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ABSTRAKT

Dendritické buiiky jsou hlavni antigen prezentujici bunky imunitniho systému.
Jejich hlavni ulohou je zpracovani a prezentovani antigenu, a jako jediné jsou schopné
vyvolat primarni odpovéd’ v naivnich T bunkéch.

V praci bylo zkoumano, jaky zpisob derivace bunék kostni dfené¢ je
nejoptimalnéj$i pro ziskdni co mozna nejCistSi populace dendritickych bunck. Dale se
porovnavala cCistota, fenotyp, stupenn aktivace a mnozstvi produkovanych cytokinid v

dendritickych buikach ziskanych ze sleziny nebo derivaci z kostni dfené.

Dendritic cells are the main antigen presenting cells of the immune system. Their
primary function is to process and to present antigen, and they are the only cells that are
able to trigger a primary response in naive T lymphocytes.

The aim of this study wa to find out what conditions of derivation from bone
marrow are most suitable for obtaining the purest population of dendritic cells. Further the
purity, phenotype, levels of activation, and the amount of cytokines produced were

compared in splenic cells and cells derived from bone marrow cells.
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1. POUZITE SYMBOLY A ZKRATKY

APC
CD
CSF
DCs
ELISA
FCS
FDCs
FIt3L
GM-CSF
IL

IQ
LPS
LTA
MHC
NKDC
PAMP
PRR
TGF
TLR
TNF

antigen prezentujici bunky

cluster of differentiation

colony stimulating factor

dendritické bunky

enzyme-linked immunosorbent assay
fetal calf serum

folikularni dendritické buiiky
Fms-like tyrosine kinase 3 Ligand
granulocyte macrophage colony stimulating factor
interleukin

imiquimod

lipopolysacharid

lipoteichoic acid

hlavni histokompatibilni komplex
natural killer dendritic cells
pathogen-associated molecular pattern
pattern recognition receptor
transforming growth factor

toll-like receptory

tumor necrosis factor



2. LITERARNI ZPRACOVANI

2.1. DENDRITICKE BUNKY

Dendritické buiiky (DCs) jsou antigen-prezentujicimi buiikami (APCs), které hraji
kritickou roli v regulaci ziskané imunitni odpovédi. Jsou unikatnimi APCs a je na n¢
nahlizeno jako na ,,profesionalni APCs, protoze jejich primarni funkci je prezentovat
antigen a jen dendritické bunky maji schopnost vyvolat primarni odpovéd
v odpocivajicich naivnich T-lymfocytech. Aby Dendritické bunky jsou schopné zachytit
antigen, zpracovat ho a prezentovat ho na bunééném povrchu spolu s pfislusnymi
kostimulacnimi molekulami. Také dopomahaji v udrzovani funkce B-lymfocyti a jejich
pamét'ové odpovédi. Timto jsou tedy dendritické buiiky nezastupitelné pro zachovani

imunologické paméti.

Obr. 1: Dendritické buiika (zdroj: www.scitech.daily.com).



2.1.1. Historie dendritickych bunék

Poprvé byl popsan podtyp DCs — Langerhansovy buriky, a to némeckym lékafem
Paulem Langerhansem v roce 1868. Pivodné si myslel, ze jde o typ nervovych bunék
kvili jejich chapadlovitému charakteru, ale uz i on si v§iml, Ze se nedotykaji (Van Spriel
& De Jong, 2013). V té dobé& byl jiz publikovan koncept fagocytézy makrotagy (Tuber,
2003), ale bunécna imunologie byla jesté neprozkoumanym oborem, a tak jest¢ néjakou
dobu trvalo, nez byla objevena funkce DCs.

Postupné se zacalo uvazovat o tom, jakd je spojitost mezi makrofagy, kteti
fagocytuji antigen, a lymfocyty, které na n¢j reaguji. Nasledovalo mnoho experimentd,
kter¢ pomalu odhalovaly existenci APCs. Nossal et al. méli za to, ze antigen je
lymfocytim prezentovan cytoplazmatickymi vybézky (dendrity) specializovanych
makrofagl. Mosier a Coppleson, a nezavisle na nich Rowley a kolegové, popsali specidlni
slezinnou pomocnou buiiku, ktera se od makrofagu liSila (Van Spriel & De Jong, 2013).
DCs nakonec v roce 1970 pojmenoval Steinman, ktery zkoumal selekci T-bunécénych
klond v mysi sleziné. Tam objevil ,,nové buitky — DCs — nevypadaly jako makrofagy a
nezprostiedkovavaly tak jednoduse endocytézu (Lewis & Reizis, 2012). Ve stejné dobé
piiSel Veerman steorii, Ze specidlni ,dendritické makrofagy” tvofi v thymus-
dependentnich oblastech sleziny mysi mikroprostredi, které umozituje T-bunkédm maturaci
a diferenciaci - ty byly nakonec charakterizovany jako folikularni DCs (Van Spriel & De
Jong, 2013). Pozd¢ji byly DCs rozdéleny na lymfoidni a myeloidni a folikularni DCs.

2.1.2. Charakteristika dendritickych bunék

Svlij nazev ziskaly DCs podle charakteristickych vybézkti vystupujicich z jejich
téla (> 10 pum), tedy dendritim. Podobaji se tak nervovym buiikkdm, se kterymi byly
v budoucnosti zaménovany (Van Spriel & De Jong, 2013). Diky témto vybézkiim jsou
v kontaktu s mnoha bunkami nachazejicimi se v jejich prostiedi (Krejsek & Kopecky,
2004).

Bunky nenesou typické lymfocytarni ani monocytarni znaky. Maji nepravidelné
jadro a mala jadérka. Obsahuji mnoho mitochondrii, ale malo ribozémi, lysozomii a
jejich endoplazmatické retikulum neni pfili§ vyvinuto. Jejich povrch se zd4 byt téméf

hladky — nebrazdi ho zadné zahyby, nenesou zadné mikroklky (Janeway et al., 2005).



DCs se vyznacuji predevsim tim, ze jsou schopné na svém povrchu exprimovat MHC 1 i
MHC II.

Klasické DCs vznikaji z CD34+ kmenové buiniky nachazejici se v kostni dieni,
odliSujeme dva subtypy podle linie, z které se vyvijeji — lymfoidni a myeloidni (LEWIS &
REIZIS, 2012). Oproti tomu FDCs, které s klasickymi DCs nejsou pfibuzné, ale podobaji
se jim funkéné 1 morfologicky, pochéazeji z mezenchymalni prekurzorové buiky (TEW et
al., 1997).

Progenitorové DCs vznikaji v kostni dieni, odkud déle migruji do celého téla.
Nejvice se jich usidli v kizi a sliznicich dychaciho a traviciho ustroji, kde tvoii 1-2%
celkového poctu bun¢k (Hoiejsi & Bartinikova, 2005). V menSim mnozstvi se pak daji
najit viude v téle, s vyjimkou mozku, rohovky a varlat (Sediva & Sttiz, 2002). Podle
umisténi mizeme pak DCs rozdé¢lit na Etyfi hlavni skupiny — Langerhansovy buiiky,
nachdzejici se v pokozce a mukdznich membranach, intersticidlni DCs, osidlujici vétSinu
organti jako srdce, plice, jatra, ledviny a zaZivaci trakt, interdigitativni DCs, které
najdeme primarné v T-bunécnych oblastech lymfatickych tkédni a dieni brzliku, a
cirkulujici DCs, kolujici v krvi a lymfé (Lin et al., 2006).

V mysich jsou nezralé DCs charakterizovany vysokou expresi CD11c, niz$i expresi
DC80 a CD86, a nizkou expresi MHC II, ktera miZze byt zvySena aktivaci bunky
(Granucci et al., 2005).

Exprese povrchovych znakii se u riznych subtypit DC li§i. Schéma vyvoje
dendritickych bun¢k z CD34" prekurzoru lymfoidni a myeloidni linie véetné povrchovych
znakd a produkce cytokinli najdete na Obr. 2. Antigenni profil riiznych subtypti mySich

DCs je vyobrazen na Obr. 3.
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Obr. 2: Schéma vyvoje dendritickych bunék z CD34" prekurzoru lymfoidni a myeloidni
linie, v€etné cytokinii (upraveno podle Lipscomb & Masten, 2002).
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Obr. 3: Antigenni profil mysich DCs ve sleziné, lymfatickych uzlinach a thymu
(upraveno podle Lipscomb & Masten, 2002).



In vitro lze DCs ziskat zkrevnich prekurzori pouzitim kombinace rtznych
rustovych faktori, jako GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor),
TNF-o (Tumor Necrosis Factor a), IL-4, CSF (Colony Stimulating Factor), TGF-3
(Transforming Growth Factor ), IL-3 a dalsi (Zhan et al., 2012). K derivaci DCs lze téz
pouzit rastovy faktor FIt3L (Fms-like tyrosine kinase 3 Ligand), pfi€emz ptitomnost
FIt3L v kultivaénim médiu vede k ziskani lymfoidnich DCs, zatimco GM-CSF podporuje
rust DCs myeloidni linie (Brasel et al., 2000).

2.1.3. Funkce dendritickych bunék

DCs maji tfi hlavni funkce, vSechny zahrnuji prezentaci antigenu. Prvni je
prezentace antigenu a nasledna aktivace T bunck. Druhou funkci je navozeni imunitni
tolerance, na které se podili zvlastni subtyp DCs, zatim blize nepopsén. Tieti funkci je
zajisténi imunologické paméti ve spoluparaci s B buiikami folikularnimi DCs. DCs navic

produkuji mnoho cytokinii, které se podileji na regulaci vrozené imunity.

2.1.3.1. Aktivace T bunék

DCs zpracovavaji a prezentuji antigen, ¢imz aktivuji CD4+ 1 CD8+ T bunky. Zda
se, Ze to je hlavni roli DCs, protoZe jen DCs jsou schopné aktivovat naivni T lymfocyty.
Nezralé DCs vznikaji v kostni dieni a migruji do riznych casti téla. Jakmile jsou na misté,
zustavaji dormantni, dokud se nesetkaji s invadujicimi patogeny. Pak je jejich primarni
funkci zachytit antigen. DCs jsou také pfitahovany na misto zanétu, kde jsou stimulovany
k zachyceni a zpracovani antigenu. Kdyz je antigen zachycen, je zpracovan bud’
endosomalni cestou, nebo proteosomalni cestou.

Pro prezentaci antigenu s MHC tiidy I ke stimulaci CD8+ cytotoxickych T
lymfocyti je antigen nebo protein pohlcen fagocytozou nebo pies receptor
zprosttedkovanou endocytézou do cytosolu. Antigeny jsou déle zpracovany proteazomem
a vstupuji do endoplazmatického retikula, kde se peptidy navazi na nove
nasyntetizovanou molekulu MHC 1, aby mohly byt prezentovany na povrchu buiky
(Sediva & Sttiz, 2002).

Pro prezentaci antigenu s MHC tfidy II (ke stimulaci CD4+ T pomocnych bunék)

jsou antigeny pohlceny fagocytézou nebo receptory zprostiedkovanou endocytézou do



endosomu, kde dochazi k proteolyze. Peptidy pak vstupuji do vezikulu obsahujictho MHC
I1, na ktery se navazi a jsou transportovany na povrch buniky (Janeway et al., 2005).
Klicovou komponentou DCs, kromé zachyceni antigenu, jeho zpracovani a
prezentace, je pritomnost kostimula¢nich molekul na jejich povrchu. DCs na svém
povrchu nesou kostimula¢ni molekuly zahrnujici ¢leny B7 rodiny (CD80 a CD86), TNF
rodiny a intracelularni adhezivni molekuly, které jsou dilezité pro aktivaci T bunck

(Hotejsi & Barttinkova, 2005).

2.1.3.2. Imunitni tolerance

Tolerance je neschopnost imunitniho systému reagovat na specifické antigeny.
Centralni tolerance nastava v thymu pro T buniky a v kostni dfeni pro B buriky. Primarni
mechanismus pro centralni toleranci T buné¢k je v indukci smrti T bunék. DCs se hojné
vyskytuji v thymu, kde jsou nové vzniklé T bunky uceny stat se funkénimi CD4+ T
buiikami a CD8+ T buiitkami a projdou selekci, ktera eliminuje imunitu proti vlastni tkani
(Hoftejsi & Bartiinkova, 2005). T buiiky, které reaguji na DCs nesouci peptidy vlastni télu,
jsou vthymu znieny negativni selekci. Tento proces zahrnuje T bunky, které

rozpoznavaji MHC se silnou aviditou (Lewis & Reizis, 2012).

2.1.3.3. Stimulace B bunék

DCs mohou piispivat ke stimulaci B bun¢k v T buné€nych oblastech lymfatickych
uzlin a germinalnich centrech. DCs produkuji mnozstvi cytokini a faktort, které jsou
dilezité pro aktivaci a diferenciaci B bun€k. Folikularni DCs(FDCs), které se nachazi
v germindlnich centrech lymfatickych uzlin jsou diilezité v zajisténi imunologické paméti.
FDCs se nestaraji o odpovéd’ na cizi antigeny, ale potom, co je zahajena protilatkova
odpovéd’, FDCs formuji mnozstvi komplext antigeni a protilatek. Véri se, ze FDCs
slouZzi jako ,,zasobarna“ pro protilatky a zdroj trvajici stimulace pro B buiiky (Tew et al.,

1997).

2.1.4. Produkty dendritickych bunék

DCs produkuji mnoho cytokind, které¢ ovliviiuji imunitni odpovéd. Sekretuji

interferony I. typu navozujici protivirovy stav; INF-y, stimulujici Thl a tlumici Th2;



prozanétlivy IL-1B; IL-6 stimulujici hematopoézu, Th2 a proliferaci T bun¢k; regulacni
IL-10, ktery tlumi aktivitu Thl a pisobi imunosupresivné; IL-12 regulujici Thl
cytotoxickou reaktivitu a stimulujici NK bunky; IL-15 navozujici produkci protilatek; IL-

18 indukujici aktivitu Th1; TGF-B a TNF- a (Krejsek & Kopecky, 2004)

2.1.5. Receptory dendritickych bunék

DCs bud’ na svém povrchu nebo intracelularné exprimuji mnoho receptort,
pomoci kterych specificky vychytavaji antigeny. Rozd¢€luji se do nékolika skupin: TLR
(Toll-like receptory), NLR (NOD-like receptory), C-lektiny, integriny a Fc-receptory
(Mahnke et al., 2003).

2.2. TOLL-LIKE RECEPTORY

TLR jsou skupinou bilkovinnych receptorii na povrchu cytoplazmatickych nebo
endosomdlnich membran, které jsou schopné rozeznat cizi, nebezpecné struktury.
Vyskytuji se zejména u bunc¢k imunitniho systému (monocyty, makrofagy, dendritické
bunky), ale 1 naptiklad na bunikach stfevniho, ledvinového a plicniho epitelu. Stoji v jedné
z prvnich obrannych linii proti patogenim a hraji dilezitou roli v aktivaci vrozené
imunity (Mikula et al., 2010).

TLR rozeznavaji celou fadu chemickych struktur specifickych pro patogeny —
lipopolysacharidy, lipoproteiny, prokaryotické a virové nukleové kyseliny a dalsi. Nékteré
z nich mohou byt stimulovany endogennimi ligandy uvolnujicimi se pfi stresovém nebo
nekrotickém poskozeni tkang&. Aktivaci TLR dochazi ke spusténi sekrece prozanétlivych
cytokinti (napt. IL-1, IL-6, TNF, IL-8) a zvySeni exprese nékterych adhezivnich a
kostimula¢nich molekul na povrchu APC (Hoftejsi & Bartiinkova, 2005).

2.2.1. Funkce TLR

Odpovéd’ vrozené imunity proti mikrobidlnim patogenim je podminéna
rozeznanim specifickych struktur invadujicich patogent tzv. PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns). PAMPs jsou rozpoznadvany omezenym mnozstvim
PRRs(pattern recognition receptors), které¢ exprimuji makrofagy a dendritické bunky. Jako

savCi PRRs se chovaji pravé TLR receptory (Kawai & Akira, 2005).



2.2.2. Jednotlivé TLR

Rozeznano bylo zatim jedenact TLR. TLRI1, 2, 4, 5, 6 a 11 se nachéazeji na
bunééném povrchu, zatimco TLR3, 7, 8 a 9 jsou pfedev§im v intracelularnich
membranach (Hotejs$i & Bartinkova, 2005).

Jako prvni byl objeven TLR4 rozpoznavajici LPS gram-negativnich baterii. TLR2
vaze peptidoglykany, lipoproteiny a lipopeptidy gram-pozitivnich bakterii a
mykoplasmatické lipopeptidy. TLR2 navic spolupracuje s TLR1 a TLR6 v rozeznavani
diacyl a triacyl lipopeptidet. TLRS je aktivovan flagelinem. Bylo zjisténo, ze mysi
nemajici TLRI11, ktery je pifibuzny TLRS, jsou nachylné k uropatogenetickym
bakterialnim infekcim (Kawai & Akira, 2005). TLR7 a TLR8 rozeznavaji
imidazoquinoliny - TLR7 imidazochinolim, loxoribin a broprimin, a TLRS
imidazochinolim. TLR7 a TLRS téz zprostfedkovavaji odpovéd’ na jednovldknové RNA.
TLR9 slouzi jako receptor pro nemetylované CpG sekvence prokaryotické DNA (Hotejsi
& Bartiikova, 2005). Uloha TLRI0 je zatim neznama. Schéma TLR a jimi

rozpoznavanymi ligandy je zndzornéno na Obr. 4.
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Obr. 4: TLR a jimi rozpoznavané ligandy (upraveno podle Kawai & Akira, 2005).

2.2.3 Signaliza¢ni cesty aktivované Toll-like receptory

Rozpoznani PAMPs TLR receptory spousti cytoplasmatické TIR doménové
dependentni spojeni s adaptéry citajici MyD88, TIRAP-MAL, TRIF-TICAM1 a TRAM-



TICAM2. Jednotlivé TLR zprostiedkovavaji rozdilné odpovédi spojeni s rtiznou
kombinaci téchto adaptéria. MyD88 je vyuzivan vSemi TLRs krom& TLR3 (Takeda &
Akira, 2004).

MyD88-dependentni cestou (pfes proteinové kindzy IRAK1, IRAK4 a TRAF6) je
aktivovan transkripcni faktor NF-kB, coz vede k produkci prozanétlivych cytokind.
TIRAP se uplatituje v MyD88-dependentni cest¢ TLR2 a TLR4. TRIF je vyuZzit v TLR3
a TLR4 zprostfedkované aktivaci transkripéniho faktoru IRF3 (pifes TKBI1), coz ma za
nasledek expresi IRF3-dependentnich gent, které koduji napiiklad INF-B. TRAM
specificky indukuje aktivaci IRF3 v signalizaci TLR4. TRIF vyuzivda RIP1 a TRAF6
k aktivaci NF-kB. Aktivace IRF7 pomoci MyD88, IRAK1 a TRAF6 zprosttedkovava
TLR7 a TLRY indukovanou produkci INF-a. Aktivace IRF5 spusténd pies MyDS88 a
TRAF6 indukuje produkci prozanétlivych cytokinli (Kawai & Akira, 2005). Schéma

signaliza¢nich cest TLR je znazornéno na Obr. 5.
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TLRS TLR3

MyD8&
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KKz
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| Inflammatory cytokines | o

Obr. 5: Schéma signaliza¢nich cest TLR (upraveno podle Takeda & Akira, 2004).
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3. CILE PRACE

1. Optimalizace protokolu derivace DCs z kostni dien¢:

- urcit procento dendritickych bun¢k derivovanych s GM-CSF oproti
buitkdm derivovanym s GM-CSF a IL-4 a miru kontaminace jinymi typy
bungk ;

- posoudit vliv velikosti panelu na derivaci.

- posoudit vliv objemu vyménovaného média na derivaci

2. Srovnani TLR-indukované aktivace slezinovych DCs a DCs derivovanych z kostni
drené

- stanoveni povrchové exprese MHCII a kostimula¢ni molekuly CD86

- méfeni produkce cytokinti IL-10 a IL-12
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4. METODICKA CAST

4.1. PRIPRAVA DENDRITICKYCH BUNEK

Pro ziskani DC byly pouzity kostni dfen a slezina samicek imbrednich

laboratornich mysi kmene C57BL/N6 ve véku 6-10 tydni.

4.1.1. Derivace dendritickych bunék z kostni direné

Mys byla usmrcena zlomenim vazu. Kostni dieii byla izolovana z holennich a
stehennich kosti a rozsuspendovana v MEM (Minimal Essentional Medium). Suspenze se
prefiltrovala ptes 70 um BD filtr (do 50 ml centrifugacky, BD Falcon, nylon) a stocila na
centrifuze (10 min, 87 g). Lyza erytrocytli se iniciovala pfidanim 2 ml 0,84% NH,CI
ohfatého na 37°C. Po 2 minutach se lyza zastavila pfidanim 10 ml MEM. Buiky se
spocitaly v Biirkerové komirce, stoCily a nafedily v BMDC médiu (RPMI + 10% teleci
fetdlni sérum + 50uM 2-ME + 100 pg/mL penicilin + 100 U/mL streptomycin + 2 mM
glutamin s pfidavkem GM-CSF, nebo GM-CSF a IL-4) na koncentraci 1x10%ml.
Bunééna suspenze se rozkapala po 1 ml do 24-jamkového panelu (nebo po 3 ml do 6-
jamkového panelu 0,4x10°/ml) a kultivovala v CO, termostatu s 5% CO,pii 37°C. Tieti a
paty den se buitkdm podle potieb experimentu ménilo médium — odebiralo se bud’ 50%,
70%, nebo 100% média a stejné mnozstvi nového se doplnilo. Podle potfeb experimentu
obsahovalo BMDC médium pouze ristovy faktor GM-CSF (30 ng/ml), nebo obsahovalo
GM-CSF (30 ng/ml) a IL4 (10 ng/ml). Sedmy den bylo bunky mozné nasadit na
experiment. Pro tc¢ely nékterych experimenti se jest¢ od bunck izolovala populace bohata

na povrchovy znak CD11c¢ za stejného postupu jako v kapitole 4.1.2.

4.1.2. Izolace dendritickych bunék ze sleziny

Mys byla usmrcena zlomenim vazu. Slezina byla steriln¢ vyjmuta do 2 ml RPMI a
rozstithana do 5 ml RPMI s liberdzou DL (0,25 mg/ml) a DNAzou (0,2 mg/ml).
Nasledovala 30 minutova inkubace pii 37°C, po které se smés protlacila pifes 70 um
nylonové sitko (BD Falcon). Suspenze byla pfifedéna PBS/2% BOFES a sto¢ena 10
minut pii 196 g. Bunécny pelet byl rozsuspendovan v 830 ul MACS pufru (PBS/2%
BOFES/ITmM EDTA). K bunééné suspenzi se ptidalo 50 pl magnetickych kulicek
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konjugovanych s anti-CD11c protilatkou (vyrobce MACS Miltenyi Biotec) a nasledovala
15-minutova inkubace na ledu v lednici. Poté se suspenze promyla desetindsobnym
objemem MACS pufru a stocila (10 minut, 196 g). Bunky, resuspendované¢ v 500 pl
MACS pufru, se nanesly na kolonku, kterd se pfedem equlibrovala 3 ml MACS pufru.
Nasledné se kolonka promyla 3 krat se 3 ml MACS pufru a po vyjmuti z magnetu se
bunky eluovaly MACS pufrem. Takto izolované buiiky bylo jiZ moZné rovnou nasadit na

experiment.
4.2. STIMULACE BUNEK TLR LIGANDY

Na experiment bylo nasazovano ptiblizné 200 000 bunék na jamku(v 200 ul) v 96-
jamkovém panelu. Buniky byly stimulovany tfemi rtiznymi ligandy — LPS, LTA a IQ.

Stimulace trvala zhruba 48 hodin. Pouzité koncentrace jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Vysledné koncentrace ligandt pouzitych ke stimulaci bunék.

LPS | 50 ng/ml

LTA 2 ug/ml

1Q 100 ng/ml

43. PRIPRAVA (ZNACENi) BUNEK A MERENI NA PRUTOKOVEM
CYTOMETRU

Buiiky byly po celou dobu drzeny na ledu. Z panelu se odsalo médium a bunky se
omyly 200 pl vychlazenym PBS. Do panelu se do kazdé jamky napipetovalo po 200 pl
studené¢ho 0,005M EDTA v PBS a na 5-20 minut se bunky nechaly na ledu, nez se
zakulatili. Suspenze se pak odebrala do U-panelu a stocila. Supernatant se odstranil,
pfidalo se 200 pl promyvaciho pufru (PBS + 1% BOFES) a panel se opét stocil.
Supernatant se odstranil a bunky byly znaeny 20 pl protilatek rozpusténych
v promyvacim pufru. Znaceni trvalo 20 minut, probihalo ve tmé. Poté se buniky dvakrat
promyly promyvacim pufrem a byly rozsuspendovany ve 200 pl promyvaciho pufru a tak
pfipraveny na méfeni.

Béhem experimentu se pouzivalo n€kolik mixi protilatek fedénych podle instrukci

vyrobce (eBioscience). Seznam mixi je v tabulce 2.

13



Tab. 2: Seznam mixu protilatek pouzitych pro znaceni na FACS.

Mix 1 | CD11c-PE
CDI11b-FITC
F4/80-PeCy7
CD86-APC
MHCII-Alexa Fluor 700

Mix 2 | CD1l1c-PE
CD3-FITC
CD19-APC

Mix 3 | NK1.1-PE
CDI11c-APC
Ly-G6-Alexa Fluor 700

Mix 4 | CD11c-PE
CD11b-FITC
LyGo6-Alexa Fluor 700
CD86-APC

Mix 5 | CD11c-PE
F4/80-PeCy7

Jako kompenzacni kontroly byly pouzity protilatky v tabulce 3. Byly fedény
promyvacim pufrem podle pokynil vyrobce. Ke vzorkiim uréenym ke kompenzaci bylo po

znaceni ptfidano stejné mnozstvi neznac¢enych bunék.

Tab. 3: Seznam protilatek pouzitych ke kompenzaci.

CDl1l1c-PE

CDI11b-FITC

CD86-APC

MHCII-Alexa Fluor 700

F4/30-PeCy7

Buniky byly méteny na pritokovém cytometru BD Canto II a analyzovany pomoci
programu Diva software 4. V experimentech se analyzovaly pouze zivé singletni buiiky.

Na odliseni zivych a mrtvych bun¢k se bunky barvily s propidiem jodidem.
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4.4. STANOVENI CYTOKINU - ELISA

Pro stanoveni mnozstvi produkovanych cytokini byly pozity kity firmy
eBioscience. Pfi stanoveni se postupovalo podle instrukci vyrobce a méfily se cytokiny
IL-10 a IL-12.

4.5. STATISTICKA ANALYZA

Pro zpracovani vysledki byl pouzit t-test a grafy programu Excel.
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5. VYSLEDKY

5.1. OPTIMALIZACE PROTOKOLU PRO DERIVACI DC Z KOSTNI DRENE

5.1.1. Rozdil derivace s GM-CSF oproti derivaci s GM-CSF a 1L-4

Byl proveden experiment, vnémz byla jedna skupina bunék zkostni dien¢
derivovéna jen s ristovym faktorem GM-CSF, zatimco druha skupina byla derivovana
s GM-CSF 1 IL-4. Pfi krmeni se ménilo 50% média. Cilem tohoto experimentu bylo
zjistit, jaka metoda je pro derivaci efektivnéj$i, tedy jakym zplsobem ziskdme vétsi
procento dendritickych bun¢k s mensi kontaminaci bunék ostatnich.

Vzorky se na pritokovém cytometru méfily v triplikdtech a nésledné byly

zprimérovany. Vysledky méteni jsou zapsany v tabulkach 4 a 5.

Tab. 4: Buiiky derivované s rustovym faktorem GM-CSF, mnozstvi bun€k pozitivni na

vybrané povrchové znaky je zapsano v procentech.

CDll1c | CD1l1c¢" | celkem
CDl11c" 85,2 85,2
CD11b" | 5,3 81,5 86,8
F4/80° | 1,2 39,2 40,4
CD86" |0,3 11,4 11,7
MHCII" | 0,7 25,35 26,05
CD3" 0,05 4,8 4,85
CD19" | 045 5 5,45
NK 1.17 | 2,85 13,1 15,95
LyG6" | 43,9 40,75 84,65
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Tab. 5: Buiky derivované s ristovym faktorem GM-CSF a cytokinem IL-4, mnoZzstvi

bunék pozitivnich na vybrané povrchové znaky je zapsdno v procentech.

CDl11c¢c | CDl1l1c" | celkem

CDl1l1c¢’ 79,35 79,35

CD11b" | 0,6 57 57,6

F4/80" | 2,95 48,1 51,05

CD86" | 8,15 42,85 51

MHCII" | 13 56,1 69,1
CD3" 0,1 3.4 3,5
CD19" |04 6,5 6,9

NK 1.17 | 13,8 22,8 36,6

LyG6® |22,775 |37,05 59,8

Z tabulek je vidét, ze populace bun€k charakterizovand jako maturované
dendritické buiiky, tedy pozitivni na povrchové znaky CD11c a MHCII (Inaba et al.,
1992), je vyrazné¢ vysS§i u bun€k derivovanych s GM-CSF a IL-4. Nematurované
myeloidni dendritické buniky, pozitivni na CDI11c a CDI11b (Brasel et al., 2000), jsou
ovSem vyssi u bun¢k derivovanych pouze s GM-CSF. Z toho se da usuzovat, ze pouzitim
IL-4 dochazi k rychlejsi maturaci bunék.

Pii derivaci pouze s GM-CSF se ve vzorcich také objevuje vE&tsi mnoZstvi
granulocytii (cca o 10%), bun€k pozitivnich na povrchovy znak LyG6. Zhruba polovina
z granulocytti v obou skupinach je i CD11c pozitivni. Nélez granulocytii ve vzorcich je
normalni, nebot’ ristovy faktor GM-CSF podporuje i jejich rust.

Kontaminace T-lymfocyty, pozitivnich na CD3, a B-lymfocyty, pozitivnich na
CD19, je u obou skupin téméf stejna.

Kontaminace NK-bunikami, pozitivnimi na povrchovy znak NKI1.1, je
pozorovatelna vyssi pii derivaci s GM-CSF a IL-4. Spolu s klasickymi NK buiikkami ve
vzorcich podobné vzrista i pocet NKDCs, charakterizovanych expresi NK1.1 a zaroven
CDllc. Tyto buiiky jsou subtypem dendritickych bunék a maji vlastnosti bunck
dendritickych i NK (Chen et al., 2007).

Exprese makrofagového povrchového znaku F4/80 je vyssi pfi derivaci s GM-CSF
a IL-4. VétSina bunck exprimujicich tento povrchovy znak je ovSem zaroven CDllc
pozitivni, nedd se tedy zcela jist¢ fici, zda se jednd o makrofdgy, nebo subset

dendritickych buné¢k (Kriiger et al., 2004).
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Stupeni aktivace dendritickych bun€k se odhadoval pomoci exprese molekul
MHCII a CD86 spolu s povrchovym znakem CDI1l1c. Vysledky jsou vyobrazeny na

obrazcich 6 a 7.

GM-CSF MHCIWCD11c GM-CSF +IL-4 MHCIICD1McC
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Obr. 6: Buiky derivované s ristovym faktorem GM-CSF a bunky derivované s ristovym

faktorem GM-CSF a cytokinem IL-4, pozitivni na povrchové znaky MHCII a CD11c.
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Obr.7: Bunky derivované s rustovym faktorem GM-CSF a buiiky derivované s riistovym
faktorem GM-CSF a cytokinem IL-4, pozitivni na povrchové znaky CD86 a CD1l1c (* -

statisticky vyznamné).

Z obrazku je vidét, ze u dendritickych bunék derivovanych pouze s GM-CSF po
stimulaci stoupa exprese molekul CD86 (cca o 6 %). Ocekavany nartist MHCII na
povrchu bunék nebyl pozorovan.

U dendritickych bun€k derivovanych s GM-CSF a IL-4 naopak exprese molekul
CD86 po stimulaci s LPS zvySena nebyla. Exprese MHCII molekul se zvyS$ila o 1

procento.

U bunék bylo dale méfeno mnoZzstvi produkovanych cytokinli u nestimulovanych

a stimulovanych buné¢k. Vysledky jsou vyobrazeny na obrazcich 8 a 9.
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Obr. 8: Mnozstvi produkovaného cytokinu IL-10 u bunék derivovanych s GM-CSF au
bunék derivovanych s GM-CSF a IL-4 (* - statisticky vyznamné).
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Obr. 9: Mnozstvi produkovaného cytokinu IL-12 u bunék derivovanych s GM-CSF au
bunék derivovanych s GM-CSF a IL-4.

Z obrazku je vidét, ze k vétsi sekreci obou cytokinti doslo u bunék derivovanych
s GM-CSF. Po jejich stimulaci s LPS se produkce jesté zvysila, coz ukazuje na to, ze u
nich doslo k aktivaci.

Buniky derivované s GM-CSF a IL-4 produkovaly cytokini zhruba o polovinu
mén¢ nez builky derivované pouze s GM-CSF. Po jejich stimulaci LPS se sekrece opét
zvysila, ovSem ne tak markantné jako u ptedchozi skupiny. To poukazuje na to, Ze bunky

ey e

zmeénam.

5.1.2. Vliv velikosti panelu

Byl proveden experiment, pfi némz se buiiky izolované z kostni dien¢ rozd¢lili do dvou

skupin. Bunky byly derivovany na 6-jamkovém a 24-jamkovém panelu a pfi jejich krmeni
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se odebiralo 70% média. Po derivaci byly bunky analyzovany na pritokovém cytometru a

ziskané hodnoty jsou zapsany v tabulce 6.

Tab. 6: MnoZstvi bun¢k pozitivnich na povrchové znaky, 6-jamkovy a 24-jamkovy panel,

odebirano 70% média, vysledky jsou zapsany v procentech.

6-jamkovy | CD11c | CDllc" | 24-jamkovy | CD1l1c | CD11c"
CDllc’ 37,1 CDllIc" 44,1
CDI11b" 35,6 34,7 CDI11b" 27,2 41,6
MHCIT" 7,1 10,8 MHCIT" 6,9 9,5

NK I.1° 3,5 13,6 NK 1.1° 2,6 7,9
LyG6" 33,8 34,3 LyG6" 11,4 20,2

Z hodnot je vidét, ze pii pouziti vicejamkového panelu dostaneme vice CDl11c
pozitivnich bunék, 1 kdyz procento bunck pozitivnich na CD11c a zdrovenh MHCII je o
trochu mensi.

Mnozstvi derivovanych granulocytli, pozitivnich na LyG6, je markantné véEtsi
(zhruba dvakrat tolik) u bunék derivovanych v 6-jamkovém panelu. I kontaminace NK
bunikami, pozitivnimi na NKI1.1, je v 6-jamkovém panelu vétsi, a stoupa i procento
NKDC buné¢k, pozitivnich na NK 1.1 a zaroveii na CDI11c.

Z vysledki lze fici, ze pouziti 24-jamkového panelu je lepsi, nebot’ tak dostaneme
vice CDll1c pozitivnich bun€k a snizime mnozstvi granulocyti i NK1.1 pozitivnich

bunék.
5.1.3. Vliv objemu vyménéného média

Bunky deriované zkostni dfené¢ se rozdélily do dvou skupin. Bunky byly
derivovany na 24-jamkovém panelu a pfi jejich krmeni se odebiralo 100% nebo 70%

média. Po derivaci byly buiiky zanalyzovany na pritokovém cytometru a ziskané hodnoty

jsou zapsany v tabulce 7.
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Tab. 7: Mnozstvi bun€¢k pozitivnich na povrchové znaky, 6-jamkovy panel, odebirano

100% nebo 70% média, vysledky jsou zapsany v procentech.

100% média | CD11c | CDllc’ | 70% média | CD11c | CDI1c"
CDllc’ 36,9 CDll1c" 44,1
CD11b" 28,1 34,2 CD11b" 27,2 41,6
MHCIT" 8,5 10,9 MHCIT” 6,9 9,5

NK 1.1° 3,2 10,5 NK 1.1° 2,6 7,9
LyG6" 20,6 24,7 LyG6" 11,4 20,2

Z hodnot je poznat, ze pii odebirani 70% média pfi krmeni dostaneme vétsi
mnozstvi CDI11c pozitivnich bunék, ackoliv exprese MHCII molekul je zanedbatelné
mensi.

Pti odebirani 100% média pii krmeni se ve vzorcich objevuje vétsi procento
granulocytli, pozitivnich na molekulu LyG6, rovnéz veétSi mnozstvi NK bungk,
pozitivnich na NK1.1 povrchovy znak, a i NKDC bunék, pozitivnich na NK1.1 a zaroven
na CDl1lc.

Lze tedy usuzovat, Ze odebiranim 70% média pti krmeni namisto 100%,
dostaneme vice CD11c pozitivnich bunék a snizime pocet vyderivovanych granulocytil 1

NK1.1 pozitivnich bun¢k.

5.2. POROVNANI DENDRITICKYCH BUNEK IZOLOVANYCH ZE SLEZINY A
DERIVOVANYCH Z KOSTNI DRENE

Pro porovnéni rozdilli mezi dendritickymi butikami derivovanymi z kostni dien¢ a
izolovanymi ze sleziny bylo provedeno nékolik experimentd.

Buiiky izolované z kostni dfen¢ byly derivovany s GM-CSF a pfi krmeni jim bylo
odebirdno 50% média a stejné mnozstvi nového piidano. Po derivaci byly bunky
procistény na kolonég, abychom ziskali co nejvice CD11c pozitivnich bunék.

Vysledky méfeni vzorkd na pratokovém cytometru jsou zapsany v tabulkach:
v tabulce 8 je procentudlni zastoupeni bunék derivovanych z kostni dfené¢ pozitivnich na

vybrané znakypted pouzitim kolony; v tabulce 9 je totéZ po pouziti kolony.
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Tab. 8: Mnozstvi bun¢k derivovanych z kostni dfené pozitivnich na vybrané znaky ptred

pouzitim kolony, vysledky jsou zapsany v procentech.

CDllc¢ | CD1l1c¢" | Celkem

CDl11c" 57,4 57,4
CD11b" | 7,6 28 35,6
F4/80° | 0,3 30 3,3
CD86" | 4,3 9,5 13,8
MHCII" | 18,2 30,9 49,1
CD3" 0 0 0
CD19" |03 0,1 0,4

NK 11" | 1.1 4.6 5.7
LyG6® | 6,2 10,1 16,3

Tab. 9: Mnozstvi bun¢k derivovanych z kostni difené pozitivnich na vybrané znaky po

pouziti kolony, vysledky jsou zapsany v procentech.

CDll1c¢ | CD1l1c¢" | Celkem

CDl11c¢" 95,8 95,8
CD11b" | 1,1 68,3 69,4
F4/80° |0 36 36
CD86" |1 14,3 15,3
MHCII® | 3 57,1 60,1
CD3" 0 0 0
CD19" |0 0 0

NK 1.17]0,2 8,8 9
LyG6™ | 0,6 10,8 11.4

Z tabulek 8 a 9 je vidét, ze pouziti kolony pozitivné ovlivnilo Cistotu dendritickych
bunék. Stouplo jak procento CD11c pozitivnich bunék, tak i procento bun¢k pozitivnich

na znaky CD11b, CD86 a MHCII.

Slezinové dendritické buniky byly k experimentu pfipraveny zplisobem popsanym
v kapitole 4.1.2. Procentualni zastoupeni buné¢k, pozitivnich na testované povrchové
znaky, izolovanych ze sleziny je uvedeno v tabulce 10. Pro porovnani je taktéZ uvedeno
procentudlni zastoupeni bun¢k po derivaci z kostni dien¢ (viz tabulka 11). Bunky byly
analyzovany dva dny po zalozeni (tyto populace slouzily jako kontroly — nestimulované

bunky).
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Tab. 10: Procentudlni zastoupeni bunck derivovanych z kostni dfené¢ pozitivnich na

vybrané povrchové znaky.

CDl11c | CDl1l1c" | Celkem

CDl1l1c¢’ 57,95 57,95
CD11b" | 0,8 3.4 4,2
F4/80" | 2,85 2,6 5,45

CD86" | 18,85 15,85 34,7

MHCII" | 20,1 37,4 57,5

CD3* |04 1,3 1,7
CD19* [2,1 1,65 3,75
NK 1.1 | 7 4.8 11,8
LyG6™ |4,15 |62 10,25

Tab. 11: Procentudlni zastoupeni bunck izolovanych ze sleziny pozitivnich na vybrané

povrchové znaky.

CDl11c¢c | CDl1l1c" | Celkem

CDl1l1c¢’ 74,1 74,1
CD11b" | 13,13 | 70,17 83,3
F4/80" | 0,2 32 32,2
CD86" | 6,7 9,3 16

MHCII" | 15,07 | 35,54 50,61

Kdyz porovnadme buiiky derivované z kostni diené a izolované ze sleziny, jeden
z nejzasadnéjsich rozdila je v expresi CD11b — na bunkach z kostni dfené byla exprese
vysokd, na slezinovych bunikdch minimalni. Vzhledem ke skutecnosti, ze GM-CSF
podporuje rust myeloidni linie dendritickych bunék, vysoka pozitivita na CD11b znak
byla ofekavana. Exprese CD86 je vyrazné vyssi na slezinovych bunikach (34,7 % versus
16%) a exprese MHCII je také mirné zvySena (57,5 % versus 50,61 %). Procentudlni
zastoupeni bun€k pozitivnich na znaky pro T a B lymfocyty (CD3 a CD19) a NK bunky
(NK1.1) se bylo u obou typti bun¢k podobné, stejné tak jako zastoupeni granulocytl
(LyG6) (porovnavaly se hodnoty v tabulkdch 9 a 10). Makrofagovy znak F4/80 je
buiikkami izolovanymi ze sleziny exprimovan minimalné, avSak u bun¢k derivovanych
z kostni dfené je, jako u pfedesSlych experimentl, exprimovan v pom&mé vysokém

mnozstvi.
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Slezinové buiikky a DCs derivované z kostni dfené (pfeciSténé na kolong) byly

aktivované s TLR ligandy.

Stupent aktivace dendritickych bunék se urCoval meétfeni povrchové exprese

molekul MHCII a CD86 v populaci bun¢k pozitivnich na CD11c znak. Vysledky jsou

vyobrazeny na grafech 10 a 11.
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Obr. 10: Bunky derivované z kostni dfen¢ a buiky izolované ze sleziny, pozitivni na

MHCII a CD11c znaky (* - statisticky vyznamné).
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Obr. 11: Bunky derivované z kostni dfené a bunky izolované ze sleziny, pozitivni na

CD86 a CD11c znaky (* - statisticky vyznamné).

U bunék derivovanych z kostni diené bylo pfi stimulaci s LPS pozorovano zvyseni

exprese MHCII na CD11c pozitivnich buiikach (o 9%). Pti stimulaci s TLR ligandy LTA

a 1Q zvySeni pozorovano nebylo. U buné€k izolovanych ze sleziny po stimulaci k néartstu

exprese MHCII viibec nedoslo.

U bunék derivovanych z kostni diené bylo pfi stimulaci s LPS pozorovano zvyseni

exprese CD86 na CD11c pozitivnich buiikach (cca o 12%), k nepatrnému zvyseni doslo 1

pii stimulaci s LTA (o 1%), avSak pfi stimulaci s IQ zvySeni exprese zaznamenano
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nebylo. U bunék izolovanych ze sleziny po stimulaci k nartstu exprese CD86 viibec
nedoslo.

Z vysledkl se da vyvodit, ze buiiky derivované z kostni dien¢ se stimulaci s LPS
aktivuji a exprimuji na svém povrchu vice MHCII 1 CD86, na ostatni TLR ligandy ovSem
moc nereaguji. U bunék izolovanych ze sleziny se exprese MHCII a CD86 po stimulaci
s TLR ligandy vlibec neméni. Miizeme tedy piepokladat, Ze bunky jsou jiz maturované a

po stimulaci nedochazi k zadné dalsi aktivaci.

U bun€k derivovanych z kostni dien¢ a izolovanych ze sleziny se dale méfilo
mnozstvi produkovanych cytokinil u nestimulovanych a stimulovanych bunék. Vysledky

meéfeni jsou zobrazeny na obrazcich 12 a 13.
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Obr. 12: Mnozstvi produkovaného cytokinu IL-10 u dendritickych bunék derivovanych

z kostni diené a slezinovych dendritickych bunék (* - statisticky vyznamné).
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Obr. 13: Mnozstvi produkovaného cytokinu IL-10 u dendritickych bunék derivovanych

z kostni dien€ a slezinovych dendritickych bunék (* - statisticky vyznamné).
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Z obrazku je vidét, ze produkce IL-10 se po stimulaci TLR ligandy zvysila u obou
vzorkli, nejvysSich hodnot se dosdhlo stimulaci LPS. Produkce cytokinu IL-10
produkovali slezinné buiiky o vice nez 50% vice.

Produkce IL-12 byla vy$s$i u bunék derivovanych z kostni dfené. Po stimulaci
s TLR ligandy se produkce jesté zvysila, nejvyssi byla po stimulaci s LPS. U bunék

1zolovanych se sleziny se produkce IL-12 po stimulaci TLR ligandy viibec nezvysila.
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6. DISKUZE

Dendritické buiiky jsou populaci zna¢né heterogennich bunék nesoucich nékolik
spole¢nych znakti. KdyZ opomineme vyvojové nepiibuzné folikularni dendritické burnky
(TEW et al., 1997), jsou si vSechny dendritické buiiky podobné hlavné spolecnou expresi
molekul CD11¢, CD80, CD86 a MHCII. Naopak se od sebe jednotlivé subsety 1i$i expresi
CD11b, CD40 a F4/80. Jednotlivé typy se téz 1isi schopnosti fagocytdzy a lokalizaci ve
tkani. Nésledkem toho jsou nakonec i rizné funkéni vlastnosti (Lipscomb & Masten,
2002).

V této praci jsem se snazila najit co neojptimalnéjsi zplisob derivace DC z kostni
dené. Cistota DC byla posuzovana procentudlnich zastoupenim bunék pozitivnich na
specifické vyselektované znaky. Povrchovy znak CD1lc se na dendritickych buiikach
nachdzi ve velkém mnozstvi, ale objevuje se i na jinych buitkich myeloidni linie.
Povrchovy znak CD11b se nachazi na dendritickych a NK bunkéach, v uritém mnozstvi je
vSak exprimovan i monocyty, granulocyty a makrofagy (Janeway et al., 2005). Povrchovy
znak NK1.1 zase nemusi byt exprimovan na vSech NK bunkach (Montaldo et al., 2013).
Makrofagovy povrchovy znak F4/80 je obvykle exprimovan na riznych makrofazich
(Kupfferovych  buiikach, slezinovych builkich cervené pulpy, mikrogliich,
Langerhansovych buiikach a dalSich), ale jeho exprese zavisi 1 na vyvojovém stadiu
makrofagli a miZe se objevit i na nékterych subsetech dendritickych bunék (Kriiger et al.,
2004). Pro upln¢ presné stanoveni jednotlivych bunék by se tedy musely pouzit
kombinace vice povrchovych znakl charakterizujicich jednotlivé bunky.

Derivace dendritickych bunék z kostni dfen¢ se da provadét nékolika zpiisoby,
v naSem piipad¢ byla zvolena derivace s ristovym faktorem GM-CSF. Timto zpiisobem
je mozné ziskat velké mnozstvi dendritickych bunék v jejich nematurovaném stadiu,
avSak pouzitim GM-CSF se stimuluje rast celé myeloidni linie — tedy dendritickych
bunék, makrofagl a granulocytii (Inaba et al., 1992). Derivaci s GM-CSF tedy dostaneme
hlavné myeloidni dendritické bunky. DalSim zplGsobem je derivace s Flt3-ligandem:
derivaci s timto cytokinem je mozné ziskat dendritické buitky myeloidni i lymfoidni linie
(Brasel et al., 2000). Nékteré studie téz ukazuji, ze pii riznych koncentracich teleciho
fetalniho séra v médiu dochazi ke zméné kvality a kvantity dendritickych bunck
derivovanych z kostni diené. Bylo zjisté€no, Ze i stejné typy séra od riznych vyrobct maji
jiné vlastnosti a ze v séru jsou jak aktivujici, tak inhibujici slozky (Lutz & Rossner, 2007).

Pouziti cytokinu IL-4 pfi derivaci se pouziva hlavné k ziskani lidskych dendritickych
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bunék, nebot’ se tak zabrani ristu makrofagi, u bun€k derivovanych z kostni dfen¢ mysi
se vSak tento efekt neprokazal. IL-4 pii derivaci ovSem podle vSeho zvySuje schopnost
produkce IL-12 po stimulaci s LPS (Menges et al., 2005).

Z naSich experimentl vyplyva, Ze pouzitim IL-4 pii derivaci dochazi k rychlejsi
maturaci a menSimu vyskytu bunék s povrchovymi znaky NK1.1 a LyG6. Zaroven je u
téchto bunck 1 vyssi exprese F4/80, coz poukazuje na to, ze pouziti IL-4 pii derivaci
opravdu nezabrani nartstu makrofagové populace (Menges et al., 2005). Granulocytl se
vic vyskytovalo ve vzorcich derivovanych pouze s GM-CSF. Vyskyt granulocytl je pii
derivaci bun¢k s GM-CSF normalni (Hofej$i & Bartiiikova, 2005), snizeni mnozstvi u
derivace s IL-4 mliZze byt zpisobeno riiznou maturaci a reakci na tento cytokin. Produkce
cytokini potvrzuje hypotézu, ze u bunck derivovanych s IL-4 dochazi k rychlejsi
maturaci, nebot’ produkce cytokinil je mensi a po stimulaci s LPS se jiz dale nezveda. Je
také zajimavé, ze neddvno popsana hybridni populace neutrofilli, nesouci jak znaky
neutrofili, tak znaky antigen prezentujicich bunck (CD80, CD86 a MHCII), muze
kontaminovat populaci DC (Geng et al., 2013). Ke snizeni kontaminace granulocyty by
mohlo ptispét prodlouzeni ¢asu derivace na 10-12 dnt (Lutz et al., 1999).

Pti zkoumani, ktery panel je k derivaci dendritickych bunék z kostni diené lepsi,
jsme dosli k zavéru, ze 24-jamkovy panel se hodi Iépe. Vyhneme se tak vétSimu poctu
LyG6 a NKI1.1 pozitivnich bun¢k. VEtsi mnozstvi téchto bun¢k miize byt zptisobeno
vznikem mikroprostiedi uprostied vétsich jamek panelu.

Pti porovnavani DCs izolovanych ze sleziny a DCs derivovanych z kostni diené se
ukazalo, ze buiikky derivované z kostni difené¢ maji zvySenou expresi CD11b a F4/80
znaki, coz souhlasi s jinymi studiemi (Hey & O’Neall, 2012). Na stimulaci LPS pak 1épe
reaguji buiiky derivované z kostni diené€, coz nasvéd€uje tomu, Ze se po ni buniky aktivuji
— vzrustd mnozstvi bun€k pozitivnich na CD11c a zaroven na MHCII, stejné tak jako
pozitivnich na CD11c a zaroven na CD86. Stejné tak u nich po stimulaci vzristd produkce
obou sledovanych cytokini. VEtsSi mnozstvi produkovanych cytokinti dendritickymi
bunkami derivovanymi z kostni difené u experimentu (5.2.) oproti experimentu
predchozimi (5.1.) mize byt zpisobeno vétsim mnozstvim téchto bun¢k po pouziti kolony
pro ziskani CD11c pozitivnich bun¢k. U buné€k izolovanych ze sleziny se po stimulaci
mnozstvi bun¢k pozitivnich na CD11c a zaroven na CD86 a pozitivnich na CDl1c a
zarovenl na MHCII nezvySuje, coZ sv&d¢i o jejich jiz maturovaném stavu. Po stimulaci
TLR ligandy se u slezinnych bun¢k zvysila pouze produkce cytokinu IL-10. NezvySena

sekrece cytokinu IL-12 po stimulaci mize byt zplisobena tim, Ze tento cytokin je obvykle
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vytvaren CDS8 pozitivnimi dendritickymi buiikami, kterych se ve sleziné¢ nachazi malo
(Hochrein et al., 2001).

Cilem prace bylo najit nejoptimalnéjsi podminky pro derivaci DC z kostni diené.
Na zéklad¢ naSich experimentd se da usoudit, Ze Cistota populace DC je variabilni 1
v piipadé¢ dodrzovéani stejnych experimentalnich podminek. Odebirdni supernatantu
s neadherovanymi buitkami mélo snizit kontaminaci granulocyty (Inaba, 1992). Zda se
vSak, ze zaroven snizilo i mnozstvi prekurzorii dendritickych bun¢k a tudiz se tento
postup neosveédCil. Predpokladame, ze jiné parametry, jako napf. sniZeni koncentrace
bun¢k zakladanych do panelu a délka derivace mohou zvysit Cistotu DCs vyuzivanych

dale pro experimenty ex vivo.
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7. ZAVER

Celkové procento vyderivovanych dendritickych bunék, charakterizovanych jako
bunky pozitivni na CD11c a MHCII, je vyssi pii pouziti GM-CSF a IL-4, avSak procento
bun¢k identifikovanych jako nematurované myeloidni dendritické  bunky,
charakterizované znaky CD11c a CD86, je vyssi pii1 pouziti pouze riistového faktoru GM-
CSF. Buiky derivované z kostni dien¢ pouze ristovym faktorem GM-CSF jsou vsak vice
kontaminované granulocyty nez pii pouziti kombinace GM-CSF a IL-4. Procento bun&k
s NK1.1 znakem, tedy NK-bun¢k a NKDC, s pouzitim IL-4 pti derivaci stoupa. Produkce
cytokint piti pouziti IL-4 klesa. Podle vysledkt se tedy zda, ze pii derivaci bun€k s kostni
diené s GM-CSF a IL4 sice snizime pocet nechtén¢ vyderivovanych granulocytl, avsak
produkuji méné cytokind.

Pro derivaci DC z kostni dien¢ je idealn€j$i pouziti 24-jamkového panelu a
vyména 70% kultivaéniho média.

DC derivované zkostni dfené¢ jsou pro sledovani aktivace s TLR ligandy
vhodnéj$i nez slezinové dendritické buniky, at’ uz ptfi méfeni exprese povrchovych znaki

nebo produkce cytokind. Jsou vSak vice kontaminovany granulocyty.
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