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Abstrakt

Prestoze je problematika vztahu pusobeni chladu a infekci zkoumana jiz od nepaméti,
stdle nebyla objevena fada mechanism, které k tomuto jevu pfispivaji. Zatimco kratkodobé
pusobeni chladu spousti stresovou odpovéd' a tvorbu prozanétlivych cytokinl, dlouhodobé
plsobeni chladu navozuje chladovou adaptaci a protizanétlivy pfesmyk. NevyreSenou otdzkou
zGstava role chladové adaptace v rozvoji a pribéhu odpovédi organismu na infekci. V této
diplomové praci jsme se zaméfili na uceni vlivu chladového stresu, nebo chladové adaptace
na imunitni systém potkan( za soucasné stimulace ligandy Toll-like receptord (TLR). Z ndmi
ziskanych vysledkl vyplyva predevsim dulezitost y&T lymfocytld a cytokin(, které produkuji
v procesu chladové adaptace. Abychom zjistili, jak chladovd adaptace ovlivni odpovéd na
infekéni agens, studovali jsme zmény zastoupeni rGznych populaci imunitnich bunék u
potkan(, kterym byl aplikovan ligand TLR2/6, Pam2CSK4. Pozorovali jsme vyznamné zmény
v aktivaci myeloidnich bunék a B lymfocytl, ale také v populaci yo6T lymfocytd. Nékteré z

vysledk( poukazuji na vyznam y8T lymfocyt( a protektivni vliv chladové adaptace.

Klicova slova: imunitni systém, chladovy stres, chladovd adaptace, infekce, Toll-like rceptory,

ligandy Toll-like receptort



Abstract

Although the relationship between the effects of cold and infection has been studied
for a long time, the mechanisms contributing to this phenomenon have not yet been
discovered. While short-term exposure to cold triggers a stress response and the production
of proinflammatory cytokines, long-term cold exposure induces adaptation and anti-
inflammatory shift. The role of cold adaptation in the development and the process of the
organism's response to infection remains an unresolved issue. In this diploma thesis, we
focused on determining the effect of cold stress or cold adaptation on the immune system of
rats which was stimulated by ligands of Toll-like receptors (TLRs). The obtained results showed
the importance of y&T lymphocytes and their cytokine production in the process of cold
adaptation. To determine how cold adaptation affects the response to infectious agents, we
studied changes in the proportion of different immune cell populations in rats treated with
the TLR2/6 ligand Pam2CSK4. We determined significant changes in the activation of myeloid
cells and B lymphocytes, but also in the population of y8T lymphocytes. Our obtained results

suggested the importance of y&T lymphocytes and the protective effect of cold adaptation.

Key words: immune system, cold stress, cold adaptation, infection, Toll-like receptors, Toll-

like receptor ligands



Seznam zkratek

ATP adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)

AR adrenergni receptor (adrenergic receptor)

BAT hnéda tukova tkan (brown adipose tissue)

CcD diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

DAMP alarmin (damage / danger-associated molecular pattern)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FACS fluorescent activated cell sorting

FGF21 fibroblastovy ristovy faktor 21 (fibroblast growth factor 21)
HPA hypothalamo-hypofyzarni osa (hypothalamic-pituitary-adrenal)
IFN interferon

Ig imunoglobulin

IKK kinaza inhibitoru jaderného faktoru k (IkB kinase)

IL interleukin

ILC2 prirozené lymfoidni buriky typu 2 (type 2 innate lymphoid cells)
IL-R receptor pro interleukin

IRAK interleukin-1 receptor associated kinase

IRF interferon regulujici faktor (interferon regulatory factor)

LPS lipopolysacharid

LRR na leucin bohatd repetice (leucine-rich repeat)

MAP mitogenem aktivovana kindza (mitogen-activated protein kinase)
MyD88 myeloid differentiation primary response 88

NE norepinefrin (norephinephrine)

NF-kB nukledrni faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells)

NO oxid dusnaty (nitric oxide)



NK prirozeny zabijec¢ (natural killer cell)

NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3

PAMP molekuldrni vzory spojené s patogeny (pathogen-associated molecular
patterns)

PPAR receptor aktivovany peroxizémovym proliferatorem (peroxisome proliferator-

activated receptor)

RIP1 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

TAK1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

TBK1 TANK-binding kinase 1

TGF-B transformujici rastovy faktor beta (transforming growth factor )

Th pomocny T lymfocyt (T helper cell)

TIR toll-Interleukin-1 receptor

TIRAP toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein

TLR toll-like receptor

TNF-a faktor nadorové nekrdézy a (tumor necrosis factor a)

TRAF TNF receptor associated factor

TRAM TRIF-related adaptor molecule

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-8

TRP tranzientni receptorové potencidlové kandly (transcient receptor potential
channel)

UCP1 termogenin (uncoupling protein 1)

WAT bild tukova tkan (white adipose tissue)



Obsah

1 Uvod
2 Literarni prehled
2.1  Termoregulace

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.1.1 Tresova termogeneze
2.1.2 Netfesova termogeneze
Chladovy stres
2.2.1 Vliv chladového stresu na organismus
2.2.2 Odpovéd na chladovy stres
Chladova adaptace
2.3.1 Mechanismy vedouci k béZovéni adipocytu
Imunitni systém
2.4.1 Imunitni systém a chlad
2.4.2 QOdpovéd imunitniho systému na chladovy stres
Vliv imunitniho systému na bézovéni adipocytl
2.5.1 Bunky vrozené imunity
2.5.1.1 Eozinofily
2.5.1.21LC2
2.5.1.3 Makrofagy
2.5.2 Bunky adaptivni imunity
2.5.2.1 Regulacni T lymfocyty
2.5.2.2 yOT lymfocyty
2.5.3 Cytokiny
Infekce
2.6.1 Vztah infekce a chladu
Toll-like receptory
2.7.1 TLR signalizace
2.7.2 Prehled jednotlivych TLR a jejich ligandu
2.7.2.1TLR2
2.7.2.2TLR3

[EY

a . L~ W NN NN

~

o W WOV o0 9

10
11
11
12
13
14
14
15
16
18
18
19



2.7.2.3TLR4

2.7.3 Aktivace TLR v tukové tkani

Cile prace

Material a metody

4.1  Zvirata
4.2 Médium
4.3 Roztoky
4.4  Ligandy TLR pouzité pro kultivaci s bunnkami
4.5 Pouzity software
4.6  Pouzité technické vybaveni
4.7  lzolace bunék a tkani
2.7.1 Slezina
2.7.2 lzolace bunék sleziny
2.7.3 lzolace peritonealnich bunék
4.8  Prutokova cytometrie
4.9 ELISA
4.9.1 DuoSet ELISA Development System R&D
4.10 Western blot
4.10.1 Stanoveni koncentrace proteint
4.10.2 SDS-PAGE elektroforéza
4.10.3 Western blot
4.11 Statisticka analyza
Vysledky
5.1 Hmotnost BAT
5.2  Pusobeni ligandli TLR

5.2.1 Plsobeniligandl TLR in vitro
5.2.1.1 Pritokova cytometrie
5.2.1.2 ELISA
5.2.1.3 Western blot
5.2.2 Aplikace TLR2/6 ligandu Pam2CSK4 in vivo

19
19

21

22
22
23
23
25
25
25
25
25
26
26
27
32
31
33
32
34
35
36
37
38
39
39
39
45
47
49



O 00 N O

5.2.2.1 Pratokova cytometrie v den odbéru

5.2.2.2 Prlitokova cytometrie po kultivaci splenocytl

Seznam pouzité literatury

Dalsi pouzité zdroje

50
55

63

71

72

80



1. Uvod

Vztah vzdjemného plsobeni chladu a pravdépodobnosti infekce je zkouman jiz od
nepaméti. Pfesto zatim nebyla fada mechanismd, kterymi k nachlazeni béhem vystaveni
chladu dochazi objasnéna. Malo je také znamo o vlivech kratkodobého a dlouhodobého
plUsobeni chladu na imunitni systém. Kratkodobd expozice chladu plsobi na organismus jako
stresovy faktor, na imunitni systém puasobi pro-zanétlivé a muzZe zvySovat ndachylnost
k infekcim. Naopak dlouhodobé plisobeni chladu vede k chladové adaptaci a tvorbé hnédé
tukové tkané. Zda se, Ze chladova adaptace moduluje imunitni systém a navozuje proti-
zanétlivy presmyk. Otazkou zUstavd, jakou roli hraje chladova adaptace béhem infekce.
Nékteré neddvné studie naznacuji, Ze aktivace Toll-like receptorl (TLR) plsobi na chladovou
adaptaci negativné a vede ke snizeni tvorby hnédé tukové tkané. Objasnéni vlivu vzajemného
pUsobeni chladu a aktivace TLR na imunitni systém muze prispét k vyfeSeni nékterych otazek

tykajicich se vztahu chladu a infekci.



2. Literarni prehled

2.1 Termoregulace

Endotermni Zivocichové, véetné Clovéka, jsou zavisli na udrZeni konstantni télesné
teploty. Spravna télesnad teplota je klicova pro zachovani homeostdzy, metabolismu i
enzymatickych procesll. Termoregulace je vitalni funkci, kterd udrZeni této teploty zajistuje
nezavisle na proménlivé teploté prostiedi (Haman and Blondin, 2017; Tansey and Johnson,
2015). Zmény v teploté prostredi jsou registrovany termoreceptory, kterymi jsou neurony
umisténé po celém téle, véetné centralni nervové soustavy. Tyto neurony prostfednictvim
tranzientnich receptorovych potencidlovych kanall (transient receptor potential, TRP)
rozezndvaji fyziologické i patofyziologické tepelné podnéty. Centrem termoregulace jsou
preoptickd jddra hypotalamu (Tan and Knight, 2018). Neurony aktivované zvySenou teplotou
se nachazi v dorzdlni ¢asti lateralniho parabrachidlniho jadra a jejich plsobenim dochazi
napriklad k vazodilataci a inhibici termogeneze. Naopak chladem aktivované neurony se
vyskytuji v lateralni ¢&asti lateralniho parabrachidlniho jadra a po aktivaci navozuji
vazokonstrikci a termogenezi (Madden and Morrison, 2019). Termogenezi Ize pak rozdélit na

tfesovou a netfesovou (adaptivni) v zavislosti na tkani a mechanismu vzniku tepla.
2.1.1 Tresova termogeneze

Tresovd termogeneze je mechanismus tvorby tepla vyuZivajici pfedevSim kosterni
(pficné pruhovanou) svalovinu. Po podrdzdéni chladovych receptor( v klzi dochazi k aktivaci
alfa a gama motoneuron(, které kosterni svalstvo inervuji (Madden and Morrison, 2019).
Nervovou stimulaci dochazi k rychlym a opakovanym kontrakcim svall se zapojenim vidken I.
a ll. typu za spotreby adenosintrifosfatu (adenosine triphosphate, ATP). Vytvorena energie je
pak uvolfiovana ve formé tepla. U velkych savcl, véetné Clovéka, je tfesova termogeneze

hlavnim mechanismem vzniku tepla po expozici chladu (Haman and Blondin, 2017).
2.1.2 Netresova termogeneze

Naopak netfesova termogeneze je déj odehravajici se pfedevsim v hnédé tukové tkani

(brown adipose tissue, BAT). BAT je silné inervovana, vaskularizovana a obsahuje vysoké



mnozstvi mitochondrii. Po vystaveni chladu a podrazdéni chladovych receptorl dochazi
k aktivaci BAT prostfednictvim norepinefrinu (norepinephrine, NE), ktery je uvolfiovan
sympatickym nervovym systémem. Timto se aktivuje metabolicka draha, ktera preménuje
intracelularni triacylglyceroly na volné mastné kyseliny. B-oxidaci téchto mastnych kyselin
vznikd acetyl koenzym A, ktery vstupuje do citrdtového cyklu. Dochdzi k redukci
nikotinamidadenindinukleotidu a flavinadenindinukleotidu — molekul zasadnich pro tvorbu
protonového gradientu. V BAT se vlivem stimulace NE exprimuje protein termogenin
(uncoupling protein 1, UCP1). Ten odptahuje protonovy gradient na vnéjsi mitochondridlni
membrané. Netvofi se tak ATP a protonmotivni hnaci sila je preménéna na teplo. Kromé
mastnych kyselin je metabolizovana i glukdza (Yau and Yen, 2020). Je moziné, Ze BAT pro
tvorbu tepla vyuziva i zasoby mastnych kyselin uloZzenych v bilé tukové tkani (white adipose
tissue, WAT) (Zeng et al., 2015). K expresi UCP1 a dalSich genl asociovanych s BAT dochazi po
vystaveni chladu i ve WAT. Tento proces se oznacuje za takzvané ,bézovéni“ WAT a vzniklé
,bézové” adipocyty poté spolupracuji na netfesové termogenezi. Pro udrzeni netfesové
termogeneze jsou duleZité hormony Stitné Zlazy trijodthyronin a tyroxin (Yau and Yen, 2020).
Produkci tepla prostfednictvim netfesové termogeneze vyuZivaji napfiklad mali savci a
hybernanti (MacCannell et al., 2019). U ¢lovéka je BAT aktivni pfedevsim u novorozencl a
postupem véku dochazi k jeji regresi, prestoze i u dospélych jedincl zlstava aktivni (Yau and

Yen, 2020).
2.2 Chladovy stres

Chlad lze obecné povaZovat za stresovy faktor. Chladovy stres je stav zpUsobeny
nahlym, nebo trvalym poklesem teploty prostiedi pod termoneutralni zénu jedince (Imamura
et al.,, 2013). V zavislosti na dobé plsobeni mizeme rozdélit chladovy stres na akutni
(kratkodoby), nebo chronicky (dlouhodoby), ktery pozdéji mlzZe prechazet v chladovou
adaptaci (Wang et al., 2015). Béhem chladového stresu dochazi k poklesu télesné teploty a
zvyseni tepové frekvence Ci krevniho tlaku (Imamura et al., 2013). Mezi dalSi odpovédi na
chladovy stres patfi vazokonstikce a piloerekce (napfimeni srsti). Organismus se s chladovym
stresem vyporadava nastupem tresové a pozdéji i netfesové termogeneze (Messmer et al.,

2014).



S chladovym stresem také uUzce souvisi hypotermie. Za hypotermii se povaZuje stav,
kdy teplota téla jedince klesne pod uroven potiebnou pro normdlni chod metabolismu. Pro
¢lovéka je to teplota mensi nez 35°C. S nastupem hypotermie se postupné zastavuji svalovy
tfes a termogeneze. Tim dochdzi k poklesu metabolismu. SniZuje se funkce ledvin a klesa
enzymaticka funkce jater. Naopak stoupa hematokrit a viskozita krve. V pozdéjsich stadiich

muze dojit aZ k fibrilaci srdecnich komor a smrti jedince (Cheshire, 2016).
2.2.1 Vliv chladového stresu na organismus

Chladovy stres muUZe na organismus pUsobit zna¢né Skodlivé. Nasledkem poklesu
teploty prostfedi dochazi ke zvySeni krevniho tlaku, zméndm v hemodynamice a vykonnosti
myokardu (Cong et al., 2018). Po vystaveni chladu se v srdci hromadi vice reaktivnich forem
kysliku (reactive oxygen species, ROS), které mohou poskozovat kardiomyocyty a jejich
mitochondrie. Dochazi tak k apoptdze a ndsledné ke strukturnim zménam myokardu. Tyto
zmény mohou vést k arytmiim, nebo infarktu myokardu. Rada epidemiologickych studi
zaznamenala narUst poctu pfipadd umrti na kardiovaskularni onemocnéni v zimnich mésicich

(Kong et al., 2020; Yang et al., 2015).

Akutni vystaveni chladu také sniZuje funkci osteoblastli a plsobi negativné na
remodelaci a denzitu kosti. Prekvapivé vsak bylo zjiSténo, Ze exprese UCP1 spojend
s chladovou adaptaci plisobi na kosti protektivné (Nguyen et al., 2018). Na potkanim modelu
bylo pozorovano, Ze chladovy stres negativné ovliviiuje i vylu€ovaci soustavu. Chlad zpUsobuje
zvySenou aktivitu hladké svaloviny stény mocového méchyre a tim zvySenou potfebu moceni

a nokturii. Podobny vliv Ize sledovat i u ¢lovéka (Imamura et al., 2013).

Nepriznivé plsobeni chladového stresu béhem gravidity na potkanim modelu
pozorovali Lian et al. U gravidnich samic chladovy stres ovlivhoval nejen neuroendokrinni
systém a metabolismus, ale i imunitni systém. Tyto faktory Ustily v prozdnétlivou odpovéd
v placenté. Vlivem prenatalniho puasobeni chladového stresu pak doslo k hypertenzi,

depresivnimu a uzkostnému chovani u potomstva (Lian et al., 2020).

Odpovédi na chladovy stres vSak muze byt i chladova adaptace, na jejimz pocatku stoji
uvolnéni NE sympatickymi nervy a aktivace hypothalamo-hypofyzarni osy (hypothalamic-

pituitary-adrenal, HPA).



2.2.2 Odpovéd na chladovy stres

HPA osa je dulezitou soucasti neuroendokrinniho systému. Je tvorfena sloZitym
komplexem pfimych vlivl a zpétnych vazeb mezi jejimi tfemi komponentami: hypotalamem,
hypofyzou a nadledvinami. Dohromady tyto komponenty fidi nejen reakci na stres, ale také
fadu dalSich funkci jako jsou trdveni, metabolismus, emoce nebo poznani. V neposledni radé
také vyznamné moduluje imunitni systém (Appleton, 2018; Bellavance and Rivest, 2014).
Termosenzitivni neurony jsou schopny vnimat chlad prostrednictvim iontovych kanald TRPMS8
(Dhaka et al., 2007). V reakci na jakykoli akutni stresovy podnét pak dochazi v mozku k aktivaci
noradrenergniho systému. Z difené nadledvin se uvolfiuje NE, ktery spolecné s dalSimi
neurotransmitery prispiva k aktivaci HPA osy (Morilak et al., 2005). Vysledkem je uvolnéni
hormont kortikoliberinu a argininu-vazopresinu do portadlniho obéhu preni hypofyzy.
Nasledné dochazi k sekreci adrenokortikotropniho hormonu do krevniho fecisté. Vlivem jeho
pusobeni dochazi k produkci glukokortikoidl v nadledvinach. Glukokortikoidy patfi mezi

,,,,,

(Bellavance and Rivest, 2014).

NE je dale vyplavovan do téla, kde se v cilovych tkdnich vaze na adrenergni receptory
(adrenergic receptors, AR), které se déli na alfa (a)-AR a beta (B)-AR. V souvislosti s chladovym
stresem a adaptaci jsou dllezité zejména B-AR, které mlzeme rozdélit na B1-AR, B2-AR a B3-
AR. Zatimco B1-AR jsou exprimovany predevsim v srdecni tkani a ledvinach, B2-AR se v hojné
mife vyskytuji na bunkach imunitniho systému, ale také na srdci, v plicich, cévach nebo ve
svalech (Araujo et al., 2019; Mutlu and Factor, 2008). 33-AR jsou exprimovany na BAT, ale také
WAT. Jejich stimulaci dochazi v bunkach k metabolickym zménam vedoucim k netfesové

termogenezi a chladové adaptaci (Cypess et al., 2015).
2.3 Chladova adaptace

Chladova adaptace, nebo téZz aklimatizace, je proces, ktery v kone¢ném dusledku
umoznuje organismu prizplsobit se chladnému prostredi. Zahrnuje fadu behavioralnich,
morfologickych a fyziologickych zmén. Aby byl organismus schopny se s nizkymi teplotami
vyrovnat, je tfeba zvysit metabolismus. S chladovou adaptaci proto Uzce souvisi aktivace BAT,

ale také preména a bézovéni WAT.



2.3.1 Mechanismy vedouci k béZovéni adipocytt

Mechanism(, jak organismus béZzovéni WAT docili je nékolik a ¢asto vzajemné
spolupracuji. Jednim ze zasadnich krok( je aktivace adipocytl stimulaci B3-AR na jejich
povrchu. Timto dochazi ke spusténi drahy, ktera vede k zvyseni exprese UCP1 a k lipolyze

triacylglyceroll. Vznikajici mastné kyseliny jsou dUlezité pro netfesovou termogenezi.

BéZové adipocyty se v mnoha ohledech podobaji hnédym adipocytim — exprimuiji
UCP1, podili se na termogenezi a obsahuji vice, nez jednu tukovou kapénku. Od hnédych
adipocytd se vsak liSi svym plvodem. Zatimco hnédé adipocyty se vyviji prenatdlné
z dermomyotomu, béZové adipocyty vznikaji postnatalné z prekurzor(l pro bilé adipocyty.
Podobné jako hnédé adipocyty, i béZzové adipocyty se vyznacuji zmnozenim mitochondrii.

Jejich autofagii Ize béZové adipocyty prevést zpét v bilé (Altshuler-Keylin et al., 2016).

Vzhledem k dUleZitosti masnych kyselin pro termogenezi neni ndhodou, Ze nékteré
z nich prispivaji i k béZzovéni adipocytl. Jedna se konkrétné o omega-3 mastné kyseliny, které
jsou obsaZzeny napfiklad v rybim oleji. Mysi, kterym byl podavan rybi olej vykazovaly vyssi
energeticky vydej a zaroven u nich doslo ke zvysSeni exprese UCP1 a B3-AR. Toto mélo vlivina
hmotnost zvitat, kterd se snizila (Kim et al., 2016). Vyznamnou molekulou v tomto procesu je
také inzulin. Ukazuje se, Ze pravé inzulinova signalizace ovliviiuje pfijem lipidd a glukdzy
adipocyty (Heine et al., 2018). Zajimavy efekt na béZovéni ma i kaloricka restrikce. Kratkodobé
snizeni pfijmu potravy mize mit fadu pozitivnich uc¢inkd na metabolismus. U mysi vystavenych
kalorické restrikci se zvysila exprese UCP1 a navysila se respiracni kapacita tukové tkané

(Fabbiano et al., 2016).

Ptiznivé ucinky na tvorbu béZovych adipocytl byly zaznamenany také u sportovcu.
Cviceni podporuje protizanétlivé prostredi tukové tkané, stimuluje jeji vaskularizaci, tvorbu
mitochondrii a zajiStuje lepsi pFisun kysliku a Zivin. Diky tomu dochazi ke zvySeni metabolické
kapacity tkané. Navic, béhem fyzické aktivity dochazi v kosternim svalstvu k produkci faktora,
které tvorbu béZovych adipocytll podporuji. Mezi tyto faktory patfi napfiklad receptor
aktivovany peroxizémovym proliferatorem o (peroxisome proliferator-activated receptor a,
PPAR-a). Dllezitym je ale také cytokin interleukin (IL-) 6 nebo kyselina B-aminoisomaseln3, Ci

laktat (Aldiss et al., 2018).



Prekvapivym mechanismem je puUsobeni stfevniho mikrobiomu. Ten vyznamné
pfispiva k udrZeni hostitelské metabolické homeostazy. Posledni studie naznacuji, Ze
nasledkem vystaveni chladu se méni zastoupeni mikrobiomu. Tato zména je spojena se
zvySenim metabolické aktivity, béZovénim WAT a lepsi toleranci chladu. Bylo zjiSténo, Ze u
bezmikrobnich mysi a mysi, kterym byl stfevni mikrobiom odstranén antibiotiky, doslo

ke snizeni termogenni kapacity BAT a k poklesu exprese UCP1 (Li et al., 2019).

V neposlednifadé se na chladové adaptaci a béZzovéni WAT podili také imunitni systém.

Mechanismy, kterymi k tomu dochdzi, budou probrany v ndsledujicich kapitolach.
2.4 Imunitni systém

Organismus se v prostfedi setkdvd stadou neSkodnych i nebezpecnych
mikroorganismu a cizich, ale i vlastnich potencialné skodlivych ¢astic. Imunitni systém je siti
bunék a molekul, které nds pred nebezpecnym a skodlivym chrani. Hlavnim ukolem imunitniho
systému je tedy odlisit vlastni od ciziho a bezpecné o nebezpeéného. Tomu nebezpeénému
potom musi Celit, ovSem za zachovani télni integrity a homeostdzy. Imunitni systém se déli na

vrozeny, ktery slouzi jako linie prvni obrany a adaptivni, specificky odpovidajici na druh hrozby.
2.4.1 Imunitni systém a chlad

Podobné jako ostatni organy a systémy, i imunitni systém je pUsobenim chladu
ovliviiovan. Vliv akutniho chladu na imunitni systém byl sledovan na fadé Zivocisnych druhd.
Napfiklad u drozofily samotny akutni chlad staci k aktivaci imunitniho systému. Dochazi vsak
k poklesu fagocytarni aktivity (Salehipour-shirazi et al., 2017). Teplota vody je vyznamnym
faktorem ovliviujicim zdravi a imunitni systém ryb. PFili§ nizkd teplota vody pUsobi
imunosupresivné a zhorsuje ndchylnost k infekcim. U nékterych druht ryb dochazi dokonce
k poklesu celkového poctu leukocytll. Toto bylo pozorovano napfiklad u kapra obecného nebo
tlamouna mosambického. Izolované makrofagy z téchto ryb navic vykazuji snizeny fagocytarni
index a dysregulaci produkce ROS (Abram et al., 2017). Chlad imunosupresivné pUsobi i na
imunitu obojzivelnik(, ktefi jsou v dlsledku poklesu teploty vice nachylni napfiklad na infekci
houbou Batrachochytrium dendrobatidis. Chytridiomykdza, zplsobena timto patogenem,
aktualné ohrozuje fadu obojzivelnych druhl. Funkéni vlastnosti imunity jsou tedy u

ektotermnich Zivocich( do jisté miry zavislé na okolni teploté. PrestozZe chlad plsobi i na jejich



parazity, je pravdépodobné, Ze rada parazitl je schopna se pfizpUsobit a aklimatizovat rychleji,

nez jejich hostitelé (Bradley et al., 2019).

Ackolivimunitni systém endoterm( neni pfimo podtizen teploté okoli, akutni vystaveni
chladu a stres mUZe mit negativni dopad i na néj. Ptaci, ktefi nemigruji, si musi v zimnich
mésicich vybirat mezi investici Zivin do termogeneze, nebo imunniho systému. Zda se, Ze
v pripadé vystaveni infekce dochazi k poruseni metabolické rovnovahy a zpomaleni odpovédi
pfirozené imunity (Nord et al., 2020). Chladovy stres byl také sledovan na potkanim modelu,
kde doslo k supresi vrozené imunity, dysregulaci adaptivni imunity a k poklesu zastoupeni
CD4+ (diferenciacni skupina 4, cluster of cluster of differentiation 4) regulacnich T lymfocytu
(regulatory T cell, Treg) (Hu et al., 2016). Pfes vSechny tyto poznatky stale z(istava neobjevena
fada klicovych mechanismd, kterymi k nerovnovaze imunitniho systému dochazi. Chybi téz

detailnéjsi pozorovani zmén v zastoupeni imunitnich populaci vlivem chladového stresu.

Efekt dlouhodobého pulsobeni chladu a chladové adaptace na imunitni systém tak
dobfre prostudovany nejsou. Obecné Ize fici, Ze vlivem dlouhodobého pulsobeni chladu se
imunitni systém polarizuje na T pomocnou odpovéd 2. typu (Th2), kterd napomaha bézovéni
WAT (Huang et al., 2017). Caste¢ny vhled do problematiky pfinasi studie, které se zabyvaly
otuzovanim, nebo chladovou aklimaci u ¢lovéka. Ty poukazuji na prospésny vliv dlouhodobé
chladové adaptace. Imunologické parametry se mezi aklimatizovanou a neaklimatizovou

skupinou v nékterych ohledech lisily (Brazaitis et al., 2014; Kim et al., 2014).
2.4.2 Odpovéd imunitniho systému na chladovy stres

Jak jiz studie laboratornich i volné Zijicich Zivocichli napovidaji, chladovy stres plsobi
na imunitni systém nepfiznivé. Kratkodobé vystaveni chladu vede k prozanétlivé odpovédi. To
se projevuje navySenim produkce oxidu dusnatého (nitric oxide, NO). Byla také zaznamendna
zvysend tvorba prozanétlivych cytokind IL-6, IL-18 a faktoru nadorové nekrézy a (tumor
necrosis factor a, TNF-a) makrofagy (Belay et al., 2017). ZvySenou produkci IL-6 |ze detekovat
a bude vice rozebrana v nasledujicich kapitolach. Naopak hladiny IL-2, [L-4 a interferonu

gamma (IFN-y) se u zvifat podrobenych akutnimu chladu snizuji (Hu et al., 2016).

U nékterych zvitat bylo zjisténo, Ze akutni vystaveni chladu mUzZe vést k imunosupresi.
Zajimavou roli v tomto jevu hraje signalizace spojena s aktivaci iontového kanalu TRPMS.
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Vlivem jeho podrazdéni dochdzi ke spusténi drah, ktera vedou k zvyseni krevniho tlaku a
zvySeni hladiny plazmatickych proteind. Timto v plazmé také dochdzi k navySeni obsahu
imunoglobulinG (Ig). Pravé zvySeni mnozstvi intravendzniho Ig pfitom nékdy byva spojeno s
imunosupresi (Chan et al., 2018). Navic se zd3, Ze aktivace TRPM8 negativné reguluje expresi
prozanétlivého cytokinu TNF-a. TRPMS8 signalizace tedy vreakci na rozpozndani chladu

pravdépodobné plisobi protizanétlivé (Wang et al., 2017).

Dlouhodobé plsobeni chladu iniciuje chladovou adaptaci a pfesmyk imunitni odpovédi
z prozanétlivé na spisSe protizanétlivou. Dochazi k poklesu produkce nékterych prozanétlivych

cytokin(, jako je napfiklad IL-1B nebo IL-17. Naopak se zvysuje produkce Th2 cytokinu IL-4 a

.....

2.5 Vliv imunitniho systému na bézZovéni adipocytu

Na indukci béZovéni adipocytli ma vliv mnoho bunék prevaziné vrozené, ale i adaptivni
imunity. V procesu se uplatiuji predevsim eozinofily, pfirozené lymfoidni buriky typu 2 (type
2 innate lymphoid cells, ILC2), alternativné aktivované makrofagy (M2) a Zirné bunky.
Z adaptivni imunity se zdaji byt dllezité napriklad Treg. V nedavné dobé byla viak pozornost
zamérena i na gama delta T buniky (gamma delta T cell, y6 T bunky). DllezZité jsou zejména

cytokiny typu 2, ale vyznamnou roli hraji také IL-6, IL-17 a TNF-a.

2.5.1 Bunky vrozené imunity

2.5.1.1 Eozinofily

Eozinofily (nebo také eosinofilni granulocyty) jsou buriky imunitniho systému podilejici
se predevsim na obrané proti helmintdm. Na druhou stranu jsou vyznamnou komponentou
alergickych reakci. Po rozpoznani cile vypousti do prostiredi granula obsahujici cytotoxické
kationické proteiny, ale také cytokiny. Mezi nejvyznamnéjsi cytokiny produkované eozinofily
patiiIL-5, IL-4 a IL-13. Eozinofily v krvi tvori pomérné nizké hladiny a vice se vyskytuji ve tkanich
(Weller and Spencer, 2017). Pravé v tukové tkani jsou dualeZité pro regulaci metabolické
homeostazy. Po expozici chladu produkuji IL-4 a IL-13, které pomahaji udrzeni M2 fenotypu
makrofagl a protizanétlivého prostredi vtuku (Qiu et al., 2014). Eozinofily jsou v tuku

klicovymi producenty IL-4. Ten se vazZe na pfislusny receptor na adipocytech a pfispiva k jejich



diferenciaci v bézové adipocyty. Zatimco u Stihlych jedincd je WAT infiltrovana eozinofily, u

obéznich jedincl je jejich pocet snizeny (Lee et al., 2015; Weller and Spencer, 2017).
2.5.1.2 ILC2

ILC2 patfi mezi ptirozené lymfoidni buriky. Nalezneme je predevsim ve tkanich, kde se
podobné jako eozinofily ucastni odpovédi vici helmintiim a mohou pfispivat k alergickym
reakcim. Vyznamné jsou také pro svou bariérovou funkci (Lee et al., 2015). V tukové tkani jsou
ILC2 regulovany prostfednictvim Th2 polarizacniho cytokinu IL-33, ktery je produktem
stromdlnich bunék (Mahlakdiv et al., 2019). V reakci na stimulaci timto cytokinem pak ILC2
produkuji dalsi cytokiny typu 2. Produkci IL-5 ILC2 zdsadné ovliviiuji migraci a udrzeni
eozinofil(l v tukové tkani. Prostrednictvim IL-4 a IL-13 zase prispivaji k M2 polarizaci makrofagu
a homeostaze tukové tkané (Lee et al., 2015). Béhem vystaveni chladu ILC2 kromé dlleZitych
cytokinU sekretuji i peptid methion-enfefalin. Ten plsobi pfimo na adipocyty, u kterych

zvysuje expresi UCP1 (Brestoff et al., 2015).
2.5.1.3 Makrofagy

Nejpocetnéjsi imunitni populaci v tukové tkani jsou makrofagy. Jednd se o pomérné
heterogenni skupinu bunék, jejiz fenotyp a polarizace jsou ovlivnitelné okolnim
mikroprostfedim. Klasicky aktivované makrofagy (M1) jsou stimulovany mikrobidlnimi
produkty a prozanétlivymi medidtory. Vyznacuji se produkci prozanétlivych cytokinl TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-12 a tvorbou kyslikovych a dusikovych radikalt. Vykazuji vysokou

fagocytarni aktivitu a jsou dualezité pro iniciaci imunitni odpovédi.

Makrofagy spojené s bézovénim adipocytl jsou M2 makrofdgy. Pro jejich polarizaci
jsou zdsadni IL-4 a IL-13. Typicka je pro né produkce extracelularni matrix a exprese arginazy
1 a IL-10. Uplatiuji se predevsim v odpovédi vici parazitim, hojeni ran, remodelaci tkani a
udrzovani tkanové homeostazy (Villarroya et al., 2018; Wang et al., 2014b). Je vSak nutné
poznamenat, Ze poznatky o polarizaci makrofagli byly ¢asto ziskany v pokusech in vitro.

Situace in vivo je pravdépodobné mnohem komplexnéjsi (Xue et al., 2014).

Zatimco ILC2 a eozinofily v tuku produkuji IL-4 a IL-13, béZové a hnédé adipocyty
sekretuji chemokin CXCL14. Souhra téchto faktora vytvari priznivé prostfedi pro polarizaci a

migraci dalSich M2 makrofagl (Cereijo et al., 2018). Puvodnim predpokladanym
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mechanismem vlivu pisobeni makrofagl na béZzovéni adipocytl byla produkce NE. Toto vsak
bylo vyvrdceno. Pravdépodobné tedy existuji jiné zplsoby, kterymi makrofagy ktvorbé
bézovych adipocytu pfrispivaji (Fischer et al., 2017). Jednim z takovych mechanismd muze byt
produkce ligand( receptoru PPARy (Lee et al., 2016), ktery je dullezity pro expresi UCP1 a
diferenciaci hnédych i bézovych adipocytl (Petrovic et al., 2010). Pfekvapivym objevem byla
schopnost makrofagli ovliviiovat inervaci BAT prostfednictvim exprese receptoru PlexinuA4,
ktery odpuzuje sympatické axony exprimujici Semaforin A6. Tento mechanismus by mohl byt
dilezity zejména pro dlouhodobou chladovou adaptaci (Wolf et al., 2017). Neddvna studie
vSsak naznacuje, Ze zapojeni makrofagl neni pro samotné bézovéni adipocytd zdsadni.
makrofagl v BAT, kterd prispiva k remodelaci tkané a udrZeni jeji homeostazy (Boulet et al.,

2021).

U Stihlych jedincd tukovd tkdn obsahuje predevsim rezidentni M2 polarizované
makrofagy. U obéznich jedinci naopak obsahuje vice M1 polarizovanych infiltrujicich
makrofagl. Pravé dysbalance mezi M1 a M2 makrofagy pravdépodobné vede k chronické
zanétlivé odpovédi v tukové tkani, ovliviiuje inzulinovou senzitivitu a mda negativni dopad na

expresi UCP1 a adaptivni termogenezi (Sakamoto et al., 2016; Villarroya et al., 2018).

2.5.2 Bunky adaptivni imunity

2.5.2.1 Regulacni T lymfocyty

Nejhojnéji zastoupenymi T lymfocyty v tukové tkani jsou Treg, které jsou znamé
pfedevsim pro své imunomodulaéni a imunosupresivni Ucinky. K jejich akumulaci v tukové
tkani dochdzi postupem véku a u dospélé mysi zde mohou tvofit az 80% CD4+ T lymfocytd.
Jednim z mechanisml jejich expanze je signalizace prostfednictvim IL-33, jehoZ receptor ST2
je na Treg ve vysoké mife exprimovan (Kohlgruber et al., 2018). Bylo zjisténo, Ze Treg v BAT
predstavuji unikatni populaci, ktera se po vystaveni chladu lisi od ostatnich Treg expresi gen(i
ovliviiujicich metabolické drahy. Hraji také vyznamnou roli v udrZeni protizanétlivého
prostfedi v BAT, které je esencidlni pro spravné fungovani adaptivni termogeneze (Medrikova

et al., 2015).
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2.5.2.2 yoT lymfocyty

Nejnovéjsim sledovanym hracem v chladové adaptaci jsou yOT lymfocyty. Jednd se o
malou populaciinvariantnich T lymfocyt( exprimujicich y6 T bunécny receptor (T cell receptor,
TCR), misto klasického o TCR. Na rozdil od af T lymfocytl jsou y& T lymfocyty schopny rychlé
imunitni odpovédi, ktera se podoba spisSe pfirozené, nez adaptivni. Ackoliv v periferni krvi tvofi
mensinu, hojné se vyskytuji na sliznicich a také v nékterych tkanich (Gustafsson et al., 2020).

Mezi tkané s vysokym vyskytem y8T lymfocytl patfi i WAT a BAT.

Postupem véku dochazi v tukové tkani k akumulaci y&T lymfocyt(, které pak pozitivné
ovliviiuji akumulaci a homeostdzu Treg. Bylo zjiSténo, Ze produkce IL-17A a TNF-a y&T
lymfocyty v tukové tkani spousti produkci IL-33 stromalnimi bunkami. Jak jiz bylo zminéno
vyse, tento cytokin je dulezity pro proliferaci Treg. IL-33 zaroven aktivuje ILC2 a zvySuje expresi
UCP1 (Kohlgruber et al., 2018). Navic se zda, Ze IL-17A a TNF-a mohou pUsobit i pfimo na
adipocyty, coz opét vede ke zvySeni exprese UCP1 a termogenezi (viz obr.1) (Papotto and Silva-
Santos, 2018). Jina prace ovsem poukazuje spiSe na vliv produkce IL-17F y8T lymfocyty. Ten se
vaze na receptor pro interleukin 17 (IL-17R) C pfitomny na adipocytech, které ndsledné
produkuji transformujici rlstovy faktor beta (transforming growth factor B, TGF-B). TGF-B
v nékterych pripadech funguje i jako neurotrofni faktor. Bylo dokazano, Ze tato draha pfispiva

k inervaci nejen tukové tkané, ale i nékterych dalSich tkani (Hu et al., 2020).

Plsobeni y& T lymfocytl v tukové tkani vsak muze byt i negativni. BEhem obezity
produkci nékterych cytokinl pfispivaji k preméné v prozadnétlivé prostiedi a inzulinové

rezistenci (Mehta et al., 2015).
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Postupem cCasu dochdzi k akumulaci y6T lymfocytu produkujicich IL-17 a TNF v tukové tkani. IL-
17 stimuluje stromdlni buriky k produkci IL-33, ktery je dileZitym faktorem pro proliferaci Treg.
Béhem vystaveni chladu IL-17 a TNF pusobi pfimo na adipocyty a indukuje u nich expresi gent

spojenych s termogenezi. Pfevzato a upraveno: (Papotto and Silva-Santos, 2018)
2.5.3 Cytokiny

Jak jiz vyplyva z predchozich kapitol, vlivimunitniho systému na béZovéni adipocytl je
vétsSinou zprostfedkovan prostrednictvim cytokinl. Jedna se predevsim o Th2 polariza¢ni
cytokin IL-33 (Lee et al., 2015) a cytokiny typu 2, mezi které patfi napriklad IL-4, IL-5 a IL-13

(Qiu et al., 2014). Dulezitymi se zdaji byt i IL-17 a TNF-a produkované y& T lymfocyty (Hu et
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al., 2020; Kohlgruber et al., 2018). Vyznamnou roli v béZzovéni hraje také hepatokin
fibroblastovy rustovy faktor 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21). Jednd se o stresovy
hormon, ktery mlze byt produkovan napfiklad v reakci na chladovy stres. Bylo zjiSténo, Ze
produkce FGF21 adipocyty zvySuje expresi chemokinového ligandu CCLL11. Ten patfi mezi
dilezité chemoatraktanty eozinofilG a zajiStuje jejich atrakci do tkané (Huang et al., 2017).
Dal$im kandiddatem by mohl byt i meteorin-like homon, produkovany tukovou tkani po
vystaveni chladu (Rao et al., 2014), ktery se téZ oznacuje jako IL-39. Otazkou ovSem z(istdva,

zda se tento cytokin vyskytuje i u ¢lovéka (Ecoeur et al., 2020).

V neposledni fadé se na béZovéni adipocytl podili také IL-6. PfestoZe je IL-6 povaZovan
hlavné za prozanétlivy cytokin a vyznamny mediator horecky, ve tkdnich maze pusobit i
protizanétlivé. Vlivem fyzické aktivity dochazi ve svalech k produkci IL-6, ktery zde pUsobi jako
myokin. Navic po cvi¢eni v tukové tkani ovliviiuje produkci IL-10 a polarizaci makrofagli z M1
na M2, coz pfispiva k jeji homeostdze (Macpherson et al., 2015). IL-6 je dUleZitym reguldtorem
télesné hmotnosti, kompozice a metabolismu (Garcia et al., 2018). Jeho vliv na bézovéni WAT
byl pozorovan napfiklad u kachexie (Han et al., 2018). Po vystaveni chladu dochazi ke zvyseni
produkce IL-6 v fadé tkani (Yildirim and Yurekli, 2010). Zd4 se, Ze IL-6 by na termogenezi a
tvorbu béZzovych adipocytd mohl plsobit prostfednictvim signalizace v centralni nervové

soustavé (Egecioglu et al., 2018).

2.6 Infekce

vvvvvv

Tu Ize definovat jako prinik plivodce nakazy do organizmu, jeho mnozeni a plisobeni na tkané
hostitele. Infekce mUzZe byt vyvoldna fadou patogennich agens, mezi které pafi napriklad
bakterie, viry, plisné, kvasinky, protozoa nebo mnohobunécni parazité. Infekci mizeme délit
na bezpfiznakovou a pfiznakovou, vedouci k poskozeni hostitele. Odpovédi na infekci je
nejprve aktivace vrozeného imunitniho systému, kterda mize byt doprovazena zanétem.

V pozdéjsich fazich dochazi i k zapojeni adaptivni imunity.
2.6.1 Vztah infekce a chladu

Vztah poklesu teploty okolniho prostfedi a pravdépodobnosti ndkazy nékterymi

infekénimi agens je zkouman jiz od nepaméti. Tento vztah se zdd byt vyznamny predevsim pro
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sezoénni virové infekce. Bylo zjisténo, Ze kombinace ochlazeni prostiedi spolecné s poklesem
relativni vlhkosti vzduchu pozitivné ovliviiuje infekénost rhinovird a vird chtipky (lkdheimo et
al.,, 2016; Lowen et al.,, 2007). Dalsim virem vykazujicim sezénni chovani se signifikantné
zvySenou incidenci v zimé je respiracni syncytidlni virus (Chadha et al., 2020). OvSem, existuji
i viry, které jsou vice infekcni v letnich mésicich. Jedna se predevsim o enteroviry (Brinkman
et al., 2017). Akutni chladovy stres mlzZe zvySovat také nachylnost k bakteridlnim infekcim

(Belay et al., 2017).

Pfestoze byly objeveny nékteré mechanismy vysvétlujici vyssi vnimavost hostitele
k patogenim v chladném prostfedi, uceleny obraz zatim neexistuje. Napfiklad vlivem
pusobeni nizkych teplot dochazi k ochlazovani nosni sliznice, které vytvari priznivé prostredi
pro infekci rhinoviry. Byl pozorovdn teplotné zavisly pokles produkce interferon( typu I. a lll.
epitelidlnimi burikami nosni sliznice a ndsledné ovlivnéni odpovédi pfirozené imunity hostitele
(Foxman et al., 2015). Vdechovani chladného suchého vzduchu navic zhorSuje mukociliarni
transport, zvySuje produkci muku a poskozuje epitel samotny. Zda se, Ze negativni roli na
protektivni funkce imunitniho systému ma také snizena hladina vitaminu D v zimnich mésicich.
Vyznamnym faktorem, ktery nelze opomijet zejména u Clovéka, je také castéjsi pobyt
v uzavienych prostorach béhem zimnich mésicl. Relativni vihkost vzduchu uvnitf mistnosti
byva obvykle nizka, zatimco koncentrace osob je vyssi. Tim dochazi k vytvoreni idedlnich

podminek pro Sifeni nékterych patogend. (Audi et al., 2020).
2.7 Toll-like receptory

Aby imunitni systém vcas rozpoznal nebezpecli a ubranil se potencidlni infekci,
potrebuje sadu receptord, které rozezndvaji unikatni molekuldrni vzory spojené s patogeny
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Jednémi z takovych receptor(l jsou Toll-
like receptory (Toll-like receptors, TLRs). Ty, kromé schopnosti rozezndvat PAMPs, také
dovedou rozezndvat molekuly produkované infikovanymi, poskozenymi a umirajicimi
buikami v duasledku zdnétu. Tyto molekuly jsou zndamé jako alarminy, nebo
s poSkozenim/nebezpecénim asociované molekuly (Damage/Danger-associated molecular
patterns, DAMPs) (Moresco et al., 2011). TLR byly poprvé objeveny jako lidské homology Toll
receptorll vrozené imunity drozofily. Podobné jako drozofilarni Toll, i lidské TLR obsahovaly

extraceluldrni doménu bohatou na leucinové repetice (leucine-rich repeat, LRR) (Medzhitov
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et al., 1997). Od té doby bylo identifikovano celkem 10 lidskych a 12 mysich TLR. Jedna se o
transmembranové receptory, které se vyskytuji bud na bunécné membrané, nebo
vintraceluldrnich vaccich a zde tvofi homo- nebo heterodimery. TLR jsou exprimovany
zejména bunikami vrozené, ale i adaptivni imunity. Nékteré vSak nalezneme i na burikdch mimo
imunitni systém — napftiklad na epitelech, endotelu, fibroblastech nebo astrocytech (Johnson
et al., 2018; Moresco et al., 2011). Aktivaci TLR se spousti signalni drahy vedouci k produkci
prozanétlivych cytokinl, antimikrobidlnich peptidd, vyssi proliferaci a prezivani, nebo naopak

k apoptdze bunék (Ullah et al., 2016).

2.7.1 TLR signalizace

Jednotlivé PAMPs a DAMPs jsou rozeznavany prostfednictvim LRR na pfislusnych TLR.
Po rozezndni ligandu dochdzi k dimerizaci receptor(, kterd je klicova pro nabor adaptorovych
proteinli obsahujicich TIR (toll-Interleukin-1 receptor) doménu. Mezi tyto adaptory patfi
napftiklad TIRAP (toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein), TRAM (TRIF-
related adaptor molecule), MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) a TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-B). Existuji 2 typy signalizace: MyD88-zavisl3,

nebo TRIF-zdavisla draha (viz. obr. 2) (Kawasaki and Kawai, 2014; Wang et al., 2014a).

MyD88-zdavislou dradhu vyuzivaji vSechny TLR, s vyjimkou TLR3. Nejprve adaptorovy
protein TIRAP rekrutuje protein MyD88 na bunécnou membranu. MyD88 vytvori komplex
s kindzami rodiny IRAK (interleukin-1 receptor associated kinase). Kinaza IRAK4 aktivacné
fosforyluje kinazu IRAK1, kterd se ddle sama autofosforyluje a uvolfiuje se z komplexu. IRAK1
poté asociuje s TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) E3 ubiquitin ligdzou a ta aktivacné
polyubiquitinuje TAK1 kindzu (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7), ktera patti
do rodiny mitogenem aktivovanych proteinkindz (mitogen-activated protein kinases, MAP).
Aktivovana TAK1 spousti dvé signdlni drahy: MAP kindazovou drahu a drdhu kinazy inhibitoru
jaderného faktoru k (IkB kinase, IKK). IKK komplex je tvoren podjednotkami IKKa a IKKB, které
jsou katalytické a podjednotkou IKKy (zndmou téz jako NEMOQO), kterd je regulacni.
Prostfednictvim ubiquitinovych fetézc(i se TAK1 vaze na IKK komplex, fosforyluje IKKB a tim ji
aktivuje. IKK komplex poté fosforyluje inhibi¢ni protein IkBa (inhibitor of nuclear factor kappa

B), ktery je degradovdn v proteazomu. To umozni vyvazani transkripéniho faktoru NF-«B
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(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) a jeho translokaci do jadra, kde

indukuje transkripci fady prozanétlivych cytokin( (Kawasaki and Kawai, 2014).

diacyl triacyl
flagelin PGN lipopeptidy lipopeptidy LPS

TLRG- TLR1-
LR5 TLR2 TLR2 TLR2 TLR4 cytoplazmatickd membrina

& O Cp O g
ﬁ//

M
- 't
MYD&8
: TIRAP
we QK T TTTTmeeee
3 TRAM
aiiiee TS | GEES S,
l produkee produkee
prozanétlivych cytokind interferoni typu | jadro

Obrazek 2 — Prehled jednotlivych TLR a jejich signalizacnich drah

TLR rozezndvaji odlisné PAMPs a DAMPs. Jsou umistény bud’ v cytoplazmatické membrdné
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR6), nebo v membrdndch endozomu (TRL3, TLR7, TLR8 a TLR9).
Jejich aktivaci dochdzi ke spusténi MyD88-zdvislé, nebo TRIF-zavislé drdhy, které vedou
k produkci prozanétlivych cytokini a interferoni typu I. PGN = peptidoglykan, LPS =
lipopolysacharid, dsRNA = dvouvldknovd RNA, ssRNA = jednovlidknovd RNA, CpG DNA =

nemetylované cytosin-fosfat-guaninové useky DNA. Pfevzato a upraveno: (Wang et al., 2014a)

Naopak TRIF-zavislad draha je vyuzivana predevsim TLR3, ale také TLR4. Zatimco TLR3
interaguje s TRIF pfimo, TLR4 interaguje s TRIF prostfednictvim adaptoru TRAM. TRIF poté
asociuje s proteiny TRAF3 a TRAF6. Zde se signalizace rozdéli do dvou vétvi. TRAF3 tvori
komplex s kinazami TBK1 (TANK-binding kinase 1) a IKKi, ktery fosforyluje transkripcni faktor

interferon regulujici faktor 3 (interferon regulatory factor 3, IRF3). Zaroven tvofi dalsi komplex
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s kinazami IRAK1 a IKKi, ktery fosforyluje transkripcni faktor IRF7. Fosforylované transkripcni
faktory IRF3 a IRF7 se poté translokuji do jadra, kde spousti transkripci interferon( typu I.
TRAF6 rekrutuje kindzu RIP1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), ktera
aktivuje TAK1 kindzu. Tato draha vede k uvolnéni transkripéniho faktoru NF-kB a transkripci

prozanétlivych cytokind.

TLR7/8 a TLR9 signalizace také spousti produkci interferond typu 1., ovSsem

prostfednictvim jiné drahy (Ullah et al., 2016).

2.7.2 Prehled jednotlivych TLR a jejich ligandt

vvvvvv

Receptor Ligandy a jejich ptivod
TLR1 Triacyl lipopeptidy (bakterie, mykobakterie)
TLR2 Peptidoglykan (bakterie), zymosan (kvasinky), atypicky lipopolysacharid

(Leptospira, Porphyromonas), glykolipidy (bakterie, mykobakterie), poriny
(Neisseria), glykoinositolfosfolipidy (Trypanozoma, Toxoplasma), hemaglutinin
(virus spalnicek), HSP70 (hostitel), HMGB1 (hostitel)

TLR3 dvouvldknova RNA (viry)

TLR4 Lipopolysacharid (gramnegativni bakterie), manan (kvasinky), fuzni protein
(lidsky respiracni syncytidlni virus), taxol (rostliny), HSP60 (hostitel), HSP70
(hostitel), HMGB1 (hostitel), fibrinogen (hostitel), heparansulfat (hostitel),
fragmenty kyseliny hyaluronové (hostitel)

TLR5 Flagelin (bakterie)

TLR6 Diacyl lipopeptidy (mykoplazmata), kyselina teichoovd (grampozitivni
bakterie)

TLR7 jednovldknova RNA (viry)

TLR8 jednovldknova RNA (viry)

TLR9 nemetylované cytosin-fosfat-guaninové Useky DNA (bakterie, mykobakterie,

viry, protozoa)

Pfevzato a upraveno: (Sandig and Bulfone-Paus, 2012; Savva and Roger, 2013)

2.7.2.1 TLR2

TLR2 byl poprvé identifikovan a popsan v roce 1998 spole¢né s TLR1, TLR3, TLR4 a TLR5
(Rock et al., 1998). Tento receptor je umistén v cytoplazmatické membrané, kde se ucastni
rozpoznani fady bakteridlnich, mykobakterialnich, kvasinkovych, protozoarnich, ale i virovych
PAMPs. Kromé toho je aktivovan i nékterymi DAMPs. TLR2 vétSinou tvori heterodimery bud’

s TLR1, nebo s TLR6. Zda se vsak, Ze mlze pusobit i ve formé homodimeru s dalSim TLR2.
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Zatimco TLR1/2 heterodimer rozeznava triacyl lipopeptidy, meziligandy TLR6/2 heterodimeru
patfi diacyl lipopeptidy a kyselina teichoovd (Savva and Roger, 2013). TLR2 je hojné
exprimovan na myeloidnich dendritickych burikdch, monocytech, granulocytech, NK bunkach
(pfirozeny zabije¢, natural killer cell) a B lymfocytech. Vyskytuje se také na T lymfocytech (Yeh
et al., 2016). Aktivace TLR2, ale také TRL4 a TLR7 je u B lymfocytd margindlni zény sleziny

dilezita pro protilatkovou odpovéd nezdvislou na T lymfocytech (Rubtsov et al., 2008).
2.7.2.2 TLR3

TLR3 se nachazi uvnitf cytoplazmy v membranach endozom( a jako jediny z TLR
nevyuzivd MyD88-zavislou drahu. Jeho pfirozenym ligandem je dvouvldknova RNA vir(l. TLR3
je exprimovan prevainé myeloidnimi dendritickymi burkami. OvSem, lze jej nalézt i na B
lymfocytech, NK bunkach (Mancini et al., 2020; Yeh et al.,, 2016), CD8+ T lymfocytech
(Mansson et al., 2006), nebo y&T lymfocytech (Wesch et al., 2006).

2.7.2.3TLR4

TLR4 je pravdépodobné nejlépe popsanym TLR. PrestoZze se vyskytuje hlavné na
cytoplazmatické membrané, muzZe byt internalizovan a Ucastnit se signalizace vedouci
k produkci interferont typu I. Nejzndméjsim pfirozenym ligandem TLR4 je lipopolysacharid
(Lipopolysaccharide, LPS). TLR4 s nim vsak pfimo neinteraguje. LPS je nejprve rozeznan
proteinem LBP, ktery jej ddle pfendsi na protein CD14. Z proteinu CD14 LPS putuje na protein
MD-2, asociovany s extraceluldrni doménou TLR4. Vazbou LPS dochazi k dimerizaci MD-2 a
TLR4. Komplex mUze signalizovat bud' z bunééné membrany, nebo z endozomu (Marongiu et
al., 2019). Mezi dalsi vyznamné ligandy TLR4 patii DAMPs. Vysokou expresi TLR4 se vyznacuji
predevsim myeloidni dendritické buriky, monocyty, granulocyty, B lymfocyty a v mensi mire i
T lymfocyty (Mancini et al., 2020; Yeh et al., 2016). Kromé toho byl TLR4 objeven i v fadé tkani,

napriklad ve svalech, mozku, jatrech, nebo plicich (Park et al., 2020).
2.7.3 Aktivace TLR v tukové tkani

Rada studii dokdzala, 7e aktivace nékterych TLR v tukové tkani vede k nastaveni
prozanétlivého prostredi a Casto je spojend s obezitou (Artemniak-Wojtowicz et al., 2020).
Béhem obezity dochazi v tukové tkani ke zvysSeni exprese TLR a zaroven jsou potlaceny
negativni regulatory TLR signalizace, coZ vede k jejimu zesileni. Zda se, Ze k vyssi aktivaci TLR

19



v tuku prispiva také zména stfevniho mikrobiomu béhem obezity, kterd je spojend s vyssi
produkci LPS a dalSich ligand( TLR (Miura et al., 2017). Kromé toho se na prozanétlivém
fenotypu podili i makrofagy, které se vlivem TLR aktivace repolarizuji z protizanétlivych M2
na prozanétlivé M1 (Sindhu et al., 2019). Aktivace TLR4 u eozinofill v tuku negativné ovliviiuje
jejich schopnost produkovat cytokiny typu 2 a podporovat M2 fenotyp makrofagt (Yoon et al.,
2019).

TLR jsou ndsledkem infekce aktivovany i v BAT a WAT neobéznich jedincl. To bylo
pozorovano napfiklad béhem napadeni parazitem Trypanosoma cruzi (Nagajyothi et al., 2012).
V souvislosti s vlivem infekce na chladovou adaptaci bylo zjiSténo, Ze aktivace zejména TLR4,
ale také TLR2 a komponenty inflamazomu NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) vede
v BAT ke snizeni exprese UCP1 a atenuaci netfesové termogeneze (Bae et al., 2014; Okla et al.,
2015). Ve WAT aktivace TLR4 a NLRP3 inhibuje béZovéni adipocytl (Okla et al., 2018). Na
mysSim modelu se ukazalo, Ze inhibice signalizace TLR4 naopak béZzovéni adipocytl podporuje.

Zda se tedy, Ze infekce na chladovou adaptaci plsobi negativné (Cao et al., 2018).

Prestoze existuje nékolik praci zabyvajicich se timto fenoménem, vliv soucasného

pUsobeni chladu a infekce na imunitni systém nebyl doposud prakticky prozkouman.
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3. Cile prace

Tato prace je soucasti SirSiho projektu, jehoZ cilem je popsat vliv pisobeni chladového
stresu, nebo chladové adaptace na imunitni systém a nasledné zmény v metabolismu
imunitnich bunék. Cilem této prace je predevsim popsat jak kombinace plsobeni chladu a
stimulace TLR ovlivni imunitni systém. DalSim cilem je identifikovat rozdily v imunitni odpovédi

mezi jedinci vystavenymi chladu kratkodobé a dlouhodobé.
Prace je ¢lenéna do dvou usek:

e |: popsat vlivy plsobeni ligandl TLR na imunitni buriky po kratkodobém vystaveni

chladu, nebo chladové adaptaci.

e |I: sledovat vliv vybraného TRL ligandu na modelu chladového stresu, nebo chladové

adaptace potkana.
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4. Material a metody

Pokusy se zviraty byly rozdéleny na dvé ¢asti. V ¢asti | byl sledovan vliv chladu na
imunitni systém. Pro stanoveni zmén v reaktivité bunék imunitniho systému po kratkodobém
chladu (predpokladany vznik chladovém stresu) a adaptaci byly splenocyty adaptovanych
zvirat stimulovany ligandy TLR. V ¢asti Il byl sledovan vliv ovlivnéni zvitat ligandem TLR2/6 v

prabéhu chladové adaptace na nékteré parametry imunitniho systému.
4.1 Zvirata

Pro oba experimenty byli pouZiti potkani samci kmene Wistar (Velaz, s.r.o., Praha, CR),
jejichZ primérna hmotnost na zacatku experimentu byla 250 g. V ¢asti | byla zvifata rozdélena
do t¥i skupin: kontrolni, adaptovana 1 den (~chladovy stres) a adaptovana 14 dni (~chladova
adaptace). Kontrolni skupina potkand (K) byla chovana v mistnosti pfi pokojové teploté
25+1°C. Skupiny adaptované 1 den (1D), nebo 14 dni (14D) byly chovédny oddélené od kontrolni
skupiny, v chladové komore s teplotou nastavenou na 10£1°C. Vysledky byly ziskany z péti na

sobé nezavislych experiment(, kazda skupina tvofila 22 zvirat.

V &asti |l byla zvifata rozdélena do 6 skupin (viz. tabulka 2). Kontrolni skupiny byly
chovany v mistnosti pfi pokojové teploté 25+1°C. Skupiny 1D, nebo 14D byly chovany
oddélené od kontrolnich skupin, v chladové komofre pfi teploté 10+1°C. 24h pred ukoncenim
pokusu byl potkanlim v zavislosti na skupiné intraperitonealné aplikovan bud TLR2/6 ligand,
nebo kontrolni roztok, kterym byl fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline, PBS) (viz ¢asova
osa). Jako TLR2/6 ligand byl vybran synteticky diacyl lipopeptid Pam2CSK4 (InvivoGen, San
Diego, California, USA), ktery byl rozpustén v PBS. Pouzita koncentrace byla 100 pg/kg. Skupiny
bez TLR2/6 ligandu tvofilo 4-6 zvifat a skupiny s TLR2/6 ligandem tvofilo 6 zvitat. Vysledky byly

ziskany z jednoho experimentu.

Potkani byli chovani ve svételném rezimu 12/12, s neomezenym pristupem k vodé a
krmivu. Potkani byli krmeni standardni dietou ST1. Adaptace zvifat byla provedena ve
spoluprdci se skupinou bioenergetiky a svalové fyziologie PFF UK. Zvifata byla uvedena do

hluboké anestezie podanim thiopentalu a nasledné utracena.
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Tabulka 2 — Rozdéleni zvirat v ¢asti Il

Poradi Skupina Pocet zvirat Ovlivnéni
1. K- 4 -
2 K+ 6 TLR2/6
3 1D- 4 -
4. 1D+ 6 TLR2/6
5 14D- 4 -
6 14D+ 6 TLR2/6

Casova osa experimentu &asti Il

Den-14 Den -1
1 |

Den 0
]

Den +3

umisténiskupin 14D- a

+

aplikace TLR2/6 ligandu
14D+ do chladu skupindm K+, 1D+ a 14D+

umisténiskupin 1D- a 1D+

do chladu

4.2 Médium

odbér tkani

+

|

analyza

kultivace s ligandy TLR

—_—

izolace splenocytl

analyza

Pro pokusy bylo vyuZito kultivaéni médium RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO), které bylo doplnéno bud 5%, nebo 10% tepelné inaktivovanym fetalnim telecim sérem

(fetal bovine serum - FBS) (Sigma, Grand lIsland, NY), penicilinem (100 pg/ml, Sigma),

streptomycinem (100 pg/ml, Sigma), 2-merkaptoetanolem (5x10° M, Sigma) a HEPES pufrem

(10 mM, Sigma). Médium je dale oznacené jako RPMI.

4.3 Roztoky

e PBS:pH7,2-7,4,37 mM NaCl, 10 mM fosfat, 2,7 mM KCl

e 10x ACK lyzacni pufr: 1,5M NH4Cl, 100mM KHCOs, 10mM EDTA-2Na

e Promyvaci pufr ELISA: 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) v PBS

e Reagent diluent ELISA: 1 % BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma) v PBS

e TMES: pH 7,4, 20mM Tris, 3 mM MgCl,, 1 mM kyselina ethylendiamintetraoctova

(EDTA), 250 mM sachardza
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Bicinchoninic Acid (BCA) Protein assay:

Cinidlo A: pH 11,25

8 g NaC0Os . H,0

1,6 g vinan sodny

doplnéno destilovanou vodou (dH,0) do 100 ml
Cinidlo B:
e 3 g bicinchoninova kyselina
e doplnéno dH;0 do 100 ml
Cinidlo C:

e 0,5gCuS04.5H,0

e doplnéno dH,0 do 10 ml
Laemmliho vzorkovy pufr (Laemmli Sample Buffer, SLB) 4x koncentrovany: pH 6,8,
4 ml glycerol, 2,6 ml Tris, 0,8g dodecylsiran sodny (SDS), 0,8 g dithiothreitol (DTT),
1 mg bromfenolova modr, doplnéno dH,0 do 10 ml
Pufr 1 SDS-PAGE elektroforéza: pH 8,8, 18,17 g Tris, doplnéno do 100 ml dH,0
Pufr 2 SDS-PAGE elektroforéza: 6,05 g Tris, doplnéno do 100 ml dH.0
Elektroforeticky pufr 10x koncentrovany: 30,3 g Tris, 144 g glycin, 10g SDS,
doplnéno dH,O do 1|
Blotovaci pufr Western blot: 15,14 g Tris, 71,31 g glycin, 1120% metanol, doplnéno
do 51dH.0
TBS pufr (Tris-buffered saline, TBS) 10x koncentrovany: pH 7,6, 87,66 g NaCl, 24,22
g Tris, doplnéno do 1l dH,0
Blokovaci pufr Western blot: 5 g odtu¢néného mléka, 10 ml TBS, 100 pl Tween-20,
90 ml dH,0
Redici pufr Western blot: 1 g odtuénéného mléka, 10 ml TBS, 100 pl Tween-20, 90
ml dH20
Promyvaci pufr Western blot: 100 ml TBS, 3 ml Tween-20, 900 ml H,O
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4.4 Ligandy TLR pouzité pro kultivaci s bunkami

Tabulka 3 — koncentrace pouzitych ligand( TLR. Koncentrace byly vybrany na zakladé

predbéZnych experiment( :

Nazev Receptor Koncentrace Vyrobce
Lipopolysacharid TLR4 3 pg/ml Sigma
Novus Biologicals
Poly(1:C) TLR3 10 pg/ml
(Centennial, CO)
Pam2CSK4 TLR2/6 300 ng/ml InvivoGen

4.5 Pouzity software

e Ovladaci software pro prutokovy cytometr FACSDiva Software (BD, Franklin
Lakes, NJ)

e Vyhodnocovaci software pro data ziskané pratokovou cytometrii Gatelogic
400.2A (Invai, Mnetone, Australia)

e Ovladaci software pro spektrofotometr Revelation Qucklink (Dynex Technologies,
Chantilly, VA)

e Ovladaci software pro spektrofotometr Gen5 (BioTek Instruments, Winooski, VT)

e Software pro analyzu membran a filma Fiji

e Statistické zpracovani vysledk(: program GraphPad Prism8 (GraphPad Software, La
Jolla, CA)

4.6 Pouzité technické vybaveni

e Lamindrni box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Ceska republika)
e Lamindrni box SafeFAST premium (DASITgroup, Cornaredo, Italy)

e (CO;inkubator (Sanyo, Osaka, Japan ; Panasonic, Osaka, Japan)

e Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England)

e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburg, Germany)

e Prltokovy cytometr LSR Il (BD)

e Spektrofotometr microplate reader ELx800 (Biotek, Winooski, VT)
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e Spektrofotometr Synergy HT (Biotek, Winooski, VT)
e Ultrazvukovy sonikator Sonolupus (Bandelin, Berlin, Germany)

e Vyvolavaciho pfistroj (Optimax)

4.7 1zolace bunék a tkani

Potkanm byla po usmrceni odebrdna krev pro pfipravu séra, srdce, peritonealni

buriky, slezina, BAT a WAT pro dalsi zpracovani.
4.7.1 Slezina

Odebrana slezina byla rozdélena na dvé ¢asti. Jedna ¢ast byla zamrazena v tekutém

dusiku a uloZena do -80°C pro dalSi zpracovani. Druha ¢ast byla pfenesena do 5 ml 5% RPMI.
4.7.1.1 Izolace bunék sleziny

Odebrana cast sleziny v 5% RPMI byla zhomogenizovand a prefiltrovanad pres
nylonovou gazu. Vznikla suspenze byla centrifugovdna (8 min, 8°C, 170x g). Ziskané splenocyty
byly resuspendovany v10% RPMI a pomoci Biirkerovy komlrky byla stanovena jejich
koncentrace. Cast splenocytl byla vyuZita pro analyzu na priitokovém cytometru. Zbytek
splenocytl byl dale kultivovan s ligandy TLR a vyuZit na ELISA testy, Western blot, nebo analyzu

na pratokovém cytometru.
4.7.2 I1zolace peritonealnich bunék

Peritonedlni bunky byly ziskany vyplachem peritonedlni dutiny usmrcenych zvirat.
Ziskana suspenze byla centrifugovana (8 min, 8°C, 170x g) a poté resuspendovdna v 1x ACK
(Ammonium-Chloride-Potassium) lyzaénim pufru. Tim bylo docileno odstranéni cervenych
krvinek. Suspenze byly centrifugovdna (8 min, 8°C, 170x g). Ziskané bunky byly
resuspendovany v 10% RPMI a byla stanovena jejich koncentrace prostfednictvim Birkerovy

kom{rky. Peritonedlni buriky byly kultivovany s ligandy TLR a poté vyuzity na ELISA testy.
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4.8 Priitokova cytometrie

Metodou pratokové cytometrie (Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS) byly méreny

relativni zmény v zastoupeni imunitnich populaci sleziny v den pokusu a po kultivaci s ligandy

TLR. Detekovany byly povrchové znaky a intraceluldrni cytokiny.

Pro kultivaci byly vyuZity 24-jamkové kultivacéni desticky (NUNC). Splenocyty byly

kultivovany v 10% RPMI médiu v koncentraci 3 x 10° bunék, ve findlnim objemu 1000 pl. Buriky

byly neovlivnéné, nebo ovlivnéné ligandy TLR: LPS, Poly(l:C) a Pam2CSK4. Kultivace probihala

po dobu 72 hodin, pfi teploté 37°C v5% CO, atmosféfe v inkubatoru. Pro detekci

intracelularnich cytokin( byly buriky poté jesté restimulovany 8 hodin.

Pro detekci povrchovych znakd v den pokusu, nebo po 72h kultivace byly vzorky

pfipraveny podle nasledujiciho postupu:

V den pokusu: Suspenze splenocytll v 10% RPMI byla prenesena do zkumavek
a centrifugovana (8 min, 8°C, 170x g). Zkumavky byly umistény na led.

Po 72h kultivaci: Bunky v kultivacni 24-jamkové desti¢ce byly nejprve
preneseny na led, seskrabany pomoci sSkrabky a preneseny do zkumavky.
Zkumavky byly doplnény PBS, centrifugovany (8 min, 8°C, 170x g) a umistény

na led.

Nasledujici kroky jsou jiz spole¢né pro oba dny:

Splenocyty byly resuspendovany v 1x ACK lyzaénim pufru pro odstranéni
¢ervenych krvinek po dobu 1 minuty a centrifugovany (8 min, 8°C, 170x g).
Vzniklé pelety bunék byly resuspendovany vobjemu 300 ul PBS a
rozpipetovany na 96-jamkovou desticku s kulatym dnem (NUNC) v objemu 200
ul na jamku.

Desticka byla centrifugovana (3 min, 4°C, 170x g).

Vzniklé pelety bunék byly rozvolnény a barveny 10 pl nafedéné smési protilatek
proti povrchovym znak(m. Desticka byla inkubovdna ve tmé (30 min, 4°C).
Jamky byly 3x promyty PBS a desticka byla vZdy centrifugovana (3 min, 4°C,
170x g).
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e Krozvolnénym peletam bylo pfidano 200 ul PBS a 10 minut pred mérenim bylo
pridano 20 pl barviva Hoechst 33258 (Sigma) pro znaceni mrtvych bunék.

e Detekce pomoci pratokového cytometru LSR Il. Gaetovaci strategie viz obr. 3.

Pro soucasnou detekci povrchovych znakud a intracelularnich cytokin v den pokusu,

nebo po 72h kultivace byly vzorky pfipraveny podle nasledujiciho postupu:

e Desticka s 200 pl splenocytt byla centrifugovana (3 min, 4°C, 170x g).

e Vzniklé pelety bunék byly rozvolnény a nabarveny 10 upl nafedéné smési
protilatek proti povrchovym znakdm. Zaroven bylo provedeno znaceni mrtvych
bunék pomoci barviva Fixable Viability Die eFluor® 450 (eBioscience). Desticka
byla inkubovana ve tmé (30 min, 4°C).

e Jamky byly 3x promyty PBS a destic¢ka byla vzdy centrifugovana (3 min, 4°C,
170x g).
e Pelety byly rozvolnény a bylo k nim pfidano 100 pl fixacniho pufru (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA). Destic¢ka byla nejprve inkubovana ve tmé (10 min, 4°C) a poté
pfi laboratorni teploté ve tmé (20 min, 25°C).

e K burikdm bylo pfidano 100 ul permeabiliza¢niho pufru (Invitrogen) a desticka
byla centrifugovdna (4 min, 25°C, 300x g).

e Jamky byly promyty permeabiliza¢nim pufrem a destic¢ka byla centrifugovana
(4 min, 25°C, 300x g).

e Vzniklé pelety byly rozvolnény a nabarveny 10 ul nafedéné smési protilatek
proti intracelularnim cytokind. Desticka byla inkubovana ve tmé (30 min, 25°C).

e Jamky byly 3x promyty permeabilizatnim pufrem a desticka byla vidy
centrifugovéna (4 min, 25°C, 300x g).

o Pelety byly rozvolnény a bylo k nim pfidano 200 pl permeabiliza¢niho pufru.

e Detekce pomoci pritokového cytometru LSR .

K méreny byly pouzity monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromy: Alexa
Fluor 700 (Alexa 700), fluorescin isothiokyanat (FITC), alofykocyanin (Allophycocyanine, APC)
a fykoerythrin (Phycoerythrin, PE) (viz. tabulka 4). Protilatky na detekci povrchovych znaki

byly fedény v PBS a protilatky na detekci intracelularnich cytokint v permeabilizacnim pufru
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(permeabilizacni/fixacni kit, Ivitrogen). Ke znaceni mrtvych bunék byla vyuZita barviva Hoechst

33258 (1: 40 000 v PBS) a Viability Die eFluor® 450 (1 : 1000 v PBS).

Tabulka 4 - protilatky vyuzité pro priitokovou cytometrii:

Koncentrace  _
Znak Fluorochrom  Specifita Klon Redéni Vyrobce
(mg/ml)

CD45 Alexa 700 anti-rat Oox-1 0,5 1:110 BiolLegend

CD45 FITC anti-rat OX-1 0,5 1:120 SONY
CD45RA FITC anti-rat 0X-33 0,5 1:110 SONY
CD45RA APC anti-rat 0OX-33 0,2 1:120 SONY
CD11b/c APC anti-rat 0X-42 0,2 1:120 BiolLegend

CD3 APC anti-rat 1F4 0,2 1:100 SONY

y6TCR PE anti-rat V65 0,2 1:130 SONY

CD25 PE anti-rat 0OX-39 0,2 1:130 BioLegend

CD80 PE anti-rat 3H5 0,2 1:100 BD Biosciences

IL-17 APC anti-mouse eBiol7B7 0,2 1:70 eBioscience

TNF-a FITC anti-mouse = TN3-19.12 0,5 1:70 eBioscience
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Obrazek 3 - ukdzka gatovaci strategie B lymfocytli (CD45RA z CD45; CD80 z CD45RA),
myeloidnich bunék (CD11b/c z CD45; CD80 z CD11b/c) a T lymfocyti (CD3 z CD45; CD25 z CD3). Na
zdkladé parametri forward scatter (FSC-A) a side scatter (SSC) byly urceny bunky, na zdkladé
parametru forward scatter (FSC-H a FSC-A) byly urceny singlety. Pomoci parametru forward scatter
(FSC-A) a znaceni Hoechst 33258 byly urceny Zivé buriky, ddle byly vybrany CD45* buriky a z nich
jednotlivé diferenciacni znaky. Z Populace CD11b/c byla ddle vybrdna populace pozitivni na CD80 a
populace CD11b/c".
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Obrazek 4 — ukdzka gatovaci strategie intraceluldrnich cytokini z y&T lymfocyti. Buriky,
singlety a Zivé buriky byly uréeny podobné jako na pfedchozim obrdzku. Ddle byly vybrany CD45* buriky
a z nich y&T lymfocyty (yOTCR z CD45). Osa x = side scatter (SSC). Ddle byly urcovdny populace y&T
lymfocyti pozitivnich na IL-17 (IL-17 z y6TCR) a TNF-a (TNF-a z ySTCR). Osa x = V1-A.
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4.9 ELISA

Metoda ELISA byla vyuZita k méreni produkce cytokinl z izolovanych splenocytl a
peritonealnich bunék. U splenocytl byly stanovovany koncentrace cytokint IL-6 a IL-10. U

peritonealnich bunék byly zméreny koncentrace cytokint IL-1B, IL-6, IL-10 a TNF-a.

Kultivace splenocytl a peritonedlnich bunék probihala v 10% RPMI médiu ve 24-
jamkovych desti¢kdch (NUNC). Splenocyty byly kultivovdny v koncentraci 3 x 10° bunék, ve
findlnim objemu 1000 pl. Peritonedlni buriky byly nasazeny v koncentraci 1 x 10° bunék, ve
findInim objemu 1000 pl. Burniky byly neovlivnéné, nebo ovlivnéné ligandy TLR: LPS, Poly(l:C) a
Pam2CSK4. Kultivace probihala po dobu 24 nebo 72 hodin pfi teploté 37°C v 5% CO, atmosfére
v inkubatoru. Z kultur byl odebiran supernatant pro stanoveni cytokind: po 24h (IL-1B, IL-6,

TNF-a), nebo po 72h (IL-10).
4.9.1 DuoSet ELISA Development System R&D

Koncentrace cytokin( byla stanovovana podle kitu DuoSet ELISA Development System
R&D (R&D systems). ELISA test byl provadén v 96-jamkovych desti¢kach Costar® (Corning Inc.,

NY, USA). Postupovdano bylo podle ndvodu od vyrobce:

e Bylo naneseno 100 ul primarni protildtky redéné v PBS (podle vyrobce) a
desti¢ka byla pres noc inkubovana pfi pokojové teploté.

e Desticka byla 3x promyta promyvacim pufrem.

e Jamky byly blokovany 200 ul Reagentu diluentu po dobu 1 hodiny a znovu 3x
promyty promyvacim pufrem.

e Bylo pfidano 100 pl blanku, standartu a vzorkud. Desticka byla inkubovana 2
hodiny pfi pokojové teploté a poté byla 3x promyta promyvacim pufrem.

e Bylo naneseno 100 ul sekundarni protilatky fedéné v Reagentu diluentu (podle
vyrobce), desticka byla inkubovana 2 hodiny pfi pokojové teploté a poté 3x
promyta promyvacim pufrem.

e Bylo pfiddno 100 ul Streptavidinu-HRP (fedéno v Reagentu diluentu 1 : 40).
Desticka byla inkubovdna 20 minut ve tmé pfi pokojové teploté a poté 3x

promyta promyvacim pufrem.
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e Bylo pfidano 100 ul substratu (reagent A + reagent B, 1:1). Desticka byla
inkubovana 20 minut ve tmé pti pokojové teploté.

e Reakce byla zastavena pridanim 50 pl 2N kyseliny sirové (H2SOa).

e Detekce pomoci spektrofotometru ELx800 pfi vinové délce 450 nm a referencni

vinové délce 570 nm.

4.10 Western blot

Pomoci metody Western blot byly ve vzorcich ze zamrazené sleziny a z kultivovanych

splenocytli detekovany receptory TLR2 a TLR4.

Splenocyty byly kultivovany v 10% RPMI v kultivacéni Iahvi (BioLite). Bylo kultivovano 15
x 108 bunék ve finalnim objemu 15 ml. Kultivace probihala po dobu 24h pf¥i teploté 37°C v 5%
CO; atmosfére v inkubdtoru. Splenocyty byly neovlivnéné, nebo ovlivnéné ligandy TLR: LPS a
Pam2CSK4. Poté byly buriky pfeneseny do zkumavky a centrifugovany (8 min, 8°C, 170x g).
Bunécny pelet byl prenesen do mikrozkumavky (Schoeller). Vzorky byly zamrazeny v tekutém

dusiku a uloZzeny do -80°C pro dalsi zpracovani.
4.10.1 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinli ve vzorcich byla uréena pomoci BCA (Bicinchoninic Acid Assay)

metody. Postupovano bylo v nasledujicich krocich:

e Po rozmraZeni byly vzorky umistény na led a bylo k nim pfeddno 50 ul TMES.
Nasledné byly vzorky homogenizovany za pouziti ultrazvukového sonikatoru
(Bandelin). Vykon pfistroje byl nastaven na 50%.

e Do 96-jamkové desticky byl nejprve napipetovan blank (dH,0) a standart (rizné
koncentrace BSA v dH;0, viz tabulka 5).

e Vzorky byly 100x zfedény dH,O a napipetovany v triplikatech do 96-jamkové
desti¢ky. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl vzorku.

e Do jamek bylo pridano 100 pl reakéni smési (Cinidla A: B : C, 25:26 :1) a
desticka byla inkubovana (30 min, 60°C).

e Meéreni absorbance spektrofotometrem Synergy HT pfi vinové délce 562 nm.
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Tabulka 5 - schéma kalibracni kfivky BSA:

Standart BL ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 ST8 ST9 ST10 ST11 ST12
Obsah BSA
0 02 05 1,0 15 25 4 6 10 15 20 30 50
[nel
BSA (0,1 pg/ul)
- 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -
[ni]
BSA (1 pg/ul)
- - - - - - - - - 15 20 30 50
[wi]
dH,0 [ul] 100 98 95 90 85 75 60 40 - 8 8 70 50

BL = blank, ST = standart

4.10.2 SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu byly nejdfive naredény pomoci dH,0 a Laemmliho

vzorkového pufru na poZzadovanou koncentraci 1 pg/ul. Laemmliho vzorkovy pufr tvoril 1/4

objemu vzorku. Vzorky byly povareny po dobu 2 minut na 100°C za ucelem denaturace

proteinli a uchovany v -20°C.

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena nasledujicim zplisobem:

Byl pripraven 10% délici gel pro separaci proteint: 4 ml dH,0, 2,5 ml pufr 1,
3,35 ml 30% akrylamid-0,8% N,N’-metylen bisakrylamid, 100 ul 10% SDS, 4 pl
tetrametyletylendiamin (TEMED), 45 ul 10% peroxodisiran amonny (APS). Gel
byl nalit do sestavené elektroforetické aparatury a prelit roztokem butanolu a
vody (3 : 1). Polymerace gelu probihala 45 minut.

Roztok butanolu byl odmyt dH,0. Délici gel byl prevrstven 4% zaostfovacim
gelem: 3 ml dH;0, 1,25 ml pufr 2, 0,65 ml 30% akrylamid-0,8% N,N’- metylen
bisakrylamid, 50 ul 10% SDS, 4 ul TEMED, 45 pl 10% APS. Do zaostfovaciho gelu
byl vsunut hiebinek a jeho polymerace probihala 15 minut.

Aparatura byla umisténa do elektroforetického pufru a hfebinek byl vysunut.
Do vzniklych jamek byly naneseny 4 pl standartu molekulové hmotnosti a
vzorky v objemu 10, nebo 20 pl.

Elektroforeticka separace proteini probihala 50 min (200 V, konstantni

napéti).
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4.10.3 Western blot

Metoda Western blot byla provedena v nasledujicich krocich:

Byla sestavena blotovaci aparatura. Po ukonéeni elektroforetické separace byl
nejprve odstranén zaostrovaci gel. Délici gel se vzorky byl vyjmut a poloZzen na
nitrocelulézovou membranu (Amerham).

Blotovaci aparatura s gelem a membranou byla zalita blotovacim pufrem.
Pfenos protein{i na membranu (60 min, 100 V, konstantni napéti).

Pomoci barveni Ponceau S byla zkontrolovana spravnost nanasky proteind.
Membrany byly blokovany v blokovacim pufru po dobu 30 minut a poté byly
preneseny do fediciho pufru s primarnimi protildtkami (fedéni viz. tabulka 6),
kde byly ponechany pres noc pfi 4°C.

Druhy den byla membrana oplachnuta dH,0 a 3x promyta promyvacim pufrem.
Membrana byla prenesena do fediciho pufru se sekundarnimi protilatkami
(Fedéni viz. tabulka 6), kde byla ponechdna 1 hodinu pfi pokojové teploté. Poté
byla znovu oplachnuta dH,0 a 3x promyta promyvacim pufrem.

Membrdna byla inkubovdna se substratem pro kfenovou peroxidazu
SuperSignal West Dura (ThermoFisher Scientific), nebo SuperSignal West
Femto (ThermoFisher Scientific).

K membrané byl vtemné komote pfilozen film (Agfa), ktery byl vyvolan pomoci

vyvolavaciho pfistroje. Film byl digitalizovan.

Tabulka 6 - protilatky pouzité pro metodu Western blot:

Primarni

protilatka

TLR2

TLR4

beta-aktin

. Sekundarni .
Redéni Vyrobce Redéni Vyrobce
protilatka
Novus
1:1000 anti-rabbit 1:20000 Cytiva
biologicals
Santa Cruz
1:1000 anti-mouse 1:20000 Cytiva
Biotechnology
Santa Cruz Santa Cruz
1:5000 anti-goat 1:20000
Biotechnology Biotechnology
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4.11 Statisticka analyza

Zmérend data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu GraphPad Prism8.
Jednotlivé sloupce grafd vyjadfuji priméry ziskanych hodnot +/- SEM. Byla poufZita
jednosmérna analyza rozptylu (analysis of variance - ANOVA). Za statisticky signifikantni byly
povazovany hodnoty statistické odchylky P<0,05(*, #), P<0,01(**, ##), P<0,001(***, ###) a
P<0,0001(****, ##t##).
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5. Vysledky

Tato prace navazuje na vysledky z Laboratore bioenergetiky a svalové fyziologie RNDr.
Jitky Zurmanové, Ph.D., kde byla optimalizovana chladova adaptace a na vysledky z diplomové
prace Mgr. Daniela Vaska, kterd se zabyvala vlivem chladové adaptace na imunitni systém.
Nékteré otdzky, které vyvstaly pfi feSeni této diplomové prace, byly podnétem pro navazani
na toto téma a vytvoreni modelu, pomoci kterého by bylo moZné popsat, jak chladova

adaptace ovlivni odpovéd na infekéni agens.
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5.1 Hmotnost BAT

Pro zdokumentovani chladové adptace byla potkanim odebrana BAT z mezilopatkové
oblasti, kterd byla zvdZzena a vyfotografovana. Bylo zjisténo, Ze po 14 dnech chladové adaptace
dochazi k signifikantnimu zvySeni hmotnosti BAT (5A), které je také doprovdzeno zménou

prokrveni (5B). BAT izoloval Bc. FrantiSek Galatik. Vysledky ziskal Mgr. Daniel Vasek.

SA hmotnost BAT
1.5+
%k %k X%k
— %k %k %k X%k
o)
E, 1.0 T
®
[}
s —
o o
E 0.5_
=

Obrazek 5 — porovnani hmotnosti a vzhledu hnédé tukové tkané (BAT). Porovndni
hmotnosti (5A) a vzhledu (5B) BAT neadaptovanych a chladové adaptovanych zvirat. Osa y
v grafu = hmotnost BAT na 1 kg potkana. K = kontrola, 1D = zvifata adaptovand 1 den, 14D =
zvifata adaptovand 14 dni. Vysledky a fotografie opatril Mgr. Daniel Vasek. ***P<0,001;

**%*Pp<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v porovndni s kontrolnim vzorkem.
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5.2 Plisobeni ligandl TLR

Prace byla rozdélena na dveé ¢asti. Prvni ¢ast se zabyvala predevsim vlivem ligandd TLR
na bunky ziskané ze zvifat vystavenych chladu. Druhd ¢ast byla zamérena na soucasné

pusobeni chladu a TLR2/6 ligandu Pam2CSK4 (Pam?2) in vivo.
5.2.1 Pasobeni ligandti TLR in vitro

V pokusech in vitro jsme sledovali vliv ligandi TLR na fenotyp splenocytl a
peritonealnich bunék izolovanych z potkant po vystaveni chladu. Expozice chladu probihala 1
den (1D), nebo 14 dni (14D), kontrolni skupina (K) byla chovana pfi pokojové teploté.
Splenocyty a peritonealni bunky byly kultivovdny bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR:
lipopolysacharidem (LPS), Poly(l:C) (I:C) a Pam2CSK4 (Pam?2).

5.2.1.1 Pritokova cytometrie

Pomoci pritokové cytometrie byly na vzorcich splenocytll sledovany zmény
v zastoupeni imunitnich populaci. Protoze vlivem chladové adaptace doslo k signifikantnimu
zlepsSeni prezivani splenocytl (obr. 6), které se promitalo do absolutnich poctd bunék (obr. 6B)
a znacné zkreslovalo zmény v populacich (obr. 6D), rozhodli jsme se vysledky vyjadfit
v procentech. Zména prezivani splenocytl se do vysledkl v procentech nepromitala (obr. 6A
a 6C). Tyto vysledky byly ziskany v den odbéru. Po kultivaci byly rovnéz zaznamenany zmény
v prezivani splenocyttd (obr.7), které se promitaly do absolutnich poctd Zivych bunék (obr. 7B

a 7D). Nebyly zaznamendny signifikantni zmény v procentudlnim zastoupeni (obr. 7A a 7C).

Splenocyty byly kultivovany s ligandy TLR po dobu 72h. Byly zméfeny relativni zmény
v zastoupeni imunitnich populaci B lymfocytt (CD45RA z CD45), myeloidnich bunék (CD11b/c
z CD45), populace CD11b/cM z CD45, aktivovanych B lymfocytd (CD80 z CD45RA) a
aktivovanych myeloidnich bunék (CD80 z CD11b/c) (obr. 8). Méfeny byly téz relativni zmény v
zastoupeni T lymfocytl (CD3 z CD45) a y&T lymfocytl (y6TCR z CD45; y6TCR z CD3) (obr. 9).
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Obrazek 6 — Porovnani relativniho zastoupeni a absolutniho poctu Zivych splenocytt
a CD45* bunék pred kultivaci. Relativni zastoupeni Zivych splenocytii (6A), absolutni pocty
Zivych splenocytu (6B), relativni zastoupeni CD45* bunék (6C) a absolutni zastoupeni CD45*
bunék (6D). Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. **P<0,01; ***P<0,001;

****Pp<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku.
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Obrazek 7 - Porovnani relativniho zastoupeni a absolutniho poctu Zivych splenocytu
a CD45"* bunék po kultivaci. Relativni zastoupeni Zivych splenocytu (7A), absolutni pocty Zivych
splenocytu (7B), relativni zastoupeni CD45* bunék (7C) a absolutni zastoupeni CD45* bunék
(7D). Vysledky byly zméreny na prutokovém cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky

vyznamnou odchylku.

K signifikantnimu nardstu zastoupeni B lymfocytl doslo u skupiny 1D po stimulaci
ligandem Pam?2 (obr. 8A), které bylo pozorovatelné i na ¢asti myeloidni populace (CD11b/c"
z CD45) (obr. 8E). Toto zvySeni u skupiny 1D, ackoliv nesignifikantni, Ize u obou populaci
pozorovat i po stimulaci LPS. Po stimulaci ligandy TLR vSak nedoslo k signifikantnim zméndm
v populaci myeloidnich bunék (obr. 8C). V populaci aktivovanych B lymfocytl (obr. 8B) doslo
k narlstu zastoupeni u skupiny 1D po stimulaci Pam2. Naopak u aktivovanych myeloidnich
bunék doslo k signifikantnimu poklesu zastoupeni u skupiny 14D bez stimulace a po stimulaci

poly(l:C) (obr. 8D).
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Obrazek 8 - Vliv puasobeni ligandd TLR na zmény v populaci B lymfocytd a
myeloidnich bunék po expozici chladu. Relativni zastoupeni B lymfocyti (CD45RA z CD45)
(8A), aktivovanych B lymfocyti (CD80 z CD45RA) (8B), myeloidnich bunék (CD11b/c z CD45)
(8C), aktivovanych myeloidnich bunék (CD80 z CD11b/c) (8D) a vybrané populace myeloidnich
bunék (CD11b/c" z CD45) (8E). LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (I:C), Pam2 = Pam2CSKA4.
Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou

odchylku.
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K signifikantnimu poklesu zastoupeni T lymfocytld doslo u skupiny 14D po stimulaci
Pam2CSK4 (9A). Nejvyznamnéjsi zmény byly zaznamenany na populaci y6TCR z CD3 (9C), jejiz
relativni zastoupeni vzrostlo po stimulaci I:C a Pam2, ale v mensi mife také bez stimulace.

Naopak v populaci y6TCR z CD45 k zadnym signifikantnim zméndm nedoslo (9B).
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Obrazek 9 - Vliv plisobeni ligandli TLR na zmény v populaci T lymfocytl po expozici
chladu. Relativni zastoupeni T lymfocytu (CD3 z CD45) (9A) a yéT lymfocyti (ySTCR z CD45;
Y8TCR z CD3) (9B; 9C). LPS = lipopolysacharid, 1:C = Poly (I:C), Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly
zméreny na prutokovém cytometru. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001

predstavuje statisticky vyznamnou odchylku.

43



ProtoZze nejvyznamnéjsi zmény byly zaznamenany v populaci y&T lymfocytd, byla
zmérfena hladina cytokini spojenych schladovou adaptaci: IL-17 a TNF-a pomoci
intracelularniho znaceni. Dale byly zméfeny i CD45* bunky pozitivni na tyto cytokiny (obr. 10).
U skupiny 14D doslo k nesignifikantnimu narstu produkce IL-17 CD45* burikami (obr. 10A),
ktery vsSak nebyl pozorovatelny u y&8T bunék (obr. 10B). Nebyly detekovany zmény
v intraceluldrni hladiné TNF-a u CD45* bunék (obr. 10C), ani y&T lymfocytt (obr. 10D).
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Obrazek 10 — Vliv ptisobeni ligandl TLR na produkci cytokini CD45* burikami a y&T
lymfocyty po expozici chladu. Relativni zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na IL-17 (10A),
véT lymfocytu pozitivnich na IL-17 (10B), CD45* bunék pozitivnich na TNF-a (10C) a y&T
lymfocyt( pozitivnich na TNF-a (10D). LPS = lipopolysacharid, 1:C = Poly (I:C), Pam2 =

Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na prutokovém cytometru.

44



5.2.1.2 ELISA

Pomoci ELISA testl byly v supernatantu z kultivovanych splenocytll a peritonealnich
bunék stanoveny koncentrace cytokin(l. U peritonedlnich bunék byla stanovena produkce IL-

6, IL-10, IL-1B a TNF-a, zatimco u splenocytl produkce IL-6 a IL-10 (obr. 11).

Zatimco po 14 denni chladové expozici doslo k poklesu produkce IL-6 splenocyty po
stimualci LPS (obr. 11A), produkce IL-6 peritonedlnimi burfikami méla tendenci se zvySovat
(obr. 11B). Nebyly pozorovany signifikantni zmény v produkci IL-10 splenocyty (obr. 11C),
produkce IL-10 peritonealnimi burikami byla u skupiny 14D nesignifikantné zvysena (obr. 11D).
Doslo také k mirnému zvyseni produkce TNF-a (obr. 10E) a IL-1B (obr. 11F) peritonealnimi

burikami u skupiny 1D po stimulaci LPS a I:C, které vSak nebylo signifikantni.

45



11C

8000

6000

pg/ml

2000+

11E
3000

20004

pg/ml

1000+

IL-6 Splenocyty

AASSSSS IS,

K 1D14D K 1D

14D K 1D 14D K 1D 14D

- LPS I1.C Pa

IL-10 Splenocyty

m2

N o B i

N N B B B

N N 2 K B

N R 2 Bl B

N N R B B

K 1D 14D K 1D 14D K 1D 14D K 1D 14D
- LPS I:C Pam2

TNF-a Peritonealni bunky

— § B
N K
MR
N NN
N NN
NAN -
= [ %%% ] KX
K 1D14D K 1D14D K 1D 14D K 1D 14D
LPS I:C Pam2

11B
20000+

15000

E

S, 10000
o

5000

IL-6 Peritonealni bunky

SR
NN N
N N N 5 &
N N N R B B
NN K R B £
SININ s B
% % % B B 2
] NNN [{F1E] B RS
K 1D14D K 1D 14D K 1D 14D K 1D 14D
LPS I:C Pam2

IL-10 Peritonealni bunky

OO

tolelelele

-

_ [xd X3 X
\ | RER
N RS
§ | BB 2

K 1D14D K 1D 14D K 1D 14D K 1D 14D
LPS I:C Pam2

IL-1B Peritonealni bunky

NN FAlla &=
K 1D14D K 1D 14D K 1D 14D K 1D 14D
LPS I:C Pam2

Obrazek 11 — Koncentrace cytokinl v supernatantu z kultivovanych splenocytu a

peritonedlnich bunék. Koncentrace IL-6 v supernatantu kultivovanych splenocyti (11A) a

peritonedlnich bunék (11B). Koncentrace IL-10 v supernatantu kultivovanych splenocyt( (11C)

a peritonedlnich bunék (11D). Koncentrace TNF-a (11E) a IL-18 (11F) v supernatantu

kultivovanych peritonedlnich bunék. LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (1:C), Pam2 = Pam2CSKA4.

Vysledky byly zméreny pomoci ELISA testu. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou

odchylku.
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5.2.1.3 Western blot

Pomoci metody Western blot byly ve vzorcich ze zamrazené sleziny (obr. 12) a ze
splenocytl kultivovanych s ligandy TLR po dobu 24 hodin (obr. 13) detekovany relativni zmény
v urovni exprese receptorl TLR2 a TLR4. Byly provedeny 3 na sobé nezavislé pokusy a vysledky

byly vztazeny na expresi beta-aktinu.

Ve vzorcich ze sleziny byla detekovdna zvysena relativni exprese TLR2 u skupiny 1D
(obr. 12A). Vlivem chladového stresu, ani chladové adaptace nedoslo ke zméné relativni

exprese TLR4 (obr. 12B).
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Obrazek 12 — detekce TLR2 a TLR4 ve sleziné kontrolnich potkant (K), chladové
adaptovanych 1 den (1D) a 14 dni (14D). Procenta na ose y uddvaji relativni uroven exprese
TLR2 (12A) a TLR4 (12B) vuci kontrole. Jednotlivé sloupce jsou vyjadreny jako priamér +/- SEM
z denzitometrického stanoveni ze sken( imunobloti ze tfi nezdvislych opakovani. Signdl byl
normalizovdn na expresi beta-aktinu. Poradi reprezentativnich vzork( imunoblotu odpovidad

poradi vzorkt grafu. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku.
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Na vzorcich z splenocytl po stimulaci jednotlivymi ligandy nebyly zjistény signifikantni
odchylky relativni exprese TLR2 a TLR4 mezi skupinami. Z vysledkl jsou vSak patrné tendence
ke zvySovani relativni exprese TLR2 po stimulaci Pam2 u skupiny 14D (obr. 13A). Vlivem
stimulace LPS zase doslo k tendenci ke zvySeni relativni exprese TLR4 u skupiny 14D oproti
kontrole. Zda se, Ze relativni exprese TLR4 u skupiny 1D klesala oproti kontrole ve vsSech

pfipadech (obr. 13B). Je tfeba dalSich opakovani pokusu, aby bylo moZné vysledky potvrdit.
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Obrazek 13 — detekce TLR2 a TLR4 ve vzorcich z kultivovanych splenocyti kontrolnich
potkant (K), chladové adaptovanych 1 den (1D) a 14 dni (14D). Procenta na ose y uddvaji
relativni uroven exprese TLR2 (13A) a TLR4 (13B) vici nestimulované kontrole. Jednotlivé
sloupce jsou vyjddreny jako prumér +/- SEM z denzitometrického stanoveni ze skenu
imunoblotu ze tri nezdvislych opakovdni. Signdl byl normalizovdn na expresi beta-aktinu.
Poradi reprezentativnich vzorkii imunoblotu odpovidd poradi vzorku grafu. LPS =

lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4.
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5.2.2 Aplikace TLR2/6 ligandu Pam2CSK4 in vivo

V Casti Il diplomové prace jsem sledovala vliv stimulace TLR2/6 na fenotyp splenocyt(
ziskanych z potkant vystavenych chladu 1 den (1D-), nebo 14 dni (14D-). Kontrolni skupina (K-
) byla chovana pfipokojové teploté. 24 hodin pfed ukonéenim pokusu byl vybranym
kontrolnim (K+), chladové adaptovanym 1 den (1D+) a 14 dni (14D+) zvifatidm aplikovan
TLR2/6 ligand Pam2CSK4 (viz ¢asova osa experimentu). Splenocyty byly poté vyuZity na méreni
na prutokové cytometrii, nebo kultivovany po dobu 72h bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR:

lipopolysacharidem (LPS) a Pam2CSK4 (Pam?2).
5.2.2.1 Hmotnost BAT

Chladové adaptovanym a kontrolnim potkanim bez, nebo po aplikaci Pam2 byla
odebrana BAT z mezilopatkové oblasti, ktera byla zvaZzena. Po 14 dnech chladové adaptace
doslo k vyraznému zvySeni hmotnosti BAT (14D-), které bylo viditelné i u zvifat, kterym byl

aplikovan Pam2 (14D+) (obr. 14).
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Obrazek 14 — Porovnani hmotnosti BAT. Porovndni vahy BAT kontrolnich a chladové
adaptovanych zvifat bez aplikace Pam2CSK4 (K-, 1D-, 14D-), nebo kontrolnich a chladové
adaptovanych zvirat po aplikaci Pam2CSK4 (K+, 1D+, 14D+). Osa y = hmotnost BAT na 1 kg
potkana. Vysledky opatfil Mgr. Daniel Vasek. ***P<0,001;, ****P<0,0001 predstavuje

statisticky vyznamnou odchylku vici kontrolnimu vzorku.
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5.2.2.2 Prutokova cytometrie v den odbéru

Pomoci pritokové cytometrie byly na vzorcich splenocytli v den odbéru sledovany
zmény v zastoupeni imunitnich populaci. Byly zméreny relativni zmény v zastoupeni populaci
B lymfocytl (CD45RA z CDA45), aktivovanych B lymfocytl (CD80 z CD45RA) (obr. 15),
myeloidnich bunék (CD1lb/c zCD45) a aktivovanych myeloidnich bunék (CD80
z CD11b/c)(obr. 16). Dale byly sledovany zmény v populacich T lymfocyt (CD3 z CD45), y&T
lymfocytl (yOTCR z CD45) a aktivovanych T lymfocytl (CD25 z CD3) (obr. 17). V neposledni
fadé byly méreny CD45* buriky a yoT lymfocyty pozitivni na cytokiny IL-17 (obr. 18) a TNF-a
(obr. 19). Vysledky jsou vyjadieny v procentech.

Bylo zjisténo, Ze vlivem stimulace TLR2/6 dochazi k poklesu v relativnhim zastoupeni B
lymfocytl oproti lymfocytlim ziskanym ze zvifat bez této stimulace, které je signifikantni u
skupiny 1D+ (obr. 15A). Zatimco u nestimulovanych zvifat doslo k signifikantnimu narGstu
relativniho zastoupeni aktivovanych B lymfocytl u skupiny 1D-, u zvifat stimulovanych Pam2

k signifikantnim zménam nedoslo (obr. 15B).
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Obrazek 15 - Vliv soucasného plsobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populaci B lymfocytl. Relativni zastoupeni B lymfocytiu (CD45RA z CD45) (15A) a aktivovanych
B lymfocyti (CD80 z CD45RA) (15B). Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. #P<0,05
predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-,
14D-) a s aplikaci Pam?2 (K+, 1D+, 14D+). *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku

v rdmci skupin.
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U leukocytl ziskanych ze zvirat, kterym byl aplikovan Pam2 doslo k vyznamnému
narUstu relativniho zastoupeni myeloidni populace oproti leukocytiim ziskanych ze skupin bez
podaného Pam?2 (obr. 16A), které je jesté vyraznéjsi u populace CD11b/c" z CD45 (obr. 16C).
K narUstu relativniho zastoupeni myeloidni populace také doslo u skupiny 1D+ oproti
skupindm K+ a 14D+ (obr. 16A). U aktivovanych myeloidnich bunék doslo k signifikantnimu
zvyseni relativniho zastoupeni u skupiny 1D- v(i¢i odpovidajici kontrole (K-). U zvitat po aplikaci

Pam2 doslo ke snizeni relativniho zastoupeni bunék pozitivnich na znak CD80 (obr. 16B).
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Obrazek 16 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v populaci
myeloidnich bunék. Relativni zastoupeni myeloidnich bunék (CD11b/c z CD45) (16A), aktivovanych
myeloidnich bunék (CD80 z CD11b/c) (16B) a vybrané populace myeloidnich bunék (CD11b/c"
z CD45) (16C). Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky
vyznamnou odchylku v ramci skupin. #P<0,05; ##P<0,01; ####P<0,0001 predstavuje statisticky
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vyznamnou odchylku mezi odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+,
1D+, 14D+).

V zadné ze skupin nedoslo k signifikantnim zméndm v relativnim zastoupeni T
lymfocytl (obr. 17A), ani aktivovanych T lymfocytl (obr. 17B). Vlivem stimulace TLR2/6 vsak

doslo k signifikantnimu poklesu relativniho zastoupeni yo6T lymfocytli u skupiny K+ oproti

skupiné K- (obr. 17C).
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Obrazek 17 — Vliv soucasného putisobeni chladu a stimulace TLR2/6 na populaci T
lymfocytl. Relativni zastoupeni T lymfocytl (CD3 z CD45) (17A), aktivovanych T lymfocyti (CD25

zCD3) (17B) a y&T lymfocytii (17C). Viysledky byly zméreny na priitokovém cytometru. ##P<0,01
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predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-

) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+)

Dale byla méfrena hladina intraceluldarniho cytokinu IL-17. Doslo k nesignifikantnimu
narlstl relativniho zastoupeni CD45* bunék produkujicich IL-17 u skupin 1D- a 1D+ (obr. 18A).
U y&T lymfocytl byl tento ndrdlst signifikantni u skupiny 1D- v(ci skupiné 14D- (obr. 18B). Byla
také pozorovdna tendence poklesu relativniho zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na IL-17
ziskanych ze zvitat, kterym byl aplikovan Pam2 (obr. 18A). Pokles u stejné skupiny byl
signifikantni u yo6T lymfocyt( pozitivnich na IL-17 (obr. 18B).
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Obrazek 18 - Vliv souéasného pulsobeni chladu a stimulace TLR2/6 na populace CD45*
bunék a y8T lymfocytl produkujicich IL-17. Relativni zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na
IL-17 (18A) a y&T lymfocyti pozitivnich na IL-17 (18B). Viysledky byly zmérfeny na pritokovém
cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v ramci skupin. #P<0,05
predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-,

14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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Naopak doslo k vyraznému zvyseni relativniho zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na
TNF-aizolovanych ze zvifat, kterym byl aplikovan Pam2. Skupina 14D+ byla signifikantné méné
pozitivni na tento cytokin oproti skupiné 1D+ (obr. 19A). V populaci y&T lymfocytd byl trend u
zvitat, kterym byl aplikovan Pam2 opacny. Doslo ke sniZeni relativniho zastoupeni y&T
lymfocytd pozitivnich na TNF-a po aplikaci Pam2. Bylo také mozné pozorovat vyznamny narUst
relativniho zastoupeni TNF-a* y&T lymfocytl ziskanych ze zvifat vystavenych 1 den chladu,

kterym nebyl aplikovdn Pam2 (obr. 19B).
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Obrazek 19 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na populace CD45*
bunék a y8T lymfocytti produkujicich TNF-a. Relativni zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na
TNF-a (19A) a y&T lymfocyti pozitivnich na TNF-a (19B). Vysledky byly zmérfeny na pritokovém
cytometru. *P<0,05; ***P<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v ramci skupin.
#P<0,05;, ###P<0,001, ####P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi
odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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5.2.2.3 Pratokova cytometrie po kultivaci splenocytt

Pomoci priatokové cytometrie byly na vzorcich splenocytl kultivovanych po dobu 72
hodin bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR: lipopolysacharidem (LPS) a Pam2CSK4 (Pam2)
sledovany zmény v zastoupeni imunitnich populaci. Byly zméfeny relativni zmény v zastoupeni
populaci B lymfocytli (CD45RA z CD45), aktivovanych B lymfocyt (CD80 z CD45RA) (obr. 10),
myeloidnich bunék (CD11b/c z CD45) (obr. 21) a aktivovanych myeloidnich bunék (CD80
z CD11b/c)(obr. 22). Byly také sledovany zmény v populacich T lymfocytd (CD3 z CD45) a
aktivovanych T lymfocytl (obr. 23). Dale bylo zjiSténo relativni zastoupeni y&T lymfocytu
(y6TCR z CD45) (obr. 24). Méreny byly také intracelularni cytokiny IL-17 (obr. 25) a TNF-a (obr.
26).

Po kultivaci s LPS byl zaznamendn signifikantni pokles relativniho zastoupeni B
lymfocytl izolovanych za zvifat, kterym byl aplikovan Pam2 oproti skupinam kultivovanym
s LPS bez aplikace Pam2. Tento pokles byl nejvyrazné;jsi u skupiny 1D+ (obr. 20A). Nejvyraznéjsi
zmény byly pozorovany v populaci aktivovanych B lymfocytl. Doslo k vyznamnému nar(stu
jejich relativniho zastoupeni u skupiny 14D+ oproti skupiné 14D-, ale také v(ci skupinam K+ a
1D+ bez stimulace i po stimulaci LPS a Pam2. K nardstu zastoupeni také doslo u skupiny 1D+

oproti skupiné 1D-. Relativni zastoupeni skupin K+ a K- se neliSilo (obr. 20B).

K dalSim vyznamnym zménam doslo v populaci myeloidnich bunék. Byl zaznamenan
signifikantni nar(st jejich relativniho zastoupeni u vsech skupin, kterym byl aplikovan Pam (K+,
1D+ a 14D+) a byly kultivovany bez stimulace, nebo s ligandem Pam2. Tento narUst byl
viditelny i po kultivaci LPS, nebyl vsak signifikantni (obr. 21A). Podobny narlst byl zaznamenan
i u populace CD11b/ch z CD45, kde byly rozdily mezi skupinami bez a s aplikaci Pam2 jesté
vyraznéjsi (obr. 21B). V neposledni fadé byly vyrazné zmény pozorovany i v aktivaci
myeloidnich bunék. Podobné jako u aktivovanych B lymfocytli, k nejvyssimu narlstu

relativniho zastoupeni doslo u skupiny 14D+ oproti skupiné 14D- (obr.22).
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Obrazek 20 - Vliv soucasného plsobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populaci B lymfocytl kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni B lymfocyti (CD45RA
z CD45) (20A) a aktivovanych B lymfocytu (CD80 z CD45RA) (20B). LPS = lipopolysacharid,
Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. *P<0,05; **P<0,01;
***p<0,001; ****P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v rdamci skupin.
#P<0,05;, ##P<0,01, ####P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi

odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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Obrazek 21 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populaci myeloidnich bunék kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni myeloidnich
bunék (CD11b/c z CD45) (21A) a vybrané populace myeloidnich bunék (CD11b/ch' z CD45)
(21B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na prutokovém
cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v ramci skupin. ###P<0,001;
####P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi odpovidajicimi sloupci skupin
bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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Obrazek 22 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populaci aktivovanych myeloidnich bunék kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni
aktivovanych myeloidnich bunék (CD80 z CD11b/c). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4.
Vysledky byly zméreny na pritokovém cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou
odchylku v ramci skupin. ####P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi

odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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V populaci T lymfocytl doslo pouze k mirnému narlstu relativniho zastoupeni po

stimulaci LPS u skupiny 14D+ (obr. 23A). Po aplikaci Pam2 nedoslo k Zddnym zménam

v populaci aktivovanych T lymfocytl (obr. 23B).
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Obrazek 23 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v

populaci T lymfocyta kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni T lymfocyti (CD3

z CD45) (23A) a aktivovanych T lymfocytu (CD25 z CD3) (23B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 =

Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na priutokovém cytometru. *P<0,05 predstavuje statisticky
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vyznamnou odchylku v ramci skupin. #P<0,05 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku

mezi odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).

U leukocytt zvirat, kterym byl aplikovan Pam2 doslo ke snizeni relativniho zastoupeni
y&T lymfocytl oproti skupindm bez aplikace Pam2, které bylo signifikantni po kultivaci s LPS.
U skupiny 14D+ také po kultivaci s Pam2 (obr. 24).
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Obrazek 24 - Vliv souéasného plisobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populaci y&T lymfocytd kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni y&T lymfocyti
(YOTCR z CD45). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na
pratokovém cytometru. #P<0,05; ##P<0,01 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi

odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).

V neposledni fadé byly sledovany zmény v populaci CD45* bunék a y&T lymfocytd
pozitivnich na IL-17 a TNF-a. Doslo k vyraznému zvysSeni relativniho zastoupeni CD45* bunék
pozitivnich na IL-17 ziskanych ze zvifat, kterym byl aplikovan Pam2 po stimulaci LPS a Pam2
(obr. 25A). Tento trend jsme vsak nezaznamenali v populaci y86T lymfocytd (obr. 25B).
Vzrostlo relativni zastoupeni CD45* bunék pozitivnich na TNF-a ziskanych ze zvirat, kterym

byl aplikovdan Pam2. Toto bylo patrné zejména u skupiny 14D+ (obr. 26A). Relativni
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zastoupeni y8T lymfocytd pozitivnich na TNF-a izolovanych ze zvifat, kterym byl aplikovan

Pam2 spiSe klesalo. Tato tendence vsak byla nesignifikantni (obr. 26B).
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Obrazek 25 - Vliv soucasného ptisobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény
v populacich bunék pozitivnich na IL-17 kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni
CD45* bunék pozitivnich na IL-17 (25A), relativni zastoupeni y&T lymfocytu pozitivnich na IL-17
(25B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na pritokovém
cytometru. ###P<0,001; ####P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi
odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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Obrazek 26 - Vliv sou¢asného pusobeni chladu a stimulace TLR2/6 na zmény v
populacich bunék pozitivhich na TNF-a kultivovanych s ligandy TLR. Relativni zastoupeni
CD45* bunék pozitivnich na TNF-a (26A), relativni zastoupeni y8T lymfocyti pozitivnich na TNF-
a (26B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Vysledky byly zméreny na pritokovém
cytometru. #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku mezi
odpovidajicimi sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikaci Pam2 (K+, 1D+, 14D+).
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6. Diskuze

Tato prace navazuje na diplomovou praci Mgr. Daniela Vaska, ktera popisovala vliv
chladové adaptace na imunitni systém. Zaroven je soucasti SirSiho projektu, ktery se snazi
objasnit jak plsobeni chladového stresu a chladové adaptace ovlivni imunitni systém a
imunometabolismus. Cilem této prace bylo zjistit jaky je soucasny vliv plisobeni chladu a

infekénich agens.

JiZz na zacatku pokusU jsme si vSimli, Ze vlivem chladové adaptace dochazi k
vyznamnému zlepSeni prezivani splenocytll, které se promitalo do absolutnich poctl Zivych
bunék a jednotlivych populaci. Toto bylo pozorovano u bunék po izolaci sleziny i jejich kultivaci
72 hodin. Je moziné, Ze tento jev je spojeny s metabolickymi zménami, ke kterym béhem
chladové adaptace dochazi (Lettieri-Barbato and Aquilano, 2020). U¢innost chladové adaptace
byla potvrzena signifikantnim zvySenim hmotnosti BAT u skupiny 14D oproti kontrole a

skupiné 1D (vysledky Daniela Vaska).

V ¢asti | jsme chtéli zjistit, zda zmény navozené chladovou adaptaci ovlivni odpovéd
jednotlivych bunéénych populaci. Proto jsme sledovali vliv stimulace TLR na fenotyp
splenocytll a peritonealnich bunék izolovanych z potkani po vystaveni chladu. Buriky
v peritonedlni dutiné jsou v kontaktu s tukovou tkdni, a proto jsou vice ovlivnény
metabolickymi zménami (Willemsen et al., 2019). Pozorovali jsme vliv na jednotlivé populace,
produkci cytokin( a expresi TLR. Predpokladali jsme, Ze jeden den v chladu navodi spiSe pro-
zanétlivy fenotyp spojeny se stresem, ktery byl popisovan v literature (Belay et al., 2017; Lian
et al.,, 2017). Nékteré prace vsak popisuji také imunosupresi (Hu et al., 2016). Naopak po
chladové adaptaci (~14 dni v chladu) jsme ocekavali rozvoj spiSe proti-zanétlivého prostredi

(Vargovic et al., 2016).

Pro detekci relativnich zmén v imunitnich populacich splenocyt( ziskanych ze zvirat
vystavenych chladu a stimulovanych ligandy TLR byla vyuZita pritokova cytometrie. Nejprve
byly sledovany zmény v populaci B lymfocyt(i. U skupiny kratkodobé vystavené chladu doslo
k signifikantnimu navyseni jejiho relativniho zastoupeni oproti kontrole po stimulaci Pam2.
Bylo dokdzano, ze Pam2 stimuluje proliferaci B lymfocytl (Buwitt-Beckmann et al., 2005).
Tento ligand se vaze na TLR2/6. TLR2 je exprimovany na B lymfocytech a mize prispivat k jejich

aktivaci, prezivani, diferenciaci a maturaci, zejména pak u B lymfocytl marginalni zény sleziny
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(Genestier et al., 2007; Rubtsov et al., 2008). B lymfocyty oproti nékterym jinym imunitnim
populacim exprimuji vyssi hladiny TLR6, ktery mUZe spole¢né s TLR2 pfispivat k vySe zminénym
efektlim (Genestier et al., 2007; Hornung et al., 2002). Po stimulaci Pam2 byl u skupiny
kratkodobé vystavené chladu zaznamendn signifikantni nardst relativniho zastoupeni
aktivovanych B lymfocyt(. Je mozné, Ze toto souvisi s vlivem stimulace TLR2 na aktivaci B
lymfocytd (Rubtsov et al., 2008), protoze po stimulaci TLR by mélo dojit ke zvySeni exprese
kostimulac¢nich molekul CD80 a CD86 (Yamamoto et al., 2002). Trend narustu relativniho

zastoupeni aktivovanych B lymfocytl se ale u skupiny kratkodobé vystavené chladu objevil i

vrve

Dale byly sledovany zmény v populaci myeloidnich bunék. Zatimco relativni zastoupeni
v celé populaci myeloidnich bunék se signifikantné neménilo, u populace CD11b/c" z CD45
jsme zaznamenali podobny efekt po stimulaci Pam2, jako u B lymfocytl — nardst relativniho
zastoupeni u skupiny kratkodobé vystavené chladu. Tuto populaci jsme oddélili na zadkladé
vyssi exprese CD11b/c na FACS. Vzhledem k nedostupnosti nékterych potkanich protilatek
jsme dale nezjistovali, které bunécné typy zajistuje. Podobné jako B lymfocyty, i myeloidni

burniky exprimuji TLR2. Zdaleka nejvice jej pak exprimuji makrofagy (proteinatlas.org, online).

TLR6 je hojné exprimovan granulocyty, monocyty i makrofagy (proteinatlas.org, online).

V populaci aktivovanych myeloidnich bunék doslo k signifikantnimu nar(stu jejich relativniho
zastoupeni u skupiny kratkodobé vystavené chladu oproti skupiné dlouhodobé vystavené
chladu bez stimulace a po stimulaci I:C, jehoZ receptorem je TLR3. Zda se tedy, Ze kratkodobé

pusobeni chladu ovlivnilo aktivaci B lymfocytl a myeloidnich bunék.

Dalsi sledovanou populaci byly T lymfocyty. Po stimulaci Pam2 pokleslo jejich relativni
zastoupeni u skupiny dlouhodobé vystavené chladu oproti skupiné kratkodobé vystavené
chladu. Zatimco TLR2 je T lymfocyty exprimovan, TLR6 na rozdil od myeloidnich bunék a B

lymfocytl exprimuji pouze v minimalni mife (proteinatlas.org, online). K vyraznym zménam

doslo v populaci y&T lymfocytl (populace CD3* lymfocytl pozitivnich na y8T receptor), jejich
relativni zastoupeni vyznamné vzrostlo u skupiny dlouhodobé vystavené chladu po stimulaci
I:C a Pam2. Signifikantni byl ale také jejich narlist u této skupiny bez stimulace. Toto
pozorovani je vyznamné zejména pro jejich neddvno popsané vlivy na chladovou adaptaci (Hu
et al.,, 2020; Kohlgruber et al., 2018). y8T lymfocyty se vyznacuji vysokou expresi TLR3

(proteinatlas.org, online), kterd je vyssi nez u konvencnich aBT lymfocytl. Bylo zjisténo, Ze
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stimulace I:C pfimo ovliviiuje aktivaci y&T lymfocytl (Wesch et al., 2006). y6T lymfocyty mimo
jiné exprimuji také TLR2 a v mensi mife i TLR6 a aktivace jejich ligandy mUzZe pfispivat k jejich

expanzi (Martin et al., 2009; Pietschmann et al., 2009).

S ohledem na vyznamné zmény, které jsme detekovali v populaci y6T lymfocytl, jsme
se rozhodli zméfit hladiny intraceluldrnich cytokin(, které jsou podle literatury spojené
s chladovou adaptaci: IL-17 a TNF-a (Kohlgruber et al., 2018). Tyto cytokiny jsme detekovali u
v&T lymfocytl a celé populace CD45* bunék. U skupiny dlouhodobé vystavené chladu doslo
k nesignifikantnimu narUstu kultivovanych CD45* bunék pozitivnich na IL-17, které se ale pfilis
neprojevilo u kultivovanych y&8T lymfocytl pozitivnich na [IL-17. Ackoliv nedoslo
k signifikantnim zménam, byl patrny narlst procenta bunék exprimujicich TNF-a u skupiny
kratkodobé vystavené chladu, coZ je v souladu s literaturou (Belay et al., 2017; Wei et al.,
2018). Spravné cytokinové prostredi je dulezité pro narlst BAT (Garcia et al., 2018). Zda se, Ze
nejen Th2 cytokiny, ale pravé také TNF-a, nebo IL-17 jsou vtomto procesu podstatné

(Kohlgruber et al., 2018).

Dale jsme pomoci ELISA test zméfili produkci cytokin( ze splenocytll a peritonealnich
bunék, které byly izolované ze zvifat vystavenych chladu a kultivovany s ligandy TLR. Produkce
IL-6 splenocyty po stimulaci LPS byla u skupiny dlouhodobé vystavené chladu signifikantné
sniZzena oproti kontrole. V literature bylo popsano snizeni produkce IL-6 vlivem dlouhodobého
pusobeni chladu napfiklad ve WAT (Vargovic et al., 2016) a jatrech, plicich, nebo mozku
naopak zvySeni produkce IL-6 (Yildirim and Yurekli, 2010). V naSich experimentech jsme
detekovali nesignifikantni zvySeni produkce IL-6 peritonedlnimi bunkami u skupin kratkodobé
a dlouhodobé vystavenych chladu oproti kontrole. Ackoliv je IL-6 charakterizovan prevazné
jako prozanétlivy cytokin a mediator horecky, jeho role spociva také v regulaci télesné
hmotnosti, kompozice , metabolismu (Garcia et al., 2018) a chladové adaptace (Egecioglu et
al., 2018). Bylo zjisténo, ze IL-6 se m{iZe podilet na béZzovéni WAT (Han et al., 2018). Tendence
u splenocytd muiZe byt odliSnd, protoZe je vice spojend simunitni odpovédi, naopak

peritonealni buriky mohou vice odpovidat na regulaci metabolismu (Willemsen et al., 2019).

Zatimco u splenocytl nedoslo ke zménam v produkci IL-10, u peritonedlnich bunék
doslo k nesignifikantnimu nartstu produkce tohoto cytokinu u skupiny dlouhodobé vystavené
chladu bez stimulace a po stimulaci I:C a Pam2. ZvySena produkce IL-10 byla v literature

zaznamendna po chladové adaptaci (Vargovic et al., 2016). Produkce prozanétlivych cytokint
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IL-1B a TNF-a byla u peritonealnich bunék ziskanych ze zvirat kratkodobé vystavenych chladu
nesignifikantné zvySend, coz odpovida vysledklm ziskanych z mysSiho modelu chladového
stresu (Belay et al., 2017). K nejvyssi produkci téchto cytokind doslo po stimulaci LPS. Po
delSim vystaveni chladu byl v literatufe zaznamenan pokles produkce IL-1B v placenté (Lian et
al.,, 2017). Prestoze nasSe vysledky nebyly signifikantni, tento trend jsme u peritonealnich

bunék také zaznamenali.

Na zacatku chladové adaptace dochdzi ke zvySeni prozanétlivych cytokinl, které
pfispivaji k nastaveni mechanizmu spojenych s chladovou adaptaci. Postupné by mélo dojit k
pfesmyku na protizanétlivé prostredi (Lee et al., 2015; Messmer et al., 2014; Vargovic et al.,
2016). Ackoliv byl detekovan zvyseny IL-10, jasny protizanétlivy fenotyp jsme detekci cytokin(
neziskali. Nicméné, vysledky Mgr. Daniela Vaska potvrzuji zvySenou expresi gent pro cytokiny
spojené s Th2 typem imunitni odpovédi: IL-4 a IL-33 ve sleziné po 14 dnech chladové adaptace.
Zajimavé je cytokinové prostiedi pfimo v BAT, v nasich pokusech jsme ziskali zvySenou
produkci fady proti- i pro-zanétlivych cytokinli po 1 dni (vysledky Mgr. Daniela Vaska), coz

potvrzuje vySe uvedenou hypotézu kratkodobé aktivace na zacatku plsobeni chladu.

Abychom zjistili zmény v relativni expresi proteinl TLR2 a TLR4 ve sleziné a
splenocytech kultivovanych s ligandy TLR izolovanych ze zvifat vystavenych chladu, byla
vyuZita metoda Western blot. Oba receptory jsou ve sleziné hojné exprimovany (Nishimura
and Naito, 2005). Nejprve jsme pozorovali signifikantni zvySeni relativni exprese TLR2 ve
sleziné u zvirat kratkodobé vystavenych chladu. Relativni exprese TLR4 ve sleziné se vlivem
kratkodobého, ani dlouhodobého chladu neménila. Nebylo moZné najit prace, které by se
zménami exprese TLR ve sleziné vlivem puasobeni chladu zaobiraly. Ve splenocytech
kultivovanych s ligandy TLR byla pozorovana tendence ke zvySovani relativni exprese TLR2 po
stimulaci Pam2 u skupiny dlouhodobé vystavené chladu. Relativni exprese TLR4 u stejné
skupiny méla tendenci rist po stimulaci LPS. Je mozné, Ze zmény v expresi TLR2 a TLR4 u
skupiny dlouhodobé vystavené chladu souvisi s protektivnim vlivem chladové adaptace.
V literature bylo popsano snizeni exprese TLR4 ve splenocytech potkan(, ktefi byly vystaveni
kratkodobému plsobeni chladu (Hu et al., 2016). Zaznamenali jsme obdobny trend, ale je

treba dalsich opakovani pokusu, aby jej bylo mozné potvrdit.

Cilem ¢asti Il bylo pozorovat vliv in vivo aplikace vybraného TLR ligandu na fenotyp

splenocytll zvifat vystavenych chladu. Vzhledem k vysledkim z ¢asti 1, kde k nejvétSim
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zménam v imunitnich populacich dochazelo po kultivaci s TLR2/6 ligandem Pam2, jsme se
rozhodli tento ligand vyuZit i pro aplikaci zvifatiim. Vyhodou tohoto ligandu bylo, Ze se jedna
o synteticky diacyl lipopeptid. Diacyl lipopeptidy se pfirozené vyskytuji na bakteriich jako jsou
Mycoplasma, Listeria nebo Staphylococcus aureus (s.aureus) (Kurokawa et al., 2012). Model
s aplikaci Pam2 24 hodin pred ukonlenim pokusu jsme vybrali proto, abychom mohli
pozorovat rozdilné vlivy chladového stresu a chladové adaptace na odpovéd vici infekénim

agens. Po aplikaci Pam2 nedoslo ke zméndm v hmotnosti BAT.

Cast ziskanych splenocytl byla vyuZita k FACS analyze v den odbéru. K vyraznym
zménam doslo v populaci myeloidnich bunék. Po aplikaci Pam2 vzrostlo jejich relativni
zastoupeni vici skupindm, kterym nebyl Pam2 aplikovan. Bylo zjisténo, Ze stimulace ligandy
TLR2/6 vede k proliferaci monocytl in vivo (Demir et al., 2007) a dalSich typd myeloidnich
bunék in vitro (Chan et al., 2009). Navic u zvirat, kterym byl aplikovdn Pam?2 a byla kratkodobé
vystavena chladu, doslo k signifikantnimu nar(stu relativniho zastoupeni myeloidnich bunék
oproti pfrislusné kontrole a skupiné 14D+. OvSem relativni zastoupeni aktivovanych
myeloidnich bunék ziskanych ze zvifat po aplikaci Pam2 pokleslo vici skupindm, kterym Pam?2
nebyl aplikovan. Je moiné, Ze tento viditelny pokles relativniho zastoupeni aktivovanych
myeloidnich bunék néjak souvisi s faktem, Ze stimulace TLR2/6 diacyl lipopeptidy muze

v nékterych pfipadech vést k imunosupresi (Parcina et al., 2013; Skabytska et al., 2014).

U kontrolni skupiny, které byl aplikovan Pam2 doslo k poklesu relativniho zastoupeni
v&T lymfocytl oproti kontrole, které nebyl aplikovan Pam2. Je mozné, Ze bud doslo k aktivaci
a migraci yoT lymfocyti ze sleziny do mista aplikace (Costa et al., 2010), nebo toto pozorovani
souvisi svyse zminénou imunosupresi. V literatufe bylo popsano snizeni relativniho
zastoupeni T lymfocytl po aplikaci Pam2, nebo infekci grampozitivni bakterii s. aureus.
Stimulaci TLR2/6 jsou totiz aktivovany myeloidni supresorové buriky, které potlacuji aktivitu T

lymfocytl (Skabytska et al., 2014).

V neposledni rfadé byly zméreny relativni zmény v populaci CD45* bunék a y&T
lymfocytl pozitivnich na IL-17 a TNF-a. Potvrdili jsme, Ze procento bunék pozitivnich na tyto
cytokiny je po kratkodobém vystaveni chladu zvySené, jak bylo diskutovano u ¢asti I. Ovsem
zaznamenali jsme pokles y8T lymfocyt( pozitivnich na IL-17 i TNF-a ve sleziné zvitat, kterym
byl aplikovan Pam2. Vzhledem k vyznamu y8T lymfocytl na adaptivni termogenezi (Hu et al.,

2020; Kohlgruber et al., 2018) Ize usuzovat, Ze stimulace TLR ovliviiuje yo6T lymfocyty a pusobi
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na produkci cytokint spojenych s chladovou adaptaci. Mysi bez y8T lymfocytl, nebo IL-17A
nebyly schopny zahdjeni exprese fady genu souvisejicich s termogenezi (Kohlgruber et al.,
2018). Bylo popsano, Ze pouze IL-17* y&T lymfocyty exprimuji TLR2 (Martin et al., 2009).
Stimulace TLR2 muZe pak u téchto bunék vést k produkci IFN-y (Deetz et al., 2006). Ddle
v nasem modelu doslo k vyraznému narlstu CD45* bunék pozitivnich na TNF-a u kontroly a
skupiny kratkodobé vystavené chladu po aplikaci Pam2 ve srovnani s odpovidajicimi skupinami
bez aplikace Pam2, coz muzZe byt spojeno s aktivaci TLR2/6 a odpovédi na zanét (Buwitt-
Beckmann et al., 2005). Obdobné zvyseni vsak nebylo pozorovano u dlouhodobé adaptované
skupiny, které byl aplikovan Pam2. Tento jev lze pfisuzovat zméndm, které probihaji béhem

chladové adaptace.

Dalsi ¢ast splenocytd byla kultivovana po dobu 72 hodin sligandy TLR a poté
analyzovana pratokovou cytometrii. Kvyznamnému narlstu relativniho zastoupeni
aktivovanych B lymfocyt(i bylo detekovano u zvifat, ktera byla vystavena chladu a byl jim
aplikovdan Pam2 oproti odpovidajicim skupindam bez Pam2. Mezi kontrolnimi skupinami
nedoslo k Zadnym zméndm. Proto nelze tento jev vysvétlit pouhym vlivem stimulace TLR2 na
expresi kostimulacnich molekul (Rubtsov et al., 2008; Sayi et al., 2011) a Ize usuzovat na

rozdilné vlivy kratkodobého a dlouhodobého plisobeni chladu.

K vyraznym zméndm doslo také v populaci myeloidnich bunék. Po aplikaci Pam2 doslo
k narlstu jejich relativniho zastoupeni ve vSech skupindch kultivovanych bez stimulace a v
pfitomnosti Pam2. Na populaci aktivovanych myeloidnich bunék jsme pozorovali podobny
efekt jako u aktivovanych B lymfocytt — signifikantni zvySeni u zvifat dlouhodobé vystavenych
chladu, kterym byl aplikovan Pam2 v{ci zvifatim bez Pam2. Proto ani v pripadé myeloidnich
bunék nelze relativni nartst CD80" populace pfisuzovat pouze aktivaci TLR2/6 (Loof et al.,
2008). Tyto vysledky naznacuji, Ze soucasnym vlivem chladové adaptace a stimulace TLR

dochazi ke zménam v aktivaci B lymfocytd a myeloidnich bunék.

Sledovany byly také zmény v relativnim zastoupeni y6T lymfocytl. U bunék ziskanych
ze zvirat, kterym byl aplikovan Pam2 doslo k poklesu jejich relativniho zastoupeni po stimulaci
LPS oproti pfislusSnym skupinam izolovanych z kontrolnich zvifat. Detekované zmény
odpovidaji hypotéze, Ze vlivem aplikace Pam2 mohlo dojit k migraci y8T lymfocytl ze sleziny

do mista zanétu (Costa et al., 2010). Slezina je totiz spadovym lymfoidnim organem pro
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peritonealni dutinu (Etogo et al., 2008; Kawahara et al., 2003). MUzZe se vsak také jednat o

pouhé dorovnani procentudlniho zastoupeni.

Doslo k vyznamnému ndraGstu relativniho zastoupeni CD45* bunék produkujicich IL-17
ziskanych ze zvifat, kterym byl aplikovdn Pam2 a kultivovanych s LPS, nebo Pam2 v porovnani
se zviraty, kterym nebyl aplikovan Pam2. ZvySena produkce IL-17 mlZe byt v nékterych
ptipadech spojena i s aktivaci TLR2 (Chan et al., 2014). Naopak nedoslo ke zménam v populaci
IL-17* y&T lymfocytld. CD45* buriky izolované ze zvifat po aplikaci Pam2 vykazovaly vyssi
hladinu intracelularniho TNF-a, coZ mlzZe souviset s aktivaci TLR2/6 (Buwitt-Beckmann et al.,
2005; Palma et al., 2009). Narozdil od CD45* bunék jsme prekvapivé detekovali tendenci
k poklesu populace TNF-a* y8T lymfocytli. Pokles v produkci nékterych cytokind, muze
souviset se zménou celkového fenotypu zvifat po aplikaci Pam2. Je zajimavé, Ze po kultivaci in
vitro doslo pouze ke zméné v populaci TNF-a* y&T lymfocyt(, nikoliv vsak IL-17* y&T lymfocytd.
Rozdil v populacich y&T lymfocytl produkujicich IL-17 a TNF-a by bylo vhodné dale

prozkoumat.

Vzhledem k epidemiologické situaci bohuzel nebylo mozné v ¢asti Il stanovit produkci
cytokinli pomoci ELISA test(i, ani stanovit relativni expresi TLR2 a TLR4 pomoci metody
Western blot. Tato méreni by vSak mohla pomoci vysvétlit nékteré ze zmén, které jsme po

aplikaci Pam2 pozorovali. Proto boudou tato méreni provedena v budoucnu.

Vysledky ¢asti Il byly ziskané z jednoho pokusu. | kdyZ byl pocet zvifat dostatecny (6
potkant), mél by byt pokus zopakovan. Pouzity kmen Wistar je outbredni. Protoze se jedna o
geneticky variabilni jednice, navzadjem se lisi v fade imunitnich parametrd i imunitni odpovédi.

Tato skuteénost tak do znaéné miry ovliviiuje ziskané vysledky a jejich statistickou signifikanci.

Zmény v zastoupeni imunitnich populaci, které jsme zaznamenali béhem
kratkodobého plsobeni chladu se tykaly predevsim aktivace bunék. U zvirat vystavenych 14
dni chlad, tedy po chladové adaptaci byl zaznamendn nardst zastoupeni yo6T lymfocyta.
ZvySenou hladinu jejich cytokin( IL-17 a TNF-a, které jsou spojovany s chladovou adaptaci,
jsme detekovali po jednom dni v chladu. Zda se, Ze tyto cytokiny mohou byt dilezité pro
nastartovani tvorby BAT v nasem modelu. y8T lymfocyty jsou v BAT hojné zastoupeny
(LaMarche et al., 2018). Z vysledkl Daniela Vaska vyplyva, Ze v BAT béhem chladového stresu

dochazi ktvorbé rady cytokinl, jako je IL-4, IL-6, nebo TNF-a, které hraji roli v procesu
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adaptivni termogeneze (Garcia et al., 2018; Kohlgruber et al., 2018). Je pravdépodobné, 7Ze
tyto zmény jsou systémové. U zvitat, kterym byl aplikovdn Pam2 jsme pozorovali pokles
zastoupeni y8T lymfocytll a také pokles zastoupeni y8T lymfocytl pozitivnich na IL-17, nebo
TNF-a. Zaroven bylo zaznamenano snizeni produkce IL-4, TL-6 a TNF-a v BAT (vysledky Daniela
Vaska) (obr. 27). Otazkou zlstdva, zda jsou y8T lymfocyt ovlivnény prvni a poté moduluji
produkci cytokind v BAT, nebo musi byt nejprve stimulovdny pfritomnosti cytokin( v BAT.
Nékteré ziskané vysledky naznacuji, Ze béhem chladové adaptace dochazi ke zméndm, které
mohou ovlivnit pribéh infekce. Toto bylo pozorovano napfiklad na ndarlstu aktivovanych B

lymfocytd a myeloidnich bunék po kultivaci, nebo tendenci ke zménam v expresi TLR2 s TLR4.

27A chlad 278 chlad  |igand
e
’”\TLRZIG ’”\TLRZ/G
N N
yo6T voT - migrace?
lymfocyt lymfocyt suprese?
® l L] 1
o® L]
® .. L]
.0. e o. ..
.o .. ° L4
IL-17 TNF-a IL-17 TNF-a
TiL-4 BAT LiL-4
BAT - MLb “termogeneze L6 ~Vtermogeneze?
MNF-a +YTNF-a
Obrazek 27 - Nami predpokladany mechanismus vlivu y8T lymfocytli na
termogenezi. Predpoklddany mechanismus vlivu y8T lymfocyti na termogenezi za

fvziologickych podminek (27A) a béhem infekce (27B).
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7. Zaver

e Zaznamenali jsme zlepSeni prezivani splenocytll izolovanych ze zvifat dlouhodobé

vystavenych chladu.

e V ¢astil, ve které byl sledovan vliv plsobeni chladu na odpovéd splenocyt(l po in vitro
stimulaci tfemi rlznymi ligandy TLR jsme pozorovali narlst relativniho zastoupeni B
lymfocytd a populace CD11b/c" po kratkodobém plisobeni chladu a stimulaci Pam?.
Doslo také k narustu relativniho zastoupeni aktivovanych B lymfocytl a myeloidnich
bunék po kratkodobém pusobeni chladu. K nejvyraznéjsSim zméndm doslo v populaci
v&T lymfocytll, jejichz relativni zastoupeni vzrostlo po stimulaci 1:C a Pam2 po

dlouhodobém vystaveni chladu.

e Byla pozorovana tendence k tvorbé prozanétlivych cytokind po jednom dni v chladu a

naopak tendence k tvorbé protizanétlivého prostfedi po 14 dnech chladové adaptace.

e Detekovali jsme zvySeni exprese TLR2 ve sleziné po chladovém stresu. Zjistili jsme také
tendenci ke zvySeni exprese TLR2 po stimulaci Pam2 a TLR4 po stimulaci LPS u
splenocytll ziskanych z dlouhodobé adaptovanych zvifat poukazujici na protektivni vliv

chladové adaptace.

e V asti Il jsme sledovali, zda zména fenotypu splenocytll navozend kratkodobym
chladovym stresem a chladovou adaptaci bude modulovan podanim ligandu TLR2/6
potkanim jeden den pred koncem vystaveni chladu. Byl zaznamenan vyrazny nardst
relativniho zastoupeni myeloidnich bunék, zejména ve skupiné kratkodobé vystavené
chladu. V modelu, kdy byl potkantim podan Pam2 a potom byli vystaveni 1 den chladu,
jsme detekovali pokles IL-17* a TNF-a* y&T lymfocyt(, ktery mlze pfispivat k atenuaci

adaptivni termogeneze.

e Po kultivaci splenocytt s ligandy TLR jsme pozorovali zvy$eni zastoupeni aktivovanych
B lymfocytll a myeloidnich bunék po chladové adaptaci, které miZe souviset se

zménami, které se projevi az béhem infekce.
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