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Abstrakt

Regulacni B lymfocyty (Bregs, regulatory B lymphocytes) piedstavuji malou
heterogenni subpopulaci B bun¢k, ktera se podili na regulaci imunitnich odpovédi
mechanismy nezavislymi na produkci protilatek. Mezi mechanismy, kterymi mohou Bregs
pusobit, patii produkce protizanétlivych cytokini nebo pfimy bunéény kontakt
prostiednictvim jejich povrchovych molekul. Tato prace se zabyva indukci supresivnich
Bregs ze slezinnych B lymfocytd u mysi in vitro. Cilem je popsat vliv vybranych cytokint
na indukci Bregs z B lymfocytd stimulovanych lipopolysacharidem (LPS,
lipopolysaccharide) a stanovit, jakym mechanismem takto indukované Bregs pusobi. V této
souvislosti byla analyzovana jejich schopnost produkovat interleukin-10 (IL, interleukin) a
exprimovat molekuly FasL (Fas ligand) a PD-L1 (programmed death ligand). Z testovanych
cytokind mél schopnost podporovat vyvoj Bregs ze slezinnych B lymfocyti stimulovanych
LPS pouze IL-12 a interferon-y (IFN-y, interferon-y). Exogenni IFN-y vyvolaval
u B lymfocyti stimulovanych LPS zvySenou produkci IL-10 i expresi genu pro FasL a
PD-L1. Dale byl u indukovanych Bregs analyzovan vliv na makrofagy a jejich nasledné
pusobeni na T lymfocyty. Za ucelem stanoveni mechanismid pasobeni makrofagt
na T lymfocyty byla méfena exprese kostimulaénich molekul CD80 a CD86, exprese genu
pro IL-la a produkce IL-6 u makrofagh. Makrofagy ovlivnéné Bregs mély snizenou
schopnost stimulovat proliferaci aktivovanych CD8" T lymfocyti. T lymfocyty kultivované
s ovlivnénymi makrofagy také vykazovaly snizenou produkci prozanétlivého cytokinu IL-17.
Vysledky ukazaly, ze IL-12 a IFN-y podporuji vyvoj Bregs v populaci B bunék
stimulovanych LPS a Ze tyto Bregs jsou schopné prokazatelné suprimovat imunitni odpovédi.
Moznost indukovat Bregs in vitro by mohla mit zasadni vyznam pro jejich budouci klinické

vyuZziti.
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Abstract

Regulatory B lymphocytes (Bregs) represent a small heterogeneous subpopulation of B cells
which participate in a regulation of immune responses by the antibody-independent
mechanisms. The main mechanisms of Breg action is a production of anti-inflammatory
cytokines or a direct cell contact through their surface molecules. This study deals
with an induction of suppressive Bregs from mouse spleen B cells in vitro. We were aiming
for a description of an influence of the selected cytokines to the induction of Bregs
from lipopolysaccharide (LPS)-stimulated B cells and a determination of the mechanism
of Breg action. We also analyzed the ability of inducted Bregs to produce interleukin-10 (IL)
and to express genes for Fas ligand (FasL) and programmed death ligand 1 (PD-L1)
molecules. We found that only two cytokines, IL-12 and IFN-y, supported development
of Bregs in a population of LPS-stimulated B cells. IFN-y enhanced production of IL-10 and
gene expression of FasL and PD-L1. Furthermore, we analyzed effects of Bregs
on macrophages and their following action on T cells. Expression of costimulatory molecules
CD80 and CD86, gene expression of IL-lo. and the production of IL-6 were tested
to determine the effects of macrophages on T cells. Macrophages influenced by Bregs had
decreased ability to stimulate proliferation of activated CD8" T cells. Cocultivation of T cells
with the influenced macrophages resulted in a decreased production of proinflammatory
cytokine IL-17. Our results showed that IL-12 and IFN-y enhanced activation of Bregs
in a population of LPS-stimulated B cells and Bregs are capable to suppress immune
response. A possibility to induce Bregs in vitro may have a great impact for their potential use

in a clinical setting.
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1. Pouzité zkratky

APC allophycocyanin

BCR B-cell receptor

Bregs regulatory B lymphocytes

BSA bovine serum albumine

CD cluster of differentiation

cDNA complementary deoxyribonucleic acid

CFSE carboxyfluorescein succinimidyl ester

CHS contact hypersensitivity

CIA collagen-induced arthritis

ConA concanavalin A

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DNA deoxyribonucleic acid

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FasL Fas ligand

FCS fetal calf serum

FITC fluorescein isothiocyanate

FO follicular

FoxP3 forkhead box P3

GAPDH glyceraldehyde dehydrogenase

GIFT15 granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and IL-15 fusokine

GITRL glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related protein
ligand

HIV human immunodeficiency virus

IFN interferon

Ig immunoglobulin

IL interleukin

LPS lipopolysaccharide

MHC major histocompatibility complex

MZ marginal zone



NK
NKT
PBS
PCR

PE
PD-L
RA
RNA
RPMI
RT-PCR
SD

SLE
STAT3
T2-MZP
TACI

TGF
Th
TIM-1
TLR
TRAIL
Tregs
WST-1

natural killers

natural killer T cells

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

phycoerythrin

programmed death ligand

rheumatoid arthritis

ribonucleic acid

Roswell Park Memorial Institute medium
real-time polymerase chain reaction

standard deviation

systemic lupus erythematosus

signal transducer and activator of transcription 3
transitional-2-marginal zone precursor
transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand
interactor

transforming growth factor

T helper cells

T cell immunoglobulin mucin 1

toll-like receptor

tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
regulatory T cells

water soluble tetrazolium 1



2. Uvod

Regula¢ni B lymfocyty (Bregs, regulatory B lymphocytes) predstavuji heterogenni
populaci B bungk, které reguluji imunitni odpovédi jinymi mechanismy nez produkci
protilatek. Heterogenita v populaci Bregs omezuje moznost jejich jednoznac¢né fenotypové
charakterizace u mysiho i lidského modelu.

Bregs mohou putsobit pomoci produkce protizanétlivych cytokini nebo pfimym
bunéénym kontaktem prostiednictvim svych povrchovych molekul. Prvnim popsanym a
V soucasnosti nejvice testovanym mechanismem pisobeni Bregs je produkce interleukinu-10
(IL, interleukin). Mezi dalsi cytokiny produkované Bregs patii transformujici ristovy faktor-p
mohou Bregs modulovat imunitni odpovédi také piimym bunéénym Kkontaktem.
Mezi povrchové molekuly Bregs ucastnici se v regulaci imunity patii napiiklad molekula
FasL (Fas ligand), PD-L1 (programmed death ligand), PD-L2, TRAIL (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand) a dalsi.

Mechanismy putsobeni Bregs jsou nejéastéji testovany na modelech autoimunitnich
onemocnéni, kde mohou vyznamné regulovat imunitni odpovédi zprostfedkované
T lymfocyty. Bregs snizuji nebo potlacuji imunopatologické reakce u téchto onemocnéni.
Imunosupresivni G¢inky Bregs mohou mit dulezity terapeuticky potencial také pti navozeni
imunologické tolerance vuci alotransplantatu. Pusobeni Bregs vsak mize mit i negativni vliv
na imunitni dohled, protoze se tyto buiiky mohou podilet na oslabeni protinadorové imunity.
Bregs hraji vyznamnou roli ve fungovani imunitniho systému a udrzeni jeho homeostazy a

piedstavuji vyznamnou populaci bun¢k s potencialem pro klinickou praxi.
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3. Cile diplomové prace

Studium moznosti indukce Bregs a analyza mechanismi jejich pusobeni je
V souCasnosti vyznamnym tématem vyzkumu. Znalosti 0 zptsobech indukce Bregs a
mechanismech jejich pasobeni mohou mit zasadni vyznam pro jejich budouci klinické
vyuziti, naptiklad v transplanta¢ni imunologii nebo pii 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni.

Tato prace si klade za cil charakterizovat vliv stimulace lipopolysacharidem (LPS,
lipopolysaccharide) a vybranymi cytokiny na indukci Bregs in vitro a stanovit, jakym
mechanismem tyto indukované Bregs pusobi. DalSim cilem je popsat funkéni aktivitu Bregs
indukovanych v pfitomnosti vybranych cytokini pomoci in vitro modelu proliferace
aktivovanych T lymfocyti v pfitomnosti makrofagli ovlivnénych Bregs. Dal§im cilem je
popsani mechanismti plisobeni makrofagi po stimulaci Bregs indukovanymi LPS a

vybranymi cytokiny na T lymfocyty.
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4, Literarni prehled

4.1. Poznani Bregs

Existence B lymfocyti Se supresivnimi vlastnostmi byla popsana jiz v 70. letech
20. stoleti na modelu oddalené hypersenzitivity u morcéat (Neta and Salvin 1974). U mysiho
modelu experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE, experimental autoimmune
encephalomyelitis) byla v roce 1996 prokazana role B lymfocyti v potlaceni onemocnéni.
Navrzenym mechanismem pusobeni B lymfocyti byl posun rovnovahy produkce cytokint
pomocnych T lymfocytd (Th, T helper cells) od Thl k Th2 cytokinim (Wolf et al. 1996).
Dale byla prokazana role Bregs napiiklad u mySiho modelu systémového lupusu
erythematodes (SLE, systemic lupus erythematosus) (Douglas et al. 1997) nebo artritidy
indukované kolagenem (CIA, collagen-induced arthritis) (Mauri et al. 2003).

Vyzkum se v dal$ich letech zamétil také na mechanismy pusobeni a moznosti indukce
Bregs, zejména u modelti autoimunitnich onemocnéni. Vyznamnym mechanismem ptisobeni
Bregs je produkce 1L-10 (Skok et al. 1999). Bylo prokazano, ze zavaznost CIA mize zaviset
na aktivaci B lymfocytd antigenem a stimulaci molekuly CD40 (cluster of differentiation)
(Mauri et al. 2003). Rovnéz byl prokazan vliv molekuly B7 exprimované Bregs na prabéh
EAE (Mann et al. 2007). U EAE byla také zjisténa schopnost indukovat Bregs
pomoci molekuly GIFT15 (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and IL-15
fusokine) (Rafei et al. 2009). U mysiho modelu karcinomu dlazdicového epitelu bylo
prokazano, ze Bregs mohou potlacovat protinadorovou imunitu prostiednictvim produkce

faktoru nekrotizujici nadory-a (Schioppa et al. 2011).

4.2. Charakterizace a diferenciace Bregs

Jednoznacna fenotypova charakterizace Bregs mize byt obtizna, nebot’ tyto bunky
vykazuji rozdilnou expresi povrchovych znaki v zavislosti na subpopulaci B lymfocyta,

z které vznikly a dale se vyvijely (Mauri and Bosma 2012).

4.2.1. Fenotypova charakterizace Bregs

Bregs na svém povrchu exprimuji rozdilné molekuly v zavislosti na modelovém stavu,
pii kterém byly indukovany. U TCRa”™ mysi, které spontanné vyviji chronicky stfevni zangt,

byla v mesenterickych lymfatickych uzlinach nalezena populace Bregs, ktera vykazovala
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zvysenou expresi CD1d molekuly. Bregs u tohoto modelu byly dale CD21*, CD62", CD23""
a IgM* (immunoglobulin) (Mizoguchi et al. 2002). U mysi infikovanych helmintem
Schistosoma mansoni byly také identifikovany Bregs, které silné exprimovaly molekulu
CD1d a vykazovaly fenotyp CD5", CD21"%" CD23", IgD" a IgM™¥" (Amu et al. 2010). Bregs,
které se ucastnily prevence CIA u mysi, exprimovaly molekuly CD21, CD23 a IgM
(Evans et al. 2007). Naopak po stimulaci B lymfocytd CpG bakterialni deoxyribonukleovou
kyselinou (DNA, deoxyribonucleic acid) byly nalezeny Bregs s CD5", CD1d", CD21"" a
CD23"" fenotypem. Infekce prvokem Leishmania major indukovala Bregs s CD5", CD1d",
CD21"" a CD23" fenotypem (Ronet et al. 2010). Pro Bregs u mysi s kontaktni
hypersenzitivitou (CHS, contact hypersensitivity) byla typicka exprese CD5 a CD1d molekuly
(Yanaba et al. 2008). Zaroven byl vyznam Bregs s timto fenotypem prokazan u mysiho
modelu SLE (Watanabe et al. 2010) a EAE (Matsushita et al. 2008). Také u mysi
infikovanych bakterii Listeria monocytogenes byly B lymfocyty produkujici IL-10 CD1d" a
CD5" (Horikawa et al. 2013). Naproti tomu pii indukci tolerance alogennich Stépi
pouze 22 % slezinnych Bregs vykazovalo fenotyp CD5" a CD1d’, ale pfiblizné
71 % exprimovalo molekulu TIM-1 (T cell immunoglobulin mucin 1) (Ding et al. 2011). Role
molekuly TIM-1 byla prokazana také u modelu kozni transplantace u mysi (Moreau et al.
2015). Po stimulaci slezinnych B lymfocyti pomoci regulac¢nich dendritickych bunék byly
nalezeny Bregs produkujici IL-10, které byly CD19"9" a FeyRIIb™®" (Qian et al. 2012).
Existence Bregs byla prokazana také u lidi. Vétsina lidskych nestimulovanych Bregs
periferni krve exprimovala CD24 a CD27 molekuly, priblizné polovina z nich dale
vykazovala vysokou expresi IgM a IgD a zvySenou expresi molekul CD19 a CD25.
Po 48hodinové inkubaci Bregs s rekombinantni molekulou CD40L a CpG bakterialni DNA
nasledované 5hodinovou inkubaci s LPS, forbol esterem a ionomycinem doslo u téchto bunék
ke zvysené expresi molekul CD1d, CD19, CD20, CD21, CD23, CD24, CD25, CD27 a CD38
v porovnani s B lymfocyty, které neprodukovaly IL-10. Také lidské slezinné Bregs byly
prevazné CD27 pozitivni (Iwata et al. 2011). Lidské Bregs periferni krve se vyskytovaly
pievazné v populaci CD19*CD38""CD24"" B lymfocyti. Tyto buiiky byly schopné tlumit
produkci prozanétlivych cytokinii CD4* T lymfocyty. CD19*CD38"9"CD24"%" B lymfocyty
pacientd se SLE tuto schopnost nevykazovaly (Blair et al. 2010). Dale byla prokazana sniZzena
funkénost populace CD19°CD38'CD24" B lymfocytii U pacientii S revmatoidni artritidou
(RA, rheumatoid arthritis). CD19°CD38°CD24" B lymfocyty u pacienti s RA nebyly
schopné tlumit diferenciaci CD4" T lymfocytt na Th17 lymfocyty (Flores-Borja et al. 2013).

Oproti tomu bylo zjisténo, Ze Cerstvé izolované lidské B lymfocyty periferni krve, které
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spontann¢  produkovaly IL-10, vykazovaly vysokou expresi molekuly CD25.
CD19'CD25"" Bregs byly dale charakterizovany a bylo ukézéno, e exprimovaly
v porovnani s CD19'CD25"" B lymfocyty ve zvysené mife molekuly CD86, CD27 a CD1d.
Cerstvé izolované Bregs potlatovaly proliferaci CD4* T lymfocyti a zarovei U regulaénich
T lymfocyta (Tregs, regulatory T cells) zvySovaly expresi molekul CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4) a FoxP3 (forkhead box P3). Tento efekt byl
zprostiedkovany TGF-B, ktery byl produkovan Bregs (Kessel et al. 2012). Po stimulaci
B lymfocytt periferni krve pies receptor podobny proteinu Toll 9 (TLR, toll-like receptor)
pomoci CpG bakterialni DNA B lymfocyty produkovaly IL-10 a vykazovaly fenotyp CD73",
CD25%, CD71" a PD-L1" (van de Veen et al. 2013). Nasledné byly také stanoveny
transkripéni profily lidskych B lymfocytd periferni krve za ucelem nalezeni molekul
vyznamnych pro odliSeni B lymfocytt produkujicich nebo naopak neprodukujicich IL-10
po stimulaci CpG bakterialni DNA nebo protilatkou anti-lg. Lidské B lymfocyty, které
neexprimovaly molekulu CD11c, vykazovaly po stimulaci schopnost produkovat IL-10
(Lin et al. 2014).

Doposud nebyla identifikovana specificka kombinace povrchovych molekul
jednoznaéné uréujicich populaci Bregs. Jednim z davodu je zna¢na podobnost povrchovych
molekul Bregs s povrchovymi molekulami ostatnich subpopulaci B lymfocyti. Hlavnim
znakem Bregs proto dosud zistava jejich schopnost produkovat 1L-10, nebo obecné tlumit

imunitni reakce pomoci riznych mechanismtl.

4.2.2. Indukce a vyvoj Bregs

Identifikovani prekurzorti Bregs a s tim souvisejici popsani jejich vyvojovych drah
nebylo dosud jednoznaéné provedeno, jelikoz Bregs sdili spole¢né povrchové znaky s jinymi
subpopulacemi B lymfocytt. Dale zalezi na stimulaci, ptipadné pouzitém modelu, pti kterém
byly Bregs indukovany (Yanaba et al. 2009).

B lymfocyty lze rozlisit na B1 a B2 subpopulaci, kterou je mozné dale rozdélit
na folikularni (FO, follicular) B lymfocyty a B lymfocyty marginalni zéony (MZ, marginal
zone) (Vitale et al. 2010). Je pravdépodobné, ze pii vhodné stimulaci je mozné indukovat Bregs
ze vsech subpopulaci B lymfocyti. Bylo ukazino, ze CD5" B1 lymfocyty po stimulaci
rekombinantnim IL-12 mohou produkovat IL-10 (Spencer and Daynes 1997). U mysiho
modelu SLE stimulace CpG bakterialni DNA navodila produkci IL-10 u MZ B lymfocyti
(Brummel and Lenert 2005). Za ucéelem navozeni produkce IL-10 u T lymfocyta byly
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T lymfocyty kultivovany s ovalbuminem, apoptickymi burikami a FO nebo MZ B lymfocyty.
K indukci Tregs byl nezbytny IL-10 produkovany B lymfocyty, pficemz ob¢é subpopulace
B lymfocyta IL-10 produkovaly (Gray et al. 2007). Jako mozné prekurzory Bregs byly
popsany také T2-MZP bunky (transitional-2-marginal zone precursor), které jsou prekurzory
pro MZ B lymfocyty (Evans et al. 2007, Pillai et al. 2004). Schéma potencidlnich prekurzort

a vyvojovych drah Bregs zahrnujici i povrchové znaky je znazornéno na Obrazku ¢. 1.
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Obrazek ¢. 1: Schéma potencilnich prekurzorti a vyvojovych drah Bregs. Bregs se mohou diferenciovat
z B1 i B2 lymfocytl, které zahrnuji FO a MZ B lymfocyty vcetné jejich prekurzor. Piedpoklada se i
existence specifického prekurzoru pro Bregs. Indukovatelnost Bregs z riznych subpopulaci B lymfocyta,
s kterymi nasledné sdili povrchové znaky, omezuje mozZnost ureni jednoznacného fenotypu Bregs

(ptevzato a upraveno z Vitale et al. 2010).

15



4.3. Mechanismy pusobeni Bregs

Bregs mohou modulovat imunitni odpovédi prostiednictvim riznych mechanismd, a to
molekul na svém povrchu. Kvuli podobnosti nékterych funkénich mechanisma Bregs a Tregs
prob&hly snahy o0 analogické rozdéleni subtypt Bregs podle subtypt Tregs. Proto je mozné se
setkat s oznacenim B lymfocytii produkujicich 1L-10 jako Brl a B lymfocyti produkujicich
TGF-p jako Br3 (Berthelot et al. 2013). Protoze Bregs mohou regulovat imunitni odpovédi
celou fadou mechanismi, toto déleni se v poslednich letech téméf nepouziva. Také byla
popsana populace lidskych CD19"CD5" B lymfocytli exprimujici transkripéni faktor FoxP3,
ktery je vyznamny pro diferenciaci Tregs (Noh et al. 2010). Tento typ Bregs ale dosud nebyl
potvrzen dal$imi autory, proto zatim lze existenci této subpopulace Bregs povazovat
za spornou.

Mezi mechanismy, kterymi Bregs reguluji imunitni odpovédi, patii produkce
2013), TGF-p (Lee et al. 2014, Natarajan et al. 2012) nebo IL-35 (Shen et al. 2014). Dale
Bregs také mohou imunitni odpovédi modulovat pomoci piimého bunétného kontaktu
prostfednictvim molekuly FasL (Lundy and Fox 2009, Montandon et al. 2013), PD-L1
(Bodhankar et al. 2011), PD-L2 (Bodhankar et al. 2014), TRAIL (Kemp et al. 2004), ligand
receptoru GITR (GITRL, glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related
protein ligand) (Ray et al. 2012), CD72 (Vadasz et al. 2014), CD39 a CD73 (Kaku et al.
2014). Nekteré z moznych mechanismi pusobeni Bregs na imunitni odpovédi jsou

znazornény na Obrazku ¢. 2.
4.3.1. Cytokiny produkované Bregs

4.3.1.1.1L-10
Klicovym mechanismem pisobeni Bregs je produkce IL-10. Produkce IL-10
B lymfocyty je Casto povazovana za charakteristicky znak Bregs, ktery odliSuje Bregs

-----

predevsim Th1l lymfocytt, NK bunék (natural killers) a makrofaga (Couper et al. 2008).
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povrchovych molekul mohou Bregs ovlivnit fadu slozek imunitniho systému. Bregs produkujici IL-10
tlumi Th1 imunitni odpovéd’ tim, Ze potlacuji diferenciaci T lymfocyti v Thl lymfocyty a snizuji produkci
Thl cytokini. Dale Bregs produkujici IL-10 potlacuji diferenciaci T lymfocytd v Th1l7 lymfocyty,
podporuji vznik Tregs a méni pomér produkce IL-4 a IL-12 dendritickymi bufikami tak, Zze dochazi
k atlumu Thl typu imunitni odpovédi a naopak k podpoie Th2 typu imunitni odpovédi. Interakce Bregs
s T lymfocyty ptes jejich povrchové molekuly muze vést k diferenciaci Tregs a apoptoze efektorovych
T lymfocyti. Navic mohou Bregs pies CD1d molekulu interagovat s NKT lymfocyty (natural killer

T cells), coz miize predstavovat dalsi regulaéni potencial Bregs (pievzato z Stolp et al. 2014).

Schopnost Bregs produkovat IL-10 a jeho prostiednictvim regulovat imunitni
odpovédi T lymfocyth byla prokdzédna u tfady experimentidlnich modelli autoimunitnich
onemocnéni. Tento mechanismus byl popsan u EAE (Fillatreau et al. 2002), CIA (Mauri et al.
2003), CHS (YYanaba et al. 2008) nebo SLE (Blair et al. 2009).

Vyznam Bregs a jimi produkovaného IL-10 byl ukazan také u lidi.
CD19""CD24"I"CD38"" Bregs produkujici IL-10 byly podstatné pro vyvoj Tregs. Snizené
mnozstvi CD19""CD24""CD38"" Bregs produkujicich I1L-10 bylo zjiténo u pacientd
s RA, coz mohlo souviset s rozvojem této nemoci (Flores-Borja et al. 2013). Naproti tomu se

vSak supresivni vlastnosti Bregs mohou podilet také na snizené schopnosti organismu
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reagovat na rizné nakazy. U pacientl s chronickou hepatitidou B a C mnozstvi cirkulujicich
Bregs produkujicich 1L-10 pozitivné korelovalo s mnozstvim sérové alanin transaminazy,
jejiz sérova aktivita je indikatorem akutniho poSkozeni hepatocytt. Bregs produkujici IL-10
mohly rovnéZ narusit eradikaci patogent (Wang et al. 2014). Naopak na terapeuticky
potencial Bregs bylo poukazano v transplantacni imunologii, kde byl popsan jejich vliv
na potlaceni rejekce alotransplantatu. U pacienti se stabilni a funkéni transplantovanou
ledvinou prezivajici bez podavani imunosupresivnich 1€kt nejméné po dobu jednoho roku
v porovnani s pacienty vykazujicimi chronickou rejekci byla zjisténa zvySena mira
fosforylace transkripéniho faktoru STAT3 (signal transducer and activator of transcription
3), ktery je soucasti aktivaéni signalni drahy vedouci k produkci 1L-10 u Bregs. Fosforylace
STAT3 u téchto pacienti byla srovnatelna se zdravymi kontrolami (Silva et al. 2012).
Pii experimentalni transplantaci Langerhansovych ostruvki byl obdobné prokazan vliv
B lymfocyti produkujicich IL-10 na navozeni transplanta¢ni tolerance po 1é¢bé protilatkami
anti-CD45RB a anti-TIM-1 (Lee et al. 2012).

Prvnim popsanym mechanismem puisobeni Bregs byla produkce IL-10. Vyznam Bregs
produkujicich IL-10 byl prokazan u mysi i lidi. Tyto buiiky maji vliv na prubéh ruznych
autoimunitnich onemocnéni. Bregs produkujici IL-10 mohou hrat dulezitou roli naptiklad
pii navozeni transplanta¢ni tolerance. V poslednich letech se navic podstatné rozviji vyzkum

dal$ich mechanism, kterymi Bregs piisobi na imunitni odpovédi.

4.3.1.2. TGF-p

jeho produkce je jednim z mechanismu, kterymi mohou Bregs regulovat imunitni odpovédi.

Jeho role spole¢né s molekulou FasL byla prokdzana v utlumu projevii nemoci
u mysiho kmene NOD, coz je model diabetu 1. typu (Tian et al. 2001). Pasobeni Bregs
produkujicich TGF-B bylo popsano také pii experimentalni transplantaci Langerhansovych
ostruvkd, kde hraly tyto bunky roli v navozeni transplanta¢ni tolerance. V tomto modelu byly
Bregs produkujici TGF-B indukovany ptsobenim protilatek anti-CD45RB a anti-TIM-1 a
mechanismus jejich ucinku spocival Vv indukci Tregs, které nasledné navozovaly
transplanta¢ni toleranci (Lee et al. 2014). Dale u mysiho modelu astmatu bylo zlepSeni
onemocnéni dychacich cest spojeno s rozvojem lokalni inhala¢ni tolerance, pii které doslo
k selektivnimu zvySeni poctu CD5" B lymfocytl produkujicich TGF-B. Tyto buiky byly
schopné indukovat expresi transkripéniho faktoru FoxP3 u CD4"CD25 T lymfocytii in vitro.
Adoptivni pfenos téchto B lymfocyti zvySoval navic podet FOXP3'CD4" T lymfocytl
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Vv plicich a dochazelo k inhibici eozinofilie dychacich cest u pokusnych zvirat (Natarajan et al.
2012).

Produkce TGF-B B lymfocyty byla prokazana u rtznych experimentalnich modeld.
Klicovym mechanismem pisobeni TGF-f produkovaného B lymfocyty je ziejmé jeho

schopnost zprostiedkovat indukci Tregs.

4.3.1.3. IL-35
jiné indukci Tregs a soucasnou supresi vyvoje Th17 lymfocytt (Niedbala et al. 2007).

Pro testovani regulacnich vlastnosti Bregs exprimujicich gen pro IL-35 byl pfipraven
mys$i kmen B-p35”, u n&hoz mély B lymfocyty deletovany gen pro molekulu p35,
podjednotku IL-35. U tohoto mysiho kmene byl zkouman vliv delece p35 v B lymfocytech
na pribéh EAE. B-p35” mysi po imunizaci myelinovym oligodendrocytickym
vykazovaly zvysenou produkci interferonu-y (IFN, interferon) a IL-17 a v centralnim
nervovém systému dochazelo k akumulaci CD4" T lymfocyti a mononuklearnich fagocyti.
B lymfocyty z B-p35” mysi exprimovaly zvysené mnoZstvi aktivaénich molekul (CD44,
CD69) a molekul nezbytnych pro presentaci antigenu CD4" T lymfocytim (MHC-II (major
histocompatibility complex), CD80, CD86). V diisledku toho B-p35” B lymfocyty pusobily
jako ucinnéjsi bunky presentujici antigen (Shen et al. 2014).

U mysiho kmene B-p35™ byl rovn&Z testovan vliv Bregs exprimujicich gen pro 1L-35
na prubeh infekce bakterii Salmonella typhimurium, kterd je u mysi ptivodcem onemocnéni
slouziciho jako model pro bfisni tyfus u lidi. Bylo zjisténo, Ze B-p35™ mysi prezivaly delsi
dobu oproti kontrolnim mysim, coz korelovalo s lepsi kontrolou bakterialniho zatizeni
ve sleziné a Vv jatrech souvisejici se zvySenou akumulaci makrofagl v téchto orgénech a se
siln€j$i zanétlivou odpovédi T lymfocytd proti patogenim (Shen et al. 2014). Dale byly
porovnavany Bregs exprimujici gen pro I1L-35 a Bregs exprimujici gen pro IL-10.
B lymfocyty exprimujici gen pro IL-10 a IL-35 patiily vyhradné do populace
CD138"9" plazmatickych bundk. Tyto buiiky dale exprimovaly molekuly IgM, CD80, CD86,
MHC-II, CD40, CD69, CD44, CD43, TACI (transmembrane activator and calcium
modulator and cyclophilin ligand interactor), CXCR4, CD1d a TIM-1. Analyza genové
exprese jednotlivych bun&k ukézala, Ze priblizng 6-10 % CD138"%" bungk exprimovalo gen
pro IL-10 a podobné mnozstvi t€chto bun¢k exprimovalo gen pro IL-35, k expresi IL-10 a

IL-35 ale nedochazelo zaroven Vv jedné burice (Shen et al. 2014).

19



Bregs exprimujici gen pro IL-35 mohou ptedstavovat novou subpopulaci Bregs

vyznamnou pro regulaci imunitnich odpovédi.

4.3.2. Imunomodula¢ni povrchové molekuly Bregs

4.3.2.1. FasL

Aktivace Fas receptoru cilové buiky pomoci jeho ligandu FasL vede k indukci
apoptozy U této bunky (Nagata and Suda 1995) a muze hrat vyznamnou roli pii regulaci
imunitnich odpovédi. Napiiklad B lymfocyty stimulované LPS nebo protilatkou anti-CD40
exprimovaly FasL a byly schopné piimo zabijet 4T1 nadorové buiiky (Tao et al. 2015).

Zavaznost CIA pozitivné korelovala se snizenim poétu CD19°CD5" B lymfocyti.
U téchto B lymfocyti byla prokazana vyssi exprese FasL v porovnani se vsemi ostatnimi
mysimi lymfocyty. To poukazuje na moznou roli CD19°CD5 FasL® B lymfocytii v potladeni
T  lymfocyty  zprostiedkované  CIA  (Lundy  and Fox  2009). Role
CD19°CD5'FasL” B lymfocyti byla také prokdzana v priabshu infekce helmintem
Schistosoma mansoni. Tyto B lymfocyty mély vliv na apoptozu CD4" T lymfocyti (Lundy
and Boros 2002). Dale u mysiho kmene NOD, ktery spontanné rozviji diabetes 1. typu,
B lymfocyty stimulované LPS efektivné tlumily reakci Thl lymfocyti proti antigenim beta
bunék Langerhansovych ostruvkd, coz vedlo ke zpomaleni progrese diabetu u téchto mysi.
Zminéné B lymfocyty stimulované LPS na svém povrchu exprimovaly ve zvySené miie FasL
a dale produkovaly vysoké mnozstvi TGF-B. Terapeuticky ucinek aktivovanych B lymfocyti
na rozvoj diabetu u NOD mysi pravdépodobné souvisi S apoptézou a inhibici funkce
autoreaktivnich T lymfocytd zprostiedkovanou stimulovanymi B lymfocyty (Tian et al.
2001). V jiné préci piirozené progenitorové pro-B lymfocyty nesouci fenotyp FasL™®", c-kit",
B220"a IgMIOW snizovaly podil aktivovanych T lymfocytl produkujicich IL-21 a hrajicich roli
v patogenezi diabetu 1. typu. Vysokou expresi FasL si pfirozené progenitorové
pro-B lymfocyty navic udrzely i v pribéhu diferenciace ve zralé B lymfocyty, coz by mohlo
poskytovat dlouhodobou ochranu pied diabetem 1. typu (Montandon et al. 2013).

Mezi regulacni mechanismy Bregs patii také exprese molekuly FasL, jejiz exprese

na Bregs méla vliv napiiklad u modelu CIA nebo diabetu u mysi.
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4.3.2.2. PD-L1aPD-L2

Molekuly PD-L1 a PD-L2 piedstavuji vyznamné povrchové ligandy podilejici se
na tlumeni imunitnich odpovédi T lymfocytt (Latchman et al. 2001). Vyznam molekuly
PD-L1 byl popsan u EAE, kde PD-L1"" mysi vykazovaly zavazngjsi pribsh EAE (Carter et al.
2007). Rovnéz byl popséan vliv 17p-estradiolu na prevenci EAE. Mysi kmene uMT™ trpici
deficitem B lymfocyti po ptsobeni 17p-estradiolu nevykazovaly zlepseni pribéhu EAE
souvisejici se snizenim infiltrace leukocytd a produkce prozanétlivych faktort v centralni
nervové soustavé (Bodhankar et al. 2011, Gonnella et al. 2001). Bylo prokazano, Ze 1é¢ba
EAE pomoci 17p-estradiolu zavisi na expresi molekuly PD-L1 na B lymfocytech
(Bodhankar et al. 2011). Negativni role Bregs exprimujicich PD-L1 byla prokazana v prib&éhu
infekce virem lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV, human immunodeficiency virus), po které
CD19"CD24""CD38"" Bregs siln& exprimovaly PD-L1. Bylo ukazano, ze pii dlouhodobé
antiretrovirové terapii vyuzivajici blokovani molekuly PD-L1 nebo PD-1 dochazi k efektivni
indukci cytotoxickych T lymfocytt specifickych pro HIV (Siewe et al. 2014). Naproti tomu
pii porovnani pacienti trpicimi SLE se zdravymi kontrolami nebyl nalezen Zadny rozdil
v expresi PD-L1 na plasmatickych bunkach (Zampoylaki et al. 2013). Naopak vyznam
molekuly PD-L2 byl prokazan napiiklad u hyperreaktivity dychacich cest. PD-L27 mysi
2010). Pfi vyzkumu imunitnich d&ji nasledujicich po mozkové mrtvici byl prokazan vyznam
molekuly PD-L2 pti kontrole odpovédi CD4" T lymfocytli. Po mrtvici doslo ve slezing
k naristu po&tu Bregs exprimujicich PD-L2. U PD-L2” mysi kleslo mnozstvi mozkovych
mrtvic po pienosu PD-L2" Bregs. Naproti tomu mira exprese molekuly PD-L1
na B lymfocytech neméla vliv na ¢etnost mrtvic u pokusnych zvitat (Bodhankar et al. 2014).

Dalsim funkénim mechanismem, ktery mohou Bregs vyuzivat k modulaci imunitnich
odpovédi je exprese inhibiénich molekul PD-L1 a PD-L2, coz bylo prokazano naptiklad
u modelu EAE nebo hyperreaktivity dychacich cest.

4.3.2.3.TRAIL
Bylo zjisténo, ze molekula TRAIL zajistovala regulaci apoptdzy perifernich
lymfocytd a hrala roli v bun&éné smrti indukované aktivaci zejména u CD4" T lymfocyti
(Sedger et al. 2010). Lidské B lymfocyty periferni krve po stimulaci CpG bakterialni DNA
exprimovaly TRAIL a byly schopné vyvolat 1yzu u nadorovych bunék melanomové linie
WM793. Také IFN-a vyvolaval dostate¢nou indukci exprese TRAIL na B lymfocytech.
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Navic soucasna stimulace molekuly CD40 na B lymfocytech vedla k zesileni exprese TRAIL
oproti B lymfocytiim stimulovanym pouze IFN-o (Kemp et al. 2004).
Exprese molekuly TRAIL poskytuje aktivovanym B lymfocytim schopnost vyvolavat

apoptozu U cilovych bunék a tim modulovat reakce imunitniho systému.

4.3.2.4. GITRL

Pii hledani dalSich moZnych mechanismi ptsobeni Bregs na pribéh EAE byly
pokusnym mysim odstranény B lymfocyty pomoci protilatky anti-CD20. U téchto mysi doslo
k signifikantni redukci poétu Tregs ve sleziné. Obdobné¢ mysi kmene uMT"' vykazovaly
ve sleziné a v lymfatickych uzlinach snizeny pocet Tregs, které navic mély sniZenou expresi
CD25 molekuly, coz ale nemélo vliv na jejich funkénost. Bylo prokazano, ze B lymfocyty
ptispivaly k homeostaze Tregs pomoci indukce jejich proliferace prostfednictvim ligandu
receptoru GITR (GITRL, glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related
protein ligand) exprimovaného na B lymfocytech. Ackoliv blokovani GITRL
na B lymfocytech vedlo k signifikantnimu snizeni poctu Tregs, efekt nebyl Gplny, coz mohlo
byt zptsobeno naptiklad neuplnou blokaci GITRL na B lymfocytech nebo syntézou GITRL
de novo (Ray et al. 2012).

Exprese povrchové molekuly GITRL na B lymfocytech muzZe piedstavovat dalsi

zpusob regulace imunitniho systému pomoci B lymfocyti.

4.3.2.5.CD72

U pacienti se SLE byla sledovana ucast molekuly CD72 exprimované
na B lymfocytech v rozvoji a aktivit¢ SLE. Exprese CD72 na aktivovanych B lymfocytech
byla signifikantné niz$i u pacientl Se SLE v porovnani se zdravymi kontrolami a korelovala
s aktivitou SLE podle indexu aktivity onemocnéni SLE. Jako vyznamna mez v expresi
molekuly CD72 na aktivovanych B lymfocytech se jevila hranice, pii které 40 % B lymfocytt
exprimovalo CD72. Pacienti majici vice nez 40 % CD72" B lymfocytd nevykazovali
lupusovou nefritidu a hladina komplementu byla v normé. Naopak u pacienti S mén¢
nez 40 % aktivovanych B lymfocyti exprimujicich CD72 byly pfitomny anti-dSDNA
protilatky (Vadasz et al. 2014).

Dalsi molekulu podilejici se na regulacnich vlastnostech Bregs mize piedstavovat
molekula CD72.
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4.3.2.6.CD39 a CD73
Molekuly CD39 a CD73 jsou ektoenzymy, které se tucastni tvorby adenosinu.
Molekula CD39 ptfeménuje adenosintrifosfat na adenosinmonofosfat a nasledné molekula
CD73 z adenosinmonofosfatu vytvaii adenosin  (Kaku et al. 2014). Molekula
adenosintrifosfatu v extracelularnim prostoru predstavuje signalni molekulu nebezpec¢i a ma
prozanétlivy efekt a naopak adenosin ma protizanétlivé ucinky (Haské and Cronstein 2004).
Byla identifikovana populace B lymfocytt exprimujicich na svém povrchu molekuly
CD39 a CD73, které v piitomnosti substratu byly schopné vytvaiet molekuly adeninu.
CD73" mysi byly vice nachylné k indukci kolitidy pomoci dextran sulfatu a nasledny pienos
CD73" B lymfocytil zmirfioval zavaznost kolitidy. Produkce adeninu u IL-107" mysi byla také
zhorSena, jelikoz u téchto zvitat doSlo rovnéz k redukci exprese molekuly CD73
na B lymfocytech (Kaku et al. 2014).
Tvorba adenosinu muze byt dals§im mechanismem, kterym mohou Bregs pisobit

na imunitni odpovédi.

4.4. Moznosti indukce Bregs

Byla popsana fada moznosti indukce Bregs produkujicich IL-10. Jednim z téchto
mechanismu je stimulace B lymfocyti prostiednictvim TLR. Stimulace TLR2/4 pomoci LPS
vedlo u B lymfocyti ke zvysené produkci IL-10 (Lampropoulou et al. 2008, Lenert et al.
2005, Yanaba et al. 2008). Obdobné¢ stimulace TLR9 pomoci CpG bakterialni DNA vyvolala
u B lymfocytt produkci IL-10 u C57BL/6 mysi (Lampropoulou et al. 2008) i u mysi kmene
PN, které spontanné rozviji SLE. Nicméné u PN mysi bylo mnozstvi IL-10 produkovaného
B lymfocyty po stimulaci LPS snizeno v porovnani se stimulaci CpG bakterialni DNA
(Lenert et al. 2005).

Dalsim mechanismem indukce Bregs produkujicich IL-10 mutze byt jejich stimulace
ptes povrchovou molekulu CD40. In vitro kultivace B lymfocytd z mysi se SLE s protilatkou
anti-CD40 a jejich nasledny adoptivni pienos vedl ke zmirnéni onemocnéni U pokusnych
mysi, a to mechanismem zavislym na produkci IL-10 stimulovanymi B lymfocyty (Blair et al.
2009). Naopak u mysiho modelu EAE stimulace pouze protilatkou anti-CD40 nebyla
dostatecna k indukci produkce IL-10 B lymfocyty. U tohoto modelu byla pro efektivni
produkci I1L-10 B lymfocyty nezbytna soucCasna stimulace B lymfocyti protilatkami
anti-CD40 a anti-k. Bylo tedy potiebné stimulovat B lymfocyty prostifednictvim jejich

povrchovych molekul CD40 a B-buné&¢ného receptoru (BCR, B-cell receptor) (Fillatreau et al.
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2002). Oproti tomu B lymfocyty z C57BL/6 mysi neprodukovaly IL-10 po stimulaci
ptes molekuly CD40 a BCR (Lampropoulou et al. 2008).

K indukci Bregs mohou byt vyuzity také cytokiny. K ucinné expresi FasL
na B lymfocytech bylo potiebné spolupiisobeni vajicek Schistosoma mansoni, IL-4 a IL-10
(Lundy and Boros 2002). Mysi, U jejichz B lymfocyti byl deletovan receptor pro IL-6 a
formu RA oproti kontrolam (Rosser et al. 2014). Stimulace purifikovanych B lymfocyta
pomoci IL-21 vedla ke zvySeni po¢tu Bregs a produkce IL-10 (Yoshizaki et al. 2012).
Soucasna stimulace B lymfocytt IL-21 a LPS ale vedla ke snizeni produkce IL-10 Bregs
oproti kontrolnim bunkadm stimulovanych pouze LPS. Ke zvyseni produkce 1L-10 u Bregs
doslo po soucasné stimulaci B lymfocytt IFN-y a LPS (Holan et al. 2014). Dale podani I1L-33
do peritonealni dutiny vedlo u mysi kmene C57BL/6 k indukci Bregs produkujicich 1L-10 a
majicich CD19*, CD25*, CD1d"¥", IgM"", CD5", CD23" a TIM-1" fenotyp. Pi intraven6znim
adoptivnim pfenosu t&chto bunék do mysi kmene IL-107, ktery spontanné rozviji chronickou
enterokolitidu, doslo k zastaveni rozvoje idiopatického stievniho zanétu (Sattler et al. 2014).

Doposud byla popsana fada riznych mechanismu, které mohou vést k indukci
supresivnich Bregs. U nékterych modelti dochazelo k rozvoji Bregs po stimulaci TLR, CD40
a/nebo BCR. Vyznamny je také vliv cytokinii na vyvoj Bregs. Mezi cytokiny, u kterych byla
prokazana role v indukci Bregs, patii napiiklad IL-4, IL-6, IL-10, IL-21 nebo IFN-y.
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5. Material a metody

5.1. Zvirata
Pro pokusy byly vyuzity mysi inbredniho kmene BALB/c. Pouzivany byly pouze

samice ve véku 10-16 tydnd chované za standardnich podminek v chovu Ustavu molekularni
genetiky Akademie véd Ceské republiky, v. v. i. (UMG AV CR).

5.2. Roztoky a média

Bunky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium, Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Toto médium bylo obohaceno o 5 nebo 10 % tepelné
inaktivovaného fetalniho teleciho séra (FCS, fetal calf serum, Gibco, Saranac, NY). Dale bylo
médium doplnéno penicilinem (v koncentraci 100 U/ml, Sigma Aldrich), streptomycinem
(v koncentraci 100 pg/ml, Sigma Aldrich), 2-merkaptoethanolem (v koncentraci 5 x 10°M,
Serva, Heidelberg, Némecko) a HEPES pufrem (v koncentraci 10mM, Sigma Aldrich).
V dal$im textu je toto médium oznacovano jako kompletni RPMI 1640 médium.

Pro analyzu pomoci pritokové cytometrie byl pouzit fosfatovy pufr (PBS, phosphate
buffered saline) ptipravovany v servisni laboratoii UMG AV CR (0,2 g KCI, 8 g NaCl,
0,24 g KH;POy4, 1,44 g Na,PO,4 a 1 | destilované vody, pH upraveno na 7,2).

Pro fluorescenéni mikroskopii byl pouzivan blokaéni a permeabiliza¢ni roztok
(25 ml PBS, 125 pul TRITONU X-100 (Sigma Aldrich), 50 mg hovéziho sérového albuminu
(BSA, bovine serum albumine, Sigma Aldrich)).

Pii detekci cytokinii pomoci ELISA testu (enzyme-linked immunosorbent assay) byl
pouzivan roztok 1 | PBS a 0,5 ml Tween 20 (Sigma Aldrich).

Pro uvolnéni adherovanych peritonealnich bunék byla pouzivana smes 0,01M kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma Aldrich) v PBS

s 0,5% roztokem trypsinu (Sigma Aldrich) v poméru 1 : 1.

5.3. Pouzité technické vybaveni

Centrifuga Universal 32 (Hettich, Beverly, MA)
Centrifuga Universal 320R (Hettich)

CO; inkubator (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)
Cykler PTV-200 (MJ research, Warertoen, MA)
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5.4,

Cykler StepOne Plus RT-PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)
Invertovany mikroskop Olympus 1X81, vybaveny kamerou Hammatsu ORCA
C4742-80-12AG (Olympus, Munster, Némecko)

Laminarni box Clean Air (Telstar, JA Woerden, Nizozemsko)

Magneticky separator AuUtoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Auburn, CA)
Minicentrifuga Cleaver (Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, UK)

Opticky mikroskop Olympus CKX31(Olympus)

Opticky mikroskop Olympus CKX41 (Olympus)

Pratokovy cytometr LSR 11 (BD, Franklin Lakes, NJ)

Spektrofotometr Nanodrop ND 1000 (Thermo Fischer Scientific, Wilmington,
DE)

Spektrofotometr Sunrise (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko)

Trepacka IKA MS3 digital shaker (IKA Works, Wilmington, NC)

Vortex IKA MS1 minishaker (IKA Works)

Pouzity software

FACSDiva Software (BD) — ovladaci software pro pritokovy cytometr

FlowJo 9.2.6. (LCC, Ashland, OR) — vyhodnocovaci software pro data ziskana
na pratokovém cytometru

GraphPad Prism5 (GraphPad Software, La Jolla, CA) — program pro statistické
zpracovani vysledki

Kim 32 (Schoeller instruments, s.r.o., Praha, Ceska republika) — software
pro zpracovani spektrofotometrickych dat

Olympus Soft Imaging Solutions 31 (Olympus) — software pro invertovany
mikroskop

StepOne Software 2.2.2 (Applied Biosystems) — software pro zpracovani dat

z kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR, real-time PCR)
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5.5. lzolace a kultivace bunék
Vsechny typy bunék byly kultivovany pii 37 °C a v atmosféte 5% CO,.

5.5.1. B lymfocyty
B lymfocyty byly izolovany ze suspenze slezinnych bun¢k metodou magnetické
separace. Slezina byla homogenizovana pomoci sklenéného homogenizatoru v kompletnim
5% RPMI 1640 médiu. Bunécna suspenze byla piefiltrovana pfes nylonovou gazu a
centrifugovana (8 minut, 170 g). Peleta byla resuspendovana v autoMACS pufru (Miltenyi
Biotec) a koncentrace bun¢k byla stanovena pomoci Biirkerovy komurky. Dale nasledovala
ptiprava bun¢k podle protokolu pro magnetickou separaci, viz kapitola 5.6. Magneticka

Separace.

5.5.2. T lymfocyty

T lymfocyty byly ziskavany ze suspenze slezinnych bunék metodou separace
na nylonové vaté. Slezina byla homogenizovana pomoci sklenéného homogenizatoru
v kompletnim 5% RPMI 1640 médiu. Bunécna suspenze byla piefiltrovana pies nylonovou
gazu a centrifugovana (8 minut, 170 g). Peleta byla resuspendovana ve 4 ml kompletniho
5% RPMI média nahtatého na 37 °C.

Sterilizovana nylonova vata (Fenwal Labs, Deerfield, IL) byla inkubovana
vV kompletnim bezsérovém RPMI 1640 médiu 30 minut pii 37 °C. Poté byla vata inkubovana
v predehiatém kompletnim 5% RPMI 1640 médiu dalsich 30 minut pii 37 °C. Dale byly
na vatu opatrné naneseny 4 ml suspenze splenocytd v nahfatém médiu, bunky byly na vaté
inkubovany 40 minut pti 37 °C. Po inkubaci byla vata promyvana piedehtatym kompletnim
5% RPMI 1640 médiem a vytékajici suspenze bunék byla zachytavana, centrifugovana
(8 minut, 170 g) a peleta resuspendovana v 1,5 ml kompletniho 5% RPMI 1640 média
nahfatého na 37 °C. Tato suspenze byla nanesena na dalsi sterilni vatu pfipravenou
dle piedchoziho popisu. Bunky na nylonové vaté¢ byly inkubovany 40 minut pii 37 °C.
Po inkubaci byla vata opatrné¢ promyta teplym kompletnim 5% RPMI 1640 médiem a

vytékajici suspenze T lymfocytd byla zachytavana a dale pouZzita.

5.5.3. Makrofagy

Makrofagy byly ziskavany vyplachem peritonealni dutiny mysi 12 ml chlazeného
kompletniho 5% RPMI 1640 média pomoci injekéni stiikacky (B Braun, Melsungen,
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Némecko) a 21 G jehly (B Braun). Suspenze peritonealnich bun¢k byla centrifugovana
(8 minut, 170 g). Peleta byla resuspendovana v kompletnim 10% RPMI 1640 médiu a
pomoci Biirkerovy komurky byla stanovena koncentrace bun¢k. V 96jamkové kultivaéni
desti¢ce (Nunc, Waltham, MA) bylo inkubovano 100 ul peritonealnich bunék (z koncentrace
1,2 x 10° bundk/ml) nebo ve 24jamkové desticce (TPP, Trasadingen, Svycarsko) bylo
inkubovano 1000 pl peritonealnich bungk (z koncentrace 1 x 10° bungk/ml). Po 24hodinové
inkubaci pii 37 °C byly odmyty neadherentni peritonealni buiiky kompletnim 5% RPMI 1640

médiem nahtatym na 37 °C.

5.6. Magneticka separace

Magneticka separace byla vyuzivana pro izolaci B lymfocytt ze suspenze splenocytt.
Pro separaci byl pouzit magneticky separator autoMACS Pro (Miltenyi Biotec) a
CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec) obsahujici konjugat magnetickych mikropartikuli a
anti-CD19 protilatky.

Jednobunécna suspenze splenocyti byla pirevedena do autoMACS pufru (Miltenyi
Biotec). Na kazdych 10’ bungk bylo piidano 90 pl pufru. Nasledn& bylo ptidano
10 ul CD19 MicroBeads na kazdych 107 splenocytii a suspenze byla inkubovana 15 minut
pi 4 °C. Po inkubaci byly piidany 1-2 ml autoMACS pufru na kazdych 10” bungk a suspenze
byla centrifugovana (8 minut, 170 g). Peleta byla resuspendovana v 500 pl autoMACS pufru a

separovana autoMACS Pro separatorem (Miltenyi Biotec) na program Possel.

5.7. Stimulace a ovlivnéni bunék

B lymfocyty byly kultivovany v pfitomnosti cytokini IL-4, IL-6, IL-12, IFN-y
(PeproTech, Rocky Hill, NJ) v kone¢né koncentraci 10 ng/ml, IL-21 (PeproTech) v koneéné
koncentraci 2 ng/ml a TGF-p (PeproTech) v kone¢né koncentraci 1 ng/ml. Dale byly
B lymfocyty stimulovany pomoci LPS (Difco Laboratories, Detroit, MI) v kone¢né
koncentraci 10 pg/ml.

T lymfocyty byly stimulovany konkanavalinem A (ConA, concanavalin A, Sigma
Aldrich) v kone¢né koncentraci 1 pg/ml. Makrofagy byly stimulovany LPS v koneéné

koncentraci 5 pg/ml.
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5.8. Proliferacni testy

5.8.1. Test metabolické aktivity bunék pomoci WST-1

Ke stanoveni vlivu cytokinti na proliferaci B lymfocytt byl proveden test metabolické
aktivity stimulovanych B lymfocyti pomoci tetrazoliové soli 1 (WST-1, water soluble
tetrazolium 1, Millipore, Billerica, MA).

V 96jamkové kultivacni desticce (Nunc) bylo inkubovano v celkovém objemu
160 ul kompletniho 10% RPMI 1640 média 80 ul B lymfocytd (z koncentrace
2 x 10° bungk/ml), které byly stimulovany cytokiny (v koncentraci dle kapitoly 5.7.), nebo
cytokiny (v koncentraci dle kapitoly 5.7.) a LPS (v koncentraci 10 pg/ml).

Po 72 hodinach kultivace pti 37 °C bylo do kultury ptidano WST-1 ¢inidlo (Millipore)
v poméru 1 : 10, tj. bylo ptidano 16 pl zasobniho roztoku WST-1. Proliferace B lymfocytt
byla métena po 5 hodinach inkubace pti 37 °C pomoci spektrofotometru Sunrise (Tecan)

s uzitim méficiho (450 nm) a referenéniho (550 nm) filtru.

5.8.2. CFSE znaceni

Ke stanoveni proliferace T lymfocyti byla pouzita metoda sledovani snizovani
intenzity fluorescence v burnikach znacenych karboxyfluorescein succinimidyl esterem (CFSE,
carboxyfluorescein succinimidyl ester, Molecular Probes, Eugene, OR) pomoci prutokové
cytometrie.

Po separaci bylo 10" T lymfocyti nafedéno v PBS a centrifugovano (8 minut, 170 g).
Peleta byla resuspendovana v 5 ml PBS nahiatého na 37 °C a suspenze byla znacena
0,7 pg/ml CFSE. Bunky byly inkubovany 10 minut pii 37 °C. Dale byla suspenze nafedéna
3,5 ml studeného kompletniho 5% RPMI 1640 média a inkubovana 7 minut pii 4 °C.
Poté byla suspenze centrifugovana (8 minut, 170 g) a peleta byla resuspendovana

ve studeném kompletnim 5% RPMI 1640 médiu. Tento promyvaci krok byl opakovan 3krat.

5.9. Pritokova cytometrie

V pritokové cytometrii jsou znaceny povrchové, piipadné intracelularni molekuly
pomoci protilatek konjugovanych s fluorochromy. V nasi laboratofi jsou nejcastéji pouzivané
monoklonalni  protilatky  konjugované s  fluorochromy: alofykocyanin  (APC,

allophycocyanine), fluorescein isothiokyanat (FITC, fluorescein isothiocyanate) a fykoerytrin
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(PE, phycoerythrin), dale viz Tabulka ¢. 1. Pomoci pritokové cytometrie bylo stanoveno
procentudlni zastoupeni jednotlivych populaci leukocytt u Cerstveé separovanych B lymfocytt
a B lymfocyta po stimulaci LPS a cytokiny.

Suspenze Cerstvé separovanych B lymfocytt v PBS byla rozpipetovana
do mikrokultivacni desticky s kulatym dnem (Nunc) pfiblizng po 0,5 x 10° bun&k/jamku.
Desticka byla centrifugovana (3 minuty, 140 g) a promyta PBS. Nasledné byla rozvolnéna
peleta a ke vzorkim bylo pipetovano 10 pl roztoku protilatky v PBS v koncentraci
dle Tabulky ¢. 1. Nasledovala inkubace 30 minut ve tmé pii 4 °C. Po inkubaci byly vzorky
2krat promyty 200 ul PBS. Po promyti byly bunky resuspendovany v 200 ul PBS a ke znaceni
mrtvych bunék bylo pridano 20 ul fluorescenéni barvy Hoechst 33258 (v koncentraci 1ug/ml,

Sigma Aldrich).

Tabulka €. 1: Seznam pouZzitych monoklonalnich protilatek pro priitokovou cytometrii

Detekovany Klon protilatky Konjugovany ll:g:géftrace Vyrobce Znaceni
znak fluorochrom (ng/ml)

B220 RA3-6B2 PerCP-Cy5.5 4 BioLegend | povrchové
CDh1d 1B1 PE 4 BioLegend | povrchové
CD3 17A2 APC 4 BioLegend | povrchové
CD4 GK 15 Alexa Fluor 700 | 10 BioLegend | povrchové
CD5 53-73 Alexa Fluor 647 | 10 BioLegend | povrchové
CD8 53-6.7 PE 4 BioLegend | povrchové
CD11b M1/70 APC 4 BioLegend | povrchové
CD14 Sa 14-2 PE 4 BioLegend | povrchové
CD19 6D5 FITC 10 BioLegend | povrchové
CD22 OX-97 Alexa Fluor 647 | 10 BioLegend | povrchové
CD23 B3B4 PE 4 BioLegend | povrchové
CD80 16-10A1 APC 4 BioLegend | povrchové
CD86 (B7-2) (GL1) PE 4 PharMingen | povrchové
CD93 AA4.1 APC 4 BioLegend | povrchové
F4/80 BMS8 PE 4 BioLegend | povrchové
IL-10 JES5-16E3 APC 2,9 eBioscience | intracelularni
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U B lymfocyti stimulovanych LPS a cytokiny byl kromé povrchovych znakti méfen i
intracelularni IL-10. Ve 24jamkové desticce byly B lymfocyty inkubovany 48 hodin s LPS a
cytokiny. Pro méfeni intracelularniho cytokinu musi byt nejdiive provedena restimulace
bunék a zablokovani transportu pomoci 0,5 pg/ml ionomycinu (eBioscience, Aachen,
Némecko), 20 ng/ml forbol-12-myristat-13-acetatu (eBioscience) a 7,5 ug/ml brefeldinu A
(eBioscience) po dobu 4,5 hodiny pii 37 °C. Poté byly bunky pfeneseny do kultivac¢ni
desti¢ky s kulatym dnem (Nunc) a 2krat promyty 200 ul PBS. V roztoku Live/Dead Fixable
Violet Dead Cell Stain Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) fedéné¢ho 1 : 1000 v PBS
(znaCeni mrtvych bunék) byly nafedény protilatky v koncentraci dle Tabulky ¢. 1 a
po 10 pl pfidavany K resuspendovanym peletam bunék. Desti¢ka byla 30 minut inkubovana
ve tmé pii 4 °C. Poté byly vzorky 2krat promyty PBS a centrifugovany (3 minuty, 140 g).
Po resuspendovani pelety bunék bylo ptidano 100 ul IC fixa¢niho pufru (eBioscience) a
desticka byla inkubovana 30 minut ve tm¢ pii 20 °C. Po inkubaci byly vzorky 2krat promyty
200 pl permeabilizacniho roztoku (eBioscience) a centrifugovany (4 minuty, 270 Q).
Po promyti bunék byla peleta resuspendovana a bylo ptidano 10 pl roztoku protilatky
anti-IL-10 (eBioscience) nafedéné v permeabilizaénim roztoku. Vzorky byly inkubovany
30 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Nasledné byly centrifugovany (4 minuty, 270 g) a
2krat promyty PBS. Bunky byly resuspendovany v 200 ul PBS.

Vsechny vzorky byly méteny pomoci cytometru LSR 11 (BD).

5.10. Mikroskopie

Za UCelem ovéfeni fenotypu adherentnich peritonealnich buné¢k byly pfipraveny
fluorescenéné znacené mikroskopické preparaty.

Na kryci mikroskopicka sklicka potazena vrstvou poly-L-lysinu (Sigma Aldrich) a
umisténa do 24jamkové desticky byl nanesen 1 ml suspenze peritonealnich bunék
(z koncentrace 0,8 x 10° bun&k/ml). Peritonedlni bunky byly kultivovany 24 hodin pii 37 °C.
Po inkubaci byly neadherentni peritonealni buniky odmyty kompletnim 5% RPMI 1640
médiem nahfatym na 37 °C. Adherentni peritonealni bunky byly 60 minut fixovany
ve 4% paraformaldehydu (Sigma Aldrich) pfti laboratorni teploté. Po inkubaci byla sklicka
promyta v PBS. V dalsim kroku byla sklicka inkubovana 20 minut v bloka¢nim a
permeabilizaénim roztoku. Nasledné¢ byla 6krat promyta PBS. Fixované bunky byly
120 minut inkubovany ve tm¢ ve 20 ul roztoku protilatky anti-F4/80 (z koncentrace 4 pg/ml,
BioLegend) znacené PE pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla sklicka 3krat promyta PBS a
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montovana na podlozni sklicko roztokem Mowiol 4-88 Reagent (Calbiochem, San Diego,
CA) s 4',6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole).

5.11. Detekce cytokini ELISA testem

5.11.1. Priprava supernatantii pro detekci cytokint

Pomoci ELISA testu byla stanovovana produkce cytokina IL-6, IL-10 a IL-17.
V ptipadé méteni IL-6 byly ve 24jamkové desticce (TPP) inkubovany v celkovém objemu
1000 pl kompletniho 10% RPMI 1640 média adherentni peritonedlni builkky S LPS
(v koncentraci 5 pg/ml). Tyto buiky byly pied stimulaci LPS opisobeny stimulovanymi
B lymfocyty v poméru 1 : 1. Po 48 hodinach byly z kultury odebrany supernatanty a
zamrazeny V - 20 °C.

Produkce IL-10 byla méfena v kultuie stimulovanych B lymfocytl. V 96jamkové
desti¢ce (Nunc) bylo v celkovém objemu 160 pl kompletniho 10% RPMI 1640 média
kultivovano 80 ul B lymfocytd (z koncentrace 2 x 10° bun&k/ml) s roztokem cytokind
(v koncentraci dle kapitoly 5.7.) a LPS (v koncentraci 10 pg/ml). Po 72 hodinach kultivace
pii 37 °C byly z kultury odebrany supernatanty a zamrazeny pii - 20 °C.

Produkce IL-17 byla méfena v kultufe stimulovanych T lymfocytd. V 96jamkové
desti¢ce (Nunc) bylo v celkovém objemu 200 pl kompletniho 10% RPMI 1640 média
kultivovano 100 pl T lymfocyt (z koncentrace 1,5 x 10° bun&k/ml) s ConA (v koncentraci
1 pg/ml) a ovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi bunikami. Po 72 hodinach byly z kultury

odebrany supernatanty a zamrazeny pii - 20 °C.

5.11.2. ELISA

Koncentrace IL-6 Vv supernatantu byla detekovana nasledujicim postupem.
Vysokoadsorbéni 96jamkova desticka (Costar, Cambridge, MA) byla potazena 50 pl primarni
protilatky anti-IL-6 (z koncentrace 2,2 pg/ml, Pharmigen, San Diego, CA) natfedéné
v NaHCOj3; (z koncentrace 0,1M, pH 8,2, Sigma Aldrich) ptes noc pii 4 °C. Po inkubaci byla
desticka 3krat promyta promyvacim roztokem (0,5% Tween-20 v PBS) a zablokovana
250 pl blokovaciho roztoku (7,5% FCS v PBS) po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté.
Desticka byla 3krat promyta promyvacim roztokem, bylo ptidano 100 pl analyzovanych
vzorkt veetné 100 ul fedici fady standardu (Genzyme, Boston, MA). Desticka byla
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inkubovana ptes noc pfi 4 °C. Po inkubaci byla desticka 4krat promyta promyvacim
roztokem, do jamek bylo pfidano 100 pl sekundarni biotinylované protilatky anti-1L-6
(z koncentrace 1,1 pug/ml, Pharmigen) v blokovacim roztoku s naslednou inkubaci 1 hodinu
pii laboratorni teploté. Desticka byla 6krat promyta, bylo ptidano 100 ul avidin peroxidazy
(z koncentrace 2,5 pg/ml, Sigma Aldrich) v blokovacim roztoku a byla inkubovana 45 minut
pti laboratorni teploté. Nasledné byla desticka 8krat promyta a bylo ptidano 100 ul roztoku
substratu (120 mg 2,2 -azino-bis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny (Sigma Aldrich),
7,68 g kyseliny citronové (Sigma Aldrich), 400 ml H,O, 11 ul 30% H,O, (Sigma Aldrich),
pH upraveno na 4,35). Vzorky byly méfeny na spektrofotometru Sunrise (Tecan)
pomoci méficiho (405 nm) a referenc¢niho (630 nm) filtru.

Produkce IL-10 a IL-17 byla méfena pomoci DuoSet ELISA testu (R&D Systems,
Mineapolis, MN). Na vysokoadsorb¢ni 96jamkovou desticku (Costar) bylo naneseno
100 ul primarni protilatky anti-IL-10 (z koncentrace 4 ng/ml, R&D Systems) nebo anti-IL-17
(z koncentrace 2 pg/ml, R&D Systems) s naslednou inkubaci ptes noc pii laboratorni teploté.
Po inkubaci byla desticka 3krat promyta promyvacim roztokem a zablokovana
250 ul blokovaciho roztoku (1% BSA v PBS) po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci byla desticka 3krat promyta promyvacim roztokem a bylo pfidano
100 pl analyzovanych vzorkt a 100 ul fedici fady standardu (R&D Systems). Desticka byla
inkubovana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla desticka 3krat promyta
promyvacim roztokem, do jamek bylo pfidano 100 pl sekundarni biotinylované protilatky
anti-1L-10 (z koncentrace 0,3 pg/ml, R&D Systems) nebo anti-IL-17 (z koncentrace
0,4 ug/ml, R&D Systems) v blokovacim roztoku a inkubovano 2 hodiny pfi laboratorni
teploté. Desticka byla 3krat promyta, bylo pfidano 100 pl streptavidin peroxidazy
(fedéné 1 : 200 v blokovacim roztoku, R&D Systems) a desticka byla inkubovana 20 minut
ve tmé pii laboratorni teploté. Nasledn¢ byla desticka 3krat promyta a bylo piidano
100 pl substratu (H20, a tetramethylbenzidin v poméru 1 : 1). Desticka byla inkubovana
20 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Reakce byla zastavena 50 ul inhibi¢niho roztoku
(z koncentrace 2N H,SO4, PENTA, Praha, Ceska republika) a vzorky byly méfeny
na spektrofotometru Sunrise (Tecan) pomoci méficiho (450 nm) a referen¢niho (550 nm)
filtru.
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5.12. 1zolace RNA a reverzni transkripce

5.12.1. Priprava bunék na stanoveni genové exprese

Genova exprese FasL a PD-L1 byla méfena v kultufe stimulovanych B lymfocyta.
V 96jamkové desti¢ce (Nunc) bylo v celkovém objemu 160 pl kompletniho 10% RPMI 1640
média kultivovano 80 ul B lymfocyti (z koncentrace 2 x 10° bungk/ml) s roztokem cytokinti
(v koncentraci dle kapitoly 5.7.) a LPS (v koncentraci 10 ug/ml). Po 48 hodinach kultivace
pii 37 °C byly bunky z kultury odebrany do 500 pul TRI REAGENT Z¢inidla (Molecular
Research Center, Cincinnati, ME) a 3,5 ul roztoku Polyacryl carrier (Molecular Research
Center) a zamrazeny na - 80 °C.

V pfipad¢ méfeni genové exprese IL-la byly ve 24jamkové desticce (TPP)
v celkovém objemu 1000 pl kompletniho 10% RPMI média inkubovany adherentni
peritonealni bunky s LPS (v koncentraci 5 pg/ml). Adherentni peritonealni bunky byly
pred stimulaci LPS kultivovany rizné stimulovanymi B lymfocyty v poméru 1 : 1.
Po 48 hodinach byly bunky z kultury odebrany do 500 ul TRI REAGENT ¢inidla (Molecular
Research Center) a 3,5 ul roztoku Polyacryl carrier (Molecular Research Center) a zamrazeny
na - 80 °C.

5.12.2. lzolace RNA

Ribonukleova kyselina (RNA, ribonucleic acid) byla izolovana podle nasledujiciho
postupu. K roztoku 500 ul TRI REAGENT ¢inidla (Molecular Research Center) a
3,5 ul roztoku Polyacryl carrier (Molecular Research Center) bylo ptfidano
100 pl chloroformu (PENTA). Smés byla dikladné promichana, 10 minut inkubovana
pii laboratorni teploté a centrifugovana (15 minut, 12000 g, 4 °C). Horni vodna faze byla
odebrana do nové mikrozkumavky a bylo pfidano stejné mnozstvi izopropanolu (PENTA).
Smés byla promichana, 10 minut inkubovana pii laboratorni teploté a centrifugovana
(10 minut, 12000 g, 4 °C). Peleta byla promyta v 500 ul 75% etanolu (PENTA) a
centrifugovana (5 minut, 1610 g). Po centrifugaci byl odsat supernatant, peleta byla vysusena
pii laboratorni teplot¢ a nasledné resuspendovana v 10 ul PCR vody (polymerase chain

reaction, Top-Bio, Praha, Ceska republika). Vzorky byly zamrazeny na - 80 °C.
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5.12.3. Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla piepsana do komplementarni DNA (cDNA, complementary
DNA) podle nasledujiciho postupu. 1 pug RNA byl doplnén do celkového objemu
8 ul PCR vodou (Top-Bio) a k roztoku byly pfidany 2 pl smési reakéniho pufru DNase |
(Promega, Madison, WI) a DNazy | (z koncentrace 1 U/ul, Promega) v poméru 1 : 1. Vzorky
byly inkubovany 30 minut v cykleru pii 37 °C. K vzorkim byl pfidan 1 pl roztoku
RQ1 DNase Stop Solution (Promega) a byly zahtaty 10 minut v cykleru pii 65 °C. Vzorky
byly schlazeny na ledu a bylo pfidano 14 pl mixu slozeného z 5 ul M-MLV Reaction Buffer
(Promega), 5 ul dNTP (z koncentrace 40mM, Promega), 1 ul Random primert (z koncentrace
100 ng/ul, Promega), 0,5 ul inhibitoru ribonukleaz (z koncentrace 40 U/ul, Promega),
0,5 pl reverzni transkriptazy M-MLV (z koncentrace 200 U/ul, Promega) a 2 ul PCR vody
(Top-Bio). Piepsani RNA do formy cDNA probihalo v cykleru po dobu 60 minut pii 37 °C.

5.13. RT-PCR

Piipravena cDNA byla dale analyzovana pomoci RT-PCR. Relativni genova exprese
byla stanovena vzhledem k referen¢nimu genu glyceraldehyd dehydrogenazy (GAPDH,
glyceraldehyde dehydrogenase). Primery pouzité pro RT-PCR jsou uvedeny v Tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 2: Seznam pouzitych primera pro RT-PCR

Primer Sekvence

GAPDH S 5"-AGAACATCATCCCTGCATCC-3”
GAPDH A 5"-ACATTGGGGGTAGGAACAC-3’
FasL S 5"-TGGGTAGACAGCAGTGCCAC-3’
FasL A 5’-GCCCACAAGATGGACAGGG-3’
IL-1a S 5"-TTGGTTAAATGACCTGCAACA-3’
IL-1a A 5"-GAGCGCTCACGAACAGTTG-3"
PD-L1S 5"-CTACGGTGGTGCGGACTACA-3’
PD-L1 A 5"-CATGCTCAGAAGTGGCTGGAT-3"

S —sense, A — antisense

K prepsané cDNA bylo ptidano v 50 ul PCR vody (Top-Bio). Do 96jamkové desticky
pro PCR (Life Technologies) bylo pteneseno 7 pul mixu slozeného z 1 ul PCR vody

(Top-Bio), 1 ul sense a antisense primert (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika)
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a 5 ul roztoku Power SYBR Green PCR master MIX (Applied Biosystems), dale byly ptidany
3 ul cDNA testovaného vzorku.
PCR reakce prob¢hla na cykleru StepOne Plus RT-PCR a jeji nastaveni bylo:
denaturace 3 minuty pii 95 °C
40krat opakovany cyklus — denaturace 20 sekund pii 95 °C, hybridizace 30 sekund
pii 60 °C, elongace 30 sekund pti 72 °C, nacitani fluorescence 5 sekund pii 78 °C
analyza kiivek tani zvySovanim teploty o 0,5 °C kazdych 10 sekund pii 55 °C
az 95 °C
Specifita primert byla ovéfovana pomoci kiivek tani a k vypoctu exprese genu slouzil

relativni model kvantifikace v porovnani s genem GAPDH.

5.14. Prukaz funkéni aktivity stimulovanych B lymfocyti

Ve 24jamkové desticce (TPP) bylo v celkovém objemu 2000 pl kompletniho
10% RPMI 1640 média inkubovano 1000 pl B lymfocytd (z koncentrace 2 x 10° bungk/ml)
s roztokem cytokinii (v koncentraci dle kapitoly 5.7.) a LPS (v koncentraci 10 pg/ml)
pii 37 °C. Po 48 hodinach byly B lymfocyty ptevedeny do zkumavek, které byly doplnény
kompletnim 5% RPMI 1640 médiem a centrifugovany (8 minut, 170 g). Po centrifugaci byl
odstranén supernatant, pelety byly resuspendovany v kompletnim 10% RPMI 1640 médiu a
koncentrace bunc¢k byla stanovena pomoci Biirkerovy komirky. V 96jamkové desti¢ce
(Nunc) bylo v celkovém objemu 200 pl kompletniho 10% RPMI 1640 média kultivovano
100 ul stimulovanych B lymfocyti (z koncentrace 2 x 10° bunék/ml) s adherentnimi
peritonealnimi bunkami (pfipravené dle kapitoly 5.5.3.) pii 37 °C. Po 48hodinové inkubaci
byly B lymfocyty odmyty kompletnim 5% RPMI 1640 médiem nahiatym na 37 °C.
Do 96jamkové desticky (Nunc) s ovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi bunkami bylo
piidano 100 pl T lymfocyti (z koncentrace 1,5 x 10° bungk/ml) znagenych CFSE a tato smés
byla kultivovana v celkovém objemu 200 pl kompletniho 10% RPMI 1640 média a
stimulovana ConA (v koncentraci 1 ug/ml) po dobu 72 hodin pti 37 °C. Po inkubaci byly

T lymfocyty odebrany a byla métena jejich proliferace pomoci priatokové cytometrie.
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5.15. Statisticka analyza
Presentovana data jsou uvadéna jako aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou
(SD, standard deviation). Statisticka signifikance byla stanovena pomoci Studentova t-testu

nebo Studentova t-testu s vyuzitim Welchovy korelace dle rozptylu daného souboru dat.
Hodnoty P < 0,05 (*), P <0,01 (**) a P <0,001 (***) byly povazovany za signifikantni.
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6. Vysledky

Dle literarnich zdroju byly vybrany cytokiny, které by mohly mit potencidlni vliv
na indukci Bregs, a to I1L-4, IL-6, IL-12, IL-21, IFN-y a TGF-B. Pfi prokazovani funkéni
aktivity B lymfocyti stimulovanych LPS a cytokiny pomoci in vitro modelu proliferace
aktivovanych T lymfocyti v pfitomnosti makrofagi ovlivnénych Bregs byl efekt IL-4 a IL-6

nevyznamny, proto tyto cytokiny nebyly pouzivany v naslednych pokusech.

6.1. Fenotypova charakterizace izolovanych B lymfocyti

Separované B lymfocyty byly charakterizovany pomoci prutokové cytometrie
za ucelem urceni fenotypu B lymfocyti izolovanych ze suspenze slezinnych bunék
pomoci magnetické separace.

Bylo zjisténo, Ze populace separovanych B  lymfocyti  obsahovala
> 97 % CD19" bunék. Tato populace zahrnovala piiblizné 94 % CD19°CD22" bunék,
87 % CD19°CD1d" buné&k, 8 % CD19"CD5" bungk, 0,9 % CD3" bunék, 1,8 % CD11b" bungk
a 3,3 % CD14" bunék (Obrazek ¢. 3).
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Obrizek &. 3: Fenotypova charakterizace B lymfocytii. Cerstvé separované slezinné CD19" buiiky byly
charakterizovany za ucelem ovéfeni ucinnosti purifikace B lymfocytd (A). Dale byla analyzovana
pfitomnost povrchovych znakia CD22, CD1d, CD5, CD3, CD11b a CD14 na téchto buiikach (B). Uveden je

jeden vysledek ze 3 nezavislych pokusi.

6.2. Efekt cytokini na produkci IL-10 B lymfocyty

Separované B lymfocyty byly kultivovany 72 hodin samotné nebo v pfitomnosti
riznych koncentraci cytokint. Produkce IL-10 stimulovanymi B lymfocyty byla méfena
pomoci ELISA testu. Testované cytokiny kromé IL-12 a TGF-B signifikantné zvySovaly
produkci IL-10 B lymfocyty oproti nestimulovanym B lymfocytim (Obrazek ¢. 4). Stimulace
LPS vsak vedla k radové vyssi produkcei IL-10 B lymfocyty oproti stimulaci pouze cytokiny.
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Obrazek ¢&. 4: Efekt rliznych koncentraci cytokind na produkci IL-10 B lymfocyty. Separované
B lymfocyty byly kultivovany 72 hodin v ptitomnosti riznych koncentraci 1L-4 (A), IL-6 (B), IL-12 (C),
IL-21 (D), IFN-y (E) nebo TGF-B (F) a ELISA testem byla méfena produkce IL-10. Data ptedstavuji
aritmetické praméry + SD ze 2 nezavislych pokusa (*P < 0,05; **P < 0,01, ***P < 0,001

oproti nestimulovanym B lymfocytim).

Separované B lymfocyty byly rovnéz kultivovany 72 hodin v piitomnosti LPS a
riznych koncentraci cytokint. Produkce IL-10 stimulovanymi B lymfocyty byla méfena
pomoci ELISA testu. Z testovanych cytokini pouze IFN-y signifikantné zvySoval produkci
IL-10 u B lymfocytd stimulovanych LPS. K signifikantnimu snizeni produkce IL-10
B lymfocyty vedla stimulace LPS v piitomnosti IL-21 nebo TGF- (Obrazek ¢. 5).
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Obrazek ¢. 5: Efekt LPS a rtznych koncentraci cytokini na produkci IL-10 B lymfocyty. Separované
B lymfocyty byly kultivovany 72 hodin v ptitomnosti LPS a IL-4 (A), IL-6 (B), IL-12 (C), IL-21 (D),
IFN-y (E) nebo TGF-p (F) a ELISA testem byla méfena produkce IL-10. Data ptedstavuji aritmetické
praméry + SD ze 2 nezavislych pokust (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 oproti B lymfocytim

stimulovanym LPS).

6.3. Efekt cytokini na procento B lymfocyti produkujicich

IL-10

Separované B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin v pfitomnosti LPS a cytokind.
Procento B lymfocyta produkujicich IL-10 bylo méfeno pomoci pritokové cytometrie a
intracelularniho znaceni 1L-10. Pasobeni LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y vedlo
k signifikantnimu zvySeni procenta B lymfocytli produkujicich IL-10. Pisobeni LPS
v ptitomnosti IL-21 nebo TGF-f vedlo ke snizeni procenta B lymfocyti produkujicich IL-10
(Obrazek ¢&. 6 a Obrazek ¢&. 7). Dale bylo méfeno procento B220°CD23™ B1 lymfocytd a
B220°CD23" B2 lymfocytii, které produkovaly IL-10 po stimulaci LPS a cytokiny
(Obrazek ¢. 8).
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Obrazek ¢. 6: Representativni dotploty ukazujici efekt LPS a cytokin na procento B lymfocyti

produkujicich IL-10. Separované B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin bez stimulace (A), v pfitomnosti
LPS (B) a v piitomnosti LPS a IL-12 (C), IL-21 (D), IFN-y (E) nebo TGF-B (F). Procento B lymfocyti

produkujicich I1L-10 bylo méfeno pomoci pritokové cytometrie. Uveden je jeden vysledek ze 3 nezavislych

pokus.
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Obrazek ¢ 7: Efekt LPS a cytokind na procento B lymfocytd produkujicich IL-10. Separované

B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin v ptitomnosti LPS a cytokint, procento B lymfocytti produkujicich

IL-10 bylo méfeno pomoci pritokové cytometrie. Data predstavuji aritmetické praméry + SD

ze 3 nezavislych pokust (*P < 0,05; **P < 0,01 oproti B lymfocytim stimulovanym LPS).
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Obrazek ¢. 8: Efekt LPS a cytokind na procentualni zastoupeni B1 a B2 lymfocyti produkujicich IL-10.
Separované B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin v pfitomnosti LPS a cytokind, procento
B220°CD23" B1 lymfocyt produkujicich IL-10 (A) nebo B220"CD23" B2 lymfocytii produkujicich IL-10
(B) bylo méfeno pomoci prutokové cytometrie. Data predstavuji aritmetické praméry + SD

ze 3 nezavislych pokusu (*P < 0,05; **P < 0,01 oproti B lymfocytim stimulovanym LPS).

6.4. Fenotyp stimulovanych B lymfocyti
Separované B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin v pfitomnosti LPS a cytokind.

Nasledné byly fenotypové charakterizovany pomoci pratokové cytometrie za ucelem urceni
vlivu stimulace LPS a danym cytokinem na expresi povrchovych znakt B lymfocyti.

Plsobeni LPS v piitomnosti IL-21 nebo IFN-y vedlo k signifikantnimu zvySeni
procenta B220°CD23" B1 lymfocytl, pisobeni LPS v piitomnosti TGF-p vedlo
k signifikantnimu snizeni procenta B1 lymfocyti oproti B lymfocytim stimulovanym pouze
LPS (Obrazek ¢. 9). Po stimulaci LPS v pfitomnosti IL-21 nebo IFN-y doslo
k signifikantnimu snizeni procenta B220°CD23" B2 lymfocyt, po stimulaci LPS
v piitomnosti TGF-B doslo k signifikantnimu zvySeni procenta B2 lymfocyta
oproti B lymfocytim stimulovanym LPS. Pusobenim LPS v pfitomnosti [IL-21
na B lymfocyty doslo k signifikantnimu snizeni podilu zralych B220°CD93" B lymfocyti a
vlivem LPS v pfitomnosti IFN-y na B lymfocyty doslo k signifikantnimu zvySeni procenta
téchto bunék oproti B lymfocytim stimulovanym pouze LPS. Puasobeni LPS v pfitomnosti
IL-21 nebo TGF-B vedlo k signifikantnimu snizeni procenta CD1d® B lymfocytl
oproti kontrole. Po stimulaci LPS v pfitomnosti IFN-y doslo k signifikantnimu snizeni podilu
CD5'CD1d" B lymfocytt a naopak po stimulaci LPS v ptitomnosti TGF-p doslo
k signifikantnimu zvySeni procenta téchto B lymfocytt oproti B lymfocytim stimulovanym
LPS (Obrazek ¢. 9).
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Obrazek ¢&. 9: Efekt LPS a cytokind na fenotyp B lymfocytl. Separované B lymfocyty byly kultivovany
48 hodin v pritomnosti LPS a cytokinua a byly charakterizovany pomoci pritokové cytometrie. VV populaci
CD19" B lymfocytii bylo uréeno procento B220°CD23" B1 lymfocyti (A), B220°CD23" B2 lymfocyti (B),
zralych B220°CD93" B lymfocytii (C), nezralych B220°CD93" B lymfocytti (D), CD1d" B lymfocyti (E) a
CD5'CD1d" B lymfocytii (F). Data predstavuji aritmetické priméry + SD ze 3 nezavislych pokust
(*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 oproti B lymfocytlim stimulovanym LPS).
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6.5. Efekt cytokind na expresi geni pro FasL a PD-L1

ve stimulovanych B lymfocytech

Separované B lymfocyty byly kultivovany 48 hodin v pfitomnosti LPS a cytokind.
Genova exprese FasL a PD-L1 molekul byla méfena pomoci RT-PCR. Stimulace pomoci LPS
v piitomnosti IFN-y u B lymfocyti zvySovala genovou expresi FasL a PD-L1. Stimulace LPS
a ostatnimi cytokiny neovlivnila genovou expresi testovanych inhibi¢nich povrchovych
molekul (Obrazek ¢. 10).

A B
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relativni exprese genu

Obrazek €. 10: Efekt LPS a cytokint na expresi gent v B lymfocytech. Separované B lymfocyty byly
kultivovany 48 hodin v ptitomnosti LPS a cytokintl a pomoci RT-PCR byla méfena relativni exprese genu
pro FasL (A) a PD-L1 (B). Data piedstavuji aritmetické praméry + SD ze 3 nezavislych pokusi
(**P < 0,01 oproti B lymfocytim stimulovanym LPS).

6.6. Efekt cytokini na proliferaci B lymfocyti

Proliferace B lymfocyti stimulovanych cytokiny nebo LPS a cytokiny byla méfena
proliferatnim testem vyuzivajicim WST-1 ¢inidlo. Kultivace bunék s IL-4 signifikantné
zvySovala proliferaci B lymfocyti oproti nestimulovanym B lymfocytim. V dal$im pokusu
byly B lymfocyty kultivovany spole¢né s LPS a cytokiny. Stimulace LPS v pfitomnosti IL-4
signifikantn¢ zvySovala proliferaci B lymfocytd, stimulace LPS v pfitomnosti IFN-y nebo
TGF-p proliferaci B lymfocytu signifikantné snizovala oproti B lymfocytim stimulovanym
LPS (Obrazek ¢. 11).
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Obrazek ¢. 11: Efekt cytokint nebo LPS a cytokina na proliferaci B lymfocyti. Separované B lymfocyty
byly kultivovany 72 hodin s cytokiny (A) nebo LPS a cytokiny (B), jejich proliferace byla métena
proliferaénim testem vyuzivajicim WST-1 ¢inidlo. Data predstavuji aritmetické praméry + SD
ze 3 nezavislych pokusi. Hodnoty B lymfocytd stimulovanych cytokiny jsou srovnavany
s nestimulovanymi B lymfocyty, hodnoty B lymfocytt stimulovanych LPS a cytokiny jsou srovnavany
s B lymfocyty stimulovanymi LPS (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

6.7. Charakterizace adherentnich peritonealnich bunék

Postup piipravy adherentnich peritonedlnich bunék dokumentuji fluorescenéné znacené
mikroskopické preparaty. Byly piipraveny 3 typy preparati piedstavujici 3 hlavni kroky
ptipravy adherentnich peritonealnich bunék: peritonealni buinky pied oplachem
neadherentnich peritonealnich buné€k, dale adherentni peritonealni bunky po oplachu
neadherentnich peritonedlnich bunék a adherentni peritonedlni buniky po pisobeni
stimulovanych B lymfocytu.

Bunky ziskané vyplachem peritonealni dutiny byly kultivovany po dobu 24 hodin,
nasledné fixovany a znaCeny (Obrazek ¢. 12A). Dale byly tyto buiky oplachnuty
od neadherentnich peritonealnich buné¢k, fixovany a znaceny (Obrazek ¢. 12B). Adherentni
peritonealni bunky byly kultivovany po dobu 48 hodin s B lymfocyty stimulovanymi LPS,
po inkubaci byly B lymfocyty odmyty, adherentni peritonealni bunky byly fixovany a
znaCeny (Obrazek ¢. 12C). Bunky byly barveny DAPI, ktera zna¢i bunétna jadra, a
protilatkou proti F4/80 molekule, ktera predstavuje znak makrofagti (Austyn and Gordon
1981).
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Obrazek ¢. 12: Charakterizace peritonealnich bunék. Bunky ziskané vyplachem peritonealni dutiny byly
kultivovany 24 hodin (A) a po oplachu byla ziskana populace adherentnich peritonealnich bunék (B).
Adherentni peritonealni bunky byly kultivovany 48 hodin s B lymfocyty stimulovanymi LPS a nasledné
byly B lymfocyty odmyty (C). Buiiky byly znateny DAPI (modrd) a protilatkou proti F4/80 molekule

(Cervena). ZvétSeni 400x.

6.8. Priukaz funkéni aktivity stimulovanych B lymfocyti

6.8.1. Fenotyp T lymfocytu
Separované T lymfocyty byly charakterizovany pomoci pritokové cytometrie
k ovéfeni ucinnosti jejich separace ze suspenze slezinnych bunék pomoci Separace
na nylonové vate.
Bylo zjisténo, ze populace separovanych T Ilymfocyti obsahovala pfiblizné
91 % CD3" bunék, 56 % CD4" bunék a 33 % CD8" bunék (Obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢&. 13: Fenotypova charakterizace T lymfocyti. T lymfocyty separované na nylonové vaté byly
charakterizovany za ucelem ovéfeni G¢innosti separace. Byla analyzovana pfitomnost povrchovych znaka

CD3, CD4 a CD8 na suspenzi T lymfocytu. Uveden je jeden vysledek ze 3 nezavislych pokusu.

6.8.2. Vliv ovlivnénych makrofagi na proliferaci T lymfocyti

Funk¢ni aktivita stimulovanych B lymfocytu byla zjistovana pomoci in vitro modelu
proliferace aktivovanych T lymfocytd v pfitomnosti adherentnich peritonedlnich bunck
ovlivnénych Bregs. Adherentni peritonealni bunky byly ovlivnény stimulovanymi
B lymfocyty. A nasledné tyto adherentni peritonealni buiiky ptisobily na T lymfocyty znacené
CFSE a stimulované ConA. Po 72 hodinach kultivace byla métena proliferace T lymfocyta
pratokovou cytometrii na zakladé snizovani intenzity fluorescence CFSE.

Samotné neovlivnéné adherentni peritonealni bunky nestimulovaly T lymfocyty
k proliferaci. K proliferaci T lymfocyti byla nezbytna soucasna stimulace pomoci ConA.
Populace T lymfocytti s nejvyssi intenzitou fluorescence piedstavuje populaci T lymfocyti,
ktera neproliferovala, kazda nasledujici populace s nizsi intenzitou fluorescence CFSE
znazornuje jedno rozdé€leni ptivodni bunky (Obrazek ¢. 14).

Adherentni peritonealni buiiky ovlivnéné riizné stimulovanymi B lymfocyty ptisobily
rozdilné na proliferaci T lymfocytt zna¢enych CFSE. Pisobeni B lymfocytt stimulovanych
LPS v pfitomnosti 1L-12 nebo IFN-y na adherentni peritonealni bunky vedlo k naslednému
signifikantnimu snizeni proliferace T lymfocytd. Naopak pasobeni B lymfocytd
stimulovanych LPS v pfitomnosti TGF-B na adherentni peritonealni bunky vedlo
k signifikantnimu zvyseni proliferace T lymfocyti (Obrazek ¢. 15 a Obrazek ¢. 16). Intenzita
fluorescence CFSE byla pro statistickou analyzu korelovana ke kontrolnim B lymfocytim
stimulovanym pouze LPS, pro naslednou analyzu pomoci Studentova t-testu byla pouzita

Welchova korelace.
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Obrazek ¢. 14: VIiv neovlivnénych adherentnich peritonealnich bun&k na proliferaci T lymfocyto.
T lymfocyty zna¢ené CFSE byly kultivovany 72 hodin s neovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi
bunikami v nepiitomnosti (A) nebo pfitomnosti (B) ConA. Populace T lymfocytd s nejvyssi intenzitou
fluorescence CFSE piedstavuje neproliferujici T lymfocyty. Stimulace pomoci ConA je nezbytna
k proliferaci T lymfocyti (C). Data piedstavuji aritmetické praméry + SD a je uveden jeden vysledek

z 5 nezavislych pokust.
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Obrazek ¢&. 15: Representativni dotploty ukazujici vliv adherentnich peritonealnich bunék ovlivnénych
rizné stimulovanymi B lymfocyty na proliferaci T lymfocytd v pfitomnosti ConA. T lymfocyty znacené
CFSE byly kultivovany 72 hodin s ovlivnénymi adherentnimi peritonedlnimi buiikami za soucasné
stimulace ConA. Proliferace T lymfocyti byla méfena pomoci prutokové cytometrie na zakladé sniZovani
intenzity fluorescence CFSE. Adherentni peritonealni buniky byly ovliviiovany nestimulovanymi
B lymfocyty (A), B lymfocyty stimulovanymi LPS (B) nebo B lymfocyty stimulovanymi LPS a IL-4 (C),
IL-6 (D), IL-12 (E), IL-21 (F), IFN-y (G) nebo TGF-B (H). Uveden je jeden vysledek z 5 nezavislych

pokusi.
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Obrazek ¢. 16: Vliv adherentnich peritonealnich bunék ovlivnénych rtizné stimulovanymi B lymfocyty
na proliferaci T lymfocyta v ptritomnosti ConA. T lymfocyty znagené CFSE byly kultivovany 72 hodin
s ovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi butikami za soucasné stimulace ConA. Proliferace T lymfocytu
byla méfena pomoci prutokové cytometrie na zakladé snizovani intenzity fluorescence CFSE. Data
predstavuji aritmetické praméry + SD z 5 nezavislych pokust (*P < 0,05 oproti B lymfocytim

stimulovanym LPS).

6.8.3. Fenotyp proliferujicich T lymfocyti

Funk¢ni aktivita stimulovanych B lymfocyti byla zjiStovana pomoci tlumeni
proliferace aktivovanych T lymfocyti v pfitomnosti adherentnich peritonealnich bunék
ovlivnénych Bregs. Adherentni peritonealni buniky byly ovlivnény stimulovanymi
B lymfocyty. Nasledné byly adherentni peritonealni bunky spole¢né s ConA vyuzity
k ovlivnéni T lymfocytii znacenych CFSE. Po 72 hodinach kultivace byla métena proliferace
T lymfocytd priatokovou cytometrii. T lymfocyty byly pted méfenim oznaceny
monoklonalnimi protilatkami proti povrchovym znakim CD4 a CD8. Na zakladé snizovani
intenzity fluorescence CFSE byly T lymfocyty rozdéleny na populaci bunék neproliferujicich
a proliferujicich a u téchto bunék bylo dale analyzovano procento CD4" a CD8" bunék.

Adherentni peritonealni bunky ovlivnéné rizné stimulovanymi B lymfocyty
nepusobily rozdilng na proliferaci CD4" T lymfocytii. Naproti tomu pisobeni B lymfocytl
stimulovanych LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y na adherentni peritonealni bunky vedlo

k naslednému signifikantnimu snizeni proliferace CD8" T lymfocyti (Obrazek ¢&. 17).
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Obrazek €. 17: Vliv adherentnich peritonealnich bunék ovlivnénych rizné stimulovanymi B lymfocyty
na proliferujici CD4" a CD8" T lymfocyty v piitomnosti ConA. T lymfocyty znatené CFSE byly
kultivovany 72 hodin s ovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi buitkami za soucasné stimulace ConA.
Proliferace T lymfocyti byla méfena pomoci pritokové cytometrie, T lymfocyty byly pfed méfenim
ozna¢eny monoklonalnimi protildtkami proti povrchovym znakim CD4 (A) a CD8 (B). Procenta CD4" a
CD8" bundk jsou vynesena na proliferujici populaci T lymfocytd. Data piedstavuji aritmetické

praméry + SD ze 4 nezavislych pokust (*P < 0,05 oproti B lymfocyttim stimulovanym LPS).

6.8.4. Vliv stimulovanych B lymfocyti na produkci IL-17
T lymfocyty
Funkéni aktivita stimulovanych B lymfocytti byla mimo jiné zjistovana pomoci
inhibice produkce IL-17 aktivovanymi T lymfocyty. Adherentni peritonealni buniky byly
ovlivnény stimulovanymi B lymfocyty. Nasledné byly adherentni peritonealni bunky vyuzity
k ovlivnéni T lymfocytd, které byly soucasné stimulovany ConA. Po 72 hodinach kultivace
byla métena produkce I1L-17 T lymfocyty pomoci ELISA testu.
V piipad¢é ovlivnéni adherentnich peritonealnich bun¢k B lymfocyty stimulovanymi
LPS v pfitomnosti 1L-12 nebo IFN-y je patrny trend snizeni produkce IL-17 T lymfocyty.
Naopak u ovlivnéni adherentnich peritonealnich bunék B lymfocyty stimulovanymi LPS
v pritomnosti IL-21 nebo TGF-B je patrny trend zvyseni produkce IL-17 T lymfocyty
(Obrazek ¢. 18).
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Obrazek €. 18: Vliv ovlivnénych adherentnich peritonealnich bunék na produkci IL-17 T lymfocyty
v pfitomnosti ConA. T lymfocyty byly kultivovany 72 hodin s ovlivnénymi adherentnimi peritonealnimi
buitkami za soucasné stimulace ConA. Produkce IL-17 byla méfena pomoci ELISA testu. Data ptedstavuji

aritmetické prameéry + SD z 5 nezavislych pokust.

6.9. Mechanismy piisobeni ovlivhénych adherentnich

peritonealnich bunék

6.9.1. Exprese  kostimulaénich molekul u  adherentnich

peritonealnich bunék

Exprese kostimula¢nich molekul byla u adherentnich peritonealnich bunék méfena
pomoci pratokové cytometrie. Adherentni peritonealni buiky byly ovlivnény rtzné
stimulovanymi B lymfocyty. Nasledn¢ byly B lymfocyty odmyty a adherentni peritonealni
burniky byly uvolnény do suspenze roztokem EDTA a trypsinu a byly oznaceny protilatkami
proti povrchovym znakiim CD80 a CD86, jejichz exprese byla métena prutokovou cytometrii.

Ovlivnéni adherentnich peritonealnich bunék B lymfocyty stimulovanymi LPS a
vybranymi cytokiny nevedlo ke zmén¢ v expresi kostimula¢ni molekuly CD80 v porovnani
s adherentnimi peritonealnimi bunikami ovlivnénymi B lymfocyty stimulovanymi LPS.
Ovlivnéni adherentnich peritonealnich bun¢k B lymfocyty stimulovanymi LPS v pfitomnosti
IL-12 nebo IFN-y vedlo k signifikantnimu snizeni exprese povrchové molekuly CD86
na adherentnich peritonealnich bunikach. Naproti tomu ovlivnéni adherentnich peritonealnich
bunék B lymfocyty stimulovanymi LPS v pfitomnosti TGF-3 vedlo k signifikantnimu zvySeni
exprese molekuly CD86 oproti adherentnim peritonealnim buiikam ovlivnénymi B lymfocyty

stimulovanymi LPS (Obrazek ¢. 19).
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Obrazek ¢. 19: Exprese kostimulaénich molekul CD80 a CD86 u adherentnich peritoneélnich bunék.
Adherentni peritonealni bunky ovlivnéné razné stimulovanymi B lymfocyty byly oznaéeny protilatkami
proti povrchovym znakim CD80 (A) a CD86 (B). Data pfedstavuji aritmetické praméry + SD
ze 3 nezavislych pokusu (*P < 0,05; **P < 0,01 oproti B lymfocytim stimulovanym LPS).

6.9.2. Vliv stimulovanych B lymfocyta na produkci IL-6 a expresi

genu pro IL-1a adherentnimi peritonealnimi bunkami

Adherentni peritonealni buiiky byly ovlivnény B lymfocyty stimulovanymi LPS a
vybranymi cytokiny. Nasledn¢ byly B lymfocyty odmyty a adherentni peritonealni bunky
byly kultivovany 48 hodin s LPS. Produkce IL-6 adherentnimi peritonealnimi buitkkami byla
méfena pomoci ELISA testu. Genova exprese IL-1a u adherentnich peritonealnich bunék byla
métena pomoci RT-PCR.

Produkce IL-6 adherentnimi peritonealnimi bunikami byla signifikantné snizena
u bun¢k ovlivnénych B lymfocyty stimulovanymi LPS v pfitomnosti 1L-12 nebo IFN-y.
Produkce IL-6 témito buiikami byla signifikantné zvySena po kultivaci s B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti IL-21 oproti adherentnim peritonealnim bunkam
kultivovanych s B lymfocyty stimulovanymi LPS (Obrazek ¢. 20). U ovlivnéni adherentnich
peritonealnich bunék B lymfocyty stimulovanymi pouze LPS v ptitomnosti IL-12 nebo IFN-y
je patrny trend snizeni exprese genu pro IL-1o u adherentnich peritonealnich bun¢k. Naopak
u ovlivnéni adherentnich peritonealnich bunék B lymfocyty stimulovanymi LPS v pfitomnosti
IL-21 je patrny trend zvySeni exprese genu pro IL-la u téchto bunék oproti adherentnim
peritonealnim bunikam ovlivnénych B lymfocyty stimulovanymi pouze LPS (Obrazek ¢. 21).
Relativni genova exprese byla pro statistickou analyzu korelovana k hodnotam adherentnich
peritonealnich bunék kultivovanych s B lymfocyty stimulovanymi pouze LPS, pro naslednou

analyzu pomoci Studentova t-testu byla pouzita Welchova korelace.
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Obrazek €. 20: Produkce IL-6 adherentnimi peritonealnimi buitkami po ovlivnéni rizné stimulovanymi
B lymfocyty. Adherentni peritonealni buiiky byly ovlivnény B lymfocyty stimulovanymi LPS a cytokiny.
B lymfocyty byly odmyty a adherentni peritonealni buiiky byly kultivovany 48 hodin s LPS. Produkce I1L-6
u adherentnich peritonealnich bunék byla méfena pomoci ELISA testu. Data piedstavuji aritmetické

praméry + SD ze 3 nezavislych pokust (*P < 0,05 oproti B lymfocyttim stimulovanym LPS).
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Obrazek ¢ 21: Exprese genu pro IL-la u adherentnich peritonealnich bunék po ovlivnéni rizné
stimulovanymi B lymfocyty. Adherentni peritonealni buiiky byly ovlivnény B lymfocyty stimulovanymi
LPS a cytokiny. B lymfocyty byly odmyty a adherentni peritonealni buiky byly kultivovany 48 hodin
s LPS. Exprese genu pro IL-1a u adherentnich peritonealnich bunék byla méfena pomoci RT-PCR. Data

predstavuji aritmetické praiméry + SD ze 3 nezavislych pokust.
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7. Diskuze

Tato prace byla zamétena na indukci supresivnich Bregs ze slezinnych B lymfocyta
pomoci stimulace LPS a cytokiny u mysi. Zakladni charakteristickou vlastnost Bregs
predstavuje jejich schopnost produkovat IL-10 (Blair et al. 2009, Yanaba et al. 2008).
V naSem piipadé stimulace IFN-y signifikantné zvySovala produkci IL-10 u B lymfocytt
stimulovanych LPS, naopak ovlivnéni pomoci IL-21 nebo TGF-f vedlo k signifikantnimu
snizeni produkce IL-10 u B lymfocytt stimulovanych LPS. Tyto vysledky jsou v souladu
s praci, ve které byl studovan vliv cytokint na vyvoj Tregs a Bregs (Holan et al. 2014). V této
praci vSak pusobeni IL-12 signifikantné zvySovalo produkci IL-10 u stimulovanych
B lymfocytl, v naSem pfipadé stimulace IL-12 na celkovou produkci IL-10 u B lymfocytt
stimulovanych LPS neméla signifikantni vliv. Tento rozdil mohl byt zplsoben odlisSnym
izola¢nim protokolem slezinnych B lymfocyti. Pasobeni IL-21 na B lymfocyty je
Vv soucasnosti diskutabilni. Yoshizaki et al. (2012) zaznamenali, ze 1L-21 bez dalsi stimulace
u B lymfocyti zvySuje jak produkci IL-10, tak pocet B lymfocytd produkujicich IL-10.
Pozitivni vliv IL-21 na indukci Bregs popsali také Horikawa et al. (2013) a Xiao et al. (2015).
Naproti tomu Margry et al. (2014) nezaznamenali souvislost mezi pisobenim IL-21 a indukci
B lymfocyti produkujicich IL-10. V praci Holan et al. (2014) byla v ptitomnosti 1L-21
produkce IL-10 B lymfocyty stimulovanymi LPS snizena. Flores-Borja et al. (2013) popsali,
e pii pasobeni IL-21 byly pouze CD19°CD38""CD24"" B lymfocyty schopné udrzet si
svoje supresivni vlastnosti, ostatni subpopulace B lymfocyti tyto vlastnosti ztracely. Tito
autofi predpokladali, ze za rozdilnym vlivem IL-21 na B lymfocyty muze stat také
koncentrace IL-21 pouzitého ke stimulaci B lymfocyti.

Dale jsme zjistovali, zda stimulace pomoci LPS a cytokint vede ke zménam v poctu
B lymfocytd produkujicich IL-10 v populaci slezinnych B lymfocytd. U B lymfocytl
stimulovanych LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y bylo signifikantné zvySeno procento
B lymfocyti produkujicich IL-10. U stimulace LPS v ptfitomnosti IL-21 nebo TGF-$ bylo
naopak patrné snizeni podilu Bregs. Podstatna ¢ast B lymfocytd produkujicich IL-10 se
nachazela v populaci B1 bun¢k, coz ale mize byt dano soucasnou stimulaci B lymfocyti
pomoci LPS (Genestier et al. 2007). Tomu odpovida | procentualni zastoupeni B1 a B2 bunék
v kultufe stimulované LPS oproti Cerstvé izolovanym slezinnym B lymfocytim, které
vykazuji prevazn¢ fenotyp B2 bunék (Hsueh et al. 2002).

Dale jsme testovali expresi genu pro molekuly FasL a PD-L1, kde pouze stimulace

LPS v ptitomnosti IFN-y vyvolavala u B lymfocytt zvySeni exprese téchto molekul.
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Schopnost B lymfocyti stimulovanych LPS a cytokiny tlumit imunitni reakce byla
testovana na in vitro modelu stimulace T lymfocyti v pfitomnosti makrofagy ovlivnénych
B lymfocyty, které byly inkubovany s LPS a testovanymi cytokiny. Tento model byl zvolen
z duvodu vylouceni mozného vlivu B lymfocytd jako bunék presentujicich antigen
na T lymfocyty. Pisobeni B lymfocyti stimulovanych LPS v ptitomnosti 1L-12 nebo IFN-y
na makrofagy vedlo k naslednému signifikantnimu snizeni proliferace T lymfocyti. Naopak
pusobeni B lymfocytt stimulovanych LPS v pfitomnosti IL-21 nebo TGF-f na makrofagy
vedlo ke zvyseni proliferace T lymfocyti. V piipadé makrofagi ovlivnénych B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti TGF-3 bylo zvyseni proliferace T lymfocytt signifikantni.

Soucasn¢ byl zjistovan fenotyp proliferujicich T lymfocytd, u kterych bylo
analyzovdno procentudlni zastoupeni CD4" a CD8" T lymfocytl. Ovlivnéni makrofigi
pomoci B lymfocytd stimulovanych LPS a cytokiny nemélo vliv na proporci proliferujicich
CD4" T lymfocyt, na rozdil od populace proliferujicich CD8" T lymfocyti. Péisobeni
B lymfocytli stimulovanych LPS v piitomnosti IL-12 nebo IFN-y na makrofagy vedlo
k signifikantnimu snizeni procenta proliferujicich CD8" T lymfocyti. VIiv bunék
presentujicich antigen na CD8" T lymfocyty byl popsan v praci, kde u¢innost chemoterapie
zavisela na IL-10, ktery pfes snizeni exprese IL-12 u dendritickych bunék blokoval
protinadorové ptisobeni CD8" T lymfocytt (Ruffell et al. 2014).

Dale jsme u aktivovanych T lymfocytd v pfitomnosti ovlivnénych makrofagi
zjistovali jejich schopnost diferenciace v Th17 lymfocyty na zakladé méfeni produkce IL-17.
Ovlivnéni makrofagli B lymfocyty stimulovanymi LPS v ptitomnosti IL-12 nebo IFN-y vedlo
ke snizeni produkce IL-17 u T lymfocytd. Zmény ve schopnosti bun¢k presentujicich antigen
aktivovat nebo tlumit Th1/Th1l7 imunitni odpovéd byly prokazany naptiklad po pusobeni
IL-33 (Jiang et al. 2012), komplementového C1q proteinu (Clarke et al. 2015) nebo v priabéhu
infekce plisni Cryptococcus gattii (Angkasekwinai et al. 2014).

Za ucelem stanoveni moznych mechanismu ptisobeni makrofagi na T lymfocyty byla
u nich métena exprese kostimula¢nich molekul CD80 a CD86, exprese genu pro IL-1a a
produkce IL-6.

Ovlivnéni makrofagi B lymfocyty stimulovanymi LPS a cytokiny nevedlo ke zméné
v expresi kostimula¢ni molekuly CD80. Naproti tomu ovlivnéni makrofaga B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y vedlo Kk signifikantnimu snizeni exprese
povrchové molekuly CD86 na téchto bunkach. Ovlivnéni makrofagh B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti TGF-f vedlo k signifikantnimu zvySeni exprese molekuly

CD86. Molekula CD86 byla popsana jako charakteristicky znak pro prozanétlivé klasicky
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aktivované makrofagy (Wang et al. 2015). Zmény v expresi CD86 proto mohou souviset se
zménou V poctu klasicky aktivovanych makrofagii po pusobeni B lymfocytd stimulovanych
LPS v piitomnosti IL-12 nebo IFN-y, pfipadné mohlo dojit k omezeni schopnosti makrofaga
fungovat jako burky presentujici antigen.

Dalsim moznym mechanismem, kterym mohly ovlivnéné makrofagy pusobit
na reaktivitu T lymfocytd, je produkce IL-6. Produkce IL-6 byla signifikantné sniZena
u makrofagu ovlivnénych B lymfocyty stimulovanymi LPS v piitomnosti IL-12 nebo IFN-y.
Produkce IL-6 témito bunkami byla signifikantné zvySena po Kultivaci s B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti IL-21. IL-6 hraje vyznamnou roli v rozvoji Th17 imunitni
odpovédi (Koch et al. 2013). SniZzeni produkce IL-6 u makrofagli ovlivnénych B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti 1L-12 nebo IFN-y je tedy v souladu se zji$ténou snizenou
produkci IL-17 u T lymfocyti kultivovanych s témito buiitkami. Bylo popsano, ze podani
protilatky proti receptoru pro IL-6 snizovalo u pacienti se SLE aktivaci lymfocytl
(Shirota et al. 2013). Snizeni produkce IL-6 u makrofagi ovlivnénych B lymfocyty
stimulovanymi LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y se také mize podilet na tlumeni
T buné&¢né odpovedi prostiednictvim potlaceni aktivace T lymfocyta.

Dalsim studovanym mechanismem ptisobeni makrofagt na T lymfocyty byla exprese
IL-1a. Makrofagy ovlivnéné B lymfocyty stimulovanymi LPS v pfitomnosti [L-12
exprimovaly IL-1a ve snizeném mnozstvi, naopak u makrofagi ovlivnénych B lymfocyty
stimulovanymi LPS v ptitomnosti IL-21 byla exprese genu pro IL-1a zvySena. Role IL-1 byla
prokazana pii rozvoji EAE u mysi, kde IL-1 pozitivné¢ pusobil na indukci Th17 bunék
(Sutton et al. 2006). Prestoze zmény v expresi IL-la u makrofagi nebyly signifikantni,
mohou tyto rozdily souviset s ovlivnénim vyvoje Th17 lymfocytu.

Vysledky této prace ukazuji, ze stimulaci B lymfocytd pomoci LPS v ptitomnosti
IL-12 nebo IFN-y je mozné indukovat funkéni Bregs. Mezi mechanismy ptisobeni Bregs
indukovanych LPS v pfitomnosti IFN-y mize byt fazena zvySena produkce IL-10 a zvySena
exprese genu pro FasL a PD-L1. Avsak pro ovéieni, zda Bregs indukované LPS v pfitomnosti
IFN-y ke svému pisobeni vyuzivaji tyto mechanismy synergicky, bude potieba dal$iho
testovani. U Bregs indukovanych LPS v pfitomnosti IL-12 nebyl prokazan zadny
z testovanych mechanismt pusobeni, proto bude do budoucha nezbytné rozsifit Skalu
analyzovanych mechanismi moZzného plisobeni téchto bunék.

Pii testovani vlivu Bregs na makrofagy jsme ukazali, ze snizovaly u makrofagl
expresi kostimula¢ni molekuly CD86 a produkci prozanétlivého cytokinu IL-6. Tento

supresivni posun v aktivit¢ makrofagii mize nasledné ovliviiovat dalsi imunitni reakce, proto
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byl dale analyzovan efekt takto ovlivnénych makrofagi na T lymfocyty. Makrofagy
ovlivnéné indukovanymi Bregs ptispivaly k snizeni proliferace aktivovanych T lymfocytu,
specificky CD8" T lymfocytd. T lymfocyty kultivované s ovlivnénymi makrofagy také
vykazovaly snizenou produkci prozanétlivého cytokinu IL-17. Ziskané vysledky souhrnné
ukazuji, ze je mozné indukovat Bregs pomoci LPS v ptfitomnosti IL-12 nebo IFN-y a ze tyto
bunky jsou schopné prokazatelné suprimovat imunitni odpovédi. Tyto poznatky mohou mit
vyznam Pro potencialni klinické vyuziti u stavi, kde je zaddouci podpofit funk¢énost Bregs.
Pro aplikovatelnost Bregs indukovanych pomoci LPS v ptitomnosti IL-12 a IFN-y v terapii

ale musi byt provedeny dalsi studie, zejména testovani téchto Bregs v in vivo systémech.
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8. Zavér
IFN-y vyvolava u B lymfocyta stimulovanych LPS zvySenou produkci IL-10 a expresi
gend pro FasL a PD-L1. Naopak IL-21 nebo TGF-$ u B lymfocyti stimulovanych

LPS snizuje produkci IL-10. LPS v piitomnosti IL-12 nebo IFN-y zvySuje procento
B lymfocytd produkujicich IL-10.

B lymfocyty stimulované LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y snizovaly schopnost
makrofagt stimulovat proliferaci T lymfocyti. Naopak B lymfocyty stimulované LPS
v pritomnosti TGF-B zvySovaly schopnost makrofaghi stimulovat proliferaci

T lymfocyta.

Pii kultivaci T lymfocytt s makrofagy ovlivnénymi B lymfocyty stimulovanymi LPS
v piitomnosti 1L-12 nebo IFN-y doslo ke snizeni procenta proliferujicich
CD8" T lymfocytt.

Kultivace T lymfocyti S makrofagy ovlivnénymi B lymfocyty stimulovanymi LPS

Vv piitomnosti IL-12 nebo IFN-y vedla ke sniZeni produkce IL-17 u T lymfocyti.

Pisobeni B lymfocytd stimulovanych LPS v pfitomnosti IL-12 nebo IFN-y
na makrofagy vyvolalo snizeni procenta CD86"" makrofagi v kultufe, naopak
pusobeni B lymfocyti stimulovanych LPS v piitomnosti TGF-f na makrofagy
vyvolalo zvyseni procenta CD86™9" makrofagtl. Ovlivnéni makrofagti B lymfocyty

stimulovanymi LPS a cytokiny nemélo vliv na expresi kostimula¢ni molekuly CD80.

Produkce prozanétlivého cytokinu IL-6 u makrofagi byla snizena po jejich kultivaci
s B lymfocyty ovlivnénymi LPS v ptitomnosti IL-12 nebo IFN-y, naopak produkce
IL-6 byla zvysena u makrofaghi ovlivnénych B lymfocyty stimulovanymi LPS

Vv pfitomnosti 1L-21.
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