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Cesky abstrakt

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE) je uznavana jako mysi model
lidského autoimunitniho onemocnéni roztrousené sklerozy. Mysi EAE je aktivné
indukovana imunizaci vhodnym myelinovym antigenem. Po imunizaci dochazi
k akumulaci CD4+ pomocnych T lymfocyti (angl. T helper cell) Th1 a Th17 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 lymfocyt.
NK buriky na svém povrchu nesou Sirokou $kalu inhibi¢nich a aktiva¢nich receptoru.

V obou skupinach ma své zastoupeni skupina receptorii C-lektinové rodiny NKR-P1.
Ligand aktiva¢ni formy NKR-P1C neni dosud zndm, z tohoto dlivodu bylo sledovano jeho
zapojeni v EAE. Dal$im cilem bylo pouziti 1é¢iva s ohledem na zlepsSeni priibéhu choroby.

Pro ucel diplomové prace byly nejprve pouZity dva inbredni kmeny mysi lisici se
expresi NKR-P1 receptoru na NK bunkach. SJL/] mysi (exprimuji inhibicni NKR-P1B) a
C57BL/6 (exprimuji aktivacni NKR-P1C).

U SJL mysi byla pozorovana stridaveé recidivujici encefalomyelitida a u C57BL/6
chronicka forma EAE. U obou kmend mysi byly detekovany zmény poctu NK bunék i v
expresi jejich receptorti NKR-P1 a NKG2D. Interferon beta dale priznivé ovlivnil aktivitu

NK bunék i hladinu jimi produkovaného 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 Th1 and Th17 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. NK cells express a wide range of inhibitory and activation receptors from
the C-lectin-like receptor superfamily. The specific ligand of the activating NKR-P1C
isoform is still unknown and thus this receptor’s involvement in EAE was also observed.
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 (expression activating NKR-P1C).

SJL mice elicited a relapse-remitting of EAE, while C57BL/6 had chronic EAE. Both
mouse strains exerted changes in the counts of NK cells and in the expression of their
NKR-P1 and NKG-2D receptors. Moreover, interferon beta upregulated NK cell activity
and their IL-10 production.
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1. Literarni uvod

1.1. Autoimunita

Autoimunitni onemocnéni je multifaktorialni a vznika tehdy, pokud se rozvine
nekompenzovana imunopatologicka reakce proti vlastnim télnim strukturam. Znamena
to prolomeni tolerance imunitnich bunék vii¢i vlastnim antigentim. Autoimunita je
prevazné zplisobena kombinaci bunéénych i humoralnich sloZek imunitniho systému
(IS). Na vzniku autoimunity ma vliv genetické pozadi jedince, prodélané i probihajici
infekce, hormonalni rovnovaha, imunodeficience, stres ¢i uZivani nékterych léciv.
Nékteré autoimunitni nemoci se s vy$Sim procentem vyskytuji u lidi s urc¢itymi
alelickymi formami HLA molekul (angl. human leukocyte antigen) naptiklad roztrousena
skleréza asociuje s molekulou HLA-DR2.

Autoimunity mGzeme charakterizovat i podle mista vyskytu - systémova
autoimunitni onemocnéni nebo organové specificka. Organizmus normalné udrzuje
imunitni reakci vii¢i vlastnim tkanim v prisnych mezich, jde o toleranci imunitnich
bunék k endogennim strukturdm, ktera je udrzZovana na centralni i periferni trovni.

Centralni tolerance se nastavuje v kiife i direni thymu pti vyvoji T lymfocyti a v kostni
dreni pti vyvoji B lymfocytd. Negativné selektované T lymfocyty rozpoznavaji komplex
MHC - vlastni peptid s vysokou afinitou a hynou apoptézou (PALMER, 2003). Z nékterych
téchto lymfocytl vznikaji regulacni T buniky (Treg). Pozitivné jsou selektovany T
lymfocyty, které se slabou afinitou vazi komplex MHC glykoproteinu s navazanym
endogennim peptidem (VON BOEHMER, 1990; HoQuisT, 2005).

Nezralé B lymfocyty, které v kostni dieni rozpoznavaji vlastni rozpustné ¢i
membranové molekuly, jsou negativné selektovany. Hynou apoptézou nebo dostavaji
signal k preskupeni svého receptoru BCR (NEMAZEE, 2006). Pokud selZe i editace
receptoru, burika hyne. Lymfocyt, ktery slabé rozeznava vlastni strukturu, miiZze byt
funk¢né utlumen a putovat do periferie v anergii.

Pri vzniku autoimunit byva prolomena prevazné periferni tolerance, jez je zjiStovana

klonalni deleci, anergif a aktivni supresi. V ptipadé perifernich B lymfocytt, které
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rozeznaji autoantigeny, se mohou zapojit inhibi¢ni receptory branici jejich aktivaci (FIFE,

2008).

1.1.1. Roztrousena sklerdza (RS)

Roztrousena sklerdza je orgadnoveé specifické autoimunitni onemocnéni CNS.
Patologickym znakem je zanét, ktery sekundarné vede k demyelinizaci nervovych
vlaken. Ma progresivni pribéh. Histologicky jsou priikazné sedé ohranicené plaky v bilé
hmoté mozku a michy s patrnym dbytkem myelinu. V ¢asné fazi nemoci prevlada
zanétlivy proces, v pozdni fazi probiha proces degenerativni (WINKELMANN, 2007).

Presna pricina vzniku RS neni dosud znama. Pravdépodobné vznika kombinaci
autoimunitnich a genetickych aspektt s vlivem okolniho prostiedi (FERREIRA, 2010).
Aktivace autoreaktivnich CD4+ Th lymfocyti a jejich diferenciace v Th1 populaci je
kritickym okamZikem iniciace a pozdéji dlouhodobého vyvoje RS. Vlastni poskozeni
centralni nervové tkané je zptisobeno jinymi slozZkami IS - komplementem, protilatkami
indukovanou bunécnou cytotoxicitou (ADCC reakce), CD8+ cytotoxickymi T lymfocyty
(CTL, Tc) a cytokiny. NK buriky a Th2 CD4+ burnky jsou pravdépodobné zapojeny ve
stiidaveé recidivujici ¢i chronicky progresivni povaze RS (SOSPEDRA, 2005). Pacienttiv IS
napada myelinové a oligodendrocytarni antigeny, coZ poskozuje myelinové pochvy,
které obaluji nervova vlakna a napomahaji prenaset nervové impulzy (viz Obrazek 1).
ObnaZeni axonli ma za nasledek poruchy prenosu signalu a tim riiznorodé neurologické
symptomy.

Na chronickém charakteru RS se podili fada virti napt. virus Epstein — Baarové
(Ascherio, 2010), lidsky herpes virus 6, retroviry a dalsi (HiLAs, 2010). Rizikovymi
faktory je i etnicky ptivod ¢i geografie izemi (NOSEWORTHY, 2000).

Roztrousena skleréza je délena do 4 rtznych forem: stridavé - recidivujici (RR),
sekundarné progresivni (SP), primarné progresivni (PP) a progresivné - recidivujici
(PR) (ANDERSSON, 1999; NOoSEWORTHY, 2000). Lidé s roztrousenou sklerézou zpocatku trpi
poruchami smysli, chiize, rovnovahy, svalovou slabosti. Pozdéji se pridavaji poruchy
pozornosti, paméti, deprese, emocionalni labilita, kloubni potiZe, paralyza (FERREIRA,

2010; HiLAs, 2010). Predpovédét progresi nemoci je obtiZné.
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1.1.2. Imunologické mechanismy zapojené v RS
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Obrazek 1: Predpokladany mechanismus ptisobeni imunitnich bunék v patogenezi lidské
roztousené sklerézy. Prevzato z (BRINKMANN, 2010)
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1.2. Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE)

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida poskytuje relevantni model
patogeneze lidské demyelinizacni chorobé - roztrousené skleréze. Je povaZovana za jeji
mySi model (MILLER, 2007). Nékteré literarni prameny uvadi nazev experimentalni
alergicka encefalomyelitida. Histologickymi znaky nemoci jsou zmény v propustnosti
hematoencefalické bariéry (angl. blood-brain barrier, BBB), perivaskularni zanétlivé
infiltraty spojené s rliznymi stupni demyelinizace, s rozpadem astrocytli a ztratou
oligodendrocytd. Demyelinizace axonalnich drah mtiZe vést az k progresivni paralyze
koncetin. Léze se vytvari prevazné v bilé hmoté michy, ale mohou se objevit i v mozku,
mozecku a mozkovém kmeni (Xu, 1988). Cetnost a rozmisténi 16zi v CNS urcuje
zavaznost klinickych priznakt. U riiznych kmenti mysi ma EAE odliSnou formu priibéhu,
naptiklad C57BL/6 mysi trpi chronicky progresivni formou, SJL/]J stridavé recidivujici a
B10.PL mysi akutni encefalomyelitidou bez Kklinickych ustupti nemoci (DITTER, 2000).
Ptiznaky se projevuji v zavislosti na formé EAE, od 7. - 10. dne u akutni, u chronické
priblizné 12-15. den (MILLER, 2007).

EAE umoziiuje studovat patogenezi tkanovych poskozeni a imunoregulace
zprostiedkované CD4+ Th1/Th17 lymfocyty. Bylo prokazano, Ze vzajemny pomér Th1 a
Th17 spolecné s jimi produkovanymi cytokiny ma vyznamny vliv na to, v jakém misté

CNS zanét vypukne, zda v mozku ¢i miSe (STROMNES I. C., 2008).

1.2.1. Indukce EAE

EAE u mysi je indukovana aktivni imunizaci myelinovym antigenem ve smési
s kompletnim Freundovym adjuvans (CFA), nebo adoptivnim prenosem in vitro
aktivovanych myelin - specifickych lymfocytl (STROMNES I. G., 2006). Zvifeti mohou byt
aplikovany neuroantigeny CNS ve formé intaktnich proteini - myelinovy bazicky protein
(MBP), myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein (MOG), proteolipidovy protein ¢i
pouze jejich peptidové Casti (viz tabulka ¢. 1 s priklady). Peptid proteinu MOG (MOGss -
55) indukuje u C57BL/6 mysi progresivni formu EAE (MILLER, 2007; SONOBE, 2007), PLP
139-151 U SJL stiidaveé - recidivujici (MARTIN-SAAVEDRA, 2007; MILLER, 2007). U nékterych

antigent je pro spolehlivou indukci EAE vyZadovan pertusovy toxin (PTX).
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MysSikmen ! H-2typ | Antigen
b
cs57BL/6 | H-2" ! MoG35.55
________ Lo _PLPL78:91)
SIL H2 4 vBpga-104
| | PLP 139-151
| | PLP 104-117
________ o ___1MOG 92-106|
BIOPL | H2' | pMBp3zss
! I pLp 178-191
| |
. ' PLP 43-64
________ +_______I_________
| _Balb/c | __H-2® | PLP178-191
|__C3H__ 1 _H2*_IPLP103-116
SWR | H-2° !pLp215-232

Tabulka 1: Peptidové sekvence myelinovych proteini pouzivané k indukci EAE. Uvedené kmeny
mysi se lisi typem MHC molekul.

Aktivneé indukovanou EAE lze rozdélit na dveé faze, induk¢ni a efektorovou. Béhem
induk¢ni faze, po imunizaci mysSi vybranym myelinovym epitopem ve smési s CFA (viz
odst. 4.1.1), zac¢ina tvorba a proliferace myelin - specifickych CD4+ T bunék podle
platného modelu aktivace CD4+ pomocnych T bunék (Th). Antigen je pohlcen antigen
prezentujicimi butikami (APC), zpracovan a vystaven na povrch v komplexu s MHC gp II.
tiidy. Adjuvans zvysuje expresi kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 diilezitych pro
aktivaci Th prekurzorové bunky. Pod vlivem ptitomnych cytokinii vznika klon
aktivovanych T lymfocytii s antigen-specifickym TCR (MILLER, 2007).

V efektorové fazi probiha nékolik dil¢ich déjii. Prvnim je migrace aktivovanych
lymfocytd do CNS, zahrnujici priichod mezi tésnymi spoji endotelidlnich bunék krevné -
mozkové bariéry. Odtud lymfocyty produkuji cytokiny a chemokiny, které ptlisobi na
periferni mononuklearni fagocyty a sméruji je k parenchymu CNS. Zde dochazi k aktivaci
monocytl, makrofagt i mikroglii, v jejimz dtsledku jsou niceny myelinové pochvy
neuront (MILLER, 2007). Destrukci myelinu vyznamné podporuji cytotoxické vlastnosti
nékterych cytokinl - IL-17 aktivuje neutrofily, IFN-y podporuje fagocytarni aktivitu
makrofagd, zvysuje syntézu NO, TNF-a navozuje apoptdzu oligodendrocytd (STROMNES .
C., 2008). Vysoka davka antigenu indukuje apopt6zu autoreaktivnich T bunék, nebot je

vytvareno vétsi mnozstvi prozanétlivych cytokini mimo jiné i TNF-q, a tim je zvySena i
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apoptoza oligodendrocyttli. To poukazuje na dualni tlohu tohoto cytokinu (WEISHAUPT,
2000).

Pocatecni faze u EAE indukované adoptivnim pienosem lymfocytd probiha
v laboratori. Nasleduje prenos pre-aktivovanych myelin - specifickych CD4+ lymfocytt
naivnim mysim. Klinické priznaky se projevi diive, u chronické formy C57BL/6 mysi 7. -

10. den.

1.2.2. Imunologicky profil EAE

Zanétlivy proces je zprostredkovan CD4+ Th lymfocyty. Zatimco pred deseti lety byly
Th1 bunky, vyvijejici se v prostredi [L-12, produkujici IFN-y a TNF-a, publikovany jako
populace spoustéjici EAE, po objeveni subpopulace produkujici IL-17 a oznacené jako
Th17 byl demonstrovan vliv obou téchto populaci. A¢koliv oba typy reguluji jiné
imunitni reakce, vysledkem je tataz klinicka manifestace (STROMNES I. C., 2008). Funkce
Th17 pri indukci encefalomyelitidy byly potvrzeny nékolika studiemi (LANGRISH, 2005;
SONOBE, 2007; ARANAMI, 2008). Obé populace maji svou tlohu i v progresivnim priibéhu
EAE.
1.2.2.1.  Zapojeni antigen-prezentujicich bunék v indukci EAE

Mechanismus vedouci k aktivaci encefalitogennich T lymfocytl nebyl prili§ objasnén.
Bylo publikovano, Ze konvenc¢ni dendritické buriky nemaji na vyvoj téchto lymfocytt
vyrazny vliv. Dendritické bunky (DC) jsou profesionalni antigen-prezentujici buiiky. Na
svém povrchu nesou velké mnoZstvi receptorti rozpoznavajicich mikrobialni vzory a
produkuji celou radu cytokinii. Vyznamné podporuji aktivaci a diferenciaci naivnich T
lymfocyti (Lee G. K., 2006).

U transgennich myS$i (CD11c - receptor pro diftericky toxin (DTR) v promotoru
transfekovaného vektoru, na pozadi C57BL/6) byly DC odstranény, a sice 1 den pied
imunizaci proteinem MOG a osmy den po imunizaci. Na vznik EAE nemél tento krok
Zadny vliv. Také opakované odstranovani DC po dobu 10 dni po imunizaci stejnych
transgennich mysi nemélo Zadny vliv na vyvoj nemoci (ISAKSSON M. L., 2012). Pro ovéreni
role dalSich APC v indukci EAE - plazmacytoidnich DC, byla vyuZita monoklonalni
protilatka proti jejich povrchové molekule Ag-1 a tim odstranény tyto bunky skupiné

C57BL/6 mysi, které byly nasledné imunizovany MOG 3s - 55. Depletované mysi mély
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méné zavazné klinické priznaky i histologicky obraz, ale také mnohem niZsi koncentraci
interferoni I. typu v séru nez mysi kontrolni. Neutralizaci IFN-I v§ak nebyl zlepSen
pribéh choroby, coz vede k zavéru, Ze IFN typu I maji pouze maly vliv na vyvoj EAE.
Slabsi priznaky nemoci mély i mysi, u kterych byly tyden po imunizaci MOG odstranény

T, pDC. Také pocet MOG

% »IFN-r  specifickych Th17

bunék ve slezing, ale

nikoliv Th1

co8 g ;o
=k ylotoxicity o Vs
LA == =0 " |FN.y lymfocytd, byl u mysi
ligamds oy v
o bez pDC niZ$i neZ u
CO40L DC/IPC
pL/IF kontrolnich.
v [ - Plazmacytoidni DC
\.z'l i\J 7 =7
Plasma cell Am.g £ :)rese_ntatic-n tedy Y Olava]l Th17
A " T cell population expansion bunéénou OdeVéd’

indukovanou MOG a

Obrazek 2: Schéma piisobeni pDC. Plazmacytoidni DC produkci
interferonti - I tfidy a cytokind reguluji fadu bunéénych populaci. nasledné EAE
(Cotonna, 2004) (IsAKSSON M. A.,

2009).

Dendritické buriky jsou velmi vyznamnymi regulatory imunitniho systému, nejen
CD4+ Th lymfocytl. Na svém povrchu maji receptory, tzv. pattern-recognition receptors
(PRR), které vazi patogenni a nebezpecné vzory, a spousti rozmanité bunécné déje. Do
rodiny PRR patfii tzv. Toll - like receptory (TLR). Ty rozpoznavaji celou radu
mikrobidlnich vzora jako napt. bakterialni LPS, HSP60, ssRNA, bakterialni DNA, kyselinu
lipoteichoovou atd. MySi maji 12 funkénich TLR (TLR1-9, TLR11-13), lidé pouze 10,
TLR1-10 (Kawal, 2010). TLR jsou lokalizovany nejen na cytoplazmatické membrané
(TLR1,2,4,6), ale také na membrané bunécnych organel (TLR 3,7,8,9) (Bell, 2003).
Vazbou ligandu na TLR jsou aktivovany rozmanité signaliza¢ni drahy, z nichZ vyznamna
je signalizace pres adaptorovy protein MyD88, jeZ vede k aktivaci MAP kinazové kaskady
a transkrip¢niho faktoru NF-kB (Kawal, 2004). Role jednotlivych Toll - like receptorti
v experimentalni encefalomyelitidé nebyla priliS znama. Studie k jejimu objasnéni byly
provadény na mysich imunizovanych krysim proteinem MOG, deficientnich v TLR a

molekule MyD88 (TLR4-/-, TLR9-/-, MyD88-/-) a kontrolnimi C57BL/6. MyD88 knock-out
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(KO) mysSi byly kompletné rezistentni k EAE. Pro potvrzeni vysledku byla kontrolnim i
KO mysim aplikovana vyssi davka neuroantigenu. V séru MyD88-/- mysi nebyl detekovan
IL-17 ani Th17 lymfocyty, izolované DC ze sleziny produkovaly vyrazné méné IL-6 a IL-
23 nezbytnych pro vyvoj [L-17 produkujicich Th bunék. TLR4 je aktivovan pertusovym
toxinem, ktery se pouziva pii imunizaci mysi proteinem i peptidy MOG. Toxin zvySuje
propustnost membran, ¢imz usnadniuje priichod aktivovanych lymfocytt pres BBB
(MILLER, 2007). TLR4/-1 TLR9/- mysi mély vyrazné slabsi symptomy EAE neZ mysi
kontrolni, coz signalizuje regulaci zavaznosti choroby témito receptory. Izolované DC ze
slezin TLR4-/-mysi produkovaly vétsi mnozstvi IL-6 a IL-23 neZ mySi TLR9-/-. TLR4 tedy
reguluje aktivaci Th17 lymfocytli. Molekula MyD88 umoZziiuje presmyk naivnich
pomocnych T bunék na Th17 tim, Ze v DC iniciuje tvorbu cytokin{i nezbytnych k tomuto

presmyku, tedy IL-6 a IL-23 (MARTA, 2008).
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1.2.3. Zapojeni vykonnych bunék IS v rozvoji EAE

Ackoliv se Th lymfocyty podili na vyvoji EAE, konkrétné Th1 produkujici IFN-y a Th17
produkujici IL-17, presna ucast téchto populaci je nejasna. Pfestoze CNS patii do
imunologicky privilegovanych mist v organismu, aktivované T buiiky bez ohledu na
antigenni specifitu maji schopnost prostoupit pres neporusenou hematoencefalickou
bariéru (WEKERLE, 1987). Oba uvedené klony bunék infiltruji do CNS, kde produkci svych
cytokinli podporuji zanétlivou reakci a aktivuji dalsi efektorové buriky - mikroglie,
astrocyty, neutrofily i lymfocyty.

Populace Th1 lymfocytt se diferencuje v prostiedi IL-12 produkovanym makrofagy a
dendritickymi burikami. Charakteristickym transkripcnim faktorem je T-bet. (MOSSMAN,
1996). V zanétlivych infiltratech MOG specifické Th1 lymfocyty reguluji funkce

makrofagl a produkci IFN-y zvySuji jejich fagocytarni aktivitu.

Inhibition of T call proliferation and induction
of apoptosis through NCYIDOD induction

o] - .-l
'.‘.G_'.Neumphil

Inhibition of neutrophil-specific CXC
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e e X
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effactar cells =
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Obrazek 4: Souhrn dualniho piisobeni IFN-y v imunitnim systému- prozanétlivé i protizanétlivé.
Pievzato z (KELCHTERMANS, 2008)

Makrofagy aktivované IFN-y produkuji prozanétlivé cytokiny TNF-q, IL-1, IL-18 a

syntetizuji vétsi mnozstvi MHC i kostimula¢nich molekul (GEISSMANN, 2010). CD4+ Th1
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bunky produkeci IL-2 v misté zanétlivého infiltratu aktivuji myelin specifické cytotoxicke
lymfocyty (CTL), které indukuji apopt6zu oligodendrocytl. CTL nesou koreceptor CD8 a
svymi cytotoxickymi mechanismy prevazné zplsobuji lyzi bunék. Nékteré CD8+ T burnky
maji regulacni funkci napt. populace nesouci CD8+ CD122+ produkuje TGF-iIFN-y a

v pribéhu EAE potlacuje MOG - specifické imunitni odpovédi indukci regulacnich
FoxP3+ bunék ¢i inhibici proliferace CD4+ lymfocytt (NAjAfiAN, 2003). Pouze mala frakce
téchto CD8+ Treg exprimuje FoxP3 a CD25 (CHEN, 2009). Dalsi subpopulaci Tc, ktera
byla i popsana u EAE jsou tzv. Tc17 buiiky produkujici IL-17. Vznikaji v prostiedi TGF-f3,
[L-6 a IL-21 a produkuji [FN-y, nizké mnozZstvi granzymu B, maji transkrip¢ni faktor
RORYyT i receptor pro IL-23. Poskozeni tkané CNS pravdépodobné ovliviiuji produkci IL-
17, nikoliv cytolytickymi mechanismy (HUBER, 2009).

Rezidentni burniky CNS v zanétlivych infiltratech zprostfedkovanych Th1 CD4+
bunikami vystavuji odliSné membranové chemokiny neZ v infiltratech vzniklych vlivem
Th17 lymfocytd, a sice CXCL9, CXCL10 a CXCL11. Th17 indukuji produkci CXCL1 a
CXCL2 (Kroenke, 2008). Vedle

" Naive

\ CDa* , podpory zanétlivé reakce
| -r/,_;rGF_P, +IL-6 produkci TNF-a a IL-2
/ IL-12 Y usnadiiuji Th1 burky infiltraci
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Obrazek 5: Vztah mezi IFN-y a IL-17. Prevzato z 17 neni nezbytny

KELCHTERMANS, 2008
( ) (SONDEREGGER, 2008; COQUET,
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2008). Tvorba IL-17 u pamétovych T bunék je indukovana IL-23 v pritomnosti IL-1.
Bylo prokazano, ze IL-23-/- mysi jsou rezistentni k vyvoji EAE (Cua, 2003; LANGRISH,
2005). Samotny IL-23 je potiebny k pirezivani Th17 bunék (KIMURA, 2010). Th17
lymfocyty poSkozuji BBB a podnécuji zanét (KEBIR, 2007). Ten je charakterizovan
presunem neutrofilli z periferie do CNS a likvidaci myelinového obalu neuronti
(KROENKE, 2008). Neutrofily na rozdil od makrofagi neprezentuji antigeny T lymfocytim
na MHC gp II. tfidy. Hlavni produkt Th17 bunék IL-17 ma vysoce pleiotropni uc¢inky
(FossiEz, 1996). Indukuje produkci chemokinu IL-8, ktery je nejsilnéjSim
chemoatraktantem pro neutrofily, aktivuje je a zvySuje jejich fagocytarni aktivitu.

V endotelialnich bunkach podporuje produkci prozanétlivého cytokinu IL-6 (KIMURA,
2010) a indukuje expresi membranového chemokinu CCL2, pro ktery maji Th17
lymfocyty receptor CCR2. Tato interakce se zda klicovou pri rozvoji EAE a nabizi také
moznost vyuZiti v terapii, a sice jejim zablokovanim (ARANAMI, 2008).

Encefalitogenni lymfocyty a rezidentni bunikky CNS, z nichZ nékteré maji funkci APC -
mikroglie, astrocyty, na sebe vzajemné ptlisobi a tim dochazi k reaktivaci myelin
specifickych T lymfocytl. (McQUILLAN, 2010). Aktivované mikroglie exprimuji zvySené
mnoZstvi kostimulacnich molekul CD80, CD86, CD40 i MHC II. tfidy. Mikroglie produkci
IL-12 aktivuji CD4+ Th1 lymfocyty, které v nich zpétné iniciuji produkci IL-13, IL-6 ¢i
TNF-a. Diagnosticky se mikroglie od makrofagt rozliSuji niZsi hladinou exprese molekul
CD11c a CD45 (Murphy, 2010). Reaktivace encefalitogennich CD4+ Th ma za nasledek
progresi EAE, ptipadné opakované zachvaty nemoci stiidané remisemi.
1.2.3.1. Zmény poméru a funkci CD4+ a CD8+ lymfocytii v priibéhu EAE

Hladina lymfocyti se v priibéhu nemoci u C57BL/6 mySi méni, ve sleziné i CNS.
Vyraznéji kolisa hladina CD4+ bunék. Nartist CD4+ bunék ve sleziné vrcholi béhem
pocet postupné vraci na ptivodni hodnotu. V CNS naopak jejich hladina prudce stoupa
s ndporem priznakil choroby. Oproti tomu mnozstvi CD8+ lymfocytl ve sleziné se
v pribéhu nemoci vyrazné neméni, v CNS je patrny kratkodoby narftist p¥i rozvoji EAE.
Zvysena hladina CD8+ lymfocytl od pocatku manifestace klinickych priznaki pretrvava
az do pozdni faze nemoci, ovSem je vyrazné nizsi nez hladina CD4+ bunék. Z méreni
koncentrace diileZitych T bunécnych cytokint (IL-17, IL-4, IL-10, IFN-y a TNF-a) obéma
typy lymfocyti ve sleziné i CNS byly vyvozeny tyto zavéry: koncentrace IL-17 byla
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nejvyssi pri vrcholu nemoci a byl produkovan prevazné CD4+ burikkami. IL-4 nebyl
vytvaren ani jednou sledovanou populaci. Produkce IFN-y i TNF-a byla zvySenda v celém
pribéhu EAE, ovSem jen nepatrna ¢ast pochazela z CD8+ lymfocytli. Oproti tomu
produkce protizanétlivého IL-10 v CNS byla silnéjsi CD8+ burikami a jeho hladina od
vrcholu nemoci az po jeji chronicky pribéh byla vyssi nez prozanétlivych cytokind.

.......

v pozdni fazi EAE maji funkci regulacni (SONOBE, 2007).

1.2.4. Zapojeniregulacnich imunitnich bunék na pribéh EAE

1.2.4.1.  NK buriky

NK buriky eliminuji nddorové, virové infikované ¢i stresované endogenni buriky.
Cytolytické funkce zajiStuje systém perforin/granzym zavisly na pritomnosti Ca2+ iontl
a membranovy Fas ligand (FasL). Dalsim zptsobem, ktery aktivuje cytotoxické
mechanismy NK bunék, je ADCC, protilatkami zprostredkovana bunécna cytotoxicita
(antibody dependent cell cytotoxicity) (NIMMERJAHN, 2008). Maji také regulacni funkce,
chemokiny a cytokiny (IL-4, IL-5, [L-10, IL-13, TNF-3) (CoOPER, 2011). NK bunky také
nesou ligandy 0X40L a CD40L pro kostimula¢ni receptory lymfocyt.

Mysi NK buniky jsou CD3-/NKp46+, slezinné NK bunky nesou i molekulu CD49b (klon
DX5). Na svém povrchu maji sady inhibi¢nich a aktiva¢nich receptort. Negativni signaly
jsou nezbytné, aby nedochazelo ke snadné aktivaci NK bunék (I1zuka, 2003). Ke spusténi
efektorovych mechanizmi je potiebna prevaZzujici stimulace aktivacnimi receptory
jejich premosténim. NK bunikky mysi maji nékolik strukturnich rodin receptoru.
Jednotlivé izoformy mohou aktivovat bunécné odpovédi, nebo je potlacovat. Jsou to
skupiny receptori Ly49, rozeznavajici klasické MHC I molekuly, heterodimerni
CD94 /NKG2 vaZici neklasické MHC molekuly HLA-E ¢i lektinové NKR-P1, jejichZ ligandy
jsou molekuly pribuzné s lektiny - Clr/Ocil (z angl. C-lectin related/osteoclast inhibitory
lectin) (CARLYLE, 2006). Aktivacnimi receptory jsou i FcyRIIl, NKp46 ¢i NKp44 (BIASSONI,
2001, CoOPER, 2011) a ve své cytoplazmatické doméné maji tzv. ITAM motivy
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) asociujici s kinazami, inhibi¢ni

receptory maji ITIM motivy (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Po
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setkani receptoru se svym ligandem dochazi k fosforylaci téchto motivd, jejimz
vysledkem je bud’ spusténi signaliza¢ni kaskady, nebo jeji blokovani.

NK buiiky jsou vyznamnymi regulatory indukéni i efektorové faze EAE. Regulace NK
burikami se zda byt nezavisla na T, B i NK-T buiikach. Depletované mysi bez NK bunék
vyvinuly zavaznéjsi formu EAE. Testy in vitro indikuji omezeni proliferace T lymfocyt
NK burikami (ZHANG, 1997). IFN- uzivany v 1écbé lidské RS aktivuje funkce NK bunék
(GALLIGAN, 2010).
1.2.4.2. NK-T lymfocyty

Tato populace nese bunécné znaky NK bunék i T lymfocyti, jako DX5 a CD3, TCRaf3 s
13) jsou studovany jejich regula¢ni tlohy v imunitnich reakcich a tim moZné
terapeutické vyuZziti pti Al. Produkci IL-10 indukuji regulacni T buriky Tr1 (SONODA,
2001). Pocet NK-T lymfocytli u pacientd s RS a i mysi EAE je vyrazné nizsi. NK-T bunky
stimulované a-galaktosylceramidem (a-GalCer) produkujici IL-10, IL-4 a IFN-y
napomahaji potlacovat patogenni reakce Th1/Th17 lymfocytt pti EAE (Novak, 2010).
1.2.4.3. yoT lymfocyty

T lymfocyty nesouci yd TCR jsou prevazné CD4-, CD8- (TONEGAWA, 1988).

K rozpoznani antigenu nepotiebuji komplex MHC molekul s navdzanym peptidem,
obdobné jako B lymfocyty rozeznavaji nativni antigeny. Jsou lokalizovany v mukéznich
tkanich dychaciho, urogenitalniho a gastrointestinalniho traktu. Svou funkci jsou nékdy
Fazeny k prirozené imunité. Produkuji prozanétlivé cytokiny: IFN-y, TNF-a a IL-17, diky
¢emuz jsou studovany v souvislosti se zanéty CNS u lidi i mySich modelt (SARMA, 2010).
1.2.4.4. Regulacni aff T lymfocyty (Treg)

Jsou charakteristické expresi povrchovych molekul CD4, CD25 a transkripénim
faktorem FoxP3. Jsou vysoce zavislé na IL-2, ktery je pro né rlistovym i aktivacnim
faktorem. V prostiedi TGF-f vznikaji z CD4+ prekurzoru tzv. indukované Treg (iTreg).
Spole¢nym ptisobenim TGF-f a IL-6 se vyviji Th17 lymfocyty, nebot IL- 6 potlacuje vznik
transkrip¢niho faktoru FoxP3. Nékteré regulacni T lymfocyty ztraci nebo maji nestabilni
expresi FoxP3. Fenotypové odpovidaji aktivovanym pamét'ovym burikam, produkuji

prozanétlivé cytokiny a stavaji se potencialné autoreaktivni (ZHoU, 2009). Nadprodukce
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i poruchy regulace IL-6 potlacuje vznik CD4+ iTreg, coz je vyznamnym faktorem vzniku

autoimunitniho onemocnéni (Kimura, 2010).

cytokiny TGF-f3 a IL-10. Regula¢ni T bunky
o e nepiimo tlumi aktivaci autoreaktivnich bunék,
S - asice pisobenim na APC, ve kterych potlacuje

NIy a0, N expresi kostimula¢nich molekul. Transfer
\ [ Treg |
‘ ||| Foxpd v .z v v/ o vl v
regulacnich bunék piijemciim sniZil zavaZnost

— ~ EAE. OvSem Treg v neptitomnosti TGF-3 nebo
No Treg cells Induction of Differentiation

No T, 17 calls il Tl po lécbé mohou zménit sviij supresivni

Generation

6brézek ..6: Vznik fhlf a Tr-eg_ fenotyp. Geneticky modifikované Treg, majici
Prevzato z (Awasthi, 2009) chimerni MOG-specificky TCR, potlacuji
cytolytické mechanismy imunitnich bunék k likvidaci myelinovych struktur (FRANSSON,
2012).
1.2.4.5. B lymfocyty

Nezralé pozitivné selektované B lymfocyty (IgM+, IgD-,CD79+) opousti kostni dreti a
putuji do perifernich lymfatickych organt, kde dozravaji a diferencuji se na plazmatické
buriky produkujici protilatky.

K objasnéni role B lymfocytd v RS byl opét vyuzit model EAE. Mysim byla podana
MOG-specificka antiséra, nebo provedena deplece B bunék. Také byly pouzity mysi
deficientni v B buiikach (DE SAINT BASILE, 2008). Vysledky mnoha studii poukazuji na
komplexni roli B lymfocytt v EAE (RAy, 2011), nékteré pokusy vedly ke zvySeni
zavaznosti choroby (MATSUSHITA T. Y., 2008; MATSUSHITA T. 1., 2010), jiné pribéh choroby
neovlivnily (HJELMSTROM, 1998; DITTEL, 2000), dalsi zcela potlacily vznik EAE (MYERS,
1992). B buniky maji také antigen-prezentujici funkci, prezentuji peptidy v komplexu
s MHC gp Il pro T lymfocyty. Jsou nezbytné k indukci EAE myelinovymi proteiny,
zatimco pti indukci peptidy myelinovych proteinti esencidlni roli nemaji (LYons, 1999). B
lymfocyty také produkuji nékteré cytokiny, které jsou vyznamné v priibéhu EAE, mezi
nimi [L-6 , ¢imZ napomahaji utvaret T lymfocyty zprostredkovany zanét pri EAE i RS
(BARR, 2012). Regula¢ni B lymfocyty, uvadény jako B10 populace, produkuji IL-10 a

spole¢né s CD4+ FoxP3+ Treg se podili na remisi EAE (FILLATREAU, 2002).
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout optimalni model experimentalni

autoimunitni encefalomyelitidy s pozorovatelnymi klinickymi priznaky a analyza

imunologického profilu v priibéhu rozvoje EAE. Na zakladé in vitro pokusi

charakterizovat tilohu NK bunék a zmény v expresi receptorti NKR-P1 a NKG2D. Dale

identifikace zmén v zastoupeni CD4+ a CD8+lymfocytii a exprese receptoru NKR-P1 na

obou téchto populacich. Po navozeni optimalniho modelu EAE byla aplikovana lé¢ba

interferonem beta (IFN-3) se zaméfenim na sniZeni zavaznosti EAE stimulaci NK bunék.

2.1.

Sledované parametry

Prubéh a zavaznost formy EAE u dvou kment mysi (SJL a CD57BL/6)
Pocet NK bunék v periferni krvi a sleziné

Exprese receptorii NKR-P1 a NKG2D na NK buiikach

Cytotoxicka aktivita efektorovych splenocytt proti bunkam mysi
nadorové linie

Zastoupeni T lymfocyti nesoucich molekuly CD4 a CD8

Exprese NKR-P1 na CD4+ a CD8+ T lymfocytech

Produkce cytokinti NK buiikami a T lymfocyty

Vliv IFN-f na fenotyp a funkci NK bunék
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3. MATERIAL

3.1. Experimentalni zvirata

Pro ucely diplomové prace byly pouzity samice inbrednich mysich kment C57BL/6 a

SJL/] (AnLab, CR) staré 10 tydnt. Byly chovany v SPF podminkach Statniho zdravotniho

ustavu v Praze (teplota 22°C, relativni vlhkost 60%, krmeny standardni komer¢ni dietou

ad libitum). Se zviraty bylo zachazeno v souladu se Zakonem o ochrané zvirat proti

tyrani (zakon ¢. 246/ 1992 Sb.).

Oba kmeny jsou odlisné typem MHC molekul na povrchu bunék, zatimco C57BL/6
mysi maji MHC glykoproteiny H2b (MILLER, 2007), SJL/] pak MHC gp H2s (SoBEL, 1991).

Také se tyto kmeny mysi liSi expresi izoforem receptorti z rodiny NKR-P1, jez jsou

majoritné vystavovany na NK butikach, ale i na dalSich bunkach IS. Oba kmeny maji

stejnou expresi NKR-P1 izoforem, ale jsou polymorfni (CARLYLE, 2006). Rozdil je v
detekci protilatkou PK 136 (anti NK1.1), ktera u C57BL/6 mysi detekuje aktivacni NKR-

P1C a u SJL mysi inhibi¢ni NKR-P1B izoformu receptoru.

3.2. Chemikalie

ACK lyzacni pufr
azid sodny (NaN3)
Naz 51CrO4

EDTA

Ethanol 96%
Fetalni teleci sérum
Ficoll PM 400
Gentamycin
Heparin

HEPES

H - MEMd médium
L - glutamin

MBP

UMG AV, CR

Serva, USA

PerkinElmer Wallac, Némecko
Sigma, USA

Merck, Némecko

Gibco, USA

Sigma, USA

Lek, Pharmaceutical & Chemical comp., Slovinsko
Zentiva, CR

Sigma, USA

UMG AV, CR,

UMG AV, CR

Sigma, USA

25



MicroBeads CD19

MOG

PBS

PLP

RPMI 1640 médium
Telebrix 35

Toxin Bordetella pertussis
TritonX - 100

Tirkav roztok

Zelatina

Miltenyi Biotec, USA
UOCHaB AV, CR
UMG AV, CR
UOCHaB AV, CR
Sigma, USA

Létiva, CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Chemikalie pro pripravu roztokt a médif (Lachema s.r.o., CR):

HCI, KHC03, NazEDTA.ZHQO, NaHC03, NazHPO4.12H20, NaHP04.2H20, NaOH, NH4C1

3.3. Média a roztoky

e Fosfatovy fyziologicky roztok (PBS)

Na 11dH20

NaCl 9,00 g
NazHPO4X 12H20 1,20 g
NaHPO4 x 2H:0 023 g

Upravit na pH 7,2 - 7,4 pouZitim HCl nebo
NaOH

e Roztok pro pritokovou cytometrii (FPBS)

Na 11PBS

azid sodny (NaN3) 02g
zelatina 10g

e Tiirkiv roztok pro pocitani leukocytt

Naredit vychozi roztok dH>0 v poméru 1:4

e H-MEMd médium

Na 11 média

H - MEMd (10 x konc.) 100 ml
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Gentamycin 50 mg/1 2 ml
HEPES 238 mg/1 5ml
Uprava na pH 7,0 ptidanim 7,5% NaHCO3

e H- MEMd médium s heparinem
Na 1 1 média vySe uvedené slozky ve stejném poméru

Heparin 1 ml

e Kultivacni médium CRPMI pro in vitro testy

Na 11 média RPMI (5 x konc.) 200 ml
Glutamin 3% 10 ml
Gentamycin 50 mg/1 2 ml
HEPES 238 mg/1 5ml
FTS 50 ml

Uprava na pH 7,0 ptidanim 7,5% NaHCO3

e Kultiva¢cni médium pro dlouhodobé kultury

Na 1l média

viz. CRPMI s pridavky: Pyruvat sodny 10 ml
2 - merkaptoethanol 1 ml
NEAA 10 ml
FTS 100 ml
FUNGISON 1 ml
THIAMULIN 1ml

e Lyzacni roztok ACK

Na 250 ml roztoku NH4Cl 20,73 g
HCO3 2,50¢g
Na;EDTA.2H20 931¢g

Zredit 10 x konc. ACK dH20 v poméru 1:10

e Separacni roztok Ficoll - Telebrix
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Ficoll 40 g / 500 ml dH20 240 ml
Telebrix fedény 100 ml
(100 ml TELEBRIX 35 + 44,2 ml dH20)

e Promyvaci roztok HBBS pro MACS

0,5% hovézi sérum (BSA) 50 ml
2mM NazEDTA.2H20 10g
PBS 200 ml

3.4. Pristroje a pomiticky

e Analytické vahy (Precisa Instrument AG, Svycarsko)

e autoMACS Pro Separator (Bergish Gladbach, Némecko)

¢ Automatické mikropipety 2 - 5000pul (Labnet International, USA)

¢ Biologicky laminarni bezpec¢nostni box (Jouan Inc, Francie)

e Biirkerova komiirka (Meopta, CR)

e Centrifuga HARRIER 15/80 (MSE, Velka Britanie)

e (CO; inkubator HeraCell 150 (Jouan, Francie)

e Elektronicka 8 - kanalova pipeta (Eppendorf, USA)

¢ Elektronické pipety (PIPETMAN Concept, USA)

e Kultivacni desticky 24- jamkové (Sarsted, Némecko)

e Kultivacni 96- jamkové desticky (NUNC, Dansko)

e Lednice (Zanussi, Italie)

e Mrazici box -20°C (Zanussi, Italie)

e Opticky mikroskop (Opton Inc., Némecko)

e Priitokovy cytometr BD LSR II (Becton - Dickinson, USA)

e PVC desticky (Dynex, USA)

e Scintila¢ni pocita¢ MicroBeta Trilux (PerkinElmer Wallac,
Némecko)

e Sklenény homogenizator Elvehjem-Potter (Pyrex Ltd., USA)
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e Univerzalni chladici centrifuga (Labnet International, USA)

e Vortexovy mixér (Labnet International, USA)

3.5. Pouzité monoklonalni protilatky pro FACS

Tabulka 2: Monoklonalni protilatky vyuZité k povrchovému znaceni bunék

Molekula | Fluorochrom | Redéni Klon Vyrobce
NKp46 FITC 1:15 29A14 eBioscinece
CD3 PE 1:50 145-2C11 eBioscinece
CD4 PerCP 1:200 RM4-5 BD Pharmingen
CD8 APC - eF780 1:100 53-6.7 eBioscinece
CD11b Alexa 700 1:100 M1/70 eBioscinece
NKG2D Biotin 1:100 A10 eBioscinece
NK1.1 APC 1:100 PK 136 BD Pharmingen

Tabulka 3: Monoklonalni protilatky vyuzité k intracelularnimu znaceni bunék

Molekula | Fluorochrom | Redéni Klon Vyrobce
Extracelularni CD49b FITC 1:100 DX5 eBioscinece
CD3 V405 1:50 145-2C11 eBioscinece
CD4 PerCP 1:200 RM4-5 BD Pharmingen
CD8 APC - eF780 1:100 53-6.7 eBioscinece
Intracelularni 1 IL-4 APC 1:40 11B11 BD Pharmingen
IL-10 PE 1:40 JES5 - 16E3 BD Pharmingen
Intracelularni 2 IFN-y APC 1:40 XMG1.2 BD Pharmingen
TNF-a PE 1:40 MP6 - XT22 eBioscinece
Sekundarni znaceni  Streptavidin  Qdot605 1:200 Invitrogen
Zivotnost bunék DNA (AT pary) Hoechst33258 1pg/reakci Hoechst AG
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4. METODY

4.1. Aplikace antigenu

4.1.1. Aktivni indukce EAE

Pro indukci EAE byl pro oba mysi kmeny pouZit stejny antigen, a sice myelinovy
bazicky protein (MBP) v koncentraci 100 pg na mys. MBP rozpustény v deionizované
vodé (dH20) byl smichan s kompletnim Freundovym adjuvans (CFA) o koncentraci 4
mg/ml M. tuberculosis. Emulze o objemu 100 ul byla aplikovana injek¢ni stiikackou
subkutanné tfemi vpichy podél patere.

K navozeni EAE byl dale pouzit toxin z Bordetella pertussis (PTX) o koncentraci 400
ng u SJL a 200 ng u C57BL/6 mysi. Toxin byl aplikovan intraperitonealné ve tirech
davkach po 100 pl - 0, 24 a 48 hodin po aplikaci antigenu.

V dalSich experimentech byly pro indukci EAE pouZity specifické peptidy PLP 139- 151
o koncentraci 100 pg u SJL mySi a MOG 35-55 u C57BL/6 0 koncentraci 200 pg na mys.

Aplikace PTX byla provedena ve stejném schématu, jak je uvedeno.

4.1.2. Pasivni indukce EAE

Pasivni indukce EAE byla provedena pouze u kmene C57BL/6. Mysi byly imunizovany
MOG 35 -55 s CFA dle vysSe popsaného postupu. Pertusovy toxin byl aplikovan ve stejné
koncentraci, ale pouze ve dvou davkach, a to 0 a 48 hodin po podani antigenu. Sedmy
den po aktivni indukci byly mysi usmrceny a odebrany sleziny i uzliny. Izolace
imunocytti je popsana v kapitole 4.4.2. Po izolaci imunokompetentnich bunék byla
provedena deplece CD19 pozitivnich bunék (kap. 4.4.3.).

Selektované buriky (T lymfocyty a NK burnky) byly natedény na 1 -2 x 106na 1 ml
kultivacniho média a po dobu 3 dnii inkubovany s IL-2 a MOG 35 - 55 pii 37° v 5% CO: (viz
kapitola 4.1.2.1.).

Aktivované splenocyty bez B lymfocytl byly preneseny intraperitonedlné v poctu 2 x
107 bunék v 500 pl H - MEM(d, zatimco buriky z uzlin byly aplikovany v poctu 1,5 x 107
ve stejném objemu média. Pfijemctim byl dale aplikovan MOG 3s.55 s CFA (kap. 4.1.1) a

dvé davky PTX, 0 a 48 hodin po transferu bunék (STROMNES I. G., 2006).
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4.1.2.1. Antigenni stimulace myelin specifickych T lymfocytii in vitro

Izolované lymfocyty z mysi 7. den po indukci EAE (viz odst. 4.4.1.) a po depleci B
lymfocytd (odst. 4.4.3.) byly nafedény na 106 bunék na 1 ml média a nasazeny na 24 -
jamkovou kultiva¢ni desticku. Butiky byly pro zvyseni afinity T lymfocyti k antigenu
kultivovany s MOG 3s5.55 v koncentraci 2,6 pg / 106 bunék. Proliferace byla podpoiena IL-
2 v koncentraci 1,3 pug/ 106 bunék. Buniky byly inkubovany 3 dny v termostatu pti 37°C a
5% COz (Cravens, 2011). Po skonéeni inkubace byly buriky spoc¢itany a lymfocyty
izolované z uzlin naredény v poc¢tu 1,5 x 107 bunék v 500 pl H - MEMd. Tato davka byla
aplikovana intraperitonealné C57BL/6 mySim. Splenocyty byly redény v poc¢tu 2 x 107
bunék v 500 ul H - MEMd a taktéZ mySim aplikovany intraperitonealné (STROMNES I. G.,
2006).

4.2. Klinické hodnoceni

Po indukci EAE byly mysi denné pozorovany. Klinické ptiznaky nemoci byly
zaznamenavany a hodnoceny na stupnici od nuly do péti, jak je uvedeno v tabulce ¢. 4.

Tabulka 4: Klasifikace klinickych priznakii

bez priznakl
atonicky ocas
kolébava chiize
paralyza zadnich konéetin
paralyza celého téla
uhynuti

b |wW|N|FR|O

4.3. Protokol aplikace interferonu beta (IFN-f3)

Pro tento pokus bylo pouZito 20 samic kmene C57BL/6 starych 10 tydnt. Byly
rozdéleny do 2 skupin po 10 mysich. U vSech mysi byla EAE indukovana MOG 35-55
s CFA a PTX, koncentrace odpovidaly postupu (odst. 4.1.1.). Cilem pokusu bylo
pozorovani klinickych zmén nemoci u mysi 1éCenych a nelé¢enych. Zmény ve fenotypu

nemoci byly sledovany v krvi i slezinach.
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Interferon [ je pouZzivan pri lécbé lidské RS. K 1é¢bé byl pouZit IFN-8 v koncentraci
104U. Kontrolni skupiné bylo podano 100 ul PBS. Celkem byly mysim podany 4 davky
l1éc¢iva. Prvni davka byla aplikovana 7. den po indukci EAE a zbyvajici vZdy nasledujici 6.
den.

Prvni ¢ast zvirat byla usmrcena 21. den po indukci EAE, a sice 3 mysi z kazdé
skupiny, 28. den byly usmrceny opét 3 mysi z kazdé skupiny a 35. den nemoci zbyvajici
zvirata. MySim byla odebirana krev z ocasu, slezina a uzliny pro dalsi imunologicka

vySetreni.

4.4. Izolace a priprava imunitnich bunék

4.4.1. Priprava imunitnich bunék z periferni krve pro FACS analyzy

Krev byla mysim odebrana z ocasni Zily do 50 pl sterilniho média H - MEMd
s heparinem na 96 - jamkové desticce. Desticka byla centrifugovana pti 260x g po dobu
2 minut. Poté byl odebran supernatant, desticka protrepana na vortexu a k peleté bylo
pridano 200 pl lyza¢niho pufru ACK. Obsah jamky byl promichan $pickou a desticka byla
ponechdna pri laboratorni teploté po dobu 15 minut. Pak byla centrifugovana opét pri
260x g po dobu 2 minut, odstranén supernatant, peleta bunék protiepana na vortexu.
Nasledné bylo pridano 200 pl ACK, ale desticka byla ihned centrifugovana pri 260x g po
dobu dvou minut. Poté byl odebran supernatant, desticka protfepana na vortexu a bylo
pridano 200 ul FPBS. Opét nasledovala centrifugace za stejnych podminek. Po odebrani
supernatantu a protiepani desti¢ky na vortexu byly buriky periferni krve (PBMC)

pripravené k dalsi manipulaci (znaceni protilatkami pro FACS analyzu).

4.4.2. Izolace mononuklearnich bunék ze sleziny a uzlin

Po usmrceni mysi cervikalni dislokaci byla slezina odebrana do zkumavky s 5ml H -
MEMd, uzliny do zkumavky s 1ml H - MEMd. Slezina byla homogenizovana na Petriho
misce pres sterilni sitko plastovym pistem a oplachnuta 5ml H - MEMd. Za icelem
odstranéni hrubych zbytku tkané byl filtrat centrifugovan po dobu nékolika vtetin pri
200x g (QUICK-mdd centrifugy). Supernatant obsahujici splenocyty byl prelit do sterilni
zkumavky a centrifugovan pri 200x g po dobu 5 minut. Poté byl supernatant odstranén,

peleta roztiepana a zkumavka doplnéna na objem 10 ml H - MEMd. Vzorek byl
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navrstven na 2,5ml separacniho roztoku Ficoll-Telebrix (FT) a centrifugovan pri 600x g
po dobu 35 minut. Prstenec oddélenych mononuklearnich bunék byl odebran do nové
zkumavky, ty byly doplnény H - MEMd do stejného objemu a dvakrat promyty. Nasledné
bylo z kazdého vzorku odebrano 50ul a smichano s 950ul Tiirkova roztoku pro pocitani
splenocytli pod svételnym mikroskopem v Biirkerovych komtrkach.

Uzliny byly homogenizovany ve sklenénych homogenizatorech, aby nedochazelo
k velkym ztratdm bunék. Zkumavky s homogenatem byly centrifugovany pouZitim
funkce QUICK. Supernatant obsahujici buniky byl prelit do sterilni zkumavky a dvakrat
promyt.

4.4.3. Magneticka separace (MACS)

[zolované slezinné burky byly pred pocitanim prefiltrovany pres sitko do nové
zkumavky. Po centrifugaci (300x g po dobu 10 minut) byl supernatant odlit a odsat
Spickou. K peleté byl pridan pufr HBSS v poméru 9 ul na 1 milion bunék a promichan
Spickou. Nasledné byl pridan roztok magnetickych kulicek potaZenych protilatkou proti
CD19, buné¢nému znaku B lymfocytii, v objemu 1 pl na 1 milion bunék. Poté byly vzorky
inkubovany v lednici po dobu 15 minut. Po jejich vyjmuti byl k bunikkdm pi#idan 1 ml
HBSS, vzorky byly 10 minut centrifugovany pti 300x g. Supernatant byl odlit, odsan
Spickou a pridanim 500 pl HBSS byly vzorky pripraveny k separaci. Negativné byly
separovany B lymfocyty, které byly pro dalsi pokusy neZadouci.

4.5. Pritokova cytometrie (FACS)

Fluorescen¢ni priitokova cytometrie je vyuZzivana ke kvantitativnimu i kvalitativnimu
stanoveni povrchovych molekul bunék a vnitinich bunéénych struktur ¢i jejich produktti
na zakladé jejich fyzikalnich vlastnosti. Jak uvadi nazev, tato metoda je zaloZena na
fluorescencnim znaceni struktur. K tomu se pouzivaji monoklonalni protilatky, které po
vazbé na cilové znaky mohou byt detekovany pristrojem. Vzorek je nasavan do tizké
Stérbiny tak, aby buriiky prochazely jednotlivé. Lasery o riiznych vinovych délkach
excituji navazana fluorescencni barviva a jejich emitované fluorescencni svétlo je

méreno detektory (Ormerod, 2000).

33



Vzorky pro FACS byly znaCeny v 96-ti jamkovych destickach s kulatym dnem. Kazda
jamka obsahovala 5 - 7 x 10°izolovanych bunék. Centrifugace vzork na destickach byla

provadéna po dobu 2 minut pti 260x g a 4°C.

4.5.1. Znaceni bunék pro urceni povrchovych znaki

Jednotlivé vzorky byly preneseny do 96-ti jamkové destic¢ky. Po centrifugaci dle vyse
uvedenych parametri byl rychlym vyklepnutim odstranén supernatant, pelety
protiepany (vortexovy mixer) a resuspendovany v 200 ul FPBS. Desticka byla znovu
centrifugovana, po odstranéni supernatantu protrepana a vzorky znovu promyty 200 pl
FPBS.

Promyté bunky po vyklepnuti supernatantu byly inkubovany s 10 ul smési
fluorescencné znacenych primarnich protilatek pri 4°C ve tmé, po dobu 30 minut. Poté
byly vzorky dvakrat promyty 200 pl chlazeného FPBS a centrifugovany (viz vyse).

V pripadé pouziti primarni protilatky znacené biotinem byly vzorky inkubovany se
sekundarni protilatku znacenou streptavidinem Qdot-605 (10 pl po dobu 20 minut ve
chladu a ve tmé a poté 2 x promyty 200 pl FPBS), ktery ma k biotinu vysokou afinitu.

Po promyti byly buriky resuspendovany 80 - 100 ul FPBS a pred vlastnim méfenim
bylo pridano 10 pl reagencie Hoechst 33258 (10ug/ml) pro odliSeni mrtvych bunék.

4.5.2. Znaceni bunék pro urceni intracelularnich znaki

Pro intracelularni znaceni bunék bylo pouzito stejné mnoZstvi bunék. K izolovanym
buiikdm v médiu pro dlouhodobé kultivace bylo ptiddno 25 ul PMA v koncentraci 50 ng
/ mla 25 pl ionomycinu v koncentraci 1 ug / ml. Mitogeny byly pridany pouze k
jedné poloviné vzorki, druha - kontrolni polovina ztistala bez stimulace. Nasledné bylo
ke v§em vzorkiim dodano 100 pul 1000 x fedéného Brefeldinu A, coz je latka, ktera
blokuje posun vackt z endoplazmatického retikula (ER) ke Golgiho aparatu. Poté byly
vzorky inkubovany v CO termostatu po dobu 5 hodin pfi teploté 37°C.

Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany a 2x promyty 200 pl FPBS (viz
vySe). Po odstranéni supernatantu nasledovalo znaceni povrchovych molekul bunék
pridanim 10 pl smési protilatek a inkubace 30 minut pri 4°C ve tmé. Po jejim skonceni
byly vzorky centrifugovany, 2x promyty 200 pl FPBS (viz vyse) a fixovany 100 pl

fixacniho roztoku (eBioscience Kit) po dobu 20 minut ve tmé a chladu. Po skonceni
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fixace byly vzorky centrifugovany a opét dvakrat promyty 200 pl permeabilizacniho
roztoku, pripraveného dle pokynii vyrobce (eBioscience). Po odstranéni supernatantu
bylo pridano 10 ul smési protilatek proti intracelularnim molekulam a vzorky
inkubovany 30 minut v chladu a ve tmé. Po skonceni inkubace byly vzorky
centrifugovany a 2 x promyty 200 pl permeabilizacniho roztoku. V piipadé pozdéjsiho

méreni byly vzorky znovu fixovany 100 pl fixacniho roztoku (eBioscience).

4.6. Test NK bunécné cytotoxicity

Tento test prokazuje cytotoxickou aktivitu slezinnych mononuklearnich bunék
zamérenou na radioaktivné znacené cilové burnky. Princip testu je zaloZen na pohlceni
51Cr cilovymi buiikami a jejich inkubaci s cytotoxickymi butikami, jez vede k likvidaci
cilovych bunék a uvolnéni >1Cr do supernatantu, jehoZ mnozstvi se nasledné
kvantifikuje.

Izolované efektorové bunky (viz odst. 4.4.2.) byly spocitany a naredény v poctu 6,4 x
106 na 1 ml 5% CRPMI. Do 96 - jamkové destic¢ky s kulatym dnem bylo naneseno 100 pl
natredénych efektorovych bunék, doplnéno 50 ul 5% CRPMI a piidano 100 pl
naredénych 51Cr znacenych cilovych bunék (fedéni 10> bunék na 1 ml 5% CRPMI).
Vzorky byly aplikovany celkem ve trech pomérech efektorovych bunék k cilovym - 64:1,
32:1, 16:1, a sice ve 4 jamkach pro kazdy pomér.

Pro urceni spontanniho rozpadu bunék bylo do jamek k tomu ur¢enych aplikovano
100 pl cilovych bunék doplnénych 150 pl 5% CPRMIL.

Do jamek urc¢enych pro méreni maximalniho rozpadu bylo aplikovano 100 pl cilovych
bunék, 100 pl 5% CRPMI a 50 ul 10% reagencie Triton X - 100.

Desticky byly inkubovany pri 37°C a 5% CO2. Po 3,5 a 18 hodinach bylo z kazdé jamky
odebrano 25 pl supernatantu do PVC desticky a do kazdé jamKky piidano 75 ul
scintila¢niho roztoku. Desticky byly zalepeny priihlednou izolepou, po dobu 5 minut
tfepany na vortexu a poté centrifugovany 5 minut pii 200x g. Uvolnéna radioaktivita
byla mérena pomoci scintilacniho pocitace Microbeta.

Ze ziskanych hodnot byla stanovena cytotoxicka aktivita bunék v procentech

cytotoxicity dle uvedeného vzorce:
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CPM exp — CPM spont

% ctx = x 100

CPMmax — CPMispont

CPMexp - mnozstvi 31Cr uvolnéného ze smési lymfocytt a cilovych bunék
CPMspont - Mnozstvi >1Cr uvolnéného pouze cilovymi burtkkami
CPMuayx - maximalni mnoZstvi uvolnéného >1Cr po pouziti detergentu (10% TritonX-

100)

4.6.1. Linie cilovych bunék pro test cytotoxicity

Pro test NK bunécné cytotoxicity byla pouzita linie mySiho T lymfomu YAC-1 -/-/+
(negativni na expresi molekul H-2DP a H-2D4, pozitivni na expresi Rae-1y) pripravené
v Laboratofi prirozené bunécné imunity. Cilové buniky byly znac¢eny 51Cr po dobu 90
minut v termostatu pti 37°C, 5% COza 100% vlhkosti v poméru 100 pCi roztoku 51Cr na
106 bunék.

4.7. Statistické vyhodnoceni vysledki

Ziskana data byla pirevedena do MS Excel verze 2007. FACS analyzy byly
vyhodnoceny v programu FlowJo verze 9.4.1 MAC. Ke grafickému i statistickému
vyhodnoceni dat byl pouZit program GraphPad Prism 5. Vysledky byly statisticky
ovéreny neparovym T-TESTEM s pouZzitim metody nulové hypotézy, tedy Ze se soubory
vyznamné nelisi. K rozhodnuti platnosti nulové hypotézy byl pouzit 95% interval
spolehlivosti (p<0,05). Statisticky vyznamné odchylky byly oznaceny hvézdami
(p*<0,05; p**<0,01; p*** < 0,001). Pro skupinové porovnani souborti dat byl pouzit

jednosmérny test ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.
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5. Vysledky

5.1. Postup vyhodnoceni FACS analyz pro identifikaci povrchovych

znaku a i intracelularni detekci cytokinii

5.1.1. Analyza povrchovych znaku
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Obrazek 7: Strom vyhodnoceni

o 10% 10° 10

povrchovych znakid bunék <PerCPA>

Usek (1) oznacuje diskriminaci bunék, které neprosly laserovym paprskem samostatné.
Nasledné (2) byl z jednotlivych bunék ohranicen region lymfoidnich bunék, ze kterého byly
vybrany zivé bunky (3). V iseku (4)je vyznaceno rozdéleni bunék podle znakti NKp46 (Fitc) a
CD3 (PE). Levy horni kvadrant NKp46+ CD3- byl dale délen na NK1.1+ (APC) / NKG2D+ (Qdot-
605; 5a). Pravy dolni kvadrant tiseku (4) NKp46- CD3+ byl rozdélen na CD4+ (PerCP) / CD8+
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(APC-Alexa750; 5b). Na obou populacich T lymfocytti (CD3+ CD4+, CD3+ CD8+) byl nasledné

hodnocen pomér NK1.1 / NKG2D (viz asek 5a).

P i o
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Obrazek 8: Strom vyhodnoceni intracelularni produkce cytokini.

o 10?

Usek (1) a (2) je shodny jako u postupu vyhodnoceni extracelularnich znakd.
Usek (3) znazornuje kvadranty NKp46+ (Fitc) v levém hornim a CD3+ (Pacific
Blue) v pravém dolnim. Usek (4a) znazortuje vlastni produkei cytokini NKp46+
buiikami, usek (4b) rozdéleni lymfocytti na CD4+ (PerCP - pravy dolni kvadrant)
a CD8+(APC-Alexa750 - levy horni kvadrant). Na obou single-pozitivnich
populacich T lymfocytt je dale rozdéleni podle produkce cytokinti (4a)



5.2. Klinicky pribéh a imunologicky profil aktivné indukované EAE
u SJL mysi

5.2.1. Klinické parametry

Patnact SJL/] mysi bylo imunizovano peptidem proteolipidového proteinu PLP 139.151
ve smési s CFA. Pertusovy toxin aplikovan nebyl. Jedna mys uhynula treti den po
imunizaci, u 8 mysi byla pozorovana stiidaveé -recidivujici forma EAE. Mysi byly

pravidelné pozorovany a priznaky odecitany podle jejich zavaznosti.

(a)
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=
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Obrazek 9: (a) Klinické skoére nemoci bylo hodnoceno u kazdé mysi jednotlivé. Do
grafu byla vynesena primérna hodnota klinické manifestace u celé skupiny. Ta byla
pocitana souctem vSech stupni délenych poc¢tem mysi, u nichz byly priznaky pozorovany.

(b) Graf znazornuje pocet mysi ze skupiny v %, u kterych se v dany den manifestovaly
priznaky EAE.
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U SJL mysi byla pozorovana stridavé-recidivujici forma EAE. Sedmy den byly
pozorovany prvni piiznaky. Mysi mély atonicky ocas, u jedné se projevila paralyza
zadnich koncetin. Od 25. do 40. dne byly mysi v remisi EAE, jejiZ druha ataka se

nejvyraznéji projevila 50. den po indukci.

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

Na obrazku 10 (a) jsou zndzornény zmény v poctu NK bunék v periferni krvi
v pribéhu EAE. Po celou dobu je jejich snizeni u imunizovanych mysi statisticky
vyznamné. Vysledek ANOVA testu prokazal, Ze zmény jsou signifikantni pouze
v porovnani se zdravou kontrolou. Statisticky vyznamné jsou zmény v expresi NKR-P1B
receptoru (b), které jsou shrnuté v tabulce €. 5. Exprese NKG2D (c) je po celou dobu
nemoci statisticky vyznamna, viz tabulka €. 6.

Tabulka 5: ANOVA test exprese NKR-P1B

Bonferroni's Test Summary
Ovs2 ns
Ovs6 ook
0vs9 **
2vs6 ookl
2vs9 ns
6vs9 ool

Tabulka 6: ANOVA test exprese NKG2D

Bonferroni's Test | Summary
Ovs2 *
Ovsé6 *
0Ovs9 *kk
2vVs6 HAE
2vs9 ns
6vs9 *Ak
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Obrazek 10
Obrazek ¢. 10: (a) Pocet NK bunék v krvi SJL mysi (2. tyden: p=0,0071; 6. tyden:
p=0,036; 9. tyden: p=0,022). (b) Exprese inhibi¢niho NKR-P1B receptoru a aktivac¢niho
receptoru NKG2D (c).



5.2.3. Relativni zastoupeni NKp46- CD3+ T bunék nesoucich znak CD4 nebo CD8

v periferni krvi SJL mysi v pribéhu EAE.

Obrazek 11 znazornuje zastoupeni CD4+ a CD8+ lymfocyti v periferni krvi mysi v
pribéhu EAE a je z ného patrné, Ze v pocatcich progrese EAE se dramaticky méni pomér

CD4:CD8.

-~ CD8+
-~ CD4+

% CD3+ NKp46- lymfocytu

0 2 4 6 8 10 12
tydny po indukci

Obrazek 11: Zmény v poctech T lymfocytii v periferni Kkrvi.

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

5.3.1. Klinické parametry

Patnact C57BL/6 mysi bylo imunizovano peptidem myelinového
oligodendrocytarniho glykoproteinu MOG 35-55 ve smési s CFA. Pertusovy toxin byl
aplikovan ve trech 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 i poCet mysi s pozorovatelnymi priznaky v dany den byl

odecitan stejnym zplisobem jako u SJL mysi.
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Obrazek 12: (a)Klinické skore znazornuje chronickou formu EAE, prvni priznaky se
projevily 10 den. (b)Podil mysi s pozorovatelnymi priznaky v dany den.
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5.3.2. Relativni zastoupeni NKp46+ CD3- NK bunék v periferni krvi C57BL/6
mysi v pribéhu EAE. Exprese receptori NKR-P1C a NKG2D.
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c
3
o 24
x
=
= M
0-
Q o © o
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¥ 60+
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F 20+
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Obrazek 13: (a) U C57BL/6 mysi byl statisticky vyznamny pokles NK bunék zaznamenan
pouze 2. tyden (p=0,002) po imunizaci, v dalsim priibéhu nemoci se jejich podil v krvi vyznamné
nezménil. (b) Exprese aktivacniho receptoru NKR-P1C na NK buitikdch C57BL/6 mysi byla také
béhem celého priibéhu EAE statisticky vyznamné sniZena (2. tyden: p=0,001; 6. a 9. tyden:
p<0,0001). V tabulce ¢. 8 je uvedeno porovnani exprese mezi vSemi tydny. (c)Exprese NKG2D na
NK bunkach byla oproti zdravym kontrolam statisticky vyznamné sniZena v celém priibéhu EAE
(2. tyden: p=0,008; 6. tyden: p=0,001; 9. tyden: p=0,002).
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Tabulka 7: ANOVA test exprese NKR-P1C v priibéhu EAE

Bonferroni's Test | Summary

Ovs?2
Ovs6
Ovs9
2vs6
2vs9
6vs9

ns
*kk

skksk
kkok

skksk

ns

5.3.3. 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 lymfocyti v periferni ktvi C57BL/6

mysi a pomér CD4:CD8 ziistava na roydil od SJL mzsi po celou dobu progrese EAE

relativné stejny.
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Obrazek 14: Graf znazornuje zmény v poctu T lymfocytt v krvi u C57BL/6 mysi.
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5.4. Porovnani imunologickych zmén ve sleziné a periferni krvi u

C57BL/6 mysSi 7. a 14. po aktivni indukci EAE

5.4.1. Imunitni odpovéd 7. den po indukci EAE

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

K imunizaci MOGss.ss (viz odst. 4.1.1.) bylo pouzito 20 samic C57BL/6 a 10 samic bylo
ponechano kontrolnich. Ke kazdému pokusu bylo pouzito 10 imunizovanych a 5
kontrolnich mysi.

Obrazek ¢. 15 znazoriiuje zmény v poctu NK bunék (a), expresi aktivacniho receptoru
NKR-P1C (b) a expresi aktiva¢niho receptoru NKG2D (c) na NK bunikach. Statisticky
vyznamna je pouze zména u exprese NKG2D, a sice v krvi i slezinach (7. den v krvi

p<0,0001 a slezinach p<0,0001).
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Obrazek 15: NK buriky 7. den po indukci EAE.
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5.4.1.2.  Cytotoxicka aktivita NK bunék 7. den po indukci EAE
Obrazek €. 16 zobrazuje zvySeni cytotoxicity NK bunék 7. den po indukci EAE.
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Obrazek 16: Cytotoxicka aktivita NK bunék u EAE pozitivnich mysi je statisticky
vyznamneé vyssi, neZ u zdravych kontrolnich mysi (p=0,006; p<0,0001)

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

Obrazek €. 17 (a) znazornuje zastoupeni CD4+ T lymfocytd, jejichZ pocet v krvi EAE+
mysi statisticky vyznamné klesa (p<0,0001). (b) exprese NKR-P1 receptoru na téchto
burikach je u EAE+ statisticky vyznamné nizsi (p<0,0001). (c) Exprese receptoru NKD2G
se vyrazné neméni. Zastoupeni CD8+ T lymfocytd v krvi (d) se statisticky vyznamné
sniZuje (p<0,001), stejné jako exprese NKR-P1 (e) na téchto burikach (p<0,0001).
Exprese NKG2D se u CD8+ T bunék v krvi signifikantné snizuje (p=0,002).

48



—_—
O
-
=<}
o
T
—_
o
L=l

ks B3 zdravé 80+ it
2 EX EfE + i [ ] Z A:Eave
g El zdravé < g0 Ex *
% EE3 EAE + ek Wl zdravé
2 40 £33 EAE+
+ 2 404
g %
O 20 a XXX
2 o 204 ‘|
= 3
0- (|
KREV SLEZINA od {
KREV SLEZNA
(b) (e)
44 4+
H 3 Redked
2 Ll i
£ £ s
= =]
a
(_;‘ 21 8 24
E dede ke é
& T4
¥ I
= X
= ol R - o B
KREV SLEZINA KREV SLEZNA
(c) (f
2.59 2.5+
o 3
H R
o 2.0 — o ol %
: £
E 1.54 8 1.5
o o
+ 1.0+ & 1.0 e
o
o o
g Q 0.5
é 0.5 = .
= =
0.0- 0.0-
KREV SLEZINA KREV SLEZINA
Obrazek 17

49



5.4.14.
den po indukci EAE
(a)
1.
- e
12 (=N
I 1 B
!
&
.
= 4
2
0
¥ v
< <®
b
(b) i .
Wl zdravé
s "® O e+
E 10
E\" 8 ok
< s
EE
0
\dl \of
Qe\ QQ
(<) M zdrave
“ o v
5
E o
g 8 ¥
¢ e
E 4
® 2
0
¥ ¥
¥ ®

Obrazek 18: Detekce cytokinii u NK bunék a T lymfocytu
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Izolované mononukledrni buriky slezin byly stimulovany PMA a ionomycinem.

K potlaceni extracelularni produkce cytokinii byl ke vzorkim ptridan Brefeldin A. Bunky

byly nasledné po dobu 5 hodin inkubovany pti 37°C.
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Produkce INF-y po stimulaci bunék PMA (obrazek 20) se statisticky vyznamné u
lymfocytli imunizovanych mysi zvysila, u NK bunék (a) p=0,014; CD4+ T lymfocyti (b)
p=0,003; i CD8+ T lymfocytt (c) p=0,033. Produkce TNF-a byla u NK bunék (d)
signifikantni po jejich stimulaci (p=0,034). U CD4+ T bunék (e) byla zvySend i u
nestimulovanych bunék (p=0,024; P<0,0001) a stejnd zména v produkci bylaiu CD8+ T
lymfocyti (f) tedy (p=0,002; p=0,032). Produkce protizanétlivého IL-10 u NK bunék (g)
se statisticky vyznamné nezménila, podobné jako jeho produkce u CD8+ T lymfocyti (i).

(h) Signifikantni zvySeni bylo v produkci IL-10 u CD4+ T bunék (p=0,011; p=0,006).
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5.4.2. Imunitni odpovéd 14. den po indukci EAE

5.4.2.1.  Relativni zastoupeni NK bunék 14. den po indukci EAE a exprese
aktivacnich receptorit NKR-P1C a NKG2D na téchto burikdch
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Obrazek 19: NK buiiky 14. den po indukci EAE
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Obrazek €. 19 znazoriiuje zmény v poctu NK bunék (a), expresi aktivacniho receptoru
NKR-P1C (b) a expresi aktivacniho receptoru NKG2D (c) na NK burikach. Statisticky

vyznamné je zvySeni NK bunék v krvi (p=0,003) a sniZeni exprese NKG2D na NK
burikach v krvi p=0,03).

5.4.2.2.  Cytotoxickd aktivita NK bunék 14. den po indukci EAE

18h
504 *
*k (3 K (64:1)
> 40 B3 EAE (64:1)
'S &3 K (32:1)
X 30 B3 EAE (32:1)
S
€ 20-
o
X 10
0-
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Obrazek 20: Cytotoxicka aktivita NK bunék u EAE pozitivnich mysi je statisticky
vyznamneé vyssi, nez u zdravych kontrolnich mysi (p=0,035; p=0,0047).
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5.4.2.3.
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na téchto burikach 14. den po indukci EAE
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Obrazek 21: (a) znazornuje zastoupeni CD4+ T lymfocyti, jejichZ pocet ve sleziné EAE+
mysSi statisticky vyznamné stoupa (p=0,023). (b) exprese NKR-P1 receptoru na téchto
buiikach neni u EAE+ vyznamna stejné exprese receptoru NKD2G se vyrazné neméni jako
(c). Zastoupeni CD8+ T lymfocytia v krvi i sleziné (d) statisticky vyznamné stoupa
(p=0,004; p=0,0008). E xprese NKR-P1 (e) na téchto buiikach signifikantné stoupa
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(p=0,039; p=0,002). Exprese NKG2D u CD8+ T bunék v krvi stoup3, signifikantné v§ak na
buiikach sleziny (p=0,003).
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5.5. Vlivinterferonu § na imunitni odpovéd u C57BL/6 mysi po

aktivni indukci EAE

5.5.1. Relativni zastoupeni NK bunék a exprese receptorii NKR-P1C a NKG2D
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Obrazek 22: Signifikantni nartist NK bunék u mysi 1écenych IFN-{ je ve sleziné (a) 28. den
(p=0,0049) i 35. den (p=0,043) a 28. den v krvi (d) p=0,0095. Exprese NKRP-1C statisticky
vzrostla pouze 28. den na NK burikach slezin 1é¢enych mysi (b) p=0,028. Na krevnich NK

butikach se exprese NKR-P1C vyrazné nezménila (e). Exprese NKD2D na NK butikach krve byla u
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mysi lé¢enych IFN-f nizsi (p=0,014; p=0,002) (c). Exprese NKG2D na NK burikach slezin (f) mysi
1é¢enych IFN-f se statisticky vyznamneé nejprve sniZzila, poté byla vyssi nez u kontrolnich mysi
(p=0,034; p=0,044; p=0,039).

5.5.2. VIivIFN- na NK bunécnou cytotoxicitu
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Obrazek 23: Cytotoxicita NK bunék mysi 1écenych IFN- statisticky vyznamneé vzrostla,
pozdéji klesla oproti NK buitkkdm kontrolnich mysi. (a) signifikance: p<0,0001; p=0,0002;
p=0,008. (b) signifikance: p<0,0001; p=0,0022; p=0,041
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5.5.3. VIiv IFN-B na syntézu cytokinti NK bunék a T lymfocytti
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Obrazek 24: Produkce IFN-y NK buiikami (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 burnkami (c), CD4+ T lymfocyty (f) a CD8+ T lymfocyty (i). Statisticky
vyznamné rozdily jsou pouze v produkci IL-10 (tab. 10), ktera je vy$si u imunizovanych

mysSi.

Tabulka 8: ANOVA test produkce IL-10 NK buiikami. Cervena znaéi sloupce
stimulovanych bunék. Z - zdravé mysi, E - EAE + PBS, F - EAE + IFN-f3.

Bonferroni's Test Summary
ZvsE ok
ZvsF *
EvsF ns
ZvsE ok
ZvsF *
EvsF ns
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5.6. Indukce EAE adoptivnim transferem MOG3s.ss5 - specifickych T

lymfocyti
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Obrazek 25: (a)Ubytek vahy mysi, jimz byly preneseny aktivované lymfocyty z uzlin.
(b) Ubytek vahy mysi, jimz byly preneseny aktivované lymfocyty ze slezin.

Obé mysi (a) mély zavazné paralyzy zadnich koncetin. Mys ¢. 1 se jiZ sedmy den po
transferu pohybovala kolébavé, s ibytkem vahy zaroven gradovala paralyza. Z toho
diivodu byla mys 14. den po transferu zabita. U mysi €. 2 se EAE zacala projevovat 13.
den po indukci EAE, totalni paralyza zadnich koncetin nastala 20. den. Z toho divodu
byla myS usmrcena.

Mysi, kterym byly pirenaseny aktivované bunky slezin (b), nemély motorické poruchy.

Reakce na prenos bunék se projevila pouze v ibytku vahy. Ani 23. den se neprojevily
paralytické priznaky, proto byly mysi zabity.
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6. Diskuze

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida je povaZzovana za mysi model lidské
autoimunitni roztrouSené sklerdzy. Spolecnymi rysy obou chorob je poSkozeni
myelinovych oballi nervovych vybézkil v diisledku imunopatologické reakce, vedouci
k poSkozeni prenosu nervového signalu. Roztrousena skler6za u lidi je diagnostikovana
tehdy, jsou-li 1ékai'skym vySetrenim prokazany minimalné dva plaky v bilé hmoté CNS
s patrnym ubytkem myelinu (SOSPEDRA, 2005). U lidi se tyto plaky vytvaii v mozku i miSe
a tim se manifestuji nejriiznéjsi klinické priznaky od poruch soustiedéni, paméti, depresi
az po ztratu motorickych funkci koncetin a ochrnuti. U mysi prevlada poskozeni
nervovych drah michy, nebot neuroantigen se prevazné aplikuje subkutanné podél
patere od urovné prednich koncetin smérem dolii k ocasu (MILLER, 2007). Klinicky se
choroba projevuje motorickymi poruchami - atonicky ocas, kolébava chiize, paralyza
koncetin az uhynuti zvirete (STROMNES . G., 2006). Dal$im znakem navozené EAE je
ubytek vahy pokusného zvitete (slovni komentar Dr. Hi{balové).

Roztrousena sklerdza je multifaktorialni onemocnéni. Na jeji vznik maji vliv
prodélané i latentni virové infekce, prostredi, stres i genetické pozadi jedince (ASCHERIO,
2010; Hiras, 2010). U mysi rada infekci interferuje s onemocnénim, proto jsou chovany
ve specialnich podminkach - ve vzniku a rozvoji EAE je pak zapojen pouze imunitni
systém mys$i. Zanétliva reakce u lidi i mysi je podnécovana vznikem a proliferaci
autoreaktivnich klont Th bunék. Jejich funkce podporuji fagocytujici buriky a aktivuji
dalsi efektorové burnky.

Pro ucely diplomové prace byly vybrany dva inbredni kmeny mysi - SJL./] a C57BL/6.
Oba kmeny se lisi formou MHC molekul, SJL nesou H-2s a C57BL/6 maji H-24. SJL mysi
jsou standardné pouzivany pri studiu lidskych autoimunitnich i nddorovych
nemocnénich (HUTCHINGS, 1986). V porovnani s C57BL/6 maji vyrazné nizsi pocet NK
bunék, to je asi 1-2% v krvi, zatimco C57BL/6 maji 4-5%. NK buiiky obou kmenti jsou
polymorfni v receptorech NKR-P1. SJL/] mySi nesou inhibi¢ni izoformu NKR-P1B a
C57BL/6 aktivacni NKR-P1C. ACkoliv NKR-P1C izoforma aktivuje cytolytické
mechanismy a produkci cytokinii a NKR-P1B funkce NK bunék inhibuje, obé molekuly

asociuji se stejnou tyrozinovou kindzou p56!<k. Obé formy jsou detekovatelné

60



protilatkou PK-136, ktera vaze spole¢nou strukturni molekulu NK1.1 jimi sdilenou
(LjuTic, 2005).

EAE, stejné jako roztrousena skleréza, ma vice forem Kklinickych priznaki. Mize se
projevit jako chronicka, stiidaveé recidivujici ¢i akutni. U riznych kment mysi se k jeji
indukci pouZivaji specifické peptidy myelinovych proteinti ¢i intaktni proteiny.

Pro ucely této prace byly k navozeni EAE pouzity peptidy MOG3s.55 ve smési s CFA a
pertusovym toxinem pro C57BL/6 mysSi a PLP139.151 ve smési s CFA u SJL mySi (MILLER,
2007). U C57BL/6 mysi se klinické priznaky 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 se manifestovala priblizné
20. den. Ataka byla vystiidana remisi, pti niZ nebyly pozorovany zadné priznaky a dalsi
zachvat nemoci se projevil kolem 50. dne po indukci. NAmi pozorovany priibéh nemoci
koreluje s poznatky v literature.

V priibéhu nemoci byla mysim odebirana krev z ocasni Zily a provadéna analyza
poctu NK bunék a T lymfocytt a také byla sledovana exprese NKR-P1 molekul. Mysi NK
buriky mohou nést 5 izoforem téchto receptorti, inhibicni NKR-P1B,D a aktivacni NKR-
P1A, C, F. Lidské NK buriky exprimuji pouze jeden NKR-P1 receptor ozna¢eny CD161.
Pravé tato molekula byla také popsana u lidskych CD4+ Th17 lymfocytt. V té souvislosti
jsme sledovali pfitomnost a zmény v jeji hladiné na povrchu CD4+ T bunék. Molekula
NKG2D se na NK bunikach vyskytuje jako heterodimerni receptor spole¢né s
podjednotkou CD94 a spousti cytotoxické mechanismy. Tento znak nesou i cytotoxické T
lymfocyty a byl objeven i na CD4+ T burikach (Dal, 2009).

Zastoupeni NK bunék v krvi SJL. mysi bylo v celém pribéhu EAE statisticky vyznamné
nizsi (obr 9a). Poc¢et 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. Exprese
NKR-P1B izoformy u NK bunék SJL mysi vyznamné klesla Sesty tyden po indukci, kdy
byly mysi v remisi. Exprese NKG2D byla v remisni fazi také mnohokrat sniZena, ovSem
jeho hladina pti atacich nemoci byla oproti ptivodni hodnoté signifikantné zvysSena.
projevi nemoci, tedy ve druhém tydnu po indukci EAE, tedy. Exprese aktivacnich
receptorti NKR-P1C i NKG2D byla statisticky vyznamné sniZena po dobu priibéhu EAE.

Ziskana data podporuji teorii o regula¢ni funkci NK bunék pti autoimunitach.
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remisni fazi. Poté pri druhém ataku nemoci jejich pocet rostl. Pocet CD8+ T lymfocyti

v krvi SJL vyrazné vzrostl 2. tyden po indukci pravdépodobné piresunem téchto bunék do

Vv

vV

Pti chronické fazi EAE jejich pocet v krvi stoupal a poté se drZel na konstantni drovni.
Zde je patrné, ze pomér CD4:CD8 je u obou kmenti znac¢né rozdilny v zavislosti na
pribéhu nemoci a miize tak souviset s remisnim/chronickym projevem onemocnéni.

Pro dal8i vyzkum byly pouZity pouze samice kmene C57BL/6. Pro podrobnéjsi
predstavu imunologického profilu pocatecni faze EAE bylo sedmy den po indukci EAE
dle vySe uvedeného postupu (odst. 4.4.1.) a 14. den po indukci usmrceno 10 EAE
pozitivnich mysi a 5 zdravych kontrol.

Zastoupeni NK bunék v krvi a slezinach nesouci NKR-P1C u EAE+ mysi bylo niZsi nez
u kontrolnich, avsak statisticky vyznamny pokles byl jen v expresi NKG2D receptoru.
Cytotoxicka aktivita NK imunizovanych mysi ale presto signifikantné vzrostla.

Pocet CD4+ T lymfocytl s vysokou expresi NKR-P1 v krvi vyznamné klesl. Exprese
molekuly NKG2D na CD4+ T buiikach nebyla vyznamné ovlivnéna. Hladina CD8+
lymfocyti s nizkou expresi aktivacnich receptortt NKR-P1 i NKG2D v krvi statisticky
vyznamneé vzrostla.

Funk¢ni aktivita NK bunék a obou populaci T lymfocytti 7. den byla ovéiena
intracelularni produkci cytokinti. Prozanétlivy IFN-y byl vSemi populacemi u
imunizovanych mysi oproti zdravym kontrolam produkovan ve vyrazné nizsi
koncentraci. Naopak koncentrace TNF-a byla statisticky vyznamné vyssi u vSech
sledovanych lymfocytti izolovanych z EAE pozitivnich mysi. Produkce IL-10 témito
populacemi nebyla prilis odliSna.

Zastoupeni NK bunék v krvi u imunizovanych mysi 14. den bylo vyznamné vyssi nez u
kontrolnich mysi, ovSem exprese NKG2D na téchto burikach vyznamné poklesla. Exprese
NKR-P1C se nezménila. Cytotoxicka aktivita NK bunék EAE pozitivnich mysi byla vyssi

nez u kontrolnich bunék.
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Hladina CD4+ T lymfocyt( u imunizovanych mysi vzrostla pouze ve slezinach. Zmény
v expresi NKR-P1 i NKG2D nejsou statisticky vyznamné. Naopak pocet CD8+ T lymfocytl
s vysokou expresi NKR-P1 a NKG2D se v krvi i sleziné vyrazné snizil.

Po navozeni modelu EAE jsme v dalSim pokusu aplikovali jedné skupiné mysi IFN-3,
ktery se pouziva pri lécbé lidské roztrousené skler6zy. Prvni davka byla aplikovana pii
imunizaci MOGs3s.ss, druha byla aplikovana 6. den po indukci EAE, tieti davka 12. den po
indukci a posledni davka 18. den. Mysi byly zabity ve tfech intervalech: prvni skupina
21. den po imunizaci (dva dny po tfeti davce 1éc¢iva), dalsi skupina 28.den (tfi dny po
aplikaci posledni davky) a zbylé mysSi usmrceny 35. den po indukci EAE. U kontrolnich
mys$i, kterym misto IFN-f byl aplikovan PBS, se neprojevily klinické priznaky, tudiz efekt
IFN- mtiZzeme pouze odhadnout na zdkladé zmén v imunologickém profilu. Z téhcto dat
miiZzeme vyvodit, Ze bud'to nema IFN-f3 aplikace vliv na zmirnéni priibéhu EAE, nebo zda
pouzivame vhodné koncentrace jednotlivych latek pri indukci EAE. (MILLER, 2007) uvadi
tri davky PTX, jiné protokoly davky pouze dvé. Také koncentrace M. tuberculosis je
uvadéna v rozmezi 200 - 500pg / 1ml nekompletniho Freundova adjuvnas. Rozhodli
jsme se indukovat EAE prenosem aktivovanych MOGs3s.ss specifickych lymfocytt. Ze
sedmi darcovkych mysi, kterym byla aktivné indukovana EAE, jsme ziskali dostate¢ny
pocet bunék na pienos sedmi C57BL/6 mySim (STROMNES 1. G., 2006). Mysi, kterym byly

preneseny aktivované burky izolované z uzlin, vyvinuly paralytické piiznaky nemoci.
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7. Zavér

Zavérem prace mizeme shrnout, Ze NK buriky se v priibéhu progrese EAE aktivuji jak
cytotoxicky, tak cytokin-sekrecné a Ze maji na priibéh onemocnéni nezanedbatelny vliv.
Dale bylo z dat patrné, Ze pomér CD4:CD8 lymfocyt periferni krve se u obou kment
znacné lisi a mliZe stejné jako exprese riznych izoforem NKR-P1 ovliviiovat priibéh

progrese EAE.
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