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ABSTRAKT 

Statiny jsou pro svůj významný hypolipidemický efekt využívány jako léčiva aterosklerózy  

od 90. let 20. století a navzdory nově se vyvíjejícím možnostem léčby jsou stále první volbou  

při primární i sekundární prevenci v léčbě kardiovaskulárních chorob. Začátek 21. století přinesl  

také důkazy o antiinflamačním efektu těchto léčiv, který se zdá být nezávislý na jejich již zmíněném 

hypolipidemickém účinku. 

Tato diplomová práce se zabývá vlivem statinů na polarizaci makrofágů v in vitro prostředí.  

K analýzám byly využity makrofágy diferencované z monocytů periferní krve. Pomocí průtokové 

cytometrie byl stanoven efekt statinové terapie na expresi povrchových znaků (CD16, CD15, CD36, 

CD163, CD206, ABCA-1 a Trem-2), metodou qPCR byl stanoven efekt statinů na genovou expresi 

prozánětlivých genů (NFκB, IL-1β, IL-6, TNFα a iNOS), protizánětlivých genů (Arg-1, TGFβ) a genů 

typických pro proteiny zprostředkovávající adhezi a transmigraci monocytů a makrofágů do intimy cévy 

(VCAM-1 a MCP-1). Pomocí Griessovy metody byl kvantifikován efekt statinů na aktivitu iNOS  

a v neposlední řadě byl sledován jejich vliv na uvolňování prozánětlivých cytokinů (IL-1β, IL-6 a TNFα) 

a protizánětlivého cytokinu IL-10.  

Pomocí průtokové cytometrie bylo zjištěno, že statiny snižují expresi znaků CD15, CD36,  

ABCA-1, Trem-2 a CD163, naopak exprese znaku CD206 byla působením statinů zvýšena. Metodou 

qPCR byl prokázán signifikantní vliv statinové terapie na snížení genové exprese NFκB, IL-1β, IL-6  

a iNOS u M1 makrofágů ve srovnání s nestimulovanými M1 makrofágy. Zejména v případě M2 

makrofágů, statiny zvýšily expresi protizánětlivých znaků Arg-1 a TGFβ. Ovlivněna byla také exprese 

VCAM-1 a MCP-1 u všech sledovaných subpopulací makrofágů. Griessovou metodou byl prokázán 

statisticky pokles aktivity enzymu iNOS u M1 makrofágů působením statinové terapie v srovnání 

s nestimulovanými M1 makrofágy. To je v souladu s výsledky analýzy genové exprese. V neposlední 

řadě byl prokázán signifikantní vliv na snížení uvolňování zánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6 a TNFα  

a zvýšení produkce protizánětlivého IL-10 u všech sledovaných fenotypů. 

Výsledky této práce prokazují antiinflamační efekt statinů na markery zánětu a prokazují také jejich 

schopnost přímo podpořit znaky spojované s protizánětlivým fenotypem imunitní reakce. Tato práce 

přispívá k bližšímu pochopení vlivu statinové terapie na zánětlivý profil makrofágů a rozšiřuje 

tak současné poznatky o antiinflamačním efektu statinů nezávisle na jejich hypolipidemické schopnosti. 

Klíčová slova: statiny, makrofágy, polarizace, zánět  

 

 

 



 

ABSTRACT 

Statins are widely used for their eminent hypolipidemic effect as anti-atherosclerotic drugs  

from the 90’s of the 20th century. Even though there are new approaches, statins are still the first choice 

in the prevention of cardiovascular diseases. At the beginning of the 21st century, the anti-inflammatory 

effect independent of lipid-lowering properties was discovered. 

This diploma thesis deals with the effect of statin treatment on macrophage polarisation in vitro. 

Macrophages differentiated from blood monocytes were used in this thesis. The effect of statin treatment 

on the expression of surface markers (CD16, CD15, CD36, CD163, CD206, ABCA-1 and Trem-2) was 

evaluated by flow cytometry. The qPCR method was used to quantify the effect of statin treatment  

on the gene expression of inflammatory genes (NFκB, IL-1β, IL-6, TNFα and iNOS), anti-inflammatory 

genes (Arg-1, TGFβ) and genes which play a role in the adhesion and migration of monocytes  

and macrophages to vessel intima (VCAM-1 and MCP-1). Griess method was used to evaluate the effect 

of statin treatment on the inducible NO-synthase activity. Last, but not least, the effect of statin treatment  

on proteosynthesis of inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6 a TNFα) and anti-inflammatory cytokine 

IL-10 was measured.   

Flow cytometry results show that statins decrease the expression of CD15, CD36, ABCA-1,  

Trem-2 and CD163. The expression of CD206 was significantly increased on M2 macrophages under  

the statin treatment. qPCR analysis showed a significant effect of statin therapy on reducing  

the gene expression of the inflammatory markers NFκB, IL-1β, IL-6 and iNOS in M1 macrophages, 

enhancing the expression of anti-inflammatory markers Arg-1 and TGFβ. The gene expression  

of VCAM-1 and MCP-1 was also altered. The significant effect of statins on the iNOS activity  

in M1 macrophages was proved by Griess method. This result is congruent with the gene expression 

analysis results. Finally, the levels of pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6 and TNFα released by all 

macrophage subtypes were reduced under the statin treatment. The production of anti-inflammatory 

cytokine IL-10 by M1 and M2 macrophages was significantly elevated under the statin treatment. 

The results presented in this thesis prove the anti-inflammatory effect of statins on the inflammatory 

markers and prove the direct ability of statins to enhance the expression and/or production of markers 

connected with the anti-inflammatory phenotype of immune reaction. This thesis contributes  

to a closer understanding of the effect of statin therapy on the inflammatory profile of macrophages and 

expand current knowledge about the anti-inflammatory effect of statins regardless  

of their hypolipidemic ability. 
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Seznam použitých zkratek 

ABCA-1 ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette A1   

APC Allophycocyanin   

β2m  Beta-2 microglobulin Beta-2 mikroglobulin 

CCL Chemokine (C-C motif) ligand Chemokin s C-C motivem (ligand) 

CCR Chemokine (C-C motif) receptor Receptor chemokinu s C-C motivem 

CD Cluster of differentiation Diferenciační skupina 

COVID-19  Coronavirus disease-19 Onemocnění Coronaviru-19 

CXCL C-X-C Motif Chemokine Ligand Chemokin s C-X-C motivem (ligand) 

CXCR C-X-C Motif Chemokine Receptor  Receptor chemokinu s C-X-C motivem 

DEPC  Diethyl pyrocarbonate Diethyl pyrokarbonát 

DMSO Dimethyl sulfoxide Dimethyl sulfoxid 

DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleová kyselina 

DNase I Deoxyribonuclease I Deoxyribonukleáza I 

dNTPs Deoxyribonucleotide triphosphate Deoxyribonukleotid trifosfát 

ECD Phycoerythrin-Texas Red-X   

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay   

ERK Extracellular signal-regulated kinasesmap   

FACS Fluorescent activated cell sorting Fluorescenční průtoková cytometrie 

FBS Fetal bovine serum Fetální hovězí sérum 

FBS Fetal bovin serum Fetální hovězí sérum 

FITC Fluorescein isothiocyanate   

FMO Fluorescence minus one    

FVD Fixable Viability Dye Barva pro detekci životnosti 

GLN Glutamine Glutamin 

GVHD Graft versus host disease Reakce štepu vůči hostiteli 

HDL High-density lipoprotein  Lipoprotein s vysokou hustotou 

HMG-CoA Hydroxymethyl-glutaryl-Coenzyme A Hydroxymetyl-glutaryl-Konenzym A 

hsCRP High sensitivty C-reactive protein  Vysokosenzitivní C- reaktivní protein 

IBD Inflammatory bowel disease Zánětlivé onemocnění střev 

IFNγ Interferon gamma Interferon gama 

IRAK-1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 
Kináza asociovaná s receptorem 

interleukinu 1 

iNOS Inducible NO (nitric oxide) synthase  Inducibilní NO (oxid dusnatý) syntáza 

JAK Janus kinase  Janusova kináza 

JNK c-Jun N-terminal kinase c-Jun N-terminální kináza  

LDL Low-density lipoprotein Lipoprotein s nízkou hustotou 

LPS lipopolysaccharide Lipopolysacharid 

MAP Mitogen-activated protein Mitogenem aktivovaný protein  

MARCO Macrophage receptor with collagenous structure 
Makrofágový receptor s kolagenní 

strukturou 

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 Chemotaktický protein makrofágů 1 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor Faktor stimulující kolonie makrofágů 

MFI Mean fluorescence intensity Průměr intensity fluorescence 

MHC II Major histocompatibility complex class II Hlavní histokompatibilní komplex II 



 

MIP-3α Macrophage-inflammatory protein-3α 
Zánětlivý protein 3α produkovaný 

makrofágy  

MuLV Murine leukemia virus Virus myší leukémie 

MyD88 Myeloid differentiation primary response 88   

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  Nikotinamid adenin dinukleotid fosfát 

NED N-(1-naphthyl)ethylenediamin N-(1- naftyl) ethylendiamin 

NKT Natural killer T cells  

NLRP3 

 

NOD (nucleotide-binding oligomerization domain-

like receptors)-like pyrin receptor containing pyrin 
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NOS Reactive nitric species Reaktivní formy dusíku 

Nox NADPH oxidase NADPH oxidáza 

P/S Penicilin/ Streptomycin Penicil/ Streptomycin 

PBMC Peripheral blood mononuclear cell Mononukleární buňky periferní krve 

PBS Phosphate-buffered saline Fosfátový pufr 

PC7  Phycoerythrin Cyanin 7   

PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9   

PE Phycoerythrin   

PPAR-γ Peroxisome proliferator-activated receptor-γ  

PRR Pattern recognition receptor Vzor rozpoznávající receptor 

qPCR Quantitative Polymerase chain reaction 
Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

v reálném čase 

RNA Ribonucleic acid Ribonukleová kyselina 

ROS Reactive oxygen species Reaktivní formy kyslíku 

SR Scavenger receptor Scavengerový receptor 

STAT Signal transducer and activator of transcription  

TGFβ Tumor growth factor β Růstový faktor nádoru β 

Th1/2/17 Type T-helper 1/2/17 Pomocné T buňky typu 1/2/17 

TLR Toll-like receptor Toll podobný receptor 

TNFα Tumor necrosis factor alpha Faktor nádorové nekrózy 

Treg Regulatory T- lymphocytes Regulační T lymfocyty 

TREM-2 Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2   

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1  Vaskulární adhezní molekula 
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1 ÚVOD A CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

           Inhibitory hydroxymethylglutaryl-konenzym A-(HMG-CoA)-reduktázy, tedy statiny, 

jsou v léčbě aterosklerózy využívány již od 90. let minulého století. Navzdory nově  

se vyvíjejícím přístupům a léčbám jsou nadále považovány za nejúčinnější léčiva tohoto 

onemocnění a jsou stále první volbou při primární i sekundární prevenci a léčbě. 

            V České republice je dostupných 6 statinů, jejichž aktivita je založena na stejném 

mechanismu, ale které se mezi sebou liší účinností, snášenlivostí organismem a místem 

degradace. Předností statinů je velice účinná reverzibilní schopnost blokace aktivity enzymu 

HMG-CoA-reduktázy, který je klíčový v konverzi HMG-CoA na mevalonát, což je limitující 

krok při jaterní syntéze cholesterolu (Endo et al., 1976; Endo, 2004). Blokace tohoto enzymu 

přispívá ke zvýšené expresi receptoru pro LDL (z angl. Low-density lipoprotein) částic (Feldt 

et al., 2020), a tedy i snížení množství těchto částic volně cirkulujících v krevním řečišti. 

Naopak statiny prokázaly schopnost mírného zvýšení HDL (z angl. High-density lipoprotein) 

cholesterolu (Blasetto et al., 2003). Mevalonát je důležitým prekurzorem izoprenoidních 

molekul (Cubeddu and Seamon, 2006; Jiang et al., 2014), které se obvykle účastní významných 

signalizačních drah, omezením jeho syntézy tak mají statiny schopnost ovlivňovat další 

buněčné pochody (shrnuto v Shah et al., 2015). 

            Ač bylo dlouhou dobu na aterosklerózu pohlíženo zejména jako na onemocnění,  

které je způsobeno poruchami distribuce a ukládání cholesterolu, je dnes už zcela jasné,  

že zásadní roli v rozvoji tohoto onemocnění hrají i buňky imunitního systému, především 

makrofágy, a zejména chronický zánět (shrnuto v Kobiyama and Ley, 2018). Koincidence 

hypercholesterolemie se zánětem ovlivňuje různé fáze aterogeneze a je třeba soustředit se  

při výzkumu i léčbě na oba tyto faktory. 

            Protektivní význam cílené protizánětlivé terapie na kardiovaskulární chorobu byl 

prokázán klinickými studiemi, publikovaná data prokázala i protizánětlivý vliv statinů v in vitro 

a v in vivo studiích. Výsledky z klinické studie JUPITER (z angl. an Inervertion Trial 

Evaluating Rovustatin) dokonce ukázaly protizánětlivý vliv statinů demonstrovaný snížením 

CRP v séru pacientů nezávisle na hladině LDL cholesterolu (Mora and Ridker, 2006)  

a naznačily tak potenciál těchto léčiv při léčbě jiných inflamačních onemocnění. I v naší 

výzkumné skupině byl zjištěn výrazný efekt užívání statinů na polarizaci makrofágů 

protizánětlivým směrem in vivo v lidské tukové tkáni (Kauerova et al., 2021). 
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            Přesný mechanismus antiinflamačního účinku statinů není nicméně zatím zcela 

objasněn. Tato diplomová práce byla zaměřena na zkoumání vlivu statinů na makrofágy  

v in vitro prostředí a kladla si za cíl zjistit, zda a jakým způsobem ovlivňují polarizaci 

makrofágů do prozánětlivé M1 a protizánětlivé M2 formy.  

Byly stanoveny následující experimentální cíle: 

1) Pomocí průtokové cytometrie kvantifikovat vliv statinů na expresi povrchových 

markerů monocytárních buněk. Na základě relevantní literatury byly vybrány následují 

markery CD14, CD16, CD15, CD36, CD163, CD206, Trem-2 a ABCA-1. 

2) Metodou qPCR kvantifikovat vliv statinů na expresi genů pro inducibilní NO syntázu, 

MCP-1, Arginázu-1, NF-κB, IL-1β, IL-6, TNFα, TGFβ a VCAM-1. 

3) Definovat vliv statinů na aktivitu inducibilní NO syntázy. 

4) Pomocí ELISA testů stanovit změny v produkci cytokinů IL-1β, IL-6, IL-10 a TNFα  

po ošetření buněk statiny. 
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Ateroskleróza 

            Ateroskleróza je zánětlivé imunitní onemocnění vyznačující se chronickým 

charakterem, přítomností na lipidy bohatých lézí a dlouhodobým asymptomatickým průběhem. 

Mnoho studií prokázalo, že vedle poruch distribuce a ukládání cholesterolu je pro rozvoj 

aterosklerózy stejně důležitá také přítomnost imunitních buněk a chronický zánět  

(shrnuto v Kobiyama and Ley, 2018). Tyto faktory v rámci aterosklerózy fungují synergně. 

           Samotné onemocnění není tématem této diplomové práce. Nicméně vzhledem k faktu,  

že je ateroskleróza silně spjata s léčbou statiny a že tato práce byla vypracována v laboratoři 

zabývající se jejím výzkumem, pokládám za nutné část teoretického úvodu tomuto onemocnění 

věnovat. 

2.1.1 Mechanismus vzniku 

           Patofyziologický proces aterosklerózy je způsoben souhrou poruch v metabolismu 

lipidů a nefyziologických proinflamačních imunitních reakcí, které vedou k nahromadění  

na lipidy bohatých makrofágů, tzv. pěnovitých buněk, ve stěně arterií. Není-li aterogeneze 

zachycena včas, obvykle vyústí infarktem myokardu, cévní mozkovou příhodou (Pentikäinen 

et al., 2000; Grønholdt et al., 2002; Geovanini and Libby, 2018) či ischemickou chorobou 

dolních končetin. Proces vzniku a progrese aterosklerózy může být zejména z hlediska role 

zánětu zjednodušeně shrnut do následujících bodů: 

1. Aktivace endotelií  

           Lipoproteiny, které se hromadí v cévě, jsou často náchylné k modifikacím (např. oxidace 

či agregace). Tyto modifikace indukují zánětlivý charakter lipidových částic, které působí  

na buňky endotelu a přispívají k jejich aktivaci (Khan et al., 1995; Vladykovskaya et al., 2012). 

Na aktivaci endotelií se podílejí i monocyty a makrofágy, které působením enzymu NADPH  

(z angl. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidázy (Nox) přispívají vzniku 

oxidovaných LDL částic (oxLDL; Manea et al., 2015; Vendrov et al., 2007). 

I Nox produkované samotnými endoteliemi nebo buňkami hladké svaloviny v cévě jsou velmi 

důležité pro aktivaci endotelií. Jejich působením jsou totiž generovány reaktivní superoxidy 

(ROS), které stimulují expresi adhezivních molekul, a podporují tak migraci 

monocytů/makrofágů do intimy cévy v další fázi (Vendrov et al., 2007). 
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           Dalším aktivátorem endotelií je dvojice hyperlipidémie a tzv. shear stress, a to zejména 

v zakřivených oblastech cév, v místech jejich větvení či v oblastech aterosklerotických plátů 

(shrnuto v Cunningham and Gotlieb, 2005). Bylo prokázáno, že poruchy proudu krve společně 

s hyperlipidemií zvyšují expresi TLR2 (z angl. Toll-like receptor 2; Mullick et al., 2008; 

Bertocchi et al., 2011), který pak spouští kaskádu prozánětlivých reakcí. Fyziologický tok krve 

je tedy v rámci aterogeneze významně protektivní. K aktivaci endotelií, která vede k rozvoji 

aterosklerózy, přispívá také chronické zvýšení krevního tlaku. Ten působí na endotel menších  

i velkých cév. Dochází ke změnám iontového prostředí, které přispívá ke zvýšené proliferaci 

buněk hladké svaloviny, a tedy růstu hladkého svalstva v cévě. Za fyziologických podmínek 

endotel působí na růst buněk hladké svaloviny ve stěně cévy inhibičně, dysfunkční endotel 

naopak růst podporuje, díky čemuž přispívá k zúžení lumen cévy, a tedy i k nedostatečnému 

prokrvení a prokysličení tkáně (Alexander, 1995). 

2. Vstup monocytů do intimy cévy 

           Aktivované endotelie následně produkují adhezivní molekuly, prozánětlivé cytokiny  

a chemokiny, které umožňují transmigraci monocytů do intimy cévy (Gerszten et al., 1999; 

Yang et al., 2004; Pae et al., 2006). Zásadní roli v počáteční fázi aterosklerózy hraje adhezivní 

molekula produkovaná endotelovými buňkami VCAM-1 (z angl. Vascular cell adhesion 

molecule-1). Díky ní makrofágy adherují k povrchu cévy (Cybulsky et al., 2001) a jsou 

připraveny k transmigraci do intimy cévy, která je umožněna působením výkonného, silně 

prozánětlivého chemokinu MCP-1 (z angl. Monocyte chemoattractant protein-1), známého 

také jako CCL2 (z angl. Chemokine (C-C motif) ligand 2), v subendotelu. Tato molekula je 

v zánětlivém prostředí produkována řadou buněčných typů (Beall et al., 1996) a na monocyty 

se váže přes jejich povrchový receptor CCR2 (z angl. Chemokine (C-C motif) receptor 2; Volpe 

et al., 2012). Spojení CCL2/CCR2 je esenciální nejen pro vstup monocytů do intimy cévy, ale 

také pro jejich akumulaci ve vznikajících aterosklerotických placích a destabilizaci těchto plátů 

v pozdějších fázích onemocnění (Živković et al., 2021). VCAM-1 i MCP-1 jsou produkovány 

také samotnými makrofágy (Kowala et al., 2000; Nahrendorf et al., 2006; Dutta et al., 2015). 

3. Produkce chemokinů a chemoatraktantů následovaná zvýšením migrace dalších 

buněk do intimy cévy 

           Další buňky imunitního systému do místa vznikajícího zánětu migrují díky nadprodukci 

chemokinů a chemoatraktantů tkáňovými makrofágy, nahromaděnými monocyty  

i neimunitními buňkami (např. buňky endotelu či hladké svaloviny cévy; Keophiphath et al., 
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2010; Veillard et al., 2006). Dochází ke zvýšení produkce chemokinu CCL5 adipocyty 

(Keophiphath et al., 2010), monocyty a T lymfocyty (Zeng et al., 2021) i neimunitními buňkami 

(Appay and Rowland-Jones, 2001). Ten napomáhá k další transmigraci monocytů do místa 

vznikajícího zánětu. Brání také jejich apoptóze, čímž přispívá další progresi onemocnění 

(Keophiphath et al., 2010). Dalším důležitým chemokinem je CXCL16 (z angl. C-X-C Motif 

Chemokine Ligand 16), který je exprimovaný endoteliemi (Yu et al., 2016), buňkami hladké 

svaloviny (Wågsäter et al., 2004) či makrofágy (Lehrke et al., 2007). S receptorem CXCR6  

(z angl. C-X-C Motif Chemokine Receptor 6) tvoří důležitý vazebný pár pro migraci Th1, Th17 

(z angl. Type 1 T-helper, Type 17 T-helper) lymfocytů a NKT (z angl. Natural killer T cells) 

buněk (Butcher et al., 2016; Lv et al., 2013) do aterosklerotického plátu. Pro vstup B buněk je 

důležitá exprese MIP-3α (z angl. Macrophage-inflammatory protein-3α)/CCL20 a jeho vazba 

na receptor CCR6 na povrchu B buněk periferní krve (Liao et al., 2002). 

4. Diferenciace monocytů v makrofágy, zisk prozánětlivého M1 fenotypu vlivem 

okolního prostředí 

           Diferenciace monocytů do makrofágů je řízena mediátory v místě vznikající léze. Mezi 

tyto molekuly patří například M-CSF (z angl. Macrophage colony-stimulating factor; Clinton 

et al., 1992). Následná polarizace do klasicky aktivovaných M1 prozánětlivých makrofágů  

je pak zajištěna zánětlivými agens, mezi něž patří enzym PCSK9 (z angl. Proprotein convertase 

subtilisin kexin type 9) produkovaný buňkami hladké svaloviny (Ricci et al., 2018) či oxidované 

lipidové částice (Buttari et al., 2014). Vliv na polarizaci makrofágů mají také mastné kyseliny 

přítomné v tukové tkáni. Mezi prozánětlivé mastné kyseliny jsou řazeny palmitát  

nebo palmitooleát (Poledne et al., 2020). Rozdělení makrofágů do populací M1 a M2 

reprezentuje extrémy rozdílných konců spektra makrofágů, které se aterosklerózy účastní 

(Jinnouchi et al., 2020). Transkriptomické profily buněk v ateroskleróze nicméně jasně ukazují,  

že nejvíce zastoupenými jsou M1 makrofágy (Martinez et al., 2006; Baidžajevas et al., 2020). 

Klasicky aktivované M1 a alternativně aktivované M2 makrofágy jsou i nadále v rámci 

aterosklerózy nejstudovanějšími fenotypy. 

5. Fagocytóza a internalizace lipoproteinů makrofágy a jejich přeměna v pěnovité 

buňky  

           Makrofágy exprimují tzv. scavenger receptory (SR) několika skupin.  

Dle dostupné literatury jsou za fagocytózu lipoproteinových částic, které vedou k internalizaci 

lipidů do makrofágů a následné transformaci v pěnovité buňky, zodpovědné především SR 
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skupiny B, CD36, SR-AI/II (Fuhrman et al., 2002; Kunjathoor et al., 2002; Mäkinen et al., 

2010), receptory MARCO (z angl. Macrophage Receptor with Collagenous Strucutre, Dahl et 

al., 2007) nebo CD68 z rodiny SR-D (van der Kooij et al., 1997). Je také prokázáno,  

že mononukleární fagocyty mohou cholesterol vstřebávat i makro a mikropinocytózou LDL 

částic (Anzinger et al., 2010). Pěnovité buňky tvoří velkou část aterosklerotického plátu, 

ateromu. 

           Je třeba zmínit, že tvorba pěnovitých buněk není exkluzivní schopností 

makrofágů/monocytů, jak bylo dlouho předpokládáno. V posledních letech se objevují důkazy 

o tom, že se v pěnovité buňky mohou změnit i buňky hladké svaloviny cévy, pericity 

obklopující cévu nebo dokonce kmenové buňky (shrnuto v Poznyak et al., 2020). 

6. Sekrece zánětlivých cytokinů, reaktivních forem kyslíku (ROS) a dusíku (NOS)  

a dalších zánětlivých mediátorů 

           Makrofágy jsou hlavními producenty prozánětlivých cytokinů v aterosklerotickém 

plátu. Pod vlivem zánětlivého prostředí exprimují silně prozánětlivé IL-1β, TNFα či IL-6  

a chemokiny IL-8 a MCP-1 (Håversen et al., 2009; Ricci et al., 2018). Prozánětlivé M1 

makrofágy jsou také typické produkcí reaktivních forem kyslíku (ROS; Wang et al., 2014), 

které podporují oxidaci LDL (z angl. Low density lipoprotein) částic nebo dále regulují 

prozánětlivé signalizační dráhy citlivé na oxido-redoxní homeostázu (Fenyo and Gafencu, 

2013). Významnou roli zastává také inducibilní NO syntáza (iNOS) prozánětlivých makrofágů, 

díky které tyto buňky produkují prozánětlivý oxid dusnatý (NO), který přispívá další progresi 

onemocnění (Behr-Roussel et al., 2000).  

V ateroskelerotickém plátu jsou přítomny i další buňky imunitního systému,  

které svou aktivitou podporují jeho prozánětlivý charakter a které napomáhají progresi  

tohoto onemocnění. Mezi tyto buňky vedle monocytů a makrofágů patří také oba subtypy CD3+ 

buněk (Frostegård et al., 1999), eozinofily (Marx et al., 2019) či proaterogenní B buňky 

(Tsiantoulas et al., 2015). 

7. Formace nekrotického jádra zralého aterosklerotického plátu, jeho destabilizace  

a ruptura cévy 

           Tvorba aterosklerotických plátů je jedním z hlavních znaků aterosklerózy. Dochází 

k ukládání lipidových částic, ztlušťování intimy cévy a v pozdějších fázích také k tvorbě  

tzv. fibroateromu. Ten je typický velkým nekrotickým jádrem, které je bohaté na lipidy  

a makrofágy a které je obklopeno fibrotizovanou tkání. S vytvořením fibroateromu obvykle 
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přechází ateroskleróza do pokročilé fáze, dochází k další expanzi nekrotického jádra  

a ztenčování fibrotické oblasti a vytváří se aterom náchylný k ruptuře (shrnuto v Gonzalez and 

Trigatti, 2017). 

2.1.2 Makrofágy a ateroskleróza 

           Jak již bylo popsáno výše v této práci, ke zvýšení influx makrofágů, respektive 

monocytů, do cévní stěny dochází v průběhu iniciační fáze aterosklerózy (Gerszten et al., 1999; 

Yang et al., 2004; Pae et al., 2006). Vychytávají zde nadbytečné LDL částice pomocí 

scavengerových receptorů, například CD36 či SR-A (Mäkinen et al., 2010). V lysozomech jsou 

pak částice rozloženy kyselou lipázou (Hakala et al., 2003; Ouimet et al., 2011), dochází 

k uvolnění volného cholesterolu (Ouimet et al., 2011) a mastných kyselin, které jsou následně 

esterifikovány v endoplazmatickém retikulu. Tento proces zajišťuje eliminaci toxicity volného 

cholesterolu a umožňuje jeho uskladnění ve formě intracelulárních lipidových kapének (shrnuto 

v Jeong et al., 2017). Nadbytečný intracelulární cholesterol může buňky opustit samovolně 

pomocí pasivní difuze (Mendez, 1997) nebo tzv. reverzním transportem, který je zabezpečen 

například transportéry ABCA-1 (z angl. ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette A1)  

a ABCG-1 (z angl. ATP-binding cassette G 1; de Gaetano et al., 2016) na povrchu makrofágů. 

Během reverzního transportu dochází k vazbě intracelulárního cholesterolu na HDL částice, 

které zprostředkují jeho přenos do jater. V játrech je cholesterol metabolizován na žlučové 

kyseliny a je následně vyloučen z organismu (shrnuto v Rader et al., 2009). 

           Důležitost imunitních reakcí, a tedy i imunitních buněk, je v rozvoji a progresi 

aterosklerózy neoddiskutovatelná. Zásadní roli hrají nejen buňky vrozené části imunitního 

systému, ale také buňky řazené do adaptivní imunity. Tato diplomová práce si nicméně neklade 

za cíl seznámit čtenáře se všemi aspekty vlivu imunitního systému na toto onemocnění. 

Vzhledem k tématu práce je následující kapitola věnována pouze makrofágům a jejich roli 

v rozvoji a progresi aterosklerózy.      

2.1.2.1 Fenotypová rozmanitost makrofágů 

           V literatuře je popsána prozánětlivá polarizace makrofágů v prostředí bohatém  

na prozánětlivé cytokiny (např. IFNγ (Interferon gama) či LPS). Tento typ makrofágům získal 

název M1 makrofágy. Jejich protikladem jsou M2 makrofágy polarizující se pod vlivem 

protizánětlivých cytokinů (typicky IL-4 a IL-13), u kterých byla popsána zánět tlumící, 

regulační role. M1 a M2 subpopulace makrofágů se významně liší v sekreční aktivitě, genové 

expresi i metabolickým profilem. Toto rozdělení je nutné vnímat jako extrémní stavy spektra,  
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přičemž existuje mnoho dalších stavů s nepříliš jasným významem. Typickou vlastností 

makrofágů je jejich tkáňová specifita a vysoká fenotypová variabilita daná specifickým 

mikroprostředím dané tkáně (Gosselin et al., 2014). 

           Významně zastoupenou subpopulací makrofágů v aterosklerotickém plátu jsou M1 

makrofágy, které jsou stimulovány ligandem pro TLR (Xu et al., 2001) a vyznačují se silnou 

expresí prozánětlivých cytokinů IL-1β (Chávez-Sánchez et al., 2014), IL-6 a TNFα, zánětlivých 

mediátorů ROS (Tao et al., 2021) a NOS a chemokinů s C-X-C motivem (shrnuto v Bobryshev 

et al., 2016). 

           M2 makrofágy účastnící se aterosklerózy mohou být rozděleny do dvou skupin,  

na makrofágy M2a, tzv. hojivé a regulační M2b, c (shrnuto v Bobryshev et al., 2016).  

M2a makrofágy jsou in vitro polarizovány vlivem cytokinů IL-4 a IL-13 (Adutler-Lieber et al., 

2013). Je pro ně typická vysoká exprese scavengerového receptoru CD163 (Lesna et al., 2016) 

a manózu vázajícího receptoru CD206 (Bisgaard et al., 2016). Exprimují protizánětlivé 

cytokiny IL-10, TFGβ (Riccobono et al., 2018) a fibronektin (Kim et al., 2013), který je 

důležitou složkou při hojení poškozených tkání. M2b fenotyp makrofágů je indukován 

imunokomplexy a stimulací TLR. Jsou typické smíšeným fenotypem, produkují totiž významné 

množství protizánětlivého IL-10, ale také prozánětlivých cytokinů IL-6 a TNFα (z angl. Tumor 

necrosis factor α; Yue et al., 2017b). M2c fenotyp lidských makrofágů vzniká působením IL-

10 (Lurier et al., 2017), TGFβ (z angl. Tumor growth factor; Lu et al., 2013) a/nebo 

glukokortikoidů (Zizzo and Cohen, 2013). Vyznačují se vysokou expresí receptoru pro 

rozpoznání a fagocytózu apoptických buněk, čímž významně přispívají jejich odstranění (Zizzo 

et al., 2012). 

           V aterosklerotickém plátu byly detekovány i další subpopulace makrofágů, například  

proaterogenní M4 makrofágy, v literatuře často označované jako M2-like makrofágy,  

které svůj fenotyp získávají pod vlivem chemokinu pro krevní destičky CXCL4 (Erbel et al., 

2015a). Jejich přítomnost je spojována s nestabilitou aterosklerotického plátu (Erbel et al., 

2015b). Bylo také prokázáno, že chemotakticky přispívají k influxu neutrofilů  

do aterosklerotického plátu, čímž přispívají k tvorbě tzv. neutrofilových extracelulárních pastí 

(Maretti-Mira et al., 2021). Dále byly definovány subpopulace, které jsou stimulovány 

hemoglobinem, haptoglobinem nebo hemem, vyznačují se expresí CD163 a ateroprotektivním 

charakterem (shrnuto v Bobryshev et al., 2016). 
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2.1.2.1.1 M1 a M2a makrofágy            

           Velké množství zánětlivých makrofágů v místě vznikající léze je klíčové pro rozvoj  

a progresi aterosklerózy. Jejich vysoké zastoupení v aterosklerotickém plátu je způsobeno 

vtokem mononukleárních fagocytů. Ten je z velké části podpořen samotnými makrofágy,  

které jsou významnými producenty chemokinu MCP-1 (Kowala et al., 2000). 

Důležitou roli hraje také jejich udržení ve vznikajícím plátu. I zde hrají roli samotné makrofágy, 

produkují protein netrin-1, který omezuje vycestovávání makrofágů z místa aterosklerotického 

plátu (van Gils et al., 2012). 

Diferenciace monocytů do makrofágů je spojena se zvýšením exprese scavenger receptorů, 

které jsou zásadní pro příjem cholesterolu do buňky (Libby et al., 2013). Hromadění 

modifikovaného cholesterolu v makrofázích a vznik intracelulárních mirkokrystalů indukuje 

nejen tvorbu pěnovitých buněk, ale způsobuje také aktivaci NLRP3 (z angl. NOD (nucleotide-

binding oligomerization domain) - like receptor pyrin domain containing 3)-inflamazomu.  

Jeho aktivace způsobuje uvolnění kaspázou 1 sestřihnutého prozánětlivého cytokinu IL-1β,  

jehož množství je přímo úměrné množství cholesterolu (Duewell et al., 2010). Tento proces  

se zdá být závislý na působení komplementu (Samstad et al., 2014). 

           Ač se role M1 a M2 makrofágů významně liší, je přítomnost obou fenotypů v procesu 

aterogeneze důležitá. Vedle rozdílných funkcí se obvykle různí také místem lokalizace.  

Ta je obvykle determinována stádiem onemocnění. V asymptomatické fázi makrofágy mají 

ještě poměrně silnou schopnost migrace a ve zvýšeném množství jsou přítomny jen v lipidovém 

jádře vznikajícího plátu, v intimě cévy se nachází pouze sporadicky. Při další progresi  

jsou již makrofágy, hlavně prozánětlivé M1, hojné nejen v jádře plátu, ale i v jeho okrajových 

částech. Dochází ke zvýšení exprese prozánětlivých markerů CD68, CD36, TNFα, IL-1β  

či IL-8. Zvýšená je také exprese proteinů umožňující eflux intracelulárního cholesterolu 

z makrofágů, ABCA-1 a ABCG-1. Exprese protizánětlivých proteinů (IL-4, IL-10 či IL-13)  

je v aterosklerotickém plátu v porovnání s asymptomatickou fází významně snížena  

(de Gaetano et al., 2016). Prozánětlivé makrofágy podporují zánětlivé prostředí vznikajícího 

ateromu také nadprodukcí ROS (Manea et al., 2015). 

           Významným procesem v aterogenezi je přeměna cholesterol bohatých makrofágů 

v pěnovité buňky. V určitém stádiu je množství intracelulárního cholesterolu tak vysoké,  

že dojde k potlačení fyziologických funkcí makrofágů a podlehnou přeměně v pěnovité buňky, 

které tvoří základ aterosklerotického plátu. Schopnost transformace v pěnovité buňky byla 

prokázána u obou fenotypů makrofágů, nicméně M2 makrofágy se ukázaly být k této přeměně 
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výrazně náchylnější (Baidžajevas et al., 2020). Výsledky studie také překvapivě ukázaly,  

že prozánětlivé M1 makrofágy mají nižší schopnost vychytávání lipidů v porovnání s M2 

polarizovanými makrofágy (da Silva et al., 2016; Baidžajevas et al., 2020). Zdá se tedy,  

že v rámci aterosklerózy je významnější rolí M1 makrofágů indukce zánětlivého prostředí a tím 

i podmínek vedoucích k nestabilitě aterosklerotického plátu. 

Nestabilita plátů, která předchází jejich ruptuře, je typická signifikantně zvýšeným množstvím 

prozánětlivých M1 markerů (CD86, iNOS) a naopak poklesem protizánětlivých M2 znaků 

(Argináza-1, TGFβ). Zvýšená exprese transkripčního faktoru pro Th2 imunitní odpověď 

STAT6 (z angl. Signal Transducer and Activator of Transcription 6) aktivuje signalizační 

kaskádu Wnt-β catenin, která vede polarizaci makrofágů do M2 fenotypu a stabilizaci plátu 

(Gong et al., 2017). M1 makrofágy nejsou schopny ani pod vlivem protizánětlivého prostředí 

změnit svůj fenotyp v protizánětlivém směru, naopak změna ve směru prozánětlivého fenotypu 

u M2 makrofágů prokázána byla (van Tits et al., 2011; Van den Bossche et al., 2016). 

           Významnou schopností makrofágů je tzv. efferocytóza, receptorem zprostředkovaná 

fagocytóza mrtvých buněk a jejich pozůstatků. Při defektu tohoto mechanismu v místě zůstávají 

zbytky mrtvých buněk, jejichž přítomnost ještě podporuje a zesiluje lokální zánět a dává vzniku 

tzv. sekundární nekrózy (Schrijvers et al., 2005). Právě akumulace mrtvých buněk je jeden 

z klíčových procesů vedoucích ke vzniku nekrotického jádra ateromu (Cai et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

2.2 Statiny 

           Statiny byly poprvé popsány japonským biochemikem Dr. Akira Endo na přelomu  

60. a 70. let minulého století. Na počátku stála hypotéza, že by vysoké množství cholesterolu 

v plazmě mohlo být účinně sníženo inhibicí aktivity enzymu HMG-CoA 

(Hydroxymethylglutaryl-konenzym A) reduktázy, který je klíčovým regulátorem biosyntetické 

dráhy cholesterolu. Dr. Endo předpokládal, že inhibicí tohoto enzymu lze dosáhnout 

výraznějšího snížení cholesterolu než pouhou změnou jídelníčku na nízko tukovou dietu. 

Předpokládal také, že některé organismy přirozeně produkují inhibitory tohoto enzymu  

jako obranný mechanismus proti infekci mikroby, které cholesterol a jiné steroidy 

z mevalonátové dráhy využívají pro růst a přežití. První známý statin byl pod jeho vedením 

vyizolován v první polovině 70. let z plísně Penicillium citrinum. Izolovaná látka měla vysokou 

míru strukturní podobnosti s HMG-CoA a ukázala se být kompetitivním inhibitorem  

HMG-CoA reduktázy. Později získala jméno mevastatin (Endo et al., 1976; Endo, 2004), 

který ale nikdy nebyl použit v praxi. 

           Chemická struktura statinů je tvořena dvěma částmi, tzv. farmakoforem,  

který je zodpovědný za farmakologickou aktivitu statinu, a kruhovým systémem s různými 

substituenty, kterými se od sebe statiny odlišují. Farmakofor zabezpečuje reverzibilní,  

na množství závislou inhibici enzymu HMG-CoA reduktázy, kruhová část pak definuje afinitu 

daného statinu k aktivnímu centru enzymu (shrnuto v Mohammadkhani et al., 2019). 

           Statiny jsou pro jejich významný hypolipidemický efekt první volbou v léčbě i prevenci 

kardiovaskulárních chorob. Zabezpečují snížení hladin LDL cholesterolu přímo, omezením 

jeho syntézy v rámci mevalonátové dráhy inhibicí přeměny HMG-CoA na mevalonát 

zablokováním HMG-CoA reduktázy (Endo et al., 1976). I nepřímo, podporou exprese 

receptorů pro LDL cholesterol. Ty vyvazují nadbytečný LDL cholesterol z prostředí (Feldt et 

al., 2020). Statiny také přispívají ke snížení hladin triglyceridů v krvi (Scandinavian 

Simvastatin Survival Study Group), které ovlivňují vznik kardiovaskulárních onemocnění 

(shrnuto v Miller et al., 2011). Statiny také podporují stabilitu již vzniklého aterosklerotického 

plátu (Libby and Aikawa, 2003), jehož nestabilita vede ke klinickým komplikacím 

aterosklerózy. 
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           Inhibice tvorby mevalonátu vede také ke snížení syntézy izoprenoidů, jímž je mevalonát 

prekurzorem (Cubeddu and Seamon, 2006; Jiang et al., 2014). Tímto statiny zasahují  

i do dalších signálních drah s významným klinickým přesahem.  

2.2.1 Antiinflamační a antioxidační účinek statinů 

           V rámci rozvíjejícího se odvětví translační medicíny byl důležitý objev antiinflamačního 

účinku statinů nezávislého na jejich hypolipidemickém efektu. K jeho průkazu významně 

přispěly výsledky mezinárodní klinické studie JUPITER, která, vedle efektu statinů  

na mortalitu a morbiditu kardiovaskulárních onemocnění, jasně demonstrovala signifikantní 

vliv statinů na snížení hladiny vysokosenzitivního CRP (hs-CRP) nezávisle na hladinách 

cholesterolu (Mora and Ridker, 2006). Vliv těchto léčiv na hladinu CRP byl v následujících 

letech potvrzen i dalšími studiemi (Ruiz-Limon et al., 2015; Li et al., 2018). 

Mechanismus, kterým statiny ovlivňují hladinu CRP, není stále zcela objasněn, pravděpodobně 

je ale tento efekt způsoben omezením IL-6. Studií z roku 2005 bylo prokázáno, že statiny 

redukují genovou expresi i produkci proteinu IL-6 a na něj vázanou hladinu CRP v lidských 

hepatocytech. Bylo také prokázáno, že k tomuto dochází díky inhibici geranylgeranylace 

(Arnaud et al., 2005). Vliv na expresi IL6 byl prokázán in vitro (Jougasaki et al., 2010) i in vivo 

na myším modelu traumatického poranění mozku (Xu et al., 2017). 

           In vitro byl prokázán antiinflamační efekt statinů na další zánětlivé markery. Omezena 

byla genová exprese i proteosyntéza chemokinu MCP-1 i jím zprostředkovaná chemotaxe 

(Jougasaki et al., 2010) a produkce dalších zánětlivých cytokinů IL-1β a TNFα (McFarland et 

al., 2017). In vitro byla prokázána také schopnost statinů omezit expresi MHC II (z angl. Major 

histocompatibility complex calss II) a kostimulačních molekul CD80 a CD86 na povrchu 

dendritických buněk. Omezením signalizace zprostředkované těmito molekulami je možné 

potlačit maturaci dendritických buněk, snížit tvorbu protilátek IgG či redukovat produkci 

cytokinu IL-21, jehož přítomnost vede k aktivaci cytotoxických reakcí (Li et al., 2015) v rámci 

Th17 imunitní odpovědi. Tento efekt je pak ještě zesílen omezením exprese kostimulačního 

receptoru CD40 (Youssef et al., 2002). 

          Protizánětlivý efekt byl potvrzen i in vivo studiemi na zvířecích modelech, kdy po podání 

statinů došlo nejen ke snížení produkce prozánětlivých cytokinů (IFNγ, IL-6)  

či chemokinu CCL5, ale byla také favorizována polarizace makrofágů do protizánětlivého 

fenotypu následovaná zvýšením syntézy protizánětlivých cytokinů TGFβ a IL-10 (Stumpf et 

al., 2009; Xu et al., 2017), IL-4 a IL-5 (Youssef et al., 2002). 
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          Antiinflamační efekt statinů byl prokázán i přímo na lidech. Byl demonstrován snížením 

produkce chemokinů MCP-1/2/3 a CXCL5 zodpovědných za migraci monocytů/makrofágů 

a neutrofilů, zánětlivých cytokinů IL-6, TNFα či metaloproteáz v séru (Yoshimura et al., 2015; 

Kadhim et al., 2019). 

          Vedle antiinflamačního efektu statinů byla demonstrována také jejich antioxidační 

schopnost (Franzoni et al., 2003). In vitro byla prokázána jejich schopnost redukovat množství 

zánětlivých mediátorů ROS a NOS (McFarland et al., 2017). V epiteliálních buňkách  

pak prokázaly schopnost omezení oxidace LDL částic (Li et al., 2001).  

2.2.1.1 Mechanismus antiinflamačního a antioxidačního vlivu statinů 

          Výše zmíněné a další studie demonstrovaly schopnost statinů favorizovat Th2 imunitní 

odpověď oproti zánětlivým Th1 a Th17 (Zhang et al., 2008; Li et al., 2013).  

Způsob, kterým statiny podporují polarizaci imunitní odpovědi v protizánětlivém směru,  

není doposud zcela objasněn. Pravděpodobně dochází k podpoře fosforylace, a tedy aktivace 

transkripčního faktoru STAT6. Aktivace STAT4 je naopak statiny blokována (Youssef et al., 

2002). Tyto výsledky byly podpořeny daty in vivo studie na myším modelu z roku 2006,  

kde statiny prokázaly stejný efekt na buňkách lymfatických uzlin (Aprahamian et al., 2006).  

          Studie také ukazují na schopnost statinů ovlivnit imunitní reakce ve směru regulačním, 

tlumivém, kdy podporují polarizaci Treg (regulační T buňky). Výsledky in vitro studie z roku 

2010 prokázaly jejich vliv na indukci exprese transkripčního faktoru Foxp3,  

která je pravděpodobně závislá na inhibici geranylgeranylace proteinů statiny. Podpora 

regulačního fenotypu imunitní odpovědi statiny se tak zdá být spojena s ovlivněním dráhy 

geranylgeranylace a jejich vlivem na metylaci promotoru v genu pro Foxp3. Neopomenutelnou 

roli v nastolení významnější tlumivé odpovědi má pak efekt synergie statinů s TGFβ (Kim et 

al., 2010). Pozitivní vliv statinů na množství cirkulujících Foxp3+ Treg byl prokázán i přímo  

u lidí (Rodríguez-Perea et al., 2015).  

          Byly popsány i další možnosti vlivu statinů na zánětlivou odpověď. Významný vliv mají 

na signalizační dráhy TLR2 a TLR4, kdy inhibují expresi těchto receptorů na povrchu 

imunitních buněk. Tím omezují produkci prozánětlivých cytokinů a dalších mediátorů zánětu 

(Niessner et al., 2006; Földes et al., 2008). Byla popsána také jejich schopnost omezit expresi 

adaptorového proteinu MyD88 (z angl. Myeloid differentiation primary response 88; Yue et 

al., 2017). 



14 
 

Inhibice exprese TLR4 vede také k omezení aktivity NFκB dráhy (Fang et al., 2014a). Ta může 

být také iniciována cytokinem IL-1β. Ve studii z roku 2017 byl na buňkách  

ze střední části obratlové ploténky (tzv. nucleus pulposus) popsán inhibiční efekt statinů  

na aktivaci IL-1β-stimulované NFκB dráhy. Výsledky ukázaly, že statiny omezují translokaci 

podjednotky p65 do jádra, kde hraje důležitou roli v aktivaci NFκB. Byla také prokázána 

schopnost statinů omezit degradaci inhibitoru IkBα. Ten tak může v rámci NFκB dráhy splnit 

svou inhibiční funkci a omezit tím expresi zánětlivých molekul (Tu et al., 2017). Omezení 

signalizace NFκB byla detekována i při indukci dráhy cytokinem TNFα (Yoshimura et al., 

2015). Studie Tu et al., 2017 také prokázala protizánětlivý efekt v rámci MAP (z angl. Mitogen-

activated protein) kinázové signalizační dráhy, kdy brání fosforylaci JNK (z angl. c-Jun N-

terminal kinase), p38 a ERK (z angl. Extracellular signal-regulated kinases). Statiny jsou také 

schopny inhibovat aktivaci NLRP3 inflamazomu vyvolanou ox-LDL či TNFα v epiteliálních 

buňkách. Mechanismem tohoto účinku je jejich schopnost aktivovat jaderný receptor vázající 

xenobiotika PXR (z angl. Pregnane X receptor; Wang et al., 2017), u nějž byla vedle jeho 

klasické schopnosti obrany organismu proti xenobiotikům (Kliewer et al., 2002) prokázána také 

schopnost redukovat zánětlivé reakce (Wang et al., 2013).  

            Významným se jeví také efekt statinů na aktivaci tzv. Peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ (PPARγ) na povrchu lidských monocytů/makrofágů. Byl prokázán pozitivní vliv 

statinů na aktivaci tohoto receptoru (Zhang et al., 2017a). Zvýšení aktivity tohoto receptoru 

bylo spojeno nejen se zvýšenou expresí některých protizánětlivých markerů (např. CD206),  

ale také s redukcí některých prozánětlivých znaků (např. TNFA; Zhang et al., 2017; Heming et 

al., 2018). 

            Bylo prokázáno, že statinová terapie ovlivňuje také izoprenoidní meziprodukty 

mevalonátové dráhy, které se účastní mnoha významných signálních drah. Mezi tyto 

izoprenoidy patří například geranylgeranyl pyrofosfát či farnesyl pyrofosfát, které se účastní 

prenylace proteinů (Maeda et al., 2003). Studií z roku 2005 byl prokázán protizánětlivý efekt 

statinů na množství CRP, který byl indukován působením cytokinu IL-6, a jehož snížení 

korelovalo s omezením geranylgeranylace proteinů v játrech (Arnaud et al., 2005). Nicméně 

byl také popsán opačný efekt, kde omezení prenylace stimulovalo efektorové interakce proteinu 

Rac1 vedoucí k prozánětlivé signalizaci (Akula et al., 2019). Vliv statinů na imunitní odpovědi 

v kontextu prenylace proteinů není tak dodnes zcela jasný. 



15 
 

            Dalším izoprenoidním proteinem, který je statiny ovlivněn, je ubichinon (koenzym 

Q10), který v organismu plní antioxidační funkci, přispívá k redukci oxidačního stresu 

(McGregor et al., 2020). Statiny přímo omezují syntézu koenzymu Q10 (Cordes and Metallo, 

2020) a snižují tak jeho množství v plazmě (Passi et al., 2003). Tohoto efektu může být využito 

například v nádorové terapii, kde nepřímým podpořením oxidačního prostředí v národu 

omezují jeho růst (McGregor et al., 2020).  

2.2.2 Možnosti klinického využití statinů 

             Preklinické studie in vivo na myších prokázaly protektivní efekt statinů vůči vzniku 

GVHD (z angl. Graft-versus-host disease) u alogenních transplantací hematopoetických buněk, 

aniž by byla omezena reakce GVL (z angl. Graft-versus-leukemia; Zeiser, 2018; Hamadani et 

al., 2008). Letalita GVHD u myší byla snížena podporou polarizace T buněk  

do Th2 fenotypu. Statiny podpořily expresi transkripčního faktoru GATA-3, který má klíčovou 

roli v polarizaci Th2 imunitní odpovědi, naopak omezily expresi transkripčního faktoru pro Th1 

(Zeiser et al., 2007). 

Retrospektivní studie z roku 2010 zabývající se akutní GVHD alogenních transplantací 

hematopoetických buněk u lidí pak prokázala významný efekt statinů na snížení rizika vzniku 

tohoto onemocnění, byli-li statinové terapii vystaveni dárci (Rotta et al., 2010a). U recipientů 

nebyl efekt statinové terapie prokázán (Rotta et al., 2010b). Na základě těchto a dalších 

výsledků byla snaha o potvrzení a případně využití profylaktického efektu statinů. Pacienti byli 

14 dní před odběrem vystaveni cílené statinové terapii, zde nicméně nebyl na GVHD prokázán 

žádný výrazný efekt (Efebera et al., 2016). 

           Efekt statinů je studován také ve vztahu k zánětlivým onemocněním střev (IBD).  

Bylo prokázáno, že statiny redukují riziko vzniku těchto onemocnění, a to zejména u starších 

jedinců (Ungaro et al., 2016). Statiny vykazují schopnost redukce závažnosti IBD omezením 

zánětlivých reakcí, oxidativního stresu a omezením apoptózy (Shin et al., 2017),  

které jsou se vznikem IBD přímo spojovány. 

           Statiny jsou významné také pro jejich proti-angiogenní vlastnosti (Koutouzis et al., 

2007; Massaro et al., 2010). V kombinaci s již zmíněnými protizánětlivými, antioxidačními  

či proti-adhezivními vlastnostmi a schopností omezovat proliferaci buněk, jsou slibnými 

kandidáty pro účinnou léčbu endometriózy a dalších gynekologických onemocnění podobného 

charakteru (shrnuto v Zeybek et al., 2018). 
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           Terapeutický potenciál statinů sahá ještě dál. Ač metaanalýza z roku 2006 neprokázala 

žádnou signifikantní spojitost mezi užíváním statinů a vývojem nádorových onemocnění (Dale 

et al., 2006), byl protinádorový terapeutický potenciál statinů demonstrován v lidské rakovině 

prostaty odolné vůči kastraci, kde statiny významně omezily proliferaci nádorových buněk 

inhibicí signalizace NFκB (Jeong et al., 2017). Dále byl jejich terapeutický potenciál 

demonstrován v práci McGregor et al., kde statiny nepřímo omezily růst nádoru podporou 

oxidačního prostředí inhibicí syntézy koenzymu Q10 (McGregor et al., 2020). 

Nebo v kombinaci s jinými léčivy v nádorovém mikroprostředí duktálního adenokarcinomu 

pankreatu schopností navodit apoptózu nádorových buněk a tím také omezit růst nádoru 

(Cordes and Metallo, 2020). 

           V neposlední řadě byl in silico přednesen důkaz o pozitivním vlivu statinů  

na onemocnění COVID-19 přímým ovlivněním virové partikuleb(Reiner et al., 2020). 

U COVID-19+ pacientů dlouhodobě užívajících statiny byl pak metaanalýzou prokázán 

pozitivní efekt na omezení závažnosti průběhu i následků onemocnění (Kow and Hasan, 2020). 
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3 MATERIÁLY 

3.1 Základní roztoky 

● RPMI‐1640 s glutaminem (Biosera, Manila, The Philippines) 

● Penicillin a streptomycin (Biosera, Manila, The Philippines),  

● Fetální hovězí sérum (Biosera) 

● PBS bez Ca2+ a Mg2+ (Biosera, Manila, The Philippines)  

3.2 Použité chemikálie, reagencie a protilátky 

● Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) 

● DEPC H2O (H2O, 0,1% diethyl pyrokarbonát) 

● AccumaxTM pro uvolnění buněk z povrchu (Sigma-Aldrich) 

● Tri Reagent (Molecular Reaseach Center, Kat # TR 118) 

● Kolonie stimulující faktor M-CSF (PEPROTECH®, Kat # 300-25, USA) 

● Cytokiny (výrobce, zásobní koncentrace) 

- IFNγ (Gibco, Gaithersburg, MD, USA; c= 100 μg/ml) 

- LPS (Preprotech, Hamburg, Germany; c= 100 μg/ml) 

- IL-13 (Preprotech, Hamburg, Germany; c= 10 μg/ml) 

- IL-4 (Preprotech, Hamburg, Germany; c= 20 μg/ml) 

● Fluvastatin (Sigma‐Aldrich; c= 10mM) 

● Protilátky proti povrchovým molekulám na průtokovou cytometrii: 

- CD14 (Beckam Coulter) 

- CD15 (Invitrogen, eBioscience) 

- CD16 (Beckam Coulter) 

- CD36 (Beckam Coulter) 

- TREM-2 (R&D Systems) 

- CD163 (Biolegend) 

- CD206 (Biolegend) 

- ABCA-1 (R&D Systems) 

- FVD (Invitrogen, eBioscience) 

● Primery pro qRT-PCR  

● Nitrát reduktáza (Aspergillus Niger; 50 mU/mL, Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

● NADPH (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) 
● DNase I (DNase I Amplification Grade; Sigma-Aldrich, USA) 

3.3 Kity a přístroje 

● Kit na izolaci CD14+ buněk: M‐pluriBead® Maxi Reagent Kit a CD14 M‐pluriBead®  

anti‐huma (Pluriselect, Leipzig, Germany) 

● High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Kat # 4387406) 

● HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia) 

● Cyto-FastTM Fix/Perm Buffer Set (Biolegend, Kat # 426803) 

● ELISA kity pro detekci cytokinů 

- ELISA MAX TM Deluxe Set Human IL-1β (Biolegend, Kat # 437004) 
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- ELISA MAX TM Deluxe Set Human IL-10 (Biolegend, Kat # 430604) 

- ELISA MAX TM Deluxe Set Human TNFα (Biolegend, Kat # 430204) 

- ELISA MAX TM Deluxe Set Human IL-6 (Biolegend, Kat # 430504) 
 

● Orbitální třepačka (Vortex-Gene2, Scientific Industries) 

● Třepačka (Intelli-Mixer RM-2, ELMI Ltd.) 

● Centrifuga (Allegra X-12R, Beckman Coulter) 

● Průtokový cytometr (Navios Ex3/10, Beckman Coulter) 

● Analyzátor životnosti buněk (Vi-CELL® XR, Beckman Coulter) 

● Spektofotometr (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek). 

● PCR cycler Corbett Life Science Rotor Gene 3000 (Qiagen, Venlo, Nizozemí)  

● Thermo cycler ProFlex PCR Systém (ThermoFisher Scientific) 

● NanoDrop 2000 spektrofotometr (ThermoFisher Scientific) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

4 METODIKA 

4.1 Izolace PBMC a oddělení CD14+ buněk 

            V této práci bylo pracováno s makrofágy diferencovanými z periferní krve. Odebraná 

periferní krev byla nejprve promíchána překlápěním zkumavky, dále byla za sterilních 

podmínek naředěna 1:1 fosfátovým pufrem (PBS; z angl. Phosphate-buffered saline).  

Ředěná krev byla navrstvena na vrstvu ficollu v poměru 2:1 a následně centrifugována  

při 400 g, při teplotě 20 °C po dobu 35 min. Na centrifuze bylo nastaveno pomalé zrychlení  

a byla vypnutá brzda, aby nedošlo ke smísení vrstev. Buňky ze vzniklého prstence PBMC  

(z angl. Peripheral blood mononuclear cell) na rozhraní ficollu a plazmy byly odebrány pipetou 

a přeneseny do nové 50ml centrifugační zkumavky. Objem byl doplněn PBS do celkového 

množství 50 ml. Vzorek byl dále centrifugován (200 g, 4 °C, 10 min). Vzniklá peleta byla 

rozpuštěna v PBS a přenesena do 15ml centrifugační zkumavky, jejíž objem byl doplněn PBS 

do 15 ml. Vzorek byl centrifugován při 200 g, při teplotě 4 °C, 5 min. 

            CD14+ buňky byly odděleny na základě exprese povrchového znaku CD14 pomocí 

polystyrenových kuliček s navázanou anti-CD14 monoklonální protilátkou. Bylo postupováno 

podle separačního protokolu M‐pluriBead® Maxi Reagent Kit a CD14 M‐pluriBead® anti‐

human (Pluriselect, Leipzig, Germany). 

4.2 Stimulace CD14+ buněk M-CSF a jejich následná polarizace 

           Peleta CD14+ buněk byla následně rozpuštěna v adekvátním objemu média RPMI-1640 

obohaceného o 10 % FBS (z angl. Fetal bovine serum), 1 % Glutaminu (Gln) a 1 % směsi 

antibiotik Penicilinu a Streptomycinu (P/S). Buňky byly kultivovány po dobu čtyř dnů  

ve 24jamkové destičce (Orange Scientific), do každé jamky byl přidán 1 ml buněčné suspenze 

(150.103-250.103 buněk/jamka) s 80 ng/ml M-CSF pro diferenciaci monocytů v makrofágy.  

           Po čtyřech dnech bylo diferencovaným makrofágům vyměněno médium za nové,  

ke kterému byly přidány cytokiny tak, aby došlo k polarizaci buněk do kýžených fenotypů 

makrofágů. Pro získání M1 fenotypu byl využit LPS (c= 100 ng/ml) společně s IFNγ  

(c= 20 ng/ml), pro fenotyp M2 cytokiny IL-4 (c= 20 ng/ml) s IL-13 (c= 20 ng/ml). Kontrolní 

M0 makrofágy byly ponechány bez cytokinů. Ke každé jamce byla vytvořena duplicitní,  

do které byl navíc přidán fluvastatin (10 μmol/ml). 
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           Po 48 hodinách byla z jamek odebrána média, která byla stočena (300 g, 5 min) 

a zamražena pro detekci cytokinů ELISA testy a stanovení aktivity enzymu iNOS Griessovou 

metodou. K buňkám přisedlým na povrch jamky byl pro jejich uvolnění z povrchu přidán  

0,3 ml AccumaxTM a následně byly využity na analýzu exprese povrchových znaků průtokovou 

cytometrií a pro stanovení genové exprese qPCR (viz dále). 

4.3 Kvantifikace povrchových znaků metodou FACS 

          Fluorescenční průtoková cytometrie (FACS; z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting)  

je metoda, která umožňuje relativně rychlou analýzu velkého množství jednotlivých buněk 

v suspenzi na základě jejich granularity, velikosti a fluorescence. V této práci byla metoda 

využita ke kvantifikaci rozdílů exprese vybraných povrchových molekul, markerů u buněk 

ošetřených statiny a u buněk bez statinů. 

          Vybrané povrchové molekuly byly označeny protilátkami s konjugovanými 

fluorochromy (viz Tabulka 1): CD14-PC7 (z angl. Phycoerythrin Cyanin 7); CD15-PE (z angl. 

Phycoerythrin); CD16-ECD (z angl. Phycoerythrin-Texas Red-X); CD36-FITC (z angl. 

Fluorescein isothiocyanate); TREM-2 (z angl. Triggering Receptor Expressed On Myeloid 

Cells 2)-APC  

(z angl. Allophycocyanin); CD163-PE; CD206-APC a ABCA-1-Alexa Flour® 488. Životnost 

buněk byla stanovována FVD (z angl. Fixable Viability Dye)-eFluor 780TM.  

Marker Klon Izotyp Fluorochrom Excitace/Emise Výrobce 

CD14 RMO52 

 

Myší IgG2a PC7 488/770  Beckman Coulter 

CD15 HI98 Myší IgM κ PE 565/578 Invitrogen 

(eBioscicence) 

CD16 3G8 Myší IgG1 ECD  488/613 Beckman Coulter 

CD36 FA6.152 Myší IgG1 FITC 490/525 Beckman Coulter 

TREM-2 23790 Krysí 

IgG2B 

APC 650/660 R&D Systems 

CD163 RM3/1= GHI/61 Myší IgG1κ PE 565/578 Biolegend 

CD206 15-2 Myší IgG1κ APC 650/660 Biolegend 

ABCA-1 768510 Myší IgG2a Alexa Fluor 488 488/515-545 R&D Systems 

  Tabulka 1: Sada protilátek proti povrchovým znakům   

4.3.1 Značení buněk pro průtokovou cytometrii a příprava FMO kontrol 

         K uvolněným buňkám z povrchu jamek byl přidán 0,2-0,3 ml PBS, buněčná suspenze 

byla přenesena do centrifugačních mikrozkumavek. Vzorky byly centrifugovány při 300 g,  

10 min při pokojové teplotě. Tento promývací krok byl proveden dvakrát, v mikrozkumavce 

byl ponechán objem 100 μl, potřebný pro značení buněk na FACS podle protokolu Cyto-FastTM 

Fix/Perm Buffer Set. Do jednotlivých zkumavek na průtokovou cytometrii byly před přidáním 
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samotného vzorku přidány adekvátní objemy protilátek s navázanými fluorochromy dle pokynů 

výrobce. K nim bylo přidáno 100 μl vzorku a jako poslední odpovídající množství FVD. Vzorky 

byly řádně promíchány a byly ponechány ve tmě při pokojové teplotě po dobu 20 minut barvit.  

Vzorky byly následně promyty 1 ml PBS, centrifugováno při pokojové teplotě, 300 g, 5 min. 

Promývací krok byl proveden dvakrát. Následně byl obsah zkumavky vylit a bylo přidáno  

300 μl PBS. Exprese povrchových znaků byla měřena na fluorescenčním průtokovém 

cytometru (Navios Ex3/10, Beckman Coulter). 

           FMO (z angl. Fluorescence Minus One) kontroly byly připravovány standartním 

způsobem, sice vynecháním protilátky proti povrchovému znaku u odpovídající FMO kontroly. 

K jejich přípravě byly využity M0 makrofágy. 

4.4 Stanovení genové exprese metodou qPCR 

           Genová exprese byla v této práci měřena metodou qPCR (z angl. Quantitative 

Polymerase chain reaction), která má oproti klasické PCR tu výhodu, že je v každém cyklu 

přesně kvantifikováno množství amplifikované nukleové kyseliny. 

4.4.1 Izolace RNA  

         Buňky byly z 24jamkové destičky přeneseny do 2ml mikrozkumavek (Eppendorf)  

a byl k nim dodán 1 ml TRI Reagentu®. Poté, co byl vzorek homogenizován, byl inkubován  

5 min při pokojové teplotě. Následně bylo ke vzorku přidáno 0,2 ml chloroformu, vzorek byl 

15 vteřin míchán na orbitální třepačce (Vortex-Gene2, Scientific Industries), inkubován 3 min 

při pokojové teplotě a vzorky byly dále 15 min centrifugovány (12 000 g, 4 °C). 

Horní vodní fáze byla přenesena do čisté mikrozkumavky, k ní bylo přidáno 0,5 ml 

izopropanolu, vzorek byl promíchán, inkubován při pokojové teplotě 10 min a následně opět 

centrifugován při 12 000 g, 4 °C, 10 min. Během centrifugace se ve zkumavce vytvořila čirá 

RNA peleta, od které byla opatrně odebrána tekutina. Samotná peleta byla opláchnuta 1 ml 75% 

ethanolu. Vzorek byl řádně promíchán a centrifugován (7 500 g, 4 °C, 5 min). Supernatant 

odebrán a peleta byla ponechána sušit na vzduchu. Po naprostém vysušení byla RNA peleta 

rozpuštěna ve 40 µl DEPC H2O a byla změřena koncentrace RNA v jednotlivých vzorcích na 

NanoDrop 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific). 



22 
 

4.4.2 Reverzní transkripce 

         Před samotným přepisem RNA na cDNA (z angl. Complementary Deoxyribonucleic acid) 

je nutné vzorek zbavit zbytkových molekul DNA, které by mohly negativně ovlivnit měření  

a celý výsledek kvantifikace genové exprese. K tomuto účelu je využívána DNasa I 

(Deoxyribonukláza I), která zbytky DNA degraduje.           

         Izolovaná RNA byla, podle vyizolovaného množství, nejprve naředěna adekvátním 

množstvím H2O tak, aby celkový objem tvořil 8 µl. Ke vzorku byl přidán 1 µl DNasy I (DNase 

I Amplification Grade, Sigma-Aldrich, USA) a 1 µl pufru (Reaction buffer, Sigma-Aldrich, 

USA) pro udržení stálého pH v reakci. Vzorky byly stočeny a inkubovány při pokojové teplotě. 

Po 15 min byl přidán 1 µl STOP roztoku. Celkový objem vzorku v každé mikrozkumavce 

nakonec tvořil 11 µl, vzorek byl 10 min inkubován na thermo cycleru (ThermoFisher Scientific) 

při teplotě 37 °C. 

         Pro přepis cDNA z RNA byl využit kit na reverzní transkripci (High Capacity RNA-to-

cDNAkit, Applied Biosystems). Celkový objem na jednu reakci byl 20 μl. K 9 μl DNAsou 

ošetřené RNA z předešlého kroku byl přidán 1 μl 2x RT (z angl. Reverse transcription) pufru 

(dNTPs, oktamery, oligo deoxy thymin-16) a 1 μl mixu enzymů (inhibitor RNázy, MuLV 

protein (z angl. Murine Leukemia Virus). Program reverzní transkripce zahrnoval nejprve 

inkubaci 60 min při 37 °C, následně 5 min na 95 °C, nakonec krok chlazení při 4 °C. Vzniklá 

cDNA byla uskladněna v -80 °C. 

4.4.3 Příprava primerů a samotná qRT-PCR reakce 

        Reakce probíhala v celkovém objemu 20 μl (viz Tabulka 3) a pro stanovení jednotlivých 

genů byly použity směsi specifických primerů (viz Tabulka 2). Jako endogenní kontrola pro 

normalizaci byl použit housekeeping gen b2m (β2-mikroglobulin). 

Primer Sekvence Teplota annealingu 

b2m (F) TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG 
60 °C 

b2m (R) AATGTCGGATGGATGAAACC 

NF-κB (F) ATGGCTTCTATGAGGCTGAG 
62 °C 

NF-κB (R) GTTGTTGTTGGTCTGGATGC 

IL-1β (F) ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA 
62 °C 

IL-1β (R) GTCGGSGSTTCGTSGCTGGAT 

IL-6 (F) AGCAGCAAAGAGGCACTGGCA 65 °C 
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IL-6 (R) TGAGGAACAAGCCAGAGCTGTGC 

TNFα (F) TCTTCTCGAACCCCGAGTGA 
60 °C 

TNFα (R) CCTCTGATGGCACCACCAG 

NOS2 (F) CAARGGCAACATCAGGTCGG 
60 °C 

NOS2 (R) TGAAGGATTCTGCAGCCGAG 

MCP-1 (F) AGAAGCTGTGATCTTCAAGACC 
60 °C 

MCP-1 (R) AGCTGCAGATTCTTGGGTTG 

Arg-1 (F) ACAGTTGGCAATTGGAAGCA 
60 °C 

Arg-1 (R) CACCCAGATGACTCCAAGATCAG 

TGF-β (F) TCGCCAGAGTGGTTATCTTTT 
64 °C 

TGF-β (R) TAGTGAACCCGTTGATGTCC 

VCAM-1 (F) CTGGAAATGCAACTCTCACC 
64 °C 

VCAM-1 (R) GTCTCCAATCTGAGCAGCAA 

Tabulka 2: Použité primery pro jednotlivé geny a housekeeping gen 

        Před samotnou reakcí byla nejprve získaná cDNA zředěná sterilní H2O. cDNA je nutno 

před reakcí zředit tak, aby její množství bylo optimální pro správné proběhnutí PCR reakce  

a aby nedošlo v důsledku velké, nebo naopak nízké koncentrace nukleové kyseliny ke zkreslení 

výsledků. Pro reakci qPCR byl využit 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Rox; 

Solis BioDyne, Tartu, Estonia). Tento mix obsahuje HOT FIREPol® DNA polymerázu,  

5x EvaGreen® qPCR pufr (pro udržení adekvátních chemických podmínek pro DNA 

polymerázu), 12,5 mM MgCl2 (pro zesílení aktivity DNA polymerázy), dNTPs (nukleotidy  

pro prodloužení řetězce), EvaGreen® barvu a ROX barvu. EvaGreen® barva je využívána  

pro svou vysokou fluorescenci po vazbě na DNA a nulovou nebo velmi nízkou 

autofluorescenci, ROX barva pro normalizaci dat, tedy pro snížení variability mezi replikáty. 

Pro každou reakci, specificky pro sledovaný gen, byl vytvořen mix. Bylo pracováno 

v triplikátech. 

Reagencie Množství na 1 reakci 

5x qPCR mix 4 μl 

Primer 1 μl 

Vzorek 3 μl 

Voda 12 μl 

Celkové množství 20 μl 

Tabulka 3: Rozpis reagencií na jednu qPCR reakci 

        cDNA byla amplifikována pomocí Corbett Life Science Rotor Gene 3000 (Qiagen, Venlo, 

Nizozemí) za následujících podmínek: 1. fáze – Počáteční denaturace: 95 °C, 15 min, 1 cyklus; 
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2. fáze – Denaturace: 95 °C, 15 s, 40 cyklů; 3. fáze – Nasedání primerů: 60 °C-65 °C (v 

závislosti na primerech), 20 s, 40 cyklů; 4. fáze – Elongace: 72 °C, 2 s, 40 cyklů; 5. fáze – 

Melting: 72 °C–95 °C.  

4.5 Kvantifikace aktivity iNOS Griessovou metodou 

          Ze získaného supernatantu (viz 4.2 Stimulace CD14+ buněk M-CSF a jejich následná 

polarizace) bylo pro detekci aktivity NO syntázy odebráno 100 μl od každého vzorku.  

4.5.1 Redukce dusičnanů  

        Redukce dusičnanu (NO3-) na dusitan (NO2-) je jedním z esenciálních kroků pro správné 

provedení Griessovy reakce. NO2- narozdíl od NO3- interaguje se sulfoamidem a NED (N-(1-

naftyl) ethylen diamin) za vzniku chromoforního azo (R-N=N-R′) produktu (viz Obrázek 1: 

Grafické znázornění Griessovy reakce). 

 

 

Obrázek 1: Grafické znázornění Griessovy reakce.  

1.) Dusičnan v kyselém pH za vzniku diazoniového iontu interaguje se sulfanilamidem.  

2.) Diazoniový ion se následně váže na NED 3.) Vznik chromoforního produktu; (Giustarini et al., 

2008). 

Pro zredukování NO3- byl ke 100 μl vzorku přidán 1 μl NADPH (Sigma Aldrich SL, MO, USA) 

a 1 μl Nitrát-reduktázy. Jako kontrola byl použit exogenní standard NaNO3. Vzorky i kontrola 

byly inkubovány 30 min při pokojové teplotě. 

4.5.2 Deproteinizace 

          Deproteinizace vzorku je dalším důležitým mezikrokem Griessovy reakce. Proteiny  

ve vzorku mohou interferovat s Griessovým činidlem a dochází pak k nepřesnostem  

v měření. 
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          Ke 100 μl vzorku po redukci dusičnanů bylo přidáno 900 μl směsi methanolu  

a diethyletheru v poměru 3:1. Vzorky byly inkubovány 1 hodinu při 4 °C, během  

čehož se vytvořila bílá sraženina. Následně byly vzorky centrifugovány při 12000 g, 10 min  

při teplotě 4 °C a dále byl zpracováván oddělený supernatant. 

4.5.3 Příprava Griessova činidla a pracovní postup samotné Griessovy reakce 

          Griessovo činidlo je tvořeno roztoky A (0,1% naftylethylenamin dihydrochlorid)  

a B (1% sulfanilamid a 5% H3PO4.) v poměru 1:1, 50 μl roztoku A: 50 μl roztoku B  

na 100 μl vzorku. 

Roztok A byl vytvořen přidáním 0,1 g naftylethylenamin dihydrochloridu do 100 ml H2O.  

Pro roztok B bylo nejprve třeba naředit 85% H3PO4 na 5% roztok (1,18 ml H3PO4 + 18,82 ml 

H2O). K takto ředěné kyselině bylo přidáno 0,21 g sulfanilamidu. Následně byly roztoky A, B 

smíchány v Griessovo činidlo v poměru 1:1. 

          Dále byly připraveny standardy (viz Tabulka 4). Zásobním roztokem pro jejich přípravu 

byl NaNO2 o koncentraci 150 μmol/l (0,01 g NaNO2 v 1 ml H2O). Neředěný zásobní roztok 

sloužil jako standard 6, dále byly standardy ředěny dvojkovou řadou tak, aby celkový objem 

činil vždy 1 ml. K vodě nebylo přidáno nic. 

Standard 6 150 μmol/l 

Standard 5 75 μmol/l 

Standard 4 37,5 μmol/l 

Standard 3 18,75 μmol/l 

Standard 2 9,38 μmol/l 

Standard 1 4,69 μmol/l 

Voda 0 μmol/l 

Tabulka 4: Koncentrace standardů NaNO2 pro kalibrační křivku Griessovy reakce 

Do 96jamkové mikrodestičky (Corning Incorporated) bylo duplicitně napipetováno 100 μl 

standardů a vody, tedy kalibrační křivka, a kontroly. Po 100 μl byly v teraplikátech 

napipetovány také připravené vzorky. Do všech jamek bylo následně přidáno 100 μl Griessova 

činidla a destička byla ponechána 10 min při pokojové teplotě ve tmě. Následně byla změřena 

absorbance při vlnové délce 550 nm na spektofotometru (Epoch Microplate Spectrophotometer, 

BioTek).  
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4.6 Kvantifikace cytokinů ELISA testy 

          Pro detekci cytokinů IL-1β, IL-10, IL-6 a TNFα byly využity ELISA (z angl. Enzyme-

linked immuno sorbent assay) kity (viz 3.3 Kity a přístroje) a bylo postupováno dle přiložených 

protokolů. Téměř veškeré chemikálie potřebné pro provedení ELISA testů byly součástí kitu. 

Součástí kitu nebyl PBS, promývací pufr a stop roztok. Promývací roztok byl připraven 

smísením 500ml 1xPBS s 250μl Tween-20, stop roztok (2N H2SO4) byl připraven smísením 

1,11 ml 36N H2SO4 a 18,89 ml deionizované vody. 

          Absorbance byla měřena při vlnových délkách 450 nm a 570 nm na spektofotometru 

(Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek). 
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5 STATISTICKÁ ANALÝZA 

          Statistické analýzy byly provedeny v programu GraphPad Prism 5. Pro porovnání 

jednotlivých populací byl využit jednosměrný ANOVA test a Bonferroniho multiple 

comparison test. Všechny výsledky jsou demonstrovány jako průměr ± SD, není-li uvedeno 

jinak. Za statisticky významné byly považovány výsledky s p ≤ 0,05. 
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6 VÝSLEDKY 

          250ml-300ml periferní krve bylo odebráno pěti anonymizovaným dárcům. 

Mononukleární buňky byly izolovány pomocí ficoll separace, během níž došlo k oddělení 

plazmy, erytrocytů a granulocytů od mononukleárních buněk. Vzniklý prstenec PBMC byl 

odebrán, buňky byly promyty PBS a následně byla měřena jejich koncentrace a životnost 

pomocí přístroje Vi-CELL® XR (BeckmanCoulter; počet buněk: 37,1.106 buněk/ml - 80,7.106 

buněk/ml; životnost: 90 % - 96,5 %).  

          Monocyty tvoří zhruba 5-10 % celkového množství PBMC, očekávaná výtěžnost byla 

tedy 1,85.106 buněk/ml - 8,0.106 buněk/ml. Reálné počty CD14+ buněk se pohybovaly 

v hodnotách mezi 185.103 buněk/ml - 550.103 buněk/ml. Životnost buněk byla značně 

ovlivněna a pohybovala se mezi 48,7 % - 63,4 %. Pro potřeby FACS analýzy bylo  

na každou jamku nutno nasadit 150.103 - 250.103 buněk, pro potřeby qPCR bylo na jamku 

vysazeno 50.103 - 250.103 buněk, v závislosti na výtěžnosti separace monocytárních buněk. 
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6.1 Optimalizace 

6.1.1 Optimalizace doby inkubace buněk se statiny 

          Před samotnými analýzami byla provedena optimalizační měření vlivu času inkubace 

statinů s buňkami. K tomuto byla využita Griessova metoda stanovení aktivity NO syntázy. 

Graf 1 ukazuje, že u všech subpopulací makrofágů došlo k nejvýznamnějšímu poklesu aktivity 

NO syntázy po dvou dnech jejich inkubace se statiny. U M2 makrofágů byla aktivita NO 

syntázy téměř stejně snížena i v případě inkubace po dobu 168 hodin a 16 hodin.  

V rámci udržení stejných podmínek u všech subpopulací byla vybrána jako optimální doba 

inkubace 48 hodin. 
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Graf 1: Optimalizace času inkubace buněk se statiny 

Vliv času inkubace statinů s buňkami na aktivitu iNOS. M0 17,83 ± 6,84 μmol/ml vs. M0+statin48h 4,66 

± 1,94; M1 19,25 ± 8,9 μmol/ml vs. M1+statin48h 12,19 ± 2,53 μmol/ml; M2 13,25 ± 10,62 μmol/ml vs. 

M2+statin168h 10,62 ± 1,93 μmol/ml vs. M2+statin48h 10,04 ± 1,89 μmol/ml vs. M2+statin16h 10,23 ± 

3,86 μmol/ml. Výsledky vyjádřeny jako koncentrací uvolněného NO do kultivačního média, μmol/ml 

± SD. 
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6.1.2 Výběr vhodného modelu 

          Výběr vhodného modelu je naprosto zásadní pro optimální nastavení protokolů všech 

analýz. Původním záměrem této práce bylo k zisku makrofágů využít buněčnou linii  

THP-1 a lidské monocyty izolované z periferní krve. 

          V této části byla sledována míra exprese povrchových znaků CD16, CD36, CD86, 

CD163 a CD206 a vliv statinové terapie na jejich expresi. 

První graf z obrázku 2 (THP-1) ukazuje, že hladina exprese povrchových znaků byla na všech 

makrofázích odvozených z této buněčné linie velice nízká a mezi subpopulacemi makrofágů  

se nelišila. Dále je z grafu patrné, že statinová terapie na jejich expresi neměla žádný vliv. 

Linie THP-1 neprokázala v podmínkách naší laboratoře vlastnosti, které byly pro tuto 

experimentální práci nezbytné a z toho důvodu nebyla v této diplomové práci dále využita 

(viz DISKUZE).  

Druhý graf obrázku 2 (PBMC) naopak ukazuje zřetelné rozdíly nejen v expresi povrchových 

znaků mezi jednotlivými populacemi makrofágů, ale také efekt statinové terapie na jejich 

expresi. Na základě tohoto pilotního pokusu byly v diplomové práci využívány makrofágy 

diferencované z monocytů periferní krve. 
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Obrázek 2: Vliv statinů na expresi povrchových znaků na makrofágy odvozených od THP-1 a 

PBMC 

Míra exprese povrchových znaků vyjádřena jako MFI (z angl. Mean fluorescence intensity) ± SD. 
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6.2 Průtoková cytometrie 

          V rámci této diplomové práce bylo sledováno 8 povrchových znaků (CD14, CD16, 

CD15, CD36, CD163, CD206, ABCA-1, TREM-2) a životnost buněk. Povrchové znaky byly 

vybrány na základě výsledků naší laboratoře (Laboratoř pro výzkum aterosklerózy, IKEM)  

a relevantní literatury (viz DISKUZE). K analýze cytometrických dat byl využit software 

FlowJoTM v10.           

6.2.1 Rozdělení makrofágů podle fenotypu 

          Nejprve byl stanoven vliv statinů na životnost buněk. Graf 2 demonstruje, že statiny 

nemají negativní efekt na přežívání buněk u subpopulací M1 a M0, naopak u M2 makrofágů 

statiny signifikantně zvýšily živostnost buněk. V grafu je zvýrazněn také významný rozdíl mezi 

životností M0 a M1 makrofágů vůči M2 makrofágům. 
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Graf 2: Vliv statinů na životnost buněk (n=5) 

Graf vyjadřuje míru přežívání buněk bez statinů a po stimulaci statiny. M0 95,62 ± 3,07 %, M0+statin 

97,34 ± 2,41 %; M1 97,94 ± 2,73 %, M1+statin 96,88 ± 4,55 %; M2 75,02 ± 4,17 %, M2+statin 95,3 ± 

3,49 %. Výsledky vyjádřeny jako % ± SD; *** p <0,0001. 
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          Dále byl pro kontrolu, zda statiny neovlivňují makrofágy jako takové, stanoven vliv 

statinů na expresi povrchového znaku CD14 (lipopolysacharidový receptor). Graf 3 ukazuje,  

že statiny expresi tohoto povrchového znaku neovlivňují. 
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Graf 3: Vliv statinů na expresi CD14 (n=5) 

Graf demonstruje vliv statinové terapie na expresi povrchového znaku CD14. M0 97,18 ± 3,708 vs. 

M0+statin 97,04 ± 1,991; M1 97,7 ± 2,547 vs. M1+statin 96,62 ± 4,363; M2 88,58 ± 13,87 vs. M2+statin 

95,10 ± 3,341. Výsledky vyjádřeny jako % ± SD. 

          Na základě těchto výsledků byly následně populace klasicky aktivovaných M1  

a alternativně aktivovaných M2 makrofágů rozděleny na základě exprese znaků CD14 a CD16 

(nízkoafinní receptor pro imunoglobulin G). 

          Lidské krevní monocyty jsou tradičně rozdělovány na základě exprese dvou povrchových 

znaků, CD14 a CD16. Na základě míry exprese těchto markerů se pak obvykle dělí do tří 

skupin: 1. Klasické monocyty (CD14+CD16-), 2. Intermediární monocyty (CD14+CD16+),  

3. Neklasické monocyty (CD14-/lowCD16+; Patel et al., 2017). Klasické monocyty mají 

prozánětlivý charakter, u intermediárních a neklasických byla popsána schopnost regenerace  

a oprav tkání (shrnuto v Cornwell et al., 2018), lze tedy předpokládat jejich snazší schopnost 

diferenciace protizánětlivým směrem, nicméně i u těchto dvou skupin byla popsána schopnost 

zánětlivých reakcí pod vlivem zánětlivého prostředí. Stejně tak klasické monocyty mají  

i schopnost polarizace v protizánětlivém směru (Cornwell et al., 2018). Na základě těchto 

zdrojů byly v této práci definovány subpopulace makrofágů.  

          Za M1 (IFNγ+LPS) byly považovány buňky CD14+CD16- (Obrázek 3A, i.), jako M2  

(IL-4+IL-13) makrofágy byly uvažovány buňky s expresí CD14+C16+ (Obrázek 3A, ii.).  

Nestimulované M0 makrofágy vykazovaly stejně jako M2 makrofágy expresi CD14+C16+ 
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(Obrázek 3A, iii.; viz kapitola DISKUZE). V obrázku jsou zvýrazněny procenta buněk 

vykazující daný fenotyp. Populace makrofágů s nízkou nebo žádnou expresí CD14 nebyla 

v rámci této práce brána v potaz vzhledem k charakteru využité metody izolace monocytů  

(viz 4.1 Izolace PBMC a oddělení CD14+ buněk). Z obr. 3B je patrné, že stimulace cytokiny 

výrazně ovlivnila zejména expresi povrchového znaku CD16. První graf ukazuje signifikantně 

vyšší množství M1 makrofágů (64,2 ± 9,4 %) exprimujících kombinaci znaků CD14+CD16- 

oproti makrofágům fenotypu M2 (19,6 ± 11,15 %) a M0 (13,9 ± 8,9 %). Druhý graf demonstruje 

signifikantní rozdíl v expresi znaků CD14+C16+ u M2 (67,5 ± 22,8 %) a M0 makrofágů (81,3 

± 8,04 %) vůči M1 makrofágům (28,8 ± 16,2 %). 
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Obrázek 3: Rozdělení populací M1, M2 a M0 makrofágů na základě exprese CD14 a CD16 (n=5) 

(A) Gatovací strategie pro definici subpopulací makrofágů: po vybrání CD14+ populace byl gate  

pro CD16 vytvořen podle FMO kontroly na nestimulovaných M0 makrofázích; (B) Porovnání 

procentuálního zastoupení buněk vykazující CD14+CD16- fenotyp (M1, vlevo); CD14+CD16+ (M0 

a M2, vpravo). Výsledky vyjádřeny jako % ± SD, *** p <0,0001. 
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6.2.1.1 Kvantifikace povrchových znaků 

          U definovaných subpopulací makrofágů bylo stanoveno procentuální zastoupení 

jednotlivých povrchových znaků a změny v expresi jednotlivých znaků u buněk bez statinů  

a se statiny (viz Obrázek 4). Exprese povrchových znaků i životnost byly vztaženy  

ke kombinaci znaků CD14 a CD16 odpovídající definovaným populacím (viz kapitola 6.1.1), 

tedy CD14+CD16- pro M1 a CD14+CD16+ pro M2 a M0. Pro každý znak byla vytvořena FMO 

kontrola. 

          Ke statisticky významné změně v expresi došlo pouze v případě znaků Trem-2 a CD206. 

Exprese Trem-2 (Obrázek 4D) byla signifikantně snížena u M0 makrofágů ošetřených statiny 

(48,52 ± 14,07 %) vůči M0 makrofágům bez statinů (80,12 ± 11,27 %). Graf dále ukazuje 

signifikantně vyšší zastoupení buněk M0 (80,12 ± 11,27 %) a M2 (62,34 ± 13,38 %) exprimující 

tento znak oproti subpopulaci M1 (17,64 ± 9,07 %). Exprese znaku CD206 (Obrázek 4F) byla 

naopak významně zvýšena, a to u M2 makrofágů se statiny (98,98 ± 0,89 %) oproti stejné 

populaci buněk bez statinů (61,72 ± 36,78 %). Dále byl prokázán signifikantní rozdíl 

v množství M2 makrofágů exprimující znak CD163 (47,26 ± 39,54 %) oproti makrofágům M1 

(0,85 ± 1,130 %; Obrázek 4E). 

          Dále působení statinů snížilo expresi znaků CD36 u populace M1 (85,36 ± 7,29 %  

vs. M1+statin 77,38 ± 16,33 %) a M2 (94,34 ± 5,93 % vs. M2+statin 87,08 ±10,3 %); CD15 

(Obrázek 4B) v případě populací M0 (6,16 ± 6,6 % vs. M0+statin 1,71 ± 0,78 %) a M1  

(6,67 ± 2,52 % vs. M1+statin 5,034 ± 2,39 %); ABCA-1 (Obrázek 4C), zejména u populace 

M1 (37,43 ± 22,59 % vs. M1+statin 19,02 ± 11,21 %); Trem-2 u populací M1 (17,64 ± 9,07 % 

vs. M1+statin 7,95 ± 5,15 %) a M2 (62,34 ± 13,38 % vs. M2+statin 53,48 ± 14,26 %) a znaku 

CD163 (Obrázek 4E) u populací M2 (47,26 ± 39,54 % vs. M2+statin 29,09 ± 28,13 %) a M0 

(27,2 ± 23,0 % vs. M0+statin 12,39 ± 7,17 %).  
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 CD36 (% ± SD) CD15 (% ± SD) ABCA-1 (% ± SD) Trem-2 (% ± SD) CD163 (% ± SD) CD206 ( % ± SD) 

M0 88,28 ± 9,26 6,16 ± 6,6 25,56 ± 15,74 80,12 ± 11,27 27,2 ± 23,00 94,24 ± 8,2 

M0+statin 91,42 ± 2,67 1,71 ± 0,78 17,43 ± 13,92  48,52 ± 14,07 12,39 ± 7,17 96,42 ± 1,47 

M1 85,36 ± 7,29 6,67 ± 2,52 37,43 ± 22,59 17,64 ± 9,07 0,85 ± 1,130 98,06 ± 0,83 

M1+statin 77,38 ± 16,33 5,034 ± 2,39 19,02 ± 11,21 7,95 ± 5,15 0,65 ± 0,88 92,1 ± 4,94 

M2 94,34 ± 5,93 0,99 ± 1,038 9,87 ± 6,35 62,34 ± 13,38 47,26 ± 39,54 61,72 ± 36,78 

M2+statin 87,08 ±10,3 1,252 ± 0,511 9,75 ± 9,42 53,48 ± 14,26 29,09 ± 28,13 98,98 ± 0,89 

Obrázek 4: Změny v expresi sledovaných povrchových znaků po ošetření buněk statiny (n=5) 

Grafy vyjadřují míru exprese povrchových znaků a změnu v jejich expresi po stimulaci makrofágů 

statiny. V tabulce jsou vyneseny průměrné hodnoty buněk exprimující daný znak. Výsledky vyjádřeny 

jako % ± SD buněk populací M1 CD14+CD16-; M2 CD14+CD16+ a M0 CD14+CDC16+;  

Trem-2 ***p <0,0001; CD163 *p <0,02; CD206 *p <0,01.       

          Ačkoliv rozdíly v expresi znaků CD15, CD36 ABCA-1 a Trem-2 a CD163 nedosáhly  

ve většině případech signifikance, je z grafů obr.4 patrný trend vlivu statinů na jejich expresi 

v rámci jednotlivých měření. Následující grafy ukazují nejvýraznější trendy u jednotlivých 

populací. Ke statistickému zhodnocení výsledků byl využit studentův t test. 
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          Grafy na obrázku 5 vyjadřují vliv statinů na expresi znaků CD15 (5A), CD163 (5B)  

a Trem-2 (5C) na makrofágy populace M0 u jednotlivých měření. Graf 5C demonstruje 

významný vliv statinové terapie na expresi znaku Trem-2 (M0 80,12 ± 11,27 % vs. M0+statin 

48,52 ± 14,07 %; * p= 0,014). Dále přítomnost statinů snížila expresi znaků CD15 (M0 6,16 ± 

6,6 % vs. M0+statin 1,706 ± 0,78 %) a CD163 (M0 27,2 ± 23 % vs. M0+statin 12,39 ± 7,17 

%). 
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Obrázek 5: Trendy ve změnách exprese znaků CD15, CD163 a Trem-2 u populace M0 

Jednotlivé grafy vyjadřují trendy ve změnách exprese povrchových znaků makrofágy M0 u jednotlivých 

vzorků po ošetření buněk statiny. Výsledky vyjádřeny jako % ± SD buněk z populace M0 

CD14+CDC16+. 

          Grafy na obrázku 6 vyjadřují vliv statinů na expresi znaků CD36 (6A), CD15 (6B), 

ABCA-1 (6C) a Trem-2 (6D) na makrofágy populace M1. Statinová terapie významně omezila 

expresi znaku Trem-2 (M1 17,64 ± 9,07 % vs. M1+statin 7,95 ± 5,15 %; * p= 0,04).  

Dále statiny snížily expresi znaků CD36 (M1 85,36 ± 7,89 % vs. M1+statin 77,38 ± 16,33 %), 

CD15 (M1 6,66 ± 2,52 % vs. M1+statin 5,03 ± 2,40 %) a ABCA-1 (M1 37,43 ± 22,59 %  

vs. M1+statin 19,02 ± 11,21 %). 
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Obrázek 6: Trendy ve změnách exprese znaků CD36, CD15, ABCA-1 a Trem-2 u populace M1 
Jednotlivé grafy vyjadřují trendy ve změnách exprese povrchových znaků u makrofágů M1  

u jednotlivých vzorků po ošetření buněk statiny. Výsledky vyjádřeny jako % ± SD buněk z populace 

M1 CD14+CD16-. 

          Grafy na obrázku 7 vyjadřují vliv statinů na expresi znaků CD36 (7A), CD163 (7B)  

a Trem-2 (7C) u M2 makrofágů. I v případě této subpopulace došlo po ošetření buněk statiny 

k významnému poklesu exprese znaku Trem-2 (M2 62,34 ± 13,38 % vs. M2+statin  
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53,48 ± 14,26 %; *** p= 0,0008). Vlivem statinové terapie byla na M2 makrofázích snížena  

i exprese znaku CD36 (M2 94,34 ± 5,93 % vs. M2+statin 87,08 ± 10,3 %). Tento výsledek  

se nachází na hranici signifikance (p= 0,055). Po ošetření M2 makrofágů statiny došlo  

takéke snížení exprese znaku CD163 (M2 47,26 ± 36,54 % vs. M2+statin 29,09 ± 28,13 %). 
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Obrázek 7: Trendy ve změnách exprese znaků CD36, CD163 a Trem-2 u populace M2 

Jednotlivé grafy vyjadřují trendy ve změnách exprese povrchových znaků makrofágy M2 u jednotlivých 

vzorků po ošetření buněk statiny. Výsledky vyjádřeny jako procenta ± SD buněk z populace M2 

CD14+CD16+. 
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6.3 Analýza genové exprese  

          Pro ověření protizánětlivého vlivu statinů na genové úrovni byl sledován jejich vliv  

na genovou expresi znaků účastnících se 1. migrace a adheze monocytů a makrofágů MCP-1, 

VCAM-1; 2. genů zprostředkovávajících zánětlivé reakce NFκB, IL-1β, IL-6, TNFα, iNOS  

a 3. genů typických pro protizánětlivý fenotyp imunitních reakcí Arg-1 a TGF-β. 

Na základě výsledků průtokové cytometrie a dostupných publikací bylo očekáváno snížení 

exprese genů MCP1, VCAM1, NFKB, IL1B, IL6, TNFA a iNOS, opačný trend byl očekáván  

u genů ARG1 a TGFB. Jako housekeeping gen byl využit β2-mikroglobulin (viz DISKUZE). 

          K vyhodnocení dat genové exprese z qPCR byla využita delta-delta Ct metoda (2-ΔΔCt), 

uvedené výsledky jsou demonstrované jako relativní hodnota genové exprese ± SD. 

          Graf A obr. 8 ukazuje signifikantně vyšší expresi genu NFKB u M1 (105 ± 45,72) 

makrofágů oproti subpopulacím M0 (1,040 ± 0,3205) a M2 (0,3585 ± 0,143). Dále ukazuje 

signifikantní efekt statinové terapie na jeho expresi u subpopulace M1 (M1 105 ± 45,72 vs. 

M1+statin 31,06 ± 56,20). U subpopulace M0 je patrná, ale ne signifikantní, zvýšená exprese 

tohoto genu po ošetření buněk statiny (M0 1,040 ± 0,3205 vs. M0+statin 10,09 ± 20,4).  

Gen IL1B (8B) byl exprimován významně více u subpopulace M1 (105,4 ± 70,44) oproti 

buňkám subpopulace M0 (1,327 ± 0,5622) a M2 (0,1454 ± 0,1353). Dále byl u M1 makrofágů 

potvrzen signifikantní význam statinové terapie na snížení exprese genu IL1B  

(M1 105,4 ± 70,44 vs. M1+statin 5,577 ± 1,695). Dalším sledovaným proinflamačním genem 

byl gen IL6 (8C), u kterého byla také prokázána signifikantně vyšší exprese u makrofágů M1 

(131,2 ± 163,9) oproti makrofágům subpopulací M0 (1,302 ± 1,132) a M2 (0,1109 ± 0,008). 

Signifikantní efekt statinů na expresi tohoto genu byl prokázán u subpopulace M1  

(M1 131,2 ± 163,9 vs. 9,316 ± 6,911). U genu znaku iNOS (8E) byla demonstrována 

signifikantně významnější exprese u buněk subpopulace M1 (11,29 ± 11,67) oproti buňkám 

subpopulací M0 (1,089 ± 0,4883) a M2 (0,0549 ± 0,0595). Významný vliv statinů na expresi 

tohoto genu byl potvrzen u M1 subpopulace (11,29 ± 11,67 vs. 1,641 ± 1,338).  

Posledním sledovaným prozánětlivým genem byl gen TNFA (8D). V případě tohoto genu nebyl 

detekován významný rozdíl v expresi mezi jednotlivými subpopulacemi, i tak se liší  

(M0 4,129 ± 6,656 vs. M1 854,1 ± 2344 vs. M2 1,589 ± 2,751). Největšího rozdílu v expresi 

došlo v případě M1 makrofágů (854,1 ± 2344 vs. M1+statin 742,8 ± 1835), rozdíly u ostatních 

subpopulací byly zanedbatelné. 
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Obrázek 8: Změny v genové expresi zánětlivých genů (n=3) 

Grafy vyjadřují změnu genové exprese jednotlivých prozánětlivých genů u subpopulací M0, M1 a M2 

po ošetření buněk statiny. Výsledky jsou průměrem měření 3 vzorků po 3 opakováních, relativní genová 

exprese ± SD buněk z populací M1 CD14+CD16-; M2 CD14+CD16+ a M0 CD14+CDC16+;  

NFκB ***p <0,0001; IL-1β ***p <0,0002; IL-6 ***p <0,0009; iNOS ***p <0,002. 

          Na grafu A obr.9 je vynesena míra exprese genu ARG1. Ačkoliv nebyl detekován 

signifikantní rozdíl v expresi mezi jednotlivými populacemi, z grafu je patrné, že nejvíc byl 

exprimován u makrofágů M2 (M0 21,5 ± 51,91 vs. M1 58,08 ± 158,8 vs. M2 1207 ± 3790). 

Z grafů je také patrné, že statiny zvýšily expresi tohoto genu u makrofágů M0  

(21,5 ± 51,91 vs. M0+statin 80,63 ± 158,7), M1 (58,08 ± 158,8 vs. 73,45 ± 219,6) i M2 

(1207 ± 3790 vs. 4478 ± 13706). Graf B obr.9 vyjadřuje míru exprese genu TGFB, ani zde 

nebyl prokázaný významný rozdíl v expresi mezi jednotlivými populacemi. I tak graf ukazuje, 

že byl tento gen nejvíce exprimován makrofágy subpopulace M2 a také, že v případě těchto 

buněk došlo po ošetření statiny ke zvýšení exprese (M2 62,48 ± 135,3 vs. M2+statin 168 ± 

391,2). V případě populací M0 a M1 nedošlo k významnému rozdílu v expresi u buněk 

ošetřených statiny. 
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Obrázek 9: Změny v genové expresi protizánětlivých genů (n=3) 

Grafy vyjadřují změnu genové exprese protizánětlivých genů u subpopulaci M0, M1 a M2 po ošetření 

buněk statiny. Výsledky jsou průměrem měření 3 vzorků po 3 opakováních, relativní genová exprese ± 

SD buněk z populací M1 CD14+CD16-; M2 CD14+CD16+ a M0 CD14+CDC16+. 

          Graf A obr. 10 ukazuje míru genové exprese MCP1. Ačkoliv nebyla prokázána 

signifikance, je z grafu patrné, že nejvíce je exprimovaný buňkami subpopulace M1  

(M0 1,355 ± 1,255 vs. M1 7925 ± 12036 vs. M2 6,003 ± 9,308). U makrofágů M1 došlo  

po ošetření buněk statiny ke snížení exprese MCP1 (M1 7925 ± 12036 vs. M1+statin 342,8 ± 

524,9), u makrofágů M0 byl výsledek opačný, po jejich ošetření statiny došlo ke zvýšení 

exprese genu (1,355 ± 1,255 vs. M0+statin 20,98 ± 27,02). Na expresi genu u subpopulace M2 

neměly statiny významný vliv. Posledním analyzovaným genem byl VCAM1. Ani v případě 

tohoto genu nebyla exprese významně zvýšena u žádné subpopulace makrofágů oproti dalším 

subpopulacím. Graf B obr. 10 ukazuje, že v případě makrofágů M1 došlo ke snížení exprese 

VCAM1 po ošetření buněk statiny (M1 3648 ± 5970 vs. M1+statin 26,33 ± 55,53). V případě 

M2 makrofágů došlo po ošetření buněk statiny naopak ke zvýšení exprese tohoto genu  

(M2 0,6312 ± 1,653 vs. M2+statin 5,020 ± 9,901). V případě subpopulace M0 nebyla exprese 

VCAM1 statiny ovlivněna. 

MCP-1

M
0

M
0+

st
at

in M
1

M
1-

st
at

in M
2

M
2+

st
at

in

0

10

20

30

40

10000

20000

30000

2



C
T

VCAM-1

M
0

M
0+

st
at

in M
1

M
1+

st
at

in M
2

M
2+

st
at

in

0

2

4

6

20
40
60
80

100

2000
4000
6000
8000

10000

A B

 
Obrázek 10: Změny v genové expresi genů účastnících se migrace monocytů/makrofágů (n=3) 
Grafy vyjadřují změnu genové exprese genů účastnících se migrace monocytů/makrofágů u subpopulací 

M0, M1 a M2 po ošetření buněk statiny. Výsledky jsou průměrem měření 3 vzorků po 3 opakováních, 

relativní genová exprese ± SD buněk z populací M1 CD14+CD16-; M2 CD14+CD16+ a M0 

CD14+CDC16+. 
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6.4 Aktivita inducibilní NO syntázy 

          Změna aktivity enzymu iNOS působením statinu na buňky byla stanovena na základě 

kvantifikace množství uvolněného oxidu dusnatého do kultivačního média pomocí Griessovy 

metody. iNOS je jeden ze základních markerů M1 makrofágů. Na základě dostupné literatury 

shrnuté v této práci a předešlých analýz byl předpokládán negativní efekt na jeho aktivitu, tedy 

snížení jeho aktivity po ošetření buněk statiny. 

Graf 4 ukazuje signifikantně vyšší aktivitu iNOS u M1 makrofágů (18,98 ± 7,8 μmol/ml) oproti 

populacím M0 (11,99 ± 5,08 μmol/ml) a M2 (12,91 ± 5,81 μmol/ml). Graf dále demonstruje 

významné snížení aktivity tohoto enzymu u M1 makrofágů ošetřených statiny (11,98 ± 5,28 

μmol/ml) oproti stejné populaci bez statinů (18,98 ± 7,8 μmol/ml). Mírnější, ale stále 

signifikantní vliv statinů byl prokázán i u populace M0 makrofágů (M0 11,99 ± 5,076 μmol/ml, 

M0+statin 6,85 ± 3,07 μmol/ml). 

Tyto výsledky jsou podpořeny také analýzou genové exprese, kde statiny signifikantně snížily 

expresi genu pro iNOS (kapitola 6.3). 
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Graf 4: Změny v aktivitě inducibilní No syntázy (n=5) 

Kvantifikace koncentrace oxidu dusnatého uvolněného do kultivačního média makrofágy bez statinů 

nebo se statiny. Výsledky jsou průměrem měření 5 vzorků po 4 opakováních, µmol/ml ± SD buněk 

z populací M1 CD14+CD16-; M2 CD14+CD16+ a M0 CD14+CDC16+; ***p <0,0001. 
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6.5 Produkce cytokinů 

          Pro ověření protizánětlivého vlivu statinů na proteinové úrovni byly využity ELISA testy, 

jimiž byly kvantifikovány změny produkce prozánětlivých cytokinů (IL-1β, IL-6, TNFα)  

a protizánětlivého cytokinu (IL-10) do kultivačního média. Vzhledem k předešlým výsledkům 

a dostupné literatuře byl předpokládán inhibiční efekt na produkci prozánětlivých cytokinů,  

u IL-10 bylo naopak očekávané zvýšení produkce. 

          Obrázek 11A ukazuje významně vyšší produkci cytokinu IL-6 u M1 makrofágů 

v porovnání s makrofágy M0 a M2. Ačkoliv je to jediný znak, u nějž bylo takové signifikance 

dosaženo, je z grafů jasné, že i znaky TNFα (11B) či IL-1β (11C) jsou silněji produkovány 

makrofágy prozánětlivého fenotypu. V případě protizánětlivého cytokinu IL-10 (11D) byly 

vyšší hladiny detekovány u makrofágů M2, ani zde ale nebylo dosaženo signifikance. 

          Nejvýrazněji v této práci statiny ovlivnily uvolňování cytokinu IL-6 u M1 makrofágů. 

Přítomnost těchto léčiv vedla v případě zmíněné subpopulace ke statisticky významnému 

poklesu produkce (M1 2025 ± 829,3 pg/ml vs. M1+statin 1034 ± 798,7 pg/ml). V případě 

subpopulací M0 a M2 byl efekt statinové terapie na snížení produkce tohoto cytokinu  

také detekován, ale nebylo dosaženo signifikance (M0 471,4 ± 33,20 pg/ml vs. M0+statin 63,99 

± 4,05 pg/ml; M2 492,7 ± 92,86 pg/ml vs. M2+statin 199,9 ± 237,3 pg/ml). U M1 makrofágů 

bylo v médiu vlivem statinové terapie signifikantním způsobem redukováno množství 

uvolněného TNFα (M1 1348 ± 11,29 pg/ml vs. M1+statin 172,3 ± 175,9 pg/ml). Vliv statinů 

na omezení produkce tohoto cytokinů je demonstrován i u subpopulací M0 a M2, nebyla  

ale prokázána signifikantní spojitost (M0 795,0 ± 618,5 pg/ml vs. M0+statin 293,6 ± 88,8 

pg/ml; M2 363,0 ± 36,80 pg/ml vs. M2+statin 263,1 ± 4,62 pg/ml). Posledním sledovaným 

cytokinem spojovaným s zánětlivou imunitní odpovědí byl IL-1β. V případě tohoto znaku 

nebyla prokázána signifikantní spojitost mezi statinovou terapií a množstvím uvolněného 

cytokinu v médiu. K nejvýraznějšímu omezení došlo v případě makrofágů M1 (M1 595,3 ± 

308,1 pg/ml vs. 272,4 ± 272,8 pg/ml). U subpopulací M0 a M2 došlo k zanedbatelnému vlivu. 

Posledním sledovaným cytokinem byl protizánětlivý IL-10. Vliv statinové terapie  

na makrofágy měla v případě tohoto cytokinu opačný účinek, jejich přítomnost podpořila 

uvolňování IL-10 do kultivačního média. Byť u žádné populace nedošlo vlivem statinů 

k signifikantnímu zvýšení produkce IL-10, výsledky u M1 makrofágů se pohybují na hraně 

signifikance (M1 109,8 ± 214,3 pg/ml vs. M1+statin 544,6 ± 303,8 pg/ ml). I v případě 

makrofágů M0 a M2 je z grafu patrná role statinů ve zvýšení produkce tohoto cytokinu 
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(M0 166,9 ± 300,3 pg/ml vs. M0+statin 345 ± 377,8 pg/ml; M2 262,3 ± 322,8 vs. M2+statin 

427,5 ± 306,3 pg/ml). 
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Obrázek 11: Změny v produkci cytokinů IL-6, TNFα, IL-1β a IL-10 (n=5) 

Jednotlivé grafy vyjadřují změny v produkci cytokinů u buněk ošetřených statiny oproti buňkám  

bez statinů. Výsledky jsou průměrem měření 5 vzorků, bylo pracováno v duplikátech  

nebo tetraplikátech. Výsledky vyjádřeny jako pg/ml ± SD; IL-6 p *<0,01; TNFα p **<0,003. 

 

 

 

 

 



45 
 

7 DISKUZE 

7.1 Zvolení modelu, optimalizace, separace CD14+ buněk z krve 

          Metody využité v této diplomové práci vyžadují relativně velký objem monocytů, resp. 

makrofágů, a tedy i velké množství krve, odpovídající množství minimálně 250 ml v závislosti 

na bohatosti krve dárce na monocyty. Původním záměrem této diplomové práce bylo vedle 

monocytů izolovaných z periferní krve využít také buněčnou linii THP-1.  

Ta by, pakliže by byla vhodným modelem, umožnila výrazně snazší získání dat. 

První optimalizační analýzy nicméně ukázaly, že pro studium vlivu statinů na polarizaci 

makrofágů tyto buňky nesplňují v podmínkách naší laboratoře vhodné předpoklady 

(viz VÝSLEDKY). Dle dostupné literatury nejsou buňky THP-1 linie ani pod vlivem stejných 

cytokinů (tedy IFNγ+LPS pro M1 populaci a IL-4+IL-13 pro M2 populaci) schopny uspokojivě 

mimikovat vlastnosti makrofágů diferencovaných z monocytů periferní krve. Liší se produkcí 

cytokinů i expresí povrchových znaků (Tedesco et al., 2018), což se shoduje s výsledky v této 

práci (viz Obrázek 2). Dále bylo ideou práce využít také makrofágy izolované z tukové tkáně, 

v současné době ale neexistuje pracoviště, kde by bylo zpracováváno tak velké množství tuku, 

ze kterého by bylo možné izolovat dostatečné množství neporušených makrofágů potřebných 

pro všechny analýzy. Veškeré analýzy byly tak provedeny na makrofázích diferencovaných 

z monocytů lidské periferní krve. 

             Pro zisk statisticky i klinicky relevantních výsledků by bylo vhodné nejen rozšířit 

množství analyzovaných vzorků, ale také testovat vliv více typů běžně předepisovaných statinů 

na zánětlivý profil makrofágů. Práce s lidským biologickým materiálem je v porovnání 

s biologickým materiálem zvířecích modelů nebo dokonce s prací s buněčnými liniemi 

v mnoha směrech mnohem náročnější. Zejména pak v zajištění etických hodnot vědecké práce 

a zajištění dostatečného množství vzorku a dobrovolníků. 

Tato práce se omezila při testování protizánětlivých efektů statinů pouze na jeden statin, 

fluvastatin, který je snadno rozpustný ve vodě. Samozřejmě by mohlo být namítnuto,  

že pro statiny, které nejsou ve vodě rozpustné, by mohla být použita rozpouštědla typu DMSO 

(dimethyl sulfoxid), která jsou běžně v laboratoři využívána. Využití takového rozpouštědla  

by ale muselo být zohledněno v analýze dat a výsledků, neboť samotný solvent může buňky 

ovlivňovat. Studium vlivu všech typů statinů by navíc bylo nejen finančně, ale také velmi 

časově a organizačně náročné. Pro studium vlivu všech typů statinů na velkém vzorku na typu 

biologického materiálu, který byl využit v této práci, není tak rozsah diplomové práce vhodný. 
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             V rámci optimalizace byl sledován vliv doby inkubace statinů (168 h; 96 h; 72 h; 48 h 

a 16 h) s buňkami na aktivitu iNOS pomocí Griessovy metody.Tato metoda byla ke stanovení 

vhodné inkubační doby buněk se statiny vybrána zejména z důvodu nejmenší finanční, 

materiálové i časové náročnosti. Výsledky reprezentované změnou v koncentraci oxidu NO  

do kultivačního média u buněk inkubovaných se statiny byly porovnány s aktivitou tohoto 

enzymu u buněk bez statinů. Jako optimální byla vybrána koinkubace buněk se statiny po dobu 

48 hodin, odpovídající i inkubační době buněk s cytokiny. Nejvýraznějších výsledků ve změně 

aktivity tohoto enzymu tak došlo v případě statinové terapie souběžné s polarizací makrofágů. 

Tyto výsledky jsou ve shodě s výsledky publikace Fu et al., 2019. Nutno zmínit, že u M2 

makrofágů ke stejné nebo velmi podobné změně aktivity iNOS došlo i při inkubaci statinů 

s buňkami po dobu 168 h a 16 h (M2+statin168h 10,62 ± 1,93 μmol/ml vs. M2+statin48h 10,04 ± 

1,89 μmol/ml vs. M2+statin16h 10,23 ± 3,86 μmol/ml). V rámci zachování stejných podmínek  

u všech subpopulací makrofágů byla vybrána koinkubace po dobu 48 hodin. Koncentrace 

fluvastatinu nebyla optimalizována, byla přejata ze studie Fu et al., 2019 a je v souladu  

i s výsledky studie McFarland et al., 2017. 

            Veškeré analýzy v této práci jsou provedeny na makrofázích diferencovaných 

z monocytů z periferní krve, které byly izolovány pomocí ficoll gradientu a separovány pomocí 

tzv. pozitivní selekce. Pozitivní selekce, selekce na základě exprese povrchového znaku,  

zde CD14, je, v rámci izolačních metody vhodných pro zisk těchto buněk, nejúčinnější 

metodou. Nejen, že je vůči buňkám nejšetrnější, což se odráží v přežívání buněk, ale je také 

metodou s nejvyšší výtěžností (Nielsen et al., 2020). Namísto magnetických kuliček použitých 

v uvedeném zdroji byly využity polystyrenové kuličky s navázanými monoklonálními 

protilátkami proti znaku CD14. Separace polystyrenovými kuličkami má oproti separaci 

magnetickými kuličkami tu výhodu, že k ní není třeba žádného speciálního vybavení. Životnost 

buněk i jejich výtěžnost v této práci byly oproti uvedenému zdroji značně sníženy, největší část 

těchto ‚ztrát‘ bylo pravděpodobně způsobeno nedostatečně opatrnou manipulaci během 

separačních kroků. Za pozitivní lze považovat zlepšující se tendenci se zvyšujícím se počtem 

opakování. 

Mohlo by být namítnuto, že k separaci monocytárních buněk by byla vhodná například metoda 

buněčného sortingu. V době vypracovávání této práce nicméně nebyla na pracovišti možnost 

využití této separační metody a zároveň udržet sterilní podmínky inkubace buněk.  
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7.2 Diskuze výsledků 

          Výsledky prezentované v této práci podporují převládající vědecký názor, že statiny 

působí protizánětlivě, a přispívají k bližšímu pochopení jejich vlivu na fenotyp makrofágů.  

Je nicméně samozřejmě nutné mít neustále na paměti, že in vitro podmínky nejsou schopny 

plnohodnotně kopírovat stav in vivo, a je jistě vždy důležité zohlednit buněčný typ a kontext 

prostředí, ve kterém jsou statiny studovány. 

7.2.1 Kvantifikace povrchových znaků a stanovení životnosti buněk 

          Ještě před analýzou vlivu statinů na expresi povrchových znaků byl stanoven také jejich 

efekt na přežívání buněk. V této práci bylo zjištěno, že statiny nemají negativní vliv na životnost 

buněk u žádné subpopulace makrofágů. Naopak se překvapivě ukázalo, že statiny jsou schopny 

zvýšit životnost M2 makrofágů. Tyto výsledky jsou v částečné shodě se studií Parihar et al., 

2014, kde statinová terapie neměla na přežívání makrofágů diferencovaných z monocytů 

periferní krve žádný vliv. Jsou v rozporu se studií Croons et al., 2010, kde byl studován vliv 

statinů na životnost makrofágů J774.A1 a kde byla prokázána negativní korelace se životností 

buněk a užitím statinů. Možným důvodem tohoto rozkolu je, že v uvedených studiích byly 

makrofágy stimulovány jiným způsobem a nebyl studován vliv statinové terapie na různé 

fenotypy makrofágů. 

          Prvním analyzovaným povrchovým znakem byl znak CD14, kterým byla definována celá 

monocytární populace. CD14, známý také jako lipopolysacharidový receptor, je klíčový  

pro aktivaci TLR2/4 a spuštění jejich signalizačních drah (Muta and Takeshige, 2001). 

Výsledky této diplomové práce ukazují, že statiny nemají vliv na expresi tohoto znaku  

na makrofázích žádného zde zkoumaného fenotypu a naznačují tak, že in vitro statiny 

neovlivňují makrofágy jako takové. Tohoto závěru došli i autoři studie Izadpanah et al., 2015. 

Tento výsledek je v rozporu s výsledky studie Frey and De Maio, 2007, kde byl in vitro popsán 

efekt statinové terapie na zvýšení exprese membránového CD14 na povrchu myších 

peritoneálních makrofágů. Autoři tento efekt přisuzují inhibici Rho GTPázy, respektive inhibici 

postranslační modifikace geranylgeranylace vlivem zablokování biosyntetické dráhy 

cholesterolu. Jak bylo zmíněno už v kapitole 2.2, izoprenoidní molekuly účastnící se prenylace 

(tedy i geranylgeranylace) proteinů jsou meziproduktem mevalonátové dráhy a jejich produkce 

je tak statiny také omezena. A právě inhibice geranylgeranylce dle autorů způsobila inhibici 

Rho GTPázy, která vyústila ve zvýšenou expresi znaku CD14. Studie Funderburg et al., 2014 

naopak přednesla poznatky o snížení množství solubilní formy tohoto znaku v séru pacientů 
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s HIV-1 po ošetření statiny a demonstrovala tak jejich negativní efekt na aktivaci monocytů 

v rámci tohoto onemocnění. Studie Izadpanah et al., 2015 pak popsala efekt statinů na snížení 

exprese tohoto znaku na povrchu mesenchymálních kmenových buněk. Zde je nutné zmínit,  

že statiny omezily už diferenciační schopnost těchto kmenových buněk a je tak možné,  

že omezení CD14 není přímým vlivem statinů na tento povrchový znak, ale důsledkem změn 

kmenových buněk jako takových. Nicméně tato teorie není podepřena výzkumem.  

Důvodů tohoto rozkolu může být jistě mnoho, je pravděpodobné, že, stejně jako v případě 

ostatních povrchových znaků, hraje klíčovou roli vliv okolního prostředí. Ve chvíli, kdy jsou 

makrofágy, byť in vitro, stimulovány jiným způsobem, pak nutně musí dojít také k rozdílům 

v jejich vlastnostech. Znak CD14 je exprimován i dalšími buněčnými typy a je pravděpodobné,  

že i buněčná příslušnost bude hrát v možném vlivu statinů na expresi tohoto znaku roli. 

          Dále byl analyzován i efekt statinů na populace makrofágů definované znaky CD14  

a CD16, respektive tedy jejich vliv na expresi znaku CD16. Dle zde prezentovaných výsledků 

nemá statinová terapie na expresi tohoto znaku významný vliv. To dále podporuje hypotézu,  

že statiny in vitro neovlivňují makrofágy jako takové. 

          Kromě zmíněných povrchových znaků CD14, CD16 byly dále vybrány znaky CD15, 

CD36, CD163, CD206, Trem-2, ABCA-1. Znak CD86 byl použit pouze v rámci 

optimalizačních kroků, dále nemohl být využit z důvodu silné autofluorescence makrofágů 

v kanálu, ve kterém byl měřen. 

          Receptory CD163 a CD206 jsou typickými znaky M2 makrofágů (Buechler et al., 2000; 

Chen et al., 2020), jejich exprese pak byla spojena také s M2 fenotypem makrofágů účastnících  

se aterosklerózy (Bisgaard et al., 2016; Kralova Lesna et al., 2016). Jsou tak běžně využívány 

jako markery alternativně aktivovaných M2 makrofágů (Soldano et al., 2018; Veloso et al., 

2020). I v rámci této práce byly tyto markery zvoleny pro rozlišení M2 makrofágů.  

Zatímco znak CD163 kopíroval očekávaný trend, byl tedy v signifikantně vyšší míře 

exprimován u M2 makrofágů v porovnání s M1 makrofágy, exprese znaku CD206 byla 

nezvykle vysoká nejen u M1 makrofágů, ale také u nestimulovaných M0 makrofágů, které byly 

vystaveny pouze působení faktoru M-CSF. Zdá se tedy, že za vysokou expresi tohoto znaku  

je zodpovědná právě inkubace monocytů s tímto diferenciačním faktorem, který je běžně  

v in vitro experimentech využíván k navození diferenciace makrofágů z monocytů (Sadh et al., 

2020). Tuto teorii podporují i recentní výsledky studie Chen et al., které ukazují, že M-CSF 

stimuluje některé fenotypové charakteristiky alternativně aktivovaných makrofágů,  

včetně zvýšené exprese znaku CD206. Tento efekt je u buněk pozorovatelný i několik dní  
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po výměně média již bez M-CSF (Chen et al., 2021). Překvapivě, nejmenší měrou byl CD206 

exprimován na povrchu M2 makrofágů. 

Statiny signifikantním způsobem zvýšily expresi CD206 u subpopulace M2. Tento výsledek je 

v souladu s předpokládanou antiinflamační funkcí statinů a je ve shodě s výsledky studie Zhang 

et al., 2017 na lidských makrofázích z monocytů periferní krve, kde autoři zvýšení exprese 

tohoto znaku spojují se zvýšením exprese a aktivace PPAR-γ v makrofázích. Byl prokázán 

antiinflamační efekt tohoto receptoru a jeho zvýšená exprese je spojována s markery M2 

makrofágů (shrnuto v Zhang et al., 2017). 

Ač nebylo dosaženo signifikance, výsledky prezentované v této práci naznačují také vliv statinů 

na expresi znaku CD163. V rámci populaci M0 a M2 byl detekován trend statinů na omezení 

exprese tohoto znaku. Negativní efekt statinů na expresi tohoto markeru byl překvapující, 

vzhledem k jeho protizánětlivému charakteru, nicméně je ve shodě s výsledky in vitro studií 

Zhang et al., 2017b a Fu et al., 2019. Ač byl CD163 dlouho považován za ateroprotektivní 

znak, byly studií Bengtsson et al., 2020 publikovány výsledky naznačující jeho proaterogenní 

efekt. Zvýšená exprese tohoto receptoru byla detekovaná u pacientů v symptomatické fázi 

aterosklerózy, byla spojena s nestabilními aterosklerotickými pláty a v neposlední řadě bylo 

popsáno, že jeho přítomnost negativně koreluje s množstvím HDL cholesterolu (Bengtsson et 

al., 2020). 

          Transportér ABCA-1 je exprimován na povrchu makrofágů, kde zabezpečuje reverzní 

transport intracelulárního cholesterolu z buňky (de Gaetano et al., 2016). Přiřazení tohoto znaku 

k zánětlivému nebo protizánětlivému fenotypu není jednoznačné. Některé studie jej řadí 

k prozánětlivému fenotypu (de Gaetano et al., 2016), jiné k protizánětlivému (Tang et al., 

2009). V této práci byla jeho vyšší exprese detekována u subpopulace klasicky aktivovaných 

M1 makrofágů. Na expresi tohoto markeru nebyl prokázaný signifikantní význam statinové 

terapie, výsledky ale ukazují, že zejména u M1 subpopulace došlo po ošetření buněk statiny 

k omezení exprese tohoto znaku. V tom, zda statiny expresi ABCA-1 podporují, inhibují či ji 

vůbec neovlivňuji nejsou studie jednotné. In vivo v lidských aterosklerotických plátech statiny 

podporují expresi tohoto transportéru (Santovito et al., 2020). Vzhledem k jeho roli v reverzním 

transportu cholesterolu, lze jistě zvýšení exprese znaku ABCA-1 alespoň v kontextu 

aterosklerózy považovat za pozitivní. Na druhou stranu, in vitro na makrofázích odvozených  

z THP-1 linie byl popsán opačný efekt (Niesor et al., 2015) a studie He et al., 2019 nedetekovala 

in vitro na expresi ABCA-1 v lidských plicních epiteliálních buňkách vůbec žádný efekt. 
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V rámci studia vlivu statinů na expresi tohoto znaku je jistě velice důležité zohlednit kontext 

okolního prostředí i buňky, na jejichž povrchu je transportér exprimován. 

          Přítomnost Trem-2high makrofágů byla detekována v aterosklerotickém plátu myši 

(Cochain et al., 2018) a na myším modelu bylo také popsáno, že jsou tyto makrofágy velmi 

náchylné k přeměně v pěnovité buňky (Kim et al., 2018). V rámci této diplomové práce byla 

signifikantně vyšší exprese tohoto znaku detekovaná na povrchu M0 a M2 makrofágů oproti 

M1 makrofágům. To odpovídá výsledkům studie Baidžajevas et al., 2020, ve které bylo 

prokázáno, že M2 makrofágy jsou k přeměně v pěnovité buňky významně náchylnější než M1 

makrofágy. U M0 makrofágů by tato významně vyšší exprese mohla být ovlivněna 

již diskutovaným M-CSF a jeho vlivem na některé protizánětlivé vlastnosti makrofágů (Chen 

et al., 2021). Exprese tohoto znaku byla významně snížena u subpopulace M0 po koinkubaci 

buněk se statiny. Grafy trendů ukazují významný vliv statinové terapie na expresi znaku  

Trem-2 u jednotlivých vzorků i v případě populací M1 a M2 makrofágů.  Přesněji, v rámci 

jednotlivých měření byla exprese Trem-2 nejvýrazněji snížena v případě subpopulace M2,  

což je opět v souladu s již diskutovanými výsledky studie Baidžajevas et al., 2020. Omezení 

exprese tohoto znaku bylo demonstrováno studií Liu et al., 2017 na myším modelu 

bronchiálního astmatu. S výsledky této studie jsou zde prezentované výsledky ve shodě. 

          CD15 (Sialyl-Lewis X) je v rámci studia aterosklerózy běžně sledovaným znakem, 

typicky je využíván ke stanovení profilu neutrofilů (Rothe et al., 1996), ale je exprimován  

také monocyty a dalšími leukocytárními buňkami (Nakayama et al., 2001). Zvýšená exprese 

tohoto znaku je obvykle spojována s adhezivitou leukocytů k endotelu, s indukcí formace 

aterosklerotického plátu (Tasneem et al., 2021) i s jeho rupturou. CD15 zprostředkovává 

uvolnění tkáňového faktoru z leukocytů, interakci s krevními destičkami a tím vznik trombu 

(Rauch et al., 2000). Jeho zvýšená exprese je tak spojována s pokročilou fází aterosklerózy, 

rupturou aterosklerotického plátu (Pertiwi et al., 2020; Sarlon et al., 2013). Ačkoliv v této práci 

nebyla prokázaná signifikantní spojitost mezi expresí CD15 a statinovou terapií, v rámci 

jednotlivých měření u subpopulací M0 a M1 byl detekován trend statinů na inhibici  

jeho exprese. Zejména pak u subpopulace M1. Zda a jak statiny ovlivňují přímo tento znak, 

nebylo doposud více studováno, nicméně v roce 2015 byla publikována studie, kde byl popsán 

efekt statinové terapie na zvýšení sializace makrofágů (Wang et al., 2015). 

          CD36 se řadí mezi scavengerové receptory a je exprimován na povrchu řady buněčných 

typů včetně makrofágů (Mäkinen et al., 2010) či adipocytů (Vroegrijk et al., 2013). Jeho rolí 

je nejen fagocytóza ox-LDL částic (Mäkinen et al., 2010), ale podílí se také na vychytávání 
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mastných kyselin s dlouhým řetězcem (Vroegrijk et al., 2013). Vysoká exprese znaku CD36 

byla detekována na povrchu zánětlivých makrofágů v lidské tukové tkáni (Kralova Lesna et al., 

2016). V této práci byl CD36 silně exprimován všemi subpopulacemi makrofágů. Nejvíce byl 

však exprimován makrofágy M2. Tento překvapivý výsledek koresponduje s výsledky recentní 

studie Baidžajevas et al., 2020, kde bylo zjištěno, že M2 makrofágy mají v porovnání s M1 

makrofágy silnější schopnost fagocytózy a internalizace volných LDL částic, a jejich následné 

přeměny v pěnovité buňky. Lze tak předpokládat, že jsou to právě M2 makrofágy, které CD36 

na svém povrchu exprimují silněji. 

Bylo prokázáno, že CD36 je exprimován po stimulaci ox-LDL (prozánětlivý stimul),  

ale také IL-4 či M-CSF (Feng et al., 2000). Vzhledem k tomu, že všechny subpopulace 

makrofágů byly v této práci stimulovány M-CSF, je možné, že vysoká míra exprese znaku 

CD36 je způsobena právě jeho přítomností. Ač nebyl prokázán signifikantní efekt statinové 

terapie na expresi tohoto znaku, grafy trendů jasně naznačují její efekt na snížení exprese CD36 

v rámci jednotlivých měření u subpopulací M1 a zejména M2. V případě subpopulace M2 

rozdíl mezi expresí znaku u buněk se statiny a bez statinů dosáhl téměř signifikance (p= 0,055). 

Tyto výsledky jsou v souladu s výsledky studie Han et al., 2004, kde byl efekt statinů 

demonstrován jak na makrofázích z THP-1 linie, tak lidských makrofázích odvozených 

z monocytů periferní krve stimulovaných ox-LDL. Autoři tento efekt zdůvodňují omezením 

fosforylace PPAR-γ v rámci MAP kinázové dráhy.  

           Ačkoliv u většiny povrchových znaků nebyl prokázán signifikantní vliv statinové terapie 

na jejich expresi, trendy jednotlivých měření jejich antiinflamační efekt poměrně jasně 

demonstrují. Signifikance pravděpodobně nebylo dosaženo vlivem relativně vysoké 

heterogenity dárců a jejich malého počtu. Při dostatečném rozšíření měření by statiny jistě 

prokázaly jejich antiinflamační potenciál na polarizaci makrofágů v plné šíři. Nicméně 

populační studie nebyla předmětem diplomové práce. 

7.2.2 Analýza genové exprese 

         Jako housekeeping gen, který je nutný pro výpočet relativní genové exprese metodou  

2-ΔΔCt, byl využit β2 mikroglobulin. U něj bylo prokázáno, že je v rámci studia genové exprese 

u makrofágů jedním z nejstabilnějších běžně využívaných housekeeping genů (Kalagara et al., 

2016), jeho volba v této diplomové práci se tak zdá být vhodná. Jak je z výsledků patrné, genová 

exprese byla stanovována pouze na buňkách tří vzorků. Buňky bylo nutno využít i pro metodu 

průtokové cytometrie, ve dvou případech nebyla výtěžnost buněk po izolaci z krve dostatečně 
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vysoká na to, aby mohly být provedeny obě analýzy. Vzhledem k tomu, že jednotlivé vzorky 

byly při qPCR vždy pipetovány v replikátech a v případě FACS analýzy replikáty využity 

nebyly, byly buňky použity právě na FACS.  

         Zvýšená genová exprese znaků NFκB, IL-1β, IL-6 a TNFα i iNOS je běžně v biologii 

považována za marker zánětu, respektive prozánětlivých makrofágů (Comalada et al., 2006), 

proto byla analyzována i v této práci. Byla detekována významně vyšší exprese prozánětlivých 

genů NFKB, IL1B, IL6 a iNOS u klasicky aktivovaných makrofágů M1 oproti subpopulacím 

M0 a M2. Stejný trend byl pozorován i v případě genu TNFA, v případě tohoto genu ale nebylo 

dosaženo signifikance. Tato data odpovídají obecnému povědomí o genovém profilu klasicky 

aktivovaných makrofágů a jsou ve shodě s výsledky studií Jaguin et al., 2013 a Bakondi et al., 

2019. 

         Výsledky této práce ukazují významný vliv statinové terapie na omezení genové exprese 

genu pro jaderný faktor NFκB. Stejného výsledku dosáhla například studie Tu et al., 2017.          

V případě této diplomové práce mohlo být snížení exprese tohoto nukleárního faktoru 

způsobeno inhibicí TLR2/4, který byl stimulován LPS při polarizaci M1 makrofágů. Tyto TLRs 

hrají významnou roli v aktivaci NFκB dráhy lipopolysacharidem (Muta and Takeshige, 2001). 

Vliv statinů na potlačení exprese TLR4 na povrchu monocytárních buněk a posléze i NFκB byl 

prokázán ve studii Fang et al., 2014. 

         Dále byl sledován efekt koinkubace buněk se statiny na expresi genu IL1B, výsledky 

prezentované v této práci demonstrují významnou spojitost mezi užitím těchto léčiv  

a omezením exprese tohoto genu makrofágy subpopulace M1. Tyto výsledky jsou podpořeny  

i výsledky ELISA testů, kde byl ověřen vliv statinů na omezení množství tohoto cytokinu  

na proteinové úrovni. Omezení genové exprese IL1B byla prokázána Altaf and Peng, 2014,  

ve studii tento efekt diskutují jako výsledek inhibice NLRP3 inflamazomu.  

Je tedy pravděpodobné, že v rámci této diplomové práce má klíčovou roli inhibice NFκB, 

zprostředkovaná inhibicí TLR4, který v aktivaci NLRP3 inflamazomu hraje důležitou roli 

(Boaru et al., 2015). Případně může být genová exprese IL-1β omezena i přímou inhibicí TLR4, 

respektive jeho expresí na povrchu makrofágů. Omezením TLR4 je pak ovlivněna i IRAK-1  

(z angl. Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) kináza. Vlivem snížení její aktivity dochází 

k omezení produkce prozánětlivých cytokinů (Methe et al., 2005). 

Zde prezentované výsledky nesouhlasí s výsledky studie  Healy et al., 2020, které ukázaly 

opačný vliv statinů na expresi tohoto genu u ApoE-/- myši. Tento efekt ve zmíněné práci 

diskutují jako výsledek inhibice isoprenylace proteinu Rac1, která dle jejich závěru působí 
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v rámci některých imunitních reakcí protizánětlivě. Stejných výsledků pak dosáhla i studie 

Linnenberger et al., 2021 in vitro na makrofázích kostní dřeně. Autoři této studie se domnívají, 

že antiinflamační efekt statinů in vivo není vázán na makrofágy, ale souvisí spíš s jejich vlivem 

na jiné imunitní buňky nebo s jejich systémovým účinkem. V této diplomové práci byl  

ale prokázán přímý vliv statinů na zánětlivý profil makrofágů, tím se práce rozchází s názorem 

autorů studie Linnenberger et al. 

         Významně byla také snížena exprese genu IL6 u M1 makrofágů, což v rámci této práce 

velmi pravděpodobně souvisí s inhibicí NFκB nebo IL-1β, jejichž signalizace může spustit 

syntézu IL-6.  Tento výsledek je v souladu s výsledky studií Jougasaki et al., 2010 či Fu et al., 

2019. Je podpořen také výsledkem ELISA testu, kdy byl prokázán efekt statinů na snížení 

uvolňování tohoto cytokinu makrofágy do kultivačního média. 

         Dalším sledovaným znakem byl gen pro iNOS, u něj byl detekován významný pokles 

v expresi v případě M1 makrofágů. Výsledek analýzy genové exprese je v souladu s výsledkem 

Griessovy reakce, kterou byl prokázán inhibiční efekt statinů na aktivitu tohoto enzymu 

(viz kapitola 6.4). Výsledek genové exprese je ve shodě se studií Huang et al., 2003, kde byl 

prokázán antiinflamační efekt na expresi tohoto genu v myších makrofázích i se studií Yang et 

al., 2016, kde byl stejný efekt prokázán in vivo v makrofázích peritoneální dutiny v animálním 

modelu infarktu myokardu. 

         V této práci nebyla prokázaná signifikantní spojitost mezi statinovou terapií a expresí 

genu TNFA. V přítomnosti statinu došlo jen k mírnému posunu ve směru omezení genové 

exprese v případě M1 makrofágů. Stejného výsledku bylo dosaženo ve studii Utomo et al., 

2016. Výsledky této diplomové práce se částečně rozchází s výsledky studie  Ruleva et al., 

2020, kde byla sice statiny snížena syntéza cytokinu TNFα, nicméně byla detekována zvýšená 

hladina mRNA. Výsledky zmíněné studie tak naznačují, že statiny omezují tento znak  

až na post transkripční úrovni. Z výsledků prezentovaných v této diplomové práci tento závěr 

ale nevyplývá. 

         Dále byla analyzována genová exprese genů spojovaných s protizánětlivým fenotypem 

imunitní odpovědi, ARG1 a TGFB. Ač nebylo dosaženo signifikance, je z výsledků jasné,  

že oba geny jsou výrazně více exprimovány makrofágy subpopulace M2 oproti makrofágům 

M1. Oba tyto znaky jsou běžně spojovány s alternativně aktivovanými M2 makrofágy 

(Assunção et al., 2017). K nejvýznamnější změně v expresi ARG1 došlo v případě makrofágů 

M2, zde statiny přispěly k jejímu zvýšení. Stejný, ale méně výrazný, trend je pozorovatelný 
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také u makrofágů M0 a M1. Pozitivní efekt statinů na expresi tohoto genu je v souladu 

s počáteční hypotézou této práce i s předpokládaným antiinflamačním efektem statinů. 

Stejného výsledku bylo dosaženo i ve studii Yang et al., 2016 na makrofázích potkanů  

po infarktu myokardu.V případě genu TGFB nedošlo k přílišné změně v expresi u žádné 

z populací, nejvýrazněji byla exprese ovlivněna v případě M2 makrofágů, kde statiny jeho 

expresi zvýšily. Zvýšení exprese tohoto genu jako efekt statinové terapie bylo dokumentováno 

ve studii Larson-Casey et al., 2019 v bronchoalveolárních buňkách izolovaných od pacientů 

s idiopatickou plicní fibrózou. 

         V neposlední řadě byl studován efekt statinové terapie na expresi genů znaků,  

které se účastní adheze a migrace monocytů a makrofágů, MCP-1 a VCAM-1.  

V případě MCP-1 došlo působením statinů ke snížení jeho exprese u M1 makrofágů,  

což je v souladu s výsledkem studie Jougasaki et al., 2010. Ke snížení jeho exprese 

pravděpodobně došlo omezením exprese IL-6, jak bylo také popsáno ve studii Jougasaki et al., 

2010. V případě subpopulace M0 došlo po ošetření buněk statiny k výraznému,  

ale ne signifikantnímu zvýšení exprese proti M0 makrofágům bez statinů. K mírnému zvýšení 

vlivem statinů došlo i v případě M2 makrofágů.  

Posledním studovaným genem v této práci byl VCAM1. V případě M1 makrofágů došlo  

ke snížení exprese tohoto genu, u subpopulace M2 došlo po ošetření buněk statiny k jeho 

zvýšení. Ani v jednom případě ale nebylo dosaženo signifikance. Statiny v minulosti prokázaly 

schopnost omezit syntézu a aktivitu VCAM-1 v endoteliálních buňkách (Khanicheh et al., 

2013). Výsledky různého vlivu statinové terapie na expresi znaků MCP-1 a VCAM-1  

na subpopulace M1, M2 a M0 naznačují, že je nutné také zohlednit kontext prostředí.  

Vliv statinů na expresi těchto znaků se zdá být protizánětlivý. Makrofágy jsou v určité chvíli 

schopny samy produkovat MCP-1 i adhezivní molekulu VCAM-1. V případě prozánětlivých 

M1 makrofágů tak mohou tímto způsobem přispět k dalšímu influxu monocytů/makrofágů  

do místa vznikajícího zánětu a dále tak podpořit a prohloubit zánět. Omezením exprese těchto 

znaků v případě M1 makrofágů tak statiny přispívají k redukci zánětu. V případě subpopulací 

M0 a M2 může být role opačná. Je-li zvýšená exprese těchto znaků u M2 makrofágů, může  

po influxu monocytů nebo makrofágů dojít k jejich diferenciaci a polarizaci do M2 fenotypu. 

M2 makrofágy pak můžou v místě uplatnit své protizánětlivé schopnosti a postarat se o redukci 

zánětlivých procesů a jejich pozůstatků a tím například přispívat ke stabilizaci 

aterosklerotického plátu. Tím tak statiny znovu přispívají k redukci zánětu. 



55 
 

7.2.3 Stanovení aktivity iNOS 

          Výsledky této práce prokázaly významně vyšší aktivitu enzymu iNOS u M1 makrofágů 

oproti subpopulacím M0 a M2. Tyto výsledky jsou v souladu se zažitými poznatky o typických 

znacích klasicky aktivovaných makrofágů, ale například i se studií Jablonski et al., 2016. 

          Statinová terapie prokázala významný vliv na snížení aktivity iNOS u subpopulací M1  

i M0. V tom, jak statiny ovlivňují aktivitu tohoto enzymu, se literatura rozchází. Výsledky  

této práce jsou ve shodě s výsledky studie Huang et al., 2003, kde byl in vitro demonstrován 

inhibiční efekt statinů na aktivitu tohoto enzymu v makrofázích diferencovaných 

v prozánětlivém směru (LPS+IFNγ). Omezení aktivity tohoto enzymu může být výsledkem  

již diskutované inhibice TLR/NFκB signalizace. A jsou ve shodě i se studií Zhang et al., 2018, 

kde byl sledován vliv statinů na aktivitu iNOS na myších makrofázích izolovaných 

z aterosklerotického plátu v aortě. Zdánlivě se výsledky diplomové práce rozcházejí s výsledky 

studie Ikeda et al., 2001, kde byl in vitro demonstrován opačný efekt statinů na aktivitu enzymu 

ve svalových buňkách srdce. Ve svalových buňkách má nicméně iNOS jinou funkci (Dayal et 

al., 2014). Možným vysvětlením rozkolu našich, i dalších výsledků, se studií Ikeda et al., 2001 

je využití jiných buněčných modelů, respektive různý efekt statinů na imunitní buňky a buňky 

neimunitní. Výsledek této analýzy je podpořen i výsledkem genové exprese. 

          Je nutno zmínit, že ve studii Kauerova et al., 2021, jíž je autorka této diplomové práce 

spoluautorem, byly publikovány výsledky o vlivu statinů na aktivitu iNOS v makrofázích.  

Ve zmíněné publikaci bylo využito stejné metodiky a analýza byla provedena autorkou 

diplomové práce. Pro potřeby diplomové práce byla ale analýza rozšířena o větší počet vzorků, 

nejedná se tak o totožné výsledky, byť demonstrují stejný efekt. 

7.2.4 Stanovení cytokinů 

          V této práci byl demonstrován významný vliv statinové terapie na omezení produkce 

prozánětlivého cytokinu IL-6 u M1 makrofágů. Srovnatelné výsledky byly publikovány  

ve studii Hohensinner et al., 2018 in vitro na lidských makrofázích a jsou ve shodě i s výsledky 

studie de Oliveira et al., 2020 na lidských makrofázích diferencovaných z monocytů periferní 

krve. Výsledky této práce se rozchází s výsledky studie Gasbarrino et al., 2019, kde byl in vitro 

na makrofázích diferencovaných z THP-1 linie demonstrován opačný efekt na produkci tohoto 

cytokinu. 
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          Dále byl v této práci demonstrován významný efekt statinů na snížení produkce cytokinu 

TNFα u M1 makrofágů. Stejný efekt byl demonstrován i u subpopulací M0 a M2, zde ale nebyla 

prokázaná signifikantní spojitost. Stejný účinek statinové terapie byl prokázán studií Wang et 

al., 2014, kde statiny snížily produkci cytokinu TNFα myšími makrofágy. Výsledky 

prezentované v této diplomové práci jsou ve shodě také s výsledky studie Ruleva et al., 2020, 

kde byl demonstrován efekt statinové terapie na snížení produkce tohoto cytokinu makrofágy 

diferencovanými z periferní krve. Ve studii Heming et al., 2018 bylo zjištěno že, produkce 

TNFα neúměrně koreluje s expresí PPAR-γ, respektive že omezení aktivity tohoto receptoru 

vede ke zvýšení genové exprese TNFA. Jedním z logických vysvětlení vlivu statinů na TNFα 

je tak jejich vliv na zvýšení aktivity PPAR-γ, která by vedla ke snížení exprese zmíněného 

znaku. Studií Zhang et al., 2017 byl tento efekt statinové terapie skutečně prokázán. Výsledky 

se opět rozchází s výsledky studie Gasbarrino et al., 2019.  

          Omezena byla také produkce silně prozánětlivého cytokinu IL-1β, především  

u makrofágů M1. Toto pozorování je v souladu s výsledky studie McFarland et al., 2017,  

kde byl vliv statinů na produkci tohoto cytokinu stanovován na makrofázích diferencovaných 

z linie THP-1 i studie Fu et al., 2019, kde byl studován vliv statinů na makrofázích 

diferencovaných z krevních monocytů. Efekt statinů na snížení IL-1β byl prokázán i ve studii 

Suresh et al., 2013, kde byl analyzován vliv statinů na produkci IL-1β v exsudátu dásní  

u pacientů s chronickou periodontitidou. Výsledky diplomové práce se opět rozchází s výsledky 

studie Gasbarrino et al., 2019, či studií Healy et al., 2020, kde byla taktéž demonstrována 

schopnost statinů zvýšit produkci tohoto cytokinu nejen na proteinové úrovni,  

ale také na genové úrovni na makrofázích z kostní dřeně u ApoE-/- myši. Studie Akula et al., 

2019 tento efekt diskutuje jako výsledek inhibice prenylace proteinu Rac1, jehož aktivita vede 

k prozánětlivé signalizaci v rámci vrozených imunitních reakcí. Podle autorů této studie, 

prenylace brání aktivaci tohoto proteinu, omezuje tak inflamační charakter imunitní reakce  

a působí tedy protizánětlivě. Dle jejich závěrů statiny podporují prozánětlivý fenotyp 

imunitních reakcí právě omezením protizánětlivého efektu prenylace (Akula et al., 2019).         

          V neposlední řadě byl analyzován efekt statinů na produkci protizánětlivého cytokinu  

IL-10. Výsledky této práce ukazují potenciál statinů zvýšit jeho produkci u všech  

zde sledovaných populací makrofágů, byť nebylo dosaženo signifikance. Za hraničně 

signifikantní lze považovat vliv statinové terapie ta tento znak v případě M1 makrofágů  

(p= 0,052). Výsledky jsou v souladu s předpokládaným protizánětlivým účinkem statinů  

a s výsledky studie Stumpf et al., 2009, které demonstrovaly významný efekt na zvýšení hladin 
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IL-10 v séru laboratorních potkanů, kteří byli vystaveni působení statinů po infarktu myokardu. 

Souhlasí také s výsledky studie Xu et al., 2017, kdy po ošetření statiny došlo ke zvýšení hladin 

IL-10 u myšího modelu traumatického poranění mozku. Zdá se, že i v případě tohoto cytokinu 

může hrát roli vliv statinů na aktivaci PPARγ receptoru, který zvyšuje produkci IL-10 (Zhang 

et al., 2017a). I tyto výsledky jsou v rozporu se studií Gasbarrino et al., 2019. V případě tohoto 

cytokinu autoři popisují, že významnou roli hraje doba inkubace buněk se statiny.  

Při koinkubaci makrofágů se statiny po dobu 24 hodin došlo ke zvýšení jeho produkce,  

po prodloužení inkubační doby na 72 hodin byla naopak jeho produkce snížena. Podobný efekt 

byl pak prokázán i v této diplomové práci (viz Optimalizace). Jak výsledky optimalizační 

analýzy ukázaly, relativně významnou roli v antinflamačním účinku statinů hraje čas 

koinkubace s buňkami. V určitém časovém úseku statiny in vitro naopak podporují zánětlivý 

profil makrofágů, v diplomové práci demonstrováno zvýšením aktivity iNOS. Je možné,  

že autoři studie Gasbarrino et al., 2019 dostatečně nezohlednili efekt času koinkubace buněk  

se statiny a jejich výsledky jsou tím ovlivněny. 

          V této práci byl demonstrován antiinflamační efekt statinů i na proteinové úrovni 

prostřednictvím snížení produkce prozánětlivých cytokinů IL-1β, IL-6 a TNFα. Naopak byl 

prokázán jejich pozitivní vliv na zvýšení protizánětlivého IL-10. Ač nedosáhly všechny 

výsledky hranice statistické významnosti, stále podporují převládající názor vědecké obce,  

sice že statiny mají antiinflamační schopnosti, respektive že na polarizaci makrofágů a jejich 

fenotyp působí protizánětlivě. 

          Jen relativně malá část výsledků, které jsou prezentované v této, práci dosáhla 

signifikantních změn. To je dáno vysokou variabilitou buněk způsobenou variabilitou a malým 

počtem dárců. Ačkoliv odebrané monocyty byly do makrofágů diferencovány stejným 

způsobem, je stále nutné brát v potaz, že byly ovlivněny už svou existencí v různém prostředí 

organismu. Tento efekt by byl eliminován, pokud by v práci byly využity buněčné linie  

např. THP-1. Ta ale nevykazovala dostatečnou senzitivitu k protokolu k diferenciaci 

makrofágů. Toto je jistě nejzávažnější limitací diplomové práce. 
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8 ZÁVĚR 

        Tato práce se zabývala studiem vlivu statinové terapie na zánětlivý profil makrofágů, 

k tomuto účelu byly využity makrofágy diferencované z monocytů lidské periferní krve  

a fluvastatin. Snahou této práce bylo prokázat přímý antiinflamační efekt statinů na polarizaci 

makrofágů. 

Výsledky analýz v této práci ukazují, že in vitro:  

● Statiny výrazně ovlivňují metabolismus makrofágů 

● Statiny omezují expresi povrchových znaků spojovaných se zánětlivým fenotypem 

makrofágů nebo progresí aterosklerózy 

● Statiny významně zvyšují expresi protizánětlivého CD206 u alternativně aktivovaných 

makrofágů M2 

● Genová exprese prozánětlivých genů NFKB, IL1B, IL6 a INOS je statiny významně 

snížena 

● Genová exprese genu TNFA je také snížena, ale nebyla prokázaná signifikance 

● Genová exprese protizánětlivých genů ARG1, TGFB je statiny zvýšena 

● Genová exprese genů účastnících se adheze a migrace monocytů/makrofágů (MCP1, 

VCAM1) je statiny omezena 

● Statiny významným způsobem omezují aktivitu inducibilní NO syntázy 

● Statiny redukují uvolňování cytokinů IL-1β, IL-6 a TNFα 

● Statiny podporují produkci cytokinu IL-10 

        Závěrem. Počáteční hypotéza, sice že statiny působí v in vitro prostředí na polarizaci 

makrofágů protizánětlivě, byla analýzami v této práci potvrzena. Byl potvrzen nejen 

antiinflamační efekt na markery zánětu, ale analýzy prokázaly také jejich schopnost přímo 

podpořit znaky spojované s protizánětlivým fenotypem imunitní odpovědi. Je znovu třeba 

zdůraznit, že in vitro prostředí přesně nedopovídá stavům in vivo, v rámci výzkumu statinů  

a jejich imunomodulačních schopností je dozajista nutné zohlednit kontext prostředí, buněčný 

typ a v neposlední řadě také vliv času a jejich koncentrace. 
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Na základě výše uvedených i dalších studií předpokládáme, že statiny in  itro působí na polarizaci makrofágů

v protizánětlivém směru a snižují markery zánětu.

Pro potvrzení naší hypotézy byly stanoveny následující cíle:

1) Kvantifikace vlivu statinů na expresi povrchových markerů monocytárních buněk pomocí průtokové cytometrie

2) Stanovení vlivu statinů na expresi genů pro NF  B, IL 1 , IL 6 a TNF a NO syntázu pomocí metody qRT PCR

3) Definice vlivu statinů na aktivitu NO syntázy (Greissova reakce) a Arginázy  1

4) Stanovení změn v produkci cytokinů IL 1 , IL 6, IL 10 a TNF ELISA testem

Pro potřeby tohoto výzkumu byl využit model makrofágů získaných diferenciací lidských periferních monocytů,

příslušná polarizace byla stimulována LPS+IFN  (M1 makrofágy) a IL 13+IL 4 (M2 makrofágy) . Jako modelový

statin byl vybrán fluvastatin .

Stěžejní metody pro tento projekt jsou uvedeny výše.

               
1. (Fu et al., 2019)

2. (Albert et al., 2001)

3. (Ridker et al., 2008)

4. (KralovaLesnaet al., 2018 

        

                                          

                                                

        

                                           

Je prokázáno, že vedle poruchy distribuce, ukládání cholesterolu a tvoření lipidových lézí je ateroskleróza definována zejména přítomností chronického zánětu a v němž základní roli má přítomnost a aktivita makrofágů .

Právě koincidence obou těchto patologických dějů silně ovlivňuje různé fáze aterogeneze . Protektivní význam cílené protizánětlivé terapie na kardiovaskulární chorobu byl prokázán v klinických studiích. Publikovaná data prokázala

i protizánětlivý účinek statinů, přičemž byl tento efekt prokázán jak in vitro1 tak in vivo  3. Mechanismus tohoto jevu není objasněn, naše recentní data prokázala4 možný vliv na polarizaci makrofágů v tkáních . V prezentovaném projektu jsme

tento efekt testovali v in vitro podmínkách .

 výsledky cytometrické analýzy ukazují, že statiny snižují expresi některých zánětlivých povrchových znaků

 metodou qRT PCR bylo prokázáno, že statiny signifikantně snižují expresi genů zánětlivých markerů NF  B, IL 1 

a IL 6 a významně také expresi TNF  u M1 makrofágů

 Griessovou metodou bylo prokázáno, že statiny signifikantně snižují aktivitu NO syntázy u M1 makrofágů

 ELISA test ukázal významné snížení produkce IL  6 a IL 1 u M1, z dosavadních dat lze předpokládat, že i u TNF  

dojde k podobnému výsledku

                                                                                  

                    

Dosavadním závěrem této práce je potvrzení počáteční hypotézy, sice, že statiny ovlivňují polarizaci makrofágů 

v protizánětlivém směru a že snižují přítomnost markerů zánětu.
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Graf 1.1: Shrnující graf procentuálního vyjádření změny v expresi povrchových znaků mezi 

buňkami se statiny a bez statinů

Procentuální vyjádření snížení počtu buněk exprimujících daný extracelulární znak. Procenta nad sloupci 

v grafu vyjadřují rozdíl exprese znaku mezi buňkami se statiny a bez nich, Mx(%) Mx+statin (%).

Data ukazují významnou korelaci mezi užitím statinu a snížením exprese CD16, Trem  2, CD163, CD206 

i CD36. Z grafu vyplývá, že statiny mají silný vliv na snížení exprese zánětlivých markerů a receptorů 

zodpovědných za fagocytickou aktivitu makrofágů. Vliv statinů na expresi CD14 receptoru nebyl 

prokázán.

Ukázka cytometrického okna 

M1 M1 sta n
M2 sta n M2

Obrázek 3.1: Grafy exprese jednotlivých genů pro zánětlivé proteiny

Výsledky z qRT PCR jasně prokazují protizánětlivý vliv statinů na expresi zánětlivých markerů. Přidání statinů vedlo k signifikantnímu snížení exprese NF  B, 

IL 1 a IL 6. Z grafu pro TNF je patrné, že i u tohoto genu statiny znatelně snížily jeho expresi, není zde ale signifikantní rozdíl mezi vzorky s a bez statinů.

Data vyjádřena log2 násobnou změnou neošetřené kontroly ( Mo) ve srovnání s makrofágy M1 či M2, měřeno v triplikátech, průměr ± SD, *** p< 0,001.

Graf 2.1: Množství uvolněného oxidu dusnatého do média.

Pro stanovení aktivity NO syntázy bylo měřeno množství uvolněného oxidu dusnatého (NO) 

do média. Data byla porovnávána mezi stejnými fenotypy buněk s a bez statinů.

Statiny signifikantně snížily aktivitu NO syntázy u M1 makrofágů, naopak na aktivitu u M2 

makrofágů nemělo přidání statinů výrazný vliv.

Měřeno v tetraplikátech , průměr ± SD, *** p< 0,001.

Graf 4.1: Změny produkce cytokinů IL 6 (a) a IL 1 (b) u buněk stimulovaných statiny a bez statinů

4.1 a): Graf ukazuje významný vliv statinů na snížení exprese cytokinu IL  6. U Mo makrofágů se statiny došlo k 4,6 násobnému snížení produkce IL  6, u M1

k 1,5 násobnému a u M2 k 1,4 násobnému snížení vůči buňkám stejného fenotypu bez statinů. Data demonstrována 2 hodnotami

4.1 b): Graf ukazuje významný vliv statinů na snížení exprese cytokinu IL  1 . U Mo makrofágů statiny snížily expresi cytokinu 1,15x, u M1 2,99x a u M2 

makrofágů 0,93x vůči buňkám stejného fenotypu bez statinů. Měřeno v triplikátech

Na ose Y je vynesen násobný rozdíl v produkci cytokinu oproti Mo kontrolním buňkám.
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Obr. 1.1: Histogramy pro IL 6 a Arg 1

Histogramy vyjadřují rozdíly v expresi IL  6 a Arg 1 

u buněk stejného fenotypu s a bez statinů.

Vyjádřeno průměrnou hodnotou buněk exprimujících

daný intracelulární znak .

Buňky se statiny

Buňky bez statinů

1    

11   

11   
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Výsledky 2  4 byly vyhodnocovány pomocí statistického programu GraphPad. 

Pro analýzu dat 2 a 3 byly použity Anova test a Bonferri s Multiple Comparison Test.


