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Souhrn

Geranylovany flavanon diplakon je latka izolovana
z Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud. (Paulownia-
a také vysokou lipofilitu a nizkou rozpustnost ve vode¢.
Jako modelova molekula byl proto pouzit k inkorpo-
raci do glukanovych castic (GP) s cilem zvysit jeho
potencialni biodostupnost. GP jsou v principu duté
schranky pfipravené ¢isténim kvasinek Saccharomy-
ces cerevisiae pro ziskani bunééné stény, obsahujici
prevazné B-(1—3)/B-(1—6) glukan. Cilem prace je
porovnat antiflogistické pisobeni kompozita dipla-
konu a glukanového nosice s pisobenim samotné
latky, samotnych glukanovych castic a fyzické smési
¢istych glukanovych c¢astic s ¢istym diplakonem. Na
bunécéné linii odvozené z lidskych leukemickych mo-
nocytl THP1-XBlue™-MD2-CD14 byla simulovana
zanétliva reakce stimulaci bunék lipopolysacharidem
(LPS) z Escherichia coli. Kompozity GP a diplako-
nu signifikantné snizily aktivitu prozanétlivych tran-
skrip¢nich faktort nuklearniho faktoru kB (NF-«xB)
a aktivatorového proteinu 1 (AP-1) v porovnani s Cis-
tou latkou.

Klic¢ova slova: AP-1 « diplakon * enkapsulace ¢ glukano-
vé castice * NF-kB « zanét
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Summary

Geranylated flavanone diplacone is a flavanone iso-
lated from Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud.
(Paulowniaceae) with anti-inflammatory and antioxidant
properties, nevertheless showing high lipophilicity and
low solubility in water. Diplacone was therefore used as
a model molecule for incorporation into glucan particles
(GPs). GPs are prepared by intensive washing of yeast
(Saccharomyces cerevisiae) leading to hollow shells
consisting of B-(1—3)/p-(1—6) glucan mainly. The aim
of this study was to compare anti-inflammatory potential
of GPs-diplacone composites with the compound itself,
GPs themselves and the physical mixture of GPs and
diplacone. The cell line THP1-XBlue™-MD2-CD14
derived from human leukemic monocytes was stimulated
with lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli to
trigger inflammatory reaction. The composites of GPs
with diplacone significantly decreased the activity of
pro-inflammatory transcription factors nuclear factor kB
(NF-xB) and activator protein 1 (AP-1).

Key words: AP-1 « diplacone * encapsulation ¢ glucan
particles « NF-kB ¢ inflammation

Uvod

Terapie zanétlivych onemocnéni je stale aktualnim té-
matem. V soucasné dobé roste vyskyt chronickych za-
nétlivych onemocnéni a 1é¢ba je Casto problematicka.
1é¢iv je pozorovana cela fada nezadoucich ucinkd. U spe-
cifictejsi biologické 1écby je hlavnim problémem vysoka
cena, tyto latky se tak drzi na prednich ptickach nejdraz-
Sich distribuovanych 1é¢iv"-?. Tento stav vede k myslen-
ce financné dostupné cilené terapie s co mozna nejmen-
§im vyskytem nezadoucich u¢inkti a nabizi se i hledani
potencialnich 1é¢iv v piirodnich zdrojich. Mezi jedny
z nejstudovangjSich zastupcti sekundarnich metaboliti
biodostupnost vSak miize byt nizka, a proto by jejich za-
cileni na imunitni systém mohlo vést k vyssi efektivite
1é¢by?.
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Prikladem snadno dosazitelného a finanéné nenaroc-
ného zdroje pro tvorbu cileného nosice latek mohou byt
B-glukany. Ty se vyskytuji v mnoha ptirodnich zdrojich,
nachazime je i v patogennich mikroorganismech, na-
ptiklad v Candida albicans. Z rostlinnych zastupcu je
vyznamnym zdrojem Avena sativa L. (Poaceae) nebo
Hordeum vulgare L. (Poaceae). Dale jsou nachazeny
v houbach, jako naptiklad Grifola frondosa, Lentinus edo-
des, Pleurotus ostreatus, Sclerotinia sclerotiorum a Schi-
zophillum commune, ¢i v kvasinkach Saccharomyces
cerevisiaeV. V zavislosti na zdroji B-glukanu se 1isi jeho
struktura a s ni souvisejici u¢inky. V p-glukanech obilo-
vin se nachazeji glykosidické vazby B-(1—3) a B-(1—4)
s prevazujici rozpustnou slozkou. U takto strukturova-
nych B-glukant jsou popisovany spiSe pozitivni ucinky
na metabolismus, zejména sniZzeni hladiny cholestero-
lu¥ a glukézy v krvi®. Na rozdil od obilovin pfevazuje
v houbéch slozka nerozpustna a B-glukan v nich obsaze-
ny se nazyva také heteroglukan, protoze obsahuje vazby
B-(1-3)/B-(1—-4) i B-(1-3)/B-(1—06). V piipadé S. ce-
revisiae se jedna ptevazné o p-(1—3)/B-(1—6) glukan?.
U B-glukant s B-(1—3)/B-(1—6) glykosidickou vazbou
byly prokdzany imunomodulac¢ni a protizanétlivé Gcinky.
Tyto B-glukany ovliviiuji reakce vrozené imunity, na-
priklad pomoci aktivace makrofagti. Tim spousti fago-
cytézu nezadoucich ¢astic a patogentl a prostiednictvim
lysozomalnich enzymui pak dochazi k jejich rozkladu.
Stimuluji také uvolnéni zanétlivych cytokind a dalSich
mediatorti, pfedevs§im oxidu dusnatého a peroxidu vo-
diku. Pfedstavuji také jednu z klicovych molekul, které
jsou rozpoznavany neutrofily pfi napadeni organismu
patogenem, a fadi se tak mezi molekularni struktury aso-
ciované s patogenem, tzv. PAMPs (patogen associated
molecular patterns)®. Interakce B-glukanu s bunéénym
povrchem makrofagti, NK (natural killer) bunék a neu-
trofild je zavisla na struktute a pivodu jednotlivych typi
B-glukanu. Pusobeni je rovnéz zavislé na rozpustnosti
a velikosti molekuly pouzitého glukanu, coz ovliviu-
je aktivaci nebo inhibici signalnich drah, kdy rozdil-
né formy B-glukanu mohou ptisobit na dané receptory
agonisticky nebo antagonisticky® ¥. Pfedpoklada se, ze
B-(1—3)/B-(1—6)-glukany ovliviiuji imunitu prostied-
nictvim interakce s M-bunikami v Peyerovych placich
a naslednym efektem na produkci cytokint. Dale je moz-
né i vychytavani glukanovych ¢astic stfevnimi makrofa-
gy, které je nasledné transportuji do kostni dfené, sleziny
a lymfatickych uzlin. V kostni dfeni mohou byt predlo-
zeny granulocytim?.

Jak jiz bylo vySe zminéno, glukanové Castice jsou
schopné interagovat s fagocytujicimi buiikami imunitni-
ho systému, a z tohoto diivodu skryvaji velky potencial
jako nosice 1€Civ pro cilenou terapii zaméfenou pravé
na tyto buitky'?. Pro vytvofeni nosiCe se ¢asto vyuZzivaji
B-glukanové Castice ze S. cerevisiae. Tyto mikrosféric-
ké glukanové schranky mivaji velikost 2—4 pm a jsou
tvofené hlavné fetézci glukdzovych jednotek!?. Buné¢né
stény S. cerevisiae obsahuji 85 % B-glukand s prevazné
B-(1—3), ale i B-(1—6) glykosidickou vazbou. Hlavni
stavebni jednotky, linearni B-(1—3) fetézce, obsahuji

okolo 1500 glukézovych jednotek, postranni rozvétvené
B-(1—6) fetézce mivaji v priméru 350 jednotek a slouzi
jako elastické pojivo stény. Bunééna sténa S. cerevisiae
dale obsahuje cca 15 % mannoproteinu, nachazejiciho se
na vng&jsi strané bunééné stény, a 1 % chitinu slozeného
z jednotek N-acetyl-glukosaminu, ktery pfispiva k ne-
rozpustnosti bunééné stény ve vode a nachazi se na jeji
vnitini strané''?. Za pfispéni mannoproteinu a kovalent-
nich vazeb propojuje chitin jednotlivé slozky do bunécné
stény kvasinek”. Pti upravé kvasinky za ucelem tvorby
glukanovych ¢astic (GP) dochazi k odstranéni vétsiny or-
ganel a neglukanovych slozek bunééné stény. Vznika tim
duta schranka ptipravena k dal§imu pouziti.

Cilenou terapii zanétu v souvislosti s vyuzitim GP ze
S. cerevisiae jakonosice se zabyvalatada studii, které vSak
pro inkorporaci vyuzivaly zejména makromolekularni
latky typu siRNA'". Z nizkomolekularnich latek, in-
korporovanych do GP ze S. cerevisiae, 1ze zminit na-
ptiklad kurkumin vyskytujici se v kofenech Curcuma
longa L. (Zingiberaceae), ktery ma vyznamné protiza-
nétlivé a antioxidaéni U¢inky, avSak Spatnou biodostup-
nost. Plavcova et al. porovnavali pusobeni kurkumi-
nu, GP, jejich fyzické smési a kompozitu na modelu
zanétu vytvofeného stimulaci THP1-XBlue™-MD2/
CD14 bun¢k LPS z E. coli a prokazali, Ze po inkorpo-
raci kurkuminu do GP doslo k vyraznéjSimu sniZeni
aktivity transkripénich faktord NF-xB/AP-1 v porovna-
ni s pisobenim samotného kurkuminu. Doslo také ke
snizeni sekrece prozanétlivych cytokini — tumor ne-
krotizujiciho faktoru (TNF-a) a interleukinu (IL) 1.
Po inkorporaci doslo také ke zvySeni antioxidacnich
vlastnosti materialu'. Pro vytvofeni kompozitu pro
cilenou terapii na makrofagy pouzili Chen et al. tylo-
forin malat (NK007). Takto pfipraveny kompozit snizil
sekreci TNF-a na bunécéné linii RAW 264.7, ktera byla
inkubovéna s kompozity a nasledné stimulovana LPS.
Pro in vivo studii vyuzili model akutni kolitidy induko-
vané dextran sodium sulfatem sodnym u BALB/c mysi,
kterym byly kompozity podavany oralni sondou. U mysi
1é¢enych inkorporovanou latkou NK007 doslo k mensi-
mu ubytku hmotnosti, délka stieva byla delsi v porov-
nani s kontrolni skupinou, také doslo k ovlivnéni tvorby
otoku a infiltrace zanétlivych bunék. Spojeni modelové
latky NK007 a glukanového nosice se projevilo jako vy-
hodné pro 1é¢bu kolitidy se zam&fenim na makrofagy'®.
vitro potencialu geranylovaného flavanonu diplakonu,
samotnych glukanovych ¢astic ze S. cerevisiae, jejich
fyzické smésiakompoziti tvorenych diplakonem inkor-
porovanym do glukanovych ¢astic. Diplakon (obr. 1)
je latka izolovana z Paulownia tomentosa (Thunb.)
Steud. (Paulowniaceae) a byl vybran jako modelo-
va latka na zakladé predeslych studii, ve kterych se
projevil pfedevsim jeho protizanétlivy potencial a an-
tioxida¢ni piasobeni in vitro 1 in vivo's'®. Samotny
protizanétlivy efekt testovanych vzorkl byl stanoven
na zaklad¢ inhibice aktivity transkripCnich faktort
NF-«B a AP-1, které hraji dilezitou Glohu béhem za-
nétlivé reakce'® 29,
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Obr. 1. Strukturni vzorec diplakonu

Pokusna ¢ast

Materidal

RPMI 1640 médium, fosfatovy pufr (PBS) a penici-
lin 100 U/ml/streptomycin 100 mg/ml byly zakoupeny
od firmy Biosera, Francie. Erythrosin B, referencni lat-
ka prednison a lipopolysacharid (LPS) izolovany z E.
coli O111:B4 byly pofizeny od Sigma-Aldrich, Némec-
ko. Fetalni bovinni sérum (FBS) bylo pofizeno od firmy
HyClone, USA. Detekéni ¢inidlo QUANTI-Blue™ bylo
zakoupeno od Invivogen, USA.

Glukanové ¢éastice (GP) a kompozity byly pfiprave-
ny upravou pekaiského drozdi ze S. cerevisiae znacky
Pakmaya® na Vysoké Skole chemicko-technologické
v Praze, jak bylo popsano diive®".

Diplakon byl izolovan na Ustavu pfirodnich 1é&iv
(UPL) Farmaceutické fakulty Veterinrni a farmaceutic-
ké univerzity v Bmé z plodld P. fomentosa. Jeho Cistota
byla stanovena pomoci vysokoucinné kapalinové chro-
matografie (HPLC) na minimalné 95 %> 2.

In vitro kultivace bunécnych kultur

Bunécna linie lidskych leukemickych monocytti THP1-
-XBlue™ MD2/CD14 (Invivogen, USA) byla kultivova-
na v RPMI 1640 médiu s obsahem s obsahem penicilinu
(100 U/ml)/streptomycinu (100 pg/ml) a 10% FBS (dale
jen kompletni médium) v inkubatoru o konstantni teploté
37 °C a stabilni hladin¢ CO, 5 %. PrlibéZn¢ byla sledovana
viabilita pomoci barveni bunécné suspenze erythrosinem
B a pocitani v Biirkerové komtrce pod svételnym mikro-
skopem. Pro experimenty byla pouzivana bunééna suspen-
ze o viabilit€ > 95 %. Bunky byly pravidelné pasazovany
a bylo jim pfidavano Cerstvé kompletni médium.

Priprava vzorkii

Glukanové c¢astice a kompozity byly navazeny, nafe-
dény v médiu bez séra (medium-free medium — SFM)
na koncentraci 6,74 mg/mlL, zvortexovany a zhomoge-
nizovany pomoci mixéru Ultra-Turrax T8 (IKA-Wer-
ke, Némecko). Po dobu 5 min byly ponofeny do vodni
ultrazvukové 1azné a pied finalnim fedénim do SFM byly
opét zvortexovany. GP byly testovany v koncentracich
670 pg/ml a 67 pg/ml. Kompozity GP a diplakonu byly

pfipraveny ve tfech variantach s riznym vahovym pomé-
rem diplakonu vici ¢istym GP — 0,063 % w/w, 0,013 %
w/w a 0,63 % w/w. Testované suspenze kompozitli v mé-
diu pak odpovidaly slozenim 670 pg/ml GP a 1 uM
diplakonu (0,063 % w/w), 670 pg/ml GP a 0,2 uM di-
plakonu (0,013 % w/w) a 67 pg/ml GP s 1 uM diplako-
nem (0,63 % w/w). Diplakon i prednison byly pfipraveny
stejnym zpusobem, tj. ve formé suspenze v médiu, ale
byly nafedény na koncentraci 1 uM, v ptipadé¢ diplakonu
1 0,2 uM. Fyzické smési byly ptipraveny ad hoc, kdy se
suspenze GP a diplakonu pfidaly k buiikdm v mnozstvi,
které odpovidalo testovanym kompozitim. VSechny po-
uzivané koncentrace byly pro pouzitou bunéénou linii
vyhodnoceny jako netoxické.

Morfologie vzorkii

Pripravené cCisté glukanové Castice i kompozity s dipla-
konem byly nejprve charakterizovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Castice byly pokoveny
Snm vrstvou zlata v pfistroji Emitech K550X (Quorum
Technologies, Velka Britanie) a snimany pomoci mikrosko-
pu JCM-5700 (Jeol, Japonsko). Nasledné byly zkontrolo-
vany pomoci optické mikroskopie v prochazejicim svétle
i pomoci fluorescencni mikroskopie. Snimky byly potizeny
invertovanym mikroskopem Olympus IX81s objektivem
UPLSAPO 40% (Olympus Corporation, Japonsko) a fluo-
rescence byla excitovana svétlem v rozsahu 330-385 nm
a snimana ve svétle s vinovou délkou nad 420 nm.

Vyhodnoceni obsahu diplakonu v glukanovych Casticich

Enkapsulovany diplakon byl z glukanovych ¢astic ex-
trahovany pomoci methanolu, jak bylo popsano diive'”.
Nasledné byla koncentrace vyextrahovaného diplakonu
analyzovana pomoci HPLC. Struéné: Agilent 1100 DAD
(Agilent, Némecko), kolona Ascentis Express RP-Amide
(100 x 2,1 mm, 2,7 um) (Supelco, USA), prutok 0,3 ml/
min, gradient acetonitrilu a 0,2 % HCOOH, 0. minuta
10 % acetonitrilu, 36. minuta 100 % acetonitrilu. Teplota
kolonového bloku 40 °C, detekce A 280 nm, nastiik 1 pl.

Modifikace aktivity transkripénich faktoriit NF-xB a AP-1
Pied kazdym experimentem byl dany objem bunééné
suspenze s potiebnym poctem bun¢k odstfedén, promyt
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PBS a pienesen do Cerstvého RPMI 1640 média bez
obsahu FBS (SFM). Ve vsech piipadech bylo na jed-
nu jamku v 96-jamkové mikrotitracni desticce pouzito
50 000 bunék. Buiiky THP1-XBlue™-MD2/CD14 byly
poté inkubovany v inkubétoru o konstantni teploté 37 °C
a stabilni hladiné oxidu uhli¢itého 5 % s testovanym ma-
teridlem po dobu 1 h. Nasledné k nim byl ptfidan LPS
rozpustény v PBS, fedény do SFM, ve finalni koncentraci
1 pg/ml. Po 24 h inkubace byla mikrotitracni desticka
odstfedéna a aktivita NF-kB/AP-1 byla vyhodnocena

pomoci QUANTIBlue™ ¢inidla dle doporu¢eni vyrobce.

Statistické vyhodnoceni

Pii experimentech byly latky testovany v triplikatech
s pfitomnosti pozitivni kontroly v podobé bunécné sus-
penze v SFM s obsahem 1 pg/ml LPS, negativni kont-
roly bez LPS a reference s ptidavkem LPS a predniso-
nu. U kazdé hodnoty byl odecten vliv pozadi a vysledky
byly pfepocitany na procenta, kdy 100 % tvofila pozi-
tivni kontrola. Data byla dale zpracovana v programu
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, USA). Odleh-
¢ hodnoty byly odstranény metodou ROUT s parame-
trem Q = 1 %. Pro zjisténi signifikantnich rozdilt byla
provedena jednofaktorova analyza rozptylu (one-way
ANOVA) s Bonferroniho korekci mnohocetného srovna-
vani s 95% intervalem diivéryhodnosti. Z takto uprave-
nych dat byl vytvofen graf.

Vysledky

Hlavnim cilem prace bylo posoudit vliv inkorporace
diplakonu do GP porovnanim jeho ptisobeni s fyzickou
smési GP + diplakon a samotnym diplakonem. Povr-
chova morfologie pripravenych glukanovych ¢astic byla
skenovana pomoci SEM (obr. 2). Velikost a tvar pfipra-
venych glukanovych ¢astic odpovidal kvasinkovym oba-
Iim. Kompozity s diplakonem byly sledovany pomoci
optické a fluorescenéni mikroskopie, kde byla pozoro-
vana homogenni enkapsulace diplakonu v glukanovych
Casticich (obr. 3). Obsah enkapsulovaného diplakonu
v Casticich byl stanoven pomoci HPLC a jeho hmotnostni
zastoupeni uspokojivé odpovidalo pfedem pozadované
koncentraci diplakonu v kompozitech (tab. 1).

Pfi experimentu analyzujicim vliv na aktivitu tran-
skripénich faktori NF-kB/AP-1 byl efekt ptiprave-
nych kompozith vyrazné vyssi v porovnani s ostatnimi
analyzovanymi vzorky (obr. 4). Po inkorporaci doslo

ke zlepSeni potencialnich protizanétlivych vlastnosti
testované latky.

Ve vsech sledovanych skupinach byla pozorovéna in-
hibice NF-«kB/AP-1 aktivity se signifikantnim rozdilem
oproti pozitivni kontrole. Pfi porovnani signifikantnich

10kV  X4,000 S5pm 08 30 SEI

Obr. 2. Pripravené glukanové castice z pekarskych kvasinek
S. cerevisiae — skenovaci elektronova mikroskopie. Tvar

a velikost odpovida kvasinkam a vrdscita morfologie castic je
zpuisobena odstranénim vnitiniho obsahu bunék a naslednym
ususenim cdstic pomoci lyofilizace.

ooy it A A

[ Y R D

Obr. 3. Pripravené glukanové Cdstice z pekarskych kvasinek S.
cerevisiae — optickd mikroskopie

A — cisté glukanové Castice v prochazejicim svetle, B — Cisté
glukanové castice ve fluorescenci, C — kompozity glukanovych
Castic v prochazejicim svétle, D — kompozity glukanovych
castic ve fluorescenci

Tab. 1. Vyhodnoceni obsahu diplakonu extrahovaného z pripravenych kompozitii

Obsah diplakonu byl méren 3krat pro kazdy typ kompozitu; SD predstavuje smérodatnou odchylku. Kompozit 670/1 = kompozit ze
670 ug/ml GP a 1 uM diplakonu, kompozit 670/0,2 = kompozit ze 670 ug/ml GP a 0,2 uM diplakonu, kompozit 67/1 = kompozit

ze 67 ug/ml a 1 uM diplakonu.

Vzorek Plianované % (w/w) diplakonu Naméiené % (w/w) diplakonu

v glukanovych ¢asticich v glukanovych ¢asticich £ SD
kompozit 670/1 0,063 0,0533 +0,0001
kompozit 670/0,2 0,013 0,0151 £ 0,0008
kompozit 67/1 0,63 0,97 = 0,05
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Obr. 4. Srovnani NF-kB/AP-1 inhibicni aktivity kompozitii s fyzickou smési a jejimi slozkami

Hodnoty v grafu vyjadiuji primeér + SEM.

LPS = lipopolysacharid; GP = glukanové castice, smés 670 + 1 = 670 ug/ml GP + 1 uM diplakon, smés 670 + 0,2 = 670 ug/ml
GP + 0,2 uM diplakon, smés 67 + 1 = 67 ug/ml GP + 1 uM diplakon, kompozit 670/1 = kompozit ze 670 ug/ml GP a 1 uM
diplakonu, kompozit 670/0,2 = kompozit ze 670 ug/ml GP a 0,2 uM diplakonu, kompozit 67/1 = kompozit ze 67 ug/ml a 1 uM
diplakonu, POZITIVNI KONTROLA = samomé LPS 1 ug/ml, NEGATIVNI KONTROLA = bez LPS

* yyjadruje signifikantni rozdil vztazeny k POZITIVNI KONTROLE, # vyjadiuje signifikantni rozdil mezi vyznacenymi skupinami,

B p < 0,0001 *p < 0,1, **p < 0,01, ****p < 0,0001

rozdilti mezi jednotlivymi testovanymi materialy (mysleno
kompozit, smés, GP, diplakon) doslo ve vsech pfipadech
k rozdilu mezi ptisobenim samotného diplakonu a jemu
odpovidajicimu kompozitu. Na druhou stranu, rozdil mezi
plsobenim kompozitu a fyzické smési, pfipravené pros-
tym smichanim glukanovych ¢astic se suspenzi diplakonu
v danych koncentracich, nebyl ve vétsing pfipadu statistic-
ky signifikantni. Jedinou skupinou, ve které byl statisticky
signifikantni rozdil mezi plsobenim pfipravené¢ho kom-
pozitu a vSech dalsich sledovanych skupin véetné fyzické
smési, je kompozit slozeny z koncentrace 67 pg/ml GP
a 1 uM diplakonu. Pii srovnani kompozitu s vyssi koncent-
raci GP (670 pg/ml) a stejnou koncentraci diplakonu (1 uM)
miZeme pozorovat sice vyraznéjsi snizeni aktivity NF-xB/
AP-1, ale pro posileni efektu stejné koncentrace diplakonu
poslouzila i nizs§i koncentrace glukanovych ¢astic. Zde je
vidét, Ze vysledek byl zavisly na koncentraci GP. Porovna-
ni psobeni pouze kompozitl ukézalo jejich efekt umérny
jejich koncentraci, tedy kompozity s nejvyssi koncentraci
(670 pg/ml/1 uM) nejvice snizily aktivitu transkripénich
faktori NF-kB/AP-1 a kompozity s niz§i koncentraci GP
mély efekt nejnizsi. Vliv na Gi¢inek méla i pouzita koncen-
trace diplakonu inkorporovaného do glukanového nosice,
coz vyplyva z porovnani piisobeni kompozitli s koncentra-
ci 670 pg/ml GP a diplakonem inkorporovanym ve vyssi

aniz§i koncentraci. Procentualni rozdil mezi témito dvéma
kompozity se pohybuje kolem 10 %. Vliv koncentrace GP
byl patrny i pfi porovnani fyzickych smési. Smés s obsa-
hem 670 ug/ml GPa 1 uM diplakonu vykazala téméf dvoj-
nasobny efekt ve srovnani se smési, ve které byly GP pou-
ze v koncentraci 67 pg/ml. Aktivita smési byla podobna
jako aktivita ¢istych GP, pfitomnost diplakonu vyslednou
aktivitu zvySovala pouze nevyznamng.

Diskuse

B-glukany jsou sledovany pro své imunomodulaéni pti-
sobeni® a schopnost ovlivnit butiky imunitniho systému
v souvislosti se zanétem®, 1é€bou ran* nebo prevenci
infekci®®. Jsou ve stfedu zajmu pro jejich pouziti jako
nosice pro bioaktivni latky cilené na makrofagy — bun-
ky imunitniho systému. B-glukany byly jiz diive pouzity
a testovany jako nosi¢e nanocastic'?, vysokomolekular-
nich latek (RNA, DNA, proteintl)'*?? i nizkomolekular-
nich latek, jako je naptiklad rifampicin®® nebo vybra-
né ptirodni slouceniny'* 2. Jejich vyuziti jako nosi¢u
v kombinaci s jejich vlastnimi G¢inky vedlo k myslence
vytvorit kompozity glukanovych ¢astic s pfirodnimi lat-
kami s protizanétlivym G¢inkem. Takto vzniklé komplexy
by mély nejen zlepsit biodostupnost inkorporované bio-
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logicky aktivni latky, ale vzhledem k vlastnim u¢inkiim
jsou vyuzivany hlavné B-glukany s B-(1—3)/(1—6) gly-
kosidickou vazbou, u kterych byla na rozdil od glukani
s B-(1—3)/(1—4) vazbou prokazana schopnost aktivovat
butiky imunitniho systému®”. Jednim z nejvice vyuZiva-
nych zdroju pii tvorbé glukanovych nosicu cilicich na
bunky imunitniho systému je B-glukan ze S. cerevisiae.

Ten byl pouzit i v této praci pro piipravu kompozit
s diplakonem. Byl sledovan vliv inkorporace diplakonu
do glukanového nosice na aktivitu transkripcnich fakto-
ri NF-xB/AP-1. Pfi aplikaci diplakonu inkorporovaného
do GP doslo k vyraznému poklesu aktivity transkripcnich
faktori NF-xB/AP-1 pii stimulaci LPS. Tento jev by mohl
byt spojen s lep§im prinikem diplakonu do bunky vzhle-
dem k interakci GP s povrchem makrofagi. Z testovanych
kompozitd vykazoval kompozit 67/1 nejlepsi vlastnosti,
kdy inkorporace diplakonu vedla k signifikantné vyssi ak-
tivité nez pii pouZiti prosté smési nebo ptisobeni jednotli-
vych slozek. Podobnych vysledkl dosahli také Plavcova
et al. ve své praci s kompozity kurkuminu'?. Z jejich prace
vyplyva podobny efekt koncentrace kurkuminu a GP na
potla¢eni modelového zanétu vytvotfeného na bunééné li-
nii THP1-XBlue™-MD2/CD14 aktivované pomoci LPS.
I v tomto ptipad¢ byl pozorovan signifikantni rozdil mezi
pusobenim fyzické smési 1 uM kurkuminu a 67 pg/ml GP
a jeho kompozitu. Na rozdil od kompozit diplakonu byly
kurkuminové kompozity pfipraveny ve vice koncentracich
a jako nejlepsi byl vyhodnocen kompozit odpovidajici
670 pg/ml GP a 10 uM kurkuminu, ktery nejvice snizil
aktivitu NF-kB/AP-1'9.

Pozorovano bylo také snizeni aktivity transkripcnich fak-
torlt NF-kB/AP-1 zpisobené samotnymi GP, a to i v piipa-
dé nizsi pouzité koncentrace. Ve vyssich koncentracich byl
tento efekt predpokladan, avsak koncentrace 67 pg/ml je az
nékolikanasobné nizsi, nez je popisovano v jinych studiich.
Naptiklad Sun et al. sledovali snizeni produkce prozanétli-
vych mediatord na mySich makrofazich RAW 264.7, které
aktivovali pomoci LPS. Na rozdil od nasi prace sledovali
ptimo pokles hladiny zanétlivych mediatora (IL-6, IL-1p,
NO), jejichz tvorba je mimo jiné ovlivnéna aktivaci tran-
skripénich faktord NF-«xB a AP-1. Zkouseli rizné frakce
B-glukanu ze S. cerevisiae, z jejich vysledki je viditelny po-
kles hladiny prozanétlivych mediatorti u bungk, které byly
inkubovany s B-glukany o koncentraci 200 pg/ml. Své vy-
sledky nasledné ovéfili i v in vivo studii na modelu kolitidy
C57BL/6 mysi vyvolané dextran sulfatem sodnym (DSS)**.
Pouzili zde koncentraci vice nez 3krat nizsi, nez je nejvyssi
koncentrace pouzita v této praci. Xu et al. dosli k podob-
nym vysledkim. Pouzili buiiky RAW 264.7 stimulované
bakterialnim LPS a pii aplikaci B-glukant (S. cerevisiae)
zaznamenali az 70% sniZeni produkce NO vyvolané LPS
pii koncentraci B-glukani 120200 pg/ml. Zjistili, ze ke
snizeni hladiny NO doslo u bunék, které byly kultivovany
s B-glukanem pied ptidanim LPS, stejné jako v nasem pri-
padé. Snizeni hladiny NO se ale ukézalo i u bunék, kde byl
LPS a B-glukan pfidan zaroven nebo i u téch, k nimz byl
B-glukan pfidan az po LPS. Jejich vysledky vsak na rozdil
od nasi prace nepopisuji ovlivnéni NF-kB/AP-1°Y.

Z vyse uvedenych studii vyplyva, ze pro dalsi analy-
zu pusobeni GP by byly vhodné detailni experimenty

-----
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k jejich interakci se stejnymi nebo podobnymi receptory
vhodné a ptisobeni GP je zavislé na jejich koncentraci.
U diplakonu jako takového byl také jiz diive prokazan
modelu kolitidy potkana vyvolané DSS'®. Rozsuspendo-
vani diplakonu v SFM a aplikaci ve formé suspenze mutize
mit vliv na finalni ptisobeni v porovnani s testy, ve kterych
byl rozpustén v dimethylsulfoxidu a pouzit ve form¢ roz-
toku!®23), Nicméné, pouziti a testovani vodnych roztoku je
z hlediska ptipadného dalsiho uplatnéni v in vivo ¢i klinic-
kych studii vhodné&jsi nez pouziti jakychkoliv organickych
rozpoustédel. Spojeni GP a diplakonu zvysilo protizanétli-
vy potencial. Pro dosazeni vyznamnych vysledkt byla do-
stacujici niz§i koncentrace GP. Pii koncentraci GP 67 pug/ml
s obsahem 0,63 % (w/w) diplakonu se vytvofil vhodny
material s vyraznym efektem snizujicim aktivitu NF-xB/
AP-1. To by mohlo vést k mensi spotfebé materialu pro
pfipravu ¢innych kompozitd. Vzhledem k dobrému
vstiebavani GP by kompozity mohly zlepsit biodostupnost
diplakonu i jinych nizkomolekularnich latek”, a glukano-
vé Castice by tak mohly slouzit jako vhodny nosi¢ pro dalsi
Aplikace by tak v kone¢ném dusledku mohla vést ke zmé-
n¢ farmakodynamickych a farmakokinetickych vlastnosti
danych molekul a mit vliv na jejich terapeutické uplatnéni.

Zavér

Pii srovnani testovani jednotlivych slozek, ¢ili samot-
ného diplakonu, GP, fyzické smési vzniklé in situ a pfi-
praveného kompozitu, kompozit vzdy vykazal posileni
aktivity transkrip¢nich faktort NF-kB/AP-1 byl popsan
ukompozitu s nejvyssikoncentraci, slozenéhoz 670 ng/ml
GPa 1 uM diplakonu. Statisticky prikazny rozdil od v§ech
ostatnich skupin vykazal pouze kompozit z 67 pg/ml
GP a1 pM diplakonu.

Z vyse uvedenych vysledk vyplyva, ze inkorporace
diplakonu do glukanového nosice byla Gspésna a takto
vznikly kompozit vyrazné zvysil potencialni protizanétli-
vy efekt diplakonu. Glukanové ¢astice jsou tak vhodnym
biologicky aktivnim nosi¢em i pro nizkomolekularni

~~~~~

smér cilené imunomodulac¢ni terapie.
Stiet zajmi: zadny.

Rukopis vznikl na zakladé diplomové prace PharmDr.
Lucie Cerné s ndzvem , Biologicky potencidl kompo-
zitui glukanovych castic a diplakonu*®, kterou obhdjila
v roce 2019 na Farmaceutické fakulte VFU Brno.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdra-
vomictvi CR s reg. ¢. 16-27522A. Veskerd prdava podle
predpisi na ochranu dusevniho viastnictvi jsou vyhrazena.
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