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Abstrakt

Fagocytarne bunky cirkulujice v krvnom riecisku hraja kl'a¢ovu tllohu ako v obrane organizmu
pred patogénmi, tak v patologii zapalovych ochoreni. Cielené ovplyvnenie ich funkcii ma teda
potencialne vyuzitie pre modulaciu imunitnej odpovede, hlavne behom =zapalovej faze.
Predlozena diplomova praca bola zamerana na sledovanie vplyvu elektrickych pulzov na
najabundantnejSiu populaciu fagocytov v I'udskej periférnej krvi, a to neutrofilov. Teoreticka
Cast’ prace popisuje ulohu neutrofilov v rozvoji imunitnej odpovedi a ucinky elektrického pol'a
na rozne bunky. Dal$ou ddleZitou dast'ou prace bola optimalizacia elektrickej stimulacie buniek
s vyuzitim unikdtnej platformy so sietou zlatych elektrod. U vyizolovanych neutrofilov
stimulovanych elektrickymi pulzmi bola sledovana aktivacia vybranych signalnych drah,
degranulacia, produkcia ROS, citrulinacia histonu H3 a expresia povrchovych markerov.
Celkovo bolo pozorované, ze elektricka stimuldcia indukovala aktivaciu neutrofilov, avsak
Statisticky vyznamny vplyv bol zaznamenany len u vlozenych elektrickych pulzov o velkosti
1V, a to v pripade produkcie ROS a pri velkosti pulzov 10 mV a 100 mV u degranulacie
metaloproteinazy MMPS. Absencia vyznamnych efektov u vacsiny sledovanych parametrov
bola pravdepodobne spdsobena neziadanou aktivaciou neutrofilov v kontrolnych vzorkach.

KIacéové slova

Aktivacia neutrofilov, citrulindicia H3, degranulacia, elektrickd stimuldcia, MAPK,
metaloproteinaza, myeloperoxidaza, neutrofily, povrchové markery neutrofilov, reaktivne
druhy kyslika, zapal.



Abstract

The phagocytic cells circulating in the bloodstream play a key role in both the defense of the
body and the pathology of inflammatory diseases. Thus, targeting their functions has potential
to modulate an immune response, especially during the inflammatory phase. This master's
thesis was focused on the influence of electric pulses on the most abundant phagocyte
population in human peripheral blood, namely neutrophils. The theoretical part describes the
role of neutrophils in the development of the immune response and the effects of the electric
field on various cells. Consequent part of the thesis was the optimization of the electrical
stimulation of neutrophils using a unique platform with a network of gold electrodes. In
stimulated cells by electrical pulses, activation of selected signaling pathways, degranulation,
ROS production, citrullination of histone H3 and expression of surface markers were
monitored. Overall, electrical stimulation was observed to induce neutrophil activation but only
electrical pulses of size 1 V were found to be statistically significant in the case of ROS
production and 10 mV and 100 mV electrical pulses in the case of metalloproteinase MMP8
degranulation. The absence of significant effects in the most observed parameters was probably
due to unwanted activation of neutrophils in control samples.

Key words

Activation of neutrophils, citrullination of H3, degranulation, electric stimulation, MAPK,
metalloproteinase, myeloperoxidase, neutrophils, surface markers of neutrophils, reactive
oxygen species, inflammation.
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KAPITOLA 1 UVOD

1 UVOD

U cloveka tvoria neutrofily 50 az 70 % vSetkych cirkulujucich leukocytov a su prvymi bunkami
vrodene] imunity, ktoré prichadzaji do miesta zapalu zkrvného obehu na zéklade
chemotaktickych signalov. Po prichode na poskodené miesto rozpoznavaji a eliminuju
patogény Ci iné telu Skodlivé latky roznymi mechanizmami. Hlavnym mechanizmom, ktory
neutrofily vyuZzivaji na nasu obranu je fagocytdza, pri ktorej “"pozieraji” svoj ciel’ a uzatvaraju
ho vo vnutri membranovo viazanej organely tzv. fagozému. Po zapuzdreni do fagozomu
neutrofily usmrtia patogéna s vyuzitim mechanizmov zavislych od NADPH oxidazy (ROS) ¢i
antibakterialnych proteinov, ktoré sa uvolnuji bud’ do fagozomu, alebo do extracelularneho
prostredia pri procese znamom pod pojmom degranulécia. Tieto antimikrobialne proteiny vSak
zohravaju tlohu aj pri tvorbe NETs (neutrofilnych extracelularnych pasci), nie az tak davno
objavenom elimina¢nom mechanizme neutrofilov. Neutrofilné extracelularne pasce vznikajtice
pri tomto procese pozostdvaji z DNA Struktir uvolnenych v dosledku dekondenzécie
chromatinu, pricom VO svojej Struktire maju naviazané prave antimikrobidlne proteiny
pochadzajuce z granal a histony. Tento komplex spolu vytvara siet, do ktorej je patogén
zachyteny a nasledne usmrteny.

Okrem tejto ochrannej funkcie v§ak mézu neutrofily predstavovat’ kritické bunky, ktoré prilis
dlhym zotrvavanim v miestach zapalu sposobuju poskodenie tkaniv nadmernym vykonavanim
likvidaénych mechanizmov anavodzuju chronicky stav zapalu. A preto kontrolované
ovplyvnenie ich funkcii je doéleZitou stratégiou pri tychto ochoreniach. V sucasnosti sa
k liecbam chronického zapalu vyuzivaju Sirokospektralne lie¢iva, ako st glukokortikoidy
¢i nesteroidné protizapalové lieky alebo rozne fyzikalne metédy pre chronické kozné rany.
Nevyhodou tychto moznosti je, Ze bud’ neovplyviiuja funkciu neutrofilov, alebo naopak moézu
ovplyviovat’ ich aktivitu potencialne Skodlivym sposobom. Elektricka stimulacia by mohla
V tomto smere priniest’ novi moznost’ ovplyvnenia funkcii a zivotnosti neutrofilov.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Imunitny systém

Imunitny systém (z latinského slova imunis, ¢o znamena ,,voI'ny* alebo ,,nedotknuty*‘) chrani
telo pred Skodlivymi vplyvmi prostredia aje nevyhnutny pre prezitie. Je zloZzeny zo
Specializovanych buniek tzv. imunocytov vratane ich produktov (napr. protilatky, cytokiny,
komplement), bariérovych organov (koza ¢i sliznica) a niektorych ich fyziologickych funkcii
(peristaltika, ¢innost’ riasinkového epitelu, kasel’). Tento systém tak spolu zaist'uje homeostazu
a integritu organizmu. [1; 2] Okrem nervového systému je to najkomplexnejsi systém, ktorym
ludské telo disponuje. Zdravd imunita dokaZze odhalit’ a potlacit’ infekciu, rozpoznava
hostitel'ské bunky ako vlastné, ¢im ich chrani pred utokom ataktiez méd pamét
z predchadzajticeho kontaktu s infekciou. [3]

Imunitnt reakciu vyvolavaju cudzorodé latky alebo vlastné posSkodené bunky ¢i tkanivové
Struktary. Imunitné reakcie voci nim zaist'uji vo vzajomnej kooperdcii imunitné mechanizmy.
Tie mozno rozdelit do dvoch zakladnych kategorii: neSpecificky (vrodeny) a Specificky
(ziskany) mechanizmus. Nespecifické mechanizmy su evoluéne starSie a pozostavaju zo
zloziek bune¢nych a humordlnych. Bunecné zlozky zahfiiaji monocyty, dendritické¢ bunky,
makrofagy, granulocyty a prirodzene cytotoxické bunky (NK), ale aj bunky epitelu koZze, pI'ic
acreva tvoriace rozhranie medzi organizmom a jeho prostredim. Humoralne zloZzky
neSpecifickej imunity tvori komplementovy systém, lektiny, interferony a iné sérové proteiny.
[4; 5] Specifické mechanizmy reaguju na cudzorodé latky o uréitej Strukture, ktoré nazyvame
antigény. Tie sa rozpoznavaju prostrednictvom vysoko Specifickych molektl ako st protilatky,
humoralna zlozka $pecifickej imunity, ¢i antigénne $pecifickych receptorov B-, T-lymfocytov,
buneéna zlozka Specifickej imunity. Charakteristickym rysom $pecifickej zlozky imunity je
imunologicka pamit’ a K uplnému rozvoju $pecifickej imunitnej reakcie je treba niekol’ko dni
az tyzdnov. [4]

2.1.1 Imunocyty

Imunitnej reakcie sa zac¢astnuje vel'ké mnozstvo réznych typov buniek, ktoré sa oznacuju pod
sthrnnym pojmom imunocyty. NajvyznamnejSiu lohu zohravaju leukocyty. Leukocyty (biele
krvinky) maji rozmanita Struktaru a funkciu, avSak maja spolo¢ny pévod. Vsetky imunocyty
(ale aj krvné dosticky a erytrocyty) sa tvoria z pluripotentnych kmenovych buniek kostnej
drene. [1] Kmenové bunky sa v dreni udrzuju v malom pocte cely zivot. Pod vplyvom réznych
faktorov sa potom ich cast' diferencuje na rézne typy leukocytov (Obr. 1), ktoré potom
sprostredkovavaju imunitnti odpoved'. [4]
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Obr. 1: Diferenciacia leukocytov z kmenovej bunky. [4]

Leukocyty sa delia na polymorfonuklearne granulocyty a agranulocyty. Zakladom pre
rozdelenie leukocytov do tychto dvoch skupin je pritomnost’ ¢i absencia granul v cytoplazme
buniek. [6] Tieto granuly su pozorovateI'né pod mikroskopom po ofarbeni buniek. Granulocyty
maju vo svojej cytoplazme husto sfarbené granuly apatria k nim eozinofily, bazofily
a neutrofily, priCom neutrofily st najpoc¢etnejs$im typom a hraji zasadnt Glohu pri vrodenej
obrane pred infekciami. Bazofily a eozinofily maju Glohu pri alergickych reakciach a likvidacii
parazitov. [7] Medzi agranulocyty sa radia monocyty a lymfocyty. Lymfocyty sa d’alej delia
na B- a T- lymfocyty a st zodpovedné za $pecifickti imunitnti odpoved’. Predpona v nazve
vyplyva z miesta ich diferenciacie, atym jetymus (T-lymfocyty) alebo kostna dren
(B-lymfocyty). [8] Akonahle sa aktivuju, spustaju rézne imunitné reakcie. Aktivované
B bunky, tiez zndme ako plazmatické bunky, produkuju vysoko Specifické protilatky, ktoré sa
viazu na agens vyvolavajice imunitni odpoved. T bunky, nazyvané pomocné T bunky
vylucuju latky, ktoré privolavaju d’alSie imunitné bunky a pomahajii koordinovat’ ich odpoved'.
Dalsia skupina nazyvana cytotoxické T bunky zas napada virusom infikované alebo inak
pozmenené bunky. [9] Monocyty st charakterizované schopnost'ou fagocytovat’, produkovat’
cytokiny aprezentovat antigén. Akondhle opustaju krv a migruju do tkaniv, moézu sa
diferencovat’ na makrofagy a dendritické bunky. [10]

10
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2.2 Neutrofilné granulocyty

Neutrofilné granulocyty (neutrofily), tiez zndme ako polymorfonuklearne leukocyty (PMNL),
su najzastupenejSou zlozkou nielen polymorfonuklearnych granulocytov, ale aj celkovo
leukocytov cirkulujtcich v periférnej krvi ¢loveka. Tieto bunky ako ¢ast’ vrodeného imunitného
systému tvoria hlavnu obrannu liniu proti patogénom. [11; 12] Miestom produkcie neutrofilov
je kostna dren, kde sa z kmenovych buniek diferencuji na zrelé neutrofily vybavené granulami
s mnozstvom antimikrobialnych latok. Zrelé neutrofily su z kostnej drene neustale uvolfiované
do obehu v poétoch az 10* za den pri beznych podmienkach. Tieto leukocyty maji pomerne
kratky polc¢as v krvi (kedysi sa predpokladalo, ze priblizne Sest’ az osem hodin) a nasledne su z
obehu odstraniované v slezine, peceni a samotnej kostnej dreni. [13]

V cirkulacii zdravych jedincov sa neutrofily nachadzaju v kl'udovom stave, avSak pri
zapalovych podmienkach, za ucelom udrzania homeostatickych podmienok, aktivované
endotelidlne bunky vychytavaju prechadzajice neutrofily. Tie nasledne migruju do miesta
infekcie, kde sa pripravia na interakciu s patogénom a jeho nasledné zneskodnenie. [14] Cely
proces prebieha v niekol’ko po sebe nasledujucich krokoch (Obr. 2).

Transmigracia
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Obr. 2: Prechod leukocytu ku miestu zdpalu. [15]

V prvom kroku dochédza ku vytvoreniu slabych a prechodnych adhéznych interakcii medzi
leukocytmi a endotelidlnymi bunkami postkapilarnych venéznych stien v tesnej blizkosti
zapaleného tkaniva. [16] To je umoznen¢ aktivaciou endotelidlnych buniek sprostredkovanou
cytokinmi (napr. TNF, IL-1), ktoré st produkované mononuklearnymi fagocytmi. Pri tejto
aktivacii dojde ku exprimacii selektinov (P- aE- selektiny) achemokinov na povrch
endotelialnych buniek. Interakcia selektinov a chemokinov sich prislusnymi ligandmi na
povrchu neutrofilov spusta aktivaciu integrinov pritomnych na povrchu neutrofilov

11
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(napr. Mac-1, LFA-1), ktoré sa viazu na ligandy endotelialnych buniek (napr. ICAM-1). Tesné
vézby medzi integrinmi a ich ligandmi veda k spomaleniu leukocytov a ku ich pevnej adhézii.
Nasleduje rolovanie a plazenie pozdiz endotelu za Géelom najdenia miesta, v ktorom bude
prebichat’ transmigracia neutrofilov z krvného rieCiska do zapalené¢ho tkaniva pomocou
chemotaktického gradientu. Tento aktivny a usmerneny pohyb neutrofilov zaistuja
chemotaktické faktory (chemotaxiny), ktoré s uvolfiované v mieste zapalu a moézu pochadzat’
priamo z baktérii (malé peptidy obsahujuce aminokyselinu N-formylmetionin) alebo mézu
vznikat' v organizme (napr. pri aktivacii komplementu). Pre kazdy chemotaxin existuje na
povrchu neutrofilu prislusny receptor, ktorého expresia sa zvySuje behom zapalu. Medzi tieto
receptory patria cytokinové receptory ako TNFRs, d’alej TL receptory, integrinové receptory,
FcR a GPC receptory rozpoznavajice fMLP. [17; 18; 19] Transmigracia vSak zavisi od mnoho
roznych faktorov, ako je napriklad distribucia a hustota integrinovych ligandov,
chemoatraktantov, cytokinov ¢i adhezivnych ligandov. [20]

2.2.1 Likvida¢né mechanizmy neutrofilov

Neutrofily ako prva linia vrodenych imunitnych buniek prichddzaju do miesta bakterialnej
infekcie, kde vyvijaju r6zne antimikrobidlne mechanizmy zabranujuce rozsireniu patogénov
(Obr. 3). Akonahle je identifikovana cudzia molekula alebo endogénna hrozba za¢nu neutrofily
spust’at’ obranné reakcie zahtiajuce fagocytozu, degranulaciu ¢i netdzu. [21; 11] Neutrofil tiez
moze mat’ regula¢né funkcie spojené s produkciou chemokinov a cytokinov, aby upozornil
d’alSie bunky v blizkosti nebezpe€enstva, a tym maximalizoval imunitni odpoved’ hostitela.
[14]

12
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Obr. 3: Antimikrobidlne mechanizmy vyuzZivané neutrofilmi. Fagocytoza zahrna pohlcovanie
mikroorganizmu do fagocytdarnej vakuoly, ktora sa po dozreti stava fagolyzozomom. V tejto novej
organele sa mikroorganizmus znici pésobenim ROS, nizkeho pH a degradujiicimi enzymami. Neutrofily
tiez degranuluju, pricom do prostredia uvolriuji obsah svojich gramil. Ked' je mikroorganizmus prilis
velky na to, aby bol pohlteny, neutrofil méze produkovat extraceluldrne pasce (NETS) vytvorené DNA
vidknami a proteinmi z granul. [12]

2.2.1.1 Fagocytoza

Fagocytoza je zakladnym mechanizmom imunitného systému pre odstrafiovanie patogénov,
apoptickych a senescentnych buniek ¢i inych cudzorodych latok. Neutrofily su jednym
Z hlavnych typov buniek aktivne zapojenych do tohto procesu, a tak prispievaji k udrzaniu
homeostazy tkaniva a ku obrane pred napadnutim patogénmi. [22] Po kontakte, neutrofily
pohltia mikroba do fagocytickej vakuoly nazyvanej fagozoém, ktory sa nésledne spoji s
okolitymi lyzozomami (Specifické a neSpecifické granuly neutrofilov) za vzniku
fagolyzozoému. V tychto utvaroch st mikroby a ¢astice usmrcované a rozloZzené na jednoduché
latky. [18; 23]

Aktivacia neutrofilov vedie ku tvorbe reaktivnych druhov kyslika a dusika (ROS a NOS)
produkovanych aktivovanou NADPH oxidazou. [22; 18] ROS sa moézu uvolnovat
extracelularne do prostredia v mieste infekcie alebo intracelularne vo fagolyzozome po
fagocytoze baktérie. Po uvolneni sa superoxidovy anion (O27) premeni na peroxid vodika
(H20.) spontanne alebo v reakcii katalyzovanej superoxiddismutazou. Peroxid vodika potom
moze oxidovat’ Zeleznaté ionty, priCom sa vytvori vysoko reaktivny hydroxylovy radikal ("OH).
Navyse, po tomto procese znamom ako oxidativne vzplanutie, enzym myeloperoxidaza (MPO),
lokalizovany v granulach, premiena peroxid vodika na vysoko baktericidne posobiacu kyselinu
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chlornu (HOCI). Tieto kyslikaté derivaty maju schopnost’ obmedzit’ rast baktérie, pretoZze mozu
difundovat cez membrany bakterialnych patogénov a poskodzovat ich DNA, membranové
proteiny a lipidy. [17]

Sucasne s tymito mechanizmami zavislymi na kysliku su tiez aktivované mechanizmy na
kysliku nezavislé. Tie su sprostredkované baktericidnymi peptidmi a protedzami

pochadzajucimi z grantl neutrofilov. [24]

2.2.1.2 Degranuldcia

V pripade, Ze nenastane fagocytdza a nevznikne fagozém dal$im z moznych mechanizmov
usmrtenia mikroorganizmov je degranulacia do vonkajSicho prostredia bunky, ktora spociva
V exocytoze granul S obsahom antibakterialnych latok do prostredia. Neutrofily obsahujt
najmene;j Styri rézne typy grandl, a to primarne (azurofilné), sekundéarne (Specifické), terciarne
(gelatinazové) granuly a sekre¢né vezikuly (Obr. 4). [24]

Azurofilné Specifické Gelatinizové Sekrecné
granule granule granule vezikuly
' ' " )
Fagocytéza Intracelulé%'ne a Migracia a Adherencia
a ROS  extracelulame extravazicia
mikrobidlne usmrtenie
Myeloperoxidaza | Laktoferin Gelatinaza CD14
Neutrofilna elastaza Gelatinaza sk CD11b/CD18
Katepsm G Kolageniza Lyzoz;;'m FPR
Proteaza-3 NGAL CD11b/CD18
Defenziny Lyzozym
BPI | Katelicidin | )
_/J 4 =4 4 ' -/

Obr. 4: Obsah granu/ neutrofilov. Azurofilné granuly, ktoré obsahuju kyslé hydroldzy a mikrobicidne
proteiny, fiizujii s fagozémami za vzniku fagolyzozému sliZiaceho pre destrukciu patogénov. Specifické
granuly sa ucastnia ako intracelularneho, tak aj extracelularneho mikrobidlneho usmrtenia a su bohaté
na antibiotické ldtky. Granuly gelatindzové sa mobilizujii, ked' neutrofil roluje pozdl: endotelu
a obsahuje enzymy degradujiice matricu a membrdanové receptory. Sekrecné vezikuly obsahuju
membranové receptory, ktoré su klucove pre chemotakticky riadenu migrdaciu a pre vytvorenie pevneho
kontaktu s endotelom. [25]

Primarne granuly su hlavnym miestom pre uskladnenie najtoxickejSich mediétorov.
Obsahuji myeloperoxidazu a spektrum neutrofilnych serinovych protedz (NSP) ako
katepsin G, neutrofilna elastaza, proteaza-3 a protedza-4. NSP st rozhodujicim faktorom pre
efektivne fungovanie neutrofilov a vyrazne prispievaju k imunitnej ochrane proti bakterialnym
infekciam. Napr. neutrofilna elastaza mdze priamo usmrtit’ gramnegativne baktérie E. coli
Stiepenim ich bielkovin na vonkajSej membrane, ¢o vedie ku strate integrity membrany
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a naslednej smrti bunky. V primarnych granuléch sa tiez nachadza katidonovy antimikrobialny
peptid, baktericidny protein zvysujtci permeabilitu (BPI), ktorého vazba na lipopolysacharidy
(LPS) vedie ku zvySeniu permeability bakteridlnej membrany, hydrolyze fosfolipidov
a nakoniec ku smrti baktérie. [26; 27]

Sekundarne granuly neobsahuju myeloperoxidazu a st charakteristické pritomnost’ou
laktoferinu. Tento glykoprotein viazaci zelezo je pritomny vo vacSine biologickych tekutin
cicavcov a uvolniuje sa z neutrofilov pocas zapalovych reakcii. Na ochranu pred baktériami
vyuziva dva hlavné mechanizmy. Blokuje vstup patogénov kompetitivne sa viazucich na
bunkové receptory ako su glykozaminoglykany alebo degraduje virulenciu proteinov
produkovanych baktériami pomocou ich proteolyzy. Specifické granuly viak okrem laktoferinu
obsahuju $iroku Skalu dalSich antimikrobialnych zlic¢enin ako napr. kalprotektin, katelicidin
LL-37, s gelatinazou asociovany lipokalin (NGAL) a lyzozym. [27]

Terciarne granuly tieZ nazyvané gelatindzové su chudobné na antimikrobidlne latky, ale
slizia ako miesto pre uskladnenie mnohych metaloproteinaz, ako je gelatinaza (MMP9)
a kolagenaza (MMP8), ktoré st schopné degradovat’ vsetky druhy proteinov extracelularnej
matrice. [27; 28]

Sekre¢né vezikuly sliZia ako zasobné organely membranovych proteinov obalenych okolo
matrice plazmovych proteinov. Su vytvorené endocytézou pocas dozrievania neutrofilov
v kostnej dreni. Behom degranulacie sekreéné vezikuly inkorporuji svoju membranu do
povrchove] membrany neutrofilov a su plne integrované do povrchu pocas transendotelidlnej
migracie neutrofilov. Uplna charakterizacia obsahu proteinov v sekre¢nych vezikulach eite nie
je znama. [14]

Ku degranulacii dochadza az vo chvili, ked st aktivované signdlne drahy veduce od
receptorov umiestnenych na povrchu bunky alebo vo vnutri fagozomu. Takyto signal aktivuje
procesy Vv cytoplazme veduce ku presunu grantll ku bune¢nej alebo fagozomalnej membrane a
naslednej sekrécii ich obsahu. Toto je dolezity kontrolny mechanizmus, pretoze neutrofily su
bohaté na proteazy, ktoré mézu poskodzovat’ aj vlastné tkaniva. [29]

2.2.1.3 NETdza

Okrem fagocytozy a degranuldcie neutrofily tiez pouzivaju antibakteridlnu stratégiu pomocou
posobenia neutrofilnych extracelularnych pasci (NETs). Kontakt baktérie s fagocytmi sposobi,
ze neutrofily extruduju 3D Struktiru pozostavajucu z dekondenzovanej DNA/histénov, ktora
nesie so sebou antimikrobidlne peptidy a enzymy uvolnené z grantl. Tento cely proces je
znamy pod pojmom NET6za a méze byt spustany v reakcii na lipopolysacharidy, GM-CSF
alL-8. NETs su zlozené zvladkien DNA asociovanych s histonmi a antibakterialnymi
proteinmi. Tento komplex spolu vytvara siet’, do ktorej sa mdze patogén zachytit’ a nasledne je
usmrteny antimikrobialnymi peptidmi (Obr. 5). [27; 30]
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Obr. 5: Baktéria Salmonella chytena v NETS. [31]

Proteiny NETs su primarne kationové (DNA-viaZlce) baktericidne proteiny zahfnajuce
histony, defenziny, neutrofilnu elastazu, proteazu-3, katepsin G, laktoferin a myeloperoxidazu.
Obzvlast vyznamnou komponentou NETS je komplex S100A8/9 znamy ako kalprotektin, ktory
tvori 40 % neutrofilnych cytosolickych proteinov, ktoré su lokalizované na NETs. Tieto
proteiny umoziuji usmrcovat’ druhy Candida a zamedzit rast Aspergillus fumigates. [14]

Dekondenzacia chromatinu je spojenda z citrulinaciou histonu H3. Citrulinacia je
posttranslacna modifikacia, ktora vedie ku konverzii argininu na citrulin a je katalyzovana
skupinou enzymov zavislych na vapniku znamych ako peptidylarginindeiminazy (PAD). Tento
proces je dolezity pre formovanie neutrofilnych extracelularnych pasci. [21] Mechanizmus
tvorby NETs je tiez tizko spojeny s tvorbou ROS. Produkcia ROS je zodpovedna za aktivaciu
azurozému, proteinového komplexu zlozeného z MPO, serinovej proteazy, neutrofilnej
elastazy a katepsinu G. Produkovany peroxid vodika je spotrebovany myeloperoxiddzou za
tvorby kyseliny chlornej a inych oxidantov. Generacia oxidantov pomocou MPO uvoltuje
neutrofilntl elastdzu z azurozému, ¢o umoziuje jej translokaciu do jadra. Nasledne v jadre
napomaha dekondenzécii chromatinu, ktora je kI'ic¢ovou udalostou v tvorbe NETs. Nakoniec
sa cytoplazmatické prostredie zmieSa s jadrovym materidlom, pretoze membrana jadra
a cytoplazmy sa rozpadaju, ¢o vedie k uvolneniu neutrofilnych extracelularnych pasci. [21; 27]
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2.3 Zapal

Zapal je suthrnom fyziologickych reakcii ako odpoved’ na porusenie integrity organizmu, ktoré
vedi ku ochrane proti infikovaniu poskodeného miesta, ku jeho lokalizacii a nasledne
zahojeniu. Za vyvolanie zdpalu su zodpovedné rozli¢né Struktury, medzi ktoré patria hlavne
infekéné mikroorganizmy, ale taktiez mézu zépal vyvolat’ poranenia spdsobené chemickymi
alebo fyzikalnymi vplyvmi. [4] Zapalové reakcie st charakterizované bolestou, za¢ervenanim,
teplom a opuchmi v mieste infekcie, ¢o odraza tri typy zmien v zasiahnutych cievach. Prvou je
zva€Senie priemeru ciev vedice ku zvySenému prekrveniu, atym ku zvySeniu tepla
a zaCervenaniu. Namiesto toho, aby boli pevne spojené, sa endotelidlne bunky obklopujice
stenu cievy separuju, a to nasledne vedie ku prestupu tekutin a bielkovin z krvi a ich lokalnej
akumulécii v tkanive. To sa prejavi opuchom a bolestou, ale aj akumulaciou plazmatickych
proteinov napomahajucich v obrane hostitel'a. Druhd zmena spociva v tom, Ze endotelidlne
bunky na povrchu ciev sa aktivuju, ¢o vedie ku exprimovaniu adhezivnych molekul, ktoré
podporia vizbu cirkulujucich leukocytov. Po pripojeni leukocytov ku endotelu nasleduje ich
prienik do tkaniv (znamy pod pojmom extravazacia), kde m6zu splnit’ svoju obrannu funkciu.
Akonéhle za¢ne zdpal, prvé bunky pritahované ku miestu infekcie st neutrofily. Nasleduju
monocyty a Vv neskorSich Stadiach zapalu sa vyskytuji aj iné leukocyty ako eozinofily

a lymfocyty. [8]

Zapal je ustrednou zlozkou imunitnej odpovede. Existuji dva typy zapalu, ato akutny
a chronicky. Akutny pretrvava v rddoch niekolkych minut, hodin ¢i dni a dochadza ku
kompletnému zahojeniu poraneného tkaniva. Naproti tomu chronicky zépal pretrvava dlhsSie
a vzdy vedie v urcitej miere ku desStrukcii tkaniva a jeho naslednému nahradzovaniu vézivom.
Zatial' ¢o akutny zapal je fyziologickou obrannou reakciou, chronicky zapal je obvykle
patologicky a mdze byt’ sposobeny prili§ dlhym ¢i opakovanym vystavenim toxickym ¢inidlam,
alebo aj ako dosledok autoimunitnych ochoreni, kedy imunitny systém nie je schopny
rozoznavat’ antigény vlastnych tkaniv od cudzich. [4; 32]

2.3.1 Neutrofily v zapale

Neutrofily st prvymi bunkami prichddzajucimi ku miestam infekcie, a preto zohravaju kI'ai¢ova
ulohu v zapalovych procesoch. [33] Tieto bunky mézu byt’ rychlo aktivované prozapalovymi
stimulmi, priCom migruja na infikované a zapalené miesto, kde bojuju proti infekcii a pokial je
stav zéapalu akuatny ddjde ku plnej reparacii poSkodené¢ho tkaniva. Chemokiny, lipidové
mediatory, fragmenty komplementu a produkty rozpadu tkaniv spistaji migraciu neutrofilov
do chorych tkaniv. Pri lokalnej aktivacii uvoliiuju transmigrované neutrofily svoje cytotoxické
efektory, proteazy a oxidanty, ktoré sposobuju poskodenie tkaniva. [33; 34] V tom pripade, ak
teda zapal prejde do chronického, ochranna funkcia a Specifita neutrofilov je narusena
a nespravne nasmerovana proti vlastnym bunkam. [34] Niektoré stavy chronickych zapalov su
charakterizované az prili§ dlhym pritokom neutrofilov, ato napr. pri cystickej fibroze,
chronickej obstrukénej chorobe pltic, reumatoidnej artritide, ateroskleroze, zapale obli¢iek ¢i
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kardiovaskularnych ochoreniach. U chor6b ako Lupus a chronickd parodontalna choroba boli
zas pozorované zmeny vo funk¢nosti neutrofilov, a to nizka hustota granul, znizena schopnost’
fagocytozy azvySena tvorba NETs. [12; 35] Celkovo mozno konsStatovat, Ze chronické
zéapalové procesy su zavaznym patologickym procesom vyskytujicim sa naprie¢ l'udskou
populaciou a je potreba ich lie¢it. V sucasnosti existuju rozne lieCebné postupy, ktoré budia
diskutované v nasledujucom texte.

2.3.2 Liecba zapalu

Ako typicky priklad chronického zapalu a liecby tychto ochoreni boli vybrané kozné chronické
rany. V sucasnosti existuju rozne lie¢ebné stratégie na liecbu chronického zapalu, a to fyzikalne
alebo chemické metddy. Niektoré znich su invazivne, ako je napr. debridement rany
a substitu¢na kozna terapia, zatial’ ¢o iné st neinvazivne, ako napr. kompresné bandazovanie,
krytie ran, hyperbaricka kyslikova terapia ¢i ultrazvuk (Obr. 6). [36] Tieto metédy mozu byt
drahé, ¢asovo naro¢né a prili§ pomalé. Pri pouziti chemickych agents ako st steoridy ¢i
nesteroidné protizapalové lieky (NSAIDs) zas existuju rdzne nebezpecné vedlajsie ulinky
pri ich dlhodobom pouzivani. [37]

Moznosti liecby chronického zapalu

‘ ‘ Neinvazivne metody
|

' Debridement Elektricka
rany stimulacia
|
Kompresné
bandaze
Obvizy na
rany
|
Steroidy/
NSAIDs I [ Lltrazvuk l
Podtlakova
terapia

Obr. 6: Vybrané metddy pri liecbe chronického zdpalu. [38]

Nahrada koze

!
Antibiotika

Napriek mnozstvu moznosti tak zostava liecba chronického zépalu vyznamnou ekonomickou
zatazou a klinickym problémom. Vyuzitie elektrickej stimuldcie na liecbu akttnych aj
chronickych ran predstavuje neinvazivnu terapiu S minimalnymi vedl'ajsimi G¢inkami. [38; 39]

18



KAPITOLA 2 TEORETICKA CAST

2.4  Interakcia elektrického poPa s biologickymi systémami

Ako prvy, kto zmeral elektricky prad v oblasti zranenej 'udskej pokozky bol nemecky fyziolog
Emil Du Bois-Reymond, ato pred viac nez 150 rokmi. Zistil, ze zranenie, ktoré naruSuje
epitelialnu vrstvu okamzite generuje endogénne elektrické pole (EP). [40] Od tej doby sa zacala
rozvijat' moderna elektrofyziologia a bolo preukazané, ze endogénne generované elektrické
prady maji rozhodujicu ulohu v dolezitych biologickych procesoch ako napr.
V embryogenézii, oprave ¢i remodelacii tkaniv, ale tiez v normalnom raste organizmu. [41]

Po zisteni, Ze endogénne EP je vo vysokej miere zapojené do procesu hojenia sa v poslednych
desat’roCiach oblast’ vyskumu presunula ku terapii s externe aplikovanym EP. [40] Externé EP
modze byt definované ako neendogénne bioelektrické pole generované z externych zdrojov
energie aplikované na bunky ¢i tkaniva pomocou elektrod. V sti¢asnosti sa v experimentoch
invitro pouzivaju rézne druhy elektrickej stimuldcie. Lisit sa mozu typom vlozeného
elektrického prudu (jednosmerny, striedavy, pulzujuci prad atd’.) alebo rozsahom stimula¢nych
parametrov (amplitada, frekvencia, trvanie). [39; 41; 42]

amplitida

amplituda
=

amplitoda
=

¢as cas &as

Striedavy prud Jednosmerny prid Pulzujuci prad

(AC) (DC) (PC)

Obr. 7: Najvyuzivanejsie formy elektrického pridu pri lieche akutnych a chronickych ran. [38]

Pre §tadie in vitro a in vivo st komeréne dostupné rady elektrickych stimula¢nych zariadeni.
Materialy, ktoré sa vyuzivaju pre elektrody st uhlik, platina, iridium, zlato, titan, volfram,
platinovo-iridiové zliatiny, nitrid titani¢ity ¢i nehrdzavejuca ocel’. [39; 41] Nasledujtca Tab. 1
zhtiia r6zne druhy materidlu pre elektrody, ktoré st v stiCasnosti vyuzivané pre stimuldciu
buniek a tkaniv.
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Tab. 1: Elektrédy vyuzivané pre in Vitro a in vivo elektricku stimuldciu buniek a tkaniv. [41]

Material elektrod Stimulované bunky/tkaniva

2D a 3D bunkové kultary srdca

Uhlik
2D kultary neuroblastému a Schwann buniek
Platina 2D a 3D kultary C2C12 svalovych buniek
Zliatina platiny a iridia Hlboka mozgova stimulacia a elektrody
kochlearnych implantatov
Zlato 3D kultary kardiomyocytov
Titan, Nitrid titanu Kardiomyocyty v Matrigel skafolde
Volfrdm Mozgova stimulacia
Tantal Elektrody kardiostimulatoru
Zliatina niklu a chréomu (Nichrom) Periférna nervova stimulacia
Zliatina niklu a titanu (Nitinol) Endovaskularne neuralne rozhrania
Nehrdzavejtca ocel Endokrinné zl'azy u potkanov a embryonalne

kmenové bunky mysi; 2D kultary 'udskych
mezenchymalnych kmenovych buniek

V klinickom prostredi sa teraz elektricka stimulacia pomocou externého EP vyuziva
intenzivne, hlavne pre ozivenie poSkodenych a postihnutych tkaniv v nervosvalovom systéme
apre urychlenie hojenia zranenych muskuloskeletilnych tkaniv, ako je kost &i kibova
chrupavka. Spolocne tieto biofyzikdlne mechanizmy prispievaji ku potlaceniu ochoreni kosti
typu osteoartroza a osteonekroza. Dalej bolo tiez dokazané, Ze priama stimulacia mozgu je
prinosna pre liecbu Parkinsonovej choroby, ato zlepSenim symptoémov prostrednictvom
stimulacie bazalnych ganglii. [41; 43] Elektricka stimulacia sa tiez pouziva v nickol’ko d’al§ich
disciplinach ako je elektroanalgézia na kontrolu chronickej bolesti, kardiostimulatory na
regulaciu tepu, kochlearna stimuldcia na podporu sluchu a obnovenie mobility Tudi
s ochrnutymi konc¢atinami. [36]

2.5  Utinky EP na bunky

Elektrické ovplyvnenie biologickych systémov/buniek s EP moéZe vyvolat priaznivé
biochemické a fyziologické reakcie za predpokladu, Ze dizka expozicie a sila EP je v ramci
limitov tolerancie. Vplyv EP na osud mnohych buniek v organizme je znamy, avsak

prevladajici mechanizmus jeho interakcie s biologickymi systémami nie je stale uplne jasny.
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[41] U roznych typov buniek cicavcov vratane kmenovych buniek je dobre preskiimana rada

rozli¢nych molekularnych mechanizmov aktivovanych stimulaciou pomocou EP.

Obr. 8: Schéma molekularnych mechanizmov aktivovanych pésobenim EP na bunky. [41]

Ako je mozné vidiet na Obr. 8, EP ovplyviiuje v bunkach radu signalnych drah bune¢nych
procesov a fyziologickych funkcii. Elektrické pole moduluje hladiny intracelularneho véapnika,
sekundarneho mediatora riadiaceho pocetné bunkové procesy a signaliza¢né kaskady, ktoré zas
riadia proliferaciu a diferencidciu buniek. EP moéze tiez ovplyviiovat migraciu buniek,
orientaciu buniek pocas mitdézy ¢i navodit’ riadeni bunkovi smrt- apoptozu. [41; 43]

V nasledujicom texte su vybrané vplyvy EP diskutované podrobne;jsie.

2.5.1 Vplyv EP na signalne drahy

Aktivécia signalnych drah je jednym z moznych mechanizmov, ktorym elektrickd stimulacia
ovplyviuje funkciu bunky. Stimulacia pomocou EP méze spustit’ aktivaciu citlivych receptorov
na bunkovej membrane, ako je receptor epidermalneho rastového faktora (EGFR) a receptor
acetylcholinu. Aktivacia tychto receptorov iniciuje intracelularne drahy ako PI3K/Akt, integrin,
Rho a MAPK kaskada. [43]

Mitogénom aktivované proteinkinazy tiez zname ako MAP kindzy (MAPKSs) su rodinou
serin/treonin kinaz, ktoré sa podielaji na riadeni bunkovych odpovedi na Siroku $kalu
extracelularnych signalov vratane EP. [43] Signalna MAPK kaskada predstavuje mechanizmus,
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ktory bunke umoziuje vnimat’ extracelularne signdly a reagovat’ na ne vhodnym sposobom.
Sekven¢na aktivacia proteinkinaz v tejto drahe sprostredkovava regulaciu spektra biologickych
dejov ako je proliferacia, diferencidcia, metabolizmus €i apoptodza v zavislosti na type stimulu
a bunke. [44] U cicavcov su zname tri hlavné MAPK podskupiny, ato JNK, p38 a ERK.
MAPKSs lezia v kaskade proteinkinaz. MAP kinaza je aktivovana niekolkostupnovou
fosforylatnou kaskadou kinaz, v ktorej v kazdom kroku predchadzajica kindza aktivuje
nasledujucu, pricom aktivovanda MAP3K aktivuje MAP2K ata nakoniec aktivuje MAPK
(Obr. 9). [45; 46]

Fyziologické a environmentalne signaly

VWY YTYYRYTRYY Y YR Y YTV YY YRR

PUPIIYPYEYYRPYYRYY Y Y Y Y YR Y YR Y Y Y Y

AAAAAAAALAAAAAAAAAAAARAAAAMN OAAARAAAAAAAAAAAAAAAAMAMNNN

v
Substrat é

diferenciacia, proliferacia, apoptoza a prezitie

Génova expresia

Obr. 9: Schéma réznych typov MAPK, intraceluldrnych enzymov, ktorych aktivdcia extraceluldrnymi
signalmi ovplyviiuje bunkovi aktivitu a funkciu. [47]

MAPKSs su aktivované prostrednictvom fosforylacie hydroxylu na zvyskoch treoninu
a tyrozinu a aktivovand MAPK nasledne moze fosforylovat d’alSie proteiny Vv cytoplazme
a jadre. [45; 46] ZvySena MAPK aktivita indukovana EP bola zaznamenana u diferenciacie
leukemickej buneénej linie HL-60. [41] Studie s fibrosarkémom a gliémovymi bunkami
preukdzali, ze EP spusta tvorbu peroxidu vodika prostrednictvom aktivacie NADPH oxidazy.
Nadmerna produkcia superoxidu pocas tohto procesu podporuje fosforylaciu ERK, ¢o nésledne
vedie ku MAPK aktivacii, reorganizacii cytoskeletu a migracii. Iné stadie tiez uvadzaju ucast
MAPK signalnej drahy v galvanotaxii, spolu s d’alsimi bukovymi odpoved’ami na EP. [43]
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2.5.2 DalSie vybrané mozné efekty EP na bunky

Jednym z bezprostrednych ucinkov z hl'adiska bunkovej odpovede na stimulaciu pomocou EP
je zvySenie hladiny intracelularneho vépnika. ZvysSenie hladiny sa uskutoc¢iiuje dvoma
zakladnymi spdsobmi, a to bud’ privodom Ca?* z extracelularneho priestoru cez idnové kanaly
ulozené v plazmatickej membrane, alebo uvolfiovanim Ca?* z vnatornych zasob
v endoplazmatickom retikulu (ER) prostrednictvom Specializovanych receptorov/kanalov na
ER. Vépnikom sprostredkovana signalizacia reguluje mnoho réznych bunkovych procesov a
ovplyviuje takmer kazdy aspekt zivota bunky. [41]

Membranové ATPazy st schopné absorbovat definované kvanta elektrickej energie
z elektrickych poli so $pecifickou frekvenciou a vel'kost'ou, o moze byt vyuzité na regulaciu
aktivity membranovych proteinov. Ked’ aplikované pole zasiahne mitochondridlnu membranu,
modze zvysit aurychlit’ syntézu ATP. Preto by mohol byt kazdy bunkovy proces, ktory je
obmedzeny energetickou dostupnostou vyvazeny aplikovanym elektrickym pradom. ATP je
kriticky dolezitd molekula pre fungovanie prakticky kazdej bunky a jej syntéza a spotreba moze
byt urychlena pomocou elektrickej stimulacie. [41; 48]

Mnoho bunkovych procesov je spustanych a kontrolovanych pomocou vézieb
receptor-ligand. Bolo preukazané, ze externé EP je schopné spdsobit’ zmeny v distribucii
receptoru. Tieto zmeny moézu ovplyviiovat’ bunkové odpovede, ato zmenou kinetiky alebo
afinity interakcii medzi ligandom a receptorom. [49]

Nedavne vyskumy naznauju, Ze glykolipidy Vv plazmatickej membrane sa mézu pod
vplyvom EP redistribuovat’ a zhromazd’ovat’ do nanodoménovych $truktar, znamych tiez pod
pojmom lipidové rafty. Nasledna polarizacia raftov vedie ku riadenej migracii buniek. Lin
a spol. nedavno preukézali vznik raftov a bunkovi migraciu riadent EP. Lipidové rafty sa tiez
mozu podielat’ na mnohych biologickych javoch, ako su axondlne vyrastky nervovych buniek
¢i u hojenia ran a imunitnych reakcii. [50]

Tieto efekty EP boli okrem experimentov na kmenovych bunkach [41] testované aj na
roznych inych typoch buniek podielajucich sa na hojeni ran, ako st makrofagy, fibroblasty,
epidermalne bunky, baktérie ¢i endotelialne bunky. TaktieZ sa preukazali zmeny v bunkovej
migracii, proliferacii a orientacii, zvySeni syntézy proteinov a dokonca aj antibakterialne
ucinky EP. [36]

2.5.3 Liecba zapalu pomocou EP

EP sa vyuziva v liecbe réznych ochoreni spojenych s chronickym zapalom. Najcastejsie
uplatnenie zatial’ nachadza v liecbe chronickych koznych ran. Kozné rany vytvaraji endogénne
EP, ktor¢ sa zu¢astiiuje mnohych procesov hojenia ran. Tieto pozorovania viedli k hypotéze, ze
aplikovana elektrickd stimuldcia moze podporovat’ chronické hojenie rdn imitaciou
prirodzeného elektrického prudu, ktory sa vyskytuje v koznych zraneniach (Obr. 10). [51]
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Pri aplikovani elektrickej stimulacie in vivo klinické studie preukazali priaznivé G¢inky na
uzatvaranie rany a rychlost’ hojenia. Okrem toho, bola zaznamenana aj zvySena angiogenéza,
kontrakcia rany a antibakterialne ucinky. [36]

Ukézalo sa, ze nielen I'udské koza ale aj mozog, svaly, srdce a kosti produkuju prirodzené
elektrochemické signaly. [36]

Epidermis
(pokozka)

+20-50 mV
rozdiel

Dermis
(Skara)

Podkozné
tkanivo

Viac
pozitivne

Viac
pozitivne

Obr. 10: Neposkodend koza mad urcity endogénny elektricky potencidl, co je spésobené aktivnym
transportom sodikovych iénov cez Na*lK* ATPdzové pumpy v epiderme. NaruSenim epitelu zacne
vplyvom tohto endogénneho potencidalu prechadzat prud nazyvany ako “prud poranenia®. Tento
potencidal 0 velkosti priblizne 10-60 mV je meratelny v okoli rany cca 2-3 mm a smeruje negativaym
polom ku strede jamy a pozitivnym k jej okrajom, ¢im pritahuje bunky ku rane. Prud je udrzovany vo
vihkom prostredi a prestane posobit pri vyschnuti rany. [36; 51]

Okrem chronickych koznych ran sa aplikuje terapia pomocou EP pre liecbu zapalovych
ochoreni ako lupienka, tendinitida, reumatodina artritida [52], osteoartritida ¢i neuritida. [37]
Existuje v8ak zna¢na variabilita vo forme aplikovaného elektrického pola, trvani lieCby, davke
a type rany. [36]
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3 CIEL PRACE

Aj napriek mnozstvu experimentov preukazujucich vplyv elektrického pola na rézne typy
buniek su neutrofily skupinou, ktora v tomto ohl'ade vyznamne zaostava. Nasou hypotézou je,
ze elektricka stimulacia sposobuje aktivaciu neutrofilov. Cielom prace bude overenie tejto
hypotézy a objasnenie efektov posobenia elektrického pola na neutrofilné granulocyty. Za
tymto ucCelom boli vybrané parametre pre vykonanie experimentalnej Casti zobrazené
V nasledujicej schéme.

N,
\ Elektrick4

stimulacia
/ Inkubacia po réznu dobu \

Detekeia signalnych drah l l Detekcia expresie
(MAP kinazy) Detekcia degranulacie Detekcia NETs povrchovych markerov
(metaloproteinazy, MPO) (citrulinacia H3) (CDll1b, CD15)

Obr. 11: Schéma zobrazujiica vybrané parametre pre experimentdlnu cast prace.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

41  Pouzity material
4.1.1 Biologicky material

V tejto praci bola pouzita krv zdravych darcov, ktord bola odobratd odbornou sestrou v sulade
s etickym povolenim na Biofyzikalnom ustave AV CR, V.v.i. po podpisani informovaného
stihlasu. Krv bola ihned’ spracovana za i¢elom zisku neutrofilov.

4.1.2 PouZzité pristroje

Tab. 2: Pristroje pouZité pre experimentdlnu cast.

Spolocnost, Zem pévodu

Pristroj

ACEA Biosciences, USA
Bandelin, Nemecko

BD Biosciences, USA
BDL, UK

Benchmark Scientific, USA
BioRad, USA

Biosan, Litva

Eppendorf, Nemecko
Grant Instruments, UK
HANNA Instruments, UK
IKA, Nemecko

Innovatis, Svajéiarsko
Lovibond, UK

Nikon, Japonsko

OWON Technology, Cina
SLT, Rakusko

Tecan, Svajciarsko

Stimulaéna platforma E-Plate 16

Sonikator HD2070 sonopuls

Prietokovy cytometer BD FACSVerse™

Vodna kapel’ SUB Aqua Pro

Roler TubeRoller, Trepatka BV1000 Vortex mixer
Aparattra pre SDS-PAGE a Western blot
Termoblok Thermo-shaker TS-100C

Centrifuga 5417R, Centrifuga 5804R, Mini Spin Plus
Vodny kapel’ SUB Aqua Pro

pH meter pH211 Microprocessor pH Meter

Vortex Lab Dancer vario Yellow Line

Pocita¢ buniek CASY Cell Counter

Inkubator BOD Incubator TC 135S

Mikroskop Eclipse TS100

Generator funkcii AG2052F

Premyvacka Microplate Washer F109121S 96PW

Fluorimeter Infinite M200, Spektrofotometer Sunrise
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4.1.3 Pouzité chemikalie

Tab. 3: Pouzivané chemikalie behom experimentdlnej Casti.

Spolocnost, Zem povodu

Chemikalia

Abcam, UK

Agfa HealthCare, Belgicko
Aditiva, Ceska republika
Amresco, USA

Braun Melsungen AG, Nemecko
Bio-Rad Laboratories, USA

Cell Signaling Technology, USA

Fluka BioChemika, Svajéiarsko
Lachema, Ceska republika

Life Technologies, India

ONEX, Ceska republika
PAN-Biotech, USA
Penta, Ceska republika
Pierce, USA

R&D Systems, USA

Roche, Svajéiarsko

SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko

Sigma-Aldrich, Nemecko

Sony Biotechnology, USA
SDT, Nemecko
Thermo Fisher Scientific, USA

Anti-Histone H3 protilatka
(citrulline R2 + R8 + R17) (5103) ChIP Grade

Ustalovac¢ G354, Vyvojka G150
Susené odtuc¢nené mlieko

BSA

Voda na injekcie, Chlorid sodny 0,9%
B-merkaptoetanol

Protilatka: Anti-rabbit IgG-HRP, p38 MAPK,
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), SAPK/INK,
Phospho-SAPK/INK (T183/Y185), p44/42 MAPK
(ERK1/2), Phospho-p44/42 MAPK

PMSF
Glycerol, Bromfenolova modra

Amplex UltraRed Reagent; CD15 [HI98], Anti-
human, Host mouse, FITC

Octan sodny trihydrat

RPMI-1640 médium

Metanol, Chlorid sodny, Etanol 96%
BCA™ Protein Assay Reagent A, B

Duoset ELISA Kit Human MMP-9, Duoset ELISA
kit Human Total MMP-8

Fosfatazové inhibi¢né tablety (PhosSTOP),
Proteazové inhibi¢né tablety (cOmplete ULTRA)

SDS, TRIS, APS

Dextran T 500 z Leuconostoc mesenteroides;
Akrylamid/Bis-akrylamid 30%, APS, EDTA,
HEPES, Zelatina, Histopaque 1077, Tween 20,
TEMED, Peroxid vodika 30%, TMB, DMF 99,8%

CD11b, Anti-mouse/human, APC
Substrat S(HS)TMB

PageRuler™ Plus Prestained Protein ladder 26620;
SuperSignal West Femto Chemiluminiscent
Substrate; SuperSignal West Pico Chemiluminiscent
Substrate
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4.1.4 Zasobné roztoky a pufre

Acetatovy pufer
(pH 4,4)

Laemmli pufer
(5% koncentrovany)

Lyzacny pufer

NaCl (1,8% roztok)

PBS pufer
(pH 7.5)

Roztok TMB
(20 mM)

Roztok H20»
(60 mM)

RPMI médium

RPMI [ médium

Running pufer
(5x koncentrovany)

Transfer pufer
(10x koncentrovany)

TBST pufer
(10x koncentrovany)

0,5M TRIS HCI
pufer (pH 6,8)

4,08 g octan sodny trihydrat; doplnené do 100 ml destilovanou HO;
pH upravené na 4,4; uchovavané v chladnicke

200 mM TRIS-HCI pH 6,8; 5% B-mercaptoethanol; 200 mM DTT,;
5% SDS; 0,03% bromfenolova modra; zamrazené na —20 °C

50 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 mM NaCl, 10% glycerol, 1% SDS;
1 mM EDTA; PhosStop a cOmplete ULTRA tablety; PMSF;
uchovavané pri RT

1,8 g NaCl; rozpustené v 100 ml destilovanej vody; prefiltrované cez
filtratni membranu (0,22 um); sterilne rozplnené po 5ml do
skamaviek; uchovavané v chladnic¢ke

8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 0,2 g KH2POg4; 2,3 g Na;HPO4 - 12 H20;
doplnené do 1000 ml destilovanou H20; pH upravené na 7,5;
uchovavané pri 4 °C

4,8 mg TMB; 1 ml DMF; uchovavané v chladnicke

38 ul H202; 5 ml destilovana H20

10,39 g kompletné praskové RPMI-1640; rozpustené v 900 ml
destilovanej H20; po 30 minutach pH znizené (max. na pH 4,2); po
uplnom rozpusteni pH upravené spit’ na hodnotu 7,2; pridané 0,94 g
Na,COsz a pH upravené na 7,3; doplnené do 1000 ml destilovanou
H20; prefiltrované cez filtraéni membranu (0,22 pm); sterilne
rozplnené po 60 ml; uchovavané v chladnicke

RPMI médium; 0,1% zelatina; 20 mM HEPES

15,25 g TRIS; 72,1 g glycin; 5 g SDS; pH upravené na 8,3 a doplnené
do 1000 ml destilovanou H20; pouzivat’ 1krat koncentrovany riedeny
destilovanou H2O; uchovavané pri RT

30,3 g TRIS; 144,9 g glycin; 5 g SDS; pH upravené na 8,3 a doplnené
do 1000 ml destilovanou H:0; pouzivat lkrat koncentrovany
(100 ml 10krat koncentrovany + 200 ml MeOH + 700 ml destilovana
H20); uchovavané pri RT

30 g TRIS; 5 ml Tween 20; 2 g KCI; 80 g NaCl; pH upravené na 7,6
a doplnené do 1000 ml destilovanou H2O; k premytiu membran
pouzivat lkrat koncentrovany riedeny destilovanou H20;
uchovavané pri RT

6,057 g TRIS baza; 0,298 g EDTA; 60 ml destilovana H.O; pH
upravené na 6,8 a doplnené do 100 ml destilovanou H2O; uchovavané
pri 4°C
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1,5M TRIS HCI
pufer (pH 8,8)

5% mlieko
(blokovact roztok)

1% zelatina
(blokovaci roztok)

18,171 g TRIS baza; 0,298 g EDTA; 80 ml destilovana H,O; pH
upravené na 8,8 a doplnené do 100 ml destilovanou H20; uchovavané
pri 4°C

5 g suSené odtuénené mlieko; 100 ml 1x TBST; uchovavané pri
—20°C

5 g zelatina; 100 ml 1x TBST; uchovavané pri —20 °C
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4.2 Metody
4.2.1 Izolacia neutrofilov

Pouzivané latky (PBS, RPMI, voda pre hemolyzu, Histopaque 1077 a 1,8% roztok NaCl) boli
pred izolaciou umiestnené do RT. Dextran bol predhriaty umiestnenim do inkubatora pri 37 °C.
Neutrofily boli separované pomocou gradientovej centrifugacie (vid’ Obr. 12).

H -

plazma + trombocyty

centrifugacia
Buffy coat —_— >
| monocyty + lymfocyty

Histopaque

Histopaque
granulocyty + erytrocyty

Obr. 12: Metéda separdcie neutrofilov je zaloZend na rozdielnej hustote separovanych buniek. Pri
aplikovani odstredivej sily sa castice pohybujii médiom s gradientom hustoty (Histopaque 1077), pricom
kazda bunka bude sedimentovat do tej casti, ktorej hustota sa rovna hustote bunky.

Bolo odobrané 20 ml krvi od zdravého darcu do striekacky obsahujtcej citrat sodny (100 pl
citratu na 1 ml krvi). Takto odobrana krv bola rychlo a jemne zmie$ana s 10 ml 3% dextranu
Vv centrifugacnej skimavke a nechana po dobu 45 minut pri RT pre sedimentaciu erytrocytov
na dno skumavky. Supernatant (buffy coat) bol odobrany a opatrne navrstveny na 10 ml
Histopaque 1077 v skumavke tak, aby vzniklo ostré rozhranie medzi oboma roztokmi.
Leukocyty s Histopaque 1077 boli centrifugované pri 390g 30 minut pri RT, bez brzdy (0)
a s minimalnou akceleraciou (1). Supernatant bol vyliaty, pricom na dne skimavky zostal pelet
neutrofilnych granulocytov s erytrocytmi, ktoré bolo potreba hemolyzovat. Hemolyza bola
prevedena tak, ze k peletu v skimavke bolo pridané 5 ml destilovanej vody pre injekcie a po
dobu 30 s bol obsah skimavky opatrne premiesavany Pasteurovou pipetou (hemolyzu je mozné
opakovat’). K peletu s vodou bolo potom po uplynuti 30 s pridané 5 ml 1,8% NaCl, ato pre
vyrovnanie osmolality, nasledované premieSanim Pasteurovou pipetou. Celkovy objem
v skiimavke bol doplneny na 45 ml pomocou PBS. Nasledne bola prevedena centrifugécia pri
190g po dobu 10 mintt pri RT s akceleraciou (9) a brzdou (9) na maximum. Supernatant bol
odliaty a k bunkam opatrne pridany 1 ml média RPMI, v ktorom boli bunky premieSané
Pasteurovou pipetou. Nasledovnym krokom bolo stanovenie po¢tu neutrofilov a ich viabilita na
po¢itagi buniek CASY (Innovatis, Svajéiarsko). Nakoniec boli neutrofily nariedené v RPMI na
pozadovani koncentraciu 4-10° buniek/ml. Thned po nariedeni nasledovala elektricka
stimulécia.
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4.2.2 Elektricka stimulacia

Jamky stimula¢nej platformy (ACEA Biosciences, USA) boli vymyté etanolom denaturovanym
s metanolom a potom eSte trikrat s destilovanou vodou. Izolované a nariedené neutrofily
0 koncentracii 4-10° buniek/ml boli v mnozstve 100 pul napipetované do jamok stimula¢nej
platformy a ponechané 30 minut v inkubatore pri 37 °C. Po uplynutom ¢ase bolo pod optickym
mikroskopom (Nikon, Japonsko) skontrolované, ¢i neutrofily naadherovali na jamky platformy
(vid’ Obr. 13). Nasledne boli neutrofily stimulované pomocou elektrickych pulzov o frekvencii
1 Hz adizke pulzu 100 ms po dobu 10 minit. Boli vkladané pulzy o velkosti elektrického
napitia 10 mV, 100 mV a 1 V (vid’ Obr. 14 ) a ako negativna kontrola sluzili jamky, do ktorych
sa nevpustiali Ziadne pulzy (0 V). Po tejto stimulacii bola stimula¢na platforma inkubovana po
rézne dlht dobu pri 37 °C. Spracovanie vzoriek pre analyzy je dalej uvedené v nasledujticich

kapitolach popisujtcich jednotlivé metodologické postupy.

stimulacna
platforma

Obr. 13: Ukdzka naadherovanych neutrofilov vV jamke stimulacnej platformy zachytend na optickom
mikroskope.
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Obr. 14: Schéma vkladanych elektrickych pulzov. Frekvencia pulzov bola zvolend na 1 Hz, dizka
pulzov na 100 ms a velkost amplitiidy bola menend postupne na 10 mV, 100 mvValV.

4.2.3 Detekcia proteinov pomocou metédy Western blot

Western blot je metdda vyuzivana pre kvalitativne a semikvantitativne stanovenie proteinu vo
vzorke. Pri tejto technike sa zmes proteinov separuje na zaklade molekulovej hmotnosti, pricom
proteiny st nésledne prenesené na membranu. Membrana sa potom inkubuje s protilatkami
Specifickymi pre dany protein, ktoré umoznia jeho vizualizaciu.

4.2.3.1 Priprava vzoriek

Pre pripravu vzoriek na detekciu proteinov bola platforma s neutrofilmi inkubovana 1 h pri
37 °C. Po 1 h bol obsah jamky odobrany a k peletu v jamkach bolo pridanych 100 pul lyzaéného
pufru, ktory sa nechal posobit’ 5 min a nasledne bol odobrany do skumaviek typu Eppendorf.
Dalej boli vzorky povarené po dobu 5 min v termobloku (Biosan, Litva) pri 100 °C a
sonikované 5 s pri najniZSej intenzite pomocou sonikatoru (Bandelin, Nemecko). Nasledne bola
u nich stanovena koncentracia proteinov s vyuzitim kitu BCA™ Protein Assay Reagent A, B
(Pierce, USA). Tento kit pracuje na principe dvoch reakcii. Najprv nastava redukcia med’natého
kationtu Cu?*, ktory pochadza z CuSO4-5 H20, na med'ny katién Cu*. Nasleduje reakcia Cu*
kationu s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového komplexu, ktory sa dd stanovit
spektrofotometricky, priCom intenzita sfarbenia je priamo Umernd koncentracii proteinov.
Vzorky boli po vyhodnoteni spektrofotometrického merania na pristroji Sunrise (TECAN,
Rakusko) nariedené na priblizne rovnakt koncentraciu, ato 600 pg/ml. Nésledne bol ku
vzorkam pridany Laemmli pufer v pomere 1:4 (1 diel pufru ku 4 dielom vzorky) a vzorky boli
znova povarené 5 min v termobloku pri 100 °C. Zahriatie vzoriek v pritomnosti SDS, ktory sa
nachadza v Laemmli pufri spdsobi naruSenie primarnej, sekundarnej a kvartérnej Struktury
proteinov. Takto pripravené vzorky boli uchovavané v mraznicke pri —20 °C.
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4.2.3.2 Elektroforeticka separdcia proteinov

Pre separaciu proteinov bola pouzitd metoda SDS-PAGE, pri ktorej si vplyvom SDS proteiny
denaturovang, ziskavajui negativny naboj a putuju v elektrickom poli ku kladnej elektrode.

Prvym krokom bola priprava gélov potrebnych pre separaciu (vid’ Tab. 4). Nasledovalo
rozmrazenie vzoriek a ich povarenie po dobu 5 min pri 100 °C v termobloku. Takto pripravené
homogénne vzorky boli pipetované po 20 ul (na jamku 10 pug) do jamok gélu, pricom bolo vzdy
do kazdého gélu napipetované aj 3 ul standardu (Thermo Fisher Scientific, USA), ktory sluzil
na aproximdciu velkosti proteinu a monitorovanie separacie. Nasledovalo spustenie
SDS-PAGE (BioRad, USA), pri ktorej doslo ku separacii proteinov podla molekulovych
hmotnosti. Na zaciatku bolo napéitie nastavené na 90 V pre fokusaciu vzoriek, potom bolo
zvysené na 120 V az do konca separacie. Cela separacia trvala priblizne dve hodiny.

Tab. 4: Zlozenie gélov pre 4 gély o hrubke 1,5 mm.

12% rozdelovaci gél Hrebienkovy gél

Destilovana H,O [ml] 10 13
1,5 M TRIS pH 8,8 [ml] 7,5 -

0,5M TRIS pH 6,8 [ml] - 5,6
Akrylamid 30% [ml] 12 4

SDS 10% [ml] 18 1,8
TEMED [ul] 45 45
APS” 10% [ul] 250 250

*
APS a TEMED boli do gélu pridavané vzdy ako posledné zlozky
4.2.3.3 Prenos proteinov

Separované proteiny boli prenesené na polyvinylidendifluoridovii membranu pomocou
blotovacieho zariadenia (BioRad, USA), kedy doslo k presunu proteinov z gélu na povrch
membrany podsobenim jednosmerného elektrického pradu o velkosti 230 mA po dobu
posobenia 2,5 h. Po celti dobu bola aparatira chladena pomocou 'adu a l'adovych blockov.
Nasledne boli membrany blokované umiestnenim do blokovacieho roztoku, aby neskor nedoslo
ku nespecifickej vézbe protilatok na povrch membrany. Blokovanie prebiehalo po dobu 1 h pri
RT naroleri (Benchmark Scientific, USA).
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4.2.3.4 Imunodetekcia proteinov

Po blokovani boli membrany inkubované cez noc pri 4 °C na roleri so zriedenou primarnou
protilatkou pripravenou Vv blokovacom roztoku, priom primarna protilatka Specificky
interagovala so skimanym proteinom. Pre odstranenie prebyto¢nej nenaviazanej protilatky boli
potom membrany premyté trikrat v TBST pufri a nésledne inkubované v roztoku sekundarne;j
protilatky nariedenej v blokovacom roztoku po dobu 1 h na roleri (koncentracie protilatok
a blokovacie roztoky vid® Tab. 5). Sekundarna protilatka viazuca primarnu protilatku bola
konjugovana s chrenovou peroxiddzou. Po inkubdcii boli membrany opat’ trikrat premyté v
TBST pufri. Potom bol na membrany naneseny chemiluminiscenény substrat obsahujici
luminol. V pritomnosti chrenovej peroxidazi bol luminol oxidovany, ¢o viedlo ku vzniku
produktu v excitovanom stave. Tento produkt sa stabilizoval uvol'nenim fotonov svetla, ¢o bolo
zaznamenan¢ na radiografickom filme (Agfa, Belgicko). Mnozstvo svetla bolo priamo timerné
mnozstvu chrenovej peroxidazy, a tym teda aj mnozstvu proteinu.

Tab. 5: Riedenie pouzitych protildtok pre dané proteiny.

Detegovany protein Blokovaci roztok  Primdrna protilatka  Sekunddrna protilatka
p38 MAPK 5% mlieko 1:1000 1:3000
Phospho-p38 MAPK 5% mlieko 1:1000 1:2000
p44/42 MAPK (Erk 1/2) 5% mlieko 1:1000 1:3000
Phospho-p44/42 MAPK (Erk 1/2) 5% mlieko 1:1000 1:2000
Anti-Histone H3 1% Zelatina 1:500 1:3000

(citrulline R2 + R8 + R17)

4.2.4 Detekcia metaloproteinaz pomocou ELISA

Pomocou nepriamej ELISA bola v supernatantoch zo vzoriek z neutrofilov o koncentracii
4.10° buniek/ml stanovovana koncentracia metaloproteiniz MMP9 (gelatindza) a MMP8
(kolagenaza) uvolnenych z buniek pri degranulacii. VSetky pouzité roztoky, Standardy a pufer
boli pripravené podla prilozeného navodu ku sade pre detekciu metaloproteinaz (R&D
Systems, USA).

Pre pripravu vzoriek na detekciu proteinov bola platforma s neutrofilmi inkubovana 1 h pri
37°C. Po 1 h bol obsah jamky odobrany a centrifugovany pri 800g, 7 min pri 4 °C.
Supernatanty boli odpipetované a uchovavané v mraznicke pri —70 °C pre d’alSie merania. Do
96-jamkovej dosticky pre ELISA bolo napipetované 100 pl primarnej protilatky (capture
antibody) a dosticka bola inkubovana pri RT do druhého dia. Potom bola primarna protilatka
odsata a premyta premyvacim roztokom (0,05% Tween 20 v PBS) pomocou premyvacky
(SLT, Rakusko). Nasledne boli jamky blokované pridanim 300 ul reagen¢ného riedidla
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(0,1% BSA v PBS) po dobu 1 h pri RT. Reagen¢né riedidlo bolo odsaté a dosticka znova
dvakrat premyta premyvacim roztokom. Do jamok bola napipetovana kalibracné rada Standardu
a vzorky (supernatanty) v mnozstve 100 ul a dosticka bola inkubovana pri RT po dobu 2 h.
Obsah jamok bol po uplynutom cCase odsaty a dvakrat premyty premyvacim pufrom. Potom
bolo do jamdk napipetované po 100 ul sekundarnej protilatky (detection antibody) a ponechané
pri RT 2 hodiny. Po odsati a dvojndsobnom premyti jamdk bolo napipetované po 100 pl
Streptavidinu znaceného chrenovou peroxidazou (Streptavidin-HRP) a ponechané v tme po
dobu 20 minut pri RT. Po odsati a dvojnasobnom premyti bol do jamok pridany roztok TMB,
pricom prebehla reakcia (enzym chrenova peroxidaza katalyzovala oxidaciu TMB v
pritomnosti peroxidu vodika), pri ktorej vzniklo modré sfarbenie jamok. Dosticka sa nechala
eSte nickol’ko minit pri RT a potom bolo do jamok napipetované 50 ul 2N H2SOjs (stop
solution), ¢o sposobilo zastavenie reakcie a zmenu modrého sfarbenia na zIté. Nakoniec bola
zmerand absorbancia pri 450 nm.

4.2.5 Stanovenie myeloperoxidazovej aktivity

MPO je lyzozomalny enzym pritomny v primarnych granulach neutrofilov abehom
degranulacie po aktivacii neutrofilov je uvoliovany von z bunky do prostredia. Aktivita MPO
bola stanovovana v supernatantoch pomocou chromogénneho substratu TMB. Princip
stanovenia spociva v oxidacii TMB pomocou MPO za pritomnosti H202, pricom vznika
farebny produkt.

Vzorky boli spracované rovnakym spdsobom ako na stanovenie metaloproteindz pomocou
ELISA (vid' sekcia 4.2.4). Nasledne bola pripravena reakéna zmes pozostavajuca z 1 ml
300 mM octanu sodného, 110 ul 20 mM TMB roztoku a 10 pl 60 mM roztoku H2O>. VVzorka
0 objeme 15 ul bola napipetovana spolu so 105 pul reak¢énej zmesi do 96-jamkovej dosticky
a ihned’ bola zmerana absorbancia pri 655 nm (Tecan, Svajé¢iarsko) v priebehu 2,5 min.

4.2.6 Meranie produkcie ROS

Pre overenie aktivacie neutrofilov elektrickou stimulaciou bola merand produkcia ROS s
vyuzitim proby Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin). Tato proba nema
fluorescen¢né vlastnosti a az enzymom katalyzovana oxidacia Amplex Red pomocou ROS
produkuje vysoko fluorescen¢ny resorufin (vid Obr. 15), ktory ma excitatné maximum pri
563 nm a emisné maximum pri 587 nm. [53]
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Obr. 15: Oxiddcia Amplex Red na resorufin. [54]

Thned’ po elektrickej stimulacii bola do jamok stimula¢nej platformy pridana proba Amplex
Red tak, aby jej koncentracia €inila 0,1 uM. Platforma bola nasledne inkubovana pri 37 °C,
pricom v priecbehu 1h, 2h, 3h a 4h bola z jamék odoberana ¢ast supernatantu do
fluorescencnej dosti¢ky, kde bola potom zaznamenavana fluorescencia pomocou fluorimetra
(Tecan, Svajéiarsko). Excitaéné maximum bolo nastavené na 560 nm a emisné maximum na
600 nm.

4.2.7 Analyza povrchovych markerov pomocou prietokovej cytometrie

Pre skiimanie aktivacie neutrofilov bola prevedena analyza markerov, ktoré su pri aktivacii
exprimované na povrch neutrofilov. Analyza bola prevedena pomocou prietokovej cytometrie,
pri ktorej si bunky konjugované s fluorescenéne znacenou protilatkou namierenou proti
ur¢itému imunofenotypickému znaku (povrchovému markeru) na povrchu bunky. Pomocou
tohto znaku potom moézu byt bunky identifikované a blizsie analyzované.

Po elektrickej stimulacii bola platforma s neutrofilmi inkubovana 3 h pri 37 °C. Nasledne bol
takmer cely obsah jamky (80 pul) odobraty a jamky boli preplachnuté pomocou PBS. Potom
bolo pridanych 50 pul 10x nariedeného PBS EDTA a ponechané po dobu 5 min pdsobit’.
Medzi€asom boli pripravené polypropylénové skumavky preplachnuté 0,1% Zelatinou (pre
blokaciu nespecifickej vizby adherencie neutrofilov) a bolo do nich napipetované 2 ml média
RPMI L. Do takto pripravenych skiimaviek bolo po uplynuti 5 min pridané po 100 pl neutrofilov
v PBS EDTA a suspenzia bola centrifugovana pri 250g po dobu 5 min pri 4 °C. Supernatant
bol odliaty a pelet resuspendovany v 100 ul média RPMI I. V takto pripravenej vzorke boli
bunky ofarbené pridanim 5 pl 10x zriedenej protilatky APC anti-mouse/human CD11b
Antibody (BioLegend, USA) a 5 ul protilatky FITC Mouse Anti-Human CD15 (eBioscience,
USA). Vzorky s protilatkami boli inkubované 30 min na l'ade a v tme. Po uplynuti inkubacie
bolo ku vzorkam pridané po 4 ml 'adového RPMI, suspenzia bola centrifugovana pri 250g po
dobu 5 min pri 4 °C. Supernatant bol odliaty a pelet resuspendovany v 150 pl 'adového RPMI.
Vzorky boli umiestnené na I'ad do tmy a ¢o najrychlejSie analyzované pomocou prietokového
cytometra (BD Bioscience, USA).

36



KAPITOLA 4 EXPERIMENTALNA CAST

4.2.8 Statisticka analyza

Déta boli analyzované s vyuzitim softvéru GraphPad Prism ver. 6.01 (Kalifornia, USA). Udaje
boli vyhodnotené pomocou jednovyberového t-testu. Jednovyberovy t-test porovnava priemer
skupiny ¢isel s hypotetickou hodnotou, ktora sa rovna v naSom pripade 100 %. Tato hodnota
nema ziadny rozptyl, pretoze su voci nej vztiahnuté ostatné hodnoty v ur¢itom dni merania.
V kazdom teste boli data vyjadrené ako priemer + Standardna chyba priemeru (SEM).
Statistické vyznamnost’ bola definovana pri hodnote P < 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekcia aktivacie MAP Kinaz

Hlavnou signalizacnou dréhou, ktord riadi reakcie na externu stimulaciu elektrickym pradom
je aktivacia MAPK signalnej kaskady. [41] KedZze zlozky MAPK signaliza¢nej drahy st
kindzy, detekcia ich aktivacie zahffia stanovenie ich fosforylatného stavu. Pre toto
vyhodnotenie bola pouzita metdda Western blot, pri ktorej sa vyuziva Specifickej protilatky
proti danému proteinu. Naslednou vizualizaciou tejto protilatky sa deteguje ziadany protein,
ato v podobe tzv. bendu, ktory sa porovna so Standardom 0 zndmej molekulovej hmotnosti.
Namerané data vo forme skenu radiografického filmu sa pri tejto metéde este kvantifikuju
S vyuzitim denzitometrického merania. Pomocou neho sa da zistit’ intenzita bendu a vysledkom
je opticka hustota, ktord uddva semikvantitativne mnozstvo Ziadaného proteinu.

V stcasnosti su zname tri rozne druhy MAP kinaz, a to p38, ERK a JNK. Pre vsetky tieto
kinazy bola detegovana ich expresia a fosforylatny stav. Aktivovany stav kinazy bol
preukazany fosforylacnou formou normalizovanou na celkovi hladinu proteinov. Ako je mozné
vidiet’ na Obr. 16, doslo ku aktivacii MAPK signaliza¢nej kaskady, avSak neboli zistené ziadne
rozdiely v hladinach celkovych proteinov (T-p38) a vo fosforylovanej forme (P-p38) u kinazy
p38 medzi negativnou kontrolou tzn. bez elektrickej stimulacie a vzorkami s ovplyvnenim. Po
tychto zisteniach nebola vyhodnocovana ani opticka hustota.

(40 kDa)

P-p38
(40 kDa)

ov 10mV 100mV v

Obr. 16: Vysledky Western blotu lyzdtov neutrofilov ukazujiice hladinu proteinov celkovej (T-p38)
a fosforylovanej formy (P-p38) p38 kindzy o velkosti 40 kDa zobrazené ako jednotlivé cierne bendy.
Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldacii o roznej intenzite po dobu 10 minut. Ako negativna
kontrola bola urcéend vzorka bez elektrickej stimuldcie (0 V). Reprezentativna snimka rdadiografického
filmu zo 4 nezavislych experimentov (n = 4).

Okrem MAP kinazy p38, bol vykonany Western blot aj pre ostatné kindzy z MAPK
signaliza¢nej kaskady, ato konkrétne u ERK aJNK kindz pre zistenie ich expresie po
elektrickej stimulacii a taktiez ich fosforylacného stavu. Vysledky u oboch tychto MAP kinaz
boli negativne, nebola detegovana ziadna expresia, a teda ani fosforylacia. Data preto nie st ani
uvedené.
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5.2  Stanovenie produkcie metaloproteinaz MMP8 a MMP9

Pre stanovenie uvolnovania metaloproteinaz MMP8 a MMP9 zo0 stimulovanych neutrofilov
bola prevedena sendvicova ELISA. Boli pouzité supernatanty zo vzoriek z neutrofilov
0 koncentracii 4.10° buniek/ml a spracované tak, ako je popisané v kapitole 4.2.4. Hodnoty
vyslednych koncentracii metaloproteinaz vo vzorkach stanovené meranim absorbancie pri
450 nm boli podla kalibra¢nej krivky prepocitané na konkrétnu koncentraciu pre jednotlivé
vzorky. Nasledne boli hodnoty vztiahnuté ku negativnej kontrole (100 %), za ktorG sa
povazovala vzorka bez ovplyvnenia elektrickymi pulzmi. Ako je mozné vidiet’ na Obr. 17
hladina enzymu MMP8 bola signifikantnejSie zvySena len pri intenzite vlozeného napitia
100 mV a 1 V. U metaloproteinazy MMP9 je zas mozné pozorovat’ naznak trendu, ze vlozené
napatie indukovalo uvolnovanie, avSak detegované rozdiely neboli $tatisticky vyznamné.
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Obr. 17: Hladina produkcie metaloproteindz stanovend pomocou ELISA v supernatantoch a) MMPS;
b) MMP9. Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldcii o réznej intenzite po dobu 10 minut. AKo
negativna kontrola bola urcena vzorka bez elektrickej stimuldcie (100 %) voci ktorej boli ostatné
hodnoty vztiahnuté. Citlivost’ stanovenia dosahovala u MMP8 rozmedzie hodrdt 500 az 4000 pg/ml
a u MMP9 30 az 2000 pg/ml. Kazdy stipec predstavuje priemer + SEM z experimentov uskutocnenych
vV duplikate; n = 3-4. Statisticky vyznamné rozdiely medzi negativnou kontrolou a ovplyvnenymi
vzorkami su oznacené symbolom *, pricom * P < 0,05.

5.3  Stanovenie aktivity MPO

Pre stanovenie aktivity MPO v supernatantoch zo vzoriek neutrofilov bol vyuzity chromogénny
substrat TMB, ktory je oxidovany pomocou MPO. Vysledkom tejto reakcie je farebny produkt,
ktory sa da stanovit’ meranim absorbancie pri 655 nm. Hodnoty absorbancie boli vztiahnuté ku
negativne] kontrole (100 %), za ktora sa povazovala vzorka bez ovplyvnenia elektrickymi
pulzmi. Z vyhodnotenych vysledkov je zrejmé, ze elektricka stimulacia indukovala mierne
zvySenie uvolfiovania MPO, avsak tieto rozdiely opét neboli Statisticky vyznamné vdaka
rozptylu dat (vid’ Obr. 18).
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Obr. 18: Vysledky stanovenia aktivity MPO v supernatantoch pomocou TMB eseje. Vzorky boli
podrobené elektrickej stimuldcii o roznej intenzite po dobu 10 minut. Ako negativna kontrola bola
urcend vzorka bez elektrickej stimuldcie (100 %) voci ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté. Kazdy
stlpec predstavuje priemer + SEM z experimentov uskutocnenych v duplikdte; n = 5.

54  Meranie produkcie ROS

Dalsim vyhodnocovanym parametrom bola produkcia radikilov po ovplyvneni buniek.
Analyza bola prevedena s vyuZzitim Amplex Red, vysoko Specifického fluorogénneho substratu
pre peroxidazovu aktivitu zavisli na H202, pricom bola merana fluorescencia s rastucim ¢asom.
Ku ovplyvnenym bunkam bola pridana Amplex Red, pri¢om v priebehu 4 h bolo odoberané
médium obsahujtice zoxidovanu Amplex Red, ktora bola timerna mnozstvu vyprodukovanych
radikélov. Vystupom merania bola strednd intenzita fluorescencie (MFI), ktora bola nasledne
vztiahnuta ku negativnej kontrole (100 %) tzn. bez ovplyvnenia. Na Obr. 19 je zobrazené ako
boli radikaly produkované postupne s ¢asom. Je mozné vidiet, ze ich produkcia s Casom
stiipala. Statisticky vyznamné rozdiely oproti neovplyvnenej kontrole boli zaznamenané pri
ovplyvneni elektrickymi pulzmi o velkosti 10 mV pri ¢ase po 2 h,v ¢ase po 3 h to bolo
u pulzov o velkosti 100 mV a 1 V a po 4 h pri velkosti pulzov 1 V. Najvacsi vplyv na zvysenie
produkcie ROS malo teda vlozenie pulzov s vel'kostou 1 V, a to vo vSetkych ¢asoch merania.
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Obr. 19: Fluorimetrické stanovenie produkcie ROS. Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldcii
0 réznej intenzite po dobu 10 minut. Za negativnu kontrolu bola urcend vzorka bez elektrickej stimulacie
po 1 h (100 %) voci ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté. Kazdy stlpec predstavuje priemer + SEM
Z experimentov uskutocnenych v duplikate; n = 3.

5.5 Detekcia citrulinacie histonu H3

Mnoho vyskumov zistilo, Ze citrulindcia histonov je dolezitym molekularnym mechanizmom
pri NETo6ze spojenej s aktivaciou neutrofilov. [55] Pre overenie, ¢i doslo ku citrulinacii histonu
H3 po ovplyvneni elektrickou stimulaciou bola vyuzita metdéda Western blot. Z Obr. 20 mozno
usudit’, ze elektricka stimulédcia indukovala citrulindciu histonu ako v ovplyvnenych vzorkach,
tak aj v negativnej kontrole bez vyznamnych rozdielov.

citrulinovany
H3 (17kDa)

ov 10mV 100mV v

Obr. 20: Vysledok Western blotu lyzdtov neutrofilov ukazujici citrulinovany histon H3 o velkosti
17 kDa. Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldcii o roznej intenzite po dobu 10 minut. Ako negativna
kontrola bola urcend vzorka bez elektrickej stimuldcie (0 V). Reprezentativna snimka radiografického
filmu; n=3.

56  Expresia povrchovych markerov CD11b a CD15

Cielom tohto experimentu bolo zistenie, ¢i vlozené elektrické pulzy zvySia aktivaciu
neutrofilov, ktord sa prejavi zvySenou expresiou povrchovych markerov CD11b a CD15
predstavujucich molekuly exprimované na povrch neutrofilov pri ich aktivacii. Toto stanovenie
bolo uskuto¢nené pomocou prietokovej cytometrie. Pri tejto metdde sa najprv na zaklade
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priameho rozptylu svetla, ktory nam poskytuje informécie o velkosti bunky a boc¢ného
rozptylu, ktory zas dava informacie o granularite bunky vyberu (“vygatuja"-vid® Obr. 21)
neutrofilné granulocyty a U nich sa potom vyhodnoti expresia povrchovych markerov, ako je
popisané nizsie.
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Obr. 21: Typické "gatovanie™ , pri ktorom boli vybraté bunky (neutrofily) pre naslednii analyzu.

Pomocou protilatok znacenych fluorochromom bola vyhodnotena relativna priemerna
intenzita fluorescencie (RFU), ktora predstavuje kol'’ko bolo vo vzorke relativneho mnozstva
fluorochréomu, inymi slovami kol’ko sa naviazalo protilatky znacenej danym fluorochromom
(typické rozlozenie CD11b a CD15 vid’ Obr. 22). A ked’Ze protilatka rozpoznala urcity antigén,
v naSom pripade povrchovy marker, tak RFU jednotka nepriamo vyjadrovala kol'ko sa vo
vzorke nachadzalo markeru. Expresia tychto markerov aktivacie neutrofilov je zobrazena na
Obr. 23, z ktorého je patrné, ze nedoSlo ku Ziadnemu vyznamnému posunu V skumanych
receptoroch a relativne velka expresia bola zaznamenana bohuzial’ aj Vv pripade negativnej
kontroly.
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Obr. 22: Reprezentativne histogramy z prietokovej cytometrie zobrazujuce typické rozlozenie CDI11b
znacenej fluorochromom APC (vlavo), CD15 znacenej pomocou FITC (vpravo).
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Obr. 23: Vysledky z prietokovej cytometrie preukazujiice hladiny povrchovych markerov a) CDI11b a b)
CD15. Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldcii o réznej intenzite po dobu 10 minut. Jednotky RFU
boli prepocitané na % negativnej kontroly ku ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté, pricom ako

negativna kontrola slizila vzorka bez elektrickej stimuldcie (100 %). Kazdy stlpec predstavuje
priemer + SEM z experimentov uskutocnenych v duplikate; n = 2.
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6 DISKUSIA

Predlozena diplomovéa praca pojedndva o mechanizme poOsobenia elektrického pola na
neutrofily, kI"aGové bunky neSpecifickej imunity. Na zaklade literatary [56] boli vybrané
parametre elektrickej stimulacie, ¢o zahfnalo pouzitie elektrickych pulzov o frekvencii 1 Hz
a dizke pulzu 100 ms po dobu 10 minut. Velkost vkladaného elektrického napitia dosahovala
hodn6t 10 mV, 100 mV a 1V a ako negativna kontrola sluzili vzorky neutrofilov, do ktorych
sa nevpustali ziadne pulzy (0 V). Po ovplyvneni neutrofilov tymito parametrami bol skimany
stav ich aktivacie, a to r6znymi metddami diskutovanymi nizsie.

Jednou z hlavnych a zaroven najlepSie prestudovanych signalnych drah, ktora zohrava
dolezitu tlohu v mnohych aspektoch imunitne sprostredkovanych zapalovych odpovedi je
signalna MAPK transdukéna draha. Tato kaskada je hlavnym signalizaénym systémom, ktorym
bunky prenasaju extracelularne signaly do bunkového jadra. [44] Behom experimentalnej Casti
bola testovand hypotéza, ¢i elektricka stimulacia aktivuje v neutrofiloch tuto signalnu drahu.
Aktivacia sa prejavuje fosforylaciou jednotlivych kindz MAPK drahy. Tieto proteinkinazy
mo6zu modulovat aktivitu inych intracelularnych proteinov pridanim fosfatovych skupin na ich
serin/treonin aminokyseliny. [57] Aktivacia jednotlivych kindz bola skimana pomocou
fosforylacného stavu normalizovaného na celkovy stav kindzy s vyuzitim techniky Western
blot. Bola zistena expresia a fosforylacia p38 kinazy, avSak bez rozdielu medzi kontrolou bez
elektrickej stimulacie a ovplyvnenymi vzorkami. Z tychto vysledkov vyplyva, Ze elektricka
stimuldcia nemala Ziadny vplyv na aktivaciu tejto kinazy. Taktiez bol prevedeny Western blot
aj pre ostatné kinazy z MAPK drahy, a to pre ERK a JNK, pricom vysledky boli negativne. To
mohlo byt pravdepodobne sposobené tym, ze aj bunky v kontrolnych jamkéach bez
aplikovaného pradu boli aktivované behom procesu ich izoldcie a potom hlavne vdaka
adherencii na povrch jamok stimulacnej platformy. Nasledne potom aplikacia EP neindukovala
ziadny d’alsi signifikantny narast fosforylacie sledovanych MAP kinaz.

V reakcii na mediatory infekcie €1 zapalu mobilizuji neutrofily intracelularne granuly
auvoliiuji ich kontrolovanym sposobom V procese znamom pod pojmom degranulacia.
Uvolnenie réznych latok z granul do extracelularneho prostredia pomaha zabijat’ baktérie, ale
za patologickych podmienok sa tieto toxické latky vylucujii do obehu, ¢o moze viest’ ku
systétmovému zapalu a poskodzovat' tak hostitel'ské tkanivo. [58] Bolo preukazané, ze
nadmerna degranulacia neutrofilov je beznym znakom mnohych zapalovych ochoreni. [29]
Jednou zo zloziek tychto grantil st metaloproteinazy, proteolytické enzymy schopné
degradovat’ zlozky extracelularnej matrix alebo aktivovat’ rastové faktory a cytokiny. Su
rozdelené do r6znych podskupin podla ich substratovej Specifity a molekularnej Struktary. My
sme sa zaoberali kolagenazou (MMP8) a gelatinazou (MMP9), ktorych hladina produkcie bola
stanovena pomocou senvicovej ELISA. MMP8 je skladovana ako latentny enzym (pro-MMP8)
v $pecifickych granulach a je rychlo uvolniovana degranulaciou pri aktivacii neutrofilov. [59]
Hladina MMPS8 bola zvySena pri pulzoch o intenzite vlozeného napitia 100 mV alV so
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Statistickou vyznamnost'ou. Metaloproteinaza MMP9 skladovand v gelatindzovych granuldch
zas zohrava dolezitu ulohu pri extravazacii a migréacii neutrofilov vd’aka svojej schopnosti
degradovat’ hlavné zlozky bazalnej membrany. Tato metaloproteinaza je taktiez uvoliiovana
z gelatinazovych granil behom aktivacie neutrofilov. [60] Pocas experimentov bolo
pozorované, ze vlozené napitie nemalo vyraznej$i vplyv na zvySenie hladiny MMP9 oproti
negativnej kontrole, u ktorej bolo zaznamenané dokonca podobné mnozstvo hladiny. Tieto
vysledky naznacuji, Ze nielen mediatory ako fMLP, IL-8 a TNF [60], ale aj elektricka
stimulacia indukuje uvol'nenie tejto metaloproteindzy.

Dalsi proteinovy marker pouzivany pre exocytozu tentoraz primarnych granal je MPO.
Myeloperoxidaza, najabundantnejsi enzym tychto granul, katalyzuje oxidaciu chloridovych
a inych halogenidovych i6nov v pritomnosti peroxidu vodika za vzniku kyseliny chlornej
a d’alSich vysoko reaktivnych produktov, ktoré sprostredkovavaju Uc¢inné antimikrobidlne
posobenie. [61] Pre stanovenie aktivity MPO vo vzorkach neutrofilov bol vyuzity chromogénny
substrat TMB, ktory je oxidovany pomocou MPO. Vysledky aj v tomto pripade preukazali, ze
pouzita elektricka stimulacia nemala signifikantny vplyv na degranulaciu MPO, ked’Ze aktivita
bola pozorovand rovnako vo vsetkych vzorkach vratane negativnej kontroly. Koordinacia
uvolnovania MPO degranulaciou nie je Uplne objasnend, avSak existuju dokazy, Ze zvySené
hladiny ROS a aktivacia p38 MAPK zohravaju v tomto procese vyznamnt ulohu. [61] To
koreluje s vysledkami tejto prace, kedy boli pozorované ako zvySené hladiny ROS a aktivacia
p38 MAPK, tak aj hladiny exocytozy MPO vV tych istych vzorkach. MPO je tieZ znama ako
hlavna zlozka potrebna pre NETs [62], ¢o takisto koreluje s vysledkami, ktoré preukazujt
aktivitu MPO v rovnakych vzorkach, v akych bola pozorovana citrulinacia histonu H3 typicka
pre NETozu.

Neutrofily v reakcii na fagocytézu, imunitné stimuly alebo bakteridlne zlozky aktivuju
komplex NADPH oxidazy, ktora produkuje superoxidové aniony a ROS odvodené z tohto
radikalu. Medzi ROS patri napr. hydroxylovy radikal, kyselina chlorna ¢i peroxid vodika. [63]
Kvdli svojej stabilite a membranovej permeabilite sa H202 zvycajne voli ako marker pre
kvantifikaciu extracelularneho uvol'iovania ROS u neutrofilov. [53] Po ovplyvneni neutrofilov
sme teda chceli zistit, ¢i v nich bola spustena produkcia ROS. To bolo prevedené pomocou
Amplex Red, $pecifického fluorogénneho substratu pre peroxidazovi aktivitu zavisli na H2O»,
pricom bola merana fluorescencia s rasticim ¢asom behom 4 h. S rastucim ¢asom rastla aj
hladina fluorescenéného produktu, ¢o znamenalo aj zvysujlicu sa tvorbu H20». Najvacsi rozdiel
produkcie voci kontrole, ktora bola stanovena pre vzorku bez ovplyvnenia a pri 1 h, bol
zaznamenany pri vloZeni pulzov o velkosti napitia 1 V, a to pri kazdom &ase. Dalej v &ase po
2 h bol statisticky signifikantny rozdiel pri pulzoch o napéti 10 mV apo 4 h pri 1 V. Tieto
vysledky teda naznacuju, Ze elektricky pulz o velkosti napatia 1 V mal vyraznejsi vplyv na
zvySenie produkcie ROS.
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Dal§im skamanym parametrom behom experimentov bola detekcia tvorby citrulinovanych
histonov, ¢o je Specifickym ukazovatelom tvorby NETs. Neutrofily iniciuju tvorbu NETSs
v odpovedi na patogény a pri in vitro aktivacii roznymi ¢inidlami ako je PMA, IL-8 ¢i LPS.
[64] Ciel'om tohto experimentu bolo zistenie, ¢i dochadza ku citrulinacii H3 aj po elektrickej
stimulacii neutrofilov. Pre toto otestovanie bola vybrana metéda Western blot. Bolo zistené, ze
elektricka stimulacia indukovala citrulindciu histénu vo vsetkych ovplyvnenych vzorkéch a aj
V negativnej kontrole bez vyznamnych rozdielov. Podobne ako v pripade aktivacie MAP kinaz,
absencia rozdielu medzi kontrolou a stimulovanymi bunkami méze byt spojena s predoslou
aktivaciou buniek spdsobenou ich izolaciou a naslednou adherenciou na platformu. V literatiure
sa tieZ uvadza, ze citrulinovany histon H3 mo6ze pochadzat’ niclen z procesu tvorby NETS, ale
aj z mftvych buniek [55], takze u stimulovanych neutrofilov nemusela nutne prebehnit
NEToza.

Ciel'om posledného prevedeného experimentu bolo overenie, ¢i vlozené elektrické napétie
zvysi aktivaciu neutrofilov, ktora sa prejavi zvySenou expresiou povrchovych markerov CD11b
a CD15. CD11b je receptor z rodiny integrinov, ktory zohrava doélezitGi ulohu pri adhézii
neutrofilov ku endotelialnym bunkam vézbou na adhéznu molekulu ICAM-1. [65] Po aktivacii
neutrofilov sa CD11b translokuje z intracelularneho priestoru do plazmatickej membrany. Tato
zvysena povrchova expresia slazi ako zaklad pre vysSie spominanti adhéziu neutrofilov. [66]
S vyuzitim prietokovej cytometrie bolo zistené, ze aj bunky neovplyvnené elektrickou
stimulaciou vykazovali relativne vysoku expresiu CD11b, ktora bola porovnatel'na s expresiou
u ovplyvnenych buniek. Dal3i povrchovy marker charakteristicky pre aktivaciu neutrofilov je
sacharidovy antigén CD15, znamy aj pod pojmom Levis X, ligand pre selektiny ticastniace sa
adhézie neutrofilov. [67] Ani utohto markeru neboli pozorované vyrazné rozdiely medzi
ovplyvnenymi a neovplyvnenymi bunkami a ku jeho zvySenej expresii dochadzalo teda aj
u neovplyvnenych neutrofilov. Rozdiely medzi neovplyvnenou kontrolou a ovplyvnenymi
vzorkami u oboch povrchovych markerov boli len v radoch 10 az 20 %, ¢o predstavuje v ramci
prietokovej cytometrie a povrchovej expresie vel'mi nizku vypovedna hodnotu a taktiez pre tito
metodu by bolo treba vyrazne zvysit’ pocet technickych opakovani, aby mohli byt hodnotené
aj takéto malé rozdiely. Taktiez je mozné, ze vysledky ovplyvnili aj mitve bunky, ktoré mohli
byt zahrnuté pri "gatovani" neutrofilov. Dalsou moznostou je, Ze po pridani protilatky proti
danym markerom, pre ktoru st na povrchu neutrofilov receptory, zacali neutrofily fagocytovat
tito protilatku z okolia. A preto nastala zvySena expresia receptorov pre tieto protilatky,
namiesto toho aby sa zvysila ich expresia vplyvom elektrickej stimulacie. To by sa dalo do
budicna vyrieSit farbenim fixovanych buniek, ¢im by sa zabranilo moznému efektu
nespecifického pohlcovania protilatky neutrofilmi.
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7 ZAVER

Predlozena diplomova praca sa zaoberala vplyvom elektrickej stimulacie na funkcie
neutrofilov, vyznamnych bunkovych zloziek imunitného systému, pri¢om bol skiimany stav ich
aktivacie. Bolo preukdzané, ze pouzitd stimuldcia mala vplyv len u vlozenych elektrickych
pulzov o velkosti 1 V, a to v pripade produkcie ROS a u degranulacie metaloproteinazy MMPS8
pri pulzoch o velkosti 10 mV a 100 mV. V ostatnych pripadoch merania neboli preukdzané
ziadne vyznamné rozdiely medzi ovplyvnenymi bunkami a neovplyvnenou kontrolou.
Vysledky vsak mierne mohol ovplyvnit' aj zisk neutrofilov a nasledné narabanie s nimi, kedy
sa uz pocas neho mohli neutrofily naaktivovat, pretoze tieto bunky su velmi citlivé na
akukol'vek manipulaciu vratane adherencie na platformu. Vplyv elektrickej stimulacie
S danymi parametrami bol uz skimany, avSak nie u tychto buniek, takze v budicnosti by bolo
potrebné modifikovat’ experimentalny pristup tak, aby nedochadzalo ku nechcenej aktivécii
neutrofilov. Celkovo mozno zhrnut, ze vyskum vplyvu EP na neutrofily by mohol mat
potenciadlne vyuzitie v liecbe chronického zépalu, kedy by sa pomocou elektrickej stimulacie
ovplyviovali mechanizmy, ktoré neutrofily nadmerne vyuzivaju prave pri tomto type ochoreni.
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APC
APS
AR
ATP
BSA
BPI
GM-CSF
DNA
DTT
EDTA
EGFR
ELISA
EP

ER
ERK
EtOH
FITC
fMLP
HEPES
HRP
ICAM-1
IL-1pB
IL-8
kDa

LFA-1
LPS
Mac-1
MAPK
MeOH

alofykokyanin

peroxodisiran amonny

Amplex Red

adenozintrifosfat

bovinny sérovy albumin

baktericidny protein zvySujuci permeabilitu

faktor stimulujuci kolonie granulocytov a makrofagov
deoxyribonukleova kyselina

ditiotreitol

etyléndiamintetraoctova kyselina

receptor epidermalneho rastového faktora

enzymova imunoanalyza

elektrické pole

endoplazmatické retikulum

kindza regulovana mimobunkovym signdlom

etanol

fluorescein izotiokyanat
N-formylmetionin-leucyl-fenylalanin
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina
chrenova peroxidaza

medzibunkova adhézna molekula 1

interleukin 1 beta

interleukin 8

kilodalton

(jednotka predstavujica molekulovi hmotnost’ 1000 daltonov)
antigén stvisiaci s lymfocytovou funkciou
lipopolysacharid

makrofagovy antigén 1

mitogénom aktivovana proteinkindza

metanol
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MFI
MMP8
MMP9
MPO
NETs
NK
NSAIDs
NSP
PAD

PBS
PI3K/Akt
PMA
PMNL
PMSF
P38

RFU

RT

SDS
SDS-PAGE

SEM
TBST
TEMED
TNF
TMB
TRIS

Tween 20

strednd intenzita fluorescencie (mean fluorescence intensity)
metaloproteindza medzibunkovej hmoty 8
metaloproteindza medzibunkovej hmoty 9
myeloperoxidaza

neutrofilné extracelularne pasce

bunka-prirodzeny zabijac¢

nesteroidné protizapalové licky

neutrofilné serinové proteazy
peptidylarginindeiminazy

fosfatovy pufer

fosfatidylinozitol-3-OH kinéaza/proteinkinaza Akt
forbol-12-myristat-13-acetat

polymorfonuklearne leukocyty

fenylmetylsulfonyl chlorid

proteinkinaza o velkosti 38 kDa

relativna intenzita fluorescencie (relative fluorescence intensity)
izbové teplota

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovom géli v pritomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

Standardna chyba priemeru (standard error of the mean)
Tris pufer s pridavkom Tween 20
N,N,N’,N'-tetrametyletylénediamin

faktor sposobujuci nekrozu nadoru

3,5,3",5 -tetramethylbenzidin
tris(hydroxymetyl)aminometan

polysorbat 20
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