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Souhrn

Osteoartroza (OA) je velmi heterogenni skupinou kloubnich onemocnéni. Pfestoze miize
pfitomnost imunitnich buné¢k zasadn¢ ovliviiovat prabéh patologickych procesi
V postizeném kloubu, imunitni prostiedi kloubnich vypotki je dosud mélo studovano.

Tato diplomova prace byla zamétena na studium hlavnich populaci imunitnich
bunék v kloubnich vypotcich OA pacienttl, a to zejména na populaci bunék monocyto-
makrofagové linie. K tomu bylo vyuzito metod imunofenotypizace pomoci pritokové
cytometrie a imunocytochemického barveni cytospini. Dale prace hledala podobnosti
V zastoupeni imunitnich populaci jednotlivych zkoumanych pacientti S vyuzitim datovych
siti S cilem rozliSit fenotypy pacienti pro moznost diagnostiky onemocnéni a Upravy
1é¢by pacientiim na miru.

Bylo zjisténo, Ze hlavni imunitni populace v kloubnich vypotcich OA pacientt
jsou lymfocyty, neutrofily a buitky monocyto-makrofagové linie. Detailni analyza bunék
monocyto-makrofdgové linie identifikovala jeji subpopulace: monocyty, makrofagy
a myeloidni dendritické buniky. U téchto subpopulaci byla studovana exprese znaki
CD64, TLR2 a TLR4 a bylo zisténo, Ze vétSina monocytl a makrofagh
a mala ¢ast myeloidnich dendritickych buné€k je pozitivni na v§echny studované znaky.
Analyza podobnosti zastoupeni imunitnich populaci pacienti rozliSila 5 fenotypu:
dva u muzd, dva u Zen a jeden charakteristicky velkym zastoupenim neutrofilt.

Popis imunitnich populaci v synovialni tekutiné muize vyznamné piispét

k pochopeni patogeneze OA, ale také navrhu 1é¢ebnych a profylaktickych strategii.



Summary

Osteoarthritis (OA) is a very heterogenous group of joint diseases. Although the presence
of immune cells can significantly influence the progression of pathological processes
in the affected joint, the actual immune environment of the synovial fluid is scarcely
researched.

This diploma thesis is focused on the main immune cell populations in synovial
fluids of OA patients with a special attention to the monocyte/macrophage cell lineage.
The thesis utilizes the method of immunophenotyping using flow cytometry
an immunocytochemical staining of cytospins. Additionally, the thesis examined
the differences and correlation of the immune cell population’s ratios among the studied
patients utilizing data networks. The aim of this analysis was to distinguish different
phenotypes of patients for use in diagnostics of the OA and personalization of treatment.

It was found, that main immune cell populations in the synovial fluid
of OA patients are lymphocytes, neutrophils and the cells of monocyte/macrophage
lineage. A thorough analysis of the monocyte/macrophage cell lineage identified its main
subpopulations:  monocytes, macrophages and myeloid dendritic  cells.
These subpopulations were examined for an expression of cell markers CD64, TLR2
and TLR4 and it was found that most of monocytes and macrophages and a small fraction
of myeloid dendritic cells express all examined cell markers. Correlation analysis
of immune cell populations’ ratios distinguished 5 patient phenotypes: two male,
two female and one phenotype defined by a predomination of neutrophils.

The description of immune cell populations in the synovial fluid presented
in this thesis can significantly contribute to the understanding of the pathogenesis

of the OA and to the design of new treatment and prophylactic strategies.
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Seznam symbolii a zkratek

e APC - allofykocyanin

e APC-Cy7 —allofykocyanin-cyanin 7

e BSA —bovinni sérovy albumin

e CD - Cluster of Differentiation (CD klasifikace bunéénych, zejména
povrchovych molekul)

e CLP — Common Lymphoid Progenitor, spole¢ny lymfoidni progenitor

e CMON - Classical Monocyte, klasicky typ monocytu

e CMP — Common Myeloid Progenitor, spolecny myeloidni progenitor

e CSF — Colony Stimulating Factor, kolonie stimulujici faktor

e FITC — isothiokyanat

e PE — fykoerythryn

e PE-Cy7 - fykoerythryn-cyanin 7

e PerCP-Cy5.5 — peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5

e GMP — Granulocyte/Macrophage Progenitor, granulocyt-makrofagovy progenitor

e IFN —interferon

e [CC barveni — imunocytochemické barveni

e IL —interleukin

e KI —konfiden¢ni interval

e LPS - lipopolysacharid

e MEP — Megacaryocyte/Erythroid Progenitor, megakaryocyt-erytroidni progenitor

e MHC — Major Histocompatibility Complex, hlavni histokompatibilni komplex

e MON — monocyt, poptf. monocytarni

e M® — makrofag, popt. makrofagovy

e N/A — Data Not Available, nedostupna data

e ncMON — Non-classical Monocyte, neklasicky typ monocytu

e NK bunky — Natural Killer cells, ptirozeni zabijeci

o NKT-lymfocyty — T-lymfocyty typu Natural Killer (ptirozeni zabijeci)

e OA — osteoartréza, piip. osteoartriticky

e PBS — Phosphate Buffer Saline, fosfatovy pufr

e RBC — Red Blood Cell, erytrocyt

e SCF — Stem Cell Factor, faktor kmenovych bun¢k

e TLR —toll-like receptor

e TNF-a — Tumor Necrosis Factor a, tumor nekrotizujici faktor o
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1 Uvod

SouCasny medicinsky vyzkum se mimo jiné stidle vice soustiedi na diagnostiku
predispozic a vyuziti modernich metod k diagnostice nemoci ve stale rannéjsich stadiich.
Nejinak je tomu v oblasti ortopedie. Jednim z vhodnych cili tohoto vyzkumu
je synovialni tekutina, ¢i spiSe jeji patologicka forma, nazyvana kloubni vypotek.
Pti vzniku vypotku dochazi k hromadéni tekutiny a migraci imunitnich bunék. Imunitni
buniky migruji pomoci chemotaxe prostfednictvim chemokinti, vypousténych buiikami
V synovidlni tekuting.

Poznatky o imunitnim mikroprostiedi v kloubnich vypotcich dosud pochazely
ptevazné z histopatologickych analyz tkanovych fezi synovialni membrany a poukazaly
na prevahu T-lymfocytt, makrofagi a zirnych bunék (Manferdini et al., 2016). Existuje
také nekolik studii kloubnich vypotkt, pracovaly vSak s bunéénymi kulturami (Kurose et
al., 2010), nebo se vénovaly pouze vybranym populacim imunitnich bun¢k (Dean et al.,
1993; Lande et al., 2004; Li et al., 2017).

Tato prace poskytuje celkovy a komplexni pohled na populace imunitnich bunék
Vv kloubnich vypotcich se zvlastni pozornosti vénovanou monocyto-makrofagové linii.
Byl zkouman soubor vzorki kloubnich vypotkl ortopedickych pacientl s osteoartrdézou,
mezi nimiz byli muzi i zeny ruzného v€ku. Byl posouzen vizualni stav vzorku a byla
provedena imunofenotypizace vybranych paneldt CD znakli barvenim fluorescencné
znaCenymi protiladtkami a analyzou na pritokovém cytometru. Ziskana data byla
analyzovana a byla hleddna korelace mezi nimi a klinickymi daty pacientt.

Z vybranych vzorki byly také pfipraveny cytospiny. Cytospiny byly obarveny
imunochemickym barvenim Scilem vizualizovat makrofagy a byly skenovany

automatizovanym skenovacim mikroskopem.



2 Cile prace

Cilem teoretické Casti prace byla literarni reSerSe zaméfena na soucasné poznatky
0 kloubnich vypotcich a populacich imunitnich bunék, které se v nich vyskytuji,
a dale literarni reSerSe osteoartrdzy.

Cilem praktické c¢asti byla imunofenotypizace populaci imunitnich bun¢k
ve vzorcich kloubnich vypotkl pacientii trpicich osteoartr6zou se zvlastni pozornosti
vénovanou bunkdm monocyto-makrofagové linie S vyuzitim metod pratokové
cytometrie, statistické analyzy dat ziskanych pomoci prutokové cytometrie

a mikroskopické analyzy cytospint.



3 Literarni prehled

3.1 Kloub a synovialni membrana

Kloub (Obrazek 1) jako pohyblivé spojeni kosti sestava ze dvou artikulujicich kosti,
najejichz hlavicich v misté¢ kontaktnich ploch se nachézi vrstva hyalinni chrupavky.
Mezi hlavicemi kosti je mala mezera nazyvana synovialni dutina, ktera je vyplnéna
synovialni tekutinou. Synovialni dutina je po stranach obklopena synovialni membranou
a cely kloub je uzavien pevnym vazivovym kloubnim pouzdrem. Hyalinni chrupavka
na artikulujicich kostech je bez cév a nervi, pérovita, obsahuje velké mnozstvi kolagenu
a jeji glykoproteinova struktura dokaze vazat velké mnozstvi tekutiny. Vrstva chrupavky
na obou kostech je nerovnomérné tlusta v zavislosti na zatézovani jednotlivych casti
kloubu. Pti zaté€zi kloubu se chrupavka stlacuje a synovialni tekutina je z port chrupavky
vytlatovéana do kloubni dutiny. Pfi odlehéeni kloubu je pak tekutina osmoticky vtahovana
zpét do chrupavky. Timto zplisobem je udrzovana mezi chrupavkami mezera,
takZe nedochéazi ke tfeni. Proudéni synovidlni tekutiny také zajiStuje transport Zivin
a zplodin, které je nezbytné pro vyzivu a zdravi chrupavek. Tlak tekutiny na synovialni
membranu, vnitini vrstvu kloubniho pouzdra, pak brani volné migraci bunék skrz ni
(Pac et Horackova, 2009; Gallo et al., 2011; OpenStax, 2018).

Kost —8 8 =0 ¢ “-v:.

Synovialni
membrana

Kloubni

Chrupavka pouzdro

Synovialni
dutina
(synovialni

Kost tekutina)

Obrazek 1 — Stavba synovialniho kloubu.

Prevzato a upraveno z: commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=30131665



V synovialni membrané¢ (Obrazek 2) se vyskytuji dva typy specializovanych
bun¢k, tzv. synoviocytl: makrofagim podobné synoviocyty (typ A) a fibroblastim
podobné synoviocyty (typ B). Makrofagim podobné synoviocyty pochazeji
Z monocyto-makrofagové bunécné linie. Nachézeji se na povrchu membrany v pfimém
kontaktu s tekutinou a vytvareji vrstvu vzdalené piipominajici epitel — na rozdil od epitelu
vSak v tomto pfipadé nenalezneme bazalni laminu a buiiky nemaji mezibunécné spoje
(Mescher, 2015). Jejich hlavni funkci je vychytavani, fagocytdza a degradace bunéénych
zbytkli ze synovialni tekutiny. Fibroblastim podobné synoviocyty jsou odvozeny
od mesenchymu a nachazeji se v hlubsi vrstvé membrany. Jsou specializovany na syntézu
komplexu proteind synovialni tekutiny (hyaluronové kyseliny, mucinu a lubricinu) a maji
K tomuto ucelu rozlehlé endoplazmatické retikulum. Oba druhy bunék jsou v synovialni
membrané upevnény kolagenovymi vlakny a dal$imi elementy pojivové tkané.
Synovialni membrana je protkdna krevnimi cévami. Krevni cévy jsou fenestrované,
tedy specializované na velkou vodni prostupnost. Proteiny a hydrofobni latky
fenestrovanymi kapilarami prostupovat nemohou, jsou tedy odkazany na aktivni
transport.  Hluboka vrstva synovialni membrany je tvofena fibroblasty
(Bartok et Firestein, 2010; Mescher, 2015).
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Obrazek 2 — Histologicky fez a schéma synovialni membrany.

(@) Synovialni membrana vystupuje do kloubni dutiny (JC) v podobé zahybu, kterymi
vedou krevni cévy (V). Na druhé stran¢ kloubni dutiny se nachazi chrupavka
artikulujici kosti (AC). (zvétSeni 300 x, barveni Mallory trichrome)

(b) Detail synovialni membrany. Na povrchu membrany jsou makrofagim podobné
synoviocyty (A), v hlubsi vrstvé se nachazi fibroblastim podobné synoviocyty (B).
(zvétSeni 400 %, barveni Mallory trichrome)

(c) Schematicky nakres synovialni membrany. Svrchni vrstva je tvofena makrofaglim
podobnymi synoviocyty, pod nimi se nachdzi fibroblastim podobné synoviocyty.
Vnitini  vrstvy membrany jsou protkany fenestrovanymi krevnimi cévami.
Hluboka vrstva je tvofena fibroblasty. Mezibunécné prostory jsou vyplnény
kolagenovymi vlakny a dal§imi elementy pojivové tkan¢.

Pievzato a upraveno z: Mescher A. L. (2015): Junqueira’s Basic Histology:

Text and Atlas, 14. edition. McGraw-Hill Education. New York, New York, USA.



3.2 Synovialni tekutina a kloubni vypotek

Ve zdravém kloubu se nachazi pouze malé mnozstvi synovialni tekutiny, jejiz vétSina
je ptitomna V poérech chrupavek. Pfipatologickém procesu objem prudce nardsta
a patologicka synovialni tekutina se pak oznacuje jako kloubni vypotek.

Synovialni tekutina je kapalina na bazi ultrafiltratu krevni plazmy. Je tvoifena
komplexem glykoproteini (mucinu, lubricinu a kyseliny hyaluronové), proteiny krevni
plazmy (protilatky, hormony, aj.), glukdzou, imunitnimi buitkami a dal$imi slozkami.
Glykoproteiny jsou zasadni pro spravnou funkci synovialni tekutiny: mucin zvysuje jeji
viskozitu, lubricin snizuje tfeni a kyselina hyaluronova se sit'uje v trojrozmérnou sit’,
ktera pomaha 1épe distribuovat narazy a zatéz vznikajici pii pohybu do celého objemu
tekutiny (Schmidt et al., 2007). Hladina gluk6zy souvisi se zanétem: pii absenci zanétu
je hladina glukézy stejnd jako v krevnim séru, pii zénétu je vyrazné nizsi
(Mundt et Shanahan, 2010).

Zdravy kloub obsahuje velice malé¢ mnozstvi tekutiny, jejiz mnozstvi
je v literatufe zna¢n¢ variabilni: Heilmann et al. (1996) uvad¢ji objem synovialni tekutiny
u zdravého kloubu 6,7 + 2,3 ml ve srovnani s 24,2 + 16,3 ml u pacientl s aktivni artrézou;
Kraus et al. (2007) uvadgji objem u zdravého kloubu 0,5-4,0 ml. JelikoZ neni mozné
odsat z kloubu vSechnu synovialni tekutinu, aniz by nedoslo k naruseni jeho funkce,
vV obou zminénych pracich byla vyuZita dilu¢ni metoda. Takto vSak neni mozné zkoumat
populace imunitnich bunék, jelikoZ tyto je tieba z tekutiny skute¢né odebrat. To je jednim
z hlavnich divodd, pro¢ je imunitni prostiedi kloubniho vypotku dosud tak malo
prostudované.

Pii patologickych procesech dochazi k migraci imunitnich bunék do tekutiny
a jeji povaha se zasadné méni. Neinfekéni zanétliva patologie, naptiklad mechanické
poranéni, se projevuje zvySenym objemem tekutiny beze zmény barvy a konzistence.
U infek¢nich za&nétlivych procesti dochdzi k migraci velkého mnozstvi neutrofild,
takze vypotek je mlécné zakaleny a glykoproteinovy komplex byva rozstépen,
a proto klesa viskozita vypotku. V ptipadé naruseni cév je vypotek krvavy.

Ve vypotku také mohou byt pfitomny krystaly, a to naptiklad krystaly kyseliny
mocové u pacientt trpicich dnou (Kjeldsberg et Knight, 1986).

Poznatky o zastoupeni imunitnich bunék doposud pochazely prevazné
Z histopatologickych analyz tkanovych tezi synovidlni membrany, odebranych béhem

chirurgického zakroku, a poukézaly na ptfevahu T-lymfocytii, makrofagh a Zirnych bunék



(Manferdini et al., 2016). Existuje také nékolik studii kloubnich vypotkt, pracuji vSak
s bunéénymi kulturami (Kurose et al., 2010), nebo se vénuji pouze vybranym populacim
imunitnich bunék. Li et al. (2017) se vénovali vlivu T-lymfocyti a jejich subpopulaci
v souvislosti s osteoartritidou; Dean et al. (1993) se vénovali Zirnym bunkam;

Lande et al. (2004) se vénovali dendritickym bunkam.

3.3 Osteoartroza

OA je vysoce heterogenni skupina degenerativnich onemocnéni kloubd s rozdilnym
klinickym fenotypem (Castafieda et al., 2014). Spoleénym znakem je chronicky, zanétu
podobny proces, ktery vede k degradaci kloubni chrupavky. OA je nejcastéjSim
onemocnénim kloubti v zemich vyspélého svéta, v ¢ele s OA kolena a kycle (Grazio
et Balen, 2009). Je svétové patym nejéastéjsim divodem invalidity (Horc¢icka, 2004).
Prevalence onemocnéni roste s vékem: nemoci trpi az 80 % lidi ve v€ku nad 65 let
(Fernandes et al., 2013). Statisticka data prevalence OA pro Ceskou republiku nejsou
dostupna, ale vzhledem k obdobnému trendu ve vSech vyspélych zemich s dostupnymi
daty lze predpokladat obdobna Cisla i u nas. V nejvétsi mite postihuje OA klouby nesouci
vahu téla (kycle, kolena), muze vsak byt postizen i ramenni kloub, bederni a kréni obratle,
mezi¢lankové klouby prsti a dalsi (Gallo et al., 2011).

Podle pfi¢iny rozliSujeme priméarni a sekundarni OA. Priméarni osteoartréza
je idiopatického charakteru (konkrétni pfi¢ina vzniku onemocnéni neni znama), jsou vSak
znamé faktory, které se na jejim vzniku vyznamné podileji. V prvé fade jsou to genetické
predispozice: nejlépe prostudovana je souvislost s genem pro receptor vitaminu D (Keen
et al., 1997; Uitterlinden et al., 1997), dale pak souvislost s geny AGC1 (Calcium-
dependent mitochondrial aspartate and glutamate carrier), IGF-1 (Insulin-like growth
factor 1), ER-a (Estrogen receptor alpha), TGF-p (Transforming growth factor beta),
CRTM (Cartilage matrix protein), CRTL (Cartilage link protein) a s geny pro kolagen II,
IX a XI (Spector et MacGregor, 2004). Bui et al. (2012) popsali, ze kromé genetickych
faktorh maji na vznik OA vliv také epigenetické faktory — demethylace v oblasti
promotorti geni MMP-13 (Matrix metallopeptidase 13) a IL-1-B (Interleukin 1 B).
Dale se na vzniku OA podileji pohlavi, vék, nadvaha a obezita, sedavy zpisob Zzivota
a jednostranné zatizeni téla (Musumeci et al., 2015). Sekundarni osteoartréza vznika
v disledku mechanického trazu kloubu nebo jako doprovodny projev jiného onemocnéni

(napft. osteonekroza, kloubni neuropatie, zanét).



Klinickym projevem OA je bolest kloubt, a to zvlasté po ranu. Pti pohybu bolest
neustupuje, ale nartsta. Pozd¢ji dochazi ke ztuhlosti a snizeni pohyblivosti
(zvlaste po ranu a po delsi dob¢ bez pohybu), ptipadné otoku a lokalnimu zvySeni teploty
(Bonnet et Walsh, 2004).

Onemocnéni se rozviji v pribé¢hu az desitek let. Histologicky se projevuje
naru$enim metabolismu chondrocyt, coZ vede k jejich postupné nekrdze. V chrupavce
tak vznikaji diry a dochazi ke zménam v jeji matrix. Dochazi ke vzniku prasklin, které
postupné prostupuji chrupavkou az do kostni tkané€ pod ni (Obrazek 3). Se zanikem casti
chrupavky dochazi k obrusovani kosti, takze se do synovialni tekutiny odlucuji ¢astice
kostni tkédn€. Pi kontaktu kosti dochazi ke vtlatovani synovialni tekutiny do kostni tkané,
na coz kost reaguje proliferaci a vznikem kloubnich vycnélka, tzv. osteofytt (Macék,
Macakovéa et Dvorackova, 2012; Obrazek 4). Bolestivost onemocnéni je déna

vvvvv

chybéjici klinické projevy v ranych fazich onemocnéni.

A A A

Obrazek 3 — Priib¢h osteoartrdzy.

I. Neprikaznd OA (minimalni poskozeni), II. Mirnd OA (zmenSeni kloubni dutiny,
rozpad chrupavky, vznik drobnych osteofytil), III. Pokrocila OA (zasadni zmenSeni
kloubni dutiny, v chrupavce vznikaji praskliny a $ifi se az ke kosti), IV. Vaznad OA
(chrupavka je ve velkych plochach zcela odbourana, kosti doléhaji ptimo na sebe,
formace velkych osteofytl, pozdéji kostni deformita).

Ptevzato a upraveno z:

www.medicalmasters.org/wp-content/uploads/2016/10/osteoarthritis-stages.jpg



)k / Osteofyt

Obrazek 4 — Nakres osteofytu.
Pievzato z: www.totalorthosportsmed.com/wp-content/uploads/2017/06/Picturel.png

K hodnoceni stupné rozvoje OA byla navrzena Kellgrenova-Lawrencova
radiograficka klasifikace OA (Kellgren et Lawrence, 1957). Stupen rozvoje OA uréuje
ortopedicky chirurg podle radiogramu postizeného kloubu zhodnocenim miry poskozeni
Vv jednotlivych ¢astech kloubu na zéklad€ charakteristickych ptiznaki (zazeni kloubni
dutiny, pfitomnost osteofytl, skler6za a deformita kosti). Piehled stupii Kellgrenovy-

Lawrencovy radiograficke klasifikace OA a jejich charakteristiku uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1 — Kellgrenova-Lawrencova radiograficka klasifikace OA.

Zxzeni
KL stupnice Kkloubni dutiny  Osteofyty Skleréza Deformita kosti
stupeni 0 X X X X
stupeni 1 mozné X X X
stupen 2 prokazatelné prokazatelné X X
stupen 3 prokazatelné mnohocetné prokazatelna mozna
stuperi 4 zavazné mohutné zdvazna prokazatelna




Vzhledem Kk velké heterogenité klinickych fenotypt OA rizni pacienti
odpovidaji nalécbu rtiznou mérou. Vzhledem k zdsadni roli imunitniho systému
V rozvoji, prubéhu ichronickém charakteru nemoci se studium imunitnich bunék
Vv kloubu jevi jako vhodny zptisob rozliSeni fenotypti tohoto onemocnéni. Toto rozliSeni
fenotypti je klicovym krokem ve studiu OA a v cesté k navrzeni vhodné 1écebné strategie
pro jednotlivé fenotypy.

I pfes nové poznatky o OA z poslednich dvou desetileti stale neni jasna role
imunitnich bun¢k v pribéhu onemocnéni. Tato prace se zaméfila na identifikaci populaci

imunitnich bun¢k v synovialni tekutiné OA kloubt s cilem zmapovat jejich zastoupeni.

3.4 Populace imunitnich bunék v kloubnich vypotcich

3.4.1 Vznik a diferenciace imunitnich bunék

Imunitni bunky vznikaji v téle hematopoézou, diferenciaci z pluripotentnich
hematopoetickych kmenovych bunék Vv kostni dfeni (Obrazek 5). Rist a diferenciace
bunék v pribehu hematopoézy jsou tizeny kolonie stimulujicimi faktory (CSF, Colony
Stimulating Factor), erytropoetinem, trombopoetinem, ristovymi faktory a cytokiny,
regulaci genové exprese a dal§imi mechanismy (Mescher, 2015). Dlouhodobé
hematopoetické kmenové buiky Se nachazeji v klidovém stavu, kdy maji schopnost
neomezeného dé¢leni, ¢imZ je udrzovana jejich populace. Pti hematopoéze dochazi
k jejich aktivaci adiferenciaci v kratkodobé hematopoetické kmenové buriky,
které se diferencuji do dvou typu progenitorovych bungk, které piedstavuji dvé zakladni
hematopoetické linie: spoleény myeloidni progenitor (CMP, Common Myeloid
Progenitor) a spole¢ny lymfoidni progenitor (CLP, Common Lymphoid Progenitor).
Spolecné progenitorové buniky se oznacuji jako multipotentni, nebot’ se mohou
diferencovat do vice typu bunék, ne vSak v bunky druhé linie (CMP se nedokaze
diferencovat v bunky lymfoidni linie a CLP v bunky myeloidni linie). CMP se dale
diferencuje  ve  spoleCny progenitor  megakaryocytt a  erytrocytt  (MEP,
Megakaryocyte/Erytrocyte  Progenitor)  nebo spole¢ny  progenitor  granulocyti
a monocyti/makrofagh  (MGP,  Monocyte-Macrophage/Granulocyte  Progenitor;
Orkin et Zon, 2008).

MEP, MGP a CLP se dale diferencuji v prekurzory konec¢nych bunék:
z MEP se diferencuji prekurzory megakaryocytii a erytrocytd, z MGP se diferencuji
prekurzory monocytl, neutrofildi, eozinofilli a zirnych bun¢k a z CLP se diferencuji

prekurzory T-lymfocytd, B-lymfocyti a NK bun¢k (Orkin et Zon, 2008).
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Obrazek 5 — Faze hematopoézy.

Pievzato a upraveno z: Orkin et Zon (2008): Hematopoiesis: An Evolving Paradigm
for Stem Cell Biology. Cell 132(4): 631-644.
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3.4.2 Leukocyty vrozené imunity

Jednim z hlavnich mechanismi organismu slouzicich K odstrafiovani patogent
abunécnych zbytki je fagocytéza. Fagocytujicich typi bunék je vtele vice
a jsou oznacovany jako ,,profesionalni a ,neprofesionalni fagocyty. Profesionalni
fagocyty se oproti neprofesiondlnim vyznacuji tim, ze fagocytoéza je jejich primarni
funkci a vznikaji hematopoézou. Aktivné se pohybuji krevnim fecist€ém a rychle
se piesouvaji za chemotaktickymi signaly do mista zanétu. Pfi fagocytdze uvolnuji
cytotoxické radikaly kysliku a dusiku, degradacni enzymy, lipidové mediatory zanétu
a cytokiny (Rabinovitch, 1995). Mezi neprofesionalni fagocyty Ize zatadit velké mnozstvi
bungk, napiiklad fibroblasty a makrofagiim podobné synoviocyty (typ A) (Gordon,
2016). Tyto bunky nejsou tolik fagocytarné aktivni, jako profesionalni fagocyty,
alevomezené mife jsou schopné fagocytovat napiiklad mikroorganismy.
Tato fagocytoza je zprostfedkovana fibronektinovymi a lamininovymi receptory,
vzhledem k absenci Fc-receptorit vSak neprofesionalni fagocyty nejsou schopné
protilatkami iniciované fagocytdzy (Rabinovitch, 1995).

Mezi profesionalni fagocyty patii monocyty a jejich tkanova forma makrofagy,
neutrofily, eozinofily, dendritické bunky a zirné bunky.

Monocyty (MON) pochazeji z myeloidni progenitorové linie z prekurzoru
zvaného monoblast. Cytoplazma monocytti neobsahuje granula (jsou to agranulocyty)
ajadro je charakteristicky lalocnaté nebo ve tvaru pismene C. Chromatin je méné
kondenzovany nez u lymfocyti, takze se pii barveni jadro jevi svétlejsi (Mescher, 2015).
Monocyty piedstavuji 10 % lidskych leukocytt v krvi (Auffray et al., 2009).
Hlavni funkei monocytd je rezervoar prekurzort pro dopliiovani populace makrofagh
a béhem zanétu takeé dendritickych bun€k. Mimo to maji i dal$i funkce: diky receptoriim
rozpoznavajicim patogenni vzory (TLRs, scavenger receptory, IgFc receptory)
jsou schopny fagocytézy a hlidkuji ve tkani endotelu (Auffray et al., 2007), rozeznavaji
mikrobialni patogeny a sekretuji prozanétlivé cytokiny (Serbina et al., 2008), exprimuji
MHC 1II a dokazou aktivovat cytotoxické (CD8") a pomocné (CD4%) T-lymfocyty
(Jakubzick et al., 2017) a dalsi. Monocyty Vv krvi tvofi dvé hlavni populace oznaované
jako klasické (classical, cMON) a neklasické (non-classical, ncMON), které mayji
prozanétlivé (¢cMON) a protizanétlivé (ncMON) funkce (Yang et al., 2014). Monocyty
se mohou usadit ve tkani, kde diferencuji v tkanoveé-specifickou formu, makrofagy.

Mezi markery monocyti patii znaky CD11b, CD14, CD45 a CD68 (BioLegend, 2018).
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Makrofagy ve tkanich odklizeji odumielé zbytky bunék a MHC II exprimuji jen
vV malé mife. Prostfednictvim interferonu gama (IFN-y), produkovanym jak buiikami
vrozené imunity (NK bunikami a NK T-lymfocyty), tak bunikami antigenné specifické
imunity (cytotoxické a pomocné T-lymfocyty) a také lymfoidnimi bunikami vrozené
imunity, dochazi k jejich aktivaci (Artis et Spits, 2015). Po aktivaci prudce vzrista
exprese MHC Il a makrofag se soustfedi na likvidaci patogenti. Jakmile makrofag
rozpozna molekuldrni vzor charakteristicky pro patogeny (PAMP, Pathogen Associated
Molecular Pattern), dojde k jeho hyperaktivaci a vyrazné¢ naroste mira fagocytozy,
metabolismu, tvorba cytokini, lysozymi a produkce enzyma degradujicich
extracelularni matrix bakterii. Existuji dvé hlavni skupiny makrofagh: M1 makrofagy,
aktivované lipopolysacharidy a INF-y, specializované na zanéty a intenzivni boj
sinfekcemi v tkanich, a M2 makrofagy, aktivované interleukinem 4 (IL-4),
specializované na opravovani poskozené tkan¢ a produkci protizanétlivého IL-10.
Mezi znaky dilezité pro identifikaci makrofagt patii znaky CD14, CD45, CD68, CD163
a HLA-DR (Khazen et al., 2005).

Dendritické buiiky (DC) jsou charakteristické svym paprskovitym tvarem
a nachazi se prevazné ve tkanich, kde ptichazi organismus do styku s vnéj§im prostiedim:
v kiizi, v epitelu stfev a dychacich cest a ve sliznicich. Specializuji se na zpracovani
antigenl a jejich prezentaci pomoci MHC Il T-lymfocytim. Ve tkani se bézn¢ nachazeji
v neaktivovaném stavu. Neaktivni DC vystavuji endogenni antigeny pomoci MHC I
a hraji tak vyznamnou roli v regulaci imunitni tolerance a autoimunity. Jakmile vSak
pohlti patogenni antigen, dojde k jejich aktivaci. Aktivovand DC zacne exprimovat
CCR7, chemotakticky receptor, ktery ji umozni cestovat do lymfatickych uzlin. Zde dale
stoupa exprese aktivacnich cytokini pro T-lymfocyty a MHC Il (HLA-DR) a burka
zacne patogenni antigen vystavovat na svém povrchu pro pomocné T-lymfocyty (CD4*;
Mbongue et al., 2014). Pivod DC dosud neni plné prozkouman, byly vsak rozliseny
plazmatické DC, pochézejici z lymfoidni bunécné linie, myeloidni DC, pochazejici
Z myeloidni bun&¢né linie, a DC diferencované z CD14" monocyti (Collin et al., 2013).
Klicové bunécné markery dendritickych bun¢k jsou CD11b, CD11c, CD83 a HLA-DR
(Collin, McGovern et Haniffa, 2013).

Neutrofily (NEU) jsou nejbéznéjsimi fagocyty v krvi, predstavujici 55-70 %
viech cirkulujicich leukocytli. Produkce v kostni dieni dosahuje 10! neutrofili za den,
ale jejich zivotnost je pouze ptiblizné 5 dnt (Simon et Kim, 2010). Neutrofily zajist'uji

nejrychlejsi odpoveéd’ imunitniho systému na infekci a likviduji Siroké spektrum patogent
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od bakterii, viri a parazitl po infikované a nadorové bunky. Zralé neutrofily jsou
charakteristické polymorfnim lalo¢natym jadrem a granulemi V cytoplazmé. Na svém
povrchu exprimuji znaky CD11b, CD15, CD16, CD45 a dalsi (Lakschevitz et al., 2016).

Eozinofily jsou charakteristickym jadrem tvofenym dvéma laloky a obsahuji
V cytoplazmé granule obsahujici faktory pro likvidaci cizopasnych Cervii a faktory
modulujici zanét (Mescher, 2015). Eozinofily exprimuji naptiklad bunécné znaky CD15,
CD45, CD193 a Siglec-8 (BioLegend, 2018).

Bazofily jsou nejvzacnéj$im druhem cirkulujicich leukocytti. Maji nepravidelné
lalo¢naté jadro a granula V jejich cytoplazmé jsou silné bazické. Charakteristickymi
povrchovymi znaky bazofili jsou CD63, CD123 a CD203c¢ (BioLegend, 2018).

Zirné buiiky ve své cytoplazm& obsahuji granula histaminu a heparinu.
Jejich hlavni role spociva v regulaci alergické reakce spojené s protilatkami IgE.
Mimo to se vsak také podileji na vrozené imunité proti bakteriim (Echtenacher et al.,
1996), zvlasté produkci cytokinid rekrutujicich neutrofily do mista infekce,
a dale fagocytdozou a produkci biologicky aktivnich latek jako naptiklad trypaza
a chymaza — proteazy, slouzici k boji s patogeny (Yong, 1997). Povrchové bunééné
znaky, slouzici k identifikaci zirnych bunék, jsou napiiklad CD117 a CD203c
(BioLegend, 2018).

Neprofesionalni fagocyty také pohlcuji Castice, mrtvé bunky a patogeny,
ale neni to jejich primarni funkce. Patii sem buriky epitelu, endotelu a mesenchymu,

fibroblasty nebo naptiklad synoviocyty makrofagového typu.

3.4.3 Leukocyty antigenné-specifické imunity

Leukocyty antigenné-specifické imunity se odliSuji od leukocytd vrozené imunity
predevsim tim, Ze jejich konecné formé predchazi maturace. Pfi ni dochazi k sezndmeni
s antigeny, coz je nezbytné pro vybudovani imunitni paméti organismu.

T-lymfocyty putuji v podobé prekurzort z kostni diené do thymu, kde jsou jim
prezentovany endogenni HLA antigeny a na zaklad¢ jejich reakce jsou selektovany pouze
vhodné¢ T-lymfocyty, kterym je dovoleno dozrat. V této fazi je zniCeno
asi 95% T-lymfocyti, zbylych 5% vstupuje do krevniho feist€ a migruji
do sekundarnich lymfatickych organd. Pfi kontaktu se specifickym antigenem
prezentovanym pomoci MHC Il (resp. MHC 1), ktery byl rozpoznan pomoci

T-bunééného receptoru a jeho koreceptoru CD4 (resp. CD8) dochazi k jejich aktivaci.
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Aktivni T-lymfocyty se pak podileji na rozvoji a pribéhu imunitnich a zanétlivych reakei.
RozliSujeme &tyfi zékladni subpopulace T-lymfocyti: pomocné lymfocyty (CD4Y),
které se specializuji na produkci cytokini; cytotoxické lymfocyty (CD8*), specializujici
se na likvidaci nadorovych a virem napadenych bunék; regulac¢ni lymfocyty
(CD4* CD25" FoxP3"), které reguluji pribéh zanétu a iniciuji a reguluji opravu tkani;
a NK buiiky (CD3 CD16" CD56"), které, prestoZe pochazeji z lymfocytarni linie, se fadi
mezi imunitni bunky vrozené imunity pro svou schopnost likvidovat patogeny
bez pifedchoziho setkani s nimi (Holub et al., 2007). Charakteristickymi markery
T-lymfocyti ¢i jejich subpopulaci jsou CD3, CD4, CD8, CD45 a dalsi (BioLegend, 2018).

B-lymfocyty dozravaji v kostni dfeni a migruji do sekundarnich lymfatickych
organli. Zde se seznamuji s antigenem a vytvaii receptor, jehoz soucasti
jsou imunoglobuliny IgM a IgD specifické pro dany antigen. Poté je B-lymfocyt uvolnén
do krve. Pfi nasledném setkani s antigenem se méni B-lymfocyt v plazmatickou bunku,
ktera vytvari protilatky. Ne&které B-lymfocyty se diferencuji v tzv. pamétové
B-lymfocyty, které vykazuji vyrazné rychlejsi reakci na opakovanou pfitomnost antigenu
a jsou kliCové votazce imunitni paméti (Kersey et Gajl-Peczalska, 1975).
Charakteristickymi bunéénymi markery B-lymfocytti nebo jejich subpopulaci jsou znaky
CD19, CD20, CD24, CD38, CD45 a dalsi (BioLegend, 2018).
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3.5 Priitokova cytometrie

Moderni metodou identifikace bunék pomoci detekce jejich CD znakl je pritokova
cytometrie. Principem této metody je méfeni a soucasna analyza souboru charakteristik
jednotlivych Castic, zpravidla bunék, unasenych proudem kapaliny skrz paprsek laseru.
M¢éirenymi vlastnostmi jsou relativni velikost, relativni granularita (vnitini komplexita)
arelativni intenzita fluorescence. Relativni velikost a relativni granularita jsou uréeny
podle miry rozptylu svétla, dopadajiciho na castice. Fluorescence je vyvolana excitaci
fluoroforti, které jsou na Castice navazany bchem pfipravy vzorku prostfednictvim
protilatek specifickych proti zkoumanému znaku. Je mozné pouzit vice protilatek,
které jsou svazané s riznymi fluorofory, soucasné. Soucasné pouzité fluorofory musi byt
voleny tak, aby dochézelo k co mozna nejmenSimu piekryvu jejich emisnich spekter
(Nolla, 2013). Casto pouzivanymi fluorofory jsou FITC, PE, PerCP-Cy5.5,
PE-Cy7, APC a APC-Cy7.

FITC fluorescein isothiokyanat: jeho excitacni/emisni spektrum dosahuje vrcholu
pii vinovych délkach 495 nm/519 nm, tedy spada do zelené ¢asti spektra. K jeho excitaci
se pouziva laser o vlnové délce 488 nm.

PE fykoerythryn: jeho excita¢ni/emisni spektrum dosahuje vrcholu pfi vinovych
délkach 565 nm/575 nm, tedy spada do ¢ervené casti spektra. K jeho excitaci se pouziva
laser o vinové délce 488 nm.

PerCP-Cy5.5 peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5: tandemovy fluorofor tvofeny
peridin-chlorofyl-proteinem a derivatem cyaninu Cy5.5. Excitacni a emisni spektra
PerCP dosahuji vrcholu pii vinovych délkach 482 nm/675 nm, ptfi spojeni s Cy5.5
vSak dochazi k Forsterovu rezonancnimu pienosu energie (FRET), kdy je energie
z excitovaného PerCP pienesena na Cy5.5 a fluorescenci emituje pouze Cy5.5.
Vrchol emisniho spektra celého komplexu se pak posouva na 690 nm. K jeho excitaci
se pouziva laser o vlnové délce 488 nm.

PE-Cy7 fykoerythryn-cyanin 7: tvofen komplexem fykoerythrinu a derivatu
cyaninu Cy7. V disledku FRET dochazi k posunu vrcholu emisniho spektra PE
a cely komplex tak ma vrchol excitacnich/emisnich spekter pii vlnovych délkach
565 nm/774 nm. K jeho excitaci se pouziva laser o vinové délce 488 nm.

APC allofykocyanin: jeho excita¢ni/emisni spektra maji vrcholy pii vinovych
délkach 650 nm/660 nm. K jeho excitaci se pouziva laser o vinové délce 633 nm

(odpovida laseru o vlnové délce 640 nm v pouzitém piistroji NovoCyte®).
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APC-Cy7 allofykocyanin-cyanin 7: Komplex dfive zminéného allofykocyaninu
acyaninu Cy7. V dusledku FRET se vrchol emisniho spektra komplexu pfesouva
na 774 nm. Cely komplex pak ma vrcholy excitacniho/emisniho spektra pii vinovych
délkach 650 nm/774 nm. K jeho excitaci se pouziva laser o vlnové délce 633 nm
(odpovida laseru o vinové délce 640 nm v pfistroji NovoCyte®).

Obrazek 6 zachycuje emisni a excita¢ni spektra popsanych fluoroford na grafu

intenzity normalizované excitace/emise.

% Normalizované excitace / emise

Vinova délka (nm)
===+ Excitace M Mo M 2ec

I Emise PerCP/Cy5.5 PE/Cy7 M apc/cy7

Obrazek 6 — Graf excita¢nich a emisnich spekter pouzitych fluorofor. Teckované linie
predstavuji excita¢ni spektra jednotlivych fluorofori odlisSenych barvou, plné linie
s plochou pod kiivkou pfedstavuji jejich emisni spektra.

Vytvoteno pomoci webového nastroje Spectra Analyzer (Biolegend), dostupné online na:

https://www.biolegend.com/spectraanalyzer.

Samotny pritokovy cytometr sestava ze tii Casti: fluidiky, optiky a elektroniky.

Fluidika zajistuje transport ¢astic do detekéniho mista a jejich oddéleni pomoci
hydrodynamické fokusace.

Optika zajist'uje generovani paprski excitacnich lasert, vede excita¢ni svétlo
do detek¢niho mista a vede rozptylené excitacni svétlo a emitované svétlo do detektori
skrz sadu dichroickych zrcadel, ktera zateni rozdéli v zavislosti na jeho vlnové délce.

Elektronika sestava z detektorti zajistujicich prevod svételného zareni
na elektrické napéti a pocitace, ktery ziskand data zapisuje a analyzuje.

Pti prichodu detekénim mistem je Castice ozéafena paprskem excitacniho svétla
a odchazi ke dvéma jeviim: v prvé fadé se excitacni svétlo na Castici rozptyli a dale

excituje fluorofory navazané na castici, které pak emituji emisni svétlo. Rozptylené
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excitacni svétlo i produkované emisni svétlo jsou zachyceny optikou ptistroje a dovedeny
do detektorti. Priichod ¢astice detekénim mistem se na detektoru projevi jako pulz napéti.

Detekované castice jsou pak pocitaCem zaznamenavany jako tzv. udalosti. Kazda
udalost ma piifazeno n¢kolik hodnot, které ji popisuji: ¢as detekce, FSC (forward scatter;
svétlo, rozptylené v malém uhlu od ptivodni drédhy paprsku, jehoz intenzita je pfimo
umeérna velikosti Castice), SSC (side scatter; svétlo, rozptylené ve velkém thlu
od ptvodni drahy paprsku, jehoZ intenzita je pfimo umérna vnitini slozitosti ¢astice)
arelativni intenzita fluorescence V jednotlivych detekcnich kanalech. Udalosti jsou
detekovany jako pulz napéti na fotondsobici a jednotlivé sledované hodnoty lze proto
popsat n¢kolika veli¢inami: vyskou piku, Sitkou piku a velikosti plochy pod kiivkou
(Nolla, 2013).

Jak je patrné na Obrazku 6, emisni spektra pouzivanych fluoroforti se piekryvaji.
Z tohoto dtiivodu je pro spravné méfeni pii vicebarevnych experimentech nutné provést
tzv. kompenzaci. Béhem ni jsou naméfena referenéni data pomoci jednobarevné
znacenych kontrolnich vzorka (kuli¢ek S navazanymi fluorofory) ptesné definovanych
vlastnosti a software pfistroje poté urc¢i miru ptekryvu v jednotlivych kanalech a pii
méteni vzorkll pak namétrené hodnoty prepocitava tak, aby byl vliv prekryvu eliminovan.

Data jsou vizualizovana zpravidla ve dvou podobach: histogram a scattergram.
Histogram slouzi k vizualizaci jednoho parametru: pocet udalosti s jednotlivymi
hodnotami relativni intenzity fluorescence v ur¢itém kanale. Scattergram slouZzi
k zobrazeni dvou parametrti v kartézské soustaveé souradnic: zobrazuje hodnoty relativni
intenzity fluorescence dvou kanali soucasné.

Data jsou pii méfeni zobrazovana v redlném Case, coZ umoziiuje jiz pfi méteni
vyuzit tzv. gating. Gate! je definovand oblast grafu, kterd vymezuje skupinu dat
(udalosti), ktera je pak izolovana jako populace. Takto je mozné vytvaiet hierarchii
a diky vhodné zvolené sekvenci definovanych oblasti 1ze izolovat konkrétni subpopulaci
bunék podle zvolenych parametrt.
predevsim singletovy gate, ktery slouzi k odfiltrovani slepenych bunék a skupin bunék
a splyvajicich udalosti. Slepené buniky a ptekryvajici se udalosti maji stejnou vysku

impulzu (FSC-H), ale vétsi plochu (FSC-A), jelikoZ prachod detekénim mistem trva delsi

1 Cesky jazyk dosud nedisponuje obdobou angl. gate, jak je uzivano v kontextu priitokové cytometrie.
V zargonu pritokové cytometrie je slovo [gejt] uzivano a sklonovano podle ¢eského vzoru hrad. Vzhledem
k povaze tohoto vyrazu neni v této praci slovo gate sklofiovano.
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dobu (Obrazek 7). Na rozdil od izolovanych udalosti jsou pak tyto ptekryté udalosti
na scattergramu FSC-A/FSC-H posunuty doprava. Gate se proto umistuje na levou horni

hranu populace (Obrazek 8).

Vyska piku my )
Vyska piku

Sirka piku Sirka piku

Obrazek 7 — Srovnani impulzu napéti na detektoru pii detekci jednotlivé udalosti
a pii prekryvu dvou udalosti. Dochazi ke zméné plochy pfi stejné amplitud¢.

Prevzato a upraveno z:

expertcytometry.com/wp-content/uploads/2016/03/Figure_1.png a
expertcytometry.com/wp-content/uploads/2016/03/Figure_2.png

©
<
< -
G
S o A
T
B~
LI- R
0 |
o 1 1
0 1 9 27
FSC-A (106)

Obrazek 8 — Gate singletti na scattergramu FSC-A/FSC-H.
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Dalsim dilezitym uzitim gatingu je gate pozitivity, ktery se umistuje

do histogramti jednotlivych fluorescen¢nich kanali na =zakladé polohy udalosti

Vizotypové kontrole (Obrazek 9). Gate pozitivity slouzi

a autofluorescence vzorku.

0 2,24

APC-Cy7-A
APC-Cy7-A : CDB4 APC-Cy7-A

0 1 2 3
10 10 10 10
PE-Cy7-A:: CD15 PE-Cy7-A

Izotypova kontrola Zkoumany vzorek

4
10

Count

k odfiltrovani pozadi

;‘ |
CD15+ NEU
93,7

N

PE-Cy7-A: CD15

Histogram vzorku a kontroly

Obrazek 9 — Scattergramy izotypové kontroly a zkoumaného vzorku a gate pozitivity

na histogramu piislusného kanalu umistény na zaklad¢ polohy izotypové kontroly.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V praci byly zkoumany vzorky kloubnich vypotki odebranych 53 pacientim trpicich
OA kolena.  Pacienti byli vybrani na  zadkladé nasledujicich  kritérii:
vék 40-85 let; diagnéza OA kolena na zakladé klinickych a radiografickych kritérii
(Altman et al., 1986) bez znamek infekce, dny a endokrinnich poruch v dobé odbéru
vzorku; zvySeny objem kloubniho vypotku; bez podani kyseliny hyaluronové
nebo steroidtt injekéni formou; bez chirurgického zakroku kolena Vv poslednich
trech mésicich predchazejicich odbéru vzorku.

Ortopedicky chirurg zhodnotil poSkozeni kosti jednotlivych pacientl na zakladé
radiogramt dle Kellgrenovy-Lawrencovy radiografické klasifikace OA (Tabulka 1).
Bolestivost kloubu v dobé odbéru byla uréena dle vlastniho zhodnoceni pacienty
na jedenactistupnové stupnici (0—10): bez bolesti (0), mirna bolest (1-2), stiedni bolest
(3-4), silna bolest (5-6), velmi silna bolest (7+).

Vzorky byly odebrany po ziskdni informovaného souhlasu pacientt,
ktery byl schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice a Univerzity Palackého
v Olomouci (rozhodnuti ¢. VES16-31852A).

Ptehled poctu pacientt dle jednotlivych charakteristik je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2 — Charakteristika souboru pacientd a zkoumanych vzorkd.

Demograficka charakteristika souboru pacienti

Priimérny vék 64,5
(rozpéti) (46-83)
Priimérny BMI1 30,4
(rozsah) (21,6-47.,8)

Pocet pacientii

Celkovy pocet pacientt 53
(muzi / Zeny) 24129
Poskozeni dle stupnice KL 411712715
(stupeni1/2/3/4)

Bolestivost kloubu 5/15/28/5/0

(bez bolesti/ mirna bolest / stiedni bolest /
/ silna bolest / velmi silna bolest)
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4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy

4.2.1 Pouzité chemikalie

bovinni sérovy albumin (BSA; SIGMA, kat. ¢. A2153-10G)

metanol, p.a., chlazeny na 4 °C (mikroCHEM)

purifikovand monoklondlni mys$i protiladtka proti lidskému znaku C68, klon
Y1/82A (BioLegend, kat. ¢. 333801)

monoklonalni mysi protilatky proti lidskym znaktim konjugované s fluorochromy
(BioLegend): CD4-FITC (klon SK3), CD14-FITC (klon M5E2), CD3-FITC
(klon OKT3), CD16-PE (klon 3G8), CD25-PE (klon M-A251), CD86-PE
(klon1T2.2), CD55-PE (klon JS11), mix protilatek CD16/56-PE
(klony UCHT1/3G8+MEM-188), CD45-PerCP-Cy5.5 (klon 2D1),
CD11b-PerCP-Cy5.5 (klon ICRF44), CD127-PerCP-Cy5.5 (klon AOQ19D5),
CD303-PerCP-Cy5.5 (klon 201A), CD8-PE/Cy7 (klon SK1), CD15-PE/Cy7
(klon W6D3), CD163-PE/Cy7 (klon RM3/1), CD123-PE/Cy7 (klon 6H6),
CD203c-PE/Cy7 (klon NP4D6), HLA-DR-APC (klon L243), CD62L-APC
(klon DREG-56), CD69-APC (klon FN50), CD19-APC/Cy7 (klon SJ25C1),
CD64-APC/Cy7 (klon 10.1), CD117-APC/Cy7 (klon 104D2), CD11c-APC/Cy7
(klon Bu15), CD206-APC/Cy7 (klon 15-2)

polyklonalni osli protilatka proti mysi protilatce IgG (ABCAM, kat. ¢. ab150105)
Saponin (SERVA, kat. ¢. 34655.01)

4.2.2 Pouzité soupravy

EnVision™+ Dual Link System-HRP (DAKO, kat. ¢. K4063)
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4.2.3 Pouzité roztoky

e 1x PBS: 8 g NaCl, 200 mg KCI, 1,44 g NaPOs a 240 mg KH2POs,
doplnit destilovanou vodou do 1 L, pH upraveno na 7.4 (lékarna Fakultni
nemocnice Olomouc)

e DAPI Fluoromount-G® (SouthernBiotech, kat. ¢. 0100-20)

e fixacni pufr (Biolegend, kat. ¢. 420801)

e lyzaéni roztok pro hematologii: 8,3 g NH4Cl, 1 g KHCOs3, 40 mg EDTA, doplnit
destilovanou vodou do 1 000 ml, pH upraveno na 7,29 (lékarna Fakultni
nemocnice Olomouc)

e permeabilizacni a promyvaci pufr (1x), pfipraven zfedénim Intracellular Staining
Perm Wash Buffer 10X (Biolegend, kat. ¢. 421002) v PBS

e permeabiliza¢ni roztok: 50 mg BSA a 10 mg Saponinu rozpustit v 10 ml PBS

e promyvaci roztok: 50 mg BSA rozpustit v 10 ml PBS

e pufr pro barveni bun¢k (Biolegend, kat ¢. 420201)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a vybaveni
- centrifuga 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH)
- centrifuga Thermo Scientific™ Cytospin™ 4 Cytocentrifuge (Thermo Fisher
Scientific Inc.)
- flowbox MSC 1.2 (Thermo Scientific GmbH)
- laboratorni digestof N/900 M2 (MERCI, s.r.0.)
- pritokovy cytometr BD FACSCanto™ II (BD Biosciences)
- prutokovy cytometr NovoCyte® (ACEA Biosciences)
- skenovaci systém TissueFAXS PLUS (TissueGnostics GmbH)
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4.4 Schéma pracovniho postupu
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Obrazek 10 — Schéma pracovniho postupu. Pievzato a upraveno (viz Seznam obrazk).
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 Zpracovani vzorka kloubnich vypotki

Vzorky kloubnich vypotkt byly odebrany metodou artrocentézy na Ortopedické klinice
Fakultni nemocnice v Olomouci a na Ustav imunologie byly dodany v 10ml zkumavkéch.
Po zaznamenani objemu, vzhledu, ptitomnosti ¢astic a viskozity vzorku bylo 50 ul vzorku
odebrano a smichano s 50 pul PBS v 5ml polystyrenové zkumavce pro prutokovou
cytometrii (BD Falcon; dale jako cytometricka zkumavka). K takto nafedénému vzorku
byl ptfiddin 1 pl fluoroforem znacené protilatky proti lidskému znaku CDA45
a po 20 minutach inkubace v temnu za laboratorni teploty bylo provedeno méfeni vzorku
na prutokovém cytometru NovoCyte® (ACEA Biosciences). Toto méfeni poskytlo
informaci 0 absolutnim poc¢tu bunék ve vzorku, ktera byla pozd&ji vyuzita pii fedéni
vzorku pro piipravu cytospinu (viz 4.5.3 Pfiprava cytospinti).

Cely zbyvajici objem ptivodniho vzorku vypotku byl centrifugovan (1 700 RCF,
10 min, 10 °C) a ze supernatantu byly odebrany 3 alikvoty po 0,5 ml, které byly
uskladnény pfi -80 °C pro potieby jinych analyz. Zbytek supernatantu byl odstranén
a bunécny pelet byl resuspendovan ve 2 ml PBS a piefiltrovan pfes 70nm nylonovy filtr
do nové 10ml zkumavky. Do puvodni zkumavky byly pfidany dalsi 2 ml PBS,
kterymi byly oplachnuty pfipadné bunky ulpélé na sténach a v nasledujicim kroku
byly také zfiltrovany a spojeny s primarnim filtratem. Zkumavka s filtratem
byla centrifugovana (600 RCF, 10 min, 10 °C). Supernatant byl odstranén a pelet
byl resuspendovan v PBS 0 objemu odpovidajicim 1/10 objemu pfi ptijmu vzorku.

Z takto pripravené bunétné suspenze bylo 600 pl rozdéleno po 150 pl
do Ctyf cytometrickych zkumavek. Do kazdé zkumavky byl pfidan 1 pl protilatky
podle ptislusného panelu (viz 4.5.2 Imunofenotypizace, Tabulka 3), s vyjimkou koktejlu
CD3+CD16+CD56 v Panelu 1, kterého byly pouzity 4 pul na kazdou reakci.
Po 20 minutach inkubace ve tm¢ za laboratorni teploty bylo provedeno méfeni
na pratokovém cytometru NovoCyte® (ACEA Biosciences).

Z bunécné suspenze nékterych vybranych vzorkit bylo dalSich 600 pl pouzito
pro intracelularni barveni. Pfipraveny objem vzorku byl rozdélen po 150 pl
do ¢tyf cytometrickych zkumavek. Do kazdé zkumavky byl pfidan 1 pl fluoroforem
znacené protilatky podle pfislusného panelu (viz 4.5.2 Imunofenotypizace, Tabulka 4).
Po 20 minutach inkubace ve tmé za laboratorni teploty byla provedena fixace: do kazdé

zkumavky bylo ptfiddno 200 pl fixacniho pufru (Biolegend). Po 20 minutach inkubace
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ve tmé za laboratorni teploty byl do kazdé zkumavky pfidan 1 ml PBS a zkumavky byly
centrifugovany (350 RCF, 7 min, 20 °C). Dale byla provedena permeabilizace bunék
permeabilizaénim a promyvacim pufrem (Biolegend): supernatant byl po centrifugaci
odstranén a bunéény pelet byl resuspendovan v 300 ul permeabiliza¢niho a promyvaciho
pufru apoté opét centrifugovan (350 RCF, 7 min, 20 °C). Promyti bylo dvakrat
zopakovano a poté byl bunéény pelet resuspendovan ve 150 pl permeabilizaéniho
a promyvaciho pufru adokazdé zkumavky byl piidan 1 pl protilatky proti
intracelularnimu znaku dle pfislusného panelu (viz 4.5.2 Imunofenotypizace, Tabulka 4).
Po 20 minutach inkubace ve tmé za laboratorni teploty bylo do zkumavek pfidano
300 pl permeabilizacniho a promyvaciho pufru a zkumavky byly centrifugovany
(350 RCF, 7 min, 20 °C). Supernatant byl odstranén a bunéény pelet byl resuspendovan
ve 200 pl pufru pro barveni bunck (Biolegend). Poté bylo provedeno méteni
na prutokovém cytometru BD FACSCanto OO (BD Biosciences).

Z vybranych vzorkl byly také ptipraveny cytospiny pro mikroskopickou analyzu
(viz kapitola 4.5.3 Ptiprava cytospinti).
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4.5.2 Imunofenotypizace
Imunofenotypizace piedstavuje proces identifikace bunck na zakladé exprese znakd,
charakteristickych pro urcité populace a subpopulace (CD znaky). Tyto imunitni znaky
jsou molekuly na povrchu nebo uvniti bunék, které zpravidla souvisi s funkéni
specializaci dané buiky. Uréenim nekolika spravné zvolenych znaki Ize identifikovat
konkrétni populace a subpopulace bunék.

Pro imunofenotypizaci kloubnich vypotkt byly pfipraveny Ctyfi panely protilatek,
zacilenych na specifické populace imunitnich bunék ve vzorcich (Tabulka 3). Panely byly
pfipraveny pro rutinni vyzkum na pracovisti a v praci byla vyuzita pouze ¢ast z nich

a nebyly vyhodnoceny vSechny méfené znaky.

Tabulka 3: Panely protilatek pro extracelularni barveni.

Panel FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-Cy7
Panel 1 CD3* CD16+CD56* CD4 CD203c HLA-DR CD117
Parel 2 CD4 CD25 CD127 CD15 HLA-DR CD64
CD16
Parel 3 CD14 CD45 CD163 CD11b CDl1c
(klon 3G8)
ISO kontrola  IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 1gG2 IgG1

*Protilatky CD3, CD16 a CD56 v Panelu 1 byly komeréné dodany ve formé jednoho koktejhu.

Dale byly piipraveny dva panely protilatek, zacilenych na populaci makrofagu,
které byly vyuzity pfi intracelularnim barveni (Tabulka 4).

Tabulka 4: Panely protilatek pro intracelularni barveni.

Panel FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-Cy7
Panel 4 CD64 TLR2 CD68* CD163 TLR4 CD14
ISO kontrola  1gG1 lgG1 lgG1* 1gG1 1gG2 1gG1

*Protilatky v kanale pro PerCP-Cy5.5 byly do zkumavek pfidany az po fixaci a permeabilizaci.
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K detekci jednotlivych populaci imunitnich bunék ve studovanych vzorcich

vypotkit OA pacientd byly navrzeny kombinace CD znakid uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5 — Kombinace CD znaku pouzité k detekci jednotlivych imunitnich populaci

ve vzorcich vypotkt OA pacient.

Imunitni populace Panel CD znakii
Lymfocyty CcD3"

CD4" T-lymfocyty CD3" CcD4"

CD8" T-lymfocyty CD3" cD8*
Regulaéni T-lymfocyty (Treg) CD4" CD25" CD127
NK buiiky CD3 CD16" CD56"
Monocyty CD68" CD14” CD163
Makrofagy CD68” CD14" CD163"
Neutrofily CD15"

Ziré buriky CD203c¢" CD117"

Myeloidni dendritické buiky CD68" CD14 CD163"

Me¢fteni bylo provedeno na pristrojich BD FACSCanto II (BD Biosciences)
a NovoCyte® (ACEA Biosciences). Na pfistroji BD FACSCanto II byly méteny vzorky

barvené intracelularng, na ptistroji NovoCyte® pak vzorky barvené extracelularné.
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4.5.3 Priprava cytospini
Cytospiny jsou fixované preparaty bunécné suspenze na podloznim skle. Jsou vhodné
pro vizualizaci vybranych buné¢k ¢i znakli pomoci imunochemického barveni.

Pii pfipravé byla bunétnd suspenze kloubniho vypotku ziedéna na vhodnou
koncentraci (500 bunék/ul) a 200 pl takto nafedéné suspenze bylo pieneseno
do specialniho nastavce cytospinu s kanalkem. Nastavec byl umistény v drzaku tak,
aby kanalek doléhal na podlozni sklo. Mezi nastavcem a podloznim sklem byl list
filtraéniho papiru s vyfiznutou dirou tak, ze suspenze mohla protéct na sklo.
Cela konstrukce byla vlozena do centrifugy se specialnim rotorem (Thermo Scientific™
Cytospin™ 4 Cytocentrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc., USA), kde pfi centrifugaci
(28 RCF po dobu 5 minut) protekla bunécna suspenze kanalkem K podloznimu sklu,
tekutina se vsakla do filtra¢niho papiru a buniky zustaly pfilepené na skle.

Takto pfipravené cytospiny byly ususeny pii laboratorni teploté pifes noc
apoté 3 min fixovany chlazenym metanolem (4 °C) a suSeny pii laboratorni teploté

30 minut. Zafixované cytospiny byly uskladnény pfi 4 °C a poté hromadné barveny.

4.5.4 Imunocytochemické barveni cytospint
Ptipravené cytospiny byly obarveny metodou imunocytochemického barveni. VSechny
inkubace probé&hly ve vlhké komirce ve tmé za laboratorni teploty.

V prvni fazi bylo provedeno imunohistochemické barveni pomoci soupravy
EnVision™+ Dual Link System-HRP (DAKO). Barveni probéhlo podle protokolu
K pouzité soupravé: nejprve byla provedena permeabilizace roztokem PBS-BSA-
Saponin, poté bylo provedeno blokovani endogenniho enzymu (10 min),
poté byla aplikovana primarni mysi protilatka proti lidskému intracelularnimu znaku
CD68 (30 min), nasledné byl cytospin inkubovan s polymerem znafenym kienovou
peroxidazou (30 min), poté byl cytospin inkubovan 10 minut s roztokem substrat-
chromogen, a nakonec byl obarven hematoxylinem (5 min).

Druhym typem barveni, které bylo pouzito, bylo fluorescencni barveni
S vyuzitim primarni monoklonalni mySi protilatky typu IgG proti lidskému
intracelularnimu znaku CD68 a sekundérni osli polyklonalni protilatky proti mySim
protilaitkdm IgG. Pomoci olejového pera (DAKO) byla okolo cytospinu vytvofena
hydrofobni hranice. Cytospin byl 5 minut permeabilizovan ve 100 ul PBS-BSA-Saponin.
Roztok byl odsan, nacytospin bylo aplikovano 100 ul PBS-BSA-Saponin
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a byl inkubovan 15 min. Roztok byl odsan, na cytospin bylo aplikovano 100 pl roztoku
blokujiciho peroxidazy (DAKO) a byl inkubovan 7 minut. Poté byl cytospin dvakrat
promyt ve 100 ul PBS-BPA-Saponinu po dobu 7 min. Na cytospin bylo aplikovano 100 ul
Protein blocking solution (DAKO) a byl inkubovan 25 min. Roztok byl odsan a cytospin
byl dvakrat promyt ve 100 ul PBS-BPA-Saponinu po dobu 7 min. Po odsati roztoku
byl cytospin pfipraven na aplikaci primarni protilatky. Jako primarni protilatka
byla pouzita mysi monoklonalni protilatka proti lidskému znaku CD68, klon Y1/82-A
(BioLegend), vkonetné  koncentraci  1:100 v roztoku  PBS-BPA-Saponinu
a objemu 100 pl. Cytospin byl s primarni protilatkou inkubovan pies noc.

Druhého dne byl roztok primarni protilatky odsan a cytospin byl tfikrat promyt
ve 100 ul PBS-BSA po dobu 7 min. Poté byl cytospin pfipraven na aplikaci sekundérni
protilatky. Jako sekundarni protilaitka byla pouzita osli polyklondlni protilatka
proti mySim protilatkam IgG svazana s fluoroforem AlexaFluor® 488 (ABCAM)
v konecné koncentraci  1:500 v roztoku PBS-BPA-Saponinu. Na cytospin
bylo aplikovano 100 pl roztoku sekundarni protilatky a byl inkubovan po dobu 60 minut
v temnu. Poté byl cytospin tfikrat promyt ve 100 pl PBS-BSA po dobu 5 minut.
Nasledné byl cytospin omyt pod proudem destilované vody a susen 30 minut
pii laboratorni teploté. Po usuSeni bylo pro vizualizaci jader na cytospin aplikovéano
100 pl DAPI Fluoromount-G® (SouthernBiotech), ktery obsahuje DAPI (4¢,6-diamidin-

2-fenylindol) pro barveni DNA a montovaci médium.

4.5.5 Svételna mikroskopie a skenovani pomoci systému TissueFAXS

K zaznamenani a analyze vysledkd barveni cytospini byl pouZzit automaticky
zobrazovaci a analyzac¢ni systém TissueFAXS PLUS (TissueGnostics GmbH, Rakousko;
Obrazek 11). Systém umoziiuje automatizované skenovani az osmi vzorka na podloznich
sklech soucasné. Je vhodny pro barevnou 1 fluorescencni analyzu cytospint, bunéénych
natérl, tkanovych fezl a tkanovych microarrays. Umoziuje zdznam ve vysokém rozliseni
ve viditelném svétle a také v nékolika fluorescencnich kanalech. Mikroskop je vybaven
revolverovym vyménikem objektivii a revolverovym vymeénikem fluorescencnich filtra.
Ptistroj dokdze pracovat v pln€ automatickém rezimu snimani, kdy zaznamena snimky
uzivatelem definovanych ploch vzorku v definovanych kanalech a slozi snimky v jeden

obraz. Analyza obrazu je provadéna v softwarech HistoQuest a TissueQuest.
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Oba softwary zajistuji jak detekci vybranych elementt, tak statistické zpracovani
a produkei statistickych dat.

Software HistoQuest slouzi k analyze snimku ve viditelném svétle. S vyuzitim
patentovaného algoritmu dokéaze detekovat a rozliSovat od sebe jednotlivé butiky a takto
segmentovany obraz nadale analyzovat statisticky. MliZze pracovat ve ¢tyfech mddech:
detekce bun¢k (jader, cytoplazmy a membran), detekce barvené plochy, detekce malych
utvard (vhodné napi. pro CISH a FISH) a v mddu algoritmu pro detekci cytoskeletu.

Software  TissueQuest slouzi kanalyze obrazovych dat pofizenych
ve fluorescenénich kanalech. Dokaze pracovat ve stejnych moddech jako HistoQuest
s vyjimkou médu pro detekci cytoskeletu a bunéénych membran. Namisto toho umoziuje
skladéni obrazovych dat z riznych kandalt a vizualizaci a rozliSeni riznych bunéénych

struktur soucasné. Pfehled komponentd pouzitého systému TissueFAXS uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6 — Komponenty pouzitého systému TissueFAXS.

Komponenty Pouzité komponenty
Zdroje svétla VIS-LED
Excite 120 PCQ metal halide
Kamery Pixelink M-4
PCO Pixelfly USB monochrome
Objektivy 0,5x
20x%
Filtry pro fluorescenéni DAPI
mikroskopii FITC
Rozsirujici moduly Automaticky drzak vzorki (8 pozic)

Obrazek 11 — Systém TissueFAXS PLUS. Pievzato z:
www.tissuegnostics.com/images/systems/TF-PLUS-front-PxIM4.jpg
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4.5.6 Statistické zpracovani dat a pouZzité programy
Pti statistickém zpracovani dat a ovéfeni platnosti hypotéz byly vyuzity neparametricky
Mann-Whitney test, Spearmantiv koeficient pofadové korelace a Shapiro-Wilk test
normality. Statistické testy byly provedeny pomoci statistického softwaru R
(The R Foundation). Za signifikantni byly povazovany hodnoty P <0,05.

Konfidenéni intervaly praméra byly vypocitany pomoci programu GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software). Obrazky byly vytvoieny v programech FlowJo® X
(FlowJo, LLC) a MS PowerPoint 2016 (Microsoft Corporation).

4.5.7 Konstrukce siti pro vizualizaci dat
Pro vizualizaci podobnosti a souvislosti mezi profily dat pratokové cytometrie
jednotlivych pacientli byla vyuzita konstrukce sité¢ (grafu) pomoci metody LRNet
(Ochodkova et al., 2017), zaloZzené na metodé analyzy nejblizSich sousedu. Metoda
analyzuje podobnost jednotlivych uzla (€lenti souboru dat) na zakladé podobnosti jejich
vlastnosti. Podobnost jednotlivych dvojic uzli je znazornéna silou vazby mezi nimi
ajejich vzajemnou vzdalenosti. Uzly snejvétsi podobnosti (nejsilngjsi vazbou)
pak vytvareji shluky. Podobnost mezi uzly v ramci shluku je vysoka (silné vazby),
podobnost mezi jednotlivymi shluky mezi sebou je pak nizka (slabé vazby).
Sit, vytvofena touto metodou, zachycuje lokalni vztahy mezi uzly a zaroven globalni
strukturu vztahii na téchto lokalnich vztazich zalozenou. Vyhodou metody LRNet oproti
jinym metodam je jeji nezavislost na poctu a velikosti shluku.

Konstrukce sit¢ a jeji analyza byly provedeny vyzkumnou skupinou
doc. Mgr. Milose Kudélky, Ph.D. z Fakulty elektrotechniky a informatiky Vysoké skoly

banské — Technické univerzity Ostrava.
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5 Vysledky

5.1 Fyzické vlastnosti vzorkii

Pied samotnym zpracovanim vzorkti byly u zkoumanych vzorkt (n = 53) ureny
nasledujici fyzické vlastnosti: objem, vzhled, pfitomnost ¢astic, viskozita. Piehled téchto

vlastnosti a poCty ptislusnych vzorkl shrnuje Tabulka 7.

Tabulka 7 — Fyzické vlastnosti studovanych vzorkt kloubnich vypotki OA pacientd.

Objem vzorki Pocet vzorki
<5ml 6
5-25 ml 28
>25 ml 17
N/A 2
Vzhled vzorki Pocet vzorki
¢iry nazloutly 35
syté Zluty 3
syté Zluty viskozni 2
oranzovy 5
nahnédly se zakalem 7

*N/A — data nedostupna
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5.2 Vysledky méieni prutokovou cytometrii

5.2.1 Identifikace a zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék

Celkovy pocet imunitnich bunék v jednotlivych vzorcich byl urcen podle pozitivity znaku
CDA45 urcené pomoci Sestibarevné priatokové cytometrie a jeho primérna hodnota byla
424 x 10%/L  (95% konfiden¢ni interval [KI] 132-715 x 10%/L), coz piedstavovalo
v priméru 30,3 % vSech zaznamenanych bunék. Ostatni zaznamenané udalosti
predstavovaly buiikky neimunitniho pivodu, bunécné zbytky a jiné castice piitomné
Vv kloubnim vypotku.

VySetfeni imunitnich populaci v kloubnim vypotku na pracovisti, kde byla
diplomova prace realizovana, je komplexni a vénuje se do hloubky subpopulacim vsech
hlavnich populaci imunitnich bun¢k (lymfocyty, bufiky monocyto-makrofagové linie,
neutrofily) i minoritnim populacim imunitnich bunék, které se v kloubnim vypotku
vyskytuji. Z toho divodu byly panely zkoumanych znakii zacileny i na populace,
kterym se tato prace do hloubky nevénuje. V této praci byly popsany hlavni populace
imunitnich bunék v kloubnich vypotcich a detailné¢ byla prostudovana pouze populace
bunék monocyto-makrofagové linie.

Na zakladé zastoupeni hlavnich imunitnich populaci byly rozpoznany dva hlavni
fenotypy (Obrazek 12): u vétSiny pacientll pfevazovaly populace lymfocyti a bunék
monocyto-makrofagové linie; u 5 pacientli vyrazné prevazovala populace neutrofili —

tento fenotyp byl oznacen jako fenotyp N.

A

300K T

200K T

85C-A
S5C-A

100K =

S00K 1.0M 180 500K 1.0M 1.5M
FSC-A FSC-A

Obrazek 12 — Srovnani imunitnich populaci vzorku pfevladajiciho fenotypu (A) a vzorku
fenotypu N s predominujicimi neutrofily (B) na scattergramu FSC-A/SSC-A.
Legenda: NEU — gate neutrofili; LYM — gate lymfocytd; MON/M® — gate bun¢k

monocyt-makrofagové linie.
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U vétSiny OA pacientii pievazovaly populace lymfocyti se zastoupenim
44.8 % (K1 39,6-50,0 %) a bunék monocyto-makrofagové linie se zastoupenim
34,3 % (K1 29,6-39,0 %), méné pocetné pak byly neutrofily se zastoupenim
8,0 % (KI16,0-10,0 %). Bunky neimunitniho ptivodu a minoritni populace
(plazmacytoidni dendritické buiiky, zirné buiikky a dal$i) nachazejici se v kloubnim
vypotku predstavovaly zbyvajicich 12,9 % (KI 9,4-13,7 %) zaznamenanych bunék.
Primérné zastoupeni hlavnich imunitnich populaci ve vzorcich kloubnich vypotkl

OA pacienti uvadi graf na Obrazku 13.

Pramérné zastoupeniimunitnich populaci
vzorkU pacientd prevazujiciho fenotypu

Lymfocyty MON/M®
44,8 % 34,3%
Makrofagy
14,8 %
Monocyty

/ 33,9%
: Bunky
. / CD14 CDe68-
: \ 34,9 %
Jiné burik mDC
16,4 %

12,9 %

Obrazek 13 — Graf zastoupeni populaci imunitnich bunék ve studovanych vzorcich

vypotkit OA pacienti s prevazujicim fenotypem.

U OA pacienti s fenotypem N (n = 5) byly nejpocetnéjsi detekovanou populaci
imunitnich bunék neutrofily se zastoupenim 83,8 % (KI 77,7-87,9 %). Tito pacienti
spliiovali pozadavky pro zatazeni do souboru, tedy pokud nevykazovali znamky septické
artritidy a nevykazovali klinické znamky infekce. U té€chto pacientt piedstavovaly ostatni
hlavni populace imunitnich bunék podstatné mensi ¢ast: lymfocyty piredstavovaly

4,6 % (KI 0,6-8,6 %) vSech imunitnich bun¢k a buiiky monocyto-makrofagové linie
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pak 5,4 % (KI 0,2-10,6 %). Primémé =zastoupeni hlavnich imunitnich populaci
ve vzorcich kloubnich vypotkd OA pacienti s fenotypem N uvadi graf na Obrazku 14.
Nebyla nalezena korelace mezi fenotypem N a mirou posSkozeni kloubu, stupném

rozvoje OA, bolestivosti kloubu ani BMI.

Primérné zastoupeniimunitnich populaci
vzork( pacientt fenotypu N

Neutrofily
Buniky
CD14~ CD68- Makrofagy
Lymfocyty 28,0 % 40,5%
\ MON/M®
S4% mDC Monocyty
13,5% 18,0 %

Obrazek 14 — Graf zastoupeni populaci imunitnich bunék ve studovanych vzorcich

vypotki OA pacientl s fenotypem N (s pievazujici populaci neutrofili).

5.2.2 Rozdily v zastoupeni hlavnich imunitnich populaci mezi pohlavimi
Byly zistény vyznamné rozdily v zastoupeni hlavnich imunitnich populaci
mezi pohlavimi (Obrazek 15). Pacienti s fenotypem N nebyli do tohoto srovnani zafazeni.
Celkem tedy byly rozdily mezi pohlavimi zkoumdny u 48 pacientli. Byla srovnana
procentualni  zastoupeni hlavnich imunitnich populaci mezi muzi (n=21)
a zenami (n = 27).

Nejvétsi rozdily byly v zastoupeni lymfocyti a bunék monocyto-makrofagové
linie. Lymfocyty ptedstavovaly u muzi 50,2% a u Zen 40,5 % (Kl 34,0-47,1 %);
P =0,063. Builkky monocyto-makrofagové linie piedstavovaly u muzi 29,5 %
(K1 22,5-36,6 %) a u zen 38,3 % (KI 32,0-44,6 %); P = 0,049. V zastoupeni neutrofild
nebyl mezi muzi a Zenami zjistén signifikantni rozdil: zastoupeni u muzu bylo 7,4 %

(KI 4,7-10,0 %), u Zen 8,5 % (5,5-11,5 %); P = 0,770.
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Obrazek 15 — Graf primérnych zastoupeni hlavnich imunitnich populaci u muzt a u zen.
Stiedova cara predstavuje median, krabicova ¢ast grafu pak 1. a 3. kvartil

a vousy grafu vymezuji minimalni a maximalni hodnotu.

5.2.3 Analyza podobnosti a vizualizace dat pomoci konstrukce sité

Metodou LRNet byla provedena analyza podobnosti a na jejim zékladé byla vytvorena
datova sit’. Uzly této sité predstavuji profily jednotlivych pacientli zaloZené na zastoupeni
populaci jednotlivych imunitnich bunék a jejich vzdalenost, vazby mezi nimi a sila téchto
vazeb vyjadiuji podobnost profilti pacienti. Uzly (pacienti), ktefi jsou v siti blizko sebe
a pripadné mezi sebou maji vazbu, jsou si nejpodobnéjsi co do zastoupeni jednotlivych
populaci imunitnich bun€k. Naopak pacienti, ktefi nejsou spojeni vazbou a jsou daleko
od sebe, vykazuji malou podobnost zastoupeni zkoumanych bunéénych populaci. Shluky
uzli jsou odliSeny barevné a predstavuji jednotlivé fenotypy pacienti s OA,
které jsou charakteristické procentudlnimi zastoupenimi bunék monocyto-makrofagoveé
linie, lymfocytl a neutrofild v kloubnim vypotku.

Pozice profilu kazdého zkoumaného pacienta je zalozena na poméru zastoupeni
hlavnich imunitnich populaci: neutrofili, lymfocyti a bun€k monocyto-makrofagové
linie. Do analyzy bylo zahrnuto 45 pacientti (20 muzi, 25 Zzen) a 8 pacient bylo z analyzy
vyfazeno pro chybéjici data z diivodu malého objemu nebo nizké bunécnosti vzorku.

Sit’, vytvofena metodou LRNet, ukazuje, ze na zaklad¢ zastoupeni hlavnich

imunitnich populaci lze mezi pacienty rozlisit 5 odlisSnych skupin (Obrazek 16)
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s odlinymi zastoupenimi populaci imunitnich bunék (Obrazek 17). Mezi muzi lze rozlisit
dvé rozdilné skupiny a stejn¢ tak mezi Zenami. Pata skupina je charakteristicka
predominanci neutrofild. Prvni podskupina muzi (n=14), oznaCena jako M1,
byla charakteristicka podobnym zastoupenim lymfocytii a bunék monocyto-makrofagové
linie a nizkym zastoupenim neutrofilii a ostatnich bunék. U druhé podskupiny muzi
(n =6), oznacené jako M2, ptevazovala populace lymfocyti, nasledovana bunikami
monocyto-makrofagové linie a ostatnimi bunikami a s minoritnim zastoupenim neutrofilt.
Prvni podskupina Zen, oznaCena jako F1, (n = 11) byla charakteristicka prevazujici
populaci bun¢k monocyto-makrofagové linie, nasledovanou lymfocyty, dale ostatnimi
bunikami a s minoritni populaci neutrofilti. U druhé skupiny zen, oznacené jako F2,
(n = 14) pievazovaly lymfocyty, nasledované bunkami monocyto-makrofagové linie

a dale neutrofily a ostatnimi buitkami.

O
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Obrazek 16 — Sit' zkonstruovand metodou LRNet, zobrazujici podobnost profill
zkoumanych OA pacienti na zékladé zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék.
Na obrazku jsou patrné dvé podskupiny muzi (M1 a M2), dvé podskupiny Zen (F1 a F2)
a skupina pacientt s predominanci neutrofilii (N). Obrazek vytvoftila vyzkumna skupina
doc. Mgr. Milose Kudélky, Ph.D. z Fakulty elektrotechniky a informatiky Vysoké skoly
banské — Technické univerzity Ostrava.
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Obrazek 17 — Graf zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék skupin definovanych
metodou LRNet (muzské skupiny M1 a M2, Zenské skupiny F1 a F2 a skupina

s predominanci neutrofilti N).
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5.2.4 Detailni analyza bunék monocyto-makrofagové linie

Buiiky monocyto-makrofagové linie byly vybrany pro hlubsi analyzu, pfi které¢ bylo
vyuzito krom¢ extracelularniho barveni také barveni intracelularni. Analyza byla
provedena na souboru vzorkd vypotkt ziskanych od 19 pacientd.

Rozlozeni bunék monocyto-makrofagové linie z vypotki se ukazalo
byt komplikovanym, jelikoz dochazelo k piekryvu jednotlivych subpopulaci.
Nakonec se ukazal jako nejvhodnéjsi identifikovat monocyty podle fenotypu znaki
CD68" CD14* CD163", makrofagy podle kombinace znaki CD68* CD14" CD163"

a myeloidni dendritické butiky dle fenotypu znakii CD68" CD14" CD163 (Obrazek 18).

Singlety " Makrofagy
A ] CD68* CD14* CD163* C
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PE-Cy7-A: CD163-A
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CD68* CD14-CD163- .- i
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Obrazek 18 — Identifikace subpopulaci monocyto-makrofagové linie (monocytd,
makrofagii a myeloidnich dendritickych bun€k) pomoci sekvence gates.
(A)Populace vSech zaznamenanych udalosti zobrazena na scattergramu
FSC-A/FSC-H. Gate vymezuje populaci singletq.
(B) Populace singleti zobrazena na scattergramu CD68-A/SSC-A. Gate vymezuje
buniky pozitivni na znak CD68 a byl umistén podle polohy izotypové kontroly
(neni zndzornéna).
(C) Populace CD68" bunék na scattergramu CD14/CD163. Makrofagy jsou pozitivni
na oba znaky (CD14* CD163"), monocyty pouze na znak CD14 (CD14" CD163)
a myeloidni dendritické bunky (mDC) jsou negativhi na oba znaky

(CD14 CD163").
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Ve vzorcich vypotkii OA pacienti s pievladajicim fenotypem bylo v ramci
monocyto-makrofagové linie uréeno nasledujici primérné zastoupeni subpopulaci:
monocyty 339% (KI 28,5-39,3%), makrofagy 14,8% (KI10,7-19,0 %),
mDC 16,4 % (K1 14,4-18,0). Velka ¢ast bunék monocyto-makrofagové linie (34,9 %; Kl
31,2-38,0 %) neexprimovala znak CD14. Tato populace nebyla blize prozkoumana.

Ve vzorcich vypotki OA pacientd s fenotypem N bylo v ramci monocyto-
makrofagové linie uréeno nasledujici pramérné zastoupeni subpopulaci: makrofagy
405% (KI17,9-63,1 %), monocyty 188% (KI6,8-29,5%), mDC 135%
(KI17,9-19,3 %). Buiiky CD14" piedstavovaly 28,0 % (KI 12,3-44,0 %) z detekovanych
bunck.

U téchto tii identifikovanych subpopulaci (makrofagy, monocyty, mDC) byla dale
zkoumana pozitivita na znaky CD64, TLR2 a TLRA4.

Zastoupeni buné¢k CD64* bylo nejvyss§i u makrofagi (pramérné 99,0 %),
niz$i bylo u monocyt (91,6 %) a nejnizsi u mDC (33,3 %). Rozdil mezi pozitivitou
naznak CD64 u makrofagi a monocyti nebyl statisticky signifikantni (P = 0,093).
Populace mDC se statisticky signifikantné odlisovala od obou zbyvajicich populaci
(P = 0,002 v obou piipadech; Obrazek 19).
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Obrazek 19 — Graf procentudlniho zastoupeni CD64" bunék v populaci makrofagi,
monocytll a myeloidnich dendritickych bun¢k (mDC).
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Zastoupeni bun¢k pozitivnich na znak TLR2 bylo nejvyssi u makrofagh
(pramérné 92,0 %), niz§i u monocytd (81,3 %) a nejniz§i u mDC (23,5 %).
VSechny tii populace se od sebe v pozitivit¢ na znak TLR2 statisticky vyznamné
odliSovaly (Obrazek 20).
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Obriazek 20 — Graf procentudlniho zastoupeni TLR2" buné&k v populaci makrofagi,
monocytl a myeloidnich dendritickych bun¢k (mDC).

Zastoupeni bunck pozitivnich na znak TLR4 bylo nejvys$si u makrofagh
(praméme 61,2 %), niz$i bylo u monocytd (41,3 %) a nejniz§i u mDC (23,5 %).
VSechny tifi populace se od sebe v pozitivité na znak TLR4 statisticky vyznamné
odlisovaly (Obrazek 21).
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Obrazek 21 — Graf procentudlniho zastoupeni TLR4" bunék v populaci makrofagi,
monocytli a myeloidnich dendritickych bunék (mDC).
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5.3 Svételna mikroskopie a cytospiny

Ze zkoumanych vzorki OA pacienti byly vybrany vhodné vzorky, ze kterych
byly ptipraveny cytospiny. U pfipravenych cytospini byl pomoci imunocytochemického
barveni s vyuzitim syst¢tmu DAB+ detekovan intracelularni znak CD68 a jadra
byla obarvena pomoci hematoxylinu (Obrazek 22) a dale byl stejny znak detekovan
fluorescenénim imunocytochemickym barvenim s vyuzitim primarni protilatky
proti znaku CD68 a sekundarni protilatky nesouci fluorofor Alexa 488® a obarvenim
jader pomoci DAPI (Obrazek 23).
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Obriazek 22 — Snimek cytospinu se znakem CD68 barvenym pomoci systému DAB+
(hnéda barva) a jadry barvenymi hematoxylinem (modra barva).

Obrazek 23 — Snimek cytospinu s fluorescencnim barvenim znaku CD68 protilatkami
S fluoroforem Alexa 488® (zelena barva) a jadry barvenymi DAPI (modré barva).
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6 Diskuze

Ptedlozena prace prokazala, ze hlavnimi populacemi v kloubnich vypotcich OA pacienti
jsou lymfocyty, builtky monocyto-makrofagové linie a neutrofily. Imunofenotypizaci
a naslednou statistickou analyzou bylo rozpoznano pét zakladnich fenotypti: dva u muzi,
dva u zen a fenotyp s vysokym zastoupenim neutrofild. Byla provedena detailni analyza
bunék monocyto-makrofagové linie, ktera urcila hlavni subpopulace této linie:
makrofagy, monocyty a myeloidni dendritické bunky (mDC). Tyto tii subpopulace
se liSily mirou exprese bunécnych znakli CD64, TLR2 a TLR4. U vybranych vzorkl
byly ptipraveny  cytospiny  aimunocytochemickym barvenim znaku CD68
byly detekovany makrofagy.

Imunofenotypizaci byly identifikovdny dva hlavni fenotypy pacientdi u Zen
I muzi: prevladajici fenotyp s predominanci lymfocytl a bunék monocyto-makrofagové
linie; a méné casty fenotyp s predominanci neutrofili oznaceny jako fenotyp N.
V kloubnich vypotcich vétSiny OA pacientil se nachazelo vice nez 30% lymfocytt.
Také jini autofi (Saito et al., 2002) popsali infiltraci lymfocyti v synovialni membrané
u OA. Haynes et al. (2002) prokazali expresi aktivacnich markeri (CD69, HLA-DR)
na lymfocytech v synovialni membrané. V dal$i praci bylo zjisténo, ze T-lymfocyty
V synovialni membrané¢ OA pacientti maji sniZzenou expresi znaku CD3 (Sakkas et al.,
2004). Autofi usuzuji, ze zjisténé snizeni muze byt zpusobeno chronickou stimulaci
téchto bunek. Vyzkum vlivu T-lymfocytt na OA namysich s depletovanymi
CD8"* T-lymfocyty (Hsieh et al., 2013) naznacuje, ze T-lymfocyty se mohou
piimo podilet na degeneraci chrupavky, a tedy progresi OA.

Dalsi pocetnou imunitni populaci v kloubnich vypotcich OA pacientii byly buiiky
monocyto-makrofdgové linie, kterym byla v této praci vénovana nejvetsi pozornost.
Navzdory piekryvu fenotypti se podatilo uspésné rozlisit bunky jednotlivych subpopulaci
této linie na zakladé¢ exprese znaki CD14, CD68 a CD163 a byly tak identifikovany
populace monocytl, makrofagh a mDC. Ptitomnost monocytd v kloubnich vypotcich
jizbyla popsana (Firestein et Zvaifler, 1987). Byla také popsana piima korelace
mezi mirou infiltrace makrofagh do synovialni tkané a stupném rozvoje OA
(Benito et al., 2005) a role makrofagti v destruktivnich a zanétlivych procesech u OA
(Bondeson et al., 2006). Kromé& téchto tfi subpopulaci byla detekovana
také velka populace CD14" bunc¢k. Vzhledem k jejich podobnosti s makrofagy
v dalSich CD znacich byly tyto buiiky oznaceny jako CD14” makrofagiim podobné buriky.
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Buiiky s timto fenotypem byly pozorovany ve stfevé a bylo zjisténo, ze fenotyp jejich CD
znakd se odliSuje od fenotypu makrofagi v jinych tkanich (Smith et al., 1997).
Tato nespecificka populace makrofagi byla taktéz spojena s rozvojem Crohnovy choroby
(Kamada et al., 2008).

Posledni majoritni imunitni populaci, ktera byla identifikovana ve vzorcich
kloubnich vypotkit OA pacientli, byly neutrofily. Vyskyt neutrofili v synovialni
membrané je nizky (Saito, 2002; Bondeson, 2006; Pessler et al., 2008; Ogdie et al., 2010),
coz koresponduje s nizkym vyskytem neutrofilli u vétSiny OA pacientii. U 5 pacienti
(fenotyp N) byl zjistén extrémné zvySeny pocet neutrofilli s nizkym procentudlnim
zastoupenim ostatnich hlavnich imunitnich populaci. Neutrofily jsou prvnimi bunkami,
které jsou rekrutovany do mista zanétu (Bonnet et Walsh, 2004). Jejich funkce se zanétem
uzce souvisi: podili se na modulaci zanétlivé reakce produkci cytokind,
prozanétlivych mediatord a regulaci dal$ich imunitnich bun¢k (Benigni et al., 2017).
Rovnéz bylo popsano, ze neutrofily sekretuji proteolytické enzymy, které zplsobuji
destrukci chrupavky a kosti (Wright et al., 2010). Vyskyt extrémni infiltrace neutrofilti
bez prokazané infekéni etiologie, jako byl pozorovan na naSem souboru, dosud nebyl
Vv literatuie popsan. Nebyla vSak nalezena zadna asociace fenotypu N s klinickymi
parametry: mirou poSkozeni kosti (pfevazovala skupina 2), stupném rozvoje OA
(ptevazoval stupenn 2), bolestivosti kloubu (pfevazoval stupeni 2), ani BMI.
Fenotyp N vyZaduje bliZ§i prozkoumani na vét§im souboru pacienttl.

V dalsi casti studie byly zkoumany rozdily mezi muzi a Zenami. Bylo zjisténo,
ze V kloubnich vypotcich muzi bylo vyznamné méné bunék monocyto-makrofagové
linie. Tento rozdil lze pfipsat plsobeni rozdilnych hormonidi uobou pohlavi.
Bylo prokazano, ze estrogen ma represivni uc¢inek na buiky monocyto-makrofagové
linie, spocivajici prevazné v potlatovani exprese cytokinl a modulaci dalSich
prozanétlivych mediatora (Pfeilschifter et al., 2002). Vzhledem Kk vysokému véku
pacientek v souboru lze piedpokladat nizsi hladinu estrogenu v disledku menopauzy.
Tato nizkd hladina pak umoznuje bunkdm monocyto-makrofagové linie produkovat
ve vétsi mife cytokiny a prozanétlivé mediatory. S touto hypotézou koresponduje
zvySeny vyskyt osteopordzy a dalSich degenerativnich onemocnéni kosterni soustavy
pozorovany u Zen V postmenopauzalnim obdobi (Védanéinen et. Hirkonen, 1996).

Konstrukce sit¢ metodou LRNet odhalila v souboru pacienti pét odliSnych
fenotypt. U obou pohlavi byl identifikovan fenotyp s predominanci bunék monocyto-

makrofagoveé linie a fenotyp s predominanci lymfocyti. Dle dostupnych informaci je tato
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analyza prvni svého druhu, protoze soucasné poznatky vychazeji ze studii, zabyvajicich
se imunitnimi buiikami v synovialni membrané (Haynes et al., 2002; Manferdini et al.,
2016), nebo pouze jednotlivymi populacemi imunitnich bunék ve vypotku (Dean et al.,
1993; Lande et al., 2004; Li et al., 2017).

Detailni analyza bunék monocyto-makrofagové linie V kloubnich vypotcich
OA pacienti odhalila zasadni rozdily mezi skupinou pacienti s pfevahou neutrofilti
a vétsinou OA pacientti. U vétSiny pacientii byly nejpocetnéjsi identifikovanou populaci
monocyty a dale pak makrofagy a mDC. U pacientti fenotypu N prevladaly makrofagy
nasledované monocyty a mDC. Déle byla v linii bunék monocyto-makrofagové linie
u obou fenotypt objevena populace CD14" bun¢k. Pfedpoklada se, ze vzajemné pusobeni
makrofagli a neutrofili podporuje a udrzuje zanétlivou reakci (Lefkowitz et al., 1995;
Lefkowitz et Lefkowitz, 2001). Vysledky ziskané v této diplomové praci koresponduji
s touto teorii, jelikoz u pacientt s fenotypem N lze pozorovat elevaci v zastoupeni obou
téchto imunitnich populaci. Je potieba dalsich studii, které by prokazaly, zda zvySena
infiltrace neutrofilti a makrofagl souvisi s urcitym staddiem OA.

Analyza miry exprese znakli CD64, TLR2 a TLR4 u populaci monocyti,
makrofag a mDC odhalila vyznamné rozdily v expresi téchto znakii u zkoumanych
populaci. Exprese znaku CD64 (receptor protilatek typu IgG) byla nejvyssi u makrofagt,
nasledovanych monocyty a nejmensi pak u mDC. Tamoutounour et al. (2012)
vyuzili znak CD64 k odliSeni makrofaghi (CD64") a dendritickych bun&k (CD64Y)
ve stieve. V této diplomové praci byla potvrzena pozitivita makrofagii na znak CD64,
avsak na rozdil od prace Tamoutounour et al. (2012) byl znak CD64 detekovan také
na mDC, byt ve vyznamné mensi mife nez u makrofagl. Mira exprese znakd TLR2 i
TLR4 byla nejvyssi u makrofagi, mensi pak u monocytli a nejmensi mira exprese
byla detekovanau mDC. Znaky TLR2 a TLR4 jsou toll-like receptory, detekujici PAMPSs
(Pathogen-Asociated Molecular Paterns, molekularni vzory asociované s patogeny;
napt. lipopolysacharidy, dSRNA ad.) a pfi navazani ligandu aktivuji mechanismy vrozené
imunity  (Kumar etal., 2011). Jsou pfitomné na monocytech, makrofazich
a granulocytech (BioLegend, 2018).

Ptedpoklada se, ze zastoupeni jednotlivych populaci imunitnich bun¢k by mohlo
reflektovat konkrétni patologické stavy a ze jejich analyza tedy mtize pomoci v klinice

a volbé vhodné 1écby.
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[ Zavér

Tato prace piinasi celkovy pohled na hlavni populace imunitnich bunék v kloubnich
vypotcich OA pacientli. Bylo zjisténo, ze hlavnimi populacemi jsou lymfocyty, bunky
monocyto-makrofagové linie a neutrofily. Byly identifikovany dva fenotypy u Zen
iumuzi. U Zen byl rozliSen fenotyp s ptevladajici populaci bunék monocyto-
makrofagové linie a fenotyp s pievladajici populaci lymfocytl; u muzi byl rozliSen
fenotyp s pfevahou lymfocytii a bunék monocyto-makrofagové linie a fenotyp s pfevahou
lymfocytl. Dale byl popsan fenotyp s pfevahou neutrofilti u obou pohlavi.

U monocyto-makrofagové linie bunék byla provedena detailni analyza,
ktera odhalila, ze hlavnimi subpopulacemi této linie jsou monocyty, makrofagy a mDC.
Dale byla detekovana velka skupina bunék, které neexprimovaly znak CD14, ktera dosud
v synovidlni tekutiné nebyla zkoumana. U identifikovanych subpopulaci bunék
monocyto-makrofagové linie byly sledovany znaky CD64, TLR2 a TLR4 a byly zjistény
signifikantni rozdily v expresi téchto znakii mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Tato prace poskytuje novy pohled na zastoupeni imunitnich populaci ve vypotcich
OA pacientll a pfindsi poznatky, které dosud nebyly popsany v literature. Zjisténé
fenotypy pacientil mohou nalézt vyuziti v klinické praxi pti volbé 1é¢by a sledovani

1é¢ebneé odpovedi.
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