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1.Uvod

Bakterie patii mezi nejbéznéjsi skupiny organizmli na zemi. Dokézi piezit ve velice
riznorodém prostiedi vcetné extrémnich podminek, jako jsou naptiklad horké prameny.
Dokazi to pifedev§im pomoci schopnosti adaptovat Sse na zmény v prostfedi. Jejich
prizpusobivost je dana schopnosti bakterii produkovat Sirokou skalu sekundarnich metabolitt
— latek, které nezajist'uji zakladni zivotni funkce, ale které jim poskytuji vyhody v extrémnich
podminkéch, konkuren¢nim boji nebo naptiklad zvySuji virulenci u patogennich bakterii.
Vyznamnymi producenty sekundarnich metaboliti mezi bakteriemi jsou bakterie rodu

Streptomyces.

Bakterie rodu Streptomyces se ftadi do celedi Streptomycetaceae, ftadu
Actinomycetales. Jsou to grampozitivni obligatné aerobni pudni bakterie s vlaknitym tvarem.
Vyskytuji se pfevazné v provzdusnéné pide, ale 1ze je nalézt i na dalSich mistech jako je voda,
vzduch nebo povrch téla zivocicht, rostlin i cloveéka. Diive bylo znamo pouze nékolik druht
streptomycet (S. somaliensis, pozdeji S. sudanensis), které byly schopny kolonizovat ¢lovéka
a vyvolat u n& onemocnéni — aktinomykézu (Renton et al. 1981; Quintana et al. 2008).
Streptomycety jsou pomalu rostouci mikroorganismy, jejichZ diagnostika u lidskych vzorki
je pti uziti béznych laboratornich metod obtizna. S nastupem modernich diagnostickych metod
zalozenych na hmotnosti spektrometrii a metagenomice se zacaly objevovat dalsi dukazy o
kolonizaci lidského téla streptomycetami. Streptomycety mohou osidlovat naptiklad kuzi
(Renton et al. 1981), respiracni trakt (Manteca et al. 2008) a u imunokompromitovanych lidi

1 naptiklad kardiovaskularni systém (Joseph et al. 2010).

V nedavné dobé vznikla unikatni sbirka izolatd streptomycet ziskanych z lidskych
tkani, kterd v soucasnosti obsahuje pfiblizn€¢ 50 kmeni streptomycet. Vzorky pochazeji
pfedevS$im z Narodni referencni laboratofe pro patogenni aktinomycety v Trutnové a ze
Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé. Jedna se predev§im 0 vzorky ze sputa - dolni ¢asti

respiracniho traktu, ale i naptiklad z d€lohy po cisafském fezu.

Castym spoleénym znakem pacientli, ze kterych izolaty pochézeji, je vystaveni
pudnimu prachu v dolech, ptipadné ptebyvani v oblastech s vysokou koncentraci polétavého
prachu ve vzduchu. Tito pacienti byli vysetfovani pro dlouhodobé respira¢ni potize, chronické
pneumonie a bronchitidy, chronickou obstrukéni plicni nemoc, silikozu nebo tuberkulézu.
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Izolaty streptomycet byly vétSinou ziskany po dekontaminaci sputa plic od rychle rostouci

flory pro kultivaci mykobakterii, kterou streptomycety také do jisté miry piezivaji.

Motivem pro napsani této prace byl zajem o dasledky kolonizace respirac¢niho traktu
streptomycetami pro pacienta, zdali se néjakym zpusobem mohly podilet na rozvoji
chronickych onemocnéni plic, ale pfedevSim zda streptomycety ovliviiuji imunitni reakci

Cloveéka. Tato prace je V tomto sméru pilotni studii.



2. Cile prace

1) Charakterizovat interakce mezi lidskymi izolaty bakterii rodu Streptomyces a buikami

lidského imunitniho systému se zamétenim na fagocytarni aktivitu a prezivani bunck.

2) Stanovit vliv extraktl nizkomolekularnich metabolitii z té€chto streptomycet na produkci

TNF a IL-1B imunitnimi buiikami.

3) Otestovat pfitomnost antimikrobidlnich latek v extraktech streptomycet.



3. Prehled literatury

3.1. Bakterie rodu Streptomyces
Bakterie rodu Streptomyces se ftadi do celedi Streptomycetaceae, tadu

Actinomycetales. Nazev Streptomyces se da pielozit z feétiny jako fetizkové houby. Jedna se
0 grampoztivni obligatné aerobni piidni bakterie s vlaknitym tvarem. Nalézaji své uplatnéni
v mnoha oblastech lidské c¢innosti, jako je potravindisky a farmaceuticky primysl nebo
ochrana zivotniho prostfedi. Vyskytuje se mezi nimi ale i né€kolik patogennich kment,

napiiklad S. somaliensis.

3.1.1 Zivotni cyklus streptomycet
Streptomycety jsou bakterie s komplexné rozvinutym zivotnim cyklem (obr.1). Jejich

zivotni cyklus zafina germinaci spor a vznikem rozvétvenych vldken substratového
vegetativniho mycelia. Po ukoncéeni vegetativniho ristu dochazi k produkci vzdusnych hyf.
Tento proces byva indukovan stresem z nedostatku zivin v okoli, jenZ se stava signdlem pro
morfologické zmény (Demain 1999). Rist vzdusnych mycelii jde na tkor substratovych
mycelii, u kterych dochézi k fizené bunécné smrti a vznikld biomasa slouzi jako ziviny.
Z n¢kolika malo miligrami substratového mycelia mize timto zpusobem vzniknout nékolik
miliont spor (Chater et al. 2010). Béhem této faze je kolonie zraniteln&j$i vici prertistani
jinymi druhy bakterii. Ztejmé proto dochazi k vyraznéjsi produkci sekundarnich metaboliti,
jako jsou antibiotika, pravé v tomto obdobi. (Chater et al. 2010). Vzdusné hyfy se nasledné

méni ve spiralovité stocené fetizky spor.



vzduiné
mycélium
spora
retizek spor
vétveni
kligici vegetativni
spoéra mycélium

Obr.1: Zivotni cyklus Streptomyces species (upraveno podle Flirdh a Buttner 2009).

3.1.2. Sekundarni metabolity streptomycet

Bakterie rodu Streptomyces produkuji az tisice riiznych metabolitd, které se liSi svymi
vlastnostmi 1 funkci. V genomu streptomycet 1ze nalézt mnoho genovych shlukii kddujicich
sekundarni metabolity. Ty sice nezajiStuji jejich zdkladni Zivotni funkce jako je rist a
reprodukcealedodavaji svym producentim celkové unikatni vlastnosti, které jim pomahaji
1épe prezivat a pfizplisobovat se prostfedi, véetné konkuren¢niho boje s dal§imi bakteriemi.
Typicky jsou tyto latky produkovany béhem vstupu producenta do reprodukéni faze (Demain
1998).

Ptikladem bézného metabolitu mize byt i tékavy geosmin, ktery dodava bakteriim
typicky zemity zépach (Gerber et Lechavelier 1965). Mnoho druhti streptomycet produkuje
dalsi latky, jako jsou napiiklad pigmenty a extracelularni hydrolytické enzymy — proteazy,

dextrazy, lipazy.

V medicin€ a farmaceutickém pramyslu hraji sekundarni metabolity vyznamnou roli.
V Siroké Skale sekundarnich metaboliti vyznamnych v mediciné miizeme nalézt antibiotika
(streptothricin, daptomycin, chloramfenikol, neomycin, puromycin, streptomycin, tetracyklin,

chlortetracyklin, erytromycin), latky s protiplisniovou aktivitou (natamycin, amfotericin B),

5



kancerostatika (migrastatin, bleomycin (Hecht 2000)) a antihelmintika (avarmektin).
Streptomycety jsou nejvét§imi producenty antibiotik mezi vS§emi mikroorganismy, produkuji

ptiblizn¢ 70 % vSech znamych antibiotik.

Z hlediska biologické aktivity je mozné rozdélit sekundarni metabolity produkované

streptomycetami do 4 skupin podle jejich vyuziti (Tarrka a Hampp 2008).

1. latky antagonistické — antibiotika, antivirotika, antimykotika a antiprotozoalni latky

2. latky farmakologické — protinddorové latky, imunosupresiva, inhibitory enzymii

3. biologicky aktivni latky vyuzivané v rostlinné produkci — insekticidy, pesticidy a
herbicidy

4. latky s regulacnimi vlastnostmi — rastové faktory

Vznik takto Sirokého spektra biologicky aktivnich latek mlZe byt dan tim, Ze
streptomycety ziji ve velice variabilnim prostfedi a interaguji s celou fadou mikro i makro
organizmu. Pravé proto jsou streptomycety stale v centru pozornosti mnoha vyzkumnych

praci, které doufaji v objeveni novych farmaceuticky vyuzitelnych latek.

3.1.3. Vztahy streptomycet s mnohobunéénymi organismy
Rozmanitost latek, které produkuji streptomycety, naznacuje, Ze jejich sekundarni

metabolity nejsou urceny pouze k ,,destrukci® okolnich organizmd, ale Ze mohou slouzit jako
signalni molekuly, které mohou ovlivnit translaci a transkripci genti v cilovém organismu (Yin
et al. 2007). Streptomycety tedy mohou mit jak patogenni, tak i mutualisticky vztah k dal§im
organizmum. V poslednich letech se objevuji studie, které to potvrzuji. U nékterych
bezobratlych Zivocicht je dobfe popsand adaptace streptomycet pro Zivot v symbiodze s témito
organismy. Naptiklad u kvétolibl, rodu samotarskych vos, rostou streptomycety ve specialni
Zlaze samicek, ze kterych jsou poté sekretovany spolu s vajicky do mateiské komurky, kde

chrani pomoci antibiotik larvy vos proti houbovym infekcim (Kaltenpoth, et al. 2005).

Déle jsou u bezobratlych popsdny symbiotické vztahy mezi aktinomycetami a
nekterymi druhy ktirovel a mravenct. Jedné se predev§im o vztahy, kdy jsou symbiotické
aktinomycety vyuZzivany pro ochranu hub, které slouzi jako potrava nebo tkryt pro bezobratlé.
Vyménou za to jsou streptomycety uchovavany ve specidlnich zlazach téchto Zivocicht

(Seipke 2012).



Vyznamnou skupinou organismd, se kterymi streptomycety interaguji, jsou rostliny.
Zde se muze jednat jak o epifyticky, tak i o paraziticky vztah. U parazitickych vztaht jsou tyto
bakterie schopny kolonizovat kofeny rostlin a pronikat ptimo do bunék, kde zptisobuji vznik
patogennich fenotypi. Mezi znamé patogeny rostlin patii S. turgidiscabies a S. scabies, které
zpusobuji nekrotizujici 1éze na ekonomicky dutlezitych rostlinach, jako jsou naptiklad
brambory. Patogeneze je zplisobena schopnosti streptomycet ovliviiovat produkci metabolit
rostlinami ve svilij prospéch (Seipke 2012). V nékterych ptipadech ale nedochazi po infekci
streptomycetami u rostlin k projevu patogennich znaki, ale naopak bakterie dlouhodobé
perzistuji v bunikach a svym zasahovanim do metabolismu rostlin zvysuji vitalitu hostitelt —
mohou poporovat rist rostlin a chranit hostitele proti patogentim (Seipke 2012). Principialné

se ale neli$i endofytické druhy od téch patogennich.

3.1.4. Lidské patogenni druhy streptomycet
Ackoliv jsou bakterie rodu Streptomyces predev§im znamy jako vyznamni producenti

biologicky aktivnich latek, také mezi nimi existuji i kmeny, které mohou u lidi vyvolat zdvazna

onemocnéni.

Velice dobie je popsana patogenita druhti S. somaliensis a S. sudanensis. Oba jsou
puvodci zavazného chronického onemocnéni aktinomycetomu, které je znamé také jako
»Madura foot*. Aktinomycetom je endemické kozni onemocnéni v tropickych a
subtropickych oblastech, které postihuje pfevazné dolni koncetiny. Bakterie napada kuzi,
podkozni tkan a v nékterych pifipadech miZze pronikat i do kosti. Krom¢ S. somaliensis a S.
sudanensis patii mezi jeho puvodce také Actinomadura madurae, A. pelletieri, Nocardia
brasiliensis, N. otitidiscaviarum a N. transvalensis (Quintana et al. 2008; Develoux et al.
2003, Renton et al. 1981).

Pouze v nékolika ptipadech byly védecky doloZeny i jiné infekce zpusobené
streptomycetami, nez je mycetom. Jsou zdokumentovany ptipady, kdy byly streptomycety
prokdzany jako pivodci onemocnéni plic. Jako ptvodci infekce plic byly identifikovany
kmeny (pomoci sekvenace 16S ribosomalni DNA) S. maritimus, S. albus, S. pelletieri, S.
griseus (Kapadia et al. 2007,). S. cinereoruber - pii koinfekci s Haemophilus influenzeae
(Manceta et al. 2007). Kromé téchto konkrétnich kmenti, byly popsany infekce plicniho traktu
zpusobené Streptomyces sp.. Spolecné pro vétsinu téchto piipadl bylo to, ze pacienti byli

nakazeni virem HIV. U streptomycet izolovanych v Narodni referen¢ni laboratofi pro



patogenni aktinomycety v Trutnové a ze Zdravotniho tstavu se sidlem v Ostravé byl jako
spole¢ny faktor popisovan pobyt a prace v prasném prostfedi. Tato data ale nejsou prozatim
ve veédecké literatufe popsana. V této sbirce se nachazeji napiiklad kmeny molekularni

taxonomii zatazené ke druhiim S. albidoflavus, S. somaliensis, S. costaricanus.

Dale jsou popsany piipady infekce kardiovaskuldrniho systému béhem zavedeného
centralniho Zilniho katetru u pacientli s karcinomem. Jako ptvodci onemocnéni zde byly
identifikovany kmeny S. nobilis, S. parvulus, S. humidus, S. pilolus, S. herbaricolor (Kapadia
et al. 2007), S. bikiniensis (Moss et al., 2003) a dalsimi Streptomyces sp. (Carey et al. 2001).
Mezi dalsi kmeny, které zptsobily infekci krevniho tecisté, patii napiiklad S. thermovulgaris
(Ekkelenkamp et al. 2004).

Existuje i nékolik ojedinélych piipadt infekci dalSich tkani cloveéka. Ve dvou
ptipadech jsou zdokumentovany zanéty pobfiSnice. V prvnim piipad¢ se jednalo o primarni
infekci kmenem S. somaliensis (Gruet et al. 1970). U druhého pacienta s chronickym
onemocnénim jater se vyskytla sekundarni infekce pobfisnice zpusobena S. viridis (Datta et
al. 2012). V roce 1964 se vyskytl ptipad abscesu mozku vyvolanym kmenem S. griseus pfi
poranéni hlavy (Clarke et al 1964). Streptomyces thermocaboxydus (Kawakami et al. 2014) a
S.roseus (Bardelli 1963) zptsobily ve dvou zdokumentovanych piipadech bakteridlni
keratitidu. V piipad¢ sbirky streptomycet z Narodni referen¢ni laboratofe pro patogenni
aktinomycety v Trutnové a ze Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé byl izolovan S.

albidoflavus z délohy po cisafském fezu.

Infekce vyvolané bakteriemi rodu Streptomyces tedy nejsou vazané na jeden druh nebo
skupinu druhti. Casto se vyskytuji u imunokompromitovanych pacientii. V obecné roviné

bychom mohli streptomycety povazovat za fakultativni patogeny.

Mohly by mit pro lidi nebezpeény potencial i z toho hlediska, ze z nich pochazi velka
¢ast pouzivanych antibiotik. Bakterie rodu Streptomyces jsou rezistentni vicéi vlastnim
antibiotikim (v opacném piipad€ by je jejich produkt zlikvidoval) a je zde nebezpeci, Ze
v disledku evoluéniho tlaku dojde pomoci horizontalniho rozsiteni téchto genti mezi ostatnimi
pudnimi bakteriemi a patogeny (Aminow et Mackie 2007). Streptomycety jsou také rezistentni

vuci NO, ktery je diillezitou souc¢asti imunitni reakce ¢loveéka (Tucker et al. 2010).



3.2. Makrofagy

3.2.1. Imunitni odpovéd’ hostitele na bakterialni infekci
V piipadé bakterialni infekce probiha v organismu hostitele mnoho zmén jak na

systémové, tak 1 na bunééné urovni. Bakteridlni infekce indukuje systémovou odpoved’
zahrnujici specifickou i1 nespecifickou imunitu. U nespecifické imunity se setkdvame
s likvidaci bakterii fagocytujicimi buitkami, produkci interferonu, komplementem a zanétem.
Specifickd odpovéd’ zahrnuje T a B lymfocyty a protilatky.
3.2.2. Zanét

Zangt je vyznamnou soucasti vrozené imunity zivocicht. Fyziologicky se jedna o
obranny mechanismus, ale mtize béhem n¢ho také dojit k poskozeni vlastni tkdn€. Jeho hlavni
ulohou je mobilizace efektorovych bunék a jejich pfesun do mista poskozeni. Mezi hlavni
buiiky zanétu patii granulocyty, monocyty, endotelové butiky a trombocyty. Mlize byt vyvolan
infekénimi mikroorganismy, chemickymi a fyzikdlnimi jevy. Mezi jeho projevy patii
zarudnuti, zdufeni, zvySena teplota, bolest a snizend funkce postizeného organu. Cilem
zanétlivé odpovédi je izolovani poskozené tkanég, eliminace patogentl a reparace tkané€ (Abbas

et al. 2015).

3.2.3. Makrofagy
Makrofagy jsou buiitkami imunitniho systému a ptfedstavuji jednu ze zakladnich slozek

pifirozené imunity. Patii mezi leukocyty. Nachazeji uplatnéni jako profesionalni fagocyty a
antigen prezentujici bunky, které jsou zodpovédné za rozpoznani a naslednou likvidaci
patogent a mrtvych bunék. Makrofdgy mohou vznikat dvéma riznymi zpusoby. V prvnim
zpusobu dochazi ke vzniku pfimo v kostni dieni spolu s monocyty z hemopoetickych bunék.
V druhém ptipad€¢ jsou monocyty uvolnovany do krevniho fecisté, ze které¢ho se po
nékolikadenni cirkulaci piesouvaji do tkani, kde dochazi k jejich pfeméné na rizné druhy

tkanovych makrofagh (Gordon et Martinez 2010).

3.2.4. Uloha makrofagi béhem infekce
Makrofagy jsou jedny z prvnich bunék imunitniho systému rozpoznavajici

mikroorganismus, ktery ptekonal epitelidlni bariéru a zacal se mnozit v hostitelské tkani.
Reakci makrofagh na ptitomnost patogenu dochazi k rozvoji zanétlivé odpovéedi, pii které
dochdzi k hromadéni leukocytli a plazmatickych proteinii v tkanich za ucelem zniceni

mikroba. Aktivované makrofagy produkuji cytokiny a chemokiny (napiiklad prozanétlivé



TNF a IL-1B, TNF kulminuje pfiblizné po 4 hodinach, IL-1 dosahuje maximalni koncentrace
ptiblizné po 24-48 hodinach), které ptisobi na endotelialni buniky cév, zptisobuji dilataci téchto
cév a podporuji tak migraci dalSich leukocytli do mista poSkozeni. V dusledku téchto dé&ja

dochazi k typickym projeviim zanétu, bolesti, zaCervenani, otoku a zvysSeni teploty (Aderem

2003).

Kromé své hlavni ulohy v imunitni odpovédi, pohlceni a usmrceni patogenu, mohou
makrofagy slouzit také jako antigen prezentujici buiiky, pohlceny antigen vystavi na svém
povrchu a aktivuji tak T-lymfocyty. Makrofagy se také podileji na obnové poskozené tkang,
pohlcuji odumftelé buniky vlastniho organismu, buiiky podléhajici apoptdze a neutrofily, které

splnily svoji funkei a po infekci se hromadi ve tkdnich (Abbas et al. 2015).

3.2.5. Fagocytoza
Zahajujicim krokem fagocytdozy je rozpoznani cizorodého agens (typicky

konzervované struktury na povrchu mikroorganizmi, které nejsou u vyssi eukaryot). Fagocyty
jsou schopny tyto struktury rozpoznat pomoci membranovych receptord. Mezi
nejvyznamngéj$i receptory patii Toll-like receptory rozpoznavajici bakterialni lipopolysacharid
(LPS), tento receptor je typicky pro monocyty a makrofagy. Dale to je scavengerovy receptor
pro negativné nabité ligandy, manosovy receptor a CD14 receptor. Po rozpoznani a navazani
antigenu dochazi k aktivaci signalnich drah, které vedou k vychlipeni cytoplazmatické
membrany a pohlceni patogenu, ktery je uzavien ve fagozomu. Ten nasledné fuzuje
s lyzozomy a vznika fagolyzozom, ve kterém dochazi k likvidace cizorodého agens (Abbas et
al. 2015).

K likvidaci patogenu ve fagolyzozomu pouziva makrofag velké mnozstvi riiznorodych
latek. K vyznamnym metabolitim k tomu uréenych patii naptiklad NO, ROS (reaktivni forma
kysliku) a lytické enzymy. ROS je siln¢ reaktivni oxidacni €inidlo se schopnosti zlikvidovat
nejen patogen, ale i poskodit okolni tkan€. Vznik ROS je nazyvan respiraénim (oxida¢nim)
vzplanutim. V bunikach je molekularni kyslik redukovan na membrané oxidazou na
superoxidovy radikal a nésledné je enzymatickou cestou preménén na peroxid vodiku (Bylund

et al 2010).
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3.2.6. Tumor necrosis factor a a interleukin 1§
Tumor necrosis factor a (TNF) je prozanétlivy cytokin z rodiny TNF, kam je fazeno

dalsich 18 proteint a 29 receptort (Haider et al. 2009). Tento protein je produkovan riznymi
typy bunék, pievazné ale makrofagy v reakci na stimulaci LPS (lipopolysacharidem). TNF se
podili na regulaci imunitni reakce, indukuje zanét, apoptézu bunéka inhibuje tvorbu nadort a
virovou replikaci. Receptory pro TNF zprostiedkujici imunitni reakci jsou exprimovany na
vétsing typd bunck a jsou aktivovany vazbou TNF. Tyto receptory zprostiedkujici imunitni
reakci jsou zasadni v patogenezi a kontrole riiznych infekci zptasobenych bakteriemi, viry,

prvoky a houbami (Schluter et Decker 2000).

Interleukin 1B (IL-1P) je prozanétlivy cytokin produkovany pfevazné makrofagy. Ma
zasadni roli pti mitogenni aktivaci lymfocyti a nastartovani bunécné imunitni odpovédi. Jeho
nedostatek by se projevil snizenym poctem lymfocytli pfi imunitni odpovédi. (Watzke et al.

2007).
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4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Bunécna linie
V pokusech byla pouzita buné¢na monocytova linie THP-1. Linie THP-1 byla ziskana

Z peritonealni krve ro¢niho chlapce trpiciho akutni monocytarni leukémii (Tsuchiya et al.
1980). Bunky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Biowest) s 10 % BOFES (bovine fetal
serum, Sigma-Aldrich), 1% roztokem antibiotik (vysledné koncentrace: Penicilin G 100 j/ml,
Streptomycin 100 pg/ml, Biowest), 1% L-glutaminem (vyslednd koncentrace 2,92 pg/ml,
Biowest) a s 0,1 % 2-Merkaptoetanolu (vysledna koncentrace 50uM, Sigma) pii 37 °C. Pti
kultivaci bun€k z linie THP-1 s bakteriemi rodu Strepcomyces bylo pouzito stejné médium

bez ptidavku antibiotik.

4.1.2. Bakterialni kmeny
Bakteridlni kmeny rodu Streptomyces pouzité pro tuto diplomovou praci byly

izolovény z lidskych tkani. Vzorky pochazely z dekontaminovaného sputa (sputum zbavené
rychle rostoucich bakterii pro standardni kultivaci mykobakterii) a z délohy po cisaiském fezu.
Izolaty pochazeji ze sbirky aktinomycet Ustavu ptidni biologie Biologického centra AVCR a
jsou uvedeny Vv tabulce (Tab. I). Kmeny byly identifikovany pomoci sekvenace 16S rRNA
(Yoon 2017). Suspenze exospor byly kratkodobé uchovavany ve 4 °C v MOPS sporovém
pufru (viz bod 4.14).

Izolat | Identifikace Shoda Tkan ptvodu
s databazi
(%)
TR1 | Streptomyces somaliensis NBRC 12916(T) 100 Dekontaminované
sputum
TR20 | Streptomyces albidoflavus DSM 40455(T) 99,71 Dekontaminované
sputum
TR24 | Streptomyces albidoflavus DSM 40455(T) 99,64 Dekontaminované
sputum
TR38 | Streptomyces albidoflavus DSM 40455(T) 99,7 Déloha po cisatském
fezu
TR42 | Streptomyces costaricanus NBRC 12916(T) | 100 Dekontaminované
sputum

Tab. I.: Identifikace izolatd streptomycet
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Bacillus subtilis subsp. Spizizenii ATCC 6633 (Difco™, BD)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v TSB tekutém médiu pti
37 °C na orbitélni tiepacce pti 200 rpm. Po 24 hodinach vznikd suspenze endospor, ta byla
dlouhodobé uchovavana ve 4 °C. Pro ucely monitorovani antibiotickych aktivit extraktd byl

kmen kultivovan na zivném agaru pti 37 °C.

4.1.3. Kultiva¢ni média pro bakterialni kmeny
Pti kultivaci bakterii bylo pouzito tekuté kultivaéni médium (GYM), kultivaéni média

s agarem (MS agar, zivny agar) a médium RPMI bez antibiotik (viz bod 3.1.1.).
Neni-li uvedeno jinak:
- procentni koncentrace jsou uvedeny jako pomér hmotnosti a objemu (w/v)
- pro ptipravu kultiva¢nich médii byla pouzita destilovana voda
- pro upravu pH byly pouzity 1M vodné roztoky HCl a NaOH

- kultiva¢ni média byla sterilovana v autoklavu (30 minut, 121 ° C)

GYM médium

0,4 % glukéza

0,4 % kvasni¢ny extrakt (Yeast extract, OXOID)
1% sladovy extrakt (Malt extract, OXOID)
0,1 % NZ amin A (Wako)

0,2 % NaCl

0,3% OB soli

pH 7,3

13



OB soli

0,166 % CuSO4.5H20

0,25 % FeSO4 » 7H20
0,12 % MnSOg » 5SH20
0,5% CaClz » 2H.0
0,3% ZnS04 * TH20

MS (Manitol Sova flour) agar

2% agar
2% manitol
2% s6jova mouka

Médium bylo pfipraveno s vodovodni vodou.

Zivny (nutrient) agar

2,8 % zivny agar (Nutrient agar, OXOID)

TSB médium

3% Trypton-sojovy bujon (Tryptone Soya Broth, Oxoid)

4.1.4. Pufry
Pufr pro metodu pHrodo

HEPES (Sigma) 10mM

PBS
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MOPS

MOPS (Sigma) 10mM
NaCl 0,1M
pH 7,1

destilovana voda

4.1.5. Komer¢ni kity a barviva
Ptin&kterych pokusech byly pouzivany komercni kity ELISA detekujici mnozstvi TNF

a IL-1B. Pro detekci TNF byl pouzit kit Human TNF alpha ELISA Ready-SET-GO!®
(eBioscience™). Pro detekci IL-1B byl pouzit kit Human IL-1 beta ELISA Ready-SET-GO!®

(eBioscience™),

Pro detekci fagocytarni aktivity bunék line THP-1 byly pouzity 2 metody. Pfi prvnim
méfeni byl pouzit komeréni kit FagoFlowEx® kit (ExBio). Pii dalSich pokusech byl pouzit
pHrodo™ E. coli BioParticles™ conjugate for phagocytosis (Invtitrogen).

Pro detekci piezivani bun&k z linie THP-1 bylo pouZito barvivo AlamarBlue ™Cell

Viability Reagent (Thermo Fisher).

4.2. Metody
4.2.1. VLIV BAKTERII RODU STREPTOMYCES NA FAGOCYTARNI AKTIVITU A
PREZIVANI BUNEK LINIE THP-1

Pro tyto pokusy bylo pouzito vSech pét kmenl streptomycet a bunky linie THP-1.

Spory bakterii byly spolu s monocyty kultivovany 30 a 90 minut, kde dochézelo k fagocytdze
spor bakterii buikami THP-1. Princip metody spocival v méteni oxida¢niho vzplanuti THP-1
na prittokovém cytometru pomoci komeréniho kitu FagoFIOwWEX®. Piezivani monocytii bylo

meéteno s vyuzitim propidium iodidu (PI) (viz bod 4.2.1.3).

15



4.2.1.1. Priprava bakteridlnich spor
Bakteridlni kmeny byly vysety na misky s MS agarem a kultivovany 96 hodin pfi 28

°C. Z pIné narostlé misky byly spory streptomycet pieneseny do sporového pufru MOPS.
Nasledn¢ byla ur¢ena koncentrace zivych spor na ml suspenze (spor/ml): Suspenze byla
fedéna stovkovou fedici fadou az do fedéni 108 a po 72-hodinové kultivaci 100 (J1 na MS
agaru pti 28 °C byl ur¢en pocet kolonii na misce se vhodnym fedénim a z fediciho faktoru
spocitana koncentrace sporové suspenze. Zasobni suspenze byla nafedéna tak, aby obsahovala

108 spor/ml a byla skladovana pii 4 °C.

4.2.1.2. Priprava bunék linie THP-1
Bunky byly kultivovany v médiu RPMI s antibiotiky pti 37 °C. Buiiky byly spocitany

v Biirkerové komtirce a pottebné mnozstvi bunék bylo centrifugovano pii 110 g, 4 °C po dobu
5 minut. Po odstranéni supernatantu byla kultura nafedéna v PBS s 1 % BOFES na koncentraci
1x10° bun&k/ml.

4.2.1.3 FagoFlowEXx® kit
Vzorky byly pfipravovany v triplikdtech. Do zkumavek urcenych pro meéfeni na

pritokovém cytometru bylo napipetovano 10 pl suspenze spor (10° spor). Jako negativni
kontrola bylo pouzito 10 ul PBS s 1 % BOFES, jako pozitivni kontrola bylo pouzito 10 ul
PMA (forbol-myristyl-acetat) z kitu. Do zkumavek bylo ptidano 100 pl suspenze THP-1
bun&k (10° bungk). Nasledné bylo do zkumavek napipetovano 10 pl roztoku DHR123
(dihydrorhodamin 123) z kitu. Inkubace probihala 30 a 90 minut v termostatu pti 37 °C. Po
inkubaci byl pfiddn 1 ml PBS s1 % BOFES a probé¢hla centrifugace pii 110g, 4 °C.
Supernatant byl odstranén a pelet byl rozsuspendovan ve 150 ul PBS s 1 % BOFES. Tésné
pfed méfenim na pritokovém cytometru byl pfidan 1 pl PI o koncentraci 50 pg/ml.
Fluorescence rhodaminu 123, vzniklého oxidaci DHR123 byla detekovana v kanale pro
FITC(525 nm) na pfistroji BD FACS Canto II a vysledky analyzovany pomoci BD FACS
Diva software. Stanovovano bylo procento bunék, ve kterych probéhla oxidace DHR123. U
propidium jodidu, ktery pronikd do mrtvych bunék, bylo méfeno procento PI pozitivnich

bunék (Syh-Jae 2004).
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4.2.2. VLIV EXTRAKTU METABOLITU Z BAKTERIi RODU STREPTOMYCES NA
PRODUKCI TNF A IL-1p BUNKAMI LINIE THP-1
Monocyty byly kultivovany 4 a 24 hodin spolecné s extrakty metaboliti ze

streptomycet a nasledné bylo detekovano mnozstvi TNF a IL-1 komer¢nimi ELISA Kity (viz
bod 4.1.5).

4.2.2.1. Priprava extraktu metaboliti ze streptomycet
Celkové byly provedeny 3 rtizné zpiisoby kultivace bakterii rodu Streptomyces.

Nasledn¢ byly provedeny extrakce metabolit ze streptomycet.

Kultivace streptomycet v médiu GYM

Do mikrozkumavek bylo pfeneseno 0,5 ml spor v pufru MOPS (viz 4.2.1.1.) a
v termobloku byla indukovana geminace spor provedenim teplotniho Soku 10 minut pii 55 °C.
Spory byly zaockovany do prolamované Erlenmeyerovy baiky s30 ml média GYM
nasledovala kultivovany 24 hodin pfi 28 °C na orbitalnim inkubatory pti 200 rpm. Z narostlé
kultury bylo odebrano 15 ml suspenze a zao¢kovano do 150 ml média GYM. Vzorky byly
kultivovany stejnym zpisobem dalsich 48 hodin.

Kultivace streptomycet v médiu GYM a RPMI bez antibiotik

Stejné jako v predchozi kultivaci byl proveden u spor teplotni Sok a ndsledné byly
zaoCkovany do Erlenmeyerovy bariky s 30 ml RPMI bez antibiotik a kultivovany 6 hodin pfi
28 °C na tfepacce. Po uplynuti kultiva¢ni doby bylo pfidano dalsich 50 ml RPMI bez antibiotik
a vzorky byly kultivovany dalSich 24 hodin pfi 28 °C na tfepacce. Z kultury bylo odebrano 15
ml suspenze, které byly centrifugovany 10 minut pti 4 °C a 6380 g. Supernatant byl odstranén
a bunky byly zaockovany do Erlenmeyerovy baiiky se 150 ml média GYM. Kultivace
probé&hla dalsich 48 hodin pti 28 °C na tfepacce.

Kultivace streptomycet s butikami z linie THP-1 v médiu GYM a RPMI bez antibiotik

Kultivace méla stejny postup jako kultivace streptomycet v médiu GYM a RPMI bez
antibiotik. V tomto ptipadé¢ ale 50 ml RPMI bez antibiotik obsahovalo bunky z linie THP-1 0

koncentraci 10° bun&k na ml.

Jako kontrolni vzorek byla pouzita bunécna suspenze, kterd byla kultivovana podle kultivace
streptomycet s buitkami z linie THP-1 v médiu GYM a RPMI bez antibiotik, ale neobsahovala

zadny kmen streptomycet.
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Priprava extraktu

Z piipravenych bunéénych kultur byly extrahovany metabolity streptomycet. Byly
provedeny 2 metody extrakce (aceton-cthylacetatova pro nepolarni latky a methanolova pro

polarni latky).

Pro extrakci aceton-cthylacetatem bylo nutné bunééné suspenze centrifugovat 10 minut pii 4

°C a 6380 g. Dale se pracovalo zvlast' se supernatantem a peletem.

V supernatantu byl rozpustén NaCl do vysledné SM koncentrace. Vzorek byl preveden
do dé¢lici nalevky a k nému ptidana 1/3 objemu ethylacetatu. Emulze byla tfepana na tiepacce
30 minut v chladové mistnosti ve tmé&. Po uplynuti doby byla emulze ptevedena do
centrifugacni zkumavky a centrifugovana 10 minut pfi pokojové teploté a 6380 g. Vrchni
ethylacetatova faze byla pomoci pipety pfevedena do odpatovaci baiiky a odpafena do sucha
na rota¢ni vakuové odparce (Laborota 4003) pfi teploté vodni 1azn€ 37 °C a pod tlakem 150

mbar.

Pelet byl resuspendovan v 75 ml acetonu (polovina celkového objemu kultury) a
pteveden do délici nalevky. Suspenze byla tiepana na tiepacce 30 minut v chladové mistnosti
ve tm&. Po uplynuti tiepaci doby byla suspenze ptfevedena do centrifuga¢ni zkumavky a
centrifugovana 10 minut pii pokojové teplot¢ a 6380 g. Supernatant byl pfeveden do
odpatfovaci baiiky a odpafovan na rotacni vakuové odparce pii teploté vodni 1azné 37 °C a
podtlaku 150 mbar, dokud v baiice nezistalo pouze malé mnozstvi vodné faze. Ke vzorku byl
pridan ethylacetat o 2-3 nasobném objemu vodné faze v banice. Emulze byla pfevedena od
délici nalevky a tiepana 30 minut ve tmé v chladové mistnosti. Pak byla emulze pfevedena do
centrifugaéni zkumavky a centrifugovana 10 minut pfi pokojové teploté¢ a 6380 g. Horni
ethylacetatova faze byla pfevedena do odpafovaci bailky a odpafena do sucha na vakuové
rota¢ni odparce pii teploté vodni 1azné 37 °C a podtlaku 150 mbar. Extrakty z mycelia a média

byly nasledn¢ spojeny dohromady.

Pii extrakci methanolem byla bunééna kultura pievedena do odpatovaci banky a
zmrazena na -80 °C. Vzorky byly lyofilizovany pii -47 °C, dokud nebyly zcela suché.
Vysusené vzorky byly extrahovany 25 ml methanolu v délici nalevce na tfepacce 30 minut ve
tmé v chladové mistnosti. Suspenze byla centrifugovana 10 minut pii pokojové teploté a 6380
g. Supernatant byl ptelit do odpatovaci baiiky a odpaien do sucha na rota¢ni vakuové odparce

pfi teploté vodni 1azné€ 37 °C a podtlaku 150 mbar.
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Po vSech extrakcich bylo k vysusenému vzorku pfidano 100 pl chloroformu. Extrakty

byly poté pieneseny do vialky z tmavého skla a skladovany pfti -80 °C pro dalsi pokusy.

4.2.2.2 Test toxicity extraktu ze streptomycet pro buiiky z linie THP-1
20 pl extraktti v chloroformu bylo pfevedeno do 20 ul DMSO. Do jamek 96-jamkové

kultivacni desticky (TPP) bylo napipetovano 100 ul média RPMI. Do prvni jamky byly
pfidany 2 pl extraktu ze streptomycet v DMSO a 98 pl média RPMI. Jako kontrola bylo
pouzito DMSO (8 ul/jamku). Nasledné bylo provedeno fedéni dvojkovou fadou.) Do takto
piipravenych jamek byly nasazeny buiiky z linie THP-1 (100 pl p#i koncetraci 2 x 10°
bun€k/ml). Kultiva¢ni desticky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C a 5 % CO2 po dobu
24 hodin. Po uplynuti doby inkubace bylo pfiddno do kazdé jamky 20 ul AlamarBlue™Cell
Viability Reagent. Nasledovala dalsi kultivace v termostatu pii 37 °C a 5 % CO2 po dobu 4
hodin. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla zméfena fluorescence vzorkli na spektrofotometru
(Synergy H1 microplate reader) a vysledky analyzovany pomoci Gen5 2.05.
AlamarBlue™Cell Viability Reagent je roztok, ktery obsahuje modré, slab& fluorescenéni
barvivo, které je v metabolickych drahdch aktivnich bun¢€k redukovano na silné fluorescen¢ni

resazurin.

Pro dalsi pokusy byly vybrany nejvyssi mozné koncentrace jednotlivych extrakti,

které nebyly pro bunkky THP-1 toxické.

4.2.2.3. Priprava vzorku na ELISA pro detekci TNF a IL-1§
Vsechny nasledujici pokusy byly provadény v triplikatech. Bunky kultivované v RPMI

byly spocitany v Biirkerové komtirce a potiebné mnozstvi bunék bylo centrifugovano pti 110
g po dobu 5 minut. Vznikly pelet byl rozsuspendovan RPMI tak, aby vysledna koncentrace
bunék byla 1.10° bunék/ml. Buiiky byly nasledné nasazeny na 96-jamkovy kultiva¢ni panel
(TPP) po 200 pl/jamku. Do kazdé jamky bylo pfidano dalsich 50 ul RPMI. Do jamek byly
poté pridany extrakty ze streptomycet v objemu viz tabulka (tab. 1 v 4.2.). Kultiva¢ni panel
byl inkubovan v termostatu pii 37 °C a 5 % COz. V €asech 4 a 24 hodin po pfidani extraktl
ze streptomycet byly z jamek odebrany vzorky supernatantt (100 pl), které byly zmrazeny a
uskladnény v -20 °C pro nasledujici pokusy.

Kromé¢ této skupiny vzorkti, byla vytvorena dal§i sada vzorkl, kde byly THP-1

monocyty aktivovany pomoci bakteridlniho lipopolysacharidu (LPS), Postup pro ziskéani
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téchto vzorka byl stejny jako u pfedchdzejiciho pokusu, ale navic bylo po ptidani extraktu ze

streptomycet pfidano do vSech jamek LPS o vysledné koncentraci 1 pug/ml.

4.2.2.4. ELISA pro detekci TNF a IL-1p
Pro stanoveni mnozstvi TNF byly pouzity vzorky odebrané po 4 hodinach (viz 4.2.2.3.)

a komeréné vyrabény kit Human TNF alpha ELISA Ready-SET-GO!® (eBioscience™). Pro
stanoveni byl dodrZen pracovni postup doporuceny vyrobcem. Absorbance byla poté zméiena
na spektrofotometru (Synergy H1) pfi vinové délce 450 nm. Jako kontrolni vzorek byl zvolen

extrakt, ktery neobsahoval zadny metabolit streptomycet (viz 4.2.2.1.).

Pro stanoveni mnozstvi IL-1B byly pouzity vzorky odebrané po 24 hodinach (viz
4223) a komerénd vyrabény kit Human IL-1 beta ELISA Ready-SET-GO!®
(eBioscience™).  Pro stanoveni byl dodrzen pracovni postup doporudeny vyrobcem.
Absorbance poté byla zmétena na spektrofotometru pfi vinové délce 450 nm. Jako kontrolni

vzorek byl zvolen extrakt, ktery neobsahoval zadny metabolit streptomycet (viz 4.2.2.1.).

4.2.3. VLIV VYBRANYCH EXTRAKTU Z BAKTERIi RODU STREPTOMYCES NA
FAGOCYTARNI AKTIVITU BUNEK THP-1
Vsechny nasledujici pokusy byly provadény v triplikatech. Buiiky kultivované v RPMI

byly spocitany v Biirkerové komiirce a potiebné mnozstvi bunck bylo centrifugovano pii 110g
po dobu 5 minut. Vznikly pelet byl rozsuspendovan v RPMI tak, aby vysledna koncentrace
bunék byla 2.108 bunék/ml. Do 96-jamkového panelu byly nasazeny monocyty z linie THP-1
(100 pl na jamku). Nasledné byly monocyty diferenciovany na makrofagy pomoci PMA tak,
ze do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl RPMI s PMA o celkové koncentraci 20 ng/ml.
Panel byl umistén do termostatu a inkubovéan 48 hodin pii 37 °C a 5 % CO..

Po uplynuti inkuba¢ni doby byly jamky dvakrat promyty médiem RPMI (odmyti
neadherovanych buné¢k). Nasledné bylo do kazdé jamky napipetovano 100 pl média RPMI
s extraktem ze streptomycet v pfislusném fedéni (viz tabulka ¢. | v 4.2.) Jako kontrolni vzorek
byly zvoleny buniky s DMSO (o vysledné koncentraci 1 ul na 100 ul média). Panel byl umistén
do termostatu, kde probihala preinkubace bun¢k 2 hodiny p#i 37 °C a 5 % CO32. Po konci
inkubace byly vzorky promyty ¢istym PBS. Do kazdé jamky bylo pfiddano 100 pl roztoku
pHrodo (pHrodo™ E. coli BioParticles™ conjugate for phagocytosis) (o vysledné koncentraci

0,1mg pHrodo). Nasledovala inkubace 30 minut pti 37 °C, 5 % COz v termostatu. Po uplynuti
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inkubacni doby bylo médium odsano pipetou a vzorky promyty 100 pul PBS. K buitkdm bylo
ptidano 50 pl versentrypsinu (0,02 % trypsin, 0,02 % EDTA v PBS) a inkubovano 5 minut pfi
37 °C v 5 % CO2 v termostatu. Probihajici trypsinizace byla zastavena piidanim 200 pul PBS
s 1 % BOFES. Buriky byly sfoukany pipetou a pieneseny do FACS zkumavek. Vzorky byly
sto¢eny v centrifuze 5 minut pii 4 °C a 110g. Pelet byl rozsuspendovan v 150 pul PBS s 1 %
BOFES. Fluorescence fagocytovanych pHrodo partikuli byla zméfena na pritokovém

cytometru .

4.2.4. BOLOGICKY TEST PRITOMNOSTI ANTIMIKROBIALNICH LATEK V
EXTRAKTECH Z BAKTERIi RODU STREPTOMYCES

4.2.4.1. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Tenkovrstva chromatografie probihala na silikagelovém nosici s fluorescenénim

indikatorem na hlinikové folii (TLC Silica gel 60 F2ss, Merck). Vzorky byly na TLC desku
nandseny na startovni linii tak, aby byly minimaln€ 1,5 cm od okraji a 1,5 cm od ostatnich
vzorkl.. Pomoci mikrostiikacky Hamilton byly naneseno 10 pl vzorkd. Jako kontrolni vzorek
byly pouzity extrakty z média bez streptomycet (viz 3.2.2.1.). Po zaschnuti byla TLC folie
prenesena do vyvijeci kolony se smési benzen:aceton v poméru 3:2 (v:v). Separace probihala,
dokud nebyla mobilni faze ptiblizné 1 cm od horniho okraje. Folie byla pouzita pro biologicky

test pfitomnosti antimikrobidlnich latek a nasledné vyfocena pod UV svétlem (254 nm).

4.2.4.2. Biologicky test piritomnosti antimikrobialnich latek
Do c¢tvercové Petriho misky byla nalita vrstva zivného agaru. Po zatuhnuti byla vrstva

prelita 30 ml Zivného agaru, ktery obsahoval 300 ul suspenze endospor B. subtilis. Po
zatuhnuti byla pfiloZena Cerstvé vyvinutd TLC desticka. Po pfiloZzeni bylo nutné odstranit
pfipadné bubliny, které by branily difuzi latek. Po 10 minutach byla TLC desticka odebrana a
miska byla kultivovana ptes noc pii 37 °C. Pokud byly ve vzorku pfitomny antimikrobidlni
latky, nasledujici den bylo mozné na miskach pozorovat inhibi¢ni zony rustu B. subtilis

Vv mistech, kde tyto latky difundovaly z TLC desky do média.
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4.2.5. ZPRACOVANI VYSLEDKU
Vsechny grafy ve vysledcich zobrazuji aritmetické priméry ze stanovenych hodnot

triplikati a chybové usecky v grafech predstavuji smérodatnou odchylku. U vétSiny vysledki
byla provedena statistickd analyza pomoci jednocestné anovy. Statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami jsou v grafech oznaceny hvézdi¢kami (jedna hvézdicka pro p < 0,05, dvé pro
p < 0,01, tfi hvézdi¢ky pro p < 0,001). Pouze u pokusu 4.2.1. byla pouzita dvoucestna anova

s Boferroniho testem.
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5. Vysledky

5.1. VLIV BAKTERIi RODU STREPTOMYCES NA FAGOCYTARNI AKTIVITU A
PREZIVANI BUNEK THP-1

Cilem tohoto pokusu bylo charakterizovat puisobeni spor péti riznych kment
streptomycet na fagocytarni aktivitu (oxida¢ni vzplanuti) bunék THP-1 a jejich piezivani
Vv pritomnosti spor. Tyto méfené hodnoty byly sledovany v ¢asech 30 a 90 minut od zacatku

koinkubace.

Pfi méfeni fagocytarni aktivity bylo stanovovano procento rhodaminl23 (rh123)-
pozitivnich bun€k (3.2.1) Ve vzorcich odebranych po 30 minutach doslo k signifikantnimu
snizeni oproti kontrolnimu vzorku s PBS u bunék koinkubovanych se sporami kmenti TR20
(obr. 2A), TR38 (obr. 3A) a TR24 (obr.4A), TR1 (Obr. 6A). K nejvyznamnéj§imu snizeni
doslo u bunék kultivovanych s TR1. U kmene TR42 (obr. 5A) nedoslo v prvnich 30 minutach

k signifikantnimu snizeni oxida¢niho vzplanuti. Data jsou shrnuta v tabulce (Tab. I1).

Po 90 minutach koinkubace spor streptomycet s buitkami THP-1 byl pozorovéan dalsi
pokles oproti 30 minutdm pouze u vzorkli s kmeny TR20 a TR42. U ostatnich kment jiz

nedochazelo k dalsimu snizeni fagocytarni aktivity. Data jsou shrnuta v tabulce (Tab. 11).

I1zolat streptomycet Pokles rh123 pozitivnich | Pokles rh123 pozitivnich
bunek po 30 minutach (%) bunek po 90 minutach (%)

TR1 83,4 82,74

TR20 21,1 48,7

TR24 71,3 72,4

TR38 72,2 75,1

TR42 1,6 16,5

Tab. Il.: Pokles mnozstvi aktivovanych bun¢k THP-1 produkujicich ROS (rh123 pozitivni) 30

a 90 minut po zacatku inkubace se sporami izolati streptomycet v porovnani se vzorky s PBS.

Pro méfeni Zivotnosti bun¢k THP-1 byl pouzit propidium jodid (PI). Méfené hodnoty
vyjadiuji procento PI-pozitivnich bunék. Ve vzorcich odebranych po 30 minutich doslo
k signifikantnimu zvyseni PI-pozitivnich bun¢k u bunék kultivovanych s TR 24 (obr. 4B), TR
38 (obr. 3B) as TR 1 (obr. 6B) oproti kontrolnimu vzorku s PBS. U kmenti TR 20 (obr. 2B) a
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TR 42 (obr. 5B) nebyla namétena statisticky vyznamnd zména oproti kontrole s PBS.

Nameétené hodnoty jsou shrnuty v tabulce (Tab.11lI).

Pti méteni po 90 minutach koinkubace doslo u vSech kmenti k signifikantnimu zvyseni
poctu PI-pozitivnich bunék u vSech vzorkd se streptomycetami oproti kontrole s PBS. U
kmene TR 20 doslo ke zvyseni (obr. 2B), u TR38 (obr. 3B), u TR24 (obr. 4B), u TR42 (obr.
5B) a u TR1 (obr. 6B). Naméiené hodnoty jsou shrnuty v tabulce (Tab.II1).

Izolat streptomycet Zvyseni Pl  pozitivnich | ZvySeni Pl  pozitivnich
bun¢k po 30 minutach (%) | bun€k po 90 minutach (%)

TR1 77,4 85,4

TR20 0,6 23,5

TR24 41,4 60,4

TR38 18,3 32,7

TR42 1,7 48,1

Tab. 11l.: ZvySeni podilu mrtvych (PI pozitivnich) bun¢k 30 a 90 minut po za¢atku inkubace

se sporami izolatl streptomycet V porovnani se vzorky s PBS.

Cytotoxicky efekt nékterych kment (TR1, TR24, TR38) se projevil jiz po 30 minutach
a Vv Case piibyvalo procento PI pozitivnich buné¢k. Kmeny TR20 a TR42 nebyly po 30
minutach pro bunky THP-1 toxické, ale po 90 minutach inkubace se u nich jiz cytotoxicky

efekt na makrofagy projevil.
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Obr. 2: Procento aktivovanych (rhodamin123-pozitivnich) (A) a mrtvych (PI-pozitivnich) (B)

buné¢k z linie THP-1 v ¢asovych intervalech 30 a 90 minut pfi kultivaci s kmenem TR20 a
k tomu odpovidajici kontroly PBS a PMA.
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Obr. 3: Procento aktivovanych (rhodamin123-pozitivnich) (A) a mrtvych (PI-pozitivnich) (B)

buné¢k z linie THP-1 v ¢asovych intervalech 30 a 90 minut pii kultivaci s kmenem TR38 a

k tomu odpovidajici kontroly PBS a PMA.
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Obr. 4: Procento aktivovanych (rhodamin123-pozitivnich) (A) a mrtvych (PI-pozitivnich) (B)
buné¢k z linie THP-1 v ¢asovych intervalech 30 a 90 minut pfi kultivaci s kmenem TR24 a
k tomu odpovidajici kontroly PBS a PMA.
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Obr. 5: Procento aktivovanych (rhodamin123-pozitivnich) (A) a mrtvych (PI-pozitivnich) (B)
buné¢k z linie THP-1 v ¢asovych intervalech 30 a 90 minut pii kultivaci s kmenem TR42 a
k tomu odpovidajici kontroly PBS a PMA.
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Obr. 6: Procento aktivovanych (rhodamin123-pozitivnich) (A) a mrtvych (PI-pozitivnich) (B)
bunék z linie THP-1 v ¢asovych intervalech 30 a 90 minut pii kultivaci s kmenem TR20 a

k tomu odpovidajici kontrola PBS.

5.2. VLIV EXTRAKTU METABOLITU Z BAKTERII RODU STREPTOMYCES NA
PRODUKCI TNF A IL-1p BUNKAMI LINIE THP-1
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zdali stacionarni mycelia vybranych kment produkuji

latky, které ovliviuji produkci TNF a IL-1p buinkami THP-1. TNF a IL-1p jsou oba
vyznamnymi prozanétlivymi faktory, které jsou produkovany pievazn€ makrofagy. TNF
dosahuje nejvyssich koncentraci pfiblizné 4 hodiny po infikovani makrofagt, zatimco IL-1
piiblizné po 24-48 hodinach.

V této sérii pokust byly pouzity pouze 3 kmeny streptomycet: TR1 - jeho spory
vykazovaly pii kokultivanich experimentech vi¢i THP-1 nejvyssi cytotoxicitu, TR 24

S nejnizsi cytotoxicitou spor @ TR 38 jako jediny ,,neplicni* izolat (déloha po cisaiském fezu).

V névaznosti na tento pokus bylo extrahovano 20 extrakti sekundarnich metaboliti ze
streptomycet kultivovanych za riznych kultivaénich podminek. U téchto exktrakti jsme
nejprve zjistovali jejich maximalni mozné koncentrace bez cytotoxického efektu na THP-1
bunky. U kazdého kmeny byly provedeny 2 druhy extrakce, kterymi jsme ziskali polarni (M)
anepolarni latky (Et-Ac) (viz bod 4.2.2.1). Pro kazdy kmen byly provedeny 3 riizné kultivace.
Prvni kultivace v GYMu — latky, které kmen produkuje pfi standartni kultivaci (GYM). Pti
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druhé kultivaci byly streptomycety vystaveny interakci s THP-1, sledovali jsme vliv
kokultivace s THP-1 v RPMI médiu na produkci imunomodulaé¢nich latek streptomycetou
Vv nasledné fermentaci (GYM+RPMI+THP1). Tteti kultivace byla kontrolni pro stanoveni
vlivu samotného RPMI média na metabolicky profil streptomycety (GYM+RPMI).

S vyuzitim fluorescenéniho barviva AlamarBlue™Cell Viability Reagent byly

stanoveny nejvyssi netoxické koncentrace extraktu (tab. 1V) (viz bod 4.2.2.3).

Netoxicka

Kmen Extratkt Cislo vzorku| koncentrace (%)
TR24 |GYM (M) 4 1
TR24 |GYM+RPMI (M) 6 0,5
TR24 |GYM+RPMI+THP1 (M) 5 0,5
TR24 |GYM (Et-Ac) 7 1
TR24 |GYM+RPMI (Et-Ac) 3 1
TR24 |GYM+RPMI+THP1 (Et-Ac) 8 1
TR1 |GYM (M) 10 0,5
TR1 |GYM+RPMI (M) 13 1
TR1 |GYM+RPMI+THP1 (M) 14 1
TR1 |GYM (Et-Ac) 9 0,5
TR1 |GYM+RPMI (Et-Ac) 12 1
TR1 |GYM+RPMI+THP1 (Et-Ac) 11 1
TR38 |GYM (M) 17 1
TR38 |GYM+RPMI (M) 19 1
TR38 |GYM+RPMI+THP1 (M) 16 1
TR38 |GYM (Et-Ac) 20 1
TR38 |GYM+RPMI (Et-Ac) 18 0,5
TR38 |GYM+RPMI+THP1 (Et-Ac) 15 0,5

1/100 DMSO - 1

Kontrolni extrakt (M) 1 1

Kontrolni extrakt (Et-ac) 2 1

Tab. IV: Nejvyssi koncentrace extraktti bez pozorovaného cytotoxického efektu na bunky

THP-1.

Produkce TNF byla sledovédna 4 hodiny po ptidani extrakti. U neaktivovanych bun¢k
— tj. vzorky, které obsahovaly pouze DMSO, nebyla detekovana zadna produkce TNF.
Aktivované bunky — tj. bunky s DMSO a LPS, produkovaly TNF. Kontrolni extrakty bez
streptomycet zpusobovaly u vzorkl bez LPS signifikantni zvySeni produkce TNF bunkami

THP-1(viz bod 4.2.2.3). Kontrolni extrakt (M) 1 i kontrolni extrakt (Et-Ac) 2 z média
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zpusoboval mirné zvyseni koncentrace TNF (obr. 7, obr. 8, obr. 9). Tyto dva extrakty vsak

nezpusobovaly signifikantni zménu hladiny TNF u buné¢k aktivovanych LPS.

Extrakty z kmene TR24 mély odli$ny vliv na neaktivované a aktivované THP-1 buiky.
U neaktivovanych bun€k dochazelo k signifikantnimu zvySeni hladiny TNF oproti vzorku
s DMSO u extraktt GYM (M) 4, GYM + RPMI (M) 6 a GYM (Et-Ac) 3 (obr. 7). U
s DMSO snizovala U vSech extrakti nepolarnich latek (GYM (Et-Ac) 7, GYM + RPMI (Et-

Ac) 3, GYM + RPMI + THP1 (Et-Ac) 8), u polarnich pouze po kokultivaci (GYM + RPMI +
THP1 (M) 5) (obr. 7).

Vliv extrakt( streptomycet TR 24 na produkeci TNF burikami
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Obr. 7: Vliv extrakt streptomycet z kmene TR 24 na produkci TNF bunikami THP-1 po 4

hodinach inkubace.
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Vsechny extrakty z kmene TR 1 mély na produkci TNF bunkami THP-1 podobny vliv. U
neaktivovanych bun¢k dochazelo k signifikantnimu zvysSeni hladiny TNF u vSech vzorka
oproti vzorku s DMSO. K nejvyssimu zvysSeni hladiny TNF doslo u vzorki GYM (M) 10,
GYM +RPMI (Et-Ac) 12 a GYM + RPMI + THP1 (Et-Ac) 11 (obr. 8). U aktivovanych bun¢k
doslo pouze u vzorku GYM + RPMI (M) 14 k signifikantnimu snizeni hladiny TNF oproti
kontrole s DMSO (obr. 8).

Vliv extraktd streptomycet TR 1 na produkci TNF burikami
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Obr. 8: Vliv extraktii streptomycet z kmene TR1 na produkci TNF buiikami THP-1 po 4
hodinéch inkubace.
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Polarni i nepolarni extrakty ze streptomycetového kmene TR38 mély podobny vliv na
produkci TNF bunikami THP-1. U neaktivovanych buné¢k dochazelo k produkci TNF pouze u
kontrolnich extraktti. U vzorktl inkubovanych s LPS dochazelo u vSech vzorka s extrakty
streptomycet k signifikantnimu poklesu hladiny TNF oproti vzorku s DMSO. U vSech vzorka
s extrakty toho kmene dochazelo k naprosto minimélni az zadné produkci TNF oproti
kontrolnimu vzorku s DMSO, extrakty tedy obsahovaly latky siln€ tlumici zanétlivou reakci

makrofagu. (obr. 9).

Vliv extraktd streptomycet TR 38 na prodikci TNF burikami
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Obr. 9: Vliv extraktd streptomycet z kmene TR 38 na produkci TNF bunikami THP-1 po 4

hodinach inkubace.

Dale byl charakterizovan vliv extraktii ze streptomycet na produkci IL-1p. Produkce IL-1
byla sledovana 24 hodin po pfidani extrakti. Obecné extrakty ovliviiovaly produkci IL-1
vyrazn¢ mén¢ nez TNF. U vzorku s DMSO, kontrolniho extraktu (M) 1 a kontrolniho extraktu
(Et-Ac) 2 nebyla detekovana zadna hladina IL-1p3, a to ani v ptipad¢ aktivace bunék THP-1
pomoci LPS. U tohoto pokusu bylo sledovéano, zda extrakty streptomycet dokazi ovliviiovat

produkci IL-1B u neaktivovanych, nebo alespon u aktivovanych bunék.
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K nejsilngjsi indukei produkce IL-1B dochéazelu u extrakti z kmene TR 24. Celkem 3
extrakty signifikantn¢ indukovaly produkci IL-1fB i u neaktivovanych bunék. Nejvyssi
detekovana koncentrace byla u vzorku GYM (M) 4, nasledované GYM + RPMI (M) 6, GYM
(Et-Ac) 7 indukoval produkci IL-1B v porovnani s pfedchozimi metabolity malo, ale oproti

kontrolam stale signifikantn¢. U ostatnich vzorka nebylo detekovéano zvySeni hladiny IL-1
(obr. 10).

U vzorkti inkubovanych s LPS byla detekovano signifikantni zvySeni produkce IL-13
celkem u 3 extraktli. Opét nejvyraznéji u vzorku s extraktem GYM (M) 4 GYM + RPMI (M)
6 a GYM (Et-Ac) 7. U aktivovanych bun¢k dochazelo u extraktu GYM+RPMI+THP1 (M) 5
k indukci produkce IL-1p, ale zvySeni oproti kontrolnimu vzorku s DMSO nebylo statisticky

signifikantni.

Vliv extraktd streptomycet TR 24 na produkei IL-1 burikami
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Obr. 10: Vliv extrakti streptomycet z kmene TR 24 (ptidanych v pomérech viz tab. 1) na
produkci IL-1p bunikami THP-1 po 24 hodinach inkubace.

U kmene TR 1 jsme spiSe zadné signifikantni zmény nesledovalioproti kontrolam,
pouze u vzorku GYM (M) 10 doslo k produkci IL-1pB. U ostatnich neaktivovanych nebyla
naméfena statisticky vyznamna zména (obr. 11). U vzorka s LPS doslo k mirnému zvyseni
celkem u dvou vzorkl, ato GYM + RPMI (M) 13 a GYM + RPMI + THP1 (M) 14. Ke zvyseni
hladiny IL-18 doslo i u dalsich vzorka s extrakty, ale to jiz nebylo statisticky vyznamné oproti

kontrolnim vzorktim (obr. 11).

32



Vliv extraktd streptomycet TR 1 na produkci IL-1 burikami
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Obr. 11: Vliv extraktt streptomycet z kmene TR 1 na produkci IL-1 B bunkami THP-1 po 24

hodinach inkubace.

Vzorky kultivované s kmenem TR38 podobné jako v ptipadé detekce TNF obsahovaly
mens$i mnozstvi IL-1f oproti vzorki s jinymi kmeny streptomycet (fadove i 10x nizsi nez TR
24). Pouze jediny vzorek s extraktem GYM (Et-Ac) 20 obsahoval mensi mnozstvi IL-1p, ale
toto mnozstvi nebylo statisticky vyznamné (obr. 12). V kombinaci extrakta s LPS byla
detekovana nizsi koncentrace IL-1 u vétSiny vzorkd, ale pouze u GYM (M) 17 byla naméiena

mirn¢ zvySena hodnota oproti kontrolam (obr. 12)
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Vliv extraktl streptomycet TR38 na produkci IL-1 bunkami
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Obr. 12: Vliv extraktt streptomycet z kmene TR 38 na produkci IL-1f buitkami THP-1 po 24
hodinach inkubace.
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5.3. VLIV VYBRANYCH EXTRATKU Z BAKTERIi RODU STREPTOMYCES NA
FAGOCYTARNI AKTIVITU BUNEK THP-1
Po provedeni ptedchazejicich pokust bylo vybrano celkem 6 extraktl streptomycet,

které¢ dle predchozich vysledka zasadné ménily produkci prozanétlivych markert makrofagy
THP-1 — po dvou od kazdého ze 3 kment streptomycet (GYM (M) 4, GYM+RPMI+THP1
(Et-Ac) 8, GYM (M) 10, GYM+RPMI (M) 13, GYM+RPMI (Et-Ac) 18, GYM+RPMI
(M)19). Bunky THP-1 byly navic preaktivovany pomoci PMA 48 hodin pied ptfidanim
extraktli tak, aby doslo k jejich diferenciaci na makrofagy. Makrofagy byly nasledné 2 hodiny
preinkubovany s extrakty ze streptomycet. Fagocytarni aktivita byla méfena pomoci metody
s pHrodo (viz. bod 4.2.3) v ¢ase 30 minut od pfidani E. coli znatené pH-senzitivni molekulou

pHrodo. Cilem pokusu bylo zjistit vliv extraktt streptomycet na fagocytarni aktivitu THP-1.

S vyuzitim fluorescen¢niho znageni E. coli bylo zjisténo, ze vSechny extrakty
vyznamné snizovaly mnozstvi fagocytujicich THP-1 pfi porovnani S kontrolnim vzorkem
obsahujicim pouze DMSO (obr. 13). K nejvyssimu snizeni fagocytarni aktivity THP-1 doslo
Vv piitomnosti extraktu kmene TR 38 - GYM+RPMI (Et-Ac) 18 (0 39,8 %) a GYM + RPMI
(M) 19 (0 33,4 %), naopak k nejnizs§imu snizeni doslo u extrakti kmene TR 1 - GYM + RPMI
(M) 13 (20,6 %). U ostatnich vzorku také doslo k signifikantnimu poklesu fagocytarni aktivity
THP-1 (obr. 13). Tento pokus byl dvakrat opakovan s obdobnymi vysledky.
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Vliv extrakt( streptomycet na fagocytarni aktivitu
bunék THP-1
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Obr. 13: Fagocytarni aktivita makrofagii THP-1 v pfitomnosti extraktii ze Streptomycet v ¢ase
30 minut po ptidani E. coli.

5.4. BIOLOGICKY TEST PRITOMNOSTI ANTIMIKROBIALNICH LATEK V
EXTRAKTECH Z BAKTERIi RODU STREPTOMYCES
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda se v extraktech metabolitl streptomycet nachédzeji

i latky s antimikrobialnim u¢inkem. Pouzité metody (viz. kapt.4.2.4). Testovanym

mikroorganismem byl Bacillus subtilis subsp. Spizizenii ATCC 6633, ktery je obecné citlivy
na latky s mikrobidlnim ucinkem. Pfitomnost latek s antimikrobidlnimi ucinky jsme
pozorovali pouze u 2 extraktl, a to u extraktd nepolarnich latek z kmen TR1 a TR38 (obr.
14A, obr. 15A). Spolu s nimi byly vyfoceny TLC desti¢ky S pfislusnymi extrakty (obr. 14B,

obr. 15B). U ostatnich extrakt nebyla antimikrobialni aktivita detekovana.
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Obr. 12: Antimikrobialni aktivita extraktl ze streptomycet kmene TR 1 proti B. subtillis (A) a
TLC desticky po eluci extraktl pfi osvétleni UV (B).
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Obr. 13: Antimikrobialni aktivita extraktd ze streptomycet kmene TR 38 proti B. subtillis (A)
a TLC desti¢ky po eluci extraktl pfi osvétleni UV (B).
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6. Diskuze

Bakterie rodu Streptomyces nejsou prozatim povazovany za zavazné patogeny ¢lovéka.
Védecky je podlozeno pouze nékolik druhti streptomycet, které mohou vyvolat nebo se podilet
na vzniku infekce. Do prvni obranné linie ¢lovéka pii infekénich bakteridlnich onemocnénich

patii makrofagy, které¢ jsou i€¢innou ochranou proti patogenim.

Hlavnim cilem mé prace bylo charakterizovat vztah mezi bakteriemi rodu
Streptomyces, které byly izolovany z lidskych tkani a lidskych monocytarnich bunék z linie
THP-1, se zamétenim na fagocytarni aktivitu THP-1 a produkci vybranych prozanétlivych

latek.

6.1. Vliv bakterii rodu Streptomyces na fagocytarni aktivitu a pieZivani bunék z line
THP-1
Pro charakteristiku fagocytarni aktivity bunék THP-1 bylo pouzito 5 odli§nych kmenil

streptomycet izolovanych z lidskych tkani (TR1, TR20, TR24, TR38 a TR42). V prvnim
pokusu byly pouzity exospory téchto streptomycetovych kmend. Jednak je to pravdépodobné
forma, kterd vstupuje do lidského organismu prvni — napt. vdechnutim do plic - a prvni tak
pfichazi do kontaktu s bunikami imunitniho systému. Hustotu sporové suspenze je navic
mozné snadno kvantifikovat a celou metodiku standardizovat, abychom mohli porovnat efekt
principu méteni rh123 vzniklého oxidaci z DHR123 béhem oxidativniho vzplanuti THP-1
bunék po interakci se sporami streptomycet. Ve vsech piipadech interakce THP-1 se sporami
zpusobila pokles oxidativniho vzplanuti. Pokles produkce ROS byl ale ¢aste¢né zptisoben i
snizenou zivotnosti bunék THP-1 béhem pokusu, kterd byla u nékterych vzorku signifikantné
nizsi.

Pti vyhodnocovani toho pokusu se nedalo ur¢it, jak velky byl dopad na snizenou
oxidaci DHR123 zptasobeny cytotoxicitou streptomycet. Zaroven stim jsme ani nebyli
schopni urc€it, zda snizené mnozstvi rh123 pozitivnich bun€k nemohlo byt zplsobené
naptiklad antioxidacnim potencidlem sekundarnich metaboliti streptomycet — mohlo tedy
dochazet k fagocytdéze u vétsiho mnozstvi bunék, ale sekundarni metabolit mohl zabranit
oxidaci fluorescenéniho barviva. Pfikladem takové latky mize byt naptiklad MUSC 1647,
ktera je vyznamna pro svij antioxida¢ni potencial (Hooi-leng et al. 2016). Spory streptomycet

mohly také obsahovat dalsi latky, které interagovaly s rh123/DHR123, a tim ovlivnily
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vysledek pokusu. V jiz publikovanych pracich byly popsény extrakty streptomycet (konkrétné
kment Streptomyces sp. MUSC 137 a MUM 256), kter¢ mély antioxidacni a zaroven
cytotoxické ucinky (Ser et al. 2017). Tyto trendy se sice shoduji s naSimi vysledky, ale je
potfeba si uvédomit, Ze spory streptomycet pii germinaci neprodukuji pfiliS mnoho
sekundarnich metabolitii, nase vysledky mohou byt zpisobeny napiiklad nékterou ze slozek
bunécné stény streptomycet. Horsi prezivani THP-1 muaze byt téz zplsobeno intenzivni
metabolickou aktivitou streptomycet pii germinaci exospor a pocatku vlaknitého rastu.
Odpadni produkty bakteridlniho metabolismu mohou chovani a zivotnost THP-1 téz

ovliviiovat.

Z vysledkl prvniho pokusu mizeme usuzovat, ze streptomycety maji cytotoxicky vliv
na buniky THP-1 a u nékterych kment byl pozorovany imunomodulaéni Gi€¢inek zplisoben jen

vysokym cytotoxickym efektem spor (napi. kmen TR1).

Situace je odli$na u kmene TR20, kde po 30 minutach sledujeme signifikantni sniZeni
mnozstvi th123 pozitivnich bunék, ale ptitom nedochazi k vyznamnému snizeni piezivani
THP-1. D4 se tedy konstatovat, ze pozorované imunomodula¢ni ucinky nejsou zpusobeny

pouze cytotoxickym efektem spor, ale i dalSimi interakcemi mezi sporami TR20 a THP-1.

6.2. Vliv extrakti sekundarnich metaboliti z bakterii rodu Streptomyces na produkci
TNF a IL-1p buiikami THP-1
DalSim cilem prace bylo extrahovat metabolity ze stacionarnich kultur streptomycet.

Miizeme piedpokladat, Ze pii kolonizaci hostitelské tkané vyrasta z exospory mikrokolonie,
Ktera interaguje s imunitnim systémem jak na urovni pfimych interakci bun¢k, tak
prostfednictvim produkce biologicky aktivnich sekundarnich metabolitii. Modelovym stadiem
vyvoje pro tyto interakce je tedy staciondrni kultura, pro niz je produkce sekundarnich
metabolithi s adaptivni funkci typickd. Pro stanoveni imunomodulacnich aktivit extrakti
sekundarnich metaboliti vybranych kmenti bylo dilezité nejprve urcit jejich maximalni
netoxické koncentrace. Celkem byly extrahovany metabolity z 3 rlznych inkubaci
streptomycet. Prvni sada vzorki byla extrahovéana z bézné kultivace streptomycet — v tekutém
médiu GYM, tak jak se obvykle v laboratofi produkce sekundarnich metaboliti sleduje.
Zajimalo nas také, zda v pfitomnosti bunék THP-1 neméni streptomycety svilj metabolicky
profil a to pfedevS§im produkci imunomodulaénich latek. Abychom vyloucili pfipadny vliv

zménéného metabolismu kultury pfi kultivaci inokula v nutriéné bohatém tkanovém médiu
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RPMI, zahrnuli jsme téz, jako negativni kontrolu, ptipravu inokula v samotném RPMI bez
ptidavku THP-1.

Po stanoveni bezpecné koncentrace metabolitli, jsme se zaméfili na dalsi cil této prace,
a to vliv extraktl streptomycet na produkci TNF. Streptomycety produkuji celou fadu latek,
které ovliviuji imunitni systém, jako je napfiklad dnes celkem bézn€ pouzivané
imonosupresivum takrolimus FK506 (Martinez-Castro et al. 2001). Vliv purifikovanych
metaboliti pochazejicich z bakterii streptomycet na produkci prozanétlivych cytokind
makrofagy, jiz byl diive sledovan napt. u SUC1 (Taechowican et al. 2008) nebo u
Manumycinu A (Cecrdlova et al 2016). U SUC1 byl popsan negativni dopad na produkci
prozanétlivych faktorti jako je TNF a IL-1B. Podobnych vysledkl bylo dosazeno i v mé praci,
kde vlivem nékterych extrakti doslo z signifikantnimu poklesu produkce TNF butikami THP-
1, ackoliv je zde i1 skupina extraktli s opa¢nym ucinkem. Zatim bohuzel nevime, jestli tyto

schopnosti produkéni kmeny vyuzivaji pii kolonizaci tkani zivocichu.

V této préci byl ovSem negativni dopad extraktii na produkci TNF prokazan pouze u
nékterych extraktd. Tyto vysledky mohou mit nékolik pfi¢in. Extrakt je smés mnoha riznych
metabolitii, které mohou mit jak prozanétlivé tak protizanétlivé ucinky, ale nemusi také
obsahovat Zadné imunomodulaéni latky. Na vysledném vlivu extrakt na produkci cytokint
se tedy muze podilet hned né&kolik latek, které mohou pisobit synergicky i antagonisticky.
Extrakci methanolem a ethyl-acetatem byly metabolity rozdéleny do dvou zakladnich frakei
dle polarity. Na vysledném chovani extraktii se podilely i latky pochézejici z kultiva¢nich
médii. Kontrolni extrakty bez metabolitl streptomycet prokazaly, ze i extrakty ze samotnych

médii obsahovaly latky, které posilovaly produkci TNF.

Zvyseni produkce TNF u neaktivovanych bun¢k bylo zpisobeno ¢astecné latkami
z kultivaénich médii a ¢asteéné latkami produkovanymi streptomycetami. Ptipadné snizeni
hladiny TNF u preaktivovanych bunék bylo pravdépodobné zpusobeno metabolity ze

streptomycet.

U kmene TR 24 doslo k signifikatnimu zvySeni TNF u vzorki GYM (M) 4 a
GYM+RPMI (M) 6, tyto extrakty tedy obsahovaly latky, které dokézaly samy o sob¢ pozitivné
ovlivnit produkei TNF. Zajimavym zjisténim bylo, Ze extrakt GYM+RPMI+THP1 (M) 5 na
rozdil od zbylych dvou vzorkd obsahujici polarni latky nezplisoboval produkci TNF, ale
naopak zabranit jeho produkci i v pfipad€é aktivovanych bunck. Tyto hodnoty mohly byt

zpusobeny praveé zménou metabolomu v pfitomnosti THP-1. Mizeme spekulovat, ze kmen po
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kontaktu s makrofagy vypina produkci latek zvysujicich jejich aktivitu, aby se sam chranil
pted jejich atakem. Pro potvrzeni této hypotézy by bylo ale potfeba dalSiho vyzkumu.
Nepolarni extrakty mély velmi podobny efekt, kdy nejenze samy o sob& neindukovaly
produkci TNF, ale zabranily i produkci TNF aktivovanymi makrofagy. U kmenu TR 1 bylo
zjisténo, ze vSechny nepolarni a vétsina jeho polarnich extrakti ma pozitivni efekt na produkci
TNF buitkami THP-1 jak u aktivovanych, tak i neaktivovanych bunck. Maji tedy siln¢
prozanétlivy efekt.Jen extrakt ziskany po kultivaci inokula v ,,prazdném‘ RPMI (GY M+RPMI
(M) 14) dokazal signifikantné snizit produkci TNF u aktivovanych bunék.

Naopak vsSechny extrakty z kmene TR38 pusobily podobné a téméi eliminovaly
produkci TNF a to i u aktivovanych bun&k. Vzhledem k poklesu produkce TNF v obou
zpusobech extrakce metabolomu streptomycet by tento kmen mohl produkovat vice riiznych
cyklicky peptid SEK-1005 izolovany ze Streptomyces nobilis (Taechowican et al 2008;
Kuriyama et al. 2000), pfipadné produkovat jednu protizanétlivou latku, kterd se objevuje
bez ohledu na piedchozi kokultivaci s THP-1. Jedna se o jediny izolat z lidské d€lohy.
Nedavno byla publikovana kontroverzni prace, ktera zpochybiiuje sterilitu délohy (Callado et
al. 2016). Védcam se podafilo v plodové vodé skupiny ndhodné vybranych téhotnych zen
identifikovat pfitomnost celé¢ fady bakterii, zejména druhu Propionibacterium, ale téz
Staphylococcus a Streptomyces. Spekuluji 0 mozné primarni kolonizaci plodu jiz v déloze a 0
vlivu tohoto inicialniho mikrobiomu na kontrolu dal$iho osidlovani traviciho traktu
novorozence symbiotickymi bakteriemi. Pokud se vysledky této prace dale potvrdi, je mozné,
ze izolovany kmen TR38 miZe patfit do pfirozené mikrobni flory délohy. Produkce

oy w1

pro rozvijejici se lidsky plod.

Kromé stanoveni vlivu extrakti streptomycet na mnozstvi TNF v supernatantech
odebranych po 4 hodinach jsme sledovali téz vliv extraktl streptomycet na produkci IL-1
bunikami THP-1. V dosud publikovanych pracich (Yang et al. 2008, Taechovisan et al. 2016)
byly indukovany signifikantni hladiny IL-1p pomoci LPS (o koncentraci 1pg/ml a kultivaci
24 hodin pii 37°C). V mé praci se ale bohuzel nepodafilo u kontrolnich vzorkd dosdhnout

signifikantni produkce IL-1p pomoci LPS aktivace makrofagd. Na druhou stranu u
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aktivovanych bun¢k dokazaly extrakty v nékterych piipadech indukovat produkci IL-1p,
ackoliv nebyla detekovana signifikantni hladina IL-1p u vzorku s extraktem bez LPS. V téchto
piipadech pravdépodobné doslo k synergickému pusobeni extrakti a LPS na produkci IL-1.

Celkov¢ ale byl vyznam vlivu extrakt na produkci IL-1p niz$i nez na TNF.

Vzhledem k nulovému mnozstvi IL-1p, v supernatantech preaktivovanych kontrolnich
vzorcich, bohuzel nebylo mozné ovétit, zda nemaji nékteré extrakty protizanétlivy ucinek a
zda negativn¢ ovliviuji produkci IL-1B. Snizené hladiny IL-1p u bunék inkubovanych s LPS
a sekundarnimi metabolity streptomycet v porovnani se vzorky pouze s LPS bylo popsany
napiiklad u monocyklického terpenu izolovaného ze Streptomyces sp. (Ali et al 2012) ¢i u

lansainu C (Taechowisan et al. 2008).

Vysledky produkce IL-1p bunkami THP-1 v ptitomnosti streptomycet byly u izolatu
TR24 velmi podobné vysledkiim produkce TNF. U extraktt GYM (M) 4 a GYM+RPMI (M)
6 doslo k indukci signifikantni produkce IL-1B jak u aktivovanych tak i neaktivovanych
bunék. U vzorku GYM (Et-Ac) 7 nedochazelo u neaktivovanych bunék k vyznamné produkci
IL-1B, ale u aktivovanych bun€k doslo k zesileni produkce na signifikantni koncentraci.

Ostatni extrakty neindukovaly produkci IL-1.

U extraktu izolatu TR1 doSlo pouze u vzorku s GYM (M) 10 k statisticky vyznamné
produkci IL-1B neaktivovanymi bunkami. U aktivovanych bunék byla IL-1p signifikantné
produkovana ve vzorcich s extrakty GYM+RPMI (M) 13 a GYM+RPMI+THP-1 (M) 14.
Ostatni extrakty nezptisobovaly indukci produkce IL-18.

Kmen stretptomycet TR38 mél obdobné vysledky jako v ptipadé TNF, maximalni
koncentrace IL-1P v supernatantech byla vyrazné (10-15x) nizsi nez u zbylych dvou kment.
Tyto vysledky spolecné s vysledky ostatnich pokusti naznacuji protizanétlivou povahu

extraktd metabolith kmene TR38.

Celkové nam ziskand data poukazuji na odliSné biologické aktivity obsazené
v extraktech z jednotlivych kment streptomycet a jejich riznorody vliv extrakti na produkci
prozanétlivych latek TNF a IL-1B. V extraktech se nachazeji jak prozanétlivé, tak i
imunomodula¢nich vliv latek ziskanych ze streptomycet na zanétlivou reakci. Riznorodé

chovani extrakti je v prvé fad¢ determinovano geneticky. Genom streptomycet je vysoce
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plasticky, jen tfetina genii kdduje esencialni zZivotni funkce. Zbytek gentl je adaptivni a podléha
¢ilému horizontdlnimu genovému pienosu. I blizce piibuzné kmeny (dle 16S rRNA
taxonomie) mohou kodovat a produkovat diametralné odlisné spektrum bioaktivnich latek.
Dalsim fenomenem je to, Ze bézn¢ je exprimovana jen mala ¢ast genetické informace pro
sekundarni metabolity. Kmeny bézné koduji az 50-100 chemickych struktur, ale aktivné
produkuji jen nékolik z nich. I drobna zména metabolismu, zpisobend zménou kultivacnich
podminek (GYM vs. RPMI) mize diametralné¢ zmeénit expresi geni pro sekundarni
metabolity. V nékterych ptipadech setéz asi podafilo diferencialni extrakci polarnich a
interakce nékterych kment s THP-1, ktery zpusobil potlaceni produkce prozanétlivych latek
timto kmenem. V piipadé zmény exprese urCitych genli miize dochézet k produkci nového
metabolitu, k potlaceni produkce nékterého stavajiciho metabolitu nebo pouze ke zméné
produkce jednotlivych metaboliti. VSechny tyto déje mohou mit zcela zasadni efekt na

celkové chovani bezbunééného extraktu metabolitu.

6.3. Vliv vybranych extrakti z bakterii rodu Streptomyces na fagocytarni aktivitu
bunék THP-1
Tento pokus byl uréitou obdobou pokusu s FagoFlowEx®kit kde byla méfena

fagocytarni aktivita pomoci oxidativniho vzplanuti bunék. V pfedchozim pokusu bylo sice
pozorovano signifikantni sniZzeni rh123 pozitivnich bun€k po pfidani spor streptomycet, ale
zaroven s tim bylo pozorovano 1 signifikantni zvySeni podilu mrtvych bunék ve vzorcich. To
zabranovalo fadnému vyhodnoceni dopadu streptomycet na fagocytarni aktivitu bunék.
Rozhodli jsme se tedy testovat vliv metabolickych extraktiiv v necytotoxickych koncentracich
na jejich fagocytarni aktivitu. Tato data jsou obzvlaste dulezitd, protoze ve védecké literature
neni popsan vliv streptomycet ani jimi produkovanych latek pfimo na fagocytarni aktivitu
makrofagli. Doposud publikované ¢lanky se zamé&fuji spiSe na interakci mezi sekundarnimi
metabolity streptomycet a pro/proti zanétlivymi faktory produkovanymi makrofagy. Tento

pokus byl tedy dvakrat opakovén a to s obdobnymi vysledky.

Vsech Sest vybranych extraktl dokézalo signifikantné snizit mnozstvi fagocytujicich
preaktivovanych makrofagi THP-1 (aktivované pomoci PMA). Extrakty z plicnich kment
TR24 a TR1 sniZovaly fagocytozu v priméru o 25 %, extrakty TR 38, kmene z délohy, aZ o

w1

srovnani s plicnimi kmeny streptomycet. Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze uvést, Ze izolaty
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streptomycet ziskanych z lidskych tkani, by skutecné mohly byt pfi vhodnych podminkach
potencidlnimi patogeny clovéka. Pouze kmen TR-1 byl systematicky uréen do blizkosti
patogenniho kmene S. somaliensis, ale ten je spojovan spise s aktinomykozou (Joseph et al.
2010), nez s pneumoniemi. Tento kmen byl diganostikovan napiiklad i pti zanétu pobfiSnice

(Gruet et al. 1970).

Izolaty TR20 a TR38 byly zafazeny oba do blizkosti nepatogenniho kmene S.
albidoflavus, ale kazdy pochazi z jiné tkan¢. Nalez toho kmene ve vice ruznych tkani jenom

potvrzuje jeho schopnost kolonizovat lidské télo.

6.4. Biologicky test pritomnosti antimikrobialnich latek v extraktech z bakterii rodu
Streptomyces
Poslednim bodem v mé praci bylo zjistit, zda ziskané extrakty streptomycet obsahuji

sekundérni metabolity s antimikrobiélni aktivitou. Rod Strepromyces je obecné povazovan za
vyznamného producenta celé tady antibiotik (Procopio et al 2012). Navzdory tomu,
piitomnost antibakteridlnich latek jsme identifikovali pouze u dvou nepolédrnich vzorkd, které
byly kultivovany v bézném médiu pro streptomycety GYM — TR38 GYM (Et-ac) aTR1 GYM
(Et-ac). Nepfitomnost antimikrobialnich latek v dalSich nepolarnich extraktech téchto kment
indikuje, Ze mohlo dojit vlivem zmény média (RPMI) ke zméné expresse genovych shlukii
pro tyto latky streptomycet, a tim i k inaktivaci jejich produkce Absence latek s antibiotickymi
ucinky v metabolitech ziskanych extrakci methanolem naznacuje nepolarni povahu tohoto
sekundarniho metabolitu. U extrakti kmene TR 24 nebyla v biologickém testu detekovana

zadna inhibi¢ni z6na.

Jevi se jako pravdépodobné, Ze kmeny streptomycet v laboratornich podminkach
nevyuzivaji svlj cely antibioticky potencidl. V analyze antibiotickych aktivit téchto kmenti na
miskach s krevnim agarem nebyly prokazany antimikrobidlni latky proti testovanym
respiratnim patogentim, ale vSechny kmeny vykazovaly silnou antifugalni aktivitu proti
druhim Aspergillus, Rhizomucor a Candida (Zlabkova 2017), inhibi¢ni zény v narustu
Candida albicans jsou zobrazeny na obrazku (obr. 14). Sle¢na Zlabkova také prokazala silnou
B-hemolytickou aktivitu lidskych izolatl streptomycet. Hemolyticka aktivita mlze byt
povaZovana za adaptaci na prostfedi lidského téla, pidni streptomycety ji v takové mife

nemaji.
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S. coelicolor M145 (pGdni)

Obr. 14: Antifugalni aktivita streptomycet proti Candida albicans (ptevzato Zlabkova 2017).
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1. Zavér

- [zolaty streptomycet z lidskych klinickych vzorkli TR1, TR20, TR24, TR38 a TR42 ve stadiu

spor maji cytotoxicky u¢inek na makrofagy z linie THP-1.

-Extrakty metabolomu streptomycet maji imunomodula¢ni G€inky. Extrakty indukuji 1 inhibuji

produkci TNF a IL-1p.

-Extrakty metabolomu streptomycet (kmeny TR1, TR20 a TR38) signifikantn¢ snizuji
fagocytarni aktivitu bunck THP-1.

-Nékteré extrakty streptomycet obsahuji sekundarni metabolity s antimikrobidlnim G¢inkem.

Na zaklad¢ ziskanych dat lze konstatovat, ze lidské kmeny streptomycet dokézi
ovliviiovat buiiky svého hostitele. Casto se to dé&je pomoci nizkomolekuldrnich sekundarnich
metaboliti,, nemizeme ale vyloucit i pfimou interakci povrchovych struktur obou partnert. Je-
li jejich celkovy efekt pro hostitelsky organismus pozitivni, nebo prispivaji k patogenezi

chronickych onemocnéni, neni stale zcela objasnéno.
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8. Seznam zkratek

BOFES
DHR
DMSO
EDTA
ELISA
HEPES
IL-1B
LPS
MOPS
NO
PBS
PI
PMA
rh123
rRNA
ROS
RPM
TLC

TNF

bovinni fetalni sérum

dihydrorhodamin

dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova

z anglického enzyme-linked immunosorbent assay
4-(2 hydroxyetyl)-1-piperazinetanesulfonova kyselina
interleukin 1B

lipopolysacharid
3-(N-morfolino)-propansulfonova kyselina

oxid dusnaty

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
propidium jodid

forbol-12-myristyl-13-acetat

rhodamin 123

ribosomalni ribonukleova kyselina

reaktivni forma kysliku

pocet otacek za minutu

chromatografie na tenké vrstvé

faktor nddorové nekrozy
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