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Abstrakt

Mezi mononuklearni fagocyty patii makrofagy, které mohou modulovat svij
fenotyp na zékladé signali z prostfedi. V diferenciovaném stadiu se jejich vlastnosti
znacné lisi. M1 makrofagy, které jsou klasicky aktivované (zejména IFN-y), se podili na
fagocytoze a produkuji nékteré prozanétlivé cytokiny, které mohou stimulovat dalsi
imunitni buiikky. Fenotypicky odliSnou bunéénou populaci jsou M2 makrofagy, které
vznikaji alternativni cestou, hlavné piisobenim Th2 cytokinid. M2 makrofagy produkuji
ahojeni tkén¢. Cilem této prace bylo na in vitro modelu standardizovat model
diferenciace THP-1 bunc¢k a lidskych monocytii smérem k M2 fenotypu. Ten je
predstavovan zejména zvysenou expresi molekul CD163 a CD206. Druhym cilem bylo
posoudit dynamiku exprese (a koexprese) molekul CD163 a CD206 na monocytech
pacientll po transplantaci ledvin. Exprese povrchovych znakli byla stanovena metodou
priatokové cytometrie. THP-1 bunky i lidské monocyty izolované z buffy coatu byly
stimulovany IL-4, TNF-a, TGF-$ a IL-10. Zmény exprese znakii CD163 a CD206 byly
meéfeny po 1,3 a 6 dnech od stimulace. NejvyznamnéjSich zmén exprese bylo dosazeno
stimulaci monocytii izolovanych z buffy coatu pomoci IL-10. Ke zvySeni exprese znaku
CD206 doslo také pti stimulaci téchto monocytti pomoci IL-4. THP-1 buiky se v této
praci neprokazaly jako vhodny model pro modulaci smérem k M2 fenotypu, protoze
naméfené hodnoty nebyly reprodukovatelné. Exprese molekul CD163, CD206 a CD209
byla zkouména také in vivo u pacientd pifed a po transplantaci ledvin. Zjistén byl
piedev§im vyznamny nartist exprese CD163* bunék po transplantaci ledvin, zatimco
exprese molekuly CD206 se po transplantaci vyrazn€ nezménila. Zda se, Ze detekce
znaku CD163 by mohla byt diagnosticky vyznamna u potransplantacni rejekce
a indukce CD163+ bun€k by mohla mit pozitivni vliv na hojeni tkdné a reparacni

procesy u nékterych patologickych stavi.
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Abstract

The system of mononuclear phagocytes includes macrophages that modulate
their phenotype based on microenvironmental signals. Their properties vary
considerably in a differentiated stage. M1 macrophages, which are classically activated
(typically by IFN-y), are involved in phagocytosis and produce some pro-inflammatory
cytokines, that can stimulate other immune cells. A phenotypically different cell
population are M2 macrophages, which are alternatively activated by exposure by Th2
cytokines. M2 macrophages produce preferentially anti-inflammatory cytokines IL-10,
TGF-B and participate in repair and tissue healing. The main aim of this study was to
standardize a model of differentiation of THP-1 cells and human monocytes towards the
M2 phenotyp using an in vitro model. This is represented in particular by increased
expression of CD163 and CD206 molecules. The second aim was to assess the
dynamics of expression (and co-expression) of CD163 and CD206 molecules in
monocytes of patients after kidney transplantation. Expression of surface markers was
determined by flow cytometry. Both THP-1 cells and human monocytes, isolated from
buffy coat fraction, were stimulated by IL-4, TNF-a, TGF-B and IL-10. Changes in
CD163 and CD206 expression were measured after day 1, day 3 and day 6 of
stimulation. The most significant changes in expression were achieved by stimulation of
monocytes, isolated from buffy coat fraction, by IL-10. The increase in CD206
expression also occurred after stimulating these monocytes with IL-4. THP-1 cells have
shown not to be a suitable model for modulation towards the M2 phenotype in this
study, because the measured values were not reproducible. Expression of CD163,
CD206 and CD209 molecules was also investigated in vivo in patients before and after
kidney transplantation. There was a significant increase in CD163™ cell population after
renal transplantation, whereas expression of the CD206 molecule did not change
significantly after transplantation. Detection of marker CD163 is supposed to be of
diagnostic significance in rejection after transplantation and CD163* cells induction

might have a positive effect on tissue healing and repair processes in some diseases.
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1 Uvod

Imunitni systém se podili na rozpoznavani a eliminaci patogennich
mikroorganisml a nddorovych bunék, ¢imz zabranuje rozvoji mnoha nemoci. Patogenni
molekuly se specifickymi vzory (pathogen-associated molecular patterns; PAMP) jsou
rozpoznavany pomoci receptortt specifickych pro molekularni vzory (pattern
recognition receptors; PRR). PRR jsou bud’ vazany na cytoplazmatickou membranu
(Toll-like receptory a C-lektinové receptory) nebo se vyskytuji v cytoplazmé (NOD-like
receptory a RIG-like receptory). Makrofagy hraji v imunitnim systému vyznamnou roli.
Jsou to evoluéné velmi staré buniky s vysokou plasticitou, mezi jejichz hlavni funkce
patii fagocytovat mikroorganismy a vlastni odumfel¢ buiniky organismu a také
produkovat nékteré cytokiny. V organismu cirkuluji v krevnim ob&hu nebo se vyskytuji
jako reziden¢ni makrofagy v organech jako jsou jatra, plice, mozek, kostni tkan, kize,

tukova tkan nebo peritonealni dutina.

Jsou zndmy minimdlné¢ dva typy aktivovanych makrofaglh. Prozanétlivé
makrofagy typu M1 vznikaji pod vlivem interferonu gamma (IFN-y). Fagocytuji
a degraduji poskozené buinky a imunokomplexy v misté¢ zanétu a produkuji cytokin
IL-12, ktery stimuluje T-lymfocyty a natural killer buiiky (NK buiky). Alternativni
cestou vznikaji pod vlivem IL-4 a IL-13 z klidovych makrofagh buiiky M2 typu. M2
makrofagy maji zejména protizanétlivou funkci — produkuji IL-10 a transformujici
rustovy faktor B (TGF-P), aktivuji fibroblasty, napomahaji angiogenezi a tim regeneruji
poskozenou tkan. Makrofagy typu M2 casto infiltruji nddory, oznacuji se jako
makrofagy asociované s tumorem (TAM). Poruchou plasticity makrofaghh muize dojit
k poruseni imunitni odpovédi a rozvoji rakoviny, bronchidlniho astmatu nebo
ateroskler6zy. Tyto makrofagy se ve tkani vyznacuji nejcasteji zvySenou expresi znakt

CD163 nebo CD206 (popt. obou).

Makrofigy u transplantaci ledvin jsou zkoumany z n&kolika diivodt. Uspéch
transplantace ledviny je kromé¢ adaptivni odpovédi piijemce proti St€pu, zavisly také na
¢innosti  bun¢k tlumicich imunitu. Dosud byla pozornost vénovana pievazné
T-regulaénim lymfocytim (Treg) a B-regula¢nim lymfocytim (Breg), ale zatim bylo
zjisténo minimum informaci o tloze M2 makrofagii. Dale byla v publikované pilotni
studii zjiSténa vyrazna indukce CD163+ (CD = cluster of differentiation) monocyti po

transplantaci ledviny, ale neni prokazano, zda tento typ monocytii funkéné odpovida M2
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makrofagim. Neni také jasné, ¢im je tento fenotyp indukovan, zda alloreaktivitou,

imunosupresi nebo tieba cytokiny.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Mononuklearni fagocytarni systém

Mononuklearni fagocytarni systém (MPS) zahrnuje jednojaderné buriky, jejichz
hlavnimi funkcemi jsou fagocytéza, produkce cytokinli a antigenni prezentace. Mezi
tyto buiiky patii myeloidni prekurzory bunck kostni dfené, monocyty periferni krve,
tkanové makrofagy a dendritické buiniky (DC) monocytarniho ptivodu. Zda se monocyty
diferencuji na makrofagy nebo na DC, zalezi na signalech z mikroprostiedi a na
lokalizaci téchto bun¢k (Jenkins, 2014). Pivodné MPS sestdval z monocytt, DC
a makrofagli na zékladé podobné funkce nebo fenotypu. Tyto charakteristiky se ovSem
Casto prekryvaji. NovéjSim navrhem je, klasifikovat tyto builkky primérné podle jejich

puvodu a druhotné podle jejich lokalizace (Guilliams et al. 2014).

2.1.1 Vyvoj monocyti a makrofagi

Vyvoj monocytii/makrofagl (viz obr.1) za¢ina u dospélych jedinci z prekurzori
v kostni dfeni. Je fizen monocyty (nebo makrofadgy) — kolonie stimulujicim faktorem
(M-CSF). Z téchto prekurzorii se stavaji monocyty, které vstupuji do krevniho obéhu.
Zejména pi1 probihajicim zanétu monocyty prostupuji do tkdni, kde se diferencuji
v makrofagy. Tkanové rezidentni makrofagy vznikaji z prekurzorti jiz v prubéhu
fetdlniho vyvoje. Tyto prekurzory pochdzi z kostni dien¢, Zloutkového vaku nebo jater
plodu. Fenotyp tkanovée rezidentnich makrofagii odpovida jejich cilovému organovému
umisténi. V mozku se makrofagy diferencuji v mikroglialni bunky, v jatrech
v Kupfferovy bunky. V plicich se nachéazi alveolarni makrofagy a tkanové specifické

jsou také makrofagy sleziny (Abbas et al. 2017).

Monocyty se musi neustale obménovat. Buiiky diferencované z hematopoetické
kmenové bunky se obménuji pribézné za klidového stavu organismu 1 v reakci na
zanét. Tkanové makrofagy embryonalniho pivodu se obnovuji nezavisle na kmenovych
bunkach, pfiCemzZ neni za potfebi progenitorti. Zralé makrofagy jsou totiZ schopné
proliferovat na zaklad¢ pisobeni urcitych stimulll, intraceluldrnich i1 extracelularnich

cytokint (Sieweke a Allen 2013).



V klidovém stavu a pri zanétlivych reakcich u dospélych
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Obrazek 1 — Maturace mononukledrnich fagocyt (Upraveno dle: Abbas et al. 2017)

2.1.2 Struktura monocyti a makrofagu

Monocyty jsou buiiky o velikosti 10 az 15 pm v primeéru. Obsahuji jadro
fazolovité¢ho tvaru, uniti kterého se nalézd jadérko a celé¢ jadro je obklopeno
cytoplazmou. V cytoplazmé se nachazi mnoho mitochondrii, —mikrotubuli
a mikrofilament. Golgiho aparat je velmi dobfe vyvinuty a okolo néj jsou cetné
centrioly. V cytoplazmé jsou rozptylend granula, ktera jsou podobna lyzozomim.
SloZeni téchto granul je velice podobné slozeni granul neutrofild, ale monocytarni
granula obsahuji esterdzy, které inhibuji fluorid. Pti diferenciaci monocytii v makrofagy

nartista objem téchto bunék a pocet granul v cytoplazmé (Kaushansky et al. 2016).

Makrofagy se mohou lisit tvarové, funkéné i1 sloZzenim podle toho, pro kterou
tkan jsou specifické. Pro tyto builky je typickd fuze lyzozomi s fagozomy za vzniku
sekundarnich lyzozomu, ve kterych se nachdzi pohlceny material uréeny k degradaci.
Na povrchu makrofagti je Siroké spektrum receptort vazicich rtizné typy ligandt.
Monocyty tvofi heterogenni skupinu skladajici se z riznych subtypti. Jednotlivé subtypy
monocytl jsou morfologicky stejné, ale maji riznou funkei a lisi se pritomnosti riznych

povrchovych receptori (Murphy a Weaver 2017).
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2.1.3 Subpopulace monocyti

Monocyty periferni krve tvofi heterogenni skupinu, kterou Ize rozdé€lit pomoci
prutokové cytometrie do 3 hlavnich fenotypové odlisSnych skupin (viz obr. 2). Bunky
jsou déleny na zékladé pritomnosti povrchovych znaki CD14 a CD16. Molekula CD14
predstavuje pomocny receptor pro navazani bakteridlniho lipopolysacharidu (LPS),

zatimco molekula CD16 je receptorem pro konstantni cast (Fc ¢ast) protilatky IgG

(Sekerkova et al. 2014).

a) Klasické, prozanétlivé monocyty (CD147CD167)

Prvni skupinu tvofi tzv. klasické monocyty, které produkuji prozanétlivé
mediatory. Tyto klasické (prozéanétlivé) monocyty maji zejména fagocytarni funkci
a pokud dojde v organismu k zanétu, tak jsou rychle povoldvany do mista infekce nebo
tkanového posSkozeni. Nachdzeji se také ve slezing, odkud jsou v pifipad¢ infekce
pripraveny zasahnout. Pro subtyp klasickych monocytd je typickd vysoka exprese
molekuly CD14 a témét zadna exprese molekuly CD16. Na jejich povrchu je pritomen

chemokinovy receptor CCR2 (chemokinovy receptor s C-C motivem)

(Ziegler-Heitbrock 2015).

b) Neklasické monocyty (CD14°¥CD16%)

Dal$i méné pocetnou skupinou jsou tzv. neklasické monocyty. Neklasické
monocyty vykazuji nizkou expresi molekuly CD14 a vysokou expresi molekuly CD16.
Typicka je také pfitomnost chemokinového receptoru CX3CR1 (chemokinovy receptor
s C-X3-C motivem). Tyto monocyty nachéazeji uplatnéni u riznych zanétlivych stavi.
Odstranuji poskozené builky a debris zcév a podili se na reparacnich procesech

(Owen et al. 2013).

Pro neklasické monocyty je charakteristicka jistd dohledovd funkce (tzv.
patrolling) nad cévnim endotelem, jak pfi hematopoéze, tak béhem zanétu. Neklasické
monocyty se pohybuji podél endotelu rychlosti 12 um/min (tato rychlost nezalezi na
rychlosti toku krve) a podléhaji diapedéze, takze je lze najit i1 v aterosklerotickych
platech nebo v parenchymu riznych tkani. Tato funkce neklasickych monocyti
vyzaduje vazbu molekul LFA-1 (antigen asociovany s funkci lymfocyti) s ICAM-1
(intercelularni adhezni molekula) na endotelové buiky cév. Patrolling je také z&asti
zavisly na molekule CD11b. Pokud dojde k néjakému patologickému stavu, tak bunky

endotelu (nebo jiné imunitni bunky pfitahujici tyto monocyty) zacnou uvoliovat
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chemotaktické faktory. Mezi tyto chemoatraktanty patii napt. CX3CL1 (tzv. fraktalkin),
agonist¢ TLR7 (Toll-like receptor), CCL5 (ligand chemokinu s C-C motivem, tzv.
RANTES) aSI1P (sfingosin 1 fosfat), na které monocyty mohou reagovat

prostiednictvim vlastni exprese ptibuznych receptorti (Thomas et al. 2015).

¢) Piechodné monocyty (CD14**CD16%)

Treti skupinou jsou tzv. pfechodné (intermediarni) monocyty, které maji
prozanétlivou funkci ana jejichz povrchu jsou pfitomny molekuly CD14 i CD16
(Sekerkova, 2014). Tato bunécna populace se vyskytuje piredev§im u starSich pacientl
au pacienti s chronickym zanétlivym onemocnénim. Na in vitro modelu bylo
zkoumano starnuti bunék, schopnost bunc¢k prezentovat antigen, schopnost interakce
s bunkami endotelu i1 exprese intracelularnich cytokini. Piechodné monocyty
vykazovaly fenotyp aktivovanych bunck a exprimovaly povrchovy znak CD209. Tato
populace bunék ma také vySsi expresi chemokinovych receptorii a zvySenou adhezi
k endotelovym buitkam. ZvySeny vyskyt pifechodnych monocyti muze signalizovat

rozvijejici se chronicky zanét nebo aterosklerézu (Merino et al. 2011).

Neklasické - _— Prechodné monocyty

monocyty &)} (CD14**CD16")

e~

(CD14%¥(CD16%)

Klasické monocyty
(CD14*CD167)

- | 80-90 %

w0t

»

CD14
Obrazek 2 — Subpopulace monocytti na zakladé povrchové exprese znakii CD14 a CD16 (Upraveno dle:

Ziegler-Heitbrock 2015)

2.1.4 Funkce makrofagi
Hlavni funkci makrofagh je fagocytovat odumirajici nebo poskozené bunky
organismu, mikroby nebo cizorodé castice. Fagocyt se zachyti na povrch endotelu

pomoci adhezivnich molekul a diapedézou prostoupi do tkdn€. Do mista zanétu se
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pohybuje na zékladé chemotaktického gradientu. Pomoci rozpoznavacich mechanismt
fagocyt interaguje s cizorodou Castici a pohlti ji svymi pseudopodiemi
(Chapel et al. 2018). Uvnitt fagocytu tedy vznikne nova vakuola, tzv. fagozom. Nastava
flze fagozomu s lyzozomem (obsahujicim hydrolytické enzymy a baktericidni latky) za
vzniku fagolyzozomu. Nésledné dochéazi k oxidativnimu vzplanuti, tj. aktivaci NADPH
oxidazy (tj. redukovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu)

a k likvidaci pohlceného objektu proteolytickymi enzymy (Parham a Janeway 2015).

Makrofagy funguji jako antigen-prezentujici bunky (APC), které na svém
povrchu vystavuji fragmenty antigenti fagocytovanych ¢éstic exprimované pomoci
MHC molekul II. tfidy (molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu), ¢imz
aktivuji T-lymfocyty. Tato funkce propojuje pfirozenou a adaptivni imunitu

(Hoftejsi et 1. 2017).

Aktivované makrofagy vylucuji nékteré dilezité cytokiny, které ovliviiuji
endotelialni bunky nebo piisobi na leukocyty a zprosttedkovavaji jejich migraci do
mista posSkozeni. Produkeci cytokini makrofdgy napomahaji ristu novych cév

(angiogenezi) a syntéze extracelularni matrix bohaté na kolagen (Owen et al. 2013).

2.1.5 Receptory makrofagi

Aby makrofagy spravné vykonavaly své funkce, musi byt nejprve aktivovany.
Poté jsou schopny rozpoznavat rizné cizorodé cCastice nebo molekuly produkované
vlastnim organismem reagujicim na probihajici zanét. Makrofagy rozpoznavaji tyto
antigenni castice pomoci ruznych typt svych intracelularnich nebo extracelularnich

receptortl (viz obr. 3) (Abbas et al. 2017).
o TLR

Mezi receptory makrofagh patii také TLR, které byly poprvé popsany
u octomilky a hraji vyznamnou roli v pfirozené imunité. Nékteré z téchto receptorti se
vyskytuji na bunééném povrchu, jiné (TLR3, TLR7, TLR8, TLRY) jsou lokalizovany
intracelularné (Hotejsi et al. 2017). Pomoci téchto PRR jsou makrofagy schopny piimo

rozpoznavat ruzné patogenni struktury (napi. LPS) pomoci TLR4) (Taylor et al. 2005).
o Komplementové receptory

Dalsi skupina receptorli rozpoznavd hlavné C3b fragment komplementu.

U makrofagii se uplatiiuje zejména komplementovy receptor Mac-1 (CD11b/CD18),
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ktery patii do skupiny [2-integrinii. Pomoci komplementovych receptori se
rozpoznavaji opsonizované antigeny, které jsou nasledné fagocytovany. Jako opsoniny
slouzi krom¢ komplementovych castic také protilatky, zejména izotypu IgG

(Delves et al. 2017).

o Receptory selektinii a integrini

.....

fagocytozy, kdy se musi fagocyt dostat k lozisku poskozeni ¢i infekce. Makrofagy diky
témto receptorim adheruji k endotelu cév a prostupuji do tkan€. Integrinové receptory
vazi proteiny v membrané extracelularni matrix a napomahaji makrofagim doputovat

do mista zanétu (Levinson 2014).
o Receptory pro vazbu cytokini

V prubé¢hu imunitni odpovédi jsou makrofagy aktivovany plisobenim cytokind,

které interaguji s ptislusnymi povrchovymi receptory (Biswas a Mantovani 2014).
o Fecreceptory

Fc receptory maji sviij nazev proto, ze tvoii vazbu s Fc ¢astmi imunoglobulint.
Rozlisuji se razné typy téchto receptorti. Receptory, které rozpoznavaji Fc cast IgG,
jsou rozdéleny do tii skupin, které jsou oznaceny jako FcyRI, II a III (také zndmé jako
CD64, CD32 a CDI16). U lidi je kazda skupina receptori kodovdna 2 - 3 tzce
pfibuznymi geny. FcyRI vaze IgG s vysokou afinitou béhem ¢asné imunitni odpovédi.
FcyRII a III jsou receptory, které s nizkou afinitou rozpoznavaji IgG ve formé opsoninti
obklopujich multivalentni antigeny, béhem pozdni imunitni odpovédi. Ruzné typy Fc

receptord mohou mit rizné funkce (jak aktivacni, tak inhibi¢ni) (Owen et al. 2013).
o DalSi receptory

Jinymi receptory, které se vyskytuji u monocyti/makrofagli jsou NOD-like
receptory, které tvoii vazbu zejména s fragmenty peptidoglykanti, RIG-like receptory
rozeznavajici virové RNA molekuly, dale tzv. scavanger receptory, které vazou
negativné nabité fosfolipidy apoptotickych bunék nebo také vyznamna skupina
povrchovych lektinovych receptori, které rozeznéavaji napt. glukany, D-mannosu nebo

galaktosu (Hoftejsi et al. 2017).
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Obrazek 3 — Povrchové receptory makrofagti (Upraveno dle: Banasik 2016)

2.1.6 Subpopulace makrofagu

Makrofagy tvoii fenotypové heterogenni subpopulace (viz obr. 4). Na vzniku
funkén€ 1 metabolicky odliSnych fenotypi makrofagh se podili podminky vnitiniho
prostiedi (zmény fagocytarni kapacity, zmény v produkci reaktivnich druhli kysliku
(ROS), cytokinl) i migracni a adhezni vlastnosti makrofagi. Populace makrofagut se lisi

také genovou expresi a efektorovymi funkcemi spojenymi s TLR (Owen et al. 2013).

a) M1 makrofagy

Klasickou cestou aktivace makrofagh vznikd M1 subpopulace. Po vazbé
antigenu na receptory Thl bunék (T-pomocné lymfocyty), zacnou tyto bunky
exprimovat povrchovy znak CD40L a vylucovat IFN-y. CD40L (ligand) na Thl buiice
se navaze na CD40 (receptor) na povrchu makrofagu s pohlcenou bakterii. Soucasné
dochazi k vazbé IFN-y na cytokinovy receptor na povrchu makrofagu. Témito signaly
jsou aktivovany piislusné transkripéni faktory. Vazbou molekul CD40L-CD40 je
aktivovan nuklearni faktor kB (NF-xB) a aktivaéni protein 1 (AP-1). Pisobenim IFN-y
je aktivovan transkripéni faktor STAT-1 (STAT = signal transducer and activator of
transcription). Spole¢nym plisobenim téchto faktori je stimulovana exprese enzymt ve

fagolyzozomech makrofagli (Murray et al. 2014).
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K degradaci fagocytovanych mikrobl dochazi pifedevS§im plsobenim
lyzozomalnich enzymti, oxidu dusnatého (NO) a ROS. Klasicky aktivované makrofagy
se zapojuji do prozanétlivych reakci produkei vlastnich cytokini (tumor-nekrotizujiciho
faktoru (TNF), IL-1pB, IL-12) a chemokinii, jejichZz pisobenim ziskavaji dalsi leukocyty
do mista infekce. Ve vyssi mife také exprimuji kostimulacni a MHC molekuly, ¢imz

zvysSuji T-bunéénou odpoveéd’ (Abbas et al. 2017).

K negativnim dopadim téchto d€ji mize dojit pti ptisobeni fagolyzozomalnich
toxinl extracelularné na normalni neposkozenou tkan nebo pfi genetickych mutacich

v CD40 molekulédch (Martinez a Gordon 2014).

b) M2 makrofagy

M2 subpopulace makrofagh vznik4 alternativni cestou aktivace v reakci na
cytokiny produkované Th2 buitkkami (zejména IL-4 a IL-13). Takto aktivované
makrofagy se podileji na ukonceni zanétu a na reparacnich dé¢jich v organismu. M2
makrofagy vylucuji rastové faktory, které podporuji syntézu kolagenu, tvorbu
fibroblasti a angiogenezi. Alternativné aktivované makrofagy produkuji cytokiny IL-10

a TGF-B a maji protizanétlivy uc¢inek (Gordon a Martinez 2010).

Podle funkce makrofagl a zptsobu jejich aktivace lze M2 makrofagy délit na
TAM, regula¢ni makrofagy (Mreg) a makrofagy zapojené v procesu hojeni (Mosser

a Edwards 2008).
o Makrofagy asociované s tumorem, TAM

Monocyty periferni krve se diferencuji na makrofagy puasobenim ridznych
chemokinli a rustovych faktorti, které jsou produkované stromalnimi a nadorovymi
bunikami v mikroprostfedi nddorti. Neddvno bylo popsano, Ze pfitomnost prozanétlivych
cytokini IL-23 a IL-17 produkovanych timto typem makrofdgii je Uzce spojena
s progresi rakoviny. Zanétlivy stav koreluje s vyskytem rakoviny. Makrofagy
asociované s tumorem tedy pfispivaji k progresi onemocnéni. Podporuji proliferaci
avznik metastdz nadorovych bunék, stejné jako angiogenezi. TAM inhibuji
protinddorovou imunitni odpoveéd’, kterd je zprostredkovana T-lymfocyty. Predpoklada
se, ze TAM by mohly byt v budoucnu dilezité v diagnostice a progndze rakoviny,
stejné jako by se mohly stat terapeutickym cilem v 1écbé nddorovych onemocnéni

(Yang a Zhang 2017).

16



o Regula¢ni makrofagy, Mreg

Populace regulacnich makrofagi byla poprvé popsdna po navazani komplexi
tvofenych IgG s antigeny patogenu (vazba Fc gamma receptoru I (FcyRI) s napt. LPS)
na TLR imunitni bunky in vitro (Gerber a Mosser 2001). Regulacni makrofagy tlumi
imunitni odpoveéd’ organismu a omezuji imunopatologické procesy. Produkuji vysokou
antigenu, protoze exprimuji vysoké hladiny kostimula¢nich molekul (CD86) a MHC
molekul II. tfidy. K identifikaci této populace mohou slouzit 2 markery, a to sphingosin
kindza-1 (SPHK1) a ligand patfici do superrodiny TNF14 (LIGHT, také zndm jako
TNFSF14) (Edwards et al. 2006). Nedavno bylo zkouméno chovani Mreg bunék po
podani imunosupresivni 1é¢by piijemcim transplantovanych orgénd. V této studii byl
popsdn jako marker pro tuto populaci makrofagh také protein-kodujici gen

dehydrogenasy/reduktazy 9 (DHRS9) (Riquelme et al. 2017).
o Makrofagy zapojené v procesu hojeni

Na ptelomu 70. a 80. let bylo prokdzano, Ze se makrofagy ucastni procest hojenti
tkané a jeji remodelaci. Jako modelové organismy byly diive pouZivané mysi zbavené
makrofagh (mimo jiné) pomoci glukokortikoidi (Leibovich a Ross 1975).
Glukokortikoidy maji ale Siroké spektrum ucinki, takZe branily specifické prezentaci
vysledk. Nyni se pouzivaji geneticky modifikované mysi, u kterych se prokazala
zvySend angiogeneze, tvorba granulacni tkané, zvySena syntéza kolagenu a rastovych
faktori véetn¢ angiogenetického ristového faktoru (VEGF) a TGF-B. Makrofagy
extracelularni matrix a zvySuji fibrogenezi (Lucas et al. 2010). Bylo prokazéano, Ze
béhem hojeni rany se vyskytuji tyto makrofagy s riiznym fenotypem podle toho, jakého
stupn¢ opravy se ucastni (Koh a DiPietro 2011).

Piisobenim odliSnych stimulll a riznymi signalizacnimi drahami bylo dosazeno
in vitro transkripénich zmén u M2 makrofagli. Na zéklad€é téchto zmén byly M2
makrofagy jesté rozdéleny na subtypy M2a, M2b, M2c a M2d (Rdszer 2015). Monocyty
jsou diferenciované na M2a makrofagy zejména piisobenim IL-4 a IL-13, jedna se
o alternativn¢ aktivované makrofagy. M2b makrofagy vznikaji jako odpovéd na
plsobeni imunokomplexti a LPS, tento typ aktivace se oznacuje jako typ II. Pomoci

glukokortikoidi a TGF-B se monocyty diferencuji na M2c makrofagy, jinak nazyvané
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jako tzv. deaktivované. Fenotyp M2d makrofagl vznik4 piisobenim IL-6 a adenosinl

(Mantovani et al. 2004).

V diferenciaci monocyti na makrofagy se uplatiiuje také faktor stimulujici
kolonie granulocytii a monocyti (GM-CSF) a M-CSF. Zatimco plusobenim lidského
GM-CSF dochazi k polarizaci monocytti smérem k M1 fenotypu s prozanétlivou funkci,

rrrrr

fenotyp (Jaguin et al. 2013).

Béhem onemocnéni muze dojit k pfesmyku zjednoho fenotypu na druhy.
Organismus se chrani pied nepfiméfenymi zanétlivymi procesy pfechodem z M1
fenotypu na fenotyp M2. K tomuto pfesmyku dochazi v prozanétlivych podminkach.
Naopak piechodem z M2 fenotypu na M1 fenotyp nastava ochrana pied Th2 reakcemi
(alergie, astma). Navic dochdzi ke snizeni baktericidnich vlastnosti makrofagii, ¢imz se
organismus vyrovnava se zanétem. K tomuto typu presmyku jsou zapotiebi

c oW

protizanétlivé faktory (Curi et al. 2017).

A makrofag

p—
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TNFo IL-1B, IL-6 TGFp CD206+
ZANET

Obrazek 4 - Subpopulace makrofagi (Upraveno dle: Stiiz et al. 2014)

Nedavno byla popsédna tfeti skupina makrofagl, kterou lze oznacit jako M3
subpopulaci. Tento pfechodny M3 fenotyp sestdva z fenotypu M1/2, kde dochazi
k produkci M2 mediatori jako odpovéd na prozanétlivy reprogramovaci faktor 1
(RF-M1). Druhou podskupinu piedstavuje fenotyp M2/1, ktery produkuje M1
M3 makrofaglh poméha regulovat vliv RF-M1 a RF-M2 a tim pfedchazet nepfimérenym
zanétlivym reakcim 1 vyznamnému sniZeni antimikrobidlnich vlastnosti makrofagt

(Malyshev a Malyshev 2015).
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2.2 Sledované cytokiny a povrchové znaky bunék

Cytokiny jsou molekuly, které hraji klicovou roli v mnoha fyziologickych
stavech a vyznamné se podili na regulaci imunitniho systému. Jsou bud’ v rozpustné
form¢é nebo vazané na cytoplazmatickou membranu. Receptory cytokinti slouzi pro
specifickou vazbu piislusného cytokinu a spojuji ho s intracelularnimi signaliza¢nimi
molekulami (Hofejsi et al. 2017). Makrofagy (jakozto bunky pfirozené imunity)
produkuji cytokiny, které se podili na polarizaci naivnich T-lymfocytli na funkcné
vyznamné typy Th1, Th2 nebo Th17. M2 makrofagy sekretuji cytokiny, které se ucastni

reparacnich procesii a angiogeneze (Stfiz et al. 2014).

Cytokint a povrchovych znaki bunék existuje velké mnozstvi, popsany jsou zde
ty, které byly sledovany v praktické ¢asti této diplomové prace, tykaji se makrofagl

a hraji roli u potransplantacnich rejeket.

2.2.1 Cytokiny
o IL-4

IL-4 je produkovan zejména T-lymfocyty (hlavné Th2), v mensi mife potom NK
bunikami, Zirnymi bunikami, bazofily nebo eozinofily. Strukturou (i fadou funkci) je
IL-4 podobny IL-13. Receptor IL-4 je heterodimerem, ktery se sklada z fetézct a a v,
pri¢emz fetézec a vaze IL-4 a fetézec v je spolecny pro nékolik dalSich cytokind. 1L-4 je
klicovym faktorem pro vyvoj Th2 subpopulace lymfocyti z naivnich T bunék. Vznikla
bunéénd populace je typickd produkei cytokina IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13
(Nelms et al. 1999). IL-4 je dtlezitym faktorem pro rist a vyvoj B lymfocytl, ¢imz se
podili na rozvoji protilatkové imunity. Dalsi funkci IL-4 je podpora tvorby IgE, coz
hraje roli u alergickych onemocnéni (napt. zvySena produkce IL-4 podporuje rozvoj
astmatu). U alergii tedy plsobi jako prozanétlivy cytokin, naproti tomu
induk¢ni faktor pro M2 alternativné aktivované makrofagy (Stfiz a Holan 2015).

o TNF-a

TNF-a (nazyvany také kachexin) je cytokin, vyluovany zejména aktivovanymi
makrofagy, méné pak jinymi typy bunck jako jsou neutrofily, NK buiiky nebo
eozinofily. Tento cytokin je bud v transmembranové nebo solubilni formé. Hlavni

uplatnéni TNF-a nachazi v regulaci imunitnich buné¢k, kachexii, zanétu nebo apoptoze.
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TNF-o indukuje v jatrech proteiny akutni faze a je schopen zvySovat télesnou teplotu.
Pti septickych stavech, stimuluje okolni buiiky k produkci IL-1 a IL-6 (Kriegler et al.
1988). Uplatiiuje se v prozanétlivé imunitni odpovedi, jeho nadbytecné plisobeni vSak
muze vést k autoimunitnim onemocnénim jako jsou idiopatické stfevni zanéty (IBD),
revmatoidni artritida nebo n¢které formy astmatu. Pro 1é¢bu téchto onemocnéni se ¢asto
pouzivaji monoklonalni protilatky proti TNF, napft. infliximab nebo adalimumab a dale
solubilni receptor, etanercept. Probéhly studie, ve kterych bylo zkouméno plsobeni
inhibitort. TNF-a v 1é¢b¢é rakoviny, zatim vSak bez uspokojivych vysledki. Tyto
inhibitory se nyni vyuZzivaji prevazné v 1é€bé chronickych zanétlivych onemocnéni

(Clark 2007).
o TGF-$

Jedna se o cytokin se Sirokou Skéalou funkci produkovany zejména fibroblasty,
buiikami epitelu, trombocyty, erytrocyty, ale i riznymi typy leukocytd. TGF-B patii
avyvoj Treg a Th17 bunék. TGF-B tvofi vazbu s komplexem serin-threonin-kinaz
a prenasi signal fosforylacni kaskddou za pomoci SMAD proteint (skupina strukturné
podobnych proteintl) do jadra, kde dochézi k regulaci genové exprese (Massagué 2012).
V mistech poranéni se uplatiuje tento cytokin jako ristovy faktor tkané a podili se na
jeji reparaci a regeneraci. TGF-f plsobi imunosupresivné v nadorové tkani, ¢imz
podporuje nadorové bujeni. Hraje roli také v patofyziologii nékterych onemocnéni, jako

jsou Alzheimerova choroba nebo bronchialni astma (Robinson et al. 2006).
o 1IL-10

Plvodni nézev tohoto cytokinu je faktor inhibujici syntézu cytokint. Jednd se
Treg a M2 makrofagy a hraje roli v regulaci a diferenciaci riznych imunitnich bunék.
IL-10 je inhibitorem antigenni prezentace, inhibuje také exprest MHC molekul II. tfidy,
stejné jako tlumi kostimulacni signaly. Plisobi hlavné na makrofagy a DC a inhibuje
produkci jimi uvoliovanych prozénétlivych cytokinii. Byla studovdna tuloha
v regulact imunitni odpovédi ma IL-10 produkovany Treg a Th bunkami (Mosser
aZhang 2008). Pii lécbé rekombinantnim IL-10 dochazelo k nadprodukci

prozanétlivych cytokintli, ktera je nejspiSe zplisobena kostimula¢ni funkei IL-10 pfi
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aktivaci B-lymfocytl a podporou proliferace NK bun¢k. Testovan byl IL-10 v terapii
Crohnovy choroby, psoridzy nebo revmatoidni artritidy. Lécba rekombinantnim IL-10
ale mé uskali zejména v piekryvajicich se imunopatologickych a imunosupresivnich
vlastnostech tohoto cytokinu, pfi¢emz je velmi tézké nastavit jeho optimalni davku

(Sttiz a Holan 2015).
o IFN-y

Tento cytokin se uplatiiuje v pfirozené i adaptivni imunité svymi antivirovymi
a antibakteridlnimi ucinky. Produkovan je pfedevsim NK builkkami, aktivovanymi
Th lymfocyty a cytotoxickymi T-lymfocyty. IFN-y zvySuje expresi MHC molekul
L. i IL tfidy a je také vyznamnym aktivatorem makrofagl (klasicka cesta aktivace). Pri
navazani IFN-y na receptor IFN-y, ktery je pfitomen téméf na vSech bunkéch, dochazi
k aktivaci signaliza¢ni drahy JAK-STAT (Janus kindza — signalizani pfenaSec
a aktivator transkrip¢nich proteinti) (Schoenborn a Wilson 2007). Na uvolfiovani IFN-y
je zalozen tuberkulinovy test. Pro klinické ucely se vyuziva IFN-y v I1écbe
granulomatézni choroby nebo osteopetrdzy. Zatim neni schvalena 1écba rakoviny
pomoci IFN-y a testuje se také jeho vyuziti v terapii nékterych typt hepatitid (Razaghi
et al. 2016).

o IL-1

Jedna se o vitbec prvni popsany interleukin. Vyskytuje se ve dvou formach, a to
jako IL-1a (také znamy jako hematopoetin 1) a IL1-f (leukocytarni pyrogen), pfi¢emz
ob¢ formy se vazi na stejny receptor. IL1-a se vyskytuje spiSe vazany na membranu
a funguje také jako transkrip¢ni faktor. IL1-B se nachédzi hlavn¢é v solubilni formé
apfispivd k regulaci imunitnich proces (Arend et al. 1998). ZvySend hladina
solubilniho IL1-B hraje roli u revmatické artritidy, infekci, Parkinsonovy choroby nebo
IBD. IL-1 pfedstavuje typicky prozanétlivy cytokin, ktery indukuje tvorbu dalSich
prozanétlivych cytokind, chemokinti, proteinti akutni faze ¢i adhezivnich molekul,
ovliviiyje epitelidlni buniky a fibroblasty. Klinicky vyznam je zaloZen zejména na lécbé
pomoci IL-1Ra (také zndm jako anakinra) nebo se pouzivaji n€které monoklonalni
protilatky, které inhibuji funkci tohoto cytokinu, a tim snizuji zanétlivou odpovéd

organismu (Borthwick 2016).
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o IL-13

Cytokin IL-13 je secernovan piedev§im Th2 bunikami, NKT-lymfocyty, zirnymi
bunikami, bazofily nebo eozinofily. Strukturné je podobny IL-4 a sdili i nékteré funkéni
rysy tohoto interleukinu. Uplatiiuje se zejména v syntéze a regulaci IgE a hraje roli
umnoha alergickych stavii, napf. u astmatu. Pfestoze se uplatiuje predevSim
vlastnostmi. IL-13 indukuje zmény ve stfevni mikroflofe a vytvaii prostiedi nepratelské

k parazitim (Minty et al. 1993).

2.2.2 CD znaky
o CD3

Jedna se o jeden z prvnich povrchovych antigenti T-lymfocytl identifikovanych
pomoci monoklondlnich protilatek. Molekula CD3 se sklada ze ¢tyt polypeptidickych
fetézcl. Nejdiive je molekula CD3 exprimovana kmenovymi bunikami thymocyti, které
se nasledné diferencuji a antigen CD3 ptechazi na povrch vSech zralych T-lymfocytu,
kde se vaze na T-bunécny receptor (TCR). Specificnost antigenu CD3 pro T-buiiky,
z ng&j délad ucinny imunohistochemicky marker pro rozliSeni bunéénych typa leukémii

(Kuhns et al. 2006).
o CD14

Glykoprotein CD14 se vyskytuje jako vazany na membranu myeloidnich bun¢k
1 vsolubilni formé& v riznych télesnych tekutinach. Jednd se o diferenciacni znak
monocytl a makrofagl, v mnohem mensi mife je exprimovan neutrofily a DC. Vazbou
bakterialniho LPS na receptor CDI14 dochdzi k indukci prozénétlivé odpovédi.
Leukocyty za¢nou produkovat prozanétlivé cytokiny, napt. TNF-a (Wright et al. 1990).
Molekula CDI14 na povrchu makrofagh hraje roli také v rozpoznani a fagocytoze
apoptickych bunck. K lepSimu navazani CD14 na LPS slouzi LBP (protein-vazici LPS),
ktery az 100x zvySuje bunéénou aktivaci zprosttedkovanou TLR4 (Devitt et al. 1998).

o CD16

CD16 transmembranovy glykoprotein (FcyRIII) tvoti vazbu s Fc ¢asti protilatky
IgG. Existuje ve dvou izoforméch, pficemz CDI16A se vyskytuje na NK bunkéach,
monocytech a makrofazich, zatimco molekula CD16B je exprimovana neutrofily. Po

vazbé CD16 na Fc receptor IgG protilatky dochédzi k zahdjeni signaliza¢nich déju, které
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vedou k fagocytdze, proliferaci ak reakci bunééné cytotoxicity zprosttedkované
protilaitkami (ADCC) (Zhang et al. 2000). Zkouma se vyuziti molekuly CD16 jako cile
pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Schrama et al. 2006). Pozorovani exprese molekul
CD14 a CD16 je vyuzivano pii identifikaci riiznych bunécnych populaci (pro ucely této
prace zejména pro charakteristiku populaci monocyti/makrofagt, popsanych v kapitole

2.1.3 Subpopulace monocytl).
o CD54

Molekula CD54 predstavuje transmembranovy protein, také znamy jako
ICAM-1. CD54 existuje v membranové i solubilni formé a je exprimovéana
aktivovanymi makrofagy, lymfocyty a endotelialnimi bunikami. Ligandem pro ICAM-1
jsou B-2 integriny CD11a/CD18 (LFA-1) nebo CD11b/CD18 (tj. makrofag-antigen =
Mac-1), které jsou na povrchu leukocytl. Tento vazebny proces piedchazi transmigraci
leukocyti do mista zanétu a uplatiiuje se u kostimulacnich funkei pfi aktivaci
T-lymfocyti (Roebuck a Finnegan 1999). Dale funguje tato molekula jako receptor pro
rinovirus pfi vstupu do respiraéniho epitelu. ZvySena exprese CD54 je nalézana
umnoha patologickych stavli, jako je subarachnoidalni krvaceni, nékteré typy
nadorovych onemocnéni, aterosklerdza, revmatoidni artritida, o¢ni alergie, malarie nebo

srde¢ni selhani (Lawson a Wolf 2009).
o CDI163

CD163 je makrofagoveé specificky scavanger receptor pro zachytavani
komplexu haptoglobinu-hemoglobinu. ZvySend exprese tohoto receptoru je typicky
nalézana pii zdnétu u M2 alternativné aktivovanych makrofagl, zatimco u klidovych
monocytll je pfiblizné¢ 10x niz$i (Thomsen et al. 2013). CD163 funguje také jako
bakteridlni receptor a dlsledkem této vazby je produkce prozanétlivych cytokinil
(Fabriek et al. 2009). Existuje také rozpustna forma tohoto receptoru (sCD163), ktera
vznikd po enzymatickém Stépeni metaloproteazy, ktera nasledné Stépi také
membranovou formu TNF-a. ZvySend koncentrace sCD163 je méfena v séru
u zénétlivych onemocnéni jater, diabetu 2. typu, revmatoidni artritidy nebo infekénich
onemocnéni, napt. u HIV (human immunodeficiency virus) infekce. V likvoru je
zvySena koncentrace sCD163 ptfiznakem subarachnoiddlniho krvaceni (Etzerodt

a Moestrup 2013).
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o CD206

Jednd se o mandzovy receptor C-lektinového typu, ktery je exprimovéan
predevsim na makrofazich a nezralych DC. U monocytii, na buiitkach Langerhansovych
ostrivkl a u zralych DC tato exprese nebyla prokazana. Pii zanétu je CD206 piitomny
na nékterych koznich bunkach, jako jsou fibroblasty a keratinocyty
(Wollenberg et al. 2002). Pomoci tohoto receptoru jsou rozpozndvany zejména
intracelularni bakterie. Utastni se fagocytozy a endocytdzy a jeho vyssi exprese je
nalézédna u nékterych patologickych stavli, napf. u naddorového onemocnéni (Azad

et al. 2014).
o CD209

C-lektinovy transmembranovy receptor CD209, také znamy jako DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin), je
exprimovany zejména na DC a jejich prekurzorech. Specificky rozpoznava nékteré
patogeny podle sacharidovych struktur a na zakladé toho, je indukovdna imunitni

odpovéd. CD209 reguluje adhezni procesy. Interaguje s molekulou ICAM-2 na

fazi HIV infekce (Berg a Geijtenbeek 2013). Dalsi funkci adhezniho receptoru
DC-SIGN je rozpoznani S$iroké skaly patogent, jejich zpracovani a prezentace
antigenu T-lymfocytim. Receptor CD209 muze byt pouzit jako cil pro indukci virové

a protinadorové imunity (Engering et al. 2002).

2.3 Transplantace ledvin

Transplantace je termin pro pfenos tkan€ nebo organu z mista na misto v ramci
jednoho organismu nebo mezi lidmi (popf. jinymi Zivo€iSnymi druhy) navzijem.
Transplantace v ramci jednoho organismu se oznacuji jako autologni. Alogennimi
transplantacemi jsou pfenosy organti nebo tkani mezi jedinci téhoz druhu. Transplantace
xenogenni oznacuji prenos Sté€pu z jiného Zivocisného druhu na Clovéka. Jesté existuji
syngenni transplantace, predstavujici pfenos $t€pu mezi geneticky témér identickymi
zvifaty (napf. mezi jednovajecnymi dvojCaty nebo inbrednimi zivoCichy v rdmci
laboratornich  pokusti). Prvni uspéSnd transplantace ledvin probéhla mezi
monozygotnimi dvojcaty s velmi podobnym histokompatibilnim systémem antigenti

(HLA) (Krejsek a Kopecky 2004).
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2.3.1 Pocatky transplanta¢ni imunologie

Prvni pokusy o transplantace nebyly moc uspeésné, protoze se védélo jen velmi
malo o imunitnich reakcich organismu. Vyzkum v oblasti alotransplantatii zapocal az ve
40. letech, kvuli velkému mnozstvi popéalenych letci béhem letecké bitvy o Anglii.
Peter B. Medawar byl prvnim védcem, ktery upozornil na diilezitost imunitniho systému
v transplantaéni mediciné. Zabyval se pokusy s koznimi Stépy u kralika, zkoumal
zanétlivou fazi imunitni odpovédi v organismu a existenci HLA. V roce 1960 ziskal
Nobelovu cenu za objev aktivni tolerance. Cesky védec Milan Hasek provadsl v téze
dobé pokusy s kufecimi a kachnimi embryi a zjistil, ze propojenim krevnich obé¢hti
v organismu nevznikd protilaitkovd odpovéd’ proti cizim erytrocytim (Kieslichova

2015).

2.3.2 Transplanta¢ni imunologie — rejekce ledvin

Transplantace ledvin je indikovana u pacientli v terminalnim stadiu rendlniho
selhani. Nabizi pacientim lepsi kvalitu Zivota v porovnani s dialyzaéni 1écbou. Ptijemce
ledviny musi byt zdravotné zpiisobily k transplantaci (kontraindikaci mize byt vysoky
vek, sepse, koagulopatie a dalsi). Transplantat mize pochazet bud’ od zdravych nebo
kadaveroznich darci. Prijemce a darce musi byt kompatibilni v ABO systému a u obou
by méla byt co nejlepsi shoda v HLA antigenech. Navic je provadéna ktizova zkouska
se sérem pifjemce a lymfocyty darce, kterd musi mit negativni vysledek (Tesaf

a Viklicky 2015).

Mezi nejvazngjsi potransplantaéni komplikace patfi rejekce transplantovaného
organu. Z patofyziologického hlediska lze rejekce délit na hyperakutni, akutni
T-lymfocyty. Aby nedoSlo k odhojeni transplantatu, podéavaji se pacientovi
imunosupresiva. Imunosupresiva se d€li na indukéni (napf. basiliximab,
antithymocytarni globulin), udrZzovaci (napt. prednison, tacrolimus nebo cyklosporin,
ktery zabrafiuje CD4* lymfocytim tvofit IL-2) a protirejekéni (napf. basiliximab nebo
alemtuzumab) (Murphy a Weaver 2017).

Existuje aferentni a eferentni faze rejekce. V prvni jmenované fézi prezentuji
DC MHC molekuly darce CD4* T-lymfocytim piijemce. T-lymfocyty iniciuji

pocatecni fazi rejekce tim, Ze do mista transplantovaného orgénu povoléavaji dalsi typy
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bun&k (NK bufiky, CD8* T-lymfocyty, B-lymfocyty), které se spolu s protilatkami
a komplementem podili na destrukci $tépu (Chapel et al. 2018).

Cizi antigeny mohou byt rozpoznany bud piimou (APC déarce prezentuji
darcovské MHC molekuly T-lymfocytim pfijemce), nepfimou (APC piijemce
prezentuji peptidové fragmenty piivodnich darcovskych MHC-T lymfocytim piijemce)
nebo tzv. ,semi-direct” cestou, kde APC piijemce prezentuji komplex HLA/peptidu
darce T-lymfocytim ptijemce (Herrera et al. 2004). Schéma rozpoznavani aloantigenti

T lymfocyty je zobrazeno na obr. 5.

4

Prfima cesta Neprima cesta semi-direct cesta

APC

Komplex ! !

HLA/peptidu ©
TCR

T-lymfocyt

Darce  Prijemce

Obrazek 5 — Ruzné typy rozpoznavani aloantigenu T lymfocyty (Upraveno dle: DeWolf a Sykes 2017)

Mezi nejcastéj$i potransplantacni komplikace patii infekéni onemocnéni.
Konkrétné zejména cytomegalovirové (CMV) nebo infekce virem Epstein-Barrové
(EBV), ke kterym jsou pacienti stlumenym imunitnim systémem imunosupresivy
nachylnéjsi. Dal§i komplikaci miize byt recidiva plvodniho onemocnéni, napf.
glomerulonefritidy. K nejbézné&j$im piicindm Umrti pacientl po transplantaci ledvin
patii také rozvoj nadorovych onemocnéni u pfijemce nebo akutni infarkt myokardu.
K umrti z divodu rejekce $tépu nedochazi Casto, protoze tato komplikace je feSitelna

pomoci hemodialyzy (Owen et al. 2013).

2.3.3 Mononuklearni fagocyty pri rejekcei ledvin

Monocyty a makrofagy hraji velmi dualezitou roli v imunopatologii rejekce
ledvin. Podileji se na rozpoznani aloantigenu, jeho prezentaci T-lymfocytim
a kostimulaci. Patfi k hlavnim producentim prozanétlivych cytokinli a ucastni se

tkanove reparacnich procest. V misté alotransplantatu je velké mnozstvi téchto bun&k
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ajejich pritomnost mize mit, jak negativni vliv na transplantovany orgén (zhorSeni
funkce organu, odhojeni alotransplantatu), tak i pozitivni vliv (reparace tkan¢, Mreg
makrofagy). Funkce monocytd a makrofagi se nepotlacuje bézné pouzivanymi
imunosupresivy (kromé kortikosteroidli), protoze ty, se svym ucinkem primarné
nezaméfuji na bunky této fady a jsou cileny prevazné na aktivitu T-lymfocytt

(Bosch et al. 2017).

S transplantaci ledvin jsou spojeny zmeény Vv procentudlnim zastoupeni
bunécnych subpopulaci perifernich monocytii. Jednd se zejména o subpopulace
CD14*CD16" a CD14*CD163"monocyti. Hodnoty CD147CD16% monocyti jsou
u pacientd pred transplantaci zvysené (oproti zdravym lidem), zatimco béhem prvniho
tydne po transplantaci dochéazi k procentudlnimu ubytku této populace, zejména
z divodu selektivni delece. Néavrat na fyziologické hodnoty CD14*CD16*monocytl
nastava piiblizné po 2 mésicich od transplantace. Procento CD14*CD163* monocytt
je zvyseno ihned po transplantaci a ke snizeni nedochazi ani béhem prvniho mésice po
zakroku. Procentudlni zastoupeni jednotlivych populaci Ize ovlivnit nékterymi

imunosupresivy, napf. antithymocytdrnim globulinem a methylprednisolonem

(Sekerkova et al. 2014).
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3 Cile prace

o Na in vitro modelu standardizovat model diferenciace THP-1 bunék

a lidskych monocytti smérem k M2 fenotypu (CD163, CD206).

o Posoudit dynamiku exprese (a koexprese) antigeni CD163 a CD206 na

monocytech pacientl po transplantaci ledviny.
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4 Material a metody

4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Modelové bunky
THP-1 buiiky (ATCC TIB-202), buffy coat (Transfuzni oddéleni Thomayerovy

nemocnice).

4.1.2 Chemikalie
o Roztoky a jiné
RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich), PenStrep (Gibco), 0,05% Trypsin-EDTA

(1X) (Gibco), Fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), PBS pH 7.4 (1X) (Gibco),
Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare), CellWASH (BD Biosciences).

o Monoklonalni protilatky

7-AAD Viability Dye (Beckman Coulter), CD16 — Pacific Blue (3G8) (Beckman
Coulter), CDI14-APC-Alexa  Fluor 750 (RMO052) (Beckman Coulter),
CD209-PerCP/Cy5.5 (9E9AS8) (BioLegend), CD163-PE (GHI/61) (BioLegend),
CD206-APC (15-2) (Beckman Coulter).

o Pouzité stimuly

IL-4 [10 000 ng/ml] (R&D systems), TNF-a [10 000 ng/ml] (R&D systems),
TGF-B [10 000 ng/ml] (R&D systems), IL-10 [25 000 ng/ml] (R&D systems).

4.1.3 Pristroje

Laminarni box TOP SAFE 1.2 (BIOAIR), inkubator CO, MCO 17AIC (Sanyo),
sveételny mikroskop Fluovert (Leitz), tfepacka Vortex V-1 plus (Biosan), centrifuga
Centrifuge 5810 R (Eppendorf), centrifuga MiniSpin (Eppendorf), analyzator pro
meteni zivotnosti bunék Vi-Cell XR (Beckman Coulter), pritokovy cytometr Navios

(Beckman Coulter).

Data z pratokového cytometru byla hodnocena pomoci softwaru Kaluza

Analysis (Beckman Coulter).
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4.2 THP-1 bunky

THP-1 bunky predstavuji bunécnou linii, kterd je velmi podobnd linii
monocytarni. Tyto bunky byly ziskdny od ro¢niho chlapce s akutni monocytarni
leukémii. THP-1 bunky, vcetné jejich geneticky upravenych derivatl jsou uzitenym
modelem pro zkoumani struktury a funkce monocyti. Monocyty jsou izolovany z plné
krve, zatimco THP-1 bunky jsou odvozeny od monocyti a dale kultivovany. To
znamena, ze u monocytl se jedné o ex vivo bunéény material, kdezto THP-1 bunky jsou
pestovany in vitro. Vyhodou THP-1 bunék muze byt, Ze rostou v suspenzi a neadheruji

k povrchu kultiva¢ni naddoby (Bosshart a Heinzelmann 2016).

4.2.1 Rozmrazeni THP-1 bunék
Byla pfipravena vodni lazen o teploté 37 °C a RPMI médium (,,Roswell Park

Memorial Institute® médium) s20% obsahem fetdlniho bovinniho séra (FBS)
a s ptidavkem antibiotik (streptomycinu a penicilinu). Ampule se zmraZzenymi butikami
(uchovavanymi v tekutém dusiku pfi teplot¢ -180 °C) byly pfeneseny ve specialni
polystyrenové nadobé a vlozeny do vodni lazné. Po rozmrazeni byly ampule lehce
protfepany. Obsah ampule byl pfenesen do oznacené zkumavky o objemu 15 ml.
Nasledné bylo k bunkam pfiddno médium do celkového objemu 10 ml. Buiky byly
inkubovany ve tmé, ve stojanku po dobu 30 min pii laboratorni teploté. Behem této
doby doslo k postupnému vylouceni dimethylsulfoxidu (DMSO) z bunécné suspenze.
Zkumavky s bunikami byly centrifugovany po dobu 10 min pfi 400 RCF. Po sliti
supernatantu byla protfepana peleta bunék, bylo ptidano 10 ml fosfatového pufru (PBS)
(pH 7,2 - 7,4) s 10% obsahem FBS a buiiky byly opét centrifugovany po 10 min pii
400 RCF. Takto byly buiiky promyty celkem 2x. Po zavérecné centrifugaci byly bunky
protiepany a suspenze byla nafedéna médiem na koncentraci cca 2 x 10° bunék/ml.
Buniky byly uchovavany v kultivacnich lahvich v termoboxu pii teploté

37 °C s 5% CO,.

4.2.2 Pasazovani THP-1 bunék

Pasazovani THP-1 bunék bylo provadéno ve sterilnich podminkach
v lamindrnim boxu. Roztoky RPMI a FBS byly vytemperovany na laboratorni teplotu.
Buniky byly pfeneseny =z kultivacni lahve do novych popsanych centrifugacnich

zkumavek o objemu 15 ml. Na pfistroji Vi-Cell byla zméfena Zivotnost a koncentrace
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bun¢k v suspenzi. Buniky byly centrifugovany po dobu 5 min pii 260 RCF. Supernatant
byl slit a peleta byla opatrn€ rozklepana pomoci vortexu. K bunikdm usazenym na dné
zkumavky bylo pfidano cerstvé ptipravené médium RPMI s 10% obsahem FBS.
Suspenze byla opatrné promichana a premisténa do nové popsané kultivacni ldhve,

ktera byla umisténa do termoboxu.

4.3 Monocyty izolované z krevni slozky buffy coat

Buffy coat ptedstavuje koncentrovanou leukocytarni suspenzi s velkym podilem
trombocyti. Tento podil plné krve byl odstranén z transfuzniho ptipravku (jesté
s plazmou) po centrifugaci, ¢imz vznikl ptipravek nazyvany erytrocyty bez buffy coatu
resuspendované (EBR). Odstranénim slozky buffy coat se predchazi ptipadnym

nezadoucim potransfuznim reakcim.

4.3.1 1zolace monocytu z buffy coatu

Buffy coat (50 ml) byl pfenesen do 2 Ccistych centrifuga¢nich zkumavek
a nafedén pomoci PBS v poméru 1:1. Dale bylo pfipraveno 5 novych centrifugacnich
zkumavek a do kazdé bylo pfidano 15 ml Ficoll-Paque. Nésledné se velmi pomalu
navrstvovalo 20 ml tedéné krve (buffy coatu) na hladinu Ficoll-Paque do kazdé
zkumavky tak, aby proud natedéné krve nepronikl skrze vrstvu Ficoll-Paque a zlstal
nad ni (viz obr. 6). Takto pfipraveny material byl centrifugovan ve zkumavkach po
dobu 30 min pii 520 RCF s pomalou akceleraci, bez brzdéni. Z kazdé zkumavky byl po
centrifugaci pfenesen prstenec lymfocytli, monocytli (na obr. 6 vpravo znacen modie)
do nové zkumavky. Zkumavka byla doplnéna do 50 ml PBS. Diéle byly tyto

mononukledrni bunky 4x promyvany.

<l 3

’ Centrifugace
' >

Krev + PBS (1:1) H Lymfocyty, monocyty

| Ficoll-Paque
Ficoll-Paque
Erytrocyty, granulocyty

Obrazek 6 — Izolace monocytl, schéma vrstev pied a po centrifugaci (Upraveno dle: Bharadwaj et al.
2012)

Plasma, trombocyty
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o 1. promyti

Suspenze byla centrifugovana po dobu 10 min pii 240 RCF a pfi teploté¢ 4 °C,
poté byl supernatant vylit, peleta byla resuspendovana s 1 ml PBS a doplnéna do 50 ml
PBS.

o 2.promyti

Suspenze byla centrifugovana po dobu 10 min pii 170 RCF a pfi teploté¢ 4 °C,
poté byl supernatant vylit, peleta byla resuspendovana s 1 ml PBS a doplnéna do 50 ml
PBS.

o 3. promyti

Suspenze byla centrifugovana po dobu 10 min pti 100 RCF a pfi teploté 4 °C,
poté byl supernatant vylit, peleta byla resuspendovana s 1 ml PBS vychlazeného na

teplotu 4 °C a doplnéna do 50 ml PBS o této teploté.
o 4. promyti

Suspenze byla centrifugovana po dobu 10 min pti 100 RCF a pfi teploté 4 °C,
poté byl supernatant vylit, peleta byla resuspendovdna s 1 ml média RPMI s 10%
obsahem FBS a nasledné bylo pfiddno 9 ml tohoto roztoku. Buiiky byly spocitany
pomoci piistroje Vi-cell a nafedény na koncentraci vhodnou k pokusu, tj. 1x10°

bunék/ml. Zbytek bunék byl pfenesen do kultivacni lahve pro adherentni bunky.

4.4 Méreni zivotnosti bunék

Zivotnost bun&k byla zjisfovana pomoci analytatoru Vi-Cell XR nebo metodou
pritokové cytometrie. Pfistroj Vi-Cell je schopen analyzovat bunéénou suspenzi
v rozmezi koncentraci od 5 x 10* do 1 x 107 bun&k/ml. Pomoci tohoto analyzatoru lze
mimo jiné zjistit informace o velikosti bun€k. Pfistroj je schopen pracovat s buiikami
o velikosti 2 az 70 pum, takZe je schopen méfit kvasinky i bun&tné shluky. Pomoci
analyzatoru Vi-Cell Ize zjistit pocet bunck, jejich koncentraci a Zivotnost. Méfeni
zivotnosti bunék je zaloZzeno na barveni trypanovou modii, ktera barvi cytoplazmu
nezivotaschopnych bunck. Kamerou jsou pofizovany snimky, kde jsou Zivé bunky
zakrouzkovany zelené a mrtvé buiky cervené, coz je nasledné procentudlné
vyhodnoceno (viz obr. 7). Ovladani analyzatoru je pomoci pocitacového softwaru, kde

muzZe uzivatel nastavit predchozi fedéni suspenze nebo dale pracovat s vysledky.
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Obrazek 7 — Ukézka prace se softwarem analyzatoru Vi-Cell

Metodou pritokové cytometrie byla zjiStovana Zivotnost bun€k na principu
navazani fluorochromu 7-AAD (7-aminoactinomycin D) na cytoplazmu bun¢k. 7-AAD
se pii poSkozeni cytoplazmatické membrany nezivotaschopnych bunék selektivné vaze
na CG (cytosin-guanin) oblasti DNA (deoxyribonukleové kyselina) (viz obr. 8). Je totiz
nezbytné detekovat mrtvé bunky v bunééné suspenzi a vyloucit je z analyzy, aby

netvotily artefakty (nespecifickou vazbou protiladtky nebo nezddoucim vychytavanim

fluorochromu).

Dead Cell

Obrazek 8 — Princip méfeni zivotnosti navazanim 7-AAD (ANON. nedatovano)



Zivotnost bunék byla zjistovéna pied kazdym pokusem, méfeni Zivotnosti
pomoci analyzatoru Vi-Cell bylo provadéno pro kontrolu, zda je vhodné pokus provést.
K samotnému pokusu doslo, pokud Zivotnost bun€k piesahovala 90 % (témét vzdy).
Pokud byla zivotnost nizsi, byly zkontrolovany kultivacni podminky bunék a bunky
byly pasdzovany, dokud nedoslo ke zlepSeni zivotnosti. Pfi méfeni zivotnosti pomoci
priatokové cytometrie byla ,,gateovaci * strategie tvorena tak, ze se hodnotily pouze zivé

bunky.

4.5 Diferenciace THP-1 bunék a izolovanych monocyta

z krevni slozky buffy coat

Pribézné pasdzované¢ THP-1 bunky a cerstvé izolované monocyty byly
stimulovany za stejnych podminek. Pouzitymi stimuly byly: IL-4, TNF-a, TGF-$
a IL-10 (viz tab. 1). Diferencované bunky byly méfeny metodou pritokové cytometrie

po 1, 3 a 6 dnech. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci softwaru Kaluza Analysis.

THP-1 bunky byly pfelity ze 2 kultivaénich lahvi do centrifuga¢nich zkumavek
o objemu 50 ml. Zaroven byla zméfena zivotnost a poc¢et bunék pomoci analyzatoru
Vi-Cell (primérna zivotnost bun¢k byla 97,8 %). Vhodna koncentrace bun¢k pro pokus
je 1 x 10%/ml. Na zakladé vztahu nepfimé imérnosti bylo vypo&itdno vhodné fedéni.
Mezitim byl centrifugovan zbytek suspenze ve dvou zkumavkich po dobu 5 min

pii 260 RCF.

Po vyjmuti zkumavek z centrifugy, byl supernatant vylit do biologického
odpadu. Peleta byla rozklepdna pomoci vortexu a nafedéna na vypocitany objem

médiem RPMI bez obsahu FBS. Dale byly vhodné natfedény potiebné stimuly.

Tabulka 1 — Koncentrace pouzitych stimult

Zasobni koncentrace (cq) Pozadovana koncentrace ( c,)
IL-4 | 10 000 ng/ml 20 ng/ml
TNF-o | 10 000 ng/ml 10 ng/ml
TGF-p | 10 000 ng/ml 20 ng/ml
IL-10 | 25 000 ng/ml 20 ng/ml
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Mnozstvi stimulu pipetované do jamek 6-jamkové kultivacni desticky bylo

vypo¢itano dle vztahu: V; x ¢; =V, X ¢,, ktery lze vyjadfit jako V; = CZCX 2 Kde:
1
Vieeoooiniin pozadovany objem
Cleevvennnnn zasobni koncentrace
Vouoriinil objem jamky (tj. 2 ml)
Couvnnnnnnnn pozadovana koncentrace
1) IL-4
V. = C2xVp _ 20ng/ml x 2ml ~0. 004 ml=4 ul
1 1 10 000 ng/ml ’ H
2) TNF-a
V. = 2xVa _ 10 ng/ml x 2ml —0.002ml=2ul
1 1 10 000 ng/ml ’ H
3) TGF-p
V. = 2xVa _ 20ng/ml x 2ml —0.004 ml=4 ul
1 1 10 000 ng/ml ’ H
4) IL-10
_CpxV, _20ng/mlix2ml _ _
V= o 25000mgml 0,0016 ml=1,6 ul
Tabulka 2 — Vypocitané mnozstvi stimulti a THP-1 bunééné suspenze
Objem jamky Mnozstvi stimulu Mnozstvi  bunécné
suspenze
I1L-4 | 2000 pl 4 ul 1 996 pl
TNF-o | 2 000 pl 2 ul 1998 ul
TGF-f | 2000 pl 4 ul 1 996 pl
IL-10 | 2 000 pl 1,6 ul 1.998,4 ul

Do 6 kultiva¢nich desticek bylo pipetovano piislusné mnozstvi stimulu a THP-1
bunécné suspenze (viz tab. 2 a obr. 9). Stimuly byly pipetovany vzdy v tzv. doubletu,
pficemz do dvou jamek byla pipetovana pouze bunécnd suspenze (nestimulovana),

predstavujici kontrolu pro kazdé méteni. Buiiky byly inkubovéany po dobu 1, 3 a 6 dnil
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v termoboxu pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO,. Nasledn¢ byly méfeny metodou

prutokové cytometrie (tj. 2 kultivacni desticky pro 1 méfeni).

()
O

Obrazek 9 — Nakres inkubacni faze diferenciace bunék v kultiva¢nich destickach

@
O

Stejnym zptisobem byly stimulovany izolované monocyty taktéz nafedéné na

koncentraci 1 x 10° bunék/ml. Jedinym rozdilem bylo pouZiti média RPMI s 10%
obsahem FBS. Takto pfipravené kultiva¢ni desticky byly vlozeny do termoboxu

a suspenze byla inkubovana pfi teploté 37 °C a 5% CO,.

Po 24 hodinach byly vyjmuty 4 kultivac¢ni desticky (2 s THP-1 bunkami a 2
s monocyty). Obsah kazdé jamky byl pipetovan do popsané centrifugacni
mikrozkumavky s vickem o objemu 2 ml. THP-1 buiiky neadheruji ke dnu jamek, takze
je staci pred pipetovanim lehce promichat. 10 mikrozkumavek s THP-1 bunécnou
suspenzi a pfisluSnymi stimuly bylo sto€eno pomoci centrifugy Eppendorf MiniSpin po
dobu 5 min pii maximalnim poctu otacek (tj. 8 000 RCF). Supernatant byl pipetovan do
novych popsanych mikrozkumavek a zamraZen pii teplot¢ -20 °C. Peleta byla
rozklepana pomoci vortexu a do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 60 pul média
RPMLI, suspenze byla opét promichana. Nésledné byly suspenze z jednotlivych doubletti
smichany, pro vétSi koncentraci bunék a snadnéj$i méfeni metodou pritokové

cytometrie.

Monocyty se naopak aktivuji, stdvaji se znich makrofdgy a pfilnou
k plastovému dnu. Proto je potieba je nejdiive uvolnit ze dna jamek. Pro odlouceni
bun¢k byl nejdiive pouZit proud suspenze z pipety, poté byly bunky pipetovany
a stoCeny po dobu 5 min pii 8 000 RCF. Supernatant byl obdobné jako u THP-1
bunécné suspenze pipetovan do novych popsanych mikrozkumavek a zamrazen pfti

teploté -20 °C.

V jamkach zlstalo mnoho aktivovanych monocytii, které byly oplachnuty

bezsérovym médiem RPMI, protoze zbytky FBS mohou blokovat G¢inky trypsinu,
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pfidaného v dal§$im kroku. Déle bylo pfidino 1,5 ml roztoku kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) 0,05% obsahem trypsinu. Proces odlouceni
monocytl ode dna jamek byl sledovan pomoci svételného mikroskopu. Po ptiblizn¢ 10
min bylo pfiddno 200 pl FBS, aby ucinek nebyl protrahovany a neposkodil
membranové antigeny. Obsah jamek byl pipetovan do mikrozkumavek a centrifugovan
pii 8 000 RCF. Poté byl supernatant slit, buiiky byly rozklepany pomoci vortexu,
doplnény médiem RPMI s 10% obsahem FBS do objemu 2 ml a znovu centrifugovany
pii 8 000 RCF. Supernatant byl slit a do kazdé mikrozkumavky s peletou monocyta
bylo ptidano 30 pl média RPMI s 10% obsahem FBS (od kazdého stimulu nyni byly 4
mikrozkumavky s monocytarni suspenzi). Monocytarni suspenze ze 4 mikrozkumavek
stimulovanych jednim stimulem (popf. nestimulované — tj. kontrola) byla spojena, aby

bylo dosazeno vyssi koncentrace bunék (obdobné jako u THP-1 bun¢k).

4.6 Priitokova cytometrie

Pratokovd cytometrie je analytickou metodou, ktera zjiStuje fyzikalni
a chemické vlastnosti bunék v suspenzi, béhem jejich prichodu laserovym paprskem.
Tuto metodu vyvinuli manZel¢ Herzenbergovi spolu se svymi kolegy. Spole¢né se
vénovali zejména analyze lymfocytarnich subpopulaci. Samotny analyzator se sklada ze
systému fluidniho, optického a elektronického. Pritokovy cytometr ptizplisobeny pro

tfidéni bunéénych populaci na zdkladé fluorescence a rozptylu svétla se oznacuje jako

Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) (Owen et al. 2013).

Buné¢éné suspenze je inkubovéna s ozna¢enymi monoklonalnimi protilatkami.
Aspirované buiiky pomoci lamindrniho proudéni ,,protékaji* tryskou a prochazeji
laserovym paprskem. Dochdzi k lomu a rozptylu vyzafovaného svétla excitovanym
fluorochromem. Pro piimy rozptyl svétla slouzi tzv. forward scatter (FSC). Pomoci
FSC, ktery je charakterizovan lomem svétla v malém uhlu, 1ze buniky d¢lit dle velikosti.
Pro bo¢ni rozptyl svétla slouzi tzv. side scatter (SSC). SSC je charakterizovan lomem
svétla vuhlu 90° a slouzi kdéleni bun€k na zdkladé jejich granularity

(Chapel et al. 2018).

Vyzatfované svétlo je detekovano pomoci paralelnich desek, na kterych je
kontrolovan naboj neseny butikami a tyto buniky jsou naleZité separovany. Zndzornéna

separace na jednotlivé bunétné populace je pocitaCové analyzovana a zobrazena na
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monitoru. V tomto piipadé (viz obr. 10) je separace zalozena na dvou antigennich

znacich (dvoubarevné tiidéni) (Abbas et al. 2017).

- =
Tryska 1 .= o’ Suspenze bungk, fluorescenéné oznacena
T ‘L. i dvéma protilatkami
Y
o S S
L %O’ >
* % Cf: Detektor piimého rozptylu
Laser 7 e Dichroick filir svétla (tzv. forward scatter)
- e 5 Dichroicky fi
O e
* \ O\ Detektor
bocniho
‘AFO rozptylu ‘= Dichroicky filtr
svétla (tzv. _/ ’V’—
side scatter) Fluorescence
Desky Fotonasobi¢ — detektor
kontrolujici fluorochromu 1
Paralelni desky pro P Eizjdzloet:bny r/ﬁ Dichroicky filtr >
rozdéleni Fluorescence
protékajicich bungk L Fotonasobi¢ "— detektor
fluorochromu 2
Analyzator
et ﬂ

=T Obrazovka Fluor. 1 poz. Double poz. |

pocitace

— Intensity Fluor 1(red) —

— Intensity Fluor 2 (green) —

Obrazek 10 — Schéma FACS (Upraveno dle: Abbas et al. 2017)

4.6.1 Znaceni bunék pro priitokovou cytometrii

Bylo pfipraveno a popsano 10 zkumavek vhodnych pro pratokovou cytometrii.
5 zkumavek pro stimulované THP-1 buiiky a 5 zkumavek pro stimulované izolované
monocyty (viz kapitola 4.5). Pro kazdy stimul (i pro kontrolu — tj. nestimulované
buiiky) slouzila 1 zkumavka.
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Do kazdé zkumavky bylo pfidano:
o 10 ul CD14-APC (allophycocyanin)
o 10 ul CD16PB (Pacific blue)
o 5ulCD163RM3/1-FITC
o 5ul CD206-APC
o 5 ul CD209-PerCP/Cy5.5

Do 5 zkumavek pro znaceni monocytarni suspenze bylo navic piidano: 10 pl

7-AAD.

Nakonec bylo do kazdé zkumavky pipetovano 50 ul konkrétni bunécné suspenze
(5x THP-1, 5x monocytarni). Bunééné suspenze ve zkumavkach byly promichany
pomoci vortexu a inkubovany po dobu 20 min ve tmé. Poté byla reakce ,,zastavena®
pfiddnim 0,5 ml tzv. stop roztoku (CellWASH — optimalizovany PBS roztok)
a suspenze byla nasledné promichdna pomoci vortexu. Monocytarni suspenze byly ptred
timto krokem promyty pfidanim 1 ml stop roztoku, centrifugovany, supernatant byl slit

a bylo ptiddno 0,5 ml tohoto roztoku.

4.6.2 ,,Gateovaci“ strategie pro monocyty izolované z Kkrevni
slozky buffy coat

Gate (viz obr. 11a) byl vytvofen tak, aby zahrnoval pouze jednotlivé buiiky (tzv.
singlety) a aby doslo k vylouc¢eni buné¢nych shlukli nebo dvojic bunék (tzv. doubletit)

I3

z analyzy. ,,Gateovaci‘ strategie pro monocyty je zaloZena zejména na znaceni
protilatkou proti molekule CD14. Procentudlni zastoupeni monocytarni populace tedy
vychdzi z poméru zastoupeni pozitivnich bun¢k pro znak CDI14 oproti primérné
hodnoté intenzity fluorescence (MFI) (viz obr. 11a-h).
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Obrazek 11 (a-h) —,,Gateovaci “* strategie pro monocyty izolované z krevni slozky buffy coat

4.6.3 ,,Gateovaci“ strategie pro THP-1 buniky

I3

,, Gateovaci“ strategie pro THP-1 bunky (viz obr. 12a-i) je zaloZena na
podobném principu jako u izolovanych monocytl, u obr. 12a je gate zaméfen na

populaci majoritnich bunék.

a) b) c)
[Ungated] FS INT / SS INT ' [zive] FS INT / FS PEAK " [singlety] SS INT / CD14 APC-AF750
1000+ P SHRE gy T B 1000
monocyty: 82.68%
800 800 singlety: 99.25%
2
M~
— 600 x =
] <
0 & -
a
=)
200
P 5 5 e
T T T T T T T T T oo T " T L I PR S [
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

FS INT FS INT SSINT

40



D [monocyty]
CD14 APC-AF750 / CD206-APC

CD206-APC

g)

10'4

CD14+ CD206+: 12.68%

T T T
10° 10 102

[monocyty]
CD14 APC-AF750 / CD209-PerCP-
CY5.5

100

10°

102

CD14+ CD209+: 84.01%

CD209-PerCP-CY5.5

T T :
100 10 107
CD14 APC-AF750

10°

CD16-PacificBlue

CD163-PE

e) [monocyty]

CD14 APC-AF750 / CD16-

PacificBlue

f) [monocyty]
CD14 APC-AF750 / CD163-PE

10°

=)
=

»J|CD14+CD16+: 4.09%

h)

AH1:
3.45%

1074

1014

T
10

T
107

CD14 APC-AF750

. [monocyty] CD206-APC / CD163-PE
13 D163+ CD206+: 2.44% |

10°

T
10°

10
CD206-APC

Obrazek 12 (a-i) — ,,Gateovaci* strategie pro THP-1 bunky
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5 Vysledky

5.1 Zivotnost stimulovanych monocytid sledovana pomoci

prutokové cytometrie navazanim 7-AAD
Princip méfeni zivotnosti znacenim nezivotaschopnych bunék pomoci 7-AAD je
uveden v kapitole 4.4 M¢feni Zivotnosti bunék. Primérnd zivotnost monocyti klesala

u vSech pouzitych stimulli i u nestimulovanych bun¢k, zejména 6. den po stimulaci.

5.2 Povrchova exprese sledovanych znakii na stimulovanych

monocytech izolovanych z buffy coatu

Monocyty byly stimulované IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-$
[20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml] a byla métena povrchova exprese znakli CD163, CD206
a CD209 metodou pritokové cytometrie (0.), 1., 3. a 6. den po stimulaci.

Na monocytech izolovanych z buffy coatu doslo k nejvyssi expresi molekuly
CD163 pfi stimulaci IL-10 (viz graf 1). Exprese tohoto znaku vzriistala az po 3. den od

stimulace, kdy bylo dosazeno maximalni hodnoty. 6. den po stimulaci doSlo k mirnému

MV

expresi molekuly CD163 spiSe tlumily.

CD14+CD163+ monocyty

1001
kontrola
X 80 — |IL-4
;3:, — TNF alfa
g 60- — TGF beta
&_) — IL-10
S 40'
(a]
O 204
0_

| 1
0. den 1. den 3.den 6. den

Graf 1 — Povrchova exprese molekuly CD163 (udavana v %) na monocytech izolovanych z buffy coatu,
které byly stimulované I1L-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10
[20 ng/ml]. Vysledky jsou primérem 2 méfeni, ptiCemz chybova usecka udava smeérodatnou
odchylku.
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Exprese znaku CD206 na izolovanych monocytech je zobrazena na grafu 2.
K nejvyssimu nariistu exprese znaku CD206 doslo 1. den po stimulaci IL-10. Hodnota
se mirn¢ zvysSovala az do tfetiho dne, poté doslo k mirnému poklesu. K procentuadlnimu
nariistu CD206" monocytt dochéazelo také pii stimulaci IL-4 a to témé&f konstantné az
do 6. dne po stimulaci. Exprese molekuly CD206 byla srovnatelnd u nestimulovanych
monocytll a u monocytd stimulovanych pomoci TGF-B. Stimulace TNF-a m¢la na

expresi molekuly CD206 spise tlumivy efekt.

CD14+CD206+ monocyty

100-
kontrola
2 80+ { — L4
& — TNF alfa
& 60- ] — TGF beta
§ N — IL-10
<
o
O 20
0

T =1 T T
0. den 1. den 3.den 6. den

Graf 2 - Povrchova exprese molekuly CD206 (udavand v %) na monocytech izolovanych z buffy coatu,

které byly stimulované I1L-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10

[20 ng/ml]. Vysledky jsou prumérem 2 méfeni, ptiCemz chybova usecka udava smérodatnou

odchylku.

Molekula CD209 byla exprimovana nejvice izolovanymi monocyty
stimulovanymi pomoci IL-4 a IL-10 (viz graf 3). K nejvétSimu nartistu exprese tohoto
znaku u té€chto stimuld doslo mezi 1. a 3. dnem po stimulaci. U nestimulovanych
monocytl, stejné jako pii pouziti stimuld TNF-a a TGF-f se zvySuje exprese molekuly

CD209 nejvice mezi 3. a 6. dnem po stimulaci.
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CD14+CD209+ %

CD14+CD209+ monocyty
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Graf 3 - Povrchova exprese molekuly CD209 (udavana v %) na monocytech izolovanych z buffy coatu,

které byly stimulované IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10
[20 ng/ml]. Vysledky jsou primérem 2 méfeni, pfi¢emz chybova usecka udava smérodatnou
odchylku.

Koexprese tzv. double-pozitivnich monocytl pro znak CD206 a CD163 se oproti

kontrole strmé zvySovala az po 3. den od stimulace IL-10, poté doslo k mirnému

poklesu, opét pravdépodobné zapii¢inéného zhorSenim Zzivotnosti bunck. Zda se, ze

stimulace pomoci TNF-a a TGF-f ma spiSe tlumivy vliv na koexpresi téchto znak (viz

graf 4)
CD206+CD163+ monocyty
100+
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X go- — IL-4
é — TNF alfa
3 60+ — TGF beta
o — |L-10
& 40-
o
N
S 20-
0-

| ||
0. den 1. den 3.den 6. den

Graf 4 - Povrchova koexprese molekul CD206 a CD163 (uddvand v %) na monocytech izolovanych

z buffy coatu, které byly stimulované IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-$ [20 ng/ml],
a IL-10 [20 ng/ml]. Vysledky jsou primérem 2 méfeni, pficemz chybova tisecka udava
smérodatnou odchylku.
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Nejvyssiho nariistu koexprese monocytl double-pozitivnich pro znaky CD209

a CD163 bylo opét dosazeno pfi stimulaci IL-10 mezi 1. az 3. dnem po stimulaci (viz

graf 5). Pfi pouziti IL-4 jako stimulu dosSlo k mirnému nartstu koexprese mezi 3. az

6. dnem po stimulaci. TNF-a a TGF- nemély na koexpresi téchto molekul zadny vliv.

CD209+CD163+ monocyty

100
X go-
+
™
2 60—
(]

(&)
& 40-
o
a
O 20+
0 ‘él

1 1
0. den 1. den

3.den 6. den

kontrola
IL-4

TNF alfa
TGF beta
IL-10

Graf 5 - Povrchova koexprese molekul CD209 a CD163 (udavana v %) na monocytech izolovanych
z buffy coatu, které byly stimulované 1L-4 [20 ng/ml], TNF-o. [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml],
a IL-10 [20 ng/ml]. Vysledky jsou primérem 2 méfeni, pficemz chybova tisecka udava

smérodatnou odchylku.

Z vyse uvedenych grafli je patrné, Ze exprese sledovanych znakli nejvice

vzristala pfi stimulaci pomoci IL-10. Na obrazku 13 (a-d) jsou uvedena data (ploty)

ziskand metodou priitokové cytometrie, kde je zifejmy procentudlni posun populace

CD14*CD163* bunék v jednotlivych dnech (a = 0. den, b = 1. den, ¢ = 3. den,

d = 6. den) po stimulaci. Uvedené hodnoty odpovidaji datiim, které zobrazuje graf 1.

Data jsou vyhodnocena podle ,,gateovaciho “ protokolu (4.6.2 ,,Gateovaci‘ strategie pro

monocyty izolované z krevni slozky buffy coat) v programu Kaluza Analysis Software

(Beckman Coulter).
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Obrazek 13 (a-d) — Data (ploty) ziskana metodou pritokové cytometrie, ukazujici procentudlni posun
populace CD14*CD163* buné&k stimulovanych IL-10 v jednotlivych dnech po

stimulaci (a = 0. den, b= 1. den, ¢ = 3. den, d = 6. den).

Na obrazku 14 (a-d) je zobrazen procentualni posun populace CD14*CD206

bunck, stimulovanych IL-10 v jednotlivych dnech po stimulaci (a = 0. den, b = 1. den,

c= 3. den, d = 6. den), naméfend data odpovidaji hodnotdm, které jsou zobrazeny

v grafu 2.
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Obrazek 14 (a-d) — Data (ploty) ziskana metodou pritokové cytometrie, ukazujici procentualni posun
populace CD14*CD206* bunék stimulovanych IL-10 v jednotlivych dnech po
stimulaci (a=0. den, b= 1. den, ¢ = 3. den, d = 6. den).
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Nize na obrazku 15 (a-d), je zobrazen procentualni posun double-pozitivni
populace CD2067CD163" bungk v jednotlivych dnech (a = 0. den, b = 1. den, ¢ = 3.
den, d = 6. den) po stimulaci IL-10. Uvedena data odpovidaji hodnotam zobrazenym

v grafu 4.
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Obrazek 15 (a-d) — Data (ploty) ziskana metodou pritokové cytometrie, ukazujici procentualni posun
populace CD2067CD163" bunék stimulovanych IL-10 v jednotlivych dnech po
stimulaci (a = 0. den, b = 1. den, ¢ = 3. den, d = 6. den).

5.3 Povrchova exprese sledovanych znaka na stimulovanych

THP-1 bunkach

Zivotnost THP-1 bunék nebyla méfena pomoci 7-AAD, ale ,.gateovaci*
strategie je zaméfena na majoritni populaci THP-1 buné¢k (Zivych, na FSC vice vpravo,

viz obr. 12a).

THP-1 bunky byly stimulované IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-$
[20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml] a byla méfena povrchova exprese znakti CD163, CD206

a CD209 metodou priitokové cytometrie (0.), 1., 3. a 6. den po stimulaci.
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Stimulace THP-1 bun¢k byla opakovdna min. 3x, ovSem nikdy se nepovedlo
dosdhnout porovnatelnych vysledkd i pfi dodrzeni stejnych podminek. Dé&je se tak
ziejm¢e proto, Ze se jednd o nadorové buiky, které méni své vlastnosti. Nize jsou
zobrazené vysledky vyhodnocené zjednoho méfeni, data ovSem nemaji vypovédni

hodnotu.

Pfi pouziti nékterych stimulG doslo ke zvySeni exprese sledovanych molekul,
ovSem ne v takové mife, jako u stimulovanych monocytt izolovanych z buffy coatu.
Procentudlni mira exprese sledovanych znaki na THP-1 buiikach nikdy nepiekrocila
20 %, proto je upravené métitko osy Y u nasledujicich grafi na 0-20 % (u monocytt je
meéfitko 0-100 %). Rozdil je také v tom, ze THP-1 bunky nebyly méfeny v den 0,

protoze se na rozdil od monocytl neaktivuji (neadheruji ke dnu naddoby).

Graf 6 zobrazuje povrchovou expresi molekuly CD163 na stimulovanych THP-1
bunkach. Nejvétsiho nartstu exprese této molekuly bylo dosazeno pfi stimulaci IL-10
3. den po stimulaci. Exprese tohoto znaku mirn¢ nardstala také mezi 3. az 6. dnem po
stimulaci pomoci TGF-B. U ostatnich stimulti nedoSlo k vyraznéjSimu posunu oproti

kontrole.

CD14+CD163+ THP-1
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Graf 6 - Povrchova exprese molekuly CD163 (udavané v %) na THP-1 bunkach, které byly stimulované
IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].
Nejvyssi exprese znaku CD206 na THP-1 buiikkdch bylo dosaZeno stimulaci
pomoci TGF-f, a to zeyména mezi 3. a 6. dnem od stimulace (viz graf 7). Exprese mirné
nariistala 1 pfi stimulaci IL-4, TNF-a a IL-10 mezi 1.-3. dnem od stimulace, pfi pouZiti

IL-4 doslo po 3. dnu k poklesu exprese tohoto znaku.
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Graf 7 - Povrchova exprese molekuly CD206 (udavana v %) na THP-1 buiikach, které byly stimulované
IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-$ [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].
Exprese znaku CD209 na THP-1 bunkach se pouZitymi stimuly vyrazné
nezvysSovala. Mirny nartist nastal pii stimulaci pomoci TGF-3, ovSem ani tak, nejvyssi

naméfend hodnota nedosahla ani k 8 % pozitivity pro tento znak (viz graf 8).
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Graf 8 - Povrchova exprese molekuly CD209 (udavané v %) na THP-1 bunkach, které byly stimulované
IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-$ [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].
Na grafu 9 je zobrazena koexprese molekul CD206 a CD163 na THP-1 bunkach
po stimulaci. Mezi 1. a 3. dnem nedoslo k viditelnému narastu koexprese sledovanych
znakil na stimulovanych bunikach. Mirné zvySeni nastalo mezi 3. a 6. dnem u THP-1

buné¢k stimulovanych pomoci IL-4 a IL-10.
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Graf 9 - Povrchova koexprese molekul CD206 a CD163 (udavana v %) na THP-1 buikach, které¢ byly
stimulované I1L-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].
Povrchova koexprese molekul CD209 a CD163 na stimulovanych THP-1

buitkach se vyznamné neliSila od kontroly (nestimulovanych THP-1 bun¢k) v Zadny

z uvedenych dna (viz graf 10).
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Graf 10 - Povrchova koexprese molekul CD209 a CD163 (udavana v %) na THP-1 bunkach, které byly
stimulované I1L-4 [20 ng/ml], TNF-a [10 ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].
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5.4 Povrchova exprese sledovanych znaki u pacienti pred

a po transplantaci ledvin

Do této testované skupiny bylo zafazeno 38 pacientl, ktefi podstoupili
transplantaci ledvin. Jednalo se o 20 muzii a 18 Zen, pfi¢emz praimérny veék muzi byl
51,05 let a praimérny vék zen byl 46,11 let. Témto pacientim byl 2x odebran vzorek
krve (nesrazlivé, do zkumavky s pfidavkem EDTA), poprvé v ramci predoperacniho

vySetieni a poté priblizné tyden po transplantaci.

Bezprostfedné pied a ¢asné po transplantaci se pouzivé indukéni 1écba, ktera je
zalozena zejména na depleci nebo blokddé funkce T-lymfocyti. Pfi vys$Sim riziku
rejekce, nejcastéji u vysoce senzibilizovanych pacientl, je Casto nasazovan
antithymocytarni globulin (ATG), pokud neni riziko tak velké, pfistupuje se napf.
k induk¢ni 1é¢bé pomoci monoklonalni protilatky basiliximab, kterd je svym ucinkem
namifena proti receptoru pro IL-2 (CD25). Ze skupiny 38 pacientli byl u 28 pacientil
zatfazen ATG, u nékterych byl pouZit také Simulect (basiliximab), intravendzni Ig

(IVIg) nebo byla v 1é¢bé vyuzita plazmaferéza.

U 18 pacientil byla po transplantaci ledvin jako udrzovaci (popt. antirejekcni)
imunosupresivni lécba pouzita trojkombinace lé¢iv Advagraf, Myfortic, Prednison.
U zbyvajicich byly zatazeny (nebo nahrazovaly vySe zminéné) jeSt€ né€které z téchto
1éCiv: Myfenax, Myclausen, Prograf, Simulect, Envarsus, Myfortic. Potransplanta¢ni
rejekce nastala u poloviny sledovanych, tj. 19 operovanych pacientii (tento pomér
neodpovida realnému procentu potransplantacni rejekce u pacientll, jednd se o pacienty

vybrané v ndhodném portadi).

Graf 11 zobrazuje porovnani exprese molekuly CD163 na CD14" buiikach
nesrazlivé krve u 38 pacientd pied transplantaci (krev odebrana pii predopera¢nim
vySetfeni) a piiblizné 1 tyden po transplantaci ledvin. Exprese sledovaného znaku byla
stanovena metodou pritokové cytometrie. U pacientl po transplantaci ledvin se vyrazné
zvysila exprese molekuly CD163 oproti expresi této molekuly naméfené pied

transplantaci ledvin.
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Graf 11 — Porovnani exprese molekuly CD163 (v %) na CD14* buiikach ze vzorku nesrazlivé krve
u pacientt ptred a po transplantaci ledvin. Graf zobrazuje naméfené hodnoty pomoci pratokové
cytometrie u 38 pacientt, pricemz je graficky vyznacena primérna hodnota. Chybova tsecka
udéava smérodatnou odchylku méteni.

U populace CD147CD206™ bungk lidské nesrazlivé krve nenastal vyrazngjsi
procentudlni rozdil mezi odbéry pied a po transplantaci ledvin. Vysledky méfeni jsou

zobrazeny na grafu 12.
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Graf 12 — Porovnani exprese molekuly CD206 (v %) na CD14* bufikdch ze vzorku nesrazlivé krve
u pacientl pted a po transplantaci ledvin. Graf zobrazuje naméfené hodnoty pomoci pratokové
cytometrie u 38 pacientl, pticemz je graficky vyznacena primérna hodnota. Chybova usecka
udava smérodatnou odchylku méfeni.
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Na grafu 13 je zobrazeno porovnani koexprese molekul CD206 a CD163 na

CD14* buiikach nesrazlivé krve u pacientli pted a po transplantaci ledvin. Mezi témito

dvéma méfenimi nenastal vyraznéjsi procentudlni rozdil.
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Graf 13 — Porovnani koexprese molekul CD206 a CD163 (v %) na CD14* buikich ze vzorku nesrazlivé
krve u pacientl pfed a po transplantaci ledvin. Graf zobrazuje naméfené hodnoty pomoci
prutokové cytometrie u 38 pacientd, pricemz je graficky vyznacena primérna hodnota.
Chybova tsecka udava smerodatnou odchylku méten.

Procentudlni mira koexprese CD14"CD206" bunsk byla korelovana s koexpresi

CD14%CD163" bundk u pacientli pted (viz graf 14a) a po (viz graf 14b) transplantaci

ledvin. Pearsonliv korelacni koeficient pro porovnani exprese sledovanych znaki

u pacientd ptred transplantaci je roven 0,1007. Hodnota tohoto koeficientu u pacientl po

transplantaci je rovna 0,0716 coz znaci, Ze mezi expresi téchto znakd neni Zadna

linearni zavislost.

a) Korelace CD206+/CD163+ pied transplantaci b) Korelace CD206+/CD163+ po transplantaci
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Graf 14 (a,b) — Zobrazeni korelace CD14*CD206" bunék ku CD14*CD163* buitkam u 38 pacientii pred

(a) a po (b) transplantaci ledvin.
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6 Diskuze

Jednim z ukoli této prace bylo vytvofit vhodny model, podle kterého by bylo
mozné diferenciovat monocyty in vitro smérem k M2 fenotypu. Tento fenotyp by mél
byt predstavovan zejména zvySenou expresi scavenger receptoru CD163 a manézového
receptoru CD206 na modelovych bunkéch. Déle byla zkoumana exprese znaku CD209,
ktery je znam jako marker prekurzordt DC v cirkulaci, ale je pfitomen i na povrchu
a monocyty izolované z buffy coatu, které byly stimulovany IL-4 [20 ng/ml], TNF-a [10
ng/ml], TGF-B [20 ng/ml], a IL-10 [20 ng/ml].

Nejdfive byly pouzivany pro pokus THP-1 buiikky. Vyznacovaly se zejména
stabilni zivotnosti a pomérné jednoduchym a rychlym zpGsobem mnozeni, takze pro
jednotlivé méfeni, jich bylo vzdy dostatecné mnozstvi, coz usnadnilo analyzu pomoci
pritokové cytometrie. Pokus byl nékolikrat opakovan se stejnymi stimuly ve stejnych
koncentracich, ale vysledky nebyly vzdy porovnatelné i1 pii dodrzeni stejnych

podminek.

K pfiblizeni fenotypu THP-1 bunék k fenotypu lidskych makrofagti by mohlo
dojit ptfiddinim PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Tento vliv zkoumal Lund se
svymi kolegy (2016) a snazil se navrhnout optimalni protokol diferenciace THP-1
bunék a pouzitim PMA. Domnival se, ze pravé mnoZzstvi PMA hraje roli ve vyslednych
funkénich a fenotypickych rozdilech mezi populacemi THP-1 bunck. Lund se svymi
kolegy pouzil jako prozanétlivy stimul LPS a zkoumal, jak zaviseji zmény v sekreci
TNF-o na koncentraci pouzit¢tho PMA. Jako idedlni koncentraci PMA nakonec urcil

25ng/ml.

PMA (mimo jin¢) zpisobi, ze se THP-1 builkky chovaji jako aktivované
makrofagy a adheruji ke dnu kultiva¢ni desticky. V jednom pokusu (jehoZ data nejsou
publikovana v této praci), bylo PMA zatfazeno do diferencia¢niho protokolu a bylo
zkoumano, zda to bude mit vliv na reprodukovatelnost vysledkii. K odlouceni
adherovanych bun¢k byl pouzit roztok EDTA s 0,05% obsahem trypsinu. Pomoci
tohoto roztoku vSak nedoslo k uvolnéni takového mnozstvi bunék, které by dostacovalo
pro pokus. Proto byla vyzkouSena jind metoda, a to pouziti sterilni Skrabky. Pro
porovnani G¢innosti obou téchto metod, byly buiiky stimulované za stejnych podminek

stejnymi stimuly v tzv. doubletu. Pro odlouceni prvniho singletu byl pouzit roztok

54



EDTA s 0,05% obsahem trypsinu a pro uvolnéni druhého singletu byla pouzita sterilni
Skrabka. Vysledek nebyl uspokojivy ani v jenom z téchto pfipadd, protoze pii pouziti
roztoku EDTA s 0,05% obsahem trypsinu se neodloucilo dostate¢né mnozstvi bunck
(gate neobsahoval ani 100 bun€k) a pii pouziti sterilni Skrabky byla velmi nizka
zivotnost bun¢k (okolo 30 %). Proto byly v nasledujicich experimentech jako modelové

buiky testovany monocyty izolované z buffy coatu.

Izolované monocyty z buffy coatu se jevily jako lepsi modelové buiky pro
diferenciaci smérem k M2 fenotypu. Izolaci bylo ziskdno okolo 20 % monocytl (coz
znaci Cistotu izolace). Jednou z nevyhod fenotypickych vlastnosti téchto bun¢k miize
byt, Zze se aktivuji uz procesem samotné izolace a také kontaktem s plastovym dnem
kultivaénich desticek. Takto aktivované monocyty adheruji ke dnu nadoby a v den
meéfeni je potieba je ze dna odloucit. K uvolnéni bunék adherovanych ke dnu byl opét
pouzit roztok EDTA s 0,05% obsahem trypsinu, ktery ,,narusil“ mezibunééné spoje
a uvolnil monocyty, které se staly soucasti suspenze. Pred pouzitim tohoto roztoku byly
monocyty oplachnuty bezsérovym médiem, protoze zbytky FBS mohou blokovat
ucinky trypsinu. Naopak po pusobeni roztoku EDTA s 0,05% obsahem trypsinu bylo
pridano FBS, diky kterému nedoslo k naruSeni membranovych antigenti a uc¢inek nebyl
protrahovany. Dal$i nevyhodou je celkové malé mnozstvi ziskanych bunck. Z jednoho
odbéru (od 1 darce) na transfuzni stanici vznikne 1 ptipravek buffy coatu o objemu 50
ml a diky ptipadné neshod¢ krevnich skupin a HLA antigent neni moZné navysit objem

spojenim nekolika vzorkd.

Jako nejucinngjsi stimul pro diferenciaci monocytl izolovanych z buffy coatu se
jevil IL-10 [20 ng/ml]. Exprese CD147CD163" bungk se vyznamné zvysila mezi 0.
dnem (den samotné izolace) a 3. dnem po stimulaci, kdy bylo dosazeno maximalni
hodnoty. 6. den po stimulaci doslo k mirnému poklesu exprese, coZ bylo pravdépodobné
exprese doglo také u CD147CD206™ bunék, kdy bylo opét dosazeno maxima 3. den po
stimulaci IL-10 [20 ng/ml]. Stimulaci pomoci IL-10 vzrostla také koexprese
CD206"CD163" bundk, a to opdt zejména mezi 0. a 3. dnem po stimulaci. P¥i pouziti
IL-4 jako stimulu, doSlo také ke zvySeni exprese znaku CD206, ale s pozvolnéjSim
narstem pozitivity nez pii stimulaci pomoci IL-10. Stimulaci monocyt IL-4 vzrostla

také exprese molekuly CD209.
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Tedesco s kolegy (2015) také diferencioval makrofagy smérem k M2 fenotypu,
ato pomoci stimulti IL-4 [20 ng/ml] a IL-13[5 ng/ml]. Expresi markerd M2 méfil
metodou pritokové cytometrie po 48 hodinach, a poté po 7 dnech od stimulace. Méteni
po 48 hodinach od stimulace neukédzalo zvySeni exprese znaki CD163 a CD206,
zatimco po 7 dnech, doSlo k procentudlnimu nartistu populace CD206* bunék. Ve
vysledcich praktické ¢asti této diplomové prace bylo v souladu s touto praci rovnéz
potvrzeno, ze exprese znaku CD206 vyrazné vzrustala az po 6. dnu od stimulace 1L-4

[20 ng/ml].

Vysledky diferenciace THP-1 bunék nebyly tak uspokojivé jako ziskané hodnoty
z diferenciace izolovanych monocytl z buffy coatu. Jak jiz bylo zminéno, opakovanim
pokusu za stejnych podminek se nepovedlo dosdhnout srovnatelnych vysledki.
Procentudlni zmény pozitivity exprese sledovanych znakii nebyly zdaleka tak vyrazné,
jako u monocytarni bun&éné linie. K procentudlnimu néristu exprese CD147CD163"
bun¢k doslo zejména pii stimulaci pomoci IL-10, pfi¢emz nejvyssi hodnota byla
naméfena teti den po stimulaci. Exprese CD147CD206" bungk se zvysila hlavné pfi
stimulaci pomoci TGF-, pfi¢emz nejvétsiho narastu bylo dosazeno mezi 3. a 6. dnem
po stimulaci. Pii pouziti TNF-a a TGF-B jako stimuli doSlo k mirnému zvySeni
procentualni exprese znaku CD209 na CD14" buiikach. Pii zkoumani koexprese znaki

CD206 a CD163 na CD14" buiikach se jevily jako neji&inngjsi stimuly IL-4 a IL-10.

Srovnavanim modeld THP-1 bunc¢k a lidskych monocytl se zabyval také
Daigneault se svymi kolegy (2010). V jeho studii bylo také pfiddno PMA do
diferenciacniho protokolu. Tento stimul indukoval zmény v morfologii téchto bungk,
coz vykazovalo diferenciaci, kterd se ovSem nedala srovnavat s diferenciaci lidskych
monocytll. U lidskych monocytil (které byly obdobné ziskany izolaci z krve zdravych
darcti) byl zjistén vyznamny nartist exprese CD206" bungk, zatimco u THP-1 bun&éné
linie tento nartist nenastal. Autofi se domnivaji, ze tyto vysledky svéd¢i spise o klasické
cest¢ aktivace. Jejich vysledky se daji klinicky porovnat spiSe s tkanove
diferenciovanymi makrofagy, jako jsou napt. alveolarni makrofagy. U jinych vysoce
specializovanych makrofagli by bylo nutné zménit diferenciacni protokol, ktery by

pfibliZil podminky k podminkdm mikroprostiedi v organismu.

Alves-Januzzi a kolegové (2017) se ve své studii také zabyvali znaky typickymi

pro alternativné aktivované M2 makrofagy. Konkrétn¢ zkoumali, zda dochazi ke zméné
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exprese molekul CD206 a CD163 mezi izolovanymi monocyty z periferni lidské krve
amezi témito monocyty, které byly pfedem stimulované pomoci LPS. Poté ptidali
k nestimulovanym i preinkubovanym monocytim LPS v koncentraci 100 ng/ml (LPS
byl pfidan, aby tyto in vitro podminky napodobily prostiedi probihajiciho zanétu
v organismu). K preinkubaci monocyti doSlo pfiddnim LPS ve vzriastajicich
koncentracich. Mezi expresi molekuly CD163 u nestimulovanych a LPS-stimulovanych
monocytl nebyl pozorovan zadny rozdil. Exprese molekuly CD206 byla snizena u obou

zkoumanych typt bunék.

V ramci této diplomové prace byla studovana exprese molekuly CD163 spolu
s expresi dalSich sledovanych znaki (CD206, CD209) také in vivo, a to u pacientll pred
a po transplantaci ledvin. Do této skupiny pacientii bylo zahrnuto 38 osob z probihajici
prospektivni studie monitorujici fenotyp perifernich monocyta po transplantaci ledviny.
Pro vyznamnost ziskanych vysledki by bylo vhodnégjsi vice dat (od vice pacienti),
nicméné byli zahrnuti pouze ti jedinci, u kterych byla data Uplnad a nenastala zadna
chyba béhem technického zpracovani téchto vysledki. U téchto pacientd, jejichz data
byla pouzita, jsou kompletni zdznamy o indukéni a supresivni 1€cbé, dale byly tspésné
provedeny oba odbéry krve (v den transplantace a ptiblizn€ 1 tyden po transplantaci),
data ziskand pomoci pritokové cytometrie byla v potadku zpracovana, a soucasné
u téchto pacientl byly k dispozici zdznamy, zda doSlo k potransplantacni rejekei Stépu,
¢i nikoli.

Vysledkem této in vivo studie bylo zejména zjisténi vyznamného procentuédlniho
nariistu exprese CD147CD163" bundk, coz koreluje s daty, ktera byla ziskéna
v ptedchozi pilotni studii v roce 2014. Tato zminéna prace se také zabyvala zkoumanim
fenotypu monocytli pifed a po transplantaci ledvin. Zjistilo se, Ze procento
CD14*CD163* monocytt je zvyseno ihned po transplantaci a ke sniZzeni nedochazi ani
b&hem prvniho mésice po zdkroku (Sekerkova et al. 2014). Zda doslo ke snizeni exprese

téchto znak 1 u pacientl zahrnutych v této diplomové praci nebylo zkoumano.

Elabd s kolegy (2018) zjistoval hladinu solubilni molekuly CD163 v séru
pacientl po transplantaci ledvin. Snazil se urcit, zda ma pfitomnost této molekuly
souvislost s dysfunkci transplantovaného organu a s pfipadnym rozvojem rezistence na
inzulin. Metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) bylo zjisténo, ze
hladina sCD163 muzZe byt pouzivana jako predikéni marker pro rejekci Stépu. Autofi se

také domnivaji, 7e indukce CD163" makrofagi a snizeni hladiny prozan&tlivych
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monocytli by mohla pozitivné ovlivnit potransplantacni stav. V této studii bylo také
zjisténo, ze zvySena hladina sCD163 koreluje s rozvojem inzulinové rezistence a se
vznikem diabetu mellitu. Nase piedbézné vysledky neukazuji zavislost mezi

membranovou expresi CD163 a sérovou hladinou solubilni formy.

Ikezumi a kolegové (2015) také zkoumali, zda hraji roli M2 makrofagy u rejekci
po transplantacich ledvin. Studovali vysledky biopsie transplantovaného S$tépu
u pacientii, kterym byla diagnostikovana intersticialni fibréoza a tubuldrni atrofie.
Imunohistochemicky bylo zji§téna akumulace CD163" bundk ve fibrotické tkani
a vzajemna vyznamna korelace mezi témito bunikami, parametry intersticialni fibrézy

a mezi funkci ledvin.

Zda infiltrace makrofagi souvisi s rejekei po transplantacich ledvin zkoumal
také Bergler se svymi kolegy (2016). Ten se zaméfil na infiltraci makrofagh do
transplantovaného  §tépu  béhem  rejekce, zapfi¢inéné tvorbou  protilatek
a zprostiedkované T-lymfocyty. Zjistilo se, ze béhem tohoto typu rejekce opravdu
dochazi k infiltraci makrofdgii do mista Stépu, ale u pacientll s intersticidlni fibrézou

a tubularni atrofii nebyla infiltrace prokdzana.

To, zda v organismu dochazi k polarizaci monocyti smérem k M1 nebo k M2
fenotypu zjistoval také Fadini se svymi kolegy (2014). Ten se konkrétné vénoval vlivu
téchto populaci makrofagl na vznik aterosklerdzy. U mysi jiz bylo prokazano, Ze pokud
je u nich zvySend hodnota cholesterolu v krvi, tak dochédzi ke zvySené tvorbé
aterosklerotickych plakd. V této studii bylo poprvé poukdzano na fakt, ze pomér
lidskych M1/M2 makrofagt pfimo koreluje s hladinami nizkodenzitniho lipoproteinu

(LDL) a také s tvorbou aterosklerotickych plakt.

Alvarado-Vazquez s kolegy (2017) se zaméfil na indukci exprese molekuly
CD163 pomoci specialni bunécné nanotechnologie. Jeho data ukazuji, Ze indukce
CD163" bunék pfi zanétlivych stavech vyvola zmény v sekreci cytokinf, ¢imz dochazi
mohla hrat roli v Iécbé popalenin, u zavaznych pooperacnich stavii nebo napf.

u revmatoidni artritidy.
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7 Zavér

Pti porovnani modelovych bunék pro diferenciaci smérem k M2 fenotypu se
jako vhodnéjsi ukazaly lidské monocyty izolované z buffy coatu. Ke zvyseni exprese
molekul CD163 a CD206 doslo zejména pii stimulaci téchto bunék pomoci IL-10,
pricemz maximalni nariist exprese byl zaznamenan 3. den po stimulaci. ZvySeni exprese
CD206" bungk nastalo také stimulaci pomoci 1L-4, pii¢emZ maxima bylo dosaZzeno 6.
den po stimulaci. THP-1 buiikky se neprokazaly jako vhodny model pro stimulaci
zejména proto, ze naméfené vysledky byly nereprodukovatelné. Je mozné, ze by to
bunck se méni. U pacientl po transplantaci ledvin byl prok4dzén vyznamny procentudlni
nartist populace CD163* bunék oproti hodnoté naméfené pied transplantaci. Bylo by
zajimavé korelovat naméfené hodnoty u pacientl bez rejekce a u pacientll, u kterych
potransplanta¢ni rejekce nastala. Pro toto porovnani neni jest¢ nashromdzdén dostatek
dat, nicméné imunofenotypizace monocyti v prubéhu rejekce alotransplantatu je
hlavnim cilem probihajici studie. Toto vySetieni je kromé pravidelnych intervalii
provadéno vzdy v den diagnostické biopsie transplantované ledviny (pfi podezieni na
rejekei) a tyto vysledky teprve budou analyzovéany. Zda se, Ze detekce zmén fenotypu
monocytl véetné znaki CD163 a CD206 by mohla byt diagnosticky vyznamna
u potransplanta¢ni rejekce a indukce CD163* bunék mize hrat ulohu v patofyziologii

odpovédi imunitniho systému proti transplantovanému §tépu.
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8 Seznam zkratek a symbolu

7-AAD 7-aminoaktinomycin D
um Mikrometr
ADCC Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity; bunéfna cytotoxicita

zavisla na protilatkach

AP-1 Aktivacni protein 1
APC Antigen-prezentujici bunky
Breg B-regula¢ni lymfocyty

CCD kamera Charge-coupled device; zatizeni s vazanymi naboji

CCL Ligand chemokinu s C-C motivem
CCR Chemokinovy receptor s C-C motivem
CD Cluster of differentiation; diferencia¢ni skupina

CG oblast Oblast DNA bohata na pary cytosinu a guaninu

CMV Cytomegalovirus

CX3CR Chemokinovy receptor s C-X3-C motivem

DC Dendritic cells; dendritické bunky

DC-SIGN Dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin, DC spec. adhezni
molekula

DHRS9 Protein-kddujici gen dehydrogenasy/reduktazy 9

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

EBR Erytrocyty bez buffy coatu resuspendované

EBV Virus Epstein-Barrové

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid; kys. ethylendiamintetraoctova

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay, metoda slouzici k detekci

a stanoveni koncentrace antigenll nebo protilatek

FACS Fluorescence-activated cell sorting; typ fluorescencni cytometrie
FBS Fetal bovine serum; fetalni bovinni sérum
Fc cast Konstantni ¢ast molekuly imunoglobulinu
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FcyRI
FSC
GM-CSF
HIV

HLA

HSP
IBD

ICAM-1
IFN-y

Ig
IL
JAK-STAT

LBP
LDL

LFA-1

Fc gamma receptor I

Forward scatter; ptedni rozptyl

Granulocyty/makrofagy kolonie stimulujici faktor

Human immunodeficiency virus, virus lidské imunitni nedostatecnosti

Human leucocyte antigen; soubor antigenti hlavniho histokompatibilniho

systému
Heat shock proteins; proteiny teplotniho Soku
Inflammatory bowel disease; idiopatické sttevni zanéty

Intracelularni adhezni molekula 1

Interferon gamma

Imunoglobulin

Interleukin
Janus kinase / Signal transducers and activators of transcription; Janus

kin4za — signalizacni pfenaSec a aktivator transkripénich proteinii
Lipopolysaccharide binding protein; protein vazici lipopolysacharid
Low-density lipoprotein; nizkodenzitni lipoprotein

Lymphocyte function-associated antigen 1; antigen asociovany s funkci

lymfocytl

LIGHT (TNFSF14) TNF superfamily member 14; ligand patfici do rodiny TNF

LPS
Mac-1

M-CSF
MFI

MHC

MPS
Mreg

NADPH

NF-xB

Lipopolysacharid
Makrotfag-1 antigen

Monocyty/makrofagy kolonie stimulujici faktor

Mean (median) fluorescence intensity, pruimérnd hodnota intenzity
fluorescence

Major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni komplex

Mononuclear phagocyte systém; systém mononuklearnich fagocyta

Regula¢ni makrofagy
Redukovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

Nuklearni faktor kB
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NK bunky
PAMP

PE
PBS

PMA
PRR

RCF
RF-M
ROS
RPMI

S1P
STAT-1

SPHK1

SMAD

SSC

TAM
TCR

TGF-p
Th bunky

THP-1

TNF

Treg
VEGF

Natural killer cells, ptirozeni zabijeci

Pathogen-associated molecular patterns; molekularni vzory typické pro
patogeny

Phycoerythrin; Fykoerytrin

Phosphate buffered saline; fostatovy pufr

Phorbol 12-myristate 13-acetate

Pattern recognition receptors, receptory rozpoznavajici molekuldrni
vzory

Relative centrifugal force; relativni centrifugacni sila
Reprogramujici faktor makrofagt

Reactive oxygen species; Reaktivni formy kysliku

., Roswell Park Memorial Institute’ médium

Sfingosin-1-fosfat
Signal transducer and activator of transcription; vysila¢ signalu
a aktivator transkripce

Sfingokinéaza 1

Rodina strukturné podobnych proteinti, které jsou hlavnim pienasecem
signalt pro TGF-

Side scatter; bo¢ni rozptyl

Tumor associated macrophages, makrofagy asociované s tumorem

T cell receptor; T-bunécny receptor
Transformujici ristovy faktor beta
T-helper cells; T-pomocné lymfocyty

Bunécénd monocytarni linie odvozend od chlapce s akutni myeloidni

leukémii
Tumor nekrotizujici faktor

T-regulacni lymfocyty

Vascular endothelial growth factor; angiogeneticky ristovy faktor
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