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Abstrakt

Alergickd onemocnéni patii mezi jedna z nejcastéjSich onemocnéni a jejich
incidence celosvétoveé stile stoupa zejména mezi détmi a dospivajicimi. K rozvoji
alergického onemocnéni dochazi jiz v casném postnatdlnim obdobi a bylo popsano
ne¢kolik faktori, které mohou novorozence predisponovat ke vzniku alergickych
onemocnéni. Dosud vSak stile neni zcela objasnén mechanismus vzniku alergie.
Dulezitymi imunitnimi bunikami, které se na tomto mechanismu podileji, jsou regulacni
T bunky (Treg, angl. regulatory T cells). Jejich funkci je vytvafeni centralni tolerance
vuci autoantigeniim a periferni tolerance vici neSkodnym antigeniim vyskytujicim se ve

vnéjS$im prostiedi, mezi néz patii i alergeny.

Cilem této prace bylo porovnani propor¢nich a funkénich vlastnosti Treg u déti
zdravych matek (déti s nizkym rizikem rozvoje alergického onemocnéni) a déti
alergickych matek (déti s vysokym rizikem rozvojem alergického onemocnéni). Byla
sledovéna jak celkovéa populace Treg tak i jednotlivé subpopulace (pfirozené (n)Treg
aindukované (i)Treg) v pIné pupecnikové krvi obou skupin déti. Pro posouzeni funkénich
vlastnosti byly Treg izolovany z pupecnikové krve pomoci magnetické separace
a nasledné ko-kultivovany s CD4+CD25- T bunikami nebo mononuklearni frakci bunék
pupecnikové krve (CBMC, angl. cord blood mononuclear cells), které byly obarveny
carboxyfluorescein succinimidyl esterem (CFSE), polyklonaln¢ stimulovany
fytohemaglutininem a kultivovany po dobu 3 dni. Supernatanty kultur Treg
s CD4+CD25- T lymfocyty ¢i CBMC byly odebirany pro stanoveni produkce regulac¢nich
cytokini interleukinu (IL) 10 a transformujiciho rustového faktoru beta (TGF-f,
angl. transforming growth factor beta). Z izolovanych Treg byla extrahovdna RNA pro

naslednou detekci genové exprese regulacnich cytokint IL-10, TGF-p a IL-35.

Mezi détmi zdravych a alergickych matek nebyl pozorovan vyznamny rozdil
v zastoupeni Treg definovanych na zakladé exprese povrchovych znakli CD4, CD25
a intraceluldrniho znaku FoxP3. V pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek
nebyl pozorovan vyznamny rozdil ani v zastoupeni nTreg a iTreg urenych na zakladé
intracelularni exprese FoxP3 a Helios. Pomoci imunosupresivni eseje byla zjiSténa vyssi
proliferacni kapacita CBMC i1 CD4+ T bunck déti alergickych matek, avSak nebyly
pozorovany supresivni vlastnosti Treg vii¢i efektorovym bunikam v pupecnikové krvi déti
zdravych ani alergickych matek. Produkce IL-10 v supernatantu kultur Treg

s efektorovymi buiikami byla nizsi u déti alergickych matek ve srovnani s détmi zdravych



matek. Nebyl pozorovan vyznamny rozdil v genové expresi regulacnich cytokinli Treg

pupecnikové krve déti zdravych a alergickych matek.

Vyssi proliferacni kapacita efektorovych bunék a nizs§i produkce IL-10
v supernatantu kultur Treg s efektorovymi buitkami ukazuji na snizené imunoregulacni
vlastnosti Treg v pupecnikové krvi déti alergickych matek, které mohou pfispivat ke
snazsimu rozvoji nezadouci imunitni odpovédi na relativné neSkodné antigeny vnéjSiho
prostiedi vedouci ke vzniku alergie u téchto déti. Nebyly prokazany supresivni vlastnosti
Treg v pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek poukazujici na vysokou
nezralost imunitniho systému novorozence ve srovnani s imunitnim systémem dospélého

jedince.

Klic¢ova slova: regulacni T bunky, Treg, alergicka onemocnéni, pupecnikova krev,

FoxP3, Helios, IL-10, TGF-f, imunosupresivni esej



Abstract

Allergic diseases belong to one of the most common diseases and their incidence
is increasing worldwide, especially among children and adolescents. The development of
an allergic disorder occurs already in the early postnatal period and several factors have
been described that can predispose the newborn to an allergic disease. However,
the mechanism of allergy development has not yet been fully elucidated. The important
immune cells involved in this mechanism are regulatory T cells (Treg). Their function is
the formation of central tolerance to autoantigens and peripheral tolerance towards

harmless antigens present in the external environment, including allergens.

The aim of this work is to compare the proportion and functional properties of
Treg in children of healthy mothers (children with low risk of allergic disease
development) and children of allergic mothers (children at high risk of allergic disease
development). Both the total Treg population and individual subpopulations (natural
(n) Treg and induced (i) Treg) in the whole umbilical cord blood of both groups of children
were monitored. To assess the functional properties, Treg were isolated from cord blood
by magnetic separation and subsequently co-cultured with CD4+CD25-T cells or cord
blood mononuclear cells (CBMC) stained with carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE), polyclonally stimulated with phytohemagglutinin and cultured for 3 days. Cell
culture  supernatants  from  coculture @ of Treg  with  CD4+CD25-
T lymphocytes or CBMC were harvested to determine production of regulatory cytokines
interleukin (IL) 10 and transforming growth factor beta (TGF-f). From the isolated Treg
RNA was extracted for subsequent detection of the gene expression of the regulatory

cytokines IL-10, TGF-f and IL-35.

There was no significant difference in the frequency of Treg defined based on
expression of cell surface markers CD4, CD25 and intracellular expression of FoxP3
between children of healthy and allergic mothers. No significant difference was observed
either in the representation of nTreg and i1Treg determined based on the intracellular
expression of FoxP3 and Helios in the cord blood of children of healthy and allergic
mothers. An immunosuppressive assay revealed a higher proliferation capacity of both
CBMC and CD4+ T cells of children of allergic mothers but suppressive properties od
Treg of cord blood children of healthy and allergic mothers were not observed. IL-10

production in supernatant of co-culture of Treg with effector cells was lower in children



of allergic mothers compared to children of healthy mothers. No significant difference in
the gene expression of regulatory cytokines in Treg of cord blood between children of

healthy and allergic mothers was observed.

Higher effector cell proliferation capacity and lower IL-10 production in the Treg
cell culture supernatant demonstrate decreased Treg immunoregulatory properties in the
cord blood of children of allergic mothers that may contribute to the easier development
of undesirable immune responses to relatively harmless environmental antigens
(allergens) resulting in easier allergy development in these children. The suppressive
properties of Treg in the cord blood of healthy and allergic mothers have not been proven.
This finding could indicate a general immaturity of the newborn's immune system

compared to the immune system of adults.

Key words: regulatory T cells, Treg, allergic diseases, cord blood, FoxP3, Helios,

IL-10, TGF-B, immunosuppressive essay
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1 Uvod

Ve vyspélych zemich dochézi k nartistu vyskytu civilizacnich chorob u stale vétsiho
poctu lidi zejména v poslednich 50 letech. Civiliza¢ni choroby jsou povazovany za
onemocnéni zpusobena zivotnim stylem. Mezi tyto choroby s rostouci incidenci
pfedevSim v zemich vyspélého svéta mohou byt bezesporu zatazena i alergicka
onemocnéni. Alergie jsou multifaktoridlni onemocnéni. Kromé genetického vlivu ma na
rozvoj alergického onemocnéni silny vliv pravé zivotni prostiedi. Vyssi vyskyt alergii
byva spojovan s zivotem v méstském prostredi s vy$simi hygienickymi standardy, kde je
imunitni systém lidi vystaven niz$i alergenni a mikrobialni stimulaci v casném
postnatalnim obdobi, které je dulezité pro nastaveni imunoregulacnich odpovédi. Oproti

tomu u lidi Zijicich na venkové byva vyskyt alergii nizsi (Horak ef al., 2014).

K rozvoji alergického onemocnéni muze dochazet jiz kratce po porodu. Pro
novorozence je kritickd relativné kratkd casova perioda (par mésicii), ve které jeho
imunitni systém musi vyhodnotit, které antigeny z vnéjSiho prostfedi ma rozpoznavat
jako télu nebezpecné a které jako neskodné. Takto brzy vytvorend imunitni tolerance
zustane jedinci po zbytek zivota. Nékteré¢ déti maji jiz po narozeni vyssi predispozici
k rozvoji alergického onemocnéni. Bylo popsdano nékolik prediktivnich znakt
poukazujici na vys8i riziko vzniku alergie u ditéte, avSak dosud nejspolehlivéjSim
faktorem se zda byt pfitomnost alergického onemocnéni u matky (Prescott et al., 2003).
Dodnes vSak neni jasné, jaké imunitni mechanismy jsou zodpovédné za rozvoj
alergického onemocnéni u téchto predisponovanych déti. Vyznamnou funkci
u alergickych onemocnéni hraji Treg. Ty maji nezastupitelnou roli pfi zajiStovani nejen
centralni imunitni tolerance vi¢i vlastnim antigenim ale i pii zajiStovani periferni
tolerance pravé vii¢i antigenim z vnéjSiho prostiedi, kterym jsme vystavovani. Snizena
funkéni kapacita Treg u déti alergickych matek je zodpovédna za nedostatené
imunoregulacni vlastnosti Treg pfi rozpoznani alergend, a to by mohlo vést ke snaz§imu

rozvoji alergii u déti s vyssi predispozici ke vzniku alergického onemocnéni.



2 Alergie a alergicka onemocnéni

Alergii lze popsat jako pfehnanou ¢i nepfiméfenou odpovéd’ imunitniho systému
na neSkodny antigen vnéjSiho prostedi (oznacovaného v tomto konkrétnim ptipad¢ jako
alergen). Podle klasifikace dle Coombse a Gella jsou alergie fazeny mezi imunopatologie
I. typu zprostfedkované protildtkami izotypu E (IgE — imunoglobulin E, angl.
immunoglobulin E). Vlastni alergickd reakce je vyvoldna po setkani s alergenem
u vnimavych jedincl, u kterych nejprve musi dojit k fazi senzibilizace — indukci
diferenciace pomocnych T lymfocyta typu 2 (Th2, angl. type 2 T helper cells) a produkci
cytokinti IL-4, IL-5 ¢i IL-13 typickych pro tento typ reakce s naslednou tvorbou
specifickych protilatek IgE plazmocyty. Specifické IgE protilatky proti alergenu se vazi
na vysokoafinni receptor FceRI (z angl. high-affinity receptor for the Fc region of
immunoglobulin E) na bazofilech, eozinofilech ¢i zirnych bunkach (hlavnich
efektorovych buiikéach alergické reakce). Pfi kazdém dal$im setkani se stejnym alergenem
probiha tzv. Casna faze alergické reakce. Po vazbé¢ alergenu na IgE dochézi k agregaci
FceRI receptorii na Zirnych buiikéch a ,,crosslinkingu® FceRI. Bazofily a Zirné bunky
nasledné reaguji degranulaci. Tim se do vnéj$iho bunééného prostiedi dostanou hlavni

mediatory zpisobujici symptomy alergické reakce (napt. histamin).

Projevy alergickych onemocnéni jsou nejCastéji patrny na kizi
a sliznicich. Mezi alergickd onemocnéni patii napt. ekzém, astma, senna 1 chronicka
ryma. DalSimi alergickymi poruchami jsou 1 potravinové ¢i 1ékové alergie. Celosvétove
maji alergicka onemocnéni stale vzriistajici prevalenci zejména mezi dospivajicimi
a détmi. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO, z angl. World Health
Organization) vykazuje 11-14 9% déti starSich 5-ti let astmatické symptomy

(http://www.who.int/).

V Evropé se alergie projevuje zhruba u 20 % lidi, ktefi trpi néjakou formou
alergického onemocnéni, pfi¢emz cca 150 milionti Evropani ma chronické alergické
onemocnéni (http://www .eaaci.org/outreach/public-declarations.html). V Ceské
republice se prevalence alergickych onemocnéni u déti v roce 2016 pohybovala kolem
29 %. Od roku 1996 vyskyt astmatu i alergické rymy vzrostl, avSak od roku 2006 do
roku 2016 se vyskyt alergickych onemocnéni u predskolnich déti v Ceské republice
vyrazné nezvySil. Prevalence astmatu u dospivajicich vSak stdle rostla

(http://www.szu.cz/tema/prevence/alergie-deti).



2.1 Hypotézy vzniku alergickych onemocnéni

Jelikoz alergickd onemocnéni jsou ve své podstaté poruchou v periferni toleranci,
Treg jsou diky své funkci povazovany za jednu z dulezitych bunéénych populaci
podilejici se na regulaci imunitni reakce vici alergeniim. VSeobecné znamé hygienicka
hypotéza vysvétluje neustdle vzristajici vyskyt alergickych onemocnéni a tvrdi, ze
nedostate¢né vystavovani se mikrobidlnim antigenim z vnéjsiho okoli od utlého veéku
muze vést k poruSe imunitni tolerance vici témto antigentim a tedy ke snazsimu rozvoji
alergickych onemocnéni (Strachan, 1989). Mikrobialni antigeny se fadi mezi tzv. DAMPs
(z angl. danger associated molecular patterns), které jsou rozpoznavany napi. TLR
receptory (z angl. toll like receptors) pfitomnymi na imunitnich buiikach. Mikrobialni
antigeny stimuluji imunitni buiiky s TLR na svém povrchu k produkci prozanétlivych

cytokintl a tim posiluji Th1 imunitni odpoveéd’ (Negrini ef al., 2014).

V posledni dob¢ se zacaly objevovat i dalsi alternativni hypotézy vysvétlujici
zvyseny vyskyt alergickych onemocnéni. Jednou z nich je i tzv. hapten-chemical atopy
hypotéza. Tato hypotéza predpoklada, ze na vyskyt atopie nebo ptimo vznik alergického
onemocnéni ma vliv piisobeni haptent (tj. nizkomolekularnich chemickych latek).
Hapteny ve své nativni podobé¢ jsou neskodné, avSak po vazbé na makromolekuly se
stavaji imunogennimi. Do naSeho okoli se hapteny dostavaji primyslovym zpracovanim
vyrobkd, napt. v upravenych potravinach, konzervantech, vinich i sprejich, barvach
anejbéznéjsich Cisticich prostiedcich. Nejcastéji se jejich vliv projevuje na kiizi kontaktni
dermatitidou anebo po vdechnuti na sliznicich dychacich cest. Plsobeni haptent
vychyluje rovnovéhu imunitniho systému k Th2 imunitni odpovédi podporujici alergie

viz vyse (shrnuto v McFadden et al., 2009).
2.2 Th1/Th2 paradigma

Ackoliv patogeneze alergickych onemocnéni mize byt zpiisobena mnoha vlivy,
z imunologického hlediska jsou tato onemocnéni diisledkem poruchy imunoregulac¢nich
mechanismu, které vedou k nevyrovnané imunitni odpovédi mezi Thl a Th2 buiikami

(viz Obrazek 1).

Jiz dlouho se vi, Ze lidé trpici alergickym onemocnénim maji rovnovahu imunitni
odpovédi vychylenou ve prospéch Th2 odpovédi a Thl reakce je u téchto pacientl
sniZena, patrné kvuli nizs§i produkci interferonu gama (IFN-y, angl. interferon gamma)
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(Wong et al, 2001). Th2 bunky jsou imunitnimi buiikami stimulujicimi
B lymfocyty k produkeci IgE. Piivodni fyziologicka funkce produkce IgE iniciovand Th2
buiikkami byla obrana proti mnohobunénym extracelularnim parazitim. Nckteré
z majoritné se vyskytujicich alergeni mohou vSak spoustét reakce, diky kterym se

z naivnich T buné€k preferencné diferencuji Th2 bunky (Traidl-Hoffmann et al., 2005).

Thl bunky maji hlavni roli pii eliminaci intraceluldrnich patogenii a o toto
vylouceni se zasluhuji pfedevsim produkci IFN-y. Thl imunitni odpovéd’ a s ni
souvisejici mediatory Casto vedou k potlaceni Th2 odpovédi. Na mySim experimentdlnim
modelu bylo zjisténo, ze IFN-y zmirfiuje projevy alergickych obtizi jako napt. potlaceni
otoku nosni sliznice ¢i produkce hlenu. Navic se ukazalo, ze IFN-y je schopen inhibovat
produkeci a diferenciaci eozinofili v kostni dieni (Mitchell ez al., 2011). Na druhou stranu,
u chronické rinosinusitidy byla zjisténa zvySena produkce Thl cytokint, zejména IFNy.
To by mohlo poukazovat na moznou roli Th1 imunitni odpovédi pti podpote chronickych
zanétlivych alergickych stavli (Van Zele ef al., 2006).

Z vySe uvedeného vyplyva, ze Thl a Th2 imunitni odpovédi piedstavuji v lidském
téle protipoly, které museji byt neustale v rovnovaze, nebot’ vychylenim k jednomu nebo
druhému typu imunitni reakce miize dojit k rozvoji imunopatologické reakce. Cilem
imunoterapeutickych pfistupt piilécbe alergickych onemocnéni je obratit produkci
antigenné specifickych protilatek IgE na produkei specifickych protilatek IgG (IgG4).
Navic ptitomnost specifickych 1gG4 protilatek neni podmétem k rozvoji alergické reakce,
protoze se nevazi na FceRI. Ugelem alergennd specifické imunoterapie byva zarovei
podpofeni regulac¢nich imunitnich mechanismi, zejména praveé aktivace regulacnich
T bunék, které funkce Th2 buné€k potlacuji a mohou zabranovat i aktivaci Zirnych bunék,

bazofill ¢i eozinofill (shrnuto v Larsen et al., 2016).
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Obrazek 1: Polarizace Thl a Th2 imunitni odpovédi po narozeni

Po narozeni prevazuji v imunitni systému ditéte naivni pomocné T buinky (Tn).
Pokud brzy po porodu previada stimulace imunitniho systému alergeny bez pritomnosti
mikrobialnich antigenu, dojde k rozvoji a prevaze Th2 imunitni odpovédi. Dostatecna
stimulace alergeny i mikrobidlnimi antigeny soucasné vede k prednostnimu rozvoji Thl
imunitni odpovédi. V pozdéjsim véku pocet Tn vyrazné klesne a polarizace imunitniho
systému jiz neni modulovana mikrobialnimi antigeny (prevzato z Orihara et al., 2008).

2.2.1 Prevaha Th2 imunitni odpovédi u novorozenci

Ze studii zabyvajicich se nastavenim imunitni tolerance a imunitniho systému
v priubéhu téhotenstvi ve vztahu matka-plod bylo jiz diive zjiSténo, Ze imunitni systém
novorozence byva vychylen ve prospéch Th2 imunitni odpovédi. Vyvijejici se plod je tak
ziejm€& chranén pied rozpoznanim aloantigenli otce matfinym imunitnim systémem
a zaroven je matka chranéna pied rozeznanim svych antigenti imunitnim systémem plodu.
Oproti tomu Thl imunitni odpovéd (produkce cytokinli IL-2, IFN-y a TNF-f)
v téhotenstvi neni Zadouci, jelikoZ nema ochranny uG¢inek vici plodu a ptevaha Thl

imunitni odpovédi miize vést k rejekci plodu matkou. Béhem téhotenstvi byva
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podporovana protilatkova imunitni odpoveéd’, jelikoz je jednodussi potlacit tento typ
imunitni odpovédi nez bunéénou imunitu (Wegmann et al., 1993). Prevazujici Th2
odpovéd’ v imunitnim systému novorozence podporuji 1 vysledky prace, ve které bunky
izolované z pupecnikové krve novorozenci a stimulované béznymi alergeny
vyskytujicimi se ve vnéjSim prostfedi produkovaly predevsim IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 a IL-13, tzn. vétSinu cytokinl typickych pravé pro Th2 imunitni odpovéd’ (Taylor
and Bryson, 1985). Stimulace novorozeneckého imunitniho systému k pfednostnimu
vyvoji Thl odpovédi, odklon od pievazujici Th2 odpovédi a vytvofeni rovnovahy mezi
obéma typy imunitni reakce je pro novorozené dité sté¢zejni kvili spravnému vytvoteni

imunitni tolerance.
2.3 Prediktivni znaky rozvoje alergickych onemocnéni u déti

Predispozice déti k rozvoji alergického onemocnéni se da odvozovat z rodinné
historie vyskytu téchto onemocnéni. Jelikoz plod se béhem tehotenstvi ocitd v intimni
interakci s mat¢inym imunitnim systémem, spolehlivym znakem, ktery by mohl
ukazovat, zda dit¢ mé ¢i nemd predispozici k rozvoji alergického onemocnéni, je pak

alergicky stav matky (Prescott ef al., 2003; Sandberg et al., 2009).

Spolu s rodinnou historii vyskytu alergie jsou dlouho povazovany za prediktivni
znaky rozvoje alergického onemocnéni u déti vyssi hodnoty protilatek IgE v pupecnikové
krvi (Bergmann et al., 1997). Divodem k vyskytu IgE protilatek v pupecnikoveé krvi je
pfimé vystaveni plodu antigenu jiz v d€loze (in utero) anebo pravé vyskyt alergie
u matky. Mnozstvi IgE protilatek v matéin€ krvi a jejich mnozZstvi v pupecnikové krvi
ditéte vzajemné souvisi. Pfedchozi senzibilizace matky ma vliv na mnozZstvi IgE
protilatek v pupecnikové krvi 1 na senzibilizaci a piipadné alergické projevy u ditéte
v pozd¢j$im véku (Bergmann ef al., 1997; Ferguson et al., 2009; De Amici et al., 2017).
Postupné se vSak ukdzalo, Ze stanoveni IgE protilatek v pupecnikové krvi se nezdéa byt
spolehlivé tak, jako rodinnd anamnéza, jelikoZ tyto hodnoty se mohou ménit napf.

v zavislosti na ro¢nim obdobi, ve kterém bylo dit€ narozené (Susanto et al., 2017, 2018).
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3 Regulacni T bunky

Treg jsou buiky, které maji schopnost regulovat funkce ostatnich imunitnich
bunék, a to jak piirozeného, tak adaptivniho imunitniho systému. Treg predstavuji
pomérné malou populaci T bun¢k. Vyskyt v periferni krvi u dospélého clovéka se
pohybuje mezi 5-10 % z CD4+ T lymfocytl (Ling et al., 2004b). Procentuélni zastoupeni
Treg v pupecnikové krvi uvadéné v literatuie neni jednotné a rozsah miize vice oscilovat
(Kim et al., 2012). Piesto jsou Treg hlavnimi bunikami imunitniho systému, které zajist'uji
centralni toleranci vic¢i vlastnim antigenim (autoantigeniim), zabranuji vzniku
autoimunitnich onemocnéni odstranovanim potencidln¢ nebezpecnych T bunék
rozeznavajicich autoantigeny a zaroven jsou Treg bunikami podilejicimi se na utvarena
periferni tolerance. Periferni tolerance je mechanismus, ktery naivnim T lymfocytim
pfifazuje schopnost nerozpozndvat antigeny, které nejsou nasemu télu vlastni, ale
ptirozené se v ném ¢i jeho okoli vyskytuji, napt. komensélni bakterie, alergeny, slozky
mikrobioty ¢i potravinové antigeny. Patogenni antigeny rozpoznava pfirozeny imunitni
systém, ktery signalizuje builkdm adaptivniho imunitniho systému pfitomnost
potencidlné¢ nebezpecného antigenu. Slozky adaptivniho systému ndsledné zahdji
imunitni reakci odpovidajici rozpoznanému antigenu. Za fyziologickych okolnosti
autoantigeny a neskodné vnéjsi antigeny na periferii nejsou potencialné nebezpeénymi
agens aktivujicimi pfirozeny imunitni systém. Pokud se naivni T lymfocyt na periferii
setkd s autoantigeny a neSkodnymi antigeny z vnéjsiho prostiedi, absence kostimula¢nich
signalti vede k tomu, Zze T lymfocyt na uvedené antigeny nereaguje. Toho muize byt
docileno klonalni deleci, klonalni anergii, klonalni ignoraci anebo supresi autoreaktivnich
klont T bunék. Nékdy mlZe dojit k naruSeni mechanismu periferni tolerance a aktivace
T lymfocytu neSkodnym vnéjSim antigenem vede ke spusténi neadekvatni imunitni

reakce.

Spravné nastaveni periferni tolerance je rozhodujici také v obdobi t€hotenstvi, kdy
Treg maji vyznamny ukol pfi zabranéni rozpoznani antigend otce matfinym imunitnim
systétmem. Treg se béhem t¢hotenstvi nachazeji v hojném poctu na fetomaternalnim
rozhrani a staraji se o to, aby nedoslo k rozpoznani aloantigenti na plodu, coz by mohlo
vést k rejekei plodu zpisobené reakci imunitniho systému matky (shrnuto v Ruocco et

al., 2014).
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Dtlezitou roli Treg zastavaji i v protinadorové imunité. Je vS§eobecné znamo, Ze
Treg pronikaji do nadorového prostiedi a mohou podporovat rist nddorti prave tim, ze
pusobi supresivné na efektorové imunitni bunky, které by mohly riist nadoru potlacit ¢i
ho zcela eliminovat. Navic nadorova tkan ma sama schopnost indukce tvorby Treg

(shrnuto v Nishikawa and Sakaguchi, 2010).
3.1 Objev regulacnich T bunék

Imunomodulaéni vlastnosti lymfocytii odvozenych z thymu (tzv. thymocytl) byly
popsany u mysi jiz v 70. letech minulého stoleti. Bylo zjisténo, Ze tyto lymfocyty nejen
moduluji funkce imunitniho systému, ale jsou schopny zietelné suprese ostatnich
T bunék. Vznikla tak domnénka, ze by se tyto thymocyty mohly vyznamné podilet na
indukci imunitni tolerance nebo celkové regulaci imunitni odpovédi (Gershon and
Kondo, 1970; Seddiki et al., 2006a). Tim byly polozeny zaklady pro dalsi studium této

populace T bunék.

Prilomem v oblasti vyzkumu T bunék s imunoregulaénimi vlastnostmi byla
publikace prace Shimona Sakaguchiho a kol. v roce 1995. Popisuji v ni populaci T bun¢k
s regula¢nimi vlastnostmi na mys$im experimentalnim modelu. Jako prvni provedli
podrobné;jsi charakterizaci této populace a zjistili, Ze se jedna o subpopulaci pomocnych
CD4+ T bunék s charakteristickou expresi povrchového znaku CD25. Po depleci téchto
bunék doslo u mysi k vyvoji nejriznéjSich organovych i systémovych autoimunitnich
onemocnéni a stejné tak 1 ke vzniku reakce podobné reakci Stépu proti hostiteli (GvHD,
z angl. graft versus host disease). Tato zjiSténi potvrdila, Ze populace T bunék, kterou se
zabyvali, ma vyznamnou imunoregulaéni roli a je dulezitd pro zachovani centralni

imunitni tolerance (Sakaguchi et al., 1995).

Na pielomu tisicileti se zacaly objevovat studie zkoumajici vyskyt T bunck
s regulacnimi nebo supresivnimi vlastnostmi u lidi. Treg (jako CD4+CD25+ T bunky)
v periferni krvi dospélého zdravého ¢lovéka popsalo hned nékolik vyzkumnych skupin.
Bylo zjisténo, ze lidské Treg jsou fenotypove 1 funkéné podobné mysim Treg. Tedy Ze
vznikaji v thymu a plisobi supresivné na efektorové buniky imunitniho systému. Lidské
Treg je mozné izolovat i z pupecnikové krve novorozencti (Baecher-Allan ef al., 2001;

Dieckmann et al., 2001; Jonuleit et al., 2001; Ng et al., 2001).
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3.2 Fenotypova charakteristika regula¢nich T bunék

3.2.1 Povrchové znaky

Jak jiz bylo zminéno vySe, Treg ptedstavuji subpopulaci pomocnych CD4+
T bunék. U lidi jsou fenotypové¢ charakterizovany expresi povrchového znaku CD4
a vysokou expresi alfa podjednotky receptoru pro interleukin 2 (IL-2Ra) neboli
povrchového znaku CD25 (viz vyse). IL-2 je cytokin nezbytny pro aktivaci a proliferaci
lymfocytl po setkani s antigenem. Aktivované pomocné T lymfocyty zarovein samy
IL-2 tvoii. Treg nejsou schopny produkovat IL-2, ale potiebuji jej k zachovani své
bunécné populace a tim k udrzeni spravné imunitni homeostaze. Zda se, ze signalizace
skrze receptor pro IL-2 (IL-2R) neni stézejni pro vyvoj Treg, avSak mutace IL-2R vede

k rozvoji autoimunitnich onemocnéni (Fontenot ef al., 2005a; Setoguchi et al., 2005).

Charakterizace Treg jen pomoci znaki CD4 a CD25 neni dostacujici, jelikoz CD25
je znak vyskytujici se rovnéz na povrchu aktivovanych T bunék. Ostatné diive bylo CD25
vyuzivano pro stanoveni aktivovanych bun¢k (Sakaguchi et al., 1995). Jednim z dalSich
vyznamnych znakl pro bliz§i fenotypovou charakterizaci Treg se ukézala byt nizka
exprese alfa podjednotky receptoru pro IL-7 neboli povrchovy znak CD127 (Liu ef al.,
2006a). Tento znak v kombinaci s vysokou expresi CD25 je povazovan za dostacujici pro
odliseni populace Treg od konvencnich CD4+ T bunék v lidské periferni ale
1 pupecnikové krvi (Seddiki et al., 2006). Na rozdil od lidské periferni krve, nizka exprese
CDI127 se neda povazovat za charakteristicky znak populace Treg u mysi, jelikoZ mysi

Treg se naopak vyznacuji vysokou expresi znaku CD127 (Simonetta et al., 2010).

Ne&které studie uvadéji dalSi rozpoznavaci fenotypové znaky Treg napf.
glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor (GITR), imunoregula¢ni
molekuly jako programmed death-1 (PD-1) nebo cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4 (CTLA—4). Jiné uvadéné znaky umoznuji Iépe rozlisit mezi subpopulacemi Treg
napi. molekula CD45RA (hlavni povrchovy znak pro naivni T buiiky) nebo neuropilin-1
(koreceptor receptoru tyrosin kinazy pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor a proteini
z rodiny semaforini) jsou nékdy pouzivany jako charakteristické znaky nTreg a integrin
CD103 jako povrchovy znak slizni¢nich Treg (Chen et al., 2008; Sarris et al., 2008;
Rodriguez-Perea et al., 2016). VSechny tyto znaky vSak nejsou vyhradné pfitomny na

Treg , ale jsou exprimovany i na jinych butikach v téle.
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3.2.2 Intracelularni znaky

Az na vyjimku (viz nize) je pro Treg typickd konstitutivni exprese transkripcniho
faktoru forkhead box protein P3 (FoxP3). Transkripéni faktor FoxP3 se ftadi
do podskupiny P rodiny FOX proteini. Tato rodina proteini ma charakteristickou
konzervovanou DNA vazebnou doménu jménem forkhead/winged helix (Bandukwala et
al., 2011). FoxP3 je hlavni faktor, diky kterému Treg vykazuji vyznamné
imunosupresivni vlastnosti a alespont u mysi méa exprese FoxP3 u Treg vyvijejicich se
v thymu velkou roli pfi vymezovani bunécné linie Treg (Fontenot et al., 2005b). Oproti
CD4+CD25- T bunkam CD4+CD25+ Treg exprimuji FoxP3 i v klidovém stavu a exprese
FoxP3 na trovni mRNA 1 proteinu je pro klidové Treg ojedinéla (Fontenot ef al., 2003).
Na druhou stranu je role FoxP3 pii specifikaci Treg u lidi vice kontroverzni, jelikoz bylo
zjisténo, Ze u konvencnich CD4+ T bunék dochazi po polyklonalni stimulaci k prechodné
expresi FoxP3, ale tyto buniky nevykazuji supresivni vlastnosti (Wang et al., 2007).
FoxP3 se tedy neda u lidskych bunék povazovat za specificky znak pro Treg.

Mutace v genu pro transkripéni faktor FoxP3 u lidi vede k rozvoji vazného
autoimunitniho onemocnéni zvaného imunitni polyendokrinopatie a enteropatie vazana
na X chromosom (tzv. IPEX syndrom, z angl. Immune Dysregulation,
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome) (Craig L. Bennett ez al., 2001).
Mysi s mutaci genu foxp3 vykazuji tzv. scurfy fenotyp. Tyto mysSi maji recesivni mutaci
vazanou na X chromosom byl pozorovan rozvoj podobné zavaznych autoimunit jako
u lidi. Bylo zjisténo, ze CD4+ T buiiky jsou pravé témi efektorovymi bunkami
zodpovédnymi za vznik téchto onemocnéni (Blair et al., 1994) a o par let pozdéji vyslo

najevo, zZe se jedna o mutovany gen pro FoxP3 (Fontenot ef al., 2003).

Druhym intraceluldrnim znakem, kterym se CD4+CD25+ Treg vyznacuji, je
transkripcni faktor Helios, transkripéni faktor z rodiny Ikaros. Bylo pozorovano, Ze pokud
jsou lidské i mysi T bunky (jak CD4+ T bunky, vcetné Treg, tak CD8+ T bunky)
aktivovany skrze T bun&cny receptor (TCR, angl. T cell receptor), po nasledné proliferaci
exprimuji mimo jiné 1 Helios (Akimova et al., 2011). Helios je preferencné exprimovan
v bunéénych liniich vznikajicich v thymu. V thymu a lymfatickych uzlinach byl Helios
nejvice detekovan u populace CD4+CD25+ T bunék, ktera ma soucasné zvysenou expresi
FoxP3. Navic na periferii byva Helios pozorovan asi u 70 % Treg soucasné pozitivnich

1 pro FoxP3. Exprese obou téchto transkripénich faktort je tedy vyhradné vlastni populaci
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Treg, kterd vznikd vthymu a na periferii se vyskytuje druhd populace

CD4+CD25+FoxP3+Helios- Treg (viz nize) (Thornton et al., 2010).

3.3 Subpopulace regula¢nich T bunék
Treg se daji rozd€lit na dvé zékladni subpopulace — ptirozené Treg (nTreg, z angl.

natural Treg) a indukované Treg (iTreg, z angl. induced Treg) (shrnuto v Curotto

de Lafaille and Lafaille, 2009).

3.3.1 Prirozené regula¢ni T buriky (nTreg)

nTreg vznikaji v thymu negativni selekci, proto se také nékdy v literature uvadéji
jako tTreg (z angl. thymus-derived Treg). Tato subpopulace Treg je charakterizovana
jako CD4+CD25+CD127-FoxP3+Helios+ buiiky (Thornton et al., 2010).

nTreg tvoti majoritni populaci Treg a maji za ukol nastavit v téle centralni toleranci
vaci vlastnim antigenim. nTreg predstavuji subpopulaci se silnymi supresivnimi
vlastnostmi a jsou hlavnimi bunikami, které zabranuji rozvoji nezddoucich autoimunitnich
reakci v téle (Sakaguchi, 2005). U alergickych reakci jsou nTreg pravé ony bunky, které
mohou potlacovat produkci alergenné specifickych protilatek IgE a také inhibovat funkce
¢i migraci efektorovych bun¢k jak Thl, Th2 i Th17 tak bazofil, zirnych bunék ci
eozinofil (Sogut et al., 2012).

3.3.2 Indukované regulacni T buiiky (iTreg)

iTreg vznikaji v sekundarnich lymfoidnich organech zkonvencnich CD4+
T bunék po urcité antigenni stimulaci nebo pod vlivem cytokinového mikroprostiedi,
zejména pii pusobeni TGF-B. Hlavni tkol iTreg spociva v nastaveni periferni tolerance.
Casto se iTreg nachazeji pod slizni¢nimi povrchy nebo byvaji tkanové specifické (shrnuto
v Lehtiméki and Lahesmaa, 2013). Bylo zjisténo, Ze iTreg oproti nTreg chybi exprese
transkripéniho faktoru Helios. Toto zjiSténi néktefi autoti vyvraceji, jelikoz se ukézalo,
ze Helios je exprimovan Treg jak v thymu tak na periferii (Ross et al., 2014) a Helios tak
nemuze byt povazovan za vérohodny znak pro odliSeni nTreg a iTreg (Szurek et al.,
2015). Doposud vSak nebyl nalezen jiny spolehlivy intracelularni nebo extracelularni
znak, ktery by iTreg od nTreg jinak odliSoval. Podle zjisténi Thorntonové a kol. jsou tedy
iTreg charakterizovany jako CD4+CD25+CD127-FoxP3+Helios- buiiky (Thornton et al.,
2010).
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iTreg predstavuji heterogenni populaci bun¢k. Mezi iTreg byvaji fazeny Th3
buiiky. Tyto bunky maji mezi iTreg své misto diky schopnosti produkovat regulacni
cytokiny IL-10, TGF-B ¢1 dokonce IL-17 typicky pro Th17 typ imunitni odpovédi
(Ayyoub et al., 2009). Krom¢ Th3 bunék byla charakterizovana i populace Th17 bunék
s regulacnimi vlastnostmi, resp. bunky exprimujici chemokinovy receptor CCR6,
transkripéni faktor retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma
(RORyt) a FoxP3 (CD4+RORyt+FoxP3+CCR6+ buiiky) navic produkujici IL-17 (Voo et
al., 2009). Zvlastni subpopulaci Treg predstavuji regulacni buniky typu 1 (Trl, angl. type
1 regulatory T cell), které rovnéz jsou fazeny mezi iTreg. Trl byly popsany jako CD4+
T buiky, kterym chybi exprese FoxP3, pfesto vSak vykazuji supresivni vlastnosti a
reguluji imunitni funkce produkei IL-10 (Groux ef al., 1997) viz Obrazek 2. DalSich

nov¢ charakterizovanych subpopulaci iTreg pravdépodobné bude v budoucnu piibyvat.

Naivni CD4+ T burika

'lﬁl z - FoxP3+Helios- iTreg

FoxP3+Helios+ nTreg a w

IL-10+FoxP3- Trl burika  IL-10+TGF-B+IL-17+ Th3 burika

THYMUS PERIFERIE

vvvvvv

Centralni toleranci wviici autoantigenum zajistuji nTreg vznikajici v thymu. Na
periferii zajistuji toleranci viic¢i neskodnym vnéjsim antigeniim iTreg, mezi néz se radi
Trl bunky produkujici IL-10 a Th3 bunky s produkci regulacnich cytokini IL-10
a TGF-pilL-17.

(Treg — regulacni T burniky; CD4+ - bunka pozitivni pro znak CD4, nTreg — prirozené regulacni
T bunky, iTreg — indukované regulacni T buniky, Trl — regulacni buniky typu 1, Th3 — pomocné
T bunky typu 3; FoxP3 — forkhead box protein 3, IL-X — interleukin, TGF-f — transformujici
rustovy faktor beta)
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3.4 Mechanismy puisobeni regula¢nich T bunék

V soucasné dobé¢ je znamo nékolik typt mechanismu, kterymi Treg potlacuji funkci
ostatnich imunitnich bunc¢k. NejvyznamnéjSimi znich jsou: produkce regulacnich
cytokinli, pfimy kontakt mezi buikami a suprese zprostfedkovana povrchovymi

molekulami, kompetice o rtistové faktory a produkce granzymii ¢i perforini.
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TGF-pB a IL-35. IL-10 je protizanétlivy cytokin se Sirokym spektrem imunomodulacnich
ucinki. IL-10 je produkovany bunkami adaptivniho imunitniho systému (napt. Th1, Th2,
Th17 buikami, Treg, B builkkami) ale i pfirozeného imunitniho systému (napf.
dendritickymi bunkami, makrofagy, NK burnikami). IL-10 mtze také inhibovat produkci
chemokintl, které jsou zodpovédné za migraci efektorovych bunék do mista zanétu.
Produkce IL-10 mé inhibi¢ni efekt na Thl typ odpovédi a zarovei u alergickych reakei

IL-10 potlacuje funkce Th2 bunék (shrnuto v Saraiva and O’Garra, 2010).

TGF-B je dulezity regula¢ni cytokin zndmy svou klicovou roli pfi fizeni indukce
Treg. TGF-B potlacuje proliferaci téch efektorovych T bunék, které potiebuji IL-2 pro
svoje deleni a prezivani. TGF-B fidi indukci konven¢nich CD4+CD25- T bun¢k na
periferni iTreg. CD4+CD25- T buiiky k této preméné vyzaduji stimulaci pomoci TCR.
Takto vzniklé iTreg jsou uvedeny do stavu anergie, ale stile vykazuji supresivni
vlastnosti. Navic TGF- u konvencnich CD4+CD25- T buné€k na periferii indukuje
expresi transkripéniho faktoru FoxP3, coZ jim pfivlastiiuje regulacni schopnosti Treg

(Chen et al., 2003).

IL-35 se fadi do rodiny cytokinu IL-12 a ze vSech jejich ¢lenil je IL-35 zatim
poslednim objevenym cytokinem. Do této rodiny cytokini fadime kromé IL-12, IL-35
jeste 1L-23 a IL-27 zndmé svymi prozanétlivymi vlastnostmi. Ze vSech téchto cytokini
IL-35 jako jediny vykazuje imunosupresivni efekt. IL-35 je heterodimerni cytokin
tvofeny podjednotkami p35 (jinak také IL-12A neboli podjednotka alfa interleukinu 12)
a EBI3 (angl. Epstein-Barr Virus-Induced Gene 3). IL-35 pilisobi na efektorové T buiiky
pfimo diky tomu, Ze IL-12RP2 podjednotka receptoru pro IL-35 je exprimovana
na aktivovanych T buiikach, B buiikdch, NK buiikach i dendritickych buiikach (Levings
et al., 2001). Pfitomnost IL-35 navic piimo potlacuje proliferaci efektorovych T bunck
in vitro a absence produkce IL-35 u Treg vede k vyznamnému poklesu jejich

imunosupresivnich vlastnosti (Collison et al., 2007). Také byla popsana schopnost IL-35

18



indukovat pteménu konvencnich CD4+ T buné€k na buiiky produkujici regulacni cytokiny
(hlavng IL-35) a timto mechanismem se podilet na potlaceni aktivity ostatnich imunitnich
bunék. Pozdéji vSak vyslo najevo, Ze se ziejme jedna o dalsi subpopulaci iTreg, tzv. iTr35

bunky (Collison et al., 2011).

DalSim ze supresivnich mechanismti Treg je pfimy mezibunécny kontakt. Ten
muze byt zprosttedkovan napt. diky povrchové vazanému TGF-B1 tvofenému
aktivovanymi Treg. TGF-B1 se vaze na TGF-BR (receptor pro transformujici rastovy
faktor) pfitomny na bunéné membran¢ T a B bunék (Nakamura et al, 2001).
Membranové vazany TGF-f1 neni jedinym medidtorem imunosuprese pomoci
mezibunééného kontaktu. DalS§imi molekulami zprostfedkovavajicimi mezibunécny
kontakt mezi Treg a efektorovymi bufikami jsou naptf. lymphocyte activation gene 3
(LAG3), CTLA-4, cytolytické molekuly (Fas nebo Granzym B) (Yokosuka et al., 2010;
interakce skrze inhibi¢ni molekulu CTLA-4. Tu exprimuji na svém povrchu aktivované
T buiikky a CTLA-4 konkuruje kostimulaci pres CD28 tim, Ze se s vys$i afinitou vaze
na kostimulac¢ni receptory CD80 a CD86 (B7.1 a B7.2). Treg jsou charakteristické
konstitutivni expresi CTLA-4 na svém povrchu, tudiz preferenéni vazbou CTLA-4
na CD80/86 pfitomné na povrchu buiky predkladajici antigen (APC, angl. antigen
presenting cell) mohou potlacovat antigenni prezentaci a aktivaci efektorovych T bunék
(Yokosuka et al., 2010). Bylo prokazéano in vivo, ze za ptitomnosti Treg kontakt mezi
efektorovymi T bunikami a dendritickymi buitkami (nebo jinymi APC) byva vyrazné

krat$i neZ bez ptitomnosti Treg (Tadokoro et al., 2006; Matheu et al., 2015).

Treg také mohou pisobit na efektorové bunky tim, ze 1épe vyvazuji rustovy faktor
IL-2 ze svého okoli diky vysoké expresi CD25. Tim o néj ptipravuji prave ony efektoroveé
bunky, které potiebuji IL-2 ke svému piezivani, proliferaci a efektorové funkci. Pro Treg
je tato vazba IL-2 z vnéjSiho prostredi stézejni, protoze samy jej produkovat neumi

(Setoguchi et al., 2005).
3.5 Role regula¢nich T bunék u alergickych onemocnéni

Neni zatim pfesné znamo, jakym mechanismem Treg zabratuji vzniku alergickych
onemocnéni. Je vSak ziejmé, Ze Treg izolované z periferni krve zdravého (neatopického)

dospélého cloveka jsou pln€ funkéni a zastavaji v plném rozsahu své supresivni funkce
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vuci efektorovym bunkam podilejicich se na alergické reakci. U atopickych ¢i piimo
alergickych jedinct maji Treg snizené funkéni vlastnosti, tim padem nejsou schopné
dostatecné potlaCovat ptevazujici Th2 odpovéd viici konkrétnim alergeniim (Ling et al.,

2004a).

Vysledky praci, které se zabyvaly vlastnostmi Treg izolovanych z pupecnikové
krve se vyrazné rozchazeji. Né&ktefi autofi popisuji novorozenecké Treg jako plné
funkc¢ni, ackoliv jejich imunitni reakce nejsou ve srovnani s dospélymi jedinci plné
vyvinuté. Co se tyce supresivnich vlastnosti téchto Treg, jsou schopny potlacovat funkce
Th2 imunitnich bun¢k avSak méné efektivné, coz ukazuje na obecnou nezralost
novorozeneckého imunitniho systému (Schaub ez al., 2008b). Toto pozorovani potvrzuje
1 prace Smith a kol. zabyvajici se Treg izolovanymi z pupecnikové krve déti, u kterych
byl pozorovan rozvoj alergického onemocnéni v prvnim roce zivota. Treg jsou plné
schopny suprese vici superantigenim indukujicim Thl imunitni odpovéd’, avSak maji
sniZzené supresivni vlastnosti vi¢i efektorovym Th2 bunikam (Smith et al., 2008). Snizené
regulacni schopnosti vii¢i Th2 imunitni odpovédi by podporovaly teorii, Ze u alergickych
jedinct je narusena funkce Treg (Bellinghausen et al., 2003). Nové&jsi studie uvadi, ze
déti alergickych matek maji snizenou funkénost Treg coz muze byt odvozeno napf.
z niz§iho poctu Treg v pupecnikové krvi, snizené exprese genu foxp3 a niz$i produkce
IL-10 oproti détem zdravych (nealergickych) matek. NaruSeni regulacnich vlastnosti Treg
u novorozencti pravdépodobné vede k nerovnomérné diferenciaci naivnich T bunék na
Thl ¢i Th2 bunky (tedy rozvratu v imunitni rovnovaze), a tim ziejm¢ snaze dochazi

k rozvoji alergického onemocnéni v Casném véku ditéte (Meng ef al., 2016).

Vysledky studii zamé&ftujicich se na charakterizaci rozdilu v poctu Treg mezi détmi
s predispozici a bez predispozice k rozvoji alergickych onemocnéni se také rozchazeji.
Nekteti autofi uvadi, Ze v poctu Treg izolovanych z CBMC téchto déti neni statisticky
vyznamny rozdil anebo byl pozorovan pouze trend ke snizenému mnoZzstvi Treg u déti
predisponovanych k rozvoji alergického onemocnéni (napf. s ohledem atopii matky)
(Schaub et al., 2008a; Smith et al., 2008). Jini autofi naopak popisuji statisticky
vyznamné niz§i pocet Treg (definovanych jako CD4+CD25""FoxP3+CD127- T buiiky)
u déti s predispozici k rozvoji alergie oproti zdravym détem (Stelmaszczyk-Emmel et al.,
2013). Vzhledem k niz§imu poctu Treg u astmatickych déti, Treg déti s vyssi predispozici
ke vzniku alergickych onemocnéni nebudou pravdépodobné schopny dostatecné tlumit

prevladajici Th2 imunitni odpovéd’ (Chauhan et al., 2015). V kontextu s hygienickou
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hypotézou se uvadi zvySeny pocet Treg v pupecnikové krvi déti, jejichz matky byly
béhem téhotenstvi vystaveny puasobeni vlivli zivota na venkové jako napf. vétSimu
mnozstvi mikrobidlnich antigent. Diky vétSi mikrobidlni zatézi byl u téchto déti
pozorovan snizeny vyskyt alergickych onemocnéni (Schaub et al., 2009). Dalsi autofi
naopak uvadgji zvyseny pocet CD4+CD25MeCD127"°"FoxP3+ Treg i vyssi zastoupeni
CD4+CD25+ Treg u déti s vyssi predispozici k rozvoji alergickych onemocnéni.
Vysvétlenim je kompenzace nizsi funk¢ni kapacity Treg déti s vySSim rizikem vzniku
alergického onemocnéni (Hrdy et al., 2012; Mcloughlin et al., 2012; Strombeck et al.,
2014).

Imunitni bunky pupecnikové krve déti s vysokym rizikem rozvoje alergického
onemocnéni maji vyssi proliferacni kapacitu nez imunitni buniky déti s niz8im rizikem
rozvoje alergického onemocnéni (Zizka et al., 2007). U novorozenci se vyskytuje
prevaha Th2 imunitni odpovédi a u déti s vyS$im rizikem vzniku alergie je tato
predominance jest¢ vice umocnéna. U déti predisponovanych k rozvoji alergickych
onemocnéni po antigenni stimulaci CBMC byla zjisténa vyssi produkce IL-10 a nizsi
produkce IFN-y oproti détem s nizSim rizikem rozvoje alergii. Srovnatelna produkce
IFN-y byla u téchto déti pozorovana po polyklondlni stimulaci CBMC, bez ohledu na
vyS$§i €1 niz$i predispozici ke vzniku alergického onemocnéni. U skupiny déti
s predispozici k rozvoji alergickych onemocnéni oproti détem bez predispozice byly
pozorovany vyssi hladiny Th2 cytokini produkované mononuklearnimi buikami
periferni krve (PBMC, angl. peripheral blood mononuclear cells) v 6 1 12 mésicich Zivota.
Snizend Thl imunitni odpovéd’ a zfetelnd Th2 predominance u déti s vy$Sim rizikem
rozvoje alergickych onemocnéni by mohla poukazovat na horsi imunoregula¢ni funkce
oproti détem s niz8im rizikem vzniku alergie. Nedostate¢na funk¢ni kapacita Treg u déti
alergickych matek by tim padem mohla byt vyznamnym rizikovym faktorem
pfispivajicim ke vzniku alergickych onemocnéni u téchto déti (Hrdy et al., 2010, 2012;

Kraj and Ignatowicz, 2018).
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4 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo objasnit vliv Treg na vznik alergickych onemocnéni
v ¢asném postnatalnim obdobi. Byly porovnavany Treg v pupecnikové krvi déti zdravych
matek (déti s niz§im rizikem rozvoje alergického onemocnéni) a déti alergickych matek

(déti s vyssim rozvojem alergického onemocnéni).

Pro dosazeni vytyceného cile byly u déti zdravych a alergickych matek sledovany

nasledujici charakteristiky Treg:

a) Proporéni a funkéni vlastnosti Treg na zakladé exprese povrchovych
a intracelularnich znakt

b) Proliferacni kapacita CBMC a CD4+ T lymfocytl a vliv supresivni funkce
Treg na proliferaci CBMC a CD4+ T lymfocyta

¢) Stanoveni produkce regulacnich cytokinli v supernatantu kultur z ko-
kultivaci Treg s CBMC a CD4+ T lymfocyty

d) Detekce genové exprese regulacnich cytokind v Treg izolovanych

z pupecnikové krve
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5 Material a metody
5.1 Material

POUZITE ROZTOKY

Pufrovany fyziologicky roztok (PBS, phosphate buffered saline): 9 % NaCl, 3,35 mM
Na;HPO4.12 H20, 1,28 mM NaH>PO4.2 H>O

Suplementované medium RPMI 1640 obsahujici L-glutamin pro bunécné kultury: 2mM
HEPES, 5 % fetalni bovinni sérum (FBS), 40mg/ml gentamycin

Citratovy puftr: 0,1 M citronan sodny v destilované vod¢, pH 4,2 upraveno pomoci

nasycené kyseliny citronové

Blokovaci roztok pro metodu ELISA: 5 % sachardza, 1 % bovinni sérovy albumin

(BSA) v PBS

Redici roztok pro metodu ELISA (TGF-p): 20mM Trisma, 150 mM NaCl v H,O, pH
7.3, 0,1 % BSA, 0,05 % Tween

Redici roztok ELISA (IL-10): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM NaHPOs, 1,5 mM
KH2POs4, 1 % BSA

POUZITE REAGENCIE A KITY

Heparin (Zentiva v.n., Nizozemsko)

Histopaque®1077, medium RPMI 1640, B-merkaptoetanol, Tween, H>O», HCI, 3,3,5,5-
tetrametylbenzidin (TMB), fytohemaglutinin (PHA), carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) (Sigma-Aldrich s.r.0., USA)

FBS (Cambrex, USA)

Streptavidin s navazanou kienovou peroxidazou (Immunotech Inc., USA)
Citronan sodny (Lachema, Ceska Republika)

75 % etanol (Lékarna Vseobecné fakultni nemocnice)

Gentamycin (Pharmaceuticals dd, Slovinsko)

BSA, Trisma (SERVA, Némecko)
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TregFlowEx® Kit (Exbio a.s., Ceska Republika)

EasySep™ HumanCD4+CD127lowCD25+Regulatory T Cell Isolation Kit, EasySep™
Magnet, RoboSep™ buffer (Stemcell Technologies, Kanada)

AllPrep DNA/RNA Mini Kitu (Qiagen, Némecko)
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, USA)

Primarni navazovaci a sekundarni biotinylované protilatky, rekombinantni cytokiny pro

detekci cytokinli pomoci metody ELISA (R&D Systém Inc. USA), viz Tabulka 3

Tabulka 1: Seznam pouZitych protilatek pii pritokové cytometrii.

Protilatka Klon Konjugat Vyrobce
CD4/CD25 MEM-241/181 FITC/PE Exbio, a.s.
FoxP3 3G3 APC Exbio, a.s.
Helios 22F6 PE-Cy7 Exbio, a.s.
CD4 MEM-241 APC Exbio, a.s.
CD127 eBioRDRS APC eBioscience™

Tabulka 2: Seznam pouZitych sond pii qPCR.

Sonda Katalogové Cislo Vyrobce
ACTB Hs 99999903 m1
IL-10 Hs 00174086 _ml _ ‘

Applied Biosystems
TGF-$1 Hs 00171257 _ml1
IL-12A(p35) Hs 00168405 m1

Tabulka 3: PouZité protilatky pii metodé ELISA.

Cytokiny Primarni Sekundarni Rekombinantni Vyrobce
protilatka protilatka standard

IL-10 DY217B (Duoset)

TGF-p MAB 240 BAF 240 240-IL R&D Systems
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POUZITY MATERIAL

Zkumavky na prutokovou cytometrii FALCON 5 ml BD Pharmingen™ (Biosciences,
USA)

Desticky na bunécnou kultivaci CELLSTAR® 48 jamkova kultivacni desticka (Greiner
Bio-One, Rakousko)

PCR desticky 96 well Reaction Plates (Applied Biosystems, USA)
Desticky pro ELISU F96 Maxisorp, Nunc™ (Sigma-Aldrich, USA)

POUZITE PRISTROJE

Centrifuga Micro 22 R, Universal 30 RF, Universal 320R (Hettich, Némecko)
Box pro molekularni biologii MSC Advantage (Thermo Scientific, USA)

Box s laminarnim proudénim Sentinel Gold (ESCO, Singapur), HOTTE MSC.12, STD
GAZ (Jouan, Francie)

Inkubator ESCO CellCulture Inkubator CO; (Singapur)

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

Pratokovy cytometr BD FACS Canto™ II FloW Cytometer (BD Biosciences, USA)
Termalni cyklér pro PCR 7300 Realtime PCR System (Applied Biosystems, Singapur)
Termalni cyklér pro reverzni transkripci Peltier Cycler 200 (MJ Research, Inc., USA)

POUZITY SOFTWARE

BD FACS Diva Software v6.1.2 (BD Biosciences, USA)

FlowJo 7.6.5 (FlowJo LLC, USA)

Nanodrop 1000 V3.30 (Thermo Scientific, USA)

7300 System SDS Software (Applied Biosystems, Singapur)

KIM Immunochemical Processing (Daniel Kittrich, Ceska Republika)

GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., USA)
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5.2 Metody

5.2.1 Pupecnikova krev

Pupeénikové krev byla odebirana v Ustavu pro pé¢i o matku a dité v Praze 4 Podoli.
K odbéru pupecnikové krve doslo po podepsani pisemného informovaného souhlasu
matkou. Za alergickou matku byla povazovéna Zena s klinicky potvrzenym alergickym
onemocnénim a dochazejici k alergologovi alespoin 2 roky pfed porodem. Odbér

pupecnikové krve byl provadén z planovanych cisaiskych tezt.

Ptiblizn€¢ 30 ml pupecnikové krve bylo odebrano do sterilni transfuzni nadoby
s pripravenymi 300 pl Heparinu (1000 jednotek/ml, vysledna koncentrace 10 j heparinu/
1 ml krve). Krev byla od doby odebrani do doby zpracovani uchovavana pti pokojové

teploté.

5.2.2 Povrchové a intracelularni barveni regula¢nich T bunék z plné pupecnikové

Kkrve

Ke 100 pl pupecnikové krve bylo pfidano 10 pl smési protilatek CD4 FITC/CD25
PE. Obsah zkumavky byl promichan a inkubovan 10 min ve tmé pii 4°C. Bunky byly
promyty 2 ml chladného PBS a stoceny po dobu 5 min, pti 450 g a 4°C. Supernatant byl

odsan pomoci Pasteurovy pipety.

Byl pfidan 1ml chladného a natedéného Fix and Lysing Solution. Obsah zkumavky
byl promichéan a inkubovan 10 min ve tmé& pii 4°C. Bylo pfidano 0,5 ml Permeabilizing
Solution, obsah zkumavky promichén a inkubovan 10 min ve tmé pii 4°C. Bunky byly
sto¢eny po dobu 5 min pii 450 g a 4°C. Supernatant byl slit. Do zkumavky bylo pfidano
50 pl chladného Blocking Buffer a 50 pl chladného PBS. Obsah zkumavky byl promichan
a inkubovan po dobu 5 min ve tmé pii 4°C. Do zkumavky bylo nasledné ptidano 5 pl
FoxP3 APC protilatky a Helios PE-Cy7 protilaitky obsah zkumavky promichan
a inkubovan 30 min ve tm¢ pfi 4°C. Buiiky byly dvakrat promyty 2 ml chladného PBS
a stoceny po dobu 5 min pii 450 g a 4°C. Supernatant byl slit. Do zkumavky bylo pfidano

300 pl roztoku 1% formaldehydu v PBS a vzorek byl zméfen na pritokovém cytometru.

5.2.3 Izolace mononuklearni frakce leukocytii

Izolace mononuklearni frakce leukocytl z pupecnikové krve (CBMC) byla
provadéna pomoci gradientové centrifugace na médiu Histopaque. Heparinizovana

pupecnikova krev byla nafedéna PBS v poméru 1:1. Ve sterilnich zkumavkach bylo
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navrstveno 6 ml nafedéné krve na 3 ml pfipraveného media Histopaque. Obsah zkumavek
byl stocen po dobu 30 min, pti 20 °C a 450 g. ,,Prstynky* s CBMC byly nasledn¢ odsaty,
pieneseny do 15 ml nové sterilni zkumavky, kterda byla doplnéna PBS do 10 ml
a zkumavky byly stoceny po dobu 10 min, pii 20 °C a 1000 g. Néasledné byl slit
supernatant, peleta bunék resuspendovana v PBS, steriln¢ pfenesena ze dvou zkumavek
do jedné a zkumavka byla doplnéna PBS do celkového objemu 10 ml. Nasledné byly
CBMC promyty jesté 2x a centrifugovany po dobu 10 min, pii 20°C a 500 g. Ve vysledku
byla ziskana jedna zkumavka s CBMC. Peleta bunék byla resuspendovana v 5 ml RPMI

media a buniky byly spocitany v Biirkerové pocitaci komtirce.

5.2.4 Magneticka separace regula¢nich T bunék z mononuklearni frakce

leukocytii

Ze ziskanych CBMC bylo do 5 ml sterilni polystyrenové zkumavky odebrano
60—-80 miliond bunék pro separaci Treg pomoci komeréniho kitu EasySep™
HumanCD4+CD127lowCD25+Regulatory T Cell Isolation kit. Buiiky byly stoceny po
dobu 10 min, pii 4 °C a 500 g a nasledné resuspendovany v 1 ml RoboSep bufferu. Bylo
pridano 50 pl CD25+Positive Selection Cocktail, promichano a inkubovano 5 min pfi
pokojové teploté. Nasledné bylo pridano 30 pl Releasable RapidSpheres, které byly
pfedem promichdvany 30 s pomoci vortexu. Vzapéti bylo pfidano 50 pl
CD4+Enrichment Cocktail, promichano a inkubovdno 5 min pfi pokojové teplote.
Zkumavka byla doplnéna RoboSep bufferem do objemu 2,5 ml, vlozena do EasySep
magnetu a ponechana v magnetu po dobu 10 min pii pokojové teploté. Bunécna frakce
ze zkumavky umisténé v magnetu byla pfelita do nové sterilni 5 ml polystyrenové
zkumavky (takto byla ziskdna negativni bunécna frakce pro néslednou separaci
CD4+CD25- T bunck, buiky byly do zpracovani uchovavany na ledu). Pavodni
zkumavka byla vyjmuta z magnetu, doplnéna RoboSep bufferem do objemu 2,5 ml
a inkubovéna po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Zkumavka byla ponechana v magnetu

a supernatant byl slit. Takto byly buniky promyty jesté 2x.

Nakonec byla zkumavka vyjmuta z magnetu a byl napipetovan 1 ml RoboSep
bufferu, bylo pfidano 100 pl Release Bufferu a vSe promichano pipetou. Vzéapéti bylo
pridani 50 ul CD127"€"Depletion Cocktail, promichano a inkubovano 5 min pfi pokojové
teploté. Poté bylo pfidano 10 pl Dextran RapidSpheres, které byly pfedtim promichavany
30 s pomoci vortexu. Vzorek byl promichén a inkubovan 5 min pfi pokojové teploté.

Zkumavka byla doplnéna RoboSep bufferem do objemu 2,5 ml, vloZena do magnetu
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a inkubovana 5 min pfi pokojové teploté. Obsah zkumavky umisténé v magnetu byl prelit
do nové sterilni 5 ml zkumavky, kterd nakonec obsahovala cilovou bunécnou frakci
ziskanou pozitivni separaci, tedy CD4+CD25+CD127°" Treg. Buiiky byly sto¢eny po
dobu 10 min, pii 4 °C a 500 g. Nakonec byly resuspendovany v suplementovaném RPMI

mediu a spocitany v Biirknerové pocitaci komtirce.

Pomoci magnetické separace ze stejnych CBMC byly ziskany i CD4+CD25-
T bunky znegativni bunécné frakce (viz vyse). Ke vzorku v 5 ml polystyrenové
zkumavce bylo pfidano 90 pl Dextran RapidSpheres, které byly pfedem promichévany
30 s pomoci vortexu. Vzorek ve zkumavce byl promichdn a inkubovan 5 min pii pokojové
teploté. Nasledn¢ byla zkumavka umisténa do magnetu a v ném ponechéna dalSich 5 min
pfi pokojové teploté. Obsah zkumavky umisténé v magnetu byl pfelit do nové 5 ml
polystyrenové zkumavky. Tato novd zkumavky byla umisténa do magnetu a v ném
inkubovana po dobu 1 min pfi pokojové teploté. Obsah zkumavky umisténé v magnetu
byl ptelit do nové 5 ml polystyrenové zkumavky ¢imz byla ziskéna cilova bunécna frakce
— CD4+CD25- T bunky. Buiiky byly sto¢eny po dobu 10 min, pfi 4 °C a 500 g. Nakonec
byly resuspendovany v suplementovaném RPMI mediu a spocitany v Biirkerove pocitaci

komurece.

5.2.5 Imunosupresivni esej — in vitro ko-kultivace regula¢nich T bunék
s efektorovymi buiikami

5.2.5.1 Znaceni efektorovych bunék CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl esterem)

Na zékladé¢ poctu separovanych Treg pomoci magnetické separace byly odebrany
CD4+CD25- T buiiky a CBMC pro obarveni carboxyfluorescein succinimidyl esterem
(CFSE). CFSE je fluorescencni latka, ktera se vaze na volné NH: skupiny proteinti
v cytoplasmé bunék. Pfi bunééném déleni je pak CFSE pfitomno nejen v pocatecni
populaci bunék, ale dochazi k rovnomérné distribuci CFSE do dcefinych bunék pfti
bunééném déleni. Pii kazdém dal§im déleni bunék se CFSE vyfeduje a intenzita
fluorescence kles4. Pokles intenzity fluorescence CFSE bylo analyzovano pomoci

pratokové cytometrie.

CD4+CD25- T buniky a CBMC ve sterilnich zkumavkach byly resuspendovany
v RPMI mediu. Bylo pfidano 10 pl 5SmM CFSE na 1 milion bunék. Zkumavky byly
promichany a inkubovany v termostatu pii 37°C a 5% koncentraci CO> po dobu 10 min.

Po inkubaci byl pfidan pétindsobny objem chladného RPMI media s 10 % FBS.
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Zkumavky s bunécnou frakci byly inkubovany po dobu 5 min na ledu. Nasledné¢ byly
stoceny po dobu 10 min, pii 4 °C a 450 g. Peleta bunék byla resuspendovana v chladném
RPMI mediu a znovu sto¢ena po dobu 10 min, pii 4 °C a 450 g. Takto byly buiiky promyty
2x. Nakonec byly bunécna peleta resuspendovana v suplementovaném RPMI mediu

a pfipravena pro kultivaci s Treg.

5.2.5.2 In vitro ko-kultivace regulac¢nich T bunék s efektorovymi buiikami

Separované Treg byly kultivovany s efektorovymi CD4+ T buitkami a CBMC
v pomérech 1:2, 1:5, 1:10 ¢i 1:20 v 48 jamkovych destickach v celkovém poctu 500 000
bun¢k na jamku. Buiky byly stimulovany fytohemaglutininem (PHA, 10 pg/ml),
inkubovany po dobu 3 dni pii 37 °C a 5 % koncentraci COs».

Po 3 dnech byly buiky odebrany zjamek, sto¢eny 10 min pii 20 °C
a 450 g. Byly odebrany supernatanty kultur pro stanoveni produkce cytokini (viz nize).
Odebrané bunky byly oznafeny protilatkou proti CD4+ APC, obsah ve zkumavce byl
promichén pomoci vortexu a inkubovéan po dobu 20 min ve tmé pii 4 °C. Nasledn¢ byly
bunky dvakrat promyty 2 ml chladnym PBS, stoceny po dobu 5 min pti 4 °C a 450 g

a analyzovany na prutokovém cytometru.
5.2.6 Izolace RNA a DNA

Cast separovanych Treg byla vyuZita na izolaci RNA a DNA z bunék. Izolace byla
provadéna pomoci AllPrep DNA/RNA Mini Kitu. 1 milion Treg byl odebran z bunécné
frakce a zkumavka byla stocena po dobu 10 min, pifi 20 °C a 500 g. Peleta bun¢k byla
resuspendovana v 346,5 ul Bufferu RLT Plus s3,5 pl p-merkaptoethanolu
a dobfe promichdna pomoci vortexu kvtli homogenizaci vzorku. Homogenni lyzat byl
prenesen na AllPrep DNA kolonku, ktera byla stocena po dobu 30 s, pti 8000 g a 20 °C.
Obsah zkumavky, ve které byla umisténa kolonka, byl vyuZit pro izolaci RNA. AllPrep
DNA kolonka byla umisténa do nové 2ml zkumavky a ponechana pti pokojové teplote

pro naslednou izolaci DNA.

5.2.6.1 1Izolace RNA

Do zkumavky se vzorkem pro izolaci RNA bylo pfiddno 350 ul 70 % etanolu
a vzorek byl promichan pipetou. Obsah zkumavky byl pfenesen na Rneasy spin kolonku
umisténou ve 2ml zkumavce. Kolonka byla sto¢ena po dobu 15 s, pii 8000 g a 20 °C.

Obsah protekly kolonkou byl slit. Na kolonku bylo ptfidano 700 ul Bufferu RW1 a byla
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sto¢ena po dobu 15 s, pti 8000 g a 20 °C, obsah protekly kolonkou byl slit. Na kolonku
bylo ptidano 500 pl Bufferu RPE, kolonka byla sto¢ena po dobu 15 s, pii 8000 g a 20 °C
a obsah protekly kolonkou byl slit. Na kolonku bylo pfidano 500 pl Bufferu RPE a
kolonka byla sto¢ena po dobu 2 min, pii 8000 g a 20 °C. Rneasy kolonka byla umisténa
do nové 2 ml zkumavky a stocena po dobu 1 min, pti 26 000g a 20 °C. Kolonka byla
nasledné umisténa do nové 1,5 ml zkumavky. Bylo pfidano 30 pl Rnase-free vody.
Uzaviena zkumavka byla stocena po dobu 1 min, pti 8000 g a 20 °C, aby doslo k uvolnéni
RNA navézané na kolonku. Koncentrace RNA byla urena spektrofotometricky pomoci

nanodropu.

5.2.6.2 Izolace DNA

Na AllPrep DNA spin kolonku (viz vySe) bylo pfiddno 500 pl Bufferu AWI.
Uzaviend zkumavka byla stocena po dobu 15 s, pii 8000 g a 20 °C. Obsah protekly
kolonkou byl slit. Bylo pfidano 500 pl Bufferu AW2. Uzaviend zkumavka byla stocena
po dobu 2 min pti 26 000 g kvili promyti membrany v kolonce. Kolonka byla umisténa
do nové 1,5 ml zkumavky. Bylo pfidano 100 ul Bufferu EB. Uzaviena zkumavka byla
inkubovéna 1 min pfi pokojové teploté. Nakonec byla zkumavka sto¢ena po dobu 1 min
pti 8000 g a 20 °C. Eluat obsahoval izolovanou DNA. Koncentrace DNA byla uréena
spektrofotometricky pomoci nanodropu. Izolace DNA byla provadéna pro nasledné

stanoveni epigenetické regulace Treg.

5.2.7 Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla piepsana do cDNA pomoci komer¢niho kitu High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit.

Do 200 pl zkumavky byl napipetovan vzorek izolované RNA. Zkumavka byla
doplnéna vodou neobsahujici Rndzy do objemu 5 pl. K obsahu zkumavek bylo pfidano
5 pl ptipravenych reagencii z komercniho kitu (viz Tabulka 4). Pribéh reverzni
transkripce byl nasledujici: 10 min pfi 25 °C, 120 min pti 37 °C, 5 min pfi 85 °C a nakonec
cca 10 min pii 4 °C. Po probéehlé reverzni transkripci bylo do zkumavky ptidano 40 pl

vody neobsahujici Rnazy a vzorky byly skladovany pti -20 °C.
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Tabulka 4: Reagencie pouZité pro reverzni transkripci.

Reagencie MnoZstvi na 1 vzorek
Pufr RT 1 pul
Mix dNTP 0,4 nl
Smés nahodnych primera 1 pul
Reverzni transkriptaza 0,5 ul
Inhibitor Rnaz 0,5 ul
Voda neobsahujici Rnazy 1,6 ul
Naredény vzorek 5ul

5.2.8 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR)

Genova exprese regulacnich cytokinii v separovanych Treg byla stanovena
pomoci metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce v redlném case (QPCR, angl.
real time quantitative polymerase chain reaction). Jako endogenni kontrola byl zvolen -

aktin.

Reakce PCR probihala v 96 jamkové desti¢ce. Vzorky komplementarni DNA
(cDNA, angl. complementary DNA) byly napipetovany v dubletech po 5 pl. Do jamek
na desticce bylo ke vzorkiim cDNA ptidano 20 pl mixu s pfipravenymi reagenciemi podle
Tabulky 5. gPCR probihala za termalniho rezimu 2 min 50 °C, 10 min 95 °C, 40 cykla
— denaturace 15 s 95 °C, elongace 60 s 60 °C s posledni elongaci 5 min pti 60 °C.

Tabulka 5: Reagencie pouZité pii qPCR.

Reagencie Mnozstvi na 1 vzorek
Voda neobsahujici RNazy 6,25 ul
Specificka sonda s primery 1,25 pul
TaqMan Universal PCR MasterMix 12,5 ul
Vzorek ¢cDNA S5ul
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5.2.9 Imunoenzymatické stanoveni koncentrace cytokini (ELISA)

v supernatantech kultur

Produkce cytokini IL-10 a TGF-B v supernatantu kultur Treg s efektorovymi
bunikami polyklonaln¢ stimulovanymi po dobu 3 dni byla stanovena pomoci metody

ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay).

Na 96 jamkovou desticku byla navazana primarni monoklonalni protilatka proti
IL-10 anebo TGF-B (anti-human IL-10/TGF-B po 75 ul na jamku) natedéna dle udaja
vyrobce. Desticka byla inkubovana pies noc pii pokojové teploté. Nasledné byla desticka
3x promyta PBS s 0,05 % Tween. Do kazdé jamky bylo naneseno 150 pl blokovaciho
roztoku (v ptipad¢ IL-10 fediciho roztoku) a byla inkubovana 1 hod pfi laboratorni
teploté. Poté byla desticka 3x promyta PBS s 0,05 % Tween. Vzorky supernatant
z bunéénych kultur byly 2x nafedény v Trisem pufrovanym PBS (TBS, angl. Tris
buffered saline) nebo fedicim roztokem pro IL-10 a naneseny na desticku v dubletech po
50 pl. U detekce TGF-B ptedchazela fedéni vzorka inkubace 100 pl vzorku s 20 pul 1M
HCI po dobu 10 minut a nasledné pifidani 20 pl 1,2M NaOH s Hepes. Standardy byly
nafedény dle udajii vyrobce. Desticka byla inkubovana 2 hodiny pii pokojové teploté a
pres noc ulozena do lednice. Tteti den byla desticka 3x promyta PBS s 0,05 % Tween.
Do kazdé¢ jamky byla nanesena sekundarni biotinylovana protilatka fedéna v TBS/fedicim
roztoku pro IL-10. Destic¢ka byla inkubovana 2 hodiny pfi pokojové teploté a 3x promyta
PBS 50,05 % Tween. Do kazdé jamky bylo naneseno 50 pl streptavidinu znacené¢ho
kienovou peroxidazou 1000x nafedén¢ho v TBS. Desticka byla inkubovana 20 min pfi
pokojové teploté a nasledné 3x promyta PBS s 0,05 % Tween. Byl pfipraven vyvolavaci
roztok z citratového pufru, roztoku TMB a H>O». Do kazdé jamky bylo naneseno 50 pl
vyvolavaciho roztoku a desticka byla inkubovéna vtemnu. Reakce byla nakonec

zastavena 50 ul 2 M H»SOa.

Opticka denzita byla méfena pii 450 nm a pomoci kalibracni kiivky byla odectena

koncentrace cytokind.
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6 Vysledky

6.1 Analyza povrchovych a intracelularnich znaka regula¢nich T
bunék z plné pupecnikové krve déti zdravych a alergickych matek

pomoci pritokové cytometrie

Detekce celkové populace Treg a jejich subpopulaci v pupecnikové krvi déti
zdravych a alergickych matek byla zaloZzena na kombinaci povrchovych znakti CD4
a CD25 a intracelularnich transkripcnich faktorG FoxP3 a Helios. Fenotypova
charakteristika Treg z pupecnikové krve byla stanovena u 99 déti (45 déti zdravych matek
a 54 déti alergickych matek). Pro stanoveni celkové populace Treg byla zvolena dvoji
gateovaci strategie (jednou byly Treg definovany pouze jako CD4+CD25+ (Obrazek 3)
a podruhé jako CD4+CD25+FoxP3+ (Obrazek 5). Vysledky byly statisticky

vyhodnoceny t-testem.

6.1.1 Analyza regulacnich T bunék definovanych jako CD4+CD25+ T bunky
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Obrazek 3: Gating a reprezentativni dot plot populace Treg
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vybrané v kombinaci exprese povrchovych znakit CD4 a CD25.
Nejprve byla vybrana populace lymfocytii (Obrazek 3A), nasledné

byly vylouceny dublety (Obrazek 3B), poté byla vybrana CD4 e
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pozitivni populace (Obrdazek 3C), nasledne byla vybrana CD4
a CD25 pozitivni populace Treg (Obrazek 3D). Procenta v ukazkovych dot plotech

ukazuji procentualni zastoupeni jednotlivych vybranych populaci.
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Mezi procentualnim zastoupenim CD4+CD25+ Treg v pupecnikové krvi déti

zdravych a alergickych matek nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Procentudlni zastoupeni CD4+CD25+ Treg v plné pupecnikové krvi déti

zdravych a alergickych matek.

Z — Treg v pupecnikové krvi deti zdravych matek
A — Treg v pupecnikové krvi deti alergickych matek

6.1.2 Analyza regulac¢nich T bunék definovanych jako CD4+CD25+FoxP3+ T
bunky
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Obrazek S: Reprezentativni dot ploty populace Treg vybrané na
zakladé exprese povrchovych znaki CD4 a CD25
a transkripcniho faktoru FoxP3. Nejprve byla vybrana populace
lymfocytii (Obrdazek 5A), ndasledne byly vylouceny dublety
(Obrazek 5B), poté byla vybrana CD4 pozitivni populace
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(Obrazek 5C), nasledné byla vybrana CD25 a FoxP3 pozitivni populace Treg (Obrdzek
5D). Procenta v ukazkovych dot plotech ukazuji procentudlni zastoupeni jednotlivych

vybranych populaci.

Procentualni zastoupeni CD4+CD25+FoxP3+ Treg v plné pupecnikové krvi déeti
zdravych a alergickych matek se mezi obéma skupinami statisticky vyznamné neliSilo

(Obrazek 6).

% CD4+CD25+FoxP3+ Treg
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Obrazek 6: Procento CD4+CD25+FoxP3+Treg 7 plné pupecnikové krve déti
zdravych a alergickych matek.

Z — Treg v pupecnikové krvi déti zdravych matek
A — Treg v pupecnikové krvi déti alergickych matek
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6.1.3 Analyza zastoupeni prirozenych a indukovanych regula¢nich T bunék

Subpopulace nTreg a iTreg byly vybrany podle Obrazku 7.
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Obrazek 7: Gating a reprezentativni dot plot populace nTreg a iTreg vybrané podle
exprese transkripcnich faktorit FoxP3 a Helios. Nejprve byla vybrana populace
lymfocytii (Obrazek 7A), nasledné byly vylouceny dublety (Obrazek 7B), poté byla
vybrana CD4 pozitivni populace (Obrdazek 7C), nasledné z populace CD4+CD25+ Treg
(Obrazek 7D1) a CD4+CD25+FoxP3+ Treg (Obrazek 7D2) byly na zdaklade FMO
kontroly pro FoxP3 (Obrazek 7E1) a pro Helios (Obrazek 7E2) vybrany populace nTreg
a iTreg (Obrazek 7F). Procenta v ukazkovych dot plotech ukazuji procentuadlni
zastoupent jednotlivych vybranych populaci.
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V zastoupeni nTreg z CD4+CD25+ Treg v pupe¢nikové krvi déti zdravych
a alergickych matek nebyl prokézan statisticky vyznamny rozdil, a¢koliv u déti zdravych

matek bylo procentudlni zastoupeni nTreg mirné zvysené (Obrazek 8).

% nTreg

% CD4+CD25+FoxP3+Helios+

Obrazek 8: Procentudlni zastoupeni nTreg 7 CD4+CD25+ Treg v piné pupeclnikové
krvi déti zdravych a alergickych matek.

Z —nTreg v pupecnikové krvi déti zdravych matek
A —nTreg v pupecnikoveé krvi déti alergickych matek

V procentudlnim zastoupenim iTreg z CD4+CD25+ Treg v plné pupecnikové krvi
déti zdravych a alergickych matek nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil

(Obrazek 9).
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Obrazek 9: Procentudlni zastoupeni iTreg 7 CD4+CD25+ Treg v plné pupecnikové
krvi déti zdravych a alergickych matek.
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Z — iTreg v pupecnikove krvi déti zdravych matek
A — iTreg v pupecnikové krvi déti alergickych matek

V procentualni  zastoupeni nTreg z CD4+CD25+FoxP3+ Treg v plné
pupecnikové krvi u déti zdravych matek nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil

(Obrizek 10).
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Obrazek 10: Procentudlni zastoupeni nTreg 7 CD4+CD25+FoxP3+ Treg v plné
pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek.

Z — nTreg v pupecnikové krvi deti zdravych matek
A —nTreg v pupecnikové krvi déti alergickych matek

V zastoupeni iTreg z CD4+CD25+FoxP3+ Treg v pupecnikové krvi déti zdravych
a alergickych matek nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil, ackoliv u déti alergickych

matek bylo procentudlni zastoupeni iTreg mirn€ zvysené (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Procento iTreg 7 CD4+CD25+FoxP3+ Treg v plné pupecnikové krve déti
zdravych a alergickych matek.
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Z — iTreg v pupecnikové krvi deéti zdravych matek
A — iTreg v pupecnikové krvi deti alergickych matek

6.2 Analyza imunosupresivni eseje — in vitro ko-kultivace izolovanych

Treg s autolognimi mononuklearnimi bunikami a CD4+ T

buiikami z pupecnikové krve déti zdravych a alergickych matek

Efektorové CD4+ T buiiky a CBMC ko-kultivované s Treg v pomérech 1:2, 1:5,

1:10 a 1:20 byly fluorescencné¢ oznaceny CFSE. Pomoci prutokové cytometrie byl

u téchto bun€k méten ubytek fluorescence CFSE po 3 dnech kultivace. Analyzovéana byla

celkova proliferace CD4+ T buné¢k a CBMC i supresivni vlastnosti Treg. Imunosupresivni

esej byla proveden u 38 déti (17 déti zdravych matek a 21 déti alergickych matek). Data

byla statisticky vyhodnocena t-testem.

6.2.1 Meéreni Cistoty populaci regulaé¢nich T bunék a CD4+ T bunék ziskanych

magnetickou separaci

Cistota populace separovanych Treg byla analyzovana podle Obrazku 12.
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Obrazek 12: Gating a reprezentativni dot ploty méieni Cistoty
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vyizolované populace Treg pomoci prittokové cytometrie.
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byly vylouceny dublety (Obrazek 12B), nasledné byla vybrana o
CDA4 pozitivni populace (Obrazek 12C) a poté populace Treg
porzitivni pro znak CD25 a negativni pro znak CD127 (Obrazek 12D). Procenta
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SSC-A

v reprezentativnich dot plotech ukazuji procentudlni zastoupeni jednotlivych vybranych

populact.

Cistota populace separovanych CD4+ T bunék byla analyzovana podle Obrazku
13.
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Obrazek 13: Gating a reprezentativni dot ploty méreni Cistoty populace CD4+ T bunék
pomoci pritokové cytometrie. Nejprve byla vybrana populace lymfocytii (Obrdazek 13A4),
poté byly vylouceny dublety (Obrdazek 13B), ndsledné byla vybrana CD4 pozitivni
populace (Obrazek 13C) a poté populace CD4+ T bunék negativni pro znak CD25

a pozitivni pro znak CDI127(0brazek 13D). Procenta v ukazkovych dot plotech ukazuji

procentualni zastoupent jednotlivych vybranych populaci.
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6.2.2 Imunosupresivni esej

Imunosupresivni esej byla analyzovana podle histogramti na Obrazku 14.
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Obrazek 14: Reprezentativni histogramy imunosupresivnich eseji. Ukdzdany jsou

reprezentativni histogramy ko-kultivaci Treg s efektorovymi T burikami v pomérech 1.2,

1:5, 1:10 a 1:20 a kultivaci polyklonalné stimulovanych efektorovych bunék bez Treg

u deti zdravych matek (Obrazek 14A-E) a déti alergickych matek (Obrazek 14G-J).

Procenta uvedend u jednotlivych histogramii predstavuji procento celkové proliferace

efektorovych bunék po ko-kultivaci s Treg. Na histogramu nejvice vpravo je vzdy uvedena

porzitivni nestimulovana kontrola obarvena CFSE, na histogramu nejvice vlevo je vidy

uvedena negativni nestimulovana kontrola neobarvena CFSE.

41



Pii ko-kultivaci Tregs CD4+ T bunikami proliferovaly CD4+ T buiky déti
alergickych matek statisticky vyznamné vice nez déti zdravych matek ve vSech pomérech
Treg : CD4+ T bunkam (1:2, 1:5, 1:10 1 1:20), ale rovnéz i kontroly bez Treg (Obrazek
15). Piekvapiveé nebyl pozorovan vliv rizného poméru Treg s CD4+CD25- T lymfocyta
na supresi proliferace CD4+CD25- T lymfocyta.

CD4+

100+ . . . . .
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Obrazek 15: Imunosupresivni esej — kultivace Treg s CD4+ T buiikami pii stimulaci
PHA po dobu 3 dni. Efektorové CD4+ T bunky byly obarveny CFSE. Diky ubytku
Sfluorescence CFSE po 3 dnech kultivace bylo mozné sledovat celkovou proliferaci CD4+
T bunek.

1:2Z—1:2 A: p=0,0174

1:5Z-1:5 A: p=0,0317

1:10 Z - 1:10 A: p=0,0286

1:20 Z — 1:20 A: p=0,0462

K PHA CFSE Z — K PHA CFSE A: p= 0,0092

Z — deéti zdravych matek

A — deti alergickych matek

K — nestimulovand kontrola

K PHA — kontrola stimulovana fytohemaglutininem (PHA) bez Treg
CFSE — carboxyfluorescein succinimidyl ester

1:2—Treg s CD4+ T buiitkami kultivované v pomeéru 1:2

1:5—Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeéru 1:5

1:10— Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeru 1:10

1:20 - Treg s CD4+ T bunkami kultivované v poméru 1:20

* 1 <0,05
**p <0,01
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Pti ko-kultivaci Treg s CBMC celkové proliferovaly efektorové CBMC déti
alergickych matek statisticky vyznamné vice v pomérech 1:5, 1:10 a 1:20 a u pozitivni

kontroly nez CBMC déti zdravych matek (Obrazek 16).

1004

% proliferace

Obrazek 16: Celkova proliferace CBMC po tiidenni ko-kultivaci s Treg déti zdravych
a alergickych matek. Efektorové CBMC byly obarveny CFSE. Diky ubytku fluorescence
CFSE béhem ko-kultivace bylo mozné sledovat celkovou proliferaci CBMC.

1:57Z—-1:5A4: p=0,0326
1:10Z-1:10A: p=0,0151
1:20Z - 1:20 A: p= 0,0096

K PHAZ - K PHA A: p= <0,0001

CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

Z — deéti zdravych matek

A — deti alergickych matek

K — nestimulovand kontrola

K PHA — kontrola stimulovana fytohemaglutininem (PHA) bez Treg
CFSE — carboxyfluorescein succinimidyl ester

1:2—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:2

1:5—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:5

1:10—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:10

1:20 - Treg s CBMC kultivované v pomeéru 1:20

*p <0,05
*p <0,01
*Hk p <0,001
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6.2.3 Imunosupresivni esej — buffy coat

Jelikoz se ndm nepodafilo prokazat supresivni efekt Treg na proliferaci CD4+
T bunék ani CBMC, rozhodli jsme se ovéfit funkénost metody s vyuzitim bunék
dospélého jedince. Byly pouzity buiiky z buffy coati dospélého zdravého ¢lovéka. Treg
a CD4+ T bunky byly separovany pomoci magnetické separace stejn¢ jako u pupecnikové
krve. Treg byly ko-kultivovany s CD4+ T bunkami a PBMC 3 dny a stimulovany PHA.

Imunosupresivni esej z buffy coatli byla analyzovany podle Obrazku 17.

A K PHA B 1:2 C 1:5
—

5 925% 5
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Caunt
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Ay rren vy
1] 10 1!!3 10 105 0 10 103 1U4 105 2
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Obrazek 17: Reprezentativni histogramy

Count

imunosupresivni eseje — buffy coat. Pro kontrolu byly

kultivovany efektorové bunky bez Treg (Obrdazek 17A),

‘ dale Treg s efektorovymi busikami v poméru 1:2 (Obrdazek
oot w0 J7B) a 1:5 (Obrazek 17C) a 1:10 (Obrazek 17D).
Procenta uvedend u jednotlivych histogramii predstavuji

procento celkové proliferace efektorovych bunék po ko-kultivaci s Treg. Na histogramu
nejvice vpravo je vidy uvedena pozitivni nestimulovana kontrola obarvena CFSE, na

histogramu nejvice vlevo je vidy uvedena negativni nestimulovand kontrola neobarvena
CFSE.
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6.3 Detekce imunoregulacnich cytokinii v supernatantu bunéénych
kultur ko-kultivaci Treg s CBMC/CD4+ T butikami in vitro
pomoci metody ELISA

Imunoenzymatickou metodou ELISA byla stanovena produkce regulacnich
cytokini IL-10 a TGF-B v supernatantech odebranych zin vitro ko-kultivaci
separovanych Treg s efektorovymi CD4+ T buitkami ¢i CBMC z pupecnikové krve déti
zdravych a alergickych matek. Treg s efektorovymi builkkami byly kultivovany
v pomérech 1:2, 1:5, 1:10 a 1:20 a byly stimulovany PHA. Stanoveni produkce IL-10
bylo provedeno u 34 déti (13 déti zdravych matek a 21 déti alergickych matek); stanoveni
produkce TGF-3 bylo provedeno u 13 déti (7 déti zdravych matek a 6 déti alergickych
matek). Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu.

V poméru 1:2 Treg:CD4+ T buiikkdm byla produkce IL-10 statisticky vyznamné
niz8§i u déti alergickych matek. Statisticky vyznamné niZsi produkce IL-10 u déti
alergickych matek byla i vpoméru 1:5 a 1:10 Treg:CD4+ T bunkam. Statisticky
vyznamny rozdil byl pozorovan i mezi kontrolou bez Treg stimulovanou PHA u déti
zdravych a alergickych matek. U nestimulované kontroly bez Treg nebyl pozorovan
zadny statisticky vyznamny rozdil mezi CD4+ T builkami déti zdravych a alergickych

matek patrn€ z dtivodu nizké produkce IL-10 na hranici detekéniho limitu (Obrazek 18).

IL-10
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Obrazek 18: Koncentrace IL-10 v supernatantu kultur Treg s CD4+ T burikami déti

zdravych a alergickych matek, riizné poméry.
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1:2Z-1:2A4:p =0,0347
1:57Z2-1:5A4:p=0,0151
1:10Z—-1:10A: p = 0,0146
KPHAZ—-K PHA A: p = 0,0046

Z — deti zdravych matek

A — deti alergickych matek

K — nestimulovana kontrola

K PHA — kontrola stimulovana fytohemaglutininem (PHA) bez Treg
1:2—Treg s CD4+ T burnikami kultivované v pomeéru 1:2

1:5—Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeéru 1:5

1:10— Treg s CD4+ T bunkami kultivované v poméru 1:10

1:20 - Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeéru 1:20

*p <0,05
**p <0,01

V produkei IL-10 v supernatantu kultur Treg s CBMC déti zdravych a alergickych
matek byl prokazan statisticky vyznamny rozdil pouze v poméru 1:2 (Treg:CBMC). Mezi
ostatnimi pomé&ry Treg : CBMC ¢i kontrolami bez Treg nebyl pozorovan zadny statisticky

vyznamny rozdil v sekreci IL-10 (Obrazek 19).
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Obrazek 19: Koncentrace IL-10 v supernatantu kultur Treg s CBMC déti zdravych a
alergickych matek.

1:22Z—1:2A4: p = 0,0496

CBMC — mononukledrni bunky pupecnikové krve
Z — deti zdravych matek
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A — deti alergickych matek
K — nestimulovana kontrola

K PHA — kontrola stimulovana fytohemaglutininem (PHA) bez Treg
1:2—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:2

1:5—Treg s CBMC kultivované v pomeru 1:5

1:10— Treg s CBMC kultivované v pomeru 1:10

1:20 - Treg s CBMC kultivované v pomeru 1:20

*p <0,05

Mezi hodnotami produkce TGF-B v kulturdich Treg s CD4+ T buitkami
pupecnikové krve déti zdravych a alergickych matek nebyl pozorovan statisticky

vyznamny rozdil (Obrazek 20).
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Obrazek 20: Koncentrace TGF-f v supernatantu kultur Treg s CD4+ T buiikami déti
zdravych a alergickych matek.

Z — deti zdravych matek

A — deéti alergickych matek

K — nestimulovana kontrola

K PHA — kontrola stimulovand fytohemaglutininem (PHA) bez Treg

1:2 —Treg s CD4+ T bunkami kultivované v poméru 1:2
1:5—Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeéru 1:5
1:10— Treg s CD4+ T bunkami kultivované v pomeru 1:10
1:20 - Treg s CD4+ T bunkami kultivované v poméru 1.:20
Produkce TGF-B v supernatantu ko-kultivaci Treg s CBMC déti zdravych
a alergickych matek se statisticky vyznamné liSila pouze u kontrol bez Treg

stimulovanych PHA. D¢ti alergickych matek mély signifikantn€é zvySenou produkci
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TGF-f u CBMC. Statisticky vyznamny rozdil v produkci TGF-B nebyl pozorovén u
zadného poméru kultivace Treg s CBMC (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Koncentrace TGF-f v supernatantu kultur Treg s CBMC déti zdravych a
alergickych matek.

KPHAZ—-KPHA A:p =0,0189

CBMC — mononukledrni bunky pupecnikové krve

Z — deti zdravych matek

A — deti alergickych matek

K — nestimulovana kontrola

K PHA — kontrola stimulovand fytohemaglutininem (PHA) bez Treg
1:2—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:2

1:5—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:5

1:10—Treg s CBMC kultivované v poméru 1:10

1:20 - Treg s CBMC kultivované v pomeéru 1:20

*p <0,05

6.4 Stanoveni genové exprese cytokini v regula¢nich T burkach
separovanych z pupecnikové krve déti zdravych a alergickych

matek

Pomoci qPCR byla stanovena exprese regulacnich cytokinti IL-10, TGF-p a IL-35
(resp. podjednotky p35 IL-12A) u Treg izolovanych pomoci magnetické separace
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z pupecnikové krve déti zdravych a alergickych matek. Jako endogenni kontrola byl
zvolen B-aktin. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny t-testem.

V genové expresi IL-10 u Treg déti zdravych a alergickych matek nebyl Zadny
statisticky vyznamny rozdil, ackoliv déti alergickych matek mély expresi IL-10 mirné

snizenou (Obrazek 22).

IL-10

Relativni kvantifikace

A

Obrazek 22: Genova exprese IL-10 u Treg déti zdravych a alergickych matek.

Z — Treg deti zdravych matek
A — Treg deti alergickych matek

V genové expresi TGF-f v Treg déti zdravych a alergickych matek také nebyl
zadny statisticky vyznamny rozdil, ackoliv déti alergickych matek mély expresi TGF-f3

mirné snizenou (Obrazek 23).

TGF-B

Relativni kvantifikace

Obrazek 23: Genova exprese TGF-f u Treg déti zdravych a alergickych matek.
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Z — Treg deti zdravych matek
A — Treg déti alergickych matek

Ani v genové expresi IL-35 (p35) u Treg déti zdravych a alergickych matek nebyl
prokazan Zadny statisticky vyznamny rozdil, ackoliv déti alergickych matek mély opét

expresi [L-35 mirn€ snizenou (Obrazek 24).

IL-35

Relativni kvantifikace

z A

Obrazek 24: Genova exprese IL-35 u Treg déti zdravych a alergickych matek.

Z — Treg deti zdravych matek
A — Treg déti alergickych matek
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7 Diskuze

V ramci této diplomové prace bylo sledovano zastoupeni celkové populace Treg
a subpopulaci nTreg a iTreg a v pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek.
Rovnéz jsme se zaméfili na charakterizaci funk¢nich vlastnosti Treg pupecnikové krve
déti zdravych a alergickych matek. Pfi porovnavani procentudlniho zastoupeni Treg
v nestimulované pupe¢nikové krvi nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi détmi
zdravych a alergickych matek. Propor¢ni zastoupeni v plné pupecnikové krvi bylo
méfeno pomoci pritokové cytometrie a stanoveno na zakladé kombinace exprese
povrchovych znakii CD4 a CD25 i intracelularnich transkripcnich faktori FoxP3
a Helios. Pfi hodnoceni vlastni imunosupresivni kapacity Treg nebyla pozorovéana
vyrazna schopnost Treg déti jak zdravych, tak alergickych matek potlacit proliferacni
aktivitu CD4+ T lymfocyti ¢i CBMC, coZz poukazuje na funk¢ni nezralost Treg
pfitomnych v pupecnikové krvi. V souladu s pfedchozimi vysledky byla zjiSténa vyssi
prolifera¢ni kapacita CD4+ T bunék i CBMC izolovanych z pupecnikové krve déti
alergickych matek ve srovnani s proliferani kapacitou CD4+ T bunék a CBMC déti
zdravych matek. V supernatantech téchto bunéénych kultur mély déti alergickych matek
vyznamné nizs§i koncentraci imunoregulaéniho cytokinu IL-10 a na trovni mRNA mély
déti alergickych matek snizenou expresi regulaénich cytokint IL10, TGF-B 1 1L-35, av§ak

zjisténé rozdily nedosahly statistické vyznamnosti.

Jelikoz dodnes nebyl popsan dostatecné specificky znak pro Treg a hodnoty tykajici
se procentualniho zastoupeni Treg v pupecnikové krvi se v literatute lisi, bylo proporéni
zastoupeni Treg v pupecnikové krvi vyhodnoceno dvéma zpiisoby. Jednak byly Treg
definovany jako CD4+CD25+ T buiky, coz povazujeme za nejméné presné, ackoliv
v mnoha pracich je tato charakteristika stale pouzivana (Hoffmann et al., 2007) (zejména
pak v klinice (Quan and Yang, 2017)). V procentualnim zastoupeni Treg (CD4+CD25+)
v plné nestimulované pupecnikové krvi nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi détmi
zdravych a alergickych matek. Statisticky vyznamny rozdil mezi procentudlnim
zastoupenim Treg (charakterizovanych jako CD4+CD25+(CD127°")) izolovanych
z CBMC d¢ti zdravych a alergickych matek (déti s naslednymi alergickymi projevy ve
12 mésicich Zivota) nepopisuje ani Smith a kol., ackoliv uvadéji trend k niz$imu
zastoupeni Treg v CBMC u déti, u kterych doSlo pozdéji k rozvoji alergického

onemocnéni (Smith et al., 2008).
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Pti charakteristice Treg jako CD4+CD25+FoxP3+ nebyl pozorovan vyrazny rozdil
mezi zastoupenim Treg v plné pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek. Tyto
vysledky jsou v souladu s vysledky diive zjisténymi v laboratoii (Hrdy et al., 2012)
1 s vysledky Fu a kol., ktefi nezjistili rozdil v procentudlnim zastoupeni
CD4+CD25+FoxP3+ Treg v pupecnikové krvi mezi détmi zdravych a alergickych matek
(Fu et al., 2013). Naopak Kim a kol. uvadégji, ze zastoupeni CD4+CD25+FoxP3+ Treg
v pupeénikové krvi zdravych déti se pohybuje v prioméru kolem 3,2 % (Kim et al., 2012).
V naSich vysledcich je primérna hodnota procentuédlniho zastoupeni Treg v pupecnikové
definovanim skupiny zdravych a alergickych déti (resp. déti zdravych a alergickych
matek). V nasi praci jsme zohlediovali anamnézu matky (vyskyt alergie), zatimco Kim a
kol. brali v potaz dédi¢né poruchy, komplikace z diivodu infekce a hematologické
anomalie pfimo u novorozence. Niz$i zastoupeni CD4+CD25+FoxP3+ Treg (1,57 %)
v pupe¢nikové krvi déti alergickych matek popisuje i Meng a kol. V procentualnim
zastoupeni Treg v CBMC d¢éti atopickych a zdravych matek, které byly nespecificky
polyklonalng stimulovany PHA, nebyl popsan vyznamny rozdil. Procentudlni zastoupeni
Treg v CBMC téchto déti bylo po stimulaci PHA vyssi (26,81 % u déti zdravych matek
a 37,28 u déti atopickych matek) v porovnani s procentudlnim zastoupenim Treg
v nestimulovanych CBMC (Schaub et al., 2008a). Strombeck a kol. uvadi vyssi
procentudlni zastoupeni CD4+CD25+FoxP3+ Treg u déti, u kterych doSlo k fazi
senzibilizace v 18 a 36 mésicich Zivota. Tyto déti mély vySsi zastoupeni Treg nejen
v periferni krvi, ale 1 v pupecnikové krvi (data nebyla uvedena) (Strombeck et al., 2014).
Nase vysledky nevykazuji vys$si zastoupeni CD4+CD25+FoxP3+ Treg u déti alergickych
matek, moZzna pravé proto, ze opct nebyl bran ohled na alergické projevy ditéte
v pozdéjsim véku, ale pouze na alergicky stav matky. Faktort, které mohou ovlivnit
vysledné procentudlni zastoupeni Treg v krvi, je vice. Postup pii zpracovavani vzorku pro
analyzu Treg pomoci pritokové cytometrie mize vyrazné ovlivnit celkové vysledky
experimentu. Klicov4 je titrace protilatky proti FoxP3, jelikoZ se ukazalo, Ze doporucené
mnozstvi od vyrobce nemusi byt dostacujici pro oznaceni vSech FoxP3+ bunék.
Dilezitym faktorem je, zda jsou Treg znaceny z Cerstvé krve (zpracované do 24 hod. od
odebrani) anebo zda byly pfed zpracovanim kryokonzervovany. Ukézalo se, ze pocet
kryokonzervovanych Treg je primérné nizsi nez pocet Treg analyzovanych v Cerstvé
krvi. Déle miiZze procentualni zastoupeni Treg ovlivnit i permeabilizace a fixace vzorku,

pokud nejsou prfedem optimalizovany (Nettenstrom et al., 2013). Vyznamnou roli hraje
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1 konkrétni klon protilatky. Pouziti riznych klont protilatky nejen proti FoxP3, ale
1 CD25, mize vést k rozporuplnym vysledkim (Law et al., 2009). V jeste vétsi variabilité
vysledki studii zabyvajici se lidskymi Treg muze hrat roli konkrétni alela genu foxp3.
Nezavisle na sobé polymorfismus genu foxp3 souvisejici s predispozici k rozvoji
alergické rymy byl popsan u ¢inské i mad’arské populace (Zhang et al., 2009; Fodor et
al.,2011).

Ditlezitym faktorem ovliviiujicim imunitni systém novorozence, jeho predispozice
ke vzniku alergickych onemocnéni a zastoupeni Treg, je 1 okolni prosttedi, ve kterém se
matka vyskytuje béhem téhotenstvi. Zivot matky na venkové a s nim spojena vyssi
antigenni stimulace (zejména stimulace mikrobidlnimi antigeny) vede u novorozenctu ke
snizené Th2 imunitni odpovédi a vyS§Simu procentudlnimu zastoupeni Treg
v pupe¢nikové krvi nez u novorozencti matek zijicich v méstském prostiedi (Schaub et
al., 2009; Lisciandro et al., 2012). Bohuzel, ani tento faktor nebyl mezi détmi zdravych
a alergickych matek porovnavan. V nasi praci se jednalo o Zeny bydlici v Praze a jejim

okoli.

Na zaklad¢ exprese FoxP3 a Helios jsme odliSovali dvé hlavni subpopulace Treg —
nTreg a iTreg. V soucasné dobé¢ je snaha o identifikaci fenotypovych bunéénych znakt
umoznujicich rozliSeni mezi t€émito dvéma subpopulacemi Treg. Za jeden takovy slibny
znak je povaZovan transkripéni faktor Helios (Thornton et al., 2010). Nasi hypotézou
bylo, Ze déti alergickych matek budou mit nizs$i zastoupeni iTreg, jelikoz i1Treg
predstavuji dileZitou populaci imunitnich bunék podilejici se na vzniku periferni
tolerance vii¢i alergentim. Nase data nepotvrdila statisticky vyznamny rozdil mezi nTreg

a iTreg analyzovanych jak z CD4+CD25+ Treg tak z CD4+CD25+FoxP3+ Treg.

Treg hraji stéZejni roli pii inhibici efektorovych T buné€k a pfi nastavovani periferni
tolerance vuci alergenim z vnéjSiho okoli v ¢asném postnatdlnim obdobi. Pomoci
imunosupresivni eseje v této praci jsme chtéli zjistit, zda Treg separované z pupecnikové
krve jsou této inhibice schopny a zda u déti alergickych matek neni tato jejich funkéni
vlastnost naruSena, ¢imZz by mohlo dochazet ke snaz§imu rozvoji nezddouci imunitni
odpovédi na relativné neSkodné antigeny vnéjSiho prostfedi u jedinch s predispozici
k rozvoji alergie. Byla méfena jak celkova proliferace CD4+ T bunck tak CBMC
ko-kultivovanych s Treg v riiznych pomérech. Zjistili jsme, ze CD4+ T buitkky a CBMC

déti alergickych matek maji po stimulaci statisticky vyznamné vyssi celkovou proliferaci.
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To je v souladu s vysledky prace Zizky a kol. (Zizka et al., 2007). Vyssi reaktivita CBMC
déti alergickych matek by mohla poukazovat na mechanismus snazsiho rozvoje
alergickych onemocnéni u téchto déti, kdy by bunky imunitniho systému déti s vyssi
predispozici k rozvoji alergického onemocnéni reagovaly na antigeny vnéjSiho prostiedi

neadekvatni imunitni odpovédi.

V této préci vSak nebyl potvrzen zadny statisticky vyznamny rozdil v mife suprese
Treg vici CD4+ T bunkam ¢i CBMC mezi détmi zdravych a alergickych matek. Dokonce
jsme nepozorovali zadnou imunosupresi pii ko-kultivaci Treg s CD4+ T lymfocyty ¢i
CBMC. Pro ovéteni funk¢nosti metody byla stejnd imunosupresivni esej provedena
u bunék pochazejicich z buffy coatii zdravych dospélych jedincii. V tomto ptipade bylo
dosazeno zfetelné inhibice proliferace efektorovych T bunck. Lze tedy fici, ze Treg
v pupecnikové krvi maji nizsi funkcni kapacitu nez Treg z periferni krve dospélych
jedincti poukazujici na obecnou nezralost novorozeneckého imunitniho systému (Vosters

etal.,2010; Torelli et al., 2012).

Informace tykajici se supresivnich vlastnosti Treg v pupecnikové krvi se znacné
rozchazeji. Meng a kol. popisuji, ze Treg izolované z pupecnikové krve déti alergickych
matek jsou vyznamné méné schopné suprese vici efektorovym buitkam nez Treg
izolované z pupecnikové krve déti zdravych matek (Meng et al., 2016). Navic bylo
zjisténo, ze novorozenecké Treg (oproti Treg dospélych lidi) nejsou schopny vyvolat
dostate¢né supresivni funkce ani vi¢i NK (angl. natural killer) bunkam, dilezité bunécné

slozky ptirozeného imunitniho systému (Xu et al., 2014).

V porovnani s Treg z periferni krve dospélych jedinct, Treg v pupecnikové krvi déti
T buikdm (Schaub et al., 2008a). Dostacujici supresivni efekt Treg v pupecnikové krvi
vuci efektorovym CD4+CD25- T bunkam je popisovan i dalS§imi autory, a to jak po
polyklonalni stimulaci (Takahata et al., 2004), tak i1 po specifické antigenni stimulaci
(Wing et al., 2005; Mayer et al., 2012). Na zaklad¢€ nasich vysledkt predpokladame, ze
novorozenecky adaptivni imunitni systém je po narozeni nezraly vcetné sniZenych
imunosupresivnich  schopnosti Treg. Brzkd poporodni antigenni stimulace
novorozeneckého imunitniho systému je tedy zfejmé stéZejni pro nastaveni potiebnych

imunoregula¢nich funkci Treg.
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Pomoci metody ELISA byla stanovena produkce regulacnich cytokini IL-10
a TGF-B v supernatantu bunécnych kultur. IL-10 ma vyznamnou roli pii navozovani
anergie T bun¢k, inhibuje totiz proliferaci Th1 i Th2 bunék. Treg jsou jedny z imunitnich
bunék tvoticich tento cytokin. Produkce IL-10 vSak byla popsana u Thl i Th2 bun¢k,
B bun¢k, dendritickych bunék a makrofagh (Nagalakshmi et al., 2004). Nizsi produkce
IL-10 v pupecnikové krvi byla popsana u déti s vysokym rizikem vzniku alergického
onemocnéni v pozdéjSim veku (Bullens ef al., 2012). Statisticky vyznamné niz$i hodnoty
produkce IL-10 byly zjistény v supernatantu kultur Treg s CD4+ T bunkami déti
alergickych matek. Nevyznamny rozdil v poméru 1:20 mohl byt zapfi¢inény malym
poctem vzorkl a vyssi variabilitou vysledki. Tyto vysledky u déti alergickych matek
poukazuji na snizenou schopnost tvorby regula¢niho cytokinu IL-10 bunikami
pupecnikové krve a sniZzené schopnosti potlacovat imunitni odpovéd’ efektorovych CD4+
T bunék, coz potvrzuje i vyssi proliferacni kapacita jak CD4+ T lymfocytt tak CBMC
u déti alergickych matek v porovnani s détmi zdravych matek. Nedavno publikovana
studie Coomese a kol. zabyvajici se roli IL-10 u mySiho modelu alergického zanétu
dychacich cest indukovaného alergenem roztoce zjistila, ze produkce IL-10 a signalizace
pomoci IL-10R piimo ovlivituje prezivani Th2 T bunék. Signalizace pies IL-10R
indukuje v Th2 bunkach expresi granzymu B a zptisobuje tim bunécnou smrt Th2 T bunék
indukovanou pifes TCR. Signalizace zahrnujici IL-10R je tedy u myS$iho modelu
alergického zanétu dychacich cest stéZejni v prevenci rozvoje alergické reakce. Pokud by
tento mechanismus byl stejny 1 u lidi, znamenalo by to, Ze vzhledem k nedostate¢né
signalizaci vedouci pies IL-10R alergicti jedinci nejsou schopni dostateéné efektivné
potlacit proliferaci efektorovych bunék zodpovédnych za projevy onemocnéni (Coomes

etal.,2017).

Rozdil v produkci IL-10 v supernatantu kultur Treg s CBMC mezi détmi alergickych
a zdravych matek nevysel statisticky vyznamné&. Vysledky prace Vosters a kol. popisuji,
ze novorozenecké CBMC  stimulované lipopolysacharidem (LPS, angl.
lipopolysaccharide) oproti dospélym jedinciim produkuji vyznamné méné I1L-10 (Vosters
et al., 2010). Jak jiz bylo zminéno, IL-10 je produkovan dal§imi imunitnimi buiitkami nez
Treg, coz pii ko-kultivaci Treg s CBMC mohlo smazat vyznamné rozdily v produkci
tohoto cytokinu CD4+ T lymfocyty u déti zdravych a alergickych matek. Zaroven je
mozné, Ze CBMC déti zdravych matek produkuji IL-10 ve vyS$i mife nez déti alergickych

matek. VyssSi produkei IL-10 CBMC déti zdravych matek vSak nemiiZzeme prokézat,
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jelikoz nebyla méfena koncentrace IL-10 v supernatantu kultur samotnych Treg bez

efektorovych bunék.

V supernatantech kultur byla stejn¢ jako produkce IL-10 stanovena i produkce
TGF-B. Vysledky produkce TGF-B po in vitro ko-kultivaci Treg s CD4+ T bunkami
nepotvrdily statisticky vyznamny rozdil mezi détmi zdravych a alergickych matek.
V literatufe se informace ohledné koncentrace TGF-B produkovaného buiikami
pupecnikové krve rozchazeji. Nékde je uvadéna vyssi koncentrace TGF-f v pupecnikové
krve nez u jinych cytokinti (Takahashi et al., 2015). Vysledky experimentu provadéného
diive v laboratofi ukazuji také vysoké koncentrace TGF-f v séru pupecnikové krve, avSak
nizs$i hodnoty u déti alergickych matek nez u déti matek zdravych (Hrdy et al., 2010).
V porovnani s Treg dospélych lidi bylo zjisténo, ze novorozenecké Treg produkuji
v bunéénych kulturdch méné solubilntho TGF-B a exprimuji méné membranove
vazaného TGF-B (Xu et al., 2014). Studie zaméfena na analyzu Treg méstské kohorty
matek a jejich déti zjistila, Ze v porovnani s PBMC matky, CBMC novorozence po
polyklonalni stimulaci produkuji mén¢ TGF-B (Ly et al., 2009). Koncentrace TGF-3
v této praci byla méfena v supernatantu kultur Treg s CD4+ T buiikami a CBMC.
Statisticky ~ nevyznamné  vysledky  se shoduji s vysledky ~ Balossini
a kol. V jejich praci nebyl popsan rozdil v produkci IL-10 a TGF-B1 v pupecnikové krvi
déti zdravych ¢i alergickych rodicl. Zajimali se vSak pfedevsim o alergicky stav otce.
Dokonce zjistili, ze déti alergickych otcti maji v pupecnikové krvi snizené hladiny
TGF-B1 (Balossini et al., 2009). V nasi praci jsme alergicky stav otce nebrali v tvahu
proto, ze vyvijejici se plod je v intimni interakci s t€lem matky v pribéhu intrauterinniho
vyvoje, a ne s télem otce, tudiZ alergicky stav matky ma ziejmé& vyrazné vyssi vliv na
potencialni rozvoj alergie u ditéte. Zanedbatelny vliv alergie ¢i atopie otce na ptipadné

riziko rozvoje alergie u ditéte popisuji ve sveé praci i Schaub a kol. (Schaub ez al., 2008a).

Kromé produkce regulacnich cytokinti IL-10 a TGF-B na proteinové urovni byla
v supernatantech bunéénych kultur stanovena 1 genova exprese regulacnich cytokind na
urovni mRNA v Treg izolovanych pfimo z pupecnikové krve. Rozdil v genové expresi
vSech tii regulacnich cytokinli u Treg separovanych z pupecnikové krve nebyl statisticky
vyznamny mezi détmi zdravych a alergickych matek. AvSak sniZenad exprese IL-10,
TGF-pB 1 IL-35 byla naznaCena u déti alergickych matek. Krogulska a kol., kteti méfili
expresi IL-10 a TGF-B u déti s potvrzenymi potravinovymi alergiemi zavislymi na IgE

protilatkach, popisuji statisticky vyznamné nizsi expresi IL-10 u skupiny alergickych déti.
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V expresi TGF-B Krogulska a kol. neuvadéji zadny vyznamny rozdil mezi zdravymi
a alergickymi détmi a obecné exprese téchto dvou cytokinti u alergickych déti

nekorelovala (Krogulska et al., 2011).

Nizka produkce IL-10 po polyklonalni stimulaci spolu se snizenou genovou expresi
regulacnich cytokind IL-10, TGF- a IL-35 (ackoliv statisticky nevyznamnou) poukazuje
na moznou poruchu regula¢nich mechanismt u déti s vysokou predispozici k rozvoji
alergického onemocnéni. Spolu se snizenou produkci regulacnich cytokinii na urovni
mRNA i proteintl, vysoka proliferacni aktivita bunék pupecnikové krve déti alergickych
matek by mohla u téchto déti ptispivat ke snaz§imu rozvoji alergii. Bylo by zajimavé
vyhodnotit tato data s ohledem na skute¢ny rozvoj alergickych onemocnéni u téchto déti
2 roky ¢i 6 let po porodu pro ovéteni, zda by proporcni a funkéni vlastnosti Treg mohly

mit prediktivni hodnotu pii posouzeni budouciho rozvoje alergickych onemocnéni.
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8 Zavér

V procentualnim zastoupeni Treg (definovanych jako CD4+CD25+ T buiiky i jako
CD4+CD25+FoxP3+ T buiiky) v pupecnikové krvi déti zdravych a alergickych matek
nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil. V zastoupeni subpopulaci nTreg a iTreg
definovanych na zéklad¢ pfitomnosti transkripcnich znaki FoxP3 a Helios nebyl

pozorovan signifikantni rozdil mezi détmi zdravych a alergickych matek.

Déti alergickych matek maji obecné vyssi proliferacni kapacitu CBMC i CD4+
T buné¢k v pupeénikové krvi oproti détem zdravych matek. Spolu s Th2 novorozeneckou
predominanci vyssi reaktivita efektorovych bun€k déti alergickych matek by mohla

poukazovat na snazsi rozvoj nezadouci alergické reakce u téchto déti jiz v Casném obdobi.

Oproti Treg dospelych lidi novorozenecké Treg nevykazuji dostatecné
imunosupresivni vlastnosti vii€i efektorovym bunkam pii ko-kultivaci Treg jak s CD4+
T lymfocyty tak CBMC in vitro. Neschopnost Treg pupecnikové krve potlacit proliferaci
CBMC ¢i CD4+ T bunék muze byt dalsim znakem poukazujicim na obecnou nezralost

novorozeneckého imunitniho systému.

Niz8i produkce regulacniho cytokinu IL-10 v supernatantu ko-kultivaci Treg
s efektorovymi buiikami pupecnikové krve déti alergickych matek ukazuje na horsi
imunoregula¢ni funkce Treg déti alergickych matek, coZ by opét mohlo vést ke snaz§imu

vzniku alergickych onemocnéni u déti alergickych matek.
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