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ABSTRAKT

Statiny jsou pro svij vyznamny hypolipidemicky efekt vyuzivany jako 1éCiva aterosklerozy
od 90. let 20. stoleti a navzdory nové se vyvijejicim moznostem 1écby jsou stale prvni volbou
pii primarni i sekundarni prevenci v 1é¢bé kardiovaskularnich chorob. Zacatek 21. stoleti pfinesl
také diikazy o antiinflamacnim efektu téchto 1éCiv, ktery se zda byt nezavisly na jejich jiz zminéném

hypolipidemickém u¢inku.

Tato diplomova prace se zabyva vlivem statinli na polarizaci makrofagti v in vitro prostiedi.
K analyzdm byly vyuzity makrofagy diferencované z monocytd periferni krve. Pomoci priitokové
cytometrie byl stanoven efekt statinové terapie na expresi povrchovych znakta (CD16, CD15, CD36,
CD163, CD206, ABCA-1 a Trem-2), metodou qPCR byl stanoven efekt statinii na genovou expresi
prozanétlivych gentt (NFkB, IL-1B, IL-6, TNFa a iNOS), protizdnétlivych gent (Arg-1, TGFp) a genti
typickych pro proteiny zprosttedkovavajici adhezi a transmigraci monocytti a makrofagii do intimy cévy
(VCAM-1 a MCP-1). Pomoci Griessovy metody byl kvantifikovan efekt statind na aktivitu iNOS
av neposledni fadé byl sledovan jejich vliv na uvoliiovani prozanétlivych cytokint (IL-1B, IL-6 a TNFa)

a protizanétlivého cytokinu IL-10.

Pomoci priutokové cytometrie bylo zjiSténo, Ze statiny snizuji expresi znaki CDI15, CD36,
ABCA-1, Trem-2 a CD163, naopak exprese znaku CD206 byla plisobenim statinli zvySena. Metodou
qPCR byl prokazan signifikantni vliv statinové terapie na snizeni genové exprese NFkB, IL-1B, IL-6
a iINOS u M1 makrofagli ve srovnani s nestimulovanymi M1 makrofagy. Zejména v piipadé¢ M2
VCAM-1 a MCP-1 u vsech sledovanych subpopulaci makrofagi. Griessovou metodou byl prokdzan
statisticky pokles aktivity enzymu iNOS u M1 makrofagh plsobenim statinové terapie v srovnani
s nestimulovanymi M1 makrofagy. To je v souladu s vysledky analyzy genové exprese. V neposledni

fadé byl prokazan signifikantni vliv na snizeni uvoliiovani zanétlivych cytokint IL-1f, IL-6 a TNFa

-----
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prispiva k bliz§imu pochopeni vlivu statinové terapie na zanétlivy profil makrofagll a rozsifuje

tak soucasné poznatky o antiinflamacnim efektu statinti nezavisle na jejich hypolipidemické schopnosti.

Klic¢ova slova: statiny, makrofagy, polarizace, zanéct



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 21% 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 (NFkB, IL-1p, IL-6, TNFa and iNOS), anti-inflammatory
genes (Arg-1, TGFB) 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-1p, IL-6 a TNFa) and anti-inflammatory cytokine

IL-10 was measured.

Flow cytometry results show that statins decrease the expression of CDI15, 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 NFxB, IL-1B, IL-6 and iNOS in M1 macrophages,
enhancing the expression of anti-inflammatory markers Arg-1 and TGFB. 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-1, IL-6 and TNFa 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.

Key words: statins, macrophages, polarisation, inflammation
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1 UVOD A CiLE DIPLOMOVE PRACE

Inhibitory hydroxymethylglutaryl-konenzym A-(HMG-CoA)-reduktazy, tedy statiny,
jsou v lécbe aterosklerézy vyuzivany jiz od 90. let minulého stoleti. Navzdory nové
se vyvijejicim piistupim a léCbam jsou nadale povazovany za nejucinnéjsi 1éCiva tohoto

onemocnéni a jsou stale prvni volbou pii primdrni i sekundéarni prevenci a 1écbé.

V Ceské republice je dostupnych 6 statindl, jejichz aktivita je zaloZena na stejném
mechanismu, ale které se mezi sebou lisi U€innosti, sndSenlivosti organismem a mistem
degradace. Prednosti statinti je velice uc¢inna reverzibilni schopnost blokace aktivity enzymu
HMG-CoA-reduktazy, ktery je klicovy v konverzi HMG-CoA na mevalonat, coz je limitujici
krok pfi jaterni syntéze cholesterolu (Endo et al., 1976; Endo, 2004). Blokace tohoto enzymu
ptispiva ke zvySené expresi receptoru pro LDL (z angl. Low-density lipoprotein) Castic (Feldt
et al., 2020), a tedy i snizeni mnozstvi té€chto Castic volné cirkulujicich v krevnim fecisti.
Naopak statiny prokazaly schopnost mirného zvyseni HDL (z angl. High-density lipoprotein)
cholesterolu (Blasetto et al., 2003). Mevalonat je dileZitym prekurzorem izoprenoidnich
molekul (Cubeddu and Seamon, 2006; Jiang ef al., 2014), které se obvykle ucastni vyznamnych
signalizacnich drah, omezenim jeho syntézy tak maji statiny schopnost ovliviiovat dalsi

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

A¢ bylo dlouhou dobu na aterosklerézu pohlizeno zejména jako na onemocnéni,
které je zptisobeno poruchami distribuce a ukladani cholesterolu, je dnes uz zcela jasné,
7e zasadni roli v rozvoji tohoto onemocnéni hraji 1 buiikky imunitniho systému, predevSim
makrofagy, a zejména chronicky zanét (shrnuto v Kobiyama and Ley, 2018). Koincidence
hypercholesterolemie se zadnétem ovliviiuje rizné faze aterogeneze a je treba soustiedit se

pti vyzkumu i 1é€bé€ na oba tyto faktory.

-----

prokazéan klinickymi studiemi, publikovana data prokazala i protizanétlivy vliv statinil v in vitro
a vin vivo studiich. Vysledky z klinické studie JUPITER (z angl. an Inervertion Trial
Evaluating Rovustatin) dokonce ukazaly protizanétlivy vliv statinli demonstrovany snizenim
CRP v séru pacientli nezdvisle na hladiné LDL cholesterolu (Mora and Ridker, 2006)
a naznacily tak potencial téchto 1éCiv pfi 1é€bé jinych inflama¢nich onemocnéni. I v nasi
vyzkumné skupiné byl zjiStén vyrazny efekt uzivani statini na polarizaci makrofagi

protizanétlivym smérem in vivo v lidské tukové tkani (Kauerova et al., 2021).



Pfesny mechanismus antiinflamac¢niho UCinku statini neni nicméné zatim zcela
objasnén. Tato diplomova prace byla zaméfena na zkoumani vlivu statini na makrofagy

v in vitro prostiedi a kladla si za cil zjistit, zda a jakym zplsobem ovliviiuji polarizaci

rrrrr

Byly stanoveny nasledujici experimentalni cile:

1) Pomoci priutokové cytometrie kvantifikovat vliv statinli na expresi povrchovych
markerti monocytarnich bunék. Na zakladé relevantni literatury byly vybrany nasleduji
markery CD14, CD16, CD15, CD36, CD163, CD206, Trem-2 a ABCA-1.

2) Metodou qPCR kvantifikovat vliv statind na expresi gent pro inducibilni NO syntéazu,
MCP-1, Arginazu-1, NF-xB, IL-1p, IL-6, TNFa, TGFp a VCAM-1.

3) Definovat vliv statinli na aktivitu inducibilni NO syntazy.

4) Pomoci ELISA testl stanovit zmény v produkci cytokint IL-1p, IL-6, IL-10 a TNFa

po oSetieni bunék statiny.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Ateroskleroza

Ateroskler6za je zanétlivé imunitni onemocnéni vyznacujici se chronickym
charakterem, ptitomnosti na lipidy bohatych 1ézi a dlouhodobym asymptomatickym prabéhem.
Mnoho studii prokdzalo, ze vedle poruch distribuce a ukladani cholesterolu je pro rozvoj
aterosklerdzy stejné dulezitd také piitomnost imunitnich bunék a chronicky zanét

(shrnuto v Kobiyama and Ley, 2018). Tyto faktory v rdmci ateroskler6zy funguji synergné.

Samotné onemocnéni neni tématem této diplomové prace. Nicméné vzhledem k faktu,
ze je ateroskler6za siln€ spjata s 1éCbou statiny a ze tato prace byla vypracovana v laboratoti
zabyvajici se jejim vyzkumem, poklddam za nutné cast teoretického tvodu tomuto onemocnéni

vénovat.

2.1.1 Mechanismus vzniku

Patofyziologicky proces ateroskler6zy je zpusoben souhrou poruch v metabolismu
lipidii a nefyziologickych proinflama¢nich imunitnich reakei, které vedou k nahromadéni
na lipidy bohatych makrofagt, tzv. pénovitych bunck, ve sténé¢ arterii. Neni-li aterogeneze
zachycena vcas, obvykle vyusti infarktem myokardu, cévni mozkovou piihodou (Pentikdinen
et al., 2000; Grenholdt et al., 2002; Geovanini and Libby, 2018) ¢i ischemickou chorobou
dolnich koncetin. Proces vzniku a progrese aterosklerozy miize byt zejména z hlediska role

zanétu zjednodusené shrnut do nésledujicich bodu:

1. Aktivace endotelii

Lipoproteiny, které se hromadi v cévé, jsou ¢asto nachylné k modifikacim (napfi. oxidace
¢i agregace). Tyto modifikace indukuji zanétlivy charakter lipidovych &astic, které pisobi
na buniky endotelu a ptispivaji k jejich aktivaci (Khan et al., 1995; Vladykovskaya et al., 2012).
Na aktivaci endotelii se podileji 1 monocyty a makrofagy, které pisobenim enzymu NADPH
(z angl. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidazy (Nox) pfispivaji vzniku
oxidovanych LDL ¢&astic (oxLDL; Manea et al., 2015; Vendrov et al., 2007).
I Nox produkované samotnymi endoteliemi nebo buiikami hladké svaloviny v cévé jsou velmi
dualezité pro aktivaci endotelii. Jejich piisobenim jsou totiz generovany reaktivni superoxidy
(ROS), které¢ stimuluji expresi adhezivnich molekul, a podporuji tak migraci

monocytti/makrofagii do intimy cévy v dalsi fazi (Vendrov et al., 2007).



Dalsim aktivatorem endotelii je dvojice hyperlipidémie a tzv. shear stress, a to zejména
v zaktivenych oblastech cév, v mistech jejich vétveni ¢i v oblastech aterosklerotickych plati
(shrnuto v Cunningham and Gotlieb, 2005). Bylo prokazano, ze poruchy proudu krve spole¢né
s hyperlipidemii zvysuji expresi TLR2 (z angl. Toll-like receptor 2; Mullick et al., 2008;
Bertocchi et al., 2011), ktery pak spousti kaskadu prozanétlivych reakci. Fyziologicky tok krve
je tedy v ramci aterogeneze vyznamné protektivni. K aktivaci endotelii, kterd vede k rozvoji
aterosklerdzy, ptispiva také chronické zvyseni krevniho tlaku. Ten ptsobi na endotel mensich
1 velkych cév. Dochazi ke zméndm iontového prostiedi, které ptispiva ke zvysSené proliferaci
bun¢k hladké svaloviny, a tedy ristu hladkého svalstva v cévé. Za fyziologickych podminek
endotel plisobi na rist bun¢k hladké svaloviny ve sténé€ cévy inhibi¢né, dysfunkéni endotel
naopak rast podporuje, diky ¢emuz pfispiva k zizeni lumen cévy, a tedy i k nedostatecnému

prokrveni a prokysli¢eni tkan¢ (Alexander, 1995).
2. Vstup monocyti do intimy cévy

Aktivované endotelie nasledné produkuji adhezivni molekuly, prozanétlivé cytokiny
a chemokiny, které umozuji transmigraci monocyti do intimy cévy (Gerszten et al., 1999;
Yang et al., 2004; Pae et al., 2006). Zasadni roli v pocatecni fazi aterosklerdzy hraje adhezivni
molekula produkovand endotelovymi butikami VCAM-1 (z angl. Vascular cell adhesion
molecule-1). Diky ni makrofagy adheruji k povrchu cévy (Cybulsky et al., 2001) a jsou
pfipraveny k transmigraci do intimy cévy, kterd je umoznéna pisobenim vykonného, silné
prozanétlivého chemokinu MCP-1 (z angl. Monocyte chemoattractant protein-1), zndmého
také jako CCL2 (z angl. Chemokine (C-C motif) ligand 2), v subendotelu. Tato molekula je
v zanétlivém prostiedi produkovana fadou bunécnych typl (Beall ef al., 1996) a na monocyty
se vaze pres jejich povrchovy receptor CCR2 (z angl. Chemokine (C-C motif) receptor 2; Volpe
et al.,2012). Spojeni CCL2/CCR?2 je esencialni nejen pro vstup monocytl do intimy cévy, ale
také pro jejich akumulaci ve vznikajicich aterosklerotickych placich a destabilizaci téchto plath
v pozdgjich fazich onemocnéni (Zivkovi¢ et al., 2021). VCAM-1 i MCP-1 jsou produkovény
také samotnymi makrofagy (Kowala et al., 2000; Nahrendorf et al., 2006; Dutta et al., 2015).

3. Produkce chemokini a chemoatraktantii nasledovana zvySenim migrace dalSich

bunék do intimy cévy

Dalsi bunky imunitniho systému do mista vznikajiciho zdn€tu migruji diky nadprodukci
chemokini a chemoatraktanti tkanovymi makrofdgy, nahromadénymi monocyty

1 neimunitnimi bunikami (napt. bunky endotelu ¢i hladké svaloviny cévy; Keophiphath et al.,



2010; Veillard et al., 2006). Dochéazi ke zvysSeni produkce chemokinu CCLS5 adipocyty
(Keophiphath et al., 2010), monocyty a T lymfocyty (Zeng et al., 2021) i neimunitnimi butikami
(Appay and Rowland-Jones, 2001). Ten napomdha k dalsi transmigraci monocytii do mista
vznikajiciho zanétu. Brani také jejich apoptdze, ¢imz piispiva dalsi progresi onemocnéni
(Keophiphath et al., 2010). Dalsim dtlezitym chemokinem je CXCL16 (z angl. C-X-C Motif
Chemokine Ligand 16), ktery je exprimovany endoteliemi (Yu et al., 2016), bunkami hladké
svaloviny (Wagsiter et al., 2004) ¢i makrofagy (Lehrke et al., 2007). S receptorem CXCR6
(z angl. C-X-C Motif Chemokine Receptor 6) tvoii dllezity vazebny par pro migraci Th1, Th17
(z angl. Type I T-helper, Type 17 T-helper) lymfocyti a NKT (z angl. Natural killer T cells)
bun¢k (Butcher et al., 2016; Lv et al., 2013) do aterosklerotického platu. Pro vstup B bunék je
dilezita exprese MIP-3a (z angl. Macrophage-inflammatory protein-30)/CCL20 a jeho vazba
na receptor CCR6 na povrchu B bunék periferni krve (Liao ef al., 2002).

4. Diferenciace monocyti v makrofagy, zisk prozanétlivého M1 fenotypu vlivem

okolniho prostiedi

Diferenciace monocyti do makrofagi je fizena mediatory v misté vznikajici 1éze. Mezi
tyto molekuly patii naptiklad M-CSF (z angl. Macrophage colony-stimulating factor; Clinton
et al., 1992). Nasledna polarizace do klasicky aktivovanych M1 prozanétlivych makrofagi
je pak zajiSténa zanétlivymi agens, mezi néZ patii enzym PCSK9 (z angl. Proprotein convertase
subtilisin kexin type 9) produkovany buiikami hladké svaloviny (Ricci et al., 2018) ¢i oxidované
lipidové Castice (Buttari ef al., 2014). Vliv na polarizaci makrofagi maji také mastné kyseliny
pfitomné v tukové tkani. Mezi prozanétlivé mastné kyseliny jsou fazeny palmitat
nebo palmitooleat (Poledne er al., 2020). Rozd€leni makrofagh do populaci M1 a M2
reprezentuje extrémy rozdilnych koncii spektra makrofagli, které se aterosklerdzy ucastni
(Jinnouchi et al., 2020). Transkriptomické profily bun€k v aterosklerdze nicméné jasné ukazuji,
7e nejvice zastoupenymi jsou M1 makrofagy (Martinez et al., 2006; Baidzajevas et al., 2020).
Klasicky aktivované M1 a alternativné aktivované M2 makrofagy jsou i naddle v ramci

aterosklerdzy nejstudovangjsimi fenotypy.
5. Fagocytoza a internalizace lipoproteinii makrofagy a jejich preména v pénovité
bunky

Makrofagy exprimuji  tzv. scavenger receptory (SR) nékolika  skupin.
Dle dostupné literatury jsou za fagocytozu lipoproteinovych ¢astic, které vedou k internalizaci

lipidii do makrofagii a nésledné transformaci v pénovité bunky, zodpovédné predevsim SR



skupiny B, CD36, SR-AI/Il (Fuhrman et al., 2002; Kunjathoor et al., 2002; Mékinen et al.,
2010), receptory MARCO (z angl. Macrophage Receptor with Collagenous Strucutre, Dahl et
al., 2007) nebo CD68 zrodiny SR-D (van der Kooij et al, 1997). Je také prokazéano,
ze mononukledrni fagocyty mohou cholesterol vstfebavat i makro a mikropinocytézou LDL
castic (Anzinger et al., 2010). Pénovité bunky tvoii velkou cast aterosklerotick¢ho platu,
ateromu.

Je tfeba zminit, Ze tvorba pénovitych bunék neni exkluzivni schopnosti
makrofadgi/monocytl, jak bylo dlouho pfedpokladano. V poslednich letech se objevuji ditkazy
o tom, ze se v pénovit¢ buniky mohou zménit i buiiky hladké svaloviny cévy, pericity

obklopujici cévu nebo dokonce kmenové buiiky (shrnuto v Poznyak et al., 2020).

6. Sekrece zanétlivych cytokini, reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (NOS)

a dalSich zanétlivych mediatori

Makrofadgy jsou hlavnimi producenty prozénétlivych cytokinii v aterosklerotickém

platu. Pod vlivem zanétlivého prostfedi exprimuji silné prozanétlivé IL-1B, TNFa ¢i IL-6
a chemokiny IL-8 a MCP-1 (Haversen et al., 2009; Ricci et al., 2018). Prozanétlivé M1
makrofagy jsou také typické produkci reaktivnich forem kysliku (ROS; Wang et al., 2014),
které podporuji oxidaci LDL (z angl. Low density lipoprotein) Castic nebo dale reguluji
prozanétlivé signalizacni drahy citlivé na oxido-redoxni homeostdzu (Fenyo and Gafencu,
2013). Vyznamnou roli zastava také inducibilni NO syntdza (iNOS) prozanétlivych makrofagt,
diky které tyto buniky produkuji prozanétlivy oxid dusnaty (NO), ktery piispiva dalsi progresi
onemocnéni (Behr-Roussel ef al., 2000).
V ateroskelerotickém platu jsou pifitomny 1 dal§i buiky imunitniho systému,
které svou aktivitou podporuji jeho prozanétlivy charakter a které napomdhaji progresi
tohoto onemocnéni. Mezi tyto butiky vedle monocytli a makrofagt patii také oba subtypy CD3*
bunék (Frostegard et al., 1999), eozinofily (Marx et al., 2019) ¢i proaterogenni B buiiky
(Tsiantoulas et al., 2015).

7. Formace nekrotického jadra zralého aterosklerotického platu, jeho destabilizace

a ruptura cévy

Tvorba aterosklerotickych plati je jednim z hlavnich znakl ateroskler6zy. Dochézi
k ukladdani lipidovych castic, ztlustovani intimy cévy a v pozdéjSich fazich také k tvorbé
tzv. fibroateromu. Ten je typicky velkym nekrotickym jadrem, které je bohaté na lipidy

a makrofagy a které je obklopeno fibrotizovanou tkani. S vytvofenim fibroateromu obvykle



piechazi ateroskleroza do pokrocilé faze, dochéazi k dalsi expanzi nekrotického jadra
a ztenCovani fibrotické oblasti a vytvaii se aterom nachylny k ruptute (shrnuto v Gonzalez and

Trigatti, 2017).

2.1.2 Makrofagy a aterosklerdza

Jak jiz bylo popsdno vyse v této praci, ke zvySeni influx makrofagl, respektive
Yang et al, 2004; Pae et al, 2006). Vychytdvaji zde nadbytecné LDL c¢astice pomoci
scavengerovych receptort, napiiklad CD36 ¢i SR-A (Mékinen ef al., 2010). V lysozomech jsou
pak castice rozlozeny kyselou lipdzou (Hakala et al., 2003; Ouimet ef al., 2011), dochazi
k uvolnéni volného cholesterolu (Ouimet et al., 2011) a mastnych kyselin, které jsou nasledné
esterifikovany v endoplazmatickém retikulu. Tento proces zajiStuje eliminaci toxicity volného
cholesterolu a umoznuje jeho uskladnéni ve formé intraceluldrnich lipidovych kapének (shrnuto
v Jeong et al., 2017). NadbyteCny intracelularni cholesterol mize buiikky opustit samovolné
pomoci pasivni difuze (Mendez, 1997) nebo tzv. reverznim transportem, ktery je zabezpecen
naptiklad transportéry ABCA-1 (z angl. ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette Al)
a ABCG-1 (z angl. ATP-binding cassette G 1; de Gaetano et al., 2016) na povrchu makrofagu.
Béhem reverzniho transportu dochézi k vazb¢ intracelularniho cholesterolu na HDL ¢astice,
které zprostfedkuji jeho pfenos do jater. V jatrech je cholesterol metabolizovan na Zlucové

kyseliny a je nasledné vyloucen z organismu (shrnuto v Rader ef al., 2009).

Dulezitost imunitnich reakci, a tedy i imunitnich bunck, je vrozvoji a progresi
ateroskler6zy neoddiskutovatelnd. Zasadni roli hraji nejen buniky vrozené casti imunitniho
systému, ale také buiiky fazené do adaptivni imunity. Tato diplomova prace si nicmén¢ neklade
za cil seznamit Ctenafe se vSemi aspekty vlivu imunitniho systému na toto onemocnéni.
Vzhledem k tématu prace je nasledujici kapitola vénovana pouze makrofaglim a jejich roli

v 10zvoji a progresi aterosklerozy.

2.1.2.1 Fenotypova rozmanitost makrofagl

V literatufe je popsana prozanétlivd polarizace makrofagh v prostiedi bohatém
na prozanétlivé cytokiny (napi. IFNy (Interferon gama) ¢i LPS). Tento typ makrofagtim ziskal
nazev M1 makrofagy. Jejich protikladem jsou M2 makrofagy polarizujici se pod vlivem
regulacni role. M1 a M2 subpopulace makrofagl se vyznamné lisi v sekre¢ni aktivité, genové

expresi 1 metabolickym profilem. Toto rozdé€leni je nutné vnimat jako extrémni stavy spektra,
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piicemz existuje mnoho dalSich stavi s nepfiili§ jasnym vyznamem. Typickou vlastnosti
makrofagl je jejich tkanova specifita a vysokd fenotypova variabilita dand specifickym

mikroprostfedim dané tkané (Gosselin et al., 2014).

Vyznamné zastoupenou subpopulaci makrofagli v aterosklerotickém platu jsou Ml
makrofagy, které jsou stimulovany ligandem pro TLR (Xu et al., 2001) a vyznacuji se silnou
expresi prozanétlivych cytokinti IL-1B (Chavez-Sanchez et al., 2014), IL-6 a TNFa, zanétlivych
mediatortt ROS (Tao et al., 2021) a NOS a chemokinti s C-X-C motivem (shrnuto v Bobryshev
etal.,2016).

M2 makrofagy Ucastnici se aterosklerozy mohou byt rozdéleny do dvou skupin,
na makrofdgy M2a, tzv. hojivé a regulacni M2b, ¢ (shrnuto v Bobryshev et al, 2016).
M2a makrofagy jsou in vitro polarizovany vlivem cytokinti IL-4 a IL-13 (Adutler-Lieber ef al.,
2013). Je pro né typicka vysoka exprese scavengerového receptoru CD163 (Lesna et al., 2016)
cytokiny IL-10, TFGB (Riccobono et al., 2018) a fibronektin (Kim et al., 2013), ktery je
dilezitou slozkou pii hojeni poskozenych tkani. M2b fenotyp makrofagti je indukovan
imunokomplexy a stimulaci TLR. Jsou typické smiSenym fenotypem, produkuji totiz vyznamné
necrosis factor o; Yue et al., 2017b). M2c fenotyp lidskych makrofagl vznika plisobenim IL-
10 (Lurier et al., 2017), TGFB (z angl. Tumor growth factor;, Lu et al., 2013) a/nebo
glukokortikoidli (Zizzo and Cohen, 2013). Vyznacuji se vysokou expresi receptoru pro
rozpoznani a fagocytdzu apoptickych bun€k, ¢imz vyznamné ptispivaji jejich odstranéni (Zizzo

etal.,2012).

V aterosklerotickém platu byly detekovany i dalsi subpopulace makrofagii, naptiklad
proaterogenni M4 makrofagy, v literatufe casto oznacované jako M2-like makrofagy,
které sviij fenotyp ziskavaji pod vlivem chemokinu pro krevni desticky CXCL4 (Erbel et al.,
2015a). Jejich ptitomnost je spojovana s nestabilitou aterosklerotického platu (Erbel ef al.,
2015b). Bylo také prokadzéno, Zze chemotakticky pfispivaji k influxu neutrofilt
do aterosklerotického platu, ¢imz ptispivaji k tvorbé tzv. neutrofilovych extracelularnich pasti
(Maretti-Mira et al., 2021). Dale byly definovany subpopulace, které¢ jsou stimulovany
hemoglobinem, haptoglobinem nebo hemem, vyznacuji se expresi CD163 a ateroprotektivnim

charakterem (shrnuto v Bobryshev et al., 2016).



2.1.2.1.1 M1 a M2a makrofagy

Velké mnozstvi zanétlivych makrofagh v misté vznikajici 1éze je klicové pro rozvoj
a progresi ateroskler6zy. Jejich vysoké zastoupeni v aterosklerotickém platu je zpisobeno
vtokem mononukledrnich fagocyti. Ten je z velké Casti podpofen samotnymi makrofagy,
které jsou vyznamnymi producenty chemokinu MCP-1 (Kowala et al., 2000).
Diilezitou roli hraje také jejich udrzeni ve vznikajicim platu. I zde hraji roli samotné makrofagy,
produkuji protein netrin- 1, ktery omezuje vycestovavani makrofagi z mista aterosklerotického
platu (van Gils et al., 2012).
Diferenciace monocytli do makrofdgl je spojena se zvySenim exprese scavenger receptord,
které jsou zasadni pro pfijem cholesterolu do buiniky (Libby ef al., 2013). Hromadéni
modifikovaného cholesterolu v makrofazich a vznik intracelularnich mirkokrystalii indukuje
nejen tvorbu pénovitych bunék, ale zptisobuje také aktivaci NLRP3 (z angl. NOD (nucleotide-
binding oligomerization domain) - like receptor pyrin domain containing 3)-inflamazomu.
Jeho aktivace zpiisobuje uvolnéni kaspazou 1 sestiihnutého prozanétlivého cytokinu IL-1,
jehoz mnozstvi je pfimo imérné mnozstvi cholesterolu (Duewell ef al., 2010). Tento proces

se zda byt zavisly na piisobeni komplementu (Samstad ef al., 2014).

A¢ se role M1 a M2 makrofagli vyznamné lisi, je pfitomnost obou fenotypi v procesu
aterogeneze dilezitd. Vedle rozdilnych funkci se obvykle rzni také mistem lokalizace.
Ta je obvykle determinovédna stadiem onemocnéni. V asymptomatické fazi makrofagy maji
jesté pomérné silnou schopnost migrace a ve zvySeném mnoZstvi jsou pfitomny jen v lipidovém
jadre vznikajiciho platu, vintimé€ cévy se nachdzi pouze sporadicky. Pii dal§i progresi
jsou jiz makrofagy, hlavné prozanétlivé M1, hojné nejen v jadie platu, ale 1 v jeho okrajovych
castech. Dochazi ke zvySeni exprese prozanétlivych markerd CD68, CD36, TNFa, IL-1B
¢i IL-8. ZvySena je také exprese proteini umoziujici eflux intracelularniho cholesterolu
z makrofagii, ABCA-1 a ABCG-1. Exprese protizanétlivych proteinii (IL-4, IL-10 ¢i IL-13)
je v aterosklerotickém platu v porovnani s asymptomatickou fdzi vyznamné sniZzena
(de Gaetano et al., 2016). Prozanétlivé makrofagy podporuji zadnétlivé prosttedi vznikajiciho

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

Vyznamnym procesem vV aterogenezi je premena cholesterol bohatych makrofagt
v pénovité bunky. V ur¢itém stadiu je mnozstvi intracelularniho cholesterolu tak vysoké,
ze dojde k potlaceni fyziologickych funkci makrofagl a podlehnou pteméné v pénovité buiiky,
které tvoii zéklad aterosklerotického platu. Schopnost transformace v pénovité buniky byla

prokédzana u obou fenotypii makrofagl, nicméné M2 makrofagy se ukazaly byt k této preméné
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vyrazn¢ nachyln¢jsi (Baidzajevas et al., 2020). Vysledky studie také piekvapivé ukazaly,
ze prozanétlivé M1 makrofagy maji niz§i schopnost vychytavani lipidii v porovnani s M2
polarizovanymi makrofagy (da Silva et al., 2016, Baidzajevas et al., 2020). Zda se tedy,
ze v ramci ateroskler6zy je vyznamnéjsi roli M1 makrofagti indukce zanétlivého prostredi a tim
1 podminek vedoucich k nestabilité aterosklerotického platu.

Nestabilita platt, ktera pfedchazi jejich ruptufe, je typicka signifikantn€ zvySenym mnozstvim
prozanétlivych M1 markertt (CD86, iNOS) a naopak poklesem protizanétlivych M2 znakt
(Arginaza-1, TGFp). ZvySena exprese transkripcniho faktoru pro Th2 imunitni odpoveéd
STAT6 (z angl. Signal Transducer and Activator of Transcription 6) aktivuje signalizacni

kaskadu Wnt- catenin, ktera vede polarizaci makrofagii do M2 fenotypu a stabilizaci platu

-----

-----

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

Vyznamnou schopnosti makrofagl je tzv. efferocytéza, receptorem zprostiedkovana
fagocytdza mrtvych bunék a jejich pozlstatkl. Pti defektu tohoto mechanismu v misté ziistavaji
zbytky mrtvych bunék, jejichZ pfitomnost jesté podporuje a zesiluje lokalni zdnét a dava vzniku
tzv. sekundarni nekrozy (Schrijvers et al., 2005). Pravé akumulace mrtvych bunék je jeden

z kli¢ovych procesti vedoucich ke vzniku nekrotického jadra ateromu (Cai et al., 2017).

10



2.2 Statiny

Statiny byly poprvé popsany japonskym biochemikem Dr. Akira Endo na pielomu
60. a 70. let minulého stoleti. Na poc¢atku stala hypotéza, ze by vysoké mnozstvi cholesterolu
vplazm¢ mohlo byt Gfinné¢ snizeno inhibici aktivity enzymu HMG-CoA
(Hydroxymethylglutaryl-konenzym A) reduktéazy, ktery je kliCovym regulatorem biosyntetické
drahy cholesterolu. Dr. Endo pifedpokladal, Ze inhibici tohoto enzymu lze dosahnout
vyrazné¢jSiho snizeni cholesterolu nez pouhou zménou jidelnicku na nizko tukovou dietu.
Predpokladal také, ze nékteré organismy prirozen¢ produkuji inhibitory tohoto enzymu
jako obranny mechanismus proti infekci mikroby, které cholesterol a jiné steroidy
z mevalonatové drahy vyuZzivaji pro rist a preziti. Prvni zndmy statin byl pod jeho vedenim
vyizolovan v prvni poloving 70. let z plisn€ Penicillium citrinum. 1zolovana latka méla vysokou
miru strukturni podobnosti s HMG-CoA a ukazala se byt kompetitivnim inhibitorem
HMG-CoA reduktazy. Pozdéji ziskala jméno mevastatin (Endo et al., 1976; Endo, 2004),
ktery ale nikdy nebyl pouZit v praxi.

Chemickd struktura statini je tvofena dvéma C¢éastmi, tzv. farmakoforem,
ktery je zodpovédny za farmakologickou aktivitu statinu, a kruhovym systémem s riznymi
substituenty, kterymi se od sebe statiny odliSuji. Farmakofor zabezpecuje reverzibilni,
na mnoZstvi zavislou inhibici enzymu HMG-CoA reduktazy, kruhova ¢ast pak definuje afinitu

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

Statiny jsou pro jejich vyznamny hypolipidemicky efekt prvni volbou v 1é¢bé€ 1 prevenci
kardiovaskularnich chorob. Zabezpecuji snizeni hladin LDL cholesterolu piimo, omezenim
jeho syntézy vramci mevalondtové drahy inhibici pfemény HMG-CoA na mevalonat
zablokovanim HMG-CoA reduktazy (Endo et al, 1976). 1 neptimo, podporou exprese
receptorti pro LDL cholesterol. Ty vyvazuji nadbytecny LDL cholesterol z prostiedi (Feldt et
al., 2020). Statiny také pfispivaji ke snizeni hladin triglyceridi v krvi (Scandinavian
Simvastatin Survival Study Group), které ovliviiuji vznik kardiovaskuldrnich onemocnéni
(shrnuto v Miller ef al., 2011). Statiny také podporuji stabilitu jiz vzniklého aterosklerotického
platu (Libby and Aikawa, 2003), jehoz nestabilita vede ke klinickym komplikacim

aterosklerdzy.
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Inhibice tvorby mevalonatu vede také ke snizeni syntézy izoprenoidi, jimz je mevalonat
prekurzorem (Cubeddu and Seamon, 2006; Jiang et al., 2014). Timto statiny zasahuji

i do dalSich signdlnich drah s vyznamnym klinickym ptfesahem.

2.2.1 Antiinflamacni a antioxidacni ucinek statint

V ramci rozvijejiciho se odvétvi translacni mediciny byl dilezity objev antiinflamacniho
ucinku statinii nezavislého na jejich hypolipidemickém efektu. K jeho prikazu vyznamné
ptispély vysledky mezinarodni klinické studie JUPITER, ktera, vedle efektu statin
na mortalitu a morbiditu kardiovaskuldrnich onemocnéni, jasné demonstrovala signifikantni
vliv statinQl na sniZeni hladiny vysokosenzitivniho CRP (hs-CRP) nezavisle na hladinach
cholesterolu (Mora and Ridker, 2006). Vliv téchto 1é¢iv na hladinu CRP byl v nésledujicich
letech potvrzen i dal$imi studiemi (Ruiz-Limon et al., 2015; Li et al., 2018).

Mechanismus, kterym statiny ovliviiuji hladinu CRP, neni stéle zcela objasnén, pravdépodobné
je ale tento efekt zplisoben omezenim IL-6. Studii z roku 2005 bylo prokazéano, Ze statiny
redukuji genovou expresi i produkei proteinu IL-6 a na néj vazanou hladinu CRP v lidskych
hepatocytech. Bylo také prokézano, ze k tomuto dochéazi diky inhibici geranylgeranylace
(Arnaud et al., 2005). Vliv na expresi /L6 byl prokazan in vitro (Jougasaki et al., 2010) i in vivo

na my$im modelu traumatického poranéni mozku (Xu et al., 2017).

In vitro byl prokazéan antiinflamacni efekt statinti na dal$i zanétlivé markery. Omezena
byla genova exprese i proteosyntéza chemokinu MCP-1 1 jim zprostfedkovana chemotaxe
(Jougasaki et al., 2010) a produkce dalSich zanétlivych cytokint IL-1p a TNFa (McFarland et
al., 2017). In vitro byla prokdzana také schopnost statinti omezit expresi MHC 11 (z angl. Major
histocompatibility complex calss II) a kostimulacnich molekul CD80 a CD86 na povrchu
dendritickych bun¢k. Omezenim signalizace zprostiedkované témito molekulami je mozné
potlacit maturaci dendritickych bunék, snizit tvorbu protilatek IgG ¢i redukovat produkci
cytokinu IL-21, jehoZ pfitomnost vede k aktivaci cytotoxickych reakei (Li ef al., 2015) v rdmci
Th17 imunitni odpovédi. Tento efekt je pak jeste zesilen omezenim exprese kostimula¢niho

receptoru CD40 (Youssef et al., 2002).

/////

statini doSlo nejen ke snizeni produkce prozanétlivych cytokini (IFNy, IL-6)

-----

fenotypu nasledovand zvySenim syntézy protizanétlivych cytokini TGFf a IL-10 (Stumpf et
al., 2009; Xu et al., 2017), IL-4 a IL-5 (Youssef et al., 2002).
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Antiinflamacni efekt statinli byl prokazan i1 ptimo na lidech. Byl demonstrovan snizenim
produkce chemokini MCP-1/2/3 a CXCL5 zodpovédnych za migraci monocyti/makrofagt
a neutrofild, zanétlivych cytokind IL-6, TNFa ¢i metaloprotedz v séru (Yoshimura et al., 2015;

Kadhim et al., 2019).

Vedle antiinflamacniho efektu statini byla demonstrovana také jejich antioxidacni
schopnost (Franzoni et al., 2003). In vitro byla prokazana jejich schopnost redukovat mnozstvi
zanétlivych mediatori ROS a NOS (McFarland et al.,, 2017). V epitelidlnich bunkéch
pak prokazaly schopnost omezeni oxidace LDL ¢astic (Li et al., 2001).

2.2.1.1 Mechanismus antiinflamac¢niho a antioxida¢niho vlivu statint

Vyse zminéné a dalsi studie demonstrovaly schopnost statinii favorizovat Th2 imunitni
odpovéd oproti zanétlivym Thl a Thl7 (Zhang et al., 2008; Li et al, 2013).
neni doposud zcela objasnén. Pravdépodobné dochazi k podpote fosforylace, a tedy aktivace
transkripéniho faktoru STAT6. Aktivace STAT4 je naopak statiny blokovana (Youssef ef al.,
2002). Tyto vysledky byly podpoteny daty in vivo studie na mySim modelu z roku 2006,
kde statiny prokazaly stejny efekt na bunikach lymfatickych uzlin (Aprahamian et al., 2006).

Studie také ukazuji na schopnost statini ovlivnit imunitni reakce ve sméru regula¢nim,
tlumivém, kdy podporuji polarizaci Treg (regulacni T buniky). Vysledky in vitro studie z roku
2010 prokazaly jejich vliv na indukci exprese transkripéniho faktoru Foxp3,
ktera je pravdépodobné zavisla na inhibici geranylgeranylace proteinii statiny. Podpora
regulacniho fenotypu imunitni odpovédi statiny se tak zda byt spojena s ovlivnénim drahy
geranylgeranylace a jejich vlivem na metylaci promotoru v genu pro Foxp3. Neopomenutelnou
roli v nastoleni vyznamng;jsi tlumivé odpoveédi ma pak efekt synergie statinit s TGFB (Kim ef
al., 2010). Pozitivni vliv statinti na mnozstvi cirkulujicich Foxp3* Treg byl prokazan i pfimo

u lidi (Rodriguez-Perea et al., 2015).

Byly popsany 1 dal$i moznosti vlivu statinli na zanétlivou odpovéd’. Vyznamny vliv maji
na signaliza¢ni drdhy TLR2 a TLR4, kdy inhibuji expresi téchto receptori na povrchu
imunitnich bunék. Tim omezuji produkei prozanétlivych cytokinti a dal§ich mediatort zdnétu
(Niessner et al., 2006; Foldes et al., 2008). Byla popsana také jejich schopnost omezit expresi
adaptorového proteinu MyD88 (z angl. Myeloid differentiation primary response 88; Yue et
al., 2017).
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Inhibice exprese TLR4 vede také k omezeni aktivity NFkB drahy (Fang et al., 2014a). Ta mtze
byt také iniciovana cytokinem IL-1B. Ve studii zroku 2017 byl na bunkach
ze stiedni Casti obratlové ploténky (tzv. nucleus pulposus) popsan inhibi¢ni efekt statint
na aktivaci IL-1B-stimulované NFkB drahy. Vysledky ukdzaly, Ze statiny omezuji translokaci
podjednotky p65 do jadra, kde hraje dulezitou roli v aktivaci NFxB. Byla také prokazana
schopnost statini omezit degradaci inhibitoru IkBa. Ten tak miize v ramci NFkB drahy splnit
svou inhibi¢ni funkci a omezit tim expresi zanétlivych molekul (Tu et al., 2017). Omezeni
signalizace NFxB byla detekovana i pfi indukci dréhy cytokinem TNFa (Yoshimura ef al.,
2015). Studie Tu et al., 2017 také prokéazala protizanétlivy efekt v ramci MAP (z angl. Mitogen-
activated protein) kinazové signaliza¢ni drahy, kdy brani 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 ¢i TNFa v epitelialnich
buitkach. Mechanismem tohoto u¢inku je jejich schopnost aktivovat jaderny receptor vazajici
xenobiotika PXR (z angl. Pregnane X receptor; Wang et al., 2017), u néjz byla vedle jeho
klasické schopnosti obrany organismu proti xenobiotikiim (Kliewer et al., 2002) prokéazana také

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

Vyznamnym se jevi také efekt statinti na aktivaci tzv. Peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPARY) na povrchu lidskych monocyti/makrofagti. Byl prokdzan pozitivni vliv
statinl na aktivaci tohoto receptoru (Zhang et al., 2017a). ZvySeni aktivity tohoto receptoru
bylo spojeno nejen se zvySenou expresi n€kterych protizanétlivych markert (napt. CD206),
ale také s redukci nékterych prozanétlivych znakt (napt. TNFA; Zhang et al., 2017; Heming et

al., 2018).

Bylo prokazéno, Ze statinova terapie ovliviiuje také izoprenoidni meziprodukty
mevalonatové drahy, které se ucastni mnoha vyznamnych signalnich drah. Mezi tyto
izoprenoidy patii naptiklad geranylgeranyl pyrofosfat i farnesyl pyrofosfat, které se ucastni
statini na mnozstvi CRP, ktery byl indukovan plisobenim cytokinu IL-6, a jehoZ snizeni
korelovalo s omezenim geranylgeranylace proteina v jatrech (Arnaud et al., 2005). Nicméné
byl také popsan opacny efekt, kde omezeni prenylace stimulovalo efektorové interakce proteinu

rrrrr

v kontextu prenylace proteinti neni tak dodnes zcela jasny.
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Dalsim izoprenoidnim proteinem, ktery je statiny ovlivnén, je ubichinon (koenzym
Q10), ktery v organismu plni antioxidac¢ni funkci, pfispiva k redukci oxida¢niho stresu
(McGregor et al., 2020). Statiny ptimo omezuji syntézu koenzymu Q10 (Cordes and Metallo,
2020) a snizuji tak jeho mnozstvi v plazmé (Passi ef al., 2003). Tohoto efektu mlze byt vyuzito
napfiklad v nadorové terapii, kde nepiimym podpotfenim oxidacniho prostfedi v narodu

omezuji jeho rast (McGregor et al., 2020).

2.2.2 Moznosti klinického vyuziti statin(

Preklinické studie in vivo na mysSich prokazaly protektivni efekt statinii vic¢i vzniku
GVHD (z angl. Graft-versus-host disease) u alogennich transplantaci hematopoetickych bunék,
aniz by byla omezena reakce GVL (z angl. Graft-versus-leukemia; Zeiser, 2018; Hamadani et
al., 2008). Letalita GVHD u mysi byla snizena podporou polarizace T bunck
do Th2 fenotypu. Statiny podpofily expresi transkripéniho faktoru GATA-3, ktery m4 klicovou
roli v polarizaci Th2 imunitni odpovédi, naopak omezily expresi transkripéniho faktoru pro Th1l
(Zeiser et al., 2007).

Retrospektivni studie zroku 2010 zabyvajici se akutni GVHD alogennich transplantaci
hematopoetickych bunék u lidi pak prokédzala vyznamny efekt statinti na sniZeni rizika vzniku
tohoto onemocnéni, byli-li statinové terapii vystaveni darci (Rotta ef al., 2010a). U recipient
nebyl efekt statinové terapie prokazan (Rotta et al, 2010b). Na zdklad¢ téchto a dalSich
vysledku byla snaha o potvrzeni a ptipadné vyuziti profylaktického efektu statind. Pacienti byli
14 dni pfed odbérem vystaveni cilené statinové terapii, zde nicméné nebyl na GVHD prokéazan

zadny vyrazny efekt (Efebera et al., 2016).

Efekt statinii je studovan také ve vztahu k zanétlivym onemocnénim sttev (IBD).
Bylo prokazano, Ze statiny redukuji riziko vzniku téchto onemocnéni, a to zejména u starSich
jedinct (Ungaro et al., 2016). Statiny vykazuji schopnost redukce zdvaznosti IBD omezenim
zanétlivych reakci, oxidativniho stresu a omezenim apoptézy (Shin et al., 2017),

které jsou se vznikem IBD piimo spojovany.

Statiny jsou vyznamné také pro jejich proti-angiogenni vlastnosti (Koutouzis et al.,

rrrrr

¢i proti-adhezivnimi vlastnostmi a schopnosti omezovat proliferaci bunck, jsou slibnymi
kandidaty pro ti¢innou 1é¢bu endometriozy a dalSich gynekologickych onemocnéni podobného

charakteru (shrnuto v Zeybek et al., 2018).
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Terapeuticky potencidl statinli saha jest¢ dal. AC metaanalyza z roku 2006 neprokazala
zadnou signifikantni spojitost mezi uzivanim statinli a vyvojem nadorovych onemocnéni (Dale
et al., 2006), byl protinadorovy terapeuticky potencial statini demonstrovan v lidské rakoviné
prostaty odolné vii¢i kastraci, kde statiny vyznamné omezily proliferaci nadorovych buné¢k
inhibici signalizace NFkB (Jeong et al., 2017). Déle byl jejich terapeuticky potencial
demonstrovan v praci McGregor et al., kde statiny nepfimo omezily riist naddoru podporou
oxida¢niho prostiedi inhibici syntézy koenzymu Q10 (McGregor et al., 2020).
Nebo v kombinaci s jinymi 1é€ivy v nadorovém mikroprostiedi duktalniho adenokarcinomu
pankreatu schopnosti navodit apoptézu nadorovych bunék a tim také omezit rist nadoru

(Cordes and Metallo, 2020).

V neposledni tadé¢ byl in silico prednesen dikaz o pozitivnim vlivu statinll
na onemocnéni COVID-19 piimym ovlivnénim virové partikuleb(Reiner et al., 2020).
U COVID-19" pacienti dlouhodob& uzivajicich statiny byl pak metaanalyzou prokazan

pozitivni efekt na omezeni zadvaznosti prubéhu i nasledkti onemocnéni (Kow and Hasan, 2020).
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3 MATERIALY

3.1 Zakladni roztoky

RPMI-1640 s glutaminem (Biosera, Manila, The Philippines)
Penicillin a streptomycin (Biosera, Manila, The Philippines),
Fetalni hovézi sérum (Biosera)

PBS bez Ca?" a Mg?* (Biosera, Manila, The Philippines)

3.2 Pouzité chemikalie, reagencie a protilatky

Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)

DEPC H20 (H20, 0,1% diethyl pyrokarbonat)

Accumax™ pro uvolnéni bunék z povrchu (Sigma-Aldrich)

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

Kolonie stimulujici faktor M-CSF (PEPROTECH®, Kat # 300-25, USA)
Cytokiny (vyrobce, zasobni koncentrace)

- IFNy (Gibco, Gaithersburg, MD, USA; c= 100 ug/ml)

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

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

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

e Fluvastatin (Sigma-Aldrich; c= 10mM)

e Protilatky proti povrchovym molekuldm na pritokovou 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

Nitrat reduktaza (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 pristroje

e Kit naizolaci CD14" bunék: 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® gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)
Cyto-Fast™ Fix/Perm Buffer Set (Biolegend, Kat # 426803)

ELISA kity pro detekci cytokint

- ELISA MAX ™ Deluxe Set Human IL-1B (Biolegend, Kat # 437004)
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- ELISA MAX ™ Deluxe Set Human IL-10 (Biolegend, Kat # 430604)
- ELISA MAX ™ Deluxe Set Human TNFa (Biolegend, Kat # 430204)
- ELISA MAX ™ Deluxe Set Human IL-6 (Biolegend, Kat # 430504)

Orbitalni tfepacka (Vortex-Gene2, Scientific Industries)
Ttepacka (Intelli-Mixer RM-2, ELMI Ltd.)

Centrifuga (Allegra X-12R, Beckman Coulter)

Pratokovy cytometr (Navios Ex3/10, Beckman Coulter)
Analyzator zivotnosti bun¢k (Vi-CELL® XR, Beckman Coulter)
Spektofotometr (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek).

PCR cycler Corbett Life Science Rotor Gene 3000 (Qiagen, Venlo, Nizozemi)
Thermo cycler ProFlex PCR Systém (ThermoFisher Scientific)

NanoDrop 2000 spektrofotometr (ThermoFisher Scientific)
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4 METODIKA

4.1 lzolace PBMC a oddéleni CD14* bunék

V této praci bylo pracovano s makrofagy diferencovanymi z periferni krve. Odebrana
periferni krev byla nejprve promichana pieklapénim zkumavky, dale byla za sterilnich
podminek nafedéna 1:1 fosfaitovym pufrem (PBS; zangl. Phosphate-buffered saline).
Redéna krev byla navrstvena na vrstvu ficollu v poméru 2:1 a naslednd centrifugovana
pii 400 g, pti teploté 20 °C po dobu 35 min. Na centrifuze bylo nastaveno pomalé zrychleni
a byla vypnutd brzda, aby nedoslo ke smiseni vrstev. Buiiky ze vzniklého prstence PBMC
(z angl. Peripheral blood mononuclear cell) na rozhrani ficollu a plazmy byly odebrany pipetou
a preneseny do nové 50ml centrifugacni zkumavky. Objem byl doplnén PBS do celkového
mnozstvi 50 ml. Vzorek byl déle centrifugovan (200 g, 4 °C, 10 min). Vznikl4 peleta byla
rozpus§téna v PBS a pfenesena do 15ml centrifuga¢ni zkumavky, jejiz objem byl doplnén PBS

do 15 ml. Vzorek byl centrifugovan pii 200 g, pii teploté 4 °C, 5 min.

CD14" buiky byly oddéleny na zékladé exprese povrchového znaku CD14 pomoci
polystyrenovych kuli¢ek s navazanou anti-CD14 monoklondlni protilatkou. Bylo postupovano
podle separaéniho protokolu M-pluriBead® Maxi Reagent Kit a CD14 M-pluriBead® anti-

human (Pluriselect, Leipzig, Germany).

4.2 Stimulace CD14* bunék M-CSF a jejich nasledna polarizace

Peleta CD14" bunék byla nasledné rozpusténa v adekvatnim objemu média RPMI-1640
obohacené¢ho o 10 % FBS (z angl. Fetal bovine serum), 1 % Glutaminu (Gln) a 1 % smési
antibiotik Penicilinu a Streptomycinu (P/S). Bunky byly kultivovany po dobu c¢tyt dnt
ve 24jamkové desticce (Orange Scientific), do kazdé jamky byl pfidan 1 ml bunééné suspenze

(150.10°-250.10° bunék/jamka) s 80 ng/ml M-CSF pro diferenciaci monocytii v makrofagy.

Po ctyfech dnech bylo diferencovanym makrofaghm vyménéno médium za nové,
ke kterému byly pfidany cytokiny tak, aby doSlo k polarizaci bun€k do kyZenych fenotypt
makrofagl. Pro ziskani M1 fenotypu byl vyuzit LPS (c= 100 ng/ml) spolecné¢ s IFNy
(c= 20 ng/ml), pro fenotyp M2 cytokiny IL-4 (c= 20 ng/ml) s IL-13 (c= 20 ng/ml). Kontrolni
MO makrofagy byly ponechany bez cytokinli. Ke kazdé jamce byla vytvofena duplicitni,
do které byl navic ptidan fluvastatin (10 pmol/ml).
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Po 48 hodinach byla z jamek odebrana média, ktera byla stoena (300 g, 5 min)
a zamrazena pro detekci cytokini ELISA testy a stanoveni aktivity enzymu iNOS Griessovou
metodou. K buiikdm pfisedlym na povrch jamky byl pro jejich uvolnéni z povrchu ptidan
0,3 ml Accumax™ a nasledné byly vyuzity na analyzu exprese povrchovych znaki pritokovou

cytometrii a pro stanoveni genové exprese qPCR (viz dale).

4.3 Kvantifikace povrchovych znakti metodou FACS

Fluorescenc¢ni pritokova cytometrie (FACS; z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting)
je metoda, kterd umoznuje relativné rychlou analyzu velkého mnozstvi jednotlivych bunck
v suspenzi na zaklad€ jejich granularity, velikosti a fluorescence. V této praci byla metoda
vyuzita ke kvantifikaci rozdilti exprese vybranych povrchovych molekul, markerii u bunék

osetfenych statiny a u bun¢k bez statini.

Vybrané povrchové molekuly byly oznaceny protilatkami s konjugovanymi
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. Zivotnost
bungk byla stanovovana FVD (z angl. Fixable Viability Dye)-eFluor 780™,

Marker Klon Izotyp Fluorochrom Excitace/Emise | Vyrobce

CD14 RMO52 Mysi IgG2a | PC7 488/770 Beckman Coulter

CD15 HI98 MysilgM « | PE 565/578 Invitrogen
(eBioscicence)

CD16 3G8 Mysi IgGl ECD 488/613 Beckman Coulter

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

TREM-2 23790 Krysi APC 650/660 R&D Systems

1gG2B

CD163 RM3/1= GHI/61 Mysi IgGlk | PE 565/578 Biolegend

CD206 15-2 Mysi IgGlk | APC 650/660 Biolegend

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

Tabulka 1: Sada protilatek proti povrchovym znakiim

4.3.1 Znaceni bunék pro pratokovou cytometrii a pfiprava FMO kontrol

K uvolnénym bunkdm z povrchu jamek byl ptidan 0,2-0,3 ml PBS, bunétna suspenze
byla ptenesena do centrifugacnich mikrozkumavek. Vzorky byly centrifugovany pti 300 g,
10 min pfi pokojové teploté. Tento promyvaci krok byl proveden dvakrat, v mikrozkumavce
byl ponechan objem 100 pl, potiebny pro znageni bunék na FACS podle protokolu Cyto-Fast™

Fix/Perm Buffer Set. Do jednotlivych zkumavek na pratokovou cytometrii byly pred pfidanim
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samotného vzorku piidany adekvatni objemy protilatek s navazanymi fluorochromy dle pokynt
vyrobce. K nim bylo ptidano 100 pl vzorku a jako posledni odpovidajici mnozstvi FVD. Vzorky
byly fadné promichany a byly ponechany ve tmé pii pokojové teploté po dobu 20 minut barvit.
Vzorky byly nasledné¢ promyty 1 ml PBS, centrifugovano pii pokojové teploté, 300 g, 5 min.
Promyvaci krok byl proveden dvakrat. Nasledné byl obsah zkumavky vylit a bylo pfidano
300 ul PBS. Exprese povrchovych znakii byla méfena na fluorescenénim pritokovém

cytometru (Navios Ex3/10, Beckman Coulter).

FMO (z angl. Fluorescence Minus One) kontroly byly pfipravovany standartnim
zpusobem, sice vynechanim protilatky proti povrchovému znaku u odpovidajici FMO kontroly.

K jejich piipravé byly vyuzity MO makrofagy.

4.4 Stanoveni genové exprese metodou gPCR

Genova exprese byla vtéto praci méfena metodou qPCR (z angl. Quantitative
Polymerase chain reaction), ktera ma oproti klasické PCR tu vyhodu, Ze je v kazdém cyklu

presné kvantifikovano mnozstvi amplifikované nukleové kyseliny.

4.4.1 l|zolace RNA

Bunky byly z24jamkové desticky pieneseny do 2ml mikrozkumavek (Eppendorf)
a byl k nim dodan 1 ml TRI Reagentu®. Poté, co byl vzorek homogenizovan, byl inkubovan
5 min pfi pokojové teploté. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 0,2 ml chloroformu, vzorek byl
15 vtefin michan na orbitalni tfepacce (Vortex-Gene2, Scientific Industries), inkubovan 3 min
pii pokojové teploté a vzorky byly dale 15 min centrifugovany (12 000 g, 4 °C).
Horni vodni faze byla pienesena do cist¢é mikrozkumavky, kni bylo pfidano 0,5 ml
izopropanolu, vzorek byl promichéan, inkubovéan pfi pokojové teploté¢ 10 min a nasledné opé&t
centrifugovan pii 12 000 g, 4 °C, 10 min. Béhem centrifugace se ve zkumavce vytvofila ¢ira
RNA peleta, od které byla opatrné odebrana tekutina. Samotna peleta byla oplachnuta 1 ml 75%
ethanolu. Vzorek byl fddn¢ promichan a centrifugovan (7 500 g, 4 °C, 5 min). Supernatant
odebran a peleta byla ponechana susit na vzduchu. Po naprostém vysuSeni byla RNA peleta
rozpusSténa ve 40 ul DEPC H>O a byla zméfena koncentrace RNA v jednotlivych vzorcich na
NanoDrop 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific).
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4.4.2 Reverzni transkripce

Pted samotnym piepisem RNA na cDNA (z angl. Complementary Deoxyribonucleic acid)
je nutné vzorek zbavit zbytkovych molekul DNA, které by mohly negativné ovlivnit méteni
a cely vysledek kvantifikace genové exprese. K tomuto ucelu je vyuzivana DNasa I

(Deoxyribonuklédza I), ktera zbytky DNA degraduje.

Izolovanda RNA byla, podle vyizolovaného mnozstvi, nejprve nafedéna adekvatnim
mnozstvim H»O tak, aby celkovy objem tvofil 8 ul. Ke vzorku byl ptidan 1 pl DNasy I (DNase
I Amplification Grade, Sigma-Aldrich, USA) a 1 pl pufru (Reaction buffer, Sigma-Aldrich,
USA) pro udrZeni stalého pH v reakci. Vzorky byly stoCeny a inkubovany pii pokojové teploté.
Po 15 min byl pfidan 1 pl STOP roztoku. Celkovy objem vzorku v kazdé¢ mikrozkumavce
nakonec tvoftil 11 pl, vzorek byl 10 min inkubovén na thermo cycleru (ThermoFisher Scientific)

piti teploté 37 °C.

Pro ptepis cDNA z RNA byl vyuzit kit na reverzni transkripci (High Capacity RNA -to-
cDNAKkit, Applied Biosystems). Celkovy objem na jednu reakci byl 20 ul. K 9 ul DNAsou
oSetien¢ RNA z predeslého kroku byl pfidan 1 pl 2x RT (z angl. Reverse transcription) pufru
(dNTPs, oktamery, oligo deoxy thymin-16) a 1 pl mixu enzymi (inhibitor RNazy, MuLV
protein (z angl. Murine Leukemia Virus). Program reverzni transkripce zahrnoval nejprve
inkubaci 60 min pti 37 °C, nasledn¢ 5 min na 95 °C, nakonec krok chlazeni pti 4 °C. Vznikla

cDNA byla uskladnéna v -80 °C.
4.4.3 Ptiprava primerU a samotna gqRT-PCR reakce
Reakce probihala v celkovém objemu 20 pl (viz Tabulka 3) a pro stanoveni jednotlivych

genl byly pouzity smési specifickych primert (viz Tabulka 2). Jako endogenni kontrola pro

normalizaci byl pouZzit housekeeping gen b2m (B2-mikroglobulin).

Primer Sekvence Teplota annealingu
b2m (F) TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG .

b2m (R) AATGTCGGATGGATGAAACC 00=c
NF-«xB (F) ATGGCTTCTATGAGGCTGAG 62 °C
NF-xB (R) GTTGTTGTTGGTCTGGATGC

IL-1B (F) ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA 62 °C
IL-1B (R) GTCGGSGSTTCGTSGCTGGAT

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

TNFa (F) TCTTCTCGAACCCCGAGTGA .
TNFa (R) CCTCTGATGGCACCACCAG 00°C
NOS2 (F) CAARGGCAACATCAGGTCGG .
NOS2 (R) TGAAGGATTCTGCAGCCGAG 00~c
MCP-1 (F) AGAAGCTGTGATCTTCAAGACC .
MCP-1 (R) AGCTGCAGATTCTTGGGTTG 00~c
Arg-1 (F) ACAGTTGGCAATTGGAAGCA .
Arg-1 (R) CACCCAGATGACTCCAAGATCAG 00°C
TGF-B (F) TCGCCAGAGTGGTTATCTTTT

TGF- (R) TAGTGAACCCGTTGATGTCC 64°C
VCAM-1 (F) | CTGGAAATGCAACTCTCACC

VCAM-1 (R) | GTCTCCAATCTGAGCAGCAA 64°C

Tabulka 2: Pouzité primery pro jednotlivé geny a housekeeping gen

Pied samotnou reakci byla nejprve ziskana cDNA zfedéna sterilni H>O. cDNA je nutno
pied reakci ziedit tak, aby jeji mnozstvi bylo optimélni pro spravné probéhnuti PCR reakce
a aby nedoslo v disledku velké, nebo naopak nizké koncentrace nukleové kyseliny ke zkresleni
vysledki. Pro reakci gPCR byl vyuzit 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Rox;
Solis BioDyne, Tartu, Estonia). Tento mix obsahuje HOT FIREPol® DNA polymerazu,
5x EvaGreen® qPCR pufr (pro udrzeni adekvatnich chemickych podminek pro DNA
polymerazu), 12,5 mM MgCl, (pro zesileni aktivity DNA polymerazy) dNTPs (nukleotidy
pro prodlouZeni fetézce), EvaGreen® barvu a ROX barvu. EvaGreen® barva je vyuZivana
pro svou vysokou fluorescenci po vazbé na DNA a nulovou nebo velmi nizkou

autofluorescenci, ROX barva pro normalizaci dat, tedy pro snizeni variability mezi replikaty.

Pro kazdou reakci, specificky pro sledovany gen, byl vytvofen mix. Bylo pracovano

v triplikatech.
Reagencie MnozZstvi na 1 reakei
5x qPCR mix 4 ul
Primer 1l
Vzorek 3ul
Voda 12 wl
Celkové mnozstvi 20 ul

Tabulka 3: Rozpis reagencii na jednu qPCR reakci

cDNA byla amplifikovana pomoci Corbett Life Science Rotor Gene 3000 (Qiagen, Venlo,

Nizozemi) za nasledujicich podminek: 1. faze — Pocate¢ni denaturace: 95 °C, 15 min, 1 cyklus;
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2. faze — Denaturace: 95 °C, 15 s, 40 cyklt; 3. faze — Nasedani primerti: 60 °C-65 °C (v
zavislosti na primerech), 20 s, 40 cykli; 4. faze — Elongace: 72 °C, 2 s, 40 cykla; 5. faze —
Melting: 72 °C-95 °C.

4.5 Kvantifikace aktivity iNOS Griessovou metodou

Ze ziskaného supernatantu (viz 4.2 Stimulace CD14" buné¢k M-CSF a jejich nasledna
polarizace) bylo pro detekci aktivity NO syntazy odebrano 100 ul od kazdého vzorku.

4.5.1 Redukce dusi¢nant

Redukce dusi¢nanu (NO*) na dusitan (NO?) je jednim z esencidlnich krokii pro spravné
provedeni Griessovy reakce. NO* narozdil od NO*" interaguje se sulfoamidem a NED (N-(1-
naftyl) ethylen diamin) za vzniku chromoforniho azo (R-N=N-R’) produktu (viz Obrazek 1:

Grafické znazornéni Griessovy reakce).

H2N0254<j>—|\m2 + “0-N-0
O
HQNOZSONEW + Q H

HENOZSO N=N H NH,

Obrazek 1: Grafické znazornéni Griessovy reakce.

1.) Dusi¢nan v kyselém pH za vzniku diazoniového iontu interaguje se sulfanilamidem.

2.) Diazoniovy ion se nasledné vaze na NED 3.) Vznik chromoforniho produktu; (Giustarini et al.,
2008).

Pro zredukovani NO* byl ke 100 pl vzorku pfiddn 1 ul NADPH (Sigma Aldrich SL, MO, USA)
a 1 pl Nitrat-reduktazy. Jako kontrola byl pouzit exogenni standard NaNOs. Vzorky 1 kontrola
byly inkubovany 30 min pti pokojové teploté.

4.5.2 Deproteinizace

Deproteinizace vzorku je dal$im dilezitym mezikrokem Griessovy reakce. Proteiny
ve vzorku mohou interferovat s Griessovym Ccinidlem a dochazi pak k nepiesnostem

v meéreni.
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Ke 100 ul vzorku po redukci dusi¢nanti bylo piidano 900 pl smési methanolu
a diethyletheru v poméru 3:1. Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pii 4 °C, béhem
¢ehoz se vytvofila bila srazenina. Néasledné byly vzorky centrifugovany pti 12000 g, 10 min

pii teploté 4 °C a déle byl zpracovavan oddéleny supernatant.

4.5.3 Priprava Griessova Cinidla a pracovni postup samotné Griessovy reakce

Griessovo Cinidlo je tvofeno roztoky A (0,1% naftylethylenamin dihydrochlorid)
a B (1% sulfanilamid a 5% H3PO4.) v poméru 1:1, 50 pl roztoku A: 50 pl roztoku B
na 100 pl vzorku.
Roztok A byl vytvofen pfidanim 0,1 g naftylethylenamin dihydrochloridu do 100 ml H2O.
Pro roztok B bylo nejprve tieba natedit 85% H3PO4 na 5% roztok (1,18 ml H3PO4+ 18,82 ml
H>0). K takto fedéné kyselin€ bylo pfidano 0,21 g sulfanilamidu. Nasledné byly roztoky A, B

smichany v Griessovo ¢inidlo v poméru 1:1.

Dale byly piipraveny standardy (viz Tabulka 4). Zasobnim roztokem pro jejich pfipravu
byl NaNO: o koncentraci 150 umol/l (0,01 g NaNO> v 1 ml H>O). Netedény zasobni roztok
slouZil jako standard 6, dale byly standardy fedény dvojkovou fadou tak, aby celkovy objem

¢inil vzdy 1 ml. K vod¢ nebylo ptidano nic.

Standard 6 150 pmol/l
Standard 5 75 pmol/l
Standard 4 37,5 umol/1
Standard 3 18,75 umol/l
Standard 2 9,38 umol/l
Standard 1 4,69 umol/l
Voda 0 pmol/l

Tabulka 4: Koncentrace standardit NaNO: pro kalibracni kiivku Griessovy reakce

Do 96jamkové mikrodesticky (Corning Incorporated) bylo duplicitné napipetovano 100 pl
standardii a vody, tedy kalibracni kiivka, a kontroly. Po 100 pl byly v teraplikatech
napipetovany také ptipravené vzorky. Do vSech jamek bylo nésledné ptidano 100 pl Griessova
¢inidla a desticka byla ponechana 10 min pii pokojové teploté ve tmé. Nasledné byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 550 nm na spektofotometru (Epoch Microplate Spectrophotometer,

BioTek).
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4.6 Kvantifikace cytokin( ELISA testy

Pro detekci cytokina IL-1B, IL-10, IL-6 a TNFa byly vyuzity ELISA (z angl. Enzyme-
linked immuno sorbent assay) kity (viz 3.3 Kity a pfistroje) a bylo postupovano dle piilozenych
protokoll. Témeér veskeré chemikalie potiebné pro provedeni ELISA testi byly soucasti kitu.
Soucasti kitu nebyl PBS, promyvaci pufr a stop roztok. Promyvaci roztok byl pfipraven
smisenim 500ml 1xPBS s 250ul Tween-20, stop roztok (2N H>SOs) byl pifipraven smisenim
1,11 ml 36N H2SO4a 18,89 ml deionizované vody.

Absorbance byla méfena pii vinovych délkach 450 nm a 570 nm na spektofotometru

(Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek).
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5 STATISTICKA ANALYZA

Statistické analyzy byly provedeny v programu GraphPad Prism 5. Pro porovnani
jednotlivych populaci byl vyuzit jednosmérny ANOVA test a Bonferroniho multiple
comparison test. VSechny vysledky jsou demonstrovany jako primér + SD, neni-li uvedeno

jinak. Za statisticky vyznamné byly povazovany vysledky s p <0,05.
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6 VYSLEDKY

250ml-300ml periferni krve bylo odebrano péti anonymizovanym darciim.
Mononuklearni buiiky byly izolovany pomoci ficoll separace, béhem niz doslo k odd¢€leni
plazmy, erytrocyti a granulocyti od mononukledrnich bunék. Vznikly prstenec PBMC byl
odebran, buiiky byly promyty PBS a nésledn¢ byla métena jejich koncentrace a Zivotnost
pomoci piistroje Vi-CELL® XR (BeckmanCoulter; po¢et bunék: 37,1.10° bunék/ml - 80,7.10°
bunék/ml; zivotnost: 90 % - 96,5 %).

Monocyty tvoii zhruba 5-10 % celkového mnozstvi PBMC, oc¢ekavana vytéZznost byla
tedy 1,85.10° bungk/ml - 8,0.10° bunék/ml. Redlné poéty CD14" bungk se pohybovaly
v hodnotdch mezi 185.10° bundk/ml - 550.10° bundk/ml. Zivotnost bunék byla znaéné
ovlivnéna a pohybovala se mezi 48,7 % - 63,4 %. Pro potfeby FACS analyzy bylo
na kazdou jamku nutno nasadit 150.10° - 250.10° buné&k, pro potieby gPCR bylo na jamku

vysazeno 50.10° - 250.10° bungk, v zavislosti na vytéznosti separace monocytarnich bungk.
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6.1 Optimalizace

6.1.1 Optimalizace doby inkubace bunék se statiny

Pfed samotnymi analyzami byla provedena optimalizacni méfeni vlivu ¢asu inkubace
statinti s bunkami. K tomuto byla vyuzita Griessova metoda stanoveni aktivity NO syntazy.
Graf 1 ukazuje, Ze u vSech subpopulaci makrofagt doslo k nejvyznamnéjSimu poklesu aktivity
NO syntazy po dvou dnech jejich inkubace se statiny. U M2 makrofagt byla aktivita NO
syntdzy témét stejné snizena 1 v pfipadé inkubace po dobu 168 hodin a 16 hodin.
V ramci udrzeni stejnych podminek u vSech subpopulaci byla vybrana jako optimalni doba
inkubace 48 hodin.

Optimalizace doby inkubace bunék se statiny
40-

304

NO (umol/l)
S
——
——

104

Graf 1: Optimalizace ¢asu inkubace bunék se statiny

Vliv ¢asu inkubace statinti s butikami na aktivitu iNOS. M0 17,83 + 6,84 umol/ml vs. MO+statinag, 4,66
+1,94; M1 19,25 £ 8,9 umol/ml vs. M1+statinsgs, 12,19 £ 2,53 umol/ml; M2 13,25 £+ 10,62 pmol/ml vs.
M2+statiniesn 10,62 = 1,93 pmol/ml vs. M2+statings, 10,04 = 1,89 pmol/ml vs. M2+statinien 10,23 =
3,86 pmol/ml. Vysledky vyjadreny jako koncentraci uvolnéného NO do kultivacniho média, pmol/ml
+ SD.
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6.1.2 Vybér vhodného modelu

Vybér vhodného modelu je naprosto zasadni pro optimalni nastaveni protokolti vSech
analyz. Plvodnim zamérem této prace bylo k zisku makrofagh vyuzit bunéfnou linii

THP-1 a lidské monocyty izolované z periferni krve.

V této cCasti byla sledovana mira exprese povrchovych znakii CD16, CD36, CD86,
CD163 a CD206 a vliv statinové terapie na jejich expresi.

Prvni graf z obrazku 2 (THP-1) ukazuje, Ze hladina exprese povrchovych znakt byla na vSech
makrofazich odvozenych z této bunécné linie velice nizkd a mezi subpopulacemi makrofagi
se neliSila. Déle je z grafu patrné, Ze statinova terapie na jejich expresi neméla Zadny vliv.
Linie THP-1 neprokazala v podminkach na$i laboratofe vlastnosti, které byly pro tuto
experimentalni praci nezbytné a z toho divodu nebyla v této diplomové praci dale vyuzita

(viz DISKUZE).

Druhy graf obrazku 2 (PBMC) naopak ukazuje zfetelné rozdily nejen v expresi povrchovych
znakl mezi jednotlivymi populacemi makrofagt, ale také efekt statinové terapie na jejich
expresi. Na zékladé tohoto pilotniho pokusu byly v diplomové praci vyuZivany makrofagy

diferencované z monocytl periferni krve.

THP-1 PBMC
v
v A v
40000+ v A
v
_ 300001 M M v v v
£ — 50000- A
200004 V v L
=2 'y
10000+ A A
[ ] ®
y ¥ A Y X
o= N : N :_ 04— o+ o
\? o N x> \§ B o & " N v N
X SN 2 8 o \ & s & \ &
OO R S ng & ‘ﬁ(e
<2 &8 & \y ) \}
-8~ CD36 CD16 —— CD206 - (CDa6 CD163

Obrazek 2: Vliv statini na expresi povrchovych znaki na makrofagy odvozenych od THP-1 a
PBMC
Mira exprese povrchovych znakl vyjadiena jako MFI (z angl. Mean fluorescence intensity) £ SD.
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6.2 Prutokova cytometrie

V ramci této diplomové prace bylo sledovano 8 povrchovych znakt (CD14, CD16,
CD15, CD36, CD163, CD206, ABCA-1, TREM-2) a zivotnost bunék. Povrchové znaky byly
vybrany na zaklad¢ vysledki nasi laboratote (Laboratot pro vyzkum ateroskler6zy, IKEM)

a relevantni literatury (viz DISKUZE). K analyze cytometrickych dat byl vyuzit software

FlowJo™v10.

6.2.1 Rozdéleni makrofagli podle fenotypu

Nejprve byl stanoven vliv statind na zivotnost bun¢k. Graf 2 demonstruje, Ze statiny
nemaji negativni efekt na prezivani bunék u subpopulaci M1 a MO0, naopak u M2 makrofagt
statiny signifikantné zvySily zivostnost bunék. V grafu je zvyraznén také vyznamny rozdil mezi

zivotnosti MO a M1 makrofagti viici M2 makrofagiim.

Zivotnost
110- ‘ e * *k%
x 1001 qo vyv
R R T = &0
3 1l e
a2 90 v o
=
£
80-
S ha 24
X 701 Q’
60 1 1 T T T T
Q O N O YV O
S & S ey ) &
QX \X ,13(
3 A\ A\

Graf 2: Vliv statinii na Zivotnost bunék (n=5)
Graf vyjadiuje miru prezivani bun¢k bez statinti a po stimulaci statiny. M0 95,62 £ 3,07 %, MO+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 %. Vysledky vyjadieny jako % =+ SD; *** p <0,0001.
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Déle byl pro kontrolu, zda statiny neovliviiuji makrofagy jako takové, stanoven vliv
statinl na expresi povrchového znaku CD14 (lipopolysacharidovy receptor). Graf 3 ukazuje,

Ze statiny expresi tohoto povrchového znaku neovliviiuji.

CD14
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Graf 3: Vliv statinii na expresi CD14 (n=5)
Graf demonstruje vliv statinové terapie na expresi povrchového znaku CD14. M0 97,18 + 3,708 vs.
MO+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. Vysledky vyjadieny jako % =+ SD.

Na zéklad¢ téchto vysledkli byly nasledné populace klasicky aktivovanych M1
a alternativné aktivovanych M2 makrofagii rozdéleny na zakladé exprese znakti CD14 a CD16

(nizkoafinni receptor pro imunoglobulin G).

Lidské krevni monocyty jsou tradi¢né rozdélovany na zéklade exprese dvou povrchovych
znakt, CD14 a CD16. Na zékladé¢ miry exprese téchto markerti se pak obvykle déli do ti
skupin: 1. Klasické monocyty (CD14"CD16°), 2. Intermediarni monocyty (CD14°CD16%),
3. Neklasické monocyty (CD147/°YCD16"; Patel et al, 2017). Klasické monocyty maji
prozanétlivy charakter, u intermedidrnich a neklasickych byla popsana schopnost regenerace

a oprav tkéani (shrnuto v Cornwell et al., 2018), 1ze tedy predpokladat jejich snazsi schopnost

-----

zdroji byly v této praci definovany subpopulace makrofagi.

Za M1 (IFNy+LPS) byly povazovany buitky CD14"CD16™ (Obrazek 3A, i.), jako M2
(TL-4+IL-13) makrofagy byly uvaZovany buiiky s expresi CD14°C16" (Obrazek 3A, ii.).
Nestimulované M0 makrofagy vykazovaly stejné jako M2 makrofagy expresi CD14"C16"
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(Obrazek 3A, iii.; viz kapitola DISKUZE). V obrazku jsou zvyraznény procenta bunck
vykazujici dany fenotyp. Populace makrofagl s nizkou nebo Zadnou expresi CD14 nebyla
v rdmci této prace brana v potaz vzhledem k charakteru vyuzité metody izolace monocytil
(viz 4.1 Izolace PBMC a oddéleni CD14" bunék). Z obr. 3B je patrné, Ze stimulace cytokiny
vyrazn¢ ovlivnila zejména expresi povrchového znaku CD16. Prvni graf ukazuje signifikantné
vy$8i mnozstvi M1 makrofagt (64,2 + 9,4 %) exprimujicich kombinaci znakit CD14"CD16
oproti makrofagtim fenotypu M2 (19,6 £ 11,15 %) a MO0 (13,9 &+ 8,9 %). Druhy graf demonstruje
signifikantni rozdil v expresi znakit CD14"C16" u M2 (67,5 + 22,8 %) a M0 makrofaga (81,3
+ 8,04 %) vici M1 makrofagiim (28,8 £ 16,2 %).
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Obrazek 3: Rozdéleni populaci M1, M2 a M0 makrofagu na zakladé exprese CD14 a CD16 (n=5)
(A) Gatovaci strategie pro definici subpopulaci makrofagli: po vybrani CD14" populace byl gate
pro CD16 vytvofen podle FMO kontroly na nestimulovanych MO makrofazich; (B) Porovnani
procentudlniho zastoupeni bunék vykazujici CD14*CD16" fenotyp (M1, vlevo); CD14"CD16" (MO
a M2, vpravo). Vysledky vyjadfeny jako % + SD, *** p <0,0001.
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6.2.1.1 Kvantifikace povrchovych znaki

U definovanych subpopulaci makrofagi bylo stanoveno procentualni zastoupeni
jednotlivych povrchovych znaki a zmény v expresi jednotlivych znaki u bunék bez statinii
a se statiny (viz Obrazek 4). Exprese povrchovych znakd i Zzivotnost byly vztazeny
ke kombinaci znakti CD14 a CD16 odpovidajici definovanym populacim (viz kapitola 6.1.1),
tedy CD14"CD16 pro M1 a CD14"CD16" pro M2 a MO. Pro kazdy znak byla vytvofena FMO

kontrola.

Ke statisticky vyznamné zméné v expresi doslo pouze v pripad¢ znaki Trem-2 a CD206.
Exprese Trem-2 (Obrazek 4D) byla signifikantné snizena u MO makrofagt oSetfenych statiny
(48,52 £ 14,07 %) vici MO makrofagiim bez statind (80,12 £ 11,27 %). Graf dale ukazuje
signifikantné€ vys§si zastoupeni bunék MO (80,12 + 11,27 %) a M2 (62,34 £+ 13,38 %) exprimujici
tento znak oproti subpopulaci M1 (17,64 + 9,07 %). Exprese znaku CD206 (Obrazek 4F) byla
naopak vyznamné zvySena, a to u M2 makrofagi se statiny (98,98 + 0,89 %) oproti stejné
populaci bunék bez statinii (61,72 = 36,78 %). Dale byl prokdzan signifikantni rozdil
v mnozstvi M2 makrofagii exprimujici znak CD163 (47,26 + 39,54 %) oproti makrofagim M1
(0,85 + 1,130 %; Obrazek 4E).

Dale plsobeni statinli snizZilo expresi znaki 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
(Obrazek 4B) v ptipadé populaci MO (6,16 £ 6,6 % vs. MO+statin 1,71 + 0,78 %) a Ml
(6,67 £ 2,52 % vs. M1+statin 5,034 + 2,39 %); ABCA-1 (Obrazek 4C), zejména u populace
M1 (37,43 + 22,59 % vs. M1+statin 19,02 + 11,21 %); Trem-2 u populaci M1 (17,64 £ 9,07 %
vs. Ml+statin 7,95 + 5,15 %) a M2 (62,34 + 13,38 % vs. M2+statin 53,48 + 14,26 %) a znaku
CD163 (Obrazek 4E) u populaci M2 (47,26 + 39,54 % vs. M2-+statin 29,09 + 28,13 %) a MO
(27,2 £ 23,0 % vs. MO+statin 12,39 £ 7,17 %).
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CD36 (% + SD) CDI5 (% + SD) ABCA-1 (% = SD) Trem-2 (% +SD) | CDI163 (%+SD) | CD206 (% = SD)
MO 88,28 + 9,26 6,16+ 6,6 25,56 + 15,74 80,12 + 11,27 27,2 +23,00 94,24 +82
Mo+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
Ml 85,36+ 7,29 6,67 +2,52 37,43 +22,59 17,64 + 9,07 0,85+ 1,130 98,06 + 0,83
Ml+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 4726 £ 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

Obrazek 4: Zmény v expresi sledovanych povrchovych znakii po oSetieni bunék statiny (n=5)
Grafy vyjadiuji miru exprese povrchovych znakii a zménu v jejich expresi po stimulaci makrofagt
statiny. V tabulce jsou vyneseny primérné hodnoty bun¢k exprimujici dany znak. Vysledky vyjadieny
jako % = SD bun€k populaci M1 CDI4°CD16; M2 CDI4'CDI16" a M0 CDI14°CDCI16%;
Trem-2 ***p <0,0001; CD163 *p <0,02; CD206 *p <0,01.

Ackoliv rozdily v expresi znakii CD15, CD36 ABCA-1 a Trem-2 a CD163 nedosahly
ve vétsiné piipadech signifikance, je z grafi obr.4 patrny trend vlivu statinll na jejich expresi
v ramci jednotlivych méfeni. Nasledujici grafy ukazuji nejvyraznéjsi trendy u jednotlivych

populaci. Ke statistickému zhodnoceni vysledka byl vyuzit studentiiv t test.
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Grafy na obrazku 5 vyjadtuji vliv statinli na expresi znakia CD15 (5A), CD163 (5B)
a Trem-2 (5C) na makrofdgy populace MO u jednotlivych méfeni. Graf 5C demonstruje
vyznamny vliv statinové terapie na expresi znaku Trem-2 (MO 80,12 + 11,27 % vs. MO-+statin
48,52 £ 14,07 %; * p=0,014). Déle pfitomnost statinl snizila expresi znaklit CD15 (MO 6,16 +
6,6 % vs. MO+statin 1,706 + 0,78 %) a CD163 (MO 27,2 £+ 23 % vs. MO+statin 12,39 + 7,17
%).
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Obrazek 5: Trendy ve zménach exprese znaki CD15, CD163 a Trem-2 u populace M0
Jednotlivé grafy vyjadiuji trendy ve zméndch exprese povrchovych znaki makrofagy MO u jednotlivych
vzorkll po oSetieni bunck statiny. Vysledky vyjadieny jako % + SD bunék zpopulace MO
CD14°CDC16".

Grafy na obrazku 6 vyjadiuji vliv statinii na expresi znakiit CD36 (6A), CDI15 (6B),
ABCA-1 (6C) a Trem-2 (6D) na makrofagy populace M1. Statinov4 terapie vyznamné omezila
expresi znaku Trem-2 (M1 17,64 + 9,07 % vs. Ml+statin 7,95 £ 5,15 %; * p= 0,04).
Dale statiny snizily expresi znakti CD36 (M1 85,36 + 7,89 % vs. M1+statin 77,38 + 16,33 %),
CDI15 (M1 6,66 £ 2,52 % vs. Ml+statin 5,03 £ 2,40 %) a ABCA-1 (M1 37,43 + 22,59 %
vs. M1+statin 19,02 £ 11,21 %).
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Obrazek 6: Trendy ve zménach exprese znaki CD36, CD15, ABCA-1 a Trem-2 u populace M1
Jednotlivé grafy vyjadiuji trendy ve zménach exprese povrchovych znakd u makrofagh M1

u jednotlivych vzorkl po osetfeni bunck statiny. Vysledky vyjadieny jako % + SD bunék z populace
M1 CD14°CD16.

Grafy na obrazku 7 vyjadtuji vliv statinli na expresi znaki CD36 (7A), CD163 (7B)
a Trem-2 (7C) u M2 makrofagi. I v ptipadé¢ této subpopulace doslo po oSetieni bun¢k statiny
k vyznamnému 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 makrofazich snizena
i exprese znaku CD36 (M2 94,34 + 5,93 % vs. M2+statin 87,08 £ 10,3 %). Tento vysledek
se nachazi na hranici signifikance (p= 0,055). Po osetfeni M2 makrofagl statiny doSlo

takéke snizeni exprese znaku CD163 (M2 47,26 + 36,54 % vs. M2+statin 29,09 £ 28,13 %)).
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Obrazek 7: Trendy ve zménach exprese znakii CD36, CD163 a Trem-2 u populace M2

Jednotlivé grafy vyjadiuji trendy ve zménach exprese povrchovych znakli makrofagy M2 u jednotlivych
vzorkll po oSetfeni bunék statiny. Vysledky vyjadfeny jako procenta £ SD bunck z populace M2
CD14'CD16".
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6.3 Analyza genové exprese

rrrrr

na genovou expresi znaktll u¢astnicich se 1. migrace a adheze monocyti a makrofagi MCP-1,
VCAM-1; 2. genii zprosttedkovavajicich zanétlivé reakce NFkB, IL-1B, IL-6, TNFa, iNOS
Na zaklad¢ vysledkii prutokové cytometrie a dostupnych publikaci bylo ofekavano snizeni
exprese genu MCPI, VCAMI, NFKB, ILIB, IL6, TNFA a iNOS, opacny trend byl ocekavan
u gentt ARG a TGFB. Jako housekeeping gen byl vyuzit B2-mikroglobulin (viz DISKUZE).

K vyhodnoceni dat genové exprese z gPCR byla vyuzita delta-delta Ct metoda (224",

uvedené vysledky jsou demonstrované jako relativni hodnota genové exprese £+ SD.

Graf A obr. 8 ukazuje signifikantné vyssi expresi genu NFKB u M1 (105 + 45,72)
makrofagi oproti subpopulacim MO (1,040 + 0,3205) a M2 (0,3585 + 0,143). Dale ukazuje
signifikantni efekt statinové terapie na jeho expresi u subpopulace M1 (M1 105 + 45,72 vs.
MIl+statin 31,06 £+ 56,20). U subpopulace MO je patrna, ale ne signifikantni, zvySend exprese
tohoto genu po oSetieni bunék statiny (MO 1,040 + 0,3205 vs. MO+statin 10,09 + 20,4).
Gen ILIB (8B) byl exprimovan vyznamné vice u subpopulace M1 (105,4 + 70,44) oproti
buiikdm subpopulace MO (1,327 £ 0,5622) a M2 (0,1454 + 0,1353). Dale byl u M1 makrofagt
potvrzen signifikantni vyznam statinové terapie na sniZzeni exprese genu [LIB
(M1 105,4 + 70,44 vs. M1+statin 5,577 + 1,695). Dalsim sledovanym proinflamac¢nim genem
byl gen /L6 (8C), u kterého byla také prokdzana signifikantné vyssi exprese u makrofagh M1
(131,2 £ 163,9) oproti makrofagim subpopulaci MO (1,302 + 1,132) a M2 (0,1109 £ 0,008).
Signifikantni efekt statini na expresi tohoto genu byl prokazan u subpopulace Ml
(M1 131,2 = 163,9 vs. 9,316 = 6,911). U genu znaku iNOS (8E) byla demonstrovana
signifikantné vyznamnéjsi exprese u bunék subpopulace M1 (11,29 + 11,67) oproti bunkdm
subpopulaci M0 (1,089 + 0,4883) a M2 (0,0549 + 0,0595). Vyznamny vliv statinli na expresi
tohoto genu byl potvrzen u M1 subpopulace (11,29 = 11,67 vs. 1,641 = 1,338).
Poslednim sledovanym prozanétlivym genem byl gen TNFA (8D). V piipadé tohoto genu nebyl
detekovan vyznamny rozdil v expresi mezi jednotlivymi subpopulacemi, 1 tak se lisi
(MO 4,129 + 6,656 vs. M1 854,1 + 2344 vs. M2 1,589 + 2,751). Nejvétsiho rozdilu v expresi
doslo v ptipadé¢ M1 makrofagi (854,1 £ 2344 vs. M1+statin 742,8 + 1835), rozdily u ostatnich
subpopulaci byly zanedbatelné.
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Obrazek 8: Zmény v genové expresi zanétlivych gent (n=3)

Grafy vyjadiuji zménu genové exprese jednotlivych prozanétlivych genii u subpopulaci M0, M1 a M2
po oSetfeni bunék statiny. Vysledky jsou prumérem méteni 3 vzorkt po 3 opakovanich, relativni genova
exprese £ SD bunék zpopulaci M1 CD14°CD165; M2 CDI14°CD16" a MO CDI4'CDCI16";
NF«B ***p <0,0001; IL-1B ***p <0,0002; IL-6 ***p <0,0009; iNOS ***p <0,002.

Na grafu A obr.9 je vynesena mira exprese genu ARGI. Ackoliv nebyl detekovan
signifikantni rozdil v expresi mezi jednotlivymi populacemi, z grafu je patrné, Ze nejvic byl
exprimovan u makrofag M2 (MO 21,5 + 51,91 vs. M1 58,08 £ 158,8 vs. M2 1207 + 3790).
Z grafi je také patrné, ze statiny zvySily expresi tohoto genu u makrofagi MO
(21,5 £ 51,91 vs. MO+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 vyjadiuje miru exprese genu TGFB, ani zde
nebyl prokdzany vyznamny rozdil v expresi mezi jednotlivymi populacemi. I tak graf ukazuje,
ze byl tento gen nejvice exprimovan makrofagy subpopulace M2 a také, Ze v piipadé€ téchto
bunék doslo po oSetieni statiny ke zvySeni exprese (M2 62,48 + 135,3 vs. M2+statin 168 +
391,2). V ptipadé populaci MO a M1 nedoSlo k vyznamnému rozdilu v expresi u bunék

oSetfenych statiny.
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bungk statiny. Vysledky jsou primérem méteni 3 vzorkil po 3 opakovéanich, relativni genova exprese +
SD bungk z populaci M1 CD14°CD167; M2 CD14°CD16" a M0 CD14°CDC16".

Graf A obr. 10 ukazuje miru genové exprese MCPI. Ackoliv nebyla prokazana
signifikance, je z grafu patrné, Ze nejvice je exprimovany buiikami subpopulace M1
(MO 1,355 £ 1,255 vs. M1 7925 £+ 12036 vs. M2 6,003 + 9,308). U makrofaghh M1 doslo
po oSetfeni bun¢k statiny ke snizeni exprese MCP1 (M1 7925 + 12036 vs. M1+statin 342,8 +
524.,9), u makrofagi MO byl vysledek opacny, po jejich oSetieni statiny doslo ke zvySeni
exprese genu (1,355 + 1,255 vs. MO+statin 20,98 + 27,02). Na expresi genu u subpopulace M2
nem¢ély statiny vyznamny vliv. Poslednim analyzovanym genem byl VCAM]I. Ani v ptipadé
tohoto genu nebyla exprese vyznamné zvysena u zadné subpopulace makrofagt oproti dalSim
subpopulacim. Graf B obr. 10 ukazuje, ze v piipad¢ makrofagii M1 doslo ke sniZeni exprese
VCAMI po oSetieni bungk statiny (M1 3648 + 5970 vs. M1+statin 26,33 + 55,53). V ptipadé
M2 makrofagii doSlo po oSetfeni bun€k statiny naopak ke zvySeni exprese tohoto genu
(M2 0,6312 £ 1,653 vs. M2+statin 5,020 £ 9,901). V ptipadé subpopulace M0 nebyla exprese
VCAMI statiny ovlivnéna.

A MCP-1 B

30000~

VCAM-1

2AACT
S 3

o

20000 2838;
10000 ﬁ 2000 ﬁ
o HIm
40 i
: ‘ ‘ ‘ : i i
2' U]
o] T ’}‘ T T '%‘ &l ‘ T T T T ';!;| T
. . S N v
N xé“&o ¥ \9\&0 ¥ x‘}&o N Q"é@‘o N \"9@0 N ‘»"é@o
N N & N N N
Obrazek 10: Zmény v genové expresi genl ucastnicich se migrace monocyti/makrofagi (n=3)
Grafy vyjadiuji zménu genové exprese genti u¢astnicich se migrace monocytt/makrofagti u subpopulaci
MO0, M1 a M2 po osetieni bung¢k statiny. Vysledky jsou primérem méfeni 3 vzorkd po 3 opakovanich,
relativni genova exprese + SD bunék zpopulaci M1 CDI14°CD165; M2 CDI14'CD16" a MO
CD14°CDC16".

41



6.4 Aktivita inducibilni NO syntazy

Zména aktivity enzymu iNOS plisobenim statinu na buniky byla stanovena na zakladé
kvantifikace mnozstvi uvolnéného oxidu dusnatého do kultivacniho média pomoci Griessovy
metody. iNOS je jeden ze zdkladnich markerdt M1 makrofagii. Na zéklad¢ dostupné literatury
shrnuté v této praci a predeslych analyz byl ptfedpokladan negativni efekt na jeho aktivitu, tedy
snizeni jeho aktivity po oSetfeni bunék statiny.

Graf 4 ukazuje signifikantn€ vyssi aktivitu iNOS u M1 makrofaga (18,98 + 7,8 umol/ml) oproti
populacim MO (11,99 £ 5,08 pmol/ml) a M2 (12,91 £ 5,81 umol/ml). Graf dale demonstruje
vyznamné snizeni aktivity tohoto enzymu u M1 makrofagl osetfenych statiny (11,98 + 5,28
pmol/ml) oproti stejné populaci bez statinli (18,98 + 7,8 pumol/ml). Mirnéjsi, ale stale
signifikantni vliv statinli byl prokazan i u populace MO makrofagi (M0 11,99 + 5,076 pmol/ml,
MO-+statin 6,85 £ 3,07 umol/ml).

Tyto vysledky jsou podpoieny také analyzou genové exprese, kde statiny signifikantné snizily

expresi genu pro iNOS (kapitola 6.3).
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Graf 4: Zmény v aktivité inducibilni No syntazy (n=5)

Kvantifikace koncentrace oxidu dusnatého uvolnéného do kultivaéniho média makrofagy bez statint
nebo se statiny. Vysledky jsou prumérem méfeni 5 vzorkd po 4 opakovanich, umol/ml = SD bunék
z populaci M1 CD14°CD167; M2 CD14°CD16" a M0 CD14°'CDC16"; ***p <0,0001.
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6.5 Produkce cytokinu

-----

-----

a dostupné literatuie byl pfedpokladan inhibicni efekt na produkci prozanétlivych cytokinii,

u IL-10 bylo naopak ocekavané zvyseni produkce.

Obrazek 11A ukazuje vyznamné vys$i produkci cytokinu IL-6 u M1 makrofagi
v porovnani s makrofagy M0 a M2. Ackoliv je to jediny znak, u n&jz bylo takové signifikance
dosaZeno, je z graft jasné, ze 1 znaky TNFa (11B) ¢i IL-1B (11C) jsou silnéji produkovany
makrofagy prozanétlivého fenotypu. V ptipad¢ protizanétlivého cytokinu IL-10 (11D) byly

vy$si hladiny detekovany u makrofagii M2, ani zde ale nebylo dosazeno signifikance.

Nejvyraznéji v této praci statiny ovlivnily uvolfiovani cytokinu IL-6 u M1 makrofagt.
Pfitomnost téchto 1é¢iv vedla v pfipadé zminéné subpopulace ke statisticky vyznamnému
poklesu produkce (M1 2025 £+ 829,3 pg/ml vs. Ml+statin 1034 + 798,7 pg/ml). V ptipadé
subpopulaci MO a M2 byl efekt statinové terapie na snizeni produkce tohoto cytokinu
také detekovan, ale nebylo dosazeno signifikance (M0 471,4 + 33,20 pg/ml vs. MO+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 makrofagi
bylo vmédiu vlivem statinové terapie signifikantnim zplsobem redukovdno mnozstvi
uvolnéného TNFa (M1 1348 + 11,29 pg/ml vs. M1+statin 172,3 + 175,9 pg/ml). Vliv statini
na omezeni produkce tohoto cytokinli je demonstrovdn i u subpopulaci MO a M2, nebyla
ale prokazana signifikantni spojitost (MO 795,0 = 618,5 pg/ml vs. MO+statin 293,6 + 88,8
pg/ml; M2 363,0 + 36,80 pg/ml vs. M2+statin 263,1 + 4,62 pg/ml). Poslednim sledovanym
cytokinem spojovanym s zanétlivou imunitni odpovédi byl IL-1B. V piipad¢ tohoto znaku
nebyla prokdzana signifikantni spojitost mezi statinovou terapii a mnoZstvim uvolnéného
cytokinu v médiu. K nejvyraznéjSimu omezeni doslo v ptipadé¢ makrofagh M1 (M1 595,3 +

308,1 pg/ml vs. 272,4 £ 272,8 pg/ml). U subpopulaci M0 a M2 doslo k zanedbatelnému vlivu.

-----

Poslednim sledovanym cytokinem byl protizanétlivy IL-10. Vliv statinové terapie
na makrofagy méla v pfipad¢ tohoto cytokinu opacny ucinek, jejich ptfitomnost podpoftila
uvoliovani IL-10 do kultivacniho média. Byt u zadné populace nedoslo vlivem statint
k signifikantnimu zvySeni produkce IL-10, vysledky u M1 makrofagt se pohybuji na hrané
signifikance (M1 109,8 + 214,3 pg/ml vs. Ml1+statin 544,6 + 303,8 pg/ ml). I v piipadé

makrofagii MO a M2 je z grafu patrnéd role statinii ve zvySeni produkce tohoto cytokinu
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(MO0 166,9 + 300,3 pg/ml vs. MO+statin 345 + 377,8 pg/ml; M2 262,3 + 322,8 vs. M2+statin

427,5 £306,3 pg/ml).
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Obrazek 11: Zmény v produkci cytokini IL-6, TNFa, IL-1p a IL-10 (n=5)
Jednotlivé grafy vyjadfuji zmény v produkci cytokinti u bunék oSetfenych statiny oproti buiikam

bez statind.

Vysledky jsou primérem méfeni

5 vzorku,

bylo pracovano v duplikatech

nebo tetraplikatech. Vysledky vyjadieny jako pg/ml =+ SD; IL-6 p *<0,01; TNFa p **<0,003.
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7 DISKUZE

7.1 Zvoleni modelu, optimalizace, separace CD14* bunék z krve

Metody vyuzité v této diplomové praci vyzaduji relativné velky objem monocyti, resp.
makrofagi, a tedy i1 velké mnozstvi krve, odpovidajici mnozstvi minimaln€ 250 ml v zavislosti
na bohatosti krve darce na monocyty. Pivodnim zamérem této diplomové prace bylo vedle
monocytll  izolovanych  zperiferni krve vyuzit také bunéfnou linii  THP-I.
Ta by, paklize by byla vhodnym modelem, umoznila vyrazn¢ snazs§i ziskdni dat.
Prvni optimalizani analyzy nicméné ukdzaly, Ze pro studium vlivu statinii na polarizaci
makrofagi tyto buniky nespliiuji v podminkach nasi laboratofe vhodné ptedpoklady
(viz VYSLEDKY). Dle dostupné literatury nejsou buiiky THP-1 linie ani pod vlivem stejnych
cytokinti (tedy IFNy+LPS pro M1 populaci a IL-4+IL-13 pro M2 populaci) schopny uspokojiveé
mimikovat vlastnosti makrofagi diferencovanych z monocytl periferni krve. Lisi se produkci
cytokinti i expresi povrchovych znakt (Tedesco ef al., 2018), coz se shoduje s vysledky v této
praci (viz Obrazek 2). Déle bylo ideou prace vyuzit také makrofagy izolované z tukove tkané,
v soucasné dob¢ ale neexistuje pracovisté, kde by bylo zpracovavano tak velké mnozZstvi tuku,
ze kterého by bylo mozné izolovat dostatecné mnozstvi neporusenych makrofagh potiebnych
pro vSechny analyzy. VeSkeré analyzy byly tak provedeny na makrofazich diferencovanych

z monocytu lidské periferni krve.

Pro zisk statisticky 1 klinicky relevantnich vysledkli by bylo vhodné nejen rozsifit
mnozstvi analyzovanych vzorkd, ale také testovat vliv vice typt bézné predepisovanych statind
na zanétlivy profil makrofagh. Prace s lidskym biologickym materidlem je v porovnani

s biologickym materidlem zvifecich modeli nebo dokonce s praci sbunénymi liniemi

wev

ey w1

fluvastatin, ktery je snadno rozpustny ve vodé€¢. Samoziejmé by mohlo byt namitnuto,
Ze pro statiny, které nejsou ve vodé rozpustné, by mohla byt pouZzita rozpoustédla typu DMSO
(dimethyl sulfoxid), kterd jsou bézné v laboratofi vyuzivana. Vyuziti takového rozpoustédla
by ale muselo byt zohlednéno v analyze dat a vysledki, nebot’ samotny solvent mize buiiky
ovlivitovat. Studium vlivu vSech typu statinii by navic bylo nejen financné, ale také velmi
Casové¢ a organizacné narocné. Pro studium vlivu vSech typt statind na velkém vzorku na typu

biologického materialu, ktery byl vyuzit v této praci, neni tak rozsah diplomové prace vhodny.
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V ramci optimalizace byl sledovan vliv doby inkubace statinii (168 h; 96 h; 72 h; 48 h
a 16 h) s buitkkami na aktivitu iNOS pomoci Griessovy metody.Tato metoda byla ke stanoveni
vhodné inkubacni doby bunék se statiny vybrana zejména z divodu nejmensi financni,
materidlové 1 ¢asové narocnosti. Vysledky reprezentované zménou v koncentraci oxidu NO
do kultivaéniho média u bun¢k inkubovanych se statiny byly porovnany s aktivitou tohoto
enzymu u bunék bez statind. Jako optiméalni byla vybrana koinkubace bun¢k se statiny po dobu
48 hodin, odpovidajici i inkuba¢ni dobé bunék s cytokiny. Nejvyraznéjsich vysledkl ve zméné
aktivity tohoto enzymu tak doslo v ptfipad¢ statinové terapie soubézné s polarizaci makrofaga.
Tyto vysledky jsou ve shodé s vysledky publikace Fu ef al., 2019. Nutno zminit, ze u M2
makrofagl ke stejné nebo velmi podobné zméné aktivity iNOS doslo i pii inkubaci statinti

s bunkkami po dobu 168 h a 16 h (M2+statiniesn 10,62 &+ 1,93 pmol/ml vs. M2+statinggy 10,04 £+

1,89 umol/ml vs. M2+statinien 10,23 £ 3,86 umol/ml). V rdmci zachovani stejnych podminek
u vSech subpopulaci makrofdgl byla vybréana koinkubace po dobu 48 hodin. Koncentrace
fluvastatinu nebyla optimalizovana, byla piejata ze studie Fu et al, 2019 a je v souladu

i s vysledky studie McFarland et al., 2017.

Veskeré analyzy vtéto praci jsou provedeny na makrofazich diferencovanych
z monocytd z periferni krve, které byly izolovany pomoci ficoll gradientu a separovany pomoci
tzv. pozitivni selekce. Pozitivni selekce, selekce na zdkladé exprese povrchového znaku,
zde CDI14, je, vramci izolacnich metody vhodnych pro zisk té€chto bunck, nejucinnéjsi
metodou. Nejen, Ze je vici bunkam nejSetrnéj$i, coz se odrazi v prezivani bunck, ale je také
metodou s nejvyssi vytéznosti (Nielsen ef al., 2020). Namisto magnetickych kuli¢ek pouzitych
v uvedeném zdroji byly vyuzity polystyrenové kulicky s navazanymi monoklondlnimi
protilatkami proti znaku CD14. Separace polystyrenovymi kulickami méa oproti separaci
magnetickymi kuli¢kami tu vyhodu, Ze k ni neni tfeba z4dného specialniho vybaveni. Zivotnost
bunék 1 jejich vytéznost v této praci byly oproti uvedenému zdroji znacné snizeny, nejveétsi cast
téchto ,ztrat® bylo pravdépodobné zpusobeno nedostatecné opatrnou manipulaci béhem
separacnich kroktli. Za pozitivni 1ze povaZzovat zlepSujici se tendenci se zvySujicim se poctem
opakovani.
Mohlo by byt namitnuto, Ze k separaci monocytarnich bun¢k by byla vhodna naptiklad metoda
bunécného sortingu. V dob¢ vypracovavani této prace nicméné nebyla na pracovisti moznost

vyuziti této separacni metody a zaroven udrzet sterilni podminky inkubace bunék.
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7.2 Diskuze vysledku

Vysledky prezentované v této praci podporuji prevladajici védecky nézor, ze statiny
Je nicmén¢ samoziejmeé nutné mit neustdle na paméti, Ze in vitro podminky nejsou schopny
plnohodnotn¢ kopirovat stav in vivo, a je jist¢ vzdy diilezité zohlednit bunécny typ a kontext

prostiedi, ve kterém jsou statiny studovany.

7.2.1 Kvantifikace povrchovych znak( a stanoveni Zivotnosti bunék

Jesté pred analyzou vlivu statinli na expresi povrchovych znakl byl stanoven také jejich
efekt na prezivani bunék. V této praci bylo zjisténo, Ze statiny nemaji negativni vliv na zivotnost
bunék u Zadné subpopulace makrofagl. Naopak se piekvapivé ukézalo, Ze statiny jsou schopny
zvysit zivotnost M2 makrofagl. Tyto vysledky jsou v ¢aste¢né shodé€ se studii Parihar et al.,
2014, kde statinova terapie neméla na piezivani makrofagi diferencovanych z monocyti
periferni krve zadny vliv. Jsou v rozporu se studii Croons et al., 2010, kde byl studovan vliv
statinl na Zivotnost makrofagi J774.A1 a kde byla prokazana negativni korelace se Zivotnosti
bunék a uzZitim statin. MoZnym diivodem tohoto rozkolu je, Ze v uvedenych studiich byly
makrofagy stimulovany jinym zptisobem a nebyl studovan vliv statinové terapie na rdzné

fenotypy makrofagu.

Prvnim analyzovanym povrchovym znakem byl znak CD14, kterym byla definovéana cela
monocytarni populace. CD14, znamy také jako lipopolysacharidovy receptor, je kliCovy
pro aktivaci TLR2/4 a spusténi jejich signalizacnich drah (Muta and Takeshige, 2001).
Vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze statiny nemaji vliv na expresi tohoto znaku
na makrofazich zadného zde zkoumaného fenotypu a naznacuji tak, Ze in vitro statiny
neovliviiuji makrofagy jako takové. Tohoto zaveru dosli 1 autofi studie Izadpanah et al., 2015.
Tento vysledek je v rozporu s vysledky studie Frey and De Maio, 2007, kde byl in vitro popsan
efekt statinové terapie na zvySeni exprese membranového CD14 na povrchu mysSich
peritonealnich makrofagt. Autofi tento efekt pfisuzuji inhibici Rho GTPazy, respektive inhibici
postranslaéni modifikace geranylgeranylace vlivem zablokovani biosyntetické drahy
cholesterolu. Jak bylo zminéno uz v kapitole 2.2, izoprenoidni molekuly Gc€astnici se prenylace
(tedy 1 geranylgeranylace) proteinli jsou meziproduktem mevalonatové drahy a jejich produkce
je tak statiny také omezena. A pravé inhibice geranylgeranylce dle autort zptsobila inhibici
Rho GTPazy, ktera vyustila ve zvySenou expresi znaku CD14. Studie Funderburg et al., 2014

naopak prednesla poznatky o snizeni mnozstvi solubilni formy tohoto znaku v séru pacienti
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s HIV-1 po oSetfeni statiny a demonstrovala tak jejich negativni efekt na aktivaci monocyta
v ramci tohoto onemocnéni. Studie Izadpanah et al., 2015 pak popsala efekt statinli na snizeni
exprese tohoto znaku na povrchu mesenchymalnich kmenovych bunék. Zde je nutné zminit,
ze statiny omezily uz diferencia¢ni schopnost téchto kmenovych bun¢k a je tak mozné,
ze omezeni CD14 neni pfimym vlivem statint na tento povrchovy znak, ale disledkem zmén
kmenovych bunc¢k jako takovych. Nicméné tato teorie neni podepiena vyzkumem.
Duvodii tohoto rozkolu muze byt jisté mnoho, je pravdépodobné, ze, stejn¢ jako v ptipadé
ostatnich povrchovych znak, hraje klicovou roli vliv okolniho prostiedi. Ve chvili, kdy jsou
makrofagy, byt’ in vitro, stimulovany jinym zplsobem, pak nutné musi dojit také k rozdilim
v jejich vlastnostech. Znak CD14 je exprimovan i dal§imi bunéénymi typy a je pravdépodobné,

ze 1 bunécna prislusnost bude hrat v mozném vlivu statinti na expresi tohoto znaku roli.

Déle byl analyzovan i efekt statinli na populace makrofaglti definované znaky CD14
a CD16, respektive tedy jejich vliv na expresi znaku CD16. Dle zde prezentovanych vysledki
nema statinova terapie na expresi tohoto znaku vyznamny vliv. To dale podporuje hypotézu,

Ze statiny in vitro neovliviiuji makrofagy jako takové.

Kromé¢ zminénych povrchovych znakti CD14, CD16 byly dale vybrany znaky CDI15,
CD36, CD163, CD206, Trem-2, ABCA-1. Znak CD86 byl pouzit pouze v ramci
optimalizac¢nich krokti, dale nemohl byt vyuzit z divodu silné autofluorescence makrofagi

v kanélu, ve kterém byl méfen.

Receptory CD163 a CD206 jsou typickymi znaky M2 makrofagii (Buechler et al., 2000;
Chen et al., 2020), jejich exprese pak byla spojena také s M2 fenotypem makrofagii ii¢astnicich
se aterosklerdzy (Bisgaard et al., 2016; Kralova Lesna et al., 2016). Jsou tak bézn¢ vyuzivany
jako markery alternativné aktivovanych M2 makrofagt (Soldano et al., 2018; Veloso ef al.,
2020). I vramci této prace byly tyto markery zvoleny pro rozliSeni M2 makrofagh.
Zatimco znak CDI163 kopiroval ocekavany trend, byl tedy v signifikantné vyS$i mife
exprimovan u M2 makrofdgi v porovnani s M1 makrofagy, exprese znaku CD206 byla
nezvykle vysokd nejen u M1 makrofagi, ale také u nestimulovanych M0 makrofagt, které byly
vystaveny pouze pisobeni faktoru M-CSF. Zda se tedy, Ze za vysokou expresi tohoto znaku
je zodpovédnd praveé inkubace monocytii s timto diferenciaénim faktorem, ktery je bézné
v in vitro experimentech vyuzivan k navozeni diferenciace makrofagti z monocytt (Sadh et al.,
2020). Tuto teorii podporuji i1 recentni vysledky studie Chen et al., které ukazuji, ze M-CSF
stimuluje nckteré fenotypové charakteristiky alternativné aktivovanych makrofagu,
véetné zvysSené exprese znaku CD206. Tento efekt je u bunc¢k pozorovatelny i nékolik dni
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po vyméné média jiz bez M-CSF (Chen et al., 2021). Piekvapive, nejmensi mérou byl CD206
exprimovan na povrchu M2 makrofagu.

Statiny signifikantnim zptsobem zvysily expresi CD206 u subpopulace M2. Tento vysledek je
v souladu s ptfedpokladanou antiinflamacni funkci statinti a je ve shodé s vysledky studie Zhang
et al., 2017 na lidskych makrofazich z monocyt periferni krve, kde autofi zvySeni exprese
tohoto znaku spojuji se zvySenim exprese a aktivace PPAR-y v makrofazich. Byl prokazan
antiinflamacni efekt tohoto receptoru a jeho zvySenad exprese je spojovana s markery M2
makrofagi (shrnuto v Zhang et al., 2017).

A¢& nebylo dosazeno signifikance, vysledky prezentované v této praci naznacuji také vliv statint
na expresi znaku CD163. V ramci populaci MO a M2 byl detekovan trend statini na omezeni
exprese tohoto znaku. Negativni efekt statini na expresi tohoto markeru byl ptekvapujici,
Zhang et al., 2017b a Fu et al., 2019. A¢ byl CD163 dlouho povazovan za ateroprotektivni
znak, byly studii Bengtsson et al., 2020 publikovany vysledky naznacujici jeho proaterogenni
efekt. Zvysend exprese tohoto receptoru byla detekovana u pacientli v symptomatické fazi
aterosklerdzy, byla spojena s nestabilnimi aterosklerotickymi platy a v neposledni fad¢ bylo
popséno, ze jeho pfitomnost negativné koreluje s mnozstvim HDL cholesterolu (Bengtsson et

al., 2020).

Transportér ABCA-1 je exprimovan na povrchu makrofagi, kde zabezpecuje reverzni

transport intracelularniho cholesterolu z buiiky (de Gaetano et al., 2016). Pfifazeni tohoto znaku

-----

c w1

2009). V této praci byla jeho vyssi exprese detekovana u subpopulace klasicky aktivovanych
M1 makrofagl. Na expresi tohoto markeru nebyl prokdzany signifikantni vyznam statinové
terapie, vysledky ale ukazuji, ze zejména u M1 subpopulace dosSlo po oSetieni bunék statiny
k omezeni exprese tohoto znaku. V tom, zda statiny expresi ABCA-1 podporuji, inhibuji ¢i ji
viibec neovliviiuji nejsou studie jednotné. In vivo v lidskych aterosklerotickych platech statiny
podporuji expresi tohoto transportéru (Santovito et al., 2020). Vzhledem k jeho roli v reverznim
transportu cholesterolu, Ize jist¢ zvySeni exprese znaku ABCA-1 alesponi v kontextu
aterosklerdzy povazovat za pozitivni. Na druhou stranu, in vitro na makrofazich odvozenych
z THP-1 linie byl popsan opacny efekt (Niesor et al., 2015) a studie He et al., 2019 nedetekovala
in vitro na expresi ABCA-1 v lidskych plicnich epitelidlnich buiikdch vibec Zadny efekt.

49



V ramci studia vlivu statinti na expresi tohoto znaku je jisté velice dilezité zohlednit kontext

okolniho prostiedi i buiiky, na jejichz povrchu je transportér exprimovan.

Pfitomnost Trem-2"¢" makrofagi byla detekovana v aterosklerotickém platu mysi
(Cochain et al., 2018) a na mySim modelu bylo také popsano, Ze jsou tyto makrofagy velmi
nachylné k pteméné v pénovité bunky (Kim ef al., 2018). V ramci této diplomové prace byla
signifikantné vyssi exprese tohoto znaku detekovana na povrchu M0 a M2 makrofagl oproti
M1 makrofagim. To odpovidd vysledkim studie Baidzajevas et al., 2020, ve které bylo
prokazéano, ze M2 makrofagy jsou k preméné¢ v pénovité buiikky vyznamné nachylné;si nez M1
makrofagy. U MO makrofagh by tato vyznamné vys$$i exprese mohla byt ovlivnéna
et al., 2021). Exprese tohoto znaku byla vyznamné sniZena u subpopulace MO po koinkubaci
bunék se statiny. Grafy trendd ukazuji vyznamny vliv statinové terapie na expresi znaku
Trem-2 u jednotlivych vzorkt i v ptipad¢ populaci M1 a M2 makrofagli. Ptesnéji, v rdmci
jednotlivych méfeni byla exprese Trem-2 nejvyraznéji snizena v piipadé subpopulace M2,
coz je opét v souladu s jiz diskutovanymi vysledky studie Baidzajevas et al., 2020. Omezeni
exprese tohoto znaku bylo demonstrovano studii Liu et al, 2017 na myS$im modelu

bronchidlniho astmatu. S vysledky této studie jsou zde prezentované vysledky ve shodé¢.

CD15 (Sialyl-Lewis *) je vramci studia aterosklerézy bézné sledovanym znakem,
typicky je vyuzivan ke stanoveni profilu neutrofili (Rothe et al., 1996), ale je exprimovan
také monocyty a dal$imi leukocytdrnimi buiikami (Nakayama et al., 2001). ZvySena exprese
tohoto znaku je obvykle spojovana s adhezivitou leukocyti k endotelu, s indukci formace
aterosklerotického platu (Tasneem et al., 2021) i sjeho rupturou. CDI5 zprostredkovava
uvolnéni tkanového faktoru z leukocyti, interakci s krevnimi destickami a tim vznik trombu
(Rauch et al., 2000). Jeho zvySena exprese je tak spojovana s pokrocCilou fazi aterosklerdzy,
rupturou aterosklerotického platu (Pertiwi ef al., 2020; Sarlon et al., 2013). Ackoliv v této praci
nebyla prokdzana signifikantni spojitost mezi expresi CD15 a statinovou terapii, v rdmci
jednotlivych méfeni u subpopulaci MO a M1 byl detekovan trend statini na inhibici
jeho exprese. Zejména pak u subpopulace M1. Zda a jak statiny ovlivituji pfimo tento znak,
nebylo doposud vice studovano, nicméné v roce 2015 byla publikovana studie, kde byl popsan

efekt statinové terapie na zvyseni sializace makrofagh (Wang et al., 2015).

CD36 se fadi mezi scavengerové receptory a je exprimovan na povrchu fady bunécnych
typt véetné makrofagh (Mikinen et al., 2010) ¢i adipocytt (Vroegrijk et al., 2013). Jeho roli
je nejen fagocytoza ox-LDL Castic (Mikinen et al., 2010), ale podili se také na vychytavani
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mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Vroegrijk et al., 2013). Vysoka exprese znaku CD36
byla detekovana na povrchu zanétlivych makrofagi v lidské tukové tkani (Kralova Lesna et al.,
2016). V této praci byl CD36 siln¢ exprimovan vSemi subpopulacemi makrofagli. Nejvice byl
vSak exprimovan makrofagy M2. Tento piekvapivy vysledek koresponduje s vysledky recentni
studie Baidzajevas et al., 2020, kde bylo zjisténo, Zze M2 makrofagy maji v porovnani s M1
makrofagy silnéjsi schopnost fagocytdzy a internalizace volnych LDL ¢astic, a jejich nasledné
premény v pénovité buiiky. Lze tak predpokladat, Ze jsou to pravé M2 makrofagy, které¢ CD36
na svém povrchu exprimuji silnéji.

Bylo prokdzano, Zze CD36 je exprimovan po stimulaci ox-LDL (prozanétlivy stimul),
ale také IL-4 ¢i M-CSF (Feng et al., 2000). Vzhledem k tomu, Zze vSechny subpopulace
makrofagl byly v této praci stimulovany M-CSF, je mozné, ze vysokd mira exprese znaku
CD36 je zptusobena pravé jeho pfitomnosti. AC nebyl prokdzan signifikantni efekt statinové
terapie na expresi tohoto znaku, grafy trendi jasné naznacuji jeji efekt na snizeni exprese CD36
v ramci jednotlivych méfeni u subpopulaci M1 a zejména M2. V piipadé subpopulace M2
rozdil mezi expresi znaku u bunék se statiny a bez statini dosahl téméf signifikance (p= 0,055).
Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky studie Han ef al., 2004, kde byl efekt statint
demonstrovan jak na makrofdzich z THP-1 linie, tak lidskych makrofdzich odvozenych
z monocytu periferni krve stimulovanych ox-LDL. Autofi tento efekt zdivodiuji omezenim

fosforylace PPAR-y v ramci MAP kindzové drahy.

Ackoliv u vétsiny povrchovych znaki nebyl prokazan signifikantni vliv statinové terapie
na jejich expresi, trendy jednotlivych méfeni jejich antiinflamacni efekt pomérné jasné
demonstruji. Signifikance pravdépodobné nebylo dosazeno vlivem relativné vysokeé
heterogenity darcli a jejich malého poctu. Pti dostateCném rozSifeni méfeni by statiny jisté
prokézaly jejich antiinflamacni potencidl na polarizaci makrofagi v plné $§ifi. Nicméné

populaéni studie nebyla pfedmétem diplomoveé prace.

7.2.2 Analyza genové exprese

Jako housekeeping gen, ktery je nutny pro vypocet relativni genové exprese metodou
288t byl vyuzit B2 mikroglobulin. U n&j bylo prokazano, Ze je v ramci studia genové exprese
u makrofagl jednim z nejstabilnéjSich bézné vyuzivanych housekeeping genti (Kalagara et al.,
2016), jeho volba v této diplomové praci se tak zda byt vhodna. Jak je z vysledki patrné, genova
exprese byla stanovovana pouze na bunkach tii vzorkl. Bunky bylo nutno vyuzit i pro metodu

pratokové cytometrie, ve dvou ptipadech nebyla vytéznost bun€k po izolaci z krve dostate¢né
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vysoké na to, aby mohly byt provedeny ob¢ analyzy. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé vzorky
byly pti gqPCR vzdy pipetovany v replikatech a v ptipadé¢ FACS analyzy replikaty vyuzity
nebyly, byly buiiky pouzity pravé na FACS.

Zvysena genova exprese znakti NFkB, IL-1p, IL-6 a TNFa i iNOS je bézné v biologii
povazovana za marker zanétu, respektive prozanétlivych makrofagti (Comalada et al., 2006),
proto byla analyzovana i v této praci. Byla detekovana vyznamné vyssi exprese prozanétlivych
gentt NFKB, ILIB, IL6 a iNOS u klasicky aktivovanych makrofagi M1 oproti subpopulacim
MO a M2. Stejny trend byl pozorovan i v piipadé genu TNFA4, v piipad€ tohoto genu ale nebylo
dosazeno signifikance. Tato data odpovidaji obecnému povédomi o genovém profilu klasicky
aktivovanych makrofagt a jsou ve shod¢ s vysledky studii Jaguin ef al., 2013 a Bakondi ef al.,
2019.

Vysledky této prace ukazuji vyznamny vliv statinové terapie na omezeni genové exprese
genu pro jaderny faktor NFkB. Stejného vysledku dosdhla naptiklad studie Tu ef al., 2017.
V piipadé této diplomové prace mohlo byt snizeni exprese tohoto nuklearniho faktoru
zpusobeno inhibici TLR2/4, ktery byl stimulovan LPS pfi polarizaci M1 makrofagh. Tyto TLRs
hraji vyznamnou roli v aktivaci NFkB dréhy lipopolysacharidem (Muta and Takeshige, 2001).
Vliv statind na potlaceni exprese TLR4 na povrchu monocytarnich bunék a posléze i NFxB byl

prokézan ve studii Fang et al., 2014.

Dale byl sledovan efekt koinkubace bunék se statiny na expresi genu /LB, vysledky
prezentované v této praci demonstruji vyznamnou spojitost mezi uZitim téchto [éiv
a omezenim exprese tohoto genu makrofagy subpopulace M1. Tyto vysledky jsou podpoieny
1 vysledky ELISA testii, kde byl ovéfen vliv statinli na omezeni mnoZstvi tohoto cytokinu
na proteinové Urovni. Omezeni genové exprese /LIB byla prokazana Altaf and Peng, 2014,
ve studii tento efekt diskutuji jako vysledek inhibice NLRP3 inflamazomu.
Je tedy pravdépodobné, ze v rdmci této diplomové prace ma klicovou roli inhibice NF«kB,
zprosttedkovand inhibici TLR4, ktery v aktivaci NLRP3 inflamazomu hraje dileZitou roli
(Boaru et al., 2015). Ptipadné mize byt genova exprese IL-1p omezena i pfimou inhibici TLR4,
respektive jeho expresi na povrchu makrofagi. Omezenim TLR4 je pak ovlivnéna i IRAK-1
(z angl. Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) kindza. Vlivem sniZeni jeji aktivity dochazi
k omezeni produkce prozanétlivych cytokini (Methe et al., 2005).

Zde prezentované vysledky nesouhlasi s vysledky studie Healy et al., 2020, které ukazaly
opaény vliv statin@l na expresi tohoto genu u ApoE” mysi. Tento efekt ve zminéné praci
diskutuji jako vysledek inhibice isoprenylace proteinu Racl, kterd dle jejich zavéru pisobi
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Linnenberger et al., 2021 in vitro na makrofazich kostni diené. Autofi této studie se domnivaji,
ze antiinflamacni efekt statintl in vivo neni vazan na makrofagy, ale souvisi spis s jejich vlivem
na jiné imunitni bunky nebo s jejich systémovym uc¢inkem. V této diplomové praci byl
ale prokazan ptimy vliv statinli na zanétlivy profil makrofagt, tim se prace rozchazi s nazorem

autord studie Linnenberger ef al.

Vyznamné byla také snizena exprese genu /L6 u M1 makrofagtli, coz v ramci této prace
velmi pravdépodobné souvisi s inhibici NFkB nebo IL-18, jejichZ signalizace mlze spustit
syntézu IL-6. Tento vysledek je v souladu s vysledky studii Jougasaki et al., 2010 ¢i Fu et al.,
2019. Je podpoten také vysledkem ELISA testu, kdy byl prokdzan efekt statinii na snizeni

uvoliovani tohoto cytokinu makrofagy do kultivaéniho média.

Dalsim sledovanym znakem byl gen pro iNOS, u néj byl detekovan vyznamny pokles
v expresi v ptipadé M1 makrofagl. Vysledek analyzy genové exprese je v souladu s vysledkem
Griessovy reakce, kterou byl prokazan inhibi¢ni efekt statinli na aktivitu tohoto enzymu
(viz kapitola 6.4). Vysledek genové exprese je ve shod¢ se studii Huang et al., 2003, kde byl
prokdzan antiinflamaéni efekt na expresi tohoto genu v mysich makrofézich 1 se studii Yang et
al., 2016, kde byl stejny efekt prokdzan in vivo v makrofazich peritonealni dutiny v animalnim

modelu infarktu myokardu.

V této praci nebyla prokazana signifikantni spojitost mezi statinovou terapii a expresi
genu TNFA. V pfitomnosti statinu doSlo jen k mirnému posunu ve sméru omezeni genové
exprese v piipadé M1 makrofagh. Stejného vysledku bylo dosazeno ve studii Utomo et al.,
2016. Vysledky této diplomové prace se Castecné rozchazi s vysledky studie Ruleva et al.,
2020, kde byla sice statiny snizena syntéza cytokinu TNFa, nicméné byla detekovana zvySena
hladina mRNA. Vysledky zminéné studie tak naznacuji, Ze statiny omezuji tento znak
az na post transkripéni trovni. Z vysledkil prezentovanych v této diplomové praci tento zavér

ale nevyplyva.

-----

imunitni odpovédi, ARGI a TGFB. A¢ nebylo dosazeno signifikance, je z vysledkl jasné,
7e oba geny jsou vyrazn¢ vice exprimovany makrofagy subpopulace M2 oproti makrofagtim
MI1. Oba tyto znaky jsou b&zné¢ spojovany s alternativné aktivovanymi M2 makrofagy
(Assungdo et al., 2017). K nejvyznamnéjsi zméné v expresi ARG doslo v ptipad¢ makrofagh

M2, zde statiny piispé€ly k jejimu zvySeni. Stejny, ale méné vyrazny, trend je pozorovatelny
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také u makrofagh MO a M1. Pozitivni efekt statini na expresi tohoto genu je v souladu
s poc¢atecni hypotézou této prace i s predpokladanym antiinflamacnim efektem statind.
Stejného vysledku bylo dosazeno i ve studii Yang et al., 2016 na makrofazich potkant
po infarktu myokardu.V ptipadé¢ genu TGFB nedoslo k prilisSné zméné v expresi u zadné
z populaci, nejvyraznéji byla exprese ovlivnéna v ptipadé M2 makrofagt, kde statiny jeho
expresi zvysily. Zvyseni exprese tohoto genu jako efekt statinové terapie bylo dokumentovano
ve studii Larson-Casey et al., 2019 v bronchoalveolarnich butikach izolovanych od pacienti

s idiopatickou plicni fibrozou.

V neposledni tadé¢ byl studovan efekt statinové terapie na expresi geni znakd,
které se ucastni adheze a migrace monocyti a makrofagi, MCP-1 a VCAM-I.
V ptipadé MCP-1 doSlo plsobenim statini ke snizeni jeho exprese u M1 makrofagu,
coz je vsouladu svysledkem studie Jougasaki et al, 2010. Ke snizeni jeho exprese
pravdépodobné doslo omezenim exprese IL-6, jak bylo také popsano ve studii Jougasaki et al.,
2010. V ptipad¢ subpopulace MO doSlo po oSetfeni bunck statiny k vyraznému,
ale ne signifikantnimu zvySeni exprese proti MO makrofagiim bez statinii. K mirnému zvyseni
vlivem statint do§lo 1 v pfipadé¢ M2 makrofagi.

Poslednim studovanym genem v této praci byl VCAMI. V ptipadé M1 makrofagi doslo
ke sniZzeni exprese tohoto genu, u subpopulace M2 doslo po oSetfeni bunck statiny k jeho
zvySeni. Ani v jednom piipad¢ ale nebylo dosaZeno signifikance. Statiny v minulosti prokazaly
schopnost omezit syntézu a aktivitu VCAM-1 v endotelidlnich bunikach (Khanicheh et al.,
2013). Vysledky razného vlivu statinové terapie na expresi znaki MCP-1 a VCAM-1
na subpopulace M1, M2 a M0 naznacuji, Ze je nutné také zohlednit kontext prostiedi.

schopny samy produkovat MCP-1 i adhezivni molekulu VCAM-1. V ptipad¢ prozanétlivych
M1 makrofaglh tak mohou timto zptsobem pfispét k dalSimu influxu monocytti/makrofagi
do mista vznikajiciho zanétu a dale tak podpofit a prohloubit zanét. Omezenim exprese téchto
znaku v pfipadé M1 makrofagl tak statiny ptispivaji k redukci zanétu. V ptipad¢é subpopulaci
MO a M2 muze byt role opacnd. Je-1i zvySena exprese téchto znakli u M2 makrofagl, miize
po influxu monocyti nebo makrofagti dojit k jejich diferenciaci a polarizaci do M2 fenotypu.
zanétlivych procesi a jejich pozistatki a tim naptiklad pfispivat ke stabilizaci

aterosklerotického platu. Tim tak statiny znovu piispivaji k redukci zanétu.
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7.2.3 Stanoveni aktivity iNOS

Vysledky této prace prokazaly vyznamné vyssi aktivitu enzymu iNOS u M1 makrofaga
oproti subpopulacim M0 a M2. Tyto vysledky jsou v souladu se zazitymi poznatky o typickych

znacich klasicky aktivovanych makrofagi, ale naptiklad i se studii Jablonski et al., 2016.

Statinova terapie prokazala vyznamny vliv na sniZeni aktivity iNOS u subpopulaci M1
1 MO. V tom, jak statiny ovliviiuji aktivitu tohoto enzymu, se literatura rozchazi. Vysledky
této prace jsou ve shod¢ s vysledky studie Huang et al., 2003, kde byl in vitro demonstrovan
inhibicni efekt statini na aktivitu tohoto enzymu v makrofazich diferencovanych
v prozanétlivém sméru (LPS+IFNy). Omezeni aktivity tohoto enzymu muize byt vysledkem
jiz diskutované inhibice TLR/NF«B signalizace. A jsou ve shod¢ i se studii Zhang et al., 2018,
kde byl sledovan vliv statini na aktivitu iNOS na mySich makrofazich izolovanych
z aterosklerotického platu v aorté. Zdanlive se vysledky diplomové prace rozchazeji s vysledky
studie Ikeda et al., 2001, kde byl in vitro demonstrovan opacny efekt statinii na aktivitu enzymu
ve svalovych buiikach srdce. Ve svalovych buiitkach ma nicméné iNOS jinou funkci (Dayal et
al., 2014). Moznym vysvétlenim rozkolu nasich, i dalSich vysledk, se studii Ikeda et al., 2001
je vyuZiti jinych bunéénych modeli, respektive rizny efekt statinii na imunitni bunky a buiky

neimunitni. Vysledek této analyzy je podpoten i1 vysledkem genové exprese.

Je nutno zminit, Ze ve studii Kauerova et al., 2021, jiZ je autorka této diplomové prace
spoluautorem, byly publikovany vysledky o vlivu statini na aktivitu iNOS v makrofazich.
Ve zminéné publikaci bylo vyuZito stejné metodiky a analyza byla provedena autorkou
diplomov¢ prace. Pro potieby diplomové prace byla ale analyza rozsifena o vétsi pocet vzorkdl,

nejedna se tak o totozné vysledky, byt demonstruji stejny efekt.

7.2.4 Stanoveni cytokin(

V této préci byl demonstrovan vyznamny vliv statinové terapie na omezeni produkce
prozanétlivého cytokinu IL-6 u M1 makrofagl. Srovnatelné vysledky byly publikovany
ve studii Hohensinner ef al., 2018 in vitro na lidskych makrofazich a jsou ve shodé i s vysledky
studie de Oliveira et al., 2020 na lidskych makrofazich diferencovanych z monocytl periferni
krve. Vysledky této prace se rozchazi s vysledky studie Gasbarrino ef al., 2019, kde byl in vitro
na makrofazich diferencovanych z THP-1 linie demonstrovan opacny efekt na produkci tohoto

cytokinu.
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Déle byl v této praci demonstrovan vyznamny efekt statinli na snizeni produkce cytokinu
TNFo u M1 makrofagt. Stejny efekt byl demonstrovan i u subpopulaci M0 a M2, zde ale nebyla
prokézana signifikantni spojitost. Stejny ucinek statinové terapie byl prokazan studii Wang et
al., 2014, kde statiny snizily produkci cytokinu TNFa mySimi makrofagy. Vysledky
prezentované v této diplomové praci jsou ve shod¢ také s vysledky studie Ruleva et al., 2020,
kde byl demonstrovan efekt statinové terapie na snizeni produkce tohoto cytokinu makrofagy
diferencovanymi z periferni krve. Ve studii Heming et al., 2018 bylo zjisténo Ze, produkce
TNFa neimérné koreluje s expresi PPAR-y, respektive ze omezeni aktivity tohoto receptoru
vede ke zvySeni genové exprese TNFA. Jednim z logickych vysvétleni vlivu statinii na TNFa
je tak jejich vliv na zvysSeni aktivity PPAR-y, kterd by vedla ke snizeni exprese zminéného
znaku. Studii Zhang et al., 2017 byl tento efekt statinové terapie skutecné prokazan. Vysledky

se opét rozchazi s vysledky studie Gasbarrino et al., 2019.

Omezena byla také produkce silné prozanétlivého cytokinu IL-1B, piedevsim
u makrofagh M1. Toto pozorovani je v souladu s vysledky studie McFarland et al., 2017,
kde byl vliv statinll na produkci tohoto cytokinu stanovovan na makrofazich diferencovanych
zlinie THP-1 1 studie Fu et al, 2019, kde byl studovan vliv statini na makrofazich
diferencovanych z krevnich monocyti. Efekt statind na sniZzeni IL-1f byl prokazéan 1 ve studii
Suresh et al., 2013, kde byl analyzovan vliv statinii na produkci IL-1p v exsudatu dasni
u pacientli s chronickou periodontitidou. Vysledky diplomové prace se opét rozchazi s vysledky
studie Gasbarrino et al., 2019, ¢i studii Healy et al., 2020, kde byla taktéZ demonstrovana
schopnost statini  zvySit produkci tohoto cytokinu nejen na proteinové urovni,
ale také na genové rovni na makrofazich z kostni dfené u ApoE™ mysi. Studie Akula et al.,
2019 tento efekt diskutuje jako vysledek inhibice prenylace proteinu Racl, jehoZ aktivita vede
k prozanétlivé signalizaci v rdmci vrozenych imunitnich reakei. Podle autord této studie,

prenylace brani aktivaci tohoto proteinu, omezuje tak inflamacni charakter imunitni reakce

w1

v

rrrrr

IL-10. Vysledky této prace ukazuji potencial statini zvySit jeho produkci u vSech
zde sledovanych populaci makrofagi, byt nebylo dosazeno signifikance. Za hrani¢né

signifikantni lze povazovat vliv statinové terapie ta tento znak v pfipadé M1 makrofagi

rrrrr

a s vysledky studie Stumpf et al., 2009, které demonstrovaly vyznamny efekt na zvySeni hladin
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IL-10 v séru laboratornich potkani, ktefi byli vystaveni plisobeni statinti po infarktu myokardu.
Souhlasi také s vysledky studie Xu et al., 2017, kdy po oSetieni statiny doslo ke zvyseni hladin
IL-10 u mysiho modelu traumatického poranéni mozku. Zda se, ze i v ptipadé tohoto cytokinu
muze hrat roli vliv statini na aktivaci PPARYy receptoru, ktery zvysuje produkei IL-10 (Zhang
et al.,2017a). I tyto vysledky jsou v rozporu se studii Gasbarrino et al., 2019. V piipadé tohoto
cytokinu autofi popisuji, zZe vyznamnou roli hraje doba inkubace bunck se statiny.
Pii koinkubaci makrofadgi se statiny po dobu 24 hodin doslo ke zvySeni jeho produkce,
po prodlouzeni inkubacni doby na 72 hodin byla naopak jeho produkce snizena. Podobny efekt
byl pak prokazén i v této diplomové praci (viz Optimalizace). Jak vysledky optimalizacni
analyzy ukazaly, relativné vyznamnou roli v antinflama¢nim ucinku statini hraje cas
koinkubace s bunikami. V ur¢itém ¢asovém useku statiny in vitro naopak podporuji zanétlivy
profil makrofagli, v diplomové praci demonstrovano zvySenim aktivity iNOS. Je moZné,
ze autofi studie Gasbarrino ef al., 2019 dostate¢né nezohlednili efekt ¢asu koinkubace bunéck

se statiny a jejich vysledky jsou tim ovlivnény.

V této praci byl demonstrovan antiinflamacéni efekt statinli i na proteinové urovni
prostiednictvim snizeni produkce prozéanétlivych cytokind IL-1pB, IL-6 a TNFa. Naopak byl
prokdzan jejich pozitivni vliv na zvySeni protizanétlivého IL-10. A¢ nedosahly vSechny
vysledky hranice statistické vyznamnosti, stale podporuji ptevladajici nazor védecké obce,

sice Ze statiny maji antiinflamacni schopnosti, respektive Ze na polarizaci makrofagu a jejich

vvvvv

Jen relativné mala cast vysledki, které jsou prezentované v této, praci dosadhla
signifikantnich zmén. To je dano vysokou variabilitou bun¢k zplisobenou variabilitou a malym
poctem darci. Ackoliv odebrané monocyty byly do makrofagh diferencovany stejnym
zpusobem, je stale nutné brat v potaz, ze byly ovlivnény uz svou existenci v rizném prostiedi
organismu. Tento efekt by byl eliminovéan, pokud by v praci byly vyuzity bunécéné linie
napi. THP-1. Ta ale nevykazovala dostatecnou senzitivitu k protokolu k diferenciaci

makrofagl. Toto je jisté nejzavaznéjsi limitaci diplomové prace.
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8 ZAVER

Tato prace se zabyvala studiem vlivu statinové terapie na zanétlivy profil makrofagt,

k tomuto ucelu byly vyuzity makrofagy diferencované z monocyti lidské periferni krve

a fluvastatin. Snahou této prace bylo prokazat piimy antiinflamacni efekt statint na polarizaci

makrofaga.

Vysledky analyz v této praci ukazuji, ze in vitro:

Statiny vyrazné ovliviiuji metabolismus makrofagi

Statiny omezuji expresi povrchovych znaki spojovanych se zanétlivym fenotypem
makrofagl nebo progresi aterosklerozy

makrofag M2

Genova exprese prozanétlivych gentt NFKB, ILIB, IL6 a INOS je statiny vyznamn¢
sniZzena

Genova exprese genu TNFA je také sniZena, ale nebyla prokazana signifikance
Genova exprese protizanétlivych gentt ARG, TGFB je statiny zvySena

Genova exprese gentl ucastnicich se adheze a migrace monocyti/makrofagt (MCP1,
VCAM]I) je statiny omezena

Statiny vyznamnym zptisobem omezuji aktivitu inducibilni NO syntazy

Statiny redukuji uvoliovani cytokint IL-1p, IL-6 a TNFa

Statiny podporuji produkei cytokinu IL-10

Zaveérem. Pocatecni hypotéza, sice ze statiny pusobi v in vitro prostiedi na polarizaci

e w1

antiinflamac¢ni efekt na markery zanétu, ale analyzy prokézaly také jejich schopnost pfimo

podpofit znaky spojované s protizanétlivym fenotypem imunitni odpovédi. Je znovu tieba

zdUraznit, ze in vitro prostifedi presné nedopovidéd staviim in vivo, v ramci vyzkumu statint

a jejich imunomodula¢nich schopnosti je dozajista nutné zohlednit kontext prostfedi, bunécny

typ a v neposledni fadé také vliv ¢asu a jejich koncentrace.
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Uvod

Je prokizéno, ze vedle poruchy distribuce, ukladani a tvofeni lipi 1 je zejména pritomnosti chronického zindtu a v ném2 zakladni roli mé pitomnost a aktivita makrofigh
Pravé obou téchto patol dgji silné ovlivituje rizné fize aterogeneze. Protektivni vyznam cilené protizanétlivé terapie na 4rni. chorobu byl prokazén v Klinickjch studiich. Publikovani data prokizala

tento efekt testovali v in vitro podminkach .

Hypotéza, cile a metody
Na zikladé vyse i dalsich studii
v protizanétlivém sméru a snizuji markery zéngtu.

Vysledky

7 statiny in vitro piisobi na polarizaci makrofagi

1.

Kvantifikace exprese povrchovych a intraceluldrnich markeril, prijtaimedrie
Pro potvrzeni nasi hypotézy byly stanoveny nésledujici cile:

1) Kvantifikace vlivu statini na expresi povrchovych markerii monocytarnich bungk pomoci pritokové cytometrie
2) Stanoveni vlivu statin na expresi genit pro NF-kB, IL-1B, IL-6 a TNFa a NO syntizu pomoci metody qRT-PCR
3) Definice vlivu statini na aktivitu NO syntdzy (Greissova reakce) a Argindzy -1
4) Stanoveni zmén v produkei cytokint IL-1p, IL-6, IL-10 a TNFo ELISA testem

Ukdzka cytometrického okna

M1 Msstatin M2sstatin M2

Fivion

Pro poticby tohoto vyzkumu byl vywzit model makrofigi ziskanych diferenciaci lidskych perifernich monocytd, ot
prislusnd polarizace byla stimulovéna LPS+IFNy (M1 makrofigy) a IL-13+IL-4 (M2 makrofagy) . Jako
statin byl vybrén fluvastatin.
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Obrizek 3.1: Grafy exprese jednotlivieh gend pro zinélivé proteiny

Vgsledky z QRT-PCR jasné prokazuji protizingtlivy vliv  statinit na expresi zanctlivych markerd. PFiddn statind vedlo k signifikantnimu snizeni exprese NF kB,

IL-1B a IL-6. Z grafu pro TNFa je patmé, Z i utohoto genu  statiny znatelné sniziy jeho expresi, neni zde ale signifikantni rozdil mezi vzorky s a bez  statini.

Data vyjadiena log2 nisobnou zménou neosetfen kontroly ( Mo) ve srovnni s makrofiigy M1 & M2, méfeno v triplikitech, primér = SD, *** p< 0,001

4. Kvantifikace produkcgtoking ELISA test
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Graf4.1: Zmény produkee eytokind IL-6 (a) a IL-1§ (b) u bundk stimulovangch statiny a bez statini

4.1 9): Graf ukazuje vznamny viiv  statind na snizeni exprese cytokinu IL -6. U Mo makrofigi se statiny dosho k 46 nasobnému snizen produkee IL -6, u M1
k15 nisobnému a u M2 k 1.4 nisobnému s i butkam stejncho fenotypu bez
4.1 b): Graf ukazuje vyznamng vl statini na i

statini. Data demonstrovina 2 hodnotami
exprese eytokinu IL -1, U Mo makrofégh statiny sniziy expresi cytokinu 115, u M1 299 a u M2
makrofiigh 0.93x vii buikim stejaého fenotypu bez — statind. Méfeno v trplikitech

Na ose Y je vynesen nsobny rozdil v produkei cytokinu oproti Mo kontrolnim buikim.

Mefeno v tetraplkitech, primér + SD, *** p< 0,001

Rekapitulace a zavér

- vysledky cytometrické analyzy ukazuji, 7o statiny snizuii expresi nékterych zingtlivych povrchovych znakii
- metodou RT-PCR bylo prokézino, z statiny signifikantng snizaiji expresi geni zinétlivych markerd NF  «B, IL-1B

a1L-6 a vyznamné také expresi TNF o u M1 makrofigl
- Griessovou metodou bylo prokizino, 7

statiny signifikantng snizujf aktivitNO ~ syntdzy uMI makrofégi

- ELISA test ukizal vyznamné snizeni produkce IL -6 a IL-1P u M1, z dosavadnich dat Ize pfedpokladat, ze i u TNF o

dojde k podobnému vysledku

Vsledky 24 byly vyhodnocovény pomoci statistického programu  GraphPad.

Pro analyzu dat 2 a 3 byly pouzity Anova test a Bonferri‘s Multiple Comparison Test.

Dosavadnim zavérem této priice je potvrzeni potitedni hypotézy, sice, Ze statiny ovliviiuji polarizaci makrofigi

v protizangtlivém sméru a Ze snizuji pritomnost markerd zéngtu.
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