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Abstrakt

Monocyty a makrofagy patii mezi vyznamné slozky vrozené imunitni odpovédi. Tyto
mononukledrni fagocyty tvoii heterogenni populace buné€k, které v ptfitomnosti rtiznych
signalu z mikroprostfedi mohou ménit svlij fenotyp a funkci. Cilem této prace byla
modulace jejich fenotypu spektrem stimulans a porovnani téchto zmén na THP-1
monocyto/makrofagové linii a na monocytech izolovanych z lidské periferni krve. Exprese
povrchovych znakli byla méfena pomoci pritokové cytometrie. Dale byla analyzovana
produkce IL-8 metodou Luminex a koncentrace solubilniho kalprotektinu pomoci metody
ELISA. K nejvyznamnéjs$i zméné exprese povrchovych znaki dochazelo po stimulaci
IFNy. Tento cytokin indukoval povrchovou expresi molekuly CD54, CD14 a HLA-DR
na THP-1 bunécné linii. Pfi pouziti IFNy o vysSich koncentracich pak byly THP-1 buiky
ve zvySené mife apoptické a zvySovaly expresi a produkci kalprotektinu. Na membranach
monocytd IFNy aktivoval pouze expresi CD54. Cytokin IL-4 zvySoval expresi znaku
CD36 na THP-1 buiikach a inhiboval expresi molekuly CD163 na monocytech. Piisobenim
LPS pak dochazelo k potlaceni aktivace molekuly HLA-DR na monocytech. Inkubaci
s THP-1 bunkami naopak LPS indukoval produkci IL-8. Po stimulaci pomoci TNFa
dochdzelo k aktivaci CD54 a zvySené produkci IL-8 THP-1 buiikami. Prace piispéla
ke standardizaci stimulacnich podminek modulace fenotypu lidskych mononuklearnich
fagocyti a prokazala nékteré rozdily v odpovédi na cytokiny mezi lidskymi monocyty

a monocyto/makrofagovou linii THP-1.



Abstract

Monocytes and macrophages are important components of the innate immune response.
These mononuclear phagocytes form a heterogeneous cell population, of which phenotype
and functions can be modified under the influence of different signals coming from
the surrounding microenvironment. The aim of this work was to modulate the phenotype
of these cells by a variety of stimulants and to compare the changes induced on the model
of THP-1 monocytic cell line and on the human peripheral blood monocytes. Surface
marker expression was analyzed by flow cytometry. Further on, IL-8 production was
evaluated by Luminex assay and the concentration of soluble calprotectin was assessed
by ELISA. The most significant changes in surface marker expression were induced by
exposure to IFNy. This cytokine increased the expression of CD54, CD14 and HLA-DR on
the surface of THP-1 cell line. Higher concentrations of IFNy promoted higher apoptotic
rate and augmented calprotectin expression and production in THP-1 cell line. On
the surface of monocytes, IFNy stimulation resulted only in the upregulation of CD54
expression. IL-4 increased the expression of CD36 by THP-1 cell line and inhibited the
expression of CD163 by human monocytes. LPS stimulation caused the suppression
of HLA-DR activation in monocytes and enhanced IL-8 production in THP-1. TNFa
activated CD54 expression and IL-8 production in THP-1 cells. This work contributed
to the standardization of stimulating conditions leading to phenotype modulation of human
mononuclear phagocytes and demonstrated some differences between human monocytes
and THP-1 monocytic cell line in the response to cytokine stimulation.
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1 Uvod

Spravna funkce imunitniho systému je nezbytnd pro udrzeni homeostdzy organismu
a podléha piisnym regulaénim mechanismim. Jeho hlavnim ukolem je ochrana
pfed moZznymi nebezpecnymi agens (obranyschopnost), a to nejen z vnéjsiho prostiedi, ale
také z prostiedi vnitiniho, kdy z organismu odstranuje staré ¢i jinak poskozené vlastni
buniky. Dale udrzuje toleranci vici vlastnim tkanim a zachovava celistvost organismu.
Imunitni mechanismy miazeme rozdé¢lit na dvé skupiny: specificka (adaptivni) imunita
a nespecificka (vrozend). Pravé naSe sledované mononuklearni fagocytarni buiky patii
K hlavnim slozkam bunééné nespecifické imunity. Mezi hlavni zastupce téchto bunék
radime monocyty, které koluji v periferni krvi a pfestupem do tkani se diferencuji
na tkanové makrofagy. Makrofagy zastavaji vyznamnou roli v pribéhu zanétu, a pomoci
specifickych receptori (pattern recognition receptors) rozpoznavaji nebezpecné vzory
na povrchu buiiky, kterou nasledné fagocytuji. Zpracované fragmenty proteind z poziené
bunky vystavuji pomoci MHC II. tfidy na svém povrchu T-lymfocytim. Diky této
prezentaci tvoii makrofagy vyznamny spojnik mezi pfirozenou a adaptivni imunitou a jsou
tedy nezbytné k zahajeni antigenné specifickych imunitnich procest.

Mononukledrni fagocytarni buiiky ptedstavuji heterogenni populace bunék. Periferni
monocyty zahrnuji dalsi subpopulace, které maji jasny fenotyp a danou imunoregulaéni
funkci. Rovnéz makrofagy reprezentuji rtuznorodé populace buné€k, které mohou
pfi riznych signalech z mikroprostfedi organismu ménit svlij fenotyp a funkci, a tim
pfispivat k regulaci imunitni odpovédi. Zdrojem téchto signalli jsou pak predevSim
Th lymfocyty prostfednictvim své produkce cytokind. Napiiklad v prostfedi IFNy
makrofagy aktivuji antimikrobidlni, mikrobicidni a tumoricidni mechanismy a zvySuje se
jejich schopnost prezentovat antigen. Na druhou stranu v prostiedi IL-4 a IL-13 se vyvijeji
makrofagy s protizanétlivym fenotypem, které jsou zapojené v procesu hojeni. K vyvoji
makrofagli s regulaénimi vlastnostmi pak pfispivaji glukokortikoidy, apoptické bunky ¢i
prostiedi IL-10. Diky heterogenit¢ mononuklearnich fagocytli a pfedev§im moZnému
pfepnuti makrofaghh z urcitého fenotypu na jiny, zaujimaji tyto buiky dilezitou roli

pii vyvoji a progresi mnohych onemocnéni.



2 Teoreticka cast

2.1 Systém mononuklearnich fagocyti

Mononuklearni fagocytarni systém byl puvodné definovan jako systém piedstavujici
skupinu leukocytt, kterd zahrnuje tkanové makrofagy, cirkulujici krevni monocyty a jejich
myeloidni progenitory pfitomné v kostni dieni. Van Furth déle tyto buiiky definoval jako
fagocyty, které jsou schopné adherovat ke sklu a fagocytovat (van Furth et Cohn, 1968;
van Furth, 1972). Do stejné skupiny miizeme rovnéz zatadit dendritické bunky, které byly
objeveny Steinmanem, jako zfetelna linie mononuklearnich fagocytl, ktera se specializuje

predevsim na antigenni prezentaci T buinkam (Steinman et Cohn, 1974).
2.2 Vyvoj mononuklearniho fagocytarniho systému

Vyvoj mononukledrniho fagocytarniho systému zacina v kostni dieni z hematopoetické
kmenové buniky (HSC), ktera je spoleénym prekurzorem vSech krevnich bunék. V dalSim
kroku se HSC diferencuje v bézny myeloidni progenitor (CMP), ktery uz ma omezeny
diferencia¢ni potencial. Nasledné¢ vznika granulocyto-makrofagovy prekurzor (GMP)
a z n& makrofdgovy dendriticky progenitor (MDP). MDP se dale diferencuje do dvou
vétvi: nezralé elementy dendritické fady a monoblasty. Z monoblasti vznikaji
promonocyty a monocyty. Monocyty opousti kostni dient a dostavaji se do periferni krve,
ve které ziistavaji n¢kolik dni a poté vstupuji do tkani, kde dopliuji tkdnové markofagy

(Chow et al., 2011). O

Macrophage

Granulocyte

: 1
©-0-©-©—Q

/ Monocyte
Erythrocyte

Megakaryocyte

Plasmacytoid /
DC

Lymphoid
lineages

@

Lymphoid tissue CD8* and CD8- DCs Non-lymphoid tissue
Non-lymphoid tissue CD103*CD11b~DCs CD11b*CD103-DCs

Obrazek 1: Vyvoj mononuklearniho fagocytarniho systému (Chow et al., 2011)
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2.3 Morfologie monocytarnich elementu

e Monoblast
Monoblast je Spatné rozlisitelny od myeloblastu. Dosahuje velikosti 20 az 30 pm. Jadro je
ovalné, chromatin jemny s prominentnim jadérkem. Cytoplazma je bazofilni, vzacné muze
byt azurofilni a obsahuje granula.

e Promonocyt
Promonocyt jiz vice pfipomind monocytarni elementy. Jadro promonocytu ma zavinuty
ledvinovity tvar, jemny chromatin a mizeme zde jeSté nalézt zietelna jadérka. Cytoplazma
je variabilni (bazofilni ¢i azurofilni) a obsahuje granula.

e Nezraly monocyt
Nezraly monocyt ma vice kondenzovany chromatin a fidky vyskyt jadérek. Cytoplazma je
mén¢é bazofilni nez u ptedchozich stadii. Oproti zralym monocytim jsou méné vyzralé
a mensi.

e Monocyt
Zraly monocyt (20 az 25 pum) ma nepravidelné ledvinovité jadro s kondenzovanym
chromatinem a je bez jadérka. Cytoplazma je Seda a prilezitostné se zde objevuji azurofilni
granula a vakuoly (Penka a Slavickovad, 2011; Goasguen et al., 2009)

e Makrofag
Dochézi k vyznamnému naristu velikosti bunky. ZvySuje se pocet cytoplazmatickych
granuli a pocet jasnych cytoplazmatickych vakuol. Dochazi také ke zvySené heterogenité

buné¢ného tvaru (Kaushansky et al., 2010).

Monocyte Immature Promonocyte Monoblast

7. N

®

Obrazek 2: Morfologie monocytarnich elementi ( Goasguen et al., 2009)
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2.4 Monocyty

Monocyty jsou typem bilych krvinek tvoficich 5-10 % leukocyti periferni krve.
V klidovém stadiu dopliuji tkdnové rezidentni makrofagy a dendritické bunky. V ptipadé
prozanétlivych, metabolickych a imunitnich stimuld se rychle zvySuje jejich piisun
a diferenciace do makrofagii a dendritickych bunck, které pak vykonévaji imunitni
odpovéd’. Diferenciaci piispivaji k obranyschopnosti, tkanové remodelaci a hojeni. Samy
produkuji zanétlivé cytokiny. Diky receptorim rozpoznavajicim patogeny odstrafiuji rizné

biologické substance a toxické molekuly (Gordon et Taylor, 2005).
2.4.1 Subpopulace monocytii

Cirkulujici monocyty v periferni krvi tvofi heterogenni populaci lisici se fenotypem
a funkci. Prvni studie rozdélovaly monocyty na dvé populace na zakladé velikosti
a denzity. Hlavni populace, ,.klasické monocyty*, se vyznacuje vétsi velikosti a hustotou.
Minoritni populace, ,,pfechodné monocyty*, se snadn€ji uvoliluje z extravaskularniho
rezervoaru a ma mensi denzitu a velikost (Akiyama et al., 1983). Pozdé&ji byly monocyty
rozd€leny na zakladé exprese znaki CD14 (koreceptor pro vazbu LPS) a CD16
(nizkoafinitni FcyR-111) na populaci CD14""CD16  a populaci CD16" monocytii (Passlick
et al., 1989). Populaci CD16" je mozné dale délit na zakladé exprese znaku CD14
na CD14"*CD16" monocyty a CD14"°"CD16" monocyty. Jednotlivé skupiny monocytil

jsou vybaveny i rozdilnymi scavenger receptory pro odstranéni riznych patogent.
2.4.1.1 Subpopulace CD14°CD16™ (Monl, klasické)

Tato populace ,klasickych monocyti“ méa v periferni krvi nejvétsi zastoupeni
(80 - 90 %). Monl jsou velké buinky s vysokou fagocytarni a myeloperoxidazovou
aktivitou, supresorovou aktivitou pro antigenem aktivované lymfocyty a vysokou,
protilatkami zprostfedkovanou cytotoxicitou (ADCC). Navic uvoliiuji vysokou hladinu
superoxidovych radikald (Passlick et al., 1989). Populace se vyznacuje vysokou expresi
chemokinového receptoru CCR2. Ligandem tohoto receptoru je MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1), jenz je hlavnim chemokinem, ktery reguluje migraci monocytt

a makrofagli do mista zanétu (Deshmane et al., 2009).

12



Hlavni fenotypické rozliSeni Mon1od ostatnich subpopulaci monocyti:

Monl se vyznacuji vysokou expresi CD14, CD64, receptoru pro IL-6, chemokinového
receptoru CCR2 a scavenger receptoru CD163. Populace ma vSak nizkou expresi VCAM
receptoru, CD204 a absenci CD16 (Shantsila et al., 2011).

2.4.1.2 Subpopulace CD14"™"CD16" (Mon2, pi‘echodné)

Tato populace (3-9 % ze vSech monocytil) se vyznacuje kombinaci nékterych znakl
typickych pro zral¢ dendritické buiiky, jako je vysoka produkce IL-12, vysokd exprese
HLA-DR, CD11c a kostimula¢ni molekuly CD86. Na druhou stranu si populace zachovava
vysokou expresi CD14 a vysokou fagocytarni aktivitu (Grage-Griebenow et al., 2001).

Hlavni fenotypické rozliSeni Mon2 od ostatnich subpopulaci monocyti:

Mon2 maji nejvétsi expresi ICAM receptoru, Tie2, CXCR4, CD163, VEGF receptoru,
ferritinu, ApoB a CD115. Ve srovnani S piedchozim subsetem se vyznacuji zvySenou
regulaci CD16, VCAM-1 receptoru a CD204 (Shantsila et al., 2011).

2.4.1.3 Subpopulace CD14"°"CD16" (Mon3, neklasické)

Populace se svym fenotypem nejvice podoba zralym tkanovym makrofagim. Sdili
i nékteré charakteristiky dendritickych bunék. V periferni krvi se vyskytuje v mnozstvi
okolo 6-13 % ze vSech monocytli. Vykazuje nizké hladiny exprese CD14, silnou expresi
CD16 a soucasné sniZzenou expresi CD11b a CD33 ve srovnani s Monl. Déle je pro né
charakteristicka vysoka exprese MHC 1. a II. tfidy a stim spojend vysoka antigen
prezentujici kapacita (Ziegler-Heitbrock et al., 1993). Na rozdil od ostatnich subpopulaci
monocytl nevykazuje expresi chemokinového receptoru CCR2 a diky tomu ji muZzeme

dobfe odlisit od populace Mon2.

Hlavni fenotypické rozliSeni Mon3 od ostatnich subpopulaci monocyti:

Ze vsSech subseti mad maximalni expresi CD16, VCAM-1 receptoru a CD204.
Na druhou stranu se Mon3 vyznacuji snizenou expresi CD14, IL-6 receptoru, CD64,
CCR2 a CD163 (Shantsila et al., 2011).

13



Subpopulace Mon2 a Mon3 se svymi vlastnostmi prekryvaji a v mnohych studiich
vystupuji jako jedna populace nesouci oznageni CD16" monocyty. Tyto monocyty jsou
hlavnimi zdroji prozanétlivych cytokina (TNFa, IL-12) a na rozdil od klasickych
monocytll produkuji nizké mnozstvi protizdnétlivého IL-10. Diky témto vlastnostem
oznatujeme CD16" monocyty za prozanétlivé (Frankenberger et al., 1996). Procentualni
zastoupeni téchto bunék roste u pacienti s chronickym a akutnim zanétlivym
onemocnénim a s vékem pacienta. Obecné maji CD16" monocyty zvysenou kapacitu
pro endotelidlni adhezi diky vysoké expresi VLA-4 a CD11c. Subpopulace ma kratsi délku
telomer a vyS$si expresi B-galaktosidazy. Uvoliuje zanétlivé cytokiny v odpovédi na nizko
intenzivni stimuly a zvySuje kapacitu pro udrzeni lymfocytarni proliferace (Merino et al.,

2011).
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Obrazek 3: Rozdéleni jednotlivych populaci monocyti (upraveno dle Zawada et al., 2012).
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Obrazek 4: Exprese chemokinovych receptorti jednotlivymi subpopulacemi monocytti (Ancuta et al., 2003).

2.4.2 Apoptoza monocyti

Pokud monocyt neprostoupi do tkan¢ a nestane se tak z né¢j makrofag, koluje v krevnim
obéhu az 3 dny a poté prochazi spontanni apoptdzou. Populace Mon1 ve srovnani s CD16"
monocyty ma vysS$i expresi glutation metabolizujicich gent (pf. GSH peroxidaza,
mikrosomdlni GSH S-transferdza). Tyto antioxidacni geny a nasledna exprese
antioxidacnich proteini vede k lepsi ochrané Monl ptfed oxidativnim posSkozenim.
CD14*""" cD16" monocyty jsou nachylnéjsi ke spontanni apoptodze a apoptéze indukované
ROS (reaktivni kyslikaté latky). Exprimuji vysokou hladinu proapoptickych gent
a proteinl (TNFa, kaspdza 3, Bax, cytochrom c) a vystavuji vy$§i miru aerobni respirace

vyplyvajici z vyssi produkce ROS z mitochondrii (Zhao et al., 2010).

15



Monl Mon2 Mon3

Pocet bunék v 1 pl 360 * 87 25+ 15 39+13
% ze vSech monocytti 85+6 6+3 10+4
Velikost ++ +++ +
Granularita ++ ++ +
CD14 +++ +++ +
CD16 (FcyR-111) - + ++
CD64 (FcyR-1) ++ ++ +
CD32 (FcyR-I1) +++ +++ +
CCR2 o+ ++ +
CCR5 - St
TLR4 + ++ +
CD86 ++ +++ +++
MHC I, MHC I ++ 4+ it
CD163 ++ +++ +
CD204 + ++ +4++
CD115 + ++ +
IL-6 receptor ++ ++ +
Tie2 + ++ +
Apolipoprotein B + ++ +
Ferritin ++ +++ +
VEGF receptor 1 ++ +++ +
Integrin B2 (CD18) ++ ++ +
Integrin a4 (CD49d) + ++ +++
Fagocyt6za a MPO +++ +++ +
ADCC +++ ++ +
APC + +++ +++
Citlivost k zabijeni T bunék +++ + +
T bunécna suprese +++ - -
MLR + ++ +++
Polyklonalni (CD3) T buné¢na aktivace + +++ ++
Agregace s destickami + ++ +
Chemotakticka aktivita +++ +++ +++
Nadorova cytotoxicita +++ ++ +

Tabulka 1: Shrnuti zakladnich charakteristik subsetd monocytti. Upraveno dle Shantsila et al., 2011

a Grage-Griebenow et al., 2001.

CD14, koreceptor pro vazbu LPS; CCR2, chemokinovy receptor typu 2; CCRS5, chemokinovy receptor typu 5; TLR4,Toll
like receptor 4; CD86, kostimulaéni molekula; MHC, major histocompatibility komplex; CD163, CD204, scavanger
receptory; CD115, receptor pro macrophage colony-stimulating faktor, Tie2; receptor pro angiopoetin; VEGF receptor,
receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor; MPO, myeloperoxiddazova aktivia; ADCC, protilatkami

zprostfedkovana cytotoxicita; APC, antigen prezentujici kapacita; MLR, smésna lymfocytarni reakce
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2.4.3 Monocytarni burky v kostni dfeni

Ve srovnani s krvi je v kostni dfeni absolutni pocet monocyti tfikrat vétsi. Pocet Mon2
zde dosahuje az desetkrat vétsiho mnozstvi nez v periferni krvi. V kostni dieni se objevuje

4" CD16". Zminéna populace

dalsi populace bun¢k monocytti charakteristickd jako CDI
se v8ak jiz v periferni krvi nevyskytuje. Tato skupina bun¢k je zastoupena V poctu
8-20 % z celkového mnozstvi viech monocyti pfitomnych v kostni dfeni. CD14"" CD16
monocyty pravdépodobné piedstavuji pol progenitorovych bunék, které prochazi maturaci

(Shantsila et al., 2011).

2.5 Makrofagy

(z fe¢tiny makros ,,velka“ + phagein ,,jist*)

Vystupem monocyti Z krevniho fecist¢ do tkané se z téchto bunck stavaji makrofagy.
Tyto buriky jsou predev§im zodpovédné za fagocytozu (Ilja Mecnikov — Nobelova cena
za popis fagocytozy, 1908) riiznych patogend, homeostazy, odstranéni mrtvych a starych
bun¢k z organismu a remodelaci tkané po zanétu. Fagocytéza se uskuteciiuje diky
konstitutivni expresi rozmanitych receptorti na povrchu buniky (PRRS - pattern recognition
receptors). Vyznamnymi PRRs jsou Toll like receptory (TLRS), scavanger receptory,
RIG-like receptory (RLRs), Nod-like receptory (NLRS), man6zovy receptor a receptory
C lektinového typu (CLRs) (Gordon et al.,, 2005). Makrofagy patii mezi vysoce
heterogenni bunky, které mohou rychle zménit svoji fyziologii vV odpovédi na mistni
signaly z mikroprostiedi (Mosser et Edwards, 2008). Maji uplatnéni jak ve vrozené tak
v adaptivni imunité. Hlavnimi povrchovymi znaky pro identifikaci makrofagi jsou F4/80

(mysi), CD68 (lidé).
Subpopulace makrofagi

Makrofagy muazeme rozdé€lit do jednotlivych subpopulaci na =zakladé jejich

anatomického umisténi ¢i podle funkéni aktivity.
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2.5.1 Rozdéleni makrofagi podle anatomické lokalizace

Osteoklasty

Maji rozhodujici tlohu pro udrzeni homeostazy v kostech. Jednad se o obii bunky, které
degraduji kostni matrix a uvoliuji vapnik z kosti. Defekt Vv jejich diferenciaci a snizeni
poctu osteoklastii vede k osteopetroze. Naopak zvySend funkce ¢i zvySeny pocet téchto

bunék zpiisobuje osteopordzu.

Alveolarni makrofagy

Jedna se o rezidentni makrofagy v plicich, jenz fagocytuji vdechnuté cizorodé ¢astice jako

je prach, alergeny ¢i mikroorganismy a podili se na regulaci imunitni odpovédi.

Kupfferovy buiiky

Tyto velké bunky hvézdicovitého ¢i pyramidového tvaru jsou specializovanymi makrofagy
vyskytujicimi se Vjaternich sinusech. Slouzi jako filtra¢ni bariéra pro odstranéni
mikrobialnich ¢astic, endotoxinti a dal§ich Skodlivych substanci, jenz ptichazi portalni

krvi.

Makrofagy centralniho nervového systému - mikroglie, perivaskularni makofagy,

meningealni makrofagy, choroid-plexus makrofagy
Histiocyty - makrofagy vyskytujici se v pojivové tkani

Makrofagy sekundarnich lymfatickych orgint - makrofagy margindlni zony sleziny,

makrofagy subkapsularnich sinusti lymfatickych uzlin

_ Phagosome
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Obrazek 5: Stavba makrofagové buiiky (Anonym, 2013a)
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2.5.2 Rozdéleni makrofagu dle fenotypu

Spise nez stabilni populace makrofagy predstavuji Siroké spektrum aktivovanych
fenotypii. Ve snaze klasifikovat tyto bunky, délime makrofagy na dvé hlavni skupiny: M1
makrofagy piedstavujici klasicky aktivované makrofagy a M2, ¢ili alternativné aktivované
makrofagy. M2 populace zahrnuje dramaticky rozdilné buiky liSici se svoji biochemii
a fyziologii, proto se nabizi populaci téchto fagocytl rozlisit na zakladé jejich funkce a to
na makrofagy tcastnici se hojeni, regula¢ni makrofagy a s tumorem asociované makrofagy

(TAMSs) (Mosser et al., 2008).
2.5.2.1 Klasicky aktivované makrofagy (M1 makrofagy)

Klasicky aktivované makrofagy jsou diillezitou komponentou obranyschopnosti. Jedna
se o efektorové buiiky, které jsou indukovany béhem buiikami zprostiedkované imunitni
odpovédi. Vysledkem ¢innosti M1 makrofagi je zvySeni mikrobicidni a tumoricidni
kapacity sekreci vysoké hladiny prozanétlivych mediatorti. Produkci TNFo, IL-1B
a zvySenou aktivitou NOS' (syntetiza oxidu dusnatého) piispivaji Kk aktivaci
antimikrobialnich mechanismi a zabijeni patogenti (Hesse et al. 2001). Dalsimi produkty
klasicky aktivovanych makrofagl jsou cytokiny IL-12, IL-6 a IL-23, které jsou nezbytné
pro polarizaci Thl a Th17 bunék. Klasicky aktivované makrofagy se dale vyznacuji
vysokou antigen prezentujici kapacitou, kterd je asociovdna se zvysenou expresi MHC

Il. tfidy (Mosser a Edwards, 2008).

Aktivace M1 makrofagt

Pro polarizaci M1 makrofagl je nezbytny signdl v podobé IFNy. IFNy pfipravuje
makrofagy na aktivaci. Pro Uplnou aktivaci je potieba 2. signalu, tim je naptiklad TNF.
Exogenni TNF poskytuje druhy signal pfimo. Fyziologicky ale makrofag ziskava 2. signal
vlastni produkci TNFa. Tato produkce je vysledkem ligace Toll-like receptorit (naptiklad
po expozici mikrobem ¢i mikrobidlnich produkti jako je lipopolysacharid) (Mosser, 2003).

1NOS je enzym, ktery katalyzuje produkci NO z L-argininu.
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Zdroje IFNy pro aktivaci M1 makrofaga

1. NK bunky — Tyto bunky odpovidaji na stres a infekci produkci cytokinu IFNy.
NK buiiky produkuji IFNy pouze pfechodné, a proto nemohou udrzovat stalou
populaci takto aktivovanych makrofagu.

2. Thl bunky — Produkuji IFNy trvale a jsou tedy nezbytné pro udrzeni aktivované
populace M1 makrofagti. Diky tomu poskytuji stabilni obranyschopnost proti

intracelularnim mikroorganismum.
2.5.2.2 Alternativné aktivované makrofagy (M2 makrofagy)

Jak jiz bylo zminéno, alternativné aktivované makrofagy zahrnuji Sirokou skalu bungk,
jejichz fenotypy se vzajemné prolinaji. Pro ptfehlednost je rozdélime na 3 skupiny lisici se

zpusobem aktivace a funkci (Mosser et al., 2008).

1. makrofagy zapojené v procesu hojeni (wound healing macrophages)
2. regulaéni makrofagy

3. TAM —sdili charakteristiky jak regula¢nich tak hojicich makrofagii

25.2.2.1 Makrofagy zapojené v procesu hojeni

w1

tkané. Jejich pfitomnost je asociovana s expresi extracelularnich matrixovych proteini
(fibronektin, BIGH3), které se podileji na remodelaci tkané v prabéhu hojici faze akutnich
zanétlivych reakcei, ale také pii chronickych zanétlivych onemocnénich (Gratchev et al.,
2001). Poskytnutim profibrogennich faktort fibroblastim zvysuji fibriogenezi. Naopak
klasicky aktivované makrofagy uvoliuji antifibrogenni a fibrolytické faktory (Song et al.,
2000). Doprovazi je také zvySena exprese arginazy 1. Arginaza je enzym hydrolyzujici
L-arginin na mocovinu a L-ornitin. Ornitin je poté prekurzorem polyamint a kolagenu.
Tyto latky opét podporuji proces remodelace. Snizovanim NOS aktivity, selhdvaji
v produkci oxidu dusnatého (Hesse et al., 2001). Tyto makrofagy Spatn¢ podporuji
proliferaci nativnich T bunék. Minimalné zvysSuji regulaci MHC II. tfidy a CD86. Chybi
jim ucinna schopnost prezentace antigenu (Edwards et al., 2006). Jsou také dulezitymi
efektorovymi bunkami, které pfispivaji k odstranéni paraziti a hlistic (Anthony et al.,
2006). Rovnéz zvysuji expresi manozového receptoru, ktery zprostfedkovava vazbu

a ingesci mikroorganismi, jenz maji na svém povrchu mannoézu (Stein, 1992).
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Aktivace hojicich makrofagu

Aktivace se muze odehravat jak v adaptivni, tak ve vrozené imunitni odpovédi. Stimuly
nezbytné pro polarizaci makrofagli jsou Th2 cytokiny IL-4 a IL-13, které jsou
produkovany zejména pii alergii ¢1 bunéné a humoralni odpovédi béhem parazitarni
infekce. Hlavnim zdrojem IL-4 jsou CD4" T buiiky, bazofily a zirné buiiky. Buiiky vrozené
imunity produkuji IL-4 v odpovédi na zranéni, ale také v pfitomnosti chitinu, ktery je
strukturnim biopolymerem hub a paraziti. Chitin zprostfedkovava jak alternativni aktivaci
makrofagu, tak produkci leukotrienu By, ktery je nezbytny pro nabor bunék (Resse et al.,
2007). Tato aktivace je tedy vrozenou reakci na zranéni, ktera muZze nastat i v piipadé
neexistence adaptivni imunity. Nicméné¢ Th2 buiiky jsou nezbytné pro udrzbu a plnou
aktivaci v odpovédi na parazity (Loke et al., 2007).

2.5.2.2.2 Regula¢ni makrofagy

w1

Produkei IL-10 umoziuji diferenciaci Th2 bunék a regulaéni T bunéénou odpoveéd
(Anderson et al., 2002). Na rozdil od ,,hojicich makrofagii* exprimuji relativné vysokou
hladinu kostimula¢nich molekul (CD80 a CD86) a mohou tedy prezentovat antigen
T bunkam. Hlavnimi znaky pro jejich identifikaci je sfingokinasa 1 a LIGHT (ligand
patiici do TNF super-rodiny) (Edwards et al., 2006).

Aktivace regulaénich makrofigt

K diferenciaci regula¢nich makrofagii pfispiva celd fada faktorti. Poprvé byla tato
populace sledovana in vitro po stimulaci v pfitomnosti IgG imunitniho komplexu (ligace
FcyRI) a TLR agonisty (LPS, CD40 ligand, lipoteichova kyselina) (Gerber et Mosser,
2001). K dalsim faktorim pro diferenciaci patfi apoptické bunky. Po fagocytoze
apoptickych bun€k dochazi k inhibici tvorby prozanétlivych cytokint (pfedev§im IL-1p)
a chemokinu IL-8. Naopak se zvysuje produkce TGFB1, prostaglandinu E2 a destickového
aktivacniho faktoru (PAF) (Fadok et al., 1998). Mezi dalsi vyznamné latky prispivajici
k indukci regulacnich makrofagi patii: glukokortikoidy, 1L-10, ligandy pro GPcRs
(G-protein-coupled receptors) a prostaglandiny (Mosser et Edwards, 2008).
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2.5.2.2.3 TAM (makrofagy asociované s tumorem)

Tyto makrofagy infiltruji nadorovou tkan a svymi imunosupresivnimi vlastnostmi
pfispivaji K podpofe ristu nadori a symbiotickému vztahu S neoplastickymi bunkami.
TAM jsou odvozené z cirkulujicich monocytarnich prekurzori, které jsou do neoplastické
tkan¢ lakany piedevsim chemokiny (napiiklad CCL2) (Mantovani et al., 1992). K podpoie
migrace a preziti dale pfispiva vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF) (Barleon
et al., 1996) a M-CSF (Lin et al., 2001). Diferenciaci v nadoru umoznuje IL-10 a TGFp.
Tyto cytokiny jsou produkovany jak nadorovymi bunkami, tak samotnymi TAM.
V nadorovém mikroprostiedi tedy ziskavaji fenotyp a funkci podobnou M2 makrofagtim.
Jsou malo cytotoxické, chudé na produkci NO (Dinapoli,1996), podporuji proliferaci
a angiogenezi a S$patné prezentuji antigen. Vykazuji vysokou produkci IL-10, nizkou
produkci IL-12 a potlacuji adaptivni imunitni odpovéd” (Mantovani et al., 2002). Hustota

TAM v lidskych nadorech koreluje se Spatnou prognoézou onemocnéni (Bingle et al.,
2002).

2.6 DalSi faktory ovliviiujici diferenciaci a riist mononukleart

e M-CSF

M-CSF, také znamy pod nazvem CSF-1, je glykoprotein o velikosti 70-90 kDa, ktery
slouzi jako hlavni rustovy faktor pro makrofagy. V prostiedi in vitro M-CSF diferencuje
monocyty na makrofagy. Dale je zahrnut v proliferaci a pfezivani monocytt, makrofagi

a jejich vyvojovych progenitori.
e GM-CSF

Je granulocyto-makrofagovy kolonie stimulujici faktor o velikosti 19-32 kDa, ktery
stimuluje kmenové bunky k vyvoji granulocytli a monocyti. Tento protein je sekretovan
sirokym spektrem bunék (makrofagy, monocyty, T buiky, fibroblasty, endotelialni bunky,
keratinocyty) (Handin et al., 2003). V ptitomnosti GM-CSF a IL-4 dochazi k diferenciaci
monocytit do dendritickych bunék, které se viak mohou vyvijet i piimo z CD34"

kmenového hematopoetického progenitoru (Romani, 1994).
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Samotna diferenciace mononukleari je iniciovana v momenté, kdy monocyt piechazi
pfes endotelialni bariéru. Pii pfechodu mutze pfijit do kontaktu s zirnou bunikou, ktera
uvolnuje GM-CSF, IL-4, IL-13, TNF a CD40L. Tyto uvolnéné faktory néasledné ptispivaji
k diferenciaci monocyti do dendritickych bunék. Pokud se monocyt stfetne se stromalni
bunkou (fibroblast), zac¢ne tato bunka produkovat IL-6. IL-6 kontroluje samotnou
diferenciaci monocyti na makrofagy. Zpétn¢ zvysuje expresi M-CSF receptoru a diky
tomu mohou monocyty opét vazat M-CSF a diferencovat se do makrofaga (Chomarat
et al., 2000). Na diferenciaci monocytt v makrofagy se dale aktivné podileji i kaspazy,
které jsou vSak predevsim zahrnuté v apoptoze. Prave kaspéaza 3 a 9 v lidskych perifernich
krevnich monocytech indukuje diferenciaci do makrofagii v odpovédi spolu s M-CSF. Tato
kaspazova aktivacni cesta zahrnuje uvolnéni mitochondridlniho cytochromu c a zpozdénou
nadprodukci Bcl-2 a kaspazového inhibitorového proteinu p53. Reakce je specificka pouze
pro diferenciaci do makrofagti. Pii diferenciaci monocyti do dendritickych bunék
v prostiedi IL-4 a GM-CSF nejsou aktivni fragmenty kaspazy 3 identifikovatelné (Sordet,
2002).

2.7 Uloha fagocyti ve vybranych imunopatologickych stavech

Diky rozdilnému fenotypu mononuklearnich fagocytd, ktery ptedstavuje jak zanétlivé
tak imunosupresivni vlastnosti, hraji monocyty a makrofagy jednu z rozhodujicich roli
pfi vyvoji a progresi mnohych onemocnéni. Zasadni roli pak hraje pfesmyk makrofagt
z jednoho fenotypu na druhy. Napiiklad v tukové tkani zdravého jedince prevladaji
makrofagy s hojicim fenotypem, které udrzuji funkci adipocytt, inzulinovou senzitivitu
a glukézovou toleranci. Dietou indukovana obezita pak u téchto makrofagh vede
k ptrepnuti na M1 prozanétlivy fenotyp, ktery pfispiva k inzulinové rezistenci vedouci
k diabetu 2. typu (Lumeng et al., 2007). K podobnému piepnuti dochazi i v piipadé
progrese nadort, kdy dochazi k ptesmyku makrofagti s M1 fenotypem na TAM. M1
aktivuji zabijejici mechanismus pro nadorovou tkan. TAM maji naopak imunosupresivni
vlastnosti, diky nimZz dochazi k podpofe ristu nadoru (Mantovani et al., 2002).
Mononuklearni fagocyty jsou dale zapojené v autoimunitnich onemocnénich, patogenezi
fibrézy, prispivaji k rozvoji alergii a astmatu, ateroskleroze atd. (Murray et Wynn, 2011).
V nasledujicim textu budou dale podrobngéji rozebrany subpopulace monocytu v souvislosti

S vybranymi patologickymi stavy.
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2.7.1 Subpopulace monocyti a transplantace

Transplantace ledvin je spojena s evidentnim posunem poméru specifickych populaci
monocytii CD14"CD16" a CD14"CD163" v periferni krvi. Pocet CD14"CD16" monocytii
pted transplantaci byva obvykle vyssi ve srovnani se zdravymi jedinci. Béhem prvniho
tydne po transplantaci pak klesa po¢et CD14"CD16" monocyti, které migruji do §tépu
nebo jsou selektivné odstranény (data z biopsie §té€pu z etickych diuvodt neznama). Efekt
poklesu populace téchto zanétlivych monocytl je také ovlivnén typem imunosupresivni
1é¢by. K upravé na zakladni hodnoty dochazi po dvou mésicich. V ptipad¢ akutni rejekce
jejich zvysena hladina koreluje s klinickym stavem pacienta.

Periferni monocyty, exprimujici znak CD163, maji imunosupresivni vlastnosti
pfedev§im diky zvySené produkci IL-10. Procentudlni mnozstvi téchto bunék pied
transplantaci ledviny je srovnatelné se zdravymi darci. Bezprostfedné po transplantaci se
vsak mnozstvi CD163" monocyti zvysuje a dle typu imunosuprese zistava jejich podet
zvyseny vice nez 6 mesicl (Sekerkova et al., clanek v pripominkovém Fizeni).

Dale bylo prokazano, ze v ¢asné fazi po alogenni transplantaci kostni dfen¢ ¢i alogenni
transplantaci perifernich kmenovych bun¢k si monocyty ponechavaji svoji fagocytarni
funkci. Dochézi vSak ke snizeni schopnosti oxidativniho vzplanuti, které je zavislé na typu

stimulu (Miyagawa et Klingemann, 1997; Rommeley et al., 2011).

2.7.2 Ateroskleroza, kardiovaskularni onemocnéni

Casné stadium onemocnéni je spojeno s vyskytem zanétlivého infiltritu monocyti
a makrofagl. Pfi aterogenezi dochazi ke zvySené expresi selektinovych a integrinovych
ligandi na povrchu endotelu, coz umoziuje piisun cirkulujicich monocyti. Po adhezi
monocyty prochazeji do tunici intimi cévy. V subendotelidlnim prostoru se dale
diferencuji na makrofagy a dochazi ke zvySeni zanétlivého procesu proliferace a dalsi
produkci prozanétlivych cytokini. Makrofagy diky Siroké Skale PRRs pohlcuji oxLDL
a dalsi lipidy, coz ma za nasledek vznik pénovych bunek (Zawada et al., 2012).

Pii kardiovaskuldrnim onemocnéni je zvySeno procento CD14'CD16" monocytl
Vv periferni krvi ve srovnani se zdravymi jedinci. Celkové mnozstvi vSech monocytii vSak
zustava konstantni. Tyto monocyty zde hraji proaterosklerotickou roli ptredevSim diky
vysoké endotelialni aktivité (Texprese chemokinovych receptort) a zanétlivé kapacité.

Vysoky podet CD14'CD16" monocyti koreluje také spfezitim pacienta pii
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kardiovaskularnim onemocnéni a muize byt uziteénym potencialnim diagnostickym

markerem. (Rogacev et al., 2011).

2.7.3 Subpopulace monocyti a chronické renalni onemocnéni (CKD)
CKD (chronic kidney disease) je zavazné zanétlivé onemocnéni, pii kterém dochazi
k poskozeni endotelu. Vyznacuje se progresivni ztratou rendlni funkce. Velmi Casto byva
choroba  diagnostikovana  spolu  svysokym  krevnim  tlakem, cukrovkou
a kardiovaskularnim onemocnénim. U pacienti s CKD dochézi k nartstu absolutniho
poétu CD16" monocyti. Toto mnozstvi koreluje s plazmatickou koncentraci M-CSF
(Saionji et Ohsaka, 2001). V zacatcich onemocnéni hodnota glomerularni filtrace,
proteinurie a koncentrace sérové fosfatdzy neni asociovana s celkovym poctem monocyti
ani s celkovym mnozstvim zanétlivych CD16" monocytt. Nejvyssi absolutni podet CD16"

monocyti maji pacienti na hemodialyze (Rogacev et al., 2011).

2.7.4 HIV

Potencialnim cilem pro virus HIV jsou také monocyty a makrofagy, které jsou
dulezitym rezervoarem pro replikaci viru. Replikace viru je v monocytech omezena
a vyzaduje diferenciaci monocytu na makrofag (Triques et Stevenson, 2004). V periferni
krvi pacienti dochazi ke zvyseni poctu CD16" monocytil, které dale stoupa s progresi
onemocnéni. CDI16" monocyty podporuji vysokou troven replikace viru HIV
pii diferenciaci monocytu na makrofag a interakci ST buikami. ZvySené mnozstvi
monocytli béhem HIV infekce a nasledny ndbor monocytl pievazné do lymfatickych uzlin
a mozku pfispiva k $iteni HIV a vyvoji produktivni infekce v T buiikach (Ancuta et al.,
2006).

2.7.5 Revmaticka artritida

RA je chronické zanétlivé onemocnéni, které postihuje zejména klouby. Hlavni roli
v destrukci kloubli maji synovidlni tkanové makrofagy, predevSim diky své vysoké
produkci prozanétlivych cytokinti. Onemocnéni doprovazi také zvysené mnozstvi CD16"
monocytd v periferni krvi, jejichz pocet Koreluje shladinou C-reaktivniho proteinu
a sedimentaci erytrocytii. Pti 1é¢bé glukokortikoidy pak procento CD16" monocytii klesa.
Exprese CD16 hraje u onemocnéni dominantni roli, nebot’ ligaci s IgG a naslednym
vznikem imunokomplexu dochazi k produkci TNFa a IL-1 makrofagem. Samotna exprese

molekuly CD16 se zvysuje v prostiedi TGF-B, M-CSF a IL-10. Navic bylo zjisténo, zZe
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CD16" monocyty a makrofigy exprimuji vy$§i miru TLR-2, ktera je opét spojena s vyssi
produkci prozanétlivych cytokinli. Tato exprese mize byt opét indukovana M-CSF
a IL-10. Na druhou stranu TGF-B redukuje tuto expresi (Iwahashi et al., 2004). Zistava
vSak stale nejasné, zda synovidlni makrofagy v kloubu postizeného zanétem maji ptiivod
pouze v populaci CD16" monocytil nebo zda se mohou diferencovat i z klasickych CD16

monocytu pod vlivem cytokinti jako je napiiklad TGF-B (Ziegler-Heitbrock, 2007).

2.8 Sledované povrchové znaky

2.8.1 CD14

Molekula CD14 je hlavnim identifikaénim znakem pro monocyty a makrofagy.
Mutzeme ji nalézt i na dendritickych buiikdch, v omezené mifi na granulocytech,
B lymfocytech a buinikach prsni Zlazy. CD14 se vyskytuje ve dvou formach. Prvni forma
je vazana glykosylfosfatidylinositolovou kotvou do membrany bunék. Druha forma je
solubilni. Tato solubilni forma se uvoliiuje z membrany nebo je piimo syntetizovana
monocyty, jaternimi bunikami ¢i buiikami prsni zlazy. CD14 protein je koreceptorem
pro rozpoznavani bakteridlniho lipopolysacharidu. V ptitomnosti LBP (lipopolysacharide-
binding protein), ktery opsonizuje LPS, se tento komplex vaZze na CDI14 a nasledné

aktivuje TLR-4 (Ziegler-Heitbrock et Ulevitch, 1993).

CD14
MD2 L o
e
CD14is
a GPI anchored

protein
pl membrane . Ll © jpherveg
Cytoplasme TLR4

Obrazek 6: Rozpoznavani lipopolysacharidu (Herveg, 2013)
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2.8.2 CD16 (FeyRIII)

Jedna se o glykoprotein slouzici jako nizkoafinitni receptor pro Fc ¢ast IgG protilatky.
Vyskytuje se ve dvou izoformach. Obé izoformy maji téméf identické extracelularni
domény. LiSi se vSak zpisobem ukotveni v membrané. FcyRIIIA je ukotveny pomoci
transmembranového peptidu. Nachazi se predevsim na NK buiikach a dale na makrofazich
a monocytech. FcyRIIIB je vazany pires GPI (glykosylfosfatidylinositol) a piitomny
u neutrofilii. Hlavni role receptoru je zapojeni v signalni transdukeci, aktivaci NK bunck
a v protilatkami zprostfedkované bunécéné cytotoxicité. Mutace genu je spojena s citlivosti
k opakovanym virovym infekcim a k systémovému lupus erythematodes (Withmueller

etal., 1992).

2.8.3 HLA-DR

HLA-DR je izotopova forma molekuly MHC II. t¥idy. Sklada se ze dvou nekovalentné
spojenych transmembranovych podjednotek a a B. Hlavnim ukolem tohoto povrchového
receptoru je prezentace antigennich peptidi T lymfocytim, které rozpoznavaji cizi
fragment pomoci svého TCR receptoru. HLA-DR je konstitutivné exprimovan monocyty,
makrofagy, dendritickymi bunikami a B lymfocyty. Vlivem IFNy mohou byt HLA-DR

molekuly exprimovany i dal$imi bunkami (epitelialni ¢i endotelialni bunky).

2.8.4 CD36

CD36 je multifunkéni membranovy receptor, ktery miZeme najit na krevnich
destickach, mononuklearnich fagocytech, adipocytech, hepatocytech, myocytech, bunikach
mikrovaskularniho endotelu ¢i na nékterych bunkéch epitelu. Jako jedna z jeho prvnich
vlastnosti byla objevena schopnost slouzit jako receptor pro thrombospondin-1 a dalsi
proteiny s doménou znamou jako TSRs (trombospondin type | repeat) (Asch et al., 1987).
Na mikrovaskularnich endotelialnich bunikdch diky tomu slouZi jako negativni regulator
angiogeneze. Inhibuje rustové faktory (VEGF, FGF2) a namisto toho generuje
anti-angiogenetické signaly, které vedou k apoptéze (Dawson, 1997). Na membranach
makrofagli a monocytt slouzi jako B scavenger receptor. Rozpoznava specifické lipidy
a lipidové komponenty bakterialni stény, endogenné odvozené ligandy (apoptické buiiky),
oxidaéné modifikované lipoproteiny a glykované proteiny. K indukci exprese molekuly
CD36 dochazi diky oxLDL a IL-4 bé&znou signalni cestou zavislou na protein kindze C

a PPARy (Feng et al.,, 2000). Podporuje zanétlivou odpovéd a fagocytézu. Muze
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interagovat s dalsimi receptory (TLRs, integriny). Molekula CD36 také vaze dlouhy
fetézec mastné kyseliny a podili se na jeho transportu do bunky. V destickach podporuje
aktivaci, agregaci a sekreci (Silverestein et Febbraio, 2009).

Expozice fosfatidylserinu na povrchu jednoho makrofagu a lipidové rozpoznavani
receptorem CD36 na druhém makrofagu je nezbytné pro cytokiny indukovanou (IL-4,
GM-CSF) fuzi makrofagu, ktera vede ke vzniku mnohojaderné obrovské bunky (Helming
et al., 2009).

Molekula CD36 svymi vlastnostmi pfispiva K mnohym patologiim. Diky rozpoznavani
a internalizace oxLDL receptorem CD36 na povrchu makrofagii podporuje tvorbu
pe€novych bungk, aterosklerotickych plakd a spousténi zanétlivych reakci (aktivace
NF-kB) (Martin-Fuentes et al., 2007). Podobn¢ piispiva k patogenezi Alzheimerovi
choroby diky vazbé CD36 na mirkogliich a B-amyloid peptidu (Coraci et al., 2002).

2.8.5 CD54 (ICAM-1)

CD54 je intercelularni adhezivni molekula patfici do imunoglobulinové super-rodiny.
Nachazi se ptredevS$im na buiikdch endotelu a antigen prezentujicich bunkach (APC).
Exprese CD54 muize byt indukovana plsobenim prozanétlivych cytokinti (TNFa, IL-1,
IFNYy). Naopak inhibice je indukovana glukokortikoidy. Molekula je zahrnuta jak
ve vrozené tak v adaptivni imunité. Hlavni funkci CD54 je adheze aktivovanych leukocytt
k buiikdm endotelu a jejich nédslednd migrace do mista zdnétu. Adheze je umoznéna diky
vazbé s B2 integriny LFA-1 (CD11a/CD18) a Mac-1 (CD11b/CD18) na leukocytech. Mezi
dalsi ligandy CD54 patti fibrinogen a rinoviry. Molekula CD54 se na APC uplatiuje i jako
kostimula¢ni molekula. Vznik vazby ICAM-1 s LFA-1 usnadiuje uzky kontakt APC
s T bunkou a umoziuje tim interakci TCR (T bunéény receptor) s MHC komplexem.
CD54 muze také slouZzit jako marker aktivace antigen prezentujicich bunék. ZvySena
hladina solubilni CD54 byla pozorovana u pacientl s ateroskler6zou, srdecnim selhanim ¢i
transplanta¢ni vaskulopatii a mize byt pficinou dal$ich prozanétlivych odpovédi (Lawson

et Wolf, 2009).
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2.8.6 CD163

CD163 je transmembranovy protein patfici do rodiny SRCR (scavenger receptor
cystein-rich superfamily). Jedna se o specificky marker monocyto-makrofagové populace
hemoglobin-haptoglobin. Hemoglobin, ktery se z erytrocytd uvolfiuje, je vazan
haptoglobinem. Formace toho komplexu exponuje novy epitop, ktery se vaze na CD163.
Hb-hp-CD163 je internalizovan do ¢asného endozomu. CD163 se recykluje a vraci
se zpatky na membranu. Hb-Hp komplex dale metabolizuje v lysozomu. Vazbou
komplexu na CD163 dochézi k aktivaci intercelularni signalizace, jejimz vysledkem je
Dale molekula CD163 mize vazat TWEAK (TNF piibuzny slaby induktor apoptozy).
TWEAK je ¢lenem TNF rodiny a hraje dalezitou roli v procesech spojenych se zanétem,
proliferaci a apoptézou. CD163 pak inhibuje apoptickou aktivitu TWEAK (Bover et al.,
2007). CD163 je také ligandem pro nékteré bakterie a viry.

Exprese CDI163 je siln€é indukovana protizanétlivymi medidtory, predevSim
glukokortikoidy, I1L-10 a IL-6. Exprese je naopak snizovana prozanétlivymi mediatory
a dal§imi faktory (IFNy, TNFo, IL-4, hypoxie, oxidativni stres atd.). Cerstvé izolované
monocyty z periferni krve exprimuji relativné nizkou hladinu CD163. Exprese se vSak
zvySuje s diferenciaci na makrofagy. Vysokd exprese je charakteristickd pro
CD14™ CD16" populaci monocytii. Molekula CD163 je také detekovatelna jako solubilni
protein v plazmé. Koncentrace solubilniho proteinu (SCD163) se zvySuje zejména
u pacientd se zdnétlivym onemocnénim (RA, astma) a doprovazi také infekéni onemocnéni

(pneumonie, sepse) (Kowal et al., 2011).

2.8.7 Kalprotektin
( L1 antigen, calgranulin A a B, MRP14/MRP8, S100A8S100A9)

Kalprotektin je stale vyznamngj$im senzitivnim nespecifickym diagnostickym
markerem zéanétlivych onemocnéni vyznacujici se antibakteridlnimi, antiprolifera¢nimi
a regulac¢nimi vlastnostmi. Tento protein byl poprvé izolovan z granulocytli a oznacen jako
L1 protein. Pfedstavuje okolo 60 % vSech bilkovin obsaZenych v cytosolu neutrofild.
Kalprotektin se objevuje i na membranach monocyti (Fagerhol et al., 1980). Jeho

pfitomnost byla také zjisténa na endotelidlnich a epitelidlnich bunkach (Zwaldo et al.,
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1986). Diky schopnosti proteinu vazat Ca®* byla molekula pfejmenovan na kalprotektin
(Steinbakk et al., 1990).

Struktura

Protein tvofi heterokomplex skladajici se ze dvou tézkych fetézci (MRP-8) a jednoho
lehkého fetézce (MRP-14), které jsou nekovalentné spojeny (Naess-Andresen et al., 1995).
Komplex patii do rodiny S-100 proteind, ktera obecné moduluji progresi bunééného cyklu,
diferenciaci bunék a cytoskeletalni membranové interakce (Kligman et Hilt, 1988).
Kalprotektin také obsahuje zinek vézajici doménu, ktera neni ovlivnéna vazbou vapniku.
Sekvence vazajici zinek je zahrnuta Vv antibakterialni aktivité kalprotektinu (Loomans
et al., 1998).

Extracelularni kalprotektin

Kalprotektin byva z bunék uvoliiovan béhem bunécné aktivace neutrofilii a monocytii
a dale v dusledku apoptozy ¢i nekrozy z porusené buniky (Naess-Andresen et al., 1995).
Hladina extracelularniho kalprotektinu pfimo koreluje se sniZzenou viabilitou
polymorfonuklearti. Experimentalné byla zjiSténa zvySena koncentrace extracelularniho
kalprotektinu po inkubaci s Candida albicans (Voganatsi et al., 2001). Extracelularni
kalprotektin ma vyznamné mikrobicidni a fungicidni vlastnosti. Jeho minimalni inhibi¢ni
koncentrace je srovnatelnd s mnohymi antibiotiky (Steinbakk et al., 1990). Kompetici
o zinek potlacuje rust bakterii (Santhanagopalan et al., 1995). Kalprotektin mtze také
inhibovat metaloproteinazy, s nimiz opét soutézi o zinek, a tim omezuje jejich tcast jako

enzymatickych kofaktorti pro invazivni organismy (Murao et al., 1989).

Membranovy kalprotektin

Membranovy kalprotektin se pfipojuje na heparin a heparan sulfat proteoglykanu
na endotelidlnich bunkach ptes podjednotku MRP-14 (Robinson et al., 2002). Tato
interakce s aktivovanym endotelem vede k uvolnéni kalprotektinu do télnich tekutin.
Uvolnény kalprotektin béhem zanétu zvysSuje expresi CD11b na monocytech a podili se
na nasledném transendotelialnim migracnim mechanismu (Newton et al.,, 1997).
Membranovy kalprotektin dale inhibuje vazbu monocytti ke kolagenu a fibronektinu.

Na druhou stranu v zanétlivych podminkach (uvolnéni TNFa, IL-6, produkce
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superoxidového aniontu) tyto extraceluldrni matrix proteiny indukuji samotnou expresi

kalprotektinu (Mahnke et al., 1995).

Kalprotektin jako diagnosticky marker

Zvysené mnozstvi je spojené se sttevnimi zanéty, kde se screeningové stanovuje hladina
kalprotektinu ve stolici. Koncentrace kalprotektinu koreluje s vyskytem zanétlivého
onemocnéni stfev, kolorektalnim karcinomem, ulcerdézni kolitidou ¢i s Crohnovym
onemocnénim (Tibble et Bjarnason, 2001). Rostouci koncentrace plazmatického
kalprotektinu doprovazi také cystickou fibrozu, bakterialni infekce v ledvinach, akutni
rejekce pii transplantaci, meningitidy, pneumonie, tuberkulézu, revmatickou artritidu,
parodontitidy atd. Referenéni hodnoty pro stanoveni kalprotektinu v plazmé jsou pro muze:
50-910 pg/l a u zen 80-880 pg/l.

2.9 THP-1 bunécna linie

Jedna se o linii lidskych monocytarnich bun¢k, kterd byla izolovdna z ro¢niho chlapce
trpictho monocystickou leukémii. Tyto monocyty maji Fc a C3b receptory. Chybi jim
povrchové a cytoplazmatické imunoglobuliny (Tsuchiva et al.,, 1980). Pro nase
experimenty je vyhodou, Ze buiiky rostou v suspenzi a neadheruji k povrchu kultivacni
nadoby. Po stimulaci LPS produkuji zvySené mnozstvi IL-1 (Krakauer et Oppenheim,
1983). Diky pusobeni kyseliny retinové ¢i 12-O-tetradekanyl-forbol-13-acetatu bunky
diferencuji, adheruji k povrchu umélohmotné nadoby, dochazi k indukci fagocytdzy
a inhibici ristu bunék. Zména morfologie bunék je poté doprovazend zvySenou aktivitou

tkanové trasglutaminazy (Mehta et Lopez-Berestein, 1986).
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3 Cile prace

1. Modulace fenotypu mononuklearnich fagocyti v Case po stimulaci Sirokym
spektrem cytokinl. Modelem pro sledovani této zmény byly THP-1 bunky
a monocyty izolované z lidské krve.

2. Monitorovani produkce solubilniho kalprotektinu a IL-8 po stimulaci THP-1 bun¢k.

4 Material a metody

V diplomové praci nam jako model slouzily izolované lidské krevni monocyty a THP-1
buiiky. Tyto buiiky jsme stimulovali spektrem stimulans (TNFa, IFNy, LPS, IL-17, IL-25,
IL-10, IL-4, IL-1B) a pomoci prutokové cytometrie v ase sledovali zménu povrchové
exprese jednotlivych molekul. Supernatant stimulovanych THP-1 bunék dale slouzil

pro detekci solubilniho kalprotektinu (ELISA) a chemokinu IL-8 (technologie Luminex).

4.1 Kaultivaéni podminky bunééné linie THP-1
4.1.1 Rozmrazovani bunék

THP-1 bunikky (American Tissue Culture Collection) jsou uchovavany Vv tekutém dusiku
pti teplot¢ -180 °C. Ampule byly po pfeneseni z dusiku ponofeny do vodni lazné
a po kapkach piidavan roztok 20% fetalniho bovinniho séra (FBS; PAA Laboratories
GmbH) a média RPMI s2 mM L-glutaminem (PAA Laboratories GmbH) do celkového
objemu 20 ml. Bunky byly nasledné centrifugovany 5 minut pii 1300 otackach za minutu.
Po odsati supernatantu byla peleta bunék roztiepana a ptidano 20 ml roztoku obsahujiciho
10% FBS a médium RPMI s glutaminem obohaceného o antibiotika (kultiva¢ni médium).

Bunky byly opét centrifugovany, resuspendovany v médiu a preneseny do kultivaéni lahve.
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4.1.2 Pasazovani bunék

Bunky byly pieneseny do centrifugaéni zkumavky a stoéeny (5 minut,
1300 otacek/min). Po stoceni a sliti supernatantu bylo K roztfepené peletce bun¢k pridano
Cerstvé kultivaéni médium. Kultura bunék byla udrzovana v kultivaénich lahvich

o koncentraci p¥iblizng 2-9 x 10° buné&k/ml v termostatu pfi teploté 37 °C v 5% COs.

pozn. K prevenci bakterialni kontaminace THP-1 bun¢k byl do RPMI média ptidan
streptomycin a penicilin (Pen Strep, GIBCO).

4.1.3 Priprava THP-1 bunék k pokusu

Bunky byly centrifugovany a resuspendovany v Cerstvé piipraveném kultivanim
médiu. Pro pokus byla pfipravena suspenze bun¢k o pfiblizné koncentraci 1 x 10°
bun¢k/ml (bunky spocitany pomoci bunécného analyzatoru vi-CELL XR, Beckman
Coulter). Nasledné bylo pipetovano po 500 pl pfipravené suspenze bunék do 30 jamkové
desticky urcené pro tkanové kultury a pfidany stimulans o riznych koncentracich (IL-1,
IL-4, IL-10, IL-17, IL-25, LPS, TNFa, IFNy). Po 24, 48 a 72 hodinach byly bunky
odebirany do mikrozkumavky a stoceny (5 minut, 1300 otacek/min). Supernatant dale
slouzil pro stanoveni produkce solubilniho kalprotektinu (ELISA) a chemokinu IL-8
(Luminex). Zbyla peleta bun¢k byla resuspendovana v 500 ul kultiva¢niho média a bunky
byly dale znaceny protilatkami proti jednotlivym povrchovym znakiim a analyzovany

pomoci pritokové cytometrie.
4.2 1lIzolace a priprava lidskych perifernich monocyti

Periferni krev odebirana do zkumavky s K;EDTA byla opatrné promichana a nafedéna
v PBS (Phosphate Buffered Saline) v poméru 1:1. Vrstvu Ficoll Paque ve Falconn
zkumavce jsme pievrstvili v poméru 1:2 nafedénou krvi. Krev byla kapdna opatrné
po sténach zkumavky, abychom zamezili promichani vrstev. Po centrifugaci (30 minut,
1800 otacek/min, nejniz§i stupen zrychleni a brzdéni) se diky hustotnimu gradientu
rozdé€lily jednotlivé slozky krve (obrazek 7). Pomoci Pasteurovy pipety jsme pak odebrali
prstenec mononuklearnich bunék, ktery je viditelny na rozhrani Ficollové vrstvy a plazmy
a suspenzi prenesli do Cist¢ zkumavky. Bunky jsme nasledné dvakrat promyli v PBS
(1. centrifugace: 10 minut pii 1200 otackéach, nejnizsi stupenl zrychleni, nejvyssi stupen

brzdéni; 2. centrifugace: 5 minut pii 1200 otackach). Po odstranéni supernatantu jsme
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suspenzi bun&k nafedili pomoci kultivaéniho média na koncentraci 1 x 10° bungk/ml a po
500 pl (obdobné¢ jako u THP-1 buné¢k) pipetovali do 30jamkové kultivacéni desticky

s prislusnymi stimulans. Odbér vzorki pro analyzu se provadél po 24 a 48 hodinach.

pred stocenim po stoceni fotografie postoceni

_—
plnakrev —¥ < plazma + krevni desticky
—_— )
< prstenec lymfocyti a monocyti
Ficoll Paque K

Obrazek 7: 1zolace bunék pomoci hustotniho gradientu (upraveno dle Anonym, 2013b)

< vrstvaFicoll Paque

<« vrstva ¢ervenych krvinek

Monocyty maji tendenci jiz béhem prvni hodiny po izolaci adherovat k plastikovému
povrchu kultivacni jamky. Po 2 hodinach je jiz vétSina z nich pfisedld. V delSim casovém
horizontu vSak mohou opét zpétné prechazet do média. Tato jejich vlastnost nam
komplikuje dalsi postup prace. Monocyty jsme zkouseli ,,0dlepovat® chladem
a pomoci Trypsin EDTA solution (Sigma). Nejlepsich vysledkt jsme dosahli pisobenim
tohoto roztoku, a proto byl pouzit pro postup nasi dalsi prace. Po uplynuti inkubaéni doby
jsme tedy z jamky odstranili nepfisednuté bunky. Tato neadherujici populace zahrnuje
ptevazné lymfocyty. Do jamky bylo nésledné ptidano 300 ul Trypsin EDTA solution,
kterou jsme nechali 7 - 10 minut pasobit. Po tomto ¢asovém intervalu doslo k odlepeni
pfisedlych monocytii. Suspenze byla odebrana do mikrozkumavky a centrifugovana
(5 minut, 1300 otacek). Po odstranéni supernatantu bylo k peleté bunék piidano 500 ul
cerstvého kultivacniho média. Takto pfipravené bunky jsme dale znacili protilatkami proti

jednotlivym povrchovym znaktim a analyzovali na pritokovém cytometru.
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4.3 Sledovani zmény exprese povrchovych znaki monocyti a THP-1

bunék

Pouzita stimulans: TNFa [0,1-100 ng/ml], LPS, IL-17, IL-25 [100 ng/ml], IL-10, IL1B,
IL-4 [10 ng/ml], IFNy [0,1-2000 ng/ml] (R&D systems).

Pouzité monoklonalni protilatky proti povrchovym molekulam: CD54 - PE (BD
Bioscience), CD14 - FITC, CD14 - PC7, CD16 - ECD, CD36 - FITC (Beckman Coulter),
kalprotektin - FITC (Acris antibodies); CD163RM3/1 - FITC, CD163GHI - PE
(BioLegend). V experimentech byly jednotlivé protilatky pouzité v Kkoncentraci

doporucené vyrobcem.

Monocyty a THP-1 bunky byly inkubovany Vv kultiva¢nich jamkach s danymi stimulans.
V Casovych intervalech 24, 48 a 72 hodin byly bunky odebirany pro analyzu.
Do zkumavky byly pipetovany monoklonalni protilatky proti povrchovym znakiim spolu
se 100 pl suspenze bunck nesuspendovanych Vv kultivaénim médiu (postup viz priprava
THP-1 bun¢k a monocytl pro experiment). Smés se dikladné zvortexovala a inkubovala
20 minut ve tmé. Nasledn¢ byl ptidan 1 ml promyvaciho roztoku a poté provedena analyza

na pritokovém cytometru.

4.4 Pritokova cytometrie

Pro analyzy povrchové exprese znakd byl pouzit prutokovy cytometr Cyan ADP 9C,
Dako (3 lasery, 9 barev). Pro vyhodnoceni zivotnosti bun€k (vitalni barveni propidium
jodidem) a apoptozy Cytomics FC 500, Becman Coulter (2 lasery, 5 barev). Data byla

vyhodnocena pomoci Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter).

Princip prutokové cytometrie

Jednd se o standardni metodu, ktera slouzi k analyze bun€k v bunétné suspenzi.
Monoklonalni protilatky s navazanou fluorescen¢ni znackou (flourochromem) se
specificky vazou na povrchové ¢i intracelularni znaky bunék. Suspenze znacenych bun¢k
je pretlakem stiikana skrz trysku. Diky tomu se vytvofi tenky proud suspenze, v némz jsou
bunky fazeny za sebou (fluidni systém). Tento proud bunék nasledné prochéazi optickym

systémem, kde je protinan laserovym paprskem. Z bo¢niho odrazu svétla posuzujeme
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granularitu bungk (SS, side scatter). Cim vice se svétlo od buiiky odrazi, tim je &astice vice
granulovand. Z ptimého rozptylu (lomu) svétla (detektor ve vodorovné ose s prochazejicim
paprskem) usuzujeme velikost bunky (FS, forward scatter). Buiky s vétsi velikosti
rozptyluji svétlo vice. Pokud je dale navazana fluorescencni znacka, dojde diky pouzitému
laseru kexcitaci svétla. Paprsky excitovaného svétla jsou vedeny na detektory.
Elektronicky syst¢ém pak prevadi opticky signdl zdetektori na elektricky

a zaroven ho digitalizuje pro pocitatovou analyzu (Bartiiikovd, 2011).

opticky systém

- WLEZE
e detektory

FSC detektor

fluidni systém

Obrazek 8: Zakladni komponenty pritokového cytometru (upraveno dle Rowley, 2013)

4.5 Stanoveni produkce solubilniho kalprotektinu bunikami THP-1
metodou ELISA

THP-1 bunky byly opét stimulovany danymi latkami (TNFa, IL-10, IL-1B, IL-4
0 koncentraci 10 ng/ml; IFNy o koncentraci 2 pug/ml a LPS, IL-17, IL-25 o koncentraci
100 ng/ml). V inkubaénich ¢Casech 24, 48 a 72 hodin jsme vzorky odebrali, stocili
a supernatant pouzili pro stanoveni produkce solubilniho kalprotektinu. Pro analyzu byl
pouzit Phical Calprotectin ELISA Kit, Immun Diagnostik. Pfiprava vzorku byla provedena

dle navodu vyrobce. Absorbance pfipraveného vzorku se métila pomoci ELISA readeru.

36



Postup testu

Jedna se o sandwich format, kdy je na desti¢ce navdzanéd vysokoafinitni monoklonalni
protilatka proti lidskému kalprotektinu. Do jamky desticky se pipetuje 100 ul vzorku
a v pripad¢, ze vzorek obsahuje stanovovany analyt, vaze se kalprotektin na protilatku
ptichycenou ke sténé desticky. Po hodinové inkubaci a promyti pfidavame dalsi protilatku
proti stanovovanému kalprotektinu, ktera je vadzana s biotinem. Opét nésleduje hodinova
inkubace a promyti. V dalSim kroku piidavame konjugat, ktery se vaze na biotin
(extravidin peroxidaza). Po inkubaci a promyti pfidavame substrat pro peroxidazu
(tetramethylbenzidin). V poslednim kroku pipetujeme stop soluci (kyselina sirova), ktera
zastavi reakci a zplsobi zménu barvy roztoku v destice z modré na zlutou. Intenzita

zbarveni (absorbance) je pfimo umérna koncentraci kalprotektinu ve vzorku.

4.6 Stanoveni produkce IL-8 stimulovanymi THP-1 buiikami metodou

Luminex

Po odbéru stimulovanych vzorkd v jednotlivych inkubacnich ¢asech jsme THP-1 bunky
stoCili a supernatant pouzili pro experiment. Jako stimulans ndm poslouzili nasledujici
latky: TNFa, IL-1B, IL-4, IFNy o koncentraci 10 ng/ml a LPS, IL-17 o koncentraci
100 ng/ml. Pro analyzu byl pouzit pfistroj Luminex'® System (Luminex Corporation,
Austin, Texas, USA). Piiprava vzorkt pro pokus byla provedena dle navodu vyrobce kitu
(Fluorokine MAP, Human MultiAnalyte Profiling Base Kit A, R&D Systems).

Princip metody luminex

Luminex kombinuje metodu pritokové cytometrie a imunoanalytického stanoveni.
K méfeni slouzi smés riznych mikrokulicek (mikropartikuli). Kazdy druh mikropartikule
je definovan individudlnim barevnym tonem (fluorochromem) a ma navazanou specifickou
protilatku ¢i antigen proti danému solubilnimu faktoru, ktery chceme méfit. Diky
rozdilnosti v navazanych barvickdch poskytne kulicka po excitaci laserem urcity
fluorescenéni signal a diky tomu analyzator poznéd konkrétni druh mikropartikule. Z jedné
reakéni zkumavky vzorku miZzeme tedy stanovovat vice faktort.

V prvnim kroku ptipravy vzorku pipetujeme do desticky 50 pl mikropartikuli s 50 pl
vzorku a inkubujeme 3 hodiny v temnu na shakeru. V nasem piipadé se stanovovany IL-8

vaze na povrch kulicky. Po nasledném promyti nenavazaného substratu (3 x 100 pl
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promyvaciho roztoku) se vdruhém kroku pfidava sekundarni protilatka proti
stanovovanému IL-8 (50 ul), ktera je konjugovana s biotinem. Opét nechame inkubovat
I hodinu a poté promytim odstranime zbytek nenavazané protilatky. Nasledné se ptida
50 ul streptavidinu konjugovaného s fykoerytrinem a opét inkubujeme (30 minut).
Streptavidin se véaze na biotin. Desticku naposledy promyjeme a resuspendujeme
mikropartikule v 100 pl promyvaciho roztoku. Takto pfipravené vzorky analyzujeme.
Luminex obsahuje dva lasery. Prvni laser (523 nm neodym/ytrium-hlinito granatovy)
excituje fykoeritrin. Intenzita fluorescence je pak umérnd mnozstvi stanovovaného
solubilniho faktoru (IL-8). Druhy laser (635 nm diodovy) excituje fluorochromy obsazené
v mikrokuli¢kach.
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S 24 . |
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Obrazek 9: Princip metody Luminex. Na obrazku chybi znazornéni kroku, kdy se pfidava streptavidin

konjugovany s fykoerytrinem (upraveno dle Anonym, 2013c).
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4.7 Meéreni Zivotnosti a poctu bunék po stimulaci

Zivotnost a pocet bunék po stimulaci byl méfen V jednotlivych inkubagnich &asech
pomoci analyzatoru Vi-Cell XR (Beckman Coulter). Pfistroj stanovuje zZivotnost pomoci
vitdlniho barveni trypanovou modfi. Trypanova modi obarvuje cytoplazmu bunék.
Barvicka vsak neprojde skrz neporusenou bunéénou membranu. V piipadé, ze je buinika
mrtva, dochazi k rozruSeni bunééné membrany a trypanova modi se dostane dovniti buniky.
Populace bun¢k je pak snimdna CCD kamerou a piistroj nasledné pomoci obrazové
analyzy vyhodnocuje koncentraci bun€k, procentualni zastoupeni zivych a mrtvych bunék
a velikost bunék.

Zivotnost byla také hodnocena pomoci barveni propidium jodidem na priitokovém
cytometru. Tento indikdtor rovnéz neprochazi neporuSenou membranou. V piipade
poskozeni membrany projde propidium jodid dovniti buiiky a vaze se k bazim nukleové

kyseliny.

4.8 Stanoveni apoptickych THP-1 bunék

THP-1 bunky byly stimulovany IFNy [2 pg/ml]. Po 24, 48 a 72 hodinach byly bunky
odebirany, centrifugovany a resuspendovany v ¢erstvém kultiva¢nim médiu. Pro naslednou
analyzu byl pouzit ANNEXIN V-FITC/ 7-AAD Kit, Beckman Coulter. Postup prace se

tidil ndvodem vyrobce.

Principem detekce apoptickych bunék je znafeni pomoci dvou vitadlnich barev
(Annexin V a 7-AAD). Annexin V se vaze na fosfatidyl serin (PS). V piipad¢ zivé bunky
je PS lokalizovany na wvnitini strané¢ plazmatické membrany. Pokud buiika vstupuje
do casné faze apoptozy, zlstdva integrita bunééné membrany zachovana, avSak dochazi
ke ztrat¢ asymetrie jejich membranovych fosfolipidd. PS se translokuje na vnéjsi stranu
membrany (signal pro fagocyty) a vaze se na n¢j Annexin V. Vazba k fosfatidyl serinu je
zavisla na vapenatych iontech. Vitalni barvivo 7-AAD (7-aminoactinomycin D)
se Vv ptipadé poskozeni membrany vaze na par bazi guanin-cytosin. Pokud 7-AAD
prostoupi pfes membranu a buiika neni schopna ho aktivné pumpovat ven a zaroven je
navazan Anexin V, nachazi se buiikka v pozdni apoptéze. V pfipad€, Ze neni navdzany

Annexin V, ale jenom 7-AAD soudime, ze je bunka nekroticka.
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Obrazek 10: Detekce apoptickych a nekrotickych bunék pomoci vitalnich barev Annexin V a 7-AAD.

4.9 Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit t-test a Bonferronino korekce hladin

vyznamnosti.

5 Vysledky

5.1 Zivotnost THP-1 bunék a krevnich monocytii po stimulaci

Pomoci vitalniho barveni (propidium jodid, trypanova modf) jsme zjistovali vitalitu
krevnich monocyti a THP-1 bun€k po stimulaci v ¢ase 24, 48 a 72 hodin. Krevni
monocyty si udrzovaly Zivotnost nad 90 % pfti pouziti vSech typa stimulans. THP-1 bunky
si po dobu stimulace zachovavaly taktéz vysoké procento zivotaschopnosti S vyjimkou
stimulace TNFa a IFNy. V ptipad¢ inkubace s TNFa dochazelo po 48 hodinach k poklesu
zivotnosti pod 90 %. Pii ptisobeni IFNy zacaly THP-1 buiiky po 48 hodinové inkubaci

rychle umirat. V ¢ase 72 hodin ptezivalo jiz pouze piiblizn€ 32 % bun¢k.
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typ vzorku stimulans Zivotnost (%) £ smérodatna odchylka
24 hod 48 hod
kontrola 95,6 +3,2 93,5+3,1
TNFa [10 ng/ml] 97,2+1,2 92,8+9,0
E LPS [100 ng/ml] 96,8 +0,8 95,5+3,7
5 IL-17 [100 ng/ml] 96,8 + 1,4 97,7+0,6
€  |IL-25[100 ng/ml]|  95,1+2,3 98,9+ 0,7
% IL-10 [10 ng/ml] 94,8 + 3,0 96,7 +1,2
= IL-4 [10 ng/ml] 95,7+1,2 96,6 £2,9
IL-1B[10 ng/ml] 96,7+0,9 97,0+1,2
IFNy [2 pg/ml] 94,5 +2,6 91,0 £5,9
e —— stimulans Zivotnost (%) + smérodatna odchylka
24 hod 48 hod 72 hod
kontrola 90,7+7,1 90,8+6,0 | 90,8%+3,1
TNFa [10 ng/ml] | 91,1+4,1 | 851+9,6 | 85,4+0,7
LPS [100 ng/ml] 93,0+2,9 91,5+3,0 | 90,6 £0,2
- IL-17 [100 ng/ml] | 94,0+2,4 | 959+0,8 | 91,9+1,3
%I IL-25 [100 ng/ml] | 92,8 +0,8 | 93,1+3,0 | 950+1,9
a IL-10 [10 ng/ml] | 91,7 £8,7 91,2+6,6 | 923114
IL-4 [10 ng/ml] 90,3 £8,2 92,6 £4,1 83,4+8,5
IL-1B[10 ng/ml] 90,1+9,2 93,0%5,2 93,0+1,1
IFNy [2 ug/ml] | 93,0+2,7 | 73,0£12,8 | 32,5+0,1

Tabulka 2: Vitalita bunék po stimulaci v ¢ase. Méfeno pomoci vitalniho barveni (propidium jodid,
analyza na pratokovém cytometru; trypanova mod¥, analyza na pfistroji vi-CELL XR). Hodnoty v tabulce

jsou prumérem 3-5 nezavislych méfeni.

5.2 Vliv stimulans na povrchovou expresi jednotlivych CD znaki

Pokud neni uvedeno jinak, byly v experimentech pouzity nasledujici koncentrace
stimulans: TNFa [10 ng/ml], LPS [100 ng/ml], IL-17 [100 ng/ml], IFNy [2 pg/ml], IL-25
[100 ng/ml], IL-1B [10 ng/ml], IL-4 [10 ng/ml], IL-10 [10 ng/ml]. Stimulované vzorky

byly analyzovany na pritokovém cytometru.
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Na profilu SS/FS mutzeme rozlisit dvé populace THP-1 bunék liSici se svou velikosti
(obrazek 11). Pro analyzu téchto bunék bylo hodnoceno procento pozitivnich bunék
a primérna hodnota intenzity fluorescence (MFI) sledovaného znaku pro majoritni (vétsi)
populaci (zdivodnéni viz podkapitola 5.5). Procentualni zastoupeni znaku a MFI bylo
hodnoceno také pro krevni monocyty, kdy byla pro gateovaci strategii vyuzita protilatka

proti CD14 (obrazek 12).

Z:86.22%
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Obrazek 11: Gateovaci strategie pro THP-1 buniky. Pro analyzu povrchové exprese jednotlivych znakt

gateovano na populaci majoritnich bunék.
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Obrazek 12: Gateovaci strategie pro monocyty. Gateovano pies znak CD14. Na ukazkovém obrazku je

znazornéna plna neizolovana periferni krev.
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5.2.1 Efekt stimulans na povrchovou expresi molekuly CD54

Jiz nestimulované THP-1 bunky dosahovaly vysokého procenta pozitivity pro znak
CD54 (78 %). Stimulace pomoci TNFa a IFNy béhem 24 hodin zvysila pozitivitu bunék
témer k 100 %. Rovnéz pii pouziti téchto stimulans dochézelo k nardstu stfedni hodnoty
intenzity fluorescence 3-5x oproti kontrole. Ostatni pouzité latky neindukovaly zménu

exprese molekuly CD54.

Procentuilni zména CD54* THP1 bunék po stimulaci

* ¥ * ¥ * ¥ % %k
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Hkontrola EMTNF ®LPS WIL-17 ®IL-25 ®WIFN ®mIL-10 mIL-4 IL-1

Graf 1: Procentudlni zména CD54 pozitivnich THP-1 bun€k v jednotlivych inkubacnich ¢asech
po stimulaci. Vynesené hodnoty jsou primérem 2—3 nezavislych méfeni. Symbol ,,** predstavuje hladinu

signifikance p < 0,001 vztazenou ke kontrolnimu vzorku v daném ¢ase.
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MFI

Zména intenzity fluorescence molekuly CD54 po stimulaci
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Graf 2: Zména primérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD54 pro THP-1 bunky. Vysledky jsou
primérem 2-3 nezavislych pokust. Symbol ,,* “ oznacuje hodnotu hladiny signifikance p < 0,05; symbol

» ¥ ¥ hladinu signifikance p < 0,001 vztazenou ke kontrole v daném case.

Na zékladé téchto vysledki jsme dale stimulovali buiiky riznymi koncentracemi TNFa
a IFNy a opét sledovali procentudlni zastoupeni bunék pozitivnich na znak CD54
a pramérou intenzitu fluorescence. Casy odeétu jsme zkratili na 6, 12 a 24 hodin.
V piipad¢ stimulace TNFa dochéazelo k nartistu pozitivnich bunék i intenzity fluorescence
znaku jiz béhem 6 hodin. Nejvyssi narust byl zaznamenan v ¢ase 12 hodin. Jiz koncentrace
1 ng/ml TNFa byla dostacujici pro stimulaci bunék. Obdobné i po pusobeni IFNy jsme
dosdhli maximalniho vrcholu hodnot v ¢ase 12 hodin od stimulace. Vyraznéjsi zvySeni

hodnot nastalo po ptisobeni IFNy o koncentraci 10 ng/ml.
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A) Procentulalni zména CD54" THP1 bunék po stimulaci TNFa
o rizné koncentraci
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40 W5 ng/ml
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B) Procentualni nariist CD54* bunék po stimulaci IFNYy o rizné
koncentraci
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Graf 3: Procentudlni zména THP-1 bunék pozitivnich na znak CD54 po stimulaci: A) TNFa
[0,1 az 100 ng/ml], B) IFNy [0,1 az 100 ng/ml]. Casy ode¢tu 6, 12, 24 hodin. Vynesené hodnoty

a smérodatné odchylky jsou primérem doubletu jednoho méteni.
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Zména priumérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD54 po stimulaci TNFa

A) inkubace 6 hodin
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C) inkubace 24 hodin
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Obrazek 13: Posun pramérné hodnoty intenzity fluorescence znaku CD54 na THP-1 bunkach
po stimulaci TNFa [0,1-100 ng/ml] v ¢ase A) 6 hodin, B) 12 hodin, C) 24 hodin.
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Zména primérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD54 po stimulaci IFNy

A) inkubace 6 hodin
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Obrazek 14: Posun primérné intenzity fluorescence molekuly CD54 na THP-1 burnikach po stimulaci IFNy
[0,1-100 ng/ml] v ¢ase A) 6 hodin, B) 12 hodin, C) 24 hodin.
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V krvi (6 dérct) se procento CD54" monocyti blizi 100 % (97,4 % =+ 2,9 %). Intenzita
fluorescence znaku pro monocyty z plné i izolované krve v case 0 dosahovala
srovnatelnych hodnot (MFI 4,2 + 0,9). Po 24 hodinové inkubaci dochazelo ke zvySeni MFI
nestimulovanych kontrolnich monocyta (35,8 + 13,3). V dal$im inkuba¢nim ¢ase jiz tento
narGst nebyl patrny. Psobeni IFNy vedlo po 24 hodinach k indukci primérné intenzity
fluorescence (24 hodin MFI 85 + 19, 48 hodin MFI 89 + 36). Toto zvySeni vSak nebylo

statisticky vyznamné.

A) 24 hodin B) 48 hodin
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Obrazek 15: Posun primérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD54 po stimulaci izolovanych
monocyti  cytokinem IFNy (modra barva) oproti nestimulované kontrole (zelena barva):

A) po 24 hodinach, B) po 48 hodinach. Cervena populace znagi MFI izolovanych CD54" monocyti v &ase 0.

5.2.2 Efekt stimulans na povrchovou expresi znaku HLA-DR

Po stimulaci THP-1 bunék ziistavaly praimérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly
HLA-DR neménné. MFI ve vSech inkubaénich ¢asech dosahoval hodnot 3,2 (SD + 0,4).
Procentudlni zastoupeni HLA-DR pozitivnich bun€k bylo pro kontrolni nestimulované
vzorky v ¢ase konstantni (19 %, SD + 2). Zvysené procento HLA-DR® bunék bylo
zaznamenano po stimulaci IFNy (p < 0,001). V ¢ase 24 hodin doslo k nartstu pozitivni

populace na 70 % (SD = 0,5), po 48 hodinach ke zvySeni az na 86 % (SD = 3). Nartst
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pozitivni populace byl rovnéz patrny po stimulaci TNFa (48 hodin: 32 %,
SD + 7; 72 hodin: 37,3 %, SD =+ 8,8). Ostatni pouzité latky neovliviiovaly procentualni
zastoupeni HLA-DR" THP-1 bungk.

Procentuilni zastoupeni HLA-DR* THP1 bunék po stimulaci
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Graf 4: Procentualni zména HLA-DR" THP-1 bungk po stimulaci spektrem latek. Naméfené hodnoty jsou
primérem 2-3 nezavislych méteni. Symbol ,,*** znaci hladinu signifikance p < 0,001; symbol ,,** hladinu

signifikance p < 0,05 vztaZzenou vuéi kontrole v daném inkuba¢nim Case.

Na zaklad¢ vysledkt stimulace THP-1 bunék interferonem y jsme V nasledujicim
experimentu pouzili tento cytokin v raznych koncentracich [0,1 az 100 ng/ml]
a procentudlni zménu HLA-DR" bunék sledovali v kratsich asovych intervalech (6, 12

a 24 hodin). Ke zvySeni poc¢tu pozitivnich bun€k dochéazelo az po 12 hodinové inkubaci.

v
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Procentualni narist HLA-DR* THP1 bunék po stimulaci IFNy
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Graf 5: Zména procentudlniho zastoupeni THP-1 buné&k pozitivnich na znak HLA-DR v ¢ase 6, 12 a 24

hodin po plsobeni IFNy o rizné koncentraci. Vynesené hodnoty jsou primérem doubletu jednoho

meéfeni.

Na izolovanych monocytech se molekula HLA-DR vyskytovala v 64 + 9,2 % (6 darci).
Béhem 24 hodinové inkubace toto procento rostlo na 94 + 4 % HLA-DR™ monocyti.
Z4dna z pouzitych stimulans vyznamné neovliviiovala procento HLA-DR pozitivnich
bun¢k oproti kontrolnimu vzorku. Pfi vyhodnocovani MFI dochazelo po 48 hodinové
inkubaci k poklesu fluorescence po stimulaci LPS oproti kontrole (kontrola v ¢ase 48 hod
MFI 14 + 2,1; LPS MFI 7 + 21 — p < 0,05). Ostatni stimulans nem¢la statisticky

vyznamny vliv na primérnou hodnotu intenzity fluorescence znaku.

A) 24 hodin B) 48 hodin

Count
Count

0

10 10 10 1 10 10 10 10
Obréazek 16: Pokles MFI HLA-DR™ monocytii po stimulaci lipopolysacharidem [100 ng/ml] (zelen4) oproti
kontrole (Gervend) v ¢ase: A) 24 hodin, B) 48 hodin. Posun po stimulaci LPS v ¢ase 48 hodin statisticky

vyznamny (p < 0,05).
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5.2.3 Efekt stimulans na povrchovou expresi molekuly CD14

Ke zvyseni MFI molekuly CD14 na povrchu THP-1 buné€k dochazelo opét
po puasobeni IFNy. Oproti kontrole (MFI 9,3 = 1,6) doslo po 24 hodinach k navySeni
intenzity fluorescence témét 2,5krat (MFI 22,7 + 1,4; p < 0,001). Po 48 hodinové inkubaci
jsme vSak jiz zaznamenali pokles stiedni hodnoty intenzity fluorescence (15,1 + 1,8;
p < 0,05). Po 72 hodinach pak byly hodnoty MFI znaku CD14 srovnatelné s kontrolnim

vzorkem, ktery nebyl stimulovan. Ostatni latky nemély vliv na expresi molekuly.

Zména intenzity fluorescence molekuly CD14 po stimulaci
30

25 k%

20

15

MFI

10

0 hod 24 hod 48 hod 72 hod

Hkontrola EMTNF ELPS mIL-17 ®mIL-25 mIL-10 IL-4 IL-1 IFN

Graf 6: Zména pramérné hodnoty intenzity fluorescence povrchové molekuly CD14 na stimulovanych THP-
1 bunkach v ¢ase. Vynesené hodnoty a smérodatné odchylky jsou primérem 2-3 nezavislych pokusu.
Symbol ,,** zna¢i hladinu signifikance p < 0,001, symbol ,,** pak hladinu signifikance p < 0,05, které jsou

vztazené ke kontrolnimu nestimulovanému vzorku v daném inkubaénim Case.

Na zakladé vysledku tohoto pokusu jsme Vv opét nasledujicim experimentu pouzili
ke stimulaci IFNy o riznych koncentracich [0,1-100 ng/ml] a ¢asy odectu zkratili na 6, 12
a 24 hodin. Béhem 6 hodin od inkubace dochézelo k néartstu primérné hodnoty intenzity

fluorescence. Jiz IFNy o koncentraci 1 ng/ml indukoval zménu exprese molekuly CD14.
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Zména priumérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD14 po stimulaci IFNy

A) inkubace po 6 hodinach
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B) inkubace po 12 hodinach
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Obrazek 17: Sledovani zmény primérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD14 exprimované

na povrchu THP-1 bunék po stimulaci IFNy o rizné koncentraci [0,1-100 ng/ml] v ¢ase 6, 12 a 24 hodin.
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Pro izolované monocyty nebyla primérna hodnota intenzity fluorescence v Case kvuli
vysokym smeérodatnym odchylkdm mezi jednotlivymi darci hodnotitelna (data nejsou

prezentovana). V plné krvi byl vSak MFI napfi¢ Sesti zdravymi darci konstantni
(15,1 +2)9).

5.2.4 Efekt stimulans na povrchovou expresi molekuly CD36

Ptisobenim cytokinu IL-4 byl zaznamenan narist procentualniho mnozstvi CD36" THP-
1 bunék. Nejvétsiho procentudlniho rozdilu mezi takto stimulovanym a kontrolnim
vzorkem bylo dosazeno po 48 hodinové inkubaci Oproti kontrole (51 %, SD + 4,4) doslo
ke zvyseni na 63,5 % (SD = 4,4; p < 0,05) CD36" THP-1 bunék. Hodnoty jsou primérem
3 nezavislych méfeni. Ostatni latky nemély vliv na procentudlni zastoupeni molekuly
CD36. Intenzita fluorescence znaku zistavala pro vSechny stimulans i kontrolu ve vSech

inkubacnich ¢asech konstantni (MFI 3 — 4; data nejsou prezentovana).

A) kontrola B) IL-4
w 107 =
49.20% 61.38%
10° 4 107 4
2 2
x 107 + E 10" 4
o A;iv"?f: i 5
10 10 i A
o b ﬂ.‘
R 3 3
v A
10° W;El' :cr)" 10° 10° xE)' ul)‘ 10!
CD14-PC7 CD14-PC7

Obrazek 18: Procentualni znazornéni narustu populace bunék pozitivnich na znak CD36 po 48 hodinové

inkubaci. A) nestimulované THP-1 bunky, B) THP-1 bunky stimulované IL-4 [10 ng/ml] (p < 0,05).

Krevni monocyty maji oproti THP-1 bunkdm vyS$§i miru exprese molekuly CD36.
V periferni krvi byl znak CD36 prezentovan na vSech monocytech 1 po jejich izolaci.
V jednotlivych inkubaénich Casech pak exprese znaku klesla pod 90 % (24 hodin
88,1 + 6,5; 48 hodin 84,6 + 8,5) Vysledky jsou prumérem 6 nezavislych méfeni. Z4adna
ze stimulans vSak vyznamné neovliviiovala procentualni zménu exprese znaku ani

prumérnou hodnotu intenzity fluorescence (data nejsou prezentovana).
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izolovana kontrola 24 hodin
Blizolovana kontrola 48 hodin
[Tlplna krev
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Count
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Obréazek 19: Posun populace izolovanych CD36" monocytii v ¢ase 24 a 48 hodin oproti CD36" monocytim
Vv periferni krvi.

5.2.5 Efekt stimulans na povrchovou expresi molekuly CD16

Molekula CD16 neni na povrchu THP-1 bunék prezentovana. Na perifernich
monocytech byla zastoupena v 4,4 % (SD + 1,9; 6 darct). Po izolaci postupné rostlo
procento CD16" monocytll i bez pouziti stimulans (inkubace 48 hodin 22,8 + 14,8 %
CD16" bunék). Diky vysokym smérodatnym odchylkam viak neni toto zvyseni statisticky
vyznamné. Stimulaci pomoci cytokinu IL-10 bylo dosazeno nejvyssiho procentudlni
navyseni CD16" monocytii (inkubace 48 hodin: 36 + 10,7 %), aviak ani tento narist neni

statisticky vyznamny.

Procentudlni zména CD16" monocyti po stimulaci
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35 A
30 A
25 A
20 A
15
10

"
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o

0 hod 24 hod 48 hod

Graf 7: Procentudlni zména izolovanych CD16" monocyti po stimulaci spektrem latek v Gase O,
24 a 48 hodin. Vynesené hodnoty jsou primérem 6 nezavislych méfeni, pii kterych byla pouzita krev

ruznych darct.

54



5.2.6 Efekt stimulans na povrchovou expresi molekuly CD163

Pro sledovani exprese molekuly CD163 byly pouzité dva klony protilatek (CD163GHI
a CD163RM3/1). Jednotlivé klony se 1iSi mistem vazby na doménu molekuly CD163.
Experimentem bylo zjisténo, ze THP-1 builkky na svém povrchu neexprimuji doménu
pro vazbu CD163GHI. Vazba klonu CD163RM3/1 pak byla velmi variabilni.
V inkubaénich asech procento takto zachycenych CD163" bunék dosahovalo Sirokého
rozmezi (30 — 100 %). Kvili vysokym smérodatnym odchylkdm nejsou naméfena data
statisticky vyznamna (data nejsou prezentovana). Stiedni intenzita fluorescence znaku se
vSak ve vSech inkubacnich Casech, a pro vSechny pusobici latky pohybovala ve stejnych
hodnotach (MFI 2,5 — 3,5).

Pomoci klonu CDI63GHI byla molekula CD163 detekovana na perifernich
monocytech v primémém zastoupeni 31,6 % (SD + 9,7). Izolaci monocyty tento znak
ztracely. Po 24 hodinové inkubaci klesla exprese na 9,0 % (SD =+ 4,5). V ¢ase 48 hodin se
procentualni zastoupeni CD163" monocytii opét zvysovalo (37,8 %; SD =+ 18.6).
Z pouzitych latek inhiboval procentualni zastoupeni znaku cytokin IL-4. V ¢ase 24 hodin
klesl pocet pozitivnich bun¢k na 3,3 % (SD + 1,8). V ¢ase 48 hodin po stimulaci timto
cytokinem bylo primérné naméfeno 10,3 % CD163" monocyti (SD + 7,8; p < 0,05).
Ostatni stimulans neméla statisticky vyznamny vliv na expresi znaku.

100 Procentualni zména CD163" monocyti po stimulaci

80

60

NI

20 - i
0 -
0 hod 24 hod 48 hod

plnakrev mkontrola ETNF LPS ®WIL-17 mIL-25 IL-10 IL-4 IL-1 IFN

%

Graf 8: Procentualni mnozstvi CD163 pozitivnich monocyti po stimulaci spektrem latek v ¢ase 0, 24
a 48 hodin. Pro detekci molekuly CD163 byl pouzit klon protilatky CD163GHI. Vynesené hodnoty jsou
prumérem 6 nezavislych opakovani s riznymi darci krve. Symbol ,,**znaci hladinu vyznamnosti p < 0,05

vztazenou ke kontrolnimu vzorku v daném case.

55



Klon CD163RM3/1 zachycoval na monocytech v plné krvi 26,2 + 12,2 % CD163"
bunék (n = 6). Izolaci vSak bylo dosahnuto témét 100% zastoupeni znaku (95 + 6,4 %).
V ¢ase se pak po pisobeni jednotlivych latek procentualni zastoupeni CD163" monocytl
nemeénilo. Stimulans rovnéz vyrazné neovliviiovala primérnou hodnotu intenzity
fluorescence znaku. Ta po 24 hodinové inkubaci dosahovala hodnoty 3,4 (SD + 0,9).
V case 48 hodin pak MFI stoupl na 10,8 (SD + 5,8). Stimulaci s IL-4 bylo dosazeno
nepatrné inhibice pramérné hodnoty intenzity fluorescence znaku CD163 (4,9; SD + 2.7).

Tento pokles nebyl statisticky vyznamny.

Mizolovana krev 48 hodin [CD14+] CD163-PE
.iznlnva na krev 24 hodin [CD14+] CD163-PE
[ Jizolovana krev v case 0 [CD14+] CDM63-PE
.plna krew [CD14+] CD163-PE

Count

Obrazek 20: Posun populace CD163" monocytii vlivem izolace. K detekci znaku pouzit klon CD163RM3/1.
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Obrazek 21: Porovnani sttedni hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD163 pro nestimulované izolované
monocyty v ¢ase 24 hodin a 48 hodin ve srovnani s inhibi¢nim efektem IL-4 v ¢ase 48 hodin. Pro detekci

znaku pouzit klon monoklonalni protilatky CD163RM3/1.
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5.3 Vliv stimulans na produkci solubilniho Kkalprotektinu THP-1

bunkami

K THP-1 bunkam byla opét pfidavana rizna stimulans. V case 24, 48 a 72 hodin jsme

od stimulovanych bunék odebirali superatanty a pomoci metody ELISA sledovali produkci

solubilniho kalprotektinu. V supernatantech kontrolnich vzorki dosahovala hladina

kalprotektinu 5,4 ng/ml (pramér ze vSech inkubacnich ¢ast). K narustu produkce

kalprotektinu pak dochazelo pouze po inkubaci s IFNy (graf 9). Po 48 hodinové stimulaci

bylo zaznamenano nepatrné zvyseni na 7,4 ng/ml (SD + 1,2). V ¢ase 72 hodin jiz byla

vysledna naméfena koncentrace po inkubaci stimto cytokinem 22,3 ng/ml (SD + 1,8;

p < 0,001).

koncentrace (ng/ml) £ smérodatna odchylka

stimulans 24 hodin 48 hodin 72 hodin
kontrola 4,37 +0,28 4,22 +0,33 6,79 +0,39
IL-4 [10 ng/ml] 4,57 +0,52 3,70+0,12 4,18+ 0,13
IL-10 [10 ng/ml] 3,70 +0,23 4,44 + 0,23 5,19 + 1,00
TNFa [10 ng/ml] 4,96 +0,13 4,22 +0,12 6,92 + 0,85
IL-1B [10 ng/ml] 4,05 +0,21 4,13 +0,54 4,66 +0,75
IL-17 [100 ng/ml] | 3,87 +1,12 4,25 +0,91 4,97 +1,16
LPS [100 ng/ml] 4,40+ 0,33 4,22 + 0,65 4,74+ 0,33
IL-25 [100 ng/ml] 5,09 £0,26 4,96 +0,13 4,25+0,17
IFNy [2 pg/ml] 4,34 0,27 7,41+£1,19 22,32+1,81

Tabulka 3: Mnozstvi solubilniho kalprotektinu [ng/ml] v supernatantech THP-1 bunék po stimulaci spektrem

latek. Vynesené hodnoty jsou vypocitany z tripletu jednoho méteni.
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Produkce solubilniho kalprotektinu THP1 buiikami po stimulaci
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Graf 9: Sledovani produkce solubilniho kalprotektinu z odebranych supernatanti THP-1bunék po stimulaci
v ¢ase. Vynesené hodnoty jsou primérem tripletu jednoho méfeni. Symbol ,,**“znac¢i hladinu signifikance

(p < 0,001).

Na zaklad¢ téchto vysledkii jsme nésledné¢ provedli analyzu povrchové exprese

kalprotektinu na THP-1 bunkach.

5.4 Exprese povrchového kalprotektinu po stimulaci spektrem cytokint

Meéienim bylo zjisténo, ze kontrolni bunky i stimulované THP-1 buiiky (vyjimka IFNy)
exprimuji na svém povrchu Kalprotektin minimalné (2,1 %; SD + 0,7). Jedina latka, ktera
indukovala zménu exprese, byl cytokin IFNy. Pro THP-1 buiky stimulované timto
cytokinem bylo po 24 hodinové inkubaci 3,8 % kalprotektin pozitivnich THP-1 bun¢k
(SD + 1,5). Po 48 hodinach doslo k vyraznému narGstu na 33,7 % (SD + 0,3; p < 0,05)
a po 72 hodinach dokonce na 69,3 % (SD + 5,2) kalprotektin pozitivnich THP-1 bunék.

Vysledky jsou primérem dvou nezavislych méfeni, ktera byla provedena v doubletu.
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A) Kontrolni THP-1 bunky bez stimulace
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Obrazek 22: Procentualni zastoupeni THP-1 bun€k pozitivnich na povrchovy kalprotektin v inkubacnich

Casech 24, 48 a 72 hodin. A) kontrolni vzorky bez stimulace; B) vzorky stimulované IFNy o koncentraci
2 ug/ml.

Stimulace IFNy posouvala v ¢ase vzhled SS/FS. Dochézelo k procentudlnimu zvySeni
populace THP-1 bun¢k s mensi velikosti (viz gateovaci strategie obrazek 11). Z tohoto
divodu jsme zagetovali obé dvé populace zvlast a znovu pro n€ hodnotili procentudlni
zménu povrchové exprese Kalprotektinu. Z vysledku je patrné, Ze bunky s vétsi velikosti
maji expresi Kalprotektinu stejné nizkou, jako kontrolni vzorky. Naproti tomu THP-1
buiikky s malou velikosti zvysSuji S prodluzujicim inkuba¢nim casem procentudlni

zastoupeni bun¢k pozitivnich na kalprotektin po stimulaci s IFNy.
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A) gateovano na populaci vétSich bunék
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Obrazek 23: Podle gateovaci strategie na zakladé profilu SS/FS vyhodnoceni kalprotektin pozitivnich THP-1
bunék v inkubaénich ¢asech 24, 48 a 72 hodin po stimulaci IFNy [2 pg/ml]. A) Gateovano na populaci bunék

s vét§im FS profilem. B) Gateovano na populaci bunék s mensim FS profilem.
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Porovnani primérnych hodnot intenzity fluorescence molekuly kalprotektinu

exprimované na THP-1 buiikdch po stimulaci riiznymi koncentracemi |FNy
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B) inkubace 48 hodin

- [Ekontrota 48 hodin [Ungated] calprotectinFITC
[ ire ' mil [Ungated] calpratectin-FITE
by | ] 10rg¢mi [Ungated] calpratectin-FITC
I1l:lqu_-'ml [Ungated] calpratectin-FITC
] 1000veg /il [Ungated] calpratectin-FITC
E I_Ilm'l‘l-'lﬁl [Ungated] calpratectin-FITC
S b
0o
r
L w w i
Marker K-AMean
[ an 1.76
I8 an LT9
N 311
Al 12.32
Al B0
Al 16,14

C) inkubace 72 hodin

[Elkentrota 72 hodin [Ungated] catprotectin-FITE
s [ ire ' mil [Ungated] calpratectin-FITE
| ] 10veg ¢ mil [Ungated] calpratectin-FITC
l1|:l}q_-'ml [Ungated] calpratectin-FITC
- 1000wy /il [Ungated] calpratectin-FITC
E I_Ilmu-'ml [Ungated] calpratectin-FITC
&
e
£
1.2 " 1 up
Marker X-AMean
[ an 337
I8 an 368
N 4,70
AL 15.50
All 59.33
AL 117,37

Obrazek 24: Porovnani primérné hodnoty intenzity fluorescence molekuly kalprotektinu na THP-1 burnikach

(ungated) po stimulaci IFNy [1-2000 ng/ml] v ¢ase: A) 24 hodin, B) 48 hodin, C) 72 hodin.
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MnoZzstvi kalprotektin pozitivhich THP1 bunék dle
rozdéleni profilu SS/FS po stimulaci IFNy

60

50 A
40

30

1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml 1000 ng/ml

% kalprotektin pozitivnich bunék

Ovétsi buiky [ungated M mensi buriky

Graf 10: Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci THP-1 bunék pozitivnich na kalprotektin
po stimulaci IFNy o rtizné koncentraci [1-1000 ng/ml] v ¢ase 24, 48 a 72 hodin. Populace THP-1 bunék je
rozdélena dle profilu SS/FS na skupinu s mensi a vétsi velikosti. Zelena populace (ungated) oznaéuje expresi

vSech bunék. Vynesené hodnoty jsou vysledkem jednoho méfeni.

Z ptedchozich pokust vime, ze THP-1 buiky zacinaji po stimulaci IFNy [2 pg/ml]
po 48 hodinové inkubaci rychle umirat. Tyto vysledky vedou k hypotéze, Ze buiiky s mensi
velikosti mohou jiz prochazet procesem apoptodzy ¢i nekrozy. Tento zavér vybizi k dalsi
myslence, a to Ze kalprotektin neni u této populace exprimovan na povrchu buiky, ale ze
bunéénd membrana je jiZ natolik poSkozend, ze protilatka projde dovnitf bunky. Tim
padem bychom neznadili povrchovy kalprotektin, ale kalprotektin intracelularni.

V nasledujicim experimentu jsme se snazili ovétit tyto domnénky.
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5.5 Zivotnost populaci THP-1 bunék rozdélenych dle profilu SS/FS

Pomoci barveni Annnexinem a 7-AAD jsme zjiStovali, zda populace bunék, které jsou

jasné rozlisitelné na profilu SS/FS, jsou zivé nebo v apoptoze ¢i nekroze. Nas§ piedpoklad,

ze buiiky s mensi velikosti jsou ve zvySené mife apoptické ¢i nekrotické, se experimentem

potvrdil. Z gateovaci strategic zaméfené na populaci THP-1 bunék s mensi velikosti

vyplyva, Ze se vétSina z nich nachdzi ve stadiu ¢asné ¢i pozdni apoptdzy. Pro kontrolni

nestimulovany vzorek je ztéchto bunck, které maji mensi FS, 55 % v apoptdze

(SD £ 10,9) a 22 % v nekroze (SD £ 7,5). Pro vzorek stimulovany IFNy [2 pg/ml] dochazi

K procentualnimu nartstu apoptickych bunék na 73 % (SD =+ 3,7). Procento nekrotickych

bunék po stimulaci timto cytokinem dosahuje 17 % (SD = 7). Bunky s vétsi velikosti

(profilem FS) jsou zivé.

buriky s vétsi velikosti (%

buriky s mensi velikosti (%)

Cas(hod) | e ap‘;’)ft‘;fké agg;fizié R api;i?fké aggsg‘gié el

Lo | 997 0.1 0.1 0.1 19,4 2.4 44,1 34,0

S | 24| 969 3,0 0.1 0,0 115 43.4 203 15,8

S |48 | 986 13 01 0,0 227 31,6 232 224
72 | 970 2,0 01 0,0 38,9 20,7 24.9 15,6

_ 24| 953 4,6 0.1 0,0 12,4 35,0 336 19,0

£ |48 | 007 47 3,6 1,0 14,6 9,9 67,6 7.9
72 | 707 16,0 10,2 31 35 13,6 58,4 245

Tabulka 4: Procentualni zastoupeni bun€k rozdélenych na dvé populace na zakladé profilu SS/FS. Procento

bun€k vyjadifuje zastoupeni v dané populaci, nikoliv ze vSech zméfenych (ungated) bunék. Vynesené

hodnoty jsou primérem doubletu jednoho méteni.
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Zivotnost populaci THP-1 bun&k

A) kontrolni vzorky - gateovano na populaci s vétsim FS profilem

24 hodin 48 hodin 72 hodin
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B) kontrolni vzorky - gateovano na populaci s mensim FS profilem

24 hodin 48 hodin 72 hodin
" [M] Annexin V-FITC ¢ 7-AAD - [M] Annexin V-FITC / 7-AAD . [#] Annexin V-FITC / T-A&D
1 1
A-+ : 16.09% Aws ;33,908 A-+ 1 21.29% Ase p 27.30R A-+ 1 15.55% Aee D 14 BT
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Annexin ¥-FITC

Annexin V-FITC Annexin V-FITC
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C) vzorky stimulované IFNy - gateovano na populaci s vétsim FS profilem

24 hodin 48 hodin 72 hodin
~ [7] Annexin V-FITC / 7-AAD g LZL AnExin V-FITC / 7-AAD o LE] Anmexin ¥-FITC / 7-AAD
" G-t 2 0,035 G+t DL11% G-+ - 1.94% G+ 1 1.08% Gre : 205K et 2 10,206
107 07 Ll
o [ ]
2 g 10 E '
- - P~
Gee- : 4.57% Ge- 1 3.35% 45 7 M0.74%) G- 2 16,00%
bt pa e | T T T T T T 1
1z i 1f ' 1ot 1 g L} iy a3
Anneyin VFITC Annexin ¥-FITC Annexin ¥-FITC
D) vzorky stimulované IFNy - gateovano na populaci s mensim FS profilem
24 hodin 48 hodin 72 hodin
. [M] Anmexin ¥-FITC [/ 7-AAD - [M] Annexin V-FITC / 7-AAD . [#] Annexin V-FITC / 7-AAD
A+ 1E.91E Ass 11114 A-e : BI0K Ass 1 54,47% ! A+ 24 AG% Aee  GH.43%
M 10 107
fa] ¥l =
= 0 B 2 0
r crice O T e BT ~
T 13_q|$ ] C e s 3407 A 2§.2%éz‘t':g AT e 2 11,98 A 113638
T T T 1 oy S B - T T T 1
1 1at W 1 10 10' iy 10 il o e 1
Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC

Obrazek 25: Stanoveni zivotnosti jednotlivych populaci THP-1 bunék pomoci znaceni Annexinem V
a 7-AAD po stimulaci v ¢ase 24, 48 a 72 hodin: A) kontrolni nestimulované bunky s vétsi velikosti,
B) kontrolni nestimulované butiky s mensi velikosti, C) THP-1 butiky s vétsi velikosti stimulované IFNy
[2 pg/ml], D) THP-1 buiiky s mensi velikosti stimulované IFNy [2 pg/ml]. Gate - + piedstavuje nekrotické

bunky, + + pozdné apoptické, - - zivé a + - bunky ¢asné apoptické.

Vysledek experimentu potvrdil hypotézu, ze kalprotektin je po stimulaci vysokymi

koncentracemi IFNy exprimovan apoptickymi butikami.

65



5.6 Intracelularni versus extracelularni exprese kalprotektinu THP-1

burikami po stimulaci IFNy

V experimentu jsme se snazili ovéfit hypotézu mozného prichodu protilatky proti
kalprotektinu skrz membranu apoptické THP-1 buiky po stimulaci I[FNy. Domnénky se
nam nepodatilo potvrdit. Na snimku z fluorescen¢niho mikroskopu neni jasné patrné, zda
protilatka projde skute¢né dovnitf buiiky, nebot’ samotny kontrolni vzorek ma vysokou
autoflourescenci (zplisobeno pritomnosti fenolové cervené v médiu, snimek neni ukézan).

Kit pro intracelularni znac¢eni buné€k jsme neméli k dispozici.

Obrazek 26: Snimek z fluorescenéniho mikroskopu. Na obrazku THP-1 buiky stimulované IFNy [2pg/ml]
po 72 hodinové inkubaci. Bunky jsou znacené protilatkou proti kalprotektinu (FITC).
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5.7 Stanoveni produkce IL-8 THP-1 buinikami po stimulaci

THP-1 bunky byly opét inkubovany se spektrem stimulans: LPS, 1L-17 [100 ng/ml],
TNFa, IL-1B, IL-4, IFNy [10 ng/ml]. Nasledné byly v ¢ase 24, 48 a 72 hodin odebirany

supernatanty, které slouzily ke stanoveni chemokinu IL-8 metodou Luminex.

Ke zvySeni hladiny IL-8 v supernatantech dochazelo po inkubaci se vSemi pouzitymi
stimulans. Nejvyssi produkce tohoto chemokinu THP-1 bunkami bylo dosazeno
po pusobeni lipopolysacharidu (p < 0,05) a TNFa (p < 0,05). Produkce IL-8 po stimulaci
LPS nabyvala nejvyssich hodnot po 48 hodinové inkubaci (1176,4 pg/ml + 173,3).
Po inkubaci s TNFa pak byla naméfena hladina chemokinu 463 pg/ml (SD =+ 5,4). Ostatni

latky sice indukovaly expresi IL-8, ale toto zvySeni nebylo statisticky vyznamné.

Produkce IL-8 po stimulaci THP1 buiikami

1400,0
1200,0
1000,0 M kontrola
£ B TNF
&
2  800,0 -
g . W IFN
£ mIL4
C
o 600,0 - I
e * mIL-1
g
mIL-17
400,0
LPS
200,0 -
0,0 -

24 hod 48 hod 72 hod
Graf 9: Produkce IL-8 po stimulaci THP-1 bunék Vv ¢ase. Vynesené hodnoty jsou primérem doubletu

jednoho méfeni. Hladina IL-8 po stimulaci LPS byla zméfena dvakrat, nebot’ pfi prvotnim pokusu zméfené

hodnoty nespadaly do kalibraéni fady. Symbol ,,**0znacuje hladinu signifikance p < 0,05.
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6

Shrnuti vysledki

10.

11.

Zvysena exprese molekuly CD54 na povrchu THP-1 bunék po stimulaci TNFa
a IFNy. Krevni monocyty mély oproti THP-1 buinkdm vys$i expresi znaku
bez pouziti stimulans. IFNy rovnéz zvySoval primérnou hodnotu intenzity
fluorescence molekuly CD54 na monocytech.

Pusobenim lipopolysacharidu doslo k inhibici exprese molekuly HLA-DR
na monocytech. LPS vSak nemél vliv na inhibici molekuly HLA-DR ptitomné
na povrchu THP-1 bun¢k.

IFNy zvySoval expresi molekuly HLA-DR na THP-1 buiikach. Znak na izolovanych
krevnich monocytech neovliviioval.

Procentualni nariist CD36" THP-1 bunék po stimulaci IL-4.

Zvyseni intenzity fluorescence molekuly CD14 na THP-1 bunkach po stimulaci
[FNy. Stimulace IFNy bez vlivu na aktivaci membranové molekuly CD14
na monocytech.

THP-1 buiiky bez exprese molekuly CD16. Na druhou stranu procento CD16"
monocytll nartistalo v jednotlivych inkuba¢nich c¢asech Snejvétsi  indukei
po stimulaci IL-10.

IL-4 inhiboval expresi molekuly CD163 na monocytech. Exprese tohoto znaku
na THP-1 bunécné linii nebyla hodnotitelna.

THP-1 bunky byly po pisobeni vysSich koncentraci IFNy ve zvySené mife
apoptické Ci nekrotické. Pouziti stejné koncentrace tohoto cytokinu nemélo vlivu
na vitalitu izolovanych monocytu.

IFNy zvysoval expresi solubilniho kalprotektinu v supernatantech THP-1 bunék.
Kalprotektin byl ve zvySené mife exprimovan u apoptickych THP-1 bunck
po stimulaci vy$§imi koncentracemi IFNy.

LPS a TNFa aktivovaly produkci IL-8 THP-1 bunikami.
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7 Diskuze

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit vliv jednotlivych stimulans na zménu exprese
povrchovych znakl pfitomnych na mononuklearnich bunikach. Jako model byly pouzity

THP-1 bunky a monocyty izolované z lidské periferni krve.

Jednim ze sledovanych povrchovych znak byla molekula CD54, ktera se nachazi
na endotelialnich bunkach a buinkach prezentujicich antigen. Stimulaci pomoci IFNy
a TNFa dochazelo ke zvyseni CD54" THP-1 bunék téméf na 100 %. Rovnéz byl
zaznamenan narist primérné intenzity fluorescence oproti nestimulovanym buiikam.
Maximalnich hodnot bylo dosazeno po 12 hodinové inkubaci. Tento vysledek potvrzuje
zavery in vitro studie, ktera dokazovala, ze K aktivaci adhezivni molekuly CD54 dochazi
v prozéanétlivych podminkach. V prostfedi IL-1, TNFa a IFNy pak prokazala zvySeni
exprese nejen povrchové molekuly CD54, ale i jeji solubilni formy buitkami endotelu
(Rothlein et al., 1988). V nasi praci vSak o¢ekavana indukce po stimulaci s prozanétlivym
cytokinem IL-1B nebyla prokazana. Veya se svymi Spolupracovniky potvrdil aktivaci
molekuly CD54 i na THP-1 buiikach po stimulaci IFNy (Vey et al., 1992). Protizanétlivy
cytokin IL-10 nem¢l vliv na ptipadnou inhibici exprese této adhezivni molekuly.

Oproti THP-1 bunkam byl na nestimulovanych krevnich monocytech znak CD54
zastoupen téméef 100 %. Ke zvySeni primérné hodnoty intenzity fluorescence dochézelo
stejné jako U THP-1 bunék po stimulaci IFNy. Toto zvySeni vSak nebylo statisticky
vyznamné. Ostatni pouzita stimulans neindukovala zménu exprese.

Aktivace molekuly CD54 je spojena se zvySenou adhezi leukocytl k butikam endotelu
a jejich naslednou migraci do mista zanétu. Aktivovany znak CD54 se na antigen
prezentujicich bunikach uplatiuje predevsim jako kostimula¢ni molekula pro blizsi kontakt

TCR receptoru s MHC.

Dalsim sledovanym znakem byla molekula HLA-DR, ktera je vyznamnou formou
molekuly MHC II. ttidy, jejimz hlavnim tukolem je prezentace antigennich peptidi
T lymfocytim. Molekula HLA-DR hraje nezastupitelnou roli v oblasti transplantac¢ni
imunologie. Kompatibilita mezi darcem a piijemcem v lokusech HLA-DR je vyznamna
v délce prezivani Stépu predevsim u transplantace ledvin. Shoda je také nezbytna

pro transplantaci kostni dfené. Jak ukazala studie Havemana (Haveman et al., 1999),
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snizena exprese molekuly HLA-DR je spolehlivym prediktivnim markerem pro vyvoj
sepse u pacientll po transplantaci jater. Pacienti, u kterych se rozvinula bakteridlni sepse,
méli po transplantaci méné nez 30 % HLA-DR® monocyti. Pokud mél pacient 7 dni
po transplantaci méné nez 50 % HLA-DR' monocyti, mél 71% predikci k vyvoji
onemocnéni. Na zdkladé vysledka této studie jsme predpokladali, ze pokud budeme bunky
inkubovat s LPS, ktery je hlavni slozkou vn&jsi membrany gramnegativnich bakterii,
dosdhneme rovnéz poklesu exprese znaku. Po 48 hodinové inkubaci monocytl
s lipopolysacharidem doslo téméf k dvojnasobnému snizeni pramérné hodnoty intenzity
fluorescence molekuly HLA-DR oproti kontrolnim vzorkim. Bylo zaznamenano i nepatrné
procentualni snizeni po¢tu HLA-DR™ monocytil. Pokles viak nebyl statisticky vyznamny.
Tento vysledek potvrdil i zaveéry dalsi studie (Yang et al., 2008), ve které rovnéz
stimulovali monocyty in vitro s LPS se srovnatelnym inhibiénim vysledkem na expresi
molekuly HLA-DR. Pti ptsobeni LPS na THP-1 bunky nedochazelo k zadné inhibici
exprese sledovaného znaku. Na druhou stranu jsme prokazali vyznamnou stimulaci
molekuly HLA-DR pfitomné na THP-1 bunkach po puasobeni IFNy. K procentualnimu
zvySeni HLA-DR pozitivnich bunék dochédzelo jiz po 12 hodinové inkubaci, a to
dvojnasobné oproti kontrole na 47 % HLA-DR pozitivnich bun€k. Po 72 hodinach pak
narostlo procento HLA-DR® THP-1 bunék téméf na 90 %. Tyto vysledky potvrzuji
experimenty provedené jiz v roce 1989 (Portillo et al., 1989), kdy byla zjisténa indukce
HLA-DR molekuly na THP-1 buiikach po inkubaci s interferonem gama. Jina in vitro
studie potvrdila zvysujici se expresi znaku HLA-DR po stimulaci IFNy i u dalSich
nadorovych bunéénych linii jako napiiklad u bun¢k izolovanych z melanomu, gliomu,
karcinomu kolonu ¢i buné¢k izolovanych z karcinomu cervixu (Carrel et al., 1985). IFNy
Vv nasi praci aktivoval expresi znaku pouze na THP-1 buikach. Pfi ptisobeni na monocyty

1zolované z periferni krve nemél vliv na zménu exprese znaku.

Stimulace IFNy méla dale vyznamny vliv na expresi znaku CD14 vazaného
na membranach THP-1 bun¢k. Po 24 hodinové inkubaci bylo dosazeno zvyseni primérné
hodnoty intenzity fluorescence molekuly CD14 (témé&f 2,5x vice oproti kontrole).
Pti plisobeni tohoto cytokinu na monocyty vSak k zadné aktivaci exprese nedoslo. Nase
vysledky jsou srovnatelné se zavéry jiné studie (Tamai et al., 2003), ktera navic potvrdila
spole¢ny synergicky efekt IFNy s LPS na zvySenou expresi znaku CD14 ale i zvySenou
expresi TLR4 receptoru na povrchu THP-1 bunék.
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Molekula CD14 slouZi jako koreceptor pro vazbu bakteridlniho lipopolysacharidu, ktery
po vazb¢é aktivuje TLR-4. V naSi praci jsme ocekavali, ze po stimulaci LPS dojde
k aktivaci exprese znaku. Na monocytech izolovanych z periferni krve jsme dosahli
nepatrného zvySeni MFI po 48 hodinové stimulaci. Tento nartist nebyl statisticky
vyznamny. Pro THP-1 bunky jsme po stimulaci IFNy neprokazali zadnou zménu exprese
znaku CD14. Tyto nase vysledky jsou v rozporu s dal$imi studiemi. Napiiklad Landmann
(Landmann et al., 1996) ve své praci prokazal, ze po dvoudenni inkubaci monocytd s LPS
dochazi ke dvojnasobnému zvyseni hladiny membranové molekuly CD14. Ve své praci
rovnéz zaznamenal narlst produkce solubilni formy tohoto znaku i CD14mRNA. Pro svij
experiment pouzil 3 modely: PBMC (mononuklearni bunky periferni krve), purifikované
monocyty a monocyty odvozené od makrofagi. Pravé s PBMC dosahl po stimulaci LPS
nejnizsi aktivace exprese znaku CD14. To mize vysvétlovat neuspéch nasi hypotézy, kdy

inkubaci s LPS doslo pouze k nepatrné aktivaci exprese znaku.

Mezi dalsi sledované znaky patiila molekula CD36. Tento scavenger receptor ma velké
mnozstvi ligandii (napt. modifikované LDL, dlouhé fetézce mastnych kyselin) a jeho
zvySend exprese mize byt dilezitym aspektem reakce na zanétlivé ¢i proaterosklerotické
mediatory. V této praci zadna z pouzitych stimulans neméla vliv na zménu exprese znaku
CD36 ptitomného na monocytech. Na modelu THP-1 bun¢k jsme po stimulaci IL-4
zaznamenali procentualnimu zvySeni exprese znaku oproti kontrole o 12 %. Cytokin IL-4
stimuluje in vitro vyvoj monocytl smérem k dendritickym bunkam, in vivo pak predev§im
aktivaci M2 makrofagti. Exprese CD36 se in vitro zvySuje pravé béhem diferenciace
monocytd (Huh et al., 1996). Predpokladame, Ze ke zvySeni exprese tohoto sledovaného
znaku dochazi pravé z diivodi diferenciace bunek.

V ramci grantu, diky kterému byla vypracovana tato prace, se sledovala exprese znaku
CD36 u pacientli po transplantaci ledvin, kdy pro néslednou imunosupresivni 1écbu byl
nasazen Thymoglobulin nebo Simulect (Basiliximab). Zména exprese molekuly CD36
vSak nebyla prokazana (Sekerkova et al., clanek v recenznim rizeni). V jiné studii Jiang
a jeho spolupracovnici sledovali vliv imunosupresivni 1é¢by pravé na expresi znaku CD36
a nasledny rozvoj dyslipidémie u pacientd po transplantaci ledvin (Jiang et al., 2011).
ProtoZze CD36 molekula je ligandem pro LDL, pfedpokladé se vztah jeji zvySené exprese
kK pfipadnému  vyskytu dyslipidémie. Z vysledki této studie plyne, Zze prave

imunosupresivni 1é€ba muize pfispivat k rozvoji tohoto onemocnéni, které je nasledné
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vysokym rizikem pro rozvoj kardiovaskuldrnich komplikaci a vyvoje glomerularni
aterosklerozy. Prispiva také kchronické vaskularni rejekci. Pacienti, ktefi pro
imunosupresivni lécbu uzivali cyklosporinA (CsA) méli na rozdil od imunosuprese pomoci
tarkolinu (FK506) zvySenou hladinu sérovych lipidid. Koncentrace CsA pak pozitivné
korelovala s hladinou LDL a expresi molekuly CD36.

Dalsi pozorovanou molekulou byl receptor CD16. CD16" monocyty patii mezi hlavni
zdroje prozanétlivych cytokini a doprovazi mnoha zanétliva onemocnéni. V periferni krvi
bylo primérné naméteno 4,4 + 1,9 % CD16" monocytil. Po izolaci téchto bungk dochazelo
v ¢ase K postupnému nartistu CD16" populace. V ¢ase 48 hodin bylo pro nestimulované
kontroly zji§téno téméf 23 % CD16" monocytil. Prozanétlivé stimuly nemély statisticky
vyznamny vliv na ptipadnou dal$i aktivaci exprese znaku. Na druhou stranu po ptsobeni
na 36 % (SD £ 10,7). IL-10 je potencidlnim induktorem diferenciace M2 makrofagu.
Wang ve své praci potvrdil aktivaci exprese molekuly CD16 na makrofazich po stimulaci
timto cytokinem. Dale prokézal, ze IL-10 indukuje masivni apoptézu makrofagl. Pokud
jsou vSak ptitomné IgG protilatky, apoptoéza neni indukovana a molekula CD16 na téchto
bunkach umoziuje protilatkami zprostiedkovanou bunéénou cytotoxicitu (Wang et al.,
2001). Na zaklad¢ vysledkd této studie piedpokladame, ze monocyty po stimulaci
diferencuji. Makrofagy se v8ak vyznacuji SniZzenou expresi CD14, ta se ale po stimulaci
IL-10 neprokazala. THP-1 buné¢na linie znak CD16 neexprimovala.

V ramci grantové studie se u pacientd po transplantaci ledvin rovnéz dlouhodobé
sledovala exprese znaku CD16 (nizkoafinitni receptor pro Fc ¢ast IgG protilatky). Obecné
plati, Ze pacienti pied transplantaci maji zvysené procento CD16" monocytt (9,5 %) oproti
kontrole (6,8 %, 13 darcti). Bezprostiedné po transplantaci procento CD16" monocyti
na 53 % pozitivnich bun¢k. K Gpravé poétu na zakladni hodnoty dochdzelo béhem
nasledujicich  2-3 mésicti. Jelikoz jsou CD16" monocyty silné prozanétlivé a jsou
vyznamnym zdrojem prozanétlivych cytokind, procentudlni pokles CD16" populace
po transplantaci je zplisoben imunosupresivni lécbou. Pfi uziti 1é€by Simulectem byl
pokles jesté nepatrné nizsi oproti imunosupresi Thymoglobulinem (Sekerkova et al., ¢lanek
V pripominkovém Fizeni). Sledovani znaku CDI16 bylo pozdé€ji uzitecnym markerem

pro sledovani akutni rejekce u pacientli. V Némecku byla provedena obdobna studie, kdy
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rovnéz sledovali hladinu prozanétlivych CD16" monocytli u pacientii po transplantaci
ledvin. Z vysledku této studie vyplyva, Ze zvysené mnozstvi zanétlivych CD16™ monocytii
je svysokou pravdépodobnosti dualezitym prediktorem pro vyvoj aterosklerotickych

komplikaci u pacientii po transplantaci ledvin (Ulrich et al., 2008).

Pro sledovani molekuly CD163 jsme pouzili dva klony monoklonélnich protilatek
(CD163GHI, CD163RM3). Tyto klony se lis§i mistem vazby na tuto molekulu. CD163GHI
se vaze na SRCR doménu 7, CD163RM3 na SRCR doménu 9. Molekula CD163 je
specifickym znakem pro populace monocyto-makrofagovych bunék. V riznych studiich
muzeme vidét odliSnou povrchovou expresi znaku. Maniecki se svymi spolupracovniky
zabyval timto moZnym procentualnim rozdilem mezi jednotlivymi klony. Z vysledku této
studie vyplyva, Ze vazba protilatky zavisi na pfitomnosti vapniku a typu pouzitého
koagulancia. Protilatka anti-CD163GHI nevykazuje vV pfitomnosti vapniku vazbu.
Pti pouziti heparinu déle dochéazi k vyraznéjsimu poklesu vzniku mozné vazby. Protilatka
anti-CD163RM3 se naopak vyznacuje slabou vazbou k CD163 v nepiitomnosti vapniku
a silnou afinitou v jeho pfitomnosti (Maniecki et al., 2011). Kultiva¢ni médium RMPI,
ve kterém byly inkubovany monocyty a THP-1 buiky obsahuje vapenaté ionty. Tato
skutenost miize pfispivat k procentualnimu rozdilu detekovanych CD163" monocytl
pfi pouziti danych klonti monoklonalnich protilatek. Pravé v pfipad€ klonu RM3 jsme
po izolaci a inkubaci zjistili téméf 100% zastoupeni znaku. U klonu GHI jsme dosahli
mnohem niz§iho procentualniho zastoupeni CD163" monocytll. V &ase 24 hodin to bylo
pramérné kolem 9 % CD163" monocytll pro nestimulované kontrolni vzorky. Tyto
vysledky dale potvrzuji i zavéry Moniuszka a tymd jeho spolupracovnikd, ktefi ve své
préci rovnéz sledovali zménu exprese znaku s pouzitim rozdilnych antikoagulants, ale také
vliv na zménu exprese po izolaci monocytl pomoci hustotniho gradientu. Ve své studii
sledovali pravé klon protilatky anti-CD163GHI. Po izolaci monocytli pomoci hustotniho
gradientu se vazba protilatky na molekulu CD163 vytracela. Po izolaci naméfili pouze
6,5 % (+ 18,3 %) CD163" monocytd, coz odpovidd na$im naméfenym vysledkiim

(Moniuszko et al., 2006).

~~~~~

-----
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transmembranového proteinu (CD163). Podle naSich pfedpokladi IL-4 inhiboval expresi
znaku na monocytech. Tento efekt byl nejlépe patrny pii pouziti klonu CDI163GHI.
Po 24 hodinové inkubaci stimto cytokinem bylo zaznamenano procentualni sniZeni
pozitivni populace monocytti témér 2,5X. V Case 48 hodin bylo dosdhnuto témét 4x
mensiho procentudlniho zastoupeni CD163" monocytii oproti nestimulované kontrole.
Pti pouziti klonu CD163RM3 nebyl efekt IL-4 natolik vyrazny. Dalsi pouzité prozanétlivé
stimuly expresi znaku neovliviiovali. Naopak protizanétlivy IL-10 indukoval expresi znaku
pii pouziti obou klont. Toto zvySeni vSak nebylo statisticky vyznamné.

Exprese znaku CD163 byla v ramci grantu uskutecnéného v nasi laboratofi méfena
u pacientli po transplantaci ledvin. Pro studii byl pouzit klon monoklonalni protilatky
CD163GHI. Hladina protizanétlivych CD163" monocytii pred transplantaci byla témé
srovnatelna se zdravymi kontrolami. Primérmé bylo naméfeno 12,8 % CD163" monocytt.
Toto procento je niz§i oproti kontrolnim vzorklim meétfenych v rdmci vypracovéani této
vzorkd oproti grantové studii. U pacienti po transplantaci dochazelo béhem prvnich
14 dnt k vyraznému procentualnimu naréistu CD163" monocyti, ktery je zptisoben vlivem
imunosupresivni 1é¢by. Po 14 dnech po transplantaci méli pacienti 1éceni Simulectem
praimémé 76,7 % CDI163" monocyti. Pfi imunosupresi Thymoglobulinem bylo
zaznamenano zvysSeni populace na 52,2 % pozitivnich bunék. Jest€¢ devadesat dni
po transplantaci si pacienti pii pouziti obou typl imunosupresiv zachovavali vysoké
az po 9 mésicich od transplantace (Thymoglobulin 22,5% CD163" monocyti, Simulect

38,2 % CD163" monocyti) (Sekerkovd et al., clanek v recenznim Fizeni).

IL-8 je vyznamny chemokin jehoz hlavnim tkolem je chemotaxe polymorfonukleart
do mista zanétu. Tento cytokin je produkovan celou Skdlou bun¢k v odpovédi na zanétlivé
faktory jako je IL-1, LPS ¢i TNF (Marie et al., 1999). V nasi praci jsme z odebranych
supernatanti stimulovanych THP-1 bun¢k méfili produkci tohoto chemokinu. Nase métenti
potvrdilo aktivaci produkce IL-8 po ptisobeni prozanétlivymi stimuly. Nejvyssi aktivace
bylo dosazeno pomoci LPS, coz potvrzuje vysledky ptedchozich studii (napriklad Baqui
et al., 1999). K statisticky vyznamnému zvysSeni doslo i po pusobeni TNFa. Cytokiny

IL-1B a IFNy produkci tohoto chemokinu indukovaly minimalné¢.
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Ze¢ supernatanti stimulovanych THP-1 bun€k jsme dale stanovovali produkci
solubilniho kalprotektinu. Jeho zvysena koncentrace muze byt uzitecnym ukazatelem pro
predikci akutni rejekce po transplantaci. V klinické praxi se hladina Kkalprotektinu
stanovuje jiz rutinné ve stolici, kdy zvySena koncentrace koreluje s vyskytem zanétlivych
onemocnéni stiev (Tibble et Bjarnason, 2001). V nasem experimentu kontrolni vzorky
dosahovaly prumérné koncentrace 5,4 ng/ml. Referen¢ni hodnoty pro pfitomnost
kalprotektinu v krevni plazmé se pohybuji pro muze v rozmezi 50 — 910 ng/ml. Musime si
vSak uvédomit, ze hlavnim zdrojem solubilniho kalprotektinu jsou ptfedevsim neutrofily,
nikoliv monocyty. Po stimulaci THP-1 bun¢k dochazelo po 72 hodinové inkubaci s IFNy
k vyraznému narustu produkce kalprotektinu (22,3 ng/ml, p < 0,001). Ze zavéru jinych
studii vyplyva, Ze uvoltiovani kalprotektinu z buriky je zpusobeno piedevs§im aktivaci
buiikky v dasledku apoptoézy ¢i nekrézy. ZvySena hladina tedy koreluje se sniZenou
viabilitou polymorfonukleart (Naess-Andresen et al, 1995). Z naseho méfeni vime, Ze
pravé po pusobeni IFNy o vyssi koncentraci je vétSina THP-1 bunc¢k po 72 hodinové
inkubaci v apoptéoze. Mizeme tedy shrnout, Ze produkce solubilniho kalprotektinu
po stimulaci timto cytokinem je zapfi¢inéna pravé snizenou zivotnosti THP-1 bunék.

Uziti stejné koncentrace IFNy nemélo v experimentech vliv na vitalitu izolovanych
monocytt. Je dilezité mit na paméti, ze THP-1 jsou bunky leukemické a maji tedy nekteré
vlastnosti odlisné oproti monocytiim izolovanych ze zdravého darce. Tim si vysvétlujeme,
pro¢ zvolena koncentrace IFNy snizovala vitalitu THP-1 bunék, zatimco zivotnost

monocyti nebyla ovlivnéna.

Na zakladé vysledku zvySené produkce solubilniho kalprotektinu po stimulaci IFNy
jsme rovnéz sledovali zménu exprese membranového kalprotektinu. Kontrolni vzorky
exprimovaly kalprotektin na svém povrchu minimalné. V ptipadé stimulace IFNy doslo
po 48 hodinové inkubaci k vyraznému zvySeni kalprotektin pozitivnich THP-1 bunck
(po 48 hodinach bylo naméteno témét 34 % pozitivnich bunck a v ¢ase 72 hodin dokonce
69 %). Z profilu SS/FS THP-1 bun¢k vime, ze se tyto leukemické monocyty déli na dvé
populace bunék liSici se svou velikosti (majoritni populace THP-1 s vétsi velikosti
a minoritni populace s mensim profilem FS). Pravé pii pusobeni IFNy dochazelo
k vyraznému posunu THP-1 bunék smérem k minoritni populaci, proto jsme zagetovali
jednotlivé populace a pro kazdou z populaci znovu vyhodnotili expresi povrchového

kalprotektinu. THP-1 svétsi velikosti vykazovaly stejné nizkou povrchovou expresi
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sledovaného znaku jako nestimulované kontrolni buniky. Naproti tomu populace bunék
s mensi velikosti vykazovala vysoké procento bun¢k pozitivnich na kalprotektin. Dal$im
ukolem bylo zjistit zivotnost jednotlivych populaci THP-1 bunék. Piedpokladali jsme, Ze
mensi buiilky maji snizenou vitalitu. Pro tento pokus nam poslouzilo barveni pomoci
Annexinu V, které ndm umoznilo posoudit, v jakém stavu se bunky nachazeji. Hypotéza,
ze mensi bunky jsou mrtvé, se potvrdila. Pfiblizn€¢ 70 % téchto mensich bunck se
nachdzelo v apoptoze a kolem 20 % v nekroze. Vime tedy, Ze kalprotektin je produkovan
a exprimovan ve vétsi mife apoptickymi buiikami. Je vSak vysoce pravdépodobné, ze
membrana bunky, ktera je stimulovana IFNy o vyssich koncentracich (> 100 ng/ml), je uz
natolik poskozena, Ze protilatka proti kalprotektinu projde dovniti buiiky a ve vysledku

tedy znac¢ime Kalprotektin intracelularné.

8 Zavér

Pti modulaci fenotypu THP-1 bun¢k a monocytl izolovanych z lidské periferni krve
jsme zjistili nekteré odliSnosti v povrchové expresi membranovych molekul mezi témito
dvéma modely. Hlavni rozdily jsme prokazali po stimulaci IFNy, po jehoz pisobeni
dochéazelo k aktivaci molekuly HLA-DR a CD14 na THP-1 bunécné linii. Zména exprese
téchto znakl vSak na membranach monocytli nebyla zaznamenana. Vysoké koncentrace
interferonu gama navic vyznamné snizovaly vitalitu THP-1 bunék, kdy umérné se sniZzenou
zivotnosti bunck rostla exprese kalprotektinu. Mezi dalSi sledované povrchové znaky
patfily molekuly CD54, CD16, CD36 a CD163. Pravé detekce znakd CDI16 ¢i CD163
na membranach monocytil se ukazuje jako mozny diagnosticky marker pro néastup akutni

rejekce u pacientli po transplantaci.
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7-AAD
ADCC

APC

ApoB

Bax
BIGH3=TGFBI

CCR
CD
CDP
CKD
CLRs
CMP
CO
CRP
DC
ECD
EDTA
ELISA

FBS
FcyR
FGF
FITC

FS
GM-CSF

GMP

GPcRs
GPI
GSH
Hb

9 Seznam zKkratek

7-aminoactinomycin D

Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity; bunécna cytotoxicita
zéavisla na protilatkach

Antigen presenting cell; burika prezentujici antigen

Apolipoprotein B

Bcl-2 associated X protein

Transforming growth factor beta induced protein; protein indukujici
transformujici rastovy faktor beta

Chemokine receptor; chemokinovy receptor

Cluster of differentiation; diferencia¢ni antigen

Common dendritic progenitor; bézny dendriticky progenitor

Chronic kidney disease; chronické onemocnéni ledvin

C-type lectin receptors; receptory C-lektinového typu

Common myeloid progenitor; bézny myeloidni progenitor

Carbon monoxide; oxid uhelnaty

C-reactive protein, C-reaktivni protein

Dendritic cell, dendriticka bunka

Electron Coupled Dye (PE-Texas Red)

Ethylenediaminetetraacetic acid; kyselina ethylendiamintetraoctova
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, enzymova imunoanalyza na pevné
fazi

Fetal bovine serum, fetalni bovinni sérum

Fc gamma receptor

Fibroblast growth factor; ristovy faktor fibroblastl

Fluorescein thioisocyanate, fluorescein thioisokyanat

Forward scatter; piedni rozptyl

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; faktor stimulujici
kolonie granulocytd a makrofagi
Granulocytes and macrophages progenitor; progenitor granulocyti
a makrofagl

G protein coupled receptors; receptory vazané s G proteiny
Glycophosphatidylinositol; glykofosfatidylinositol

Glutathione; glutathion

Hemoglobin
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HLA
Hp
HSC
ICAM
IFNy
g

IL
LBP
LDL
LFA

Human leukocyte antigen; lidsky leukocytarni antigen

Haptoglobin

Hematopoietic stem cell; hematopoeticka kmenova buiika
Intercellular adhesion molecule; mezibuné¢éna adhezivni molekula
Interferon gamma

Imunoglobulin

Interleukin

Lipopolysaccharide binding protein; protein vazajici lipopolysacharid
Low density lipoprotein; lipoprotein s nizkou hustotou

Lymphocyte function associated antigen; adhezivni molekula leukocyti

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

LPS
Mac-1
MCP-1
M-CSF

MDP
MF
MFI
MHC
MLR
MPO
NF-xB
NK
NLRs
NO
Nod

NOS
PAF
PBS
PE
PPARy

PRR
PS

Lipopolysaccharide, lipopolysacharid

Membrane attack komplex type 1; komplex typu 1 atakujici membranu
Monocyte chemoattractant protein-1; chemotakticky protein-1 monocyta
Macrophage colony-stimulating factor; faktor stimulujici kolonie
makrofagi

Macrophage dendritic cell progenitor; makrofagovo-dendriticky progenitor
Macrophages; makrofagy

Mean intensity fluorescence; primérna intenzita fluorescence

Major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni komplex
Mixed lymphocytes reaction; smésna lymfocytarni reakce
Myeloperoxidase; myeloperoxidaza

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Natural killer cells; NK buiiky

Nod-like receptors; receptory podobné Nod

Nitric oxide; oxid dusnaty

Nucleotide-binding oligomerization domain; doména vazajici oligomerni
nukleotid

Nitric oxide synthase; syntétaza oxidu dusnatého

Platelet activating factor; faktor aktivujici desticky

Phosphate buffered saline; fosfatovy pufr

Phycoerythrin; fykoeritrin

Peroxisome proliferator-activated receptor 7y; receptor y aktivovany
proliferaci peroxisomu

Pattern recognition receptor; receptor rozpoznavajici vzor

Phosphatidylserine; fosfatidyl serin
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RA Rheumatoid arthritis; revmatoidni artritida

RIG Retinoic acid-inducible gene; inducibilni gen kyseliny retinové

RLRs RIG-like receptors; receptory podobné RIG

ROS Reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

SD Standard deviation; smérodatna odchylka

SRCR Scavenger receptor cystein-rich superfamily; scavenger receptor s rodiny

bohaté na cystein

SS Side scatter; bo¢ni rozptyl

TAM Tumor associated macrophages; makrofagy asociované s nddorem

TCR T cell receptor; T bunécny receptor

TGF Transforming growth factor; transformujici ristovy faktor

Tie2 Angiopoietin receptor 2

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor necrosis factor; faktor nekrotizujici nadory

TWEAK TNF related weak inducer of apoptosis; slaby induktor apoptozy piibuzny
TNF

VCAM Vascular cell adhesion molecule; adhezivni molekula cévni bunky

VEGF Vascular endothelial growth factor; ristovy faktor cévniho endotelu

VLA-4 Very late antigen 4; velmi pozdni antigen 4
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