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Abstrakt

Jeden z hlavnich G¢ink prozanétlivych cytokini je indukce chemokin a exprese
adhezivnich molekul, které reguluji migraci imunitnich bunék do centra poskozeni.
Chemoatraktivni gradient zajistuje kromé toho také fyziologicky piisun bun¢k do tkani a
lymfatickych organt za normalnich okolnosti. Chemokiny jsou chemotaktické cytokiny,
které tvofi velmi rozsédhlou a rozmanitou skupinu vylu€ovanych proteinti, které maji
mnoho funkeci jednak v procesech udrzujicich homeostazu, ale i ve stavech zanétlivych.

Produkce nékterych chemokini ma také zasadni vliv na odhojeni Stépu. Dalsi
pochopeni mechanismu, kterymi se ucastni chemokiny akutni rejekce, by mohlo pfispivat
ke zlepSeni 1écebnych krokt v transplantologii.

V této diplomové praci byly sledovdny sérové hladiny chemokini u pacientii
s transplantovanou ledvinou, tato méfeni vSak neukdzala vyznamnou dynamiku. Déle byl
sledovan vliv efektu prozanétlivych cytokinli na uvolnéni chemokinl z bun¢k renalniho
epitelu a monocyt. Byly provadény experimenty, kde se sledovaly hladiny jednotlivych
chemokinl jako ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1 B, RANTES, GRO alpha, u bunéénych
kultur THP-1 (monocyto/makrofagova bunécnd linie), RPTEC (rendlni epitelidlni buiky
proximalnich tubull) a RA (nédorova linie ledvinovych bun¢k). Ke stimulaci byl pouzit
TNF-o (tumor nekrotizujici faktor alfa). Chemokin ENA-78 byl nejvice produkovan u
bunééné kultury RA, chemokin IL-8 (CXCL-8) mél nejvyssi hladinu u bunék RPTEC,
nejvetsi hladiny MCP-1 bylo dosaZzeno u bunék RA. Celkové nejvysSich hodnot u bun¢k
THP-1 stimulovanych pomoci TNF-a dosahl chemokin RANTES, u bunék RPTEC
maximalni hladiny dosahl chemokin GRO alpha.

Indukce CD54 byla nejvetsi u THP-1 bunek, u bunék RA byla exprese mensi, u bun€k
RPTEC nebyl antigen detekovan ani po stimulaci. Hladiny chemokinii v supernatantech

byly méfeny pomoci technologie Luminex.

Klicova slova: chemokiny, ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1 B, RANTES, GRO alpha



Abstract

One of the main effects of pro-inflammatory cytokines is the induction of chemokines
and the expression of adhesive molecules that regulate the migration of immune cells to the
center of the damage. Chemoattractant gradient also provides a physiological delivery of
cells to tissues and lymphatic organs under normal circumstances. Chemokines are
chemotactic cytokines that form a very large and diverse group of secreted proteins that
have many functions both in processes that maintain homeostasis but also in inflammatory
states.

Production of some chemokines also has a major effect on graft rejection. Further
understanding of the mechanisms involved in the acute rejection chemokine could
contribute to improving treatment steps in transplantology.

In this diploma thesis, serum chemokine levels were monitored in renal transplant
patients, but these measurements did not show significant dynamics. Furthermore, the
effect of pro-inflammatory cytokines on the release of chemokines from renal epithelial
cells and monocytes was studied. Experiments were performed to monitor the levels of
individual chemokines such as ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1 B, RANTES, GRO alpha,
THP-1 (monocyte/macrophage cell line), RPTEC (renal epithelial cells of proximal
tubules) and RA (renal cell tumor lines). TNF-a (tumor necrosis factor alpha) was used to
stimulate. Chemokine ENA-78 was most produced in the RA cell culture, chemokine IL-8
(CXCL-8) had the highest level in RPTEC cells, the highest levels of MCP-1 were
achieved in RA cells. Overall, the highest values for TNF-a stimulated THP-1 cells
reached the RANTES chemokine, with peak RPTEC cells reaching the GRO alpha
chemokine.

Induction of CD54 was greatest in THP-1 cells, RA expression was less, in RPTEC
cells the antigen was not detected even after stimulation. Chemokine levels in supernatants

were measured using Luminex technology.

Key words: chemokines, ENA-78, IL-8, MCP-1, MIP-1 B, RANTES, GRO alpha
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Seznam zKkratek

AKI
ATP
ABMR
APC
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BRAK
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CDC

CXC
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DGF
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EDTA
FBS
FCS
FDC
FS

GC Tth
GaGs
HCC
HLA
RPTEC
I-TAC

IRAK
IFN-y
IP - 10
IL
IL-1B
IMDM
I/RI

Acute kidney injury; akutni poskozeni ledvin

Adenosintrifosfat

Antibody mediated rejection; protilatkami zprostfedkovana rejekce
Antigen presenting cell; butika prezentujici antigen

Atypické receptory

B lymphocyte chemoattractant

Breast and kidney — expressed chemokine

C — type lectin receptors

CC chemokiny

Complement dependent cytotoxicity assay; komplement-dependentni cy-
totoxicky test
CXC chemokiny

Damage/danger - associated molecular patterns; molekuly uvolnéné z
poskozenych bun¢k
Delayed graft function; opozdénd funkce Stépu

Dendritic cell, dendriticka bunka

Donor specific antibodies; donor specifické protilatky
Double-stranded RNA; dvouvlaknova RNA

Duffy Antigen Receptor for Chemokines

Enzyme — linked immuno sorbent assay; enzymova imunoanalyza na
pevné fazi

Epithelial Neutrophil-Activating Protein 78; Epitelidlni neutrofily aktivu-
jici protein 78

Ethylenediaminetetraacetic acid; kyselina ethylendiamintetraoctova
Fetal bovine serum; fetalni bovinni sérum

Fetal calf serum; fetalni teleci sérum

Follicular dendritic cells; Folikularni dendritické bunky

Forward scatter; pfedni rozptyl

Germinal center CD4 (+) T follicular helper

Glykosaminoglykany

Hepatocelularni karcinom

Human leukocyte antigen; lidsky leukocytarni antigen

Human renal proximal tubule epithelial cell

IFN — v — inducible T — cell chemoattractant; IFN-y-indukovatelny
chemoatraktant T-bunék
IL — 1 receptor associated kinases

Interferon gamma

Interferon gamma a — induced protein 10
Interleukin

Interleukin - 1 beta

Iscove's modified Dulbecco’s medium
Ischemicko/reperfuzni poSkozeni



LPS
MIP - 1B

MAP
MCP-1

Mig
MyD88
NK
NLRs
NF - B
IxB

PAMP

PRR

RLRs
SS

SDF — 1
TCMR
TLRs
TIR
TNF —a

Lipopolysaccharide, lipopolysacharid

Macrophage inflammatory protein — 1 beta; Makrofagovy zanétlivy pro-
tein - 1 beta

Mitogen-activated protein kinases

Monocyte Chemoattractant Protein-1; Monocytarni chemotakticky pro-
tein — 1

Monokine induced by interferon gamma

Mpyeloid diferentiation primary response gene 88

Natural killer cells; NK bunky

NOD - like receptors; receptory podobné Nod

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibi-
tor

Pathogen-associated molecular patterns; struktury charakteristické pro
patogenni mikroorganismy

Pattern recognition receptors; receptor rozpoznavajici vzor

Renal adenocarcinoma epithelial cell

RIG — I - like receptors

Side scatter; bo¢ni rozptyl

Stromal cell derived factor — 1

T-cell mediated rejection; T-butikami zprostfedkovana rejekce

Toll — like receptors; receptory skupiny toll

Toll/interleukin 1 receptor

Tumor necrosis factor; faktor nekrotizujici nadory



1 Uvod

Rana faze imunitni reakce proti alotransplantatu

Imunitni odpovéd’ uplatitujici se v odmitnuti ledvinného alotransplantatu zajist'uji
jednak mechanismy pfirozené, a zvlast¢ pak ty, které zndme pod pojmem adaptivni
imunita. Pocatecni imunitni odezvu zajistuji predevsim slozky pfirozené imunity. V rané
fazi imunitni reakce proti transplantitu dochédzi k uvolnéni prozanétlivych cytokint,
ptevazné IL-1p a TNF-a. Tyto cytokiny jsou hojné exprimovany buiikami endotelialnimi,
epitelidlnimi a také dal§imi buiikami parenchymu. K indukci prozanétlivych cytokint
prispiva ischemicko/reperfuzni poskozeni stépu s naslednou hypoxii, ale svou zasluhu ma i
samotné operacni trauma. Degradace rendlnich tubularnich bunék, bunék endotelu a
vyvolani zanétlivé odezvy (vcetné produkce prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1p, IL-6)
v ledvinném parenchymu jsou zptsobeny pravé mirou ischemicko/reperfuzniho poskozeni
(I/RI). Na ptimé indukci transkripénich a zanétlivych faktort, jako je naptiklad Heat shock
protein-1 (faktor tepelného Soku-1) nebo nuklearni faktor kappa B, se zna¢né podileji tyto
zminéné patofyziologické stavy (Thorburn et al., 2009).

Po chirurgické resekci je organ ulozen ve studeném roztoku pro zachovani viability
bun¢k. Faze studené ischémie muze sice skodlivé procesy zmirnit, ov§em naprosto jim
zabranit nikoliv. Mnoho studii prokazuje jasny vztah mezi dobou studené ischémie a
akutnim odhojenim Stepu (Ponticelli, 2015). Jeden z hlavnich U¢inkd prozanétlivych
cytokinti je indukce chemokinli a exprese adhezivnich molekul, které¢ reguluji migraci
imunitnich bun¢k do centra poskozeni. Tvorba chemokinti pomoci prozanétlivych cytokinti
je zprostfedkovana NF-kappa B dréhou, jejiz stimulaci napomaha ischémie a oxidacni
stres. V dneSni dobé je povazovan TNF-a za jasny induktor chemokind. Pfed par lety se
podafilo prok4dzat pomoci neutralizacni anti-TNF-o protilatky inhibici chemokin,
napiiklad interleukinu 8 (IL-8) nebo monocytarniho chemotaktického proteinu-1 (MCP-1).
Pocatecni piisun leukocytl do Sté€pu zajistuje chemotakticky gradient chemokint, ktery je
tvofen aktivovanym endotelem a buiikami ledvinného parenchymu, v pozdéjsi fazi se do
role dostavaji i lymfocyty a makrofagy. Casné chemokiny obstaravaji piisun zejména
leukocytt, které nemaji antigenni specifitu (makrofagy, ptirozeni zabijeci, neutrofily, ...),
dale dochazi k chemotaxi i1 antigenné specifickych lymfocytt T do transplantovaného §tépu

a ke vzniku zanétu (Viklicky et al., 2008).
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Uvolnéni chemokinl, bohatd infiltrace S$tépu, rozpozndni antigenu pomocnymi T
lymfocyty a dalsi dil¢i kroky probihajici ¢asto v kombinacich, maji klicovou roli v zahéjeni
akutniho odhojeni. Akutni rejekce je doprovazena zvlasté chemokiny, jenz se vazi na
receptory CXCR3 a CCRS. Zminéné receptory jsou exprimované na T lymfocytech, NK
bunkach (natural killer cells) a makrofazich. Je na mist€¢ zminit skutec¢nost, ze produkce
nékterych chemokinii ma zasadni vliv na odhojéni St€pu. Dalsi pochopeni mechanismi,
kterymi se Ucastni chemokiny akutni rejekce, by mohlo pfispivat ke zlepseni 1écebnych

kroki v transplantologii.
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2 Literarni prehled

2.1 Souhra prirozené a adaptivni imunity

Odmitnuti transplantatu se po dlouha léta pfisuzovalo hlavné adaptivni imunité. Otazka
pfirozené imunity byla vnimana spiSe jako vedlejsi. V dne$ni dobé€ jiz existuje mnoho
prikaznych studii zachycujicich diilezitost pfirozené imunity v transplantacnich reakcich.
Nekteré experimentalni modely ukazaly, ze potlaceni pfirozené imunity miize aktivovat
sled udalosti, které mohou podporovat toleranci §tépu namisto odvrzeni.

Pfirozend imunita slouzi jako prvni obrannd linie proti patogenni invazi. Infekéni
mikroorganismy maji na svém povrchu vysoce konzervované molekularni struktury zvané
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). PAMPs interaguji s velkym poctem
receptord, které se oznacuji jako PRRs (pattern recognition receptors). PRRs jsou
exprimovany konstitutivné na buiikach imunitniho systému a parenchymalnich bunkach.
Tento mechanismus rozpoznani spousti aktivaci pfirozené imunity, kterou doprovazi
masivni produkce prozanétlivych latek. Zanétlivé medidtory maji své dilezité postaveni
béhem cCasné fadze poSkozeni tkané a celd situace postupné vede k aktivaci imunity
adaptivni. Tento princip stanovil uz v roce 1989 Charles Alderson Janeway. Az pozdé&ji
v devadesatych letech doslo k rozsifeni této hypotézy. Zasluhou Dr. Polly Matzinger se
objasnil i mechanismus aktivace pfirozené imunity stimuly neifekéniho plivodu. Bunky
postizené hypoxii nebo jinak stresované také wuvoliuji molekuly s podobnymi
strukturalnimi motivy jako PAMPs. Vlastni molekuly uvolnéné naptiklad z nekrotickych
bunék se nazyvaji DAMPs (damage/danger-associated molecular patterns). 1 v tomto
ptipadé je zajiSténa spoluprace s PRRs. Tento model jen vysvétluje jak je i v pfipadé
rejekci zapojena pfirozend imunita, v momenté kdy poranény St€p produkuje DAMPs
(Cheung et al., 2013).

Spojeni mezi ptfirozenou a adaptivni imunitou zalezi zejména na prezentaci antigenu
imunokompetentnim lymfocytim. Nejsilngj$i antigen prezentujici buniky (APCs-antigen
presenting cells) jsou buniky dendritické (DCs-endritic cells). Dalsimi APC jsou B-buiiky,
makrofagy, y0 T-bunky a dalsi. Zékladni ptredpoklad pro aktivaci adaptivni imunity je
zanétlivé prostiedi, které podnécuje fenotypovou zménu nezralych DCs do formy zralé.
V ptitomnosti PAMPs a DAMPs jsou zralé DCs buiikky schopny ucinné aktivovat T-
lymfocyty v lymfatickych uzlinach. T-lymfocyty jsou do lymfatickych uzlin atrahovany
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pomoci chemokinid uvolnénych z DCs. Ve chvili, kdy uz jsou DCs samy schopny

produkovat chemokiny, jedna se o jejich pozd¢jsi stupen zralosti (Cucchiari et al., 2016).

Naivni T-bunka potfebuje ke své aktivaci tii dilezité kroky:
1) kontakt mezi antigenem prezentovanym APC a T bunéénym receptorem (TCR)
2) kostimulace

3) signaly regulujici diferenciaci Th efektorovych subpopulaci

Pro rozpoznani nebezpe¢i vyuziva pfirozend imunita celou fadu membranovych a
cytoplazmatickych receptori. PRRs mtuzeme délit podle strukturni homologie na skupiny
TLRs (Toll-like receptors), NLRs (NOD-like receptors), CLRs (C-type lectin receptors) a
RLRs (RIG-I-like receptors). Rozpozndvaci schopnost maji také pentraxiny a komplement
predstavujici rozpustné mediatory. U TLRs je pienos zanétlivého signalu zafizovan
cytoplazmatickou TIR doménou (Toll/interleukin 1 receptor).

TIR doména rekrutuje adaptorové proteiny (MyD88-Myeloid diferentiation primary
response gene 88), aktivuje intraceluldrni kindzy (IRAK-IL-1 receptor associated kinases),
proteinkindzy C a IkB kindzy. Veskeré tyto udélosti vedou v konecném dusledku az
k aktivaci transkripce prozéanétlivych geni, vcetné¢ cytokiniti, chemokinii a dalSich
pfidruzenych molekul. NLRs ve spolupréci s TLRs se podileji na aktivaci zanétlivé cesty
NF-kB a MAP kinaz. Ukazalo se, Ze NLRs hraji obzvlast’ dilezitou lohu v mySim modelu
ischemicko/reperfuzniho poskozeni.

V procesu vytvareni inflamazomu, coz je multiproteinovy komplex proteolytického
charakteru, je vyuzita molekula kaspaza-1. ZajiStuje se tak S$tépeni prekurzorh
prozanétlivych cytokinti (IL-1B, IL-18) (Cheung et al., 2013). Komplement zastupuje
humoralni sloZzku adaptivni imunity. I pfes vSechny jeho ochranné funkce, pro §tép miize
byt velmi Skodlivy. Hraje zde roli celd fada faktorti, at’ uz smrt mozku darce, koagulace
anebo I/RI. Prezentace antigenu T-lymfocytim, pfi transplantacich, je moZzna tfemi
zakladnimi cestami. U pfimé cesty je situace takova, Ze darcovské DCs prezentuji pfimo
antigen T-lymfocytim piijemce. Nepiima cesta probihd tak, ze DCs piijemce zachyti
antigen, dozravaji a antigen prezentuji T-lymfocytim. V tfetim piipadé¢ DCs piijemce
zachycuji membranové fragmenty darcovskych DCs pro nepfimou prezentaci (Nankivell et

al., 2010).
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Jakékoliv posSkozeni transplantatu (I/RI, infekce, lékova toxicita, ...) mize vzdy
teoreticky vést k produkci PAMPs a DAMPs molekul s néslednou aktivaci ptirozené
imunity. Dal$i studium pfirozené imunity bude zfejmé jen dale potvrzovat jeji vyznam
v transplanta¢ni medicin€é. OvSem stézejni piekazka je v tom, ze klinicky scénaf je oproti

in vitro terénu zna¢né redundantni.
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3 Patofyziologie ischemicko/reperfuzniho poskozeni

.....

akutniho 1 chronického renalniho selhavani po organové transplantaci. Ischemii vyvolava
nahlé pfechodné snizeni pritoku krve a Casto se vyskytuje u patofyziologickych stavli jako
je Sok, sepse nebo v pribéhu transplantaci. Ischemickd tkan trpi snizenym piivodem
kysliku, a 1 kdyz je obnoveni prutoku krve nezbytné, reperfuze sama o sobé¢ miize
zhorSovat zanét a stav oxidace.

V ramci renalniho I/RI ptedevs§im dochazi k ataku endotelidlnich bunék a tubularnich
epitelidlnich bunék. V piipad¢ rozsahlych 1ézi, mize dojit az k akutnimu poskozeni ledvin
(AKI) nebo opozdénému rozvoji funkce $t€épu (DGF). Infiltrované leukocyty a veskeré
druhy rendlnich buné¢k se podileji na tvorbé chemokini, jejichz exprese nastava jiz brzy po
I/RI a atrahuji zanétlivé buiiky do centra poranéni. VSeobecné se vi, Ze neutrofily jsou
jedny z prvnich leukocyti mificich do poskozeného mista, a pravé chemokiny jsou jejich
silnymi atraktanty. Nékteré studie ov§em zminuji, Ze chemokiny nejsou zapojeny vyhradné
v akutni zanétlivé odpovédi. Vysoké exprese se objevuji zejména v reparativnim obdobi. I
ptes obrovsky pokrok v medicing, je soucasna terapie zaméiena pievazné na dasledky I/RI
(aktivace ptirozené imunity, DGF). Lepsi pochopeni mechanismt I/RI a dalsi zkouméani

chemokinti by mohlo pfispét k minimalizaci zminénych disledkt (Ponticelli, 2014).

prozanétlivé cytokiny
(TNFa, IL-6, IL-1B, IL-18...)
alarminy
(IL-1q, IL-33, HMGB, ...)

{

operacni trauma . indukce chemokind
ischemie/reperfuze (CXCL8, CXCL5, CCL5, CXCL10,..)
a adhezivnich molekul
(ICAM-1, VCAM-1, ..))

infiltrace efektorovych bunék
(neutrofily, monocyty, T lymfocyty)

Obrazek ¢€.1: Ischemicko/reperfuzni poskozeni. Prevzato: Striz I. Imunologické aspekty

organovych transplantaci. Postgraduadlni medicina 2017
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4 Studena ischemie

Mezi hlavni piedpoklady uspésné transplantace ledviny patii také kvalita odebrané¢ho
organu a uskladnéni odebraného organu (konzervace do doby transplantace). Studena
ischemie se podili na nastartovani Skodlivych vliva, které jsou zesilovany diky obnoveni
krevniho pritoku. Tato poskozeni vytvareji zanétlivé prostfedi a celkové fidi aktivaci
imunitni odezvy. Tento negativni dopad se projevuje v situacich jako jsou aloimunitni
reaktivita, opozdéna funkce stépu (DGF) a tvorba progresivnich chorobnych zmén. Jakmile
je organ odebran chirurgickym tymem, ukladd se do ledového roztoku, aby se
maximalizovala Zivotaschopnost bunék. Uplnému zabranéni poskozeni bunék studena
ischemie nemuze piedejit, Skodlivé U¢inky vSak miize zmirnit. Hypoxické prostiedi
zpusobuje zvySenou tvorbu kyslikovych radikali mitochondriemi. Pfitomnost kysliku je
nutna k tvorb¢ adenosintrifosfatu (ATP).

Bunky stresované ischemii maji tendenci dodavat ATP procesem zvanym glykolyza.
Anaerobni glykolyza spousti takové akce, které maji postupné za nasledek tvorbu kyseliny
mlécné. Nahromadéni této kyseliny sméfuje k acidoze uvnitt buiiky. V momenté, kdy jsou
glykolytické substraty vy€erpany, proces anaerobni tvorby energie se zastavi. SniZena
produkce ATP, a stim spojena inhibice Na/K ATPazy, zapficinuje dysbalanci mezi
intracelularnimi ionty drasliku a extracelularnimi ionty sodiku. Nerovnovéha v téchto
iontech vede k bunéénému otoku. Veskeré negativni zasahy do metabolismu buiiky mohou
v kone¢ném diisledku vést az ke smrti buniky.

Pti reperfuzi dochdzi ke vzniku zénctu a oxidacni stres je také typicky problém pii
ischemicko/reperfuznim poskozeni. Poskozené buiiky endotelu uvoliluji prozanétlive
mediatory, proteolytické enzymy a dalSi formy reaktivniho kysliku. Obzvlast’ epitelidlni
buniky proximalnich tubulli jsou citlivé na negativni dopady reperfuze a nachylnéji
podléhaji nekrdze (Ponticelli, 2014).

Diky nynéj$im bohatym znalostem o ischemii a jejim Skodlivym vliviim, je vice nez
jasné, jaky vyznam ma minimalizace doby trvani studené ischemie (cold ischemia time-
CIT). Pro transplanta¢ni chirurgii je tento ¢asovy termin velmi vyznamny. CIT se definuje
jako doba od zahajeni perfuze konzerva¢niho roztoku organem v téle darce az do obnoveni
krevniho ob&hu orgénem v téle ptijemce. Stejné¢ dulezity Casovy termin je WIT (warm
ischemia time). WIT je doba od zastaveni pratoku krve organem darce do zahdjeni perfuze

konzervacnim roztokem (Viklicky et al., 2008).
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Studie Debout et al. potvrdila proporcionalni vztah mezi kazdou pfibyvajici hodinou
CIT a rizikem selhani transplantdtu. Stejny tym autorti rovnéz stvrdil vztah mezi kazdou
dalsi hodinou CIT a rizikem smrti. Béhem prvniho roku po transplantaci byly pfitomny
nejvice Skodlivé udalosti, ale doba trvani studené ischemie miize mit vliv na vysledky i ve

sttednédobém horizontu (Debout et al., 2015).

5 Imunobiologie rejekce

Rejekce neboli odhojeni je souhrn imunitnich mechanismt, které jsou vyvoldny na
zaklad¢ antigenni rozdilnosti mezi darcem a pfijemcem. I pfes zavedeni nejnovéjSich
tesitelny problém v této problematice. Rejekce je mozno €lenit at’ uz z pohledu klinického
(hyperakutni, akutni, chronickd), subklinického (histologicky obraz dle Banffské
klasifikace) nebo hraji svou roli v odhojovani patofyziologické procesy (endotelilni,
cévni, intersticialni) (Sulkova, 2000).

Vzhledem k tomu, ze se na poskozeni §t€pu podili nespocet multifaktoridlnich vlivi a
prakticky vzdy kombinované, nejptesvedciveéjsim diagnostickym prikazem zistava biopsie
Stépu. Banffska kategorizace navrhuje mimo jiné rejekci zprostiedkovanou protilatkami
(Djamali et al., 2014), T-buitkami zprostiedkovanou rejekci a rejekcei vaskularni.

Na rejekci zprostiedkovanou protildtkami se v nynéj$i dobé klade zna¢ny diraz a
povazuje se za zasadni pfiinu dysfunkce a selhani funkce §t€pu po transplantaci. Uz
v obdobi pfed transplantaci za¢ind imunologické ohroZeni Stepu, at’ uZz perioperacnim
ischemicko/reperfuznim poskozenim anebo degradaci $té€pu jiZ v téle darce po jeho imrti,
nepocitaje komorbidity a v€k darce pred smrti.

Zvysena exprese HLA antigenli vramci $§tépu a tvorba prozanétlivych cytokint,
chemokint a adhezivnich molekul je iniciovana pravée ischemii s naslednou reperfuzi. Tyto
transplantacni antigeny zapfi€ifiuji zesilenou aktivitu imunitniho systému, intenzivngjsi

bunécny atak Sté€pu a tim padem vétsi riziko ztraty Stépu.
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5.1 Hyperakutni rejekce

vvvvvvvvvv

typicky vazi k antigenim darce (HLA antigeny IL.tfidy). Hyperakutni rejekce vétSinou
nastava béhem nekolika hodin po reperfuzi transplantovanym organem a brzy vede k jeho
znicent.

Komplement je hlavni aktér, ktery se podili na afunkci Stépu (4dkivoshi et al., 2012).
Vznik preformovanych protilatek, jenz se vazi na endotel transplantatu, mize byt iniciovan
na zakladé predeslych transplantaci nebo téhotenstvi. U pfijemcii krevnich transfuzi mtze
téz dochéazet k tvorbé téchto predem utvarenych protilatek. Nevratné poSkozeni §tépu
zptuisobené ischémii s naslednou reperfuzi mé charakteristicky mikroskopicky obraz
v podobé nekrézy endotelu a trombotizace. Terapeutickymi postupy hyperakutni rejekci
nelze zvrétit, na misté jsou potieba volit spiSe preventivni kroky se zaméfenim na
kompatibilitu v ABO systému a negativni komplement dependentni cytotoxicky (CDC)
cross-match test. Detekce protilatek pomoci této metody miize do velké miry eliminovat

riziko odhojeni, proto se v soucasnosti s timto typem rejekce téméf nesetkdvame.

5.2 Akutni rejekce

K akutnimu odhojeni dochéazi obvykle viaddu dni aZz tydnu po transplantaci. Dle
prevladajiciho mechanismu Ize délit akutni rejekce na ty, které jsou zprosttedkované T-
bunikami (CD4+, CD8+ T-lymfocyty) a déale na ty, u kterych maji hlavni roli protilatky.

SniZené riziko miize byt zajisténo profylakticky pomoci imunosupresiv.

5.2.1 Akutni T-buiikami zprostiedkované rejekce (TCMR-Acute T-cell-mediated
rejection)

Zakladem vesSkerych celularnich rejekci jsou interagujici T-lymfocyty pfijemce
s darcovskymi HLA antigeny, které jsou ptfitomné na cévnim endotelu ¢i predkladané
antigen prezentujicimi bunikami. V pifipadé piimého rozpoznéani aloantigenu T lymfocyty
reaguji na §tép svymi cytotoxickymi ptisobky. V tomto piipadé hovoiime o cytotoxickych
CD8+ CTL T-lymfocytech (Tc) a k jejich aktivaci napoméhaji CD4+ pomocné T-
lymfocyty (Th). Tato pomocné uloha je zajiSténa cytokinovym mikroprostfedim, zvlasté
pak produkei IL-2. Aktivita CD4+ lymfocytl je riznoroda a nejvétsi efekt na finalni typ
Th imunitni odpovédi maji pravé cytokiny. Thl typ reakce s tvorbou TNF-f, IL-2 a IFN-y
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je charakteristicky pro tubulointersticidlni zanétlivy obraz béhem bunécné rejekce. Ovsem
jedny a tytéz buiky jsou schopny zajistit i odpoveéd’ typu Th2, kterd podporuje déje mifici
k aktivaci B lymfocyti a k tvorbé imunoglobulinu izotypu E (IgE).

Ukazuje se, ze TCMR (T-cell mediated rejection) miize plsobit jako senzibilizujici
faktor pro spusténi ABMR (antibody mediated rejection) a mit nepfiznivy vliv na celkovy
vysledek této rejekce. T buiky se casto vyskytuji v l1ézich, které se pouzivaji
k diagnostikovani ABMR. Cytolytické plsobeni Tc lymfocyth je zajiSténo vzijemnym
pusobenim dvou molekul (Fas-Fas-ligand), jejichz interakce utvaii procesy smétujici
k programované bunééné smrti (apoptéze). Na indukci kaspdzami zprostiedkované
bunécné smrti se dale Ui€astni serinové proteazy, jako granzymy A, B a perforin. Velmi
dalezitym cytotoxickym mechanismem CD8+ CTL T lymfocytd je sekrece TNF-f3 neboli
lymfotoxinu, jelikoZ neni v tomto piipad¢ nutny pifimy kontakt bunék a miize tedy proto
dochazet k poskozeni zdravych bun¢k v okoli.

Rejekéni mechanismy nejsou doprovazené pouze cytotoxicitou, ale svou ulohu zde
muze mit 1 imunopatologickd reakce pozdni precitlivélosti, zaloZzend na mobilizaci
makrofagl a prozanétlivych cytokini, kterou indukuji CD4+ lymfocyty. Neptima reakce je
zprostiedkovana APC, které primarn¢ transplantacni antigen opracuji a posléze jej predlozi
na svém bunééném povrchu. Tento d¢j je zakladnim udrzovacim procesem bézné
fyziologie. Kromé pfimé a nepiimé cesty imunitniho rozpoznani HLA antigend se miZzeme
setkat 1 s oznacenim ,,semi-direct* draha. Zakladnim principem této drahy je vyména HLA

molekul mezi membranami APC darce a piijemce (Nankivell et al., 2010).

5.2.2 Akutni protilitkami zprostredkovana rejekce (ABMR-Acute antibody-
mediated rejection)

Rejekce zprosttedkované protilatkami patfi mezi hlavni faktory vedouci k dysfunkci
Stépu po transplantaci ledviny. Akutni forma ptedstavuje spiSe vzacnou komplikaci a
nastupuje nejcastéji kolem sedmého dne po transplantaci. VétSinou je zprostiedkovana
protilatkami proti neshodnym antigeniim darce (tzv. donor specifické protilaky-DSA).

B-lymfocyty k tvorb& protilatek potfebuji pomoc CD4" T-lymfocytd, které byly
aktivovany nepfimym rozpoznanim. Mezi rizikové okolnosti pro vznik této rejekce patii
dialyza¢ni doba, piedesla senzitizace HLA antigeny a vyskyt panel reaktivnich protilatek.
K senzitizaci dochazi napiiklad pii opakovanych transplantacich nebo béhem t¢hotenstvi.

Podstatné diagnostické kritérium je detekce C4d na buitkach endotelu. Tato komponenta
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vznikd béhem aktivace komplementu klasickou drahou. DalSi cesta neni zavisla na
komplementu a dochazi pfi ni k aktivaci NK bun¢k (NK-natural killer cells), makrofagh a
polymorfonukledrnich leukocytti. V disledku nahromadéni téchto zanétlivych bunck

dochazi k poskozeni tkan¢ (Slatinska et al., 2014).

6 Chemokiny

Chemokiny jsou chemotaktické cytokiny, které tvofi velmi rozsdhlou a rozmanitou
skupinu vylucovanych proteini o velikosti 8-14 kDa (Roy et al, 2014) a maji mnoho
funkci jednak v procesech udrzujicich homeostazu, ale i ve stavech zanétlivych. Jejich
sekrece probiha pomoci bun€k imunitniho systému, ale i nejriiznéjSich dalSich bunék
organismu. Chemoatraktivni gradient zajiStuje jednu z hlavnich roli, kterou je fizeni
migrace bun¢k do centra poskozeni ¢i fyziologicky pfisun bunék za normalnich okolnosti.
Chemokiny mohou vyznamné pfispét jako wuzitecné diagnostické a prognostické
biomarkery.

Chemokiny mohou byt déleny do ¢tyf hlavnich tfid rozdilnych na zakladé rozmisténi

konzervovanych cysteinti na N-konci molekuly: CC, CXC, CX3C, C.
Na obrazku ¢.2 mlizeme vidét pfitomnost jedné aminokyseliny mezi prvnim a druhym
cysteinem u CXC chemokini, v pfipadé CX3C chemokinii az tfi aminokyseliny.
Chemokiniim typu C prvni a tfeti cystein chybi a u CC chemokint jsou cysteiny umistény
hned vedle sebe. VétSina chemokint je ve svych Ucincich redundantni a promiskuitni, a
proto nedostatek néjakého konkrétniho chemokinu je bez problému nahrazen ptebytkem
jiného.

Pro vzijemné pusobeni chemokini s jejich receptory je velmi typické, Zze jeden
chemokin se obvykle mlze véazat s celou fadou bunécnych receptort (Colobran et al.,
2007). V tomto ptehledu blize popisi dveé hlavni po€etné skupiny chemokinti, a to rodinu
CXCaCC.

V tabulce ¢.1 je zndzornéné Siroké spektrum chemokinii s jejich receptory.
Chemokinové receptory jsou zpravidla exprimovany na mnoha bunécnych populacich, jak

nam znazornuje obrazek ¢.3.
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Obrazek ¢.3: Chemokiny atrahujici jednotlivé populace imunitnich bunék. Prevzato z:
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(Kulkarni N, Pathak M, Lal G J Leukoc Biol. (2):377-394, 2017)
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6.1 Chemokinové receptory a jejich signalizace

Pro uplatnéni biologickych roli chemokint je dilezitda vzajemna interakce s jejich
receptory. Chemokinova signalizace je zajiSténa po vazb¢ jejich receptoru s G-proteinem.
Signalizac¢ni procesy zapfiCinuji cytoskeletalni zmény souvisejici s migraci a pohybem
bunck podél gradientd chemokinl (Wang et al., 2013). Receptory chemokintll jsou soucasti
roz$itené skupiny receptorti s typickou trojrozmérnou strukturou: extracelularni N-
terminalni doména (N-konec), usek prochazejici 7x membranou, extracelularni,
cytoplasmatické smycky a karboxylova terminalni doména (C-konec). N-konec spolu s
extracelularnimi smyckami hraje vyznamnou ulohu v interakci s chemokiny, zatimco C-
konec se podili na signalni transdukci (Lee et al., 2014).

V dnesni dobé je znamo okolo 25 druhii chemokinovych receptort, jez lze rozdélovat
na CCR rodinu, CXCR, XCR1 a rodinu CX3CR (Blanchet et al., 2012). Hlavni funkci
CCR skupiny je regulace T lymfocytii, makrofdgii a dendritickych buné¢k, naptiklad v
ramci patofyziologie roztrousené sklerdzy (RS) nebo u rejekci transplantovanych organd.
Na pfisunu neutrofilli, efektorovych T a B bunck se prevazné ucastni skupina CXCR.
Vzéijemnd souhra CXC/CXCR hraje klicovou roli v apoptéze, bunétné proliferaci,
angiogenezi, regulaci ristu nadorG a u transplantaci. Krom¢ sptazeni s G-proteinem,
chemokiny také interaguji s glykosaminoglykany (GaGs). Mimo klasické receptory byly
JiZ popsany 1 tzv. atypické receptory (ACRs). Jako piiklad 1ze uvést DARC (Duffy Antigen
Receptor for Chemokines), CXCR7, DG atd. Tyto receptory sice sdili strukturni vlastnosti
s normalnimi chemokinovymi receptory, ale nejsou schopny signalni transdukce. Funkce
ACRs spocivad spiSe v zajisténi biologické dostupnosti a modulace chemokinové
koncentrace (Ulvmar et al., 2011). Promiskuitni parovani chemokinl s receptory, jakoz 1
schopnost tvorby chemokinli riznymi buikami a atrahovani kazdé bunky celou fadou

receptortl, dava tomuto systému tak pruzné a ptizptisobivé podminky.

6.2 CXC chemokiny

Rodinu CXC chemokinli je mozné rozdélit do dvou hlavnich podtfid podle toho, zda je
pfitomna nebo nepfitomna glutamat-leucin-arginin varianta. Tato kombinace se obvykle
vyskytuje pfed prvnim konzervativnim cysteinovym zbytkem. Jedna se o tzv. ELR-CXC

chemokiny (ELR+ ¢i ELR-). V jednom piipadé se ELR motiv objevuje, ve druhém nikoli.
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Veskeré humanni ELR-CXC chemokiny (CXCLI1-CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7,
CXCLS) atrahuji a aktivuji pfevazné neutrofilni leukocyty do mista poskozeni. Tyto
chemokiny mohou byt prakticky exprimovany Sirokym spektrem buné¢k, at’ uz primarné
imunitnimi ¢i neimunitnimi, napiiklad endotelialnimi ¢i epitelidlnimi bunkami (Mortier et
al, 2011). ELR-CXC chemokin s nejvétsi schopnosti atrahovat pravé neutrofily je IL-8

(CXCLS), ktery patii mezi prvni popsané zastupce ve své tfide.

6.2.1 CXCLS8 (IL-8)

Interleukin 8 se svou funkci fadi mezi prozanétlivé chemokiny se schopnosti atrahovat
ve velké mife prevazné neutrofilni leukocyty (Kuai et al., 2012). Chemotaxi vykonava za
pomoci svych specifickych chemokinovych receptori, CXCR1 a CXCR2. Indukce tohoto
chemokinu je mozna diky prozénétlivym cytokiniim, jako je interleukin-1 beta (IL-1p),
tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) nebo se mohou na stimulaci podilet virova a
bakteridlni agens (Hwang et al., 2004). Bylo zjisténo, ze také nadorové buiky exprimuji
IL-8, kterym za téchto okolnosti jeho autokrinni vliv napomaha ristu nadoru, invazi do
tkané a Sifeni metastdz (Keeley et al., 2010). IL-8 nezapfiifiuje pouze chemotaxi, ale
podili se i na degranulaci zasobnich proteinli buniky, indukci respiracniho vzplanuti a

mnoho dalSich.

6.2.2 CXCLS (ENA-78)

Epitelialni neutrofily aktivujici protein 78 se fadi mezi CXC chemokiny, ma silné
chemotaktické UCinky a atrahuje mimo neutrofilli, také makrofagy (Balamayooran et al.,
2012). Zvysena sekrece ENA-78 byla pozorovana v krvi a synovialni tekutin€ u pacientd s
revmatoidni artritidou. ENA-78 a n¢které dalSi chemokiny byvaji hojné exprimovany ve
sttevni sliznici u pacientd s ulcerdzni kolitidou ¢i Crohnovou chorobou (Walz et al., 1997).
Vysokd exprese tohoto chemokinu byla také sledovana u bunék hladkého svalstva,

endotelialnich a epitelidlnich bunék.
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6.2.3 CXCL1-3 (Gro-a, B, v)

Konstitutivni exprese téchto chemokinli vzajemné souvisi s angiogenezi, ristem a
metastazami nadort, jako je naptiklad melanom (Amiri et al., 2003). Hlavni funkci

CXCLI1-3 je regulace ptisunu neutrofilnich leukocytt.

6.2.4 CXCL9

V posledni dobé se tomuto chemokinu bez ELR motivu, ktery je chemotakticky pro T
lymfocyty, pfipisuje angiostaticky ucinek namisto angiogenniho. Podstatné je, ze
angiostatické chemokiny inhibuji progresivni zmény, napiiklad u karcinomu ovarii a diky
tomu se jevi jako nadé&né terapeutické cile (Rainczuk et al., 2012). Pivodni zkratka
Mig=monokine induced by interferon gamma fikd, ze indukce CXCL9 je moznd pouze
prostfednictvim IFNy. Dnes uz se vi, Ze jeho exprese je signalizovana i interakci dSRNA s

TLR3 v leukocytech nebo jinymi TLR ligandy u fibroblastl (Proost et al., 2004).

6.2.5 CXCL10

CXCLI10 neboli IP-10 (interferon gamma a-induced protein 10) je vyznamna signalni
molekula, kterd je pfevazné zamétena na regulaci ptfisunu aktivovanych T bunék v ramci
imunitnich reakci. CXCLI10 je dalezity polarizacni faktor pro prozanétlivou fenotypovou
odpovéd’ Thl (Gangur et al., 1998). CXCLI10 plni své biologické funkce prostfednictvim
chemokinového receptoru CXCR3. Z nazvu jiz vyplyva, Ze indukce tohoto chemokinu je
zajiSténa interferonem gamma (INFy). Tento chemokin z rodiny CXC je jiz i klinicky
potvrzen jako vyznamny biomarker v transplanta¢ni medicin€é (Romagnani et al., 2012).
Zvysené hladiny CXCLI10 spolu se zvySenou srde¢ni infiltraci Thl bunék byly téz
pozorovany u pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim (A4ltara et al., 2016). Pleiotropni
charakter této molekuly poskytuje schopnost vysoké chemotaktické aktivity, regulace ristu
a proliferace bunck, indukce apoptézy a angiogeneze u infekénich a zanétlivych
onemocnéni a u rakoviny. (RozSifeni terapeutickych obzorii je podminéno dal$im

budoucim pozndnim.)

25



6.2.6 CXCL11

Dalsi predstavitel CXC chemokinové rodiny je CXCLI11. Tento chemokin interaguje s
vys$i afinitou s chemokinovym receptorem CXCR3, nez je tomu i jinych liganda pro tento
receptor. CXCL11 neboli I-TAC (IFN-y-inducible T-cell chemoattractant) se krome
CXCR3 vaze i na receptor CXCR7. Pti této vazbé ale nedochédzi k indukci klasické
signalni drahy (bunécna migrace, tok vapniku).

Prvné byl CXCLI11 objeven v astrocytech, pozd¢ji se ukdzala jeho indukce v celé fade
bunécnych typl, vcetné bazalnich keratinocytd, bun¢k endotelu, bronchidlnich
epitelidlnich bunikach atd. Chemokin CXCL11 sdili svlij receptor CXCR3 jesté s dalSimi
chemokiny, CXCL9 a CXCL10. Pro celé trio plati, ze reguluji pfisun hlavné¢ efektorovych
T bunék (Cole et al, 1998). Mnohostranné vlastnosti dvojice CXCL11/CXCR3 se
uplatituji v nescetnych chorobnych stavech. Dalsi pozornost zaméfena na funkce tohoto

chemokinu by mohla pfinést nové potenciondlni terapeutické vyuziti.

6.2.7 CXCL12

Tento homeostaticky chemokin ma velmi Siroky biologicky zabér. Mezi jeho funkce
patii pfisun zralych T a B lymfocytii a regulace migrace hemopoetickych kmenovych
bun¢k z kostni dfené. Synonymem pro tento chemokin je SDF-1 (Stromal cell derived
factor-1) a vSechny izoformy vznikaji alternativnim sestfihem. Interakce CXCL12 s
receptorem CXCR4 je asociovand s mnoha nemocemi, jako jsou nadory, astma nebo
infekce HIV. Receptor CXCR4 je zarovenl i koreceptor pro virus HIV a je vibec
nejhojnéjsim chemokinovym receptorem u mnoha typt rakoviny. Dale byla také vysoka
exprese CXCR4 spojena s velmi Spatnou progndézou pacientli s hepatocelularnim
karcinomem (HCC). Nékteré studie ukazuji, Ze u CXCL12/ CXCR4 knockout mysi
dochdzi k embryonalni letalité, coz opét potvrzuje zietelny biologicky vyznam
(angiogeneze, vyvoj organd, imunitni regulace, ...) tohoto chemokin-receptorového paru

(Colobran et al., 2007).
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6.2.8 CXCL13

CXCL13 chemokin téz zvany BLC (B lymphocyte chemoattractant) je dulezity pro
rozvoj lymfoidnich organt. Pomoci receptoru CXCRS5 plni své specifické funkce a podili
se zejména na organizovani folikularnich B-bunék a germinalnich center. Jelikoz GC Tth
bunky (germinal center CD4 (+) T follicular helper) dokazi produkovat CXCL13, bylo
zkoumano piipadné vyuziti tohoto chemokinu jako krevniho markeru pro urceni aktivity
germindlnich center (Daughton et al., 2016).

Za hlavni bunécny zdroj CXCL13 v lymfoidnich orgénech jsou povazovany folikularni
dendritické buiiky (FDC) (Vermi et al, 2008). Kromé biologického vyznamu exprese
CXCLI13, je tfeba zminit i moznost dal§i potencidlni terapie v podob¢ latek namifenych

proti CXCL13.

6.2.9 CXCL14

Tento relativné novy chemokin pfevazné zajistuje stimulaci migrace imunitnich bunék
a svou ulohu také plni v antimikrobialni imunité. Jeho Siroké zastoupeni je sledovano v
normalni tkani, pfedev§im v epitelu. CXCL14 je téZ zndmy pod ndzvem BRAK (breast and
kidney-expressed chemokine) a jak pojmenovani napovida, piivodni identifikace probéhla
v prsu a ledvinnych bunkach. Signalni dvojici tvofi s receptorem CXCR4 a diky tomu
muize potlacit CXCL12 indukovanou migraci THP-1 bunék a CD34" lidskych bunék kostni
dfené. Nova studie Witte A. et al poprvé ukazuje, Ze krevni desticky exprimuji vysoky
pocet CXCLI14. Zminuje také silny efekt CXCL14, odvozeného od desticek, na
endotelialni migraci a monocyty (Witte et al., 2017).

6.3 CC chemokiny

Tato pestra rodina chemokint se uplatiiuje v procesech zanétlivych nebo za normélnich
homeostatickych podminek. CC chemokiny jsou chemoatraktanty pro celou fadu bunck
imunitniho 1 neimunitniho plivodu a jejich tvorbu obstarava Siroké spektrum bunck. Pro
dobrou srozumitelnost se tato skupina déli na prozanétlivé CC chemokiny (CCLI1-5,
CCL7-8, CCLI11, CCL13, CCL23-24, CCL26), CC chemokiny udrzujici homeostazu
(CCL14-16, CCL18, CCL25, CCL27, CCL28) a homeostatické CC chemokiny
indukované béhem poskozeni (CCL17, CCL19-22).
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Produkce prozanétlivych CC chemokint atrahujicich hlavné T-buniky, monocyty a
eosinofilni leukocyty obvykle nastava az po ELR-CXC chemokinech, které pftitahuji
v prvni fad€ neutrofilni leukocyty. Prozanétlivé CC chemokiny vykonavaji své specifické
funkce nejcastéji ve spolupraci s receptory CCR2, CCR3 a CCRS.

Vzhledem k mnozstvi chemokint spadajicich do této chemokinové rodiny, k doplnéni
informaci jsem vybrala pouze ty, se kterymi jsem se ve své prozatimni praxi setkala

nejvice.

6.3.1 CCL2 (MCP-1)

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) pfedstavuje kliCovy chemokin regulujici
migraci a infiltraci monocyto/makrofagové linie. MCP-1 se s vysokou afinitou vdZe na
receptor CCR2, ktery je exprimovan velkym poctem bun¢k. CCL2/CCR2 osa prokazatelné
asociuje s ruznymi onemocnénimi (Deshmane et al., 2009). Hromadici se dikazy
nasvédcuji, ze MCP-1 je schopny narusit integritu hematoencefalické bariéry a ovlivnit tak
udalosti vedouci k poskozeni a krvaceni (Yao et al., 2014). Diky svym chemotaktickym
vlastnostem a atrahovani monocyti a T-lymfocyti do Stepu, se vyrazné podili i na
odmitnuti transplantatu. Zjistilo se, Ze terapie pomoci MCP-1 miiZze byt zajimavou

1é¢ebnou strategii pii hojeni diabetickych ran (Wood et al., 2014).

6.3.2 CCL4 (MIP-1p)

MIP-18 (Macrophage inflammatory protein-1 beta) vyuziva k plnéni svych
biologickych funkci receptor CCRS. Tento receptor je soucasné 1 koreceptor pro vstup viru
HIV do buiiky. MIP-1p fidi migraci CD8" T-bunék a monocytli do mista zanétu. Kromé
schopnosti chemotaxe, mezi dalSi funkce tohoto chemokinu patii schopnost indukovat
degranulaci Zirnych bunck, aktivaci NK bunék (natural killer cells) a uvoliovani
prozanétlivych cytokint.. Znaéné zvySeni exprese MIP-1B v CD8" a CD4" T-buiikach v

misté poSkozeni bylo prokdzano u pacientii se sarkoidézou (Barczyk et al., 2014).
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6.3.3 CCL5 (RANTES)

Mnoho studii potvrzuje vyznamnou roli RANTES pfi podporovani imunitni reakce ve
sméru CD8" T bunék b&hem imunitni odpovédi u celé fady chorob. Receptor CCR5
sprazeny s G-proteinem tvoii s timto chemokinem hlavni interakéni dvojici. Atrahovani T-
lymfocyt,, monocytd a dalSich nejriznéjsich bunéénych typt je zajisténo i v piipadé part
CCLS5/CCRI1, CCR3. Zjistilo se, ze RANTES predstavuje slibny terapeuticky efekt pro
1é¢bu cévni dysfunkce u hypertenze (Mikolajczyk et al., 2016). Na jaie tohoto roku byla
vydana publikace, ktera ukazuje signifikantni korelaci mezi hladinou RANTES béhem 24
hodin po zranéni a ¢asnou imrtnosti u pacientii s traumatickym poranénim mozku (4/bert

etal, 2017).
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Tabulka €.1: Chemokiny a jejich receptory

Oznaceni IPl"lvodm' jméno |Chromozom lleceptor

ICCL chemokiny

CCL1 1-309 17q11.2 CCR8

CCL2 MCP-1 17q11.2-q21.1 ICCR2, CCR3, DARC, CCBP2
CCL3 MIP-10. 17q12 CCR1, CCR5, CCBP2

CCL4 MIP-13 17q21-q23 ICCR5, CCBP2

ICCL5 RANTES 17q11.2-q12 [CCR1, CCR3, CCR5, DARC, CCBP2, CCRL2
ICCL6 jen u hlodavct lidsky nepopsan my$ivazba na CCRI

CCL7 MCP-3 17q11.2-q12 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, DARC, CCBP2
ICCL8 MCP-2 17q11.2 CCR2,CCR3

CCL9 MIP-1g 11q14.1 CCRI1

ICCL10 je identitcky s CCL9 hazev CCLI10 se proto jiznepouziva
ICCL11 Eotaxin 17q21.1-q21.2 [CCR3,CCRS5, DARC, D6
CCL13 MCP-4 17q11.2 ICCR2, CCR3, CCR5, DARC, CCBP2
ICCL14 HCC-1 17q11.2 CCRI1

ICCL15 HCC-2 17q11.2 CCR1, CCR3, DARC

ICCL16 MIP-1d; HCC-4 17q11.2 CCRI1

ICCL17 TARC 16q13 ICCR4, DARC, CCBP2
ICCL18 PARC 17q11.2 CCR8, DARC

ICCL19 MIP-3B Op13 CCR7, CCRLI1, CCRL2
ICCL20 MIP-30 2q33-q37 CCR6

CCL21 6Ckine Op13 [CCR7,CCRL1

CCL22 MDC 16q13 [CCR4, DARC, CCBP2
CCL23 MPIF-1 17q11.2 CCRI1, FPR2

ICCL24 Eotaxin-2 7q11.23 CCR3

ICCL25 TECK 19p13.2 ICCR9, CCRL1

ICCL26 Eotaxin-3, MIP-4a 7q11.2 CCR3

CCL27 CTACK Op13 ICCR10

ICCL28 MEC 5p12 CCR3, CCR10

ICXC chemokiny

CXCLI (GRO-0 4q13.3 [CXCR2, DARC

CXCL2 GRO-B 4q13.3 [CXCR2, DARC

CXCL3 (GRO-y 4q13.3 CXCR2, DARC

ICXCLA PF4 4q13.3 CXCR3

ICXCL5 ENA-78 4q13.3 [CXCR2, DARC

ICXCL6 GCP-2 4q13.3 CXCR1, CXCR2, DARC
ICXCL7 INAP-2 4q13.3 CXCR2, DARC

CXCL8 IL-8 4q13.3 CXCR1, CXCR2, DARC
CXCL9 MIG 4q21.1 ICXCR3

CXCL10 [P10 4q21.1 CXCR3

CXCL11 [-TAC 4q21.1 [CXCR3, CXCR7, DARC
CXCLI2 SDF-1a 10q11.1 [CXCR4, CXCR7

CXCL13 BCA-1 4q21.1 CXCR5

CXCL14 BRAK 5931 l

ICXCL16 SR-PSOX 17p13.2 ICXCR6

CXCL17 DMC 19q13.2 ?

XC chemokiny

IXCL1 Lymphotactin 1923 [XCR1

XCL2 SCM-1B 1q24.2 IXCR1

ICX3C chemokiny

CX3CL1 Fractalkine 16q13 CX3CR1

Dalsi cytokiny ovliviiujici migraci bunék

MIF xﬁﬁ)rsggafaecggram 22q11.23 CXCR2, CXCR4; CXCR7, CD74
[L-16 IT cell chemoattractant 15926.1-3 (CD4
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7 Principy pouzitych metod
7.1 Urceni zivotnosti bunék-Vi-CELL XR

K urceni zivotnosti a poc¢tu bunc¢k byl pouzivan bunéény analyzator Vi-CELL XR,
Beckman Coulter. Zatizeni urcuje viabilitu pomoci vitalniho barveni trypanovou modfi.
Kdyz buiikka nemé poruSenou bunéénou membranu, trypanova modi se do ni nedostane.
Paklize bunka neni Zivotaschopna, dochazi k poruseni membrany a trypanova modi se
dostava do cytoplazmy. Barvicka obarvuje cytoplazmu bunék. Populace bun¢k je néasledné
snimana CCD kamerou. Pfistroj pak stanovuje koncentraci, velikost bun¢k a zastoupeni
zivych a mrtvych bunék v procentech (www.beckmancoulter.com).

K méfeni Zivotnosti bun¢k se pouziva téz pratokovy cytometr. Ke stanoveni se vyuziva
propidium jodid. Propidium jodid neprochédzi do buiky, kdyz neni bunéénd membrana
porusena. Kdyz dojde k naruseni membrany, propidium jodid projde do bunky a vaze se na

DNA.

7.2 Luminex

Tato metoda je zalozena na analyze mikropartikuli. Nespornou vyhodou je moznost
stanovovat zaroven vétsi mnozstvi rozpustnych faktorii a ziskat tak z jednoho méteni cely
soubor vysledkti. Jde o kombinaci metodiky ELISA (enzyme-linked immuno sorbent
assay) a pritokové cytometrie.

Zakladem analyzy jsou reakce na molekuldrni urovni, které probihaji na barevné
koédovanych mikropartikulich. Ty po excitaci laserem poskytuji fluorescencni signal.
Mikropartikule oznafené fluorochromem s navazanymi specifickymi protilatkami tvoii
zaklad této metody. Ke vzorkiim je pfidana smés mikropartikuli a dochdzi k navazani
analytu na urcité protilatky. Dale je pfidana specificka protilatka s navazanym biotinem.
Tato dvojice-protilatka s biotinem zajist'uje vznik sendvice (protilatka-antigen-protilatka),
tim Ze se také vaZe na urCovany analyt. V ndsledujicicm kroku hraje hlavni roli
streptavidin, ktery je oznaceny fluorescenéni znackou (fykoerytrinem). Vzorek je nésledné
v pfistroji detekovan dvéma lasery. Jeden laser slouzi k identifikaci analytu
prosttednictvim detekce fluorochrom mikrocastice specifické pro analyt. Druhy laser
slouzi k odhaleni velikosti signalu fykoerytrinu. Fykoertyrin je umérny koncentraci

navéazaného analytu.
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7.3 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie je v soucasné dobé standardni metodou pro hodnoceni bunék v
suspenzi. Suspenze se nejcastéji znaci monoklonalni protilatkou, kterd je vazéana
s fluorochromem. Monoklonalni protildtky se vaZzou na antigeny sledovanych bun¢k.
Bunécna suspenze je v prutokovém cytometru regulovadna tak, aby kazda buika letéla
jedna za druhou. Tenky proud suspenze je kiizen laserovym paprskem a diky tomu je
umoznéno meteni vlastnosti bun¢k. Odklon laseru urcuje granularitu a velikost bunék.
Kazda Castice v bunécné suspenzi zpusobi, ze laser se od ni odrazi do strany a rozptyli.
Paklize jsou na castice navazadny molekuly fluorochromt (ty se mohou pouzitym
laserovym paprskem excitovat), vyzafi se tak jesté excitované (fluorescencni) svétlo.

U kazdé bunky byvaji zaznamenany dvé optickd mefitka: forward scatter (FS) a side
scatter (SS) a dva parametry, které vyjadiuji fluorescenci na odliSnych vinovych délkach.
Forward scatter davé informaci o velikosti métené buiiky a vyjadiuje pfimy rozptyl svétla.

Side scatter je bocni rozptyl svétla a je umérny granularité¢ buinky (Bartinkova et al.,
2011).

Fluidni systém Fluorescenéni kanaly
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Obrazek €.4: Schéma priutokové cytometrie (upraveno dle: www.semrock.com)
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8 Cile prace
e Posouzeni efektu TNF-a na uvolnéni chemokinti z bunék rendlniho epitelu a linie

lidskych monocyta

e Sledovani sérovych hladin chemokintl u pacientti s transplantovanou ledvinou

9 Material a metody
9.1 Tkanové kultury: RA, RPTEC a THP-1

K nasim experimentim byly vyuzity nadorové linie ledvinovych bunc¢k (RA-renal
adenocarcinoma epithelial cell), primarni linie ledvinovych buné¢k (RPTEC-human renal
proximal tubule epithelial cell) a THP-1 myeloidni bunécné linie (American Tissue Culture

Collection).

9.2 RozmraZeni adherentnich bunéénych linii RA a RPTEC

Buniky jsou uchovavany v tekutém dusiku pfi -180 °C.

1. Piiprava 20 % FBS + IMDM média

ampule s buitkami se ponofi do vodni 14zné

po rozmrazeni se cely obsah ampule ptepipetuje do centrifugacni zkumavky
pomalu se pfikapavaji 2 ml pfipraveného rozmrazovaciho média

dale se zvolna doplni médiem do 20 ml

centrifugace 5 minut pii 300 g

odliti supernatantu

resuspendace bunck v 10 % FBS + IMDM médiu

o X N kv N

odebrani vzorku na zméfeni poctu a viability bunék
10. pfeneseni bun¢k do kultivacni lahve

11. uloZeni do termostatu 37 °C s 5 % COa.
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9.3 Pasazovani adherentnich bunéénych linii RA a RPTEC

—

Odlit médium

odlepeni bun¢k pomoci trypsin-EDTA + Skrabkou
piepipetovani bunék do centrifugacni zkumavky
pridani FBS pro deaktivaci EDTA (1:1)
centrifugace 5 minut pii 300 g

odliti supernatantu

resuspendace bun¢k v 10 % FBS + IMDM médiu

odebrani vzorku na zméfeni poCtu a zivotnosti bun¢k

W N kWD

pieneseni bun¢k do kultivacni lahve

10. uloZeni do termostatu 37 °C s 5 % CO».

9.4 Tkanové kultury: THP-1

Tato lidskd leukemickd bunécna linie byla izolovana zkrve chlapce s akutni
monocystickou leukemii. THP-1 bunécné linii chybi povrchové ¢i cytoplazmatické
imunoglobuliny, avSak charakteristickym znakem je pfitomnost C3b a Fc receptord
(Tsuchiya et al., 1980). THP-1 buiiky se staly jednim z nejvice pouzivanych bunécnych
linii pfi zkoumani signalnich drah, mechanismi, funkce a regulace monocytii a makrofagt
(Qin 2012). THP-1 buiiky po rozdéleni na makrofagy mohou polarizovat do fenotypu M1
inkubaci s lipopolysacharidem (LPS) a interferonem-y (IFN-y). Do fenotypu M2 je tomu
tak inkubaci s interleukinem-4 (IL-4) nebo interleukinem-13 (IL-13) (Genin et al., 2015).
Pro préci v laboratofi je vyhodou, Ze neadheruji k povrchu kultiva¢ni nadoby, ale rostou

V suspenzi.
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9.5 RozmraZeni bunéénych linii THP-1

Buniky jsou uchovavany v tekutém dusiku pii -180 °C

1. Ampule s buitkami se ponoii do vodni lazné
2. po rozmrazeni se po kapkach ptidava RPMI médium, které obsahuje glutamin a
20% FBS, do celkového objemu 20 ml

3. centrifugace 5 minut pii 300 g

4. po odsati supernatantu se bunécna peleta rozttepe a piida se 20 ml kultiva¢niho
média (RPMI 1640 médium obsahujici 2mM L-glutamin, 10% FBS, 1%
streptomycin a 1% penicilin)

centrifugace 5 minut pii 300 g

resuspendace bunék v kultivatnim médiu

preneseni bunék do kultivacni lahve

N

ulozeni do termostatu 37 °C s 5 % COx.

9.6 Pasazovani bunécnych linii THP-1

1. Buiky se pfenesou do centrifuga¢ni zkumavky

2. centrifugace 5 minut pii 300 g

3. po sliti supernatantu se bunécna peleta roztiepe a piida se Cerstveé kultivacni
médium

4. odebere se vzorek na zméteni poctu a Zivotnosti bun¢k

5. bufky se udrzuji cca o koncentraci 2-9x10° bunék/ml v termostatu pii 37 °C s 5 %

CO2.
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9.7 Priprava bunécnych linii THP-1 k pokusu

1. Buiiky se pienesou do centrifuga¢ni zkumavky

2. centrifugace 5 minut pti 300 g

3. po sliti supernatantu se bunécna peleta rozttepe a prida se Cerstvé kultivacni
médium

4. odebere se vzorek na zméteni poctu a Zivotnosti bunék

5. koncentrace bun&k pro experimenty byla piiblizné 1x10° bungk/ml

(k tomuto ucelu slouzil bunéény analyzator Vi-CELL XR, Beckman Coulter).

10 Metodika

10.1 Stanoveni koncentrace chemokinu

Tato metoda slouzila ke stanoveni koncentrace chemokini po stimulaci RA bun¢k,
RPTEC bun¢k a THP-1 bunc¢k prozénétlivym cytokinem (TNF-a). Dale slouzila ke
stanoveni hladin chemokinli u pacientd transplantovanych v IKEMu v letech 2011-2013
v ¢asech pred transplantaci (Tx), 7. den po Tx, 14. den po Tx, 21. den po Tx, 1 mésic po
Tx, 2 mésice po Tx, 3 mésice po Tx, 6 mesict po Tx, 12 mésicl po Tx.

K praci byl vyuzit komercni kit Human Luminex Performance Assay Base Kit, Panel A
(R&D Systems).

Zpocatku byly rozmrazeny kontrolni i stimulované supernatanty nebo séra pacientd.
Dale se ptipravil promyvaci roztok (20 ml cash buffer + 480 ml destilované vody) a
kalibrator (20 ml Calibrator disent RD5SK se dalo do 20 ml destilované vody).
V nasledujicim kroku se ptipravily standardy podle dodané karty (fedéni Standard 1, 2
hotovym Calibrator Diluent RD5K). Do zkumavek se dale pfipravila kalibra¢ni fada, u
které jako blank (SO) byl pouzit hotovy Calibrator Diluent RD5K, S1-300 ul Calibrator
Diluent RD5K + 100 pl Standard Coctail 1 + 100 pl Standard Coctail 2, S2-S7-200 pl
Calibrator disent RD5K. Ze zkumavky S1 se do S2 pteneslo 100 ul roztoku , S2 do S3 a
pak se roztok piendSel az do zkumavky S7. Déle bylo nutné ptipravit mikropartikule (na
kazdou jamicku se pocitalo 50 pl Micropartikule Diluent + 5 ul Micropartikule IL).

Mikrotitracni desticka méla membranu, kterou bylo potieba navlhéit (100 pl promyvaciho
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roztoku do kazdé jamicky) a nasledné promyvaci roztok odsat na odsavacce. Potom se do
desticky nepipetovaly standardy i vzorky (50 pl). K t€émto standardim i vzorkim byly
pridany ptipravené mikrokulicky (50 ul). Desticka se piikryla stiibrnou folii a vSe se
nechalo inkubovat tii hodiny pfi laboratorni teploté (na tiepacce). Tou dobou byl pfipraven
Biotin Antibody Coctail (na kazdou jamicku se pocitalo 50 pul Antibody Diluent + 5 pl
Biotin Antibody Concentrate IL). Po tfithodinové inkubaci se vSe tiikrat promylo. Potom
byl nepipetovany hotovy Biotin Antibody Coctail. Opét doslo k inkubaci po dobu jedné
hodiny pfi laboratorni teploté (na tifepacce). Jeden z poslednich kroki byl v pfipravé
streptavidin-PE (na kazdou jamku se pocitalo 50 pl promyvaciho roztoku + 5 pl
streptavidin-PE). Po hodinové inkubaci se vSe tfikrat promylo. VSude se pfidal pfipraveny
streptavidin-PE (50 pl) a nechalo se inkubovat pial hodiny pfi laboratorni teploté. Opét se
muselo vSe tfikrat promyt promyvacim roztokem. Nakonec se vzorky resuspendovaly
v promyvacim roztoku a byly pfepipetovany do desticky, kterd byla meétfena. Vlastni

méfeni probihalo na piistroji Luminex® 100 ™,
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10.2 Stimulace bunék pomoci TNF-a,
10.2.1 Stimulace RA bunék pomoci TNF-a

1. Narostld monovrstva RA bunék do 6-jamkové desticky.
2. Jamky s monovrstvou promyty IMDM bez FBS (2x po 1 ml). Opatrné, aby se ne-
porusila monovrstva.
3. Piiprava média IMDM s TNFa o ¢ = 10 ng/ml (potieba 9 ml respektive 12 ml).
Vypocet: V= (10*12 000) / 10 000
V=12u

4. Dle nacrtu pipetovano 2 ml média, média s TNF.

5. Po 24 hodinéch odebrani a stoceni supernatantli a zamrazeno - triplety - pouZity na
Luminex

Desticka RA:
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10.2.2 Stimulace RPTEC bunék pomoci TNF-a

1. Narostld monovrstva RPTEC bunék do 6-jamkové desticky.
2. Jamky s monovrstvou promyty IMDM bez FBS (2x po 1 ml). Opatrné, aby se

neporus$ila monovrstva.
3. Piiprava média IMDM s TNFa o ¢ = 10 ng/ml (potfeba 9 ml respektive 12 ml).
Vypocet: V= (10*12 000)/ 10 000
V=12u

4. Dle nacrtu pipetovano 2 ml média, média s TNF.

5. Po 24 hodinach odebrani a stoceni supernatantli a zamrazeno - triplety - pouzity na

Luminex

Desticka RPTEC:
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10.2.3 Stimulace THP-1 bunék pomoci TNF-a

1. Ptiprava THP-1 bunék o koncentraci 1*10° bb/ml. Buiiky nafedény v médiu RPMI
na koncentraci dle Vi-cell 0,95%10° bb/ml o Zivotnosti 90,6 %.

2. Piiprava média RPMI s TNF-a o ¢ = 10 ng/ml (potieba 9 ml respektive 12 ml).
Vypocet: V= (10*12 000) / 10 000

V=12ul

3. Dle néaértu pipetovano do 6-ti jamkové desticky 2 ml média s THP-1, média s THP-
1 + TNF.

4. Po 24 hodinach odebrani a stoCeni supernatantli a zamrazeno - triplety - pouZzity na

Luminex.

Desticka THP-1:

10.2.4 Charakteristika souboru pacienti
V této diplomové praci byly sledovany sérové hladiny chemokinti u pacientd
s transplantovanou ledvinou. Soubor pacientl tvofil 39 muzi ve véku od 24 do 71 let a 14

zen ve véku od 25 do 76 let.
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11 Statistika

V ramci statistického zpracovani byla provedena popisna statistika i testovani hypotéz.
Hladiny chemokinii byly ciselné popsany pomoci primeéru, smérodatné odchylky,
medidnu, minima a maxima a graficky pomoci vicendsobnych krabicovych grafi.

U nékterych chemokinG byly naméfeny extrémni hodnoty, coZz znemoznilo jejich
zobrazeni v grafu pfi pouziti klasického linedrniho métitka. Misto néj bylo pouzito métitko
logaritmické. Testovani hypotéz bylo provedeno na zakladé p-hodnoty s hladinou
vyznamnosti 0,05. Srovnani hladiny chemokina u dvou typt 1é¢by bylo provedeno pomoci
dvouvybérovych testl. Volba konkrétniho dvouvybérového testu byla provedena na
zakladé vysledkl testovani jejich predpokladl, konkrétné normdalniho rozd€leni a
homogenity rozptylu. Pfedpoklad normélniho rozdé€leni byl testovan pomoci Shapiro-
Wilkova testu, ptedpoklad homogenit rozptylu pomoci Levenova testu.

Pokud data spliovaly ptredpoklady normality i homogenity, byl pouzit dvouvybérovy t-
test. Vzhledem k pfitomnosti extrémnich hodnot a asymetrie dat byl piedpoklad
normalniho rozlozeni splnén ziidkakdy. V ptipad¢, Ze nebyl splnén pfedpoklad normality a
nebyl splnén piedpoklad homogenity, byl pouzit Mann-Whitneyho test. Pokud nebyl splnén
zadny z predpokladli normality a homogenity, byl pouzit medidanovy test.

U vsech dvouvybérovych testli p-hodnota nizsi nez 0,05 indikovala prokazani statisticky
vyznamného rozdilu.

Vysledky byly vypocteny a grafy vytvoteny ve statistickém programu STATISTICA 12
CZ a GraphPad Prism 7.
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12 Vysledky

12.1 Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi chemokint

12.1.1 Exprese IL-8/CXCLS linii bunék THP-1, RA a RPTEC

Graf ¢.1: Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi IL-8/CXCLS linii bun¢k
THP-1, RA a RPTEC
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZovany za signifikantni.

M¢éteno metodou Luminex. Smérodatnd odchylka byla vypocitand z tripletu.

Byla porovnavéana exprese IL-8 u stimulovanych a nestimulovanych bunécnych linii
THP-1, RA a RPTEC. Ke stimulaci byl pouzit cytokin TNF-a. Exprese IL-8 byla
vyznamné vys$$i u primarnich renalnich epitelidlnich bun€k nez u monocytarni bunécné

linie, a to u stimulovanych i nestimulovanych.
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12.1.2 Exprese MCP-1/CCL2 linii bunék THP-1, RA a RPTEC

Graf ¢.2: Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi MCP-1/CCL2 linii bun€k
THP-1, RA a RPTEC
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZovany za signifikantni.

M¢éteno metodou Luminex. Smérodatnd odchylka byla vypocitana z tripletu.

Exprese MCP-1 byla vyznamné vyssi u nestimulovanych RA buné¢k oproti liniim THP-
1 bun€k a RPTEC. Po stimulaci byla nejvétsi exprese u RA. Stimulace obecné zvySovala

expresi u vSech bunéénych linii.
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12.1.3 Exprese RANTES/CCLS linii bunék THP-1, RA a RPTEC

Graf ¢.3: Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi RANTES/CCLS linii bun¢k
THP-1, RA a RPTEC

RANTES/CCLS5
*n
| ———
1200 - ———— ... THP-U/RARPTEC -
1000 . — . THP-1/RA/RPTEC + TNF
800 f 1
600 - ——— THP-1/RA - RA/RPTEC
_ 400 —
E 200 p—
o 120
2 100
80
&0
40
20
u L — L - L
QS"N & & & &
AN v &
& & &
< &

Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povazovany za signifikantni.

M¢éteno metodou Luminex. Smérodatnd odchylka byla vypocitana z tripletu.

Nestimulované THP-1 maji vyssi expresi RANTES nez epitelidlni linie. Po stimulaci

byla nejvyssi exprese u THP-1. Stimulace obecné zvySovala expresi u vSech bunécnych

linii.
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12.1.4 Exprese ENA-78/CXCLS linii bunék THP-1, RA a RPTEC

Graf ¢.4: Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi ENA-78/CXCLS linii bunék
THP-1, RA a RPTEC
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZovany za signifikantni.

Meéteno metodou Luminex. Smérodatna odchylka byla vypocitana z tripletu.

Vsechny linie produkuji ENA-78 1 v nestimulovaném stavu. Po stimulaci TNF-a byla
nejvetsi exprese zaznamenana u RA bunék. Stimulace vyraznéji zvySovala expresi u RA a

RPTEC bunék.
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12.1.5 Exprese GRO alpha linii bunék THP-1, RA a RPTEC

Graf ¢.5: Efekt prozanétlivého cytokinu TNF-a na expresi GRO alpha linii bunék THP-
1, RA aRPTEC
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povazovany za signifikantni.

Meéteno metodou Luminex. Smérodatna odchylka byla vypocitana z tripletu.

Linie RPTEC produkuje GRO alpha 1 v nestimulovaném stavu oproti ostatnim liniim.
Po stimulaci byla exprese GRO alpha vyznamné vyssi u vSech bunéénych linii. ZvySena

exprese byla zaznamendana u stimulovanych RPTEC.
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12.2 Tvorba chemokinii jednotlivymi buitkami

Graf ¢.6: Tvorba chemokint bunnkami THP-1
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZzovany za signifikantni.

Meéteno metodou Luminex. Smérodatna odchylka byla vypocitana z tripletu.

U nestimulované buné¢éné linie THP-1 byla zaznamenana nejvyssi produkce GRO alpha

a RANTES. Po stimulaci byla zvySena tvorba vSech méfenych chemokind.
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Graf ¢.7: Tvorba chemokinu butitkami RPTEC
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZzovany za signifikantni.

Meéieno metodou Luminex. Smérodatna odchylka byla vypocitana z tripletu.

U nestimulovanych RPTEC byla zaznamenéna zvySenda produkce GRO alpha a IL-8. Po

stimulaci byla zjisténa zvySena produkce u v§ech métenych chemokini.
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Graf ¢. 8: Tvorba chemokinu buiikami RA
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Hodnoty * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 byly povaZovany za signifikantni.

Meéteno metodou Luminex. Smérodatna odchylka byla vypocitana z tripletu.

U nestimulovanych RA byla zaznamenana nejvyssi produkce IL-8. Po stimulaci byla
zjisténa zvySend produkce u vSech méfenych chemokini. Vyznamné nejvyssi byla u

MCP-1.
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12.3 Exprese molekuly CD54 u jednotlivych bunék

Graf ¢.9: Efekt TNF-a na expresi molekuly CD54 u THP-1 bunék
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Po stimulaci THP-1 bun¢k cytokinem TNF-a byla exprese CD54 vyznamné vyssi.

Graf ¢.10: Efekt TNF-a na expresi molekuly CD54 u RA bunék
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Po stimulaci RA bun¢k cytokinem TNF-a byla exprese CD54 vyznamné vyssi.
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12.4 Porovnani typu lécby bez indukce vs Simulect
12.4.1 ENA-78 typ lécby, srovnani ENA-78; bez indukce vs Simulect

Tabulka ¢€.2: ENA-78 typ 1écby, srovnani ENA-78; bez indukce vs Simulect

nabér pouzity test p-hodnota rozdil statisticky vyznamny
nabér 1 dvouvybérovy t-test 0,97 NE
nabér 2 Mann-Whitneyho test 0,21 NE
nabér 3 Mann-Whitneyho test 0,76 NE
nabér 4 Mann-Whitneyho test 0,66 NE
nabér 5 Mann-Whitneyho test 0,31 NE
nabér 6 Mann-Whitneyho test 0,62 NE
naber 7 Mann-Whitneyho test 0,22 NE
naber 8 dvouvybérovy t-test 0,76 NE
nabér 9 Mann-Whitneyho test 0,16 NE

Statisticky vyznamny rozdil v hladin¢ ENA-78 u 1écby bez indukce a Simulectu nebyl
prokazan pro zddny nabér (vSechny p-hodnoty vyssi nez 0,05).
Krom¢ testovani je srovnani mozné vizualné posoudit na zékladé vicenasobného krabi-

cového grafu.

Graf ¢.11: Srovnani ENA-78
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Mezi dvojicemi grafli neni pro Zadny nabér patrny vyrazny rozdil. Rozsahy hodnot
mirn¢ kolisaji. U SIMULECTu je patrny postupny nartist hodnot od 5. do 9. nabéru.
Nameétené hodnoty jsou vice variabilni pro posledni dva nabéry (Sir$i mezikvartilové i min-

max rozpéti).
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12.4.2 IL-8 typ 1é¢by, srovnani IL-8; bez indukce vs Simulect

Tabulka ¢€.3: IL-8 typ 1éCby, srovnani IL-8; bez indukce vs Simulect

nabér pouzity test p-hodnota rozdil statisticky vyznamny
nabér 1 Medianovy test 0,49 NE
nabér 2 Medianovy test 0,92 NE
nabér 3 Mann-Whitneyho test 0,72 NE
nabér 4 Mann-Whitneyho test 0,89 NE
naber 5 Mann-Whitneyho test 0,72 NE
nabér 6 Medianovy test 0,10 NE
nabér 7 Medianovy test 0,73 NE
nabér 8 Mann-Whitneyho test 0,08 NE
nabér 9 Medidnovy test 0,87 NE

Statisticky vyznamny rozdil v hladin€¢ IL-8 u lécby bez indukce a Simulectu nebyl

prokazan pro zadny nabér (vSechny p-hodnoty vyssi nez 0,05).

Graf ¢.12: Srovnani IL-8
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Jelikoz bylo v ramci IL-8 naméfeno velké mnozstvi siln€ extrémnich hodnot, bylo pro
osu y pouzito logaritmické meéfitko. Pfi pouZiti standardniho linedrniho méfitka nebyly
krabice viubec vidét. U logaritmického méfitka jsou na ose y stejné vzdalenosti napt. mezi

dvojicemi (5,50), (50,500) a (500,5000). Nejvice extrémni hodnoty byly zjiS§tény u prvniho
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v

Nameétené hodnoty pro tento nabér tedy vykazovaly nejvyssi variabilitu. Vysoka variabilita
hodnot napii¢ vSemi nabéry znemoziuje statisticky prokazat rozdily. Data, ktera se z velké
casti prekryvaji, a pfitom vyrazné kolisaji statistické testy zalozené na pravdépodobnosti
nepovazuji za prikazné rozdilnd. Naptiklad pro 8. nabér je cely krabicovy graf pro 1écbu
BEZ INDUKCE umistén vyse nez pro lécbu s pomoci SIMULECTu, ale tato skutec¢nost je
,Vyvazena“ pritomnosti extrémnich hodnot pro SIMULECT. Data nevykazuji zadny patrny

Casovy trend.
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12.4.3 MCP-1 typ 1écby, srovnani MCP-1; bez indukce vs Simulect

Tabulka ¢.4: MCP-1 typ 1écby, srovnani MCP-1; bez indukce vs Simulect

nabér pouzity test p-hodnota rozdil statisticky vyznamny
nabér 1 Mann-Whitneyho test 0,97 NE
nabér 2 Mann-Whitneyho test 0,37 NE
nabér 3 Mann-Whitneyho test 0,99 NE
nabér 4 Medianovy test 0,10 NE
naber 5 Mann-Whitneyho test 0,93 NE
nabér 6 Mann-Whitneyho test 0,12 NE
nabér 7 Mann-Whitneyho test 0,07 NE
nabér 8 Mann-Whitneyho test 0,06 NE
nabér 9 dvouvybérovy t-test 0,51 NE

Statisticky vyznamny rozdil v hladiné MCP-1 u 1é¢by bez indukce a Simulectu nebyl

prokazan pro zddny nabér (vSechny p-hodnoty vyssi nez 0,05).

Graf ¢.13: Srovnani MCP-1
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Pro prvni nabér byly naméfeny o néco vyssi mediany neZ pro ostatni nabéry. Jinak data
kolisaji podobné¢ jako na piedchozich grafech a mezi dvojicemi 1€¢eb pro jednotlivé nabéry

nepozorujeme vyrazné rozdily.
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12.4.4 MIP-1 B typ 1é¢by, srovnani MIP-1 B; bez indukce vs Simulect

Tabulka €.5: MIP-1 B typ 1éCby, srovnani MIP-1 B; bez indukce vs Simulect

nabér pouzity test p-hodnota rozdil statisticky vyznamny
nabér 1 Mann-Whitneyho test 0,44 NE
naber 2 Mann-Whitneyho test 0,87 NE
nabér 3 Mann-Whitneyho test 0,58 NE
nabér 4 Mann-Whitneyho test 0,61 NE
nabér 5 Mann-Whitneyho test 0,61 NE
nabér 6 Mann-Whitneyho test 0,21 NE
naber 7 Mann-Whitneyho test 0,54 NE
nabér 8 Mann-Whitneyho test 0,92 NE
nabér 9 Medianovy test 0,87 NE

Statisticky vyznamny rozdil v hladiné¢ MIP-1 B u 1écby bez indukce a Simulectu nebyl

prokazan pro zadny nabér (vSechny p-hodnoty vyssi nez 0,05).

Graf ¢.14: Srovnani MIP-1

Srovnani MIP - 1 3
5000,0

2500,0

750,0 * - .
500,0 |

250,0 5 6 o 8

o

75,0 e
50,0

MIP-1R
(logaritmické méfitko)

25,0

—E— O

75|

25+

1. nabér 3. nabér 5. nabér 7. nabér 9. nabér
2. nabér 4. nabér 6. nabér 8. nabér

B BEZ INDUKCE ® Odlehle ® Extrémy
H SIMULECT ® Odlehle ™ Extrémy

Pro MIP-1 B bylo zdivodu vysoce extrémnich hodnot nutné pouzit logaritmické
méfitko. Mezi dvojicemi léceb jsou pro vSechny nébéry zanedbatelné rozdily, cemuz

odpovidaji vysoké vypoctené p-hodnoty. Ze vSech druhti chemokinii se vykazuje MIP-1 3

v
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12.4.5 RANTES typ lécby, srovnani RANTES; bez indukce vs Simulect

Tabulka ¢.6: RANTES typ 1é¢by, srovnani RANTES; bez indukce vs Simulect

nabér pouzity test p-hodnota rozdil statisticky vyznamny
nabér 1 Mann-Whitneyho test 0,04* ANO
nabeér 2 Mann-Whitneyho test 0,62 NE
nabér 3 Mann-Whitneyho test 0,79 NE
nabér 4 Mann-Whitneyho test 0,57 NE
naber 5 Mann-Whitneyho test 0,09 NE
nabér 6 Mann-Whitneyho test 0,73 NE
nabeér 7 Mann-Whitneyho test 0,21 NE
nabér 8 dvouvybérovy t-test 0,47 NE
nabér 9 dvouvybérovy t-test 0,04* ANO

Statisticky vyznamny rozdil v hladiné RANTES u lé¢by bez indukce a Simulectu byl

prokézan pro nabéry 1 a 9 (p-hodnoty nizsi nez 0,05). Na zakladé nasledujiciho grafu lze

upiesnit, Ze pro nabér 1 byla hladina RANTES statisticky vyznamné vyssi pro 1écbu bez

indukce a pro nabér 9 byla hladina RANTES statisticky vyznamné vyssi pro lécbu s

pouzitim Simulectu.

Graf ¢.15: Srovnani RANTES
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Na zaklad€ grafu je patrny vyrazny rozdil pro 9. nabér, kdy hodnoty RANTES pro
SIMULECT ptevysily hodnoty pro 1é€bu BEZ INDUKCE. U prvniho nébéru je rozdil ve
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prospech vyssich hodnot pii 1€cbé bez indukce dén vys$im medidnem a nizkou variabilitou
hodnot.

Ze 45 testi byl prokazan statisticky vyznamny rozdil pouze ve dvou piipadech. Je
potieba skepticky poznamenat, ze pti hladiné vyznamnosti 0,05 je kazdy dvacaty test
statisticky vyznamny pouze na zdkladé ndhodného kolisani hodnot, tj. bez konkrétni
pfi¢iny. Vzhledem ktomu, ze rozdily mezi ndbéry nemaji systematicky charakter
(naptiklad kdyby n€kolik nabérii za sebou vykazalo rozdil ve prospéch jedné skupiny), 1ze
tedy dva zjisténé statisticky vyznamné rozdily povazovat pouze za vysledek nahody.

Statistické testovani neprokézalo rozdily v hladiné¢ chemokinti na zakladé dvou

zvolenych typt 1écby.
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Popisna statistika

Tabulka ¢.7: ENA-78 — bez indukce

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 12 1889 1770 392 3863 1056
nabér 2 12 1321 1109 318 3932 1029
nabér 3 10 1708 1552 343 3275 964
nabér 4 13 1846 1624 95 3620 1128
nabér 5 13 1423 928 155 4806 1283
nabér 6 13 2342 1720 799 6987 1670
nabér 7 13 2163 1473 243 6667 1919
nabér 8 11 2594 2730 348 6384 1914
nabér 9 10 2387 1528 194 8594 2632

Tabulka ¢.8: ENA-78 — simulect

nabér N | primér | medidn minimum maximum sm. odchylka
nabeér 1 29 1905 1652 235 4631 1093
nabér 2 29 1637 1434 211 4712 947
nabér 3 29 2147 1698 72 8344 1773
nabér 4 29 2388 1940 171 7553 1934
nabér 5 29 1919 1660 125 5312 1438
nabér 6 29 2473 2249 151 6532 1600
nabér 7 23 2497 2343 735 5282 1333
nabér 8 24 2809 2746 192 5955 1932
nabér 9 15 3376 3462 61 6590 1838

Tabulka ¢.9: IL-8 — bez indukce

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 12 41 12 4 217 70
nabér 2 12 88 12 3 908 258
nabér 3 10 18 10 3 42 15
nabér 4 13 44 9 1 428 116
nabér 5 13 42 13 2 239 78
nabér 6 13 17 8 4 100 26
nabér 7 13 10 8 1 43 11
nabér 8 11 64 32 6 226 72
nabér 9 10 273 7 3 2580 811
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Tabulka ¢.10: IL-8 — simulect

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 30 417 13 0 5174 1056
nabér 2 29 15 10 2 67 15
nabér 3 29 17 10 2 79 20
nabér 4 29 28 9 2 209 49
nabér 5 29 39 10 1 197 56
nabér 6 29 38 11 2 258 65
nabér 7 23 39 7 3 438 102
nabeér 8 24 59 10 3 485 133
nabér 9 15 33 8 6 247 64

Tabulka ¢.11: MCP-1 — bez indukce

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 12 209 203 56 396 80
nabér 2 12 155 142 63 356 86
nabér 3 10 169 140 43 604 158
nabér 4 13 211 171 71 429 117
nabér 5 13 175 147 75 395 90
nabér 6 13 186 176 103 296 60
nabér 7 13 205 193 100 333 76
nabeér 8 11 178 162 79 290 71
nabér 9 10 152 149 111 249 41

Tabulka ¢.12: MCP-1 — simulect

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 30 212 210 0 512 87
nabér 2 29 127 114 43 399 68
nabér 3 29 144 128 47 340 69
nabér 4 29 146 131 75 367 64
nabér 5 29 167 152 64 390 75
nabér 6 29 163 141 89 464 74
nabér 7 23 163 144 92 370 67
nabér 8 24 132 125 62 303 54
nabér 9 15 141 132 84 256 42
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Tabulka €.13: MIP-1 B — bez indukce

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 12 70 60 18 193 51
nabeér 2 12 51 33 12 141 42
nabér 3 10 54 57 16 120 36
nabér 4 13 53 44 13 190 50
nabér 5 13 104 36 16 830 220
nabér 6 13 45 37 15 114 29
nabér 7 13 42 40 8 86 23
nabeér 8 11 87 50 10 265 92
nabér 9 10 57 32 17 131 45

Tabulka €.14: MIP-1 3 — simulect

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 30 196 82 2 3232 579
nabeér 2 29 55 36 8 215 47
nabér 3 29 76 57 11 335 76
nabér 4 29 62 43 8 191 53
nabér 5 29 72 53 10 330 72
nabér 6 29 93 48 16 755 141
nabér 7 23 55 41 16 168 42
nabeér 8 24 98 60 16 675 138
nabér 9 15 80 29 15 279 84

Tabulka ¢€.15: RANTES — bez indukce

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 12 | 250103 | 250000 142968 472966 82221
nabeér 2 12 | 158492 129009 62753 343977 90440
nabér 3 8 | 252552 | 253149 57560 500000 145477
nabér 4 12 | 197602 | 186344 35808 434015 113528
nabér 5 13| 147126 | 124571 31733 348804 91414
nabér 6 12 | 239276 | 198079 57397 762673 188398
nabér 7 13| 183484 | 179242 23554 391907 107564
nabér 8 11| 227089 | 207688 35165 500000 137908
nabér 9 10 | 186765 | 201293 19883 500000 142388

60




Tabulka ¢.16: RANTES — simulect

nabér N | primér | median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 28 | 197872 | 189718 222 500000 96441
nabér 2 29 | 165347 | 154161 40241 373947 87857
nabér 3 28 | 258578 | 202618 18603 892078 201524
nabér 4 27 | 254596 | 171526 31744 862906 196768
nabér 5 27 | 219022 | 162740 32424 762741 155854
nabér 6 29 | 226767 | 221881 28587 438883 111683
nabér 7 22 | 263576 | 219010 2500 828671 185953
nabér 8 24 | 268747 | 242547 34538 706126 163523
nabér 9 15 ] 326033 | 358641 5348 617795 169178
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12.5 Hladiny chemokinii u pacienti s transplantovanou ledvinou
12.5.1 Sérové hladiny ENA-78 u pacienti s transplantovanou ledvinou

Tabulka ¢.17: ENA-78

nabér N | primér | medidn minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 43 1889 1656 235 4631 1044
nabér 2 43 1536 1355 211 4712 947
nabér 3 43 1995 1614 72 8344 1531
nabér 4 43 2210 1780 95 7553 1710
nabér 5 43 1756 1350 125 5312 1380
nabér 6 43 2425 2126 151 6987 1584
nabér 7 43 2323 2050 243 6667 1421
nabér 8 43 2739 2730 192 6384 1710
nabér 9 43 2660 2214 61 8594 1702

Graf ¢.16: Sérové hladiny ENA-78 u pacientil s transplantovanou ledvinou
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Hodnoty ENA-78 pro prvnich 5 ndbé&rt kolisaji v medianu okolo 1500, pro zbylé nabéry
pak kolem 2000. Dochazi tedy postupné k urcitému nartstu. Odlehlé, popi. extrémni

hodnoty se vyskytuji u vS§ech nabért kromé prvniho.
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12.5.2 Sérové hladiny IL-8 u pacientii s transplantovanou ledvinou

Tabulka ¢.18: IL-8

nabér N prumér median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 43 302 12 0 5174 895
nabér 2 43 35 10 2 908 137
nabér 3 42 17 10 2 79 18
nabér 4 43 33 9 1 428 74
nabér 5 43 39 10 1 239 62
nabér 6 43 31 10 2 258 56
nabér 7 43 25 8 1 438 76
nabér 8 43 52 13 3 485 106
nabér 9 43 79 8 3 2580 393

Graf ¢.17: Sérové hladiny IL-8 u pacientil s transplantovanou ledvinou
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Hodnoty IL-8 v medianu kolisaji okolo 10 pro celé poopera¢ni obdobi. Pro vSechny
nabéry se také vyskytuji siln¢ extrémni hodnoty, nejvice u prvniho nabéru. V grafu tedy

bylo nutné pro osu y pouzit logaritmické méfitko.
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12.5.3 Sérové hladiny MCP-1 u pacientii s transplantovanou ledvinou

Tabulka ¢.19: MCP-1

nabér N prumér median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 43 211 209 0 512 83
nabér 2 43 134 117 43 399 72
nabér 3 43 148 132 43 604 93
nabér 4 43 166 137 71 429 87
nabér 5 43 169 150 64 395 78
nabér 6 43 170 154 89 464 69
nabér 7 43 174 156 92 370 67
nabér 8 43 144 132 62 303 56
nabér 9 43 141 135 84 256 32

Graf ¢.18: Sérové hladiny MCP-1 u pacientii s transplantovanou ledvinou
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Hodnoty MCP-1 jsou nejvyssi u prvniho nabéru, kdy se pohybuji okolo medianu 200.
Pro ostatni nabéry jiz dochéazi ke kolisani medianu mezi 110 a 160. U vSech nabéra se

vyskytuji odlehlé ¢i extrémni hodnoty.
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12.5.4 Sérové hladiny MIP-1 § u pacientii s transplantovanou ledvinou

Tabulka ¢.20: MIP-1

nabér N prumér median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 43 158 75 2 3232 485
nabér 2 43 53 35 8 215 44
nabér 3 43 69 57 11 335 65
nabér 4 43 59 43 8 191 51
nabér 5 43 81 44 10 830 133
nabér 6 43 78 46 15 755 118
nabér 7 43 49 40 8 168 33
nabér 8 43 88 58 10 675 113
nabér 9 43 53 29 15 279 57

Graf ¢.19: Sérové hladiny MIP-1  u pacientt s transplantovanou ledvinou
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Nejvyssi hodnoty MIP-1 B byly zjiStény u prvniho nabéru, kdy median ¢inil 75 pg/ml.

v

okolo medianu 29, ovSem s vétsim poctem extrémné se vychylujicich hodnot v rozmezi 75
az 279.
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12.5.5 Sérové hladiny RANTES u pacientii s transplantovanou ledvinou

Tabulka ¢.21: RANTES

nabér N prumér median minimum maximum sm. odchylka
nabér 1 43 | 212960 | 205209 222 500000 91104
nabér 2 43 162670 148924 40241 373947 85481
nabér 3 43 | 249849 | 211843 18603 892078 172997
nabér 4 43 | 231124 173252 31744 862906 168339
nabér 5 43 193106 159110 31733 762741 136357
nabér 6 43 | 229388 | 208053 28587 762673 132913
nabér 7 43 | 226217 192921 2500 828671 148669
nabér 8 43| 251829 | 235094 34538 706126 139816
nabér 9 43| 261817 | 250000 5348 617795 129456

Graf ¢.20: Sérové hladiny RANTES u pacientt s transplantovanou ledvinou
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Nameétené hodnoty RANTES byly pro prvnich 8 nabérti velmi podobné. Jejich mediany
se pohybovaly okolo 200 000, s n€¢kolika odlehlymi a extrémnimi hodnotami. Devaty
nabér vykazal na jednu stranu velkou tésnost hodnot okolo 250 000, na druhou stranu vétsi

mnozstvi extrémnich hodnot jak smérem k minimu, tak smérem k maximu.
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13 Diskuze

Mezi hlavni cile této diplomové préace patiilo sledovani sérovych hladin chemokinii u
pacientu s transplantovanou ledvinou a dale posouzeni efektu prozéanétlivych cytokinti na
uvolnéni chemokini v bunécném supernatantu. Pokusy byly provedeny na nadorové linii
bun¢k RA (renal adenocarcinoma epithelial cell), primarni linii ledvinovych bunék RPTEC
(human renal proximal tubule epithelial cell) a THP-1 bunétné linii (nddorova
monocytarni linie). Koncentrace byla stanovena u chemokini IL-8, MCP-1, RANTES,
ENA-78 a GRO-a. Cytokiny stimuluji epitelidlni bunky k tvorbé riiznych chemokinii
(Bergese et al., 1995). K nasim experimentim byl vyuzit TNF-a.

Z naméfenych hodnot ENA-78 u 1écby bez indukce a Simulectu jsme vysledovali
postupny nariist hladiny. Statistické rozdily vSak nebyly vyznamné, nebot’ p-hodnota testu
byla vys§i nez hladina 0,05. Nejvyssi hladiny chemokinu ENA-78 bylo dosazeno u
bunécné kultury RA + TNF (stimulace nddorovych linii ledvinovych bunék pomoci TNF-
a) v rozmezi 600-700 pg/ml. To mizeme vysvétlit tim, ze ve zdravé tkani, jsou primarnim
zdrojem chemokinu ENA-78 (CXCL-5) epitelidlni buniky, ale v zanétlivé tkéni jsou
hlavnim zdrojem tohoto chemokinu bunky zplsobujici zanét-neutrofily (Minshall et al.,
1997).

Byla dokazana korelace mezi ENA-78 a angiogenezi tumoru u zvifecich modelt in vivo,
kdy pfi imunoneutraliazci ENA-78 doslo k utlumeni rstu tumoru a metastazi, k redukci
angiogenezi a k roz$ifeni apoptodzy bunck nadoru (Fulton, 2008).

Hodnoty IL-8 u 1é¢by bez indukce a Simulectu vykazovaly nejvyssi variabilitu. AvSak
vysoka variabilita hodnot napfi¢ v§emi nabéry znemoziovala statistické prokazani rozdila,
naméfena data nevykazovala Casovy trend. Nejvyssi hladiny chemokinu IL-8 (CXCL-8)
byla u tkanové kultury RPTEC + TNF (stimulace primarni linie ledvinovych bunék TNF-
), s hodnotami blizici se 12000 pg/ml.

Exprese hladiny CXCL-8 koreluje s ¢asem ischemie pifi ledvinné transplantaci. V
biopsii odmitnutych ledvin, kterd prob¢hla méné nez po 2 mésicich po transplantaci, byla
koncentrace CXCL-8 v moc¢i vyznamné vy$§i a predchazela diagnostice odmitnuti
transplantovaného organu. Po 1é¢beé, CXCL-8 koncentrace v moc¢i byla snizena k normalu.
Nejvétsi hladiny CXCL-8 muzeme vidét u pacientli s biopsii odmitnuti organtt v

kombinaci s akutni tubularni nekroézou (Ulricker, 2007).
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Sledovani hladiny IL-8 (CXCL-8) po transplantaci ledviny, mize byt jednim z
vySetfenich, které by mohlo indikovat vyskyt zanétu, diky vyssi hladiné IL-8. Tento zanét
by mohl byt lokalizovén u transplantovaného organu, a pokud by nedoslo k 1écb¢ tohoto
zanétu, mohlo by nasledovat odmitnuti transplantovaného organu pacientem.

Nejvyssich hodnot MCP-1 bylo dosazeno u RA + TNF, které dosahovaly v rozmezi
22000-29000 pg/ml. RA (rakovinné ledvinové buiiky) tvotily nejvice chemokinu MCP-1.
Tato skuteCnost miize byt vysvétlena tim, Ze tento chemokin ma jistou ulohu s patogenezi
nadoru, proto jeho hladina byla nejvyssi u rakovinnych bun¢k.

Monocyt chemoatraktant protein-1 (MCP-1/CCL2) je jednim z kli¢ovych chemokin,
které reguluji migraci a infiltraci monocyti/makrofagli. CCL2 a jeho receptor CCR2 byl
zaznamenan ve spojitosti s mnoha onemocnénimi. Migrace monocytii krevnim feciStém
ptes vaskuldrni endothelium je diilezitd pro imunologickou ochranu tkéni, ale také jako
odpovéd’ v zanétlivém procesu (Deshmane et al., 2009).

MCP-1 je chemokin, ktery reguluje chemotaxi monocyti a diferenciaci T-lymfocytt
pfipojenim k molekule CCR2. Jeho tUloha je ve spojitosti patogeneze zanétlivych
onemocnéni, arterosklerdzy a rakoviny (Bianconi et. al., 2018).

MIP-1 B u lécby bez indukce a Simulectu nebyl statisticky prokazany rozdil, navic zde
byly naméteny nejnizsi rozdily mezi témito dvéma typy 1écby.

Chemokiny MIP-1a a MIP-1f jsou produkovany makrofadgy po stimulaci bakteridlnimi
endotoxiny (Sherry, B., et al., 1988). Jejich hlavni role spoiva v imunitni odpovédi pfi
infekci a béhem zanétu (Ren, Guo, Guo, et al, 2010). Aktivuji lidské granulocyty
(neutrofily, eozinofily a bazofily), které se podileji na akutnim neutrofilnim zanétlivém
procesu (Irving et al., 1990). Jsou produkovany mnoha buiikami, ale nejvice makrofagy,
dendritickymi bunikami a lymfocyty. MIP-1 mé ulohu v chemotaktickém a predzanétlivém
efektu majici vliv i na homeostazu (Maurer, von Stebut, 2004).

U hodnot RANTES byl statisticky vyznamny rozdil u 1é€by bez indukce a Simulectu
pro nabéry 1 a 9, p-hodnoty byly nizs§i nez 0,05. Pro nabér 1 byla hladina RANTES
statisticky vyznamné vyssi pro 1é¢bu bez indukce a pro nabér 9 byla hladina RANTES
statisticky vyznamné vyssi pro 1é¢bu s pouzitim Simulectu.

Nejvice tvofenym chemokinem u THP-1 byl RANTES, hodnoty byly naméteny u THP1
+ TNF, v rozmezi 1000-1200 pg/ml. Vysokou hladinu chemokinu RANTES u bunécné
linie THP-1 mizeme vysvétlit tim, Ze RANTES (CCL5) je chemokin vytvafeny mnoha

kmenovymi a ne-kmenovymi bunikami, majici roli v migraci a umistovani efektoru a
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paméti T-bunék v pribéhu infekce. RANTES receptor CCRS, je hlavnim cilem anti-HIV
1€kd, zalozenych na principu blokovani vstupu tohoto viru na tento receptor. Avsak defekty
v receptorech RANTES, mohou vést k akutni infekci, kterda muze zplisobit vazna
onemocnéni (Crawdord et al., 2011).

Nejvyssich hodnot u chemokinu GRO alpha bylo dosazeno u RPTEC + TNF, hodnoty
se blizily k ¢islu 11500 pg/ml.Vék regulujici geny mohou slouzit jako markery stafi. Jeden
gen s transkriptem zvySujicim se v mnozstvi s vékem lidského organismu v pokozce
epitelidlnich bunék je chemokin GRO-alpha (riist regulujici protein alpha). Kdyz se
chemokiny, jako napiiklad GRO-alpha stanou neregulovény, takze jsou chronicky tvoteny,
muze dojit k poSkozeni tkané€, angiogenezi a ke vzniku naddoru. Miizeme proto GRO-alpha
chépat jako potencionalni marker pro staii a vyskyt rakoviny. Podle vysledk testli, byla
tvorba GRO-alpha sniZena o 75 % u SZ95 sebocytil (buitky mazovych zlaz linie SZ95), a o
58 % v bunkach melanomu A375. Dale byla dokazana korelace mezi zastavenou tvorbou
(silencing) GRO-alpha s interleukinem-6 (IL-6), IL-8 a vaskuldrnim rdstovym faktorem
sekrece v obou typech testovanych bunék. GRO-alpha mizeme povazovat za marker stari
bunck (i rakoviny) (Fimmel et al., 2007).

Exprese CD54 byla nejvétsi u THP-1 + TNF bunék, s hodnotami 100-150 mean,
zatimco u bunék RA+TNF byla exprese mensi s hodnotami 60-80 mean. Je zajimavé, Ze na
primarnich bunikach renélniho epitelu nebyla tato molekula indikovana.

CD-54 neboli ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) je protein supergenu
imunoglobulinu, ktery se tvoii na povrchu mnoha bunék a je regulovan v odpovédi mnoha
mediadtory zpusobujici zanétlivou reakci, vcéetné¢ prozanétlivych cytokind, hormont,
bunécnych stresort a virovych infekci (Roebuck a Finnegan, 1999).

Z predeslého vyzkumu mulZeme odvodit, Ze nékteré receptory chemokinii ukéazaly
vyznamnou roli v akutni ledvinné transplantacni rejekci. Ischemickd poranéni jsou dany
genetickym vybavenim transplantované¢ho organu, ktery zvySuje riziko vzniku zanétu
tkané, negativni nasledky funkce a pteziti transplantovaného organu (Ulricker, 2007).

Chemokiny maji velmi dllezitou roli v selektivnim naboru monocytli, neutrofild a
lymfocytl, stejné tak maji dalezitou roli v indukované chemotaxi skrze aktivaci G-protein-
coupled receptort (Deshmane et al., 2009).

Sérové hladiny chemokinli u pacientll po transplantaci ledviny vykazovaly vyraznou

interindividudlni  variabilitu a nebyl zaznamendn rozdil mezi jednotlivymi
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14 Zavér

Statistické¢ testovani neprokédzalo rozdily v hladiné chemokinli na zakladé¢ dvou
zvolenych typt 1éCby.

Chemokin ENA-78 byl nejvice produkovan u bunécné kultury RA + TNF, chemokin
IL-8 (CXCL-8) mél nejvyssi hladinu u bunék RPTEC + TNF, nejvétsi hladiny MCP-1 bylo
dosazeno u bun¢k RA + TNF.

Celkové nejvyssich hodnot u bunék THP-1 (THP1 + TNF) mél chemokin RANTES, u
bun¢k RPTEC + TNF maximalni hladiny dosahl chemokin GRO alpha.

Exprese CD54 byla nejvétsi u THP-1 + TNF bunék, s hodnotami 100-150, zatimco u
bun¢k RA + TNF byla exprese mensi s hodnotami 60-80. Vyssi hladinu exprese CD54 u
THP-1 + TNF bun¢k si mizeme vysvétli tim, ze CD54 se nepodili na procesu tvorby
rakoviny ¢i jejiho uplného zneskodnéni.

Z daného vyzkumu zjistujeme, ze vyskyt nékterych chemokind v bunécném
supernatantu u jednotlivych bunéénych kultur je spojen s tlohou jednotlivych chemokint.
Ty, které maji tlohu spojenou pouze se zanétlivou reakci, jejich tvorba, hladiny byly nizsi
u bun¢k rakovinnych neZ u buné¢né linie nerakovinnych, zatimco ty chemokiny, které maji
hlavni ulohu v procesu tvorby ¢i zneSkodnéni rakovinnych bun€k, byly tvofeny vice u
bunck rakovinnych.

Ty, chemokiny, které maji hlavni tlohu v zanétlivém procesu, mohou byt dileZitymi
markery v procesu po-transplantacnich testech, jejichZ hladiny pfi biopsii nebo v moci,
mohou znacit vyskyt zanétu v transplantovaném organu, ktery by nasledné¢ mohl znamenat
odmitnuti daného organu.

Abychom posoudili efekt prozanétlivych cytokind na uvolnéni chemokinl v bunééném
supernatantu, je potiebné znat tlohu prozéanétlivych cytokini a chemokint. Jestlize se
prozanétlivé cytokiny podileji na stimulaci zanétlivé reakce, maji zpravidla vliv 1 na tvorbu
chemokin.

Sérové hladiny chemokinll u pacientl po transplantaci ledviny vykazovaly vyraznou

interindividudlni  variabilitu a nebyl zaznamendn rozdil mezi jednotlivymi
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imunosupresivnimi rezimy. Nezdé se, ze by tyto parametry mohly v budoucnosti slouzit

jako biomarkery komplikaci u organovych transplantaci.
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