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1. Uvop

Potrava je pro organismus zdrojem nejen nutri¢nich slozek, ale i tzv. nutri¢-
nich antigenti v ni obsaZenych. Kromé nich se s potravou dostava do organismu
velké mnoZstvi patogeni a jinych, sice nepatogennich, ale pfesto imunogennich
struktur. Ty se pak spolu s antigeny stfevni mikrofléry dostévaji do lymfoidni
tkané asociované s travici soustavou - GALT, pfedstavujici nejvétsi lymfoidni
organ lidského téla (Bencmark, 1998). Tento antigenni stimulus je potfebny pro
spravny vyvoj imunitniho systému hned po narozeni a lze ho povazovat za pfi-
rozenou formu vakcinace (GERRARD ET AL., 1976). Nespravnd nebo nedostate¢na
stimulace imunitniho systému GALT pak vede k nepfiméfenym reakcim na aler-
geny pfipadné jiné neutrdlni antigeny.

Odedavna byly zndmy v pfirodé bézné se vyskytujici potraviny (rostliny,
houby) konzumované pro své 1é¢ivé ucinky. S pfibyvajicimi znalostmi o ptso-
beni riznych nutri¢nich sloZek na organismus v nich byly objeveny latky, které
se souhrnné nazyvaji prebiotika. Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné
slozky potravy, které prospésné plisobi na zdravi hostitele selektivni stimulaci
rastu nebo aktivity jednoho druhu nebo omezeného po¢tu druhi bakterii obyva-
jicich sttevo (GissoN, RoBerrroID, 1995). Tyto latky jsou samy o sob& neimunogenni,
ale mohou mit rizné imunomodulaéni funkce.

Typickym prebiotikem je i laminarin, kterym se zabyva tato diplomova
prace. Svou strukturou se fadi mezi B-glukany, které uz nasly vyuZiti zejména
v terapii nadorovych onemocnéni, kde se daji vyuZit jako imunostimulanty pod-
porujici klasickou protinadorovou terapii. Jejich vyuZiti je bézné zejména v Ja-
ponsku, kde mé dlouhou tradici konzumace hub obsahujich ve svych sténach
B-glukan. Komeréni ptipravky obsahujici f-glukany se uz objevily i na naSem
trhu. Pasobeni pB-glukanu na imunitni systém vsak nabizi moZnost nejen tera-
peutického, ale i preventivniho vyuziti. Do poptedi zajmu se v posledni dobé
dostéavaji potraviny ¢asto obohacené pravé o imunomodula¢ni prebiotické slozky
(SALMINEN ET AL., 1998). Jejich vyuziti tkvi zejména v preventivnich programech
aplikovanych pfed ocekdvanym nédstupem sezénnich epidemickych onemocnéni
nebo by meély byt podavany rizikovym skupindm v populaci (malnutrice atd.)
(StoREY, 2004). Mimoto by meély podporovat spravny vyvoj imunitniho systému
u déti.
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Piestoze imunomodulaé¢ni plsobeni p-glukant je jiz prokdzané a bylo mno-
hokrat popsano, dosud neni pfesné zndm vliv téchto latek na nekteré slozky
a funkce imunitniho systému jako jsou B lymfocyty nebo apoptéza. Dobre po-
psané je pasobeni B-glukanu na makrofagy (ABEL ET AL., 1989; FERENCIK ET AL., 1986;
TAYLOR ET AL., 2002).

1.1  Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit na experimentalnim modelu (mys3
kmene BALB/c) vliv dlouhodobé suplementace laminarinem (f-glukan ziskany
z bunéénych stén hnédé fasy Laminaria digitata) v pitném programu ad libitum na
nize uvedené imunologické parametry, kterym nebyla ve spojeni s B-glukany za-
tim vénovana vétsi pozornost. Dlouhodoby pitny program byl zvolen z diivodu
potencidlniho vyuziti B-glukanu jako soucdsti potravin pro zvlastni tucely. Vliv
laminarinu byl studovdn zarover na neimunizovanych zvifatech i zvifatech

imunizovanych T zavislym antigenem (ov¢i erytrocyty).

Sledované parametry:
»  relativni zastoupeni T lymfocyth nesoucich antigeny CD4 a CD8
»  relativni zastoupeni celkové populace B lymfocytti a B lymfocyt

produkujicich protilatky izotypu IgM

»  relativni zastoupeni NK a NKT bunék

»  intenzita apoptézy ve sleziné u celkové populace splenocyti,
B lymfocyt a NK bunék

»  primarni imunitni odpovéd’ (kvantifikace bunék tvoficich protilatky
IgM a IgG)

»  cytotoxicka aktivita efektorovych splenocytii proti burikaAm mysi

nadorové linie YAC-1

Diplomova prace 2006 9



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Prebiotika

Je v8eobecné znamo, Ze pro zdravi ¢lovéka ma velky vyznam mikrofléra,
ktera kolonizuje stfevo. Tato bakterialni populace aktivné pfispiva k fadnému
priibéhu metabolickych procesti ve stfevé a svou pfitomnosti brani usazeni pa-
togennich bakterii. K tomu, aby se kolonizujici bakterie ve stfevé dlouhodobé
udrzely, potfebuji vhodné Ziviny, které pochazi z potravy. Ta je ale nemusi vzdy
obsahovat v mnoZstvi nebo formé, pro potteby bakterii nejvhodnéjsi. Z téchto za-
kladnich skute¢nosti vychéazi pfedstava o moznostech ovliviiovat sloZeni a akti-
vitu stfevni mikrofléry dietou, pfesnéji jejim obohacenim prebiotiky.

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovlivriuji hosti-
tele tim, Ze selektivné stimuluji riist nebo aktivitu bud’ jednoho druhu nebo vice
urcitych druhti bakterii v tlustém sttevé. Témito bakteriemi mohou byt naptiklad
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus nebo Escherichia (GissoN, RoserrolD, 1995).
Prebiotika tedy selektivné podporuji riist takovych stfevnich mikroorganismg,
které je dokazi vyuzit pro sv{j rist at uz ve formé nezménéné nebo rozstépené
(hydrolyzované). Mezi prebiotika patfi vldkniny, latky jako taniny (polymery
katechinu), ligniny, hemicelulosy, pektiny, fruktany nebo inulin (Braut, 2002;
MobriaNnsky, 2003).

Nejlépe je prozkoumdno prebiotické ptisobeni frukto-oligosacharidd, které
jsou hydrolyzovany a metabolizovany ve stfevech bakteriemi, které produkuji en-
zym fruktosidasu. Stimuluji tak hlavné rtst bakterie Bifidobacterium (napt. B. fan-
tis a adolescentis) a Lactobacillus a potlacuji riist mnoha patogentl, napt. Clostridium,
Veillonella a Klebsiella. Nerozpustna prebiotika ovliviiuji metabolismus sacharida
a lipida, zlepsuji glukosovou toleranci nebo vazi Zlucové soli, ¢imz sniZuji hla-
dinu volnych mastnych kyselin a cholesterolu v séru (MAacrarRLANE, CUMMINGS,
1991; MAcrarLANE, CuMMINGS, 1999; Fri¢, 2002; GUARNER, MALAGELADA, 2003).

2.1.1 B-glukan

Imunomodula¢né aktivni f-glukany jsou polysacharidy sloZené z rtizného
poctu glukosovych podjednotek spojenych vazbou typu f-(1,3). Jejich struktura
byva fidce vétvena vazbou B-(1,6). Jedna se tedy o homopolymery p-(1,3)-gluko-
pyranosy s nizkym stupném {3-(1,6) vétveni. Frekvence vyskytu téchto vétveni se

nazyva substitu¢ni stupen a li%i se podle konkrétniho typu glukanu.
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Obr. 1: Struktura B-(1,3)-glukanu (nahote), vétveni p-(1,6) (dole)
(podle HERRE ET AL., 2004)

B-glukany jsou v pfirodé hojné zastoupené. Jsou obsazeny pfedevsim v bu-
né¢nych sténach mnoha druht hub, kvasinek, rostlin a fas. Na rozdil od mnoha
jinych latek dostupnych v pfirodé, které vykazuji imunostimula¢ni aktivitu pouze
ve smési s dal8imi latkami, u B-glukand nedochédzi ke zméné biologické aktivity
po purifikaci (BorcHERS ET AL., 1999; BRowN a GorpoN, 2003). To umozituje jejich

vyuziti jako imunostimulanti v ¢isté a purifikované forme.

L R TR A R Fibrildrni vrstva
Vr) -"ﬁ Cl iai‘vive‘ ‘d 9“00 ) d‘ﬂ‘i iaﬂ c

VERNSENTRSSS]  Mannoprotein (40%)

B-glukan

B-glukan/Chitin (1-9%)

Plasmaticka membrana

Obr. 2: Bunééna sténa houby Candzda albzcans Obr. 3: Struktura bunécné stény
(TEM snimek, Zv. 20000x) nékterych hub
(prevzato z OnNo, 2003) (pFevzato z HERRE ET AL., 2004)

Rozpustné B-glukany v mnoha studiich prokazaly protektivni plisobeni proti
mnoha infekcim a zaroven podptirné ucinky v 1é¢bé infekénich onemocnéni (napf.
podpoteni antibiotické 1é¢by chorob zptisobenych rezistentnimi kmeny bakterif).
Experimentalné byl popsan vliv na bakterialnii protozoalni infekce Staphylococcus
aureus (CISNEROS ET AL., 1996; LIANG ET AL., 1998), Bacillus anthracis (VETVICKA ET AL.,

2002), Plasmodium berghei (KroPET AL., 1985), Leishmania major (AL TUWAURIET AL, 1987),
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Toxoplasmagondii (BOUSQUETET AL., 1988), Trypanosoma cruzi (WILLIAMSET AL., 1989) nebo
Candida albicans (AOYAGI ET AL., 1992).

V riiznych pracich bylo prokazano, ze vliv B-glukanu neni zavisly na zpa-
sobu aplikace do organismu (Mucksova kT AL., 2001). Proto se jako nejlepsi zptisob
jevi aplikace perorélni, ktera je nejméné stresujici at uZ pro experimentalni model
nebo pro klinického pacienta a zaroven umoziiuje vyuziti rozpustnych p-glukani
v preventivnich programech.

B-glukany jsou rozeznavany neadaptivni slozkou imunitniho systému jako
cizorodé struktury PAMP (JaNEway, 1992), coZ je podstatou jejich imunomodu-
la¢ni aktivity (BrowN, GorpoN, 2003). Jejich biologickad aktivita byla sledovana
v in vitro testech. Bylo prokazano, Ze maji stimula¢ni vliv na rzné slozky imu-
nitniho systému - monocyty, makrofdgy, granulocyty a NK buriky (Cook ET AL,
1977; AMINO ET AL.,, 1983; SELJELID ET AL., 1984; SUGAWARA ET AL., 1984; MORIKAWA ET
AL., 1986; Ross ET AL, 1987; SHERWOOD ET AL., 1987). B-glukany jsou v organizmu
rozpoznéavany nékolika buné¢nymi receptory. Je to napiiklad receptor TLR 2 va-
zajici B-glukan obsazeny v &astici zymosanu (BrowN, GorpoN, 2003). Pfi vazbé
zymosanu vytvaii TLR 2 funkéni par s TLR 6 a indukuje tak produkci cytokina
a chemokint (Ozinsky ET AL., 2000). Mimo zminénou vazbu TLR 2 a TLR 6 je ne-
zbytna piitomnost TLR signaliza¢ni drahy obsahujici MyD88 a NFxB (Karaoka
ET AL, 2002; YOUNG ET AL., 2001). Dalsim z receptorti vazajicich pB-glukan je napfi-
klad lactosylceramid (BrowN, GorboN, 2003). Hlavnimi receptory rozeznavajicimi
B-glukan jsou nicméné jiné dva proteiny, a to CR3 a dectin-1. Pfesny mechanis-
mus signalizace spusténé f-glukanem neni dosud pfesné popsan, ale je znamo,

Ze dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru NF«B (WAKsHULL ET AL., 1999).

2.1.2  Receptory rozeznavaijici B-glukan

2.1.2.1 Lactosylceramid

Lactosylceramid je glykosfingolipid nachdazejici se v cytoplasmatickych mem-
branach mnoha bunéénych typd. Jako receptor pro -glukan byl identifikovan
pomoci biochemické analyzy interakci mezi glukanem a izolovanymi komponen-
tami membrany lidskych leukocyti. Bylo zjisténo, Ze interakce B-glukanu s timto
receptorem muize indukovat MIP-2 a aktivaci NFkB, a mtize stimulovat zesileni
oxida¢niho vzplanuti neutrofilti a antimikrobialni funkce. Mechanismy skryté za

témito projevy jsou véak dosud nezndmé (BrowN, Goroon, 2003).
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2.1.2.2 CR3

Komplementovy receptor 3 (CR3) je protein exprimovany na burikdch mye-
loidni linie, NK burikach a nékterych lymfocytech. Receptor CR3 (CD11b/CD18)
je sloZzen ze dvou riznych podjednotek a to a,,, (CD11b) a B, (CD18) a slouzi jako
adhesivni molekula rozeznavajici endotelidlni ICAM-1 a také jako fagocyticky
receptor pro ¢astice opsonizované komplementovym proteinem iC3b (Brown,
GorpoN, 2003). CR3 obsahuje lektinovou doménu, ktera rozeznava nékteré mo-
nosacharidy a mnozstvi raznych p-glukant. Pfitomnost této domény byla po-
prvé zjisténa za pouziti inhibi¢nich monoklonéalnich protilatek a bunék pacientt
s deficienci B,-integrinu (Ross et AL., 1999).

Lektinova doména je zodpovédna za iniciaci cytotoxické reakce zavislé na
CR3. Mikroorganismy opsonizované C3 prezentuji na povrchu kromé opsoni-
za¢ni ¢astice iC3b také polysacharidy bunééné stény. To umozriuje vazbu CR3
zaroveri na opsoniza¢ni ¢astici iC3b i na B-glukan v buné¢né sténg, ktery se vaze
na lektinovou doménu. Po této dvojnasobné vazbe je fagocytéza nebo cytotoxicka
degranulace stimulovana silnéji neZ pouze po vazbé iC3b. Nepfitomnost pfislus-
nych polysacharid v bunéénych membranach Zivoc¢isnych bunék je proto divo-
dem sniZeni G¢innosti CR3-dependentni fagocyt6zy nebo i extracelularni cyto-
toxicity proti nddorovym burikdm opsonizovanym iC3b. Buriky opsonizované
¢astici iC3b se vazi pouze na I-doménu, nikoliv na lektinovou doménu CD11b.

Bylo v3ak zjisténo, Ze nizkomolekuldrni rozpustné -1,3-glukany se vazi na
tuto lektinovou doménu s vysokou afinitou a ptipravi receptor CR3 k nésledné
aktivaci cytotoxické reakce po vazbé na nadorové buriky opsonizované iC3b
(VETVICKA ET AL., 1996).

2.1.2.3 Dectin-1

Dectin-1 byl poprvé nalezen na T lymfocytech jako receptor vazajici v té dobé
jesté neidentifikovany ligand zptisobujici T buné¢nou proliferaci (ARnzumr ET AL.,
2000). Teprve pozdéji byl identifikovan jako receptor pro p-glukan (zymosan) po-
moci makrofagové cDNA (BrowN, GorpoN, 2001). Dectin-1 nese neklasickou CRD
typu C pfipojenou k transmembrénové oblasti cytoplasmatickou doménou ne-
souci ITAM.

Lidsky dectin-1 receptor je na rozdil od mysiho podroben buné¢né speci-
fickému alternativnimu sestfihu, ¢imz vznika nékolik isoforem (A - H), z nichz

funké¢ni jsou pouze dvé (A a B) (WILLMENT ET AL., 2001).
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Obr. 4: Signalizace vazbou B-glukanu (zymosan) pfes TLR2 a dectin-1
(ptevzato z BrowN, Gorbon, 2003)
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Obr. 5: Struktury mysiho a lidského dectin-1 receptoru
(varianty C-H jsou nefunkéni varianty lidského dectin-1 receptoru)
(pfevzato z HERRE ET AL., 2004)

Dectin-1 rozeznéava glukany obsahujici $-1,3 nebo -1,6 vazby a je exprimo-
van na monocytech, makrofagach a neutrofilech. V niz$i koncentraci se také vy-
skytuje na splenickych T lymfocytech a dendritickych burikach (Brown, Gorpon,
2001; TayLor et AL, 2002). Bylo zjisténo, ze dectin-1 je hlavnim receptorem pro
rozpustny i nerozpustny p-glukan na makrofagach, kde pfispiva k rozpoznani

opsonizovanych glukanovych ¢astic (BRowN ET AL, 2002). V posledni dobé bylo
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zjisténo, ze dectin-1 ovliviiuje bunéénou odpovéd’ na -glukany a produkei pro-
zanétlivych cytokint (BrowN ET AL., 2003). Aktivita B-glukanovych receptort byla
zjisténa na Sirokém spektru leukocytii véetné monocytti, makrofagii, neutrofilt
a dendritickych bunék (Czor, AusteN, 1985; GoLbmaN, 1988; REIs E SOusa ET AL., 1993;
WiLLiams, 1997).

Pomoci Northern blottingu byl dectin-1 zjistén ve vétsim mnozstvi v jatrech,
plicich, thymu, Zaludku, slezing, tenkém stfeve, ledviné a srdci (Arnzumi ET AL,
2000; BrowN, Gorpon, 2001). Pro pfesnéjsi popsani povrchové exprese dectin-1
receptoru na buné¢nych populacich rdzného organového ptivodu, byla pouZzita
pritokova cytometrie, kdy byly buriky oznaceny protilatkou 2A11 vazajici extra-
celularni doménu tohoto receptoru (TayLor ET AL. 2002). Ve sleziné byl dectin-1 na-
lezen na vice raznych typech splenocytt (HERRE ET AL., 2004), ¢imZ byl vyvracen
puvodni pfedpoklad, Ze dectin-1 je omezen pouze na dendritické buriky (Aruzumi
ET AL., 2000). Jedné se zejména o monocyty a makrofagy.

Cytometrickou analyzou periferni krve bylo zjisténo, Ze periferni neutrofily
a monocyty vykazuji vysokou hladinu exprese povrchového dectinu-1. V kostni
dieni se na rozdil od periferni krve vyskytuji dvé populace neutrofila lisicich se
v expresi dectinu-1, z nichZ jedna vykazuje silnou expresi a druha stfedné silnou
nebo slabou. Z toho Ize vyvodit, Ze se jedna o populace plné diferencovanych
a ne zcela diferencovanych neutrofild. Nejvyssi povrchova exprese dectinu-1
byla v kostni dfeni zji$téna na monocytech a makrofdgach (TAvLOR ET AL, 2002).
Vysokéa exprese tohoto receptoru byla zjidténa také na alveolarnich makrofagach,
zatimco na peritonedlnich makrofédgach se exprese zvysuje teprve po urcité dobé

kultivace in vitro (HERRE ET AL., 2004).

2.2  Nespecificka imunita

Antigenné nespecificka slozka imunitniho systému je jeho nedilnou soucésti
zajistujici udrzeni funkéni integrity vniténiho prostfedi organismu. Ma jedinec-
nou ochrannou funkei u Zivo¢ichd, u kterych neni vyvinuta adaptivni imunita, ale
zaroven pretrvala i u Zivoc¢ichd, ktefi adaptivni imunitu vyvinutou maji, véetné
¢loveéka (FEARON, LOCksLEY, 1996; PASTORET ET AL., 1998; VETVICKA, SiMa, 1998).

Nespecificka slozka imunity rozpoznavé relativné neménné molekularni
struktury, které jsou specificky pfitomny na povrchu patogenti a reaguje na né.
Tyto struktury jsou oznacovany jako molekuldrni vzory asociované s patogeny

- PAMP. Mezi takovéto molekularni vzory patfi napiiklad: lipopolysacharidy
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Gram-negativnich bakterii, bakteridlni lipoproteiny nebo peptidoglykany, dvou-
vlaknova RNA (charakteristicka pro nékteré viry), flagelin (protein bakteridlnich
bi¢ikt1), virové RNA, nemethylované CpG motivy (typické pro prokaryotickou
DNA) atd. Rozpoznéni téchto PAMP je zaji$téno mnoha rdznymi typy povr-
chovych receptori PRR imunokompetentnich bunék, které je vazi. (MebzHitoy,
JaNEway, 1997). Patti mezi né napfiklad: f2-integriny (CD11/CD18), lektiny typu
C, slozky komplementového systému (CR1/CD35, CR2/CD21), receptory makro-
fagh nebo receptor CD14, ktery kooperuje ve své funkci s transmembranovym
receptorovym proteinem TLR (ANDERsoN, 2000).

Nespecifické slozka imunitniho systému hraje zdsadni roli také v interakci
s antigeny ziskanymi z potravy. Lidska travici soustava (GIT) zpracovéava na
svém obrovském povrchu (300-400 m2) denné 1,5-2kg potravy. S potravou se do
organismu dostédva i mnozstvi mikroorganismi nesoucich mikrobidlni antigeny
véetné potencidlné patogennich, riizné imunogenni struktury a alergeny pocha-
zejici z potravy, které jsou schopny vyvolat lokalni imunitni odpovéd’ (BENGMARK,
1998). Z tohoto ditvodu se v GIT vyvinul nejvétsi imunitni organ lidského téla
- GALT (MacrarLaNE, CuMMINGs, 1991; ANDERSON, MATSUNAGA, 1996; Fri¢, 2002;
GUARNER, MALAGELADA, 2003).

GALT je vystaven neustalému pfisunu nutri¢nich antigenti i antigent konta-
minujicich mikroorganismu a sttevni mikrofléry. Zna¢ny vyznam v jejich rozpo-
znavani je v poslednich letech pfipisovan TLR proteintim, které stoji na zacatku
signaliza¢ni drahy spusténé pritomnosti antigenu z potravy. Mezi tyto anti-
geny patfi napiiklad i CpG sekvence pouZivané jako adjuvancia pti vakcinacich
(HAvasH! ET AL., 2001).

2.2.1 TLR

Rodina receptortt TLR vykazuje vysoky stuperi homologie s proteiny Toll,
vyskytujicimi se u bezobratlych a objevenych na modelu Drosophila melanogaster
(DusHay, ELDoN, 1998; Rock ET AL., 1998; Luo, ZHENG, 2000). Receptory TLR specificky
rozeznéavaji fadu molekul a struktur bakterialniho ptivodu, jako jsou CpG motivy
(TLR9), lipopolysacharidy (TLR4) nebo virov4, dvouvlaknova RNA (TLR3).

TLR proteiny jsou exprimovany mnoha riznymi butikami, ale pouze den-
dritické buiiky a makrofagy exprimuji vét$inu z nich. Dendritické buriky exis-
tuji ve dvou odlisnych populacich - myeloidni dendritické buriky (MDC) a plas-
matické dendritické buriky (PDC). Tyto populace jsou vybaveny riznymi TLR.
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MDC na svém povrchu nesou TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 a TLRS, zatimco
PDC exprimuji TLR7 a TLR9 (KruG ET AL., 2001; RissoaN ET AL., 1999; Liu ET AL., 2001;
Jarrossay ET AL., 2001; Ito ET AL., 2002). Po maturaci ztstava na povrchu dendritic-
kych bunek pouze TLR3. Exprese TLR1, TLR2 a TLR4 je v priibéhu maturace sni-
Zena (Muzio et AL., 2000; VisINTIN ET AL., 2001). TLR2 a TLR4 se u ¢lovéka objevuje
na leukocytech periferni krve (Mackman, 2000; GuHa, Mackman, 2001). Lidské
B buriky exprimuji TLR9 a TLR10 (BOURKE, ET AL., 2003).

Receptory TLR jsou soucésti velké rodiny IL-1R (receptoru pro interleukin 1)
a proto i signaliza¢ni draha vedouci od TLR je podobné té u IL-1R. Intracelularni
TIR doména TLR proteinu je asociovana s adaptorovymi proteiny MyDS88,
TIRAP/Mal (FitzGeraLp ET AL., 2001; HOrNG ET AL., 2001), TRIF, TRAM (BiN ET AL.,
2003) a Tollip (BurNs ET AL., 2000).

2.2.2  NK bunky

NK buriky patfi mezi buriky vrozené imunity. Jejich fenotyp lze charakteri-
zovat pfitomnosti nebo naopak chybénim nékterych znaki ze systému CD: CD2*,
CD3/TCR-, CD7+, CD11/CD18*, CD16*, CD56*, CD69*, CD94*, CD95*, CD122*,
CD158*, CD161*. 30-50 % NK bunék miize také nést molekulu CD8. Tato subpo-
pulace se pak nazyva NKT lymfocyty (SmMyTH ET AL., 2002; CERWENKA ET AL., 2001).
Morfologicky se NK buriky fadi mezi velké granularni lymfocyty (Kusy, FREEMAN,
1997). Nachézeji se nejen v krvi (az 15 % z celkového mnozZstvi lymfocyt), ale
i v perifernich tkanich, jatrech a placenté. Spole¢né s T lymfocyty rozpoznévaji
fadu mikrobidlnich, virovych a nddorovych antigent (TRiENCHIERI, 1989). Klidové
NK buriky cirkuluji v krvi a po aktivaci cytokiny (IL-12, IFN-a, IFN-P) infiltruji
infikovanou nebo nadorovou tkan (GLas et AL., 2000).

NK buriky na rozdil od klasickych T a B lymfocyt nenesou na svém povrchu
antigenné specificky receptor, exprimuji v8ak jiné dva typy receptorii - aktivaéni
a inhibi¢ni, na jejichZz kompetici zavisi cytotoxicka reakce. Prevazi-li aktiva¢ni
signdl, reaguji NK buriky po setkdni s buiikou cilovou cytotoxickou aktivitou.
Hlavnimi cili NK bunék jsou buriky nedostate¢né prezentujici vlastni antigeny
(expresi MHCgp I) (LANIER, PHiLLIPS, 1996; DierENBACH, RAULET, 1999; MANDELBOIM ET
AL., 1999; Su ET AL., 1998).

NK buiiky se zapojuji do ranné imunitni odpovédi (1.-3. den po infekci).
Systém zabijeni cilovych bunék je u NK stejny jako u cytotoxickych T lymfocyta

(Tc)- Dochazi k sekreci lytickych proteint a indukci apoptézy systémem mem-
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branovych proteini Fas-FasL. NK buriky jsou také schopny uplatnit buné¢nou
cytotoxicitu zavislou na protilatkach (ADCC). Tento typ imunitni odpoveédi vyza-
duje ptitomnost Fc receptorti (napi. CD16) na NK burikach, které vazi Fc ¢asti pro-
tilatek ttidy IgG, kterymi je cilova burika opsonizovana (pro piehled SCHAEDEL,
REITER, 2006). NK buriky také produkuji cytokiny a to napt. IFN-y a TNF-a (SMyTH
ET AL., 2002).

Jak jiz bylo zminéno, NK buriky nesou na svém povrchu aktiva¢ni a inhibi¢ni
receptory. Mezi aktiva¢ni receptory patfi integriny (LFA-1), receptory imunoglo-
bulinové nadrodiny (CD2, CD16, CD56, NKp30, NKp44, NKp46) a receptory lekti-
nového typu (CD69, NKRP1A, NKG2D) (LANIER, 2001). VétSina téchto aktivacnich
receptort je asociovana s transmembranovymi adaptorovymi proteiny (DAP12,
CD3%), které na své intracelularni strané nesou ITAM motivy nesouci tyrosinové
zbytky fosforylované po vazbé ligandu na receptor. Toho se téastni asociované
kinasy skupiny Src. Toto je zacatek signaliza¢ni kaskady, které se tcastni dalsi
fosforylované proteiny, a kterd vede k cytotoxické aktivité NK bunék (SMYTH ET AL,
2002; LaNig, ANNU, 1998; MORETTA ET AL., 2000).

Proti aktivadnim receptortim piisobi NK-bunééné inhibi¢ni receptory. Radi
se mezi né daldi proteiny imunoglobulinové nadrodiny (lidské KIR) a lektiny
C-typu (Ly-49 u mysi nebo CD94/NKG2A komplex u ¢lovéka) (RAJAGOPALAN ET
AL., 1995; Yokoyama, SEaMAN, 1993; GumpERz, ParHAM, 1995). Po vazbé MHCgp 1
zprosttfedkovavaji tyto receptory inhibi¢ni signély, jejichZ vysledkem je inhibice

cytotoxicity a cytokinové produkce NK burikou.

2.3 Specificka imunita

Specificka imunita je evolu¢né mladsi slozka imunitniho systému, zaloZena
na pfesném rozeznani konkrétnich - specifickych antigenti specializovanymi
burikami. Patii mezi né buriky vznikajici ze spole¢ného lymfoidniho progeni-
toru, coz jsou T-lymfocyty a B-lymfocyty (pro pfehled viz HAEN, 1995; MEDVINSKY,
Dzierzak, 1996; CUMANO ET AL., 1996; NUNEZ ET AL., 1996).

2.3.1 T lymfocyty

T lymfocyty jsou imunokompetentni buriky nezbytné pro antigenné speci-
fickou, buné¢nou i protilatkovou odpovéd. Jejich nazev je odvozen od thymu, pri-
marniho lymfoidniho orgdnu, ve kterém dochdzi k jejich diferenciaci. Na svém

povrchu nesou antigenné specificky receptor TCR. Sklada se ze dvou transmem-
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branovych fetézcti typu a a , nebo y a 6. Podle kombinace fetézcti TCR se T lym-
focyty déli na aff T a y0 T. Prevazna vétsina T lymfocytd nese na svém povrchu
aP TCR. Pouze 1-5 % nese receptor slozeny z podfetézcil y0. Antigenné specificky
TCR je na membrané T lymfocytu nekovalentné asociovan s komplexem proteinti,
ktery je nezbytny pro prenos receptorového signalu - CD3 komplex. Retézce CD3
komplexu (y, §, ¢ Q) patfi do imunoglobulinové nadrodiny a jejich intracelularni
¢ast obsahuje tzv. ITAM motiv a jsou asociovény s intraceluldrnimi kinasami sig-
nélni kaskady (Kusy, FReeMaN, 1997, Kearst T AL., 1995; CALL €T AL, 2002; EXLEY
ET AL., 1991; Hua ET AL., 1986; MARIE-CARDINE, SCHRAVEN, 1999).

2.3.1.1 aB T lymfocyty

Prekursory T lymfocytd se uz v ¢asné embryogenezi dostavaji do thymu
(resp. thymového primordia), kde dochazi k jejich diferenciaci ptisobenim thy-
mového stromatu a epitelu (Havynes, 1984). V tomto vyvojovém stadiu se vytvari
antigenné specificky receptor TCR (pfes mezistupen - tzv. pre-TCR) a korecep-
tory CD4 a CD8.

V thymu probiha negativni a pozitivni selekce thymocytt, v jejimZ dasledku
se diferencuji klony antigenné specifickych T lymfocyta. V pribéhu negativni
selekce jsou odstranény autoreaktivni klony. Nereagujici buriky pfechézeji do
dalsich diferencia¢nich stuptit. Naproti tomu pozitivni selekce vyfazuje burky,
jejichz TCR neni funkéni, a proto nejsou schopny rozeznavat MHC glykopro-
teiny, takZe selekci prochézeji jen reagujici buriky (BLaCKMAN ET AL., 1990; FINKEL
ET AL, 1991). Béhem téchto diferencia¢nich pochodii hyne v thymu az 95% bu-
nék (MEetcaLr, BrumBy, 1966; MILLER, WATsON, 1988). Selektované thymocyty pfe-
chézeji do periferie a osidluji ptisludné zony sekundérnich lymfoidnich struktur
a organu. Pfevazujici vétsina perifernich T lymfocytti nese povrchovy koreceptor
CD4* nebo CD8*. Pouze malé procento tyto molekuly exprimuje obé, nebo nao-
pak neexprimuje Zddnou (VoN BOEHMER, 1986).

CD4* T buriky rozpoznavaji MHCgp II nesouci a prezentujici fragment cizo-
rodého antigenu. Tento typ lymfocytd je oznacovan jako Ty - pomocné T buriky.
Populace Ty bunék se dale déli na Tyl a T2, které se lisi spektrem produkova-
nych cytokinti (MosMANN ET AL., 1989). Tyl buniky produkuji prozanétlivé cyto-
kiny, jako jsou IL-2, IFN-y, TNF-a nebo TNEF-B, které aktivuji makrofagy k za-
bijeni intracelularnich parazitd. Ty2 bunky produkuji napt. cytokiny IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, které reguluji izotypovy pfesmyk imunoglobulinii (ABBas ET AL., 1996).
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Vyvoj Ty bunék ve sméru Tyj1 nebo T2 je ovlivnén cytokinovym prostfedim, ve
kterém dochazi ke kontaktu mezi burikou prezentujici antigen (APC) a prekur-
sorovym stadiem Ty bunky. IL-1 a IL-12 stimuluji vyvoj bunék typu Tyl a IL-4
usmérnuje vyvoj smérem k Ty2. Tato diferenciace je rovnéz zavisla na intenzité
signdlu z APC, coz je ddno mnoZstvim prezentovaného antigenu a intenzitou
kostimulace (mnozstvi kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 na povrchu APC).
Produkty jednotlivych Ty populaci plisobi antagonisticky: IFN-y silné inhibuje
produkci T2, zatimco IL-4 inhibuje produkci Ty1.

T lymfocyty nesouci na svém povrchu koreceptor CD8 na rozdil od CD4 po-
zitivnich T lymfocyth rozeznéavaji MHCgp 1. Molekula MHC I je exprimovana na
vdech bunikédch a bunikkdm imunitniho systému prezentuje fragmenty vlastnich
proteind. Je-li burika napadena virem nebo doslo k né&jaké mutaci, prezentuje po-
moci molekuly MHC 1 i tyto nestandardni proteinové fragmenty a vyvola imu-
nitni odpoveéd’ zprostfedkovanou T lymfocyty nesoucimi koreceptor CD8 - tzv.
cytotoxické T buriky (T nebo CTL). Tyto buriky cytotoxicky zabijeji poSkozenou
buriku pfimo, bez piedchozi aktivace.

Mechanismus cytotoxické aktivity CTL je dvoji. Prvni spociva v ptisobeni
lytickych enzymf, perforinti a granzymu na cilovou butiku. Tyto latky uvolriuje
cytotoxicky T lymfocyt z cytoplasmatickych granul okamzité po kontaktu s ci-
lovou burikou. Perforin ptisobi na buriku analogicky jako komplex napadajici
membrany MAC, ktery je sou¢ésti komplementového systému a otevira cestu do
poskozené buriky dal$im proteintim, jako jsou serinové esterazy.

Druhy, pfesné lokalizovany cytotoxicky mechanismus ptsobeni Tc je re-
akce receptorové molekuly Fas a Fas ligandu (CD95 a CD95L). Fas ligand expri-
movany na povrchu T se pfimo vaZe na apoptoticky receptor Fas na povrchu
cilové buriky. Tim je spusténa signalni kaskada vedouci k apoptéze cilové buriky.
Zabijeni ptes Fas a Fas ligand neni na rozdil od perforinového systému zavislé na
intracelularni hladiné Ca2* (STERZL, 1993; BerkE, 1995; GrIFFITHS, 1995)

T lymfocyt ziskava aktiva¢ni signal nutny k buné¢né proliferaci a diferen-
ciaci na vykonné buriky po interakci TCR a koreceptoru CD4 nebo CD8 na jeho
povrchu s antigenem prezentovanym na MHC glykoproteinu prvni nebo druhé
tfidy na povrchu APC. Dale je nezbytnym signalem kostimulace zprostfedko-
vana molekulou CD28 na povrchu T lymfocytu, ktera vznika vazbou CD28 na
kostimula¢ni ligandy CD80 (B7.1) nebo CD86 (B7.2) na povrchu APC.
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2.3.1.2 yO0 T lymfocyty

T lymfocyty nesouci y& TCR spadaji pievazné do populace CD4-CD8-
(TonEGAWA, 1988). V mukéznich tkanich GIT, v kiizi a urogenitalnim traktu pred-
stavuji yOT lymfocyty az 50% vsech T lymfocyt (Haypay, 2000; CARDING ET AL.,
2002). yd TCR je funkéne blizdi imunoglobulinim nez ap TCR, protoZze vaze anti-
geny pfimou vazbou jako protilatky, z ¢ehoz vyplyva, Ze k rozpoznani antigenu
nepotfebuje pfedchozi zpracovani a vystaveni v komplexu s MHCgp na povrchu
APC (ALLISON ET AL., 2001).

Nezanedbatelna populace yd T lymfocytt byla identifikovdna ve stfevnim
epitelu. Jsou to tzv. intraepitelialni T lymfocyty, oznac¢ované jako IEL a nesou na
svém povrchu yd TCR-CD3 receptorovy komplex asociovany s homodimerem
CD8aa (Kusy, FREEMAN, 1997).

2.3.2 B lymfocyty

B Iymfocyty jsou hlavnimi butikami zprostfedkujicimi protilatkovou imu-
nitni odpovéd. Jejich nazev je odvozen od Fabriciovy bursy, ktera je primarnim
imunitnim orgdnem u ptédkd. U savci se prekursory B lymfocyt vyvijeji pre-
vazné v kostni di'eni, odkud putuji do B dependentnich zén sekundarnich lymfo-
idnich tkani a organd, kde jejich vyvoj pokrac¢uje maturaci a diferenciaci. Proces
pfemény B buné¢ného prekursoru na zraly B lymfocyt je doprovazen mnoZstvim
funké¢nich i morfologickych zmén, béhem nichz dochdzi k expresi povrchového
B lymfocytarniho receptoru BCR a dalsich molekul, jako jsou CD19, CD22 nebo
CD10 (KINKADE, 1982; NisHIKAWA ET AL., 1985; LOKEN ET AL., 1988).

BCR je hlavnim B lymfocytarnim receptorem. Je exprimovéan na vSech B lym-
focytech a je tvofen monomernim IgM nebo jinym izotypem. Pro pfenos imu-
nogenniho signalu do buriky slouzi BCR dalsi akcesorické proteiny a korecep-
tory zprosttedkovavajici signalizaci jako molekuly heterodimeru CD79a/CD79(,
které pro svou pfislusnost do imunoglobulinové nadrodiny byvaji oznacovany
jako Iga/Igp. BCR je jesté asociovan s komplementovym receptorem CR2 (CD21),
a dal3i asociovanou B specifickou molekulou CD19. Tento proteinovy komplex
prevadi signal indukovany vazbou antigenu na BCR na asociované protein-tyro-
sin kinasy skupiny Src. V pripadé, Ze je antigen opsonizovdn komplementovymi
proteiny, dochézi k zesileni signalu propojenim BCR a CR2 (CD21), ktery vaze
degrada¢ni produkt komplementového systému C3dg (CARTER ET AL., 1997; TEDDER

ET AL., 1997; FEARON ET AL., 2000; CARTER ET AL., 1991; DEMPSEY ET AL., 1996).
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B lymfocyty lze déle délit na dvé subpopulace (Bl a B2), a to na zaklade
exprese molekuly CD5. Subpopulace Bl znak CD5 exprimuje, a to bud’ konsti-
tutivné (Bla), nebo az po aktivaci (Blb). Subpopulace B2 molekulu CD5 nenese.
B1 lymfocyty exprimuji imunoglobuliny izotypu IgM spolu s komplementovym,
heterodimernim receptorem 3 (CR3, CD11b/CD18) a molekulou CD43 a nevyZza-
duji kooperaci s T lymfocyty. Plsobi jako producenti IgM protilatek proti poly-
sacharidovym antigenim. Naproti tomu B2 lymfocyty kooperaci s T burikami
vyzaduji a produkuji zejména protilatky izotypu IgG (Bjorck ET AL., 1991; MutO
ET AL., 1993; MoND ET AL., 1981; MOND ET AL., 1995; YouINoU ET AL., 1999; DeFraNCO,
2000; Su, TARAKHOVSKY, 2000).

2.3.2.1 Struktura imunoglobulinG

Molekuly sekretovanych imunoglobulind se sklddaji ze dvou tézkych a dvou
lehkych fetézci. H fetézce jsou v tzv. pantové oblasti spojeny cysteinovymi
S-S mustky (PorTer, 1960; EpeLMAN, 1970). Dalsimi dvéma disulfidickymi mastky
je ke kazdému H fetézci pfipojen jeden fetézec L. H fetézec obsahuje ¢tyti nebo
pét (IgA, IgM) domén skladajicich se ze 110-120 aminokyselin. Vysokéa variabilita
molekul imunoglobulint je ddna pfitomnosti hypervariabilnich tseki na kon-
cich Hi L fetézce (Vy a V). Tato oblast imunoglobulinu specificky vaZe antigen
(OHNO ET AL., 1984). Molekula imunoglobulinu je enzymaticky (proteolyticky) té-
pitelnd na odlidné fragmenty. Psobenim papainu se protilatka rozstépi na dva
Fab fragmenty (kazdy nese jedno vazebné misto pro antigen - je monovalentni)
a fragment Fc. Naproti tomu, ptisobenim pepsinu je protilatka rozstépena aZz pod
prvnim disulfidickym mustkem spojujicim H fetézce a vznikd Fab, fragment ne-
souci obé antigenné specificka vazebna mista (PARKE, Avis, 1964).

Existuji pouze dva typy L fetézct - k a A. Ty jsou kédovany dvéma rtiznymi
geny a strukturné se pfili§ nelidi. H fetézce definujici izotyp vysledné protilatky
jsou lokalizovdny za sebou na jediném chromosomu (u ¢lovéka ¢. 14). Jednotlivé
typy tézkych fetézcli jsou oznaceny p, 9, y;_4 @, a & Jednotlivé izotypové
ttidy charakterizované témito H fetézci jsou oznacovany IgM, IgD, IgG1-IgG4,
IgA1-IgA2 a IgE. Kromé struktury H fetézce se izotypy lisi i mnoZstvim disulfi-
dickych mustki a celkovou strukturou (Esser, RapsrucH, 1990).

Izotypy IgM a IgD jsou na povrchu B lymfocytii exprimovany v monomerni
formé jako antigenné specifické receptory BCR. Naproti tomu sekretovana forma

IgM existuje ve formé pentameru. Jednotlivé monomery jsou spojeny disulfidic-
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kymi mistky a fetézcem oznacovanym J. Vznika tak struktura obsahujici deset
antigenné specifickych vazebnych mist. Protilatkovy izotyp IgG (IgGl-IgG4) se
vyskytuje v monomerni formé a je nej¢astéj$im sérovym izotypem. Podtypy IgGl
a IgG3 mohou u ¢lovéka aktivovat komplement. IgG hraje roli pfi opsonizaci, je
hlavnim protildtkovym typem pii sekundarni imunitni odpovédi a jako jediny
izotyp miize prochézet placentarni bariérou (SimisTer, 2003).

S funkci GALT je tizce spjat izotyp IgA, ktery je ve velkém mnoZstvi sekreto-
van na povrch sliznic a tvofi jednu z hlavnich soucasti obrany proti mikroorga-
nismtm. Sekretované IgA méa formu dimeru spojenou J fetézcem a sekre¢ni kom-
ponentou (fragment transportniho Fc receptoru). Sérové IgA se vyskytuje bud’
jako monomer, dimer nebo trimer a funguje jako opsoniza¢ni ¢astice (KosHLAND,
1985; MEsTECKY, RusskL, 1997).

24 Apoptdza

Apoptéza (programovana buné¢na smrt) je fyziologicky proces, kterym jsou
eliminovany buriky béhem vyvoje nebo béhem béznych fyziologickych procesti,
jako je napf. obména tkani nebo starnuti (GoLp et AL., 1994). Naproti tomu nekréza
je patofyziologicky proces, ke kterému dochazi po expozici bunék poskozujicimu
tyzikdlnimu nebo chemickému vlivu. Apoptoticky proces je odpovédny za bu-
nécnou smrt rovnéz béhem negativni selekce pii diferenciaci imunokompetent-
nich bunék, acastni se zabijeni bunék zprostfedkovaného T lymfocyty a casto
jim zanikaji i buriky vystavené cytotoxickym vlivim, hypoxii nebo virové infekci
(SANDERSON, 1981).

Apoptotické procesy mohou byt indukovany stimulaci nékolika raznych po-
vrchovych bunéénych receptorti. Napt. receptorové molekula CD95 (Fas) po kon-
taktu se svym specifickym ligandem CD95L (FasL) indukuje apoptotickou smrt
buriky. Tento systém nazyvany ¢asto Fas/FasL je zakladnim prvkem nékolika fy-
ziologickych a patofyziologickych procesti, zejména pak cytotoxického ptisobeni
subpopulace T lymfocytii. Receptor CD95 aktivuje pfenosovou signalni drdhu
vedouci k apoptotické smrti zavislé na caspasach.

Béhem casné faze apoptézy dochdzi ke zméndm struktury plazmatické
membrany. Jednou z téchto zmén je translokace fosfatidylserinu (PS) z jeji vnitfni
vrstvy do vrstvy vnéjsi (Fapok ET AL, 1992). Tuto zménu Ize detegovat pfi stano-
veni apopt6zy vazbou Annexinu V na PS, protoZe fosfatidylserin je na vnéjsim

povrchu membrany exponovan pouze v priubéhu apoptézy (VERMES ET AL., 1995).
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Signaly vedouci k aktivaci rodiny caspas, hraji zdkladni roli v iniciaci a spus-
téni apoptézy riiznymi stimuly. V sav¢ich burikach byly identifikovany rtizné
druhy caspas. Mezi nejlépe charakterizované patfi caspasa-1 neboli ICE, ktera
byla ptivodné objevena jako cysteinova protedza zodpovédna za modifikaci mo-
lekuly interleukinu 1P (THORNBERRY, 1997, THORNBERRY, 1998).

V priibéhu procesu apoptézy dochdzi také ke zménam mitochondrialni per-
meability a uvolriuji se aktivatory proteaz specifickych pro apoptézu. Desintegrita
vnéjsi mitochondridlni membrany vede k uvolnéni cytochromu C do cytosolu,
coz je nasledovano depolarizaci vniténi mitochondridlni membrany. Dalsi mole-
kulou uvolnénou do cytoplasmy je AIF, ktery je sdim o sobé schopen indukovat
apopt6zu (ARMSTRONG, 2006).

Dal$im z charakteristickych znaka apoptézy je fragmentace DNA. Tento
ireverzibilni dé&j vedouci ke smrti buriky nastdva dfive neZ zmény v permeabi-
lit¢ plasmatické membrany (prelytickd fragmentace DNA). Tato fragmentace vy-
chézi z aktivace endogenni Ca2* a Mg?* dependentni jaderné endonukleasy, ktera
selektivné $tépi DNA v mistech mezi nukleosomalnimi jednotkami a generuje

mono- a oligonukleosomalni DNA fragmenty (Dukg, 1983).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1

VVYV VYV VYV VVVYVYYVYVYVYYVYYY

)
N

vvyyvyy

3.3

vvyyvyyvVyy

Chemikalie

agaréza (Fluka Chemie AG, §vycar5ko)

Alsievertav roztok (Biotest s.r.0.,, CR)

anti-mys$i sérum IgG (Sigma Chemical Co., USA)

azid sodny (Sigma Chemical Co., USA)

51Cr, chroman sodny (Amersham Pharmacia Biochemicals, USA)
fetalni teleci sérum (BioClot Ltd., SRN)

gentamycin (Lek Phramaceutical and Chemical Co., Slovinsko)
komplement moréeci (Fyziologickyj tistav AV, CR)

médium H MEMd (Sebac Co., SRN)

médium RPMI 1640 (Sebac Co., SRN)

L glutamin (Sevac a.s., CR)

laminarin (B-glukan) (Goemar Laboratories, St. Malo, Francie)
ovéi erytrocyty (Biotest s.r.0., CR)

scintilaéni roztok SuperMix (Wallac Oy., Finsko)

Triton X 100 (Sigma Aldrich Chemical Co., USA)

Tiirk (Sigma Aldrich Chemical Co., USA)

zelatina (Sigma Aldrich Chemical Co., USA)

chemikalie pro ptipravu roztoka (Lachema s.r.0., CR)

HCl; KCl; Na,HPO,412H,0; NaCl; NaH,PO,-2H,0; NaHCO,;; NaOH

Material

96-jamkové desticky s kulatym dnem (Costar Inc., USA)
mikrozkumavky (Alpha Inc., Velkd Britdnie)

Petriho misky pro tkaiové kultury (Gana Group s.r.0., CR)
centrifugacni zkumavky 15ml (Roth Inc., USA)

Pristroje

analytické vahy (Precisa Instrument AG, Svyjcarsko)
automatické pipety 10-5000 pl (Gilson Inc., USA)
biohazard box (Jouan Inc., Francie)

Biirkerova komurka (Meopta a.s., CR)

CO, termostat (Jouan Inc., Francie)
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v

davkovaci pipeta HandyStep (Brand, Némecko)
elektronicka pipeta Finipette (Thermo Labsystems, USA)
pratokovy cytometr BD LSR II (Becton Dickinson, USA)
scintila¢ni pocita¢ MicroBeta Trilux (Wallac Oy, Finsko)
sklenény homogenizator (Pyrex Ltd., USA)

svételny mikroskop (Opton Inc., Némecko)

tiepacka (Ika Inc., USA)

univerzalni chlazena centrifuga (Hermle AG, Francie)

Roztoky a média

Fosfat-fyziologicky roztok (PBS)

na 11 dH2O: NaCl....cooiiiiicccc, 900g
Na,HPO,12H 0 ..., 1,20g
NaH,PO,2Hy0......coiiiiiie, 023¢g

upravit pH na 7,2-74 ptfiddnim HCl nebo NaOH
Roztok pro priutokovou cytometrii (FPBS)
na 11 PBS Zelatina .......ccoovivniiniii 1g
azid sodny (NaN3z) .......cccccecvivnnieecnnnnnnes 02g
Tiirkav roztok pro poéitani bunék

nafedit Tiirkav roztok destilovanou vodou 1:5
Médium H-MEMd

na 11 roztoku: H-MEMd (10X KONC.)...ooveviieriiieeiieieennes 100 ml
gentamycin 50mg/ml...........ccocovviiinniinnnnn, 2ml
doplnit do 1000ml dH,0

upravit pH na 7,0 ptidanim 7,5% NaHCO;
Kultivaéni médium RPMI 1640

na 11 roztoku RPMI 1640 (5% kONC.) c.covevevereeiicienirrecinenes 200ml
L glutamin (3%) ........cccoceenrrciciiccce 10ml
gentamycin 50mg/ml..........cccccoceiiiniiiinnn 2ml
doplnit do 1000ml dH,O
fetalni teleci sérum (2,5%) ....cccccovveverrcvnenne 25ml

upravit pH na 74 pfidanim 7,5% NaHCO,
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»  Detekéni agarézova smés

AGATOZA ...ovvviricieiieiccee s 02g
AHyO e 16 ml
autoklavovat

pied pouzitim rozvafit 10 min. ve vodni ldzni

3.5 Linie cilovych bunék pro test cytotoxicity

NK senzitivni mys$i nadorova linie YAC-1. Buriky byly kultivovany v kulti-
vaénim médiu RPMI 1640 v CO, inkubatoru (37°C, 100% relativni vlhkost, 5%
CO,) a pasazovany po 48 hodinach.

3.6  Experimentalni model

Samice mys$iho inbredniho kmene BALB/c (AnLab s.r.o., Praha), stari 3 mé-
sice, byly chovany v akreditovaném chovu Sektoru imunologie a gnotobiolo-
gie Mikrobiologického tstavu AV CR (25 + 2°C, rel. vihkost 50-70 %; osvit 12h
(8-20 hod.), standardni mysi dieta ad libitum).

3.6.1 Skupiny experimentalnich zvirat

Zvifata byla rozdélena podle nasledujiciho schématu do ¢tyt skupin.

bez imunizace imunizace
bez T ST
6 jedinct 6 jedinct
suplementace
suplementace
laminarinem 6 jedinct 6 jedinca
(1,47 g/1 H,0)

3.7 Casové rozvrzeni experimentd
Suplementace laminarinem v preventivnim pitném programu trvala 28 dni.
Imunizace pfisludnych skupin ov¢imi erytrocyty byla provedena 5. den pred

ukondenim pokusu.

3.8 Priprava ovCich erytrocytll a imunizace
Erytrocyty byly dvakrat promyty v PBS (4800G, 5min., 21°C). My3i byly

imunizovany 0,5ml 0,5 % suspenzi ov¢ich erytrocyth intraperitonealné.
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3.9 Priprava inaktivovaného blokacniho séra pro FACS
Buriky pro pritokovou cytometrii musi byt zablokovdny inaktivovanym sé-
rem, které zabrani nespecifické vazbé protilatek zptsobujici faleSnou pozitivitu.
Pro ptipravu inaktivovaného mysiho séra byla odebrana krev tfikrét centrifu-
govana (10 000G, 10min.), aby byly odstranény vSechny buné¢né komponenty.

Ziskané sérum bylo poté inaktivovano teplem (56 °C, 30 min.).

3.10 Redéni monoklonalnich protilatek pro FACS
Vsechny pouzité monoklonélni protilatky byly nafedény v FPBS do smesi

potiebnych pro detekci jednotlivych buné¢nych populaci v nésledujicim fedicim

pomeéru.
> Skupina 1
CD3-FITC 1:40 Pharmingen, USA
CD4-PE-A647 1:200 UMG AVCR
CD8-biotin 1:400 Pharmingen, USA
CD49b (DX5)-PE 1:100 Pharmingen, USA
> Skupina 2
CD19-biotin 1:2000 BD, USA
IgM-FITC 1:200 Sigma, USA
»  Skupina3
CD19-biotine 1:2000 BD, USA
CD49%b (DX5)-PE 1:100 Pharmingen, LISA
»  Sekundarni znaceni
Streptavidin 1:200 Caltag, USA
»  Znaceni apoptozy
Annexin V-FITC 1:100 Exbio, CR

(fedéno ve vazebném pufru pro Annexin V, ptiddno ke skupiné 3)

3.11 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla zpracovana a pievedena do grafické podoby pomoci MS
Excel 2003. Byly vypocitany primérné hodnoty viech méfenych parametrt a je-
jich smérodatné odchylky. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v aplikaci
STATGRAPHICS Plus 5.0 pomoci t-testu za pouZiti nulové hypotézy, ze oba sou-
bory dat se vyznamné nelisi. K rozhodnuti o platnosti nulové hypotézy byl pou-

Zit 95% interval spolehlivosti (p < 0,05).
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4. METODIKA

4.1 Izolace a priprava slezinnych bunék

Mysi byly usmrceny cervikdlni dislokaci a byly odebrany sleziny, které byly
pfemistény do zkumavky s 5ml média H-MEMd. V tomto médiu byly sleziny
zhomogenizovany ve sklenéném homogenizatoru. Vznikld buné¢na suspenze
byla kratce zcentrifugovana na 2000G, tim doslo k odstranéni velkych necistot
a bunécna suspenze zlstala v supernatantu. Tato suspenze byla pfelita do ¢istych
zkumavek a dvakrat promyta v médiu H-MEMd. Z kazdého vzorku (kazdé zku-
mavky) bylo odebrano 100 pl a doplnéno do 2ml Tiirkovym barvicim roztokem.
Odtud pak byly obarvené buriky pipetovany do Biirkerovych komirek a poci-
tany pod svételnym mikroskopem. Dalsi fedéni vzorka zaviselo na konkrétnich

pottebach jednotlivych metod.

4.2 Prltokova cytometrie (FACS)

Pritokova cytometrie (FACS) je laboratorni metoda schopna sou¢asné cha-
rakterizovat nékolik parametri na velkém mnozstvi ¢astic v suspenzi, a to na
zaklade jejich fyzikalnich a chemickych a morfologickych vlastnosti. VyuZiti na-
Sla zejména v biomedicinskych oborech pro charakterizaci buné&¢nych populaci
(odtud cytometrie).

Priitokovy cytometr je zafizeni spojené s vykonnym pocita¢em, ktery zpro-
stfedkovava ovladani celého pfistroje. Charakterizace bunék pratokovym cyto-
metrem je zaloZena na principu méfeni svételnych rozptyl a intenzit fluores-
cence. Z toho vyplyv4, Ze pfiprava bunék pro méteni pritokovym cytometrem
spociva predevsim ve fluorescen¢nim znaceni extracelularnich nebo intracelu-
larnich znakd. Nafedéna suspenze bunék je poté v pfistroji vystifikovana ka-
librovanou tryskou a buriky jsou jedna za druhou unéaseny vysokou rychlosti
vzduchem (systém jet-in-air) v laminarnim proudu média (PBS). V ur¢itém misté
prochézi proudem média s burikami nékolik laserovych paprski o riiznych vi-
novych délkéch, které excituji rizna fluorescen¢ni barviva navdzana na znace-
nych antigenech métenych bunék. Tim, Ze je buné¢né suspenze dostate¢né na-
fedéna, je vysoka pravdépodobnost, Ze laserovym paprskem prochazi vzdy jen
jedna burika. Kromé samotnych fluorescenci se méfi rozptyl svétla a to ve dvou
smeérech. Senzor FSC méfi pfimy rozptyl a senzor SSC bo¢ni rozptyl (je umistén

v thlu 90° k laserovému paprsku). Intenzitu pfimého rozptylu lze interpretovat

Diplomova prace 2006 29



jako velikost prochazejici buriky, zatimco intenzita bo¢niho rozptylu vyjadtuje
fyzikalni vlastnosti povrchu buriky, jeji vnitfni ¢lenitost (granularitu) a optické
vlastnosti jadra a cytoplasmy.

Emitované fluorescen¢ni svétlo je méteno FL detektory umisténymi na vy-
stupech optické drahy cytometru. Jde o fotonasobice, které registruji pfichazejici
zéblesky (v momenté prichodu buriky laserovym paprskem) a méni je v elek-
trické impulsy zaznamendavané pocitacem. Vzhledem k tomu, Ze fotonasobi¢ je
schopen registrovat pouze zablesk a jeho intenzitu, ale neni schopen rozlisit jeho
barvu (vinovou délku), je tfeba pfivést k jednotlivym detektorim uz pouze jeden
typ (barvu) zableska. Toho je docileno systémem filtrd a polopropustnych zrcadel
zafazenych do optické drahy tak, aby se ke kazdému fotonasobic¢i dostaly pouze
zablesky o poZadované vlnové délce. Tento systém pak zarucuje, Ze kazdy detek-
tor bude pocitat pouze zablesky emitované jednim konkrétnim fluorescen¢nim
barvivem (fluorochromem), respektive vice barvivy emitujicimi svétlo o stejné
nebo blizké vinové délce.

Ke znaceni buné¢nych povrchovych nebo intracelularnich antigenti se vét-
Sinou pouzivaji monoklonalni protilatky konjugované s ptislusnych fluorochro-
mem. Diky jejich specifické afinité k danému antigenu je moZné zjistit nejen pocet
bunék, které dany antigen nesou (pocet zableskli na detektoru), ale i intenzitu
exprese daného antigenu (sila zéblesku). Vétsinou se vyuZivd vicebarevného
znaceni, kdy kombinace pfitomnych antigent ukazuji pfesnéji na buné¢ny typ
nez jeden samostatny antigen. V ptipadé takového znaceni je z pochopitelnych
divodd nezbytné, aby byl kazdy antigen znacen jinym fluorochromem tak, aby
se neprekryvala jejich emisni spektra. Mezi nej¢astéji pouzivané fluorochromy
patfi fluoroisothiocyanat (FITC), ktery ma absorpéni maximum pfi vinové délce
490-495nm a emituje svétlo o vinové délce 520nm a fykoerythrin (PE), ktery nej-
vice absorbuje pfi vinovych délkach 485-575 nm a emituje svétlo v ¢ervené oblasti
o vinové délce 575 nm.

Kromé monoklonélnich protilatek konjugovanych pfimo s fluorochromem se
vyuziva i dvoustupriové znaceni, kdy je s fluorochromem konjugovana az druha
protilatka vazajici se na prvni nebo lze vyuZzit protilatek konjugovanych naptiklad
se biotinem, kdy je pak fluorochrom vdzéan na streptavidin, ktery se na biotin spe-
cificky vaze. Takovychto specifickych vazeb zprosttedkovanych jinak neZ proti-
latkami se da vyuziti pti pfimém znaceni, kdy se naptiklad Annexin V specificky

vaze na fosfatidylserin ve vnéjsi vrstvé membrany apoptotickych bunék.
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4.2.1 Znaceni bunék pro FACS
Ze suspenze splenocytli v médiu bylo odebrano 5105-7,5-105 bunék do kazdé

jamky mikrotitra¢ni desticky a kulatym dnem. Desti¢ka byla zcentrifugovana na
3600G po dobu dvou minut. Peleta z bunék na dné byla rozttepana na tfepacce
a promyta 200 pl FPBS. Tento postup byl opakovan tfikrat, aby buné¢na suspenze
obsahovala co nejméné zbytkt média, a jinych necistot. Po posledni centrifugaci
byla z jamek vylita voda a pelety byly roztfepany. Desti¢ky byly umistény na led
a k bunikdm bylo na dvacet minut ptidano 10 ul 10%, teplem inaktivovaného my-
$iho bloka¢niho séra. Tento postup brani nespecifické vazbé znacenych protila-
tek. Po blokovani byly buriky jednou promyty v 200 ul FPBS a byl proveden prvni
stupen zna¢eni monoklonalni protilatkou. VSechny primarni znac¢ené protilatky
byly nafedény v FPBS do smési v pfislusném fedicim poméru (viz vyse) a pfidany
v mnozstvi 10l na roztfepanou peletu po odliti promyvaciho roztoku. Buriky
byly inkubovany s pfidanymi protilatkami 30 minut ve tmé na ledu. Po tficeti
minutach bylo do jamek ptidano 200 pl FPBS a bunky byly tfikrat promyty, aby
doslo k dokonalému odmyti v8ech nenavazanych protilétek. Po promyti nastava
druhy stuperi znaceni. Do v8ech jamek, kde se vyskytovala primarni protilatka
znacend biotinem bylo ptiddno 10pl pfislusné nafedéného znaceného streptavi-
dinu, ktery se specificky vdZze na biotin. Tento druhy znacici stupen trval opét
30 minut a desti¢ka byla umisténa na ledu ve tmeé&. Do jamek, do kterych se v da-
ném kroku neptidavala protilatka ani streptavidin bylo pfidano stejné mnozstvi
(10 pul) FPBS. Po sekundarnim znadeni byly buriky opét tiikrat promyty.

V ptipadé sledovani apoptézy pomoci Annexinu V, ktery se specificky vaze
na fosfatidylserin byly v poslednim promyvacim kroku takto znacené buiiky
promyvany pufrem pro vazbu Annexinu V. Annexin V se fedi v pfislusném po-
méru ve specidlnim pufru a byl pfidan stejné jako protilatky v mnozstvi 10pl
na promyté buriky. Inkubace trvala 15 minut. Po tomto poslednim kroku bylo
do vsech jamek doplnéno mnozstvi FPBS nebo vazebného pufru pro Annexin V
pozadované pro analyzu na pratokovém cytometru (20 pl). Deset minut pfed mé-
fenim bylo ke vem bunkam pfidano 10pl barviva HOECHST 33258 fedéného
na vyslednou koncentraci 0,1 pg/ml, které se vaZze do jadra poskozenych bunék
a umoziiyje vyloucit z analyzy poskozené nebo nekrotické buriky.

Ziskana data z pritokového cytometru byla zpracovana v softwaru FlowJo

a statisticky vyhodnocena (viz vy3e).
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4.3 Test cytotoxicity

Test cytotoxicity je metoda zjistujici lytickou aktivitu efektorovych bunék
proti bunkdm cilovym. Cilovymi burikami jsou buriky nadorové linie, které se
1,5 hodiny pted pfidanim efektorovych bunék kultivuji v pfitomnosti radioaktiv-
niho chromu >!Cr, ktery je burikami inkorporovan. Samotné stanoveni pak pro-
biha na zdklade zjisténi mnozstvi radioaktivniho chromu uvolnéného z poskoze-
nych cilovych bunék.

Pfi testu cytotoxicity jsou k efektorovym buiikdm ptidany radioaktivné zna-
¢ené cilové buriky v konstantnim mnoZzstvi a v pfesné stanoveném poméru (pfi-
padné vice riznych pomérech). Nasledné jsou buriky kultivovany po dobu 3,5a18
hodin. Pro nasledny vypocet procenta cytotoxicity je zarover nutné znét pozadji,
tj. intenzitu samovolného rozpadu cilovych bunék a celkové mnozZstvi radioakti-
vity inkorporované burikami. Tento, tzv. maximalni rozpad je zaruc¢en pfidanim
detergentu Triton X 100 k pfislusnym vzorkim. MnoZstvi uvolnéného radioak-
tivniho chromu je stanovovano v odebraném supernatantu, ke kterému je pfidan
scintila¢ni roztok. Radioaktivita odebranych vzorkii je spo¢itdna na scintila¢nim
pocitaci. Intenzita radioaktivity v supernatantu néasledné odpovidad mnozstvi ly-
zovanych cilovych bunék a tedy intenzité cytotoxicity efektorovych lymfocyti.

Samotné procento cytotoxicity se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

Cprnexp - Cprnspont

%ctx = - 100
CPMy — Cprnspont
CPMeyp - mnoZstvi >ICr uvolnéného nadorovymi butikami pod vlivem
efektorovych T lymfocyti
CPMgpont = mnozstvi >1Cr uvolnéného spontdnné samotnymi nadorovymi
burikami
CPMpax - mnozstvi S1Cr uvolnéného po aplném rozpadu cilovych

nadorovych bunék vlivem detergentu Triton X 100

4.3.1 Priprava cilovych bunék pro test cytotoxicity
Suspenze cilovych bunék nadorové linie YAC-1 byla znac¢ena po dobu 90 mi-
nut radioaktivnim chromem 5!Cr. Znaceni probihalo pfi 37°C v CO, inkubatoru

se 4 MBq Na>ICr. Poté byly buriky tfikrat promyty a spocitany.
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4.3.2 Priprava efektorovych bunék a provedeni testu

Suspenze splenocytti v médiu H-MEMd byla nafedéna na koncentraci
6,410 bunék/ml. Do pfislusnych jamek mikrotitra¢ni desticky s kulatym dnem
bylo napipetovano 100l bunééné suspenze. Desti¢ka byla centrifugovana pii
3000G po dobu péti minut. Poté bylo ptivodni médium vylito a buriky byly re-
suspendovany v kultivaénim médiu RPMI 1640. K testovanym efektorovym buri-
kam (E) byly pfidany radioaktivné znacené cilové buriky nadorové linie (T) v po-
mérech ET = 64:1 a 32:1. Kazdy vzorek byl inkubovan v tetprapletu. Do jamek se
vzorky pro méfeni spontanniho rozpadu bylo napipetovano 150 ul kultiva¢niho
média RPMI 1640 a 100 pl cilovych bunék (104 bunék). Vzorky pro méteni celko-
vého obsahu radioaktivniho izotopu obsahovaly 100 pl RPMI 1640, 100 pl cilovych
bunék a 50l 10% detergentu Triton X 100.

Buriky na desti¢kach byly ulozeny do CO, inkubatoru a inkubovéany po dobu
3,5a18 hodin. VZdy po ukonceni inkubace byly desti¢ky centrifugovany na 3000 G
po dobu péti minut. Po centrifugaci bylo z kazdé jamky odebréno 25l superna-
tantu do speciélni desticky pro méfeni scintilace. K supernatantu bylo do kazdé
jamky pfidano 100 pl scintila¢niho roztoku a desti¢ka byla zalepena priihlednou
lepici paskou. Poté byly desti¢cky s odebranymi vzorky protfepany a zcentrifu-
govany po dobu jedné minuty na 3600G. Scintilace v jednotlivych vzorcich byla

nasledné stanovena na scintila¢nim po¢itac¢i Microbeta.

44 Kvantifikace bunék tvoficich hemolytické protilatky

Kvantifikace bunék tvoticich hemolytické protilatky ttidy IgM a IgG byla
provedena modifikovanou Jerneho plakovou metodou. Protilatky izotypu IgM
hraji hlavni roli pfi ndstupu primdarni imunitni reakce. V pozdéjsich fazich hu-
moralni imunitni odpovédi se uplatriuji pfedevsim protilatky IgG. Kvantifikaci
bunék tvoficich tyto protilatky lze ziskat pfehled o diferenciaci prekursorovych
lymfocytt, ale i o dynamice izotypového ptesmyku IgM na IgG v priabéhu pri-
marni imunitni reakce.

Tato metoda je zalozena na schopnosti komplementu lyzovat protilatkou
opsonizované krvinky. Pokud lymfocyt produkuje protilatky izotopu IgM, které
jsou specifické pro antigeny na povrchu erytrocytu, budou erytrocyty v bliz-
kosti tohoto B lymfocytu opsonizovany a v pfitomnosti komplementu lyzovany.
Pro kvantifikaci bunék tvoricich protilatky IgG se vyuZziva postupu, kde je pred

pfidanim komplementu pifidana protilatka izotopu IgM proti my$imu IgG a ta
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pak umoznuje aktivaci komplementu. Aby bylo moZzné udrzet suspenzi bunék ve
stabilni poloze za tcelem produkce ohranic¢enych plakdg, je celd smés smichana
s agar6zovym médiem.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze pro tuto metodu je tfeba pouzit splenocyty
(lymfocyty) ze zvifat imunizovanych pfed smrti erytrocyty. Pfi tomto pokusu
byly k imunizaci pouzity ov¢i erytrocyty, které byly tfikrat promyty v RPMI 1640
(4800G, 5min., 21°C) a smichany s RPMI 1640 v poméru 1:25 (4% ov¢i erytrocyty),
dale byly v poméru 1:3 smichany s agar6zovou smési a neustéle temperovany pii
46°C. K 0,4ml buné¢né suspenze splenocytt bylo pfidano 0,8 ml smési agardzy
a erytrocyta. 0,5ml vzniklé smési bylo kapano z vysky 60cm na polystyrénové
Petriho misky (pramér 9cm). Misky byly nésledné inkubovany 60-120min. pfi
37°C a 100% relativni vlhkosti. Poté byla buné¢na suspenze na miskach prevrst-
vena morcecim komplementem (fedénym ve veronalovém pufru) a inkubovéna
dalsich 30 minut. Nasledné byly spo¢itdny hemolytické zény, udévajici pocet bu-
nék tvoticich protilatky IgM. Pocty bunék tvoticich protilatky IgG byly stanoveny
analogicky po vazbé anti-mysiho séra anti-IgG (fedéno 1:50 v PBS).
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni zmén hmotnosti experimentalnich zvirat
v pribéhu experimentu
V priibéhu experimentu nebyl zjistén rozdil ve vyvoji hmotnosti mezi kont-
rolami a zvifaty suplementovanymi laminarinem, a to jak v pfipadé imunizova-

nych, tak i neimunizovanych skupin.

> Graf 1

Vyvoj hmotnosti u neimunizovanych zvifat
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> Graf 2
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5.2 Stanoveni absolutniho poctu splenocytd, tvoricich
hemolytické protilatky typu IgM a IgG
Absolutni pocet splenocytt tvoricich primarni protilatky typu IgM i IgG byl
po intraperitonealni imunizaci ovéimi erytrocyty ve srovnéni s kontrolni skupi-

nou statisticky priikazné zvysen (IgM: p = 0,031; IgG: p = 0,002).

| 2 Graf 3
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5.3 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych T
lymfocytl
U neimunizovanych zvifat bylo zjisténo nesignifikantni zvyseni relativniho
zastoupeni populace splenickych T lymfocyta (p = 0,086). U imunizované sku-

piny nebylo toto zvyseni zaznamenano.

> Graf 4

Relativni zastoupeni splenickych
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5.4 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych
T lymfocytl nesoucich znaky CD4 a CD8
Byl zjistén statisticky nepriikazny pokles (p = 0,20) relativniho poc¢tu sple-
nickych T lymfocytt nesoucich povrchovy znak CD4, a to zejména u skupiny
neimunizovanych zvifat. U bunék nesoucich znak CD8 doslo naopak k nepri-

kaznému zvy3eni relativniho zastoupeni (p = 0,23).

> Graf 6
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5.5 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych
B lymfocytd

U imunizovanych zvifat byl zjistén statisticky prikazny pokles relativniho

zastoupeni splenickych B lymfocyta (p = 0,016). U neimunizovanych zvifat se

pokles priikaznosti blizi (p = 0,063).

> Graf 8
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5.6 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych
B lymfocytli nesoucich povrchové IgM
U neimunizovanych zvifat bylo zjisténo statisticky neprikazné zvyseni rela-
tivniho zastoupeni splenickych B lymfocyt nesoucich povrchové IgM (p = 0,10),

u imunizovanych zvifat doslo naopak k nepriikaznému sniZeni (p = 0,17).

> Graf 10

Relativni zastoupeni splenickych B lymfocytd
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5.7 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych NK
a NKT bunék

V piipadé imunizovanych i neimunizovanych zvifat bylo zjisténo statisticky

nepriitkazné zvyseni relativniho zastoupeni splenocytii nesoucich znak CD49
(NK buriky) (p = 0,69; p = 0,07). U splenocytt nesoucich znak CD49b spolu s CD3

(NKT buriky) nebyla zména relativniho zastoupeni pozorovéna.

> Graf 12
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5.8 Stanoveni relativniho zastoupeni splenocytl v ¢asném
stadiu apoptozy

Byl zjistén signifikantni rozdil v relativnim zastoupeni apoptotickych bunék

ve sleziné. U neimunizovanych zvifat vedla suplementace laminarinem ke sta-

tisticky vyznamnému sniZeni jejich relativniho zastoupeni (p = 0,002) zatimco

u imunizovanych zvifat doslo ke statisticky vyznamnému zvyseni (p = 0,03).

>
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5.9 Stanoveni relativniho zastoupeni B lymfocytd v ¢asném
stadiu apoptozy
U imunizovanych zvifat bylo zjisténo statisticky vyznamné zvyseni
(p=0,004) relativniho zastoupeni splenickych B lymfocytii v ¢asném stadiu
apoptozy. U neimunizovanych zvifat byl zjistén statisticky neprtikazny pokles
(p=03).
» Grafleé
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5.10 Stanoveni relativniho zastoupeni splenickych NK bunék
v Casném stadiu apoptozy

Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v relativnim zastoupeni apopto-

tickych splenocytti nesoucich znak CD49b, a to jak u imunizovanych, tak i nei-

munizovanych zvifat (p = 0,24; p = 0,68). U neimunizovanych zvifat bylo pouze

zjisténo statisticky nepriikazné zvyseni.

| 2 Graf 18
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5.11 Stanoveni aktivity cytotoxickych splenocytt

U neimunizovanych zvifat nebyl po 3,5h inkubaci zjistén priikkazny rozdil
v cytotoxické aktivité testovanych splenocyt. U imunizovanych zvirat byl zjis-
tén statisticky prikazny pokles tirovné cytotoxicity v ptipadé poméru ET = 64:1
(p = 0,0001).

| 2 Graf 20
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U neimunizovanych zvifat bylo pomoci testu cytotoxicity po 18h inkubaci

zjisténo prakazné zvyseni cytotoxické aktivity testovanych splenocytt pti po-

méru ET = 32:1 (p = 0,0005). U imunizovanych zvifat nebyl zjistén statisticky prii-

kazny rozdil arovné cytotoxicity ani pfi jednom z pomeérti E:T.

> Graf 22
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6. DiskusE

B-glukany patfi s dal$imi pfibuznymi polysacharidovymi slou¢eninami jako
jsou inulin nebo fruktany (BLaut, 2002; Mobpriansky, 2003) mezi prebiotika, ktera
jsou nejen nutnou soucasti nutrice, ale také se pfedpoklada, Ze pfes GALT mohou
ovliviiovat prabéh imunitnich reakci.

Pro svou préaci jsem zvolil B-glukan izolovany z motské tasy Laminaria
digitata (laminarin). Je popisovan jeho vyrazny imunomodula¢ni efekt, ktery je
dan jeho strukturou (B-(1,3)-glukan s nizkou frekvenci B-(1,6) vétveni) (VETVICKA,
YviN, 2004). Laminarin je rozpustny pB-glukan, coZ umozZiiuje jeho vyuZiti jako
nutri¢ni doplnék v pitnych programech, které jsou zaméfeny na preventivni pod-
poru imunity v obdobich oéekdvanych infekci (podzim-jaro), anebo podporu
imunity obyvatel v pramyslové zne¢isténych oblastech, pfipadné pracovniki ve
zdravi ohroZujicich provozech, a déle jako podpora rekonvalescence po trazech
a operacnich zakrocich.

Vliv B-glukant na imunitni systém je pfedmétem dlouholetého vyzkumu.
Velké mnozZstvi praci je vénovano jeho plsobeni na makrofagy a granulocyty
(FERENCIK ET AL., 1986; ABEL ET AL., 1989; LEBLANC ET AL., 2006; TAYLOR ET AL., 2002;
PaLic ET AL, 2005), méné je zndmo o lymfoidnich burikach. Proto jsem se v této
praci zaméfil na studium nékterych lymfocytarnich populaci, NK buriky a jejich
apoptozu.

Na experimentalnim modelu (mysi kmene BALB/c, samice, 3 mésice) jsem
sledoval vliv dlouhodobého pitného programu v délce 28 dnii suplementova-
ného laminarinem (1,47 g/1). Na zac¢atku pokusu, v jeho priibéhu a na jeho konci
byla stanovena hmotnost viech experimentdlnich zvifat. Rist hmotnosti byl
béhem experimentu u v8ech skupin totozny (viz grafy 1 a 2), coz svéd¢i o tom,
Ze takto aplikovany f3-glukan neovliviiuje vyuZzitelnost nutri¢niho energetického
pfisunu.

Vliv suplementace laminarinem na vybrané imunitni parametry byl porov-
navan u neimunizovanych a imunizovanych zvitat. Bylo sledovano ovlivnéni
relativniho zastoupeni slezinnych subpopulaci Ty a T¢ lymfocyt, NK a NKT
bunék, B lymfocytd, a exprese povrchového IgM. Dale byly stanoveny absolutni
pocty bunék tvofticich protilatky IgM a IgG, cytotoxicka aktivita efektorovych

splenocytd a jejich relativni zastoupeni v ¢asném stadiu apoptozy.
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6.1 BunécCna imunita — T lymfocyty, Ty, Te, NK, NKT

T lymfocyty byly identifikovany pomoci pritokové cytometrie monoklo-
nalni protilatkou proti mys$imu membranovému antigenu CD3, ktery je soucasti
receptorové-signaliza¢niho komplexu TCR. K odligeni subpopulaci Ty; a T lym-
focytt byly pouzity monoklonalni protilatky proti mysim T-lymfocytarnim kore-
ceptorim CD4 (Ty) a CD8 (Tc), které hraji zasadni roli pfi rozpoznavani antigenti
prezentovanych MHCgp a jsou specifické pro dany buné¢ny typ.

U suplementovanych neimunizovanych zvifat doslo k nesignifikantnimu
zvyseni relativniho zastoupeni celkové populace T lymfocytti, zatimco u subpo-
pulace Ty (CD4*) doslo u neimunizované i imunizované skupiny k nesignifikant-
nimu poklesu relativniho zastoupeni. Relativni zastoupeni T lymfocyt nesou-
cich koreceptor CD8 nebylo suplementaci laminarinem ovlivnéno (viz grafy 4-7).
Tyto ndlezy nelze porovnat s literArnimi tudaji, protoze doposud nebyly publi-
kovéany préce zabyvajici se podobnou problematikou, ojedinél4 je prace Tsukapy
ET AL. (2003), kde se referuje o zvy3eni poctu intraepitelidlnich CD4 i CD8 pozitiv-
nich T lymfocytd u my3i kmene C57BL/6, kterym byl 7 dni peroralné podavéan
B-glukan (Norwegian 1; 25 mg/my8$/den). Potvrzuji v8ak diivéjsi vysledky zjis-
téné v nasi laboratoii, kdy byl ve stejném experimentalnim uspotradani signifi-
kantni pokles relativniho zastoupeni Ty; lymfocyt popsan (Krizan, 2004).

Co se tyce relativniho zastoupeni NK a NKT bunék, u obou skupin bylo zjis-
téno nesignifikantni zvyseni relativniho zastoupeni NK bunék, i kdyZ u imunizo-
vanych zvifat bylo vyraznéjsi. U subpopulace NKT bunék, nebyly zaznamenany
Zadné zmény. Jednozna¢ny zavér z téchto vysledki nelze odvodit, ale 1ze usuzo-
vat, Ze pozorované tendence nejsou ndhodné. Je mozné, Ze pfi jiném usporadani
pokusu nebo jiném davkovéni (zplisob aplikace nebo zvyseni davek) by zmény
v relativnim zastoupeni téchto subpopulaci byly vyraznéjsi. -glukan se vaze na
receptor CR3, ktery nesou NK butiky na svém povrchu a jak prokézaly préce
Vétvicky a Yvina (2004), prokazatelné zvysuje jejich cytotoxickou aktivitu.

6.2 Humoralni imunita — B lymfocyty, IgM

Ke zjisténi relativniho zastoupeni B lymfocyti byla pouZita pritokova cyto-
metrie a znac¢eni monoklondlni protilatkou proti povrchovému antigenu CD19.
Molekula CD19 je dilezitou soucasti komplexu asociovaného s receptorem BCR
a je specificka pro B lymfocyty. U téchto lymfocytii jsem stanovoval jesté relativni

zastoupeni subpopulace exprimujicich povrchové IgM.
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Relativni zastoupeni celkové populace B lymfocytii u imunizovanych a su-
plementovanych zvifat bylo signifikantné niz$i. U skupiny neimunizovanych
zvifat bylo rovnéz zjisténo nizsi relativni zastoupeni B lymfocytt, které v3ak bylo
statisticky neprtkazné (viz grafy 8 a 9). Z toho lze usuzovat, Ze laminarin ptsobi
na antigenem indukované B lymfocyty tak, Ze urychluje jejich terminélni difere-
nicaci do stadia protilatky produkujicich bunék. Vliv suplementace laminarinem
na relativni zastoupeni subpopulace CD19* B lymfocytti nesoucich navic povr-
chové IgM nebyl prokazan.

Narozdil od makrofagh, neutrofili, T lymfocytd a NK bunék nenesou
B lymfocyty povrchové receptory pro pB-glukan. K ovlivnéni této populace do-
chazi pravdépodobné nepiimo, a to ptisobenim cytokind, které jsou produkovany
jinymi typy bunék. V tvahu ptipada IL-6, protoze bylo prokazano, ze B-glukany
indukuji jeho tvorbu u makrofagh (VETvicka, YVIN, 2004). Makrofagy jsou v téchto
procesech pravdépodobné klicovymi burikami. Bylo prokdzano, Ze laminarin
se ze stfeva dostava i do relativné anatomicky vzdalenych organt jako jsou ja-
tra nebo ledviny (VErvicka ET AL, 2006). Lze proto predpokladat, Ze makrofagy
v GALT, v peritoneu i v regiondlnich lymfatickych uzlinach (mezenteriu) jsou ak-
tivovany laminarinem k tvorbé cytokinti bezprostfedné pti jeho translokaci z tra-

viciho traktu do vnitfniho prostiedi organismu.

6.3 Stanoveni absolutniho poCtu bunék produkuijicich
hemolytické protilatky IgM a IgG

Pro potvrzeni vyse uvedené hypotézy, Ze laminarin ovliviiuje diferenciaci
B lymfocyti, byly stanovovany absolutni po¢ty bunék produkujicich hemolytické
protilatky IgM a IgG u kontrolnich a suplementovanych zvifat na vrcholu pro-
tilatkové odpovédi (5. den po imunizaci). Absolutni po¢ty bunék tvoricich IgM
i IgG protilatky se u zvifat suplementovanych laminarinem tfikrat signifikantné
zvysily oproti kontroldm (viz graf 3). Z toho lze usuzovat, Ze laminarin urdi-
tym zptlisobem stimuluje terminalni funkéni diferenciaci B lymfocytt (tvorbu
protilatek), tento efekt v3ak nelze jednozna¢né pfisoudit makrofagovému IL-6.
Vzhledem k tomu, Ze se absolutni pocty bunék produkujicich IgG protilatky
(oproti IgM produkujicim burikam) zvysily daleko markantnéji, Ize pfedpokla-
dat, Ze laminarin miiZze aktivovat mechanismy, které urychluji izotypovy pfe-
smyk z IgM na IgG. Rovnéz tyto ndlezy neni moZzné porovnat $ifeji s literarnimi

zdroji, protoze vliv p-glukanu na B lymfocyty nebyl rovnéz detailnéji zkouman.
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Pouze prace AGOsTINO BIELLY ET AL., (2006) popisuje stimula¢ni uc¢inek polysachari-
dové frakce (obsahuje mimo jiné i B-1,3-glukan) bunéc¢né stény patogenni houby
Paracoccidioides brasiliensis na zvySeni produkce protilatek typu IgG u mys$i, které
vysvétluje vazbou komplementovych slozek na fragmeny buné¢né stény, které se

nasledné vazi na specifické receptory (CR1, CR2) na povrchu B lymfocytt.

6.4 Stanoveni Casného stadia apoptdzy u vybranych
populaci imunokompetentnich bunék

U neimunizovanych zvifat vedla suplementace laminarinem k signifikant-
nimu sniZeni procenta apoptotickych bunék, zatimco u imunizovanych ke sta-
tisticky pritkaznému zvyseni (viz grafy 14 a 15). ZvySeni relativniho zastoupeni
splenocytii v ¢asném stadiu apoptézy po podani laminarinu u imunizovanych
zvifat 1ze pfipsat jeho imunokostimulaénim G¢inkdm na B lymfocyty (viz vyse),
které tvori ve sleziné majoritni populaci (LANGEVELD, 2006). ZvySeni relativniho
zastoupeni celkové populace apoptotickych splenocytt je pravdépodobné zptl-
sobeno zanikem termindlné funkéné diferencovanych B lymfocyth (DEFRANCE
ET AL, 2002). Tuto hypotézu potvrzuje i vysledek stanoveni relativniho zastoupeni
subpopulace apoptotickych B lymfocyt. U neimunizovanych zvifat vedla su-
plementace k nesignifikantnimu snizeni, zatimco u imunizované skupiny doslo
k signifikantnimu zvys$eni relativniho zastoupeni odpovidajicimu zvySeni u cel-
kové populace splenocytt (viz grafy 16 a 17).

Suplementace laminarinem neovlivnila relativni zastoupeni apoptotickych
splenickych NK bunék (exprimujicich specificky povrchovy antigen CD49b) (viz
grafy 18 a 19). U neimunizovanych zvifat doslo sice k vyraznému zvy3eni relativ-

niho poétu ¢asné apoptotickych bunék, ale nebylo statisticky priitkazné.

6.5 Stanoveni miry cytotoxicity efektorovych splenocytd

Ovlivnéni cytotoxické aktivity efektorovych NK bunék (E) laminarinem bylo
sledovano na in vitro systému proti cilovym (T) butikdAm my3i nddorové linie YAC-1.
U neimunizovanych zvifat doslo po 3,5h inkubaci k nesignifikantnimu poklesu
cytotoxické aktivity v obou pomeérech ET (viz graf 20), u imunizovanych mysi
byl pokles v poméru ET = 64:1 signigikantni (viz graf 21). U neimunizovanych
zvifat bylo zjisténo signifikantni zvySeni trovné cytotoxicity v poméru
ET =32:1 aZ po 18h inkubaci. Ostatni rozdily zjisténé po 18h inkubaci byly nesig-
nifikantni (viz grafy 22 a 23).

Diplomova prace 2006 50



Podobné rozporuplné udaje tykajici se ovlivnéni cytotoxické aktivity
NK bunék B-glukanem byly publikovany i jinymi autory. Zatimco Davis ET AL.
(2004) nezjistil zadny vliv, v praci VETVICKY ET AL. (1996) B-glukan vyrazné zvyso-
val cytotoxickou aktivitu proti burikdm linie YAC-1 opsonizovanym iC3b. Je tedy
pravdépodobné, ze B-glukan NK butiky dostate¢né nestimuluje tak, aby pfimo
jejich cytotoxickou aktivitu zvySoval, ale spiSe stimuluje reaktivitu NK bunék na
iC3b opsonizované nadorové buriky. Jak bylo jiz zminéno, v tivahu pfipada re-
ceptor CR3, na ktery se kromé iC3b vaze i B-glukan (THOrNTON, 1996; Ross, 1993).
Ze téchto udaja vyplyva, Ze zavedené vyuZiti B-glukanu jako podptrného pro-

stfedku pfi klasické 1é¢bé nadorovych onemocnéni je opodstatnéné.
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7. ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyval studiem vlivu 3-glukanu - laminarinu

na vyvoj hmotnosti, T lymfocytarni subpopulace T a T, populace B lymfocytd,

produkci protilatek, NK a NKT buriky, cytotoxickou aktivitu a apoptézu imu-

nokompetentnich bunék. Jako experimentdlni model byly pouzity mysi kmene

BALB/c. Sledované parametry byly stanoveny na imunizovanych a neimunizo-

vanych zvifatech. Laminarin byl aplikovan v dlouhodobém pitném programu
ad libitum (28 dnd).

Ziskané vysledky ukazaly, Ze:

>
>

vy

hmotnost experimentalnich zvifat nebyla ovlivnéna

relativni zastoupeni splenickych NK, NKT a T buné¢nych subpopulaci
nebylo ovlivnéno, ale v pfitomnosti antigenu do$lo ke sniZeni
relativniho zastoupeni B lymfocytt

doslo ke zvys$eni poc¢tu bunék tvoficich protilatky tfidy IgM a IgG
proti T-zavislému antigenu (ov¢i erytrocyty)

NK bunééna cytotoxickd funkce nebyla ovlivnéna

po soucasném podani antigenu doslo ke zvyseni po¢tu apoptotickych

splenocytt, které byly identifikovany jako B lymfocyty
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