CesKky abstrakt

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE) je uznavana jako mysi model
lidského autoimunitniho onemocnéni roztrousené sklerézy. Mysi EAE je aktivné
indukovana imunizaci vhodnym myelinovym antigenem. Po imunizaci dochazi
k akumulaci CD4+ pomocnych T lymfocyti v centralni nervové tkani, které produkci
svych cytokini zprostredkovavaji zanétlivou reakci vedouci k destrukci myelinu.

Hlavnim cilem této prace bylo navozeni EAE s klinicky pozorovatelnymi priznaky a
sledovani zmén v poctech a zméné fenotypu bunék, predevsim NK bunék a T lymfocyti.
DalSim cilem bylo pouziti 1é¢iva s ohledem na zlepSeni priibéhu choroby a vlivu na
imunitni odpovédi.

Pro ucel diplomové prace byly nejprve pouZity dva inbredni kmeny mysi lisici se
polymorfizmem v rodiné NKR-P1 receptorti na NK burikach. U SJL/] mysi je protilatkou
anti-NK1.1 (PK136) detekovana inhibi¢ni NKR-P1B a u C57BL/6 aktivacni NKR-P1C
izoforma receptoru.

U SJL mysi byla pozorovana stridavé recidivujici encefalomyelitida a u C57BL/6
chronicka forma EAE. U obou kmenii mysi byly detekovany zmény v poctu NK bunék i v
expresi jejich receptorii NKR-P1 a NKG2D. Terapie C57BL/6 mysi IFN-B ovlivnila
predevsim NK bunky a jejich cytotoxickou aktivitu. Zaznamenali jsme jejich zvysSeny
podil v krvi i sleziné, nartist exprese NKG2D na krevnich NK buikach a sniZzeni syntézy

cytokini TNF-q«, IFN-y i IL-10.



Anglicky abstrakt

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is widely accepted as a murine
model of human multiple sclerosis autoimmune disease. Murine EAE is usually actively
induced by immunization with a suitable myelin antigen. Following immunization, CD4+
T helper lymphocytes accumulate in the nervous tissue and via the production of
cytokines they mediate an inflammatory reaction and the subsequent destruction of
myelin.

The main goal of this study was the induction of EAE with clinically observable
symptoms and the observation of changes in the counts and phenotypes of cells, mainly
NK and T cells. Another goal was the use of medication with regard to the disease
progress improvement.

For the purposes of this study, two inbred murine strains with distinct NKR-P1
surface expression were used - the SJL/] strain (expressing inhibitory NKR-P1B) and
C57BL/6 (expressing activating NKR-P1C).

SJL mice elicited a relapse-remitting EAE, while C57BL/6 had chronic EAE
progression. Both murine strains exerted changes in the counts of NK cells and in the
expression of their NKR-P1 and NKG2D receptors. The I[FN-[3 treatment of C57BL/6 mice
influenced preferentially the NK cells and their cytolytic activity and upregulated their
distribution in blood and spleen. NKG2D expression was increased on blood NK cells

only, the production of TNF-a, IFN-y and IL-10 was decreased.



1. Vysledky

1.1. Klinicky prabéh a imunologicky profil aktivné indukované EAE
u SJL mysi

1.1.1. Klinické parametry

Patnact SJL/] mySi bylo imunizovano peptidem proteolipidového proteinu PLP 139.151
ve smési s CFA. Pertusovy toxin aplikovan nebyl. Jedna my$ uhynula treti den po
imunizaci, u 8 mys$i byla pozorovana stridavé-recidivujici forma EAE. Mysi byly
pravidelné pozorovany a priznaky odecitany podle jejich zavaznosti. Na obrazku 10a je
vyneseno Kklinické skore nemoci. Zavaznost klinickych piiznaki v pribéhu EAE byla
zaznamenavana u jednotlivych mysi. V ¢asti obrazku 10a je znazornéna vypoctena
primérna hodnota ze souctu vSech stupii zavaznosti v dany den délenym poctem mysi,
u kterych byly priznaky patrné. Hodnoty na ose x odpovidaji dntim, ve kterych doslo ke
zménam, a osa y odpovida primérné hodnoté piiznaki u skupiny mysi. Jiz 13. den byla u
4 mysi patrna kolébava chiize a atonicky ocas. Poté se dostaly do remisni faze a naopak
25. den byla u jedné mysSi pozorovana paralyza zadnich koncetin, tedy skére nemoci na
ose y odpovida hodnoté tri. Pokles skore nemoci do Ctytricatého dne odpovida dalsi
remisni fazi. Pfed 50. dnem po indukci EAE se piiznaky znovu objevily u 2 a postupné u
dalSich Sesti mySi z celkovych Ctrnacti. Podil mysi, u kterych se projevily motorické
poruchy, je vynesen na obrazku 10b. Osa x znaci dny po indukci EAE a osa y znazornuje

pocet mysi v procentech z celkovych 14, u kterych byly patrné priznaky.
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Obrazek 1: Pribéh EAE u mysi kmene S]L: (a) klinické skore projevi nemoci, (b) podil mysi
ve skupiné (n=14) s priznaky nemoci.

1.1.2. Zastoupeni NKp46+ CD3- NK bunék v periferni krvi SJL mysi v pribéhu
EAE. Exprese receptorii NKR-P1B a NKG2D.

Na obrazku 11a jsou znazornény zmény v poctu NK bunék v periferni krvi v priibéhu
EAE. Po indukci EAE jejich pocet z plivodnich 2,1% klesl témér na polovinu a po cely
pribéh nemoci byl statisticky vyznamné redukovan. Vysledek ANOVA testu prokazal, Ze
zmény jsou signifikantni pouze v porovnani imunizovanych mysi se zdravou kontrolou
(2. tyden: p=0,0071; 6. tyden: p=0,036; 9. tyden: p=0,022). Exprese receptoru NKR-P1B
(obr. 11b), byla v celém priibéhu EAE sniZena, nejvyraznéji v Sestém tydnu nemoci, kdy
byl detekovdn pouze na 32,4% NK bunék. Toto sniZeni inhibi¢niho receptoru
pravdépodobné odpovida zvySené aktivaci NK bunék, které se podili na remisi
onemocnéni, jezZ byla pozorovana pravé v Sestém tydnu (obr. 10). V tabulce ¢. 5 jsou
shrnuty statisticky signifikantni rozdily v expresi NK1.1 (NKR-P1B) mezi jednotlivymi
tydny pomoci ANOVA testu. Vzestup exprese aktivacniho receptoru NKG2D (obr. 11c) je
vyrazny pri klinickém nastupu nemoci 2. a 9. tyden. Naopak vyznamny pokles exprese
NKG2D byl pozorovan v Sestém tydnu pri remisi EAE. U NK bunék pravdépodobné
prevazovala regula¢ni funkce. Tabulka ¢. 6 sumarizuje statisticky vyznamné rozdily

v expresi NKG2D.
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Obrazek 2: Zastoupeni NK bunék v krvi SJL. mysi (a). Exprese inhibicniho NKR-P1B (b)
receptoru a aktivacniho receptoru NKG2D (c) na téchto bunkach. Statisticky vyznamné hodnoty
ANOVA testu EAE pozitivnich mysi ve 2., 6. a 9. tydnu vic¢i zdravym mySim jsou oznaceny
hvézdi¢kou (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). Cerné sloupce znaéi subpopulace bunék
u zdravych a oranZové u imunizovanych mysi.
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Tabulka 1: ANOVA test exprese NKR-P1B na NK buiikach.
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Tabulka 2: ANOVA test exprese NKG2D na NK bunkach.



1.1.3. Relativni zastoupeni NKp46- CD3+ T bunék nesoucich znak CD4 nebo CD8
v periferni krvi SJL mySi v pribéhu EAE.

Obrazek €. 12 znazornuje zastoupeni CD4+ a CD8+ T lymfocyti v periferni krvi mysi v
pribéhu EAE. Ve druhém tydnu nemoci vyznamné stoupl pocet CD3+/CD8+
cytotoxickych lymfocytli, zatimco CD3+/CD4+ pomocné bunky vyrazné poklesly.
Pri¢inou muZze byt presun CD8+ CTL do centralni nervové tkanég, zatimco CD4+ buriky jiz
v CNS jsou. Sesty tyden pti remisi nemoci byla hodnota obou populaci vyrazné nizka,

ovSem pri recidivé onemocnéni stoupala.
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Obrazek 3: Zmény v zastoupeni subpopulaci CD4 a CD8 zCD3+ NKp46- T lymfocytl
v periferni Krvi.

1.2. Klinicky priibéh a imunologicky profil aktivné indukované EAE
u C57BL/6 mysi

1.2.1. Klinické parametry

Patnact mysi kmene C57BL/6 byloimunizovdno peptidem myelinového
oligodendrocytarniho glykoproteinu MOG 35-55 ve smési s CFA. Pertusovy toxin byl
aplikovan ve tiech davkach, 0, 24 a 48 hod. U 9 mysi byla pozorovana chronicka forma
EAE. Mysi byly pravidelné pozorovany a priznaky odecitany podle jejich zavaZnosti.

Klinické skére nemoci (obr. 13a) i podil mysi s pozorovatelnymi piiznaky v dany den
(obr. 13b) byl odecitan stejnym zplisobem jako u SJL mysi (obr. 10). Hodnoty na osach x

odpovidaji dnlim, kdy byly u mysi pozorovany zmény Kklinickych parametrli; osa y



odpovida primérné hodnoté piiznakil u celé skupiny mysi (obr. 13a) respektive poctu
mysi s priznaky v procentech (obr. 13b).

Sestnacty den byly u 7 mysi pozorovany klinické piiznaky stupné dva (kolébava
chlize) a tri (paralyza zadnich koncetin). Chronicky raz nemoci podporuje také zvySeni
poctu nemocnych mysi na 9 z 15. Mysi trpély ¢aste¢nym ochrnutim zadnich koncetin bez

zlepsSeni klinickych projevii nemoci.

(a)

klinické skoére

0 I I ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
dny po indukci

(b)  go-
70+
604
50+
40
30
201
104
o—TT—T—T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
dny po indukci

$i s pFiznaky

mys$i s pfizna

%

Obrazek 4: (a) Klinické skoére znazornuje chronickou formu EAE u C57BL/6 mysi, prvni
ptiznaky se projevily 10 den. (b) Podil mysi ve skupiné (n=15) s pozorovatelnymi piiznaky
v dany den.



1.2.2. Relativni zastoupeni NKp46+ CD3- NK bunék v periferni krvi C57BL/6
mysi v priibéhu EAE. Exprese receptori NKR-P1C a NKG2D.

Na obrazku 14a jsou zndzornény zmeény v zastoupeni NK bunék periferni krve
v priibéhu EAE. Druhy tyden po indukci EAE jejich pocet z pivodnich 3,7% vyznamné
klesl (ANOVA p=0,002) s nastupem Kklinickych priznakt EAE, ale v 6. a 9. tydnu vzrostl
témér k ptivodni hodnoté. Obrazek 14b ukazuje zmény v expresi aktivacniho receptoru
NKR-P1C na NK bunkach. NK buniky zdravych mysi nesly tento receptor z 98%, zatimco
v pribéhu EAE jejich pocet klesl azZ na 88,9%. Zmény jsou statisticky vyznamné nejen
mezi zdravou kontrolou a imunizovanymi mySmi., ale i ve srovnani s druhym tydnem,
jak je uvedeno v tabulce ¢. 7 s vysledky testu ANOVA,. Exprese aktivacniho receptoru
NKG2D (obr. 14c) ve druhém tydnu EAE na NK burikach statisticky vyznamné klesla a
poté se zvolna zvySovala v chronické fazi EAE. Tabulka €. 8 uvadi signifikantni rozdily

v expresi NKG2D NK burikami vypocitané testem ANOVA.
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Obrazek 5: (a) U zastoupeni NK bunék v periferni krvi C57BL/6 mysi byl statisticky
vyznamny pokles zaznamenan pouze 2. tyden (p=0,002) po imunizaci. (b) Exprese aktivacniho
receptoru NKR-P1C na NK butikach C57BL/6 mysi. (c)Exprese NKG2D na NK butikach.
Statisticky vyznamné hodnoty ANOVA testu EAE pozitivnich vii¢i zdravym mysSim mensi nebo
rovny 0,05 jsou oznaceny hvézdickou (* =p < 0,05; *=p <0,01; ** =p < 0,001). Cerné sloupce
znaci subpopulace bunék u zdravych a modré u imunizovanych mysi.
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Tabulka 3: ANOVA test exprese NKR-P1C na NK bunkach v priibéhu EAE.

Bonferroni's Test Summary
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Tabulka 8: ANOVA test exprese NKG2D na NK bunkach v priibéhu EAE.

1.2.3. Relativni zastoupeni NKp46- CD3+ T bunék nesoucich znak CD4 nebo CD8
v periferni krvi C57BL/6 mysi v priibéhu EAE.

Obrazek 15 znazornuje zastoupeni CD4+ a CD8+ T lymfocytt v periferni ktvi C57BL/6
mysi. Pocet obou populaci po indukci EAE je témér na stejnych hodnotach. Pokles je
patrny ve druhém tydnu, kdy lymfocyty pravdépodobné prostoupily do CNS. Jejich
zastoupeni v Kkrvi s progresi nemoci roste a pretrvava, alesponi u CD8+ bunék, na

hodnoté jako u zdravych mysi. Pomocné CD4+ lymfocyty jsou sniZeny v celém priibéhu.
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Obrazek 6: Zmény v zastoupeni subpopulaci T lymfocytd v krvi u C57BL/6 mysi.

1.3. Porovnani imunologickych zmén ve sleziné a periferni krvi u

C57BL/6 mysi 7. a 14. den po aktivni indukci EAE

1.3.1. Imunitni odpovéd 7. den po indukci EAE

K imunizaci MOGss.ss5 (viz odst. 4.1.1.) bylo pouZito 10 samic C57BL/6 a 5 samic bylo
ponechano kontrolnich. Tento kmen byl pouZzit z dtivodu chronického priibéhu nemoci a

takeé expresi aktivacni izoformy NKR-P1 receptoru (NKR-P1C) na NK bunkach.

1.3.1.1.  Relativni zastoupeni NK bunék 7. den po indukci EAE a exprese
aktivacnich receptorit NKR-P1C a NKG2D na téchto burikdch

Obrazek ¢. 16a znazornuje zmeény v podilu NK bunék. Jejich pocet vKkrvi klesl
z puvodnich 3,7% na 2,9%, ve slezinach priblizné o 0,5% z ptivodnich 4,8%. Pocet NK
bunék, které nesly aktivacni receptor NKR-P1C (obr. 16b) se sniZil v krvi i ve slezinach,
kde toto sniZeni bylo statisticky vyznamné (p = 0,025). Exprese aktivacniho receptoru
NKG2D (obr. 16c¢) statisticky vyznamné poklesla na krevnich (p < 0,0001) i slezinnych
NK buiikdch (p < 0,0001). Pokles exprese téchto receptorti na NK buiikdch 7. den po

indukci EAE implikuje jejich moZny presun do mista zanétu.
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Obrazek 7: Zastoupeni perifernich a slezinnych NK bunék C57BL/6 (a) 7. den po indukci EAE.
Exprese NKRP1a (b) a NKG2D (c) aktiva¢nich receptor@i na téchto NK burikach. Cerné sloupce
znazornuji zastoupeni NK bunék, expresi NKR-P1C a NKG2D na téchto burikach zdravych mysi;
bilé sloupce NK buiniky EAE mysi v krvi i sleziné, oranzové expresi NKR-P1C a modré expresi
NKG2D na NK bunkach imunizovanych mysi.

1.3.1.2.  Cytotoxicka aktivita SMC bunék 7. den po indukci EAE

Pro ovéreni cytolytické efektorové aktivity byl pouzit test bunécné cytotoxicity proti
radioaktivné znacenym nadorovym buiikdm linie YAC-1. Efektorové bunky zptlisobuji
lyzi cilovych bunék, jejimZ vysledkem je uvolnéni radioaktivniho >1Cr do supernatantu,
které se kvantitativné stanovuje.

Obrazek ¢. 17 zobrazuje zménu cytotoxicity NK a cytotoxickych T (CTL - cytotoxic T
lymphocyte) bunék 7. den po indukci EAE. Bunikky imunizovanych mysi mély po 18ti
hodinach inkubace s cilovymi burikami signifikantné vyssi cytotoxickou aktivitu. Toto
bylo patrné v obou fredénich efektorovych (E) a cilovych (T; target) bunék 64:1 (p
=0,006) i 32:1 (p <0,0001), které je vyneseno na ose x. Osa y odpovida % cytotoxicity
efektorovych bunék. Toto zvySeni mize byt pravdépodobné dano reakci na CFA, jenz je

obecnym stimulatorem zanétu.
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Obrazek 8: Cytotoxicka aktivita splenocyti u EAE indukovanych mysi je statisticky
vyznamné vyssi, nez u zdravych kontrolnich mysi (p = 0,006; p < 0,0001). Jednotlivé sloupce
znazornujii pomér efektorovych k cilovym buntkkdm E:T = 64:1 (oranZové), E:T = 32:1 (modré).
Oba pruhované sloupce znazornuji hodnoty cytotoxicity splenocytd imunizovanych bunék.

1.3.1.3.  Relativni zastoupeni CD4+ a CD8+ T lymfocytii a exprese NKR-P1 a NKG2D
na téchto burikdch, 7. den po indukci EAE

Obrazek 18a znazornuje zastoupeni CD4+ T lymfocyt{, jejichz pocet v krvi zdravych
mySi byl 66,8% a u imunizovanych mysi statisticky vyznamné klesl (p<0,0001) na
61,6%. Zastoupeni CD4+ T lymfocytl ve slezinach vzrostl o 0,3% na hodnotu 67,4%.
Zastoupeni téchto bunék nesoucich NKR-P1C receptor (obr. 18b) roste u EAE
pozitivnich mysi vkrvi (p < 0,0001) a klesa ve sleziné (p = 0,009). Obrazek 18c
znazoriuje expresi molekuly NKG2D na CD4+ T bunkach, kterd nebyla vyznamné
ovlivnéna. Zastoupeni CD8+ T lymfocytl (obr. 18d) v krvi imunizovanych mysi se
statisticky vyznamné zvySuje (p < 0,001) na 34,4%, zatimco u zdravych mysi bylo v krvi
detekovano 30% CD4+ lymfocytli. Exprese NKR-P1C (obr. 18e) na téchto burkach v krvi
vyznamné klesla ze 2,6% na 1,5% (p < 0,0001), zatimco ve sleziné se vyrazné nezménila.
Hladina CD8+ T bunék s nizkou expresi aktivacniho receptoru NKG2D (obr. 18f) v krvi
se signifikantné sniZuje (p = 0,002) na polovi¢ni hodnotu oproti zdravym kontrolam,
které mély 1,4% téchto lymfocytd. Naopak zastoupeni téchto CD8+ bunék nesoucich

NKG2D ve sleziné je u imunizovanych mysi nepatrné vyssi.
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Obrazek 9: Zastoupeni CD4+ (a) a CD8+ (d) subpopulaci T lymfocytti v krvi a sleziné zdravych a
EAE pozitivnich mysi. (b) a (e) znazornuji expresi NKRP1C na téchto subpopulacich, zatimco (c)
a (f) znazornuji expresi NKG2D. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kou (* = p <
0,05; * = p < 0,01; *** = p < 0,001). OranZovo - cerné grafy na obrazku 18 prezentuji
subpopulace CD4+ bunék, modro - ¢erné grafy subpopulace CD8+ bunék. Sloupce beze vzoru
odpovidaji zdravym, sloupce s kostickovym vzorem odpovidaji imunizovanym mysim.

1.3.1.4.  Syntéza cytokinii IFN-y, TNF-a, IL-10 subpopulacemi NK a T lymfocytii, 7.
den po indukci EAE

[zolované mononuklearni bunky ze slezin byly stimulovany PMA v kombinaci

sionomycinem k produkci cytokinii. Aby nedoSlo k extraceldrnimu uvolenéni byla

pridana reagencie Brefeldin A. Buiiky byly naneseny na 96ti - jamkovou desti¢ku, od

kazdého vzorku dvé jamky. Do jedné byly pridany stimulanty, druha ztistala kontrolni

pro spontanni produkci cytokinl. Brefeldin A byl pridan ke vSem vzorkim. Sledovany



v

byly prozanétlivé cytokiny IFN-y a TNF-a a protizanétlivy IL-10. Produkce cytokinti NK
burnkami i obéma populacemi T lymfocytl (CD4+, CD8+) je zndzornéna na obr. 19.

Produkce IFN-y NK buritkami (obrazek 19a) imunizovanych mysi (7,3%) byla vyrazné
nizsi (pema = 0,014) nez zdravych mysi, u nichz dosahovala hodnoty 10,4%. Toto sniZeni
je vyraznéjsi aZ po stimulaci bunék PMA + Ionomycin. Naopak produkce TNF-a NK
bunikami (obr. 19d) imunizovanych mysi je vyssi, u stimulovanych bunék (7%)
statisticky vyznamné vyssi (pema = 0,034) oproti 5,5% u bunék zdravych mysi. IL-10
(obr. 19g) byl NK buiikami produkovan slabé, u bunék EAE indukovanych mysi byla
produkce sniZena o 0,4% v porovnani s NK bunikkami zdravych mysi (1,7%), ale zména
nebyla statisticky signifikantni.

Produkce IFN-y u CD4+ T lymfocyti (obr. 19b) je signifikantné niz$i u imunizovanych
mySi po stimulaci PMA (pema = 0,003), zatimco hladina TNF-a (obr. 19e) byla u
stimulovanych lymfocyti EAE mysi vyrazané vyssi (pema < 0,0001). Produkce
byla signifikantné sniZena (ppma=0,006). Tyto vysledky potvrzuji, Ze CD4+ lymfocyty
v Casné fazi EAE vyznamné podporuji zanét.

Produkce prozanétlivych cytokinti IFN-y (obr. 19c¢) i TNF-a (obr. 19f) CD8+ T
lymfocyty ma priblizné stejny priibéh jako u CD4+ T lymfocytd, tj. sniZena syntéza IFN-y
a IL-10 a zvySeni TNF-a. Produkce IL-10 (obr. 19i) témito bunikami po stimulaci PMA +
Ionomycin je vyssi v porovnani s CD4+ i NK bunkami. I zde doslo k poklesu produkce
tohoto cytokinu v pripadé imunizovanych mysi, nebylo vSak statisticky vyznamné

z dlivodu vétsich rozptylli hodnot mezi jednotlivymi zviraty ve skupiné.
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Obrazek 10: Detekce cytokinti ve sleziné C57BL/6 mysi. IFNy (a, b, ¢), TNFa (d, e, f) aIL-10 (g, h,
i) u NK (a, d, g) bun&k, CD4+ (b, e, h) a CD8+ (c, f, i) T lymfocytd. Cerné sloupce reprezentuji
zdravé mysi, bilé skupinu 7. den po indukci EAE.

1.3.2. Imunitni odpovéd’ 14. den po indukci EAE

K pokusu bylo pouZito 5 zdravych kontrolnich mysi kmene C57BL/6 a 10 mysi,
kterym byl aplikovdn MOGss.s5 s PTX (viz vySe). Dvé mysSi do tii dnli uhynuly po
vyrazném vahovém ubytku (patrné velkym zatiZenim organismu pouzitymi antigeny). U
Zadné mysi nebyly pozorovany klinické priznaky EAE (na rozdil od predchoziho
pokusu), presto byly zaznamendny zmény ve fenotypu vybranych populaci imunitnich

bunék.

1.3.2.1. Relativni zastoupeni NK bunék 14. den po indukci EAE a exprese
aktivacnich receptorii NKR-P1C a NKG2D na téchto burikdch

Obrazek 20a znazornuje zastoupeni NK bunék v krvi a slezindch mysi 14. den po

indukuci EAE. Jejich pocet v krvi imunizovanych mysi (4,1%) byl signifikantné zvySen (p

= 0,003) oproti 2,6% u zdravych kontrol, zastoupeni NKp46+ NK bunék ve slezinach

nemocnych mysi nebylo vyznamné odliSné. PoCet NK bunék nesoucich NKR-P1C

receptor (obr. 20b) se vyrazné nezmeénil ani v krvi ani ve slezindch. Obdobné se prilis



nelisil pocet NK bunék s expresi NKG2D (obr. 20c) ve slezinach obou skupin mysi
(zdravé 42,6%, EAE 42,3%), ovSem v krvi byl patrny statisticky vyznamny pokles (p =
0,03) u EAE indukovanych mysi, zdravé mysi mély o 15% vice téchto NKG2D+ NK bunék.
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Obrazek 11: Zastoupeni perifernich a slezinnych NK bunék (a) 14. den po indukci EAE. Exprese
NKRP1a (b) a NKG2D (c) aktivaénich receptorii na téchto NK burikach. Cerné sloupce znazortiuji
zastoupeni NK bunék, expresi NKR-P1C a NKG2D na téchto bunkach zdravych mysi; bilé sloupce
NK bunky EAE indukovanych mysi v krvi i slezing, oranzové expresi NKR-P1C a modré expresi
NKG2D na NK bunikach imunizovanych mysi.

Pro ovéreni zmény funkcni aktivity NK bunék vyvolané odliSnou expresi aktiva¢nich

receptorti NKR-P1C a NKG2D byl opét proveden cytotoxicky test.

1.3.2.2.  Cytotoxicka aktivita NK bunék 14. den po indukci EAE

Obrazek ¢. 21 znazornuje zménu cytotoxicity NK bunék 14. den po indukci EAE.
Bunky imunizovanych mys$i mély po 18 hodinach inkubace s cilovymi burikami
signifikantné vysSsi cytotoxickou aktivitu, a sice v obou redénich efektorovych (E) a
cilovych (T) bunék (64:1, p = 0,035; 32:1, p = 0,0047), které je vyneseno na ose x. Osa y
odpovida % cytotoxicity efektorovych bunék.
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Obrazek 12: Cytotoxicka aktivita splenocyti u EAE indukovanych mysi je statisticky
vyznamné vyssi, nez u zdravych kontrolnich mysi (p = 0,035; p = 0,0047). Jendotlivé sloupce
znazornuji pomér efektorovych a cilovych bunék E:T=64:1 (oranzové), ¢i E:T=32:1 (modré). Oba
pruhované sloupce znazornuji hodnoty cytotoxicity splenocytd imunizovanych mysi.

1.3.2.3.  Relativni zastoupeni CD4+ a CD8+ T lymfocytii a exprese NKR-P1C a
NKG2D receptorii na téchto burikdach 14. den po indukci EAE

Obrazek 22a znazornuje zastoupeni CD4+ T lymfocytd, jejichZ pocet ve sleziné EAE+
mysi statisticky vyznamné stoupa (p = 0,023). Exprese NKR-P1 receptoru (obr. 22b) na
téchto bunikkach neni u EAE indukovanych mysi vyznamné odlisSnga, stejné jako exprese
receptoru NKD2G (obr. 22c). Zastoupeni CD8+ T lymfocytl v krvi i sleziné (obr. 22d)
statisticky vyznamné klesa (p = 0,004; p = 0,0008), narozdil od exprese NKR-P1 (obr.
22e) na téchto bunkach (p = 0,039; p = 0,002). Exprese NKG2D u CD8+ T bunék (obr.
22f) v krvi stoupa taktéz, signifikantné vSak pouze na bunikach sleziny (p = 0,003).
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Obrazek 13: Zastoupeni CD4+ (a) a CD8+ (d) T lymfocytl a exprese receptorti NKR-P1C (b, €) a
NKG2D (c, f) na téchto buiikdch v periferni krvi a slezinach zdravych a EAE pozitivnich mysi.
Sloupce s vyplni beze vzorl znaci zastoupeni NK bunék resp. NKR-P1C a NKG2D na téchto
bunikach u zdravych mysi, sloupce se Srafovanou vyplni stejné parametry u imunizovanych mysi.
Grafy na obrazku 22 s oranzovo - ¢ernou kombinaci znazornuji podil CD4+ T lymfocyti a expresi
obou receptord, grafy modro - Cerné ukazuji zastoupeni CD8+ T lymfocytli a expresi obou
receptori na téchto bunkach.

1.4. Vliv interferonu § na imunitni odpovéd u C57BL/6 mysi po

aktivni indukci EAE

U kontrolnich mySi, u kterych byla indukovana EAE a kterym byl misto IFN-f8
aplikovan PBS, nebyly pozorovany klinické piiznaky. Z tohoto dlivodu nelze presné fici,
zda u léc¢enych mysi IFN-B doslo k potlaceni Kklinickych projevi pravé z divodu 1écby.

Piesto byly pozorovany zmény ve fenotypu a funkci NK bunék.



1.4.1. Relativni zastoupeni NK bunék a exprese receptorti NKR-P1C a NKG2D

Obrazek 23a znazornuje vliv IFN-f3 na zastoupeni NK bunék ve slezinach, kdy 21. den
se jejich zastoupeni (2. den po aplikaci 1é¢iva) nezménilo. Treti den po aplikaci IFN-f3
(28. den na obrazku) se jejich podil v krvi vyznamné zvysil (p = 0,0046). ZvySeny byl i u
lé¢enych mysi 10. den po aplikaci 1éciva (p = 0,044). V krvi l1é¢enych mysi (obr. 23d) byl
treti den po aplikaci IFN-f (28. den) podil NK bunék signifikantné vyssi (p = 0,0095) neZ
u nelécenych. V poslednim intervalu (35. den) je zastoupeni NK bunék u 1é¢enych mysi
nizsi (3%), zatimco u kontrolnich bylo 3,7%. Presto, Ze pokles neni statisticky
signifikantni, by dlivodem tohoto poklesu mohla byt do¢asna deplece po jejich predchozi
proliferaci zptisobené IFN-(, ¢i jejich migrace do mista zanétu. Podil NK bunék s vysokou
expresi NKR-P1C ma obdobné hodnoty ve slezinach (obr. 23b) i v krvi (obr. 23e) po
celou sledovanou dobu. Po druhé davce 1é¢iva jejich hladina nepatrné klesla, priblizné o
2%, zatimco 28. den i 35. den je jejich hladina vyssi nez u zdravych mysi, a sice ve sleziné
28. den signifikantné (p = 0,028). Hladina NK bunék s nizkou expresi NKG2D receptoru
ve slezinach (obr. 23c) 1éCenych mysi je 21. den o 1,2% vySsi nez u mysi kontrolnich
(5,6%). Ve zbyvajicich intervalech je ovSem hladina téchto bunék u lé¢enych mysi niZsi,
35. den signifikantné (p = 0,037). U kontrolni skupiny byl zaznamendn vétsi rozptyl
hodnot mezi jednotlivymi zvitraty. Zastoupeni NKG2D exprimujicich NK bunék v krvi
(obr. 23f) 1éCenych mysi je ve vSech intervalech zvySené, statisticky vyznamné je 21. den
(p = 0,043) a 28. den (p = 0,044). Podil NKG2D nesoucich NK bunék v krvi u nelécenych
mysi v priibéhu téchto tii tydnt byl v rozmezi 6,2-6,4%, ale u 1éCenych mysi v priibéhu

Casu lé¢by klesal: 21. den (10,7%), 28. den (9,7%) a 35. den (8,6%).
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Obrazek 14: Vliv IFN-$ na relativni zastoupeni NK bunék (a, d) a expresi receptori NK1.1
(NKR-P1C) (b, e) a NKG2D (c, f) ve slezinach (a, b, ¢) a krvich (d, e, f) experimentalnich zvirat.
Cerné sloupce reprezentuji hodnoty nelééenych imunizovanych C57BL/6 mysi, bilé - 1é¢enych
mysi ve sleziné a Cervené krevni subpopulace bunék 1é¢enych mysi.

1.4.2. VIliv IFN- na bunéc¢nou cytotoxicitu

Cytotoxicita mononuklearnich slezinnych bunék proti nadorové linii YAC-1/-/* je
zobrazena na obrazku 24a znazornuje redéni efektorovych a cilovych bunék (E:T)
v poméru (64:1) a (obr. 24b) pak redéni (32:1). Cytotoxicita bunék 1éCenych mysi je
vyznamneé vyssi v obou redénich, a sice 21. den (pro obé E:T p < 0,0001). Naopak
v naslednych intervalech, v obou fedénich efektorovych a cilovych bunék je cytotoxicka
aktivita splenocytd 1écenych mysi statisticky vyznamné nizzsi: 28. den (pes:1 = 0,0002;

P32:1 = 0,002) a 35.den (p64;1 =0,002; P32:1 = 0,041).
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Obrazek 15: Cytotoxicita NK bunék mysi 1écenych IFN-f (bilé sloupce) statisticky vyznamné
vzrostla (21. den), pozdéji klesla oproti buiikdm kontrolnich mysi. (a) znazoriiuje pomér
efektorovych : cilovym bunkam 64:1, (b) pomér 32:1. Signifikance pro (a) jsou: p < 0,0001; p =
0,0002; p = 0,008; pro (b): p < 0,0001; p = 0,0022; p = 0,041. Cerné sloupce znaéi cytotoxicitu
splenocyti nelécenych a bilé sloupce 1é¢enych mysi.

1.4.3. VIiv IFN-B na syntézu cytokinti NK buiikami a T lymfocyty

/////

NK burikami i obéma populacemi T lymfocytl (CD4+, CD8+) je znazornéna na obrazku ¢.
25. Vtomto pokusu byly pouzity i buiiky zdravych C57BL/6 mysi pro odliSeni zmén
v produkci zdravych a imunizovanych resp. 1é¢enych mysi.

Produkce IFN-y NK butikami (obrazek 25a) 1é¢enych i neléCenych mysi byla oproti
jeho produkci NK bunkami zdravych mySi vyssi, ale nikoliv signifikantné. Obdobny
pribéh byl i u produkce TNF-a (obr. 25b) NK buiikami vSech skupin, ovSem bunky
imunizovanych mysi produkovaly nékolikandsobné vyssi mnozstvi tohoto cytokinu
oproti IFN-y. Tabulka ¢. 9 uvadi vysledky statistického ANOVA testu produkce TNF-a NK
butikami. Vyznamné vyssi je mnozstvi NK bunék produkujicich protizanétlivy IL-10 (obr.
25c). Tabulka ¢. 10 uvadi vysledky statistického ANOVA testu produkce IL-10 NK
burnikami. Produkce IFN-y CD4+ T lymfocyty (obr. 25d) po stimulaci je nejvyraznéjsi u
téchto bunék zdravych mysi. OvSem hladina CD4+ T lymfocyti produkujicich TNF-«
bunkami produkovany vyrazné méné, nez protizanétlivy IL-10 (obr. 25f). Obé skupiny
imunizovanych mysi mély vyssi podil CD4+ bunék produkujicich IL-10 v porovnani se
zdravymi zviraty, které v ramci skupiny mély vétsi rozptyly mezi jednotlivymi zviraty.
Produkce IFN-y CD8+ T lymfocyty (obr. 25g) se zvySila po stimulaci PMA u bunék mysi

lé¢enych IFN-f, posun neni signifikantni z divodu rozptylu hodnot ve skupiné. Produkce



TNF-a CD8+ bunkami (obr. 25h) nebyla po stimulaci odli$nda ani u jedné skupiny zvirat.
Nepatrny nartst byl pozorovan u nestimulovanych bunék imunizovanych mysi. Hladina
CD8+ T bunék produkujicich IL-10 (obrazek 25i) je vyznamné vys$si ve srovnani
s buntkami produkujicimi prozanétlivé cytokiny IFN-y a TNF-a. Tabulka 11 uvadi
vysledek ANOVA testu produkce IL-10 témito bunikkami. Lymfocyty imunizovanych mysi
produkovaly zvySené mnoZstvi tohoto cytokinu v porovnani sbunkami zdravych

kontrolnich mysi (obr. 25i).
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Obrazek 16: Produkce IFN-y NK bunkami (a), CD4+ T lymfocyty (d) a CD8+ T lymfocyty (g).
Produkce TNF-a NK buiikami (b), CD4+ T lymfocyty (e) a CD8+ T lymfocyty (h). Produkce IL-10
NK butikami (c), CD4+ T lymfocyty (f) a CD8+ T lymfocyty (i). Cerné sloupce reprezentuji zdravé
mysi, bilé sloupce EAE indukované a oranzové EAE indukované mysi léc¢ené [FN.

Bonferroni's Test Summary
ZvsP *

Zvsl ns

Pvsl ns

ZvsP ns

Zvsl ns

Pvsl ns

Tabulka 9: ANOVA test produkce TNF-a NK buiikami. Tu¢né jsou sloupce stimulovanych
bunék. Z - zdravé mysi, P - EAE + PBS, I - EAE + IFN-(.

Bonferroni's Test Summary




ZvsP *k
Zvsl *
Pvsl ns
ZvsP *k
Zvsl *
Pvsl ns

Tabulka 10: ANOVA test produkce IL-10 NK buitkami. Tu¢né jsou sloupce stimulovanych
bunék. Z - zdravé mysi, P - EAE + PBS, [ - EAE + IFN-.

Bonferroni's Test Summary
ZvsP ok
Zvsl ns
Pvsl ns
ZvsP ns
Zvsl ns
Pvsl ns

Tabulka 11: ANOVA test produkce IL-10 CD8+ T Ilymfocyty. Tucné jsou sloupce
stimulovanych bunék. Z - zdravé mysi, P - EAE + PBS, I - EAE + IFN-f.

1.5. Indukce EAE adoptivnim transferem MOG3z3.55 - specifickych T
lymfocyti

C57BL/6 mySi imunizované MOGssss s CFA a dvéma davkami PTX byly 7. den
usmrceny a byly odebrany sleziny a uzliny, znichZ byly vlaboratori izolovany
mononuklearni buniky. Po depleci B bunék magnetickou separaci byly preaktivované
buniky inkubovany s MOG a IL-2 po dobu 3 dni pri 37°C. Po skonceni inkubace byly
bunky spocitany a naredény do poZadovaného mnozstvi pro aplilaci zdravym C57BL/6.
Spolu s aplikaci aktivovanych lymfocytt byl aplikovan MOGs3s.55 s CFA a dvéma davkami
PTX. Tato metoda byla pouzita za icelem navozeni Klinickych priznakd EAE, jez nebyly
pozorovany v piedchozim pokusu, ve kterém byl skupiné mysi aplikovan IFN-f. Obrazek
. 26 dokumentuje klinické projevy EAE vyvolané transferem in vitro pre-aktivovanych
lymfocyti.

Obé mysi (obrazek 26a) mély zavazné paralyzy zadnich koncetin. Mys €. 1 se jiz
sedmy den po transferu pohybovala kolébavé, s ubytkem vahy zaroven gradovala

paralyza. Z toho divodu byla mys 14. den po transferu usmrcena. U mysi ¢. 2 se EAE



zacala projevovat 13. den po indukci EAE, totalni paralyza zadnich koncetin nastala 20.
den a rovnéz byla z toho diivodu usmrcena.

Mysi, kterym byly prenaseny aktivované bunky slezin (obr. 26b), nemély motorické
poruchy. Reakce na prenos bunék se projevila pouze v ubytku vdhy. Ani 23. den se

neprojevily paralytické piiznaky, proto byly mysi usmrceny.
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Obrazek 17: (a) Ubytek vahy mysi, jimz byly pieneseny aktivované lymfocyty z uzlin. (b)
Ubytek vahy mysi, jim% byly pfeneseny aktivované lymfocyty ze slezin.



2. Diskuze

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida je povazZovana za mysi model lidské
autoimunitni nemoci - roztrousené sklerézy. Spole¢nymi rysy obou chorob je poSkozeni
myelinovych obali nervovych vybézkli v dlisledku imunopatologické reakce, vedouci
k poskozeni prenosu nervového signalu. Roztrousend skleréza u lidi je diagnostikovana
tehdy, jsou-li 1ékarskym vysSetfenim prokazany minimalné dva plaky v bilé hmoté CNS
s patrnym ubytkem myelinu (Sospedra, 2005). U lidi se tyto plaky vytvari v mozku i miSe
se soucasnou manifestaci nejriiznéjsich klinickych priznakli od poruch soustiedéni,
pameéti, depresi aZ po ztratu motorickych funkci koncetin a ochrnuti. U mysi prevlada
poskozeni nervovych drah michy, nebot neuroantigen se pirevazné aplikuje subkutanné
podél patere od urovné piednich koncetin smérem doli k ocasu (Miller, 2007). Klinicky
se choroba projevuje motorickymi poruchami - atonicky ocas, kolébava chtize, paralyza
koncetin azZ uhynuti zvitete (Stromnes, 2006). Dalsim znakem navozené EAE muze byt
ubytek vahy pokusného zvirete (Fagone et al., 2011).

RoztrouSena skleréza je multifaktoridlni onemocnéni. Na jeji vznik maji vliv
prodélané i latentni virové infekce, prostredi, stres i genetické pozadi jedince (Ascherio,
2010, Hilas, 2010). U mysi rada infekci interferuje s onemocnénim, proto jsou chovany
ve specidlnich podminkach - ve vzniku a rozvoji EAE je pak zapojena pouze reakce IS na
podani antigenu s CFA. Zanétliva reakce u lidi i mysi je podnécovana vznikem a
proliferaci autoreaktivnich klonti Th bunék. Jejich funkce podporuji fagocytujici buriky,
které aktivuji dalsi efektorové subpopulace (Stromnes, 2008).

Pro ucely diplomové prace byly vybrany dva inbredni kmeny mysi - SJL/] a C57BL/6.
Oba kmeny se lisi exprimovanym haplotypem MHC molekul, SJL nesou H-2s a C57BL/6
maji H-24. SJL mySi jsou standardné pouzivany pii studiu lidskych autoimunitnich
onemocnénich (Hutchings, 1986). V porovnani s C57BL/6 maji vyrazné nizsi poCet NK
bunék, to je asi 1-2% v krvi, zatimco C57BL/6 maji 4-6%. NK burky obou kment jsou
polymorfni v expresi receptori NKR-P1. Dvé nejstudovanéjsi izoformy, tedy inhibi¢ni
izoforma NKR-P1B u SJL mysi a aktivacni NKR-P1C u mysi C57BL/6, jsou rozeznavany
protilatkou PK136 (Carlyle, 2006). Ackoliv NKR-P1C izoforma aktivuje cytolytické
mechanismy a produkci cytokinti a NKR-P1B funkce NK bunék inhibuje, obé molekuly
asociuji se stejnou tyrozinovou kinazou p56!<k (Ljutic, 2005). Mysi chromoz6m 6 kdéduje

nékolik genti pro receptory NKR-P1, tedy Nkrpla, b, ¢, d, f; a také pseudogeny Nkrple, g.



Spolecné s receptory NKR-P1 jsou kédovany i geny jejich ligandi ze skupiny Ocil/Clr.
Strukturni epitop NK1.1, jenZ je detekovan monoklondlni protilatkou PK136, neni sdilen
vSemi izoformami NKR-P1 receptorii ani stejnymi izoformami u riiznych kmenii mysi.
NK1.1 maji NKR-P1BSIL, NKR-P1BS¥, NKR-P1CC57BL/6, ale ani NKR-P1CBalb/c tento epitop
nema (Carlyle, 2006). Lidské CD4+ Th17 lymfocyty exprimuji analog mysiho NKR-P1,
tedy CD161 (Annunziato et al.,, 2008). Receptor NKR-P1 maji i cytotoxické lymfocyty,
které se nevyviji vthymu. U potkanti je exprimovan CTL lymfocyty s receptorem TCRaf3
i subpopulaci s TCRyd (Yrlid et al., 1996). Také jej nesou NK-T lymfocyty. Molekula
NKG2D rozpoznava MHC-podobné molekuly a stresové proteiny. Tento znak nesou i
cytotoxické T lymfocyty a byl objeven i na CD4+ T bunikach (Dai, 2009). Z téchto divodt
jsme sledovali expresi téchto receptorti i na T lymfocytech C57BL/6 mysi.

EAE, stejné jako roztrousSena skler6za, ma vice forem Klinickych ptiznakt. Mlze se
projevit jako chronickd, stridavé recidivujici ¢i akutni. U riznych kmeni mysi se k jeji
indukci pouzivaji specifické peptidy myelinovych proteini ¢i intaktni proteiny.

Pro ucely této prace byly k navozeni EAE pouZity peptidy MOGss.55 ve smési s CFA a
pertusovym toxinem pro C57BL/6 mysi a PLP139-151 ve smési s CFA u SJL mysi (Miller,
2007). U C57BL/6 mysi se v prvni fazi experimenti klinické piiznaky zacaly projevovat
atonii ocasu a priblizné 20. den dospéla nemoc do chronické vrcholné faze bez remise. U
SJL mysi byly zavaZné priznaky pozorovany jiZ sedmy den, nicméné vrcholna faze
nastoupila priblizné 20. den. Ataka byla vystfidana remisi, pfi niZ nebyly pozorovany
zadné priznaky a dal$i zachvat nemoci se projevil kolem 50. dne po indukci. Nami
pozorovany pribéh nemoci koreluje s literarnimi daty (Fagone et al,, 2011) a vyvolava
otazku, zda je pricinou této odliSnosti rozdilnd exprese MHC molekul, ¢i NKR-P1
polymorfizmus téchto kment mysi.

Zastoupeni NK bunék v krvi SJL mysi bylo v celém pribéhu EAE statisticky vyznamné
nizsi (obr. 9a). PoCet NK bunék v krvi C57BL/6 vyrazné klesl ve druhém tydnu po
indukci EAE a poté byla jejich hladina srovnatelna s ptivodni u zdravych mysi. Hladina
perifernich NK bunék tak u Zadného ze sledovanych mysich kmenid nekoreluje s
pribéhem EAE. Exprese NKR-P1B izoformy u NK bunék S]JL mysi vyznamné klesla Sesty
tyden po indukci, kdy byly mySi vremisi. Exprese NKG2D byla v remisni fazi také
mnohokrat sniZena, ovSem jeho hladina pfi atacich nemoci byla oproti ptivodni hodnoté

signifikantné zvysena. Exprese NKKR-P1B a NKG2D tak piimo kopiruje stridavy priibéh
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poCaCTLich klinickych projevii nemoci, tedy ve druhém tydnu po indukci EAE. Exprese
aktivacnich receptorti NKR-P1C i NKG2D byla statisticky vyznamné sniZena z pocatku
EAE a poté se pomalu zacala vracet k plivodnim hodnotdm. Klinické projevy EAE se
ovSem nezlepSovaly, coZ by spiSe ukazovalo na zapojeni NK bunék v pocatecni indukci
onemocnéni, ne v jejim celém pribéhu. Tuto hypotézu podporuji i vysledky druhé série
pokusti ze 14. dne po indukci, kde se pocet NK bunék naopak zvysil, a pii pokusech s
lécbou IFN-f3 cytokinovy profil PBS 1éCenych EAE mysi vykazoval vys$si produkci IL-10,
zatimco klinické projevy EAE stale nebyly patrné u obou experimentti. Na NK burikidch
tak u C57BL/6 kmene bude patrné zavisla pouze indukce onemocnéni, zatimco u SJL
kmene stav NK bunék kopiruje i progresi EAE.

Zatimco u SJL kmene byl pomér Th:CTL (CD4:CD8 T bunék) v po¢atku onemocnéni
znacné ve prospéch CTL, u C57BL/6 mysSi se pres pokles obou populaci jejich pomér
nijak neménil. Tento markantni rozdil v zastoupeni T bunék by mohl mit souvislost s
remisni/chronickou formou onemocnéni a mohl by byt pri¢inou zmén v NK bunécné
imunité.

Pro dal$i vyzkum byly pouzity pouze samice kmene C57BL/6. Pro podrobné;jsi
predstavu o imunologickém profilu pocatecni faize EAE bylo sedmy den po indukci EAE
dle vySe uvedeného postupu (odst. 4.4.1.) a 14. den po indukci usmrceno 10 EAE
indukovanych mysi a 5 zdravych kontrol.

Podil CD4+ bunék vkrvi 7. den u imunizovanych C57BL/6 mysi klesl, coz muze
znamenat jejich presun do perifernich lymfoidnich organti. Ve sleziné se vsak jejich podil
nezménil. Ctrnacty den po imunizaci mysi byl podil CD4+ T lymfocytl v krvi i sleziné
snizen. Podil CD8+ T lymfocytl v krvi 7. den stoupl, ovSem ve slezinach se nezménil.
Oproti tomu 14. den jejich podil klesl v krvi i ve sleziné. Sonobe se svym kolektivem
hodnotili podil CD4+ i CD8+ bunék ve sleziné i CNS. Podil CD4+ bunék ve sleziné
nejvyraznéji stoupl 12. den po indukci EAE, tedy jeSté predtim, neZ se projevily prvni
priznaky EAE. Pocet CD8+ bunék ve sleziné také nejvice vzrostl 12. den po indukci,
ovsSem jejich zastoupeni oproti CD4+ T lymfocytiim bylo vyrazné mensi. V CNS byl nabor
obou subpopulaci T lymfocytl patrny se vzriistem zavaznosti klinickych priznakl az do
chronické faze nemoci. Po¢atecni zmény u NK bunék pies svou podobnost s hodnotami v
druhém tydnu se neprokazaly statisticky vyznamné, pouze jejich exprese NKG2D
vyrazné klesla. Hladina CTL 7. den v periferni krvi vzrostla na ukor poklesu Th a

relativni zastoupeni NKG-2D+ CD4 T lymfocytl pokleslo. Cytotoxicita splenocyti byla



ovSem signifikantné zvysend i pres to, Ze ve slezindch k méritelnym odchylkdm v
zastoupeni subpopulaci nedoslo a v produkci cytokind vSemi populacemi prevladlo
zvySeni TNFa na ukor IFNy, coZ mohlo ovlivnit cytotoxickou aktivitu efektorovych
splenocytl po 18h inkubaci. TNF-a indukuje apoptézu mozkovych endotelidlnich bunék,
ve kterych aktivuje kaspazu - 3. [FN-y podporuje fagocytarni aktivitu makrofagt, které
jsou ze slezin izolovany také, ¢imZ nepiimo miuZe podporovat lyzi cilovych bunék a
zapojeni dalSich efektorovych mechanismii. Pro ovéreni funkce obou cytokint
planujeme v dalSich experimentech napt. kvantifikci exprese jejich mRNA u NK bunék i
obou subpopulaci T lymfocytq, ¢i otestovat cytotoxickou aktivitu NK bunék a nasledné
CTL po jejich pozitivni selekci.

Zastoupeni NK bunék v krvi u imunizovanych mysi 14. den bylo vyznamné vyssi neZ u
kontrolnich mysi, ovSem exprese NKG2D na téchto bunikkach vyznamné poklesla. Exprese
NKR-P1C se nezmeénila ani na NK bunkach ani na T lymfocytech z krvi ¢i slezin.
Cytotoxicka aktivita byla opét u EAE indukovanych mysi vyssi, i pres stagnaci NK a
pokles v zastoupeni CTL bunék. Toto zvySeni se pak da pripsat zvysSené expresi
aktivacnich NKR-P1C a NKG2D na CD8+ CTL, nebo zapojeni dalsich bunécnych
subpopulaci nesledovanych v téchto experimentech.

K ovéreni ucinku IFN-B, ktery se pouziva pri 1é¢bé lidské roztrousené skler6zy
(Galligan, 2010), jsme po navozeni modelu EAE v dal$im pokusu aplikovali IFN-f jedné
skupiné mysi. U kontrolnich mysi, kterym misto IFN-f8 byl aplikovan PBS, se neprojevily
klinické priznaky, tudiz efekt IFN-$ na projev EAE miizeme pouze odhadnout na zakladé
zmén v imunologickém profilu. Interferon 3 zvysil u lé¢enych mySi zastoupeni NK bunék
s vysokou expresi NKR-P1C a to ve slezinach i v krvi. V krvi také zvysil expresi receptoru
NKG2D na NK bunkach. Ve slezinach ovSem exprese NKG2D receptoru klesla, tedy tri
dny po aplikaci davky IFN-, a cytotoxicka aktivita splenocytli byla nizsi nez u bunék
nelécenych mysi. Lécené mysi mély mensi hladinu NK bunék produkujicich IFN-y, TNF-a
ale také IL-10, ovSem CTL produkujicich IFN-y mély vyrazné vyssi zastoupeni
10 nebyl vyrazné odlisSny u lé¢enych a nelécenych mysi. Z téchto dat nemtiZeme piesné
vyvodit, jaky uc¢inek ma aplikace IFN-3 na zmirnéni priibéhu EAE. Patrné bude tieba
intervalech a predevsim zvazit, zda pouzivime vhodné koncentrace jednotlivych latek

pti indukci EAE. Miller a spol. uvadi tri davky PTX (Miller, 2007), jiné protokoly davky



pouze dvé (Barr, 2012). Také koncentrace M. tuberculosis je uvadéna v rozmezi 200 -
500 pg/1ml nekompletniho Freundova adjuvnas.

Z divodu nizké uspésnosti vzniku a vyvoje EAE aktivni indukci jsme vyzkouseli druhy
mechanismus navozeni EAE, a sice prenos aktivovanych MOGss.s5 specifickych
lymfocytd. Ze sedmi darcovkych mysi, kterym byla aktivné indukovana EAE, jsme ziskali
dostate¢ny pocet bunék na prenos sedmi C57BL/6 mySim (Stromnes, 2006). Mysi,
kterym byly preneseny in vitro aktivované bunky izolované z uzlin, vyvinuly zavézné
paralytické priznaky nemoci (skore 3-4).

Jakym smérem se muize nas vyzkum dale zamérit? Zapojeni a nezbytnost NK bunék,
Th ¢i CTL v iniciaci a progresi EAE miizeme v budoucnu dale studovat jejich rizenou
depleci z IS pokusnych zvitat a ndslednou indukci onemocnéni. Sledovani rozdili mezi
nativnim a NK, Th ¢i CTL depletovanym modelem by mohlo prinést nové informace a
postiehy, nutné k pochopeni mechanismli vedoucich k rozvoji a progresi EAE. Dalsi
moznosti je vytvoreni knock-out kment mysi, postradajici NKR-P1C (¢i NKR-P1B u SJL

kmene) a pozorovat rozdily v indukci a progresi onemocnéni.

3. Zaver

Zavérem prace miizeme shrnout, Ze NK bunky se v priibéhu progrese EAE aktivuji jak
cytotoxicky, tak cytokin-sekrec¢né a Ze maji na priibéh onemocnéni nezanedbatelny vliv.

Tento vliv je dale zavisly na kmeni pouzitych mysi - u SJL imunologicky profil NK bunék



kopiruje klinické piiznaky, u C57BL/6 se méni nejvyraznéji pti indukci onemocnéni.
Dale bylo z dat patrné, Ze pomér CD4:CD8 lymfocytii periferni krve se u obou kmeni z
pocatku EAE znacné lisi a miiZe stejné jako exprese odlisSnych (aktiva¢ni/inhibi¢ni)
izoforem NKR-P1 ovliviiovat priibéh indukce a priibéhu EAE.

Klinické priznaky se u C57BL/6 mysi projevily pouze v prvni sérii pokust (mysi
sledovany az do 9. tydne), kde byl v zavislosti na projevech nemoci patrny pokles
hladiny NK bunék a NKR-P1C+ subpopulace. V dalSim pokusu, kdy do 14. dne jeSté
klinické priznaky EAE nebyly patrné, se zastoupeni NK bunék, stejné jako jejich NKG2D+
subpopulace zvySovala.

Relativni distribuce CD4+ T lymfocytl je 7. den sniZena a soucasné narustd pocet
NKR-P1C+ Th bunék v krvi ale ne ve sleziné. Ve 14. dnu je jejich zastoupeni ve sleziné
vyssi zirejmé v disledku jejich proliferace.

Podil cytotoxickych CD8+ T lymfocytli 7. den po indukci EAE v periferni krvi stoupl
ale exprese NKR-P1C i NKG2D receptort klesala. Naproti tomu 14. den jsou podily CTL
sniZeny v krvi i sleziné a exprese obou aktivacnich receptori stoupa.

Aplikace IFN-f ovlivnila predev§im NK bunky, u T lymfocytl nebyly nalezeny
signifikantni zmény. Doslo ke zvySeni jejich podilu v krvi i ve sleziné, zvySeni poctu
NKG2D+ NK bunék a exprese NKR-P1C receptoru se vratila na hodnoty zdravych
kontrolnich mysi. Dal$im pozitivnim G¢inkem terapie IFN-f3 bylo sniZeni produkce TNF-

a, IFN-y a IL-10 NK burikami a aktivace cytolytické vykonné funkce.
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