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Abstrakt

Lidsky dychaci systém je ve stalém kontaktu s cizorodymi ¢initeli z okolniho prostiedi.
Protoze v respiraCnim traktu dochdzi k ukladani raznych céstic, musi existovat jak
efektivni zpisob jejich mechanického odstraniovani, tak imunitni ochranné mechanismy.
Vzijemna rovnovaha mezi pfirozenou a adaptivni imunitou plic umoziuje likvidaci
infek¢nich Ciniteld bez iniciace zanétlivé reakce. Nadmérné aktivace imunitniho systému
plic vSak muze vést k produkci nejriiznéjSich zanétlivych medidtordt a cytokint,
napf. interleukint IL-1B, IL-6 a IL-18. Jednou z moznosti pro zjisténi imunogenicity urcité
latky je stimulace plicnich epitelidlnich bunék pozadovanym CcCinitelem s naslednym
méfenim  koncentrace produkovanych cytokind. Pro zjisténi imunogenicity savcich
imunoglobulinti typu G a slepi¢ich imunoglobulinii typu Y byla provedena jejich
¢tyfiadvacetihodinova expozice plicnim buitkkdm nédorové linie AS549. Koncentrace
produkovanych cytokinii IL-1p a IL-6 byla zméfena metodou Luminex, ktera naznacila
imunogenicitu jak kozich imunoglobulintl typu G, tak urcitych slepicich imunoglobulinti

typu Y.
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Abstract

The human respiratory system is in constant contact with heterogeneous agents from
the environment. There must be effective mechanical lung barriers and sufficient immune
protection due to continuous deposition of various substances in the respiratory system.
The mutual balance between the mechanisms of natural and adaptive immunity
of the lungs is essential for destruction of infectious agents without initiation
of inflammatory response. Overreaction of the immune system of the lungs may lead
to the production of various inflammatory mediators and cytokines such as interleukins
IL-1pB, IL-6 and IL-18. When determining the immunogenicity of a substance, it has to be
exposed to lung epithelial cells, and then the concentration of cytokines produced is
measured. To determine the immunogenicity of mammalian immunoglobulin G and
chicken immunoglobulin Y the subsequent twenty-four hour exposure to A549 lung cancer
cell line was made. Concentration measurement of cytokines IL-1B and IL-6 was
performed using Luminex method, which pointed out the immunogenicity of goat

immunoglobulin G and certain chicken immunoglobulins Y.

key words: lungs, immunity, mammal immunoglobulins, chicken antibody, markers, cell

lines
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Seznam pouzitych zkratek

A549
APC
BALT
CD
CDR
CTL
Fab
Fc

FI
FTS
gleG

GM-CSF

higG
ICAM
IFN
Ig
IgYl
IgY?2
IKEM

IMDM

bunky lidského adenokarcinomu odvozené od epitelialnich bun¢k
»antigen presenting cells* (antigen prezentujici bunky)
,bronchus-associated lymphoid tissue* (plicni lymfatickd tkan)
,cluster of differentiation* (diferenciacni antigen)
,complementarity determining region (oblast urcujici komplementaritu)
cytotoxické lymfocyty

»antigen-binding fragment® (fragment vazajici antigen)
»crystallizable fragment* (krystalizovatelny fragment)
,fluorescence intensity* (intenzita fluorescence)

fetalni sérum

,»goat immunoglobulin G (kozi imunoglobulin typu G)

»granulocyte-monocyte colony-stimulating factor” (faktor stimulujici

kolonie granulocytli a makrofagt

,human immunoglobulin G* (lidsky imunoglobulin typu G)
mintracellular adhesive molecule (mezibunééna adhezivni molekula)
interferon

imunoglobulin

slepi¢i imunoglobulin typu Y, vzorek €. 1

slepi¢i imunoglobulin typu Y, vzorek ¢. 2

Institut klinické a experimentalni mediciny

»Iscove's Modified Dulbecco's Medium* (obohacené syntetické médium

vhodné pro rychle proliferujici bunky)



IL

LFA

LPS

MAP

MHC

MCP

NK

PBS

PMN

PSG

Tc

TCR

TGF

Th

TLR

TNF

TNFR

Tr

interleukin

,leukocyte-function-associated antigen (adhezivni molekula leukocytit)
lipopolysacharid

,multi analyte profilig® (analyza vice analytil)

,major histocompatibility complex* (hlavni histokompatibilni komplex)
,monocytes chemoattractant protein* (monocyty chemoatrahujici protein)
,hatural killer* (pfirozeny zabijec)

,»phosphate buffered saline* (fosfatovy pufr)

polymorfonuklearni neutrofily

penicilin-streptomycin-gentamicin

cytotoxické T-lymfocyty

,» L-cell receptor (receptor T-lymfocytl pro antigen)

»transforming growth factor* (transformujici ristovy faktor)

pomocné T-lymfocyty

,» Toll-like receptor* (receptor podobny genu Toll)

»tumor necrosis factor (faktor nekrotizujici nadory)

,Ltumor necrosis factor receptor (receptor faktoru nekrotizujici nadory)

regulaéni T-lymfocyty



1 Uvod

1.1Plicni imunita

Respiracni trakt je v disledku vdechovani vystaven az 10 000 | inhalovaného vzduchu
denné. Takto velky objem plynu s sebou nese mnoho cCastic, mikroorganismti a dalSich
potenciondlnich infekénich Cinitelt, které jsou neustdle v kontaktu s plochou plic
o velikosti okolo 100 m* [St¥iz, 2008]. Proto je potieba aktivovat znany podet obrannych
mechanism, které chrani hranici mezi vnéj$im prostfedim a vnitinimi tkdnémi. Pro jejich
optimalni funkci je potieba vzdjemné koordinace adaptivni imunity, tj. antigenné
specifickych imunitnich pochodi, jako jsou tvorba protilatek a aktivace cytotoxickych
T-lymfocytii, s mechanismy pfirozené imunity (viz. Obr. 1, str. 4) [Tlaskalova-Hogenova
a kol., 2002]. Kdyz je tato koordinace naruSena, dochazi ke vzniku plicnich onemocnéni.
Iniciaéni faktory mohou byt rizného druhu, napt. vdechovani koufe a infekénich agens,
inhalace organického a anorganického prachu nebo expozice toxickym plyntim. Schopnost
téchto faktord vyvolat plicni chorobu zévisi na zptisobu ukladani ¢astic v plicich, celkovém
zatizeni organismu inhalovanymi latkami, pfiméfené funkci Cdisticich mechanismi,
adekvatni ¢innosti mechanismi chranicich sliznici a na spradvném pribéhu imunitnich
odpovédi na cizorodé latky. Vdechnuty c¢initel mize vyvolat chorobu dychacich cest
vedoucich do plic, zplsobit chorobu zasahujici distalni plicni parenchym (mista, kde
dochazi k vymeéné plynti), nebo ji nemusi vyvolat viitbec. Vedle mechanickych bariér, které
predstavuji primarni obranu pfed cizorodymi latkami, existuji i antigenné specifické
obranné mechanismy, které jsou zalozeny na specifickych imunitnich odpovédich [Meyer,

2002]. Nasledujici kapitoly se vénuji popisu obou téchto slozek respirani imunity.

1.1.1 Nespecifické obranné mechanismy plic

Celkové obranné mechanismy plic 1ze rozdélit do n€kolika skupin:

e mechanickd obrana — kaSel, zachyceni Castic v hornich cestach dychacich,
bariéra tvofena hlenem a epitelem, mukocilidrni odstranéni

e fagocytarni aktivita — makrofagy, polymorfonukledrni leukocyty

e imunitni obrana — surfaktant, lymfocyty, imunoglobuliny, dendritické bunky,

fagocytujici bunky, cytokiny, adhezni molekuly, antimikrobiélni peptidy
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Obr. 1: Buiky pfirozené a adaptivni imunity. PMN — polymorfonukledrni neutrofily,
NK — z angl. ,natural killer* pfirozeny zabije¢, T ly — T-lymfocyty, B ly — B lymfocyty,
CTL, Tc - cytotoxické Ilymfocyty, Th — pomocné¢ T-lymfocyty, Tr — regulacni

T-lymfocyty. Pfevzato z [Stiiz, 2007].

1.1.1.1 Obrana hornich cest dychacich

Reflexni mechanismy a mechanické bariéry tvoii zakladni ochranu hornich cest
dychacich. Patfi mezi né kaSel, kychani a zachyceni inhalovanych ¢astic na nosnich
chloupcich nebo ve sliznici hornich cest dychacich v oblastech turbulentniho proudéni
vzduchu. Dale je to hlen, ktery pokryva epitelidlni sliznici a brani priniku zachycenych
¢astic, které jsou odstranény ciliarni aktivitou epitelidlnich bunék sliznice a naslednym
vykaslanim. Dulezitou roli hraje normalni bakterialni fléra nosohltanu (aktivni v boji proti
kolonizaci cizorodymi bakterialnimi a houbovitymi patogeny), imunoglobuliny tfidy A
a proteiny asociované se surfaktantem (brani virGm a patogennim bakteriim v adhezi

na epitelidlni povrchy) [Votava, 2006].

1.1.1.2 Dychaci cesty vedouci do plic
Vstupujici Castice se v zavislosti na své velikosti ukladaji rizné hluboko v dychacich

cestach:

e >10 um: pievazné v hornich cestach dychacich v oblasti turbulentniho proudéni

vzduchu

e 5-8 um: v tracheobronchialni sliznici, odstranény mukociliarni aktivitou



e 2-5 um: v plicnich sklipcich, odstranéni mize trvat az 100 dni nebo déle

e pod 2um: fagocytovany alveolarnimi makrofagy v plicnich sklipcich
[Stiiz, 2008]

e <0,01 um: téméf nedosahuji plicnich sklipkG diky difuznimu ukladani

v nosohltanu a v proximalni tracheobronchialni sliznici [Meyer, 2002].

Tracheobronchialni strom je kryty pseudostratifikovanym cylindrickym epitelem
s fasinkami (viz. Obr. 2). Je pokryty hlenem produkovanym poharkovitymi bunikami
a podslizni¢nimi Zldzami a rozprostird se od pridusnice k plicnim sklipktim. Cinnost
fasinkovych bunék pohéni hlen proximélnim smérem, je dulezitym mechanismem
pro odstranéni ulozenych ¢éstic a je nasledovana jeho vykaSlanim. Pacienti s nadmérnym
mnozstvim hlenu (pf. cysticka fibrdza) jsou nachylni k opakovanym bakteridlnim infekcim
vedoucim k postupnému selhani plic a bronchiektazii, projevujici se opakovanymi zanéty
pridusek a praduSinek, které maji za nasledek jejich permanentni rozSifeni [Koblizek
a kol., 2009]. Krom¢ mechanickych ¢isticich mechanismti chréni sliznici i imunoglobuliny,
antimikrobidlni peptidy a proteiny vézajici zelezo. U clov€ka jsou uvedenymi
antimikrobidlnimi peptidy defensiny P, slozené z 30-42 aminokyselin a vykazujici

chemotaktickou aktivitu vici T-lymfocytim [Tlaskalova-Hogenova a kol., 2004].

slizniéni
makrofag

fasinkové epitelialni poharkovita

buftky lymfocyt buika mikroklk

hlen dendriticka:

Clara bufika

bazalni
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burika

pudsllznlcnl

%irna buitka
lymfocyty

plicni slizniéni £l3za

Obr. 2: Komponenty sliznice plic. Obrazek zobrazuje povrch sliznice kryty

pseudostratifikovanym fasinkovym epitelem a hlenem, ktery je produkovan podslizni¢nimi



zlazami a poharkovitymi bunikami. Hlen je diky aktivité fasinkovych bunc¢k posouvan
smérem k hrtanu tzv. mukociliarnim transportem. Zndzornéné plasmatické bunky sekretuji
imunoglobuliny, zirné bunky uvoliluji mediatory, jakym je napf. histamin. Na povrchu
dychacich cest se vyskytuji makrofagy, lymfocyty a dendritické bunky, které patii
do skupiny APC buné¢k (z angl. ,antigen presenting cells* neboli antigen prezentujici
buiky) a prezentuji antigen lymfocytiim. Sliznice dychacich cest je vyplnéna hustou siti

nervil a cév. Obrazek upraven a pievzat z [Meyer, 2002].

1.1.1.3 Oblast vymény plynu

Oblasti, kde dochéazi k vyméné plynii, se skladaji z plicnich kanalka a plicnich sklipki.
Jejich plocha se u dospé&lého Eloveka pohybuje v rozmezi 75 m* az 150 m”. Plicni sklipky
jsou tvofeny jednovrstevnym epitelem s minimdlni fasinkovou vybavou. Nedochazi zde
tedy k ciliarni aktivité, a tak je odstranéni Castic z téchto oblasti odkdzéno na fagocytdézu
plicnimi makrofagy. Odstranéni ¢astic z plicnich sklipkt trvd od nékolika dnii do jednoho

roku [Meyer, 2002].

V téchto oblastech je dulezita pfitomnost pneumocytt II. typu produkujicich surfaktant.
Surfaktant je tekutina obsahujici fosfolipidy a proteiny, kterd usnadiuje neutralizaci
a odstranéni vdechnutych &astic. Ctyfmi hlavnimi proteiny typickymi pro surfaktant jsou
proteiny A, B, C a D, které pfispivaji jak ke sniZzeni povrchového napéti, tak k mobilizaci
obrannych mechanismt [Stfiz, 2008]. Proteiny surfaktantu spolecné s imunoglobuliny,
komplementem a fibronektinem adheruji na povrch mikroorganismu za pomoci
specifickych receptorii (proces opsonizace), ¢imz je usnadnéna fagocytéza plicnimi
makrofagy a polymorfonukledrnimi leukocyty. V pifipadé¢ zancétu dochazi k poruseni
tésnych spojii (z angl. ,,tight junctions*) mezi pneumocyty, a tim ke zvySeni propustnosti
epitelu pro plazmatické komponenty, které tak mohou proniknout do prostoru plicnich
sklipkii. Tyto a dalsi lokaln¢ produkované komponenty maji ochrannou funkei, ale pokud
jsou ptitomny ve vét§im mnozstvi, mohou poskodit funkci plicniho surfaktantu. Mezi dalsi
ochranné¢ latky, vyskytujici se v epitelidlni tekuting, patii glutathion, ktery je
nejroz$ifenéjSim extracelularnim antioxidantem v plicich, a proteolytické enzymy, jakym

je napft. neutrofilni elastasa.

V bronchoalveolarni lavazi zdravého pacienta lze nalézt bunky v nésledujicim

zastoupeni: 85-90 % makrofagy, 10 % lymfocyty, 1-3 % neutrofilni granulocyty,



<1 % eosinofilni granulocyty [Meyer, 2002]. Béhem infekce vzriistd relativni zastoupeni
téchto bunék (viz. kap. 1.1.3. Zanéty plic, str. 15). Lymfocyty, monocyty, netrofilni
a eosinofilni granulocyty mohou infiltrovat skrz plicni intersticium az k epitelidlnimu
povrchu, kam piilnou pomoci specifickych receptorit (adhezni molekuly a k nim
komplementarni ligandy) a reaguji bud’ na chemoatrahujici glykoproteiny (napt. IL-8,
MCP-1 z angl. ,monocytes chemoattractant protein“ neboli protein chemoatrahujici

monocyty), nebo na dalsi chemoatraktanty produkované v misté zanétu.

1.1.1.4 Odstranéni vdechnutych c¢astic

Jakmile jsou castice zachyceny v hlenu, dochazi k jejich mukociliarnimu transportu
smérem k praduskadm a trachei [Votava, 2006]. Dale mohou byt pohlceny volnymi nebo
ptfisedlymi makrofagy. Nepohlcené Castice pronikaji dale do plic, kde mohou byt uloZeny
bud’ v priduSinkdch a dychacich trubicich, nebo v plicnich sklipcich, kde nedochazi
k mukocilidrni aktivité. Maly podil je prostfednictvim surfaktantu transportovan do oblasti
s fasinkovymi buiikami, vétSina vSak pfimo pronika skrz surfaktant a je odstranéna
transcelularni cestou, pfipojuje se k lymfatickému systému nebo je pohlcena makrofagy

a odstranéna pomoci intracelularni degradace.

V ptipad¢ uloZeni nadmérného mnoZstvi cizorodych c¢astic nebo pifi nespravném
pribéhu fagocytdzy neni odstranéni efektivni (pt. vldkna azbestu zpiisobujici dezintegraci

a rozpad makrofagu).

1.1.2 Specifické obranné mechanismy plic

Adaptivni imunita (nebo také antigenné specifickd imunita) je fizena T a B lymfocyty,
které jsou odvozeny z pluripotentnich kmenovych bunék ve fetalnich jatrech a kostni dieni.
Je zaloZena na produkci antigenné specifickych imunoglobulinli pomoci B-lymfocyti,
a na tvorbé povrchovych receptorit pomoci T-lymfocyt. Pro vyvolani imunitni odpovédi
na urcity antigen je téchto latek, i pfes jejich velkou nadprodukei, potieba jen velmi malo.
T-lymfocyty sice dokon¢i svilj vyvoj az po priachodu thymem, imunitni odpovéd’ je vSak
generovana ze sekundarni lymfoidni tkané, kam se fadi slezina, lymfatické uzliny

a lymfaticka tkan sliznic, vyskytujici se podél celého povrchu plic.

Vrozeny imunitni systém je neustdle aktivni a nezavisi na odpovédich antigenné

specifickych lymfocytd. Pro okamzity vznik vrozené imunitni odpovédi je potiebna



spravna funkce receptorti specifickych pro patogen (napt. lektiny vazajici mannan),
fagocytl, signalnich receptorii (napi. TLR, z angl. ,,Toll-like receptor neboli receptor
podobny genu Toll, ktery indukuje expresi cytokinii a kostimulacnich molekul
determinujicich diferenciaci ThO lymfocyth — viz. kap. 1.1.2.1 Buiky imunitniho systému
plic [Tlaskalova-Hogenovéa, 2004]), antimikrobidlnich peptidi a korektni pribch
alternativni cesty aktivace komplementu. Mezi vysoce konzervované molekularni struktury
patogenu, které jsou rozpoznavany receptory vrozené¢ho imunitniho systému, patii mannan,
lipopolysacharidy, peptidoglykan, lipoteichoova kyselina, glukan, bakterialni DNA
a dvouvlaknova RNA. Vrozeny imunitni systém také podnécuje adaptivni imunitu pomoci

exprese kostimula¢nich molekul k vytvofeni druhotnych imunitnich odpovédi.

1.1.2.1 Burniky imunitniho systému plic

e APC bunky

Bunky prezentujici antigen neboli APC bunky rozpoznavaji, pohlcuji a zpracovavaji
cizorodé castice. Jakmile je antigen pohlcen a proteolyticky degradovan, jsou jeho
fragmenty o velikosti zhruba 20 aminokyselin vystaveny na povrchu téchto bunck
a rozpoznany ptisluSnymi lymfocyty [Krejsek a kol., 2005]. Dtlezitou roli ve zpracovani
antigenu hraji 1 MHC glykoproteiny (z. angl ,,major histocompatibility complex* neboli
hlavni histokompatibilni komplex) na povrchu APC bunék, zvlast MHC glykoproteiny
typu II. Do skupiny APC bunék patii makrofagy a dendritické buiky.

Makrofagy se vyskytuji v hlenu pokryvajicim epitel, plicnim intersticiu, plicni
mikrovaskulatufe a pohrudnici. Jsou odvozeny z perifernich krevnich monocytl
a z makrofagl replikovanych in situ. Makrofagy jsou schopné antigen nejen pohltit,
rozlozit a prezentovat na svém povrchu, ale také sekretuji velké mnozstvi monokint
a rastovych faktort, které mohou autokrinng, parakrinné a endokrinné ovlivitovat okolni
bunky. Cytokiny, které jsou produkty makrofadgi, ovliviiuji chovéani lymfocyti,
neutrofilnich granulocytl, endotelidlnich bun¢k a fibroblastl. Makrofagy rovnéz likviduji
cizorodé¢ Castice, pohlcuji a odstranuji zbytkové makromolekuldrni struktury
a mikroorganismy a zajiSt'uji reparaci plicniho parenchymu pomoci produkce faktord, které
ovlivituji  chovani endotelidlnich bun€k a fibroblasti. Nepohyblivé bunky

(napf. fibroblasty, endotelidlni buniky nebo epitelidlni buriky) nejsou pouze pasivnimi



prvky imunity, ale moduluji imunitni odpovédi pomoci reakci na rizné imunostimulacni
signaly, nebo pomoci produkce a sekrece cytokind, antimikrobidlnich peptidi a dalSich

imunoregulac¢nich molekul.

Dendritické bunky jsou odvozeny z prekurzorti v kostni dieni a exprimuji MHC
glykoproteiny typu II. Proliferaci T-lymfocytl ovliviiuji az stokrat G¢inné€ji, nez monocyty
¢i makrofagy. Diky své Ucinnosti a pfitomnosti v plicnim epitelu, intersticiu plicnich
sklipkti a podél pohrudnice, hraji klicovou roli v imunitnich odpovédich. Po stfetu

s antigenem se rychle premist’uji do lymfatickych uzlin [Meyer, 2002].

o Lymfocyty

Lymfoidni tkan pfimo sousedi s rozhranim mezi tkani a okolnim vné&j$im prostfedim
pocelé délce plic. U zdravého clovéka se lymfocyty vyskytuji v plicnim intersticiu
a v podslizni¢ni tkani dychacich cest [Votava, 2006]. Jsou rovnéz rozptyleny v celém
intersticiu, intraalveolarnim septu, pohrudnici a na epitelidlnich povrSich. Lymfocyty tvofi
vysoce organizovanou tkan, tzv. BALT (z angl. ,,bronchus-associated lymphoid tissue*
neboli plicni lymfaticka tkén), kterd je podobna ,,Peyerovym plakiim* ve stfevech. Plicni
tkdn je protkana bohatou siti eferentnich lymfatickych cév, které se sbihaji
v bronchovaskularnich svazcich a kon¢i v lymfatickych uzlinach. DileZitou roli v imunité
hraji hilové a paratrachedlni uzliny. Krom¢ lymfocytl vyskytujicich se v intersticiu
a bronchoalveolarnich oblastech existuje také Siroka Skala intravaskuldrnich lymfocytd,

jejichz mnozstvi je jesté vetsi, nez pocet lymfocytl v ledvinéch €i jatrech.

Castice absorbované z respira¢niho traktu se mohou b&hem cesty z plicnich sklipki
nebo pridusinek do lymfatickych uzlin stfetnout s rozmanitou Skalou lymfoidni tkané.
Lymfocyty mohou migrovat zplicnich lymfoidnich agregati skrz endotelium
postkapildrnich zil, setrvat v tkanich rGzn¢ dlouhou dobu, a poté znovu vstoupit
do lymfatickych cév a opét ziskat ptistup do systémového obéhu. Tato cesta je jim
zprostitedkovana  specifickymi  adheznimi molekulami pfitomnymi na povrchu
endotelidlnich bunék. V ptipad¢ zanétlivého podnétu mohou lymfocyty rychle a ve velkém
mnozstvi infiltrovat do parenchymu plic. V takovych ptipadech hraji podstatnou roli hilové
uzliny, které jsou zodpovédné za tvorbu imunitnich odpovédi, protoze obsahuji jak APC

buiiky a makrofagy, tak B a T lymfocyty reagujici na antigen.



Pro identifikaci jednotlivych typt lymfocyti se pouzivaji monoklonalni protilatky, které
detekuji specifické antigeny na povrchu bunék. T-lymfocyty se v plicich vyskytuji

prevazné ve dvou odlisnych typech:

e pomocné/indukujici ~ T-lymfocyty = (CD4+  bunky zangl. ,cluster
of differentiation® neboli diferenciacni antigen) — Th lymfocyty

e cytotoxické/supresorové T-lymfocyty (CD8+ buiky) — Tc lymfocyty

Kazdy T-lymfocyt nese jeden ze dvou druhti TCR (z angl. ,,T-cell receptor* neboli receptor
T-lymfocyti pro antigen), bud’ aff receptor, ktery se vyskytuje u 90-95 % plicnich
T-bunék, nebo yo receptor. T-lymfocyty nesouci afy receptor jsou schopné rozpoznat
mnohem vétsi Skalu antigend, neZ T-lymfocyty nesouci yd receptor. Symboly a a B (resp. y
a 8) oznacuji dva transmembranové fetézce, ze kterych se TCR sklada. Jejich N-termindlni
konce jsou variabilni a tvofi vazebné misto pro antigen [Hotejs$i, Bartiinkova, 2005].
Je potieba zdliraznit, Ze T-lymfocyty jako takové rozeznavaji antigen, ktery je pfitomen
na povrchu APC bun¢k. T-lymfocyt nejprve kontaktuje APC buiiku pomoci né¢kolika druhii
»hespecifickych® adhezivnich molekul, a teprve potom se muze uskutecnit kontakt
mezi TCR a antigenem. Pomocné/indukujici T-lymfocyty (CD4+) pomahaji vazat
komplexy obsahujici MHC glykoproteiny typu II, zatimco cytotoxické/supresorové
T-lymfocyty (CD8+) vazi komplexy s obsahem MHC glykoproteint typu .

CD4+ a CD8+ se lisi jak v odpovédich na MHC/antigen, tak v efektorovych funkcich.
CD4+ poskytuje signal, ktery spousti proliferaci jak CD4+ 1 CD8+ bunck, pomaha
B-lymfocytim pfi proliferaci a diferenciaci, a uvoliluje faktory aktivujici eosinofilni
granulocyty a zirné buiky. Také stimuluje mononuklearni fagocyty k expresi MHC
glykoproteint, prezentaci antigenu a usmrceni parazitl. Tyto pochody zprostfedkovavaji

lymfokiny, které piisobi na cilovou buiiku [Meyer, 2002].

T-lymfocyty z linie CD8+, mohou bud’ ovliviiovat lysi bunék, nebo tlumit imunitni
odpovédi (odtud nazev cytotoxické/supresorové T-lymfocyty), ale nejsou schopny
vykonéavat ob& funkce zaroven. Cytotoxické CD8+ lymfocyty zabiji bunky exprimujici
cizorodé¢ antigeny ve spojeni s MHC glykoproteiny typu I, napt. buiiky infikované virem
nebo intracelularnim parazitem. Kdyz cytotoxicky CD8+ lymfocyt interaguje s cilovou
bunikou exprimujici MHC glykoproteiny typu I ve spojeni s antigenem, adhezni molekuly

umozni bunéény kontakt a CD8+ lymfocyt uvolni cytotoxické granule s obsahem
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cytolytického, komplementu podobného proteinu perforinu [Shresta a kol., 1998]. Dalsimi
uvoliiovanymi mediatory cytotoxicity jsou serinové proteasy. Presny prubéh supresivni
funkce CD8+ T-lymfocyti neni dosud znamy. CD8+ T-lymfocyty dokazou také potlacit
proliferaci CD4+ T-lymfocytd, jako odpovéd’ na rozpustny antigen, a rovnézZ mohou
potlacit pomocnou funkci CD4+ T-lymfocyth potiebnou pii syntéze imunoglobulinti
[Meyer, 2002].

Podle rozsahu produkovanych cytokinii délime T-lymfocyty do nékolika podskupin
[Stiiz, 2008]:

e Thl T-lymfocyty (produkce cytokini IFN-y neboli interferon-y, dale IL-2 neboli
interleukin-2 a TNF- z angl. ,,tumor necrosis factor* neboli faktor nekrotizujici
nadory)

e Th2 T-lymfocyty (produkce cytokint IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 a GM-CSF
zangl. ,granulocyte-monocyte colony-stimulating factor neboli faktor
stimulujici kolonie granulocytii a makrofagi)

e Thl17 T-lymfocyty (produkce cytokinu IL-17)

T-lymfocyty, které produkuji TNF-o a dal$i cytokiny, se ozna€uji jako ThO a jsou
povazovany za prekurzory pro Thl a Th2. Lymfocyty produkujici velké mnozstvi TGF-3
(z. angl. ,transforming growth factor neboli transformujici ristovy faktor), jsou
oznacovany jako Th3. Cytokiny produkované Thl buikami (IFN-y) inhibuji tvorbu
Th2 bunék a cytokiny produkované Th2 buiikami (IL-4) naopak potlacuji tvorbu Thl
bunék. Thl builkky jsou zapojeny do zéanétlivych reakci zprosttedkovanych buitkami
avyvolavaji pozdni hypersenzitivni reakce. Thl buiniky jsou rovnéZz nepostradatelné
pfi imunitnich odpovédich plic, infikovanych mykobakterialni infekci, nebo zasaZenych
sarkoid6zou. Sarkoiddéza je multisystémova choroba nezndmé pficiny, projevujici
se pfitomnosti granuli v organech, nejCastéji v plicich [Crystal, 1981]. Cytokiny
pochazejici zTh2 bunék podporuji produkci protilatek (obzvlast IgE neboli
imunoglobulinti tfidy E) a zvySuji proliferaci a funkci eosinofilnich granulocyti. Th2

buiiky Gzce souvisi s parazitickymi infekcemi a astmatem.
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1.1.2.2 Vrozené imunitni odpovédi zdravych plic

Pii podani cizorod¢ latky by mély plicni obranné mechanismy hostitele zabranit jeji
penetraci hluboko do respiracniho traktu, nebo cizorodou latku neutralizovat ¢i odstranit,
pokud je ulozena v dolnich cestach dychacich. Imunitni odpovédi by mély byt adekvatné
ucinné, aby chranily hostitele, a zaroven nepfili§ agresivni. Pokud jsou imunitni reakce
nepiiméfené, dochazi béhem neadekvatni eradikace patogent k ireverzibilnimu poskozeni
plic. I pfesto, ze jsou cizorodé latky nepfetrzit¢ ukladany v dychacim traktu, mukosalni
aalveolarni Cistici mechanismy pracuji s vysokou ucinnosti. Nespecifické Cistici
mechanismy (mechanické bariéry a makrofagova fagocytéza) konstantn¢ odstranuji castice

a zabranuji jim ve vyvolani imunitni odpovédi.

Antigenné specifické imunitni odpovédi jsou komplexni, zalozené na aktivaci riznych
typll bun€k a vzajemné interakci imunitnich odpovédi. Spravny sled imunitnich odpovédi
zajistuji nejen lymfocyty, ale také makrofagy nebo polymorfonukledrni leukocyty, které
interaguji bud’ pfimo pomoci adheznich molekul, nebo nepfimo pomoci cytokini,
s endotelidlnimi bunikami, epitelidlnimi buiikami nebo fibroblasty. Epitelidlni bunky
uvolnuji cytokiny, napt. IL-8, ktery je potenciondlnim chemoatraktantem pro neutrofily.
Endotelidlni buiikky produkuji adhezni molekuly pro krevni lymfocyty, neutrofily,
eosinofily a monocyty, ¢imZ zajiStuji jejich pfisun z extrapulmonarnich casti téla
do zanétlivych oblasti plic. Dal§imi dilezitymi buiikami, které zajist'uji imunitni odpovédi,
jsou fibroblasty, Zirné bunky, neuroendokrinni epitelidlni bunky a krevni desticky

[Meyer, 2002].

Pro spravny prib&h imunitni odpovédi je potieba, aby doslo k interakci mezi adhezivni
molekulou dendritické buiiky (ICAM-1, ICAM-3 z angl. ,,intracellular adhesive molecule*
neboli mezibunéénd adhezivni molekula) a T-lymfocytu (LFA-1, LFA-3
z angl. ,,leukocyte-function-associated antigen” neboli adhezivni molekula leukocyth).
Tato interakce stimuluje T-lymfocyty k produkci IL-2 a k indukei povrchové CD40L, coz
je signalizacni molekula z rodiny TNF na povrchu aktivovanych Th lymfocytt [Hofejsi,
Bartiinkova, 2005], a ktera po ligaci s CD40, tedy s receptorovou molekulou na povrchu
dendritickych bunék zrodiny TNF, zvySuje produkci IL-12 a dalSich kostimulacnich
molekul (CD80, CDS86). Ditlezitym krokem je exprese dalSich molekul z rodiny
TNF/TNFR (z angl. ,tumor necrosis factor receptor neboli receptor faktoru

nekrotizujiciho néadory) dendritickymi bunkami a T-lymfocyty, naptf. molekul

12



0X40/0X40L (téz znamé jako CD134 a jeho ligand), které podporuji diferenciaci a preziti
vySe uvedenych bunek béhem prvnich dnli infekce. Soubézné s produkei IL-2 exprimuji
T-lymfocyty 1 IL-2 receptory, coz vede k proliferaci CD4+ a CD8+ lymfocytt, které
opousti lymfatické uzliny a mifi do krevniho fecist€ a do tkdni [Papadaki, Velegraki,
2007]. Sled imunitnich odpovédi shrnuje Obr. 3.

skodlivé agens

plicni epitelidlni bufily ,

antimikrobidini peptidy 'I-:? LPS, acetyl-peptidy, CpG DNA,
zdnétlivé cytokiny dsRMA, ssRNA
chemokiny {}

nezrald
dendriticka
bufika

.
nezrala //'

dendriticka
bufika

aferentni lymfaticka céva

L
zrald
dendriticka

odvod z lymfatickych cév L fthcharnl
centrum

= - :
dendriticka b. Y
cog :
plasmaticka buiika

kontinudlni cirkulace mezi tkanémi, lymfatickymi Zldzami a krevnim Fecistém

Obr. 3: Prehled imunitnich odpovédi dychaciho traktu. Urcité druhy poSkozeni dychaciho
traktu stimuluji epitelidlni bunky k produkci antimikrobidlnich peptid, zanétlivych
cytokinii a chemokini, které aktivuji dendritické bunky. Dendritické bunky prochazi
skrz lymfatické cévy do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigen T-lymfocytim, které
do uzlin vcestovaly postkapilarnimi venulami. Tato interakce stimuluje T-lymfocyty,
resp. dendritické bunky, k produkei IL-2 a IL-12. IL-2 zpuasobuje proliferaci antigenné
specifickych CD4+ a CD8+ lymfocytd, které pronikaji do krevniho fecisté a do tkani.
IL-12 stimuluje Thl T-lymfocyty k imunitni odpovédi. Né&které z antigenné specifickych
CD4+ lymfocyti migruji do folikulli, kde interaguji s dendritickymi buiitkami a produkuji
antigenn¢ specifické protilatky a pamétové B-lymfocyty. T — T-lymfocyt, B — B-lymfocyt,
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Ig — imunoglobuliny, PV — postkapilarni venuly (specializované zilky v lymfatické tkéni,
podporujici infiltraci lymfocytt z krve [Girard, Springer, 1995]), LPS — lipopolysacharid,
CpG DNA — bakteridlni DNA obsahujici nemethylované CpG dinukleotidy,
dsDNA - dvouvldknovd DNA, ssRNA - jednovlaknova RNA. Obrazek upraven a prevzat
z [Papadaki, Velegraki, 2007].

1.1.2.3 Regulace imunitnich odpovédi v plicich

Pfi neustdlém ukladani antigenti v plicich musi existovat mechanismy, které potlacuji
zanétlivé reakce, a tim zajiStuji normalni homeostazu plic. Spusténi imunitnich reakci
brani rychla fagocyt6za, nedostate¢na prezentace antigenu makrofagy a plicni surfaktant,
ktery potlacuje lymfocyty. Kdyz jsou nespecifické obranné¢ mechanismy ptetizeny, spusti
se mechanismy specifické, fizené antigenem. Aktivace specifickych imunitnich odpovédi
je podminéna prozanétlivymi a inhibi¢nimi cytokiny, které jsou produktem makrofagt,
lymfocytl a endotelialnich a epitelidlnich bunék. Rovnovéha mezi t€émito cytokiny urcuje,
zda dojde ke spusténi imunitni odpovédi. Inhalace antigenu z okolniho prostiedi,
nasledovand neadekvatnimi imunitnimi reakcemi, ma za nasledek rizna granulomatdézni
(plicni sarkoid6za) a negranulomatozni (idiopatickd intersticidlni pneumonie) zanétliva
onemocnéni. Tyto odpovédi se mohou projevit po podani antigenu pacientlim
s nedostatecnymi imunosupresivnimi mechanismy. Ne&ktefi jedinci, napf. pracovnici
vystaveni pisobeni beryllia, mohou byt nachylnéjsi k neadekvatnim imunitnim reakcim,

pokud k tomu maji genetické dispozice [Meyer, 2002].

1.1.2.4 Pozménéné imunitni reakce a plicni choroby

Vrozena imunitni obrana miize byt v mnoha ohledech narusena. Castym onemocnénim,
které¢ je vyvolano snizenou funkci obrannych mechanismii, je pneumonie. Miize byt
ziskdna v nemocnici po trachedlni intubaci, ¢imz dojde k poruSeni mechanickych bariér.
Potlaceni mukociliarni funkce ma za nasledek inhibici ¢isticich mechanismu,
napt. Kartagenerv syndrom, neboli syndrom nepohyblivych fasinek projevujici se
v respiracnim traktu a Casto zapficinujici muzskou sterilitu [Rott, 1979]. Toto potlaceni
vede k bakterialni kolonizaci a k periodickym infekcim dychacich cest. Nasleduje poruseni
sliznice a plicntho parenchymu, ¢imZz dojde k dal§i inhibici fasinkovych bunck
a k prohloubeni onemocnéni. Pneumonie zplisobena bakterii Staphylococcus aureus

je Casto doprovazena chiipkovou virovou infekci. Spolecné potlacuji Cistici mechanismy,
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jejichz inaktivace vytvari ptithodné prostfedi pro pozdéjsi bakterialni pneumonii. Dal§imi
vnéj$imi podnéty pro propuknuti této nemoci jsou koufeni tabaku a zvySena konzumace
alkoholu. Mezi specifické imunitni defekty fadime deficienci komplementu, chronické
granulomatdzni onemocnéni nebo hypogammaglobulinémii. Dalsi faktory, které zpiisobuji
bakteridlni, plisniovou, nebo mykobakteridlni pneumonii, jsou podvyziva, diabetes mellitus,
podavani kortikosteroidi, imunosupresivni terapie, zhoubny nador, cytotoxicka

chemoterapie a transplantace organu [Hoiejsi, Bartiikova, 2005].

Ackoliv jsou imunitni odpovédi nepostradatelné pii kontrole infekce, v nékterych
pfipadech mohou zplsobit nevratné posSkozeni. Inhalace anorganického prachu
(napft. azbestu nebo sloucenin beryllia) nemusi vSem exponovanym jedincim zpusobit
onemocnéni, projev nemoci zavisi na genetickych dispozicich exponovaného
a na schopnosti alergenu aktivovat imunitni mechanismy. U néachylnych jedinci muzZe
inhalace organickych sloucenin pfivodit hypersenzitivni odpovéd s infiltrovanim
lymfocytli plicniho parenchymu, napf. onemocnéni zvané farmarovy plice, které
je zpisobeno opakovanym kontaktem s praSnym a plesnivym organickym materidlem
[Dickie, Rankin, 1958]. Dalsi skupinou jsou onemocnéni zplsobena nedostatkem
antioxidantl (ztrata glutathionu u idiopatické plicni fibrézy nebo chybé&jici antioxidanty
u cystické fibrézy) nebo antiprotedzovych obrannych mechanismi (napf. o;-antitrypsinova

deficience vedouci k rozedmé plic) [Meyer, 2002].

1.1.3 Zanéty plic

Zanét plic neboli pneumonie je akutni zanétlivé onemocnéni, které postihuje plicni
sklipky, pridusinky a plicni intersticium. V Ceské republice je kazdoroné hlaseno
80 000-150 000 pneumonii a mortalita na toto onemocnéni je 29,6/100 000.
Z celosvétového hlediska jsou pneumonie na tfetim misté ze vSech pficin umrti
a na prvnim misté ze vSech infek¢énich onemocnéni.

Pneumonie mohou byt rizného plivodu, bud’ infekéniho (virové a bakteridlni
pneumonie), nebo neinfekéniho. Neinfekéni se déli do nékolika kategorii [Babickova
a kol., bez vroc¢eni]:

¢ inhala¢ni (vétSinou profesni piivod)
e hypersenzitivni (alergické)

e iatrogenni (polékové, postiradiacni)
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Hypersenzitivni pneumonie neboli exogenni alergicka alveolitida se v akutnim stadiu
projevuje zhruba po Ctyfech az Sesti hodinadch po expozici exogennimu agens. Dochazi
ke zvySeni teploty, dusnosti, kasli, a pokud nenastane dalsi expozice, symptomy spontanné
vymizi do dvandcti hodin. Pfi opakovanych expozicich ptechdzi akutni hypersenzitivni
zménami. latrogenni pneumonie je nasledkem 1écby napf. plicni rakoviny, kdy radiace
nutna k jeji terapii poskozuje plicni parenchym v blizkosti nadoru, dochazi k ,,olupovani
alveolarnich bun¢k a vzniku zilnich trombdéz [Votava, 2006]. Inhalacni pneumonii

je vénovana nasledujici kapitola.

1.1.3.1 Inhalaéni profesni alergie
V pracovnim prostiedi se vyskytuje velka Skdla faktori, které mohou vyvolat
tzv. profesni alergii, ktera vznikd v pfimé souvislosti s vykonem prace, resp. kontaktem

s alergizujici ¢i iritujici latkou [Litzman a kol., 2001].

Profesni inhala¢ni alergeny mohou byt nizkomolekularni a vysokomolekularni.
Alergeny o molekulové hmotnosti vétsi nez 3 kDa se povazuji za vysokomolekularni
a pusobi jako kompletni antigeny. Za zdroje vysokomolekularnich proteinovych antigent

povazujeme zZivociSnou vyrobu, potravinarsky, textilni a dfevarsky pramysl.

Potravinafsky primysl je vyznamnym zdrojem alergenli v podobé obilnych proteint,
pylt, plisni, zivo¢isnych a hmyzich exkrementii a insekticidi. Tyto podnéty zpisobuji
nejcastéji bronchidlni astma, a to pifedevsim u cukrait a pekait, u kterych byly nalezeny
specifické IgE protilatky proti albuminu a glutenu. Dal§imi vyznamnymi piivodci inhala¢ni
profesni alergie jsou vajecné bilkoviny, na jejichZ frakce byl pii koZnim testovani potvrzen
vysSi stupen citlivosti, konkrétné na konalbumin, ovalbumin, lyzozym a ovomukoid

[Krémova, 2004].

Pti bronchidlnim astmatu neboli chronickém zanétlivém onemocnéni dychacich cest
dochdzi k naruSeni hladin Th1 a Th2 lymfocytt, jejichz zakladni pomér je geneticky dany.
Vlivem infekce nebo alergenti se zvySuje hladina Th2 lymfocytd. Dochézi k aktivaci
monocytl a vzniku makrofagtli, které produkuji “proastmatické” interleukiny IL-4, IL-5,
IL-9 a IL-13. Ty jsou signalem k tvorbé protilatek IgE. Pfi opakovaném kontaktu

s alergenem dochazi k vazbé komplexu antigen-IgE napovrch Zirnych bunéck, které
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uvoliuji granula a zanétlivé produkty (histamin, bradykinin, prostaglandiny, leukotrieny).
Nasleduje aktivace makrofagli, T-lymfocytdi, eosinofilti, neutrofili a rozvoj zanétu.
Pti opakovaném ptlisobeni spoustécti dochéazi k plicni hyperreaktivité, tedy ke zvysSené
citlivosti na zevni podnéty s tendenci k bronchospazmiim, neboli k ztzeni pradusek.
Nasleduje zvétseni hladkych svalt, edém, zvySena produkce hlenu a aktivace nervovych
zakonceni. Tyto procesy mohou byt zdkladem ireverzibilni neprichodnosti plic [Babickova

a kol., bez vroceni].

Profesni astma je velkym problémem nejen rozvinutych, ale i rozvojovych zemi.
Z celosvétového hlediska trpi profesnim astmatem zhruba 10-15 % dospélych jedinci.
V rozvinutych a rychle se rozvijejicich zemich je podil nemocnych pftiblizné stejny, a to
13-15 %, vrozvojovych zemich je to okolo 6 % [Jeebhay, 2007]. V Ceské republice
je znamo zhruba 250 000 astmatikli, pficemz kazdym rokem piibyva 80-100 piipada.
Celkovy podil pacienti s profesnim astmatem piedstavuje podle riznych zdroji 2-15 %,
resp. 30 % viech jedincti postizenych astmatem v Ceské republice. Jednim z nejéastéjsich
alergent podle Mezindrodniho webového serveru pro profesiondlni astma byva moucny
prach a alergeny vyskytujici se v potravinafském primyslu jako takovém. To potvrzuje
studie uskute¢néna v letech 1994-2000 na Klinice nemoci z povolani v Hradci Kralové.
Zde bylo v uvedeném obdobi sledovano 112 pacientl trpicich bronchidlnim astmatem,
alergickou rymou nebo kombinaci té€chto dvou onemocnéni. Vysledky potvrzuji,
Ze pacienti, zasazeni obéma chorobami zaroven, byli nejcastéji zpracovatelé mouky,
zejména zeny okolo 39. roku véku. K projevu alergie doSlo u 29 osob po 16 a vice letech
profesni expozice alergenu [BouSové, 2004]. Konkrétngjsi studie se uskute¢nila v letech
2006-2007 v Thajsku, kde byl na 167 zaméstnancich zkouman vliv suSeného mléka,
se kterym pfichazeli denné do bezprosttedniho kontaktu, a dale na 24 zaméstnancich,
pracujicich v administrativé v této a tfech dalSich tovarnach s moznym vyskytem
podobnych alergenti. Susené mléko obsahuje kasein, a-laktalbumin a B-laktoglobulin, které
jako  typické vysokomolekuldrni alergeny vyvoldvaji  hypersenzitivni reakce
zprostiedkované protilatkami IgE. V této studii bohuzel nebyly promeéfeny hladiny
specifickych IgE protilatek. Primérna koncentrace vdechovaného prachu v tovarné
zpracovavajici suené mléko se ve vyrob& pohybovala vrozmezi 0,02-2,18 mg/m’.
Koncentrace prachu v oddé€leni administrativy neni uvedena. Studie potvrdila,

Ze pracovnici vystaveni pusobeni alergenu piimo, trpéli dychacimi obtizemi ve vétsi mire,
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nez pracovnici v administrativé, konkrétné sipanim a ztizenym dychanim, které
se projevilo s 24%, respektive 30% zastoupenim, oproti 12%, respektive 16% zastoupeni

u skupiny administrativnich pracovniku [Sripaiboonkij a kol., 2008].

1.1.3.2 Cytokiny pritomné pfi zanétech plic
Jelikoz se ve své praci zabyvam procesy zanétu na buiikach plicniho epitelu, je tato

plic.

Casto se opakujici zanétliva onemocnéni dychacich cest vedou k bronchidlnimu
astmatu. U takto postiZzenych jedincl zpisobuje zanét hyperreaktivitu na fadu podnéth.
Astma se v CR vyskytuje asi u 5% obyvatel a jeho vyskyt stile stoupa, mortalita
se pohybuje okolo dvou set osob za rok. Onemocnéni postihuje predevsim osoby mladsiho
veéku [Babickova a kol., bez vroceni]. Cytokiny jsou v posledni dobé nejstudovanéjSimi
mediatory astmatu. Velky podil na zkoumani v této oblasti mé& pouziti mySich modeld,
které umoznily tento vyzkum zejména diky své zndmé genové vybavé, dostupnosti
a rozsahlé moznosti genetické modifikace. Alergicky zanét plic je u mysi vyvolan ve dvou
fazich. V prvni, indukéni fazi, dochézi k senzibilizaci zvifete pomoci alergenu podaného
subkutanné nebo intraperitonedln€, v druhé, udrzovaci fazi, je myS vystavena stejnému
alergenu, ktery je nyni podan dychacimi cestami. Indukéni faze vede ke vzniku
T-bunécnych odpovédi doprovazenych rozvojem protilatek IgE proti alergenu. Udrzovaci
faze je provazena rozvojem neadekvatnich imunitnich odpovédi a zvySujici se koncentraci
zanétlivych bunék. Ty jsou z plic pokusného zvifete ziskany pomoci bronchoalveolarni
lavaZze snaslednou centrifugaci. Tim dojde ke vzniku pelety susazenymi bunikami
a v takto ziskaném supernatantu se zkoumd hladina a typ jednotlivych cytokind, které
sved¢i o raznych druzich a Grovnich zanétu [Dakhama, Gelfand, 2006].

Jak bylo jiz uvedeno v kap. 1.1.1.3 Oblast vymény plynt, str. 6, béhem plicniho zanétu
se zvySuje koncentrace eosinofilnich granulocytii v plicich. Mechanismy transportu
eosinofili do plic mohou byt dvojiho typu, zavislé a nezavislé na imunoglobulinech
typu E, pfi¢emz existence obou mechanismu byla potvrzena fadou studii. V jednéch byla
zvifata pasivné imunizovana pomoci IgE protilatek proti ovalbuminu a nasledné vybuzena
pomoci antigenu. Vysledkem byl transport eosinofilnich granulocytii do plic. Jiné studie

zkoumajici alternativni mechanismy zanétu potvrzuji pravy opak. Zde byly pouzity mysi
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s potlacenou schopnosti produkce protilatek IgE. I navzdory této inhibici byly mysi
schopné infiltrace eosinofili do plic. Tyto studie spole¢né potvrzuji existenci mechanismu

zéavislych 1 nezavislych na imunoglobulinech [Riffo-Vasquez a kol., 2000]. Nésledujici

vvvvvv

o IL-4alL-13

Lidsky IL-4 je glykoprotein o molekulové hmotnosti 20 kDa. Je produkovan
T-lymfocyty, zirnymi buiikami a basofily po navdzani antigenu na TCR, respektive
po vazbé IgE na receptor zirnych bunck a basofili. Jeho produkce nastupuje behem
nckolika hodin a mé piechodné trvani, fadov€ jeden az dva dny. Na pfitomnost 1L-4
odpovidaji buiikky endotelu tpravou exprese nejriznéjsich adhezivnich molekul, coz vede
k selektivnimu vychytavani eosinofilti z krevniho fecisté a jejich distribuci do tkang, kde
dochazi k zanétu. Tento proces je doprovazen mediatory, které jsou produkovany zirnymi
buiikami. IL-4 zarovenn podporuje rist zirnych bun€k [Panzner, 2004]. Schopnost IL-4
vychytavat eosinofily z krevniho fecisté potvrzuji studie na mysich modelech, kterym byly
po potlaceni exprese genu pro IL-4 podany protilatky proti IL-4, coz vyvolalo pokles
transportu eosinofilll do zanicenych tkani. Existuji 1 studie, které potvrzuji, Ze k influxu
eosinofili do postizenych tkani dochazi i bez ucasti IL-4. Piijatelnym vysvétlenim tohoto
diskutabilniho problému je skutecnost, ze vysledkli jednotlivych experimenti bylo
dosazeno pfi riznych podminkach. At uZ jsou tyto mechanismy na pfitomnosti IL-4

zavislé nebo ne, v obou piipadech dochézi k intenzivnimu rozvoji zanétu.

IL-13 je pleiotropni cytokin, ktery stimuluje B-lymfocyty k produkci protilatek IgE,
podporuje diferenciaci Th2 lymfocytil, brani T-lymfocytim v produkci IFN-y, podporuje
aktivaci lidskych eosinofilit in vitro a zvySuje expresi lipoxygenasy v makrofazich
a plicnim epitelu, ktera se podili na syntéze mediatorti Zirnych bunék. U pokusnych zvifat
vystavenych ptsobeni IL-13 je pozorovéna produkce mucinu a IgE a influx eosinofilii
do zanicenych oblasti. Soucasné studie prokéazaly pozitivni vliv protilatek proti IL-13,
kterymi byly imunizovany experimentdlni mysi vystavené plisobeni alergenu. Imunizace

vedla k inhibici nadmérnych imunitnich reakci a potlaceni produkce mucinu.

Uvedené studie spole¢né potvrzuji fakt, Ze IL-4 a IL-13 plni podobné funkce a potlaceni
produkce obou cytokinii vede k plnému utlumeni zanétlivych odpovédi

[Riffo-Vasquez, 2000].
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o IL-5

IL-5 je homodimer glykoproteinového typu, ktery je produkovan Th2 lymfocyty,
7irnymi buitkami a eosinofily. Uginky IL-5 se projevuji proliferaci eosinofilnich
prekurzorti v kostni dfeni a jejich diferenciaci na zralé¢ eosinofily, jejichz pohotovost
a degranulaci IL-5 rovnéz stimuluje. IL-5 mé na eosinofilech a basofilech sviij receptor,
ktery je slozen z podjednotek a a B, pficemz podjednotka a je hlavnim mistem vazby IL-5,
zatimco podjednotka B IL-5 nevaze, ale podili se na pienosu signalu do bunky [Panzner,

2004].

Existuji experimentalni studie, které prokazuji zvySeny vyskyt imunitnich odpovédi
experimentalnich mysi, kterym byly pfed expozici alergenu aplikovany monoklonalni
protilatky proti IL-5. Dale byly provedeny experimenty, jejichz vysledkem je snizeny
vyskyt imunitnich odpovédi a plicni eosinofilie u mysi postradajicich gen pro IL-5. Témto
poznatkiim vSak odporuji jiné pokusy potvrzujici fakt, Ze mys s vyfazenym genem pro IL-5
je stale schopna influxu eosinofili do zanétlivych mist. Je tedy mozné, Ze zvySena
eosinofilie je i po vyfazeni genu pro IL-5 fizena alternativni cestou. Tato hypotéza
vyzaduje dalsi objasnéni [Riffo-Vasquez, 2000]. Zaroven bylo zjisténo, Ze snizend hladina
IL-5 je doprovézena poklesem hodnot IL-13 v bronchoalveolarni lavazi experimentalnich
mysi, coz potvrzuje fakt, Ze produkce IL-13 se fidi pfitomnosti IL-5. Tato skute¢nost byla

prokédzana pro mySi CD4+ T-lymfocyty a lidské eosinofily.

Hladina IL-5 byla v nékolika studiich sledovdana 1 na lidskych dobrovolnicich.
U zdravych jedinct 1 astmatickych pacientii byla po expozici oxidu dusi¢itému zjiSt€na
zvySend hladina IL-5, kterd byla rovnéZz pozorovana i u astmatickych pacientt po kontaktu
s ozonem [Wu a kol., 2010]. Je tedy experimentalné prokézano, ze béhem plicniho zanétu

dochazi k produkci IL-5 1 u ¢lovéka.

o IL-6,IL-9,IL-10

Zdrojem IL-6 jsou prevazné makrofagy, v menSi mife eosinofily, Th2 lymfocyty
aepitelovée a Zirné bunky. ZvysSend exprese IL-6 bchem astmatického zanétu vede
k produkci IgE a k nadmérnému ristu hladkého svalu pridusek [Panzner, 2004]. ZvySené
hladiny tohoto cytokinu byly pozorovany po aplikaci metacholinu zdravym dobrovolnikiim

[Riffo-Vasquez, 2000]. Metacholin se pouziva k vyvolani bronchokonstrikce, neboli zaZeni
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pridusek, pii bronchoprovokacnich testech pouzivanych pro diagnézu astmatu nebo

ke zjisténi zvysené reaktivity pridusek [Connolly a kol., 1992].

IL-9 byl ptivodné povazovan za ristovy faktor pro T-lymfocyty. Jeho produkce je vSak
prevazné umoznéna Th2 lymfocyty a jeho hlavni funkci je stimulace zrani aktivovanych
T-lymfocytd, stimulace tvorby IgE a stimulace tvorby a diferenciace zirnych bunck

[Panzner, 2004].

Zvysend produkce IL-10 béhem zanétu je zptisobena Thl lymfocyty, Th2 lymfocyty
a makrofagy. Provedené experimenty uvadi, Ze vy$$i hladiny IL-10 inhibuji aktivaci
makrofagii a Thl lymfocyti a snizuji hladinu eosinofilt, ¢imz prodluzuji dobu trvani
nadmérné imunitni odpovédi a produkce prozanétlivych cytokinti. Vysledky dalSich studii
potvrzuji fakt, ze IL-10 se chovd jako endogenni supresor alergickych reakci

[Riffo-Vasquez, 2000].

o IL-1B a TNF-a

IL-1PB patii spolecné s IL-1a do rodiny IL-1 cytokinl. Tento cytokin obsahuje ve své
struktufe 12-14 B skladanych listl, uspofddanych do tvaru ,barelu®. Je syntetizovan
z biologicky inaktivniho proteinového prekurzoru prolL-1B o molekulové hmotnosti
31 kDa. Po rozstépeni na peptid o velikosti 17 kDa se stava biologicky aktivni [Dinarello,
1994]. K rozstépeni dochdzi v mistech sousedicich s alaninem pomoci trypsinu, elastasy,
chymotrypsinu, chymasy Zirnych bun€k a nejrtiznéjSich proteas [Dinarello, 1998].
Hlavnimi zdroji IL-1PB jsou makrofagy a epitelie. Je nepostradatelnym rstovym faktorem
pro Th2 lymfocyty a je rovnéz dtlezity pro stimulaci epitelu k sekreci hlenu [Panzner,

2004].

TNF-a je pluripotentni cytokin, ktery je produktem monocytii, neutrofill, alveolarnich
makrofagl, zirnych bun€k a bunék plicniho epitelu. Potenciondlnim zdrojem mohou byt
1 T-lymfocyty [Kips a kol., 1993]. Vyskytuje se ve formé trimeru, pficemz jeden jeho
monomer o molekulové hmotnosti 17 kDa obsahuje ve své struktufe antiparalelni
B skladané listy. Ty jsou uspofadany do tvaru pfipominajiciho ,,roladu®, v jejimz jadre
se nachazi disulfidicka vazba. VétSina vzajemnych interakci mezi podjednotkami tohoto
trimeru je zprosttedkovana hydrofobnimi zbytky aminokyselin [Eck, Sprang, 1989].

Produkce TNF-o béhem plicniho zanétu vede k infiltraci neutrofild do plic, aktivaci
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zanétlivych bunc¢k a proliferaci fibroblasti [Panzner, 2004]. Experimenty provedené
na potkanech vystavenych bakterii Corynebacterium parvum zjistily, ze nejvyssi
koncentrace TNF-a je dosazeno po 8 hodinach a nejvétsi infiltrace neutrofilt

je pozorovana 16 hodin po expozici [Li a kol., 1995].

Pro stimulaci bun¢k k produkci cytokinii se pouziva cytokin TNF-a a lipopolysacharid
(LPS). LPS je komplexni molekula slozena z lipidi a sacharidi, vzajemné spojenych
kovalentnimi vazbami. Vyskytuje se na vnéj§i membrané gramnegativnich bakterii a je

Castym podnétem k vyvolani imunitni reakce [Brabcova, bez vroceni].

1.2Protilatky
Protilatky neboli imunoglobuliny jsou glykoproteiny schopné vézat velmi specificky
antigeny. Jsou produkovany plazmatickymi builkami, které jsou kone¢nym vyvojovym

stddiem B-lymfocytt.

1.2.1 Sav¢i protilatky

Savei protilatky se déli do péti tiid: IgG, IgM, IgA, IgE a IgD. SloZeni molekul
imunoglobulinii se 1i8i podle jednotlivych tfid, zdkladem je vSak struktura obsahujici dva
lehké (z angl. ,,light*) a dva tézké fetézce (z angl. ,,heavy*) [Litzman a kol., 2001]. Tézké
tetézce se skladaji ze Ctyf strukturné podobnych domén sloZzenych ze 110-120
aminokyselin. Tézké fetézce jsou znamy v péti zdkladnich typech: y fetézec pfitomen
vIgG, a vIgA, p vIgM, ¢ vIgE a 6 vIgD. Lehké fetézce se skladdaji ze dvou
imunoglobulinovych domén a jsou znamy ve dvou typech: k a A, pficemZ oba druhy
se mohou objevovat ve vSech tfidach imunoglobulini. Molekulovd hmotnost lehkych
fetézcl je piiblizn€ 25 kDa, hmotnost téZkych fetézcl se pohybuje v rozmezi 50-75 kDa

v zavislosti na tfide.

Domény piitomné na N-konci obou fetézcli jsou variabilni, oznacuji se Vi a Vi a jsou
soucasti tzv. Fab fragmentu (z angl. ,,antigen-binding fragment* neboli fragment vazajici
antigen), ktery umoziuje specifickou vazbu na antigen a je od zbytku imunoglobulinu
oddélitelny pomoci enzymu papainu. Pravé diky specifité vazby na piisluSny antigen
se tato doména u jednotlivych imunoglobulini strukturné 1iSi. Ostatni domény jsou
konstantni, tedy shodné pro vSechny imunoglobuliny urcité tfidy, mezi jednotlivymi

ttidami se vSak odliSuji. Oznacuji se Cp nebo Cy v zévislosti na typu fetézce. Soucasti
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konstantni domény je Fc fragment (z angl. ,crystallizable fragment“ neboli
krystalizovatelny fragment), ktery zajiStuje aktivaci komplementu a opsonizaci [Hoftejsi,
Bartiinkova, 2005]. Strukturu protilatky znazoriiuje Obr. 4.

MHz HzM
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Obr. 4: Struktura protilatky. 1 — Fab fragment, 2 — Fc fragment, 3 — tézké fetézce s Vy
doménou (svétle modra) a Cy doménou (tmavé modré + Cervend), 4 — lehky fetézec s Vi
doménou (tmavé zelend) a Cp doménou (svétle zelend), 5 — misto vazby antigenu,
6 — pantova oblast vyznacujici se ohebnosti a pfizplisobivosti struktury protilatky vici
antigenu. Jednotlivé fetézce jsou navzdjem propojeny disulfidickymi (cystinovymi)

mustky. Obrazek upraven a prevzat z [http://www.bioatla.com, 2011].

1.2.2 Ptaci protilatky

Na rozdil od savcii existuji u ptadkl pouze tfi tfidy imunoglobulind: IgM, IgY a IgA.
Strukturné se 1i$i od lidskych imunoglobulind, jejichz lehké fetézce se skladaji ze dvou
domén « a A, zatimco lehké fetézce ptacich protilatek obsahuji pouze jednu doménu A.
Nejvyraznéjsi rozdil mezi savéimi a ptacimi protilatkami je patrny u IgY, ktery byl
dlouhou dobu oznacovan jako IgG, jelikoz plni stejnou funkci. IgY se v pta¢im séru
vyskytuje v koncentraci 4,5-5 mg/ml. Na rozdil od sav¢iho IgG ma ptaci IgY nizsi
izoelektricky bod a je elektronegativnéjsi. Ptaci IgY ma také delsi tézky fetézec sloZeny
ze Ctyt konstantnich domén, chybi vSak pantova oblast, zatimco savei IgG disponuje tiemi

doménami a jiz vySe zminénou pantovou oblasti [Tizard, 2002]. Dal$im rozdilem

23



mezi pta¢im IgY a savéim IgG je riizny obsah sacharidi. Ptaci IgY je glykosylovan z 4 %,

zatimco sav¢i IgG disponuje pouze 2 % sacharidu.

1.2.3 Vyhody ptacich protilatek oproti savéim

Izolace ptacich protilatek z vajec je snadnéjSi nez izolace savCich protilatek z krve.
Specifické protilatky napt. proti HSN1 viru ptaci chfipky lze izolovat z komer¢né
dostupnych slepicich vajec ve Vietnamu [Nguyen a kol., 2010]. Vyhodou je také zna¢na
produkce vajec. Uvadi se, Ze z vajec jedné slepice lze piipravit takové mnozstvi IgY, které
odpovida IgG pfipravenému z krve triceti kralikii. Ro¢ni zisk zjednoho produkéniho
zvitete je tedy priblizné 25 g protilatek [Hatta, 1990]. Oproti savéim protilatkdm
rozpoznavaji ptaci protildtky vice epitopii na antigenu. Ptali protilatky pii kontaktu
s antigenem také neaktivuji systém komplementu u savcl. Naopak pfi interakci antigenu
se sav¢i protilatkou mize dochazet u saveu k aktivaci systému komplementu, kterd iniciuje
zanétlivé procesy a tim poskytuje falesné pozitivni vysledky v testech [Ntakarutimana,

1992].

1.2.4 Monoklonalni a polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky jsou produktem mnoha aktivovanych klonti B-lymfocyti.
Jelikoz jsou antigeny Casto zna¢né komplexni slouceniny, prezentuji fadu epitopti, které
jsou rozpoznavany velkym mnozstvim T-lymfocyth. Kazdy takto aktivovany T-lymfocyt
se diferencuje na plazmatickou bunku a vyslednd protilatkovd odpovéd’ je polyklonalni.
Pii vzniku polyklonalni odpovédi dochazi k produkci stovek ¢i tisici individudlné
odli$nych molekul imunoglobulintl, jejichZ smés poté reaguje s fadou epitopi na urcitém
antigenu. Naproti tomu monoklondlni protilatky jsou produktem klonalni populace jednoho
aktivovaného B-lymfocytu, maji pfesn¢ definované vlastnosti, vazi antigen s vysokou
specifitou a diky tomu jsou cilené pouze proti jedinému antigenu a epitopu [Lipman a kol.,

2005].

Pro ptipravu polyklonalnich protilatek je potfeba imunizovat myS antigenem nebo jejich

smési a ndsledné odebrat sérum s obsahem protilatek [Wang a kol., 2006].

vvvvvv

imunizovana antigenem, nasledn¢ usmrcena a jsou ji odebrany B-lymfocyty. Pii malignim
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zvrthnuti plazmatické bunky schopné produkce monoklonalnich protilatek dochazi
ke vzniku nédoru, oznacovaného jako myelom. Odebrané¢ B-lymfocyty jsou ,,fusovany*
s buitkami mysSiho myelomu za vzniku konstruktu zvaného hybridom. Ten ziskava
od myelomu ,nadorovou nesmrtelnost a schopnost tvorby imunoglobulin
a od B-lymfocytti informaci, proti jakému antigenu budou protilatky produkovany. Takto
vytvofeny hybridom je mozno v podstat¢ neomezené mnozit, kultivovat a vyuzit
k produkci pozadované monoklonalni protilatky [Litzman a kol., 2001]. Kultivace in vitro
umoziuje jednodussi izolaci Cistych imunoglobulinid, nez kultivace in vivo. Pti in vitro
kultivaci se zisk monoklondlnich protildtek pohybuje v rozmezi 10-200 pg na ml
kultivaéniho média. Z pohledu vytézku je vSak vhodngjsi kultivace in vivo, pti které
je produkéni mysi intraperitonealné injikovan vySe zminény hybridom. Kazdy ml ziskané
ascitické¢ tekutiny pak poskytuje 2-20 mg monoklonalnich protilatek [Zajoncova,

bez vroceni].

Produkce polyklonédlnich protilatek neni finanéné narocnd a nevyzaduje odbornou
technickou zpisobilost, s jakou by mély byt produkovany monoklonélni protilatky. Doba
ptipravy polyklondlnich protilatek se pohybuje fddoveé v mésicich, zatimco monoklonalni
protilatky je mozZné ziskat aZ po roce, nckdy 1 po delsi dobé. Hlavni vyhodou
monoklondlnich protilatek je jejich vysoka specifita vici konkrétnimu antigenu,
cozumoziuje rozpoznavat zmény v molekuldrnich strukturach, protein-proteinové
interakce nebo identifikovat jednotlivé Eleny proteinovych rodin. Naproti tomu i mala
zména ve struktufe epitopu, napi. disledkem genetického polymorfismu, denaturace nebo
glykosylace, znacné omezuje u€innost monoklonalni protilatky rozpoznavajici tento epitop
na antigenu. Pfesto jsou  monoklonalni  protilitky hojné€  vyhledavanym

imunoterapeutickym prostfedkem [Lipman a kol., 2005].

Dusledkem aplikace mySich monoklonalnich protilatek do lidského téla ale Casto byva
produkce anti-mySich protilatek, coz urychluje eliminaci monoklonalnich protilatek
z organismu a znemoznuje jejich terapeutické ptsobeni. Proto se pouzivaji tzv. vysoce
humanizované protilatky, které jsou z vétsi Casti lidské, pouze CDR oblast (z. angl.
»~complementarity determining region“ neboli oblast urcujici komplementaritu), ktera je

soucasti variabilni domény, je mysiho ptivodu. [Wang a kol., 2006].
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Soucasné studie také zkoumaji moznost ptipravy chimérnich monoklonélnich protilatek
kombinaci sav€ich konstantnich domén se slepi¢imi variabilnimi doménami. Chimérni
monoklondlni protilatky slozené z mysi konstantni domény a slepi¢i variabilni domény
vykazovaly stejnou afinitu k pfislusSnému antigenu jako parentalni slepi¢i protilatka.
Experimentalni mys, které byly tyto protilatky injikovany, pak nevykazovala znamky
zanétlivych reakci. Pro klinickou praxi byly vytvofeny i humanizované protilatky, jejichz
CDR obsahovaly tseky aminokyselinové sekvence shodné se sekvenci slepicich protilatek.
Takto vytvorené protilatky vykazovaly stejnou afinitu k urcitému antigenu jako chimérni
protilatky slozené z lidskych a mySich domén. Jako testovaci antigen byl pouzit lidsky
a mysi cytokin IL-12. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o relativné nedavné experimenty, bylo
by vhodné je rozsifit o dal$i poznatky. Nicmén€ uz nyni je zfejmé, ze umoznuji Sirsi

vyuziti monoklondlnich slepicich protilatek [Zhang, 2010].

26



2 Cil prace

Utelem této prace je objasnit funkce mechanickych plicnich bariér a plicni imunity
a prostudovat proces zanétu na bunkach plicniho epitelu. DalSim zdmérem je zjisténi
produkce zanétlivych cytokini lidskymi bunkami nadorové linie AS549, které jsou
vystaveny pusobeni savCich a ptacich protilatek, konkrétné¢ slepic¢ich imunoglobulini

typu Y a lidskych a kozich imunoglobulinti typu G.

27



3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie a material
Biochrom

penicilin-streptomycin-gentamicin (PSG)

Gibco
Iscove's Modified Dulbecco's Medium GlutaMAX™-1 (IMDM)

(obohacené syntetické médium vhodné pro rychle proliferujici burky)
fetalni sérum Fetal Bovine Serum (FTS)
trypsin-EDTA 0,05%

Lach-Ner
NaCl, p. a.

Penta

NazHPO4 <12 Hzo, p- a.

R&D Systems
mikrocastice LUH201 (pro IL-18) a LUH206 (pro IL-6)

souprava Fluorokine MAP Human Base Kit A
TNF-a

Sigma-Aldrich
lipopolysacharid (LPS)

ostatni

destilovana voda

kozi imunoglobulin typu G (glgG) poskytnuto prof. P. Hodkem
(lyofilizovany prések)

lidsky imunoglobulin typu G (hIgG) poskytnuto prof. P. Hodkem
(lyofilizovany prések)
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slepi¢i imunoglobulin typu Y, vzorek ¢. 1 (IgY1) poskytnuto prof. P. Hodkem

(kontrolni frakce po gelové filtraci)

slepi¢i imunoglobulin typu Y, vzorek ¢. 2 (IgY?2) poskytnuto prof. P. Hodkem

(zvifata imunizovana peptidem z cytochromu P450, lyofilizovany prasek, nepurifikovano)

3.2 Pouzité pomucky
Axygen
mikrozkumavky MCT-200-C 2,0 ml

Biohit
mikropipety a Spicky — rizné druhy

Corning

6-jamkové desticky

96-jamkova desticka

centrifugacni tuba 15 ml

kultivaéni nadobka 75 cm?a 25 cm?, filtr 2 pm

Eppendorf
mikropipety a Spicky — rizné druhy

Chirana

injeként stiikacky 2 ml, 20 ml

Millipore
mikrofiltr Milex 6V 0,22 pm

Omnifix

injekent stiikacky 5 ml

R&D Systems
96-jamkova desticka s membranou

(soucasti soupravy Fluorokine MAP Human Base Kit A)
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Roth
dialyzacni stfevo Visking 8/32

Sartorius

mikrofiltr Minisart NML SM 16534 0,2 um

3.3 Pouzité pristroje
ATI Orion

pH metr model 370
BioAir

laminarni box TopSafe 1.2

Eppendorf
centrifuga MiniSpin Plus

Heidolph
tfepacka Rotamax 120

Hettich

centrifuga Rotanta 96

IKA
magnetickd michacka KMO 2 Basic

trepacka Yellowline TTS 2

Kern

pfedvazky EW 600

Laboratorni pristroje Praha

magnetickd michacka MM 2A

Labox

laminarni box Bio 126

Leity

mikroskop Fluovert



Luminex

analyzator Luminex 100™
program Luminex 100 IS software

Mada Medical Products
vakuova pumpa Mada Vac II No. 178

Mom Budapest
spektrofotometr Spektromom 195 D

Pesa

analytické vahy 40 SM-2M

Sanyo

centrifuga Micro Centaur

CO; inkubator MCO 17A1

3.4Pouzité metody

3.4.1 Dialyza protilatek

® pouzité roztoky:
PBS: 0,01 M Na,HPO, - 12 H;O; 0,1 M NaCl, pH 7,2

Protilatka IgY1 byla obdrZena ve formé roztoku. Zbyvajici protilatky, tedy IgY2, glgG
a hlgG byly obdrzeny ve formé lyofilizovaného prasku.

Do tfi mikrozkumavek bylo postupné odvazeny jednotlivé protilatky o ptiblizn€ stejné
hmotnosti a kazda byla rozpuSténa ve 2 ml PBS. Ze vzorku IgY1 byly do mikrozkumavky
pipetovany 2 ml roztoku, ktery byl centrifugovan 7 min pii 13000 RPM (Sanyo).
Supernatant byl 2x zfedén roztokem PBS. Protilatky byly dialyzovany za stdlého mirného

michéni (Laboratorni ptistroje Praha) po dobu tii dnli s kazdodenni vyménou PBS.
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3.4.1.1 Stanoveni koncentrace imunoglobulint spektrofotometricky
Protilatky byly centrifugovany 10 min pfi 13000 RPM (Sanyo). Ze supernatantu bylo
odebrano 50 pl a pipetovano do 2,5 ml PBS v kiemenné kyveté (fedéno 51x). Byla
zméfena absorbance pii 280 nm proti 2,5 ml PBS. Uvedeny postup byl aplikovan
na vSechny protilatky. Koncentrace imunoglobulini ve vzorku byla vypoctena podle

nasledujiciho vzorce:
¢ = Azgo- fr-
¢ — koncentrace vzorku [mg/ml]
Ajgo — absorbance pii 280 nm
figy — empiricky faktor pro IgY = 1,094
fi,G — empiricky faktor pro IgG = 1,360
n — fedéni vzorku

Veskery objem protilaitek a 30 ml PBS byly steriln¢ pipetovany do mikrozkumavek

a centrifugacnich tub a uchovany pfi teploté 4°C.

3.4.2 Pasazovani bunék A549 a jejich priprava k aplikaci protilatek
® pouczité roztoky:
0,05% trypsin-EDTA
10% (v/v) FTS
IMDM médium s 1% (v/v) obsahem PSG a 10% (v/v) obsahem FTS
Bunky z linie A549 jsou buiky lidského adenokarcinomu odvozené od alveolarnich
bunc¢k II. typu, které pii kultivaci tvoti konfluentni vrstvu na povrchu kultivacni nadobky.

Veskeré nize uvedené experimenty byly provedeny na oddéleni Klinické a transplantacni

imunologie v Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM).

Z kultivacni nadobky s bunikami bylo odlito staré médium a ptidano 5 ml roztoku
trypsin-EDTA pro odstranéni bun¢k z povrchu kultivacni lahve. Po péti minutach piisobeni

byl povrch lahve nékolikrat oplachnut stejnym roztokem pro zisk maximalniho poctu
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bunck. Do centrifugacni tuby byl pipetovan veskery objem suspenze v kultivacni lahvi
a 1 ml FTS pro zastaveni ti¢inku roztoku trypsin-EDTA. Roztok byl doplnén 10 ml IMDM
média a centrifugovan po dobu 5 min pii 1300 RPM (Hettich). Po odliti veskerého
supernatantu byla vznikla peleta resuspendovéna ve 25 ml IMDM média, bylo pfidano
2,5 ml FTS, suspenze byla promichdna a do kazdé jamky na 6-ti jamkové desticce byly
pipetovany 2 ml. Zbyly objem byl pipetovan do kultivaéni lahve o velikosti 25 cm?
pro dalsi kultivaci bunék. Tento postup byl proveden celkem ttikrat, bylo tedy piipraveno

18 jamek. Buiiky byly uchovany 2-3 dny pti 37°C v prostiedi 5% COs,.

3.4.3 Aplikace protilatek a sbér supernatant

® pouzité roztoky:
IMDM médium s 1% (v/v) obsahem PSG a 10% (v/v) obsahem FTS

LPS (vychozi koncentrace: 1 mg/ml, vysledna koncentrace ve smési: 1 mg/ml)

PBS: 0,01 M Na,HPO, - 12 H;O; 0,1 M NaCl, pH 7,2 (vysledna koncentrace ve smeési:
1 mg/ml)

roztoky protilatek (vysledna koncentrace ve smési: 1 mg/ml)
T'NF-a. (vychozi koncentrace: 100 ug/ml, vysledna koncentrace ve smési: 100 ug/ml )

Po uplynuti 2-3 dnli od piipravy bun€k (podle jejich stavu) byla mikroskopicky
prekontrolovana konfluentni vrstva buné€k. Jako pozitivni kontrola pro navozeni produkce
cytokini byl pouZit cytokin TNF-a a LPS. Jako negativni kontrola slouZilo IMDM médium
a PBS. Do kazdé ze sedmnicti jamek bylo pipetovano IMDM médium a piislusné
protilatky, stimulanty a PBS v takovém objemu, aby bylo dosaZeno jejich vhodné
koncentrace ke stimulaci. Celkovy objem smési v kazdé jamce byl 2 ml. Do osmnacté
jamky bylo pipetovano pouze IMDM médium. Bunky byly kultivovany po dobu 24 hod
v prostiedi ptislusnych protilatek, TNF-a, LPS, PBS nebo pouhého IMDM média. Poté
byly supernatanty pipetovany do mikrozkumavek a uchovény pii -18°C po dobu 8 dnt.
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3.4.4 Méfeni koncentrace cytokini metodou Luminex

e pouZzité roztoky:
mikrocastice LUH201 (pro IL-15) a LUH206 (pro IL-6)

roztoky ze soupravy Fluorokine MAP Human Base Kit A: 2 smési standardii, rozpoustédlo
pro mikrocastice, kalibracni rozpoustédlo, promyvaci roztok, rozpoustédio

pro biotinylovanou protilatku, roztok streptavidin-fykoerytrin (PE)

Metoda Luminex MAP (z angl. ,,multi analyte profilig” neboli analyza vice analytt)
umoznuje hromadnou analyzu né€kolika analytl, napt. cytokinti, najednou. Ptiprava vzorki
probihd v 96-jamkové desti€ce s membranou, kterd umoziluje promyvani vzorki pomoci
odsavani. Princip pfipravy vzorkll analyti a méfeni koncentrace cytokind je znazornén
na Obr. 5, str. 35. Zakladem méfeni jsou univerzalni mikroc¢astice, na jejichz povrch jsou
navazany specifické protilatky proti analytu, které po piidani vzorku selektivné vazi
pfislusny analyt. Po odmyti vSech nenavazanych mikroc¢astic se smés nechd reagovat
s biotinylovanou detek¢ni protilatkou, kterd se opét specificky vaze na ptislusny analyt.
Po dalSim promyti se ke smési pipetuje komplex streptavidin-fykoerytrin, ktery
se specificky vdze na detek¢ni protilatku. Po poslednim promyti je reakéni smeés
analyzovdna samotnym pfistrojem Luminex. Komplex mikrocastic se vzorkem protéka
tenkym kandlem, ktery je ozafovan dvéma lasery. Jeden laser detekuje intenzitu
fluorescence mikroc¢astic, ¢cimz urcuje typ stanovovaného analytu, druhy laser je specificky
pro fykoerytrin a méii intenzitu fluorescence fykoerytrinu, ktera je pfimo Umérna

koncentraci navazaného analytu.
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Obr. 5: Princip piipravy vzorkil analyti a méfeni koncentrace cytokini metodou
Luminex. Krok 1 — ke vzorku jsou pipetovany mikrocastice s protilatkou;
krok 2 — mikroc¢astice s protilatkou vazi pfislusny analyt, ke vzorku jsou pipetovany
mikroc¢astice s biotinylovanou detekéni protilatkou; krok 3 — biotinylovana detekcni
protilatka véaze pftislusny analyt, ke vzorku je pipetovan komplex streptavidin-PE;
krok 4: streptavidin v komplexu s PE vaZe biotin na biotinylované detekcni protilatce,
mikroc¢astice jsou analyzovdny dv€ma lasery pfistroje Luminex, které urcuji typ
a koncentraci ptisluSného analytu. Obrazek upraven a pievzat

z [http://www.rndsystems.com/product detail objectname fmap panels.aspx, 2011].

Nejprve byl pfipraven promyvaci roztok a kalibracni rozpoustédlo tedénim
v destilované vod€. Poté byly pfipraveny roztoky standardi fedénim v kalibratnim
rozpoustédle. Trojkovou fedici fadou bylo pfipraveno osm roztokii standardii o rtznych
koncentracich.  Mikro€astice s navazanymi protilatkami proti IL-1f a mikrocéstice
s protilatkami proti IL-6 byly nafedény rozpoustédlem pro mikrocastice. Do jamek
v 96-jamkové desticce byly pipetovany standardy v paralelnim provedeni a vzorky
supernatantll. Nasledovala inkubace s mikrocasticemi s navdzanymi protildtkami

proti IL-1B a IL-6 a po promyti promyvacim roztokem byly vzorky a standardy
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inkubovany s biotinylovanou protilatkou, ptedem nafedénou piislusnym rozpoustédlem.
Po dal§im promyti nésledovala inkubace s komplexem streptavidin-PE, ktery byl predem
nafedén promyvacim roztokem. Nasledovalo posledni promyti promyvacim roztokem
a samotné meéteni pristrojem Luminex. Nastaveni a méfeni byla provedena dle pfilozeného

navodu vyrobce. Podrobnéjsi popis piipravy roztoki je uveden v ptiloze.
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4 Vysledky

4.1 Aplikace protilatek a sbér supernatantu

Buniky nevytvoftily pfi prvni kultivaci pozadovanou konfluentni vrstvu, i pfesto vSak
byly vystaveny pusobeni protilatek (desticka ¢. 1). Pro zisk vérohodnych vysledkt byly
bunky kultivovany na dvou dalSich 6-ti jamkovych destickach (desticka €. 2 a 3) za Gcelem
vytvofeni konfluentni vrstvy bunék vhodné pro aplikaci protilatek v paralelnim provedeni.
Tabulka ¢. 1 uvadi schéma experimentalniho uspotfadani aplikace protilatek, stimulanta

a negativnich kontrol.

Tab. ¢ 1: Schéma experimentdlniho uspofadani aplikace protilatek, stimulanti

a negativnich kontrol

desticka €. 1 s-IgY1 s-glgG s-TNF-a
seminokonfluentni v. s-IgY2 s-hIgG s-PBS
desticka ¢. 2 kl-IgY1 k1-IgY2 k1-glgG
konfluentni vrstva k2-IgY1 k2-IgY?2 k2-glgG
desticka €. 3 k1-higG k-TNF-a k-PBS
konfluentni vrstva k2-hIgG k-LPS k-IMDM

s — vzorek protilatky na semikonfluentni vrstvé bunck
k1 — prvni vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bunék
k2 — druhy vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bunék

k — samostatny vzorek na konfluentni vrstvé bun¢k
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4.2 Méreni koncentrace cytokini metodou Luminex
Nasledujici grafy na Obr. 6 a Obr. 7 zndzornuji zévislost relativni FI
(z angl. ,,fluorescence intensity” neboli intenzita fluorescence) na koncentraci cytokina

IL-1P a IL-6. Grafy byly vytvofeny v programu Luminex 100 IS.

Kalibra¢ni zavislost intenzity fluorescence na koncentraci cytokinu IL-1
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Obr. 6: Graf kalibracni zavislosti FI na koncentraci cytokinu IL-13

Kalibra¢ni zavislost intenzity fluorescence na koncentraci cytokinu IL-6
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Obr. 7: Graf kalibracni zavislosti FI na koncentraci cytokinu IL-6

Nasledujici grafy na Obr. 8 a Obr. 9, str. 39, zndzoriuji zavislost produkovanych
cytokini IL-1B a IL-6 na typu puUsobici protilatky, resp. stimulantu. Data pouzita
k sestrojeni téchto grafli jsou uvedena v Tab. €. 2 v piiloze. Pro sestrojeni téchto grafi byly
pouzity pouze hodnoty koncentraci cytokini produkovanych builkami, které vytvoftily

konfluentni vrstvu, protoze pouze tato vrstva poskytla vérohodné vysledky.
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k1 — prvni vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bun¢k
k2 — druhy vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bun€k
Obr. 8: Graf zéavislosti koncentrace produkovaného cytokinu IL-1B na typu pulsobici
protilatky/stimulantu. Koncentrace latek ve vysledné smési: protilatky: 1 mg/ml;

LPS: 1 mg/ml; TNF-a: 100 pg/ml, PBS: 1 mg/ml.
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k1 — prvni vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bun¢k

k2 — druhy vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bun€k

k — samostatny vzorek na konfluentni vrstvé bunék

Obr. 9: Graf zavislosti koncentrace produkovaného cytokinu IL-6 na typu pusobici
protilatky/stimulantu. Koncentrace latek ve vysledné smési: protilatky: 1 mg/ml;

LPS: 1 mg/ml; TNF-a: 100 pg/ml, PBS: 1 mg/ml.

39




5 Diskuze

Cilem této prace bylo popsat mechanické bariéry plic, mechanismy plicni imunity,
prabeh zanétu na buiikach plicniho epitelu a prostudovat produkci cytokinti bunkami A549
lidského adenokarcinomu po jejich vystaveni savéim imunoglobulintim typu G a ptacim
imunoglobulinlim typu Y. Pro stanoveni imunogenicity uvedenych protilatek byly
proméfeny koncentrace zanétlivych cytokinti IL-1B a IL-6, protoze pravé tyto cytokiny
jsou jedny znejcastéji produkovanych latek pii plicnim zanétu a jejich koncentrace

je snadno méfitelna metodou Luminex.

Pti prvni kultivaci bunék A549 doslo k vytvofeni semikonfluentni vrstvy bunék. Druha
kultivace jiz vytvofila vrstvu konfluentni. Ob¢ vrstvy byly vystaveny plsobeni stimulant
TNF-o a LPS a vySe zminénym protilatkdm, a tak umoznily porovndni koncentraci
vyprodukovanych cytokinl pii rozdilnych vychozich podminkach. Semikonfluentni vrstva
produkovala oproti konfluentni vrstvé podstatné nizsi koncentrace cytokinii IL-1 a IL-6.
Tyto rozdily v koncentracich vznikly dasledkem vystaveni mensiho poctu bunék
protilatkdm a stimulantim, proto je semikonfluentni vrstva povazovana za méné
veérohodnou (napf. koncentrace IL-6 po pulsobeni glgG: semikonfluentni vrstva —
5,90 pg/ml; konfluentni vrstva, prvni vzorek protilatky z paralelni aplikace -

122,57 pg/ml).

Hladiny cytokinu IL-1PB poskytuji zajimava zjiSténi. Pisobeni IMDM média s PSG
a FTS a ptsobeni PBS nevyvolalo dle ocekavani produkci tohoto cytokinu. Stimulanty
TNF-a a LPS vsak produkci IL-1B nezpisobily. Cytokin IL-6 byl témito stimulanty
produkovan ve vysSich koncentracich (TNF-a: 129,29 pg/ml, LPS: 3,66 pg/ml). Lze tedy
tvrdit, Ze TNF-a a LPS nestimuluji buitky A549 k produkei IL-1p.

Produkce cytokinu IL-6 vyvolava nékolik otazek. Po aplikaci PBS a IMDM média
s PSG a FTS byla evidentni tvorba tohoto cytokinu, ze které Ize vyvodit bud’ imunogenni
vlastnosti uvedenych latek, nebo kontaminaci z prostfedi, kterd mohla indukovat produkci
IL-6. PBS poskytlo IL-6 o koncentraci 23,49 pg/ml, IMDM médium s PSG a FTS
indukovalo produkci IL-6 o koncentraci 21,03 pg/ml. Stimulanty TNF-a (129,29 pg/ml)
a LPS (3,66 pg/ml) poskytly urcité hodnoty koncentraci IL-6, nicméné¢ na zéklad¢ velkého
rozdilu hodnot miizeme tvrdit, Ze TNF-a je efektivnéjSim stimulantem. Koncentrace IL-6
vyvolané ptisobenim IgY1 (3,66 pg/ml a 7,69 pg/ml) a hIgG (0 pg/ml a 9,49 pg/ml) jsou
vzhledem k vysoké koncentraci IL-6 po piisobeni TNF-a (129,29 pg/ml) relativné nizké,
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muzeme tedy vyloucit imunogenicitu téchto protilatek. Koncentrace IgY2 (112,73 pg/ml
a 151,73 pg/ml) a glgG (122,57 pg/ml a 120,21 pg/ml) relativné koresponduji s vysokymi
koncentracemi TNF-o (129,29 pg/ml), a tak mizeme potvrdit imunogenicitu téchto

protilatek.

Vzijemnd odlisSnost v imunogenicit¢ jednotlivych slepi¢ich imunoglobulini typu Y
muze byt zpisobena nékolika faktory, napf. rozdilnym skupenstvim vychozich vzorki
(IgY1 — roztok; IgY2 — prések) nebo odlisnou pfipravou (IgY1 — kontrolni frakce
po gelové filtraci; IgY2 — lyofilizace). Vzajemnd odliSnost v imunogenicité savcCich
imunoglobulinti typu G muize byt zplsobena pivodem protilatky a typem bunck,
na kterych byla imunogenicita testovana. Bylo provedeno testovani imunogenicity lidskych
a kozich imunoglobulini typu G na lidskych buiikdch nadorové linie A549. Vzhledem
k tomu, Ze humanizované protilatky nevyvoldvaji zanétlivé reakce, nemély by ani lidské
protilatky, které byly pouzity v této praci, vykazovat imunogenicitu. Naproti tomu pouzité
kozi protilatky, pro lidské télo nepfirozené, zpiisobovaly zvySenou tvorbu zanétlivych

cytokint.

Vzhledem ke zvySené tvorbé cytokinli IL-1p a IL-6 mizeme usuzovat na prozanétlivé
vlastnosti kozich imunoglobulinti typu G. S pfihlédnutim k nizkym hladindm cytokint
IL-1B a IL-6 miZeme vyloucit imunogenicitu lidskych imunoglobulint typu G. Pro dalsi
upiesnéni prozanétlivych vlivil slepi¢ich imunoglobulinti typu Y by bylo v nésledujicich
experimentech vhodné zméfit hladiny dalSich zanétlivych cytokinti, napt. IL-18 metodou
ELISA, ptfipadné pouZzit TNF-a nejen jako stimulant, ale také jako cytokin znadici zanét

plic.
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6

Shrnuti

Byly prostudovany funkce mechanickych bariér plic, princip ptisobeni plicni imunity

a mechanismus zanétu na bunkéch plicniho epitelu.

Byla tspésné ptipravena konfluentni vrstva bunék A549 vhodna pro expozici lidskym
a kozim imunoglobuliniim typu G a slepi¢im imunoglobulinim typu Y.

Byla prokazana schopnost stimulanti TNF-a a LPS podnécovat buiiky nddorové linie
A549 k produkei cytokinu IL-6, nikoliv vSak IL-1p.

Byl pozorovéan zanétlivy vliv kozich imunoglobulini typu G a urcitych slepicich

imunoglobulinti typu Y na buniky A549 lidského adenokarcinomu.
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Priloha ¢. 1

Priprava vzorkd pro méreni koncentrace cytokinti metodou Luminex
V nasledujicich krocich byly pouzity chemikalie ze soupravy Fluorokine MultiAnalyte
Profiling Human Base Kit A a mikro¢astice LUH201 (pro IL-1p) a LUH206 (pro IL-6).

Piiprava promyvaciho roztoku a kalibra¢niho rozpoustédla

Pro ptipravu promyvaciho vzorku bylo smichdano 20 ml promyvaciho vzorku Wash
Buffer Concentrate a 480 ml destilované vody. Pro pfipravu kalibraéniho rozpoustédla

bylo smichano 20 ml Calibrator Diluent RDSK Concentrate a 20 ml destilované vody.

Piiprava standardu

Do lahvicek se standardy Standard Cocktail 1 a Standard Cocktail 2 bylo pfidano
po 0,95 ml pfipravené¢ho kalibracniho rozpoustédla Calibrator Diluent RD5K. Obsah

lahvicek byl michén na tfepacce po dobu 15 min.

Bylo pfipraveno 8 mikrozkumavek s ozna¢enim SO az S7. Do mikrozkumavky SO bylo
pipetovano 200 pul  kalibraénitho rozpoustédla  Calibrator Diluent RDSK.
Do mikrozkumavky S1 bylo pipetovano 300 pl kalibraéniho rozpoustédla Calibrator
Diluent RDSK, 100 pl standardu Standard Cocktail 1 a 100 pl standardu Standard
Cocktail 2. Do zkumavek S2 az S7 bylo pipetovano 200 pl kalibracniho rozpustédla
Calibrator Diluent RDS5K. Z mikrozkumavky S1 bylo pieneseno 100 pl roztoku
do mikrozkumavky S2 a vortexovano (IKA). Stejny postup byl opakovan
s mikrozkumavkou S2 az S6. Popfidani 100 pl roztoku =z mikrozkumavky S6

do mikrozkumavky S7 byl obsah mikrozkumavky S7 vortexovan (IKA).

Priprava mikrocastic

Dvé mikrozkumavky s obsahem mikrocéstic s navdzanymi protilatkami proti IL-18
aIL-6 (Microparticle Concentrate) byly centrifugovany po dobu 30 s pii 4000 RPM
(Eppendorf) a kratce vortexovany (IKA). Z kazdé¢ mikrozkumavky bylo odebrano 18 pl
roztoku a dohromady nafedéno 1800 pl fedicitho roztoku (Microparticle Diluent)

v priloZené lahvicce.



Ptriprava desti¢ky se standardy a vzorky

Pro ucely méteni koncentrace cytokini bylo vyuzito 34 jamek na 96-ti jamkové desticce
s membranou. Kazda jamka byla navlhcena 100 ul promyvaciho roztoku, ktery byl odsat
vakuovou pumpou. Do prvnich 16 jamek bylo pipetovano po 50 ul standarda v paralelnim
provedeni v potadi SO, S7-S1. Do dalSich 18 jamek bylo pipetovano po 50 ul jednotlivych

rozmrazenych vzorkil supernatantd.

Inkubace supernatantd s mikroc¢asticemi s navazanymi protilatkami proti IL-13 a IL-6

Ke standardim 1 vzorkim bylo pipetovano po 50 pl pfipravenych mikroc¢astic
s navazanymi protilatkami proti IL-1B a IL-6. Desticka byla ptikryta folii, zabalena
do alobalu a inkubovana na tfepacce po dobu 3 hod pii S00 RPM (Heidolph). Poté byla
folie odstranéna, roztok byl odsat pomoci vakuové pumpy a jamky byly tiikrat promyty
100 pul promyvaciho roztoku.

Piiprava a inkubace supernatantt s biotinylovanou protilatkou

Dvé mikrozkumavky s pfisluSnymi biotinylovanymi protilatkami (Biotin Antibody
Concentrate) byly centrifugovany po dobu 30 s pii 4000 RPM (Eppendorf) a kratce
vortexovany (IKA). Do 1800 pl fediciho roztoku Biotin Antibody Diluent bylo pipetovano
po 18 ul téchto biotinylovanych protilatek. Do kazdé jamky bylo pipetovano po 50 pl
nafedéné biotinylované protilatky, desticka byla pfikryta folii, zabalena do alobalu
a inkubovédna na tiepaéce po dobu 1 hod pti 500 RPM (Heidolph). Poté byla folie
odstranéna, roztok byl odsat pomoci vakuové pumpy a jamky byly tfikrat promyty 100 pl

promyvaciho roztoku.

Pfiprava a inkubace supernatanti s komplexem streptavidin-fykoerytrin

Mikrozkumavka s komplexem streptavidin-fykoerytrin byla centrifugovana po dobu
30 s pti 4000 RPM (Eppendorf) a kratce vortexovana (IKA). K 1800 pl promyvaciho
roztoku bylo pipetovano 18 pl komplexu streptavidin-fykoerytrin. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 50 pl nafedéného komplexu streptavidin-fykoerytrin, desticka byla pfikryta
folii, zabalena do alobalu a inkubovéna na tfepacce po dobu 30 min pii 500 RPM
(Heidolph). Poté byla folie odstranéna, roztok byl odsat pomoci vakuové pumpy a jamky
byly ttikrat promyty 100 pl promyvaciho roztoku.



Zavérecnd uprava vzorku

K vytvofenym komplexiim bylo pipetovano po 100 pl promyvaciho roztoku a komplexy
byly resuspendovany na tiepacce po dobu 2 min pii 500 RPM (Heidolph). Vzorky byly
pipetovany na méfici desticku, ktera byla soucésti vybaveni pfistroje Luminex. Pfistroj byl
pro méfeni koncentrace cytokinti IL-1B a IL-6 nastaven dle navodu. Byly prométfeny

koncentrace cytokinti IL-1 a IL-6.



Priloha €. 2

Tab. €. 2: Koncentrace cytokinii IL-1 a IL-6 po vystaveni bunck A549 protildtkdm a

stimulantim
protilatka/stimulant | koncentrace IL-1P [pg/ml] | koncentrace IL-6 [pg/ml]
s-IgY'l 0 1,49
s-IgY2 1,21 7,23
s-glgG 1,21 5,90
s-higG 0,28 1,00
s-TNF-a 0 54,75
s-PBS 0 3,40
kl-IgY1 0,28 3,66
k2-IgY1 0,28 7,69
k1-IgY?2 1,66 112,73
k2-IgY?2 2,31 151,73
k1-glgG 1,88 122,57
k2-glgG 1,66 120,21
k1-hlgG 0,28 0
k2-hIgG 0,28 9,49
k-TNF-a 0 129,29
k-LPS 0 3,66
k-PBS 0 23,49
k-IMDM 0 21,03

s — vzorek protilatky na semikonfluentni vrstvé bunck

k1 — prvni vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bunék

k2 — druhy vzorek protilatky z paralelni aplikace na konfluentni vrstvé bunék

k — samostatny vzorek na konfluentni vrstvé bun¢k

Od hodnot koncentraci cytokinii produkovanych po pusobeni protilatek, TNF-a a LPS byly
odeCteny hodnoty koncentraci pfisluSnych cytokinii produkovanych po ptisobeni PBS,
jelikoz protilatky a uvedené stimulanty byly v PBS fedény. Data uvedena v Tab. €. 2 jsou

vysledkem tohoto odecteni.



Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence

vypujcovateld.

Jméno a piijmeni
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