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ABSTRAKT

Alergia, ako jedna z celosvetovo najCastejSich patologii, patri k ochoreniam s
neustale sa zvySujicim vyskytom aj umalych deti. Krozvoju dochadza u geneticky
predisponovanych jedincov, ktorych dendritické bunky (DC, Dendritic Cell) st schopné po
kontakte s alergénom polarizovat imunitny systém predominantne smerom k Th2
imunitnej odpovedi, priCom dochadza k potlaCeniu Thl odpovede. Jednym z moznych
preventivnych opatreni zamedzujicich rozvoju alergickych ochoreni moéze byt skoré
postnatalne podéavanie vybranych probiotickych bakteridlnych kmenov, ¢i ich zmesnych
kultar. Jednym znich  je pomerne dobre charakterizovany  kmen
Escherichia coli O83:K24:H31 (E. coli 083). Podavanie tejto probiotickej vakciny,
nazyvane] Colinfant Newborn, sa ukazuje ako efektivne profylaktikum na znizenie
incidencie alergii u deti s predispoziciou k ich vzniku.

Hlavnym cielom mojej diplomovej prace bolo experimentdlne overit' schopnost’
E. coli O83 podporit maturdciu dvoch hlavnych subpopulacii novorodeneckych DC
dostupnych z pupocénikovej krvi novorodencov: myeloidnych dendritickych buniek — mDC
a plazmacytoidnych dendritickych buniek — pDC. Tieto DC subpopulacie sa izolovali
z pupoc¢nikovej krvi deti, ktoré sa narodili bud’ zdravym (nealergickym) matkdm
a predstavovali relativne nizke riziko vzniku alergie, alebo alergickym matikdm so
zvySenym rizikom vzniku alergie. Nasledne, po kokultivacii mDC, alebo pDC s naivnymi
CD4" bunkami, ich spoloénej stimulacii E. coli 083, sa pomocou prietokovej cytometrie
stanovili urovne produkcie cytokinov a transkripénych faktorov charakteristickych pre
diferenciaciu CD4" T-lymfocytov na Th1, Th2, Th17 subpopulécie, ako aj na regulacné T
bunky (Regulatory T Cell; Treg).

Nase vysledky ukézali Statisticky vyznamné zvySenie pritomnosti aktivaéného
markeru CD83 na mDC po stimulacii £. coli O83 u deti alergickych matiek v porovnani
s detmi matiek zdravych. U pDC neboli zistené ziadne vyznamné rozdiely medzi zdravou
a alergickou skupinou. Po kokultivicii mDC s CD4", bez stimulécie s E. coli 083, doslo
k zvy$eniu produkcie IL-4 u CD4" T buniek u deti zdravych matiek v porovnani s CD4" T
bunkami deti alergickych matiek. Mézeme povedat’, Ze E. coli O83 indukuje maturaciu DC
a produkciu IL-4 u CD4" T buniek kokultivovanych s mDC. U pDC sme nezaznamenali
ziadne rozdiely medzi zdravou a alergickou skupinou, ani po kokultivacii s CD4" T

bunkami.



Kruacové slova: alergia, myeloidné dendritické bunky, plazmacytoidné dendritické
bunky, dendritick¢é bunky, pupoénikova krv, E. coli O83, deti zdravych matiek, deti
alergickych matiek.



ABSTRACT

Allergy as one of the most frequent pathologies worldwide belongs to illnesses with
constantly increasing incidence even amongst young children. It develops in genetically
predisposed individuals whose dendritic cells (DC) are, after contact with allergen, able to
polarize the immune response predominantly to Th2, while Thl response is suppressed.
One of the possible preventive measures to avoid an allergic disease developement could
be an early postnatal supplementation of chosen probiotic bacterial strains or their
mixtures. One of them is a well characterized strain Escherichia coli O83:K24:H31 (E. coli
083). Administering of this probiotic vaccine called Colifant Newborn is showing to be an
effective prophylaxis to decrease the incidence of allergies in children with predisposition
to their development.

The aim of my diploma thesis was to experimentally confirm the capacity of E. coli
083 to support maturation of two main subpopulations of newborn DC available from cord
blood: myeloid dendritic cells — mDC and plasmacytoid dendritic cells — pDC. These DC
subpopulations were isolated from cord blood of children born to healthy (non-allergic)
mothers who had a low risk of allergy development or from children of allergic mothers
who had an increased risk of allergy development. Subsequently, after co-cultivation of
mDC or pDC with naive CD4" cells and their co-stimulation with the E. coli O83, the
levels of cytokine production and transcriptional factors typcal for differentiation of CD4"
T-lymphocytes to Th1l, Th2, Th17 subpopulations as well as to regulatory T-cells (Treg)
were set by means of flow cytometry.

Our results have shown a significantly increased presence of activation marker
CD83 on mDC after the stimulation with the E. coli O83 in children of allergic mothers
when compared to children of healthy mothers.

In pDC there were no significant differences detected between healthy and allergic
group. After co-cultivation of mDC with CD4" without the stimulation by E. coli 083, an
increase production of IL-4 in CD4" T-cells in the children of healthy mothers occured
when compared to CD4 " T-cells in the children of allergic mothers. We can say, that the E.
coli 083 induces the maturation of DC and the production of IL-4 in CD4" T-cells co-
cultivated with mDC. We did not detect any differences between healthy and allergic

group in pDC, not even after co-cultivation with CD4" T cells.



Keywords: allergy, myeloid dendritic cells, plasmacytoid dendritic cells, dendritic

cells, cord blood, E. coli O83, children of healthy mothers, children of allergic mothers.
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UvVoD

Dendritické bunky predstavuji vel'mi ddlezitu stcast’ imunitného systému. Jedna sa
o bunky prezentujuce antigén (Antigen-Presenting Cell; APC). APC predstavuju
prepojenie medzi mechanizmami antigénne nespecifickej (prirodzenej, vrodenej)
a antigénne Specifickej (adaptivnej, ziskanej) imunity. Ich schopnostou je aktivovat
naivné, efektorové ¢i pamitové T-lymfocyty a tym spustit’ efektivanu imunitni odpoved’
proti patogénnym organizmom; taktiez bola popisana ich uloha v protinddorovej odpovedi,
u autoimunitnych ochoreniach ¢i alergiach, z coho vyplyva ich doélezita rola v indukcii
tolerancie [1,2].

V pripade porusenej funkcie DC sa m6zu v priebehu niektorych ochoreni podielat’
na ich patogenéze a ovplyvnit’ tak klinicky stav pacienta. Nadmerna reakcia DC mdze
viest' k rozvoju autoimunitnych procesov a ich zniZzend funkcia naproti tomu zase modze
prispievat k nadorovému bujneniu a byva pri¢inou opakovanych infekcii. U alergii je
jednym z mechanizmov ich vzniku a rozvoja disregulacia DC. V pripade, Ze sa podari
objasnit’ lohu DC pri imunopatologickych stavoch je mozné toto poznanie vyuzit pri
navrhovani vhodnej terapie [1,2].

Existuje moznost’ v pozitivnom zmysle ovplyviiovat rozvoj a priebeh alergickych
ochoreni pomocou probiotickych bakteridlnych kmenov. Vel'mi dobrym prikladom je
E. coli O83. Pri peroralnom podani probiotickej vakciny s obsahom E. coli O83 kratko po
narodeni ostala dolezitou zlozkou mikrobioty dietata po dobu niekolkych mesiacov.
Podl’a vysledkov stadii dany kmen E. coli O83 poskytuje dlhodobu ochranu pred vznikom
alergickych ochoreni [3]

Predkladana diplomova praca vychddza zo zapocatych $tadii, ktorych snahou
je objasnenie molekuldrneho a bunkového mechanizmu ucinku E. coli O83 na imunitny
systém jedinca. V naSej préaci iSlo konkrétne o skimanie efektu pridavania probiotického
kmena E.coli O83 ku DC ziskanych zpupocnikovej krvi novorodencov zdravych
a alergickych matiek a ich naslednej kultivacii in vitro a akym sposobom E. coli O83 moze
modifikovat’ polarizdciu imunitnej odpovede tychto DC kokultivovanymi s naivnym

T-lymfocytmi na rézne typy efektorovych T lymfocytov.

Praca je clenend do Siestich kapitol anavySe obsahuje sedem priloh. Uvodna
kapitola sa venuje alergiam a ¢revnému imunitnému systému, ktory sa zacina vyvijat’ hned’
po narodeni jedinca. Kapitola druha sa zaobera ddlezitostou DC v imunitnom systéme, ich

vlastnost’ami a popula¢nou heterogenitou. Pouzity materidl, zloZzenie roztokov a médii pre
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bunkové kultiry a metody su uvedené v tretej kapitole. Vysledkami experimentov a analyz
z prietokovej cytometrie sa venuje piata kapitola. Diskusiu, ktord sa venuje analyzou

tychto vysledkov a ich porovnavanim s inymi pracami sa venuje posledna, Siesta kapitola.
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1 ALERGIA A MIKROBIOTA U CLOVEKA

1.1  Alergia

Hypersenzitivny stav, pri ktorom imunitny systém reaguje na neskodné antigény
(alergény) v prostredi, sa odborne oznacuje ako alergickd rekcia (alergia). Medzi
najcastejSie alergény zarad’'ujeme roztoCe, plesne, srst, pel, hmyz ¢i Siroké spektrum
potravin. Prvé priznaky ochorenia sa zacinajii objavovat uz v skorom rannom veku,
pri¢om samotny rozvoj ochorenia trva priblizne 3 az 5 rokov [4].

Presnd pric¢ina vzniku alergie nie je znama, ale medzi rizikové faktory, ktoré sa
vyrazne na jej vzniku podiel’aji st prostredie a miera jeho znecistenia, zloZenie stravy,
pohlavie, rasa, stres a hlavne alergicky status rodicov.

Bohuzial’ aktudlne neexistuje Ui¢inna liecba alergie, ale pomocou bezne dostupnych
medikamentov dokazeme efektivne eliminovat’ jej neprijemné prejavy. NajcastejSie sa na
tieto UCely pouzivaju antihistaminika a steroidy, avSak najucinnejSou liecbou stale zostava

uplné vyhybanie sa alergénu [4].

1.1.1 Prejavy alergie, anafylaxia, atopia

Medzi najcastejSie alergické priznaky patri kychanie, slzenie, zacervenanie o¢i a
pokozky, svrbenie €i bolesti zaludka. AvSak stretdvame sa aj so zavaznej$imi alergickymi
reakciami, ktoré si Zivot ohrozujice a po kontakte s alergénom moézu viest k smrti
pacienta. Takouto reakciou je anafylaxia, veduca ku vzniku anafylaktického Soku, ktory je
charakteristicky akltnym vznikom zéavaZnych aZ potencidlne smrtelnych symptémov,
postihujucich rézne organy (koza, dychaci a zaZivaci trakt, kardiovaskuldrny a
urogenitadlny systém). Tieto priznaky sa moéZu rozvinut v jednom, alebo vSetkych
spomenutych systémoch v priebehu minut az hodin od kontaktu s alergénom. NajcastejSimi
alergénmi vyvolavajicimi anafylaxiu st hmyzi ¢i hadi jed, latex, potraviny (napriklad
orechy, mlieko, vajce, atd’.) ale aj toxiny mediz. Nebezpecné mdzu byt’ aj niektoré lieky,
predovSetkym p-laktdmové a antitetanické antibiotika, inzulin, vazopresin (ADH,
antidiureticky hormoén), a iné. Rozvoj priznakov a stupeni ich zavaznosti taktieZ zavisi od
veku postihnutej osoby a horsia progndza je taktiez u I'udi s pl'icnymi ochoreniami.

Molekuldrny mechanizmus alergickej reakcie je sprostredkovany protildtkami
izotypu IgE, ktoré st zachytdvané Fce receptormi I typu a spust’aju signaliza¢nt kaskadu

veducu k rychlej degranulécii zirnych buniek a bazofilov, ktora vedie k uvolneniu ich
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mediatorov do extracelularneho priestoru. V pripade anafylaxie, uvolnené medidtory
(napr. vysoké mnozstvo TNF-o) sposobuju bronchokonstrikciu, laryngedlny edém,
kontrakciu hladkej svaloviny, zvySeni permeabilitu ciev a vazodilaticiu. Dochadza k
poklesu krvného tlaku s naslednym edémom plic a multiorgdnovému zlyhaniu.

Anafylaxiu rozdelujeme na IgE, IgG a imunokomplexami mediovanu, sthrnne
oznacovanu ako alergick®; a potom nealergickl, vyvolani chladom, namahou, alebo
liekmi. Podrobnosti tohto rozdelenia st vSak nad rdmec tejto prace, a preto nepopisujem
[5,6] .

Zakladnou liecbou anafylaxie je intravendozne podanie adrenalinu, pripadne
antagonistov histaminovych receptorov H1 a H2, P2 mimetik, glukagonu a
glukokortikoidov. Podavanie kysliku, tekutin a stabilizdcia obehovych funkcii je

dopliiujicou terapiou.

Atopia sa definuje ako tendencia organizmu produkovat’ Specifické IgE protilatky
voci beznym alergénom prostredia, ¢o vedie k alergickej reakcii na ne. Kontakt s tymito
alergénmi byva cez neporusenu sliznicu. Pri¢inou je geneticka predispozicia avSak dolezité
st aj faktory prostredia (znecistenie, infekcie dychacich ciest, ...). Gény pre atopiu boli
objavené na prekryvajlcej sa oblasti 3p25.3-q24 a tiez 17p12-q25 u alergikov s pozitivhym
SPT (Skin Prick Test), na 5q23-q33 pre kvantitativne meranie SPT a na 5q11.2-q14.3 a
6pter-6p22.3 pre IgE [7].

IgE odpoved’ a alergicky zéapal st sprostredkované hlavne Th2 bunkami, ktoré sa
Ucastnia aj imunitnej odpovede proti parazitom. Naproti tomu, pri astme, Thl bunky
indukuju apoptézu bronchidlneho epitelu a buniek hladkej svaloviny bronchov, pri
atopickej dermatitide apoptozu keratinocytov. Regulacia imunitného systému zahfha uz
okrem spominanych Th1 a Th2 buniek aj prozapalové Th9 ¢i Th17 bunky [6].

V suvislosti s atopiou sa spomina aj termin ,, atopic march“. Tento termin popisuje
postupny rozvoj ochoreni suvisiacich s alergickym ochorenim od atopickej dermatitidy cez
alergicku rinitidu az po alergicktl astmu. Nie vzdy vSak déjde az k rozvoju posledného

Stadia, teda astmy [8,9].

! KREJSEK. J., et al. 2016.
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1.2 Molekularny mechanizmus vzniku alergie

Na rozvoji alergie sa v prvom rade podiel'a genetickd predispozicia jedinca [9] a
nasledne faktory prostredia, ktoré oslabuji mechanicki bariéru epitelovej vrstvy
(znecistené ovzdusie, infekcia). Ide o komplexna reakciu, v ktorej zohrava svoju ulohu

alergén, prostredie a jedinec vystaveny alergénu.

Alergicku reakciu mozeme rozdelit’ na skoru (senzitizacia), ktora nastupuje do 20
minat a podrobnejSie je popisana v podkapitole 1.2., a neskorti fazu. Neskora reakcia
(LPR; Late Phase Reaction), ako napriklad perzistujuci zapal a chronické symptoémy alergii
su sposobené neskorou bunkovou odpoved’ou, za ktort su zodpovedné alergén-Specifické
T-lymfocyty aktivované kontinudlnym vystavenim alergénu. Tato faza imunopatologicke;j
reakcie zacina priblizne po 24 hodinach, a to v dosledku migracie T-lymfocytov na miesto
zapalu posobenim cytokinov produkovanych lymfocytmi, makrofagmi [10].

Alergén Specifické Th2 bunky posobia cez IL-4 a IL-13, ktoré indukuju izotypovy
presmyk na IgE a vedu ku klonalnej expanzii pamétovych B buniek [6].

RozliSujeme dva typy Fc receptorov pre IgE. Prvy, tetraméricky FceRI (zloZeny
za, B advoch y retazcov), je exprimovany na mastocytoch a bazofiloch, predstavuje
vysokoafinitny receptor imunoglobulinovej superrodiny. Druhy receptor pre IgE, FceRII,
nazyvany aj ako CD23 viaze IgE s nizkou afinitou. Je pritomny prevazne na B bunkéach,
aktivovanych T bunkédch, monocytoch, eozinofiloch ¢i folikularnych dendritickych
bunkach. Bol povaZovany za rozhodujlci pre regulaciu hladiny IgE. MysSie modely,
v ktorych gén pre CD23 bol inaktivovany, stdle vykazovali relativne normalnu

polyklonalnu, sprostredkovanu IgE odpoved’ [6,11] °.

Mediatory alergickej reakcie mdézeme rozdelit na primarne a sekundarne podla
Casove] naslednosti akou sa uvolfiuji a posobia. Primarne st pritomné v granulach
bazofilov, mastocytov a eozinofilov, ktoré uz st lokalizované v mieste zapalu a patria
medzi ne histamin, protedzy, ECF (Eosinophil Chemotactic Factor — eozinofilny
chemotakticky faktor), NCF (Neutrophil Chemotactic Factor — neutrofilny chemotakticky

faktor) a heparin. Sekundarne st syntetizované auvolfiované az po aktivacii buniek

2 MURPHY, K., WEAVER, C. 2017.
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apocas degranuldcie. Patri medzi ne PAF (Platelet-Activating Factor), leukotriény,

prostaglandiny, bradykininy a rozli¢né cytokiny a chemokiny >.

V roku 1989 bola prvykrat vyslovena hygienicka hypotéza, ktora sa zakladd na
tvrdeni, ze vystavenie dietata infekénym antigénom v skorych Stadiach vyvoja ma
protektivny efekt pre rozvoj alergickych ochoreni. Infekcie sposobuju zvysenu produkciu
cytokinov IL-10 a TGF-B, ktoré potlacaji tak Thl ako aj Th2 odpoved’; IL-10 potlacuje
Th17 imunitn odpoved’ [11,12]. U novorodencov po pdérode prevlada Th2 odpoved’, ktora
rozvoj alergie podporuje. Dovodom je, Ze pokial nema dojst k odpovedi imunitného
systtmu matky na antigény plodu, Thl odpoved u matky je nutné potlacit. Sucasna
hygienickd hypotéza hovori otom, ze znizené vystavenia sa beznym mikrobidlnym
patogénom v rannom veku robi organizmus menej schopnym indukovat’ Treg a tym sa
zvysuje riziko alergickej odpovede na bezné antigény. Opakovand antibioticka liecba
v skorom detstve vedie k zvySenému riziku rozvoja astmy [11,12] .

U alergikoch hovorime o hypersenzitivnej reakcii  sprostredkovanej  Th2

lymfocytmi a ich cytokinmi, ktora prevlada nad Th1 odpovedou.

Hypersenzitivne reakcie

Imunopatologické reakcie mézeme podl'a Coombsa a Gella rozdelit’ do 4 typov na

zaklade mechanizmu:

R/

¢ Reakcia I. typu: Alergén indukuje imunitni odpoved’, pri ktorej vznikaja

protilatky typu IgE. Svojim Fc-fragmentom sa viazu na svoj vysokoafinitny
receptor (FceRI) v membranach mastocytov abazofilov. Ked sa
senzibilizovany jedinec dostane do kontaktu s alergénom, dochadza k interakcii
alergénu s nadviazanymi protilatkami, ¢o spOsobi degranulaciu buniek
a uvol'neniu biologickych latok, pricom najddlezitejsi je histamin, ktory v okoli
sposobuje vazodilataciu a zvySuje permeabilitu ciev. Jedna sa o reakciu Zirnych
buniek (mastocytov), ktoré st aktivované naviazanim alergénu na IgE.

Prikladom tohto typu je alergicka rinitida.

* OWEN, J.A,, et al. 2013.
* MURPHY, K., WEAVER, C. 2017.
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R/
L X4

R/
L X4

Reakcia II. typu: Ide o cytotoxickl reakciu, ktort sprostredkuju protilatky IgG

algM. Je charakterizovana antigén-protilatkovou interakciou (rovnako tak
i reakcia L. a III. typu), ¢o vyustuje do lokdlnej produkcie anafylatoxinu (C5a),
uvolnenie chemotaxinov pre polymorfonuklearne leukocyty. Protilatky reaguja
s antigénmi, ktoré st pritomné v membrane cielovych buniek, alebo st na ne
naviazané. Naslednd aktivacia komplementového systému alebo tzv.
,,K-buniek*® sposobia ich lyzu. Dochadza k poskodeniu tkaniva na zéklade
uvol'nenia hydrolytickych enzymov z neutrofilov po ich autolyze.

Prikladom je hemolyticka anémia.

Reakcia III. typu: K reakcii dochddza na zéklade vzniku antigén-protilatkovych
komplexov, ktoré sa vorganizme ukladaji najcastejSie v bazalnych
membranach glomerulov apltc. Za normdlnych okolnosti dochadza
k eliminacii tychto imunokomplexov retikuloendotelidlnym systémom.
Problematické st pomaly eliminovatelné imunokomplexy, ktoré v tkanivach
tvoria depozity a nasledne dochédza k tvorbe zépalu. Prikladom typického
imunokomplexového ochorenia je glomerulonefritida.

Reakcia IV. typu: Od predchadzajucich typov sa odliSuje tym, ze rozhodujiucu

ulohu maju bunky (najma lymfocyty) a nie protilatky. T-lymfocyty vplyvom
antigénu za¢nu produkovat’ cytokiny, ktoré vedu k zapojeniu d’alSich buniek
hlavne makrofagov a monocytov.

Typickym prikladom je tuberkulinova reakcia, kedy infiltraciou tkaniva tymito

bunkami dochadza k induracii ° erytému a edému [13].

1.3 Slizni¢ny imunitny systém

Slizniéné povrchy a pokozka sprostredkovavaji kazdodenny kontakt medzi
organizmom a vonkaj$im prostredim [14].

Slizni¢né povrchy (zazivaci, respiraény, urogenitalny a d’alSie) su zvdcsa pokryté
jednovrstvovym epitelom, ktory tvori plochu priblizne 300 m?. Najva&si epitelovy povrch

(okolo 200 m?) pokryva crevo [14]. Preto st mukdézne povrchy chranené komplexom

® K-bunky (Killer Cells) — oznacenie buniek, ktoré sa ziastiiujii na bunkami sprostredkovane;
cytotoxicite zavislej od protilatky (tzv. ADCC-reakcii). Patria sem: neutrofily, eozinofily,
makrofagy a NK-bunky. BUC, M. 2012.

® Induracia — zatvrdnutie, stvrdnutie
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mechanizmov, vd’aka ktorym sa organizmus brani pred réznorodym agens. Jednym z nich
je MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue), vysoko Specializovany imunitny systém
tvoreny roznymi typmi buniek z ktorych priblizne 80% s imunologicky aktivne. Véc¢sina
tychto buniek sa nachadza v tkanive GIT (gastrointestindlneho traktu), kde byva najvyssia
prevalencia imunogénnych stimulov =z potravy a zloziek mikrobioty. Najhojnejsia
mikrobiota sa nachddza v distalnych ¢astiach ¢reva; vicSina ¢revnych baktérii predstavuje
Gram negativne baktérie [14,15].

Zakladna uloha slizni¢ného imunitného systému spociva v ochrane proti vstupu
patogénnych mikroorganizmov do vnutorného prostredia organizmu (funkcia bariéry),
schopnost’ rozliSovat’ medzi prospeSnymi a nebezpecnymi mikroorganizmami a zaroven
nereagovat’ na neSkodné potravinové antigény. Zabezpecenie tychto funkcii vyzaduje
pritomnost’ toleranénych mechanizmov, kde vel'mi délezitti tlohu maju Treg, produkcia
IL-10 a TGF-B, preferencnd indukcia Th2 odpovedi, ale aj IgA a IgM protilatok a mnohé
d’al§ie mechanizmy, ktoré zabezpecuju udrzanie homeostazy slizni¢nej imunity [16,17].
Napriek tomu moéze byt sliznicné rovnovéaha narusend invaziou mikrobialnych patogénov
¢1 ich toxinov ako aj nedostatocnou funkciou zloziek imunitného systému, ktoré mdézu
sposobit’ infekéné, €1 zapalové ochorenia, alergie, zlyhanie organov, a dokonca aj rozvoj
niektorych autoimunitnych ochoreni (reumatoidna artritida, diabetes typu 1,...) [14,18].

Vyrazne obmedzena priepustnost’ latok cez jednovrstvovy crevny epitel je
esencidlnou vlastnostou pre spravne fungovanie ¢reva. Bunky epitelu tvoria bariéru vd’aka
existencii tesnych spojov medzi sebou, ktoré st sprostredkované Specidlnymi spojovacimi
proteinmi.  Expresia tychto proteinov v ¢reve (occludin, claudin, JAM (Junctional
Adhesion Molecules) a tricellulin) je striktne regulovand azavisi od crevného
kompartmentu, lokalizacie klkov akrypt, Specifite bunkovej membrany a fosforylacie
(Obr. 1) [19]. Zmenena expresia alebo lokalizacia proteinov tesnych spojov (Tight
Junction; TJ) a dysfunkcia ¢revnej bariéry je povazovana za klIiCova pri predispozicii
a exacerbacii - mnohych autoimunitnych a zapalovych stavov vratane zapalovych ochoreni
Criev (Inflammatory Bowel Disease; IBD), potravinove] alergie, celiakie a diabetu.
Napriklad, cytokiny TNF-a a IFN-y, hlavné mediatory crevnych zépalovych ochoreni,
podporuju reorganizaciu alebo rozruSenie niekol’kych tesnych spojov ako st ZO-1, JAM-
A, occludin, claudin-1 aclaudin-4 prostrednictvom deregulovanej expresie tychto

proteinov [20,21]. Zatial' ¢o stimuléacia epitelovych buniek hrubého ¢reva pomocou

’ Exacerbacia — zhorenie alebo nové, opitovné prepuknutie choroby
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cytokinov Th2 imunitnej odpovede (IL-4 alebo IL-13) indukuje zvySenie cCrevnej
permeability, ukazalo sa, ze protizépalovy cytokin IL-10 ma ochrannu funkciu v ¢revnej

bariére [21,22].

Mikrobiota
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Obr. 1: Crevné mikroprostredie. Crevné epitelilne bunky tvoria jednu vrstvu buniek, ktord je
utesnena tesnymi spojmi (TJ) apreto oddeluje vnutorné tkanivo od vonkajSicho prostredia. (Prevzaté
a upravené podla Liu, ef al.) [22].

TJ (Tight Junction) — tesné spoje; PKC — Proteinkinaza C; ZO-1 — Zonula Occludens; TLR2 — Toll-Like
Receptor; JAM — Junctional Adhesion Molecules; HSP27 (Heat Shock Protein) — protein teplotného Soku.

Niektoré enterické patogény (ako su Vibrio cholerae, enteropatogénne Escherichia
coli, Clostridium perfirigens a iné) vyvinuli mechanizmy rozruSujice TJ epitelidlnych
buniek na prekonanie epitelidlnej bariéry alebo pre ziskanie zivin. MéZu sa viazat’ priamo
na molekuly bunkovych povrchov aindukovat zmeny v expresii proteinov TJ alebo
vytvarat toxiny a protedzy, ktoré spdsobuji bunkové poskodenie a apoptézu, menia
transport i6nov anartiSaju TJ atym aj ich cytoskelet [23]. Na rozdiel od enterickych
patogénov, niektoré komenzalne a probiotické baktérie posilituju funkciu bariéry a chrania
ju pred narugenim patogénmi [24]. Stadie skumajuce udinky probiotik na proteinoch TJ
ukazali, ze zivé Streptococcus thermophilus (ATCC19258) a Lactobacillus acidophilus
(ATCC4356) menia fosforylaciu niekol’kych pribuznych proteinov TJ [25], zatial’ ¢o ziva
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Escherichia coli Nissle 1917 preukazala zvySent produkciu ZO-2 [26]. ZvySenie integrity
epitelidlnej bariéry kmeiimi laktobacilov alebo bifidobaktérii bolo pozorované v modeloch

in vitro a in vivo [27,28] ako aj v biopsiach zo zdravych l'udi [29].

1.4 Mikrobiota

Vyvoj mikrobidlneho systému (d’alej zvanom ako mikrobiota) a koze u novorodenca
je postupny a zavisi od viacerych faktorov. Cudia maji rozmanity systém pozostavajici
z mnozstva virusov, baktérii, ktory predstavuje priblizne 1-3 % telesnej hmotnosti.
Mikroorganizmy kolonizuju vSetky povrchy tela, ktoré su vystavené zivotnému prostrediu.
Samozrejme, odliSné mikrobidlne druhy sa nachadzajl na kozi, v poSve, respiratnom trakte
a pozdiz celého gastrointestinalneho traktu (GIT-u) — od ust az po koneé¢nik.

Mikrobiota u zdravych jedincov je vo vSeobecnosti relativne stala v priebehu casu.
Jej zlozenie moéze byt ovplyvnené réznymi faktormi, ako su zmena stravy, urbanizacia,
cestovanie anajmd pouZzivanie Sirokospektralnych antibiotik. Spektrum osidl'ujicich
mikrobidlnych taxény sa 1iSi medzi jednotlivcami. Netreba zanedbavat fakt, ze Crevna
mikrobiota sa podiel'a na mnohych chemickych procesoch, ktorych odpadové latky mézu
byt’ zdrojom zépalu, alebo rozvoja nadoru. Zlozenie naSej ¢revnej mikrobioty ovplyviiovat’
aj telesnt hmotnost’ [30,31].

Crevnd mikrobiota sa u &loveka zagina vyvijat hned po poérode, kedy je GIT
novorodenca prakticky sterilny, d’alej prechddza velkymi zmenami pri prechode
z materského mlieka na pevnu stravu a na mikrobiotu dospelého ¢loveka sa zac¢ina podobat’
priblizne v dvoch rokoch Zivota jedinca [22].

Crevna mikrobiota je komplexny ekosystém dolezity pre hostitela. Vicsina
baktérii, ktoré kolonizuju c¢revny systém, su striktne anaerdbne anad aerobnymi
a fakultativne anaerobnymi baktériami prevladaji v pomere 1000:1. Vyvoj tohto
vnutorného ekosystému u novorodenca prebieha postupne azavisi od vonkajSich a
vnutornych faktorov. Pocas porodu a po fiom prichadza diet'a do styku hlavne s baktériami
vo vaginalnom a periandlnom prostredi matky. Ako prvé osidl'uju GIT u dojcenych deti
aerébne baktérie, priCom unedojéenych byva niz$i pocet bifidobaktérii au deti
porodenych cisarskym rezom prevladaju fakultativne anaerébne baktérie. Dalsim
exogénnym faktorom je Urovenn hygieny a poddvanie antibiotik novorodencom
a samozrejme aj geografické rozdiely medzi jednotlivymi krajinami. Specificka bakterialna

mikrobiota detského intestinalneho traktu ovplyviluje rozvoj sliznicnej a systémovej
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imunity dietata. Rovnako vyznamnt ulohu hrd kolonizdcia baktériami aj v rozvoji
alergickych ochoreni. V postnatdlnom obdobi prevlada podpora buniek Thl imunitnej
odpovede, TGF-B potlacuje bunky Th2 odpovede typické pre fetalne (plodové) obdobie
a dochadza k indukcii oralnej tolerancie. Vel'mi pomaly stupa aj produkcia sekrecného IgA

(sIgA) ako zékladného imunoglobulinu slizni¢nej imunity [3].

1.5 Probiotika a ich charakteristika

., Probiotika su zivé mikroorganizmy, ktoré pri podani v dostatocnom mnozstve
vyvolavajii zlepSenie zdravotného stavu hostitela. ““®

Probiotika st nepatogénne mikroorganizmy, ktoré po uziti maji schopnost
kolonizovat’ ¢revo, zlepsuju jeho mikrobialnu rovnovahu a pdsobia prospesne na zdravie
a fyziologické pochody hostitel'a. Prvé probiotikum (Lactobacillus bulgaricus) izoloval
roku 1905 rusky mikrobiolog II'ja Mecnikov. Termin — Probiotikd — zaviedli ako prvy Lilly
a Stillwell v roku 1965 v ¢lanku uverejnenom v ¢asopise Science [32]. V dneSnom zmysle
ho pouzil v roku 1974 Parker, ktory probiotika charakterizoval ako organizmy a substancie
prispievajtce k mikrobialnej rovnovéhe v ¢revach °.

Probiotické organizmy st obsiahnuté prevazne v mlie¢nych produktoch avSak
najdeme ich aj v produktoch nemlie¢nych (napr. kysla kapusta, fermentované obilniny

a iné potraviny na rastlinnom podklade), ktoré obsahuji Zivé probiotické mikroorganizmy

—napriklad Escherichia coli [33].

1.5.1 Prebiotika

Jedna sa o latky, ktoré su nerozloziteI'né enzymatickym systémom eukaryotickych
buniek a st zdrojom energie a substratov pre prokaryotické probiotické baktérie. Z velke;j
Casti sa jedna o oligosacharidy, xylany, pektiny a celul6zu. Produkty vzniknuté pdsobenim
bakteridlnych enzymatickych systémov mozu okrem vyZivy pre probiotickli mikrobiotu
sluzit’ aj ako zdroj energie a antioxidantov pre sliznicu ¢reva [34,35].

Za probiotické mdzeme povazovat’ bakteridlne kmene, ktoré s termostabilné a vo
vhodnej liekovej forme st schopné prezit’ skladovanie a prechod GIT-om, kde synergicky

pOsobia proti enteropatogénom a ich pozitivny vplyv prevazuje nad moznymi negativnymi

® Definacia probiotik podl'a WHO (Svetova Zdravotnicka Organizacia)
® TOURNUT, J. 1989.
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Géinkami. Terapeutickd davka probiotik je priblizne 10" — 10° baktérii [36]. Navyse
vyskum Nieuwboera et al. [36] dokazal, ze neexistuje zdravotné riziko spojené

s preventivnym pouzitim probiotik v snahe predist’ rozvoju alergie.

1.5.2 Probioticka vakcina ,, Colinfant Newborn“

Bakterialna kolonizacia ¢reva alebo peroralne podavanie usmrtenych baktérii bola
testovana ako prevencia proti enterickym infekcidm a ako stimulacia lokalneho imunitného
systému u zvierat, dospelych a tieZ dojciat [37]. Antigénna Struktara kmena E. coli O83
bola popisand roku 1978 Medzindrodnym centrom Escherichia a Klebsiella v Kodani ako
083:K:H31 a o nie¢o neskdr bol antigén K identifikovany ako K24 [241]. Kmen E. coli
083:K24:H31 sa u c¢loveka vyskytuje velmi zriedkavo, je citlivy na véd¢Sinu antibiotik
a neobsahuje plazmidy [37,38].

‘

Probiotickd vakcina pod nazvom ,, Colinfant Newborn‘ obsahuje lyofilizovanu
suspenziu zivych buniek E. coli 083 *°. Kolonizacia komenzalnym kmefiom E. coli O83 sa
ukdzala ako bezpecnd a G€inna v prevencii a liecbe nozokomiélnych infekcii novorodencov
a kojencov do 1 roku apre nedonosené deti, zvlast nekojené, u ktorych eSte nedoslo
k Gplnému vyvinu imunitného systému a vyvazenej ¢revnej mikrobioty [39]. PouZziva sa
predovsetkym k prevencii nemocni¢nych nakaz, Zalido¢nych a ¢revnych ochoreni r6zneho
povodu, poruchach zlozenia ¢revnej mikrobioty. Vel'mi dobre osidl'uje ¢revny trakt a jeho
dlhodoba pritomnost’ v ¢reve stimuluje tvorbu Specifickych a neSpecifickych protilatok
[38].

V starSich pozorovanych $tudidch bolo preukdzané Ze hladina IgA u deti
alergickych matiek, ktorym bola podavana probiotickd vakcina E. coli O83 je vySSia nez
u kontrolnych skupin deti alergickych matiek bez podanej probiotickej vakciny a je
porovnatel'na pripadne aj vysSia ako u deti nealergickych matiek. Rovnako sledovanym
parametrom bola i hodnota zapalovych interleukinov, ktord bola zvySend v skupine deti
alergickych matiek bez podanej probiotickej vakciny [40]. NeskorSie osidl'ovanie criev

probiotickou vakcinou sposobuje znizenu stimuldciu polysacharidmi a teda spomalenie

zrenia imunitného systému .

YHAJKOVA, A. 2013.
11 7ADNIKOVA, R. et al. 2006.
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2 DENDRITICKE BUNKY

2.1 Vyvoj dendritickych buniek

Bunky imunitného systému sa v tele jedinca obnovujui kontinualne. VacSina buniek,
ktoré su zapojené do imunitnych odpovedi, vznika z nediferencovanych hematopoetickych
kmenovych buniek (Hematopoetic Stem Cells; HSC). Pluripotentnd kmeniova bunka
(CD34") je schopna seba obnovovania a pod vplyvom faktorov mikroprostredia, ako su
cytokiny a medzibunkové interakcie, sa méze diferencovat’ do dvoch hlavnych vyvojovych
linii, lymfoidnej a myeloidnej (Obr. 2). Z lymfoidnej vyvojovej linie vznikaju T bunky, B
bunky a NK bunky; myeloidna linia dava vznik erytrocytom, megakaryocytom,
monocytom a granulocytom. Imunitné bunky jednotlivych vyvojovych linii su adaptované
na vykondavanie $pecializovanych funkcii v ramci imunitnych reakcii. Bunky myeloidnej
linie zabezpecCuju predovsetkym neSpecifické obranné mechanizmy (zépal, fagocytdza,
homeostaza), naopak bunky lymfoidného povodu st kl'icové pri odpovedi Specifickej
imunity (produkcia protilatok, cytotoxicita) 2.

V roku 1973 bola Cohnom a Steinmanom objavena nova populécia buniek, a to

dendritické bunky [2].

Vyznam DC spociva vtom, ze internalizuji exogénne antigény a spolu
s endogénnymi, st ich schopné intraceluldrne enzymaticky fragmentovat’ a vystavit' na
svojom povrchu v kontexte MHC-molekul. Ked’ rozoznaju a pohltia antigén mikrobidlneho
povodu, ktory je schopny ich aktivovat, prestavaju fagocytovat, zvySia expresiu
kostimulaénych molekul CD80 a CD86 amigruyju pod vplyvom chemokinovych
gradientov, ako su CCL19 ¢i CCL21, do sekundarnych lymfatickych tkaniv, ako je slezina
a lymfatické uzliny. Tam prezentaciou komplexov MHC-antigén na svojom povrchu
interaguju a stimuluja T bunky, ktoré svojim TCR st schopné Specificky rozpoznavat’
tieto komplexy a tym sa indukuje T bunkova imunitné odpoved’. Ak DC neobdrzia signal z
aktivovanych T buniek cez interakciu CD40-CD40L, apoptoticky umieraju [41].

K diferenciécii kmeniovych buniek a progenitorov DC in vivo bol u l'udi vyuzivany
FIt3L (Fms-like Tyrosine Kinase 3 Ligand). In vitro je moZzné DC ziskat z krvnych
prekurzorov za pouzitia réznych rastovych faktorov, ako st GM-CSF (Granulocyte-

Macrophage Colony-Stimulating Factor), CSF (Colony Stimulating Factor), TGF-

12 BURES, J. et al., 2015.
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(Transforming Growth Factor-f), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), IL-4, IL-3 a d’alSie
[42].
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Obr. 2: Vyvoj hematopoetickej kmerovej bunky do dvoch linii — lymfoidnej a myeloidnej. (Prevzaté
a upravené z internetu - https://cs.wikipedia.org/wiki/Krvetvorba).
NK (Natural Killer Cells) — tzv. ,,prirodzeny zabijac*.

2.2 Uloha DC v imunitnom systéme

Imunitny systém predstavuje subor buniek a orgénov, ktorych hlavnou tlohou je
obrana organizmu proti infekcii. Tento systém sa vyskytuje uZ u najjednoduchsich
mnohobunkovych organizmov v primitivnej forme. Co sa tyka stavovcov, hovorime
o vel'mi zloZitom systéme tvorenom dvoma zdkladnymi zlozkami, systémom antigénne

nespecifickou (vrodenou, prirodzenou) a Specifickou (adaptivnou) imunitou [41,42].

Zlozky neSpecifickej imunity st evolucne starSou c¢astou imunitného systému,
ktoré st schopné reagovat’ na pritomnost’ patogénov v organizme. Su aktivované signdlom
nebezpecia, Co nasledne vedie k spusteniu efektorovych mechanizmov a eliminacii
patogénnych organizmov [43]. Vyznam antigénne neSpecifickej imunity je podlozeny

Stidiou vrodenych defektov imunity ako u l'udi tak aj u mysi [44,45]. Takyto organizmus
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je nachylnejsi na infekciu a to aj vtedy, ked’ su zlozky antigénne Specifickej, adaptivnej
imunity intaktné [46].

Zaklad adaptivnej imunity spociva v existencii obrovského mnoZstva
lymfocytarnych receptorov so Struktirne definovanou antigénnou Specifitou, co poukazuje
na fakt, ze takmer pre kazdy antigén v organizme existuje Specificky lymfocyt [46].
Frekvencia lymfocytov, ktoré su Specifické pre konkrétny antigén sa odhaduje na
priblizne 10°. Takyto maly pocet lymfocytov nie je schopny eliminovat’ patogény a preto
dochadza po rozpoznani antigénu a aktivacii T-lymfocytu k jeho klondlnej expanzii a
vytvoreniu dostatone velkej populacie efektorovych buniek. Tento proces trva
priblizne 4 — 7 dni, priCom obranu organizmu v tomto obdobi zaistuje neSpecificka
imunita. Rozpoznanie antigénu a zahajenie klonalnej expanzie predstavuje zloZzity proces,
ktorého sa zucCastnuju mnohé dalSie bunky imunitného systému — tym sa znizuje riziko
chybnej aktivéacie lymfocytov a potencidlne moznych neadekvatnych imunitnych odpovedi
(autoimunita a alergie). Pre G¢inntl aktivaciu musi byt antigén lymfocytom prezentovany
prostrednictvom APC a zéaroveil musi lymfocyt od tychto buniek obdrzat' kostimula¢ny
signadl. Komplexy peptid-MHC (p/MHC) su rozpoznavané pomocou T bunkového
receptora (TCR); d’alSie signaly poskytujuce impulz pre diferenciaciu a kostimulaciu
lymfocytov st kostimulacné molekuly a cytokiny. Medzi najefektivnejSie prezentujuce
APC zarad’'ujeme dendritické bunky, makrofagy, B lymfocyty a epitelidlne bunky, u
ktorych je expresia MHC molekul II. triedy indukované aZ po ich aktivacii.

DC maji medzi APC vyznamné postavenie ato tym, Ze su schopné stimulovat’
naivné T-lymfocyty a tym zah4jit’ primarnu imunitnu odpoved’ [47,48].

Po rozpoznani signilu nebezpecia DC prechddzaju procesom maturacie, kde sa
vyrazne zvysi expresia MHC molekul, kostimulaénych molektl CD80 a CD86, produkcia
cytokinov a chemokinovych receptorov potrebnych pre ich navigaciu do sekundarnych
lymfatickych organov [49]. Po svojej relokalizacii do sekunddrnych lymfoidnych
organov, maturované DC interaguju s antigén Specifickymi T-lymfocytmi a aktivuji ich
[48]. Interakcia MHC molektl nestcich antigén s T bunkovym receptorom (T-cell
Receptor; TCR) predstavuje prvy signal, ktory lymfocyt obdrzi. Druhy signdl spociva v
interakcii kostimulaénych molekil CD80 a CD86 s ich partnermi na povrchu lymfocytov,
CD28. Prostrednictvom cytokinov, ktoré maturovana DC produkuje, obdrzi lymfocyt treti
signal (Obr. 3). Cytokinové prostredie ovplyviiuje rovnako aj polarizaciu T bunkovej
odpovedi [50-52]. Pre polarizaciu do Thl je dolezity predovsetkym cytokin IL-12 [48],
v polarizécii Th2 mé ddlezita tlohu IL-4 a nepritomnost’ IL-12 [48,53]. Populaciu Th17
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lymfocytov charakterizuje pritomnost IL-6 spolu s TGF-B. Vznik Treg sa indukuje
prostrednictvom TGF-3 spolu s IL-10 [54,55].

Mazmanian spolu s d’al§imi vyskumnikmi z Harvardskej univerzity popisali, ze DC
su schopné prezentovat T bunkdm i fragmenty polysacharidov, hoci dovtedy sa
predpokladalo, ze su schopné prezentovat’ len peptidové fragmenty proteinov. Vyznamnu
ulohu zohrava ¢revna mikrobiota, ktora produkciou urcitych typov polysacharidov moze
stimulovat’ Thl imunitni odpoved’. Ako ndhle je nedostatok tychto polysacharidovych
stimulov, pri odpovedi na rézne podnety (prach, pelové zrnkd) prevladaju bunky Th2
subpopulacie. Tie podporuju vznik protilatok izotypu IgE zodpovednych prave za

alergické reakcie [56] ©.
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Obr. 3: Signialy nevyhnutné pri rozpoznavani T buniek (Prevzaté =z internetu
www.alphamedical.sk/casopis-invitro/chemoimunoterapia-kardinalny-restart-protinadorovej-imunity).
CD - Cluster of Differentiation;, MHC (Major Histocompatibility Complex) - hlavny histokompatibilny
komplex; TcR (T-cell Receptor) — T bunkovy receptor; CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated
Protein 4) — cytotoxicky antigén asociovany s T-lymfocytmi.

B OWEN, J.A., et al. 2013.
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2.2.1 Schopnost’ rozoznavat’ patogény - Pattern-recognition receptors PRR

Nie len vsetky subpopulacie DC, ale aj d’alSie bunky prezentujuce antigén, bunky
vrodenej 1 adaptivnej imunity a dokonca tiez bunky, ktoré na prvy pohlad nesuvisia s
imunitnym systémom, ako napriklad epitelové, endotelové bunky ¢i fibroblasty, su
vybavené $pecidlnymi tzv. vzorkovymi receptormi PRR, ktoré dokazu detegovat’ typické
molekuldrne vzory pritomnych mikroorganizmov alebo nebezpecné endogénne signaly
a spustit’ imunitni odpoved’. Tieto PRR st exprimované nie len na bunkovom povrchu ale
aj vo vnutri bunky, vyznacuju sa rozmanitostou a deteguju Siroké spektrum molekularnych
druhov vratane proteinov, sacharidov, lipidov a nukleovych kyselin [57].

Najviac Studovanou skupinou PRR na DC su receptory podobné TLR. Po objave
Toll-like receptorov sa zacali objavovat dalSie receptory, ktoré maju takisto tlohu pri
rozpoznavani patogénu. Na povrchu dendritickych buniek st exprimované lektinové
receptory C-typu (CLR) ascavengerové receptory (SR), naopak v cytoplazme ndjdeme
NOD-like receptory (Nucleotide Oligomerization Domain-Like Receptor; NLR) a RIG-
like receptory (RLR) [58]. Objav TLR objasnil lohu DC a ich vyznam pri obrane proti
infekcii. Signalizacia cez TLR na DC sa povazuje za kli¢ovu pre ich funkciu, pretoze
dochéadza k zvySeniu expresie kostimulacnych molekul a produkcie cytokinov, potrebnych
pre indukciu vhodnej imunitnej reakcie [58]. Ked’Ze PRR nie s sucastou tejto prace,

nebudeme sa nimi bliZ$ie zaoberat’.

2.2.2 Pohlcovanie a spracovanie antigénu

Exogénne antigény st po pohlteni degradované pomocou lyzozomalnych enzymov
na peptidy, ktoré sa vzapiti viazu na MHC-I. triedy. Endogénne antigény st degradované
v proteazOme pomocou proteaz, transportované¢ pomocou TAP transportétov (Transporter
Associated With Antigen Processing), TAP1 a TAP2, do endoplazmatického retikula (ER),
kde sa viazu na MHC-I molekuly [59]. V niektorych pripadoch dochédza k tomu, Ze sa
exogénny peptid alebo protein z fagozému dostava do cytosélu ™, kde sa spracuje podobne
ako endogénne exprimovany protein — je Stiepeny proteazémom. Vzniknuté fragmenty st
nasledne prenesené prostrednictvom TAP transportérov do ER a naviazané na MHC-I
molekuly. Tento proces sa nazyva ,,cross-presentation®, ¢o je vel'mi dolezitd schopnost’

DC uplatiiujuca sa najma pri virusovych ochoreniach ¢i pri boji proti nadorom. Na vzniku

" Cytosol = zakladna plazma = matrix: ozna¢uje gélové vnutorné prostredie bunky.
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komplexu p/MHC sa podielaju dalSie proteiny tvoriace tzv. PLC (Peptide-Loading
Complex), medzi ktoré zarad’'ujeme calreticulin, calnexin, tapasin a ERp57. Iba v pripade
naviazania peptidu na molekulu MHC putuje cely komplex na povrch bunky [60,61].

Druha cesta nezavisi od TAP transportérov a k vidzbe antigénu na molekulu MHC
dochddza v endozome. Endocytovany antigén je transportovany do Specializovanych
v€asnych endozémov, zvanych ako MIIC kompartmenty (MHC-II. Rich Compartments).
Optimalne Stiepenie proteinu zaistuju protedzy pritomné v endozdéme; najmé cysteinoveé
(katepsiny B, L a H) a aspartatové (katepsiny D a E) [61,62].

Antigény prezentované na MHC-I su rozoznavané TCR na povrchu cytotoxickych
CD8 T-lymfocytov, naopak antigény prezentované na MHC-II, interaguju prostrednictvom
TCR na povrchu pomocnych CD4 T-lymfocytov [60,62].

V priebehu maturicie dochddza tak isto k zmendm v spracovdvani a prezentdcii
antigénu. Expresia molekal MHC-I a MHC-II sa na povrchu DC zvysuje [63]. V pripade
MHC-I. molekul je tento narast spdsobeny zvySenim syntézy tychto molekul [61]; dalej
zvySenou expresiou aktivatoru proteazomu PA28, o spdsobi vzostup poctu peptidov
produkovanych proteazémom. Rovnako stupa aj expresia TAP transportétov [60,64].

V pripade MHC-II. molekul sa pdvodne predpokladalo, Ze zvySend povrchova
expresia je rovnako vysledkom zvySenej transkripcie MHC génov, lenze vysledky
z expresného profilovania vSak wukézali, Ze kzvySeniu transkripcie tychto génov
nedochéddza [65,66]. Pravdepodobne sa jednd o ochranny mechanizmus, aby pri zvySenej
syntéze de novo nenastalo rychle nahradenie MHC s pohltenym a spracovanym peptidom
novymi molekulami MHC, ktory by samozrejme niesli iny antigén [67,68]. ZvySena
povrchova expresia u MHC-II. triedy je vysledkom niekol’kych javov. Po maturacii DC sa
v lyzozémoch aktivuje vakuoldrna proténova pumpa, ¢im sa znizi pH v lyzozémoch
a podpori Stiepenie proteinov a peptidov na fragmenty, ktoré budu viazané na MHC [69].
Vyznamnejsie je viak predizenie doby expozicie molekul MHC-II. triedy na povrchu
bunky. U nezrelych DC st MHC II. triedy rychlo internalizované, zatial’ ¢o na povrchu
maturovanych DC zostévaju v stabilnej forme aj niekol’ko dni [70]. Predizenie ¢asu, pocas
ktorého sa p/MHC exprimuje na povrchu DC, je vysledkom potlacenej endocytdzy tychto
komplexov v maturovanych DC. Endocytéza MHC komplexov sa riadi pomocou
ubiquitinylacie. Ked’ sa na  retazci MHC komplexu nachadza molekula ubiquitinu, je
urcend k endocytoze a degradacii. Za proces ubiquitinylacie zodpovedd MARCH-1 ligaza,
ktorej aktivita sa v priebehu maturacie znizuje, ¢o vedie k zniZenej endocytéze MHC

komplexu atym k predizeniu doby exprese molekil MHC-IL triedy na povrchu
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DC [71,72]. Dalsim mechanizmom veducim k zvySenej expresii bolo povaZzované
zadrzovanie novo syntetizovanych MHC molekual v endozémoch. Predpokladalo sa, Ze
potom ¢o bunka obdrzi matura¢ny signal, dojde k vdzbe peptidu na nahromadené molekuly
MHC a nasledne k uvol'neniu komplexov p/MHC z endozomalneho kompartmentu a ich
vystaveniu na povrchu bunky [73]. O nie¢o neskor d’alSie vyskumy tuto tedriu vyvratili
atvrdia, Ze najvicsia dolezitost je prikladana predizenej expresii MHC molekulam II.

triedy na povrchu DC [61,74].

2.2.3 Morfoldgia dendritickych buniek

Pocas maturacie dochadza v DC k reorganizicii aktinovej Casti cytoskeletarneho
aparatu, ¢im DC ziskavaju charakteristicky tvar s vybezkami nazyvanymi dendrity. Tento
ich typicky tvar zabezpecuje lepSiu pohyblivost’ a schopnost’ migracie, zarovenn zviacsuje
plochu, ktora mdze byt vyuzitd pre kontakt DC s T-lymfocytom. Kontrolnym ¢lankom
v remodelacii cytoskeletonu je protein fascin ° [75,76]. V promotdrovej oblasti fascinu
boli identifikované regulacné miesta, na ktoré sa moézu viazat transkripéné faktory
zahrnuté v signalizacnych kaskadach niektorych PRR (Pattern-Recognition Receptors)
[77]. Dalsim proteinom, ktorého expresia sa vyrazne zvysuje po maturacii DC a podiela
sana organizacii aktinu, je cofilin, ktory podporuje disociaciu aktinovych monomérov

z aktinového vldkna [78,79].

2.2.4 Migracia dendritickych buniek

Vicgsina DC cirkuluje v tele v ,,nezrelom* stave, v ktorom nedokdzu indukovat
imunitnd odpoved’. Nezrelé bunky st vSak schopné intenzivnej fagocytézy. DC sa
nachadzaji najmid na miestach, ktoré predstavuju najvacSie riziko pre vstup
mikroorganizmov do tela. Tak isto st umiestnené v roznych lymfatickych cievach, ktoré
umoznuju presun buniek z periférnych tkaniv do lymfatickych orgdnov. Tam dochéddza ku
stretnutiu s lymfocytmi. V tomto bode sa spusti imunitnd odpoved’. Lymfocyty zac¢ni
proliferovat’ a produkovat’ produkty, ktoré budi slizit' na odstranenie infekcie a iné zdroje

antigénov [80,81].

® Fascin — protein viazici aktin , ktord sa nachadza prevazne v mezenchymalnom tkanive,
nervovom systéme a tkanivach sietnice; zvySuje motilitu buniek v réznych transformovanych
bunkach.
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2.2.5 Expresia kostimula¢nych molekiil

DC po maturécii exprimujui vel'ké mnozstvo kostimulacnych molekul CD80 (B7.1)
a CD86 (B7.2). Tieto dve molekuly st nesmierne dolezité v indukcii imunitnej odpovedi.
Ich vdzbovymi partnermi si molekuly na povrchu T-lymfocytov aktivatny CD28
a inhibicny CTLA-4 [82]. Boli popisané aj d’alSie molekuly zrodiny B7 molekul,
konkrétne B7-H1 (PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), CD274) , B7-DC (PD-L2,
CD273) a B7-H2 (ICOSLG, GL50, B7RP1, CD275, ICOSL, LICOS); ich ligandom je PD-
1 na povrchu T-lymfocytov. PD-L1 sa exprimuje na nezrelych DC a jeho expresia sa po
aktivacii zvysuje, zatial ¢o PD-L2 na povrchu nezrelych DC pritomny nie je ak jeho
expresii dochadza az po aktivacii DC [83,84]. Na rozdiel od CD80/CD86 a PDL sa
expresia d’alSej molekuly zrodiny B7, ICOSL v interakcii s lymfocytmi v priebehu
maturacie DC nemeni [84]. Okrem kostimula¢nych molekul z rodiny B7 sa na povrchu DC
vyskytuje kostimulaéna molekula CD40. Jej expresia narastd pri aktivacii DC a ma
dolezitt tlohu pri interakcii s T-lymfocytmi. Prostrednictvom CD40 DC obdrzi signal ku
stimulacii cytotoxickych T-lymfocytov (Cytotoxic T Cells;Tc) [85].

V priebehu maturacie DC dochddza k expresii molekuly CD83, ktorej uloha
spoéiva v regulacii T- aj B-lymfocytarnej odpovedi [86]. Specifickd expresia tejto
molekuly v maturovanych DC poukazuje na vhodny znak pre identifikaciu populacie DC
[87,88]. Molekula CD83 je transmembranovy glykoprotein, ktory patri k proteinom
podobnym imunoglobulinom (immunoglobulin-like proteins). CD83 je silne up-regulovana
spolo¢ne s kostimulacnymi molekulami, ako st CD80 a CD86 pocas maturacie DC. To
naznacuje, Ze hra doleziti tlohu pri indukcii imunitnych odpovedi. V roku 1992 bola tato
molekula prvykrat popisana a nazvana HB-15 [89,90]. Neskor bol tento ndzov zmeneny na
nomenklaturne oznacenie CD83. Je jednym z hlavnych znakov zrelych DC a tiez sa
exprimuje na aktivovanych B a T bunkéch [91].

Maturované DC exprimuji viacero adhezivnych molekal podielajucich sa na
vytvoreni synapsie s interagujicim T-lymfocytom. Jednd sa o LFA-1 (CDlla)
(Lymphocyte-Function-Associated Antigen, LFA), ICAM-1 (CD54) (Intercellular
Adhesion Molecule; ICAM) a LFA-3 (CD58); na interakcii s T-lymfocytmi sa taktiez
podielaju LFA-2 (CD2), ICAM-2 (CD50), ICAM-3 (CD102) a o/f integriny, ktorych

expresia sa v priebehu maturacie vyrazne nemeni. [87].
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2.2.6 Produkcia cytokinov

Zrelé¢ DC produkuju rézne cytokiny ovplyvitujice charakter a rozvoj imunitnej
odpovedi. Jedna sa o prozéapalové cytokiny IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6, ktoré funguju ako
lokélne aj systémové mediatory zapalu [92]. Dalsiu vel’ku skupinu tvoria imunoregulaéné
cytokiny (IL-10, IL-35, TGF-B) [93], ktoré ovplyviiuji niektoré komponenty imunitného
systému a podielaju sa tak na modulacii imunitnej odpovede. IL-12, IFN-y polarizuja
imunitnu odpoved smerom k Thl [94]. Vyvoj Th2 subpopulécie je determinovany IL-4
[95]. IL-23 spolu s TGF-p alL-6 podporuje vyvoj prozapalovej Thl7 subpopulécie
lymfocytov [96]. IL-10 indukuje vznik Trl (regulac¢nych) lymfocytov [97]. Aktivitu NK
buniek podporuju IL-12, IL-15, IL-18 a IFN-a [98]. IL-6, ako pleiotropny cytokin, ktorého
ulohou je napomahat diferencidcii B-lymfocytov, poOsobi ako prozapalovy faktor
indukujuci produkciu proteinov akutnej fazy v peceni [99]. Ukazuje sa, ze 1L-6 dokaze
zvratit’ imunosupresivne posobenie FoxP3" Treg [100]. Maturované DC produkuju este aj
IL-2, ¢im priamo ovplyviiuji klondlnu expanziu lymfocytov [101].

DC, uktorych doSlo k stimuldcii prozdpalovymi faktormi, exprimuji velké
mnozstvo MHC-II, kostimula¢nych molekul a prozapalovych cytokinov, avSak IL-12
schopné produkovat’ nie st [102]. Rozpoznanie niektorych patogénov, ako su baktérie rodu
Klebsiela, Citrobacter a kvasinky rodu Candida nepovedie k produkcii IL-12 ale ddjde
k produkeii cytokinov potrebnych pre polarizaciu Th17 odpovede [102].

Vysledkom interakcie medzi DC a T-lymfocytom mdze byt indukcia tolerancie
alebo samotna imunitné reakcia. DC byvaji z tohto dovodu rozdel'ované na tolerogénne
nezrelé DC a imunogénne zrelé DC. Dal§imi pokusmi bolo ukazané, Ze tolerancia byva
navodend ciastoCne maturovanymi alebo polo-maturovanymi DC, zatial ¢o navodenie
imunitnej reakcie sposobuju vyluéne maturované DC. DC méZeme teda rozdelit’ na tri typy
podla néslednej imunitnej odpovede a to na nematurovang, polomaturované a maturované
DC. Tolerogénne DC moZeme pripravit' aj in vitro pomocou kortikoidov a vitaminu D
[103,104].

Antigény odvodené od bielkovin a lipidov mézu sluzit” ako vakcina na baze DC pri
liecbe roznych infekénych ochoreni, ¢i nddoroch [105]. U alergii, autoimunitnych ochoreni
a transplantacii, DC podnecuji nechcené prirodzené a adaptivne reakcie, ktoré prispievaji
k rozvoju choroby, ale takisto maju kapacitu tieto stavy potlacit, pretoze DC vedia
nasmerovat’ prirodzenu a adaptivhu imunitni odpoved’, preto st ohniskom zaujmu pri

Studiu mnohych imunologickych ochoreni [106].
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2.3 Subpopulacie dendritickych buniek

Vyvojové Studie naznacuju, ze DC sa vyvijaji nezavisle od monocytov
a tkanivovych makrofagov. Odlisné subpopulacie DC maju vnutorné rozdiely, ktoré veda
k funk¢nej Specializacii vo vytvarani imunity [107].

DC nepredstavuji homogénnu populaciu leukocytov, ale jednd sa o niekol'ko
réznych subpopulécii buniek, ktoré sa navzajom odliSuju lokalizaciou, morfolégiou
a expresiou povrchovych molekal. Nomenklatira jednotlivych subpopulédcii nie je

jednotnd, odliSuje sa u 'udi a mysi [108].

Tato diplomova praca sa zaoberd porovnanim dvoch populacii DC ziskanych
z l'udskej pupocnikovej krvi, a to:
¢ Konvenéné (myeloidné) dendritické bunky — ¢DC (mDC), DC1
e Plazmacytoidné dendritické bunky — pDC, DC2.

pDC je mozné identifikovat podla expresie CDI123 (receptoru pre IL-3)
a druht populaciu, mDC detegujeme podla znaku CDllc u ludi. IL-3 je déleZitym
rastovym faktorom pDC.

U l'udi vSetky DC exprimuju vysoké hladiny MHC-II molekal (HLA-DR)
a chybaju typické linie CD3 znakov (T bunka), CD19/CD20 (B bunka) a CD56 (NK
bunka) [109].

2.3.1 Myeloidné dendritické bunky (mDC)

Charakteristické znaky mDC st odli$né u 'udi a mysi. Prvy ndznak toho, ze
I'udské DC mézu mat’ podobnu distribtciu subpopulacii s mySami pochadza zo Stadie, kde
sa zaoberali DC tymusu u I'udi [110]. U mysi bolo doposial’ objavenych a popisanych 5
subpopulécii, ktoré sa vzajomne odliSuju expresiou znakov CD4, CD8a, CD11b a CD205.
Naopak l'udské mDC st charakteristické expresiou CDIllc. V periférnej krvi l'udi
rozliSujeme dve populdcie mDC, ktoré predstavuji 50% a 5-10% z celkovej populécie
periférnych DC. Prvii populaciu CD11¢"CD1a"BDCA-1" (znak charakteristicky pre DC;
Blood Dendritic Cell Antigen; BDCA) predstavuje menej neZz 1 % periférnych
mononukledrnych buniek (Peripheral Blood Mononuclear Cell; PBMC) a je prekurzorom

Langerhansovych buniek [111].
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Druht populaciu predstavuje CD11¢'CD1a BDCA-3" tvoriaca len 0,05% PBMC
a je prekurzorom intersticidlnych DC [111,112]. Bolo zistené, ze v CBMC (Cord Blood
Mononuclear Cell; pupo¢nikovej krvi) sa nachadza viacej mDC oproti PBMC ¢i kostnej
drene [113]. Separacia konvencnych (myeloidnych) DC uludi zalozend na expresii
CD11b, odhalila subpopulaciu DC konkrétne CD11b™" s vlastnostami podobnymi mysim
CD8" CD11b™" vratane vysokej produkcie IL-12p70 [114,115].

mDC exprimuju typické antigény CDI11c, CD13, CD33 a CDI1b odpovedajuce
mys$im CDI1c¢" konvenénym DC. U I'udi mDC a monocyty exprimuju CD1lc, ale nie
CD16 a mozu sa rozdelit na CD1c” a CD141", ktoré st homologické s mysimi klasickymi
DC exprimujucimi CD11b (CD1c") alebo CD8/CD103 (CD141") [116]. Oboje, Tudské aj
myS$ie mDC exprimuji CD13 a CD33 a CD32, imunitny inhibi¢ny Fc receptor [117].

Ludské CD141" (BDCA-3)" mDC exprimuju TLR3 (Toll-Like Receptor; TLR)
auvolnujt mnozstvo IL-12 alFN-f vodpovedi na aktiviciu spoly L:C
(Polyinosinic:Polycytidylic Acid; poly I:C), dsRNA, ¢o je ligand pre TLR3 [116,118].
Rovnako ako mysie CD8a" mDC, tak aj l'udské CD141" neexprimuji transkripény faktor
IRF4 (Interferon-Regulatory Factor), d’alej CD11b a TLR7 [119]. Ludské hematopoetické
progenitorové bunky sa diferencuju na CD141" v pritomnosti FIt3L, kli¢ového regulatora
pre vyvoj DC [120]. Cudské tkanivové CDlc" DC sa zdaju byt viacej aktivované
z hl'adiska expresie danych znakov - CD80, CD83, CD86 a CD40 oproti ich krvnym
ekvivalentom [121,122].

2.3.2 Plazmacytoidné dendritické bunky (pDC)

pDC boli pomenované podl'a morfoldgie pripominajiicej plazmatické bunky [123].
Patria medzi bunky vrodenej imunity, ktoré cirkuluju v krvi a nachadzaju sa v periférnych
lymfoidnych orgénoch. Vyvinuli sa z hematopoetickych kmeniovych buniek kostnej drene
a tvoria menej nez 0,4 % PBMC [124]. Mnozstvo pDC v CBMC je o nie¢o malo vyssie
nez v PBMC, avS$ak najvysSie poCty st pritomné v kostnej dreni [113]. pDC neexprimuju
typické myeloidné antigény, ako si CDI14, CD16 a CDllc [125], naopak su
charakterizované expresiou CD123, CD303 a CD304 [116]. Maji dodlezitt tlohu v obrane

proti virusovym infekcidm, ¢o znamend, Ze rozpoznavaju virusové nukleové kyseliny
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prostrednictvom TLR7 a TLR9 a v odpovedi na ne produkuju IFN-o a IFN-B. Na svojom
povrchu nesu receptor pre IL-3 (CD123) a navySe BDCA-2 a BDCA-4 u l'udi *° [124,125].

Indukcia IFN 1. triedy extracelularnymi baktériami sa pozorovala len u Escherichia
coli au Staphylococcus aureus [126].

Aktivacia pDC je sprostredkovana skupinou patogénnych senzorov PRR
obsahujucich TLRs a RIG-I-like receptory (Retinoic Acid-Inducible Gene I-Like Receptor;
RLRs) a iné, ¢o nasledne vedie k produkcii prozapalovych cytokinov a IFN typu L. [127].
pDC exprimuji vysoké hladiny TLR7 aTLR9, ktoré prenasaju signaly z detekcie
virusovych a vlastnych nukleovych kyselin, predovSetkym CpG DNA baktérii [128].
Cerstvo vyizolované pDC zkrvi neindukuju naivné T bunky efektivne atiez nie si
schopné takej aktivacie ako mDC [129]. VSeobecne sa pDC povazuji za bunky schopné

preferencne polarizovat’ T-lymfocytarnu imunitni odpoved’ Th2 smerom [130].

* Mysie pDC exprimuju CD11¢"", CD8a, B220, BST-2/Tetherin (mPDCA) a Siglec-H a st
negativne na CD11b [116,207].
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2.4 Subpopulacie naivnych CD4" T-lymfocytov

K diferenciécii naivnych T-lymfocytov do jedného subtypu efektorovych buniek
Thl, Th2, Th17 alebo Tregs dochadza behom niekolkych dni kontaktu s APC (Obr. 4)
[131]. Faktorov zodpovednych za vznik urcitého typu efektorového T-lymfocytu je
viacero: povaha a afinita antigénu, druh koreceptorovych signalov, cytokinové prostredie,
typ TCR signalizacie. Vo vyvoji jednotlivého typu T buniek st zapojené molekularne
mechanizmy, ktoré su v pripade alergickych reakcii ovplyvnené zakladnou reaktivitou

alergika a odpovedajicimi poruchami v regulécii imunitnej odpovedi.

T—reg: e

o

Aktivovana
GATA \Tbunka y
(f L-17

s
IL-6, TGF-B?
“Th-17
ROR gamma t
Naivna CD4*
T bunka

Obr. 4: Cesty diferenciacie, expresia transkripénych faktorov a cytokinovy profil réznych
subpopulacii CD4" T-lymfocytov (Prevzaté z internetu www.researchgate.net).
IL — Interleukin; TGF- (Transforming Growth Factor [) — transformujuci rastovy faktor f;
Treg (Regulatory T Cell) — T regula¢ny lymfocyt; ICOS (Inducible T cell Co-stimulator) — kostimula¢na
molekula.

2.4.1 Thl lymfocyty

Thl lymfocyty st subpopulaciou Th lymfocytov, ktoré sa diferencuji z naivnych
CD4" lymfocytov pod vplyvom IL-12 a APC stimulovanych mikrobialnymi antigénmi.
Diferencované Thl lymfocyty produkuju IFN-y, ktory vedie k intracelularnej deStrukcii
fagocytovanych mikrébov tym, Ze aktivuje makrofadgy. Z najroznejSich Studii poslednych

dvoch dekad vyplyva vzdjomnd negativna interakcia medzi Thl a Th2 subpopuléciou.
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IFN-y produkovany Thl lymfocytmi potlaca rozvoj Th2 imunitnej odpovede, naopak 1L.-4
produkovany Th2 inhibuje produkciu IFN-y Thl lymfocytmi a tym aj vyvoj Thl imunitne;j
odpovede [132,133]. Najroznejsie studie dokazuju vzt'ah medzi zniZzenou hladinou IFN-y
alebo znizenou schopnostou produkcie tohto cytokinu vin vitro pokusoch
v novorodeneckom a kojeneckom obdobi deti, u ktorych sa neskér vyvinuli alergické
ochorenia (napr. astma, atopickd dermatitida) [134]. Tato Th1/Th2 disbalancia je jednym
z najdolezitejSich mechanizmov imunoregulacie u Treg. V pripade alergickych ochoreni
tvori patogeneticky podklad uz spominana hygienicka hypotéza. Hlavnu tlohu
v polarizacii imunitnej reakcie do urcitej Th odpovede (Thl, Th2, Th17 a Tregs) zohravaju
DC astimulacia pomocou mikrobidlneho antigénu, pripadne alergénom cez ich rdzne

povrchové TLR.

Stadie poslednych rokov vsak poukazuju na fakt, Ze alergické ochorenia nie je
mozné vysvetlit' iba mechanizmom posunu rovnovahy v prospech Th2. Do patogenézy
alergickych ochoreni s hlavne v chronickych fazach zapojené aj dalSie subpopulacie
T-lymfocytov (Thl, Th17 a Tregs). Pri 'ahSich formach astmy a skorych Stadiach atopicke;j
dermatitidy je dominantnd Th2 polarizicia, avSak s postupom ochorenia sa do popredia
dostavajii Thl bunky produkujuce IFN-y a CD8" cytotoxické T-lymfocyty [135,136].
Teoriu ovplyvu Thl na alergicky zapal podporili taktiez pokusy na mySich

experimentalnych modeloch, [137].

2.4.2 Th2 lymfocyty

Th2 lymfocyty hraja dolezitu tlohu v alergickej reakcii [95,138]. Experimenty na
mysich modeloch ukazali, ze cytokinové prostredie hra vel'mi dolezitu ulohu v regulacii
diferenciacie T-lymfocytov. Rovnako tak sa moézu uplatnit’ idalSie faktory, ako je
koncentrécia antigénu alebo expresia kostimula¢nych molekul [132,139].

Diferenciacia Th2 lymfocytov prebieha po odpovedi APC na okolité antigény
predovsetkym pod vplyvom IL-4 [95]. IL-4 sa viaze na svoje dva povrchové receptoroveé
komplexy — jeden retazec je zloZeny z IL-4Ra a spolo¢ného y receptorového retazca (yc);
druhy retazec tvoria IL-4Ra a IL-13Ra retazce. Vdzbou na tieto retazce IL-4 indukuje
produkciu transkripéného faktora STAT6 v naivnych T-lymfocytoch a d’alSie signaliza¢né
drahy [140]. STATG6 nasledne aktivuje expresiu hlavného diferenciaéného transkripéného

faktora Th2 lymfocytov, GATA-3. GATA-3 a T-bet (transkripény faktor Thl lymfocytov)
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maju antagonisticky Uc¢inok. Pokial je zvySend expresia IL-4 a GATA-3, ddjde
k znizenému uvolniovaniu T-bet, naopak pokial je zvysend hladina IFN-y, IL-12 a T-bet,
produkcia GATA-3 je utlmend [133]. Pokusy na experimentdlnych mysSich modeloch
ukazali, ze ked’ dojde k utlmeniu génov pre GATA-3, dochddza k vymiznutiu hlavnych

prejavov astmy, eozinofilie v dychacich cestach, produkcie hlienu a syntézy IgE [141].

Alergén-$pecifické Th2 lymfocyty boli identifikované v periférnej krvi
i v postihnutych tkanivach u alergickych pacientov [142]. Cytokiny Th2 imunitnej
odpovede (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) produkované Th2 lymfocytmi maju vplyv na mnohé
patofyziologick¢é mechanizmy u alergickych pacientov. Tieto cytokiny veda k produkcii
alergén-Specifickych IgE B-lymfocytmi (IL-4 a IL-13), maju vplyv na zhlukovanie Zirnych
buniek (IL-4, IL-9 a IL-13) a na maturéaciu eozinofilov (IL-3, IL-5 a GM-CSF) a bazofilov
(IL-3 a IL-4) [143]. ZvySend Th2 cytokinova odpoved’ bola detegovand v periférnej krvi
1 v mieste alergického zédpalu, napr. v dychacich cestach u alergickych pacientov [135].
Hlavnd tloha Th2-lymfocytov 1inimi produkovanych cytokinov v alergickej reakcii je

tymto jednoznacne potvrdena.

2.4.3 Th17 lymfocyty

Th1/Th2 rovnovéha nie je sama o sebe schopnd vysvetlit mechanizmy veduce
k vzniku imunopatologickych stavov. Do imunopatologickych reakcii a rovnako tak aj do
patogenézy autoimunitnych a alergickych ochoreni zasahuju 1 dalSie subpopulacie
T-lymfocytov, ako napriklad Th17 a Tregs [144,145].

T-lymfocyty schopné produkovat’ IL-17 si pomenované podl'a tohto cytokinu ako
,»Thl17 lymfocyty“. Boli popisané v roku 2000 na l'udskych a mySacich modeloch [146].
Ako klIicovy diferenciany faktor je popisany RORyt (RAR-related Orphan Nuclear
Receptor (ROR) Family) [147]. Pre svoju diferenciaciu potrebujit Th17 kombinaciu
cytokinov odlisnu od tej, ktora je ddlezita pre diferencovanie Thl a Th2 buniek a to IL-1

a [L-23, alebo IL-1P s IL-6, a to bud’ in vivo alebo in vitro [148].
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2.44 T regulacné lymfocyty — Tregs

Tregs (CD4°CD25") patria k d’aldej subpopulacii T-lymfocytov, ktord zohrava
ulohu v rozvoji alergie. Maju schopnost’ suprimovat’ vznik Th1 a Th2 alergickej odpovede.
Vdaka tomu su dolezitym regulacnym prvkom v reakcidch imunitného systému na
alergény a tiez v patogenéze alergickych ochoreni [149]. Ich mnozstvo v periférnej krvi je
priblizne 5 - 10 % z CD4" [150].

CD4'CD25"FoxP3" tvoria podtyp Tregs — prirodzené Tregs (nTregs) vznikajuce
v tymuse. Druhym podtypom su indukované Tregs (iTregs) vznikajice na periférii
efektorovych T buniek, ktoré su vystavené antigénom. Tato populacia je charakteristicka
tym, ze produkuje cytokiny, ktoré negativne regulujii imunitni reakciu: IL-10 a TGF-
[151,152].

Posobenim Tregs moze dochddzat’ k inhibicii expresie cytokinov Th2 v odpovedi
na alergén u zdravych nealergickych jedincov [153].

Délezité je podotknut’ nejednotnost’ charakterizacie Tregs, ktora sa v jednotlivych

¢lankoch casto krat odliSuje.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Pristroje

Tab. 1: Zoznam pouZitych pristrojov

Pristroj Vyrobca
Automatické pipety Pipetman Concept, Gilson, USA
Multikanalové pipety Finnipette, Thermo Fischer Scientific, USA

Box pre molekularnu biologiu

MSC Advantage, Thermo Scientific, USA

Box s laminarnym pradenim

Sentinel Gold, ESCO, Singapur

Box s laminarnym pradenim

HOTTE MSC.12 STD GAZ, Jouan, Francuzsko

Centrifuga Universal 30 RF, Hettich, Nemecko
Centrifuga Universal 320R, Hettich, Nemecko
Centrifuga Micro 22R, Hettich, Nemecko
CO, inkubator ESCO CellCulture Incubator CO,, Singapur
Mikroskop Olympus BX 41, Japonsko
Prictokov{ cytometer BD FACS CantoTM II Flow Cytometer, BD

Biosciences, USA

Fotometer mikrotitracnych dostic¢iek

Sunrise- Basic Tecan, Tecan Austria, GmbH, Svajciarsko

Premyvacka mikrotitra¢nych dosticiek

MRW (AMG60)

Dynex Technologies, USA

Magnetickd mieSacka

Arex, VELP Scientifica, Eurépa

Analytické vahy AB204 Mettler Toledo, Svajéiarsko
Predvazky EK-400H, A&D Company, Limited, Japonsko
Vortex Vortex Genie K-550-GE, Scientific Industries Inc., USA
Vortex Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., USA

Pri praci bolo pouzité¢ velké mnozstvo laboratorneho plastu askla — Spicky,

ependorfky, skumavky, Pasteurove pipety, mikrotitratné¢ dosticky (24-, 96-jamkové),

kadigky,... .

Dalej boli pri praci pouzité aj chladni¢ky, v ktorych boli uchovavané kity pre

magneticku separdciu a aj pripravované roztoky c¢i protilatky, a mraziaci box, kde boli

uchovavané a zmrazované supernatanty bunkovych kultar a stimulatory.
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3.2 Roztoky, chemikalie a komercné supravy

Tab. 2: Zoznam pouzitych chemikalii, stimulantov a komerénych siuprav

Chemikalie

Vyrobca

FTS — fetalne tel'acie sérum

(pouzivané pre tkanivové kultary)

Cambrex, USA

FTS (pouzivané pre ELISA)

Gibco, USA

Tiirkov roztok Vakos, Praha
Heparin Zentiva v.n., Nizozemsko
Gentamycin Pharmaceuticals dd, Slovinsko
L-glutamin Sigma-Aldrich, USA

Histopaque ® 1077

Sigma-Aldrich, USA

RPMI 1640 Lonza (médium pre DC)

BioWhittaker, Belgicko

RPMI-1640 Sigma (médium pre kokultivacie)

Sigma-Aldrich, USA

Minimum Essential Medium (MEM)

Sigma-Aldrich, USA

Leukocyte Activation Cocktail (LAC), with BD
GolgiPlug™

BD Biosciences, USA

Citronan sodny

Lachema, Ceska republika

NaOH Lachema, Ceska republika
Sachar6za Penta, Ceska republika
H,SO, Lachema, Ceska republika
HCI Lachema, Ceska republika
NaCl Penta, Ceska republika
KCl Penta, Ceska republika
Na,HPO,.12H,0 Penta, Ceska republika
KH,PO, Penta, Ceska republika

Kyselina citronova

Lachema, Ceska republika

Bovine albumine serum (BSA), Trisma

Sigma- Aldrich, USA

75% etanol

Lekaren Vseobecnej fakultnej nemocnice

N,N-dimethylformamid (DMF)

Merck, Nemecko

- merkaptoethanol (ME)

Sigma-Aldrich, USA

Tween® 20

Sigma-Aldrich, USA

H,0O,

Sigma-Aldrich, USA

2-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)
ethansulfonova kyselina (HEPES)

Sigma-Aldrich, USA
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3,3,5,5-tetramethylbenzidin (TMB)

Sigma-Aldrich, USA

Trizma® hydrochloride buffer solution; Tris

(hydroxymetyl)-aminomethan

SONY Biotechnology, USA

Streptavidin s naviazanou chrenovou peroxidazou

Immunotech Inc., USA

Primarne monoklonalne a sekundarne

biotinylované protilatky

R&D System Inc., USA

Rekombinantné cytokiny ELISA

R&D System Inc., USA

autoMACS Rinsing Solution; MACS Solution

MACS, Miltenyi Biotec, Nemecko

Diluent Buffer BD Biosciences, USA

Fix/Perm Buffer BD Biosciences, USA

TF Perm/Wash Buffer BD Biosciences, USA
Stimulanty Vyrobca

E. coli O83:K24:H31 (vakcina Colinfant Newborn)

Dyntec spol. s.r.o., Ceské republika

Komer¢né supravy

Vyrobca

Myeloid Dendritic Cell Isolation Kit

Human

MACS Miltenyi Biotec, Nemecko

CD34 MicroBead Kit

Human

MACS Miltenyi Biotec, Nemecko

CD4+ Tcell Isolation Kit

MACS Miltenyi Biotec, Nemecko

Human IL-10 DuoSet

RD Systems, USA

+ Tiirkov roztok

- S-krat riedeny v destilovanej vode (dH,0O)

3.2.1 Roztoky pouzivané pri intracelularnom farbeni buniek

0.5 % roztok BSA

- do 100 ml fyziologického roztoku, bolo pridané 0,5 g BSA

Fix/Perm Buffer — fixaény a permeabilizaény roztok

- roztok bol pripraveny v pomere 3:1

- 3 ml riediaceho roztoku + 1 ml fixaéného a permeabilizacného roztoku

Perm/Wash Buffer — premyvvaci roztok

- roztok bol pripraveny v pomere 1:4

- 4 ml deionizovanej vody + 1 ml premyvacieho roztoku
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3.2.2 Roztoky pouzivané pri detekcii cytokinov ELISA testom

PBS = fyziologicky roztok
- NaCl (9 g)
- Na,HPO4.12H,0 (1,2 g)
- NaH,;P04.2H,0 (0,2 g)
- Doplnené do 1 litra dH,O

PBS pre IL.-10

- 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
- 8,1 mM Na,HPO,4
1,5 mM KH;PO4

upraven¢ pHna 7,2 - 7,4

Blokovaci roztok

- 5 % sachardza (5 g)
- 0,05 % NaNj3 (0,05 g)
- 1%BSA v PBS

Riediaci roztok (TBS)
- 20 mM Trizma (tris baza) (0,2423 g)
- 150 mM NacCl (0,876 g)
- doplnené do 100 ml dH,O a upravené pH pomocou HCI na 7,3
0,1 % BSA
- 0,05 % Tween

Premyvaci roztok
- PBS +0,05 % Tween (na 0,9995 1 PBS bolo pridané 500 pl Tweenu)

Vyvolavaci roztok (substrat) — na jednu dosti¢ku

- TMB (3 ml)

- citratovy pufor (3 ml)
- HyO, (1 ul)

TMB (3.3.5.5-tetramethylbenzidin)
- 200 mg (TMB) v 135 ml dimethylformamidu (DMF)

- doplnené do 500 ml dH,O a uchovavané v tmavej fT'asi v chladnicke
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Citratovy pufor
- 0,1 M citronan sodny (2,94 g do 100 ml dH,0)

- Upravené pH na 4,2 nasytenym roztokom kyseliny citronove;j

2M H,SO,— zastavenie reakcie
- H;S04(20 ml)
- H,O (80 ml)

3.2.3 Meédia a roztoky pre tkanivové kultury

Médium pre mDC — celkovy objem 100 ml

-  RPMI 1640 LONZA 88,79 ml
- HEPES 0,002 M 0,2 ml

- Glutamin 1 ml

- Gentamycin 40 mg/l 0,1 ml

- FTS Cambrex 10 ml

Médium RPMI Sigma (pre ostatné bunkové kulttry) — celkovy objem 100 ml

- RPMI 1640 Sigma 88,79 ml

- HEPES 0,002 M 0,2 ml

- Glutamin 1 ml

- Gentamycin 40 mg/1 0,1 ml

- FTS 10 ml
Médium pre pDC

- RPMI Sigma suplementované (vid’ pripravu média RPMI Sigma)
- FIt3L 100 ng/ml

- IL-3 20 ng/ml

- ME (B- Merkaptoethanol) 50 puM/ml
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3.3 Protilatky

Tab. 3 — 5: Protilatky pouzité pri analyze na prietokovom cytometri

Protilatky pouZité pri merani mDC Fluorochrém Vyrobca
CD83 anti-human PE Exbio, a. s.
CD11c¢ anti-human PE-Cy7 Exbio, a. s.
Protilatky pouZité pri merani pDC Fluorochréom Vyrobca
CD83 anti-human PE Exbio, a. s.
CD123 anti-human FITC BD Bl(.)s01ences;
Exbio, a. s.
Protilatk Zité pri intracelula
rotilatky pouZité pri 1,n racelulirnom Fluorochrém Vyrobea
farbeni
CD4 anti-human APC-Cy7 Exbio, a. s.
: BD Bioscience;
T-bet anti-human (Th1/Th2) FITC Slools\%l? nee
GATA3 anti-human (Th1/Th2) PE BioLegend; SONY
IL-4 anti-human (Th1/Th2) PE-Cy7 BioLegend; SONY
IL-13 anti-human (Th1/Th2) APC BioLegend; SONY
) BD Bioscience;
IFN-y anti-human (Th1/Th2) PerCP-Cy5.5 SONY
RORyt anti-human (Th17/Treg) FITC BD Bioscience
Exbio, a. s.;
FoxP3 anti-human (Th17/Treg) APC X010, 8. 50
eBioscience
IL-22 anti-human (Th17/Treg) PE BioLegend; SONY
: BD Bioscience;
IL-17A anti-human (Th17/Treg) PerCP-Cy5.5 Sl(())ls\?;? nee
IL-10 anti-human (Th17/Treg) PE-Cy7 BioLegend; SONY

3.4 Pouzité programy

» Software Diva 6.1.2. (Becton&Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
» Software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)
» Software FlowJo 7.2.2. (TreeStar, Ashland, OR)
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3.5 Metodika

Praca s bunkovymi kultirami

Cela praca s bunkovymi kultirami bola vykonavana v laminarnom boxe za pouzitia
sterilnych roztokov, pipiet, Spiciek, pipetovacich nadstavcov a laboratérneho plastu
(skimavky, dosticky,...). Bunky boli kultivované v inkubatore pri 37 °C a v atmosfére 5 %

CO,.

3.5.1 Priprava bakterialnej suspenzie pre stimulaciu in vitro

Bakterialna suspenzia E. coli O83 pouzivana v tejto praci a inych pracach v naSom

laboratdriu bola pripravovana nasledujucim spdsobom:

- na platiiu bola naoCkovana suspenzia E. coli O83 pochadzajuca z probiotickej
vakciny Colinfant Newborn (Dyntec, s.r.0.),

- jedna reprezentativna koldnia bola prenesend do 10 ml kultivacného média (Luri
Bretani, LB), kultivacia prebiehala cez noc (ccal6 hod) pri 37 °C za staleho
mieSania,

- na d’alsi dent bola zmes pridana do PBS s 25 % glycerolom, nasledne bola namerana
opticka hustota (denzita) na 3 MF (McFarland);

- tato koncentréacia predpoklada, 7e v 1 ml je obsiahnutej 2 x 10° CFU/ml (Colony
Forming Unit, jednotka tvoriaca koloniu) E. coli O83,

- baktéria bola rozpipetovana do ependorfiek a zamrazena pri -80 °C,

- aby sa dana koncentracia overila, tato suspenzia bola riedena 10-krat 10-tkovym
riedenim a nasledne vysiata na platne.

Cely vyssie popisany postup pripravy bol vykonany pracovnikmi laboratoria.

3.5.2 Ziskavanie a izolacia mononuklearnych buniek z pupocnikovej krvi (CBMC)

Bunky boli ziskavané z pupocnikovej krvi, ktora bola odoberand po podpisani
pisomného informovaného suhlasu na jej odobranie v Ustavu pro pééi o matku a dite
v Podoli. Bolo odoberané 30 ml krvi do sterilnej uzatvéaratel'nej sklenenej banky, ktora

obsahovala 300 ul Heparinu (300 J) (100-krat nariedeny; 10 J heparinu/ml) .

10 J = 10 jednotiek
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- Ziskana krv bola zriedena v pomere 1:1 s MEM-om a nasledne navrstvena do 6-8
15 ml skumaviek (podl'a objemu krvi) na 3 ml Histopaque,

- po 30 minutovej centrifugacii pri 20 °C a400 g bola ziskand frakcia CBMC
(Obr. 5),

- prstenec leukocytov bol nasledne pomocou pasteurovej pipety odobrany do novych
skamaviek, doplneny fyziologickym roztokom av d’alSom kroku prebehla
centrifugacia 10 min pri 20 °C a 250 g,

- supernatant bol zliaty a bunky este dvakrat premyté fyziologickym roztokom,

- nakoniec bolo k bunkdm pridanych 5 ml MEM-u, ¢im boli pripravené na pocitanie.

FPred ! Po Fo centnfugaci
centnfugaciou centnfugaci (fotografia)
dogtickra i

< < dostickya

< Zriedend plEmas

kv < CEMC

< Histopagyue < CBMC

< Histopacue +gran. |« Histopague +gran.

Obr. 5: Ziskana frakcia mononuklearnych leukocytov po centrifugacii (Prevzaté z internetu
http://textbookhaematology4medical-scientist.blogspot.cz).
CBMC (Cord Blood Mononuclear Cells) — mononuklearne bunky pupo¢nikovej krvi.

3.5.3 Pocitanie buniek

Ziskané bunky boli rozsuspendované v MEM-u (vid’ postup vysSie) a ulozené na
l'ade. Z tohto objemu bolo odobraté¢ 50 pl média, ku ktorému bolo pridanych 950 pl
Tiirkovho roztoku. Bunky boli nasledne spocitané v Biirkerovej komorke pod svetelnym
mikroskopom. Komorka, ktord je rozdelend trojitymi ¢iarami na 9 vicSich Stvorcov,
obsahuje v jednom tomto Stvorci eSte 16 menSich Stvorcov. Z plochy komorky boli
spoc¢itané bunky vnutri 50 menSich Stvorcoch a rovnako aj tie, ktoré sa dotykali dvoch
z jeho Styroch stran (pocitanie do ,,L*) (Obr. 6). Ziskany vysledok odpovedal koncentracii

buniek na 1ml.
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3.5.4

Obr. 6: Biirkerova komérka. Vyznacena je oblast’ 50 pocitanych Stvorcov (Prevzaté z internetu

http://www.thermofisher.cz).

Separicia mDC pomocou magnetickych guliciek

Po celu dobu separacie bolo ddlezité pracovat’ sterilne, rychlo, a bunky udrziavat

v chlade pri teplote 2-8 °C. Praca prebichala s fixnym mnozstvom buniek 2 x 107, ktoré

boli ziskané izoldciou na hustotnom gradiente s pouzitim Histopaque.

Postup pripravy buniek pred separidciou (magnetické znacenie — znacenie pomocou

protilatok s naviazanymi magnetickymi guli¢kami) prebiehal podl'a protokolu:

1.

Bolo odobrané potrebné mnozstvo buniek do skimavky a nasledne bola suspenzia
scentrifugovana pri 250 g, 4 °C, 10 minut;
supernatant bol zliaty a paletka buniek rozsuspendovana v 300 ul AutoMacs

roztoku;

. nasledne bolo do skimavky pridané¢ 100 ul FcR Blocking Reagent a 100 ul Non-

Myeloid Dentritic cell antibody-Biotin cocktail;

suspenzia buniek bola dokladne premieSana (pripadne zvortexovand) a inkubovana
10 minut v chladnicke (pri teplote 2-8 °C),

po inkubdcii boli bunky premyté v 5 ml AutoMacs roztoku a opét’ scentrifované,
supernatant bol zliaty a bunky premyté druhykrat,

potom bola paletka buniek rozsuspendovana v 400 pl AutoMacs roztoku a bolo
pridanych 100 ul Anti-Biotin MicroBeads;

bunky boli opat’ dokladne premiesané a inkubované 15 mintut v chladnicke;

nakoniec boli bunky poslednykrat premyté v 5 ml roztoku a scentrifugovang;
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9. po zliati supernatantu bola paletka buniek rozsuspendovand vo findlnom objeme

500 pl AutoMacs roztoku, ¢im boli bunky pripravené na magnetickl separaciu.

Postup magnetickej separacie:
1. Pre separaciu bolo dblezité si pripravit’ magnet a kolonky velkosti MS;
2. koléonka bola umiestnend do magnetu apremytd minimalne 2 ml AutoMacs
roztoku;
3. po premyti kolonky bola do kolénky napipetovana pripravena bunkova suspenzia,
ktora bola najskor zbavena zhlukov pomocou filtracie (filter 100 um);

4. po prekvapkani suspenzie bola kolonka premytd 2 ml roztoku.

Po separacii bola ziskand suspenzia buniek scentrifugovand a nasledne bol
spocitany pocet buniek v Biirkerovej komorke. Separaciou boli ziskané mDC, ktoré sa
nasledne stimulovali 24 hodin s E. coli O83 v médiu pre dendritické bunky (mDC
médium) v pomere 1:10 v inkubatore.

Po 24 hodinéach prebehlo pocitanie buniek a ich nasadenie do 24-jamkovej dosticky
spolu s CD4" bunkami ziskanymi separaciou pomocou magnetickych guli¢iek (vid' kap
3.5.6) zizolovanych buniek pupocnikovej krvi pomocou histopaque. Nasadenych do
dosticky bolo 100 000 mDC a na kokultivaciu k nim bolo pridanych 1 x 10® CD4" buniek
a doplnené do 1,5 ml médiom RPMI Sigma (namieSany roztok s FTS, Hepes, Gentamycin)
a dosticka bola vlozena do termostatu na 6 dni. ZvySné bunky sa eSte v ten deni ofarbili
pomocou CDllc a CD83 anasledne sa zmerali na prietokovom cytometri. Merané
a porovnavané boli stimulované vzorky s kontrolou, ktora E. coli O83 neobsahovala.

Po Siestich ditoch boli k suspenzii buniek v 24-jamkovej dosti¢ke pridané protilatky
CD3 a CD28 vo finalnej koncentracii 1 pg/ml, takisto bolo pridané aj 500 pul média RPMI
Sigma. Po dalSich troch dioch bol k bunkam v dosticke pridany LAC (Leukocyte
Activation Cocktail) a priblizne po 5 hodinéach boli bunky intracelularne zafarbené, pricom

v postupe prace bol dodrzovany protokol od vyrobcu (vid’ kap. 3.5.7).

3.5.5 Separicia CD34" pomocou magnetickych guli¢iek

Rovnako ako pri priprave buniek na separaciu mDC, ktora je popisana vysSie, tak aj
pri separacii CD34 bolo ddlezité celu dobu pracovat’ sterilne, rychlo, a bunky udrziavat’

v chlade pri teplote 2-8 °C. Aj vtomto pripade bolo potrebné pracovat s fixnym
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mnozstvom buniek 2 x 107, ktoré boli ziskané izolaciou na hustotnom gradiente s pouzitim

Histopaque.

Postup pripravy buniek pred separdciou (magnetické znacenie — znafenie pomocou

protilatok s naviazanymi magnetickymi gulickami):

1.

Bolo odobrané potrebné mnozstvo buniek do skimavky a nésledne bola suspenzia
scentrifugovana pri 250 g, 4 °C, 10 mintt;
supernatant bol zliaty a paletka buniek rozsuspendovana v 300 pl AutoMacs

roztoku;

. nasledne bolo do skimavky pridané 100 pl FcR Blocking Reagent a 100 ul CD34

MicroBeads;
suspenzia buniek bola dokladne premiesana (pripadne zvortexovana) a inkubovana

30 minat v chladnicke (pri teplote 2-8 °C);

. po inkubacii boli bunky premyté v 5 ml AutoMacs roztoku a opiat’ scentrifované;

supernatant bol zliaty anésledne bola paletka buniek rozsuspendovana vo
findlnom objeme 500 pl AutoMacs roztoku, ¢im boli bunky pripravené na

magneticku separéciu.

Postup magnetickej separacie:

1.
2.
3.

6 dni

Pre separéciu bolo ddlezité si pripravit’ magnet a kolonky vel'kosti MS;

kolénka bola umiestnena do magnetu a premyli ju aspont 2 ml AutoMacs roztoku;
po premyti kolénky bola do kolonky napipetovana pripravenda bunkova suspenzia
ktora bola najskor zbavena zhlukov pomocou filtracie (filter 100 um);

po prekvapkani suspenzie bola kolonka premyta 1 ml roztoku;

bunky ostali naviazané na magnete a boli ziskané pomocou piestu, spdsobom, ze
kolénka bola odobranid z magnetu a vloZzena do novo pripravene] skimavky; do
kolonky bolo pridané dvakrat po 1 ml AutoMacs roztoku a pomocou piestu boli

bunky vytlacené do skimavky = CD34 pozitivna selekcia.

Separaciou bola ziskana frakcia CD34" buniek, ktoré boli nasledne stimulované

pomocou FIt3L, IL-3, a fB-merkaptoetanolu (ME). Stimulacia mala za ucel

pomnoZenie populdcie buniek a vznik pDC, pre ktoré st dané stimulatory doleZzité.

Stimulatory boli k bunkam priddvané v konStantnych koncentraciach kazdy treti den: FIt3L

— koncentracia 100 ng/ml, koncentracia IL-3 20 ng/ml a koncentracia ME bola 50 uM/ml.

Po Siestich dnoch boli bunky spocitané¢ a nastimulované E. coli O83, pricom boli
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porovnavané s bunkami nestimulovanymi. Dal§i defi boli bunky opit’ spoéitané a nasadené
do 24-jamkovej dosticky spolu s CD4" bunkami, ktoré boli ziskané separaciou pomocou
magnetickych guli¢iek (vid’ kap 3.5.6) z izolovanych buniek pupoc¢nikovej krvi pomocou
Histopaque. Rovnako ako umDC (vid kap 3.5.4) tak aj upDC bolo nasadzovanych
100 000 pDC a na kokultivaciu k nim bolo pridanych 1 x 10° CD4" buniek a doplnené do
1,5 ml médiom RPMI Sigma (namieSany roztok s FTS, Hepes, Gentamycin) a dosticka
bola vlozena do termostatu na d’alSie 4 dni. Po uplynuti Styroch dni boli k suspenzii buniek
v 24-jamkovej dosticke pridané protilatky CD3 a CD28 vo finalnej koncentracii 1 pg/ml,
takisto bolo pridané aj 500 ul média RPMI Sigma. Po d’alSich troch diioch bol k bunkdm
v dosticke pridany LAC a priblizne po 5 hodinach boli bunky intraceluldrne zafarbené,

pricom v postupe prace bol dodrzovany protokol od vyrobcu (vid kap 3.5.7).

3.5.6 Separicia CD4" pomocou magnetickych guli¢iek

Rovnako ako pri predoslych dvoch separaciach, aj tu bolo podstatné celi dobu

pracovat’ sterilne, rychlo, a bunky udrziavat’ v chlade pri teplote 2-8 °C.

Postup pripravy buniek pred separdciou (magnetické znafenie — znacenie pomocou
protilatok s naviazanymi magnetickymi gulickami) prebiehal podl'a protokolu:

1. Po 1 hodinovej inkubacii buniek v MEM-u, bola do 50 ml skimavky odobrana
neadherovana frakcia buniek, ktord bola dokladne preplachnuta fyziologickym
roztokom a nasledne bola suspenzia scentrifugovana pri 250 g, 4 °C, 10 minut;

2. supernatant bol zliaty a paletka buniek rozsuspendovana v 40 pl AutoMacs roztoku
(plati pre mnoZstvo 10" buniek);

3. nasledne bolo do skimavky pridané 10 ul CD4" T Cell Biotin-antibody cocktail;

4. suspenzia buniek bola dokladne premieSana (pripadne zvortexovana) a inkubovana
5 minut v chladnicke (pri teplote 2-8 °C),

5. po inkubécii bolo k bunkam pridanych 30 ul AutoMacs roztoku a 20 pl CD4" T
Cell MicroBead Cocktail (plati pre mnozstvo 10" buniek);

6. bunky boli opiat’ dokladne premiesané a inkubované 10 minut v chladnicke;

7. mnakoniec po inkubécii bola paletka buniek rozsuspendovana vo findlnom objeme

2 ml AutoMacs roztoku, ¢im boli bunky pripravené na magnetickl separaciu

Postup magnetickej separacie:

1. Pre separaciu bolo dblezité si pripravit’ magnet a kolonky velkosti MS;
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4.

. kolénka bola umiestnend do magnetu apremytd minimalne 2 ml AutoMacs

roztoku;

. po premyti kolonky bola do koldonky napipetovana pripravena bunkova suspenzia

ktora bola najskor zbavena zhlukov pomocou filtracie (filter 100 pum);

po prekvapkani suspenzie bola kolonka premyta 2 ml roztoku.

Separéaciou boli ziskané naivné CD4" T-lymfocyty, ktoré sa pridavali na kokultivaciu

k mDC (vid’ kap 3.5.4) a rovnako tak aj k pDC (vid’ kap. 3.5.5).

3.5.7

Intracelularne farbenie buniek

Pocas celého protokolu praca prebiehala s bunkami ulozenymi na lade.

Postup prace pri intracelularnom farbeni CD4" ako u mDC, tak aj pDC:

1.

10.
11.

Z 24-jamkovej mikrotitracnej doSti€Cky boli odobrané bunky (kontrola (K) a
E. coli O83) do skiimaviek a scentrifugované pri 250 g, 5 minut, 4 °C;

supernatant kultur bol odobrany do 2 ml ependorfky pre nésledné stanovenie
cytokinov metddou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), supernatanty

boli nasledne zamrazené pri -20 °C;

. k bunkdm v skumavkach bolo pridané po 100 pl 0,5 % roztoku BSA a4 pnl

monoklonalnej protilatky (mAb) CD4" a boli inkubované 30 miniit v chlade a tme;
medzitym bol pripraveny fixacny a permeabiliza¢ny roztok (,,Fix/Perm Buffer®);

po inkubdacii bolo k bunkdm pridané po 2 ml 0,5 % BSA, skimavky boli
zvortexované a scentrifugované;

supernatant bol zliaty, skimavky zvortexované a a bolo pridané po 1 ml fixaéného
roztoku, ktory bol pripraveny vopred a inkubované 45 minut v chlade a tme;

pocas inkubacie bol pripraveny premyvaci roztok (,,Perm/Wash Buffer®);

takisto bola do ependorfiek pripravena zmes mAb pre intracelulare farbenie
jednotlivych subpopulacii buniek, a to: Th1/Th2 a Th17/Treg; bolo pridavané po

5 ul z kazdej mAb na skiimavku (mAb boli udrziavané na l'ade a v tme);

. po 45 minutovej inkubdcii bolo do skiimaviek pridané po 1 ml pripraveného

premyvacieho roztoku a boli scentrifugované;
bunky boli premyté 2 ml premyvacieho roztoku;
supernatant bol zliaty a bolo prida¢ po 200 ul premyvacieho roztoku do kazdej

skimavky, dokladne rozsuspendované a 100 pul zjednej skumavky bolo
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prenesenych do dalSej skimavky — jedna dvojica skimaviek pre farbenie

populacie Th1/Th2, druha dvojica pre Th17/Treg;

12. nésledne bolo pridané po 25 pl z pripravenej zmesy mAb na jednu skimavku a boli

inkubované 45 minut v chlade a tme;

13. nakoniec bola suspenzia dvakrat premyta 2 ml premyvaciecho roztoku

a scentrifugovand; supernatant bol zliaty a pridany finalny objem 300 ul 0,5 %

BSA, ¢im boli vzorky pripravené na meranie prietokovym cytometrom.

3.5.8 ELISA

ELISA je jednou =z najpouzivanejSich imunochemickych metdd sliZiacich

k detekcii roznych analytov (protildtok alebo antigénov). Ku znafeniu protilatky sa

vyuziva enzym — najéastejSie chrenova peroxidaza — naviazany na Fc fragment protilatky.

Reakcia enzymu so substratom sa prejavi vznikom farebného produktu. Vysledna detekcia

intenzity farebného produktu sa stanovuje spektrofotometricky.

Postup prace

Dany postup prace bol pouZzity pre vSetky cytokiny okrem IL-10, ktory bol odlisny.

1.

Den

V prvy den boli naviazané primarne monoklonalne protilatky (mAb), ktoré boli
rozriedené v PBS podla udajov u jednotlivych zamrazenych alikvot (7,45 ml
PBS + 50 pl mAb). Nasledne boli mAb napipetované do 96-jamkove;j
mikrotitracnej dosticky NUNC po 75 pl/jamka a inkubované pri laboratérne;j
teplote do druhého dna. Tak isto boli pripravené aj potrebné roztoky:
premyvaci, blokovaci a riediaci roztok, ktoré boli uchovavané v chladnicke pri
5°C.

Den

Na zaciatku druhého diia boli vSetky jamky 3x premyté 200 ul premyvacieho
roztoku. Po premyti bolo do dosticky nasadenych 150 pl riediaceho roztoku
a dosticka bola inkubovana 1 hodinu pri laboratornej teplote. Po hodine bola
dosti¢ka opét’ premyta a bolo nanesené po 50 pl/jamku Standardov a vzoriek,
vzdy v dubletoch. Pre pripravu jednotlivych vzoriek boli pouzité rozne riedenia,

v zavislosti od typu vzorky (Tab. 6). Dosticka bola inkubovana 2 hodiny pri
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laboratornej teplote a nasledne prikrytd a ulozend do chladni¢ky do d’alSieho
dna.

Den

Posledny, treti den bolo po premyti dosticky nasadenych po 50 pul
biotinylovanej protilatky opét riedenej v riediacom roztoku podla tdajov
u rozmrazenych alikvot. Dosticka bola inkubovand 2 hodiny pri laboratornej
teplote. Po premyti dosticky bol pridany do jamiek streptavidin riedeny
v pomere 1: 1000 v riediacom roztoku (TBS) po 50 ul na jamku a dosticka bola
inkubovana 20 minut pri laboratornej teplote na tmavom mieste. Po poslednom
premyti dosticky, bol pridany vyvolavaci roztok (substrat) po 50 pl na jamku
anechal sa inkubovat priblizne 5-10 minut. Reakcia bola zastavena

50 pl/jamku 2M H,SO4. Vysledok bol zmerany spektrofotometricky.

Postup prace pre IL-10

1.

Dent

V prvy den boli naviazané mAb, ktoré boli rozriedené v koncentrovanom PBS
bez nosiCového proteinu. Nasledne boli mAb napipetované do 96-jamkove;j
mikrotitracnej dosticky NUNC po 75 ul/jamka a inkubované pri laboratdrnej
teplote do druhého dna. Tak isto boli pripravené aj potrebné roztoky:
premyvaci, blokovaci a riediaci roztok, ktoré boli uchovavané v chladnicke pri
5°C.

Den

Na zaciatku druhého dia boli vSetky jamky 3x premyté 400 pl premyvacieho
roztoku. Po premyti bolo do dosticky nasadenych 150 pl riediaceho roztoku
a dosticka bola inkubovana 1 hodinu pri laboratornej teplote. Po hodine bola
dosticka opédt’ premytd a bolo nanesenych po 50 pl na jamku Standardov a
vzorkiek, vzdy v dubletoch. Pre pripravu jednotlivych vzoriek boli pouzité
rozne riedenia, v zavislosti od typu vzorky a boli inkubované 2 hodiny pri
laboratérnej teplote (Tab. 8). Po uplynuti ¢asového intervalu 2 hodin, boli
jamky opét’ premyté premyvacim roztokom a bolo pridanych 50 pl detekénej
(biotinylovanej) protilatky riedenej v riediacom roztoku do kazdej jamky
anasledne bola dosticka inkubovand 2 hodiny pri laboratornej teplote. Po

premyti dosticky bol pridany do jamiek streptavidin riedeny v pomere 1: 1000
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v riediacom roztoku (TBS) po 50 pl na jamku a dosticka bola inkubovana 20
minut pri laboratornej teplote na tmavom mieste. Po poslednom premyti
dosticky, bol pridany vyvolavaci roztok (substrat) po 50 ul na jamku a nechal
sa inkubovat’ priblizne 5-10 minut. Reakcia bola zastavena 50 pl/jamku 2M

H,S0,. Vysledok bol zmerany spektrofotometricky.

Tab. 6: Riedenia vzoriek pouZzité pri ELISA

Vzorky riedenie
mDC po 24 hod dvakrat
mDC z kokultivacii neriedené
pDC z kokultivacii neriedené
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4 CIELE PRACE

» Vplyv vakciny E. coli 083:K24:H31 na maturaciu mDC/pDC novorodencov
zdravych a alergickych matiek;

» porovnanie produkcie cytokinov po stimulacii £. coli O83 u mDC novorodencov
zdravych a alergickych matiek;

» rozdiel v indukcii subpopulacii (Thl, Th2, Th17 a Treg) po kokultivacii naivnych
CD4" T-lymfocytov s mDC/pDC stimulovanych E. coli O83 novorodencov

zdravych a alergickych matiek.
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5 VYSLEDKY

V ramci vypracovania tejto prace boli do stidie zahrnuté zdravé a alergické matky
bez véaznejSich komplikacii pocas tehotenstva, ktoré porodili cisarskym rezom alebo
prirodzenou cestou v riadnom termine v ,,Ustavu péée o matku a dit&* v Podoli v Prahe od
oktobra 2015 do aprila 2017 po podpisani pisomného stihlasu. Studiu tvorili matky
prevazne zPrahy ¢i jej okolitych miest. Vek medzi nealergickymi zdravymi (Z)
a alergickymi (A) matkami sa vyznamne neodliSoval (Z: 31,5 + 5 rokov; A: 31,8 + 4,3
rokov). Medzi faktory, ktoré mézu ovplyvnit’ reaktivitu CBMC, radime dizku tehotenstva,
ale aj fajCenie Ci stravovacie navyky, ktoré takisto nepreukazali vyznamntl odlisSnost’ medzi
skupinami. Alergia u matiek bola stanovovana na klinickom prejave pretrvavajucom dlhsie
ako 1 rok, pricom matka bola sledovana alergologom, mala pozitivne kozné testy (tzv. skin
prick tests) alebo pozitivne Specifické protilatky IgE.

Posobenie probiotickej vakciny E. coli O83 na indukciu maturicie a produkciu
cytokinov u mDC bolo testované u deti zdravych matiek (deti s relativne nizkym rizikom
vyvoja vzniku alergie) a deti alergickych matiek (deti s pomerne vysokym rizikom vzniku

alergie).

5.1 E. coli O83 indukuje maturaciu mDC, ale nie pDC

Ucinok E. coli 083 na indukciu maturacie Gerstvo izolovanych mDC bol testovany
udeti zdravych matiek (Z O83) audeti matiek s alergiou (A 0O83). Tento efekt
bol porovnany s ich nestimulovanymi kontrolami z mDC a pDC (ZK a AK). V ramci
pozorovania bolo u mDC porovnavanych 44 deti, konkrétne 26 deti zdravych matiek a 18
deti alergickych matiek. Analyzované vzorky boli merané na prietokovom cytometri
a d’alej spracované programom FlowJo (sposob vyhodnotenia vysledkov je ukdzany na
Obr. 7). Rovnaky postup analyzy bol pouzity aj u druhej skupiny DC — u pDC (Obr. 8),
aviak s rozdielnymi protilatkami (pouzita CD123"). U pDC bolo pozorovanych spolu 20
deti, ato 9 deti zdravych matiek s 11 detmi alergickych matiek. Statisticky boli
vyhodnotené pouzitim t-testu a graficky prezentované ako priemer so strednou chybou
priemeru (Obr. 9).

Cytometrickd analyza u mDC zahriiovala vyber celej populacie buniek (Obr. 7a),
z ktorych boli vyltigené doublety (Obr. 7b) a nasledne ohranicenie populdcie pre CD11c"
populaciu mDC (Obr. 7c). Na zaklade toho bola oddelena nami skiimana skupina CD83"
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(PE) populacie z CD11c¢" (PE-Cy7) populacie buniek pouzitim FMO (Fluorescence-Minus-
One) kontrol pre znak CD11¢"” u mDC. Rovnako ako u mDC, tak aj v pripade pDC bol
pouzity rovnaky spdsob vyberu populacie bunick oddelujuci CD83" (PE) populaciu
z CD123" (FITC) populacie buniek pouzitim FMO kontrol pre znak CD123" (Obr. 8a, b,
c).

Po stimulécii E. coli O83 u oboch skiimanych skupin sme pozorovali narast CD83
pozitivnej populacie (CD83") CDI11c pozitivnych mDC (CDI11c"). Signifikantne vyssia
pritomnost’ znaku CD83" na mDC bola detegovana u deti zdravych (p = 0,0047) a aj
alergickych matiek (p = 0,0097) po stimulacii E. coli O83 (u Z 083 a A O83) v porovnani
s nestimulovanou kontrolou (ZK, AK) (Obr. 9).
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Obr. 7: Ohranienie populacie buniek mDC po 24 hod stimulacii E. coli O83 merana na prietokovom
cytometri porovnanim s nestimulovanou populéciou.
a) Dot plot znazoriiujuci vSetky zmerané udalosti a vyber (gate) bunkovej populacie podl'a velkosti
(FSC) a komplexity (SSC);
b) vylucenie doubletov (= vyber singletov);
¢) vyber populécie buniek pozitivnych pre CD11c (znak v PE-Cy7);
d) reprezentativny histogram pritomnosti CD83 na mDC deti zdravych matiek (Z);
e) reprezentativny histogram pritomnosti CD83 na mDC deti alergickych matiek (A).
d), ¢) ZCDIllc" buniek si zobrazené histogramy porovnavajuce nestimulovné mDC (modra ¢&iara) so
vzorkami stimulovanymi E. coli O83 (Cervena prerusovana Ciara) u deti zdravych (Z) a alergickych (A)
matiek a Seda prerusovana Ciara zobrazuje FMO kontrolu.
Bunky neznacené CD1 ¢ protilatkou su zobrazené v Prilohe 2.
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Obr. 8: Ohranicenie populacie buniek pDC po 24 hod stimulacii E. coli O83 merana na prietokovom
cytometri porovnanim s nestimulovanou populaciou.

a)

b)
©)
d)
e)

Dot plot znazornujuci vSetky zmerané udalosti a vyber (gate) bunkovej populacie podl'a velkosti
(FSC) a komplexity (SSC);

vylicenie doubletov (= vyber singletov);

vyber populécie buniek pozitivnych pre CD123 (znak vo FITC);

reprezentativny histogram pritomnosti CD83 na pDC deti zdravych matiek (Z);

reprezentativny histogram pritomnosti CD83 na pDC deti alergickych matiek (A).

d), ) ZCDI123" buniek st zobrazené histogramy porovnivajice nestimulované pDC (modra ¢&iara) so
vzorkami stimulovanymi E. coli O83 (Cervena prerusovana Ciara) u deti zdravych (Z) a alergickych (A)
matiek a Seda prerusovana Ciara zobrazuje FMO kontrolu.

Bunky nezna¢ené CD123 protilatkou st zobrazené v Prilohe 2.
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Obr. 9: Porovnanie mDC a pDC deti zdravych a alergickych matiek po stimulacii E. coli O83 s
nestimulovanou kontrolou.
A) Povrchova expresia znaku CD83 pozitivnych mDC kultivovanych bez a s E. coli O83;
n=44; 7(26) a A(18).
B) Povrchova expresia znaku CD83 pozitivnych pDC kultivovanych bez a s E. coli O83;
n=20;Z(9)aA(11).
Data boli Statisticky vyhodnotené pouzitim t-testu a graficky prezentované ako priemer so strednou
chybou priemeru.
ZK — nestimulované mDC deti zdravych matiek (zeleny stipec bez vyplne);
Z 083 —mDC (ZK) stimulované E. coli O83 (zeleny stipec s vyplitou, textiirou);
AK — nestimulované mDC deti alergickych matiek (Eerveny stipec bez vyplne);
A 083 — mDC (AK) stimulované E. coli O83 (&erveny stipec s vypliou, textirou).
**p <0.01

5.2 Kokultivacia mDC a pDC stimulovanych E. coli 083 s naivnymi CD4"
T bunkami

Po stanoveni vplyvu E. coli O83 na maturdciu mDC a pDC smer sa zamerali na
Stadium vplyvu E. coli O83 stimulovanych DC na polarizaciu T-lymfocytov. Boli pouzité
dva panely protilatok zamerané na rovnovahu polarizacie medzi: a.) Thl a Th2; b.) Th17
a Tregs.

Merané boli transkripéné faktory a cytokiny typické pre Thl (T-bet, IFN-y), Th2
(GATA3, IL-4, IL-13), Th17 (RORyt, IL-17A, IL-22) aTreg (FoxP3, IL-10). Bolo
analyzovanych 29 mDC vzoriek kokultivovanych s CD4" T-lymfocytmi, z toho 16 deti
zdravych a 13 deti alergickych matiek. V pripade kokultivacie CD4" T-lymfocytov s pDC
bolo porovnanych 16 jedincov — 7 deti zdravych a 9 deti alergickych matiek.

Bunky boli opédt’ zmerané¢ pomocou prietokového cytometra a data boli spracované
pomocou analyzaéného softwéru FlowJo (Obr.10) a Statistického programu GraphPad

Prism, ktory ndm umoznil graficky vizualizovat dosiahnuté vysledky (Obr. 11, 12).

62



Nasledne boli data Statisticky vyhodnotené pouzitim Mann-Whitney U testu a graficky

prezentované ako priemer so strednou chybou priemeru.

5.2.1 Transkrip¢né faktory a cytokiny charakteristické pre dané subpopulacie

Cytometricka analyza mDC, rovnako tak aj pDC kokultivacii zahfnala vyber celej
populacie buniek, z ktorej boli vylu¢ené doublety a nasledne zacielenie na populaciu CD4"
(APC-Cy7) buniek (Obr. 10A). Z CD4" sme nasledne zacielili populacie buniek pre
jednotlivé transkripéné faktory a prislusné cytokiny Th1/Th2 (Obr. 10B), ako aj Th17/Treg
imunitnej odpovede (Obr. 10C). VSetky cytokiny a transkripéné faktory boli zacielené
pouzitim nestimulovanej kontroly. Porovnanie roznych typov kontrol je zobrazeny

v Prilohe 4.

CD4" lymfocyty kokultivované s mDC

Bolo pozorované zvySené  percentudlne  zastipenie IL-4, cytokinu
charakteristického pre Th2 imunitnd odpoved u CD4" T buniek kokultivovanych
s kontrolnymi mDC deti zdravych matiek v porovnani sdetmi alergickych matiek
(IL-4" CD4"; p = 0,0178) (Obr. 11A). Po stimulcii E. coli 083 sme Statistickli
signifikanciu nezaznamenali.

V pripade druhého cytokinu Th2 imunitnej odpovede, IL-13, vysledky poukazuju
na priblizne rovnaké hodnoty &i uz u zdravych alebo alergickych jedincov. Statisticka
vyznamnost’ v ramci skupin sa nepotvrdila. U transkripéného faktora GATA3 tomu nie je
inak. Pozorujeme, Ze po stimulécii E. coli O83 je mierne zvySené percentualne zastipenie
buniek tvoriacich GATA3", no nesignifikantne.

U charakteristického Thl transkripéného faktora T-bet, bolo pozorované vysSie
percentudlne zastupenie umDC vradmci Zskupiny, ¢i uz stimulovanej alebo
nestimulovanej, avSak bez Statistickej vyznamnosti medzi oboma skupinami (Obr. 11A).

Statistickej vyznamnosti sme nedosiahli ani v pripade IFN-y. Nebol pozorovany
ziadny efekt stimulacie mDC pomocou E. coli O83 na rozdiel v indukcii ako Thl
imunitnej odpovede (T-bet, I[FN-y) tak Th2 (GATA3, IL-4, IL-13) imunitnej odpovede.

Pri hodnoteni pritomnosti transkripéného faktora RORyt, ktory je charakteristicky
pre Th17 imunitni odpoved’, bol zaznamenany mierny vzostup expresie u T-lymfocytov

kokultivovanych s mDC po stimulécii E. coli O83 u oboch skimanych skupin (Obr. 11B).
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U cytokinov charakteristickych pre Thl7 imunitn odpoved (IL-17A, IL-22)
nebola pozorovana ziadna zmena v produkeii tychto cytokinov T-lymfocytmi, ktoré boli
kokultivované s kontrolnymi a probiotikom stimulovanymi mDC. Vysledky poukazuju na
to, ze produkcia IL-17A aj IL-22 T-lymfocytmi nie je ovplyvnena alergickym stavom
matky (dietata) a ani stimuldciou mDC probiotickou baktériou E. coli O83. U obidvoch
skupin, Z aj A, dosahujeme priblizne rovnaké vysledky (Obr. 11B).

U FoxP3, transkripcného faktora charakterizujuceho T regula¢né bunky (Treg) a im
prisluchajiiceho typického cytokinu IL-10, sme nepozorovali ziadny rozdiel medzi
Z a A skupinou a to ani po kokultivacii CD4 " buniek s mDC stimulovanymi E. coli O83.
Mierne zvysené hodnoty transkripného faktora FoxP3 mozeme vidiet po stimulécii
u Z jedincov. Je vSak nutné povedat’, Ze tieto rozdiely st nesignifikantné (Obr. 11B).

Ani uThl17 (RORyt, IL-17A, IL-22) alebo Treg (FoxP3, IL-10) nepozorujeme
ziadny efekt stimulacie E. coli O83 v indukcii imunitnej odpovede. U mDC nie su
viditelné¢ ziadne signifikantné rozdiely medzi Za A skupinou a to ani medzi

stimulovanymi a nestimulovanymi vzorkami.

CD4" lymfocyty kokultivované s pDC

U intraceluldrneho cytokinu IL-4 charakteristického pre Th2 imunitni odpoved’
sme v produkcii T-lymfocytmi medzi Za A skupinou po stimulacii E. coli O83
nezaznamenali Ziadnu signifikanciu (Obr. 12A). U druhého cytokinu Th2 imunitnej
odpovede, IL-13, sme nedosiahli Zziadnu Statisticki vyznamnost u CD4"™ T
buniek kokultivovanych s nestimulovanymi pDC v rdmci Z a A skupiny.

Nesignifikantne znizené percento GATA3°CD4" Th2 T-lymfocytov u
nestimulovanych pDC by mohlo poukazovat’ na zniZzeni predominanciu Th2 imunitnej
odpovedi udeti s predispoziciou krozvoju alergie (Cize deti alergickych matiek)
v porovnani s det'mi zdravych matiek (Obr. 12A).

Nebol zaznamenany Ziadny efekt stimulacie pDC E. coli O83 na rozdiel v indukcii
Thl imunitnej odpovede (T-bet, IFN-y). U zdravych jedincov pozorujeme nizsie
percentualne zastipenie IFN-y oproti alergickym, avSak bez signifikancie.

Pri hodnoteni pritomnosti transkripénych faktorov v druhom paneli (Th17/Treg) sa
nepozoroval Ziadny rozdiel u RORyt medzi Z a A skupinou a to ani po kokultivacii CD4"
buniek s pDC stimulovanymi E. coli O83 (Obr. 12B). Rovnaky pripad nastal aj u druhého

transkripéného faktora FoxP3, kde maly viditeI'ny rozdiel nastal u deti zdravych matiek po
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kokultivacii CD4" buniek s pDC stimulovanymi E. coli O83 (Obr. 12B). Tento rozdiel
vSak nedosahuje Statistickej vyznamnosti.

U cytokinov charakteristickych pre Th17 imunitnd odpoved (IL-17A, IL-22)
pozorujeme rovnaké vysledky ako umDC. Vysledky nezaznamenavaju ziadny narast
produkcie cytokinov T-lymfocytmi, ktoré boli po kokultivacii ako s kontrolnymi, tak
stimulovanymi pDC. V ramci zdravych jedincov pozorujeme nesignifikantné, ale o par
jednotiek mensie percentualne zastupenie buniek tvoriacich IL-17A. Podobna situacia bola
zaznamenana aj v pripadne regulacného cytokinu IL-10. Nepozorujeme tak ziadny efekt
stimulacie E. coli O83 v indukcii imunitnej odpovede.

Kompenzécia vSetkych analyzovanych vzoriek je zobrazena v Prilohe 3.

Namerané data jasne poukazujl, Ze probiotickd baktéria E. coli O83 nema uc¢inok
na Th2 imunitni odpoved’. Toto tvrdenie je v rozpore s nasou pdvodnou hypotézou, kde
sme predpokladali u nezrelého imunitného systému novorodencov znizenie mnozstva Th2
cytokinov, ¢o by malo za nasledok zniZenie rozvoja vzniku alergie a tym rychlejSiu

maturdciu novorodeneckého imunitného systému.
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Obr. 10: Meranie transkripénych faktorov a cytokinov charakteristickych pre jednotlivé subpopulacie
CD4" T-lymfocytov kokultivovanych s mDC/pDC stimulovanymi E. coli O83.

A. Na prvych troch obrazkoch je vidiet ohrani¢enie populacie bunieck pouzitej pre kokultivacie
lymfocytov s mDC, rovnako aj u pDC. Najprv bola vybrana cela populacia buniek podla velkosti a
komplexity (a), z nich singlety (b) a nakoniec populacia CD4 (APC-Cy7) pozitivnych buniek (¢).
B., C. Populacie CD4 pozitivnych buniek pre jednotlivé transkripéné faktory a prislusné cytokiny
Th1/Th2 imunitnej odpovede (B) rovnako aj u Thl7/Treg imunitnej odpovede (C). V pripade
subpopulécii bunek Th1/Th2 imunitnej odpovede (B) je vidiet, ze CD4" a GATA3" (PE) populiciu tvori
1,29%; CD4" a IL-4" (PE-Cy7) populaciu tvori 1,28%; CD4" a IL-13" (APC) populaciu tvori 1,43%;
CD4" a T-bet” (FITC) populaciu tvori 1,40%; CD4" a IFN-y" (PerCP-Cy5.5) populaciu tvori 3,24%. V
pripade subpopulacii bunek Th17/Treg imunitnej odpovede (C) je vidiet, ze CD4™ a RORyt™ (FITC)
populaciu tvori 1,07%; CD4" a IL-17" (PerCP-Cy5.5) populaciu tvori 0,44%; CD4" a IL-22" (PE)
populaciu mDC tvori 1,73%; CD4" a FoxP3" (APC) populaciu tvori 0,14%; CD4" a IL-10" (PE-Cy7)
populaciu tvori 0,40%.
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Obr. 11: Vplyv stimulacie mDC probiotickym kmefiom E. coli O83 na indukciu Th1l, Th2, Th17 a Treg
imunitnej reakcie. Nestimulované a stimulované mDC boli kultivované s naivnymi CD4" bunkami, ku
ktorym boli pridané CD3 a CD28, protilatky na stimulaciu. Néasledne bol k bunkam pridany LAC (Leukocyte
Activation Cocktail) adetegovana pritomnost transkripénych faktorov a intracelularnych cytokinov
prietokovym cytometrom.

Rozdiely medzi skupinami boli Statisticky vyhodnotené pomocou Mann-Whitney U testu.

A) Percento Tbet'CD4 " Thl buniek; Percento IFN-y'CD4" Th1 buniek; Percento GATA3'CD4" Th2 buniek;
Percento IL-4"CD4" Th2 buniek; Percento IL-13"CD4" Th2 buniek;

B) Percento FoxP3'CD4" Treg buniek; Percento IL-10'CD4" Treg; Percento RORyt'CD4" Th17 buniek;
Percento IL-17A"CD4" Th17 buniek; Percento IL-22°CD4" Th17 buniek.

ZK — nestimulované mDC deti zdravych matiek kokultivovanych s CD4"; Z 083 — E. coli O83 stimulované
mDC deti zdravych matiek kokultivované s CD4"; AK — nestimulované mDC deti alergickych matiek
kokultivované s CD4"; A O83 — E. coli 083 stimulované mDC deti alergickych matiek kokultivované
s CD4".

*p <0,05
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Obr. 12: Vplyv stimulacie pDC probiotickym kmenom E. coli O83 na indukciu Thl, Th2, Th17 a Treg
imunitnej reakcie. Nestimulované a stimulované pDC boli kultivované s naivnymi CD4" bunkami, ku
ktorym boli pridané CD3 a CD28, protilatky na stimulaciu.. Nasledne bol k bunkam pridany LAC
(Leukocyte Activation Cocktail) a detegovana pritomnost’ transkripénych faktorov a intracelularnych
cytokinov prietokovym cytometrom.

Rozdiely medzi skupinami boli $tatisticky vyhodnotené pomocou Mann-Whitney U testu.

A) Percento Tbet'CD4" Th1 buniek; Percento IFN-y'CD4" Thl buniek; Percento GATA3'CD4" Th2 buniek;
Percento IL-4"CD4" Th2 buniek; Percento IL-13"CD4" Th2 buniek;

B) Percento FoxP3'CD4" Treg buniek; Percento IL-10'CD4" Treg; Percento RORyt'CD4" Th17 buniek;
Percento IL-17A"CD4" Th17 buniek; Percento IL-22°CD4" Th17 buniek po kokultivacii pDC.

ZK — nestimulované pDC deti zdravych matiek kokultivovanych s CD4"; Z 083 — E. coli 083 stimulované
pDC deti zdravych matiek kokultivované s CD4"; AK — nestimulované pDC deti alergickych matiek
kokultivované s CD4"; A 083 — E. coli 083 stimulované pDC deti alergickych matiek kokultivované
s CD4".

*p <0,05; ***p< 0,001
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5.3 Stimulacia probiotickym kmenom E. coli O83 zvySuje koncentraciu cytokinov
v supernatante kultir mDC

Pre hodnotenie koncentracie cytokinov (TNF-a, IL-6 a IL-10) u subpopulacie mDC
bola pouzitda metéda ELISA. Detegovalo sa ich mnozstvo v supernatante kultar po 24
hodinach kultivacie s E. coli O83. V supernatante sa stanovila pritomnost’ cytokinov vo
vzorkach nestimulovanych a stimulovanych kmenom E. coli O83. U mDC bola namerana
pritomnost’ prozapalovych IL-6, TNF-a a supresorového cytokinu IL-10. Stimulécia E. coli
083 spodsobila signifikantny narast produkcie vSetkych spominanych cytokinov u mDC
izolovanych z pupocnikovej krvi deti zdravych aj alergickych matiek. Produkcia tychto
cytokinov bola vyssia po stimulacii E. coli O83 u subpopulacie mDC alergickych matiek,
aj ked’ Statisticky nesignifikantna (Obr. 13).

Z grafu vidime, Ze po stimuldcii E. coli O83 ako uZ (ZK a ZO83; p = 0,0396) tak
u A skupiny (AK a AOS83; p = 0,0049) bola detegovana produkcia IL-6 v mDC ako
signifikantna (Obr. 13a). Schopnost’ E. coli O83 indukovat’ tvorbu TNF-a bola podobna
ako v pripade IL-6. U Z jedincov vidime vyrazny signifikantny rozdiel v produkcii TNF-a
medzi kontrolnymi a stimulovanymi mDC (ZK aZO83; p = 0,0002). K eSte vicsej
produkcii po stimulacii E. coli O83 doSlo porovnanim kontrolnych a stimulovanych
vzoriek v skupine A jedincov (AK a AO83; p = 0,0079) (Obr. 13b). Hoci opédt’ mozno
pozorovat’ trend vysSich hodnot IL-6 u mDC stimulovanych E. coli O83 A skupiny, nie je
toto zvySenie Statisticky vyznamné v porovnani s mDC Z. U posledného analyzovaného
cytokinu, regulacného IL-10, vidime signifikantne vySSiu produkciu po stimulacii
E. coli O83 u Z jedincov porovnanim kontroly a stimulovanej vzorky (ZK a ZO83; p =
0,0024). Rovnaky trend bol pozorovany aj v druhej, A skupine (AK a AO83; p = 0,0013)
avsak s vidite'ne vys§im rozdielom po stimulacii E. coli O83 (Obr. 13c). Namerané data
boli Statisticky vyhodnotené pouZzitim t-testu a prezentované ako priemer so strednou
chybou priemeru (Obr. 13).

Koncentracie dalSich sledovanych cytokinov (IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-22 a
IFN-y) v supernatante kultar DC s CD4", bohuzial’, nebolo mozné statisticky vyhodnotit’,
pretoZe ich hodnoty sa nachadzali pod detekénym limitom metody ELISA.
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Obr. 13: Produkcia cytokinov dendritickymi bunkami u deti zdravych a alergickych matiek po
stimulacii E. coli O83 v porovnani s kontrolou.
Ziskané vysledky st prezentované formou stipcovych diagramov s priemerom a strednou chybou priemeru.
Rozdiely medzi skupinami boli $tatisticky vyhodnotené pomocou t-testu.

a) Sekrécia IL-6 u mDC stimulovanych E. coli 24 hod.; n=13; Z (8) a A (5);

b) Sekrécia expresia TNF-a u mDC stimulovanych E. coli 24 hod.;n=13 Z (8) a A (5);

¢) Sekrécia IL-10 u mDC stimulovanych E. coli 24 hod.; n=27; Z (16) a A (11).
ZK — nestimulované mDC deti zdravych matiek; Z O83 — stimulované mDC E. coli O83 deti zdravych
matiek; AK — nestimulované mDC deti alergickych matiek; A O83 — stimulované mDC E. coli O83 deti
alergickych matiek; ¢ — koncentracia v pg/ml.
*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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6 DISKUSIA

Vo vysledkoch diplomovej prace pozorujeme signifikantne vysSiu pritomnost
znaku CD83 na povrchu mDC po stimulécii probiotikom E. coli O83 v ramci zdravej
a alergickej skupiny. Naopak v druhej sledovanej skupine DC, pDC, nie je viditeI'ny vplyv
stimulacie probiotikom na aktivaciu tychto buniek. Po kokultivacii CD4" T-lymfocytov
s mDC pozorujeme zvySené percentudlne zastupenie IL-4 medzi zdravou a alergickou
nestimulovanou kontrolou. Bohuzial v pripade ostatnych testovanych cytokinov
a transkripénych faktorov sme nezaznamenali ziadnu dalSiu Statisticki vyznamnost.
Velmi podobnu situdciu sme pozorovali aj v pripade pDC, kde nedoslo k Ziadnym
signifikantnym zmendm ani ujedného sledované¢ho znaku. Metédou ELISA bola
detegovana koncentracia cytokinov u mDC v supernatante kultir, kde po stimulécii E. coli
083 u deti zdravych aj alergickych matiek dochadza k zvySenej produkcii TNF-o, IL-6
a IL-10. Zaroven ale nepozorujeme vyrazny vplyv probiotika E. coli O83 na polariziciu

imunitnej odpovede.

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na probioticky kmeil E. coli O83
a mechanizmus jeho G¢inku, ¢im nadvizujeme na $tadie Lodinovej-Zadnikovej, ktord ma
pozitivne vysledky s pouzitim tohto kmena [38,154]. V ramci prebiehajiceho projektu,
ktory je zamerany na objasnenie mechanizmu u¢inku pdsobenia tejto probiotickej vakciny

pri prevencii vzniku alergie, sme sa sustredili na jedine¢nu populaciu APC — DC.

Vzorky pouzité v ramci celej diplomovej prace boli ziskané z pupocnikovej krvi. Je
zname, ze bunky obsiahnuté v pupocnikovej krvi neobsahuji iba bunky dietat’a, ale aj
bunky matky. Tymi sme sa vSak v naSej praci nezaoberali. Prace Halla ef al. [155] Dawea
et al. [156] a Stevensa et al. [157] hovoria o zastipeni materskych buniek v pupoénikove;j
krvi dietat’a. Zistenia poukazuju na fakt, Ze bunky matky tvoria minoritna populaciu, a to 0,02 —
5 % buniek.

CBMC sa nezaoberala iba tato praca, ale rovnako tak aj predchadzajiice prace
v nasom laboratoriu [3,40,158-163] ¢i prace d’alSich inych laboratérii [164,165].

Pokusy prevedené a prezentované v diplomovej praci su zalozené na umelom
modele prevedenom in vitro, ktory sa mal pokusit napodobnit mozné mechanizmy
pdsobenia E. coli O83 in vivo, kde je novorodencom vcéasne postnatalne (48 hod po porode
v pouzitych $tadiach [154,158]) podand E. coli O83. V nasom pripade sa jedna o umelu
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situdciu prevedenia stimulacie a restimulacie, ktord neodpoveda prostrediu in vivo. Navyse
E. coli O83 je podand oralne a prave preto predpokladdme, Ze posobi na imunitny systém
predovsetkym prostrednictvom ¢revnej sliznice. V predchadzajicich pokusoch Lodinove;j-
Zadnikovej et al. [154] bol popisovany dlhodoby Géinok po podani probiotickej vakciny
E. coli 083, kde skiimala vplyv a pritomnost’ tejto baktérie po 10-tich a 20-tich rokoch.
Pritomnost’ nepatogénneho kmeta v ¢revnom systéme znizila pritomnost’ patogénnych
baktérii, frekvenciu infekcii ¢i potrebu antibiotickej terapie u nedonosenych novorodencov.
Po 10-tich rokoch u pred¢asne narodenych deti od podania E. coli O83 bol znizeny pocet
opakovanych infekcii. Po 10 a 20 rokoch bol nizsi aj poc€et vzniku alergii v porovnani s
kontrolnou skupinou deti (12 % vs. 33 %). Tato Stadia publikovana roku 2003 [154],
viedla kiniciacii Stadie, v ktorej sme sledovali vybrané imunologické charakteristiky
[38,162].

V inej stadii publikovanej roku 2007 [3] sledovali alergicky stav matky, vd’aka
¢omu sa dalo predpovedat, ktoré deti su v zvySenom riziku vzniku vyvoja alergie
v neskorSom veku. Deti boli nahodne rozdelené do dvoch skupin a to na tie, ktoré buda
alebo nebudu kolonizované probiotikom. Novorodencom bola podana E. coli O83 do 48
hodin po narodeni a potom pravidelne trikrat za tyzdenl v priebehu obdobia 4 tyzdnov.
V stolici bola testovana pritomnost’ probiotickej baktérie v pravidelnych intervaloch — 3.
denl po narodeni a potom 3, 6 a 12 mesiac. Dosiahli pozitivnych vysledkov, ¢o naznacuje
vel'mi dobré vlastnosti adhézie a kolonizacie tohto probiotika. Po 12 mesiacoch alergicka
diagnostika potvrdila to, Ze u osidlenych deti je men$i predpoklad vzniku alergie nez

u deti, ktoré osidlené neboli [3].

Schopnost’ probiotickej vakciny E. coli O83 indukovat’ Thl imunitni odpoved’ je
dolezita z dovodu nezrelosti imunitného systému novorodencov, ktory maji prevahu Th2
odpovede. AvSak potlacend Thl odpoved’ spolu s dozrievanim imunitného systému
novorodencov by mohla viest’ k vzniku alergie. Toto by mohol byt mozny mechanizmus
ako E. coli O83 mdze zabranit rozvoju alergii atak podporit’ vyzrievanie imunitného
systému novorodenca. [166]. Z vysSie uvedenych dévodov sa ako vhodna probioticka
vakcina javi pouzitie kmena E. coli O83, ktory vykazuje pozitivne u€inky na maturaciu
imunitného systému novorodencov in vitro [38,154].

V niektorych klinickych §tudidch boli pouzité aj iné probiotické kmene
(Lactobacillus, Bifidobacterium) s pozitivnym vysledkom pri podavani prenatalne

aj postnatalne [167]. Efekt gram pozitivnych probiotickych baktérii u CBMC na uz
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spominany nezrely imunitny systém novorodenca pozoroval aj Kopp et al. [165]. Zistenia
v uvedenej §tadii naznacuju, ze stimuldcia LGG u alergikov nema in vivo ziadny efekt v
oboch skumanych skupinach. In vitro vSak dochddza u stimulovanej aj placebo skupiny k
narastu produkcie IL-10, IL-13 a IFN-y. Nejednotnost’ vysledkov (zniZenie vzniku alergie
po podani probiotik) pritomnych v pouzitej literatire modze byt sposobena pouzitim
réznych probiotickych kmeniov v inych ¢asovych obdobiach, rovnako tak aj nejednotnost’
skimanych parametrov a vySetrovacich metod. Avsak pozitivneho uc¢inku sa docielilo
u probiotického kmena Colinfant Newborn (E. coli O83), ktorého mechanizmus tc¢inku
eSte nie je dostatoCne objasneny [3,154,168]. Porovnavat’ u€inky rdznych probiotickych
baktérii je vel'mi zlozité, pretoze ich uCinky sa liSia v zavislosti nie len od druhu, ale

navyse aj roznych kmeniov dané¢ho druhu [36].

Na objasnenie schopnosti E. coli O83 indukovat’ maturdciu DC sme pouzili DC
ziskané in vitro po frakcii mononuklearnych buniek pupocnikovej krvi [161,162].
Predchadzajuce merania v laboratériu naznacuju, ze najcitlivejSim a najvhodnejSim
markerom poukazujicim na maturdciu DC je molekula CD83. Podobnych vysledkov
docielili aj Ebrahimi et al. ¢i Aerts-Toegaert et al. [91,167]. MnozZstvo laboratorii, ktoré
skimali molekulu CD83 zistili, Ze hrd nepostradatelnu tlohu pri aktivacii buniek na
periférii a rovnako tak je potrebnd na spravne vyzretie CD4 T-lymfocytov [91,168,169]
alebo B buniek in vivo [170]. Na zaklade vysledkov, nie len naSich ale aj s inymi
laboratériami, povazujeme molekulu CD83 za najlepsi marker zrania DC medzi ostatnymi
testovanymi.

Stimulacia probiotickym kmenom E. coli O83 podporovala indukciu maturacie
mDC deti zdravych a alergickych matiek. Tato stimuldcia bola vysSia u alergickej skupiny
v porovnani s kontrolnou skupinou. Stimuldcia probiotickymi bakteridlnymi kmenmi
pozitivne ovplyviiuje aktivitu imunitného systému a zniZuje riziko rozvoja alergii na
zéklade podpory vyzrievania Th1 imunitnej odpovede [166]. Rovnakého vysledku docielili
aj v predchadzajicich $tadiach v naSom laboratoriu, ktoré opisuju zvySenu reaktivitu
buniek pupocnikovej krvi novorodencov alergickych matiek v porovnani s matkami
zdravymi [158,160,161]. Vplyv E. coli O83 na indukciu maturacie bol vyraznejsi u CD83"
CDI1c" mDC ato dokonca signifikantne oproti CD83" CDI123" pDC [166]. E. coli
obsahuje ako sucast’ bunkovej steny LPS a je rozpoznany pomocou TLR4 a ten maji na
sebe aj mDC, naopak pDC rozpoznavaju iné¢ TLR. [169]. Pravdepodobne preto si mDC

stimulované baktériou lepSie ako pDC.

73



E. coli 083 zvyS$uje percento CD83" mDC

U mDC je vidiet, Ze dochadza k signifikantnému zvy$eniu CD83" u A skupiny po
stimulécii E. coli O83 (Obr. 9) o koreluje s vysledkami prace Sukenikovej et al., ktora sa
venovala populacii mDC ziskanych in vitro z prekurzorovych buniek pupocnikovej krvi
[159]. V jej praci bola rovnako ako v tejto praci spracovdvand pupocnikova krv a pouzity
rovnaky probioticky kmen E. coli O83. Po stimulécii E. coli O83 dochadza u A jedincov
oproti Z k vyraznejsej aktivacii stimulovanych buniek. Stiipa marker DC CD83", ¢o znaéi
aktivovanejsie a zrelSie DC.

Dendritické bunky maju Siroké uplatnenie, predovSetkym patria medzi
najdolezitejSie APC, takisto uruju imunitné reakcie na Siroké spektrum antigénov vratane
alergénov a mikrobidlnych stimulov. Podl'a zisteni Jiaoa ef al. je pre DC zaujimavy prave
vplyv probiotik v kontexte s alergénmi a mirobidlnymi stimulmi ato tym, Ze expozicia
novorodenca mikrobidlnymi zlozkami je inhibicnd pre vyvoj alergickych reakcii
v dospelosti; d’alej to vedie k zmenam vo fenotype a funkcii DC v dospelosti [170].
Dolezité je spomentt, Ze ich vyskum prebiehal na mySiach, kde im i§lo o skiimanie u¢inku
alergickych reakcii po vystaveni novonarodenych mysi usmrtenou baktériou Chlamydia
muridarum kratko po ich narodeni (5.-6. den).

Diplomova praca porovnavala rovnako vplyv expozicie probiotickej baktérie na
procesy zucastnujlice sa v rozvoji alergickej reakcie, nie v§ak na mysiach, ako vo vyssie
spomenutej praci, ale s pouZzitim pupocnikovej krvi deti zdravych a alergickych matiek.

V predchadzajucej kapitole vysledky (viz kap. 5) bola popisané zvySena pritomnost’
CD83 na mDC po stimulacii E. coli O83; mierne zvySena bola aj upDC, avSak
nesignifikantne. Detekcia zvySenej pritomnosti CD83 na mDC deti alergickych matiek
v porovnani so zdravymi, je v sulade s predchadzajucimi pozorovaniami zvySenej
reaktivity CBMC u Zizky et al. [160] a génovou expresiou u mDC podla Hrdého et al.
[161]. Praca Hrdého sktimala pdsobenie in vitro za pouzitia moDC (Monocyte Derived
Dendritic Cells) deti zdravych a alergickych matiek, avSak k stimuldcii pouzivala nie E.
coli 083, ale LPS (Lipopolysacharid). V ramci tejto diplomovej prace nebolo LPS pouzité
ako dalsi stimulant kvoli nedostatonému poctu buniek (vyizolovanych mDC)
z pupocnikovej krvi. V ich pripade bola pouzitd véacsia skupina jedincov, a to viac ako 50
z oboch pozorovanych skupin. Data st porovnatel'n€, pretoze rovnako ako v tejto praci boli

merané metodou prietokovej cytometrie, za pouzitia rovnakych médii.

74



Molekula CD80 sa nenachddza na nezrelych DC [171] u pred¢asne narodenych
deti, ale mala by byt pritomna na bunkovom povrchu DC u deti narodenych v termine po
stimulécii LPS [172]. Toto pozorovanie nemozeme preukazat’, pretoze v diplomovej praci

bola pouzita iba molekula CD83, ako najvhodne;js$i marker na indukciu maturacie DC.

Kokultivicia mDC a pDC stimulovanych E. coli 083 s naivnymi CD4" T bunkami

Kokultivacie buniek sme pripravovali podla vSeobecného abezne pouzivaného
protokolu [175].

V tejto praci sme na stimuldciu buniek pouzivali LAC, ktory obsahuje phorbol ester
PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), ionomycin a proteinovy transportny inhibitor Golgi
plug (Brefeldin A) ', ktory zabrafiuje fuzii Golgiho vackov s membranou; zabrafiuje
extracelularnemu transportu intracelularnych cytokinov. Autori viacerych dostupnych
studii [173-176] pouzivaju jednotlivé zlozky potrebné na stimulaciu buniek, nie ich zmesi. Je
zname, ze po stimuldcii PMA dochadza k internalizacii molekuly CD4. Preto bunky
stracaji CD4 (straca sa z povrchu buniek) a javia sa ako menej pozitivne pre znak CD4,
¢im je vyber populacie tazsie odlisit’ [177,178]. Viaceri autori vo svojich pokusoch bunky
po inkubacii fixuji 2% formaldehydom z dévodu internalizacie CD4 po stimulacii PMA
s ionomycinom [146,176].

Tri dni pred analyzou vzoriek prietokovym cytometrom sme k bunkdm pridavali
protilatky proti CD3 a CD28, ktoré sa rutinne pouzivajl, a st dolezité na aktivaciu buniek
[176,179]. Bez ich pouZitia boli pozorované len marginalne hodnoty. Ich pridanie mohlo

sposobit’, Ze rozdiel medzi stimulovanou a kontrolnou vzorkou zmizol.

Existuje niekol'ko typov kontrol, podl'a ktorych vieme oznacit' skimané populacie
bunick — FMO (Florescence Minus One), INCs (Internal Negative Controls),
nestimulovand kontrola a izotypova kontrola. Pouzivaji sa na identifikaciu populécie,
ktord je nie len predmetom ziujmu, ale tiez rozhodujica pre zlepSenie procesu analyzy
a konzistencie dat '°. Podl'a lanku Maeckera a Trottera uverejnenom v Cytometry [180], je
najlepSia nestimulovana kontrola. To je dovod, pre€o sme sa rozhodli tymto spdsobom
ohraniCit’ populdcie buniek aj vtejto praci. Uvadza sa, ze je presnejSia pre urCenie

pozitivnych a negativnych populacii. Vo vécsine pripadov je ovela dolezitejSou oproti

'® BD Pharmingen. 2015.
' BUSHNELL, T. 2015.
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FMO a izotypovej kontrole (Priloha 5). Koncepcia izotypovej kontroly spoc¢iva v tom, ze
sa jedna o bunkovl suspenziu znafenych irelevantnou protilatkou s rovnakym izotypom
ako je cielovd protilatka a farbend rovnakym fluorochrémom. Tym je umoZnena
identifikacia vézby urcenej Specifickym izotypom protilatky. Okrem nestimulovanych
kontrol st délezité aj pozitivne biologické porovnavacie kontroly. Vo funkénych testoch
modzu byt vzorky stimulované mitogénom, napriklad PMA + ionomycin, alebo skupinou
peptidov s vysokou reaktivitou medzi Sirokym spektrom jedincov [181].

Pre spravny vyber populacii buniek pouzitych pri analyze, sme spravili dodatocny
experiment pre tato pracu (na jednej vzorke), kde sme porovnéavali ako nestimulovanu
kontrolu, tak stimulované vzorky. Jednu skupinu buniek sme stimulovali LAC, cize
klasickym spdsobom, ktory bol pouzity v celej praci. Potom sme sa pokusili spravit’ test
bez pouzitia LAC. V tomto pripade sme pouzili Golgi plug, ktory inhibuje sekréciu
cytokinov (Priloha 4). Je zrejmé, Ze najlepsich vysledkov dosiahneme pouzitim nestimulovanej
kontroly [179,180]. V nasom pripade by pri pouziti FMO kontrol doslo k useknutiu jednotlivych
populacii. BohuZzial’ nenasli sme Ziadnu ucelenu pracu, ktora by zobrazovala rozdielnost’ po
pouziti odlisnej stimuldcie (pouzitim CD3, CD28, LAC, Golgi plug ako v naSom pripade) na
jednom type buniek.

Charakterizaciu pritomnosti intracelularnych cytokinov a transkripénych faktorov
pomocou prietokove] cytomerie mézeme vyuzit' na urCenie toho, aka bunka, respektivne
akd subpopulacia T-buniek dany cytokin tvori. Metdoda ELISA ndm naopak umozZiuje
ziskavat’ informécie o koncentrécii cytokinu, ktory je uvolneny do supernatantu kultary.
Nie vSetky znaky vSak bolo mozné detegovat’ sucasne vSetkymi zvolenymi metddami.
Rovnako tak Dusilova *° vo svojej diplomovej praci, kde stimulovala CBMC alergénmi
nedosiahla rovnakych vysledkov (napriklad pouzitie réznych metdd, nie je namerana
rovnaka hodnota). V tejto praci boli pozorované rozdielne vysledky ziskané pomocou
prietokovej cytometrie v porovnani s metddou ELISA. Intracelularna produkcia cytokinov
bola sledovand len v CD4" T-bunkach, avsak ELISA sledovala cytokiny tvorené vietkymi

bunkami.

Analyza transkripénych faktorov a intracelularnych cytokinov charakteristickych

pre rozne subpopulacie CD4" T-lymfocytov kokultivovanych s probiotickou baktériou

2 DUSILOVA, A. 2012.
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stimulovanych DC spocivala v porovnani miery ich expresie (Th1 — T-bet, IFN-y; Th2 —
GATA3, IL-4, IL-13; Th17 — RORyt, IL-17A, IL-22; Treg — FoxP3, IL-10).

Metoddou prietokove] cytometrie sme nepozorovali ziadny efekt po stimuldcii
E. coli O83 na zmenu proporéného zastupenia transkripcnych faktorov aich cytokinov
charakteristickych pre jednotlivé subpopulacie CD4" T-lymfocytov. Po niekol’ko
hodinovej stimuléacii LAC a protilatkami proti CD3 a CD28 sme detegovali nizke hodnoty
transkripénych faktorov a prislusnych cytokinov (maximalne do 15%) u oboch skiimanych
subpopulécii. Praca Peoples et al. [182] popisuje stimuldciu buniek pupocnikovej krvi
bakteridlnym kmetiom FE. coli (ale aj kmenmi Streptoccoccus skupiny B - GBS,
Staphylococcus epidermidis a Lactobacillus plantarum), kde detegovali vysSie zastipenie
CD4" T-buniek tvoriacich ako IL-10, tak IFN-y prave po ich stimulacii. Rozdiel medzi
touto a ich pracou spocival v pouziti plnej CBMC [182]. Nizke hladiny IFN-y produkované
po stimuldcii PBMC alebo CBMC u deti s anamnézou alergii v rodine pravdepodobne
vysvetluju preco je u deti alergickych matiek hladina IFN-y zniZzena [182]. Nizkych hodnot
sme dosiahli aj v nadej praci, aviak nie su signifikantne znizené u A skupiny (Obr. 11A) 2",
Nizke hodnoty IFN-y nameral aj Boix ef al. pri pokuse s plnou periférnou krvou 2,

Prace Contrerasa et al. [134] a Prescottovej et al. [166] popisuju nizku expresiu
IFN-y u alergickej skupiny stimulovanej 1 nestimulovanej. Detom v §tidii Contreasa et al.
bola odobrandé PBMC a nasledne stimulovana PHA alebo beznymi alergénmi (prach,
macka). V supernatante po stimulacii alergénom detegovali hladinu IFN-y po 60 hodinach.
Préaca Farkasa et al. popisuje mierne zvySenu produkciu IFN-y po stimul4cii alergénom u
DC vSeobecne, avSak vyssia produkcia bola pritomna u pDC, nez u mDC. Vysledky tejto
prace poukazujl, ze stimulacia nemala Ziadny efekt na skimany cytokin [183]. Zaujimavé
zistenie nam ponuka praca Danisa ef al., ktord popisuje nie len hladinu IFN-y v CBMC, ale
porovnava ju aj s hladinou tohto cytokinu u dospelych jedincov [184]. Zistili, ze hladina
tohto dolezitého cytokinu je u novorodencov vel'mi nizka, v podstate priam nulova. Toto
zistenie porovndvali aj ELISA testom a vysledky boli totoZné, avsak iba so 6 vzorkami.

Signifikantne vysSiu expresiu T-bet u Z jedincov popisali v praci Vale-Pereira et
al., kde u alergickych jedincov (astmatikov) bola jeho expresia nizka [185]. Naopak
mierne zvySenu expresiu tohto transkripéného faktora u A popisuje praca Sukenikovej et
al. [159] tak isto nesignifikantne, ako tomu bolo aj v pripade tejto prace u pDC. Naopak

u mDC sme rovnakych vysledkov nedosiahli.

' MARSCHAN, E., 2007.
2 BOIX, F. et al., 2018.
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Nitsche et al. pozorovali rozdielnu odpoved po stimuldcii ionomycinom
a protilatkami proti CD3 a CD28 u CBMC a PBMC v réznych ¢asovych intervaloch (0 -
100 hod). U CBMC popisuju  defektni expresiu transkripcného faktora T-bet, ¢im
potvrdzuji neschopnost’ imunitného systému novorodencov pri indukcii adekvatnej
odpovede Thl [186]. Niektoré prace CBMC neuvadzaju informaciu o sposobe porodu, ¢o

by mohlo mat’ vplyv na vysledok [187].

Expresia GATA-3 je dostacujuca pre expresiu IL-5, ale pre IL-4 nepostacuje,
popisuje Marschan et al.. Medzi IL-4 a ostatnymi cytokinmi nepozoruji Ziadnu korelaciu.
Popisujt ju vSak medzi expresiou IL-5 a IL-13 s expresiou GATA-3 [187]. Ich praca je
moznym vysvetlenim pre odliSnost” jednotlivych Th2 cytokinov. V diplomovej préci nie je
rozdiel v zastipeni buniek po stimulécii probiotikom E. coli O83 u oboch skumanych
skupin.

Spinozzi et al. pomocou prietokovej cytometrie detegoval priblizne dvojnasobnu
produkciu IL-13 u CBMC deti alergickych matiek oproti zdravym matkdm po stimulacii
PMA sionomycinom a nasledne Brefeldinom A (5 hod PMA + ionomycin a3 hod
Brefeldin A). Pri analyze sme tento trend zaznamenali iba v malo pripadoch, ale vo
vSeobecnosti podl'a Statistiky vieme povedat, Ze sa dany vysledok odliSuje u obidvoch
skimanych subpopulacii DC (Obr. 11 a 12), ¢o je v rozpore s pracou Spinozziho et al.
[173]. Olssonova et al. [188] popisuje, Ze u IL-13 nepozorovali Ziadny narast po stimulacii
alergénom, ¢o sa zhoduje s vysledkami tejto prace. Jej praca bola vykondvana nie
s pupocnikovou, ale s periférnou krvou u pacientov s alergiou, priCom kontrolu tvorila
kohorta 5 pacientov bez alergie. Zbierali supernatant po 5 dilovej stimulécii alergénom,
kde detegovali hladinu cytokinov. Inych vysledkov docielil Tulic et al. [189], kde
porovnaval DC v ramci Z a A deti. Ich vysledky poukazuju, ze IL-13 bol signifikantne
vys$8i v ramci A skupiny. Rovnako tak praca Hrdého et al. [163] popisuje zvySenie
produkcie IL-13 u CBMC deti alergickych matiek v porovnani so zdravymi matkami po
stimulacii PHA (Phytohemaglutinine). Vzhl'adom k pouzitiu inej bunkovej populdcie,
stimulantu a odliSnym podmienkam kokultivacie, sa tieto vysledky daju len ciastocne
porovnat’ s tymi, ktoré st uvedené v diplomovej praci.

U kontrolnych vzoriek deti zdravych a alergickych matiek bola pozorovana
signifikantne vysSia produkcia IL-4 vrdmci zdravej skupiny, ¢o je v sulade
s predchadzajucim vysledkom nasho laboratéria [158]. Prescott ef al. [190] ako aj Hrdy et

al. [158] popisali v svojich pracach signifikantne nizsiu produkciu IL-4 u alergicke;j
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skupiny. Vo svojich pracach detegovali hladiny cytokinov z mononukledrnych buniek
pomocou qRT-PCR (quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) a ich vysledok
detekcie IL-4 bol signifikantne nizsi u deti alergickych matiek v porovnani so zdravymi.
Prescott et al. hovori, Ze v novorodeneckom imunitnom systéme prevazuje Th2
odpoved’ a je teda dolezité postnatilne stimulovat’ Thl, aby sa zabranilo oneskorenému
vyzrievaniu imunity a dlhodobej dominancii Th2 a predist’ tak vyvoju alergickych ochoreni

[191]. K podobnym zaverom dospela aj Stadia Basha et al. [192].

Vale-Pereira et al. [185] pozoroval expresiu transkripéného faktora FoxP3 nie
v pupocnikovej, ale v periférnej krvi, a porovnavali ju s astmatikmi a zdravymi kontrolami.
Zistili, ze FoxP3 je signifikantne zvySeny u zdravych jedincov v porovnani s astmatikmi.

Imunosupresivne vlastnosti IL-10, ktory je produkovany Treg bunkami,
napomahaji k ochrane pred rozvojom alergie, avSak pri rozvinutom alergickom ochoreni
dochadza k poruche ich funkcie [193]. Farkas et al. [183] popisuje, Ze po stimulacii
alergénom bola produkcia IL-10 uCD4" T buniek kokultivovanych s pDC zvysend
u zdravych jedincov, ¢o nie je v sulade s naSou pracou, kde sledujeme nesignifikantné
znizenie u zdravych jedincov oproti alergickym. Matta et al. vo svojej praci piSe o tom, ze
produkcia IL-10 bunkami kokultivovanymi s pDC nestvisi s alergiou [194]. Funkcia IL-10
sa okrem alergie prejavuje predovsetkym u tolerogénnych mechanizmov v transplanticii,
autoimunite a u malignit [194]. Kassianos et al. popisuje v rdmci Z skupiny po stimulacii
kmeniom E. coli (kment XL1-Blue, Invitrogen) vyrazne zvysSenu hladinu protizdpalového
IL-10 v porovnani s kontrolami u mDC indukovanych Treg-ov, zatial ¢o v diplomovej
praci nepozorujeme rozdiel v stimulacii £. coli O83 [195]. Amoudruz et al. [196], Ismail et
al. [197] aHrdy et al. [162] vo svojich pracach publikovali signifikantne niz§iu expresiu
IL-10 u A skupiny. V praci Ismaila ef al. boli pozorované nizke hladiny IL-10 po
stimulacii CBMC novorodencov alergickych matiek inaktivovanym kmenom
Lactobacillus rhamnosus.

Vplyv probiotickej baktérie na indukciu regulacného cytokinu IL-10 bol popisany
viacerymi autormi, konkrétne Contrerasom et al. [134], Niersom et al. [176], Yu et al.
[244], Hrdym et al. [162].

Mengom et al. aHrdym et al. bola preukdzand zniZena sekrécia IL-10 Treg
bunkami u deti alergickych matiek [162,198].

Th17 aTreg sa dolezit¢ pocas infekcie na udrziavanie zapalovej odpovede

a rovnako tak st dolezité pri patogenéze alergickych autoimunitnych ochoreni. de Roock et
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al. vo svojej stadii skumal odlisni odpoved novorodeneckého a dospelého imunitného
systému. Zo skimanych znakov IL-17 a FoxP3 sa ukazalo, ze novorodenecké T bunky
produkovali vyrazne vyssie hodnoty CD4 FoxP3" [199]. Nase vysledky poukazujii na
priblizne rovnaké vysledky u IL-17A a FoxP3, o je v rozpore s touto pracou.

Transkripény faktor Th17 imunitnej odpovede RORyt a jeho prisluchajuci cytokin
IL-17A sme detegovali v pomerne nizkych hladinach. ESte nizSie percentualne zastipenie
IL-17 (okolo 3%) nameral Boix et al. vo svojej $tadii ». Dalej detegovali aj IL-10,
u ktorého namerané hodnoty boli nizke. Ako mézeme vidiet' na obrazku v prilohe 6, pri
ohrani¢eni populacie u IL-10 dochadza k useknutiu pozitivnej populacie. V studii vSak nie
je uvedené aky typ kontroly a pre¢o dané ohranienie (gateovaciu stratégiu) pouzili >.
Rovnako aj v praci Stoppelenburga et al. [174] popisuji, ze CBMC produkuja malo IL-
17A ¢ modze byt spdsobené nizkou expresiou RORyt. Vysledok je v stlade snaSou
pracou, ako aj s predchadzajucimi publikovanymi vysledkami [199,200], kde krv

novorodencov obsahovala menej Th17 buniek v porovnani s dospelymi jedincami.

B BOIX, F. et al., 2018.
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Stimulacia DC probiotickym kmenom E. coli O83 zvySuje produkciu cytokinov

Metodou ELISA bola stanovovana produkcia TNF-a, IL-6 a IL-10 v supernatante
kultar po 24 hod stimulacii mDC probiotickou E. coli O 8§3.

E. coli O83 stimuluje produkciu IL-10 ako u Z, tak A deti (Obr. 13). IL-10 ako
dolezity imunoregulaény cytokin podporuje vznik Treg. ZvySena hladina IL-10
v alergickej skupine by mohla predstavovat kompenza¢ny mechanizmus v skupine so
zvySenym rizikom, avSak stale bez alergickej manifestacie, k comu vo svojej praci dospel
aj Zizka et al. [40]. Kopp et al. vo svojej praci sledoval vplyv ako prenatalneho, tak
postnatalneho podavania probiotického kmena Lactobacillus rhamnosus GG (LGG).
Vakcinu podévali matkam pred porodom a pocas porodu im bola odobrana krv. Rovnako
tak bola postnatalne odobrand aj pupocnikové krv. U nestimulovanych kontrol (u CBMC)
nepozorovali ziadny efekt medzi LGG atzv. ,placebo skupinou® naopak po in vitro
stimuldcii tymto kmefiom pozorovali vyrazné uvolnenie IL-10 ako u CBMC, tak aj
PBMC [165]. Niers et al. [176] pozorovali, ze T-bunky stimulované¢ pomocou
Bifidobacterium bifidum u maturovanych DC produkovali signifikantne vdcSie mnoZstvo
IL-10 oproti DC, na ktoré posobil len maturaény faktor. Dan4 praca vyzdvihuje prinos
bakteridlneho kmena rodu Bifidobacterium u DC novorodencov pri stimulacii imunitného
systému a prevencii alergickych ochoreni pri pokuse in vitro. Dand baktéria najviac
stimulovala produkciu cytokinov IL-6 a TNF-a [176].

Metddou ELISA sa potvrdila zvySend reaktivita CBMC u deti, ktorych matky trpia
alergiou. Stiidia Meng et al. sa zaoberala bunkovou populaciu Treg z CBMC a PBMC
u jedincov s alergiou a bez alergie. Vykonali 3 dilovl stimulaciu pomocou peptidoglykanu,
alebo lipopolysacharidu A anéaslednymi meraniami zistili znizené mnozstvo IL-10
a FoxP3 u alergikov a u jedincov s pozitivnou rodinnou anamnézou [201]. Vysledky nésho
laboratéria ukéazali naopak narast mnozstva IL-10 v sére z pupocnikovej krvi u deti matiek
s alergiou [40]. Tento jav je mozné vysvetlit ako snahu organizmu o kompenzaciu
u jedincov, pri ktorych hrozi rozvoj alergie. Dalsia praca [202] porovnavala stimulaciu
pomocou E. coli a G+ baktérii, pricom stimulacia E. coli mala za nasledok nizSie hladiny
IL-10 nez G+ bakterialna stimulacia. Dalim vysledkom tejto prace je zvysenie hladiny
FoxP3 pozitivnych buniek po stimuldcii [202]. Celkovo je vSak wvplyv rdznych
bakterialnych kmenov rozny, ¢o potvrdili aj iné Studie pri stimulacii PBMC G+ baktériami,
kedy dochadzalo az k 500 nasobnému zvySeniu koncentracie [203]. Stimulacia kmetiom

Lactobacillus rhamnosus v pokusoch sposobila narast produkcie IL-10 [165].
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U IL-6 a TNF-a dochadza k nes$pecifickej aktivacii LPS vd’aka E. coli ato z toho
dovodu, ze E coli ma vacsinu LPS exprimovanych na vonkajSej membrane [169]. Zvysené
hladiny TNF-0, a IL-6 po stimulacii alergénom u alergikov boli pozorované rovnako aj

v praci Olssona et. al. [188], kde vSak ich analyza bola robena s pouzitim periférnej krvi.

DalSie moZnosti napredovania vyskumu

Velka Cast’ vyskumu tejto prace nie je uplne najvhodnejsia, a preto ani jej vysledky
nie su pouzitelné pre pripadné nadvédzovanie. Aby sme mohli jednoznacne vyvodit’ zaver,
pripadne pokracovat’ v d’alSej analyze, chcelo by to d’alSie merania a kontroly pre zlepSenie
konecného vysledku.

Som si vedoma toho, ze po separacii DC sme ziskavali vel'mi nizke mnozstva
buniek, s ktorymi sa dalo pracovat), ale i napriek tomu by stalo za vyskuSanie pouzit’ aj iné
znaky ako CD83 anasledne vysledky porovnat’ s ostatnymi pracami, nie len z nasho
laboratoria. Ako d’alSie vhodné znaky na meranie by mohli byt CD80, pripadne MHC-II.

DC sme stimulovali probiotickou baktériou E. coli O83. Aj v tomto pripade by bolo
dobré porovnanie tohto kmena s inym kmenom, napr. E. coli Nissle a vplyv jeho stimulacie
na DC. Ako pozitivhu kontrolu by sme pouzili LPS. Bohuzial’, ani toto nebolo mozné
uskuto€nit’ v rameci tejto diplomovej prace z dovodu malého mnoZstva buniek, kedZe
bunky pochédzali priamo z CBMC.

V ramci ELISA metddy vidim dobry potencidl na d’al§iu pracu v tom, Ze by sa dali
sledovat’ hladiny jednotlivych cytokinov v CBMC, pri¢om by sa porovnavali s PBMC

ziskanou od matky.

Ak by sme mali moZnost’ robit” experimentalnu cast’ z kokultivacii buniek znovu,
bolo by dobré spravit’ zopar zmien. Pre lepsiu &istotu a istotu toho, e sme ziskali CD4"
populaciu buniek vidim nepostacujuce iba pouzitie jednej protilatky (CD4). Pre ziskanie
CD4 populécie sa casto pouziva CD3, CD45 pripadne aj CDS8 protilatka [204-206].
Rovnaky postup s vyuzitim nie len CD4, ale aj CD3, CD8 a CD45 sa pouZziva rutinne
v klinickych laboratériach (Priloha 7).

Medzi d’alSie opatrenia pre lepSie oSetrenie experimentu by bolo dobré doplnit’

viacero kontrol. V danom pokuse, kde sa na intracelularne farbenie pouziva vel'a znakov je

vel'mi dobré izotypova kontrola, aby sme zistili, ¢i je dané znacenie Specifické alebo nie.
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Lepsie vysledky by mohol priniest’ pokus blokovat’ bunky proteinom. Na blokéciu
Fc receptorov sa najcastejsie pouziva albumin, FTS, pripadne mysie sérum.

Ak uz na zaciatku vidime, ze dochadza k nesSpecifickému znaceniu protilatkou,
pokusit’ sa bunky lepSie a viackrat premyvat’.

CD4 protilatku sme pridavali na zaciatku protokolu o intracelularnom farbeni.
Mohlo by sa vyskusat’ pridat’ anti-CD4 spolu s ostatnymi protilatkami s konjugovanymi
fluorochromami po fixécii a permeabilizacii.

V naSom experimente sme pouzivali LAC na 5 hodin pred zaciatkom farbenia. Ako
d’al§ie porovnanie by sluzila kontrola, kde by nebol pritomny Brefeldin A. V LAC je
obsiahnuty prave Golgi plug (Brefeldin A), ktory je v porovnani s Golgi stop (monensin)
viac toxickejsi.

Je vSeobecne zname, ze kazdy cytokin potrebuje iny €as pre svoju stimulaciu.
V nasom pokuse sa vsetky cytokiny stimulovali rovnaky ¢as. To je tiezZ moznost’, preco
sme ich dokazali detegovat’ tak malo.

Ked’ze kazdy pacient je vzdy iny a nevieme vopred urcit’, ako sa buda jeho bunky
spravat’ (kazdy jedinec moze mat’ inu neSpecifickt védzbu protilatky), bolo by vhodné mat’

od kazdého urobenu nestimulovant kontrolu, ako d’alSiu kontrolu.
Vsetky tieto veci ako by sa dala praca optimalizovat’ su na velmi dlhy a naro¢ny

vyskum. V ramci diplomovej prace to vSak nie je mozné uskutocnit a v koneCnom

dosledku by to neumoziiovala ani finan¢na naro¢nost’.
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ZAVER

Cielom prace bolo uskuto¢nit’ analyzu vplyvu E. coli O83 na produkciu cytokinov
a transkripnych faktorov v subpopulacii DC po ich ziskani izolaciou in vitro. Bol
porovnany vplyv stimuldcie DC medzi detmi zdravych a alergickych matiek a taktiez bola
pozorovana produkcia cytokinov metodou ELISA.

Nase vysledky ukazali Statisticky vyznamné zvySenie pritomnosti aktivacného
znaku CD83 na mDC po stimulécii E. coli O83 u deti alergickych matiek v porovnani s
detmi matiek zdravych. Naopak u pDC neboli zistené Ziadne vyznamné rozdiely medzi
zdravou a alergickou skupinou, ¢o potvrdzuje, Ze pDC nedokazu zachytavat’ bakteridlny
LPS s takou efektivitou, s akou to robia mDC.

Po kokultivacii mDC s CD4", bez stimulacie s E. coli 083, doslo k zvySeniu
produkcie IL-4 u CD4" T buniek u deti zdravych matiek v porovnani s CD4" T bunkami
deti alergickych matiek. Mozeme povedat, ze E. coli O83 indukuje maturaciu DC a
produkciu IL-4 u CD4" T buniek kokultivovanych s mDC. U pDC sme nezaznamenali
7iadne rozdiely medzi zdravou a alergickou skupinou, ani po kokultivacii s CD4" T
bunkami.

V supernatante kultir mDC po 24 hodinovej stimulécii E. coli O83 sme pozorovali
signifikantne zvySené koncentracie cytokinov TNF-a, IL-6 alL-10 v porovnani s
kontrolami. U alergickej skupiny bola detekcia po stimulacii E. coli O83 Statisticky
vyznamna pri vSetkych skimanych cytokinoch v porovnanim s kontrolami.

Nase vysledky poukazuji na signifikantne vysSiu reaktivitu nestimulovanych
buniek pupocnikovej krvi zdravej skupiny oproti alergickej. Tato vysSia reaktivita by
mohla vysvetl'ovat neadekvatnu imunitni odpoved’ po stretnuti s pripadnym alergénom.

Z vysledkov uvedenych v diplomovej préci nie je mozné jednoznacne uzavriet’ celu
problematiku. Na jej objasnenie by sme potrebovali vacsiu kohortu pacientov — ako deti
zdravych, tak alergickych matiek. Rovnako by bolo dobré rozsirit metodicka Ccast,
napriklad aj o vysledky z qRT-PCR. Preto by experimenty objasiujuce ucinok pdsobenia

probiotickej vakciny E. coli O83 mali nad’alej pokracovat’.
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PRILOHA 1

Zoznam katalégovych cisel protilatok, niektorych roztokov a reagencii

- (D83 anti-human
- CDllc anti-human
- CDI123 anti-human
- CD4 anti-human

- T-bet anti-human

- T-bet anti-human

- GATA3 anti-human
- GATA3 anti human
- IL-4 anti-human

- IL-4 anti human

- IL-13 anti-human

- IL-13 anti human

- IFN-y anti-human

- IFN-y anti human

- RORyt anti-human
- FoxP3 anti-human
- IL-22 anti-human

- IL-22 anti-human

- IL-17A anti-human
- IL-17A anti-human
- IL-10 anti-human

- IL-10 anti-human

PE

PE-Cy7
FITC
APC-Cy7
FITC

FITC

PE

PE

PE-Cy7
PE-Cy7

APC

APC
PerCP-Cy5.5
PerCP-Cy5.5
FITC

APC

PE

PE
PerCP-Cy5.5
PE-Cy7
PE-Cy7
PE-Cy7

- Leukocyte Activation Cocktail (LAC)

- CD3 (na stimuléciu buniek)

- CD28 (na stimulaciu buniek)

- Histopaque

- RPMI Medium 1640 Lonza

- RPMI-1640 Sigma
- Diluent Buffer
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1P-677-T100  (Exbio, a. s.)
T7-529-T100 (Exbio, a. s.)
1F-700-T100  (Exbio, a. s.)
T4-359-T100  (Exbio, a. s.)
561266 (BD Bioscience)
3824055 (SONY)
653804 (BioLegend)
3869015 (SONY)
500824 (BioLegend)
3104115 (SONY)
501907 (BioLegend)
3109540 (SONY)
560704 (BD Bioscience)
3112625 (SONY)
563621 (BD Bioscience)
1A-601-C100 (Exbio)
366704 (BioLegend)
3176515 (SONY)
560799 (BD Bioscience)
3107095 (SONY)
501420 (BioLegend)
3107095 (SONY)
550583 (BD Bioscience)
16-0037-85 (eBioscience)
16-0289-85 (eBioscience)

10771-100ML (Sigma- Aldrich)
BE12-167F (BioWhittaker)
R8758-500ML(Sigma- Aldrich)
51-9008101 (BD Bioscience)



Fix/Perm Buffer

Transcription Factor Perm (Wash Buffer)

BSA

Tween

Myeloid Dendritic Cell Isolation Kit; human

CD34 MicroBead Kit; human
CD4" Tcell Isolation Kit; human

MACS Buffer

MACS Separation Columns

51-9008100 (BD Bioscience)
51-9008102  (BD Bioscience)
A7030-100G (Sigma- Aldrich)
27-434-8 (Sigma- Aldrich)
130-094-487 (Miltenyi Biotec)
130-046-703 (Miltenyi Biotec)
130-096-533 (Miltenyi Biotec)
130-091-222 (Miltenyi Biotec)
130-042-201 (Miltenyi Biotec)

Cytokiny pre stavovenie ELISA testom — vSetky od firmy R&D Systems (tab. 10)

Tab. 7: Cytokiny pouZité pri ELISA

Monoklonalne Rekombinantné | Biotinylované
Cytokiny
protilatky protilatky protilatky
IL-4 MAB204 204-I1L-010 BAF204
IL-5 MAB405 205-IL BAMG6051
IL-6 MAB206 206-1L BAF206
IFN-y MAB2852 285-1F-100 BAF285
TGF-p MAB240 240-B BAF240
TNF-a MABG610 210-TA BAF210
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SSC-A

PRILOHA 2

A sk 256K
192K 192K
128K 128K

0 16° 10* 10° 0 3 4 5

Bunky neznacené protilatkou CDI11c Bunky neznacené protilatkou CD123
Na obrazku st znazornené bunky neznacené CD1 1c¢ protilatkou v pripade mDC

a CD123 protilatkou v ramci pDC; jedna sa teda o negativnu kontrolu. Vidime, Ze nami

nadstavena hranica pre pozitivitu je spravna (Obr. 7 a 8).
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PRILOHA 3

BOSHS 424PE-A BESALP+PerCR-A BA780_60*PE-Cy7-A RCG660_20+APC-A RA780_60*APC-Cy7-A

BARD mTEE T

U FoxP3 (Obr. 10C) sa mozno zd4, Ze data nie su dobre skompenzované. Podl'a
tejto kompenzacie zobrazenej na obrazku boli vSak ohranicené vSetky nami analyzované
data. Pri pokuse manudalneho nadstavenia kompenzafnej matrix doSlo k viditelnym
rozdielom, k tzv. ,neskompenzovaniu®“ dat u viacerych meranych parametrov. Z toho
dovodu sme ostali pri tejto pdvodnej kompenzacii.

NemoZzeme vylucit’ ani chyby spdsobené kompenzaciou:

- Falos$na pozitivita/ vysoké pozadie narasta
- Objavuju sa bunky s negativnou florescenciou
74- m je fluorescencia kompenzované populécie

Ci
vysS$ia, tym viac sa po kompenzéacii ,,roztiahne*
(EXBIO Diagnostics, 2014).

Spillover to APC

CD3/APC-Cy7

- APC-Cy7 (CD4) je tandemom znaku APC (FoxP3) (Obr. 10) -> svieti do

kanalu APC, ¢im tak isto dochadza k ,,roztiahnutiu‘ populacie.
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PRILOHA 4

FMO (Fluorescence Minus One) je kontrola, kde v skimavke sl bunky ofarbené vsetkymi
fluorochromami pouzitymi v experimente okrem jedného. Viacfarebny imunoflorescenény
experiment ma jednu FMO kontrolu pre kazdy fluorochrom. Nedostato¢ny rozdiel medzi
pozitivnymi a negativnymi populdciami je vyraznej$i v dosledku prekryvov fluorescencnej
kompenzacie viacerych fluorochromov.

Ked st antigény variabilne exprimované, pouzitie FMO kontrol je v takomto pripade
kritické. To plati najmai pri analyze aktivacnych znakov na bunkich. Vtedy sa nesmie zabudniit’ na
nestimulované kontroly.

Na detekciu auto-fluorescenie alebo zafarbenia pozadia (tzv. backround staining) na
bunkach, ktoré¢ nas zaujimaji sa pouziva negativna kontrola. Auto-fluorescencia moze
byt vyznamnym problémom, najmi v suspenziach obsahujucich monocyty/makrofagy,
kultivovanych alebo aktivovanych bunkach.

V nasledujucich obrdzkoch su zobrazené¢ FMO, negativne, nestimulované a stimulované
kontroly. V jednom pripade sme spravili pokus pouzit’ na stimulaciu namiesto LAC Golgi Plug,

v druhom pripade bola vzorka namerana klasickym spdsobom, ktory je opisany v diplomovej praci.

GATA3
Tbet
IFN-v

RORyt

IL-17A

FoxP3
IL-10
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» Negativna kontrola
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» Po stimulacii CD3, CD28 a Golgi plug
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» Po stimulacii CD3, CD28 a LAC

256K

192K

SSC-A

128K

SSC-A

G4

10 10 10
FSC-A FSC-A CD4

GATA3
IL-13

Thbet

IL-22

IL-17A
FoxP3
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PRILOHA 5

SEB

COd+L 3+

CDd FITC-A

IL-2 FE-A

unsimulated FMO control
o4+ il T COW+LZs [ L

CD4d FITC-A

COB+L 2 COB+L2+ qﬂi-. " CDesiLe
- 1 (] 1 ] " LLLL RRLELLLLL
AT w1t w ot P o 1wt 1o
7 IL-2 FE-A FE-A : laG1 PE-A

Obrazok popisuje nestimulovani (alebo negativne stimulovanu) kontrolu za
najlepsiu kontrolu pre marker stimulovany in vitro. Téato kontrola je zafarbena rovnakymi
protilatkami ako testovand vzorka. Nestimulovana kontrola (A) nam najlepSie urci, ako
umiestnit’ kvadranty v znaku PE. V pripade pouzitia FMO (B) alebo izotypovej
kontroly (C) by bolo nadstavenie jednotlivych kvadrantov prili§ nizke alebo naopak
vysoké. tiez si mdzeme vSimnut, ze nie je potrebna Ziadna kontrola pri nadstaveni znaku
FITC, pretoze v kazdom panely (A, B, C) su dobre oddeliteI'né populacie buniek. (prevzaté

a upravené podl'a Maeckera a Trottera) [180].
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PRILOHA 6

10%4
10"+
107+
o3
-10° 4730 1.23
0 w' 1wt 10 o w 1w0* 10 W
IL-10-aPC IL-10-APC
5| Q5 Q6
10] 14.4 1.27
10y

iy
Q8 Q7
-10'4 83.9 0.44
ey

o 1w W' 1o

IL-17-APC

1w & a4
ﬂs‘] 11.8 3.74

m']

03
E Q8 Q7
& -1 ELE 2.69
(=1 L. . B | L v L
=] 0 1w w w10

TFNy=APC

Obrazok zobrazuje analyzu plnej krvi prietokovym cytometrom poukazujica na
ohranicenie populacie buniek na zhodnotenie produkcie intracelularnych cytokinov (IL-10,
IL-17 a IFN-y) na periférnych CD4" a CD8" T-lymfocytoch **.

2 BOIX, F. etal., 2018.
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PRILOHA 7
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Meranie pacientov v klinickom laboratériu na rutinné stanovenie % zastiipenia

buniek v krvi. K PBMC (50 pl) sa prida 5 ul protilatky (6-Kombi test, EXBIO) a 20 minut

farbime pri pokojovej teplote a tme. Nasledne bunky lyzujeme 20 minat. Po uplynuti ¢asu

prebehne centrifugdcia a mézeme zmerat’ prietokovom cytometri.

6-Kombi test obsahuje:
- CD3-FITC
- CD4 - PE-Cy7
- CDS8 - APC-Cy7
- CDI16+ CD56 - PE
- CDI19-APC
- CDA45 - PerCP
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