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1. Uvod

1.1. Hemostaza

Hemostaza, jakozto proces zastavy krvaceni, je nepostradatelnym fyziologickym
mechanismem organizmu, ktery mtizeme z Casového hlediska rozdé¢lit na ¢tyfi kroky (Kittnar
and kol., 2011):

e vazokonstrikce
e aktivace a agregace trombocytl
e hemokoagulace

o fibrinolyza

Po poskozeni cévy dochazi nejdiive k jejimu stazeni, ¢imz se minimalizuje krevni pritok
poskozenou oblasti a tim i1 krevni ztraty. Nasleduje tvorba primarni hemostatické zatky
tvofené agregovanymi destickami, kterd je poté v procesu hemokoagulace nahrazena
definitivnim trombem tvotenym fibrinovou siti, ve které jsou zachytavany krevni elementy
(trombocyty, bilé i ¢ervené krvinky). Jakmile krevni sraZenina splni svou tlohu, musi byt
z téla odstranéna, tudiz v procesu fibrinolyzy dochazi k jejimu rozpusténi (Kittnar and kol.,
2011).

1.2. Krevni desti¢ky (trombocyty)

Trombocyty jsou krevni elementy, které maji v klidovém stavu diskoidni tvar (Kamath,
Blann and Lip, 2001). Nejedna se o buniky v pravém slova smyslu, jelikoZz vznikaji jako
odstépky cytoplazmy megakaryocytu (George, 2000), nemaji tedy jadro, nemohou se
replikovat (Kittnar and kol., 2011) a primérné piezivaji 8-10 dni (Kamath, Blann and Lip,
2001). V krvi ¢lovéka se fyziologicky vyskytuji v koncentraci 150-350 x 10%1 (George,
2000).

Hlavni ulohou krevnich desticek je tvorba priméarni krevni sraZeniny tvofené agregaty
desti¢ek. Mimo to se ale castni i imunitni odpovédi a zanétlivych reakci, kdy se shlukuji
vV misté poskozeni a uvoliiuji cytokiny a chemokiny, které¢ maji chemotaktické ucinky na
neutrofily a monocyty. Napomahaji tak navadéni imunitnich bun¢k do mista zdnétu, zaroven

ale samy funguji jako imunitni bufiky pohlcujici mikroby (Sonmez a Sonmez, 2017).
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Pro fyziologickou funkci trombocytd jsou stézejni vlastnosti jejich plazmatické
membrany, na jejimz povrchu se nachdzi glykoproteiny, které se ui€astni adheze a agregace
desti¢ek, ¢imz se vyznamné podili na procesu hemostazy a trombogeneze (Kieffer and
Phillips, 1990; Kamath, Blann and Lip, 2001).

Systém kontraktilnich filament obsazenych v cytoplazmé krevnich desticek poméaha
udrzovat jejich diskoidni tvar, zaroven ale umoziuje zédsadni zménu jejich tvaru v prubehu
aktivace a agregace (George, 2000; Kamath, Blann and Lip, 2001).

V cytoplazmé krevnich desticek se dale nachazi razné typy granul (George, 2000;
Kamath, Blann and Lip, 2001; Kittnar and kol., 2011):

e a-granula — obsahuji hlavné proteiny (destickovy faktor 4 (antagonista heparinu),
desti¢kovy ristovy faktor (PDGF), B-tromboglobulin, fibrinogen, von Willebrandiv
faktor, fibronektin a dalsi srazeci faktory)

e denzni granula — obsahuji pfedevsim vapenaté ionty, ADP, ATP a serotonin

e lysozomy — obsahuji hydrolytickeé enzymy

e peroxizomy — obsahuji enzym katalazu

Uvolnénim téchto faktori béhem trombocytarni aktivace dochazi k aktivaci dalsich

desti¢ek a amplifikaci jejich agregace (Kittnar and kol., 2011).

1.2.1. Aktivace a agregace krevnich destic¢ek

Kwvli své schopnosti rychle se aktivovat v misté poskozeni cévni stény, jsou trombocyty
vyznamnymi ucastniky tvorby krevniho trombu (Offermanns, 2006). P#i poskozeni
endotelialni vystélky cévy dochazi k odhaleni kolagennich vlaken, které zpisobi aktivaci
trombocytt (Ruggeri, 2002; Jackson, Nesbitt and Kulkarni, 2003). Tato aktivace vyvola
vyraznou zménu tvaru krevnich desti¢ek, které vysilaji na povrch drobné vychlipky
cytoplazmy (George, 2000), ¢imz nabyvaji hvézdi¢kovitého vzhledu, zaroven ale dochazi i
k jejich degranulaci (viz Obr. 1).

Béhem degranulace krevnich desticek se z granul uvoliuje fada faktord spoustéjicich
dalsi hemostatické procesy (Sonmez a Sonmez, 2017), dochéazi k zesileni vzajemnych
interakci aktivovanych desticek i jejich interakci s dal§imi krevnimi buiitkami a vaskularnimi
endotelialnimi bunikami (Nishibori a kol., 1993).



Aktivované desticky adheruji k poskozené cévni sténé, kdy pocate¢ni interakci mezi
povrchem krevnich desti¢ek a kolagennimi vlakny zajiStuje destiCkovy receptor pro von
Willebrandtv faktor GPIb/V/IX a kolagenni receptor GPVI (Jackson, Nesbitt and Kulkarni,
2003; Nieswandt and Watson, 2003; Ruggeri, 2003; Offermanns, 2006). Aktivace integrint
GPIIb/Illa a GPla/lla na krevnich desti¢kach vede k pevnému spojeni mezi trombocyty a
poskozenou cévni sténou (Offermanns, 2006).

V dals$i fazi dochazi ke vzajemnému propojovani trombocyti do podoby primarni
hemostatické zatky. Glykoprotein GPIlIb/llla (integrin oypPs) je u klidovych trombocytt
Vv neaktivnim stavu, ale po aktivaci desticek je konvertovan do aktivni konformace, ve které
je schopen véazat makromolekularni ligandy jako je fibrinogen a von Willebranduv faktor, a
tim navzdjem zesitovat krevni desti¢ky (Tadokoro a kol., 2003; Shattil a Newman, 2004;
Bennett, 2005; Ratnikov, Partridge a Ginsberg, 2005; Offermanns, 2006).

Chemoatrakce dalSich desti¢ek se tcastni fada lokalné se hromadicich mediatoru, které
jsou produkovany ¢i uvoliiovany béhem degranulace trombocytt. Tyto mediatory zahrnuji
ADP nebo tromboxan A2, které jsou uvoliiovany z aktivovanych desticek a funguji skrze
receptory spiazenymi s G proteiny, ¢imz spousti signalizaci, kterd mize dale navysit jejich
produkci €1 uvoliiovani. Tato pozitivni zpétna vazba zajist'uje rychlou aktivaci trombocytl a

zformovani krevni srazeniny (Offermanns, 2006).



Schematické shrnuti aktivity krevnich desti¢ek béhem hemostazy je vyobrazeno na Obr. 1.
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Obr. 1: Zmény a fungovani krevnich desti¢ek v procesu hemostazy (De Abajo, 2011).

Aktivace trombocytli miize byt prokdzana pomoci granuldarnich membranovych molekul,
které se na jejich povrchu objevuji az po degranulaci krevnich desti¢ek (Ruf a Patscheke,
1995; van Velzen a kol., 2012).

Takovymi molekulami jsou napt. CD62P, CD63 nebo CD154, které jsme vyuzivali i my

Vv naSich experimentech.

1.2.1.1. Povrchové znaky (markery) aktivace krevnich desti¢ek

CD62P (P-selektin) je 140 kDa protein, ktery se u neaktivovanych trombocytti nachazi
vV membrané a-granuli. Jakmile ale nasledkem aktivace desticek dochazi k jejich degranulaci,
P-selektin je redistribuovéan na povrch krevnich desticek, kde ho miizeme pomoci vhodnych
fluorescenéné znacCenych protilatek detekovat pritokovou cytometrii (Leytin a kol., 2000;
Kamath, Blann a Lip, 2001). Pravé pfitomnost P-selektinu na plazmatické membrané
aktivovanych desti¢ek a jeho absence na povrchu klidovych desti¢ek tedy umoziuje pomoci
této metody spolehlivé detekovat aktivaci trombocyti (Kamath, Blann a Lip, 2001; Leytin a
kol., 2004; Linden a kol., 2004; Curvers a kol., 2008).
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Funkci P-selektinu je zprostfedkovani interakce mezi krevnimi destickami a bilymi
krvinkami nebo endotelidlnimi bunikami (Furie, Furie a Flaumenhaft, 2001; Curvers a kol.,
2008).

CD63 je jednim ze zastupcu velké rodiny tetraspanini (povrchovych membranovych
proteinti se ¢tyfmi transmembranovymi doménami), které na bunééném povrchu vytvari tzv.
mikrodomény bohaté na tetraspaniny (tetraspanin-enriched microdomains; TEMs) zahrnujici
nékolik tetraspaninii a dal$i molekuly (napf. integriny nebo receptory). Tetraspaniny se
podili na procesech jako je buné¢na aktivace, adheze a diferenciace (Pols and Klumperman,
2009).

CD63 kromé TEMs najdeme v bohatém zastoupeni i u pozdnich endozomu a lysozomu
(Pols and Klumperman, 2009) a je pfitomen i na membrané denznich granul (Nishibori a
kol., 1993). Podobné¢ jako u P-selektinu se jeho exprese na povrchu v disledku degranulace
zvySuje. CD63 interaguje s ruznymi integriny, jinymi tetraspaniny, receptory na povrchu
bungk, kindzami atd. (Pols and Klumperman, 2009).

CD154 (CD40 ligand) je transmembranovy protein patiici do TNF (Tumor Necrosis
Factor) rodiny, ktery se vyznamné podili na priibéhu imunitni odpovédi, jelikoZ po navazani
na receptor na B-lymfocytech (CD40) indukuje B-bunétnou proliferaci a tvorbu
pamétovych B-lymfocytti. Pivodné byl tento protein objeven u bunék imunitniho systému,
nicméné pozdéji se ukdzalo, ze se nachdzi i na endotelidlnich bunkach, monocytech,
makrofazich (Schonbeck a Libby, 2001; André a kol., 2002) a krevnich destickach (Henn a
kol., 1998, 2001). Distribuce CD154 v trombocytech je objasnéna jen ¢aste¢né, kazdopadné
se nachazi v jejich a-granulich (Kamykowski a kol., 2011; Charafeddine a kol., 2012;
Dewitte a kol., 2015). U klidovych desti¢ek je tedy CD154 schovany uvnitf granul, ale po
trombocytarni aktivaci jeho exprese na povrchu desti¢ek prudce roste (André a kol., 2002).

Jako marker veSkerych trombocytd byva pouzivan CD9 antigen, tetraspanin, ktery je

exprimovan na klidovych i aktivovanych destickach (Pols and Klumperman, 2009).

1.2.1.2. Agregometrie v praxi

Testovani agregace krevnich desticek nachazi v klinice uplatnéni v monitorovani 1écby
trombofilnich stavi, odhadu rizika krvaceni béhem operace, diagnostice dédi¢nych
krvacivych stavli nebo v transfuznim Iékatstvi (Koltai a kol., 2017).

Mg¢feni agregace trombocyti se mize provadét pomoci optickych agregometrd, které

vyuzivaji PRP (platelet rich plasma) a jsou zaloZzeny na detekci zmény propustnosti svétla po
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ptidani aktivatoru k PRP (Hankey a Eikelboom, 2006; Pusch a kol., 2008; Koltai a kol.,
2017).

Dalsi moznosti jsou impedan¢ni agregometry, které naopak zaznamenavaji zménu
(zvySeni) impedance mezi dvéma elektrodami po spusténi trombocytarni agregace pomoci
aktivatoru. Vyhodou je, Ze v tomto piipadé lze vySetfovat plnou krev (Cardinal a Flower,
1980; Koltai a kol., 2017).

Agregace se da také testovat pomoci prutokové cytometrie, tromboelastografie nebo

analyzéru funkce krevnich desti¢ek (Koltai a kol., 2017).

1.3. Hemokoagulace

Fyziologickd hemokoagulace pfedstavuje rovnovahu mezi prokoagulacnim systémem
zodpovédnym za tvorbu hemostatické zatky a inhibi¢nimi mechanismy. Pfi pfipadnych
vychylkach této rovnovéhy (navySeni aktivity koagulacnich faktorii ¢i snizeni aktivity
inhibitortl) vznikaji krvacivé stavy (snizena krevni srazlivost) ¢i trombofilni stavy (zvySena
krevni srazlivost) (Previtali a kol., 2011; Palta, Saroa a Palta, 2014).

Béhem koagulace dochazi ke kaskadovité aktivaci koagulacnich faktort, kterd
v kone¢ném disledku vede k pfeméné rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin (Palta,
Saroa and Palta, 2014). Tak je primarni hemostaticka zatka tvotfena agregovanymi krevnimi
destickami nahrazena definitivnim trombem.

Vétsina koagulaénich faktorti jsou prekurzory proteolytickych enzymu, které cirkuluji
v plazmé v neaktivnim stavu a jsou produkovany jatry (Kittnar and kol., 2011; Palta, Saroa
and Palta, 2014).

K antikoagulacnim latkdm piirozené se v téle vyskytujicim patii zejmeéna inhibitory
serinovych protedz (viz kapitola 1.4.), napf. antitrombin, ktery vyjma trombinu inhibuje i
faktory IX, X, X1 a XII, nebo serinova protéza, protein C, proteolyticky inaktivujici faktory
V a VIII. Mezi dalsi inhibitory trombinu se fadi heparinovy kofaktor 11, a2-makroglobulin a
al-antitrypsin (Opal a kol., 2002; Ezihe-Ejiofor a Hutchinson, 2013; Palta, Saroa a Palta,
2014).

Koagulacni kaskada je typicky délena na vnéj$i a vnitini cestu, pficemz ob¢& konci
aktivaci faktoru X. K aktivaci vn&jsi cesty hemokoagulaéni kaskady dochazi prostiednictvim
tkanového faktoru (to je soubor extravaskularnich molekul, zejména fosfolipidi a

lipoproteintt), ktery se uvoliiuje pii poskozeni cévni stény. U vnitini cesty hemokoagulace je



stimulem kontakt faktoru XII s negativné nabitym povrchem, nejéastéji kolagenem (Owens
and Mackman, 2010; Kittnar and kol., 2011; Palta, Saroa and Palta, 2014).

Aktivovany faktor X spolu s faktorem V, destickovymi fosfolipidy a vapenatymi ionty
zpusobi konverzi protrombinu na trombin, ten nasledné konvertuje rozpustny fibrinogen na
jeho nerozpustnou formu (fibrin) (Palta, Saroa and Palta, 2014). Tvorba trombinu vede
k aktivaci faktoru XIII (fibrin stabilizujiciho faktoru), ktery kovalentné propoji fibrinové
polymery a zajisti tak stabilitu vzniklé sekundarni trombotické zatky (Bombeli and Spahn,
2004; Lasne, Jude and Susen, 2006).

1.3.1. Koagula¢ni testy

Koagula¢ni testy méfi ¢as nutny pro tvorbu fibrinového vlakna od spusténi reakce.
Koagulometry, které jsou pro tento ucel vyuzivany, mohou bud’ detekovat zménu optické
hustoty, elektrického naboje nebo zménu v magnetickém poli (zménu pohybu kovové
kulicky).

Funkce hemokoagula¢ni kaskady muze byt testovana pomoci PT, aPTT a TT testd (viz

nize).

1.3.1.1. Protrombinovy ¢as (PT)

Protrombinovy €as (PT) se pouziva k vySetfeni vn&j$i a spolecné cesty koagulacni
kaskady. Vysledkem tohoto testu je Cas potiebny pro vytvoieni srazeniny po pridani
tromboplastinu (smés tkanového faktoru, vapenatych ionti a fosfolipidi) do vysetiované
plazmy (Levy a kol., 2014; Yang a Moosavi, 2019). Fyziologické rozmezi je v tomto piipadé
12-15s.

Prodlouzeni protrombinového ¢asu mimo jiné signalizuje nedostatek faktora II, V, VII a

X nebo nizké koncentrace fibrinogenu (Triplett, 2000; Levy a kol., 2014).

1.3.1.2. Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT)

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy €as (aPTT) testuje vnitini a spolecnou cestu
koagulaéni kaskady, a to vSechny faktory s vyjimkou faktoru VII a XIII. Vystupem aPTT je
opét Cas potiebny pro tvorbu krevni srazeniny. Fyziologické hodnoty aPTT se pohybuji

Vv rozmezi 25-40 s, obvykle ovSem kolem 35 (Rountree and Lopez, 2020).
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1.3.1.3. Trombinovy ¢as (TT)

Trombinovy ¢as (TT) piimo testuje rychlost pfemény fibrinogenu na fibrin, méfi Cas (v s)
do vzniku fibrinové srazeniny. Fyziologické hodnoty TT jsou obvykle do 20 s (Teruya a
Kostousov, 2014).

1.4. Serpiny

Serpiny jsou skupinou proteint s pramérné 350-500 aminokyselinami, které jsou schopny
inhibovat ¢innost serinovych proteaz (byly identifikovany i serpiny inhibujici kaspazy (Ray
a kol., 1992; Law a kol., 2006) a cysteinové protedzy (Schick a kol., 1998; Irving, Pike a
kol., 2002)). Vyskytuji se u zivocichu, rostlin, virt, bakterii i archei (Law a kol., 2006).
Jednd se o0 funkéné variabilni proteiny - inhibiéni serpiny funguji napf. v procesech
kondenzace chromatinu v kufecich erytrocytech (Grigoryev a Woodcock, 1998; Irving,
Shushanov a kol., 2002; Law a kol., 2006), formace dorsoventralni osy a imunoregulace u
drosofily a dalsich zastupcti hmyzu (Ligoxygakis, Roth a Reichhart, 2003; Law a kol., 2006)
¢i kontroly apoptozy (Ray a kol., 1992; Law a kol., 2006).

U clovéka zastava vétSina serpint inhibi¢ni funkce, nejznaméjsi jsou pro svou ucast v
procesu koagulace a fibrinolyzy, nékteré ovsem funguji jako chaperony (Nagata, 1996) nebo
nadorove supresory (Zou a kol., 1994), patii sem i molekuly ucastnici se regulace zanétlivé
odpovédi (antitrypsin a antichymotrypsin) nebo molekuly vyuzivané k hormonalnimu
transportu (kortikosteroidy véazajici globulin a globulin vazajici tyroxin (Pemberton a kol.,
1988)) (Silverman a kol., 2001; Law a kol., 2006).

Serpiny normalné zaujimaji metastabilni konformaci, ktera je zasadni pro jejich inhibi¢ni
funkce. Jejich struktura typicky zahrnuje 3 B-skladané listy, 7-9 a-helixti a centralni reaktivni
smycku (RCL). RCL je esencidlni ¢asti serpinll, jelikoZ obsahuje misto rozpoznavané
cilovou protedzou, a tak pravé ona je zodpovédna za interakci s cilovym enzymem
(Silverman a kol., 2001).

Nativni struktura serpinti je vyobrazena na Obr. 2.



Breach

Obr. 2: Nativni struktura serpini (Law a kol., 2006). B-skladané listy (Gervené, zelené a

Zluté), a-helixy (tyrkysové) a smycka s reaktivnim centrem (RCL, fialova).

Serpiny inhibuji serinové proteazy prostiednictvim konformacéni zmény, ke které dojde po
navazani enzymu na smycku s reaktivnim centrem a jejim Stipnuti cilovou protedzou, a
kterou se serpin dostava do stabilnéjsiho uspotadani. Mezi serpinem a proteazou se nejdiive
vytvari kovalentni vazba, nacez se RCL piesune i spolu S navdzanou protedzou na opacny
konec serpinu a vlozi se do jednoho z
B-skladanych lista (Silverman a kol., 2001; Rau a kol., 2007). Tak dojde k pteruSeni
aktivniho mista proteazy a tim Kk jeji inhibici (Olson a kol., 2001). Tato inhibice je
ireversibilni (Rau a kol., 2007).



Zobrazeni mechanismu inhibice serinové proteazy serpinem lze vidét na Obr. 3.

Obr. 3: Inhibi¢ni mechanismus serpini (Law a kol., 2006). Serinova protéza kovalentné
navazana na RCL serpinu po jejim Stipnuti (A) a stabiln&jsi konformace serpinu po zaclenéni
RCL do jednoho z B-skladanych listt (B).

Z hlediska krevni sraZlivosti jsou dillezZitymi serpiny antitrombin (ten kromé trombinu
inhibuje i koagulacni faktory IX, X a XI (Rau a kol., 2007)), inhibitor proteinu C (serpin
s antikoagulaénimi i prokoagula¢nimi uéinky, jeho efekt zavisi na cilové protedze a
ptitomnych kofaktorech (Pike a kol., 2005; Rau a kol., 2007)), inhibitor aktivatoru
plazminogenu 1 (jeden z hlavnich fyziologickych inhibitord aktivace plazminogenu
(Vaughan, 2001; Cesarman-Maus a Hajjar, 2005; Rau a kol., 2007)), heparinovy kofaktor 11
(inhibitor trombinu (Tollefsen, 2007)).

Jelikoz hemostdzy a fibrinolyzy se ucastni fada serinovych protedz, serpiny hraji
dulezitou roli v regulaci a udrzovani téchto procesi v rovnovaze potiebné pro udrzovani
krevniho toku. Poskozeni funkce serpinti, jejich nedostatek nebo naopak zvySena produkce
tak mohou vyustit v krvacivé ¢i trombofilni stavy (Rau a kol., 2007).

Jiného vyznamu serpiny nabyvaji u hematofadgnich zivo€icht, ktefi celi problému

hemostazy pii sani hostitelovy krve. Adaptace klistat tomuto zplisobu vyzivy zahrnuje

rrrrr
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proteaz) obsazené v jejich slinach (Ribeiro and Francischetti, 2003; Francischetti, Ivo, 2009;
Chmelat a kol., 2017).

Na rozdil od endogennich serpinti, které udrzuji hemostatické procesy ve fyziologické
rovnovaze, vstup exogennich serpini do organizmu vychyluje tuto rovnovahu smérem
k inhibici koagulace, ¢imz si hematofagni zivo¢ichové zajist'uji kontinualni proudéni tekuté
krve béhem sani.
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2. Cile prace

1. Zavést a optimalizovat metodu analyzy agregace trombocytl pomoci priitokové
cytometrie

2. Pomoci této metody otestovat anti-hemostatické vlastnosti serpini ze slinnych zlaz
klistéte Ixodes ricinus

3. Zmgefit antikoagulacni U€inky téchto serpinti pomoci koagulometru

12



3. Material a metody

3.1. Pouzité roztoky, protilatky, aktivatory a inhibitory

Reagencie a pufry pouzivané pro testovani trombocytarni agregace a aktivace jsou

uvedeny v Tab. I.

Tab. I: Chemikalie pouZité pro testovani agregace desti¢ek.

Agregace desticek
Nazev Specifikace (sloZeni/koncentrace)
132 mM NacCl, 6 mM KCI,1 mM
HEPES pufr MgSO4-7H,0, 1,2 mM KH,PO,4-2H,0,
20 mM HEPES (Gibco), 5 mM glukoza,
destilovana voda, pH — 7,4
85 mM TCD (trisodium citrate dihydrate)
Citratovy pufr (ACD) 66,6 MM CAM (citric acid monohydrate)
111 mM D-glukoza, destilovana voda
CD9-APC 2 ng/ml
(ThermoFisher, kat. ¢. 17-0091-82) klon eBioKMC8
CD9-FITC 5 pg/ml
(ThermoFisher, kat. ¢. 11-0091-82) klon eBioKMCS8
CD63-PE-Cy7 0,4 ug/ml
(ThermoFisher, kat. ¢. 25-0631-80) klon NVG-2
CD154-PE 0,4 pug/ml
(ThermoFisher, kat. ¢. 12-1541-81) klon MR1
CD62P-APC 0,4 pg/ml

(ThermoFisher, kat. ¢. 17-0626-80)

klon Psel.K02.3

Kolagen (COL)
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. C9791-10MG)

Koncentrace dle protokolu

13



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c9791?lang=en&region=CZ

Katepsin G (CAT)

. ' Koncentrace dle protokolu
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4428-25UN)

Phorbol myristate acetate (PMA)

_ _ Koncentrace dle protokolu
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 79346-1MG)

Kyselina arachidonova (AA)

_ Koncentrace dle protokolu
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10931-250MG)

Testované serpiny Ptipraveny rekombinantné v nasi laboratofi
(IRS 2, IRS 3, IRS 5, IRS 8) Koncentrace dle protokolu

0,1% azid sodny, 0,1% BSA, 1x PBS

FACS pufr ) ] ]
(Gibco), destilovana voda

Slozeni TBS pufru a dalSich reagencii pouzivanych pro testovani hemokoagulace (PT,
aPTT a TT test) jsou uvedeny v Tab. Il. VSechny reagencie, s vyjimkou TBS a serpint, byly

zakoupeny jako set od firmy Technoclone.

Tab. 11: Chemikalie pouzivané béhem testovani hemokoagulace.

Hemokoagulace

Nazev Specifikace (sloZeni/koncentrace)

20 mM TRIS, 150 mM NaCl

TBS pufr )
destilovana voda, pH — 8

Kontrolni plazma (Coagulation Control N)

(Technoclone)

Technoplastin HIS (Ca-thromboplastin)

(Technoclone)

Dapttin (Technoclone)
CaCl; (Technoclone) 25 mmol/I

Trombin (Thrombin Reagent) ]
20 1. U. bov. trombin
(Technoclone)
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Testované serpiny 6 UM, ptip. postupna fedici fada (viz
(IRS2IRS3IRS5IRS 8) Tab. 1)

3.2. Piiprava vzorki pro testy aktivace a agregace krevnich desticek

Schematicky ptehled piipravy vzorkd pro testovani aktivace a agregace desticek je

zobrazen na Obr. 4, 6 a 7. Podrobny popis je uveden v textu této kapitoly.

ACD ‘ 180g odpipetovat 1250g
2x HEPES 10 min PRP 10 min
\\
AN
Aktivace: 100-200x10%6 bb./ml
spoéitat bb. _ rozpustit 2xHEPES
) " prip. fedit pelet |
Agregace: >300x1076 bb./ml  “ /

Obr. 4: Piiprava plazmy pro agregacni a aktivacni testy.

3.2.1. Odbér krve

Mys§ (C57BL/6J) byla nejprve uspana halotanem a nasledné pienesena na podlozku
btiskem nahoru (polstafek s halotanem byl umistén mysi na ¢enich). Pinzetou byla vytvofena
kozni fasa v oblasti ramenniho pletence, chirurgickymi nizkami byla nejdiive rozstfihnuta
jen kuze (tak, aby byl vytvoten dostate¢né velky prostor pro odbér krve) a nasledné byla
stithem do hloubky pferuSena tepna v oblasti ramene. Vytékajici krev byla okamzité
nasavana do pipety s ustfizenou Spickou a pienesena do zkumavky $200 pul ACD a
nékolikrat promichana pomoci pipety, aby se zabranilo srazeni krve. Z jednoho jedince byl

obvykle ziskan ptiblizné 1 ml krve. Mys byla po odbéru usmrcena zlomenim vazu.
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3.2.2. Priprava PRP (Platelet Rich Plasma)

Ziskana mysi krev byla nasledné nafedéna HEPES pufrem v poméru 1:1 a centrifugovana
10 min pfi 25 °C na 180 g. U zcentrifugovaného vzorku se krevni sloupec viditelné rozdélil
do 2 casti. PRP (Platelet Rich Plasma), neboli svétle zlutava slozka nahote, byla opatrné
odpipetovana do nové zkumavky, cervena slozka se v dalSim postupu jiZz nepouzivala

(nakres rozd¢leni krevniho sloupce je zobrazen na Obr. 4).

3.2.3. Redéni PRP

PRP byla poté centrifugovana dalSich 10 min pii 25 °C na 1250 g, ¢imz se na dné
zkumavky vytvotil pelet. Supernatant byl odpipetovan do nové zkumavky, 2x nafedén
HEPES pufrem a nasledné byl pomoci né& rozsuspendovan pelet vznikly piedchozim

sto¢enim.
3.2.4. Pocitani desticek

Desti¢ky byly pocitany v Neubauerové komurce (Neubauer Improved Petroff Chamber,
Marienfeld) s pouzitim svételného mikroskopu. Pocet trombocyti jsem spocitala v 80

malych ¢tvercich (viz Obr. 5) a podle vzorce nize byla vypocitana koncentrace desti¢ek v 1

ul krve,
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Obr. 5: Nakres Neubauerovy komiirky. Cervené jsou zvyraznéné malé Gtverce, ve kterych

byly pocitany krevni desticky.

pocet desticek v malych ctvercich x redéni vzorku

pocet malych ¢tvercii (80) x objem nad 1 malym ctvercem (0,000025 ul)

V piipadé agregace bylo nejlepsi mit koncentraci trombocytii minimalng 300x10%/ml, aby
bylo jejich shlukovani dobte detekovatelné. U testovani aktivace desti¢ek bylo podle nasich
zkuSenosti a vysledki nejvyhodn&jsi drzet jejich koncentraci v rozmezi 100-200x10%/ml.
V piipad¢ vyssiho poctu destiek nez je toto rozmezi (v nékolika ptipadech byla ziskéna
PRP s koncentracemi trombocytii 400x10%ml & 500x10%/ml), byl vzorek nafedén na

pozadovanou koncentraci.
3.2.5. Dalsi zpracovani vzorku

U kazdého pokusu byla testovana negativni kontrola, aktivované vzorky (triplikaty
V poltu zavislém na mnozstvi testovanych vzorki), inhibované vzorky (opét triplikaty

V poétu zavislém na mnozstvi testovanych vzorki) a nebarvend kontrola (v tomto piipadé

byla pouzita jen 1 zkumavka, jelikoz §lo pouze o kontrolu spravného obarveni vzorku).
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3.2.5.1. Agregace

Z ptipraveného finaln¢ natedéného vzorku PRP bylo odebrano 100 ul do 5ml FACS
zkumavky (tento vzorek slouzil jako nebarvend kontrola) a zbytek plazmy byl rozdélen
naptl do dvou 1,5ml zkumavek, do kterych byl ptidan 1 ul protilatky (do jedné CD9-APC,
do druhé CD9-FITC). Desti¢ky se poté nechaly s protilatkami inkubovat 20 min v lednici.

Po inkubaci byly zkumavky centrifugovany 5 min na 1250 g, supernatant byl odebran a
pelet byl rozsuspendovan v 600 ul HEPES pufru. Do potifebného poctu FACS zkumavek
(v8echny vzorky byly testovany v triplikacich) se napipetovalo 50 pl suspenze desti¢ek
znac¢enych bud’ CD9-APC nebo CD9-FITC.

K ur¢itym vzorkum byly pfidany inhibitory i aktivatory a probéhla inkubace dle ¢lanku
De Cuyper a kol., 2013 (tfepani 160 ot./min. s inhibitory 15 min p#i 37 °C a nasledné téepani
190 ot./min. s aktivatory 10 min pii 37 °C), k jinym byly ptidany jen aktivatory (tfepani 190
ot./min. 10 min pii 37 °C) a ke zbylym se pfidalo odpovidajici mnozstvi HEPES pufru
(negativni kontrola).

Testované inhibitory a aktivatory i jejich koncentrace jsou uvedeny v Tab. I. Schema

ptipravy vzorki pro agregacni testy je vyobrazeno na Obr. 6.

20 min “'=f 1250¢g . "ﬁ HEPES ) ——
T ¥ | g TT

12 \. \ 10 min \
| < “CD9-APC S~
J ﬁ 20min ﬁ 12505 ﬁ HEPES  T[( - .ﬁ j

\ \ 10 min \ W,
CDI-FITC - N 1) nebarvené
2) bez aktivace

3) aktivace
4) aktivace+inhibice

ktivatory inhibitory
prutokova cytometrie < J . axtivatory J . T~
\ / 37°C, 10 min \ [ 37°C, 15 min

J A\

Obr. 6: Dalsi zpracovani vzorki pro testovani agregace.
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3.2.5.2. Aktivace

V ptipadé aktivace se z nafedéné PRP odebralo 100 pl do 5ml FACS zkumavky, kterd
slouzila jako nebarvena kontrola, a zbytek plazmy se rozdélil po 100 pl do potiebného
mnozstvi FACS zkumavek (v triplikacich).

Poté byly do piislusnych zkumavek ptidany inhibitory i aktivatory (tfepani s inhibitory
160 ot./min. 15 min pii 37 °C a nasledné tiepani 190 ot./min. s aktivatory 10 min pii 37 °C),
k jinym byly pfidany jen aktivatory (tfepani 190 ot./min. 10 min pii 37 °C) a ke zbylym se
ptidalo odpovidajici mnozstvi HEPES pufru (negativni kontrola).

Do vsSech zkumavek, kromé nebarvené kontroly, byly pfidany 2 pl od kazdé 10x
nafedéné protilatky (CD9-FITC, CD62P-APC, CD63-PE-Cy7, CD154-PE). Nésledovalo
znaceni protilatkami v lednici pti 4°C po dobu 20 min.

Poté byly vzorky promyty 1 ml FACS pufru, vzorky byly stoeny 5 min na 500 g.
Supernatant byl odstranén a pelet byl rozsuspendovan ve 100 ul FACS pufru.

Testované inhibitory a aktivatory i jejich koncentrace jsou uvedeny v Tab. I. Pfiprava

vzorkl pro aktivacni testy je znazornéna na Obr. 7.

vy

rozdélit . inhibitory aktivatory Ab* pritokova
T 37°C,15min | /37°C,10min | | 20min ] cytometrie

\V, \V/ \V, \V/
1) nebarvené *Znaéeni protilatkami: CD9-FITC
2) bez aktivace CDI154-PE
3) aktivace CD63-PE-CY7
4) aktivace+inhibice CD62P-APC

Obr. 7: Dalsi zpracovani vzorku pro testovani aktivace.

3.2.6. Inhibitory
Jako inhibitory byly testovany 4 druhy serpint (IRS 2, IRS 3, IRS 5 a IRS 8), které byly

izolovany a rekombinantné pfipraveny v laboratofi Katedry medicinské Dbiologie

Piirodovédecké fakulty JU v Ceskych Budgjovicich v ramci predchoziho vyzkumu.
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3.2.7. Analyza vysledki

Finaln€ zpracované vzorky byly analyzovany na pratokovém cytometru (FACS Canto I,
BD Bioscience), vysledky experimentt byly ziskdny pomoci softwaru BD FACSDiva (v
6.1.3).

Procentualni zastoupeni jednotlivych trombocytarnich populaci bylo zpracovano do
podoby grafu v tabulkovém procesoru Microsoft Excel.

Grafické znazornéni ¢etnosti jednotlivych populaci bylo vyexportovano ve formatu PDF.
Piiklady grafického vystupu z priatokového cytometru s podrobnym popisem jsou uvedeny
na Obr.8a9.

Vysledky byly statisticky zpracovany jednocestnou ANOVOU, nicméné nebyly

pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily ve vysledcich.
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Obr. 8: Priklad grafického znazornéni vysledka aktiva¢nich testi. Kontrolni vzorek
(CTRL) je zobrazen v levé poloviné a aktivovany vzorek (Aktivace) v pravé poloviné
obrazku, zmény velikosti a granularity jsou znazornény v obdélniku s ¢ervené zvyraznénymi
teCkami (populace P1), zmény exprese jednotlivych povrchovych molekul (CD63, CD62P a

CD154) jsou vyobrazeny ve tfech mensich obdélnicich. Posun ¢ervené znazornénych bodi
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doprava vramci forward scatter (FSC-A) naznaCuje posun k vétsim velikostem a tedy
agregaci, posun nahoru v ramci side scatter (SSC-A) predstavuje posun K vétsi granularité,
tedy degranulaci krevnich desti¢ek. Zelend populace P2 je vyobrazenim ptvodniho
neaktivovaného stavu krevnich destic¢ek, Zluté tecky (populace P3, P4 a P5) pak ptedstavuji
narust exprese sledovanych povrchovych molekul. Procentualni zastoupeni jednotlivych

populaci je uvedeno v tabulce v levém dolnim rohu.

Agregace desticek

CTRL Aktivace

Obr. 9: Priklad grafického znazornéni vysledki agregac¢nich testi. Kontrolni vzorek
(CTRL) je zobrazen vlevé poloviné a aktivovany vzorek (Aktivace) v pravé poloviné
obrazku, zmény velikosti a granularity jsou znazornény v obdélnicich nahote (populace P1),
zastoupeni jednotlivych populaci bunék je zobrazeno dole. Posun P1 populace doprava
v ramci forward scatter (FSC-A) naznacuje posun k vétSim velikostem a tedy agregaci,
posun nahoru v ramci side scatter (SSC-A) ptedstavuje posun k vétsi granularité, tedy
degranulaci krevnich desti¢ek. Svétle zelena populace P2 zobrazuje CD9 negativni bunky,
modie znafené eventy (populace P5) ptedstavuji bunky zna¢ené CD9-APC protilatkou,
tmavé zelené eventy (populace P6) piedstavuji buiiky zna¢ené CD9-FITC protilatkou a
fialové znac¢ena populace P4 odpovida dvojité pozitivnim agregatim. Narast v populaci P4

predstavuje nartst poctu agregovanych krevnich desti¢ek.
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3.3. Koagulacni testy

Serpiny a reagencie pouzivané pro testovani hemokoagulace a jejich specifikace jsou

uvedeny v Tab. Il.

3.3.1. Protrombinovy ¢as (PT)

Pro vySetfeni PT byla pouzita kontrolni plazma (Coagulation Control N), technoplastin a
testované serpiny. Plazma i technoplastin se nechaly nahtivat v koagulometru p#i 37 °C
(plazma 1 min, technoplastin alesponn 2 min). Ke 100 pl plazmy se ptidalo 200 pl
technoplastinu a ihned se zac¢al méfit ¢as do vytvoteni fibrinové srazeniny.

Nejprve byly pomoci koagulometru orientaéné otestovany ucinky vSech ¢tyf typu serpinti
v koncentraci 6 pM, poté byla otestovana postupna fada koncentraci od IRS 3 jako
nejacinngjsiho serpinu (viz Tab. 1I1). Ke kontrolni plazmé byl ptidan stejny objem TBS jako

byl objem serpinii u testovanych vzorki. Test byl proveden nezavisle tiikrat.

3.3.2. Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT)

V piipadé aPTT byla pouzita kontrolni plazma (Coagulation Control N), Dapttin a CaCl,.
Dapttin a CaCl;, byly nahtivany v koagulometru pii 37 °C. Ke 100 pl plazmy bylo piidano
100 pl Dapttinu, zkumavka byla kratce protiepana a inkubovana 2 min pii 37 °C. Poté se ke
vzorku pfidalo 100 ul CaCl; a ihned se zacal méfit ¢as do vytvoreni fibrinové srazeniny.

Nejprve byly pomoci koagulometru orientaéné otestovany uc¢inky vSech Ctyf serpinti
Vv koncentraci 6 uM, poté byla otestovana postupna fada koncentraci IRS 8 jako
nejucinngjsiho serpinu (viz Tab. I11). Ke kontrolni plazmé bylo pfidano stejné mnozstvi TBS

jako mnozstvi serpini u testovanych vzorkl. Test byl proveden nezavisle tiikrat.

22



Tab. I11: Redici Fada pouZita u serpinii IRS 3 (PT test) a IRS 8 (aPTT test).

Koncentrace serpinu

6 UM

3uM

1,5 uM

0,75 uM
0,375 uM

0,188 pM

0,094 pM

3.3.3. Trombinovy ¢as (TT)

Pti testovani TT byla pouzita kontrolni plazma (Coagulation Control N) a trombin
(Thrombin Reagent). Plazma (200 ul) byla inkubovéna pii 37 °C po dobu 1 min, poté k ni
bylo ptidano 200 pl trombinu a ithned se zac¢al méfit ¢as do vzniku fibrinové sraZeniny.

Pomoci koagulometru byly orientaéné otestovany uclinky vSech Ctyf typl serpint
v koncentraci 6 pM. Ke kontrolni plazmé bylo ptidano stejné mnozstvi TBS jako mnozstvi

serpinil u testovanych vzork.

3.3.4. Analyza vysledki

Vysledky koagulacnich testi byly zpracovany jednocestnou ANOVOU v programu
Statistica 13.
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4. Vysledky
4.1. Agregace desticek

Zprvu jsme potiebovali zjistit, jaky aktivator a jakd koncentrace daného aktivatoru
zpusobi narlst agregace krevnich desticek. Nejdiive jsem zkusila trombocyty aktivovat
riznymi koncentracemi PMA a kolagenu (10 pg/ml a 50 ug/ml u kolagenu a 100 ng/ml a
500 ng/ml u PMA, viz Obr. 10).

12 -
10 -
2 8-
[-T]
g
o
©
2 6
Q.
=1
8
(7]
s 4
X
2 .
0 T T T 1
CTRL PMA 100 PMA 500 coL 10 COL50
Typ aktivace

Obr. 10: Srovnani agregace trombocyti u kontrolniho vzorku a vzorku aktivovanych
ruznymi koncentracemi PMA a kolagenu. CTRL (kontrolni vzorek bez aktivace), PMA
100 (PMA v koncentraci 100 ng/ml), PMA 500 (PMA v koncentraci 500 ng/ml), COL 10
(kolagen v koncentraci 10 pg/ml), COL 50 (kolagen v koncentraci 50 pg/ml).

Na Obr. 10 Ize vidét, ze obé koncentrace PMA a kolagen v koncentraci 10 pg/ml
zpusobily srovnatelné, nicméné zanedbatelné navySeni agregace desticek. V piipade
koncentrace kolagenu 50 ug/ml byla agregace oproti kontrolnimu vzorku dokonce polovi¢ni.
Kvuli netspésnym pokusim 0 aktivaci trombocytarni agregace jsme zvysili mnozstvi
krevnich desti¢ek ve vzorcich, jelikoZ pro agregacni testy je optimalni pracovat se vzorky

obsahujicimi minimalnd 300x10° bb./ml. Za tdchto piedpokladii jsem znovu otestovala
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kolagen (koncentrace 10 ug/ml), PMA (100 ng/ml) a katepsin G (v 1 uM koncentraci),
jakozto dalsi z aktivatora krevnich desti¢ek (viz Obr. 11).

25 ~

20 -

10 A

% zastoupeni agregatu

CTRL COL 10 CAT1 PMA 100
Typ aktivace

Obr. 11: U¢inky kolagenu, katepsinu G a PMA na agregaci krevnich desti¢ek. CTRL

(kontrolni vzorek bez aktivace), COL 10 (kolagen v koncentraci 10 pg/ml), CAT 1 (1 uM

katepsin G), PMA 100 (PMA v koncentraci 100 ng/ml). Poget trombocytt = 300x10° bb./ml.

Obr. 11 ukazuje, ze u kolagenu a katepsinu G jsem ve srovnani s neaktivovanou
kontrolou nezaznamenala zadny narast agregace desticek. Tentokrat aktivace pomoci PMA
(100 ng/ml) fungovala a agregace vzrostla o ptiblizn¢ 10 % - 15 %.

Uplné stejny postup byl pouzit i v nasledujicich étyfech pokusech (viz Obr. 12). Piestoze
pokusy byly provadény co nejjednotnéji, pocty trombocyti byly u testovanych vzorku
minimalng 300x10° bb./ml, aby bylo navySeni agregace detekovatelné, a koncentrace
aktivator byly také stejné, uspésné aktivace agregace vyvolané PMA bylo dosaZeno uZ jen
v 1 z dalSich pokust (Obr. 12 A). U dalsich experimentt, kdy jsem se chtéla zacit soustiedit

na ucinky serpinti na agregaci, byly vysledky negativni (Obr. 12 B, C a D).
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Obr. 12: U¢inky kolagenu, katepsinu G a PMA na agregaci krevnich desti¢ek. CTRL
(kontrolni vzorek bez aktivace), COL 10 (kolagen v koncentraci 10 pg/ml), CAT 1 (1 uM
katepsin G), PMA 100 (PMA v koncentraci 100 ng/ml). Poget trombocytt = 340x10° bb./ml.

Na Obr. 12 A je vidét, Ze aktivace trombocytarni agregace pomoci PMA fungovala pfi
vyssi koncentraci krevnich desti¢ek jesteé 1épe nez v predchozim pifipadé (Obr. 11). Pres
nad¢jné vysledky (Obr. 12 A) nicméné stejny postup piestal fungovat a uz se mi pomoci
PMA nepodatilo dosadhnout takového procenta agregati.

Vzhledem k tomu, Ze se nam tedy nepodaiilo optimalizovat pokusy s aktivaci agregace
pomoci PMA, a tim padem nebylo moZno ani zacit testovat u¢inky serpind, pfistoupila jsem
k testovani dalsiho potenciédlniho aktivatoru desticek (arachidonové kyseliny) a jesté vyssi
koncentrace kolagenu 200 pg/ml (nechtéli jsme od né& upustit, jelikoz funguje jako
fyziologicky aktivator trombocytt v cévach). Grafické znazornéni vysledku je vidét na Obr.

13 a Obr. 14, kvantitativni zhodnoceni nebylo mozné, jelikoz se zacaly jednotlivé
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trombocytarni populace slévat dohromady, a tak jsem pomoci prutokového cytometru

nemohla urcit procentudlni zastoupeni téchto populaci.
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Obr. 13: Aktivace agregace krevnich desti¢ek pomoci arachidonové kyseliny (AA).
CTRL (kontrolni vzorek bez aktivace) vlevé casti a AA 500 (arachidonova kyselina

v koncentraci 500 pg/ml) v pravé casti.

Na Obr. 13 lze vidét, Ze po aktivaci arachidonovou kyselinou nenastaly zadné vyznamné
zmény v rdmci FSC-A ani SSC-A.
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Obr. 14: Aktivace agregace krevnich desti¢ek kolagenem. CTRL (kontrolni vzorek bez

aktivace) v levé ¢asti a COL 200 (kolagen v koncentraci 200 pg/ml) v pravé ¢asti.

Aktivace kolagenem (Obr. 14) vedla k viditeln¢ vyrazné&jsi aktivité krevnich desti¢ek nez

aktivace arachidonovou kyselinou (Obr. 13), doslo k posunu doprava na forward scatter

(FSC-A) i nahoru u side scatter (SSC-A), coz by signalizovalo degranulaci trombocyti a

vznik agregati. Nicméné spojeni obou populaci dohromady opét znemoznovalo dalsi

vyhodnoceni vysledki.

Prestoze metoda pritokové cytometrie nebyla vhodnd pro kvantitativni determinaci

vysledkt trombocytarni agregace, alespon orienta¢né jsme chtéli vidét, jak budou FSC-A a

SSC-A ovlivnény testovanymi serpiny. Vysledky tohoto pokusu jsou vyobrazeny na Obr. 15.
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Obr. 15: Srovnani aktivace kolagenem (koncentrace 200 pg/ml) v pravé ¢asti se vzorky

inkubovanymi se serpiny (ve 2 uM koncentraci) v levé ¢asti.



IRS

2 jako jediny vedl k posunu eventt doleva v ramci forward scatter (Obr. 15), tedy k

mensim velikostem.

4.2. Aktivace desticek

Po neaspéchu s agregaci desticek jsme pfistoupili k testovani jejich aktivace pomoci

detekce zvySovani exprese granularnich membranovych molekul (CD62P, CD63 a CD154).

4.2.1. Testovani aktivatoru

Jako
pg/ml).

80

~
o

60

50

40

30

20

Exprese granularnich molekul (%)

[EEN
o

o

aktivatory jsem zkouSela kolagen (200 ug/ml) a kyselinu arachidonovou (1000
Vysledky takto vyvolané aktivace jsou uvedeny na Obr. 16.

H CTRL
mcoL
HAA

CD63 CD62P CD154

Granularni membranova molekula

Obr. 16: Exprese granularnich membranovych molekul. CTRL (kontrolni vzorek bez
aktivace), COL (aktivace kolagenem, koncentrace 200 pg/ml), AA (arachidonova kyselina
v koncentraci 1000 pg/ml).
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4.2.2. Testovani inhibice aktivace desti¢ek

Jelikoz kolagen i arachidonova kyselina vedly ke zvySeni exprese granularnich molekul o
50 % a vice (Obr. 16), zacala jsem sledovat ucinky serpinti na kolagenni (viz Obr. 17) i
aktivaci arachidonovou kyselinou (Obr. 18). Koncentrace serpini byly 2uM.

[
o

m CD63
u CD62P
u CD154

Exprese granularnich molekul (%)
(o)}

CTRL CcoL IRS2 IRS3 IRS5 IRS8
Aktivator/inhibitor

Obr. 17: Aktivace kolagenem a jeji zména po inkubaci se serpiny. CTRL (kontrolni

vzorek bez aktivace a inhibice), COL (aktivace kolagenem, koncentrace 200 pg/ml).

V ptipadé kolagenu nedoslo k nijak vyrazné aktivaci ani inhibici. U CD63 a CD154 jsme

pozorovali mirné snizeni exprese u vSech testovanych serpini, ovSem maximalné 3%,

vvvvv
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Obr. 18: Aktivace arachidonovou kyselinou a jeji zména po inkubaci se serpiny. CTRL
(kontrolni vzorek bez aktivace a inhibice), AA (aktivace arachidonovou kyselinou,

koncentrace 1000 pg/ml).

U aktivace arachidonovou kyselinou vyvolaly vSechny serpiny navySeni, a to o vice jak
20 % (Obr. 18).

Jelikoz vysledky neodpovidaly nasim oc¢ekavanim, rozhodli jsme se otestovat vliv tii
riznych koncentraci (2 uM, 5 uM a 10 uM) od kazdého serpinu na aktivaci arachidonovou
kyselinou (ta totiz vedla k vy$si expresi molekul spojenych s aktivaci trombocyti) pro
pozorovani detailngjich zmén. Pouzita koncentrace arachidonové kyseliny byla 1000 pg/ml.

Vysledky vSech pokusi 1ze vidét na Obr. 19, Obr. 20, Obr. 21 a Obr. 22.
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Obr. 19: Exprese povrchovych molekul ovlivnéna 2uM (IRS8-2), 5uM (IRS8-5) a 10uM
IRS 8 (IRS8-10). AA (arachidonova kyselina v koncentraci 1000 pg/ml).

Ani jedna z koncentraci IRS8 nijak neovlivnila expresi granularnich molekul (Obr. 19).

Yo}
o
)

(o]
o
1

~N
o
1

(o))
o
1

(%)
o
1

m CD63

iy
o
1

u CD62P

w
o
1

mCD154

N
o
1

Exprese granularnich molekul (%)

[
o
1

o

CTRL AA IRS3-2 IRS3-5 IRS3-10
Aktivator/inhibitor

Obr. 20: Exprese povrchovych molekul ovlivnéna 2uM (IRS3-2), 5uM (IRS3-5) a 10uM
IRS 3 (IRS3-10). AA (arachidonova kyselina v koncentraci 1000 pg/ml).
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V piipadé IRS 3 opét nedoslo k inhibici aktivace trombocytt, naopak jsme zaznamenali

mirné navysSeni exprese sledovanych granularnich molekul (Obr. 20).
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Obr. 21: Exprese povrchovych molekul ovlivnéna 2uM (IRS2-2), 5uM (IRS2-5) a 10uM
IRS 2 (IRS2-10). AA (arachidonova kyselina v koncentraci 1000 pg/ml).

Koncentrace 2uM a 5uM IRS 2 nezpiisobily zménu exprese povrchovych molekul oproti

aktivaci arachidonovou kyselinou, nicméné nejvyssi 10uM koncentrace vedla ke zvySeni ve

vSech sledovanych molekulach (Obr. 21).
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Obr. 22: Exprese povrchovych molekul ovlivnéna 2uM (IRS5-2), 5uM (IRS5-5) a 10uM
IRS 5 (IRS5-10). AA (arachidonova kyselina v koncentraci 1000 pg/ml).

U vsech sledovanych molekul zpiisobily vSechny testované koncentrace IRSS5 mirny
narast (Obr. 22).

4.3. Koagulacni testy
4.3.1. Protrombinovy ¢as (PT)

Zprvu jsem otestovala vliv 6uM serpinti na protrombinovy ¢as. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. IV.

Tab. 1V: Efekt 6uM serpinu na PT.

Vzorek Cas (s)
Kontrolni plazma 15,3
IRS 2 15,3
IRS 3 22,9
IRS 5 16,2
IRS 8 16,7
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Kontrolni plazma a IRS 2 mély PT ve fyziologickych hodnotach, IRS 5 a IRS 8
prodlouzily Cas srazeni jen nepatrné, ale IRS 3 vedl k prodlouzeni protrombinového €asu o
7,6 s. Proto jsem dale otestovala postupnou fedici fadu (viz Tab. 111) u IRS 3. Vysledky jsou

znazornény na Obr. 23.
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Obr. 23: Vliv riznych koncentraci IRS 3 na protrombinovy ¢as. CTRL (kontrolni

citratova plazma).

U postupné vzrastajicich koncentraci IRS 3 byl pozorovan plynuly nartst inhibi¢niho

ucinku, nejvyssi koncentrace prodlouzila fyziologicky PT o vice jak 8 s.

4.3.2. Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT)

Znovu jsem nejdrive otestovala vliv 6uM serpinii na aPTT (abychom védéli, ktery ze
serpint by na né&j mohl mit uréity efekt). Vysledky tohoto orienta¢niho pokusu jsou uvedeny
v Tab. V.
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Tab. V: Efekt 6uM serpini na aPPT.

Vzorek Cas (s)
Kontrolni plazma 31,1
IRS2 32,1
IRS3 32,6
IRS5 30,2

IRS8 168,1

U kontrolni plazmy, IRS 2, IRS 3 a IRS 5 bylo aPPT ve fyziologickych hodnotéch, IRS 8

vyvolal prodlouzeni ¢asu vytvoreni krevni sraZeniny vice nez 5x. Proto jsem od né&j poté

testovala postupnou ftedici fadu (viz Tab. Ill). Vysledky tohoto pokusu jsou graficky

zpracovany na Obr. 24,
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Obr. 24: Vliv ruznych koncentraci

[uM]

0,75 uM
IRS 8 [uM]

* %k ¥

6 uM

IRS 8 na aktivovany parcialni

tromboplastinovy ¢as. CTRL (kontrolni citratova plazma).

Vsechny testované koncentrace IRS 8 vedly ke statisticky prukaznému prodlouzeni aPTT,

nejvyssi 6uM koncentrace zpusobila navyseni Casu sraZeni vice nez 4x oproti fyziologickym

hodnotam.
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4.3.3. Trombinovy &as (TT)

U TT testu jsem otestovala vliv serpini jen orienta¢né, jelikoz zadny z testovanych

inhibitorii neposunul trombinovy c¢as mimo fyziologické rozmezi.

poznamenany v Tab. VI.

Tab. VI: Efekt 6uM serpini na TT.

Vzorek Cas (s)
Kontrolni plazma 17,6
IRS2 19,9
IRS3 18,4
IRS5 20,5
IRS8 18,4
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5. Diskuze

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.4., endogenni serpiny funguji jako fyziologicke
hemostatické regulatory (Pike a kol., 2005), nicmén¢ klistata jejich obsah ve svych slinach
vyuzivaji v rdmci adaptace k hematofagnimu zpusobu zivota (Francischetti, Ivo, 2009). Nas
proto zajimalo, jakym zptsobem tyto exogenni serpiny ovlivni hostitelskou hemostazu.

Protoze v dobé, kdy jsem zacinala s praci Vv laboratofi, nebyl na Katedie medicinské
biologie dostupny ani agregometr ani koagulometr, pfistoupila jsme k testovani agregace
krevnich desticek pomoci metody zalozené na prutokové cytometrii (De Cuyper a kol.,
2013). Postup mych pokust sice vychazel z této publikace, ale jelikoz jsem méla problémy s
aktivaci agregace, mirné jsme ho poupravili a snaZili se tuto metodu optimalizovat tak, aby
vysledky byly konzistentni.

Stejné jako De Cuyper a kol. jsem k aktivaci agregace pouzivala kolagen a PMA. De
Cuyper a kol. byli schopni v jejich pokusech doséhnout u vzorka inkubovanych s PMA
ptiblizn¢ 20% zastoupeni dvojité pozitivnich agregatii, v ptipadé kolagenu piiblizné 15%
narGistu agregatd, pfi¢emz jejich kontrolni vzorky byly naprosto minimalné agregovany,
zhruba kolem 1 %. Ptestoze ja jsem ve svych pokusech byla pii pouziti stejnych koncentraci
aktivatort schopna dosahnout v piipadé PMA zastoupeni agregati pievysujicich 20 %,
nepodafilo se mi minimalizovat agregaci u kontrolnich vzorkd, Kterd v naprosté vétsing
ptipadi ptrevySovala 10 %, tudiz pii zohlednéni procentualniho narustu agregovanych
krevnich desticek mezi kontrolnimi a aktivovanymi vzorky, se mi nepodatilo dosdhnout vice
jak 14% zastoupeni agregati. Pomoci kolagenu se mi nepovedlo agregaci aktivovat viibec.

Velmi agregované kontroly v mych pokusech ziejmé spocivaji v odlisném zpisobu
odbéru krve (zatimco ja jsem odebirala krev z ramenniho pletence, v citovaném c¢lanku
odebirali krev z orbitalni oblasti, tvaie nebo srdce), dal§im determinujicim faktorem mohla
byt rychlost odbéru a ptepipetovani krve do zkumavky s citrdtem (krev se totiz za¢ina srazet
ihned po poSkozeni cévni stény a manipulace pravdépodobné nebyla dostate¢né rychla na to,
aby bylo procento agregatl nizsi).

Kamen trazu byla optimalizace koncentraci jednotlivych aktivatord. Aktivace agregace
pomoci PMA dle De Cuyper a kol. mi postupné piestala fungovat a kolagen, ktery ve
zminéné publikaci pouzivali v koncentraci 10 pg/ml (De Cuyper a kol., 2013), nefungoval
v mém piipadé vubec. Jelikoz jsem s jejich metodikou, Kterou jsem se fidila zpocatku,

narazila na uskali, zacala jsem patrat po dalSich moZnostech. Po rozsahlejSim prizkumu
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dal§ich publikaci jsem narazila na clanky, kde se ke zvySeni agregace pouzivaly
nejriznorode€jsi koncentrace kolagenu, arachidonové kyseliny ¢i trombinu (Salmon, 1996;
Walkowiak a Michalec, 1997; Peace a kol., 2008). V praci Peace a kol. dosahovali
maximalni agregace pti pouziti kolagenu v koncentraci 190 ug/ml a arachidonove kyseliny
v koncentraci 500 pug/ml (Peace a kol., 2008). Pravé timto ¢lankem jsem se inspirovala pii
upraveé metodického postupu testovani agregace. Arachidonova kyselina sice nezptisobovala
pozorovatelné zmény na forward a sice scatter, ale vyS$i koncentrace kolagenu viditelné
zafungovala, pfestoze jsem nemohla vysledky vyhodnotit. To jsem povazovala za maly dil¢i
uspéch v optimalizaci aktivatord.

Hlavni problém u testovani agregace spocival zajisté v nekonzistentnich vysledcich
(pfestoze jsem postupovala ve vSech pokusech stejnym zplsobem, vysledky byly velmi
variabilni) a ve splyvani jednotlivych populaci bun¢k v ramci forward (velikost) a side
(granularita) scatter, kvili kterym jsem nemohla vysledky hodnotit kvantitativné.

Jediny naznak inhibice agregace krevnich desti¢ek, kterého se mi podatilo dosahnout, byl
zaloZen pouze na posunu doleva v rdmci forward scatter (posun k mensim velikostem, tedy
teoreticky inhibice agregace krevnich desticek), byl pozorovan v ptfipadé IRS 2.

Pfes veSkerou snahu metodu optimalizovat tak, aby poskytovala reprodukovatelné
vysledky, se nam nepodafilo zjistit pfi¢inu vySe zminovanych probléma. Na konci roku
2019, kdy byl na Katedfe medicinské biologie pofizen agregometr, jsem zKkusila otestovat
agregaci trombocytu aktivovanou stejnymi typy agonistia (PMA, kolagen a AA) i pomoci
této metody. Agregometr by mél byt mnohem citlivéjsi, na provedeni pokusu by mélo
postacovat jiz 50 miliond destiCek/ml, nicméné ani vtomto piipadé Se mi
nepodafilo agregaci aktivovat. Problém by tedy nemusel nutné tkvét v metodickém postupu,
ale mohl by spocivat i v pouzitych chemikaliich nebo samotném zptisobu izolace krevnich
desticek.

Agregaci trombocyti lze zkoumat i jinymi metodami, napf. S pouzitim 96-jamkové
desticky, kdy se do jamek obsahujicich agonisty napipetuje PRP a zméfi se absorbance
svétla (Krause a kol., 2001; Maayani a kol., 2001; Moran a kol., 2006; Armstrong a kol.,
2008; Peace a kol., 2008; Mylotte a kol., 2011; Chan, Armstrong a Warner, 2018).

My jsme se ovsem rozhodli vydat jinou cestou. Pozorovatelné posuny v ramci forward a
side scatter naznacovaly, ze aktivatory mozna nezpusobuji agregaci, ale n¢jaké zmény u
krevnich desti¢ek jednoznacné probihaji.

Pravé proto jsem zacala S testovanim aktivace krevnich desti¢ek pomoci fluorescencné

znaenych protilatek proti povrchovym molekulam (Henn a kol., 2001; van Velzen a kol.,

40



2012; Saboor, Moinuddin a llyas, 2013). Aktivaci se mi jiz pomoci agonisti podafilo
nastartovat uspésné, vychazela jsem z koncentraci uzivanych v agregac¢nich testech (Peace a
kol., 2008), ovsem koncentraci arachidonové kyseliny jsem zdvojnasobila. I zde byly
vysledky nekonzistentni, aktivace pii stejném postupu dopadla pokazdé jinak. Inhibi¢ni
ucinky testovanych serpint na trombocytarni aktivaci pozorovany nebyly, a to ani u IRS 2, u
kterého jsme b&hem testovani agregace zaznamenali posun k menSim velikostem v rdmci
forward scatter.

Ke konci roku 2019 byl pofizen i koagulometr, pomoci kterého jsem zkoumala, jak
testované serpiny ovliviiuji koagulaéni kaskadu. V ptipadé PT jsem pozorovala sttedné silny
inhibi¢ni G¢inek u IRS 3, u aPTT IRS 8 inhiboval vnitini cestu koagula¢ni kaskady velmi
vyrazné. TT nebyl posunut mimo fyziologické hodnoty Zadnym ze serpinti. To poukazuje na
to, ze testované serpiny inhibuji funkci né€kterych z faktori vnitini a vné&jsi koagulacni
kaskady, nicméné na samotnou pfeménu fibrinogenu na fibrin vliv zfejmé nemaji.

Kdyz se zamétime na serpiny, které puisobi jako fyziologické inhibitory koagulacni
kaskady, vétsina z nich pusobi na n€kolik riznych faktorti zaroven, z toho nejcastéji na
trombin ¢i faktory vnitini koagulacni kaskady (X nebo IX). Ukdzkovym ptikladem muize byt
antitrombin, ktery inhibuje trombin a faktory IX, X, XI a XII, pfi¢emz jeho antikoagula¢ni
aktivita zavisi na pfitomnosti kofaktoru (v jeho piipadé heparinu) (Rau a kol., 2007). Pravé
to spolu s faktem, ze specificita serpint z velké ¢asti zavisi na kofaktorech, které ji mohou
svou piitomnosti radikalné ménit, napovida, Ze s velkou pravdépodobnosti 1 ndmi testované
serpiny IRS 3 a IRS 8 mohou inhibovat vice riznych faktor koagula¢ni kaskady. Specialné
by to mohlo platit v piipadé IRS 8, u kterého jsem naméfila vyrazné, v nejvyssi koncentraci
az Ctyinasobné, prodlouzeni fyziologické délky tvorby koagula. V takovém piipadé by i u
téchto serpinii mohly hrat daleZitou roli kofaktory. Nejcastéjsim kofaktorem fyziologickych
serpinit byva heparin, ktery se uplatiiuje u velké ¢asti prostudovanych serpint (Rau a kol.,
2007), nicméné serpin dependentni antikoagulacni aktivitu mohou mit i jiné polysacharidy
(Glauser a kol., 2009).

Zajimavym faktem je, Ze pozadavky na antikoagula¢ni lécbu vyuZzivanou Vv bézné
1ékatské praxi predstavuji dvoundsobné az ctyinasobné prodlouzeni aPTT, pficemz mné se u

6uM koncentrace IRS 8 podatilo dosahnout antikoagulacniho tc¢inku stejnych kvalit.
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6. Zavér

Snazila jsem se zavést a optimalizovat metodu testovani agregace krevnich destiek
pomoci prutokové cytometrie, nicméné tohoto cile se mi nepodatilo dosahnout z duvodu
nekonzistentni aktivace agregace krevnich desti¢ek, kvili které nebylo mozno vysledky
hodnotit kvantitativné. Z tohoto divodu jsem nemohla vyvozovat Gvahy o inhibi¢nich
uc¢incich testovanych serpini ze slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus na trombocytarni
agregaci.

Vyuziti pratokové cytometrie se ukazalo byt vhodné&jsim pro testovani aktivace krevnich
desticek, kde se mi sice nepodafilo dosahnout pln¢ konzistentnich vysledki, nicméné jsem
jiz byla schopna testovat jednotlivé serpiny. Nase vysledky poukazuji na to, ze ani jeden z
pouzitych serpinti zfejmé nema inhibi¢ni G¢inky na trombocytarni aktivaci.

Podle oc¢ekavani se potvrdily antikoagulacni u¢inky serpinfl. IRS 3 mirné€ inhibuje vnéjsi

koagulacni kaskadu, IRS 8 poté velmi vyrazn€ vnitini koagulacni kaskadu.
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