovana v buiikach, které byly ovlivnény
slouCeninami prednisolon a ibuprofen, klesajici exprese (nizsi nez u kontrolnich bun¢k) byla
naopak detekovana v burikach ovlivnénych kyselinou acetylsalicylovou, testosteronem a latkou
nimesulid. Rozdil exprese v kontrolnich buiikach byl vtomto pfipadé zanedbatelny. Pfi
stanoveni proteinu IkBa a fosforylovaného proteinu plkBa byla detekovana nejvyssi exprese
téchto proteint v burikach ovlivnénych latkou prednisolon, mensi exprese pak v bunkach
ovlivnénych slouceninami ibuprofen, testosteron a dexamethason. Pfi stanoveni fosforylované
kinazy pIKK o/f byla nejvyssi hladina exprese v butikach ovlivnénych latkou prednisolon,
mens$i exprese této kindzy pak byla v buikach ovlivnénych slouceninami ibuprofen,
dexamethason a nimesulid, naopak v burikach ovlivnénych kyseliny acetylsalicylovou je
exprese této kinazy nizsi nez v negativnich kontrolnich buiikach. U celkové kinazy IKK a byla
nejvyssi hladina exprese taktéz pozorovana v buikéach ovlivnénych latkou prednisolon
nasledovanou slou¢eninami dexamethason a ibuprofen. I u receptoru TNFR1 byla nejvyssi
hladina exprese detekovana v buinkach ovlivnénych latkou prednisolon. Jako protein
kontrolujici rovnomérné naneseni vzorka do gelu pfi provedeni metody WB byl pouzit heat
shock protein 60 (HSP60).

Detekovany rozdil mezi negativnimi a pozitivnimi kontrolnimi burikami (K-/K+) byl
ziejmy u téchto mediatort zanétu: u celkového proteinu IkBa. i fosforylovaného proteinu pIkBa
byla vyssi exprese v buitkach negativni kontroly. U receptoru TNFR1 byla exprese vyssi v
pozitivnich kontrolnich builkach. Méné ziejmy detekovany rozdil mezi negativnimi a
pozitivnimi kontrolnimi bunkami (K-/K+) byl u té€chto mediatori zanétu: u fosforylovaného
receptoru pGR nebyl detekovan rozdil mezi expresi v kontrolnich buiikach. U fosforylované
kinazy pIKK o/B byla exprese mirn€ vyssi v kontrolnich burikach pozitivnich. U kinazy IKK o
nebyl detekovan rozdil mezi expresi v kontrolnich butikach.

Celkové byla nejvyrazné€jsi ze vSech sledovanych standardi latka prednisolon,
exprese proteind v buiikach ovlivnénych touto sloCeninou byla nejvyssi u vSech sledovanych
mediatord zanétu. Z tohoto vysledku neni jednoduché urcit jednoznacny zavér o pusobeni
slouCeniny prednisolon. Vzhledem k vyrazné expresi fosforylovaného receptoru pGR (Ser226),
proteinu IxkBa a fosforylovaného proteinu plkBo se ucinky prednisolonu jevi jako
protizanétlivé. Na druhou stranu exprese kinazy IKK o, fosoforylované kinazy pIKK o/p a
receptoru TNFR1 mohou nasvédCovat, ze prednisolon ma taktéz ucinky regulujici, nebo

ptipadné aktivujici signalni dréhu transkripniho faktoru NF-kB.
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+ TNFa (10 na/ml)

K- K+ P D T A | N
0 0 10 1 10 10 10 10 (pmol)
95 kDa
40 kDa plkBa
39 kDa IkBa
87 kDa
— pIKK a/B
87 kDa IKK a
55 kDa
TNFR1
HSP60

treatment 30 minut sledovanymi lécivy (P-prednisolon, D-dexamethason, T-testosteron, A-kys. acetylsalicylovd, I-ibuprofen,
N-nimesulid), v koncentracich: D = 1 umol, P, T, A, I, N = 10 umol + ovlivnéni 30 minut cytokinem TNFo v koncentraci: 10
ng/ml.

4.2 ELISA
Pro ovéfeni ucinku standardi byla provedena imunoanalyticka metoda kompetitivni enzymoveé
imunoanalyzy, standartni ,,sendvicova“ ELISA, za ucelem potvrzeni piedeslych vysledka
ziskanych metodou WB, specificky potvrzeni vlivu pozorovanych protizanétlivych 1é¢iv (viz
vySe) na vyznamny mediator zanétu, cytokin IL-6. Jamky byly po provedeni experimentu
spektrofotometricky méfeny pomoci piistroje ELISA plate reader pii vinové délce 405 nm.
Byla méfena hladina cytokinu IL-6 v kultivaénim médiu lidskych endotelovych bunék
pupecnikové zily (HUVEC), ovlivnénych protizanétlivymi 1éCivy: prednisolon, dexamethason,
testosteron, kyselina acetylsalicylova, ibuprofen a nimesulid in vitro.
U vSech bunék s vyjimkou negativnich kontrolnich bunék (Ko-) byl proveden pre-
treatment standardy sledovanych protizanétlivych sloucenin po dobu 30 minut, a nasledné
ovlivnéni po dobu 24 hodin cytokinem TNFa, jez v endotelovych buiikach spousti sekreci

mediatort zanétu (Mackay et. al, 1993) a efektivné tak v burikach vyvolava zanét.
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Hladina IL-6 [%]

Z nameétenych hodnot absorbance, vztazenych k hodnoté pozitivnich kontrolnich
bunék (Ko+TNF, indukovany zanét; hodnota 100 %) byl sestrojen graf (graf 1).V negativnich
kontrolnich bunkéach (Ko-), je dle ocekavani hladina IL-6 minimalni (fyziologicka norma).
Rozdil hladiny IL-6 mezi kontrolnimi buiikami (negativni/pozitivni) je tedy zfejmy, indukce
zanétu pomoci TNFa (buiiky ovlivnény po dobu 24 h) byla tedy ucinna.

Vyraznou zménu hladiny IL-6 bylo mozné pozorovat pouze v médiu bunék
ovlivnénych hormonem testosteron, kde byl narast hladiny IL-6 az na 178 %, produkce IL-6
byla v bunikach ptasobenim testosteronu tedy pravdépodobné zvySena, tento vysledek taktéz
odpovida predchozim vysledkim metody WB (pre-treatment 30 min standardy + ovlivnéni 24
hodin TNFa, obrazek 1). Testosteron v tomto pfipadé tedy projevuje spiSe prozanétlivé ucinky
(minimalné IL-6 sekreci indukujici ucCinky). U ostatnich pozorovanych latek, tedy
prednisolonu, dexamethasonu, kyseliny acetylsalicylové, ibuprofenu a nimesulidu nebylo

mozné pozorovat signifikantni zmény vuci vztazené hodnoté Ko+TNF.
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Graf 1 - hladina IL-6 [%] 15 min od vyvolani reakce, Buiiky HUVEC: pre-treatment 30 minut sledovanymi lécivy (P-
prednisolon, D-dexamethason, T-testosteron, A-kys. acetylsalicylova, I-ibuprofen, N-nimesulid), v koncentracich: D = 1 umol,
P, T, A, I, N =10 umol + ovilivnéni 24 hodin cytokinem TNFa v koncentraci: 10 ng/ml.
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4.3 Imunofluorescence

Metoda imunofluorescence a nasledného pozorovani fluorescenénim mikroskopem byla
faktor NF-kB, specificky jeho transport z cytoplazmy do jadra butiky. V cytoplazmé jsou za
normalniho stavu inaktivni Casti tohoto proteinu od sebe oddéleny pusobenim inhibi¢nich
proteini — primarné IkBa (Sun, 2011). Tato metoda byla provedena na bunécné linii
epitelovych bunék HeLa, jez podobné jako v piedchozich experimentech pouzité endotelové
bunky HUVEC, reaguji na ovlivnéni cytokinem TNFa (Rajmani et al., 2016). Jedna se o
nadorovou bunéénou linii odvozenou od karcinomu délozniho hrdla.

Rozdily ve vlivu latek na translokaci transkripéniho faktoru NF-kB byly porovnany
s kontrolnimi butikami, které byly oznaCeny jako K. Kontrolni butiky byly rozdéleny jako: K-,
kontrolni buitky + DMSO bez ptfidaného TNFa, tedy negativni kontrolni buriky a K+, kontrolni
bunky + DMSO s ptfidanym TNFa, tedy kontrolni butiky pozitivni.

Ve vSech buiikéach s vyjimkou negativnich kontrolnich bunék (K-) byl proveden pre-
dobu 30 minut cytokinem TNFa, za u€elem indukce zanétlivého stavu (primarné aktivace NF-
kB) v téchto burikach a pozorovani mozné inhibice tohoto stavu zkoumanymi léCivy.

V negativnich kontrolnich burikach (K-) je mozné pozorovat transkripéni faktor NF-
kB volné v cytoplazmé€. V pozitivnich kontrolnich bunkach (K+) muizeme pozorovat
transkripcni faktor NF-«kB translokovany v jadfe nadorovych bunék.

Transkripcni faktor NF-xB pfitomny volné v cytoplazmé, jehoz pfitomnost indikuje
inhibici propuklé zanétlivé reakce zptusobené ovlivnénim cytokinem TNFa (30 min) nebylo

Naopak fosforylovany transkripéni faktor NF-xB ptitomny v jadre burky, indikujici

stav zanétu v postizené buiice, bylo mozné pozorovat v buiikdch ovlivnénych témito

-----

-----

tedy detekovatelny vliv na inhibici zanétlivé reakce indukované v epitelovych burkach

ovlivnénych cytokinem TNFa.
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Obrazek 3 - imunofluorescence za iicelem detekce transkripcniho faktoru NF-xkB a jeho transportu z cytoplazmy do jadra, pomoci
sekundarni protildtky RAM Alexa fluor 488 s fluorescencni znackou; Buiiky HelLa: pre-treatment 30 minut sledovanymi lécivy (P-
prednisolon, D-dexamethason, T-testosteron, A- acetylsalicylova, I-ibuprofen, N-nimesulid), v koncentracich: D = 1 umol, P, T, 4, 1,
N = 10 umol + ovlivnéni 30 minut cytokinem TNFa. v koncentraci: 10 ng/ml.
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5. Diskuse

Cilem experimentalni casti mé bakalarské prace bylo porovnani protizanétlivé aktivity 1éciv na
endotelovych buikdch (HUVEC), in vitro metodou western blotting a ELISA. A nasledné
stanovovani odpovédi epitelovych bunek linie HeLa na tyto latky pfi sledovani transkripéniho
faktoru NF-kB a jeho transportu z cytoplazmy do jadra, jakozto indikatoru degradace proteinu
IxBa a propuknuti zanétu, pomoci metody imunofluorescence.

Zminéna léciva maji Siroké spektrum farmakologickych ucinkli, mezi néz patfi
vlastnosti analgetické 1 imunosupresivni, v ramci této bakalarské prace jsem se vSak zabyval
pouze ucinky protizanétlivymi a naslednému porovnani téchto ucinki mezi sebou.

Jak béhem metody WB (viz obrazek 1), tak béhem metody ELISA (viz graf 1) je mozné
pozorovat korelaci mezi ovlivnénim bunék HUVEC (pre-treatment 30 min + ovlivnéni TNFa
24 h) slouceninou testosteron a detekovanou zvySenou expresi ¢i hladinou cytokinu IL-6
v téchto burikach. Tyto vysledky naznacuji prozanétlivou povahu testosteronu specificky ve
spojitosti se zvySenym mnozstvim IL-6, protoze ostatni sledované mediatory zanétu (s
vyjimkou GR) nejsou ptisobenim tohoto androgenu nijak zvlast ovlivnény. Tato skutecnost
muze plynout ze stale zkoumaného vztahu mezi androgenovym receptorem a cytokinem IL-6.
Androgenovy receptor (AR) je ligandem zprostfedkovany transkripéni faktor, ktery patii do
skupiny jadernych receptort (Zilliacus et al., 1995), jez se aktivuje navazanim jakychkoli
androgennich hormond, vcetné testosteronu a dihydrotestosteronu (Roy et al.,, 1999). Prii
absenci androgenu muize byt AR aktivovan alternativnimi cestami, mezi které patii rastové
faktory, interleukin-6 (IL-6) a zvySeni intracelularniho cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP) (Chen et al., 2000).

V endotelovych burikach, ve kterych probéhlo ovlivnéni latkou testosteron (30 min) a
indukce cytokinem TNFa (24 h) je tedy predpokladana aktivace tohoto receptoru. Jako jedna
z mnoha funkci cytokinu IL-6 byla taktéz popsana regulace androgenového receptoru (Ueda et
al., 2002). Vliv cytokinu IL-6 na AR muze vyvolat stimulacni, nebo inhibi¢ni reakce na
proliferaci bunek (Culig et al., 2012). Je tedy mozné, ze detekovana zvySena exprese u metody
WB ¢i hladina u metody ELISA byla determinovana timto vztahem. Androgeny byly
v literatufe popsany jako supresory produkce IL-6 monocyty a stromalnimi butikami (Kanda et
al., 1996) a taktéz jako inhibitory genové exprese IL-6 ve stromalnich buiikach mysi kostni
dfené (Bellido et al., 1995). Pfi zkoumani vlivu na endotelové buiiky HUVEC ovlivnénych
cytokinem TNFa byl vSak testosteron v literatufe popsan jako latka, ktera muze zvySovat

expresi E-selektinu a vaskularni bunécné adhezni molekuly-1 (VCAM-1) u téchto bun¢k. Tyto

45



skuteCnosti by mohly naznaCovat mechanismus, kterym muze zminény hormon nepiimo
posilovat imunitni reakce v burice (Zhang et al., 2002).

Dale si mizeme pov§imnout, ze exprese [kBa ve vysledcich metody WB byla nejvyssi
v negativnich kontrolnich buiikach (K-), a to u obou provedeni metody (pre-treatment
Tento vysledek odpovida literatufe, nebot ostatni vzorky bunék byly ovlivnény cytokinem
TNFa, jez byl v endotelovych burikach prokazan jako spousté¢ sekrece mediatorti zanétu
(Mackay et. al, 1993) zvlaste pak NF-«kB (Chen et al., 2020). Faktor NF-xB, pusobi jako
transkripni aktivator mediatorti zanétu a je nejznaméjsi pro svou funkci regulace zanétu a
vrozené imunity (Nennig, Schank, 2017). NF-«B je sam regulovan prostfednictvim interakci s
IxB, které plni roli inhibi¢nich proteint v burice (Beg, Baldwin, 1993; Gilmore, Morin, 1993).
Ve svém klidovém stadiu tento faktor spoliva v cytoplazmé ve formé heterotrimeru
skladajicimu se z p50, p65 a IxBa. Pii aktivaci projde protein IkBa, ktery je inhibitorem NF-
kB, fosforylaci, ubikvitinaci a degradaci, pS0 a p65 se nasledné uvolni k translokaci do jadra,
navazou se na specifické sekvence DNA pritomné v promotérech riznych geni a zahaji
transkripci (Aggarwal et al., 2009). Vyse uvedenym udajum z literatury odpovida vysledek
mého experimentu, a to, ze negativni kontrolni buiky, jez jako jediné nebyly vystaveny
ovlivnéni TNFa, vykazuji nejvyssi expresi proteinu IkBa (inhibujicicho aktivaci NF-kB), ktery
je pritomny v cytoplazmé a nedochazi zde k degradaci. Mén¢ vyraznd, avSak stale znatelna
exprese proteinu IkBa byla taktéz detekovana v buikach (pre-treatment standardy — 30 min +
ovlivnéni TNFa — 30 min; obrazek 2) ovlivnénych 1éCivy prednisolon, dexamethason,
testosteron a ibuprofen a taky v buiikach (pre-treatment standardy — 30 min + ovlivnéni TNFa
— 24 h; obrazek 1) ovlivnénych léCivy ibuprofen a nimesulid. Pro stanoveni exprese proteinu
IkBa je vSak relevantni sledovat buriky ovlivnéné TNFa v kratSich Casech (tedy pre-treatment
standardy — 30 min + ovlivnéni TNFa — 30 min; obrazek 2), protoze po ovlivnéni TNFa po
dobu 24 hodin (obrazek 1) muaze byt efekt sledovanych 1€Civ na tento protein zkresleny. Ve
vysledcich mé prace muzeme tedy pozorovat, Ze i buiiky s indukovanym zanétem (ovlivnéni
cytokinem TNFa), ovlivnéné 1éCivy prednisolon, dexamethason, testosteron, ibuprofen a
nimesulid (v zavislosti na ¢ase treatmentu), vykazuji inhibici degradace proteinu IkBa — a tedy
propuknuti zanétu. V literatufe se taktéz uvadi, ze glukokortikoidy indukuji expresi IkB,
cytoplazmického inhibitoru NF-kB (Scheinman et al., 1995), to je relevantni pro
dexamethason. Vysledky ziskané v mé bakalarské praci tykajici se funkce glutokortikoidu

indukovat expresi IkB tedy odpovidaji dfive ziskanym uvefejnénym poznatkim.
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Pti stanoveni vysledkl metody WB pii ovlivnéni bunék TNFao po dobu 30 min (obrazek
2) byla urCena nejvyssi detekovana exprese téchto mediatort zanétu: pGR, plkBo, pIKK o/,
IKKa, TNFRI1, a to vSe v burikach ovlivnénych syntetickym glukokortikoidem prednisolon
(pre-treatment — 30 min). Mazeme tedy predpokladat, Ze prednisolon inhiboval zanétlivy stav
v téchto bunkach, to muze byt zapfi¢inéno napiiklad imunosupresivnimi ucinky tohoto
kortikosteroidu, které mohou byt vyuzity i u transplantace organt (Vethe et al., 2011). Je tedy
mozné, ze byla alespon castecn€ inhibovana imunitni odpovéd v buikdch jako takova,
zahrnujici akutni zanét. Taktéz tento vysledek odpovida literature, nebot prednisolon byl i
v minulosti pozorovan jako uc¢inné protizanétlivé 1é¢ivo na endotelovych buiikach (HUVEC)
in vitro (Bratt, Heimburger, 1999).

V prubéhu mého experimentu byl taktéz zkouman efekt protizanétlivého 1éciva kyseliny
acetylsalicylové na expresi nebo hladinu cytokinu IL-6 v endotelovych burikach HUVEC, a to
béhem metody western blotting i ELISA. Korejska studie (Park et al., 2007) na vliv kyseliny
acetylsalicylové na endotelové buitky HUVEC in vitro po fizené infikaci bakterii
Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884) poukézala na fakt, ze produkce cytokinu IL-6 v
endotelovych buiikach ovlivnénych kyselinou acetylsalicylovou byla nizsi oproti builkdm
HUVEC infikovanych klinickymi izolaty S. aureus, které nebyly vystaveny tomuto
protizanétlivému 1éCivu. V pribéhu mého experimentu vSak nebyl pozorovan zadny
signifikantni efekt na expresi IL-6 v buikéach, ¢ na hladinu IL-6 v kultivaénim
médiu endotelovych bunék. To mize byt zapfi¢inéno rozdilnym mechanismem vyvolani
imunitni odpovédi v buiikach. Zatimco v prubéhu mého experimentu byla v burikach
indukovana sekrece mnohych mediatora zanétu pomoci TNFa, tak béhem zminéné studie (Park
et al., 2007) byla sekrece IL-6 vysledkem reakce endotelovych bunék na infikaci bakterii S.
aureus. Je vSak mozné, ze ani v tomto piipadé neméla kyselina acetylsalicylova piimy vliv na
produkci IL-6 v buiikich HUVEC, protoze detekovany utlum produkce IL-6 kyselinou
salicylovou byl pravdépodobné zpiisoben snizenym poctem internalizovanych bakterii S.
aureus (Soderquist et al., 2006), jelikoz kyselina mimo jiné vyrazné ovliviiuje jak adhezi a
invazi bakterie do endotelové bunky, tak i mnozstvi bakterialnich produkti vytvorenych
v burice.
cytokinem TNFa - 24 h; obrazek 1) si muzeme dale pov§imnout pii stanovovani COX-2
nejnizsi exprese tohoto enzymu v buiikach ovlivnénych latkou dexamethason. Exprese enzymu

COX-2 v buiikach ovlivnénych slou¢eninou dexamethason je taktéz zjevné nizsi nez exprese
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tohoto enzymu v pozitivnich kontrolnich burikach, v nichz byla indukovana zanétliva reakce
ovlivnénim cytokinem TNFa (24 h). V tomto piipadé tedy doslo vlivem glukokortikoidu
dexamethason ke snizené produkci enzymu COX-2 v endotelovych butikich HUVEC.
V literatufe byl tento glukokortikoid popsan jako latka, jez v epitelovych bunikach (HeLa) tlumi
expresi COX-2 proteinu a destabilizuje mRNA kodujici COX-2 skrze inhibici kindzy p38 (Lasa
et al., 2001). Dale byl popsan efekt dexamethasonu v plicnich epitelovych burikach, kde byla
indukce genu kodujici enzym COX-2 blokovana dexamethasonem na transkripéni a
posttranskripéni urovni (Newton et al., 1998). Dexamethason se v souvislosti s endotelovymi
schopnost ovliviiovat angiogenezi v téchto burikach. Dexamethason byl popsan jako latka, jez
tlumi angiogenezi, a to mechanismem snizeni sekrece vaskularniho endotelového riistového
faktotu v endotelovych buiikéach (Cenciarini et al., 2019). Dale se také glukokortikoidy uzivaji
za ucelem inhibice TNFa indukované apoptozy endotelovych bunék (MeBmer et al., 1999), a
to 1 specificky glukokortikoidni latky dexamethason a prednisolon, jez byly zkoumany
v experimentalni ¢asti mé bakalarské prace.

ovlivnéni cytokinem TNFa - 24 h; obrazek 1) si mizeme taktéZ pov§imnout nejvyssi exprese
glukokortikoidniho receptoru (GR) v endotelovych buikéach ovlivnénych latkou testosteron.
Ackoliv niz§i mnozstvi testosteronu v organismu je obvykle spojené se zvySenou expresi
mediatord zanétu (Bianchi, 2018), byly pozorovany stavy, kdy je vét§i mnozstvi testosteronu
spojené se silnéj§im zanétlivym stavem, a to pfedevsim u zen (D1 Stasi et al., 2022).

Vysledek ovlivnéni GR androgennim hormonem testosteron v§ak odpovida informacim
ziskanym pfi studii von Langen a kol., 2005, ktera se zabyvala interak¢ni specificitou GR. Pfi
zminéné studii bylo zjisténo, ze kortisolu chemicky podobné ligandy jako estradiol, testosteron
a progesteron se taktéz mohou vazat na lidsky GR, avSak nejsou schopny vytvofit stabilni,
transkripcné aktivni konformaci receptoru (von Langen et al., 2005).
faktoru NF-«xB bylo v ramci mého experimentu pomoci metody imunofluorescence zji§téno, ze
zadna ze sledovanych latek neméla vyrazny vliv na inhibici aktivace tohoto transkripniho
faktoru. V burikach byl pozorovan aktivovany NF-«kB pfitomny v jadfe, a to v pripade ovlivnéni
byly, dle ocekavani, neovlivnéné negativni kontrolni butiky (K-). Tato metoda byla provedena

na bunééné linii epitelovych bunék HeLLa odvozené od karcinomu délozniho hrdla.
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V literatufe je mozné najit informace, kdy nesteroidni antiflogistika potlacuji indukci
NF-xB v bunécnych liniich karcinomu tlustého stfeva, a to mechanismem inhibice aktivity
kinazy IKK B, ktera je potfebna k aktivaci drahy NF-xB (Yamamoto et al., 1999). Nelze vSak
jednoznacéné fict, zda vysledek experimentu odpovida vysledkim z odborné literatury, jelikoz
experiment mé bakalafské prace probihal na epitelovych burikach Hela, odvozenych od
karcinomu dé€lozniho hrdla a endotelovych burikach pupecnikové zily HUVEC, zatimco

citovany vyzkum probihal na bunécnych liniich karcinomu tlustého streva.
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6. Zavér

V této bakalarské praci byla studovana a porovnavana protizanétliva aktivita vybranych 1é¢iv
(prednisolon, dexamethason, testosteron, kyselina acetylsalicylova, ibuprofen, nimesulid) na
endotelovych buikach HUVEC in vitro a v ptipadé metody imunoflurescence na epitelovych
burikdch HeLa, odvozenych od karcinomu délozniho hrdla. Tyto buiiky byly ovlivnény
zminénymi 1é¢ivy v danych koncentracich (vSechny latky kromé dexamethasonu = 10 uM,
dexamethason = 1 uM) po dobu 30 minut (pre-treatment). Taktéz byla v buiikach indukovana
sekrece mediatorti zanétu ovlivnénim bunék cytokinem TNFa po dobu 24 hodin nebo 30 minut.
Aktivita téchto latek byla zkoumana na mnozstvi proteint regulujicich zanét (tzv. mediatora
zanétu), a to COX-2, I-KBa, pI-KBa, IL-6, GR, pGR, pNFKB, pIKK o/, IKK o, TNFR1.

Experimentalni Cast byla provedena za pouziti tfi experimentalnich metod, a to WB,
ELISA a imunofluorescence za ucelem zjisténi protizanétlivé aktivity a vlivu vybranych latek
na zkoumané mediatory zanétu v endotelovych burikach. Z vysledki metody WB je patmé, ze
exprese protizanétlivych 1€¢iv se lisi v zavislosti na zvoleném Casu ovlivnéni bunek cytokinem
aktivity transkripéniho faktoru NF-«B, alespoii ¢astecnou inhibici degradace proteinu IkBa.

Pti stanoveni vysledkd metody ELISA, bylo zjevné, ze vyznamny vliv na hladinu IL-6
v kultivaénim médiu endotelovych bunek mél ze vSech sledovanych 1é€iv pouze androgenni
hormon testosteron. To bylo pravdépodobné zapti¢inéno vztahem testosteronem aktivovaného
androgenového receptoru a cytokinu IL-6.

Poslednim provedenym experimentem byla metoda imunofluorescence. Tato metoda
byla provedena na epitelovych burikach HelLa odvozenych od karcinomu délozniho hrdla. Pri
pozorovani aktivace a translokace transkripniho faktoru NF-xB do jadra nebylo mozné
detekovat zjevnou inhibici aktivace transkripéniho faktoru u zadného ze zkoumanych
protizanétlivych 1éc¢iv.

Nejpodstatnéj§imi vysledky mé bakalarské prace jsou za prvé detekovana indukce
sekrece cytokinu IL-6 (mozna prozanétliva aktivita) androgenniho hormonu testosteron v
endotelovych burikach HUVEC indukovanych TNFa, jez mize souviset s aktivaci AR
cytokinem IL-6. Za druhé je to vyrazné protizanétliva aktivita syntetického kortikosteroidu
prednisolon, jez na endotelovych buiikdich HUVEC indukovanych TNFa, vykazoval u€inky
ovliviiujici imunitni odpovéd’ v buiice, zvlasté pak signalni drahu transkripéniho faktoru NF-
«B.

Vysledky mohou poslouzit jako doprovodna informace pii dalSich studiich

protizanétlivé aktivity 1éCiv, Ci pii zkoumani vybranych mediatord zanétu. Studie jsou
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provadény za Gcelem zvySeni efektivity nebo redukce vedlejsich ucinkd 1€Civ, zvlasté pak u
kortikosteroidd, jejichz vedlejsi ucinky mohou predstavovat pii dlouhodobém uzivani vazné
zdravotni problémy. Takové studie jsou atraktivni vzhledem k vyznamnému postaveni zanétu
jako patologického stavu v medicin€. Vyvoj 1é¢iv predchéazejicich nebo symptomaticky feSicich
zanétlivy stav, zvlasté pak ten chronicky predstavuji velice perspektivni oblast vyzkumu, a to

jak z védeckého, tak i finan¢niho hlediska.
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