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Abstrakt: Sepse a septicky Sok jsou celosvétové hlavni pfi¢inou tmrti na jed-
notkach intenzivni péce. Cytokiny jsou dilezitymi regulatory imunitni odpovédi,
ktera hraje klicovou roli v patofyziologii sepse. Tato prace klade hlavni diraz
na prozanétlivé cytokiny, hlavné interleukin 1, interleukin 6 a TNF-a a metody
jejich detekce. Ucelem préace je porovnat nejéastéji pouzivané metody, teda imu-
nochemické metody — ELISA a ELISPOT, a stanoveni intracelularnich cytokint
pomoci pritokové cytometrie.

Klicova slova: cytokin, interleukin, sepse, imunochemické metody, pritokova cyto-
metrie

Abstract: Sepsi and septic shock are the leading causes of death in intensive care
units worldwide. Cytokines are important regulators of the immune response,
which have crucial role in sepsis pathofysiology. This work deals with proin-
flammatory cytokines mainly interleukin 1, interleukin 6 and TNF-«a and methods
of their assessment. The purpose of this work is to compare immunohistochemis-
try methods like ELISA and ELISPOT with assessment of intracellular cytokines
by flow cytometry.

Keywords: cytokin, interleukin, sepsis, immunohistochemistry methods, flow cyto-
metry

11



(1.2.1 Definice sepse| . . . . . . . . ... oL
[1.2.2 Patotyziologie sepse|. . . . . . . . . ...
[1.2.3  Iniciace imunitni odpovedy . . . . . . . . ... ... ...

2 Cytokiny|
2.1 Prozanéthivé cytokiny|. . . . . . . . ... ... ...
2.2 IL-TaTNE-al . . . ... .. ... .

[4  Prutokova cytometrie|
[4.1 Metody detekce intracelularnich cytokinal . . . . . . . . ... . ..
[4.2  Prutokova cytometrief. . . . . . . ..o Lo
[4.3 Intracelularni barveni cytokinuf. . . . . . . . .. ... ... ...
4.4 Vzorky a jejich zpracovani . . . . . . ... ... ...
[4.5 Priprava vzorku pro prutokovou cytometrii . . . . . . . . . .. ..
[4.6  Analyza vysledku . . . .. ... ... o000

[Seznam pouzite literatury|

[Seznam pouzitych zkratek]|

14
14
14
14
15
16
16

17

18

21



Uvod

Cytokiny jsou nizkomolekularni proteiny produkované bunkami imunitniho
systému, které pisobi jako zékladni regulatory imunitniho systému. Vétsina cyto-
kinti je pleiotropnich, jeden cytokin indukuje tvorbu druhého a cely systém je do
ur¢ité miry redundantni, kdy jednotlivé cytokiny mohou byt do zna¢né miry na-
hrazeny jinymi, mohou se vzajemné ovliviiovat antagonisticky i synergicky a cilové
bunky mohou stimulovat i inhibovat.

Klasifikace cytokint byly v prubéhu let opakované prepracovavany a jednotlivé
klasifika¢ni systémy zohlednovaly rtzné aspekty. Zakladnim délenim je rozdéleni
na interleukiny, chemokiny, interferony, transformujici ristové faktory, faktory
nekrotizujici nadory a faktory stimulujici kolonie. Podle funkce se cytokiny déli
uplatnujici se v humoralni imunité, cytokiny uplatnujici se v bunécéné zprostied-
kované imunité€ a na cytokiny s antivirovym ucinkem.

V této praci je kladen hlavni diraz na prozanétlivé cytokiny, zejména IL-1,
I1-6 a TNF-« a na metody jejich detekce v biologickém materidlu. (viz [Hofejsi
a kol., |2013))

Sepse, tézka sepse a septicky Sok jsou hlavnimi problémy v oblasti zdravotni
péce na celém svété. Postihuji miliony lidi kazdy rok a jejich incidence se kaz-
doro¢né zvysuje. Dle epidemiologickych studii na jednotkéach intenzivni péce je
septicky Sok nejcastéjsi pri¢inou timrti a desatou nejcastéjsi pricinou umrti v ze-
mich s vysokymi pfijmy. (viz Sweep a kol., |2007)

Cytokiny, chemokiny a riistové faktory jsou signalnimi molekulami, které zpro-
stiedkovavaji imunitni odpovéd na infekci a ¢asto jsou jejich hodnoty zvySeny
u pacientu se septickym Sokem (Sweep a kol., [2007)). Jakozto prozanétlivé i pro-
testovaném vzorku, jsou velmi slibnymi biomarkery pro urceni prognézy a pro
vyvoj novych terapeutickych metod.

Stanoveni cytokint pro diagnostické tucely lze rozdélit na in vivo, in vitro a ex
viwo. PTi in vivo detekci je pfimo stanovovana pritommnost cytokinu v krvi, jiné
télesné tekutiné nebo tkani a jako rutinni diagnostickd metoda mé jen pouze ome-
zené pouziti, jelikoz imunitni reakce probiha v riznych kompartmentech a zmény
souvisejici s jejim pribéhem se nemusi vzdy projevit na systémové trovni. (viz
Bartunkova a kol., |2011)) Cytokiny in vivo jsou velmi u¢inné jiz pfi velmi nizkych
koncentracich a jsou produkovany pouze v kratkém casovém tuseku, coz klade
velké naroky na senzitivitu metod, které jsou pouzivany k jejich detekci.

Pii in wvitro stanoveni cytokinii je bunécnd populace nejdiive stimulovana
k produkei cytokint a poté se diagnostickymi metodami zjistuje schopnost popu-
lace produkovat cytokiny.

Béhem ex vivo stanoveni jsou bunky nejprve stimulovany in vivo a poté je
produkce cytokinti stanovovana in witro. Pti téchto pokusech je periferni krev
odebrana do nesrazlivého media, kratkodobé kultivovana a nasledné je detekovana
pritomnost cytokini v supernatantu.

Pritomnost cytokint ve vzorcich mtize byt ur¢ovana pomoci fady metod, z ni-
chz nejcastéjsi je pfimé meéreni bilkovinné molekuly a pro tento tcel je nejcastéji
pouzivand metoda ELISA, které zjistuje produkci cytokinti v supernatantu. Da-



1s$imi metodami je chemiluminiscence, kdy se zjistuje pritomnost IL-10 a IL-6,
Bead Array Systém, ktery vyuziva pritokové cytometrie, ELISPOT ¢i detekce
cytokinit pomoci uréeni hladiny exprese cytokinové mRNA. (Barturkova a kol.,
2011))



1. Sepse

1.1 Zanét

Jako zanét je oznacovéana odpovéd na poruseni integrity organismu. Zanét
mohou vyvolat infek¢éni mikroorganismy (imunologicky podnét), ale také poranéni
zpusobend chemickymi ¢ fyzikalnimi vlivy nebo ischemii tkdné (neimunologicky
podnét). Odpovéd organismu na poskozeni v zavislosti na jeho rozsahu a délce
trvani mtze byt mistni, anebo celkova.

Zanétliva odpovéd probihé nejprve lokalné, kdy jsou klasické projevy zcéerve-
nani, otok, bolestivost a zvyseni mistni teploty. Po lokalni nasleduje systémova
odpoveéd, u které se lisi mira intenzity v zavislosti na rozsahu poskozeni a délce
trvani lokalniho zénétu. (Horejsi a kol., 2013)

Prvotni signaly k rozvoji zanétlivych reakci davaji degranulované tkamnové
zirné bunky, fagocyty a latky uvolnéné z poskozenych bunék. Fagocyty v misté
poskozeni za¢nou vylucovat cytokiny a jiné mediatory, které zanétlivé déje ampli-
fikuji. Pri déle trvajicim zanétu dochazi k aktivaci antigenné specifickych slozek
imunity. Antigeny uvolnéné z mikroorganismi zptsobujicich zanét se spolecné
s bunikami prezentujicimi antigen dostavaji do miznich uzlin, kde stimuluji aktiva-
ci a diferenciaci T-lymfocytu a aktivaci specifickych B-lymfocytii, ty se premeérnuji
na plazmocyty sekretujici protilatky, které napomahaji opsonizaci mikroorga-
nismi a aktivaci komplementu.

Zralé Tj-1 bunky migruji do mista zanétu, kde svymi produkty stimuluji mak-
rofagy ke zvyseni fagocytarni a cytotoxické aktivity, ktera napoméaha odstranovat
mikroorganismy a zbytky poskozenych tkani.

Systémovym projevem zanétu je horecka, kterd je zptisobena stimulaci hypo-
talamového centra termoregulace prozanétlivymi cytokiny, zejména interleukin 1
(IL-1), tumor nekrotizujici faktor (TNF') a interferon v (IFN-v).

Cytokiny produkované v misté zanétu se pii vétsim rozsahu zanétlivé reakce
dostavaji do krevniho obéhu a v jatrech stimuluji produkci sérovych proteint
akutni faze, mezi které patii C-reaktivni protein (CRP) a komplementové slozky
C3 a C4. Tyto proteiny maji opsonizac¢ni funkci a tucastni se aktivace komple-
mentu.

Béhem rozsahlejsi nebo chronické zanétlivé reakce dochazi k uvolilovani da-
Isich cytokini, které ptisobi na kostni dfen a zptisobuji novotvorbu a vyliti vétsiho
mnozstvi leukocyttl, coz vede k leukocytdze.

Pti proniknuti masivniho mnozstvi mikroorganismi do krevniho obéhu do-
chazi k tzv. septickému Soku, béhem kterého dochazi k uvolnovani velkého mnoz-
stvi riznych mediatort jako jsou cytokiny, kininy, histamin aj., které vedou k va-
zodilataci, pfi niz muze dojit k vyrazné hypotenzi ¢i obéhovému selhani. (Hofejsi
a kol., 2013)

1.2 Sepse

1.2.1 Definice sepse

Sepse je vniména jako odpovéd hostitele na napadajici patogen ¢i toxin.



V roce 1991 se konala konference organizovanid American College of Chest
Physicians (ACCP) a Society of Critical Care Medicine (SCCM), na které méla
byt stanovena jednotna a univerzalni definice sepse, coz mélo vést ke zlepSeni
a urychleni diagnoézy, 1é¢by a v neposledni radé k usnadnéni vyzkumu. Vysled-
kem této konference bylo zavedeni terminu — systemic inflammatory response
syndrome (SIRS), ktery je rozpoznavan na zdkladé znaki, které zahrnuji napfi-
klad tachypnoi, horecku ¢i hypotermii, tachykardii a leukocytozu nebo leukopenii.
SIRS muze vznikat za zanétlivych ¢i nezanétlivych podminek, kdy nezanétlivé
podminky, které vyvolavaji SIRS mohou byt naptiklad trauma, popéleniny, he-
moragicky nebo hypovolemicky Sok a pankreatitida. (viz [Jr. a kol., [1996)

Naproti tomu k diagnéze sepse je vyzadovana piitomnost infekce spolecné se
zakladnimi charakteristikami SIRS, tézka sepse je charakterizovana jako sepse
komplikovana akutni organovou dysfunkci, hypoperfizi nebo hypotenzi a miize
vést az k multiple organ dysfunction syndrome (MODS) nebo k septickému Soku.
(viz Bone a kol., [1992)

V roce 2001 se uskutecnila International Sepsis Definition Conference, jejimz
cilem bylo evaluovat predchozi definici SIRS, sepse, tézké sepse a septického Soku.
Po konferenci byl zverejnén rozsiteny seznam klinickych a biochemickych diagnos-
tickych kritérii, které 1épe reflektovaly tento komplexni chorobny stav.

1.2.2 Patofyziologie sepse

Tradi¢né je na sepsi nahlizeno jako na prehnanou systémovou prozanétlivou
reakci na invazivni mikrobialni patogen. V poslednich letech pfevazuje minéni, ze
pocatecni hyperzanétliva faze je nasledovana nebo se prekryva se stavem imuno-
suprese, oznacovanym jako septicky indukovanou imunoparalyzou (viz Hotchkiss
a Opal, 2010). Imunoparalyticky stav je charakterizovany narusenou pocatecéni
a adaptivni imunitni odpovédi a nejspise hraje klicovou roli v patogenezi posko-
zené tkané, MODS a smrti indukované sepsi.

Pocate¢ni imunitni odpovéd hraje vyznamnou roli v zahdjeni septické patofy-
ziologie a sepse se rozviji ve chvili, kdy dochazi k nerovnovaze mezi prozanétlivou
a protizanétlivou odpovédi (viz[Hansen a kol., 2011)) K aktivaci prvni linie bunééné
obrany dochézi v zavislosti na nadmérné produkci cytokint, chemokint a dalsich
zénétlivych mediatort. Cytokiny reguluji velké mnozstvi zanétlivych odpovédi
vCetné migrace bunék imunitniho systému do mista zanétu, coz je klicovy krok
k lokalizaci infekce. (Rivers a kol., [2011)

1.2.3 Iniciace imunitni odpovédi

Imunitni systém detekuje invadujici mikroorganismy pies pathogen recogni-
tion receptors (PRRs), které jsou exprimovany na epitelové bariéte, stejné jako
na burikach imunitniho systému, jako jsou dendritické bunky a makrofagy. (Akira
a kol., |2006) Specifickd rodina PRRs Toll-like receptors (TLRs) rozpoznava mik-
robialni, evolu¢né velmi konzervované motivy, nazyvané pathogen-asociated mo-
lecular patterns (PAMPs). Stimulace TLRs nebo NOD-like receptort (NLR) in-
tracelularnich PRRs spousti naslednou signalni kaskadu. Tento proces vede k ak-
tivaci jaderného transkrip¢niho faktoru NF-xB a néasleduje produkce a sekrece
cytokinti, chemokinti a NO.
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Obrazek 1.1: Iniciace imunitni odpovédi na infekci. Buniky imunitniho systému
rozpoznavaji patogeny pomoci TLRs. Vazba PAMPs, jako jsou napriklad flagelin,
LPS ¢i peptidoglykan, na TLRs spousti signalni kaskadu vedouci k aktivaci tran-
skripéniho faktoru NF-xB. NF-xB je lokalizovan v jadre, kde indukuje expresi
cytokinti a chemokint. Zdroj: |Schulte a kol.| (2013))

Bodova mutace v TLR-4 receptorech u lidi je spojend s odliSnou reakci na
LPS, coZ naznacuje, Ze zména genové sekvence muze zménit odpovéd hostitele
na environmentalni stres jako je infekce, coz mize vést k rozvoji sepse, zatimco
jindy k ni vést nemusi (viz . To ukazuje, Ze spoluprace adekvatniho
mnozstvi zanétlivé bioaktivnich molekul mtize omezit infekci a zranéni a obnovit
béznou funkci a zotaveni ze sepse. Vedle tohoto objevu je zajimavé, ze TLRs re-
guluji generaci volnych radikali, funkci makrofagi a leukocyt, moduluji syntézu
eikosanoidii, ¢imz hraji vyznamnou roli v zanétlivé odpovédi.



2. Cytokiny

Termin cytokiny popisuje skupinu malych nizkomolekularnich proteint ¢i gly-
koproteint slouzicich jako mediatory imunitniho systému. Cytokiny jsou produ-
kované leukocyty ¢i jinymi builkami a ptsobi na buiky imunitniho systému,
ale 1 na bunky mimo néj, prostfednictvim specifickych receptorti. Kromé sekre-
tovanych forem existuji a i membranové formy nékterych cytokini, které jsou
v cytoplazmatické membrané zakotveny pomoci transmembranovych proteint.
Vyhodou u membranovych cytokini je, Ze nedochazi k jejich zfedovani difuzi ani
odplavovani a je tak zajisténo jejich lokalni ptisobeni. (Hofejsi a kol., 2013)

Cytokiny ptsobi pleiotropné, ovliviiuji tedy nékolik riznych druhd bunék,
pusobi v kaskadé, jeden cytokin vyvolava produkci druhého, ¢imz se zvysuje sila
reakce a jednotlivé cytokiny mohou byt zastoupeny jinymi, systém je tedy zna-
¢né redundantni. Cytokiny ptsobi bud autokrinné, parakrinné anebo endokrinné.
Ovliviiuji tedy bud buiiku, kterou byly produkovany (autokrinni ptsobeni) nebo
bunku v tésné blizkosti (parakrinné) anebo jsou transportovany krevnim fecistém
ke vzdalenéjsim tkanim (endokrinni ptisobeni). Pfi nékterych reakcich imunitniho
systému je tfeba koordinovaného spoluptiisobeni nékolika cytokintd, zahrnuje to
slozité synergistické a antagonistické interakce, které se oznacuji jako cytokinova
sif. (Lee a Margolin, |2011)
produkuji) se poté, co bylo zjisténo, Ze jsou produkovany i jinymi bunéénymi
typy, nepouziva. Proto bylo zavedeno oznaceni interleukiny, kde byly ¢islované
v poradi, v jakém byla poznana jejich struktura. Nékteré molekuly, které mély
mezi interleukiny patfit, tam ovsem nebyly zahrnuty, coz nakonec vedlo k zavedeni
pojmu cytokiny.

Cytokiny se klasifikuji z nékolika hledisek, podle struktury, ¢i podle jejich
funkce nebo je lze rozdélit do nékolika skupin, jejichz nazvy maji spise historicky
vyznam nez funkéni. (Horejsi a kol.| [2013))

2.1 Prozanétlivé cytokiny

V 90. letech prevladala predstava, ze sepse je zptisobena uvolnénim mnozstvi
prozanétlivych cytokini jako jsou interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), in-
terleukin 12 (IL-12), tumornekrotizujici faktor oo (TNF-«), interferon-y (IFN-v)
a macrophage migration inhibitory factor (MIF). (viz |Aikawal, 1996)

Pozdéjsi vyzkumy mechanizmu sepse ukdzaly, Ze prozanétliva odpovéd je né-
factor-g (TGF-0), interleukin 10 (IL-10) a interleukin 4 (IL-4). (Junger a kol.,
1996)

Nicméné€ nebyl nalezen zadny ustaleny vzorec v genové expresi hlavnich proza-
nétlivych cytokint, coz ukazuje na to, ze hostitelskd odpovéd na sepsi nefunguje
podle jednoduchého vzorce, kde je pocateéni prozanétlivd odpovéd nasledovana
protizanétlivou odpovédi, ale je to vysoce interaktivni a dynamicky proces. Pfisné

.....

sadni vyznam v eliminaci invadujiciho patogenu. (van der Poll a van Deventer,

1999)



Hlavnimi prozanétlivymi cytokiny jsou IL-1, IL-6 a TNF-a. Jsou to molekuly,
které navozuji a posiluji kazdou zanétlivou odpovéd a jsou secernovany v poca-
tecni fazi zanétu vétsinou bunék. Jejich uc¢inek spociva v mobilizaci bunék pre-
zentujicich antigen a v aktivaci endotelovych bunék k expresi adheznich molekul.
To se projevi vyvojem a pomnozenim zanétlivych bunék, tedy leukocytd a mo-
nocytt. IL-1 a TNF také vedou k navozeni akutni faze, véetné vzniku horecky.
(Horejsi a kol., 2013)

2.2 IL-1 a TNF-«

IL-1 a TNF-a jsou nejvice studovanymi cytokiny, co se tyce sepse a jeji pato-
fyziologie. Oba dva jsou silnymi prozanétlivymi cytokiny, které jsou implikovany
v fadé infekénich ¢i neinfekénich zanétlivych onemocnénich zahrnujicich atero-
sklerézu, osteoartritidu (105-mediators of cytokine), revmatoidni artritidu a Al-
zheimerovu chorobu (viz Schulte a kol., 2013).

TNF-a je protein o molekulové hmotnosti 17 kDa, ktery neni odvozeny pouze
z aktivovanych imunitnich bunék tedy (makrofagi), ale také z neimunitnich bunék
(fibroblastl). TNF-« je uvolnény do 30 minut od iniciace a muze tak velmi brzy
regulovat imunitni odpovéd organizmu. Ptisobi pies specifické transmembranové
receptory tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1) a tumor necrosis factor re-
ceptor 2 (TNFR2), na které se vazi pfes doménu bohatou na cystein. (Locksley
a kol., 2001) Po navazani dochazi k aktivaci bunék imunitniho sytému a uvolné-
nim fady imunoregulator.

IL-1 je stejné jako TNF-a produkovany predevsim aktivovanymi makrofagy,
IL-1 se navaze na IL-1 receptor typu 1 (IL-1R1), ¢imz se spousti signalni kaskada
vedouci k aktivaci bunék imunitniho systému. IL-1 soutéZi o vazebna mista na re-
ceptoru s IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), ktery slouzi jako negativni regulator
pro IL-1 a véaze se na receptor, aniz by dochazelo k iniciaci signalizace. (O’Neill,
2008)

V organismu se vyskytuje ve dvou formach IL-1a a IL-13. Predstavuje jednu
sité, které zajistuje regulaci slozek imunitniho systému v pfipadé zanétu.

IL-1c je ve formé prekurzoru neustale v malém mnozstvi pritomny v cyto-
plazmé bunék epitelu, naproti tomu makrofdgy a monocyty vyzaduji de novo
syntézu IL-1a. Prekuzor IL-1« je zpracovan proteazou calpainem, ktera odstiihne
N-koncovou doménu za vzniku propiece cleavage product

IL-1a (pplL-1la), ten obsahuje jadernou lokalizacni sekvenci (NLS) a je trans-
lokovan do jadra, kde naseda na chromatin a funguje jako transkripc¢ni faktor.

Prekurzor IL-1a se chova jako damage associated molecular patterns (DAMP)
molekula a je rozpoznévany pattern recognition receptor (PRR) receptory na po-
vrchu bunék imunitniho systému a dava signél k tomu, Ze se v organismu vyskytuji
molekuly, které zde za béznych fyziologickych podminek pfitomny nejsou. (Cohen
a kol., |2010)

IL-1c indukuje infiltraci neutrofild do stresovych tkani a funguje tak spise
jako spoustéc¢ imunitni reakce, oproti tomu IL-15 funguje jako amplifikator zanétu
prostfednictvim stimulace makrofagu.

IL-1a prekurzor neni sekretovany klasickou sekre¢ni drahou, ale nekonvencni
sekre¢ni drahou. (Contassot a kol., [2012])

8



()

IL-1RI IL-1RACP
Signal
transduction

Cartilage breakdown and bone resorption

Release of inflammatory molecules
Fever and pain sensitization
Acute phase proteins, SAA and CRP

|! @ IL-1Ra
* L ; Rilonacept
Anakinra *
ILRI— “|L-1RACP LRI T IL-1RAGP
No signal No signal
transduction transduction

Obrazek 2.1: Navézani interleukinu 15 (IL-1/3) na IL-1R1 vede k pfenosu sig-
nalu. IL-1/ se navaze na extracelularni doménu receptoru IL-1R1, ktery interaguje
s IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP). Na komplex se navaze protein ki-
naza IL-1R1-associated kinase (IRAK) a dochézi k signalni transdukci a aktivaci
transkrip¢nich faktorti. 'V kostni dfeni IL-13 mobilizuje progenitory granulocytt
a zralé neutrofily, zvysuje tvorbu krevnich desticek a zvysuje odpovédi lymfocytt
na mitogeny a antigen, coz vede ke zhorseni zanétlivé odpovédi. V mozku IL-173
spousti IL-1 receptory v hypotalamu, dochéazi k produkci cyklooxygenazy a pro-
staglandinu E a ke vzniku horecky. Zdroj: [So a Busso (2009))

Prekurzor IL-17 je syntetizovany az po stimulaci bunék imunitniho systému
alarminy (DAMP) pies Toll-like receptory (TLR) a jeho exprese je indukovana
transkripénim faktorem nuclear factor kappa B (NF-xB). Maturovana forma
vznika po zpracovani prekurzoru cystein proteazou kaspaza 1. Kaskadu kaspazy
1 aktivuje inflamatozom, coz je proteinovy oligomer, v tomto pfipadé se jedna
o multimolekuldrni komplex NLR family, pyrin domain containing 1 (NLRP1).
(Martinon a kol., 2002)

IL-17 je stejné jako IL-1a sekretovany nekonvencni sekrecni drahou, ktera na
rozdil od klasické sekretorické drahy obchéazi endoplazmatické retikulum (ENR)
a golgiho aparat (GA). Nekonvencnich sekre¢nich drah je nékolik typt, pfi¢emz
IL-17 je translokovan pomoci sekrece zprostiedkované autofagii. Donedévna ne-
bylo jasné, jak IL-13 vstupuje do autofagosomu. Zhang et. al se zabyvali bliz§imi
detaily této drahy a zjistili, ze kdyz byla autofagie spusténa hladovénim, sekrece
IL-173 byla posilena, naopak kdyz byla autofagie inhibovana, dochéazelo k hro-
madéni IL-15 uvniti bunky a protein nemohl byt sekretovan. Prisli také na to,



ze 1L-13 neni pohlcen do stejného ttvaru jako material urceny k odstranéni, ale
vstupuje do mensich vesikli, které se proméni v autofagosom. Na IL-15 se vaze
protein HSP90, ktery mu umoznuje se translokovat do vacku a IL-15 tak spociva
v prostoru mezi vnitini a vnéjsi membranou autofagosomu. Nicméné spousta
detaild, co se sekrece IL-153 tyce jesté neni znamo a toto téma vyzaduje dalsi
vyzkum. (Zhang a kol., 2015)

2.3 IL-6

[I-6 je glykoprotein o molekulové hmotnosti 21 kDa produkovany velkym
mnozstvim bunék predevsim makrofagy, dendritickymi bunkami, lymfocyty, en-
dotelidlnimi butikami, fibroblasty a bunikami hladkych svali. Jeho produkci vyvo-
lava stimulace LPS, IL-1 a TNF-a. Zvysena koncentrace IL-6 je méfena u mnoha
akutnich stavii jako je naptriklad sepse.

Jeho funkci je aktivace T a B-lymfocytt, aktivace koagula¢niho systému, mo-
dulace hematopoezy, stimulace sekrece imunoglobinu (Ig). (Papanicolaou a kol.,
1998)

Je schopny priichodu pres hematoencefalickou bariéru a iniciace syntézy pro-
staglandinu E v hypotalamu, ktery posléze stimuluje termoregula¢ni centrum
a navozuje horecku. Jeho hlavni funkci je zprostiedkovani reakce akutni faze
a systémové reakce na zanétlivy stimul, jako je horecka, leukocytoza a uvol-
néni proteint akutni faze jako jsou feritin, fibrinogen, C-reaktivni protein (CRP)
a komponenty komplementu. (Hofejsi a kol., 2013))

IL-6 kromé zanétlivé reakce podporuje i protizanétlivou tim, ze inhibuje uvo-
1Ra, interleukin 10 (IL-10), sSTNFRs (inhibitor TNF-«a/) a kortizolu (viz Papani-
colaou a kol., 1998)).
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3. Imunochemické metody

Jsou to metody, které jsou zalozeny na interakci antigen-protilatka. Pomoci
imunochemickych metod zjistujeme, zda vzorek obsahuje specifické protilatky
proti danému antigenu. Antigen je makromolekularni latka, ktera je organismem
rozpoznana jako cizi a navozuje imunitni odpovéd. Po rozpoznani antigenu do-
chazi ke stimulaci B-lymfocytti, které se nakonec diferencuji v plazmocyty sekre-
tujici protilatky. Protilatka se poté vaze na antigen a spousti imunitni reakci.

Produkce cytokini z T-lymfocytt jako odpovéd na antigenni stimulaci mize
byt méfena bud jako celkové produkce v supernatantu pomoci metody ELISA,
¢i pomoci kvantifikace jednotlivych T-lymfocyti produkujicich cytokiny pomoci
metody ELISPOT. (Barturkova a kol., [2011)

3.1 ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je jedna z nejpouzivanéjsich
imunochemickych metod slouzicich k detekei riznych analytt (protilatek nebo
antigent). Ke znaceni protilatky se vyuzivd enzym nejcastéji kifenova peroxi-
déza) navazany na fc fragment pritlatky. Reakce enzymu se substratem se projevi
vznikem barevného produktu. Vysledna detekce intenzity barevného produktu se
stanovuje pomoci spektrofotometru.

Pro priikaz antigenii a specifickych protilatek existuji rtizné modifikace ELISA
testu.

3.1.1 Sendvicova ELISA

Pevny nosic¢, vétsinou jamka polystyrenové desticky je pokryta specifickou
protilatkou, na kterou se vyvaze antigen z vysetfovaného vzorku. Po promyti se
na antigen vaze druha protilatka, ktera je konjugovana s enzymem. Po promyti
se do jamky prida substrat, ktery reaguje s enzymem a tim zméni svoji barvu.
Vysledné zabarveni konec¢ného produktu je piimo timérné koncentraci antigenu
ve vzorku. Hodnoceni vysledku je provadi podle kalibracni kiivky ze standardi
o znamé koncentraci.

3.1.2 Neprima sendvicova ELISA

V tomto pripadé nejsou detekéni protilatky znacené enzymem, ale nesou mo-
lekulu se specifickou vazebnou kapacitou pro jinou molekulu. Jako nejcastéjsi
marker se pouziva biotin, ktery méa vazebné misto pro avidin. Po pfidani kom-
plexu avidin a enzym dochazi k jeho navazani na biotin, ¢imz vznikne enzymaticka
protilatka a to se projevi pfeménou substratu na barevny produkt.

3.1.3 Kompetitivni ELISA

Na pevny nosi¢ jsou navazany antigeny. Do jamky jsou spole¢né pridany en-
zymaticky znacené protilatky i vzorek a jsou-li ve vzorku zkoumané antigeny,
nastava kompetice o vazebna mista. Znacené protilatky se prednostné vazi na
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antigeny ve vzorku. Béhem promyvani je komplex antigen protilatka odstranén.
Oproti vySe zminénym metodam, zde se pozitivni pritkaz zkoumanych antigent
ve vzorku projevi velmi slabym nebo zadnym zabarvenim.

Velkou vyhodou této metody je jeji jednoduchost a rychlost — provedeni testu
trva 2 az 3 hodiny. ELISA metody maji dostatec¢nou specifitu a citlivost v fadu
pikogramt/mililitr diky pouzivanym protilatkam, které maji vysokou afinitu k ci-
lovym antigentim. (Toman), 2000))

3.2 ELISPOT

Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) je metoda, ktera byla pivodné vyvi-
nutéa pro detekci B lymfocytt produkujicich protilatky pro uréity antigen. Dnes uz
je vyvinuta i pro detekci T-lymfocyti produkujicich cytokiny. (Protocol Online)

Test pro cytokiny je navrzeny tak, aby umoznil zjistit pocet bunek sekretu-
jicich cytokiny v bunécné suspenzi. Vyhodou této metody je, ze detekuje pouze
aktivované T lymfocyty, tudiz uvolniovani cytokini je detekovano na trovni jed-
notlivych bunék, coz umoziuje piimé stanoveni frekvence T-lymfocyta. (ELIS-
POT)

Vyhodnoceni vysledkl je mozné provadét manualné pomoci inverzniho mik-
roskopu, ovSem pii vétsim poctu vzorkt je to casové narocné. Pii vyhodnocovani
vétsiho mnozstvi vzorki 1ze pouzit automaticky ptistroj - ELISPOT reader, ktery
vyhodnocuje vzorky na zakladé digitalni analyzy obrazu.

12



HOW ELISPOT ASSAYS WORK

Capture Antibody
{e.g. anti-cytokine)

VVVVV\—"VV

Memhrane Antigen- stlmulated T Cell

O H OO Secreted

WY WY WY VY

Unsﬁmulated Cell
Captured

WWAVE B2 AVAVAV,

Detection Antibody

WY YW RN WY

/‘T;\ Chromugen

Sefets-
Y YeToTe ™ Y Y

Obrézek 3.1: A) Polyvinil-difluoridova (PVDF) membrana je pokryta primarni
specifickou protilatkou B) Cerstvé izolované, rozmrazené & kultivované bu-
nky jsou umistény spolecné s antigeny a inkubovany, aby probéhla aktivace T-
lymfocytt specifickych pro antigen a aby byla indukovana sekrece cytokint C)
Bunky jsou vymyty z misticky a zlstava analyt navdzany na protilatky D)
Je pridana detekcni protilatka, ktera je specificka pro jiny determinant analytu.
Protilatka mtze byt bud znacena piimo, nepiimo ¢i prostiednictvim streptavidin-
biotin interakce E) Pfidéni chromogenu vede k rozvoji enzymem katalyzované
reakce v reakénim misté a misto, kde T-lymfocyt produkovat detekovany cytokin

se projevi jako barevny bod na dné jamky Zdroj:
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4. Prutokova cytometrie

4.1 Metody detekce intracelularnich cytokint

Nejvétsim problémem pii detekei intracelularnich cytokint je, ze jsou uvolino-
vany z bunék ven, ¢imz se ztraci piehled o tom, ktera bunka imunitniho systému
produkuje dany cytokin. Export proteinti se musi nejprve inhibovat a nésledné
dochézi k akumulaci cytokini ve vezikularnim aparatu. Buiiky jsou poté fixovany,
permeabilizovany a poté dochézi k priniku specifickych protilatek do kompart-

mentt (viz. [£.1)).

Activated T cells are treated with Cylokine-specifc antibodies
an Inhibitor which blocks protein Hm:ﬂlulgﬁ;ﬁ“ penetrate the call to bind
export allowing cylokines to detergents the intracedlular cytakine
accumulate in the ER molecules
AT, - o T %
, e G ) s 436 g)\
i s VL1 =y 13
O M) o % s TS
(] w1 il T ) i Ve 'P. w
\ :?:‘P'.I‘?‘..;“ i \tfip l‘?p".'ﬁ 7
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i o i e
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Obrazek 4.1: Zdroj: Janeway| (2013))

4.2 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni pristrojova metoda, ktera je vyuzivana jak
ve vyzkumnych laboratorich, tak i v klinické praxi ke stanoveni frekvence rtiznych
bunéénych populaci v krvi. Méfeny vzorek obsahuje suspenzi bunék ve fyziolo-
gickém roztoku.

Ve fluidické ¢asti pritokového cytometru je laminarni tekutina pomoci hyd-
rodynamické fokusace usmérnéna tak, aby za sebou byly popoustény jednotlivé
bunky. Fyzikalni a chemické vlastnosti bunék jsou méreny pomoci prichodu lase-
rového paprsku a na zakladé jeho odklonu jsme schopni urc¢it granularitu a velikost
bunék.

Suspenzi bunék lze oznacit monoklonélni protilatkami s navazanym fluoro-
chromem, ktery je excitovany pomoci prochazejiciho laserového paprsku. Flu-
orochrom nésledné emituje svétlo specifické vinové délky, které je detekovani
a kvantifikovani a které je pfimo imérné mnozstvi navazané protilatky.

4.3 Intracelularni barveni cytokint

Intracelularni barveni cytokint (ICS) je rozsifend metoda zalozend na pruto-
kové cytometrii, ktera detekuje produkci, resp. nartst intracelularni koncentrace
cytokintl po stimulaci. Pro intracelularni detekci je vyhodné zablokovat transport
cytokinii z buiiky pomoci inhibitort transportu proteint (Brefeldin A, monensin).
To umoznuje zadrzeni cytokini v buiice a jejich naslednou detekci pomoci speci-
fickych protilatek. (Preffer a Dombkowski, 2009)
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Flow Cytometry
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Sheath fluid _\ (stained cells in suspension)
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Obrazek 4.2: Vzorek vstupuje do pritokové komory ptivadéci jehlou. Unéseci te-
kutina je do komory vhanéna pod vyssim tlakem nez vzorek, ¢imz je docileno toho,
aby se vzorek s bunécnou suspenzi pohyboval jen v tizké centralni oblasti vod-
niho sloupce (hydrodynamické fokusace). ZuZeni a zrychleni u vytokového otvoru
komory je takové, aby v centru vodniho sloupce idedlné prochézela vzdy jedna
bunka. Na vodni sloupec poté ptisobi laserovy zdroj excitacniho svétla, jehoz
vlnova délka je nastavena tak, aby excitovala fluorochromy, kterym je bunécna
suspenze oznacena. Zdroj: [Flow Cytometry

Vzhledem k tomu, Ze pritokova cytometrie umoziiuje vybrani (tzv. gating)
zkoumaného typu bunék, lze ji aplikovat na celou bunécnou populaci, pricemz
lze ziskat podrobné informace o jejich podskupindch. K analyze pouzivame bud
plnou krev, nebo izolovanou mononuklearni frakci. Mononuklearni frakce je zis-
kéna pomoci centrifugace v hustotnim gradientu (Ficoll-Paque). (Nomura a kol.|
2008))

Vyhodami pritokové cytometrie je rychlost této metody, velké mnozstvi ana-
lyzovanych bunék a relativni finanéni nenaroc¢nost.

4.4 Vzorky a jejich zpracovani
Stanoveni bunék produkujicich cytokiny se provadi piimo ze vzorkt hepari-

nizované periferni krve. Pfi stanoveni intracelularni produkce cytokinti je tieba
vybrat stimulator podle toho, u které bunécné populace stanoveni provadime. Pro
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stimulaci T-lymfocytt k produkci cytokint se vyuziva nejcastéji kombinace phor-
bol myrystat acetatu (PMA) a ionomycinu (IM). PMA/IM je extrémné silny
stimuldtor a proto neni t¥eba pied jeho pouzitim pfidavat kostimulatory (viz
Gauduin, 2006). Ke stimulaci monocyti k produkei cytokint se pouzivaji TLR
ligandy. Pfi in vitro stimulaci je nezbytné zablokovat sekreci cytokinii promoci
inhibitorti. Nejc¢astéji se vyuziva bud Brefeldin A (BFA), ktery narusuje strukturu
a funkci GA, ¢imz inhibuje sekreci cytokint pres bunéénou membranu. Dalsim
¢asto pouzivanym inhibitorem je monensin, ktery narusuje funkci ENR, coz vede
k akumulaci cytokintt v GA a ENR (viz [Jung a kol., [1993)). Po pfidani inhibi-
torti sekrece jsou vzorky inkubovany 4-6 hodin v zavislosti na pouzité latce a na
detekovaném cytokinu a na bunécéné populaci, na které je pokus provadén.

4.5 Priprava vzorku pro prutokovou cytometrii

Zmaceni bunék monoklonalnimi protilatkami se provadi ve dvou fazich. V prvni
fazi jsou naznaceny povrchové antigeny, ve druhé fazi se provadi permeabilizace
bunék a nasledné intracelularni znaceni cytokini.

Pocet a typ pouzitych flourochromt by mél byt navrzen tak, aby byla citlivost
metody co nejvyssi. Je mozné pouzit i nékolik riznych flourochromi zaroven, kdy
kazdy z nich mtze mit stejnou excitacni, ale jinou emitujici vinovou délku, coz
umoznuje simultanni méfeni riznych parametra zaroven. Nejsilnéjsi fluorochromy
(napt. fykoerythrin (PE)) by mély byt pouzity k oznaceni proteini, které maji
nejnizsi expresi, napiiklad pro cytokiny. (Horton a kol., [2007)

4.6 Analyza vysledku

Signal, ktery vznika interakci fotoni s analyzovanymi ¢asticemi, je poté dete-
kovan dvéma zpiisoby v zavislosti na jeho hodnotach. Signal vyssi intenzity, ktery
je generovany rozptylem fotoni v pfimém sméru (tzv. forward scatter, FSC) je
meéreny fotodiodou a intenzita je pfimo timérna velikosti bunky. Signél nizsi in-
tenzity je generovany bo¢nim rozptylem (tzv. side scatter SSC) a proto je tieba
jeho intenzitu znasobit fotonasobi¢em. Intenzita paprski SSC je piimo timérna
granularite bunék. Podle FCS Ize od sebe odlisit zivé a mrtvé bunky a pomoci
SSC granulozni a agranulozni bunky. Signaly z optiky cytometru jsou prevedeny
na elektrické impulsy a dale zpracovany pocitacovym programem. PTi zpracovani
je jesté treba provést kompenzaci presvitu flourochromi a odstranit pripady, kdy
byly méfeny dvé bunky najednou. Vysledky jsou pak vyjadireny pomoci dot plot,
kde je vybrana pomoci gatovani populace buné¢k, ktera se bude dale analyzovat
pomoci dot plot histogramu, kde jsou vyneseny parametry, které jsou oblasti
vyzkumu. (Bernard))
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7. avér

I pfes roky intenzivniho vyzkumu sepse jeji patofyziologie stale neni zcela pro-
zkoumana. Z duvodu, Ze sepse je dynamicky a komplexni proces, ktery ovliviiuje
heterogenni skupinu pacientil s riznymi pfi¢inami onemocnéni, neni specifickd
anticytokinovéa lécba zatim v klinickych testech tspésna. Nicméné studie odhalily
ovsem je nutny dalsi vyzkum.

V této praci jsem se snazila porovnat nejcastéjsi metody stanoveni intracelu-
larni cytokini, zjistit jejich vyhody ¢i naopak nevyhody, porovnavala jsem hlavné
imunochemické metody s priitokovou cytometrii.

v/

ELISA metoda je citlivéjsi nez ICS a umozinuje vypocet mnozstvi produko-
cytokini v ramci jednoho experimentu. ICS je tak v soucasné dobé jedina metoda,
ktera umoznuje soucasné vypocet antigen specifickych T lymfocyti a urceni jejich
fenotypu. Probiha neustaly vyvoj novych ¢inidel a fluorochromi, jejichz pouziti
v prutokové cytometrii umoznuje ziskat tolik novych informaci, Ze jeho optiméalni
citlivost je povazovana za nevyrazny problém.
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Seznam pouzitych zkratek

ACCP
BFA
CRP
DAMP
ELISA
ELISPOT
ENR
FSC
GA
HSP90
ICS
IFN-v
Ig

IL-1
IL-10
IL-12
IL-1R1
IL-1Ra
IL-1RAcP
IL-1c
IL-15
IL-4
IL-6

IM
IRAK
kDa
LPS
MIF
MODS
mRNA
NF-«xB
NLR
NLRP1
NO
NOD
PAMPs
PE
PMA
pplL-1a
PRR
SCCM
SIRS
SSC

American College of Chest Physicians
Brefeldin A

C-reaktivni protein

damage associated molecular patterns
enzyme-linked immunosorbent assay
enzyme-linked immunospot
endoplazmatické retikulum

forward scatter

golgiho aparat

heat shock protein - protein teplotniho Soku
intracelularni barveni cytokint
interferom ~

imunoglobin

interleukin 1

interleukin 10

interleukin 12

IL-1 receptor typu 1

IL-1 receptor antagonist

IL-1 receptor accessory protein
interleukin la

interleukin 173

interleukin 4

interleukin 6

ionomycin

IL-1R1-associated kinase

kilodalton

lipopolysacharid

migration inhibitory factor

multiple organ dysfunction syndrome
mediatorova RNA

jaderny transkrip¢ni faktor kB
NOD-like receptor

NLR family pyrin domain containing 1
oxid dusnaty

nucleotide-binding oligomerization domain
pathogen-asociated molecular patterns
fykoerythrin

phorbol myrystat acetatu

prekurzor IL-1a

pattern recognition receptor

Society of Critical Care Medicine
systemic inflammatory response syndrom
side scatter
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sTNFRs inhibitor TNF-«

Ty pomocné lymfocyty

Ty-1 subpopulace pomocnych lymfocyti T,
TGF-g  tranforming growth factor-3

TLR Toll-like receptor

TLR-4  poddruh TLRs

TNFR1 tumor necrosis factor receptor 1
TNFR2 tumor necrosis factor receptor 2
TNF-a  tumornekrotizujici faktor a
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