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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zaméfuje na monocyto-makrofigovou bunécnou linii THP-1.
Prvni ¢ast bakalaiské prace je zaméfena na leukocyty a jejich rozdéleni, dale je zminén
monocyto-makrofagovy systém a jednotlivé typy leukemii. V hlavni ¢asti se zaméfuji na popis
buné¢né linie THP-1 a jejich kultivaci a diferenciaci. Dale jsem ve své praci popsala vliv
nckterych latek a nanomaterialit na THP-1 buiiky. V zavéru prace jsem se zameétila na vyhody

a nevyhody pouziti THP-1 buné¢né linie.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Characterization of the THP-1 cell line.

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the monocyte-macrophage cell line THP-1. The first
part of the bachelor thesis is focused on leukocytes and its distribution, the
monocyte- macrophage system and types of leukemias. In the main part of my bachelor work |
focused on describing the cultivation and differentiation of THP-1 monocytes. At the end |

focused on advantages and disadvantages of THP-1 cell line.
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UvVoD

V této préci jsem se zaméfila na monocytarni bunécnou linii THP-1. Tato nadorova
buné¢na linie byla kultivovana z krve ro¢niho chlapecka s akutni monocytarni leukemii [1],
ktera se fadi mezi akutni myeloidni leukemie (AML).

Leukemie je nddorové onemocnéni bilych krvinek. Nadorové buitky napadaji zdravé
lidské bunky s cilem poskodit jejich funkci. Leukemie ma fadu typt, mezi které patii napiiklad
akutni myeloidni leukemie.

AML je typickou hematopoetickou rakovinou a vznikd pii Spatné diferenciaci
kmenovych krvetvornych bunék v kostni dieni. AML se vyskytuje pfevazné u starSich jedinci.
Ti na nasledky onemocnéni umiraji béhem 5 let. Jedna z moznosti 1écby AML je chemoterapie,
kterou doprovazi i vedlejsi u¢inky. AML ma fadu podtypt, ke kterym patii promyelocytarni
a akutni monocytarni leukemie. Akutni monocytarni leukemie je onemocnéni, které ma
z 80- 90 % ptipadit dobrou prognozu. Pouze u 30-40 % ptipadt dochazi k navratu onemocnéni.

K vyzkumu, studiu a diagnostice leukemii byva Casto vyuzivana buné¢na linie THP-1.
THP-1 buiiky se pouzivaji také ve vyzkumu dalSich onemocnéni jako jsou rakovina
nebo kardiovaskularni a aterioskler6zové choroby.

Pied samotnou analyzou jsou monocytické THP-1 bunky kultivovany a nasledné mohou
12- myristat 13-acetat (PMA), kyselina retinova (RA), vitamin D3 (VD3). Dale jsem v této

praci zminila faktory, které ovliviiuji funkci a déleni THP-1 bunék.
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1 Leukocyty

Tvorba leukocytt neboli bilych krvinek (WBC) za¢ina v kostni dieni z kmenové bunky.
Fyziologicky pocet leukocytit v krvi je 4500 - 10000/ul. Jejich hlavni funkci je obrana
organismu pied cizimi patogeny, které vniknou do lidského organismu. Pii patologickych
procesech urcujeme poc¢et WBC v krvi. SniZzena hodnota leukocytli mize byt zplGsobena
nemocemi jako je napi. anémie a leukemie. Naopak zvySend hodnota se mulze projevit
u pacienti s HIV nebo lymfomem. K identifikaci leukocytt se pouziva mikroskopicka metoda
a prutokova cytometrie [2] [3] [4].

K diferenciaci leukocytd dochazi v kostni dfeni, kde vznikaji imunitni a fagocytarni bilé
krvinky. Mezi imunitni bilé krvinky se fadi T a B lymfocyty, které v organismu ptezivaji mésice
az roky a jejich hlavni ulohou je tvorba protilatek. Lymfocyty se fadi mezi agranulocyty,
protoze jejich jadro spolu s monocyty je nesegmentované. Granulocyty a monocyty patii
do fagocytarnich leukocytt [2] [4].

Granulocyty se dale d€li na neutrofily, eozinofily a bazofily. Jejich jadro je rozdéleno
na nékolik segmentli a cytoplazma bunck ma charakteristickd granula. Z granulocytii jsou
nejcastéji zastoupenou slozkou v krvi neutrofily. Neutrofily piezivaji v organismu 4 dny
a k jejich aktivaci dochazi pii zanétlivém procesu Vv organismu. Pfi alergickych reakcich
se uvoliuji eozinofily a bazofily [2].

Zastoupeni jednotlivych leukocytarnich bun€k v krvi je zndzornéno v tabulce €.1.

Tabulka 1: Leukocyty: Zastoupeni jednotlivych typt leukocytd v krvi. Pfevzato a upraveno z [2].

Typy leukocyti Procenta (%)
Neutrofily 40-60
Neutrofily-ty¢ 0-3
Eozinofily 1-4
Bazofily 0,5-1
Monocyty 2-8
Lymfocyty 20-40

Receptory leukocytarnich bunék

Na povrchu leukocytii se nachdzi receptory pro lidsky imunoglobulin G (IgG). Tyto
receptory umoziuji vazbu Fc domény (FcyR). Funkci receptori je zprostfedkovani vazeb

imunitnich komplexti. Receptory leukocytd jsou charakteristické svoji antigenni

16



a biochemickou odlisnosti. U lidi existuje pét typil receptoru FcyR, ke kterym patii napi: FcyRI,
FcyRII nebo FeyRIII [5] [6].

Prvnim typem receptoru je sialoprotein FcyRI (CD64). Tento druh proteinu je schopny
rozpoznat monoklonalni protilatky a vaze monomerni lidsky imunoglobulin G (IgG) s vysokou
afinitou. Vyskytuje se pfevazné na makrofazich a leukemickych bunéénych liniich jako jsou
HL60 a U937. Druhym typem je receptor FcyRII neboli CD32, ktery mtizeme rozdélit na dva
druhy CD32a a CD32b. CD32a se vyskytuje na neutrofilech, eozinofilech, makrofazich
a krevnich destickach. CD32b muzeme nalézt na bazofilech, B bunkach, makrofazich,
dendrickych buiikach (DC), endotelu a riiznych organech. Ttetim typem je receptor FcyRIII
(CD16), ktery se vyskytuje na neutrofilech, na pfirozen¢ zabijecskych (NK) bunkach
a na nékterych makrofazich [5] [6].
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2 Monocyto-makrofagovy systém

Mezi zakladni funkce monocyto-makrofagového sytému patii fagocytdza, produkce
cytokinu, obnova poskozenych tkani nebo destrukce starych a poskozenych erytrocytt [7].
Monocyty se tvoii z progenitori dvojiho typu: progenitoru granulocytli a monocytii

(GMP) a progenitoru monocytarnich a dendrickych bunék (MDPS) [8].

2.1 Progenitory monocyti a granulocyta

Progenitory GMP a MDPS pochazeji z myeloidniho progenitoru (CMP), z tohoto
progenitoru vznikaji myeloidni buiiky, ke kterym patii: neutrofily, monocyty, makrofagy a DC.
Tvorbu myeloidnich bunék fidi mikrobidlni slozky a zanétlivé cytokiny. Progenitory mohou
byt pouzity k ptimé detekci mikrobialnich slozek [8].

GMP progenitory jsou aktivovany v reakci na infekce. Neutrofily a monocyty pfi infekci

zpusobuji pohlceni a zabiti bakterii [8].

2.2 Monocyt

Monocyty zaujimaji 2-8 % leukocytii v periferni krvi a v lidském organismu piezivaji
meésice az roky. Ve tkdnich monocyty dozravaji v makrofagy a oznacuji se jako fagocytarni
bunky. Pii pfeméné monocytli na makrofagy se zvySuje syntéza proteinil a dochazi ke zvyseni
exprese kyselé fosfatazy v lysozomech [2] [9].

Ke zviditelnéni struktur se pouziva barvivo Giemsa-Romanovsky. Po obarveni
se vV cytoplazmé nachazi Cerveno-rtizovd granula, ktera obsahuji kyselou fosfatazu a maji
primérnou velikost 0,2 um [9].

Monocyty obsahuji organely jako jsou ribozomy a jadro. Jadro obsahuje jaderné pory.
Organely jsou potiebné pro syntézu bilkovin, tim, Ze jsou schopné vazat protein na Golgiho
aparat a na endoplazmatické retikulum. Monocyty prochdzi postupnymi vyvojovymi fazemi,
ke kterym patii: kmenové buiiky, monoblasty, promonocyty, nezralé monocyty a monocyty [7]
[9].

Prvnim stupném vyvoje monocytd je monoblast. Ma kruhové nebo ovalné jadro a jemny
chromatin. Po obarveni mizeme pozorovat cytoplazmu, ktera je bazofilni s azurofilnimi
granuly. Velikost monoblastu je 20-30 um. Druhym vyvojovym stadiem je promonocyt, ktery
je velmi podobny monoblastu az na zavinuté jadro. Tretim vyvojovym staddiem je nezraly
monocyt, ktery je mensi nez zraly monocyt. Tvar jadra je zavinuty nebo stoceny. Nezraly

monocyt obsahuje kondenzovany chromatin. Jeho cytoplazma je méné¢ bazofilni
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neZ U promonocytu. Koneénym stddiem je monocyt, ktery ma kulaté az ovalné jadro.
Chromatin je kondenzovany. Cytoplazma ma naSedlou barvu s vakuolami a azurofilnimi
granuly. Velikost monocytu je 20-25 um [10].

Jednotliva vyvojova stddia monocytll jsou zndzornéna na obr. 1.

Monocyt Nezraly Promonocyt Monoblast

2

Obrazek 1: Vyvojova stadia monocyti. Na obrazku mtizeme pozorovat jednotlivd vyvojova
stadia monocyt. Zprava monoblast, promonocyt, nezraly monocyt a monocyt. Pfevzato a upraveno
z [10].

V laboratorni praxi se k identifikaci monocyti pouziva jednoduché barveni bunck
Giemsa-Romanovskym barvivem. Monocyty miazeme identifikovat také pomoci
cytochemickych metod. Mezi nejéastéj$i pouzivanou cytochemickou metodou je reakce
nespecifické esterazy (NSE). NSE je pfitomna nejen ve vSech bunkach mononuklearni
fagocytarni linie, ale i1 v jinych bunkach napt. v T lymfocytech [7].

V poslednich letech byly vytvofeny rizné typy monoklondlnich protilatek. Tyto
monoklonélni protilatky se pouzivaji pro barveni bun¢k v periferni krvi pro analyzu bunck
pritokovou cytometrii. Monocyty maji na svém povrchu charakteristické CD14 antigeny,

jejichz znaceni protilatkou se vyuziva k detekci monocyta [7].

2.2.1 Antigen CD14

Antigen CD14 se pomoci glykoylfosfatidylinositolu vaze na povrchovy membranovy

glykoprotein s molekulovou hmotnosti 53-55 kDa. Je silné vazan na monocytech
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a makrofazich, ale slabé je exprimovan na neutrofilnich granulocytech. U monocytl se tento
antigen poziva jako marker pro jejich identifikaci. Nevyskytuje se vSak na lymfocytech,
erytrocytech a trombocytech [7].

Molekula CD14 funguje jako receptor pro endotoxin (lipopolysacharid — LPS). LPS se
vaze na lipopolysacharidovy sérovy protein (LBP), ktery usnadiiuje vazbu LPS na molekulu
CD 14. Kdyz se LPS navaze na monocyty nebo na neutrofilni granulocyty dochazi k aktivaci
a uvolnéni tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF), interleukin 6 (IL-6) a interleukin (IL-8) [7].

2.2.2 Monocytarni bunécné linie

Mezi monocytarni bunééné linie patii napiiklad THP-1, U937, HL-60, Mono Mac 6
[11]. U-937 je bunécna linie monocytl, ktera byla ziskana od nemocného pacienta
S histiocytovym lymfomem. Bunécénd linie U937 je tedy tkanového ptvodu. Bunky maji
kruhovity tvar s mikrofiliemi. Cytoplazma obsahuje velké jadro ve tvaru paprsku. Rozdil mezi
nadorovou buné¢nou linii U937 a THP-1 spoc¢iva v pocatku zrani bunék [11] [12].

Bunécna linie HL-60 byla ziskana od pacienta, ktery trpél akutni promyelocytarni
leukémii. Bunky jsou kulatého tvaru. Pokud je buné¢na linie HL-60 vystavena hypotonickému
prostiedi dochazi ke snizeni regula¢niho objemu (RDV). Bunécna linie HL-60 je schopna se
diferencovat na monocytarni fenotyp pomoci VD3. Pokud chceme buné¢nou linii HL-60
diferencovat na makrofagy musime pouzit ¢inidlo PMA [11] [13] [14].

Bunécna linie Mono Mac 6 byla z periferni krve pacienta, ktery trpél monoblastickou
leukemii. Mono Mac 6 se pouziva ke studiu fenotypovych a funkénich vlastnosti zralych
monocytd in Vivo, protoze ma schopnost fagocytovat erytrocyty s protilatkou [12].

Mezi monocytarni bunééné linie patii také THP-1, kterd byla kultivovana z krve ro¢niho
chlapecka s akutni monocytarni leukémii. Této bunécné linii se budu podrobnéji vénovat

Vv dalSich kapitolach.

2.3 Makrofag

Makrofagy patii mezi fagocytarni buniky. Jejich hlavni funkci je udrZzovani tkanové
homeostazy a odstranuji staré nebo poskozené erytrocyty, poskozené nekrotické tkané a toxické
molekuly z krevniho ob&hu [15].

Mezi tkanové makrofagy patii: osteoklasty, mikroglie, alveolarni makrofagy, histiocyty

(intersticidlni pojivova tkain) a Kupfferovy buiiky (jatra). Dale existuje rozdéleni makrofagi
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Z hlediska mononuklearnich subpopulaci fagocyti v obéhu a ve slezin€. Tyto typy makrofagt
1ze definovat na zaklad¢ jejich specifickych funk¢nich aktivit [15].

Déleni makrofagli na zakladé konkrétnich subpopulaci je znazornéno na obr.2.

Makrofagova populace Fenotypy aktivace makrofagu

Méné flexibilni programovani - uréeno béhem ontogeneze  Flexibilni programovani fizené mikroenviromentalnimi signaly

Specifické transkripéni faktory a epigeneticka modifikace pfimé linie Cytokiny, transkripcni faktory a epigeneticke zmény
modulujici fenotypovou a funkéni plasticitu

N IL-4 "Toll" ligandy

—_ —_ — |/.’ \) IFN-y IL-13 Imunitni komplexy
\\

'/

CFU-GM CFU-M

F e @

Tkanovy makrofag

. ' ] M2 IL-10+
/ ¢ \ Klasicky aktivované Alternativné aktivované  Regulatory

Regulace hojeni ran

(_ )7 Protizanétlivé ogh Protizanétlivé

o) - Potlacuji odpovéd A

o ] Propaguis TH1 — TH17 imuritu Tbungr " VyluSovani IL-10
s ostitelska obrana i i

Alveolarni makrofag Osteoklast Histiocyt Protinadorova it Potlacuje obranu hostitele

Potlaéuje protinadorovou

=YD & e

Kupfferova burika Mikroglie ~ Strevni makrofag Nadory TAMSs MDSCs  Rozsifovni populace

v prubéhu zanétu, ktery
vznika jako dopovéd na nador

Obrazek 2: Déleni makrofagt dle konkrétnich subpopulaci. VIevo — rozdéleni na zakladé anatomického
umisténi; vpravo — na zakladé funkéniho fenotypu (CMP-myeloidni progenitor, CFU-GM-myeloidni
progenitor granulocyti, CFU-M-myeloidni progenitor monocytd, ,,Toll“ ligandy-toll — like receptor,
TAMs — asociované makrofagy s nadorem, MDSCs —myeloidni supresorové bunky). Prevzato
a upraveno z [15].

Makrofagy jsou schopné meénit fagocytarni schopnosti a hladinu lidského
leukocytarniho antigenu izotopu DR (HLA-DR) a adhezivnich molekul, ke kterym patii
mezibunééné (ICAM) a vaskularni (VCAM). Dale obsahuji markery pro jejich déleni. Mezi
klasické aktivacni markery makrofagi patii C-X-C chemokinovy ligand 9 a 10 (CXCL9 a 10),
regula¢ni faktor 1 (IRF1). K alternativnim aktivaénim markertim patii C-C chemokinovy ligand
17 (CCL17), arachidonat 15-lipoxygenaza (ALOX15), C-C chemokinovy ligand 26 (CCL26),
transglutaminaza 2 (TGM2) a dalsi [16] [17].

Makrofagy miizeme rozdélit podle jejich funkcnich aktivit na M1 a M2 makrofagy,
regulacni makrofagy, makrofagy asociované s nddorem a monocytarni typy supresorovych

bunék odvozenych od myeloidi. Makrofagy M1 1 M2 exprimuji myeloidni markery, u M1
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makrofagi se jedna o CD11b a CD33, M2 makrofagy exprimuji pfedev§im CD14, CD163
a CD206 [15] [16].

2.3.1 M1 makrofagy

Funkce M1 makrofagt spociva ve zprostfedkovani obrany hostitele a protinadorové
imunity. Tyto bunky vylucuji cytokiny, jako jsou tumor nekrotizujici faktor y (TNF-y) a tumor
nekrotizujici faktor o (TNF-a). Z interleukind M1 makrofagy produkuji IL-1pB, IL-6, IL-12,
IL- 23. M1 makrofagy se také povazuji za hnaci sily chronickych zanétlivych a autoimunitnich

chorob v¢etné revmatoidni artritidy, aterosklerdzy, plicni fibrozy a Crohnovy choroby [15] [16]
[18].

2.3.2 M2 makrofagy

M2 makrofagy reguluji hojeni ran. Pfispivaji k regulaci metabolismus glukozy tim,
ze zajistuji citlivost na inzulin a glukdézovou toleranci, coz brani rozvoji obezity vyvolané
dietou. M2 makrofagy podporuji progresi nadoru. Vylucuji IL-10 a nadorovy ristovy faktor
(TGF-B). Dale také aktivuji arginazu, ktera metabolizuje L-arginin. T buiky jsou induktory
riznych vrozenych bunék produkujicich IL-4 a IL-13 nebo IL-10 k tém patii bazofily, nuocyty
a prirodni pomocné bunky [15] [16] [18].

2.3.3 Regula¢ni makrofagy

Ulohou regulacnich makrofigli je udrzovani imunitni homeostazy. U regulaénich
makrofagli imunitni homeostaza probiha ve stfevé, kde dochazi k vyvoji regula¢nich T bunék.
Regula¢ni makrofagy vylucuji cytokininy IL-10 a TGF-Bl. Vyvoj regula¢nich makrofagt je
zprostiedkovan pomoci Toll-like receptoru (TLR) za piitomnosti imunoglobulinu G,
apoptickych bunék a prostaglandinu [15].

K dal$im subtypiim makrofagii mizeme zaradit nadorové asociované makrofagy, které

potlacuji imunitu nadoru a MDSCs [15].

2.4 Cytokiny

Cytokiny jsou malé molekuly, které jsou produkované T a B lymfocyty, endotelidlnimi
bunkami, fibroblasty, makrofagy, monocyty a zirnymi bunkami [19].

Cytokiny se aktivuji pfi migraci, proliferaci a pfi apoptoze bunék. Hraji dileZitou roli

pro fungovani vrozenych i ziskanych imunitnich odpovédi a tim pfispivaji k vyvoji imunitniho
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systému. Dale maji dilezitou roli pfi vysilani signali pomoci signalnich drah, naptiklad:
nuklearniho faktoru xp (NF-xB) [19].

Funkce cytokini mize byt apokrinni, parakrinni nebo endokrinni. I pies to, ze cytokiny
pfevazné reguluji imunitu a zanét, mohou pfi jejich dlouhodobém uvoliovani zplsobit
chronické onemocnéni [19].

Cytokiny mohou byt klasifikovany do skupin podle aktivit a mechanismu Géinku:

a) Cytokiny vrozené imunity:

IL-1; IL-6; IL-12; IL16; TNF-0, IFN-a, IFN-y [19].
b) Cytokiny krvetvorby:
M-CSF; IL-3; IL-7; Erytropoetin (Epo) 3 [19].
c) Cytokiny chemotaxe
Chemokinin 4 [19].
d) Cytokiny k aktivaci, proliferaci, diferenciaci a apoptozy T a B lymfocytii
IL-2; TNF-a; TNF-B; TNF-y; IFN-y [19].

V kapitole jsem se zaméfila pfevazné na cytokiny a interleukiny, které jsou
produkovany monocyty a makrofagy.

TNF-a patfi mezi cytokiny vrozené imunity a je produkovan mnoha bunécnymi typy
véetné¢ makrofagl, které jsou hlavnimi zdroji, zejména po aktivaci pomoci IFN-y. Cytokin
IL- 1B je vylucovan makrofagy. K aktivaci cytokinu dochazi na podnét TNF-o, bakteridlniho
endotoxinu a IL-IB. Interferon IFN-o/p se fadi K interferonim typu I u makrofagi a pisobi
na antivirové cytokiny [19].

IL-1 je hlavnim medidtorem zanétu a stimuluje syntézu eikosanoidi v makrofazich,
fibroblastech, synovialnich buiikach a chondrocytech. Aktivuje leukocyty a nici tkané. Zvysené
hladiny tohoto interleukinu se vyskytuji u pacienti s artritidou [20]. IL-2 aktivuje u monocytt
jejich mikrobicidni a nadorovou aktivitu. IL-2 usnadiiuje déleni B bunék, které produkuji IgG
imunoglobuliny [21]. IL-6 patii mezi cytokiny vrozené imunity a ma charakter prozanétlivé
cytokinu. Je produkovan pii poskozeni tkani a infekci [19]. IL-10 inhibuje monocyty
a makrofagy, potlacuje aktivitu T a NK bunék inhibici monocytd a makrofagl, a tim padem
slouzi jako deaktivacni faktor. Dale snizuje produkci prozanétlivych cytokinu [19] [22]. 1L-12
zahajuje produkci makrofagti pomoci IFN-y a uvoliiuje IFN-y z T a NK bun¢k [21]. IL-18 je
produkovan riznymi typy bun¢k. Mezi n€ patii makrofagy, dendritické bunky (DC), neutrofily,
adipocyty, Kupfferovy bunky a mikroglialni bunky [22].
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3 Akutni myeloidni leukémie

AML je charakteristickou hematopoetickou rakovinou, ktera vznika pfi Spatném déleni
bunék v hematopoéze. Onemocnéni zpusobuje abnormalni proliferaci, potlacuje apoptdézu
a blokuje diferenciaci v krvetvornych kmenovych bunkach. Pfi AML vznikaji klonalni
populace neoplastickych bun¢k a u malignich hematopoetickych bunék dochazi ke ztraté jejich
normalnich funkci [23] [24].

AML se vyskytuje u starSich jedinct. Ti na nasledky onemocnéni umiraji béhem 5 let.
Vhodnou 1é¢bou je chemoterapie, kterd ma i vedlejsi €inky na organismus [25].

K vyznamnym typtim rakovinnych bunék AML patii nadorové kmenové bunky (CSC).
Buniky maji schopnost sebeobnovy pomoci diferenciace. Tyto builkky obvykle zustavaji
v klidovém stavu a tvofi malou mens$inu celkové populace nadord. Tato mald populace bunék
je zodpovédna za rezistenci vici 1ékiim a za opakovani vzniku rakoviny [25].

Bunky postranni populace (SP) u lidské rakoviny maji rizny pivod, véetné akutni
myeloidni leukémie, neuroblastomu a gliomu [25].

AML ma fadu podtypl. Mezi n¢ patii napiiklad akutni promyelocytarni @ monocytarni

leukemie [23].

3.1 Akutni promyelocytarni leukemie

Akutni promyelocytarni leukemie (APL) se vyskytuje pfevazné u mladych jedincu.
U APL dochazi k akumulaci neoplastickych promyelocytti v kostni dfeni nebo krvi [26].

Pro vyzkum promyelocytarni leukemie se pouziva nadorova bunécna linie HL-60, ktera
je izolovana od pacientu s timto onemocnénim. U bunék HL-60 dochazi k aktivaci mitogennich
kinaz (MAPK), ke kterym patii p38 / ERK, JNK / ERK a p38 / JNK. Mitogenni kindzy jsou
schopny zprostiedkovavat signalni transdukce v bunééné proliferaci, diferenciaci, transformaci
a smrti. K 1écbé promyelocytarni leukemie se pouziva kyselina retinova, ktera blokuje déleni

leukemickych bunék [23] [24].

3.2 Akutni monocytarni leukemie

Akutni monocytarni leukémie (AML-MS5) obsahuje zvySeny pocet bilych krvinek. Dale
se zvysuje pocet chromozomti a AML-MS je schopna metastazovat do dalSich organti. U akutni
monocytarni leukemie dochéazi z 80-90 % ptipadl k uzdraveni. V 30-40 % piipadti dochazi

K navratu onemocnéni. K terapeutické 1é¢b¢é tohoto onemocnéni se vyuziva nizka hladina

NF- B p65 [27] [28].
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Protein p65
Protein p65 se fadi do rodiny proteinii NF-kB. NF-xB p65 je transkripéni faktor, ktery

hraje dulezitou roli pii regulaci mnoha biologickych funkci vcetné zanétu, imunity, bunééné
proliferace, apopt6zy a migrace nadoru [27].

NF-kB p65 se nachdzi v cytoplazm¢ v inaktivni formé. V cytoplazmé se vaze
na inhibi¢ni proteiny (IBka, IBkp a IBke) [27].

Vysoka hladina aktivity NF-kB p65 se vyskytuje v mnoha lidskych rakovinovych
bunkach napt. hepatocelularniho karcinomu, sporadického kolorektalniho karcinomu, rakoviny
vajecniki, karcinomu zaludku atd. Déle je povazovan za marker progrese nadoru [27].

N¢kolik inhibitort p65 je v souc¢asné dobé studovano, coz mtize vést k zahajeni vhodné
terapeutické 1é¢by. Ve vyzkumu se vyuziva interferovana RNA (RNAI). V této technice se

vyuziva snizeni exprese gend v bunikach [27].
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4 THP-1

THP-1 bunécna linie neboli ,,tohoku hospital pediatrics 1, vznikla na klinice pediatrie
ve mésté Tohoku [29]. Jedna se o monocytarni bunéénou linii, ktera byla kultivovana z krve
ro¢niho chlapecka s akutni monocytarni leukemii, jak jiz bylo v mé praci zminéno [1]. THP-1
bunky jsou z hlediska morfologie a diferenciace podobné monocytim a makrofagtim [30] [31].

THP-1 bunécné linie je jednou z nejpouzivanéjSich bunécnych linii, kterd se vyuziva
ve vyzkumu biologickych vlastnosti buné¢k a regulace monocyti/makrofagii v imunitnim
systému, rakoving, kardiovaskularnich a aterioskler6zovych onemocnénich. THP-1 buniky maji
na rozdil od jinych myeloidnich bunék diploidni karyotyp tj. diploidni sadu chromozomi a vétsi
mnozstvi fenotypovych charakteristik. Dale neobsahuji Zadné povrchové a cytoplazmatické
imunoglobuliny. THP-1 buriky reaguji v hypotonickém prostiedi pomoci RDV [1] [14] [32].

K obarveni THP-1 bunék se pouziva barvivo Wright-Giemsa, Po obarveni maji buiky
kulaty nebo polygondlni tvar. Cytoplazma je bazofilni a obsahuje azurofilni granula. Jadro
bunék obsahuje jadérka s lipidovymi kapénkami a dal§imi cytoplazmatickymi slozkami jako
jsou: Golgiho aparat, mitochondrie, hrubé endoplazmatické retikulum (ER).
Pfi cytochemickém testu buriky obsahuji a- butyrat esterazu [33].

THP-1 bunky jsou schopny reagovat na prozanétlivé podnéty zvySenim adheze bunék,
expresi makrofagovych markerd, zvysenou fagocytarni schopnosti a sekreci prozanétlivych
mediatort napfi. superoxidu a TNF za pomoci napi: LPS. THP-1 buniky, které jsou stimulované
LPS se pouzivaji k aktivaci huménnich miniaturnich bunécnych endotelidlnich bunck
(HUVEC). Dale jsou THP-1 bunky schopny exprese receptori: FcyRI a FcyRII a zvySuji
transkripéni aktivitu NF-kB. THP-1 bunky obsahuji lidské leukocytarni antigeny (HLA),
ke kterym patii sérotyp lidského leukocytarniho antigenu A*02 (HLA-A*02). Mezi dalsi
sérotypy lidského leukocytarniho antigenu patii (B*15; C*03; DRB1*01; DRB1*15;
DRB5*01/02; DQB1*05; DQB1*06) [5] [27] [34] [35] [36].

4.1 Kaultivace THP-1 bunék

THP-1 bunky se obvykle kultivuji v médiu ,,Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) spolu sinaktivovanym fetalnim hovézim sérem (FBS, 10%, obj./obj.),
(4- (2- hydroxyethyl)-1-piperazinethanem sulfonové kyseliny (HEPES, 10 mM), pyruvatem

sodnym (1 mM), 100 nM penicilinem a streptomycinem. Pii n¢kterych stanovenich se pridava

B- merkaptoethanol [1] [31] [35].
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Za normalnich okolnosti se buiiky inkubuji za standartnich podminek (37 °C, 5 % COy).
Idealni hustota bunék by méla dosahovat 1-8 x 10° bunék/ml. Nejéastéji pro analyzy se pouziva
hustota mezi 5-10 x 10° bun&k/ml. Buiiky se za standartnich podminek inkubuji 24-48 hodin,
ale mizou byt inkubovany az 5 dna [1] [34].

Zivotaschopnost bun&k se stanovuje mikroskopicky za pouziti trypanové modfi

nebo pomoci pritokové cytometrie, kde se pouziva barvivo sytaxova modi [34].

4.2 Diferenciace THP-1 monocyti v makrofagy

Pii  diferenciaci THP-1 monocyti na makrofdgy dochazi ke snizeni
nukleo- cytoplazmatického prostoru a zaroven se zvySuje cytoplazmaticky objem.
Diferencované makrofagy obsahuji zvyseny pocet lysozomu a mitochondrii [13].

Lysozom se vyskytuje Vv t€lnich tekutinach jako jsou slzy, sliny a jiné. Nachazi se
v monocytech a makrofazich. V lymfocytech se nevyskytuje. Jeho hlavni ulohou je antivirova
a protinddorova aktivita. Kromé THP-1 bun¢k lysozom obsahuji i dalsi nddorové bunééné linie
monocytl, ke kterym patii U-937 a HL-60 [11].

Makrofigy obsahuji fadu protedz, které jsou schopné degradovat ¢astice. Castice jsou
likvidovany v kyselém prostiedi lysozomu. Kyselé prostfedi lysozomu je zavislé na energii
predevsim na protonové ATPazy vakuolarniho typu (V-ATPaza) a vodikovych pump. Tyto
vodikové pumpy jsou dulezité pro aktivaci protedz. Mitochondrie potiebuji k degradaci Castic
vice energie nez lysozomy [13].

Mezi dalsi rysy diferenciace makrofagi patii zvySeni granularity, kterd se prokazuje
zvySenim postranniho rozptylu (SSC) na priitokovém cytometru. Na pratokovém cytometru tak
muzeme pozorovat zvySené mnozstvi organel, které jsou navdzané na membrané makrofagu.
U alveolarnich makrofagh je diferenciacnim rysem autofluorescence, ktera je velmi nizka
u monocytu a dendrickych bun¢k [13].

Pti diferenciaci tkanovych makrofagli se vyviji rezistence na konstitutivni apoptozu.
Konstitutivni apoptédza je d€j, ktery vznika pii odbéru séra nebo kultury bunck v nepiitomnosti
cytokini. Monocyty jsou velmi citlivé na tuto apoptdzu, protoze pii jejich migraci do tkané se
nesetkaji se stimuli jako je napi. LPS, rastové faktory, cytokiny (TNF-a, IL-1B) [13].

......

ke kterym patii: PMA, RA, VD3 nebo cytokiny (TNF-a, IFN-y) [37].
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4.2.1 Forbol 12-myristat 13-acetat

PMA je nejcast¢jsi Cinidlo, které se pouziva k diferenciaci monocyti THP-1 bunck
na makrofagy. Po pifidani PMA k THP-1 bunikdm dochazi ke vzniku typickych znaki
makrofagt, jako je napiiklad buné¢na adheze, morfologie a zvySena granularita s typicky
nepravidelnym jadrem. Fenotyp THP-1 bunék se po piidani PMA lisi, coz mize byt ovlivnéno
také dobou inkubace a pouzitou koncentraci PMA [31] [38].

Bunky THP-1 jsou obvykle vystaveny t¢inku PMA 3-72 hodin. Koncentrace potiebna
k diferenciaci THP-1 bunék se obvykle pohybuje kolem 6-500 nM, ale zalezi na konkrétnim
vyzkumu. Pti vysokych koncentracich PMA je u THP-1 vyraznéjsi fenotyp a zvysuje se sekrece
prozanétlivych cytokinti jako jsou naptiklad TNF, IL-8. Nizka koncentrace PMA u THP- 1
bunék indukuje déleni, nestaci ale k diferenciaci bun¢k [34] [37].

Zmény u THP-1 bunék po ptidani diferenciaéniho ¢inidla Ize pozorovat v optickém
nebo elektronovém mikroskopu [38].

Fotky THP-1 bunék z optického a elektronového mikroskopu jsou znazornény na obr.3.

THP-1 buiiky byly inkubovany s 50 ng/ml PMA po dobu 3 dnii.

Obrazek 3: Opticka a transmisni mikroskopie diferencovanych THP-1 bunék. Horni ¢ast opticka
mikroskopie. Dolni ¢ast transmisni mikroskopie. (A) zobrazuje optickou mikroskopii
nediferencovanych THP-1 bunék, (B) zobrazuje optickou mikroskopii diferencovanych THP-1 bunék,
(C) zobrazuje transmisni mikroskopii nediferencovanych THP-1 bunék, (D) zobrazuje transmisni
mikroskopii diferencovanych THP-1 bunék. Pfevzato a upraveno z [38].
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Dale se pii pridani PMA k THP-1 bunkam zvySuje exprese antigenu CD14. Dalsim
antigenem, ktery zvySuje expresi je CDI11b. Pii diferenciaci THP-1 bunék se vSak antigen
CD 14 piili§ nepouziva. Detekce tohoto antigenu se vyuziva predevsim u detekce diferenciace
monocyti HL-60 [31].

Dale se pii pouziti PMA zvysuje syntéza lysozomu v THP-1 bunikach [11].

4.2.2 Kyselina retinova
Jako dalsi diferenciacni ¢inidlo pro THP-1 monocyty se pouziva kyselina retinova.
Kyselina retinova neboli vitamin A ma dulezitou roli v obranyschopnosti organismu [39].
RA piisobi jako rastovy a diferencia¢ni faktor myeloidnich a lymfoidnich bun¢k. Dale
RA obsahuje derivaty, které se nazyvaji retinoidy. Retinoidy reguluji rist bun€k a podporuji
bunécnou proliferaci. Jsou také dllezité pro vznik vrozené a adaptivni imunitni reakce.

Retinoidy jsou pouzivany k terapeutické 1écbé u leukémii a jinych typt rakovin [40].

4.2.2.1 Bunéény cyklus THP-1 bunék p¥i pridani kyseliny retinové

Diferenciace THP-1 bun¢k za¢ina v G1 fazi bunééného cyklu a je zavisla na ¢ase, davce
a na koncentraci RA. V pozdni fazi Gl bunétného cyklu se uplatituje cyklin E. Jedna se
0 regulacni podjednotku komplexu cyklin E/cyklin dependentni kinaza 2 (CDK2). Cyklin E je
dulezity pro ptechod bunék z Gl do Sfiaze a CDK2 je podjednotka, kterd zodpovida
za enzymatickou aktivitu [40].

Mezi fazemi G1 a S se vyskytuje regulacni protein pRb, ktery mize mit vliv na rast
bunék. V S fazi bunééného cyklu dochazi ke snizeni proliferace THP-1 bunék. V této fazi se
vsak zvySuje exprese povrchového markeru makrofagii CD11b [40].

V THP-1 bunkach dochazi ke zvySeni inhibitoru cyklin kinazy p27, ktery muze
inhibovat cyklin dependentni kinazy [40].

Aktivni formou kyseliny retinové, je kyselina all-trans retinova (ATRA), ktera reguluje
rust a expresi genu pomoci dvou transkripénich faktorii: receptor retinové kyseliny (RAR)
a retinoidni receptor X (RXR) [39].

ATRA ma dilezitou roli v imunitnim systému jako je napt. migrace a diferenciace
T lymfocytt, tvorba imunoglobulinu A (IgA) a jeho vyluc¢ovani z B bunék. V THP-1 bunkach
ATRA snizuje syntézu IL-12 a TNF-a, ale zvySuje produkci IL-10. Dale ATRA zvysuje

imunitni odpovéd’ monocytl a makrofagti na bakterialni slozky v organismu [39].
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4.2.2.2 Retinoidni receptor

Jedna se o ligand transkripcniho aktivatoru jadernych hormonalnich receptori. Ma
schopnost vytvaret heterodimery s nékolika jadernymi receptory, které jsou hlavnimi regulatory
signalnich drah [41].

RXR ma také diileZity vliv na metabolické poruchy, ke kterym se fadi diabetes mellitus
2. typu, hyperlipidémie a ateroskler6za. RXR se podili na bunécnych fyziologickych procesech

jako jsou proliferace, diferenciace a apoptoza [41].

4.2.3 Vitamin D3
vyvolava diferenciaci a inhibuje proliferaci monocytarnich bunék, ke kterym patii THP-1
buniky. Pfi diferenciaci diferenciacnim cinidlem VD3 se zvySuje cytoplazmaticky objem
THP- 1 bunék [13] [42].

THP-1 bunky se vyznacéuji vysokou expresi ligandu vitaminu D (VDR) a dobie reaguji
s 1,25-dihydroxyvitaminem D3 (1,25-D3). Expresni VDR je pouzivan jako biomarker
pro progndzu riiznych rakovin jako je naptiklad AML. Pii diferenciaci THP-1 bun¢k pomoci
VD3 se zvySuje exprese CD14 a CD11b. Exprese CD14 je indukovéana na urovni genové
transkripce a vyZaduje syntézu nového proteinu. Exprese CD14 a CD11b se zvySuje béhem 6
hodin po osetfeni 1,25-D3. 1,25-D3 nestimuluje produkei cytokint [42] [43] [44] [45].

1,25-D3 se 1isi od PMA diferencia¢nim fenotypem. 1,25- D3 obsahuje fenotyp stfedni
diferenciace, ktery je typicky pro zraly monocyt. PMA obsahuje diferencovany fenotyp
pro zralé makrofagy. 1,25- D3 podporuje replikaci cytomegaloviru (HCMV) v THP-1
monocytech [46].

Pii diferenciaci THP-1 bun€k se pouziva koncentrace cca 100 nM 1,25-D3. THP-1

bunky jsou obvykle inkubovany Vv kultiva¢nim ristovém médiu po dobu 72 hodin [43].

4.2.3.1 Tvorba vitaminu D3

Vitamin D3 se tvofi zvitaminu D. Vlidské kizi dochazi ke vzniku
7- dehydrocholesterolu, ktery je dale pfeménén na pre-vitamin D3. Pfi hydroxylaci vitaminu
D3 vznika 25- hydroxyvitamin D3 (25 (OH) D3) a poté vznika 1,25- D3 [47].

1,25-D3 reguluje homeostazu vapniku a podili se na obranyschopnosti organismu. Tvofti
se Vledvinach a rozklad probihd v ledvindch a ve stfevé, kde sterol indukuje expresi

24- hydroxylazy. Nadprodukce 1,25-D3 zptisobuje onemocnéni hyperkalcémii, ktera je spojena
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se sarkoidozou, tuberkulézou a riznymi granulomatdznimi a revmatoidnimi artritidami [48]

[43]

4.2.3.2 Struktura vitaminu D3

Struktura vitaminu D3 a jeho metabolitt se sklada z lipofilni struktury, ktera umoznuje
molekulam prochazet biologickymi membranami. Dale se sklada zreceptoru, ktery je
aktivovan pomoci malych lipofilnich molekul. Vznikd doména, kterd obsahuje 40 aminokyselin
nepolarniho charakteru a vaze ligand VDR. VDR je schopny fixovat 1,25-D3. U VDR dochazi
ke zméné¢ struktury z interakce protein-protein na aktivator. VDR tim pfitahuje jaderné proteiny
jako jsou kofaktory a enzymy modifikujici chromatin a dochazi ke zméné na genomickych
lokusech [47].

Chromatinova struktura vitaminu D3 je znazornéna na obr.4.
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Obrazek 4: Chromatinova struktura vitaminu D3: Nahote je znazornéna produkce vitaminu D3
a jeho metabolitd (25 (OH) D3 a 1,25 (OH), D3). Uprostied obrazku je receptor vitaminu D3 (VDR),
ktery vaze genomovou DNA do komplexu s dal§imi proteiny. Spodni a prava ¢ast obrazku znazorfiuje
velikost topologicky asociované domény (TAD) ve vztahu k chromozomim a jadru. (VDR — receptor
vitaminu D, PU.1 — prikopnicky faktor, CTCF — proteiny omezujici genomové oblasti a definuji levou
a pravou hranici TAD). Pfevzato a upraveno z [47].

4.2.3.3 Receptor transkripéniho faktoru in vitro
VDR udrzuje homeostazu vapniku. Exprese VDR je nejvyssi v metabolickych tkani
jako je stievo, ledviny a kost [48]. Pro popis VDR se pouzivaji metody: sekvenovani

chromatinové imunoprecipitace (ChIP-seq) a metoda nediferencovanych THP-1 lidskych
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monocytarnich bunék [47]. ChIP-seq metoda se diive pouzivala k detekci kultury in vitro
a touto metodou se stanovovaly B lymfocyty a burnky kolorektalniho karcinomu [47].

V dnesni dobé se pouziva spiSe metoda nediferencovanych THP-1 lidskych
monocytarnich bun€k. THP-1 bunééna kultura mad vyhodu v neomezeném ristovém
potenciondlu. Aby nedochézelo k zastaveni ristu THP-1 bungk, tak se ke kultufe se pfidava
genomickych vazeb. Nejvice genomickych zmén obsahuji THP-1 buniky po 24hodinové
stimulaci 1,25-D3 [47].

Pokud chceme ziskat zmény THP-1 bunék z celého genomu, pouZivame metodu izolace
regulacnich elementii pomoci formaldehydu (FAIRE-seq). Pii pouziti této metody se zjistilo,
7ze THP-1 bunky obsahuji 62 000 chromatinovych lokust, znichz 9000 lokust bylo
modulovano pomoci 1,25-D3 [47].

4.3 Hodnoceni diferenciace

K vyhodnoceni diferenciace se pouZivaji zivé THP-1 buniky konkrétné jejich fenotyp.
Buiiky jsou obarveny sytoxovou modii a jsou pozorovany v mikroskopu s fazovym kontrastem
pti zvétseni 400x [34].

U THP-1 bun¢k se predevsim stanovuje jejich ptilnavost, tj. adherence bunék. Pokud

zjistujeme adherenci THP-1 bunék, tak musi probehnout kultivace v 6 jamkovych destickach

s koncentraci. Pii1 vysokych koncentracich diferenciacniho ¢inidla se zvysuje pfilnavost THP- 1
bunék. Ptilnavost bun¢k se pocita po jejich diferenciaci jako podil adherentnich bunék [34].
Déle se u THP-1 bunc¢k hodnoti jejich objem cytoplazmy. Ke zvySeni objemu
cytoplazmy dochazi po inkubaci s diferencia¢nim ¢inidlem PMA o koncentraci 8-200 nM [34].
Ve studii Daigneault M. a Julie A. Preston z roku 2010 byly u THP-1 bunék hodnoceny
také lysozomy a mitochondrie. Stav lysozomi a mitochondrii byl hodnocen u THP-1 bungk,
které byly vystaveny ucinktim diferenciacnich ¢inidel VD3 a ,,rested PMA (PMAr). PMAr je
diferenciacni ¢inidlo, ve kterém se THP-1 buniky inkubuji po né&jakou ur¢itou dobu. Poté u nich
dochazi k vyméné média za médium ¢isté, které uz neobsahuje diferenciacni ¢inidlo PMA. Dale
lysozomy a mitochondrie byly hodnoceny u monocyti (Mo) a u monocytu diferencovanych
v makrofagy (MDM). Ve vsech typech bun¢k byly lysozomy obarveny LysoTrackerem

a mitochondrie MitoTrackerem [13].
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Fluorescen¢ni obrazy THP-1 bunék, které byly obarveny barvivem LysoTracker

na lysozomy a barvivem MitoTracker na mitochondrie je znazornéno na obr.5.

VD3 PMAr
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Obrazek 5: Fluorescencni obrazy THP-1 bunck. Modra barva znazortiuje jadro v buiikéch.
Cervena zobrazuje u barviva LysoTracker lysozomy a u barviva MitoTracker mitochondrie. Vitamin
(VD3), ,,rested PMA (PMAr), monocyt (Mo), monocyt diferencovany v makrofag (MDM). Ptevzato
z [13].

Rostouci pocet lysozomi a mitochondrii s makrofagovou diferenciaci na pritokovém

cytometru je znazornéno na obr.6.
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Obrazek 6: Pocet lysozomti a mitochondrii v pritokovém cytometru: Na levém grafu se
zobrazuje stfedni intenzita fluorescence geometrického priméru bunék (MFI-Geo mean) po obarveni
LysoTrackerem v zavislosti na pouzitém diferenciaénim ¢inidle a na pravém grafu je zobrazena stfedni
intenzita fluorescence po obarveni MitoTrackerem V zavislosti na pouzitém diferenciacnim cinidle.
Pfevzato z [13].

K hodnoceni diferenciace THP-1 bun¢k se pouzivaji metody jako pritokova cytometrie,

technika komparativni genové hybridizace (CGH) na mikrocipu a polymerazova tetézova

reakce (PCR).
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4.3.1 Pritokova cytometrie

Priatokovy cytometr je pfistroj, ktery mefi intenzitu fluorescence bunck. Pritokovym
cytometrem prochazi signal na fotodiodu, ktera jej zesiluje a vyhodnocuje strukturu bunék [49].

Pratokovy cytometr ma dva rozptyly: piedni (FS) a bo¢ni (SSC). Ptedni rozptyl nam
popisuje mnozstvi laserového paprsku, ktery prochazi kolem buiiky a popisuje nam relativni
velikost buiiky. Bo¢ni rozptyl méii mnozstvi laserového paprsku, ktery odrazi ¢astice a popisuje
nam vlastnosti bun¢k [49].

THP-1 makrofagy se v prutokové cytometrii vyuzivaji pti méteni volného cholesterolu
a ke zjisténi povrchovych markera [50].

Chceme-li detekovat povrchové markery u THP-1 bunék musime je nejdiive inkubovat
S primarni protilatkou. Nasleduje fixace formaldehydem. Poté dochazi k permeabilizaci bun¢k
a Vv posledni fazi se bunky promyvaji PBS pufrem. Ke znazornéni struktury bunék jsou

piidavany znac¢ené sekundarni protilatky [16].

4.3.2 Analyza komparativni genové hybridizace zaloZené na mikroc¢ipu

Technika komparativni genové hybridizace (CGH) je zaloZena na mikro€ipech, zejména
se jedna o techniku oligonukleotidii s vysokou hustotou, ¢imz se zvysi rozliSeni mapovani
chromozomalnich aberaci. Dale slouzi k identifikaci malych homozygotnich deleci a k uréovani
moznych umisténi tumor-supresorovych genti. Geny pro napft. apolipoprotein E, matricovou
metaloproteinazu 9 a 2 makroglobulin. THP-1 bunky jsou diferencovany pomoci PMA
0 koncentraci 0,2 pum. THP-1 makrofagy reaguji pti koncentraci 5 ng/ml PMA zvySenou expresi

gentl. Koncentrace 10 ng/ml LPS ovliviiuje expresi genti v makrofazich [1].

4.3.3 Analyza exprese genu pro cytokiny THP-1 bunék pomoci polymerazové
retézové reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je metoda, ktera slouzi k detekci nukleové
kyseliny. Z nukleové kyseliny mizeme detekovat gen pro cytokiny u oSetfenych a neoSetienych
THP-1 bunék [16] [36].

Pti identifikaci cytokind izolujeme celkovou RNA z THP-1 bunék. Jako izola¢ni ¢inidlo
se uvadi Trizol. Pufr se sklada z 1 ng celkové RNA a 13 pl (1 pl oligo-dT, 1 ul ANTP a vody
bez ptitomnosti nukleaz). Poté dochazi k zahtivani pufru na 65 °C. Zahtivani probihd cca
5 minut a poté nasleduje ochlazeni ledem cca 1 minutu. Dale se Trizol pufr smicha s pufrem

pro reverzni transkripci, ktery obsahuje 4 pl 5x First-Stand Buffer, 1 ul DTT, 1 ul inhibitoru
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RNAsy a 1 pl reverzni transkriptdzy. Jeden mikrolitr komplementarni DNA (cDNA) byl
amplifikovan pomoci PCR a pomoci primert. Kazdy cyklus cDNA pro cytokiny pusobil 30 s
pii 94 ° C. Dale dochazi k nasedani primerti po 30 s pii 55 ° C a 1 minutu probihala extenze pfti
72 °C. Kone¢ny produkt byl zpracovan na agarézovém gelu [16].

Funkce a diferenciace THP-1 bunék mize byt ovliviiovana fadou faktort jako jsou napf.

kyslik, enzymy a nanocastice.

4.4 VIliv raznych latek a nanomateriali na THP-1 buinky

4.4.1 Vliv a Gcinky kysliku na THP-1 burky

Pfi zjistovani ucinkt kysliku na THP-1 bunky byla ve studii Grodzki a kolektivu z roku
2013 pouzita jejich nediferencovana forma. Nediferencované THP-1 monocyty byly izolovany
Vv kultuie, kterd obsahovala 18-21 % O bez pfitomnosti zivin, redukéni cinidlo
2- merkaptoethanol (2- ME) a sérum. Sérum se do kultury piidava pro zlepSeni
zivotaschopnosti bunék. Kultivace THP-1 bun¢k probihala 48 hodin [51].

Pfi samostatném vyzkumu byli THP-1 bunky vystaveny riznym tlakim kysliku. Bylo
zjisténo, ze tlak kysliku neovliviiuje proliferaci THP-1 bunék, ale zmény nastavaji pti prechodu
O2 z hyperoxického do normoxického prostiedi a dochazi ke zménam v metabolické aktivité
u nediferencovanych a diferencovanych THP-1 bunék [51].

Pri pridani diferencia¢niho cinidla PMA dochéazi u diferencovanych THP-1 bunék
ke zvyseni jejich metabolické aktivity [51].

Kromé THP-1 bunék jsou vlastnosti ostatnich myeloidnich bunék nejvice ovlivnény
V hypoxickém prostfedi. Zmény v tomto prostfedi nastavaji pfi expresi chemokininovych

receptort, sekreci cytokint, adhezi, migraci, pti fagocytoze a zivotnosti bun¢k [51].

4.4.2 Vliv enzymu p-hexosaminidazy na THP-1 burnky

Enzym B-hexosaminidaza se uvoliluje z makrofagli. Reakce tohoto enzymu spociva
v degradaci okolni tkané vlivem zanétlivé odpovédi organismu. Tento enzym se uvoliiuje
tlakem kysliku, 2-ME a sérem [51].

Pii zjiStovani hladiny B-hexosaminiddzy byli THP-1 bunky vystaveny kysliku.
Pti hodnoté kysliku 5 % se snizuje mnozstvi f-hexosaminidazy. Ke snizeni mnozstvi enzymu,
také dochazi pfi odstranéni 2-ME a séra z kultury. Nejvyssi hladiny enzymu byly dosazeny
Vv kulturach s 18 % kyslikem a s 24hodinovou inkubaci [51].

35



4.4.3 Ukinek etoposidu a kurkuminu

Etoposid (VP16) patfi mezi protinadorova léciva a pouziva se k 1é¢bé chemoterapii
umalignich onemocnéni. Uginek etoposidu spoéivd ve zlomu dvoufetézové DNA.
Mitochondrie reaguji na toto poskozeni uvolnénim cytochromu C. Uvolnény cytochrom C vaze
faktor, ktery aktivuje apoptickou proteazu (Apaf-1). Proteaza nasledné aktivuje kaspazu-9
a postupné jsou takhle aktivovany dalsi kaspazy az ke kaspazam-3 a 2. Dale dochazi k aktivaci
NF-xfp a TNF-a [52].

Lécivo kurkumin pii apoptdze u THP-1 bunck aktivuje mitogenni aktinové kinazy JNK,
ERK a také spousti mediatory proteint c-Jun a Jun B. Protein Jun B potlac¢uje nador u chronické

myeloidni leukémie [23].

4.4.4 Vliv vitaminu C na THP-1 buiky

Vitamin C ma antioxidaéni G¢inky. SniZuje riziko mozkové mrtvice
a kardiovaskularnich chorob. Vitamin C reguluje imunitni odpovéd, prezentaci antigenu,
chemokinind, transkripéni regulace a transport cholesterolu. V THP-1 buiikach se vitamin C
akumuluje uvnitt bunék a ovliviiuje jejich bunéény cyklus, a to pfedevsim replikaci DNA
a organizaci chromozomu [53].

Intracelularni koncentrace vitaminu C v THP-1 buiikach se pohybuje mezi 20-80 uM béhem

8 az 48 hodin [53].

4.4.5 Vliv nanocastic na THP-1 bunky

4.45.1 Nanocastice platiny

Nanocastice platiny (PtPN) maji antioxida¢ni ucinek a jsou schopny vychytavat
reaktivni formy kysliku (ROS). Nanocastice vykazuji omezenou toxicitu. Toxicita u bunék se
mize projevit napf. oxida¢nim stresem, poskozenou DNA nebo zastavenim bunécného cyklu.
Nanocastice platiny u THP-1 bun€k zvySuji adhezi a fagocytézu. Pokud jsou nanocastice
potazené citratem, tak se u PtPN zvySuje jejich cytokompatibilita, ale nenarusuje se pribéh
indukce u diferencovanych THP-1 makrofagt in vitro [38] [54].

Ve studii Gatto Francesca a Roberta Cagliani z roku 2017 byl popsan tcinek PtPN
na THP-1 bunkach. THP-1 buriky byly kultivovany, a poté bylo piidano ke kultufe ¢inidlo PMA
50 pg/ml. THP-1 bunky se po piidani diferencia¢niho ¢inidla pokryvaly 5 nm vrstvi¢kou PtNP
po dobu 24 hodin. Diferenciace THP- 1 bunék probihala po dobu 3 dnii v PMA. V kone¢ném

stadiu se THP-1 bunky pozorovaly pomoci konfokalni mikroskopie a transmisni elektronové
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mikroskopie (TEM). Kde se zjistilo, ze PtPN neovliviiuji vnitrobuné¢nou strukturu u THP-1
bunék [38].

Konfokalni a transmisni obrazy THP-1 bun¢k jsou znadzornény na obr.7.
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Obrazek 7: Snimky konfokalni a transmisni elektronové mikroskopie snimky neoSetienych
a osetfenych diferencovanych THP-1 bunck. Osetfeni bunék se provadi pomoci PMA. Neosetfené
buriky (A), oSetfené buiiky (C). Barveni pomoci faloidinu (zelen€) zvyraziiuje cytoskelet po diferenciaci

makrofagii indukované PMA (A, C). TEM ukazuje intracelularni strukturu v neosetfenych buitkach
THP-1 (B) a osetfenych PINP (D). Pievzato z [38].

Nanocastice platiny (PtNP) maji vyznam v automobilovém, chemickém,
biomedicinském a zpracovatelském primyslu. Katalyza Pt se pouziva v hydrogena¢nich

reakcich, pfi oxidaci organickych kyselin a oxidu uhelnatého [54].

4.45.2 Karboxylové nanodiamondy

Mezi dal$i nanocastice patii karboxylové nanodiamondy. Ve studii Knotigova Pavlina
Turanek a Josef Masek z roku 2019 se sledoval vliv karboxylovych nanocastic na THP-1
bunky. Nanodiamondy (ND) se pouzivaji jako nosice 1é¢iv a sond pro aplikace in vitro / in vivo.
THP-1 buriky se zjist'uje toxicky vliv nanocastic ND [55].

ND mutizou zpusobit zménu v konformaci proteinit jako jsou: receptory, enzymy,
strukturalni proteiny, hormony a bunécné signalizacni molekuly. Pfi zvySeni koncentrace ND
Vv organech jako jsou plice, slezina, ledviny a jatra, mohou zplisobit zanét az patologicky stav

tkani a organu [55].
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4.45.3 Velmi malé superparamagnetické ¢astice oxidu Zeleza

Velmi malé¢ superparamagnetické castice oxidu zeleza (VSOP) mohou byt
intracelularné vazany v THP-1 monocytech a makrofazich. U proteoglykanovych GAG fetézci
se VSOP pouzivd ke zkoumani toxickych ucinkli téchto nanocastic, které jsou pokryté
vrstvi¢kou citratu [56].

Extracelularni a membranové proteoglykany jsou syntetizovany v THP-1 bunkéach.

VSOP u THP-1 buné¢k nezpiisobuje apoptdzu ani zhorSeni Zivotaschopnosti bunék [56].

4.4.6 Sallmonella Typhimurium a jeji vliv v THP-1 buiikach

Salmonella enterica serovar Typhimurium je bakterie, ktera zptisobuje gastroenteritidu.
Makrofagy detekuji salmonelu pomoci molekularnich vzorti asociovanych s patogenem
(PAMP) a LPS. LPS je soucasti vngjsi membrany salmonel. Dalsim znakem salmonel je
flagelin a slozky sekre¢niho systému [57].

Salmonely jsou schopné v THP-1 buinikdch vyvolat bunéénou smrt. Bunécna smrt
nastava pii vysokych koncentracich PMA tj. 50 ng/ml. Pii pouziti koncentrace (20 ng/ml) PMA
nedochazi u THP-1 k bunééné smrti. Pti pouziti vitaminu D3, dochazi k aktivaci NADPH
oxidazy, ktera omezuje rst salmonel v THP-1 burikach [57] [58].

Pro hodnoceni smrti bunék THP-1 se pouziva barvivo propidium jodid. Toto barvivo
je nepropustné pro membrany, tim ndm umoziuje rozlisit zivotaschopné buiiky od umirajicich

bungk [57].

4.5 Vyhody a nevyhody pouziti bunécné linie THP-1

Mezi vyhody bunééné linie THP-1 patii napi. homogenni genetické pozadi, které
minimalizuje variabilitu ve fenotypu bunck, umoziuje genetickou modifikaci transfekei gend,
sjednocuje protokoly pro déleni bun€k na rizné typy makrofagi. Dalsi vyhodou je doba
diferenciace a kultivace bun¢k. Buné¢na linie mtze byt kultivovana in vitro az mésice beze
zmeény jejich aktivity. Primérna doba zdvojnasobeni bunék se uvadi 35-50 hodin. Builky se
mohou i ztrojnasobit do 3 dnl v pfitomnosti média RPMI 1640 s 10% FBS. Velkou vyhodou
THP-1 bunék je, Ze neobsahuji zadné infekéni viry, a proto je jejich pouziti bezpeéné [12] [31].

Negativni vliv na testovani THP-1 bunck maji bioaktivni slou€eniny Vv potravé, 1éky
a chemické slouc¢eniny, tyto latky mohou zpusobit zvySenou citlivost na LPS. THP-1 bunky
jsou velmi citlivé na kultivaci. Monovrstvy bun¢k v suspenzi mohou podléhat déleni bun¢k

v disledku netplnosti kultivaénich podminek, a tim ovliviiuji vysledek reakce [12] [31].
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace je popis charakterizace, kultivace a diferenciace bunééné
linie THP-1. Je zde popsana i problematika monocytti a makrofagu.

Dale zde popisuji zmény, které nastavaji v THP-1 bunkach pii jejich diferenciaci
z monocyti na makrofagy. Diferenciace THP-1 bunék probiha pfi ptidani diferencia¢nich
¢inidel jako jsou naptf. PMA, RA, vitamin D3. Zmény jsou patrné v cytoplazme, adhezi
a morfologii bunék. Zminuji, zde i vliv nékterych faktort, které ovliviuji funkci, morfologii
a diferenciaci. Mezi takové faktory patii apoptdza, O., enzymy, nanocastice a bakterie
Salmonela Typhimurium.

K detekci diferenciace THP-1 bunék se pouzivaji méfici pfistroje, ke kterym patii
pratokova cytometrie, CGH zalozena na mikro¢ipu, PCR v realném cCase. Nejpouzivanéjsi
metodou je pritokova cytometrie. Pratokova cytometrie u THP-1 buné¢k se pouziva
ke stanoveni volného cholesterolu z makrofagi a pii vySetieni povrchovych markert. Metodou
PCR v redlném case je mozné detekovat zmény v expresi genti pro cytokiny v THP-1 buiikéch.

V zavéru bakalaiské prace jsou zminény vyhody a nevyhody THP-1 bunék. Vyhodou
je, ze THP- 1 buné¢na linie vytvaii homogenni genetické pozadi. Muze byt kultivovana in vitro
az mésice beze zmén jeji aktivity a pouzivani bunécné linie je bezpecné, protoze THP-1 bunky
neobsahuji infek¢éni viry a produkty. Jejich obrovskou nevyhodou je vyrazna citlivost

na kultivaéni podminky, ¢imz mize dochazet k ovlivnéni vysledk reakce.
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