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Abstrakt

Uvod: Celiakie je organové specifické autoimunitni onemocnéni, které vznika ztratou oralni
tolerance lepku u geneticky predisponovanych jedincti. Pti celiakii u pacient byly pozorovany
zvysené hladiny zanétlivych cytokint (napt. IFN-y, TNF-a, IL-6) v tenkém stfevé a v periferni
krvi. Tyto cytokiny maji schopnost zvySovat expresi interferon regulujiciho faktoru 1 (IRF1),
ktery je potencidlnim hraCem v patogenezi celiakie. IRF1 hraje roli v apoptdze, diferenciaci a
systému. Sirokou paletu jejich funkci jim umoZiiuji plnit membranové receptory, jejichz expresi
muze vyvolavat mimo jiné i IRF1. Pro objasnéni vlivu IRF1 na patogenezi celiakie jsme se
v této pilotni studii zaméfili na cirkulujici monocyty a na 1) detekovani zmén monocytarni
exprese IRF1 mRNA v zanétlivé prostfedi u pacientu s celiakii (recentnich, rCD, i dodrzujicich
rok a déle bezlepkovou dietu, CD-GFD), a ii) nasledné na odhaleni vlivu IRF1 na monocyty
pomoci markerd apoptdzy (CD95) a protizanétlivé reakce (CD163 a IL-10).

Material a metody: Do studie bylo zahrnuto 15 pacienti s celiakii (5 rCD a 10 CD-GFD) a 10
zdravych darct jako kontroly. Pro stanoveni hladin mRNA studovanych cytokint a faktort
(IRF1, CD95, CDI163, IL-10) jsme z monocytli ziskanych pomoci FicollPaque denzitni
gradientové separace a ndsledné adheze izolovali RNA; kvantitativni RNA testovani bylo

provedeno metodou QPCR s PGK1 jako endogenni kontrolou.

Vysledky: Hladiny IRF1 mRNA u monocytll od recentnich pacientli, pacienti na bezlepkové
dieté a od zdravych darct byly po stimulaci riznymi kombinacemi cytokinti (IFN-y, IFN-y +
TNF-a a IFN-y + TNF-a + IL-6) signifikantn€ zvySené. U recentnich pacientli byl nartist exprese
Sestindsobny (p < 0,05), u pacientii na bezlepkové dieté 7,7nasobny (p < 0,0001) a u zdravych
darcti sedminasobny (p < 0,0001). Exprese cilovych markerd CD95, CD163 a IL-10 u monocyti
od CD-GFD stimulovanych IFN-y a TNF-a vykazovaly trendy zvySené exprese apoptotického
markeru CD95 mRNA a sniZzené exprese protizanétlivého markeru IL-10 mRNA (p = NS);
snizeni exprese CD163 mRNA u stimulovanych monocytll oproti monocytim bez cytokinti bylo
signifikantni (p = 0,008). U monocytti od HC byly pozorovany statisticky nevyznamné trendy
markertt CD163 a IL-10 (p = NS). Mira exprese IRF1 mRNA nekoreluje s Zadnym z vybranych

markerti ani u monocytii zdravych darct, ani u pacientli na bezlepkové dieté (p = NS).

Zavér: Vysledky naznacuji, ze zanétlivé prostiedi reprezentované cytokiny IFN-y, TNF-a, IL-6,
které jsou piitomny ve zvySené mife v séru recentnich pacientli, vede u monocyti ke zvyseni

exprese IRF1 mRNA, kterd mize nasledné nastartovat u monocytll apoptézu zvySenim exprese
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CD95 mRNA a poklesem exprese protizanétlivych markert CD163 mRNA a IL-10 mRNA

muze ukazovat na snizeni imunitni odpovédi monocytl u téchto pacientd.

Klicova slova: celiakie, monocyty, cytokiny, interferon regulujici faktor 1 (IRF1), apoptoza,

zaneét.



Abstract

Introduction: Celiac disease is an organ-specific autoimmune disease that results in loss of oral
tolerance of gluten in genetically predisposed individuals. Increased levels of inflammatory
cytokines (eg IFN-y, TNF-a, IL-6) in the small intestine and peripheral blood have been
observed in patients with celiac disease. These cytokines have the ability to increase the
expression of interferon regulatory factor 1 (IRF1), which is a potential player in the
pathogenesis of celiac disease. IRF1 plays a role in apoptosis, differentiation and anti-
inflammatory response of various immune cells. Monocytes are an important component of the
immune system. A wide variety of their functions allow them to exertmembrane receptors,
whose expression may cause, among other things, by IRF1. To clarify the effects of IRF1 on the
pathogenesis of celiac disease we have focused on circulating monocytes in this pilot study and
(1) detection changes in the monocytic expression of IRF1 mRNA in inflammatory environments
in patients with celiac disease (recent, rCD and adherent one year and longer gluten-free diet,
CD-GFD), and ii) subsequently to reveal the effect of IRF1 on monocytes by apoptosis markers
(CD95) and anti-inflammatory responses markers (CD163 and IL-10).

Material and methods: The study includes 15 patients with celiac disease (5 rCD and 10 CD-
GFD) and 10 healthy donors as controls. For the determination the mRNA levels of the studied
factor and cytokines (IRF1, CD95, CD163, IL-10), we isolated RNA from the monocytes, which
was obtained using FicollPaque density gradient separation; quantitative RNA testing was

performed by the method of QPCR with PGK/ as endogenous control.

Results: The levels of IRF1 mRNA in monocytes from recent patients, gluten-free patients and
healthy donors were significantly increased after stimulation with different cytokine
combinations (IFN-y, IFN-y + TNF-a and IFN-y + TNF-a + IL-6). In recentnich patients the
expression increased by six times (p < 0.05), in patients on a gluten-free diet 7.7 times (p
<0.0001) and 7 times in healthy donors (p <0.0001). Expression of target markers CD95, CD163
and IL-10 in IFN-y and TNF-a stimulated monocytes from CD-GFD patients showed trends in
increased expression of apoptotic marker CD95 mRNA and decreased expression of anti-
inflammatory marker IL-10 mRNA (p = NS); reduction of CD163 mRNA expression in
stimulated monocytes compared to cytokine-free monocytes was significant (p = 0.008). In
monocytes from HC, were observed statistically insignificant trends of increased expression of
apoptotic marker CD95 mRNA and decreased expression of anti-inflammatory markers CD163
and IL-10 (p = NS). However, expression of IRFI mRNA did not correlate with any of the
selected markers, nor in monocytes of healthy donors, nor in patients on gluten-free diet (p =

NS).



Conclusion: The results suggest that the inflammatory environment represented by cytokines
IFN-y, TNF-a, IL-6, which are present in increased levels in the serum of recent patients, leads
to increased expression of IRFI mRNA in monocytes, which can subsequently trigger apoptosis
monocytes by increasing CD95 expression mRNA and decrease the expression of anti-
inflammatory markers CD163 mRNA and IL-10 mRNA. This may indicate a reduction in the
immune response of monocytes in these patients.

Key words: celiac disease, monocytes, cytokines, interferon regulatory factor 1 (IRFI),
apoptosis, inflammation.



1 Uvod

1.1 Celiakie
Celiakie (CD) je organové specifické autoimunitni onemocnéni, které vznikd ztratou

oralni tolerance lepku u geneticky predisponovanych jedinci. U pacienti s nove
diagnostikovanou (= aktivni formou) celiakii, tedy u recentnich pacientti (rCD) vede konzumace
lepku k zanétlivé reakci v tenkém stieve, ta zptsobi atrofii klka tenkého stieva (Obr. 1) (Kapur

et al. 2004).

Celiakie

Zdravé L 4
sliznice ~ % a
Podkozena

sliznice

Obr. 1: Sliznice tenkého stieva zdravého €loveka a pacienta s celiakii (totalni atrofie mikroklk)

(Upraveno podle: URL 1)

Tuto autoimunitni reakci vyvolavaji peptidy lepku, autoantigenem je zde tkanova
transglutamindza 2 (TG2) (Marsh 1992). Hlavnim nejcitlivéjSim a specifickym sérlogickym
markerem celiakie jsou anti-transglutaminazové IgA nebo anti-endomisidlni protilatky. Zvysené
hladiny protilatek se detekuji pomoci sérologického testu (Briani et al. 2008); pokud je hladina
protilatek v séru zvySena, pfistupuje se k provedeni sttevni biopsie. V piipad¢, Ze je u pacienta
vysoké podezieni na celiakii na zéklad¢ dalSich klinickych faktorti, je biopsie indikovéna i
v pripad€ negativniho sérologického testu. Pozitivni identifikace stfevnich abnormalit v rozmezi
od téméf normalni architektury klkti se zvySenou intraepitelidlni lymfocytézou az po naprostou
atrofii klki (Marsh 1992) vede k predbézné kompletni diagnoze celiakie, po které by mélo
nasledovat dodrzovani bezlepkové diety, a teprve na zaklad¢ zlepSeni jako reakce na tuto

bezlepkovou stravu se provadi kone¢na diagnodza celiakie (Briani et al. 2008).
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Symptomy charakteristické pro celiakii i jejich projevy jsou hodné variabilni. U déti se
onemocnéni projevuje piedevSim témito symptomy: neprospivani, maly vzrlst, opozdéna
puberta, chronicky, prijem, steatorrhea, bfisni distenze a anémie. Dospéli v klasickém piipadu
maji: chronicky prijem, bfisni distenze a bolest, slabost a malabsorpci. Nicmén¢, hodné pacient
ma pouze minimalni nebo dokonce zadné gastrointestinalni ptiznaky (Briani et al. 2008). Pfi
celiakii maji pacienti zanét tenkého stieva, tento zanét se vsak projevi v celém organismu (napf.
anémie, osteoporoza, neurologické problémy, herpetiformni dermatitida) (Kapur et al. 2004).
Zanét muze byt detekovatelny také na periferii, nejen ve stfevni mukoze, ale napt. 1 v séru
recentnich pacientl jsou detekovatelné zvysené hladiny zanétlivych cytokint jako IFN-y, TNF-a
nebo IL-6 (Kapur et al. 2004; Lahat et al. 1999) ¢i zvySena exprese TLR na monocytech
(Brynychova et al. 2016).

V soucasné dobé je jedinym zplsobem 1écby celiakie uplné vylouceni lepku a
souvisejicich proteinil, které jsou obsazeny v pSenici, zitu a je¢menu, ze stravy. Tuto dietu
pacient musi dodrzovat cely zivot. ZlepSeni ptiznakii obecné zacina jiz v pribéhu prvnich dnil az
tydne po zahajeni bezlepkové diety, zatimco plné slizniéni zotaveni obvykle trva déle. Uroveii
anti-TG2 a anti-gliadin protilatek obvykle klesd po odstranéni lepku ze stravy, ale mulzZe
vyzadovat mnoho meésicli nebo dokonce let, nez protilatky UipIln€ zmizi (Briani et al. 2008).

Celiakie je jednou z nejcastéjSich poruch vyzadujicich celozivotni 1écbu v Evropé, ktera
ovliviiuje ptiblizné 1 % z celkové populace. Je béznou nemoci také v Severni Africe, na
Sttednim Vychod¢ a v Indii (Lionetti et al. 2015). CD postihuje piiblizné¢ 1 % populace
Spojenych Stati Ameriky a je vidét jak u déti, tak i u dospélych (Kagnoft 2007). Velké rozsiteni
CD neni piekvapujici vzhledem k tomu, ze jeji pficinné faktory (HLA predisponujici genotypy a
konzumace potravin obsahujicich obilny lepek) ukazuji celosvétovou distribuci (Lionetti et al.
2015).

Patogeneze celiakie zahrnuje komplexni vzajemné pusobeni environmentalnich,
genetickych a imunologickych faktorti. Lepek a souvisejici proteiny vyvolaji vrozenou a
adaptivni imunitni odpoveéd’ v tenkém stteve, kterd vede k poskozeni sliznice. Geny kodujici II.
ttidu leukocytarnich antigenii clovéka HLA-DQ2 a -DQS8 jsou Uzce spojeny s nemoci a jsou
nalezeny u vétSiny pacientl s celiakii. Non-HLA geny hraji roli pfi celiakii také. Imunologicka
reakce na lepek obsahuje reaktivitu protilatek na proteiny lepku a autoantigen TG2, reakce CD4+
T lymfocyti na lepek, zvySeny pocet intraepitelialnich CD8+ T lymfocyti a zvySené hladiny
fady cytokint a chemokint (Briani et al. 2008).
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Patogeneze celiakie

GENETICKE FAKTORY
HLA DQ 2/8

l | Autoprotilatky

EPITELIUM
‘Vrozena imunita

/ Intraepitelidlni lymfocyty
+
LAMINA PROPRIA \ Atrofie mikroklkl

Adaptivni imunita l

] Gastromtestinalni a
systematicka manifestace

LEPEK

ENVIRONMENTALNI
FAKTORY

Obr. 2: Patogeneze celiakie. Komplexni vzajemné ptisobeni environmentalnich, genetickych a
imunologickych faktorti.

(Upraveno podle: Green et al. 2015)

Pochopeni molekularnich mechanisml vzniku celiakie mize pomoci najit nové zpisoby

dianostiky a 1éceni onemocnéni.

1.1.1 Environmentalni faktory

Krom¢ hlavniho inicidtoru vzniku celiakie, lepku, existuji jesté¢ dal$i environmentalni
faktory a jejich role pfi vzniku celiakie je dilezita. K takovym faktortim patii napt. doba kojeni,
vek, kdy je lepek zaveden do stravy (Ivarsson et al. 2002), uzivéani antibiotik (Losurdo 2016),
kouteni, drogy (Vazquez et al. 2001). Vyskyt gastrointestindlnich virovych infekci, napt., jako
rotavirové infekce, mize zvySovat riziko vzniku CD u DQ2 a/nebo DQS8 pozitivnich malych déti
a u dospélych. Diskutovana je také uloha stfevni mikroflory, nebot” byla pozorovana asociace
mezi konkrétnimi skupinami bakterii a vyskytd CD u déti (Garnier-Lengliné 2015). Nicméné¢ za
formovani slizni¢nich 1ézi u pacienti s celiakii jsou odpovédné predevsim peptidy lepku. Do
tohoto procesu jsou peptidy lepku zapojeny rlznym zpisobem: nékteré fragmenty jsou
»~imunogenni* (napf. p57-73) a vyvolavaji adaptivni imunitni odpovéd’, jiné jsou ,,toxické* (p31-
43) a podileji se na aktivaci vrozené imunitni odpovédi. Neni vSak vylouceno, Ze stejny peptid

muZe mit ob& schopnosti soucasné (Fraser et al. 2003).
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1.1.2 Imunologické faktory

Existuji dva mechanismy vzniku celiakie - adaptivni imunitni reakce a vrozena imunitni
reakce (Jabri at al. 2005). Diive u celiakie nebyl sledovan rozdil mezi témito dvéma typy
imunitni reakce na lepek, avSak nyni se jiz vi o urCitych dliSnostech ve spoustécich
mechanismech (viz vyse). Peptidy lepku, které jsou definovany jako toxické, jsou schopné
indukovat posSkozeni sliznice tenkého stfeva pifi podavani in vivo, zatimco ty, které jsou
definovany jako imunogenni, jsou schopné specificky stimulovat HLA-DQ2- nebo DQS8-
pozitivni klony T lymfocyti (Ciccocioppo et al. 2005).

Takovymto zptisobem jsou peptidy lepku schopné vyvolat dvé imunologické drahy: jedna
je povazovana za rychly ucinek na epitel, ktery zahrnuje vrozenou imunitni odpoveéd’, a druhd
predstavuje adaptivni imunitni odpovéd’ zahrnujici CD4+ T lymfocyty v lamina propria, které
rozpoznavaji glutenové epitopy zpracované a prezentované builkami prezentujicimi antigen

(Ciccocioppo et al. 2005).

Adaptivni imunitni odpovéd’

Imunogenni peptid prochazi pies sténu tenkého stieva a po prichodu je deaminovan
tkanovou transglutaminazou. Pak se peptid vaze na molekuly HLA-DQ2 a -DQ8 na antigen
prezentujicich bunikach (APC). Tyto molekuly s deaminovanymi peptidy aktivuji CD4+ T
lymfocyty (Obr. 3).
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Obr. 3: Spusténi adaptivni imunitni odpovédi ,,imunogennim* peptidem lepku

(Upraveno podle: Stamnaes and Sollid 2015)

Aktivované CD4+ T lymfocyty spousti expresi prozanétlivych cytokint (napt. IFN-y a
IL-21) (Kagnoff 2007; Sollid et al. 2015; Hardy et al. 2016). Prozanétlivé cytokiny stimuluji
CD8+ T lymfocyty a fibroblasty k produkci toxickych matrixovych mataloproteindz (MMP),
které jsou zodpovédné za degradaci extracelularni matrix a bazalni membrany (Obr. 4)
(Ciccocioppo et al. 2005). Aktivované T lymfocyty jsou také schopny vyvolat apoptézu
enterocytil tim, Ze produkuji molekuly jako Fas ligand a granzym, které jsou zodpovédné za
cytotoxicitu, coz vede k charakteristickym mukéznim 1ézim. Stimulované CD4+ T lymfocyty
jsou také schopny indukovat diferenciaci lymfocyti B do plazmatickych bunék produkujicich
specifické antigladinové a anti-tTG protilatky (Ciccocioppo et al. 2005).
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Obr. 4 Atrofie klkli vyvoland matrixovymi metaloproteindzami (MMP)
(Upraveno podle: Ciccocioppo et al. 2005, Stamnaes and Sollid 2015)

Vrozena imunitni odpovéd’

U stresovanych epitelovych bunék v tenkém stieveé toxicky peptid indukuje expresi
neklasickych HLA molekul 1. tfidy, MIC a HLA-E, a interleukinu 15. Molekuly jako MIC a
HLA-E jsou ligandy pro aktivaci receptort NKG2D (NK lymfocyty aktivujici receptor typu 2D)
a CDY94 (diferenciac¢ni antigen 94), které jsou pod vlivem IL-15 vysoce exprimovany na
intraepitelidlnich lymfocytech (IEL) pfi aktivni nemoci. Pouze intestindlni enterocyty
exprimujici IL-15 a ligandy pro aktivaci NK receptortt budou likvidovany (Jabri et al. 2005)
(Obr. 5).
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Obr. 5: Vrozena imunitni odpovéd’ spusténa toxickym peptidem lepku

(Upraveno podle: Ciccocioppo et al. 2005, Stamnaes and Sollid 2015)

1.1.3 Genetické faktory

Ptiblizné 95 % pacientii jsou HLA-DQ2 nebo -DQS8 pozitivni (Plugis 2015), ale tyto
varianty vysvétluji jen 40 % dédicnosti celiakie (Garnier-Lengliné 2015). Existuje vysoka shoda
u monozygotickych dvojcat (mezi 70 a 86 %) a HLA haplotyp DQ2/DQS8 je hlavni geneticky
faktor, ktery to popisuje. Samotna geneticka predispozice vSak k projevu celiakie nedostacuje,
pfiblizné 30-35 % europoidni populace ma tyto alely, ale jenom u 2-5 % z nich se celiakie
projevi (Leivers 2014). Zbyvajicich 65-70 % dédicnosti celiakie mizZe byt zplisobeno vice nez
50 non-HLA geny (Plugis 2015). Stale probihaji rizné studie s cilem odhalit dals$i kandidatni
geny celiakie. Dosud objevené rizikové genetické varianty jsou lokalizovany v genech
zahrnujicich 7L2, IL21, CCR3, IL12A4, ILISRAP a SH2B3. Spoletné tyto varianty vysvétluji
pouze 3 az 4 % dédi¢nosti celiakie. Tyto nové objevené varianty piipominaji, Ze 1 kdyz existuje
zakladni pochopeni patogenetického mechanismu celiakie, mnoho dalSich pfi¢innych faktort

zlUstava neobjevenych (Harris 2012).

1.2 Cytokiny
Cytokiny jsou velka skupina proteinovych mediatort, kterd zahrnuje interleukiny (ILs),
kolonie stimulujici faktory (CSFs), interferony (IFNs), faktory nekrotizujici nddory (TNFs) a

rustové faktory. Jsou vyrdbény mnoha buiikami, vcetné bun€k imunitnich, tukovou tkani,
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zirnymi bunkami, fibroblasty, endotelovymi bunikami a keratinocyty. Jejich spolenym rysem je
jejich pleiotropie, tj. vicesmérna aktivita. Mohou pusobit na buiiky, které je vylucuji (autokrinni
pusobeni), na sousedni bunky (parakrinni aktivita) nebo na buiky lokalizované v rtznych
organech (endokrinni aktivita). Piedstavuji antagonistickou, synergickou nebo komplexni
aktivitu v zavislosti na typu cilové bunky (MacRae et al. 2006). Cytokiny jsou mimo jiné
regulatory hematopoetickych bunék prostiednictvim jejich vlivu na pfeziti, proliferaci,
diferenciaci a homeostdzu lymfoidnich bunék. Hraji dilezitou roli v iniciaci a regulaci
imunologické reakce a zan¢tu (Pagani et al. 2005). Cytokiny piisobi na cilové bunky pies
specifické membranové receptory. Vazba na receptory aktivuje JAK/STAT signélni drahu,

NF«B signalni drahu (Matta et al. 2017; Yu-Lee 2002) a jiné.

1.2.1 Kli¢ové cytokiny v patogenezi celiakie

Cytokiny hraji jednu z hlavnich 0loh pfi zvySeni a kontrole rozvijejici se imunitni
odpovédi prostiednictvim regula¢niho vlivu na T lymfocyty, monocyty, makrofagy a dalsi
imunitni bunky. T lymfocyty a monocyty/makrofagy jsou povazovany za hlavni bunky, které se
podileji na intestindlni enteropatii (Lionetti et al. 1993).

Prozanétlivé cytokiny jsou klicové k regulaci jak adaptivni, tak i vrozené imunitni
odpovédi v patogenezi celiakie: IL-15 dominuje u vrozené odpovédi, zatimco INF-y spolu s
faktorem nekrdzy nadort o (TNF-a) a s IL-2, IL-4 a IL-12 tidi adaptivni odpovéd’ (Meresse et al.
2012; Nilsen et al. 1998; Forsberg et al. 2002). U recentnich pacientli s CD jsou detekovatelné
zvySené hladiny i dalSich cytokinii — IFN-y, TNF-a, IL-6. Tyto cytokiny jsou zvySeny nejen ve
sttevni mukose, ale 1 na periferii v krevnim séru (Kapur et al. 2004; Lahat et al. 1999).
Odhalovani novych cytokini a porozuméni jejich zapojeni do vzniku CD muze tedy vést k

identifikaci terapeutickych cild (Lahat et al. 1999).

1.2.2 Signalni drahy cytokinu

Zanétlivé cytokiny IFN-y, TNF-a a IL-6 maji schopnost zvétSovat expresi IRF1 pies
JAK/STAT signalni dréahu a NFkB (Matta et al. 2017; Yu-Lee 2002).

JAK/STAT signalni draha je jednou z mala pleiotropnich kaskdd pouzivanych k
transdukci velkého mnozstvi signalt pro vyvoj a homeostazu u lidi. JAK/STAT signélni draha je
hlavnim signalizaénim mechanismem pro Sirokou fadu cytokint a ristovych faktor. Aktivace
JAK stimuluje proliferaci buné¢k, diferenciaci, migraci bunc¢k a apoptéozu. U €loveka se rodina
JAK sklada ze ctyt ¢lent: JAKI, JAK2, JAK 3 a TYK2 (Rawlings et al. 2004). Pro katalytickou
aktivitu JAK jsou nutné tfi substraty: bunéény povrchovy receptor cytokinu (napt. IL-6R) ¢i

rustového faktoru, STAT a JAK samotny (Clevenger et al. 2001). Mechanismus JAK/STAT a
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NF«B signalnich drah bude popsan v nasledujicich kapitolach na ptikladu cytokinti IFN-y, TNF-
a, IL-6, které byly vybrany pro nase experimenty.

1.2.3 Interferon-y (IFN-y)

IFN-y je jediny ¢len rodiny IFN typu II a je sekretovan aktivovanymi imunitnimi
bunikami — priméarné T a NK lymfocyty, ale také B lymfocyty, NKT lymfocyty a profesionalnimi
APC (Schroder et al. 2002). IFN-y je kodovan genem lokalizovanym u ¢lovéka na dlouhém
raménku chromozému 12 (Samuel 2001). Biologické uc¢inky IFN-y jsou vyvolany aktivaci
intracelularnich siti pro molekularni signalizaci, z nichz nejlépe charakterizovana je draha
JAK/STATI1. Obvykla signalizace IFN-y zapocina vazbou IFN-y na jeho bunétné povrchové
receptory IFNyR1 a IFNyR2, coz vede k oligomeraci receptoru a k aktivaci JAK/STAT]1 signalni
dréhy (Briscoe et al. 1996).

IFN-y je pleiotropni cytokin, pfi¢emz soucasné dikazy naznacuji, ze signalizace pomoci
IFN-y mtze vyrazné¢ modulovat expresi az 2339 lidskych genti (Rusinova et al. 2013), z nichz
mnohé jsou cile sdilené s interferony typu I. Zivotni diileZitost IFN-y pro normalni homeostazu a
imunitu je doloZena zvySenou citlivosti na infekce u pacientil s nedostatecnosti signalizaci IFN-y.
Tyto nedostatky vedou k nachylnosti k infekcim zplisobenym riznymi patogeny, zejména
mykobakteridlnimi a kvasinkovymi (Villella et al. 2001; Dupuis et al. 2000; Smith et al. 2014).

IFN-y zprosttedkovava zastaveni rastu ve vétSin€ typu bunék, ale robustné indukuje
proliferaci v Thl lymfocytech (Landolfo et al. 1988). Nicméné IFN-y mlze indukovat apoptozu
v Thl lymfocytech po aktivaci TCR-zprosttedkovanych signalti (Liu and Janeway 1990). Tyto
odlisné reakce byly pficitany sile signalu v disledku rozdila v hladinach exprese IFNyR2 (Pernis

et al. 1995).

JAK/STAT a IFN-y

Signal IFN-y zahrnuje heterodimerizaci dvou podjednotek IFNyR bunéénych
povrchovych receptori a naslednou aktivaci dvou ¢lenti Janus tyrozin kinaz, JAK1 a JAK2
(Mogensen et al. 1999; Schindler 1999). JAK1 interaguje s podjednotkou receptoru IFNyR-1 a
JAK2 s podjednotkou IFNyR-2. Aktivace JAK kindz vede k fosforylaci STATI, latentniho
cytoplazmatického transkripéniho faktoru rodiny proteintt STAT (signdlni senzor a aktivator
transkripce) (Bach et al. 1997; Schindler 1999). STATI, kdyZ je fosforylovan v reakci na
aktivaci JAK1 a JAK2, nasledn¢ tvofi homodimery GAF (gamma aktiva¢ni faktor). Po
translokaci do jadra se STAT] homodimer vaZe na reakéni prvek GAS (gama aktiva¢ni misto)

pfitomny v reaktivnich promotorech vazan ptimo na STAT1 homodimer, coz vede k transkrip¢ni
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aktivaci napt. IRF1. Krom¢ STATI homodimert aktivovanych signalizaci IFN-y se k témto
elementim GAS vazi i dal§i STAT proteiny aktivované jinymi cytokiny (Schindler 1999; Darnel
1997; Boehm et al. 1997).

Bunéc¢na membrana

Cytoplazma

Jadro

IRF1
GAF

|—GAS—I

Obr. 6: Aktivace JAK/STAT signalni drahy IFN-y vedouci k expresi IRF1
(Upraveno podle: Shtrichman and Samuel 2001)
1.2.4 TNF-a
Faktor nekrozy nadorti (TNF-a) je glykoprotein, ktery se sklada ze 157 aminokyselin.
TNF-0 je sekretovan aktivovanymi monocyty a makrofigy a v mensi mife adipocyty,
keratinocyty, fibroblasty, neutrofily, endotelovymi buiikkami, Zirnymi bunikami a néckterymi
lymfocyty. Nejsilngj$im stimulem pro produkci TNF jsou lipopolysacharidy (LPS) bakteridlnich
bunéénych stén. TNF-a plsobi prostiednictvim receptort (TNFR1 a TNFR2), které jsou
pfitomny na povrchu témét vSech jadernych bunék. Aktivita TNF-a je vicesmérnd. Jednd se o
jeden z hlavnich cytokini zanétlivé odpovédi. TNF-a aktivuje transkripéni faktor NFkB, ktery
iniciuje tvorbu prozanétlivych cytokinid IL-6, TNF-a (Shoelson et al. 2007). Prudka sekrece

zna¢ného mnoZstvi TNF vede k pfiznaklim Soku, ke zvySeni sekrece katabolickych hormonii a k
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akutni multiorganové insuficienci. Chronickd sekrece malych mnozstvi TNF zptlisobuje ubytek
hmotnosti, anorexii, katabolismus proteint a lipidd, zanétlivé zmény vnitinich stén tepen, které
vedou k aterogennim zméndm. TNF-o zvySuje inzulinovou rezistenci v perifernich tkanich
(Ziora et al. 2013). Je znamo, Ze vysoka koncentrace TNF-a u chronickych onemocnéni zhorsuje
rustové procesy (Gaspari et al. 2011; Zhao et al. 2014). Zda se, ze TNF-a sniZuje koncentraci
IGF-1 (inzulinovy ristovy faktor 1) v disledku snizeni exprese receptorti pro rdstovy hormon
v jatrech (Wong et al. 2006). Zptsobuje rezistenci na IGF-1 v riistové ploténce ktera omezuje

proces diferenciace chondrocytii a urychluje jejich apoptézu (Choukair et al. 2014).

JAK/STAT a NFkB signalni drahy a TNF-a

TNF-a aktivuje kinazy JAK1 a TYK2. Tato aktivace je doprovazena fosforylaci tyrosinu
STAT3 a STATS5b a jejich translokaci do jadra, coZ ukazuje, Ze v buiitkach mohou dodate¢né
prvky fidit transkripéni mechanismus vyvolany TNF-o. TNF-o muze aktivovat JAK/STAT

wewvr

kappa B) (viz Obr. 7) (Kroger et al. 2002).
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Bunéc¢na membrana

Cytoplazma

NFxB

Jadro

Obr. 7 Aktivace NFkB signalni drahy TNF-a vedouci k expresi IRF1
(Upraveno podle: Kréoger et al. 2002)

1.2.5 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 je také znamy jako interferon B2, faktor stimulujici lymfocyty B nebo diferenciacni
faktor lymfocyti B (Ziora et al. 2013; Akdis et al. 2011). Vyrabi se hlavné monocyty a
makrofagy, ale také lymfocyty T a B, fibroblasty, endotelem a adipocyty (Ziora et al. 2013). Asi
15-30 % cirkulujiciho IL-6 je vylu€ovano adip6zni tkani (Ziora et al. 2013). Hlavnim faktorem,
ktery stimuluje sekreci IL-6, je IL-1, ale také interferony, TNF, LPS a viry. IL-6 plsobi
prostiednictvim svého receptoru (IL-6R), ktery ma aktivitu tyrosinkinazy a je pritomen v
bunéné membrané stejn¢ jako v rozpustné formé (Ziora et al. 2013; Rawstron et al. 2000).
Exprese receptoru IL-6 je prezentovana monocyty, makrofagy, aktivovanymi T a B lymfocyty a
endotelovymi buikami (Akdis et al. 2011; Spangelo et al. 1995). IL-6 se podili na regulaci
zpétnovazebni smycky IL-1 a TNF-a) (Ziora et al. 2013; Akdis et al. 2011; Dubinski and

Zdrojewicz 2007). ZvySena hladina IL-6 v krevnim séru je povaZovana za marker chronického
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zanétlivého procesu (Choi et al. 2007). ZvysSena koncentrace IL-6 v krvi je pozorovana u déti s
poruchami rastu zpisobenymi zanétlivymi onemocnénimi stfev (MacRae et al. 2006). Na urovni
rustové chrupavky zvysuje IL-6 osteoklastogenezi a snizuje aktivitu osteoblasti (Gaspari et al.

rrrrr

charakteristiky. IL-6 inhibuje sekreci TNF a IL-1 (MacRae et al. 2006).

JAK/STAT a IL-6

Cytokiny typu IL-6 vyuzivaji tyrosin kinazy rodiny JAK a transkripéni faktory STAT
jako hlavni mediatory signalni transdukce, coz je rys, ktery sdili s interferony a mnoha dal§imi
cytokiny a rustovymi faktory (Liitticken et al. 1994; Stahl et al. 1994; Darnell et al. 1994).
Nasledn¢ se STAT stavaji fosforylovanymi, vytvareji dimery a premistuji se do jadra, kde
reguluji transkripci cilovych gent (Stahl et al. 1995). K aktivaci exprese IRF1 vede drdha
JAK/STATS3 (viz Obr. 8).

Bunécna membrana

Cytoplazma

v Tadro

IRF1

Obr. 8: Aktivace JAK/STAT signalni drahy IL-6 vedouci k expresi IRF1
gp130 — glykoprotein130
(Upraveno podle: Heinrich et al. 1998, Heinrich et al. 2003)
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1.3 Interferon regulujici faktor 1 (IRF1)

Interferon regulujici faktory (IRFs) jsou rodina transkripénich faktort, které byly nejprve
identifikovany jako regulatory genové exprese interferonu typu I (IFN-a a ) indukované virem
(Ning 2014). S pozd¢jsim objevem dalsich rodin IFN (typ II a III) bylo pozorovano, ze vétSina
IRF byla zapojena do jejich regulace (Honda et al. 2006).

IRF1 je protein, ktery se sklada z 325 aminokyselin a je kddovan genem /RF'I. Tento gen
je lokalizovan na chromosomu 5g23.3 (Palladinetti et al. 2008).

Hladiny IRF1 jsou vyrazné regulovany na Urovni transkripce v reakci na rizné podnéty,
jako jsou IFNs (typ I a typ II), dvojvldknova RNA, cytokiny a hormony (Miyamoto et al. 1988).
IRF1 reguluje transkripci souboru cilovych gent, které hraji zakladni roli v riznych
fyziologickych a patologickych procesech vcetné virové infekce, imunitni odpovédi proti
nadorim, prozanétlivého poskozeni, rozvoje imunitniho systému (Dou et al. 2014).

Kromé¢ funkce IRF1 v regulaci exprese riznych gend, jejichz produkty jsou zakladem pro
imunologickou odpovéd’, odhalily pfedchozi studie roli IRF1 ve vyvoji riznych imunitnich
bunék, vcetné¢ NK lymfocytd, zralych CD8+ T lymfocyth a diferenciaci Thl lymfocyth
(Trinchieri 1989). Koordinovana aktivace a diferenciace rGznych typti imunitnich bunék
pfispivaji k G€inné imunitni odpovédi; nepiekvapi tak, ze abnormality IRF1-zprostfedkované
regulace téchto procest jsou zakladem patogeneze mnoha autoimunitnich poruch. Ukazalo se, ze
IRF1 hraje dilezitou roli v patogenezi roztrousené sklerdzy a experimentdlni autoimunitni
encefalitidy, vcetné oligodendrocytového poSkozeni a zanétlivé demyelinizace (Loda et al.
2012). Giannouli et al. (2014) takeé zjistili, ze nepfitomnost transkriptu faktoru IRF1 ziejmé
chrani pfed rozvojem autoimunity u myelodysplazie. Tyto dilkazy naznacuji potencidlni

terapeutickou hodnotu IRF1 pfi autoimunitnich onemocnéni (Dou et al. 2014).

1.3.1 Vztah IRF1 a celiakie

Vzhledem k silné a pluripotentni roli IRF1 v imunitni odpovédi je tento faktor dal§im
potencidlnim hra¢i v patogenezi celiakie. IRF1 je indukovdan né&kolika exogennimi a
endogennimi faktory vcetné cytokint (napt. IFN-y, TNF-a a IL-6), a naopak aktivuje velké
mnozstvi genll. Zvlasté je dulezité pro CD, ze IRF1 je silny induktor IFN-a, ktery je zase
schopen stimulovat zesilen¢ Thl odpovédi (Monteleone et al. 2001). Proto je mozné
pfedpokladat, ze IRF1 hraje dileZitou roli ve vyvoji imunitni odpovédi Thl u CD, jak je
dokumentovano u jinych Thl-zprostfedkovanych imunitnich onemocnéni, napif. u diabetu
melitus (Suk et al. 2001; Salvati et al. 2003).

V riznych studiich byla sledovana exprese IRF1 v mukose tenkého stieva a vzdy byla

zvySena (Farber 1992; Lahdenperi et al. 2017). V praci Brynychové et al. (2016) bylo ukézano,
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ze exprese markert (IL-6, TNF-a, TLR4), jez jsou v literatufe popisovany jako upregulované ve
sttevni mukose pacientii s aktivni formou celiakie, je zvySend i u monocytii periferni krve
(PBM). Diky auto- a parakrinnimu ptsobeni se tedy PBM recentnich pacientti s CD nachézeji
v ptitomnosti zvySenych hladin cytokint, které maji schopnost aktivovat expresi IRF1 (Matta et
al. 2017).

V soucasné dobé kompletni obraz o vlivu IRF1 na buitky monocyto-makrofagové linie
dodnes chybi, a proto je tieba zjistit, jak tento faktor ovliviiuje monocyty a jak je spojen s

celiakii. MozZna by to pomohlo pti dal§im studiu této choroby, jeji diagnozy a 1éCby.

1.3.2 Vliv IRF1 na imunitni bunky

IRF1 hraje roli ve vyvoji riznych imunitnich bungk véetnd NK lymfocyti, zralych CD8"
T lymfocytl a Thl lymfocyt (Trinchieri 1989). IRF1 reguluje expresi fady gentl ditlezitych pro
zprostiedkovani imunitni odpovédi, obrany hostitele, progrese bunééného cyklu, suprese nadoru

a apoptozy (viz Obr. 9) (Bole-Feysot et al. 2000).

IFN-y, TNF-0, IL-6, PRL

—3 JL-7Ra > Diferenciace Ta B

bunék

Funkce NK bunék

Diferenciace

CD8' T bunék

Aktivace makrofigi ¢ Proliferace T bunék

Apoptéza T bunék

Obr. 9: Vyznam multifunkéniho transkripéniho faktoru IRF1 v bunéénych procesech

(Upraveno podle: Yu-Lee 2001)
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Apoptoza

Obecné aktivita IRF1 nevede ke smrti bunék, pfi urcitych fyziologickych a patologickych
stavech vSak podporuje apoptézu. Jednim ze zplsobii, jak zabranit tvorbé transformovanych
bunék v organismu po poSkozeni DNA, je aktivace sebevrazedného programu. Apoptdza
mitogenem aktivovanych T lymfocytl vyvoland poskozenim DNA zéavisi na IRF1 (Tamura et al.
1995). Aktivované T lymfocyty podléhaji apoptéoze po expresi Fas ligandu (FasL) a jeho
navazani na receptor Fas (CD95) (Krammer et al. 1994). Systém Fas/FasL je navic prostfedkem,
kterym cytotoxické T lymfocyty (CTL) indukuji apoptézu v cilovych bunkéach. Delece a
mutageneze vazebného mista IRF1 v promotoru FasL, nucena exprese IRF1 a downregulace
aktivity IRF1 pomoci antisense RNA prokazaly, ze exprese FasL v aktivovanych T lymfocytech
je fizena IRF1 (Chow et al. 2000). IRF1 tedy nejen ptedstavuje bariéru proti nekontrolované
expanzi aktivovanych T lymfocyti, ale také se podili na kontrole mechanismu, ktery T
lymfocyty pouzivaji k indukci apoptozy ve svych cilovych buitkach (Chow et al. 2000; Kano et
al. 1999).

Kromé toho mlize IRF1 pusobit jako prostiednik apoptézy indukované cytokiny: IFN-y
zpusobuje apoptéozu u primarné kultivovanych hepatocytli, coz moznd odrdzi jeden z
mechanismu, které se podileji na patogenezi imunitné zprosttedkované hepatitidy. Hepatocyty z

IRF1-deficientnich mysi jsou zcela rezistentni vici indukci apoptézy IFN-y (Kano et al. 1999).

rrrrr

IRF1 reguluje expresi iNOS v makrofazich (Kamijo et al. 1994). iNOS katalyzuje reakci
kratkodobého tékavého plynu NO, ktery je jednim z hlavnich mechanismi makrofagové
cytotoxicity proti nadorovym bunikdm, bakteriim, prvokiim, helmithim a houbdm (Nathan and
Hibbs 1991). iNOS genova transkripce je indukovana jak IFN-y, tak LPS (Ding et al. 1991). V
promotoru genu iNOS byla identifikovana vazebna mista pro IRF1 a IRF1 je nezbytny pro
indukci iINOS (Kamijo et al. 1994), coz ukazuje, Ze IRF1 se podili na antibakteridlni odpovédi.
Nadmérna exprese IRF1 indukuje transkripci IFN-o a IFN-B. Vedle ucasti na antivirovych
procesech maji IFN-a a IFN-f fadu dalSich imunostimula¢nich G€¢inkl na makrofagy a T bunky

(Bogdan 2000).

-----

-----
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1.4 Vybrané markery stanovujici vliv IRF1 na monocyty

Pro pochopeni, zda a jaky vliv ma IRF1 na monocyty, 1ze studovat expresi povrchovych
molekul monocytl nebo cytokini/chemokini monocyty produkovanych, které reprezentuji jeden
ze tii vyse nastinénych osudl: apoptozu, protizanétlivou odpoveéd’ nebo diferenciaci v makrofagy

¢i dendritické bunky.

1.4.1 CD163

CD163 je glykoproteinovy receptor na bunkach, ktery je vysoce exprimovan na vétsSing
podskupin rezidentnich tkdnovych makrofagl (Fabriek et al. 2005). Tato molekula je ¢lenem
scavenger receptor cystein-rich (SRCR) tfidy B (Law et al. 1993; Hogger et al. 1998) a byla
identifikovana jako endocyticky receptor pro hemoglobin-haptoglobin (Hb-Hp) (Kristiansenet al.
2001). Déle je CD163 exprimovan na rezidentnich makrofazich kostni diené¢ a dalSich
makrofazich, které se podileji na tvorbé¢ erytroblastickych ostrovt (Fabriek et al. 2007). Kromé
téchto homeostatickych funkci cross-linking CD163 s monoklonalnimi protilatkami namifenymi
proti CD163 vyvoléava produkci zanétlivych mediétord, jako je oxid dusnaty, TNF-a, IL-18, IL-6
a IL-10, coz naznacuje potencialni roli v obran¢ imunitnich a/nebo hostitelskych bun¢k (Van
Den Heuvel et al. 1999; Ritter et al. 2001; Polfliet et al. 2006).

Exprese CD163 mize byt regulovana fadou faktort, které¢ byly intenzivné studovany in
vitro. V souladu s expresi na maturovanych makrofazich in vivo, in vitro diferenciace monocytt
v makrofagy siln¢ indukuje expresi CD163 mRNA a proteinu. Po in vitro 1é¢bé monocytl
glukokortikoidy bylo zjisténo, Ze procento CD163 pozitivnich monocytl stoupa z 10-30 % na
90 % (Wenzel et al. 1996). Kdyz se in vivo podavaji glukokortikoidy dobrovolnikiim, populace
CD163 pozitivnich monocyti je vice nez 80% béhem 6 hodin (Zwadlo-Klarwasser et al. 1990).
CD163 (Buechler et al. 2000; Sulahian et al. 2000). Naopak, prozanétlivé mediatory jako jsou
LPS, IFN-y a TNF-a, potlacuji tvorbu CD163 (Buechler et al. 2000).

Pokud jsou monocyty diferencovany v dendritické bunitky (GM-CSF a IL-4), hladiny
CD163 mRNA a proteinu jsou potlaceny (Buechler et al. 2000), ackoliv Sulahian et al. (2000)
ukazuji, Ze dendritické bunky odvozené od monocytii mohou jesté¢ exprimovat nizké hladiny
CD163. KdyZ jsou monocyty stimulovany ke ,,klasickému‘ nebo ,,alternativnimu® fenotypu IFN-
v a LPS nebo IL-4 a IL-13, obzvlasté vysoka exprese CD163 je pozorovédna u ,alternativné
aktivovanych® makrofagt, které hraji hlavni roli pfi tlumeni zanétlivé reakce a v odklizeni
poskozenych bunék (Gordon 2003).

-----

potla¢enim imunitniho systému CD163 a rozliSenim zanétu. Fakt, Ze CD163 je exprimovan ve
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vysokych hladinach ve vétSin€ podskupin zralych tkanovych makrofagt, poukazuje na roli

CD163 pfi rozpoznavani patogentl a nasledné vrozené imunitni odpovédi (Fabriek et al. 2005).

1.4.2 CD9Y5 (Fas)

Fas (CD95, APO-1) je obecn¢ povazovan za prototypovy receptor bunécné smrti
nadrodiny TNFR, ktery iniciuje apoptdzu po zachyceni Fas ligandu (FasL, CD95 ligand) (Nagata
1994; Nagata and Golstein 1995; Wallach et al. 1999). Prevladajici piedstava byla, ze Fas-
indukovana apoptoza funguje jako nezéanétliva cesta k eliminaci efektivnich bunék, zvlasté pii
regulaci a feSeni imunitnich a zanétlivych reakci (Krammer 2000; Haslett et al. 1994; Haslett
1999; Savill 2000). Kontrola exprese CD95 je klicovym faktorem pro regulaci apoptdzy v
nekolika bunéénych systémech. Piestoze rizné regulacni faktory, jako jsou p53, SP1, NFkB a
AP-1, se podileji na regulaci promotoru CD95 v riznych bun&¢nych kontextech (Chan et al.
1999; Owen-Schaub et al. 1995; Li et al. 1999), molekularni udalosti regulujici konstitutivni a
indukovatelnou expresi genu CD95 nebyly zatim zcela objasnény. IFN-y zvySuje expresi CD95 a
CD95-indukovanou apoptézu u né€kolika typti bun¢k (Ossina et al. 1997). Lidské monocyty a
makrofdgy pochdzejici z monocyti exprimuji Fas, ale jsou odlisn¢ citlivé na apoptozu

indukovanou Fas (Kiener et al. 1997; Perera and Waldmann 1998; Perlman et al. 1999).

143 IL-10

infekci tim, Ze omezuje imunitni odpovéd’ na patogeny a tim zabraiiuje poSkozeni hostitele.
V posledni dobé je velky zajem o informace, jak je exprese IL-10 regulovana v riznych
imunitnich bunikach. Pochopeni specifickych molekularnich udalosti, které reguluji tvorbu IL-10,
pomize odpovédet na zbyvajici otazky, které jsou dulezité pro nadvrh novych strategii imunitni
intervence (Saraiva and O’Garra 2010).

IL-10 je exprimovan mnoha buiikami adaptivniho imunitniho systému vcetné podskupin
bunc¢k Thl, Th2 a Th17 (Moore et al. 2001), CD8+ T bun¢k a B bun€k (Maynard and Weaver
2008; Maloy and Powrie 2001). Je také exprimovan bufikami vrozeného imunitniho systému,
vcetné dendritickych bunék, makrofagl, zirnych bun¢k, NK lymfocytl, eozinofilli a neutrofilt
(Moore et al. 2001). Proto se produkce IL-10 zd4 byt spojend s mnoha imunitnimi buiikami,
potvrzujici jeji rozhodujici roli jako zpétnovazebny regulator riznorodych imunitnich odpovédi
(O’Garra and Vieira 2007; Trinchieri 2007).

Aktivace DC a makrofagli patogeny zahrnuje rozpoznavani produktii odvozenych od
patogenli pomoci receptor rozpoznavajicich vzory (PRR), které vyvolavaji expresi cytokinl a

dalsich faktord (Medzhitov 2007). Makrofagy a DCs mohou exprimovat IL-10 in vitro po
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aktivaci specifickych PRR (Boonstra et al. 2006; Edwards et al. 2002). Navic DCs (Akbari et al.
2001), makrofagy a neutrofily (Siewe et al. 2006; Zhang et al. 2009) vykazuji expresi IL-10 in
vivo. Je zajimavé, ze aktivace makrofagl prostiednictvim TLRs vede k vysoké produkei IL-10,
zatimco myeloidni DCs produkuji pouze malé mnozstvi a plazmacytoidni DCs (pDCs)
nevykazuji detekovatelné hladiny IL-10. Navazavni ligandu na CD40 zvySuje produkci IL-10
pomoci stimulovanych TLRs nebo DCs stimulovanych dektinem 1 a ligace Fc receptort (FcRs)
zvysuje produkcei IL-10 pomoci TLR-stimulovanych makrofagti (Rogers et al. 2005; Edwards et
al. 2002; Gerber and Mosser 2001).

1.5 Monocyty

Monocyty jsou definovany jako cirkulujici krevni buiiky, které tvoii pfiblizné 10 %
perifernich leukocytii. Krevni monocyty se vyvijeji v kostni dfeni ze spolecného myeloidniho
progenitoru, ktery je sdilen s granulocyty. Monocyty se nasledné uvolnuji do periferni cirkulace
jako nedé¢lici bunky (van Furth et al. 1979). Polocas cirkulujiciho monocytu je odhadovan
ptiblizn¢ na 3 dny (van Furth and Cohn 1968; Liu et al. 2007). Tento kratky polo¢as nakonec
utvoril predstavu, Ze krev plsobi jako obecny zasobnik myeloidnich prekurzorti, coZ umoziuje
kontinualni repopulaci tkanovych makrofagi a zejména ptechodnych dendritickych bunck
(Serbina and Pamer 2006; Geissmann et al. 2003; Randolph et al. 1998).

Monocyty patii do mononuklearniho fagocytarniho systému (MPS), specializovaného
systému fagocytarnich bunék lokalizovanych v celém téle (van Furth et al. 1972; Auffray et al.
2009). Bunky tohoto systému se podileji na vrozené imunitni odpovédi, podporuji adaptivni
imunitni odpovéd’ a hraji roli pfi udrZovéani tkanové homeostazy. Monocyty jsou kritickou
slozkou MPS a jsou dilezit¢é u mnoha onemocnéni se zanétlivou slozkou jako jsou infekce,
kardiovaskularni onemocnéni, diabetes melitus I. typu a rakovina (Liu et al. 2009; Hettinger et

al. 2013).

1.5.1 Typy monocyti

Diive byly identifikovany dvé diskrétni subpopulace lidskych krevnich monocyti na
zaklad¢€ morfologie a diferencidlni exprese antigennich markert CD16 a CD14 (Shen et al. 1983;
Grage-Griebenow et al. 1993; Zembala et al. 1984; Ziegler-Heitbrock et al. 1991). Tyto udaje
poskytly prvni stopy potencidlni existence podskupin monocytii s odliSnymi fyziologickymi
vlastnostmi (Grage-Griebenow et al. 2001; Tacke et al. 2007). CD14++CD16- bunky byly
nazvany ,klasické”, protoze jejich fenotyp se podobd plvodnimu popisu monocytl, coz
odpovidd 90 % lidskych krevnich monocyti; druhou skupinu tvofi méné cCasté ,,neklasické”

CD14+CD16++ monocyty (Passlick et al. 1989; Ziegler-Heitbrock et al. 1993). Lidské
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monocyty navic obsahuji nepatrnou populaci CD14++CDI16+ bunck, které byly nazvany
»prechodné”. Tyto bunky se od ,klasickych” a ,neklasickych” v mnoha aspektech 1i§i a
diskriminace a funkce téchto populaci je zélezitosti intenzivniho studia (Goff et al. 1996;

Mirkovitch et al. 2006).
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2 Predpoklady a cile diplomové prace

Abychom rozsifili védomosti o roli IRF1 v patogenezi celiakie, zam¢fili jsme se v této
studii na cirkulujici monocyty a stanoveni zmén monocytarni exprese IRF1 mRNA a nésledné
markerd apoptozy (CD95) a protizanétlivé reakce (CD163 a IL-10). Na zdklad¢ poznatkl
z jinych studii byly formulovany tyto predpoklady:

e Zanétlivé prostfedi plisobi u monocytii zvySeni exprese IRF1 mRNA, pificemz u
monocytli pochéazejicich od pacientt s celiakii bude tato zména exprese odlisna od zmény
u monocytil zdravych darct.

e ZvysSend exprese IRF1 u monocytii bud’ ovlivni jejich diferenciaci, povede k apoptdze

-----

Na zédkladé predpokladd jsme definovali cile diplomové prace:

e Pomoci metody kultivace a stimulace vybranymi cytokiny (IFN-y, TNF-a, IL-6) ov¢fit,
zda zanétlivé prostiedi vede ke zvySené expresi IRF1 mRNA u monocytt zdravych lidi a
pacientl s celiakii (recentnich 1 dodrzujicich bezlepkovou dietu).

o Zjistit, jaky vliv méa zvySena exprese IRFI na monocyty zdravych lidi a pacientt

s celiakii dodrzujicich bezlepkovou dietu, konkrétné zda zvySeni IRF1 nasledné vede

rrrrr
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3 Material a metody

Vychozim materidlem pro experimenty byla plna krev ziskand od pacienti s celiakii
(recentnich a dodrzujicich bezlepkovou dietu) a od zdravych lidi, ktefi ptedstavovali kontrolu.
Metody zpracovani této krve jsou rozdéleny do usekii metod zalozenych na kultivaci a stimulaci
monocytl, ziskani a zpracovani RNA, kvantitativni PCR (QPCR) se zaméfenim na sledovany
vystup, ktery témito metodami chceme zjistit.

Optimalizace designu tohoto postupu byla provedena na bunkach THPI.

3.1 Pacienti

Vzorky krve pacientli s celiakii byly ziskavany na zaklad¢ spoluprace s II. Interni klinikou
Fakultni nemocnice Kréalovské Vinohrady v Praze a IV. interni klinikou VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze. Do diplomové priace bylo =zahrnuto 15 pacientd s celiakii,
diagnostikovanych na zéklad¢ kritérii ESPGHAN (Riordan and Davidson 1991) a Marsh kritérii
(Marsh 1992). V hodnoceném souboru bylo 12 Zen a 3 muzi ve véku od 19 do 46 let a jednalo
se jak o pacienty s nov¢ diagnostikovanou (= aktivni formou) celiakie (ozna¢ovani jako pacienti
s recentni celiakii/recentni pacienti, rCD), tak o pacienty s celiakii, ktefi jiz drzeli bezlepkovou
dietu, a to déle nez jeden rok (CD-GFD). Ke kazdému pacientovi byli vybrani zdravi darci
stejného pohlavi a véku (+/- 2 roky). Bylo tedy dbéano na to, aby byly vzdy porovnavané skupiny
co nejvice odpovidajici, pfedev§im z divodu zmény reaktivity imunitniho systému v pribéhu
zivota. Ddle byli zdravi darci bez autoimunitnich nebo jinych chronickych onemocnéni a v dobé
dele jak 14 dni bez infekénich ¢i dalSich onemocnéni (HC, viz Tab. 1). VSichni dérci byli se
studii seznameni a podepsali informovany souhlas. Studie byla schvalena etickou komisi PiF

UK.

Tab. 1 Sledovany soubor pacientli

Typ pacienta Recentni pacienti Pacienti na dieté Zdravi darci
(rCD) (CD-GFD) (HO)
Pocet 5 10 10
Vék — prumér 35,2 36,4 34,9
(rozptyl) [roky] 19-45 22 -46 19-43
Pohlavi 4 Zeny a 1 muz 8 Zen a 2 muzi 3 Zeny a 3 muZzi
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Kazdy vzorek dostal evidencni ¢islo SC20 — SC47 (stimulace cytokiny 20.—47. experiment) a
pod timto eviden¢nim ¢islem byl vzorek déle zpracovavan jak v laboratofi, tak pii statistickém

hodnoceni.
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3.2 Optimalizace postupt pomoci bunéc¢né linie THP1

Optimalizace designu experimentii byla provedena na THP1 bunkach. THP1 je lidska
monocytarni linie, kterd byla ziskana od pacienta s akutni monocytarni leukémii. Tyto buiiky se
pouzivaji piedevsim v imunocytochemickych a imunohistochemickych analyzach.

Pro nasi laboratof byly buitkky THP1 ziskany darem. Bunécna linie THP1 byla pro nastaveni
experimentll zvolena zdivodu snadné dostupnosti velkého mnozstvi bunék (oproti
limitovanému mnozstvi primarnich monocyti z lidské periferni krve), které byly pro

optimaliza¢ni experimenty potitebné.

3.2.1 Optimalizace délky stimulace THP1 bunék cytokiny

V ramci optimalizace byly provedeny experimenty, kdy byly builky THP1 stimulovany
koktejlem cytokind, které se na zaklad¢ dostupné literatury v plasmé pacientt s celiakii vyskytuji
upregulované. Expresi IRF1 mRNA jsme sledovali ve vice Casech za ucCelem vybrani co
nejkrat$iho ¢asu, kdy jeho exprese dosahuje nejvyssich hladin. V kazdém case jsme méli vzdy
dvé jamky: vzorek bez cytokinl (0X, kde X = délka stimulace) a jamku oznacenou IT6X (kde
byly bunky stimulované koktejlem cytokini TNF-o + IFN-y + IL-6 — kazdy vzdy v koncentraci
80 ng/ml; X = doba stimulace). V prvnim experimentu jsme sklizeli THP1 po 0,5 hoding, po 1
hodiné, po 2 a 3 hodinach, a sledovali expresi IRFI mRNA. Vysledky jsou shrnuty na Obrazku
10.
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Vliv cytokinti na expresi IRF1 mRNA u THP1
bunék
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Obr. 10: Vliv koktejlu cytokinti na expresi IRF1 mRNA u THP1 bunék po 30 minutach, 1
hodin€ a 2, 3 a 4 hodinach.
IT6 0,5 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 0,5 hod.), IT6 2 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace
2 hod.), IT6 3 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 3 hod.), IT6 4 = IFN-y + TNF-o + IL-6
(stimulace 4 hod.).

Podle téchto vysledki se zddlo, ze exprese IRF1 mRNA méla dva casové piky, kdy
dosahovala nejvyssich hodnot, pfiblizn€ po hodiné a druhy kolem 3 hodin, a proto jsme tento
experiment zopakovali s odlisSnymi ¢asy. V druhém experimentu jsme tedy sklizeli THP1 po 0,75
hod., po 2 hodinach a po 3,5 hodindch a sledovali expresi IRFI mRNA. Vysledky jsou

zobrazeny na obrazku 11.
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Vliv cytokind na expresi IRF1 mRNA u THP1
bunék
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Obr. 11: Vliv koktejlu cytokinti na expresi IRF1 mRNA u THP1 bun¢k po 45 mintach, 2
hodinach a 3,5 hodinach.
IT6 45 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 45 min.), IT6 2 = [FN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 2
hod.), IT6 3.5 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 3,5 hod.).

V téchto vysledcich byla nejvyssi exprese IRF1 mRNA po dvouhodinové stimulaci, a proto
jsme tento experiment zopakovali potieti a opét s jinymi Casy. V tfetim experimentu jsme sklizeli
THP1 po 1 hoding, po 2 hodinach a po 3 hodinach a sledovali expresi IRFI mRNA. Vysledky

jsou na obrazku 12.
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Vliv cytokind na expresi IRF1 mRNA u THP1
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Obr. 12: Vliv koktejlu cytokini na expresi IRFI mRNA u THP1 bunék po 1 hoding, 2
hodinéach a 3 hodinach.
IT6 45 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 1 hod.), IT6 2 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 2
hod.), IT6 3 = IFN-y + TNF-a + IL-6 (stimulace 3 hod.).

Po analyze téchto vysledki jsme vybrali 1 hodinu jako idedlni ¢as pro detekci exprese IRF1
mRNA po stimulaci cytokiny. Vybér tohoto ¢asu potvrdil 1 experiment, kde byly THP1 bunky
stimulovany jen TNF-a a IL-6. Oproti vzorku bez cytokind byla nejvice zvySena exprese prave

po 1 hoding stimulace (viz Obr. 13).
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Vliv cytokind na expresi IRF1 mRNA u THP1
bunék
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Obr. 13: Vliv dvojice cytokintl na expresi IRF1 mRNA po 1, 2 a 3 hodinach.
T6 1 = TNF-a + IL-6 (stimulace 1 hod.), T6 2 = TNF-a + IL-6 (stimulace 2 hod.), T6 3 = TNF-a
+ IL-6 (stimulace 3 hod.)

3.2.2 Vybér cytokinii pro stimulaci monocyti — optimalizace na THP1 buiikach
Dale bylo tfeba vybrat konkrétni cytokiny ¢i kombinace cytokini, kterymi budeme monocyty
stimulovat. Vybér a kombinace cytokinll byly provadény ze zanétlivych cytokint, které jsou u
rCD zvysSené v séru — IFN-y, TNF-a, IL-6. Tento vybér byl opét proveden na bunkach THPI,
které jsme stimulovali jak jednotlivymi cytokiny, tak jejich kombinaci a sledovali jsme expresi

IRF1 mRNA po 1 hodiné. Vysledky jsou na obrazku 14.
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Obr. 14: Vliv samostatnych cytokini a koktejlu cytokinti na expresi IRFI mRNA po 1
hoding. 01 — vzorek bez cytokind; I = I[FN-y; T = TNF-q; 6 = IL-6; IT6 = I[FN-y + TNF-a + IL-6

Tento graf ukazuje, Ze samostatné ma nejvétsi efekt IFN-y a nejvice zvysuji expresi vSechny
cytokiny dohromady. Abychom piesné¢ védeli, jaky cytokin nebo kombinace cytokinu
maximaln¢ zvétsuje expresi IRF1 mRNA, byly provedeny dalsi experimenty, kde byly bunky
THP1 stimulovany samostatnymi cytokiny (IFN-y, TNF-a, IL-6) a riznymi kombinacemi
cytokint (naptiklad IFN-y + TNF-a). Vysledky jsou na obrazku 15.
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Obr. 15: Vliv samostatnych cytokini a riznych kombinaci cytokinli na expresi IRF1 mRNA
po 1 hodiné (tfi nezdvislé experimenty). Barva vzdy znadi jeden experiment. 01 — vzorek bez
cytokinti; [ = IFN-y; T = TNF-a; 6 = IL-6; IT6 = IFN-y + TNF-a + IL-6; IT = [FN-y + TNF-a; 16
= IFN-y + IL-6; T6 = TNF-a + IL-6
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Z vysledki vyplyva, Ze samostatné ma opét nejvetsi efekt IFN-y a nejvice zvysSuji expresi
vSechny cytokiny dohromady (IFN-y + TNF-a + IL-6) a kombinace cytokint IFN-y + TNF-a.
Tyto kombinace cytokinii nejen, ze nejvice zvysSuji expresi IRFI mRNA, maji také podobnou
tendenci zvyseni této exprese v riznych experimentech, a proto bylo pro stimulaci monocyta
rozhodnuto pouzit tyto kombinace cytokinti — I (samostatny IFN-y), IT6 — koktejl cytokin IFN-
v + TNF-a + IL-6, IT — kombinace cytokini IFN-y + TNF-a.

3.2.3 Kultivace a stimulace bunék THP1

Protokol:

Pouzité chemikalie
RPMI 1640 — Sigma Aldrich (Némecko), w. L-glutamine and NaHCO,
Kompletni medium — RPMI 1640 + 10% FBS (Biosera, Ceska republika) + 1%
Penicilin/Streptomycin (Sigma Aldrich, Némecko)
— sterilizace pies filtr 0,22 pum (MILLIPORE Gradient systemu; Milli-Q)
FBS — Ultra-low entotoxin Fetal Bovine Serum (South America origin) (Biosera); dodavatel
BioTech, Ceska republika; endotoxin level < 0.1 EU/ml
IFN-y — Recombinant Human IFN-y Animal-Free manufactured (Peprotech, Velka Britanie);

nafedéno na koncentraci 1 mg/ml a 100 X zfedéno 5% Trehalosou

TNF-0 — Recombinant Human TNF-a Animal-Free manufactured (Peprotech, Ceska republika);

nafedéno na koncentraci 0,5 mg/ml a 50 x zfedéno 5% Trehalosou

IL-6 — Recombinant Human IL-6 Animal-Free manufactured (Peprotech, Ceska republika);

nafedéno na koncentraci 0,25 mg/ml a 25 x zfedéno 5% Trehalosou
Trehalosa — Sigma Aldrich (Némecko)
PBS — BioTech (Ceska republika)

Lyzaéni roztok — je sou¢asti kitu (GenElute'Mammalliantotal RNA MiniprepKit), Sigma
Aldrich (Némecko)

Postup
1. Do jedné jamky 24jamkové desticky (NUNC, Dénsko) jsme nasadili 5x10* THP1 bunék.
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. Doplnili jsme do 1 ml kompletnim médiem RPMI 1640.

.V kazdém experimentu byla vzdy jedna jamka nestimulovana - vzorek bez cytokint (0X)
a dalsi stimulované (IT6X = IFN-y+ TNF-a + IL-6 nebo jinymi kombinacemi cytokint;
X = ¢as stimulace).

. Davky jednotlivych cytokinti (IFN-y, TNF-a a IL-6) byly 80 ng/ml od kazdého (viz Tab.
2).

Tab. 2 Davky cytokin

VZORKY CYTOKINY
0X x
IT6X 80 ng IFN-y + 80 ng TNF-a + 80 ng IL-6

. Dale jsme buiiky stimulovali po dobu, kterou jsme pro dany experiment zvolili (napf. 1, 2
nebo 3 hodiny).

. Po uplynuti dané doby stimulace bylo médium i s buitkami z jamek odsato.

. Médium s buitkami bylo sto¢eno na maximalni rychlost otacek (14 000 X g) po dobu 6
min., poté bylo médium odsato.

. Bunky THP1 jsme promyli v PBS a poté jsme ptidali 500 pl lyza¢niho roztoku.

. Bunky v lyza¢nim roztoku jsme ulozili na -20 °C (maximalné na dva mésice), ¢i rovnou

dale izolovali RNA.

3.2.4 Izolace RNA

RNA byla izolovéana z monocytli v lyzacnim roztoku, kdy izolace byla provadéna pies

kolonky se silikagelovou membranou, které jsou soucasti izola¢niho kitu. Na této membrané

byla RNA zachycena a néasledné promyvana a zbavovana kontaminujicich latek. Na zavér byla

RNA uvolnéna z membrany do roztoku pomoci vody. Cely postup byl provadén v laminarnim

Protokol:

Pouzité chemikalie

GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit, Sigma-Aldrich, Némecko

- lyzaéni roztok
- 2-merkaptoetanol

- promyvaci roztok 1

40




- promyvaci roztok 2

70% etanol, piipraveny nafedénim z 96% etanolu, P-LAB a.s., Praha

Voda z MILLIPOR Gradient systemu; Milli-Q

Postup

1.

10.

11.

12.

K PBMC:s (poptipad¢ k THP1) v lyza¢nim roztoku jsme piidali Sul 2-merkaptoetanolu a
dikladné zvortexovali.

Vzniklou suspenzi jsme napipetovali do GenElute filtracni kolonky (modré) a
centrifugovali na 14 000 x g po dobu 2 minut.

Kolonku jsme odstranili a do ptefiltrovaného roztoku jsme ptidali 500 pl 70% etanolu,
nasledné jsme zvortexovali.

500 pl vzniklého roztoku jsme napipetovali do GenElute Binding kolonky

(¢ervené); roztoku bylo vice nez 500 pl, musel byt proto napipetovan na kolonku ve
dvou krocich.

Centrifugovali jsme na 14 000 x g po dobu 15 vtefin, filtrat jsme vylili, sbérnou
zkumavku jsme vratili zpét pod kolonku a veskery zbyvajici roztok jsme

napipetovali do kolonky.

Opét jsme centrifugovali na 14 000 x g po dobu 15 vtefin, filtrat jsme vylili,

sbérnou zkumavku jsme vratili zpét pod kolonku.

Do kolonky jsme napipetovali 500 pl promyvaciho roztoku 1 a centrifugovali na

14 000 x g po dobu 15 vtefin.

Kolonku jsme ptenesli do Cisté sbérné zkumavky a napipetovali 500 pl

promyvaciho roztoku 2 a centrifugovali 14 000 x g po dobu 15 vtefin.

Sbérnou zkumavku jsme vylili, vratily pod kolonku a opét napipetovali 500 pl
promyvaciho roztoku 2 a centrifugovali 14 000 x g po dobu 2 minut.

Poté jsme sbérnou zkumavku vylili, vratili pod kolonku a znovu centrifugovali na

14 000 x g po dobu 1 minuty, abychom membranu Uplné zbavili promyvaciho
roztoku.

Ptenesli jsme kolonku do €isté sbérné zkumavky, napipetovali 40 pl vody a nechali

1 minutu inkubovat pii pokojové teplote.

Na zavér jsme centrifugovali na 14 000 x g po dobu 1 minuty, vyizolovana RNA

byla obsazena ve filtratu. Koncentraci a Cistotu RNA jsme zméfili na nanofotometru

(NanoPhotometer™ Pearl, Implen) a RNA uchovavali pii -80°C

41



3.2.5 Reverzné transkriptazova polymerazova reakce (RT PCR)
Po izolaci RNA z bun¢k THP1 je koncentrace RNA zna¢né odlisnd od koncentrace RNA

z monocytl, proto je zde pouzit jiny kit na RT PCR.
Protokol:

Pouzité chemikalie
HyperSkript RT master mix (with Random hexamer), Gene All, Korea
Voda ze systému MILLIPORE Gradient; Milli-Q

Postup
1. 2xHyperSkript'™ RT master mix solution jsme nechali roztat na ledu. Na jednu reakci
jsme pouzili 10 pl master mixu a udrzovali v chladu (na ledu ¢i v mrazicim stojanku).
2. Pridali jsme 20 ng RNA a reakci jsme doplnili vodou do objemu reakce 20 pl.
3. Zkumavky jsme kritce zvortexovali, centrifugovali a do doby, nez jsme je vlozili do
termocykleru, jsme je uchovavali na ledu.

4. V termocykleru (C1000TM Thermal Cycler; Biorad) jsme nastavili program:

1. krok (hybridizace s primery) 5 minut pti 25°C
2. krok (extenze) 45 minut pii 55°C
3. krok (denaturace enzymu) 5 minut pii1 95°C

5. Vlozili jsme vzorky do termocykleru a proces spustili, po skonceni reakce jsme vzorky

uchovavali pii -20°C.

Polymerazova tetézova reakce v realném case (Real Time PCR/QPCR) bude popsana v kapitole

(3.3.4) zabyvajici se jiz samotnym studiem exprese IRF1 mRNA monocyty.
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3.3 Studium exprese IRF1 mRNA na monocytech
3.3.1 Separace perifernich mononuklearnich bunék krve (PBMCs) z plné krve —
Ficoll Paque
Krev byla odebrana do odb&rovych zkumavek VACUETTE" s citratem (Grenier Bio-one,
Rakousko). Separaci PBMCs z periferni krve jsme provadéli pomoci Ficollu. K separaci

samotnych monocytt doslo v prubéhu kultivace pomoci adheze.

Protokol:
Pouzité chemikalie
HBSS — 500 ml (EuroClone, Italie)
FicollPaque PLUS - AP Czech (Ceska republika); endotoxin tested (<0,12 EU/ml)
Kompletni kultiva¢ni medium:
-  RPMI 1640
- 10% FBS (Biosera, BioTech, Ceska republika)
- 1% Penicilin/Streptomycin (Sigma Aldrich, Némecko)

po smichani jednotlivych slozek bylo médium sterilizovano pies 0,22 um filtr (MILLIPORE)

Postup
1. Nejprve jsme v 15ml zkumavce natedili 2 ml plné krve s 2 ml HBSS.
2. Tuto smés jsme pomalu navrstvili na 3 ml Ficollu temperovaného na pokojovou teplotu a
centrifugovali na 1414 rpm (360 rcf) pti 17°C (pokojova teplota — RT) na 30 minut.
3. V prabéhu centrifugace doSlo na ziklad¢ gradientu k vytvofeni vrstev, viz Obr. 16,
pipetou jsme opatrn€ odebrali prstenec mononukledrnich bun€k bez kontaminace

Ficollem.
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Obr. 16: Rozvrstveni krve a krevnich elementii pied a po FicollPaque gradientové

centrifugaci

4. Odsaté PBMCs jsme promyli v cca 20 — 25 ml HBSS a centrifugovali pfi 1500 rpm na 10
minut, pii pokojové teploté.

5. Supernatant jsme odlili, vzniklou peletu bunék jsme opatrné vortexovali, jesté jednou
promyli v cca 15 ml PBS a centrifugovali na 1250 rpm na 10 minut pii RT. Po
centrifugaci jsme spocitali buiniky resuspendované v 1 ml PBS za pomoci Biirkerovy
komtrky.

6. Bunky jsme promyli v cca 15 ml PBS a centrifugovali na 800 rpm na 10 min pii RT.

7. Na zavér jsme supernatant odlili, peletu vortexovali a doplnili do 1 ml kompletnim
kultivaénim médiem.

3.3.2 Kaultivace a stimulace monocyti

Vyizolované mononuklearni buniky jsme dale kultivovali a pomoci adheze separovali

monocyty, které jsme stimulovali vybranymi cytokiny (TNF-a, IFN-y, IL-6). Stimulovali jsme

jednotlivymi cytokiny a koktejlem dvou ¢i vSech tii cytokinli po dobu 1 hodiny, a sledovali vliv

téchto cytokinli na monocytarni expresi mRNA IRF1 (provedeno u monocytl ptivodem od rCD,

CD-CFD 1 HC). Nésledné byly provedeny stimulace monocytli po dobu 8 hodin a to pouze

dvojici cytokini (INF-y + TNF-a), ktera byla vybrana na zakladé pribéznych vysledki

(neprezentované vysledky). Tato prodlouZena stimulace slouzila ke zhodnoceni apo- a

parakrinniho vlivu IRF1 na monocyty, proto byla po této stimulaci sledovana exprese CD95,
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CD163 a IL-10 mRNA. Tyto dlouhodobé kultivace byly provadény na monocytech

pochazejicich od pacientt s celiakii na dieté a od zdravych kontrol.

Protokol:

Pouzité chemikalie

RPMI 1640 — Sigma Aldrich (Némecko), w. L-glutamine and NaHCO,

Kompletni médium — RPMI 1640 + 10% FBS (Biosera, Ceska republika) + 1%
Penicilin/Streptomycin (Sigma Aldrich, Némecko) — sterilizace ptes filtr 0,22 um (MILLIPOR
Gradient systemu; Milli-Q)

FBS — Ultra-low entotoxin Fetal Bovine Serum (South America origin) (Biosera); dodavatel
BioTech, Ceska republika; endotoxin level < 0.1 EU/ml

IFN-y — Recombinant Human IFN-y Animal-Free manufactured (Peprotech, Ceska republika);

nafedéno na koncentraci 1 mg/ml a 100 x zfedéno 5% Trehalosou

TNF-0 — Recombinant Human TNF-a Animal-Free manufactured (Peprotech, Ceska republika);

nafedéno na koncentraci 0,5 mg/ml a 50 x zfedéno 5% Trehalosou

IL-6 — Recombinant Human IL-6 Animal-Free manufactured (Peprotech, Ceska republika);

nafedéno na koncentraci 0,25 mg/ml a 25 x ziedéno 5% Trehalosou

Lyza¢ni roztok — je soudasti kitu (GenElute"Mammalliantotal RNA MiniprepKit), Sigma
Aldrich (Némecko)

Trehalosa — Sigma Aldrich (Némecko)

PBS — BioTech (Ceska republika)

Postup

1. Do jedné jamky 24jamkové desticky (NUNC, Dénsko) jsme nasadili 2,5 x10° bunék.

2. Doplnili jsme do 1 ml kompletnim médiem RPMI 1640.

3. Desti¢ky jsme ponechali 20 — 24 hodin v CO, inkubatoru, pouze v mezicase po 7
hodindch jsme vyménili médium a odstranili tim nepfisedlé builkky (adherované
monocyty ziistaly).

4. Sebrali jsme médium, oplachli jsme jamku 1 ml média a ptidali jsme do dvou jamek po 1

ml RPMI 1640 (vzorek bez cytokinii — oznacen jako 01 a 08), dalsi ¢tyfi jamky jsme
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stimulovali cytokiny rozpusténymi v 1 ml média (I = IFN-y; IT = I[FN-y + TNF-a; IT8 =
IFN-y + TNF-qo; IT6 = IFN-y + TNF-o + IL-6). Davky jednotlivych cytokini (IFN-y,
TNF-a a IL-6) byly 80 ng/ml od kazdého (viz Tab. 3).

Tab. 3 Davky cytokini

VZORKY CYTOKINY
01 x
I 80 ng IFN-y
IT6 80 ng IFN-y + 80 ng TNF-a + 80 ng IL-6
IT 80 ng IFN-y + 80 ng TNF-a
08 X
IT8 80 ng IFN-y + 80 ng TNF-a

5. Vzorky jsme nechali 1 hod., (01, I, IT6, IT) a 8 hod. (08 a IT8) v CO, inkubétoru
stimulovat a poté adherované bunky oplachli 1 ml PBS temperovanym na pokojovou
teplotu. Dale jsme ptidali 500 pl lyza¢niho roztoku (soucasti kitu na izolaci RNA — viz
nize).

6. Bunky v lyza¢nim roztoku jsme uloZili na -20°C (maximalné na dva mésice), ¢i rovnou

dale izolovali RNA (3.2.4).

3.3.3 Reverzné transkriptazova polymerazova reakce (RT PCR)
Pomoci RT PCR jsme piepsali RNA do cDNA, ktera byla déle pouZita pro kvantitativni

PCR v realném case. Cely postup byl provadén v laminarnim boxu.

Protokol:
Pouzité chemikalie
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Thermo Fisher Scientific, USA
- 10 x RT pufr
- 25 x dNTP Mix (100 mM)
- 10 x RT nahodné primery
- MultiScribe Reverse Transcriptase

Voda ze syst¢ému MILLIPOR Gradient; Milli-Q

Postup
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. VSechny komponenty kitu jsme nechali roztat na ledu.
. Na zéklad¢ poctu reakci jsme si pfipravili zakladni reakéni smés podle Tab. 4, kde je
uvedeno mnozstvi na jednu reakci. Reakce bez reverzni transkriptdzy slouzi jako

negativni kontrola.

Tab. 4 Slozeni reak¢éni smési pro jednu reakci RT PCR

Komponenty Objem (pul)
Smés s reverzni Smés bez reverzni
transkriptazou transkriptazy
10 x RT pufr 2,0 2,0
25 x ANTP Mix (100 mM) 0,8 0,8
10 x RT nahodné primery 2,0 2,0
MultiScribe reverzni 1,0 -
transkriptaza
Voda 4.2 5,2
Celkem 10 10

. Reakéni smés jsme vortexovali a udrzovali na ledu.

. Do kazdé mikrozkumavky jsme napipetovali 10 pl reakéni smeési.

. Pridali jsme maximalni mozné mnozstvi RNA a doplnili jsme vodou do objemu reakce
20 pl.

. Zkumavky jsme kratce centrifugovali a do doby, nez jsme je vlozili do termocykleru,
jsme je uchovavali na ledu.

.V termocykleru (C1000™ Thermal Cycler; Biorad) jsme nastavili program:

1. krok (hybridizace s primery): 10 minut pti 25°C
2. krok (extenze): 120 minut pi1 37°C
3. krok (denaturace enzymu): 5 vtefin pii 85°C

. Vlozili jsme vzorky do termocykleru a proces spustili, po skonceni reakce jsme vzorky

uchovavali pti -20°C.
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3.3.4 Polymerazova retézova reakce v realném case (Real Time PCR/QPCR)

Real Time PCR je PCR, kdy dostavdme informaci o stavu amplifikace béhem reakce. K
méieni genové exprese specifického produktu dochazi pomoci fluorescen¢nich sond, tzv.
TagMan® sond (Applied Biosystems, Life Technologies — Thermo Fisher Scientific).
Fluorescen¢ni aktivita sond pifimo odpovidd mnozstvi PCR produktu v reakci a tato aktivita je
zaznamenavana pomoci laseru, ktery je zabudovan ve specialnich cyklerech (LightCycler 480,
ROCHE), signal z laseru je pfevadén do amplifikacnich kiivek pomoci softwaru (LightCycler
480 SW 1.5). V naSich experimentech se jednalo o relativni kvantifikaci, kdy jsme ze tfi
ziskanych hodnot Ct pro kazdy gen vypocitali primérné Ct pro dany vzorek, které bylo pouzito
k vypoctu dCt, jenz znaci relativni rozdil exprese ndmi sledovaného genu a referencniho genu
(zde byl gen PGKI — fosfoglycerat kinaza 1) v ramci jednoho vzorku. Hodnota dCt dale
poslouzila k vypoctu 27-dCt, ktery vypovidd o mife exprese jednotlivych genll a ktery byl
v pripad¢ geni CD95, CD163 a IL-10 nasoben 100 z divodu lepsi manipulace a nazornosti pti
zobrazovani v grafech. Tyto hodnoty byly nasledné statisticky zpracovany pomoci programu

GraphPad Prism 5.

Pouzity pristroj

LightCycler 480, ROCHE, Ceska republika

Pouzité chemikalie

gPCR BIO Probe Mix No ROX, BioConsult, Ceska republika
Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix; Thermo Fisher Scientific, USA
PGK1 — Hs99999906 _m1 (phosphoglycerate kinase 1)

IRF1 - Hs00971960 m1 (interferon regulatory factor 1)

CD95 — Hs00236330_ml

CD163 — Hs00174705_m1

IL-10 — Hs00961622 m1 (interleukin 10)

Voda ze systému MILLIPOR Gradient; Milli-Q

Postup
1. Assays-on-Demand (zakryté pied svétlem) a cDNA jsme nechali rozmrazit pii
pokojové teploté.

2. Pro kazdy gen jsme ptipravili reakéni smés podle tabulky 5.
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Tab. 5 Slozeni reakéni smési pro Real Time PCR pro jednu reakci

Komponenty Objem (nl)
TagMan Gene Expression Master Mix 7
20% Assays-on-Demand Gene Expression 0,7
Assay Mix
Voda 2,3
Celkem 10

3. Do 384jamkové desticky jsme napipetovali po 10 pl smési pro dany gen, ptiklad

rozmisténi vzorkil v desticce viz tab. 6. Reakce byla provadéna v technickych tripletech.

Tab. 6. Ptiklad rozmisténi reakcnich smési pro jednotlivé geny a cDNA u detekce exprese IRF1

mRNA
1 8
A
B
C
D
E
F
4. cDNA jsme 4x natedili vodou.
5. Do pftislusnych jamek jsme napipetovali 4 pl 4% nafedéné cDNA.
6. Desticku jsme pielepili folii a dvé minuty centrifugovali pii 2 500 X g.
7. Desticku jsme vlozili do pfistroje LighCycler 480. Podminky reakce byly nastaveny dle

nasledujicich parametrti:

1. krok:

2. krok (hot start):

3. krok (denaturace):

4. krok (hybridizace, extenze):
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2 minuty pii 50°C

10 minut pti 95°C

15 vtefin pii 95°C

1 minuta pii 60°C
(kroky 3 a 4 se opakuji 50x%)



8. Po dokonceni byla ziskana data ulozena a nasledné¢ statisticky zpracovana.

3.3.5 Statistické zpracovani

Statistické vyhodnoceni jsme provadeli pomoci statistického programu GraphPad Prism
5, kde jsme nejprve ovérili normalitu dat pomoci Shapirtv-Wilkiv test, ktery vSak pracuje
s minimalnim n = 7, tudiz v pfipadé¢ n = 5 nebylo mozno testovat jejich normalni rozdéleni, a
proto u téchto dat byly pouzity neparametrické testy (Kruskal-Wallis pro vicecetnd porovnani a
Man-Whitney test pro porovnani dvou proménnych). Tyto neparametrické testy byly pouzity i
v ostatnich pfipadech, protoze u zaddnych dat nebylo detekovano normalni rozdé€leni. Hranice

statistické vyznamnosti byla p < 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Exprese IRF1 mRNA monocyty recentnich pacientii a pacientii na bezlepkové

dieté

Béhem pracovani na tématu DP bylo mozné z diivodu blize vysvétlenych v diskuzi ziskat
materidl od pouhych 5 kompletné diagnostikovanych novych, tedy recentnich pacientd, jejichz
monocyty byly pouzity pro stimulace vybranymi cytokiny (Material a metody, kapitola 3.2.2).
Z diavodu nizkého poctu jedinct v souboru byly pro hodnoceni dat pouzity neparametrické testy
(Kruskal-Wallis a Man-Whitney test). Pozorovan byl signifikantni rozdil v mife exprese IRF1

mRNA u monocytd stimulovanych cytokiny oproti monocytim bez stimulace (p = 0,0117) (viz

Tab. 7 a Obr. 17).

Tab. 7 Exprese IRF1 mRNA monocyty rCD (n = 5)

kultivace median | mezikvartilové | zvySeni exprese vii€i kultivaci
[AJ] rozpéti bez cytokini
bez cytokini 1,14 0,62 -1,18 1 x
IFN-y 5,86 4,42 — 9,40 5,14 x &
IFN-y + TNF-o 6,93 5,72 -11,96 6,08 x )
IFN-y + TNF-a + IL-6 7,60 5,55-12,18 6,67 x ()

Al ~ arbitrarni jednotky

() P < 0,05
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Obr. 17: Exprese IRF1 mRNA monocyty rCD

Vodorovna ¢ara rovnobéznd s osou x tvofici vrchni ¢ast obdélniku znac¢i median, usecky na ni
kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti; n = 5; AJ ~ arbitrarni jednotky, IFN-y ~ interferon
gamma, IL- 6 ~ interleukin 6, TNF-o ~ tumor nekrotizujici faktor alfa, rCD ~ recentni pacienti

s celiakii

Vedle rCD pacientt byl ziskdvan také biologicky material od CD-GFD, ktefi pohlavim a
veékem (+/- 2 roky) odpovidali nové diagnostikovanym rCD pacientim. U CD-GFD jedinci byla
také pozorovana signifikantné¢ zvySend exprese IRFI mRNA u monocytl stimulovanych
cytokiny oproti monocytiim bez stimulace (viz Tab. 8 a Obr. 18) a v pfipad¢ stimulace vSemi
cytokiny (IFN-y + TNF-a + IL-6) az 8,27x oproti monocytiim bez stimulace cytokiny (viz Tab.
11). Zvyseni exprese IRF1 mRNA bylo tedy v ptipadé¢ CD-GFD jesté vétsi nez u rCD (viz Tab.
7).

52



Tab. 8 Exprese IRF1 mRNA monocyty CD-GFD (n = 5)

kultivace median | mezikvartilové | zvySeni exprese vii¢i kultivaci
(AJ] rozpéti bez cytokinii
bez cytokinii 1,08 0,80 -1,18 1 x
IFN-y 5,86 4,357,227 5,43 x (%)
IFN-y + TNF-a 8,73 6,39 — 12,31 8,08 x Gx#)
IFN-y + TNF-0 + IL-6 8,93 6,02 — 18,40 8,27 x (k%)

Al ~ arbitrarni jednotky

Ges) p < 0,01
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55 p <0,01

p <0,01 -T

| p <0,01 i

-
a
1

2A.dCt [AJ]
R

5- 1 e
0 [ ]
) 1 ] )
> A & ©
S 4 ’ 4
(,‘\ '\x & o
4 b
< {(é x&é
A
\Q\*
Kultivace

Obr. 18: Exprese IRF1 mRNA monocyty CD-GFD

Vodorovna ¢ara rovnobéznd s osou x tvofici vrchni ¢ast obdélniku zna¢i median, usecky na ni
kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti, n = 5; AJ ~ arbitrarni jednotky, CD-GFD ~ pacienti
s celiakii na bezlepkové dieté, IFN-y ~ interferon gamma, IL-6 ~ interleukin 6, TNF-a ~ tumor

nekrotizujici faktor alfa
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Vzhledem k tomu, Zze reakce monocyti ziskanych od rCD pacientii na pusobeni
zanétlivych agens se statisticky vyznamné neliSily od téch pozorovanych u monocytl od
pacienti CD-GFD (viz Tab. 10 a Tab.11, p = NS), doslo k navySeni po¢tu CD-GFD (n = 10),
ktefi jsou pro nas dostupnéjsi, a nadale se pracovalo jen s daty od CD-GFD jedinci. K nim byly
ziskany vzorky od 10 v€kové a pohlavim odpovidajicich zdravych jedinch, diky nimz jsme

mohli sledovat fyziologickou reakci monocytl na toto zanétlivé prostiedi.

Exprese IRF1 mRNA
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Obr. 19: Porovnani exprese IRF1 mRNA mezi rCD (n =5) a CD-GFD (n =5)

Graf zobrazuje zménu exprese IRF1 mRNA v bunkach, jez byly stimulovany vybranymi
zanétlivymi cytokiny, vici nestimulovanym bunikdm. Vodorovna ¢ara rovnobézna s osou X
tvorici vrchni ¢ast obdélniku znac¢i median, usecky na ni kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti;
AJ ~ arbitrarni jednotky, CD-GFD ~ pacienti s celiakii na bezlepkové dieté, [IFN-y ~ interferon
gamma, IL-6 ~ interleukin 6, TNF-a ~ tumor nekrotizujici faktor alfa, rCD ~ recentni pacienti

s celiakii

4.2 Exprese IRF1 mRNA monocyty pacientii na bezlepkové dieté a zdravych darci

Po navySeni mnozstvi pacientli na bezlepkové diet¢ (n = 10) zistaly rozdily mezi
stimulovanymi a nestimulovanymi vzorky totozné jako v pfipadé péti pacientl, avSak zvysila se

mira signifikance rozdila (p < 0,0001) (viz Obr. 20) a také mirn¢ velikost rozdill exprese (viz
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Tab. 9). Data neméla normalni rozdéleni, proto byly opét pouzity neparametrické testy (Kruskal-

Wallis a Man-Whitney test).

Tab. 9 Exprese IRF1 mRNA monocyty CD-GFD (n = 10)

kultivace median | mezikvartilové | zvySeni exprese vuci kultivaci
AJ] rozpéti bez cytokini
bez cytokini 1,12 0,77 - 2,21 1 x
IFN-y 6,51 4,80 — 10,07 5,81 x Gexx)
IFN-y + TNF-o 9,52 6,66 — 11,92 8,50 x Gx#)
IFN-y + TNF-o0 + IL-6 9,78 6,81 — 15,26 8,73 x ek

Al ~ arbitrarni jednotky

Gesese) p < 0.0001
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Obr. 20: Exprese IRF1 mRNA monocyty CD-GFD
Vodorovna ¢ara rovnobé€zna s osou x tvofici vrchni ¢ast obdélniku zna¢i median, usecky na ni

kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti, n = 10; AJ ~ arbitrarni jednotky, CD-GFD ~ pacienti
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s celiakii na bezlepkové dieté, IFN-y ~ interferon gamma, IL-6 ~ interleukin 6, TNF-a ~ tumor
nekrotizujici faktor alfa

Podobné jako u monocytl pivodem od CD-GFD pacientd bylo v piipad¢ zdravych darca
detekovano signifikantni zvySeni exprese IRFI mRNA u monocytli stimulovanych cytokiny

oproti monocytiim nestimulovanym (viz Tab. 10 a Obr. 21).

Tab. 10 Exprese IRFI mRNA monocyty HC (n = 10)

kultivace median | mezikvartilové | zvySeni exprese vuci kultivaci
(AJ] rozpéti bez cytokinii
bez cytokini 1,15 0,71 — 1,68 1 x
IFN-y 7,15 4,19 - 8,85 6,22 x Geksx)
IFN-y + TNF-o 8,12 7,16 — 10,22 7,06 x Gexs)
IFN-y + TNF-0 + IL-6 8,93 6,82 — 17,79 7,77 x Gees)

Al ~ arbitrarni jednotky

Gesese) p < 0.0001
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Exprese IRF1 mRNA monocyty HC
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Obr. 21: Exprese IRF1 mRNA monocyty zdravych kontrol
Vodorovna ¢ara rovnobéznd s osou x tvofici vrchni ¢ast obdélniku znac¢i median, usecky na ni
kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti; n = 10; AJ ~ arbitrarni jednotky, HC ~ zdravé kontroly,

IFN-y ~ interferon gamma, IL-6 ~ interleukin 6, TNF-a ~ tumor nekrotizujici faktor alfa

Pii porovnani jedinci CD-GFD a zdravych kontrol nebyly pozorovany signifikantni

rozdily mezi jednotlivymi skupinami (viz Tab. 12, Tab. 13 a Obr. 22).
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Obr. 22: Porovnani exprese IRF1 mRNA mezi CD-GFD (n = 10) a HC (n =10)

Graf zobrazuje zménu exprese IRFI mRNA v buikach, jez byly stimulovany vybranymi
zanétlivymi cytokiny, vii¢i nestimulovanym bunkdm. Vodorovnd €ara rovnobé&zna s osou x
tvotici vrchni ¢ast obdélniku zna¢i median, isecky na ni kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti;
AJ ~ arbitrarni jednotky, CD-GFD ~ pacienti s celiakii na bezlepkové dieté, HC ~ zdravé
kontroly, IFN-y ~ interferon gamma, IL-6 ~ interleukin 6, TNF-a ~ tumor nekrotizujici faktor
alfa

4.3 Efekt zvySenych hladin IRF1 mRNA na monocyty

Monocyty péti pacientil na bezlepkové dieté a péti zdravych kontrol stejného pohlavi a
véku jsme stimulovali po dobu 8 hod. kombinaci dvou cytokini (IFN-y + TNF-a), abychom poté
analyzovali efekt zvySenych hladin IRF1 na monocyty. Tuto kombinaci jsme vybrali, protoze
predbézné vysledky stimulace touto kombinaci cytokini ukazovaly na nejefektivnéjsi
kombinaci, pfi niz exprese IRF1 mRNA dosahovala nejvétsi zmény oproti nestimulovanému
vzorku monocytll (neprezentované vysledky). Pomoci metody QPCR jsme detekovali zménu

exprese CD95 mRNA, markeru apoptozy, a protizanétlivych markeria CD163 a IL-10.
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4.3.1 Efekt zvySenych hladin IRF1 mRNA na monocyty CD-GFD pacienti

Detekce mRNA markeri CD95, CD163 a IL-10 u CD-GFD monocyt stimulovanych
pomoci IFN-y a TNF-a ukazuje pomérné zfetelny trend nariistu exprese apoptotického markeru
CD95 mRNA a snizeni exprese obou protizanétlivych markerd CD163 a IL-10 mRNA (viz Tab.
11). Vyjimku ptedstavuji vzorky SC34 a SC35, kdy z diivodu nedetekovatelné hladiny exprese u

nestimulovanych bunék nebylo zménu exprese mozno hodnotit.

Tab. 11 Zména exprese cilovych markert po stimulaci monocyti CD-GFD pacientt

experiment | zvySeni IRF1 mRNA pol hod. zména CD95 | zména CD163 | zména IL-10
SC37 5,721 4,013 1 6,460 ! 4,559 !
SC34 8,667 15,793 ! 1,693 !
SC35 9,272 2,341 ! 2,838 !
SC38 4,850 3,809 T 1 13,204 ! 9,276 !
SC39 4,742 4,260 T 1 11,170 ! 1,644 !

Vzhledem ktomu, Ze v pfipadé exprese CD95 mRNA nebylo mozné dva vzorky
hodnotit, nepfichazelo v tivahu ani nasledné statistické zpracovani. Exprese CD163 mRNA byla
u stimulovanych monocytt signifikantné snizena oproti monocytiim bez cytokinové stimulace (p
= 0,008) (viz Tab. 15 a Obr. 23). Pozorovany trend sniZeni exprese IL-10 mRNA u
stimulovanych monocytl nebyl statisticky vyznamny (p = NS) (viz Tab. 12 a Obr. 23).

7 w1

median | mezikvartilové | sniZeni exprese vii¢i monocytim
rozpéti bez cytokinii
CD163 [AJ]
bez cytokini 52,03 22,27 -71,21 1 x
IFN-y + TNF-a 6,36 2,86 — 8,22 8,18 x Lx#)
IL-10
bez cytokini 3,57 2,63 -7,70 1 x
IFN-y + TNF-a 1,56 0,57 - 4,02 2,29 x

Al ~ arbitrarni jednotky

Ges) p < 0,01
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Exprese protizanétlivych markeri u CD-GFD
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Obr. 23: Exprese CD163 mRNA a IL-10 mRNA monocyty CD-GFD pacientli po stimulaci
zanétlivymi cytokiny

Vodorovna ¢ara rovnobézna s osou x tvotici vrchni ¢ast obdélniku zna¢i median, usecky na ni
kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti, n = 5; AJ ~ arbitrarni jednotky nasobené 100, CD163 ~
diferenciacni antigen 163, IL-10 ~ interleukin 10, IT8 ~ 8 hod. stimulace interferonem gamma a

tumor nekrotizujicim faktorem alfa, mRNA ~ medidtorova ribonukleova kyselina

VysSe uvedend data naznaCuji, Ze monocytarni IRF1 vyprodukovany na zakladé
pusobeni zanétlivych cytokinii by mohl zpétné pisobit auto- ¢i parakrinné na monocyty, na coz
ty reaguji zménou v expresi markeru CD163 a statisticky nevyznamné i CD95 a IL-10. Zajimalo
nas proto, zda a piipadné jak souvisi konkrétni velikost zmény v hladinach IRF1 mRNA po 1
hod. stimulace monocyti se zménou v expresi mRNA markerd CD95, CD163 a IL-10 po 8
hodinach stimulace (v obou ptipadech stimulace probihala pod vlivem cytokinli IFN-y + TNF-a).

Exprese IRF1 mRNA vsak s zddnym z vybranych markerti nekoreluji (p = NS).

4.3.2 Efekt zvySenych hladin IRF1 mRNA na monocyty zdravych darci

Zmény exprese vybranych cilovych markeri u monocytli zdravych kontrol nejsou tak
jednoznacné interpretovatelné jako u pacienti (viz vyse). U vzorku s nejvyssi expresi IRF1
mRNA po hodiné¢ stimulace, SC33, byla exprese vSech tfi nasledné stanovovanych markera

zvysena; v ptipad¢ vzorku s druhou nejvyssi expresi IRF1 mRNA (SC44) byla exprese CD95 a
60



IL-10 mRNA po 8 hodinach stimulace beze zmény, a monocyty od darce SC46, jez na zanétlivy

stimul zareagovaly jen relativné mirnym, pétindsobnym nértstem exprese IRF1 mRNA, zvysily

po 8 hodinach produkci apoptotického CD95, ale snizily expresi protizanétlivého CD163 a

c

vl

GFD (viz Tab. 16). U vzorku SC43 s nejnizsi expresi IRF1 mRNA (po 1 hod. stimulace IFN-y a
TNF-a) nebylo mozné hodnotit expresi CD95 mRNA ani IL-10 mRNA (viz Tab. 13).

Tab. 13 Zména exprese cilovych markert po stimulaci monocytt zdravych darcii

experiment | zvySeni IRF1 mRNA po 1 hod. | zména CD95 | zména CD163 | zména IL-10
SC33 13,857 2,045 1 1,585 1 6,555 1
SC46 4,954 3,535 1 4,251 ! 20,054 | |

Beze Beze
SC44 11,111 zmény 5,325 ! zmény
SC45 10,888 5,292 1 7,978 ! 37,667

Pozorované trendy zvySené ¢i snizené exprese markeri CD95, CD163 a IL-10 nebyly u

monocytl zdravych darct ani v jednom ptipad¢ statisticky signifikantni (p = NS) (viz Tab. 14 a

Obr. 24). Obdobné jako u monocytl pacientt s celiakii nekorelovaly hladiny IRF1 mRNA (po 1

hod. stimulace) s hladinami exprese vybranych markert po dlouhodobé¢ stimulaci (p = NS).

Tab. 14 Exprese vybranych markertt monocyty HC (n =5)

median | mezikvartilové | Zména exprese vii¢i monocytiim
CDY5 (AJ] rozpéti bez cytokinii
bez cytokini 16,70 4,44 — 67,74 1 x
IFN-y + TNF-a 39,06 20,59 - 171, 05 2,34 x zvySena exprese
CD163
bez cytokini 65,02 15,63 — 70,75 1 x
IFN-y + TNF-a 9,18 7,07 — 22,64 7,08 x sniZena exprese
IL-10
bez cytokinl 3,99 0,36 - 16,03 1 x
IFN-y + TNF-a 7,19 4,82 —-10,94 1,80 x snizena exprese
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Exprese sledovanych markert u monocyti HC
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Obr. 24: Porovnani exprese CD95, CD163 a IL-10 mRNA monocyty zdravych kontrol

Vodorovna ¢ara rovnobéznd s osou x tvofici vrchni ¢ast obdélniku znac¢i median, usecky na ni
kolmé vymezuji mezikvartilové rozpéti, n = 5; AJ ~ arbitrarni jednotky nasobené 100, CD163 ~
diferenciacni antigen 163, CD95 ~ diferencia¢ni antigen 95, IL-10 ~ interleukin 10, IT8 ~ 8 hod.
stimulace interferonem gamma a tumor nekrotizujicim faktorem alfa, mRNA ~ mediatorova

ribonukleova kyselina
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5 Diskuze

Nase experimenty byly zaméfeny na piiblizeni vlivu zanétlivych cytokini IFN-y, TNF-a
a IL-6, zvySenych v séru pacientl s recentni celiakii, na monocyty periferni krve. V prvni fadé
jsme sledovali, zda toto zanétlivé prostiedi ovliviluje expresi interferon regulujiciho faktoru 1.
Tuto zménu exprese IRF1 na urovni mRNA jsme nejprve sledovali u 5 recentnich pacienti
s celiakii a 5 pacientl s celiakii adherujicich po dobu alespon 1 roku k bezlepkové dieté.
Zajimalo nés, zda zanétlivé prostiedi predpokladané u rCD jedincti ma vliv na pozd¢jsi kontakt
rCD monocytll s ndmi vybranymi cytokiny, a zda se budou monocyty pochazejici od CD-GFD
pacientt liSit ve své reakci na tyto zanétlivé cytokiny. Tato informace pro néas byla podstatna
také proto, ze jsme se potykali s velmi nizkymi pocty rCD (viz déle) a nahrazeni rCD jedinca
pacienty na bezlepkové diet¢ (v pifipadé neliSici se reakce monocytll) bylo moznym
vychodiskem, jak naplnit cile studie, k ¢emuz jsme se ve finale uchylili (viz dale).

Zména exprese IRFI mRNA byla sledovand po stimulaci monocytl tifemi vybranymi
kombinacemi cytokini (IFN-y, IFN-y + TNF-a, [FN-y + TNF-a + IL-6). Dle ocekavani byla
exprese IRF1 mRNA zvySena ve vSech analyzovanych skupinich a byl pozorovan signifikantni
rozdil v mife exprese IRFI mRNA u monocytt stimulovanych cytokiny oproti monocytim bez
stimulace (napt. Obr. 17). Tyto vysledky podporuji nas ptredpoklad, ze zanétlivé prostiedi vede
ke zvySeni exprese IRFI mRNA u monocytl, coz mize byt dulezité pro rozvoj a udrZovani
zanétu u celiakie, kde je /RFI pozitivnim a funkénim kandidatnim genem (Monteleone et al.
2001).

Pfi porovnani obou skupin pacientt s celiakii (rCD vs. CD-GFD) nebyly pozorovany
mezi jednotlivymi skupinami signifikantni rozdily (viz Obr. 19). Ztejmé tedy monocyty od obou
skupin pacientl reaguji na zanétlivé prostedi stejn€, bez ohledu na aktivitu celiakie, a bunky
rCD jedincti nejsou z periferie se zvySenymi hladinami zanétlivych faktort citlivgjsi k témto
cytokinlim ¢i naopak jimi prestimulované. Mohli bychom spekulovat, Ze pacienti na bezlepkové
dieté¢ nedodrzuji tuto dietu striktné a kvili tomu mohou v jejich tenkém stfevé a na periferii
probihat stejné zanétlivé procesy jako u recentnich pacientii, avSak CD-GFD pacienti z nasi
studie maji hladiny protilatek proti TG2 v norm¢ (neprezentovana data), tudiz je velmi
pravdépodobné, Ze tito pacienti dietu dodrzuji a stfevni zanét v rozsahu jako u recentnich
pacientl neni pfitomen. Proto jsme se také rozhodli rozsifit soubor pacientii na bezlepkové dieté
(bez ohledu na mnoZstvi recentnich pacientll) a pro posuzovani odliSnosti mezi celiakii a
fyziologickym stavem porovnat data z tohoto rozsifeného souboru CD-GFD s vystupy ziskanymi
studiem monocytli od zdravych jedinci, kteti vékem (+/- 2 roky) 1 pohlavim odpovidali CD-

GFD subjektlim. Buiky téchto HC ndm mély v prvni fadé umoznit poznat fyziologické reakce
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monocytl na zanétlivé cytokiny. Z tohoto diivodu jsme také v pozdéjSich analyzach nesloucili
data ziskand od 5 rCD pacientt s daty od 10 CD-GFD (i kdyz by to vzhledem k nedetekovanym
odlisnostem bylo mozné), ale narusilo by to slozeni skupiny pacientli a zdravych kontrol pro
vzajemné porovnani.

U navySeného poctu CD-GFD (n = 10) zustaly rozdily mezi vzorky obdobné jako
v pfipadé péti pacientl, avSak zvySila se mira signifikance (p < 0,0001) (viz Obr. 20). U
zdravych darci byla monocytarni exprese IRF1 mRNA zvysena také, byl pozorovan
signifikantni rozdil v mife exprese IRFI mRNA u monocyti stimulovanych cytokiny oproti
monocytim bez stimulace (viz Obr. 21). Pfi porovnani exprese IRF1 mRNA CD-GFD pacient
se zdravymi kontrolami nebyly pozorovany signifikantni rozdily (viz Obr. 22). Na
zaklad¢ analyzy exprese IRF1 mRNA pacientt s celiakii (recentnich a na bezlepkové dieté) a
zdravych darct lze fici, Ze neni rozdil, jakého pivodu jsou monocyty, tedy zda pochézeji od
pacientt s celiakii nebo od zdravého darce.

V ramci paralelniho projektu byla v nasi laboratoti pomoci BioPlexu EXP Hu Cyto GRP1
3-plex (TNF-a, IL-6, IFN-y) (BioRad) méfena koncentrace cytokinti IFN-y, TNF-a a IL-6 v séru
u pacientll rCD, CD-GFD a u zdravych darci, a bylo pozorovano, Ze v hladinach téchto cytokint
neni mezi jednotlivymi skupinami rozdil, jinymi slovy, pfedpokladany stfevni zanét u jedincii
s akutni, neléCenou formou CD, se nikterak neprojevuje na periferii (nepublikovana data). To je
v rozporu s vychozimi ptedpoklady této studie zalozenymi na diive publikovanych datech (Lahat
et al. 1999, Romaldini et al. 2002, Manavalan et al. 2010, Forsberg et al. 2002), avSak celkem by
tento nalez odpovidal nami pozorované podobné reakci monocytli bez ohledu na jejich zdroj
(pacient ¢i zdravy darce). Pro ptipadny laboratorni model v dalSich studiich tak bude jednodussi
pouzivat monocyty zdravych darci, pfedevSim v ptipadé, kdy nejsou k dispozici recentni

pacienti s nelécenou celiakii.

Nasledné jsme se soustiedili na vliv samotnych zvySenych hladin IRF1 na monocyty; na
zaklad¢ teoretickych udaju z literatury jsme vybrali tfi cilové markery — marker apoptézy CD95
zdaly jako nejvhodnéjsi kandidaty na toto ovéfeni ptipadného autokrinniho ¢i parakrinniho vlivu
IRF1 na monocyty (Daly et al. 2006, Manavalan et al. 2010, Maiuri et al. 2001). Relativni
hladiny exprese mRNA téchto markerti byly stanoveny po 8hodinové stimulaci kombinaci
cytokind IFN-y + TNF-a u 5 pacientl s celiakii na bezlepkové dieté a u 5 zdravych darcti, v obou
skupindch byly porovnany zmény vici nestimulovanym vzorklim a korelovany s hladinou

exprese IRF1 mRNA po 1 hodin€ stimulace totoznymi cytokiny.
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IRF1 reguluje transkripci souboru cilovych genti, které hraji stézejni roli v celé fadé
fyziologickych a patologickych procest véetné virové infekce, imunitni odpovéedi proti nadoriim,
prozanétlivého poskozeni, rozvoje imunitniho systému, progrese bunééného cyklu a apoptdzy
(Dou et al. 2014, Bole-Feysot et al. 2000). Jednim z naSich ptedpokladi bylo, Ze po déletrvajici
stimulaci monocyti (8 hodin) bude mozné sledovat expresi nékterych markert, které jsou
diferenciace). Exprese téchto faktorG by mohla byt zvySena pravé kvili IRF1, protoze IRF1
koordinuje apoptozu, aktivaci a diferenciaci riznych typi imunitnich bunék, a pfispiva k acinné
imunitni odpovédi. Abnormality v regulaci téchto procest fizenych IRF1 jsou zakladem
patogeneze mnoha autoimunitnich poruch, napf. roztrouSené sklerdézy a experimentalni
autoimunni encefalitidy (Giannouli et al. 2014). Kombinace cytokinti IFN-y + TNF-a pro
pozorovani efektu IRF1 na cilové geny byla vybrana na zaklad¢ prabéznych vysledkl, kdy byl u
této dvojice cytokinil pozorovan nejveétsi vliv na expresi IRF1 mRNA (neprezentovana data).

Detekce markert CD95, CD163 a IL-10 u stimulovanych monocyti ukazuje trend
zvysené exprese mRNA apoptotického markeru CD95, a naopak snizené exprese mRNA obou
nedetekovatelné hladiny exprese nestimulovaného vzorku nebylo zménu exprese mozno u
vzorku statisticky hodnotit — tato situace nastala u markeru apoptézy CD95. Analyza exprese
markerd CD163 a IL-10 je na Obr. 23. Exprese CD163 mRNA byla u stimulovanych monocyti
CD-GFD signifikantn€ sniZena oproti monocytim nevystavenym in vitro zanétlivému prostiedi
v podobé cytokinii [FN-y a TNF-a (p = 0,008). Lze spekulovat, Ze pokles exprese CD163 mRNA
je u CD-GFD vyrazné¢j$i nez u zdravych kontrol, kde tento pokles nebyl signifikantni a také
dokonce zde byl jeden vzorek s efektem minimalniho nartstu. Pozorovany trend snizeni exprese
IL-10 mRNA u stimulovanych monocytl nebyl podloZen signifikanci (p = NS) ani u CD-GFD,
ani u HC, avSak pokles u monocyti CD-GFD byl mens$i (maximalné 8 x), zatimco u HC jsou
velikost a smér zmény exprese IL-10 vyrazné proménlivé (od snizeni exprese témét 40 x, pres
nulovou zménu az naopak do plusovych hodnot témét k sedmindsobnému nérlistu exprese).
Jedna se o jednotlivé vzorky, av§ak moZna tu pozorujeme efekt, kdy je intra populacni variabilita
u HC vétsi nez u CD-GFD.

Trend nartistu exprese markeru apoptozy CD95 u pacientt s celiakii na bezlepkové dieté 1
u zdravych darcti naznacuje, ze exprese IRF1 mRNA by mohla vést k apoptdéze monocyti.
Zvyseni exprese markeru vedouciho k apoptdze by bylo v souladu s pozorovanim Conte a kol.
(2003), jejichz experimenty a vysledky naznacuji, ze IRFI pfispivd po stimulaci IFN-y k
senzibilizaci monocytli na CD95-zprostiedkovanou apoptézu. Oproti tomu data podporujici, ze

za snizenou expresi CD163 mRNA by byl zodpovédny IRFI1, chybi. Stimulace cytokiny
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samoziejm¢ mohla ovlivnit také expresi jiného transkripéniho faktoru a ten se posléze jako
prostfednik mohl podilet na snizeni exprese CD163 mRNA, ktera byla u monocytl i makrofagt
po piisobeni téchto cytokinii dokumentovdna (Buechler et al. 2000). Obdobny princip by mohl
byt uplatnén 1 v piipadé snizené exprese u IL-10 mRNA, protoze inhibi¢ni ucinky IFN-y na
expresi IL-10 u monocytt jiz byly pozorovany (Donnelly et al. 1995). V piipad¢é snizeni exprese
CD163 mRNA lze také spekulovat o tom, ze zfejmé nedochdzi plisobenim téchto zanétlivych
cytokinti k diferenciaci monocytii v makrofagy, protoze u nich je pozorovano zvyseni CD163
mRNA 1 proteinu (Wenzel et al. 1996), coz také podporuje pozorované soucasné snizeni exprese
IL-10 mRNA, coz je cytokin produkovany ve velké mitfe makrofagy typu M2. M2 makrofagy se
vSak z monocytl diferencuji pisobenim cytokint IL-4 a IL-13, oproti M1 makrofagiim, které se
diferencuji pod vlivem prozanétlivého cytokinu IFN-y, jenz byl v naSich stimulacich pouzit. Pro
M1 makrofagy je charakteristickd produkce prozanétlivych cytokinil, predev§im IL-12, ktery
jsme se snazili po 8hodinové stimulaci IFN-y a TNF-a také detekovat, avSak i presto, Ze jsme
vyzkousely vice piistupli, jsme nebyli schopni IL-12 mRNA stanovit (nepublikovana data).
Exprese IL-12 mRNA tedy mohla byt na extrémné nizkych az nedekovatelnych hladinéch (coz
by opét podporovalo spekulaci, Ze nedochazelo k diferenciaci v makrofagy), nebo nebyla
detekovéna z technickych divodu. Pokles diferenciace v makrofagy ma vliv na imunitni opoveéd’

pomoci fagocytodzy, protoze makrofagy pohlcuji a degraduji mrtvé bunky, bunééné zbytky a cizi

rrrrr
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imunitni odpovédi u pacienti s celiakii, ale existuji jiné markery, které bychom v dal§i praci
mohli otestovat, abychom ovéftili, Zze u monocytll je snizena imunitni odpovéd pfi zanétu

v tenkém stievé pii celiakii, nebo Ze tato odpoveéd’ je spusténa pomoci jiné signalni drahy.

Pfedmétem naseho z4jmu bylo také ovéfit, zda hladiny exprese IRFI mRNA po 1 hodiné
stimulace (IFN-y + TNF-a) koreluji s hladinami mRNA cilovych markert CD95, CD163 a IL-10
po osmihodinové stimulaci. Exprese IRF1 mRNA vSak sZadnym =z vybranych markert
nekoreluji, ani u monocytl zdravych darcli, ani u pacienti na bezlepkové diet¢ (p = NS).
V tomto pfipad¢ je dulezité pamatovat, ze hladiny exprese markeru CD95 nékterych vzorka
nebylo mozné hodnotit, a proto korelace mezi expresi IRF1 mRNA a tohoto markeru nebyla
statisticky hodnocena. ZvySeni exprese IRF1 mRNA tedy pozitivné ani negativné nekoreluje
s expresi vybranych markertt (CD163 a IL-10) detekovanych po 8 hod. stimulace. Nelze vSak
tvrdit, ze v pfipad¢ absence korelace zvySena exprese IRF1 monocyty neovliviiyje, ale ani také

zZe je jednoznacné ovliviluje (viz vyse).
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V ptipad¢ nasi prace se jednd o pilotni data a vysledky, pro podpofeni nasich tvrzeni by
bylo vhodné zvysit pocet pacientl s celiakii a zdravych darct, urcit exprese mRNA markert
nami vybranych i dalSich a definovat korelace. Bohuzel vSak ziskavani krevniho materidlu od
pacient s kompletni diagnézou celiakie je obtizné, obzvlasté pak od recentnich pacientt, ktefi
jeste nedrzi bezlepkovou dietu. Navzdory odhadované relativné vysoké frekvenci celiakie
v populaci jsou pocty pacientl s kompletni diagn6zou provedenou na zaklad¢ kriteriit ESPHGAN
(Riordan and Davidson 1991) a Marsh (Marsh 1992) nizké, protoze vétsi ¢ast pacientd pii
pozitivnim nalezu zvySenych protilatek v séru (prvni faze diagnostiky celiakie — viz kap. 1.1)
zaCne drzet bezlepkovou dietu, aniz by doslo k potvrzeni celiakie stfevni biopsii, kterou
z diivodu nepiijemnosti tohoto zakroku odmitaji. Takovi pacienti bez kompletni diagnézy neni
mozné pro tento vyzkum pouzit. Pfi pfipadném potvrzeni v této praci prezentovanych nalezii na
veétSim souboru by bylo vhodné zatadit také funkéni ovéfeni vlivu IRFI na monocyty

v zanétlivych podminkach, naptiklad prostfednictvim inhibice exprese pomoci miRNA.
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6 Zavér

V ramci diplomové prace jsme pomoci metody QPCR stanovili relativni hladiny IRF1

mRNA u 15 pacienti s celiakii (5 recentnich a 10 dodrzujicich bezlepkovou dietu) a 10 zdravych

darcii po 1 hod. stimulace zanétlivymi cytokiny IFN-y, TNF-a a IL-6. Dale jsme stanovili

rrrrr

pacientl s celiakii na bezlepkové diet€ a 5 zdravych déarcti po 8 hodinové stimulaci zanétlivymi

cytokiny IFN-y a TNF-o. Ziskand data jsme mezi sebou porovnali, statisticky vyhodnotili a

dospéli k nasledujicim zavérim:

Zanétlivé prostiedi (vytvarené vybranymi cytokiny) zplisobuje u monocytl zvySeni
exprese IRFI mRNA, protoze byl pozorovan signifikantni rozdil v mife exprese IRF1
mRNA u monocytl stimulovanych cytokiny oproti monocytim bez stimulace. U
recentnich pacientll byl nariist exprese témét Sestinasobny (p < 0,05), u pacientli na
bezlepkové diet€¢ 7,7nasobny (p < 0,0001) a u zdravych darcti sedmindsobny (p <
0,0001).

Monocyty od rCD pacientt, od pacientit CD-GFD a od zdravych kontrol se signifikantné
nelisi v expresi IRF1 mRNA.

U monocytil od CD-GFD pacientli stimulovanych cytokiny IFN-y a TNF-a jsme
pozorovali trend k narGstu exprese apoptotického markeru CD95 mRNA, ktery vSak
nemohl byt z diivodu poctu vzorkt statisticky potvrzen. Exprese CD163 mRNA byla u
stimulovanych monocytl signifikantné osmkrat snizena oproti monocytim bez stimulace
(p = 0,008). Pozorovany trend poklesu exprese IL-10 mRNA u stimulovanych monocytt
nebyl podloZen signifikanci (p = NS).

U monocytli od HC byly pozorovany trendy naristu exprese apoptotického markeru
CD95 mRNA a poklesu exprese protizanétlivych markerd CD163 a IL-10, tato
pozorovani vSak nebyla ani v jednom ptipad¢ statisticky signifikantni (p = NS).

Trendy zmén exprese naznacuji, Ze zvySeni hladin IRF1 mRNA vede spiSe k apoptoze
(zvySeni exprese CD95 mRNA) nez k protizdnétlivé reakci (sniZeni exprese
protizanétlivych markert CD163 a IL-10 mRNA).

Hladiny exprese IRF1 mRNA s Zzadnym z cilovych markeri (CD95, CD163 a IL-10)

nekoreluji ani u monocytl zdravych darct, ani u pacientii na bezlepkové dieté (p = NS).
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7 Seznam pouZitych zkratek

AJ — arbitrarni jednotky

AP-1 — faktor regulace transkripce

APC — antigen prezentujici buniky

APO-1/CD95 — diferenciacni antigen 95

CCR3 - C-C typ chemokinového receptoru

CD — celiakie

CD (napt. CD14, CD163) — diferenciacni antigen (napft. diferenciacni antigen 14, 163)
CD-GFD — pacient s celiakii na bezlepkové dieté
cDNA — komplementarni molekula k DNA
CSFs — kolonie stimulujici faktory

CTL — cytotoxické T-lymfocyty

DC — dendritické bunky

DNA — deoxyribonukleova kyselina

Fas/CD95 - diferenciacni antigen 95

FasL — Fas ligand

FcRs — Fc receptory

GAF — gamma aktivaéni faktor

GAS — gama aktiva¢ni misto

GM-CSF — faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagh
gp130 — glykoprotein130

Hb-Hp — hemoglobin-haptoglobin

HBSS — Hank’s balanced salt solution
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HC — zdravi darci

HLA — lidské leukocytarni antigeny

HLA —lidsky leukocytarni antigen typu DQ2/ DQS/E
I — samostatny IFN-y

ICE — interleukin-1 beta-konvertujici enzym

IEL — intraepiteliilni lymfocyty

IFNs — interferony

[FN-y — interferon-y

IFNyR1/2 — receptory 1/2 IFN-y

IgA — imunoglobulin A,E,..

IGF-1 — inzulinovy ristovy faktor 1

[L(napt. IL-6/IL-10/IL-15) — interleukin (naptiklad interleukin 6/10/15)
IL-6R — receptor interleukinu 6

ILs — interleukiny

INOS — isoforma syntazy oxidu dusnatého

IRF1 — interferon regulujici faktor 1

IT — koktejl cytokint IFN-y + TNF-a

IT6 — koktejl cytokinti IFN-y + TNF-a + IL-6
JAK/STAT — signalni draha Janus kinazy a signalniho transduktoru a aktivatoru transkripce
JAK-1/2/3 — Janus kinaza 1/2/3

LPM2 — integralni membranovy protein 2

LPS — lipopolysacharid

MIC — HLA molekuly 1. tfidy

MMP - matrixové metaloproteinazy
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MPS — mononuklearni-fagocytarni systém

mRNA — informac¢ni nebo mediatorovd RNA

NF-kappaB/NF«kB — jaderny faktor kappa B

NK lymfocyt — ,,pfirozeny zabijec* lymfocyt

NKG2D — NK buiiky aktivujivi receptor typu 3D

NKT lymfocyt — T-lymfocyt, ktery ma nékteré vlastnosti NK lymfocyt
NO — oxid dusnaty

p53 — transkripéni faktor zabranujici vzniku nadort

PBM — monocyty periferni krve

PBMCs — mononuklearni buniky periferni krve

PBS — phosphat-buffered saline (fosfatovy pufr)

PCR — polymerazova fetézova reakce

pDCs — plazmacytoidni DCs

PGK1 — fosfoglycerat kindza 1

PRR — receptor rozpoznévajici vzory

rCD — recentni pacient s celiakii

Real Time PCR/QPCR — polymerazova fetézova reakce v redlném case
RNA — ribonukleové kyselina

RT — pokojova teplota

RT PCR - reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce
SH2B3 — adaptér proteinu SH2B 3

SP1 — faktor regulace transkripce

SRCR - scavenger receptor bohaty na cystein

STAT1/3/5b signalni transduktor a aktivator transkripce 1/3 /5
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TAP 1 —transportér spojeny se zpracovanim antigent 1
TCR —receptor T lymfocytl pro antigen
TG2ATG2/tTG — tkéanova transglutaminéaza 2
Th1/2/17 — pomocny T lymfocyt 1/2/17

THP1 — monocytarni bunécna linie

TLRs - Toll-like receptory

TNFR1/2 —receptory 1/2 TNF-a

TNFs — faktory nekrotizujici nadory

TNF-a — faktor nekrotizujici nadory a

TYK2 — tyrosin kinaza 2
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